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REZIME

Intenzivno Sirenje virusa infektivnih za uljanu tikvu (Cucurbita pepo), poslednjih deset
godina imalo je za posledicu znacajne ekonomske gubitke u proizvodniji ove kulture koja
se gaji na sve vecim povrsinama u nasoj zemlji. Kako bi se identifikovali virusi, odgovorni za
epidemijsku pojavu i ispoljavanje veoma destruktivnih simptoma na lis¢u i plodovima ulja-
ne tikve, tokom 2007. i 2008. sprovedeno je ispitivanje njihove pojave i rasprostranjenosti.
Pregled i sakupljanje uzoraka uljane tikve, kao i nekih drugih vrsta tikava, kao 5to su bunde-
va, muskatna i bizonska tikva i vrg sa simptomima virusnih zaraza, obavljeno je na vise razli-
¢itih lokaliteta gajenja uljane tikve u Vojvodini. Sakupljeni uzorci testirani su DAS-ELISA me-
todom primenom poliklonalnih antiseruma specifi¢nih za detekciju u svetu Sest ekonom-
ski najznacajnijih virusa tikava: virusa mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), vi-
rusa Zutog mozaika cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), virusa mozaika lubenice
(Watermelon mosaic virus, WMW), virusa mozaika bundeve (Squash mosaic virus, SQMV), vi-
rusa prstenaste pegavosti papaje (Papaya ringspot virus, PRSV) i virusa prstenaste pegavo-
sti duvana (Tobacco ringspot virus, TRSV), koji se nalazi na Al karantinskoj listi tetnih orga-
nizama u Srbiji.

Identifikacija virusa u sakupljenim uzorcima ukazala je na prisustvo tri virusa, ZYMV,
WMV i CMV, koji su se javili u pojedinacnim ili meSanim infekcijama. Njihova ucestalost je
po pojedinim godinama i lokalitetima bila razli¢ita. Tokom 2007. najc¢esce je dokazan WMV
(94,2%), dok je 2008. godine prevalentan virus bio ZYMV (98,04%).

Velika ucestalost ZYMV u obe godine ispitivanja ukazala je na potrebu za brzom i pouz-
danom molekularnom detekcijom ovog virusa. U toku ovih istraZivanja razvijen je i optimi-
zovan protokol za detekciju ZYMV primenom specifi¢nih prajmera CPfwd/CPrev i komerci-
jalnih kitova za ekstrakciju ukupne RNA i RT-PCR. Koris¢enjem ovih prajmera, kojim se ampli-
fikuje deo genoma ZYMV kojim je obuhvacden i gen za proteinski omotac¢, umnozen je DNK
fragment duzine oko 1100 bp iz lis¢a zarazenih biljaka. Mada seroloske metode i dalje ima-
ju veliku prednost u primeni za masovna testiranja velikog broja uzoraka, razvijeni protokol
molekularne detekcije, zbog visoke osetljivosti i specificnosti predstavlja znacajno pobolj-
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sanje brze dijagnoze oboljenja koja ovaj virus izaziva. Osim toga, ovaj protokol pruza osno-
vu za dalju karakterizaciju ZYMV izolata poreklom iz Srbije.

Kljucne reci: Uljana tikva; virusi tikava; rasprostranjenost; seroloska detekcija; RT-PCR

uvoD

Tikve predstavljaju zbirnu grupu biljnih vrsta
(Berenji, 1988, 1999a), koje se poslednjih godina sve
viSe gaje, narotito uljana tikva, posebna forma obi¢ne
tikve (Cucurbita pepo) (Berenji, 1999b). Povrsine na ko-
jima se uljana tikva gaji u Srbiji procenjuju se na 1500-
2000 ha (Berenji, 2000), ali se njeno gajenje $iri zbog
toga $to uljana tikva predstavlja jednu od osnovnih kul-
tura u sistemu organske proizvodnje, kao i zbog visokog
sadrZaja ulja u zrnu i visoke cene nerafinisanog tikvi-
nog ulja na trzi$tu (Karlovi¢ i sar., 2001). Tikvino ulje
je, posle maslinovog ulja, jedno od najkvalitetnijih ulja
jer sadrzi vitamin E (tokoferol), karotenoide, zasi¢ene
i nezasi¢ene masne kiseline i kao takvo se preporucuje
u ishrani (Wagner, 2000; Bavec, 2007). Osim u ishra-
ni, tikvino ulje se koristi u tradicionalnoj i alternativ-
noj medicini, farmakologiji, kozmeti¢koj industriji, na-
ro¢ito kada je organski proizvedeno. Tikvino ulje ima
mnoga lekovita svojstva, a najée$ée se koristi za smanje-
nje nivoa holesterola, umanjenje tegoba kod benigne hi-
perplazije prostate i ja¢anja imuniteta (Wagner, 2000;
Fruhwirth i Hermetter, 2007). Ostale vrste tikava se u
nasoj zemlji gaje uglavnom kao meduusev ili po basta-
ma (Berenji, 1999a).

Na tikvama, $tete u pogledu smanjenja prinosa i kva-
liteta, mogu da izazovu razliiti fitopatogeni organiz-
mi, ali su ekonomski najzna&ajniji virusi (Provvidienti
i Schroeder, 1970; Lecoq i sar. 2003; Sevik i Arli-
Sokmen, 2003). Do sada je opisan veliki broj vrsta bilj-
nih virusa koji su infektivni za razli¢ite vrste u okviru
familije Cucurbitaceae. Zitter i sar. (1996) navode da
gajenu tikvu moze da zarazi vise od 30 virusa. Iako ve-
¢ina opisanih virusa tikava izaziva znadajne gubitke u
proizvodnji, smatra se da ekonomski znacajna oboljenja
izaziva pet virusa: virus mozaika krastavca (Cucumber
mosaic virus, CMV), virus mozaika bundeve (Squash
mosaic virus, SqMV), virus prstenaste pegavosti papaje
(Papaya ringspot virus, PRSV), virus mozaika lubenice
(Watermelon mosaic virus, WMW) i virus Zutog mo-
zaika cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV)
(Lecoq i sar., 2003; Agrios, 2005).

U Srbiji, virusi tikava nisu bili proucavani sve do
2000. godine, kada je problem virusnih oboljenja obi¢-
ne tikve skrenuo na sebe paznju uni$tenom proizvod-
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njom na vise lokaliteta gajenja. Kao prouzrokovadi obo-
ljenja obi¢ne tikve identifikovani su CMV, WMV i no-
vi virus za nau zemlju, ZYMV (Duki¢ i sar., 2001).
Od tada po¢inju detaljna ispitivanja rasprostranjenosti
i u¢estalosti oboljenja koja ovi virusi izazivaju na obi¢-
noj tikvi kod nas (Duki¢isar.,2001,2002, 2004, 2006;
Kirsti¢ i sar., 2002).

Simptomi virusnih zaraza mogu varirati u zavisnosti
od biljke domadina, vremena ostvarene infekcije i vrste
virusa (Provvidienti i Schroeder, 1970). Najée$¢i simp-
tomi virusnih zaraza na listu tikava su mozaik, hloro-
ti¢no $arenilo, deformacije, klobucavost i nitavost, a na
plodu deformacije, ¢esto sa karakteristi¢nim bradavica-
stim izrastajima na povrsini i nekroza tek formiranih
plodova (Lecoq i sar., 1983; Zitter i sar. 1996; Deki¢
i sar., 2007; Vucurovié i sar., 2008). Procenat zaraze-
nih biljaka u polju moZe varirati u zavisnosti od loka-
liteta i gajene vrste od 10 do 100% (Tobias i Tulipan,
2002). U slu¢aju pojave virusnih zaraza obi¢ne tikve
prouzrokovanih WMYV, utvrdeno je smanjenje prinosa
od 50 do 100% (Mansour i Al-Musa, 1982). Pri mesa-
nim infekcijama sa dva ili vie virusa na zarazenim bilj-
kama dolazi do sinergistickog dejstva, intenzitet bole-
sti se povec¢ava usled ¢ega su i Stete u usevu mnogo vece
(Desbiez i Lecoq, 1997). Tako su mesane infekcije vi-
rusima ZYMV i CMV izazvale pojavu jakih simptoma
bolesti na zarazenim biljkama dinje i cukinija (Wang i
sar., 2002). Virusne zaraze tikava, osim direktnog sma-
njenja prinosa, smanjuju i trzi$nu vrednost plodova i
do 94% (Blua i Perring, 1989; loc. cit. Desbiez i Lecog,
1997).

S obzirom da virusi svake godine smanjuju prinos
i kvalitet tikava u nasoj zemlji, a pojedinih godina se
javljaju u epidemijskim razmerama, osnovni cilj ovih
istrazivanja bio je pradenje prisustva i rasprostranjeno-
sti pojedinih virusa na razli¢itim vrstama tikava, a po-
sebno na uljanoj tikvi. Pored toga, radi pobolj$anja di-
jagnosti¢kih metoda za dokazivanje ZYMYV kao jed-
nog od najdestruktivnijih virusa tikava, cilj je bio i ra-
zvijanje protokola za osetljivu, brzu i pouzdanu mole-
kularnu detekciju ovog virusa u prirodno zarazenim
biljkama tikava.
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MATERIJAL | METODE
Sakupljanje uzoraka tikava

Ispitivanje prisustva i rasprostranjenosti virusa tika-
va obavljeno je tokom 2007.12008. godine. Pregledom
je obuhvadeno 19 useva na 11 lokaliteta gajenja tikava
u Vojvodini (Tabele 1 i 2). Tokom pregleda, sakupljeni
su uzorci tikava sa razli¢itim tipovima simptoma koji
su ukazivali na virusnu zarazu.

U toku 2007. godine sakupljeno je 69 uzoraka tika-
va sa simptomima virusnih zaraza. Pregled je obuhva-
tio osim uljane tikve (Cucurbita pepo) i druge vrste, kao
$to su bundeva (C. maxima), muskatna tikva (C. mosc-
hata), bizonska tikva (C. feotidissima) i vrg (Lagenaria
siceraria) na pet lokaliteta gajenja u Vojvodini: Backi
Petrovac, Futog, Banatsko Karadordevo, Aradac i
Kraji$nik.

Pregledi useva tokom 2008. godine i sakupljanje uzo-
raka uljane tikve, bundeve i vrga sa simptomima viru-
snih infekcija sprovedeni su na $est lokaliteta gajenja ti-
kava: Gardinovci, Aleksandrovo, Titel, Kisa¢, Kulpin i
Backi Petrovac, pri ¢emu je sakupljen 51 uzorak.

Direktna imunoenzimska metoda na ploci
(DAS-ELISA)

Uzorci tikava sa simptomima virusnih zaraza, saku-
pljeni u toku dve godine ispitivanja, testirani su prime-
nom direktne imunoenzimske metode na plo¢i (DAS-
ELISA) po protokolu koji su opisali Clark i Adams
(1977). Serolosko testiranje uzoraka 2007. godine obav-
ljeno je primenom komercijalnih poliklonalnih anti-
seruma specifi¢nih za detekciju CMV, WMV, ZYMV
(Loewe Biochemica GmbH, Germany) i virusa prste-
naste pegavosti duvana (Tobacco ringspot virus, TRSV)
(Neogen Europe Ltd, Scotland, UK). Specifi¢na poli-
klonalnaantitelai poliklonalna antitela konjugovana sa
alkalnom fosfatazom kori$¢ena su u razredenju 1:200
u odgovarajuéem puferu, osim za TRSV kada su anti-
tela kori$¢ena u razredenju 1:500, a konjugovana anti-
tela 1:4000. Uzorci sakupljeni u toku 2008. godine te-
stirani su na prisustvo Sest najznaéajnijih virusa i to:
CMV, WMV, ZYMYV, PRSV, TRSV i SqMV prime-
nom komercijalnih poliklonalnih antiseruma (Bioreba
AG, Switzerland). Specifi¢na poliklonalna antitela i po-
liklonalna antitela konjugovana sa alkalnom fosfata-
zom kori$¢ena su u razredenju 1:1000 u odgovaraju-
¢em puferu. Uzorci su pripremani homogenizacijom
biljnog materijala u ekstrakcionom puferu u odnosu

1:6. Nakon 1-2 ¢asa po dodavanju supstrata p-nitrofe-
nilfosfata (1 mg/ml), intenzitet bojene reakcije je odi-
tavan spektrofotometrijski (Microplate reader, DASstl,
Italy). Pozitivnom reakcijom smatrane su vrednosti ap-
sorpcijana405 nm dvaivise puta veée od vrednosti ap-
sorpcije negativne kontrole.

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

Reverzna transkripcija (RT) i lan¢ana reakcija poli-
meraze (PCR) primenjene su u cilju molekularne de-
tekcije ZYMV i potvrde rezultata dobijenih seroloskim
analizama. Za ova ispitivanja odabrana su dva izolata
sa razli¢itih lokaliteta, izolat 128-08 (Titel) i 147-08
(BaZki Petrovac) ¢ija je prethodna identifikacija obav-
ljena DAS-ELISA testom.

Izolacija ukupnih RNA iz li§¢a prirodno zarazenih
biljaka tikava obavljena je primenom RNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), prema uputstvu
proizvodala. Za izolaciju ukupnih RNA iz li§¢a tika-
va izolata 128-08 i 147-08 koris¢eno je 100 mg zamr-
znutog biljnog materijala prethodno ¢uvanogna -80°C.
Ukupno izolovana RNA kori$¢ena je kao matrica za
RT-PCR primenom para prajmera ZYMV CPfwd/
CPrev kojim se amplifikuje fragment DNA finalne du-
zine oko 1100 bp i koji obuhvata gen za proteinski omo-
tad virusa (Pfoser i Baumann, 2002).

Detekcija ZYMYV izvrena je primenom OneStep
RT-PCR kita (Qiagen, Hilden, Germany) prema uput-
stvu proizvodaca. Reakciona sme$a za RT-PCR (25 pl)
sadrzala je: 5 ul 5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera
(koji sadrzi 12,5 mM MgCl,), 1 ul ANTP Miks (ko-
ji sadrzi po 10 mM svakog dNTDP, finalne koncentra-
cije u smesi 400 uM), 1 ul RT-PCR enzimskog miksa,
1,5 ul svakog prajmera (0,6 uM finalne koncentracije),
14 ul RNase-free vode i 1 pl izolovane ukupne RNA.
Kao negativna kontrola kori$¢ena je DNase free voda,
kao i ukupna RNA ckstrahovana iz zdravog lis¢a ti-
kava. Reakcija je izvedena kori$¢enjem Thermocycler
(Biometra, UK) po slede¢em protokolu: reverzna tran-
skripcija 30 min na 50°C; inicijalna denaturacija nu-
kleinskih kiselina 15 min na 95°C; 35 ciklusa koji se
sastoje od denaturacije 25 s na 94°C, clongacije 25 s
na 55°C i ekstenzije 70 s na 72°C; finalna ekstenzi-
ja72°C 10 min.

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

REZULTATI
Simptomi u polju

U toku 2007. godine, procenjena zarazenost pregle-
danih useva kretala se od 30 do 50%, dok je procenjeni
nivo uéestalosti zaraze virusima 2008. godine bio znat-
no visi, preko 80%, a u pojedinim usevima sve biljke su
ispoljile virusne simptome. Tokom pregleda u obe go-

dine ispitivanja zabelezena je pojava niza simptoma ko-
ji su upudivali na virusnu zarazu. Tokom 2007. godine
uodeni su simptomi u vidu blagog mozaika i hloroti¢-
nogarenila, izrazenog mozaika i naboranosti (Slika 1),

Slika 1. Me$ana infekcija ZYMV, WMV i CMV: izrazeni
mozaik i naboranost li$¢a

kao i razli¢ite deformacije liske. Razvijeni plodovi za-
razenih biljaka bili su deformisani, ¢esto sa karakteri-
sti¢nim bradavi¢astim izra§tajima na povrsini (Slika 2).
Simptomi uoceni u toku 2008. godine bili su takode ra-
znovrsni — od blagog mozaika, hloroze i $arenila lista do
izrazenog zutozelenog mozaika, izobli¢avanja lista, du-
boke nazubljenosti (Slika 3), sve do potpune redukcije
lisne povrsine, odnosno nitavosti. Na stablu pojedinih
vreza Cesto je uocavano hloroti¢no prosaravanje (Slika
4). Pojedine biljke ispoljile su virusne simptome samo
na odredenim delovima vreza ili samo na mladem li§¢u.
Kao &esta pojava uoceno je zutilo i susenje starijegli¢a.
Usled otigledne rane zaraze biljke su bile zakrzljale, bez
zametnutih plodovaili sa intenzivnim simptomima na

plodu u vidu izrazenih deformacija (Slika 4) ili nekro-
ze tek formiranih plodova.

Slika 3. ZYMV: mozaik, nazubljenost i smanjena povrsina
lis¢a

Slika 2. ZYMYV: bradavi¢avost ploda
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Slika 4. Me$ana infekcija ZYMV i CMV: izrazena kvrgavost
i veoma deformisan mladi plod i $arenilo stabla
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Seroloska detekcija

Ispitivanjima sprovedenim tokom 2007. i 2008. go-
dine, na razli¢itim lokalitetima gajenja uljane tikve na
teritoriji Vojvodine, ustanovljeno je prisustvo tri viru-
sa: WMV, ZYMYV i CMV. Ovi virusi su detektovani i
u uzorcima drugih vrsta tikava, bundeve, muskatne i
bizonske tikve i vrga.

Pregledom tikava tokom 2007. godine na vi$e loka-
liteta gajenja tikava u Vojvodini i analizom ukupno
69 uzoraka, ustanovljeno je prisustvo ZYMV, WMV
i CMV (Tabela 1). Najvedi broj uzoraka bio je zara-
zen WMV-om (94,2%). Drugi po zastupljenosti bio je
CMV (55,07%), atre¢i ZYMYV (52,17%). Osim pojedi-
na¢nih zaraza, u kojima je naj¢esée detektovan WMV
(24,64%), virusi su dokazani i u me$anim infekcijamasa
dva, odnosno trivirusa. U ve¢em broju uzoraka dokaza-
naje me$ana infekcija sva tri virusa (28,98%). Prisustvo
TRSV nije ustanovljeno ni u jednom uzorku.

Najzastupljeniji virus 2008. godine, koji je detek-
tovan u 98,04% uzoraka bio je ZYMYV, drugi po za-
stupljenosti bio je WMV (58,82%), dok je na tre-
¢em mestu bio CMV koji je otkriven u 54,9% uzora-
ka. Pojedinaé¢na zaraza (23,53%) ustanovljena je samo
ZYMV-om. Najée$ce detektovana dvostruka zaraza je
bilaZYMV-om i WMV-om (21,57%). Zabelezena je i
istovremena zaraza tri prisutna virusa, ZYMV, WMV
i CMV, u 35,29% uzoraka. Prisustvo PRSV, TRSV i
SqMYV nije dokazano ni u jednom ispitivanom uzor-

ku (Tabela 2).

Molekularna detekcija virusa zutog
mozaika cukinija

Optimizovan je RT-PCR protokol za molekularnu
detekeiju ZYMV u lis¢u tikava prilagodavanjem po-
trebne koncentracije prajmera. Prisustvo ZYMV u dva
uzorka tikava sa lokaliteta Titel i Ba¢ki Petrovac po-
tvrdeno je amplifikacijom gena koji kodira proteinski
omotad virusa primenom specifi¢nih prajmeraZYMV
CPfwd/CPrev. Poredenjem amplifikovanih fragmena-
ta testiranih uzoraka (izolati 128-08 i 147-08 iz tika-
va) sa korid¢enim markerom (M), utvrdeno je prisustvo
fragmenta oéekivane veli¢ine oko 1100 bp (Slika 5), &i-
juamplifikaciju omogudavaju primenjeni prajmeri. Do
amplifikacije nije doslo u ekstraktu RNA pripremlje-
nom od nezarazenog liS¢a tikava i negativnoj kontroli
(PCR smesa sa molekularnom vodom).

M 128 147 B

1100 bp m—--

ZYMV CPfwd/CPrev

Slika 5. Detekcija dva izolata ZYMYV iz uljane tikve pomoéu
one-step RT-PCR sa ZYMV CPfwd/CPrev parom
prajmera. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 2-izolat
128-08, 3-izolat 147-08 iz biljaka uljane tikve, 4-negativna
kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom, 5-negativna
kontrola-zdravo li$¢e uljane tikve

DISKUSIJA

Pojava i rasprostranjenost virusa infektivnih za tikve
pradena je u usevu uljane tikve na razli¢itim lokaliteti-
ma kako bi se izvrsila inventarizacija prisutnih virusa
u nasoj zemlji. Takode, testiran je i odredeni broj dru-
gih vrsta tikava koje se ne gaje masovno, ali koje uko-
liko su zaraZene virusima predstavljaju izvor zaraze za
uljanu tikvu.

Rezultati dvogodisnjeg pracenja pojave i rasprostra-
njenosti virusa tikava u naoj zemlji, ustanovili su pri-
sustvo ZYMV, WMV i CMY, ¢ija se ucestalost po go-
dinama i lokalitetima menjala. Na svim pregledanim
lokalitetima i u svim testiranim uzorcima dokazano je
prisustvo bar jednog od detektovanih virusa. U obe go-
dine ispitivanja ¢e$ée su otkrivene mesane nego pojedi-
nacne zaraze.

Tokom 2007. godine naj¢esée detektovani virus bio
je WMV.CMViZYMYV sudokazaniu priblizno istom
broju uzoraka. WMV i CMV su dokazani u svim pre-
gledanim lokalitetima gajenja tikve, dok ZYMYV nije
bio prisutan u jednom od pregledanih useva lokalite-
ta Backi Petrovac. Prisustvo virusa je dokazano u poje-
dina¢nim i me$anim infekcijama. Pojedinaéne infek-
cije su bile prisutne u pribliZno tredini testiranih uzo-
raka. U sakupljenim uzorcima nije utvrdeno prisustvo
TRSYV, virusa koji se nalazi na A1 karantinskoj listi §tet-
nih organizama Republike Srbije (Sluzbeni Glasnik RS,
2008-09). Kako je pregled obuhvatio pet razli¢itih vrsta
iz familije Cucurbitaceae, uklju¢ujuéi i uljanu tikvu, a
na osnovu podataka iz literature (Zitter i sar. 1996) bi-
lo je o¢ekivano da ¢e simptomi virusnih zaraza biti veo-
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ma varijabilni. Tako je ustanovljeno da su biljke ispolja-
vale razli¢ite tipove mozaika, hloroti¢nog $arenila, de-
formacija liski, smanjenja povrsine do nitavosti, a plo-
dovi su ¢esto bili deformisani sa bradavi¢astim izragta-
jima na povrsini. Simptomi zabeleZeni na prirodno za-
razenim biljkama, nisu se mogli dovesti u vezu sa viru-
som prouzrokovadem.

Prevalentan virus u usevu uljanih tikava 2008. godi-
ne bio je ZYMYV. Ovaj virus je detektovan u svim usevi-
ma svih ispitivanih lokaliteta. Drugi po zastupljenosti
bio je WMV detektovan na svim lokalitetima, ali ne i
u svim pregledanim usevima. Na tre¢em mestu po za-
stupljenosti bio je CMYV, prisutan na Cetiri lokaliteta.
Kao i prve godine ispitivanja, zastupljenija je bila mesa-
na infekcija dva ili tri virusa, dok je pojedina¢na zaraza
dokazana samo u oko &etvrtini testiranih uzoraka. U
ispitanim uzorcima nije ustanovljeno prisustvo TRSV,
kao ni PRSV i SQMV. U svim pregledanim usevima
uljane tikve zabelezen je veliki broj biljaka sa virusnim
simptomima, koji je &esto prelazio 80%. Na tikvama
su se 2008. godine javili, takode, raznovrsni simptomi,
ali je za razliku od prethodne godine, ¢e$ée uocena kr-
zljavost biljaka, pojava nedostatka formiranja plodova,
nekroza i izrazene malformacije tek formiranih plodo-
va. Veza izmedu tipa simptoma i virusa prouzrokovaéa
ni u ovoj godini istrazivanja nije bila prisutna, mada su
simptomi jasno ukazivali da su virusne prirode, $to je i
laboratorijskim testiranjem potvrdeno.

Kako su dobijeni rezultati pokazali, u samo dve
godine ispitivanja do$lo je do znalajnih prome-
na u pogledu udestalosti zaraze odredenim virusom.
Rasprostranjenost ZY MV, koji je u toku prve godine is-
pitivanja bio treéi po zastupljenosti, u toku druge godi-
ne se promenila i ovaj virus je ostvario izuzetno veliku
ucestalost zaraze. Na pojedinim lokalitetima, zaraZene
biljke ispoljile su izrazene simptome i deformacije, Ce-
sto praéene potpunim izostankom formiranja plodova.
Zbogispoljene tendencije i ulestalosti zaraze, ovaj virus
je odabran za dalju molekularnu detekciju.

Poredenjem dobijenih rezultata prisustva virusa tika-
va sa ranijim ispitivanjima virusnih oboljenja sprovede-
nih tokom 2001. godine (Krstiéisar.,2002)12002. go-
dine (Dukié i sar., 2004) potvrdila su da se na tikvama
u Srbiji javljaju tri virusa, ZYMV, WMV i CMV, u po-
jedina¢nim i me$anim infekcijama. Iako ranija ispitiva-
nja nisu dokazala prisustvo nekih vaznih virusa tikava,
kao $to su PRSV i SqMV (Krstié i sar., 2002; Dukié i
sar., 2004), na osnovu testiranja uzoraka sakupljenih
2008. godine, moze se zaklju¢iti da ovi virusi nisu za
sada prisutniu nadoj zcmlji.
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Pradenje uestalosti pojave virusa na tikvama tokom
dve godine istrazivanja i poredenje sa rezultatima pret-
hodnih ispitivanja pokazalo je da prisustvo i u¢estalost
pojedinih virusa zna¢ajno varira od godine do godi-
ne. Tako je dominantno prisustvo WMV dokazano u
uzorcima sakupljenim 2007. godine kako u pojedina¢-
noj tako i u mesanoj infekciji sa ZYMV i sa ZYMV
i CMV. Ovako dominantno prisustvo ovog virusa je
znacajna razlika u odnosu na 2001. godinu kada se jav-
ljao sporadi¢no (Krstié¢ i sar., 2002) i 2002. godinu ka-
da je bio drugi po zastupljenosti (Dukié i sar., 2004).
U uzorcima iz 2008. godine WMYV je takode bio dru-
gi po zastupljenosti, posle ZYMYV koji je bio najzastu-
pljeniji. Zastupljenost CMV pokazuje donekle drugadi-
ju sliku. Mada prisutan u velikom broju uzoraka i dru-
gi po zastupljenosti 2007. godine, a trec¢i 2008. godi-
ne, uglavnom je bio prisutan u meSanim infekcijama sa
WMVisaZYMViWMYV. Sli¢ni rezultati dobijeni su
2002. (Dukié i sar., 2004), kao i 2003. i 2004. godine
(Duduk, 2008). Na osnovu prethodnih i u ovom radu
obavljenih ispitivanja, zastupljenost ZYMYV je stalno
visoka, donekle sa izuzetkom kao u2007. godini, kada
je ovaj virus bio tredi po zastupljenosti, mada je detek-
tovan u vi$e od polovine testiranih uzoraka. Ovaj virus
je u istrazivanjima sprovedenim tokom 2001. (Krsti¢ i
sar., 2002),2002. (Duki¢ i sar., 2004) i 2004. (Duduk,
2008) godine bio prvi po zastupljenosti, a 2003. godine
je bio zastupljen u jednakom broju uzoraka kao i WMV
(Duduk, 2008). Razlika u pojavi i rasprostranjenosti
neperzistentnih virusa zavisno od godine je Cesta po-
java kod virusa tikava (Tobias i Tulipan, 2002; Lecoq
isar., 2003) i ukazuje da je vazno stalno pratiti stanje i
prisustvo pojedinih virusa.

Upravo zbog potrebe uspostavljanja brze i ta¢ne di-
jagnoze primenom osetljive i specifi¢ne metode, ra-
zvijen je protokol za detekciju ZYMYV primenom RT-
PCR. Rezultati molekularne detekcije potvrdili su
prisustvo ZYMYV u testiranim uzorcima listova tika-
va. Prajmerima ZYMV CPfwd/CPrev, dizajniranim
za amplifikaciju visoko konzervativnog regiona geno-
maZYMYV, uspesno je iz tikava umnoZen segment ole-
kivane veli¢ine oko 1100 bp. Zbog velike varijabilno-
sti biljnih virusa uopste, a i virusa koji su detektovaniu
ovom radu, bilo je potrebno proveriti pogodnost rani-
je opisanih prajmera za detekciju populacije virusa pri-
sutne u nasoj zemlji.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuditi da
su u na$oj zemlji u usevu uljane tikve prisutna tri viru-
sa, ZYMV, WMV i CMV, i da se njihova ulestalost po
godinama i lokalitetima menja. Zbog veoma destruk-
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tivnih simptoma na li§¢u i plodovima, koji su u pojed-
nim lokalitetima ugrozili proizvodnju ove kulture, ne-
ophodna su dalja prou¢avanja ovih virusa. Bududa is-
pitivanja viroza tikava treba da budu usmerena ka de-
taljnijoj karakeerizaciji i blizem odredivanju epidemi-
ologije, prou¢avanju sastava i varijabilnosti populacije
prisutne u nasoj zemlji, nadina odrZavanja, dospevanja
izarazavanja osetljivih biljaka tikava u cilju preduzima-
nja odgovarajuéih mera kontrole.
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Presence and Distribution of
Oilseed Pumpkin Viruses and
Molecular Detection of Zucchini
Yellow Mosaic Virus

SUMMARY

Over the past decade, intensive spread of virus infections of oilseed pumpkin has result-
ed in significant economic losses in pumpkin crop production, which is currently expand-
ing in our country. In 2007 and 2008, a survey for the presence and distribution of oilseed
pumpkin viruses was carried out in order to identify viruses responsible for epidemics and
incidences of very destructive symptoms on cucurbit leaves and fruits. Monitoring and
collecting samples of oil pumpkin, as well as other species such as winter and butternut
squash and buffalo and bottle gourd with viral infection symptoms, was conducted in sev-
eral localities of Vojvodina Province. The collected plant samples were tested by DAS-ELISA
using polyclonal antisera specific for the detection of six most economically harmful pump-
kin viruses: Cucumber mosaic virus (CMV), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon
mosaic virus (IWMW), Squash mosaic virus (SQMV), Papaya ringspot virus (PRSV) and Tobacco
ringspot virus (TRSV) that are included in A1 quarantine list of harmful organisms in Serbia.

Identification of viruses in the collected samples indicated the presence of three virus-
es, ZYMV, WMV and CMV, in individual and mixed infections. Frequency of the identified
viruses varied depending on locality and year of investigations. In 2007, WMV was the most
frequent virus (94.2%), while ZYMV was prevalent (98.04%) in 2008.

High frequency of ZYMV determined in both years of investigation indicated the need
for its rapid and reliable molecular detection. During this investigation, a protocol for ZYMV
detection was developed and optimized using specific primers CPfwd/Cprev and com-
mercial kits for total RNA extraction, as well as for RT-PCR. In RT-PCR reaction using these
primers, a DNA fragment of approximately 1100 bp, which included coat protein gene,
was amplified in the samples of infected pumkin leaves. Although serological methods
are still useful for large-scale testing of a great number of samples, this protocol, due to its
high sensitivity and specificity, is an important improvement in rapid diagnosis of diseases
caused by this virus. In addition, the protocol provides a basis for further characterization of
ZYMV isolates originating from Serbia.

Keywords: Oilseed pumpkin; Cucurbit viruses; Distribution; Serological detection; RT-PCR
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