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Proucavanjem pojave i rasprostranjenosti virusa mozaika krastavca u usevu lubenice u Sr-
biji tokom 2012. godine, prisustvo virusa utvrdeno je u pet od Sest pregledanih lokaliteta.
Prisustvo virusa ustanovljeno je u 24,05% serolosKi testiranih uzoraka (DAS-ELISA), a naj-
zastupljeniji je bio na lokalitetu Silbas. Tokom ovih istrazivanja virus mozaika krastavca
¢esce je bio prisutan u me$anim infekcijama sa ZYMV i/ili WMV (12,66%), dok je prisustvo
pojedinac¢ne infekcije utvrdeno u nesto nizem procentu, 11,39%. Mehani¢kim inokulacija-
ma N. glutinosa, dobijeno je pet izolata, od kojih su dva odabrana za dalju bioloSku karak-
terizaciju. Na osnovu tipa i ja¢ine simptoma na test-biljkama, utvrdena je fenotipska vari-
jabilnost ispitivanih izolata. Molekularna detekcija obavljena je amplifikacijom fragmenta
duzine 871 bp kod svih ispitivanih izolata koriS¢enjem para prajmera CMVCPfwd/CPrev,
koji omogucavaju umnozavanje gena za protein omotaca i deo 5’ i 3’ UTR regiona. Anali-
zom sekvenci kompletnog gena za protein omotaca i rekonstrukcijom filogenetskog stabla,
utvrdena je pripadnost izolata CMV iz lubenice iz Srbije podgrupi IA, koja obuhvata ve¢inu
izolata odabranih za filogenetsku analizu.
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pno 13,8 hiljada ha, a najznacajniji regioni gajenja
lubenice po povrsini i prinosu su Backa, Srem i
Macva (FAO, 2011).

Brojni fitopatogeni organizmi ugrozava-

UVOD

Lubenica (Citrullus lanatus (Thunb.) Mat-
sum. & Nakai) vodi poreklo iz Namibije (severna
Afrika) gde i danas postoji u divljoj formi zajedno
sa drugim Citrullus vrstama i ubraja se medu naj-
starije gajene biljke. Poceci gajenja lubenice da-
tiraju jo$ iz starog Egipta gde je jedna od vodecih
povrtarskih kultura ve¢ 4000 godina (Szamosi et
al., 2009). Ukupan prinos lubenice u svetu tokom
2011. godine iznosio je 104,5 miliona t sa oko 3,5
miliona ha koliko je bilo zasejano ovom kultu-
rom. U Srbiji, pod ovom kulturom nalazi se uku-

ju proizvodnju lubenice u mnogim proizvodnim
podruc¢jima Sirom sveta, ali ekonomski najve-
¢e Stete u pogledu smanjenja prinosa i kvaliteta
izazivaju biljni virusi (Provvidienti, 1996; Lecoq
et al., 2003). Od opisanih 35 vrsta virusa infek-
tivnih za lubenicu, kao ekonomski najznacajniji
i najrasprostranjeniji virusi lubenice navode se:
virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic vi-
rus, CMV), virus zutog mozaika cukinija (Zucc-
hini yellow mosaic virus, ZYMV), virus mozaika
lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV), vi-
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rus prstenaste pegavosti papaje (Papaya ringspot
virus, PRSV) i virus mozaika bundeve (Squash
mosaic virus, SQMV) (Yuki et al., 2000; Papayia-
nnis et al., 2005; Kokli and Yilmaz, 2006; da Si-
Iveira et al., 2009).

Virus mozaika krastavca tipi¢an je pred-
stavnik roda Cucumovirus, familije Bromoviri-
dae i jedan je od pet ekonomski najznacajnijih
virusa na povréu i ukrasnom bilju (Scholthof et
al., 2011). Prvi put je opisan 1916. godine u Ameri-
ci kao prouzrokovac oboljenja na krastavcu i mu-
skatnoj tikvi (Francki et al., 1979). Od tada, CMV
se prosirio u mnoge delove sveta i danas se ubraja
u grupu opSte rasprostranjenih virusa, ali se nje-
govo dominantno prisustvo vezuje za umereno
tople regione gde su i najpovoljniji uslovi za razvoj
njegovih vektora, vaSi. Virus mozaika krastavca
se prenosi na neperzistentan nacin sa vise od 80
vrsta vasi, a najefikasniji vektori ovog virusa su
Muyzus persicae i Aphis gossypii (Garcia-Arenal
and Palukaitis, 2008).

Smatra se da je CMV jedan od virusa sa naj-
Sirim krugom domacina koji ukljucuje oko 1300
vrsta iz viSe od 500 rodova iz 100 botanickih fa-
milija (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). Jedan
je od najznacajnijih virusa biljaka iz familije tika-
va, ukljuc¢ujudi i lubenicu, i odgovoran je za broj-
ne epidemije i znacajne gubitke u proizvodnji u
vedini regiona gajenja ovih kultura. Virus mozaika
krastavca prisutan je na biljkama familije tikava i
u nasoj zemlji. Prva istrazivanja virusa mozaika
krastavca na biljkama iz familije tikava sprovede-
nasu 1966. godine kada je prvi put opisan na dinji
(Staki¢ i Nikoli¢, 1966) i drugim biljkama iz fami-
lije tikava (Pej¢inovski, 1978). Ispitivanja viroza
tikava, vrSena u Srbiji u poslednjih desetak godi-
na ukazuju da je CMV jedan od stalno prisutnih i
ekonomski Stetnih virusa na velikom broju gaje-
nih vrsta ove familije (Duki¢ i sar., 2001; Krsti¢ et
al., 2002; Vucurovic i sar., 2008, 2011; Vucurovic
et al., 2012a), dok je prisutstvo ovog virusa na lu-
benici prvi put zabelezeno 2012. godine (Milojevic¢
et al., 2012).

Bududi da je CMV u nasSoj zemlji stalno pri-
sutan na vrstama iz familije Cucurbitaceae u veoma
visokom procentu (Vucurovi¢ i sar., 2011; Vucuro-
vi¢ et al., 2012a) i s obzirom na rastuci znacaj ga-
jenja lubenice u Srbiji i prethodnu detekciju CMV
na lubenici (Milojevi¢ et al., 2012), osnovni cilj ovih
istrazivanja bio je da se ispita njegova zastupljenost
u usevu lubenice u Srbiji, kao i da se filogenetskim
analizama odredi pripadnost odabranih izolata iz
lubenice poreklom iz Srbije genetickim grupama
ovog virusa.

MATERIJAL 1 METODE

Sakupljanje uzoraka lubenice

Tokom 2012. godine, radi utvrdivanja prisu-
stva, rasprostranjenosti i ucestalosti pojave CMV u
usevu lubenice, pregledano je Sest razli¢itih loka-
liteta gajenja u Srbiji: Medveda, Mackovac, Silbas,
Gornji Tavankut, Togocevce i Sur¢in. Ukupno je sa-
kupljeno 79 uzoraka od ¢ega 57 uzoraka sa razlici-
tim tipovima simptoma koji su upucivali na virusnu
zarazu, a 22 uzorka su sakupljena sa slucajno oda-
branih biljaka koje nisu ispoljile simptome virusne
zaraze.

Seroloske analize

Sakupljeni simptomati¢ni i asimptomati¢ni
uzorci lubenice tokom 2012. godine, testirani su
primenom direktne imunoenzimske metode na
plo¢i (DAS-ELISA) koris¢enjem komercijalnih po-
liklonalnih antiseruma (Bioreba AG, Switzerland)
specifi¢nih za detekciju pet ekonomski najznacaj-
nijih virusa lubenice: CMV, WMV, ZYMV, SqMV i
PRSV, kako bi se utvrdile pojedina¢ne infekcije
CMV ili meSane infekcije sa drugim virusima u
koje je ovaj virus ukljuc¢en. Specifi¢na poliklonal-
na antitela i poliklonalna antitela konjugovana sa
alkalnom fosfatazom koris¢ena su u razredenju
1:1000 u odgovaraju¢em puferu za sve testirane
viruse. Uzorci su pripremani homogenizacijom
biljnog materijala u ekstrakcionom puferu u od-
nosu 1:6. Nakon 1-2 ¢asa od dodavanja supstrata
p-nitrofenilfosfata, intenzitet bojene reakcije oci-
tavan je spektrofotometrijski (Microplate reader,
DASsrl, Italy). Pozitivnom reakcijom smatrane su
vrednosti apsorpcija na 405 nm dva i viSe puta
vece od vrednosti apsorpcije negativne kontrole
(komercijalno dostupna negativna kontrola).

Bioloska karakterizacija izolata
virusa mozaika krastavca

U cilju potvrde infektivne prirode oboljenja i
dobijanja izolata odabran je po jedan uzorak lubeni-
ce sa svakog od pet lokaliteta u kojima je seroloski
dokazano prisustvo CMV. Inokulumom pripremlje-
nim homogenizacijom lis¢a prirodno zarazenih bi-
ljaka lubenice u prisustvu 0,01 M fosfatnog pufera
(pH 7) mehanicki je inokulisano po pet biljaka Ni-
cotiana glutinosa za svaki od odabranih uzoraka. Na
ovaj nacin je dobijeno pet izolata koji se nisu razli-
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kovali na osnovu tipa ispoljenih simptoma na lis¢u
N. glutinosa. Za dalju detaljnu biolosku karakteri-
zaciju, mehanickim inokulacijama niza test-biljaka,
odabrana su dva izolata: izolat 449-12 iz lokaliteta
Silbas$ i 473-12 iz Gornjeg Tavankuta. U ispitivanje
kruga domacina i tipa ispoljenih simptoma uklju-
¢ene su sledece test biljke: Cucurbita pepo ‘Olin-
ka’, Cucumis sativus ‘Delicates’, C. melo ‘Ananas’,
Citrullus lanatus ‘Creamson sweet’, Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, N. tabacum ‘Samsun’, N.
glutinosa, N. rustica, N. debneyii, S. lycopersicum
‘San Pjer’, Datura stramonium, Petunia x hybrida i
Gomphrena globosa.

Ispitivani izolati CMV inokulisani su na po
pet biljaka svake vrste eksperimentalnog domacina
u fenofazi 2-3 prava lista. Pojava i tip simptoma pra-
¢eni su u periodu do mesec dana nakon inokulacije.
Moguce latentne infekcije test biljaka bez simptoma
proveravane su DAS-ELISA metodom.

Molekularna karakterizacija

U cilju molekularne detekcije i identifikacije
CMV kao i potvrde rezultata dobijenih bioloskim i
seroloSkim analizama, primenjena je metoda re-
verzne transkripcije pra¢ena lan¢anom reakcijom
polimeraze (reverse transcription-polimerase chain
reaction, RT-PCR).

Ekstrakcija ukupnih RNK iz 100 mg liS¢a
pet odabranih prirodno zarazenih biljaka lubeni-
ce obavljena je primenom RNeasy Plant Mini Kit-a
(Qiagen, Hilden, Germany), prema preporuci pro-
izvodaca. Ukupna izolovana RNK Kkori$c¢ena je kao
matrica za RT-PCR primenom para prajmera CMV-
CPfwd/CPrev (Milojevic¢ et al., 2012) koji omoguca-
vaju umnozavanje fragmenta genomne RNA3 duzi-
ne 871 bp koji obuhvata kompletan gen za protein
omotaca (,coat protein®, CP gen) i deo 5’ i 3° UTR
regiona. Reakciona smesa za RT-PCR sadrzala je 5 nl
5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera koji sadrzi 12,5
mM MgCl,, 1 nl dNTP Miks (koji sadrzi po 10 mM
svakog dNTP), 1 pl RT-PCR enzimskog miksa, 1,5
ul svakog prajmera (finalne koncentracije 0,6 uM),
1 pl izolovane ukupne RNK i RNase free vodu do
ukupne zapremine od 25 ul. Kao pozitivna kontrola
koriscen je izolat, 151-08 poreklom iz C. pepo ‘Olin-
ka’ iz Srbije (GenBank Acc. No. HM065509), a kao
negativna kontrola liS¢e nezarazene biljke lubenice.
Reakcija je izvedena koriS¢enjem Thermocycler-a
(Biometra, UK) po sledecem protokolu: reverzna
transkripcija 30 min na 50°C; inicijalna denaturaci-
ja nukleinskih kiselina 15 min na 95°C; denaturaci-
ja 30 s na 94°C, elongacija 30 s na 58°C i ekstenzija
30 s na 72°C (35 ciklusa); finalna ekstenzija 72°C u

trajanju od 10 min. Uzorci su elektroforetski raz-
dvojeni na 1% agaroznom gelu, obojeni u rastvoru
etidijum-bromida i posmatrani pod UV transilumi-
natorom. Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava
traka ocekivane veli¢ine od oko 871 bp. Za odrediva-
nje veli¢cine umnozenih amplikona koriS¢en je mar-
ker, MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania).

Za dalju molekularnu karakterizaciju oda-
bran je izolat 473-12 poreklom iz Gornjeg Tavanku-
ta dobijen tokom ovih istrazivanja, kao i izolat 449-
12 iz Silba$a koji je na osnovu analize sekvence i
stepena sli¢nosti sa izolatima iz drugih delova sve-
ta prethodno identifikovan kao CMV (Milojevi¢ et
al., 2012). Nakon precis¢avanja dobijenog RT-PCR
produkta koris¢enjem QIAquick PCR Purification
Kit-a (Qiagen) izolat 473-12 je poslat na usluzno
sekvencioniranje (Macrogen, South Korea). Se-
kvencioniranje je obavljeno u oba smera, prajme-
rima koji su korisc¢eni i za amplifikaciju u RT-PCR
reakciji. Dobijena sekvenca je obradena pomocu
Clustal W programa (Thompson et al., 1994) in-
tegrisanog unutar MEGAS5 softvera (Tamura et al.,
2011) ¢ime je dobijena konsenzus sekvenca koja je
zatim, sa relevantnim podacima vezanim za ispiti-
van izolat, deponovana u GenBank bazu podataka.
Analiza dobijene sekvence prvo je obavljena upo-
trebom BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
analize poredenjem sa sekvencama odgovarajuceg
regiona genoma virusa, dostupnim u GenBank
bazi podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi). Za prora¢un nukleotidne i aminokiselinske
sli¢nosti odabranog izolata sa izolatima ovog viru-
sa iz drugih delova sveta, kao i za filogenetske ana-
lize upotrebljen je softverski paket MEGAS.

Filogenetske analize obavljene su rekonstruk-
cijom filogenetskog stabla na osnovu nukleotidnih
sekvenci kompletnog CP gena dva izolata iz lube-
nice poreklom iz Srbije i 36 sekvenci preuzetih iz
GenBank (Tabela 1), koris¢enjem Maximum parsi-
mony metoda i bootstrap analize sa 1000 ponavlja-
nja. Kao ,,outgrupa“ za rekonstrukeiju filogenetskog
stabla kori$¢ena je sekvenca Tomato aspermy virus
(Tabela 1). Na osnovu rezultata testa najbolje prila-
godenog modela nukleotidne suspstitucije za izra-
¢unavanje prosec¢ne vrednosti geneticke udaljenosti
unutar i izmedu podgrupa izolata koje su se izdvoji-
le u filogenetskom stablu, korisc¢en je Kimura 2-pa-
rametar sa Gamma distribucijom (K2+G) u okviru
softvera MEGAS.



Virus mozaika krastavca na lubenici u Srbiji 17
Tabela 1. Sekvence CP gena izolata CMV dostupnih u GenBank koris¢ene za filogenetsku analizu.
Table 1. CP gene sequences of CMV isolates from GenBank used in the phylogenetic analysis.

. a . - ‘e Pristupni broj
Vi e Zemii, Bifka domati Gt Aceesion
CMV 473-12° Srbija Citrullus lanatus KC878465
CMV 449-12° Srbija Citrullus lanatus JX280942
CMV S Juzna Afrika /e AF063610
CMV LS SAD / AF127976
CMV trk7 Madarska Trifolium repens L15336
CMV Q Australija / M21464
CMV Ttn Italija Solanum lycopersicum Y 16926
CMV RB Kina Phaseolus angularis AJ006990
CMV Pl Kina / AJ006988
CMV RZ Kina Nicotiana tabacum EF159146
CMV CTL Kina Brassica chinensis EF213025
CMV Cb7 Kina Solanum lycopersicum EF216867
CMV PHz Kina Pinellia ternata EU723569
CMV BX Kina Pinellia ternata DQ399550
CMV FC SAD / D10544
CMV C94M3 SAD Cucumis melo AF523344
CMV NS Madarska Raphanus sativus AJ511990
CMV LiRS Holandija Lilium sp. AJ131617
CMV P6 Velika Britanija / D10545
CMV / Kolumbija Musa sp. U32859
CMV I17F Francuska Solanum lycopersicum X16386
CMV R Francuska Ranunculus sp. Y18138
CMV NT9 Tajvan Solanum lycopersicum D28780
CMV Cas Poljska Lilium sp. DQO018286
CMV 113 SAD / AF523340
CMV Simp2 Poljska Lilium sp. FJ621495
CMV MAD99/4 Spanija Cucurbita pepo var. melopepo AJ829770
CMV MAD96/1 Spanija Cucumis melo AJ829768
CMV C SAD Nicotiana tabacum D00462
CMV Fny SAD / D10538
CMV M Velika Britanija / D10539
CMV Leg Japan / D16405
CMV E5 Japan / D42080
CMV / Japan / D43800
CMV Mf Juzna Koreja / AJ276481
CMV Kor Juzna Koreja / L36251
CMV Ly2 Juzna Koreja Lilium longiflorum AJ296154
CMV PR36 SAD / M98500
TAV! v Australija / NC003836

' - Podaci preuzeti iz GenBank; " - Izolati poreklom iz lubenice iz Srbije; ™ - Nepoznata biljka domacin;
""" - Sekvenca Tomato aspermy virus koris¢ena kao ,,outgrupa®.
" - All data are from GenBank; "~ - Isolates originating from watermelon from Serbia; " - Host plant is not known;

" - Tomato aspermy virus sequence used as ,,outgroup®.
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REZULTATI 1 DISKUSIJA

Simptomi u polju i ucestalost pojave
CMV u usevu lubenice

U svim pregledanim lokalitetima gajenja lu-
benice tokom 2012. godine zabeleZzena je pojava
izrazenih simptoma §to je ocigledno bila posledica
ranih virusnih infekcija. Najucestaliji simptomi na li-
stovima bili su razli¢iti vidovi mozaika, od blagog do
izrazenog, ali zabeleZena su i razli¢ita hloroti¢na pro-
Saravanja kao i blaga deformisanost lista sa manje ili
viSe izrazenom klobucavosti. Uocene su i biljke koje
su zaostajale u porastu, dok su pojedine zaraze biljke
imale veoma redukovanu lisnu povrsinu $to je kasni-
je dovelo do nitavosti lista. Ovakvi tipovi simptoma
na biljama lubenice zabeleZeni su i od strane Desbiez
and Lecoq (1997) i Papayiannis et al. (2005). Tokom
pregleda i sakupljanja uzoraka, pojava simptoma na
plodovima lubenice nije uocena iako su simptomi u
vidu prosaravanja i deformacija zabeleZeni u drugim
podrucjima gajenja u svetu (Provvidenti, 1996; Lecoq
and Desbiez, 2012). Tip i pojava simptoma nisu mogli
da budu povezani sa detektovanim virusom, jer kao
$to je u literaturi opisano virusi infektivni za biljke iz
familije tikava, pa i lubenicu, izazivaju razlicite simp-
tome Kkoji nemaju dijagnosti¢ki znacaj (Provvidenti,
1996; Desbiez and Lecoq, 1997).

Iako u uzorcima bez simptoma nije detekto-
vano prisustvo ni jednog testiranog virusa, zbog ra-
nije detekcije ZYMV u asimptomati¢nim uzorcima
lubenice (Vucurovic i sar., 2012) potrebno je povre-
meno testirati i ovakve uzorke.

Seroloska detekcija

Ispitivanjima sprovedenim tokom 2012. godi-
ne, prisustvo CMV dokazano je u pet od Sest pregle-
danih lokaliteta (Tabela 2). Od 79 sakupljenih i testi-
ranih uzoraka lubenice, prisustvo CMV detektovano
je u19 (24,05%), i to kako u pojedina¢nim (11,39%)
tako i u meSanim infekcijama sa druga dva detek-
tovana virusa, ZYMV i WMV. Od meSanih infekcija,
najzastupljenija je bila trostruka infekcija dokazana
u 6,33% testiranih uzoraka, dok su dvostruke infek-
cije CMV sa ZYMV ili WMV dokazane u nesto ma-
njem procentu testiranih uzoraka, 3,80%, odnosno
2,53%. U najve¢em procentu CMV je bio prisutan
na lokalitetu Silbas gde je detektovan u 38,46% te-
stiranih uzoraka. U poslednje dve godine pojac¢an
monitoring useva lubenice ukazao je na prisutstvo
CMV, ZYMV i WMV u pojedina¢nim i/ili meSanim
infekcijama (Vucurovi¢ i sar., 2012; Vucurovi¢ et

al., 2012b; Milojevic et al., 2012) kao prouzrokovace
velikih ekonomskih gubitaka kod ovog useva. Do-
sada$nja istrazivanja prisustva i rasprostranjenosti
CMV kao patogena biljaka familije Cucurbitaceae
u Srbiji ukazuju da se zastupljenost ovog virusa po
godinama znacajno menjala, ali i da je njegova za-
stupljenost najcesce bila visoka, preko 50% (Krsti¢
et al., 2002; Vucurovic¢ i sar., 2008, 2009). Iako je
tokom 2012. godine CMV bio prisutan u nizem pro-
centu, detektovan je u vecini pregledanih lokaliteta
gajenja lubenice u pojedina¢nim ili mesanim infek-
cijama. Kako je CMV ¢Cesto prisutan u visokom pro-
centu u usevima tikava (Krsti¢ et al., 2002; Dukic i
sar., 2004; Vucurovic i sar., 2008, 2009), kao i usled
lakog i brzog Sirenja virusa na neperzistentan nacin
vasima i $irokog kruga domacina (Garcia-Arenal
and Palukaitis, 2008), neophodno je stalno pracenje
stanja i prisustva ovog virusa u nasoj zemlji.

Bioloska karakterizacija izolata
CMV iz lubenice

Detaljna bioloSka karakterizacija odabranih
izolata CMV (449-12 i 473-12) obavljena je na osno-
vu ispoljavanja i tipa simptoma nakon mehanickih
inokulacija 14 razli¢itih vrsta biljaka iz Cetiri bota-
nicke familije Cucurbitaceae, Solanaceae, Amarant-
haceae i Chenopodiaceae (Tabela 3).

Cucurbita pepo ‘Olinka’, Cucumis melo
‘Ananas’, C. sativus ‘Delikates’, Nicotiana deb-
neyii i S. lycopersicum ‘San Pjer’ reagovale su
pojavom mozaika, simptoma tipi¢nog za zaraze
izazvane ovim virusom. Na biljkama Citrullus la-
natus ‘Creamson sweet’, osim mozaika koga su
izazvala oba izolata, izolat 449-12 izazvao je i po-
javu simptoma u vidu zadrzavanja zelene boje oko
nerava. Oba ispitivana izolata bila su infektivna za
eksperimentalne domacine iz roda Chenopodi-
um, kao i biljke Gomphrena globosa. Oba izolata
prouzrokovala su tipi¢ne simptome CMV u vidu
mozaika i deformacija na N. tabacum ‘Samsun’,
dok je N. glutinosa reagovala pojavom mozaika,
klobucavosti i nitavosti. Ispitivani izolati razliko-
vali su se po tipu i ja¢ini ispoljenih simptoma na
biljkama N. rustica. 1zolat 473-12 osim mozaika i
klobucavosti, izazvao je i pojavu nitavosti na ovoj
test biljci, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da
je agresivnost ovog izolata bila veca. Biljke Petu-
nia x hybrida i Datura stramonium nisu ispoljile
simptome nakon mehanickih inokulacija odabra-
nim izolatima, mada se u literaturi navodi da su
kako P. x hybrida (Fletcher, 2012; Gautam et al.,
2012) tako i D. stramonium (Igbal et al., 2011) do-
macini ovog virusa. Simptomi koji su zabelezeni
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Tabela 2. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa mozaika krastavca u pojedina¢nim i mesanim infekci-
jama useva lubenice tokom 2012. godine.

Table 2. Presence and incidence of Cucumber mosaic virus in single and mixed infections in watermelon
crops during 2012.

" S = P(;fl e;.gli{lz?jé;a Mesana infekcija Ukupno
§ % ;:% % E E 5;: 2 Single infection Mixed infection Total
ok 2  £E8=
<8 =S $5s 8 ZYMV+
S 8o TSe& CMV+ CMV+

- My ZYMV WMV o

Medveda 2 9 0 1(11,11) 2(22,22) 0 3(33,34)
Mackovac 3 16 2 (12,50)° 1(6,25) 0 0 3 (18,75)
Silbag 1 13 5 (38,46) 0 0 0 5 (38.,46)
Gornji Tavankut 2 17 1(5,88) 0 0 3(17,65) 4(23,53)
Togotevce 2 15 1(6,67) 1(6,67) 0 2(13,33) 4(26,67)
Suréin 1 9 0 0 0 0 0
U'T‘(‘)‘g'l“’ 11 79 9 (11,39) 3 (3,80) 2(2,53) 5(6,33) 19 (24,05)

Broj zarazenih uzoraka; “% zarazenih uzoraka izracunat na osnovu ukupnog broja testiranih uzoraka.
‘Number of infected samples; ~% infected samples calculated over the total number of tested samples.

Tabela 3. Reakcije test biljaka na mehanicke inokulacije 449-12 i 473-12 izolatima
Cucumber mosaic virus (CMV).

Table 3. Reactions of test plants on mechanical inoculation with 449-12 and 473-
12 isolates of Cucumber mosaic virus (CMV).

Test biljke

Test plants 449-12 473-12
Cucurbita pepo ‘Olinka’ M M
Cucumis sativus ‘Delikates’ M M
Cucumis melo ‘Ananas’ M M
Citrullus lanatus ‘Creamson sweet’ M, ZBN M
Chenopodium quinoa LNP LNP
Chenopodium amaranticolor LNP LNP
Solanum lycopersicum ‘San Pjer’ M M
Nicotiana tabacum ‘Samsun’ M, LD M, LD
Nicotiana glutinosa M, K, N M, K, N
Nicotiana debneyii M M
Nicotiana rustica M, K M, K, N
Datura stramonium / /
Petunia hybrida / /
Gomphrena globosa LNP LNP

‘- M - mozaik, ZBN - zadrzavanje zelene boje oko nerava, LNP - lokalne nekroti¢ne pege,
LD - deformacije, K - klobucavost, N - nitavost, / - bez simptoma.

‘- M - mosaic, ZBN - dark green vein banding, LNP - local necrotic spots, LD - leaf defor-
mation, K - puckering, N - shoestring, / - no reaction.
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na inokulisanim test biljkama u saglasnosti su sa
simptomima zabelezenim za CMV i od strane dru-
gih autora (Krsti¢ et al., 2002; Tobids and Tulipan,
2002; Vucurovid i sar., 2011).

Molekularna detekcija i identifikacija

Rezultati seroloskih analiza prisustva CMV
u usevu lubenice u Srbiji potvrdeni su moleku-
larnom RT-PCR metodom primenom specifi¢nih
prajmera CMVCPfwd/CPrev koji omogucavaju
umnozavanje CP gena. Poredenjem amplifikovanih
fragmenata testiranih uzoraka i pozitivne kontrole
sa koriS¢enim markerom, prisustvo pojedina¢nog
fragmenta ocekivane veli¢ine oko 871 bp, utvrdeno
je kod svih pet ispitivanih uzoraka lubenice kao i
kod pozitivne kontrole. Do amplifikacije nije doslo
u negativnoj kontroli, ekstraktu RNA pripremlje-
nom od nezarazenog lis¢a lubenice.

Nakon sekvencioniranja PCR produkta dobije-
nog koris¢enjem istog para prajmera kao u RT-PCR
i obrade u Clustal W programu, dobijena je sekven-
ca kompletnog CP gena i deo 5’ i 3’ UTR regiona,
koja je prijavljena u GenBank bazu podataka, posle
¢ega joj je dodeljen pristupni broj (GenBank Acc.
No. KC878465). Dalja identifikacija obavljena je vise-
strukim uparivanjem i prora¢unom geneticke sli¢-
nosti sekvence dobijene u ovom radu sa sekvencama
CP gena izolata iz drugih delova sveta deponovanih
u GenBank koriS¢enjem MEGAS softvera. Najvisi
stepen identi¢nosti od 99,8% sekvenca odabranog
izolata 473-12 iz lubenice iz Srbije pokazala je sa se-
kvencama izolata Fny iz SAD (D10538), Ny iz Austra-
lije (U22821) i izolatom 702-07 (GQ340670) iz Srbije.
Sli¢nost nukleotidne sekvence ovih izolata od 99,8%
nije rezultirala promenom ni jedne aminokiseline,
tako da je aminokiselinska identi¢nost ovih izolata
iznosila 100%. Nukleotidna identi¢nost izmedu dva
srpska izolata poreklom iz lubenice iznosila je 98,6%
odnosno 99,5% aminokiselinske sli¢nosti.

Uporedivanjem sekvenci za protein omotaca
srpskih izolata iz lubenice sa izolatima koris¢enim
za filogenetske analize, najvecu nukleotidnu iden-
ticnost od 94,3% do 99,8%, odnosno 94,6% do 100%
na aminokiselinskom nivou srpski izolati su pokazali
sa ostalim izolatima iz IA podgrupe, dok je nukleo-
tidna identi¢nost sa izolatima IB podgrupe bila niza,
92,6% do 95,4% (98,1% do 99,1% aminokiselinska
identi¢nost). Najnizi stepen nukleotidne identi¢nosti
od 62,9% do 66,6% (75% do 78,5% aminokiselinske
identi¢nosti) nasi izolati ispoljili su sa izolatima gru-
pisanim u II podgrupu, dok je nukleotidna identic-
nost sa III podgrupom bila od 89,8% do 90,5% (96,1%
aa slicnost). Kako navode Yu et al. (2005), stepen

nukleotidne identi¢nosti izolata u okviru podgrupe
I je od 88,8% do 99,2%, dok divergentnost izmedu |
i IT podgrupe iznosi oko 25% (Roossinck et al., 1999).
Prema tome, na osnovu najviseg stepena homologije
sekvence CP gena sa izolatima IA podgrupe, potvr-
deno je da odabrani izolati iz lubenice pripadaju A
podgrupi virusa mozaika krastavca.

Filogenetske analize

Filogenetsko stablo (Slika 1) rekonstrui-
sano Maximum parsimony metodom na osnovu
sekvenci 38 izolata CMV pokazuje jasno izdvaja-
nje tri podgrupe (I, II i II), gde je ovakva podela
podrzana visokom homologijom izmedu sekvenci
iste grupe i visokim bootstrap vrednostima koja
je za svaku podgrupu iznosila 100%, $to je u pot-
punoj saglasnosti sa rezultatima Liu et al. (2009)
i Jacquemond (2012). Geneticki diverzitet izmedu
tri glavne podgrupe iznosio je od 0,099:0,012
do 0,356+0,035. Unutrasnji diverziteti podgru-
pa kretali su se od 0,013+0,008 za podgrupu II,
do 0,039+0,08 za podgrupu Il i 0,042+0,005 za
podgrupu I. Najveci broj izolata svrstan je u po-
dgrupa I koja se dalje deli na dve podgrupe IA i
IB, sa unutrasnjim diverzitetima od 0,030+0,004,
odnosno 0,044=0,003. U podgrupi [A nalaze se
izolati iz raznih delova sveta, Evrope (Madarska,
Srbija, Ujedinjeno Kraljevstvo, Spanija, Holandija,
Poljska i Francuska), Azije (Japan, Juzna Koreja,
Kina) i Amerike (SAD i Kolumbija). Ovoj podgru-
pi sojeva pripadaju i odabrani izolati iz lubenice
iz Srbije. U podgrupi IB nalaze se izolati iz Azi-
je (Kina i Tajvan) kao i po jedan izolat iz Italije i
SAD, dok su u okviru podgrupe II svrstani izolati
iz Evrope (Francuska, Madarska i Poljska), Afrike
(Juzna Afrika), Severne Amerike (SAD) i Australi-
je. Izdvajanje podgrupe III na osnovu CP gena sa
samo dva izolata, BX i PHz, poreklom iz Kine u sa-
glasnosti je sa prethodnim literaturnim navodima
(Liu et al., 2009; Jacquemond, 2012).

Pojava CMV moze biti jedan od ogranic¢avaju-
¢ih faktora gajenja lubenice u Srbiji imajudi u vidu
Stete koje CMV, sam ili u kombinaciji sa drugim vi-
rusima, nanosi u svim regionima gajenja ove kul-
ture u svetu. Zbog svega navedenog, neophodna su
dalja istrazivanja koja bi trebalo da budu usmerena
na proucavanje genetickog diverziteta u okviru pri-
rodne populacije ovog virusa prisutne u nasoj zemlji
kako na lubenici tako i na drugim biljkama doma-
¢inima, nacina odrzavanja, dospevanja i zarazavanja
biljaka lubenice, a sve to u cilju preduzimanja odgo-
varaju¢ih mera kontrole.
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Slika 1. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci kompletnog CP gena 38 izolata
CMV koris¢enjem MEGA 5 softvera upotrebom Kimura 2-parametar modela sa Gamma distribucijom i Maxi-
mum parsimony metoda sa bootstrap analizom sa 1000 ponavljanja gde su bootstrap vrednosti (>50%) prikaza-
ne pored odgovarajucih grana. Stablo je ,rutovano® sa TAV. Izolati iz lubenice iz Srbije su podvuceni i naznac¢eni

fontom Bold.

Figure 1. Maximum parsimony tree based on nucleotide sequences of complete coat protein gene of 38 isolates
of CMV. The tree was rooted with TAV. Phylogram was generated with MEGA 5 using Kimura 2-parametar mo-
del Gamma distributed. Bootstrap analysis was performed with 1000 replicates and bootstrap values (>50%) are
showen next to relevant branches. The Serbian CMV isolates from watermelon are underlined and bolded.
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SUMMARY

MOSAIC VIRUS INFECTING WATERMELON IN SERBIA
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Investigation of the presence and distribution of Cucumber mosaic virus in watermelon
crops in Serbia during 2012 revealed that the virus was present in five out of six surveyed
localities. CMV was detected in 24.05% of total serologically tested samples using DAS-ELI-
SA method and the virus was the most prevalent in the locality of Silba$. During this inve-
stigation, Cucumber mosaic virus was present more often in mixed infections with ZYMV
and/or WMV (12.66%), while the single infection was detected in lower percentage, 11.39%.
Five CMV isolates were obtained by mechanical inoculations of N. glutinosa and two of
them were selected for further biological characterization. Concerning type and severity of
symptoms on test plants, the investigated isolates exhibited different phenotypic features.
Molecular detection was performed by amplification of a fragment of 871 bp in all tested
isolates, using the primer pair CMVCPfwd/CPrev that amplify the entire coat protein gene
and part of 5’ and 3’ UTR regions. The affiliation of Serbian CMV isolates from waterme-
lon to subgroup IA, the group that includes most of the isolates selected for phylogenetic
analysis, was determined by sequence analysis of the complete CP gene and reconstruction
of phylogenetic tree.

Key words: CMV, watermelon, DAS-ELISA, bioassay, RT-PCR, phylogenetic analysis
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