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REZIME

U periodu od 2002. do 2004. godine obavljena su ispitivanja u cilju inventarizacije vi-
rusa krompira na 12 razli¢itih lokaliteta i kod 9 razli¢itih sorti krompira u Crnoj Gori. Istra-
Zivanja su obuhvatila sakupljanje uzoraka u usevima semenskog krompira i testiranje na
prisustvo Sest ekonomski znacajnih virusa krompira: virus uvijenosti lis¢a krompira (Pota-
to leaf roll virus, PLRV), virus crti¢astog mozaika krompira ili Y virus krompira (Potato virus
Y, PVY), virus mozaika krompira ili X virus krompira (Potato virus X, PVX), S virus krompira
(Potato virus S, PVS), A virus krompira (Potato virus A, PVA) i M virus krompira (Potato virus
M, PVM). Primenom imunoenzimske metode na ploci (DAS-ELISA) i koris¢enjem komerci-
jalnih antiseruma za Sest virusa krompira, utvrdeno je dominantno prisustvo PVY tokom
sve tri godine ispitivanja. Drugi po zastupljenosti bio je PVS, zatim PVA, PLRV, PYM i PVX.
U testiranim uzorcima detektovano je prisustvo i pojedinacnih i mesovitih infekcija, pri
¢emu je udeo pojedinacnih, medu kojima PVY zaraza, u ukupnom broju testiranih uzo-
raka bio dominantan. Takode, utvrdeno je da je PVY bio najrasireniji virus u periodu od
2002. do 2004. godine, kao i da je broj ispitivanih virusa varirao po lokalitetima i sortama.

Dalja istrazivanja odnosila su se na detaljnu karakterizaciju PVY kao najzastupljeni-
jeg i istovremeno ekonomski najznacajnijeg virusa krompira. U cilju seroloske karakte-
rizacije PVY koriS¢ena je DAS-ELISA metoda i monoklonalna antitela specifi¢na za de-
tekciju tri grupe sojeva ovog virusa i tom prilikom utvrdeno je prisustvo nekroti¢nih
(PVYN/PVYNTN) sojeva i obi¢nog (PVYO) soja. Nekroti¢ni sojevi su bili prevalentni u 2002.
i 2004. godini, dok je u 2003. godini vecu zastupljenost u populaciji PVY imao obi¢ni
s0j. Crticasti soj (PVYC) nije dokazan ni u jednom ispitivanom uzorku tokom tri godine
istraZivanja.

Kljuéne reéi: Krompir; virusi krompira; PVYN/PVYNTN PVyYO: PVYC DAS-ELISA
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Krompir se u Crnoj Gori gaji na povrsini od oko
10000 ha, od ¢ega na semensku proizvodnju otpada
oko 120 ha, sa prose¢nim godi$njim prinosom oko 12 t/
ha (Statisti¢ki godisnjak CG, 2009), $to je mnogo ispod
evropskog proscka od oko 20 t/ha (ArendsiKus, 1999).

Stete u pogledu smanjenja prinosa i kvaliteta krom-
pira prouzrokuju razli¢ite bolesti, Stetotine i korovi.
Prema Agrios-u (1997), ukupni prose¢ni gubici u sve-
tu iznose 32,3%, pri ¢emu gubici prouzrokovani bole-
stima imaju najveéi udeo (21,8%). Jedan od glavnih ra-
zloga ovakvih gubitaka je, po misljenju mnogih autora
(Hooker, 1987; Agrios, 1997; Milosevi¢, 2009), kori-
$¢enje virusima zarazenog sadnog materijala.

Virusi su najznadajniji patogeni agensi koji su ozbiljna
prepreka uspe$noj proizvodnji krompira. Njihov znalaj
se narotito isti¢e u programu sertifikacije semenskog
krompira, gde kao najznadajniji ¢inioci uti¢u i oprede-
ljuju njegov kvalitet. Osim $to prouzrokuju destruktiv-
na oboljenja i zna¢ajno smanjuju prinos krompira, vi-
roze krompira uti¢u i na kvalitet krtola i njihov hemij-
ski sastav (sadrzaj suve materije i skroba) (MiloSevi¢ i
Stoiljkovi¢, 1998).

Prema podacima Mendoz-a i Sawyer-a (loc. cit Hor-
vath i sar., 2004), krompir je domadin oko 266 razli¢i-
tih prouzrokovata bolesti i $teto¢ina, od kojih su 50 ra-
zli¢ite vrste virusa. U Evropi su opisane oko 22 vrste,
od kojih je desetak ekonomski $tetno (Hooker, 1987;
Milogevi¢, 1998). Programom sertifikacije semenskog
krompira, Sest virusa krompira izdvojeno je kao eko-
nomskiznadajno: virus uvijenosti li$¢a krompira (Poza-
to leafroll virus, PLRV), virus crti¢astog mozaika krom-
pira ili Y virus krompira (Potato virus ¥, PVY), virus
mozaika krompira ili X virus krompira (Pozato virus
X, PVX), S virus krompira (Potato virus S, PVS), A vi-
rus krompira (Potato virus A, PVA) i M virus krompira
(Potato virus M, PVM). Najznalajnija i najdestruktiv-
nija oboljenja krompira izazivaju PLRV i PVY (De Bo-
kx i Van der Want, 1987; Hooker, 1982; Suti¢, 1995).

Do sada je u svetu opisan vedi broj razli¢itih sojeva
PVY (Gray i sar., 2010). Obi¢ni soj PVY (PVY®) na
biljkama krompira prouzrokuje simptome nekroze, hlo-
roti¢nog Sarenila, dok sekundarno zarazene biljke zao-
staju u porastu, imaju kovrdZzavo i naborano li§¢e. Na
biljkama duvana ovaj soj prouzrokuje simptome hlo-
roti¢nog Sarenila. Zaraze krompira crti¢astim sojem
(PVYC) manifestuju se pojavom nekroti¢nih pega i cr-
tica, naboranosti i kovrdzavosti listova, dok nekroti¢-
nisojevi (PVYN, PVYNTNj PVYNWi) prouzrokuju na
krompiru blaze simptome u odnosu na PVY®i PV YC.
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Zaraze nekroti¢nim sojevima, kod veéine sorata krom-
pira, prouzrokuju blago do srednje jako hloroti¢no $a-
renilo, dok na biljkama duvana prouzrokuju pojavu ne-
kroza (Sutic’, 1995; Milogevi¢, 1998; Singh i sar., 2008).
Rasprostranjenost ovih sojeva je razli¢ita. Obi¢ni soj
je Siroko rasprostranjen u svetu, nekroti¢ni sojevi su pri-
sutni u Evropi, Rusiji, Juznoj Americi, severozapadnom
delu SAD, u nekim regionima Afrike, Japanu, dok je cr-
ticasti soj otkriven u Australiji, Indiji i nekim regioni-
ma Evrope (Ohshimai sar., 2000; Crosslin i sar., 2002).
U cilju identifikacije i klasifikacije PVY izolata u ge-
neti¢ke sojeve, razvijene su i u primeni su razli¢ite labo-
ratorijske metode. Primenom seroloskih testova i mo-
noklonalnih antitela mogude je odrediti pripadnost izo-
lata nekoj od tri glavne grupe sojeva. Medutim, karak-
terizaciju nekroti¢nih sojeva moguce je obaviti samo
kombinovanom primenom bioloskih, seroloskih i/ili
molekularnih testova. Pojava molekularnih tehnika i
filogenetskih analiza omogudila je definisanje novih
sojeva na osnovu razlika u nukleotidnim sekvencama
razli¢itih izolata PVY, kao i postojanje rekombinan-
tnih izolata PVY (Singh i sar., 2008; Gray i sar., 2010).
Visok procenat virusnih zaraza koji je ugrozio proi-
zvodnju semenskog krompira u mnogim zemljama u sve-
tu (Fletcher, 1989; Chrazanowska, 1991; Singh, 1992;
Mih i sar., 1995; Abou- Blanco-Ugroiti, 1998a, 1998b;
Kerlan i sar., 1999; Kazusato i sar., 2000; Jawdah i sar.,
2001; Crosslin i sar., 2002) i okruzenju (Milo3evi¢, 1986,
1989, 1992; Suti¢, 1995; Gavran-Starovié, 1999; Staro-
vi¢ i sar., 2001), kao i promene u populaciji PVY, eko-
nomski najznacajnijeg virusa krompira, usled njegovog
epidemijskog Sirenja poslednjih decenija (LeRomancer i
sar., 1994; Van der Heuvel i sar., 1994; Singh i sar. 2008;
Gray i sar., 2010), ukazale su na neophodnost ispitivanja
etiologije virusnih oboljenja krompira i u Crnoj Gori.

MATERIJAL | METODE

Sakupljanje uzoraka krompira

Zdravstveni pregledi semenskog krompira, u periodu
od 2002. do 2004. godine, obuhvatili su pregled useva
na 12 razli¢itih lokaliteta u op$tinama Bijelo Polje, Be-
rane, Kolasin, Pljevlja i Pluzine (Tabela 1), pri ¢emu su
sakupljena 1352 uzorka li$¢a krompira za dalju analizu.
Uzorci su pripadali nekoj od 9 razli¢itih sorti krompira:
Adora, Agria, Arnova, Arinda, Atlantic, Cleopatra, De-
sire¢, Kennebec i Resy. Na uzorkovanim biljkama kon-
statovani su simptomi koji su upudivali na prisustvo viru-
snih zaraza, kao i odredeni broj asimptomati¢nih biljaka.
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Tokom 2002. godine sakupljena su 564 uzorka sa tri
razli¢ita lokaliteta u Crnoj Gori: Stitari (Berane), Vru-
lja (Pljevlja) i Pis¢e (Pluzine). Biljke su pripadale razli¢i-
tim sortama krompira: Agria, Desireé¢, Kennebeci Resy.

U 2003. godini u usevima semenskog krompira saku-
pljena su 192 uzorka na tri razli¢ita lokaliteta u opstini
Kolasin: Lipovo, Rova¢ko Trebaljevo i Mora¢ko Trebalje-
vo. Uzorci su pripadali sortama Agria, Arnova i Arinda.

U 2004. godini, zdravstvenim pregledima semenskog
krompira u lokalitetima Gubava¢ (Bijelo Polje), Adrovi-
¢i (Pljevlja), Bakovidi, Drijenak (Kolagin), Lje$nica (Be-
rane) i Muratovica (Pluzine), sakupljeno je 596 uzora-
ka pregledom useva sorti: Adora, Atlantic, Cleopatra,
Desireé i Kennebec.

Direktna imunoenzimska metoda na ploci
(DAS-ELISA)

Seroloske analize sakupljenih uzorakali§¢a krompira
obuhvatile su primenu imunoenzimske metode na plo¢i
(DAS-ELISA) uz koris¢enje poliklonalnih antitela spe-
cifi¢nih za detekciju PLRV, PVX, PVS, PVA i PVM i
serumskog monoklonalnog koktela za detekciju PVY
(Bioreba AG, Switzerland), po protokolu koji su opisali
Clark i Adams (1977). Specifi¢na poliklonalna antitela
i poliklonalna antitela konjugovana sa alkalnom fosfa-
tazom koris¢ena su u razredenju 1:1000 u odgovaraju-
¢em puferu. Pozitivne i negativne kontrole obezbede-
ne su od firme Bioreba AG (Switzerland).

Na osnovu seroloskih analiza 1352 uzorka utvrdena
je prisutnost i rasprostranjenost virusa krompira u Cr-
noj Gori, u periodu od 2002. do 2004. godine, po loka-
litetima i sortama. Dalja istraZivanja obuhvatila su se-
rolosku karakterizaciju virusa koji je bio najzastuplje-
niji i u tom cilju odabrano 127 uzoraka u kojima je do-
kazano prisustvo PVY, a koji su pripadali razli¢itim lo-
kalitetima i sortama krompira.

U cilju identifikacije razli¢itih sojeva PVY (PVYN/
PVYNTN pyYO j PVYC), primenjen je DAS-ELISA
test uz kori$éenje komercijalnih monoklonalnih anti-
tela specifi¢nih za detekciju nekroti¢nih sojeva (PVYN/
PVYNTN) PVYC soja, kombinacija antitela za detekci-
ju PVYC i PVYO soja (PVY©+C), kao i antitela konju-
govana sa alkalnom fosfatazom (Sasa, Scotland, UK).
Specifi¢na monoklonalna antitela i moniklonalna an-
titela konjugovana sa alkalnom fosfatazom koriséena
su u razli¢itim razredenjima u odgovarajuéem puferu:
1:2000 za PVYC s0j i 1:4000 za PVYN $0j i PVYO+C
kombinaciju sojeva. Pozitivne kontrole za razli¢ite so-
jeve PVY obezbedene su od firme Sasa (Scotland, UK),
dok je kao negativna kontrola kori§¢eno zdravo lisce
test biljaka Nicotiana tabacum var. Samsun.

Svi uzorci su za serologko testiranje pripremljeni ho-
mogenizacijom biljnog materijala u ekstrakcijskom pu-
feru, u odnosu 1:10. Svaki od uzoraka, kao i pozitivna i
negativna kontrola, pipetirani su u po dva susedna bu-
nar¢i¢a na plodici. Rezultati su otitavani spektrofoto-
metrijski (Microplate Reader 680 — Biorad), merenjem
apsorpcije pri talasnoj duzini od 405 nm. Pozitivnim
su smatrani oni uzorci ¢jja je vrednost apsorpcije bi-
la dva ili vi$e puta veéa od vrednosti apsorpcije nega-
tivne kontrole.

REZULTATI

Simptomi na biljkama u polju

Prilikom vizuelnih pregleda biljaka u polju konsta-
tovani su razli¢iti simptomi: blagi do jaki mozaik (Sli-
ka 1), hloroti¢no $arenilo (Slika 2), uvijenost lis¢a (Sli-
ka 3), delimi¢na ili potpuna nekroza nerava, nekroza
lis¢a (Slika 4), nekroza stabla, naboranost liséa, ,pal-

ma"“ izgled biljke, itd.

Slika 1. Simptomi mozaika

Slika 2. Simptomi hloroti¢nog Sarenila
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Slika 3. Simptomi uvijenosti lis¢a Slika 4. Simptomi nekroze lis¢a

Seroloska detekcija

Na osnovu seroloskih analiza 1352 uzorka, sakupljena u periodu 0d 2002. do 2004. godine, utvrdeno je dominantno
prisustvo PVY. U 2002. godini od ukupnog broja testiranih biljaka (564), 164 su bile zarazene PVY (29,08%). Procenat
biljakazarazenih PLRV i PVA iznosio je 1,77%, PVS 1,42%, PVX 0,35%, dok zaraze PV M nisu konstatovane (Tabela 1).

Tabela 1. Zastupljenost virusa krompira u pojedina¢nim infekcijama tokom 2002, 2003. i 2004. godine u usevima semenskog
krompira u Crnoj Gori

Godina Lokalitet Sorta Procenat zaraze (broj zaraZzenih / broj testiranih biljaka)
PLRV PVY PVX PVS PVA PVM
2002. Berane (Stitari) Kennebec  2,13% (2/94)  91,49% (86/94) 0% (0/94)  6,38% (6/94) 0% (0/94) 0% (0/94)
Berane (Stitari) Desitee  4,26% (4/94)  10,64% (10/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94)
Vrulja (Pljevlja) Resy 0% (0/282)  22,34% (63/282) 0% (0/282) 0% (0/282)  0,71%(2/282) 0% (0/282)
Pluzine Agria 426% (4/94)  532%(5/94)  2,13% (2/94)  2,13%(2/94)  8,51%(8/94) 0% (0/94)
3';‘(‘)*:)’;? 1,77% (10/564) 29,08% (164/564) 0,35% (2/564) 1,42% (8/564) 1,77% (10/564) 0% (0/564)
2003. Kolagin (Lipovo)  Arnova 0% (0/12) 41,67% (5/12) 0% (0/12) 0% (0/12) 0% (0/12) 0% (0/12)
Kolasin (Lipovo) Arinda 0% (0/9) 77,78% (7/9) 0% (0/9) 0% (0/9) 11,11% (1/9) 0% (0/9)
ﬁ’:ﬁ:‘l; i‘(})"“ék" Agria 10,84% (9/83)  21,69% (18/83) 0% (0/83)  2.41% (2/83)  20,48% (17/83) 2,41% (2/83)
?:’:Ei;%"’aék" Agria 227% (2/88)  13,64% (12/88) 0% (0/88) 0% (0/88)  12,55% (11/88) 0% (0/38)
:';‘(‘)*:)’;‘f 5,73% (11/192) 21,88% (42/192) 0% (0/192)  1,04% (2/192) 15,1% (29/192) 1,04% (2/192)
2004, ?G‘Jzt’;:i’; Cleopatra 0% (0/92)  17.39% (16/92) 0% (0/92) 0% (0/92)  1,09%(1/92) 0% (0/92)
Plievlja (Adroviéi)  Desiree  1,00% (1/100)  33,00% (33/100) 5,00% (5/100) 0% (0/100)  2,00% (2/100) 0% (0/100)
Kolatin (Bakoviéi)  Kennebec  11,11% (1/9) 11,11% (1/9) 0% (0/9)  33,33% (3/9) 0% (0/9) 0% (0/9)
Kolasin (Bakoviéi)  Adora 2,17% (1/46)  26,09% (12/46) 0% (0/46) 0% (0/46) 0% (0/46) 0% (0/46)
Kolasin (Drijenak)  Kennebec 15,12% (13/86)  10,47% (9/86) 0% (0/86)  79,10% (68/86)  2,33% (2/86) 0% (0/86)
Berane (Ljesnica) ~ Cleopatra 0% (0/82) 13,41% (11/82) 0% (0/82) 0% (0/82)  2,44% (2/82)  1,22% (1/82)
Berane (Ljeinica) ~ Kennebec 0% (0/94)  14,89% (14/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94)
Pluzine (Muratovica) Atlantic 0% (0/87) 17,24% (15/87) 0% (0/87)  5,75% (5/87)  4,60% (4/87)  6,90% (6/87)
:‘;‘(‘)I(’)‘}:’ 2,68% (16/596) 18,62% (111/596) 0,84% (5/596) 12,75% (76/596) 1,84% (11/596) 1,17% (7/596)
;'(;ggf‘z’oo " 2,74% (37/1352) 23,45% (317/1352) 0,52% (7/1352) 6,36% (86/1352) 3,70% (50/1352) 0,67% (9/1352)
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Seroloske analize u2003. godini su pokazale najveéu
zastupljenost PVY (21,88%). Drugi po zastupljenosti
bio je PVA sa ucestalo$¢u od 15,1%, zatim PLRV 5,73%,
PVSiPVM 1,04%, dok zaraze PVX nisu utvrdene.

Zastupljenost PVY u 2004. godini bila je znatno
manja u odnosu na 2002. i 2003. godinu i iznosila
je 18,62%, dok je procenat PVS zaraza u 2004. go-
dini bio znatno veéi u odnosu na prethodne dve go-
dine i iznosio je 12,75%. Tredi po zastupljenosti bio
je PLRV 2,68%, zatim PVA 1,84%, PVM 1,17% i
PVX 0,84%.

Ukupne prose¢ne zaraze PVY, virusom koji je bio
najzastupljeniji u periodu od 2002. do 2004. godine,
iznosile su 23,45%, zatim PVS 6,36%, PVA 3,70%,
PLRV 2,74%, PVM 0,67% i PVX 0,52%.

Na osnovu seroloskih analiza uzoraka lis¢a krom-
pira, u periodu od 2002. do 2004. godine, utvrde-
noje daje u usevima krompira za proizvodnju seme-
na najrasireniji bio PVY. Naime, PVY je bio preva-
lentan virus u najveéem broju lokaliteta koji su bi-
li predmet trogodi$njeg istrazivanja. Od ukupno 12
lokaliteta, prevalentnost PVY je dokazana u 10 loka-
liteta. Tokom 2002. godine, dominantno prisustvo
PVY (51,08% i 22,34%) dokazano je u dva lokalite-
ta (Stitari i Vrulja), dok je u lokalitetu Pluzine naj-
uestaliji bio PVA (8,51%). U 2003. godini, PVY je
bio prevalentan virus (57,14%, 21,69% i 13,64%) u
sva 3 ispitivana lokaliteta (Lipovo, Rova¢ko Treba-
ljevo i Moracko Trebaljevo), dok je tokom 2004. go-
dini prevalentnost (17,39%, 33,0%, 23,64%, 14,20%
i17,24%) ovog virusa potvrdenau 5 (Gubava¢, Adro-
vi¢i, Bakovi¢i, Lje$nica i Muratovica) od ukupno 6
ispitivanih lokaliteta. Samo u lokalitetu Drijenak,
u 2004. godini, dokazano je dominatno prisustvo
PVS (79,10%).

Trogodisnja ispitivanja ukazala su i na prisustvo razli-
titog broja virusa na razli¢itim lokalitetima. Prisustvo
svih 6 ispitivanih virusa nije dokazano ni u jednom is-
pitivanom lokalitetu. U lokalitetima Pluzine i Rova¢-
ko Trebaljevo konstatovano je prisustvo 5 virusa krom-
pira, i to u lokalitetu Pluzine PLRV, PVY, PVX, PVS
i PVA, a u lokalitetu Rovacko Trebaljevo PLRYV, PV,
PVS, PVA i PVM. Prisustvo 4 virusa krompira doka-
zano je u lokalitetima Adrovié¢i (PLRV, PVY, PVX i
PVA), Drijcnak (PLRV, PVY, PVSiPVA)iMuratovica
(PVY,PVS,PVAiPVM), prisustvo 3 virusa krompira u
lokalitetima Bakoviéi i Stitari (PLRV, PVY i PVS), Mo-
ratko Trebaljevo (PLRV, PVY i PVA) i Ljesnica (PVY,
PVA i PVM), dok je prisustvo 2 virusa konstatovano
u lokalitetima Vrulja (PVY i PVS), Gubava¢ i Lipovo
(PVY i PVA).

Tokom perioda 2002-2004, od ukupno 12 lokalite-
ta koji su odabrani za ovo istraZivanje, najveée prose¢ne
zaraze konstatovane su u lokalitetima Lipovo (57,14%)
i Stitari (51,06%) i to Y virusom krompira.

U toku 2002. godine procenat zaraza PVY po loka-
litetima veoma se razlikovao. Najvedi procenat zaraza
konstatovan je u lokalitetu Stitari (Berane) (91,49%),
a najnizi u lokalitetu Muratovica (Pluzine) (5,32%).
Procenat zaraza ostalim virusima po lokalitetima ni-
je znalajno varirao i kretao se izmedu 0-4,26% kod
PLRY, 0-6,38% kod PVS, 0-8,51% za PVAi0-2,13%
za PVX.

U 2003. godini, PVY je bio prisutan u najveéem
(77,78%) i najnizem procentu (4,64%) u lokalitetu Li-
povo, u dva razlitita useva. Procenat biljaka zarazenih
PVA kretao se u rasponu 0-20,48%, PLRV 0-10,84%,
PVSiPVM 0-2,41%.

U 2004. godini zabelezeno je manje variranje pro-
centa zaraza prouzrokovanih PVY po lokalitetima,
od 10,47% u lokalitetu Drijenak do 33,0% u loka-
litetu Adroviéi. Znalajna variranja zarazenosti use-
va u razli¢itim lokalitetima konstatovana su za PVS
0-79,10% (Drijenak). Prose¢an nivo PLRV zaraza
po lokalitetima kretao se izmedu 0-15,12%, PVM
zaraza 0-6,90%, PVX zaraza 0-5,0% i PVA zaraza
0-4,60%.

Evidentna je bila nejednaka zastupljenost viru-
sa po sortama krompira. Najve¢i procenat zaraza to-
kom 2002. godine konstatovan je kod sorte Kennebec
(91,49%), 2 2003. godine kod sorte Arnova (41,67%) i
to Y virusom krompira. Tokom 2004. godine najveéi
nivo zaraza dokazan je kod sorte Kennebec (79,1%) i to
S virusom krompira. PVA i PLRV su u najve¢em bro-
ju uzoraka dokazani kod sorte Agria (13,58% i 5,65%),
PVX kod sorte Desiree (2,58%), dok je PVM bio naj-
zastupljeniji kod sorte Atlantic (6,9%).

Takode, kod razliditih sorti krompira dokazan je
razlidit broj virusa. Prisustvo svih 6 ispitivanih viru-
sa dokazano je samo kod sorte Agria. Kod sorti Ke-
nnebec i Atlantic konstatovano je prisustvo 4 virusa
krompira, i to: PLRV, PVY, PVS i PVA kod sorte Ke-
nnebec, i, PVY, PVS, PVA i PVM kod sorte Atlan-
tic, dok su kod sorte Cleopatra konstatovana tri vi-
rusa krompira (PVY, PVA i PVM). Prisustvo dva vi-
rusa krompira utvrdeno je kod sorti Desiree (PLRV
i PVY), Resy (PVY i PVA), Arinda (PVY i PVA) i
Adora (PLRV i PVY). Kod sorte Arnova konstato-
vano je samo prisustvo PVY. Utvrdeno je da su ra-
zlidite sorte krompira najée$ée bile zarazene PVY, a
procenat zaraze se kretao od 5,32% kod sorte Agria
do 77,78% kod sorte Arinda.
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U testiranim uzorcima detektovano je prisustvo po-
jedina¢nih i medovitih infekcija. Udeo pojedinaénih
u ukupnim zarazama bio je dominantan i iznosio je
88,74%, a meSovitih 11,26%. Kod odredenog broja bi-
ljaka ustanovljene su mesane infekcije dva ili vise viru-
sa. Me$ane infekcije su konstatovane u svim ispitiva-
nim godinama.

Trogodi$nja ispitivanja ukazala su na dominan-
tnost PVY+PVA zaraza (2,0%) u me$anim zarazama.
PVY+PVA infekcije bile su najzastupljenije 2003. godine
(10,94%), dok se 1 2002. (1,06%) i 2004. godini (1,67%)
najvedi broj ovih zaraza odnosio na PV Y+PVS zaraze. Od
drugih meSovitih zaraza konstatovane su PVY+PLRYV,
PVY+PLRV+PVS i PVY+PVA+PVM (Tabela 2).

Tabela 2. Prisustvo i zastupljenost me$anih zaraza tokom 2002, 2003. i 2004. godine

Godina Lokalitet Sorta Procenat me$anih zaraza (broj zaraZenih / broj testiranih biljaka)
PVY+PLRV PVY+PVS PVY+PVA  PVY+PLRV4PVS PVY+PVA+PVM
2002. Berane (Stitari) Kennebec  3,19% (3/94) 6,38% (6/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94)
Berane (Stitari) Desiree 1,06% (1/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94)
Pljevlja (Vrulja) Resy 0% (0/282) 0% (0/282)  0,71% (2/282) 0% (0/282) 0% (0/282)
Pluzine Agria 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94)
3';‘(‘)%‘;" 0,71% (4/564)  1,06% (6/564)  0,35% (2/564) 0% (0/564) 0% (0/564)
2003. Kolasin (Lipovo) Arnova 0% (0/12) 0% (0/12) 0% (0/12) 0% (0/12) 0% (0/12)
Kolasin (Lipovo) Arinda 0% (0/9) 0% (0/9) 11,11% (1/9) 0% (0/9) 0% (0/9)
Kolasin (Rovacko Agria 8,43% (7/83) 0% (0/83)  18,07% (15/83) 0% (0/83) 0% (0/83)
Trebaljevo)
?iﬁi;%"“ék" Agria 1,14% (1/38) 0% (0/88) 5.68% (5/88) 0% (0/88) 0% (0/88)
:';L(‘)%’;" 4,16% (8/192) 0% (0/192)  10,94% (21/192) 0% (0/192) 0% (0/192)
2004. Bijelo Polje (Gubava) Cleopatra 0% (0/92) 0% (0/92) 0% (0/92) 0% (0/92) 0% (0/92)
Pljevlja (Adroviéi) Desiree 0% (0/100) 0% (0/100) 0% (0/100) 0% (0/100) 0% (0/100)
Kolasin (Bakoviéi) Kennebec 0% (0/9) 11,11% (1/9) 0% (0/9) 0% (0/9) 0% (0/9)
Kolasin (Bakoviéi) Adora 0% (0/46) 0% (0/46) 0% (0/46) 0% (0/46) 0% (0/46)
Kolagin (Drijenak) Kennebec 0% (0/86) 9,3% (8/86) 1,16% (1/86) 1,16% (1/86) 0% (0/86)
Berane (Ljesnica) Cleopatra 0% (0/82) 0% (0/82) 2,44% (2/82) 0% (0/82) 0% (0/82)
Berane (Lje$nica) Kennebec 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94) 0% (0/94)
Pluzine (Muratovica) Aclantic 0% (0/87) L15% (1/87)  2,29% (2/87) 0% (0/87) % (1/87)
E';‘(‘)%‘;‘.’ 0% (0/596)  1,67% (10/596)  0,84% (5/596)  0,17% (1/596)  0,17% (1/596)
ukupno 0,89% (12/1352) 1,18% (16/1352) 2,0% (27/1352)  0,07% (1/1352)  0,07% (1/1352)
2002-2004.

Primenom seroloskih analiza za 6 ekonomski zna-
¢ajnih virusa krompira ustanovljeno je da je eko-
nomski najznacajniji virus krompira i najraspro-
stranjeniji.

U cilju determinacije sojeva PVY na seroloskom ni-
vou, odabran je odredeni broj uzoraka u kojima je u
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prethodnim analizama dokazano prisustvo PVY. Kod
ukupno 127 biljaka, koje su bile zarazene PVY, do-
kazano je prisustvo ili obi¢nog (PVY©) ili nekog od
nekroti¢nih sojeva (PVYN/PVYNTN), Prisustvo cr-
ti¢astog soja (PVYC) nije utvrdeno ni u jednom ispi-
tivanom uzorku (Tabela 3).
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Tabela 3. Prisustvo i zastupljenost grupa sojeva PVY u pojedina¢nim i mesanim infekcijama u 2002, 2003. i 2004. godini

Procenat pojedinaénih zaraza (broj zarazenih

Godina Lokalitet Sorta / broj testiranih biljaka) Mesane zaraze
PVYN/PYVYNTN PVYO+C PVYC PVYN/PVYNTN, pyYO
2002. Berane (Stitari) Kennebec - - - -
Berane (Stitari) Desiree 100% (1/1) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
Pljevlja (Vrulja) Resy 100% (5/5) 0% (0/5) 0% (0/5) 0% (0/5)
Pluzine Agria 100% (1/1) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
ukupno u2002. 100% (7/7) 0% (0/7) 0% (0/7) 0% (0/7)
2003. Kolasin (Lipovo) Arnova 100% (5/5) 0% (0/5) 0% (0/5) 0% (0/5)
Kolasin (Lipovo) Arinda 100% (7/7) 71,43% (5/7) 0% (0/7) 71,43% (5/7)
Kolagin (Rovatko Trebaljevo) ~ Agria 61,11% (11/18) 100% (18/18) 0% (0/18) 61,11% (11/18)
Kolagin (Moratko Trebaljevo) ~ Agria 83,33% (5/6) 100% (6/6) 0% (0/6) 83,33% (5/6)
ukupno u2003. 77,78% (28/36)  80,55% (29/36) 0% (0/36) 58,33% (21/36)
2004. Bijelo Polje (Gubavag) Cleopatra 80,0% (8/10) 30,0% (3/10) 0% (0/10) 20,0% (2/10)
Pljevlja (Adroviéi) Desiree 96,77% (30/31) 12,9% (4/31) 0% (0/31) 6,45% (2/31)
Kolasin (Bakoviéi) Kennebec 100% (1/1) 0% (0/1) 0% (0/1) 0% (0/1)
Kolagin (Bakoviéi) Adora 100% (11/11) 0% (0/11) 0% (0/11) 0% (0/11)
Kolain (Drijenak) Kennebec 100% (8/8) 0% (0/8) 0% (0/8) 0% (0/8)
Berane (Lje3nica) Cleopatra 20,0% (1/5) 80,0% (4/5) 0% (0/5) 0% (0/5)
Berane (Lje3nica) Kennebec 100% (8/8) 0% (0/8) 0% (0/8) 0% (0/8)
Pluzine (Muratovica) Atlantic 10,0% (1/10) 90,0% (9/10) 0% (0/10) 0% (0/10)
ukupno u 2004. 80,95% (68/84)  23,81% (20/84) 0% (0/84) 4,76% (4/84)
ukupno 2002-2004. 81,1% (103/127)  38,58% (49/127) 0% (0/127) 19,69% (25/127)

Tokom 2002. godine konstatovane su 100% zaraze
nekroti¢nim sojevima PV'Y, dok zaraze obi¢nim sojem
nisu dokazane ni u jednom ispitivanom uzorku. Pro-
se¢na zastupljenost nekroti¢nih sojeva u 2003. godi-
ni iznosila je 77,78%, PVY© soja 80,55%, dok su kod
58,33% biljaka konstatovane mesane zaraze nekroti¢-
nim i obi¢nim sojem (PVYN/PVYNTN4 PVYO),

Za razliku od 2003. godine kada je utvrdeno domi-
nantno prisustvo PVY©,u2004. godini PVYN/PVYNTN
sojevi su bili zastupljeniji (80,95%) u populaciji virusa.
Obi¢nim sojem PVY bilo je zaraZeno 23,81% biljaka,
amesane infekcije obi¢nog i nekroti¢nih sojeva utvrde-
ne su kod 4,76% biljaka.

Istrazivanja su pokazala da su, u periodu od 2002.
do 2004. godine, nekroti¢ni sojevi bili rasireniji od

obi¢nog soja. Dominatno prisustvo nekroti¢nih soje-
va PVY dokazano je u 9 ispitivanih lokaliteta, dok je
obi¢ni soj bio prevalentan u samo 2 lokaliteta. Utvrde-
no je dasu nalokalitetu Lje3nica (Berani) zaraze nekro-
ti¢nim sojevima bile dominantne kod sorte Kennebec,
dok je na istom lokalitetu, ali kod sorte Cleopatra, bio
dominantan obi¢ni soj.

Obi¢ni soj i nekroti¢ni sojevi PVY ispoljili su razlici-
tu zastupljenost kod razli¢itih sorti krompira. Kod sorti
Kennebec, Resy, Arnova i Adora ustanovljene su 100%
zaraze nekroti¢nim sojevima, dok prisustvo PVYO© soja
nije utvrdeno ni kod jedne testirane biljke ove 4 sorte.
Takode, nekroti¢ni sojevi su bili dominantniji u popu-
laciji PVY kod sorti Desiree, Cleopatra i Arinda, dok

je obi¢ni soj bio zastupljeniji kod sorti Agria i Atlantic.
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DISKUSUA

Krompir je biljka koju parazitira veliki broj patoge-
nih organizama. Medu prouzrokova¢ima bolesti, prvo
mesto po znadaju zauzimaju virusi (De Bokx i Van der
Want, 1987; Blanco-Ugroit i sar., 1998; Nie i Singh,
2001; Glais i sar., 2002a). Do sada je na krompiru opi-
sano 50-ak razli¢itih vrsta virusa (Horvath i sar., 2004).

Veliki procenat zaraza useva semenskog krompira vi-
rusima i nedostatak podataka o njihovom znadaju na po-
drudju Crne Gore, kao i epidemijsko $irenje virusa krom-
pirau susednim regionima, ukazali su na potrebu utvrdi-
vanja etiologije virusnih oboljenja. Simptomi koji su kon-
statovani u periodu od 2002. do 2004. godine na zaraze-
nim biljkama u vidu promena u op$tem izgledu biljke,
simptoma mozaika, nekroze nerava, lista ili stabla, uvije-
nosti listova, ,,palma“ izgleda biljke, utvrdeni su i od stra-
ne drugih autora koji su se bavili prou¢avanjem virusa
krompira (De Bokx i Huttinga, 1981; Harrison, 1984;
Hooker, 1986; Le Romancer i sar., 1994; Shukla i sar.,
1994; Brunt, 1996; Ellisisar., 1997; Dallwitz i sar., 2004).

U detekciji virusa krompira ELISA test je prvi put pri-
menjen 1977. godine (Singh i Somerville, 1992). Nakon
toga, ova metoda je nasla $iroku primenu u rutinskoj dija-
gnostici virusa krompira, nau¢noistrazivatkom radu, kon-
trolii proizvodnjizdravstveno ispravnog semenskog krom-
pira (Deltour i sar., 1987; Blanco-Ugroiti i sar., 1998).

Rezultati seroloskih analiza na prisustvo 6 virusa
krompira pokazuju da su u2002. godini u usevima de-
tektovani PLRV, PVY, PVS, PVXiPVA, dok PVM nije
konstatovan. U 2003. godini identifikovani su svi testi-
ranivirusi osim PVX, dok su analize 2004. godine uka-
zale na prisustvo svih $est ispitivanih virusa.

Najveéu prose¢nu zastupljenost u usevima semen-
skog krompira u trogodi$njem periodu, nakon PVY
imao je PVS, zatim PVA, PLRV, PVM i PVX, $to je
delimi¢no u saglasnosti sa istrazivanjima koja su spro-
vedena u okruZenju. Po rezultatima koje su saopstili Bo-
fl i Buturac (1988), najzastupljeniji virusi na podrudju
Gorskog Kotara, kod stranih sorata krompira, bili su
PLRV i PVY, a kod doma¢ih PVS i PVY. IstraZivanja
Rankovié¢aisar. (1985, 1986) ukazala su na najveéu za-
stupljenost PVS i PLRY, a istrazivanje koje je sproveo
Milosevi¢ (1989) na podrugju zapadne Srbije pokazu-
je da su najrasprostranjeniji virusi PV'Y i PLRV. Kasni-
ja istrazivanja MiloSeviéa (1996) potvrdila su da PVY
ima najveéi intenzitet $irenja, a znatno slabiji PLRV.

U dvogodi$njem istraZivanju koje su sproveli Baldauf
i sar. (2006), a koje se odnosilo na utvrdivanje prisustva
i rasprostranjenosti $est ekonomski znacajnih virusa krom-
pira u Severnoj Americi, utvrdeno je dominantno prisu-
stvo PVY i PVS. Takode, dominantno prisustvo PVY
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konstatovano je u brojnim usevima krompira u mnogim
regionima u svetu (De Bokx i Huttinga, 1981; Ohshima i
sar., 2000; Crosslin i sar., 2002).

Istrazivanja sprovedena u ovom radu ukazala su na
nejednaku zastupljenost virusa po sortama i lokali-
tetima. Najvedi procenat PVY zaraza konstatovan je
kod sorti Arinda i Kennebec. PVS je bio najzastuplje-
niji virus kod sorte Kennebec, PVA i PLRV kod sorte
Agria, PVX kod sorte Desiree, dok je PVM bio najza-
stupljeniji kod sorte Atlantic. U istrazivanjima koja su
sproveli Rankovi¢ i sar. (1986), utvrdeno je da je naju-
Cestaliji virus kod sorti Desiree i Kennebec bio PLRYV,
dok PVY nije dokazan ni kod jedne ispitivane sorte.

U testiranim uzorcima detektovano je prisustvo po-
jedina¢nih i meSovitih infekcija, pri ¢emu je udeo po-
jedina¢nih u ukupnim zarazama bio dominantan. Naj-
veéi broj mesovitih infekcijau 2002.12004. godini od-
nosio se na zaraze virusima PVY+PVS, a u 2004. godi-
ni na zaraze PVY+PVA. Baldauf'i sar. (2006) su u svo-
jim istraZivanja tokom 2002. i 2003. godine konstato-
vali visok udeo me$anih u ukupnim zarazama (83%) se-
menskog krompira u Severnoj Americi, pri ¢emu se naj—
vedi broj ovih zaraza odnosio na PVY+PVS zaraze. Me-
Sovite infekcije mogu nekad prouzrokovati zaraze ko-
je nisu vizuelno uodljive, $to predstavlja problem prili-
kom vizuelnog ocjenjivanja useva semenskog krompira
u toku vegetacije (Pourrahim i sar., 2007).

Testiranja na seroloskom nivou dala su i rezultate o
prisutnosti i zastupljenosti razli¢itih grupasojevaPVY.
Od perioda kad je ovaj virus prvi put opisan, tridesetih
godina proslog veka, potvrdeno je postojanje veéeg bro-
jasojeva (PVYN, PVYNTN PVYN-Wi pyyoO i pyYC),
kao i rekombinantnih izolata (Besczner i sar., 1984;
Jones, 1990; Chrzanowska, 1991; Le Romancer i sar.,
1994; Blanco-Ugroiti i sar., 1998b; Glais i sar., 2002b;
Singh i sar., 2008; Gray i sar., 2010).

Zbog izrazene varijabilnosti ¢lanova Potyvirus ro-
da, medu kojima i PVY (Revers i sar., 1996), sprove-
dena su istraZivanja u cilju utvrdivanja uéestalosti i
rasprostranjenosti pojedinih sojeva ovog virusa. To-
kom trogodisnjih istrazivanja konstatovano je prisu-
stvo jednog od nekroti¢nih (PVYN/PVYNTN) soje-
va i obi¢nog soja (PVY©), dok crti¢asti soj nije de-
tektovan ni u jednom ispitivanom uzorku. Ovo je u
skladu sa istrazivanjima koja su sprovedena u mno-
gim drugim zemljama, u kojima je ustanovljeno pri-
sustvo PVYN/PVYNTN{ PVYO odsustvo PVYC soja
(Hataya i sar., 1994; Ellis i sar., 1997; Blanco-Ugroiti
i sar., 1998; Kazusato i sar., 2000).

U 2002. i 2004. godini ustanovljeno je dominantno
prisustvo nekroti¢nih sojeva (PVYN/PVYNTN) dok je

ude$ée obi¢nog soja u populaciji PVY bilo prevalentno u
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2003. godini. Prema literaturnim podacima, obi¢ni soj je
Siroko rasprostranjen u svetu, dok su nekroti¢ni sojevi pre-
valentniu Evropi i Juznoj Americi (Ellis i sar., 1997). Ipak,
prema podacima Weidemann-a (1988), nekroti¢ni soje-
vi predstavljaju znacajan problem u Holandiji i severnoj
Nemackoj, a manji problem u Cehoslovaékoj, Velikoj Bri-
taniji i Francuskoj. Za razliku od 2003. godine, u 2004.
godini PVYN/PVYNTNje bio dominantniji u ukupnim
PVY zarazama, §to je u skladu sa istrazivanjima sprovede-
nim u okruZzenju, gde je u populaciji PVY dokazano do-
minantno prisustvo nekroti¢nog soja (Milosevi¢, 1992).
Na osnovu istrazivanja sprovedenih u ovom radu utvrde-
no je postojanje meSovitih infekcija nekroti¢nih i obi¢nog
soja, §to je saopsteno i od strane drugih nau¢nika (Weide-
mann, 1988; Walsh i sar., 2001; Boonham i sar., 2002).

Kombinovanje bioloskih, seroloskih i molekularnih
metoda je od velikog znac¢aja u karakterizaciji sojeva PVY
(Boonhamisar.,2002; Gray i sar., 2010). Naime, biolo$-
ka i seroloska testiranja u detekciji razli¢itih sojeva PVY
imaju ograni¢en uspeh. Prema Boonham-uisar. (2002),
biotest bi mogao dati pogre$ne rezultate kod mesovitih
infekcija, jer simptomi koje prouzrokuje jedan virus (soj)
mogu biti dominantniji i maskirati pojavu simptoma ko-
je prouzrokuje drugi virus (soj). Primena DAS-ELISA te-
sta i monoklonalnih antitela obezbeduje determinaciju
izolata PV'Y samo do nivoa tri osnovne grupe sojeva (ne-
kroti¢ni sojevi, obi¢ni i crtitasti soj) (Gray i sar., 2010).
Zabelezeno je da primena DAS-ELISA metode moze
dati i lazne pozitivne rezultate (Boonham i sar., 2002).
Zbog toga se primena odgovaraju¢ih molekularnih me-
toda, uz bioloske i seroloske testove, isti¢e kao neophod-
naucilju precizne karakterizacije sojeva PVY (Boonham
i sar., 2002; Nie i Singh, 2002; Gray i sar., 2010).

Na osnovu sprovedenih istrazivanja moze se zakljuciti
daje u usevima semenskogkrompira u Crnoj Gori prisut-
no svih Sest ispitivanih ekonomski zna¢ajnih virusa, kao
idase njihova ucestalost po godinama i lokalitetima me-
njala. Rezultati seroloskih analiza ukazali su na prisustvo
dve grupe sojeva PVY, alii na neophodnost njihovog da-
ljeg potvrdivanja na molekularnom nivou u cilju detaljne
karakterizacije, utvrdivanja strukture populacije, varija-
bilnosti virusa i boljeg poznavanja epidemiologije pato-
gena, §to je osnova primene odgovaraju¢ih mera kontrole.
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Presence and Distribution of
Economically Important Potato
Viruses in Montenegro

SUMMARY

The research was carried out, in the period 2002-2004 in order to determine the pres-
ence and distribution of potato viruses at 12 different locations and on 9 different potato
varieties grown in Montenegro. The research included collecting of samples in seed potato
crops and testing of six economically important potato viruses: Potato leaf roll virus (PLRV),
Potato virus Y (PVY), Potato virus X (PVX), Potato virus S (PVS), Potato virus A (PVA) i Potato virus
M (PVM). Using the direct enzyme-linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) and commer-
cial antisera specific for six potato viruses, it was found that PVY was the most frequent virus
during the three-year research period. The second frequent virus was PVS, followed by PVA,
PLRV, PVM and PVX. Single and mixed infections were detected, and the most prevalent
were the single infections of PVY. Also, in the period 2002-2004, PVY had the highest distri-
bution and the number of present viruses was different at different localities and on differ-

ent potato varieties.

Further investigations were related to detailed characterization of the most prevalent
virus (PVY), which is at the same time economically the most important one. Serological
characterization of PVY was performed utilizing DAS-ELISA kit with commercial mono-
clonal antibodies specific for detection of the three strain groups of PVY, and the two strain
groups - necrotic (PVYN/PVYNTN) and common (PVY©), were identified. Necrotic strains were
prevalent in 2002 and 2004, while in 2003 PVY® was the most frequent strain in virus pop-
ulation. The presence of stipple streak strain (PVY) was not detected in any of the tested

samples.

Keywords: Potato; Potato viruses; PVYN/PVYNTN, PVYO; PVYC; DAS-ELISA

127





