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REZIME

Kako je pojava brojnih viroza gajenih biljaka u epidemijskim razmerama sve ¢es¢a, mo-
gucnosti za uspesnu kontrolu stalno se ispituju. Integralna i istovremena primena brojnih
pojedinac¢nih mera kontrole, naro¢ito u slucaju virusa koji se prenose biljnim vasima na ne-
perzistentan nacin, mogu da doprinesu smanjenju Steta, ali ¢esto nisu dovoljno efikasne.
Proucavanja osnova otpornosti i nacina nasledivanja, unosenje izvora otpornosti u osetljive
genotipove, konvencionalnim ili genetickim manipulacijama, vrlo su intenzivna kod vreZa-
stih kultura, posebno tikve. Tikve ugrozava veliki broj raznorodnih virusa od kojih se u Srbiji
svake godine javljaju virus Zutog mozaika cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), virus
mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV) i virus mozaika krastavca (Cucumber mo-
saic virus, CMV), a pojedinih godina izazivaju epidemije.

Vecina sorti gajenih tikava ne poseduje otpornost ili tolerantnost na virusne zaraze, ali
izvori otpornosti identifikovani su u razli¢itim srodnim vrstama. Do sada identifikovani izvo-
ri otpornosti na ZYMV nalaze se u genotipovima Cucurbita moschata i Citrullus lanatus var.
lanatus i obuhvataju jedan ili nekoliko major gena rezistentnosti koji se nasleduju dominan-
tno. Sli¢na situacija je i sa WMV, mada su izvori dominantnih major gena identifikovani u C.
lanatus i C. colocynthis. Izvor otpornosti na CMV u vidu jednog dominantnog gena identifi-
kovan je u genotipu C. moschata, mada je unosenje ovog gena konvencionalnim putem bi-
lo veoma tesko. Pored toga, veliki napori ulaZu se u dobijenje genotipova sa istovremenom
otpornos¢u na vise virusa ¢ak i drugih patogena, kao i genotipova koji ispoljavaju otpornost
na najznacajnije vrste biljnih vasi, kroz mehanizme antiksenoze ili antibioze.

Drugi pravac dobijanja otpornih genotipova podrazumeva geneti¢ke manipulacije. Ge-
netski modifikovane otporne tikve su medu prvima, od svih gajenih biljaka, uspesno razvi-
jene. Genotipovi sa PD (pathogen derived) otpornos¢u vec se nalaze u komercijalnoj pro-
izvodniji tikava u nekim delovima sveta i dobijeni su unosenjem gena za CP (coat protein)
jednog, dvaili sva tri u svetu najrasirenija virusa, ZYMV, WMW i CMV. Ipak, ovaj prilaz kontro-
li virusnih oboljenja tikava vezan je za uo¢ene moguce negativne posledice, pre svega kroz
vec registrovan transfer gena u biljke spontane flore i nastanak otpornih transgenih korova
nepredvidljivog ponasanja i znacaja u prirodi.
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Poboljsana geneti¢ka otpornost bilike domacina bilo na infekciju virusima, bilo na bio-
loSke vektore, dobijena konvencionalnim ili metodama genetickog inZenjeringa predstavlja
najdinamicnije i najperspektivnije polje istraZivanja kao ekonomski i ekoloski najopravdani-
ji pristup kontroli oboljenja tikava i drugih biljaka koje izazivaju virusi koji se neperzistetno

prenose biljnim vasima.

Kljucne reci: Tikve; biljne vasi; neperzistentno prenosenje; otpornost; kontrola

uvoD

Poslednjih godina, u svetu i u Srbiji, oboljenja veéeg
broja gajenih biljaka izazvana virusima dostizu epide-
mijske razmere. U nadoj stru¢noj javnosti kao i medu
proizvo&aéima, mnoge kontroverze i nerazumevanje
desto se vezuju za kontrolu virusnih oboljenja, koja za-
hteva svestran pristup i uklju¢uje brojne i raznovrsne
mere koje je potrebno istovremeno primeniti. Od tih
mera, svaka pojedina¢no ne moze da resi problem vi-
rusnih zaraza, ali integralni pristup i kombinacija viSe
razli¢itih mera moze veoma efikasno da otkloni nega-
tivne ckonomske efekte u veéini useva (Krsti¢ i Bulaji¢,
2007). Ipak, svi napori u cilju kontrole virusnih obo-
ljenja mogu biti uveliko olak3ani ukoliko genotip gaje-
ne biljke poseduje pobolj$an nivo otpornosti na preva-
lentne vrste i sojeve virusa u nekom regionu. Osnovni
cilj teksta koji sledi jeste da ukaze na aspekte otporno-
stinavirusna oboljcnja, proucavanje osnove i nacina na-
sledivanja otpornosti, konvencionalne i geneti¢ke nadi-
ne razvoja, testiranja i uvodenja u praksu. Kao model
usev odabrane su vrezaste kulture iz familije Cucurbi-
taceae, posebno tikve.

Vrezaste kulture, koje se sve vise gaje u nasoj zemlji,
obuhvataju brojne, vrlo znalajne useve, kao $to su kra-
stavac, lubenica, dinja i tikve. Pozitivni ekonomski efek-
ti ¢ine gajenje razli¢itih vrezastih useva, narotito for-
mi tikve i bundeve vrlo zna¢ajnim (Riedle-Bauer i sar.,
2002; Gaba i sar., 2004; Jossey i Babadoost, 2008), na-
rodito za zemlje u razvoju (Berenji, 1999; Kassem i sar.,
2007). Povriine pod razli¢itim tikvama, zbirne grupe
koja podrazumeva vise vrsta i formi uklju¢ujuéi obi¢-
nu tikvu (Cucurbita pepo), kao i bundevu (C. maxima),
muskatnu tikvu (C. moschata), smokvolisnu tikvu (C.

ficifolia) i zimsku tikvu (C. mixta), postaju u na3oj ze-

mlji sve znadajnije (Berenji, 1988, 2000, 2007). U po-
slednje vreme, naroditu paznju privlaci posebna forma
obi¢ne tikve — uljana tikva (Berenji 1999, 2007), zbog
sve $ire primene proizvoda dobijenih iz uljane tikve u
ishrani i zbog lekovitog svojstva (Wagner, 2000; Fru-
hwirth i Hermetter, 2007).

Mada vrezaste kulture mogu biti ugrozene od broj-
nih prouzrokovala biljnih bolesti, smatra se da virusi
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prouzrokuju ekonomski najznacajnije gubitke (Provvi-
dienti i Schroeder, 1970; Blancard i sar., 1994; Lecoq
i sar.,, 2003; Sevik i Arli-Sokmen, 2003). Do danas je
opisano preko 50 vrsta virusa koji mogu da zaraze tikve
(Kucharek i Purcifull, 1997), mada ne nanose svi viru-
si svake godine ekonomski znadajne gubitke. Oboljenja
tikava izazvana virusima koji se prenose biljnim vagima
na neperzistentan nadin predstavljaju najveéi problem
u proizvodnji tikava kako Sirom sveta tako i u najoj ze-
mlji (Provvidienti, 1996; Krsti¢ i sar., 2002a; Vuéuro-
vi¢ isar., 2009a). Od 2000. godine, u Srbiji se sprovo-
de detaljna i kontinuirana ispitivanja rasprostranjeno-
sti i ulestalosti oboljenja koja virusi izazivaju na svim
vrstama tikava. U proizvodnim podruéjima tikava u
svetu nekoliko virusa nanosi ogromne $tete. Od njih
se u Srbiji javljaju virus Zutog mozaika cukinija (Zuce-
hini yellow mosaic virus, ZYMV), virus mozaika lube-
nice (Watermelon mosaic virus, WMYV) i virus moza-
ika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), dok je
tokom viSegodisnjih istrazivanja stalno testirano i nije
ustanovljeno prisustvo virusa mozaika bundeve (Squ-
ash mosaic virus, SQMV), virusa prstenaste pegavosti
papaje (Papaya ringspot virus, PRSV), virusa prstena-
ste pegavosti duvana (Tobacco ringspot virus, TRSV) i
virusa bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt virus,
TSWYV) (Krstic i sar., 2002a; Dukié i sar., 2004; Deki¢
isar.,2007,2008; Krsti¢isar., 2009; Vucurovié, 2008,
2009b). Ekonomski znadajan nivo zaraze tikava u Sr-
biji virusima ZYMV, WMW i CMV, u pojedinaénim
i meSanim zarazama, javlja se svake godine, a relativan
znacaj svakog od navedena tri virusa promenljiv je po
godinamailokalitetima. Ova trivirusa, ZYMV, WMV
i CMYV, imaju veoma sloZenu epidemiologiju, $to uslov-
ljava i da su aspekti kontrole komplikovani i ogranice-
ni. SloZena epidemiologija obuhvata pre svega neperzi-
stentan nadin prenosenja vasima i brzinu kojom veliki
broj biljaka mozZe da bude zarazen, kao i brojnost sojeva
virusa, $irok krug domacina medu kojima su brojne ko-
rovske vrste (Lovisolo, 1980; Riedle-Bauer i sar., 2002;
Roossinck, 2002; Svoboda i Pol4k, 2002), stalno prisu-
tan visok nivo inokuluma u prirodi i mogué¢nost preno-
$enja semenom nekih biljnih vrsta (Provvidenti, 1996;
Riedle-Bauer i sar., 2002; Tébids i sar., 2008).
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Kako su na tikvama najznacajniji i najdestruktivniji
patogeni upravo virusi koji se prenose vasima na neper-
zistentan naéin, a njihova kontrola hemijskim ili broj-
nim nehemijskim merama éesto neefikasna, idealan
metod kontrole ovih bolesti, naro¢ito u smislu elimi-
nacije eckonomskih gubitaka usled deformacija ploda i
smanjenja prinosa, mogla bi da bude pobolj$ana otpor-
nost genotipova tikava. Upravo zbog toga, mnogo na-
pora usmereno je ka iznalaienju izvora otpornosti na-
ro¢ito unutar roda Cucurbita. Brojna istrazivanja bavi-
la su se iznalazenjem izvora rezistentnosti i ukazala da
je to najefikasniji na¢in kontrole virusnih oboljenja ti-
kava i danas postoji viSe definisanih gena koji kontro-
liSu otpornost i koji su na raspolaganju selekcionarima.
Razvijene su i strategije koje ukljuéuju geneticki inZe-
njering kao $to je na primer dobijanje transgene zasti-
te koja se postize uno$enjem genaza proteinski omota¢
virusa u genom biljke domaéina (Provvidenti, 1996).
Rezistentni ili tolerantni varijeteti tikava mogli bi da
osiguraju najefikasniju kontrolu virusa koji se $ire po-
modu vasi kao vektora (Clough i Hamm, 1995; Trico-
li i sar., 1995; Webb, 2007). Danas postoji vise takvih
genotipova koji su komercijalno dostupni uklju¢ujudi i
geneticki modifikovane sa CP genom iz jednog ili vise
iz razli¢itih virusa (Fuchs i Gonsalves, 1995; Tricoli i
sar., 1995; Zitter, 2002).

Otporne sorte u funkciji kontrole

Vrste iz porodice tikava, generalno govoreéi, veoma
se razlikuju po osetljivosti na mnoge bolesti, uklju¢u-
juéiiviruse. Pojava, nivo $teta i ekonomski znadaj, kao
i kontrola mogu znacajno biti promenjeni izborom ge-
notipa tikava koje se gaje. Mnogi varijeteti krastav-
ca rezistentni su na CMV i uglavnom retko ugroZeni
i ostalim virusima koji inale zarazavaju srodne bilj-
ke. Cucumis melo je obi¢no ugrozena virusom moza-
ika bundeve (SqMV) koji potice iz zarazenog seme-
na, i virusima mozaika krastavca i mozaika lubeni-
ce (CMV i WMV). Cucurbita moschata i C. maxi-
ma obi¢no na virusne infekcije reaguju blaze, u vidu
simptoma na listovima. Ubedljivo najosetljivija gaje-
na biljka iz ove familije je Cucurbita pepo i svi varije-
teti mogu biti znacajno ugroZeni virusnim zarazama
(Zitter i sar., 2004).

Kako vedina sorti gajenih Cucurbita spp. ne poseduje
otpornost ili tolerantnost na virusne zaraze, zbirno po-
smatrano, izvori otpornosti identifikovani su u C. ecu-
adorensisi C. foetidissima. U komercijalnim gajenim ge-
notipovima C. pepo, C. moschata i C. maxima uglavnom
nije ustanovljeno postojanje povi§ene otpornosti na

viruse (Malufi sar., 1997). Poboljsanje geneticke osno-
ve otpornosti u gajenim genotipovima uljanih i ostalih
tikava i biljaka iz familije Cucurbitaceae uopste, vezano
je sa nizom problema uklju¢ujuéi nekoliko aspekata od
kojih su najznaéajniji: (i) tikve ugrozava veliki broj ra-
zli¢itih virusa, a izvori otpornosti identifikovani u po-
jedinim vrstama ili genotipovima uglavnom imaju pot-
puno razli¢itu geneti¢ku osnovu; (ii) prilikom intraspe-
cijskogiliinterspecijskog ukr$tanja tikava éesto se javlja-
ju barijere inkompatibilnosti ili drugi negativni efekei;
(iii) virusi koji zarazavaju tikve brojni su i veoma vari-
jabilni ugroZavajuéi dugotrajnost otpornosti u konven-
cionalno ili biotehnologijom pobolj$anim genotipovi-
ma; (iv) dobijanje i uvodenje u proizvodnju genotipova
dobijenih geneti¢kim inZenjerstvom vezano je za broj-
ne nedoumice u pogledu njihove ekoloske bezbednosti i
(v) teskode vezane za postojanje potrebe da se razviju ge-
notipovi odredenih vrsta tikava koji su istovemeno rezi-
stentni na veéi broj virusa ili njihovih vektora.

Osnove otpornosti tikava na ZYMV

Razli¢iti gajeni genotipovi C. pepo uglavnom ne po-
seduju rezistentnost na ZYMYV, kao ni drugim znadaj-
nijim virusima tikava (Provvidentiisar., 1984). Osnove
rezistentosti identifikovane su u nekoliko drugih vrsta
Cucurbita sp., kao $to su neki genotipovi C. moschata,
ali je preno$enje odgovarajuéih gena ¢esto bilo vezano
sa velikim tesko¢ama, tako da je za dobijanje prvih ko-
mercijalnih genotipova bilo potrebno skoro 20 godina
(Brown i sar., 2003). Kako su razli¢iti autori proucava-
li na¢in nasledivanja rezistentnosti na ZYMYV u razli-
¢itim genotipovima razli¢itih vrsta tikava, izgleda daje
kontrolisana na razli¢ite nadine, kao i da su nadini na-
sledivanja razli¢iti. Po rezultatima Zraidi i sar. (2007),
unosenje genetickog materijala iz C. moschata u C. pe-
po bilo je bez negativnih posledica, a ogledi natina na-
sledivanja ukazali su da je genetitka osnova otpornosti
na ZYMYV ukljudivala tri nezavisna komplementarna
gena koji kontroli$u introdukovanu otpornost C. pepo
na ZYMV. U genotipu C. moschata poreklom iz Nige-
rije otpornost na ZYMV kontrolisana je jednim domi-
nantnim genom koji je preliminarno oznac¢en kao Zym
gen (Brown i sar., 2003). U slu¢aju ukritanja genotipa
cukinija, C. pepo grupe Courgette i C. moschata u cilju
pobolj$anja otpornosti na ZYMYV, usvojena rezisten-
tnost bila je kontrolisana oligogenski i to najmanje po-
mo¢u tri dominantna gena, Zym-1, Zym-2 i Zym-3. Da
bi hibrid ispoljio otpornost, neophodno je prisustvo bar
dvagena, i to obavezno Zym-I i jednog od preostala dva,
Zym-2 ili Zym-3 (Paris i Cohen, 2000).
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Genetitka osnova otpornosti u drugim srodnim
biljkama uglavnom je razli¢ita. Otpornost naZYMV
razvijena je prema odredenim sojevima, prevalentnim
u pojedinim delovima sveta, kao $to su ZYMV-FL
(prevalentan u Floridi), ZYMV-CH (prevalentan u
Kini). Otpornost na ZYMV-FL kontrolisana je jed-
nim recesivnim genom koji se ¢esto obelezava kao zym
gen, dok je predlozena oznaka gena koji kontrolise
otpornost na ZYMV-CH zym-CH (Guner i Weh-
ner, 2008). Xu i sar. (2004), analizirajuc'i nadine na-
sledivanja visoke rezistentosti na ZYMYV u genotipu
Citrullus lanatus var. lanatus dokazuju da je odrede-
na jednim recesivnim genom za koji predlazu ozna-
ku zym-CH jer je ispoljena prema soju CH, prevalen-
tnom u Kini.

Biohemijska osnova mehanizma ispoljavanja ot-
pornosti jednog genotipa C. pepo ukazala je na glu-
tation (y-glutamyl-cystenyl-glycine) koji kao anti-
oksidans igra znadajnu zastitnu ulogu tokom zara-
ze ZYMV-om. Razlike u koncentraciji glutationa u
razli¢itim genotipovima tikve ukazuju na jaku kore-
laciju i ulogu ovog jedinjenja u tolerantnom odgovo-
ru otpornih genotipova (Zechmann i Muller, 2008).
Koncentracija i nagomilavanje ZYMV u biljnim ée-
lijama i razli¢itim tkivima, kao i intenzitet simpto-
ma, u biljkama C. pepo subsp. pepo var styriaca, di-
rektno je zavisio od koncentracije glutationa (Zech-
mann i sar., 2007).

Uvodenje u proizvodnju rezistentnih hibrida tikvi-
cacukini (C. pepo), dobijenih interspecijskim ukrstanji-
ma sa C. moschata, pokazalo je da ovi genotipovi vre-
menom ispoljavaju tolerantnu reakciju. Izolati ZYMV
koji su zarazavali rezistentne hibride cukinija ispoljili
su povi$enu agresivnost Sto je oznaceno kao evolutivno
prilagodavanje virusa, a identifikovana geneti¢ka osno-
va ukazuje na point mutaciju u P3 proteinu virusa (De-
sbiez i sar., 2003). Do promenau manifestaciji simpto-
ma mogu dovesti i spoljni hemijski tretmani odgova-
rajuéim jedinjenjima. Tako, tretman salicilnom kiseli-
nom (salicylic acid, SA) dovodi do smanjenja broja za-
razenih biljaka, blazeg ispoljavanja oboljenja i smanjene
koncentracije ZYMV u osetljivim genotipovima, uka-
zujuéi da SA moze da indukuje odbrambene mehaniz-
me (Radwan i sar., 2007).

Osnove otpornosti tikava na WMV

Sli¢no situaciji sa ZYMYV, komercijalni genotipovi
C. pepo ne poseduju geneticku osnovu rezistentnosti
na WMYV, mada je ona identifikovana u drugim srod-
nim vrstama kao $to je C. moschata (Brown isar., 2003).

204

Na osnovu proucavanja genetiéke osnove, na¢ina nasle-
divanja i donekle ekspresije otpornosti na WMYV, usta-
novljeno je da je monogenska, dominantna i potpu-
no vezana za otpornost na ZYMV (Gilbert-Albertini
isar., 1993). Do sli¢nih rezultata dosli su i Brown i sar.
(2003) predlozivsi da gen koji kontroli3e rezistentnost
na WMV nosi oznaku Wmv.

Otpornost na WMYV registrovanajeu C. lanatusiC.
colocynthis, dok postoje podaci da u okviru genotipova
lubenice takode postoji otpornost, koja je promenljiva
u odnosu na soj virusa. Nekoliko genotipova C. colocyn-
this ispoljilo je otpornost na WMV kako u stakleniku,
tako i u polju. Kako je interspecijsko ukritanje C. colo-
cynthis sa C. lanatus moguée, ova vrsta moze da pred-
stavlja koristan izvor otpornosti. Medutim, oteZavajule
je $to nije komercijalno upotrebljiva zato $to ima gorak
mezokarp ploda, a ta osobina se veoma ¢esto prenosi pri-
likom ukr$tanja. Upravo zbog toga, potrebno je uloziti
jo§ dosta napora u selekeiji da bi se ovi problemi preva-
zidli (Guner i Wehner, 2008). U genotipu Cizrullus la-
natusvar. lanatus ustanovljeno je prisustvo srednje rezi-
stentnosti na WMV koja se manifestovala kao toleran-
tnost i, prema ogledima nasledivanja, bila kontrolisana
pomoéu najmanje dva recesivna gena (Xu isar., 2004).

Osnove otpornosti tikava na CMV

Izvori otpornosti na CMV identifikovani su u geno-
tipu C. moschata poreklom iz Nigerije, koji su kontroli-
sani jednim dominantnim genom za koji je predlozena
oznaka Cmo. Ovaj genotip se smatra izuzetno perspek-
tivnim, jer u isto vreme poseduje geneti¢ku osnovu re-
zistentnosti na ZYMYV, WMYV i PRSV tako da se sma-
tra da ima velike perspektive u daljoj selekciji komerci-
jalnih genotipova tikve (Brown i sar., 2003).

Prilikom introdukcije rezistentnosti na CMV u ti-
kvu sorte Cinderellam ustanovljeno je da je najvero-
vatnije kontrolisana pomoéu dva nezavisna recesivna
gena. Introdukcija gena za rezistentnost bila je poveza-
na sa znacajnim teSkocama i interakcijama gena, vero-
vatno sa genima koji kontroli$u vigor, robustnost bilja-
ka, tako da je mali broj jedinki hibrida normalno zavr-
$avao razvice. Ipak, uvise sluéajcva, rezistentnost je us-
pesno introdukovana odgovaraju¢im brojem povratnih
ukrstanja (Pink, 1987).

Sli¢no indukovanoj otpornosti C. pepo na ZYMV
(Radwan i sar., 2007), tretman salicilnom kiselinom
dovodi do smanjene akumulacije CMV u direktno ino-
kulisanim listovima C. pepo, najverovatnije kroz meha-
nizam ometanja kretanja virusa izmedu ¢elija (cell-to-
cell movement) (Mayers i sar., 2005)
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Otpornost na ostale viruse

Brojni istraziva¢i bavili su se istraZivanjima nivoa
otpornosti u razli¢itim vrezastim kulturama, nadini-
ma nasledivanja i dobijanjem otpornih genotipova na
druge viruse tikve, i to na: Papaya ringspot virus-wa-
termelon strain, PRSV-W (Malufi sar., 1997; Grumet
isar., 2000; Strange i sar., 2002; Brown i sar., 2003; de
Oliveira i sar., 2003); Melon necrotic spot virus, MNSV
(Mallor i sar., 2006); Cucurbit yellow stunting disorder
virus, CYSDV (Marco i sar., 2003; Aguilar isar.,2006;
Eid i sar., 2006; McCreight i Wintermantel, 2008; de
Ruiter i sar., 2008); Cucurbit aphid-borne yellows virus,
CABYV (Dogimontisar., 1996; Dogimonti sar., 1997;
Kassem i sar., 2007); Moroccan watermelon mosaic vi-
rus, MWMYV (Kabelka i Grumet, 1997), Watermelon
chlorotic stunt virus, WCSV (Kheyr-Pour i sar., 2000;
Yousif i sar., 2007) i Zucchini lethal chlorosis virus, ZL-
CV (Giampan i sar., 2007). Eksperimentalno su dobi-
jeni genetski modifikovani konstrukti sa genima repli-
kaze Cucumber fruit mottle mosaic virus (CFMMYV),
Cucumber vein yellow virus (CVYV) i CYSDV (Leib-
man i sar., 2008).

Otpornost na vedi broj patogena

U pojedinim genotipovima tikava identifikovano je
istovremeno prisustvo vi$e izvora otpornosti na dvaili
viSe virusa ili prouzrokovada drugih bolesti. Tako su
Anagnostou i sar. (2000) ispitivali specifi¢an genotip
Cucumis melo i identifikovali prisustvo i odredili na¢in
nasledivanja dva pojedina¢na dominantna gena Zym i
Wmw, kao i dva recesivna gena za otpornost na PRSVi
najvazniji prouzrokova¢ pepelnice Sphaerotheca fuligi-
nea rasa I. Mada ovaj genotip dinje u poljskim uslovi-
ma nije ispoljavao rezistentnost, otpornost se manife-
stovala kroz tolerantnost, odnosno maskiranjem simp-
toma. Nakon inokulacije ovog genotipa pojedina¢nim
ili me$anim inokulumom navedenih prouzrokovaéa,
14-21 dan od infekcije dolazilo je do razvoja blagih, lo-
kalizovanih simptoma, ali su se biljke potom oporav-
ljale i nastavljale dalji rast bez ispoljavanja simptoma.

Otpornost na vasi

Biljke mogu posredno ispoljavati otpornost na zara-
zu sa viSe vrsta virusa kroz otpornost na vektore koji ih
prenose. lako rezistentnost na jednu ili nekoliko vaznih
vrsta va$i moze da ne bude presudna za prenosenje ne-
perzistentnih virusa, jer i vasi koje ne koloniziraju biljke
mogu biti efikasni vektori, ova rezistentnost ipak moze

dabude vazan element integralnih mera kontrole (Ka-
tis i sar., 2007). Najvise rezultata potice iz ispitivanja
otpornosti genotipova tikava na biljne vasi, koja se mo-
7e manifestovati kroz dva osnovna mehanizma, antik-
senozu (negativan uticaj na ponasanje adulta) i antibi-
ozu (inhibicija razvoja larvi) (van Emden, 2007). Rezi-
stentnost na Aphis gossypii prisutna je u odredenim ge-
notipovima dinje (Pitrat i Lecog, 1980; Kishaba i sar.,
1992) i C. pepo (Lecoq i sar., 1980).

Kako je 4. gossypii efikasan vektor znacajnih viru-
sa tikava kao $to su WMV, ZYMV i PRSV, Chen i sar.
(1997) prouéavali su nivo zaraze, ponasanje vasi i do-
neli zakljucke o ekspresiji Vaz gena koji kontrolise an-
tiksenoti¢an tip rezistentnosti u odredenom genotipu
lubenice. Iako ovaj genotip ne ispoljava otpornost na
ove viruse, ve¢ samo na vas, nivo zaraze neperzistentnim
virusima bio je u direkenoj vezi sa ispoljenim nivoom re-
zistetnosti. Osnovna razlika u ponasanju vasi po dospe-
¢u na rezistentan genotip ogledala se u ¢estim prekidi-
ma u hranjenju, tako da su vasi imale teskole da stile-
tom dospeju do floema, $to je ¢ak Cesto bilo bezuspes-
no. Vekrorska efikasnost 4. gossypii u prenodenju WMV
potpuno je razli¢itaibila je smanjena 31-74% u porede-
njusa prenoéenjem na osetljive genotipove. Pored toga,
za ostvarenje infekcije na osetljivom genotipu dovoljno
je u proseku 20 jedinki vasi, dok je u istim uslovima za
ostvarenje zaraze tri rezistentne linije bilo potrebno
60-400 jedinki (Kishaba i sar., 1992).

Iako su u prouéavanjima rezistentnosti na vasi, kao
elementa koji doprinosi uspe$noj kontroli virusa vreza-
stih kultura, zabelezeni znadajni eksperimentalni rezul-
tati, jo§ uvek nema prakti¢ne primene. Genotipovi ti-
kve rezistentni na A. gossypii nisu zadticeni od zaraze
neperzistentnim virusima, jer oni mogu biti introdu-
kovani u usev pomoc¢u neke druge vektorske vrste va-

§i (Webb, 2007).

Kontrola virusa tikava kroz genetske
modifikacije biljaka

U poslednje vreme, u mnogim delovima sveta, na-
rotito u SAD, razvijeni su prilazi u dobijanju genoti-
pova koji svoju otpornost zasnivaju na rezistentnosti
koja potite od patogena (pathogen-derived resistance,
PDR) (Sanford i Johnston, 1985). Odabrani geni viru-
sa (u funkcionalnoj ili nefunkcionalnoj formi) mogu da
budu inkorporirani u genom biljke i tako se PDR isko-
ri$¢ava za dobijanje genetski modifikovanih biljaka ot-
pornih na Zeljene viruse. Genotipovi C. pepo predstav-
ljaju prve genetski modifikovane biljke koje su se po-
javile slobodno na trzi$tu u komercijalnoj proizvodnji

205



Aleksandra Bulajic i saradnici

(Gabaisar.,2004). Fuchsisar. (1998) testirali su otpor-
nost u polju konstrukata tikava u koje su uneti jedan,
dva ili sva tri CP gena poreklom iz CMV, ZYMYV, od-
nosno WMYV. Najotpornijim genotipovima pokazali su
seoniu koje su inkorporirana sva tri CP gena. Najni-
Zi nivo otpornosti na mesanu infekciju sa sva tri viru-
sa u uslovima prirodne zaraze ispoljili su konstrukti sa
po jednim CP genom, mada su u proseku bili zarazeni
2-4 nedelje kasnije u poredenju sa biljkama u kontro-
li, tako da je i nivo oteéenja bio manji, a time ostvaren
visi prinos i bolji ekonomski efekat.

Prilikom razvijanja i gajenja genetski modifikovanih
useva vazno je prethodno ustanoviti geneti¢ku struktu-
ru populacije i odrediti variranja geneti¢ke homologi-
je gena koji se unosi u transgenu biljku. Tripathi i sar.
(2008) pokazali su da je ispoljavanje otpornosti genet-
ski modifikovanih useva povezano sa nukleotidnom
homologijom CP gena prevalentnog virusnog izolata
PRSV i transgenog CP gena. Inokulacije transformisa-
nog genotipa papaje CP genom PRSV dovele su do po-
jave simptoma posle inokulacija izolatima istog virusa
poreklom iz drugih delova sveta sa nizom homologijom
sckvenci koja se kretala 89-93%. O¢ekivana poljska du-
gotrajnost transgene otpornosti tikava na ZYMYV tre-
balo bi da bude zadovoljavaju¢a zbog izrazene homolo-
gije populacije ovog virusa na molekularnom nivou u
jednom lokalitetu. Lecoq i sar. (2009) navode da je, ia-
ko je zabelezena varijabilnost ZYMV u regionu CP ge-
na izmedu izolata iz razli¢itih delova sveta, varijabil-
nost izolata u istom polju zanemarljiva i vrlo je retko do-
kazano prisustvo vi$e od jednog haplotipa. Ukoliko je
prisustvo drugog haplotipa otkriveno, bili su izuzetno
sli¢ni i detektovane su najviSe dve nukleotidne razlike.
Strukeura populacije WMYV, sa druge strane u pojedi-
nim delovima sveta znac¢ajno se menja poslednjih godi-
na, $to moze da ima velike posledice po kontrolu pri-
menom genetski modifikovanih genotipova tikava. U
Francuskoj je 1999. godine primeéena pojava i naglo $i-
renje novog, znacajno patogenijeg soja WMV (Desbi—
ez i sar., 2009), a efikasnost ispoljavanja rezistentnosti
ranije genetski modifikovanih useva tikve na ovaj novi
$0j jos§ uvek nije procenjena.

Odredeni genotipovi i sorte tikava koje su genetski
modifikovaneisadrze CP gene ZYMV, WMV iCMV
veé suuvedene u komercijalnu proizvodnju u pojedinim
delovima sveta i ispitivan je ckoloski uticaj na okolinu
(Fuchs i sar., 2004a). Dva su osnovna aspekta koja za-
brinjavaju stru¢nu javnost u pogledu gajenja genetski
modifikovanih useva i svode se na moguénost da bi, sa
jedne strane, heterologom enkapsidacijom i rekombina-
cijama mogli da nastanu novi i promenjeni genotipovi
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virusa sa drugacijim krugom domaéina, pove¢ane pa-
togenosti ili sa izmenjenom vektorskom specifi¢noséu.
Sa druge strane, putem protoka gena (gene flow) po-
stoji moguénost da se divlje biljne vrste genetski tran-
sformisu u opasne korove koje bi bilo tesko kontrolisa-
ti, jer bi ispoljavali evolutivnu prednost u poredenju sa
divljim formama izrazenu kroz otpornost na odredene
viruse. Protok gena ustanovljen je u prirodi kod biljka-
ka C. texana koje su usvojile CP gene na sva tri viru-
sa iz genetski modifikovanih gajenih tikava. U ekspe-
rimentalnim uslovima visokog inokulacionog pritiska
i epidemijske pojave oboljenja, genetski modifikovane
C. texana, ne samo da su bile otporne na zarazu CMV-
om, ZYMV-om i WMV-om, ve¢ su rasle brZe, formi-
rale vedi broj potpuno zrelih plodova i viSe vitalnog se-
mena. Medutim, u trogodi$njim ispitivanjima, u priro-
di nije zabeleZen visok inokulacioni pritisak, tako da se
procenjuje da introdukcija rezistentnosti na viruse kroz
zabeleZen protok gena ne bi trebalo da dovede do zna-
¢ajnih promena u populaciji divljih tikava, odnosno da
rezistentne forme divljih tikava neée imati veliku selek-
cionu prednost (Fuchs i sar., 2004b). Sa druge strane,
hibridi C. pepo izmedu divljih vrsta i transgenih (sa in-
trodukovanim CP genom virusaZYMV i WMYV) gaje-
nih vrsta u Arkanzasu i Ohaju, proucavani u trogodis-
njem periodu, nisu se znadajno razlikovali po vitalno-
sti i nisu ispoljavali uporedne bioloske prednosti u od-
nosu na divlju populaciju, takode ukazujuéi na prihvat-
ljivost komercijalnog gajenja transgenih useva (Spencer
i Snow, 2001).

Uticaj mesanih zaraza na ispoljavanje
otpornosti

Mesane zaraze sa dva ili viSe virusa mogu u sinergi-
stitkom delovanju dovesti do promena u ispoljavanju
otpornosti nekog genotipa biljke domacéina. Choi i sar.
(2002) ustanovili su da u slu¢aju mesanih zaraza geno-
tipova C. pepo CMV-om soj M i ZYMV-om soj A, dva
virusa koji nisu srodni, dolazi do brzog sistemi¢nog §i-
renja i nagomilavanja oba virusa u zarazenim biljkama,
odnosno do ispoljavanja jakog sinergizma. Nivo ispolje-
nog sinergizma ova dva virusa, bar u odredenoj meri za-
visio je od sposobnosti ZYMYV kao Potyvirus-a, da neu-
tralie odbrambene mehanizme genotipa biljke.

U nekim delovima sveta detektovano je prisustvo izo-
lata koji su sposobni da nadvladaju otpornost odrede-
nih genotipova tikava (Desbiez i sar., 2003). Upravo
zbog toga, u komercijalnoj proizvodnji, veoma je znadaj-
no kori$¢enje §to viSe navedenih elemenata za pobolj$a-
nje nivoa otpornosti genotipova uljane i drugih tikava.
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U uslovima postojanja vise geneti¢kih modela otpor-
nosti, gajenje otpornih sorti sa razli¢itim genetiékim
osnovama rezistentnosti smanjuje moguénost nastan-
ka novih sojeva virusa koji mogu da slome prisutnu ot-
pornost, ¢ime se stvaraju uslovi za obezbedenje stabil-
nije i efikasnije kontrole oboljenja.

ZAKLJUCAK

Ekonomski najveéi problem u proizvodnji vrezastih
kultura, narotito tikava, predstavljaju oboljenja izazva-
na virusima koji se prenose biljnim va$ima na neperzi-
stentan nadin i koja je izuzetno komplikovano uspes-
no kontrolisati. U Srbiji, u usevima tikve, redovno se
javljaju u pojedinaénim i meS$anim zarazama tri virusa,
ZYMV, WMW i CMYV, koji imaju relativno sli¢nu i
slozenu epidemiologiju, koja upravo zadaje velike tesko-
¢e u pokusajima kontrole. Sva tri virusa efikasno se Sire
va$ima na neperzistentan na¢in, mogu da zaraze veliki
broj biljaka u usevu za vrlo kratko vreme, imaju veliku
brojnost sojeva, $irok krug biljaka domadina medu koji-
ma su brojne korovske vrste, u prirodi je stalno prisutan
visok nivo inokuluma, zna¢ajna je i moguénost preno-
Senja semenom nekih biljnih vrsta. Upravo zbog toga,
za uspes$nu kontrolu preporuduje se istovremeno kori-
$¢enje veéeg broja mera koje se medusobno dopunjuju i
koje su usmerene na smanjenje virusnog inokuluma u
prirodi i spre¢avanje vektorske uloge vasi.

Bez obzira na velike napore, mere kontrole su ogra-
ni¢ene efikasnosti i kao najbolje resenje za kontrolu ne-
perzistentnih virusa tikava preporucuje se gajenje ot-
pornih sorti. Brojna istrazivanja bavila su se iznalaze-
njem izvora rezistentnosti i danas postoji vise definisa-
nih gena koji kontroli$u otpornost na ZYMV, WMW
i CMV i na raspolaganju su selekcionarima, uklju¢uju-
¢i otpornost na jedan ili viSe virusa ili otpornost na va-
$i kao vektore. Gajenje otpornih sorti sa razli¢itim ge-
neti¢kim osnovama rezistentnosti smanjuje moguénost
nastanka novih sojeva virusa koji mogu da slome pri-
sutnu otpornost, ¢ime se obezbeduje stabilna i efikasna
kontrola oboljenja koje ekonomski znadajni virusi iza-
zivaju na razli¢itim gajenim vrstama tikve.

Genetski modifikovane tikve, genotipovi sa PD (pat-
hogen derived) otporno$¢u veé se nalaze u komercijalnoj
proizvodnji u nekim delovima sveta i dobijeni su unose-
njem gena za CP (coat protein) jednog, dvaili sva tri u
svetu najrasirenijavirusa, ZYMV, WMW i CMYV. Ipak,
ovaj prilaz kontroli virusnih oboljenja tikava vezan je
za uoéene mogude negativne posledice bilo kao mogu¢-
nost nastanka novih varijanti virusa (kroz heterologu

enkapsidaciju ili rekombinacije), bilo kao ve¢ registro-
van transfer gena u biljke spontane flore i nastanak ot-
pornih transgenih korova nepredvidljivog ponasanja i
znacaja u prirodi.

Iako predstavlja samo jedan od mogudih pristupa
strategiji kontrole, pobolj$ana geneti¢ka otpornost bilj-
ke domadina bilo na infekciju virusima, bilo na biolos-
ke vektore, dobijena bilo konvencionalnim bilo meto-
dama geneti¢koginzenjeringa, i danas se smatra jednim
od ekonomski najopravdanijih pristupa kontroli. Ma-
darazvoj i uvodenje u proizvodnju otpornih genotipova
zahteva znadajna ulaganja, istrazivanja i veéi broj godi-
na za realizaciju, ukoliko se pokaze dugotrajnom, eko-
nomski i ekoloski posmatrano predstavlja najpovoljniji
nadin eliminisanja $teta koje virusi prouzrokuju u use-
vima vrezastih kultura.
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Novel Approaches to
Implementation of Pumpkin
Resistance in Control of Viral
Diseases

SUMMARY

As there is a growing frequency of viral plant diseases in epidemic proportions, the
possibilities for successful control are constantly being explored. Despite the fact that inte-
gral and simultaneous employment of numerous control measures may contribute to the
decreasing amount of yield losses, especially concerning non-persistently aphid-transmit-
ted viruses, these measures are often not efficient enough. Research into the basis of resist-
ance to viral infection and principles of its inheritance, introduction of sources of resist-
ance in susceptible genotypes, by conventional or genetic manipulations, are very inten-
sive for cucurbit crops, especially pumpkins. Pumpkin crops are being endangered by a
great number of different viruses, among which the Zucchini yellow mosaic virus, (ZYMV),
Watermelon mosaic virus (WMV) and Cucumber mosaic virus (CMV) are present every year in
Serbia, frequently causing epidemics.

The majority of pumpkin cultivars are not resistant or tolerant to viral infections, but
sources of resistance have been identified in various related species. So far, the identified
sources of resistance to the ZYMV are found in Cucurbita moschata and Citrullus lanatus var.
lanatus genotypes and consist of one or several major dominant genes of resistance. It is a
similar case with WMV, although the sources of dominant major genes are identified in C.
lanatus and C. colocynthis. The sources of resistance to CMV in the form of one dominant
gene have been identified in the genotype C. moschata, although the introduction of this
gene by conventional means proved to be very difficult. Besides the aforementioned, sub-
stantial efforts are being made in developing genotypes with multiple resistance against
several viruses and even other pathogens, as well as genotypes with resistance to the most
significant plant aphid species, through mechanisms of antixenosis or antibiosis.

The other way of obtaining resistant genotypes includes genetic manipulation.
Genetically modified resistant pumpkins have been among the first successfully developed
crops. Genotypes with pathogen derived resistance can already be found in commercial-
ly grown pumpkins in some parts of the world, and they have been developed by intro-
ducing the coat protein gene of one, two or all three viruses which are the most frequent,
ZYMV, WMV and CMV. Yet, this approach to the control of pumpkin viral diseases is relat-
ed to possible negative consequences, mostly through the already detected gene trans-
fer to wild plants and development of resistant transgenic weeds of unpredictable impact
on the environment.

Improved host plant genetic resistance to viral infections or biological vectors, devel-
oped by conventional or genetic engineering methods, represents the most dynamic and
prominent field of research. It is economically and ecologically the most justified approach
to the control of pumpkin and other plant diseases caused by viruses non-persistently
transmitted by aphids.

Keywords: Pumpkins; Plant aphids; Non-persistant transmission; Resistance; Control

2N



