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Izvod

Dvogodi$njim poucavanjima (2009-2010) prisustva i rasprostranjenosti virusa
u usevu paprike u Srbiji utvrdeno je da se virusi javljaju svake godine u proizvodnji
paprike na otvorenom polju. Seroloskim analizama sakupljenih uzoraka paprike
primenom DAS-ELIS A testa dokazano je prisustvo ¢etiri virusa: Potatovirus Y (PVY),
Cucumber mosaic virus (CMV), Alfalfa mosaic virus (AMYV) i Pepper mild mottle
virus (PMMoV), i to kako u pojedina¢nim tako i u meSanim infekcijama. Tokom
2009. godine najéesce detektovan virus bio je PVY (51,21%), dok je 2010. godine
prevalentan virus bio CMV (50%). Pregledom useva paprike u razli¢itim lokalitetima
gajenja zabeleZena je pojava niza simptoma na liS¢u, stablu, cvetovima i plodovima,
koji su upuéivali na virusnu zarazu, ali nije bilo moguce utvrditi njihovu povezanost
sa detektovanim virusom. Molekularna detekcija CMV kod tri odabrana izolata
obavljena je RT-PCR metodom kori$¢enjem specificnih prajmera CMV Aulu/Au2d,
koji omoguéavaju umnoZzavanje gena za protein omotaca i dela 5’1 3’ neprepisujuceg
regiona subgenomne RNA 4. Amplifikovani fragmenti su sekvencirani i prijavljeni u
GenBank, gde su im dodeljeni pristupni brojevi, KC288146 (PL-25-09), KC288147
(PL-43-09) 1 KC288148 (PL-52-09). Proracunom geneticke sli¢nosti sekvenci izolata
dobijenih u ovom radu, utvrden je visok stepen nukleotidne sli¢nosti, koji se kretao
0d 99,2-99,5%. Ispitivane sekvence CMV izolata iz Srbije dele najvecu nukleotidnu i
aminokiselinsku sli¢nost sa izolatima iz Amerike, Australije, Spanije i Srbije.
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UvoD

Po svom poreklu, paprika (Capsicum annuum L.) je tropska biljka poreklom iz
Centralne i Juzne Amerike, odakle su je Spanci doneli u Evropu poéetkom XVI veka,
a u naSe krajeve dospela je iz Turske (Greenleaf, 1986). Paprika u nasoj zemlji ima
veliki privredni znacaj i spada u grupu najznacajnijih povrtarskih useva. PovrSine
pod paprikom variraju iz godine u godinu, ali sa tendencijom stalnog poveéanja. U
svetu, paprika se gaji na oko 1.600.000 ha sa prose¢nim prinosom od 14 t/ha, dok
se u Srbiji proizvodi na oko 17.000 ha, sa prose¢nim prinosom od 13,4 t/ha (RZS,
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2016). Sa ekonomskog stanovista, proizvodnja, prerada i medunarodna razmena,
prvenstveno suve i sveze, ali i industrijske zacinske paprike, ¢ini ovu kulturu jednim
od najznacajnijih useva povr¢a.

Brojne biljne bolesti mogu da smanje ili ugroze uspesnu proizvodnju paprike,
ometajuéi normalan razvoj biljke $to dovodi do smanjenog prinosa i pogorSanja
kvaliteta plodova. U rano zarazenih biljaka, gubici u prinosu su posebno izrazeni i
mogu se kretati od 60% do 100% (Suti¢, 1995, Krsti¢ i Bulaji¢, 2008). Zbog znagajnih
Steta koje Cesto prouzrokuju, viroze paprike su predmet proucavanja mnogih autora u
svetu (Choietal., 2005, Ozaslan etal., 2006). Od opisanih 68 vrsta virusa infektivnih za
papriku (Pernezny et al., 2003), kao najznacajniji i najrasprostranjeniji virusi paprike
u mediteranskom basenu navode se: virusi koji se prenose vasima na neperzistentan
nacin, ukljuujuéi viruse roda Potyvirus (virus crtiastog mozaika krompira, Potato
virus Y, PVY), Cucumovirus (virus mozaika krastavca, Cucumber mosaic virus,
CMYV) i Alfamovirus (virus mozaika lucerke, Alfalfa mosaic virus, AMV), zatim virus
bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt orthotospovirus, TSWV) koji se prenosi
tripsima, kao i virusi roda Tobamovirus koji se prenose mehanicki i semenom paprike
(virusa blagog Sarenila paprike-Pepper mild mottle virus, PMMoV, virus mozaika
duvana-Tobacco mosaic virus, TMV, virus mozaika paradajza-Tomato mosaic virus,
ToMYV i virus svetlozelenog mozaika duvana-Tobacco mild green mosaic virus,
TMGMYV) (Moury and Verdin, 2012).

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) je ¢lan roda
Cucumovirus, familije Bromoviridae (Rodriguez-Alvarado et al., 1995). Oboljenje
koje ovaj virus izaziva je geografski Siroko rasprostranjeno i otkriveno je u Evropi,
Australiji, Severnoj Americi (Zitikait¢é and Samuitien¢, 2009). Smatra se da je
prisutan svuda gde se gaje osetljivi domacini, mada je pojava oboljenja, koje ovaj
virus prouzrokuje, najizrazenija u umerenom klimatskom regionu (Garcia-Arenal
and Palukaitis, 2008), gde su povoljni uslovi za razvoj njegovih vektora, vasi (Shew
and Lucas, 1991; Palukaitis et al., 1992). CMV se prenosi na neperzistentan nacin
sa viSe od 80 vrsta vasi, a najefikasniji vektori su mu vrste Myzus persicae i Aphis
gossypii (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). Virus mozaika krastavca ima veoma
Sirok krug domacina koji ukljucuje preko 1300 vrsta iz vise od 500 rodova i 100
botanickih familija, medu kojima su neki znacajni povrtarski i ratarski usevi, ukrasne
biljke i biljke spontane flore.

S obzirom na to da virusi svake godine smanjuju prinos i kvalitet paprike u
Srbiji, a pojedinih godina se javljaju u epidemijskim razmerama, pracenje prisustva,
ucestalosti i rasprostranjenosti pojedinih virusa, znacajno je za izbor i sprovodenje
adekvatnih mera kontrole u proizvodnji paprike. Osnovni cilj ovih istrazivanja bio
je da se ispita prisustvo i zastupljenost virusa paprike, kao i detaljna karakterizacija
CMV odredjivanjem geneticke sli¢nosti nasih izolata sa izolatima iz ostalih delova
sveta.
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MATERIJAL I METOD RADA

Sakupljanje uzoraka paprike. Utvrdivanje rasprostranjenosti i ucestalosti
pojave virusa u usevu paprike u periodu 2009-2010. godine obuhvatilo je pregled
veceg broja lokaliteta gajenja paprike u razli¢itim podruc¢jima u Srbiji. Ukupno je
sakupljeno i analizirano 365 uzoraka biljaka paprike gajene na otvorenom polju,
od toga, u 2009. godini je pregledano 16 lokaliteta i tom prilikom sakupljeno 207
uzoraka, dok je 2010. godine, pregledano 15 lokaliteta i sakupljeno 168 uzoraka
paprike sa simptomima koji su ukazivali na virusnu zarazu. Uzorci su do analize
¢uvani na temperaturi od -80°C.

Direktna imunoenzimska metoda na ploci (DAS-ELISA). Za detekciju virusa
u usevu paprike koris¢ena je direktna imunoenzimska metoda na plo¢i po protokolu
koji su opisali Clark and Adams (1977) koriS¢enjem antiseruma specificnih za
detekciju devet virusa paprike: AMV, PVY, CMV, TSWV, virusa Sarenila paprike
(Pepper mottle virus, PepMoV), virusa Sarenila nerava paprike (Pepper veinal mottle
virus, PVMV), PMMoV, TMV i virusa mozaika krompira (Potato virus X, PVX)
(Loewe Biochemica GmbH, Nemacka). Uzorci su pripremani homogenizacijom
biljnog materijala u ekstrakcionom puferu u razredenju 1:20. Specifi¢na poliklonalna
antitela i poliklonalna antitela konjugovana sa alkalnom fosfatazom koris¢ena su u
razredenju 1:200 u odgovaraju¢em puferu. Po dodavanju supstrata p-nitrofenilfosfata
(1 mg/ml), nakon 1-2 sata vrSeno je merenje apsorpcije svetlosti talasne duzine 405
nm, a pozitivnom reakcijom smatrane su vrednosti ekstinkcije dva i viSe puta vec¢e od
vrednosti ekstinkcije negativne kontrole.

Reverzna transkripcija i lancana reakcija polimeraze (RT-PCR). Metoda
reverzne transkripcije pra¢ena lan¢anom reakcijom polimeraze (reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR) primenjena je u cilju molekularne detekcije
i identifikacije CMV 1 potvrde rezultata dobijenih seroloskim analizama. Za ova
ispitivanja odabrana su tri uzorka paprike PL-25-09 (Velika Plana), PL-43-09
(Smederevo) i PL-52-09 (Kikinda) u kojima je prisustvo CMV prethodno dokazano
DAS-ELISA testom. Kao pozitivna kontrola kori$¢en je izolat ovog virusa poreklom
iz tikava iz Srbije (GenBank Accession Number HM065509). Izolacija ukupne RNK
iz liS¢a prirodno zarazenih biljaka paprike, obavljena je iz 100 mg zamrznutog liS¢a
paprike ¢uvanog na -80°C primenom RNeasy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Hilden,
Germany), prema uputstvu proizvodaca. Detekcija CMV izvrSena je primenom
OneStep RT-PCR kita (Qiagen, Hilden, Germany) prema uputstvu proizvodaca,
koris¢enjem prajmera CMV Aulu (5’-CAT GGA TGC TTC TCC RCG AG-3’) i
CMV Au2d (5’-CGT AAG CTG GAT GGA CAA CC-3’), koji umnozavaju fragment
duzine 847 bp koji obuhvata gen za proteinski omota¢ virusa (Krsti¢ et al., 2002).
RT-PCR reakcije obavljane su u 20 pl zapremine PCR smese, koja je sadrzavala: 4
ul 5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera (koji sadrzi 12,5 mM MgCl,)), 0,8 ul dNTP
mesavine (koji sadrzi po 10 mM svakog dNTP, finalne koncentracije u smesi 400
uM), 0,8 pul Qiagen OneStep RT-PCR smeSe enzima, po 1,2 pl svakog prajmera
finalne koncentracije 0,6 uM, 11,2 pl RNase—free vode i 0,8 pl izolovanih ukupnih
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RNA. Kao negativna kontrola koris¢ena je RNase free voda. Reakcija je izvedena
koris¢enjem Thermocycler-a (Eppendorf, Germany) po slede¢em protokolu: reverzna
transkripcija 30 min na 50°C; inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na
95°C; denaturacija 30 s na 94°C, elongacija 30 s na 58°C i ekstenzija 30 s na 72°C
(35 ciklusa); finalna ekstenzija 72°C 10 min. Uzorci su elektroforetski razdvojeni u
1% agaroznom gelu, obojeni u rastvoru etidijum-bromida (0,5 pl/ml) i pomatrani
na UV transiluminatoru. Pojava traka oc¢ekivane veli¢ine od 847 bp u poredenju sa
markerom, smatrana je pozitivnom reakcijom.

Nakon usluznog precis¢avanja i sekvenciranja u oba smera, prajmerima koji su
koris¢eni i u RT-PCR reakciji, dobijene sekvence obradene su u programu FinchTV
Version 1.4.0. (Thompson et al., 1994), medusobno uporedene koris¢enjem MEGA
verzije 5.0 (Tamura et al., 2011) i dobijene konsenzus sekvence podnete u GenBank
banku podataka, posle ¢ega im je dodeljen pristupni broj (GenBank Accession
number). Dobijene sekvence najpre su identifikovane koris¢enjem BLAST analize
(Basic Local Alignment Search Tool), a zatim je obavljeno i viSestruko poredenje i
proracun geneticke slicnosti dobijenih sekvenci sa sekvencama dostupnim u GenBank
bazi podataka koris¢enjem MEGA 5.0.

REZULTATI I DISKUSIJA

Simptomi u polju. Pregledom useva paprike u razli¢itim lokalitetima gajenja
u polju, utvrdena je pojava razlicitih simptoma koji su ukazivali na virusnu infekciju.
Biljke su Cesto zaostajale u porastu i poprimale Zbunast izgled. Na lis¢u obolelih
biljaka zabelezeni su razli¢iti tipovi mozaika, od blagog do izrazenog. Lisce je
bilo sitnije, slabo naborano, sa hloroti¢nim promenama koje su cesto bile pracene
pojavom izumiranja tkiva u vidu nekroze nerava lista i nekroti¢nih pega na stablu.
Na plodovima su se takode mogle uociti promene u vidu krzljavosti, deformisanosti,
nekroze povrsinskog tkiva, a ¢esto su bile prisutne i linearne beliCaste ili Zuckaste
pruge (Tablo I). Simptomi koje virusi prouzrokuju na paprici su mnogobrojni,
raznovrsni i ¢esto dijagnosticki nesigurni.

Razliciti virusi mogu prouzrokovati slicne simptome, kao i isti virus razlicite
tipove simptoma u zavisnosti od osetljivosti sorte, fenofaze razvoja u kojoj je doslo
do infekcije i uslova spoljasnje sredine (Ozaslan et al., 2006), tako da se precizna i
pravilna detekcija virusa ne moze obaviti samo na osnovu simptomatologije.

Simptomi uoceni tokom ovih istrazivanja u saglasnosti su sa ranije opisanim
simptomima viroza paprike u nasoj zemlji (Krsti¢ i Bulaji¢, 2008; Mijatovi¢ i sar.,
2007, Tomic¢ i sar., 2007).

Seroloska detekcija virusa. U usevima paprike gajene na otvorenom polju,
tokom 2009. godine, na vecini ispitivanih lokaliteta intenzitet zaraze kretao se od 5%
do 15%, ali u nekim lokalitetima zabelezena je visoka incidenca simptoma cak i do
70%. Najrasprostranjeniji virus 2009. godine bio je PVY koji je bio prisutanu 14 od 16
ispitivanih lokaliteta. Pored toga, PVY je bio najzastupljeniji virus, njegovo prisustvo
bilo je znacajno kako u pojedinacnoj (25,6%) tako i u mesanoj (25,6%) zarazi. Drugi
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virus zabeleZen u nesto nizem procentu bio je CMV (15,5% u pojedinacnoji21,7% u
meSanoj zarazi), zastupljen u 13 ispitivanih lokaliteta. Prisustvo AMV zabelezeno je
u 10 lokaliteta i to u 21,7% testiranih uzoraka, dok je prisustvo PMMoV detektovano
u samo 1,45% testiranih uzoraka i to samo u meSanoj infekciji sa dva ili tri virusa.
Pojedinacne infekcije bile su zastupljenije i zabelezene u 56,5%, dok su meSane
infekcije dokazanae u 26,6% tetiranih uzoraka (Tabela 1). NajceS¢a meSana infekcija
bila je sa dva najzastupljenija virusa, PVY i CMV (18,8%), dok je kod Cetiri uzorka
(1,9%) dokazano prisustvo meSane infekcije tri virusa (Tabela 2). Prisustvo TMV,
TSWYV, PepMV, PVMV i PVX nije utvrdeno ni u jednom testiranom uzorku.

Tablo 1. a) PVY: hloroti¢no prosvetljavanje nerava b) CMV: klobucavost listova c)
AMV: hloroti¢ne belicaste povrsine na listovima d) PMMoV: blagi mozaik ¢) CMV:
deformacija ploda.

Tokom 2010. godine, pregledano je 158 lokaliteta i tom prilikom procenjen je
intenzitet zaraze koji se kretao se od 5 do 10%. Najzastupljeniji virus bio je CMV.
U pojedinacnoj zarazi bio je zastupljen u 35,4% testiranih biljaka, a u meSanoj u
17,7% tetiranih uzoraka. Njegovo prisustvo dokazano je u 12 od 15 pregledanih
lokaliteta. Drugi virus po zastupljenost zabelezen u nesSto nizem procentu, bio je
PVY. U pojedinacnoj zarazi bio je prisutan u 25,3%, dok je u mesanoj zarazi dokazan
u 17,7% testiranih uzoraka, ali je bio prisutan u svim ispitivanim lokalitetima.
Prisustvo AMV je dokazanao u 10 lokaliteta i to u 17,7% testiranih uzoraka. Tokom
ove godine prisustvo PMMoV je zabelezeno i u pojedinacnoj zarazi (0,6%), kao i u
mesanoj infekciji dva virusa. Pojedinacne infekcije bile su zastupljenije i zabelezene
suu 74,7%, dok su mesane infekcije dokazane u 19,6% tetiranih uzoraka (Tabela 1).
Tokom 2010. godine, bila je prisutna samo meSana infekcija dva virusa. NajceSca
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mesana infekcija bila je sa dva najzastupljenija virusa, PVY i CMV (14,6%) (Tabela
2). Prisustvo TMV, TSWV, PepMV, PVMV i PVX nije utvrdeno ni u jednom
testiranom uzorku.

U usevima paprike gajene na otvorenom polju, tokom 2010. godine, zabelezen
je nesto veci procenat (88%) zarazenih biljaka u odnosu na 2009. godinu (83%).
Najzastupljeniji virus tokom ove dve godine bio je PVY, prisutan u 47,7% testiranih
uzoraka. Slede, CMV (44,%), AMV (20%), dok je PMMoV zabelezen samo u 1,4%
testiranih uzoraka. Prisustvo mesane infekcije zabelezeno je u 21,9% testiranih
uzoraka, dok je najceS¢a mesana infekcija u obe godine ispitivanja bila sa PVY i
CMYV, u 17% testiranih biljaka.

Ovako znacajno prisustvo PVY u obe godine ispitivanja, znacajno se razlikuju
u odnosu na 1999. godinu kada je PVY bio tre¢i po zastupljenosti (Mijatovi¢ i
sar., 1999) i 2007. godinu kada njegovo prisustvo nije ustanovljeno (Tomi¢ i sar.,
2007). Proucavanja vezana za zastupljenost CMV tokom razli¢itih godina, pokazuju
njegovu stalnu visoku zastupljenost u usevima paprike u nasoj zemlji. Istazivanja
vr$ena tokom 1999. (Mijatovi¢ i sar., 1999) 1 2007. godine (Tomic¢ i sar. 2007) govore
o njegovoj dominantnosti u usevu paprike, Sto predstavlja sli¢ne rezultate dobijene
u nasim istrazivanjima. Ovako znacajna zastupljenost CMV dokazana je i u drugim
podrucjima gajenja paprike u svetu (Gaborjanyia et al., 1998, Sepulveda et al., 2005).
AMYV je dokazan u manjem broju uzoraka u odnosu na CMV i PVY ali je ovaj virus
stalno prisutan u usevu paprike, Sto potvrduju i ranija istrazivanja (Mijatovi¢ i sar.
1999, Tomi¢ i sar. 2007). PMMoV je virus koji je ustanovljen 1996. godine u nasoj
zemlji (Krsti¢ i sar., 1996), i moze se re¢i da se nije znatnije rasirio, s obzirom na to
da je u nasim istrazivanjima naden u veoma malom procentu. Razlog tome moze biti
pre svega Sto je virusu PMMoV jedini domacin paprika.

Molekularna detekcija i identifikacija. Rezultati seroloskih analiza prisustva
CMV u usevu paprike u Srbiji potvrdeni su primenom molekularne RT-PCR metode
i specificnih prajmera CMV Aulu i Au2d. Poredenjem amplifikovanih fragmenata
testiranih uzoraka paprike i pozitivne kontrole sa koriS¢enim markerom, kod sva tri
ispitivana uzorka ustanovljeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 847 bp.
Do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole.

Nakon sekvenciranja koriS¢enjem istog para prajmera Aulu/Au2d kao u
RT-PCR reakciji i obrade u ClustalW programu dobijena je, sekvenca kompletnog
CP gena i delimi¢na sekvenca 5’ 1 3’ UTR regiona subgenomne RNA 4 odabranih
uzoraka. Dobijene sekvence CP gena odabranih uzoraka (KC288146 za izolat PL-
25-09, KC288147 za izolat PL-43-09 1 KC288148 za izolat PL-52-09), uporedene
su medusobno kao i sa sekvencama drugih izolata CMV dostupnih u GenBank bazi
podataka. Proracun geneticke slicnosti CP gena, pokazao je visok stepen nukleotidne
(98,1-99,7%) i aminokiselinske (98,6-100%) homologije izmedu ispitivanih izolata i
izolata iz razli¢itih geografskih regiona.
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Tabela 1. Prisustvo AMV, CMV, PVY, PMMoV u pojedinac¢noj i ukupnoj zarazi
u paprici u Srbiji

Bez
Godi . Broj Pojedinac¢na/ukupna zaraza (%) pris.ust\(a
odina Lokalitet testiranih
uzoraka virusa
AMV CMV PVY PMMoV (%)
Selenca 10 50/50 0/0 0/0 0/0 50
Ravno Selo 15 33,3/53,3 0/20 20/53,3 0/0 13,3
Purdevo 15 0/0 26,7/53,3126,7/53,3 0/0 20
Backa Palanka 15 20/33,3 0/0 53,3/66,7 0/0 13,3
Veternik 9 0/11,1 0/77,8 | 22,2/100 0/0 0
Horgos 1 10 60/60 0/0 20/20 0/0 20
Horgos 11 5 0/20 20/100 0/80 0/0 0
2009 Senta. 20 25/25 15/15 35/35 0/0 25
Conoplja 9 0/0 0/11,1 | 66,7/100 | 0/33,4 0
Velika Plana 15 20/33,3 | 46,7/60 0/0 0/0 20
Smederevo 15 0/0 46,7/86,7 | 13,3/53,3 0/0 0
Kraljevo 15 0/0 0/26,7 53,3/80 0/0 20
Trstenik 10 0/0 40/40 40/40 0/0 20
Cacak 15 0/0 26,7/66,7 0/40 0/0 20
Indija 15 0/26,7 0/26,7 |33,3/86,7 0/0 13,3
Aleksinac 14 35,7/35,7114,3/42,9 | 14,3/42,9 0/0 0
Ukupno 207 | 15,5/21,7 | 15,5/37,2 | 25,6/51,2 | 0/1,45 17
Purdevo 7 14,3/14,3 0/0 57,1/57,1114,3/14,3 14,3
Backi Jarak 10 0/10 40/70 20/40 0/0 10
Bukovac 10 0/0 10/40 50/80 0/0 10
Rimski Sancevi 10 20/30 30/60 20/40 0/0 0
Backa Topola 15 26,7/26,7| 40/60 0/20 0/0 13,3
Ruma 15 0/0 60/60 |13,3/13,3 0/0 26,7
Vasica 7 14,3/14,3 |1 14,3/71,4 | 14,3/71,4 0/0 0
2010 Sabac 10 20/30 0/10 40/ 0/60 20
Horgo$ 15 6,7/13,3 | 53,3/80 | 13,3/40 0/0 0
Kikinda 7 0/0 71,4/71,4114,3/14,3 0/0 14,29
Conopla 15 0/0 71,4/53,3146,7/66,7| 0/6,7 0
Smederevo 5 0/0 0/0 100/100 0/0 0
Uzice 10 30/50 0/0 0/20 0/0 50
Aleksinac 12 8,3/16,7 |58,3/66,7 | 16,7/16,7 0/0 8,3
Valjevo 10 20/20 30/40 20/40 0/0 10
Ukupno 158 |13,3/17,7 | 35,4/53,2 | 25,3/43,0 | 0,6/1,3 12
Ukupno za obe godine 365 14,5/20 |24,1/44,1|25,5/47,7| 0,3/1,4 14,8

Proracunom geneticke sli¢nosti sekvenci izolata dobijenih u ovom radu,
utvrden je najvisi stepen nukleotidne sli¢nosti izmedu izolata PL-43-09 i PL-52-09
(99,5%), izolat PL-52-09 ima stepen identi¢nosti 99,4% sa izolatom PL-25-09, dok
je izmedu izolata PL-43-09 i PL-25-09 stepen nukleotidne sli¢nosti 99,2%. Izolat
PL-43-09 pokazuje najvisi stepen nt sli¢nosti 99,5% (100% aa) sa dva izolata iz
Amerike (U20668 i D10538) i po jednim izolatom iz Australije (U22821) i Spanije
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(AM183119). Izolat PL-25-09 najvecu nt slicnost od 99,7% (100% aa) pokazao je
sa dva izolata iz Amerike (U20668 i D10538) i po jednim izolatom iz Australije
(U22821) i Srbije (GQ340670), dok PL-52-09 najvecu nt slicnost 99,7% (100% aa)
deli sa dva izolata iz Amerike (U20668 i D10538), i jednim izolatom iz Australije
(U22821).

Visok stepen nukleotidne sli¢nosti izolata CMV dokazan je i kod izolata
poreklom iz tikava iz Srbije (Vucurovi¢ et al., 2012).

Tabela 2. Prisustvo mesane infekcije AMV, CMV, PVY, PMMoV u paprici u Srbiji

Mesana infekcija dva virusa MeSana infekcija tri virusa
il .. ZaraZeni N, ZaraZeni
Vi uzorci* VAT uzorci
PVY+AMV 8/3,9 AMV+PVY+CMV 3/1,5
2009 PVY+CMV 39/18,8 | PVY+PMMoV+CMV 1/0,5
AMV+CMV 2/1
PVY+PMMoV 2/1
Ukupno 51/13,6 4/1,1
PVY+AMV 3/1,8
PVY+CMV 23/13.,7
2010 AMV+CMV 3/1,8
AMV+PVY 1/0,6
PVY+PMMoV 1/0,6
Ukupno 31/8,3
Ukupno za obe godine 82/21.9 4/1.1

*broj uzoraka sa mesanom infekcijom/% zarazenih uzoraka mesanom infekcijom

ZAKLJUCAK

Obavljena ispitivanja zastupljenosti najznacajnijih virusa paprike na vise
lokaliteta u Srbiji, ukazala su da se virusi redovno javljaju u usevima paprike gajenim
na otvorenom polju. Tokom dvogodisnjih istrazivanja detektovano je prisustvo Cetiri
virusa: PVY, CMV, AMV i PMMoV i to kako u pojedina¢nim tako i u meSanim
zarazama. Najzastupljeniji virusi paprike bili su PVY i CMV, dok su ostali virusi
zastupljeni u manjem procentu.

Ostvareni rezultati ukazuju na znacajno prisustvo virusa koji se prenose
vasima na neperzistentan nacin te je zbog toga neophodno ukljuciti odgovarajuce
integralne mere kontrole virusnih zaraza u proizvodnji paprike, koje obuhvataju i
kontrolu vektora detektovanih virusa, biljnih vasi, pored primene drugih preventivnih
1 sanitarnih mera.
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Istrazivanja saopStena u ovom radu realizovana su kao deo projekta TR31030
i III 43001 koji je finansiran od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog
razvoja Republike Srbije.
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Abstract
PRESENCE AND DISTRIBUTION OF PEPPER VIRUSES IN SERBIA

Dragana MiloSevi¢!, Ivana Stankovi¢?, Maja Ignjatov',
Zorica Nikoli¢', Branka Krstié¢?
'Tnstitute of Field and Vegetable Crops, Novi Sad
2University of Belgrade-Faculty of Agriculture, Belgrade
E-mail: dragana.milosevic@nsseme.com

A two-year investigation (2009-2010) of the presence and distribution of
pepper viruses in Serbia revealed that viruses occur each year in open-field pepper
production. Serological analyses of collected pepper samples using DAS-ELISA
test detected the presence of four viruses: Potato virus Y(PVY), Cucumber mosaic
virus (CMYV), Alfalfa mosaic virus (AMV), and Pepper mild mottle virus (PMMoV),
which occurred in single or mixed infections. In 2009 the most frequent was PVY
(51.21%), while in 2010 CMV was prevalent (50%). Survey of pepper crops in
different growing regions indicated the occurrence of a number of symptoms on
leaves, stem, flowers and fruit, which resembled those of virus infection, but it was
not possible to determine their association with detected virus. Molecular detection
of CMV was performed by RT-PCR using specific primers CMV Aulu/Au2d that
flank the AMV coat protein gene, as well as part of 5° and 3° non-coding region of
subgenome RNA4. Amplified fragments were sequenced, deposited in the GenBank,
and assigned by accession numbers, KC288146 (PL-25-09), KC288147 (PL-43-09)
and KC288148 (PL-52-09). Sequence analysis, conducted with MEGAS software,
revealed 99,2-99,5% nt identity between the three Serbian CMV isolates from pepper.
The sequences of CMV isolates from Serbia share the highest nucleotide and amino
acid identity with isolates from America, Australia, Spain and Serbia.

Key words: pepper, viruses, DAS-ELISA test, RT-PCR, sequencing
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