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BIOLOSKA I MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA VIRUSA MOZAIKA
KRASTAVCA (Cucumber mosaic virus) U SRBI1JI

Rezime. Seroloskim analizama primenom DAS-ELISA testa, u periodu od 2010. do
2013. godine, prisustvo virusa mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV)
utvrdeno je u 29,68% testiranih uzoraka poreklom iz 32 razliCite vrste, varijeteta ili sorte
povrtarskih, industrijskih, ukrasnih i korovskih biljaka sa 74 lokaliteta. U okviru ovih
ispitivanja Tulipa sp. 1 Peperomia tuisana prvi put su otkrivene kao domacini u nasoj
zemlji, a Wisteria sinensis 1 Stenactis annua su otkrivene kao novi domacini CMV ne
samo kod nas, ve¢ 1 u svetu.

Analiza geneticke strukture prirodne populacije CMV u Srbiji na osnovu
bioloske 1 molekularne karakterizacije obuhvatila je 44 odabrana izolata poreklom sa
razlicitih biljnih vrsta, njihovih varijeteta ili sorti sakupljenih na 30 lokaliteta tokom
ovih istrazivanja, kao i izolate iz prethodnih istrazivanjanja iz perioda 2007-2009.
godine. Molekularna karakterizacija na osnovu analize sekvence CP gena obuhvatila je
44 izolata, dok su molekularna proucavanja na osnovu analize sekvenci 2a, 2b i MP
gena obuhvatila 19 izolata, a la gena 15 izolata CMV. Tokom ovih istrazivanja
uspostavljeni su ili unapredeni protokoli za amplifikaciju svih pet genskih regiona
izolata CMV poreklom iz naSe zemlje.

Stepen nukleotidne 1 aminokiselinske sli¢nosti, kao 1 filogenetske analize
pokazale su varijabilnost prirodne populacije CMV u Srbiji kod cetiri od pet genskih
regiona. Najveca varijabilnost utvrdena je analizom dela la gena (grupisanje u tri
podgrupe, IA, IB 1 II), delova MP 1 CP gena kao 1 celog 2b gena (grupisanje u dve
podgrupe, IA 1 II), dok je analiza dela 2a gena pokazala homogenost populacije CMV i
grupisanje svih ispitivanih izolata u IA podgrupu. Na osnovu filogenetskih analiza
sekvenci pojedinacnih genskih regiona RNK 1, 2 1 3, kao 1 sekvenci RNK 3 1 RNK 2
segmenta utvrdeno je prisustvo rekombinantnih 1 pseudorekombinantnih izolata u
populaciji ovog virusa u Srbiji 1 identifikovano Sest razli¢itih haplotipova. Najveci broj
izolata po svim genskim regionima pripada IA podgrupi (haplotip: IA; IA-IA; TA-IA).
Po brojnosti sledi haplotip: II; IA-II; II-1T zastupljen sa tri izolata, dok su preostala Cetiri
haplotipa utvrdeni kod pojedina¢nih izolata (haplotip: IA; IA-IA; IA-II, haplotip: IB;



IA-IA; TA-IA, haplotip: II; TA-IA; II-IT 1 haplotip: IB; IA-II; TA-IA). Ni jedan od
ispitivanih izolata po svim genskim regionima ne pripada IB ili II podgrupi.

Primenom RFLP analize ,,in silico* odabrani su restrikcioni enzimi tako da je
uspostavljen brz i pouzdan protokol za karakterizaciju CMV. RFLP analizom ,,in situ‘
potvrdeno je filogenetsko grupisanje, a iskljuceno je prisustvo mesanih infekcija i time
potvrdeno postojanje rekombinantnih 1 pseudorekombinantnih izolata u Srbiji.

Primenom RDP softvera analizirane su sekvence RNK 2 segmenta i potvrdeno
je da su Cetiri izolata prirodni rekombinanti izmedu IA (2a gen) i II (2b gena) podgrupa,
a analiza sekvenci RNK 3 segmenta potvrdila je da je jedan izolat prirodni rekombinant
izmedu IA (MP gen) i II (CP gen) podgrupa CMV. Analiza prirodne selekcije,
primenom ,,codon-based* Z-testa, pokazala je da na sve testirane genske regione i
parove sekvenci CMV deluje negativna selekcija, sa izuzetkom jednog para sekvenci
CP gena, na koji utice slaba pozitivna selekcija.

BioloSka karakterizacija ukazala je na priliénu fenotipsku varijabilnost
populacije CMV u Srbiji, pri ¢emu nije bilo moguce povezati fenotipske osobine sa
genotipskim razlikama izmedu podgrupa ispitivanih izolata.

Po prvi put u Srbiji, detektovano je prisustvo satRNK CMV koja je ispoljila
geneticku varijabilnost. Dva izolata satRNK CMV se na osnovu filogenetksih analiza
grupiSu sa nekrogenim izolatima, a jedan sa obi¢nim izolatima satRNK CMV.

Rezultati ovih istrazivanja predstavljaju prva detaljnija saznanja o strukturi
populacije 1 genetickom diverzitetu CMV u naSoj zemlji, kao i o evolutivnhim
mehanizmima koji oblikuju variranje i stepen promena u okviru populacije. Dobijeni
rezultati omogucavaju dalji rad na izuavanju diverziteta ne samo ovog ve¢ 1 drugih

ekonomski vaznih fitopatogenih virusa u nasoj zemlji.

Kljuéne reci: virus mozaika krastavca, struktura populacije, filogenetske analize,
rekombinacije, pseudorekombinacije, RFLP analiza, RDP analiza, selekcioni pritisak,

bioloska karakterizacija, satRNK.
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BIOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
Cucumber mosaic virus IN SERBIA

Abstract. During the period from 2010 to 2013, the serological analysis, using DAS-
ELISA, detected the presence of Cucumber mosaic virus (CMV) in 29,68% of tested
samples originating from 32 different species, varieties or cultivars of vegetables,
industrial crops, ornamentals and weeds collected at 74 localities. Tulipa sp. and
Peperomia tuisana are discovered as new host plants of CMV in Serbia, while Wisteria
sinensis and Stenactis annua are detected as two new natural host plants worldwide.

Analysis of genetic structure of CMV population in Serbia is based on biological
and molecular characterization of 44 selected isolates from different host plants
collected during this research at 30 localities, or collected in previous investigation
during from 2007 to 2009. The molecular characterization based on the sequence
analysis of CP gene included 44 isolates, while analysis of 2a, 2b and MP genes
included 19 isolates and the analysis of la gene included 15 isolates of CMV. During
this studies, the protocols for molecular amplification of all five genomic regions of
CMV isolates from Serbia were either established or improved.

Nucleotide and amino acid sequence identity, as well as phylogenetic analyses
showed variability in four out of five genomic regions of CMV population in Serbia.
The highest variability was determined within the partial 1a gene (grouping into three
subgroups, IA, IB and II), partial MP and CP genes and the complete 2b gene (grouping
into two subgroups IA and II), while sequence analysis of the partial gene 2a showed
that CMV population is homogeneous, and all isolates grouped within [A subgroup.
Phylogenetic analysis of particular genetic regions of RNA 1, 2 and 3, as well as
combined genetic regions of RNA 3 and RNA 2, revealed the presence of recombinats
and reassortments within the population of CMV in Serbia and identified the presence
of six different haplotypes. Based on the analysis of all genes, the majority of the
isolates from Serbia belong to subgroup 1A (haplotype: 1A; IA-IA; IA-IA), followed by
haplotype: II; IA-II; II-II represented by three isolates, while other haplotypes were
represented by single isolates (haplotype: IA; TA-IA; TA-II, haplotype: IB; IA-IA; TA-
IA, haplotype: II; TA-IA; II-1I, and haplotype: IB; IA-II; IA-IA). Based on the analysis

of all five genes, neither of the investigated isolates belongs to IB or II subgroup.



In silico RFLP analysis were used for the selection of suitable restriction
enzymes which were used in fast and reliable protocols for the characterization of
CMYV, developed during this research. Furthermore, in situ RFLP analysis confirmed the
phylogenetic grouping of Serbian CMYV isolates and excluded the presence of mixed
infection establishing the existance of recombinants and reassortments in CMV
population in Serbia.

Sequence analysis of RNA 2 segment using RDP software confirmed that four
isolates represents the natural recombinants between IA (2a gene) and II (2b gene)
subgroups, while the analysis of RNA 3 segment confirmed that one isolate is a natural
recombinant between IA (MP gene) and II (CP gene) subgroup. Using codon-based Z-
test, purifying selection was determined as the major natural force influencing all
genomic regions and pairs of sequences of CMV. The only exception is weak positive
selection detected between one pair of sequences of the CP gene.

Biological characterization indicated considerable phenotypic variability of
CMV population in Serbia, but it was not correlated to particular molecular
subgroupings.

For the first time in Serbia, during this study the presence of several isolates of
satRNK CMV was detected which exhibited significant variability. Based on the
phylogenetic analyses, two isolates of satRNK CMV were grouped with necrogenic
isolates and one with non-necrogenic isolates of satRNK CMV.

The results of this investigation represents first detailed characterization of the
population structure and genetic diversity of CMV in Serbia, as well as evolutionary
mechanisms that shape the genetic structure of population, sources of variation and rates
of changes in the population. The obtained results are the fondation for the future
research on diverstity, not only of CMV, but also of other economicaly important plant
viruses in our country.

Key words: Cucumber mosaic virus, population structure, phylogenetic analyses,
recombination, reassortment, RFLP analyses, RDP analyses, selection pressure,
satRNA, biological characterization.

Scientific field: Biotechnical Science

Scientific discipline: Phytopathology

UDC: 632.38:635.05(043.3)
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1. UVOD

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) jedan je od pet
ekonomski najznacajnijih fitopatogenih virusa koji pri¢injava znalajne Stete u
proizvodnji velikog broja poljoprivrednih kultura. Nekoliko velikih epidemija
prouzrokovalo je ogromne ekonomske gubitke u proizvodnji razli¢itih povrtarskih,
ukrasnih, a i industrijskih biljaka u Italiji, Spaniji, Japanu, Australiji i SAD (Tomlison,
1987; Gallitelli et al., 1988; Jorda et al., 1992; Latham et al., 1999; Jones, 2000;
Garsia-Arenal and Palukaitis, 2008). U mediteranskom basenu ekonomski znacaj
CMYV najcesce je povezan sa periodicnim epidemijama u usevu paradajza (Gallitelli et
al., 1995; Varveri and Boutsika, 1999), dinje (Alonso-Prados et al., 1997; Luis-
Arteaga et al., 1998) i paprike (Mnari Hattab et al., 1999).

CMV je tipski predstavnik roda Cucumovirus, familije Bromoviridae. Rod
Cucumovirus, pored CMV, sadrzi jo$ dva udaljena Clana: Peanut stunt virus (PSV) i
Tomato aspermy virus (TAV) (van Regenmortel et al., 2000). Pored PSV i TAV, koji
su zvanicno prihvaceni ¢lanovi ovog roda, rod Cucumovirus sadrzi 1 Gay feather mild
mottle virus (GMMYV). Za GMMV smatra se da je verovatno pripadnik ovog roda, jer
jos nije odobren kao vrsta (King et al., 2012).

CMV spada u grupu opste rasprostranjenih virusa. Prvi put je detektovan na
Americkom kontinentu i ubrzo nakon toga pronaden je na svim kontinentima
(Tomlison, 1987). Njegovo dominantno rasprostranjenje vezuje se za umereno tople
regione gde su povoljni uslovi za razvoj njegovih vektora, vasi (Garsia-Arenal and
Palukaitis, 2008).

U Srbiji, CMV je prvi put opisan na paprici 1956. godine (Suti¢, 1959).
Dosada$nja proucavanja u nasoj zemlji, pre svega, odnose se na utvrdivanje pojave i
rasprostranjenosti CMV na biljkama iz familije Cucurbitaceae i Solanaceae (Staki¢ i
Nikoli¢, 1966; Petrovic i sar., 2010a; Stankovi¢ et al., 2011; Vucurovic et al., 2012).
U nasoj zemlji CMV je jedan od najraSirenijih i najStetnijih virusa na paprici i paradajzu
(Krsti¢ i sar., 2007; Nikoli¢ i sar., 2012; MiloSevi¢, 2013).

Smatra se da je CMV jedan od virusa sa najSirim krugom domacina. Broj biljnih
vrsta koje su identifikovane kao domacini ovog virusa veoma se brzo povecava. Prema
najnovijim podacima broj doma¢ina CMV ve¢éi je ¢ak od 1300 vrsta iz preko 500

rodova i viSe od 100 familija (Garsia-Arenal and Palukaitis, 2008).



Od prirodnih domacina CMV kao najvazniji navode se povrtarske biljke, kao $to
su paprika, paradajz, zatim vrezaste kulture (krastavac, dinja, lubenica, razne vrste
tikava), mrkva, celer, mirodija, perSun, pastrnak, cvekla, rotkva, grasak, pasulj, crni luk,
zelena salata, spana¢ i artiCoka. Znacajni domacini ovog virusa su i duvan i biljke iz
familije Fabaceae, lucerka i crvena detelina (Brunt et al., 1996). CMV je prisutan i na
velikom broju ukrasnih biljaka (Parrella and Sorentino, 2009; Berniak et al., 2010;
Davino et al., 2012). Narocito je znacajna ¢injenica da CMV ima Sirok krug domacina
medu korovskim biljkama koje predstavljaju stalne izvore zaraze (Brunt et al., 1996).
Ovaj virus prezimljava u svojim korovskim domacinima, tako da oni predstavljaju
primarni izvor zaraze za gajene biljke.

Izrazita varijabilnost izolata CMV koja se ogleda u razli¢itim bioloskim,
antigenim i molekularnim osobinama, krugu domacdina i simptomatologiji dovela je do
podele na podgrupe I (S-I, WT) 1 II (S-II, S) (Garsia-Arenal and Palukaitis, 2008).
Najveéi broj izolata CMV pripada podgrupi I. Palukaitis and Zaitlin (1997) su
predlozili, na osnovu homologije sekvenci gena za protein omotaca (CP gen), izdvajanje
podgrupe IB u koju bi bili svrstani izolati poreklom iz Azije, 1 podgrupe 1A gde bi bili
svrstani svi ostali izolati. Takode, filogenetske analize na osnovu drugih gena CMV,
kao Sto su MP, 2a, 2b i 1a gen ukazale su na postojanje tri podgrupe ovog virusa (IA, IB
1 II) (Roossinck, 2002; Lin et al., 2004; Bonnet et al., 2005; Davino et al., 2012;
Nouri et al., 2014).

Velika individualna geneticka varijabilnost unutar pojedinacne vrste odlika je
svih fitopatogenih virusa koji imaju RNK genom, pa i CMV. Visoka varijabilnost RNK
virusa uzrok je pojave novih sojeva i1 brze adaptacije na nove ili rezistentne domacine.
Karakterizacija polimorfnog modela geneticke varijabilnosti virusa presudna je u
razumevanju filogenetskih meduodnosa, geneticke strukture populacije i epidemioloske
istorije (poreklo, nain i broj introdukcija, Sirenje), evolutivnih mehanizama koji
omogucavaju pojavu novih vrsta 1 sojeva, povecanje znacaja ve¢ postojecih virusa, kao 1
drugih faktora koji omogucavaju virusima prevazilaZzenje otpornosti i savladivanje
drugih strategija kontrole.

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je da se dobije uvid u geneticku strukturu
prirodne populacije CMV 1 prvi podaci o faktorima koji oblikuju populaciju ovog virusa

u Srbiji.



2. PREGLED LITERATURE

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) jedan je od pet
ekonomski najznacajnijih virusa povrca i ukrasnog bilja (Anonymous, 1998; Scholthof
et al., 2011). Skoro istovremeno opisan je u Micigenu 1916. godine kao prouzrokovac
bolesti na krastavcu i muskatnoj tikvi (Doolittle, 1916; loc. cit. Palukaitis et al., 1992)
1 Njujorku na krastavcu (Jagger, 1916; loc. cit. Palukaitis et al., 1992).

2.1. Taksonomski status

Virus mozaika krastavca tipi€an je predstavnik roda Cucumovirus, familije
Bromoviridae (van Regenmortel et al., 2000) koji pored ovog virusa sadrzi jo§ dva
udaljena Clana: Peanut stunt virus (PSV) 1 Tomato aspermy virus (TAV). TAV se zbog
ceS¢eg prisustva na hrizantemi nego na biljkama paradajza naziva 1 Chrysanthemum
aspermy virus (Palukaitis et al., 2003). U okviru ovog roda 2009. godine opisan je jo$§
jedan potencijalni virus koji nosi naziv Gay feather mild mottle virus (GMMV) (Adams

et al., 2009).

2.2. Rasprostranjenost

Ubrzo nakon prve detekcije u Severnoj Americi, CMV je pronaden na svim
kontinentima. Jedan je od najvaznijih virusa mnogih gajenih biljaka u Francuskoj,
Grekoj, Italiji, Poljskoj, Portugaliji, Spaniji, Svedskoj, Izrealu, Kini, Japanu, Egiptu,
Argentini 1 SAD (Tomlison, 1987). lako CMV spada u grupu opSte rasprostranjenih
virusa, njegovo dominantno rasprostanjenje vezuje se za umereno tople regione, gde su
povoljni uslovi za razvoj lisnih vasi, njegovih vektora (Palukaitis et al., 1992).
Populacija CMV u svetu je veoma varijabilna i podeljena je u tri podgrupe koje se
medusobno razlikuju i po rasprostranjenosti. Izolati iz podgrupa IA i II su prisutni Sirom
sveta, dok su izolati IB podgrupe dominantni u Aziji, pre svega u njenom istocnom delu
(Gallitelli, 2000; Lin et al., 2003; Moury, 2004). Medutim, usled veoma intezivne
razmene biljnog materijala doslo je do introdukcije izolata IB podgrupe i u druge delove
sveta. Zabelezeno je prisustvo ove podgrupe u Italiji, Spaniji, Grékoj, Kaliforniji,
Brazilu, Nigeriji i Australiji (Gallitelli, 2000; Lin et al., 2003; Eiras et al., 2004;
Bonnet et al., 2005; Sclavounos et al., 2006; Kayode et al., 2014). Pretpostavlja se da
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izolati IB podgrupe vode poreklo iz istocne Azije, Sto ukazuje na puteve Sirenja ovog
virusa (Garcia-Arenal and Palukalitis, 2008). Izolati podgrupe II pretezno su
rasprostranjeni u hladnijim i oblastima sa umereno-kontinentalnom klimom (Garcia-
Arenal and Palukalitis, 2008). Kao i izolati IA podgrupe i izolati II podgrupe su Siroko
rasprostranjeni, znatno Sire nego $to se ranije pretpostavljalo (Yu et al., 2005; Tian et
al., 2009), a Sto se moze objasniti ¢injenicom da izolati I podgrupe izazivaju izrazenije
simptome, bioloski su stabilniji i lakSe uocljivi u polju u odnosu na izolate II podgrupe
(Afreen et al., 2009; Parrella and Sorrentino, 2009; Tian et al., 2009).

Medutim, iako se dominantno rasprostanjenje CMV vezuje za umereno tople
regione, virus se sve ¢eSce javlja 1 u tropskim zemljama (Palukaitis et al., 1992). Kao
razlog tako Sirokog rasprostranjenja i postojanja velikog broj sojeva, navodi se brza i
laka adaptacija ne samo na nove domacine, nego i na nove uslove spoljasnje sredine

(Roossinck, 2002).

2.3. Prisustvo CMYV u Srbiji

Mnoge publikacije Sirom sveta govore o destruktivnosti oboljenja i znac¢ajnim
ekonomskim Stetama koje CMV prouzrokuje na razli¢itim usevima. U naSoj zemlji
rasprostranjenost 1 eventualne Stete u proizvodnji koje izaziva ovaj virus, prouc¢avani su
na razli¢itim domacinima. Od mnogobrojnih domacina ovog virusa, proucavanja u
Srbiji odnose se pre svega na utvrdivanje pojave i rasprostranjenosti CMV na biljkama
iz familije tikava, duvanu, paprici, paradajzu i ukrasnim biljkama.

Prva istraZzivanja CMV u Srbiji odnosila su se na utvrdivanje prisustva virusa na
biljkama iz familije tikava, kada je virus prvi put opisan na dinji (Staki¢ i Nikolié,
1966), nakon Cega su usledila prouc¢avanja prisustva ovog virusa i na drugim biljkama iz
familije Cucurbitaceae (Pejcinovski, 1978). Problem virusnih oboljenja tikava
prouzrokovan unistenom proizvodnjom u vise lokaliteta gajenja u Srbiji 2000. godine
podstakao je na istrazivanja vezana za utvrdivanje etiologije oboljenja. Kao jedan od
prouzrokovaca oboljenja obi¢ne tikve identifikovan je 1 CMV (Duki€ i sar., 2001). Od
tada je zapocCeto detaljnije ispitivanje ovog virusa i oboljenja koje on prouzrokuje na
razli¢itim vrstama tikava, kao i redovno prac¢enje njegove pojave i rasprostranjenosti u

nasoj zemlji (Duki¢ i sar., 2001; Duki¢ et al., 2002; Dukié i sar., 2002; Krsti¢ et al.,



2002, Krsti¢ i sar., 2002; Dukic i sar., 2004a, 2004b; Dukic et al., 2006; Vucurovic i
sar., 2008; Vucurovi¢ i sar., 2011, Vucurovi¢ et al., 2012).

Na duvanu CMV je prvi put zabelezen na parcelama ogledne stanice Duvanskog
instituta na Avali (ToSi¢, 1960), dok istrazivanja koja su sproveli Jasnié i sar. (2000)
upucuju na znacajno prisustvo ovog virusa na duvanu u nasoj zemlji tokom 1995-1999.
godine. Medutim, u periodu od 2002. do 2006. godine, CMV nije bio u znacajnoj meri
prisutan u usevu duvana i nije predstavljao opasnost za njegovu proizvodnju u nasoj
zemlji (Dukié i sar., 2006). Novija ispitivanja pojave i rasprostranjenosti virusa duvana
u Srbiji ukazuju na ponovno Sirenje ovog virusa. Tako je tokom 2007. godine, CMV bio
prevalentan virus u mnogim lokalitetima gajenja duvana (DPeki¢ i sar., 2008a, 2008b;
Stankovi¢ et al., 2011), Sto ukazuje na ciklicno smenjivanje godina u kojima je CMV
bio zastupljen u visokom procentu, ¢esto i kao prevalentan virus, sa godinama u kojima
je zastupljen u znacajno nizem procentu.

U Srbiji je CMV na paprici prvi put opisan 1956. godine (Sutié, 1959). Delevi¢
(1963) je zabeleZio prisustvo ovog virusa u okolini Niga, Leskovca, Zaje¢ara i Cacka u
visokom procentu, dok je u nekim lokalitetima Vojvodine utvrdena zaraza i do 100%.
Istrazivanja Tomié i sar. (2007) potvrdila su prisustvo CMV u usevu paprike, dok su
najnovija istrazivanja sprovedena 2009. godine pokazala da je CMV bio prevalentan
virus u ovom usevu (Petrovi¢ i sar., 2010a, 2010b).

Istrazivanjima Aleksi¢ i sar. (1980) utvrdeno je prisustvo CMV u usevu
paradajza, a pregledom staklenic¢ko-plasteni¢ke proizvodnje i proizvodnje na otvorenom
polju 1 analizom ispitivanih uzoraka tokom 2007. 1 2011. godine paradajza utvrdeno je
da je CMV bio prevalentan virus u usevu paradajza (Krstié i sar., 2007; Nikoli¢ i sar.,
2012).

Istrazivanja Babovié (1969) i Suti¢ (1975) ukazuju na prisustvo ovog virusa i u
usevu lucerke u nasoj zemlji. Osim toga, CMV je opisan i na hibridnoj (Svedskoj) i na

crvenoj detelini (Babovié, 1974).

2.4. Ekonomski znacaj
Zbog velikih ekonomskih gubitaka zabeleZenih u proizvodnji jednogodisnjih
useva, CMV se smatra najznacajnijim virusom u Argentini, isto¢noj Kini, Hrvatskoj,

Francuskoj, Egiptu, Grékoj, Izraelu, Italiji, Japanu, Poljskoj, Portugaliji, Spaniji,
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Svedskoj i u severoistoénom delu SAD, dok se u ostalim zemljama nalazi na drugom ili
trecem mestu (Tomlison, 1987). U mediteranskom basenu ekonomski znacaj CMV
najcesce je povezan sa periodiCnim epidemijama u usevu paradajza (Gallitelli et al.,
1995; Varveri and Boutsika, 1999), dinje (Alonso-Prados et al., 1997; Luis-Arteaga
et al., 1998) 1 paprike (Mnari Hattab et al., 1999) kada se javlja sa ucestalos¢u od 30
do skoro 100%. Stetnost ovog virusa se ogleda u smanjenom prinosu i logijem kvalitetu
plodova, gde su najveéi gubici u prinosu zabelezeni kod biljaka zarazenih u pocetnim
fazama razvoja. Osim ranih infekcija osetljivih biljaka velike Stete nastaju i u slucaju
mesSanih zaraza CMV sa drugim virusima, najcesce iz roda Potyvirus (Palukaitis and
Garcia-Arenal, 2003; Mascia et al., 2010).

CMYV je jedan od najraSirenijih i najStetnijih virusa na paprici i paradajzu u svetu
i u Srbiji (Gaborjanyi et al., 1998; Sepulveda et al. 2005; Krsti¢ i sar., 2007;
Mijatovi¢ i sar., 2007; Tomi¢ i sar., 2007; Garcia-Arenal and Palukalitis, 2008;
Petrovic i sar., 2010a, 2010b; Nikolic i sar., 2012; MiloSevic¢, 2013; MiloSevic i sar.,
2013). Pojava jake nekroze paradajza prouzrokovane CMV dovela je do epidemija
1972. godine u Francuskoj, 1987. godine u Spaniji i Italiji i 1993. godine u Hrvatskoj
(Gallitelli et al., 1988; Jorda et al., 1992; Skori¢ et al., 1996), kada su u glavnim
podrucjima proizvodnje ove kulture Stete dostigle 100%.

U proizvodnji duvana u svetu CMV je jedan od najznacajnijih virusa (Gooding,
1991; Mayunga and Kaporia, 2003). CMV prouzrokuje velike Stete u Aziji i Evropi, a
naro¢ito velike gubitke izazvao je u Spaniji (Shew and Lucas, 1991). CMV je jedan od
ekonomski vaznijih virusa duvana u Srbiji (Peki¢ i sar., 2008a, 2008b; Stankovi¢ et
al., 2011). Mada se kod nas zastupljenost CMV ciklicno menja, pojedinih godina je
prevalentan virus u usevu duvana i moze naneti ozbiljne gubitke u proizvodnji duvana
(Jasnic¢ i sar., 2000; Dukic i sar., 2006; Pekic i sar., 2008a, 2008b; Stankovic et al.,
2011).

U usevima biljaka iz familije Cucurbitaceac CMV predstavlja jedan od pet
ekonomski najznacajnijih virusa u svetu (Agrios, 2005). U Srbiji CMV pored WMV i
ZYMV prouzrokuje velike gubitke u proizvodnji ovih kultura (Dukié i sar., 2006;
Vucdurovié i sar., 2011; Vucurovi¢ et al., 2012; Milojevi¢ i sar., 2013).

Osim na pomenutim kulturama CMV je jedan od ekonomski najStetnijih virusa u

proizvodnji celera i1 salate (Tomlison, 1987), a do velikih S$teta dovodi 1 na
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mahunarkama (Latham et al., 1999; Jones, 2000) i ukrasnim biljakama (Flasinski et
al., 1995).

Pored $teta koje ovaj virus izaziva u pojedina¢nim infekcijama dodatan problem
predstavljaju meSane infekcije sa drugim virusima, kada dolazi do sinergistickog
delovanja, usled Cega se intezitet bolesti povecava tako da su i Stete na zahvaéenim
parcelama mnogo vece. Sinergisticko delovanje CMV sa drugim virusima ustanovljeno
je kod leguminoza, tikava i biljaka iz familije Solanaceae (Desbiez and Lecoq, 1997;
Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003; Wege and Siegmund 2007; Mascia et al.,
2010). Tobias and Tulipan (2002) zabelezili su od 10%, pa do ¢ak 100% zarazenih
biljaka u razli¢itim usevima tikava, pri ¢emu su najvece Stete nastale u meSanim
infekcijama sa drugim virusima tikava. Provvidenti and Schroeder (1970) zabelezili
su smanjenje prinosa obi¢ne tikve za 60-70% u slucaju mesanih infekcija CMV, PRSV i
WMV. Takode, meSane infekcije CMV 1 ZYMV izazvale su pojavu jakih simptoma na
biljkama dinje i cukinija (Wang et al., 2002). CMV se redovno javlja u usevima tikava
u Srbiji, uglavnom u meSanim infekcijama sa ZYMYV 1/ili WMV, a narocito je znacajna
njegova visoka zastupljenost u epidemijskim godinama (Vucurovi¢ et al., 2012). U
usevima paprike 1 paradajza najvece Stete su zabeleZene usled sinergistickog delovanja
CMV i PVY (Mascia et al., 2010; Petrovi¢ i sar., 2010a), a velike Stete mogu da
nastanu 1 usled sinergistickog delovanja CMV sa Tobacco mosaic virus (TMV)

(Siddiqui et al., 2011).

2.5. Domacini

Tokom godina, od prvog opisa, broj doma¢ina CMV se stalno povecavao tako
da se danas smatra da je CMV jedan od virusa sa najSirim krugom domacina
(Palukaitis et al., 1992). Prema najnovijim podacima broj doma¢ina CMV obuhvata
viSe od 1300 vrsta iz preko 500 rodova i vise od 100 biljnih familija (Garcia-Arenal
and Palukaitis, 2008).

Od prirodnih domacina, kao najvazniji domac¢ini CMV navode se povrtarske
biljke kao $to su paprika, paradajz, zatim vrezaste kulture (krastavac, dinja, lubenica,
razne vrste tikava), duvan, mrkva, celer, mirodija, perSun, pastrnak, cvekla, rotkva,
grasak, pasulj, crni luk, zelena salata, spana¢ i articoka (Wolf, 1972; Gooding, 1991;
Gallitelli et al., 2004; Mijatovié i sar., 2007; Afreen et al., 2009; Krsti¢ i Bulajic,
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2011; Sevik and Akcura, 2011; Nouri, 2012). Znacajni domacini ovog virusa su i
biljke iz familije Fabaceae, lucerka i1 crvena detelina (Brunt et al., 1996; Zitter and
Murphy, 2009).

CMV je prisutan i na velikom broju ukrasnih biljaka: Alstroemeria sp., Anemone
coronaria, Asclepias syriaca, A. tuberose, Aster sp., Barbarea vulgaris, Crocus sp.,
Dabhlia sp., Freesia sp., Gladiolus sp., Amaryllis sp., Hyacinthus sp., Iris sp., Lilium sp.,
Linaria vulgaris, Narcissus sp., Nerine bowdenii, N. sarniensis, Phlox drummondii,
Dendrobium sp., Dianthus caryophyllus, Dianthus barbatus, Eustoma grandiflorum,
Pelargonium hortorum, Impatiens wallerina, Hydrangea macrophylla, Dimorphotheca
sinuata, Zantedeschia sp., Cyclamen persicum, Begonia tuberhybrida ‘Multiflora’,
Mandevilla sanderi, Passiflora edulis, Petunia x hybrida, Lamium maculatum, Tulipa
sp. 1 Saintpaulia ionantha (Hakkaart, 1986; Loebenstein et al. 1995; Bellardi and
Bertaccini, 1997; Davino et al., 2005; Parrella and Sorentino, 2009; Zitter and
Murphy, 2009; Berniak et al., 2010; Gautam et al., 2012; BeSta-Gajevi¢ et al., 2013;
Sochacki, 2013; Yoon, 2014).

Narocito je znacajna Cinjenica da CMV ima Sirok krug domacina medu
korovskim biljkama koje predstavljaju stalne izvore zaraze. Kao Siroko rasprostranjene
korovske biljke, a ujedno i domacini CMV istiu se: Amaranthus sp., Anacyclus
clavatus, Anthemis arvensis, Capsella bursa-pastoris, Chenopodium album, Datura
stramonium, Papaver rhoeas, Xanthium strumarium, Portulaca oleracea, Taraxacum
spp., Cirsium arvense, Conyza sp., Diplotaxis erucoides, Lactuca seriola, Malva
sylvestris, Medicago sativa, Plantago sp., Sonchus oleraceus, Trifolium pratense 1 druge
(Brunt et al., 1996; Sacristan, 2004). S obzirom da CMV prezimljava 1 odrZzava se u
svojim korovskim domacinima, ove biljke ¢esto predstavljaju i1 primarni izvor zaraze za

gajene biljke.

2.6. Identifikacija i karakterizacija CMYV na osnovu biotesta

CMV jedan je od mehanicki lako prenosivih virusa sa najSirim krugom
domacina (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008), pa je samim tim razumljivo da ima i
veliki broj eksperimentalnih domacina. Ranije je smatrano da se na osnovu reakcija
razli¢itih test biljaka moze izvrSiti preliminarno razlikovanje CMV od drugih virusa

(Cohen and Nitzany, 1963; Lastra, 1968; Palukaitis et al., 1992; Tdbias and
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Tulipan, 2002) i kao dijagnosticka biljka navodila se Cucumis sativus na kojoj CMV
dovodi do pojave sistemi¢nog mozaika (Francki et al., 1979). Medutim, kasnija
istrazivanja pokazala su da C. sativus nije pogodna dijagnosticka biljka, jer i drugi
virusi poput virusa zutog mozaika cukinija (Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV) i
virusa mozaika lubenice (Watermelon mosaic virus, WMV) dovode do pojave istih
simptoma (Vuéurovi¢ i sar., 2010; 2011). Za bioloSku karakterizaciju, kao
dijagnosticke biljke za CMV, najcesce se koriste Chenopodium amaranticolor, C.
quinoa, Vigna unguiculata 1 Nicotiana glutinosa (Douine et al., 1979; Chou et al.,
2009). Tako je bilo pokusaja da se na osnovu pojave razlicitih simptoma na odredenoj
test biljci i1zvrSi grupisanje izolata u odgovaraju¢u podgrupu ovog virusa (Francki et
al., 1979; Wahyuni et al., 1992; Zhang et al., 1994a) veoma slican krug domacina
doveo je do toga da takva test biljka do sada nije pronadena (Rizos et al., 1992;
Anonymous, 1998; Gallitelli, 1998; Chou et al., 2009). U istrazivanjima Marrou et
al. (1975) navodi se da izolati koji pripadaju II podgrupi mogu razlikovati od izolata
koji pripadaju podgrupi I CMV na osnovu simptoma na Nicotiana tabacum ‘Xanthi’,
dok istrazivanja Carrére et al. (1999) ukazuju da su simptomi na ovoj test biljci veoma
slicni izmedu razli€itth podgrupa ovog virusa. Takode, Marrou et al. (1975) kao
pogodnu biljku za razlikovanje podgrupa CMV navode i1 kukuruz na kome izolati
podgrupe I dovode do pojave sistemi¢nih simptoma, dok izolati podgrupe II najesce ne
dovode do pojave simptoma ili dovode do pojave lokalnih pega. Iako se kukuruz navodi
kao pogodna biljka za razlikovanje podgrupa CMV, Igbal et al. (2011) nisu uspeli da
izazovu pojavu simptoma na ovoj test biljci. Kod dikotiledonih biljaka, izolati iz
podgrupe I naj¢es¢e dovode do pojave intenzivnijih simptoma, dok izolati iz II
podgrupe pokazuju smanjenu virulentnost i dovode do pojave blagih simptoma.
Komuro (1973) navodi N.glutinosa 1 V. unguiculata kao biljke koje se obi¢no koriste za
razlikovanje podgrupa CMV. Medutim, istraZivanja su pokazala da se na N. glutinosa
mogu javiti tri ili Cetiri tipa simptoma, kao 1 da tip simptoma nije u korelaciji sa
odredenom podgrupom CMYV, kao ni sa prisustvom satRNK (Chou et al., 2009; Zhang
et al., 2011). lako su istrazivanja Wahyuni et al. (1992) ukazala da pojavu sistemicnih
simptoma na V. unguiculata mogu izazvati samo izolati koji pripadaju II podgrupi, a da
je pojava lokalnih nekroti¢nih pega karakteristicna za izolate podgrupe I (Wahyuni et

al.,1992; Han et al., 2012), istrazivanja Chou et al. (2009) pokazala su da pojavu
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sistemicnih simptoma izazivaju izolati iz obe podgrupe CMV. Takode, dugo se smatralo
da simptome nitavosti na mehanicki inokulisanim biljkama paradajza mogu da izazovu
samo izolati koji pripadaju podgrupi I (Sudhakar et al., 2006; Akhtar et al., 2008;
Pratap et al., 2008), medutim istrazivanja Geetanjal et al. (2011) ukazala su da pojavu
ovog simptoma izazivaju i izolati iz Il podgrupe. Zhang et al. (1994a) navode da izolati
koji pripadaju podgrupi I izazivaju izrazenije simptome na test biljkama duvana za koje
je karakteristicno da se ranije ispoljavaju u poredenju sa podgrupom II. Iako izolati
podgrupe II uglavnom izazivaju blaze simptome na testiranim eksperimentalnim
biljkama Carrére et al. (1999) zabeleZili su pojavu izraZene nitavosti na N. glutinosa.
Istrazivanja Tian et al. (2009) ukazuju da veoma vazan faktor za ekspresiju i vreme
pojave simptoma, na biljkama duvana koje su inokulisane izolatima podgrupe II,

predstavljaju temperaturni uslovi, vlaznost, kao i duzina dana i no¢i.

2.7. Morfologija virusnih Cestica i organizacija genoma

Virioni CMV su ikozaedri¢nog oblika, pre¢nika oko 29 nm, izgradeni su od 180
identi¢nih proteinski podjedinica kapsid proteina (CP) i oko 18% RNK (Francki et al.,
1979; Palukaitis et al.,, 1992; Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008; Jacquemond,
2012). CMV ima bar tri vrste Cestica, koje se morfoloski ne razlikuju, ali sadrze razlicite
RNK. RNK 1 i RNK 2 se nalaze u razli¢itim Cesticama, RNK 3 i RNK 4 se nalaze u
istoj Cestici, dok neke Cestice mogu da sadrze tri molekula RNK 4 (Garcia-Arenal and
Palukaitis, 2008). Virusne ¢estice mogu da sadrze i manje kolicine RNK 4A, RNK 5 i
RNK 6 (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). Za ostvarivanje infekcije neophodno je
prisustvo sve tri ¢estice (Gallitelli, 2000).

Genom CMYV se sastoji od pet gena rasporedenih na tri jednolan¢ane pozitive
genomne RNK oznacene brojevima od 1 do 3, na osnovu opadajucih veli¢ina i na dve
subgenomne RNK, RNK 4 i RNK 4A (Palukaitis et al., 1992; Gallitelli, 2000;
Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003; Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008;
Jacquemond, 2012). Ukupna duZina pojedinih RNK genoma CMYV varira u zavisnosti
od izolata ili podgrupe, medutim svaki otvoreni okvir Citanja (open reading frame,
ORF) ima sli¢nu veli¢inu, osim okvira Citanja 2a proteina, koji je kod izolata II
podgrupe manji u odnosu na izolate I podgrupe (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003;

Jacquemond, 2012). Sve RNK (RNK 1, RNK 2, RNK 3, RNK 4, RNK 4A) (Slika 1)
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imaju na 5’ kraju vezan 7-metilguanozin, dok je 3’ kraj aminoacetiliran tirozinom i
moze da obrazuje strukturu slicnu tRNK (Francki et al., 1979; Palukaitis and Garcia-
Arenal, 2003). Sva tri velika RNK molekula (RNK 1, 2, 3) na 3’ kraju imaju deo od
oko 150 nukleotida koji su veoma sli¢ni 1 visoko konzervativni (Gould and Symons,

1977, 1978; Jacquemond, 2012).

5'CAP__| 1a |} 30H RNA 1
' CAP '
> oRF 2a = 30H oA 2
2b
5'CAP _| 3a 3b o} 30H RNA 3

5' CAP_ CP iyo“ RNA 4

Subgenomne RNA

5'CAP_[5p | °F 3'0H RNA 4A

Slika 1. Sema genoma virusa mozaika krastavca

Sve tri genomne RNK mogu se razmenjivati izmedu izolata koji pripadaju istim
ili razli¢itim podgrupama ovog virusa, ¢ime je omoguceno dobijanje novih izolata
sposobnih da se odrZe u prirodi. Medutim, RNK 3 se moZe razmenjivati 1 izmedu
razlic¢itih virusa, koji pripadaju Cucumovirus rodu (Rao and Francki, 1981; Palukaitis
and Garcia-Arenal, 2003).

RNK 1 (3,3-3,4 kb) je monocistronska i kodira 1a protein molekulske mase 111
kDa. RNK 2 (3 kb) je bicistronska i1 kodira 2a protein molekulske mase 98 kDa, kao i 2b
protein mase 13-15 kDa, koji kodira subgenomna RNK 4A (630-702 nukleotida)
(Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). RNK 3 (2,2 kb) je takode bicistronska i kodira
stvaranje 3a proteina molekulske mase 30 kDa 1 3b proteina molekulske mase 25 kDa,
koji se dobija translacijom subgenomne RNK 4 (1010-1250 nukleotida) (Garcia-
Arenal and Palukaitis, 2008). CMV ima i RNK 5, duzine oko 300 nt, ¢ija funkcija nije
poznata, a €iji 3’ kraj ima istu sekvencu kao i 3’ netranslirajuci krajevi RNK 1 1 RNK 2

(co-terminal) (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003; Garcia-Arenal and Palukaitis,
11



2008). RNK 4A 1 RNK 5 se samo nalaze u Cesticama izolata subgrupe II. U nekim
Cesticama CMV se nalazi mala koli¢ina biljne tRNK 1 fragmenata CMV RNK duzine
70-80 nt, oznaCena kao RNK 6, dok cestice nekih sojeva mogu da imaju i defektne
RNK, nastale od RNK 3, a kojima nedostaje nekoliko stotina nukleotida od MP ili CP
gena ili od oba (Palukaitis et al., 1992; Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008;
Jacquemond, 2012).

Geni za sve proteine pronadeni su kod svih rodova familije Bromoviridae, osim
gena za 2b protein koji se javlja samo kod Cucumovirus 1 Ilarvirus roda. Iako otvoreni
okvir Citanja 2b proteina ima sli¢nu poziciju kod oba roda, njegova veli¢ina kao i
sekvenca se razlikuju (Xin et al., 1998; Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Pozicija
inicijalnog kodona za 2b gen kod roda Cucumovirus se razlikuje od vrste do vrste $to
ukazuju da je 2b gen nastajao viSe puta de novo prepisujuci se sa 2a gena koji
predstavlja ancestorski ORF (Roossinck, 2002).

Prisustvo satelitne RNK (satRNK) je karakteristika nekih sojeva ovog virusa. Do
sada je pronadeno vise od 100 varijanti satRNK vezanih sa vise od 65 CMV izolata iz
obe podgrupe populacije CMV (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). SatRNK su
male nekodiraju¢e RNK duzine od 330 do 405 nukleotida (najces¢e 332 do 342) i
molekulske mase 1x10° Da, &ije sekvence skoro da nemaju sliCnosti sa virusnim
genomom (najvise 6-8 nt u nizu), ali njihova replikacija, enkapsidacija, Sirenje,
prenosenje 1 ostale funkcije potpuno zavise od proteina kodiranih virusnim genomom,
dok same nisu neophodne za infekciju i replikaciju virusa (Francki et al., 1979;
Alonso-Prados et al., 1998; Gallitelli, 2000; Davino et al., 2005; Garcia-Arenal and
Palukaitis, 2008; Jacquemond, 2012). Prisustvo satRNK moze da uti¢e, u nekim
slu¢ajevima, na replikaciju kao 1 na patolosku reakciju biljke (Palukalitis et al., 1992).
SatRNK obi¢no smanjuju akumulaciju CMV, a kod nekih domaéina smanjuju i
virulentnost CMV, §to nije uslovljeno kompeticijom za ograni¢enu koli¢inu polimeraze
ili proteinskog omotaca (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). Medutim, neke
satRNK mogu da pojacaju efekte virusne infekcije, pa su se u nekim mediteranskim
zemljama na biljkama paradajza zarazenim CMV, a kod kojih je utvrdeno prisustvo
odredenih satRNK ispoljili simptomi sistemi¢ne nekroze. Ova nekroza je bila posledica
stvaranja velike koli¢ine komplementarnih lanaca satRNK nastalih prilikom njene

replikacije (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). Geneticka struktura i1 dinamika
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populacije CMV 1 njegovih satRNK nisu povezane, odnosno satRNK se Sire
epidemijski, kao hiperparaziti, u endemi¢nim populacijama CMV (Alonso-Prados et
al., 1998). Iako su duze satRNK pronadene kod izolata prisutnih u isto¢noj Aziji i Italiji,
njihovo prisustvo se uvek povezuje sa azijskim izolatima.

Za sada nije utvrdena znacajna sli¢nost izmedu sekvenci satRNK i sekvenci
CMV virusa pomoc¢nika (helper virus), takode ni kod jedne biljne vrste u genomu nisu
utvrdene sekvence slicne satRNK (Simon et al., 2004; Hajimorad et al., 2009). Do
sada je okarakterisano preko 100 izolata satRNK CMV u razliCitim geografskim
podru¢jima 1 na razli¢itim biljnim vrstama, koje su grupisane u najmanje tri grupe na
osnovu toga kako uticu na simptome na indikator biljkama paradajza (Kouadio et al.,
2013). Tako ima razli¢itih nacina grupisanja satRNK CMV preovladava podela na
osnovu tipa simptoma, odnosno u zavisnosti da li satRNK progresivno pojacava ili
smanjuje simptome prouzrokovane CMV (Garcia-Arenal et al., 1999). Pojava
nekroti¢nih simptoma kod izolata koji pripadaju nekrogenom (necrogenic) soju satRNK
uslovljena je ,konsenzus®“ sekvencom GA-GCUAAGGCUUA---UGCUAUGCUGAU
(Devic et al., 1990; Grieco et al., 1997; Garcia-Arenal et al., 1999) koja ne postoji
kod izolata obi¢nog (,,ne nekrogenog®, non necrogenic) ili blagog (benign) soja. Kod
biljaka duvana 1 paradajza kod kojih su primecéeni intezivniji simptomi hloroze
ustanovljena je ,,konsenzus* sekvenca CCUUUCGAGGU odnosno ,,chlorosis-inducing
domains*. Ova ,konsenzus* sekvenca nije detektovana kod svih satRNK koje su dovele
do pojave ovog tipa simptoma, ve¢ kod malog broja satRNK (Kurath and Palukaitis,
1989).

2.8. Funkcije proteina

Protein 1la, koji nastaje translacijom RNK 1, je komponenta CMV replikaze
(Hayes and Buck, 1990), a lokalizovan je na tonoplastu (Cillo et al., 2002). Dosadasnja
ispitivanja su pokazala da protein la ima dva funkcionalna dela-domena (domain-
konzervativni deo proteina koji moze da se menja, funkcioniSe i postoji nezavisno od
ostatka proteina). Prvi domen se nalazi na N terminalnom kraju i smatra se da ima
funkciju metiltransferaze, odnosno ucestvuje u modifikaciji 5’ kraja na pocetku procesa
transkripcije dodavajuéi guanozin na 5° RNK, a zatim metiliraju¢i guanozin, dok se na

C terminalnom kraju nalazi drugi domen za koji se smatra da ima funkciju helikaze
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(Gorbalenya et al., 1988; Hodgman, 1988; Habili and Symons, 1989; Rozanov et
al., 1992). Pored ovih funkcija, smatra se da protein la ima ulogu i kod pojave
hipersenzibilne reakcija duvana (Lakshman and Gonsalves, 1985; Palukaitis and
Garcia-Arenal, 2003) i prenoSenja CMV semenom (Hampton and Francki, 1992).

Protein 2a, Cije stvaranje kodira RNK 2, takode se nalazi na tonoplastu (Cillo et
al., 2002) i sadrzi vec¢i broj motiva koji su karakteristicni za RNK zavisnu RNK
polimerazu (Bruenn, 1991; Habili and Symons, 1989; Poch et al., 1989).

CMV replikacija se obavlja na tonoplastu (Garcia-Arenal and Palukaitis,
2008; Jacquemond, 2012). U replikaciji u€estvuju proteini la i 2a formirajuéi virusnu
komponentu kompleksa replikaze koja sa nekoliko proteina biljke, gradi enzimski
kompleks koji ima funkciju RNK zavisne RNK polimeraze (Palukaitis and Garcia-
Arenal, 2003; Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008; Jacquemond, 2012). Prvi korak
replikacije predstavlja sinteza (-) RNK, koja se koristi kao matrica za sintezu (+) RNK,
koja ¢e imati funkciju informacione RNK (mRNK) za translaciju, zatim, kao matrica za
transkripciju (stvaranje novih molekula RNK) i na kraju za stvaranje novih viriona
(Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008; Jacquemond, 2012). Znacajno je napomenuti
da se tokom replikacije nagomilavaju molekuli dvolancanih RNK (double-stranded (ds)
RNA) u zarazenim Celijama, Sto je karakteristika (+) RNK virusa, za koje se pouzdano
ne zna da li ucestvuju u ciklusu virusa ili prosto sluze za skladiStenje viska RNK
(Jacquemond, 2012). Kod CMV, (-) RNK dostizu maksimalnu brojnost neposredno
posle infekcije, dok koli¢ina (+) RNK nastavlja da raste i moze da dostigne ¢ak 100 puta
vecu koli¢inu u odnosu na (-) RNK (Seo et al., 2009a). Za sintezu (-) lanca RNK
neophodno je prisustvo 1 la i1 2a proteina, dok (+) lanac moze nastati samo u prisustvu
2a proteina od (-) RNK matrice, od genomne ili subgenomne RNK (Seo et al., 2009a).
Fosforilacija 2a proteina, onemogucava njegovo vezivanje sa la proteinom $to moze da
uti¢e na prestanak transkripcije i pocetak translacije (+) RNK (Jacquemond, 2012). Na
kraju, koncentracija virusa u zaraZenim biljkama zavisie od balansa izmedu
transkripcije 1 translacije, na Sta ¢e znacCajan uticaj imati i1 proces enkapsidacije
(stvaranje novih Cestica), a verovatno i Sirenje virusa kroz biljku (Jacquemond, 2012).

Stvaranje proteina 2b kodira subgenomna RNK 4A (Ding et al., 1994). Protein
2b ima ulogu supresora u post-transkripcijskom utiSavanju gena. Ovaj protein uti¢e na

proces utiSavanja gena inhibiraju¢i slanje signala za pokretanje samog mehanizma u
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udaljenim tkivima i ometajuc¢i metilaciju DNK u tim tkivima (Brigneti et al., 1998; Li
et al., 1999). Najverovatnije da lokalizacija 2b proteina u jedru mu omogucava da spreci
DNK metilaciju (Lucy et al., 2000; Mayers et al., 2000), jer mutacije na 2b proteinu
koje onemogucavaju njegovu lokalizaciju u jedru, onemogucavaju i njegovu ulogu u
utiSavanju gena (Lucy et al., 2000). Protein 2b ucestvuje u Sirenju virusa i ispoljavanju
virulentnosti, kao i1 aktivaciji transkripcije (Ham et al., 1999; Palukaitis and Garcia-
Arenal, 2003). Delecije prvih 15-16 aminokiselina na C kraju 2b proteina dovele su do
inhibicije aktivacije transkripcije, akumulacije virusa i ispoljavanja virulentnosti (Ding
et al., 1995), medutim nisu uticale na njegovu lokalizaciju u jedru i funkciju supresora
utiSavanja gena (Lucy et al., 2000). Tako da ispoljavanje virulentnosti i funkcija
supresora utiSavanja gena ne moraju biti povezane funkcije 2b gena (Palukaitis and
Garcia-Arenal, 2003). Protein 2b inhibira aktivnost malih ometaju¢ih RNK (small
interfering RNA, siRNA) 1 Agronaut-a (AGO, proteini koji se vezuju za male
nekodiraju¢e RNK) tako $to se direktno vezuje za njih (Mochizuki, 2011) 1 na taj nacin
deaktivira signal za post-transkripciono utiSavanje gena u udaljenim biljnim tkivima.
Smatra se da 2b protein CMV moze da uti¢e na pojavu sinergistickog efekta prilikom
mesSanih infekcija CMV 1 drugih virusa. Tako je utvrdeno da ekspresija ovog proteina u
meSanim infekcijama sa TMV ili Potato virus X (PVX) povecava virulentnost ovih
virusa (Brigneti et al., 1998; Li et al., 1999). Takode, ovaj protein, inhibira salicilnu (Ji
and Ding, 2001) i1 jasmonsku kiselinu (Lewsey et al., 2010) koje imaju funkciju u
odbrambenim reakcijama biljaka pri napadu patogena (Ji and Ding, 2001). Ovaj protein
ima 1 direktnu ulogu u sistemi¢nom kretanju virusa kroz biljku (Palukaitis and Garcia-
Arenal, 2003; Jacquemond, 2012). Pojedini izolati virusa koji su nastali supstitucijom
2b gena izolata poreklom iz II podgrupe sa 2b genom nekog virulentnijeg izolata
poreklom iz IA podgrupe doveli su do nastanka hipervirulentnosti prvobitnog izolata, ali
ne i do brzeg nakupljanja virusa u sistemi¢no zarazenom lis¢u (Shi et al., 2002;
Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Smatra se da virulentnost prouzrokovana 2b
proteinom nije odredena brzinom kretanja virusa (Palukaitis and Garcia-Arenal,
2003), ali da bi nedostatak 2b proteina u genomu CMV smanjio brzinu §irenja virusa u
biljci ili bi ¢ak 1 sprecio sistemi¢nu infekciju, u zavisnosti od vrste biljke domacina
(Ding et al., 1995; Soards et al., 2002) i njene starosti (Ji and Ding, 2001). Ovaj

protein se moze smatrati neophodnim za Sirenje virusa kod sojeva nastalih
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pseudorekombinacijama kod kojih RNK 1 1 2 poticu od CMV, a RNK 3 od TAV (Shi et
al., 2003). Smatra se da 2b protein ima indirektnu ulogu u procesu rekombinacije, iako
nije povezan sa ¢elijskim komponentama koje grade replikacioni kompleks virusa, utice
na selekciju rekombinantnih ili pseudorekombinantnih virusnih RNK koji ¢e se odrzati
u prirodi (Mayers et al., 2000; Cillo et al., 2002; Palukaitis and Garcia-Arenal,
2003; Shi et al., 2003).

Stvaranje proteina 3a kodira RNK 3 (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003).
Iako svi virusni proteini mogu ucestovati u kretanju virusa u biljci, za 3a protein se
smatra da je transportni protein (,,movement protein*, MP) zbog toga Sto poseduje
glavne karakteristike MP kao S§to su lokalizacija na plazmodezmama, sposobnost da
poveca masu molekula koji pasivno mogu pro¢i kroz plazmodezme (size exclusion limit,
SEL), pospesuje kretanje ne samo RNK ve¢ i sebe samog kroz plazmodezme, ima
sposobnost vezivanja za jednolancane RNK bez obzira na sekvencu, kao i1 za razlicite
RNK virusa preko specificnog dela na svom C kraju i dva mesta u sredini, a takode ima
mogucénost da veze RNK CMYV izolata koji nemaju svoj MP (Jacquemond, 2012). Za
razliku od la 1 2a proteina, protein 3a (MP) nije neophodan za replikaciju virusa, ali je
neophodan za njegovo kretanje (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Pored
lokalizacije 3a proteina u plazmodezmama, gde omogucava kretanje od celije do ¢elije,
on se moze naci 1 unutar sitastih cevi, §to omogucava sistemi¢no kretanje virusa kroz
biljku (Blackman et al., 1998; Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Kod nekih
biljaka domacina u kretanje od ¢elije do ¢elije su ukljuceni i proteini koje kodira RNK 2
(Jacquemond, 2012). Promene nekih od aminokiselina u okviru 3a proteina mogu
dovesti do gubitka funkcije ovog proteina, bilo da se inhibira kretanje od ¢elije do Celije
ili sistemi¢no kretanje kroz biljku, $to ukazuje da je ovaj protein neophodan za obe vrste
kretanja (Li et al., 2001; Nagano et al., 2001; Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003).

Takode, RNK 3 nosi i gen koji se prepisuje u subgenomnu RNK 4 i kodira
sintezu 3b proteina, odnosno protein omotaca virusa (,,coat protein®, CP) (Palukaitis
and Garcia-Arenal, 2003; Jacquemond, 2012). CP je jedini protein koji ulazi u sastav
virusne cestice (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Pored MP, 3b je takode
potreban za kretanje virusa kako u biljci, tako i1 od biljke do biljke (Boccard and
Baucombe, 1993; Canto et al., 1997). CP je neophodan za kretanje virusa od ¢elije do

¢elije, iako se €ini da je njegova uloga u ovom procesu indirektna. CP pospeSuje ovaj
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nacin kretanja kroz interakciju ne samo sa delovima virusa, ve¢ i sa biljkom domac¢inom
(Kaplan et al., 1998; Wong et al.,, 1999). Takode, jasno je da protein omotaca
ucestvuje i u sistemi¢nom kretanju, kao i prenosenju od biljke do biljke, gde njegova
uloga nije samo zastita virusne RNK od degradacije, $to je pokazano njegovim uticajem
na kretanje od ¢elije do celije kod nekih biljaka domacina, kao i time §to ima klju¢nu
ulogu u prenoSenju virusa vasima od domacina do domacina (Wong et al., 1999;
Takeshita et al., 2001; Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Ispitivanja RNK 3
rekombinantnih izolata CMV 1 TAV pokazala su da je za efikasno kretanje virusa
neophodna kompatibilnost izmedu 29 amino kiselina C-terminusa MP sa 2/3
aminokiselina CP koje se nalaze na C-terminusu (Salanki et al., 2004). Kim et al.
(2004) su dokazali da je kretanje unutar ¢elije ostvarljivo i kod onih izolata kod kojih su
izbrisane 33 amino kiseline na C-terminusu MP, ali je kod ovih izolata sistemi¢no
kretanje veoma redukovano.

Takode, dokazana je i interakcija 3b i 2a proteina, pri ¢emu ovaj kompleks
verovatno ucestvuje u kretanju virusnog potomstva od ¢elije do ¢elije (Hwang et al.,

2005; Salanki et al., 2011).

2.9. Simptomatologija

CMV izaziva razliCite tipove simptoma u zavisnosti pre svega od biljke
domacina, vremena infekcije, soja virusa 1 uslova spoljas$nje sredine. Simptomi koje
izaziva CMV u vidu svetlozelenog i tamno zelenog mozaika, hloroze, redukcije lisne
povrSine, nitavosti, uvijenosti lista, malformacija, kao 1 lokalnih nekroti¢nih i
hloroticnih pega nisu karakteristicni samo za zaraze izazvane CMV. Sli¢ne tipove
simptoma mogu izazvati 1 drugi virusi, tako da se samo na osnovu simptoma ne moze sa

sigurnosc¢u potvrditi prisustvo CMV (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008).

2.10. Epidemiologija

Sirenje CMV u prirodi omoguéavaju njegovi vektori, biljne vasi. Opisan je
veliki broj vrsta biljnih vasi koje prenose virus na neperzistentan nacin. Smatra se da u
prirodi CMV prenosi vise od 80 vrsta biljnih vasi koje su sposobne da usvoje/prenesu
virus ne samo hrane¢i se na svojim biljkama domacinima, ve¢ i prilikom probne

ishrane, kada vas vise puta na kratko ubada svoj stilet u biljku, ispitujuci da li je to njena
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biljka hraniteljka ili ne (Gallitelli, 2000; Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003).
Najcesc¢i 1 najvisSe proucavani vektori su Myzus persiceae 1 Aphis gossipii. Vecina sojeva
virusa moze se preneti sa ove dve vrste vasi, jer je specifi¢nost prenoSenja virusa u
odnosu na vrstu vasi jako niska. Veoma efikasni vektori CMV su i 4. glycines,
Acyrthosiphon pisum 1 Therioaphis trifolii (Gildow et al., 2008). Efikasnost prenosenja
virusa zavisi od soja virusa, biljke koja predstavlja izvor zaraze i biljke na kojoj se
vektor kasnije hrani, kao 1 od vrste i biotipa vektora (Palukaitis et al., 1992), mada veza
izmedu efikasnosti prenosenja i akumulacije virusa u izvornoj biljci jo$ nije dovoljno
razjaSnjena. Prisustvo satRNK kod zaraZenih biljaka povezano je sa niZom
koncentracijum virusa u biljci 1 sa smanjenom efikasno$¢u prenoSenja vaSima, a $to je
naroCito izrazeno kod izolata koji poseduju nekrogene satRNK (Escriu et al., 2000).
Satelitne RNK znacajno smanjuju replikaciju virusa, pa u tim slucajevima efikasnost
prenoSenja, kao i1 eventualna pojava epidemija u usevima zavise od gustine populacije
vektora (Escriu et al., 2000).

Najveci broj sojeva CMV prenosi se vasima, medutim postoje i sojevi koji imaju
veoma nisku efikasnost prenoSenja vasima (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003;
Jacquemond, 2012). Neki od tih sojeva su iskoriS¢eni kao potvrda da je protein
omotaca jedini virusno kodirani faktor koji odreduje moguénost i efikasnost prenosenja
vaSima (Gera et al., 1979; Chen and Francki, 1990). Medutim, izolati koji imaju
manju efikasnost prenoSenja vasima, taj nedostatak mogu da prevazidu koriste¢i delove
genoma drugih izolata koji u€estvuju u meSanim infekcijama, Sto moze da dovede do
pojave reasortmenta (pseudorekombinacija), odnosno izmene delova genoma izmedu
razli¢itih izolata (Perry and Francki, 1992). Ispitivanjem sojeva koji se razlikuju u
prenosivosti vasima utvrdeno je da razliCiti regioni CP razliito utiCu na prenoSenje
virusa, odnosno aminokiseline na razli¢itim pozicijama odgovorne su za prenosenje
CMV razli¢itim vrstama vasi. Aminokiseline na pozicijama 25, 129, 214 odgovorne su
za efikasno prenosenje pomocu M. persiceae, dok su aminokiseline na pozicijama 129,
162 1 165 odgovorne za prenoSenje pomocu A. gossipii (Perry et al., 1998; Garcia-
Arenal and Palukaitis, 2008). Aminokiseline na ovim pozicijama u stvari su klju¢ne za
interakciju izmedu stileta vasi 1 virusne Cestice, uti¢u¢i na njenu stabilnost. Ng et al.
(2005) su potvrdili uticaj aminokiseline na poziciji 162 na stabilnost i efikasnost

prenosenja izolata ovog virusa, ali ne 1 aminokiseline na poziciji 129.
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Na povrsini proteinskog omotaca ustanovljeno je postojanje BH-BI petlje (S
Stands” H and I, PH-PI loop), visoko konzervativhog regiona negativnog
naelektrisanja, koji uti¢e na prenoSenje virusa vaSima. Taj visoko konzervativan deo
predstavljaju Sest do osam aminokiselina u BH-BI petlji koja je prisutna kod virusa iz
Cucumovirus roda (Liu et al., 2002). Smatra se da grada kapsida virusa ima uticaj na
stabilnost virusnih Cestica, Sto se odrazava 1 na sposobnost prenosenja vasima. Kod
nekih sojeva ovog virusa potvrdena je veza izmedu neprenosenja vasima i nestabilnosti
virusnih Cestica (Ng et al., 2005).

Pored prenoSenja vaSima, CMV moze da se prenese u razliitom stepenu i
semenom najmanje 20 biljnih vrsta, kako gajenih tako 1 biljaka iz spontane flore
(Sacristan, 2004). Prenosenje semenom gajenih biljaka uglavnom je vezano za biljke iz
familije Fabaceae i Brassicaceae, ali i za neke predstavnike familije Cucurbitaceae
(Gallitelli, 2000). CMV se moze preneti semenom: Glycine max (30-100%), Phaseolus
vulgaris (0,3-54%), Spinacia oleracea (15%), Echynocistis lobata (9-55%), Lupinus
angustifolus (12-34%), Sprergula arvensis (1-40%), Vinga unguiculata (4-28%),
Stellaria media (1-40%), Lamium purpureum (4%), Cerastum holostioides (2%),
Senecio vilgaris, Portulaca oleracea (60-100%) 1 drugih (Palukaitis et al., 1992; Yang
et al., 1997; Gallitelli, 2000). Iako je jednim ispitivanjem utvrdeno da se CMV prenosi
1 semenom krastavca (1,4%), opSte je prihvacen stav da se ne prenosi, ali se prenosi
semenom dinje (2,1%) 1 C. moshata (0,7%), dok se semenom razli¢itih formi vrste C.
pepo virus ne prenosi (Palukaitis et al.,, 1992). Medutim, Gumus et al. (2004) su
utvrdili prenoSenje CMV semenom dinje (18,5%) 1 obicne tikve (18,5%). U
proucavanju prenosenja CMV semenom uljane tikve golice postoje oprecni literaturni
podaci. Nekim ispitivanjima nije dokazano prenosenje CMV (Tébias et al., 2003), dok
druga potvrduju tu mogucnost (Tébias et al., 2008). lako postoji podatak da se CMV
moze preneti semenom pojedinih hibrida paradajza (Park and Cha, 2002), opste je
prihvacen stav da se ne prenosi semenom ove biljne vrste (Zitter and Murphy, 2014).
Noviji podaci ukazuju da se moZe preneti 1 semenom paprike (Ali and Kobayashi,
2010). Mehanizam prenoSenja semenom jo$ uvek nije poznat, ali je utvrdeno da se u
semenu Stellaria media virusne Cestice nalaze u embrionu, a u divljem krastavcu u
endospermu (Palukaitis et al., 1992). Ispitivanja prenoSenja virusa semenom spanaca,

pokazala su da dolazi do replikacije virusa u embrionu, endospermu i polenu (Yang et
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al., 1997). Smatra se da je prenosenje CMV semenom uslovljeno la proteinom koji
predstavlja jednu od komponenti kompleksa replikaze, te njegov nedostatak u ¢elijama
embriona predstavlja glavni razlog nemogucnosti prenosenja virusa semenom kod

mnogih domacina (Gallitelli, 2000).

2.11. Varijabilnost i evolucija

Prema opste prihvacenim literaturnim podacima izolati CMV podeljeni su u dve
podgrupe, oznafene kao podgrupa I (ekvivalentne podgrupama S-I, WT) i II
(ekvivalentne podgrupama S-II, S), na osnovu bioloskih, seroloSkih i molekularnih
osobina (Palukaitis et al., 1992; Rizos et al., 1992; Anonymous, 1998; Gallitelli,
1998). Procenat nukleotidne identi¢nosti izmedu izolata koji pripadaju razlic¢itim
grupama iznosi od 69 do 77%, u zavisnosti od vrste RNK, duzine regiona koji se poredi,
kao 1 od samih izolata koji se porede, a najvece razlike izmedu sekvenci izolata prisutne
su kod RNK 2. Procenat slicnosti sekvenci izolata u okviru podgrupe II veoma je visok i
iznosi 96%, dok je izmedu izolata podgrupe I nesto nizi i iznosi 88%. Ovakva sli¢nost
ukazuje na vecu heterogenost podgrupe I u odnosu na podgrupu II, $to potvrduje dalju
podelu podgrupe I na dve podgrupe (Rizos et al., 1992; Davino et al., 2005; Chen et
al., 2007; Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008; Afreen et al., 2009). Palukaitis and
Zaitlin (1997) su predlozili izdvajanje podgrupe IB u koju bi bili svrstani izolati
poreklom 1z Azije 1 podgrupe IA gde bi bili svrstani svi ostali izolati (Roossinck et al.,
1999; Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). Izolati podgrupe I su podeljeni u
podgrupu IA i IB na osnovu homologije sekvenci 5’NTR (netransliraju¢eg regiona)
RNK 3 i na osnovu razlika u patogenosti na vigni (Vigna unguiculata), pri ¢emu izolati
IA podgrupe izazivaju sistemi¢ne simptome poput mozaika, dok izolati IB podgrupe
izazivaju lokalne nekroti¢ne lezije na inokulisanim listovima (Daniels and Campbell,
1992). Filogenetske analize CP gena potvrdile su ovo grupisanje i ukazale na tri
najznacajnija dogadaja u evoluciji CMV. Prvi je izdvajanje izolata podgrupe II, drugi je
doveo do odvajanja izolata u okviru podgrupe IB, a tre¢i do izdvajanja izolata podgrupe
IA (Roossinck et al., 1999; Jacquemond, 2012). Dalje analize, pre svega gena koji se
nalaze na RNK 3 ukazale su da je podgrupa IA monofileticka za razliku od IB koja je
polifileticka (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). Analiza RNK 2 (2a i 2b gena)

pokazuju da su IA 1 IB monofileticke grupe, dok analize RNK 1, odnosno 1la gena ne
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ukazuju na jasno poreklo podgrupa IA i IB. Sve ovo ukazuje da je svaka od ove tri RNK
imala razli¢itu evolutivnu istoriju (Roossinck, 2002).

Filogenetske analize na osnovu razli¢itih gena CMV nisu u potpunosti podrzale
klasifikaciju zasnovanu na CP genu $to potvrduje da su rezli¢ite RNK imale nezavisnu
evoluciji, odnosno ukazuje na znacajnu ulogu pseudrekombinacija u evoluciji CMV
(Roossinck, 2002). Usled visoke varijabilnosti IB podgrupe, prema Liu et al. (2009)
doslo je do izdvajanja i podgrupe IC u okviru postojeée IB na osnovu analiza la gena.
Filogenetske analize 2a, 2b, CP i MP gena nisu pokazale ovakvu podeljenost podgrupe
I, Sto potvrduje teoriju odvojene evolucije razli¢itih RNK (Roossinck, 2002). Dalja
proucavanja veceg broja izolata dovela su do izdvajanja nove podgrupe III Sto je
zasnovano na filogenetskim analizama CP, MP i la, kao i 2a gena. U ovu podgrupu,
prema trenutnim podacima svrstana su samo dva izolata, BX i PHz poreklom iz Kine, a
koji prema filogenetskom analizama 2b gena pripadaju IB podgrupi (Liu et al., 2009;
Jacquemond, 2012). Filogenetska stabla rekonstruisana na osnovu aminokiselinskih
sekvenci la, 2a, 3a i 3b ukazala su na istu podelu u okviru prirodne populacije CMV
koja je podeljena na tri glavne podgrupe (I, II 1 III), kao 1 podelu podgrupe I na
podgrupe IA, IB i IC na osnovu aminokiselinskih sekvenci la proteina (Liu et al.,
2009). Medutim, ovakva podela IB na IB i IC podgrupu i nastanak nove podgrupe III za
sada nije opSte prihvacena od stane drugih autora.

Izvori varijabilnosti kod biljnih virusa su mutacije, rekombinacije 1
pseudorekombinacije, odnosno reasortment. Proucavanja koja se odnose na geneticki
diverzitet 1 moguce izvore varijacije u okviru populacije virusa imaju znacaj za bolje
razumevanje evolutivnih mehanizama koji su prouzrokovali varijabilnost. Podaci o
proucavanju populacije CMV poreklom iz razli¢itih regiona sveta ukazuju na
varijabilnost geneti¢ke strukture populacije ovog virusa (Gallitelli, 2000; Garcia-
Arenal et al., 2001; Lin et al., 2003). Detaljnije analize strukture populacije CMV u
Spaniji pokazuju da geneti¢ki sastav populacije varira zna¢ajno od godine do godine i
od lokaliteta do lokaliteta, gde variranje nastaje kao posledica procesa rekombinacija
(Fraile et al., 1997). Sli¢no podacima iz Spanije, izolati CMV iz Kalifornije pokazali su
odredene promene u geografski razli¢itim populacijama, kao i populacijama iz razliitih
vegetacija ili biljaka domacina (Lin et al.,, 2003). Interesantno je da su promene u

strukturi populacije CMV u korelaciji sa promenama u populaciji njegovih najvaznijih
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vektora (Myzus persicae 1 Aphis gossypii) (Martinez-Torres et al., 1998) ili sa
pojavom satRNK (Grieco et al., 1997), pri ¢emu populacije u razli¢itim regionima
imaju drugaciju evolutivnu dinamiku nastanka.

Smatra se da mutacije, predstavljaju primarni izvor genetickog variranja kod
organizama, posebno kod biljnih virusa koji imaju geneticku informaciju zapisanu u
obliku RNK, kao $to je CMV (Garcia-Arenal et al., 2001). Visoka stopa mutacija
prouzrokovana je nepostojanjem mehanizma ispravljanja greSaka prilikom procesa
transkripcije. Prema Palukaitis and Garcia-Arenal (2003), ucestalost mutacija kod
CMV mnogo je veca nego kod vec¢ine drugih virusa, kao na primer TMV ili Cowpea
chlorotic mottle virus.

Drugi izvor variranja kod CMV predstavljaju rekombinacije, razmene delova
genoma na istoj RNK u procesu replikacije. Prilikom rekombinacija najées¢e dolazi do
promena duzih sekvenci nukleotida i uglavnom dovode do vecih fenotipskih promena u
populaciji u odnosu na ve¢inu mutacija (Bonnet et al., 2005). Ovakve promene mogu
da budu narocito znacajne prilikom selekcije na otpornost, jer mogu znacajno ili
potpuno da smanje efikasnost koriS¢enja, do tada, otpornih sorti/hibrida (Garcia-
Arenal and McDonald, 2003). Uslov za pojavu rekombinacija je postojanje razli¢itih
izolata u istoj biljci u istom momentu. Proces replikacije je intezivno proucavan kod
roda Bromovirus, naro¢ito u 3> NTR regionu (Bruyere et al., 2000; Bonnet et al.,
2005). Rekombinacije intergenskog regiona (,intergenic region”, IGR) CMV
zabeleZene su izmedu izolata koji pripadaju podgrupama IA i IB u niskom porcentu i
jedino u eksperimentalnim uslovima (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Medutim,
istrazivanja sprovedena u Spaniji pokazala su da ovaj vid rekombinacija postoji i u
okviru prirodne populacije (Fraile et al., 1997). Analizom celog genoma CMYV,
Koundal et al. (2011) su utvrdili da se najvec¢i broj mesta rekombinacije nalazi u okviru
2a gena, zatim u 2b, la i MP genu, a najmanje u CP genu. Kako su rekombinacije Ceste
izmedu izolata istog virusa, ali 1 izmedu razli¢itih virusa u okviru roda Cucumovirus,
izolati nastali usled rekombinacija mogu imati vaznu ulogu u daljoj evoluciji, §to pre
svega zavisi od same sposobnosti prilagodavanja rekombinanata. Postoje indikacije da
su rekombinacije u 5> NTR regionu RNK 3 imale veliku ulogu u nacinu grupisanja
CMYV (Roossinck et al., 1999). Bonnet et al. (2005) su proucavajuci populaciju CMV u
Spaniji definisali 14 haplotipova izolata CMV. Veéina haplotipova (98% populacije
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virusa), predstavljaju izolati podgrupe I, od kojih je 64% izolata grupisano u 2 haplotipa
koji pripadaju IA podgrupi, a 12% izolata grupisano u 3 haplotipa koji pripadaju
podgrupi IB. Rekombinacije izmedu IA i IB podgrupe, prisutne su kod 5% izolata
ukupne populacije i grupisani su u 5 haplotipova, dok su rekombinacije izmedu
preostalih podgrupa prisutne kod 17% populacije grupisanih u 6 haplotipova. Prisustvo
rekombinantnih izolata u prirodnoj populaciji CMV potvrdeno je od strane mnogih
autora (Roossinck, 2002; Lin et al., 2004; Tamarzizt et al., 2013; Nouri et al., 2014).

Medusobna izmena celih genomnih segmenata, koja se naziva
pseudorekombinacija ili reasortment, takode je jedan od moguc¢ih mehanizama
varijabilnosti kod virusa sa viSedelnim genomom, kakav je i CMV (Garcia Arenal et
al., 2001). Medusobna izmena tri genomne RNK koja se u eksperimentalnim uslovima
veoma lako ostvaruje izmedu izolata jednog virusa dovodi do veceg stepena
akumulacije virusa u eksperimentalnim domacinima (Palukaitis et al., 1992). Medutim,
istrazivanja Fraile et al. (1997) pokazala su da se pseudorekombinacije izmedu izolata
IA 1 IB podgrupe retko dogadaju, $to ne znaci da ovaj proces nije imao znacajnu ulogu u
evoluciji ovog virusa. Istrazivanja Fraile et al. (1997), Hu and Ghabrial (1998),
Sarcristan et al. (2004), Chen et al. (2007), Maoka et al. (2010) i Nouri (2012)
potvrdila su postojanje pseudorekombinanata izmedu razli¢itih podgrupa CMV u
prirodnoj populaciji ovog virusa u svetu.

lako rekombinacije 1 pseudorekombinacije imaju sli¢nu istoriju, veca ucestalost
rekombinantnih izolata ukazuje na veéi znacaj razmene manjih delova genoma nego
izmena celih genomnih segmenata u procesu pseudorekombinacije (Garcia-Arenal et
al., 2001; Garcia-Arenal and McDonald, 2003).

Iako RNK virusi, koji ¢ine najveci broj biljnih virusa, imaju veoma visoku stopu
mutacija (Drake and Holland, 1999; Malpica et al., 2002), a najverovatnije i visoku
stopu rekombinacija (Aaziz and Tepfer, 1999; Bruyere et al., 2000), odrzavanje
geneticke stabilnosti kod biljnih virusa je pravilo, pa se nagomilavanje ovih promena ne
favorizuje (Garcia-Arenal et al., 2001). GenetiCka stabilnost populacije biljnih virusa
rezultat je negativnog (,purifying®) selekcionog pritiska, genetickog drifta 1 efekta
,suskog grla” (,,bottleneck™) (Garcia-Arenal et al., 2001). Poredenje nukleotidnih
sekvenci razli¢itih izolata virusa iz razli¢itih geografskih regiona omogucilo je

analiziranje strukture populacije na lokalnom 1 regionalnom nivou (Rodriguez-Cerezo
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et al., 1991; Skotnicki et al., 1993; McNeil et al., 1996; Fraile et al., 1997; Azzam et
al., 2000; Desbiez et al., 2002), sto je fundamentalno za razumevanje evolutivnih
mehanizama koji utiCu na stvaranje i odrzavanje nastalih promena kao i za kontrolu
patogena (Fraile et al., 1996; Higgins et al. 1999; Bousalem et al., 2000; Bateson et
al., 2002; Ohsima et al., 2002; Krause-Sakate et al., 2002; Abubakar et al., 2003;
Moreno et al., 2004).

Biljni RNK virusi se smatraju pogodnim za razumevanje osnovnih principa
evolucije zbog Cinjenice da imaju kratak period replikacije, stvaraju veoma velike
populacije, imaju visoku stopu geneticke varijabilnosti, kojoj doprinose greske prilikom
procesa replikacije i visoka stopa mutacija (10~ do 10~ greske po nukleotidu i ciklusu
replikacije, zbog nedostatka “proofreading” aktivnosti replikaze) (Domingo and
Holland, 1997; Davino et al., 2012). Iako je proslo vise decenija od prvih proucavanja,
za sada su ona viSe deskriptivnog karaktera (Roeossinck, 2003). Medutim, za pojedine
viruse poput Tomato spotted wilt virus (TSWV) (Tsompana et al., 2005; Kaye et al.,
2011), Watermelon mosaic virus (WMV) (Moreno et al., 2004), Potato virus Y (PVY)
(Ogawa et al., 2008), Soybean mosaic virus SMV (Seo et al., 2009b), Rice stripe virus
(RSV) (Wei et al., 2009) i CMV (Fraile et al., 1997; Lin et al., 2003, 2004; Moury et
al., 2004; Bonnet et al., 2005; Liu et al.,, 2009; Nouri et al., 2014) postoje i
eksperimentalna proucavanja.

CMV se pokazao kao idealan model za proucavanje evolucije RNK virusa zbog
brzih evolutivnih promena koje su prisutne u prirodnoj populaciji i koje negativno uticu
na poljoprivredu (Roossinck, 2003), ali i zbog prisustva satelitna RNK (satRNK) koja
je Cest pratilac ovog virusa (Garcia-Arenal et al., 2001) i koja dovodi do jo§ vecih
Steta. Pojava epidemija u Spaniji i Kaliforniji prouzrokovana CMV dovela je do
ispitivanja strukture populacije ovog virusa u cilju pronalaZenja efikasnih mera kontrole
(Fraile et al., 1997; Lin et al., 2003). Na osnovu analiza strukture populacije utvrdeno
je da populacija CMV odgovara metapopulaciji, odnosno geneticka struktura svake
subpopulacije se ne moze povezati ni sa lokalitetom, ni sa godinom uzorkovanja 1 da su
razlike u strukturi u odnosu na ta dva faktora najverovatnije nasumicne. Takode, ne
moze se predvideti gde 1 kada ¢e se pojaviti odredeni tip izolata (Garcia-Arenal et al.,
2001; Davino et al.,, 2012). Takva populacija odlikuje se povremenim nestankom

odredene populacije nakog koga sledi ponovno uspostavljanje nove populacije odnosno
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rekolonizacija. Brojna istazivanja potvrdila su koncept metapopulacije kao 1 prisustvo
rekombinanata i pseudorekombinanata u prirodnoj populaciji CMV Sirom sveta (Fraile
et al., 1997; Garcia-Arenal et al., 2000; Lin et al., 2003, 2004; Sacristan et al., 2004;
Bonnet et al., 2005; Chen et al.,, 2007; Liu et al.,, 2009; Davino et al., 2012;
Tamarzizt et al., 2013; Nouri et al., 2014). Rezultati istrazivanja Bonnet et al. (2005)
pokazala su promene u strukturi populacije CMV u Spaniji u kojoj je doslo do nestanka
izolata IB pogdrupe, $to ukazuje na metapopulaciju ovog virusa. Analiza sekvenci
izolata IB podgrupe CMV iz Spanije i Italije pokazala je visoku medusobnu sli¢nost, te
se predpostavlja da je ova podgrupa introdukovana u Mediteranski basen iz Azije
krajem 80-tih godina proSlog veka (Gallitelli, 2000). IstraZivanja Sacristan et al.
(2004) nisu pokazala povezanost izmedu dinamike promena populacije CMV u
korovskim i1 gajenim biljkama u toku istog perioda istrazivanja. Ucestalost CMV u
korovima najvise je zavisila od habitusa biljne vrste, vegetacije i od razudenosti biljaka
na uzorkovanom podruc¢ju. Uprkos tome, bioloSka 1 molekularna karakterizacija nije
pokazala znacCajne razlike u genotipovima CMYV 1 njihovoj ucestalosti. Ovo ukazuje da
postoji razmena genetickog materijala izmedu izolata CMV iz razli¢itih biljaka
domacdina koja sprecava razlike u populaciji ovog virusa kod razli¢itih domacina
(Sacristan et al., 2004). Medutim, uprkos c¢injenici da RNK virusi imaju visok
potencijal u pogledu varijabilnosti, ve¢ina je geneticki stabilna sa veoma malim
diverzitetom (Garcia-Arenal et al., 2001). lako je CMV veoma varijabilan, ve¢ina
istrazivanja pokazuje da na oblikovanje populacije CMV u najvec¢em broju sluc¢aja utice
negativna selekcija (Lin et al. 2004; Koundal et al. 2011; Nouri et al., 2014),
geneticki drift (Davino et al., 2012) 1 efekat ,,uskog grla” ¢ine¢i je stabilnom, Sto se
slaze sa pravilom geneticke stabilnosti u prirodnim populacijama virusa (Garcia-
Arenal et al., 2001; Nouri et al., 2014). Medutim, istrazivanja prirodne populacije
CMV takode pokazuju da selekcija razli¢ito utice na rekombinovane izolate, u
zavisnosti od toga na kojoj od tri RNK je doSlo do promene (Bonnet et al., 2005),
favorizuju¢i jedne, a potiskuju¢i druge ¢ime direktno deluje na oblikovanje prirodne
populacije CMV (Maoka et al., 2010). Analize strukture populacije CMV pokazale su
i da je IA podgrupa prevalentna u odnosu na IB i II podgrupu ovog virusa (Lin et al.,
2003; Eiras et al., 2004; Davino et al., 2012 Tamarzizt et al., 2013; Nouri et al.,
2014).
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Nastanak novih fenotipova moze ugroziti efikasnost, pre svega, otpornih sorti
kao najefikasnije mere kontrole, zbog Cega je bitno pratiti promene u populaciji virusa
nastale kroz procese mutacija, rekombinacija i pseudorekombinacija. Podizanje nivoa
rezistentnosti biljaka domacina predstavlja najznacajniji korak ka efikasnoj kontroli
biljnih virusa, a selekcija na otpornost se zasniva na poznavanju prevalentnih i

agresivnih haplotipova u populaciji odredenog virusa u nekom regionu.

2.12. Kontrola

Teskoce u kontroli oboljenja koje CMV izaziva uslovljene su pre svega velikom
varijabilno$¢u virusa, izrazenom polifagnos$cu, kao i velikim brojem vektora-vasi koje
virus prenose na neperzistentan nacin. Kao najznacajnije mere kontrole, Krsti¢ i Vico
(2004) navode proizvodnju zdravog rasada, odstranjivanje zarazenih i dosadivanje
novih biljaka, uniStavanje biljnih ostataka, primenu plodoreda, odredivanje vremena
rasadivanja, uniStavanje korova i hemijsku kontrolu vektora. Medutim, kako vasi mogu
da obave svoju vektorsku ulogu i1 pre nego $to primenjeni insekticidi deluju na njih,
otporne sorte 1 unakrsna zasStita predstavljaju najbolji nacin kontrole virusnih oboljenja
koje izazivaju neperzistentni virusi, kakav je i CMV. Konvencionalnim metodama
oplemenjivanja i selekcije, dobijeni su genotipovi spanaca, paprike i nekih tikava koji su
rezistentni na CMV. Genotipovi paradajza rezistentni na CMV joS§ uvek nisu dobijent,
1ako otpornost postoji u nekim bliskim srodnicima paradajza. Kako navode Sanford
and Johnston (1985) rezistentni genotipovi dobijeni na ovaj nacin jo§ uvek nisu
komercijalno dostupni i Siroko primenjivani, pa su razvijeni novi prilazi koji se
zasnivaju na rezistentnosti koja potice od patogena (loc. cit. Krsti¢ i Vico, 2004).
Ugradivanjem CP gena CMV podgrupe I u genom biljke dobijene su biljke paradajza
koje pokazuju Siroku otpornost na sojeve podgrupe I, ali i na sojeve podgrupe II (Gielen
et al., 1996).

Drugi vid podizanja nivoa otpornosti biljke domacina, unakrsna zaStita, zasniva
se na postizanju zastite od virulentnijih sojeva preinokulacijom biljaka blagim sojem
virusa sa ili bez satRNK. Upotreba blagih sojeva bez satRNK ograni¢ena je na regione
gajenja osetljivih biljaka gde nema rizika od pojave CMV sojeva sa satRNK. Unakrsna
zaStita u regionima gde su prisutni sojevi koji nose satRNK postize se preinokulacijama

blagih sojeva sa satRNK (Gallitelli, 2000).
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Zbog Siroke rasprostranjenosti i mnogobrojnih domac¢ina CMV moze se
pogresno zakljuciti da karantinska inspekcija 1 testiranje nisu ni potrebni. Mere nadzora
treba da budu usmerene na seme, jer na taj nacin moguce je spreCiti slucajne
introdukcije novih sojeva kao $to se desilo u slu¢aju pojave izolata IB podgrupe CMV u

Evropi (Gallitelli, 2000).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) prouzrokovaé je
ucestalih i veoma S$tetnih oboljenja povrtarskih, industrijskih i ukrasnih biljaka svuda u
svetu, koja se pojedinih godina javljaju u epidemijskim razmerama. Dosadasnja
proucavanja pojave, prisustva i rasprostranjenosti CMV u Srbiji pokazala su da je ovaj
virus ekonomski znacajan za vazne poljoprivredne kulture u nasoj zemlji. S obzirom na
izrazenu  varijabilnost CMYV, uslovljenu mutacijama, rekombinacijama i
pseudorekombinacijama i nedovoljnim informacijama zasnovanim na molekularnim
analizama, koje bi opisale strukturu populacije i rasprostranjenost odredenih podgrupa
CMYV u Srbiji, ova doktorska disertacija ¢e dati veoma precizna saznanja o strukturi
populacije 1 genetickom diverzitetu ovog virusa u naSoj zemlji. Osim
filogenetskih/taksonomskih analiza, disertacija ¢e dati statisticki potvrden opis
geneticke strukture populacije CMV preko odredenih parametara populacione genetike.
Na taj nacin omoguéi¢e se utvrdivanje izvora genetickog variranja Sto predstavlja
osnovu za razumevanje faktora koji uticu na evolutivne promene i1 koji oblikuju
variranje 1 stepen promena u prirodnoj populaciji ovog virusa u Srbiji. Nova saznanja o
strukturi populacije CMV doprinece boljem poznavanju ovog virusa u nasoj zemlji, pre
svega razumevanju epidemioloskih  aspekata koji  omogucavaju  njegovu
rasprostranjenost 1 Stetnost. U prakticnom smislu, informacije dobijene izradom ove
doktorske disertacije bi¢e korisne za iznalaZenje i primenu efikasnijih strategija kontrole
oboljenja koja ovaj virus izaziva.

U cilju ostvarenja ovako slozenog osnovnog zadatka, neophodno je ostvariti
detaljnu karakterizaciju velikog broja izolata CMV poreklom sa razli¢itih lokaliteta, iz
razli¢itih biljaka domacina i izolovanih u razliitim godinama, primenom Sirokog
spektra metoda zasnovanih na razli¢itim osobinama virusa. Postavljeni zadatak zahteva
ispunjavanje sledecih ciljeva:

e seroloSka identifikacija CMV primenom DAS-ELISA testa u uzorcima

sakupljenim tokom cetvorogodi$njih istraZzivanja na teritoriji naSe zemlje;

e bioloska identifikacija i karakterizacija odabranih izolata CMV na Sirokom

krugu eksperimentalnih biljaka-domacina;
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e molekularna identifikacija odabranih izolata amplifikacijom pet genskih
regiona virusa 1 analiza dobijenih sekvenci kroz proracun genetickog
diverziteta;

e analiza rekonstruisanih filogenetskih stabala na osnovu kompletnih ili
delimicnih sekvenci svih pet genskih regiona trodelnog genoma CMV;

e analiza sekvenci genskih regiona odabranih izolata koriS¢enjem metode
polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata;

¢ analiza rekombinacije kori§¢enjem RDP softvera;

e utvrdivanje uticaja selekcionog pritiska na prirodnu populaciju CMV

e molekularna detekcija, identifikacija i karakterizacija satRNK

Zahvaljujuéi  Siroko planiranim vizuelnim pregledima, seroloSkim i
molekularnim testovima, koji su dopunjeni analizom sekvenci razli¢itih delova genoma
virusa, dobi¢e se prvi podaci o genetickoj strukturi prirodne populacije CMV
izolacijom virusa sa razli¢itith domacina, lokaliteta i godina. Takode, dobice se i prvi
podaci o faktorima koji oblikuju populaciju ovog virusa u Srbiji.

Postavljenim ciljevima, ova disertacija doprineCe ne samo proucavanju
populacije ovog virusa, nego ¢e predstavljati i model sistem za proucavanje populacija
drugih fitopatogenih virusa u naSoj zemlji na nacelima molekularne populacione

genetike.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Pregled terena i sakupljanje uzoraka

Tokom cetvorogodiSnjeg perioda (2010-2013), na velikom broju lokaliteta u
Srbiji, obavljeni su pregledi razli¢itih povrtarskih, industrijskih i ukrasnih biljaka, u cilju
sakupljanja uzoraka kako na otvorenom polju, tako i1 u zasti¢enom prostoru (staklenici i
plastenici). Ukupno je pregledano 130 razlicitih lokaliteta pri cemu je sakupljeno 1378
uzorka 97 razli¢itih biljnih vrsta. Prilikom pregleda razlicitih useva, za dalje analize,
sakupljeni su uzorci lis¢a 1 plodova biljaka sa simptomima koji su ukazivali na virusnu
zarazu. Pored gajenih biljaka, sakupljene su i1 korovske vrste koje su se nalazile u
usevima ili u neposrednoj blizini, na utrinama i ivicama parcela. Sakupljeni uzorci
spakovani su u plasti¢ne kese, obelezeni i transportovani u laboratoriju i ¢uvani na
temperaturi -80°C do analize.

Pregled terena tokom 2010. godine obuhvatio je 45 lokaliteta 1 47 razlicitih
biljnih vrsta, njihovih varijeteta ili sorti: Cucurbita pepo ‘Genovese’, C. pepo-nepoznata
sorta, C. pepo var. styriaca (‘Olinka’, ‘Horgo$’, ‘Gleisdorfer Olkiirbis’, ‘Weis 371,
‘Wrinkle bat’ i ‘Long of Nepal’), C. maxima, C. mixta, Lagenaria siceraria, Cucumis
sativus, C. melo, Citrullus lanatus, Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Petunia
sp., Gerbera sp., Chrysanthemum sp., Impatiens walleriana, Impatiens hawkeri, Vinca
sp., Begonia sp., Gloxinia sp., Dahlia sp., Dianthus sp., Medicago sativa, Trifolium
pratense, Wisteria sinensis, Hibiscus trionum, Mentha piperita, Stellaria media,
Papaver rhoeas, Chenopodium album, Solanum nigrum, Sinapis alba, Convolvulus
arvensis, Urtica dioica, Lamium sp., Plantago lanceolata, Amaranthus retroflexus,
Amaranthus sp., Polygonum aviculare, Datura stramonium, Portulaca oleracea,
Abutilon theophrasti 1 Ambrosia artemisiifolia. Ukupno je sakupljeno 326 uzoraka sa
simptomima koji su upucivali na virusnu infekciju.

U 2011. godini pregledano je ukupno 37 razli€itih lokaliteta 1 sakupljeno 607
uzoraka 44 razliCite biljne vrste, njihovih varijeteta ili sorti: Cucurbita pepo var.
styriaca (‘Olinka’ i ‘Gleisdorfer Olkiirbis’), C. pepo (‘Beogradska’ i ‘Cue Ball’), C.
pepo-nepoznata sorta, C. moschata, Cucumis sativus, C. melo, Citrullus lanatus,
Lagenaria siceraria, Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Phaseolus vulgaris,

Lactuca serriola, Apium graveolens, Rosa sp., Ocimum basilicum, Mentha longifolia,
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Hibiscus trionum, Salvia verticillata, Juglans regia, Chrysanthemum sp., Cirsium
arvense, Epilobium parviflorum, Rumex sp., Euphorbia salicifolia, Sinapis arvensis,
Stenactis annua, Solanum nigrum, Rorippa austriaca, Polygonum persicaria,
Amaranthus retroflexus, Xanthium strumarium, Chenopodium album, C. hybridum,
Datura stramonium, Plantago lanceolata, Atriplex patula, Geranium dissectum, Ballota
nigra, Artemisia vulgaris, Erigeron canadensis, Convolvulus arvensis 1 Lepidium draba.

Na 46 lokaliteta gajenja, tokom 2012. godine, ukupno je sakupljeno 272 uzorka
23 razlicite biljne vrste: C. pepo-nepoznata sorta, Cucumis sativus, C. melo, Citrullus
lanatus, Lagenaria siceraria, Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Nicotiana
tabacum, Phaseolus vulgaris, Apium graveolens, Medicago sativa, Peperomia tuisana,
Brugmansia sp., Begonia x tuberhybrida, Vinca sp., Pelargonium sp., Heracleum
sphondylium, Urtica dioica, Polygonum aviculare, Viola odorata, Malva sylvestris,
Stenactis annua 1 Taraxacum officinale.

Tokom 2013. godine pregledano je 42 lokaliteta i sakupljeno 173 uzorka 11
razlicitih biljnih vrsta: C. pepo-nepoznata sorta, Cucumis melo, Solanum lycopersicum,
Capsicum annuum, Medicago sativa, Phaseolus vulgaris, Petunia sp., Peperomia

tuisana, Tulipa sp., Iris sp. 1 Hyacinthus orientalis.

4.2. Seroloska ispitivanja

Seroloska testiranja sakupljenih uzoraka obavljena su primenom imunoenzimske
metode na plo¢i (DAS-ELISA) uz kori$¢enje komercijalnog poliklonalnog antiseruma
specificnog za detekciju virusa mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV)
(Bioreba AG, Svajcarska), po protokolu koju su opisali Clark and Adams (1977).

Specifi¢na poliklonalna antitela 1 poliklonalna antitela konjugovana sa alkalnom
fosfatazom koriS¢ena su u razredenju 1:1000 u odgovarajuéem puferu. Uzorci su
pripremani homogenizacijom biljnog materijala u odgovaraju¢em puferu, u razredenju
1:6.

DAS-ELISA izvedena je po slede¢em postupku: polistirenske ploce oblozene su
unoSenjem u svaki bunar¢i¢ po 200 ul razredenja IgG (1:1000) u puferu za prekrivanje,
a prema preporuci proizvodaca. Oblozene ploce su inkubirane 4 h na 37°C, a potom
isprane 4 puta puferom za ispiranje. U bunarci¢e je dodato po 200 ul pripremljenog

ekstrakta ispitivanih uzoraka, komercijalne negativne i pozitivne kontrole i ploce su
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inkubirane na 4°C preko noci. Posle ispiranja, u bunarc¢i¢e je uneto po 200 ul antitela
konjugovanih sa alkalnom fosfatazom (antibody-AP-conjugate) u konjugatnom puferu
razredenja preporuc¢enog od strane proizvodaca, a zatim su plo¢e inkubirane 4 h na
37°C. Posle inkubacije, mikrotitarske ploCe ispirane su kako je napred navedeno, a
zatim je u svaki bunarci¢ uneto po 200 ul pripremljenog supstrata (p-nitrofenilfosfata)
rastvorenog u supstratnom puferu (20 ul/20 ml). PloCe su inkubirane 1-2 h na sobnoj
temperaturi do pojave bojene reakcije.

Hidroliza supstrata, odnosno promena boje ocenjena je vizuelno, a zatim i
merenjem apsorpcije na 405 nm svakog pojedina¢nog uzorka na spektrofotometru
(Microplate reader-DAS s.r.1., Italy), 1-2 h po nanoSenju supstrata. Vrednost apsorpcije
izraCunata je kao srednja vrednost apsorpcije dva bunarci¢a jednog uzorka, a kao
pozitivni smatrani su oni uzorci ¢ija je vrednost apsorpcije na 405 nm bila dva i1 vise
puta veca od srednje vrednosti apsorpcije negativne kontrole.

Za izvodenje ove metode koriSc¢eni su sledeci puferi:

Pufer za prekrivanje ploca (Coating buffer), pH 9.6

Na;COs 1,59 ¢
NaHCO;3 293 ¢
dH>O 11

Pufer za ispiranje (Wash buffer), pH 7.4

NaCl 8¢g
NaHPOg4 x 12H20 29¢g
KH,PO4 0,2¢g
KClI 02¢g
Tween 20 2,5ml
dH-0 51

Ekstrakcioni pufer (Extraction buffer), pH 7.4

TRIS 24¢
NacCl 8,0¢g
PVP (viscosity K25) 20g

32



NaNj3 02¢g

KCl 02¢g
Tween 20 0,5 ml
dH>O 11

Konjugatni pufer (Conjugate buffer), pH 7.4

PVP (viscosity K25) 20g
bovine serum albumin 2¢g
NaN; 0.2¢g
NaCl 8,0¢g
TRIS 24¢
MgCl> x 6H,0 02g
KCl 0,2¢g
Tween 20 0,5 ml
dH>O 11

Supstratni pufer (Substrate buffer), pH 9.8

diethanolamine 97 ml
MgCl x 6 H20 02¢g
dH>O 125 ml

4.3. Odabir izolata za molekularne analize

Izolati za proucavanje geneticke strukture populacije CMV dobijeni su iz 44
uzorka razli¢itih biljnih vrsta sakupljenih na 30 razli¢itih lokaliteta (Tabela 1). Odabir
uzoraka vrSen je tako da obuhvati Sto veci broj biljaka domacina ili istih domacina sa
razliitim simptomima prirodne zaraze poreklom sa Sto vefeg broja lokaliteta na
teritoriji naSe zemlje, sakupljenih tokom razli¢itih godina.

Na taj naCin odabrano je osam uzoraka razli¢itih formi obi¢ne tikve (Cetiri
uzorka uljane tikve (Cucurbita pepo ‘Olinka’), dva uzorka cukini tikvice (C. pepo
‘Tosca’ 1 ‘Genovese’) 1 po jedan uzorak beogradske tikvice (C. pepo ‘Beogradska’) 1

obi¢ne tikve nepoznate sorte (C. pepo-nepoznate sorte)), po sedam uzoraka paradajza
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(Solanum lycopersicum) i paprike (Capsicum annuum), pet uzoraka vrga (Lagenaria
siceraria), po tri uzorka duvana (Nicotiana tabacum) 1 krastavca (Cucumis sativus), po
dva uzorka lubenice (Citrullus lanatus), dinje (Cucumis melo) i peperomije (Peperomia
tuisana), kao i po jedan uzorak bundeve (Cucurbita maxima), pasulja (Phaseolus
vulgaris), ukrasnog bagrema (Wisteria sinensis), lale (Tulipa sp.) 1 krasolike (Stenactis
annua). Oznaka uzorka sastoji se iz broja pod kojim se uzorak vodi u tabeli uzoraka
Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju, Institut za
fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni fakultet) i godine sakupljanja, a
spisak odabranih uzoraka, njihovo poreklo, lokalitet, godina izolacije i biljka domacin
prikazani su u tabeli 1.

Za dalju molekularnu karakterizaciju na osnovu analize sekvence CP gena
odabrano je 36 uzoraka 16 biljaka domacina poreklom sa 26 lokaliteta sakupljenih
tokom ovih istrazivanja ili iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i
mikologiju sakupljenih od 2007. do 2009. godine, kao i dva izolata poreklom iz duvana
(650-07 1 702-07) 1 Sest izolata poreklom iz biljaka familije Cucurbitaceae (115-08, 151-
08, 717-11, 720-11, 270-09 1 500-10) koji su na osnovu analize sekvence CP gena 1
stepena nukleotidne slicnosti sa izolatima iz drugih delova sveta prethodno
identifikovani kao CMV (Deki¢, 2009; Vucurovi¢, 2012).

Za dalja molekularna proucavanja na osnovu analize sekvenci 2a, 2b i MP gena
odabrano je ukupno 19 uzoraka 17 razli¢itih biljaka domacina poreklom sa 15 razlicitih
lokaliteta. Za svaku biljnu vrstu odabran je po jedan uzorak, izuzev za paradajz i
papriku gde su odabrana po dva uzorka odnosno obi¢nu tikvu, gde je odabrano pet
uzorka razli¢itih formi obi¢ne tikve, zbog velikog ekonomskog znacaja ovih biljnih
vrsta za naSu zemlju.

Kako se 1a gen smatra manje varijabilnim u odnosu na druge gene CMV (Liu et
al.,, 2009), proucavanje prirodne populacije CMV na osnovu analize sekvence ovog
gena obuhvatilo je izolate dobijene iz 15 uzoraka 13 razli¢itih biljaka domacina
poreklom sa 12 razli€itih lokaliteta.

U cilju dobijanja i odrzavanja izolata CMV obavljene su mehanicke inokulacije
test biljaka Chenopodium quinoa 1 Nicotiana glutinosa inokulumom pripremljenim od
lis¢a, stabla ili plodova odabranih uzoraka po standardnoj proceduri (Krsti¢ i ToSié,

1994). Postupak mehanickih inokulacija izveden je homogenizacijom biljnog materijala
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u prisustvu 0,01 M fosfatnog pufera (pH 7) u odnosu 1:1 i koriS¢enjem karborundum
praha (finoée 400 mesSa). Tako pripremljenim inokulumom obavljene su najpre
mehanicke inokulacije C. quinoa u cilju bioloskog kloniranja izolata kroz pojedinac¢ne
pege na inokulisanim listovima, a nakon toga dobijeni izolati su odrzavani u biljkama M.

glutinosa.
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Tabela 1. Pregled izolata Cucumber mosaic virus iz Srbije koriS¢enih za molekularne analize

Oznaka Godina - . . Analiziran genski region
izolata sakupljanja Biljka domacin Lokalitet 1a gen 2agen  2bgen MPgen CP gen
415-07* 2007 Cucurbita pepo ‘Olinka’ Irmovo + + + + +
115-08%° 2008 Gardinovci - - - - +
_151-08% Kulpin - - - - T
171-08"3 Staro selo - - - - +
270-09%* 2009 Cucurbita pepo ‘Tosca’ Ruma - + + + +
230-10* 2010 Cucurbita pepo ‘Genovese’ Hetin - + + + +
201-11* 2011 Cucurbita pepo ‘Beogradska’  Mackovac - + + + +
500-10%* 2010 Cucurbita pepo - nepoznata Porodin - + + + +
sorta
242-09'2 2009 Cucurbita maxima Backi Petrovac - - - - +
514-11° 2011 Cucumis sativus Kupusina - - - - +
570-11* Debrc + + + + +
283-12° 2012 Porodin - - - - +
449-12° Citrullus lanatus Silbas - - - - +
1 =
473-12 Gornji n n N N N
Tavankut
610-11° 2011 Cucumis melo Togocevee - - - - +
286-12* 2012 Porodin + + + + +
163-08' 2008 Lagenaria siceraria Backi Petrovac - - - - +
674-11* 2011 Porodin + + + + +
717-11%3 - - - - +
720-11%3 - - - - +
280-123 2012 - - - - +
477-07'3 2007 Capsicum annuum Apatin - - - - +
598-07' Novi KneZevac - - - - +
542-08' 2008 Donji - - - - +




Tavankut

471-09'3 2009 Prigrevica - - - - +
723-10* 2010 Smederevo + + + + +
581-11* 2011 Cekavica + + + + +
581p-11° - - - - +
746-07'3 2007 Solanum lycopersicum Obrenovac - - - - +
101-08'* 2008 Druzeti¢ + + + + +
670-08'* Stajkovce + + + + +
207-09'2 2009 Mackovac - - - - +
647-10° 2010 Togocevce - - - - +
533-2-11° 2011 Kupusina - - - - +
AR1-12° 2012 Aradac - - - - +
650-07>* 2007 Nicotiana tabacum Backi Petrovac + + + + +
702-07%3 Futog - - - - +
202-08 2008 Lapotince - - - - +
267-13* 2013 Phaseolus vulgaris Vladi¢in Han + + + + +
1-12% 2012 Peperomia tuisana Beograd + + + + +
52-13° 2013 - - - - +
540-10* 2010 Wisteria sinensis Porodin + + + + +
79-13* 2013 Tulipa sp. Krnjaca + + + + +
58-124 2012 Stenactis annua Beograd + + + + +

Legenda: ! - Izolati CMV iz kolekcije Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju, Institut za fitomedicinu,
Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni fakultet); % - Izolati CMV iz prethodnih istraZivanja (Pekié, 2009; Vuéurovié, 2012); 3 -
Izolati CMV analizirani tokom ovih istraZivanja samo na osnovu sekvence CP gena; * - Izolati CMV analizirani tokom ovih
istrazivanja na osnovu sekvenci viSegenskih regiona.



4.4. Amplifikacija genskih regiona odabranih izolata

Amplifikacija razliitth genskih regiona odabranih izolata obavljena je
primenom metode reverzne transkripcije pra¢ene lancanom reakcijom polimeraze
(Reverse transcription polimerase chain reaction, RT-PCR) wuz kori$¢enje
odgovaraju¢ih prajmera dizajniranih tokom ovih istrazivanja ili prethodno opisanih u

literaturi.

4.4.1. Estrakcija ukupne RNK

RT-PCR metodi prethodilo je ekstrahovanje ukupnih RNK iz zaraZenog biljnog
materijala primenom RNeasy Plant Mini kita (Qiagen, Hilden, Germany). Izolacija
ukupnih RNK obavljena je usitnjavanjem 100 mg izvornog biljnog materijala odabranih
izolata u avanu pomocu tucka uz dodavanje te¢nog azota. Usitnjen biljni materijal i
teCni azot prebaceni su u ependorf tubicu od 2 ml i nakon isparavanja te¢nog azota,
dodato je 450 ul RLT pufera, a zatim je sadrzaj tubice kratko izmeSan vorteksovanjem.
U cilju $to efikasnije razgradnje biljnog tkiva, tubice su inkubirane 3 min u vodenom
kupatilu na 56°C. Nakon inkubacije uzorak je prebacen na QIAshredder spin filter u
tubice od 2 ml i centrifugiran 3 min na maksimalnom broju obrtaja (14 000 obrtaja/min)
u cilju odstranjivanja celijskih delova i dodatne homogenizacije lizata. Za dalji rad
koris¢en je supernatant pipetiran u novu ependorf tubicu u koju je dodato 225 pul 96%
etanola u cilju prosvetljavanja. Sadrzaj tubice je zatim pipetiran na RNase spin filter
smesten u nove kolekcione tubice od 2 ml. Centrifugiranjem uzorka 15 s na >10 000
rpm obezbedeno je izdvajanje i vezivanje RNK za filter kao i uklanjanje veceg dela
DNK koji se odbacuje zajedno sa supernatanom. Nakon toga, RNase spin filter smesten
je u kolekcionu tubicu 1 viSe puta ispiran razli¢itim puferima. Prvo je pipetirano 700 pl
RW1 pufera za ispiranje, a zatim je ponovo centrifugirano 15 s na >10 000 rpm. Te¢na
faza je odbaCena, a na RNase spin filter pipetirano je 500 ul RPE pufera, nakon cega je
tubica centrifugirana 15 s na >10 000 rpm. Tecna faza je odbacena, a ispiranje RNase
spin filtera ponovljeno je sa novih 500 ul RPE pufera i centrifugiranjem 2 min na >10
000 rpm. Nakon centrifugiranja RNase spin filter je prebacen u novu kolekcionu tubicu
i centrifugiran 1 min na maksimalnom broju obrtaja da bi se uklonili ostaci etanola i

pufera. U cilju rastvaranja izolovanih RNK na RNase spin filter pipetirano je 50 pl
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RNase free vode. Tako dobijena i1 izolovana RNK c¢uvana je na -80°C 1 koriS¢ena za

dalji rad.

4.4.2. Reverzna transkripcija pracena lan¢anom reakcijom polimeraze (RT-PCR)
RT-PCR metoda koris¢ena je u cilju umnozavanja razlicitih genskih regiona
odabranih izolata CMV poreklom iz Srbije. Amplifikacija svih genskih regiona (Slika 2)
ukljucujuéi CP, MP, 2a, 2b i 1a gen, obavljena je primenom ,,One-step® RT-PCR kita
(Qiagen) uz koriS¢enje razli¢itih parova prajmera koji omogucavaju amplifikaciju

navedenih gena (Tabela 2).

RNA1 5' la l__ 3 3357nt

95 nt 3076 nt

| RNAla-fiwd/RNAla-rev |
126- 1460t 1303 - 1323 nt

| RNAla-fwdRNAla-r
126- 146 nt 1607- 1626 nt

| RNA la-fvd/RNA la-reverse |
126- 146nt 1088-1107nt

RNA2 &' 2a o 3" 3050 nt
Lzb

1-22nt 618-637nt
| 2bfwd/2brev |
2160-2180nt 2945-2964nt

32 | 3b

120nt 959nt 1257nt 1913t
| MPfwd/MPrev |
120- 139nt 933-953nt

CMVMP3/CMV3a-rev

231-253nt 938-959nt
[ CMVCPEWd/CMVCPrev |
1164~ 1184nt 2015- 2035 nt

MVE-1/CMVR

1377-1399nt 1857-1876nt

RNA3 §' 3' 2216 nt

Slika 2. Sematski prikaz mesta vezivanja prajmera i genskih regiona Cucumber mosaaic

virus analiziranih u ovim istraZivanjima odredenih na osnovu izolata FNY

Sve RT-PCR reakcije obavljane su u 25 pl zapremine RT-PCR smese, koja je
sadrzala: 5 pl 5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera (koji sadrzi 12,5 mM MgCl), 1 pl
dNTP Miks-a (koji sadrzi po 10 mM svakog dNTP finalne koncentracije u smesi 400
puM), 1 ul RT-PCR enzimskog miksa (koji sadrzi Omniscript Reverse transkriptazu,
Sensiscript Reverse transkriptazu 1 HotStar Taqg DNA polimerazu), 1,5-6 pl svakog
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prajmera u zavisnosti od broja degenerativnih mesta u koris¢enom prajmeru, 2 pl
izolovanih ukupnih RNK i RNase-free vode do ukupne zapremine od 25 pl.

Reakcije umnozavanja izvedena su koriS¢enjem termosajklera (Thermocycler T-
1, Biometra, UK) po slede¢em protokolu: reverzna transkripcija 30 min na 50°C,
pracena korakom u kom se odvija denaturacija Omniscript Reverse transkriptaze i
Sensiscript Reverse transkriptaze, aktivacija HotStart Taq DNA polimeraze kao i
inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na 95°C. Nakon toga sledi trostruki
korak ciklusa, koji se ponavlja odredeni broj puta, a ¢ine ga denaturacija, hibridizacija
prajmera (annealing) i elongacija odredeni vremenski period na odredenoj temperaturi
prilagodenoj ili preporucenoj za svaki od koriS¢enih prajmera (Tabela 2) i finalna

elongacija 72°C 10 min.

(1) Amplifikacija CP gena. Umnozavanje CP gena odabranih izolata obavljeno je
koriS¢enjem dva razliCita para prajmera. Prajmeri CMVCPfwd i CMVCPrev koji
obuhvataju ceo CP gen kao i deo 5’ i 3° NTR i omogucavaju amplifikaciju fragmenta
ocekivane veli¢ine 871 bp, dizajnirani su tokom ovih istraZivanja na osnovu 71
sekvence CP gen CMV izolata poreklom iz razlic¢itih delova sveta dostupnih u GenBank
bazi podataka, a odabranih tako da pripadaju razli¢itim podgrupama ovog virusa. Sve
sekvence su prvobitno uporedene u CLUSTAL W programu, integrisanom unutar
softvera MEGA verzija 5.0 (Thompson et al., 1994; Tamura et al., 2011), nakon cega
su odredeni konzervativni regioni koji su iskoriS¢eni za odredivanje prajmerskih mesta.
Kako svi izolati CMV iz Srbije nisu mogli biti amplifikovani primenom ovih prajmera,
za amplifikaciju CP gena izolata 230-10 koriS¢en je par specificnih praymera CMVF-
I/CMVR (Yu et al., 2005) koji omogucavaju amplifikuju dela CP gena veli¢ine 500 bp.
Na slici 2 dat je Sematski prikaz amplifikovanih fragmenata koji obuhvataju ceo ili
parcijalan CP gen kao i pozicija prajmerskih mesta na osnovu sekvence referentnog
izolata FNY (pristupni broj D10538).

Za ova ispitivanja odabrano je 36 izolata poreklom iz 16 biljaka domacina
sakupljenih na 26 lokaliteta, a spisak odabranih izolata, njihovo poreklo, lokalitet,
godina izolacije 1 biljka domacin prikazani su u tabeli 1. Kao pozitivna kontrola
koriS¢eni su izolati 115-08 iz Cucurbita pepo ‘Olinka’(Vucurovié, 2012) i 650-07 iz

Nicotiana tabacum (Pekié, 2009), koji su na osnovu analize sekvence CP gena i stepena
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nukleotidne sli¢nosti sa izolatima iz drugih delova sveta prethodno identifikovani kao

CMV, a kao negativna kontrola koris¢ena je RNase-free voda.

(2) Amplifikacija MP gena. Za umnozavanje dela MP gena dizajnirana su dva para
specificnih prajmera MPfwd/MPrev 1 CMVMP3/CMV3a-rev. Prajmeri MPfwd i MPrev
koji obuhvataju deo MP gena 1 omogucavaju amplifikaciju fragmenta ocekivane
veli¢ine 834 bp, dizajnirani su na osnovu 44 sekvence MP gena CMV izolata dostupnih
u GenBank bazi podataka odabranih tako da pripadaju razliitim podgrupama ovog
virusa. Zbog varijabilnosti populacije CMV u Srbiji 1 nemoguénosti umnoZavanja svih
odabranih izolata, na osnovu istog seta sekvenci dizajniran je i drugi par prajmera,
CMVMP3/CMV3a-rev, ali koris¢enjem konzervativnijih delova sekvence unutar samog
MP gena. Par prajmera CMVMP3/CMV3a-rev omogucava amplifikaciju dela MP gena
veli¢ine 728 bp. Kao pozitivna kontrola kori$¢en je izolat 650-07 iz N. tabacum, koji je
uspesno umnozen kori§éenjem prvog para prajmera, a kao negativna kontrola kori§¢ena
je RNase-free voda. Na slici 2 dat je Sematski prikaz amplifikovanih fragmenata koji
obuhvataju deo MP gena kao i pozicija prajmerskih mesta na osnovu sekvence
referentnog izolata FNY (pristupni broj D10538).

Za ova ispitivanja odabrano je ukupno 19 izolata poreklom iz 17 razli¢itih
biljaka domacina 1 15 razli¢itih lokaliteta, a spisak odabranih izolata, njthovo poreklo,

lokalitet, godina izolacije 1 biljka domacin prikazani su u tabeli 1.
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Tabela 2. Prajmeri i uslovi trostrukog koraka koris¢eni za amplifikaciju genskih regiona odabranih izolata Cucumber mosaic virus

e . . . Veli¢ina
Ciljna N?lZlV Sekvenca (5’ do 3°) Uslovi trostrukog koraka .BI’OJ amplikona
sekvenca prajmera (temperatura/vreme) ciklusa (bp)

CMVCPfwd TGCTTCTCCRCGARWTTGCGT o o o

P oen  _CMVCPrev CGTAGCTGGATGGACAACCCG 94°C/60 s 52°C/60 s 72°C/60 s 33 871

g CMVF-1 CGACTTAATAAGACGTTAGCAGC 94°C/60s 46°C/60s  72°C/60 s 5 500

CMVR TGCTCRAYGTCRACATGAAG 94°C/60s  50°C/60s  72°C/60 s 30
MPfwd ATGGCTTTYCAAGGTACCAG o o o

MP gen Mprev ACCGTTAACCACCTGCGGTCT 94°C/60s 52°C/60s  72°C/60 s 35 834
CMVMP3 GAGTGYGACCTAGGYCGRCATCA o o o
CMV3a-rev CTAARGACCGTTAACCACCTGC ~— 24C/60s  60°C/60s — 72°C/60 s 35 728
RVI1 GTTTATTTACAAGAGCGTACGG R R .

2a gen RWS GGTTCGAARRWATAACCGGG 94°C/30s 53°C/60s 72°C/120s 35 650

b ven 2bfwd TTTGTTGAYMGRYTGAAGTTT 94°C/60s 46°C/60s  72°C/60 s 5 204

& 2brev CCTTCCGAAGAAAYCYAGGA 94°C/60s 50°C/60s  72°C/60 s 30

RNAla-fwd TGGTAGCCTCCCACGGCGATA o o o
RNAla-rev GAYTGCATRGACATACCATT 94°C/60s  S1°C/60s  72°C/60 s 35 1198
RNAla-fwd TGGTAGCCTCCCACGGCGATA o o o

la gen RNAlar GCDGATGATATCACGTCCCA 94°C/60s 55°C/60 s 72°C/60 s 35 1500
RNAla-fwd TGGTAGCCTCCCACGGCGATA 04°C/60' s 51°C/60s  72°C/60 s 35 081

CMVla-reverse GAGGGGAACCARAYRCAATG
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(3) Amplifikacija 2a gena. Umnozavanje 2a gena odabranih izolata obavljeno je
koris¢enjem ranije opisanih prajmera RVI11/RWS8 (Finetti Sialer et al., 1999) koji
omogucavaju amplifikaciju fragmenta veli¢ine 650 bp koji obuhvata 5° NTR 1 deo 2a
gena. Kao negativna kontrola koriSéena je RNase-free voda. Na slici 2 dat je Sematski
prikaz amplifikovanih fragmenata koji obuhvataju deo 2a gena kao 1 pozicija
prajmerskih mesta na osnovu sekvence referentnog izolata FNY (pristupni broj
D00355).

I za ova istrazivanja odabrano je 19 izolata poreklom iz 17 razlicitih biljaka
domacdina 1 15 razli¢itih lokaliteta, ¢iji su poreklo, lokalitet, godina izolacije 1 biljka

domacin prikazani u tabeli 1.

(4) Amplifikacija 2b gena. Za umnozavanje 2b gena 19 odabranih izolata poreklom iz
17 razlic¢itih biljaka domacina i 15 razli¢itih lokaliteta (Tabela 1), dizajniran je jedan par
prajmera 2bfwd/2brev (Tabela 2). Prajmeri su dizajnirani na osnovu 42 sekvence izolata
CMYV dostupne u GenBank bazi odabranih tako da pripadaju razli¢itim podgrupama
ovog virusa 1 omogucavaju amplifikaciju fragment RNK 2 veli¢ine 804 bp, koji
obuhvata ceo 2b gen, kao i deo 2a gena i 3’ NTR. Kao negativna kontrola koriS¢ena je
RNase-free voda. Na slici 2 dat je Sematski prikaz amplifikovanih fragmenata koji
obuhvataju ceo 2b gen kao i pozicija prajmerskih mesta na osnovu sekvence referentnog

izolata FNY (pristupni broj D00355).

(5) Amplifikacija 1a gena. Za amplifikaciju la gena odabranih izolata, dizajnirana su
Cetiri prajmera: jedan nizvodni (forward) i tri uzvodna (reverse) prajmera (Tabela 2).
Par prajmera RNAla-fwd/RNAla-rev koji omogucéavaju amplifikaciju fragmenta
veli¢ine 1198 bp, a koji obuhvata deo 1a gena, dizajnirani su na osnovu 40 sekvenci la
gena CMYV izolata dostupnih u GenBank bazi podataka, a odabranih tako da pripadaju
razli¢itim podgrupama ovog virusa. Zbog varijabilnosti populacije CMV u Srbiji 1
nemogucnosti umnozavanja svih odabranih izolata, na osnovu istog seta sekvenci
dizajnirana su jo§ dva uzvodna prajmera, RNAla-r ili CMVla-reverse, koji u
kombinaciji sa prethodno dizajniranim prajmerom RNAI-fwd omogucavaju
amplifikaciju dela 1a gena ocekivane veli¢ina 1500 bp, odnosno 981 bp. Kao pozitivna

kontrola kod drugog i treceg para prajmera korisc¢en je izolat 650-07 iz N. tabacum, koji
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je uspesno umnozen koriS¢enjem prvog para prajmera, a kao negativna kontrola
koris¢ena je RNase-free voda. Na slici 2 dat je Sematski prikaz amplifikovanih
fragmenata koji obuhvataju deo la gena kao i pozicija prajmerskih mesta na osnovu
sekvence referentnog izolata FNY (pristupni broj D00356).

Za ova ispitivanja odabrano je ukupno 15 izolata poreklom iz 13 razlicitih
biljaka domacina i 15 razli¢itih lokaliteta, a spisak odabranih izolata, njihovo poreklo,

lokalitet, godina izolacije 1 biljka domacin prikazani su u tabeli 1.

4.4.3. Analiza PCR produkta

Vizuelizacija produkata PCR reakcije obavljena je elektroforetskim
razdvajanjem nukleinskih kiselina u 1% agaroznom gelu u 1x TBE puferu, u aparatu za
horizontalnu elektroforezu (BlueMarine 100, Serva electrophoresis GmbH, UK).
Bojenje dobijenih produkata obavljeno je etidijum bromidom i posmatrano pod UV-
svetlom pomocu transiluminatora. Agarozni gel pripremljen je rastvaranjem 0,4 g
agaroze u 40 ml 1x TBE pufera (90 mM Tris; 90 mM borna kiselina i | mM Na>EDTA)
1 zagrevanjem do temperature kljuanja u mikrotalasnoj pec¢nici. Nakon hladenja do
temperature od oko 60°C, gel je razlivan u kalup u koji je prethodno postavljen cesalj.
Nakon o¢vr§¢avanja gela i uklanjanja ¢eSlja, kalup je uronjen u kadicu za horizontalnu
elektroforezu sa 1x TBE puferom. Uzorci su pripremljeni tako Sto je na parafilmu
pomeSano 5 ul produkta PCR reakcije 1 1 pl boje 6x Loading dye (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania) 1 odmah su unoSeni u bunarci¢e po odgovaraju¢em
rasporedu.

Elektroforeza je obavljena pri konstantnoj struji od 40 mA u trajanju od
priblizno 60 min, a za odredivanje veli¢ine amplifikovanih produkata PCR koris¢en je
marker MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas).

Posle zavrSene elektroforeze, gel je inkubiran 15 min u rastvoru za bojenje
etidijum bromida u destilovanoj vodi u finalnoj koncentraciji od 0,5 pg/ml.
Amplifikovani fragmenti posmatrani su u mra¢noj komori na transilumunatoru pomocu
UV-svetla. Pojava traka ocekivane veliine smatrana je pozitivhom reakcijom, a
dobijeni rezultati dokumentovani su fotografisanjem agaroznog gela koris¢enjem zutog

filtera.
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4.5. Sekvenciranje genskih regiona odabranih izolata

Molekularna identifikacija odabranih izolata CMV poreklom iz nase zemlje
obavljena je, nakon sekvenciranja svih pet genskih regiona, viSestrukim uparivanjem
sekvenci izolata sa sekvencama odgovarajuc¢ih genskih regiona dostupnih u GenBank
bazi podataka i1 proracunom geneticke sli¢nosti.

Nakon uspesne sinteze, PCR produkti svih pet genskih regiona izolata odabranih
za molekularne analize poslati su na usluzno precis¢avanje i1 sekvenciranje u
MACROGEN Inc. (http://dna.macrogen.com, Juzna Koreja) na ABI 3730XL
automatskom kapilarnom sekvencinatoru. UmnoZeni fragmenti odabranih izolata
sekvencirani su u oba pravca upotrebom prajmera koji su koriS¢eni za njihovo
umnozavanje. Nakon sekvenciranja, dobijene sekvence odabranih izolata obradene su u
programu FinchTV Version 1.4.0, a konsenzus sekvence su dobijene medusobnim
poredenjem obradenih sekvenci uzvodnog i nizvodnog prajmera u CLUSTAL W
programu, implementiranom u okviru MEGA softvera verzija 5.0 (Thompson et al.,
1994; Tamura et al.,, 2011). Po obradi, sekvence su deponovane u GenBank bazu
podataka, gde su im dodeljeni pristupni brojevi (GenBank Accession Number).

Tako dobijene konsenzus sekvence prvo su analizirane pomo¢u BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) analize, poredenjem sekvenci svih pet genskih regiona
odabranih izolata poreklom iz Srbije sa dostupnim sekvencama odgovarajucih regiona u
GenBank bazi podataka (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Proracun prosecne
stope genetickog diverziteta izmedu odabranih izolata i sekvenci izolata iz drugih
delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka obavljen je pomo¢u MEGA 5.0

softvera.

4.6. Filogenetske analize

Molekularna karakterizacija ispitivanih izolata obavljena je rekonstrukcijom
filogenetskih stabala ¢iji je cilj bio da pruze uvid u evolutivhu povezanost odabranih
izolata CMV poreklom iz Srbije sa izolatima iz drugih delova sveta dostupnih u
GenBank bazi podataka.

Filogenetska proucavanja CMV obavljena su na osnovu analiza sekvenci

informativnih za pet genskih regiona (CP, MP, 2a, 2b i la gena), kao i na osnovu

45



kombinacije sekvenci 2a 1 2b gena (segment RNK 2), kombinacije sekvenci MP i CP
gena (segment RNK 3) i kombinacije sekvenci svih pet genskih regiona.

Filogenetska stabla rekonstruisana su na osnovu sekvenci dobijenih tokom ovih
istrazivanja i sekvenci 38 izolata ovog virusa preuzetih iz GenBank baze podataka
(Tabela 3). Nakon uparivanja, sve sekvence su skracene na duzinu najkrace sekvence 1
to: za CP gen na duzinu od 471 bp, za MP gen na duzinu od 590 bp, za 2a gen na duzinu
od 564 bp, za 2b gen na duzinu od 343 bp i za la gen na duzinu od 735 bp. Sva
filogenetska stabla rekonstruisana su primenom Maximum parsimony metode sa
,bootstrap* podrskom u 1000 ponavljanja, a kao ,,outgrupa* koriS¢ena je sekvenca
odgovarajuceg genskog regiona izolata virusa krzljavosti kikirikija (Peanut stunt virus,
PSV) (Tabela 3).

Radi lakSeg uocavanja grupisanja izolata, rekonstruisana su i filogenetska stabla
na osnovu sekvenci izolata CMV poreklom iz Srbije i1 po tri referentna izolata za svaku
podgrupu ovog virusa (FNY, I17F 1 Y referentni izolati za IA podgrupu, Vir, TFN i1
CTL referentni izolati za IB podgrupu i LY, Q i S referentni izolati za II podgrupu),
primenom Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* podrSkom u 1000 ponavljanja,
izuzev filogenetskog stabla za kombinaciju sekvenci svih pet genskih regiona kada je
koriS¢ena UPGMA metoda (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean).
Kao ,outgrupa®“ za rekonstrukciju filogenetskih stabala koriS¢ena je sekvenca
odgovarajueg genskog regiona izolata virusa krzljavosti kikirikija (Peanut stunt virus,
PSV) (Tabela 3).

Nakon rekonstrukcije stabala u MEGA 5.0 programu, sproveden je test
pronalazenja najbolje prilagodenog modela nukleotidne supstitucije metodom
maksimalne verodostojnosti, na osnovu najnize vrednosti BIC (Bayesian Information
Criterion). Po dobijanju parametra koji najbolje karakteriSe odabrane sekvence,
izraCunate su prosecne vrednosti geneticke udaljenosti unutar i izmedu podgrupa izolata
koje su se izdvojile u filogenetskim stablima. Kod stabala na osnovu gena 2a, 2b 1 CP,
koris¢en je Kimura 2-parametar sa Gamma distribucijom (K2+G), dok je kod stabala za
la i MP gen, najbolje prilagoden model bio Tamura 3-parametar sa Gamma
distribucijom (T92+G). Sli¢nost na aminokiselinskom nivou izraZena je preko vrednosti

p, prosecne stope genetickog diverziteta.
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Tabela 3. Sekvence izolata Cucumber mosaic virus dostupne u GenBank koriS¢ene za filogenetske analize

Zemli Pristupni broj
Virus Izolat! M2 Biljka domaéin RNK 1 RNK 2 RNK 3
porekla (1a gen) (2ai2bgen) (MP i CP gen)

CMV TFN Italija Solanum lycopersicum Y 16924 Y 16925 Y 16926
Vir Capsicum annuum HE962478  HE962479 HE962480
P1-1 Spanija S. lycopersicum AMI183114 AMI183115 AM183116
Ri-8 AMI183117 AMI183118 AM183119
RS Madarska Raphanus sativus AJ511988 AJ517801 AJ517802
NS Nicotiana glutinosa AJ580953 AJ511989 AJ511990
Trk7 Trifolium repens AJ007933 AJ007934 L15336
I17F Francuska S. lycopersicum HE793683  HE793684 Y18137
FNY SAD Cucumis melo D00356 D00355 D10538
LS Lactuca sativa AF416899  AF416900 AF127976
NDI Kina Nicotiana tabacum EU414793  EU414798 EU414788/EU414785
LW EU414792  EU414797 EU414787/EU414784
QZ EU414795  EU414800 EU414790/DQ916111
RZ EU414796  EU414801 EU414791/EF159146
SD AF071551 D86330 ABO008777
Tsh S. lycopersicum EF202595 EF202596 EF202597
Cb7 EF216866 DQ785470 EF216867
NT9 D28778 D28779 D28780
CS Arachis hypogaea AY429435  AY429436 AY429437
Ca AY429434  AY429433 AY429432
CTL Brassica chinensis EF213023 EF213024 EF213025
Phy / DQ402477 DQ412731 DQ412732
Cahl Canna sp. FJ268744 FJ268745 FJ268746
Pepo Japan Cucurbita pepo AB124834  AB124835 AF103991
TN S. lycopersicum AB176849  AB176848 AB176847
PF AB368499  AB368500 AB368501
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D8 R. sativus AB179764  AB179765 AB004781
Y N. tabacum D12537 D12538 D12499
42CM Cucumis sativus AB368496  AB368497 AB368498
Ly2 Koreja Lilium longiflorum AJ535913 AJ535914 AJ296154
Mf Melandryum firmum AJ276479 AJ276480 AJ276481
Li Lilium tsingtauense AB506795  AB506796 AB506797
LiCB Lily sp. AB506798  AB506799 AB506800
1A Indonezija  / AB042292  AB042293 AB042294
Ixora Filipini S. lycopersicum U20220 U20218 U20219
Q Australija C. annuum X02733 X00985 M21464
LY Lupinus angustifolius AF198101 AF198102 AF198103
S Juzna C. pepo Y 10884 Y 10885 U37227/AF063610
Afrika
PSV P Poljska Lupinus luteus EU570236  EU570237 EUS570238

Legenda: ! - Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka; / - Nema podataka.
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4.7. Polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata

Analiza polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata (Restriction fragment
length polymorphism, RFLP) primenjena je u cilju potvrde grupisanja odabranih izolata
u odgovarajuée podgrupe u okviru populacije CMV na koje su ukazale filogenetske
analize, kao i za pronalaZenje brze i pouzdane metode za karakterizaciju izolata CMV.
RFLP detektuje varijabilnost izmedu homologih DNK sekvenci na osnovu prisustva
fragmenata razli¢itih duzina nastalih nakon digestiie DNK wuzorka specificnim
restrikcionim enzimima, endonukleazama. Restrikcioni enzimi katalizuju hidrolizu-
prekidanje DNK na mestu u sekvenci koje specificno prepoznaju i koje se naziva

restrikciono mesto, a €ini ga sekvenca duzine od 4-6 nukleotida.

4.7.1. Polimorfizam duZine restrikcionih fragmenata ,,in silico”
Virtuelna ,,in silico” RFLP analiza DNK sekvenci (computer-simulated)
obavljena je koriS¢enjem pDRAW32 DNA analisys softvera

(http://www.acaclone.com/) u cilju pronalazenja restrikcionih enzima koji vrse digestiju

umnozenih DNK fragmenata tako da se dobije razli¢iti broj fragmenata ili fragmenti
razli¢ite veli¢ine kod izolata koji pripadaju razli¢itim podgrupama ovog virusa. U cilju
odabira odgovarajucih restrikcionih enzima izvrSena je analiza digestije svih
sekvenciranih izolata za svaki genski region, kao 1 digestija sekvenci po tri referentna
izolata za svaku podgrupu CMV (FNY, [17F 1 Y koji pripadaju IA podgrupi, Vir, TFN 1
CTL koji pripadaju IB podgrupi i LY, Q 1 S koji pripadaju II podgrupi), koris¢enjem
navedenog softvera za svaki poznati restrikcioni enzim. Nakon odabira restrikcionih
enzima za svaki segment genoma CMV u pDRAW32 programu generisani su virtuelni
profili, za ¢ije prikazivanje je odabran 1,5% agarozni gel, a veli¢ina fragmenata je

odredivana pomoc¢u markera Invitrogen 1kD DNA laddar.

4.7.2. Polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata ,,in situ”

Nakon virtuelne RFLP analize DNK sekevenci 1 utvrdivanja specifi¢nih enzima
za svaki od pet genskih regiona, amplifikovani fragmenti ispitivanih izolata su
podvrgnuti digestiji sa odabranim restrikcionim enzimima u pravoj, ,in situ” RFLP
analizi. Za ove analize koriSc¢eni su izolati dobijeni u toku ovih istrazivanja, kao i izolat

TFN poreklom iz Italije koji pripada IB podgrupi, dobijen ljubaznos¢u profesora dr
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Donato Gallitelli (Univerisita degli Studi and Instituto di Virologia Vegetale del CNR-
sezione di Bari).

Sve RFLP reakcije obavljene su u 15 pl zapremine RFLP smese koja je sadrzala
0,1 pl restrikcionog enzima (koncentracije 1 U/ul), 1,5 ul 10 x RFLP pufera, 3,4 ul
RNase-free vode i 10 ul PCR produkta razredenog u RNase-free vodi u odnosu od 1:9
do 3:7, u zavisnosti od prinosa PCR produkta. RFLP smesa se jedino razlikovala kod
restrikcionog enzima Bael 1 sadrzala je 0,1 pl SAM (S-Adenozil metionin) koji
omogucava optimalnu aktivnost ovog enzima, 0,1 pl restrikcionog enzima
(koncentracije 1 U/ul), 1,5 pul 10 x RFLP pufera, 3,3 ul RNase-free vode 1 10 pl PCR
produkta razredenog u RNase-free vodi u odnosu od 1:9 do 3:7 u zavisnosti od prinosa
PCR produkta. Za pripremu RFLP smese koris¢eni su razli¢iti puferi u zavisnosti od

enzima, a po preporuci odgovarajuceg proizvodaca (Tabela 4).

Tabela 4. Restrikcioni enzimi kori$éeni u ,,in situ” RFLP 1 odgovaraju¢i puferi po
preporuci proizvodaca

Restrikcioni enzim Pufer Proizvodacd
BssSI 10x Tango pufer
Sfcl
Haelll 10x R pufer
H%ZIIH Thermo Scientific, Japan
PfIMI
Sacll 10x B pufer
Stul
Sall 10x O pufer
Bael 10x CutSmart pufer New England Biolabs

Digestija restrikcionim enzimima BssSI, Sfcl, Mlul, PfIMI, Sacll i Sall vrSena je
u termosajkleru na temperaturi od 37°C u trajanju od 3 h, dok je digestija restrikcionim
enzimom Bael vrSena na 25°C u trajanju od 15 min. Deaktivacija restrikcionih enzima
vriena je na temperaturi od 65°C u trajanju od 20 min. Digestija restrikcionim enzimima
Haelll, HindIll i Stul obavljena je takode na temperaturi od 37°C u trajanju od 3 h, dok
je deaktivacija enzima izvedena na temperaturi 80°C u trajanju od 20 min.

Vizuelizacija produkata dobijenih nakon digestije obavljena je elektroforetskim
razdvajanjem nukleinskih kiselina u 1,2% agaroznom gelu u 1x TBE puferu, bojenjem

etidijum bromidom i posmatranjem pod UV-transiluminatorom. Nacin pripreme gela i
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ocitavanja rezultata opisan je u poglavlju 4.4.3., a pojava odgovarajucih restrikcionih

profila ukazala je na pripadnost izolata odredenoj podgrupi CMV.

4.8. Analiza rekombinacije

Rekombinacije 1 pseudorekombinacije predstavljaju jedan od najvaznijih
evolutivnih mehanizama izmene genetickog materijala, pre svega kod virusa sa
viSedelnim genomom, kakav je i CMV. Postojanje rekombinancija kod izolata CMV
poreklom iz Srbije, kod kojih je ustanovljeno da se filogenetski grupisu u razlicite
podgrupe u =zavisnosti od analiziranog gena, ispitivano je 1 primenom RDP
(Recombination Detection Program) v4.36 softvera (Martin et al.,, 2005b). Ovaj
softver, pored osnovnog RDP programa, koristi istovremeno jos Sest razli¢itih programa
koji detektuju postojanje rekombinacije: BOOTSCAN/RECSCAN (Salminien et al.,
1995; Martin et al., 2005a), GENECONV (Padidam et al., 1999), MAXCHI
(Maximum Chi Square) (Maynard Smith, 1992; Posada and Crandall, 2001),
CHIMAERA (Posada and Crandall, 2001), SISCAN (Sister Scanning) (Gibbs et al.,
2000), 3SEQ (Boni et al.,, 2007) i LARD (Likelihood Assisted Recombination
Detection) (Holmes et al., 1995). Za ove analize koriS¢ene su sekvence RNK 2 i RNK 3
segmenta 19 odabranih izolata (Tabela 1) dobijene kombinacijom sekvenci 2a i 2b,
odnosno MP 1 CP gena, koje su prethodno skrac¢ivane na duZinu najkrac¢e sekvence za
svaki region posebno, kao 1 sekvence po tri referentna izolata za svaku podgrupu CMV
(FNY, I17F 1 Y koji pripadaju IA podgrupi, Vir, TFN i CTL koji pripadaju IB podgrupi
1 LY, Qi S koji pripadaju II podgrupi). Ukupna duZina RNK 2 i 3 fragmenata nakon
spajanja odgovarajucih regiona iznosila je 854 nt (520 nt za 2a gen 1 334 nt za 2b gen),
odnosno 1058 nt (590 nt za MP gen 1 468 nt za CP gen).

Prilikom analize rekombinacija za najviSu prihvatljivu P vrednost kori$¢ena je
verovatnoc¢a od 0,05, koja predstavlja moguénost javljanja greske u stepenu identi¢nosti
potencijalno rekombinovanog regiona 1 roditeljske sekvence, a izolat je smatran
rekombinantnim ukoliko su cetiri ili viSe programa detektovala postojanje
rekombinacije sa vredno$éu P manjom od 1.0 x 102 U suprotnom, ukoliko je P
vrednost veéa od 1.0 x 102 ili manje od &etiri programa pokazu postojanje
rekombinacije, izolati se smatraju nesigurnim ili nejasnim rekombinantima (Tomitaka

et al., 2006; Nouri et al., 2014).
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Pocetno 1 krajnje mesto rekombinacije program je odredio na osnovu pozicije
nukleotida u setu sekvenci koja je odgovarala pocetnoj i krajnjoj tacki rekombinovanog
fragmenta. Kod svakog izolata kod koga je program ukazao na rekombinaciju utvrdeni
su 1 roditelji analizirane sekvence koji su poticali iz seta analiziranih sekvenci. Glavnog
roditelja predstavlja izolat od koga potice veci deo rekombinovanog izolata, dok je
sporedni roditelj onaj izolat za koji je ustanovljeno da od njega poti¢e rekombinovani
fragment. Pored roditeljskih sekvenci dobijeni su i podaci koji pokazuju sa kolikom

tacnosc¢u je izvrSeno utvrdivanje roditeljskog para rekombinovanog izolata.

4.9. ,,Codon-based* Z-test selekcije

U cilju utvrdivanja uticaja selekcionog pritiska na populaciju izolata CMV
poreklom iz Srbije primenjen je ,,codon-based” Z-test selekcije, implementiran u
MEGA 5.0, koji poredi broj nesinonimnih supstitucija (promene nukleotida koje
menjaju aminokiselinsku sekvencu proteina) i sinonimnih supstitucija (promene
nukleotida koje ne dovode do promene aminokiselinske sekvence proteina). Vrednost Z
izraCunata je primenom formule Z=(dn-ds)/SQRT(Var(ds)+Var(dn)) (Tamura et al.,
2011) gde je ds procenjeni broj sinonimnih supstitucija po sinonimnom mestu 1 dn
procenjeni broj nesinonimnih supstitucija po nesinonimnom mestu, a Var(ds) i Var(dn)
njihove varijanse. Analize su sprovedene koriS¢enjem Nei-Gojobori supstitucionog
modela, a odgovarajuce varijanse izracunate su koriS¢enjem ,,bootstrap‘ metode u 1000
ponavljanja (Nei and Kumar, 2000). Ukoliko je vrednost Z>1 (odnos dn/ds>1) smatra
se da se te sekvence/gen nalaze pod uticajem pozitivne selekcije, odnosno pod uticajem
negativne (,purifying) selekcije ukoliko Z<1 (odnos dn/ds<1), dok se za Z=1 (odnos
dn/ds=1) smatra da je selekcija neutralna. Veoma bitan parametar za odredivanje uticaja
selekcije predstavlja i p vrednost za testiranje hipoteze (verovatnoca nastanka greske
prve vrste, odnosno odbacivanja ispravne nulte hipoteze) (Nei and Kumar, 2000).

,»Codon-based Z-test selekcije primenjen je na svakom paru sekvenci jednog
gena za svaki od pet genskih regiona, ali 1 ukupno na setu sekvenci svih izolata
pojedinacnih gena. Testiran je uticaj pozitivne selekcije, odnosno nulta hipoteza Ho:
dn=ds nasuprot alternativne hipoteze Ha: dn>ds, a sekvence/gen smatrane su se nalaze

pod uticajem pozitivne selekcije ukoliko je Z>1 i p<0,05 (Hall, 2008).
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4.10. Bioloska identifikacija i karakterizacija odabranih izolata CMV

U cilju provere mogucnosti razlikovanja izolata razli¢itth podgrupa CMV na
osnovu reakcije test biljaka obavljena je i bioloska karakterizacija odabranih izolata.

Bioloska karakterizacija odabranih izolata obavljena je mehanickim
inokulacijama indikator 1 test biljaka po standardnoj proceduri (Krsti¢ i Tosi¢, 1994).
Za ova istrazivanja odabrano je ukupno devet izolata i to: izolat 449-12 poreklom iz
lubenice (Citrullus lanatus), izolat 201-11 poreklom iz letnje tikvice (Cucurbita pepo
‘Beogradska’), izolat 570-11 poreklom iz krastavca (Cucumis sativus), izolat 723-10
poreklom iz paprike (Capsicum annuum), izolat 670-08 poreklom iz paradajza (Solanum
lycopersicum) 1 izolat 650-07 poreklom iz duvana (Nicotiana tabacum) ¢&ija je
pripadnost IA podgrupi prethodno potvrdena filogenetskim analizama na osnovu
sekvence CP gena, kao i izolat 581-11 poreklom iz paprike (Capsicum annuum), izolat
101-08 poreklom iz paradajza (Solanum Ilycopersicum) 1 izolat 1-12 poreklom iz
peperomije (Peperomia tuisana) za koje prethodnim filogenetskim analizama na osnovu
sekvence CP gena utvrdeno da pripadaju II podgrupi.

Postupak mehanic¢kih inokulacija i1zveden je homogenizacijom prirodno
zarazenog biljnog materijala u prisustvu 0,01 M fosfatnog pufera (pH 7) u odnosu 1:1
koriS¢enjem abraziva, karborundum praha fino¢e 400 meSa. Tako pripremljenim
inokulumom za svaki od ispitivanih izolata obavljene su mehanicke inokulacije po pet
biljaka jedne vrste eksperimentalnog domacina.

U ispitivanje kruga domacina ukljucene su 33 biljne vrste: N. tabacum ‘Banat’,
‘Prilep’ 1 ‘Samsun’, N. debmeyii, N. rustica, N. glutinosa, N. benthamiana, N.
clevelandi, N. alata, N. sylvestris, Datura metel, D. stramonium, Chenopodium
amaranticolor, C. quinoa, C. murale, C. foetidum, Capsicum annuum, Solanum
lycopersicum, S. nigrum, Physalis floridana, Gomphrena globosa, Petunia x hybrida,
Cucumis sativus ‘Delikates’, C. melo ‘Ananas’, Citrullus lanatus ‘Sugar baby’,
Cucurbita pepo ‘Olivija’, ‘Olinka’, ‘Ezra F1°, ‘Beogradska’ 1 ‘Zucchini’, Phaseolus
vulgaris ‘PoboljSani gradiStanac‘ 1 Pisum sativum ‘Mali provansalac’.

Test biljke su inokulisane u fenofazi 2-3 lista i odrzavane u uslovima staklenika.
Pojava simptoma pracena je na inokulisanom li§¢u i lis¢u formiranom posle inokulacije,
u periodu do mesec dana po inokulaciji. Prisustvo virusa u test biljkama sa i bez

simptoma potvrdeno je DAS-ELISA metodom.
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4.11. Molekularna detekcija, identifikacija i karakterizacija satRNK

RT-PCR metoda primenjena je i u cilju provere prisustva satRNK u uzorcima
odabranim za molekularne analize. Provera prisustva satRNK obavljena je primenom
,One-step” RT-PCR kita (Qiagen) i prajmera CMVsat-fwd (5’-AAG GAT CCG GGT
CCT GBD DDG GAA TG-3’) i CMVsat-rev (5-AAG GAT CCG TTT TGT TTG
WTR GAG AAT TGC GYR GAG-3") (Skori¢ et al., 1996) koji omoguéavaju
amplifikaciju fragmenta veli¢ine od 334 do 390 bp, a koji obuhvata celu satRNK.

RT-PCR reakcije obavljane su u zapremini RT-PCR smese od 25 pl, ¢iji je
sadrzaj opisan u poglavlju koje se odnosi na amplifikaciju genskih regiona odabranih
izolata.

Reakcija je izvedena po slede¢em protokolu: reverzna transkripcija 30 min na
50°C, denaturacija Omniscript Reverse transkriptaze i Sensiscript Reverse transkriptaze,
aktivacija HotStart Taq DNA polimeraze kao i inicijalna denaturacija nukleinskih
kiselina 15 min na 95°C, denaturacija 1 min na 94°C, hibridizacija 60 s na 42°C,
elongacija 1 min na 72°C (2 ciklusa), denaturacija 1 min na 94°C, hibridizacija 1 min na
55°C 1 elongacija 1 min na 72°C (35 ciklusa) praceno finalnom ekstenzijom 10 min na
72°C. Vizuelizacija umnoZenih PCR produkata obavljena je na nacin opisan u poglavlju
443..

Nakon uspesne amplifikacije satRNK kod tri odabrana izolata (101-08 i AR1-12
poreklom 1z paradajza 1 1-12 poreklom iz peperomije, dobijeni produkti poslati su na
usluzno preciS¢avanje 1 sekvenciranje (Macrogen, Juzna Korea) u oba smera
koriS¢enjem istog para prajmera kao u RT-PCR reakciji. Dobijene sekvence obradene su
u programu FinchTV Version 1.4.0 i medusobno uporedene pomoc¢u CLUSTAL W
programa (Thompson et al., 1994) integrisanog unutar MEGA 5.0 softvera (Tamura et
al., 2011). Tako dobijene konsenzus sekvence su zatim podnete u GenBank bazu
podataka i obavljena je njihova identifikacija prvo upotrebom BLAST analize, a zatim
je izvrSen 1 proracun nukleotidne sli¢nosti sa izolatima iz drugih delova sveta dostupnih
u GenBank bazi podataka.

Filogenetska proucavanja satRNK obavljena su rekonstrukcijom filogenetskog
stabla na osnovu sekvenci tri izolata poreklom iz Srbije i 36 izolata poreklom iz
razli¢itth delova sveta (Tabela 5), koriS¢enjem Maximum parsimony metode sa

,bootstrap® podrskom u 1000 ponavljanja.
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Tabela 5. Sekvence izolata satRNK Cucumber mosaic virus koriS¢ene za
filogenetske analize

Izolat! Zemlja Biljka domacin Pristupni broj
porekla
101-082 Srbija Solanum lycopersicum  KT270486
AR1-12° KM358138
1-122 Peperomia tuisana KT270485
T4 Italija S. lycopersicum X86415
T1 X86409
T22 X86412
TTS X69136
T8A X86408
T27 X86419
T2 X86410
T8 X86420
T18 X86708
T57 X86418
T59 X86423
TFN X65455
T16 X86413
PG X86426
T12 X86416
T6 X86414
T7 X86411
CE Apium graveolens X86425
TO80 Nicotiana tabacum X86421
TO77 X86422
To79 X86417
NG71 Nicotiana glauca X86424
F2 Hrvatska S. lycopersicum X89003
FG X89004
/" DQ839133
PoSA4 Sirija Solanum tuberosum AB448702
SD Kina N. tabacum D89673
To/1990/21.1 Spanija S. lycopersicum 7775880
Y Japan N. tabacum D00542
E / M20844
0Y2 / M20845
Sb-WI SAD Phaseolus vulgaris KC415034
Ir-WI JF834526
D27-CARNA-5 S. lycopersicum U31661
N1-02-satRNA Vinca minor JF918972
CAS8 Brazil Capsicum annum AF172648

Legenda: ! - Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka; > - Izolati poreklom iz
Srbije; /- Nema podataka.



Po sprovodenju testa za pronalazenje najbolje prilagodenog modela nukleotidne
supstitucije metodom maksimalne verodostojnosti, na osnovu najnize vrednosti BIC u
MEGA 5.0 dobijen je parametar koji najbolje karakteriSe odabrane sekvence. Prose¢ne
vrednosti geneticke udaljenosti unutar i izmedu genetickih grupa izolata koje su se
izdvojile u filogenetskom stabu izraCunate su na osnovu Kimura 2-parametra sa Gamma

distribucijom (K2+G).
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5. REZULTATI

5.1. Prisustvo i relativna ucestalost CMV

Utvrdivanje prisustva CMV u sakupljenim uzorcima tokom cetvorogodiSnjih
istrazivanja sprovedeno je seroloskim ispitivanjima primenom DAS-ELISA testa uz
koriS¢enje poliklonalnih antiseruma pogodnih za detekciju svih opisanih genotipova
CMV. Od ukupno 1378 uzoraka sakupljenih u toku cetvorogodisnjih istrazivanja
prisutstvo CMV dokazano je u 409 uzoraka (29,68%).

Tokom 2010. godine od 326 sakupljenih uzoraka CMV je dokazan u 62,
odnosno u 18,96% testiranih uzoraka. Od 45 lokaliteta prisustvo CMV je potvrdeno u
18 (Slika 3), a njegovo prisustvo je dokazano u 12 od 47 razlicitih biljnih vrsta, njihovih
varijeteta ili sorti: Cucurbita pepo var. styriaca (‘Olinka’, ‘Horgos’, ‘Gleisdorfer
Olkiirbis’, ‘Weis 371°), C. pepo ‘Genovese’, Cucurbita maxima, Cucumis melo,
Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Wisteria sinensis, Lamium sp. 1 Mentha
piperita.

U 2011. godini, od pregledanih 37 lokaliteta u Srbiji, CMV je dokazan u 30
(Slika 3). Prisustvo CMV potvrdeno je u 236 od 607 sakupljenih uzoraka, odnosno u
38,88% testiranih uzoraka. Prisustvo CMV dokazano je u 17 od 44 testiranih razli¢itih
biljnih vrsta, njihovih varijeteta ili sorti: Cucurbita pepo var. styriaca ‘Olinka’, C. pepo
(‘Beogradska’ i ‘Cue Ball’), C. pepo-nepoznata sorta, Cucumis melo, C. sativus,
Citrullus lanatus, Lagenaria siceraria, Solanum lycopersicum, Capsicum annuum,
Lactuca serriola, Hibiscus trionum, Salvia verticillata, Stenactis annua, Polygonum
persicaria, Chenopodium hybridum 1 Datura stramonium.

Tokom 2012. godine od 272 uzoraka CMV je dokazan u 76 (27,94%) testiranih
uzoraka, odnosno u 23 (Slika 3) od 46 pregledanih lokaliteta. Prisustvo CMV dokazano
je u 14 od 23 razlicitih biljnih vrsta: Cucurbita pepo-nepoznata sorta, Cucumis melo, C.
sativus, Citrullus lanatus, Lagenaria siceraria, Solanum [ycopersicum, Capsicum
annuum, Phaseolus vulgaris, Peperomia tuisana, Hyacinthus sphondylium, Polygonum
aviculare, Stenactis annua, Viola odorata 1 Malva sylvestris.

U 2013. godini, od pregledanih 42 lokaliteta u Srbiji, CMV je dokazan u 17
(Slika 3). Prisustvo CMV dokazano je u 35 (20,23%) od 173 uzoraka poreklom iz

sedam od 11 razli¢itih biljnih vrsta: Cucurbita pepo-nepoznata vrsta, Cucumis melo,
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Solanum lycopersicum, Capsicum annuum, Peperomia tuisana, Tulipa sp. 1 Phaseolus
vulgaris.
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5.2. Simptomi na biljkama u polju i odabir izolata za dalja istrazivanja

Sakupljene biljke u kojima je dokazan CMYV ispoljile su razlicite tipove
simptoma, u zavisnosti od vrste domacina i vremena infekcije. Najucestaliji simptomi
bili su u vidu svetlo i tamno zelenog mozaika, hloroze, redukcije lisne povrsine,
nitavosti, uvijenosti lista, malformacija, kao i lokalnih hloroti¢nih i nekroti¢nih pega. Za
dalja istrazivanja odabrano je 44 izolata (Tabela 1) dobijena iz 18 razlicitih biljnih vrsta
sakupljenih na 30 razli¢itih lokaliteta u Srbiji. Odabir izolata je bio takav da je
obuhvatio §to ve¢i broj domacina ili iste domacine sa razli¢itim simptomima prirodne
zaraze poreklom sa Sto veceg broja lokaliteta na teritoriji nase zemlje, sakupljenih
tokom razli¢itih godina.

Na biljkama paradajza u kojima je detektovano prisustvo CMV, najées¢e uoceni
simptomi na listu bili su u vidu blagog do izrazenog mozaika (Slika 4), deformacija
lisne povrSine u vidu klobucavosti i redukcije lisne povrSine do nitavosti, dok su na
plodovima uglavnom bile izrazene deformacije 1 nekroza (Slika 5). Takode, na
plodovima pored nekroticnog proSaravanja zabelezeno je i neravhomerno sazrevanje.
Uocene su 1 biljke koje su zaostajale u porastu, a kod pojedinih biljaka paradajza bili su
prisutni 1 simptomi na stablu u vidu hloroti¢nog ili nekroticnog proSaravanja (Slika 6).
Osim toga, na peteljkama lista i ploda uocena je nekroza u vidu tamnosmedih traka, a
pojedine biljke su usled skrac¢enja internodija dobijale Zbunolik izgled Cesto pracen
zaostajanjem u porastu. Za dalja istraZzivanja odabrani su uzorci 647-10 (lokalitet
Togocevce) 1 533-2-11 (Kupusina) sakupljeni tokom 2010. 1 2011. godine, a iz 2012.
godine uzorak ARI1-12 (Aradac). Osim ovih uzoraka za analizu prirodne populacije
CMV, odabrani su i uzorci 746-07 (Obrenovac), 101-08 (Druzeti¢), 670-08 (Stajkovce)
1 207-09 (Mackovac) sakupljeni od 2007. do 2009. godine (Kolekcija biljnih virusa
Laboratorije za virusologiju i1 mikologiju, Katedra za fitopatologiju, Institut za
fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni fakultet).

Na lis¢u biljaka paprike zabeleZzena je pojava blagog do izrazenog mozaika,
hloroze (Slika 7), prstenastih pega ili hrastolikih nekroticnih Sara (Slika 8). Kod
pojedinih biljaka paprike prisutne su bile i deformacije lisne povrsine, klobucavost
(Slika 9) 1 redukcija lisne povrSine, a uocene su i biljke sa znatno sitnijim lis¢em. Osim
na listovima, zabeleZeni su simptomi i na plodovima i stablu. ZaraZeni plodovi bili su

neravnomerno obojeni, ¢esto zahvac¢eni mozai¢nim Sarenilom ili krzljavi, deformisani 1
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sa nekrozom povrsinskog tkiva (Slika 10). Duz stabla pojedinih biljaka zabelezena su i
nekroti¢na proSaravanja. Za dalja istraZzivanja odabrani su: uzorak 723-10 sa lokaliteta
Smederevo sakupljen 2010. godine i uzorci 581-11 i 581p-11 sa lokaliteta Cekavica
sakupljeni 2011. godine. Osim ovih uzoraka, za istraZzivanja populacije CMV iz
Kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju odabrani su uzorci
477-07 (Apatin), 598-07 (Novi Knezevac), 542-08 (Donji Tavankut) 1 471-09
(Prigrevica) sakupljeni od 2007. do 2009. godine.

Iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju odabrani su
uzorci iz duvana sakupljeni na lokalitetu Backi Petrovac (uzorak 650-07) i Futog
(uzorak 702-07) tokom 2007. godine i Lapotince (uzorak 202-08) tokom 2008. godine.
Zarazene biljke ispoljavale su simptome u vidu razli¢itih tipova mozaika, od blagog do
izrazenog, suzavanje liske, a biljke su pored izrazenih deformacija lista koje su se
manifestovale u vidu klobuc¢avosti (Slika 11), zaostajale 1 u porastu.

Na biljkama familije Cucurbitaceae, ukljucujuéi razlicite vrste tikava, lubenicu,
dinju, krastavac i vrg, zabelezene su raznovrsne morfoloske i hromatske promene na
listovima 1 plodovima. Na biljkama krastavca u kojima je detektovano prisustvo CMV,
najcesce uoceni simptomi na listu bili su u vidu blagog do izrazenog mozaika, hloroze
lisnih nerava kao i uvijenost liS¢a. Kod pojedinih biljaka krastavca zapaZeni su i
simptomi hloroti¢nog 1 nekroti¢nog Sarenila (Slika 12), a primecéeno je 1 zadrzavanje
zelene boje oko nerava. Za dalja istraZivanja odabrani su uzorci 514-11 (Kupusina) i
570-11 (Debrc) sakupljeni tokom 2011. godine i 283-12 (Porodin) sakupljen tokom
2012. godine. Najucestaliji simptomi na listovima lubenice bili su razli¢iti vidovi
mozaika, od blagog do izraZzenog (Slika 13), ali zabeleZena su 1 razli¢ita hloroticna
proSaravanja kao i1 blaga deformisanost lista sa manje ili viSe izrazenom klobucavosti.
Uocene su i biljke koje su zaostajale u porastu, dok su pojedine zaraze biljke imale
veoma redukovanu lisnu povrsinu §to je kasnije dovelo do nitavosti lista. Uzorci 449-12
(Silbas) 1 473-12 (Gornji Tavankut) sakupljeni tokom 2012. godine odabrani su za dalja
istrazivanja. Na biljkama dinje naj¢eSce uoceni simptomi na listu bili su u vidu Zutog,
odnosno izrazenog mozaika. Uzorci 610-11 (Togocevce) i 286-12 (Porodin) sakupljeni
tokom 2011. odnosno 2012. godine odabrani su za dalja istraZivanja. Na liS¢u svih
biljaka uljane tikve sorte ‘Olinka’ zabeleZena je pojava izrazenog mozaika ili

hloroti¢nog prosaravanja, dok se na pojedinim biljkama uocavala i kovrdzavost. Osim
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na listovima zabeleZeni su simptomi i na plodovima. Kod zarazenih plodova uocavale
su se deformacije i to najces¢e u vidu ulegnuca (Slika 14). 1z Kolekcije biljnih virusa
Laboratorije za virusologiju i mikologiju odabrani su za dalja istrazivanja uzorci 415-07
(Irmovo), 115-08 (Gardinovci), 151-08 (Kulpin) i 171-08 (Staro Selo) sakupljeni tokom
2007. 1 2008 godine. Na biljkama ‘Beogradske tikvice’ konstantovani su simptomi
izrazenog mozaika i blage klobucavosti lista (Slika 15), a uzorak 201-11 uzorkovan
tokom 2011. godine na lokalitetu Mackovac odabran je za dalja istrazivanja. Na
listovima cukini tikvica ‘Genovese’ zabelezena je pojava umerenog mozaika, a za dalju
karakterizaciju odabran je uzorak 230-10 (Hetin) sakupljen tokom 2010. godine. 1z
Kolekeije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju odabran je uzorak
270-09 (Ruma) poreklom iz cukini tikvice ‘Tosca’ sakupljen tokom 2009. godine sa
simptomom izrazenog mozaika pracenog deformacijama li§¢a. Na biljkama vrga u
kojima je detektovano prisustvo CMV, najceS¢e uoceni simptomi bili su u vidu
izrazenog mozaika, naboranosti lisne povrsine, kao 1 izrazena deformisanost lista (Slika
16). Kod pojedinih biljaka uocavali su se slabiji simptomi u vidu zadrzavanja zelene
boje oko nerava lista (Slika 17). Za dalja istrazivanja odabrani su uzorci 674-11, 717-11
1 720-11 (Porodin) sakupljeni tokom 2011. godine, kao i uzorak 163-08 (Backi
Petrovac) iz Kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju sakupljen
tokom 2008. godine. Na biljkama ukrasne tikve, uzorkovanim na lokalitetu Porodin,
zabelezeni su simptomi blagog mozaika, deformacija, klobucavosti lista, a za dalja
istrazivanja odabran je uzorak 500-10 sakupljen tokom 2010. godine. 1z Kolekcije
biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju odabran je uzorak bundeve 242-
09 (Backi Petrovac) sakupljen tokom 2009. godine. Na liS¢u bundeve uoceni su
simptomi Zutog mozaika i zadrZavanje zelene boje oko nerava.

Biljke pasulja ispoljavala su simptome u vidu blagog mozaika i hloroze lista, a
uzorak 267-13 sakupljen tokom 2013. godine na lokalitetu Vladi¢in Han odabran je za
dalja istraZivanja.

Biljke peperomije (Peperomia tuisana) ispoljile su veoma intezivne simptome
nekroticnog proSaravanja razli¢itog oblika i povrSine (Slika 18 i 19), kao i1 pojavu
koncentri¢nih krugova (Slika 20), a zabelezena je 1 nekroza lisnih drski (Slika 18). Za
dalja istrazivanja odabrani su uzorci 1-12 1 52-13 poreklom iz staklenika

Poljoprivrednog fakulteta u Zemunu sakupljeni tokom 2012., odnosno 2013. godine.
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Tokom pregleda useva lale (Tulipa sp.) na otvorenom polju na lokalitetu Krnjaca
2013. godine uocena je pojava izrazenih simptoma na svim nadzemnim organima.
Najces¢e uoceni tipovi simptoma na liS¢u bili su u vidu hloroti¢nih crti¢astih pega
(Slika 21), svetlo-tamne prugavosti i deformacije listova. Zarazene biljke zaostajale su u
porastu, cvetovi su bili sitniji 1 ¢esto neravnomerno obojeni, a uzorak 79-13 odabran je
za dalja istrazivanja.

Na listovima krasolike (Stenactis annua), tokom 2012. godine na jednom
ruderalnom staniStu na lokalitetu Beograd, zabeleZeni su simptomi izrazenog mozaika,
nekroti¢nih pega, kao 1 deformacije 1 Zbunolokost vrha (Slika 22). Za dalju
karakterizaciju odabran je uzorak 58-12.

Na biljkama ukrasnog bagrema (Wisteria sinensis) zapazeni su simptomi u vidu
hloroze pracene deformacijom listova i izrazenom nitavos¢u. Uzorak 540-10 (Slika 23)

sakupljen tokom 2010. godine na lokalitetu Porodin odabran je za dalju karakterizaciju.

y REY
Slika 4. [zolat 647-10: Mozaik na listu

Solanum lycopersicum
— = /

Slika 6. Izolat AR1: Nekroza stabla Slika 7. Izolat 542-08: Izrazeni mozaik i
Solanum lycopersicum hloroza na listu Capsicum annuum
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Slika 8. Izolat 471-09: Nekroti¢na Slika 9. Izolat 581-11: Izrazeni mozaik,
prosaravanja na listu Capsicum annuum klobuc¢avost i deformacije na listu
Capsicum annuum

Slika 10. Izolat 542-08: Nekroza i Slika 11. Izolat 650-07: Mozaik i

deformacije na plodu Capsi klobucavost na listu Nicotiana tabacum

" Slika 12. Izolat 570-11: Hloroticno i
nekrotiéno Sarenilo na listu Cucumis listu Citrullus lanatus
sativus
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Slika 20. Izolat 1-12: Nekroti¢na Slika 21. Izolat 79-13: Crti¢asti mozaik na
prosaravanja i koncentri¢ni krugovi na listu Tulipa sp.
listu Peperomia tuisana

Slika 22. Izola 58-12: IzraZeni mozaik, Slika 23. Izolat 540-10: Nitavost 1

deformacije 1 Zbunikolost vrha Stenactis deformacije na listu Wisteria sinensis
annua

5.3. Amplifikacija genskih regiona

Amplifikacija pet genskih regiona odabranih izolata CMV obavljena je
primenom metode reverzne transkripcije pradene lanCanom reakcijom polimeraze
(Reverse transcription polimerase chain reaction, RT-PCR) uz koriS¢enje devet
razli¢itih parova prajmera, dizajniranih tokom ovih istrazivanja ili prethodno opisanih u

literaturi.

5.3.1. Amplifikacija CP gena

Amplifikacija CP gena odabranih izolata CMV obavljena je koriS¢enjem jednog
od dva para prajmera, CMVCPfwd/CMVCPrev ili CMVF-1/CMVR. Primenom
prajmera CMVCPfwd/CMVCPrev koji omogucavaju amplifikaciju celog CP gena kao 1
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delova 5’1 3’NTR 1 poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih izolata i pozitivne
kontrole (izolat 115-08 iz Cucurbita pepo ‘Olinka’ ili 650-07 iz Nicotiana tabacum) sa
koris¢enim markerom (M), utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 871
bp kod 35 od 36 testiranih izolata. Do amplifikacije nije dosSlo kod izolata 230-10
poreklom iz C. pepo ‘Genovese’ 1 negativne kontrole (PCR smeSa sa RNase free

vodom). Na slici 24 prikazani su amplikoni CP gena dela ispitivanih izolata.

871 DD ey

Slika 24. Vizuelizacija amplikona CP gena u 1% agaroznom gelu dobijenih koris§éenjem
prajmera CMVCPfwd/CMVCPrev. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 1-12 iz Peperomia tuisana; 2-
izolat 101-08 iz Solanum lycopersicum; 3-izolat 581-11 iz Capsicum annuum; 4-izolat
415-07 1z Cucurbita pepo ‘Olinka’; 5-izolat 674-11 iz Lagenaria siceraria; K-pozitivna
kontrola-izolat 115-08 iz Cucurbita pepo ‘Olinka’; B-negativna kontrola-PCR mix sa
molekularnom vodom.

Za amplifikaciju CP gena kod izolata 230-10 koriS¢en je drugi par prajmera
CMVEF-1/CMVR (Yu et al., 2005), koji omogucava amplifikaciju dela CP gena i
obuhvata konzervativniji region unutar samog gena. Poredenjem amplifikovanih
fragmenata testiranog izolata i pozitivne kontrole (izolat 115-08 iz Cucurbita pepo
‘Olinka’) sa koris¢enim markerom (M), prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 500
bp utvrdeno je kako kod ispitivanog izolata tako i kod pozitivne kontrole (slika 25). Do

amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole (PCR smesa sa RNase free vodom).
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CMVF-1/CMVR

Slika 25. Vizuelizacija amplikona CP gena u 1% agaroznom gelu dobijenih koriS¢enjem
prajmera CMVF-1/CMVR. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 230-10 iz Cucurbita pepo ‘Genovese’; K-pozitivna
kontrola-izolat 115-08 iz Cucurbita pepo ‘Olinka’; B-negativna kontrola-PCR mix sa
molekularnom vodom.

Kako prajmeri koji omogucéavaju amplifikaciju parcijalnog MP, 2a i la gena,
kao 1 kompletnog 2b gena, nisu doveli do amplifikacije ovih regiona kod izolata 242-09
poreklom iz Cucurbita maxima, ovaj izolat je izostavljen iz daljih istrazivanja. U toku
istrazivanja, amplifikovani su gore pomenuti regioni izolata 52-13 poreklom iz
Peperomia tuisana, ali je i1 ovaj izolat izostavljen iz daljih istazivanja jer je imao
identi¢nu sekvencu CP gena sa izolatom 1-12 koji je uzorkovan godinu dana ranije na

istom lokalitetu.

5.3.2. Amplifikacija MP gena

Amplifikacija MP gena 19 odabranih izolata CMV obavljena je koriS¢enjem
jednog od dva para prajmera, MPfwd/MPrev i CMVMP3/CMV3a-rev. Primenom
prajmera MPfwd/MPrev koji omogucavaju amplifikaciju dela MP gena od 834 bp i
poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih izolata sa kori§¢enim markerom (M),
utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine kod 15 od 19 testiranih izolata. Do
amplifikacije nije doSlo kod izolata 230-10, 540-10, 581-11 i 58-12, kao 1 negativne
kontrole (PCR sme$a sa RNase free vodom). Na slici 26 prikazani su amplikoni MP

gena dela ispitivanih izolata.
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834 bp s—

MPfwd/MPrev

Slika 26. Vizuelizacija amplikona MP gena u 1% agaroznom gelu dobijenih
koridéenjem prajmera MPfwd/MPrev. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 415-07 iz Cucurbita pepo
‘Olinka’; 2-izolat 270-09 iz Cucurbita pepo ‘Tosca’; 3-izolat 500-10 1z Cucurbita pepo-
nepoznata sorta; 4-izolat 201-11 iz Cucurbita pepo ‘Beogradska’; 5-izolat 570-11 iz
Cucumis sativus; 6-izolat 286-12 iz Cucumis melo; 7-izolat 473-12 iz Citrullus lanatus;
M-MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 8-izolat
723-10 iz Capsicum annuum; 9-izolat 101-08 iz Solanum lycopersicum; 10-izolat 670-
08 iz Solanum lycopersicum; 11-izolat 650-07 iz Nicotiana tabacum; 12-izolat 1-12 iz
Peperomia tuisana; 13-izolat 79-13 iz Tulipa sp.; B-negativna kontrola-PCR mix sa
molekularnom vodom.

Za amplifikaciju MP gena kod izolata 230-10, 540-10, 581-11 1 58-12 koriS¢en
je drugi par prajmera CMVMP3/CMV3a-rev, koji omogucava amplifikaciju dela MP
gena i1 obuhvata konzervativniji region unutar samog gena. Poredenjem amplifikovanih
fragmenata testiranih izolata i pozitivne kontrole (izolat 650-07 iz Nicotiana tabacum)
sa koriS¢enim markerom (M), prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 728 bp
utvrdeno je kako kod ispitivanih izolata tako 1 kod pozitivne kontrole (Slika 27). Do

amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole (PCR smesa sa RNase free vodom).
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728 bp s—

CMVMP3/CMV3a-rev

Slika 27. Vizuelizacija amplikona MP gena u 1% agaroznom gelu dobijenih
kori$éenjem prajmera CMVMP3/CMV3a-rev. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder,
Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 58-12 iz Stenactis annua; 2-
izolat 230-10 iz Cucurbita pepo ‘Genovese’; 3-izolat 540-10 iz Wisteria sinensis; 4-
izolat 581-11 iz Capsicum annuum; K-pozitivna kontrola-izolat 650-07 iz Nicotiana
tabacum; B-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom.

5.3.3. Amplifikacija 2a gena

Amplifikacija 2a gena odabranih izolata CMV obavljena je koriS¢enjem
prajmera RV11/RW8 (Finetti Sialer et al., 1999) koji omogucavaju amplifikaciju 5’
NTR i deo 2a gena. Poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih izolata sa
koriS¢enim markerom (M) utvrdeno je prisustvo fragmenta ocCekivane veli¢ine od 650
bp kod svih testiranih izolata. Do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole (PCR
smeSa sa RNase free vodom). Deo uspe$no amplifikovanih fragmenta prikazan je na

slici 28.

650 bp s—

RV11/RW8

Slika 28. Vizuelizacija amplikona 2a gena u 1% agaroznom gelu dobijenih koris¢enjem
prajmera RV11/RW8. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 1-12 iz Peperomia tuisana; 2-izolat 101-08 iz
Solanum lycopersicum; 3-izolat 581-11 iz Capsicum annuum; 4-izolat 415-07 iz
Cucurbita pepo ‘Olinka’; 5-izolat 674-11 iz Lagenaria siceraria; 6-izolat 58-12 iz
Stenactis annua; B-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom.
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5.3.4. Amplifikacija 2b gena

Amplifikacija 2b gena odabranih izolata CMV obavljena je koriS¢enjem
prajmera 2bfwd/2brev koji omoguéavaju amplifikaciju celog 2b gena, kao i deo 2a gena
i 3> NTR. Poredenjem amplifikovanih fragmenata testiranih izolata sa koriS¢enim
markerom (M), prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 804 bp utvrdeno je kod svih
ispitivanih izolata. Do amplifikacije nije doSlo kod negativne kontrole (PCR smesa sa

RNase free vodom). Deo dobijenih rezultata prikazan je na slici 29.

804 bp m—

Slika 29. Vizuelizacija amplikona 2b gena u 1% agaroznom gelu dobijenih kori§¢enjem
prajmera 2bfwd/2brev. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 201-11 iz Cucurbita pepo ‘Beogradska’; 2-izolat
570-11 iz Cucumis sativus; 3-izolat 670-08 iz Solanum lycopersicum; 4-izolat 723-10 iz
Capsicum annuum; 5-izolat 581-11 1z Capsicum annuum; 6-izolat 101-08 1z Solanum
lycopersicum; 7-izolat 473-12 iz Citrullus lanatus; 8-izolat 415-07 iz Cucurbita pepo
‘Olinka’; 9-1zolat 674-11 1z Lagenaria siceraria; 10-1zolat 1-12 iz Peperomia tuisana;
11-izolat 286-12 iz Cucumis melo; B-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom
vodom.

5.3.5. Amplifikacija 1a gena

Amplifikacija dela la gena odabranih izolata CMV obavljena je koriS¢enjem
jednog od tri para prajmera, RNAla-fwd/RNAla-rev ili RNAla-fwd/RNAla-r ili
RNAla-fwd/CMVla-reverse. Primenom prajmera RNAla-fwd/RNAla-rev koji
omogucavaju amplifikaciju dela la gena i poredenjem amplifikovanih fragmenata
odabranih izolata sa koriS¢enim markerom (M), utvrdeno je prisustvo fragmenata
ocekivane velicine od 1198 bp kod 13 od 15 testiranih izolata. Do amplifikacije nije
doslo kod izolata 540-10 poreklom iz Wisteria sinensis 1 79-13 poreklom iz Tulipa sp.,
kao 1 negativne kontrole (PCR smesa sa RNase free vodom). Deo dobijenih rezultata

prikazan je na slici 30.
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1198 bp =——

RNAla-fwd/RNAla-rev

Slika 30. Vizuelizacija amplikona la gena u 1% agaroznom gelu dobijenih koriS¢enjem
prajmera RNAla-fwd/RNAla-rev. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 1-12 iz Peperomia tuisana; 2-
izolat 101-08 iz Solanum lycopersicum; 3-izolat 581-11 iz Capsicum annuum; 4-izolat
415-07 1z Cucurbita pepo ‘Olinka’; 5-izolat 674-11 iz Lagenaria siceraria; 6-izolat
286-12 iz Cucumis melo; B-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom.

Za amplifikaciju la gena kod izolata 540-10 1 79-13 koriS¢en je drugi par
prajmera RNAla-fwd/RNAla-r. Promenom reverznog prajmera, koji obuhvata drugi
konzervativan region unutar samog la gena i poredenjem amplifikovanih fragmenata
testiranih izolata i1 pozitivne kontrole (izolat 650-07 iz Nicotiana tabacum) sa
koris¢enim markerom (M), utvrdeno je prisustvo fragmenta oc¢ekivane velic¢ine od 1500
bp kod ispitivanog izolata 79-13 i pozitivne kontrole (Slika 31). Do amplifikacije nije

doslo kod izolata 540-10 i1 negativne kontrole (PCR smesa sa RNase free vodom).

1500 bp s

RNAla-fwd/RNAla-r

Slika 31. Vizuelizacija amplikona 1a gena u 1% agaroznom gelu dobijenih koriséenjem
prajmera RNAla-fwd/RNAla-r. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas
Life Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 79-13 iz Tulipa sp.; K-pozitivna kontrola-
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izolat 650-07 iz Nicotiana tabacum; B-negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom
vodom.

Za amplifikaciju la gena kod izolata 540-10 koriS¢en je tre¢i par prajmera
RNAla-fwd/CMVla-reverse. Promenom reverznog prajmera, koji obuhvata razli¢it
konzervativan region unutar samog la gena u odnosu na prethodno koriS¢ene reverzne
prajmere, 1 poredenjem amplifikovanog fragmenata testiranih izolata 1 pozitivne
kontrole (izolat 650-07 iz duvana) sa koriS¢enim markerom (M), utvrdeno je prisustvo
fragmenta ocekivane veliCine od 981 bp kod ispitivanog izolata 540-10 i pozitivne
kontrole (Slika 32). Do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole (PCR smesa sa

RNase free vodom).

081 bp s—

Slika 32. Vizuelizacija amplikona 1a gena u 1% agaroznom gelu dobijenih koris¢enjem
prajmera RNAla-fwd/CMVla-reverse. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 540-10 iz Wisteria sinensis; K-
pozitivna kontrola-izolat 650-07 iz Nicotiana tabacum; B-negativna kontrola-PCR mix
sa molekularnom vodom.

5.4. Molekularna identifikacija odabranih izolata

U cilju proucavanja strukture populacije CMV u Srbiji, kao i poredenja
populacije ovog virusa poreklom iz Srbije sa izolatima iz drugih delova sveta, dalja
istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije bila su usmerena ka karakterizaciji
odabranih izolata CMV na osnovu svih pet genskih regiona. Nakon amplifikacije, svi
dobijeni amplikoni ispitivanih izolata poslati su na usluzno sekvenciranje. Sekvence

razli¢itih gena ili fragmenata gena CMV svih odabranih izolata obradene su u programu
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FinchTV Version 1.4.0, a konsenzus sekvence su dobijene medusobnim poredenjem
obradenih sekvenci uzvodnog i1 nizvodnog prajmera u CLUSTAL W programu,
implementiranom u okviru MEGA softvera verzija 5.0 (Thompson et al., 1994;
Tamura et al., 2011). Po obradi, sekvence su deponovane u GenBank bazu podataka,

posle ¢ega su im dodeljeni pristupni brojevi (GenBank Accession Number) (Tabela 6).
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Tabela 6. Pregled GenBank pristupnih brojeva sekvenci analiziranih genskih regiona izolata Cucumber mosaic virus kori§¢enih u ovim

istrazivanjima
Izolat .GOdm.? Biljka domacin Lokalitet GenBank pristupni broj
izolacije CP gen MP gen 2a gen 2b gen la gen
415-07 2007  Cucurbita pepo ‘Olinka’ Irmovo KC847072  KT270496 KT270515 KT270534 KT270557
115-08 2008 Gardinovci HMO065510 / / / /
151-08 Kulpin HM065509 / / / /
171-08 Staro selo K(C832498 / / / /
270-09! 2009  Cucurbita pepo ‘Tosca’ Ruma JX262137 KT270494 KT270513 KT270532 /
230-10 2010  Cucurbita pepo Hetin KT270561  KT270492 KT270511 KT270530 /
‘Genovese’
201-11 2011 Cucurbita pepo Mackovac KC847070  KT270491 KT270510 KT270529 /
‘Beogradska’
500-10' 2010  Cucurbita pepo - Porodin JX262138 KT270498 KT270517 KT270536 /
nepoznata sorta
242-09 2009  Cucurbita maxima Backi Petrovac KT270562 / / / /
514-11 2011 Cucumis sativus Kupusina KT270567 / / / /
570-11 Debrc KT270569  KT270500 KT270519 KT270538 KT270551
283-12 2012 Porodin KT270565 / / / /
449-12 2012 Citrullus lanatus Silbas JX280942 / / / /
473-12 Gornji Tavankut KC878465
610-11 2011  Cucumis melo Togocevce KT270571 / / / /
286-12 2012 Porodin KT270566  KT270495 KT270514 KT270533 KT270548
163-08 2008  Lagenaria siceraria Backi Petrovac JX127304 / / / /
674-11 2011 Porodin JX127305 KT270504 KT270523 KT270542 KT270554
717-111 JX262139 / / / /
720-11! JX262140 / / / /
280-12 2012 KT270564 / / / /
477-07 2007  Capsicum annuum Apatin JX127307 / / / /
598-07 Novi Knezevac ~ JX127306 / / / /




542-08 2008 Donji Tavankut ~ KC847074 / / / /
471-09 2009 Prigrevica KC847073 / / / /
723-10 2010 Smederevo KC847075  KT270505 KT270524 KT270543 KT270555
581-11 2011 Cekavica KC414926  KT270501 KT270520 KT270539 KT270552
581p-11 KT270570 / / / /
746-07 2007  Solanum lycopersicum Obrenovac JX127309 / / / /
101-08 2008 Druzeti¢ KC414925  KT270490 KT270509 KT270528 KT270546
670-08 Stajkovce KC847077  KT270503 KT270522 KT270541 KT270558
207-09 2009 Mackovac KC847071 / / / /
647-10 2010 Togocevce KC847076 / / / /
533-2-11 2011 Kupusina JX127308 / / / /
AR1-12 2012 Aradac KT270572 / / / /
650-07" 2007  Nicotiana tabacum Backi Petrovac EU921757  KT270502 KT270521 KT270540 KT270553
702-07" Futog GQ340670 / / / /
202-08 2008 Lapotince KC847069 / / / /
267-13 2013 Phaseolus vulgaris Vladi¢in Han KT270563  KT270493 KT270512 KT270531 KT270547
1-12 2012 Peperomia tuisana Beograd KC505441  KT270487 KT270506 KT270525 KT270544
52-13 2013 KT270559 / / / /
540-10 2010  Wisteria sinensis Porodin KT270568  KT270499 KT270518 KT270537 KT270550
79-13 2013  Tulipa sp. Krnjaca KJ854451 KT270489 KT270508 KT270527 KT270556
58-12 2012 Stenactis annua Beograd KT270560  KT270488 KT270507 KT270526 KT270545

Legenda: 'Izolati CMV analizirani tokom istrazivanja Peki¢ (2009) i Vuéurovi¢ (2012) na osnovu sekvence CP gena.
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5.4.1. Identifikacija odabranih izolata CMYV na osnovu sekvence CP gena

Sekvenciranjem fragmenta amplifikovanih koris¢enjem odgovarajuc¢ih prajmera
dobijene su kompletne ili delimi¢ne sekvence CP gena ispitivanih izolata CMV. Za
ve¢inu odabranih izolata ukljucujuéi 415-07, 115-08, 151-08, 171-08, 270-09, 201-11,
500-10, 514-11, 570-11, 283-12, 449-12, 473-12, 286-12, 163-08, 674-11, 717-11, 720-
11, 280-12, 477-07, 598-07, 542-08, 471-09, 723-10, 581-11, 581p-11, 746-07, 101-08,
670-08, 207-09, 647-10, 533-2-11, AR1-12, 650-07, 702-07, 202-08, 267-13, 1-12, 52-
13, 79-13 1 58-12 dobijena je sekvenca kompletnog CP gena, dok je kod izolata 230-10,
610-11, 242-09 1 540-10 dobijena delimi¢na sekvenca CP gena zbog nepotpunog uspeha
sekvenciranja ili nemogucnosti amplifikacije celog CP gena. Dobijene sekvence
uporedene su medusobno kao i sa sekvencama drugih izolata dostupnih u GenBank bazi
podataka primenom MEGA softvera verzija 5.0.

Medusobna nukleotidna (nt) slicnost 44 izolata poreklom iz Srbije, Cije su
sekvence trimovane na duzinu od 468 nt koja odgovara duzini najkrace sekvence (izolat
230-10), iznosila je od 76,3% (111 nt razlike) do 100%, dok je aminokiselinska (aa)
sliénost bila od 79,5% (32 aa razlike) do 100% (Prilog 1). Na osnovu geneticke slicnosti
izolati iz Srbije mogu se podeliti u dve grupe. U okviru prve grupe od 36 izolata (415-
07, 115-08, 151-08, 171-08, 270-09, 230-10, 201-11 500-10, 514-11, 570-11, 283-12,
449-12, 473-12, 610-11, 286-12, 163-08, 674-11, 717-11, 720-11, 280-12, 477-07, 598-
07, 542-08, 471-09, 723-10, 746-07, 670-08, 207-09, 647-10, 533-2-11, AR1-12, 650-
07, 702-07, 202-08, 267-13 i 58-12) nt slicnost se kretala od 94,2% (27 nt razlike) do
100%, odnosno aa sli¢nost od 90,4% (15 aa razlike) do 100%. U okviru druge grupe
koju je €inilo osam izolata (242-09, 581-11, 581p-11, 101-08, 1-12, 52-13 540-10 1 79-
13) nt slicnost se kretala od 96,6% (16 nt razlike) do 100%, odnosno od 96,2% (6 aa
razlike) do 100% aa sli¢nosti. Nukleotidna sli¢nost izmedu ove dve grupe izolata kretala
se od 76,3 do 80,6% (91 do 111 nt razlike), a aa slicnost od 79,5 do 88,5% (18 do 32 aa
razlike).

BLAST analiza pokazala je 79 do 99% nt slicnosti ispitivanih izolata sa
sekvencama CP gena izolata CMV iz drugih delova sveta. Stepen najviSe nt sli¢nosti
svakog ispitivanog izolata odreden je poredenjem sekvence odabranog izolata sa
sekvencama koje su u BLAST analizi pokazale najveci stepen sli¢nosti koriS¢enjem

MEGA softvera verzija 5.0 1 kretao se od 97 do 100% (93,6 do 100% aa slicnosti)
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(Tabela 7). Nukleotidnu identi¢nost od 100% pokazali su izolati 647-10 1 267-13 sa
izolatima iz Australije (U22821) 1 SAD (D10538 1 U20668), dok je najnizi stepen nt
sli¢nost od 97% (93,6% aa sli¢nosti) ispoljio izolat 202-08 sa izolatom iz Bosne i

Hercegovine (JX436358).

Tabela 7. Nukleotidna i aminokiselinska sli¢nost izolata CMV poreklom iz Srbije sa
izolatima dostupnim u GenBank bazi podataka na osnovu sekvence CP gena primenom
MEGA softvera verzija 5.0

Nukleotidna  Aminokiselinska

Izolat sli¢nost sli¢nost Izolat/i iz GenBank (zemlja porekla)
(razlika u nt) (razlika u aa)

415-07 99,2% (5) 100% (0) AJ829770 i AJ829776 (Spanija);

KC559757 (BiH); X16386

(Francuska); U22821  (Australija);
U20668 (SAD)

115-08  99,4% (4) 99,5% (1) AM183119 (Spanija)

151-08  99,5% (3) 100% (0) U22821 (Australija); D10538 i U20668
(SAD); AM183119 (Spanija)

171-08  99,2% (5) 100% (0) D10538 (SAD)

270-09  99,5% (3) 100% (0) U22821 (Australija); D10538 i U20668
(SAD)

230-10  99,8% (1) 100% (0) KC288146, 8 (Srbija); JX112022

(Iran); KC559757 (BiH); AB448691-5
(Japan);  U22821 1 AJ585517
(Australija); D10538, U20668 (SAD)

201-11 99,8% (1) 100% (0) U22821 (Australija); D10538, U20668
(SAD)

500-10 99,5% (3) 100% (0) AMI183119 (Spanija); U22821
(Australija); D10538 1 U20668 (SAD)

242-09 97,3% (16) 95,4% (8) AB006813 (Japan)

514-11 99,5% (3) 99,5% (1) U22821 (Australija); D10538 i U20668
(SAD)

570-11 99,7% (2) 100% (0) KC288148 (Srbija); DQO018292 i
EU191027 (Poljska)

283-12 99,7% (2) 100% (0) U22821 (Australija); D10538 1 U20668
(SAD)

449-12 98,9% (7) 99,1% (2) AJ829777 (Spanija); AY871071 (Iran)

473-12 99,8% (1) 100% (0) KC288146 (Srbija); U22821
(Australija); D10538 1 U20668 (SAD)

610-11 99,5% (3) 98,4% (1) U22821 (Australija); D10538 1 U20668
(SAD)

286-12 99,4% (4) 99,1% (2) KC288147 (Srbija); AJ829777
(Spanija)

163-08 99,8% (1) 100% (0) U22821 (Australija); D10538, U20668
(SAD)
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674-11 99,7% (2) 100% (0) KC288146 (Srbija); U22821
(Australija); D10538 1 U20668 (SAD)

717-11 97,7% (16) 97,7% (5) AJ585517 (Australija)

720-11 99,7% (2) 100% (0) D10538 1 U20668 (SAD)

280-12 99,7% (2) 100% (0) U22821 (Australija); D10538 i U20668
(SAD)

477-07 99,5% (3) 100% (0) KC288146 (Srbija); AJ829770,
AJ829776 1 AMI83119 (Spanija);
KC559757 (BiH); X16386
(Francuska); U22821  (Australija);
U20668 (SAD)

598-07 99,7% (2) 100% (0) AJ829770,  AJ829776  (Spanija);
X16386 (Francuska)

542-08 99,1% (6) 99,1% (2) U22821 (Australija); D10538 i U20668
(SAD)

471-09 98,9% (9) 97,7% (6) KC288147 (Srbija)

723-10 98,8% (5) 100% (0) AJ585517 (Australija)

581-11 99,7% (2) 100% (0) DQO018292 i EU191027 (Poljska)

581p-11  99,7% (2) 100% (0) DQO018292 i EU191027 (Poljska)

746-07 99,5% (3) 100% (0) AJ511990 (Madarska); U22821
(Australija); U20668 (SAD)

101-08 99,8% (1) 100% (0) DQO018292 i EU191027 (Poljska)

670-08 99,7% (2) 100% (0) U22821 (Australija); D10538 i U20668
(SAD)

207-09 99,8% (1) 100% (0) U22821 (Australija); D10538 i U20668
(SAD)

647-10 100% (0) 100% (0) U22821 (Australija); D10538 i U20668
(SAD)

533-2-11  99,7% (2) 99,1% (2) K(C288148 (Srbija)

AR1-12  99,2% (5) 100% (0) KC288146 (Srbija); U22821
(Australija); D10538 1 U20668 (SAD)

650-07 99,2% (5) 99,1% (2) U22821 (Australija); D10538 i U20668
(SAD)

702-07 99,7% (2) 100% (0) AJ829770, AJ829776 1 AMI183119
(Spanija); KC559757 (BiH); X16386
(Francuska); U22821  (Australija);
U20668 (SAD)

202-08 97,0% (20) 93,6% (14) JX436358 (BiH)

267-13 100% (0) 100% (0) U22821 (Australija); D10538 1 U20668
(SAD)

1-12 99,1% (6) 99,1% (2) AB006813 (Japan)

52-13 99,1% (6) 99,5% (1) AB006813 (Japan)

540-10 99,1% (6) 98,1% (3) AB006813 (Japan)

79-13 99,2% (5) 99,0% (2) AB006813 (Japan); S70105 (SAD)

58-12 99,7% (2) 100% (0) KC288146 (Srbija)
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5.4.2. Identifikacija odabranih izolata CMYV na osnovu sekvence MP gena

Sekvenciranjem fragmenta amplifikovanih koriS¢enjem odgovarajuc¢ih prajmera
dobijene su delimi¢ne sekvence MP gena ispitivanih izolata CMV. Dobijene sekvence
uporedene su medusobno, kao i sa sekvencama izolata iz drugih delova sveta dostupnih
u GenBank bazi podataka.

Medusobna nt slicnost 19 izolata poreklom iz Srbije na osnovu sekvenci dela
MP gena CMV skracene na duzinu od 590 nt, prema duzini najkracih sekvenci izolata
58-12 1 581-11, odnosno 500-10 u okviru ovog regiona, kretala se od 76,6% (138 nt
razlike) do 100%, dok je aa sli¢nost iznosila od 85,7% (28 aa razlike) do 100% (Prilog
2). Na osnovu geneticke sli¢nosti izolati iz Srbije se mogu podeliti u dve grupe. U
okviru prve grupe u koju se svrstalo 15 izolata (415-07, 270-09, 230-10, 201-11, 500-
10, 570-11, 473-12, 286-12, 674-11, 723-10, 670-08, 650-07, 267-13, 540-10 i 58-12),
nt sli¢nost se kretala od 98,3% (12 nt razlike) do 100%, odnosno aa slicnost od 98,5%
(3 aa razlike) do 100%. U okviru druge grupe koju je €inilo Cetiri izolata (581-11, 101-
08, 1-12 1 79-13), nt sli¢nost se kretala od 97,6 do 98,8% (7 do 14 nt razlike), odnosno
od 99,0% (2 aa razlike) do 100% aa slicnost. Nukleotidna sli¢nost ove dve grupe kretala
se od 76,6 do 78% (130 do 138 nt razlike), a aa slicnost od 85,7 do 86,2% (27 do 28 aa
razlike).

BLAST analiza pokazala je 78 do 99% nt slicnosti ispitivanih izolata sa
sekvencama MP gena izolata CMV iz drugih delova sveta. Stepen najviSe nt slicnosti
svakog ispitivanog izolata odreden je poredenjem sekvence odabranog izolata sa
sekvencama koje su u BLAST analizi pokazale najve¢i stepen sli€nosti koriS¢enjem
MEGA softvera verzija 5.0 1 kretao se od 89,9 do 100% (89,9 do 100% aa sli¢nosti)
(Tabela 8). Nukleotidnu identi¢nost od 100% pokazao je izolat 570-11 sa izolatom iz
Madarske (AJ517802), dok je najnizi stepen nt slicnosti od 89,9% (99,6% aa sli¢nost)
ispoljio izolat 230-10 sa izolatom iz Spanije (AJ829769).
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Tabela 8. Nukleotidna i aminokiselinska sli¢nost izolata CMV poreklom iz Srbije sa
izolatima dostupnim u GenBank bazi podataka na osnovu sekvence MP gena primenom
MEGA softvera verzija 5.0

Nukleotidna Aminokiselinska

Izolat sli¢nost sli¢nost Izolat/i iz GenBank (zemlja porekla)
(razlika u nt) (razlika u aa)
415-07 99,1% (7) 100% (0) AJ517802 (Madarska)
270-09 99,3% (6) 89,9% (3) AJ517802 (Madarska)
230-10 89,9% (8) 99,6% (1) AJ829769 (Spanija)
201-11 99,5% (4) 99,6% (1) AJ517802 (Madarska)
500-10 99,3% (5) 99,6% (1) AM183119 (Spanije) i D10538 (SAD)
473-12 99,6% (3) 99,6% (1) AJ517802 (Madarska)
286-12 99,1% (7) 99,2% (2) AJ517802 (Madarska)
674-11 99,6% (3) 100% (0) AJ517802 (Madarska)
570-11 100% (0) 100% (0) AJ517802 (Madarska)
723-10 99,5% (4) 99,6% (1) JX025994 (Iran)
581-11 98,8% (8) 100% (0) AB176847 (Japana)
101-08 98,5% (12) 98,9% (4) EF202597 (Kina)
670-08 98,7% (11) 99,6% (1) AJ517802 (Madarska)
650-07 99,3% (6) 99,6% (1) AJ517802 (Madarska)
267-13 99,6% (3) 100% (0) AMI183119 (Spanije) i AJ585517
(Australije)
1-12 99,0% (8) 98,9% (4) JF918960 (SAD)
540-10 99,6% (3) 100% (0) AJ829769 (Spanija)
79-13 99,5% (4) 100% (0) EU301796 (Poljska)
58-12 99,4% (4) 99,6% (1) AJ829769 (Spanija)

5.4.3. Identifikacija odabranih izolata CMV na osnovu sekvence 2a gena

Sekvenciranjem fragmenta amplifikovanih koriS¢enjem odgovarajucih prajmera
dobijene su delimicne sekvence 2a gena ispitivanih izolata CMV. Dobijene sekvence
uporedene su medusobno, kao 1 sa sekvencama izolata iz drugih delova sveta dostupnih
u GenBank bazi podataka.

Medusobna nt slicnost 19 izolata poreklom iz Srbije, ¢ije su sekvence trimovane
na osnovu duZine najkrace sekvence 2a gena izolata 79-13 od 511 nt, kretala se od
96,7% (17 nt razlike) do 100%, dok se aa slicnost kretala od 97,1% (5 aa razlike) do
100% (Prilog 3). Na osnovu geneticke slicnosti izolati iz Srbije svrstali su se u istu
grupu.

BLAST analiza pokazala je 90 do 99% nt sli¢nosti ispitivanih izolata sa
sekvencama 2a gena izolata CMV iz drugih delova sveta. Stepen najvise nt sli¢nosti

svakog ispitivanog izolata odreden je poredenjem sekvence odabranog izolata sa
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sekvencama koje su u BLAST analizi pokazale najveci stepen slicnosti koriS¢enjem
MEGA softvera verzija 5.0 i kretao se od 99,4 do 100% (98,3 do 100% aa slicnosti)
(Tabela 9). Nukleotidnu identi¢nost od 100% pokazao je izolat 650-07 sa izolatom iz
SAD (D00355), dok su najnizi stepen nt slicnosti od 99,4% (98,9 do 99,4% aa sli¢nost)
ispoljili izolati 201-11, 473-12 i 1-12 sa izolatom iz SAD (D00355), odnosno izolat
286-12 sa izolatima iz Japana (AB188236, AB079891, AB188232 i AB188230).

Tabela 9. Nukleotidna i aminokiselinska sli¢nost izolata CMV poreklom iz Srbije sa
izolatima dostupnim u GenBank bazi podataka na osnovu sekvence 2a gena primenom
MEGA softvera verzija 5.0

Nukleotidna  Aminokiselinska

Izolat slicnost slicnost Izolat/i iz GenBank (zemlja porekla)
(razlika u nt) (razlika u aa)
415-07 99,6% (2) 99,4% (1) D00355 (SAD)
270-09 99,6% (2) 100% (0) D00355 (SAD)
230-10 99,6% (2) 99,6% (1) D00355 (SAD)
201-11 99,4% (3) 99,4% (1) D00355 (SAD)
500-10 99,6% (2) 99,4% (1) D00355 (SAD)
473-12 99,4% (3) 98,9% (2) D00355 (SAD)
286-12 99,4% (3) 98,9% (2) AB188236, AB079891, AB188232 i
AB188230 (Japan)
674-11 99,8% (1) 99,4% (1) AB188236, AB079891, AB188232 i
AB188230 (Japan)
570-11 99,6% (2) 99,4% (1) D00355 (SAD)
723-10 99,6% (2) 99,4% (1) D00355 (SAD)
581-11 99,6% (2) 99,4% (1) D00355 (SAD)
101-08 99,6% (2) 99,4% (1) D00355 (SAD)
670-08 99,6% (3) 98,3% (3) AB188236, AB079891, AB188232 i
AB188230 (Japan)
650-07 100% (0) 100% (0) D00355 (SAD)
267-13 99,6% (2) 99,4% (1) AB188236, AB079891, AB188232 i
AB188230 (Japan)
1-12 99,4% (3) 99,4% (1) D00355 (SAD)
540-10 99,6% (2) 99,4% (1) D00355 (SAD)
79-13 99,6% (2) 99,4% (1) D00355 (SAD)
58-12 99,6% (2) 99,4% (1) D00355 (SAD)

5.4.4. Identifikacija odabranih izolata CMV na osnovu sekvence 2b gena
Sekvenciranjem fragmenta amplifikovanih koriS¢enjem odgovarajuc¢ih prajmera

dobijene su kompletne sekvence 2b gena ispitivanih izolata CMV. Dobijene sekvence
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uporedene su medusobno, kao i1 sa sekvencama izolata iz drugih delova sveta dostupnih
u GenBank bazi podataka.

Medusobna nt slicnost 19 izolata poreklom iz Srbije na osnovu duZzine sekvence
celog 2b gena od 333 nt iznosila je od 63,4% (112 nt razlike) do 100%, dok se aa
sliénost kretala od 53,1% (45 aa razlike) do 100% (Prilog 4). Na osnovu geneticke
sli¢nosti izolati iz Srbije se mogu podeliti u dve grupe. U okviru prve grupe u koju se
svrstalo 15 izolata (415-07, 270-09, 230-10, 201-11, 500-10, 570-11, 473-12, 286-12,
674-11, 723-10, 670-08, 650-07, 540-10, 79-13 i 58-12), nt slicnost se kretala od 94,4%
(16 nt razlike) do 100%, odnosno aa sli¢nost od 93,8% (6 aa razlike) do 100%. U okviru
druge grupe koju je Cinilo Cetiri izolata (101-08, 581-11, 1-12 1 267-13), nt sli¢nost se
kretala od 98,3% do 99,7% (1 do 5 nt razlike), odnosno od 98,9% (1 aa razlike) do
100% aa. Nukleotidna sli¢nost ove dve grupe kretala se od 63,4 do 68,7% (105 do 112
nt razlike), a aa slicnost od 53,1 do 58,9% (42 do 45 aa razlike).

BLAST analiza pokazala je 78 do 99% nt slicnosti ispitivanih izolata sa
sekvencama 2b gena izolata CMV iz drugih delova sveta. Stepen najvise nt sli¢nosti
svakog ispitivanog izolata odreden je poredenjem sekvence odabranog izolata sa
sekvencama koje su u BLAST analizi pokazale najve¢i stepen sli¢nosti koriS¢enjem
MEGA softvera verzija 5.0 i kretao se od 89,8 do 100% (97,3 do 100% aa slicnosti)
(Tabela 10). Nukleotidnu identi¢nost od 100% pokazali su izolati 670-08, 230-10 1 58-
12 sa izolatom iz Irana (JX025979, JX025980, JX025982 i JX025984) i 101-08 i 1-12
sa izolatima iz Japana (AB479214) i SAD (AF416900). Najnizi stepen nt slicnosti od
89,8% (97,3% aa slicnost) ispoljio je izolat 79-13 sa izolatom iz Japana (AB188229).
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Tabela 10. Nukleotidna i aminokiselinska sli¢nost izolata CMV poreklom iz Srbije sa
izolatima dostupnim u GenBank bazi podataka na osnovu sekvence 2b gena primenom
MEGA softvera verzija 5.0

Nukleotidna Aminokiselinska

Izolat sli¢nost sli¢nost Izolat/i iz GenBank (zemlja porekla)
(razlika u nt) (razlika u aa)

415-07 99,7% (2) 100% (0) HE971541, HE971545 1 HE971558
(Tunis)

270-09 97,9% (7) 98,2% (2) JX025972, 1X025973 1 JX025983 (Iran)

230-10 100% (0) 100% (0) JX025979, J1X025980, JX025982 i
JX025984 (Iran)

201-11 99,4% (2) 100% (0) JX025979, 1X025982 1 JX025984 (Iran)

500-10 99,1% (3) 97,3% (2) HE793684 (Francuska) i D00355 (SAD)

570-11 99,7% (2) 100% (0) HE971541, HE971545 i HE971558
(Tunis)

473-12 98,8% (4) 97,3% (3) HE971536, HE971541, HE971545,
HE971558 1 HE971558 (Tunis)

286-12 99,4% (2) 98,2% (2) AB188229 (Japan)

674-11 99,4% (2) 99,1% (1) AB188229 (Japan)

723-10 98,5% (5) 97,3% (3) HE793684 (Francuska) i D00355 (SAD)

581-11 97,3% (3) 99,0% (2) AB479214 (Japan) i AF416900 (SAD)

101-08 100% (0) 100% (0) AB479214 (Japan) i AF416900 (SAD)

670-08 100% (0) 100% (0) JX025979, JX025980, JX025982 1
JX025984 (Iran)

650-07 99,7% (2) 100% (0) HE971541, HE971545 1 HE971558
(Tunis)

267-13 99,7% (1) 100% (0) AB479214 (Japan) 1 AF416900 (SAD)

1-12 100% (0) 100% (0) AB479214 (Japan) i AF416900 (SAD)

540-10 99,7% (2) 100% (0) HE971541, HE971545 1 HE971558
(Tunis)

79-13 89,8% (4) 97,3% (3) AB188229 (Japan)

58-12 100% (0) 100% (0) JX025979, JX025980, JX025982 1
JX025984 (Iran)

5.4.5. Identifikacija odabranih izolata CMV na osnovu sekvence 1a gena

Sekvenciranjem fragmenta amplifikovanih koriS¢enjem odgovarajuc¢ih prajmera
dobijene su delimi¢ne sekvence la gena ispitivanih izolata CMV. Dobijene sekvence
uporedene su medusobno kao i sa sekvencama izolata iz drugih delova sveta dostupnih
u GenBank bazi podataka.

Medusobna nt sli¢nost 15 izolata poreklom iz Srbije, na osnovu dela la gena
CMV skracene na 735 nt, prema duzini najkra¢ih sekvenci izolata 58-12 1 650-07 u
okviru ovog regiona, kretala se od 79,3 do 99,9% (1 do 152 nt razlike), dok je aa

sli¢nost iznosila od 85,3% (36 aa razlike) do 100% (Prilog 5). Na osnovu geneticke
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sli¢nosti izolati iz Srbije se mogu podeliti u tri grupe. U okviru prve grupe u koju se
svrstalo devet izolata (415-07, 570-11, 473-12, 286-12, 674-11, 670-08, 650-07, 540-10
1 58-12), nt slicnost se kretala od 95,5 do 99,9% (1 do 33 nt razlike), odnosno aa sli¢nost
od 98,2% (3 aa razlike) do 100%. U okviru druge grupe koju je ¢inilo dva izolata (723-
10 1 267-13), nt sli¢nost je iznosila 99,2% (6 nt razlike), dok je aa slicnost bila 100%. U
okviru tre¢e grupe koju je Cinilo Cetiri izolata (581-11, 101-08, 1-12 1 79-13), nt sli¢nost
se kretala od 98,9 do 99,6% (3 do 8 nt razlike), odnosno aa sli¢nost od 99,2% (2 aa
razlike) do 100%. Nukleotidna sli¢nost izmedu prve i druge grupe izolata kretala se od
90,7 do 92,1% (58 do 68 nt razlike) i aa sli¢nost od 93,1 do 93,9% (15 do 17 aa razlike),
nt sli¢nost izmedu prve i tre¢e od 79,3 do 80,5% (143 do 152 nt razlike) 1 aa sli¢nost od
86,9 do 88,2% (29 do 32 aa razlike), a izmedu druge i tre¢e grupe izolata nt slicnost se
kretala od 80,5 do 81,4% (137 do 143 nt razlike) i aa sli¢nost od 85,3 do 86,1% (34 do
36 aa razlike).

BLAST analiza pokazala je 81 do 99% nt slicnosti ispitivanih izolata sa
sekvencama la gena izolata CMV iz drugih delova sveta. Stepen najviSe nt sli¢nosti
svakog ispitivanog izolata odreden je poredenjem sekvence odabranog izolata sa
sekvencama koje su u BLAST analizi pokazale najve¢i stepen sli¢nosti koriS¢enjem
MEGA softvera verzija 5.0 1 kretala se od 89,1 do 99,7% (89,2 do 100% aa sli¢nosti)
(Tabela 11). Nukleotidnu sli¢nost od 99,7% (99,5% aa sli€nosti) pokazao je izolat 570-
11 sa izolatom iz Madarske (AJ511988), dok je najnizi stepen nt slicnosti od 89,1%
(89,2% aa slinosti) ispoljio izolat 58-12 sa izolatima iz Francuske (HE793683) i
Madarske (AJ511988).
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Tabela 11. Nukleotidna i aminokiselinska sli¢nost izolata CMV poreklom iz Srbije sa
izolatima dostupnim u GenBank bazi podataka na osnovu sekvence la gena primenom

MEGA softvera verzija 5.0

Nukleotidna Aminokiselinska

Izolat sli¢nost sli¢nost Izolat/i iz GenBank (zemlja porekla)
(razlika u nt) (razlika u aa)

415-07 99,4% (6) 100% (0) AJ511988 (Madarska)

570-11 99,7% (3) 99,5% (2) AJ511988 (Madarska)

473-12 99,3% (7) 99,7% (1) AJ511988 (Madarska)

286-12 98,6% (18) 100% (0) AB188234 (Japan)

674-11 98,6% (15) 100% (0) AB188234 (Japan)

723-10 99,1% (10) 99,2% (3) HE962480 (Francuska)

581-11 99,3% (7) 99,2% (3) HE793685 (Francuska)

101-08 99,6% (4) 99,7% (1) HE793685 (Francuska)

670-08 99,6% (4) 100% (0) AJ511988 (Madarska)

650-07 99,3% (7) 99,7% (1) AJ511988 (Madarska)

267-13 89,5% (16) 99,2% (3) HE962480 (Francuska)

1-12 99,3% (7) 99,2% (3) HE793685 (Francuska) i HE650150
(Indija)

540-10 99,3% (6) 99,3% (2) AJ511988 (Madarska) 1 D00356 (SAD)

79-13 99,3% (10 98,9% (4) AB176849 (Japan)

58-12 89,1% (19) 89,2% (4) HE793683 (Francuska) 1 AJ511988
(Madarska)

5.5. Filogenetske analize izolata CMV

Molekularna karakterizacija ispitivanih izolata obavljena je rekonstrukcijom
filogenetskih stabala ¢iji je cilj bio da pruzi uvid u evolutivhu povezanost odabranih
izolata CMV poreklom iz Srbije sa izolatima iz drugih delova sveta dostupnim u
GenBank bazi podataka, omogué¢i dalja proucavanja strukture populacije ovog
znaajnog virusa 1 ukaZe na njegovu varijabilnost, kao i na prisustvo rekombinantnih i
preudorekombinantnih izolata. Filogenetska proucavanja CMV obavljena su na osnovu
analiza sekvenci informativnih za pet genskih regiona (CP, MP, 2a, 2b i 1a gen), kao i
na osnovu kombinacije sekvenci koje pripadaju odredenim genskim segmentima (RNK

2 1 RNK 3). Pored toga, filogenetska proucavanja ovog virusa obavljena su i na osnovu

kombinacije sekvenci svih pet genskih regiona.

5.5.1. Filogenetska analiza izolata CMV na osnovu sekvenci CP gena
Sekvence parcijalnog ili kompletnog CP gena 44 izolata CMV poreklom iz

Srbije 1 38 sekvenci CP gena izolata iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi
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podataka (Tabele 3 i 6) odabrane su za filogenetsku analizu. Odabrane sekvence CMV
su zatim uparene sa sekvencom CP gena virusa krzljavosti kikirikija (Peanut stunt virus,
PSV) (Tabela 3) i skracene na duzinu najkrace sekvence. Tako su, sekvence CP gena
CMV izolata skraéene na 471 nt, prema duzini sekvence izolata 230-10, nakon Cega je
rekonstruisano filogenetsko stablo Maximum parsimony metodom implementiranom u
okviru MEGA softvera verzija 5.0. Konsenzus stablo prikazano na slici 33, dobijeno od
90 generisanih stabala, pokazalo je jasno izdvajanje dve glavne molekularne podgrupe, I
i II. Ovakva podela CMV podrzana je visokim ,,bootstrap“ vrednostima od 100%.
Filogenetska analiza nukleotidnih sekvenci parcijalnog CP gena pokazuje da se
odabrani izolati iz Srbije grupiSu u dve odvojene podgrupe CMV. U okviru podgrupe I
svrstalo se 36 izolata (415-07, 115-08, 151-08, 171-08, 270-09, 230-10, 201-11 500-10,
514-11, 570-11, 283-12, 449-12, 473-12, 610-11, 286-12, 163-08, 674-11, 717-11, 720-
11, 280-12, 477-07, 598-07, 542-08, 471-09, 723-10, 746-07, 670-08, 207-09, 647-10,
533-2-11, AR1-12, 650-07, 702-07, 202-08, 267-13 i 58-12), dok se osam izolata (242-
09, 581-11, 581p-11, 101-08, 1-12, 52-13, 540-10 i 79-13) grupisalo u okviru podgrupe
IT CMV. Ukupni nukleotidni diverzitet sekvenci u stablu bio je 0,113+0,013, dok su
unutargrupni diverziteti iznosili 0,037+0,005 za podgrupu 11 0,015+0,003 za podgrupu
II. Medugrupno variranje izmedu I i II podgrupe u stablu iznosilo je 0,278+0,035.

Podgrupa I se dalje deli u dve podgrupe, IA 1 IB, ¢iji unutargrupni diverziteti
iznose 0,014+0,002, odnosno 0,059+0,008. Podgrupa 1A je monofileticka sa visokom
,bootstrap* vrednos¢éu od 100% 1 u nju su se svrstali svi izolati iz Srbije koji se nalaze u
okviru podgrupe I, kao i veéina izolati iz raznih delova sveta. Podgrupa IB je
polifileti¢ka i u njoj se nalaze izolati koji najces¢e vode poreklo iz Azije (Kina, Tajvan,
Koreja, Indonezija 1 Filipini), ali 1 dva izolata iz Italije (Y16926 1 HE962480) 1 jedan
izolat iz Spanije (AM183116). Medugrupni diverzitet izmedu ovih podgrupa iznosio je
0,068+0,010.
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Slika 33. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog CP gena duZine 471 nt na osnovu sekvenci 82 izolata Cucumber mosaic
virus koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajuéih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. 1zolati iz Srbije koji pripadaju [A
podgrupi su obojeni ljubicastom, a izolati koji pripadaju II podgrupi plavom bojom.
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Drugo filogenetsko stablo rekonstruisano Maximum parsimony metodom sa
,bootstrap® analizom u 1000 ponavljanja na osnovu istog parcijalnog dela CP gena
obuhvatilo je 44 izolata CMV iz Srbije i po tri referentna izolata za svaku podgrupu
ovog virusa (FNY, I17F 1 Y-referentni izolati za IA podgrupu, Vir, TFN i CTL-
referentni izolati za IB podgrupu i LY, Q i S-referentni izolati za II podgrupu). Na
filogenetskom stablu prikazanom na slici 34 lakSe se uoCava grupisanje izolata
poreklom iz Srbije koji su se grupisali u iste podgrupe CMV kao i u filogenetskom

stablu rekonstruisanom na osnovu veéeg broja sekvenci ovog virusa.

36izolataiz Srbije’ i FNY iI17F 1o
85
I
L §
” 67 Vir —
& F
—//— Y -
88 581p-11, 531-11 .
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Slika 34. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog CP gena duZine 471 nt na osnovu sekvenci 53 izolata Cucumber mosaic
virus koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajucih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. 1zolati iz Srbije koji pripadaju 1A
podgrupi su obojeni ljubi¢astom, a izolati koji pripadaju II podgrupi plavom bojom.
Legenda: ! Srpski izolati: 471-09, 115-08, 286-12, 151-08, 500-10, 514-11,270-09, 650-
07,702-07, 720-11, 201-11, 202-08, 647-08, 746-07, 283-12, 533-2-11, 415-07, 171-08,
58-12, 542-08, 267-13, 674-11, 207-09, 473-12, 610-11, 163-08, 598-07, 477-09, 280-
12, 570-11, 670-08, 230-10, 449-12, 717-11, 723-10 i AR1-12; ? Srpski izolati:101-08,
242-09, 1-12, 540-10, 79-13 1 52-13.

5.5.2. Filogenetska analiza izolata CMV na osnovu sekvenci MP gena

Sekvence parcijalnog MP gena 19 izolata CMV poreklom iz Srbije i 38 sekvenci
MP gena izolata iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka (Tabele 3 1
6) odabrane su za filogenetsku analizu. Odabrane sekvence CMV su zatim uparene sa
sekvencom MP gena virusa krzljavosti kikirikija (Peanut stunt virus, PSV) (Tabela 3) 1
skratene na duZinu najkrac¢e sekvence. Tako su, sekvence MP gena CMV izolata

skra¢ene na 590 nt, prema duzini sekvenci izolata 58-12 i 581-11, odnosno 500-10,
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nakon cega je rekonstruisano filogenetsko stablo Maximum parsimony metodom
implementiranom u okviru MEGA softvera verzija 5.0. Konsenzus stablo prikazano na
slici 35, dobijeno od 31 generisanog stabala, pokazalo je jasno izdvajanje dve glavne
molekularne podgrupe, 1 i II. Ovakva podela podrzana je visokim ,bootstrap*
vrednostima od 100%. Filogenetska analiza nukleotidnih sekvenci parcijalnog MP gena
pokazuje da se odabrani izolati iz Srbije grupiSu u dve odvojene podgrupe CMV. U
okviru podgrupe I svrstalo se 15 izolata (415-07, 270-09, 230-10, 201-11, 500-10, 570-
11, 473-12, 286-12, 674-11, 723-10, 670-08, 650-07, 267-13, 540-10 1 58-12), dok se
preostalih Cetiri izolata (581-11, 101-08, 1-12, 1 79-13) grupisalo u okviru podgrupe II
CMV. Ukupni nukleotidni diverzitet u stablu iznosio je 0,151+0,015, dok su
unutargrupni diverziteti za podgrupu I i II iznosili 0,061+0,011, odnosno 0,014+0,003.
Medugrupna variranja izmedu I i I podgrupe u stablu bila su 0,332 +0,040.

Filogenetske analize zasnovane na parcijalnim sekvencama MP gena pokazale
su jasno izdvajanje dve podgrupe u okviru podgrupe I, IA i IB. Izdvajanje ovih
podgrupa takode je podrzano visokim ,,bootstrap® vrednostima koje su iznosile 100%.
Medugrupno variranje izmedu ovih podgrupa iznosilo je 0,088+0,012, dok je
unutargrupni  diverzitet za podgrupu I[A bio 0,030+0,004, a za podgrupu IB
0,066+0,008. U okviru podgrupe IA svrstali su se svi izolati iz Srbije koji se nalaze u
okviru podgrupe 1. U filogentskom stablu na slici 35 uocava se 1 IB podgrupa u kojoj se
nalaze izolati koji najceS¢e vode poreklo iz Azije (Kina, Tajvan, Koreja, Indonezija 1
Filipini), ali i dva izolata iz Italije (Y16926 i HE962480) i jedan izolat iz Spanije
(AM183116).
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Slika 35. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog MP gena duZine 590 nt na osnovu sekvenci 57 izolata Cucumber mosaic
virus koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajuéih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. 1zolati iz Srbije koji pripadaju 1A
podgrupi su obojeni ljubiastom, a izolati koji pripadaju II podgrupi plavom bojom.

Drugo filogenetsko stablo rekonstruisano Maximum parsimony metodom sa
»bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja na osnovu istog parcijalnog dela MP gena

obuhvatilo je 19 izolata CMV iz Srbije 1 po tri referentna izolata za svaku podgrupu
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ovog virusa (FNY, I17F i1 Y-referentni izolati za IA podgrupu, Vir, TFN i CTL-
referentni izolati za IB podgrupu i LY, Q i S-referentni izolati za II podgrupu). Na
filogenetskom stablu prikazanom na slici 36 lakSe se uocava grupisanje izolata
poreklom iz Srbije koji su se grupisali u iste podgrupe CMV kao i u filogenetskom

stablu rekonstruisanom na osnovu veceg broja sekvenci ovog virusa.
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Slika 36. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog MP gena duZine 590 nt na osnovu sekvenci 28 izolata Cucumber mosaic
virus koriS¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajuc¢ih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. 1zolati iz Srbije koji pripadaju 1A
podgrupi su obojeni ljubicastom, a izolati koji pripadaju II podgrupi plavom bojom.
Legenda: ! Srpski izolati: 201-11, 674-11, 267-13, 670-08, 540-10, 650-07, 473-12,
415-07, 230-10, 58-12, 270-09, 286-12, 570-11, 723-10 i 500-10; > Srpski izolati: 101-
08, 79-13 1 1-12.
5.5.3. Filogenetska analiza izolata CMV na osnovu sekvenci 2a gena

Sekvence parcijalnog 2a gena 19 izolata CMV poreklom iz Srbije 1 38 sekvenci
2a gena izolata iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka (Tabele 3 1 6)
odabrane su za filogenetsku analizu. Odabrane sekvence CMV su zatim uparene sa
sekvencom 2a gena virusa krzljavosti kikirikija (Peanut stunt virus, PSV) (Tabela 3) i
skrac¢ene na duzinu najkra¢e sekvence. Tako su, sekvence 2a gena CMV izolata
skra¢ene na 564 nt, prema duzini sekvence izolata 79-13, nakon ¢ega je rekonstruisano
filogenetsko stablo Maximum parsimony metodom implementiranom u okviru MEGA
softvera verzija 5.0. Konsenzus stablo prikazano na slici 37, dobijeno od 40 generisanih

stabala, pokazalo je jasno izdvajanje dve glavne molekularne podgrupe, I i II. Ovakva
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podela podrzana je visokim ,,bootstrap* vrednostima, koja je za obe podgrupe iznosila
100%. Ukupni nukleotidni diverzitet sekvenci u stablu iznosio je 0,146+0,013, dok su
unutargrupni diverziteti iznosili 0,056+0,006 za podgrupu I 1 0,016+£0,004 za podgrupu
II. Medugrupno variranje izmedu I i II podgrupe u stablu bilo je 0,526+0,057.
Filogenetska analiza nukleotidnih sekvenci parcijalnog 2a gena pokazuje da se svi
odabrani izolati poreklom iz Srbije grupisu u okviru I podgrupe CMV.

Podgrupa I se dalje deli u dve podgrupe, IA i1 IB. Unutargrupni diverzitet
podgrupe IA iznosio je 0,027+0,004, a izdvajanje ove podgrupe u okviru podgrupe I
podrzano je visokom ,,bootstrap* vrednos¢u od 100%. U ovu podgrupu su se svrstali svi
izolati iz Srbije kao 1 vecina izolata prikazanih u filogenetskom stablu poreklom iz
raznih delova sveta. U podgrupu IB ¢iji unutargrupni diverzitet iznosi 0,073+0,007
svrstali su se izolati koji najces¢e vode poreklo iz Azije (Kina, Tajvan, Koreja,
Indonezija i Filipini), kao i izolati iz Italije (Y16925 i HE962479) i Spanije
(AM183115). Medugrupni diverzitet izmedu IA 1 IB podgrupe bio je 0,080+0,009.
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Slika 37. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog 2a gena duzine 564 nt na osnovu sekvenci 57 izolata Cucumber mosaic
virus koriS¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajuéih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. 1zolati iz Srbije koji pripadaju 1A
podgrupi su obojeni ljubi¢astom bojom.

Drugo filogenetsko stablo rekonstruisano Maximum parsimony metodom sa
nbootstrap® analizom u 1000 ponavljanja na osnovu istog parcijalnog dela 2a gena
obuhvatilo je 19 izolata CMV iz Srbije i po tri referentna izolata za svaku podgrupu
ovog virusa (FNY, I17F 1 Y-referentni izolati za IA podgrupu, Vir, TFN i CTL-
referentni izolati za IB podgrupu i LY, Q i S-referentni izolati za II podgrupu). Na
filogenetskom stablu prikazanom na slici 38 lakSe se uocava grupisanje izolata
poreklom iz Srbije koji su se grupisali u istu podgrupu CMV kao i u filogenetskom

stablu rekonstruisanom na osnovu veéeg broja sekvenci ovog virusa.
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Slika 38. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog 2a gena duzine 564 nt na osnovu sekvenci 28 izolata Cucumber mosaic
virus koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajucih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. Izolati iz Srbije koji pripadaju 1A
podgrupi su obojeni ljubi¢astom bojom.

Legenda: ! Srpski izolati: 101-08, 570-11, 500-10, 58-12, 581-11, 230-10, 415-07, 79-
13, 540-10, 473-12, 650-07, 201-11, 270-09, 723-10 1 1-12.

5.5.4. Filogenetska analiza izolata CMV na osnovu sekvenci 2b gena

Sekvence kompletnog 2b gena 19 izolata CMV poreklom iz Srbije i 38 sekvenci
2b gena izolata iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka (Tabele 3 i
6) odabrane su za filogenetsku analizu. Odabrane sekvence CMV su zatim uparene sa
sekvencom 2b gena virusa krzljavosti kikirikija (Peanut stunt virus, PSV) (Tabela 3)
nakon cega je rekonstruisano filogenetsko stablo Maximum parsimony metodom,
implementiranom u okviru MEGA softvera verzija 5.0. Konsenuz stablo dobijeno od 56
generisanih stabala (Slika 39), rekonstruisano na osnovu kompletnih sekvenci 2b gena
duzine 343 nt, pokazalo je jasno razdvajanje odabranih izolata CMV u dve glavne
molekularne podgrupe, I 1 II. Ovakva podela podrzana je visokim ,bootstrap*
vrednostima koja je za svaku od njih iznosila 100%. Ukupni nukleotidni diverzitet
sekvenci u stablu bio je 0,257+0,032, dok su unutargrupni diverziteti iznosili
0,083+0,011 za podgrupu I i 0,019+0,004 za podgrupa II. Filogenetska analiza
nukleotidnih sekvenci 2b gena pokazuje da se odabrani izolati poreklom iz Srbije
grupiSu u dve odvojene podgrupe CMV. U okviru podgrupe I svrstalo se 15 izolata
(415-07, 270-09, 230-10, 201-11, 500-10, 570-11, 473-12, 286-12, 674-11, 723-10,
670-08, 650-07, 540-10, 79-13 1 58-12), dok se cetiri izolata (101-08, 581-11, 1-12 i
267-13) grupisalo u okviru podgrupe Il CMV.
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Podgrupa I se dalje deli u dve podgrupe IA 1 IB ¢iji unutargrupni diverziteti
iznose 0,032+0,005, odnosno 0,086+0,012. , Bootstrap* vrednost za podgrupu IA
iznosila je 100% i u nju su se svrstali svi izolati iz Srbije koji se nalaze u okviru
podgrupe I, kao i veéina izolata iz raznih delova sveta. U podgrupi IB se nalaze izolati
koji najces¢e vode poreklo iz Azije (Kina, Tajvan, Koreja, Indonezija i Filipini), ali i
izolati iz Italije (Y16925 i HE962479) i jedan izolat iz Spanije (AMI183115).
Medugrupni diverzitet izmedu podgrupa IA 1 IB bio je 0,126+0,019.
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Slika 39. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
kompletnog 2b gena duzine 343 nt na osnovu sekvenci 57 izolata Cucumber mosaic
virus koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap‘ analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajuéih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. 1zolati iz Srbije koji pripadaju 1A
podgrupi su obojeni ljubicastom, a izolati koji pripadaju II podgrupi plavom bojom.
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Drugo filogenetsko stablo rekonstruisano Maximum parsimony metodom sa
,bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja na osnovu kompletnog 2b gena obuhvatilo je
19 izolata CMV iz Srbije i po tri referentna izolata za svaku podgrupu ovog virusa
(FNY, I17F 1 Y-referentni izolati za IA podgrupu, Vir, TFN 1 CTL-referentni izolati za
IB podgrupu i LY, Q i S-referentni izolati za II podgrupu). Na filogenetskom stablu
prikazanom na slici 40 lakse se uocava grupisanje izolata poreklom iz Srbije koji su se

grupisali u iste podgrupe CMV kao i u filogenetskom stablu rekonstruisanom na osnovu
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veceg broja sekvenci ovog virusa.

Slika 40. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
kompletnog 2b gena duZzine 343 nt na osnovu sekvenci 28 izolata Cucumber mosaic
virus koriS¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajuéih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. 1zolati iz Srbije koji pripadaju 1A
podgrupi su obojeni ljubiastom, a izolati koji pripadaju II podgrupi plavom bojom.
Legenda: ' Srpski izolati: 270-09, 473-12, 58-12, 230-10, 201-11, 650-07, 570-11, 540-
10, 500-10, 230-10, 670-08 i 415-07; 2 Srpski izolati: 581-11, 101-08, 267-13 i 1-12.
5.5.5. Filogenetska analiza izolata CMV na osnovu sekvenci 1a gena

Sekvence parcijalnog la gena 15 izolata CMV poreklom iz Srbije 1 38 sekvenci
la gena izolata iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka (Tabele 3 1 6)
odabrane su za filogenetsku analizu. Odabrane sekvence CMV su zatim uparene sa
sekvencom 1la gena virusa krzljavosti kikirikija (Peanut stunt virus, PSV) (Tabela 3) 1
skrac¢ene na duzinu najkra¢e sekvence. Tako su, sekvence la gena CMV izolata
skrac¢ene na 735 nt, prema duZzini sekvence izolata 58-12, odnosno 650-07, nakon cega
je rekonstruisano filogenetsko stablo Maximum parsimony metodom implementiranom

u okviru MEGA softvera verzija 5.0. Konsenzus stablo prikazano na slici 41, dobijeno

od 28 generisanih stabala, pokazalo je jasno izdvajanje dve glavne molekularne
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podgrupe, 11 II. ,,Bootstrap* podrska za ovo grupisanje bila je visoka za obe podgrupe i
iznosila je 100%. Ukupni diverzitet u stablu bio je 0,134+0,011, dok je geneticki
diverzitet izmedu podgrupa iznosio 0,263+0,024. Unutargrupni diverziteti iznosili su
0,072+0,007 za podgrupu I, odnosno 0,014+0,002 za podgrupu II. U okviru podgrupe I
svrstalo se 11 izolata poreklom iz Srbije (415-07, 570-11, 473-12, 286-12, 674-11, 723-
10, 670-08, 650-07, 267-13, 540-10 i 58-12), dok se Cetiri izolata (581-11, 101-08, 1-12,
179-13) grupisalo u okviru podgrupe Il CMV.

Podgrupa I se dalje deli u dve podgrupe, podgrupu IA i1 podgrupu IB.
Unutargrupni diverzitet [A podgrupe iznosi 0,021+0,003 i u okviru ove podgrupe
svrstano je devet izolata poreklom iz Srbije (415-07, 570-11, 473-12, 286-12, 674-11,
670-08, 650-07, 540-10 i 58-12). Ova podgrupa ima i visoku ,,bootstrap* vrednost koja
iznosi 100%. U okviru IB podgrupe svrstala su se dva izolata (723-10 i 267-13)
poreklom iz Srbije. Unutargrupni diverzitet ove podgrupe u kojoj se nalaze izolati koji
najcesce vode poreklo iz Azije (Kina, Tajvan, Koreja, Indonezija i Filipini), ali i manji
broj izolata iz drugih delova sveta poput Spanije i Italije, kao i Madarske i Srbije iznosi

0,082+0,007. Medugrupni diverzitet izmedu podgrupa IA 1 IB bio je 0,083+0,008.
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Slika 41. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog la gena duzine 735 nt na osnovu sekvenci 57 izolata Cucumber mosaic
virus koriS¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajuc¢ih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. 1zolati iz Srbije koji pripadaju 1A
podgrupi su obojeni ljubiastom, izolati koji pripadaju IB podgrupi zelenom 1 izolati
koji pripadaju II podgrupi plavom bojom.

Drugo filogenetsko stablo rekonstruisano Maximum parsimony metodom sa
»bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja na osnovu istog parcijalnog dela la gena
obuhvatilo je 15 izolata CMV iz Srbije 1 po tri referentna izolata za svaku podgrupu
ovog virusa (FNY, I17F 1 Y-referentni izolati za IA podgrupu, Vir, TFN 1 CTL-
referentni izolati za IB podgrupu i LY, Q i1 S-referentni izolati za II podgrupu). Na
filogenetskom stablu prikazanom na slici 42 lakSe se uocava grupisanje izolata
poreklom iz Srbije koji su se grupisali u iste podgrupe CMV kao i u filogenetskom
stablu rekonstruisanom na osnovu veceg broja sekvenci ovog virusa.
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Slika 42. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
parcijalnog la gena duzine 735 nt na osnovu sekvenci 24 izolata Cucumber mosaic
virus koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u
1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajuéih
grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. 1zolati iz Srbije koji pripadaju 1A
podgrupi su obojeni ljubicastom, izolati koji pripadaju IB podgrupi zelenom 1 izolati
koji pripadaju II podgrupi plavom bojom.

Legenda: ! Srpski izolati: 650-07, 670-08, 415-07, 473-12, 58-12, 570-11 i 540-10; >
Srpski izolati: 79-13, 1-12, 581-11, 101-08; 3 Srpski izolati: 723-10 1 267-13.

5.5.6. Filogenetska analiza izolata CMV na osnovu sekvenci RNK 3 segmenta
Sekvence RNK 3 segmenta 19 izolata CMV poreklom iz Srbije i 38 sekvenci
RNK 3 segmenta izolata iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka
(Tabele 3 i 6) odabrane su za filogenetsku analizu. Sekvence za RNK 3 segment od
1061 nt dobijene su prostim spajanjem sekvenci MP i CP gena CMV 1 PSV koje su
prethodno skra¢ivane na duZinu koja je odgovarala najkracoj sekvenci za svaki gen
posebno, nakon c¢ega je rekonstruisano filogenetsko stablo Maximum parsimony
metodom. Konsenzus stablo prikazano na slici 43, dobijeno je od 32 generisana stabla.
Ukupni diverzitet u stablu bio je 0,137+0,010. U stablu su se izdvojile dve velike
molekularne podgrupe (I 1 II) i1 jedna podgrupa, oznacena kao podgrupa R1
(rekombinantna podgrupa), predstavljena samo jednim izolatom (540-10) koji se na
osnovu MP gena grupisao u podgrupu IA (Slika 35), a na osnovu CP gena u II podgrupu
CMV (Slika 33). U podgrupu I svrstalo se 14 izolata poreklom iz Srbije (415-07, 270-
09, 230-10, 201-11, 500-10, 570-11, 473-12, 286-12, 674-11, 723-10, 670-08, 650-07,
267-13 1 58-12), a u podgrupu II svrstalo se Cetiri srpska izolata (581-11, 101-08, 1-12 1
79-13). Ovakvo grupisanje podrzano je visokim ,,bootstrap* vrednostima od 100% kako
za obe velike podgrupe, tako i za izdvajanje izolata 540-10 u podgrupu R1. Geneticki
diverzitet izmedu podgrupa I i II iznosio je od 0,301%0,025, a unutargrupni 0,054
0,005 za podgrupu 11 0,0134+0,002 za podgrupu II. Geneti¢ni diverzitet izmedu izolata

540-10 sa podgrupama I 1 II iznosio je 0,147+0,014, odnosno 0,138+0,014.
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Slika 43. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci RNK 3
segmenta (koji je nastao spajanjem parcijalnih MP 1 CP gena) od 1061 nt na osnovu 57
izolata Cucumber mosaic virus koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode
sa ,bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja gde su ,bootstrap* vrednosti (>50%)
prikazane pored odgovarajucih grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup*.
Izolati CMV iz Srbije koji pripadaju IA podgrupi su obojeni ljubiastom, izolati koji
pripadaju II podgrupi plavom bojom 1 izolat koji pripada R1 podgrupi tirkiznom bojom.
Legenda: ! Pripadnost srpskih izolata odredenoj podgrupi CMV na osnovu sekvence
MP/pripadnost izolata odredenoj podgrupi CMV na osnovu sekvence CP gena.
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Podgrupa I se dalje deli u dve podgrupe (IA 1 IB). Unutargrupni diverzitet A
podgrupe iznosi 0,024+0,003 1 u okviru ove podgrupe svrstano je 14 izolata poreklom iz
Srbije. Ova podgrupa ima i visoku ,,bootstrap* vrednost koja iznosi 96%. Unutargrupni
diverzitet podgrupe IB iznosi 0,062+0,005, a medugrupno variranje izmedu podgrupa
IA 1 IB iznosi 0,078+0,008.

Drugo filogenetsko stablo rekonstruisano Maximum parsimony metodom sa
,bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja na osnovu istog RNK 3 segmenta obuhvatilo
je 19 izolata CMYV iz Srbije i po tri referentna izolata za svaku podgrupu ovog virusa
(FNY, I17F i Y-referentni izolati za IA podgrupu, Vir, TFN i CTL-referentni izolati za
IB podgrupu i LY, Q i S-referentni izolati za II podgrupu). Na filogenetskom stablu
prikazanom na slici 44 lakse se uocava grupisanje izolata poreklom iz Srbije koji su se
grupisali u iste podgrupe CMV kao i u filogenetskom stablu rekonstruisanom na osnovu
veceg broja sekvenci ovog virusa. Izolat (540-10) za koji je prethodno filogenetskim
analizama utvrdeno da po MP genu pripada podgrupi IA, a po CP genu podgrupi II,

izdvojio se u posebnu podgrupu oznacenu R1 (rekombinantni izolat).
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Slika 44. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci RNK 3
segmenta (koji je nastao spajanjem parcijalnih MP i CP gena) od 1061 nt na osnovu 28
izolata Cucumber mosaic virus koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode
sa ,,bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja gde su ,.bootstrap* vrednosti (>50%)
prikazane pored odgovarajuc¢ih grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®.
Izolati CMV iz Srbije koji pripadaju IA podgrupi su obojeni ljubicastom, izolati koji
pripadaju II podgrupi plavom bojom i izolat koji pripada R1 podgrupi tirkiznom bojom.
Legenda: ! Srpski izolati: 267-13, 674-11, 201-11, 58-12, 670-08, 473-12, 650-07, 415-
07, 230-10, 570-11, 270-09, 286-12, 500-10 i 723-10; > Srpski izolati: 1-12, 101-08 i
79-13.
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5.5.7. Filogenetska analiza izolata CMYV na osnovu sekvenci RNK 2 segmenta

Sekvence RNK 2 segmenta 19 izolata CMV poreklom iz Srbije 1 38 sekvenci
RNK 2 segmenta izolata iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka
(Tabele 3 i 6) odabrane su za filogenetsku analizu. Sekvence za RNK 2 segment od 907
nt dobijene su prostim spajanjem sekvenci parcijalnog 2a 1 kompletnog 2b gena CMV 1
PSV koje su prethodno skra¢ivane na duzinu koja je odgovarala najkracoj sekvenci za
svaki gen posebno. Nakon toga je rekonstruisano filogenetsko stablo Maximum
parsimony metodom. Na slici 45 prikazano je konsenzus stablo dobijeno od 29
generisanih stabala. Ukupni nukleotidni diverzitet sekvenci u stablu bio je 0,175+0,011.
U stablu se izdvajaju dve velike molekularne podgrupe (I i II) i jedna podgrupa
predstavljena sa cetiri izolata poreklom iz Srbije (581-11, 101-08, 1-12 i 267-13),
oznacena kao podgrupa R1 (rekombinantna podgrupa). Izolati iz podgrupe R1 se na
osnovu 2a gena grupiSu u podgrupu IA (Slika 37), a na osnovu 2b gena u II podgrupu
CMYV (Slika 39). U podgrupi I, ¢iji unutargrupni diverzitet iznosi 0,068+0,006, svrstalo
se 15 izolata poreklom iz Srbije (415-07, 270-09, 230-10, 201-11, 500-10, 570-11, 473-
12, 286-12, 674-11, 723-10, 670-08, 650-07, 540-10, 79-13 i 58-12), dok je
unutargrupni diverzitet podgrupe II iznosio 0,020+0,003. Unutargrupni diverzitet
podgrupe R1 iznosio je 0,016+0,003. Medugrupno variranje izmedu podgrupa I i II u
stablu bilo je 0,579+0,045, dok je izmedu podgrupe I i R1 iznosilo 0,265+0,019,
odnosno izmedu IT 1 R1 0,226+0,020. Ovakva podela podrzana je visokom ,,bootstrap*
podrskom (I-100%, 11-100%, R1-96%).

Podgrupa I se deli u dve podgrupe (IA i IB). U podgrupi IA, ¢iji unutargrupni
diverzitet iznosi 0,030+0,003, nalazi se 15 izolata iz Srbije, dok unutargrupni diverzit
podgrupe IB iznosi 0,078+0,007. Ni jedan izolat poreklom iz Srbije nije se svrstao u

podgrupu IB. Medugrupno variranje izmedu podgrupa IA i IB bilo je 0,099+0,009.
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Slika 45. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci RNK 2
segmenta (koji je nastao spajanjem parcijalnih 2a 1 kompletnog 2b gena) od 907 nt na
osnovu 57 izolata Cucumber mosaic virus koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum
parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap*
vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajucih grana. Sekvenca PSV je kori$¢ena kao
Loutgroup®. Izolati CMV iz Srbije koji pripadaju IA podgrupi su obojeni ljubi¢astom, a
izolati koji pripadaju R1 podgrupi tirkiznom bojom.

Legenda: ! Pripadnost srpskih izolata odredenoj podgrupi CMV na osnovu sekvence
2a/pripadnost izolata odredenoj podgrupi CMV na osnovu sekvence 2b gena.
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Drugo filogenetsko stablo rekonstruisano Maximum parsimony metodom sa
,bootstrap® analizom u 1000 ponavljanja na osnovu istog RNK 2 segmenta obuhvatilo
je 19 izolata CMYV iz Srbije i po tri referentna izolata za svaku podgrupu ovog virusa
(FNY, I17F i Y-referentni izolati za IA podgrupu, Vir, TFN i CTL-referentni izolati za
IB podgrupu i LY, Q i S-referentni izolati za II podgrupu). Na filogenetskom stablu
prikazanom na slici 46 lakSe se uoCava grupisanje izolata poreklom iz Srbije koji su se
grupisali u iste podgrupe CMV kao i u filogenetskom stablu rekonstruisanom na osnovu
veéeg broja sekvenci ovog virusa. Izolati (581-11, 101-08, 1-12 i 267-13) za koje je
prethodno filogenetskim analizama utvrdeno da po 2a genu pripadaju podgrupi 1A, a po

2b genu podgrupi II, izdvojili su se u posebnu podgrupu oznacenu R1 (rekombinantni

izolati).
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Slika 46. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci RNK 2
segmenta (koji je nastao spajanjem parcijalnih 2a 1 kompletnog 2b gena) od 907 nt na
osnovu 28 izolata Cucumber mosaic virus  koris¢enjem MEGA 5.0 Maximum
parsimony metode sa ,,bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap*
vrednosti (>50%) prikazane pored odgovarajucih grana. Sekvenca PSV je kori$¢ena kao
Loutgroup®. 1zolati CMV iz Srbije koji pripadaju IA podgrupi su obojeni ljubicastom, a
izolati koji pripadaju R1 podgrupi tirkiznom bojom.

Legenda: ! Srpski izolati: 500-10, 79-13, 230-10, 58-12, 570-11, 415-07, 540-10, 473-
12, 650-07, 201-11, 270-09 i 723-10; 2 Srpski izolati: 1-12, 101-08 i 581-11.

5.5.8. Filogenetska analiza izolata CMYV na osnovu kombinacije sekvenci RNK 1, 2
i 3 segmenta

Maximum parsimony metoda implementirana u okviru MEGA softvera verzija
5.0 koriSc¢ena je za rekonstrukciju filogenetskog stabla na osnovu kombinacije sekvenci

svih pet genskih regiona. Kombinacije sekvenci RNK 1, 2 i 3 segmenta duzine 2703 nt
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15 izolata CMV poreklom iz Srbije 1 38 sekvenci RNK 1, 2 i 3 segmenta izolata iz
drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka (Tabele 3 1 6) odabrane za
filogenetsku analizu dobijene su prostim spajanjem sekvenci parcijalnih la i 2a gena,
kompletnog 2b gena i parcijalnih MP i CP gena CMV i PSV. Konsenzus stablo
prikazano na slici 47 ¢iji ukupni diverzitet iznosi 0,149+0,008, dobijeno je od 5
generisanih stabala. U stablu je doslo do jasnog izdvajanja molekularnih podgrupa ovog
virusa (IA, IB 1 II), ali su se pored izdvojile i podgrupe R1 i R2. U podgrupi R1 svrstalo
se sedam izolata od kojih su pet poreklom iz Srbije (101-08, 540-10, 581-11, 1-12 1 79-
13), jedan iz Japana (PF) i jedan iz Kine (Tsh). Izolati 101-08, 581-11 i 1-12 odnosno
79-13 1 Tsh se na osnovu RNK 1 i1 3 segmenta grupisu u podgrupu II (Slike 41 1 43), a
na osnovu RNK 2 segmenta u R1 podgrupu odnosno u IA podgrupu CMV (Slika 45).
Izolat 540-10 se na osnovu RNK 1 i 2 segmenta grupise u podgrupu IA (Slike 41 i 45),
a na osnovu RNK 3 segmenta u R1 podgrupu CMV (Slika 43), dok se izolat PF na
osnovu RNK 1 segmenta grupisSe u podgrupu IB (Slika 41), na osnovu RNK 2 segmenta
u podgrupu IA (Slika 45) i na osnovu RNK 3 segmenta u podgrupu II CMV (Slika 43).
Geneticki diverzitet izmedu podgrupa I i II iznosio je od 0,365+0,023, a unutargrupni
0,067+0,004 za podgrupu 11 0,014+0,001 za podgrupu II. Geneti¢ni diverzitet izmedu
podgrupe R1 sa podgrupama I 1 I je iznosio 0,205+0,014, odnosno 0,139+0,008, dok je
unutargrupni diverzitet podgrupe R1 iznosio 0,062+0,004.

Najveci broj izolata iz Srbije grupisao se u okviru podgrupe I (415-07, 570-11,
473-12, 286-12, 674-11, 723-10, 670-08, 650-07, 267-13 i 58-12). Rekonstrukcijom
filogenetskog stabla u okviru podgrupe I izdvojile su ranije opisane podgrupe IA i IB,
kao 1 pri analizi pojedina¢nih genskih regiona. Najveci znacaj ove analize je izdvajanje
dodatne podgrupe oznacene kao R2 u koju se svrstalo sedam izolata od kojih su po dva
poreklom iz Srbije (723-10 1 267-13) i Japana (42CM 1 DS) i po jedan poreklom iz Kine
(RZ), Koreje (Mf) i Madarske (NS). Izolati 723-10, 42CM, RZ, Mf i NS se na osnovu
RNK 1 segmenta grupiSu u podgrupu IB (Slika 41), dok se na osnovu RNK 2 i 3
segmenta grupisu u IA podgrupu CMV (Slike 43 i 45). Izolat D8 se na osnovu RNK 1 1
2 segmenta grupise u podgrupu IB (Slike 41 i 45), a na osnovu RNK 3 segmenta u [A
podgrupu CMV (Slika 43), dok se izolat 267-13 na osnovu RNK 1 segmenta grupise u
podgrupu IB (Slika 41), na osnovu RNK 2 segmenta u podgrupu R1 (Slika 45) i na
osnovu RNK3 segmenta u podgrupu IA CMV (Slika 43). Unutargrupni diverzitet
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izolata grupisanih u IA podgrupu iznosi 0,026+0,002 i u okviru ove podgrupe svrstano
je osam izolata poreklom iz Srbije (415-07, 570-11, 473-12, 286-12, 674-11, 670-08,
650-07 1 58-12), dok unutargrupni diverzitet podgrupe IB iznosi 0,069+0,002.
Medugrupno variranje izmedu podgrupa IA i IB bilo je 0,083%0,005. Geneti¢ni
diverzitet izmedu podgrupe R2 sa podgrupama IA 1 IB je iznosio 0,054+0,004, odnosno
0,090+0,005, dok je unutargrupni diverzitet podgrupe R2 iznosio 0,083+0,005.
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Slika 47. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu kombinaciji nukleotidnih
sekvenci sekvenci RNK 1, 2 i 3 segmenta duzine 2703 nt na osnovu 53 izolata
Cucumber mosaic virus koris¢enjem MEGA 5.0 softvera 1 Maximum parsimony metode
sa ,bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap“ vrednosti (>50%)
prikazane pored odgovarajuc¢ih grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®.
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Izolati CMV iz Srbije koji pripadaju IA podgrupi su obojeni ljubicastom, a izolati koji
pripadaju R1 1 R2 podgrupi tirkiznom bojom.

Legenda: ! Pripadnost srpskih izolata odredenoj podgrupi CMV na osnovu sekvence la
gena; pripadnost srpskih izolata odredenoj podgrupi CMV na osnovu sekvence
2a/2bgena; pripadnost srpskih izolata odredenoj podgrupi CMV na osnovu sekvence
MP/CP gena.

Drugo filogenetsko stablo rekonstruisano UPGMA metodom implementiranom
u okviru MEGA softvera verzija 5.0 sa ,,bootstrap* analizom u 1000 ponavljanja na
osnovu iste kombinacije sekvenci RNK 1, 2 i 3 segmenta obuhvatilo je 15 izolata CMV
iz Srbije 1 po tri referentna izolata za svaku podgrupu ovog virusa (FNY, [17F 1 Y-
referentni izolati za IA podgrupu, Vir, TFN i CTL-referentni izolati za IB podgrupu i
LY, Q i S-referentni izolati za II podgrupu). Rekonstruisano filogenetsko stablo na slici
48 prikazuje da su se izolati grupisali u okviru dve glavne molekularne podgrupe CMV
(I 1 IT podgrupa), pri ¢emu su se rekombinantni izolati, 723-10, 267-13 i 540-10
grupisali u okviru podgrupe I, a izolati 581-11, 101-08, 1-12 1 79-13 u okviru podgrupe
II. Medutim, u stablu se uocava da su se rekombinantni i pseudorekombinantni izolati
723-10, 267-13 1 540-10 delimi¢no izdvojili u odnosu na izolate iz 1A, odnosno izolati

581-11, 101-08, 1-12 i 79-13 iz II podgrupe.
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Slika 48. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu kombinaciji nukleotidnih
sekvenci sekvenci RNK 1, 2 1 3 segmenta duzine 2703 nt na osnovu 24 izolata
Cucumber mosaic virus koris¢enjem MEGA 5.0 softvera i UPGMA metode sa bootstrap
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analizom u 1000 ponavljanja gde su ,,bootstrap* vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajuc¢ih grana. Sekvenca PSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. Izolati CMV iz Srbije
koji pripadaju IA podgrupi su obojeni ljubiastom, a izolati koji pripadaju R1 i R2
podgrupi tirkiznom bojom.

Legenda: ! Srpski izolati: 473-12, 58-12, 415-07, 570-11, 650-07, 670-08, 286-12 i 674-
11; % Srpski izolati: 79-13, 1-12, 101-08 i 581-11.

U tabeli 12 prikazano je grupisanje izolata CMV poreklom iz Srbije u
filogenetske podgrupe na osnovu sekvenci razli¢itih genskih regiona.

Tabela 12. Svrstavanje izolata Cucumber mosaic virus iz Srbije u filogenetske
podgrupe na osnovu sekvenci razli¢itih genskih regiona

- ‘e Godina . Gen
Izolat Biljka domacin izolacije Lokalitet 1a _2a 2b MP CP
415-07? Cucurbita pepo 2007  Irmovo IA-TA TA 1A 1A
‘Olinka’
270-09! Cucurbita pepo 2009  Ruma / TA  TA TA 1A
‘Tosca’
230-10" Cucurbita pepo 2010  Hetin / TA TA  TA 1A
‘Genovese’
201-11! Cucurbita pepo 2011 Mackovac /1A TA 1A 1A
‘Beogradska’
500-10" Cucurbita pepo 2010  Porodin / TA 1A TA 1A
570-112 Cucumis sativus 2011 Debrc IA- TA TA TA 1A
473-12° Citrullus lanatus 2012 Gornji IA° TA 1A 1A IA
Tavankut
286-122 Cucumis melo Porodin IAV TA 1A TA 1A
674-11> Lagenaria siceraria 2011 IAAV TA TA TA 1A
723-10%3 Capsicum annuum 2010  Smederevo IB TA 1A JTA IA
581-11** 2011 Cekavica I 1A I 11 1
101-08**  Solanum 2008  DruZeti¢ I 1A I 11 1
670-082 lycopersicum Stajkovce IA- A TA JTA 1A
650-07° Nicotiana tabacum 2007 BalkiPetrovac 1A 1A 1A 1A 1A
267-13%3 Phaseolus vulgaris 2013  Vladi¢in Han B 1A 1I TA IA
1-12>4 Peperomia tuisana 2012  Beograd I 1A 11 11 11
540-10>4 Wisteria sinensis 2010  Porodin IA- TA TA TA 11
79-13%3 Tulipa sp. 2013  Krnjaca I 1A 1A I 1
58-122 Stenactis annua 2012  Beograd IA°- TA TA TA A
Legenda: ! - Izolati CMV analizirani tokom ovih istraZivanja na osnovu sekvenci 4

genska regiona; ° - Izolati CMV analizirani tokom ovih istraZivanja na osnovu sekvenci
5 genskih regiona; * - Pseudorekombinantni izolati CMV na osnovu filogenetskih
analiza; * - Rekombinantni izolati CMV na osnovu filogenetskih analiza; ° -

Pseudorekombinantni 1 rekombinantni izolati CMV na osnovu filogenetskih analiza.
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5.6. RFLP analiza

Metoda polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata (RFLP) primenjena je
radi potvrde rezultata dobijenih filogenetskim analizama koje su ukazale na postojanje
rekombinantnih i pseudorekombinantnih izolata u okviru prirodne populacije CMV u
Srbiji 1 provere da izmene genetiCkog materijala kod odabranih izolata CMV nisu
nastale kao posledica mesSanih infekcija izmedu izolata koji pripadaju razli¢itim
podgrupama ovog virusa. RFLP analiza primenjena je i u cilju razvijanja jednostavnih,
brzih i pouzdanih protokola za identifikaciju i karakterizaciju izolata CMV koji ¢e

sluziti kao alternativa sekvenciranju.

5.6.1. RFLP analiza ,,in silico“ i ,,in situ*

U cilju razvoja pouzdanih protokola za karakterizaciju izolata CMV najpre je
obavljena RFLP analiza ,,in silico* na osnovu koje su odabrani restrikcioni enzimi koji
katalizuju endonukleoliticko ,,seCenje DNK u okviru sekvence koje specificno
prepoznaju. Restrikcioni enzimi odabrani su tako da njihovo restrikciono mesto na
umnozenim DNK fragmentima predstavlja varijabilnu poziciju pri ¢emu se nakon
digestije dobija razlicit broj restrikcionih fragmenta razlic¢itih veli¢ina koji predstavljaju
restrikcioni profil ili RFLP obrazac (,,RFLP pattern®), a koji omogucava razlikovanje
1zolata razlicitih podgrupa CMV za svaki od ispitivanih gena. Veli¢ina PCR dobijenog
fragmenta nakon digestije odgovarajuim restrikcionim enzimom odredivana je na
osnovu markera, a dobijeni profili uporedivani su sa RFLP profilima referentnih izolata.

Radi potvrde rezultata virtuelne (,in silico) RFLP analize dobijenih
koris¢enjem pDRAW32 programa sprovedena je i RFLP analiza ,,in situ* kori§¢enjim
odabranih restrikcionih enzima. Poredenjem amplifikovanih restrikcionih profila
testiranih izolata dobijenih nakon digestije PCR produkata odgovaraju¢im enzimima i
pozitivne kontrole za IB podgrupu (izolat TFN iz Italije) sa markerom, odredena je

veli¢ina dobijenih fragmenata.

5.6.1.1. RFLP analiza ,,in silico* i ,,in situ* na osnovu CP gena
Za razlikovanje izolata razli¢itih podgrupa CMV na osnovu fragmenta veli¢ine
871 bp, koji obuhvata ceo CP gen kao i delove 5’1 3’NTR, odabrani su restrikcioni

enzimi BssSI, Sfcl 1 Haelll. Kombinacijom restrikcionih profila koji daju restrikcioni
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enzimi BssSI 1 Sfcl ili Sfcl 1 Haelll (Slika 49 A) moguce je izvrsiti razlikovanje izolata
koji pripadaju razlicitim podgrupa CMV. Enzim BssSI kao restrikciono mesto
prepoznaje CACGAG redosled nukleotida, pri ¢emu lanac koji je orijentisan u 5°-3’
smeru seCe izmedu C i A nukleotida $to je oznaceno kao CJACGAG restrikciono mesto,
a komplementaran lanac odnosno lanac orijentisan u 3’-5’ smeru sece izmedu T 1 C
nukleotida (GTGCT|C). Restrikcioni enzim Sfcl sece nukleotidni lanac na mestu sa
sekvencom C|TRYAG, odnosno GAYRTI|C na komplementarnom lancu, dok enzim
Haelll se¢e mesto sa sekvencom 5°-GG|CC-3’, odnosno 3’-CC|GG-5". Kod enzima
BssSI uocavaju se dva restrikciona profila, jedan koji odgovara izolatima podgrupe I i
drugi koji odgovara izolatima podgrupe II. Kod svih izolata podgrupe I prisutno je jedno
mesto secenja tako da se dobijaju dva fragmenta koja se neznatno razlikuju u veli¢ini
kod izolata IA 1 IB podgrupe. Izolatima IA podgrupe odgovaraju fragmenti velic¢ine 649
1222 bp, dok je velicina fragmenata koja odgovara izolatima IB podgrupe 648 i 223 bp.
Kod izolata podgrupe II nema restrikcionog mesta, te jedini vidljivi fragment odgovara
fragmentu pocetne veli¢ine (Tabela 13). Restrikcioni enzim Sfcl vrsi razlikovanje
izolata iz podgrupe 1A od izolata iz podgrupa IB i I CMV, zato Sto sekvence izolata [A
podgrupe sece na jednom mestu pri ¢emu se dobijaju dva fragmenta velic¢ine 589 1 282
bp, dok sekvence izolata IB i II podgrupe ne see zbog cCega se javlja samo jedan
fragment pocetne veli¢ine (871 bp). Kao 1 BssSI 1 enzim Haelll omogucava razlikovanje
izolata 1 1 II podgrupe CMV. Kod svih izolata podgrupe I ne dolazi do seCenja
nukleotidnog lanca, tako da se dobija jedan fragment pocetne veliine, dok se kod
izolata podgrupe II dobijaju dva fragmenta veli¢ine 563 i 308 bp, Sto znaci da enzim

Haelll sece nukleotidni lanac na jednom mestu.
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Tabela 13. Pregled odabranih restrikcionih enzima i profili koji se dobijaju nakon digestije
PCR produkata izolata Cucumber mosaic virus iz razli¢itih podgrupa u okviru razli¢itih RNK

Koris$¢eni Veli¢ine PCR produkta nakon digestije (bp)
oy 0 -1 . .
CllJ(I:g ZﬁNK prigi n;:?;;:“ " R(;s::‘llzki;llon Podgrupa IA PodgrupalB  Podgrupall
99 2
RELP (Fny?) (TFN) )
RNA1la-fwd/ Hindlll 720, 478 1198 1195
RNK 1 (1a) RNAla-rev Sacll 863, 337 863,337 1195
RNK 2 (2a) RVI11/RWS Mlul 639 470, 161 312,149, 147
Stul 503, 301 805 780
RNK 2 (2b)  2bfwd/2brev Sall 304 305 500, 280
CMV MP3/ Bael 563, 165 728 387, 341
RNK3MP)  c\iv3arey  PAMI 728 728 472,256
BssSI 649, 222 648, 223 871
RNK 3 (CP) %\Q(%frvzs/ Haelll 871 871 563, 308
Sfel 589, 282 871 871

ISekvence prajmera se nalaze u tabeli 2;
’Dobijeni fragmenti nakon digestije PCR produkata odnose se na referentne izolate: Fny-za IA
podgrupu, TFN-za IB podgrupu i S-za II podgrupu CMV.

RFLP analizom ,in situ* digestija PCR produkta, dobijenog koriS¢enjem
prajmera CMVCP{wd/CMVCPrev, koji omogucavaju amplifikuju celog CP gena kao 1
delova 5° 1 3> NTR, izvrSena je restrikcionim enzimima BssSI, Sfcl 1 Haelll u pet
nezavisnih ponavljanja. Kod 35 izolata (449-12, 473-12, 286-12, 201-11, 163-08, 674-
11, 717-11, 720-11, 280-12, 415-07, 115-08, 151-08, 171-08, 270-09, 500-10, 570-11,
514-11, 610-11, 283-12, 477-07, 598-07, 542-08, 471-09, 723-10, 746-07, 670-08, 207-
09, 647-10, 533-2-11, ARI1-12, 58-12, 650-07, 702-07, 202-08 i 267-13), nakon
digestije PCR produkata restrikcionim enzimima BssSI 1 Haelll dobijeni su restrikcioni
profili koji odgovaraju izolatima podgrupe I, dok je digestija enzimom Sfcl ukazala da
svi ovi izolati poseduju restrikcioni profil koji odgovara izolatima podgrupe IA.
Veli¢ina fragmenata restrikcionog profila nakon digestije PCR produkta izolata 230-10
dobijenog koris¢enjem prajmera CMVF/CMVRI, koji omogucavaju amplifikaciju dela
CP gena, neznatno se razlikovala u odnosu na prethodnih 35 izolata. Tako je
restrikcionim enzimima BssSI 1 Haelll, odnosno Sfcl dobijen restrikcioni profil koji
odgovara izolatima podgrupe I, odnosno IA. Kod osam izolata (101-08, 242-09, 540-10,
581-11, 581p-11, 1-12, 52-13 1 79-13), nakon digestije PCR produkata restrikcionim
enzimima BssSI, Sfcl 1 Haelll, dobijeni su profili koji odgovaraju izolatima Il podgrupe.

Restrikcioni profili dobijeni nakon digestija restrikcionim enzimima BssSI, Sfcl 1 Haelll
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bili su isti u svim ponavljanjima. Vizuelizacija dela restrikcionih profila ispitivanih
izolata CMV, kao i1 pozitivne kontrole za IB podgrupu (izolat TFN iz Italije),

restrikcionim enzimima BssS], Sfcl 1 Haelll prikazana je na slici 49 B.

= @ w @ o = Q Q ﬂ Q = I I XI o
s & a & @ 3 g o e 8 3 e 2 & 2
- 2 2] @ ¢ - = = - =
— 286-12 723-10 TFN 1-12 e 286-12 723-10  TFN  1-12 e 286-12 723-10 TEN 1-12
T JAl IA IB I e 1T 1A 1B 1I A —— 1A 1A B I
871 bp _— — — — — — —
[FERCTE ) p—
589 com— — ——fe——c om— ——
553132 —
308bp | — — — —
282 bp ] — | —
223 (222)bp —_ — fr———
A 1 2 3

M 286-12 723-10 TEN 112 286-12723-10 TF

M 286-12 723-10 TEN
IA IA 15

S iy B I [A IA

——

871 bp P—
649 (648) DD o

589 bp

563 bp =

308%p _—
282 bp

223 (222) b se—
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Slika 49. ,,In silico* (A) 1 ,,in situ* (B) restrikcioni profili izolata 286-12, 723-10, TFN 1
1-12 CMV, amplifikovani specificnim parom prajmera CMVCPfwd/rev koji umoZzavaju
ceo CP gen kao 1 delove 5° i 3> NTR ukupne veli¢ine od 871 bp, nakon digestije
restrikcionim enzimima BssSI (1), Sfcl (2) 1 Haelll (3).

BssSI

5.6.1.2. RFLP analiza ,,in silico* i ,,in situ* na osnovu MP gena

Restrikcioni enzimi Bael 1 PfIMI odabrani su za razlikovanje izolata razli¢itih
podgrupa CMV na osnovu dela MP gena veli¢ine 728 bp. Enzim Bael sece nukleotidni
lanac  na  mestu sa  sekvencom  1o(N)AC(N)4GTAYC(N)12,  odnosno
15(N)TG(N)4CATRG(N)7 na komplementarnom lancu, dok enzim PfIMI se¢e mesto sa
sekvencom 5’- CCANNNN|NTGG-3’, odnosno 3’-GGTNNNNNACC-5". Restrikcioni
enzim Bael omogucava razlikovanje izolata IA, IB i II podgrupe CMV tako Sto
sekvence izolata IA podgrupe sece na jednom mestu pri ¢emu se dobijaju dva fragmenta

veli¢ine 563 1 165 bp, sekvence izolata IB podgrupe ne sece pri ¢emu se dobija jedan

112



fragment pocetne veli¢ine (728 bp), a sekvence izolata II podgrupe sece takode na
jednom mestu, ali se pri ovom secenju dobijaju dva fragmenta veli¢ine 387 i1 341 bp
(Tabela 13). Kod restrikcionog enzima PfIMI uoc€avaju se dva restrikciona profila, jedan
koji odgovara izolatima podgrupe I i drugi koji odgovara izolatima podgrupe II. Kod
svih izolata podgrupe I ne postoji mesto secenja te jedini vidljivi fragment odgovara
fragmentu pocetne veliine (Tabela 13), dok je kod izolata podgrupe II prisutno jedno
mesto secenja tako da se dobijaju dva fragmenta veli¢ine 472 i 256 bp. Enzim PfIMI
primenjen je radi potvrde grupisanja izolata CMV u I ili II podgrupu ovog virusa, jer se
koriS¢enjem viSe od jednog restrikcionog enzima izbegava pogreSna interpretacija
rezultata. Na slici 50 A prikazani su generisani virtuelni profili, za deo ispitivanih
izolata CMV, dobijeni digestijom restrikcionih enzima Bael i PfIMI koriS¢enjem
pDRAW32 programa.

RFLP analizom ,,in situ* digestija PCR produkta, dobijenog koris¢enjem
praymera CMVMP3/CMV3a-rev, koji omogucavaju amplifikaciju dela MP gena,
izvrSena je restrikcionim enzimima Bael i PfIMI u pet nezavisnih ponavljanja. Kod 15
izolata (473-12, 286-12, 201-11, 674-11, 415-07, 270-09, 230-10, 500-10, 570-11, 723-
10, 670-08, 650-07, 540-10, 58-12 1 267-13), nakon digestije PCR produkata
restrikcionim enzimom Bael dobijeni su restrikcioni profili koji odgovaraju izolatima
podgrupe 1A, a digestija enzimom PfIMI potvrdila je da svi ovi izolati poseduju
restrikcioni profil koji odgovara izolatima podgrupe 1. Kod cetiri izolata (1-12, 101-08,
581-11 1 79-13), nakon digestije PCR produkta restrikcionim enzimima Bael i PfIMI
dobijeni su profili koji odgovaraju izolatima II podgrupe. Restrikcioni profili dobijeni
nakon digestija restrikcionim enzimima Bael 1 PfIMI bili su isti u svim ponavljanjima.
Vizuelizacija dela restrikcionih profila ispitivanih izolata CMV, kao i pozitivne kontrole

za IB podgrupu (izolat TFN iz Italije), enzimima Bael i PfIM] prikazana je na slici 50 B.
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Slika 50. ,,In silico (A) 1 ,,in situ* (B) restrikcioni profili izolata 267-13, TFN, 79-13 i
101-08 CMV, amplifikovani specificnim parom prajmera CMVMP3/CMV3a-rev koji
umozavaju deo MP gena ukupne veli¢ine od 728 bp, nakon digestije restrikcionim
enzimima Bael (1) 1 PfIMI (2).

5.6.1.3. RFLP analiza ,,in silico* i ,,in situ* na osnovu 2a gena

Razlikovanje izolata IA, IB i II podgrupe CMV na osnovu fragmenta od oko 650
bp, koji obuhvata 5> NTR i deo 2a gena izvrSeno je Mlul restrikcionim enzimom koji
seCe nukleotidni lanac na mestu sa sekvencom A|CGCGT, odnosno na
komplementarnom lancu TGCGC|A. Nakon digestije restrikcionim enzimom M/ul
koris¢enjem pDRAW32 programa dobijeni su razliCiti restrikcioni profili koji su
omogucili razlikovanje izolata razli¢itih podgrupa CMV (Tabela 13). Sekvence izolata
IA podgrupe restrikcioni enzim Mlul ne se€e pri ¢emu se dobija jedan fragment pocetne
veli¢ine (639 bp), sekvence izolata IB podgrupe seCe na jednom mestu pri cemu se
dobijaju dva fragmenta velic¢ine 470 i 161 bp, dok sekvence izolata II podgrupe seCe na
dva mesta pri ¢emu se dobijaju tri fragmenta veli¢ine 312, 149 1 147 bp. Na slici 51 A
prikazani su generisani virtuelni profili za deo ispitivanih izolata i referentnih izolata
(TFN 1 S) CMV, ¢ime su potvrdeni rezultati dobijeni filogenetskim analizama.

RFLP analizom ,in situ* digestija PCR produkta, dobijenog kori§¢enjem
prajmera RV11/RWS, koji omogucavaju amplifikaciju 5> NTR 1 deo 2a gena, izvrSena
je restrikcionim enzimom Mlul u pet nezavisnih ponavljanja. Kod 19 izolata (473-12,
286-12, 201-11, 674-11, 415-07, 270-09, 230-10, 500-10, 570-11, 723-10, 581-11, 101-
08, 670-08, 650-07, 540-10, 1-12, 58-12, 79-13 i 267-13), nakon digestije PCR
produkata restrikcionim enzimom M/ul, dobijeni su restrikcioni profili koji odgovaraju

izolatima podgrupe IA. Restrikcioni profili dobijeni nakon digestija restrikcionim
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enzimom M/ul bili su isti u svim ponavljanjima. Vizuelizacija dela restrikcionih profila

ispitivanih izolata, koris¢enim enzima Mlul za digestiju prikazana je na slici 51 B.

B = = B = o e e G5 STRE M
S . = £ S IA IA IB
. o, %73 Ty s 2R
e (T4 0 HA B T c—
639D] — em—
470 DD oy — — e
312 bp m— T _—
174bp — —
161bp  m— — - —
JE L] e — o
A I — Miul

Slika 51. ,,In silico* restrikcioni profili izolata (A) 286-12, 267-13, TEN i S i ,,in situ*
(B) restrikcioni profili izolata 286-12, 267-13 1 TFN CMV, amplifikovani specificnim
parom prajmera RV11/RWS koji umozavaju delove 5° NTR i 2a gena ukupne veliCine
od oko 650 bp, nakon digestije restrikcionim enzimom Mlul.

5.6.1.4. RFLP analiza ,,in silico® i ,,in situ* na osnovu 2b gena

Za razlikovanje izolata podgrupa CMV na osnovu fragmenta velic¢ine 804 bp,
koji obuhvata ceo 2b gena, kao i deo 2a gena i 3’ NTR odabrani su restrikcioni enzimi
Sall 1 Stul. Kombinacijom restrikcionih profila koji daju restrikcioni enzimi Sal/l 1 Stul
(Slika 52 A) dobijeni su jedinstveni restrikcioni profili na osnovu kojih je moguce
izvrsiti razlikovanje izolata koji pripadaju razli¢itim podgrupama CMV. Restrikcioni
enzim Sall seCe nukleotidni lanac na mestu sa sekvencom G|TCGAC, odnosno
CAGCT|G na komplementarnom lancu, dok enzim Stul secCe mesto sa sekvencom 5°-
AGG|CCT-3’, odnosno 3’-TCC|GGA-5’. Nakon digestije PCR produkta enzimom Sal/l
uocavaju se dva restrikciona profila, jedan koji odgovara izolatima podgrupe I 1 drugi
koji odgovara izolatima podgrupe II. Kod svih izolata podgrupe I nema restrikcionog
mesta, te jedini vidljivi fragment odgovara fragmentu pocetne veli¢ine koji se neznatno
razlikuju u velicini dobijenih fragmenta kod izolata IA i IB podgrupe koja iznosi 804
bp, odnosno 805 bp. Kod izolata podgrupe II prisutno je jedno mesto secenja tako da se
dobijaju dva fragmenta veli¢ine 500 1 280 bp. Restrikcioni enzim Stul vrsi razlikovanje
izolata iz podgrupe IA od izolata iz podgrupa IB i I CMV, tako $to sekvence izolata [A
podgrupe sece na jednom mestu pri ¢emu se dobijaju dva fragmenta velic¢ine 503 1 301
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bp, dok sekvence izolata IB 1 II podgrupe ne seCe zbog Cega se javlja se samo jedan
fragment koji odgovara veli¢ini umnozenog PCR produkta (Tabela 13).

RFLP analizom ,in situ™ digestija PCR produkta, dobijenog kori§¢enjem
prajmera 2bfwd/2brev, koji omoguéavaju amplifikaciju celog 2b gena, kao i dela 2a
gena 1 3° NTR, izvrSena je restrikcionim enzimima Sal/l i Stul u pet nezavisnih
ponavljanja. Kod 15 izolata (473-12, 286-12, 201-11, 674-11, 415-07, 270-09, 230-10,
500-10, 570-11, 723-10, 670-08, 650-07, 540-10, 58-12 i 79-13), nakon digestije PCR
produkata restrikcionim enzimom Sal/l dobijeni su restrikcioni profili koji odgovaraju
izolatima podgrupe I, dok je digestija enzimom Stul ukazala da svi ovi izolati poseduju
restrikcioni profil koji odgovara izolatima podgrupe IA. Kod cetiri izolata (1-12, 101-
08, 581-11 1 267-13), nakon digestije PCR produkta restrikcionim enzimom Stul
dobijeni su restrikcioni profili koji odgovaraju izolatima podgrupe IB ili II, dok je
restrikcionim enzimom Sal/l utvrdeno da dobijeni restrikcioni profili odgovaraju
izolatima II podgrupe. Restrikcioni profili dobijeni nakon digestija restrikcionim
enzimima Sal/l i Stul bili su isti u svim ponavljanjima. Vizuelizacija dela restrikcionih
profila ispitivanih izolata enzimima Sal/l 1 Stul, kao 1 pozitivne kontrole za IB podgrupu

(izolat TFN iz Italije), prikazana je na slici 52 B.
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Slika 52. ,,In silico* (A) 1 ,,in situ* (B) restrikcioni profili izolata 286-12, 723-10, TFN i
1-12 CMV, amplifikovani specificnim parom prajmera 2bfwd/2brev koji umozavaju
deo 2a gena, ceo 2b gen i deo 3° NTR ukupne veli¢ine od 804 bp, nakon digestije
restrikcionim enzimima Sall (1) 1 Stul (2).

5.6.1.5. RFLP analiza ,,in silico* i ,,in situ* na osnovu 1a gena

Za razlikovanje izolata podgrupa CMV na osnovu dela la gena veli¢ine oko
1198 bp odabrani su restrikcioni enzimi Hindlll i Sacll. Kombinacijom restrikcionih
profila koji daju restrikcioni enzimi Hindlll i Sacll (Slika 53 A) dobijeni su jedinstveni

restrikcioni profili na osnovu kojih je moguce izvrsiti razlikovanje izolata koji pripadaju
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razli¢itim podgrupama CMYV. Restrikcioni enzim HindlIIl sece nukleotidni lanac na
mestu sa sekvencom A|AGCTT, odnosno TTCGA|A na komplementarnom lancu, dok
enzim Sacll seCe mesto sa sekvencom 5’-CCGC|GG-3’, odnosno 3’-GG|CGCC-5’ na
komplementarnom lancu. Restrikcioni enzim Hindlll vr$i razlikovanje izolata iz
podgrupe IA od izolata iz podgrupa IB 1 II, tako Sto sekvence izolata IA podgrupe sece
na jednom mestu pri ¢emu se dobijaju dva fragmenta veli¢ine 720 1 478 bp, dok izolate
IB i II podgrupe ne sece zbog Cega se javlja se samo jedan fragment koji odgovara
veli¢ini umnozenog PCR produkta (Tabela 13). Kod enzima Sacll uocavaju se dva
restrikciona profila, jedan koji odgovara izolatima podgrupe I i drugi koji odgovara
izolatima podgrupe II. Kod svih izolata podgrupe I prisutno je jedno mesto secenja tako
da se dobijaju dva fragmenta veli¢ine 863 i 337 bp, dok kod izolata iz II podgrupe nema
restrikcionog mesta, te jedini vidljivi fragment odgovara fragmentu pocetne veli¢ine
(1195 bp).

RFLP analizom ,,in situ* digestija PCR produkta, dobijenog koriS¢enjem
prajmera RNAla-fwd/RNAla-rev, koji omogucavaju amplifikaciju dela la gena,
izvrSena je restrikcionim enzimima Hindlll i Sacll u pet nezavisnih ponavljanja. Kod 11
izolata (473-12, 286-12, 674-11, 415-07, 570-11, 723-10, 670-08, 650-07, 540-10, 58-
12 1 267-13), nakon digestije PCR produkata restrikcionim enzimom Sacll dobijeni su
restrikcioni profili koji odgovaraju izolatima podgrupe 1, dok su kod cetiri izolata (101-
08, 581-11, 1-12 1 79-13), dobijeni restrikcioni profili koji odgovaraju izolatima
podgrupe II. Digestija PCR produkata restrikcionim enzimom HindIll ukazala je da
izolati 473-12, 286-12, 674-11, 415-07, 570-11, 670-08, 650-07, 540-10 i 58-12
poseduju restrikcioni profil koji odgovara izolatima podgrupe 1A, dok izolati 723-10 1
267-13 poseduju restrikcioni profil koji odgovara izolatima podgrupe IB. Veliina
fragmenata restrikcionog profila nakon digestije PCR produkta izolata 79-13 1 540-10
dobijenih koris¢enjem prajmera RNAla-fwd/RNAla-r odnosno RNAla-fwd/CMV1a-
reverse, koji omogucavaju amplifikaciju dela 1a gena, neznatno se razlikovala u odnosu
na odgovarajuce restrikcione profile. Restrikcioni profili dobijeni nakon digestija
restrikcionim enzimima HindlIll 1 Sacll bili su isti u svim ponavljanjima. Vizuelizacija
dela restrikcionih profila ispitivanih izolata, kao i pozitivne kontrole za IB podgrupu

(izolat TFN iz Italije), enzimima Hindlll i Sacll prikazana je na slici 53 B.
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Slika 53. ,,/n silico* (A) 1 ,,in situ* (B) restrikcioni profili izolata 286-12, 723-10, TFN i
1-12 CMV, amplifikovani specificnim parom prajmera RNAla-fwd/ RNAla-rev koji
umozavaju deo la gena ukupne veli¢ine od 1198 bp, nakon digestije restrikcionim

enzimima HindIll (1) i Sacll (2).

5.7. RDP analiza

Pored filogenetskih analiza postojanje rekombinacija kod ispitivanih izolata
CMYV poreklom iz Srbije potvrdeno je i primenom RDP v4.26 softvera. Analizom
segmenata RNK 2 i1 3 dobijenih spajanjem sekvenci 2a i 2b gena, odnosno MP i CP
gena ispitivanih izolata, primenom RDP4 programa, postojanje rekombinacija
potvrdeno je kod izolata 101-08, 540-10, 581-11, 1-12 i 267-13. Program ni kod jednog
izolata nije mogao da odredi ta¢nu pocetnu i krajnju tacku rekombinacije, jer set
sekvenci koji je koriS¢en za ove analize ne sadrzi kompletne sekvence RNK 2, odnosno
RNK 3 segmenata CMV, ve¢ je odredio priblizne tacke rekombinacije.

Analiza RNK 2 segmenta pokazala je da je kod izolata 101-08, 581-11, 1-12 i
267-13 dosSlo do izmene fragmenta veli¢ine 334 nt. PocCetno mesto rekombinacije
odgovaralo je poziciji 520 u setu sekvenci, koja odgovara nukleotidu koji se nalazi na
poziciji 2421 referentnog izolata FNY (Pristupni broj D00355), dok je zavrSna tacka
bila na poziciji 854 u setu sekvenci, koja odgovara nukleotidu koji se nalazi na poziciji
2751 referentnog izolata FNY (Tabela 14). Na osnovu duZine izmenjenog fragmenta i
njegove pozicije u setu sekvenci utvrdena je izmena sekvence 2b gena. Kod ovih izolata
RDP analiza pokazala je da roditelj izmenjenog segmenta, odnosno sporedni roditelj,
izolat Q (Pristupni broj X00985) pripada II podgrupi CMV (sa tacnos$¢u od 98,3% za
izolat 1-12, 98,7% za izolat 581-11, 99,0% za izolat 267-13 1 99,3% za izolat 101-08),
dok glavni roditelj, izolat 415-07, (sa tacnos$¢u od 97,1% za izolat 267-13, 99,0%, za
izolat 1-12 1 100% za izolate 101-08 1 581-11) pripada IA podgrupi. Kako pozicija u

118



setu sekvenci, tako i1 duzina izmenjenih fragmenta ukazuje da kod izolata 101-08, 581-
11, 1-12 1 267-13 fragment koji odgovara sekvenci 2a gena potice od izolata koji
pripada podgrupi IA, dok fragment koji odgovara sekvenci 2b gena potice od izolata
koji pripada II podgrupi ovog virusa. Na osnovu rezultata analize RNK 2 segmenta
koris¢enjem RDP4 programa izolati 101-08, 581-11, 1-12 i 267-13 predstavljaju
rekombinante izmedu podgrupe IA 1 II, Sto predstavlja potvrdu rezultata dobijenih
filogenetskim i RFLP analizama.

Analiza RNK 3 segmenta pokazala je da je kod izolata 540-10 doslo do izmene
fragmenta duZine 468 nt. Pocetak rekombinacije odgovarao je poziciji 590 u setu
sekvenci, koja odgovara nukleotidu koji se nalazi na poziciji 839 referentnog izolata
FNY (Pristupni broj D10538), dok je zavrSna tacka bila na poziciji 1058 u setu
sekvenci, koja odgovara nukleotidu koji se nalazi na poziciji 1859 referentnog izolata
FNY (Tabela 14). Na osnovu duZine izmenjenog fragmenta i njegove pozicije u setu
sekvenci utvrdena je izmena sekvence CP gena. Kod izolata 540-10 RDP je analiza
pokazala da roditelj izmenjenog segmenta, odnosno sporedni roditelj, izolat 1-12 (sa
tatnoS¢u od 100%) pripada II podgrupi CMV, dok glavni roditelj izmenjenog
fragmenta, izolat 650-07 (sa tacnoS¢u od 99,7%) pripada IA podgrupi. Rezultati analiza
RNK 3 segmenta ukazuju da MP gen potic¢e od izolata koji pripada IA podgrupi, a CP
gen od izolata koji pripada II podgrupi CMV. Ovi podaci pokazuju da je izolat 540-10
rekombinant izmedu IA 1 II podgrupe CMV 1 predstavlja potvrdu rezultata dobijenih

filogenetskim i RFLP analizama.
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Tabela 14. Rezultati RDP analiza sekvenci RNK 2 i 3 segmenata Cucumber mosaic virus iz Srbije na prisustvo rekombinacija
Tacka rekombinacije u setu Programi koji su

Rekoilzlz)l;;]:?ntni Ciljna RNK sekvenci Roditelji detektovali vre(?nost
Pocetna Krajnja Glavni Sporedni rekombinaciju’

101-08 RNK2 (2542201 N (287554 1 415-07 Q RGBMCS3 1,144x10%

581-11 RNK2 (2542201) (2875; 0 415-07 Q RGBMCS3 1,144x102

1-12 RNK2 (2523 1 (287554 1 415-07 Q RGBMCS3 1,144x102

267-13 RNK2 (2523 0 (287554 1 415-07 Q RGBMCS3 1,144x102

540-10 RNK3 (ggg) (}ggg) 650-07 1-12 GBMCS3 2,087x107!

! Pozicija nukleotida referentnog izolata FNY (Pristupni broj D00355-za RNK 2 segment i D10538-za RNK 3 segment) koja odgovara

tatkama rekombinacije u setu sekvenci;
2 Programi koji su pokazali da je doslo do rekombinacije: R=RDP; G=GeneConv; B=Bootscan; M=MaxChi; C=CHIMAERA; S=SisScan;
3=3SEQ. Potvucena oznaka programa predstavlja najviSu P vrednost i data je u sledecoj koloni.
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5.8. Uticaj selekcije na sekvence izolata i genske regione CMV

U cilju utvrdivanja uticaja selekcije na gene odabranih izolata CMV poreklom iz
Srbije najpre je odreden broj sinonimnih supstitucija po sinonimnom mestu (ds) i
nesinonimnih supstitucija po nesinonimnom mestu (dn), kao i njihove varijanse Var(ds)
1 Var(dn), a zatim je primenom Z testa testirana nulta hipoteza Ho: dn=ds nasuprot
alternativne hipoteze Ha: dn>ds. Dobijene ukupne prosecne vrednosti dn/ds 1 p vrednosti
za svaki od pet genskih regiona CMV, prikazane u tabeli 15, ukazale su da je broj
nesinonimnih promena bio je manji od broja sinonimnih, te je dobijena Z vrednost bila
manja od 1, a p vrednost jednaka 1. Ovakve Z i1 p vrednosti, odnosno Z<1 i p>0,05
ukazuju da na sve testirane genske regione CMV deluje negativna (,,purifying*)
selekcija. Nize Z vrednosti od -13,501 do -9,004 dobijene kod la, MP i CP gena
ukazuju da su pomenuti geni pod jakim selekcionim pritiskom, dok visa Z vrednost koja
je prisutna kod 2a i1 2b gena (-3,314 1 -4,267) ukazuje na vecu toleranciju na
aminokiselinske supstitucije. Odnos dn/ds 1 p vrednosti za svaki par sekvenci CMV za
sve testirane genske regione, dobijene primenom Z testa, testiranjem nulte hipoteze Ho:
dn=ds nasuprot alternativne hipoteze Ha: dn>ds, prikazane su u tabelama 6-10 u prilogu.
Dobijene Z vrednosti, za svaki par sekvenci kod svih analiziranih gena, manje suod 1, a
p vrednosti veca od 0,05 ukazale su da sve testirane grupe sekvenci podlezu negativnoj
selekceiji. Jedini izuzetak primecen je kada su testirane medusobno sekvence izolata 115-
08 1471-09, na osnovu analiza sekvenci CP gena, gde je Z vrednost iznosila 1,781, a p
vrednost bila manja od 0,05. Dobijena Z vrednost ove dve sekvence ukazuje da one

podleZu pozitivnoj selekciji.
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Tabela 15. Ukupna prosecna vrednost dn/ds 1 p vrednost za svaki od pet genskih
regiona CMV dobijena na osnovu ,,codon-based Z-testa selekcije testiranjem nulte
hipoteze Ho: dn=ds nasuprot alternativne hipoteze Ha: dn>ds

Gen Broj dn/ds vrednost ! p vrednost 2
sekvenci

la 15 -13,501 1,00

2a 19 -3,314 1,00

2b 19 -4,267 1,00

MP 19 -10,261 1,00

CP 44 -9,004 1,00

"Odnos dn/ds je u korelaciji sa ja¢inom selekcije gde vrednosti >1 ukazuju na pozitivhu
selekciju, pri cemu vrece vrednosti ukazuju na jaci uticaj selekcije;

2 P vrednost za svaki odnos dn/ds predstavlja nivo zna¢ajnosti Z testa. Geni koji imaju
dn/ds veéu od 1 i statisticki znac¢ajnu Z vrednost (<0,05) se smatraju da su pod uticajem
pozitivne selekcije.

5.9. Bioloska identifikacija i karakterizacija CMV

Bioloska karakterizacija izolata koji su pripadali razli¢itim molekularnim
podgrupama, utvrdenih na osnovu filogenetske analize sekvenci CP gena, obavljena je u
cilju provere moguénosti razlikovanja izolata razlic¢itih podgrupa CMV na osnovu
reakcije test biljaka. 1z IA podgrupe odabrani su izolati 449-12, 201-11, 570-11, 723-10,
670-08 1 650-07, a iz Il podgrupe izolati 581-11, 101-08 1 1-12. BioloSka karakterizacija
odabranih izolata CMV obavljena je mehani¢kim inokulacijama 33 test biljake. Sve test
biljke su uniformno reagovale na inokulaciju ispitivanim izolatima u svih pet
ponavljanja. Kod vecine test biljaka doSlo je do pojave razli€itih tipova simptoma posle
razli¢itog perioda inkubacije u zavisnosti od izolata (Tabela 16), dok odredene test

biljke nisu reagovale pojavom simptoma.
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Tabela 16. Reakcija test biljaka na mehanicke inokulacije odabranim izolatima Cucumber mosaic virus

Izolati (pripadnost odgovarajucoj podgrupi na osnovu CP gena)

Test biljke 449-12 201-11 570-11 723-10 581-11 101-08 670-08  650-07 1-12
aa aa) aa) aa) dan an aa aa an
N. glutinosa IM, K, N IM’DKL’ N, BM,K BM,UL BM,UL BM BM, K BM IMI(IK=
BM, K M
¢ ’ 5 N 5
N. tabacum ‘Banat BM BM, K RLP BM BM, HP BM, HP BM BM, HP ZBN, K
N. tabacum “Prilep’ BM BM, ZBN Iyég’ BM, HP M BM BM BM M
. , IM, K, N,

N. tabacum ‘Samsun IM, DL DL BM BM, HP BM,HP BM,HP BM BM, HP BM, PN
N. debneyii BM M, UL, K BM M, K M, K M BM M M
N. rustica M, K Hl\fi? M M, K M, K BM BM BM BM
N. benthamiana IM,UL IM,K,UL IM,UL IM,UL IM,UL M, UL UEN][)’L IM,UL IM,K
N. clevelandii IM,NL IM,DL M M M BM M M IM, NL
N. alata M M BM BM BM BM - BM 12311;/11\’1
N. sylvestris BM BM BM M BM M - BM IM, DL

: LNP, N o LNP,N  LNP,N LNP,N LNP,N o

M, K,
C. annuum ‘Dukat’ BM BM M BM BM M, K BM M
DL, NL
> 4

8. lycopersicum *San BM M, K M BM M ™M M, K, ™M ™M
Pjer DL
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S. nigrum BM M, K BM BM BM BM BM BM M

IM,DL, IM,K, N,

Physalis floridana BM UL DL BM BM M IM, K M M
Gomphrena globosa LNP LNP LNP LNP LNP - - LNP -
il R BM, UL, BM, UL, BM,UL, BM,UL, BM, BM,
C. sativus ‘Delikates BM NL BM NL NL NL UL.NL UL, NL BM
] , BM, UL, BM, UL, BM,UL, BM,UL, BM, BM,
C. melo ‘Ananas BM NL BM NL NL NL UL.NL UL, NL BM
C. lanatus ‘Sugar BM,
baby’ 7BN BM BM - BM - _ BM _
ATt s IM, UL, 1IM, UL, IM, HP, IM, HP, IM, HP, IM, HP,
C. pepo ‘Olivija LNPk TP M UL UL UL BM UL IM, UL
ATt IM, UL, 1IM, UL, BM, IM, HP, IM, HP, IM, HP,
C. pepo ‘Olinka LNPk Hp M 7BN UL UL IM, UL UL IM, UL
C. pepo ‘Ezra F1° IM, UL IM, LNPk M M BM M LINI\%k IM,UL IM,UL
C. pepo 'Beogradska’ BM BM IM IM IM - BM, UL M -
C. pepo ‘Zucchini’ BM BM IM IM BM BM - IM -

Legenda: LHP=lokalne hloroti¢ne pege; LNP=lokalne nekroti¢ne pege; LNPk=lokalne nekroti¢ne pege na kotiledonim listovima;
BM=blag mozaik; IM=izraZzeni mozaik; PN=prosvetljavanje nerava; K=klobucavost; N=nitavost; Kr=krzljavost; HP=hloroti¢ne
pege; UL=uvijanje listova; NL=nekroza lista; DL=deformacije lista; ZBN=zadrZavanje zelene boje oko nerava; RLP=redukcija lisne

povrsine; - = bez simptoma.
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Biljke Nicotiana glutinosa reagovale su pojavom simptoma sedam do 10 dana
po inokulaciji kod svih ispitivanih izolata. Izolati 650-07 (Slika 54) 1 101-08 izazvali su
pojavu simptoma u vidu blagog mozaika koji je zabelezen i za izolate 570-11 i 670-08,
ali kod kojih je primecena i klobucavost lista. Pojava blagog mozaika prac¢ena uvijanjem
lista bila je karakteristicna za izolate 723-10 (Slika 55) 1 581-11. Izolati 201-11, 1-12 1
449-12 doveli su do pojave simptoma u vidu izrazenog mozaika koji je bio pracen
deformacijama lisne povrSine u vidu klobuc€avosti i nitavosti (Slike 56, 57, 58 1 59).

Osam od devet izolata na biljkama Nicotiana tabacum ‘Banat’ izazvalo je
simptome blagog mozaika. Pored blagog mozaika, izolat 201-11 izazvao je i pojavu
klobucavosti lista (Slika 60), dok je izolat 570-11 pored klobucavosti izazvao i
redukciju lisne povrsine. Izolati 581-11, 101-08 i 650-07 su pored blagog mozaika
izazvali 1 hloroticno proSaravanje lisne povrSine. Izolat 1-12 jedini je izazvao
intenzivnije simptome pri ¢emu su zabeleZeni simptomi u vidu izrazenog mozaika,
zadrzavanje zelene boje oko nerava i klobucavosti lista. Pojava simptoma uocavana je
sedam do 14 dana po inokulaciji §to je uglavnom zavisilo od vremenskih uslova i
perioda u kojem su vrSene inokulacije.

Svi izolati izazvali su pojavu mozaika na biljkama Nicotiana tabacum ‘Prilep’
osam do 15 dana po inokulaciji. Pojavu blagog mozaika izazvali su izolati 449-12, 101-
08, 670-08 1 650-07, kao 1 izolati 201-11 1 723-10 koji su dodatno izazvali zadrzavanje
zelene boje oko nerava, odnosno hloroti¢no proSaravanje lista. Izolati 581-11, 1-12 1
570-11 dovodili su do pojave izraZenog mozaika. Pored mozaika, izolat 570-11 izazvao
je klobucavost lista (Slika 61) i simptome u vidu zadrZavanja zelene boje oko nerava.

Svi izolati izazvali su pojavu mozaika na biljkama Nicotiana tabacum ‘Samsun’
osam do 14 dana po inokulaciji. Izolat 449-12 izazvao je pojavu izraZzenog mozaika i
deformaciju lisne povrsine (Slika 62), dok je izolat 201-11 jos dodatno izazvao nitavost
1 klobuc¢avost lista. Pojavu blagog mozaika izazvali su izolati 670-08 (Slika 63) 1 570-
11, a kod izolata 723-10, 581-11, 101-08 1 650-07 konstatovana je pojava i hloroti¢nih
pega na neinokulisanom li§¢u. Izolat 1-12 izazvao je pojavu blagog mozaika i pojavu
simptoma u vidu prosvetljavanja nerava.

Biljke Nicotiana debneyii reagovale pojavom mozaika sedam dana po
inokulaciji kod svih ispitivanih izolata. IzraZzen mozaik izazvali su izolati 201-11, 723-

10, 581-11, 101-08, 650-07 1 1-12, dok su izolati 449-12, 570-11 1 670-08 dovodili do
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pojave blagog mozaika. Izolat 723-10 je pored mozaika izazvao i1 klobucavost lista, a
izolat 201-11 i uvijenost lista (Slika 64).

Simptome tipa mozaika na biljkama Nicotiana rustica izazvali su svi odabrani
izolati CMV sedam do 15 dana po inokulaciji. Izolati 449-12, 201-11, 570-11, 723-10 i
581-11 (Slika 65) izazvali su izrazen mozaik koji je kod svih izolata bio pracen
deformacijama u vidu klobucavosti lista sem kod izolata 570-11, dok je izolat 201-11
izazvao jos i redukciju lisne povrsine. Pojavu blagog mozaika izazvali su izolati 101-08
670-08, 650-071 1-12.

Vedina ispitivanih izolata (osam od devet) izazvalo je na Nicotiana benthamiana
pojavu izrazenog mozaika 1 uvijenost lista. Uvijenost lista jedino nije uspeo da izazove
izolat 1-12. Od ovih osam izolata, 201-11 1 1-12 (Slika 66) izazvali su i1 klobucavost
lista. Simptome blagog mozaika koji je bio pracen deformacijama i uvijenoscu lista
izazvao je samo izolat 670-08. Pojava simptoma uocena je od devetog do 15 dana po
inokulaciji.

Biljke Nicotiana clevelandii reagovale su pojavom mozaika osam do 14 dana po
inokulaciji. Izrazen mozaik izazvali su izolati 570-11, 723-10, 581-11 1 650-07. Izrazen
mozaik pra¢en nekrozom ili deformacijama lisne povrSine bio je karakteristican za
izolate 449-12 1 1-12, odnosno izolat 201-11 (Slika 67). Izolat 101-08 je jedini izazvao
simptome blagog mozaika.

Na biljkama Nicotiana alata izolati su se ponasali razliito. Od svih ispitivanih
izolata , izolat 670-08 nije izazvao pojavu simptoma 30 dana po inokulaciji. Izolati 449-
121201-11 izazvali su simptome izrazenog mozaika, dok je Sest izolata (650-07, 101-08
(Slika 68), 723-10, 570-11, 581-11, 1-12) izazvalo pojavu blagog mozaika od osmog do
16 dana po inokulaciji. Na biljkama N. alata pored blagog mozaika uoceno je 1
zadrZavanje zelene boje oko nerava koje je izazvao izolat 1-12.

Simptomi u vidu mozaika na biljkama Nicotiana sylvestris uoceni su Sestog do
devetog dana po inokulaciji kod osam ispitivanih izolata, dok izolat 670-08 nije izazvao
pojavu simptoma 30 dana po inokulaciji. 1zolati 723-10 1 101-08 izazvali su izrazen
mozaik, a izolat 1-12 je dodatno izazvao i deformisanost lisne povrSine. Ostali izolati
izazvali su pojavu blagog mozaika na N. sylvestris.

Nakon inokulacija ispitivanim izolatima, biljke roda Chenopodium reagovale su

pojavom lokalnih nekroticnih pega, medutim utvrdena je razlika u reakcijama kako
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izmedu ispitivanih izolata, tako 1 izmedu testiranih biljnih vrsta. Na biljkama C.
amaranticolor (Slika 69), C. quinoa (Slika 70) 1 C. murale svi ispitivani izolati izazvali
su pojavu lokalnih hloroti¢nih, a kasnije i nekroti¢nih pega koje su se ispoljile tri do
Cetiri dana po inokulaciji. Simptomi lokalnih hloroti¢nih i nekroticnih pega praceni
deformacijama u vidu nitavosti lista na biljkama C. foetidum javljali su se nakon Sestog
dana po inokulaciji izolatima 449-12, 201-11, 723-10, 581-11, 101-08 (Slika 71), 670-
08 1 1-12. Pored deformacija u vidu nitavosti lista, izolati 201-11 (Slika 72) i 1-12 su
izazvali 1 krzljavost biljka koja se javila nakon 12 dana po inokulaciji. Izolati 570-11 i
650-07 nisu izazvali pojavu simptoma na C. foetidum.

Capsicum annuum ‘Dukat’ reagovala je pojavom blagog (izolati 449-12, 570-11,
581-11, 101-08 i 650-07) ili izrazenog mozaika (201-11, 723-10, 670-08 i 1-12) od 10
dana po inokulaciji. Izrazen mozaik pracen klobucavoscu lista izazvao je izolat 670-08
(Slika 73), dok je izolat 201-11 (Slika 74) izazvao i deformacije i nekrozu lista.

Biljke Solanum lycopersicum ‘San Pjer’ reagovale su pojavom sistemicnih
simptoma 10 dana po inokulaciji u vidu izrazenog mozaika kod svih izolata, izuzev 449-
12 1 723-10 koji su izazvali blag mozaik. Osim izraZenog mozaika izolat, 201-11
izazvao je i klobucavost lista paradajza, dok je izolat 670-08 pored klobucavosti izazvao
1 deformacije lisne povrsine (Slika75).

Izolati 201-11 1 1-12 izazvali su simptome izraZenog mozaika na Solanum
nigrum koji je kod izolata 201-11 bio pracen blagom klobucavoscu lis¢a, dok su svi
ostali izolati izazvali simptome blagog mozaika (Slika 76) devet do 14 dana po
inokulaciji.

Physalis floridana reagovala je pojavom blagog mozaika nakon inokulacija
izolatima 449-12, 723-10 1 581-11. Izrazen mozaik bio je zastupljen kod ostalih Sest
izolata, s tim §to je izolat 201-11 izazvao i deformacije i uvijenost lista, izolat 570-11
deformacije, nitavost i klobucavost lista (Slika 77), a izolat 670-08 klobucavost lista.
Pojava simptoma uocavala se 10 do 13 dana po inokulaciji.

Gomphrena globosa reagovala je pojavom lokalnih nekroti¢nih pega 11 dana po
inokulaciji (Slika 78) kod Sest ispitivanih izolata, dok izolati 101-08, 670-08 i 1-12 nisu
izazvali pojavu simptoma ni 30 dana po inokulaciji.

Biljke Cucumis sativus ‘Delikates’ 1 Cucumis melo ‘Ananas’ reagovale su

pojavom blagog mozaika kod svih ispitivanih izolata (Slike 79 1 80). Pored toga izolati
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201-11, 723-10, 581-11 (Slika 81), 101-08, 670-08, 650-07 izazvali su nekrozu i
uvijenost lista koja se javljala petog do 10 dana po inokulaciji.

Pet od devet ispitivanih izolata izazvalo je pojavu blagog mozaika 14 do 18 dana
po inokulaciji na biljkama Citrullus lanatus ‘Sugar baby’. Pored toga, izolat 449-12
izazvao je i zadrzavanje zelene boje oko nerava. Izolati 723-10, 101-08, 670-08 1 1-12
nisu doveli do reakcija na test biljkama.

Reakcija biljaka Cucurbita pepo ‘Olinka’ na mehanicke inokulacije ispitivanim
izolatima bila je slicna kod vecine ispitivanih izolata i manifestovala se pojavom
izrazenog mozaika (Slika 82) 12 dana po inokulaciji. Pored mozaika, kod vecine izolata
javljale su se lokalne nekroticne ili sistemicne hloroti¢ne pege, kao i uvijenosti lista.
Izolat 723-10 bio je izuzetak i doveo je do pojave blagog mozaika praéenog
zadrzavanjem zelene boje oko nerava.

Biljke Cucurbita pepo ‘Olivija’ reagovale su pojavom izrazenog mozaika kod
osam odabranih izolata, dok je izolat 670-08 izazvao blagi mozaik sedam dana po
inokulaciji. Pored izrazenog mozaika, izolati 201-11, 723-10, 581-11, 101-08 i 650-07
izazvali su 1 pojavu sistemi¢nih simptoma u vidu uvijenosti lista 1 hloroticne pegavosti
10 do 16 dana po inokulaciji. Jedino je izolat 449-12 doveo do pojave lokalnih
hloroti¢nih pega na kotiledonim listovima koji su se javile sedam dana po inokulaciji.
Nakon inokulacija sa izolatom 1-12 pored izrazenog mozaika dolazilo je 1 do uvijenosti
lis¢a (Slika 83).

Biljke Cucurbita pepo ‘Ezra F1’ uglavom su reagovale pojavom izraZenog
mozaka, dok je blagi mozaik zabeleZen jedino kod izolata 581-11 sedmog dana po
inokulaciji. Izolati 449-12, 650-07 1 1-12 i1zazvali su 1 uvijenost lista, a izolati 201-11 1
670-08 nektoti¢ne pege na kotiledonim listovima.

Kod biljaka Cucurbita pepo ‘Beogradska’ i Cucurbita pepo ‘Zucchini’ doslo je
do pojave sistemi¢nih simptoma u vidu blagog mozaika (izolati 449-12 1 201-11) ili
izrazenog mozaika (izolati 570-11, 723-10 1 650-07 (Slika 84)) osam dana po
inokulaciji. Izuzetak je bio izolat 581-11 koji je izazvao mozaik razliCitog intenzizeta,
na C. pepo ‘Beogradska’ izraZzen, a na C. pepo ‘Zucchini’ blagi mozaik. Izolat 101-08
izazvao je blagi mozaik na C. pepo ‘Zucchini’, dok nije uspeo da zarazi C. pepo
‘Beogradska’. Za razliku od izolata 101-08, izolat 670-08 izazvao je blagi mozaik i

uvijenost lista na C. pepo ‘Beogradska’ dok nije uspeo da zarazi C. pepo ‘Zucchini’.
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Izolat 650-07 je izazvao 1 uvijenost lista na C. pepo ‘Beogradska’, dok se izolat 1-12
najviSe razlikovao od ostalih jer nije izazvao pojavu simptoma ni posle 30 dana po
inokulaciji test biljaka.

Na test biljkama Datura metel, Datura stramonium, Petunia X hybrida,
Phaseolus vulgaris ‘PoboljSani gradiStanac’, Pisum sativum ‘Mali provansalac’, nije
doslo do pojave simptoma do 30 dana po inokulaciji ni sa jednim od ispitivanih izolata.

Svi rezultati dobijeni primenom biotesta potvrdeni su primenom seroloske
metode detekcije, DAS-ELISA testa. U svim koriS¢enim test biljkama, koje su na
inokulacije ispitivanim izolatom CMV reagovale pojavom simptoma, potvrdeno je

prisustvo CMV, odnosno, kod biljka bez simptoma nije utvrdeno prisustvo CMV.

Slika 54. Izolat 650-07: Blagi mozaik na Slika 585. Izolat 723-10: Blagi mozaik i
liS¢u Nicotiana glutinosa uvijenost liS¢a Nicotiana glutinosa

} ’ '
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Slika 56. Izolat 201-11: Izraien mozaik 1 Slika 57. Izolat 449-12: IzraZzeni mozaik
deformacije na listu Nicotiana glutinosa na lis¢u Nicotiana glutinosa
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Slika 58. 1zolat 1-12: Izrazeni mozaik 1
klobucavost na listu Nicotiana glutinosa

Slika 60. Izolat 201-11: Blagi mozaik i
klobucavost na listu Nicotiana tabacum
‘Banat’

Slika 62. Izolat 449-12: [zrazeni mozaik 1
deformacije na liS¢u Nicotiana tabacum
‘Samsun’

Slika 59. Izolat 1-12: Izrazeni mozaik,
klobucavost i1 nitavost na liS¢u Nicotiana
glutinosa

Slika 61. Izolat 570-11: Izrazeni mozaik,
1 klobucavost na liS¢u Nicotiana tabacum
‘Prilep’

Slika 63. Izolat 670-08: Blagi mozaik na
lis¢u Nicotiana tabacum ‘Samsun’
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Slika 64. Izolat 201-11: Izrazeni mozaik,
klobuc¢avost i uvijenost lis¢a Nicotiana
debneyii

Slika 65. Izolat 581-11: IzraZzeni mozaik i
deformacije na liS¢u Nicotiana rustica

i
Slika 66. Izolat 1-12: Izrazeni mozaik i Slika 67. Izolat 201-11: Izrazeni mozaik,
klobucavost na lis¢u Nicotiana deformacije 1 uvijenost lis¢a Nicotiana

benthamiana clevelandii

" AT

Slika 69. Izolat 581-11: Lokalne
nekroti¢ne pege na listu Chenopodium
amaranticolor

Slika 68. 1zolat 101-08: Blagi mozaik na
lis¢u Nicotiana alata
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Slika 70. Izolat 650-07: Lokalne Slika 71. Izolat 101-08: Lokalne
nekroti¢ne pege na listu Chenopodium nekroti¢ne pege na listu Chenopodium
quinoa Jfoetidum

Slika 72. Izolat 201-11: Nitavost na liScu  Slika 73. Izolat 670-08: Izrazeni mozaik,
Chenopodium foetidum deformacije i klobucavost na lis¢u
Capsicum annuum‘Dukat’

Slika 74. Izolat 201-11: Nekroza na listu Slika 75. Izolat 670-08: Izrazeni mozaik 1

Capsicum annuum ‘Dukat’ klobucavost na lis¢u Solanum
lycopersicum ‘San Pjer’

132



Slika 76. Izolat 449-12: Blagi mozaik na  Slika 77. Izolat 570-11: IzraZeni mozaik,
lis¢u Solanum nigrum deformacije, klobucavost i nitavost na
li8¢u Physalis floridana

Slika 78. Izolat 723-10: Lokalne
nekroti¢ne pege na listu Gomphrena

globosa

Slika 79. Izolat 449-12: Blagi mozaik na
listu Cucumis sativus ‘Delikates’

Slika 80. Izolat 670-08: Blagi mozaik i Slika 81. Izolat 581-11: Blagi mozaik 1
uvijenost lista Cucumis melo ‘Ananas’ uvijenost lis¢a Cucumis sativus ‘Delikates’
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Slika 82. Izolat 570-11: Iraieni mozaik Slika 83. Izolat 1-12: IzraZeni mozaik i
na listu Cucurbita pepo ‘Olinka’ ~uvijenost lista Cucurbita pepo “Olivija’

Slika 84 Izlat 650-07: Izrazeni mozaik 1
uvijenost lis¢a Cucurbita pepo ‘Beogradska’

5.10. Molekularna detekcija, identifikacija i karakterizacija satRNK

Prisustvo satRNK proveravano je u uzorcima koji su prethodno odabrani za
molekularnu analizu CMV: 415-07, 115-08, 151-08, 171-08, 270-09, 230-10, 201-11,
500-10, 242-09, 514-11, 570-11, 283-12, 449-12, 473-12, 610-11, 286-12, 163-08, 674-
11, 717-11, 720-11, 280-12, 477-07, 598-07, 542-08, 471-09, 723-10, 581-11, 581p-11,
746-07, 101-08, 670-08, 207-09, 647-10, 533-2-11, AR1-12, 650-07, 702-07, 202-08,
267-13, 1-12, 52-13, 540-10, 79-13 1 58-12.

5.10.1. Detekcija satRNK

Provera prisustva satRNK u ispitivanim izolatima CMV obavljeno je primenom
,One-step RT-PCR metode uz koriS¢enje prajmera CMVsat-fwd/CMVsat-rev koji
omogucavaju amplifikaciju fragmenta veli¢ine od 334 do 390 bp, a koji obuhvata celu

satRNK. Od ukupno 44 testiranih izolata CMV iz Srbije prisustvo satRNK detektovano
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je kod izolata 101-08 1 AR1-12 iz paradajza i 1-12 iz Peperomia tuisana poredenjem
amplifikovanih fragmenata testiranih uzoraka sa koriS¢enim markerom (M) (Slika 85).
Do amplifikacije nije doslo u ostalim testiranim uzorcima kao i u negativnoj kontoli

(PCR smesa sa RNase free vodom).

CMVsat-fwd/CM Vsat-rev

Slika 85. Vizuelizacija amplikona satRNK gena u 1% agaroznom gelu dobijenih
kori$¢enjem prajmera CMVsat-fwd/CMVsat-rev. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder,
Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 1-12 iz Peperomia tuisana;
2-izolat 101-08 iz Solanum lycopersicum; 3-izolat AR1-12 iz Solanum lycopersicum; B-

negativna kontrola-PCR mix sa molekularnom vodom.

5.10.2. Identifikacija satRNK

Sekvenciranjem fragmenta amplifikovanih koris¢enjem odgovarajucih prajmera
dobijene su sekvence satRNK izolata 101-08, AR1-12 1 1-12 koje ¢e u daljem tekstu biti
oznacene kao 101-08-satRNA, AR1-12-satRNA i 1-12-satRNA. Sekvence satRNK su
potom deponovane u GenBank bazu podataka gde su dobili pristupne brojeve.
Sekvencama 101-08-satRNA i ARI-12-satRNA iz paradajza dodeljeni su pristupni
brojevi KT270486, odnosno KM358138, a sekvenci 1-12-satRNA iz Peperomia tuisana
pristupni broj KT270485. Dobijene sekvence uporedene su medusobno kao i sa
sekvencama drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka primenom MEGA
softvera verzija 5.0.

Medusobna nukleotidna (nt) slicnost tri satRNK poreklom iz Srbije, ¢ije su

sekvence trimovane na duzinu od 326 nt koja odgovara duzini najkrace sekvence (1-12-
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satRNA), iznosila je od 88,9 do 97,0% (10 do 30 nt razlike). Izolat AR1-12-satRNA
razlikuje se u 10 nukleotida (97,0% nt slicnost) od izolata 101-08-satRNA, odnosno u
27 nukleotida (89,9% nt sli¢nost) od izolata 1-12-satRNA. Izolati 101-08-satRNA i 1-
12-satRNA medusobno se razlikuju u 30 nukleotida (88,9%).

BLAST analiza pokazala je 86 do 98% nt slicnosti ispitivanih izolata sa
sekvencama CMV-satRNK iz drugih delova sveta. Stepen najviSe nt sli¢nosti svakog
ispitivanog izolata odreden je poredenjem sekvence odabranog izolata sa sekvencama
koje su u BLAST analizi pokazale najveci stepen sli¢nosti koris¢enjem MEGA softvera
verzija 5.0. Izolati AR1-12-satRNA i 101-08-satRNA najvecu nt sli¢nost pokazali su sa
izolatom iz Italije (X86410 odnosno X86419) od 97,1% odnosno 97,9%, dok je izolat 1-
12-satRNA najveéu nt sliénost od 94,3% pokazao sa izolatom iz Spanije (Z75870).
Prisustvo satRNA nije zavisilo od grupisanja izolata CMV u odgovaraju¢u podgrupu na
osnovu CP gena. Tako je satRNA detektovana u izolatu AR1-12-satRNA iz podgrupe
IA, koji je samo analiziran na osnovu CP gena i u rekombinantnim izolatima 101-08-

satRNA i 1-12-satRNA.

5.10.3. Filogenetska analiza satRNK

Sekvence satRNK tri izolata CMV poreklom iz Srbije 1 36 sekvenci satRNK
odabranih izolata iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka (Tabela 5)
odabrane su za filogenetsku analizu. Odabrane sekvence CMV-satRNK su zatim
skracene na duZinu najkrace sekvence od 326 nt po izolatu 1-12-satRNA, nakon cega je
rekonstruisano filogenetsko stablo Maximum parsimony metodom implementiranom u
okviru MEGA softvera verzija 5.0. Konsenzus stablo prikazano na slici 86, dobijeno od
64 generisanih stabala, pokazalo je izdvajanje izolata satRNK u tri grupe (A, B 1 C).
Ovakva podela podrzana je visokim ,,bootstrap* vrednostima od 100% za B i C grupu,
dok je za grupu A iznosila 50%. Izolati 101-08-satRNA i AR1-12-satRNA iz paradajza
poreklom iz Srbije grupisali se u okviru grupe B u kojoj se nalaze svi izolati koji
pripadaju nekrogenom (necrogenic) soju satRNK i poseduju ,,konsenzus* sekvencu
GA-GCUAAGGCUUA---UGCUAUGCUGAU koja je odgovorana za pojavu nekroze
kod biljaka paradajza. Izolat 1-12-satRNA iz P. tuisana poreklom iz Srbije grupisao se
u okviru grupe A. U okviru grupa A i C nalaze izolati koji nemaju ,konsenzus*

sekvencu koja je odgovorana za pojavu nekroze i pripadaju grupi obi¢nih (,,ne
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nekrogenih®, non necrogenic) ili blagih (benign) sojeva. Pojava intenzivnijih simptoma
hloroze na duvanu i paradajzu povezana je sa ,,chlorosis-inducing domains* odnosno
,konsenzus® sekvencom CCUUUCGAGGU. Ova ,konsenzus“ sekvenca nije
detektovana ni kod jednog izolata satRNK iz Srbije. Ukupni nukleotidni diverzitet
sekvenci satRNK u stablu bio je 0,098+0,012, dok su unutargrupni diverziteti iznosili
0,032+0,004 za grupu B, 0,0062+0,011 za grupu A i 0,071+0,023 za podgrupu C.
Medugrupna variranja izmedu ovih grupa iznosila su od 0,120+0,019 do 0,205+0,030.

To79 Italija X86417
FG Hrvatska X89004
T27 Italija X86419
T8 Italija X86420
T18 Italija X86708
F2 Hrvatska X89003
SD Kina D89673
T2 Italija X86410
T7 Italija X86411
Té6 Italija X864 14
T16 Italija X86413
PG Italija X86426 B
T12 Italija X86416
TOS0 Italija X86421
98 [ 1001 TO77 Italija X86422,
1]990/21 1 Spanija Z75880

o To/
*{ Hrvatska DQ839133
101-08-satRNA Solanum Iycopersicum
100 T59 Itall a X86423
—| E CE Italija X86
100 T57 Itah]a X86418
— POSA4 Sirija AB448702

——— AR1-1Z-satRNA Solanum Iycopersicum
Y Japan D00542 PR

1-12-satRNA Peperomia hiisand
NG71 Italija X86424

100

100

0
100

nekrogeni (necrogenic)

100

Sb-WI SAD KC415034
I-WI SAD JF834526
E Japan M20844
CAS Brazil AF172648 A
50 T4 Ttalija X86415
TS Itg]jlja{ta)]gjﬁ%%%@wg obi¢ni (non necrogenic)
T22 Italija X86412

T8A Italija X86408
N1-02-satRNA SAD JF918972 9

100 OY2 Japan M20845 C
100 TFN Italija X65455
100 = D27-CARNA-5 SAD U31661 )

5

50

100

Slika 86. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci 39 izolata
CMV-satRNK duzine 326 nt korisS¢enjem MEGA 5.0 Maximum parsimony metode sa
nwbootstrap® analizom u 1000 ponavljanja gde su ,bootstrap® vrednosti (>50%)
prikazane pored odgovaraju¢ih grana. Izolati iz Srbije koji pripadaju nekrogenoj
(necrogenic) podgrupi su obojeni bordom, a izolati koji pripadaju obicnoj (non

necrogenic) podgrupi zelenom bojom.
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6. DISKUSIJA

Biljni virusi predstavljaju jedan od ogranicavajuc¢ih faktora u proizvodnji
mnogih gajenih biljaka Sirom sveta jer dovode do velikih ekonomskih gubitaka (Van
den Bosch et al., 2006). ProuCavanja koja se odnose na geneticki diverzitet i moguce
izvore varijacije u okviru populacije virusa imaju znacaj za bolje razumevanje
evolutivnih mehanizama koji uticu na varijabilnost. Glavni izvori varijabilnosti biljnih
virusa su mutacije, rekombinacije i1 pseudorekombinacije, odnosno reasortment.
Pomenuti procesi mogu da dovedu do velikih fenotipskih promena u populaciji biljnih
virusa (Garcia-Arenal et al., 2001; Bonnet et al., 2005). Ove promene mogu da budu
naroCito znacajne prilikom selekcije na otpornost, jer mogu znacajno ili potpuno da
smanje efikasnost koriS¢enja, do tada, otpornih sorti/hibrida (Garcia-Arenal and
McDonald, 2003).

Prvi podaci o genetickoj varijabilnosti biljnih virusa datiraju jo§ od 1926. godine
(McKinney, 1935, loc. cit. Garcia-Arenal et al., 2001), dok su prva proucavanja
razmene genetickog materijala usledila znatno kasnije (Donis-Keller et al., 1981).
Tokom poslednjih 25 godina poraslo je interesovanje za proucavanje strukture
populacije biljnih virusa, odnosno mehanizama koji dovode do promena u prirodnim
populacijama 1 Sirenju ovih patogena, o cemu svedoce mnoge publikacije Sirom sveta
(Garcia-Arenal et al., 2001; Moreno et al., 2004; Seo et al., 2009b; Kaye et al.,
2011). Iako je prosSlo viSe decenija od prvih proucavanja, za sada su rezultati
proucavanja populacije virusa viSe deskriptivnog karaktera (Roossinck, 2003) i
zasnivaju se na filogenetskim, odnosno taksonomskim analizama. Medutim, za pojedine
viruse poput Tomato spotted wilt virus (TSWV) (Tsompana et al., 2005; Kaye et al.,
2011), Watermelon mosaic virus (WMV) (Moreno et al., 2004), Potato virus Y (PVY)
(Ogawa et al., 2008), Soybean mosaic virus SMV (Seo et al., 2009b), Rice stripe virus
(RSV) (Wei et al., 2009) 1 Cucumber mosaic virus (CMV) (Fraile et al., 1997; Lin et
al., 2003, 2004; Moury et al., 2004; Bonnet et al., 2005; Liu et al., 2009; Nouri et al.,
2014), struktura populacije je mnogo bolje okarakterisana na osnovu nukleinskih
sekvenci 1 danas raspolozivih statistiCkih metoda za analizu sekvenci.

CMV se pokazao kao idealan model za proucavanje evolucije RNK virusa zbog
brzih evolutivnih promena koje su prisutne u prirodnoj populaciji i koje negativno uticu

na poljoprivredu (Roossinck, 2003), ali i zbog prisustva satelitne RNK (satRNK) koja
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je Cest pratilac ovog virusa (Garcia-Arenal et al., 2001) i koja naj¢esc¢e dovodi do jos
vecih Steta. Podaci dobijeni proucavanjem populacije CMV poreklom iz razli¢itih
regiona sveta ukazali su na varijabilnost geneticke strukture populacije ovog virusa
(Gallitelli, 2000; Garcia-Arenal et al., 2001; Lin et al., 2003). Velika varijabilnost
geneticke strukture populacije ovog virusa kao posledicu moze imati nastanak novih
fenotipova koji mogu da ugroze efikasnost, pre svega, otpornih sorti kao najefikasnije
mere kontrole, zbog Cega je bitno pratiti promene u populaciji virusa nastale kroz
procese mutacija, rekombinacija i pseudorekombinacija. Podizanje nivoa rezistentnosti
biljaka domacina predstavlja najznacajniji korak ka efikasnoj kontroli biljnih virusa, a
selekcija na otpornost se zasniva na poznavanju prevalentnih i agresivnih haplotipova u

populaciji odredenog virusa u nekom regionu.

6.1. Simptomi CMYV na prirodno zaraZenim biljkama

Na biljkama paradajza, u kojima je dokazano prisustvo CMV primenom DAS-
ELISA testa i koje su odabrane za dalje analize, zabeleZeni su simptomi kako na listu i
stablu, tako 1 peteljci ploda 1 plodovima. Na mladom li§¢u zabeleZeni su uglavnom
simptomi u vidu hloroze i blagog mozaika, a usled ranih infekcija pojedine biljke su
zbog skracenja internodija dobijale zbunolik izgled ¢esto pracen zaostajanjem u porastu.
Simptomi mozaika bili su Cesto prac¢eni deformacijom liske u manjem ili ve¢em stepenu
1 pojavom klobucavosti. Kod pojedinih biljaka zabeleZena je i nitavost (vrbolikost),
jedan od karakteristi¢nih simptoma CMV, koja nastaje redukcijom medunervalnog tkiva
lista. Na peteljkama ploda uocena je nekroza u vidu tamnosmedih traka, dok je kod
plodova zabeleZeno neravnomerno sazrevanje i pojava proSaravanja. Na zarazenim
plodovima koji su najces¢e bili deformisani uocavale su se pege ili koncentri¢ni
prstenovi crvene boje. Takode, nekroti¢na proSaravanja i deformisanost zabelezeni su i
na zelenim plodovima. Plodovi kod kojih su bili primeceni ovakvi tipovi simptoma
gubili su svaku trziSnu vrednost, $to je u saglasnosti sa navodima Zitter and Murphy
(2009) i Nikoli¢ i sar. (2012). Prema Zitter and Murphy (2009) tip i intezitet
simptoma zavise od sorte paradajza, virulentnosti soja virusa, uslova sredine, kao i od
toga da li se biljke gaje na otvorenom ili u zaSti¢enom prostoru. Posto su biljke sa
simptomima sakupljane u razli¢itim fazama razvoja, pretpostavka je da je variranje

simptoma zavisilo 1 od fenofaze biljke u momentu infekcije (Zitter and Murphy,
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2009). Osim toga, na intezitet simptoma moze uticati i satRNK c¢ije prisustvo u velikom
broju slucaja ima katastrofalne posledice po proizvodnju, pre svega na proizvodnju
paradajza, ali i paprike i tikava (Skori¢ et al., 1996; Garcia-Arenal and Palukaitis,
1999; Garcia-Arenal et al., 2000; Luis-Arteaga et al., 1998; Jorda et al., 1992).
Prisustvo satRNK kod pojedinih izolata CMV poreklom iz paradajza progresivno je
pojacalo simptome prouzrokovane ovim virusom i u Srbiji.

Virus mozaika krastavca jedan je od najznacajnijih virusa paprike u Srbiji
(Milosevi¢, 2013). Simptomi oboljenja koje ovaj virus prouzrokuje bili su veoma
izrazeni na svim nadzemnim organima biljke. Stepen njihove izrazenosti zavisi od
osetljivosti sorti paprike, virulentnosti soja virusa, starosti biljke i uslova sredine
(Mijatovié¢ i sar., 2007; Petrovi¢ i sar., 2010a; MiloSevié, 2013; MiloSevi¢ i sar.,
2013). Pored razlicitih tipova mozaika, od blagog do izrazenog, na biljkama paprike u
kojima je potvrden CMV 1 koje su odabrane za dalje analize, zabelezeni su i simptomi
kao Sto su deformacije, blaga klobucavost, nitavost i nekroti¢no proSaravanje lista. Do
nekroze lista uglavnom je dolazilo u kasnijim fazama razvoja mozai¢nih Sara i pega, a
osim simptoma na listovima primecena je 1 nekroza lisnih peteljki i1 stabla paprike.
Prema Petrovié i sar. (2010a, 2010b) u pocetnim fazama razvoja bolesti, na listovima
se prvo javlja slab do izraZzen mozaik, dok se u kasnijim fazama javljaju hloroti¢ne pege
nepravilnog oblika. Kod pojedinih zarazenih biljaka zabeleZeno je skracenje internodija
Sto je rezultiralo pojavom Zbunolikog izgleda, a usled zaostajanja zarazenih biljaka u
porastu dolazilo je i do pojave krZljavosti. Cvetovi zarazenih biljaka, obi¢no ostaju
neoplodeni, a ako se plod i formira on je deformisan i sa nekrozom povrsinskog tkiva.
Cesto dolazi i do neravnomernog sazrevanja tako da su plodovi bez trzigne vrednosti.

Simptomi koje CMV prouzrokuje na biljkama duvana su raznovrsni i zavise
kako od sorte duvana, tako i od soja virusa. Takode, na ispoljavanje simptoma uticu i
uslovi spoljasnje sredine (Gooding, 1991). Na biljkama duvana, koje su odabrane za
dalje analize zabelezeni su simptomi u vidu slabog do izrazenog mozaika, deformacija
lisne povrsine, klobucavosti pracene suzavanjem liske, kao i1 zaostajanje u porastu.
Ovakve simptome zabelezili su i1 drugi autori (Gooding, 1991; Mayunga and
Kapooria, 2003; Dekic i sar., 2008b).

Na biljkama iz familije Cucurbitaceae konstatovane su raznovrsne morfoloske 1

hromatske promena na listovima i plodovima. Na biljkama odabranim u okviru ove
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disertacije zabelezeni su simptomi blagog do veoma izrazenog mozaika, hloroze lisnih
nerava pra¢ene nekrozom listova, klobucavost lista, zadrzavanje zelene boje oko nerava,
naboranost lista, blaga do izrazena deformisanost lisne povrsine koja je kod pojedinih
biljaka dovodila do gubitka prepoznatljivog oblika liske, dok je suzavanje lisnih nerava
dovelo do redukcije lisne povrSine. Kod pojedinih biljaka uoceni su i deformisani
plodovi sa simptomima bradavicastih izraStaja. Svi navedeni simptomi u saglasnosti su
sa opisima simptoma drugih autora (Zitter et al,. 1996; Desbiez and Lecoq, 1997;
Dukié et al., 2001; Krsti¢ et al., 2002; Wang et al., 2002; Tobias and Tulipan, 2002;
Vucurovi¢ i sar., 2008; Vucurovi¢ i sar., 2011). U ranijim fazama razvoja biljke
zaraza se ispoljavala uvijanjem liS¢a, mozaikom i1 smanjivanjem lisne povrsine. Na jako
zarazenim biljkama cvetovi su bili deformisani i ponekad zelene boje. Poznato je da
simptomi na biljkama familije tikava variraju u zavisnosti od biljne vrste, genotipa,
vremena ostvarene infekcije, kao 1 uslova spoljne sredine (Provvidienti and
Schroeder, 1970; Zitter, 1996; Desbiez and Lecoq, 1997; Duki¢ et al., 2001; Krstié¢
et al., 2002; Wang et al., 2002; Tobias and Tulipan, 2002; Vu€urovié i sar., 2008).
Vrlo jaki simptomi ispoljavaju se na letnjim 1 zimskim tikvama, nekim bundevama i1
razli¢itim sortama dinja, dok su simptomi mnogo blaZi na krastavcu i lubenici. Na
vrezama zarazenih biljaka Cesto je prisutno mozai¢no proSaravanje, dok su plodovi
usled ociglednih ranih infekcija veoma deformisani, sa razliCitim bradavicastim
izraStajima 1li ulegnu¢ima na povrsini. Usled veoma ranih infekcija, dolazilo je do
nekroze tek zametnutih plodova ili do potpunog izostanka zametanja plodova. U jako
zarazenim plodovima formirao se mali broj sitnog, deformisanog semena slabe
klijavosti, kao $to su zabelezili i drugi autori (Zitter, 1996; Vucurovi¢ i sar., 2008;
Vucurovi¢ i sar., 2011). Plodovi zarazeni u kasnijim fazama razvoja ispoljavali su
razliite vidove mozai¢nog proSaravanja. U toku ovih istrazivanja prvi put je izvrSena
karakterizacija CMV u Srbiji na lubenici (Milojevi¢ et al., 2012; Milojevi¢ i sar.,
2013).

Zarazene biljke u usevu pasulja ispoljavale su samo simptome u vidu blagog
mozaika i hloroze lista. Pored ovih simptoma, Davis et al. (1981) navode da CMV na
pasulju prouzrokuje i zaostajanje u porastu, dok Larsen et al. (2002) od simptoma
navode jos$ 1 zadrzavanje zelene boje oko nerava. Najizrazeniji simptomi javljaju se

usled ranih infekcija, kada su biljke zarazene u fenofazi cvetanja, i tada dolazi do
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najvecih gubitaka. Kod rano zaraZenih biljka moZe izostati i formiranje mahuna, a
ukoliko dode do formiranja, mahune su uglavnom deformisane, proSarane i sitnije
(Zitter and Murphy, 2009).

Na biljkama Peperomia tuisana zabelezeni su simptomi nekroti¢nog
prosaravanja u vidu Sara razli¢itog oblika 1 povrSine, kao i u vidu koncentricnih
krugova, dok se na stablu i lisnim drS§kama uocavala nekroza, $to je u saglasnosti sa
rezultatima Flasinski et al. (1995) i Daughtrey et al. (1997). U toku ovih istrazivanja
CMV je prvi put dokazan na Peperomia tuisana u Srbiji (Milojevié et al., 2013).

Na lis¢u zaraZenih biljaka lale javljale su se hloroti¢ne crticaste pege, svetlo-
tamna prugavost i deformacije listova. Zarazene biljke zaostajale su u porastu, a
zabelezeno je i smanjenje veliine cvetova koji su Cesto bili neravnomerno obojeni.
Ovakvi tipovi simptoma na biljkama lale zabelezeni su i od strane drugih autora (Kaper
and Waterworth, 1981; Samuitiené and Navalinskiené, 2008). Prisustvo CMV na lali
prvi put je dokazano u Srbiji u okviru ove disertacije (Milojevi¢ et al., 2014).

Iako na korovskim biljkama uglavnom ne dolazi do ispoljavanja simptoma
(Zitter and Murphy, 2009), na listovima biljaka krasolike (Stenactis annua) zabeleZeni
su simptomi u vidu izrazenog mozaika, nekroti¢nih pega, kao i deformacija lisne
povsine u vidu blage klobucavosti. Na osnovu pregleda literature, kod nas i u svet,
prisustvo CMV prvi put je utvrdeno na ovoj biljnoj vrsti ¢ime se proSiruje krug
domacina ovog virusa.

Na biljkama ukrasnog bagrema (Wisteria sinensis) zabeleZeni su simptomi
deformacije listova u vidu izraZene nitavosti. Detekcija ovog virusa na listovima
bagrema sa izraZenim simptomima predstavlja prvi nalaz na W. sinensis, kao novom
domacinu ne samo kod nas, nego i u svetu. Ovim nalazom proSiruje se krug domacina
koji prema najnovijim podacima obuhvata vise od 1300 vrsta iz preko 500 rodova i vise

od 100 biljnih familija (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008).

6.2. Amplifikacija izolata CMV
Metoda reverzne transkripcije pracena lanc¢anom reakcijom polimeraze (RT—

PCR) primenjena u cilju amplifikacije razli¢itih genskih regiona odabranih izolata CMV
predstavlja osnovu za proucavanje strukture populacije ovog virusa u nasoj zemlji. Zbog

velike varijabilnosti izolata ukljucenih u istazivanja pojedini genski regioni nisu mogli
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da budu amplifikovani prajmerima opisanim u literaruri. Zbog toga je u toku izrade ove
doktorske disertacije dizajnirano sedam razliCitih parova prajmera za razliite regione
genoma ovog virusa i razvijen protokol za svaki od njih. Osim dizajniranih prajmera za
amplifikaciju pojedinih izolata ili regiona koris¢eno je i dva para specifi¢nih prajmera
koji su prethodno opisani u literaturi (Finetti Sialer et al., 1999; Yu et al., 2005).
Amplifikacija kompletnog ili parcijalnog CP gena odabranih izolata CMV
poreklom iz Srbije izvrSena je primenom jednog od dva para specifi¢nih prajmera,
CMVCPfwd/CMVCPrev (Milojevi¢ et al., 2012) ili CMVF/R (Yu et al., 2005) koji su
uspesno amplifikovali oc¢ekivani fragment od 871 bp, odnosno 500 bp. lako prajmerima
dizajniranim u toku izrade ove disertacije (Milojevi¢ et al., 2012) nije uspeSno
amplifikovan samo jedan od 36 izolata CMV, dizajnirani prajmeri mogu se smatrati
veoma uspesnim za amplifikaciju CP gena koji se najc¢esce koristi i za rutinsku detekciju
ovog virusa u dijagnostickim laboratorijama (Stankovi¢€ et al., 2011; Vucurovi¢, 2012).
Za amplifikaciju MP gena kod svih ispitivanih izolata CMV koriS¢en je jedan od dva
primenjena para dizajniranih prajmera, MPfwd/MPrev ili CMVMP3/CMV3a-rev.
Produkti ocekivane veli¢ine od 834 bp, karakteristican za prajmere MPfwd/MPrev,
ustanovljeni su kod 15 od 19 odabranih izolata. Ovaj par prajmera nije uspeo da
amplifikuje fragmente kod dCetiri izolata, pa je za njihovu amplifikaciju koriS¢en
konzervativniji deo sekvence MP gena koji se nalazi unutar ovog regiona, ¢ime se
dobija produkt veli¢ine od 728 bp. lako je amplifikacija parcijalnog MP gena veceg
broja izolata izvrSena prajmerima MPfwd/MPrev, oba dizajnirana para prajmera se
mogu preporuciti za uspeSnu amplifikaciju ovog regiona genoma CMV. Amplifikacija
2a gena CMV obavljena je primenom para specifi¢nih prajmera za ovaj genski region,
RVI11/RW8 (Finetti Sialer et al., 1999), koji su uspeSno amplifikovali ocekivani
fragment od oko 650 bp. Kao i prethodan par prajmera, dizajnirani prajmeri
2bfwd/2brev, omogucili su amplifikaciju ciljne sekvence od 804 bp kod svih ispitivanih
izolata. Ovi prajmeri pokazali su se veoma uspeSnim za amplifikaciju 2a i 2b gena
CMV. Molekularna amplifikacija 1a gena CMV obavljena je kombinacijom jednog
nizvodnog prajmera sa tri uzvodna: RNAla-fwd/RNAla-rev, RNAla-fwd/RNAla-r i
RNAla-fwd/CMVla-reverse, koji umnozavaju pocetni deo ovog gena. Prisustvo
amplifikovane ciljne sekvence od 1198 bp la gena, uz koriS€enje specificnih

dizajniranih prajmera RNAla-fwd/RNAla-rev nije detektovano kod 2 od 15 odabranih

143



izolata. Kako prethodno dizajnirani prajmeri nisu uspesno amplifikovali sve odabrane
izolate dizajnirani su novi uzvodni prajmeri na osnovu drugih konzervativnih delova u
okviru la gena. Tako je, amplifikacija ciljne sekvence kod ova dva izolata izvrSena uz
pomo¢ uzvodnog prajmera CMVla-reverse, odnosno RNAla-r koji u kombinaciji sa
nizvodnim prajmerom daju fragment ocekivane veli¢ine od 981, odnosno 1500 bp. I
pored Cinjenice da je za amplifikaciju razliCitih regiona CMV u vecini slucaja koris¢eno
viSe od jednog para dizajniranih prajmera ili prajmera preuzetih iz literature, ni jedan od
koriS¢enih prajmera nije uspeo da amplifikuje produkt MP, 2a, 2b i la gena izolata
poreklom iz Cucurbita maxima (242-09), zbog cega je ovaj izolat iskljuc¢en iz daljih
analiza identifikacije 1 karakterizacije CMV na osnovu pomenutih regiona. Za
amplifikaciju ovog izolata, radi njegove dalje analize, potrebno je dizajnirati nove

specifi¢ne prajmere.

6.3. Molekularna identifikacija izolata CMV

Rezultati molekularne identifikacije BLAST analizom, potvrdili su pripadnost
svih ispitivanih izolata CMV iz Srbije na osnovu pokazanih sli¢nosti sa izolatima CMV
iz drugih delova sveta. Sli¢nost sekvenci ispitivanih izolata poreklom iz Srbije sa
izolatima CMYV iz drugih delova sveta varirala je u zavisnosti od uporedivanog regiona.
Tako je, za CP gen iznosila od 79 do 99%, za MP 1 2b gen od 78 do 99%, za 2a gen od
90 do 99% 1 la gen od 81 do 99%. Stepen nukleotidne sli¢nosti, manji od 88%,
ispitivanih izolata sa izolatima CMV iz GenBank baze podataka je prvi pokazatelji
varijabilnosti u okviru prirodne populacije ovog virusa (Palukaitis and Garcia-Arenal,
2003; Yu et al., 2005). Tako je, stepen nukleotidne sli¢nosti odredenih genskih regiona
ispitivanih izolata CMV ukazao na varijabilnost u okviru prirodne populacije ovog
virusa u nasoj zemlji.

Na osnovu seroloskih osobina, hibridizacije nukleinskih kiselina, analize
sekvenci 1 RFLP analize (Palukaitis et al., 1992; Rizos et al., 1992; Chaumpluk et al.,
1996; Owen and Palukaitis, 1988; Roossinck, 2002; Palukaitis and Garcia-Arenal,
2003) ustanovljena je podela izolata CMV u dve podgrupe, oznacene kao I i II. Prema
literaturnim podacima sli¢nost izmedu izolata koji pripadaju I i II podgrupi iznosi od
69-77%, dok je u okviru podgrupa veca od 90% (Palukaitis et al., 1992). Na osnovu

homologije sekvenci nukleinskih kiselina izolata podgrupe I, Palukaitis and Zaitlin
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(1997) su predlozili izdvajanje podgrupe IB u koju bi bili svrstani izolati poreklom iz
Azije 1 podgrupe TA gde bi bili svrstani svi ostali izolati. Prema literaturnim podacima
slicnost izmedu izolata koji pripadaju IA i IB podgrupi CMV iznosi od 92-95%
(Roossinck et al., 1999; Roossinck, 2002). Na osnovu nukleotidne i aminokiselinske
sli¢cnosti sekvenci CP gena 44 odabrana izolata CMV poreklom iz Srbije utvrdena je
varijabilnost populacije CMV u naSoj zemlji. Nukleotidna sli¢nost od 76,3-100% dovela
je do podele izolata iz Srbije u dve grupe. Najveéi broj srpskih izolata grupisao se u
prvu grupu sa slicnoséu od preko 94,2%, dok se u drugu grupu svrstalo osam izolata
(242-09, 581-11, 581p-11, 101-08, 1-12, 52-13, 540-10 i 79-13) cija je sli¢nost bila
iznad 96,6%. Nukleotidna sli¢nost izmedu izolata razli¢itih grupa kretala se od 76,3-
80,6%. Za razliku od ovih istazivanja koja su ukazala na heterogenost populacije CMV,
ranija istrazivanja populacije ovog virusa iz Srbije poreklom iz paprike, duvana i biljaka
iz porodice Cucurbitaceae pokazala su malu varijabilnost prirodne populacije ovog
virusa u nasoj zemlji, pri ¢emu su se svi ispitivani izolati grupisali u okviru
monofileticke podgrupe IA (Dukié i sar., 2002; Dekié, 2009; Vucurovié i sar., 2011;
Vucurovié¢, 2012; Milosevi¢, 2013).

Varijabilnost populacije CMV u Srbiji utvrdena je i na osnovu nukleotidne 1
aminokiselinske slicnosti sekvenci MP gena 19 odabranih izolata ovog virusa.
Nukleotidna sli¢nost odabranih izolata kretala se od 76,6-100%. Heterogenost
populacije CMV iz Srbije dovela je do podele izolata u dve grupe i na osnovu MP gena.
Najveci broj srpskih izolata grupisao se u prvu grupu sa slicnos¢u od preko 98,3%, dok
se u drugu grupu svrstalo Cetiri izolata (581-11, 101-08, 1-12 1 79-13) ¢ija je sli€nost
bila iznad 97,6%. Nukleotidna sli¢nost izmedu izolata razliitith grupa kretala se od
76,6-78%. Literaturni podaci pokazuju da se sli¢nost izmedu izolata koji pripadaju
podgrupama I i II kre¢e od 77-79%, dok je u okviru podgrupa veca od 92% (Roossinck,
2001; Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Podela podgrupe I, na IA i IB podgrupu,
zasnovana na analizama CP gena prihvacena je 1 kod ostalih genskih regiona CMV
(Roossinck, 2002; Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Medusobna sli¢nost izmedu
izdvojenih grupa izolata poreklom iz Srbije ukazuje na prisustvo izolata iz razli€itih
podgrupa ovog virusa. Poredenjem izolata grupisanih u prvu i drugu grupu na osnovu
nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti CP i MP gena uvidelo se da se izolat 540-10

grupisao sa izolatima koji se po CP genu grupisu u drugu grupu, dok se po MP genu
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grupisao sa izolatima koji su Cinili prvu grupu. Ovi rezultati ukazali su na moguce
prisustvo rekombinantnih ili pseudorekombinantnih izolata u populaciji CMV u Srbiji.

Za razliku od rezultata dobijenih na osnovu stepena sli¢nosti CP i MP gena
analiza nukleotidne i aminokiselinke slicnosti sekvenci 2a gena 19 odabranih izolata
CMV poreklom iz Srbije ukazala je na homologiju prirodne populacije ovog virusa u
naSoj zemlji. Palukaitis and Garcia-Arenal (2003) navode da je stepen sli¢nosti
sekvenci izolata koji pripadaju razli¢itim podgrupama najnizi u okviru RNK 2 segmenta
CMV i da se nukleotidna sli¢nost izmedu izolata koji pripadaju podgrupama I i II krece
od 69-71% na osnovu 2a gena. Isti autori isticu da je nukleotidna sli¢nost u okviru
pomenutih podgrupa veéa od 89%. lako diverzitet nukleotidnih sekvenci 2a gena
ukazuje na veéu varijabilnost ovog regiona u odnosu na MP i CP gen (Kim et al.,
2014), mala varijabilnost od 96,7-100% prirodne populacije CMV u Srbiji na osnovu 2a
gena moze se objasniti ¢injenicom da se svaka od tri RNK posebno evolutivno razvijala
(Roossinck, 2002). Bonnet et al. (2005) su utvrdili da 17% populacije CMV ¢ine
rekombinantni, dok 5% populacije CMV ¢ine pseudorekombinantni izolati ovog virusa
Sto ukazuje da su rekombinacije 1 pseudorekombinacije prisutne u populaciji CMV.
Rezultati ovih istrazivanja koji se odnose na grupisanje izolata u odgovaraju¢e podgrupe
CMYV, kao i rezultati Finetti Sialer et al. (1999), Lin et al. (2004) i Nouri et al. (2014)
dobijeni proucavanjem istog regiona 2a gena u saglasnosti su sa grupisanjem izolata na
osnovu analiza kompletnog 2a gena (Roossinck, 2002; Liu et al., 2009; Kim et al.,
2014).

Stepen nukleotidne i aminokiselinke slicnosti sekvenci 2b gena 19 odabranih
izolata CMV poreklom iz Srbije ukazao je na varijabilnost prirodne populacije ovog
virusa u nasoj zemlji. Stepen nukleotidne sli¢nosti od 63,4-100% ukazao je na podelu
izolata iz Srbije u dve grupe. Najveci broj srpskih izolata grupisao se u prvu grupu sa
sli¢nos¢u od preko 94,4%, dok se u drugu grupu svrstalo Cetiri izolata (581-11, 101-08,
1-12 1 267-13) ¢ija je slicnost bila iznad 98,3%. Nukleotidna sli¢nost izmedu izolata
razlicitih grupa kretala se od 63,4-68,7%. Veca divergentnost sekvenci u okviru RNK 2
segmenta koje pripadaju razli¢itim podgrupama CMYV prisutna i kod 2b gena saglasna je
sa rezultatima Palukaitis and Garcia-Arenal (2003). Literaturni podaci pokazuju da se
slicnost izmedu izolata koji pripadaju podgrupama I i II krece od 46-61%, dok je u
okviru podgrupe I ve¢a od 68%, odnosno u okviru podgrupe II ve¢a od 95% (Palukaitis
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and Garcia-Arenal, 2003). Rezultati istazivanja Lin et al. (2004) i Liu et al. (2009)
pokazuju da 2b gen poseduje najveci diverzitet u genomu CMV, §to je u saglasnosti sa
podacima dobijenim u ovim istrazivanjima. lako je slicnost nukleotidnih sekvenci
izolata izmedu obrazovanih grupa bila nesto ve¢a u odnosu na vrednost definisanu od
strane Palukaitis and Garcia-Arenal (2003), moZe se smatrati da je podela izolata u
dve grupe odgovarajuca jer je slicnost u okviru obrazovanih grupa bila znatno visoka.

Na osnovu nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti sekvenci la gena 15
odabranih izolata CMV poreklom iz Srbije utvrdena je varijabilnost populacije CMV u
nasoj zemlji. Nukleotidna sli¢nost od 79,3-99,9% dovela je do podele izolata iz Srbije u
tri grupe. Najveci broj srpskih izolata grupisao se u prvu, dva izolata (723-10 1 267-13)
u drugu, a cetiri izolata (581-11, 101-08, 1-12 i 79-13) u tre¢u grupu. Slicnost
nukleotidnih sekvenci izmedu izolata u okviru svake od grupa bila je visoka i iznosila je
preko 95,5%, dok se izmedu izolata razli¢itih grupa kretala od 79,5-80,5% do 90,7-
92,1%. Rezultati analiza ukazali su na ve¢i stepen sli€nosti izmedu dve od tri izdvojene
grupe izolata CMV. Prema literaturnim podacima sli¢nost izmedu izolata koji pripadaju
I'1 IT podgrupi na osnovu la gena iznosi od 76-78%, dok je u okviru podgrupe I 1 Il veca
od 88%, odnosno 98% (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Analize sli¢nosti
nukleotidnih sekvenci CMV pokazale su da je slinost izmedu sekvenci IA i IB
podgrupe oko 92% (Roossinck, 2001).

Prirodna populacija CMV je do sada proudavana u Spaniji (Fraile et al., 1997;
Garcia-Arenal et al., 2000; Sacristin et al., 2004; Bonnet et al., 2005), Italiji
(Davino et al., 2012), Kaliforniji (Lin et al., 2003; Lin et al., 2004), SAD (Nouri et
al., 2014), Brazilu (Eiras et al., 2004), Tunisu (Tamarzizt et al., 2013), Kini (Liu et
al., 2009) 1 Koreji (Kim et al., 2014). Diverzitet analiziranih populacija CMV poreklom
iz Spanije, Tunisa, Koreje, Brazila, Kalifornije ili SAD bio je nizak (Fraile et al., 1997;
Lin et al., 2003; Eiras et al., 2004; Lin et al., 2004; Bonnet et al., 2005; Kim et al.,
2014; Nouri et al., 2014), dok je diverzitet populacije CMV u Italiji bio relativno visok
1 slican diverzitetu u Indiji, Kini 1 Japanu (Davino et al., 2012). Najvece vrednosti
genetickog diverziteta izmedu izolata ovog virusa zabelezene su u populacijama CMV
poreklom iz Australije i isto¢ne Evrope (Davino et al., 2012). Istrazivanja prirodne
populacije CMV u Srbiji na osnovu stepena sli¢nosti sekvenci analiziranih delova

genoma ovog virusa pokazala su varijabilnost populacije na osnovu la, 2b, MP i CP
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gena, ali ne 1 na osnovu 2a gena. Kod onih regiona kod kojih je utvrdena heterogenost u
okviru populacije CMV doslo je do podele izolata na osnovu stepena sli¢nosti u
odredene grupe. U okviru formiranih grupa zabeleZen je nizak geneticki diverzitet.
Veoma nizak geneti¢ki diverzitet, kakav je zabelezen u populaciji CMV u Spaniji,
Kaliforniji i SAD ukazuje da veoma bitnu ulogu u oblikovanju populacije CMV igra
efekat osnivaca (,,founder effect”) i1 uskog grla (,,genetic bottleneck™) (Lin et al., 2004;
Bonnet et al., 2005). Fraile et al. (1997) i Garcia-Arenal et al. (2001) su ustanovili
postojanje metapopulacija. CMV u Spaniji, koju je karakterisala sopstvena lokalna
dinamika u pogledu nestajanja i nasumicnih rekolonizacija iz lokalnih ili udaljenih
virusnih rezervoara (izvora). Osniva¢ efektom se Cesto objasnjava niska geneticka
raznolikost pojedinih populacija razli¢itih biljnih virusa (Nouri, 2012). Medutim, iako
je koncept metapopulacije prihvaéen kod CMV 1 smatra se da je homologija
nukleotidnih sekvenci izmedu izolata CMV poreklom iz istog geografskog regiona visa
u odnosu na udaljena geografska podrucja (Chen et al., 2001; Ryu et al., 2002; Eiras
et al., 2004), brojna istazivanja pokazuju da ne postoji jasna geografska povezanost
izmedu izolata ovog virusa, godine sakupljanja 1 biljke domacina (Eiras et al., 2000;
Lin et al., 2004, Bonnet et al., 2005). Mada, nedavno sprovedena istrazivanja
Tamarzizt et al. (2013) i Kim et al. (2014) pokazuju geografsku povezanost
subpopulacija CMV iz paprike u Tunisu 1 Koreji. Nasuprot tome, homologija
nukleotidnih sekvenci izolata CMV iz ljiljana u Kini bila je veoma visoka uprkos
razli¢itom geografskom poreklu izolata i razli¢itom domacinu (razliciti varijeteti

ljiljana) (Chen et al. 2001).

6.4. Filogenetske analize CMV

Analiza sekvenci i filogenetske analize su se poslednjih godina pokazale kao
veoma efikasne metode za karakterizaciju populacije, ali i za detekciju rekombinanata i
pseudorekombinanata kod RNK virusa (Worobey and Holmes, 1999). Pripadnost
izolata odredenoj podgrupi CMV do nedavno je odredivana na osnovu sekvenci CP
gena koji predstavlja visoko konzervativan region 1 kodira strukturni protein
(Roossinck, 2002; Jacquemond, 2012) zbog cega se smatra najinformativnijim
regionom za identifikaciju 1 karakterizaciju ovog virusa (Moury et al., 2004).

Rekonstrukcijom filogenetskih stabala na osnovu sekveci gena koji se nalaze na
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razli¢itim RNK uvidelo se da pojedini izolati na osnovu analiza razliCitih genskih
regiona pripadaju razli¢itim podgrupama CMV. Sve ceSce prisustvo rekombinacija i
pseudorekombinacija u populaciji CMV (Fraile et al., 1997; Garcia-Arenal et al.,
2001; Lin et al., 2003; Eiras et al., 2004; Lin et al., 2004; Sacristan et al., 2004;
Bonnet et al.,, 2005; Chen et al., 2007; Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008;
Tamarzizt et al., 2013; Kim et al., 2014; Nouri et al., 2014), kao i Cinjenica da se
svaka od tri RNK posebno evolutivno razvijala (Reossinck, 2002) ukazuju da je veoma
znacajno prilikom proucavanja prirodne populacije CMV analizirati i ostale genske
regione (Lin et al., 2004; Moury et al., 2004; Bonnet et al., 2005; Bashir et al., 2006;
Tamarzizt et al., 2013; Kim et al., 2014; Nouri et al., 2014).

Rekonstruisano filogenetsko stablo na osnovu sekvenci CP gena jasno pokazuje
grupisanje izolata CMV u dve podgrupe, I i II, gde se u okviru podgrupe I izdvajaju
podgrupe IA i IB. Ovakva podela CMV podrZzana je visokom homologijom izmedu
sekvenci iste podgrupe 1 visokim ,,bootstrap* vrednostima, $to je u potpunoj saglasnosti
sa rezultatima drugih autora (Roossinck, 2002; Lin et al., 2003; Lin et al., 2004;
Bonnet et al., 2005; Yu et al., 2005; Hareesh et al., 2006; Parrella and Sorrentino,
2009; Berniak et al., 2010; Koundal et al., 2011; Vucurovi¢, 2012; MiloSevié, 2013).
Rezultati filogenetske analize potvrduju grupisanje izolata poreklom iz Srbije u dve
odvojene grupe koje su prethodno ustanovljene na osnovu stepena sli¢nosti ispitivanih
izolata. Najveci broj izolata CMV 1z Srbije grupisao u okviru podgrupe IA. U ovu
podgrupu svrstana je i ve¢ina poznatih izolata CMV (Bonnet et al., 2005). U okviru
podgrupe IB uglavnom se nalaze izolati iz Isto¢ne Azije, medutim usled intezivne
razmene biljnog materijala, izolati IB podgrupe su detektovani 1 izvan Azijskog
kontinenta (Gallitelli, 2000; Lin et al., 2003; Eiras et al., 2004; Bonnet et al., 2005;
Sclavounos et al.,, 2006; Kayode et al., 2014). Tako su se u podgrupu IB, u
rekonstruisanom filogenetskom stablu, svrstali i izolati iz Italije i Spanije (Gallitelli,
2000; Lin et al., 2003), dok prisustvo ove podgrupe u Srbiji nije zabeleZzeno. Diverzitet
izmedu izolata podgrupe IB u stablu je bio znacajno vec¢i u odnosu na diverzitet ostalih
podgrupa, Sto je u skladu sa rezultatima Lin et al. (2003). Ovi autori navode da je veci
diverzitet ove podgrupe posledica toga Sto su izolati ove podgrupe sakupljeni u
razli¢itim periodima, iz razli¢itih biljaka sa razli¢itih geografskih podru¢ja. Medutim,

Liu et al. (2009) navode da geneticka varijabilnost izolata IB podgrupe nije povezana sa
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geografskim poreklom, vremenom uzorkovanja i1 biljkom domacdinom. Visi stepen
divergentnosti u okviru ove podgrupe moze biti rezultat starije populacije izolata CMV.
Po teoriji, ocekuje se da starije populacije imaju veéi genetski diverzitet od mladih
(Moya and Garcia-Arenal, 1995; Garcia-Arenal et al., 2001). Druga grupa od osam
izolata poreklom iz Srbije svrstana je u Il podgrupu CMV, §to predstavlja prvi nalaz ove
podgrupe u Srbiji. Smatra se da su izolati iz podgrupe I dominantniji u odnosu na izolate
iz podgrupe II (Tian et al., 2009), kao i da dovode do vecih §teta u usevima i samim tim
i ve¢ih ekonomskih gubitaka. Veca zastupljenost izolata iz podgrupe I se moze objasniti
1 ¢injenicom, da izolati ove podgrupe izazivaju izraZenije simptome u odnosu na izolate
podgrupe 11, zbog Cega se izolati iz podgrupe II teze uoc¢avaju u polju (Xu et al., 1999;
Tian et al., 2009). Takode, ovi autori navode da je jedan od razloga manje ucestalosti
izolata iz podgrupe II i taj Sto su bioloski nestabilniji i tezi za detekciju od izolata iz
podgrupe 1. Izolati koji pripadaju podgrupi I se nazivaju jos 1 ,,heat-resistant (otporni
na visoku temperaturu), dok su izolati II podgrupe ,,heat-sensitive” (osetljivi na visoku
temperaturu), Sto ukazuje i podatak da su izolati II podgrupe detektovani u uzorcima
pretezno sakupljanim u jesen (Fraile et al., 1997). Kao posledica svega toga moze se
zakljuciti da trenutno manja brojnost izolata podgrupe II ne odgovara pravom stanju i da
su ovi izolati mnogo brojniji, nego $to se pretpostavlja (Tian et al., 2009). U prilog
tome idu 1 skorasnja istraZivanja koja ukazuju da se izolati iz podgrupe II javljaju cesce,
kao 1 da su Sire rasprostranjeni nego Sto se ranije mislilo (Yu et al., 2005; Tian et al.,
2009). Medutim, Roossinck et al. (1999) pretpostavljaju da je manja brojnost izolata
podgrupe II posledica brze evolucije izolata u okviru podgrupe I, 1 da zbog toga izolati
podgrupe I imaju $iri krug domacina 1 vecu zastupljenost.

Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu sekvenci parcijalnog MP gena
potvrdilo je postojanje diverziteta u okviru populacije CMV u Srbiji. Rekonstruisano
filogenetsko stablo pakazuje grupisanje izolata CMV u dve glavne podgrupe (I 1 II) i
dve podgrupe u okviru podgrupe I (IA i IB), §to je saglasno ispitivanjima drugih autora
(Roossinck, 2002; Lin et al., 2004; Davino et al., 2012; Nouri et al., 2014). Najveci
broj izolata CMV iz Srbije grupisao u okviru podgrupe IA. Grupa od cetiri izolata
poreklom iz Srbije svrstana je u II podgrupu CMV. Vrednosti geneticke udaljenosti
izmedu izolata u okviru IA, IB 1 II podgrupe su relativno niske i ukazuju na nizak nivo

razliCitosti, dok viSe vrednosti geneticke udaljenosti izmedu izdvojenih podgrupa

150



ukazuju na visi stepen divergentnosti i potvrduju grupisanje u filogenetskom stablu
(Garcia-Arenal et al., 2001). Rekonstruisano filogenetsko stablo na osnovu sekvenci
MP gena pokazuje da se izolat 540-10 grupisao u IA podgrupu CMV, §to nije bio slucaj
na osnovu sekvenci CP gena gde se grupisao zajedno sa izolatima podgrupe II. Na ovaj
nacin potvrdeni su rezultati dobijeni na osnovu stepena slicnosti kod ispitivanog izolata.
Ovakav nacin grupisanja ukazuje na rekombinaciju koja se dogodila u okviru RNK 3
segmenta. Nouri et al. (2014) su prilikom istrazivanja populacije CMV u SAD
detektovali dva izolata nastalih rekombinacijom IA i II podgrupe ovog virusa. Medutim,
za razliku od srpskog izolata 540-10 kod ovih rekombinantnih izolata MP gen je
pripadao II, a CP gen IA podgrupi CMV.

U cilju potvrde rezultata dobijenih rekonstrukcijom filogenetskih stabala na
osnovu sekvenci MP i CP gena, rekonstruisano filogenetsko stablo na osnovu sekvenci
RNK 3 segmenta CMV. Filogenetsko stablo na osnovu sekvenci RNK 3 segmenta
CMV pokazalo je jasno izdvajanje glavnih molekularnih podgrupa I 1 II, kao i
izdvajanje podgrupa IA i IB u okviru podgrupe 1. Medutim, pored ovih podgrupa doslo
je 1 do izdvajanja rekombinantne podgrupe, oznaCene sa R1, u kojoj se svrstao izolat
540-10 poreklom iz Srbije. Ovakva podela CMV podrZzana je visokom homologijom
izmedu sekvenci iste podgrupe i1 visokim ,bootstrap® vrednostima. U slicnim
istazivanjima prirodne populacaji CMV u Spaniji utvrdeno je da oko 17% ispitivanih
izolata ¢ine rekombinanti (Bonnet et al., 2005). Najveci broj rekombinanata je utvrden
na RNK 3 segmentu CMV 1 to izmedu izolata poreklom iz podgrupe IA i IB (Bonnet et
al., 2005), dok su rekombinacije izmedu II i IA utvrdene u malom broju (Nouri et al.,
2014). Najces¢i tip rekombinacija u okviru RNK 3 segmenta utvrden je izmedu MP
gena poreklom iz IB podgrupe i CP gena poreklom iz IA podgrupe CMV (Bonnet et
al., 2005).

Rekonstruisano filogenetsko stablo na osnovu sekvenci 2a gena jasno pokazuje
grupisanje izolata CMV u dve podgrupe, I 1 II. U okviru podgrupe 1 izdvajaju se i dve
podgrupe IA 1 IB. Ovakva podela CMV podrzana je visokom homologijom izmedu
sekvenci iste podgrupe i visokim ,,bootstrap* vrednostima, $to je u potpunoj saglasnosti
sa rezultatima drugih autora (Roossinck., 2002; Lin et al., 2004; Nouri et al., 2014).

Svi izolati CMV iz Srbije grupisali su se u okviru podgrupe IA, ¢ime je potvrdeno da se
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odabrani izolati grupiSu u jednu molekularnu grupu na §ta je ukazala analiza sekvenci
ovog regiona.

Rekonstruisano filogenetsko stablo na osnovu sekvenci 2b gena potvrdio je
postojanje diverziteta u okviru ovog regiona CMV u Srbiji. Filogenetsko stablo jasno
pokazuje grupisanje izolata CMV u tri razli¢ite podgrupe (IA, IB 1 II), §to je u potpunoj
saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Roossinck, 2002; Lin et al., 2004; Nouri et
al., 2014). Geneticki diverzitet u filogenetskom stablu rekonstruisanom u toku ovih
istrazivanja na osnovu sekvenci 2b gena bio je dva puta veci od diverziteta utvrdenog na
osnovu sekvenci MP 1 CP gena, §to je saglasno sa ¢injenicom da je divergentnost
sekvenci u okviru RNK 2 segmenta najveca (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003).
Takode, Kim et al. (2014) ukazali su na ve¢i diverzitet u okviru 2b gena u odnosu na
MP i CP gen. Rezultati filogenetske analize potvrduju grupisanje izolata poreklom iz
Srbije u dve molekularne grupe koje su prethodno ustanovljene na osnovu analize
sekvenci ovog regiona. Najveci broj izolata CMV iz Srbije grupisao se u okviru
podgrupe IA, dok je grupa od Ccetiri izolata svrstana u II podgrupu CMV.
Rekonstruisano filogenetsko stablo na osnovu sekvenci 2b gena pokazuje da su se
izolati 581-11, 101-08, 1-12 1 267-13 grupisali u II podgrupu CMV, §to nije bio slucaj
na osnovu analiza 2a gena gde su se svi izolati grupisali u podgrupu IA.

U cilju potvrde rezultata dobijenih rekonstrukcijom filogenetskih stabala na
osnovu sekvenci 2a i1 2b gena, rekonstruisano je filogenetsko stablo na osnovu sekvenci
RNK 2 segmenta CMV. Rekonstruisano filogenetsko stablo je pokazalo jasno
izdvajanje glavnih molekularnih podgrupa I i II, kao i izdvajanje podgrupa IA 1 IB u
okviru podgrupe I. Medutim, pored ovih podgrupa doSlo je 1 do izdvajanja
rekombinantne podgrupe, oznacene sa R1, u koju se svrstalo Cetiri izolata poreklom iz
Srbije 1 to 581-11, 101-08, 1-12 i 267-13. Ova Cetiri izolata predstavljaju rekombinante
haplotipa IA-II (2a-2b gen). IstraZivanja populacije CMV od strane Bonnet et al. (2005)
ukazala su na moguée rekombinacije u okviru RNK 2 segmenta, ali i da su
rekombinacije CeS¢e u okviru RNK 3 segmenta u odnosu na RNK 2 segment. U
populaciji CMV Bonnet et al. (2005) su RPA analizom utvrdili prisustvo dva
rekombinovana haplotipa, IB-IA i IA-II, na osnovu analiza 5' i 3' dela 2a gena.

Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu sekvenci RNK 2 segmenta ukazalo je na
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moguce rekombinacije u okviru ovog segmenta. Kod potencijalnih rekombinantnih
izolata 2a gen je pripadao IA, a 2b gen II podgrupi CMV.

Rekonstruisano filogenetsko stablo na osnovu sekvenci la gena jasno pokazuje
grupisanje izolata CMV u dve podgrupe, I i II, gde se u u okviru podgrupe I izdvajaju
podgrupe IA i1 IB. Ovakva podela CMV podrzana visokim ,,bootstrap* vrednostima, $to
je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora (Roossinck, 2002; Lin et al., 2004; Nouri
et al.,, 2014). Vrednosti geneticke udaljenosti izmedu izolata u okviru IA, IB i II
podgrupe relativno su niske, $to ukazuje na nizak nivo razli¢itosti, dok viSe vrednosti
geneticke udaljenosti izmedu izdvojenih podgrupa izolata ukazuju na visi stepen
divergentnosti 1 potvrduju grupisanje u filogenetskom stablu. Prosecna vrednost
geneticke udaljenosti u okviru IB podgrupe izolata je visa u odnosu na grupe 1A i II, i
nesto je niza od vrednosti izmedu podgrupa. Ova, relativno veca vrednost diverziteta IB
podgrupe u odnosu na druge dve podgrupe CMV dovela je do izdvajanja podgrupe IC u
okviru postojece IB, §to je podrzano i filogenetskim analiza 1a gena (Lui et al., 2009;
Kim et al., 2014). Medutim, za sada ovakva podela podgrupe IB na IB i IC podgrupu
nije prihvacena od stane drugih autora. Rezultati filogenetske analize potvrduju
grupisanje izolata poreklom iz Srbije u tri molekularne grupe koje su prethodno
ustanovljene na osnovu anlize sekvenci ovog regiona. Najveéi broj izolata CMV iz
Srbije grupisao u okviru podgrupe IA. Izolati 723-10 1 267-13 grupisali su se u okviru
IB podgrupe, dok je grupa od cetiri izolata poreklom iz Srbije svrstana je u II podgrupu
CMV. U podgrupu IB, u kojoj se nalaze najcesce izolati iz Azije, svrstali su se i izolati
iz Ttalije, Spanije i Madarske (Gallitelli, 2000; Palukaitis and Garcia-Arenal, 2008;
Jacquemond, 2012). Prisustvo IB podgrupe CMV predstavlja prvi nalaz ove podgrupe
u Srbiji 1 ukazuje na potencijalno prisustvo pseudorekombinantnih izolata u populaciji
CMYV u nasoj zemlji.

Rekonstrukcija filogenetskih stabala na osnovu sekvenci razliitih segmenata
(RNK 1, 2 1 3) CMV ukazala je na potencijalno prisustvo rekombinacija, dok je analiza
pripadnosti ispitivanih izolata odredenim molekularnim podgrupama na osnovu svih pet
genskih regiona ukazala na potencijalno prisustvo pseudorekombinacija u prirodnoj
populaciji ovog virusa u naSoj zemlji. Identifikacija rekombinanata i1
pseudorekombinanata potvrdena je izdvajanjem ovih izolata iz postoje¢ih podgrupa i

grupisanjem u okviru rekombinantnih podgrupa (R1 1 R2). Ovakva podela CMV
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podrzana visokom homologijom izmedu sekvenci iste podgrupe i visokim ,,bootstrap*
vrednostima saglasna je sa rezultatima drugih autora (Jacquemond et al., 2012;
Tamarzizt et al., 2013). U okviru R1 podgrupe izdvojili su se izolati kod kojih je doslo
do rekombinacije ili pseudorekombinacije segmenata poreklom iz I i II podgrupe CMV.
Tako su se u R1 podgrupu svrstali srpski izolati 540-10, 101-08, 581-11, 1-12 1 79-13,
kineski izolat Tsh (Chen et al., 2007) i japanski izolat PF (Jacquemond, 2012). Izolat
540-10 je rekombinant izmedu IA i II podgrupe CMV u okviru RNK 3 segmenta, dok
su izolati 101-08, 581-11 i 1-12 rekombinanti u okviru RNK 2 segmenta. Izolat PF se na
osnovu RNK 1 segmenta grupisao u podgrupu IB, na osnovu RNK 2 segmenta u
podgrupu IA 1 na osnovu RNK 3 segmenta u podgrupu II (Jacquemond, 2012), dok se
izolat Tsh na osnovu RNK 1 i 3 segmenta grupisao u podgrupu II, a na osnovu RNK 2
segmenta u [A podgrupu CMV (Chen et al., 2007). I izolat 79-13 poreklom iz Srbije se,
kao 1 izolat Tsh, grupisao u podgrupu II na osnovu analiziranih sekvenci RNK 113, au
podgrupu IA na osnovu sekvenci RNK 2 segmenta, Sto ukazuje na postojanje
pseudorekombinacije. U okviru R2 podgrupe izdvojili su se izolati kod kojih je doslo do
pseudorekombinacije segmenta poreklom iz IA 1 IB podgrupe. Medutim, u ovu
podgrupu se svrstao 1 srpski izolat 267-13 kod kojeg je zabeleZena i rekombinacija IA 1
II podgrupe u okviru RNK 2 segmenta. Pored ovog izolata u R2 podgrupu svrstali su se
izolati koji su ranije identifikovani kao pseudorekombinantni poreklom iz Madarske
(izolat NS), Japana (izolati 42CM 1 D8), Kine (izolat RZ), Koreje (izolat Mf) (Chen et
al., 2001; Liu et al., 2009; Maoka et al., 2010; Jacquemond, 2012), kao i izolat iz
Srbije (izolat 723-10). Izolati NS, 42CM, RZ i Mf se na osnovu RNK 1 segmenta
grupiSu u podgrupu IB, a na osnovu RNK 2 i 3 segmenta grupisSu u IA podgrupu CMV
(Liu et al., 2009; Maoka et al., 2010; Jacquemond et al., 2012) kao i izolat 723-10 iz
Srbije, dok se izolat D8 na osnovu RNK 1 i1 2 segmenta grupiSe u podgrupu IB, a na
osnovu RNK 3 segmenta u IA podgrupu CMV (Liu et al., 2009; Jacquemond et al.,
2012). Za razliku od rekombinacija izmedu IA 1 IB podgrupe koje su zabelezene u
vecem broju slucaja u prirodnoj populaciji CMV u svetu (Roossinck, 2002; Lin et al.,
2004; Bonnet et al., 2005, Tamarzizt et al., 2013), rekombinacije izmedu I 1 II grupe
zabelezene su kod dva americka izolata (Nouri et al., 2014) i kod jednog Spanskog
izolata (Bonnet et al., 2005). Manja zastupljenost rekombinacija i pseudorekombinacija

izmedu 1 1 II podgrupe u populaciji CMV u odnosu na rekombinante 1
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pseudorekobinante izmedu IA 1 IB podgrupe ovog virusa moze se objasniti ¢injenicom
1997; Tamarzizt et al., 2013), dok su izolati podgrupe I Sire rasprostranjeni i imaju
prednost prilikom meSanih zaraza zbog brze akumulacije virusnih cestica u biljkama
domacinima (Wang et al., 2002; Chen et al., 2007). Takode, veliki diverzitet izmedu I
1 II podgrupe CMYV jedan je od bitnih ¢inilaca koji uti¢e na opstanak izolata nastalih
rekombinacijom regiona ili pseudorekombinacijom segmenata u populaciji ovog virusa
(Chen et al., 2007).

Od 19 izolata detaljno ispitanih filogenetskim analizama (Tabela 12) osam imaju
haplotip IA; IA-IA; IA-IA, dok kod cetiri nije analiziran la gen te ovi izolati imaju
haplotip IA-IA; IA-IA. Do rekombinacije je doslo kod cetiri izolata od kojih izolat 581-
11 poreklom iz Capsicum annuum, izolat 101-08 poreklom iz Solanum lycopersicum i
izolat 1-12 poreklom iz Peperomia tuisana se mogu predstaviti kao haplotip II; IA-II;
II-1I, dok se izolat 540-10 poreklom iz Wisteria sinensis se moze predstaviti kao
haplotip IA; IA-IA; IA-II. Pseudorekombinacije su zabelezene kod izolata 723-10
poreklom iz Capsicum annuum, te se ovaj izolat moze predstaviti kao haplotip IB; [A-
IA; TA-IA 1 izolata 79-13 poreklom iz Tulipa sp. koji se moze predstaviti kao haplotip
II; TA-IA; II-II. Poslednju grupu rekombinanata predstavlja izolat 267-13 poreklom iz
Phaseolus vulgaris kod kojeg je doSlo do rekombinacije 1 pseudorekombinacije pri
¢emu ovom izolatu odgovara haplotip IB; IA-II; IA-IA. Rezultati dobijeni u ovim
istazivanjima ukazuju na manju zastupljenost rekombinanata i pseudorekombinanata u
populaciji CMV, §to je bio slu¢aj i u populacijama u Spaniji, Kaliforniji, Americi i
Koreji (Fraile et al., 1997; Lin et al., 2004; Bonnet et al., 2005; Kim et al., 2014;
Nouri et al., 2014). Jedini izuzetak predstavlja populacija CMV u Tunisu gde su
Tamarzizt et al. (2013) utvrdili da vecinu analizirane populacije ¢ine izolati kod kojih

su utvrdene pseudorekombinacije.

6.5. Karakterizacija odabranih izolata primenom RFLP metode

Digestija PCR produkata odabranih izolata CMV koji se nalaze na razliitim
RNK pokazala se veoma korisnom metodom za razlikovanje izolata koji pripadaju
razli¢itim podgrupama CMV 1 utvrdivanje rekombinantnih i pseudorekombinantnih

izolata u okviru prirodne populacije ovog virusa. Poredenje restrikcionih profila, koji
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daju restrikcioni enzimi Sfcl, BssSI 1 Haelll, omogucilo je grupisanje izolata u
odgovarajuc¢e podgrupe CMV na osnovu CP gena. Enzimom Sfcl dobijeni su razliciti
restrikcioni profili na osnovu kojih je izvrSeno razlikovanje IA od IB i II podgrupe
CMYV, dok su enzimi BssSI i Haelll izvrsili razlikovanje izolata I i IT podgrupe ovog
virusa. Sli¢ni rezultati dobijeni su u drugim istrazivanjima koriS¢enjem restrikcionih
enzima poput Alul, BamHI, BsuRI, EcoRl, EcoRV, Hhal, Hindlll, Hincll, Hindlll,
Hinfl, Hpall, Mspl, Rsal, Sacl, Sall, Sau3Al i Xhol. Pomenuti restrikcioni enzimi su
uglavnom omogucavali razlikovanje izmedu izolata I i II podgrupe CMV na osnovu CP
gena (Rizos et al., 1992; Fakhfakh et al., 1999; Ryu et al., 2002; Choi et al., 2004;
Eiras et al., 2004; Srivastava and Raj, 2004; Bashir et al., 2006; Chen et al., 2007;
Akhtar et al., 2008; Berniak et al., 2009; Parrella and Sorentino, 2009; Koolivand
et al., 2012; Tamarzizt et al., 2013). Digestija dela 2a gena restrikcionim enzimom
MIul omogucila je razlikovanje izolata IA, IB 1 II podgrupe CMV na osnovu dobijenih
razliCitih restrikcionih profila. Finetti Sialer et al. (1999) i Berniak et al. (2009) su
dobili iste rezultate koristeci isti restrikcioni enzim. U okviru ovih istrazivanja ,,in
silico* 1 ,jin situ* RFLP metodom kori§¢enjem restrikcionog enzima Mlul nije
detektovan ni jedan izolat iz II podgrupe poreklom Srbije, ¢ime su potvrdeni rezultati
dobijeni filogenetskom analizom 2a gena na osnovu koje se svi izolati iz naSe zemlje
grupiSu u A podgrupu CMV. Digestija pomocu restrikcionih enzima Bael 1 PfIMI,
odnosno Sall 1 Stul, odnosno HindIll 1 Sacll, kako u ,.in silico* tako 1 u ,,in situ RFLP
analizi, omogucila je razlikovanje izolata razli¢itith podgrupa na osnovu MP, odnosno
2b, odnosno 1a gena. Restrikcioni enzimi Bael 1 Stul izvr§ili su razlikovanje izolata IA,
IB 1 II podgrupe, restrikcioni enzim Hindlll omogucio je razlikovanje izolata IA
podgrupe od izolata IB i II podgrupe, dok su restrikcioni enzimi PfIMI, Sacll 1 Sall
vrsili razlikovanje izolata I 1 II podgrupe CMV. Istrazivanja Tamarzizt et al. (2013)
koja su ukljucila fragmente sve tri RNK pokazuju sli¢ne rezultate pri ¢emu je
razlikovanje izolata razli¢itith podgrupa CMV izvrSeno koriS¢enjem vise restrikcionih
enzima §to je bio slucaj 1 u ovim istazivanjima. Upotrebom vise od jednog restrikcionog
enzima obrazovao se jedinstven restrikcioni profil koji je bio karakteristiCan za svaku
podgrupu CMV. Zbog razlicitih prajmera koji su ovi autori koristili, restrikcioni enzimi
su se razlikovali od enzima kori$¢enih u ovim istrazivanjima, pri ¢emu enzimi koris¢eni

za razlikovanje izolata razli¢itih podgrupa CMV u okviru istrazivanja Tamarzizt et al.
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(2013), na osnovu RNK 1 i RNK 2 segmenata, su mogli samo da izvrSe razlikovanje
izmedu izolata IA 1 IB podgrupe jer koriS¢eni prajmeri nisu umnozavali izolate iz II
podgrupe CMV. Poput prethodnih autora, Chen et al. (2007) su, koriS¢enjem
odgovarajuceg restrikcionog enzima za svaku od tri RNK, odredili grupisanje izolata
CMV u odgovaraju¢e podgrupe ovog virusa na osnovu dobijenih restrikcionih profila.
Pomenuti autori su iskoristili RFLP metodu ,,in situ‘ u cilju potvrde rezultata dobijenih
analizom sekvence 1 filogenetskim analizama 1 tako potvrdili prisustvo
pseudorekombinacija kod izolata Tsh iz Solanum Ilycopersicum poreklom iz Kine. Na
osnovu ovakvog pristupa, koji pruza veoma pouzdan dokaz o prisustvu rekombinacija i
pseudorekombinacija u prirodnoj populaciji CMV, potvrdene su rekombinacije kod
izolata 540-10, 101-08, 581-11 1 1-12, pseudorekombinacije kod izolata 723-11 1 79-13
i rekombinacije i pseudorekombinacije kod izolata 267-13 poreklom iz Srbije. lako za
razlikovanje izolata 1 i II podgrupe CMV postoji veéi broj opisanih metoda poput
serologije, molekularne hibridizacije, RT-PCR i RT-PCR-RFLP (Gallitelli, 1998),
ve¢ina njih se donedavno zasnivala na CP genu, koji se smatra informativnijim za
filogenetske analize u odnosu na druge gene ili nekodiraju¢e regione ovog virusa
(Moury et al., 2004). Medutim, Cinjenica da se svaka od tri RNK posebno evolutivho
razvijala (Roossinck, 2002) kao i da rekombinantni 1 pseudorekombinantni izolati ¢ine
preko 11% populacije ovog virusa (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008), ukazuje da
je veoma znacajno razviti brze 1 pouzdane metode koje ¢e omoguciti razlikovanje
izolata IA, IB i II podgrupe ne samo na osnovu CP gena ve¢ i na osnovu drugih
kodiraju¢ih 1 nekodiraju¢ih regiona genoma ovog virusa (Finetti Sialer et al., 1999;
Tamarzizt et al.,, 2013). Razvijanje 1 primena RFLP metode omogucava lakse
proucavanje strukture populacije ne samo ovog ve¢ i drugih virusa. Osim toga, prednost
primene RFLP metode u odnosu na druge molekularne metode je i taj, Sto za nju nije
neophodno prethodno sekvenciranje i $to je njome moguce detektovati greske nastale u
procesu sekvenciranja. Ova osobina iskoriS¢ena je za proveru meSanih infekcija u
prirodnoj populaciji CMV u Srbiji. Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije
pokazali su da su svi odabrani izolati imali isti restrikcioni profil u svim ponavljanjima,
¢ime je iskljueno prisustvo meSane infekcije kod rekombinantnih i
pseudorekombinantnih izolata poreklom iz Srbije. Istu metodu za proveru meSane

infekcije koristili su Tamarzizt et al. (2013). lako RT-PCR-RFLP ponekad moze
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navesti na pogresno tumacenje rezultata (Eiras et al., 2004; Tamarzizt et al., 2013)
koris¢enjem vise od jednog restrikcionog enzima izbegavaju se greske ovog tipa, te se
ova metoda moze preporuciti kod analiza veéeg broja uzoraka jer je jeftinija u odnosu

na druge metode poput sekvenciranja.

6.6. RDP analize rekombinacije

Rekombinacije 1 pseudorekombinacije predstavljaju jedan od najvaznijih
evolucionih mehanizama izmene genetiCkog materijala, pre svega kod virusa sa
viSedelnim genomom, kakav je i CMV (White et al., 1995; Bonnet et al., 2005).
Analizom celog genoma CMV, Koundal et al. (2011) utvrdili su da se najveci broj
mesta rekombinacije nalazi u okviru 2a gena, zatim u 2b, la i MP genu, a najmanje u
CP genu. Primenom RDP softvera i analizom sekvenci izolata CMV poreklom iz Srbije
potvrdeno je da je u prirodnoj populaciji ovog virusa u nasoj zemlji prisutna izmena
genetickog materija u vidu rekombinacija. Analiza sekvenci odabranih izolata CMV
ukazala je da izolati 101-08, 581-11, 1-12 1 267-13 predstavljaju pripodne rekombinante
izmedu IA 1 II podgrupe CMV pri ¢emu 2a gen pripadaju IA podgrupi, a 2b gen II
podgrupi. Takode, izolat 540-10 je prirodni rekombinant izmedu podgrupa IA i Il CMV,
pri ¢emu MP gen potice od izolata iz IA podgrupe dok CP gen pripada II podgrupi. Shi
et al. (2002) i Maoka et al. (2010) sugeriSu da RNK 2 ima klju¢nu ulogu u evoluciji
biljnih virusa koja se naj¢eS¢e dovodi u vezu sa opstankom izolata nastalih
rekombinacijom ili pseudorekombinacijom. Za njihov opstanak klju¢no je da 2b gen,
koji ima ulogu supresora koji spreCava odbrambene mehanizme biljke domacina i
omogucava Sirenje virusa, potice od IA podgrupe jer su izolati iz ove podgrupe
virulentniji u odnosu na izolate iz II podgrupe. Maoka et al. (2010) smatraju da izolati
kod kojih RNK 1 1 2 segmenti poti¢u od izolata iz IA, a RNK 3 od izolata iz II podgrupe
su stabilniji od drugih izolata nastalih rekombinacijom ili pseudorekombinacijom, jer la
1 2a protein prave bolji replikacioni kompleks ukoliko imaju homologo poreklo. Do
sli¢nih rezultata razmene genetiCkog materijala izmedu razlicitih podgrupa u prirodnoj
populaciji CMV dosli su i autori Sarcristan et al. (2004), Chen et al. (2007) i Nouri
(2012), Sto ukazuje da iako su ovi mehanizmi izmene genetickog materijala redi u
okviru prirodne populacije svakako uticu na dalju evoluciju i Sirenje kruga domacina

ovog virusa. Izolati nastali rekombinacijom ili pseudorekombinacijom izmedu razli¢itih
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podgrupa CMV pokazuju prednost u prilagodavanju na nove biljke domacine (Fraile et
al., 1997; Bonnet et al., 2005). Moguci razlog za manju zastupljenost rekombinanata ili
pseudorekombinanata izmedu I i II podgrupe je taj Sto izolati koji pripadaju II podgrupi
sa umerenom klimom (Tamarzizt et al., 2013), poput one zastupljene u Srbiji.
Utvrdeno je da pseudorekombinacije i rekombinacije izmedu IA i IB podgrupe CMV su
prisutne u vec¢em procentu u prirodnoj populaciji CMV u svetu (Roossinck, 2002; Lin
et al.,, 2004; Bonnet et al., 2005, Tamarzizt et al., 2013). Analizama koje su sproveli
Chen et al. (2007) utvrdeno je postojanje izolata u kojem su prisutne
pseudorekombinacije = 1 rekombinacije, pri  ¢emu  rekombinovani  ili

pseudorekombinovani fragmenti mogu da poticu bilo od IA, IB ili II podgrupe CMV.

6.7. Uticaj evolutivnih parametara na populaciju CMV

Z vrednosti pokazuju da na sve testirane genske regione CMV poreklom iz
Srbije deluje negativna (,purifying™) selekcija. Najveéa Z vrednost od -3,314
zabelezena je kod 2a gena, dok su se vrednosti Z za 1a, 2b, MP 1 CP gen kretale od -
13,501 do -4,267. Rezultati analiza Lin et al. (2004), Koundal et al. (2011) i Nouri
(2012) pokazuju da svi genski regioni CMV, odnosno prirodna populacija CMV,
podlezu negativnoj selekciji koja predstavlja dominantnu evolucionu silu. Takode,
istrazivanja u Kaliforniji pokazuju da su geni na RNK 2 (2a i 2b) najvarijabilniji po
parametrima populacione genetike, odnosno da su proteini koje oni kodiraju tolerantniji
na promene u aminokiselinskom sastavu u odnosu na gene na RNK 1 (1a) i RNK 3 (MP
1 CP) (Lin et al., 2004). Imajuc¢i u vidu da na prirodnu selekciju mogu da uti¢u brojni
faktori poput grade genoma, biljke domacina i1 vektora, Garcia-Arenal et al. (2001) su
na osnovu rezultata brojnih autora, koji su analizirali genome razlic¢itih biljnih virusa
medu kojima je i CMV, ukazali da negativna selekcija preovladuje tokom evolucije.
Medutim, istazivanja Lin et al. (2003) i Liu et al. (2009), koja su obuhvatila izolate
CMV poreklom iz razli¢itih biljnih vrsta 1 razli¢itog geografskog porekla, pokazala su
da la, 2a, MP i CP geni podlezu negativnoj selekciji, dok se 2b gen nalazi pod uticajem
pozitivne selekcije. Ovi podaci ukazuju da 2b gen ima vecu toleranciju na mutacije, da
je nastao relativno nedavno, kao i da njegova evolucija jo§ nije zavrSena (Lin et al.,

2003; Liu et al., 2009). Iako je utvrdeno da la, 2a 1 CP gen podlezu negativnoj
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selekciji, Moury (2004) je analiziraju¢i sekvence izolata CMV identifikovao delove u
okviru sekvenci izolata pomenutih gena koji podlezu pozitivnoj selekciji. Isti autori
navode da identifikovani delovi u okviru sekvenci CP gena, koji su pod uticajem
pozitivne selekcije, nisu podjednako zastupljeni ve¢ da se oni razlikuju u zavisnosti od
podgrupe ovog virusa pri ¢emu izolati iz IA 1 II podgrupe podlezu vecem selekcionom
pritisku nego izolati iz podgrupe IB. Testiranjem svakog para sekvenci odabranih
izolata CMV iz Srbije utvrdeno je da preovladava negativna selekcija. Jedini izuzetak
primecen je kada su testirane medusobno sekvence izolata 115-08 i 471-09, na osnovu
analiza sekvenci CP gena, na koje utice slaba pozitivna selekcija. Kako ove sekvence sa
ostalim analiziranim sekvencama podleZzu uticaju negativne selekcije potrebno izvrSiti
njihovo testiranje primenom drugog statistickog testa. U prilog tome idu i istrazivanja
Moury (2004) gde rezultati analiza pokazuju razlicit uticaj selekcije u zavisnosti od

primenjenog selekcionog modela.

6.8. Bioloska identifikacija i karakterizacija CMV

Biolosko testiranje devet odabranih izolata CMV uradeno je u cilju provere
mogucénosti razlikovanja izolata razliCitth podgrupa CMV na osnovu reakcije test
biljaka. Vecina odabranih izolata (449-12, 201-11, 570-11, 723-10, 670-08 1 650-07)
pripadala je molekularnoj podgrupi IA, dok su se preostala tri izolata (581-11, 101-08 1
1-12) pripadala u II pogrupi CMV. Pripadnost izolata odredenoj podgrupi CMV
odredivana je filogenetskim analizama sekvenci CP gena. Izmedu ispitivanih izolata
postojala je razlika u tipu 1 vremenu ispoljavanja simptoma, ali su svi izazvali tipove
simptoma koji su ranije zabelezeni u literaturi (Duki¢ et al., 2002; Krsti¢ et al., 2002;
Tébias and Tulipan, 2002; Davino et al., 2005; Sudhakar et al., 2006; Akhtar et al.,
2008; Pratap et al., 2008; Samad et al.,, 2008; Chou et al., 2009; Parrella and
Sorrentino, 2009; Kim et al., 2010; Geetanjali et al., 2011; Han et al., 2011; Igbal et
al., 2011; Zitikaité et al., 2011; Ali et al., 2012; Vucurovié, 2012). Iako je bioloSko
testiranje ukazalo na fenotipsku varijabilnost ovog virusa u naSoj zemlji, ona se nije
mogla povezati sa molekularnom podgrupom ispitivanog izolata.

Test biljke N. glutinosa razli¢ito su reagovale na inokulacije ispitivanim
izolatima. Jedna grupa izolata (449-12, 201-11 i 1-12) izazvala je pojavu izraZzenog

mozaika i1 deformacija lisne povrsine, dok su ostali izolati prouzrokovali blagi mozaik
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koji je kod izolata 570-11, 670-08, 723-10 1 581-11 bio pracen deformacijama lista.
Navedeni simptomi na N. glutinosa saopSeni su 1 od strane velikog broja autora
(Wahyuni et al., 1992; Davino et al., 2005; Kim et al., 2010; Iqbal et al., 2011;
Zitikaite et al., 2011; Han et al., 2012; Kumari et al., 2012; Pratap et al., 2012). lako
se N. glutinosa Cesto navodi kao dijagnosticka vrsta (Edwards and Gonsalves, 1983;
Owen and Palukaitis, 1988; Chou et al., 2009) jer reaguje pojavom razliitih
simptoma u zavisnosti od podgrupe virusa, u toku ovih istazivanja na osnovu dobijenih
simptoma nije bilo moguce izvrSiti grupisanje izolata u odgovarajucu podgrupu CMV.
Pojava sistemi¢nih simptoma na test biljkama N. tabacum ‘Banat’, N. tabacum ‘Prilep’ i
N. tabacum ‘Samsun’ posle inokulacije sa izolatima CMV bila je u skladu sa
rezultatima drugih autora (Duduk, 2008; Igbal et al., 2011; Vudurovi¢ i sar., 2011;
Han et al., 2012; Milojevi¢ i sar., 2013). Ispitivani izolati su se medusobom razlikovali
po intezitetu mozaika na test biljkama, mada je uglavnom dolazilo do pojave blagog
mozaika. Izolat 1-12 jedini je izazvao pojavu izraZzenog mozaika na N. tabacum ‘Banat’,
aizolati 201-11 1 570-11 su pored mozaika izazvali i razli¢ite deformacije lisne povrSine
u vidu njene redukcije 1/ili klobuc€avosti lista. 1zolati 650-07, 101-08 1 581-11 izazvali si
1 pojavu hloroti€nog proSaravanja, dok su izolati 570-11, 581-11 i 1-12 reagovali
pojavom izrazenog mozaika na test biljci N. tabacum ‘Prilep’. Pojedini izolati, na ovoj
test biljci, pored mozaika prouzrokovali su 1 zadrZavanje zelene boje oko nerava (201-
11 1 570-11) ili hloroti¢no proSaravanje lista (723-10). Pored mozaika, u zavisnosti od
izolata na N. tabacum ‘Samsun’ zabeleZena je pojava sistemi¢nih hloroti¢nih pega,
deformacije lisne povrSine, nitavost i klobucavost lista. Kod mehanicki inokulisanih
biljka N. debneyii, N. rustica, N. benthamiana, N, clevelandii, N. alata, N. sylvestris
primetne su bile razlike izmedu izolata. Izolati su se razlikovali po infektivnosti za N.
alata 1 N. sylvestris, ili po jacini 1 tipu simptoma na N. debneyii, N. rustica, N.
benthamiana i1 N, clevelandii. Ovakve reakcije test biljaka navode se i u literaturi
(Wahyuni et al., 1992; Davino et al., 2005; Duduk, 2008; Kim et al., 2010; Iqbal et
al., 2011; Vucurovi¢ i sar., 2011; Zitikaite et al., 2011; Han et al., 2012; Kumari et
al., 2012; Pratap et al., 2012). lako Zhang et al. (1994a) navode da izolati koji
pripadaju podgrupi | izazivaju izraZenije simptome na test biljkama duvana za koje je

karakteristi¢no da se ranije ispoljavaju u poredenju sa izolatima iz II podgrupe, u toku
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ovih istrazivanja ni jedna test biljka duvana se nije pokazala pogodnom za razlikovanje I
od II podgrupe CMV.

Kod ostalih biljaka iz familije Solanaceae, kod kojih je dosSlo do ispoljavanja
simptoma, svi odabrani izolati prouzrokovali su pojavu blagog do izrazenog mozaika.
Test biljka C. annuum ‘Dukat’ reagovala je i pojavom klobucavosti (izolati 670-08 1
201-11), nekroze i deformacije lisne povrSine (izolat 201-11) Sto je u saglasnosti sa
literaturnim podacima (Davino et al., 2005; Samad et al., 2008; Kim et al., 2010;
Igbal et al., 2011; Kumari et al., 2012; Pratap et al., 2012). Izolati 670-08 1 201-11
jedini su prouzrokovali klobucavost lista na S. lycopersicum ‘San Pjer’, dok je izolat
201-11 prouzrokovao klobucavost lista i na S. nigrum. lako Vucurovi¢ i sar. (2011) ne
navode pojavu simptoma na S. lycopersicum ‘San Pjer’, simptomi u vidu sistemicnog
mozaika, deformacija i nekroze zabelezeni su od strane mnogih autora (Wahyuni et al.,
1992; Samad et al., 2008; Kim et al., 2010; Zitikaite et al., 2011; Han et al., 2012;
Kumari et al., 2012; Pratap et al., 2012). Pojava nitavosti na mehanicki inokulisanim
biljkama paradajza dugo se smatrala povezanom sa izolatima koji pripadaju podgrupi I
(Sudhakar et al., 2006; Akhtar et al., 2008; Pratap et al., 2008), medutim Geetanjal
et al. (2011) navode da pojavu ovog simptoma mogu da izazovu i izolati iz II podgrupe.
Ni jedan od odabranih izolata, bilo da pripada I ili II podgrupi CMV, nije izazvao
pojavu nitavosti u toku ovih istraZzivanja. Pored razlika u intezitetu mozaika na osnovu
reakcije test biljke P. floridana, uoCena je 1 razlika i u tipu ispoljavanja simptoma.
Izolati 201-11, 670-08 i 570-11 prouzrokovali su deformaciju lisne povrSine u vidu
klobucavosti, nitavosti i/ili uvijenosti lista. Pojavu mozaika saopstili su i autori Han et
al. (2012), dok izolati Samad et al. (2008) nisu uspeli da zaraze ovu test biljku.

Nakon mehanickih inokulacija biljaka roda Chenopodium i1 G. globosa,
ispitivanim izolatima, zabeleZena je pojava lokalnih (hloroti¢nih i nekroti¢nih pega) i
sistemi¢nih (nitavost i krZljavost) simptoma. Svi odabrani izolati uniformno su izazvali
pojavu lokalnih simptoma na C. amaranticolor, C. quinoa i C. murale, $to je saglasno
sa rezultatima i drugih autori (Davino et al., 2005; Duduk, 2008; Kim et al., 2010;
Vudurovié i sar., 2011; Han et al., 2012; Pratap et al., 2012). Kod test biljke G.
globosa uocene su razlike izmedu izolata gde je vecina reagovala je pojavom lokalnih
nekroti¢nih pega, dok kod izolata 101-08, 670-08 i 1-12 nije doslo do pojave simptoma.

Medutim, kako je prisustvo lokalnih nekroticnih pega kao i izostanak simptoma
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zabelezen 1 kod izolata iz IA 1 II podgrupe variranje simptoma na ovoj test biljci nije
bilo povezano sa podgrupom virusa. Prisustvo lokalnih nekroti¢nih pega (Wahyuni et
al., 1992; Samad et al., 2008; Vucurovi¢ i sar., 2011; Zitikaite et al., 2011) ili
potpuno odsustvo simptoma (Wahyuni et al., 1992; Duki¢ et al., 2002; Samad et al.,
2008) zabelezeno je 1 od strane drugih autora koji takode nisu uocili vezu izmedu
simptoma na G. globosa 1 podgrupe kojoj izolat pripada. Pored lokalnih simptoma
Wahyuni et al. (1992) i Samad et al. (2008) navode da CMV na G. globosa moze
prouzrokovati i pojavu mozaika i deformaciju lisne povrSine. A na test biljci C.
foetidum, pored lokalnih simptoma (Zitikaite et al., 2011) zabeleZeni su i sistemicni
simptomi (Krsti¢ et al., 2002; Vucurovié i sar., 2011). Kod svih izolata, sem 650-07 1
570-11 koji nisu izazvali pojavu simptoma na datoj biljci, doslo je do pojave nitavosti, a
kod izolata 201-11 i 1-12 uocena je krzljavost biljke.

Na mehanickim inokulisanim biljkama iz familije Cucurbitacae uocavale su se
razlike izmedu izolata po infektivnosti za C. lanatus ‘Sugar baby’, C. pepo
‘Beogradska’, C. pepo ‘Zucchini’ ili po jaini i tipu simptoma na preostalim test
biljkama. Izolati 101-08, 670-08, 723-10 1 1-12 nisu bili infektivni za C. lanatus ‘Sugar
baby’, 101-08 i 1-12 za C. pepo ‘Beogradska’ i 670-08 i 1-12 za C. pepo ‘Zucchini’.
Simptomi u vidu lokalnih nekroti¢nih pega na kotiledonima i sistemi¢nih simptoma u
vidu hloroti¢nih pega, mozaika, zadrZzavanje zelene boje oko nerava, nekroze i
uvijenosti lista koji su se pojavili na inokulisanim test biljkama odgovarali su
simptomima zabelezenim za CMV 1 od strane drugih autora (Provvidenti and
Schroeder, 1970; Rahimian and Izadpanah, 1978; Francky et al., 1979; Duki¢ et
al.,, 2002; Krsti¢ et al., 2002; Tébias and Tulipan, 2002, Vuéurovi¢ i sar., 2011;
Vucdurovi¢, 2012).

Iako su u literaturi opisane kao pogodne test biljke i koriste se za potvrdu
prisustva CMV ni jedan odabran izolat nije izazvao pojavu simptoma na D. stramonium,
D. metel, P. x hybrida, P. vulgaris ‘PoboljSani gradiStanac’ 1 P. sativum ‘Mali
provansalac’. Izostanak pojave simptoma na ovim test biljkama saopstili su 1 autori
Vuéurovié i sar. (2011). Izolati iz drugih delova sveta na ovoj grupi test biljaka izazvali
su razli¢ite simptome. Tako, na biljkama iz roda Datura CMV moZze da izazove pojavu
lokalnih hloroti¢nih i nekroti¢nih pega i prstenova ili sistemi¢nih simptoma u vidu

mozaika i deformacije lisne povrSine (Wahyuni et al., 1992, Samad et al., 2008; Kim
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et al., 2010; Iqbal et al., 2011; Zitikaite et al., 2011; Han et al., 2012). Han et al.
(2012) i Pratap et al. (2012) na test biljci P. x hybrida su zabelezili simptome hloroze,
prosvetljavanja nerava i mozaika, dok su Kim et al. (2010) i Zitikaite et al. (2011) na
P. vulgaris i P. sativum zabelezili simptome u vidu lokalnih nekroti¢nih pega i mozaika.
Prisustvo simptoma na P. sativum, a odsustvo na P. vulgaris zabelezili su Davino et al.
(2005).

Iako je u nasoj zemlji ranije ispitivan krug domacina ovog virusa (Dukié et al.,
2002; Krstié¢ et al.,, 2002, Vucurovié i sar., 2011), znacajan doprinos istrazivanja
sprovedenih u ovom radu je taj Sto je obuhvacen veéi broj izolata koji pripadaju
razli¢itim podgrupama CMV. BioloSka karakterizacija, kao fenotipski marker, ukazala
je na priliénu varijabilnost populacije CMV u Srbiji. Bez obzira na detaljnu
molekularnu karakterizaciju obavljenu u okviru ove disertacije, nije bilo moguce
povezati bioloSke osobine sa genotipskim razlikama izmedu podgrupa ispitivanih
izolata. Medutim, kasnija istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije pokazala su da
su izolati koji su odabrani kao predstavnici II podgrupe CMV u stvari rekombinanti
haplotipa II; IA-II; TI-1I. Kako se genom CMYV sastoji od pet gena koji kodiraju proteine
koji su multi-funkcionalni, rekombinacija u okviru genoma sigurno je jedan od razloga
zbog kojeg se ni jedna koriS¢ena test biljka nije pokazala pogodnom za razlikovanje
podgrupa ovog virusa. lako istrazivanja u okviru ove disertacije nisu omogucila da se na
osnovu razli¢itih simptoma na odredenoj test biljci i1zvrsi razlikovanje podgrupa ovog
virusa, ukazala su da bi u buduénosti trebalo prvo utvrditi pripadnost izolata
odgovarajucoj podgrupi CMV na osnovu svih pet gena ovog virusa u cilju pronalaZenja

odgovarajucih test biljka koje bi ukazala na mogucu biolosku varijabilnost.

6.9. Molekularna detekcija, identifikacija i karakterizacija satRNK

Detekcija 1 identifikacija satRNK izvrSena je parom specificnih prajmera
CMVsat-fwd/CMVsat-rev (Skorié¢ et al., 1996) koji amplifikuju fragment od 334 do
390 nt. Prisustvo amplikona ocekivane veliine zabeleZeno je kod tri izolata poreklom iz
Srbije: 101-08-satRNA i AR1-12-satRNA iz paradajza i 1-12-satRNA iz P. tuisana.
Rezultati molekularne identifikacije BLAST analizom, potvrdili su pripadnost svih
ispitivanih izolata CMV-satRNK na osnovu pokazane sli¢nosti od 86 do 98% sa

izolatima CMV-satRNK iz drugih delova sveta. Iako je prisustvo satRNK karakteristika
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nekih izolata ovog virusa (Choi et al.,, 2011; Feng et al., 2012), njena detekcija u
okviru ovih istrazivanja predstavlja prvi nalaz u Srbiji. Na osnovu analize CP gena
ustanovljeno je da izolati CMV iz Srbije u kojima je detektovana satRNK pripadaju IA
(ARI1-12) i II (101-08 i 1-12) podgrupi ovog virusa, dok na osnovu analize svih pet
regiona gemona CMV utvrdeno da su izolati 101-08 1 1-12 ujedno 1 izolati kod kojih je
doslo do rekombinacije u okviru RNK 2 segmenta. Prisustvo satRNK kod izolata koji
pripadaju razli¢itim podgrupama CMV, na osnovu CP gena, utvrdeno je i u Argentini
(Atencio et al., 1997). Takode, uoc€eno je da se izolati CMV kod kojih nije detektovana
satRNK lakSe odrzavaju u prirodi od onih kod kojih je utvrdeno njeno prisustvo.
Medutim, postoje razlike u odrzivosti izolata CMV u kojima je detektovana satRNK u
prirodi, pri ¢emu je utvrdeno da su satRNK koje pripadaju nekrogenom soju stabilnije u
populaciji u odnosu na one iz obi¢nog soja (Garcia-Arenal et al., 2000).

Prisustvo satRNK detektovano je u preko 100 izolata CMV u razlicitim
geografskim podru¢jima i na razli¢itim biljnim vrstama (Kouadio et al., 2013). Za
razliku od CMV kojeg karakteriSe sopstvena lokalna dinamika u pogledu nastajanja i
nasumicna rekolonizacija iz lokalnih ili udaljenih rezervoara, populacija CMV-satRNK
je svuda ista, nediferencirana (Aranda et al., 1993; Grieco et., 1997). Genetska
struktura 1 dinamika populacije CMV 1 njegove satRNK nisu povezane, pri ¢emu se
satRNK Siri epidemijski kao hiperparazit u populaciji CMV (Alonso-Prados et al.,
1998). Ovakav odnos izmedu virusa i1 njegove satRNK nije uobi¢ajan na Sta ukazuje
povezanost Panicum mosaic virus (PMV) 1 njegove satRNK (Cabrera et al., 2000).
Osnovna razlika izmedu ovih satRNK je u nacinu prenoSenja gde se CMV-satRNK
prenosi neperzistentno vasima, dok se PMV-satRNK prenosi mehanicki. lako postoje
razli¢iti nacini grupisanja CMV-satRNK preovladava podela na osnovu tipa simptoma,
odnosno u zavisnosti od toga da li satRNK progresivno pojacava ili smanjuje simptome
prouzrokovane CMV (Garcia-Arenal et al., 1999). Tako je na osnovu simptoma koje
satRNK prouzrokuje na biljkama paradajza izvrSena podela na nekrogeni 1 obi¢ni soj
(Grieco et al., 1997; Betancourt et al., 2011). Medutim, uticaj satRNK na replikaciju,
patogenost kao i na ekspresiju simptoma u velikoj meri zavisi od biljke domacina i soja
CMYV (Crescenzi et al., 1993; Jorda et al., 1992; Grieco et al., 1997; Garcia-Arenal
et al., 1999; Garcia-Arenal et al., 2000; Palukaitis et al., 2003; Simon et al., 2004;
Choi et al., 2011). U prilog tome idu 1 istazivanja Betancourt et al. (2011) koja su
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pokazala da se simptomi na biljkama dinje nisu razlikovali u zavisnosti od toga da li se
radilo o nekrogenom ili obi¢nom soju satRNK. lako satRNK ne kodira ni jedan
funkcionalni ORF, opste je prihva¢eno da njeno prisustvo u najvec¢em broju slucaja ima
katastrofalne posledice po proizvodnju, pre svega na proizvodnju paradajza, paprike i
tikava (gkoric' et al., 1996; Garcia-Arenal and Palukaitis, 1999; Garcia-Arenal et
al., 2000; Luis-Arteaga et al., 1998; Jorda et al., 1992).

Podela satRNK na nekrogeni i obi¢ni soj podrzana je i filogenetskim analizama.
Oblik filogenetskog stabla rekonstruisanog u ovim istrazivanjima podseéa na
filogenetska stabla rekonstruisana od strane Grieco et al. (1997). U stablu je doslo do
izdvajanja izolata satRNK u tri grupe (A, B 1 C), pri ¢emu su se satRNK iz Srbije
grupisale u dve razli¢ite grupe (A 1 B), Sto ukazuje na prisustvo razlicitih sojeva satRNK
u nasoj zemlji. Ovakva podela satRNK podrzana je visokim ,,bootstrap* vrednostima od
100% za B i C grupu, dok je za grupu A iznosila 50%. Kouadio et al. (2013) navode da
pored velikog broja okarakterisanih satRNK do sada nije ustanovljen granian stepen
sli¢nosti izmedu sojeva istih i1 razli¢itih grupa kao i da se sve satRNK grupisu u
najmanje tri grupe, dok su Xi et al. (2006) na osnovu viSestrukog poredenja
nukleotidnih sekvenci sve satRNK podelili u dve grupe, koje su nazvali 1 1 2.

U grupu B svrstao se nekrogeni (necrogenic) soj satRNK koji ima ,,nekroti¢nu
konsenzus* sekvencu koja je odgovorna za izazivanje nekroze kod biljaka paradajza,
dok se u grupama A 1 C nalazi obi¢ni (,,ne nekrogeni“, non necrogenic) ili blagi
(benign) soj satRNK kod kojih nije utvrdeno njeno prisustvo. Rezultati dobijeni u ovim
istazivanjima saglasni su sa rezultatima koje su dobili Grieco et al. (1997), pri ¢emu je
,hekroticna konsenzus® sekvenca GA-GCUAAGGCUUA---UGCUAUGCUGAU
(Devi¢ et al., 1990) detektovana kod dve satRNK (101-08-satRNA 1 AR1-12-satRNA)
iz Srbije koje su se grupisale sa satRNK nekrogenog soja. Utvrdena vrednost ukupnog
nukleotidnog diverziteta sekvenci satRNK u stablu bila je neSto veca od vrednosti
utvrdene u Spaniji, a nesto niza od diverziteta koji je ustanovljen na svetskom nivou
(Garcia Arenal et al., 2001). Veca varijabilnost satRNK u okviru obi¢nog soja
opravdava podelu ove grupe na dve manje na osnovu sli¢nosti izmedu njih, $to je
saglasno sa rezultatima Grieco et al. (1997).

Osim ,,nekroti¢ne konsenzus* sekvence utvrdeno je da u satRNK postoji deo u

okviru sekvence koja dovodi do pojave hloroze (,,chlorosis-inducing domains ) (Choi
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et al., 2011). Medutim, prisustvo ove specificne sekvence CCUUUCGAGGU (Kurath
and Palukaitis, 1989) utvrdeno je kod malog broja satRNK, odnosno kod biljaka
duvana i paradajza kod kojih su primecéeni intezivniji simptomi hloroze (Seat and
Palukaitis, 1992; Zhang et al., 1994b; Choi et al., 2011). Ovaj deo u okviru sekvence

koji dovodi do pojave hloroze nije utvrden u detektovanim satRNK poreklom iz Srbije.
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7. ZAKLJUCAK

Tokom cetvorogodisnjih istrazivanja (2010-2013) obavljeni su pregledi razlicitih
povrtarskih, industrijskih, ukrasnih i korovskih biljaka na prisustvo virusa mozaika
krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV). Pregledano je 130 lokaliteta u Srbiji pri
¢emu je sakupljeno 1378 uzoraka 97 razlicitih biljnih vrsta, njihovih varijeteta ili sorti.
Prisustvo CMV, primenom DAS-ELISA testa, dokazano je u 409 uzoraka (29,68%)
poreklom iz 32 razli¢ite biljne vrste, njihovih varijeteta ili sorti sakupljenih na 74
pregledana lokaliteta. Tokom ovih istrazivanja prisustvo CMV u Srbiji prvi put je
dokazano na biljkama Tulipa sp. 1 Peperomia tuisana, dok detekcije ovog virusa na
biljkama Wisteria sinensis 1 Stenactis annua ujedno predstavlja prvi nalaz CMV u
prirodnoj infekciji ne samo kod nas, nego i u svetu.

Sakupljene biljke u kojima je dokazan CMV ispoljile su razliite tipove
simptoma, u zavisnosti od vrste domacina i vremena infekcije. Najucestaliji simptomi
bili su u vidu svetlo i tamno zelenog mozaika, hloroze, redukcije lisne povrSine,
nitavosti, uvijenosti lista, malformacija, kao 1 lokalnih hloroti¢nih i nekroti¢nih pega.

U cilju proucavanja strukture populacije CMV odabrana su 44 uzorka poreklom
iz 18 razli¢itih biljnih vrsta, njihovih varijeteta ili sorti sakupljenih na 30 lokaliteta, od
kojih je 36 sakupljeno tokom ovih istrazivanja ili u periodu od 2007. do 2009. godine
(Kolekcija biljnih virusa Laboratorije za virusologiju 1 mikologiju, Katedra za
fitopatologiju, Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni fakultet),
dok su preostalih osam izolata prethodno bili identifikovani kao izolati CMV na osnovu
analize sekvence CP gena 1 stepena nukleotidne sli¢nosti sa izolatima iz drugih delova
sveta. Molekularna karakterizacija na osnovu analize sekvence CP gena obuhvatila je 44
izolata, dok su molekularna prouc¢avanja na osnovu analize sekvenci 2a, 2b i MP gena
obuhvatila 19 izolata, a 1a gena 15 izolata CMV.

Za proucavanje geneticke strukture populacije CMV prvo je dizajnirano sedam
razli¢itih parova prajmera za razli¢ite regione genoma ovog virusa i razvijen protokol za
svaki od njih, a zatim je primenom RT-PCR metode, koriS¢enjem devet razlicitih parova
prajmera, izvrSena amplifikacija parcijalnih ili kompletnih genskih regiona odabranih

izolata CMV.
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Molekularna identifikacija svih pet genskih regiona CMV obavljena je
sekvenciranjem, a sve dobijene sekvence deponovane su u GenBank bazu podataka.
Stepen nukleotidne i aminokiselinske slicnosti odredenih genskih regiona ispitivanih
izolata CMV ukazao je na varijabilnost prirodne populacije ovog virusa u nasoj zemlji.
Stepen sli¢nosti sekvenci odabranih izolata CMV iz Srbije doveo je do podele izolata u
dve grupe na osnovu sekvenci parcijalnih CP i MP i celog 2b gena, odnosno tri grupe na
osnovu sekvenci parcijalnog la gena, dok su rezultati dobijeni na osnovu stepena
sli¢nosti sekvenci parcijalnog 2a gena ukazali na homogenost populacije ovog virusa u
nasoj zemlji.

Filogenetske analize na osnovu parcijalnih sekvenci izolata la, 2a, MP 1 CP
gena, kao 1 na osnovu sekvenci izolata celog 2b gena CMYV, pokazale su da se
populacija ovog virusa deli u tri podgrupe (IA, IB i II). Izolati poreklom iz Srbije na
osnovu sekvenci izolata parcijalnth MP 1 CP gena i celog 2b gena svrstani su u
podgrupu IA i II, na osnovu sekvenci izolata parcijalnog la gena grupisani su u okviru
podgrupa IA, IB i II, dok se na osnovu sekvenci parcijalnog 2a gena nalaze u okviru IA
podgrupe.

Filogenetska stabla na osnovu sekvenci RNK 3 i RNK 2 segmenta CMV
pokazala su jasno izdvajanje ranije opisanih molekularnih podgrupa I i II, kao i
1zdvajanje podgrupa IA 1 IB u okviru podgrupe 1. Medutim, pored ovih podgrupa doslo
je 1 do izdvajanja rekombinantnih podgrupa. U rekombinantnoj podgrupi na osnovu
analize RNK 3 segmenta nalazi se izolat 540-10 (poreklom iz W. sinensis), dok su se na
osnovu analize RNK 2 segmenta u rekombinantnu podgrupu svrstali izolati 581-11
(Capsicum annuum), 101-08 (Solanum lycopersicum), 1-12 (P. tuisana) 1 267-13
(Phaseolus vulgaris).

Filogenetsko stablo na osnovu sekvenci razli¢itih segmenata (RNK 1, 2 i 3)
CMV ukazalo je na prisustvo pseudorekombinanata i rekombinanata u prirodnoj
populaciji ovog virusa u naSoj zemlji izdvajanjem pomenutih izolata iz postojecih
podgrupa (IA, IB 1 II) i grupisanjem u okviru dve rekombinantne podgrupe. Od 19
izolata detaljno ispitanih filogenetskim analizama osam imaju haplotip: 1A; [A-IA; TA-
IA, dok kod cetiri nije analiziran la gen te ovi izolati imaju haplotip: [A-IA; TIA-IA.
Rekombinacije su utvrdene kod cCetiri izolata, od kojih tri izolata (581-11, 101-08 i 1-
12) imaju haplotip: II; TA-II; II-II, dok izolat 540-10 ima haplotip: IA; T1A-IA; TA-IL
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Pseudorekombinacije su utvrdene kod izolata 723-10 (C. annuum) kome odgovara
haplotip: IB; TA-1A; IA-IA i izolata 79-13 (Tulipa sp.) koji ima haplotip: II; IA-IA; II-II.
Poslednju grupu rekombinanata predstavlja izolat 267-13 kod kojeg je doslo i do
rekombinacije i do pseudorekombinacije i koji ima haplotip: IB; IA-II; IA-IA.

U cilju potvrde rezultata dobijenih filogenetskim analizama, koje su ukazale na
postojanje rekombinantnih i pseudorekombinantnih izolata u okviru prirodne populacije
CMV u Srbiji, primenjena je RFLP analiza. Primenom RFLP analize ,,in silico*
izabrano je deset restrikcionih enzima cijom se digestijom dobija razliiti broj
fragmenata ili fragmenti razliCite veli¢ine kod izolata koji pripadaju razliitim
podgrupama ovog virusa na osnovu razli¢itth genskih regiona CMV. Zatim je
primenom, RFLP analize ,,in situ®, koriS¢enjem odgovaraju¢ih odabranih restrikcionih
enzima za svaki genski region, potvrdeno grupisanje izolata CMV u okviru
odgovaraju¢ih  podgrupa ovog virusa 1  prisustvo  rekombinantnih i
pseudorekombinantnih izolata u okviru prirodne populacije CMV u naSoj zemlji.
Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije pokazali su da su svi odabrani
izolati imali isti restrikcioni profil u svim ponavljanjima, ¢ime je isklju¢eno prisustvo
mesSane infekcije kod rekombinantnih 1 pseudorekombinantnih izolata poreklom iz
Srbije.

Primenom RDP softvera i analizom sekvenci izolata CMV poreklom iz Srbije
potvrdena je izmena genetiCkog materija u vidu rekombinacija. Analiza sekvenci na
osnovu segmenta RNK 2 odabranih izolata CMV potvrdila je da izolati 101-08, 581-11,
1-12 1 267-13 predstavljaju prirodne rekombinante izmedu IA (2a gen) i II (2b gena)
podgrupe, a analiza segmenta RNK 3 potvrdila je da izolat 540-10 predstavlja prirodni
rekombinant izmedu podgrupa IA (MP gen) i II (CP gen) CMV.

Rezultati primene ,,codon-based* Z-test selekcije pokazuju da na sve testirane
genske regione odabranih izolata CMV poreklom iz Srbije deluje negativna
(,,purifying*) selekcija. Takode, testiranjem svakog para sekvenci odabranih izolata
CMV iz Srbije utvrdeno je da preovladava negativna selekcija. Jedini izuzetak
ustanovljen kada su medusobno testirane sekvence CP gena izolata 115-08 (Cucurbita
pepo ‘Olinka’) 1 471-09 (C. annuum), za koje je utvrdeno da podlezu slaboj pozitivnoj

selekciji.
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Bioloska karakterizacija ukazala je na prilicnu fenotipsku varijabilnost
populacije CMV u Srbiji. Bez obzira na detaljnu karakterizaciju obavljenu u okviru ove
disertacije, nije bilo moguce povezati fenotipske osobine sa genotipskim razlikama
izmedu podgrupa ispitivanih izolata. Tokom ovih istrazivanja ni jedna koriS¢ena test
biljka se nije pokazala pogodnom za razlikovanje izolata podgrupa ovog virusa, jer
genom CMYV kodira pet multi-funkcionalnih proteina koji u razli¢itom stepenu mogu
uticati na ispoljavanje simptoma i virulentnost, kao i zbog geneti¢kih promena u vidu
rekombinacija i pseudorekombinacija koje su prisutne u populaciji ovog virusa.

Prisusutvo satRNK u Srbiji prvi put je utvrdeno kod dva izolata, 101-08 i AR1-
12, poreklom iz S. lycopersicum i izolata 1-12 poreklom iz P. tuisana. Filogenetska
analiza pokazala je da se satRNK, koje su detektovane u biljkama paradajza, grupisu sa
izolatima nekrogenog (,,necrogenic) soja, dok se satRNK koja je detektovana u
biljkama P. tuisana grupise sa izolatima obicnog (,,non necrogenic*) soja satRNK.

Rezultati ove disertacije predstavljaju prva saznanja o genetickoj strukturi
prirodne populacije CMV u Srbiji. Geneticka struktura proucavane populacije CMV
nije u korelaciji sa biljkom domacinom, geografskim poreklom ili godinom izolacije,
Sto ukazuje na metapopulaciju sa osobinom lokalnog izumiranja i ponovnog
uspostavljanja populacije upravo od strane izolata koji migriraju iz lokalnih populacija.
Najveci broj izolata CMV ukljucenih u istraZivanja, prema svim ispitivanim genskim
regionima, pripada podgrupi IA. U ovim istrazivanjima nije bilo izolata koji po svim
ispitivanim genskim regionima pripadaju IB ili II podgrupi. U prirodnoj populaciji
CMV u Srbiji utvrdeno je postojanje genetiCkih izmena rekombinacijama i
pseudorekombinacijama genomnih segmenata. Medutim, njihova ucestalost je niska, §to
ukazuje da, iako su u prirodi heterologe geneticke kombinacije genoma moguce, manje
su adaptivne 1 nisu favorizovane. Na sve testirane genske regione CMV deluje negativna
(,,purifying*) selekcija §to ogranicava velike promene diverziteta i vodi ka genetickoj
uniformnosti populacije bez obzira na postojanje visokog potencijala varijabilnosti.
Istrazivanja ove doktorske disertacije predstavljaju osnov za dalja proucavanja
genetickog diverziteta populacije CMV u Srbiji i utvrdivanje drugih evolutivnih procesa

koji ga izazivaju i kontrolisu.
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Prilog 1. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci
(iznad dijagonale) CP gena svih ispitivanih izolata poreklom iz Srbije (deo 1)
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449-12 | / 100 100 100 100 100 100 96.8 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
473-12 | 99.8 / 100 100 100 100 100 96.8 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
610-11 | 99.8 100 / 100 100 100 100 96.8 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
286-12 | 99.8 99.6 99.6 / 100 100 100 96.8 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
201-11 | 99.8 100 100 99.6 / 100 100 96.8 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
163-08 | 99.8 100 100 99.6 100 / 100 96.8 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
674-11 | 99.8 100 100 99.6 100 100 / 96.8 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
717-11 | 97.2 97 97 97 97 97 97 / 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8
720-11 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
280-12 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
415-07 | 99.1 99.4 99.4 98.9 99.4 99.4 99.4 96.4 99.4 99.4 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
115-08 [ 99.6 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 99.8 96.8 99.8 99.8 99.1 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
151-08 | 99.4 99.6 99.6 99.6 99.6 99.6 99.6 96.6 99.6 99.6 98.9 99.8 / 100 100 100 100 100 100 100 100 100
171-08 | 99.6 99.8 99.8 99.4 99.8 99.8 99.8 96.8 99.8 99.8 99.6 99.6 99.4 / 100 100 100 100 100 100 100 100
270-09 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 100 99.4 99.8 99.6 99.8 / 100 100 100 100 100 100 100
500-10 | 99.4 99.6 99.6 99.6 99.6 99.6 99.6 96.6 99.6 99.6 98.9 99.8 99.6 99.4 99.6 / 100 100 100 100 100 100
230-10 | 99.6 99.8 99.8 99.4 99.8 99.8 99.8 96.8 99.8 99.8 99.1 99.6 99.4 99.6 99.8 99.4 / 100 100 100 100 100
570-11 | 99.6 99.8 99.8 99.4 99.8 99.8 99.8 96.8 99.8 99.8 99.1 99.6 99.4 99.6 99.8 99.4 99.6 / 100 100 100 100
514-11 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 100 99.4 99.8 99.6 99.8 100 99.6 99.8 99.8 / 100 100 100
283-12 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 100 99.4 99.8 99.6 99.8 100 99.6 99.8 99.8 100 / 100 100
477-07 | 99.6 99.8 99.8 99.4 99.8 99.8 99.8 96.8 99.8 99.8 99.1 99.6 99.4 99.6 99.8 99.4 99.6 99.6 99.8 99.8 / 100
598-07 | 99.6 99.8 99.8 99.4 99.8 99.8 99.8 96.8 99.8 99.8 99.1 99.6 99.4 99.6 99.8 99.4 99.6 99.6 99.8 99.8 99.6 /
542-08 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 100 99.4 99.8 99.6 99.8 100 99.6 99.8 99.8 100 100 99.8 99.8

471-09 | 98.9 99.1 99.1 99.1 99.1 99.1 99.1 96.2 99.1 99.1 98.5 99.4 99.1 98.9 99.1 99.1 98.9 98.9 99.1 99.1 98.9 98.9

746-07 | 99.6 | 99.8 99.8 99.4 99.8 99.8 99.8 96.8 99.8 99.8 99.1 99.6 99.4 99.6 99.8 99.4 99.6 99.6 99.8 99.8 99.6 99.6

670-08 | 99.6 99.8 99.8 99.4 99.8 99.8 99.8 96.8 99.8 99.8 99.1 99.6 99.4 99.6 99.8 99.4 100 99.6 99.8 99.8 99.6 99.6
207-09 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 100 99.4 99.8 99.6 99.8 100 99.6 99.8 99.8 100 100 99.8 99.8
647-10 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 100 99.4 99.8 99.6 99.8 100 99.6 99.8 99.8 100 100 99.8 99.8
533-2-1] 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 100 99.4 99.8 99.6 99.8 100 99.6 99.8 99.8 100 100 99.8 99.8
ARI1-12[ 994 99.1 99.1 99.1 99.1 99.1 99.1 96.6 99.1 99.1 98.5 98.9 98.7 98.9 99.1 98.7 98.9 98.9 99.1 99.1 99.4 98.9
58-12 99.6 99.8 99.8 99.4 99.8 99.8 99.8 96.8 99.8 99.8 99.6 99.6 99.4 100 99.8 99.4 99.6 99.6 99.8 99.8 99.6 99.6
650-07 | 99.4 99.6 99.6 99.1 99.6 99.6 99.6 96.6 99.6 99.6 98.9 99.4 99.1 99.4 99.6 99.1 99.4 99.4 99.6 99.6 99.4 99.4
702-07 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 100 99.4 99.8 99.6 99.8 100 99.6 99.8 99.8 100 100 99.8 99.8
202-08 | 96.8 97 97 96.6 97 97 97 94.2 97 97 96.4 96.8 96.6 96.8 97 96.6 96.8 96.8 97 97 96.8 96.8
267-13 | 99.8 100 100 99.6 100 100 100 97 100 100 99.4 99.8 99.6 99.8 100 99.6 99.8 99.8 100 100 99.8 99.8
79-13 80.3 80.1 80.1 80.6 80.1 80.1 80.1 78.2 80.1 80.1 80.6 80.3 80.6 80.1 80.1 80.1 80.3 80.1 80.1 80.1 79.9 80.1
540-10 | 79.9 79.7 79.7 80.1 79.7 79.7 79.7 77.8 79.7 79.7 80.1 79.9 80.1 79.7 79.7 79.7 79.9 79.7 79.7 79.7 79.9 79.7
581-11 | 80.3 80.1 80.1 80.6 80.1 80.1 80.1 782 80.1 80.1 80.6 80.3 80.6 80.1 80.1 80.1 80.3 80.1 80.1 80.1 79.9 80.1

581p-11] 80.3 80.1 80.1 80.6 80.1 80.1 80.1 78.2 80.1 80.1 80.6 80.3 80.6 80.1 80.1 80.1 80.3 80.1 80.1 80.1 79.9 80.1

242-09 | 78.6 78.4 78.4 78.6 78.4 78.4 78.4 76.5 78.4 78.4 78.8 78.4 78.6 78.4 78.4 78.2 78.6 78.4 78.4 78.4 78.6 78.4

101-08 | 80.1 79.9 79.9 80.3 79.9 79.9 79.9 78 79.9 79.9 80.3 80.1 80.3 79.9 79.9 79.9 80.1 79.9 79.9 79.9 79.7 79.9

52-13 79.9 79.7 79.7 80.1 79.7 79.7 79.7 77.8 79.7 79.7 80.1 79.9 80.1 79.7 79.7 79.7 79.9 79.7 79.7 79.7 79.9 79.7

190



Prilog 1. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci
(iznad dijagonale) CP gena svih ispitivanih izolata poreklom iz Srbije (deo 2)
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449-12 100 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
473-12 100 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
610-11 100 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

286-12 100 [ 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

201-11 100 [ 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

163-08 100 [ 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

674-11 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
717-11 96.8 94.9 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.8 96.2 96.8 96.2 96.8 90.4 96.8 85.3 84.6 85.3 85.3 81.4 85.3 84.6 84.6
720-11 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

280-12 100 [ 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

415-07 100 [ 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

115-08 100 [ 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

151-08 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
171-08 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
270-09 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

500-10 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

230-10 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2

570-11 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
514-11 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 872 87.8 87.8 84 87.8 872 87.2
283-12 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 994 100 994 100 93.6 100 87.8 872 87.8 87.8 84 87.8 872 87.2
477-07 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 994 100 994 100 93.6 100 87.8 872 87.8 87.8 84 87.8 872 87.2
598-07 100 | 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
542-08 / 98.1 100 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
471-09 99.1 / 98.1 98.1 98.1 98.1 98.1 98.1 97.4 98.1 98.7 98.1 91.7 98.1 85.9 85.3 85.9 85.9 82.1 85.9 85.3 85.3
723-10 98.9 | 98.1 / 100 100 100 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 872 87.8 87.8 84 87.8 872 87.2
746-07 99.8 | 989 | 98.7 | / 100 100 100 100 994 100 994 100 93.6 100 87.8 872 87.8 87.8 84 87.8 872 87.2
670-08 99.8 | 989 | 98.7 99.6 | / 100 100 100 994 100 994 100 93.6 100 87.8 872 87.8 87.8 84 87.8 872 87.2
207-09 100 | 99.1 98.9 99.8 998 | / 100 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
647-10 100 | 99.1 98.9 99.8 99.8 100 | / 100 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
533-2-11 100 | 99.1 98.9 99.8 99.8 100 100 | / 99.4 100 99.4 100 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
AR1-12 99.1 98.3 98.5 98.9 98.9 99.1 99.1 99.1 / 99.4 98.7 99.4 92.9 99.4 88.5 87.8 88.5 88.5 84.6 88.5 87.8 87.8
58-12 99.8 | 989 | 98.7 99.6 99.6 99.8 99.8 99.8 989 | / 994 100 93.6 100 87.8 872 87.8 87.8 84 87.8 872 87.2
650-07 99.6 | 99.1 98.5 99.4 99.4 99.6 99.6 99.6 98.7 994 | / 99.4 929 99.4 87.2 86.5 872 87.2 83.3 872 86.5 86.5
702-07 100 | 99.1 98.9 99.8 99.8 100 100 100 99.1 99.8 99.6 | / 93.6 100 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
202-08 97 [ 962 | 96.4 96.8 96.8 97 97 97 96.2 96.8 96.6 97 | / 93.6 83.3 82.7 83.3 83.3 79.5 83.3 82.7 82.7
267-13 100 | 99.1 98.9 99.8 99.8 100 100 100 99.1 99.8 99.6 100 97 |/ 87.8 87.2 87.8 87.8 84 87.8 87.2 87.2
79-13 80.1 79.7 80.3 80.3 80.3 80.1 80.1 80.1 80.1 80.1 80.1 80.1 78.2 80.1 / 99.4 100 100 96.2 100 99.4 99.4
540-10 79.7 | 793 79.9 79.9 79.9 79.7 79.7 79.7 80.1 79.7 79.3 79.7 77.8 79.7 98.7 | / 99.4 99.4 96.8 99.4 100 100
581-11 80.1 79.7 80.3 80.3 80.3 80.1 80.1 80.1 80.1 80.1 79.7 80.1 782 80.1 99.1 98.7 | / 100 96.2 100 99.4 99.4
581p-11 80.1 79.7 80.3 80.3 80.3 80.1 80.1 80.1 80.1 80.1 79.7 80.1 78.2 80.1 99.1 98.7 100 | / 96.2 100 99.4 99.4
242-09 784 | 718 | 78.6 78.6 78.6 78.4 78.4 78.4 78.8 78.4 78 78.4 76.3 78.4 96.6 97.9 96.6 96.6 | / 96.2 96.8 96.8
101-08 799 | 795 80.1 80.1 80.1 79.9 79.9 79.9 79.9 79.9 79.5 79.9 78 79.9 99.4 98.9 99.4 99.4 96.8 | / 99.4 99.4
1-12 79.7 | 793 79.9 79.9 79.9 79.7 79.7 79.7 80.1 79.7 79.3 79.7 77.8 79.7 98.7 100 98.7 98.7 97.9 989 | / 100
52-13 79.7 | 793 79.9 79.9 79.9 79.7 79.7 79.7 80.1 79.7 79.3 79.7 77.8 79.7 98.7 100 98.7 98.7 97.9 98.9 100 | /
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Prilog 2. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad dijagonale) MP
gena svih ispitivanih izolata poreklom iz Srbije
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473-12 |/ 99.5 199.5 | 100 | 100 |99 99.5 | 100 | 100 | 100 |86.2 | 86.2 | 100 |99.5 | 100 | 86.2 | 100 | 86.2 | 100
286-12 | 99.5 |/ 99 99.5 199.5 |99 99 99.5 199.5 | 99.5 [ 86.2 | 86.2 | 99.5 | 99.5 | 99.5 | 86.2 | 99.5 | 86.2 | 99.5
201-11 | 99.7 199.2 |/ 99.5 199.5 [98.5 |99 99.5 199.5 199.5 | 86.2 | 86.2 | 99.5 | 99 99.5 | 86.2 | 99.5 [86.2 | 99.5
674-11 | 100 |99.5 [99.7 |/ 100 | 99 99.5 | 100 | 100 | 100 | 86.2 | 86.2 | 100 |99.5 | 100 | 86.2 | 100 | 86.2 | 100
415-07 | 99.5 | 99 99.2 1995 |/ 99 99.5 | 100 | 100 | 100 |86.2 | 86.2 | 100 |99.5 | 100 | 86.2 | 100 | 86.2 | 100
270-09 | 99.5 199.5 199.2 199.5 |99 / 98.5 | 99 99 99 86.2 | 86.2 | 99 99.5 199 86.2 | 99 86.2 | 99
500-10 | 99 98.8 1 98.6 | 99 98.5 198.8 |/ 99.5 199.5 199.5 | 85.7 | 85.7 199.5 |99 99.5 | 85.7 | 99.5 [ 85.7 | 99.5
230-10 | 99.3 | 98.8 | 99 99.3 199.8 [ 98.8 1983 |/ 100 | 100 |86.2 | 86.2 | 100 | 99.5 | 100 |86.2 | 100 | 86.2 | 100
570-11 |99.8 [99.7 199.5 [99.8 [99.3 [99.7 199.2 199.2 |/ 100 | 86.2 | 86.2 | 100 | 99.5 | 100 |86.2 | 100 | 86.2 | 100
723-10 | 98.8 | 98.6 | 98.5 | 98.8 | 98.6 | 98.6 | 99.2 | 98.5 | 99 / 86.2 | 86.2 | 100 | 99.5 | 100 | 86.2 | 100 | 86.2 | 100
581-11 | 78 77.6 | 78 78 778 | 77.8 | 78 78 77.8 1718 |/ 99.5 | 86.2 | 86.2 | 86.2 | 99.5 | 86.2 | 100 | 86.2
101-08 | 76.9 | 76.6 | 76.9 | 76.9 | 76.8 | 76.8 | 76.9 | 76.9 | 76.8 | 76.8 | 98.3 |/ 86.2 | 86.2 | 86.2 | 99 86.2 | 99.5 | 86.2
670-08 | 99.2 | 98.6 | 98.8 | 99.2 | 98.8 | 98.6 | 98.1 | 98.6 | 99 98 77.8 1768 |/ 99.5 | 100 | 86.2 | 100 | 86.2 | 100
58-12 99.8 199.5 199.5 199.8 {993 |99.7 [ 98.8 199.2 199.7 |98.6 | 78 76.9 |99 / 99.5 | 86.2 | 99.5 [86.2 | 99.5
650-07 |99.7 {99.2 199.3 199.7 199.2 [99.2 |98.6 | 99 99.5 198.5 | 77.8 | 76.8 | 98.8 | 99.5 |/ 86.2 | 100 | 86.2 | 100
1-12 78 77.6 | 78 78 77.5 |78 77.6 |77.6 | 771.8 | 77.5 | 97.6 | 98 77.6 |78 77.8 |/ 86.2 [ 99.5 | 86.2
540-10 | 100 | 99.5 | 99.7 | 100 |99.5 | 99.5 |99 99.3 199.8 | 98.8 | 78 76.9 199.2 199.8 | 99.7 | 78 / 86.2 | 100
79-13 776 | 773 | 77.6 | 77.6 | 773 | 775 |77.6 | 775 | 775 |77.5 | 983 [98.6 | 775 |77.6 | 775 |98.8 | 77.6 |/ 86.2
267-13 | 100 ] 99.5 199.7 | 100 ] 99.5 | 99.5 |99 99.3 199.8 | 98.8 | 78 76.9 199.2 | 99.8 | 99.7 | 78 100 | 77.6 |/
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Prilog 3. Procenat slicnosti nukleotidnih sekvenci (ispod

dijagonale) 2a gena svih ispitivanih izolata poreklom iz Srbije

dijagonale) i1 izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad

s lg |zl |5 (8|2 (2 |z |2 |= |8 |2 |« |5 S e |

b e (= [ v |2 |2 |2 |2 | | | = |2 |3 |2 |2 | |T |

SI/2 |8 |5 |5 |5 |2 |&|% & |8 | |8 & |2 2|7 |2 %
473-12 |/ 97.1 198.8 197.6 | 100 | 99.4 | 100 | 100 | 100 | 99.8 | 100 | 100 | 98.8 | 100 | 99.4 | 98.8 | 100 | 100 | 97.6
286-12 | 96.7 | / 97.11994 (971 197.6 197.1 971 97.1 197.1 97.1 97.1 982 ]97.1{97.6|97.197.197.1|99.4
201-11 | 98.8 | 96.7 | / 97.6 1 98.8199.4 |1 98.8 | 98.8 |98.8|98.898.8]98.8|98.8|98.8|99.4|98.8]98.8]98.8]|97.6
674-11 | 97.1 199.6 | 97.1 |/ 97.6 19821976 1976 1976 976976 97.6 |98.897.6|982|97.6|97.6|97.6]100
415-07 19941969 | 991973 |/ 99.4 | 100 | 100 | 100 | 98.8 | 100 | 100 | 98.8 | 100 | 99.4 | 98.8 | 100 | 100 | 97.6
270-09 991973 9919771992 |/ 99.4 19941994 199419941994 19941994 | 100 | 99.4199.4|99.4 | 98.2
500-10 | 994 1969 | 99973 | 100 ]99.2 |/ 100 | 100 | 98.8 1100 | 100 | 98.8 | 100 | 99.4 | 98.8 | 100 | 100 | 97.6
230-10 [ 994 1969 | 991973 | 100 ]99.2 | 100 |/ 100 | 98.8 | 100 | 100 | 98.8 | 100 | 99.4 | 98.8 | 100 | 100 | 97.6
570-11 [ 994 1969 | 99973 | 100 ]99.2| 100 | 100 |/ 98.8 | 100 | 100 | 98.8 | 100 | 99.4 | 98.8 | 100 | 100 | 97.6
723-10 991973 ] 99 197.7199.2199.699.2199.2199.2 |/ 98.8 1 98.8 |98.8198.8[99.4|100 | 98.898.8]97.6
581-11 | 9941969 | 991973 | 100 |99.2 | 100 | 100 | 100 | 99.2 |/ 100 | 98.8 | 100 | 99.4 | 98.8 | 100 | 100 | 97.6
101-08 | 99.4 1969 | 99973 ] 100 ]99.2 | 100 | 100 | 100 | 99.2 | 100 |/ 98.8 | 100 | 99.4 | 98.8 | 100 | 100 | 97.6
670-08 |97.5199.21975[99.6 |97.7| 98|97.7|97.7197.7| 98977917/ 98.8 1994 | 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.8
58-12 19941969 | 991973 | 100 |99.2 | 100 | 100 | 100 | 99.2 | 100 | 100 | 97.7 | / 99.4 1 98.8 | 100 | 100 | 97.6
650-07 | 99.4197.3199.4 1 97.7199.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 98 | 99.6 | / 99.4199.4199.4 | 98.2
1-12 98.8[97.1 | 988975 991994 | 99| 99| 99[998| 99| 99197.8| 991994 |/ 98.8 | 98.8 | 97.6
540-10 | 9941969 | 991973 | 100 |99.2 | 100 | 100 | 100 | 99.2 | 100 | 100 | 97.7 | 100 | 99.6 | 99 |/ 100 | 97.6
79-13 19941969 | 991973 | 100 |99.2 | 100 | 100 | 100 | 99.2 | 100 | 100 | 97.7 | 100 | 99.6 | 99 | 100 |/ 97.6
267-13 | 96.9 1 99.8 196.9 | 99.8197.1 |97.5|97.197.1{97.1 1975|971 |97.1 994 197.1 975|973 |97.1|97.1 |/
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Prilog 4. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad dijagonale)

2b gena svih ispitivanih izolata poreklom iz Srbije

s lg |zl |5 (8|2 (2 |z |2 |= |8 |2 |« |5 S e |2

b e (= [ v |2 |2 |2 |2 | | | = |2 |3 |2 |2 | |T |

SI2 |8 |5 |5 |K |2 |&|% |8 |8 | |8 & |2 2|7 |2 %
473-12 |/ 9471979 1979 19581958 95819791979 947|552 54219791979 979 ]542]97.9 969 | 542
286-12 | 95.7 |/ 9691969 |99 194719471969 |96.9|93.8 589552969969 96,9 |552]969 979|552
201-11 99 196.7 |/ 100 | 97.9 19791979100 | 100 | 96.9 | 55.2 | 54.2 | 100 | 100 | 100 | 54.2 100 |99 |354.2
674-11 | 993 1964 (99.7 |/ 9791979 19791100 | 100 | 96.9 | 55.2 | 542 | 100 | 100 | 100 | 54.2 100 |99 |354.2
415-07 | 95.7 |1 99.3 | 96.7 | 96.4 | / 95.8 19581979 19791947552 [542[9791979 1979 54297999 |542
270-09 | 964|944 (974 | 971944 |/ 95819791979 194.7 542 |53.1 97919791979 |53.1|97.9 969 |53.1
500-10 | 974 | 97983 | 98| 971964 |/ 9791979199 589552979979 (979 552979969 |552
230-10 | 98.7 | 97199.71993| 9719771987 |/ 100 | 96.9 | 55.2 | 54.2 | 100 | 100 | 100 | 54.2 | 100 | 99 | 542
570-11 | 99.3 1964 [99.7| 100|964 | 97| 98993 |/ 96.9 | 55.2 1542|100 | 100 | 100 |[54.2 100 |99 | 542
723-10 | 96.7 | 96.4 | 97.7 | 97.4 | 96.4 | 95.7 993 | 98 1974 |/ 589 155219691969 (969 (552|969 |97.9 552
581-11 | 64.4 | 68.7 | 64.7 | 64.4 | 68.7 | 68.7 | 64.7 | 64.7 | 64.4 | 653 |/ 99 552552 [552[989 552552989
101-08 | 63.4 | 64.7 | 64.4 | 63.7 | 644|644 | 644644637 |647]993 |/ 542 542|542 100 | 54.2 | 54.2 | 100
670-08 | 98.7| 9719971993 | 97197.7]198.7| 100993 | 98 647|644 |/ 100 | 100 | 54.2 1100 |99 |54.2
58-12 9871 9719971993 97[97.7]98.7] 100993 | 98 |64.7|644 | 100 |/ 100 | 542|100 |99 |54.2
650-07 | 99.3196.4199.7 | 100 | 964 | 97| 981993 | 100 | 974 | 64.4|63.7|99.3 993 |/ 5421100 |99 [54.2
1-12 634647644 637644644 64| 646371647983 99| 64| 64]63.7]|/ 542|542 100
540-10 | 99.3 196.4199.7 | 100 | 964 | 97| 981993 | 100 | 97.4 | 64.4 | 63.7 | 99.3 199.3 | 100 | 63.7 | / 99 1542
79-13 | 95.7198.7196.7196.4 9871944 97| 971964964 647 | 64| 97| 971964 | 644|964 |/ 54.2
267-13 | 634|644 |63.7|63.4 644|644 |63.7]|63.7]63.4]644 | 99|99.7|63.7]63.7|63.4 987634644/
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Prilog 5. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih
sekvenci (iznad dijagonale) 1a gena svih ispitivanih izolata poreklom iz Srbije

286-12

58-12

650-07

540-10

79-13

473-12

99.6

99.2

99.2

86.9

286-12

99.6

99.2

87.3

674-11

99.2

415-07

99.6

99.2

98.2

87.3

570-11

99.3

100

99.6

99.2

87.3

723-10

91.6

93.5

93.1

93.5

85.3

581-11

79.7

88.2

87.8

87.8

99.2

101-08

79.9

88.2

87.8

87.8

99.2

670-08

99

100

99.6

99.2

87.3

58-12

99.9

99.6

99.2

87.3

650-07

98.5

98.6

98.8

86.9

1-12

79.9

80

79.5

87.8

99.2

540-10

98.8

98.9

98.4

86.9

79-13

79.7

79.9

79.3

79.9

267-13

91.4

91.6

90.7

91.3

80.7
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1 2 | 3 [ 4 | 5 [ 6 | 72| 8 [ o | 10| 1| 12] 13 14] 15|
1.473-12 5387 5470 -1951 -1915 -6.660 -11.778 -11.587 -2468 1023 -2992 -2087 -11599 -11.311 -6.620
2.286-12 | 1.000 -1018 -5552 -5230 -6.715-11397 -11205 -5298 -5455 -5496 -5.185 -11.178 -10922 -7.030
3.674-11 | 1000 1.000 -3629 -5331 -6775 -11375 -11.182 -5399 -5537 -5623 -5284 -11.157 -10911 -7.063
4.415-07 | 1000 1000 1000 2019 -6965 -11.786 -11623 -2493 -2.124 -2967 -2197 -11620 -11.327 -6916
5.570-11 | 1000 1000 1000 1000 -6.948 -11.958 -11.765 -1471 -2093 -2.090 -1652 -11.791 -11498 -6.928
6.723-10 | 1000 1000 1000 1000 1000 -10535 10369 -7.152 -6719 -7.126 -6.905 -10241 -10.306 -2.551
7.581-11 | 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -1.800 -12.086 -11.818 -12.018 -11.714 -2289 -1875 -10353
8 101-08 | 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -11.868 -11.626 -11.820 -11495 -2.133 -1587 -10.181
9 670-08 | 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 -2616 -2.515 -2.181/-11.920 -11.617 -7.127
10.58-12 | 0154 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -3.016 -2.245 -11639 -11352 -6.676
11.650-07| 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 -2.783 -11.856/ -11.585 -7.075
12.540-10) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 -11.523 -11233 -6.906
13.1-12 | 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 -1.586 -10.070
14.79-13 | 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 -10.147
15.267-13] 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000

Prilog 6. Rezultati ,,codon-based testa pozitivne selekcije za svaki par ispitivanih
sekvenci la gena 15 izolata Cucumber mosaic virus. Verovatno¢a odbacivanja nulte
hipoteze striktne neutralnosti (dx = ds) u korist alternativne (dn > ds) prikazana je ispod
dijagonale. Vrednosti verovatno¢e manje od 0,05 smatraju se znaCajnim na nivou
znacajnosti 5%. Sa gornje strane dijagonale prikazane su Z vrednosti.

1 A T O Y - T O O - - T O s O A - S s A (| 18 | 18 |
1.473-12 -3.102| -1394) -3.046] -1.780| -1.519) -1.780| -1.780| -1.780| -1.374| -1.780| -1.780 -3.265| -1.780| -1.19| -1.780| - -1.780 -3.225
2.286-12 1.000 -3.076] -0.678) -2.841| 2.768| 2841 -2.841 -2.841) -2424| -2.841| -2.841| 0.063| -2.841) -2.754) -2.841| -2.616] 2841 1.080
3.201-11 1.000) 1.000 -2.992 -1.390] -1.910| -1.390| -1390 -1.390| -1.353| -1.390| -1.3%0| -3.204) -1.350| -1.188 -1390 -1.670| -1.390| -3.196
4.67411 1.000| 1.000 1.000 2771 2723 2771 2771 2771 2349 2771 2771 1464 2771 2697 -2.771] -2.550) 2771 -1.015
5. 41507 1.000| 1.000] 1.000 1.000 -1.541| 0.000 0.000| 0000 -0.914 0.000| 0.000| -2.994 0.000| -0.658 0.000 -1.352| 0.000] -2.960
6.270-09 1.000| 1.000, 1.000| 1.000{ 1.000 -1.541] -1.541| -1541] 0.675| -1.541| -1.541 -2.944| -1.541) -1484] -1541] -L -1.541) -2.891
7. 500-10 1.000| 1.000[ 1000 1.000{ 1.000 1.000 0.000, 0.000/ 0.914] 0.000 0.000] -2.994 0.000| -0.65% 0.000 -1352| 0.000] -2.960
8. 230-10 1.000) 1000 1000 1.000{ 1.000 1.000| 1.000 0.000 0514 0.000) 0.000 -2.994 0.000 -0.658 0.000 - 0.000 -2.960
9.570-11 1.000| 1.000] 1.000| 1.000{ 1.000] 1.000| 1.000, 1000 0.914] 0.000] 0.000| -2.994 0.000 -0.658 0.000] -1352| 0.000{ -2.960
10. 723-10 1.000| 1.000, 1.000| 1.000{ 1.000] 1.000, 1.000 1000 1.000 0914 0.014] 2581 0914 -0.666 -0.514| 0. 0.914) -2.548
11. 581-11 1.000| 1.000] 1.000| 1.000{ 1.000[ 1.000 1.000| 1.000 1.000| 1.000 0.000 -2.9%4 0.000 -0.658| 0.000| - 0.000, -2.960
12. 10108 1.000| 1.000 1.000| 1.000{ 1.000] 1.000| 1.000 1000 1.000/ 1.000] 1.000 -2.994| 0.000 -0.658| 0.000) -1352 0.000| -2.960
13. 670-08 1000 1.000, 1.000| 0.073] 1.000] 1000 1.000 1000 1.000) 1.000 1.000 1.000 2994 -2.930 -2.594 2. -2.9%4 -0.354
14.58-12 1.000| 1.000] 1.000| 1.000{ 1.000] 1.000, 1.000 1000 1.000( 1.000] 1.000) 1.000| 1.000 0658 0.000 - 0.000, -2.960
15. 65007 1.000| 1.000] 1.000| 1.000{ 1.000[ 1.000 1.000/ 1.000 1.000| 1.000 1.000, 1.000| 1.000 1.000 0.658 -1. -0.638 -2.879
16. 540-10 1.000| 1.000] 1.000| 1.000{ 1.000] 1000 1.000| 1.000 1.000| 1.000 1.000, 1.000, 1.000| 1.000 1.000 0.000 -2.960
17.1-12 1.000| 1.000] 1.000| 1.000{ 1.000[ 1.000| 1.000] 1000 1.000/ 1.000] 1.000 1.000| 1.000[ 1000 1.000] 1000 -1.352 2.732
18. 73-13 1.000| 1.000, 1.000| 1.000{ 1.000[ 1.000) 1.000 1000 1.000( 1.000, 1.000 1.000| 1.000] 1000 1.000 1000 1.000 -2.960
19.267-13 1000/ 0.141) 1000/ 1.000{ 1.000[ 1000, 1.000/ 1.000] 1.000] 1.000, 1.000] 1.000| 1.000] 1000 1.000/ 1.000] 1.000| 1.000

Prilog 7. Rezultati ,,codon-based” testa pozitivne selekcije za svaki par ispitivanih
sekvenci 2a gena 19 izolata Cucumber mosaic virus. Verovatnoca odbacivanja nulte
hipoteze striktne neutralnosti (dn = ds) u korist alternativne (dn > ds) prikazana je ispod
dijagonale. Vrednosti verovatno¢e manje od 0,05 smatraju se znacajnim na nivou
znacajnosti 5%. Sa gornje strane dijagonale prikazane su Z vrednosti.
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Prilog 8. Rezultati ,,codon-based” testa pozitivne selekcije za svaki par ispitivanih
sekvenci 2b gena 19 izolata Cucumber mosaic virus. Verovatno¢a odbacivanja nulte

1 P [ AN N S N O N PO N Y e N O N D . O O e U O a0

1.473-12 -2358| 0377 -2.692 1.506] -2.234| -1497 -0.982 1.506) -1.666 -3.509 -3.513| -0.982] -0.982( 1306/ 1306 -3.565 -2.780] -3.513
2.286-12 1.000 -2421| 0668 -2.619 3.027 -1211 -2.150| -2.619) -1393 3.253 3261 -2.130| -2.150 -2.619] -2.613| -3.273 -0369| -3.261
3.201-11 1000 1.000 -2.779| -1.013] 2370 -1389 -1010| -1013 -1.551] -3.178) -3.178 -1.010| -1.010 -1.013) -1.013| -3.221 -2.876| -3.178
4.674-11 1000 1000 1.000 2.950| 3343 -1.674) -2541) -2950| -1821] 3.183 3.191) 2541 -2541| -2950| 2950 -3.236 -1.180| -3.191
5. 41507 0067 1000 1000 1.000 -2.507| -1.853) -1457 0.000| -1966 -3.382 -3.330] -1457) -1457| 0000 0000 -3.427 -3.040| -3.380
6. 270-09 1.000] 1000 1000/ 1000 1.000 2288 1981 2.507 2423 3.203) -3.208 -1981] -19831] 2307 2307 -3.235 3459 3.208
7. 500-10 1000 1000 1.000] 1.000 1.000 1.000 0967 -1.853 -0.700 3318 3317 -0.967| -0.967 -1.853) -1.853 -3.360 -1820 -3.317
8.230-10 1000 1000 1000 1.000 1.000 1000/ 1000 -1457 -1.185 -3.178) -3.178) 0.000| 0000 -1457 -1457 -3.221 -2.629| -3.178
9.570-11 0067 1000 1000 1000, 1.000 1.000 1000 1000 -1966| -3.382 -3.380) -1457) -1457| 0000 0.000 -3.427 -3.040| -3.380
10.723-10 1000 1000 1000 1.000 1.000 1000/ 1000, 1.000 1.000 3.289| -3.286 -1.185 -1.185 -1966 -1966 -3.334 -1950/ -3.286
11.581-11 1000 1000, 1000, 1.000 1.000 1000 1.000] 1.000 1.000 1.000 -0.640| -3.178 -3.178| -3.382 -3.382 -1.705| -2.937 -0.640
12.101-08 1000 1000 1000 1000 1.000 1000 1000, 1.000] 1.000 1.000/ 1.000 -3.178| -3.178 -3.380 3380 -1.637 -2.949) 0.000
13. 670-08 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000, 1000 1.000 1.000 1000 1.000 0.000] -1.457) -1.457 -3.221] 2629 3178
14. 38-12 1.000) 1000 1000 1000/ 1.000 1.000 1.000 1000/ 1000 1.000, 1.000 1.000) 1.000 1457 1457 3.221) 2.629) 3178
15.65007 | 0067 1000 1000/ 1000, 1.000) 1000 1.000| 1000 1.000 1000, 1.000 1000 1000 1.000 0.000 -3.427 -3.040| -3.380
16.540-10 | 0067 1000 1000/ 1000 1000 1.000) 1000 1000 1000 1.000) 1000 1000 1000/ 1000 1.000 3427 3.040 3380
7.1-12 1000 1000 1000, 1000 1.000 1000/ 1000, 1000 1.000 1.000 1000/ 1000 1000 1.000 1.000 1.000 -2.990| -1.637
18.79-13 1000 1000 1000 1000 1.000 1000 1000, 1.000 1000 1000/ 1000 1.000, 1000 1.000 1000/ 1000 1.000 -2.949
19.267-13 1000 1000, 1000, 1000 1.000 1000/ 1000 1000 1000 1000 1000 1000, 1.000] 1000 1000/ 1000 1.000 1.000

hipoteze striktne neutralnosti (dx = ds) u korist alternativne (dn > ds) prikazana je ispod

dijagonale. Vrednosti verovatno¢e manje od 0,05 smatraju se znacajnim na nivou
znacajnosti 5%. Sa gornje strane dijagonale prikazane su Z vrednosti.

Prilog 9. Rezultati ,,codon-based” testa pozitivne selekcije za svaki par ispitivanih
sekvenci MP gena 19 izolata Cucumber mosaic virus. Verovatno¢a odbacivanja nulte
hipoteze striktne neutralnosti (dn = ds) u korist alternativne (dn > ds) prikazana je ispod
dijagonale. Vrednosti verovatno¢e manje od 0,05 smatraju se znacajnim na nivou
znacajnosti 5%. Sa gornje strane dijagonale prikazane su vrednosti Z vrednosti.
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1 2 |3 ] 4] 5 |6 | 7 | 8] ¢ | 3w | 1 | 12| 13 | 14| 15| 16 | 1w | a8 | 19 |
1.473-12 -1.190| -0.648) 0.000 -1.711) -0.334] 2110/ -2.021] -1.033| -2.680|-10.170/-10.804) -2.454] 1.032| -1.518| 0.000-10.100|-10.451| 0.000
2.286-12 1.000 -1.316) -1.190| -2.082) -0.331 -1.944) -2337 -0.664 -2.304 -10.429 -11.077 -2.664 -1.102 -1923 -1.190|-10.363 -10.734 -1.190
3.201-11 1000 1.000 -0.648 -1.847 -0.683 -2.148 -2.137 -1.163| -2.711-10.163 -10.800 -2.533 -0.325 -1.631 -0.648|-10.096-10.447| -0.643
4.674-11 1000 1000 1.000 -1.711) -0334] 2110/ -2.021| -1.033| -2.680|-10.170|-10.804) -2.454] 1.032| -1.518| 0.000 -10.100-10.451) 0.000
5.415-07 1000, 1.000] 1000 1.000 -1.612) -2.683| -1.010| -1.979| -2.805|-10.119|-10.710| -2.797) -1.503| -2276 -1.711|-10.194 -10.442) -1.711
6.270-09 1000 1000, 1000 1.000 100D -1495) -1914| 1430 -2.199 -10.234-10.840| -2.283| -0.675 -1386 -0.334|-10.028|-10.506 -0.334
7. 500-10 1000 1.000 1000 1000/ 1.000) 1.000 -2810) -1.872 -1.840 -10.219 -10.786 -3214 -1.939 -2.695 -2.110|-10433 -10432 -2.110
8. 230-10 1000 1000, 1000 1000 1000 1000/ 1.000 | -2.253| -3.035-10.102 -10.633 -3.016 -1.83§ -2.513 -2.021 -10.154 -10.403 -2.021
9.570-11 1000 1000, 1000 1.000 1000 0078 1000 1.000 -2.517| -10.246| -10.861| -2.636) -0.662) -1.823| -1.033|-10.170 -10.530/ -1.033
10. 723-10 1000 1000, 1000 1000 1.000| 1000 1000 1000/ 100 -10.001| -10.547| -3.655 -2.538 -3.158 -2.680(-10.249 -10.213| -2.680
11. 581-11 1000 1000, 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 -2.867| -10.209| -10.083| -10.297| -10.170| -3.680 -3.261| -10.170
12 101-08 1000 1000, 1000, 1000 1000, 1000 1000 1000/ 1000 1.000 1.000 -10.839 -10.718 -10.515 -10.804 -2.574 -2.534|-10.804
13. 670-08 1000 1000, 1000 1000 1.000) 1000 10000 1000/ 100D 1000 1000 1.000 -2.257) -2.808 -2454/-10.220)-10.404 -2.454
14, 58-12 0152 1000, 1.000[ 0152 1.000| 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1.000 -1235 1.032(-10.018|-10.368) 1.032
15. 650-07 1000 1000, 1000 1.000 1000 1000 1.000] 1000 1000, 1.000] 1000 1000/ 1000 1.000 -1.518) -10.197| -10.562| -1.518
16.540-10 | 1000 1000, 1000, 1.000 1.000| 1000/ 1000 1000 1000/ 1.000 1000 1000 1000/ 0.152 1000 |-10.100/ -10.431|  0.000
17.1-12 1000 1000, 1000 1000 1000 1000 1000 1000/ 1000 1000 1000 1000 1000 1.000] 1.000 1000 -2.435) -10.100
18 79-13 1000, 1000, 1000 1000 1.000| 1000 1.000] 1000 1000 1.000] 1.000] 1000 1.000| 1.000 1000 1000 100D -10.451
19. 267-13 1000/ 1.000] 1000 1000/ 1.000( 1.000] 1000] 1000 1000 1.000) 1000) 1000/ 1000, 0.152) 1000 1000/ 1000 1.000



Prilog 10. Rezultati ,,codon-based* testa pozitivne selekcije za svaki par ispitivanih sekvenci CP gena 44 izolata Cucumber mosaic virus. Verovatnoca
odbacivanja nulte hipoteze striktne neutralnosti (dn = ds) u korist alternativne (dn > ds) prikazana je ispod dijagonale. Vrednosti verovatno¢e manje od 0,05
smatraju se znacajnim na nivou znacajnosti 5%. Sa gornje strane dijagonale prikazane su Z vrednosti.
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