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DIVERZITET, BIOLOSKA I MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA VIRUSA
TIKAVA I EPIDEMIOLOGIJA OBOLJENJA U SRBIJI

Rezime. U periodu od 2007. do 2011. godine na 61 lokalitetu gajenja tikava u Srbiji
utvrdeno je stalno prisustvo virusa sa visokim intenzitetom zaraze. Ucestalost virusne
zaraze se po godinama mijenjala i kretala od 30-50% u 2007. godini, preko izuzetno
visokih 80% u epidemijskoj 2008. godini, da bi tokom naredne dvije godine bila
konstantna i kretala se oko 40%. U posljednjoj godini ispitivanja zaraza je ponovo
dostigla ¢ak 60%. SeroloSkim testiranjem 1100 uzoraka sakupljenih sa 19 vrsta, sorti i
varijeteta tikava detektovano je prisustvo tri virusa: virusa Zutog mozaika cukinija
(Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), virusa mozaika lubenice (Watermelon mosaic
virus, WMYV) 1 virusa mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV). Dodatnim
testiranjem simptomati¢nih uzoraka detektovano je prisustvo virusa Zzutila tikava
perzistentno prenosivog vasima (Cucurbit aphid-borne yellows virus, CABYV), §to
predstavlja prvi nalaz ovog virusa u Srbiji 1 virusa bronzavosti paradajza (Tomato
spotted wilt virus, TSWV), §to je prvi nalaz ovog virusa na tikvama u Srbiji, ali i1 prvi
nalaz u prirodnoj infekciji na Cucurbita maxima u svijetu. Najzastupljeniji virus tokom
pet godina ispitivanja bio je ZYMV. Tokom prve dvije godine najces¢e su bile
detektovane mijesane infekcije, a u poslednje tri godine pojedinacne.

U okviru ovih istrazivanja dokazano je prenoSenje ZYMV sjemenom Cucurbita
pepo var. styriaca, C. maxima 1 C. moschata. Utvrdena je zarazenost jednogodisnjih i
viSegodiSnjih korovskih biljaka, koje su prisutne u vrijeme zasnivanja usjeva tikava i u
pocetnim fazama vegetacije, sa ZYMV, WMV, CMV 1 TSWV. Najzastupljeniji je bio
TSWYV, a njegovo prisustvo je dokazano u osam razli¢itih korovskih vrsta, sljede¢i po
zastupljenosti je bio CMV, dokazan u sedam vrsta korova, dok su ZYMV i WMV bili
sli¢ni po zastupljenosti, a dokazani su u pet, odnosno Cetiri korovske vrste. Pokazan je
visok diverzitet biljnih vasi koje posjecuju usjeve tikava kroz determinaciju 57 taksona.
Najzastupljenije vrste vasi bile su Aphis fabae, Anoecia corni, Aphis gossypii, Myzus
persicae i Acyrthosiphon pisum. Najveci diverzitet i najveca brojnost vrsta vasi bila je u
prvim nedjeljama po nicanju biljaka.

Detekcija 1 identifikacija do nivoa vrste svih prouzrokovaca virusnih oboljenja

na tikvama u Srbiji potvrdena je primjenom RT-PCR metode i odgovarajucih



specificnih prajmera i sekvencioniranjem. Fenotipska varijabilnost i krug domacina za
ZYMV, WMV 1 CMV ispitivani su primjenom biotesta na ukupno 45 test biljaka.

U toku ovih istrazivanja su uspostavljeni ili unaprijedeni protokoli za
molekularnu detekciju svih pet virusa koji se javljaju na tikvama u Srbiji. Obavljena je
molekularna karakterizacija ZYMV, WMV, CMV, TSWV i CABYV analizom
sekvenici 1 filogenetskim analizama. Analize sekvenci CP gena izolata ZYMV
porijeklom iz Srbije su pokazale da oni pripadaju Centralno-evropskoj grupi izolata.
Analize sekvenci WMV izolata, na osnovu NIb i CP gena pokazale su da se izolati
WMV iz Srbije grupisu u dvije grupe, od ¢ega jedna predstavlja grupu ,,emerging
izolata koji prouzrokuju izrazene simptome 1 velike Stete, Sto predstavlja prvi nalaz ovih
izolata u Srbiji. Na osnovu CP gena, izolati CMV iz tikava iz Srbije svrstali su se u
okviru podgrupe IA, a izolati TSWV na osnovu N gena u okviru podgrupe 1 Evropske
grupe, zajedno sa drugim izolatima ovog virusa iz Srbije. Na osnovu filogenetskih
analiza preklapaju¢ih CP 1 MP gena izolati CABYV grupisali su se u dvije grupe,
vecina izolata iz Srbije nasSla se u okviru Mediteranske grupe zajedno sa ostalim
izolatima porijeklom iz Evrope i mediteranskog regiona, dok su se pojedini izolati
grupisali sa Azijskim izolatima u okviru Azijske grupe.

Dobijeni rezultati ilustruju kako su virusi tikava u Srbiji dinamic¢na i raznovrsna
grupa patogena, kako po broju zastupljenih vrsta tako i po njihovom diverzitetu i
ispoljenim razlikama u bioloskim, epidemioloskim i molekularnim osobinama, Sto

objasnjava povremenu epidemijsku pojavu i teSkoée u kontroli.

Kljucne rijeci: tikve, virusi, bioloska karakterizacija, seroloSka karakterizacija,

molekularna karakterizacija, epidemiologija
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DIVERSITY, BIOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
CUCURBIT VIRUSES AND DISEASE EPIDEMIOLOGY IN SERBIA

Abstract. In the period from 2007 to 2011 constant high levels of viral infections were
detected in 61 cucurbit growing localities in Serbia. The frequency of viral infection
fluctuated over the years, ranging from 30-50% in 2007, to the extremely high 80% in
the epidemic year of 2008, while it was constant and around 40% in the next two years.
In the last year of investigation, the frequency reached a very high level of 60%.
Serological testing of 1100 collected samples proved the presence of three viruses:
Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon mosaic virus (WMV) and
Cucumber mosaic virus (CMV). Additional testing of symptomatic samples revealed
the presence of Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV), which represents the
first detection of CABYV in Serbia, and Tomato spotted wilt virus (TSWYV), which is
the first report of TSWV on cucurbits in Serbia and the first report of Cucurbita maxima
as natural host plant worldwide. ZYMYV was the most prevalent virus during this five
year survey. Mixed infections were the most frequent infection type in the first two
years, while single infection prevailed in the last three years of investigation.

During this investigation, transmission of ZYMV by seeds of C. pepo var.
styriaca, C. maxima and C. moschata was proved. Both annual and perennial weeds,
which are present during the establishment of cucurbit crops, and in the beginning
stages of vegetation, were infected with ZYMV, WMV, CMV and TSWV. The most
prevalent was TSWV which was detected in eight different weed species, the second
most prevalent virus in weeds was CMV, detected in seven different weed species,
while the prevalence of ZYMV and WMV was similar and they were detected in five
and four weed species, respectively. A high diversity of aphids which are visiting
cucurbit crops was detected through the determination of 57 aphid taxons. The most
common aphid species were Aphis fabae, Anoecia corni, Aphis gossypii, Myzus persicae
and Acyrthosiphon pisum. The greatest diversity and the largest number of aphids were
detected in the first few weeks after plant sprouting.

The detection and identification of the species level for all five cucurbit viruses

in Serbia were confirmed by RT-PCR method and suitable specific primers. Bioassay



on 45 test plants was used to determine phenotypic variability and host range for
ZYMV, WMV and CMV.

During the course of this investigation protocols for molecular detection of all
five cucurbit viruses in Serbia were established or improved. Molecular
characterizations of ZYMV, WMV, CMV, TSWV and CABYV were conducted by
sequence and phylogenetic analyses. Sequence analysis of the CP gene revealed that
Serbian ZYMYV isolates belong to the Central European group of isolates. Sequence
analysis based on NIb and CP genes showed that Serbian WMYV isolates are grouped in
two groups, and one of them represents a group of "emerging" strains containing
isolates which are known for causing severe damaging symptoms on cucurbits, and this
represents the first report of these isolates in Serbia. Based on the CP gene of cucurbit,
CMV isolates from Serbia are classified within subgroup IA, and Serbian TSWV
isolates, based on the N gene, in subgroup 1 of the European group together with other
Serbian TSWYV isolates. Based on phylogenetic analysis of the overlapping CP and MP
genes, CABYV isolates were grouped into two groups. The majority of isolates from
Serbia were grouped in the Mediterranean group, together with other isolates originating
from Europe and the Mediterranean region, while some isolates were grouped with the
Asian isolates in the Asian group.

The obtained results illustrate that cucurbit viruses in Serbia are a dynamic and
diverse group of pathogens, based on the number of species, their diversity and
differences in the biological, epidemiological and molecular characteristics, which

explains the occasional occurrence of epidemics and difficulties in virus control.

Key words: cucurbits, viruses, biological characterization, serological characterization,

molecular characterization, epidemiology

Scientific field: Biotechnical Science

Scientific discipline: Phytopathology

UDC: 578.869:635.623(043.3)
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1. UVOD

Za razlic¢ite biljne vrste koje pripadaju familiji Cucurbitaceae koristi se zbirni
naziv tikve. Familija Cucurbitaceae karakteriSe se velikim diverzitetom vrsta i obuhvata
950-980 vrsta vrijezastih biljaka i drvenastih lijana koje su svrstane u 95 rodova
(Schaefer and Renner, 2011), od ¢ega su za biljnu proizvodnju najznacajnija tri roda
Citrullus, Cucumis 1 Cucurbita (Gaba et al., 2004; Lebeda et al., 2006). Proizvodnja
tikava u svijetu, po podacima Svjetske organizacije za hranu i poljoprivredu (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, FAO), obavlja se na povr§inama od oko
8,716 miliona ha (FAQO, 2010). Proizvodnja tikava u Srbiji odvija se na povrSinama od
oko 26 hiljada ha (Berenji, 2010; RZS, 2010; FAQO, 2010).

Domestifikacija tikava usko je povezana sa zaecima razvoja poljoprivrede i
ljudske civilizacije i upravo su tikve jedne od prvih biljaka koje je ¢ovjek ,,pripitomio®,
kako u zemljama Novog svijeta, tako i u zemljama Starog svijeta (Bisognin, 2002). U
Srbiji se razliCite vrste tikava korite za ishranu ljudi, kao stocna hrana, ali 1 u
medicinske i1 dekorativne svrhe (Berenji, 1999). Vrste roda Cucurbita vode porijeklo iz
Centralne i Juzne Amerike, dok je posebna forma obi¢ne tikve (Cucurbita pepo)-uljana
tikva golica, koja je veoma znacajna vrsta tikava kod nas, nastala u Austriji u XIX
vijeku (Berenji, 2010).

Na tikvama je do sada opisano preko 200 bolesti razli¢ite etiologije koje mogu
da izazovu gljive, pseudogljive, bakterije, virusi i drugi biotski i abiotski ¢inioci (Zitter,
1996). Medutim, ekonomski najznaCajnije Stete izazivaju virusi koji se na
neperzistentan nacin prenose biljnim vaSima (Provvidienti and Schroeder, 1970;
Lecoq et al., 2003; Bananej et al.,, 2008). Veliki je broj radova koji govore o
ekonomskim Stetama prouzrokovanim pojavom virusnih oboljenja na biljkama familije
Cucurbitaceae. Provvidienti (1996a) navodi listu od 32 virusa koji zarazavaju tikve,
isticu¢i da veéina moze da izazovu znacajne gubitke u proizvodnji tikava.

U Srbiji, o virusima kao prouzrokovacima bolesti tikava nije bilo podataka sve
do 2000. godine. Te godine problem virusnih oboljenja obic¢ne tikve privukao je paznju
izuzetno velikim Stetama na vise lokaliteta gajenja. Kao prouzrokovaci oboljenja obi¢ne
tikve identifikovani su CMV, WMV 1 ZYMV ¢ija je pojava prvi put zabiljeZena u nasoj

zemlji (Dukié et al.,, 2001). Od tada po€inju detaljna ispitivanja rasprostranjenosti i



ucestalosti oboljenja koje ovi virusi izazivaju na obicnoj tikvi kod nas (Duki¢ et al.,
2001; Dukic¢ et al., 2002; Krsti¢ et al., 2002; Dukic¢ et al., 2004; Duki¢ et al., 2006).
Znacaj virusa kao prouzrokovaca bolesti tikava uputio je na neophodnost stalnog
pracenja prisustva, ucestalosti i rasprostranjenosti virusa tikava, zbog pravovremene
identifikacije moguc¢ih novih vrsta i proucavanja varijabilnosti i geneticke strukture
populacije ekonomski znacajnih virusa u Srbiji, a sve u cilju razvijanja adekvatnih
mjera kontrole koje, prije svega, treba da se zasnivaju na selekciji na otpornost. Takode,
od velikog znacaja je i poznavanje slozene ekologije virusa tikava, utvrdivanje znacaja
sjemena 1 korovskih biljaka kao izvora virusnog inokuluma, ali i pracenje leta i
prisustva biljnih vasi kao vektora virusa u usjevu tikava, a u cilju rasvjetljavanja brojnih
epidemioloskih pitanja, bez ¢ijeg dobrog poznavanja nije moguca efikasna prevencija i

kontrola virusnih oboljenja tikava u Srbiji.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Tikve kao gajene biljke

Familija Cucurbitaceae je veoma raznovrsna botanicka familija Ciji se
predstavnici uglavnom srecu u tropskom i umjerenom klimatu. Familija tikava obuhvata
jednogodisnje 1 viSegodisnje biljke 1 po brojnosti vrsta se ubraja u srednje velike
familija sa 950-980 predstavnika svrstanih u 95 rodova (Schaefer and Renner, 2011).
Kao ekonomski znacajni navode se tri roda: Citrullus, Cucumis 1 Cucurbita (Gaba et
al., 2004; Lebeda et al., 2006), dok su od lokalnog ili regionalnog znacaja rodovi
Benincasa, Lagenaria, Luffa, Momordica i Sechium (Lebeda et al., 2006).

2.1.1. Geografsko porijeklo tikava

Geografsko porijeklo biljaka familije Cucurbitaceae je veoma raznoliko, shodno
velikom diverzitetu vrsta u okviru familije. Vrste roda Cucurbita poti¢u iz Srednje i
Juzne Amerike (McCreight and Staub, 1999; Berenji, 2010), a u zemljama Starog
svijeta su se pojavile tek posle Kolumbovih otkri¢a (Berényi and Karlovits, 1995). Na
naSe prostore tikva je dosla najvjerovatnije iz Male Azije, preko Grcke, na sta ukazuje i
porijeklo rijec¢i ,tikva® od starogrcke rijeci ,,sikna* (Popovié¢, 1971). Posebna forma
obic¢ne tikve (Cucurbita pepo L.)-uljana tikva, koja je veoma znafajna vrsta tikava u
Srbiji, nastala je izmedu 1870. i 1880. godine u austrijskoj pokrajini Stajerskoj
(Teppner, 2000). Od ostalih znacajnih vrsta ove familije, krastavac (Cucumis sativus
L.) vodi porijeklo iz Indije, dinja (C. melo L.) 1 vrg (Lagenaria siceraria (Molina)
Stand.) iz Afrike, a lubenica (Citrullus lanatus (Thunb.)) iz Afrike i Indije (Mallick and
Masui, 1986; McCreight and Staub, 1999).

2.1.2. Morfologija tikava

Najznacajniji gajene vrste tikava u Srbiji su jednogodiSnje zeljaste biljke sa
vretenastim korijenovim sistemom koji se veéinom razvija u povrSinskom sloju
zemljiSta. Stablo je puzavo-vrijezasto, zbog Cega se cCesto nazivaju vrijezastim
kulturama, sa intercelularom u sredini, a na popre¢nom presjeku rebrasto i obraslo
kratkim bodljama. Listovi su jednostavne grade, sa dugackim peteljkama i srcolikim

trostruko ili petostruko urezanim liskama. Liske su obrasle sitnim dlakama i na rubu



nazubljene. Jednodome su biljke, sa jednopolnim cvjetovima zute boje koji se odlikuju
petodjelnom gradom. Zenski cvjetovi su sitniji, sa jasno izrazenim plodnikom i razvijaju
se na bocnim granama, dok su muski krupniji uglavnom na glavnoj vrijezi, sa pet
¢aSi¢nih i kruni¢nih listica i1 pet prasnika. Tikve su stranooplodne biljke, a oprasivanje
zenskih cvjetova obavljaju insekti, u nasim uslovima najvise domace pcele, a ponekad
bumbari. Plod tikve je so¢na, krupna bobica. Pokozica ploda je ¢vrsta 1 ispod nje se
nalazi sloj mesa (mezokarp) razli¢ite debljine, Zute ili narandzaste boje. Unutrasnjost

ploda ispunjava koncasto tkivo, placenta na ¢ijem vrhu se nalazi sjeme.

2.1.3. Gajenje, znacaj i upotreba tikava

Gajene biljke familije Cucurbitaceae su veoma raznolike, zbog Cega se gaje
Sirom svijeta u razli¢itim uslovima i na razliite nacine. Tikve se gaje u nizijama i na
planinama, na otvorenom polju i u zasti¢enom prostoru, u tropskim predjelima,
pustinjama i u umjerenom klimatu (McCreight, 1996).

Biljke familije tikava spadaju u ekonomski veoma znacajne kulture u mnogim
zemljama, narocito u zemljama u razvoju (Bananej and Vahdat, 2008). Proizvodnja
tikava u svjetskim razmjerama obavlja se na povrSinama ve¢im od povrsina na kojima
se proizvode paradajz ili citrusi, ili na oko polovini povrSina na kojima se proizvodi
krompir, a poredenja radi, samo je proizvodnja lubenica, po povrSinama, veca od
proizvodnje grozda ili jabuka (Gaba et al., 2004). Na globalnom nivou, tikve i bundeva
se po ekonomskoj vrijednosti rangiraju kao devete povrtarske kulture (Paris, 2000).
Uljana tikva golica se u svijetu gaji na povrSinama koje obuhvataju oko 600.000 ha,
koje su uglavnom skoncentrisane u Kini i Evropi (Boucher, 2010).

U Srbiji se tikve gaje u skoro svim krajevima zemlje, na otvorenom polju i u
zaSti¢enom prostoru (Berenji, 1999), a od predstavnika roda Cucurbita obi¢na tikva je
zastupljena sa 90% (Popovi¢, 1991). Ostale vrste roda Cucurbita se u nasoj zemlji gaje
uglavnom kao meduusjev ili po bastama (Berenji, 1999). Veoma znacajnu i
perspektivnu vrstu za poljoprivrednu proizvodnju u Srbiji predstavlja uljana tikva golica
i povrsine pod ovom kulturom se procjenjuju na oko 1000-1500 ha sa tendencijom
stalnog rasta (Berenji i Sikora, 2011) i1 zbog toga Sto ova kultura predstavlja jednu od
osnovnih u sistemu organske proizvodnje, kao i zbog visokog sadrzaja ulja u sjemenu i

visoke cijene nerafinisanog ulja tikvinog sjemena (Karlovié et al., 2001).



Tikve imaju Siroku upotrebu u ishrani ljudi i zivotinja, a koriste se 1 u
medicinske 1 dekorativne svrhe (Berenji, 1999). Posljednjih godina Srbija, a prije svega
Vojvodina, postaje prepoznatljiva po proizvodnji uljane tikve golice iz koje se dobija
tikvino ulje (Berenji et al., 2004) koje je, posle maslinovog, jedno od najkvalitetnijih
ulja jer sadrzi vitamin E, karotenoide, zasi¢ene i nezasi¢ene masne kiseline i kao takvo
se preporucuje u ishrani (Wagner, 2000; Bavec, 2007). Tikvino ulje ima ljekovita
svojstva, a najceS¢e se koristi za smanjenje nivoa holesterola, umanjenje tegoba kod
benigne hiperplazije prostate i jaCanja imuniteta (Wagner, 2000; Fruhwirth and

Hermetter, 2007).

2.2. Bolesti i StetoCine tikava

Proizvodnju tikava ugrozava preko 200 bolesti razliite etiologije koje mogu da
izazovu gljive, pseudogljive, bakterije, virusi i drugi biotski i abiotski ¢inioci (Zitter,
1996). Gljive 1 pseudogljive na tikvama mogu da se podijele na zemljiSne,
prouzrokovace bolesti nadzemnih organa i1 prouzrokovace trulezi ploda (Krsti¢ i
Bulaji¢, 2011). Bakterije mogu da izazovu propadanje i uvenuce cijelih biljaka (Latin,
1996), lisnu pjegavost ili trulez zrelih plodova (Latin, 1996; Williams, 1996; Williams
and Zitter, 1996). Medutim, na tikvama najznacajnije Stete u pogledu smanjenja
prinosa 1 kvaliteta, izazivaju fitopatogeni virusi (Provvidienti and Schroeder, 1970;
Lecoq et al., 2003; Sevik and Arli-Sokmen, 2003). Provvidienti (1996a) navodi listu
od 32 virusa koji zarazavaju tikve, ali taj broj se stalno povecava, tako da se smatra da
ih ima vise od 50 (Kucharek and Purcifull, 1997)

Osim bolesti, tikve napada 1 preko 50 Stetocina, u koje spadaju nematode,
puzevi, ptice, sisari i insekti (Keres$i i Sekulié¢, 2011). Od insekata na tikavama su
najznacajnije biljne vasi, a narolito vrsta Aphis gossypii koja prouzrokuje najvece
direktne Stete (Webb, 2007), ali se smatra da vasi nanose najvece Stete kao vektori

biljnih virusa (Luis-Arteaga et al., 1998; Sevik and Arli-Slokmen, 2003).

2.3. Virusi tikava i njihov znacaj
Na tikvama, Stete u pogledu smanjenja prinosa i kvaliteta, mogu da izazovu
razliciti fitopatogeni organizmi, ali su ekonomski najznacajniji virusi (Provvidienti and

Schroeder, 1970; Lecoq et al., 2003; Sevik and Arli-Sokmen, 2003). Kao



prouzrokovaci ekonomski vaznih oboljenja tikava naj¢eSce se navodi pet virusa: virus
mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virus mozaika bundeve (Squash
mosaic virus, SQMV), virus prstenaste pjegavosti papaje (Papaya ringspot virus,
PRSV), virus mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus, WMW) 1 virus zutog
mozaika cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) (Salama and Hill, 1968;
Milne et al., 1969; Nameth et al., 1986; Lecoq et al., 2003; Agrios, 2005).

Na osnovu stalnog pracenja prisustva i ucestalosti pojave virusa u odredenim
regionima gajenja, izveden je zaklju¢ak da su virusi koji se prenose vaSima na
neperzistentan nacin najvaznija prepreka u proizvodnji tikava u svijetu. U toku
poslednje cetiri decenije najvece Stete usjevu tikava na Floridi nanose CMV, WMV,
PRSV i ZYMV (Kucharek and Purcifull, 1997). U Madarskoj su do 1995. godine, kad
je prvi put otkriven ZYMV, najvazniji virusi tikava bili CMV i WMV (Tébias et al.,
1996). Medutim, za kratko vrijeme, ZYMV se rasirio u svim djelovima zemlje
izazivaju¢i zastraSujuce epidemije u usjevu razliCitih vrsta tikava, pa i1 uljane tikve
(Tobias and Tulipan, 2002). U Austriji, gdje se uljana tikva golica tradicionalno gaji
ve¢ vise od 100 godina, epidemijska pojava virusnog oboljenja izazvanog sa ZYMV
prvi put se javila 1997. godine kada je nanijela takve Stete da je prepolovila ukupan
prinos uljane tikve (Riedle-Bauer et al., 2002; Lelley and Hengmuller, 2000).

Procenat zarazenih biljaka u polju moze varirati u zavisnosti od lokaliteta i
gajene vrste od 10% pa cak do 100% (Tébias and Tulipan, 2002). U slucaju pojave
virusnih zaraza obicne tikve prouzrokovanih WMV, zabiljezeno je smanjenje prinosa od
50 do 100% (Mansour and Al-Musa, 1982). Virusne zaraze tikava, osim direktnog
smanjenja prinosa, smanjuju i trziSnu vrijednost plodova i do 94% (Blua and Perring,
1989). Pri mijeSanim infekcijama sa dva ili viSe virusa na zarazenim biljkama cesto
dolazi do sinergistickog dejstva, tako da se intenzitet simptoma povecava usled ¢ega su i
Stete u usjevu mnogo znacajnije (Desbiez and Lecoq, 1997). Tako su mijeSane infekcije
virusima ZYMV 1 CMV izazvale pojavu jakih simptoma bolesti na zaraZzenim biljkama
dinje i cukinija (Wang et al., 2002).

Na ispoljavanje Stetnog efekta virusa, veliki uticaj ima vrijeme infekcije,
odnosno starost biljaka u momentu infekcije. Posebno velike Stete nastaju prilikom

ranih infekcija osjetljivih biljaka virusima, kao 1 u slu¢ajevima mijeSanih zaraza.



2.4. Proucavanje virusnih oboljenja tikava u Srbiji

Istrazivanja virusa infektivnih za biljke familije Cucurbitaceae u Srbiji bila su do
2000. godine malobrojna, a odnosila su se na izu¢avanje WMV na dinji 1 lubenici
(Staki¢ i Nikoli¢, 1966), krastavcu (ToSi¢ et al.,, 1996) i CMV na dinji (Staki¢ i
Nikolié, 1966), i drugim biljkama familije Cucurbitaceae (Pejé¢inovski, 1978). Podataka
o virusima kao prouzrokovacima bolesti roda Cucurbita i drugih biljaka familije tikava
nije bilo sve do 2000. godine. Te godine problem virusnih oboljenja obi¢ne tikve je
privukao paznju izuzetno velikim Stetama na vise lokaliteta gajenja. Kao prouzrokovaci
oboljenja obi¢ne tikve identifikovani su CMV, WMV i ZYMV ¢ija je pojava prvi put
zabiljezena u nasoj zemlji (Duki¢ et al., 2001). Od tada pocinju detaljna ispitivanja
rasprostranjenosti 1 ucestalosti oboljenja koji ovi virusi izazivaju na obi¢noj tikvi

(Dukié et al., 2002; Krsti¢ et al., 2002; Dukic¢ et al., 2004; Dukic¢ et al., 2006).

2.5. Osnovne karakteristike virusa tikava prisutnih u Srbiji

Iako, se na tikvama javlja vise od 50 virusa (Kucharek and Purcifull, 1997)
mnogi od njih ne izazivaju velike gubitke u proizvodnji. U Srbiji su do sada na tikvama
bila prisutna tri virusa, ZYMV, WMV i CMV (Duki¢ et al., 2001), koja spadaju u
grupu ekonomski najznacajnijih (Lecoq et al., 2003), a u ovim istraZzivanjima su
ustanovljena jo$ dva virusa, virus bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt virus,
TSWV) 1 virus zutila tikava perzistentno prenosiv vasima (Cucurbit aphid-borne
yellows virus, CABYV), Cije je prisustvo 1 publikovano (Vuéurovi¢ et al., 2011a,
2012).

Virus zutog mozika cukinija, pripada najve¢em i ekonomski najvaznijem rodu
biljnih virusa, rodu Potyvirus familiji Potyviridae (Murphy et al., 1995) i jedan je od
ekonomski najvaznijih virusa tikava. Prvi put je izolovan u Italiji 1973. godine, a opisan
1981. godine kao novi Potyvirus na cukiniju (Lisa et al., 1981). Skoro istovremeno, u
Francuskoj se 1979. godine na dinji javilo novo oboljenje ¢iji je prouzrokova¢ nazvan
Muskmelon yellow stunt virus (MYSV) (Lecoq et al., 1981). Medutim, ubrzo je
dokazano da se zapravo radi o jednom virusu, koji je nazvan ZYMV (Lecoq et al.,
1983). ZYMV je vjerovatno najbolji primjer veoma destruktivnog ,.,emerging® virusa
(ekspanzivni, nadolazeéi virus) Cija se raSirenost i ucestalost, od momenta pojave,

rapidno povecavala. Danas je ovaj virus opisan u vise od 50 zemalja, sa razli¢itim



klimatskim uslovima, od tropskih do umjerenih i na svim kontinentima izuzev
Antarktika (Desbiez and Lecoq, 1997). Introdukcije ovog invazivnog virusa u nove
djelove svijeta su veoma Ceste (Lecoq et al., 2009).

Virus mozaika lubenice prvi put su opisali Webb and Scott (1965) na Floridi.
Kao 1 ZYMV, pripada familiji Potyviridae, rodu Potyvirus (Shukla et al., 1994). Webb
and Scott (1965) su iz kompleksa virusa mozaika lubenice, na osnovu kruga domacina,
unakrsne zaStite 1 antigenih osobina, izdvojili dva virusa i1 oznacili ih kao WMV 1
(sadasnji naziv Papaya ringspot virus, PRSV) 1 WMV 2. U literaturi se za WMV 2
koriste 1 nazivi Watermelon mosaic virus (WMV) ili General watermelon mosaic virus
(Purcifull et al., 1984). Prisutan je u mnogim djelovima svijeta (Australija,
Cehoslovacka, Cile, Francuska, Madarska, Iran, Izrael, Italija, Japan, Meksiko, Novi
Zeland, SAD, Venecuela i zemlje bivSe Jugoslavije) i smatra se opSte rasprostranjenim
virusom umjereno toplih i tropskih regiona (Purcifull et al., 1984). Prisustvo WMV
zabiljezeno je u vecini zemalja gdje se tikve gaje (Provvidenti, 1996b). Iako je WMV
Cesto prevalentan u usjevima tikava, dugo je zanemarivan i smatran manje znacajnim
patogenom, zbog izazivanja veoma blagih simptoma na listovima, odsustvu simptoma
na plodovima tikava i bez oCiglednog uticaja na prinos i kvalitet plodova (Lecoq, 1992;
Desbiez et al., 2009). Medutim, prije dvadesetak godina u Evropi uoceni su izuzetno
jaki simptomi na ljetnjoj tikvici forme cukini, prouzrokovani ovim virusom i od tada
WMV privlaci sve veéu paznju istrazivaca (Moreno et al., 2004; Desbiez et al., 2007,
2009).

Virus mozaika krastavca je tipiCan predstavnik roda Cucumovirus, familije
Bromoviridae 1 jedan je od ekonomski najznacajnijih virusa (van Regenmortel et al.,
2000). Prvi put je otkriven kao prouzrokova¢ oboljenja na tikvama 1916. godine u
Americi (Doolittle, 1916, loc. cit. Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008) i upravo je
njegovim proucavanjem otpoceo pionirski rad na izucCavanju virusa tikava u svijetu
1925. godine (Doolittle and Walker, 1925, loc. cit. Lecoq et al., 2009). Od tada, CMV
se proSirio u mnoge djelove svijeta, gdje je identifikovan kao uzro¢nik brojnih
epidemija, kako u pojedinacnim tako i u mijeSanim infekcijama (Palukaitis et al.,
1992). Mada se CMV ubraja u grupu opste rasprostranjenih virusa, najznacajniji je u
umjereno toplim regionima gdje su povoljni uslovi za razvoj vasi, njegovih vektora

(Shew and Lucas, 1991; Palukaitis et al., 1992).



Virus pjegavog uvenuca paradajza, kod nas poznatiji pod imenom virus
bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt virus, TSWV) tipi¢an je predstavnik roda
Tospovirus, familije Bunyaviridae 1 dugo je bio klasifikovan kao jedini ¢lan ,,Tomato
spotted wilt“ grupe (Matthews, 1979). TSWV se nalazi na EPPO A2 listi
(OEPP/EPPO, 2008) i na listi IA dio II karantinski Stetnih organizama Republike
Srbije (Sluzbeni glasnik RS, 7/10). Oboljenje prouzrokovano ovim virusom otkriveno
je u Australiji (Brittlebank, 1919), ali je virusna priroda utvrdena tek 1930. godine
(Samuel et al., 1930). Prema OEPP/EPPO (1999), TSWYV je opste rasprostranjen i do
sada je njegovo prisustvo potvrdeno u umjerenim, suptropskim i tropskim podrucjima
svijeta, a u hladnijim podru¢jima nalazi se u staklenicima i drugim zaSti¢enim
prostorima. Prisustvo TSWV u naSoj zemlji utvrdeno je, na duvanu, paprici, paradajzu i
mnogobrojnim vrstama ukrasnih biljaka (DPekié et al., 2007a; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007).

Cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV) pripada familiji Luteoviridae,
rodu Polerovirus (Domier, 2011) 1 jedan je od nekoliko virusa koji izazivaju simptome
zutila u usjevima tikava. Prvi put su ga opisali Lecoq et al. (1992) u Francuskoj. Virus
je osim u u Francuskoj, prisutan i u Sjedinjenim Americkim Drzavama (Lemaire et al.,
1993), Spaniji (Juarez et al., 2004), Tunisu (Hattab, 2005), Kipru (Papayianis et al.,
2005), Iranu (Bananej et al., 2006), Grckoj (Boubourakas et al., 2006), Kini (Xiang et
al., 2008), Italiji (Tomassoli and Meneghini, 2007), Turskoj (Yardumeci, 2007),
Slovackoj (Bananej et al., 2009), Ceskoj (Svoboda et al., 2011), na Tajvanu (Knierim
et al., 2010) i u Egiptu (Omar and Bagdady, 2012). U mnogim regionima gajenja ovaj
(Lecoq, 2004), a javlja se i u zasticenom prostoru (Boubourakas et al., 2006). Rane
infekcije sa CABYV mogu dovesti do znacajnog gubitka prinosa, cak do 50% kod
krastavca i 40% kod dinje (Lecoq et al., 1992). Gubici u prinosu nastaju usled
smanjenja broja plodova po biljci, $to je rezultat zakrZljavanja cvjetova kod dinje (40%)
1 krastavca (51%), dok oblik i kvalitet plodova nijesu ugrozeni (Dogimont et al., 1996).

Literaturni podaci koji se odnose na pojavu, rasprostranjenost, ucestalost pojave,
krug prirodnih domacina, simptomatologiju, biolosku karakterizaciju, na¢in odrzavanja
1 Sirenja u prirodi, genomnu organizaciju, fenotipsku i1 genotipsku varijabilnost 1
geneticku strukturu populacije, za sve proucavane viruse tikava u okviru ove disertacije,

implementirani su u poglavlju Diskusija.



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

U svijetu je do danas opisano preko 50 virusa koji se javljaju na tikavama i Cesto
prouzrokuju veoma destruktivna oboljenja i izazivaju velike Stete. Ekonomske Stete
izazvane virusnim oboljenjima na tikvama prouzrokovane su direktnim smanjenjem
prinosa, ali i umanjenjem trzisne vrijednosti plodova.

Kako se virusi na tikvama u Srbiji redovno javljaju prouzrokujuéi znacajne
gubitke prinosa, ukazala se potreba za redefinisanjem statusa prisustva, ucestalosti i
rasprostranjenosti ranije prisutnih virusa, kao i identifikacije novih primjenom razli¢itih
dijagnostickih tehnika. Petogodisnji pregled razliCitih vrsta tikava na razli¢itim
lokalitetima gajenja omoguci ¢e novu inventarizaciju virusa tikava u Srbiji 1 uvid u
njihov relativni znacaj u proizvodnji tikava kod nas, ali i razjasnjenje brojnih nedoumica
u pogledu ekologije i epidemiologije virusa tikava, kroz utvrdivanje prenosenja virusa
sjemenom tikava, odrzavanja u korovima i sastava populacije lisnih vasi koje posjecuju
usjev tikava.

Zbog toga su kao osnovni ciljevi ove disertacije definisani:

v' utvrdivanje prisustva i rasprostranjenosti virusa tikava u Srbiji primjenom DAS-
ELISA testa;
bioloska karakterizacija najznacajnijih virusa tikava kod nas;
prenosenja sjemenom tikava tri najznacajnija virusa kod nas;

utvrdivanje prisustva virusa tikava u korovskim biljkama u i oko usjeva;

D N N NN

ispitivanje brojnosti, diverziteta populacije 1 dinamike leta lisnih vasi koje
posjecuju usjeve tikava;

v molekularna karakterizacija prisutnih virusa u Srbiji u cilju utvrdivanja
genotipske varijabilnosti 1 poredenja izolata iz Srbije sa odgovarajuéim
izolatima i1z drugih djelova svijeta;

v filogenetske analize prisutnih virusa tikava u Srbiji.

Detaljna karakterizacija omoguc¢i ¢e utvrdivanje dominantnih patotipova virusa, na

kojima treba da se zasniva selekcija na otpornost, kao najefikasnija mjera kontrole.
Epidemioloska ispitivanja pruzi¢e odgovore o naCinu odrzavanja virusa u prirodi u

periodu mirovanja, na¢inu unosenja u usjev i daljem Sirenju u toku vegetacije.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Pregled terena i sakupljanje uzoraka tikava

Prisustvo, rasprostranjenost i ucestalost pojave virusa tikava u Srbiji ispitivani su
u tokom pet godina, u periodu od 2007. do 2011. godine. Pregledan je ukupno 61
lokalitet gajenja 19 razlicitih vrsta, sorti i varijeteta tikava. Sakupljeni su uzorci: obi¢ne
tikve (Cucurbita pepo)-nepoznate sorte, Sest sorti posebne forme obicne tikve-uljane
tikve (C. pepo var. styriaca 'Olinka', 'Gleisdorfer Olkiirbis', 'Horgo§', 'Long of Nepal',
'Wrinkle bat', 'Weis 371"), dvije sorte ljetnjih tikvica (C. pepo 'Beogradska', 'Cue Ball'),
dvije sorte cukinija (C. pepo 'Tosca', 'Genovese'), zimske tikve (C. mixta 'Striped
Cushow'), bundeve (C. maxima), muskatne tikve (C. moschata), bizonske tikve (C.
foetidissima), vrga (Lagenaria siceraria), krastavca (Cucumis sativus), dinje (C. melo) i
lubenice (Citrullus lanatus). Najvise lokaliteta nalazilo se u Vojvodini koja je i
najznacajnije podrucje gajenja ovih biljaka u nasoj zemlji, prije svega uljane tikve.
Svako polje je pregledano dva puta u toku vegetacije, prvi put u ranim fazama razvoja
usjeva da bi se utvrdilo da li je doslo do ranih infekcija, a drugi put u periodu od jula do
avgusta, kada su i sakupljani uzorci za analize.

Tokom pregleda sakupljeni su uzorci lis¢a i1 plodova tikava sa simptomima koji
su ukazivali na virusnu zarazu. Takode, procijenjena je i ucestalost pojave simptoma.

Za testiranje su u svakom pregledanom usjevu sakupljeni uzorci sa simptomima
virusnih infekcija. Svaki uzorak sadrzao je lis¢e ili plodove razlicitih faza razvoja sa
razli¢itih vrijeza iste biljke od kojih je formiran zbirni uzorak. Tako sakupljeni uzorci
pakovani su u plasti¢cne kese sa etiketama na kojima su upisivani podaci o biljci i
lokalitetu uzorkovanja, a zatim transportovani u laboratoriju u ru¢nom frizideru i ¢uvani
na temperaturi 4°C do analize. Svi uzorci su testirani u roku do 48 h od uzorkovanja.
Metoda po kojoj su uzorci sakupljani zavisila je od veli¢ine usjeva, odnosno parcele 1
intenziteta zaraze, odnosno broja biljaka sa simptomima virusnih zaraza. Ukoliko su
parcele bile manjih dimenzija ili intenzitet zaraze slab, sakupljen je manji broj uzoraka
sa simptomima, a ukoliko su parcele bile vece ili je intenzitet zaraze bio jaci, uzorci sa
simptomima sakupljani su kretanjem po ,,W* modelu koji omogucava najbolje

pokrivanje cijelog polja.
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U svakom testiranom usjevu prije uzorkovanja odredena je ucestalost pojave
oboljenja vizuelno ili kretanjem po ,,W* modelu 1 nasumi¢nim sakupljanjem po 100
biljaka. UcCestalost je zatim utvrdena brojanjem biljaka sa simptomima i odredivanjem
njihovog udjela u ukupnom broju sakupljenih biljaka. Takode, na pet lokaliteta gajenja
u pet usjeva 2009. godine i tri lokaliteta gajenja, a u Cetiri usjeva 2010. godine
procijenjena je ucestalost virusnih infekcija upotrebom metode visestrukog transfera
koju su opisali Gibbs and Gower (1960) (postupak metode opisan je u poglavlju 4.4.).
Lokaliteti na kojima je izvrSena procjena ucestalosti virusnih infekcija 2009. godine bili
su: Budisava, Cenej, Srbobran, Zmajevo i Kisac, a 2010. godine Hetin, Backa Topola i
Horgos. Na ovim lokalitetima nasumicno je sakupljeno lis¢e sa 100 biljaka kretanjem
po ,,W* modelu, zatim je sakupljeno lis¢e grupisano u 25 zbirnih grupa, pri ¢emu je
svaka zbirna grupa sadrzala liS¢e sa Cetiri biljke. Tako formirane zbirne grupe su
testirane na prisustvo Sest ekonomski znacajnih virusa tikava po postupku opisanom u
poglavlju 4.2.

U toku 2007. godine sakupljeno je 69 uzoraka tikava sa simptomima virusnih
zaraza iz 11 usjeva. Pregled je obuhvatio osim C. pepo var. styriaca i druge vrste, kao
sto su C. maxima, C. moschata, C. feotidissima 1 L. siceraria na pet lokaliteta gajenja u
Vojvodini.

Pregledi 13 usjeva tikava tokom 2008. godine i sakupljanje uzoraka C. pepo
var. styriaca, C. maxima i L. siceraria sa simptomima virusnih infekcija sprovedeni su
na 6 lokaliteta gajenja tikava, pri ¢emu je sakupljen 51 uzorak.

Tokom 2009. godine pregledano je 15 usjeva na osam lokaliteta gajenja tikava,
pri ¢emu je sakupljeno 599 uzoraka tikava. Sakupljeni uzorci su poticali iz C. pepo
'Olinka’, C. pepo 'Tosca', C. pepo 'Beogradska', kao i C. maxima i C. moschata.

Sakupljanje uzoraka tikava tokom 2010. godine obavljeno je na 18 lokaliteta
gajenja, pri cemu je pregledano 48 usjeva i sakupljena su ukupno 183 uzorka C. pepo
var. styriaca (sorti Olinka, Horgo§, Gleisdorfer Olkiirbis, Weis 371, Wrinkle bat, Long
of Nepal), C. pepo 'Genovese', C. maxima, L. siceraria, C. mixta, kao i Cucumis sativus
i Citrullus latanus. U toku 2010. godine istrazivanja su proSirena i na dva lokaliteta
izvan Vojvodine (Druzeti¢ 1 Porodin) kako bi se stekao uvid u prisustvo virusa tikava i u

ovim proizvodnim podruc¢jima.
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Pregled terena i sakupljanje uzoraka tokom 2011. godine obuhvatili su 24
lokaliteta koji su bili rasporedeni u 13 okruga Srbije. U Vojvodini je pregledano 12
lokaliteta u pet okruga: Zapadna Backa, Sjeverna Backa, Juzna Backa, Srem i JuZni
Banat. [zvan Vojvodine je pregledano osam okruga kako bi se dobila $to potpunija slika
o prisustvu 1 zastupljenosti virusa tikava u njima. Pregledani lokaliteti su se nalazili u
Beogradskom, Macvanskom, Podunavskom, Brani¢evskom, Raskom, Rasinskom,
Jablanickom 1 P¢injskom okrugu. Sakupljeno je ukupno 198 uzoraka iz 44 usjeva C.
pepo-nepoznate sorte, C. pepo 'Olinka’, C. pepo-ljetnja tikvica, C. moschata, C. melo,

C. sativus 1 C. latanus.

4.2. Seroloska ispitivanja

Testiranje sakupljenih uzoraka lis¢a tikava, obavljeno je seroloskim analizama
na prisustvo Sest ekonomski najznacajnijih virusa tikava i to: virus zutog mozaika
cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMYV), virus mozaika lubenice (Watermelon
mosaic virus, WMV), virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virus
prstenaste pjegavosti papaje (Papaya ringspot virus, PRSV), virus prstenaste pjegavosti
duvana (Tobacco ringspot virus, TRSV) 1 virus mozaika bundeve (Squash mosaic virus,
SgMV) u cilju utvrdivanja prisustva, rasprostranjenosti 1 ucestalosti pojave pojedinih

virusa po godinama, lokalitetima i usjevima.

4.2.1. Direktna imunoenzimska metoda na plo¢i (DAS-ELISA)

Za detekciju virusa u usjevima tikava koriS¢ena je direktna imunoenzimska
metoda na ploc¢i (Double Antibody Sandwich-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
DAS-ELISA) po protokolu koju su opisali Clark and Adams (1977). Metoda je
primijenjena prema uputstvu proizvodaca dijagnostickih ELISA kitova.

Serolosko testiranje uzoraka 2007. godine obavljeno je primjenom komercijalnih
poliklonalnih antiseruma specifi¢nih za detekciju CMV, WMV, ZYMV, PRSV 1 SqQMV
(Loewe Biochemica GmbH, Germany) i TRSV (Neogen Europe Ltd, Scotland, UK).
Specificna poliklonalna antitijela i poliklonalna antitijela konjugovana sa alkalnom
fosfatazom koriS¢ena su u razrijedenju 1:200 u odgovaraju¢em puferu, osim za TRSV
kada su antitijela koriS¢ena u razrijedenju 1:500, a antitijela konjugovana sa alkalnom

fosfatazom u razrijedenju 1:4000. Uzorci sakupljeni u toku 2008. godine testirani su na

13



prisustvo Sest najznacajnijih virusa i to: CMV, WMV, ZYMV, PRSV, TRSV i SQMV
primjenom komercijalnih poliklonalnih antiseruma  (Bioreba AG, Switzerland).
Specifi¢na poliklonalna antitijela 1 poliklonalna antitijela konjugovana sa alkalnom
fosfatazom koriS¢ena su u razrijedenju 1:1000 u odgovarajuéem puferu. Serolosko
testiranje uzoraka sakupljenih 2009. godine obavljeno je upotrebom komercijalnih
poliklonalnih antiseruma (DSMZ, Braunschweig, Germany) na CMV, WMV, ZYMV,
PRSV, TRSV i1 SqMV, pri ¢emu su specificna poliklonalna antitijela i poliklonalna
antitijela konjugovana sa alkalnom fosfatazom kori$¢ena u razrijedenju 1:1000 za sve
testirane viruse, osim za CMV 1 PRSV kada su antitijela razrijedena u odnosu 1:500, u
odgovaraju¢em puferu. Uzorci sakupljeni tokom 2010. 1 2011. godine testirani su na
prisustvo Sest ekonomski najznacajnijih virusa tikava upotrebom komercijalnih
poliklonalnih antiseruma (Bioreba AG, Switzerland). Specifi¢na poliklonalna antitijela
i poliklonalna antitijela konjugovana sa alkalnom fosfatazom kori$¢ena su u razrijedenju
1:1000 u odgovaraju¢em puferu.

DAS-ELISA izvedena je po sljede¢em postupku: polistirenske ploce obloZene su
unoSenjem u svaki bunar¢i¢ po 200 pl razrijedenja IgG odgovarajuceg antiseruma u
puferu za prekrivanje, a prema preporuci proizvodaca. Oblozene ploCe su zatim
inkubirane 4 h na 37°C, a potom isprane puferom za ispiranje 4 puta po 3 min. U
bunarciée je dodato po 200 ul pripremljenog ekstrakta ispitivanih uzoraka, komercijalne
negativne i pozitivne kontrole i inkubirano na 4°C preko noéi. Posle ispiranja, u
bunar¢i¢e je unijeto po 200 pl antitijela konjugovanih sa alkalnom fosfatazom u
konjugatnom puferu razrijedenja preporucenog od strane proizvodaca, a ploce su
inkubirane 4 h na 37°C. Posle inkubacije, mikrotitarske ploce ispirane su kako je
prethodno navedeno, a zatim je u svaki bunar¢i¢ dodato po 200 pl pripremljenog
supstrata (p-nitrofenilfosfata) u supstratnom puferu (20 ul/20 ml). Ploc¢e su inkubirane
na sobnoj temperaturi do pojave bojene reakcije. Hidroliza supstrata pracena je
vizuelno, kao i mjerenjem apsorpcije na 405 nm, 1-2 h po nanoSenju supstrata.

Apsorpcija na 405 nm svakog pojedinacnog uzorka, mjerena je
spektrofotometrijski (Microplate reader-DAS s.r.l., Italy), izracunata je kao srednja
vrijednost apsorpcije dva bunarci¢a jednog uzorka. Pozitivnim su smatrani oni uzorci
¢ija je vrijednost apsorpcije na 405 nm bila dva i viSe puta veca od srednje vrijednosti

apsorpcije negativne kontrole.
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4.3. Bioloska identifikacija i karakterizacija

U cilju dobijanja izolata ispitivanih virusa tikava, kao 1 potvrde rezultata
seroloskih analiza obavljena je 1 bioloSka identifikacija 1 karakterizacija odabranih
izolata ZYMV, WMV i1 CMV mehani¢kim inokulacijama niza test biljaka koje
pripadaju krugu domacina ovih virusa. Kao pocetni materijal koris¢eno je lis¢e prirodno
zarazenih biljaka tikava u kojima je, primjenom DAS-ELISA testa, prethodnim
ispitivanjima dokazano prisustvo virusa.

U ispitivanje kruga domacina i tipa ispoljenih simptoma bilo je uklju¢eno 45 test
biljaka koje pripadaju familijama Cucurbitaceae, Chenopodiaceae, Solanaceae,
Fabeceae 1 Amaranthacae: C. pepo 'Olivija', 'Olinka’, 'Slovenacka golica', 'Beogradska',
'Ezra F1' 1 'Zucchini', C. moschata 'Lola' i 'Beja', C. maxima, C. foetidissima, C. mixta,
C. ficifolia, Cucumis sativus 'Regal', 'Delicates', 'Dugi zeleni', 'Senzacija' i 'Suncani
potok', C. anguria, C. melo 'Ananas', Citrullus lanatus 'Creamson sweet', Benincasa
hyspida, Trichosanthes cucumerina, Cyclanthera pedata, Lagenaria siceraria,
Momordica sp., Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, C. murale, C. foetidum,
Datura stramonium, D. metel, Solanum nigrum, Solanum lycopersicum 'San Pjer',
Petunia x hybrida, Physalis floridana, Gomphrena globosa, Nicotiana tabacum 'Banat',
'"Prilep' 1 'Samsun', N. glutinosa, N. rustica, N. clevelandii, N. debneyii, Phaseolus
vulgaris 'PoboljSani gradiStanac' i Pisum sativum 'Mali provansalac'.

Mehanicke inokulacije su obavljene po postupku koji su koji su opisali Krsti€ i
Tosi¢ (1994). Inokulum za mehani¢ke inokulacije pripremljen je homogenizacijom
zarazenog liS¢a u prisustvu 0,01 M fosfatnog pufera pH 7,0, uz koris¢enje karborundum
praha fino¢e 400 meSa kao abraziva. Svaki izolat ZYMYV inokulisan je na po pet biljaka
jedne vrste eksperimentalnog domacina. Test biljke su inokulisane u fenofazi 2-3 lista i
odrzavane u uslovima staklenika. Pojava i tip simptoma praceni su na inokulisanom
lis¢u kao 1 liS¢u formiranom posle inokulacije, u periodu do mjesec dana nakon
inokulacija. Moguce latentne infekcije test biljka bez simptoma provjeravane su DAS-
ELISA testom.

U cilju identifikacije i dobijanja izolata virusa bronzavosti paradajza (Tomato
spotted wilt virus, TSWV) odabrani uzorci inokulisani su na indikator biljku Petunia x

hybrida 1 test biljku Nicotiana tabacum 'Samsun'. Kao pocetni materijal koriS¢eno je

15



lis¢e prirodno zarazenih tikava sa simptomima koji su podsjecali na simptome izazvane
Tospovirus-ima.

Identifikacija virusa zutila tikava perzistentno prenosivog vaSima (Cucurbit
aphi-borne yellows virus, CABYV) obavljena je koriS¢enjem testa perzistentne
prenosivosti virusa vasima vektorima. Biljne vasi su se prije prenoSenja na test biljke

ishranjivale na prirodno zarazenom liS¢u tikava sa simptomima zutila.

4.3.1. Bioloska identifikacija i karakterizacija izolata ZYMV

Radi dobijanja izolata ZYMV, biljke C. pepo 'Ezra F1' mehanicki su
inokulisane, inokulumom pripremljenim od lis¢a prirodno zarazenih biljaka C. pepo
'Olinka' u kojima je prethodno upotrebom DAS-ELISA testa dokazana pojedinacna
infekcija sa ZYMV. Izolati su dobijeni iz pet uzoraka iz dva usjeva sa lokaliteta Titel,
pet uzoraka iz Cetiri usjeva sa lokaliteta Kisa¢ i dva uzorka iz istog usjeva sa lokaliteta
Backi Petrovac. Na osnovu tipa ispoljenih simptoma u polju i simptoma ispoljenih
nakon mehanickih inokulacija na C. pepo 'Ezra F1' odabrana su ukupno cetiri izolata i to
izolat 128-08 sa lokaliteta Titel, dva izolata 140-08 i 146-08 iz razliCitih usjeva
lokaliteta Kisa¢, kao i jedan izolat 147-08 sa lokaliteta Backi Petrovac. Detaljnija

bioloska karakterizacija obavljena je mehanickim inokulacijama niza test biljaka.

4.3.2. Bioloska identifikacija i karakterizacija izolata WMV

Izolacija odabranih izolata WMV iz C. pepo 'Tosca' sprovedena je mehanickim
inokulacijama C. pepo 'Ezra F1'. Za odredivanje eksperimentalnog kruga domacina
odabrani su uzorci 255-09, 256-09, 266-09, sakupljeni tokom 2009. godine na lokalitetu

Ruma, ¢ija je zarazenost WMV prethodno utvrdena primjenom seroloskih metoda.

4.3.3. BioloSka identifikacija i karakterizacija izolata CMV

Radi dobijanja izolata CMV za bioloSku karakterizaciju, biljke Nicotiana
glutinosa mehanicki su inokulisane inokulumom pripremljenim od liS¢a prirodno
zarazenih biljaka C. pepo 'Olinka' sa lokaliteta Gardinovci, u kojima je prethodno
dokazana mijeSana infekcija CMV sa ZYMV 1 WMV. Na ovaj nacin dobijeno je pet
izolata, a kako su dobijeni izolati pokazivali iste simptome na N. glutinosa odabran je

izolat 115-08 koji je koriS¢en za dalju biolosku karakterizaciju.
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4.3.4. Bioloska identifikacija izolata TSWV

U cilju dobijanja izolata TSWYV, biljke Nicotiana tabacum 'Samsun' su
mehanicki inokulisane inokulumom pripremljenim od li§¢a prirodno zarazenih biljaka
C. maxima i C. pepo 'Beogradska' sa lokaliteta Backi Petrovac, u kojima prethodno nije
dokazana infekcija ni sa jednim od Sest seroloski testiranih virusa, a koji su ispoljavali
karakteristicne simptome virusnih infekcija u vidu hloroti¢nih prstenova i mozai¢nog
Sarenila. Na ovaj nacin su dobijena dva izolata, izolat 236-09 iz C. maxima 1 izolat 240-
09 iz C. pepo '"Beogradska', sa lokaliteta Backi Petrovac koji su koriS¢eni za biolosku
identifikaciju inokulacijama indikator biljke Petunia x hybrida. Ispitivani izolati TSWV

inokulisani su na po pet biljaka Petunia x hybrida.

4.3.5. Bioloska identifikacija izolata CABYV

Bioloska identifikacija izolata CABYV obavljena je primjenom testa
perzistentne prenosivosti virusa koris¢enjem Aphis gossypii kao vektora. Kao test biljka
koriS¢ena je C. pepo 'Olinka'. VasSima Aphis gossypii je dozvoljeno da se dva dana
ishranjuju, u cilju usvajanja virusa, na liS¢u C. pepo 'Olinka' sa lokaliteta Kisa¢ koje je
pokazivalo simptome Zzutila i iz kojeg je dobijen izolat 145-08. Zatim je po deset vasi
preneseno na svaku od 20 biljaka C. pepo 'Olinka' koje su bile u fenofazi prvog pravog
lista, gdje im je omugudéena ishrana od pet dana, posle ¢ega su uniStavane prskanjem
insekticidom. Pojava i tip simptoma praceni su na liS¢u na kom su se ishranjivale vasi i
lis¢u formiranom posle inokulacije u periodu do mjesec dana nakon inokulacija.
Moguce latentne infekcije test biljaka bez simptoma 1 potvrda rezultata u
simptomaticnim biljkama provjeravane su RT-PCR metodom koris¢enjem CABYV
up/down prajmera (kao $to je opisano u poglavlju 4.7.1.5.1).

Vasi Aphis gossypii sakupljene su u polju i doneSene u laboratoriju u plasti¢nim
kesama 1 istog dana preneSene na biljke C. pepo 'Olinka' 1 dalje gajene u kavezima sa

mrezom. Ispiljene larve vasi kori§¢ene su za test prenosivosti virusa.

4.4. PrenoSenje ZYMV, WMV i CMV sjemenom tikava
U cilju utvrdivanja mogucnosti prenoSenja ZYMV, WMV i CMV sjemenom C.
pepo var. styriaca, C. maxima 1 C. moschata testirano je sjeme sakupljeno iz plodova sa

prirodno zarazenih biljaka. Tokom vegetacije u polju obiljezene su biljke tikava sa
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simptomima u kojima je seroloSkim analizama detektovano prisustvo nekog od
ispitivanih virusa u pojedinacnim ili mijeSanim infekcijama. Tako obiljezene biljke
gajene su na uobicajen nacin u polju do postizanja pune bioloske zrelosti. Po zavrSetku
vegetacije, sjeme iz dobijenih obiljeZzenih plodova tikava sakupljeno je i koriS¢eno za
utvrdivanje mogucnosti i stepena prenosenja ZYMV, WMV i CMV sjemenom razli¢itih
vrsta tikava. Ukupno je sakupljeno 6731 sjemenki iz 22 ploda. 12 plodova je poticalo od
razli¢itih sorti 1 selekcionog materijala C. pepo var. styriaca (Institut za ratarstvo i
povrtarstvo iz Novog Sada), Sest plodova je poticalo od Cetiri sorte C. moschata, dok su

Cetiri bili plodovi C. maxima.

4.4.1. Sjetva sjemena, proizvodnja sijanaca i utvrdivanje procenta prenoSenja
ZYMV, WMV i CMYV sjemenom

U cilju dobijanja sijanaca, sjeme C. pepo var. styriaca, C. maxima i C. moschata
sakupljeno iz ukupno 22 ploda, posijano je u kontrolisanim uslovima staklenika
Poljoprivrednog fakulteta, a nakon 23 dana od nicanja sijanci su vizuelno pregledani i
testirani na prisustvo virusa. Od sijanaca dobijenih iz sjemena svakog ploda formirane
su zbirne grupe od po Cetiri sijanaca koje su testirane ELISA metodom na prisustvo
ZYMV, WMV i1 CMV upotrebom komercijalnih kitova (Loewe Biochemica GmbH,
Germany).

Proracun stepena prenoSenja ispitivanih virusa sjemenom, za svaki od testiranih
uzoraka sjemena, obavljen je korisS¢enjem formule koju su predlozili Gibbs and Gower
(1960): p*=1—( 1-R/N )", gdje je:
p*—udio zarazenih biljaka procijenjen metodom maksimalne vjerovatnoe (maximum
likelihood method)=mogucéa procijenjena vrijednost,

N—ukupan broj testiranih zbirnih grupa,
i—broj klijanaca u svakoj zbirnoj grupi,
R-broj pozitivnih zbirnih grupa.

Kori$¢ena formula viSestrukog transfera omogucava testiranje vise biljaka

(sijenaca), odnosno testiranje vise od jedne biljke u svakom uzorku. Greske usled

heterogenosti populacije obuhvacéene testom na ovaj nacin su minimizirane.
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4.5. Odrzavanje ZYMV, WMV i CMV u korovskim biljkama

Tokom 2010. 1 2011. godine u usjevima tikava sakupljene su korovske biljke sa 1
bez simptoma u cilju utvrdivanja njihove zaraZenosti virusima tikava prisutnim kod nas,
kako bi se ostvario $to bolji uvid u njihovu epidemiologiju u Srbiji. Korovske biljke su
sakupljane u usjevu, ali i na povrSinama oko usjeva, koje su veoma cesto jako
zakorovljene 1 koje se u literaturi navode kao znacajni izvori inokuluma za viruse
tikava, ali i kao biljke, koje biljne vasi ¢esto koloniziraju 1 sa kojih one, formirajuci

krilate forme, u nepovoljnim uslovima suse prelijecu na usjeve gajenih biljaka.

4.5.1. Sakupljanje uzoraka korovskih biljaka u usjevima tikava

U toku 2010. godine u 17 usjeva tikava, na 13 lokaliteta gajenja sakupljeno je
ukupno 49 uzoraka korovskih biljaka sa simptomima koji su podsjecali na virusnu
infekciju, ali i biljke bez simptoma, jer, po literaturi, korovske biljke cesto ne
ispoljavaju simptome, iako su zarazene virusom. Sakupljene biljke su pripadale
familijama: Amaranthaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Chenopodiace, Convolvulaceae,
Lamiaceae, Malvaceae, Polygonaceae, Portulacaceae i Solanaceae. Od ukupno
sakupljenih 50 biljaka, 48 je determinisano do nivoa vrste, a dvije do nivoa roda. 41
korovska biljka sakupljena je u usjevu, a devet na povrSinama neposredno pored.
Sakupljeni korovi su uglavnom pripadali jednogodi$njim biljkama, njih ukupno 46, dok
su dvije biljke bile visegodisnje.

Tokom 2011. godine, sakupljeni su uzorci korovskih biljaka sa i bez simptoma
virusnih infekcija u osam usjeva na cetiri lokaliteta. Ukupno je sakupljeno 76 biljaka iz
12 familija: Amaranthaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Caryophylaceae, Chenopodiace,
Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Lamiaceae, Malvaceae, Plantaginaceae, Polygonaceae,
Portulacaceae i Solanaceae. Sve sakupljene biljke su determinisane do nivoa vrste,
izuzev dvije, koje su determinisane do nivoa roda. Od ukupnog broja sakupljenih
biljaka, 50 ih je sakupljeno u usjevu, a 26 je sakupljeno po obodu usjeva.
Jednogodisnjih korova je bilo 62, viSegodisnjih 12, dvogodisnjih dva, dok jedna

sakupljena vrsta moze biti i jednogodis$nja i dvogodisnja.
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4.5.2. Detekcija virusa u korovskim biljkama upotrebom DAS-ELISA testa

Za detekciju tri ekonomski znacajna virusa tikava koji su prisutni u Srbiji, kao i
TSWYV, ¢ije je prisustvo u tikvama dokazano 2009. godine, u korovskim biljkama
primijenjena je DAS—ELISA metoda. Za ZYMV, WMV i CMV metoda je primijenjena
prema uputstvu proizvodaca dijagnostickih ELISA kitova kako je opisano u poglavlju
4.2.1. Za detekciju TSWV u korovskim biljkama sakupljenim 2010. i 2011. godine
upotrijebljeni su komercijalni poliklonalni antiserumi (Bioreba AG, Switzerland).
Specifi¢na poliklonalna antitijela i poliklonalna antitijela konjugovana sa alkalnom
fosfatazom koris¢ena su u razrijedenju 1:1000 u odgovaraju¢em puferu. DAS-ELISA je

izvedena po protokolu opisanom u poglavlju 4.2.1..

4.6. Ispitivanja prisustva biljnih vasi u usjevima tikava i sastava njihove populacije

Tokom tri godine ispitivanja, od 2009. do 2011. godine, na Sest lokaliteta
gajenja u osam usjeva C. pepo 'Olinka' u Vojvodini, postavljane su zute lovne posude
koje su koris¢ene u cilju sakupljanja biljnih vasi (Petrovi¢-Obradovié et al., 2006;
Vucetié¢ et al., 2007). Pracene su i promjene u brojnosti tokom vegetacije, prisustvo i
brojnost u literaturi opisanih vektora virusa tikava, kao i njihove fluktuacije tokom

vegetacije.

4.6.1. Postavljanje lovnih klopki i sakupljanje uzoraka

Broj postavljenih lovnih posuda u svakom usjevu zavisio je od veli¢ine parcele,
tako da su na svaki hektar parcele postavljane po dvije klopke, koje su bile najmanje 15
m udaljene medusobno, kao i 15 m od ivice usjeva. Klopke, dimenzija 22x22x11 cm, su
postavljane neposredno posle sjetve tikava i na pocetku su bile na zemlji, da bi kasnije,
sa porastom tikava bile podizane na postolje kako bi bile vidljive vasima. Svaka klopka
u jednom usjevu oznacavana je rednim brojem.

Sakupljanje insekata ulovljenih u klopke vrSeno je jednom nedjeljno, od perioda
nicanja tikava, pa do suSenja listova, pri ¢emu je sadrzaj klopki cijeden, a ulovljeni
insekti prebacivani u staklene posude u kojima je bio 70% etanol. Na svaku posudu
nalijepljene su samoljepljive etikete na kojima je grafitnom olovkom ispisan datum
uzorkovanja, lokalitet 1 broj klopke. SadrZaj svake klopke prebacivan je u pojedinacnu

posudu, po principu: jedna klopka-jedna posuda. Tako sakupljeni insekti dopremani su
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u laboratoriju za Entomologiju i poljoprivrednu zologiju, Poljoprivrednog fakulteta u
Zemunu, gdje su Cuvani do determinacije. Prilikom determinacije iz uzoraka svih
sakupljenih insekata izdvajane su biljne vasi 1 konzervisane u 75% etanolu.
Identifikaciju vasi u uzorcima obavile su dr Olivera Petrovi¢-Obradovi¢, vanredni
profesor i dr Anda Vuceti¢, docent na osnovu kljuceva za determinaciju (Taylor, 1984;
Jacky and Bouchery, 1988; Remaudiere and Seco Fernandez, 1990) i druge
literature.

U 2009. godini lovne klopke su bile postavljene u dva usjeva na lokalitetu Backi
Petrovac i u jednom usjevu na lokalitetu Cenej. Sva tri usjeva bila su povrine od 1 ha,
pa su postavljene po dvije klopke.

Tokom 2010. godine klopke su takode bile postavljene u dva usjeva na lokalitetu
Backi Petrovac i u jednom usjevu na lokalitetu Kisa¢. Veli¢ina parcela ove godine je
bila 0,5 ha, tako da su u svakoj nedjelji pracenja postavljane po tri klopke.

Tokom 2011. godine klopke su postavljene u po jednom usjevu na dva
lokaliteta, Backi Petrovac 1 Kisa¢. Parcele na ovim lokalitetima su bile veli¢ine 0,5 ha,

pa je u njima postavljena po jedna klopka.

4.6.2. Analiza sakupljenih uzoraka biljnih vasi

Posle determinacije vasi u sakupljenim uzorcima iz klopki postavljenih u osam
usjeva, izvrSena je dalja analiza dobijenih podataka. U cilju $to boljeg opisivanja
afidofaune u usjevima uljane tikve u Vojvodini izracunati su sljedeé¢i parametri po
modelu Vuceti¢ (2011) za afidofaunu u usjevu sjemenskog krompira:

1. brojnost taksona u svakoj nedjelji,

vremenska dinamika brojnosti taksona kroz nedjelje,
Shannon-Weawer-ov indeks diverziteta za svaku nedjelju i svaki lokalitet,

broj taksona koji imaju najvecu brojnost u odredenoj nedjelji,

A T

broj taksona (%) na nekom lokalitetu u odnosu na ukupan broj taksona na svim

lokalitetima,

6. ukupan broj jedinki na nekom lokalitetu u odnosu na ukupan broj jedinki na
svim lokalitetima,

7. frekvencija taksona (%) sa samo jednom jedinkom u odnosu na broj utvrdenih

taksona za svaki lokalitet.
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Shannon-Weawer-ov indeks (H") karakteriSe diverzitet vasi u jednoj klopci, u
jednoj nedjelji i ukupno na odredenom lokalitetu (Kerbs, 1989). Ovaj indeks uzima u
obzir kako bogatstvo vrstama, tako i udio odredene vrste u ispitivar}voj zajednici.
Shannon-Weawer-ov indeks se izracunava po formuli: H'==Y (piln p))
gdje je: .
H’=Shannon-Weaver-ov indeks,
pi=relativna gustina svakog taksona koja se ratuna kao proporcija broja individua
odredenog taksona i ukupnog broja individua u uzorku (n;/N),
N=ukupan broj individua,

S=broj taksona.

4.7. Molekularna ispitivanja

Detekcija virusa tikava u Srbiji obavljena je i primjenom molekularne metode
reverzne transkripcije pracene lanCanom reakcijom polimeraze (Reverse Transcription-
Polimarase Chain Reaction, RT-PCR). Izolati virusa dobijeni na ovaj nacin su zatim
sekvencionirani, identifikovani i okarakterisani utvrdivanjem njihove filogenetske
slicnosti sa ostalim izolatima istog virusa iz drugih djelova svijeta i deponovani u
GenBank bazu podataka Nacionalnog centra za biotehnoloska ispitivanja u Merilendu
(National Centre for Biotechnology Information, Bethseda, Maryland, USA, NCBI),

gdje su im dodijeljeni pristupni brojevi (Accession numbers).

4.7.1. Reverzna transkripcija pra¢ena lanéanom reakcijom polimaraze (RT-PCR)
Ekstrakcija ukupnih RNA iz biljnog materijala obavljena je upotrebom RNeasy
Plant Mini kita (Qiagen, Hilden, Germany), po protokolu proizvodaca. Prvi korak
ekstrakcije je usitnjavanje 100 mg zarazenog lis¢a tikava u avanu tu¢kom ili u ependorf
tubici od 1,5 ml sa odgovaraju¢im plasticnim tuckom dodavanjem tecnog azota.
Ukoliko je maceracija vrSena u avanu, usitnjen biljni materijal i te¢ni azot su prebaceni
u ependorf tubicu od 2 ml i nakon isparavanja te¢nog azota, dodato je 450 ul RLT
pufera u koji je prethodno dodat B-merkaptoetanol (u odnosu 10 pl B-merkaptoetanola
na 1 ml RLT pufera). Ukoliko je maceracija vrsena u ependorf tubici, RLT pufer je
dodavan odmah nakon isparavanja azota. Sadrzaj tubice zatim je kratko izmijeSan

snaznim vorteksovanjem. U cilju Sto efikasnije razgradnje biljnog tkiva tubice su
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inkubirane 3 min u vodenom kupatilu na 56°C. Nakon inkubacije uzorak je prebacen u
QIAshredder spin filter u tubicama od 2 ml i centrifugiran 3 min na maksimalnom broju
obrtaja (14 000 obrtaja/min) u cilju odstranjivanja ¢elijskih djelova i homogenizacije
lizata. Za dalji rad koriS¢en je supernatant pipetiran u novu ependorf tubicu u koju je
dodato 225 pl 96% etanola u cilju prosvjetljavanja. Sadrzaj tubice je zatim pipetiran u
RNase spin filter smjeSten u nove kolekcione tubice od 2 ml. Centrifugiranjem uzorka
15 s na >10 000 rpm obezbijedeno je izdvajanje i vezivanje RNA za filter kao i
uklanjanje veceg dijela DNA koji se odbacuje zajedno sa supernatanom. Nakon toga,
RNase spin filter smjesSten je u kolekcionu tubicu i vise puta ispiran razli¢itim puferima.
Prvo je pipetirano 700 ul RW1 pufera za ispiranje, a zatim je ponovo centrifugirano 15
s na >10 000 rpm. Tecna faza je odbacena, a na RNase spin filter je pipetirano 500 pl
RPE pufera i u cilju ispiranja RNA, tubica sa uzorkom centrifugirana je 15 s na >10 000
rpm. Tec¢na faza je odbacena, a ispiranje RNase spin filtera je ponovljeno sa novih 500
ul RPE pufera, centrifugiranjem 2 min na >10 000 rpm. Nakon centrifugiranja, RNase
spin filter je prebacen u novu kolekcionu tubicu i centrifuguran 1 min na maksimalnom
broju obrtaja da bi se uklonili ostaci etanola 1 pufera. U cilju rastvaranja izolovanih
RNA u RNase spin filter pipetirano je 50 ul RNase free vode. Tako dobijena i izolovana
RNA c¢uvana je na —80°C za dalji rad.

Nakon izolacije ukupnih RNA iz biljnog materijala, RT-PCR metodom uz
upotrebu specificnih prajmera amplifikovan je odredeni, ciljani fragment nukleinske
kiseline. U prvom koraku izolovane RNA prevode se u DNA pomocu enzima reverzne
transkriptaze, jer ispitivani virusi tikava svoju genetsku informaciju prenose pomocu
RNA, a zatim DNA ulazi u viSe ciklusa PCR koji imaju za cilj da umnoZe dovoljan broj
kopija DNA. Detekcija odredenog virusa obavljena je pomocu ,,One-Step* RT-PCR kita
(Qiage, Hilden, Germany) koriS¢enjem specificnih prajmera. Dobijene amplikone je
moguce vizuelizovati, nakon elektroforetskog razdvajanja u agaroznom gelu bojenjem
etidijum bromidom. Vizuelizacija se vrsi na transiluminatoru, pod UV svijetlom, kada
se u slucajevima uspjesne amplifikacije, umnozeni fragmenti vide kao trake, Cija se
veli¢ina procjenjuje uporedivanjem sa markerom, koji sadrzi miks fragmenata poznatih
veli¢ina.

Molekularna ispitivanja, obuhvatila su sva tri virusa, koji su seroloski

detektovani u usjevima tikava kod nas, ZYMV, WMV i CMV, zatim TSWV koji je
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detektovan naknadnim testiranjem uzoraka u kojima nije utvrdeno prisustvo nijednog od
Sest testiranih virusa primjenom ELISA i CABY'V porijeklom iz tikava sa simptomima

zutila.

4.7.1.1. Molekularna detekcija izolata ZYMV

U cilju potvrde rezultata seroloskih i bioloSkih analiza, ali 1 molekularne
detekcije ZYMYV primijenjena je RT-PCR metoda. Pored toga, izvrSena je optimizacija
protokola za rutinsku molekularnu detekciji ZYMV primjenom ZYMV CPfwd/CPrev
prajmera, utvrdena je i pogodnost ZY-2/3 prajmera za detekciju ovog virusa. Za ova
ispitivanja odabran je 31 izolat sakupljen tokom pet godina ispitivanja, od 2007. do
2011. godine koji su prethodno okarakterisani seroloski, a dva izolata 128-08 1 147-08 i
bioloski. Porijeklo odabranih izolata, lokalitet, biljka domacin i godina izolacije
prikazani su u tabeli 1. Oba primijenjena para prajmera obuhvataju dio gena za
nuklearne inkluzije (nuclear inclusion b-NIb), kompletan gen za protein omotaca (coat
protein-CP) 1 dio 3' neprepisujuceg regiona (3' untranslated region-3' UTR).

Tabela 1. Pregled izolata Zucchini yellow mosaic virus iz Srbije dobijenih u ovim

istrazivanjima

Izolat Godina  Domacin Lokalitet Virusi seroloski
ZYMV izolacije dokazani"

125-07  2007. Cucurbita pepo 'Olinka’ Aradac ZYMV, WMV
164-07  2007. Lagenaria siceraria Futog ZYMV, CMV, WMV
244-07  2007. Cucurbita moschata Backi Petrovac ZYMV

441-07  2007. Cucurbita pepo 'Olinka' KrajiSnik ZYMV, CMV

115-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Gardinovci ZYMV, CMV, WMV
128-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Titel ZYMV

147-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Backi Petrovac ZYMV

151-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kulpin ZYMV, CMV, WMV

161-08  2008. Cucurbita maxima

162-08  2008. Cucurbita maxima

163-08  2008. Lagenaria siceraria

128-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’
199-09  2009. Cucurbita maxima

226-09  2009. Cucurbita pepo '"Tosca'
237-09  2009. Cucurbita pepo '"Tosca'
239-09  2009. Cucurbita maxima

243-09  2009. Cucurbita moschata

216-10  2010. Cucurbita pepo 'Wrinkle bat'
230-10  2010. Cucurbita pepo 'Genovese'
300-10  2010. Cucurbita maxima

308-10 2010. Cucurbita pepo selekcioni materijal
328-10  2010. Lagenaria siceraria

Backi Petrovac
Backi Petrovac
Backi Petrovac
Cenej

Zmajevo
Ruma

Backi Petrovac
Backi Petrovac
Backi Petrovac
Hetin

Hetin

Kisa¢

Backi Petrovac
Backi Petrovac

ZYMV, CMV, WMV
ZYMV, CMV, WMV
ZYMV, CMV, WMV
ZYMV

ZYMV

ZYMV

ZYMV

ZYMV, CMV
ZYMV

ZYMV

ZYMV, CMV
ZYMV

ZYMV, CMV
ZYMV
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390-10 2010. Cucurbita pepo 'Horgos' Horgos ZYMV

472-10  2010. Cucurbita pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis' Stanisi¢ ZYMV

492-10  2010. Cucurbita pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis' Gakovo ZYMV

431-11  2011. Cucumis melo Silbas ZYMV, CMV

435-11  2011. Cucumis melo Silbas ZYMV, CMV, WMV
550-11  2011. Citrullus lanatus Gornji Tavankut ~ ZYMV, CMV

681-3 I Cucurbita moschata 681-3 / ZYMV

686-31 / Cucurbita pepo 686-31 / ZYMV

670-40 / Cucurbita maxima 670-40 / ZYMV

"_virusi dokazani u izvornim biljkama iz kojih je dobijen ZYMYV izolat
-izolati dobijeni testiranjem prenoSenja sjemenom

UmnoZavanje odabranih izolata obavljeno je koriS¢enjem dva razli¢ita para
prajmera prikaznih u tabeli 2. RT-PCR reakcije obavljane su u 25 pl zapremine PCR
smjese, koja je sadrzala: 5 pl 5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera (koji sadrzi 12,5 mM
MgCl;), 1 ul dNTP mjesavine (koji sadrzi po 10 mM svakog dANTP, finalne
koncentracije u smjesi 400 uM), 1 ul Qiagen OneStep RT-PCR smjese enzima (koji
sadrzi Omniscript Reverse transkriptazu, Sensiscript Reverse transkriptazu i HotStar
Taq DNA polimerazu), po 1,5 ul svakog prajmera finalne koncentracije 0,6 uM, 14 pl
RNase—free vode i 1 pl izolovanih ukupnih RNA. Kao negativna kontrola koris¢ena je
DNase free voda, kao i ukupna RNA ekstrahovana iz zdravog lis¢a tikava. Reakcija je
izvedena koriS¢enjem Thermocycler (Biometra, UK).

Reakcija je izvedena po sljede¢em protokolu: reverzna transkripcija 30 min na
50°C, denaturacija Omniscript Reverse transkriptaze i Sensiscript Reverse transkriptaze,
aktivacija HotStar Taq DNA polimeraze kao i inicijalna denaturacija nukleinskih
kiselina 15 min na 95°C. Zatim slijedi trostruki korak ciklusa, koji se ponavlja odredeni
broj puta, a Cine ga denaturacija, hibridizacija prajmera (annealing) i elongacija
odredeni vremenski period na odredenim temperaturama prilagodenim ili preporucenim

za svaki od koriS¢enih prajmera (Tabela 2) 1 finalna elongacija 72°C 10 min.
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Tabela 2. Prajmeri i uslovi trostrukog koraka kori§¢eni za umnoZzavanje izolata Zucchini yellow mosaic virus

Uslovi trostrukog koraka

Veli¢ina

Prajmer Sekvenca (5' do 3') (temperatura/vrijeme) amplikona Referenca
Denaturacija Hibridizacija FElongacija Cikl. (bp)
CPfwd  GCTCCATACATAGCTGAGAC Pfosser and
94°C/25 55°C/25 72°C/70 35 1100
CPrev AACGGAGTCTAATCTCGAGC > 5 ; Baumann (2002)
7ZY-2 GCTCCATACATAGCTGAGACAGC Thomson et al
94°C/30 60°C/30 72°C/60 35 1186
ZY-3 TAGGCTTGCAAACGGAGTCTAATC ° ° ) (1995)
Tabela 3. Prajmeri i uslovi trostrukog koraka kori§¢eni za umnozavanje izolata Watermelon mosaic virus
Uslovi trostrukog koraka Veli¢ina
Prajmer Sekvenca (5' do 3") (temperatura/vrijeme) amplikona  Referenca
Denaturacija Hibridizacija Elongacija Cikl. (bp)
WMV-5' GGCTTCTGAGCAAAGATG Desbiez et
94°C/30 55°C/30 72°C/30 35 400
WMV-3' CCCAYCAACTGTYGGAAG /30 /30 /30 al. (2007)
WMVCPfwd GGKRAYAARCCRCARAACT Duduk et al.
94°C/30 50°C/30 72°C/60 35 1017
WMVCPrey  CATTACCGTACCTCGGC ° ° ; (2008)
WCPd GCACTAGTGAYGGKTGCTGTGAATCAG Moreno et
95°C/20 55°C/20 72°C/60 30 930
WCPr GCACTAGTCGACCCGAAATGCTAACTG 120 /20 /60 al. (2004)
WMV-1-5' AAATTAAAACTACTCATAAAGAC Desbiez et
94°C/30 55°C/30 72°C/75 35 1200
WMV-1190-3' TATTTGCCTTCTTCATGTGG /30 /30 CI75s al. (2007)
WP1d CATCAAGCTCGAACAAGAA Moreno et
95°C/20 45°C/20 72°C/60 30 708
WPI1r GCTGTTCATACTTAACATTA 120 /20 /60 al. (2004)
WCId GGGTAACGTTGAAATTACCA Moreno et
95°C/20 50°C/20 72°C/60 30 702
WClIr CCAAAACCTGCATCACACTT > > S al. (2004)
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4.7.1.2. Molekularna detekcija izolata WMV

Za molekularnu detekciju WMV koriS¢eno je Sest parova specificnih prajmera
(Tabela 3).

Upotreba Sest razliCitih parova prajmere imala je za cilj utvrdivanje
najpogodnijih prajmera za rutinsku detekciju WMV u lis¢u tikava, jer koris¢eni prajmeri
amplifikuju razli¢ite djelove genoma WMV. Prajmeri WMV-5'/3" amplifikuju dio NIb 1
pocetak CP gena, dok prajmeri WMVCPfwd/rev amplifikuju ve¢i dio CP gena i 3' UTR.
Prajmeri WCPd/r amplifikuju kraj NIb, cijeli CP i dio 3' UTR. Par prajmera WMV-1-5'
1 WMV-1190-3" umnozavaja 5' UTR i dio Pl proteina, dok par WP1d/r umnozava
takode P1 protein, ali nekompletan sa C 1 N kraja. Prajmeri WCId/r umnozavaju dio
gena koji kodira protein za cilindri¢ne inkluzije (CI), parcijalan i sa 5' i sa 3' kraja.

Za ova ispitivanja odabrana su Cetiri izolata, po dva iz 2008. godine (izolati 137-
08 porijeklom iz C. pepo 'Olinka' sa lokaliteta Kisac i 159-08 porijeklom iz C. maxima
sa lokaliteta Backi Petrovac) 1 2009. godine (izolati 256-09 1 268-09 iz C. pepo "Tosca'
sa lokaliteta Ruma).

PCR reakcija je obavljena u reakcionoj smjesi od 25 pl kako je prethodno
opisano u poglavlju 4.7.1.1., samo je kod prajmera WMVCPfwd koncentracija u smjesi
povecana Sest puta, zbog Sest degenerativnih mjesta, dok je koli¢ina RNase—free vode
smanjena onoliko koliko je povecana koli¢ina prajmera.

Posle odabira najboljeg para prajmera za rutinsku detekciju WMV u ispitivanja
je ukljuceno jos§ 14 izolata WMV iz 2009., 2010. i 2011. godine (Tabela 4) ¢ija je
molekularna detekcija obavljena kako je prethodno opisano, a kao pozitivna kontrola
koriS¢en je izolat 137-08 koji je prethodno molekularno okarakterisan kao WMV.

Tabela 4. Pregled izolata Watermelon mosaic virus iz Srbije dobijenih u ovim

istrazivanjima

Izolat Godina  Domacin Lokalitet Virusi seroloski
izolacije dokazani”

137-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisac ZYMV, WMV
159-08 2008. Cucurbita maxima Backi Petrovac WMV, CMV
160-09  2009. Cucurbita pepo 'Beogradska' Sirig WMV
256-09  20009. Cucurbita pepo 'Tosca' Ruma WMV
268-09  20009. Cucurbita pepo '"Tosca' Ruma WMV
381-10  2010. Cucurbita pepo "Horgos' Horgos WMV
466-10  2010. Cucurbita pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis' Conoplja WMV
499-10 2010. Cucurbita sativus Porodin WMV
500-10 2010. Cucurbita pepo Porodin WMV, CMV
170-11  2011. Cucurbita pepo Staro Selo WMV
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485-11  2011. Cucurbita pepo 'Greycetini F1' Kupusina ZYMV, WMV, CMV
541-11 2011. Cucurbita pepo Dikanovac ZYMV, WMV, CMV
571-11  2011. Cucurbita pepo Ratari WMV, CMV
613-11 2011. Cucurbita melo Togocevce WMV, CMV
680-11 2011. Cucurbita pepo Novo Selo ZYMV, WMV, CMV
693-11 2011. Cucurbita pepo Veliko Selo ZYMV, WMV, CMV
714-11  2011. Cucurbita pepo Porodin WMV, CMV
717-11  2011. Cucurbita pepo Porodin WMV, CMV

"_virusi dokazani u izvornim biljkama iz kojih je dobijen WMV izolat

4.7.1.3. Molekularna detekcija izolata CMV

Za detekciju CMV koriS¢eni su specificni prajmeri CMV Aulu/Au2d
(Stankovi¢ et al., 2011). Primijenjeni prajmeri obuhvataju cijeli gen za CP i djelove 5'1
3' neprepisujucih regiona koji se nalaze na RNA3 segmentu (ili subgenomnom RNA4) i
amplifikuju fragment veli¢ine oko 850 bp.

Za ova ispitivanja odabrano je osam izolata CMV, koji su prethodno
okarakterisani seroloski, a izolat 115-08 i bioloski. Porijeklo odabranih izolata, lokalitet,
biljka domacin i godina izolacije prikazani su u tabeli 5. Kao pozitivna kontrola
koris¢en je izolat CMV iz paradajza 746-07, prethodno seroloski, bioloSki i
molekularno okarakterisan kao CMV (DPekic i sar., 2008).

Tabela 5. Pregled izolata Cucumber mosaic virus iz Srbije koriS¢enih za molekularnu

detekciju

Izolat  Godina Domacin Lokalitet Virusi seroloski
izolacije dokazani”

115-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Gardinovci ZYMV, WMV, CMV
151-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kulpin ZYMV, WMV, CMV
242-09  20009. Cucurbita maxima Backi Petrovac ZYMV, CMV
270-09  20009. Cucurbita pepo '"Tosca' Ruma CMV
500-10  2010. Cucurbita pepo Porodin WMV, CMV
171-11  2011. Cucurbita pepo Staro Selo CMV
717-11  2011. Cucurbita pepo Porodin WMV, CMV
720-11 2011. Cucurbita pepo Porodin WMV, CMV

"_virusi dokazani u izvornim biljkama iz kojih je dobijen CMV izolat

PCR reakcija obavljena je u reakcionoj smjesi od 25 pl kako je opisano u
poglavlju 4.7.1.1. Uslovi trostrukog koraka za koriS¢eni par prajmera su: denaturacija
30 s na 94°C, hibridizacija prajmera 30 s na 58°C i elongacija 30 s na 72°C. Ovaj
trostruki korak ponavljan je 35 puta. Sekvence koriS¢enih prajmera su: Aulu 5'-

CATGGATGCTTCTCCRCGAG-3', Au2d 5'-CGTAAGCTGGATGGACAACC-3'".
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4.7.1.4. Molekularna detekcija izolata TSWV

Za detekciju TSWV koris¢en je par specificnih prajmera TSWVCP-t/r
(Vucurovié¢ et al., 2012). Primijenjeni prajmeri obuhvataju dio gena za nukleokapsid
(N) 1 amplifikuju fragment veli¢ine 738 bp.

Za ova ispitivanja odabrano su dva izolata TSWYV iz 2009. godine iz tikava, 236-
09 iz C. maxima 1 240-09 C. pepo 'Beogradska' oba sa lokaliteta Backi Petrovac. Osim
dva izolata iz tikava, u ispitivanja su ukljucena i dva izolata iz korovskih biljaka, 273-10
iz viSegodiSnjeg korova Convolvulus arvensis sa lokaliteta Kisa¢ 1 354-10 iz
jednogodisnjeg korova Amaranthus retroflexus sa lokaliteta Zmajevo. Kao pozitivna
kontrola koriS¢eni su izolati TSWV iz duvana 33-06 1 53-06 (GQ355467 1 GQ373173),
prethodno seroloski, bioloski i molekularno okarakterisani kao TSWV (Peki¢, 2009).

PCR reakcija obavljena je u reakcionoj smjesi od 25 pl kako je opisano u
poglavlju 4.7.1.1, ali je zbog postojanja degenerativnih mjesta kod oba prajmera
koncentracija prvog povecana dva puta, drugog Cetiri puta, a kolicina RNase-free vode
smanjena onoliko koliko je povecana koli¢ina prajmera. Uslovi trostrukog koraka za
koriS¢eni par prajmera bili su: denaturacija 60 s na 94°C, hibridizacija prajmera 60 s na
51°C i elongacija 60 s na 72°C. Ovaj trostruki korak je ponavljan 45 puta. Sekvence
koris¢enih prajmera su: TSWVCP-f 5'-GGTTAAGCTCACTAAGAAARCA-3',
TSWVCP-f 5'-TTTAACYCCRAACATTTCATAGA-3".

4.7.1.5. Molekularna detekcija izolata kompleksa virusa koji izaziva Zutilo tikava

Detekcija virusa koji izazivaju simptome Zzutila na tikvama izvrSena je
koriS¢enjem prajmera specificnih za detekciju virusa koji su udruzeni sa sindromom
zutila tikava (Tabela 6).

Odabrani prajmeri za virus zutila tikava perzistentno prenosiv vasima (Cucurbit
aphid-borne yellows virus, CABYV) 1 virus zutila nerava krastavca (Cucumber vein
yellowing virus, CVYV) umnozavaju djelove gena za proteinski omota¢ virusa (CP) i
dio ne kodirajuceg regiona ispred CP (non coding region-NCR). Prajmeri CYSCP{f/r
specifi¢ni za detekciju virusa zute krzljavosti tikava (Cucurbit yellow stunting disorder
virus, CYSDV) takode umnozavaju gen za CP virusa, dok prajmeri CYSDV 1/2 za
detekciju CYSDV 1 prajmeri BPYV Il za detekciju virusa laznog Zutila repe (Beet

pseudo yellows virus, BPYV) umnozavaju "heat-shock* protein (HSP70) virusa.
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Za ova ispitivanja odabrana su cCetiri izolata sakupljena 2009. godine: izolat 66-
09 (lokalitet Budisava), 165-09 (Sirig), 234-09 (Kisac), koji su poticali iz C. pepo
'Olinka’ 1 izolat 241-09 (Backi Petrovac) iz vrste C. maxima. PCR reakcija je obavljena

u reakcionoj smjesi od 25 pl kako je prethodno opisano u poglavlju 4.7.1.1.

4.7.1.5.1. Molekularna detekcija izolata CABYV

Detekcija CABY'V izvrSena je koriS¢enjem dva para prajmera CABYV up/down
1 CE9/10 (Tabela 6).

Za ova ispitivanja odabrano je 59 izolata iz 22 usjeva sa 21 lokaliteta gajenja
tikava u Srbiji. Spisak odabranih izolata, njithovo porijeklo, lokalitet, godina izolacije 1
biljka domacin prikazani su u tabeli 7.

Upotreba dva razliita para prajmera za detekciju imala je za cilj utvrdivanje
njihove pogodnosti za rutinsku detekciju CABYV. Za dalje analize koris¢en je par
prajmera koji se pokazao kao pogodniji. PCR reakcija je obavljena u reakcionoj smjesi

od 25 pl kako je prethodno opisano u poglavlju 4.7.1.1.
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Tabela 6. Prajmeri i uslovi trostrukog koraka kori$¢eni za detekciju virusa koji izazivaju zutilo tikava

Uslovi trostrukog koraka Veli¢ina
Virus Prajmer Sekvenca (5' do 3') (temperatura/vrijeme) amplikona  Referenca
Denaturacija Hibridizacija Elongacija Cikl. (bp)
VR T OGO g, srcuss moss % o0 o O
v SMONTICOMGOOE  om, spouss moms 3 Tommke
ot T TCGMGIOOMCGACT g, secuss mons 2 Dok
DY CUDVI MGGACMTGCCTANTOTIACT ey, socus,  oms ke
SR NGCGGTICGASTONANTAA s, spomos monms w s N o o
OO NN GOTCTGGTICIONGIGN g, sonos rems 3 se  tel oo

"CABYV-Cucurbit aphid-borne yellows virus, BPYV-Beet pseudo yellows virus, CYSDV-Cucurbit yellow stunting disorder, CVYV-
Cucumber vein yellowing virus
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Table 7. Pregled izolata Cucurbit aphid-borne yellows virus iz Srbije dobijenih u ovim

istrazivanjima

Izolat  Godina Domacin Lokalitet Virusi seroloski
izolacije dokazani’

135-08 2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisa¢ ZYMV
136-08 2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisac ZYMV, WMV
145-08 2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisa¢ ZYMV
157-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Backi Petrovac  ZYMV, CMV
65-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Budisava ZYMV
66-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Budisava ZYMV
67-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Budisava ZYMV
69-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Budisava ZYMV
100-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Budisava ZYMV
101-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Budisava ZYMV
161-09 2009.  Cucurbita pepo "Beogradska' Sirig I
162-09  2009. Cucurbita pepo "Beogradska' Sirig /
164-09  2009. Cucurbita pepo 'Beogradska' Sirig WMV
165-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Srbobran /
166-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Srbobran WMV
167-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Srbobran WMV
194-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo ZYMV
195-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo ZYMV
196-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo ZYMV
197-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo ZYMV
230-09 2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisac ZYMV
231-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisac ZYMV
232-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisac ZYMV
233-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisac ZYMV
234-09 2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisac ZYMV
235-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisac ZYMV
237-09  2009. Cucurbita pepo '"Tosca' Backi Petrovac  ZYMV
241-09  2009. Cucurbita maxima Backi Petrovac  /
242-09  20009. Cucurbita maxima Backi Petrovac  ZYMV
246-09  2009. Cucurbita maxima Backi Petrovac  ZYMV
249-09  2009. Cucurbita pepo Backi Petrovac  ZYMV
197-10 2010. Cucurbita pepo 'Long of Nepal' Hetin /
229-10 2010. Cucurbita pepo 'Genovese' Hetin ZYMV, CMV
262-10 2010. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisa¢ ZYMV, CMV
298-10 2010. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisac ZYMV
315-10 2010. Cucurbita pepo "Wies 371" Backi Petrovac  ZYMV, CMV
336-10 2010. Cucurbita maxima Zmajevo ZYMV, CMV
338-10 2010. Cucurbita maxima Zmajevo ZYMV
339-10 2010. Cucurbita maxima Zmajevo ZYMV
343-10 2010. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo /
346-10 2010. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo /
349-10 2010. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo ZYMV
350-10 2010. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo ZYMV
351-10 2010. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo ZYMV, CMV
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352-10 2010. Cucurbita pepo 'Olinka’ Zmajevo CMV

356-10 2010. Cucurbita maxima Zmajevo CMV
378-10 2010. Cucurbita pepo 'Horgos' Orom CMV
465-10 2010. Cucurbita pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis' Conoplja ZYMV
168-11 2011. Cucurbita pepo Staro Selo /

422-11 2011. Cucurbita pepo 'Olinka’ Irmovo ZYMV
432-11 2011. Cucumis melo Silbas /

433-11 2011. Cucumis melo Silbas WMV, CMV
441-11  2011. Cucurbita pepo 'Olinka’ Silbas ZYMV
439-11 2011. Cucurbita pepo 'Olinka’ Silbas ZYMV
488-11 2011. Cucurbita pepo 'Greycetini F1' Kupusina /

504-11 2011. Cucumis melo Kupusina WMV, CMV
570-11 2011. Cucumis sativus Debrc CMV

610-11 2011. Cucumis melo Togocevce CMV
694-11 2011. Cucurbita pepo Veliko Selo ZYMV, WMV

"_virusi dokazani u izvornim biljkama iz kojih je dobijen CABY'V izolat
/-uzorci u kojima seroloski nije detektovano prisustvo ni jednog od ispitivanih virusa

4.7.1.6. Analiza PCR produkta

Vizuelizacija umnozenih produkata PCR reakcije obavljena je elektroforetskim
razdvajanjem nukleinskih kiselina u 1% agaroznom gelu u 1x TBE puferu, bojenjem
etidijumbromidom 1 posmatranjem pod UV-transiluminatorom. Agarozni gel je
pripremljen rastvaranjem agaroze u lx TBE pufera i zagrijavanjem do temperature
klju€anja u mikrotalasnoj pe¢nici. Gel je zatim hladen do temperature od 60°C, razliven
je u kalup za horizontalnu elektroforezu, u koji su predhodno postavljeni separatori i
cesljevi, nakon Cega je ostavljen na sobnoj temperaturi pola sata da se ohladi 1
polimerizuje. Nakon polimerizacije gela i uklanjanja cesljeva, kalup je uranjan u kadicu
za horizontalnu elektroforezu sa 1x TBE puferom. Uzorci su pripremani tako $to je na
parafilmu pomijesano 5 pl produkta PCR reakcije i 1 pl boje 6x Loading dye
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania) 1 odmah su unoSeni u bunarci¢e po
odgovaraju¢em rasporedu.

Elektroforeza je obavljana pri konstantnoj struji ja¢ine 40 mA u trajanju od
priblizno 40 min u aparatima za horizontalnu elektroforezu (BlueMarine 100 i
BlueMarine 200, Serva Electrophoresis GmbH, UK). Za odredivanje veliine
amplifikovanih PCR produkata korid¢en je marker MassRuler"DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania).

Posle zavrSene elektroforeze, gelovi su inkubirani 15 min u rastvoru za bojenje

od destilovane vode 1 etidijumbromida u finalnoj koncentraciji od 0,5 pg/ml.
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Amplifikovani fragmenti posmatrani su u mracnoj komori na transiluminatoru
(Biometra, UK) pod UV svjetlos¢u talasne duzine 312 nm pri kojoj etidijumbromid
umetnut izmedu baznih parova dvostrukog heliksa fluorescira. Pozitivhom reakcijom je
smatrana pojava traka na ocekivanoj poziciji.

U metodi je koris¢en 1x TBE pufer koji sadrzi: 90 mM Tris; 90 mM borna
kiselinai 1 mM Na,EDTA.

Dobijeni rezultati dokumentovani su fotografisanjem agaroznog gela

koriS¢enjem zutog filtera.

4.7.2. Molekularna identifikacija i karakterizacija najznacajnijih virusa tikava

U cilju molekularne identifikacije i1 karakterizacije obavljeno je sekvencioniranje
izolata najznacajnijih virusa tikava u Srbiji. Posle uspjesne amplifikacije uzoraka
odabranih za sekvencioniranje, dobijeni amplikoni su precis¢eni pomocu QIAquick
PCR Purification Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany) po uputstvu proizvodaca. Jedna
zapremina dobijenog PCR produkta i miksa pomijeSana je sa pet zapremina PBI pufera,
a zatim prebacena u QIAquick kolonu smjestenu u kolekcionu tubicu i centrifugirana 1
min na maksimalnom broju obrtaja (13000 rpm) u cilju vezivanja DNA za filter. Nakon
toga, tecna faza je odbacena, a u QIAquick kolonu je pipetirano 750 pl PE pufera u cilju
ispiranja RNA, posle ¢ega je tubica sa uzorkom centrifugirana 1 min na 13 000 rpm.
Nakon centrifugiranja, teCna faza je odbacena, a QIAquick kolona vradena u istu
kolekcionu tubicu i centrifugurana 1 min na 13 000 rpm da bi se uklonili ostaci pufera.
U cilju rastvaranja DNA u QIAquick kolonu smjestenu u novu tubicu od 1,5 ml
pipetirano je 50 ul EB pufera i centrifugirano 1 min na 13 000 rpm.

Nakon precis¢avanja uzorci su elektroforetski razdvojeni na 1% agaroznom gelu
da bi se provjerila ¢isto¢a, molekularna tezina i koli¢ina amplifikovane DNA. Koli¢ina
umnozenih fragmenata u svakom uzorku odredena je poredenjem dobijenih produkata
sa fragmentima komercijalnog markera 100 bp DNA Ladder (Serva GmbH, UK).

Reakcije sekvencioniranja uradene su u BMR Genomics (Padova, Italy) na ABI
Prism 3700 automatskom kapilarnom sekvencionatoru ili u MACROGEN Inc

(http://dna.macrogen.com, Korea) na ABI 3730XL automatskom kapilarnom

sekvencionatoru. UmnoZeni fragmenti gena virusa sekvencionirani su u oba smjera

upotrebom prajmera koji su koriS¢eni za njegovo umnozavanje. Nakon
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sekvencioniranja, dobijene sekvence odabranih izolata ZYMV, WMV, CMV, TSWV i
CABYV su obradene u programu FinchTV Version 1.4.0., konsenzus sekvence su
dobijene medusobnim poredenjem obradenih sekvenci uzvodnog i nizvodnog prajmera
u CLUSTAL W programu, implementiranom u okviru MEGA softvera verzija 5.0
(Thompson et al., 1994; Tamura et al., 2011). Po obradi, sekvence su deponovane u
GenBank bazu podataka, posle ¢ega su im dodijeljeni pristupni brojevi (GenBank

Accession number).

4.7.2.1. Molekularna identifikacija najznacajnijih virusa tikava

Molekularna identifikacija obavljena je pomocu BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) analize. Ova analiza obavljena je poredenjem sekvenci
dobijenih izolata virusa tikava iz Srbije sa dostupnim sekvencama odgovarajucih gena

virusa u GenBank bazi podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Proracun

prosjecne stope genetickog diverziteta izmedu izolata ZYMV, WMV, CMV, TSWV i
CABYYV iz Srbije i sekvenci izolata ovih virusa iz drugih djelova svijeta dostupnih u
GenBank obavljen je pomoéu MEGA 5.0. softvera. Odabrane sekvence su prvo
poravnate i medusobno uporedene CLUSTAL W programom (Thompson et al., 1994),
dijelom programa MEGA verzija 5.0. (Tamura et al., 2011).

4.7.2.2. Molekularna karakterizacija najznacajnijih virusa tikava

Molekularna karakterizacija ZYMV, WMV, CMV, TSWV i CABYYV obavljena
je proraCunavanjem geneticke slicnosti, preko prosjecne stope genetickog diverziteta
dobijenih sekvenci izolata iz Srbije 1 filogenetskim analizama koje su ukljucile izolate
dobijene u Srbiji i izolate iz drugih djelova svijeta deponovane u GenBank bazi

podataka.

4.7.2.2.1. Proracun geneticke sli¢nosti

Proracun geneticke slicnosti izmedu izolata virusa ZYMV, WMV, CMV, TSWV
i CABYV dobijenih u ovim istrazivanjima obavljen je proratunom prosjecne stope
genetickog diverziteta na nukleotidnom i aminokiselinskom nivou. Sve sekvence

ispitivanog virusa poravnate su u CLUSTAL W, a zatim skracene po duzini najkrace, a
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zatim su koriS¢enjem MEGA 5.0. dobijene vrijednosti prosjecnih stopa genetickog

diverziteta izmedu ispitivanih izolata, broj nukleotidnih, kao i aminokiselinskih razlika.

4.7.2.2.2. Filogenetske analize

Prorac¢un evolutivne povezanosti izolata najznacajnijih virusa tikava iz Srbije
obavljen je rekonstrukcijom filogenetskih stabala na osnovu sekvenci dobijenih u ovim
istraZivanjima i odabranih sekvenci iz GenBank baze podataka. Za ZYMV 1 WMV prvo
je u MEGA 5.0. programu sproveden test pronalazenja najbolje prilagodenog modela
nukleotidne supstitucije metodom maksimalne vjerodostojnosti, na osnovu najnize
vrijednosti BIC (Bayesian Information Criterion). Po dobijanju paremetra koji najbolje
karakteriSe odabrane sekvence, rekonstruisana su filogenetska stabla Neighbour-joining
metodom sa ,,bootstrap” podrskom u 1000 ponavljanja i izvrSen je proracun prosjecne
vrijednosti geneticke udaljenosti unutar i izmedu genetickih grupa izolata koje su se
izdvojile u filogenetskim stablima. Slicnost na aminokiselinskom nivou izrazena je
preko prosjecne stope genetickog diverziteta. Filogenetska stabla za CMV, TSWV i
CABYYV su rekonstruisana Maximum parsimony metodom sa ,,bootstrap podrSkom u
1000 ponavljanja, a po rekonstrukciji stabla na osnovu model testa najbolje prilagodene
nukleotidne supstitucije odreden je parametar na osnovu koga su se racunale vrijednosti
geneticke udaljenosti u i izmedu grupa izdvojenith u stablu. Pored rekonstrukcije
filogenetskog stabla, izolati ZYMV su okarakterisani i poredenjem aminokiselinskih
sekvenci N terminalnog kraja CP gena izolata porijeklom iz Srbije sa 31 drugom
sekvencom izolata ZYMYV iz Evrope. Sve analize su sprovedene koriS¢enjem MEGA

5.0. programa.

4.7.2.2.2.1. Filogenetske analize ZYMV

Za rekonstrukciju filogenetskog stabla ZYMV iskoriS¢ene su sekvence svih
izolata ovog virusa dobijene u ovim istrazivanjima, kao i 37 odabranih sekvenci iz
drugih djelova svijeta (Tabela 8). Posle uparivanja, sve sekvence su skra¢ene na 837 nt
koji obuhvataju cijeli CP. Kao ,,outgrupe” za rekonstrukciju filogenetskog stabla
koris¢ene su sekvence Bean common mosaic virus (BCMYV), Soybean mosaic virus

(SMV) 1 WMV. Prosjecne vrijednosti geneticke udaljenosti unutar i izmedu genetickih

36



grupa izolata koje su se izdvojile u filogenetskom stablu prora¢unate su koriS¢enjem

Tamura 3-parametra sa Gamma distribucijom (T92+G) u okviru programa MEGA 5.0.

Tabela 8. Sekvence CP gena izolata Zucchini yellow mosaic virus dostupnih u
GenBank bazi podataka koriS¢ene za filogenetske analize

Virus Izolat® Zemlja Biljka domacin Pristupni broj
ZYMV  Austria2, 5, 6, 10-12 Austrija Cucurbita pepo AJ420012-17
ZYMV  Slovenia 1 Slovenija Cucurbita pepo AJ420018
ZYMV  Berlin 1 Nemacka Cucurbita pepo AJ420019
ZYMV  Italy 1 Italija Cucurbita pepo AJ420020
ZYMV  Kuchyna Slovacka Cucurbita pepo DQ124239
ZYMV 10 Madarska Cucumis sativus AJ251527
ZYMV  H266-2, 272-5,272-8 Madarska Cucurbita pepo var. styriaca AJ459954-56
ZYMV  Zuy Poljska Cucurbita pepo 'Giromontiina' EU561044
ZYMV  Zug Poljska Cucurbita pepo 'Giromontiina' EU561045
ZYMV B* Izrael Cucurbita pepo 'Diamant' AY 188994
ZYMV C-16 Spanija Cucurbita pepo DQ645729
ZYMV M Japan / AB004641
ZYMV  Florida SAD Cucurbita moschata D13914
ZYMV  California SAD Cucurbita moschata L31350
ZYMV  Knx-11 Australija Cucurbita maxima JF792373
ZYMV  Knx-14 Australija Cucurbita sp. JF797208
ZYMV  SG Kina Luffa cylindrica AJ316228
ZYMV WM Kina Citrullus lanatus AJ515911
ZYMV  China 99/246 Kina Cucurbita pepo AY611024
ZYMV  CH99/116 Kina Cucurbita moschata AY611021
ZYMV  CH99/193 Kina Cucurbita pepo AY611023
ZYMV  HN-01 Kina Citrullus lanatus AY611026
ZYMV  Shanxi Kina Cucurbita moschata AY074808
ZYMV KR-PE Koreja Cucurbita moschata AY278999
ZYMV cu Koreja Cucumis sativus AF062518
ZYMV  TW-NTI1 Tajvan Cucumis sativus AF127933
ZYMV  TW-TN3 Tajvan Luffa cylindrica NC 003224
ZYMV  TW-PT5 Tajvan Momordica charantia AF127934
ZYMV  Singapore Singapur Cucumis sativus AF014811
ZYMV  Reunion Island Reunion Momordica charantia L29569
(Francuska)
ZYMV® H Ceska Cucurbita pepo DQ124244
ZYMV K Ceska Cucurbita pepo DQ124245
BCMV® MSI Australija Macroptilium atropurpureum EU761198
WMV / Tonga Vanilla fragrans 1L.22907
SMV / Kina / U25673

*Podaci preuzeti iz GenBank

®Izolati ZYMV sa parcijalnim sekvencama CP gena koriiéeni samo za poredenje
aminokiselinskih sekvenci N terminalnog kraja CP
‘Sekvence Bean common mosaic virus, Watermelon mosaic virus i Soybean mosaic

virus koriséene kao “outgrupe”
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Filogenatske analize su obavljene 1 poredenjem aminokiselinskih sekvenci N
terminalnog kraja CP gena 31 izolata iz Srbije sa 31 drugom sekvencom ZYMYV iz

Evrope (Tabela 8).

4.7.2.2.2.2. Filogenetske analize WMV

Za rekonstrukciju filogenetskih stabala koris¢eno je 18 sekvenci WMV
dobijenih u ovim istraZzivanjima. Osim sekvenci porijeklom iz Srbije, kori§¢eno je jos i
79 odabranih sekvenci iz GenBank baze podataka (Tabela 9).

Filogenetske analize obavljene su rekonstrukcijom dva filogenetska stabla. Oba
stabla su rekonstruisana Neighbor-Joining metodom, sa bootstrap podrskom u 1000
ponavljanja. Prvo filogenetsko stablo rekonstruisano je na osnovu sekvenci dijela CP
gena od 739 nt. Za rekonstrukciju ovog stabla upotrijebljene su sekvence Cetiri izolata
WMV iz Srbije 137-08, 159-08, 256-09 i 268-09, kao i 56 odabranih sekvenci iz
GenBank baze podataka. Rekonstrukcija stabla 1 proracun geneticke udaljenosti u 1
izmedu grupa koje su se izdvojile u stablu izvrSena je na osnovu Tamura 3-parametar
modela sa Gamma distribucijom. Drugo filogenetsko stablo rekonstruisano je na osnovu
233 nt 3' kraja NIb i poceta CP gena. Za rekonstrukciju ovog stabla takode je koriS¢ena
Neighbor-Joining metoda, sa bootstrap podrSkom u 1000 ponavljanja na osnovu
sekvenci 14 izolata WMV iz Srbije i 73 odabrane sekvence iz GenBank baze podataka.
Kao najbolje prilagoden model nukleotidne supstitucije na osnovu kog  je
rekonstruisano filogenetsko stablo i izraCunate vrijednosti geneticke udaljenosti u i
izmedu grupa koje su se izdvojile u stablu odabran je Tamura-Nei-parametar modela sa
Gamma distribucijom.

Tabela 9. Sekvence izolata Watermelon mosaic virus dostupne u GenBank bazi
podataka koriS¢ene za filogenetske analize

Izolat" Zemlja Biljka domaéin Pristupni
broj

SG99.2 Spanija Cucumis melo AJ579518
SG99.1 Spanija Cucumis melo AJ579517
SG99.3 Spanija Cucumis melo AJ579519
SG99.4 Spanija Cucumis melo AJ579481
BADO95.2 Spanija Cucumis melo AJ579503
Tonga Tonga Vanilla tahitensis L22907
USA USA I D13913

/ Novi Zeland / AY995215
Pak Pakistan Trichosanthes cucumerina AB127934
C05-337 Francuska Cucurbita pepo (zucchini) EU660589
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BAD95.1
WMV-FR
MADO95.1
MADO95.3
MAD95.4
MADO95.5
MAD?95.6
MADO95.8
ZAR95.2
ZAR95.3
BAD95.3
ZAR99 4
ZAR99.5
MURO95.2
MUR95 .4
MAL99.1
MAL99.3
MAL99.5
MAD?95.7
MAD99.1
MAD99.2
MAD?99.3
MAD99.4
BAR99.1
BAR99.2
BAR99.3
BAR99 .4
BAR99.5
VAL95.1
VAL95.2
BAR95.1
BAD95.4
MUR95.1
MAL99.4
MAL99.2
ITA00-G
ZAR99.1
ZAR99.2
ZAR99.3
BAR95.2
FMF00-LL2
ZAR95.1
Habenaria
WMV-CHN
WMV-HLIJ
SK20-sq
SK02-sq
SK18-zu

Spanija
Francuska
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Italija
Spanija
Spanija
Spanija
Spanija
Francuska
Spanija
Japan
Kina
Kina
Slovacka
Slovacka
Slovacka

Cucumis melo

Cucurbita pepo (zucchini)

Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo

Cucurbita pepo (zucchini)

Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo
Cucumis melo

Cucurbita pepo (zucchini)

Cucumis melo

Habenaria radiata
Citrullus lanatus

/

Cucurbita pepo (squash)
Cucurbita pepo (squash)
Cucurbita pepo (zucchini)

AJ579502
AY437609
AJ579506
AJ579507
AJ579508
AJ579510
AJ579509
AJ579512
AJ579483
AJ579484
AJ579504
AJ579487
AJ579489
AJ579499
AJ579501
AJ579520
AJ579522
AJ579524
AJ579511
AJ579513
AJ579514
AJ579515
AJ579516
AJ579492
AJ579493
AJ579494
AJ579495
AJ579496
AJ579497
AJ579498
AJ579491
AJ579505
AJ579500
AJ579523
AJ579521
EU660590
AJ579486
AJ579485
AJ579488
AJ579490
EU660578
AJ579482
AB001994
DQ399708
AY464948
GQ241716
GQ241710
GQ241714

39



SK07-zu
SK19-sq
SK10-me
SKO08-zu
SK21-zu
SK22-cu
SK23-zu
SK15-sq
YAZMO.2
YAZMO.1
IR06-me
IR10-me
URO.NA.1
URO.OS.1
FMFO00-LL1

Slovacka
Slovacka
Slovacka
Slovacka
Slovacka
Slovacka
Slovacka
Slovacka
Iran

Iran

Iran

Iran

Iran

Iran
Francuska

Cucurbita pepo (zucchini)
Cucurbita pepo (squash)
Cucumis melo

Cucurbita pepo (zucchini)
Cucurbita pepo (zucchini)
Cucumis sativus
Cucurbita pepo (zucchini)
Cucurbita pepo (squash)
Cucurbita pepo

Cucumis sativus

Cucumis melo

Cucumis melo

Cucurbita maxima
Cucumis melo

Cucurbita pepo (zucchini)

GQ241704
GQ241715
GQ241713
GQ241712
GQ241711
GQ241707
GQ241708
GQ241705
EU667630
EU667638
GQ241702
GQ241703
EU667629
EU667631
EU660581

" Podaci preuzeti iz GenBank
/-nema podataka

4.7.2.2.2.3. Filogenetske analize CMV

Filogenetsko stablo rekonstruisano je koris¢enjem Sest sekvenci CMV, koje su

dobijene u ovim istrazivanjima, kao i 46 sekvenci CMV izolata iz GenBank baze

podataka. Sve sekvence su skra¢ene na duzinu od 657 bp, prema duZzini najkrace, Sto

odgovara duZini cijelog CP gena (Tabela 10). Filogenetsko stablo je rekonstruisano

koris¢enjem Maximum parsimony metode sa bootstrap podrSkom u 1000 ponavljanja.

Izolat Peanut stunt virus (PSV; pristupni broj U15730) koris¢en je kao ,,outgrupa‘.

Prosje¢ne vrijednosti geneticke udaljenosti unutar 1 izmedu genetiCkih grupa izolata

koje su se izdvojile u filogenetskom stablu proracunate su koriS¢enjem Kimura 2-

parametar modela u okviru programa MEGA 5.0.

Tabela 10. Sekvence izolata Cucumber mosaic virus dostupne u GenBank koris¢ene za

filogenetske analize

Izolat™ Zemlja Domacdin Pl'lS.tlllel
broj

S Juzna Afrika  /° AF063610

LS SAD / AF127976

trk7 Madarska Trifolium repens L15336

Q Australija / M21464

m2 Japan Vigna unguiculata AB006813

Kin Skotska / 712818

Oahu SAD Musa spp. U31220

P Indija Physalis minima X89652

RB Kina Phaseolus angularis AJ006990

PR36 SAD / M98500
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P1
ABI
FC
P6
Ixora

C7-2
banana
117F

M48

As

NT9

Kor

KM

Y

Cas

113
Simp2
MAD99/1
MADY99/4
702-07
Ttn
MAD9%6/1
207

650-07

C
Fny
Sny
M
D8
Leg
ES
Pepo
SD
WL
DRKD

Kina
Koreja
SAD
Velika Britanija
Filipini
Kolumbija
Japan
Izrael
Francuska
Tajvan
Koreja
Tajvan
Koreja
Japan
Japan
Poljska
SAD
Poljska
Spanija
Spanija
Srbija
Italija
Spanija
Australija
Srbija
SAD

SAD

SAD
Velika Britanija
Japan
Japan
Japan
Japan
Kina

SAD

SAD

/

Gladiolus sp.

/

/

Lycopersicon esculentum
Musa spp.

/

Musa acuminata

/

Vigna radiata

/

Lycopersicon esculentum
/

Melon

/

Lilium sp.

/

Lilium sp.

Melon

Cucurbita pepo var. melopepo (zucchini)

Nicotiana tabacum
Lycopersicon esculentum
Melon

Lycopersicon esculentum
Nicotiana tabacum
Nicotiana tabacum

/

Cucurbita pepo
/

/
/
/
/
Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum
Spinacia oleracea

AJ006988
L36525
D10544
D10545
U20219
U32859
D42079
U43888
X16386
D49496
AF013291
D28780
L36251
AB004780
D12499
DQO018286
AF523340
FJ621495
AJ829776
AJ829770
GQ340670
Y 16926
AJ829768
AJ585517

EU921757

D00462
D10538
U66094
D10539
AB004781
D16405
D42080
D43800
ABO008777
D00463
U10922

" Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka
/-nema podataka

4.7.2.2.2.4. Filogenetske analize TSWV

Za rekonstrukceiju filogenetskog stabla koris¢ene su sve Cetiri sekvence TSWV

dobijene u ovim istrazivanjima kao 1 41 sekvenca TSWYV izolata iz GenBank baze

podataka (Tabela 11). Sve sekvence su skracene na duZinu od 744 bp, prema duZini

najkrace. Filogenetsko stablo je rekonstruisana koriS¢enjem maximum parsimony
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metode sa bootstrap podrskom u 1000 ponavljanja. I1zolat Tomato chlorotic spot virus
(TCSV; pristupni broj S54325) koris¢en je kao ,,outgrupa. Prosjene vrijednosti
geneticke udaljenosti unutar i izmedu geneti¢kih grupa izolata koje su se izdvojile u
filogenetskom stablu proracunate su koriS¢enjem Tamura 3-parametar modela u okviru
programa MEGA 5.0.

Tabela 11. Sekvence N gena izolata Tomato spotted wilt virus dostupnih u GenBank
bazi podataka koriS¢ene za filogenetske analize

Izolat" Zemlja Biljka domacin Prls.tqu
broj

Is-56 Crna Gora Nicotiana tabacum GU369729
L3 Bugarska Nicotiana tabacum D13926

20 Da9%6/1 Bugarska Dahlia sp. AJ296602
GD98 Bugarska Nicotiana tabacum AJ297609
BS97 Bugarska Nicotiana tabacum AJ297610
97 Bugarska Nicotiana tabacum AJ296598
T992 Italija Nicotiana tabacum AY 848922
P267 Italija Capsicum annuum DQ376180
P105/2006RB  Italija Capsicum annuum DQ915946
C27084 Ceska Calla sp. AJ296599
LE98/527 Njemacka Lysimachia sp. AJ297611
D Holandija Dahlia sp. AF020660
SPAIN-1 Spanija Lycopersicon esculentum — AY 744479
SPAIN-2 Spanija Lycopersicon esculentum — AY 744480
LC Spanija / X94550
VE430 Spanija Capsicum annuum DQ376184
France81 Francuska Capsicum annuum FR693053
SO46 Francuska Lycopersicon esculentum  FR693255
MP JuZzna Afrika Arachis hypogaea EF059706
GP Juzna Afrika Arachis hypogaea EF059705
NC-1 SAD Dahlia sp. AY744476
10 SAD Arachis hypogaea AF020659
NC-3 SAD Dahlia sp. AY744478
NC-2 SAD Arachis hypogaea AY744477
BL SAD Lactuca sativa L20953

H SAD / AF306490
L SAD Lactuca sativa X61799
AC SAD Nicotiana tabacum AF064469
MC SAD Nicotiana tabacum AF064472
CA-1 SAD Aster sp. AY744468
CA-4 SAD Chrysanthemum AY744471
Br20 Brazil / DQ915948
Iw Japan Lycopersicon esculentum  AB277581
O Japan Capsicum annuum AB277582
Japan Japan / ABO010997
KAIxe Juzna Koreja Ixeris chinensis EF195227
KAPo JuZzna Koreja Capsicum annuum EF195228
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Sr-603 Srbija Lycopersicon esculentum  GU369723

53-05 Srbija Nicotiana tabacum GQ373173
33-06 Srbija Nicotiana tabacum GQ355467
39-06 Srbija Nicotiana tabacum GQ373172

" Podaci preuzeti iz GenBank
/-nema podataka

4.7.2.2.2.5. Filogenetske analize CABYV

Za rekonstrukciju filogenetskih stabala koriS¢ene su, parcijalne sekvence CP 1
MP gena koji se u velikom dijelu preklapaju, odnosno transliraju sa skoro istog dijela
RNA, samo $to imaju razli€iti okvir ¢itanja i MP gen pocinje da se ,,proCitava“ 28 nt
nakon CP gena. Stablo je rekonstruisano na osnovu 32 CABY'V izolata iz Srbije, kao 1
28 sekvenci izolata ovog virusa iz GenBank baze podataka (Tabela 12). Filogenetska
stabla su rekonstruisana koris¢enjem Maximum parsimony metode sa bootstrap
podrskom u 1000 ponavljanja. Cetiri sekvence izolata Melon aphid-borne yellows virus
i tri sekvence Sukawa aphid-borne yellows virus su koris¢ene koris¢ene kao ,,outgrupe
(Tabela 12).

Prva dva filogenetska stabla su rekonstruisana u cilju utvrdivanja da li duzina
sekvenci dobijenih kori§¢enjem CE9/10, odnosno CABYV up/down prajmera uti¢e na
izdvajanje grupa u stablu. Za rekonstrukciju ovih stabala koris¢eno je 10 sekvenci
izolata CABY'V iz Srbije (145-08, 157-08, 66-09, 165-09, 194-09, 197-09, 234-09, 237-
09, 242-09 1 246-09) kao 1 24 sekvence CABYV iz drugih djelova svijeta. Pri
rekonstrukciji prvog stabla, koriS¢enjem sekvenci izolata iz Srbije dobijenih CE9/10
prajmerima, sve sekvence su skra¢ene na duzinu od 550 nt. Za rekonstrukciju drugog
stabla na osnovu sekvenci CABYV iz Srbije dobijenih koris¢enjem CABYV up/down
sve sekvence su skrac¢ene na duzinu od 248 nt.

Trece filogenetsko stablo rekonstruisano je koriS¢enjem 32 CABYYV izolata iz
Srbije 1 28 sekvenci izolata CABYV iz GenBank baze podataka. Sve sekvence su
skra¢ene na duzinu od 195 nt. ProsjeCne vrijednosti geneticke udaljenosti unutar i
izmedu genetickih grupa izolata koje su se izdvojile u filogenetskom stablu proracunate

su koriS¢enjem Kimura 2-parametar modela u okviru programa MEGA 5.0.
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Tabela 12. Sekvence izolata Cucurbit aphid-borne yellows virus dostupne u GenBank

bazi podataka koriS¢ene za filogenetske analize

Virus Izolat™ Zemlja Biljka domadin E::)sjtupnl
CABYV Hunan Kina Cucurbita pepo EU244322
CABYV CABYV-AH Kina Cucumis sativus FJ460214
CABYV /7 Kina Cucurbita pepo EU000535
CABYV Shandong Kina Cucurbita pepo EU244318
CABYV CABYV-JX Kina Cucurbita pepo FJ460216
CABYV  Xinjiang Kina Cucumis melo EU244315
CABYV CABYV-FJ Kina Cucurbita pepo FJ425880
CABYV  Sichuan Kina Cucurbita pepo EU244320
CABYV  Shanghai Kina Luffa cylindrica EF063707
CABYV  Inner Mongolia Kina Cucurbita pepo EU262627
CABYV  36-2 Spanija Cucurbita pepo AY529653
CABYV O9FB Tunis Cucumis melo EF187338
CABYV ESH-25 Tunis Cucurbita pepo (cukini) EF187340
CABYV AZ Tunis Citrullus lanatus EF187341
CABYV Ec3 Tunis Ecballium elaterium EF187346
CABYV N Francuska / NC 003688
CABYV S89 Italija Ecballium elaterium EF029112
CABYV S23 Italija Cucumis melo EF029113
CABYV §7 Italija Cucumis melo EF029114
CABYV SK-1 Slovacka Cucumis sativus FJ428797
CABYV IR-1 Iran Cucurbita pepo FJ428798
CABYV IR-2 Iran Cucumis melo FJ428799
CABYV IR-3 Iran Cucurbita pepo FJ428800
CABYV CABYV-R-TW27 Tajvan Cucurbita pepo GU324097
CABYV CABYV-R-TW36 Tajvan Cucurbita pepo GU324099
CABYV CABYV-BJ Japan Cucumis sativus FJ425879
CABYV Rak-5 Ceska Cucurbita pepo subsp. ovifera  HM7T71273
CABYV Badrl Egipat Cucurbita pepo FR717147
SABYV* Guangdong Kina Luffa cylindrica EU259784
SABYV  Guangxi Kina Luffa cylindrica EU259785
SABYV  Guangxi Kina Luffa cylindrica FJ425878
MABYV MABYV-JX Kina Cucurbita pepo FJ460215
MABYV MABYV-AH Kina Lagenaria siceraria FJ460213
MABYV / Kina Benincasa hispida EU000534
MABYV Inner Mongolia Kina Cucurbita pepo EU262628

" Podaci preuzeti iz GenBank
/-nema podataka

“Sekvence Melon aphid-borne yellows virus i Suakwa aphid-borne yellows virus

koris¢ene kao “outgrupe”
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5. REZULTATI

5.1. Simptomi u polju i ucestalost oboljenja

Tokom petogodiSnjih ispitivanja virusa tikava u Srbiji, u periodu od 2007-2011.
godine, pregledima razli¢itih usjeva tikava, krastavca, lubenice i dinje uocena je pojava
niza simptoma koji su ukazivali na virusnu infekciju. Simptomi su se javljali na svim
nadzemnim djelovima tikava, a najcesce su se javljale promjene opsteg izgleda biljke,
zatim morfoloske i hromatske promjene na lis¢u i plodovima tikava.

Tokom pregleda usjeva 2007. godine mozai¢ni simptomi su prvi put uoceni u
fenofazi sedam do osam pravih listova. Procijenjena zarazenost pregledanih usjeva
kretala se od 30 do 50%. Simptomi virusnih infekcija su se javljali najées¢e na listovima
1 to u vidu mozaika, ali je bila znacajna i pojava simptoma na plodovima razlicitih vrsta
tikava. Takode, usled nepogodnih klimatskih uslova u toku 2007. godine uocena je
pojava prijevremenog suSenja lis¢a koje je bilo mnogo izrazenije kod biljaka koje su
ispoljavale simptome virusnih infekcija. Prvi simptomi na biljkama tikava tokom 2008.
godine uoceni su u fenofazi Cetiri do Sest razvijenih listova. Procijenjeni nivo ucestalosti
zaraze virusima 2008. godine bio je znatno visi, preko 80%, a u pojedinim usjevima sve
biljke su ispoljile virusne simptome. Na svim pregledanim lokalitetima, uoCeni su
veoma izrazeni simptomi na listovima i na plodovima i zaostajanje pojedinih biljaka u
porastu, kao posljedica infekcija ostvarenih veoma rano u vegetaciji. Pojedine biljke
ispoljile su virusne simptome samo na odredenim djelovima vrijeza ili samo na mladem
lis¢u. Sporadi¢no, obi¢no na obodu njiva uocena je pojava zutila i suSenje starijeg liS¢a.
Po uoenim veoma intenzivnim simptomima na mladim, tek zametnutim plodovima i
po znacajno smanjenom broju plodova po biljci posebno se izdvajao lokalitet
Gardinovci, na kom je usjev uljane tikve preoran prije ubiranja plodova. U sljedece
dvije godine ispitivanja uocena je nesto niZa ucestalost zaraze od oko 40%. Medutim,
tokom 2009. godine na lokalitetu Ruma u usjevu cukinija uoceni su veoma destruktivi
simptomi na listovima i na plodovima. Prvi simptomi na ovom lokalitetu su se javili u
ranim fazama vegetacije tikava, dok su u ostalim lokalitetima prvi simptomi uoceni
sredinom vegetacionog perioda. U toku 2010. godine prvi simptomi virusnih zaraza
uoceni su kao i1 2009. godine sredinom vegetacije. Takode, za 2010. godinu bilo je

karakteristi¢no i to §to su u usjevima tikava bile primije¢ene pojedinacne biljke na
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kojima su se javile kolonije pamukove vasi (Aphis gossypii). UoCena je 1 pojava velikog
broja biljaka sa Zutim listovima koji su na dodir bili veoma krti, S§to je predstavljalo
zna€ajnu promjenu u odnosu na prethodne godine kada je pojava biljaka sa ovakvim
simptomima bila rijetka. Tokom poslednje, 2011. godine istrazivanja procijenjena
ucestalost zaraze je znacajno porasla i dostigla vrijednost do oko 60%, a prvi simptomi
na tikvama su se javili kada su biljke bile u fenofazi pet do sedam pravih listova. Usjev
lubenice na lokalitetu Gornji Tavankut, kao 1 usjev krastavca na lokalitetu Staro Selo
bili su u potpunosti kolonizirani pamukovom vasi (slika 1), odnosno Aphis fabae-crna
repina vas, dok je i na viSe drugih lokaliteta uoc¢ena kolonizacija pojedinacnih biljaka

lisnim vasima.

Slika 1. Kolonija Aphis gossyipii na nali&ju lista C. pepo 'Olinka’

Tokom 2009. i 2010. godine, osim procjene nivoa zarazenosti usjeva vizuelno, u
cilju Sto preciznije predikcije ucestalosti virusnih infekcija, u osam lokaliteta
primijenjena je metoda viSestrukog transfera. Tom prilikom sakupljeni uzorci od li§¢a sa
100 biljaka grupisani su u 25 zbirnih grupa u kojima je testirano prisustvo virusa i na
osnovu formule Gibbs and Gower (1960) utvrdena ucestalost oboljenja. Rezultati
procjene ucestalosti oboljenja ovom metodom u toku 2009. godine prikazani su u tabeli
13, a 2010. godine u tabeli 14. Procijenjeni nivoi infekcije na osnovu metode
viSestrukog transfera tokom 2009. godine kretali su se od 9,2% do 55,3%, dok je u tri
lokaliteta bilo pozitivno svih 25 testiranih zbirnih grupa i u tom slucaju ne moze da se
procijeni tacan nivo zaraze, ve¢ se tada procijenjeni nivo zaraze nalazi u intervalu od

55,3 do 100%. Tokom 2010. godine procijenjeni nivo zaraze kretao se od 3,2 do 41,1%.
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Tabela 13. Ucestalost infekcije (%) dobijena metodom viSestrukog transfera tokom 2009. godine

Br. Virus
Lokalitet  Usjev zbirnih ZYMV WMV CMV ZYMV+ Ukupno
grupa WMV
Budisava  C. pepo 'Olinka’ 25 24 (55,3)" 0 0 1(1) 25 (55,3-100)
Cenej C. pepo 'Olinka’ 25 24 (55,3) 0 0 1 (1) 25 (55,3-100)
Srbobran  C. pepo 'Olinka’ 25 1(1) 1(1) 0 22 (41,1) 24 (55.,3)
Zmajevo  C. pepo 'Olinka’ 25 25 (55,3-100) 0 0 0 25 (55,3-100)
Kisa¢ C. pepo 'Olinka’ 25 8(9,2) 0 0 0 8(9,2)

“Broj zarazenih zbirnih grupa. U zagradama je procenat infekcije prera¢unat na osnovu formule Gibbs and Gower (1960).

Tabela 14. Ucestalost infekcije (%) dobijena metodom viSestrukog transfera tokom 2010. godine

Virus
Lokalitet Usjev ?l:i‘rnih ZYMV+ ZYMV WMV ZYMV Ukupno
grupa ZYMV WMV CMV WMV +CMV +CMV 1‘3\1\/}[‘\7]
Hetin C. pepo 25 332" 0 0 0 0 0 3(3,2)
'Genovese'
C. pepo 25 3(3,2) 0 22,1 0 1(1) 0 0 6 (6,6)
'Wrinkle Bat'
Backa C. pepo 25 5(5,4) 0 4(43) 0 1(1) 0 0 10 (12)
Topola 'Olinka’
Horgos C. pepo 25 0 10 (12) 5(5.4) 1(1) 5(5,4) 1(1) 22 (41,1)
'Horgo§'

“Broj zarazenih zbirnih grupa. U zagradama je procenat infekcije prera¢unat na osnovu formule Gibbs and Gower (1960).

47



Pregledom usjeva tikava tokom pet godina uoceni su simptomi na svim
nadzemnim djelovima biljke. Simptomi su bili veoma raznovrsni 1 zavisili su od biljke
domacina, vremena ostvarene infekcije 1 uslova spoljne sredine. Najbrojniji i
najraznovrsniji simptomi uoceni su na listovima tikava, a Cesta je bila pojava vise
razli¢itih tipova simptoma na istom biljnom organu. Najucestaliji simptomi na listovima
bili su razli¢iti vidovi mozaika od blagog, preko zutog (Slika 2) do izrazenog, koji je
cesto bio pracen naboranoS¢u lis¢a (Slika 3), a javljala su se i razli¢ita mozai¢na
prosaravanja (Slika 4) koja su podsjeéala na simptome prouzrokovane nekim od virusa
roda Tospovirus. Od ostalih hromatskih promjena najcescée je bilo uoceno zadrzavanje
zelene boje oko nerava (Slika 5). Pored hromatskih promjena na listu uocene su i
morfoloske promjene, od kojih je najceS¢a bila pojava manje ili viSe izraZene
klobuc¢avosti Cesto pracena nazubljenoscu oboda lista (Slika 6). Takode, cesta je bila i
pojava smanjenja lisne povrsine u vidu duboke nazubljenosti (urezanosti) (Slika 6), a
nerijetko je redukcija lisne povrsSine iSla do nitavosti (Slika 8). Uoceni simptomi na
plodovima umnogome su zavisili od vremena infekcije, pa su u slu¢aju veoma ranih
infekcija biljke bile zakrzljale, bez zametnutih plodova ili sa intenzivnim simptomima
na plodu u vidu blagih (Slika 9) do izrazenih deformacija (Slika 10), kvrgavosti ili
nekroze tek formiranih plodova. Kod starijih plodova uocene su pojave bradavicastih
izraStaja na povrSini ploda (Slika 11) ili izraZzenih deformacija normalnog oblika ploda
(Slika 12). Pored promjena oblika na plodovima razli¢itih vrsta tikava uocene su i
promjene u obojenosti u vidu mozaika ili Sarenila ploda (Slika 13). Simptomi virusnih
infekcija uoceni su i na stablu tikava, pa je tako na vrijezama najceSce bilo uoceno

mozaicno proSaravanje vrijeza (Slika 10).

vz,

Slika 2. CAB:YV: uti mozaik na listu

L

Slika 3. ZYM, MV 1 CMV: Izraieni‘
mozaik 1 naboranost liS¢a
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Slika 4. ZYMV 1 TSWV: Mozai¢no
Sarenilo lista

Slika 6. WMV 1 CMV: Mozaik, blaga
klobucdavost 1 nazubljenost oboda lista

. ; b, il b -y

Slika 8. ZYMV: Izrazena nitavost

Slika 5. ZYMV: adriavanje zelene
boje oko nerava

Slika 7. ZYMV: Mozaik, nazubljenost i
smanjena povrsina lista

Slika 9. WMV 1 CMV: Kvrgavost
mladog ploda
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8l (f i
Slika 10. ZYMYV i CMV: IzraZena
kvrgavost 1 deformacije mladog ploda i

Sarenilo vrijeze

Slika 12. WMV: Deformacije ploda S
cukinija Sarenilo ploda

5.2. Dokazivanje prisustva virusa u sakupljenim uzorcima tikava primjenom DAS-
ELISA

U uzorcima sakupljenim u periodu od 2007. do 2011. godine ustanovljeno je
prisustvo tri virusa: WMV, ZYMV 1 CMV. Tokom perioda ispitivanja od pet godina i
pregledanih 129 usjeva gajenja iz familije Cucurbitaceae u Srbiji, ukupno je sakupljeno
1 testirano 1100 uzoraka lis¢a i plodova tikava 1 ni u jednom nije detektovano prisustvo
PRSV, TRSV ili SqMV. Dobijeni rezultati nijesu zavisili od toga da li je testiran list ili
plod tikve.

Pregledom usjeva tikava tokom 2007. godine na Sest lokaliteta gajenja tikava u
Vojvodini i1 analizom ukupno 69 uzoraka, ustanovljeno je prisustvo ZYMV, WMV i
CMV (Slika 14, Tabela 15, Grafikoni la i 1b). Najveci broj testiranih uzoraka bio je
zarazen sa WMV (94,2%). Drugi po zastupljenosti bio je CMV (55,1%), a tre¢i ZYMV
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(52,2%). Osim pojedinacnih zaraza, u kojima je najceSce detektovan WMV (24,6%), a
CMV 1 ZYMYV samo u po jednom testiranom uzorku (po 1,5%), virusi su dokazani i u
mijeSanim infekcijama sa dva, odnosno tri virusa. U najveéem broju uzoraka dokazana
je mijeSana infekcija sa sva tri virusa (29%), mada je ukupna dvostruka infekcija bila
znatno visa (43,4%). Od dvostrukih infekcija najbrojnije su bile one sa WMV i CMV
(21,7%), zatim WMV 1 ZYMV (18,8%), dok su tre¢e po zastupljenosti bile infekcije
CMV 1 ZYMV dokazane u 2,9% testiranih uzoraka. Sva tri detektovana virusa bila su
prisutna na svih pet ispitivanih lokaliteta. Medutim, ako se razmatra rasprostranjenost
po usjevima, samo je WMV dokazan u svih 11 ispitivanih usjeva, dok ZYMV nije
dokazan u tri usjeva L. siceraria na lokalitetima Backi Petrovac 1 Futog i jednom
usjevu C. foetidissima u Backom Petrovcu, a CMV nije bio prisutan u jednom usjevu L.
siceraria na lokalitetu Backi Petrovac. Svi detektovani virusi su se javili u svim
ispitivanim vrstama i genotipovima, osim ZYMYV koji nije detektovan u uzorcima C.

foetidissima 1 L. siceraria.

MADARSKA

RUMUNLA

ZAPADNA BACKA

anatskp Karadordevo

Aradac
& Krajisnik

CENTRALNI BANAT

HRVATSKA

Backi Petrovac

1
HERCEGOVINA

CENTRALNA SRBLJA

Okruzi ukljuceni u istrazivanje
Okruzi koji nijesu ukljuéeni u istrazivanje

O
UJ
@ w kojima je prevalentan ZYMV
()

* Lokaliteti na kojima je prevalentan WMV

‘ Lokaliteti na kojima je prevalentan CMV
‘ Lokaliteti sa jednakom ucestalo3cu sva tri virusa

Slika 14. Pregledani lokaliteti tikava u Srbiji tokom 2007. godine
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Tabela 15. Prisustvo i rasprostranjenost Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon mosaic virus (WMV) 1 Cucumber mosaic
virus (CMV) u usjevima tikava u Srbiji tokom 2007. godine

Pojedinacne infekcije MijeSane infekcije o
Br. Br. ZYMV .
Vrsta Lokalitet . ZYMV ZYMV WMV negativnih
ujseva uzoraka ZYMV WMV CMV AWMV 4ACMV  +CMV +WMV uzgorakaa
+CMV
C. pepo Backi Petrovac 2 30 0 12 (40)° 0 3 (10) 0 10 (33,3) 5(16,7) 0
'Olinka' Banatsko
Karadordevo 1 1 0 0 0 0 0 0 1 (100) 0
Aradac 1 2 1 (50) 0 0 0 0 0 1 (50) 0
Krajisnik 1 9 0 0 0 0 2(22,2) 1(11,1) 6(66,7) 0
C. maxima Backi Petrovac 1 11 0 1(9,1) 0 6 (54,5) 0 0 4 (36,4) 0
Futog 1 2 0 0 0 1 (50) 0 0 1 (50) 0
C. moschata  Backi Petrovac 1 5 0 0 0 3 (60) 0 0 2 (40) 0
C. foetidissima Backi Petrovac 1 2 0 1 (50) 1 (50) 0 0 0 0 0
L. siceraria Backi Petrovac 2 6 0 2(33,3) 0 0 0 4 (66,7) 0 0
Futog 1 1 0 1 (100) 0 0 0 0 0 0
Ukupno 11 69 1(1,5 17(24,6) 1(1,5) 13(18,8) 2(2,9) 15(21,7) 20(29) 0

“Uzorci testirani na prisustvo Zucchini yellow mosaic virus, Watermelon mosaic virus, Cucumber mosaic virus, Papaya ringspot virus,
Squash mosaic virus 1 Tobacco ringspot virus.
®Broj zarazenih uzoraka. U zagradama je procenat infekcije preradunat na osnovu ukupnog broja testiranih uzoraka.
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2007. godina

0,
1,5% ZYMV

24,6% WMV

B CMV
— T 15%

H ZYMV+WMV
ZYMV+CMV
WMV+CMV
ZYMV+WMV+CMV

b) 0%

B Pojedinacne infekcije

B Uzorci zaraZeni sa dva
virusa

Uzorci zarazeni sa tri
virusa

M Bez virusa

Grafikon 1. Zastupljenost virusa tikava u 2007. godini. a) Zastupljenost ZYMV, WMV i
CMV u pojedinacnim i mijeSanim infekcijama. b) Udio pojedina¢nih i mijeSanih
infekcija u ukupnoj zaraZzenosti testiranih uzoraka.

Najzastupljeniji virus 2008. godine, koji je detektovan u 98% uzoraka bio je
ZYMV, drugi po zastupljenosti bio je WMV (58,8%), dok je na treem mjestu bio
CMV koji je otkriven u 54,9% uzoraka. Pojedinacna zaraza (23,5%) ustanovljena je
samo sa ZYMV. Najces¢e detektovana dvostruka zaraza je bila sa ZYMV i WMV
(21,6%), pracena sa dvostrukom zarazom ZYMV 1 CMV (17,7%) 1 WMV 1 CMV (2%)
(Grafikon 2). ZabiljeZena je i istovremena zaraza sa sva tri prisutna virusa, ZYMV,
WMV 1 CMV, u 35,3% uzoraka. Najrasprostranjeniji virusi u toku ispitivanja
sprovedenih 2008. godine bili su ZYMV i WMV koji su se javili na svim ispitivanim
lokalitetima, dok prisustvo CMV nije detektovano samo na lokalitetu Lok (Slika 15). U
svim testiranim vrstama i genotipovima tikava (C. pepo 'Olinka', C. maxima 1 L.

siceraria) bila su prisutna sva tri detektovana virusa (Tabela 16).
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MADARSKA

SJEVERNI BANAT

RUMUNUA

ZAPADNA BACKA

JUZNA BACKA

CENTRALNI BANAT

Kulpin,

Backi Petrovac ‘
Kisat

Gardinovci

HRVATSKA

BOSNA
1
HERCEGOVINA

CENTRALNA SRBIJA

D Okruzi ukljuéeni u istrazivanje

D Okruzi koji nijesu ukljuceni u istraZivanje

‘ Lokaliteti na kojima je prevalentan ZYMV

6 Lokaliteti na kojima su prevalentni ZYMV i CMV
b Lokaliteti na kojima su prevalentni ZYMV i WMV

2008. godina .

WMV

u CMV

B ZYMV+WMV
ZYMV+CMV
WMV+CMV
ZYMV+WMV+CMV

MW Bez virusa

0%

B Pojedinacne infekcije

M Uzorci zaraZeni sa dva
virusa

Uzorci zaraZeni sa tri
virusa

M Bez virusa

Grafikon 2. Zastupljenost virusa tikava u 2008. godini. a) Zastupljenost ZYMV, WMV i
CMV u pojedina¢nim i mijeSanim infekcijama. b) Udio pojedina¢nih i mijeSanih
infekcija u ukupnoj zaraZenosti testiranih uzoraka.
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Tabela 16. Prisustvo i rasprostranjenost Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon mosaic virus (WMV) 1 Cucumber mosaic
virus (CMV) u usjevima tikava u Srbiji tokom 2008. godine

Pojedinacne infekcije

MijeSane infekcije

%
Br. Br. ZYMV
Vrsta Lokalitet . ZYMV ZYMV WMV negativnih
ujseva uzoraka ZYMV WMV CMV TWMV  +CMV  +CMV +WMV u;gorakaa
+CMV
C. pepo Backi Petrovac 2 10 2 (20)b 0 0 1 (10) 3 (30) 0 4 (40) 0
'Olinka’ Gardinovci 1 10 0 0 0 0 3 (30) 0 7 (70) 0
Lok 1 2 0 0 0 2 (100) 0 0 0 0
Titel 2 8 5(62,5) 0 0 2(25) 1(12,5) 0 0 0
Kisac 4 13 5(38.5) 0 0 6(46,2) 1(7,7) 0 1 (7,7) 0
Kulpin 1 2 0 0 0 0 1 (50) 0 1 (50) 0
C. maxima  Backi Petrovac 1 4 0 0 0 0 0 1 (25 3(75) 0
L. siceraria  Backi Petrovac 1 2 0 0 0 0 0 0 2 (100) 0
Ukupno 13 51 12 (23,5) 0 0 11 (21,6) 9(17,7) 1(2) 18(35,3) 0

“Uzorci testirani na prisustvo Zucchini yellow mosaic virus, Watermelon mosaic virus, Cucumber mosaic virus, Papaya ringspot virus,

Squash mosaic virus 1 Tobacco ringspot virus.

b . . . . . .. . . . .
Broj zaraZzenih wuzoraka. U zagradama je procenat infekcije preraCunat na osnovu ukupnog broja testiranih uzoraka.
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U uzorcima sakupljenim 2009. godine najzastupljeniji ponovo je bio ZYMV ¢ije je
prisustvo dokazano u 80,5% testirnih uzoraka, dok su druga dva detektovana virusa bila
prisutna u mnogo nizim procentima u odnosu na prethodne godine istrazivanja, WMV u
22,9%, a CMV u 4,4%. Takode, razlika u odnosu na prethodne dvije godine ispitivanja je Sto
su 2009. godine bile zastupljenije pojedinacne infekcije (82,1% od ukupnih infekcija) u
odnosu na mijesane (17,9% od ukupnih infekcija), a trostruka infekcija nije ni dokazana
(Grafikon 3). U pojedina¢nim infekcijama najces¢e je dokazan ZYMV (68,9%), a zatim
WMV (11,9%), odnosno CMV (1,3%). Od infekcija sa dva virusa najzastupljenija je bila sa
ZYMV i WMV koja je dokazana u 9,7% testiranih uzoraka. U 5% simptomati¢nih uzoraka
nije detektovano prisustvo ni jednog od Sest testiranih virusa. ZYMV dokazan je u svim
lokalitetima, osim na lokalitetu Ruma, dok WMV nije bio prisutan na tri lokaliteta Backi
Petrovac, Zmajevo 1 Kisa¢. CMV, koji je detektovan u znacajno manjem broju uzoraka u
odnosu na 2007. i 2008. godinu, nije detektovan ak na Sest lokaliteta (Cenej, Bac¢ki Petrovac,
Srbobran, Kisa¢, Sirig i Zmajevo). Najzastupljeniji virus u toku 2009. godine ZYMV
detektovan je u svim ispitivanim vrstama i1 sortama, dok prisustvo WMV nije dokazano u
uzorcima C. maxima 1 C moschata, a prisustvo CMV samo u uzorcima C. moschata (Slika

16, Tabela 17).
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Slika 16. Pregledani lokaliteti tikava u Srbiji tokom 2009. godine
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Tabela 17. Prisustvo i rasprostranjenost Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon mosaic virus (WMV) 1 Cucumber mosaic
virus (CMV) u usjevima tikava u Srbiji tokom 2009. godine

Pojedinacne infekcije

MijeSane infekcije

%
Br. Br. ZYMV
Vrsta Lokalitet . ZYMV ZYMV WMV negativnih
usjeva uzoraka ZYMV WMV CMV TWMV  4CMV  +CMV +WMV uzgorakaa
+CMV
C. pepo 'Olinka'  Backi Petrovac 1 3 1(33,3)° 0 1(33,3) 0 1(33,3) 0 0 0
Budisava 1 111 91 (82) 0 0 13(11,7)  7(6,3) 0 0 0
Cenej 1 104 102 (98,1) 0 0 2(1,9) 0 0 0 0
Srbobran 1 107 1(0,9) 58(54,2) 0 37 (34,6) 0 0 0 11(10,3)
Zmajevo 1 105 105 (100) 0 0 0 0 0 0 0
Kisac 1 110 94 (85,5) 0 0 0 0 0 0 16 (14,5)
C. pepo 'Tosca’  Backi Petrovac 1 1 1 (100) 0 0 0 0 0 0 0
Ruma 3 16 0 7(43,8) 2(12,5) 0 0 7 (43,8) 0 0
C. pepo Sirig 1 5 1 (20) 1 (20) 0 1 (20) 0 0 0 2 (40)
'Beogradska' Beska 1 25 7 (28) 5(20) 5(20) 5(20) 2 (8) 1(4) 0 0
C. maxima Backi Petrovac 1 7 5(71,4) 0 0 0 1 (14,3) 0 0 1(14,3)
Zmajevo 1 3 3 (100) 0 0 0 0 0 0 0
C. moschata Backi Petrovac 1 2 2 (100) 0 0 0 0 0 0 0
Ukupno 15 599 413 (68,9) 71(11,9) 8(1,3) 58(9,7) 11(1,8) 8(1,3) 0 30 (5)

“Uzorci testirani na prisustvo Zucchini yellow mosaic virus, Watermelon mosaic virus, Cucumber mosaic virus, Papaya ringspot virus,
Squash mosaic virus 1 Tobacco ringspot virus.
®Broj zarazenih uzoraka. U zagradama je procenat infekcije preradunat na osnovu ukupnog broja testiranih uzoraka.
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Grafikon 3. Zastupljenost virusa tikava u 2009. godini. a) Zastupljenost ZYMV, WMV i
CMYV u pojedinac¢nim i mijeSanim infekcijama. b) Udio pojedinacnih i mijeSanih infekcija u
ukupnoj zarazenosti testiranih uzoraka.

Tokom 2010. godine u pregledanim usjevima razliitih vrsta predstavnika familije
Cucurbitaceae ponovo je najzastupljeniji bio ZYMYV, kojim je bilo zaraZzeno 70,5% testiranih
uzoraka, dok je drugi po zastupljenosti bio CMV (30,6%), a tre¢i WMV (8,2%) cija se
zastupljenost znac¢ajno smanjila u odnosu na prethodne godine. Kao i prethodne, tako ni ove
godine nijesu detektovane mijeSane zaraze sa sva tri prisutna virusa, a pojedinacne infekcije
(68,9%), narocito ona sa ZYMV (52,5%) su bile dominantne u odnosu na mijesane (20,2%).
Od mijeSanih infekcija najzastupljenija je bila ona sa ZYMV i1 CMV (15,9%), dok su
mijesane infekcije ZYMV 1 WMV, kao i WMV i CMV bile zastupljene u po 2,2% testiranih
uzoraka. Procenat uzoraka u kojima nije dokazano prisustvo testiranih virusa bio je 11,5%
(Grafikon 4). Najrasprostranjeniji virus u toku 2010. godine bio je ZYMYV ¢ije prisustvo je
dokazano na svih 18 pregledanih lokaliteta, osim na lokalitetima Srbobran, DruZzeti¢ i
Porodin. CMV koji je bio drugi po zastupljenosti nije dokazan na Cetiri lokaliteta (Doroslovo,
Conoplja, Stanisi¢ i Gakovo), dok prisustvo WMV nije dokazano u ¢ak 11 lokaliteta (Kigag,
Srbobran, Mol, Odzaci, Doroslovo, Brestovac, Stanic¢i¢, Gakovo, Orom, Zmajevo i Druzetic).
Kod tri ispitivane sorte uljane tikve 'Olinka', 'Gleisdorfer Olkiirbis' i 'Horgo§' detektovana su
sva tri virusa, dok prisustvo ni jednog od ispitivanih virusa nije detektovano u uzorcima C.

mixta 'Striped Cushow' i C. lanatus (Slika 17, Tabela 18).
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Grafikon 4. Zastupljenost virusa tikava u 2010. godini. a) Zastupljenost ZYMV, WMV i
CMYV u pojedinac¢nim i mijeSanim infekcijama. b) Udio pojedinacnih i mijeSanih infekcija u

ukupnoj zarazenosti testiranih uzoraka.



Tabela 18. Prisustvo i rasprostranjenost Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon mosaic virus (WMV) 1 Cucumber mosaic
virus (CMV) u usjevima tikava u Srbiji tokom 2010. godine

Pojedinacne infekcije

MijeSane infekcije

. Br. Br. % negativnih
Vrsta Lokalitet . ZYMV ZYMV = WMV a
usjeva uzoraka ZYMV WMV CMV TWMV  +CMV  +CMV uzoraka
C. pepo 'Olinka' Backi
Petrovac 1 3 2 (66,7) 0 0 0 1(33,3) 0 0
Kisa¢ 3 16 11 (68,8) 0 3 (18,8) 0 2 (12,5) 0 0
Cenej 1 8 2 (25) 0 0 2 (25) 4 (50) 0 0
Zmajevo 2 13 6 (46,2) 0 2 (154) 0 2(154) 1(7 2(154)
Srbobran 1 2 0 0 2 (100) 0 0 0 0
Mol 1 5 3 (60) 0 0 0 2 (40) 0 0
Odzaci 1 4 3(75) 0 0 0 1(25) 0 0
Doroslovo 2 6 6 (100) 0 0 0 0 0 0
Brestovac 1 4 3(75) 0 0 0 1(25) 0 0
C. pepo 'Gleisdorfer Backi
Olkiirbis' Petrovac 1 2 1 (50) 0 1 (50) 0 0 0 0
Kisa¢ 2 8 5(62,5) 0 1(12,5) 0 2 (25) 0 0
Conoplja 1 5 4 (80) 1 (20) 0 0 0 0 0
Stanisic¢ 1 6 6 (100) 0 0 0 0 0 0
Gakovo 1 10 10 (100) 0 0 0 0 0 0
C. pepo 'Horgos' Backi
Petrovac 1 1 1 (100) 0 0 0 0 0 0
Backa
Topola 1 2 (66,7) 0 0 0 1(33,3) 0 0
Orom 2 12 4 (33,3) 0 3(25) 0 2 (16,7) 0 3(25)
Horgos 2 13 1(7,7) 2(15,4) 4(30,8) 1(7,7) 1(7,7) 2(15,4) 2 (154)
C. pepo 'Wies 371" Backi 1 3 0 0 0 0 3 (100) 0 0
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Petrovac

C. pepo 'Genovese' Hetin 2 17 2(11,8) 0 3(17,6) 0 4 (23,5) 0 8 (47,1)

C. pepo 'Long of Nepal' Hetin 1 3 1 (33,3) 0 0 0 0 0 2 (66,7)

C. pepo 'Wrinkle bat' Hetin 1 12 11 (91,7) 1(8,3) 0 0 0 0 0

C. pepo selekcioni Backi

materijal Petrovac 4 6 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) 2(33,3) 0 0

C. mixta 'Striped Backi

Cushow' Petrovac 1 1 0 0 0 0 0 0 1 (100)

C. maxima selekcioni Backi

materijal Petrovac 2 5 3 (60) 1 (20) 0 0 0 0 1 (20)

C. maxima 'Big Max' Zmajevo 1 5 4 (80) 0 0 0 1 (20) 0 0

C. maxima Zmajevo 1 2 1 (50) 0 1 (50) 0 0 0 0
Kisa¢ 1 2 2 (100) 0 0 0 0 0 0

L . siceraria selekcioni  Backi

materijal Petrovac 2 2 1 (50) 0 0 0 0 0 1 (50)

C. sativus Porodin | 1 0 1 (100) 0 0 0 0 0
Druzeti¢ 1 1 0 0 1 (100) 0 0 0 0

C. pepo Porodin 1 2 0 0 1 (50) 0 0 1 (50) 0

C. lanatus Porodin 1 1 0 0 0 0 0 0 1 (100)

Ukupno 46 183 96 (52,5) 7(3,8) 23(12,6) 4(122) 29(159) 422 21 (11,5)

*Uzorci testirani na prisustvo Zucchini yellow mosaic virus, Watermelon mosaic virus, Cucumber mosaic virus, Papaya ringspot virus,

Squash mosaic virus 1 Tobacco ringspot virus.
®Broj zarazenih uzoraka. U zagradama je procenat infekcije preradunat na osnovu ukupnog broja testiranih uzoraka.
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Rezultati prac¢enja prisustva i rasprostranjenosti virusa u usjevima razlicitih vrsta
familije tikava u 2011. godini pokazali su da je prevalentan bio ZYMV koji je dokazan
u 46,5% testiranih uzoraka, dok su druga dva virusa takode dokazana u znacajnom broju
uzoraka, pa je tako WMV detektovan u 43,4%, a CMV u 39,9% testiranih uzoraka.
Pojedinac¢ne infekcije (41,4%) su i ove godine bile zastupljenije od mijeSanih (38,9%).
Od pojedinac¢nih infekcija ponovo su bile najzastupljenije one sa ZYMV (21,7%). Za
razliku od prethodne dvije godine, u toku 2011. ponovo su se javile mijeSane infekcija
sa sva tri detektovana virusa u 10,6% testiranih uzoraka, mada je najzastupljenija
mijeSana infekcija bila ona sa WMV i CMV (14,1%), kao i 2010. godine (Grafikon 5).
Po rasprostranjenosti ova godina se znacajno razlikuje u odnosu na prethodne, jer je
najrasprostranjeniji virus bio CMV koji nije dokazan samo na pet lokaliteta (Kisac,
Cerje, Sirig, Maladenovac 1 Stajkovce) od testiranih 25. Sljede¢i po rasprostranjenosti
bio je WMV koji nije detektovan na sedam lokaliteta (Kisa¢, Cerje, Gornji Tavankut,
Kraljevica, Donji Tavankut, Debrc 1 Stajkovce). Posljednji po rasprostranjenosti
ZYMV detektovan je na deset lokaliteta (BelegiS, Irmovo, Kisac, Silbas, Kupusina,
Dikanovac, Veliko Selo, Backi Petrovac, Gornji Tavankut i Donji Tavankut) (Slika 18).
Kod vrste C. moschata nije dokazano prisustvo ni jednog od testiranih virusa, dok kod
C. pepo 'Cue Ball' i L. siceraria nije dokazano prisustvo ZYMYV (Tabela 19).

2011. godina ZYMV

WMV

21,7% mCMV

10,6% B ZYMV+WMV

‘ 11,1%
14.1% ZYMV+CMV
,170
6.6% 8 WMV+CMV

ZYMV+WMV+CMV
W Bez virusa

b) B Pojedinaéne infekcije
B Uzorci zaraZeni sa dva
virusa
Uzorci zaraZeni sa tri
virusa

Grafikon 5. Zastupljenost virusa tikava u 2011. godini. a) Zastupljenost ZYMV, WMV i
CMV u pojedina¢nim i mijeSanim infekcijama. b) Udio pojedina¢nih i mijeSanih
infekcija u ukupnoj zarazenosti testiranih uzoraka.
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Tabela 19. Prisustvo i rasprostranjenost Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon mosaic virus (WMV) 1 Cucumber mosaic virus
(CMV) u usjevima tikava u Srbiji tokom 2011. godine

Br.

Br.

Pojedinacne infekcije

MijeSane infekcije

ZYMV

Y%

Vrsta Lokalitet . ZYMV ZYMV WMV negativnih
usjeva uzoraka ZYMV WMV  CMV TWMY  roMv  romy WMV uzgomkaa
+CMV

C. pepo Belegis 1 27 12(444° 1(3,7) 0 6(22,2) 3(11,1) 0 0 5(18,5)

'Olinka’
Irmovo 1 41 18 (43,9) 0 1(2,4) 4(9,8) 6(14,6) 0 6(14,6)  6(14,6)
Kisaé 1 4 4 (100) 0 0 0 0 0 0 0
Silbas 1 10 9 (90) 0 0 0 1(10) 0 0 0

C. pepo Staro Selo 1 8 0 1(12,5) 225 0 0 0 0 5(62,5)
Mackovac 2 5 0 1(20) 3 (60) 0 0 0 0 1(20)
Cerje 1 3 0 0 0 0 0 0 0 3 (100)
Sirig 1 2 0 1(50) 0 0 0 0 0 1(50)
Kupusina 2 4 0 1(25) 1(25) 0 0 0 2 (50) 0
Dikanovac 1 1 0 0 0 0 0 0 1 (100) 0
Ratari 1 1 0 0 0 0 0 1 (100) 0 0
Cekavica 1 1 0 0 1 (100) 0 0 0 0 0
Veliko Selo 2 25 0 5(20) 0 5(20) 0 9 (36) 6 (24) 0
Backi I 3 0 0 0 0 0 o (100 0
Petrovac
Porodin 1 6 0 1(16,7) 0 0 0 5(83,3) 0 0

C. pepo 'Cue  Slanci 1 3 0 0 0 0 0 3 (100) 0 0

Ball'

C. moschata  Sur€in 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 (100)

C. lanatus Mackovac 1 3 0 0 0 0 0 0 0 3 (100)
Sur¢in 1 6 0 4 (66,7) 0 0 0 0 0 2 (33,3)
Silbag 1 2 0 0 1 (50) 0 0 0 0 1 (50)
Gornji 1 2 0 0 0 0 1 (50) 0 0 1 (50)
Tavankut
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Togocevce 1 2 0 1 (50) 0 0 0 0 0 1 (50)
Porodin 1 1 0 1 (100) 0 0 0 0 0 0
C. melo Sur¢in 1 4 0 0 2 (50) 0 0 0 0 2 (50)
Mackovac 1 1 0 0 1 (100) 0 0 0 0 0
Silbas 1 7 0 0 1(14,3) 0 1(14,3) 1(143) 3(429) 1(14,3)
Kupusina 1 2 0 0 0 0 0 2 (100) 0 0
Kraljevci 1 1 0 0 1 (100) 0 0 0 0 0
Togocevce 1 3 0 0 1(33,3) 0 0 1(33,3) 0 1(33,3)
C. sativus Mladenovac 1 2 0 1 (50) 0 0 0 0 0 1 (50)
Staro Selo 1 2 0 0 1 (50) 0 0 1 (50) 0 0
Mackovac 3 7 0 2 (28,6) 0 0 0 2 (28,6) 0 3(42,9)
Kupusina 2 2 0 0 0 0 0 2 (100) 0 0
Donji 1 1 0 0 0 0 1 (100) 0 0 0
Tavankut
Debrc 1 1 0 0 1 (100) 0 0 0 0 0
Togocevce 1 1 0 1 (100) 0 0 0 0 0 0
Stajkovce 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 (100)
L.siceraria Porodin 1 2 0 1 (50) 0 0 0 1 (50) 0 0
Ukupno 44 198 43 (21,7) 22 (11,1) 17 (8,6) 15(7,6) 13(6,6) 28 (14,1) 21(10,6) 39 (19,7)

*Uzorci testirani na prisustvo Zucchini yellow mosaic virus, Watermelon mosaic virus, Cucumber mosaic virus, Papaya ringspot virus, Squash

mosaic virus 1 Tobacco ringspot virus.

°Broj zarazenih uzoraka. U zagradama je procenat infekcije preradunat na osnovu ukupnog broja testiranih uzoraka.
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Ispitivanje prisustva i rasprostranjenosti virusa tikava u Srbiji sprovedeno na 61
lokalitetu gajenja 1 u 129 usjeva tokom koga je ukupno prikupljeno 1100 uzorka,
pokazalo je da su u Srbiji na tikvama stalno prisutna tri virusa ZYMV, WMV i CMV,
dok ni u jednom od testiranih uzoraka nije utvrdeno prisustvo PRSV, SqMV, kao ni
TRSV virusa koji se nalazi na karantinskoj listi IA dio I Stetnih organizama Republike
Srbije (Sluzbeni Glasnik RS, 7/10). Tokom ispitivanja pokazalo se da je
najzastupljeniji virus u tikavama u Srbiji ZYMV (Grafikon 6), kao i da je tokom
pojedinih godina istrazivanja dolazilo do znafajnih izmjena u prisustvu i
rasprostranjenosti pojedinih virusa. Tako su prve dvije godine ispitivanja bile sa veoma
visokim procentima infekcije svih detektovanih virusa, sa razlikom u tome §to je 2007.
godine prevalentan bio WMV, a 2008. godine ZYMV. Zajedni¢ko za obje godine
istrazivanje je da su mijeSane infekcije bile mnogo viSe zastupljene u odnosu na
pojedinac¢ne. U toku sljedece dvije godine ispitivanja, prevalentan je bio ZYMV sa
veoma visokom zastupljenoSc¢u, dok su druga dva detektovana virusa bila zastupljena u
neSto manjem, ali ipak znafajnom procentu uzoraka. Poslednje godine ispitivanja
najzastupljeniji je bio ZYMYV, s tim §to je udio WMV i CMV u ukupnim infekcijama
takode bio znacajan i veoma blizak udjelu najzastupljenijeg virusa. Znacajna razlika u
odnosu na istrazivanja iz 2007. 1 2008. godine je 1 ta Sto su pojedinacne infekcije bile
zastupljenije u odnosu na mijeSane u periodu od 2009-2011. godine. Ukupno u toku pet
godina istrazivanja od 2007-2011. godine, ZYMYV je dokazan u 71,7% uzoraka, WMV u
30,3%, a CMV u 20,7% (Tabela 20).

Tabela 20. Prisustvo 1 ukupna zastupljenost virusa tikava po godinama u periodu od
2007-2010. godine

Godina Br. Virus

uzoraka ZYMV WMV CMV
2007. 69 36 (52,2)" 65 (94,2) 38 (55,1)
2008. 51 50 (98) 30 (58,8) 28 (54,9)
2009. 599 482 (80,5) 137 (22,9) 27 (4,4)
2010. 183 129 (70,5) 15 (8,2) 56 (30,6)
2011. 198 92 (46,5) 86 (43,4) 79 (39.,9)
Ukupno 1100 789 (71,7) 333 (30,3) 228 (20,7)

“Broj zaraZenih uzoraka. U zagradi je procenat infekcije preradunat na osnovu ukupnog
broja testiranih uzoraka.
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Grafikon 6. Ukupna zastupljenost virusa tikava po godinama ispitivanja od 2007. do
2011. godine

Tokom svih pet godina ispitivanja prisustva virusa tikava u usjevima razli¢itih
vrsta tikava u Srbiji, moglo se zapaziti da su se ¢esto, cak i u istom usjevu javljale biljke
sa istim tipom simptoma, a da su u njima dokazani razli¢iti virusi ili njihove
kombinacije, kao §to je bio slucaj sa simptomom nitavosti (Slike 19-24) ili simptomima
izrazenog mozaika i klobucavosti (Slike 25 1 26). Takode, Cesto je jedan isti virus bio
detektovan u biljkama koje su pokazivale potpuno razli¢ite simptome, pa je tako ZYMV
detektovan u biljkama sa simptomima kao S§to su: nitavost, mozaik i klobucavost,
»ozelenjavanje* nerava, hloroza liske sa zelenim nervima i blagi mozaik (Slike 19,25 i

27-29).

G,

Slika 20. WM Nltavo

Slika 19. ZYMYV: Nitavost
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Slika 21. CMV: Nitavost

o -ﬁ'.
Slika 24. ZYMV, WMV i1 CMV:
Nitavost

Slika 26. WMV Izrazen mozaik i
klobucavost klobucavost
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Slika 27. ZYMV: Izrazena klobucavost Slika 29. ZYMV: ,,Ozelenjavanje*
nerava

5

Slika 29. ZYMYV: Blagi mozaik

5.3.1. Reakcije test biljaka prema ispitivanim izolatima ZYMV

Izolati ZYMYV dobijeni su mehani¢kim inokulacijama biljaka Cucurbita pepo
'Ezra F1' uzorcima tikava za koje je primjenom seroloskih analiza utvrdeno da su
zarazeni ovim virusom. Na inokulisanim biljkama zabiljezena je pojava mozaika,
hloroti¢nih pjega, deformacije listova, povecanja sinusa liski, ¢ime je, osim §to su
dobijeni izolati ZYMYV za dalja ispitivanja i potvrdena virusna priroda oboljenja.

Detaljna bioloSka karakterizacija Cetiri izolata ZYMV, 128-08, 140-08, 146-08 1
147-08, obavljena je mehaniCkim inokulacijama 45 test biljaka. Sve test biljke
uniformno su reagovale na inokulacije ispitivanim izolatima u svim ponavljanjima. Za
svaki ispitivani izolat inokulisano je po pet od svih 45 ispitivanih vrsta test biljaka, na
kojima su se pojavili razli€iti simptomi, posle razli¢itog perioda inkubacije (Tabela 21).
Izolati odabrani za biolosku karakterizaciju razlikovali su se prema ispoljenim
simptomima u polju, koje su izazvali na izvornim biljkama uljane tikve, sorte 'Olinka' i

prema simptomima na biljkama C. pepo 'Ezra F1' koja je posluzila za izdvajanje izolata
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1z uzoraka iz polja. Sva Cetiri izolata prouzrokovali su pojavu hloroticnog prosaravanja
bez izrazenih deformacija liske ili izrazene krzljavosti biljaka. Ipak, izolati 128-08, 140-
08 1 147-08 izazvali su izrazenu hlorozu, koja nije bila uocljiva na lis¢u biljke iz koje je
dobijen izolat 146-08. Osim toga, izolat 128-08 izazvao je Zutilo, a ostali zadrzavanje
zelene boje oko nerava. Naboranost liske oko ili izmedu nerava izazvali su samo izolati
128-08 1 147-08. Na C. pepo 'Ezra F1' konstatovna je pojava mozaika devet dana po
inokulaciji za sva Cetiri ispitivana izolata (Slika 30). Pored mozaika, izolati 146-08 i
147-08 izazvali su i pojavu hloroze nerava, odnosno hloroticno proSaravanje. Isti izolati
su mjesec dana po inokulaciji izazvali 1 zadrzavanja zelene boje oko nerava, a izolat
147-08 1 suzavanja listova.

Biljke C. pepo 'Olivija' nakon inokulacije ispitivanim izolatima reagovale su
pojavom simptoma mozaika posle osam dana. Izolat 146-08 je osim mozaika izazvao
15. dana po inokulaciji i pojavu klobucavosti i zadrzavanja zelene boje oko nerava
(Slika 31).

Nakon inokulacija biljaka C. pepo 'Olinka' ispitivani izolati 128-08 i 140-08
izazvali su pojavu mozaika i prosvjetljavanja nerava osam dana po inokulaciji, dok su
izolati 146-08 i 147-08 izazvali mozaik i zadrzavanje zelene boje oko nerava (Slika 32).
Osim ovih simptoma, izolati 128-08 1 140-08 su 15 dana po inokulaciji izazvali i pojavu
klobucavosti.

Sorta uljane tikve 'Slovenacka golica' reagovala je pojavom simptoma mozaika
osam dana nakon inokulacije svim ispitivanim izolatima (Slika 33).

Biljke C. pepo 'Beogradska' zarazene izolatom 128-08 desetog dana po
inokulaciji reagovale su prosvjetljavanjem nerava i zadrZzavanjem zelene boje oko
nerava, a 14.-tog dana zabiljeZena je i pojava mozaika (Slika 34). Nakon inokulacije
izolatom 140-08 desetog dana su se javili simptomi mozaika i zadrzavanja zelene boje
oko nerava. Po zarazavanju izolatima, 146-08 1 147-08, na istoj test biljci konstatovan je
mozaik 1 prosvijetljavanje nerava desetog dana.

Na biljkama C. pepo 'Zucchini' deset dana po inokulaciji izolatom 128-08
primijeceno je prosvijetljavanje nerava (Slika 35), dok je izolat 140-08 izazvao pojavu
mozaika, izolat 146-08 prosvjetljavanje nerava i mozaik, a izolat 147-08 blagi mozaik.
Simptomi izraZzenog mozaika, deformacije listova i povecavanja sinusa uoceni su 21 dan

po inokulaciji izolatom 147-08.
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Biljke C. maxima su na inokulacije ispitivanim izolatima reagovale pojavom
mozaika i zadrzavanja zelene boje oko nerava 13 dana po inokulaciji (Slika 36). Jedino

je izolat 140-08 izazvao pojavu blagog mozaika i prosvjetljavanja nerava.

Slika 30. ZYMV-147-08: Mozaik na C. Slika 31. ZYMV-146-08: Klobuc¢avost i
pepo 'Ezra F1' zadrzavanje zelene boje oko nerava na C.
pepo 'Olivija’

ol

Slika 32. ZYMV-147-08: ZadrZavanje Slika 34. ZYMV128-8: Mzaik na C.
zelene boje oko nerava na C. pepo 'Olinka’

f

pepo 'Beogradska'

Slika 33. ZYMV-128-08: Mozaik na C. Slika 35. ZYMV-128-08: Prosijetljavanje
pepo 'Slovenacka golica' nerava na C. pepo 'Zucchini'
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Slika 36. ZYMV-146-08: Mozaik na C. Slika 37. ZYMV-128-08: Klobuc¢avost na
maxima C. mixta

Posle zarazavanja biljaka C. mixta izolatom 140-08 nakon osam dana javio se
mozaik. Isti simptom se javio i nakon inokulacije ostalim izolatima, ali neSto kasnije,
nakon 13 dana. Osim simptoma mozaika, izolat 128-08 izazvao je i pojavu klobucavosti
(Slika 37), a izolat 146-08 prosvjetljavanje nerava, takode, nakon 13 dana.

C. moschata 'Beja' reagovala je pojavom simptoma mozaika i prosvjetljavanja
nerava 20 dana po inokulaciji samo izolatom 147-08 (Slika 38). Ostali ispitivani izolati,
128-08, 140-08 i 146-08, nijesu izazvali pojavu simptoma na ispitivanoj test biljci.

Na biljkama C. moschata 'Lola' inokulisanim izolatima 140-08, 146-08 i 147-08
primijecen je mozaik 12 dana po inokulaciji (Slika 39). Posle inokulacije izolatom 128-
08, biljke C. moschata 'Lola’ reagovale su pored mozaika i deformacijama listova.

Biljke Cucumis sativus 'Dugi zeleni' su 12 dana po inokulaciji reagovale
prosvjetljavanjem nerava i pojavom mozaika (Slika 40). Opisani simptomi su se javili
kod svih ispitivanih izolata, osim kod izolata 128-08.

Na biljkama C. sativus 'Suncani potok', 12 dana po inokulaciji izolatima 140-08,
146-08 1 147-08 doslo je do pojave mozaika (Slika 41). Izolat 147-08 je izazvao i

prosvjetljavanja nerava, dok izolat 128-08 nije izazvao pojavu simptoma.

Slika 38. ZYMV-147-08: Mozaik na C. Slika 39. ZYMV-140-08: Mozaik na C.
moschata 'Beja’ moschata 'Lola’
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Slika 40. ZYMV-147-08: Mozaik na C. Slika 41. ZYMV-147-08: Mozaik na C.
sativus 'Dugi zeleni' sativus 'Sun€ani potok'

Kod biljaka C. sativus 'Regal' konstatovana je pojava mozaika deset dana po
inokulaciji izolatima 147-08 (Slika 42) i 146-08. Po inokulaciji izolatom 128-08, kao i
izolatom 140-08 nijesu zabiljezeni simptomi.

Simptome u vidu nekroti¢nih proSaravanja na biljci C. anguria izazvao je samo
izolat 140-08, 15 dana po inokulaciji (Slika 43). Ostala tri ispitivana izolata 128-08,
146-08 i 147-08 nijesu izazvala pojavu simptoma.

Na biljkama Citrullus lanatus 'Creamson sweet' zabiljezena je pojava blagog
mozaika 21 dan po inokulaciji izolatom 147-08. Izolati 140-08 i 146-08 su 12 dana po
inokulaciji izazvali pojavu mozaika (Slika 44), odnosno mozaika pracenog
deformacijama listova. Nakon inokulacije izolatom 128-08 nijesu konstatovani
simptomi.

Biljke Lagenaria siceraria reagovale su pojavom mozaika i klobucavosti 13
dana po inokulaciji izolatom 128-08 (Slika 45), odnosno simptomima prosvjetljavanja
nerava 1 zutog mozaika po inokulaciji izolatom 146-08. Ostala dva ispitivana izolata

nijesu izazvala pojavu simptoma.

Slika 42. ZYMV-147-08: Mozaik na C. Slika 43. ZYMV-140-08: Nekroti¢ne pjege
sativus 'Regal’ na C. anguria
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Slika 44. ZYMV-140-08: Mozaik na C. Slika 45. ZYMV-128-08: Mozaik 1

hon,

vulgaris 'Creamson sweet'

klobucavost na L.siceraria

-
Slika 46. ZYMV-128-08: Lokalne Slika 47. ZYMV-146-08: Lokalne
hloroti¢ne pjege na C. quinoa hloroti¢ne pjege na C. amaranticolor

Biljke roda Chenopodium reagovale su pojavom lokalnih hloroticnih pjega na
inokulacije ispitivanim izolatima, medutim utvrdena je razlika u reakcijama kako
izmedu ispitivanih izolata, tako i izmedu testiranih biljnih vrsta. Na biljkama C. quinoa
(Slika 46) 1 C. amaranticolor (Slika 47) svi ispitivani izolati izazvali su pojavu lokalnih
hloroti¢nih pjega devet dana po inokulaciji, dok se isti simptom na biljkama C. foetidum
javio samo po inokulaciji izolatom 147-08 (Slika 48) posle 11 dana, a ostala tri
ispitivana izolata nijesu izazvali pojavu simptoma. Biljke C. murale, reagovale su na
inokulaciju izolatima 128-08 i 147-08 pojavom lokalnih hloroti¢nih pjega, 11 dana po

inokulaciji. Izolati 140-08 1 146-08 nijesu izazvali pojavu simptoma.

|

Slika 48. ZYMV-147-08: Lokalne Slika 49. ZYMV-128-08: Lokalne
hloroti¢ne pjege na C. foetidum hloroti¢ne pjege na Gomphrena globosa
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Gomphrena globosa je reagovala pojavom lokalnih hloroti¢nih pjega 12 dana po

inokulaciji (Slika 49) svim ispitivanim izolatima.

Tabela 21. Reakcija test biljaka na mehanicke inokulacije odbranim izolatima Zucchini

yellow mosaic virus

Test biljke 1zolati
128-08 140-08 146-08 147-08

C. pepo 'Olivija” M M M, ZBN, K M
C. pepo 'Olinka’ M, PN, K M,PN,K  M,K, ZBN M, PN, ZBN
C. pepo 'Slovenacka golica' M M M M
C. pepo 'Beogradska' PN, ZBN, M M, ZBN M, PN /M, PN
C. pepo Ezra F1' M M M, PN, ZBN M, HP, ZBN, SL
C. pepo 'Zucchini’ PN M HN, M M, DL, PS
C. maxima M BM, PN M, ZBN M, ZBN
C. mixta M, K M M, PN M
C. moschata 'Beja’ / / / M, PN
C. moschata "Lola' M, DL M M M
C. ficifolia / / / /
C. foetidissima / / / /
C. sativus 'Delikates' / / BM /
C. sativus 'Dugi zeleni' / PN, M PN, M PN, M
C. sativus 'Suncani potok' / M M PN,
C. sativus 'Regal’ / / M M
C. sativus 'Senzacija / PN, M PN, M PN,
C. melo 'Ananas' / / /
C. anguria / NP /
C. lanatus 'Creamson sweet' / M M, DL BM
L. siceraria M, K / PN, ZM /
Trichosanthes cucumerina / / / /
Cyclanthera pedata / / / /
Momordica sp. / / / /
Benincasa hyspida / / / /
Petunia x hybrida / / / /
Physalis floridana / / / /
C. quinoa LHP LHP LHP LHP
C. amaranticolor LHP LHP LHP LHP
C. foetidum / / / LHP
C. murale LHP / / LHP
N. tabacum "Prilep' / / / /
N. tabacum 'Samsun' / / / /
N. tabacum 'Banat' / / / /
N. debneyii / / / /
N. clevelandii / / / /
N. rustica / / / /
N. glutinosa / / / /
S. lycopersicum 'San Pjer’ / / / /
S. nigrum / / / /
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D. metel / / / /

D. stramonium / / / /
P. vulgaris 'Poboljsani / / / /
gradiStanac'

P. sativum 'Mali / / / /
provansalac'

Gophrena globosa LHP LHP LHP LHP

hegenda: " Inokulisano po pet biljaka koje su reagovale uniformno
" LHP-lokalne hloroti¢ne pjege, M - mozaik, HN-hloroza nerava, PN-prosvjetljavanje

nerava, HP-hloroticno proSaravanje, ZBN-zadrZavanje zelene boje oko nerava, K-
klobucavost, BM-blagi mozaik, DL-deformacija liS¢a, SL-suzavanje listova, NP-
nekroti¢ne pjege, PS-povecavanje sinusa; ZM- Zuti mozaik, /- bez simptoma

Posle mehanickih inokulacija test biljaka roda Nicotiana (N. tabacum 'Banat',
'Samsun', 'Prilep', N. glutinosa, N. rustica, N. debneyii, N. clevelandii) ispitivanim
izolatima ZYMYV, nijesu zabiljezene nikakve promene. Pojava simptoma nije
zabiljezena ni na biljkama: Datura stramonium, D. metel, S. nigrum Petunia x hybrida,
Physalis  floridana, Solanum lycopersicum 'San Pjer', P. wvulgaris 'PoboljSani
gradiStanac', P. sativum '"Mali provansalac', C. melo 'Ananas' 1 Benincasa hyspida.

Primjenom seroloSke metode detekcije, DAS-ELISA testa, u svim kori§¢enim
test biljkama, koje su na inokulacije ispitivanim izolatima reagovale pojavom simptoma,
potvrdeno je prisustvo ZYMYV, odnosno odsustvo ZYMYV u biljkama bez simptoma kod
vrsta koje nijesu domacini ZYMV. Takode, DAS-ELISA testom nije utvrdeno

prisustvo ZYMV ni u biljkama bez simptoma kod domacina koji su na neke izolate

reagovali pojavom simptoma, a na neke nijesu.

5.3.2. Reakcije test biljaka prema ispitivanim izolatima WMV

Posle mehanic¢kih inokulacija biljaka C. pepo  'Ezra F1', inokulumom
pripremljenim od uzoraka za koje je primjenom seroloskih analiza utvrdeno da su
zarazene WMV, zabiljezena je pojava lokalnih hloroti¢nih i nekroti¢nih pjega kao i
pojava mozaika i klobucCavosti, ¢ime je potvrdena virusna priroda oboljenja i dobijeni
izolati virusa.

Sve test biljke su uniformno reagovale na inokulacije ispitivanim izolatima u
svim ponavljanjima. Bioloska karakterizacija tri odabrana izolata WMV 255-09, 256-09
1266-09, obavljena je mehani¢kim inokulacijama 45 biljaka razli€itih vrsta ili sorti iste
vrste, a dobijeni rezultati 1 simptomi koji su se razvili na inokulisanim test biljkama

prikazani su u tabeli 22. Odabrani izolati razlikovali su se po simptomima koje su
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prouzrokovali na izvornim biljkama C. pepo '"Tosca' u polju. Svi izolati su ispoljili

simptome mozaika na liS¢u, sa razlikom $to je kod izolata 266-09 mozaik bio izrazeniji,

a kod izolata 255-09 pracen blagom klobucavoSéu. Osim mozaika, izolat 256-09

prouzrokovao je i simptome izraZene nitavosti, pra¢ene zaostajanjem biljke u porastu.

Na plodovima je izolat 255-09 takode prouzrokovao mozaik, dok je izolat 266-09 na

plodu izazvao izrazena mozai¢na prosaravanja.

Tabela 22. Reakcija test biljaka na mehani¢ke inokulacije odbranim izolatima

Watermelon mosaic virus

Test biljke

Izolati

255-09

256-09

266-09

C. pepo 'Olivija”

C. pepo 'Olinka’

C. pepo 'Slovenacka golica'
C. pepo 'Beogradska'

C. pepo Ezra F1'

C. pepo 'Zucchini'

C. maxima

C. mixta

C. moschata 'Beja'

C. moschata 'Lola’

C. ficifolia

C. foetidissima

C. sativus 'Delikates'

C. sativus 'Dugi zelent'

C. sativus 'Suncéani potok’
C. sativus 'Senzacija

C. sativus 'Regal’

C. melo 'Ananas'

C. anguria

C. lanatus 'Creamson sweet'
L. siceraria

Trichosanthes cucumerina
Cyclanthera pedata
Momordica sp.
Benincasa hyspida
Petunia x hybrida
Physalis floridana
C. quinoa

C. amaranticolor
C. foetidum

C. murale

N. tabacum 'Prilep'
N. tabacum 'Samsun
N. tabacum 'Banat'
N. debneyii

'
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N. clevelandii / / /
N. rustica / / /
N. glutinosa / / /
S. lycopersicum 'San Pjer’ / / /
S. nigrum / / /
D. metel / / /
D. stramonium / / /
P. vulgaris 'PoboljSani / / /
gradistanac'

P. sativum 'Mali provansalac' / / /
Gophrena globosa / / /

Legenda: ~~Inokulisano po pet biljaka koje su reagovale uniformno

™~ LHP-lokalne hloroti¢ne pjege, M- mozaik, LNP-lokalne nekroticne pjege, ZBN-
zadrzavanje zelene boje oko nerava, K-klobucavost, BM-blagi mozaik, PLND-povijanje
listova na dolje, IM-izrazen mozaik, DL-deformacija lis¢a, SHP-sistemi¢na hloroti¢na
pjegavost, NP-nekroti¢ne pjege, / - bez simptoma

Biljke C. pepo 'Olivija’ (Slika 50) i C. pepo 'Olinka' (Slika 51) na inokulacije sa
sva tri ispitivana izolata nakon sedam dana reagovale su pojavom simptoma u vidu
mozaika i zadrZavanja zelene boje oko nerava, odnosno samo pojavom mozaika kod C.
pepo 'Olinka'. Nakon inokulacije izolatima 255-09 1 256-09, biljke C. pepo 'Slovenacka
golica' reagovale su pojavom mozaika (Slika 52) osam dana po inokulaciji, a sa
izolatom 266-09 11 dana po inokulaciji. Po inokulaciji biljaka C. pepo 'Beogradska'
izolatima 255-09 1 256-09 ve¢ nakon osam dana uocena je pojava mozaika, dok je izolat
266-09 izazvao pojavu mozaika (Slika 53) tri dana kasnije, odnosno 11 dana posle
inokulacije. Simptomi mozaika kod C. pepo 'Ezra F1' javili su se 13 dana nakon
inokulacije svim ispitivanim izolatima (Slika 54). Na biljkama C. pepo 'Zucchini'
ispitivani izolati 255-09 1 256-09 izazvali su pojavu mozaika (Slika 55) nakon osam

dana, dok je izolat 266-09 pojavu mozaika izazvao nakon 11 dana. Sva tri ispitivana

izolata izazvala su i pojavu zadrzavanja zelene boje oko nerava nakon 21 dana.

Slika 50. WMV-266-09: Mozaik i Slika 51. WMV-266-09: Mozaik na lis¢u C.
zadrZavanje zelene boje oko nerava na pepo 'Olinka’
lis¢u C. pepo 'Olivija'
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Slika 52. WMV-256-09: Mozaik na lis¢u  Slika 53. WMV-266-09: Mozaik na lis¢u C.
pepo 'Slovenacka golica' pepo 'Beogradska tikvica'

Slika 54. WMV-255-09: Mozaik na lis¢u  Slika 55. WMV-256-09: Mozik i

C. pepo 'Ezra F1' zadrzavanje zelene boje oko nerava na lis¢u
C. pepo 'Zucchini'

Biljke C. maxima nijesu reagovale na inokulacije izolatima 266-09 i1 255-09, dok
je izolat 256-09 izazvao pojavu mozaika nakon 12 dana. Simptom zadrZavanja zelene
boje oko nerava javio se 20 dana po inokulaciji izolatom 256-09 (Slika 56).

Izolat 255-09 na biljkama C. mixta izazvao je pojavu lokalnih nekroti¢nih pjega,
mozaika 1 klobu€avosti 12 dana po inokulaciji. Simptomi izrazenog mozaika (Slika 57) 1
klobuc¢avosti primeceni su 11 dana posle inokulacije izolatom 266-09 i1 20 dana izolatom

256-09.

Slika 56. WMV-256-09: Zadrzavanje Slika 57. WMV-256-09: Izrazen mozaik
zelene boje oko nerava na lis¢u C. maxima lis¢u C. mixta
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Slika 58. WMV-256-09: Klobucavost i Slika 59. WMV-255-09: Mozaik na liséu C.
izrazen mozaik na liS¢u C. moschata 'Beja' moschata 'Lola’

Slika 60. WMV-266-09: Mozaik na lis¢u C. Slika 61. WMV-266-09: Blagi mozaik na
sativus 'Delikates' lis¢u C. sativus 'Dugi zeleni'

Dvadeset dana nakon inokulacije biljaka C. moschata 'Beja’ izolatom 255-09
javili su se simptomi mozaika i klobucavosti, dok su test biljke inokulisane izolatom
256-09 reagovale pojavom izrazenog mozaika i deformacija (Slika 58) 24 dana po
inokulaciji. Izolat 266-09 nije izazvao pojavu simptoma. Biljke druge ispitivane sorte C.
moschata 'Lola' reagovale su na sva tri ispitivana izolata pojavom mozaika (Slika 59)

nakon 8 dana.

Slika 62. WMV-266-09: Mozaik i Slika 63. WMV-266-09: Mozaik na liséu C.
zadrzavanje zelene boje oko nerava na melo 'Ananas’
lis¢u C. sativus 'Suncani potok’
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Slika 64. WMV-256-09: Mozaik 1 Slika 65. WMV-255-09: Mozaik na lis¢u
deformacije lista C. anguria C. lanatus 'Creamson sweet'

Na biljkama C. sativus 'Delikates' uoceni su simptomi u vidu blagog mozaika
(Slika 60) 29 dana po inokulaciji izolatima 266-09 1 256-09, dok ispitivani izolat 255-09
nije izazvao pojavu simptoma.

Na biljkama C. sativus 'Dugi zeleni' ispitivani izolat 266-09 izazvao je pojavu
mozaika (Slika 61) nakon 11 dana. Na inokulacije izolatom 255-09 biljke su reagovale
osam dana po inokulaciji simptomima u vidu mozaika, dok izolat 256-09 nije izazvao
pojavu simptoma.

Na inokulacije izolatom 266-09, test biljke C. sativus 'Suncani potok' reagovale
su pojavom mozaika (Slika 62) i zadrzavanja zelene boje oko nerava 21 dan nakon
inokulacije. Izolati 255-09 1 256-09 nijesu izazvali pojavu simptoma na inokulisanim
biljkama.

Prvi simptomi na biljkama C. melo 'Ananas' javili su se 21 dana nakon
inokulacije u vidu mozaika (Slika 63) izolatom 266-09. Druga dva ispitivana izolata
255-09 1 256-09 nijesu izazvala pojavu simptoma.

Test biljke C. anguria jedino su reagovale na inokulacije izolatom 256-09
simptomima u vidu mozaika (Slika 64) 20 po inokulaciji. Izolati 255-09 i 256-09 nijesu
izazvala pojavu simptoma.

Izolati 255-09 1 256-09 na biljkama Citrullus lanatus 'Creamson sweet' izazvali
su pojavu mozaika (Slika 65) 30 dana po inokulaciji. Izolat 266-09 nije izazvao pojavu
simptoma.

Na biljkama L. siceraria izolati 255-09 1 266-09 izazvali su simptome mozaika
11 dana po inokulaciji. Biljke L. siceraria inokulisane izolatom 256-09 ispoljile su
simptome u vidu povijanja listova na dolje 1 izrazenog mozaika (Slika 66) 20 dana

nakon inokulacije.
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Biljke Petunia x hybrida reagovale su pojavom blagog mozaika (Slika 67) 15
dana po inokulaciji izolatom 266-09. Nakon inokulacije izolatima 255-09 1 266-09 nije
zabiljeZena pojava simptoma.

Na biljkama Physalis floridana sva tri izolata izazvala su pojavu sistemine
hloroti¢ne pjegavosti (Slika 68), 11 dana po inokulaciji. Pored sistemi¢ne hloroti¢ne
pjegavosti na inokulisanim biljkama, izolat 256-09 izazvao je i pojavu nekroti¢nih pjega
4 dana kasnije, 15 dana nakon inokulacije.

Na biljkama C. quinoa ispitivani izolat 266-09 izazvao je pojavu lokalnih
hloroti¢nih pjega, 11 dana po inokulaciji. Izolati 255-09 i 256-09 su pored lokalnih
hloroti¢nih (Slika 69) pjega izazvali 1 pojavu sistemicne pjegavosti 3 dana kasnije,
ukupno 14 dana nakon inokulacije.

Lokalne hloroti¢ne pjege (Slika 70) na biljkama C. amaranticolor pojavile su se
11 dana po inokulaciji ispitivanim izolatima, a kod izolata 256-09 i 266-09 cetiri dana
kasnije, ukupno 15 dana od inokulacije, javile su se i lokalne nekroti¢ne pjege.

Sljedece biljke na mehanicke inokulacije ispitivanim izolatima WMV nijesu
reagovale pojavom simptoma: Nicotiana debneyii, N. clevelandii, N. rustica, N.
glutinosa, N. tabacum 'Samsun', 'Banat' i 'Prilep', Datura stramonium D. metel, Solanum
lycopersicum 'San Pjer', Phaseolus vulgaris 'PoboljSani gradiStanac', P. sativum 'Mali
provansalac', S. nigrum, Gophrena globosa, Chenopodium foetidum, Chenopodium
murale, C. foetidissima, C. ficifolia, Momordica sp., Trichosanthes cucumerina,

Cyclanthera pedata i Benincasa hyspida.

Slika 66. WMV-256-09: Mozaik i Slika 67. WMV-266-09: Blagi mozaik na
deformacije na lis¢u L. siceraria liS¢u Petunia x hybrida
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Slika 68. WMV-266-09: Hloroti¢ne pjege  Slika 69. WMV-255-09: Lokalne
na lis¢u Physalis floridana hloroti¢ne pjege na lisS¢u Chenopodium
quinoa

Slika 70. WMV-255-09: Lokalne nekroti¢ne pjege na
lis¢u Chenopodium amaranticolor

Svi rezultati dobijeni primjenom biotesta potvrdeni su primjenom seroloSke
metode detekcije, DAS-ELISA testa. U svim koriS¢enim test biljkama, koje su na
inokulacije ispitivanim izolatima reagovale pojavom simptoma, potvrdeno je prisustvo
WMV, odnosno, kod biljka bez simptoma kod vrsta koje nijesu domaéini WMV, kao i
biljka bez simptoma kod domacina koji su na neke izolate reagovali pojavom simptoma

a na neke nijesu, DAS-ELISA testom nije utvrdeno prisustvo WMV.

5.3.3. Reakcije test biljaka prema ispitivanom izolatu CMV

Posle dobijanja izolata mehanic¢kim inokulacija biljaka N. tabacum 'Samsun' i
razdvajanja od ZYMV 1 WMV, jer ova test biljka nije njihov domacin, zabiljezena je
pojava simptoma mozaika, ¢cime je potvrdena virusna priroda oboljenja i dobijeni izolati
virusa. Sve test biljke su uniformno reagovale na inokulacije ispitivanim izolatima u
svim ponavljanjima. Detaljna bioloska karakterizacija odabranog izolata CMV, 115-08,

obavljena je mehanickim inokulacijama 45 test biljaka (Tabela 23). Izolat 115-08 je

83



odabran za biolosku karakterizaciju jer su svi dobijeni i izolati na izvornim biljkama u

polju na C. pepo 'Olinka' pokazivali tipicne simptome mozaika.

Tabela 23. Reakcija test biljaka na mehanic¢ke inokulacije 115-08 izolatom Cucumber
mosaic virus (CMV)

Test biljke

Tip simptoma

Cucurbita pepo 'Olivija"
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Slovenacka golica'
Cucurbita pepo 'Beogradska'
Cucurbita pepo 'Ezra F1'
Cucurbita pepo 'Zucchini'
Cucurbita maxima

Cucurbita mixta

Cucurbita moschata 'Beja’
Cucurbita moschata 'Lola'
Cucurbita ficifolia

Cucurbita foetidissima

Cucumis sativus 'Delikates'
Cucumis sativus 'Dugi zeleni'
Cucumis sativus 'Suncani potok’
Cucumis sativus 'Senzacija'
Cucumis sativus 'Regal’
Cucumis melo 'Ananas'

Cucumis anguria

Citrulus lanatus 'Creamson sweet'
Lagenaria siceraria
Trichosanthes cucumerina
Cyclanthera pedata

Momordica sp.

Benincasa hyspida

Petunia x hybrida

Physalis floridana
Chenopodium quinoa
Chenopodium amaranticolor
Chenopodium foetidum
Chenopodium murale
Phaseolus vulgaris "Pobolj$ani gradiStanac
Pisum sativum '"Mali provansalac'
Solanum lycopersicum 'San Pjer'
Nicotiana tabacum "Prilep'
Nicotiana tabacum 'Samsun'
Nicotiana tabacum 'Banat'
Nicotiana debneyii

Nicotiana clevelandii

Nicotiana rustica

Nicotiana glutinosa

'

M, UL™
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<
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ZZégZZZ\\Z
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LNP
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Datura stramonium
Datura metel
Solanum nigrum
Gomphrena globosa LNP

~ T~ ~

Legenda: - Inokulisano po pet biljaka koje su reagovale uniformno

" -M-mozaik, ZM-Zuti mozaik, BM-blagi mozaik, ZBN-zelena boja oko nerava, HN-
hloroza nerava, K-klobucavost, DL-deformacije, N-nitavost, LNP-lokalne nekroti¢ne
pjege, UL-uvijanje lis¢a, Kr-krzljavost, LHPk-lokalne hlorotine pjege na
kotiledonima, LNPk-lokalne nekroti¢ne pjege na kotiledonima, /-bez simptoma

Po inokulaciji ispitivanim izolatom CMV, biljke C. pepo 'Olinka' i 'Beogradska'
reagovale su pojavom simptoma nakon 8 dana (Slike 71 i 72), a biljke C. pepo 'Olivija'
ispoljile su simptome mozaika i uvijanja liS¢a osam dana po inokulaciji (Slika 73). Na
uljanoj tikvi sorte Slovenacka golica simptomi u vidu mozaika su se javili 8 dana po
inokulaciji (Slika 74). Na inokulisanim biljkama C. pepo 'Ezra F1' i 'Zucchini'
primijecena je pojava mozaika (Slike 75 1 76) 11, odnosno devet dana po inokulaciji.
Inokulisane biljake C. maxima ispitivanim izolatom CMV reagovale su pojavom
simptoma mozaika i zadrzavanja zelene boje oko nerava nakon osam dana (Slika 77),
dok su se kod vrste C. mixta simptomi u vidu mozaika i Zutog mozaika takode javili
osam dana po inokulaciji (Slika 78). Dvije ispitivane sorte C. moschata 'Beja' (Slika 79)
i 'Lola' (Slika 80) razli¢ito su reagovale, pa su se kod prve simptomi u vidu zutog
mozaika javili Cetiri nedjelje po inokulaciji, a kod druge simptomi mozaika 11 posle
inokulacije izolatom CMV.

Cetiri sorte C. sativus na inokulaciju izolatom CMV reagovale su pojavom
mozaika, ali se kod sorte 'Delikates' mozaik javio nakon devet dana (Slika 81), kod sorti
'Dugi zeleni' (Slika 82) 1 'Suncani potok' (Slika 83) nakon 11 dana, dok je sorta 'Regal’
prvo reagovala pojavom hloroze nerava 21 dan po inokulaciji, a mozaik se javio devet
dana kasnije, odnosno 30 dana po inokulaciji (Slika 84). Biljke C. melo 'Ananas'
inokulisane izolatom CMV, 11 dan po inokulaciji ispoljile su simptome mozaika (Slika
85), dok se kod C. anguria mozaika javio Cetiri nedjelje po inokulaciji ispitivanim
izolatom.

Biljke Citrullus lanatus 'Creamson sweet' inokulisane izolatom CMYV, sedam
dana po inkulaciji, ispoljile su simptome u vidu lokalnih nekroticnih pjega na
kotiledonima. Do pojave sistemi¢ne zaraze u vidu mozaika (Slika 86) doslo je 15 dana

po inokulaciji. Na inokulisanim biljkama L. siceraria simptomi su se takode javili na
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kotiledonima devet dana nakon inokulacije izolatom CMV, ali u vidu brojnih
hloroti¢nih pjege, dok se mozaik javio tri nedjelje po inokulaciji (Slika 87).

Biljke roda Chenopodium na inokulaciju ispitivanim izolatom CMYV reagovale
su pojavom lokalnih nekroti¢nih pjega: Cetiri dana po inokulaciji Chenopodium quinoa
(Slika 88), pet dana po inokulaciji C. murale (Slika 89), odnosno sedam dana po
inokulaciji C. amaranticolor (Slika 90). Samo su biljke C. foetidum reagovale drugacije,

pojavom simptoma krZljavosti 1 deformacije cijelih biljaka 14 dana nakon inokulacija

odabranim izolatom CMYV (Slika 91).
e

Slika 71. CMV-115-08: Mozaik i Slika 72. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C.
deformacije na lis¢u C. pepo 'Olinka’ pepo 'Beogradska'

Slika 73. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C. Slika 74. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C.
pepo 'Olivija’

Slika 75. CMV-115-08: Mozaik na liséu C. Slika 76. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C.
pepo 'Ezra F1' pepo 'Zucchini'
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Slika 77. CMV-115-08: Zadrzavanje zelene Slika 78. CMV-115-08: Zuti mozaik na
boje oko nerava na lis¢u C. maxima liséu C. mixta

4

Slika 79. CMV-115-08: Zuti mozaik na Slika 80. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C.
lis¢u C. moschata 'Beja’ _ moschata 'Lola'

e

v -—‘fﬂv

Slika 81. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C. Slika 82. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C.
sativus 'Delikates’ _ sativus 'Dugi zeleni'
) J.}-"‘V 4

4

k

Slika 83. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C. Slika 84. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C.
sativus 'Suncani potok' sativus 'Regal’
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Slika 85. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u C. Slika 86. CMV-115-08: Nekroti¢ne pjege
melo 'Ananas' na lis¢u C. vulgaris 'Creamson sweet'

i

_
Slika 87. CMV-115-08: Mozaik i Slika 88. CMV-115-08: Nekroti¢ne pjege
deformacije na liS¢u L. siceraria na lis¢u C.quinoa

Slika 89. CMV-115-08: Nekroti¢ne pjege  Slika 90. CMV-115-08: Nekroticne pjege
na lis¢u C. murale na lis¢u C. amaranticolar

Slika 91. CMV-115-08: Krzljavost i Slika 92. CMV-115-08: Mozaik na lis¢u N.
deformacije C. foetidum tabacum 'Samsun
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Slika 93. CMV-115-08: Mozaik, Slika 94. CMV-115-08: Mozaik na liS¢u N.
klobucavost i nitavost na liS¢u N. glutinosa rustica

V4

= Vil . . i S 4
Slika 95. CMV-115-08: Nekroti¢ne pjege  Slika 96. CMV-115-08: Hloroti¢ne pjege
na lis¢u N. clevelandii na liS¢u N. debneyii

Slika 97. CMV-1 15-0: Nekroti¢ne pjgge na lis¢u G. globosa

Na biljkama N. tabacum 'Prilep', 'Banat' 1 'Samsun' simptomi u vidu mozaika
(Slika 92) zabiljezeni su 30 dana po inokulaciji ispitivanim izolatom CMV. Biljke N.
glutinosa na inokulacije ispitivanim izolatom CMV reagovale su pojavom mozaika
(Slika 93), klobucavosti 1 nitavosti listova 30 dana po inokulaciji. Mozaik na biljkama
N. rustica (Slika 94) zabiljezen je devet dana po inokulaciji ispitivanim izolatom CMV.
Na biljkama N. clevelandii ispitivani izolat CMV izazvao je pojavu brojnih nekroti¢nih
pjega devet dana posle inokulacije (Slika 95), dok su na biljkama N. debneyii uocene
lokalne hloroticne pjege (Slika 96) sedam dana po inokulaciji, a Cetiri dana kasnije,

odnosno 11 dana po inokulaciji, zabiljeZena je 1 pojava mozaika. Po inokulaciji biljaka

&9



Gomphrena globosa ispitivanim izolatom CMYV konstatovane su lokalne nekroti¢ne
pjege (Slika 97) nakon 11 dana.

Od biljaka familije Cucurbitaceae, izolat 115-08 nije mogao da zarazi C.
ficifolia, C. foetidissima, Trichosanthes cucumerina, Cyclanthera pedata, Momordica
sp. 1 Benincasa hyspida. Biljke Petunia x hybrida, Physalis floridana, Phaseolus
vulgaris 'PoboljSani gradiStanac', Pisum sativum 'Mali provansalac', Solanum
lycopersicum 'San Pjer', Datura stramonium, D. metel 1 Solanum nigrum mehanicki
nijesu mogle biti zarazene ispitivanim izolatom CMV.

Svi rezultati dobijeni primjenom biotesta potvrdeni su primjenom seroloske
metode detekcije, DAS-ELISA testa. U svim koriS¢enim test biljkama, koje su na
inokulacije ispitivanim izolatom CMV reagovale pojavom simptoma, potvrdeno je

prisustvo CMV, odnosno, kod biljka bez simptoma nije utvrdeno prisustvo CMV.

5.3.4. BioloSka identifikacija izolata TSWV

Posle mehanickih inokulacija biljaka N. tabacum 'Samsun', nakon pojave
simptoma lokalnih hloroti¢nih 1 nekroti¢nih pjega i prstenova i sistemi¢nih hloroti¢nih i
nekroti¢nih prosaravanja dobijena su dva izolata 236-09 i 240-09 (Slika 98 i 99). Oba
ispitivana izolata reagovala su uniformno, a lokalni simptomi su se javili pet dana po
inokulaciji, a sistemi¢ni 12 dana nakon inokulacije. Zatim su oba izolata, u cilju
identifikacije TSWYV inokulisana na po pet biljaka Petunia x hybrida. Pojava simptoma
u vidu lokalnih nekroti¢nih pjega na indikator biljkama koji su se javili posle tri dana
(Slika 100) potvrdila je pripadnost izolata TSWV. Sve test biljke su uniformno
reagovale na inokulacije ispitivanim izolatima u svim ponavljanjima. Svi rezultati

dobijeni primjenom biotesta potvrdeni su primjenom DAS-ELISA testa.

o

Slika 98. TSWV-236-09: Lokalne Slika 99. TSWV-240-09: Sistemic¢na
nekroti¢ne pjege na lis¢u N. tabacum nekroti¢na proSaravanja na liS¢u N.
'Samsun' tabacum 'Samsun'
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Slika 100. TSWV-236-09: Lokalne nekroti¢ne
pjege na lis¢u Petunia x hybrida

5.3.5. Bioloska identifikacija izolata CABYV

Identifikacija virusa Zzutila tikava perzistentno prenosivog vasSima (Cucurbit
aphid borne yellows virus, CABY V) obavljena je prenoSenjem izolata 145-08 sa lis¢a sa
simptomima Zutila, vaSima Aphis gossypii na biljke C. pepo 'Olinka'. Posle perioda od
dva dana u toku kojih su vasi ostavljene da se ishranjuju na simptomaticnom lis¢u, po
deset jedinki vasi je preneseno na 20 test biljaka C. pepo 'Olinka’ i tu ishranjivano pet
dana da bi prenijele virus. Na C. pepo 'Olinka' simptomi u vidu blagog zutila su se javili
posle dvije nedjelje, na Sest od 20 test biljaka, ¢ime je potvrdeno perzistentno
prenoSenje ovog virusa. Prisustvo virusa u biljkama inokulisanim tokom ishrane vasi
potvrdeno je RT-PCR metodom sa specificnim prajmerima, CABYV up/down, za

detekciju CABY'V.

5.4. SeroloSka detekcija prisustva ZYMV, WMV i CMYV u biljkama odabranim za
ispitivanje prenoSenja virusa sjemenom

Pregledom tikava tokom 2007. godine na Sest lokaliteta gajenja, odabrane su i
obiljezene simptomati¢ne biljke u kojima je seroloskim analizama dokazano prisustvo
virusa (Tabela 24). Sa odabranih biljaka na kraju vegetacije sakupljeno je sjeme u cilju
utvrdivanja moguénosti prenoSenje ZYMV, WMV i CMV sjemenom prirodno
zarazenih biljaka tikva. U svim izvornim biljkama sa kojih je sakupljeno sjeme za
testitranje prenoSenja ZYMV, WMV 1 CMV sjemenom tikava dokazan je bar jedan od
ispitivanih virusa, dok je kod sedam biljaka dokazano prisustvo sva tri ispitivana virusa

(Tabela 24).
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Tabela 24. Prisustvo Zucchini yellow mosaic virus, Watermelon mosaic virus 1
Cucumber mosaic virus u izvornim biljkama 1 broj sakupljenih sjemena po plodu

Vrsta Genotip Oznaka Broj Virus
uzorka sjemena ZYMV WMV CMV
C. maxima  'Domaca siva 668 244 + + +
bundeva' 669 284 - + -
670 264 + + -
672 213 + + -
C. pepo 'Olivija’ 673 28 + + -
674 264 - + -
'F1 Olivija x Olinka' 675 537 - + -
676 544 + + -
677 493 - +
'Wies 371" 678A 513 + + -
678B 568 + + -
686 277 + + +
'SB' 688A 165 + + +
688B 197 + + +
'F1 Olinka x G' 689B 420 - + +
'F1 Olinka x Wies 690B 403 + + +
371
C. moshata 'Nektar' 679 353 + + -
'Ponca’ 680 226 + +
'Domaca muskatna 681 330 + + +
tikva'
'Orange’ 682A 204 + + +
682B 113 + + +
683 91 + + -
Ukupno 22 6731 17 22 9

5.4.1. Simptomi na sijancima, seroloska detekcija prisustva ZYMV, WMV i CMV
u sijancima tikava i utvrdivanje procenta prenosenja virusa sjemenom

Sijanci razlicitih sorti C. pepo var. styriaca, C. maxima i C. moschata gajeni u
kontrolisanim uslovima staklenika Poljoprivrednog fakulteta vizuelno su pregledani 23
dana nakon nicanja u cilju utvrdivanja simptoma koji bi ukazali na virusnu zarazu (Slika
101). Kako simptomi na sijancima nijesu utvrdeni sprovedena su dalja seroloska
testiranja, primjenom specifi¢nih antiseruma za detekciju ZYMV, WMV i CMV.

Rezultati seroloSkih analiza sijanaca uljane tikve, muskatne tikve i bundeve
ukazali su na prenoSenje ZYMV u razli¢itom procentu kod sve tri ispitivane vrste.

PenoSenje sjemenom druga dva ispitivana virusa WMV 1 CMV nije utvrdeno.
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Slika 101. Ispitivanje prenoSenja virusa sjemenom tikava: Sijanci raznih vrsta tikava u
stakleniku

Dobijeni rezultati su zatim obradeni upotrebom statistiCke formule koju su
predlozili Gibbs and Gower (1960) u cilju procjene procenta prenoSenja ZYMV
sjemenom. Kao najbolje prilagoden metod grupisanja odabrano je formiranje zbirnih
grupa od po cetiri ¢lana (poduzorka) u svakoj. Dobijeni rezultati seroloskih analiza
prenoSenja virusa sjemenom 22 ploda C. pepo var. styriaca, C. maxima 1 C. moschata
prikazani su u tabeli 25.

Od 12 ispitivanih uzoraka sjemena razlicitih sorti ili selekcionog materijala C.
pepo var. styriaca prisustvo ZYMV dokazano je u sijancima jednog uzorka 686 C. pepo
'Wies 371' i1 to u jednoj zbirnoj grupi. Koris¢enjem formule koju su predlozili Gibbs
and Gower (1960) izracunat je procenat prenoSenja ZYMV sjemenom, koji je za
dobijene vrijednosti i=4, N=23 i R=1 iznosio 1,11%.

Prisustvo ZYMV u testiranim uzorcima sjemena C. maxima dokazano je u
sijancima jednog od cetiri ispitivana uzoraka. Koris¢enjem formule koju su predlozili
Gibbs and Gower (1960) kod uzorka 672 izracunat je procenat prenoSenja ZYMV
sjemenom, koji je iznosio 2,06% (za dobijene vrijednosti i=4, N=25 i R=2).

Tabela 25. Prenosenje Zucchini yellow mosaic virus sjemenom C. pepo var. styriaca, C.
maxima i C. moschata

) Broj Broj Broj %
Vrsta Genotip Oznaka B,mj testiranih testiranih zaraZenih infekcije
uzorka  sjemena sjemenki grupa grupa
C. maxima 'Domaca siva 668 244 92 23 0 0
bundeva' 669 284 100 25 0 0
670 264 100 25 0 0
672 213 100 25 2 2,06
C. pepo 'Olivija’ 673 28 28 7 0 0
674 264 100 25 0 0
'F1 Olivija x 675 537 100 25 0 0
Olinka' 676 544 100 25 0 0
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C.
moshata

Ukupno

'"Wies 371"

VSBV

'F1 Olinka x G'
'F1 Olinka x
Wies 371"
'Nektar'

'Ponca’
'Domaca
muskatna tikva
'Orange’

'

677

678A
678B
686

688A
688B
689B
690B

679
680
681

682A
682B
683
22

493
513
568
277
165
197
420
403

353
226
330

204
113
91

6731

100
100
100
92
100
92
100
96

100
100
100

80
72
52

2004

25
25
25
23
25
23
25
24

25
25
25

20
18
13

501

0 0
0 0
0 0
1 1,11
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
10 11,99
2 2,6
0 0
0 0
15 0,76

Od Sest testiranih uzoraka cetiri sorte C. moschata, prenoSenje ZYMV

sjemenom dokazano je kod dva uzorka i dvije sorte 'Orange' i 'Domaca muskatna tikva'.

Procenat prenosenja kod uzorka 681 po formuli Gibbs and Gower (1960) iznosio je

11,99% (za vrijednosti i=4, N=25 i1 R=10), dok je procijenjeni procenat prenoSenja kod
uzorka 682A bio 2,6% (za vrijednosti i=4, N=20 i R=2).

Ukupna procijenjena vrijednost prenosenja ZYMV

iznosila je 0,76%.

Procijenjena vrijednost je proracunata na osnovu 2004 testirana sjemena iz 22 ploda C.

pepo var. styriaca, C. maxima i C. moschata.

5.5. Dokazivanje prisustva virusa u sakupljenim uzorcima korova primjenom

DAS-ELISA

U uzorcima korova sakupljenim 2010. godine na 13 lokaliteta u 17 usjeva

dokazano je prisustvo ZYMV, WMV, CMV 1 TSWV (Tabela 26). Najzastupljeniji virus

u sakupljenim korovskim biljkama bio je TSWYV ¢ije je prisustvo dokazano u 15 (30%)

od 50 testiranih uzoraka. Sljedeci po zastupljenosti bili su WMV i CMV, dokazani u po

tr1 uzorka (6%), dok je prisustvo ZYMV dokazano u jednom uzorku (2%). U svim

pozitivnim uzorcima infekcije su bile pojedinacne, izuzev u jednom uzorku L.

purpureum, gdje je dokazana mijesana infekcija WMV i CMV. TSWYV je dokazan u 14

uzoraka u Sest razliCitih vrsta korova (4. retroflexus, C. album, P. aviculare, H. trionum,

C. arvensis 1 S. nigrum) iz Sest razliCitih familija (Amaranthaceae, Chenopodiaceae,
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Polygonaceae, Malvaceae, Convolvulaceae 1 Solanaceae), kao i u jednom uzorku
Sonchus sp. iz familije Asteraceae. Sve vrste u kojima je detektovan TSWYV pripadaju
jednogodiSnjim korovima, osim C. arvensis koji je viSegodisnja biljka. Od 15 biljaka u
kojima je TSWYV detektovan, 11 su uzorkovane u usjevu, dok su se Cetiri nalazile po
obodu usjeva, a svi uzorci su ispoljavali simptome (Slika 102). TSWYV je bio prisutan na
pet lokaliteta i u sedam usjeva tikava. WMV je detektovan u pojedina¢nim infekcijama
u dvije biljke (H. trionum 1 Polygonum sp.) (Slika 103) iz dvije razli¢ite familije
(Malvaceae i Polygonaceae), dok je u L. purpureum koji pripada familiji Lamiaceae,
WMV detektovan u mijesanoj infekciji sa CMV. Sve tri biljke u kojima je detektovan
WMV bile su iz grupe jednogodisnjih korova i osim H. trionum, koji je bio bez
simptoma, ispoljavale simptome virusnih infekcija. Biljke u kojima je detektovan WMV
sakupljene su sa tri lokaliteta, iz tri usjeva i sakupljene su u usjevu. CMV je, osim u
mijeSanoj infekciji sa WMV, dokazan jo$ u jednogodisnjoj P. oleracea (familija
Portulacaceae) bez simptoma 1 viSegodiSnjoj M. arvensis sa simptomima, koje su
uzorkovane sa oboda usjeva dva lokaliteta. ZYMV je dokazan samo na jednom

lokalitetu u jednogodisnoj C. album (familija Chenopodiaceae) sakupljenoj u usjevu.

- =

Ee. T J ) i

\

l{ \ T - . ¢ ]

Slika 102. TSWV-214-10: Deformacije Slika 103. WMV-275-10: Hloroti¢ne
lis¢a A. retroflexus pjege na Polygonum sp.

a - -
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U 76 uzoraka korova sakupljenih 2011. godine u osam usjeva, na Cetiri lokaliteta
gajenja tikava, ponovo je detektovano prisustvo sva Cetiri testirana virusa (Tabela 27).
Najzastupljeniji je bio CMV koji je detektovan u Sest uzoraka (7,9%), zatim ZYMV
dokazan u pet uzoraka (6,6%), pa WMV dokazan u tri uzorka (3,9%) i TSWV dokazan
u jednom uzorku (1,3%). U svim uzorcima je dokazana pojedina¢na infekcija, osim u
uzorku P. persicaria u kom je dokazana mijesSana infekcija TSWV i CMV. CMV je
detektovan u pet biljaka iz pet razlicitih botanic¢kih familija, L. seriola, S. verticilata, D.

stramonium (Slika 104), H. trionum i1 C. hybridum (familije Asteraceae, Lamiaceae,
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Solanaceae, Malvaceae 1 Chenopodiaceae) i sve biljke, osim C. hybridum su skupljene u
usjevu. D. stramonium, H. trionum 1 C. hybridum su jednogodisnje biljke, dok je L.
seriola jedno- ili dvogodisnja, a S. verticilata visSegodiSnja. Zarazene biljke su poticale
iz Cetiri usjeva sa dva lokaliteta. U mijeSanoj infekciji sa TSWV, CMV je dokazan u
viSegodisnjoj biljci P. persicaria iz usjeva sa lokaliteta Irmovo. ZYMYV je dokazan u pet
pojedinacnih infekcija na dva lokaliteta iz Cetiri usjeva. U jednogodiSnjim biljkama A.
retroflexus (familija Amaranthaceae) ZYMV je dokazan u dvije biljke, jednoj iz usjeva,
a drugoj sa oboda, jednogodisnjoj C. hybridum (Slika 105) (familija Chenopodiaceae) iz
usjeva i u dvije viSegodiSnje biljke familije Brassicaceae, L. draba (iz usjeva) i R.
austriaca (sa oboda usjeva). WMV je dokazan u tri jednogodisnje vrste, dvije su
predstavnici familije Chenopodiaceae, C. hybridum sa oboda usjeva i C. album iz usjeva
(Slika 106), a jedna je predstavnik familije Malvaceae, H. trionum, takode iz usjeva. Od
14 biljaka u kojima su dokazani virusi, devet su ispoljavale simptome, dok je pet biljaka
bilo bez simptoma (Tabela 27). U toku pregleda usjeva i sakupljanja uzoraka korovskih
biljaka tokom 2011. godine, Cesto je uocavana pojava kolonizacije korovskih biljaka, u i

oko usjeva tikava razli¢itim vrstama biljnih vasi (Slike 107 i 108).

\ 7 ‘
Slika 104. CMV-757-11: Hloroti¢ne
pjege na D. stramonium

Slika 105. ZYM-45-1 1: Hloroza na
C. hybridum

Slika 106. WMV-692-11: Deformacije
lis¢a C. album

Slika 107. Kolonija vasi na D.
stramonium u usjevu tikava
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Slika 108. Kolonija vasi na S. nzgrum u usjevu tikava

Ukupno, tokom dvije godine istraZivanja, virusna infekcija je dokazana u 35 od
126 testiranih korovskih biljaka (27,7%). Najzastupljeniji virus bio je TSWV, koji je
dokazan u ukupno 16 testiranih biljaka (12,7%), od ¢ega su 15 bile pojedinacne
infekcije, a jedna mijeSana sa CMV, koji je ujedno bio 1 drugi po zastupljenosti (7,1%),
dokazan u sedam pojedinac¢nih i dvije mijeSane infekcije (sa TSWV i WMV). WMV i
ZYMV su dokazani u po 6 biljaka (4,8%). Sve infekcije ZYMV bile su pojedinacne,
dok je WMV dokazan i u jednoj mijesanoj infekciji sa CMV.
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Tabela 26. Sakupljeni uzorci korova 2010. godine 1 virusi detektovani u njima

Lokalitet Usjev Oznaka Familija Vrsta Tip Virus Simptomi
uzorka
Hetin C. pepo 'Genovese' 192-10  Chenopodiaceae C. album’ A ! H’, LHP
C. pepo 'Long of Nepal' 198-10  Malvaceae H. trionum’ A WMV -
202-10  Amaranthaceae A. retroﬂexus* A TSWV DL
C. pepo 'Wrinkle bat' 213-10  Chenopodiaceae C. album’ A TSWV DL
214-10  Amaranthaceae A. retroflexus " A TSWV DL
215-10  Amaranthaceae  A. retroflexus” A - H
217-10  Chenopodiaceae C. album” A - DL, M
220-10  Polygonaceae P. aviculare A TSWV DL, M
221-10  Chenopodiaceae C. album’ A - HP
222-10  Amaranthaceae  A. retroflexus A TSWV LHP
223-10  Poligonaceae P. aviculare” A  TSWV M
224-10  Brassicaceae S. arvensis” A - LHP
Kisac C. pepo 'Olinka’ 259-10  Solanaceae D. stramonium” A - BH
296-10 Malvaceae H. trionum” A TSWV HP
C. pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis'  271-10  Amaranthaceae  A. retroflexus’ A - P, BH
273-10  Convolvulaceae C. arvensis P TSWV H, PN
274-10  Amaranthaceae  A. retroflexus” A TSWV H
Cenej C. pepo 'Olinka' 275-10  Polygonaceae Polygonaceae sp. Ty WMV HP
282-10  Solanaceae D. stramonium’ A - HP
284-10  Malvaceae H. trionum’” A - BHP
286-10 Lamiaceae L. purpureum ) A WMV, CMV HOL
B. Petrovac  C. pepo 'Wies 371" 314-10  Malvaceae H. trionum” A - HP
317-10  Solanaceae S. nigrum’ A TSWV H, KL
320-10  Chenopodiaceac C. album’ A TSWV HP, SL
Zmajevo C. pepo 'Olinka’ 347-10 Lamiaceae S. annua” A - MP
354-10  Amaranthaceae  A. retroflexus” A TSWV BH
357-10  Chenopodiaceac C. album’ A - H
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B. Topola
Horgos

Odzaci
Doroslovo
Brestovac

Conoplja

Stanisic¢
Gakovo

C. pepo 'Horgos'
C. pepo 'Horgo§'

C. pepo 'Olinka’
C. pepo 'Olinka’
C. pepo 'Olinka’
C. pepo 'Olinka’
C. pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis'

C. pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis'
C. pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis'

359-10
363-10
379-10
384-10
385-10
386-10
387-10
446-10
449-10
454-10
457-10
464-10
467-10
468-10
469-10
474-10
481-10
482-10
489-10
490-10
491-10
493-10
495-10

Chenopodiaceae
Lamiaceae
Asteraceae
Polygonaceae
Portulacaceae
Chenopodiaceae
Solanaceae
Chenopodiaceae
Malvaceae
Malvaceae
Asteraceae
Amaranthaceae
Solanaceae
Polygonaceae
Portulacaceae
Solanaceae
Lamiaceae
Solanaceae
Solanaceae
Chenopodiaceae
Brassicaceae
Malvaceae
Malvaceae

C. album”

S. annua’
Sonchus sp.**
P. aviculare”
P. oleracea””
C. album®

S. m'grum*

C. album®

H. trionum”

A. theophrasti’

. . . *k
A. artemisifolia

A. retroflexus”
S. m'grum*

P. lapathifolium”
P. oleracea”

D. stramonium”

. kk
Mentha arvensis

. *
S. nigrum
. *
S. nigrum
*
C. album
Lok
S. arvensis
. *
H. trionum
. *
H. trionum

> > T > > > >

“vrste sakupljene u usjevu; ~ vrste sakupljene po obodu usjeva; 'uzorci testirani na prisustvo ZYMV, WMV, CMV i TSWV
H-hloroza, LHP-lokalne hloroti¢ne pjege, DL-deformacije li§¢a, M-mozaik, HP-hloroti¢ne pjege, BH-blaga hloroza, P-patuljavost, PN-

prosvjetljavanje nerava, BHP-blage hloroti¢ne pjege, HOL-hloroza oboda lista, KL-klobucavost, SL-suzavanje lista, MP-mozai¢na
prosaravanja, NP-nekroti¢ne pjege
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Tabela 27. Sakupljeni uzorci korova 2011. godine i virusi detektovani u njima

Lokalitet Usjev Oznaka Familija Vrsta Tip Virus Simptomi
uzorka
Belegis C. pepo 'Olinka’ 51-11 Caryophyllaceae 8. alba” B - MP, LS,
HP
52-11  Asteraceae L. seriola” A/B CMV H, NP
53-11  Brasicaceae L. draba” P  ZYMV H, NP
54-11 Convolvulaceae  C. arvensis” P - Ni, ZP
55-11 Asteraceae E. canadensis’ A - HP
56-11 Asteraceae A. vulgaris* P - HvL
57-11 Chenopodiaceae  C. album’ A - HP, DL
58-11 Lamiaceae B. m'gra* P - -
59-11  Lamiaceae S. verticilata” P CMV HP
62-11 Chenopodiaceae  A. patula” A - -
63-11 Plantaginaceae  P. lanceolata” P - LS
334-11  Chenopodiaceac C. album” A - -
336-11  Malvaceae H. trionum’ A - HP
65-11 Chenopodiaceac  C. album™ A - HP
67-11 Solanaceae D. stramonium’ A - -
68-11 Solanaceae S. nigrum” A - -
69-11 Chenopodiaceae  C. hybridum™ A WMV -
70-11 Asteraceae X. strumarium” A - -
71-11  Amaranthaceae  A. retroflexus. ~ A ZYMV -
375-11 Brassicaceae B. nigra’ A - HP
378-11  Lamiaceae S. annua” A - HP
380-11 Chenopodiaceac C. album’ A - -
381-11 Lamiaceae L. purpureum’ A - -
382-11 Convolvulaceae C. arvensis P - M
383-11  Solanaceae S. nigrum’ A - M
390-11  Asteraceae Stenactis annua’ A - H
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Irmovo

C. pepo 'Olinka’

391-11
392-11
741-11
744-11
745-11
746-11
747-11
748-11
749-11
750-11
753-11
754-11
755-11
756-11
91-11

92-11

93-11

94-11

96-11

97-11

99-11

100-11
101-11
102-11
103-11
104-11
105-11
106-11
107-11
397-11

Euphorbiaceae
Chenopodiaceae
Malvaceae
Solanaceae
Chenopodiaceae
Malvaceae
Lamiaceae
Solanaceae
Brassicaceae
Boraginaceae
Chenopodiaceae
Amarantahaceae
Chenopodiaceae
Amaranthaceae
Solanaceae
Convolvulaceae
Poligonaceae
Malvaceae
Chenopodiaceae
Brassicaceae
Chenopodiaceae
Lamiaceae
Solanaceae
Asteraceae
Brassicaceae
Asteraceae
Convolvulaceae
Euphorbiaceae
Solanaceae
Malvaceae

. Hk
Euphorbia sp.
3k
C. album
. *
H. trionum
. *
D. stramonium
. *
C. hybridum
. *
H. trionum
%
S. annua
. *
D. stramonium
. *
B. nigra
*
H. europaeum
*
C. album
k
A. retroflexus
%k
C. album
3k
A. retroflexus
. *
D. stramonium
. *
C. arvensis
. . *
P. persicaria
. *
H. trionum
. *
C. hybridum
. *kk
R. austriaca
. k%
C. hybridum
. . *k
M. longifolia
. Hk
S. nigrum
*k
S. annua
. Okk
S. arvensis
*k
C. arvense
. kX
C. arvensis
. . . *%k
E. salicifolia

. k%
D. stramonium

. *
H. trionum

>P>TTTR>RTI>T>>TTUR > > > > > >

HP

DL
NP
HP

NP, H
HP
M, DL
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399-11  Asteraceae X. strumarium” A - -
412-11  Chenopodiaceae C. hybridum A - -
413-11 Amaranthaceae  A. retroflexus’ A - -
414-11  Solanaceae D. stramonium A - -
416-11  Polygonaceae P. aviculare’ A - -
417-11  Amaranthaceae  A. retroflexus A - -
424-11 Amaranthaceae  A. retroflexus” A - -
757-11  Solanaceae D. stramonium” A CMV HP
763-11  Amaranthaceae  A. retroflexus’ A - N
765-11  Chenopodiaceae C. hybridum” A - H
766-11  Solanaceae S. nigrum A - -
769-11  Amaranthaceae  A. retroflexus” A - -
770-11  Malvaceae H. trionum A CMV -
771-11  Chenopodiaceae C. hybridum” A CMV -
772-11  Solanaceae S. nigrum’" A - -
773-11  Asteraceae E. canadensis” A - -
Staro Selo  C. pepo 169-11  Polygonaceae Rumex sp. " / - M
174-11  Chenopodiaceae  C. hybridum A - M, SL
175-11  Chenopodiaceae  C. hybridum” A - M, SL
Veliko Selo  C. pepo 692-11  Chenopodiaceae C. album’ A WMV DL

"vrste sakupljene u usjevu;  vrste sakupljene po obodu usjeva; 'uzorci testirani na prisustvo ZYMV, WMV, CMV i TSWV

*H-hloroza, LHP-lokalne hloroti¢ne pjege, DL-deformacije lig¢a, M-mozaik, HP-hloroti¢ne pjege, BH-blaga hloroza, P-patuljavost, PN-
prosvjetljavanje nerava, BHP-blage hloroti¢ne pjege, HOL-hloroza oboda lista, KL-klobu¢avost, SL-suzavanje lista, MP-mozai¢na
proSaravanja, NP-nekroticne pjege, LS-linijsko Sarenilo, Ni-nitavost, ZP-zaostajanje u porastu, HvL-hloroza vr$nih listova, N-nekroze
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5.6. Prisustvo biljnih vasi u usjevima tikava i sastav njihove populacije

U trogodisnjem periodu od 2009-2011. godine na Sest lokaliteta u osam usjeva
C. pepo 'Olinka' u Vojvodini sakupljeno je i pregledano ukupno 11 uzoraka (uzorak
podrazumijeva vasi sakupljene u jednoj klopci u toku vegetacije) biljnih vasi.
Sakupljanje biljnih vasi obavljeno je na lokalitetu Backi Petrovac u sve tri godine
istrazivanja, na lokalitetu Cenej u prvoj godini ispitivanja i na lokalitetu Kisa¢ u

poslednje dvije godine ispitivanja.

5.6.1. Sastav populacije biljnih vasi sakupljenih u lovnim klopkama

Tokom trogodisnjih ispitivanja sastava populacije biljnih vaSi u Vojvodini
sakupljeno je ukupno 1447 jedinki. Sakupljene jedinke svrstavaju se u 57 taksona, od
kojih je 37 determinisano do nivoa vrste, 17 do nivoa roda, 1 do nivoa potfamilije, a 2
do nivoa familije. Ukupno je u usjevima tikava pronadeno 37 rodova koji se svrstavaju
u 7 podfamilija (Tabela 28).

Tabela 28. Taksoni biljnih vasi determinisani iz klopki tokom tri godine istrazivanja

Potfamilija Rod Vrsta
Anoecinae Anoecia corni
Aphidinae Aphis craccivora
fabae
gossypii
pomi/spiraecola
sambuci
spp.
Hyalopterus pruni
Protaphis spp.
Rhopalosiphum padi
nymphaeae
maidis
Schizaphis graminum
Acyrthosiphon pisum
Amphorophora rubi
spp.
Aulacorthum solani
Brachycaudus cardui
helichrysi
spp.
Brevicoryne brassicae
Capitophorus eleagni
horni
spp.
Cavariella spp.
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Cryptomyzus galeopsidis
ribis
spp.
Diuraphis noxia
Dysaphis spp.
Hyadaphis polonica
Hyperomyzus lactucae
Lipaphis erysimi
Macrosiphum euphorbiae
rosae
Metopolophium dirhodum
Myzodium modestum
Myzus cerasi
persicae
Phorodon humuli
Rhopalomyzus spp-
Sitobion avenae
Trichosiphonaphis polygonifoliae
Chaitophorinae  Sipha maydis
spp.
Chaitophorus spp.
Lachninae Cinara spp.
Eulachnus spp.
Myzocallidinae Euceraphis spp.
Therioaphis trifolii
Tinocallis spp.
Pemphiginae Tetraneura spp.
Pemphigus spp.
Phyllaphidinae  Phyllaphis fagi

5.6.2. Analiza diverziteta biljnih vasi po usjevima

Analiza diverziteta sakupljenih biljnih vasi obavljena je za 11 usjeva uljane tikve
sa osam lokaliteta. PoSto je broj klopki po lokalitetima bio razlicit, u cilju poredenja

diverziteta u razli¢itim usjevima, apsolutne vrijednosti su pretvorene u relativne.

5.6.2.1. Analiza diverziteta biljnih vas$i u usjevima u 2009. godini
Analiza diverziteta biljnih vasi u 2009. godini obavljena je na dva lokaliteta. Na
lokalitetu Backi Petrovac klopke su bile postavljene u dva usjeva, dok su na lokalitetu

Cenej klopke postavljene u jednom usjevu.
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5.6.2.1.1. Analiza diverziteta biljnih vasi u usjevu Backi Petrovac I

Ispitivani lokalitet se nalazi u okrugu Juzna Backa, klopke su bile postavljene u

usjevu C. pepo var. styriaca. Postavljanje klopki obavljeno je 25. maja, a prvi uzorak je

uzet 1. juna. U ovom usjevu postavljene su dvije klopke, pa su izraunate i prikazane

relativne brojnosti svih vrsta vasi (Tabela 29 1 Tabela 30). Praéenje vasi u usjevu trajalo

je osam nedjelja.

Tabela 29. Relativna brojnost taksona vasi (%) 1 ukupan broj jedinki u svakoj nedjelji u

usjevu Backi Petrovac |

Datum sakupljana uzoraka iz klopki

Vrsta 1.6. _8.6. 15.6. 22.6. 29.6. 6.7. 13.7. 20.7.
Acyrthosiphon pisum 31,8 22,5 32 0 0 0 0 0
Amporophora sp. 4,6 0 0 0 0 0 0 0
Anoecia corni 4,6 7.5 0 143 30,8 16,7 0 16,7
Aphididae 4,6 0 4 0 2,6 0 0 0
Aphis craccivora 0 17,5 8 0 0 0 0 0
Aphis fabae 9 2,5 4 3,66 2.6 0 0 0
Aphis gossypii 0 15 4 0 0 0 50 3373
Aphis pomi (spiraecola) 0 7,5 0 0 0 0 0 0
Aphis sp. 9 7,5 8 17,9 10,3 66,7 0 16,7
Aulacorthum solani 0 2,5 0 3,6 0 0 0 0
Brevicoryne brassicae 4,6 0 4 7,1 2,6 0 0 0
Capitophorus sp. 0 0 0 3,6 17,9 0 0 16,7
Cinara sp. 0 2,5 0 0 0 0 0 0
Cryptomyzus sp. 0 0 0 0 0 16,7 0 0
Diuraphis noxia 0 0 0 17,9 0 0 0 0
Dysaphis sp. 4,6 0 0 0 2,6 0 0 0
Hyadaphis polonica 0 2,5 0 0 0 0 50 0
Hyperomyzus lactucae 0 2,5 0 0 0 0 0 0
Macrosyphum rosae 0 2,5 0 0 0 0 0 0
Metopolodium dirhodum 13,6 0 0 0 0 0 0 0
Myzodium modestum 0 2,5 0 0 0 0 0 0
Myzus persicae 4.6 2,5 24 214 28,2 0 0 0
Pemphigidae 0 0 0 0 2,6 0 0 0
Pemphigus sp. 0 0 0 3,6 0 0 0 0
Phyllaphis fagi 4,6 0 0 0 0 0 0 0
Rhopalosiphum maidis 0 0 4 0 0 0 0 0
Schizaphis graminum 0 2,5 4 3,6 0 0 0 0
Sitobion avenae 0 0 4 3,6 0 0 0 0
Tetraneura sp. 4,6 0 0 0 0 0 0 16,7
Ukupan broj jedinki (168) 22 40 25 28 39 6 2 6

Najzastupljenija vrsta u prve tri nedjelje bila je Acyrthosiphon pisum koja se u

kasnijim nedjeljama viSe nije javljala. U Cetvrtoj nedjelji je najzastupljenija bila Myzus

persicae, a u petoj Anoecia corni. Sljedece dvije nedjelje pra¢enja su bile sa niskim
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diverzitetom vrsta, dok je u poslednjoj najzastupljenija bila Aphis gossypii. Od ukupno

sakupljenih 168 jedinki najviSe je bila zastupljena Myzus persicae koja je svoj

maksimum imala u periodu od trec¢e do Seste nedjelje.

Tabela 30. Relativna brojnost taksona vasi (%) kroz nedjelje (vremenska dinamika

svakog taksona) u usjevu Backi Petrovac |

Datum sakupljana uzoraka iz klopki Ukupan
Vrsta 16. 86. 156. 22.6. 296. 67. 137. 207. %
jedinki
Acyrthosiphon pisum 29,2 37,5 333 0 0 0 0 0 24
Amporophora sp. 100 0 0 0 0 0 0 0 1
Anoecia corni 4,5 13,6 0 18,2 54,5 4,5 0 4,5 22
Aphididae 33,3 0 33,3 0 33,3 0 0 0 3
Aphis craccivora 0 77,8 222 0 0 0 0 0 9
Aphis fabae 33,3 16,7 16,7 16,7 16,7 0 0 0 6
Aphis gossypii 0 60 10 0 0 0 10 20 10
Aphis pomi (spiraecola) 0 100 0 0 0 0 0 0 3
Aphis sp. 91 13,6 9,1 22,7 182 182 0 9,1 22
Aulacorthum solani 0 50 0 50 0 0 0 0 2
Brevicoryne brassicae 20 0 20 40 20 0 0 0 5
Capitophorus sp. 0 0 0 1,1 77,8 0 0 11,1 9
Cinara sp. 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Cryptomyzus sp. 0 0 0 0 0 100 0 0 1
Diuraphis noxia 0 0 0 100 0 0 0 0 5
Dysaphis sp. 50 0 0 0 50 0 0 0 2
Hyadaphis polonica 0 50 0 0 0 0 50 0 2
Hyperomyzus lactucae 0 100 0 0 0 0 0 0 1
Macrosyphum rosae 0 100 0 0 0 0 0 0 1
Metopolodium dirhodum 100 0 0 0 0 0 0 0 3
Myzodium modestum 0 100 0 0 0 0 0 0 1
Myzus persicae 4 4 24 24 44 0 0 0 25
Pemphigidae 0 0 0 0 100 0 0 0 1
Pemphigus sp. 0 0 0 100 0 0 0 0 1
Phyllaphis fagi 100 0 0 0 0 0 0 0 1
Rhopalosiphum maidis 0 0 100 0 0 0 0 0 1
Schizaphis graminum 0 33,3 33,3 333 0 0 0 0 3
Sitobion avenae 0 0 50 50 0 0 0 0 2
Tetraneura sp. 50 0 0 0 0 0 0 50 2

Ukupno tokom osam nedjelja pra¢enja determinisano je 29 taksona, najveca

brojnost taksona bila je u drugoj nedjelji pracenja, kada se javilo 15 razlicitih taksona.

Veliki broj taksona se javio i u prvoj, tre¢oj i Cetvrtoj nedjelji pracenja. Takode, i

Shannon-Weaver-ov indeks ima najveéu vrijednost u drugoj nedjelji pracenja (2,3380)

Sto je prikazano u tabeli 31. Ukupan Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta za usjev
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Backi Petrovac I iznosio je 2,7536, tako da ovaj usjev mozemo da svrstamo u kategoriju
srednjih po bogatstvu 1 ujednacenosti afidofaune.

Tabela 31. Apsolutni broj taksona vasi i Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta u
svakoj nedjelji pracenja u usjevu Backi Petrovac |

Nedjelja  Apsolutni broj Shannon-Weaver indeks

l. 12 2,1961
2. 15 2,3380
3. 11 2,0125
4. 11 2,1259
5. 9 1,7312
6. 3 0,8676
7. 2 0,6931
8. 5 1,5607

Tokom osmonedjeljnog prac¢enja nijedan takson se nije javio u svim nedjeljama,
samo su se Anoecia corni 1 Myzus persicae javili u vise od Cetiri nedjelje. Prva vrsta se
javila u prvih Sest nedjelja sa izuzetkom druge, dok se druga vrsta javila u prvih pet
nedjelja, gdje se moglo uociti 1 povecanje njene brojnosti po nedjeljama. Najveci broj
taksona imao je svoj maksimum u drugoj nedjelji pra¢enja (Tabela 32).

Tabela 32. Broj taksona vasi koji imaju maksimum u odredenoj nedjelji i broj taksona
koji imaju samo po jednu jedinku u usjevu Backi Petrovac |

Nedjelja Broj taksona koji imaju Apsolutni broj  Relativni broj taksona sa 1

maximum u odredenoj taksona sa 1 jedinkom (%)
nedjelji jedinkom

1 5 8 66,7
2 7 9 60

3 1 7 63,6
4 3 6 54,4
5 4 5 55,5
6 1 2 66,7
7 0 2 100
8 0 4 80

Cesto su se javljali taksoni koji su imali samo jednu jedinku. Najvise ih je bilo u
drugoj nedjelji, kada je determinisano devet taksona sa samo po jednom jedinkom

(Tabela 32).

5.6.2.1.2. Analiza diverziteta biljnih vasi u usjevu Backi Petrovac I1
Ispitivani lokalitet se nalazi u okrugu Juzna Backa, klopke su bile postavljene u
usjevu C. pepo var. styriaca. Postavljanje klopki obavljeno je 25. maja, kao i u usjevu

Backi Petrovac I, medutim usled vremenskih nepogoda prvi uzorak je uzet 15. juna, iz
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klopki koje su postavljene 8. juna. U ovom usjevu postavljene su dvije klopke, pa su
izraCunate 1 prikazane relativne brojnosti svih vrsta vasi (Tabela 33 1 Tabela 34).
Pracenje vasi u usjevu trajalo je pet nedjelja.

Tabela 33. Relativna brojnost taksona vasi (%) 1 ukupan broj jedinki u svakoj nedjelji u
usjevu Backi Petrovac 11

Datum sakupljana uzoraka iz klopki

Vrsta 156.  22.6. 296. 67  137.

Acyrthosiphon pisum 20,5 19,3 2,2 9.4 0

Amporophora sp. 1,1 0 0 0 0
Anoecia corni 1,1 5,3 15,2 0 1,8
Aphididae 2,3 3,5 0 1,9 53
Aphis craccivora 4.5 5,3 6,5 5,7 8,8
Aphis fabae 8 3,5 33 5,7 8,8
Aphis gossypii 4,5 0 1,1 20,8 12,3
Aphis pomi (spiraecola) 1,1 53 2,2 1,9 0
Aphis sp. 33 8,8 12 24,5 19,3
Brachycaudus helichrysi 1,1 0 0 0 0
Brevicoryne brassicae 0 3,5 0 3.8 0
Capitophorus eleagni 0 0 15,2 3,8 0
Capitophorus sp. 0 0 3,3 5,7 8,8
Chiatophorus sp. 1,1 0 1,1 0 0
Cryptomyzus ribis 0 0 0 1,9 0
Diuraphis noxia 0 1,8 0 0 3,5
Dysaphis sp. 0 0 0 1,9 0
Hyadaphis polonica 2,3 0 1,1 1,9 8.8
Hyalopterus pruni 1,1 0 2,2 1,9 0
Myzus persicae 15,9 42,1 27,1 5,7 35
Phyllaphis fagi 0 0 0 1,9 0
Protaphis sp. 1,1 0 0 0 0
Rhopalosiphum maidis 0 0 1,1 0 1,8
Rhopalosiphum padi 0 0 , 0 3,5
Schizaphis graminum 0 1,8 1,1 0 8,8
Sipha sp. 0 0 0 0 1,8
Sitobion avenae 0 0 33 0 0
Tetraneura sp. 0 0 0 0 1,8
Therioaphis trifolii 0 0 0 1,9 1,8
T rzghoszphgnaphzs 1.1 0 0 0 0
poligonifoliae

Ukupan broj jedinki (347) 88 57 92 53 57

Najzastupljenija vrsta u prvoj nedjelji bila je Acyrthosiphon pisum, u drugoj i
trecoj Myzus persicae, dok je u Cetvrtoj i petoj nedjelji najzastupljenija bila Aphis
gossypii. Od ukupno sakupljenih 347, ponovo je sa najviSe jedinki bila zastupljena
Myzus persicae koja je svoj maksimum imala u prve tri nedjelje, ali je utvrdena i u

ostalim nedjeljama pracenja.
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Tabela 34. Relativna brojnost taksona vasi (%) kroz nedjelje (vremenska dinamika
svakog taksona) u usjevu Backi Petrovac II

Datum sakupljana uzoraka iz klopki Ukupan
Vrsta 156. 226. 296 67 137 . P¢
jedinki
Acyrthosiphon pisum 50 30,6 6,67 13,8 0 36
Amporophora sp. 100 0 0 0 0 1
Anoecia corni 5,3 15,8 73,7 0 5.3 19
Aphididae 25 25 0 12,5 37,5 8
Aphis craccivora 19 14,3 28.6 14,3 23,8 21
Aphis fabae 35 10 15 15 25 20
Aphis gossypii 17,4 0 4,3 47,8 304 23
Aphis pomi (spiraecola) 14,3 42,9 28,6 14,3 0 7
Aphis sp. 42 7,2 15,9 18,8 159 69
Brachycaudus helichrysi 100 0 0 0 0 1
Brevicoryne brassicae 0 50 0 50 0 4
Capitophorus eleagni 0 0 87,5 12,5 0 16
Capitophorus sp. 0 0 27,3 27,3 455 11
Chiatophorus sp. 50 0 50 0 0 2
Cryptomyzus ribis 0 0 0 100 0 1
Diuraphis noxia 0 333 0 0 67,3 3
Dysaphis sp. 0 0 0 100 0 1
Hyadaphis polonica 22,2 0 11,1 11,1 55,5 9
Hyalopterus pruni 25 0 50 25 0 4
Myzus persicae 20,6 35,3 36,8 4.4 2.9 68
Phyllaphis fagi 0 0 0 100 0 1
Protaphis sp. 100 0 0 0 0 1
Rhopalosiphum maidis 0 0 50 0 50 2
Rhopalosiphum padi 0 0 50 0 50 4
Schizaphis graminum 0 14,3 14,3 0 71,4 7
Sipha sp. 0 0 0 0 100 1
Sitobion avenae 0 0 100 0 0 3
Tetraneura sp. 0 0 0 0 100 1
Therioaphis trifolii 0 0 0 50 50 2
Trichosiphonaphis poligonifoliae 100 0 0 0 0 1

Tokom pet nedjelja pradenja determinisano je 30 taksona, najvea brojnost
taksona bila je u drugoj i trecoj nedjelji pracenja, kada se javilo po 17 razli¢itih taksona.
U svim nedjeljama pracenja javio se veliki broj taksona. Shannon-Weaver-ov indeks
ima najvecu vrijednost u petoj nedjelji pracenja (2,5046) Sto je prikazano u tabeli 35.
Ukupan Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta za usjev Backi Petrovac II iznosio je
2,6165, tako da i ovaj usjev mozemo da svrstamo u kategoriju srednjih po bogatstvu i

ujednacenosti afidofaune.
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Tabela 35. Apsolutni broj taksona vaSi i Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta u
svakoj nedjelji pracenja u usjevu Backi Petrovac 11

Nedjelja  Apsolutni broj Shannon-Weaver indeks

l. 16 2,0443
2. 11 1,8546
3. 17 2,2726
4. 17 2,3906
5. 16 2,5046

Cak tri takson su se javila u svim nedjeljama pracenja, a to su Aphis craccivora,
Aphis fabae 1 Myzus persicae. Najveci broj taksona imao je svoj maksimum u prvoj i
petoj nedjelji pracenja, po sedam (Tabela 36).

Tabela 36. Broj taksona vasi koji imaju maksimum u odredenoj nedjelji i broj taksona
koji imaju samo po jednu jedinku u usjevu Backi Petrovac 11

Nedjelja  Broj taksona koji imaju Apsolutni broj Relativni broj taksona
maximum u odredenoj taksona sa sa 1 jedinkom (%)
nedjelji jedinkom

1 7 8 50

2 1 2 18,1
3 4 5 294
4 4 8 47,1
5 7 5 31,3

Taksoni koji su imali samo jednu jedinku su se javljali u manjem broju u odnosu
na usjev Backi Petrovac I. Najvise ih je bilo u prvoj i cetvrtoj nedjelji, kada je

determinisano po osam taksona sa samo po jednom jedinkom (Tabela 36).

5.6.2.1.3. Analiza diverziteta biljnih vasi na lokalitetu Cenej

Ispitivani lokalitet se nalazi u okrugu Juzna Backa, klopke su bile postavljene u
usjevu C. pepo var. styriaca. Postavljanje klopki obavljeno je 25. maja, a prvi uzorak je
uzet 1. juna. U ovom usjevu postavljene su dvije klopke, pa su izraCunate i prikazane
relativne brojnosti svih vrsta vasi (Tabela 37 1 Tabela 38). Pra¢enje vasi na ovom
lokalitetu trajalo je sedam nedjelja.

Tabela 37. Relativna brojnost taksona vasi (%) i ukupan broj jedinki u svakoj nedjelji
na lokalitetu Cenej

Datum sakupljana uzoraka iz klopki

Vrsta 1.6. 8.6 15.6. 22.6. 29.6. 6.7. 13.7.
Acyrthosiphon pisum 17,8 12,5 23,5 0 0 0 0
Amporophora sp. 0 0 1,5 0 0 0 0
Anoecia corni 0 42 13,2 18,5 0 0 0
Aphis craccivora 4.4 7,3 4.4 3,7 0 0 0
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Aphis fabae 88 73 88 3,7 0 0 50
Aphis gossypii 17,8 42 59 148 0 0 0
Aphis pomi (spiraecola) 11,1 6,3 0 0 0 0 0
Aphis sp. 15,5 20,8 20,6 222 100 0 50
Aulacorthum solani 2,2 4,2 0 0 0 0 0
Brachycaudus cardui 2,2 0 0 0 0 0 0
Brachycaudus helichrysi 0 1 0 0 0 0 0
Brevicoryne brassicae 2,2 2,1 0 0 0 0 0
Cinara sp. 0 1 0 0 0 0 0
Diuraphis noxia 2,2 0 3,7 0 0 0
Dysaphis sp. 0 5,2 0 0 0 100 0
Hyadaphis polonica 0 0 1,5 0 0 0 0
Hyperomyzus lactucae 0 1 1,5 0 0 0 0
Metopolodium dirhodum 0 1 1,5 0 0 0 0
Myzus cerasi 0 0 0 7,4 0 0 0
Myzus persicae 11,1 13,5 14,7 185 0 0 0
Pemphigus sp. 2, 2,1 0 0 0 0 0
Protaphis sp. 0 1 0 0 0 0 0
Rhopalomyzus sp. 0 1 0 0 0 0 0
Rhopalosiphum padi 0 0 2,9 0 0 0 0
Sipha maydis 0 1 0 0 0 0 0
Sitobion avenae 0 1 0 7,4 0 0 0
Tetraneura sp. 2,2 0 0 0 0 0 0
Therioaphis trifolii 0 1 0 0 0 0 0
Tinocallis sp. 0 1 0 0 0 0 0
Ukupan broj jedinki (240) 45 96 68 27 1 1 2

Najzastupljenije vrsta u prvoj nedjelja bile su Acyrthosiphon pisum 1 Aphis
gossypii. Druge nedjelje najzastupljenija je bila Myzus persicae, a trec¢e Acyrthosiphon
pisum. U cCetvrtoj nedjelji najzastupljenije su bile Myzus persicae 1 Anoecia corni.
Sljedece tri nedjelje pracenja su bile sa veoma malim brojem ulovljenih jedinki. Od
ukupno sakupljenih 240 jedinki najviSe je bila zastupljena Acyrthosiphon pisum koja je
svoj maksimum imala u tre¢oj nedjelji, posle koje se vise nije javljala.

Tabela 38. Relativna brojnost taksona vasi (%) kroz nedjelje (vremenska dinamika
svakog taksona) na lokalitetu Cenej

Datum sakupljana uzoraka iz klopki Ukupan
Vrsta 16. 86. 156. 22.6. 296. 67 137 . P°
jedinki
Acyrthosiphon pisum 22,2 333 444 0 0 0 0 36
Amporophora sp. 0 0 100 0 0 0 0 1
Anoecia corni 0 22,2 50 27,7 0 0 0 18
Aphis craccivora 154 53,8 23,1 7.8 0 0 0 13
Aphis fabae 21 36,8 31,6 53 0 0 53 19
Aphis gossypii 40 20 20 20 0 0 0 20
Aphis pomi (spiraecola) 45,5 54,5 0 0 0 0 0 11
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Aphis sp. 143 40,8 28,6 12,2 2 0 2 49
Aulacorthum solani 20 80 0 0 0 0 0 5
Brachycaudus cardui 100 0 0 0 0 0 0 1
Brachycaudus helichrysi 0 100 0 0 0 0 0 1
Brevicoryne brassicae 333 66,7 0 0 0 0 0 3
Cinara sp. 0 100 0 0 0 0 0 1
Diuraphis noxia 50 0 0 50 0 0 0 2
Dysaphis sp. 0 83,3 0 0 0 16,7 0 6
Hyadaphis polonica 0 0 100 0 0 0 0 1
Hyperomyzus lactucae 0 50 50 0 0 0 0 2
Metopolodium dirhodum 0 50 50 0 0 0 0 2
Myzus cerasi 0 0 0 100 0 0 0 2
Myzus persicae 15,2 394 30,3 15,2 0 0 0 33
Pemphigus sp. 33,3 66,7 0 0 0 0 0 3
Protaphis sp. 0 100 0 0 0 0 0 1
Rhopalomyzus sp. 0 100 0 0 0 0 0 1
Rhopalosiphum padi 0 0 100 0 0 0 0 2
Sipha maydis 0 100 0 0 0 0 0 1
Sitobion avenae 0 333 0 66,7 0 0 0 3
Tetraneura sp. 100 0 0 0 0 0 0 1
Therioaphis trifolii 0 100 0 0 0 0 0 1
Tinocallis sp. 0 100 0 0 0 0 0 1

Ukupno tokom osam nedjelja pra¢enja determinisano je 29 taksona, najveca
brojnost taksona bila je u drugoj nedjelji pracenja, kada su se javila 22 razlicita taksona.
Vecéi broj taksona javio se i u prvoj, tre¢oj 1 Cetvrtoj nedjelji pracenja. Takode, i
Shannon-Weaver-ov indeks ima najveéu vrijednost u drugoj nedjelji pracenja (2,6005)
Sto je prikazano u tabeli 39. Ukupan Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta za lokalitet
Cenej iznosio je 2,5681, tako da ovaj usjev mozemo da svrstamo u kategoriju srednjih
po bogatstvu 1 ujednacenosti afidofaune.

Tabela 39. Apsolutni broj taksona vaSi 1 Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta u
svakoj nedjelji prac¢enja na lokalitetu Cenej

Nedjelja  Apsolutni broj Shannon-Weaver indeks

l. 13 2,2529
2. 22 2,6005
3. 12 2,0859
4. 9 1,9935
5. 1 0

6. 1 0

7. 2 0,6931

Tokom sedam nedjelja pra¢enja nijedan takson se nije javio u svim nedjeljama, a

zanimljivo je i to da su se u poslednje tri nedjelje javila samo tri taksona koja su bila
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zastupljena sa ukupno cetiri jedinke. Najvec¢i broj taksona imao je svoj maksimum u
drugoj nedjelji pracenja (Tabela 40).

Tabela 40. Broj taksona vasi koji imaju maksimum u odredenoj nedjelji i broj taksona
koji imaju samo po jednu jedinku na lokalitetu Cenej

Nedjelja  Broj taksona koji imaju  Apsolutni broj Relativni broj taksona

maximum u odredenoj taksona sa 1 sa 1 jedinkom (%)
nedjelji jedinkom
1. 2 6 46,2
2. 14 10 45,5
3. 5 4 333
4. 2 3 333
5. 0 1 100
6. 0 1 100
7. 0 2 100

Ponovo su se ¢Cesto javljali taksoni koji su imali samo po jednu jedinku. Najvise
ih je bilo u drugoj nedjelji, kada je determinisano deset taksona sa samo po jednom

jedinkom (Tabela 40).

5.6.2.2. Analiza diverziteta biljnih vaSi u usjevima u 2010. godini
Analiza diverziteta biljnih vasi u 2010. godini obavljena je kao 1 2009. godine na
dva lokaliteta. Pored lokaliteta Backi Petrovac na kom su klopke su bile postavljene u

dva usjeva, klopke su postavljenje i u jednom usjevu na lokalitetu Kisac.

5.6.2.2.1. Analiza diverziteta biljnih vasi u usjevu Backi Petrovac I

Ispitivani lokalitet se nalazi u okrugu Juzna Backa, klopke su bile postavljene u
usjevu C. pepo var. styriaca. Postavljanje klopki obavljeno je 26. maja, a prvi uzorak je
uzet 2. juna. U ovom usjevu postavljena je jedna klopka, a izraCunate su i prikazane
relativne brojnosti svih vrsta vasi (Tabela 41 1 Tabela 42). Pradenje vasi u usjevu trajalo
je Sest nedjelja.

Tabela 41. Relativna brojnost taksona vasi (%) 1 ukupan broj jedinki u svakoj nedjelji u
usjevu Backi Petrovac |

Datum sakupljana uzoraka iz klopki

Vrsta 2.6. 9.6. 16.6. 23.6. 30.6. 7.7.
Acyrthosiphon pisum 40 27,77 444 0 0 0
Amporophora rubi 0 1,5 0 0 0 0
Anoecia corni 0 1,5 0 0 100 0
Aphis craccivora 0 9,2 11,1 0 0 0
Aphis fabae 10 16,9 222 0 0 0
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Aphis gossypii 0 4,6 0 0 0 0
Aphis pomi (spiraecola) 0 3,1 0 0 0 0
Aphis sp. 10 123 0 0 0 100
Brachycaudus helycrisi 0 1,5 0 0 0 0
Brevicoryne brassicae 10 0 0 0 0 0
Capitophorus sp. 0 0 11,1 0 0 0
Capitophorus horni 0 1,5 0 0 0 0
Dysaphis sp. 10 0 0 0 0 0
Eucarapis sp. 20 0 0 0 0 0
Hyalopterus pruni 0 6,2 0 0 0 0
Hyadaphis polonica 0 3,1 0 0 0 0
Myzus persicae 0 1,5 0 0 0 0
Pemphigus sp. 0 1,5 0 0 0 0
Phyllaphis fagi 0 1,5 0 0 0 0
Sitobion avenae 0 0 11,1 0 0 0
Tetraneura sp. 0 6,2 0 0 0 0
Ukupan broj jedinki (87) 10 65 9 0 1 2

Najzastupljenija vrsta u prve tri nedjelje bila je Acyrthosiphon pisum, koja se u
kasnijim nedjeljama vise nije javljala. U ¢etvrtoj nedjelji nijedna vrsta nije uhvacena. U
sljedece dvije nedjelje pracenja u klopkama je naden veoma mali broj jedinki. Od
ukupno sakupljenih 87 jedinki najvise je bila zastupljena Acyrthosiphon pisum.

Tabela 42. Relativna brojnost taksona (%) kroz nedjelje (vremenska dinamika svakog
taksona) u usjevu Backi Petrovac I

Datum sakupljana uzoraka iz klopki Ukupan

Vrsta 26. 96. 166. 236. 306 77. . &
jedinki

Acyrthosiphon pisum 15,4 69,2 154 0 0 0 26
Amporophora rubi 0 100 0 0 0 0 1
Anoecia corni 0 50 0 0 50 0 2
Aphis craccivora 0 85,7 143 0 0 0 7
Aphis fabae 7,1 78,6 143 0 0 0 14
Aphis gossypii 0 100 0 0 0 0 3
Aphis pomi (spiraecola) 0 100 0 0 0 0 2
Aphis sp. 91 72,7 0 0 0 18,2 11
Brachycaudus helycrisi 0 100 0 0 0 0 1
Brevicoryne brassicae 100 0 0 0 0 0 1
Capitophorus sp. 0 0 100 0 0 0 1
Capitophorus horni 0 100 0 0 0 0 1
Dysaphis sp. 100 0 0 0 0 0 1
Eucarapis sp. 100 0 0 0 0 0 2
Hyalopterus pruni 0 100 0 0 0 0 4
Hyadaphis polonica 0 100 0 0 0 0 2
Myzus persicae 0 100 0 0 0 0 1
Pemphigus sp. 0 100 0 0 0 0 1
Phyllaphis fagi 0 100 0 0 0 0 1
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Sitobion avenae 0 0 100 0 0 0 1
Tetraneura sp. 0 100 0 0 0 0 4

Tokom Sest nedjelja pracenja determinisan je 21 taksona, najveca brojnost
taksona bila je u drugoj nedjelji pracenja, kada se javilo 16 razlicitih taksona. Takode, i
Shannon-Weaver-ov indeks ima najveéu vrijednost u drugoj nedjelji pracenja (2,2829)
Sto je prikazano u tabeli 43. Ukupan Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta za usjev
Backi Petrovac I iznosio je 2,3787, tako da ovaj usjev mozemo da svrstamo u kategoriju
srednjih po bogatstvu i ujednacenosti afidofaune.

Tabela 43. Apsolutni broj taksona vasi i Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta u
svakoj nedjelji pra¢enja u usjevu Backi Petrovac |

Nedjelja  Apsolutni broj Shannon-Weaver indeks

l. 6 1,6094
2. 16 2,2829
3. 5 1,4271
4. 0 0
5. 1 0
6. 1 0

Tokom Sest nedjelja pracenja nijedan takson se nije javio u svim nedjeljama,
samo su se Acyrthosiphon pisum 1 Aphis fabae javili u tri nedjelje i to u prve tri nedjelje
prac¢enja. Najvec¢i broj taksona imao je svoj maksimum u drugoj nedjelji pracenja
(Tabela 44).

Tabela 44. Broj taksona vasi koji imaju maksimum u odredenoj nedjelji i broj taksona
koji imaju samo po jednu jedinku u usjevu Backi Petrovac |

Nedjelja Broj taksona koji imaju Apsolutni broj Relativni broj

maximum u odredenoj taksona sa 1 taksonasa 1
nedjelji jedinkom jedinkom (%)
l. 3 5 83,3
2. 15 6 37,5
3. 2 3 60
4. 0 0 0
5. 0 1 100
6. 0 0 0

Cesto su se javljali taksoni koji su imali samo jednu jedinku. Najvise ih je bilo u
drugoj nedjelji, kada je determinisano Sest taksona sa samo po jednom jedinkom

(Tabela 44).
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5.6.2.2.2. Analiza diverziteta biljnih vasi u usjevu Backi Petrovac I1

Ispitivani lokalitet se nalazi u okrugu Juzna Backa, klopke su bile postavljene u
usjevu C. pepo var. styriaca. Postavljanje klopki obavljeno je 26. maja, a prvi uzorak je
uzet 2. juna. U ovom usjevu postavljena je jedna klopka, a izracunate su i prikazane
relativne brojnosti svih vrsta vasi (Tabela 45 1 Tabela 46). Pra¢enje vasi u usjevu trajalo
je Sest nedjelja.

Tabela 45. Relativna brojnost taksona vasi (%) 1 ukupan broj jedinki u svakoj nedjelji u
usjevu Backi Petrovac 11

Datum sakupljana uzoraka iz klopki

Vrsta 2.6. 9.6. 16.6. 23.6. 30.6. 7.7.
Acyrthosiphon pisum 0 27,3 13,8 0 0 5,6
Amporophora sp. 0 6,1 0 0 0 0
Anoecia corni 0 0 0 0 4,8 2,8
Aphididae 33,3 0 0 0 4,8 0
Aphis craccivora 0 6,1 0 0 0 5.6
Aphis fabae 0 12,1 3,4 0 14,3 0
Aphis gossypii 0 0 6,9 0 0 5,6
Aphis pomi (spiraecola) 0 0 0 0 9,5 0
Aphis sp. 333 9,1 552 0 33,3 583
Brachycaudus helycrisi 0 3 34 0 48 5,6
Brevicoryne brassicae 33,3 0 0 0 0 0
Capitophorus sp. 0 0 0 0 0 2,8
Cavariella sp. 0 0 0 0 4,8 0
Dysaphis sp. 0 6,1 0 0 0 0
Hyalopterus pruni 0 0 0 0 0 5,6
Hyadaphis polonica 0 0 10,3 0 4,8 0
Macrosiphum rosae 0 0 3, 0 0 0
Myzus cerasi 0 3 0 0 0 0
Myzus persicae 0 0 0 0 0 2,8
Phorodon humuli 0 3 0 0 0 0
Phyllaphis fagi 0 0 34 0 4,8 0
Rhopalosiphum maidis 0 0 0 0 9,5 0
Rhopalosiphum padi 0 0 0 0 0 2,8
Sitobion avenae 0 0 0 0 4.8 0
Tetraneura sp. 0 12,1 0 0 0 0
Trichosiphonaphis poligonifoliae 0 0 0 0 0 2,8
Ukupan broj jedinki (87) 3 33 29 0 21 36

Najzastupljenije vrste u prvoj nedjelji bile su Aphis craccivora i
Brevicoryne brassicae, dok je u drugoj 1 tre¢oj nedjelji najzastupljenija bila
Acyrthosiphon pisum. U Cetvrtoj nedjelji nijedna vrsta nije uhvacena. Tokom pete

nedjelje najzastupljenija je bila Aphis fabae, da bi u poslednjoj nedjelji pet vrsta imalo
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jednaku zastupljenost. Od ukupno sakupljenih 87 jedinki najviSe je bila zastupljena
Acyrthosiphon pisum.

Tabela 46. Relativna brojnost taksona vasi (%) kroz nedjelje (vremenska dinamika
svakog taksona) u usjevu Backi Petrovac I1

Datum sakupljana uzoraka iz klopki Ukupan

Vrsta 2.6. 9.6. 16.6. 23.6. 30.6. 7.7. br.

jedinki
Acyrthosiphon pisum 0 60 26,7 0 0 13,3 15
Amporophora sp. 0 100 0 0 0 0 2
Anoecia corni 0 0 0 0 50 50 2
Aphididae 50 0 0 0 50 0 2
Aphis craccivora 0 50 0 0 0 50 4
Aphis fabae 0 50 12,5 0 37,5 0 8
Aphis gossypii 0 0 50 0 0 50 4
Aphis pomi (spiraecola) 0 0 0 0 100 0 2
Aphis sp. 1,9 13,5 30,8 0 13,5 40,4 52
Brachycaudus helycrisi 0 10 10 0 10 20 5
Brevicoryne brassicae 100 0 0 0 0 0 1
Capitophorus sp. 0 0 0 0 0 100 1
Cavariella sp. 0 0 0 0 100 0 1
Dysaphis sp. 0 100 0 0 0 0 2
Hyalopterus pruni 0 0 0 0 0 100 2
Hyadaphis polonica 0 0 75 0 25 0 4
Macrosiphum rosae 0 0 100 0 0 0 1
Myzus cerasi 0 100 0 0 0 0 1
Myzus persicae 0 0 0 0 0 100 1
Phorodon humuli 0 100 0 0 0 0 1
Phyllaphis fagi 0 0 50 0 50 0 2
Rhopalosiphum maidis 0 0 0 0 100 0 2
Rhopalosiphum padi 0 0 0 0 0 100 1
Sitobion avenae 0 0 0 0 100 0 1
Tetraneura sp. 0 100 0 0 0 0 4
Trichosiphonaphis poligonifoliae 0 0 0 0 0 100 1

Ukupno je tokom Sest nedjelja pracenja determinisano 26 taksona, najveca
brojnost taksona bila je u petoj i Sestoj nedjelji pracenja, kada se javilo po 11 razli¢itih
taksona. Dok je Shannon-Weaver-ovi indeks imao najvecu vrijednost u petoj nedjelji
prac¢enja (2,1069) Sto je prikazano u tabeli 47. Ukupan Shannon-Weaver-ov indeks
diverziteta za usjev Backi Petrovac II iznosio je 2,2065, tako da ovaj usjev mozemo da
svrstamo u kategoriju srednjih po bogatstvu i ujednacenosti afidofaune.

Tabela 47. Apsolutni broj taksona vasi i Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta u
svakoj nedjelji pra¢enja u usjevu Backi Petrovac I1

Nedjelja  Apsolutni broj Shannon-Weaver indeks

1. 3 1,0986
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2. 10 2,0224
3. 8 1,4849
4. 0 0

5. 11 2,1069
6. 11 1,6150

Tokom Sest nedjelja pracenja nijedan takson se nije javio u svim nedjeljama,
samo su se Acyrthosiphon pisum, Aphis fabae 1 Brachycaudus helycrisi javili u tri
nedjelje. Najveci broj taksona imao je svoj maksimum u drugoj i Sestoj nedjelji prac¢enja
(Tabela 48).

Tabela 48. Broj taksona vasi koji imaju maksimum u odredenoj nedjelji i broj taksona
koji imaju samo po jednu jedinku u usjevu Backi Petrovac 11

Nedjelja  Broj taksona koji imaju  Apsolutni broj Relativni broj taksona

maximum u odredenoj taksona sa 1 sa 1 jedinkom (%)
nedjelji jedinkom
1 1 3 100
2 7 3 30
3 3 4 50
4 0 0 0
5 4 7 63,6
6 7 5 45,5

Cesto su se javljali taksoni koji su imali samo jednu jedinku. Najvise ih je bilo u
petoj nedjelji, kada je determinisano sedam taksona sa samo po jednom jedinkom

(Tabela 48).

5.6.2.2.3. Analiza diverziteta biljnih vasi na lokalitetu Kisac

Ispitivani lokalitet se nalazi u okrugu Juzna Backa, klopke su bile postavljene u
usjevu C. pepo var. styriaca. Postavljanje klopki obavljeno je 26. maja, a prvi uzorak je
uzet 2. juna. U ovom usjevu postavljena je jedna klopka, a izracunate su i1 prikazane
relativne brojnosti svih vrsta vasi (Tabela 49 1 Tabela 50). Pra¢enje vasi u usjevu trajalo
je Sest nedjelja.

Tabela 49. Relativna brojnost taksona vasi (%) i1 ukupan broj jedinki u svakoj nedjelji
na lokalitetu Kisac¢

Datum sakupljana uzoraka iz klopki

Vrsta 2.6. 9.6. 16.6. 23.6. 30.6. 7.7.
Acyrthosiphon pisum 0 583 9,1 0 0 0
Anoecia corni 0 0 0 0 33,3 0
Aphis craccivora 0 16,7 0 0 0 0
Aphis fabae 100 0 18,2 0 0 0
Aphis gossypii 0 8,3 0 0 0 0
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Aphis sp. 0 16,7 54,5 0 33,3 100
Brevicoryne brassicae 0 0 9,1 0 0 0
Rhopalosiphum nimphae 0 0 0 0 33,3 0
Rhopalosiphum padi 0 0 9,1 0 0 0
Ukupan broj jedinki (29) 1 12 11 0 3 2

Najzastupljenija vrsta u prvoj i tre¢oj nedjelji bila je Aphis fabae, u drugoj
Acyrthosiphon pisum. U Cetvrtoj nedjelji nijedna vrsta nije uhvacena. U sljedece dvije
nedjelje pracenja, kao i u prvoj u klopkama je naden veoma mali broj jedinki. Od
ukupno sakupljenih 29 jedinki najvise je bila zastupljena Acyrthosiphon pisum.

Tabela 50. Relativna brojnost taksona vasi (%) kroz nedjelje (vremenska dinamika
svakog taksona) na lokalitetu Kisac

Datum sakupljana uzoraka iz klopki Ukupan

Vrsta 26. 96. 166. 236. 306 77.
jedinki
Acyrthosiphon pisum 0 87,5 12,5 0 0 0 8
Anoecia corni 0 0 0 0 100 0 1
Aphis craccivora 0 100 0 0 0 0 2
Aphis fabae 33,3 0 66,7 0 0 0 3
Aphis gossypii 0 100 0 0 0 0 1
Aphis sp. 0 18,2 54,5 0 9,1 182 11
Brevicoryne brassicae 0 0 100 0 0 0 1
Rhopalosiphum nimphae 0 0 0 0 100 0 1
Rhopalosiphum padi 0 0 100 0 0 0 1

Tokom Sest nedjelja pracenja deteminisano je 9 taksona, najveca brojnost
taksona bila je u drugoj i trecoj nedjelji pracenja, kada se javilo po 5 razli¢itih taksona,
dok Shannon-Weaver-ov indeks ima najvecu vrijednost u petoj nedjelji pracenja
(0,7324) sto je prikazano u tabeli 51. Ukupan Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta za
lokalitet Kisa¢ iznosio je 1,7227, tako da je ovaj lokalitet mozemo da kazemo da ne
spada u kategoriju bogatih po diverzitetu vasi.

Tabela 51. Apsolutni broj taksona vasi 1 Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta u
svakoj nedjelji pracenja na lokalitetu Kisac

Nedjelja  Apsolutni broj Shannon-Weaver indeks

l. 1 0
2. 5 0,5306
3. 5 0,6406
4. 0 0
5. 3 0,7324
6. 1 0

Tokom Sest nedjelja pracenja nijedan takson se nije javio u svim nedjeljama.

Najveci broj taksona imao je svoj maksimum u tre¢oj nedjelji pracenja (Tabela 52).
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Tabela 52. Broj taksona vasi koji imaju maksimum u odredenoj nedjelji i broj taksona
koji imaju samo po jednu jedinku na lokalitetu Kisac

Nedjelja Broj taksona koji imaju  Apsolutni broj Relativni broj
maximum u odredenoj taksona sa 1 taksona sa 1
nedjelji jedinkom jedinkom (%)
1 0 1 100
2 3 1 20
3 4 3 30
4 0 0 0
5 2 3 100
6 0 0 0

Iako se na ovom lokalitetu javio veoma mali broj taksona, javljali su se i taksoni
koji su imali samo jednu jedinku. Najvise ih je bilo u trecoj i petoj nedjelji, kada je

determinisano po pet taksona sa samo po jednom jedinkom (Tabela 52).

5.6.2.3. Analiza diverziteta biljnih vasi u usjevima u 2011. godini
Analiza diverziteta biljnih vasi u 2011. godini obavljena je kao i prve dvije
godine na dva lokaliteta. Dva usjeva u kojima su postavljene klopke bili su u Backom

Petrovcu 1 Kisacu.

5.6.2.3.1. Analiza diverziteta biljnih vasi na lokalitetu Backi Petrovac

Ispitivani lokalitet se nalazi u okrugu Juzna Backa, klopke su bile postavljene u
usjevu C. pepo var. styriaca. Postavljanje klopki obavljeno je 30. maja, a prvi uzorak je
uzet 6. juna. U ovom usjevu postavljena je jedna klopka, a izracunate su i prikazane
relativne brojnosti svih vrsta vasi (Tabela 53 1 Tabela 54). Pracenje vasi u usjevu trajalo
je sedam nedjelja.

Tabela 53. Relativna brojnost taksona vasi (%) 1 ukupan broj jedinki u svakoj nedjelji
na lokalitetu Backi Petrovac

Datum sakupljana uzoraka iz klopki

Vrsta 6.6. 13.6. 20.6. 27.6 4.7. 11.7. 18.7.
Acyrthosiphon pisum 31,6 20 54 0,83 0,53 0 0
Amporophora spp. 5,3 0 0 0 0 0 0
Anoecia corni 0 0 1,8 5 10,1 0 0
Aphis craccivora 0 0 1,8 9,2 5,8 0 0
Aphis fabae 21,1 20 357 27 37 33,3 25
Aphis gossypii 0 13,3 3,6 5 2,1 0 0
Aphis pomi (spiraecola) 0 0 0 1,7 1,1 0 25
Aphis sambuci 0 6,67 0 0 0 0 0
Aphis sp. 21,1 6,67 3,6 17,5 53 333 50
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Aphididae 0 26,7 89 6,7 42 333 0
Brevicoryne brassicae 0 0 0 1,7 0 0 0
Capitophorus sp. 0 0 L8 25 27 0 0
Caetophorus sp. 0 0 0 0 0,53 0 0
Cryptomyzus galeopsidi 0 0 0 0,83 0 0 0
Cryptomyzus ribis 0 0 0 0,83 2,1 0 0
Hyalopterus pruni 10,5 0 1,8 0 0,53 0 0
Hyadaphis polonica 0 0 0 1,7 1,1 0 0
Eulachnus sp. 0 0 0 0 0,53 0 0
Lipaphis erysimi 0 0 0 0 1,6 0 0
Macrosiphum euphorbiae 5,3 0 0 0 3,2 0 0
Metopolophium dirhodum 0 0 8,9 3,3 2,1 0 0
Myzus persicae 5.3 0 19,6 17,5 29 0 0
Myzocalidinae 0 0 0 0,83 0 0 0
Rhopalosphum padi 0 0 7,1 1,7 27 0 0
Sitobion avenae 0 6,67 0 0 0,53 0 0
Shizaphis graminum 0 0 0 0 0,53 0 0
Tetraneura sp. 0 0 0 0,83 0 0 0
Trichosiphonaphis poligonifoliae 0 0 0 0 0,53 0 0
Ukupan broj jedinki (410) 19 15 56 120 189 3 8

Najzastupljenija vrsta u prvoj nedjelji bila je Acyrthosiphon pisum, koja je
zajedno sa Aphis fabae bila najzastupljenija u drugoj nedjelji. U trecoj, Cetvrtoj 1 petoj
nedjelji najzastupljenija je bila Aphis fabae. U poslednje dvije nedjelje pracenja u
klopkama je naden veoma mali broj jedinki. Od ukupno sakupljenih 410 jedinki najvise
je bila zastupljena Aphis fabae.

Tabela 54. Relativna brojnost taksona vasi (%) kroz nedjelje (vremenska dinamika
svakog taksona) na lokalitetu Backi Petrovac

Datum sakupljana uzoraka iz klopki Ukupan
Vrsta 6.6. 13.6. 206. 27.6 47. 117. 187. . %
jedinki
Acyrthosiphon pisum 429 214 214 7,1 7,1 0 0 14
Amporophora spp. 100 0 0 0 0 0 0 1
Anoecia corni 0 0 39 20,7 73,1 0 0 26
Aphis craccivora 0 0 43 47,8 47,8 0 0 23
Aphis fabae 3,1 2.4 15,7 21,3 55,1 0,79 1,6 127
Aphis gossypii 0 143 143 429 28,6 0 0 14
Aphis pomi (spiraecola) 0 0 0 333 333 0 33,3 6
Aphis sambuci 0 100 0 0 0 0 0 1
Aphis sp. 9,3 2,3 4,7 488 233 23 9,3 43
Aphididae 0 154 19,2 30,8 30,8 3,8 0 26
Brevicoryne brassicae 0 0 0 100 0 0 0 2
Capitophorus sp. 0 0 11,1 33,3 555 0 0 9
Caetophorus sp. 0 0 0 0 100 0 0 1
Cryptomyzus galeopsidi 0 0 0 100 0 0 0 1
Cryptomyzus ribis 0 0 0 20 80 0 0 5



Hyalopterus pruni
Hyadaphis polonica
Eulachnus sp.

Lipaphis erysimi
Macrosiphum euphorbiae
Metopolophium dirhodum
Myzus persicae
Myzocalidinae
Rhopalosphum padi
Sitobion avenae
Shizaphis graminum
Tetraneura sp.

Trichosiphonaphis poligonifoliae

50 0
0 0
0 0
0 0
14,3 0
0 0
1,6 0
0 0
0 0
0 50
0 0
0 0
0 0

25 0
0 50
0 0
0 0
0 0
38,5 30,8
17,7 33,9
0 100
36,4 18,2
0 0
0 0
0 100
0 0

25
50
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100
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0
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Tokom sedam nedjelja pra¢enja determinisano je 28 taksona, najveca brojnost

taksona bila je u petoj nedjelji pracenja, kada su se javila 22 razli¢ita taksona. Veliki

broj taksona javio se i u Cetvrtoj nedjelji u kojoj najvecu vrijednost ima i Shannon-

Weaver-ov indeks diverziteta (2,3228) Sto je prikazano u tabeli 55. Ukupan Shannon-

Weaver-ov indeks diverziteta lokaliteta Backi Petrovac iznosio je 2,4129, tako da ovaj

lokalitet mozemo da svrstamo u kategoriju srednjih po bogatstvu i ujednacenosti

afidofaune.

Tabela 55. Apsolutni broj taksona vaSi i Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta u

svakoj nedjelji pracenja na lokalitetu Backi Petrovac

Nedjelja  Apsolutni broj Shannon-Weaver indeks
1. 7 1,7220
2. 7 1,8065
3. 12 1,9896
4. 18 2,3228
5. 22 2,2440
6. 3 1,0986
7. 3 1,0397

Tokom sedam nedjelja pra¢enja samo se Aphis fabae javio u svim nedjeljama, a

najveéu zastupljenost imao je u petoj nedjelji pracenja. Najveci broj taksona imao je

svoj maksimum u petoj nedjelji pracenja (Tabela 56).

Tabela 56. Broj taksona vasi koji imaju maksimum u odredenoj nedjelji i broj taksona

koji imaju samo po jednu jedinku na lokalitetu Backi Petrovac

Nedjelja  Broj taksona koji imaju  Apsolutni broj Relativni broj
maximum u odredenoj taksonasa 1 taksona sa 1
nedjelji jedinkom jedinkom (%)
l. 3 3 42,9
2. 1 3 42,9
3. 1 4 33,3
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4. 6 5 27,8
5. 12 7 31,8
6. 0 3 100
7. 0 0 0

Cesto su se javljali taksoni koji su imali samo jednu jedinku. Najvise ih je bilo u
petoj nedjelji, kada je determinisano sedam taksona sa samo po jednom jedinkom

(Tabela 56).

5.6.2.3.2. Analiza diverziteta biljnih vasi na lokalitetu Kisac

Ispitivani lokalitet se nalazi u okrugu Juzna Backa, klopke su bile postavljene u
usjevu C. pepo var. styriaca. Postavljanje klopki obavljeno je 30. maja, a prvi uzorak je
uzet 6. juna. U ovom usjevu postavljena je jedna klopka, a izracunate su i prikazane
relativne brojnosti svih vrsta vasi (Tabela 57 1 Tabela 58). Pracenje vasi u usjevu trajalo
je sedam nedjelja.

Tabela 57. Relativna brojnost (%) taksona vasi 1 ukupan broj jedinki u svakoj nedjelji
na lokalitetu Backi Petrovac

Datum sakupljana uzoraka iz klopki

Vrsta 6.6. 13.6. 20.6. 27.6 4.7. 11.7. 18.7.
Acyrthosiphon pisum 13,8 174 6,7 14,3 0 0 0
Amporophora spp. 34 43 6,7 0 0 0 0
Anoecia corni 0 0 6,7 14,3 0 0 0
Aphis fabae 48,3 43,5 0 0 33,3 0 100
Aphis gossypii 6,9 87 6,7 143 0 0 0
Aphis pomi (spiraecola) 0 0 0 0 66,7 0 0
Aphis sp. 34 174 20 143 0 0 0
Aulacorthum solani 34 43 0 0 0 0 0
Aphididae 0 43 46,7 28,6 0 100 0
Brachycaudus sp. 34 0 0 0 0 0 0
Macrosiphum rosae 0 0 6,7 0 0 0 0
Myzus persicae 10,3 0 0 0 0 0 0
Tetraneura sp. 6,9 0 0 0 0 0 0
Trichosiphonaphis poligonifoliae 0 0 0 14,3 0 0 0
Ukupan broj jedinki (79) 29 23 15 7 3 1 1

Najzastupljenija vrsta u prve dvije nedjelje bila je Aphis fabae. Od vrsta
uhvacenih u treéoj nedjelji jednako su zastupljene bile Acyrthosiphon pisum,
Anoecia corni 1 Macrosiphum rosae, dok je u ostalim nedjeljama do kraja pra¢enja u
klopkama uhvaéen veoma mali broj vrsta. Od ukupno sakupljenih 79 jedinki najvise je

bila zastupljena Aphis fabae.

123



Tabela 58. Relativna brojnost (%) taksona vasi kroz nedjelje (vremenska dinamika
svakog taksona) na lokalitetu Backi Petrovac

Datum sakupljana uzoraka iz klopki Ukupan
Vrsta 66. 136. 206 27.6 47. 117 187 ¢
jedinki
Acyrthosiphon pisum 40 40 10 10 0 0 0 10
Amporophora spp. 333 33,3 3373 0 0 0 0 3
Anoecia corni 0 0 50 50 0 0 0 2
Aphis fabae 53,8 38,5 0 0 3,8 0 3,8 26
Aphis gossypii 333 33,3 16,7 16,7 0 0 0 6
Aphis pomi (spiraecola) 0 0 0 0 100 0 0 2
Aphis sp. 11,1 444 333 11,1 0 0 0 9
Aulacorthum solani 50 50 0 0 0 0 0 2
Aphididae 0 9,1 63,6 182 0 9,1 0 11
Brachycaudus sp. 100 0 0 0 0 0 0 1
Macrosiphum rosae 0 0 100 0 0 0 0 1
Myzus persicae 100 0 0 0 0 0 0 3
Tetraneura sp. 100 0 0 0 0 0 0 2
Trichosiphonaphis poligonifoliae 0 0 0 100 0 0 0 1

U toku sedam nedjelja pra¢enja determinisano je 14 taksona, najveca brojnost
taksona bila je u prvoj nedjelji pracenja, kada se javilo devet razliCitih taksona.
Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta je pokazao najvecu vrijednost u cetvrtoj nedjelji
pracenja (1,7479) §to je prikazano u tabeli 59. Ukupan Shannon-Weaver-ov indeks
diverziteta lokaliteta u Kisacu iznosio je 2,3629, tako da ovaj lokalitet ne mozZemo
svrstati u kategoriju bogatih po sastavu i ujednacenosti afidofaune.

Tabela 59. Apsolutni broj taksona vasi i Shannon-Weaver-ov indeks diverziteta u
svakoj nedjelji prac¢enja na lokalitetu Kisac

Nedjelja  Apsolutni broj Shannon-Weaver indeks

l. 9 1,6928
1,5919
1,5802
1,7479
0,6365
0

0
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Tokom sedam nedjelja prac¢enja nijedna takson se nije javio u svim nedjeljama.

Najveci broj taksona imao je svoj maksimum u prvoj nedjelji prac¢enja (Tabela 60).
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Tabela 60. Broj taksona vasi koji imaju maksimum u odredenoj nedjelji i broj taksona
koji imaju samo po jednu jedinku na lokalitetu Kisac

Nedjelja  Broj taksona koji imaju  Apsolutni broj Relativni broj taksona

maximum u odredenoj taksona sa 1 sa 1 jedinkom (%)
nedjelji jedinkom

1. 4 4 444
2. 1 3 42.9
3. 2 5 71,4
4. 1 5 83,3
5. 1 1 50

6. 0 1 100
7. 0 1 100

Cesto su se javljali taksoni koji su imali samo jednu jedinku. Najvise ih je bilo u
trecoj 1 Cetvrtoj nedjelji, kada je determinisano po pet taksona sa samo po jednom

jedinkom (Tabela 60).

5.6.2.4. Uporedna analiza afidofaune po usjevima uljane tikve, lokalitetima i
godinama

Tokom trogodiSnjih ispitivanja sastava populacije biljnih vasi u Vojvodini
sakupljeno je ukupno 1447 jedinki. Uzorci su sakupljeni iz osam usjeva koji su se
nalazili u Sest lokaliteta u okrugu JuZna Backa u Vojvodini. Najve¢i broj jedinki
uhvacen je na lokalitetu Backi Petrovac 2011. godine, kad je uhvaceno 410 jedinki, $to
predstavlja 28,3% od ukupnog broja uhvacenih jedinki, dok je najmanje jedinki 29 (2%)
uhvaceno na lokalitetu Kisa¢ 2010. godine. U tabeli 61 prikazan je raspored jedinki
uhvacenih po usjevima, lokalitetima i godinama.

Tabela 61. Raspored uhvacenih jedinki po usjevima

Godina Lokalitet Usjev Broj uhvacenih Broj uhvacenih
jedinki (%) taksona
2009. Backi Petrovac ~ Backi Petrovac | 168 (11,6) 29
Backi Petrovac 11 347 (24) 17
Cenej 240 (16,6) 29
2010. Backi Petrovac ~ Backi Petrovac | 87 (6) 21
Backi Petrovac II 87 (6) 26
Kisa¢ 29 (2) 9
2011. Backi Petrovac ~ Backi Petrovac 410 (28.,3) 22
Kisac 79 (5,6) 14

Od pojedinacnih vrsta, u klopkama najceSc¢e su se nalazile jedinke Aphis fabae
(15%), zatim Myzus persicae (13,4%), tre¢a po zastupljenosti bila je Acyrthosiphon

pisum (11,7%). Od ostalih detektovanih vrsta zastupljenost vecu od 5% imale su jo$
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Anoecia corni 1 Aphis gossypii (6,4 1 5,6%). Prve dvije vrste po zastupljenosti nadene
su u svim ispitivanim usjevima, izuzev u po jednom, Aphis fabae nije nadena u usjevu
Backi Petrovac 1 2009. godine, dok Myzus persicae nije nadena u usjevu na lokalitetu
Kisac¢ 2010. godine. Usjev na lokalitetu Kisa¢ 2010. godine, inace je bio usjev u kojem
je u toku ovih istrazivanja pronaden najmanji broj jedinki, samo 29 i najmanji broj
taksona, samo 9. SljedeCe tri vrste po zastupljenosti Acyrthosiphon pisum, Anoecia
corni 1 Aphis gossypii nadene su u svim ispitivanim usjevima i na svim lokalitetima.

Tokom sve tri godine ispitivanja u svim usjevima javljao se veliki broj taksona
sa samo jednom uhvadenom vrstom (Tabela 62). Ukoliko posmatramo relativne
vrijednosti, najvise taksona sa samo po jednom uhva¢enom vrstom u svim nedjeljama
ispitivanja bilo je na lokalitetu Kisa¢ (55,6%), dok ukoliko posmatramo apsolutne
vrijednosti, najviSe taksona sa samo po jednom vrstom je bilo u usjevu na lokalitetu
Cenej 2009. godine i u usjevu Backi Petrovac II na lokalitetu Backi Petrovac 2010.
godine.

Tabela 62. Raspored taksona vaSi sa samo po jednom uhvadenom jedinkom i broj
taksona po usjevima

Godina Lokalitet Usjev Broj taksona sa po Broj
jednom jedinkom uhvaéenih
(%) taksona
2009. Backi Petrovac Backi Petrovac I 931 29
Backi Petrovac 11 9(52,9) 17
Cenej 11 (37,9) 29
2010. Backi Petrovac Backi Petrovac | 11(52,4) 21
Backi Petrovac 11 10 (38,5) 26
Kisac 5(55,6) 9
2011. Backi Petrovac Backi Petrovac 9 (40,9) 22
Kisac 3(21,4) 14

5.6.2.4.1. Promjene Shannon-Weaver-ovog indeksa kroz nedjelje po usjevima i
lokalitetima

Kako su promjene u populaciji vasi veoma dinamicne i u funkciji vremena i u
funkciji prostora, tako su i sastav i brojnost vasi na istim lokalitetima u razli¢itim
godinama veoma razliciti. Zbog toga se konstantno mijenjaju i vrijednosti Shannon-
Weaver-ovog indeksa diverziteta.

Na grafikonima 7, 8, 9 i 10 su prikazane promjene Shannon-Weaver-ovog
indeksa diverziteta po nedjeljama pracenja. Grafikon 1 prikazuje indekse diverziteta za

lokalitet Backi Petrovac, za usjeve Backi Petrovac I iz 2009. i 2010. godine. Na
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grafikonu 2 prikazani su indeksi diverziteta za lokalitet Backi Petrovac, za usjeve Backi

Petrovac I iz 2009., 2010. godine i usjev Backi Petrovac iz 2011. godine. Na grafikonu

3 su prikazane promjene indeksa diverziteta tokom nedjelja pracenja na lokalitetu Cene;j

2009. godine. Grafikon 4 pokazuje indekse diverziteta na lokalitetu Kisa¢ tokom 2010. i

2011. godine.

Usjevi Backi Petrovac 1 2009. 1 Backi Petrovac 1 2010. godine imali su tokom

obje godine pracenja najvec¢i diverzitet u drugoj nedjelji pracenja. Medutim, 2010.

godine posle druge nedjelje naglo je opao diverzitet da bi na kraju prac¢enja dosao do 0,

a 2009. godine mogu se uociti jo§ dva pika indeksa diverziteta u cetvrtoj, odnosno

poslednjoj nedjelji pracenja.

2.50
2.00
1.50
1.00
0.50
0.00

\ / ==@==Backi Petrovac | 2009.

\ \\/ == Backi Petrovac | 2010.

Grafikon 7. Shannon-Weaver-ovi indeksi diverziteta kroz nedjelje tokom 2009. i 2010.
godine na lokalitetu Backi Petrovac, usjevi Backi Petrovac 1 2009. i Backi Petrovac I

2010.

3.00
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2.00
1.50
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== Backi Petrovac Il 2010.
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==fh==Backi Petrovac 2011.

Grafikon 8. Shannon-Weaver-ovi indeksi diverziteta kroz nedjelje tokom 2009., 2010. i
2011. godine na lokalitetu Backi Petrovac, usjevi Backi Petrovac II 2009., Backi
Petrovac I1 2010. i Backi Petrovac 2011.
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Grafikon 9. Shannon-Weaver-ovi indeksi diverziteta kroz nedjelje tokom 2009. godine
na lokalitetu Cenej

U usjevima Backi Petrovac II 2009., Backi Petrovac II 2010. i Backi Petrovac
2011. godine tokom citavog perioda pracenja indeksi diverziteta su bili visoki, i samo je
2010. godine u cetvrtoj nedjelji opao do 0. U prvoj 1 drugoj godini pracenja maksimum
je postignut u petoj nedjelji, dok je u tre¢oj godini maksimum dostignut u cetvrtoj
nedjelji pracenja.

Na lokalitetu Cenej 2009. godine indeks diverziteta je svoju maksimalnu
vrijednost dostigao u drugoj nedjelji pracenja. Posle druge nedjelje je uocen nagli pad
indeksa, da bi u petoj i Sestoj nedjelji dostigao 0, a zatim u poslednjoj nedjelji neznatno

porastao.

2.00

1.00 \ == Kisa¢ 2010.
0.50 f \ == Kisac 2011.
OOO =1 T T v T T ‘ T 1

1 2 3 4 5 6 7 8

Grafikon 10. Shannon-Weaver-ovi indeksi diverziteta kroz nedjelje tokom 2010. 1 2011.
godine na lokalitetu Kisa¢, usjevi Kisa¢ 2010. 1 Kisa¢ 2011.

Na lokalitetu Kisac¢, u usjevima Kisa¢ 2010. i1 Kisa¢ 2011. indeksi diverziteta
tokom dvije godine istrazivanja su bili niski. Prve godine ispitivanja uocljiva su dva
pika u tre¢oj 1 petoj nedjelji, ali sa niskim vrijednostima indeksa, dok je u drugoj godini
u prve Cetiri nedjelje pracenja indeks bio ujednacen, da bi zatim naglo opao.

Ukoliko posmatramo ukupne indekse diverziteta za usjeve, uocava se da su oni

najve¢i u 2009. godini. Pojedinacno je najve¢i indeks diverziteta u usjevu Backi
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Petrovac 1T 2009. Najmanji indeks diverziteta zabiljezen je na lokalitetu Kisa¢ 2010.

godine (Grafikon 11).

3.00 i Backi Petrovac | 2009.
2.50 A H Backi Petrovac Il 2009.
2.00 - o Cenej 2009.
1.50 - M Backi Petrovac |1 2010.
H Backi Petrovac Il 2010.
1.00 -
M Kisac 2010.
0.50 1 M Backi Petrovac 2011.
0.00 M Kisa¢ 2011.

20089. 2010. 2011.

Grafikon 11. Ukupni Shannon-Weaver-ovi indeksi diverziteta po godinama za sve
usjeve
Najvec¢i maksimalni indeks diverziteta uocen je na lokalitetu Cenej u prvoj

godini ispitivanja, dok je najmanji maksimalni indeks diverziteta zabiljeZzen u usjevu na

lokalitetu Kisa¢ 2009. godine (Grafikon 12).

3.00 -~ H Backi Petrovac | 2009.
2.50 - M Backi Petrovac 11 2009.
200 - H Cenej 20009.

M Backi 2010.
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M Backi Petrovac 11 2010.
1.00 -

M Kisac¢ 2010.
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M Backi Petrovac 2011.
0.00

M Kisac€ 2011.
20009. 2010. 2011.

Grafikon 12. Maksimalni Shannon-Weaver-ovi indeksi diverziteta po godinama za sve
usjeve

5.7. Molekularno dokazivanje najznacajnijih virusa tikava

Koris¢enjem RT-PCR metode dokazano je prisustvo ZYMV, WMV, CMV,
TSWV ili CABYV u 16 razli¢itih vrsta, sorti i varijeteta tikava i TSWV u dvije vrste
korovskih biljaka u Srbiji. Svi uzorci u kojima su odgovaraju¢i virusi molekularno
dokazani bili su seroloski pozitivni, osim $to je prisusutvo TSWV 1 CABY'V molekularo

dokazano u uzorcima u kojima je TSWV prethodno detektovan primjenom biotesta, a
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CABYV testom perzistentnog prenoSenja vaSima. Do amplifikacije nije doSlo u
ekstraktu RNA pripremljenom od nezarazenog lis¢a tikava, kao ni u negativnoj kontroli

(PCR smjesa sa molekularnom vodom).

5.7.1. Molekularna detekcija ZYMV

U cilju molekularne detekcije ZYMV u lis¢u tikava prvo je optimizovan
protokol za RT-PCR prilagodavanjem potrebne koncentracije specificnih prajmera
ZYMV CPfwd/CPrev. Nakon optimizacije protokola, potvrdeno je prisustvo ZYMV
kod svakog od 31 testiranih uzorka tikava sa razlicitih lokaliteta. ZYMV je uspjesno
detektovan u svim uzorcima, bilo da se radilo o pojedina¢nim ili mijeSanim infekcijama.
Do nespecificne amplifikacije nije doSlo ni u jednom slu€aju mijeSanih infekcija.
Poredenjem amplifikovanih fragmenata testiranih uzoraka sa koriS¢enim markerom

(M), utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine oko 1100 bp (Slika 109).

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

1100 bp ——

Slika 109 Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem Zucchini
yellow mosaic virus specificnog seta prajmera ZYMV CPfwd/CPrev. Kolone: M-
MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 2-4
pojedinacne infekcije ZYMV izolatima: 130-08 (lokalitet Titel), 135-08 (lokalitet
Kisac), 148-08 (lokalitet Backi Petrovac); 5-mijesana infekcija ZYMV i WMV-izolat
125-08 (lokalitet Aleksandrovo); 6-mijeSana infekcija ZYMV 1 CMV-izolat 153-08
(lokalitet Backi Petrovac); 7- mijesana infekcija ZYMV, WMV i CMV-izolat 117-08
(lokalitet Gardinovci), 8-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom

Drugi par specifi¢nih prajmera ZY-2/3 primijenjen je u cilju ispitivanja njihove
pogodnosti za rutinsku detekciju izolata ZYMYV, na svih 31 ispitivanih izolata. Kod 31
ispitivanog izolata, doSlo je do amplifikacije fragmenta, za koji je poredenjem sa
primijenjenim markerom (M), utvrdeno da su veli¢ine od oko 1186 bp (Slika 110), Sto
je 1 oc¢ekivana veli¢ina fragmenta za primijenjene prajmere. Ni kod jednog ispitivanog
uzorka nije doslo do pojave nespecificnih reakcija. Ovim je potvrdena pogodnost i
ovog para prajmera za rutinsku detekciju ZYMV u tikvama.

Svi ispitivani izolati amplifikovani su koriS¢enjem oba para prajmera. Tako da
su se i par prajmera ZYMV CPfwd/Cprev i par prajmera ZY-2/3 pokazali uspjesnim i

pogodnim za rutinsku detekciju izolata ZYMYV iz tikava porijeklom iz Srbije.
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Slika 110. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih koriS¢enjem Zucchini
yellow mosaic virus specifi¢nog seta prajmera ZY-2/3. Kolone: M-MassRuler"DNA
ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 2-4 pojedinacne infekcije
ZYMV izolatima: 130-08 (lokalitet Titel), 135-08 (lokalitet Kisac), 148-08 (lokalitet
Backi Petrovac); S5-mijesana infekcija ZYMV 1 WMV-izolat 125-08 (lokalitet
Aleksandrovo); 6-mijeSana infekcija ZYMV 1 CMV-izolat 153-08 (lokalitet Backi
Petrovac); 7- mijeSana infekcija ZYMV, WMV i CMV-izolat 117-08 (lokalitet
Gardinovci), 8-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom

5.7.2. Molekularna detekcija WMV

Molekularna detekcija Cetiri izolata WMV obavljena je upotrebom Sest razli¢itih
parova prajmera u cilju utvrdivanja najpogodnijeg para za rutinsku detekciju. Za ova
ispitivanja kori$éeni su izolati 137-08, 159-08, 256-09 i 268-09 prethodno seroloski
okarakterisani kao WMV.

Primjenom prajmera WMV-5'/3", uspjesno su amplifikovana sva Cetiri ispitivana
izolata (Slika 111a). Poredenjem dobijenih amplikona sa koriS¢enim markerom (M)
utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 400 bp bez nespecificnih
amplifikacija.

Primjenom para prajmera WPId/r uspjeSno su amplifikovana sva Cetiri
ispitivana izolata (Slika 111b). Poredenjem dobijenih amplikona sa kori§¢enim
markerom (M) utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 708 bp bez
nespecificnih amplifikacija. Medutim, reakcija kod izolata 256-09 i 268-09 je bila
slabog intenziteta, u vidu jedva vidljivih traka.

UspjeSna amplifikacija sva Cetiri ispitivana izolata obavljena je i primjenom para
prajmera WMV CPfwd/rev (Slika 111c). Poredenjem dobijenih amplikona sa koris¢enim
markerom (M) utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 1017 bp bez
nespecifi¢nih amplifikacija.

Prajmeri WMV-1-5'/1190-3" omogu¢ili su amplifikaciju samo izolata 137-08 1
159-08 (Slika 111d). Poredenjem dobijenih amplikona sa koris¢enim markerom (M)
utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 1200 bp bez nespecificnih

amplifikacija. Do amplifikacije nije doslo kod izolata 256-09 i 268-09.
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Primjenom prajmera WCId/r uspjesno su amplifikovana sva cetiri ispitivana
izolata, samo $to je kod izolata 268-09 dobijena nesto tanja traka, odnosno amplifikacija
je bila slabijeg intenziteta, u odnosu na ostala tri ispitivana izolata (Slika 111e).
Poredenjem dobijenih amplikona sa koriS¢enim markerom (M) utvrdeno je prisustvo
fragmenta ocekivane veli¢ine od 702 bp bez nespecifi¢nih amplifikacija.

Primjenom para prajmera WCPd/r koji amplifikuju kraj NIb, cijeli CP 1 dio 3'
UTR uspjesno su amplifikovana sva cCetiri ispitivana izolata (Slika 111f). Poredenjem
dobijenih amplikona sa kori§¢enim markerom (M) utvrdeno je prisustvo fragmenta
ocekivane veli¢ine od 930 bp bez nespecifiénih amplifikacija. Do amplifikacije nije
doslo u ekstraktu RNA pripremljenom od nezarazenog lis¢a tikava, kao ni u negativnoj

kontroli (PCR smjesa sa molekularnom vodom).

t o

Slika 111. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem Sest
Watermelon mosaic virus specificnih setova prajmera: a) WMV-53"; b) WPI1d/r; ¢)
WMVCPfwd/rev; d) WMV-1-571190-3"; e) WCId/r; f) WCPd/r. Kolone: M-
MassRuler MDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 2-izolat
256-09 (C. pepo 'Tosca'); 3-izolat 268-09 (C. pepo 'Tosca'); 4-izolat 137-08 (C. pepo
'Olinka'); 5-izolat 159-08 (C. maxima); 6-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom
vodom

Analizom dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su se kao pogodni prajmeri
za rutinsku detekciju WMV pokazali svi kori§éeni parovi, sa nesto manjom pogodnoséu
WP1d/r i WMV-1-5'71190-3', a kako ova oba para prajmera amplifikuju dio gena za P1
protein, takode se moze zakljuciti da ovaj dio genoma nije pogodan za detekciju WMV.

Ipak, kao najpogodniji prajmeri za rutinsku detekciju i dalji rad odabrani su WMV-5'/3'
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zbog toga Sto amplifikuju fragment koji obuhvata djelove NIb i CP gena koji su visoko
varijabilni kod virusa Potyvirus roda.

Molekularna detekcija WMV u uzorcima sakupljenim 2009., 2010. i 2011.
godine, prethodno seroloski okarakterisanim kao WMV obavljena je upotrebom
prajmera WMV-5'/3". Kod svih 14 ispitivanih izolata, kao i pozitivne kontrole uspjesno

su amplifikovani fragmenti o¢ekivane veli¢ine od 400 bp.

5.7.3. Molekularna detekcija CMV

Molekularna detekcija CMV obavljena je primjenom prajmera CMV
Aulu/Au2d. Uspjesno su amplifikovani fragmenti svih osam ispitivanih izolata (115-
08, 151-08, 242-09, 270-09, 500-10, 171-11, 717-11, 720-11) (Slika 112). Poredenjem
dobijenih amplikona sa koris¢enim markerom (M) i pozitivnom kontrolom, izolatom
746-07 iz paradajza, utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 850 bp bez

nespecifi¢nih amplifikacija.

850 bp — BARL e D GRS GTEED CEEED CONEED cewwn

Slika 112. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem Cucumber
mosaic  virus specificnog seta prajmera CMV Auluw/Au2d. Kolone: M-
MassRuler MDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 2-izolat
115-08 (C. pepo 'Olinka'); 3-izolat 151-08 (C. pepo 'Olinka'); 4-izolat 242-09 (C.
maxima); 5-izolat 270-09 (C. pepo 'Tosca'); 6-izolat 500-10 (C. pepo); 7-izolat 171-11
(C. pepo); 8-izolat 717-11 (C. pepo); 9-izolat 720-11 (C. pepo); 10-pozitivna kontrola,
izolat 746-07; 11-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom

5.7.4. Molekularna detekcija TSWV

Molekularna detekcija TSWV obavljena je primjenom prajmera TSWVCP-f/r.
Uspjesno su amplifikovani fragmenti sva Cetiri ispitivana izolata, od ¢ega su dva bila
izolati iz tikava, 236-09 i 240-09, a dva izolati iz korovskih biljaka, 273-10 i 354-10
(Slika 113). Poredenjem dobijenih amplikona sa koris¢enim markerom (M) i
pozitivnom kontrolom, izolatom iz duvana 33-06 (GQ355467), utvrdeno je prisustvo

fragmenta ocekivane veli¢ine od 738 bp bez nespecifi¢nih amplifikacija.
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Slika 113. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih koriS¢enjem Tomato
spotted  wilt virus specificnog seta prajmera TSWVCP-f/r. Kolone: M-
MassRuler MDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 2-izolat
236-09 (C. maxima); 3-izolat 240-09 (C. pepo 'Beogradska'); 4-izolat 273-10 (C.
arvensis), 5-izolat 354-10 (A. retroflexus); 6-pozitivna kontrola, izolat 33-06
(GQ355467); 7-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom

5.7.5. Molekularna detekcija izolata kompleksa virusa koji izaziva Zutilo tikava
Molekularna detekcija virusa koji izazivaju simptome zutila na tikvama
sprovedena je u Cetiri uzorka sa tipi¢nim simptomima, 66-09, 165-09, 234-09 i 241-09
primjenom specifi¢nih prajmera za detekciju Cetiri virusa, CABYV, BPYV, CYSDV i
CVYV. U cilju molekularne detekcije CABYV upotrijebljeni su prajmeri CABYV
up/down 1 CE9/10, u cilju detekcije BPYV prajmeri BPYV UIl, u cilju detekcije
CYSDV prajmeri CYSDV 1/2 i CYSCP{/r, a u cilju detekcije CVYV prajmeri CVYV
CP1/2. Samo sa prajmerima za CABY'V doslo je do uspjesne amplifikacije oCekivanih
fragmenata. Sa prajmerima CABYV up/down uspjeSno su amplifikovani svi ispitivani
izolati, pri ¢emu su dobijeni amplikoni ¢ijim je poredenjem sa markerom (M) utvrdeno
da odgovaraju ocekivanoj duzini fragmenta od 484 bp (Slika 114), dok su sa prajmerima

CE9/10 amplifikovani fragmenti ocekivane veli¢ine 600 bp, kod svih izolata, osim kod

izolata 241-09 (Slika 115).

M  66-09 165-09 234-09 241-09

484 bp ——3p

Slika 114. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem Cucurbit
aphid-borne yellows virus specificnog seta prajmera CABYV up/down. Kolone: M-
MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 2-izolat
66-09 (C. pepo 'Olinka'); 3-izolat 165-09 (C. pepo 'Olinka'); 4-izolat 234-09 (C. pepo
'Olinka'); 5-izolat 241-09 (C. maxima); 6-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom
vodom
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Slika 115. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem Cucurbit
aphid-borne yellows virus specificnog seta prajmera CE9/10. Kolone: M-
MassRuler MDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 2-izolat
66-09 (C. pepo 'Olinka'); 3-izolat 165-09 (C. pepo 'Olinka'); 4-izolat 234-09 (C. pepo
'Olinka'); 5-izolat 241-09 (C. maxima); 6-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom
vodom

5.7.5.1. Molekularna detekcija CABYV

U cilju utvrdivanja pogodnosti koris¢enih parova prajmera za rutinsku detekciju
detekciju CABYV, pored rezultata dobijenih koriS¢enjem cetiri izolata 66-09, 165-09,
234-09 1 241-09, primijenjena je RT-PCR reakcija sa specificnim prajmerima za
detekciju CABYV, CABYV up/down i CE9/10 na jo§ osam uzoraka biljaka da
simptomima zutila, 145-08, 157-08, 162-09, 194-09, 197-09, 237-09, 242-09 i 249-09.
Kod svih osam uzoraka su amplifikovani fragmenti ocekivane velic¢ine 484 bp sa
prajmerima CABYV up/down (Slika 116). Koris¢enjem prajmera CE9/10 nije doslo do
amplifikacije kod uzoraka 162-09 i 249-09, dok je kod uzorka 194-09 ostvarena
amplifikacija odgovarajuée veliCine, ali sa veoma niskim prinosom. Kod ostalih pet
testiranih izolata doslo je do amplifikacije fragmenta ocekivane veli¢ine od 600 bp
(Slika 117).

Na osnovu dobijenih rezultata zakljucilo se da su prajmeri CABYV up/down
pogodniji za rutinsku detekciju CABY'V, pa su oni koris¢eni za detekciju CABYV kod

ostalih 46 uzoraka tikava u toku ovih istrazivanja (Tabela 7).

M 14508 157-08 162-09 194-09 197-09 237-08 24209 248-08 K B

Slika 116. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem Cucurbit
aphid-borne yellows virus specificnog seta prajmera CABYV up/down. Kolone: M-
MassRuler "DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 2-9 izolati
145-08, 157-08, 162-09, 194-09, 197-09, 237-09, 242-09, 249-09; 10-pozitivna kontrola
izolat 66-09; 11-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom

135



M 14508 157-08 162-08 134-09 197-08 Z37-0% 24209 24808

Slika 117. Elektroforetska analiza RT-PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem Cucurbit
aphid-borne yellows virus specificnog seta prajmera CABYV up/down. Kolone: M-
MassRuler MDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 2-5 izolati
162-09, 165-09, 237-09, 242-09, 249-09; 6-pozitivna kontrola izolat 66-09; 7-negativna
kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom

Kod svih 46 ispitivanih izolata iz 2008., 2009., 2010. i 2011. godine upotrebom

CABYV up/down amplifikovani su fragmenti o¢ekivane velicine 484 bp.

5.8. Molekularna identifikacija i karakterizacija izolata virusa tikava

Za sekvencioniranje i poredenje sekvenci sa sekvencama izolata iz drugih
djelova svijeta u cilju molekularne identifikacije 1 karakterizacije odabrani su izolati
najvaznijih virusa tikava iz Srbije, za koje je primjenom molekularnih, seroloskih i/ili

bioloskih metoda utvrdeno da pripadaju ZYMV, WMV, CMV, TSWV i CABYV.

5.8.1. Molekularna identifikacija izolata virusa tikava
Po obavljenom sekvencioniranju sekvence, odabranih izolata virusa tikava su
obradene, a zatim su identifikovane koriS¢enjem BLAST analize i proracunom

geneticke slicnosti.

5.8.1.1. Molekularna identifikacija izolata ZYMV

Molekularna identifikacija ZYMYV izvrSena je na osnovu osobina dijela genoma
koji pokriva dio NIb, cijeli CP i dio 3' UTR, parnim i viSestrukim poredenjima sekvenci
odabranih izolata ZYMYV iz Srbije i drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka.
Za ova istrazivanja odabran je 1 sekvencioniran 31 izolat ZYMV iz Srbije. Kako 1
prajmeri ZYMV CPfwd/CPrev 1 prajmeri ZY-2/3 pokrivaju isti dio genoma ZYMV, to
su svi izolati sekvencionirani sa ZYMV CPfwd/Cprev, a samo izolati iz 2011. godine sa
parom prajmera ZY?2/3. Svi sekvencionirani izolati deponovani su u GenBank bazu

podataka, a pristupni brojevi su prikazani u tabeli 63.
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Tabela 63. Spisak izolata Zucchini yellow mosaic virus iz Srbije sekvencioniranih u
ovim istraZivanjima

Izolat Godina  Domacin GenBank
izolacije pristupni broj

125-07  2007. Cucurbita pepo 'Olinka’ IN315856

164-07  2007. Lagenaria siceraria JN315858

244-07  2007. Cucurbita moschata JN315859

441-07  2007. Cucurbita pepo 'Olinka’ JN315857

115-08  2008.  Cucurbita pepo 'Olinka’ +

128-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ HMO072431

147-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ HMO072432

151-08  2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ JN315860

161-08  2008. Cucurbita maxima +

162-08  2008. Cucurbita maxima JN315861

163-08  2008. Lagenaria siceraria +

128-09  2009. Cucurbita pepo 'Olinka’ IN315862

199-09  2009. Cucurbita maxima +

226-09  2009. Cucurbita pepo '"Tosca' JF308188

237-09  20009. Cucurbita pepo '"Tosca' +

239-09  2009. Cucurbita maxima JF308189

243-09  20009. Cucurbita moschata IN315863

216-10  2010. Cucurbita pepo "Wrinkle bat' +

230-10  2010. Cucurbita pepo 'Genovese' +
300-10  2010. Cucurbita maxima +
308-10 2010. Cucurbita pepo selekcioni materijal +
328-10 2010. Lagenaria siceraria +
390-10  2010. Cucurbita pepo 'Horgos' +
472-10  2010. Cucurbita pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis'  +
492-10  2010. Cucurbita pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis' +
431-11  2011. Cucumis melo +
435-11  2011. Cucumis melo +
550-11  2011. Citrullus lanatus +
681-3 [** Cucurbita moschata 681-3 +
686-31 / Cucurbita pepo 686-31 +
670-40 / Cucurbita maxima 670-40 +

*- sekvence deponovane u GenBank, dostupne najkasnije od 31.12.2012. godine
**. jzolati dobijeni testiranjem prenoSenja sjemenom

BLAST analizom dobijenih sekvenci ispitivanih izolata utvrdeno je da oni dijele
od 92 do 100% slicnosti sa izolatima ZYMV iz drugih djelova svijeta. Najvecu
geneticku slicnost od 99 ili 100%, uz 100% pokrivenosti ispitivanih sekvenci, svi izolati
porijeklom iz Srbije su pokazali sa Sest izolata iz C. pepo iz Austrije (AJ420012-17).
Detaljnim poredenjem Sest austrijskih sekvenci sa sekvencama iz Srbije, koriS¢enjem
MEGA 5.0. programa na osnovu fragmenta veli¢ine 960 bp, pokazalo se da sekvence

izolata ZYMV 1z Srbije dijele 99,5-100% nukleotidne identi¢nosti sa austrijskim,
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odnosno da se razlikuju maksimalno u 5 nukleotida. Ukoliko se posmatra 837 nt koji
kodiraju cijeli CP, sekvence porijeklom iz Srbije sa austrijskim sekvencama imaju 99,6-
100% nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti, a maksimalno se razlikuju u 3 nukleotida.
Medutim, ukoliko posmatramo razliku u broju aminokiselina onda se samo dvije
sekvence iz Srbije, 670-40 i HM072432, razlikuju u po jednoj aminokiselini u odnosu

na Sest sekvenci ZYMYV iz Austrije.

5.8.1.2. Molekularna identifikacija izolata WMV

Molekularna identifikacija WMV izvrSena je na osnovu osobina dijela genoma
koji pokriva dio NIb, CP i dio 3' UTR. Sekvencioniranje izolata WMV obavljeno je sa
tri para prajmera WMV-5'/3", WMVCPfwd/rev 1 WCPd/r. Izolati WMV dobijeni u toku
ovih istrazivanja, kao i pristupni brojevi pod kojim su deponovani u GenBank bazi
podataka prikazani su u tabeli 64. Identifikacija 18 izolata WMV, dobijenih u ovim
istrazivanjima obavljena je parnim 1 visestrukim poredenjima sekvenci odabranih
izolata WMV iz Srbije 1 drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka.

BLAST analiza 18 izolata WMV sekvencioniranih parom prajmera WMV-5'/3'
koji pokrivaju dio NIb i dio CP, pokazala je da izolati porijeklom iz Srbije sa izolatima
WMYV iz drugih djelova svijeta deponovanim u GenBank bazi podataka dijele od 90-
99% sli¢nosti uz 99 ili 100% pokrivenosti sekvenci. Detaljnim poredenjem sa izolatima
iz BLAST-a, Cetiri izolata iz Srbije (499-10, 500-10, 613-11 i 717-11) dijele najvecu
sli¢nost od 97,2-97,8% na nukleotidnom nivou (8 i 10 nukleotidnih razlika), odnosno
98,3-99,2% na aminokiselinskom (1 1 2 aminokiselinske razlike) sa sekvencama izolata
iz Francuske (EU660586) 1 Kine (EF127832). Ostali izolati najvecu slicnost dijele sa
izolatima iz Slovacke (GQ241712, GQ241713 i GQ241705) i Italije (EU660590) od
97,1-100% na nukleotidnom nivou, odnosno razlikuju se u najvise 10 nukleotida, dok je
sliénost na aminokiselinskom nivou 96,5-100%, odnosno razlikuju se u najviSe 4

aminokiselinske pozicije.
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Tabela 64. Pregled izolata Watermelon mosaic virus iz Srbije sekvencioniranih u ovim istrazivanjima

Godina ) . Gquank pristupni broj
Izolat izolacije Domacin Lokalitet prajmeri
WMV-5/3"  WMVCPfwd/rev WCPd/r

137-08 2008. Cucurbita pepo 'Olinka’ Kisa¢ JF325890 GQ259958 /
159-08 2008. Cucurbita maxima Backi Petrovac JF325891 GU144020 /
160-09 2009. Cucurbita pepo "Beogradska' Cenej +* / /
256-09 2009. Cucurbita pepo 'Tosca' Ruma + / +
268-09 2009. Cucurbita pepo '"Tosca' Ruma + / +
381-10 2010. Cucurbita pepo 'Horgos' Horgo$ + / /
466-10 2010. Cucurbita pepo 'Gleisdorfer Olkiirbis' ~ Conoplja + / /
499-10 2010. Cucumis sativus Porodin + / /
500-10 2010. Cucurbita pepo Porodin + / /
170-11 2011. Cucurbita pepo Staro Selo + / /
485-11 2011. Cucurbita pepo 'Greycetini F1' Kupusina + / /
541-11 2011. Cucurbita pepo Dikanovac + / /
571-11 2011. Cucurbita pepo Ratari + / /
613-11 2011. Cucumis melo Togocevce + / /
680-11 2011. Cucurbita pepo Novo Selo + / /
693-11 2011. Cucurbita pepo Veliko Selo + / /
714-11 2011. Cucurbita pepo Porodin + / /
717-11 2011. Cucurbita pepo Porodin + / /

*- sekvence deponovane u GenBank, dostupne najkasnije od 31.12.2012. godine
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BLAST analiza dva izolata sekvencionirana koris¢enjem WCPd/r prajmera
otkrila je da je slicnost izolata porijeklom iz Srbije sa izolatima WMV iz drugih djelova
svijeta od 95 do 99%. Detaljnim poredenjem ispitivanih sekvenci sa sekvencama iz
GenBank baze podataka, izolati iz Srbije najvecu slicnost pokazuju sa sekvencom iz
Spanije (AJ579490) i dvije sekvence iz Francuske (JF273462 i EU660578), s tim §to
izolat 256-09 pokazuje 99% sli¢nosti, odnosno razliku u 8 nukleotida, dok izolat 268-09
pokazuje 98,8% sli¢nosti, odnosno razliku u 10 nukleotida. Na aminokiselinskom nivou
izolat 256-09 ima 100% sli¢nost sa izolatima iz Spanije i Francuske, dok izolat 268-09
pokazuje 99,6% sli¢nosti, odnosno razliku u jednoj aminokiselini u odnosu na izolate iz
Spanije i Francuske.

Analiza sekvenci dva izolata dobijena koriS¢enjem WMVCPfwd/rev,
sprovedena upotrebom BLAST algoritma pokazala je da izolati iz Srbije dijele 93-99%
sli¢nosti sa izolatima WMYV iz drugih djelova svijeta. Detaljnom analizom utvrdeno je
da nasi izolati najvecu sli¢nost od 99,4% dijele sa izolatom iz Francuske (JF273462) sa
kojim se u dijelu CP gena 1 3' UTR razlikuju u Sest nukleotida, dok su na

aminokiselinskom nivou u dijelu CP identi¢ni.

5.8.1.3. Molekularna identifikacija izolata CMV

Molekularna identifikacija izolata CMV obavljena je na osnovu kompletnog
gena za proteinski omota¢ i djelove 5' i 3' neprepisujucih regiona koji su umnozeni
upotrebom CMV Aulu/2d para prajmera. Sekvencionirano je ukupno Sest izolata koji su
prijavljeni u GenBank bazu podataka, dodijeljeni su im pristupni brojevi koji su za
izolate 115-08 1 151-08 objavljeni (HM065510, odnosno HM065509), a za cetiri
izolata, 270-09, 500-10, 717-11, 720-11 ¢e biti dostupni od 31.12.2012. godine.
Identifikacija Sest izolata CMV, dobijenih u ovim istrazivanjima obavljena je parnim i
visestrukim poredenjima sekvenci dobijenih izolata iz Srbije 1 drugih izolata dostupnih
u GenBank bazi podataka.

Analiza sekvenci Sest izolata, sprovedena upotrebom BLAST algoritma
pokazala je da izolati iz Srbije dijele 94-99% sli¢nosti sa izolatima CMV iz drugih
djelova svijeta. Detaljnom analizom utvrdeno je da izolati porijeklom iz Srbije: 115-08
(HM065510), 151-08 (HM065509), 270-09, 500-10 i 720-11 najvecu sli¢nost od 99,6-
99% na nukleotidnom nivou dijele sa izolatima iz Australije (AJ585517 1 U22821) i
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Madarske (AM114273 1 AJ517802) sa kojima se razlikuju u 3 do 8 nukleotida, dok se
na aminokiselinskom nivou samo izolat 115-08 razlikuje u 2 aminokiselinske pozicije
(99,1% sli¢nosti). 1zolat 717-11 najvecu nukleotidnu (97,7%) 1 aminokiselinsku (97,7%)
sli¢nost ima sa izolatom iz Australije (AJ585517) od koga se razlikuje u 18 nukleotidnih

pozicija, koje rezultiraju promjenom 5 aminokiselina.

5.8.1.4. Molekularna identifikacija izolata TSWV

Molekularna identifikacija TSWV obavljena je na osnovu dijela gena za
nukleokapsid (N). U toku ovih istrazivanja sekvencionirana su cetiri izolata TSWV
koris¢enjem para prajmera TSWVCP-1/r. Sekvence izolata TSWV dobijene u toku ovih
istraZivanja deponovane su u GenBank bazu podataka gdje su dobili pristupne brojeve.
Izolatu 236-09 iz C. maxima dodijeljen je pristupni broj JF303080, izolatu 240-09 iz C.
pepo 'Beogradska' JF303081, dok ¢e pristupni brojevi za izolate 273-10 iz Convolvulus
arvensis 1 354-10 iz Amaranthus retroflexus biti dostupni od 31.12.2012. godine.
Identifikacija Cetiri izolata TSWYV, dobijena u ovim istraZivanjima obavljena je parnim i
viSestrukim poredenjima sekvenci dobijenih izolata iz Srbije i drugih izolata dostupnih
u GenBank bazi podataka.

BLAST analiza Cetiri izolata TSWV dobijena u ovim istrazivanjima, pokazala je
da oni dijele 98-100% slicnosti uz 100% pokrivenosti sekvenci, sa izolatima TSWV iz
drugih djelova svijeta. Detaljnom analizom sekvenci utvrdeno je da izolati TSWV
porijeklom iz Srbije pokazuju najvec¢u slicnost od 100% na nukleotidnom i
aminokiselinskom nivou, sa izolatom TSWYV iz Crne Gore (GU369729) i tri izolata iz

Srbije, dva iz duvana (GQ373173 1 GQ355467) i jednim iz crnog luka (JQ619234).

5.8.1.5. Molekularna identifikacija izolata CABYV

Molekularna identifikacija CABYV izvrSena je na osnovu osobina dijela
genoma koji pokriva dio intergenskog regiona ispred CP gena, CP i MP gen.
Sekvencioniranje izolata obavljeno je sa dva para prajmera CABYV up/down i CE9/10.
Izolati CABYV dobijeni u toku ovih istrazivanja, kao i pristupni brojevi pod kojim su
sekvence deponovane u GenBank bazi podataka prikazani su u tabeli 65. Molekularna

identifikacija 32 izolata CABYV dobijenih u ovim istraZivanjima obavljena je parnim i

141



visestrukim poredenjima sekvenci odabranih izolata CABY'V iz Srbije i1 drugih izolata
dostupnih u GenBank bazi podataka.

BLAST analiza sekvenci izolata CABYV koji su sekvencionirani sa oba
koriS¢ena para prajmera CABYV up/down i CE9/10 i ¢ije su sekvence zatim spojene,
pokazala je da su izolati iz Srbije pokazuju 93-99% sli¢nosti, uz 99 i 100% pokrivenosti
sekvenci, sa izolatima CABY'V iz drugih djelova svijeta. Detaljnom analizom sekvenci
utvrdeno je da su izolati CABYV porijeklom iz Srbije najsli¢niji, 94,9-98,8% na
nukleotidnom i aminokiselinskom nivou, sa izolatom iz Francuske ( X76931), od koga
se razlikuju u 9 do 38 nukleotidnih pozicija. U dijelu sekvence koja kodira CP, odnosno
MP gen razlika izmedu naSih izolata i izolata X76931 bila je 94,3-99% (2 do 11
aminokiselinskih razlika), odnosno 91,2-97,3% (5 do 15 aminokiselinskih razlika).

Analiza sekvenci izolata dobijenih sa CE9/10 sprovedena BLAST algoritmom,
pokazala je da izolati iz Srbije pokazuju slicnost od 94-99% sa izolatima CABYYV iz
drugih djelova svijeta. Detaljna analiza sekvenci otkrila je da izolati CABYV
porijeklom iz Srbije najvecéu sli¢nost pokazuju sa izolatima iz Ceske (HM771271-13),
sa kojima pokazuju 99,6-99,8% nukleotidne sli¢nosti, odnosno razlikuju se u samo 1 ili
2 pozicije, u dijelu genoma koji kodira CP i preklapaju¢i MP. Na aminokiselinskom
nivou u dijelu CP gena sli¢nost je 100%, dok je u dijelu MP gena sli¢nost 99,6-99,8%
na aminokiselinskom nivou, odnosno u translaciji se razlikuju u jednoj ili dvije
aminokiseline.

BLAST analiza izolata CABYV koju su sekvencionirani sa CABYV up/down,
pokazala je da su izolati iz Srbije 93-99% sli¢nosti uz 99 1 100% pokrivenosti sekvenci,
sa izolatima CABY'V iz drugih djelova svijeta. Detaljnom analizom sekvenci utvrdeno
je da su izolati CABYV iz Srbije najsli¢niji, 97,3-99,1% na nukleotidnom nivou, sa
izolatom iz Francuske (X76931), od koga se razlikuju u 4 do 12 nukleotida. U dijelu
sekvence koja kodira CP, odnosno MP gen razlika izmedu naSih izolata 1 izolata
X76931 bila je 97,8-98,9% (1 ili 2 aminokiselinske razlike), odnosno 96,4-98,8% (1 ili
3 aminokiselinske razlike).

Tabela 65. Pregled izolata Cucurbit aphid-borne yellows virus iz Srbije
sekvencioniranih u ovim istrazivanjima

Godina ) ‘ GenBank pristupni broj
Izolat olaciie Domacin Lokalitet prajmeri
! CABYV up/down  CE9/10
145-08 2008. Cucurbita pepo 'Olinka'  Kisac / HQ202745
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157-08
66-09

162-09

165-09
194-09
197-09
234-09
237-09
241-09
242-09
246-09
249-09
298-10
336-10
343-10
346-10
349-10
350-10
351-10
356-10
378-10
168-11
422-11
432-11
433-11
441-11
439-11
488-11

570-11
610-11
694-11

2008.
2009.

2009.

2009.
2009.
2009.
2009.
2009.
2009.
2009.
2009.
2009.
2010.
2010.
2010.
2010.
2010.
2010.
2010.
2010.
2010.
2011.
2011.
2011.
2011.
2011.
2011.
2011.

2011.
2011.
2011.

Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo
'Beogradska'

Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo '"Tosca'
Cucurbita maxima
Cucurbita maxima
Cucurbita maxima
Cucurbita pepo
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita maxima
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita maxima
Cucurbita pepo "Horgos'
Cucurbita pepo
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucumis melo

Cucumis melo
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo 'Olinka’
Cucurbita pepo
'Greycetini F1'

Cucumis sativus
Cucumis melo
Cucurbita pepo

Backi Petrovac
Budisava

Sirig

Srbobran
Zmajevo
Zmajevo

Kisa¢

Backi Petrovac
Backi Petrovac
Backi Petrovac
Backi Petrovac
Backi Petrovac
Kisa¢

Zmajevo
Zmajevo
Zmajevo
Zmajevo
Zmajevo
Zmajevo
Zmajevo
Orom

Staro Selo
Irmovo

Silbas

Silbas

Silbas

Silbas
Kupusina
Debrc

Togocevce
Veliko Selo

T~

T e o i i i e e S e S S S S S

_l_
+
_l_

JF303079
+

~

~

*- sekvence deponovane u GenBank, dostupne najkasnije od 31.12.2012. godine

5.8.2. Molekularna karakterizacija najznacajnijih virusa tikava

Molekularna karakterizacija najvaznijih virusa tikava obavljena je prora¢unom

geneticke sli¢nosti izmedu dobijenih izolata i filogenetskim analizama izolata dobijenih

u Srbiji sa izolatima deponovanim u GenBank bazi podataka.

5.8.2.1.1. Proracun geneticke sli¢nosti izolata ZYMV

Sekvence svih, od 31 amplifikovanih izolata ZYMV, medusobno su poravnate i

skra¢ene na duzinu od 960 nt, Sto odgovara duzini najkraée sekvence. Slicnost izolata

porijeklom iz Srbije, u dijelu genoma od 960 nt, koji obuhvata dio NIb, cijeli CP i dio 3'
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UTR na nukleotidnom nivou kretala se od 99,2-100%, odnosno kod njih nije bilo
razlike u nukleotidima ili su se razlikovali u najvise osam nukleotida. Sli¢nost u dijelu
od 855 nt koji kodira dio poliproteina se na aminokiselinskom nivou kretala od 99,3-
100%, odnosno naSe proteinske sekvence se ili nijesu razlikovale ili su se razlikovale u
najviSe dvije aminokiseline. Ako posmatramo dio genoma od 837 nt koji kodira
kompletan proteinski omota¢ virusa, razlika na nukleotidnom nivou bila je 99,4-100%
(5-0 nukleotidnih razlika), dok je na aminokiselinskom nivou razlika bila 99,3-100% (2-

0 aminokiselinskih razlika).

5.8.2.1.2. Proracun geneticke sli¢nosti izolata WMV

Svih 18 izolata WMV dobijenih sekvencioniranjem sa prajmerima WMV 5'/3',
medusobno je poravnato i skra¢eno na duzinu od 352 nt, §to odgovara duZini najkrace
sekvence. Sli¢nost nasih izolata, u dijelu genoma od 352 nt, koji obuhvata 5' dio NIb i 3'
dio CP kretala od 89-100%, odnosno kod njih je bilo od 0 do 38 razlika u nukleotidima.
Sli¢nost na aminokiselinskom nivou kretala od 90-100%, odnosno proteinske sekvence
se ili nijesu razlikovale ili su se razlikovale u najviSe 11 aminokiselina.

Slicnost dva izolata (256-09 i1 268-09) sekvencionirana sa WCPd/r u duzini od
855 nt koji kodiraju skoro cijeli CP gen, na nukleotidnom nivou bila je 99,8% (razlika u
dvije nukleotidne pozicije), dok je razlika u proteinu bila u samo jednoj aminokiselini
(99,6%).

Sli¢nost izolata GQ259958 (159-08) i GU144020 (159-08) sekvencioniranih sa
WMV CPfwd/rev prajmerima, koji obuhvataju dio CP i dio 3' UTR na osnovu fragmenta
duzine 928 nt, na nukleotidnom nivou iznosila je 99,6% (Cetiri nukleotida razlike).
Poredenje sekvenci izolata 137-08 i 159-08 u dijelu od 753 nt koji kodira dio CP gena

pokazalo da su ova dva izolata 100% identi¢na u aminokiselinskom sastavu.

5.8.2.1.3. Proracun geneticke sli¢nosti izolata CMV

Slicnost Sest izolata CMV dobijenih u ovim istrazivanjima, u dijelu genoma od
752 nt koji obuhvata dio 5' UTR, cijeli CP gen i dio 3' UTR, na nukleotidnom nivou bila
je od 96,6-99,6%. Odnosno, izolati porijeklom iz Srbije su se razlikovali u 3-26

nukleotidnih pozicija. Sli¢nost ispitivanih Sest izolata u dijelu od 657 nt koji kodira
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cijeli CP gen na aminokiselinskom nivou bila je od 96,8-100%, dok je razlika u broju

promijenjenih aminokiselinskih pozicija bila od 0-7.

5.8.2.1.4. Proracun geneticke sli¢nosti izolata TSWV

Cetiri dobijena izolata TSWV, medusobno su poravnata i skraéena na duzinu od
698 nt, Sto odgovara duzini najkrac¢e sekvence. Sli¢nost izolata porijeklom iz Srbije, u
dijelu genoma od 698 nt, koji obuhvata dio N gena na nukleotidnom i

aminokiselinskom nivou bila je 100%.

5.8.2.1.5. Proracun geneticke sli¢nosti izolata CABYV

Sli¢nost izmedu sekvenci Cetiri izolata CABYV iz Srbije, dobijenih spajanjem
sekvenci amplifikovanih i sekvencioniranih prajmerima CE9/10 i CABYV up/down, na
nukleotidnom nivou u dijelu CP gena kretala se od 94,8-99,8% (1-30 promjena na
nukleotidnim pozicijama), dok je na aminokiselinskom nivou bila od 94,8-99,5% (1-10
promjena aminokiselina). U dijelu MP gena, koji se u najveéem dijelu preklapa CP
genom (okvir ¢itanja MP gena je pomjeren za 28 nt pozicija u odnosu na pocetak CP
gena) slicnost na nukleotidnom nivou bila je od 94,8-99,8% (1-29 promjena na
nukleotidnim pozicijama), dok je na aminokiselinskom nivou bila od 89-99,5% (1-20
promjena aminokiselina).

Analiza Sest izolata CABYV iz Srbije sekvencioniranih koris¢enjem CE9/CE10
prajmerima pokazala je od 99,8-100% (0-1 nukleotidna promjena) i u dijelu CP i u
dijelu MP gena. Na aminokiselinskom nivou u dijelu CP gena svi izolati su pokazivali
100% identi¢nosti medu sobom, dok se u dijelu MP gena sli¢nost kretala od 99,5-100%
(0-1 aminokiselinska promjena).

Sekvence 22 izolata CABYV iz Srbije dobijene sekvencioniranjem sa CABYV
up/down prajmerima, pokazale su 93,5-100% identi¢nosti (0-29 nikleotidnih razlika) na
nukleotidnom nivou 1 u dijelu koji kodira CP i u dijelu koji kodira MP gen. Na
aminokiselinskom nivou kod CP gena sli¢nost se kretala od 91,4-100% (0-8
promijenjenih aminokiselina), a kod MP gena od od 91,7-100% (0-7 promijenjenih

aminokiselina).
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5.8.2.2.1. Filogenetske analize ZYMV

Filogenetsko stablo rekonstruisano Neighbor-Joining metodom na osnovu 837
bp cijelog CP gena 31 sekvence izolata iz Srbije 1 37 sekvenci odabranih izolata iz
drugih djelova, prikazano na slici 118, jasno pokazuje izdvajanje tri molekularne grupe
(A-C). Ovakovo grupisanje ZYMYV izolata je podrzano visokom homologijom sekvenci
iste grupe 1 visokim bootstrap vrijednostima (100, 88 1 99%). Grupa A sastoji se od
cetiri podgrupe (I-IV) koje takode karakteriSe visoka bootstrap podrska, 100% za
podgrupe A-I, A-III i A-IV, i 92% za podgrupu A-II. Ukupan diverzitet sekvenci
ZYMV u stablu je iznosio 0,065+0,005. Geneticki diverzitet izmedu tri glavne grupe
iznosi od 0,185+0,016 do 0,2244+0,020, a unutar grupa i podgrupa je 0,033+0,003 (A),
0,003+0,001 (A-I), 0,038+0,005 (A-II), 0,034+0,005 (A-II), 0,023+0,004 (A-IV),
0,134+0,012 (B), 0,142+0,018 (B-I), 0,010+0,003 (B-II) i 0,127+0,013 (C). Grupa A
sadrzi izolate iz Azije (Izrael, Kina, Japan, Koreja i Tajvan), Evrope (Austrija,
Njemacka, Madarska, Italija, Poljska, Srbija, Slovacka i Slovenija) i Amerike. Svi 31
ZYMV izolata iz Srbije grupisu se u zajednicku granu sa ostalim izolatima iz Centralne
Evrope (Austrija, Madarska, Slovacka i Slovenija) u okviru podgrupe A-I, koja osim
ovih izolata sadrzi jo$ po jedan izolat iz Njemacke, Japana i Izraela. Ovo filogenetsko
stablo, pokazuje 1 da se svi evropski izolati grupiSu u okviru grupe A, osim jednog
izolata iz Poljske (Zug), koji se grupisao sa nekoliko kineskih izolata u grupu C. Izolati
iz centralnoevropske grane dijele visoku sli¢nost u dijelu CP gena na nukleotidnom,
odnosno aminokiselinskom nivou.

Poredenje prve 43 pozicije aminokiselinskih sekvenci N terminalnog kraja CP
gena 31 ZYMV izolata iz Srbije, sa 31 izolatom ovog virusa iz Srbije 1 drugih djelova
Evrope pokazalo je da izolati ZYMV iz Srbije, kao i ostali izolati koji pripadaju
centralnoevropskoj grupi, na pozicijama 16 i 17 imaju dva specifi¢no konzervativna
mjesta sa dva ostatka aminokiseline asparagin (NN), umjesto asparaginske kiseline 1
lizina (DK) koji su karakteristi¢ni za ostale izolate iz Evrope. Takode, pozicije 27 1 37
kod izolata iz Centralne Evrope, ukljucuju¢i i izolate iz Srbije specifino su
promijenjene, tako da izolati iz Centralne Evrope na poziciji 27 imaju ostatak alanina
(A) umjesto valina (V), odnosno metionin (M) umjesto valina (V) ili izoleucina (I) na

poziciji 37 (Slika 119).
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Slika 118. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci cijelog
CP gena 68 izolata Zucchini yellow mosaic virus koriS¢enjem MEGA 5.0. softvera
upotrebom Tamura 3-parametar modela sa Gamma distribucijom i Neighbour-Joining
metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gdje su bootstrap vrijednosti (>50%)
prikazane pored odgovarajucih grana. Sekvence BCMV, WMV i SMV su koris¢ene kao
»outgroup®. Izolati ZYMYV iz Srbije su naznacen i crveni
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[_] konzervativna amino kiselinska mjesta kod svih izolata

Slika 119. Poredenje aminokiselinskih sekvenci N-terminalnog kraja proteinskog
omotaca izolata Zucchini yellow mosaic virus (ZYMYV) iz Srbije 1 drugih djelova Evrope

ize WWV

. Filogenetske anal

2

5.8.2.2

Filogenetske analize WMV obavljene su rekonstruisanjem dva filogenetska

prvog na osnovu sekvenci veceg dijela CP gena, a drugog na osnovu dijela

stabla,

kraja NIb i poc¢etak CP gena.

sekvence koja kodira 3'

Filogenetsko stablo rekonstruisano Neighbor-Joining metodom, na osnovu 739

bp parcijalnog CP gena 4 sekvence izolata iz Srbije 1 56 sekvenci odabranih izolata iz

prikazano je na slici 120. Ukupni diverzitet u stablu bio je

drugih djelova svijeta,

0,028+0,003. U stablu se jasno izdvajaju tri molekularne grupe sojeva (1-3). Bootstrap

podrska za ovo grupisanje je visoka samo za grupu 3, dok je za ostale grupe niza (71%

(Grupa 1), 32% (Grupa 2) 1 99% (Grupa 3)),

zbog toga Sto su sve tri grupe polifiletickog

porijekla. Sekvence iz Srbije grupisale su se u okviru grupe 1, s tim §to su se sekvence

iz 2008. godine 137-08 1 159-08, grupisale odvojeno od sekvenci iz 2009. godine 256-
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09 1 268-09. Geneticki diverzitet izmedu tri grupe iznosi od 0,055+0,008 do
0,058+0,008, a unutar 0,014+0,003 (Grupa 1), 0,013+0,002 (Grupa 2) 1 0,049+0,007
(Grupa 3). U okviru Grupe 1 su sekvence iz Evrope (Srbija, Italija, Francuska, Spanija) i
Pakistana. Grupa 2 ima sekvence iz Azije (Japan i Kina) i Francuske, a Grupa 3 iz
Tonge, Novog Zelanda, SAD i Spanije.

Drugo filogenetsko stablo, takode je rekonstruisano Neighbor-Joining metodom,
na osnovu 233 bp 3' kraja NIb i poceta CP gena gena 18 sekvenci izolata WMV iz
Srbije 1 73 sekvence odabranih izolata iz drugih djelova svijet, prikazano na slici 121. U
stablu se, kao i1 kod stabla za CP gen, jasno izdvajaju tri molekularne grupe sojeva (1-3).
Ovakvo grupisanje podrzavaju 1 visoke vrijednosti bootstrap (80% (Grupa 1), 78%
(Grupa 3) 1 100(Grupa 2)). Sekvence iz Srbije grupisale su se u okviru grupa 11 3. U
grupi sojeva 1, svrstalo se 14 sekvenci izolata iz Srbije, ova grupa se jo§ i naziva grupa
,»Kklasicnih® sojeva, dok su se u grupu 3 svrstala Cetiri izolata iz Srbije, grupa 3 je
poznata i kao ,,emerging* grupa sojeva. Ukupni diverzitet u stablu je bio 0,058+0,010.
Geneticki diverzitet izmedu tri grupe iznosi od 0,114+0,026 do 0,189+0,043, a unutar
0,022+0,005 (Grupa 1), 0,0224+0,007 (Grupa 2) i 0,055+0,013 (Grupa 3). U okviru
Grupe 1 su sekvence iz Evrope (Srbija, Italija, Francuska, Spanija, Slovacke i Irana) i
Pakistana. Grupa 3 ima sekvence iz Azije (Japan i Kina) i Evrope (Srbija 1 Francuska), a
Grupa 2 iz Tonge, Novog Zelanda, SAD i Spanije.

Aminokiselinska sekvenca pocetka CP gena od 3-5 pozicije kod svih ,klasi¢nih*
izolata, pa tako i1 kod 14 izolata iz Srbije ima KEA motiv, dok kod ,,emerging* izolata
posle 5. pozicije umetnute su jo§ dvije aminokiseline, pa ovi izolati imaju KEKET

motiv.
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Slika 120. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog CP gena 60 izolata Watermelon mosaic virus koris¢enjem MEGA 5.0.
softvera upotrebom Tamura 3-parametar modela sa Gamma distribucijom 1 Neighbour-
Joining metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gdje su bootstrap vrijednosti
(>50%) prikazane pored odgovaraju¢ih grana. Izolati WMV iz Srbije su naznaceni i
crveni
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Slika 121. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog kraja NIb gena i poCetka CP gena 91 izolata Watermelon mosaic virus
koris¢éenjem MEGA 5.0. softvera upotrebom Tamura-Nei-parametar modela sa Gamma
distribucijom 1 Neighbour-Joining metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja
gdje su bootstrap vrijednosti (>50%) prikazane pored odgovarajué¢ih grana. Izolati
WMYV iz Srbije su naznaceni i crveni u Grupi 1, odnosno plavi u Grupi 3

5.8.2.2.3. Filogenetske analize CMV

Filogenetsko stablo rekonstruisano je Maximum parsimony metodom na osnovu
52 sekvence izolata CMV. Na slici 122 je prikazano konsenzus stablo dobijeno od 73
generisanog stabala. Ukupni nukleotidni diverzitet sekvenci CP gena u stablu je bio

0,177 (£0,013). U stablu su se izdvojile dvije podgrupe I (unutargrupni diverzitet
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0,048+0,005) 1 1T (0,010+0,002). Medugrupna variranja izmedu I i II podgrupa u stablu
bila su 0,361+0,035. Ovakva podjela podrzana je visokom bootstrap podrskom (I-100%,
11-100%).

Podgrupa I se dalje dijeli u dvije podgrupe IA i IB, prva sa izolatima iz raznih
djelova svijeta, u koju su se svrstali i izolati iz Srbije, ¢iji unutargrupni diverzitet iznosi
0,025+0,003 1 druga sa izolatima iz Azije (Kina, Tajvan, Koreja, Japan, Indija 1
Filipini), uz dva izuzetka iz SAD (AF523340) i Italije (Y16926) unutargrupnim
diverzitetom 0,070+0,007. Diverzitet izmedu ove dvije podgrupe iznosio je

0,073+0,008.
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Slika 122. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci CP gena
52 izolata Cucumber mosaic virus koris¢enjem MEGA 5.0. Maximum-parsimony
metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gdje su bootstrap vrijednosti (>50%)
prikazane pored odgovarajucih grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,outgroup®.
Izolati CMV iz Srbije su naznacen i crveni
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5.8.2.2.4. Filogenetske analize TSWV

Filogenetsko stablo je rekonstruisano Maximum parsimony metodom na osnovu
45 sekvenci izolata TSWV. Na slici 123 prikazano je konsenuz stablo dobijeno od 261
generisanog stabala. Ukupni nukleotidni diverzitet sekvenci N gena u stablu bio je 0,022
(£0,003). U stablu su se izdvojile cetiri grupe: Evropska (unutargrupni diverzitet
0,008+0,002), Sjeverno-americka (0,017+0,003), Brazilska i Azijska (0,017+0,004).
Medugrupna variranja u stablu kretala su se od 0,029+0,005 do 0,035+0,006.
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Slika 123. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci N gena
44 1izolata Tomato spotted wilt virus koriS¢enjem MEGA 5.0. Maximum-parsimony
metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gdje su bootstrap vrijednosti (>50%)
prikazane pored odgovaraju¢ih grana. Sekvenca TCSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®.
Izolati TSWV iz Srbije su naznaceni i crveni
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Evropska grupa se dalje dijeli u dvije geografski razliCite subpopulacije, prva sa
izolatima iz Srbije, Crne Gore 1 Bugarske, ¢iji unutargrupni diverzitet iznosi
0,006+0,001 i druga sa izolatima iz Holandije, Ceske, Njemacke i Italije, uz izuzetke iz
SAD (AY744476 1 AY744478) i Sjeverne Afrike sa unutargrupnim diverzitetom
0,006+0,002. Diverzitet izmedu ove dvije podgrupe iznosio je 0,010+0,002. Na osnovu
ovog stabla izolati TSWV iz Srbije bliZi su izolatima iz Crne Gore i Bugarske, nego
ostalim evropskim izolatima. Bootstrap podrska za razdvajanje podgrupa 1 1 2 bila je
niza (85 1 42%) jer su ove grupe polifiletickog porijekla. Izolati u okviru Sjeverno-
americ¢kog klastera podijelili su se u tri podgrupe. U podgrupi 3 su izolati iz Spanije
(0,004£0,002), u podgrupi 4 su izolati iz Italije i Japana (0,003+0,002), dok su u
podgrupi 5 izolati iz Sjedinjenih Americkih Drzava (0,017+0,003). Diverzitet izmedu
ove tri podgrupe varirao je od 0,01540,005 do 0,020+0,004. Brazilski klaster ¢ini samo
jedan izolat. U okviru azijske grupe nasli su se izolati iz Francuske, Japana i Juzne

Koreje (0,017+0,004).

5.8.2.2.5. Filogenetske analize CABYV

izolata CABYYV iz Srbije u odnosu na prajmere CE9/10, da bi utvrdili da li postoji
razlika u grupisanju u filogenetskim stablima sekvenci CABYV dobijenih sa jednim,
odnosno drugim parom prajmera, rekonstruisana su dva filogenetska stabla prikazana na
slikama 124 i 125. Prvo filogenetsko stablo je rekonstruisano na osnovu sekvenci
duzine 550 nt 10 izolata CABYV iz Srbije 1 24 sekvence CABY'V iz razlicitih djelova
svijeta, dok je drugo rekonstruisano na osnovu sekvenci istih izolata ali duZine 248 nt.
Oba filogenetska stabla su rekonstruisana Maximum parsimony metodom, a za
Lsoutgrup® je izabrano sedam sekvenci izolata Melon aphid-borne yellows virus i
Suakwa aphid-borne yellows virus, koji kao 1 CABY'V pripadaju rodu Polerovirus. Kod
oba filogenetska stabla vidi se da se izolati CABYV grupiSu u tri grupe oznacene kao
Mediteranska, Azijska i grupa izolata sa Tajvana, §to je podrzano visokim ,,bootstrap*

vrijednostima od 100% za sve izdvojene grupe.
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Slika 124. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu 550 nt nukleotidnih sekvenci
dijela CP i MP gena 34 izolata Cucurbit aphid-borne yellows virus koris¢enjem MEGA
5.0. Maximum-parsimony metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gdje su
bootstrap vrijednosti (>50%) prikazane pored odgovarajucih grana. Sekvence SABYV i
MABYYV su koris¢ene kao ,,outgroup®. Izolati CABYV iz Srbije su naznaceni i u
razli¢itim bojama ako pripadaju razli¢itim grupama

Posto je utvrdeno da duzina sekvenci dobijenih koriS¢enjem prajmera CE9/10,
odnosno CABYV up/down nije od znacaja prilikom grupisanja izolata u filogenetskom
stablu, dalje je sekvencioniranje izolata CABYV iz Srbije obavljeno prajmerima
CABYV up/down za koje je utvrdeno da su pogodniji. Dalje filogenetske analize su

obavljene na osnovu sekvenci dobijenih amplifikacijom sa ovim prajmerima.
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Slika 125. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu 248 nt nukleotidnih sekvenci
dijela CP i MP gena 34 izolata Cucurbit aphid-borne yellows virus koris¢enjem MEGA
5.0. Maximum-parsimony metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gdje su
bootstrap vrijednosti (>50%) prikazane pored odgovaraju¢ih grana. Sekvence SABYV i
MABYYV su koris¢ene kao ,,outgroup®. Izolati CABYV iz Srbije su naznacdeni 1 u
razli¢itim bojama ako pripadaju razli¢itim grupama

Filogenetsko stablo je rekonstruisano Maximum parsimony metodom na osnovu
60 sekvenci izolata CP 1 MP gena CABYV (Slika 126). Ukupni nukleotidni diverzitet
sekvenci CABYV u stablu bio je 0,028 (£0,007). U stablu su se izdvojile tri grupe:
Mediteranska (unutargrupni diverzitet 0,009+0,003), Azijska (0,012+0,004) i Tajvanska
(0,005+0,005). Medugrupna variranja u stablu kretala su se od 0,042+0,014 do
0,052+0,015. Bootstrap podrSka za ovakvo grupisanje bila je 100% za sve tri grupe.

Najvise izolata CABY'V iz Srbije, 27, grupisalo se u okviru Mediteranske grupe,
dok se pet izolata grupisalo u Azijskoj grupi. U Mediteranskoj grupi, osim izolata iz
Srbije su i drugi izolati iz Evrope (Italija, Francuska, Spanija, Ceska i Slovac¢ka), izolati
iz Afrike (Tunis 1 Egipat) 1 tri izolata iz Irana. U okviru Azijske grupe su, osim izolata iz
Srbije, svi izolati iz Azije (Kina, Japan i Iran), dok Tajvansku grupu ¢ine dva izolata iz

Tajvana.
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Slika 126. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu 195 nt nukleotidnih sekvenci
dijela CP 1 MP gena 60 izolata Cucurbit aphid-borne yellows virus koris¢enjem MEGA
5.0. Maximum-parsimony metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gdje su
bootstrap vrijednosti (>50%) prikazane pored odgovarajucih grana. Sekvence SABYV i
MABYYV su koris¢ene kao ,,outgroup®. Izolati CABYV iz Srbije su naznaceni i u
razli¢itim bojama ako pripadaju razli¢itim grupama
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6. DISKUSIJA

Na tikvama se javlja veliki broj prouzrokovaca bolesti i Stetocina, ali ekonomski
najznacajnije gubitke prouzrokuju virusi (Provvidenti and Schroeder, 1970;
Blanchard et al., 1994; Lecoq et al., 2003; Sevik and Arli-Sokmen, 2003), kojih je do
sada na razli¢itim vrstama familije tikava opisano preko 50 (Kucharek and Purcifull,
1997). Medutim, ekonomski najznacajnije Stete, koje pojedinih godina mogu potpuno
da uniSte proizvodnju, u vecini regiona gajenja ovih kultura prouzrokuju virusi koji se
na neperzistentan nacin prenose velikim brojem vrsta biljnih vasi. Znac¢ajne Stete mogu
da nanesu 1 virusi koji se prenose sjemenom tikava, kao $to je SQMV (Lovisolo, 1980;
Kucharek and Purcifull, 1997; Duki¢ et al., 2001; Tébias and Tulipan, 2002).
Posljednji h godina, veliki problem u proizvodnji tikava u nekim regionima gajenja,
izazivaju virusi, kao $to su virus zute krzljavosti tikava (CYSDYV), virus Zutila nerava
krastavca (CVYYV), virus infektivnog zutila salate (LIYV) 1 virus laznog Zutila repe
(BPYV), koji se prenose leptirastim vasima, prije svega vrstom Bemisia tabaci, dok se,
od gore navedenih, samo za BPYV kao vektor navodi Trialeurodes vaporariorum
(Duffus, 1965; Duffus and Flock, 1982; Lecoq et al., 2000; Rubio et al., 2001;
Boubourakas et al., 20006).

Iako u Srbiji postoji dugogodisSnja tradicija gajenja biljaka familije tikava i one
se gaje na znaCajnim povrSinama, prouc¢avanja vezana za virusne bolesti biljaka familije
Cucurbitaceae sprovedena u proslosti u nasoj zemlji bila su malobrojna i odnosila su se
na izu¢avanje WMV na dinji i lubenici (Staki¢ i Nikoli¢, 1966) i virusnih oboljenja
krastavca (ToSi¢ et al., 1996). Medutim, pojava epidemijske razmjere viroza na ljetnjim
tikvama tokom 2000. godine koja je gotovo unistila proizvodnju na nekim lokalitetima
gajenja, skrenula je paznju na ovaj znacajan problem i podstakla opsezna istrazivanja.
Tada je kao prouzrokova¢ oboljenja identifikovan, pored do tada prisutnih WMV i
CMV, novi virus za Srbiju-ZYMV (Duki¢ et al.,, 2001). Novija istraZivanja kao i
istrazivanja sprovedena u okviru ove disertacije, obavljena prije svega u cilju
utvrdivanja prisustva i rasprostranjenosti virusa na tikvama u Srbiji posle 2000. godine,
takode ukazuju da su kod nas najucestaliji i najrasprostranjeniji virusi koji se prenose
biljnim vasima na neperzistentan nacin, ZYMV, WMV 1 CMV (Krsti¢ et al., 2002;
Duki¢ et al., 2004; Duduk, 2008; Vucurovi¢ i sar., 2009a, 2009b). Istrazivanja
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sprovedena od 2001. do 2004. godine ukazuju da je najzastupljeniji virus u usjevima
tikava bio ZYMYV, koji je bio prevalentan tokom 2001., 2002. 1 2004. godine, dok je
tokom 2003. godine ovaj virus bio iste zastupljenosti kao WMV. CMV je bio drugi po
zastupljenosti 2001., a tre¢i od 2002. do 2004. godine, dok je WMV bio tre¢i 2001., a
drugi 2002. 1 2004. godine (Krsti¢ et al., 2002; Dukié et al., 2002; Duki¢ et al., 2004;
Duduk, 2008). U istrazivanjima sprovedenim tokom 2007. godine ZYMV je bio treci
po zastupljenosti, posle WMV 1 CMV, dok je tokom 2008. godine ponovo bio
dominantan, ispred WMV 1 CMV (Deki¢ et al., 2007b; Vucurovi¢ et al., 2008, 2009a,
2009b). Obzirom na znacaj viroza u proizvodnji tikava i znacaj biljaka familije
Cucurbitaceae za poljoprivrednu proizvodnju u Srbiji, u okviru ove disertacije
sprovedena su dalja detaljna ispitivanja virusa tikava koja su se odnosila kako na
utvrdivanje prisustva i rasprostranjenosti pojedinih virusa na razli¢itim lokalitetima
gajenja, tako i na rasvjetljavanje brojnih epidemioloskih aspekata, a koja zbog njihovog
Sirokog kruga domacina, osim tikava, mogu znacajno da unaprijede proizvodnju i
selekciju na otpornost i nekih drugih znaajnih biljnih kultura u Srbiji (Pekié¢ et al.,
2007b; Vuéurovi€ i sar., 2008, 2009a, 2009b, 2010, 2011b). Takode, osim ova tri
virusa, ZYMV, WMV i CMV, u toku ovih istrazivanja je na tikvama u Srbiji
detektovano prisustvo dva nova virusa, a to su virus Zutila tikava perzistentno prenosiv
vasima (CABYYV) c¢ije je prisustvo prvi put detektovano u Srbiji 1 virus bronzavosti
paradajza (TSWV) koji je prisutan u Srbiji, ali je ovim istrazivanjima prvi put dokazan
u usjevu tikava. Zastupljenost CABY'V se, od kada je prvi put detektovan 2008. godine
kada se javljao sporadi¢no, do kraja istrazivanja znacajno povecala, dok je TSWV
detektovan samo 2009. godine u pojedinacnim biljkama. Prisustvo ova dva nova virusa
na tikvama u Srbiji, moze da bude veoma znacajno, narocito CABY'V, jer se za ovaj
virus Cesto navodi da ime izrazen sinergisticki efekat, posebno sa najdestruktivnijim
virusom tikava ZYMV (Bourdin and Lecoq, 1994), dok je TSWYV jedan od ekonomski
najznacajnijih virusa za proizvodnju mnogih poljoprivrednih kultura (Pappu et al.,

2009).
6.1. Simptomi u polju

Na biljkama tikava uoceni su brojni i raznovrsni simptomi na svim nadzemnom

djelovima. Poznato je da simptomi na biljkama familije tikava variraju u zavisnosti od
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biljne vrste, genotipa, vremena ostvarene infekcije, kao i uslova spoljne sredine
(Provvidienti and Schroeder, 1970; Lecoq et al., 1983; Provvidienti, 1996a; Zitter,
1996; Desbiez and Lecoq, 1997; Dukié et al., 2001; Krsti¢ et al., 2002; Wang et al.,
2002; Tébias and Tulipan, 2002; Deki¢ i sar., 2007b; Vuéurovié et al., 2008). Tokom
¢itavog perioda istrazivanja, nije se mogla uociti povezanost izmedu simptoma i virusa
koji ga prouzrokuje, kako u sluc¢aju pojedinacnih infekcija, tako ni u slucaju mijeSanih
infekcija, bez obzira o kojoj vrsti familije tikava se radi. Upravo zbog takve
raznovrsnosti, simptomi nemaju prakti¢ni dijagnosticki karakter, ve¢ se samo na osnovu
simptomatologije moze tvrditi da li se radi o virusnoj infekciji ili ne.

Ponekad su se na istoj biljci, na razli¢itim djelovima vrijeze, javljali razli€iti
simptomi, od resastih i nitavih listova do listova na kojima su se ispoljavali simptomi
blagog mozaika. Ovakva pojava objasnjava se razliCitim temperaturnim uslovima u
vrijeme infekcije i replikacije virusa u biljci (Desbiez and Lecoq, 1997). Takode,
veliku ulogu u ispoljavanju simptoma imala je 1 starost biljke u vrijeme ostvarene
infekcije, pa su ponekada na jako zarazenim biljkama tikava, plodovi bili ili bez
simptoma ili samo sa blagim promjenama u obojenosti. U takvim slucajevima prinos
nije bio znacajno ugrozen, jer su plodovi uspijevali normalno da sazru i nalivenost
sjemenki je bila dobra, dok su se nekada javljali plodovi koju su bili jako deformisani i
Cesto usled toga otpadali sa vrijeze prije vremena, a broj sjemenki u njima je bio veoma
mali (Vuéurovié et al., 2012, Berenji Janos, licna komunikacija). Posebno velike Stete
nastaju prilikom ranih infekcija osjetljivih biljaka, ali i u sluc¢ajevima mijesanih zaraza
sa dva ili tri virusa. Pri mijeSanim infekcijama sa dva ili viSe virusa na zarazenim
biljkama cesto dolazi do sinergistiCkog dejstva, tako da se intenzitet bolesti povecava
usled ¢ega su i Stete u usjevu mnogo znacajnije (Desbiez and Lecoq, 1997; Wang et
al., 2002; Zeng et al., 2007). Tako su mesane infekcije virusima ZYMV i CMV
izazvale pojavu jakih simptoma bolesti na zarazenim biljkama dinje i cukinija (Wang et
al., 2002; Massumi et al., 2007), Sto je uoceno i na tikvama, posebno uljanoj kod nas
2008. godine (Vucurovié¢ et al, 2009a; Vufurovié¢ et al, 2012). Osim direktnog
smanjenja prinosa, zaraze virusima smanjuju i trziSnu vrijednost plodova i do 94%
(Blua and Perring, 1989).

Iako su se u toku ovih istrazivanja na tikvama javili brojni i raznovrsni

simptomi, nijesu mogli da se dovedu u vezu niti sa biljkom domacdinom, niti sa
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lokalitetom, osim u sluaju simptoma mozaicnih prosaravanja, koja su podsjecala na
infekciju nekim od virusa Tospovirus roda kada je dokazan TSWV. Medutim, uocena je
promjena u zastupljenosti pojedinacnih i mijesanih infekcija po godinama. Tokom prve,
druge i poslednje godine ispitivanja, dominantne su bile mijeSane infekcije, da bi u
trecoj 1 Cetvrtoj godini ispitivanja preovladale pojedina¢ne, narocito one sa ZYMV.
Ovakva situacija se moze povezati sa ¢injenicom da su u godinama kada su dominirale
mijeSane infekcije ukupni nivoi zaraze bili veéi, a da je jedna od tih godina, 2008.
godina, predstavljala epidemijsku godinu i simptomi su bili izraZeniji, dok u godinama
u kojima su preovladavale pojedinacne infekcije i simptomi, ¢ak i oni izazvani veoma
destruktivnim, ZYMV bili blazi. Pojava periodi¢nih epidemija u usjevima tikava,
naroCito onih prouzrokovanih ZYMV je Cesto navodena i od strane drugih autora
(Lelley and Hengmuller, 2000; Riedle-Bauer et al., 2002; Toébias and Tulipan,
2002). Pojava epidemijskih godina najvjerovatnije je uslovljena klimatskim faktorima,
prije svega blagim zimama i toplim prolje¢ima sa umjerenom koli¢inom padavina, koje
se ne izlucuju u kratkom vremenskom periodu i koje pogoduju prezimljavanju vektora
ovih virusa-biljnih vasi.

Osim simptoma tipa mozaika, u pocetku istrazivanja na pojedina¢nim biljkama
po obodima parcela tokom 2008. godine, a sljede¢ih godina na sve ve¢em broju biljaka
uoceni su simptomi, koji do tada nijesu bili tipicni za viruse tikava u Srbiji. Simptomi su
ukljucivali zutilo prvo starijeg liS¢a, a kasnije bi cijela biljka dobila Zutu boju, a lisc¢e je
postajalo zadebljalo i krto. Ovi simptomi takode su zabiljeZeni od strane drugih autora
(Lecoq et al., 1992; Abou-Jawdah et al., 2000; Boubourakas et al., 2006; Bananej
and Vahdat, 2008). U ovakvim uzorcima detektovan je novi virus za Srbiju virus zutila
tikava perzistentno prenosiv vasima (CABYV), Sto predstavlja dodatani problem i
opasnost za proizvodnju tikava u Srbiji (Vucurovi¢ et al., 2011a). Takode, zabiljezen je
1 sinergisticki efekat izmedu CABYV 1 najdestruktivnijeg virusa tikava ZYMYV, gdje se
u mijeSanim infekcijama sa ova dva virusa, koncentracija ZYMV povecala i do 20 puta,
dok je koncentracija CABY'V ostala ista, a inficirane biljke su razvijale jace simptome u
odnosu na biljke sa pojedina¢nim infekcijama (Bourdin and Lecoq, 1994). Tako da
ovaj novi nalaz CABYV predstavlja znacajnu prijetnju, ve¢ ugrozenoj, proizvodnji

tikava u Srbiji.
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6.2. Ucestalost oboljenja

Procjena ucestalosti oboljenja izvrSena je, vizuelno, zatim brojanjem i
utvrdivanjem procenta simptomati¢nih biljaka i/ili seroloskim testiranjem po 100
nasumic¢no sakupljanih biljka u pregledanim usjevima. Na osam lokaliteta gajenja
tokom 2009. i 2010. godine procijenjena je ucestalost virusnih infekcija upotrebom
metode viSestrukog transfera grupisanjem 100 biljaka u 25 zbirnih grupa od po Cetiri
biljke. Sve tri primijenjene metode procjene ucestalosti dale su sli¢ne rezultate.
Ucestalost se po godinama mijenjala i kretala se od 30-50% u 2007. godini, preko
izuzetno visokih 80% u epidemijskoj 2008. godini, da bi tokom naredne dvije godine
bila konstantna 1 kretala se oko 40%, a u poslednjoj godini ispitivanja ponovo dostigla
visokih 60%. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora koji navode da u
razli¢itim uslovima procenat zarazenih biljaka u polju moze varirati u zavisnosti od
lokaliteta i gajene vrste od 10% pa ¢ak do 100% (Tébias and Tulipan, 2002). Takode,
mnogi autori sugeriSu da se epidemije u usjevima tikava javljaju cikli¢no i da su prije
svega povezane sa ZYMYV, jer je ovaj virus samo nekoliko godina nakon otkrica,
pronaden u mnogim zemljama Evrope, Azije, Bliskog Istoka, Sjeverne i Juzne Amerike
i Okeanije 1 zbog toga se izdvaja kao primjer ,,emerging“ biljnog virusa (Desbies and
Lecoq, 1997). Danas je ZYMV prisutan u skoro svim zemljama gdje se gaje biljke
familije Cucurbitaceae 1 predstavlja jedan od najdestruktivnijih virusa ove grupe gajenih
kultura (Gal-On, 2007; Bananej et al., 2008). U Madarskoj do 1995. godine, kad je
ZYMV prvi put otkriven, najvazniji virusi tikava bili su CMV i WMV (Tébias et al.,
1996). Medutim, za kratko vrijeme, ZYMYV se rasSirio u sve djelove zemlje izazivajuci
zastraSujuce epidemije u usjevu razlicitih vrsta tikava, pa i C. pepo var. styriaca (Tobias
and Tulipan, 2002). U Austriji, gdje se uljana tikva golica tradicionalno gaji ve¢ vise
od 100 godina, epidemijska pojava virusnog oboljenja izazvanog sa ZYMYV prvi put se
javila 1997. godine kada je nanijela takve Stete da je prepolovila ukupan prinos C. pepo
var. styriaca (Lelley and Hengmuller, 2000; Riedle-Bauer et al., 2002). Narednih
godina, ekonomski gubici su bili manji i pored toga Sto su biljke u skoro 100% usjeva
Sirom zemlje ispoljavale virozne simptome (Riedle-Bauer et al., 2002). Takode, i u
Srbiji je prva pojava epidemije 1 uniStena proizvodnja u velikom broju usjeva tikava
vezana za prvo otkri¢e otkrice ZYMV (Duki¢ et al., 2001), a nova epidemijska pojava
je zabiljezena tek 2008. godine.
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6.3. Identifikacija virusa tikava primjenom DAS-ELISA testa

Pojava 1 rasprostranjenost virusa infektivnih za tikve pracena je u usjevima 14
razlicitih vrsta, sorti 1 varijeteta tikava, koje se intenzivno gaje kod nas, takode, testirane
su i Cetiri vrste tikava koje se ne gaje masovno, ali koje ukoliko su zarazene virusima
predstavljaju izvor zaraze za uljanu tikvu i1 druge ekonomski znacajne domacine
detektovanih virusa iz familije Cucurbitaceae. Kako bi se izvrSila inventarizacija
prisutnih virusa tikava u naSoj zemlji pregledan je ukupno 61 lokalitet gajenja, od cega
se 47 nalazilo u Sest okruga u Vojvodini, koja je i glavno proizvodno podrucje tikava u
Srbiji, dok je 14 pregledanih lokaliteta izvan Vojvodine smjeSteno u osam okruga
centralne, juzne i istocne Srbije.

Rezultati petogodisnjeg pracenja pojave i rasprostranjenosti virusa tikava u nasoj
zemlji, ustanovili su prisustvo ZYMV, WMV i CMYV, ¢ija se ucestalost po godinama i
lokalitetima mijenjala. U svakoj godini ispitivanja dokazano je prisustvo sva tri virusa.
U prve dvije godine ispitivanja ¢eS¢e su otkrivene mijeSane nego pojedinacne zaraze,
dok su u preostale tri godine ispitivanja bile zastupljenije pojedinacne infekcije. Ni u
jednom od sakupljenih uzoraka tokom petogodisnjih istrazivanja nije utvrdeno prisustvo
TRSV, $§to je ocekivano s obzirom na njegov status na karantinskoj EPPO A2 listi
(Anonymus, 1997) 1 na karantinskoj listi IA dio I Stetnih organizama Republike Srbije
(Sluzbeni Glasnik RS, 7/10). Iako se SqQMV S§iri sjemenom tikava i iako je osim u
Spaniji (Luis-Arteaga, 1994), ovaj virus prisutan u Grékoj (Avgelis and Katis, 1989),
Bugarskoj (Dikova, 2005) i Ceskoj Republici (Svoboda and Leisova-Svobodova,
2011), nama geografski veoma bliskim zemljama, prisustvo SqQMV nije utvrdeno u
Srbiji. Takode, u testiranim uzorcima nije utvrdeno prisustvo PRSV, koji se smatra
jednim od najStetnijih virusa tikava (Oliveira et al., 2003) i ¢ije se epidemije javljaju
povremeno u umjerenom klimatu, a ¢ija pojava je zabiljezena u Njemackoj (Hein,
1977), Italiji (Ragozzino and Stefanis, 1977), Francuskoj (Lecoq et al., 1992), Spaniji
(Luis-Arteaga et al., 1998), Bugarskoj (Dikova, 2005). Najskoriju pojavu ovog virusa
u Evropi utvrdili su 2009. godine u Poljskoj Hasiéw-Jaroszewska et al. (2010).

Pojava, rasprostranjenost, kao i relativna zastupljenost sva tri detektovana virusa
tokom istrazivanja sprovedenih od 2007-2011. godine znacajno je varirala i prije svega
zavisila je od godine ispitivanja, lokaliteta i tipa infekcije. Prema tome, WMV je bio

prevalentan i najrasprostranjeniji u toku prve godine testiranja, a narednih godina
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ucestalost njegove pojave se smanjivala, iako je bio drugi po zastupljenosti 1 prisutan u
visokom procentu testiranih uzoraka. Tokom 2010. godine, WMV je bio detektovan u
manje od 10% testiranih uzoraka, $to je bila njegova najmanja ucestalost u ovom
petogodi$njem istrazivanju i jedino u toj godini je bio tre¢i virus po zastupljenosti u
tikvama. Medutim, u poslednjoj godini istrazivanja WMV je ponovo dokazan u skoro
polovini testiranih uzoraka i bio drugi virus po zastupljenosti. lako prvi podaci o
prisustvu ovog virusa kod nas datiraju iz 1966. godine (Staki¢ i Nikoli¢), prije desetak
godina u usjevima tikava se javljao sporadicno (Krsti¢ et al., 2002), medutim ve¢ 2002.
godine je bio drugi po zastupljenosti, a 2003. godine je bio prvi po zastupljenosti i
detektovan u istom broju uzoraka kao 1 ZYMV, dok je 2004. godine bio takode drugi po
zastupljenosti, ali prisutan u veoma velikom broju uzoraka (Duki¢ et al., 2004; Duduk,
2008). Tako je ZYMV 2007. godine dokazan u gotovo jednakom procentu testiranih
uzoraka kao i CMV u narednim godinama istrazivanja njegova zastupljenost je naglo
porasla, a 2008. godine je dokazan u skoro 100% testiranih uzoraka 1 bio prvi po
zastupljenosti virus u tikvama, S§to je ostao 1 do kraja ovih istrazivanja. Ovakva
zastupljenost ZYMYV ne iznenaduje i potpuno je u skladu sa rezultatima drugih autora,
po kojima je ovaj virus u period od 2001-2004. godine takode bio najzastupljeniji virus
na tikvama u Srbiji (Krsti¢ et al., 2002; Dukic¢ et al., 2002; Dukic¢ et al., 2004; Duduk,
2008). Suprotno 2007. 1 2008. godini kada je CMV detektovan u viSe od polovine
testiranih uzoraka i bio drugi, odnosno treci virus po zastupljenosti, procenat infekcija u
kojima je dokazan CMV u 2009. godini je bio veoma mali, ¢ak ispod 5% testiranih
uzoraka. To je najmanja zastupljenost nekog virusa u ovim petogodisnjim ispitivanjima.
Medutim u 2010. 1 2011. godini procenat uzoraka u kojima je ustanovljena infekcija sa
CMYV, ponovo je znacajno porastao. Ova variranja u zastupljenosti CMV donekle se
razlikuju od ranijih istrazivanja virusa tikava u Srbiji u kojima je u periodu od 2001-
2004. godine CMV uvijek bio zastupljen u oko 50% testiranih uzoraka. Medutim,
zajednicko za sve godine istraZivanja ovog virusa u Srbiji je da on nikada nije bio
najzastupljeniji virus na tikvama u Srbiji (Krsti€ et al., 2002; Duki¢ et al., 2002; Dukié¢
et al., 2004; Duduk, 2008).

Pojava ovakvih konstantnih promjena i1 variranja u zastupljenosti pojedinih
virusa koji izazivaju simptome mozaika na tikvama zabiljeZena je i u Brazilu (Yuki et

al., 2000), Kaliforniji (Grafton-Cardwell et al., 1996), na Havajima (Ullman et al.,
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1991), Ilinoisu (Jossey and Babadoost, 2008), Spaniji (Luis-Arteaga et al., 1998) i
Turskoj (Sevik and Arli-Sokmen, 2003). Sva tri virusa detektovana u ovim
istrazivanjima prenose se na neperzistentan nacin vasima, pa je zbog toga veoma
zna€ajno naglasiti da je tokom pregleda Cesto uocena i jaka infestacija tikava biljnim
vaSima, naroCito u poslednje dvije godine ispitivanja. Prisustvo efikasnog/efikasnih
vrsta vektora vjerovatno ima presudan uticaj na ovako visoke procente infekcije
virusima tikava. Takode, prostorne ili vremenske promjene u populaciji vektora mogu
znacajno uticati na efikasnost prenoSenja virusa, a tako i na ucestalost pojave oboljenja
u polju (Castle et al., 1992). Dominantna zastupljenost ZYMYV u uzorcima sakupljenim
u ovim petogodiSnjim istrazivanjima, moze da predstavlja znaCajan problem u
proizvodnji tikava u Srbiji, jer se ovaj virus smatra jednim od ekonomski najznacajnijih
patogena na tikvama. Ovaj virus se javlja u preko 50 drzava Sirom svijeta,
prouzrokujuci epidemije koje nerijetko potpuno unistavaju proizvodnju odrazavajuéi se
kako na prinos, tako i na kvalitet plodova (Luis-Arteaga et al., 1998; Papayiannis et
al., 2005; Lecoq et al., 2009). Medutim, ni zastupljenost drugog po redu virusa u ovim
petogodiSnjim istrazivanjima ni u kom slucaju ne smije biti zanemarena, jer pored toga
Sto je on jedan od virusa sa veoma Sirokim rasprostranjenjem i velikim krugom
domac¢ina, WMV se cCesto javlja i u mijeSanim infekcijama, od kojih su narocito
znacajne one sa ZYMYV (Lovisolo, 1980; Dijkstra, 1992; Shukla et al., 1994). Takode,
paznju treba obratiti i na prisustvo CMV koji je, iako dokazan u najmanjem broju
testiranih uzoraka, virus sa veoma Sirokim rasprostranjenjem i jednim od najSirih
krugova domacina od svih biljnih virusa i stalno je prisutan u usjevima razli¢itih vrsta
tikava u Srbiji.

Razlike u pojavi, rasprostranjenosti i ucestalosti virusa koji se prenose vasima na
neperzistentan nacin u zavisnosti od godine i lokaliteta ¢esto se javljaju kod virusa
tikava 1 u drugim djelovima svijeta (Tobias and Tulipan, 2002; Lecoq et al., 2003).
Ipak, veoma niska zastupljenost pojedinih virusa u periodu od 2007-2011. godine,
naro¢ito CMV 2009. godine i WMV godinu dana kasnije bila je neocekivana i
najvjerovatnije vezana za smanjeno prisustvo odredenih vrsta vektorskih vasi koje ove
viruse efikasno prenose na neperzistentan nacin. Za viruse i biljke iz familije tikava kao
njihove domacine, navodi se da su ne samo sloZen ve¢ i izrazito promjenljiv patoloski

sistem zbog stalne pojave novih vrsta ili sojeva u okviru vrsta (Lecoq et al., 2009).
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U svim sakupljenim uzorcima tokom prve dvije godine testiranja detektovan je
bar jedan od testiranih virusa. Medutim, u ukupno 9,1% simptomati¢nih uzoraka
sakupljenih u periodu od 2009-2011. godine nije detektovano prisustvo ni jednog od
Sest testiranih virusa. Ovakva situacija se moZe objasniti time da je simptome na
sakupljenim biljkama izazvao neki virus koji nije uklju¢en u ova testiranja, smanjenom
koncentracijom virusa u biljkama, usled ¢ega virus nije mogao biti seroloski dokazan ili
¢ak nekim od abiotskih ¢inilaca koji mogu da indukuju simptome koji ponekad lice na
virusne infekcije, a $to navode u svojim istrazivanjima i drugi autori (Gholamalizadeh
et al., 2008; Jossey and Babadoost, 2008; Sevik and Arli-Sokmen, 2003; Yuki et al.,
2000).

6.4.1. Bioloska identifikacija i karakterizacija ZYMV

Biolosko testiranje cCetiri odabrana izolata ZYMV iz Titela (128-08), Kisaca
(140-08 1 146-08) 1 Backog Petrovca (147-08) ukazali su na fenotipsku varijabilnost
ovog virusa u naSoj zemlji. Sve forme 1 varijeteti obicne tikve (C. pepo) ukljucene u ova
ispitivanje pokazale su izuzetnu osjetljivost prema ZYMV. Izmedu ispitivanih izolata
postojala je razlika u tipu i vremenu ispoljavanja simptoma, iako su uglavnom izazvali
tipove simptoma koji su ranije zabiljeZeni u literaturi na C. pepo (Wong et al., 1994;
Prieto et al., 2001; Dukié¢ et al., 2002; Svoboda and Polak, 2002; Tébias and
Palkovics, 2003; Hosseini et al., 2007; Yakoubi et al., 2008; Vucurovi¢ et al. 2009c¢).
C. mixta, C. maxima i C. moschata, takode su pokazale u literaturi opisane simptome
(Tobias et al., 1996; Tébias and Palkovics, 2003; Vuéurovi¢ et al. 2009¢) i bile
osjetljive prema ZYMYV, samo je kod C. moschata 'Beja' zabiljeZen izvjesni stepen
otpornosti, jer je ovu sortu uspio da zarazi samo izolat 147-08. C. mixta i C. moschata
'Lola" su reagovale na infekciju izolatom 128-08 osim hromatskim promjenama i
deformacijom oblika lista.

Komercijalno dostupne sorte krastavaca u Srbiji bile su sistemi¢no zarazene
ZYMV $to je u skladu sa rezultatima drugih autora (Wong et al., 1994; Prieto et al.,
2001; Dukié et al., 2002; Tobias and Palkovics, 2003; Hosseini et al., 2007; Yakoubi
et al., 2008; Vucurovic i sar. 2009¢). Medutim, sve sorte krastavca pokazale su manju
osjetljivost od biljaka roda Cucurbita. Ipak, uo€ene su znacajne razlike izmedu

ispitivanih izolata na osnovu toga §to su pojedini izolati uspeli da zaraze samo odredene
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sorte krastavca, a izolat 128-08 nije uspio da indukuje pojavu simptoma ni na jednoj od
ispitivanih sorti krastavca. Sli¢ne rezultate su zabiljezili i Svoboda and Polak (2002).
Biljke C. melo 'Ananas' pokazale su se otpornim na inokulacije izolatima ZYMV, za
razliku od drugih istrazivanja koja ovu biljku navode kao osjetljivu na vjeStacke
inokulacije ZYMV (Wong et al., 1994; Prieto et al., 2001; Dukié et al., 2002; Tébias
and Palkovics, 2003; Hosseini et al., 2007; Yakoubi et al., 2008). Takode, 1 vrsta C.
anguria je ispoljila odredeni stepen otpornosti na inokulacije ZYMV, jer je samo izolat
140-08 izazvao pojavu simptoma, iako do sada ova vrsta nije ispitivana kao
eksperimentalni domacin ZYMV, mada je zabiljezena prirodna infekcija sa ZYMV (Sai
Gopal and Johnson, 2009 loc. cit. Ozer et al., 2012).

Pojava sistemic¢nih simptomi na C. lanatus 'Creamson sweet' 1 L. siceraria posle
inokulacije sa izolatima ZYMYV je u skladu sa rezultatima drugih autora (Wong et al.,
1994; Dukié et al., 2002; Tobias and Palkovics, 2003; Hosseini et al., 2007; Yakoubi
et al., 2008; Vucéurovi¢ et al., 2009¢c). Ispitivani izolati su se medusobom razlikovali
po tome §to samo izolat 128-08 nije izazvao pojavu simptoma na C. lanatus 'Creamson
sweet', a najizrazenije simptome je izazvao izolat 146-08. L. siceraria nijesu zarazila
dva od Cetiri ispitivana izolata, 140-08 i 147-08, dok je izolat 128-08 izazvao
najizrazenije simptome. Sli¢ne rezultate zabiljezili su Duki¢ et al. (2002) i Vucurovié¢
et al. (2009¢).

Biljke roda Chenopodium, kao i Gomphrena globosa reagovale su pojavom
tipicnih lokalnih simptoma, kao $to navode i drugi autori (Duki¢ et al., 2002; Tébias
and Palkovics, 2003; Hosseini et al., 2007; Vucurovié et al., 2009¢). Ipak, C. foetidum
1 C. murale su bile nesto otpornije na ZYMV u odnosu na druge ispitivane vrste roda
Chenopodium, jer je kod C. foetidum samo izolat 147-08 izazvao pojavu simptoma, a za
C. murale osim 147-08 infektivna je bio i 128-08. Rezultate slicne ovima dobili su i
Dukié et al. (2002) u okviru ispitivanja kruga domacina ZYMV.

Ova istraZivanja su pokazala da biljke roda Nicotiana, D. stramonium,
Trichosanthes cucumerina, Cyclanthera pedata, Momordica sp., Benincasa hyspida,
Petunia x hybrida, Physalis floridana nijesu domacini ZYMV, kao §to su naveli i drugi
autori (Wang et al., 1992; Wong et al., 1994; Prieto et al., 2001; Duki¢ et al., 2002;
Tébias and Palkovics, 2003; Hosseini et al., 2007; Yakoubi et al., 2008; Vucurovic¢

et al., 2009c). Kako su medu biljkama, za koje se u ovim, ali i u istrazivanjima drugih

167



autora ispostavilo da nijesu domacini ZYMV, cetiri predstavnika familije
Cucurbitaceae, posebnu paznju treba posvetiti tim biljkama u cilju traZzenja 1
pronalazenja gena rezistentnosti prema ZYMV.

Iako je fenotipska varijabilnost ZYMV intenzivno proucavana u svijetu (Lecoq
and Pitrat, 1984; Desbiez et al., 1996; Bananej et al., 2008), jos uvijek nema dovoljno
informacija za populaciju ovog virusa u regionu Evrope (Glasa et al., 2007). Bioloska
varijabilnost izolata ZYMYV zabiljeZena je i ranije izmedu izolata razli¢itog geografskog
porijeklla ili izmedu izolata koji su dug vremenski period odrzavani u uslovima
staklenika (Desbiez et al., 1996). Takode, proucavajuci varijabilnost izolata porijeklom
iz Slovacke i Ceske (Glasa et al., 2007) i Irana (Bananej et al., 2008) uocene su razlike
izmedu ispitivanih izolata, koje su se uglavnom odnosile na ja¢inu ispoljenih simptoma
testiranih prirodnih ili eksperimentalnih domacina.

Razlike u ispoljavanju simptoma na test biljakama inokulisanim razli¢itim
izolatima ukazuju na fenotipsku varijabilnost populacije ZYMV (Bananej et al., 2008),
a razli¢iti odgovori pojedinih vrsta obi¢ne tikve ili drugih biljaka familije Cucurbitaceae
na inokulacije odredenim izolatima ZYMYV, sa druge strane, ukazuju na postojanje
razli¢itog nivoa otpornosti u biljkama osjetljivim prema ZYMV (Pfosser and
Baumann, 2002; Glasa et al., 2007).

Biolosko testiranje sprovedeno u ovom radu je, na osnovu ispoljavanja i tipa
simptoma ispitivanog kruga domacina, otkrilo razlike izmedu cetiri izolata ZYMV
porijeklom iz Srbije. Interesantno je da su se izolati razlikovali ne samo po jaini
ispoljenih simptoma ve¢ 1 po ispitivanom krugu domacina. Razlike u intenzitetu
simptoma 1 razlike u krugu domacina, koje su izazvali ispitivani izolati, ukazuju da
varijabilnost u okviru populacije ZYMV moze da ima velike prakti¢ne posljedice u
proizvodnji i ispoljavanju odredenog nivoa otpornost gajenih genotipova tikava.

Obje ove Cinjenice treba uzeti u obzir 1 dati im klju¢no mjesto u programima
selekcije tikava na otpornost. Utvrdivanje fenotipske raznovrsnosti u okviru populacije
jednog virusa odredenog geografskog podrucja, osnova je za utvrdivanje genetickog
diverziteta virusnih izolata jedne populacije. Buducéa ispitivanja treba da ukljuce
karakterizaciju velikog broja izolata u cilju odredivanja prevalentnih koji bi dalje bili
koriS¢eni u budu¢im programima selekcije. Na osnovu identifikacije dominantnih

patotipova virusa stvaraju se preduslovi za uspjesni skrining osnova rezistentosti koje je
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potrebno identifikovati u germplazmi tikava, jer je gajenje otpornih genotipova
najefikasniji 1 najuspjesniji nacin kontrole svih bolesti koje izazivaju biljni virusi koji se
neperzistentno prenose vasima.

Bioloska varijabilnost, na osnovu simptoma u polju, utvrdena je izmedu izolata
iz jugoisto¢ne Francuske, koji su ispoljavali izrazenije simptome u odnosu na izolate iz
jugozapadne Francuske (Lisa and Lecoq, 1984). Ova istrazivanja su pokazala i razliku
izmedu ove dvije grupe izolata i tipicnog soja ZYMV prisutnog u Italiji. Slicnu
varijabilnost na osnovu simptoma u polju izmedu izolata ZYMYV iz razlicitih djelova
SAD-a utvrdili su i Provvidenti et al. (1984). Na osnovu simptoma u polju, koje su
izolati 128-08, 140-08, 146-08 1 147-08 izazvali na uljanoj tikvi sorte Olinka, nije
uocena drasti¢na razlika izmedu izolata. Svi izolati su izazvali pojavu hloroti¢nog
proSaravanja sa neznatnom varijacijom simptoma. Obzirom da ispoljavanje tipa
simptoma zavisi od vremena infekcije, a da je izmedu ispitivanih izolata uocena
fenotipska varijabilnost, buduc¢a bioloska karakterizacija izolata ZYMYV u naSoj zemlji
treba da ukljuc¢i i mehanicke inokulacije u kontrolisanim uslovima C. pepo var. styriaca
1 to u razli¢itim fazama razvoja biljke.

Utvrdivanje fenotipske raznovrsnosti u okviru populacije jednog virusa
odredenog geografskog podrucja, osnova je za utvrdivanje genetickog diverziteta
virusnih izolata jedne populacije. Medutim, iako su se ispitivani izolati medusobno
razlikovali po tipu i vremenu ispoljavanja na test biljkama, nije postojala korelacija
izmedu fenotipske i genotipske varijabilnosti na osnovu dijela genoma ZYMYV koji je u

ovim istrazivanjima proucavan.

6.4.2. Bioloska identifikacija i karakterizacija WMV

Nakon mehanic¢kih inokulacija biljaka C. pepo 'Ezra F1', inokulumom
pripremljenim iz uzorka C. pepo "Tosca', zabiljezena je pojava mozaika i klobucavosti,
¢ime je potvrdena virusna priroda oboljenja i dobijeni izolati virusa. Odabrani izolati sa
lokaliteta Ruma u polju su ispoljavali razlike u simptomatologiji: mozaik i blaga
klobuc¢avosti na listu, kao i mozaik na plodovima (izolat 255-09), mozaik i nitavost na
listovima (256-09), zadrzavanje zelene boje oko nerava na listu 1 mozaik na plodu (266-

09).

169



Detaljnijom bioloSkom karakterizacijom ispitivanih izolata, zabiljezena je
pojava mozaika na inokulisanom lis¢u C. pepo 'Olinka', 'Beogradska tikvica', 'Ezra F1',
'Slovenacka golica', C. moschata 'Lola', a na C. pepo 'Olivia' 1 'Zucchini' 1 pojava
zadrzavanja zelene boje oko nerava. Razlike su ispoljene na: (i) C. maxima za koju je
samo jedan od ispitivanih izolata bio infektivan, (ii) C. mixta na kojoj je samo jedan
izolat, osim mozaika izazvao 1 simptome lokalnih nekroti¢nih pjega 1 (iii) C. moshata
'Beja' na kojoj jedan izolat nije izazvao pojavu simptoma. Simptome sistemicnih
infekcija, kao 1 razliku u ja€ini ispoljenih simptoma, na biljkama roda Cucurbita
zabiljezili su i drugi autori (Web and Scott, 1965; Rahiman and Izadpanah, 1978;
Purcifull and Hiebert, 1979; Provvidienti and Schroeder, 1970; Dukic et al., 2002;
Moreno et al., 2004; Sharifi et al., 2008; Srinivasulu et al., 2010; Lecoq et al., 2011).

Kod biljaka roda Cucumis simptomi posle vjestackih inokulacija su bili nesto
slabije izrazeni, a kod C. sativus 'Regal' simptomi se nijesu pojavili.

Takode, uocavale su se i znacajne razlika izmedu izolata. [zolati su se razlikovali
po infektivnosti za C. anguria, C. lanatus 'Creamson sweet', ili po jacini i tipu simptoma
na L. siceraria. Ovakve reakcije test biljaka navode se i u literaturi (Web and Scott,
1965; Rahiman and Izadpanah, 1978; Duki¢ et al., 2002; Lecoq et al., 2011).

U saglasnosti sa literaturnim podacima je i pojava hloroticnih lokalnih pjega na
C. quinoa 1 C. amaranticolor, kao 1 pojava sisitemi¢ne hloroticne pjegavosti na C.
quinoa (Web and Scott, 1965; Rahiman and Izadpanah, 1978; Provvidienti and
Schroeder, 1970; Davis, 1986; ToSi¢ et al., 1998; Dukié et al., 2002; Moreno et al.,
2004; Sharifi et al., 2008; Lecoq et al., 2011). Upravo C. quinoa pokazala se kao
pogodna test biljka za biolosko razdvajanje izolata WMV od ZYMV. Takode, u skladu
sa rezultatima drugih autora zabiljeZeno je i odsustvo simptoma na C. foetidum 1 C.
murale (Davis, 1986; ToSi¢ et al., 1998). Izolat 266-09 na C. quinoa nije izazvao
pojavu sistemi¢nih simptoma, dok su druga dva izolata 255-09 i1 356-09 izazvala pojavu
sistemi¢nih simptoma u vidu mozaika i sistemi¢nih hloroti¢nih pjega. Ovakve simptome
na C. quinoa izazivaju izolati WMV koji su svrstani u grupu ,,emerging* izolata koji su
se pojavili u Francuskoj 1999. godine (Desbiez et al., 2007) koji na tikvama i dinjama
izazivaju veoma destruktivne simptome. Po najnovijim istrazivanjima populacije izolata
WMV u Francuskoj, smatra se da ,emerging” polako zamjenjuju do sada prisutne

»classic” sojeve (Moreno et al., 2004; Desbiez et al., 2011; Lecoq et al., 2011).
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Detaljnijom bioloSkom karakterizacijom izolata zabiljezeno je odsustvo reakcije
na test biljkama D. stramonium 1 G. globosa §to je u saglasnosti sa rezultatima drugih
autora (Davis, 1986; Tosi¢ et al., 1998). Biljke iz roda Nicotiana (N. debneyii, N.
clevelandii, N. rustica, N. glutinosa, N. tabacum 'Samsun', 'Banat', Prilep') nijesu
reagovale pojavom simptoma nakon inokulacije ispitivanim WMV izolatima, §to je u
skladu sa krugom domacina ovog virusa zabiljeZenom i od strane drugih autora (Web
and Scott, 1965; Davis, 1986; Srinivasulu et al., 2010). Medutim, u Iranu su
zabiljeZeni izolati koji mogu da zaraze N. debneyii (Sharifi et al., 2008), kao i izolati
koji izazivaju sistemi¢nu zarazu u vidu blagog mozaika na biljkama N. benthamiana
(Moreno et al., 2004).

Kako ovi rezultati pokazuju da su biljke familije Cucurbitaceae veoma osjetljive
na infekcije WMV, kao i da su simptomi na izvornim biljkama u polju bili veoma jaki,
Sto do ovih istrazivanja nije bilo karakteristicno za infekcije ovim virusom u Srbiji, na
njega u buducnosti treba obratiti posebnu paznju. Pojava ,emerging® izolata u
Jugoisto¢noj Francuskoj posle 2000. godine jo$ jedan je od primjera tzv. ,the invasion
paradox* (Sax and Brown, 2000; Fabre et al., 2010) gdje lokalni sojevi, za koje je
ocekivano da budu dobro adaptirani u odredenim uslovima sredine, bivaju brzo
zamijenjeni novim. Cesta pojava je i da se u istoj biljci nadu i ,,classic” i ,,emerging®
s0j, Sto moze znatno da oteza moguénost unakrsne zastite 1 zbog ¢ega se smatra da je
ona samo djelimi¢no uspjesna. Takode, smatra se da Ceste pojave mijeSanih infekcija sa
oba soja znacajno favorizuju ,,emerging* sojeve koji su bolji kompetitori i koji se bolje i
efikasnije prenose i lakSe Sire na druge usjeve i domacine u kojima prezimljavaju

(Lecoq et al., 2011; Fabre et al., 2010).

6.4.3. Bioloska identifikacija i karakterizacija CMV

Nakon mehanickih inokulacija biljaka roda Nicotiana, ispitivanim izolatom
zabiljeZzena je pojava mozaika, nitavosti, klobucavosti, nekroticnih pjega ¢ime je
potvrdena pripadnost ispitivanih izolata CMV. Detaljnom bioloskom karakterizacijom
odabranog izolata 115-08 iz C. pepo 'Olinka' zabiljezena je pojava karakteristicnih
sistemicnih simptoma opisanih za izolate CMV, kao $to je mozaik i prosvijetljavanje

nerava na razli¢itim vrstama kao 1 sortama jedne vrste biljaka familije Cucurbitaceae.
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Simptomi koji su se pojavili na inokulisanim test biljkama odgovarali su
simptomima zabiljezenim za CMV 1 od strane drugih autora (Provvidenti and
Schroeder, 1970; Rahimian and Izadpanah, 1978; Francky et al., 1979; Dukié et al.,
2002; Krsti¢ et al., 2002; Tébias and Tulipan, 2002). Medutim, uocene su i razlike u
odnosu na krug domacina koji su opisali Duki¢ et al., (2002). Biljke Solanum
lycopersicum 'San Pjer' koje su u istrazivanjima Dukié et al., (2002) reagovale pojavom
sistemi¢nog mozaika, deformacija i nekroze nijesu mogle biti zarazene izolatom 115-08,
dok je ispitivani izolat izazvao lokalne nekrotiCne pjege na Gomphrena globosa za
razliku od izolata (Dukié¢ et al., 2002) koji nijesu zarazavali ovu vrstu. Biljke C.
foetidum su reagovale pojavom deformacija i krzljavosti, za razliku od istrazivanja
Krsti¢ et al. (2002) kada su se na ovim biljkama javili simptomi nekroze i mozaika.

Izolati CMV se razlikuju od izolata ZYMV i WMV na osnovu reakcija na
biljkama roda Nicotiana. N. glutinosa je Cesto koris¢ena kao dijagnostiCka vrsta
(Edwards and Gonsalves, 1983; Owen and Palukaitis, 1988; Chou et al., 2009) i
reaguje razliitim simptomima u zavisnosti od soja virusa. Neki sojevi izazivaju blagi,
neki izrazeni mozaik, a neki izazivaju zuéenje nerava i mozaik, a neki klobucavost i
mozaik ili nitavost. U skladu sa ovim je i reakcija ispitivanog izolata CMV u ovom
radu. Na drugim vrstama roda Nicotiana, N. clevelandii i N. tabacum ovaj virus izaziva
sistemi¢no Sarenilo ili mozaik, dok N. benthamiana reaguje latentnom infekcijom
(Dukic¢ et al., 2002). Reakcije kruga domac¢ina mogu se koristiti za razlikovanje CMV
od drugih virusa (Cohen and Nitzany, 1963; Lastra, 1968; Palukaitis et al., 1992;
Tébias and Tulipan, 2002), ali na osnovu njih ne moze se utvrditi pripadnosti bilo
kojeg izolata odredenoj podgrupi ovog virusa.

Iako je u nasoj zemlji ranije ispitivan krug domacina ovog virusa (Duki¢ et al.,
2002; Krsti¢ et al., 2002), znacajan doprinos istrazivanja sprovedenih u ovom radu je
taj Sto je obuhvacen veliki broj biljaka familije Cucurbitaceae, pa ¢e ova ispitivanja
znacajno doprinijeti sticanju potpunijeg uvida u osjetljivost/otpornost prije svega
komercijalno dostupnih sorti tikava i krastavaca u nasoj zemlji $to moze biti od velikog
znacaja poljoprivrednim proizvodacima. Rezultati ovih ispitivanja mogu biti od velike
pomo¢i selekcionerima u programima selekcije tikava na otpornost, jer je gajenje
otpornih genotipova najefikasniji 1 najuspjeS$niji nacin kontrole svih bolesti koje

izazivaju biljni virusi koji se neperzistentno prenose vasima. Pored toga, istrazivanja u
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okviru ove disertacije ukazala su na mogucu biolosku varijabilnost u okviru populacije
CMV iz tikava, a vjerovatno i iz drugih domacina Sto bi u buducnosti trebalo detaljnije

istraziti.

6.4.4. BiolosSka identifikacija TSWV

Posle inokulacija biljka N. tabacum 'Samsun' zabiljeZena je pojava simptoma
hloroti¢nih 1 nekroti¢nih pjega i sistemicnih proSaravanja, ¢ime je potvrdena virusna
priroda oboljenja i dobijeni izolati virusa. Dobijeni su izolati 236-09 iz C. maxima i
240-09 C. pepo 'Beogradska', koje su pokazivale za Tospovirus-e karakteristiCna
hloroti¢na prosaravanja, a u kojima nije dokazano prisustvo nijednog od Sest seroloski
testiranih virusa. Identifikacija ovih izolata, kao izolata TSWYV, obavljena je posle
pojave simptoma u vidu lokalnih nekroti¢nih pjega, na Petunia x hybrida tri dana posle
inokulacije. Biljka Petunia x hybrida predstavlja jednu od najkorisnijih test biljaka za
dokazivanje TSWYV, a primjenjuje se i kao indikator biljka, jer na infekciju TSWV
reaguje pojavom tipi¢nih simptoma u vidu smedih lokalnih nekroti¢nih pjega dva do

Cetiri dana posle inokulacija (Allen and Matteoni, 1991).

6.4.5. BioloSka identifikacija CABYV

U testu perzistentnog prenoSenja sa Aphis gossypii, uspje$no su reprodukovani
simptomi na C. pepo 'Olinka’, ¢ime je potvrdena virusna priroda oboljenja, dobijeni
1zolati virusa 1 potvrdena vektorska uloga vrste Aphis gossypii. Simptomi na izvornim 1
na test biljkama, dokazan perzistentan nacin prenosenja ukazali su da je prouzrokovac
simptoma Zutila na tikvama CABYV. U literaturi se navodi da ovaj virus na tikvama
prouzrokuje simptome jakog Zutila i zadebljavanja starijeg lis¢a (Lecoq et al., 1992,
Bananej and Vahdat, 2008), a kao veoma efikasni vektor navodi se vrsta Aphis

gossypii (Lecoq et al., 1992; Lecoq, 1999; Reinbold et al., 2003).

6.5. Prenosenje ZYMV, WMV i CMYV sjemenom tikava

Moguénost prenosenja fitopatogenih virusa sjemenom gajenih i korovskih
biljaka predstavlja znacajnu kariku u epidemioloskom lancu bolesti, pa su zbog toga u
ovom radu i obavljena istrazivanja prenoSenja ZYMV, WMV i CMV sjemenom C. pepo

var. styriaca, C. maxima i C. moschata. lako je uloga prenoSenja virusa sjemenom
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tikava veoma znacajna, u literaturi jo§ uvijek postoje oprecni podaci kako uopste o
prenosenju ZYMV, CMV 1 WMV, tako i o procentu u kom se ovi virusi prenose
sjemenom biljaka familija tikava i znacaju tog prenosenja.

Procenti prenoSenja ZYMV sjemenom sve tri testirane vrste tikava dobijeni u
ovom radu potvrduju da je upravo prenosenje sjemenom najvjerovatniji nacin kako se
ovaj destruktivni virus brzo Siri na velike udaljenosti (Davis and Mizuki, 1986;
Schrinjwerkers et al., 1991; Fletcher et al., 2000; Simmons et al., 2011) ¢emu je
doprinijela i medunarodna trgovina zarazenim sjemenom. lako je ZYMV relativno
,,nov* virus, opisan 1981. godine (Lisa et al., 1981; Lecoq et al., 1981) za samo jednu
deceniju od opisa, njegovo prisustvo je ustanovljeno na svim kontinentima Sto ga,
zajedno sa Stetama koje prouzrokuje na tikvama, svrstava u veoma agresivne viruse
(Lecoq et al., 2009). Medutim, pored brojnih nau¢nih dokaza da je upravo prenosSenje
sjemenom nacin kako ZYMV dolazi u nova podru¢ja (Davis and Mizuki, 1986;
Schrinjwerkers et al., 1991; Desbiez and Lecoq, 1997; Fletcher et al., 2000; Lecoq
et al., 2003; Toébias and Palkovics, 2003; Simmons et al., 2011), jo$ uvijek postoje
brojna neslaganja u pogledu znacaja ovog prenosenja, jer u literaturi postoje podaci da
se ZYMYV prenosi sjemenom razli¢itih vrsta tikava od 0 do 18,9% (Davis and Mizuki,
1986; Gleason and Provvidenti, 1990; Schrinjwerkers et al., 1991; Robinson et al.,
1993; Desbiez and Lecoq, 1997; Fletcher et al., 2000; Riedle-Bauer et al., 2002,
Lecoq et al., 2003; Tdbias and Palkovics, 2003; Miiller et al., 2006; Bulaji¢ i sar.,
2008; Simmons et al., 2011). Schrinjwerkers et al. (1991) utvrdili su prenoSenje
ZYMV u veoma niskom procentu (0,047%) 1 to je virus bio prisutan na sjemenu
egzogeno, na povrSini sjemenjace obi¢ne tikve. Tako nizak procenat prenosivosti
sjemenom obicne tikve utvrdili su i drugi istrazivaci (Robinson et al., 1993; Greber et
al., 1988; Tobias and Palkovics, 2003). Robinson et al. (1993) su u toku sedam godina
proucavanja ovog aspekta uglavnom dobijali negativne rezultate. Isptivanja sprovedena
u kontrolisanim uslovima nijesu dokazala prenoSenje virusa sjemenom obicne tikve, a u
poljskim uslovima je utvrden veoma nizak procenat (0,07%) prenosivosti. Riedle-
Bauer et al. (2002) i Tobias et al. (2008) utvrdili su prenosenje ZYMV sjemenom C.
pepo var. styriaca uglavnom u niskom procentu (ispod ili oko 1%), ali 1 u visokom od
5-15,3%, u zavisnosti od ispitivanog lota sjemena. Simmons et al. (2011) utvrdili su

procenat prenosenja ZYMV sjemenom C. pepo subsp. texana od 1,6%. Ispitujuci
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zarazenost sjemena tri sorte C. maxima sa ZYMYV, Fletcher et al. (2000) su utvrdili
nivo zarazenosti od 1-7% u zavisnosti od sorte 1 starosti biljke u vrijeme infekcije u toku
vegetacije. Visok prosje€an procenat prenosivosti (18,9%) utvrdili su Davis and
Mizuki (1986). Prenosenje ZYMV sjemenom obicne tikve se kretao od 0 do 80,7%
prilikom testiranja sjemena individualnih plodova. Bulaji¢ et al. (2008) utvrdili su
prenosivost od 12,5% sjemenom C. moschata. Kako je prenoSenje ZYMV dokazano u
ovom radu utvrdeno u sijancima koji nijesu pokazivali simptome, §to je u skladu sa
nalazima Simmons et al. (2011), moguce je da su niski procenti prenosenja ili izostanak
prenosenja prijavljen od strane nekih autora, zapravo posljedica manjkavosti
primijenjenih dijagnostickih metoda, jer na primjer Gleason and Provvidenti (1990) su
utvrdivali procenat prenosenja ZYMV sjemenom dinje na osnovu vizielnog pregleda
simptoma na sijancima. Bez obzira na procenat prenosenja, Desbiez and Lecoq (1997),
Kucharek and Purciful (1997) i Simmons et al. (2011) ukazali su da i mali procenti
prenosSenja, u kombinaciji sa neperzistentnim prenosenjem biljnim vasima moze da
prouzrokuje epidemije u usjevima tikava, jer sjetva takvog sjemena zarazenog virusom,
¢ak 1 u niskom procentu, dovodi do pojave zariSta neravnomjerno rasporedenih u polju,
odakle se putem vektora obavljaju rane sekundarne infekcije koje su i najStetnije po
prinos.

Obzirom da je ZYMYV infektivan za najmanje 16 biljnih vrsta koje ne pripadaju
familiji Cucurbitaceae i 26 vrsta tikava (Robinson et al., 1993), neophodno je ispitati
prenoSenje ZYMV sjemenom ovih biljaka, jer upravo prenoSenje sjemenom moze
doprinijeti unosenju ZYMYV u nove regione, ali i Sirenju ovog virusa u regionima gdje je
ve¢ prisutan. Medutim, ova oblast je slabije proucena i postoji samo jedno saopstenje o
tome da se ZYMYV prenosi sjemenom Ranunculus sardous, uz nivo zaraze od 1,33%
(Al-Musa, 1989).

Rezultati ovih istrazivanja nijesu pokazali prenoSenje WMV sjemenom tikava,
Sto je u skladu sa literaturnim podacima, koji takode upucuju na to da se WMV ne
prenosi sjemenom gajenih tikava. Purcifful et al. (1984) i Shukla et al. (1994) navode
da se ovaj virus ne moze prenijeti, ni u embrionu, ni kontaminacijom na povrSini
sjemena. Ispitivanja Toébias et al. (2003) 1 Tobias et al. (2008) nijesu dokazala

prenosivost ovog virusa sjemenom C. pepo var. styriaca. Jedini podatak o prenoSenju
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WMV sjemenom zabiljeZzen je na Novom Zelandu i to sjemenom tri razlicite sorte C.
maxima sa procentom zaraze od 0,5-6% (Fletcher et al., 2000).

U toku ovih istraZivanja nije potvrdeno prenoSenje CMV sjemenom prirodno
zarazenih biljaka C. pepo, C. maxima 1 C. moschata, iako je potvrdeno je da se CMV
prenosi sjemenom 19 razli¢itih gajenih i korovskih biljnih vrsta u promjenljivom
procentu (Provvidenti, 1996a). Najces¢e se prenosenje CMV sjemenom vezuje za
gajene biljke iz familija Fabaceae i Brassicaeae, ali postoje podaci i za neke biljne vrste
iz familije Cucurbitaceae (Gallitelli, 2000). Od gajenih biljaka koje pripadaju familiji
tikava, Palukaitis et al. (1992) navode da su neka ispitivanja pokazala da se CMV
prenosi sjemenom C. melo (2,1%), C. moschata (0,7%), C. sativus (1,4%), kao 1
sjemenom C. pepo var. styriaca. Takode, u proucavanju prenoSenja CMV sjemenom C.
pepo var. styriaca postoje oprecni literaturni podaci. Nekim ispitivanjima nije potvrdeno
prenoSenje CMV (Tébias et al., 2003), dok druga potvrduju tu moguénost (Tobias et
al., 2008). Gumus et al. (2004) potvrdili su prenoSenje CMV sjemenom krastavca
(36,8%), dinje (18,5%) 1 obicne tikve (18,5%).

Bez obzira na konfliktne rezultate i veliki broj ispitivanja kojima nije utvrdeno
prenoSenje ZYMV, WMV 1 CMV, zarazeno sjeme je po svemu sudeci jedan od
vaznijih, ako ne 1 najvazniji faktor koji omogucava brzo i efikasno Sirenje i veliku
geografsku rasprostranjenost ovih virusa. Znacaj prenosenja sjemenom je naroc€ito veliki
kada je u pitanju ZYMV S§to je vjerovatno doprinelo tako brzom Sirenju ovog

destruktivnog virusa tikava Sirom svijeta.

6.6. Detekcija ZYMV, WMV, CMV i TSWV u korovskim biljkama primjenom
DAS-ELISA testa

Istrazivanja prisustva virusa na korovskim biljkama u Srbiji, potvrdila su da ove
biljke predstavljaju znacajan izvor inokuluma za viruse tikava prisutne kod nas.
Najzastupljeniji virus na testiranim korovskim biljkama u i na povrSinama pored usjeva
bio je TSWV. Drugi po zastupljenosti je bio CMV, dok su ZYMV i WMV dokazani u
jednakom broju korovskih biljaka. Takode, osim §to su domacini virusima tikava,
korovske biljke su biljke hraniteljke za veliki broj vasi, ali 1 tripsa koji prenose viruse
tikava i odakle ih Sire u usjeve. Korovske i samonikle biljke raznih vrsta tikava, koje

predstavljaju primarni inokulum virusa, obi¢no se nalaze ili u samom usjevu ili u
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neposrednoj blizini. Virusi se ¢esto unose u usjev uljane tikve ili drugih gajenih vrsta
tikava preletom vasi sa korova ili sa usjeva ranije vegetacije. Opste je misljenje da zbog
kratkog retencionog vremena, odnosno vremena zadrzavanja virusa na stiletu vektora-
vasi (2-4 Casa), za viruse koji se na neperzistentan nacin prenose, izvor inokuluma mora
da bude u blizini usjeva. Smatra se da postojanje fizi¢kih barijera, u vidu visokih i dugih
planinskih vijenaca, spreCava brzo prenoSenje vasi na vecu udaljenost, a time
onemogucava njihovu vektorsku ulogu (Margaritopoulos et al., 2009). Medutim, kako
je retenciono vrijeme u nekim slucajevima znacajno duze 20-30 casova, i mnogo
udaljeniji izvori zaraze mogu da imaju znacaj kao izvor inokuluma.

lIako je krug domacina najznacajnijeg virusa tikava ZYMYV uglavnom ogranic¢en
na predstavnike familije Cucurbitaceae, u toku ovih istrazivanja njegovo prisustvo je
dokazano u predstavnicima jo§ tri familije Chenopodiaceae, Amarantaceae i
Brassicacea, koje su kasno-proljeéni ili visSegodis$nji korovi i veoma cesti u usjevima
tikava. Dosadasnja proucavanja ZYMYV u svijetu, pokazala su da postoji veoma mali
broj prirodnih rezervoara ovog virusa. Za pojedine korove, kao §to su Ranunculus
sardous 1 Lamium amplexicaule ili gajene biljke, kao Sto je Sesamum indicum,
pokazano je da mogu biti sistemi¢no zarazeni u eksperimentalnim uslovima (Lecoq et
al.,, 1981; Mahgoub et al., 1997), a time potencijalno znacajni rezervoari virusa.
ZYMYV je prvo izolovan iz divljeg viSegodiSnjeg krastavca (Melothria pendula) (Adlerz
et al., 1983), a kasnije je ustanovljeno na Floridi da je ova korovska vrsta vazan prirodni
domacin i sluzi kao rezervoar ZYMV (Schubert and Ritchie, 1984; Kucharek et al.,
1996). U Jordanu vrsta Moluccella laevis opisana je kao prirodni rezevoar virusa (Al-
Musa, 1989). Nekoliko drugih divljih vrsta fam. Cucurbitaceae sluZze kao prirodni
domacini ZYMV u SAD (Perring et al., 1992) ili Sudanu (Mahgoub et al., 1997).
Istrazivanja sprovedena u zemljama umjerenog klimata, kome pripada i Srbija,
ukazivala su da najvazniju ulogu u odrzavanju ZYMYV tokom zime imaju usjevi koji se
gaje u zasticenom prostoru ili da su izvori inokuluma stari usjevi ili samonikle biljke
tikava. Slicnu situaciju utvrdili su Perring et al. (1992) u uslovima Kalifornije.
Medutim, u Oklahomi Ali et al. (2012) utvrdili su da osim divlje vrste Cucurbita
foetidissima, prirodni domac¢in ZYMYV 1 eventualni izvor inokuluma moze da bude i
Amaranthus palmeri, koji je cest korov u usjevima tikava. Medutim, novija

proucavanja, sprovedena u Austriji i Ce$koj Republici su protivre¢na. Svoboda and
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Polak (2002) utvrdili su da su korovi Tripleurospermum maritimum, Stellaria media 1
Trifolium repens osnovni izvori infekcije, da se na njima ZYMYV odrzava u toku zime 1
odatle se u prolje¢e vasima prenosi na usjev tikava. Za razliku od ovih istrazivanja, gdje
je ZYMV dokazan i u biljkama Amaranthus retroflexus, C. hybridum 1 C. album,
Riedle-Bauer et al. (2002) detektovali su samo sporadi¢ne prirodne zaraze nekih
korovskih vrsta: Chenopodium album, Lamium purpureum, Plantago major, Capsella
bursa-pastoris 1 Rumex obtusifolius, a mehani¢kim inokulacijama uspjeli su da izazovu
samo lokalnu zarazu C. album i sistemi¢nu asimptomati¢nu zarazu C. quinoa. Ovi
autori navode da nijesu detektovali prirodne zaraze Amaranthus sp., Stellaria media,
Galium aparine 1 Trifolium repens, niti su ih mogli zaraziti mehanickim inokulacijama,
mada su ovi korovi opisani kao prirodni rezervoari ZYMV na Novom Zelandu. Riedle-
Bauer et al. (2002) ukazali su da geneticka varijabilnost razli¢itih partija sjemena nekih
korova uti¢e na njihovu razliitu osjetljivost. Na ovaj nac¢in mogli bi se objasniti
konfliktni literaturni podaci o osjetljivosti odredenih korovskih biljaka na infekciju sa
ZYMV. Na osnovu dosadasnjih proucavanja ocigledno je da biljne vrste koje ne
pripadaju fam. Cucurbitaceae imaju neznatnu ulogu kao prirodni rezervoari ZYMYV i da
prenosSenje sjemenom tikava obezbjeduje primarni inokulum dovoljan za iniciranje
epidemijske pojave ZYMV. Medutim, kako je u ovim istrazivanjima ZYMYV dokazan 1
u predstavnicima familije Brassicaceae, Lepidium draba 1 Roripa austiaca, koje su
viSegodisnje biljke i Cesti korovi u nasim poljima, na kojima u svijetu, do sada nije
opisan ovaj virus, ipak ulogu korovskih biljaka u epidemiologiji ZYMV treba jos
prouciti. S obzirom da je ZYMV dokazan i u kasno-prolje¢nim i visegodiSnjim
korovima, koji su prisutni u vrijeme zasnivanja usjeva tikava i u pocetnim fazama
usjeva tikava.

Prisustvo WMV u korovima predstavnicima tri razli¢ite botaniCke familije,
dokazano u ovim istrazivanjima u skladu je sa Sirokim krugom domacina ovog virusa,
koji nije ograniCen samo na biljke iz familije Cucurbitaceae, §to mu omogucava
prezimljavanje i odrzavanje u mnogim leguminozama, kao §to su djetelina i lupina
(Purcifull et al., 1984; Kucharek et al., 1996). WMV moze eksperimentalno da zarazi
170 biljnih vrsta, ukljucujuéi viSe korova koji mogu da sluze za odrzavanje virusa

izmedu dvije vegetacije (Sharifi et al., 2008). Suprotno ovim istrazivanjima, Massumi
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et al. (2007) nijesu detektovali WMV u biljkama koje ne pripadaju familiji
Cucurbitaceae u Iranu, osim u nekoliko korova. Sharifi et al. (2008) su od 31 testirane
korovske biljke utvrdili prisustvo ovog virusa samo u Citrullus colocynthis. lako je krug
domac¢ina WMV Sirok, Kucharek and Purcifull (1997) ustanovili su da se virus
odrzava i prenosi u usjev dinje iz usjeva drugih tikava i okolnih korovskih biljaka.
Najvazniji primarni doma¢in WMV u Floridi je Alysicarpus vaginalis, mada i Lupinus
spp., Indigofera hirsuta 1 Pisum sativum mogu da posluze kao biljke za odrzavanje
virusa, odakle ga vasi prenose na usjeve tikava (Kucharek et al., 1996).

Za razliku od ZYMV i WMV, CMV je virus koji se odrzava u mnogobrojnim
korovskim vrstama koje pripadaju i samoj familiji Cucurbitaceae 1 mnogim drugim
biljnim familijama. Izrazito S§irok krug prirodnih domacina, koji ukljucuje i
mnogobrojne korovske vrste, jedan je od glavnih razloga opSte rasprostranjenosti CMV.
S ovom ¢injenicom je u skladu i prisustvo CMV u korovima sedam razli¢itih botanickih
familija dokazano u ovom istrazivanju. Korovi u kojima je dokazan CMV imaju takvu
dinamiku javljanja, da su stalno prisutni za vrijeme vegetacije tikava. Medutim, treba
znati 1 da efikasnost prenosenja CMV vasima zavisi od mnogih faktora kao $to su soj
virusa, vrsta i biotip vektora, biljna vrsta na koju ishranom prenosi virus, ali i biljna
vrsta koja predstavlja izvor zaraze. Tako je ustanovljeno da se CMV vrlo brzo §iri 1
javlja sa visokom ucestalos¢u ukoliko se u blizini usjeva nalaze razliCite vrste
Commelina (C. communis, C. nudiflora i C. benghalensis). Ove vrste, koje mogu da
budu i visegodisnje, povezane su i sa epidemijskom pojavom CMV u usjevima tikava,
duvana i paprike (Kucharek and Purcifull, 1997; Kucharek et al., 1998).

Prisustvo TSWV u korovima devet botani¢kih familija dokazano u ovim
istrazivanjima, u skladu je sa njegovom izrazenom polifagnoséu i opStom
rasprostranjenoscu, jer se kao prirodni domacini ovog virusa navode preko 1000
monokotiledonih, dikotiledonih, pa ¢ak 1 biljke iz razdjela paprati (Parella et al., 2003).
TSWV se prenosi na perzistentan-cirkulativan nacin sa viSe od sedam vrsta tripsa,
predstavnika familija Tripidae (Ullman et al., 2002), medutim da bi prenijeli virus,
tripsi ga moraju usvojiti u stadijumu larve, najées¢e u prvom larvalnom stadijumu (Van
de Wetering et al., 1996). Od kada je TSWV, ponovo, postao jedan od ekonomski
najznacajnijih virusa, sprovedena su brojna istrazivanja njegovog prisustva u korovskim

biljkama. Tako je Wilson (1998), dokazao da je TSWV prisutan u deset jednogodiSnjih,
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dvogodisnjih 1 viSegodiSnjih korova, gdje su se procenti infekcije kretali od 0,4% do
22,5%. Martinez-Ochoa et al. (2007) 1 Mullis and Martinez-Ochoa (2009) su u
DzordZiji (SAD) dokazali prisustvo TSWV u zimskim 1 prolje¢énim korovima:
Oenothera laciniata, Spergula arvensis, Raphanus raphanistrum, Gnaphalium
pensylvanicum, Gamochaeta pensylvanica, G. falcata, G. purpureum, Eupatorium
capillifolium, Stellaria media, Verbena rigida, Lepidium virginicum, Solidago
canadensis 1 Geranium carolinianum. Od ljetnijih 1 jesenjih korova TSWV je dokazan u
Jacquemontia tamnifolia, Ipomoea hederacea Jacq. var. integriuscula, Richardia
scabra, Sida rhombifolia, Senna obtusifolia, Croton glandulosus var. septentrionalis,
Acanthospermum hispidum, Eclipta prostrata, Portulaca pilosa, Desmodium tortuosum,
Amaranthus retroflexus 1 Wahlenbergia marginata. Ucestalost pojave TSWV je bila
vrlo visoka, za korove, i kretala se od 3,7% do ¢ak 31,5%, a veéina korova u kojim je
dokazan virus nijesu ispoljavali simptome. U svojim istrazivanjima Mullis and
Martinez-Ochoa (2009) navode klju¢nu ulogu zimskih korova, i da se na osnovu
prisustva TSWV u njima moZe predvidjeti nivo zaraze usjeva ovim vrusom, a takode
smatraju da su upravo korovi, prije svih zimski, klju¢ni za epidemiologiju TSWV. U
istrazivanjima TSWV u korovima u Turskoj (Ozdemir et al., 2009), utvrdena je zaraza
sa TSWV u preko 80% testiranih korovskih biljaka, od ¢ega su najcesce bile zarazene
Convolvulius arvensis 1 Portulaca oleracea, ali je znafajno prisustvo dokazano i u
Geranium rotundifolium 1 Amaranthus retroflexus. Svi ovi rezultati ukazuju da su
korovske biljke te u kojima se TSWV odrzava, a osim toga na korovima se Cesto
odrzavaju 1 tripsi vektori.

Prisustvo, veliki znacaj virusa tikava koji se prenose vaSima na neperzistentan
nacin u nasoj zemlji, kao i mnoge nedoumice u pogledu ekologije i epidemiologije ovih
virusa uslovljavaju potrebu daljeg sprovodenja istrazivanja u pravcu utvrdivanja nacina
njihovog odrzavanja u prirodi u periodu mirovanja vegetacije, nacina njihovog unosenja
u usjev 1 daljeg Sirenja u toku vegetacije. Takode, neophodno je ispitati i znacajnost
korova kao izvora inokuluma za novi virus za Srbiju, CABY'V, koji se prenosi vasima
na perzistentan nacin. Posebnu paznju treba obratiti i na prisustvo TSWV u velikom
broju korovskih biljaka, jer iako se ovaj virus ne javlja u tikvama u visokom procentu,
on je jedan od ekonomski najznacajnijih virusa, za koji je dokazano da kod nas nanosi

velike Stete u usjevima duvana, paprike, paradjza i ukrasnih biljaka.
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6.7. Ispitivanje prisustva biljnih vasi u usjevima tikava i sastav njihove populacije
TrogodiSnja ispitivanja pracenja prisustva i specijskog diverziteta biljnih vasi,
pomoc¢u Zzutih lovnih posuda u usjevima tikava u Vojvodini, pokazala su veliki
diverzitet vrsta biljnih vasi, na Sta ukazuje 57 determinisanih taksona. Ovako veliki
diverzitet biljnih vasi u tikvama nije neuobicajen, obzirom da su u slicnim opseznim
istrazivanjima populacije ovih insekata sprovedenim u naSoj zemlji dobijeni sli¢ni
rezultati u pogledu sastava i brojnosti taksona afidofaune. Tako Vucetié (2011) navodi
prisustvo 106 razli¢itih taksona vasi u usjevima sjemenskog krompira u Srbiji. Sve vrste
vasi uhvacene u klopkama u usjevima tikava u ovom istrazivanju, detektovane su i u
usjevima krompira.Takode, istrazivanja u Madarskoj 1 Hrvatskoj, koje se graniCe sa
Vojvodinom, ukazuju na sli¢an sastav afidofaune (Basky, 1993; Cujak et al., 2005).
Ovakvi rezultati su bili 1 ocekivani, prije svega zbog izgleda reljefa ovog podrucja i
nacina migracija biljnih vasi. Medutim, na lokalitetu Kisa¢ u obje godine pracenja
utvrdena je znacajno manja brojnost, a 1 diverzitet biljnih vasi, Sto je moguce objasniti
¢injenicom, da su ovi usjevi bili sa sve Cetiri strane okruzeni izolacionim pojasom
kukuruza. Osim kukuruza, kao biljka pogodna za formiranje izolacionog pojasa, navodi
se 1 gajeni sirak. Pored toga $to smanjuju brojnost vasi, na biljkama izolacionog pojasa
krilate forme vasi koje su najefikasniji vektori tokom probne ishrane gube infektivnost
(Damicone et al.,, 2007). Vrijednosti Shannon-Weaver-ovog indeksa koji, takode
opisuje diverzitet vrsta, bile su preko 2 za vecinu lokaliteta, $to je ove lokalitete svrstalo
u red srednje bogatih, jer po McDonald (2003), Shannon-Weaver-ov indeks 1,5 ukazuje
na nizak diveriztet, a Shannon-Weaver-ov indeks od 3,5 ukazuje na visok diverzitet.
Osim §to nanose direktne Stete biljkama tikava ishranom u floemu, biljne vasi
su, za usjeve tikava Sirom svijeta, jo$ znacajnije kao vektori biljnih virusa (Luis-
Arteaga et al.,, 1998; Sevik and Arli-Sokmen, 2003). Tri, kod nas i u svijetu
najrasprostranjenija i ekonomski najvaznija virusa tikava, ZYMV, WMV i1 CMV,
prenose se na neperzistentan nacin biljnim vasima. Utvrdeno je da CMV moze da bude
prenijet sa najmanje 80, WMV 42, a ZYMV sa najmanje 26 vrsta vasi (Palukaitis et
al., 1992; Kucharek and Purcifull, 1997; Katis et al., 2006). Novi virus, koji je u toku
ovih istrazivanja otkriven na tikvama u Srbiji, CABYV, takode se prenosi biljnim

vaSima, ali za razliku od prethodna tri na pezistentan nacin (Lecoq et al., 1992).
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Od pet najzastupljenijih vrsta vasi u ovim istrazivanjima, Aphis fabae, Myzus
persicae, Acyrthosiphon pisum, Anoecia corni 1 Aphis gossypii, a dvije vrste Myzus
persicae 1 Aphis gossypii se najceS¢e navode kao najznacajniji i najefikasniji vektori
ZVMV, WMV, CMV 1 CABYV (Castle et al., 1992; Lecoq et al., 1992; Palukaitis et
al., 1992; Desbiez and Lecoq, 1997; Provvidenti, 2000; Katis et al., 2006). Narocito
je znacajno 1 to S$to su navedene vrste u toku ovih istrazivanja dostizale maksimum
brojnosti i maksimum diverziteta u prvim fenofazama biljke ili oko periodu cvjetanja
tikava, kada su i tikve najosjetljivije na virusne infekcije. Myzus persicae predstavlja
posebnu opasnost za prenosenje neperzistentnih virusa zato Sto veoma rijetko kolonizira
usjev tikava, i radije isprobava pogodnost ishrane na mnogobrojnim biljkama u usjevu,
¢ime obezbjeduje visok stepen i1 primarnog i sekundarnog Sirenja virusa (Perring and
Farrar, 1993).

U toku ovih istrazivanja, naroCito u periodu od 2009-2011. godine Cesto je
uocavana jaka infestacija usjeva tikava sa Aphis gossypii, nekada su bile kolonizirane
samo pojedinacne biljke u usjevu, a nekada, kao Sto je bio sluc¢aj 2011. godine sa
usjevom lubenice na lokalitetu Gornji Tavankut i jednim usjevom uljane tikve na
lokalitetu Kisa¢, na svim biljkama u usjevu nalazile su se veoma brojne kolonije Aphis
gossypii,§to je u skladu sa podacima koji ukazuju da ova vrsta Cesto pravi kolonije na
tikvama (Perring et al., 1992; Webb, 2007). Medutim, kolonizacija usjeva krastavca na
lokalitetu Staro Selo 2011. godine sa Aphis fabae, usled koje je doSlo do potpunog
propadanja usjeva, do sada nije zabiljezena u literaturi, ali taj podatak je u skladu sa
nalazima dobijenim postavljanjem lovnih posuda 2011. godine, gdje je upravo ova vrsta
bila daleko najbrojnija.

Pored utvrdivanja sastava populacija biljnih vasi u usjevima tikava, jedan od
ciljeva ovih istrazivanja bio je i utvrdivanje dinamike populacije biljnih vasi u periodu
vegetacije, odnosno utvrdivanje maksimuma leta. Dobijeni rezultati ukazuju da u nasim
agro-ekoloskim uslovima najveci broj vrsta, a naroCito one koje se u literaturi opisuju
kao najefikasniji vektori Myzus persicae, Aphis gossypii i A. fabea ima maksimum leta
na pocetku vegetacije, kada su biljke tikava u fenofazi 5-6 pravih listova ili u fazi
cvjetanja. Ovaj podatak naroCito dobija na znacaju zbog toga Sto eventualne infekcije
ostvarene u ovom periodu razvoja tikava, mogu da prouzrokuju veoma velike Stete, jer

za viruse tikava vazi pravilo da $to su infekcije ranije ostvarene, to su Stete vece (Blua
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and Perring, 1989; Lecoq et al., 1992; Walkey et al., 1992; Desbiez and Lecoq,
1997; Fletcher et al., 2000). Rane infekcije ZYMV cesto dovode 1 do potpunih
gubitaka u proizvodnji (Lecoq et al., 1981; McLeod et al., 1986; Blua and Perring,
1989; Al-Shahwan et al., 1995).

Ova istrazivanja su pokazala da postoji znacajan diverzitet u populaciji biljnih
vasi koje posjecuju usjeve tikava u Srbiji. U sve tri godine ispitivanja pokazalo se da je
najveci diverzitet i najveca brojnost vrsta u prvim nedjeljama po nicanju biljaka, §to je
narocito znacajno, jer su i usjevi tikava u tom periodu u pocetnim fazama razvoja i
infekcija su mnogo vece. Narocito treba obratiti paznju na najzastupljenije vrste A.
fabea, Myzus persicae, Acyrthosiphon pisum, Anoecia corni 1 Aphis gossypii koje se
navode kao najznacajniji i najefikasniji vektori virusa tikava, a Cija se dinamika
da je od velikog znacaja na neki nacin izbjec¢i nalet vasi u osjetljivim fazama za usjeve
tikava, bilo prilagodavanjem rokova sjetve ili kori§¢enjem zastitnih pojaseva, kao §to je
na primjer kukuruz, koji se u ovim istrazivanjima indirektno pokazao kao veoma

koristan.

6.8.1. Molekularna detekcija i identifikacija izolata ZYMV

Dva razli¢ita para prajmera, ZYMV CPfwd/CPrev (Pfosser and Baumann,
2002) i ZY-2/3 (Thomson et al., 1995) omogudila su amplifikaciju svih ispitivanih
izolata ZYMYV bilo da se virus javio u pojedina¢nim ili u mijeSanim infekcijama.
Primijenjeni prajmeri omogucéavaju amplifikaciju dijela NIb (gen za nuklearne
inkluzije), ¢itavog CP (proteinskog omotaca) gena i dijela 3' UTR (Thomson et al.,
1995; Pfosser and Baumann, 2002).

Intraspecijska varijabilnost, posebno u okviru gena za proteinski omotac, povlaci
za sobom problem pouzdane dijagnosticke tehnike, jer se mnoge od tih tehnika
zasnivaju na antigenim karakteristikama proteinskog omotaca (CP) ili gena koji ga
kodira (CP gen) (Desbiez et al., 1996, Desbiez and Lecoq,1997). Prema tome, pravilan
odabir prajmera za amplifikaciju fragmenata genoma izolata iz nekog geografskog
podru¢ja koji se prvi put molekularno detektuju jedan je od klju¢nih momenata

uspjeSnog molekularnog dokazivanja. Zbog toga su odabrani prajmeri ZYMV

183



CPfwd/CPrev (Pfosser and Baumann, 2002) i ZY-2/3 (Thomson et al., 1995), kojim
se amplifikuje znacajan dio genoma ZYMYV. Ovi prajmeri dizajnirani su tako da imaju
4-8 razlicitih nukleotida na prajmerskim mjestima u odnosu na druge Potyvirus-e, a da
nemaju neslaganja u prajmerskim mjestima sa veéinom poznatih sekvenci ZYMV
deponovanih u GenBank bazi podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Kako su svi ispitivani izolati ZYMV BLAST analizom pokazali 92 do 100%

sli¢nosti sa izolatima ZYMYV iz drugih djelova svijeta, potvrdena je njihova pripadnost
vrsti Zucchini yellow mosaic virus po predlogu Adams et al. (2004) da 76-77%
nukleotidne identicnosti CP gena predstavlja optimalan demarkacioni kriterijum za
razdvajanje vrsta roda Potyvirus i prema predlogu Aleman-Verdaguer et al. (1997) i
Shukla and Ward (1988) da je identicnost aminokiselinske sekvence izmedu izolata
istog Potyvirus-a ve¢a od 90%, a izmedu razlic¢itih vrsta manja od 70%.

Na osnovu utvrdene pogodnosti primijenjenih prajmera i prilagodavanja
protokola za detekciju, ova istrazivanja omogucavaju brzo, pouzdano i rutinsko
molekularno dokazivanje ZYMV. Usvajanje ovih protokola, treba da pomogne u
razvijanju novih protokola za detekciju ZYMV u korovskim biljkama, ali i u vasima
vektorima, S§to ¢e znacajno doprinijeti jo$ detaljnijem upoznavanju epidemiologije
oboljenja prouzrokovanog ovim virusom u Srbiji, ali 1 unapredivanju metoda detekcije,
uvodenjem 1 standardizovanjem metoda kao Sto su Real-time RT-PCR. Takode, rezultati

ovih ispitivanja omoguc¢i ¢e dalju molekularnu karakterizaciju ZYMYV u Srbiji.

6.8.2. Molekularna detekcija i identifikacija izolata WMV

Molekularna detekcija WMV obavljena je primjenom Sest razli¢itih parova
detekciju.

Par prajmera WMV 5'/3' (Desbiez et al., 2007) koji amplifikuju 3' kraj NIb 1 5'
pocetak CP gena, pokazao se izuzetno uspjeSnim 1 povoljnim za rutinsku detekciju
WMV, gdje su umnozeni fragmenti ocekivane veli¢ine od 402-408 nt u zavisnosti od
grupe kojoj amplifikovani izolat pripada.

Prajmeri WMVCPfwd/rev (Duduk i sar., 2008) omogucili su amplifikaciju
fragmenta od 1017 nt koji pokriva dio CP 1 dio 3' UTR kod svih ispitivanih izolata i

takode se mogu koristiti u detekciji WMV. Medutim, ovi prajmeri pokrivaju manje
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varijabilan dio CP gene, i u GenBank bazi podataka, nema mnogo sekvenci radi
eventualnog poredenja u svrhu molekularne karakterizacije.

Par prajmera WCPd/r (Moreno et al., 2004), kao i1 prethodna dva para,
omogucio je uspjesnu amplifikaciju svih ispitivanih izolata, pri ¢emu su dobijeni
fragmenti od 930 nt koji obuhvataju cijeli CP, ali nukleotidne sekvence ovih prajmera
su veoma dugacke 1 zbog toga bi oni mogli pri testiranju veceg broja izolata da pokazu
suvise visoku specificnost 1 ne amplifikuju izolate vece varijabilnosti i zbog toga se ne
preporucuju za rutinsku detekciju.

N-terminalni kraj proteinskog omotaca, kod svih virusa roda Potyvirus opisuje
se kao visoko varijabilan (Shukla et al., 1994; Desbiez et al., 2002), pa su zbog toga i
zbog njihove osjetljivosti 1 specificnosti, prajmeri WMV 5'/3' odabrani i1 koriS¢eni kao
najbolji za dalja rutinska testiranja, ali i karakterizaciju WMV.

Primijenjeni parovi prajmera WMV-1-5'/1190-3" (Desbiez et al., 2007) i WP1d/r
(Moreno et al., 2004) koji amplifikuju dio genoma od 1200, odnosno 708 nt koji kodira
P1 protein, na osnovu izolata testiranih u ovim ispitivanjima, pokazali su se manje
dobrim za rutinsku detekciju u odnosu na prajmere koji amplifikuju CP gen. Medutim,
Desbiez and Lecoq (2004) navode da je WMV nastao rekombinacijom dva virusa
Potyvirus roda, Soybean mosaic virus (SMV) 1 Bean common mosaic virus (BCMV), i
da je do rekombinacije doSlo upravo u ovom dijelu genoma, koji je i po drugim
autorima najmanje konzervativan u okviru roda Potyvirus (Domier et al., 1987; Vance
et al., 1992; Aleman-Verdaguer et al.,, 1997). Ovaj dio genoma bi u buducnosti bio
veoma znacajan za dalju karakterizaciju WMV izolata iz Srbije.

Par prajmera WCId/r (Moreno et al., 2004) koji amplifikuju dio genoma od 702
nt za cilindri¢ne inkluzije takode se pokazao uspjesnim za detekciju testiranih izolata. U
ovom dijelu genoma takode se nalaze rekombinantne tacke (Desbiez and Lecoq, 2008)
pa bi pored detekcije, ovi prajmeri mogli da se koriste 1 za karakterizaciju WMV
porijeklom iz Srbije u cilju dobijanja Sto potpunije slike o strukturi populacije WMV
kod nas.

BLAST analizom CP gena Cetiri ispitivana izolata WMV iz Srbije pokazali su
93 do 99% sli¢nosti sa izolatima WMV, dok je 18 sekvenci dijela NIb i CP gena izolata
WMV iz Srbije pokazalo 90 do 99%, c¢ime je potvrdena je njihova pripadnost vrsti
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Watermelon mosaic virus po predlogu Adams et al. (2004), Aleman-Verdaguer et al.

(1997) i Shukla and Ward (1989).

6.8.3. Molekularna detekcija i identifikacija izolata CMV

Molekularna detekcija CMV obavljena je primjenom para specificnih prajmera
CMV Aulu/Au2d (Stankovi¢ et al., 2011) koji su uspjeSno amplifikovali ocekivani
fragment od 847 nt kod svih ispitivanih izolata. Ovi prajmeri pokazali su se uspjeSnim i
za detekciju CMV u usjevu duvana (Stankovié et al., 2011), pa se mogu preporuciti za
rutinsku detekciju ovog virusa u dijagnostickim laboratorijama, osim u usjevima tikava i
duvana, i u drugim usjevima, posto je ovo jedan od ekonomski najznacajnijih virusa i
virus sa najSirim krugom domacina kako gajenih biljaka, tako i1 korova (Garcia-Arenal
and Palukaitis, 2008).

Rezultati molekularne identifikacije BLAST analizom, potvrdili su pripadnost
svih ispitivanih izolata CMV iz tikava na osnovu pokazane slicnosti od 94 do 99% sa
izolatima CMYV iz drugih djelova svijeta. Na osnovu dobijenog stepena sli¢nosti
ispitivanih izolata sa izolatima CMV iz GenBank baze podataka moze se zakljuciti da
izolati CMYV iz tikava iz Srbije pripadaju podgrupi I, jer im je nukleotidna slicnost veca
od 88% sa GenBank izolatima iz podgrupe I (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003; Yu
et al., 2005). Bonnet et al. (2005) isticu da vecina izolata CMV (98%) iz razlicitih
djelova svijeta pripada S—I podgrupi, a ¢ak 64% izolata S—IA podgrupi.

6.8.4. Molekularna detekcija izolata i identifikacija TSWV

Specifi¢ni prajmeri TSWVCP-f/r (Vucurovié et al., 2012) koji amplifikuju 738
nt dijela genoma koji kodira nukleokapsid TSWV uspjesno su primijenjeni za detekciju
TSWV u simptomati¢nim uzorcima tikava, u kojima prethodno nije dokazan ni jedan od
Sest seroloski testiranih virusa, ali 1 u uzorcima korovskih biljaka nadenim u usjevima
tikava, a u kojima je prethodno seroloSki dokazan TSWYV. Prajmeri TSWVCP-f/r
dizajnirani su tako da nemaju neslaganja u prajmerskim mjestima sa 194 sekvence
TSWYV koje su deponovane u GenBank bazi podataka.

BLAST analiza Cetiri sekvence TSWV dobijene u ovim istrazivanjima pokazala
je 98 do 100% sli¢nosti izolata iz Srbije sa izolatima TSWV iz drugih djelova svijeta,

¢ime je dokazana pripadnost ispitivanih izolata vrsti Tomato spotted wilt virus. 1zvedena
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aminokiselinska sli¢nost sa najsli¢nijim izolatima iz BLASTA u dijelu N proteina bila
je 100%. Medunarodno usaglaSeno pravilo je da se neki izolat moZe izdvojiti u posebnu
vrstu virusa ukoliko njegova aminokiselinska sekvenca N proteina u poredenju sa
drugim Tospovirus—ima pokazuje manje od 90% homologije (Goldbach and Kuo,
1996). Filogenetska proucavanja zasnovana na sekvenci gena za N protein pokazala su
da je ovaj dio genoma dovoljno varijabilan i informativan za razlikovanje vrsta u okviru
roda Tospovirus, pa se koristi za odredivanje taksonomskog statusa na nivou vrsta ovog
roda.

lako TSWYV predstavlja jedan od znacajnih ograni¢avaju¢ih faktora u
proizvodnji mnogih povrtarskih 1 ukrasnih biljaka, kao i duvana u mnogim zemljama,
do sada o njegovoj pojavi u prirodnim infekcijama u tikvama nije bilo mnogo podataka
(Pappu et al., 2009). Do sada je TSWV detektovan u lubenici (Iwaki et al., 1984), dinji
(Marchoux et al., 2000), krastavcu (Nagata et al., 1995; Massumi et al., 2007), tikvi
(Nagata et al., 1995) i Sajotu (Silveira et al., 1985). Detekcija TSWV u tikvici (C. pepo
'Beogradska') 1 bundevi (C. maxima) ukazuje da se krug domac¢ina TSWV u Srbiji
proSiruje i1 na biljke familije Cucurbitaceae. Usjevi tikava u kojima je detektovan
TSWYV, nalazili su se u blizini usjeva duvana sa visokim procentom biljaka zarazenih sa
TSWYV 1 brojnom populacijom tripsa. Nalaz TSWV u bundevi predstavlja prvi nalaz
ovog virusa u prirodnoj infekciji u svijetu, iako su Iwaki et al. (1984) dokazali da je
TSWYV sposoban da vjestacki zarazi ovu biljku. Takode, nalaz TSWV u tikvici

predstavlja prvi nalaz ovog virusa u prirodnoj infekciji u Evropi.

6.8.5. Molekularna detekcija i identifikacija izolata CABYV

Molekularna detekcija CABYV obavljena je sa dva razli¢ita para prajmera u
cilju utvrdivanja pogodnijeg para za rutinsku detekciju. Kao pogodniji prajmeri za
rutinsku detekciju pokazali su se CABYV up/down (Boubourakas et al., 2006), koji
amplifikuju dio NCR koji prethodi CP genu i pocetak CP i MP gena, a koji su
omogucili uspjesnu amplifikaciju svih ispitivanih izolata iz razli¢itih vrsta tikava i sa
razli¢itih lokaliteta, u odnosu na CE9/10 (Juarez et al., 2004), koji amplifikuju CP i
MP gene, a kod kojih nije doslo do amplifikacije nekih od ispitivanih izolata ili je

prinos reakcije bio nizak.
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BLAST analiza dobijenih sekvenci pokazala je 93-99% slicnosti sa drugim
sekvencama izolata CABYV iz GenBank baze podataka. Sekvence izolata CABYV su
pokazale od 91,2-100% sli¢nosti na aminokiselinskom nivou sa izolatima CABYV iz
GenBank baze podataka, Sto potvrduje njihovu pripadnost vrsti Cucurbit aphid-borne
vellows virus po pravilu da izolati jedne vrste familije Luteoviridae, kojoj pripada i
CABY'V, mogu da imaju najviSe 10% razlike u aminokiselinskoj sekvenci (D’Arcy et
al,, 2005). BLAST analiza ukazuje da je na osnovu nukleotidne slicnosti izolate
CABYYV iz Srbije moguce podijeliti u dvije grupe. Prva, po broju izolata veca grupa
najveéu nukletidnu sli¢nost pokazala je sa izolatima iz Evrope, a druga grupa, od pet

izolata, najvecu slicnost pokazala je sa izolatima CABY'V iz Kine.

6.9.1. Molekularna karakterizacija izolata ZYMYV

Analiza sekvenci 31 izolata ZYMYV dobijenog u ovim istrazivanjima pokazala je
da u dijelu genoma koji obuhvata 3' kraj NIb, CP gen i 3' UTR, izolati iz Srbije
pokazuju visoku nukleotidnu i aminokiselinsku sli¢nost medusobom, cak preko 99%, a
ukoliko se posmatra samo kodiraju¢i dio sli¢nost je i neSto veca, iako se N-terminalni
kraj CP gena, koji je obuhvacen ovom analizom navodi kao najvarijabilniji u okviru
roda Potyvirus (Shukla et al., 1988; Desbiez et al., 2002). Medutim, ovako visoka
homologija izmedu izolata ZYMYV iz Srbije, nije iznenadujuca, jer je zabiljeZena 1 u
analizama drugih autora (Pfosser and Baumann, 2002; Kwon et al., 2005; Glasa et
al., 2007; Bananej et al., 2008). Pfosser and Baumann (2002) i Glasa and Pittnerova
(2006) navode takode visoku slicnost 1 na nukleotidnom i na aminokiselinskom nivou
kod izolata koji geografski pripadaju Centralnoj Evropi, a takode 1 Coutts et al. (2011)
za australijske izolate iz Kvinslanda 1 Viktorije i Desbiez et al. (1996) za izolate sa
ostrva Martinik.

Oblik rekonstruisanog filogenetskog stabla podsje¢a na ona dobijena i od strane
drugih autora (Zhao et al., 2003; Ha et al., 2008; Simmons et al., 2008), medutim u
stablu se izdvajaju tri glavne grupe obiljeZene slovima od A-C, kao $to je navedeno u
posljednjim istrazivanjima Coutts et al. (2011). Filogenetsko stablo rekonstruisano u
ovom istrazivanju na osnovu sekvenci kompletnog CP gena 68 izolata ZYMV,
ukljucujuci 1 31 izolat iz Srbije, podrzava grupisanje izolata ZYMV u Cetiri podgrupe u

okviru glavne grupe A (A-I do A-IV) i dvije podgrupe u okviru glavne grupe B (B-I and
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B-II), Sto su takode predlozili Coutts et al. (2011). Najveca grupa u stablu A, sastoji se
od izolata iz raznih djelova svijeta (Evropa, Azija i Amerika), ali po Coutts et al.
(2011) tu su jos izolati iz Australije i Novog Zelanda.

Svi od 31 izolata ZYMYV iz Srbije grupiSu se u okviru jedne grane u podgrupi A-
I zajedno sa izolatima iz Centralne Evrope. Visoki diverzitet izmedu sekvenci izolata
ZYMV zabiljezen je u Australiji (Coutts et al., 2011), Vijetnamu (Ha et al., 2008) i
Iranu (Bananej et al., 2008) ukazuju¢i da se najvece filogenetsko razdvajanje desilo u
Aziji (posebno u Kini) (Simmons et al., 2008). Nasuprot tome nizak diverzitet izmedu
izolata zabiljezen je medu izolatima iz Centralne Evrope (Tébias and Palkovics, 2003;
Glasa et al., 2007) 1 Martinika (Desbiez et al., 1996). Analize sprovedene u ovim
istrazivanjima, takode pokazuju nizak diverzitet izmedu sekvenci izolata ZYMV iz
Srbije iz razliCitih domacina i/ili razli¢itih lokaliteta, $to ukazuje na njihovu blisku
povezanost sa izolatima iz Centralne Evrope. Filogenetske analize, takode ukazuju da
izolati iz Srbije, kao 1 ostali izolati iz Centralne Evrope, na Sta su ukazali 1 Pfosser and
Baumann (2002), dijele zajednickog pretka i da se ZYMV prosirio u zemljama
Centralne Evrope posle samo jedne introdukcije. Posle te inicijalne introdukcije, ZYMV
se dalje brzo S$irio u podru¢ja gajenja biljaka familije Cucurbitaceae u Austriji,
Madarskoj, Sloveniji, Slovackoj, Ceskoj i Srbiji, §to potvrduje gotovo istovremena
pojava epidemija u Srbiji (Duki¢ et al., 2002) i Austriji, Madarskoj i Sloveniji (Pfosser
and Baumann, 2002).

Dalje, izolate iz Srbije karakteriSu cetiri specificno konzervativna
aminokiselinska mjesta u N-terminalnom kraju CP gena, Sto je prethodno utvrdeno za
ostale izolate iz Centralne Evrope od strane Glasa et al. (2007), Tébias and Palkovics
(2003) i Vucurovi¢ et al. (2012).

Rezultati filogenetskih analiza sprovedenih u ovom radu pokazali su da, posle
inicijalne introdukcije, nije bilo novih introdukcija ZYMV u Srbiju, §to se moze
objasniti ¢injenicom da se proizvodnja tikava u Srbiji zasniva na koriS¢enju sjemena
koje se uglavnom i proizvede u nasoj zemlji. Uzimaju¢i u obzir dvije €injenice, da je
Sirenje ZYMV na velike udaljenosti najvjerovatnije posljedica vertikalnog prenoSenja
zarazenim sjemenom (Desbiez et al., 2002; Tobias and Palkovics, 2003; Simmons et

al., 2011), 1 prenoSenje ZYMV sjemenom tri vrste tikava utvrdeno u ovim
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istrazivanjima, posebnu paznju treba obratiti kako na zdravstveno stanje sjemena tikava

koje se uvozi, tako 1 na ono koje se proizvodi kod nas.

6.9.2. Molekularna karakterizacija izolata WMV

Analiza nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti sekvenci izolata WMV iz Srbije
obuhvatila je dva dijela genoma ovog virusa: NIb-CP i CP gene. Karakteristi¢no za oba
testirana dijela genoma je da sadrZze N-teminalni kraj CP gena, koji je visoko varijabilan
u okviru roda Potyvirus (Shukla et al., 1988; Shukla et al., 1994; Desbiez et al., 2002).
Sekvence 18 izolata kod kojih je sekvencioniran NIb-CP dio genoma pokazale su vecu
nukleotidnu 1 aminokiselinsku razliku (89-100% nukleotidne homologije, 90-100%
aminokiselinske homologije) u odnosu na izolate kod kojih je sekvencioniran CP gen
(99,6-99,8% nukleotidne, 99,6-100% aminokiselinske homologije), pri ¢emu su se u od
ostalih po sli¢nosti izdvojila Cetiri izolata. Veca varijabilnost, kao $to je slucaj sa NIb-
CP sekvencama izolata iz Srbije, zabiljezena je izmedu sekvenci izolata WMV u Iranu
(Sharifi et al., 2008), dok su varijabilnost koja je bila bliska varijabilnosti CP sekvenci
izolata iz Srbije zabiljezili u svojim istrazivanjima Moreno et al. (2004) i Glasa et al.
(2011).

Rekonstruisana filogenetska stabla na NIb-CP dio genoma i na CP gen potvrdila
su postojanje diverziteta u okviru populacije WMV u Srbiji. Oba rekonstruisana
filogenetska stabla jasno pokazuju tri razlicite grupe izolata koje odgovaraju genetickim
sojevima WMYV. Saglasno rezultatima ovih ispitivanja, kao 1 ispitivanjima drugih autora
(Moreno et al., 2004; Desbiez et al., 2007; Sharifi et al., 2008; Glasa et al., 2011)
najve¢i broj izolata WMV pripada Grupi 1, pa se smatra da su izolati ove grupe
najrasprostranjeniji u svijetu. Shodno tome, izolati WMV iz Srbije u stablu
rekonstruisanom na osnovu CP gena se grupisu, pored vecine izolata iz Evrope, u
okviru Grupe 1. Isti izolati se, o¢ekivano, zajedno sa jo§ 10 izolata iz Srbije, grupiSu u
okviru Grupe 1 i u stablu rekonstruisanom na NIb-CP dio genoma. Medutim, cetiri
izolata WMV iz Srbije su se grupisala u okviru Grupe sojeva 3 na osnovu NIb-CP dio
genoma, §to predstavlja prvi nalaz nekog izolata iz ove grupe u Srbiji. Molekularna
grupa 3 obuhvata izolate uglavnom iz Azije (Kina i1 Japan), medutim, u Francuskoj
1999. godine je pojava veoma destruktivnih simptoma na cukiniju povezana sa izolatom

WMV za kojeg je kasnije dokazano da pripada u Grupu 3 zajedno sa Azijskim izolatima
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(Desbiez et al., 2007). Desbiez et al. (2009) su izolate grupe 3 zbog intenzivnih
simptoma koje izazivaju oznacili kao ,,emerging* (EM), dok su izolati Grupe 1 oznaceni
kao ,klasi¢ni (CL). Posljednja istrazivanja Finetti-Sialer et al. (2012) ukazuju na
Sirenje EM izolata u Evropi i u Italiju. Ispitivanja sprovedena u ovom radu pokazala su
da molekularnoj grupi 2 pripadaju izolati WMV iz udaljenih djelova svijeta, cak sa tri
kontinenta, Sto je pokazano i od strane Glasa et al. (2011). Analiza sekvenci cijelog ili
Sireg regiona CP gena, koji ukljucuje i N-terminalni (NIb) dio CP gena (Desbiez et al.,
2007; Sharifi et al., 2008), kao i filogenetske analize zasnovane na genu za CI i P1
proteine (Moreno et al., 2004; Desbiez et al., 2007; Glasa et al., 2011) pokazale su da
se izolati sa dva ili tri razli¢ita kontinenta nalaze u svakoj od tri molekularne grupe,
potvrduju¢i da molekularno grupisanje izolata WMV nije u korelaciji sa njihovim
geografskim porijeklom. Moreno et al. (2004) utvrdili su da evropski izolati izvan prve
grupe sojeva pripadaju Grupi sojeva 2, ali za sada su u ovoj grupi samo izolati
porijeklom iz Spanije. Na osnovu CP gena, od evropskih izolata WMV, tre¢oj grupi
sojeva pripadaju samo izolati iz Francuske (Desbiez et al., 2007), izolat iz Italije
(Finetti-Sialer et al., 2012) i Cetiri izolata iz Srbije dobijena u ovim istrazivanjima.
Smatra se da je vjerovatno ovaj izolat na evropski kontinent do$ao putem nove
introdukcije iz Azije, iako put introdukcije joS uvijek nije utvrden, nego da je nastao
evolucijom lokalnih populacija ovog virusa (Desbiez et al., 2007, 2009). Posle 2000.
godine, u Francuskoj je, suprotno oc¢ekivanjima, zabiljezena pojava zamjene CL sojeva,
za koje se pretpostavljalo da su dobro adaptirani u datim uslovima, EM sojevima u
nekoliko podrucja gdje su se nalazili zajedno (Desbiez et al., 2011), Sto je joS jedan od
primjera tzv. ,the invasion paradox“ (Sax and Brown, 2000; Fabre et al., 2010).
Joannon et al. (2010) na osnovu nedostatka jasne veze izmedu geografske lokacije i
genetiCke udaljenosti izmedu izolata u populaciji EM sojeva smatraju da trenutna
populacija EM sojeva u Francuskoj nije nastala diferenciranjem posle jedne
introdukcije, ve¢ posle vise introdukcija u razli¢ite lokalitete. Iako su rekombinacije
zastupljene u prirodnim populacijama WMV sojeva svih grupa (Moreno et al., 2004;
Desbiez and Lecoq, 2008; Desbiez et al., 2011) i nije isklju¢eno da na ovaj nacin
nastanu novi sojevi, koji ¢e prouzrokovati vece Stete, Desbiez et al. (2011) navode da su
novi sojevi ovako nastali za sada sa manjom sposobnosti (lower fitness) da se duze

odrze i ustale u jednoj populaciji.
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Grupisanje u filogenetskim stablima je u skladu i sa motivom u N-terminalnom
kraju CP gena. Izolati grupe 1 imaju od tre¢e do pete pozicije obi¢no motiv KEA, koji
se javio 1 kod nasih izolata iz ove grupe, dok je kod izolata grupe 2, motiv KET, a kod
izolata iz grupe 3, u odnosu na 2, doslo je do insercije dvije aminokiseline pa se kod
njih javlja KEKET motiv, koje je zabiljezen i kod izolata WMV iz Srbije koji su se na
osnovu rekonstruisanog filogenetskog stabla svrstali u grupu 3 (Yoshioka et al., 1996;
Gara et al., 1997; Desbiez et al., 2007; Sharifi et al., 2008). Jedini izuzeci od ovog
pravila su izolat iz Kine CHN-LJ koji pripada grupi 3 i izolati iz Izraela ISR i Irana
URO.OS.1 koji pripadju grupi 1, koji imaju motiv KET umjesto KEKET, odnosno KEA
(Desbiez et al., 2007; Sharifi et al., 2008). Desbiez et al.,, (2011) navode da
rekombinantni izolat C07-349 iz Francuske, koji u N-terminalnom kraju CP ima KEA
motiv, za razliku od drugog rekombinantnog izolata C05-463 koji ima KEKET motiv,
ima moguénost da sistemi¢no zarazi Chenopodium quinoa-biljku na osnovu Ccije
reakcije je moguce razlikovati CL 1 EM izolata, odnosno da upravo KEA motiv moze
biti znacajan za sistemi¢nu infekciju C. quinoa.

Vrijednosti geneticke udaljenosti izmedu izolata u okviru 1 i 2 grupe relativno su
niske, kod oba filogenetska stabla, S§to ukazuje na nizak nivo razli¢itosti, dok vise
vrijednosti geneticke udaljenosti izmedu izdvojenih grupa sojeva ukazuju na visi stepen
divergentnosti 1 potvrduju grupisanje u filogenetskom stablu. Prosje¢na vrijednost
geneticke udaljenosti unutar 3 (EM) grupe sojeva je visa u odnosu na grupe 1 i 2, i nesto
je niza od vrijednosti izmedu grupa. Visi stepen divergentnosti u okviru grupe 3 moze
biti rezultat starije populacije izolata WMV. Po teoriji, ocekuje se da starije populacije
imaju vedi genetski diverzitet od mladih (Garcia-Arenal et al., 2001).

Utvrdivanje varijabilnosti, kod neke vrste virusa i razumijevanje mehanizama 1
faktora koji do nje dovode veoma je znaajno, prije svega zbog razvoja strategija
kontrole zasnovanih na genima rezistentnosti, jer obi¢no prirodna rezistentnost biva
brzo prevazidena od strane virusa. Shodno tome, pouzdano i brzo odredivanje
varijabilnosti sojeva virusa, narocito u dijelu CP gena, veoma je vazan korak koji
doprinosi poznavanju populacija virusa prisutnog u nasoj zemlji S§to bi uz dobro
poznavanje ekoloskih faktora moglo znacCajno da umanji S$irenje neperzistentno
prenosivih biljnih virusa (Dallet et al., 2003, 2004). IstraZivanje varijabilnosti u okviru

CP gena je naroCito vazno i zbog toga §to se brojne dijagnostiénke metoda zasnivaju
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upravo na antigenim svojstvima ovog gena (Desbiez et al., 1996; Desbiez and Lecoq,

1997).

6.9.3. Molekularna karakterizacija izolata CMV

Analiza nukleotidne slicnosti umnozenih djelova koji obuhvataju dio 5' UTR,
cijeli CP genidio 3' UTR izolata CMV iz Srbije, utvrdila je da izolati CMV iz tikava iz
Srbije pokazuju malu varijabilnost u okviru ovog dijela genoma. Sli¢nost izolata CMV
u ovom regionu genoma utvrdena je i prilikom ispitivanja CMV iz duvana u Srbiji
(Pekié, 2009), ali i u ispitivanjima CMV na ljiljanima (Berniak et al., 2010). Medutim,
CMV je vrlo varijabilan virus (Francki et al., 1979) 1 opisan je veliki broj sojeva virusa
koji se medusobno razlikuju po krugu domacdina i simptomima koje izazivaju na
biljkama, a samim tim i Stetama koje nanose u proizvodnji brojnih usjeva Sirom svijeta.
Palukaitis et al. (1992) su, u odnosu na bioloske, seroloske i molekularne osobine, sve
sojeve CMV podijelili u dvije podgrupe, a najveci broj sojeva pripada podgrupi I. Na
osnovu homologije sekvenci nukleinskih kiselina sojeva podgrupe I, Palukaitis and
Zaitlin (1997) predlozili su izdvajanje podgrupe IB u koju bi bili svrstani sojevi
porijeklom iz Azije i podgrupe IA gdje bi bili svrstani svi ostali sojevi. Ranija
istrazivanja populacije CMV kod nas bila su usmjerena na izolate porijeklom iz
paradajza, paprike, obicne tikve 1 duvana i pokazala su pripadnost ispitivanih izolata
podgrupi sojeva A (Dukié et al., 2004; Peki¢, 2009).

Rekonstruisano filogenetsko stablo pokazuje grupisanje svih izolata u dvije
podgrupe I 1 II. U okviru podgrupe I izdvajaju se dvije podgrupe IA i IB. Ovakvo
grupisanje izolata CMV u filogenetskom stablu rekonstruisanom na osnovu sekvenci
CP gena zabiljezili su i drugi autori (Roossinck et al., 1999; Lin et al., 2003; Lin et
al., 2004; Yu et al.,, 2005; Hareesh et al., 2006; Parrella and Sorrentino, 2009;
Berniak et al., 2010; Koundal et al., 2011). Izolati CMV iz Srbije su se grupisali u
okviru podgrupe IA, gdje pripada i1 ve¢ina poznatih izolata CMV (Bonnet et al., 2005).
Smatra se da se u okviru podgrupe IB uglavnom nalaze izolati iz Isto¢ne Azije, osim
dva izuzetka iz Italije, odnosno SAD, dok su u podgrupama IA i II izolati iz razliitih
djelova svijeta (Gallitelli, 2000; Lin et al., 2003; Moury, 2004). Medutim, skorasnja
istrazivanja ukazuju da se izolati iz podgrupe II javljaju CeS¢e i Sire su rasprostranjeni

nego Sto se ranije pretpostavljalo (Yu et al., 2005; Tian et al., 2009), Sto se moze
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objasniti ¢injenicom, da izolati podgrupe I izazivaju izrazenije simptome u odnosu na
izolata podgrupe II, zbog Cega su tezi za uoCavanje u polju, manje bioloski stabilni i tezi
za detekciju (Xu et al., 1999; Tian et al., 2009). Kao posljedica ovih ¢injenica, moguce
je da trenutno manja brojnost izolata podgrupe II nije realno stanje i da su ovi izolati
mnogo brojniji, nego $to pretpostavljamo (Tian et al., 2009). Medutim, Roossinck et
al. (1999) pretpostavljaju da je manja brojnost izolata podgrupe II posljedica brze
evolucije izolata u okviru podgrupe I, i da zbog toga izolati podgrupe I imaju Siri krug
domacina i veéu zastupljenost. Diverzitet izmedu izolata podgrupe IB u stablu je bio
znacajno veci u odnosu na diverzitet ostalih podgrupa, $to je u skladu sa rezultatima Lin
et al. (2003) 1 ne Cudi, s obzirom da izolati ove podgrupe poticu iz razliitih biljaka,
razli¢itih geografskih podrucja, a 1 sakupljeni su u razli¢itim periodima. Ipak, geneticka
varijabilnost izolata iz ove grupe nije bila u vezi ni sa geografskim porijeklom, ni sa
vremenom uzorkovanja, kao ni sa biljkom domac¢inom (Lin et al., 2003; Liu et al.,
2009). Fraile et al. (1997) 1 Garcia-Arenal et al. (2001) su ustanovili postojanje
matepopulacija CMV u Spaniji, koje je karakterisala sopstvena lokalna dinamika u
pogledu nestajanja i nasumicnih rekolonizacija iz lokalnih ili udaljenih virusnih

rezervoara (izvora).

6.9.4. Molekularna karakterizacija izolata TSWV

lako, TSWV predstavlja jedan od ekonomski veoma znacajnih virusa za
proizvodnju ratarskih, povrtarskih i ukrasnih biljaka u Srbiji (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007)
nema puno podataka o molekularnim karakteristikama sekvenci izolata ovog virusa u
Srbiji (Stankovié et al., 2011), a do ovih istrazivanja nijesu postojali podaci o TSWV
na tikvama i korovima u usjevima tikava. Sekvence N gena TSWYV izolata dobijene u
ovim istrazivanjima bile su identi¢ne i ovako visok stepen homologije je u skladu sa
rezultatima Stankovi¢ et al. (2011) koji su ispitivali populaciju TSWV na duvanu u
Srbiji, a takode 1 sa ranijim istraZzivanjima N gena TSWYV iz pojedina¢nih usjeva (Kaye
et al., 2011), kao i njegove globalne populacije (Pappu et al., 1998; Tsompana et al.,
2005; Sivparsad and Gubba, 2008).

I pored visokog stepena nukleotidne sli¢nosti globalne populacije TSWV na
osnovu N gena, filogenetske analize su pokazale da manje razlike mogu biti od znacaja,

jer je u rekonstruisanom filogenetskom stablu doslo do grupisanja izolata na osnovu
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geografskog porijekla, uz manje izuzetke. Ukupna nukleotidna divergencija za sve
izolate u stablu bila je slicna globalnoj divergenciji populacije TSWV koju navode
Tsompana et al. (2005). Takode, grupisanje izolata TSWV na osnovu geografskog
porijekla zabiljezeno je i od strane Pappu et al. (1998) i Tsompana et al. (2005), kao i
nemoguénost grupisanja australijskih izolata (Dietzgen et al., 2005). Cetiri izolata
TSWYV, dva porijeklom iz tikava, dva iz korovskih biljaka nadenih u usjevima tikava u
Srbiji, grupiSu se zajedno sa ostalim izolatima iz Srbije, Crne Gore i Bugarske, dok
drugi evropski izolati formiraju blisku, ali odvojenu subpopulaciju. Ovakvo grupisanje
evropskih izolata u dvije geografske subpopulacije je vjerovatno posljedica paralelne
evolucije dvije razli¢ite grupe sekvenci u okviru prirodne populacije TSWV u Evropi.
Visoka nukleotidna sli¢nost izmedu sekvenci iz Srbije, Crne Gore i Bugarske ukazuje
na intenzivan protok gena (“gene flow*), koji je doveo do smanjenja varijabilnosti
izmedu populacija TSWV u ovim zemljama. Slicno, Tsompana et al. (2005) navode da
izolati iz Dzordzije i Sjeverne Karoline formiraju poseban klaster u odnosu na ostale
isolate iz SAD 1 drugih djelova svijeta. Izolati iz tikava i korova, pored toga Sto su
identi¢ni medu sobom, veoma su sli¢ni na nukleotidnom nivou i sa drugim izolatima
TSWYV iz Srbije, iz duvana i paradajza. Medutim, da bi se doslo do potpunih podataka o
prirodnoj populaciji TSWV u Srbiji, neophodno je sekvencionirati 1 filogenetski
analizirati ve¢i broj izolata iz razlicitih biljaka domacina 1 iz razlicitih lokaliteta. Na
osnovu rezultata dobijenih rekonstruisanjem filogenetskog stabla moze se zakljuciti da
je populacija TSWYV definisana po geografskom porijeklu, sa izuzetkom dva izolata iz
Sjeverne Karoline 1 dva izolata iz Juzne Afrike, koji su se grupisali u evropskom
klasteru, potvrduju¢i da su evropskog porijekla, kao $to su naveli Tsompana et al.
(2005) 1 Sivparsad and Gubba (2008). Dva Francuska izolata grupisSu se zajedno sa
izolatima iz Juzne Koreje ukazujuéi na geneticku razmjenu izmedu Azijske i Evropske
grupe. Tentchev et al. (2011) ukazuju da se Evropski 1 Azijski klasteri jasno izdvajaju
od Sjeverno-Americ¢kog usled lokalnog razvoja autohtonih populacija. Grupisanje nekih
izolata iz Italije i Spanije u Sjeverno-Ameri¢ku grupu, kao i Francuskih izolata u
Azijsku grupu upucuje na Cinjenicu da je doslo do tri nezavisne introdukcije TSWV u
Evropu, kako su naveli 1 Tsompana et al. (2005) u svojim pionirskim istrazivanjima,
ali i Tentchev et al. (2011) u njihovim najnovijim sveobuhvatnim istrazivanjima

evolucije i strukture populacije ovog virusa.
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6.9.5. Molekularna karakterizacija izolata CABYV

Kako je CABYV u Srbiji prvi put pronaden 2008. godine (Vu€urovi¢ et al.,
2011a) nije bilo ocekivano da sekvence izolata ovog virusa pokazu veliki stepen
varijabilnosti. Medutim, analiza nukleotidne 1 aminokiselinske sli¢nosti sekvenci
CABYYV iz Srbije iz razlicitih biljaka familije Cucurbitaceae, pokazala je da postoji
velika varijabilnost izolata ovog virusa kod nas. Na nukleotidnom nivou sli¢nost se
kretala od 93,5-100%, a na aminokiselinskom nivou sli¢nost u dijelu koji kodira CP gen
bila je 91,4-100%, a u dijelu koji kodira MP gen 89-100%. Sli¢ne vrijednosti dobili su i
Knierim et al. (2010) ispitujuci varijabilnost CP i MP gena izolata CABY'V iz Tajvana.

Sva tri rekonstruisana filogenetska stabla ukazuju na podjelu populacije
CABYV u svijetu na tri grupe izolata, $to je podrzano visokim ,bootstrap*
vrijednostima, kao i1 niskim vrijednostima diverziteta u okviru grupa koje su se izdvojile
u stablu. Takode, na osnovu rekonstruisanih stabala moze se zakljuciti da duzina
fragmenta na osnovu kojeg se rekonstruise stablo ne igra znacajnu ulogu, odnosno da je
1 segment od 200 nt na pocetku CP gena dovoljno informativan i da se na osnovu njega
izolati grupiSu identi¢no kao i kad se stablo rekonstruiSe na osnovu skoro komplentnog
CP gena. Skoro identi¢no grupisanje izolata CABY'V u tri grupe dobili su i Omar and
Bagdady (2012), a razlika u odnosu na grupisanje koje su predlozili Shang et al.
(2009) je postojanje tre¢e grupe sa sekvencama CABY'V sa Tajlanda ¢ije su sekvence
objavljene u studiji Knierim et al. (2010). Mnari-Hattab et al. (2009) takode navode
da je sli¢nost izmedu izolata povezana sa geografskim porijeklom, prije nego sa biljkom
domac¢inom. Shang et al. (2009) su za najvecu grupu izolata CABY'V predlozili naziv
Mediteranska, jer se u njoj nalaze sekvence izolata iz Evrope i iz zemalja koje okruzuju
basen Sredozemnog mora, a za drugu grupu u koju su se svrstale sekvence iz Azije
predlozili su naziv Azijska. Izolati CABYV iz Srbije se svrstavaju u okviru
Mediteranske grupe, zajedno sa ostalim evropskim sekvencama, ali i u okviru Azijske
grupe Sto predstavlja prvi nalaz sekvenci ove grupe izvan Azije. Ovakvo grupisanje
izolata CABYV iz Srbije ukazuje da je najvjerovatnije doSlo do dvije nezavisne
introdukcije ovog virusa u Srbiju, ili da je u Srbiji od ranije postojala jedna grupa izolata
(Mediteranska), a da je doslo do skorasnje introdukcije novih azijskih izolata. Izuzeci u
grupisanju na osnovu geografskog porijekla mogu da budu posljedica protoka gena
izmedu pojedinih geografskih podrucja do koga neminovno dolazi usred intenzivne

razmjene biljnog materijala (Mnari-Hattab et al., 2009).
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7. ZAKLJUCCI

Virusi su stalno prisutni u usjevima tikava u Srbiji. Procijenjeni intenzitet zaraze
mijenjao se tokom pet godina, od veoma visokog u prve dvije godine ispitivanja, preko
relativno niskog 2009. godine, do visokog tokom 2010. 1 2011. godine.

Pregledom 129 razli¢itih usjeva tikava, na 61 lokaliteta gajenja u Srbiji,
zabiljeZzena je pojava raznovrsnih simptoma koji su upucivali na virusnu zarazu.
Najcesce su se simptomi ogledali u promjenama opsteg izgleda biljke, deformacijama i
promjenama u obojenosti lista, vrijeza i plodova.

Seroloskim analizama 1100 uzoraka sakupljenih od 2007. do 2011. godine
utvrdeno je prisustvo ZYMV, WMV i1 CMV na tikvama u Srbiji. Nije utvrdeno
prisustvo PRSV, SqMV, kao ni TRSV koji se nalazi na karantinskoj listi IA dio 1
Stetnih organizama Srbije.

Pojava 1 zastupljenost virusa tikava varirali su od godine do godine. Tokom prve
dvije godine ispitivanja mijeSane infekcije su bile zastupljenije, dok su u posljednje tri
godine dominirale pojedinacne infekcije. U odnosu na ukupan broj testiranih uzoraka i
pregledanih lokaliteta i usjeva ZYMYV je bio prevalentan i najrasprostranjeniji.

Virusna priroda oboljenja potvrdena je biotestom za ZYMV, WMV, CMV i
TSWV, odnosno testom perzistentnog prenoSenja vaSima za CABYV. Bioloska
karakterizacija ZYMV 1 WMV ukazala je na postojanje fenotipske varijabilnosti izmedu
izolata ovih virusa.

Prvi put je dokazano prisusutvo CABYV, novog virusa za Srbiju, Cije je
prisustvo utvrdeno na 16 vrsti, sorti 1 varijeteta tikava.

Prvi put je dokazana infekcija dvije vrste tikava sa TSWV u Srbiji, pri ¢emu je
pojava ovog virusa na C. maxima prvi nalaz ovog virusa u prirodnoj infekciji u svijetu.

Nije ustanovljeno postojanje veze izmedu detektovanog virusa i tipa simptoma
na tikvama, osim u slu¢aju TSWV, koji izaziva karakteristi¢ne simptome.

Utvrdeno je prenosenje ZYMYV sjemenom C. pepo, C. moschata i C. maxima,
dok prenosenje sjemenom WMV i CMV nije dokazano.

Dokazano je prisustvo ZYMV, WMV, CMV i TSWV u jednogodisnjim i
viSegodi$njim korovskim biljkama u i oko usjeva tikava, ¢ime je potvrdena uloga

korova kao izvora inokuluma za ove viruse.
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Utvrdeno je prisustvo 57 taksona biljnih vasi u tikvama ¢iji se maksimum leta i
diverziteta poklapao sa fenofazama u kojima su tikve najosjetljivije na virusne infekcije.
Najzastupljenije vrste vaSi u tikvama bile su: Aphis fabae, Myzus persicae,
Acyrthosiphon pisum, Anoecia corni 1 Aphis gossypii.

Detekcija svih pet virusa prisutnih na tikvama u Srbiji obavljena je do nivoa
vrste koriS¢enjem odgovarajuc¢ih specifi¢nih prajmera i RT-PCR metode. Uspostavljeni
su pouzdani, brzi i jednostavni protokoli za detekciju svih pet virusa koji omoguéavaju
dalju karakterizaciju ovih virusa kod nas.

Molekularna identifikacija svih pet prisutnih virusa obavljena je
sekvencioniranjem, a svi dobijeni izolati deponovani su u GenBank bazu podataka.

Sekvence dijela NIb, CP gena i dijela 3' UTR svih izolata ZYMV iz Srbije
pokazale su visok stepen homologije. Filogenetska analiza CP gena izolata ZYMV
pokazala je grupisanje populacije ovog virusa u tri grupe A-C, a izolati iz Srbije,
zajedno sa izolatima iz Centralne Evrope formiraju poseban klaster u okviru grupe A.

Filogenetske analize WMV na osnovu NIb-CP gena pokazale su grupisanje
populacije ovog virusa u tri grupe 1-3, a izolati iz Srbije grupiSu se u okviru grupa 11 3.
U okviru grupe 3 nalaze se izolati nazvani ,,emerging* koji izazivaju pojavu veoma
destruktivnih simptoma na tikvama i koji do sada nijesu bili prisutni u Srbiji.

Sekvence izolata CMV iz Srbije pokazale su visok stepen homologije, a
filogenetske analize CMV pokazale su da se populacija ovog virusa dijeli u tri
podgrupe, a izolati porijeklom iz Srbije nalaze se u najzastupljenijoj IA podgrupi.

Izolati TSWV su se na osnovu filogenetskih analiza grupisali u pet grupa, a
izolati TSWYV iz tikava i korova iz Srbije grupisali su se u okviru Evropske podgrupe 1,
zajedno sa ostalim izolatim ovog virusa iz Srbije.

Analiza sekvenci izolata novog virusa za Srbiju, CABYV, ukazala je na
izdvajanje dvije grupe izolata, Sto je potvrdeno filogenetskim analizama. Populacija
CABYYV se dijeli u tri grupe, Mediteransku, Azijsku 1 Tajvansku, a izolati iz Srbije su se
grupisali u prve dvije. Svrstavanje dijela izolata CABYV iz Srbije u okviru Azijske
grupe predstavlja prvi nalaz nekog izolata ove grupe izvan Azije.

Rezultati ove disertacije predstavljaju nova sveobuhvatna saznanja o virusima
tikava 1 omogucavaju dalji rad na izucavanju diverziteta populacija virusa i

epidemiologiji oboljenja koje oni prouzrokuju.
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