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Sazetak

Zavr$nog rada studentice Lee Mihaljevski Boltek, naslova
DETEKCIJA EKONOMSKI ZNACAJNIH VIRUSA TIKVENJACA U HRVATSKOJ

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virus zutog mozaika tikvice
(Zucchini yellow mosaic virus, ZYMYV) i virus mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus,
WMYV) gospodarski su vazni virusi na Kultiviranim vrstama iz porodice Cucurbitaceae.
Prisutnost i rasprostranjenost ovih virusa na tikvicama i tikvama u Republici Hrvatskoj je
slabo poznata. Tijekom 2019. godine, uzorci su sakupljeni u proizvodnim nasadima tikava i
tikvica u Sest Zupanija Republike Hrvatske (Istarskoj, Medimurskoj, Varazdinskoj, Sisacko-
moslavackoj, Viroviticko-podravskoj i Dubrovacko-neretvanskoj). Analizom 82 uzorka
seroloskom metodom DAS-ELISA potvrdena je prisutnost sva tri istrazivana virusa. Postotak
pojedinacnih 1 mjeSovitih zaraza bio je gotovo identi€an. U 46.4 % uzoraka potvrdene su
pojedinaéne zaraze, a u 46.3 % uzoraka mjeSovite zaraze (sa dva ili tri virusa). Tipi¢ni
simptomi virusnih zaraza i pozitivni nalazi virusa zabiljeZzeni su na kultivarima tikvica
Galatea, Tendor, Naxos, Briliant i Sofia, koji su deklarirani kao visoko tolerantni ili tolerantni
na CMV, ZYMV i WMV. U radu su prikazani simptomi virusnih bolesti na tikvicama i

tikvama, te rezultati o ucestalosti pojave istrazivanih virusa po zupanijama u Hrvatskoj.

Kljuéne rije¢i: tikvice, tikve, virus mozaika krastavca, virus zutog mozaika tikvice, virus

mozaika lubenice, ELISA



Summary

Of the final work - student Lea Mihaljevski Boltek, entitled

DETECTION OF ECONOMICALLY IMPORTANT VIRUSES OF CUCURBITS IN
CROATIA

Cucumber mosaic virus (CMV), zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) and watermelon
mosaic virus (WMV) are economically important viral pathogens of cucurbit crops. So far
presecne and distribution of these viruses in zucchini and pumpkin crops in Croatia has been
relatively poorly investigated. During 2019, sampels of zucchini and pumpkins were collected
in six Croatian counties (Istria County, Medimurje County, Varazdin County, Sisak-
Moslavina County, Virovitica-Podravina County and Dubrovnik-Neretva County). Totally 82
sampels were collected and analysed using DAS-ELISA. The presence of all three viruses has
been confirmed. The percentage of single-virus and mixed (two or three viruses) infections
was similar. Single-virus infection was detected in 46.4 % of samples, and mixed infections
were detected in 46.3 % of samples. Typical simptoms of virus infections were recorded on
zucchini varieties Galatea, Tendor, Naxos, Briliant and Sofia, which are declared as
intermediately resistant or resistant on CMV, ZYMV and WMYV. The simptoms recorded in
the field and the results of CMV, ZYMV and WMV presence and distribution in six counties

surveyed are presented.

Keywords: zucchini, pumpkin, Cucumber mosaic virus, Zucchini yellow mosaic virus,

Watermelom mosaic viru, ELISA



1. Uvod

Razli¢ite biljne vrste iz porodice Cucurbitaceae nazivaju se tikvenjace. Botanicki vrlo
bogata, ova porodica obuhvaca 940 do 980 biljnih vrsta svrstanih u 97 rodova (Schaefer i
Renner, 2011). Za biljnu proizvodnju najznacajniji su rodovi Cucumis, Citrullus, Lagenaria i
Luffa (Bisognin, 2002). Neke od najvaznijih kultiviranih tikvenjaca su krastavac, lubenica,
dinja te razli¢ite vrste tikvi. Tikvice i tikve se u svijetu uzgajaju na oko 2 078 tisuca ha, sa
prosje¢nim prinosom od 13.2 t/ha (FAO, 2019).

Velika raznolikost vrsta porodice Cucurbitaceae razlog je Sarolikog geografskog
podrijetla kultiviranih tikvenjaca. Vrste roda Cucurbita potjecu iz Srednje i Juzne Amerike, a
u zemlje Starog svijeta proSirile su se tek nakon Kolumbovih otkrica (Vucurovi¢, 2012).
Unutar roda Cucurbita nalazi se dvanaest ili trinaest vrsta, od kojih se pet uzgaja kao povrce,
a najrasprostranjenije i najceS¢e od njih su Cucurbita pepo L., C. maxima Duchesne i C.

moschata Duchesne (Paris, 2017).

Razvoj poljoprivredne proizvodnje, njeno intenziviranje te jednostavnija i brza
medunarodna trgovina dovode do brzeg Sirenje viroza na kultiviranim biljkama. Brojnim
znanstvenim istrazivanjima i razvojem dijagnosti¢kih metoda dobivene su brojne informacije
0 vrstama biljnih virusa na kultiviranim tikvenjatama, njihovoj raSirenosti i vaznosti, U
svijetu. Poznato je da virusna oboljenja mogu uzrokovati ozbiljne ekonomske gubitke u
proizvodnji tikvenjaca u vidu smanjenja prinosa i trziSne vrijednosti plodova. U svijetu je
poznato preko 59 vrsta virusa na biljkama iz porodice Cucurbitaceae (krastavci, tikve, dinje,
lubenice) (Desbiez i Lecoq, 2012). Ekonomski najvaznijima smatraju se virus mozaika
krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virus Zutog mozaika tikvice (Zucchini yellow
mosaic virus, ZYMYV), virus mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV), virus
prstenaste pjegavosti papaje (Papaya ringspot virus, PRSV) te virus mozaika bundeve
(Squash mosaic virus, SqMV) (Vuéurovi¢, 2012; Novak i Ivi¢, 2019; Agrios, 2005; Nameth i
sur., 1986; Lecoq i sur., 2003).

U Hrvatskoj postoji relativno malo podataka o virusima na tikvenjacama, a sve ¢esca i
jaca pojava virusnih oboljenja na tikvama, tikvicama i ostalim vrstama iz porodice tikvenjaca
upucivala je na potrebu za detaljnijim istraZivanjima. U ovom je radu istrazena prisutnost

CMV-a, ZYMV-a i WMV-a na tikvicama i tikvama (Cucurbita pepo, Cucurbita maxima).



1.1.

Cilj istrazivanja

Ciljevi ovog rada bili su utvrditi:

prisutnost virusa mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virusa zutog
mozaika tikvice (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) te virusa mozaika lubenice
(Warermelon mosaic virus, WMV) u uzgojnim podruc¢jima u Viroviti¢ko-podravskoj,
Varazdinskoj, Dubrovacko-neretvanskoj, Istarskoj, Medimurskoj i Sisacko-
moslavackoj zupaniji,

povezanost vizualno uocenih simptoma na biljkama sa vrstom virusa i deklariranom
otpornoscu hibrida,

ucestalost pojave mjeSovitih zaraza s dva ili tri istrazivana virusa.



2. Pregled literature

2.1. Tikvenjace

»Tikvenja¢e“ su skupni naziv za biljne vrste iz porodice Cucurbitaceae. Prema
botani¢koj pripadnosti porodica Cucurbitaceae pripada redu Cucurbitales, razredu
Magnoliopsida, u carstvu Plantae (Deyo i O'Malley, 2008). Porodica Cucurbitaceae botanicki
je vrlo bogata te obuhvaca 940 do 980 biljnih vrsta svrstanih u 97 rodova (Schaefer i Renner,
2011). Ove vec¢inom jednogodisnje toploljubive biljke nastanjuju tropska, suptropska i toplija
podru¢ja, a stradati mogu ve¢ 1 od slabog mraza (LeS$i¢ i sur., 2004). Mnoge vrste iz ove
porodice od gospodarskog su znacaja te se uzgajaju za ljudsku prehranu i Zivotinjsku ishranu.
Gospodarski najvazniji rodovi unutar porodice Cucurbitaceae su: Cucumic, Citrullus,
Lagenaria i Luffa (Bisognin, 2002). Na svjetskoj razini, najvaznije kultivirane tikvenjace su
krastavac (Cucumis sativus L.), lubenica (Citrullus lanatus (Thunberg) Matsum et Nakai),
dinja (Cucumis melo L.), tikve (Cucurbita pepo L., Cucurbita maxima Duch., Cucurbita
moschata (Lom.) Duch et Poir) te meksi¢ki krastavac (Sechium edule Schwartz.).

Velika raznolikost vrsta porodice Cucurbitaceae razlog je Sarolikog geografskog
podrijetla kultiviranih tikvenjaca. Vrste roda Cucurbita potjecu iz Srednje i Juzne Amerike, a
u zemlje Starog svijeta proSirile su se tek nakon Kolumbovih otkrica (Vucurovi¢, 2012).
Sjemenke tih vrsta pronadene u grobovima u Peruu procijenjene su na 8000 godina starosti
(Lesi¢ 1 sur., 2004). Neke od ostalih vrsta ove porodice porijeklom su iz Starog svijeta, pa
tako krastavac (Cucumis sativus L.) dolazi iz Azije (Indije), lubenica (Citrullus lanatus
(Thunberg)) iz Indije i Afrike, a dinja (Cucumis melo L.), momordika (Momordica charantia
L.), vrg (Lagenaria siceraria (Molina) Standley) i vostana dinja (Benincasa hispida (Thunb.)
Cogn.) iz Azije 1 Afrike (Vucurovi¢, 2012; McCreight, 2017).

Unutar roda Cucurbita nalazi se dvanaest ili trinaest vrsta, od kojih se pet uzgaja kao
povrée: Cucurbita pepo L., C. maxima Duchesne, C. moschata Duchesne, C. argyrosperma
Huber i C. ficifolia Bouché (Paris, 2017). Od navedenih pet vrsta, prve tri su
najrasprostranjenije i najces¢e se uzgajaju (Paris, 2017). Vrste roda Cucurbita biljke su koje
brzo rastu i razvijaju puno zelene mase, a cilj njihovog uzgoja najcesce su plodovi razli¢itih
veli¢ina, oblika 1 boja. Osim upotrebe nedozrelih 1 dozrelih plodova u prehrani, iz plodova se
izdvajaju sjemenke koje se mogu jesti zasebno ili se Cesto preraduju u visokokvalitetno ulje.

Zbog velike raznolikosti oblika i boja ploda, mnoge vrste nalaze upotrebu kao ukrasni



predmeti. Velika raznolikost kultivara unutar vrsta iz roda Cucurbita omogucava Siroku
primjenu plodova, ali i cvjetova i listova ovih biljaka.

Kao i kod ostalih vrsta biljaka koje se uzgajaju, oplemenjivanje tikvenjaca usmjereno je
ka povecanju prinosa i kvalitete ploda, te prema razvoju kultivara otpornih na napade raznih
Stetnika i bolesti.

Prema podacima Svjetske organizacije za prehranu i hranu (FAO, 2017) u svijetu se
tikvice i tikve uzgajaju na oko 2 078 tisuca ha, sa prosje¢nim prinosom od 13.2 t/ha (FAO,
2019). U Europi se uzgajaju na povrsini od 177 tisuca ha, sa prosje¢nim prinosom od 23.7
t/ha. Zemlje vodece u proizvodnji ovih kultura su Kina, Indija, Rusija te Ukrajina (FAO,
2019). Podataka o proizvodnji tikvica i tikvi u Hrvatskoj nema, jer se vode pod ,ostalo

povrée* (Lesic 1sur., 2016).

2.1.1. Tikvica, Cucurbita pepo L.

Vrsta Cucurbita pepo L. podrijetlom je iz Sjeverne i Srednje Amerike, a danas je Siroko
rasprostranjena i uzgaja se diljem svijeta u podru¢jima umjereno hladne do tropske klime,
ukljucujuéi i polu-suha podrucja (Paris, 2017). Arheoloski dokazi prisutnosti tikvica, C. pepo
U Meksiku 1 istocnom SAD-u datiraju od prije 10 do 30 tisu¢a godina (Robinson i Decker-
Walters, 1997). Robinson i Decker-Walters (1997) takoder navode kako je bas ova vrsta prva
tikva unesena u Europu.

Zahvaljujuci svojoj prilagodljivosti, brzom dozrijevanju i dobrim prinosima, C. pepo
gospodarski je vaznija od ostalih vrsta iz roda Cucurbita i donosi vetu financijsku dobit
(Gong et al., 2013). Paris (2017) i Robinson i Decker-Walters (1997) navode kako se ova
vrsta smatra jednom od vrsta s najve¢om raznolikoS$¢u plodova i njihovih karakteristika u
cijelom carstvu biljaka. Plodovi C. pepo mogu narasti i do 25 kilograma tezine, mogu biti
zeleni, zuti, narancasti, od sasvim tamnih do gotovo bijelih plodova sa razli¢itim uzorcima
(Paris, 2017). Unutrasnjost ploda takoder moze biti razlicitih boja, od zeleno bijele do
intenzivne Zute ili naranCaste, a sjemenke mogu narasti od 8 do 25 mm duZine te im duZina
moze biti viSe od dva puta veca od Sirine (Paris, 2017). Raznolikost oblika i veli¢ina plodova
unutar ove vrste, prikazana je na slici 2.1.

Vrsta C. pepo ima Cvrste listove sa oStrim bodljicama i duboko urezane plojke, sa
tvrdom, uglatom i uzduZzno Zljebastom stapkom. Cvjetovi su Zute ili narancaste boje sa
laticama zaoStrenim na vrhu, a sjeme je ovalno spljoSteno sa izraZzenim rubom boje tamnije

od povrsine sjemenke (Paris, 2017).



Sasvim mladi plodovi C. pepo koriste se za jelo neoguljeni i obi¢no se nazivaju tikvice,
a mladi plodovi blizu pune veli¢ine prije konzumacije moraju se oguliti i potrebno im je

odstraniti sjemeniste (LeSic i sur., 2004).
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Slika 2.1. Prikaz raznolikosti oblika i veli¢ina plodova unutar vrste C. pepo (Izvor: Paris, 2017)

2.1.2. Tikva (bundeva), Cucurbita maxima Duchesne ex Lam.

Vrsta Cucurbita maxima podrijetlom iz Sjeverne i Juzne Amerike danas je Siroko
rasprostranjena i uzgaja se u umjerenom temperaturnom pojasu zahvaljuju¢i mornarima koji
su je u 16. stolje¢u prenijeli u Europu (Paris, 2017). Cucurbita maxima uzgaja se diljem
svijeta, pogotovo u Juznoj Americi, Indiji i Africi (Robinson i Decker-Walters, 1997).
Zahvaljujuéi vecoj tolerantnosti na hladnocu, u odnosu na ostale vrste ovog roda, C. maxima
uzgaja se i na viS§im nadmorskim visinama (Robinson i Decker-Walters, 1997).

Kao i C. pepo, C. maxima ima veliku raznolikost kultivara, pa tako plodovi ove vrste
mogu doseci tezinu od 600 kg, a dolaze u raznim oblicima kao Sto su oblik turbana ili banane
i sli¢no (Paris, 2017). Vanjska boja plodova moZe biti od crveno-narancaste, preko ruzicasto-
narancaste pa sve do bijele ili ¢ak tamno zelene, gotovo crne. Plodovi oblika turbana cesto
dolaze u kombinaciji dvije ili tri boje. Unutrasnjost ploda takoder moze biti razli¢itih boja

(Paris, 2017). Tikvu (bundevu), Cucurbitu maximu, odlikuju krupni bubrezasti listovi, slabo
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urezani ili bez ureza, dok su cvjetovi zvonoliki sa Sirokim laticama i uskom ¢askom (LeSi¢ i
sur., 2004). Raznolikost boja i oblika unutar ove vrste prikazana je na slici 2.2.

Plodovi C. maxime koriste se kada su fizioloski zreli, od jeseni i tijekom zime, a
najcesce se nazivaju bundeva, zuta bundeva ili bundeva pecenica (Lesi¢ i sur., 2004), ali i

tikva.

Slika 2.2. Prikaz raznolikosti oblika i veli¢ina plodova unutar vrste C. maxima (Izvor: Paris, 2017)



2.2. Virusne bolesti tikvenjaca

Mnogi autori navode da virusne bolesti mogu uzrokovati ozbiljne ekonomske gubitke, u
vidu smanjenja koli¢ine i kvalitete prinosa te pada trzisne vrijednosti plodova (Sevik i Arli-
Sokmen, 2003; Lecoq i sur., 2003; Novak i Ivi¢, 2019; Vucurovié¢ i sur., 2009b). Lecoq i
Deshiez (2012) navode da se na biljkama iz porodice Cucurbitaceae u svijetu javlja vise od
59 virusa. Ekonomski najvaznijima smatraju se virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic
virus, CMV), virus zutog mozaika tikvice (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV), virus
mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV), virus prstenaste pjegavosti papaje
(Papaya ringspot virus, PRSV), te virus mozaika bundeve (Squash mosaic virus, SqMV)
(Vucurovi¢, 2012; Novak i Ivié, 2019; Agrios, 2005; Nameth i sur., 1986; Lecoq i sur., 2003).
Nove vrste virusa koji napadaju tikvenjace konstantno se opisuju, kao $to se biljeze i novi
sluGajevi zaraza tikvenjac¢a do sada poznatim virusima (Kucharek i Purcifull, 1997).

Simptomi koje uzrokuju virusne bolesti tikvenjac¢a uvelike variraju iz godine u godinu,
ovisno o intenzitetu pojave virusa, osjetljivosti biljke domacina, vremenu ostvarene infekcije,
prisutnosti razli¢itih sojeva virusa, mjeSovitim zarazama, prisutnosti i aktivnosti vektora,
vremenu zaraze domacina, vremenskim uvjetima ili mjestu proizvodnje (Novak i Ivi¢, 2019;
Komata i sur. 2014; Vucurovi¢ i sur., 2009b).

Biljnim je virusima, kao obligatnim parazitima, za opstanak neophodna Zziva biljka.
Virus koji se nalazi u jednogodi$njoj ili dvogodiSnjoj biljci mora se CeS¢e prenositi na zdrave
biljke u odnosu na onaj virus koji se nalazi u viSegodisnjim biljkama (Jureti¢, 2002). Prijenos
biljnih virusa ostvariv je na mnogo nacina: vegetativnim razmnozavanjem biljaka domacina,
mehanic¢kim prijenosom preko zarazenog biljnog soka, sjemenom, polenom, vilinom kosom,
cijepljenjem, kukcima, grinjama, nematodama i gljivama (Agrios 2005; Juretic 2002).
Izuzevsi Sirenje zarazenim sadnim materijalom, naj¢e$¢i i1 ekonomski najvazniji nacin
prijenosa biljnih virusa je uz pomo¢ kukaca kao vektora (Agrios, 2005). Malo je grupa kukaca
koje mogu prenositi biljne viruse, a najvazniji od njih su lisne usi (Aphididae), pripadnici reda
Homoptera. Lisne usi biljne viruse prenose na tri nacina: neperzistentno, semiperzistentno i

perzistentno, siSuci biljni sok zarazenih biljaka (Jureti¢, 2002).

2.2.1. Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV)

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) pripadnik je roda
Cucumovirus porodice Bromoviridae, kojoj pripadaju i rodovi Bromovirus, llarvirus,

Alfamovirus i Oleavirus (Agrios, 2005).



Virus mozaika krastavca najrasprostranjeniji je virus tikvenjaéa uzgajanih na
otvorenom, a prisutan je i kod uzgoja u zasticenim prostorima (Blanchard i sur. 1994). Virus
je prvi puta potvrden na tikvama u SAD-u 1916. godine, kada su ga odvojeno opisali S. P
Doolittle u Michiganu te I. C. Jagger u New Yorku (loc. cit. Garcia-Arenal i Palukaitis, 2008).
Od tada se prosirio po svim kontinentima (Blanchard i sur. 1994). Geografski Siroko
rasprostranjen, ovaj virus ima najveéi broj domaéina od svih poznatih virusa (Kim i sur.,
2010). Massumi i sur. (2007) 1 Vucurovi¢ (2012) navode da taj virus moze zaraziti vise od
1300 biljnih vrsta iz vise od 500 rodova i 100 porodica. Domac¢ini CMV-a mogu biti
jednogodisnje ili viSegodiSnje vrste, kultivirane, ali 1 korovne vrste (Blanchard 1 sur. 1994).
Ovako $iroko rasprostranjen, samostalno ili u kombinaciji s drugim virusima uzrokuje pojave
mnogih epifitocija svugdje po svijetu (Novak i Ivi¢, 2019). Najvazniji domaéini ovog virusa
su: krastavci, gladiole, dinje, tikve, paprike, Spinat, rajCica, celer, cikla, grah, banana i biljek
iz porodice krstaSica (Agrios, 2005). Virus mozaika krastavca u Hrvatskoj je na vrstama
Aristolochia clemantis (zuta vucja stopa), Hespera dinarica (dinarska vecéernica), Nicandra
physaloides (nikandra, peruanska jabuka) i Sonchus oleraceus (kostri§) 1974. godine pronasao
prof. Jureti¢ (Jureti¢, 1974). Prisutnost ovog virusa u Hrvatskoj takoder je zabiljeZena i na
raj¢ici (Skori¢ i sur., 1996), maslini (Bjeli§ i sur., 2007; Luigi i sur., 2011), krastavcima,
paprici i tikvicama (Novak, 2019). Skori¢ i sur. (2000) CMV su pronali na vrstama Capsella
rubella (rusomaca), Conyza canadensis (kanadska hudoljetnica) i Solanum nigrum (crna
pomocnica).

Zaraze CMV-om u povrcarskoj proizvodnji posebno dolaze do izrazaja u proljece i
jesen, a Stete su velike jer napada mlade biljke (Blanchard i sur. 1994). Cucumber mosaic
virus uzrokuje pojavu mozaika, pjegavost, deformiranost listova, cvjetova i plodova, biljke su
smanjenog rasta, a moze uzrokovati venuce biljke (Agrios, 2005). Simptomi koje uzrokuje
virus mozaika krastavca vrlo ¢esto nisu specificni za taj virus ve¢ su rezultat reakcije
domacéina na zarazu (Garcia-Arenal i Palukaitis, 2008).

Korovi vrlo ¢esto imaju ulogu zimskih domacina, na kojima se virus odrzava kada je
vegetacija u mirovanju, a u proljece postaju izvori zaraze, ali i vektora, lisnih usi (Blanchard 1
sur. 1994). Vektori virusa mozaika krastavca, lisne usi, virus prenose na neperzistentan nacin 1
dovode do brzog Sirenja zaraze u nasadu. Kratko vrijeme akvizicije virusa uz retenciju od dva
sata omogucava vrlo brzi prijenos virusa u nasadu sa malim brojem vektora, koji ¢esto ostanu
neprimije¢eni. Mnogo je vrsta lisnih usi, preko 80, koje prenose CMV, no najces¢i vektori su
pamukova lisna u$ (Aphis gossypii) i zelena breskvina us (Myzus persiceae) (Blanchard i sur.

1994; Massumi i sur. 2007; Vucurovi¢, 2012; Novak i Ivi¢, 2019). Osim lisnim usima 0vaj se
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virus prenosi i siemenom, parazitskim biljkama, zarazenim biljnim sokom te mehanicki (Kim
i sur., 2010).

Zahvaljuju¢i mnostvu razli¢itih sojeva, CMV je rasprostranjen Sirom svijeta. Neki su
sojevi prilagodeni toplijim predjelima Mediterana i tropskih krajeva, dok drugima vise
odgovaraju nize temperature u umjerenim podrucjima sjeverne Europe (Blanchard i sur.

1994).

2.2.2. Virus zutog mozaika tikvice (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV)

Virus zutog mozaika tikvice (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMYV) pripada rodu
Potyvirus, porodice Potyviridae, kojoj pripadaju i rodovi Impomovirus, Macluravirus,
Tritimovirus, Rymovirus te Bymovirus (Agrios, 2005).

Virus Zutog mozaika tikvice danas se smatra jednim od najStetnijih virusa tikvenjaca u
svijetu (Vucurovi¢ i sur., 2009b). Ovaj je virus prvi puta uocen u Italiji 1973., na tikvicama,
nakon &ega je i dokazan nekoliko godina kasnije (Lisa i sur., 1981). Sest godina kasnije, 1979.
godine, isti je virus potvrden u Italiji i Francuskoj na bundevi i dinji (Desbiez i Lecoq, 1997).
Od otkri¢a 1973. odnosno 1979. godine, ovaj se virus prosirio u vise od pedeset zemalja te ga
sada mozemo pronaci na svim kontinentima osim na Antartici (Desbiez 1 Lecoq, 1997). Brzo
Sirenje ovog virusa objasSnjeno je na dva nacina, kao epidemija ,,novog* virusa te kao virus
prisutan mnogo prije, ali ¢ije se prisustvo nije moglo dokazati onda$njim dijagnostickim
metodama (Desbiez i Lecoq, 1997).

ZYMV u prirodi napada vrste iz porodice Cucurbitaceae: tikvice, krastavce, dinje,
lubenice i bundeve (Agrios 2005; Desbiez i Lecoq 1997), kao i neke korovne vrste iz porodice
Amaranthaceae (Stirovi), Malvaceae (sljezovi), Convolvulaceae (svlakovi) i Compositae
(glavocike) (Novak i Ivi¢, 2019).

Na biljkama zaraZzenim ZYMV-om moze se uo¢iti usporen rast, zucenje listova i pojava
mozaika, smanjena cvatnja, deformacija cvjetova, sitni plodovi vrlo ¢esto deformirani sa
raznim izbo¢inama, a deformiranost je katkad vidljiva i na sjemenkama (Komata i sur. 2014;
Agrios 2005). Zaraza u ranim razvojnim stadijima biljaka moZe znaCajno smanjiti prinose,
zarazene biljke su manje od prosjeka, a njihovi plodovi toliko deformirani da nisu prikladni za
prodaju (Komata 1 sur., 2014). Isti autori navode kako je veca vjerojatnost da ¢e do¢i do
odbacivanja nezrelih plodova ako je biljka zaraZena u ranijim fazama vegetacije, u odnosu na
biljke zarazene nakon prvog plodonoSenja. Do pojave ozbiljnijih simptoma moze do¢i kod

mijeSane zaraze ZYMV-om i jo§ nekim virusom, primjerice CMV-om (Desbiez i Lecoq,



1997). Od prve pojave ZYMV-a zabiljezena je velika varijabilnost izmedu izolata ovog
virusa, u ovisnosti o geografskom podrucju (Desbiez i Lecoq, 1997).

Ovaj se virus, kao i CMV, prenosi lisnim usima kao vektorima, na neperzistentan nacin
(Agrios 2005; Komata i sur. 2014; Blua i Perring, 1989). Najvazniji vektori su zelena
breskvina u§ (Myzus persicae), pamukova lisna u$ (Aphis gossypii), mlje¢ikina lisna u$
(Macrosiphum euphorbiae) te zelena lisna us$ agruma (Aphis citricola) (Novak i Ivi¢ 2019;
Komata i sur, 2014; Gotlin Culjak i sur. 2012). Ukupno je zabiljezeno 26 vektorskih vrsta
lisnih usi, sa razli¢itom uéinkovito$¢u prijenosa (Simmons i sur. 2013). lako je prijenos
vektorima najc¢e$¢i nacin Sirenja ovog virusa, njegovo Sirenje moguce je mehanicki zarazenim
biljnim sokom te zaraZenim sjemenom tikvica (Komata 1 sur. 2014; Simmons 1 sur. 2013;
Desbiez i Lecoq 1997). Prijenos sjemenom dokazan je za vrstu C. pepo, u vrlo malom
postotku (Desbiez i Lecoq 1997). Smatra se da se virus nalazi na vanjskom dijelu sjemenke te
da do zaraze dolazi prilikom klijanja (Desbiez i Lecoq, 1997). Isti autori navode da iako biljke
zarazene ZYMV-om proizvode mali broj vijabilnih sjemenki, taj mali broj virusom zaraZenih

sjemenki moze posluziti kao primarni inokulum za razvoj jakih epifitocija.

2.2.3. Virus mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV)

Virus mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV) pripada rodu Potyvirus,
porodice Potyviridae (Agrios, 2005). Rod Potyvirus najveca je grupa biljnih virusa, sadrzi
preko 200 vrsta biljnih virusa (Ali i Natsuaki, 2007).

WMV prvi su puta opisali Webb i Scott 1965. godine na Floridi, a na temelju kruga
domacina, unakrsne zastite i antigenih osobina izdvojili su dva virusa i oznacili ih kao WMV
11 WMV 2 (Vucurovi¢ 2012; Ali i Natsuaki 2007). Nazivom WMV 1 oznaceni su oni izolati
koji nisu mogli zaraziti vrste iz porodice Cucurbitaceae, a nazivom WMV 2 oni izolati koji su
mogli zaraziti vrste iz porodice Cucurbitaceae (Ali i Natusaki, 2007). Kasnijim istrazivanjima
je utvrdeno da je WMV 1 potpuno druga vrsta virusa koji se danas naziva Papaya ringspot
virus (PRSV), a WMV 2 zapravo je Watermelon mosaic virus (WMYV), koji se jo§ naziva i
General watermelon mosaic virus (Ali i Natsuaki 2007; Vucurovi¢ 2012). Ovaj je virus
prisutan u mnogim dijelovima svijeta (Europa, Cile, Iran, Izrael, Japan, Meksiko, Novi
Zeland, SAD, Venecuela) i smatra se virusom umjerenih i mediteranskih klimatskih regija
(Vucurovi¢ 2012; Desbiez i sur. 2009).

Za razliku od ostalih pripadnika roda Potyvirus, WMV ima S$irok krug domacina. Moze
zaraziti najmanje 160 vrsta biljaka iz 23 porodice dvosupnica, kako navode Gilbert i sur.
(1994), odnosno vise od 170 vrsta iz 27 porodica kako navode Ali i Natsuaki (2007). Ovaj
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virus uzrokuje ekonomske gubitke na vrstama iz porodica Cucurbitaceae, Leguminosae,
Malvaceae i Chenopodiaceae (Ali i Natsuaki, 2007). WMV pronalazimo u tikvicama, grasku,
Spinatu i mrkvi (Ali i Natsuaki, 2007).

Prisutnost WMV na biljkama uzrokuje pojavu mozai¢nih simptoma, boranje i
deformacije listova, nitavost listova na rubovima, takoder je moguca pojava kloroti¢nih pjega,
tamnjenje zila lista te pojava uzdignutih zelenih mjehura (Ali i Natsuaki 2007; Thomas 1980).
lako Siroko rasprostranjen, WMV je u pocetku smatran manje vaznim virusom jer je
uzrokovao pojavu blagih simptoma. Nakon 1999. godine zapaZena je pojava izolata koji
uzrokuju ozbiljnije simptome (Desbiez i sur. 2007). Ako je infekcija ovim virusom ostvarena
rano u vegetaciji, Stete mogu biti od 50 do 100% (Vucurovic¢ i sur., 2010).

Prijenos WMV-a mogu¢ je mehanicki, sjemenom i vektorima (Lovisolo, 1980). Prijenos
vektorima mogu¢ je na neperzistentan nac¢in lisnim usima, najce$ée vrstama Aphis gosyphii i
Myzus persicae, ali i vrstom Aphis fabae te mnogim drugim (Lovisolo, 1980). Osim lisim

usima, prijenos WMV moguc¢ je i lisnim minerom Liriomyza sativae (Novak i Ivi¢, 2019).

2.2.4. Zastitne mjere

Dvije temeljne skupine mjera za suzbijanje biljnih virusa su preventivne i terapijske
mjere (Jureti¢, 2002). Preventivnim se mjerama sprjeCava zaraza i njeno daljnje Sirenje, a
terapijskim se nastoji eliminirati virus iz zarazene biljke ili ublaziti u¢inak bolesti (Juretic,
2002). Terapijske mjere, u kojima se za uniStavanje virusa ili ograniCavanje njegovog
djelovanja koriste razli¢iti kemijski spojevi ili poviSena temperatura, skupe su i vrlo ¢esto
imaju fitotoksi¢an ucinak (Jureti¢, 2002). Kombiniranje viSe preventivnih mjera odnosno
integrirana zaStita od virusa u praksi omogucava postizanje dobrih rezultata (Jureti¢, 2002;
Nameth i sur., 1986; Bulaji¢ 1 sur., 2010).

Uklanjanjem korovnih biljaka, koje su vrlo cesto rezervoari virusa, smanjujemo
mogucnosti proSirenja zaraze na uzgajanu kulturu (Jureti¢, 2002; Nameth 1 sur., 1986;
Desbiez i Lecog, 1997). Uklanjanje korovnih vrsta moguce je nekim od kultivacijskih zahvata
(plijevljenje, kosnja, iscrpljivanje) ili primjenom odgovaraju¢ih herbicidnih pripravaka.
Jureti¢ (2002) takoder navodi da je za izbjegavanje Sirenja virusne zaraze potrebno iz nasada
ukloniti i unistiti inficirane kultivirane biljke, kao i kultivirane biljke zaostale iz prijasnjih
usjeva. Prostornom i vremenskom izolacijom usjeva te pravilnom higijenom u nasadu takoder
mozemo smanjiti pojavnost viroza. Zbog dokazane prenosivosti nekih virusa sjemenom
(ZYMV, WMV), vazna preventiva mjera je upotreba bezvirusnog sjemena i bezvirusnog

sadnog materijala (Desbiez i Lecog, 1986; Lovisolo 1980; Jureti¢, 2002).
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Vaznu ulogu u Sirenju virusnih zaraza imaju i vektori, lisne usi (Blanchard i sur. 1994;
Massumi i sur. 2007; Jureti¢, 2002). Kako bi se smanjila mogucnost Sirenja zaraze, potrebno
je raznim metodama djelovati na smanjenje populacije vektora (Jureti¢, 2002; Namteh i sur.,
1986; Novak i Ivi¢, 2019). Koristenje zastitnih mreza i reflektirajuéih folija, kao i zutih ploca,
pridonosi smanjenju populacije vektora (Namethi i sur, 1986; Jureti¢, 2002; Gotlin Culjak,
2015). Kemijsko suzbijanje virusa lisnih usi koje viruse prenose na neperzisentan nacéin
(CMV, ZYMV, WMV) cCesto moze biti neucinkovito (Jureti¢, 2002). Insekticide je potrebno
primijeniti u ranim faza naseljavanja lisnih uSi, Sto je moguce odrediti samo pracenjem
populacije Stetnika Zutim plocama ili nekom drugom metodom. Prisutnost lisnih usi na
tikvenjatama kroz cijelo vrijeme trajanja vegetacije zahtjeva Cesto ponavljanje insekticidnih
tretmana S§to znatno povecéava troskove proizvodnje i ima negativan utjecaj na okolis. Mnogi
autori (Nameth i sur., 1986; Massumi i sur., 2007; Desbiez i Lecog, 1997) navode primjenu
mineralnih ulja, koja stvaranjem zastitnog sloja na listovima otezavaju hranjenje lisnim us§ima.
Isti autori navode da su Cesta primjena i teSko osiguravanje dobre pokrivenosti nedostaci ove
metode. Jo$ jedan od nacina suzbijanja lisnih usi je biolo§ko suzbijanje prirodnim
neprijateljima. Korisne bozje ov¢ice (Adalia bipunctata), zlatooke (Chrysoperia carnea) ili
parazitske osice roda Aphidius, iako kroz duZe razdoblje, u¢inkovite su u suzbijanju lisnih usi
(Maceljski, 2002; Novak i Ivi¢, 2019).

Naju¢inkovitija i najjeftinija metoda zastite od biljnih virusa je uzgoj otpornih, manje
osjetljivih ili tolerantnih kultivara (Ali i Natsuaki, 2007; Nameth i sur., 1986; Bulaji¢ i sur.
2010; Jureti¢, 2002). Mnoge velike sjemenarske kuce razvile su kultivare krastavaca, dinja,
lubenica, tikvica i tikvi relativno visokih ili zadovoljavajucih otpornosti na najvaznije viruse.
U svojim katalozima, sjemenarske ku¢e navode oznake otpornosti razvijenih hibrida. Oznaka
,»IR“ oznafava hibride srednje otpornosti (engl. intermediate resistance), a oznaka ,HR*
hibride visoke otpornosti (engl. high resistance) (Syngenta, katalog tikvenjac¢a 2013). Oznaka
»IR CMV/WMV/ZYMV* prikazana na slici 2.3. kod hibrida tikvice Afrodite F1 oznacava da
je hibrid srednje otporan na navedene viruse te da se moze uspjes$no uzgajati u podrué¢jima sa

visokim pritiskom tih virusa.
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Afrodite F1 Visoko prinosan rani hibrid za otvoreno polje i uzgoj tjiekom ljeta

Osnovne karakteristike i preporuke za uzgoj:

* Bujna biljka sa srednje dugim internodijima

* Plodovi cilindricni, tamno zelene boje

e (Qdlicna oplodnja i u stresnim uvjetima,
preporuca se za ljetni uzgoj na otvorenom

* Zbog visokog potencijala rodnosti
preporucuje se berba u kracim ciklusima

* Malo se ostecuje prilikom berbe,
pakiranja i tijekom transporta

* Dobro se cuva nakon berbe i u uvjetima
sa nedovoljno viage

Slika 2.3. Oznaka otpornosti hibrida (Izvor: Syngenta)

2.3. Dijagnosticke metode u biljnoj virologiji

Postavljanje to¢ne dijagnoze odnosno utvrdivanje uzrocnika biljne bolesti, prvi je korak
u odredivanju prikladnih mjera zasStite. U biljnoj virologiji postoji viSe nacina za dokazivanje
prisutnosti i identifikaciju biljnih virusa (Jureti¢, 2002). To su biotestovi na test biljkama
indikatorima (mehanicka inokulacija, indeksiranje), razne mikroskopske tehnike (svjetlosna i
elektronska mikroskopija), seroloske metode te metode temeljene na analizi nukleinskih
kiselina (PCR). Biotestovi i mikroskopske metode nisu dovoljni za postavljanje dijagnoze, pa
se u tu svrhu koriste seroloske 1 molekularne metode.

Brojne seroloske metode razvijene su za rjeSavanje teorijskih problema 1 prakti¢nih
pitanja u biologiji i medicini (Jureti¢, 2002). Isti autor navodi da se u biljnoj virologiji virusni
imuni serum (antiserum) ponajprije koristi za identifikaciju pojedinog virusa ili virusnog soja.
Pripremom imunog seruma odredenog virusa i njegovom pozitivnom reakcijom sa biljnim
sokom zaraZzene biljke moze se zakljuciti da se u toj biljci nalazi odredeni virus (Juretic,
2002).

Seroloske metode temelje se na specificnoj reakciji izmedu antigena odnosno virusa
(proteina) 1 specificnog protutijela (Lima 1 sur., 2012). UnoSenjem antigena u organizam
nekih kraljesnjaka (primjerice kunica ili ptice) dolazi do imunosnog odgovora u tijelu
zivotinje (Lima i sur., 2012; Jureti¢, 2002). Kao produkt imunosnog odgovora nastaju imuni

serumi (antiserumi) (Lima i sur., 2012; Juerti¢, 2002). Razli¢ite vrste protutijela veZzu se na
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razli¢ita mjesta na antigenu: pojedina vrsta protutijela moze se vezati samo na odredena
mjesta na antigenu, odnosno na odredene epitope (Jureti¢, 2002). Isti autor navodi da postoje
poliklonski imuni serumi koji sadrze razli¢ite vrste protutijela (veZu se na razli¢ite epitope) te
monoklonski imuni serumi koji posjeduju specifi¢nost za jedan epitop na antigenu. Lima i sur.
(2012) navode da su nastala protutijela takoder proteini, iz skupine imunoglobulina (Ig).
Najceséi oblik imunoglobulina je imunoglobulin G (IgG) i upravo se on najcesce koristi u
seroloskim reakcijama (Lima i sur., 2012).

Zbog jednostavnosti i brzine izvodenja, te zbog visoke specifi¢nosti i mogucnosti
standardizacije, seroloske se metode vrlo Cesto koriste u detekciji virusa (Clark i Adams,
1977). Provodenje seroloskih metoda moguce je na viSe nacina: kaplji¢nim testovima, ,,strip-
testovima®, testovima u agaroznom gelu (jednostruka i dvostruka radijalna imunodifuzija),
ELISA-metodom te imunoelektroforezom. Najzastupljenija seroloska metoda je ELISA (engl.

enzyme-linked immunosorbent assay).

2.3.1. ELISA

Niska koncentracija virusa, nepovoljna morfologija i prisutnost raznih ¢estica u biljnom
ekstraktu otezavaju detekciju biljnih virusa (Clark i sur., 1976). Enzimski imunotest na ¢vrstoj
fazi (ELISA, engl. enzyme-linked immunosorbent assay) jedna je od najéeS¢e koristenih
seroloskih tehnika, koja se koristi za odredivanje prisutnosti antigena ili protutijela u
razli¢itim uzorcima (Halassy, 2007). Ova se specifi¢na i osjetljiva metoda koristi od 1970.-ih
godina (Clark i Adams, 1977; Lima i sur., 2012).

Enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi razvili su Petar Perlmann i Eva Engvall sa
Stokholmskog sveuéilista u Svedskoj. Istovremeno su nizozemski znanstvenici Anton
Schuurs i Bauke van Weemen razvili sliénu metodu EIA (engl. enzyme immunoassay). lako se
ove dvije metode razlikuju po na¢inu analize, obje se temelje na imunotestu sa enzimima.
Ranije poznate metode (RIA, engl. radioimunoassay) temeljile su se na KkoriStenju
radioaktivnih spojeva kod vizualizacije rezultata. Nakon otkri¢a ovih dviju metoda (ELISA,
EIA) doslo je do razvoja njihovih novih podvrsta i varijacija (Lequin, 2005).

Metodom ELISA moguce je otkriti virusne Cestice u jako malim koncentracijama te
morfoloski razli¢itih oblika (Lima i sur., 2012). Isti autori navode da je ova metoda visoko
osjetljiva, prilagodljiva i ekonomski prihvatljiva te iz tih razloga ima Siroku upotrebu. Ova
metoda omogucava ispitivanje veceg broja uzoraka u manjem vremenskom intervalu (Lima i
sur., 2012; Jureti¢, 2002). Kvantitativni rezultati te moguénost polu-automatizacije izvodenja

jos su neke njene prednosti (Bhat i sur., 2010).
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ELISA test karakterizira specificna interakcija izmedu antigena (Ag) i protutijela (Ab,
engl. antibody). Ta specifi¢na interakcija (imunotest) ovisi o dobrom prostornom poklapanju
Ag i Ab, $to kao posljedicu ima visoku specificnost takvih reakcija. Enzimski imunotest na
¢vrstoj fazi koristi svojstvo raznih plastika da na svojoj povrsini adsorbiraju monomolekulske
slojeve proteina. Takoder, plasticna povr§ina omogucéuje jednostavno ispiranje suviska
reagensa 1 nespecificnih molekula. Enzimskom reakcijom na kraju testa omogucena je
vizualizacija rezultata analize. (Halassy, 2007)

Kako navode Clark i sur. (1976), tom se tehnikom virus iz uzorka (antigen) selektivno
zarobljava i imobilizira uz pomo¢ specifi¢nih protutijela prethodno adsorbiranih na stjenke
plasti¢ne mikrotitarske plocice. Nadalje, zarobljeni virus reagira sa specifi¢nim protutijelima
koja nose enzime, visak protutijela sa vezanim enzimima se ispire, a za detekciju preostalih
enzima (vezanih na protutijela) dodaje se specifiéni enzimski supstrat i dolazi do promjene
boje (Clark i sur., 1976). Spektrofotometrijskim mjerenjem obojenog produkta odreduje se
jacina reakcije, a promjena boje proporcionalna je koncentraciji virusa u uzorku (Clark i sur.,
1976).

Najcesce koristeni oblici metode ELISA su direktna i indirektna ELISA (Lima i sur.,
2012). Osim navedenih oblika, postoje i TAS-ELISA (engl. triple antibody sandwich), PAS-
ELISA (engl. protein A-sandwich), te IP-ELISA (engl. immune precipitation) (Lima i sur.,
2012).

2.3.1.1. Direktna ELISA, DAS-ELISA

Za detekciju biljnih virusa najcesce se koristi direktna ELISA. Ova se metoda cesto
naziva i DAS-ELISA, dvostruka protutijelna sendvi¢-metoda (engl. double antibody sandwich
ELISA) (Clark i Adams, 1977; Lima i sur., 2012; Jureti¢, 2002). U toj se metodi mikrotitarska
plocica oblaze protutijelima specificnim za istraZivani virus. Nakon ispiranja, u bunari¢
mikrotitarske plocice se dodaje virusni uzorak koji ¢e se vezati na protutijela. Nevezani se
virus uklanja ispiranjem. U bunari¢e se ponovno dodaju protutijela koja na sebi imaju vezan
enzim, a viSak se ispire. Virusni se uzorak sada nalazi ,,zarobljen* u sendvicu izmedu dva
sloja protutijela. Dodavanjem bezbojnog enzimskog supstrata dolazi do reakcije izmedu
dodanog enzimskog supstrata i enzima vezanog na protutijela. Enzim vezan na protutijela
razgraditi ¢e dodani supstrat i do¢i ¢e do promjene boje otopine. Na slici 2.3. prikazan je
DAS-ELISA postupak. Promjenom boje otkriva se antigen (virus). Promjena boje registrira se

vizualno i kolorimetrijski (Jureti¢, 2002).
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Direct ELISA - DAS-ELISA

bd lad e B

Virus antigen Y Virus IglG Virus [gls conjugate bstrate

Slika 2.3. Shematski prikaz metode DAS-ELISA (lzvor: Lima i sur., 2012)
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3. Materijali i metode

3.1. Pregled terena i sakupljanje uzoraka

Tijekom vizualnih pregleda nasada tikvica i tikvi na otvorenom prikupljani su uzorci za
laboratorijsku analizu u razdoblju od 8. srpnja do 21. kolovoza 2019. godine. Uzorci su
sakupljeni nasumic¢no ili u dogovoru s proizvodacem. Uzorkovani su simptomati¢ni listovi i
plodovi (Slika 3.1.). Uzorkovanje je obavljeno u Sest Zupanija: Viroviticko-podravskoj,
Varazdinskoj, Dubrovacko-neretvanskoj, Sisacko-moslavackoj, Medimurskoj i Istarskoj.
Ukupno su prikupljena 82 uzorka: 32 iz Varazdinske, 17 iz Viroviticko-podravske, 19 iz
Dubrovacko-neretvanske, 4 iz SisaCko-moslavacke, 7 iz Medimurske te 3 uzorka iz Istarske
zupanije (Tablica 3.1.). Od prikupljenih uzoraka 43 uzorka bile su tikvice, a 39 tikve. Uzorci
koji su prikupljeni s nasumi¢no odabranih parcela na kojima nije bio prisutan vlasnik nemaju
oznaku kultivara. Uz svaki uzorak zabiljezen je datum uzorkovanja, mjesto uzorkovanja (GPS
koordinata) te naziv kulture. Uzorci su prikupljani u ranijim jutarnjim satima kada
temperatura zraka nije bila previsoka, kako ne bi doSlo do smanjenja koncentracije virusa u
listovima uslijed pove¢ane temperature zraka. Prikupljeni uzorci spremljeni su u plasticne
vrecice i u prijenosnom hladnjaku dostavljeni u laboratorij. Nakon fotografiranja pohranjeni

su na -20° C do pocetka laboratorijske analize.

Slika 3.1. Prikaz simptoma virusnih zaraza u polju (original)
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Tablica 3.1. Prikaz lokacija, broja sakupljenih uzoraka, biljne vrste i datuma uzorkovanja

Lokacija Broj Biljna Datum
Zupanija GPS prikupljenih  vrsta uzorkovanja
Ime koordinate uzoraka
N 46°16°40.06"
Krkanec E 16°1520.06" 5 Tikve 08.07.2019.
N 46°17'43.45"
Sijanec E 16°15°17.16" 5 Tikve 08.07.2019.
N 46°17722.68"
Varazdinska Nedeljanec E 16°16°31.98" 2 Tikvice 08.07.2019.
zupanija Donji N 46°15°50.91"
Kneginec E 16°23713.21" 3 Tikve 08.07.2019.
N 46°16°33.83"
Donji Kuéan E 16°23726.09" 17 Tikve 08.07.2019.
N 43°1°42.29"
Dubrovacko- Metkovi¢ 1 E 17°37°54.98" 3 Tikvice 09.07.2019.
neretvanska N 43°142.83"
Zupanija Metkovi¢ II E 17°37'54.98" 6 Tikvice 09.07.2019.
N 43°2°4.37"
Neretva E 17°396.94" 1 Tikvice ~ 23.07.2019.
N 43°125.57"
Dobranje E 17°37°41.33" 2 Tikvice 21.08.2019.
N 43°123.14" Tikvice 21.08.2019.
Vrbovci E 17°3711.34" 1
N 43°2°18.90" Tikvice 21.08.2019.
Klada E 17°39'5.49" 2
N 43°2°38.70" Tikvice 21.08.2019.
Bocine E 17°37'54.29" 4
N 45°54727.16"
Viroviti¢ko- Sedlarica | E17°1278.92" 12 Tikvice  16.07.20109.
podravska Zzupanija N 43°1°42.83"
Sedlarica Il E 17°11°57.45" 5 Tikvice  16.07.20109.
N 45°21'5.47"
Sisacko-moslavacka Satornja I E 16°21°1.77" 2 Tikve 18.07.20109.
Zupanija N 45°21°5.59"
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Satornja II E 16°2'1.91" 2 Tikvice  23.07.2019.

Medimurska N 46°21713.37"
Zupanija Puséine E 16°21729.33" 7 Tikve 18.07.20109.

N 45°29°16.13"
Istarska Zupanija Basanija E 13°30726.69" 3 Tikvice  08.08.20109.

3.2. Laboratorijska analiza

Laboratorijska analiza provedena je u Laboratoriju za virologiju Centra za zastitu bilja -
Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu. Prikupljeni uzorci testirani su u tri navrata, u
srpnju, kolovozu i rujnu. Uzorci biljnog tkiva testirani su seroloskom metodom (DAS-ELISA)
na prisutnost tri biljna virusa: virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virus
zutog mozaika tikvice (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) i virus mozaika lubenice
(Watermelon mosaic virus, WMV).

Metoda DAS-ELISA provedena je prema protokolu proizvodata BIOREBA AG
(Svicarska), uz manje preinake. Koristeni protokol prikazan je u tablici 3.2. i na slici 3.3., a
bio je jednak za sva tri testirana virusa.

Analize prikupljenih uzoraka provedene su u tri navrata, kao tri samostalne analize.
Prilikom analize, za svaki je virus KoriStena posebna mikrotitarska plocica. Na svaku su
plo¢icu naneseni uzorci i odgovarajuée kontrole, po dvije pozitivne i dvije negativne (Slika
3.4.).

NanoSenjem pozitivne 1 negativne kontrole na mikrotitarsku plo¢icu omogucuje se
provjera pravilnosti izvedbe testa te aktivnosti reagensa. Pri ocitanju spektrofotometrom,
prosje¢na vrijednost o¢itane apsorpcije negativne kontrole sluzila je kao minimalna granica za
potvrdu prisutnosti virusa u uzorku. Za pripremu pozitivnih i negativnih kontrola, liofilizirano
biljno tkivo je prije prve upotrebe otopljeno u 2,5 ml destilirane vode. Rezultati su o¢itavani

spektrofotometrom nakon 60 i 90 minuta.
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Tablica 3.2. Prikaz protokola za DAS-ELISA-u prema BIOREBA AG, uz manje preinake

oznacene podebljeno

Postupak pojedine faze metode DAS-ELISA

Oblaganje mikrotitarskih

plo¢ica protutijelima

Razrjedenje specificnih IgG protutijela u puferu za oblaganje
(1:1000)

Distribucija po 100 ul pripremljenih protutijela u bunaré¢i¢

Inkubacija prekrivene plocice na 30 °C kroz 4 sata

Ispiranje mikrotitarske plo€ice 3 puta sa puferom za ispiranje u ,,Easy

wash® uredaju (BIOREBA AG, Svicarska)

Priprema uzorka i nanoSenje

na mikrotitarske plo¢ice

Homogenizacija uzorka sa ekstrakcijskim puferom u omjeru 1:10 uz
pomo¢ ,,Pollidhne Juice presses” uredaja (MEKU, Erich Polldhne
GmbH)

Distribucija po 100 pl biljnog ekstrakta u bunar¢i¢

Inkubacija prekrivene plocice na 4 °C preko noci

Ispiranje mikrotitarske plo€ice 3 puta sa puferom za ispiranje u ,,Easy

wash® uredaju (BIOREBA AG, Svicarska)

NanoSenje konjugiranih

protutijela

Razrjedenje konjugiranih protutijela u puferu za konjugiranje
(1:1000)

Distribucija po 100 ul pripremljenih konjugiranih protutijela u
bunar¢i¢

Inkubacija prekrivene plocice na 30 °C kroz 5 sati

Ispiranje mikrotitarske plocice 3 puta sa puferom za ispiranje u ,,Easy
wash“ uredaju (BIOREBA AG, Svicarska)

Nanosenje supstrata

Otapanje supstrata u supstratnom puferu u koncentraciji 1 mg/ml
Distribucija po 100 pl pripremljenog supstrata u bunaréi¢

Inkubacija prekrivene plo¢ice na sobnoj temperaturi u mraku

Ocitavanje rezultata

Ocitanje rezultata spektrofotometrom ELx800 (Biotek, SAD) pri
valnoj duljini 405/492 nm nakon 60 minuta
Ocitanje rezultata spektrofotometrom ELx800 (Biotek, SAD) pri

valnoj duljini 405/492 nm nakon 90 minuta

20



Slika 3.2. Koraci protokola DAS-ELISA: a) homogenizacija uzoraka sa ekstrakcijskom puferom, b)
mikrotitarske plo¢ice obloZene specifi¢nim protutijelima i uzorci u kivetama, c) ispiranje
mikrotitarskih plo¢ica, d) uzorci biljnog soka naneseni na mikrotitarske plocice, e) izgled

mikrotitarskih plo€ica prije o€itavanja spektrofotometrom (original)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 48
49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60,
61 62 63 64 65 66 67 68

Slika 3.3. Primjer rasporeda uzoraka na mikrotitarskoj plocici

Za izvodenje ove metode koriSteno je pet razli¢itih pufera:

Pufer za oblaganije plo&ice (engl. Coatin buffer), pH 9.6:

Na,COs3 1,59 mg
NaHCO3 2,93 mg
NaN3 0,209

dH20 1000 mi
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Pufer za ispiranje plocice (engl. Washing buffer), pH 7.4:

NaCl
KH,PO,4
Na;HPO,4
KCI
Tween 20
dH,0

8,00¢
0,209
1,159
0,20¢
0,50¢g
1000 mi

Ekstrakcijski pufer (engl. Extraction buffer), pH 7.4:

TRIS
NaCl
PVP K25
Tween 20
KCI
NaN3
dH20

2,409
8,00 g
20,00 g
0,50¢g
0,209
0,209
1000 ml

Konjugatni pufer (engl. Conjugate buffer), pH 7.4:

TRIS

NaCl

PVP K25
Tween 20
BSA

MgCl, x 6 H,O
KCI

NaN3

dH,0

2,40 g
8,00 g
20,00 g
0,50 g
2,00 g
0,20 g
0,20 g
0.20 g
1000 ml

Supstratni pufer (engl. Substrate buffer), pH 9.8:

Diethanolamine

NaN3
dH,0

97,00 mg
0,20 g
1000 ml.
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4. Rezultati istrazivanja
4.1. Simptomi u polju

Pregledom usjeva tikvica i tikvi uofeni su razli¢iti simptomi virusnih zaraza na
nadzemnim dijelovima biljaka. Najces¢i simptom na listovima bio je mozaik koji je varirao
od blagog (Slika 4.1.) do Zutog mozaika pracenog smanjenim rastom cijele biljke (Slika 4.2.).
Nerijetko su uz mozaik listova bili prisutni i ostali simptomi kao §to je naboranost listova
(Slika 4.3.), pojava koncentri¢nih prstenova (Slika 4.4.), posvjetljenje izmedu zila lista (Slika
4.5.) 1 mjehuravost listova (Slika 4.6.). Na pojedinim biljkama uocena je nitavost i
nazubljenost listova (Slika 4.7.). Simptomi virusnih oboljenja plodova uoc¢eni su na tikvicama,
dok su plodovi kod tikva bili normalno razvijeni bez obzira na simptomati¢ne listove. Na
plodovima tikvica zabiljeZene su jace ili slabije deformacije (Slika 4.8. i 4.9.) Plodovi su bili
sitniji, slabo razvijeni, kvrgavi, s udubljenjima na povrsini ploda ili bradavi€astim izraslinama

i losije kvalitete (Slika 4.10- 4.12).
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Slika 4.1. Simptom blagog mozaika
lista (original)

Slika 4.2. Simptom Zzutog mozaika
prac¢enog smanjenim rastom
(original)

Slika 4.3. Naboranost lista (original)

Slika 4.5. Posvjetljenje izmedu lisnih Zila
(original)

Slika 4.4. Pojava koncentri¢nih prstenova
(original)

3 o ,/"‘
Slika 4.6. Kombinacija simptoma —
zucenje, koncentri¢ni krugovi,
mjehuravost (original)
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Slika 4.8. Jace izrazena deformacija ploda
(original)

4 p 5 b .

g B ” ™

Slika 4.7. Smanjenje lisne povr§ine

uslijed nitavosti i nazubljenosti lista
(Snimio D. 1vi¢)

SRS AR DA
Slika 4.9. Slabije izraZzena deformacija Slika 4.10. Udubljenja na povrsini ploda
ploda (original) (original)

H ALY RES :w “’1 ““I
Slika 4.11. Brada e izr
plodu (original) Slika 4.12. Deformiranost i zastoj u
rastu mladih plodova (original)
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4.2. Prisutnost virusa

U uzorcima sakupljenim u periodu od pocetka srpnja do kraja kolovoza 2019. godine
dokazana je prisutnost sva tri istrazivana virusa (CMV, ZYMV, WMYV). Ukupno su
analizirana 82 uzorka iz Sest razli¢itih zupanija.

U Varazdinskoj zupaniji su prikupljena 32 uzorka na pet lokacija, a dokazana je
prisutnost sva tri istrazivana virusa (Tablica 4.2.). U pojedina¢nim zarazama najcesée je
potvrden ZYMV (15.6%), a slijedi ga CMV (12.5%). Pojedina¢na zaraza WMV-om nije
potvrdena. U najveéem broju uzoraka dokazana je mjeSovita zaraza CMV + ZYMV
(65.63%), dok ostale dvostruke zaraze nisu dokazane. Osim kombinacije dva virusa u istom
uzorku, u dva uzorka potvrdena je mjeSovita zaraza sa tri virusa CMV + ZYMV + WMV
(6.25%).

Tablica 4.2. Prisustvo i rasprostranjenost Cucumber mosaic virus (CMV), Zucchini
yellow mosaic virus (ZYMV) i Watermelon mosaic virus (WMV) u Varazdinskoj zupaniji

Pojedinacne zaraze MjeSovite zaraze

Biljna Broj CMV +
Lokacija vrsta uzoraka CMV ZYMV WMV CMV+ CMV ZYMV ZYMV
ZYMV +WMV +WMV +WMV

Krkanec Tikve 5 0 2 0 3 0 0 0
Sijanec Tikve 5 0 2 0 3 0 0 0
Nedeljanec  Tikvice 2 0 0 0 2 0 0 0
Donji
Kneginec Tikve 3 0 0 0 3 0 0 0
Donji
Kuc¢an Tikve 17 4 1 0 10 0 0 2
UKUPNO: 32 4 5 0 21 0 0 2
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U Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji prikupljeno je 19 uzoraka na sedam lokacija, a
dokazana je prisutnost dva od tri istrazivana virusa (Tablica 4.3.). U pojedina¢nim zarazama
najzastupljeniji je bio WMV (21%), a slijedio ga je CMV (17.8%). U ovoj zupaniji u
pojedinacnim zarazama ZYMYV nije dokazan. Najzastupljenije mjesovite zaraze bile su CMV
+ ZYMV (31.6%) i CMV + WMV (15.8%). Mjesovite zaraze ZYMV + WMV i CMV +
ZYMV + WMV nisu dokazane. U tri uzorka (jedan uzorak iz Dobranje i dva uzorka iz
Bocinja) nije potvrdena prisutnost virusa. Simptomati¢ni uzorci uzeti su s Kultivara Naxos F1,
Briliant F1 1 Sofia F1. Prema podacima sjemenskih kuc¢a navedeni kultivari deklarirani su kao
otporni na istrazivane viruse (Naxos F1 [IR=CMV/WMV/ZYMV, Briliant F1
IR=CMV/WMV/ZYMV, Sofia F1 IR=ZYMV/WMV/PRSV).
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Tablica 4.3. Prisustvo i rasprostranjenost Cucumber mosaic virus (CMV), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMYV) i Watermelon mosaic

virus (WMV) u Dubrovacko-neretvanskoj Zupaniji

Pojedinacne zaraze

MjeSovite zaraze

Biljna Kultivar Broj CMV + CMV ZYMV CMV + ZYMV
Lokacija vrsta uzoraka CMV ZYMV WMV ZYMV +WMV +WMV +WMV
Metkovic I~ Tikvice 3 1 0 0 2 0 0 0
Metkovié Tikvice
I 6 2 0 0 4 0 0 0
Neretva Tikvice 1 0 0 1 0 0 0 0
Dobranje Tikvice  Naxos F1 2 0 0 1 0 0 0 0
Vrbovci Tikvice Briliant
F1 1 0 0 0 0 1 0 0
Klada Tikvice  Naxos F1 0 0 0 0 2 0 0
Bog¢ine Tikvice  Sofia F1 4 0 0 2 0 0 0 0
UKUPNO: 19 3 0 4 6 3 0 0
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U Viroviti¢ko-podravskoj Zupaniji analizirano je 17 uzoraka sa dvije lokacije, pri ¢emu
je dokazana prisutnost sva tri istrazivana virusa (Tablica 4.4.). U pojedina¢nim zarazama
najzastupljeniji su bili CMV (29.4%) i ZYMV (29.4%). U ovoj zupaniji WMV nije dokazan u
pojedina¢nim zarazama. Bile su prisutne mjesovite zaraze sa dva virusa, CMV + ZYMV
(29.4%) i CMV + WMV (5.9%). Dvostruka mjesovita zaraza ZYMV + WMV te trostruka
mjeSovita zaraza CMV + ZYMV + WMV nisu dokazane. Jedan je uzorak bio negativan na
sve istrazivane viruse. Simptomati¢ni uzorci uzeti su s kultivara Galatea F1 i Tendor. Prema

podacima sjemenskih kuc¢a navedeni kultivari su deklarirani kao otporni na istrazivane viruse.
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Tablica 4.4 Prisustvo i rasprostranjenost Cucumber mosaic virus (CMV), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) i Watermelon mosaic
virus (WMV) u Viroviticko-podravskoj Zupaniji

Pojedinacne zaraze Mjesovite zaraze
Biljna Kultivar Broj CMV + CMV ZYMV + CMV + ZYMV
Lokacija vrsta uzoraka CMV ZYMV WMV ZYMV +WMV WMV +WMV
Sedlarica | Tikvice Galatea
F1 12 5 1 0 5 1 0 0
Sedlarica Tikvice  Tendor F1
I 5 0 4 0 0 0 0 0
UKUPNO: 17 5 5 0 5 1 0 0
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U Sisacko—moslavackoj zupaniji sakupljena su 4 uzorka sa dvije lokacije (Tablica 4.5.).
Dokazana je samo pojedinacna zaraza sa CMV-om (75%). Ostale pojedinacne zaraze
(ZYMV, WMV), kao ni mjesovite zaraze (CMV + ZYMV, CMV + WMV, ZYMV + CMV,
CMV + ZYMV + WMV) nisu potvrdene. Jedan uzorak (lokacija Satornja II) je bio negativan

na sve istrazivane viruse.

Tablica 4.5. Prisustvo i rasprostranjenost Cucumber mosaic virus (CMV), Zucchini yellow
mosaic virus (ZYMV) i Watermelon mosaic virus (WMV) u Sisacko-moslavackoj zupaniji

Pojedinacne zaraze Mjesovite zaraze

Biljna Broj CMV +
Lokacija  vrsta uzoraka CMV ZYMV WMV CMV + CMV ZYMV ZYMV
ZYMV +WMV +WMV +WMV

Satornja  Tikve

I 2 2 0 0 0 0 0 0
Satornja  Tikvice

I 2 1 0 0 0 0 0 0

UKUPNO: 4 3 0 0 0 0 0 0

U Medimurskoj je zupaniji na jednoj lokaciji prikupljeno 7 uzoraka s razlicitih parcela,
u kojima je dokazan samo ZYMV (85.7%). Ostale istrazivani virusi, kao i mjeSovite zaraze

nisu zabiljeZeni. Jedan je uzorak bio negativan na sve istrazivane Viruse.

Tablica 4.6. Prisustvo i rasprostranjenost Cucumber mosaic virus (CMV), Zucchini yellow
mosaic virus (ZYMV) i Watermelon mosaic virus (WMV) u Medimurskoj zupaniji

Pojedinacne zaraze Mjesovite zaraze

Biljna Broj CMV +
Lokacija vrsta uzoraka CMV ZYMV WMV CMV + CMV ZYMV ZYMV
ZYMV +WMV +WMV +WMV

Pus¢ine  Tikve 7 0 6 0 0 0 0 0

UKUPNO: 7 0 6 0 0 0 0 0
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U Istarskoj Zzupaniji prikupljena su 3 uzorka na jednoj lokaciji. U sakupljenim uzorcima
dokazana je samo prisutnost CMV-a (100%). Ostale pojedina¢ne, kao ni mjeSovite zaraze

nisu zabiljeZene.

Tablica 4.7. Prisustvo i rasprostranjenost Cucumber mosaic virus (CMV), Zucchini yellow
mosaic virus (ZYMV) i Watermelon mosaic virus (WMV) u Istarskoj zupaniji

Pojedinacne zaraze Mjesovite zaraze

Biljna Broj CMV +
Lokacija  vrsta  uzoraka CMV ZYMV WMV CMV+ CMV ZYMV ZYMV
ZYMV +WMV +WMV +WMV

Basanija  Tikvice 3 3 0 0 0 0 0 0

UKUPNO: 3 3 0 0 0 0 0 0

Analizom svih uzoraka sakupljenih u Sest hrvatskih zupanija, potvrdena je prisutnost
sva tri istrazivana virusa (Tablica 4.8., Grafikon 4.1. i 4.2.). Najveci broj testiranih uzoraka
bio je pozitivan na CMV (67.1%), drugi po zastupljenosti bio je ZYMV (60.9%), a treci
WMV (12.2%). U pojedinaénim je zarazama takoder najzastupljeniji bio CMV (22%),
slijedio ga je ZYMV (19.5%), a posljednji je bio WMV (4.9%). MjeSovite zaraze sa dva
virusa bile su prisutne u gotovo polovici testiranih uzoraka (43.9%). Od mjeSovitih zaraza,
najzastupljenija je bila zaraza sa CMV + ZYMV (39%). Zaraza sa CMV + WMV je bila
prisutna u malom broju uzoraka (4.9%), dok zaraza sa ZYMV + WMV nije dokazana niti u
jednom uzorku. Mjesovita zaraza sa tri virusa, CMV + ZYMV + WMV, dokazana je u samo
2.4% uzoraka. Iako je veéina analiziranih uzoraka bila pozitivna na bar jedan od istrazivanih
virusa, u 7.3% uzoraka nije potvrdena prisutnost niti jednog od njih. U Grafikonu 4.1.
prikazana je zastupljenost istrazivanih virusa u postocima dok Grafikon 4.2. pokazuje udio

pojedinih kombinacija istraZivanih virusa.

Tablica 4.8. Prisutnost virusa i njihova zastupljenost u pojedina¢nim i mjeS$ovitim zarazama

Ukupan broj uzoraka Pojedinacne zaraze Mjesovite zaraze

zarazenih virusom g
S
CMV + (E‘
CMV ZYMV WMV CMV ZYMV WMV CMV+ CMV ZYMV ZYMV g
ZYMV + + +WMV 5.
WMV WMV
Broj
uzoraka 55 50 10 18 16 4 32 4 0 2 6
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m CMV
m ZYMV
= WMV
u CMV + ZYMV
= CMV + WMV
ZYMV + WMV
CMV + ZYMV + WMV

NezaraZeni uzorci

Grafikon 4.1. Zastupljenost CMV, ZYMV i WMV u pojedina¢nim i mjeSovitim zarazama u postocima

m Pojedinacne zaraze
B MjeSovite zaraze sa dva
virusa

m Mjesovite zaraze sa tri virusa

NezaraZeni uzorci

Grafikon 4.2. Udio pojedina¢nih i mjeSovitih zaraza u ukupnoj zarazenosti analiziranih uzoraka

4.3. Korelacija simptoma i rezultata analize

Nakon zavrSene laboratorijske analize i dobivenih podataka o prisutnosti i
rasprostranjenosti istrazivanih virusa bilo je moguce povezati ranije uofene simptome sa
virusom uzro¢nikom.

Simptomi zaraze CMV prikazani su na slikama od 4.13. do 4.16. Vrlo ¢est simptom

na biljkama zarazenim ovim virusom bila je pojava mozaika na listu (Slika 4.13.), ali i
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istovremena pojava mozaika i deformiranosti lista (Slika 4.14.). Na zarazenima biljkama
uoceno je smanjenje lisne povrSine uslijed pojave nitavosti lista (Slika 4.15.). Na plodovima

zarazenih biljaka uocene su deformacije, naboranost i pjegavost (Slika 4.16.).

Slika 4.13. Simptom mozaika na listu Slika 4.14. Istovremena pojava
uzrokovan CMV-om (original) simptoma mozaika i deformacije lista
uzrokovana CMV-om (original)

Slika 4.16. Simptomi CMV-a na
plodovima tikvice (snimila A. Novak)

Slika 4.15. Simptom nitavosti lista
uzrokovan CMV-om (original)

Simptomi zaraze ZYMV prikazani su na slikama od 4.17. do 4.22. Na biljkama
zarazenim ovim virusom zapazeni su pojedinani simptomi mozaika (Slika 4.17.),
deformiranosti (Slika 4.18.), Zzutog mozaika (Slika 4.19.) te pojava pjegavosti lista (4.20.).
Osim pojedina¢nih, zapazene su i kombinacije simptoma (4.21.). Virus zutog mozaika tikvice

moze uzrokovati smanjenje rasta uz pojavu mozaika i zu¢enja listova (Slika 4.22.).

34



Slika 4.17. Simptom mozaika na listu Slika 4.18. Simptom deformacije lista
uzrokovan ZYMV-om (original) uzrokovan ZYMV-om (original)

Slika 4.19. Simptom Zutog mozaika Slika 4.20. Simptom pjegavosti lista
lista uzrokovan ZYMV-om (original) uzrokovan ZYMV-om (original)

Slika 4.21. Simptom deformacije i Slika 4.22. Smanjen rast biljke uz pojavu
mozaika lista uzrokovan ZYMV- mozaika i Zu¢enja uslijed zaraze ZYMV-
om (original) om (original)
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Simptomi zaraze WMV prikazani su na Slikama 4.23. do 4.26. Vidljiva je
deformacija listova uz pojavu mjehuravosti (4.23.), odnosno uz pojavu klobucavosti lista
(4.24.). Smanjenje lisne povrsine uslijed pojave nitavosti vidljivo je na slici 4.25. Plodovi

zarazeni ovim virusom pokazuju promjenu boje i deformiranost (Slika 4.26).

Slika 4.23. Deformacija lista uz pojavu Slika 4.24. Deformacija lista uz pojavu

mjehuravosti uzrokovana WMV-om (Snimio D. klobucavosti uzrokovana WMV-om
Ivi¢) (Snimio D. 1vi¢)

Slika 4.25. Simptom nitavosti lista uzrokovan  Slika 4.26. Promjena boje i deformiranost
WMV-om (Snimio D. Ivi¢) ploda uslijed zaraze WMV-om (Snimio D.
Ivi¢)

Simptomi mjeSovite virusne zaraze CMV + ZYMV prikazani su na Slikama od
4.27. do 4.30. Mjesovita zaraza ovim virusima uzrokovala je izrazenu nitavost listova (Slika
4.27.) kao i pojavu jako izrazenog mozaika (Slika 4.28.). Na nekim je biljkama uocena
deformiranost listova sa istovremenim posvjetljenjem glavnih Zila lista (Slika 4.29.). Osim

pojedinacnih, zapazene su i kombinacije simptoma (Slika 4.30.).
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Slika 4.27. Izrazena nitavost listova
kao posljedica zaraze CMV-om i
ZYMV-om (original)

;‘ ‘UlW .;‘..\1“"‘1
RSt
mmf"u{l}&lm;ﬁ«
Slika 4.29. Deformiranost lista
sa posvjetljenjem zila uslijed
zaraze CVM-om i ZYMV-om
(original)

Slika 4.28. Simptom izrazenog
mozaika uzrokovan zarazom sa
CMV-om i ZYMV-om (original)

-

Slika 4.30. Deformacije i zucenje
listova te deformiranost ploda
uzrokovani zarazom sa CMV-om i
ZYMV-om (original)
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Simptomi mjeSovite virusne zaraze CMV + WMV prikazani su na Slikama od
4.31. do 4.34. Na slikama 4.31. i 4.32. prikazani su simptomi mjeSovite zaraze na listovima.
Vidljiva je promjena boje i oblika listova, uz pojavu mozaika. Na slici 4.31. vidljiva je
umjerena pojava zelenog mozaika lista, dok je na Slici 4.3. vidljiva pojava Zutog mozaika.
Simptomi na plodovima vidljivi su u vidu izbocenja i udubljenja te deformacija ploda (Slika
4.33., Slika 4.34.).

Slika 4.31. Zeleni mozaik lista Slika 4.32. Zuti mozaik lista
uzrokovan zarazom CMV-om i uzrokovan zarazom CMV-om i
WMV-om (original) WMV-om (original)

Slika 4.33. Deformacije ploda kao Slika 4.34. Deformacije ploda kao

posljedica zaraze CMV-om i WMV-om posljedica zaraze CMV-om i WMV-om
(Snimio D. Ivi¢) (Snimio D. 1vi¢)
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Simptomi virusne zaraze sa tri ispitivana virusa (CMV + ZYMV + WMYV)
prikazani su na Slici 4.35. i Slici 4.36. Uocen je slabiji rast i razvoj biljke (Slika 4.34.).
Vidljiva je pojava zutog mozaika na listovima uz deformacije i naboranost listova (Slika

4.35.). Kod ovakvih zaraza plodovi su bili vrlo krzljavi ili se uopce nisu razvijali.

Slika 4.35. Slabiji rast biljke Slika 4.36. Simptomi zutog mozaika i
kao posljedica zaraze CMV-om, deformiranosti lista uzrokovani
ZYMV-om i WMV-om zarazom CMV-om, ZYMV-om i
(original) WMV-om (original)
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5. Rasprava

Na tikvicama i tikvama javlja se velik broj uzro¢nika bolesti i Stetnika, koji nanose
ekonomski znacajne Stete (Vucurovi¢, 2012). Virusne bolesti mogu uzrokovati ozbiljne
ekonomske gubitke, u vidu smanjenja koli¢ine i kvalitete prinosa te pada trziSne vrijednosti
plodova (Sevik i Arli-Sokmen, 2003; Lecoq i sur., 2003; Novak i Ivi¢, 2019; Vucurovic i sur.,
2009). Iako nema sluzbenih podataka o proizvodnji tikvica i tikvi u Hrvatskoj, ove su kulture
prisutne u poljoprivrednoj proizvodnji malih, ali i velikih proizvodaca. Prisutnost virusa koji
napadaju tikvice i tikve u Hrvatskoj prvi je puta ispitana u ovom radu.

Tri virusa, virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virus zutog
mozaika tikvice (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) te virus mozaika lubenice
(Watermelon mosaic virus, WMYV) istrazivani Su na tikvicama i tikvama u uzgojnim
podru¢jima Sest hrvatskih zupanija. U fazi prvotnog planiranja ovog istrazivanja, kao lokacije
uzimanja uzoraka odabrane su tri Zupanije: Varazdinska, Viroviticko-podravska i
Dubrovacko-neretvanska. Zupanije su odabrane zbog saznanja o postojanju veée proizvodnje
tikvica i tikvi, kao i prisutnosti virusnih oboljenja u prijasnjim godinama. Uslijed nepoznatih
razloga koji su doveli do smanjenja broja zarazenih nasada tikvica i tikv u Dubrovacko-
neretvanskoj Zupaniji, doslo je do potrebe za prosirivanjem lokacija uzimanja uzoraka kako bi
se prikupio planiran broj uzoraka. Iz navedenih razloga istrazivanje je u kona¢nici provedeno
u Sest Zupanija: Varazdinskoj, Viroviti¢ko-podravskoj, Dubrovacko-neretvanskoj,
Medimurskoj, Sisa¢ko-moslavackoj i Istarskoj.

Na biljkama tikvica i tikvi sa kojih su uzimani uzorci, zapazeni su razli¢iti simptomi.
Neki od simptoma zapaZenih na uzorkovanim biljkama bili su: mozaik lista u slabijem ili
jacem intenzitetu, pojava zutog mozaika listova, razni oblici deformacije lista uslijed kojih je
moguca i redukcija lisne povrSine (primjerice nitavost lista), mjehuravost lista, pojava pjega
tamno zelene boje, slabije ili jace izrazene deformacije plodova, pojava izbocenja i udubljenja
na plodovima te krzljavost cijele biljke. Vrlo ¢esto je na biljkama uocena i pojava vise
simptoma istovremeno. Pregledom biljaka uocena je i gradacija simptoma, to jest pojava jace
izrazenih simptoma istog tipa. Zbog navedene raznolikosti simptoma bilo je teSko uociti
povezanost simptoma sa vrstom virusa koji ga uzrokuje. U periodu uzimanja uzoraka, na
biljkama tikvica i tikvi nisu zapaZzene lisne usi. S obzirom na to da promatranje populacije
lisnih usi nije bilo cilj ovog rada, postoji moguénost da lisne usi jednostavno nisu bile

primijecene.
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Analizom ukupno 82 uzorka, od ¢ega 43 tikvica (Cucurbita pepo) i 39 tikvi (Cucurbita
maxima) dokazana je prisutnost sva tri istrazivana virusa u Hrvatskoj. ZYMV i WMV su prvi
puta dokazani u Hrvatskoj. U tri su zupanije dokazana sva tri istrazivana virusa. U preostalim
zupanijama dokazana je prisutnost po jednog istrazivanog virusa. Najzastupljeniji je bio CMV
prisutan u 67.1% uzoraka, zatim ZYMV (60.9%) te WMV (2.2%). Vucurovi¢ (2012) je u
svom istrazivanju provedenom u razdoblju od 2007. do 2011. godine dokazala prisutnost
CMV, ZYMV i WMV na tikvama u Srbiji. U razdoblju od pet godina, koliko je trajalo
istrazivanje, ZYMV dokazan je u 71.7% uzoraka, WMV u 30.3% , a CMV u 20.7%
(Vucurovi¢, 2012). Zindovic i sur. (2017) su u istrazivanju provedenom 2015. godine prvi
puta dokazali prisutnost ista tri virusa na tikvenja¢ama u Crnoj Gori (CMV 62.4%, WMV
50.5%, ZYMV 12.9%). U Iranu je prisutnost navedena tri virusa na tikvenjatama dokazana u
zasti¢enim prostorima (CMV 34.28%, ZYMV 33.91%, WMV 8.02%) (Massumi i sur. 2007),
ali i na polju (CMV 49%, ZYMV 35%, WMV 26%) (Mohammadi i sur. 2016). Kokli i
Yilmaz (2006) dokazali su prisutnost CMV-a, ZYMV-a i WMV-a na tikvenjacama u Turskoj,
najzastupljeniji je bio ZYMV, zatim WMV te CMV. Sevik i Arli-Sokmen (2003) dokazali su
prisutnost sva tri navedena virusa na tikvenjaCama u Samsunu u Turskoj (WMV 53.9%,
ZYMV 38.8%, CMV 20.6%). Romay i sur. (2014) navode CMV, ZYMV i WMV kao samo
neke od virusa koji su prisutni na tikvenja¢ama u Latinskoj Americi i Karipskim otocima.
Nameth i sur. (1986) navode prisutnost ovih virusa na tikvenja¢ama u Kaliforniji.

CMV od prije je prisutan u Hrvatskoj. Skori¢ i sur. (1996) zabiljezili su pojavu ovog
virusa na raj¢ici u dolini Neretve. Bjeli§ i sur. (2007) i Luigi i sur. (2011) detektirali su
njegovu pojavu na maslini u obalnim dijelovima Hrvatske. Novak i Ivi¢ (2019) navode
prisutnost ovog virusa na krastavcima, paprici i tikvicama. Osim na kultiviranim biljkama,
CMV je zabiljezen i na nekim samoniklim biljkama (Jureti¢, 1974), ali i korovnim vrstama
(Skori¢ i sur., 2000) u Hrvatskoj. CMV u pojedinaénim je zarazama zabiljezen u 22%
uzoraka. Ovaj je virus zabiljezen u uzorcima iz svih zupanija osim Medimurske. Mnogi su
autori u svojim istrazivanjima zabiljezili prisutnost CMV-a u uzorcima tikvenjaca u Koreji
(Kim i sur., 2010), Turskoj (Yardimci i sur. 2015; Ozaslan i sur., 2006), Srbiji (Vucurovic,
2012), Kirgistanu (Mazenov i Serge, 2018).

Prisutnost ZYMV, koji se smatra najtetnijim virusom tikvenjaca u svijetu (Vucurovi¢ i
sur., 2009), nije ranije zabiljezena u Hrvatskoj. U ovom je radu ZYMV u pojedina¢nim
infekcijama zabiljezen u 19.5 % uzoraka. Od Sest zupanija u kojima su sakupljani uzorci, ovaj
je virus potvrden u Cetiri (Varazdinskoj, Dubrovacko-neretvanskoj, Viroviticko-podravskoj te

Medimurskoj). Vucurovic i sur. (2009b) potvrdili su pojedina¢nu zarazu ZYMV-om (23.53%)
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na tikvenjac¢ama u Srbiji. Potvrdena je prisutnost ZYMV-a na tikvicama i tikvama na Floridi
(oko 30%) (Adlerz i sur., 1983). Zaraze ovim virusom potvrdene su u Nizozemskoj
(Schrijnwerkers i sur., 1991), Velikoj Britaniji, Turskoj, Libanonu, Jordanu, Egiptu, Japanu,
Australiji, Kanadi, SAD-u (Sammons i sur., 1989), Iranu (Hosseini i sur., 2007), Francuskoj
(Lecoq i sur., 2009), Spanjolskoj, Italiji, Izraclu, Maroku, Njemackoj (Adlerz i sur., 1983).

WMV, koji takoder nije prethodno potvrden u Hrvatskoj, u ovom je radu u
pojedina¢nim zarazama potvrden u 4.9% uzoraka. Utvrdeno je da je taj virus prisutan u tri
zupanije: Varazdinskoj, Dubrovacko-neretvanskoj i Viroviti¢ko-podravskoj. Pojedina¢na
zaraza WMV-om dokazana je samo na uzorcima iz Dubrovacko-neretvanske zupanije. Lecoq
1 Desbiez (2008) navode da je ovaj virus prisutan u mediteranskim podruc¢jima sa toplom
klimom. Istrazivanja WMV-a u Srbiji pokazala su znatno vecu prisutnost ovog virusa (¢ak i
do 100%) (Vucurovi¢ i sur., 2010). WMV na tikvama i drugim tikvenjatama prisutan je i na
Novom Zelandu (60-100%) (Thomas, 1980). Prisutnost virusa u Francuskoj zabiljezena je
prije Cetrdesetak godina, a novija su istrazivanja potvrdila prisutnost novih sojeva Desbiez i
sur. 2009). U Spanjolskoj su Moreno i sur. (2004) dokazali varijabilnost populacije WMV -a.
Virus mozaika lubenice prisutan je u mnogim regijama Turske (Samson 22.4%) (Sevik i Arli-
Sokmen, 2003; Kamberoglu i sur., 2015).

Osim pojedina¢nih zaraza (46.4%), u ovom je istrazivanju utvrdeno i postojanje
mjesovitih zaraza (46.3%) sa dva odnosno tri istrazivana virusa. Najzastupljenija mjeSovita
zaraza bila je ona sa CMV i ZYMV, ¢ak 39%. Mjesovita zaraza CMV-om i WMV-om
potvrdena je u 4.9% uzoraka, dok mjeSovita zaraza ZYMV-om i WMV-om nije potvrdena.
MjeSovita zaraza sa sva tri virusa potvrdena je u 2.4% uzoraka. MjeSovitu zarazu sa sva tri
virusa, kao i mjeSovite zaraze sa dva virusa (CMV + ZYMV, CMV + WMV) dokazali su i
Kim i sur. (2010) na tikvicama u Koreji. MjeSovitu zarazu sa tri istrazivana virusa potvrdili su
i Koklii i Yilmaz (2006) i Sevik i Arli-Sokmen (2003) na tikvenja¢ama u Turskoj, kao i
Vucurovi¢ i sur. (2009b) u Srbiji. Zarazu CMV-om i ZYMV-om u Turskoj potvrdili su
Ozaslan i sur. (2006). Subasic¢ i sur. (1990) navode kako je CMV u prirodi ¢es¢e u mijeSanim
nego u pojedina¢nim zarazama, $to je u skladu sa rezultatima dobivenim u ovom istraZivanju.
Gal-on (2007) navodi da su mjesSovite zaraze CMV, ZYMV, CMV i jo§ nekim virusima vrlo
Ceste kod tikvenjaca, Sto je takoder u skladu sa rezultatima ovog istrazivanja. Od ukupnih
zaraza, 45.1% bile su mjesovite zaraze. Ucestalost mjesSovitih zaraza potvrduju i drugi autori
(Lecoq i sur., 2009; Gilbert i sur., 1994; Gal-on, 2007).

Na biljkama zarazenim CMV-0m uoceni su raznovrsni simptomi mozaika, deformacija

lista, smanjenja lisne povrSine uslijed pojave nitavosti te deformiranost plodova. Uoceni
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simptomi u skladu su sa zapazanjima drugih autora. Mnogo je autora uocilo razliCite
simptome zaraze CMV-om: mozaika lista (izmjena svijetlih i tamnih zelenih dijelova lista),
zuti mozaik, mjehuravost, zuc¢enje, posvjetljenje zila lista, nitavost, kloroza i $arenilo listova,
klobucavost, smanjen rast biljke, pjegavost plodova, deformacije plodova i pojava
bradavicastih izraslina te smanjenje broja plodova (Rani i sur., 2014; Yardimci i sur., 2015;
Kim i sur. 2010; Bagi i sur., 2016). Postojanje razli¢iti sojeva virusa, kao i mnogo razlicitih
domacina ovog virusa razlozi su pojave razlic¢itih simptoma (Mazenov i Serge, 2018; Bagi i
sur., 2016).

Simptomi uoceni na biljkama zarazenim ZYMV-om takoder su bili raznoliki: mozaik i
zuti mozaik, deformacije i pjegavost listova, istovremena pojava mozaika i deformacija
listova te pojava smanjenog rasta uz zucenje biljke. Mnogi su autori zamijetili iste ili sli¢ne
simptome: zucenje, mozaik, kloroze, zakrzljalost, deformacije lista, zadrzavanje zelene boje
oko zila, mjehuravost lista, posvjetljenje zila, pjegavost listova, deformacije i promjene boje
ploda (Simmons i sur., 2008; Vucurovi¢ i sur., 2009a; Lisa i sur., 1981; Adlerz i sur. 1983).
Pojava simptoma ovog virusa ovisi o soju virusa, biljci domacinu te stadiju rasta i razvoja u
kojem je doslo do zaraze (Komata i sur., 2014).

Biljke zarazene WMV-om pokazivale su simptome deformiranosti lista sa pojavom
mjehuravosti odnosno klobucavosti, doslo je do smanjenja lisne povrSine uslijed pojave
nitavosti, plodovi su bili deformirani i promijenjene boje. Slicne su simptome oboljenja
opisali i drugi autori. ZabiljeZena je pojava razliCitih oblika mozaika, kloroticnog Sarenila i
klobucavosti listova, nitavost listova, pojava mjehuravoti, Sarenilo i deformiranost plodova te
zastoj u rastu biljke (Bagi i sur., 2016; Thomas, 1980; Ali i Natsuaki, 2007).

Kod uzoraka sa mjeSovitom zarazom uoceni su intenzivniji i destruktivniji simptomi, te
istovremena pojava viSe simptoma. Nije uo¢ena pojava novih oblika Simptoma. Zapazeni su
sljede¢i simptomi: izraZena nitavost lista, izrazen mozaik, deformacije lista uz istovremeno
posvjetljivanje zila, deformacije i Zucenje listova, istovremena pojava mozaika,
deformiranosti i naboranosti lista, deformacije ploda, pojava izbocenja i udubljenja na
plodovima te slabiji rast biljke. Kim i sur. (2010) i Wang i sur. (2002) potvrdili su postojanje
intenzivnijih simptoma kod biljaka zaraZenih sa vise virusa odjednom. Cesta pojava
mjeSovitih zaraza onemogucuje determinaciju virusa samo na osnovi simptoma (Bagi i sur.,
2016). Pojava sinergistickog djelovanja izmedu dva virusa uslijed mjeSovite zaraze razlog je
pojavi jace izrazenih simptoma i vecih Steta (Gal-on, 2007; Desbiez i Lecoq, 1997; Wang i
sur., 2002; Zeng i sur., 2007).
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Na testiranim je biljkama bilo prisutno mnogo razli¢itih simptoma koji su se ponavljali
neovisno o vrsti virusa ili biljci domacinu, pa je identifikacija virusa isklju¢ivo preko vizualno
uoc¢enih simptoma izuzetno teska tj. gotovo nemoguca. Kao potvrdu ove tvrdnje, Garcia-
Arenal i Palukaitis (2008) navode nespecificnost uocenih simptoma sa virusom uzro¢nikom
oboljenja.

Virusi obuhvadeni istrazivanjem bili su potvrdeni u svim Zupanijama obuhvacenim
ovim radom. Velika rasprostranjenost virusa, pogotovo na kultivarima koji su deklarirani kao
tolerantni ili visoko tolerantni na sva tri virusa ukazuje na potrebu njihovog detaljnijeg
proucavanja. Sva tri virusa dominantno Se prenose vektorima — lisnim uSima na
neperzistentan nacin. Prijenos ovih virusa mogu¢ je 1 zaraZenim prijesadnicama. Mogucnost
proSirenja sjemenom je slabo istrazena iako neka istrazivanja potvrduju da se mogu prenijeti
sjemenom (Kim i sur., 2010; Desbiez i Lecoq, 1997; Lovisolo i sur., 1980). Tijekom 20109.
godine, pregledom povrsina pod tikvicama i tikvama, nisu uocene lisne usi prije 1 za vrijeme
pojavljivanja simptoma na biljkama. 1z tog razloga postoji opravdana sumnja da su se virusna
oboljenja pojavila zbog zarazenih prijesadnica, a kasnije prosirila u nasadu nakon pojave vece
populacije lisnih usi. Siroka rasprostranjenost virusa otvara i raspravu o zastitnim mjerama.
Najuéinkovitija mjera zaStite protiv istrazivanih virusa svakako je koriStenje otpornih i
rezistentnih kultivara. Ovim istraZzivanjem pojedina¢ne i1 mjeSovite zaraze potvrdene su
upravo na tolerantnim i otpornim kultivarima tikvica. Da li se radi 0 novim sojevima virusa
koji su agresivniji od prije poznatih ili kultivari nisu tolerantni na mjeSovite zaraze, bilo bi

dobro istraziti u buduc¢nosti uz pomo¢ suvremenih molekularnih metoda.
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6. Zakljucci
Na osnovi obavljenih istrazivanja mogu se izvesti slijedec¢i zakljuéci:

. Dokazana je prisutnost virusa mozaika krastavca (CMV), virusa zutog mozaika tikvice
(ZYMV) i virusa mozaika lubenice (WMV) u Viroviticko-podravskoj, Varazdinskoj i
Dubrovacko-neretvanskoj Zupaniji. Prisutnost CMV-a dokazana je u Sisacko-moslavackoj
i Istarskoj Zupaniji, a prisutnost ZYMV-a u Medimurskoj zupaniji.

. Najveci broj testiranih uzoraka bio je pozitivan na virusa mozaika krastavca (67.1%).
Nesto manji broj uzoraka, 60.9%, bio je pozitivan na virus Zutog mozaika tikvice (ZYMV),
dok je 12.2% uzoraka bilo pozitivno na virus mozaika lubenice (WMV). U 7.3% uzoraka
nije potvrdena zaraza niti jednim istrazivanim virusom.

. U 46.3% testiranih uzoraka potvrdena je mjeSovita zaraza virusima. Najveéi udio u
mjeSovitim zarazama imali su CMV + ZYMV (39%). Kombinacija CMV i WMV
potvrdena je u 4.9% uzoraka, dok je kombinacija CMV + ZYMV + WMV potvrdena u
2.4% uzoraka.

. Zbog pojave sli¢nih simptoma tesko je potvrditi povezanost simptoma sa vrstom virusa.
Ipak, moguce je potvrditi jau izrazenost simptoma kod mjeSovitih virusnih zaraza sa dva
ili tr1 istraZivana virusa.

. Istrazivani virusi potvrdeni su na hibridima tikvica Galatea, Tendor, Naxos, Briliant i Sofia
koji su deklarirani kao visoko tolerantni ili tolerantni na zarazu CMV-a, ZYMV-a i WMV-
a. Potvrdene su pojedinacne i mjeSovite zaraze sa izrazenijim simptomima na plodovima
tikvica.

. Virus Zutog mozaika tikvice (ZYMV) 1 virus mozaika lubenice (WMV) prvi su puta

potvrdeni u Hrvatskoj.
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Slika 8.1. Karta lokacija uzimanja uzoraka u Istarskoj zupaniji (1zvor: Google Earth)
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Slika 8.2. Karta lokacija uzimanja uzoraka u Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji (Izvor: Google Earth)
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Slika 8.3. Karta lokacija uzimanja uzoraka u Medimurskoj Zupaniji (Izvor: Google Earth)
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Slika 8.4. Karta lokacija uzimanja uzoraka u Sisacko-moslavackoj zupaniji (Izvor: Google Earth)
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Slika 8.5. Karta lokacija uzimanja uzoraka u Varazdinskoj zupaniji (Izvor: Google Earth)
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