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DIVERZITET | KARAKTERIZACIJA VIRUSA PAPRIKE U SRBIJI

Rezime. Dvogodi$njim proucavanjima pojave i rasprostranjenosti virusa u usevu
paprike u Srbiji utvrdeno je da se virusi javljaju svake godine kako u proizvodnji rasada,
tako i u usevu paprike bilo da je gajen u zasticenom prostoru ili na otvorenom polju.
Seroloskim analizama prikupljenih uzoraka paprike primenom DAS-ELISA testa,
detektovano je prisustvo pet virusa: virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus,
CMV), virus crtiCastog mozaika krompira (Potato virus Y, PVY), virus bronzavosti
paradajza (Tomato spotted wilt virus, TSWV), virus mozaika lucerke (Alfalfa mosaic
virus, AMV) i virus blagog Sarenila paprika (Pepper mild mottle virus, PMMoV), koji
su se javili u pojedinac¢nim ili kompleksnim infekcijama. U obe godine istrazivanja,
utvrdeno je dominantno prisustvo CMV i/ili PVY u proizvodnji rasada, kao i kod oba
nacina gajenja paprika.

Pregledom useva paprike u razli¢itim lokalitetima gajenja zabeleZzena je pojava
niza simptoma na li§¢u, stablu, cvetovima i plodovima, koji su upuéivali na virusnu
zarazu, ali nije bilo moguce utvrditi njihovu povezanost sa detektovanim virusom.

Za molekularnu detekciju i identifikaciju kao i za potvrdu rezultata dobijenih na
osnovu antigenih osobina, koriS¢eni su odabrani izolati virusa paprike koji su
detektovani u usevu paprike seroloSkim analizama. Amplifikacija razlicitih regiona
genoma virusa obavljena je primenom RT-PCR metode kori§¢enjem odgovarajucih
specificnih prajmera.

Nakon sekvencioniranja i viSestrukog uparivanja sekvenci izolata sa sekvencama
drugih virusa dostupnih u GenBank bazi podataka i prorac¢unom geneticke sli¢nosti
obavljena je molekularna identifikacija odabranih izolata virusa paprike poreklom iz
nase zemlje. Determinisane su nukleotidne sekvence CP gena tri izolata CMV, AMV i
PMMoV, sekvence gena za P1 protein tri izolata PVY, sekvence NC gena tri izolata
TSWV, kao i nukleotidne sekvence RdRp gena tri izolata PMMoV.

Filogenetska analiza na osnovu sekvenci gena za P1 protein, pokazala je
grupisanje izolata PVY iz Srbije u klaster sa ostalim evropskim izolatima nekroti¢nih
sojeva, zatim na osnovu sekvenci CP gena izolata CMV, utvrdena je pripadnost
ispitivanih izolata iz paprike podgrupi IA gde je svrstana vecina sojeva iz drugih delova
sveta. Filogenetska analiza izolata TSWV pokazuje grupisanje ispitivanih izolata u

klaster koji ¢ini vecina izolata iz Evrope, dok je na osnovu sekvence CP gena izolata



AMV, pokazano grupisanje izolata u Cetiri geneticka soja, gde se vecina izolata,
osnovu sekvence CP gena izolata PMMoV, pokazalo je svrstavanje ispitivanih izolata u
prvu grupu sa izolatima koji izazivaju hipersenzitivnu reakciju (HR) na paprici koja je
nosilac L® rezistentnog gena.

U okviru ove disertacije prouc¢avana je prisutnost i rasprostranjenost virusa
paprike u Srbiji, usvojene su i poboljsane molekularne tehnike njihove detekcije,
identifikacije i dat je doprinos boljem razumevanju njihovog porekla i Sirenja u nasoj

zemlji.

Kljuéne redi: paprika, virusi, Cucumber mosaic virus, Potato virus Y, Tomato spotted
wilt virus, Alfalfa mosaic virus, Pepper mild mottle virus, DAS-ELISA, RT-PCR.
Naucna oblast: Biotehnicke nauke

UZa naucna oblast: Fitopatologija

UDK: 578.869:635.649(497.11)(043.3)



DIVERSITY AND CHARACTERIZATION OF PEPPER VIRUSES IN SERBIA

Abstract. A two-year investigation of the presence and distribution of pepper viruses in
Serbia revealed that viruses occur each year of transplant, and also in greenhouse and in
open field production. Serological analyses of collected pepper samples using DAS-
ELISA test detected the presence of five viruses: Cucumber mosaic virus (CMV),
Potato virus Y (PVY), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Alfalfa mosaic virus (AMV)
and Pepper mild mottle virus (PMMoV), which occurred in single or complex
infections. The prevalence of CMV and/or PVY was found in both years of
investigation in transplant production and in both ways pepper is grown in Serbia.

Survey of pepper crops in different growing regions indicated the occurrence of
a number of symptoms on leaves, stem, flowers and fruit, which resembled those of
virus infection, but it was not possible to determine their association with detected virus.

Selected pepper virus isolates were used for molecular detection and
identification as well as for confirmation of the results obtained on the basis of antigenic
properties, which have been detected in a crop of pepper by serological analysis. The
amplification of different genome regions was performed by RT-PCR method, using
specific corresponding primers of the respective viruses.

After the sequencing, sequences of Serbian virus isolates were compared with
the respective virus sequences available in the GenBank and calculation of genetic
homology was performed for molecular identification of selected isolates of the pepper
viruses originating from our country. Nucleotide sequences of CP gene of three isolates
of CMV, AMV and PMMoV, the P1 protein gene sequence of three PVY isolates,
sequences of NC gene of three TSWYV isolates and nucleotide sequences of RdRp gene
of three PMMoV isolates were determined.

Phylogenetic analysis based on gene sequences for P1 protein showed a
grouping of PVY isolates from Serbia in a cluster with other European isolates of
necrotic strains. On the basis of CP gene phylogenetic analysis, it was shown that tested
pepper CMV isolates from Serbia belong to subgroup 1A, where most strains from the
other parts of the world are classified. Phylogenetic analysis of TSWV isolates showed
grouping of Serbian isolates into cluster with most of the isolates from Europe, while,
based on the CP gene sequences of AMYV isolates, showed grouping of isolates into four

genetic strains, where most of the isolates, including tested, allocated in group I.



Reconstructed phylogenetic tree based on CP gene sequences of PMMoV isolates
showed that the tested isolates belong to the first group of isolates with the isolates that
cause hypersensitive response (HR) on pepper carrying the L3 resistant gene.

The present study investigated the presence and distribution of pepper viruses in
Serbia the molecular methods for their detection, identification and characterization
were implemented and improved, and contribution regarding better understanding of

their origin and expansion in our country was done.

Key words: pepper, viruses, Cucumber mosaic virus, Potato virus Y, Tomato spotted
wilt virus, Alfalfa mosaic virus, Pepper mild mottle virus, DAS-ELISA, RT-PCR
Scientific field: Biotechnical Science

Scientific discipline: Phytopathology

UDC: 578.869:635.649(497.11)(043.3)
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1. UvOD

Po svom poreklu, paprika (Capsicum annuum L.) je tropska biljka poreklom iz
Centralne i Juzne Amerike, odakle su je Spanci doneli u Evropu po¢etkom XVI veka. U
naSe krajeve dospela je iz Turske, te je, turski, madarski, nemacki i na$ naziv ove biljke
isti (Greenleaf, 1986).

Paprika u nasoj zemlji ima veliki privredni znacaj i spada u grupu najznacajnijih
povrtarskih useva. PovrSine pod paprikom variraju iz godine u godinu sa tendencijom
povecanja. U svetu, paprika se gaji na oko 1.600.000 ha sa prose¢nim prinosom od 14
t/ha, dok se u Srbiji proizvodi na oko 21.000 ha, sa prose¢nim prinosom od 8,3 t/ha
(Gvozdenovié, 2010). Povrsine pod paprikom u naSoj zemlji povecavaju se pre svega u
Vojvodini i u podru¢jima gde ima preradivackih kapaciteta. Razlog za povecanje
povrsina, kako kod nas tako i1 u svetu, je zbog kvalitetnije ishrane i1 bioloski vaznih
materija u paprici (Markovic, 2004).

U nacionalnoj privredi zemlje ovo povrée ima veliki znacaj, kako za ishranu
stanovnistva, tako 1 u medunarodnoj trgovini, jer se pored izvoza u svezem stanju,
izvoze 1 razni proizvodi od paprike, kao 1 zacini, Sto svakako €ini i devizni priliv zemlji.

Gaji se na otvorenom polju i u zastiCenom prostoru. Zbog viSestrukog nacina
upotrebe u ishrani kao 1 u preradivackoj industriji, smatra se veoma cenjenim povréem.
U zavisnosti od sorte 1 cilja proizvodnje, koristi se u tehnoloSkoj (upotrebnoj) ili
fizioloskoj (botanickoj) zrelosti u svezem 1 preradenom stanju, dok se zacinska koristi
za proizvodnju mlevene zacinske paprike (Jovanovié, 1946). Mlevena zacinska paprika
se dobija od fizioloSko zrelih 1 osuSenih plodova. To je zacin crvene boje, dobre moci
bojenja, prijatnog mirisa, a poboljSava ukus i miris hrani.

Brojne biljne bolesti izazvane gljivama, bakterijama i virusima mogu da smanje
ili ugroze uspe$nu proizvodnju kako semenske tako i konzumne paprike ometajuci
normalan razvoj biljke i umanjuju¢i prinos i kvalitet plodova. Fitopatogeni virusi
predstavaljaju grupu patogena koji svake godine odnose deo roda paprike, a nije retkost
da prouzrokuju gubitke i do 90% (Krsti¢ i Bulaji¢, 2008). Velike Stete mogu da nastanu
narocCito kad je usev zarazen sa dva ili viSe virusa usled ispoljavanja sinergistickog
delovanja. Takode, velike Stete mogu nastati ako se zaraze jave u ranim fazama razvoja
biljke, pre svega ukoliko dode do zaraze rasada. Pracenje pojave virusa, njihova

detekcija i identifikacija, kao i utvrdivanje prevalentnih virusa za odredene regione



gajenja prvi je 1 osnovni korak u spreavanju njihovog Sirenja kada se ve¢ pojave u
usevu paprike ili spre¢avanju ponovne pojave u slede¢em ciklusu proizvodnje.

Zbog znacajnih Steta koje Cesto prouzrokuju, viroze paprike su predmet
prou¢avanja mnogih autora u svetu (Choi et al., 2005a; Arli-Sokmen et al., 2005;
Ozaslan et al., 2006). U Srbiji, prva proucavanja virusa paprike bila su vazana za virus
mozaika duvana (Panjan i Prpié, 1955), virus mozaika krastavca i virus mozaika
lucerke (Suti¢, 1959; Delevié, 1963). Dosada$nja malobrojana prou¢avanja utvrdila su
prisustvo slede¢ih virusa paprike u Srbiji: virus bronzavosti paradajza (Tomato spotted
wilt virus, TSWV), virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virus
crtiastog mozaika krompira (Potato virus Y, PVY), virus mozaika lucerke (Alfalfa
mosaic virus, AMV), virus mozaika duvana (Tobacco mosaic virus, TMV), virus
mozaika krompira (Potato virus X, PVX) i virus blagog $arenila paprike (Pepper mild
mottle virus, PMMoV) (Mijatovi¢, 1986; Mijatovi¢ i sar., 1999, 2002, 2005; Krsti¢ i
sar., 1996).

Iako su simptomi izazvani virusima veoma varijabilni i zavise od domacina,
ekoloskih uslova i vrste virusa, najées¢i simptomi su nekroti¢ne pege, crtiavost,
prstenaste pege, zakrzljalost, uvenuce, itd. Simptomi na zaraZzenim biljkama, mogu li¢iti
na simptome mikozne ili bakterijske bolesti, a takode ¢esto moze da dode do zabune
izmedu simptoma Vviroznih oboljenja i simptoma koji se javljaju pod uticajem herbicida
ili oSteCenja od zagadenja vazduha ili mineralnih nedostataka. Dakle, ako se
dijagnostika viroza na biljkama vr$i samo na osnovu simptoma ¢esto moze da dode i do
greSaka (Ozaslan et al., 2006).

S obzirom da virusi svake godine smanjuju prinos 1 kvalitet paprike u nasoj
zemlji, a pojedinih godina se javljaju u epidemijskim razmerama, stalno pracenje
prisustva, rasprostranjenosti 1 ucestalosti viroza paprike, pravilna detekcija
prouzrokova¢a 1 kombinovanje razli¢itth metoda u cilju njihove identifikacije i
karakterizacije, od velikog su znacaja i imaju kao osnovni cilj razvijanje i primenu
adekvatnih i pravovremenih mera kontrole.

Imaju¢i u vidu navedene Ccinjenice, ova doktorska disertacija predstavlja
doprinos sveobuhvatnijem sagledavanju problematike koju virusi izazivaju u

proizvodnji paprike, a posebno unapredenju metoda detekcije, identifikacije i



karakterizacije virusa prisutnih u naSoj zemlji, kao osnov za razumevanje

epidemiologije u cilju uspesne prevencije i kontrole virusnih bolesti paprike u Srbiji.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Paprika kao gajena biljka

2.1.1. Poreklo paprike

Misljenja o poreklu paprike su podeljena. Vec¢ina smatra da ona vodi poreklo iz
JuZzne Amerike, Brazila i severnih zemalja Juzne Amerike, kao i iz Centralne Amerike,
Meksika, Gvatemale, Tihookeanskih ostrva i Antila. 1z ovih krajeva paprika je
prenesena na sever (u SAD) i na jug (u Kolumbiju, Venecuelu, Ekvador, Peru, Boliviju,
Paragvaj, Cile, Argentinu i Urugvaj) (Veselinov, 1984).

Takode, postoji, misljenje da paprika vodi poreklo iz Azije, i to iz zapadnog dela
Indije. Kao potvrdu ovom tvrdenju navodi se da su kod cara Nerona pronadene slike
paprika pod nazivom Piper i Rotunde, $to odgovara danaSnjem nazivu ove vrste povréa
na jeziku raznih naroda (Filov, 1956).

Nakon otkri¢a Amerike, paprika je preneta u Evropu i rasirena po celom svetu.
Prvi su za nju saznali Spanci, jer ju je Kolombo preneo iz Novog Sveta, sa svog drugog
puta u Ameriku, 1493. godine. U pocetku je gajena u bastama kao ukrasna biljka, a
zatim kao povrée za jelo i zacin. Gajenje je prvo proSireno u Portugaliji, a zatim i u
drugim evropskim zemljama. Ve¢ u XVII veku viSe nije koriS¢ena samo kao zacin nego
i kao salata, naro¢ito u Spaniji, Italiji i na Balkanu. U na$u zemlju paprika je prenata iz

Turske, i to za vreme turske okupacije u XVII veku (Veselinov, 1984).

2.1.2. Naziv i podela paprike

Ime paprika poti¢e od grcke reCi peperi i latinske reCi piper §to znaci crni
biber. Na§ naziv za papriku takode potice od grcko-latinske re¢i peperi-piper, sto
znaci biber. U pocetku gajenja paprike smatralo se da je to zamena za biber, pre svega
zbog ljutine. Srpski, turski i madarski naziv je isti— paprika, pavlada misljenje da je
u Srbiji i Madarskoj dospela iz Turske. Kod veéine naziva, osnova reci paprike u imenu
jepiper.

Paprika pripada familiji Solanaceae (pomo¢nica), rodu Capsicum i vrsti annuum.

Sva proucavanja vezana za klasifikaciju zasnivaju se na morfoloskim i bioloSkim



......

vrsta, a najznacajnije su sledeé¢ih pet (Bosland et al., 1994):

1. Capsicum frutescens L. — viSegodiS$nja paprika, visine stabla 30-60 cm. Cvetovi
imaju 5-6 kruni¢nih listica krem do belozelene boje. Plodovi su sitni i biljke su
samonikle (divlje forme) iz Brazila, Venecuele, Meksika, Kube, Kostarike i
Perua.

2. Capsicum pubescens Ruit at Pavon — viSegodi$nja biljka, razgranatog stabla. Ima
plave cvetove, a seme sitno i crno. Domovina ove paprike je Peru, Kolumbija i
Gvatemala.

3. Capsicum bacatum L. — visegodis$nja vrsta iz Juzne Amerike. Odlikuju se
razgranatom biljkom, cvetovi su zuti, beli ili boje kafe. Plodovi su tresnjolike do
izduzene forme na dugim drSkama. Posebno su otporni na suSu i niske
temperature.

4. Capsicum chinense L. — vodi poreklo iz Amazona i trougla Kariba, Centralne i
JuZzne Amerike. Cvetovi su joj krem bele boje, a praSnici plave, dok je plod
razlic¢ite veli¢ine, oblika 1 boje.

5. Capsicum annuum L. — jednogodiS$nja vrsta, za gajenje u tropskim uslovima i u
zaSticenom prostoru. Kod nas je to jednogodisnja zeljasta biljka koja bi mogla biti

1 dvogodisnja pri gajenju u podru¢jima toplog klimata ili u zaSti¢enom prostoru.

Od navedenih vrsta najrasprostranjenija je i najveéi privredni zna¢aj ima Capsicum
annuum koja se deli na sledece podvrste:

1. Capsicum annuum ssp. macrocarpum,
var. grossum
var. longum

2. Capsicum annuum ssp. microcarpum,
var. chipka P.
var. cerasiforne Mill

3. Capsicum annuum ssp. fascikulatum



2.1.3. Morfologija paprike

Korenov sistem paprike jako je razgranat i zilicast. Najve¢im delom se nalazi u
orani¢nom sloju, slabe usisne 1 regenerativne moci. Stablo je zeljasto i razgranato,
¢vrsto, starenjem donji delovi odrvenjavaju. Visina stabla se kre¢e od 30-90 cm, mada,
u zasticenom prostoru, moze da dostigne visinu i preko 2 m. Paprika je dikotiledona
kultura. Pravi listovi su prosti, elipti¢ni, jajoliki, zasiljeni na dugoj peteljci sa izrazenim
glavnim nervom. Krupnoplode paprike imaju Sirokoelipti¢ne liske 1 obrnuto, sitnoplode
imaju uskolancetaste liske. PovrSina lista je glatka. Kod nekih sorti manje ili viSe je
izrazena maljavost. Cvetovi paprike su najéesée pojedinacni, dok u nekim sluc¢ajevima
mogu se javiti dva do tri zajedno. Cvet paprike je hermafroditan (dvopolan) i nalazi se u
pazuhu listova. Svojom gradom cvet je podeSen za samooplodnju, medutim postoji i
moguénost stranooplodnje.

Plod, u botanickom smislu, je Suplja bobica na kojoj razlikujemo perikarp
(mesnati deo ploda), centralnu placentu (semenosu), bo¢ne placente (pregrade i Zilice),
seme, CaSicu i peteljku. Plod paprike je veoma razli¢it i zavisi od sorte. Osnovne razlike
se uocavaju u obliku ploda, veli¢ini, povr$ini, boji, debljini perikarpa, ljutini, gradi
¢asice 1 drske ploda, kao 1 poloZaju ploda na biljci (babure, paradajz paprike, dugacke,
feferone, tresnjolike i buketne paprike) (Merkulov i sar., 2000). Duz unutrasnje strane
"mesa” ploda (perikarpa) u obliku trake, od osnovice pa do vrha ploda, proteze se
uzduZna ili bo¢na placenta (Zilica ili pregrada). Na svim Zilicama nalaze se Zlezde koje
sadrze kapsaicin. Ukus ploda paprike poti¢e od alkaloida kapsaicina i prema njegovoj
koli¢ini, plod moze biti ljut, srednje ili slabo ljut i sladak. Seme paprike je tanko,
pljosnato, bubrezastog oblika, sa izrazenim oziljkom, spojnim mestom sa placentom
ploda. Pre¢nik semena je 3-5 mm, debljine 0,5-1 mm. Semena ljuska (semenjaca) je

glatka, ¢vrsta, debela, zlatno-zute do sive boje.

2.1.4. Gajenje paprike

Paprika se u svetu gaji na oko 1.600.000 ha sa prose¢nim prinosom od 14 t/ha. U
Srbiji se gaji na povrSini od oko 21.000 ha sa prose¢nim prinosom od 8,3 t/ha
(Gvozdenovié, 2010).

Najveci proizvodaci paprike u svetu su Kina i Indonezija. Kina ima relativno

visoke prosecne prinose (12 t/ha) dok Indonezija ima niske (2,5 t/ha). Najveée prosecne



prinose ima Spanija (26,6 t/ha) i Italija (23,8 t/ha). Porast povriina pod paprikom u
nasoj zemlji je pre svega u Vojvodini i u podru¢jima gde ima preradivackih kapaciteta.
Razlog za povecanje povrSina, kako u svetu tako 1 kod nas, je zbog kvalitetnije ishrane i
bioloski vaznih materija u paprici. Rezultati niskih prinosa kod nas su nedovoljno
poznavanje bioloskih osobina paprike 1 neodgovaraju¢e agrotehnike, kao i
nepravovremena i neodgovarajuc¢a kontrola biljnih bolesti.

Paprika se gaji kao jednogodiSnja ili viSegodiSnja kultura u zavisnosti od
klimatskih uslova i regiona. Kod nas se gaji jednogodi$nja paprika, jer to diktiraju
Klimatski uslovi. Uspeva u svim rejonima nase zemlje gde su srednje dnevne
temperature za vreme vegetacije iznad 15 C. Kod nas se gaje razni tipovi paprike, kako
za potroSnju u svezem stanju i preradu u razne proizvode, tako i za proizvodnju zacina.
Gajenje zacinske paprike je uglavnom skoncentrisano u Vojvodini gde se nalazi oko
80% celokupne proizvodnje u Srbiji. Kod nas se zadinska paprika gaji na oko 4.000 do
5.000 ha godisnje (Markovié i Vracar, 1998).

2.1.5. Znacaj i perspektive gajenja paprike

U nacionalnoj privredi zemlje ovo povrée ima veliki znacaj, kako za ishranu
stanovniStva, tako 1 u medunarodnoj trgovini, jer se pored izvoza u svezem stanju
1zvoze 1 razni proizvodi od paprike, kao 1 za€ini, Sto svakako €ini 1 devizni priliv zemlji.

Znacaj paprike proizilazi i po povrSinama na kojima se gaji. Ona je pre svega
visokoakumulativna kultura jer ostvaruje visok dohodak po jedinici povrSine. Veoma je
intenzivna kultura. Gaji se na otvorenom polju i u zaSticenom prostoru. Zbog
viSestrukog nacina upotrebe u ishrani kao i u preradivackoj industriji, smatra se veoma
cenjenim povréem. U zavisnosti od sorte i cilja proizvodnje, koristi se u tehnoloskoj
(upotrebnoj) ili fizioloskoj (botanic¢koj) zrelosti u svezem i preradenom stanju, dok se
zaCinska koristi za proizvodnju mlevene zacinske paprike. Mlevena zacinska paprika se
dobija od fiziolosko zrelih 1 osuSenih plodova. To je zacin crvene boje, dobre moci

bojenja, prijatnog mirisa, a poboljSava ukus i miris hrani (Jovanovi¢, 1946).



2.2. Bolesti i Steto¢ine paprike

Kako se paprika gaji zbog ploda, bitno je da se pored prinosa, ostvari i visok
kvalitet ploda. Jedan od uslova za postizanje visokog prinosa i dobrog kvaliteta ploda
paprike je efikasna zastita od stetnih organizama, uzro¢nika bolesti, $tetoc¢ina i korova.

Bolesti paprike se javljaju jos u rasadnickom periodu narocito za vreme hladnih
1 oblacnih dana koja nastaju aktivnosSc¢u fitopatogenih organizama. Osetljiva je na gljive,
bakterije, viruse, pa i fitoplazme. Koris¢enje loSeg semena, supstrata, loSe higijene i
uopste nepovoljnih uslova, uzrok su pojave razli¢itih oboljenja. Jedno od bitnih
oboljenja rasada paprike je poleganje rasada izazvano gljivom Rizoctonia solani, koja
izaziva truleZ korena i1 prizemnog dela stabla kako u zaSti¢enom prostoru tako i na
otvorenom polju (Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2001).

Jedna od ekonomski najznacajnijih gljivicnih bolesti paprike kod nas je
plamenjaca ¢iji je prouzrokova¢ Phytophthora capsici a izaziva uvenuce i suSenje
biljaka kao i trulez stabla pri osnovi (Mijatovié¢ i sar., 2007). Takode, postoji jo$
nekoliko bitnih oboljenja paprike medu kojima je zeleno uvenuce koje prouzrokuje
gljiva Verticillium albo-atrum, zatim Botrytis cinerea prouzrokovac sive plesni koji kod
mladih biljaka izaziva poleganje ili topljenje rasada, dok se kod starijih biljaka na stablu
javljaju sivomrke pege. Pepelnicu paprike prouzrokuje gljiva Leveillula taurica pri
¢emu se pojavljuju hloroticne mrlje na gornjoj strani lista koje ga mogu u potpunosti
prekriti. Na liS¢u biljaka zarazene gljivom Alternaria spp. koja prouzrokuje crnu
pegavost, javljaju se pege koje su krupne, sivomrke, sa crnim koncentri¢cnim krugovima
1 otviceni hlorotiénim oreolom. Pege se mogu pojaviti 1 duz stabla 1 na plodovima
(Jovicevi¢ i sar., 2006; Ivanovié i Ivanovi¢, 2001).

Od bakterioza na paprici se javlja bakteriozna plamenjaca rasada i nekroti¢na
pegavost lis¢a (prouzrokova¢ Pseudomonas syringe) (Buonaurio and Scortichini,
1994) i bakteriozna pegavost i krastavost plodova paprika (prouzrokova¢ Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria) (Ignjatov i sar., 2010).

Pored gljiva, bakterija i virusa, na paprici problem predstavljaju lisne vasi i
tripsi. Papriku zarazava veéi broj virusa koji Se prenose na neperzistentan nacin veéim
brojem raznih vrsta vasi. Dosada$nja ispitivanja pokazala su da su vasi Myzus persicae i

Aphis gossypii ispoljile naro¢itu aktivnost u prenosenju virusa na papriku. Posle ishrane



na zarazenoj biljci, M. persicae je, na primer, sposobna da u toku prvih pet minuta obavi
najvedi broj zaraza, a svoju vektorsku aktivnost zadrzava naj¢es¢e 10 do 30 minuta, a
najduze do 4 casa. Smatra se da je TSWV najrasprostranjeniji virus u svetu,
zahvaljuju¢i brzoj ckspanziji svog najefikasnijeg vektora-kalifornijskog tripsa,
Frankliniella occidentalis. Medutim, njegovi prenosioci mogu biti i drugi tripsi Thrips
tabaci, Frankliniella schultzei i F. fusca. Posto su populacije vasi i tripsa skoro redovno

mnogobrojne, to je i njihova uloga u prenosenju virusa veoma znacajna.

2.3. Virusi paprike i njihov znacaj

Utvrdeno je da viSe od 45 razlicitih virusa moze da zarazi papriku, ali se smatra
da je medu njima svega nekoliko ekonomski znacajno (Green and Kim, 1990). Lista
virusa infektivnih za papriku stalno se prosiruje ne samo zbog pojave novih virusa vec¢ i
zbog nastanka novih patotipova/sojeva u okviru populacije pojedinih virusa. Pojava i
rasprostranjenost vec¢ine vrsta virusa zavise od brojnih faktora kao S§to su region i
lokacija gajenja, vegetaciona sezona, genotip paprike i drugih. Neki virusi su Siroko
rasprostranjeni, kao Sto su Cucumber mosaic virus (virus mozaika krastavca, CMV),
Tobacco mosaic virus (virus mozaika duvana, TMV), Potato virus Y (virus crticastog
mozaika krompira, PVY) i Alfalfa mosaic virus (virus mozaika lucerke, AMV), dok su
drugi jos uvek vezani samo za odredena geografska podrucja (Begomovirus-i) (Krsti¢ i
Bulaji¢, 2008). Medutim, situacija se viemenom menja. Najbolji primer za to je Tomato
spotted wilt virus (virus bronzavosti paradajza, TSWV). Ovaj virus se ranije CeSce
javljao u suptropskim 1 tropskim regionima, ali danas je opSte rasprostranjen na svojim

brojnim domacinima, ukljucujuéi i papriku (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007).

2.4. Proucavanja virusnih oboljenja paprike u svetu

Zbog znacajnih Steta koje Cesto prouzrokuju, viroze paprike su predmet
proucavanja mnogih autora u svetu. Conti and Masenga (1977), proucavajuci prisustvo
virusa infektivnih za papriku u Italiji, utvrdili su da je najzastupljeniji bio CMV u
80,2% biljaka paprike gajene na otvorenom prostoru, dok je u zaStiCenom prostoru

najzastupljeniji bio TMV sa 84%. Osim ova dva virusa zabeleZeno je prisustvo i PVY,



AMV, Potato virus X (virus mozaika krompira, PVX), Broad bean wilt virus (virus
uvenulosti boba, BBWV) i Tobacco rattle virus (virus Sustavosti duvana, TRV). Prema
istrazivanjima Gaborjanyi et al. (1998), najzastupljeniji virusi paprike u Madarskoj su
TMV, CMV, PVY 1 TSWV, ¢&ije se infekcije krecu 1 do 100%. Prema podacima
Kovacevskog (1977) (loc. cit. Mijatovi¢ i sar., 1999), u Bugarskoj je inficiranost
paprike sa CMV iznosila 80% do 90%, a u nesto manjem procentu su identifikovani
TMV, PVY i TSWV. Sepulveda et al. (2005) su konstatovali da je oko 30% paprike u
severnom Cileu inficirano sa dva ili viSe virusa. Detekcijom virusa DAS-ELISA testom
utvrdeni su CMV, TSWV, AMV, PVY, Impatiens necrotic spot virus (virus nekroti¢ne
pegavosti impatiensa, INSV), Tomato mosaic virus (virus mozaika paradajza, TOMV) i
TMV. Tokom istrazivanja koja su sprovedena 1998. i 1999. godine u Turskoj,
determinisano je Sest virusa AMV, CMV, PVY, ToMV, TMV i TSWV. Od 313
testiranih biljaka, 42 biljke posedovale su mesanu infekciju TMV i PVY (15,4%) Sto je
predstavljalo najées¢u mesanu infekciju (Arli-Sokmen et al., 2005). Iako su Tobacco
etch virus (virus graviranosti duvana, TEV) i PVY najzastupljeniji u staklenickoj
proizvodnji i proizvodnji u polju u Kaliforniji (Abdalla et al., 1991), Pepper mottle
virus (virus Sarenila paprike, PepMoV) se Cesto smatra kao uzro¢nik smanjenja porasta
biljaka kao i gubitaka prinosa plodova (Rodriguez-Alvardo et al., 2002; Yoshihiro et
al., 2003). Takode, PepMoV je od velike vaznosti, i predstavlja najcesée detektovani
Potyvirus u Juznoj Koreji otkako je dat prvi izvestaj o ovom virusu 1991. godine (Im et
al., 1991). Medutim, za Korejsku industriju paprike ovo nije patogen sam po sebi toliko
problemati¢an kao CMV 1 PVY. Ovaj virus je veoma znacajan i dovodi do teskih
gubitaka u prinosu ploda kada se javi zajedno sa Pepper mild mottle virus (virus blagog
Sarenila paprike, PMMoV) (Jung-Heon et al., 2006).

2.5. Proucavanja virusnih oboljenja paprike u nasoj zemlji

Iako se virusi na paprici kod nas javljaju svake, a pojedinih godina mogu da
izazovu epidemije, nisu dovoljno prouceni. U Srbiji, prva proucavanja virusa paprike
bila su vezana za TMV (Panjan i Prpi¢, 1955), CMV i AMV (Suti¢, 1959; Delevi¢,
1963). Dosadasnja malobrojna proucavanja utvrdila su prisustvo slede¢ih virusa:

TSWV, CMV, PVY, AMV, TMV, PMMoV, PepMV i Pepper veinal mottle virus (virus
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Sarenila nerava paprike, PepVMV) (Mijatovi¢, 1986; Krsti¢ i sar., 1996, 2005;
Mijatovi¢ i sar., 1999, 2002, 2005). Prvih pet virusa ekonomski su znacajni u
proizvodnji paprike u Srbiji, a ostala tri se javljaju sporadi¢no (Mijatovi¢ i sar., 2007;
Krsti¢ i Bulaji¢, 2008). Istrazivanja u Srbiji sprovedena 2007. godine na devet
lokaliteta gajenja paprike pokazala su prisustvo virusa iz dve osnovne grupacije:

karantinski (TSWV) i ekonomski $tetni (CMV, AMV i TMV) (Tomié¢ i sar., 2007).

2.6. Pregled virusa koji se najcesée javljaju u rasadu, zaSticenom prostoru i na

otvorenom polju

Osobine 1 biologija svakog virisa odreduju njegovu izrazitiju pojavu bilo u
zaSti¢enom prostoru ili na otvorenom polju. Neki od virusa paprike se prenose sokom
zarazenih biljaka (mehanicki), drugi semenom, vasima ili tripsima, a uglavhom se svi
odrzavaju u korovskim vrstama i drugim gajenim biljkama domacinima. Dosada$nja
proucavanja pokazala su da su za staklenicku proizvodnju viSe vezani virusi koji se
prenose mehanicki ili putem zemljiSta (zarazeni biljni ostataci u zemljiStu) bez vektora,
dok se na otvorenom polju ¢esce javljaju virusi koji se prenose insektima vektorima. Na
biljkama rasada paprike izvori primarnih virusnih infekcija su zaraZzeno seme, biljni
ostaci 1 korovi, sa kojih viruse prenose lisne vasi, a takode gust sklop biljka u lejama
pogoduje Sirenju virusa koji se prenose dodirom (Mijatovié, 2011)

Jedan od najrasprostranjenijih virusa na paprici je TMV, koji se moze odrzati u
zemljistu i nekoliko godina. Sirenje virusa sokom zarazenih biljaka, odnosno
mehanicki, pre svega se odnosi na TMV, PMMoV i ostale Tobamovirus-e, i zbog toga
mogu se Cesto javiti u stakleni¢koj proizvodnji. Za ove viruse nije ustanovljeno Sirenje
vektorima. CMV, PVY i AMV, prenose se biljnim vasima na neperzistntan nacin, $to
znaci da je njihova pojava veca u proizvodnji na otvorenom polju. Veliki broj vrsta vasi
moze da prenosi ove viruse, ali najvecu aktivnost i efikasnost imaju Myzus persicae
(zelena breskvina vas) i Aphis gossypii (pamukova vas). TMV, PMMoV i drugi
Tobamovirusi i AMV prenose se semenom paprike i to u visokom procentu. Drugi izvor
zaraze su zarazene biljke 1 biljni ostaci u zemljiStu, u kojima ovi virusi opstaju toliko
dugo dok se zarazeno biljno tkivo ne raspadne, Sto znaci da se zarazene biljke ovim

virusima mogu javiti jo$ i u rasadu.
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TSWYV prenosi se drugom vrstom insekata, tripsima i to na perzistentan nacin.
Tako vektor osim za Sirenje ujedno sluzi i za odrzavanje virusa. Zbog pojave efikasnijeg
vektora, Frankliniella occidentalis, koji je viSe vezan za zasti¢en prostor, bez obzira $to
je Sirenje virusa insektima viSe vezano za otvoreno polje, virus bronzavosti paradajza
ugrozava proizvodnju paprike i u zasSti¢enom prostoru u naSoj zemlji. Ovaj virus se ne

prenosi semenom paprike ili drugih biljaka domacina (Krsti¢ i Bulajié, 2008).

2.7. Osnovne karakteristike najznacajnjih virusa paprike

Papriku u prirodnim uslovima zarazava veliki broj virusa, ali mnogi od njih se
javljaju sporadi¢no, ne izazivajuéi velike gubitke u proizvodnji. Kao najzastupljeniji i
ekonomski najznacajniji virusi u svetu, ali i u naSoj zemlji izdvajaju se CMV, PVY,
TSWV, TMV, AMV i PMMoV (Arli-Sokmen et al., 2005; Choi et al., 2005a;
Ozaslan et al., 2006; Tomié i sar., 2007).

2.7.1. VIRUS MOZAIKA KRASTAVCA (Cucumber mosaic virus, CMV)

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) ¢lan je roda
Cucumovirus, familije Bromoviridae (Rodriguez-Alvarado et al., 1995).

CMV je opisan pre oko 90 godina, kao prouzrokova¢ opasnog oboljanja
krastavca i dinje u SAD-u. Nakon tog perioda, CMV se prosirio u mnoge delove sveta i
kako u pojedinacnim tako 1 u meSanim infekcijama, identifikovan je kao uzrocnik
brojnih epidemija u razli¢itim delovima sveta (Palukaitis et al., 1992).

CMV pripada grupi opste rasprostranjenih virusa infektivnih za papriku. Prisutan je
svuda gde se gaje osetljive biljne vrste, mada je pojava oboljenja, koje ovaj virus
prouzrokuje, najizrazenija u umerenom klimatskom regionu (Krsti¢ i Vico, 2004).
Oboljenje koje ovaj virus izaziva je geografski Siroko rasprostranjeno i otkriveno je u
Evropi, Australiji, Severnoj Americi (Zitikait¢é and Samuitiené, 2009). U Srbiji je
CMV prvo utvrden 1956. godine na industrijskoj paprici u Horgodu (Suti¢, 1982).
Mijatovi¢ i sar. (1999) u svojim istraZivanjima navode ovaj virus kao
najrasprostranjeniji, kada je bio prisutan u svim ispitivanim lokalitetima sa zarazom i do

100%. Takode i novija istrazivanja pokazuju da je ovaj virus tokom 2007. godine bio
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prevalentan u mnogim lokalitetima gajenja paprike kada se zaraza javljala i do 86%
(Tomic i sar., 2007).

Stetnost virusa ogleda se u smanjenom prinosu i pogor$anom kvalitetu plodova.
U rano zarazenih biljaka, gubici u prinosu su posebno izrazeni i mogu se kretati od 60%
do 100% (Suti¢, 1995).

Virus mozaika krastavca moze da zarazi 1287 biljnih vrsta u okviru 518 rodova i
100 familija (Edwardson and Christie, 1997). U nasoj zemlji, pored zaraze paprike,
prisustvo virusa dokazano je i na duvanu, paradajzu, obi¢noj tikvi, vrgu, dinji, lucerki,
crvenoj detelini i pasulju (Sutié, 1995; Mijatovi¢ i sar., 1999; Krsti¢ i sar., 2002;
Duki¢ i sar. 2002b; Dukié i sar., 2004a; Petrovié¢, 2008; DPeki¢, 2010; Vuclurovic i
sar., 2010).

Na donjem starijem li§¢u javljaju se prstenaste pege ili hrastolike nekroti¢ne
Sare. Pojava prstenastih pega je Cesta pojava, a takode i blagi do umereni mozaik. Rane
infekcije znac¢ajno smanjuju veli¢inu, brojnost i kvalitet plodova. Plodovi su krzljavi,
deformisani i sa ¢estom nekrozom povrSinskog tkiva (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007). Kod
nekih osetljivih sorti ¢esto se javlja nekroza duZ stabla. Virus izaziva metlicavost
biljaka, odnosno formiranje veceg broja grancica sa skra¢enim internodijama i zbijenim
lis¢em. Ukoliko su infekcije rane, metliCavost zahvata cele biljke (Krsti¢ i Vico, 2004).

CMV se sastoji od tri vrste Cestica identi¢ne veliCine, koje nose razlic¢ite RNA
(RNA1, RNA2 i RNA3). Cestice su izometrijskog oblika, pre¢nika oko 30 nm
izgradene od nukleinske kiseline (18%) 1 proteina, koji ¢ine 82% ukupne teZine
(Francki et al., 1979; Palukaitis et al., 1992). Proteinski omota¢ se sastoji od 180
identi¢nih proteinskih podjedinica, molekulske mase 24,5 kDa, a svaka proteinska
podjedinica izgradena je od 218-220 aminokiselina (Francki et al., 1979; Palukaitis et
al., 1992).

Genom ¢ine tri jednolanc¢ane infektivne genomne RNA (RNAL, RNA2 i RNA3)
(Balaji et al., 2008) i dve subgenomne RNA4 i RNA4A (Palukaitis et al., 1992).
RNAT1 i RNA2 kodiraju la i 2a proteine uklju¢ene u replikaciju virusa (Nitta et al.,
1988; Hayes and Buck, 1990; Palukaitis et al., 1992), a RNA2 sadrzi i region koji se
prepisuje u subgenomsku RNA4A 1 kodira 2b protein, koji ima ulogu u Sirenju virusa i
ispoljavanju virulentnosti (Ding et al., 1994, 1995). RNA3 kodira stvaranje 3a proteina

¢ija je funkcija u Sirenju virusa u biljci zbog Cega se Cesto oznacava i kao transportni
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protein (,,movement protein®) (Canto et al., 1997; Perry et al., 1994, 1998). RNA3
nosi i gen koji se prepisuje u subgenomsku RNA4 i kodira sintezu proteina omotaca

virusa (Palukaitis et al., 1992; Gallitelli, 2000) (Slika 1).

RNA-1 (3.4kb) St RNA-3 (2.2kb)
ORFla j—3-0H  '«—{IMP [|—{ORBI—3-OH
RNA-2 (3.1kb) s .
ORF2a 1 —3-0H — IR 3-OH
loRF2b sgRNA-4 (1.0kb)

Slika 1. Genomna organizacija virusa mozaika krastavca
(http://viralzone.expasy.org/all_by species/135.html)

Neki sojevi CMV poseduju i RNAS5, koja predstavlja meSanu populaciju
nukleotida konzerviranog 3’ terminalnog regiona genomskih RNA1 i RNA2. Smatra se
da RNAS5 ima ulogu u replikaciji CMV. Neki sojevi virusa poseduju i satelithu RNA
(satRNA) (Blanchard et al., 1996), koja zavisi od genoma CMV u pogledu svoje
replikacije 1 Sirenja. Prisustvo satRNA ima uticaja na ekspresiju simptoma, odnosno na
ublazavanje ili poja¢avanje simptoma na zarazenim biljkama (Grieco et al., 1997).

Mnogobrojni domacini, jednogodiSnji i viSegodiSnji, zeljasti 1 drvenasti, gajeni 1
spontani, predstavljaju mnogobrojne izvore zaraza ovog virusa. U prirodi se CMV lako
prenosi na neperzistentan nacin sa vise od 80 vrsta vasi, prvenstveno sa Myzus persicae
I Aphis gossypii (Palukaitis et al., 1992; Kaper and Waterworth, 1981). Efikasnost
prenoSenja vaSima zavisi od nekoliko faktora, kao §to su biotip vektora, soj virusa,
uslovi spoljasnje sredine i priroda vegetacije. Takode, CMV se prenosi semenom 22
vrste biljaka u razli¢itom stepenu (Palukaitis et al., 1992). Utvrdeno je da se prenosi
semenom slede¢ih gajenih i korovskih biljaka: Glycine max L. Merril, Phaseolus
vulgaris L., Stelaria media (L.) Vill, Vigna unguiculata (L.) Walp itd. S obzirom da se
virus prenosi semenom malog broja povrtarskih biljaka, ve¢ina epidemija se javlja zbog
toga S§to primarni virusni inokulum predstavljaju zarazene korovske vrste (Krsti¢ i
Vico, 2004). Virus se lako prenosi sokom (mehanicki) zarazenih biljaka. Ovaj nacin
prenosenja je naroc¢ito opasan ako su zarazene mlade biljke u rasadu. Zbog njihovog

gustog sklopa, u toku nege rasada i kasnije, prilikom presadivanja, zaraza se moze
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dodirom preneti na sve biljke. Znacajno je pomenuti da se virus odrzava i prenosi
zaostalim zarazenim biljnim delovima u zemljistu. Ovaj nacin prenosenja je od posebne
vaznosti u proizvodnji rasada i biljaka u zasSti¢cenom prostoru, jer se u staklenicima 1
plastenicima biljni ostaci sporije razlazu nego na otvorenom polju.

Veliki broj razli¢itih sojeva virusa mozaika krastavca, njihovih grupa i podgrupa
je do danas opisano (Kaper and Waterworth, 1981; Perry et al., 1993). Veliki broj
sojeva virusa mozaika krastavca prijavljenih iz celog sveta svrstani su u dve podgrupe,
podgrupu I i podgrupu II, na osnovu bioloskih, seroloskih (Wahyuni et al., 1992; Hu et
al., 1995; llardi et al., 1995) i molekularnih osobina (Owens and Palukaitis, 1988;
Owen et al., 1990; Szilassy et al., 1999; Rizos et al., 1992; Sialer et al., 1999).
Filogenetskom analizom, na osnovu sekvenci gena, podgrupa I se dalje moze podeliti
podgrupe IA i IB (Palukaitis and Zaitlin, 1997; Roossinck et al., 1999; Roossinck,
2002). U podgrupu IB svrstani su Isto¢noazijski izolati CMV, dok u podgrupu IA su
svrstani sojevi iz celog sveta (Roossinck et al., 1999).

2.7.2. VIRUS CRTICASTOG MOZAIKA KROMPIRA (Potato virus Y, PVY)

Potato virus Y je vrsta roda Potyvirus koji zajedno sa rodovima Rymovirus,
Bymovirus i Ipomovirus spadaju u familiju Potyviridae (Brunt, 1992). Ovi rodovi su
prvobitno razlikovani na osnovu njihovih prenosilaca (vektora): rod Potyvirus se
prenosi vasima, Rymovirus grinjama, Bymovirus gljivama sa zarazenog korena i
Ipomovirus pomocu bele leptiraste vasi. 1998. godine, dodata su joS dva roda
Macluravirus (Badge et al., 1997) i Tritimovirus (Salm et al., 1996; Pringle, 1999),
koji se prenose vaSima i grinjama. Rod Potyvirus ukljucuje vise od 200 definitivnih ili
mogucih Clanova, dok je fam. Potyviridae najveca familija u koju spada blizu 25%
poznatih biljnih virusa.

Virus crtiCastog mozaika krompira prvi put je opisan 1931. godine na biljkama
duvana sorte ,,White Burley* (Smith, 1931, loc. cit. Todorovié¢, 1995). U Evropi,
prisutan je od sredine 1980.-tih godina i jo$ uvek je odgovoran za velike gubitke u
proizvodnji mnogih biljaka familije Solanaceae (Kogovsek et al., 2007). PVY je Siroko
rasprostranjen u celom svetu na velikom broju familija, ali je naj¢es¢i na biljkama koje

pripadaju familiji Solanaceae. Izolati PVY iz paprike su identifikovani i prou¢avani u
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Turskoj (Yilmaz et al., 1983; Erkan, 1986), Spaniji (Arteaga and Ortega, 1986),
Francuskoj (Selassie et al., 1985), Italiji (Davino et al., 1989) i u mnogim drugim
zemljama.

U Srbiji, pored paprike, prisustvo PVY dokazano je i na duvanu i krompiru
(Mijatovi¢ i sar., 1999; MiloSevi¢, 1989, 1992; Todorovié, 1995; Bulajié i sar., 2006;
Peki¢, 2010). lako se PVY navodi kao jedan od ekonomski najvaznijih virusa paprike
(Tomlison, 1987; Agrios, 1988; Kogovsek et al., 2007), ovaj virus je malo prouc¢avan
na paprici u naSoj zemlji. Tokom proucavanja rasprostranjenosti virusa paprike u Srbiji,
Mijatovi¢ i sar. (1999) su naveli podatak da je PVY identifikovan u 22% ispitivanih
uzoraka i kao takav zauzima tre¢e mesto po zastupljenosti posle TMV i CMV.

IstraZivanja Sirom sveta pokazala su da je PVY ekonomski vrlo znacajan virus
(Tomlinson, 1987; Milne, 1988; Shukla et al., 1994). PVY spada u prvih pet virusa
koji ugrozavaju proizvodnju povréa u svetu (Milne, 1988). On je jedan od ekonomski
najznacajnijih virusa na paradajzu i paprici u mnogim zemljama, kako u zasti¢enom
prostoru tako i na otvorenom polju (Tomlinson, 1987). Nekroti¢ni soj ovog virusa
izaziva smanjenje prinosa i kvaliteta plodova kod nekih sorti paradajza (Gebre-Selassie
et al., 1987; Legnani et al., 1995), a na usevima paprike se Cesto vezuje sa teSkim
oboljenjima (Edwardson and Christie, 1997). Takode je ¢esta meSana infekcija ovog
virusa sa TEV, PepMoV i TMV (Abdallah et al., 1991).

Krug prirodnih domacina ovog virusa je Sirok i obuhvata do devet familija,
ukljucujuéi najznacajnije biljne vrste kao $to su paprika (Capsicum spp.), krompir
(Solanum  tuberosum ssp. tuberosum L.), duvan (Nicotiana spp.), paradajz
(Lycopersicon esculentum L.), neke ukrasne biljke (Dahlia i Petunia spp.) i mnoge
korovske vrste (Datura spp., Physalis spp., Solanum dulcamara i S. nigrum) (Jeffries,
1998). Na Novom Zelandu opisane su nove vrste koje predstavljaju prirodnog domacina
PVY: Cotula australis (Sieber ex Spreng.) i Capsella bursa-pastoris L. (Fletcher,
2001).

Virus crtiCastog mozaika krompira pojedinih godina javlja se u znatnom
procentu. Ovaj virus takode izaziva razlicite simptome, mada su najc¢es¢i tipicni mozaik
1 formiranje uskih tamnozelenih povr§ina oko nerava. Manje virulentni sojevi
prouzrokuju hlorozu nerava i blagi mozaik, a virulentni sojevi ovog virusa izazivaju

nekrozu vr$nih delova paprike, suSenje i opadanje liS¢a. Biljke su slabo razvijene i
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formiraju deformisane plodove sa nekroticnim pegama. Rane infekcije imaju za
posledicu zakrzljale biljke, slabo formiranje plodova, koji zbog loseg izgleda nemaju
trziSnu vrednost (Edwardson and Christie, 1997; Krsti¢ i Bulaji¢, 2008).

Cestice PVY su izduZene, filamentozne, veli¢ine 730 x 11 nm izgradene od
nukleinske kiseline (5,4—6,4% ukupne tezine) i proteina, koji ¢ine 93,6-94,6% ukupne
tezine. Genom PVY, kao i kod ostalih ¢lanova Potyvirus roda, ¢ini jednolancana
infektivna ribonukleinska kiselina ((+)ssRNA), molekulske mase 3,1 x 10° Da (De

Bokx and Huttinga, 1981; Blichen-Osmond, 2006).

= ‘ Polyprotein ‘
e

'
U

7/ Cleavage by Nla-pro

Slika 2. Genomna organizacija virusa crti¢astog mozaika krompira
(http://viralzone.expasy.org/all_by protein/50.html)

Jednolancana infektivna RNA je duzine 9741-9795 Kb, sa 3 poly (A) repom
(region sastavljen od viSe adenina) i kratkim virusno-kodiranim proteinom (VPgQ)
povezanim sa genomom (,viral protein genome-linked) (Glasa and Candresse,
2005). Genom sadrzi jedan jednostavni okvir ¢itanja (ORF-Open Reading Frame) Kkoji
se translacijom prevodi u jedan veliki poliprotein, a on se post-translaciono virus
kodiranim proteazama razlaze na viSe manjih funkcionalnih proteina. Ulogu proteaza
imaju P1, HC—pro i Nla proteini. U gradi virusnih Cestica u¢estvuju CP protein i VPg
protein. CP protein gradi kapsid, dok je VPg protein kovalentno vezan za 5’ kraj
nukleinske kiseline. Ostali proteini, P3, Cl, Nla-pro, NIb i RdRp su nestrukturni,
javljaju se u zarazenim biljnim ¢elijama i imaju ulogu u replikaciji virusa, Sirenju virusa
u biljci i prenoSenju virusa vasima (Robaglia et al., 1989; Shukla et al., 1994) (Slika
2).

Lisne vas$i su najznacajniji vektori virusa i uglavnom su odgovorne za Sirenje
PVY u prirodi. Harrington and Gibson (1989) su identifikovali 26 vrsta vasi familije
Aphididae koje predstavljaju vektore PVY. M. persicae je najefikasniji vektor ovog
virusa (Katis and Gibson, 1985; Woodford, 1992). Njoj je za usvajanje virusa
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potrebno veoma kratko vreme od 2-3 minuta ishrane na oboleloj biljci, a svoju
infektivnost zadrzavaju do 4 ¢asa. Pored ove vasi, kao vektori virusa javljaju se i Aphis
fabae, Macrosiphum euphorbiae, Myzus certus, Phorodon humuli, Rhopalosiphum
insertum i druge (Blichen-Osmond, 2006). Razlog epidemijskog Sirenja ovog virusa u
nasoj zemlji je to §to se prenosi velikim brojem lisnih vasi (MiloSevié, 1992). Zarazen
korov ili kulturno bilje, npr. paradajz ili duvan u blizini paprike mogu da sluze kao izvor
primarne infekcije. Od korava koji su znacajni kao izvor inokuluma ovog virusa su:
Solanum nigrum i ostale Solanum spp., Portulaca oleracea i Physalis spp. (Luis-
Arteaga and Ponz, 2003). Virus se ne prenosi semenom paprike (Mijatovié i sar.,
2007).

Na osnovu lokalnih i sistemi¢nih simptoma na razli¢itim sortama krompira,
duvana i biljci Physalis floridana, izolati PVY su podeljeni na tri soja: PVY® (obi¢ni
s0j), PVY"N (nekrotiéni soj) i PVY® (crtiGasti soj). Simptomi sistemi¢ne zaraze koje
izaziva obi¢ni soj su u vidu blagog mozaika, naboranosti i kovrdzavosti liS¢a na
krompiru, hloroti¢nog Sarenila na duvanu, a na Physalis floridana izaziva sistemi¢nu
nekrozu. Ovaj soj je Siroko rasprostranjen Sirom sveta. Nekroti¢ni soj prouzrokuje
veoma blago hloroti¢no Sarenilo kod vecine sorti krompira, sistemic¢nu nekrozu nerava
duvana i hloroti¢no Sarenilo na Physalis floridana. Zabelezen u Juznoj Americi, Evropi,
Africi, Aziji (Weidemann, 1988) i Novom Zelandu (Fletcher, 1989). Crticasti soj na
nekim sortama krompira izaziva hipersenzibilnu reakciju, dok na drugim prouzrokuje
sistemi¢ni mozaik. Simptomi na duvanu i vrsti Physalis floridana sli¢ni su simptomima
koje izaziva obi¢ni soj. PVY® soj je poznat u Evropi, Severnoj Americi, Indiji, Juznoj
Africi, Australiji, Novom Zelandu i Ekvadoru (Elis et al., 1997). Velika varijabilnost
PVY cesto je uslovljena genetskom rekombinacijom (Revers et al., 1996). Tako je i za
PVY ustanovljeno postojanje veéeg broja rekombinantnih sojeva: PVY"™ koji je
identifikovan u vecini zemalja Sirom sveta gde se gaji krompir: SAD (McDonalds and
Sing, 1996; Croslin et al., 2002; Nie and Sing, 2003), Japan (Ohshima et al., 2000), i
Peru (Salazar et al., 2000); PVY? (Jones, 1990), kao i PVY" W koji je postao
dominantan u Poljskoj (Chrzanowska, 1991), a otkriven je u nekoliko drugih zemalja,
uklju¢ujuéi Francusku, Spaniju (Blanko-Urgoiti et al., 1998; Kerlan et al., 1999),
Nemacku i Rusiji (Chrzanowska, 1991; Glais et al., 2005). PVY"N© zabeleZen je u
Kanadi (Manitoba) i SAD (Minesota, Montana, Severna Dakota) (Sing et al., 2003).
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Prema Gebré Sélassié et al. (1985) izolati virusa PVY sa paprike svrstani su u
tri patotipa PVY-0, PVY-1 i PVY-1-2, u zavisnosti od mogucnosti da prevazidu gene
otpornosti (pvyl, pvy2) prisutne u nekoliko sorti paprike. Prema Choi et al. (2005b) u
okviru ova tri patotipa izolati se dalje grupiSu na obi¢ne i1 nekroti¢ne, u zavisnosti da li
prouzrokuju simptome u vidu promene boje duz nerava lista ili simptome u vidu

nekroze lista.

2.7.3. VIRUS BRONZAVOSTI PARADAJZA (Tomato spotted wilt virus, TSWV)

Virus bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt virus, TSWV) tipican je
predstavnik roda Tospovirus, familije Bunyaviridae (Francki et al., 1991), i jedan je od
najrasprostranjenijih i najznacajnijih biljnih virusa (Goldbach and Peters, 1994). Ovaj
virus je 50-tih godina proSlog veka bio jedini ¢lan ,,Tomato spotted wilt“ grupe
(Matthews, 1979). Medutim, danas se zna da ovom rodu pripada veéi broj zna¢ajnih
fitopatogenih virusa, i ti virusi u veéini slu¢ajeva imaju izrazito $irok krug domacina i
njihovi vektori su tripsi. Tospovirus rod obuhvata 19 razli¢itih vrsta, osam potpuno
definisanih, usaglasenih 1 prihvacenih od strane ICTV (International Committee on
Taxonomy of Viruses) dok se preostali virusi, za sada, oznacavaju kao privremeni i
verovatni pripadnici ovog roda (Fauquet et al., 2005). TSWV se nalazi na EPPO A2
listi (OEPP/EPPO, 2008), a u Srbiji na listi IA deo Il ("Stetni organizmi za koje je
poznato da su prisutni na ograni¢enom podrucju Republike Srbije i Cije je unoSenje i
Sirenje u Republiku Srbiju zabranjeno”) (,,Sluzbeni glasnik RS* br. 7/2010).

Virus bronzavosti paradajza je virus za koji se smatra da je najrasprostranjeniji i
da ima najsiri krug domaéina medu svim biljnim virusima. TSWV je prvi put
detektovan na paradajzu u Australiji 1915. godine (Brittlebank, 1919), od tada se virus
proSirio u mnoge delove sveta. Nakon I Svetskog rata potvrdeno je prisustvo TSWV u
Zapadnoj Evropi, SAD, Isto¢noj Evropi, JuZznoj Americi 1 JuZznoj Africi, dok se 1950.
godine, virus prosirio u sve zemlje JuZzne Evrope u kojima se proizvodi duvan i pri tom
je u pojedinim godinama nanosio znacajne ekonomske Stete.

Virus bronzavosti paradajza je Siroko rasprostranjen i javlja se u umerenim,
suptropskim i tropskim regionima sveta. Prisutan je u svim zemljama EPPO regiona,

Aziji, Africi, Severnoj, Centralnoj i Juznoj Americi, Karibima, kao i zemljama Okeanije
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(OEPP/EPPO, 2004). U nasem okruzenju 1972. godine ovo oboljenje je nadeno u
Grékoj 1 jugoistocnom delu Makedonije na usevima duvana (Chatzivassiliou et al.,
2000; Tsakiridis and Ivancheva-Gabrovska, 1980), dok je u Sloveniji TSWV
konstatovan 2000. godine na duvanu, paprici i paradajzu (Mavri¢ and Ravnikar,
2001).

Prvi podaci o prisustvu ovog virusa na paprici u Srbiji poti¢u iz 1998. godine
(Mijatovi¢ i sar., 1999), od tada je pratenjem simptoma, primecena sve ulestalija
pojava ovog virusa, §to govori o njegovom progresivnom Sirenju. Juna 2002. godine u
plastenicima u okolini Beograda, zabelezeni su na li§¢u paprike simptomi hloroti¢nih i
nekroticnih Sara, bez deformacije liski. Iz plodova sa ovakvim simptomima
molekularno je identifikovan TSWV (Dukic¢ i sar., 2002a). U ve¢em broju lokaliteta u
Srbiji prisustvo virusa je dokazano 2005. i 2006. godine na paradajzu, paprici, luku,
duvanu i mnogobrojnim vrstama ukrasnih biljaka (Krsti¢ i sar., 2005; Krsti¢ i Bulaji¢,
2007; Stankovi¢ i sar., 2011a; Zindovié¢ i sar., 2011; Stankovi¢ i sar., 2012;
Stankovi¢ i sar., 2013). Kako se poslednjih godina oboljenje koje ovaj virus izaziva
javljalo u sve veéim razmerama, Duki¢ i sar. (2002a) su pristupili molekularnoj
karkterizaciji TSWYV izolata paprike iz nase zemlje.

TSWYV izaziva gubitke u proizvodnji raznih useva Sirom sveta. Virus je
odgovoran za brojne epidemije na razli¢itim usevima i razliCitim delovima sveta, a
najc¢esce na povréu, duvanu i ukrasnim biljkama (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007). U Francuskoj
i Spaniji su zabelezene epidemije na paradajzu, paprici i Anemone vrstama, kako na
biljkama gajenim u zasticenom prostoru tako i na biljkama u polju (OEPP/EPPO,
1999). Potpun izostanak prinosa konstatovan je u proizvodnji paprike i paradajza u
zaSticenom prostoru (Fineti Sialer et al., 2000) i na otvorenom polju (Gitatis et. al.,
1998), a takode da gubici u proizvodnji mogu biti i do 100% navodi i Berling et al.
(1990).

TSWYV je poznat po tome Sto pored paprike napada veliki broj drugih, kako
gajenih tako i korovskih biljaka. Kao prirodni domacini ovog virusa navodi se veliki
broj wvrsta, oko 1090 biljnih wvrsta iz 15 familija monokotiledonih, 69 familija
dikotiledonih biljaka i jedne familije razdela Pteridiophyta, fam. Pteridaceae (Parrella
et al., 2003). Parazitira kako dikotiledone tako i monokotiledone biljke, a najbrojniji

prirodni domacini virusa su u okviru familija Asteraceae (247 vrsta), Solanaceae (172

20



vrste) i Fabaceae (60 vrsta) (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007). Medu povrtarskim biljkama glavni
domacini virusa su paradajz, paprika i plavi patlidzan. U druge osetljive povrtarske
biljke spadaju Lactuca sativa L., Phaseolus vulgaris, Pisum sativum L., Vicia faba L. i
Vigna sinensis L. (Kucharek et al., 2000; Rusevski, 2001). TSWV je u periodu od
2002. do 2008. godine u nasoj zemlji detektovan osim na paprici, duvanu i paradajzu, i
na soji, salati, mrkvi, i ukrasnim biljakama iz 21 roda, a pre svega na: Impatiens,
Petunia, Sinningia, Pelargonium, Lysimachia, Chrysanthemum, Begonia, Tagetes,
Cyclamen, Gerbera, Salvia i Gazania (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007; Petkovi¢ i sar., 2007;
Simic¢ i sar., 2007; Dekié, 2010). Posebno mesto pripada brojnim korovskim biljkama
koji su stalni pripodni domacini virusa bronzavosti paradajza. Virus je, takode
infektivan i za: tatulu (Datura stramonium L.), pomoc¢nicu (Solanum nigrum L.),
migjakinju (Stelaria media), bokvicu (Plantago major L.) i dr. (Suti¢, 1995; Brunt et
al., 1997).

Virus bronzavosti paradajza prouzrokuje razliCite simptome na razliitim
biljkama domacinima. Varijabilnost u pogledu ispoljavanja simptoma moze biti
uslovljena vremenom infekcije, staro$¢u biljke 1 razliCitim faktorima spoljne sredine
(temperatura, svetlost 1 dr.). Takode, raznolikost u pogledu ispoljavanja simptoma moze
biti posledica prisustva razli¢itih sojeva virusa. TSWV na paprici izaziva uglavnom
zutilo lis¢a 1 cele biljke, kao 1 krzljavost, a Cest je 1 mozaik sa izrazenim koncentri¢énim
prstenastim pegama ili hloroti¢ni linijski mozaik na starijem liS¢u. ZaraZeno lis¢e moze
da ima bronzastu boju. Mlado lis¢e je deformisano, sitno, naborano, sa zadebljalim
nervima. Dugacke nekroti¢ne pruge na stablu proSiruju se sve do vrSnog meristema.
Infekcija ovim virusom ometa zametanje plodova. Na zrelim plodovima uoc€avaju se
mozai¢ne i hloroti¢ne i nekroti¢ne prstenaste pege. Plodovi formirani nakon infekcije su
najcesce deformisani i zakrzljali. Mladi plodovi najces¢e u potpunosti podlezu nekrozi.
TSWV moze da izazove izumiranje grancica, skraivanje internodija stabla, tako da
biljke imaju Zzbunast izgled ili propadaju (Goldberg, 2000; Krsti¢ i sar., 2008; Cho et
al., 2009; Zindovic, 2010).

Virioni TSWV su kvazisferi¢nog oblika (po nekim istrazivacima izometrijskog)
i pre¢nika oko 80 do 120 nm (Sivparsad and Gibba, 2008). Genom ¢ine tri linearne (-)

sSRNA neinfektivne, ili (+/-) sSRNA ,,ambisense” (ambiinformaciona), ozna¢ene kao S
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(short), M (middle) i L (large) smesStene unutar dvostruke lipoproteinske membrane

(Brunt et al., 1996; Sivparsad and Gubba, 2008; Silva et al., 2001).

| Bunyamwera genome:
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Slika 3. Genomna organizacija virusa bronzavosti paradajza
(http://viralzone.expasy.org/all_by species/82.html)

Najveca RNA (L-RNA) je negativne polarnosti (-) i monocistronska. L-RNA
kodira L protein koji predstavlja virusnu RNA-zavisnu RNA polimerazu i ukljucen je u
transkripciju i replikaciju (Pappu et al., 2000; Silva, 2001).

M-RNA fragment ima ,ambisense” (+/-) polarnost. Na 5’ kraju kodira
nestrukturni protein (NSm-,,non-structural protein“) dok na 3’ kraju kodira prekursore
glikoproteina G1 1 G2. Glikoproteini imaju znacajnu ulogu u medusobnoj interakciji
virus-vektor (Fauquet et al., 2005), dok NSm protein uéestvuje u kretanju virusa iz
¢elije u celijju (,,movement”, transportni protein), ekspresiji simptoma 1 stimuliSe
stvaranje cevastih (tubularnih) struktura u protoplastu biljnih ¢elija i ¢elijama tripsa.

Najkra¢i S-RNA frgment ima ,,ambisense (+/-) polarnost. Na 5’ kraju S-RNA
kodira nestrukturni protein (NSs-,, non-structural protein®), dok na 3’ kraju kodira
nukleokapsid (NC-,,nucleocapsid®). Nukleokapsid (NC) ima ulogu u formiranju
proteinskog omotaca oko virusne RNA i kontroliSe promenu procesa transkripcije u
proces translacije, dok NSs protein ima ulogu u ekspresiji simptoma i ispoljavanju
supresorske aktivnosti u procesu ,,utiSavanja gena* (,,gen silencing®) od strane biljke
domacina (Mumford et al., 1996; Pappu et al., 1998; Silva et al., 2001) (Slika 3).

Virus se odrzava u mnogobrojnim prirodnim domacinima koji sluze i kao izvori
zaraze. Korovi imaju znafajnu ulogu u odrzavanju i1 Sirenju TSWV. Kao Siroko
rasprostranjeni korovi, a u isto vreme domacini TSWV istic¢u se: gor¢ika (Sonchus sp.),
ljuti¢ (Ranunculus arvensis (L.), maslacak (Taraxacum officinale L.), miSjakinja

(Stellaria media), c¢icak (Arctium lappa L.), piskavica (Solanum dulcamara L.),
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pepeljuga (Chenopodium album L.), Stavelj (Rumex crispus L.), tatula (Datura
stramonium), bokvica (Plantago major L.), poponac (Polygonum convolvulus L.), stir
(Amaranthus albus L.), lisac (Polygonum lapathifolium L.), tust (Portulaca oleracea
L.), zutenica (Senecio vulgaris L.), pomo¢nica (Solanum nigrum) i drugi (Jorda et al.,
1995; OEPP/EPPO, 1999; Parrella et al., 2003; Love, 2005).

Osnovni nacini Sirenja TSWYV u prirodi su prenosenje vektorima, mehanicki i
prenosenje zarazenim propagativnim biljnim materijalom:

Sirenje putem vektora. Vrste tripsa koji su poznati kao prenosioci Tospovirus-a,

pripadaju rodovima Frankliniella i Thrips. U literaturi kao najznacajnije vrste
TSWV vektora se navode: Frankliniella occidentalis (zapadni cvetni trips), F.
schultzei (pamukov trips), F. fusca (duvanov trips), F. intonsa (cvetni trips) i Thrips
palmi, Thrips tabaci (lukov trips) (Maris et al., 2003; Fauquet et al., 2005). Vrste
roda Tospovirus prenose larve drugog stupnja (L2) i imago, ako su se larve u prvom
stupnju (L1) (0-2 dana starosti) ishranjivale na zarazenoj biljci. Ukoliko se larva u
prvom stupnju nije ishranjivala na zaraZenoj biljci, virus ne prenosi L2 larva i
imago. Prilikom ishrane na zaraZenim biljkama, larve usvajaju virus iz citoplazme
biljne celije. Virus se transportuje do srednjeg creva larve, a zatim i do pljuvacne
Zlezde. Lucenjem pljuvacke prilikom ishrane, trips prenosi virus na zdravu biljku
(Nagata et al., 1999; Rusevski, 2001). Za unoSenje virusa u organizam larve T.
tabaci potrebna je ishrana larve na zarazenoj biljci najmanje 10 minuta. Inkubacioni
period u insektu iznosi do 10 dana, a njegova najveca infektivnost traje 23 dana
posle unosenja virusa u telo vektora, a ponekad se infektivnost proteZe i na ceo Zivot
insekta. Ne prenosi se na potomstvo insekta. Virus se odrzava i u prezimelim
zarazenim tripsima. Posle aktiviranja s prole¢a oni postaju sposobni za prenoSenje
virusa. Tripsi se prenamnoZavaju u godinama sa toplim i suvim vremenom, pa se
tada 1 bronzavost paradajza javlja u Stetnim razmerama.

Mehanicko prenoSenje. Mehanic¢ko prenoSenje TSWV u prirodi malo je verovatno iz

razloga S§to virus ima veoma nestabilnu prirodu (Best, 1968). Drugi autori smatraju
da sok zarazenih biljaka moze da bude izvor TSWV 1 da svako mehanicko oStecenje
zarazenih biljaka omogucava prenosenje infektivnog soka na zdrave biljke
(Kucharek et al., 2000). Medutim, mehanicko prenosenje, iako je moguée, nema

znacaja u odnosu na efikasno Sirenje vektorima (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007).
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Sirenje putem medunarodne trgovine. TSWV se intenzivno Siri putem medunarodne

trgovine biljaka i biljnih delova. Sirenje TSWV reznicama, rasadom, krtolama,
lukovicama itd. su od posebnog zanacaja. Veliki zna¢aj u prenoSenju virusa imaju
krtole krompira pa samim tim krompir sapada i u domacina ovog virusa (Rodoni
and Henderson, 2004). Medutim, najznacajnije je Sirenje zarazenim biljkama ili
biljnim delovima ukrasnih biljaka (Krsti¢ i Bulaji¢, 2008).

Izolati virusa koji pripadaju Tospovirus rodu prvo su identifikovani na osnovu
antigenih osobina i uspostavljena je klasifikacija na VI serogrupa (Kormelink et al.,
1998) u kojoj je TSWV bio jedini predstavnik serogrupe I. Danasnjom klasifikacijom,
na osnovu geografske rasprostranjenosti i filogenetske analize, svi Tospovirus—i
podeljeni su u americ¢ku 1 evroazijsku grupu, pri cemu TSWYV pripada americkoj grupi.
TSWV ispoljava izuzetnu varijabilnost i u prirodi postoji kao kompleks sojeva
(Chatzivassiliou et al., 2000; Mandal et al., 2006). Filogenetske analize na osnovu
kodiraju¢ih (NC, NSm i1 NSs) i nekodirajuc¢ih (IGR na S i M RNA) sekvenci, otkrivaju
sli¢nosti 1 razlike na molekularnom nivou izmedu razli¢itih izolata TSWV, koje su u
korelaciji sa geografskim poreklom virusa (Pappu et al., 1998; Bhat et al., 1999;
Heinze et al., 2003; Tsompana et al., 2005).

2.7.4. VIRUS MOZAIKA DUVANA (Tobacco mosaic virus, TMV)

Virus mozaika duvana (Tobacco mosaic virus, TMV) tipi¢an je predstavnik roda
Tobamovirus i familije Virgaviridae (Silva et al., 2008).

Virus mozaika duvana jedan je od najbolje proucenih virusa. Prva istrazivanja o
ovom virusu dao je Adolf Mayer 1886. godine. Kasnije, proucavan je od strane mnogih
autora u svetu (Dawson, 1999; Stoimenova and Yordanova, 2005; Silva et al., 2008) i
kod nas. Medu prvo opisanim virusima na paprici u Jugoslaviji je virus mozaika duvana
(Panjan i Prpi¢, 1955). Dalja istraZivanja ovog virusa vrsili su Jasni¢ (1978), Suti¢ i
sar. (1978), Tosi¢ i sar. (1979) i Mijatovi¢ (1986, 1995). Istrazivanja u proteklih
nekoliko godina pokazuju tendenciju smanjenja zaraze paprike ovim virusom, tako je
1999. godine bio prisutan sa 26% (Mijatovi¢ i sar., 1999), dok 2007. godine sa 17%
(Tomié i sar., 2007).
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TMV moze da inficira 199 biljnih vrsta iz 30 familija (Shew and Lucas, 1991).
U najznacajnije prirodne domacine ovog virusa ubrajaju se biljke familije Solanaceae:
duvan, paprika, paradajz i krompir (Himmel, 2003; Peki¢, 2010).

Na starijem liS¢u zarazenom ovim virusom javlja se zutilo, dok je na mladem
Sarenilo lis¢a. Listovi mogu da budu uvijeni, deformisani i sitniji. Na cvetovima javljaju
se nekroticne crtice. Biljke zaostaju u porastu, smanjen je broj formiranih plodova koji
su deformisani i ponekad sa pojavom nekroti¢nih pega. Duz stabla takode se mogu
javiti nekroze (Krstié¢ i Bulajié, 2008).

Cestice virusa su Stapidaste, veli¢ine 300 x 18 nm sa centralnom Zupljinom
pre¢nika 4 nm, izgradene od nukleinske kiseline (5% ukupne tezine) i proteina koji ¢ine
95% ukupne tezine Cestice. Proteinski omotac se sastoji od 2130 identi¢nih proteinskih
podjedinica, rasporedenih u vidu heliksa oko centralne Supljine (Stryer and Lubert,
1988). Genom TMYV ¢ini jednolancana infektivna ribonukleinska kiselina ((+)sSRNA),
molekulske mase 2 x 10° Da (Silva et al., 2008; Gibbs, 1977). Za 5° kraj nukleinske
Kiseline vezan je 7—metilguanozin, dok je 3’ kraj aminoacetiliran sa histidinom i gradi
strukturu sli¢nu transportnoj RNA (Knapp and Lewandowski, 2001). Genom virusa
kodira sintezu Cetiri proteina: CP protein (protein omotaca virusa) - molekulske mase
17,5 kDa; MP protein (,,movement protein*) - molekulske mase 30 kDa koji omogucava
Sirenje virusa u biljci i dva nestrukturna proteina - molekulske mase 126 i 183 kDa koji
se javljaju u zarazenim biljnim celijama i imaju ulogu u replikaciji virusa (proteini

virusne polimeraze) (Zaitlin, 1999; Knapp and Lewandowski, 2001) (Slika 4).

5| Small replicase suburit ORF2 |_ORFa J-%_-ﬂ'

l | ORF3
RdRp | J

[ mP

5 - L3
. Yy 5

" )’{% ;
e
DO o Subgenomic RNAs
% s-c_[i_%;ﬂ

Genomic RNA

Slika 4. Genomna organizacija virusa mozaika duvana
(http://viralzone.expasy.org/all_by species/51.html)

Virus se veoma lako prenosi mehanickim putem. Ne prenosi se putem vektora,

iako postoje navodi o tome, medutim, to je najverovatnije bila posledica mehanickog
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dodira insekata sa biljkom (Lojek and Orlob, 1969; Harris and Bradley, 1973).
Virusne Cestice i zarazeni biljni ostaci ovim virusom mogu vrlo lako predstavljati izvor
zaraze. Takode, jedan od osnovnih nacina prenoSenja virusa mozaika duvana u
staklenickoj proizvodnji je prenoSenje kontaminiranom ode¢om, alatom i masinama
(Broadbent and Fletcher, 1963).

Na paprici virus mozaika duvana odnosno njegovi sojevi prouzrokuju razlicite
simptome oboljenja. Sa paprike je izolovano nekoliko sojeva ovog virusa Kkoji se
medusobno razlikuju kako po simptomima koje prouzrokuju na paprici i test biljkama
tako 1 seroloski (Holmes, 1934; Mc Kinney, 1952; Greenleaf et al., 1964). Na osnovu
simptoma koje prouzrokuju na paprici, reakciji test biljaka, biofizickih konstanti i
seroloskih reakcija mozemo konstatovati da su u na$oj zemlji uglavnom rasprostranjena
dva soja ovog virusa. Soj koji prouzrokuje nekroticne simptome na paprici 1 slab

mozaik, i soj koji izaziva simptome mozaika bez nekroze (Mijatovi¢, 1995).

2.7.5. VIRUS MOZAIKA LUCERKE (Alfalfa mosaic virus, AMV)

Virus mozaika lucerke (Alfalfa mosaic virus, AMV) predstavnik je roda
Alfamovirus, familije Bromoviridae (Zitikaité and Samuitiené, 2008). Prvi put je
otkriven 1931. godine u Americi, kao prouzrokova¢ oboljenja lucerke (Bos and
Jaspars, 1971). U zemljama Isto¢ne Evrope, kao §to su Bugarska, Madarska 1 Srbija
moze da dovede do znacajnih gubitaka u proizvodnji paprike. Takode, svake godine se
javlja i u usevima paprike u zemljama Severne Amerike, ali gubici nisu od ekonomskog
znacaja (Creamer, 2003).

Virus mozaika lucerke ubraja se u grupu opste rasprostranjenih virusa i smatra
se da je prisutan u svim podru¢jima gajenja paprike (Arli-Sokmen et al., 2005). Virus
mozaika lucerke u Srbiji je prvo utvrden u rejonu Horgosa 1956. godine (Sutié, 1959), a
prema podacima Delevi¢a (1963) ovaj virus prouzrokuje znacajne Stete. IstraZivanja
sprovedena 1999. godine pokazala su da je AMV bio prisutan u usevu paprike, ali ne u
znacajnoj meri (Mijatovié i sar., 1999). Noviji podaci o AMV u nasoj zemlji, pre svega
0 prisustvu i rasprostranjenosti, ali i prvi podaci o molekularno identifikovanim i

okarakterisanim izolatima, poticu iz proucavanja ovog virusa na paradajzu (Krsti¢ i
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sar., 2007a), paprici (Tomi¢ i sar., 2007; Krsti¢ i Bulaji¢, 2008) i lucerki (Bulaji¢ i
sar., 2010).

AMYV ima Sirok krug domacina i ustanovljeno je da se javlja kod velikog broja
zeljastih i drvenastih biljaka (150 biljnih vrsta) iz 22 familija (Schmelzer et al., 1973).
Ovaj virus moze da se prenese na oko 430 biljnih vrsta iz 51 familija (Hull, 1969; Crill
et. al., 1970; Schmelzer et al., 1973; Jaspars and Bos, 1980). Veéina biljaka domacina
pripada familijama Fabaceae, Solanaceae i Asteraceae (Jaspars and Bos, 1980). Od
povrtarskih biljaka najznacajniji domacini su paprika, luk, pasulj, grasak, salata,
paradajz i plavi patlidzan (Zitikaité and Samuitiené, 2008).

U Srbiji, pored paprike, prisustvo AMV dokazano je i na lucerki, duvanu (Sutié,
1995; Pekié, 2010) detelini, grasku (Suti¢, 1995) i pasulju (Petrovié, 2008).

Kako se virus prenosi semenom paprike, simptomi se mogu uoc€iti jo§ na
kotiledonim listi¢ima. Naj¢e$¢i simptom na paprici zarazenoj ovim virusom su
zuckastobelicaste pege razliCitog oblika i veli¢ine. Biljke zaostaju u porastu i §to su
infekcije ranije, deformacije su izrazenije. Na plodovima koji su krzljavi, deformisani,
mogu se javiti linearne trake belicaste ili zu¢kaste boje (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007).

Virus mozaika lucerke sastoji se od Cetiri vrste Cestica: B (bottom), M (middle),
Tb (top b) i Ta (top a) koje nose razli¢ite RNA (RNAI, RNA2, RNA3 i RNA4). Cestice
su izgradene od nukleinskih kiselina (16%) 1 proteina koji ¢ine 84% ukupne teZine
(Jaspars and Bos, 1980; Buchen—-Osmond, 2006). Genom ¢ine tri jednolancane
infektivne genomne RNA (RNA1, RNA2 i RNA3) i subgenomska RNA4 (Bol, 1999).

RNAT1 i RNA2 kodiraju P1 i P2 proteine uklju¢ene u replikaciju virusa (Bol,
1999), dok je RNA3 bicistronska i kodira stvaranje MP proteina (,,movement protein‘)
koji je odgovoran za Sirenje virusa u biljci (Erny et al., 1992). RNAS3 nosi i gen koji se
prepisuje u subgenomsku RNA4 i kodira sintezu proteina omotaca virusa (CP proteina)
(Tenllado and Bol, 2000). Za 5° kraj nukleinskih kiselina vezan je 7—metilguanozin, a
na 3’ kraju se nalazi struktura sli¢na transportnoj RNA (Bol et al., 1971) (Slika 5).
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Slika 5. Genomna organizacija virusa mozaika lucerke
(http://viralzone.expasy.org/all_by species/133.html)

Vektori virusa u prirodi su mnogobrojne vrste vasi koje ga prenose na
neperzistentan nacin. Smatra se da najmanje 14 vrsta vasi mogu da prenesu ovaj virus, a
kao najce$¢i vektor navodi se vrsta Myzus persicae (Crill et al., 1970). Takode,
znacajni vektori ovog virusa su i vrste Aphis fabae, Aphis medicaginis, Acyrthosiphon
pisum, Myzus certus, Macrosiphum euphorbiae i druge (Garran and Gibbs, 1982).
Virus mozaika lucerke lako se prenosi i sokom zarazenih biljaka paprike. Ovaj nacin
prenoSenja je naroCito znaCajan u rasadu, gde se biljke dodiruju u gustom sklopu.
PrenoSenje sokom doprinosi ve¢em Sirenju virusa u proizvodnji paprike u zasticenom
prostoru, $to se ostvaruje dodirom biljaka u toku nege 1 gajenja. Znacajno Sirenje virusa
mozaika lucerke postize se i semenom lucerke, paprike i semenom nekih korova
(Datura stramonium, Solanum nigrum, Chenopodium quinoa i Melilotus sp.) (Zitikaite
and Samuitiene, 2008).

Do danas je opisan veliki broj sojeva koji se medusobno razlikuju po krugu
domacina 1 simptomima koje izazivaju na biljkama domacinima. Prve klasifikacije bile
su na osnovu simptoma koje prouzrokuju na biljkama Phaseolus vulgaris i Vigna
unguiculata, kasnije su izolati AMV grupisani u sojeve na osnovu agregacije ¢estica u
citoplazmi zarazenih celija duvana, mogucénosti prenoSenja polenom i semenom i na
osnovu fizicko—hemijskih osobina (Jaspars and Bos, 1980). Medutim, Kraal (1975) je

predloZio grupisanje sojeva na osnovu hemijskih osobina proteinskog omotaca.

2.7.6. VIRUS BLAGOG SARENILA PAPRIKE (Pepper mild mottle virus, PMMoV)

Virus blagog Sarenila paprike (Pepper mild mottle virus, PMMoV) tipican je
predstavnik roda Tobamovirus (Martinez-Ochoa et al., 2003).
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PMMoV je jedan od glavnih virusa koji se javlja na paprici (Genda et al., 2005;
Oka et al., 2008). Virus je prisutan u Severnoj Americi (Adkins et al., 2001; Beczner
et al., 1997), Australiji (Pares, 1985), Japanu (Honda and Kameya-lwaki, 1991;
Ikegashira et al., 2004), Kini (Xiang et al., 1994; Wang et al. 2006), Tajvanu (Green
and Wu, 1991), Evropi (Alonso et al., 1989; Marte and Wetter, 1986) i Severnoj
Africi (Mnari-Hattab et al., 2006).

PMMoV je prvi put identifikovan na paprici u Americi (McKinney, 1952). Od
tada veliki broj istrazivaca je proucavao ovaj virus (Svoboda et al., 2006; Jarret et al.,
2008; Sidaros et al., 2009). Novija istrazivanja pokazuju da ovaj virus moze biti
prisutan i u stolici ¢oveka pracen specificnim simptomima (Colson et al., 2010). U
Srbiji je prvi put utvrdeno njegovo prisustvo 1996. godine kada su Krsti¢ i sar. (1996)
izolovali ovaj virus iz biljaka paprike sorte Duga bela.

Virus je ekonomski znacajan za papriku koja se gaji u plastenicima i tunelima i
¢esto dovodi do znacajnog smanjenja prinosa (Wetter and Conti, 1988). U proizvodnji
paprike, infekcije mogu biti i do 100%, Sto drasticno smanjuje prinos plodova paprike
(Wetter and Conti, 1988; Green, 2003).

Simptomi na liS¢u ispoljavaju se u vidu blagog Sarenila, deformacija listova 1
nekrotiénih pega (Mijatovi¢c i sar., 2007). Plodovi su sitni, deformisani sa
karakteristiénim nekrozama S$to dovodi do redukovanja prinosa, a Sto utiCe na
ekonomsku produktivnost paprike u svetu (Nagai, 1981; Alonso et al., 1989).

Cestice virusa su Stapicaste, veli¢ine 300 x 18 nm sa centralnom Supljinom
precnika 4 nm, izgradene od nukleinske kiseline (5% ukupne teZine) i proteina koji ¢ine
95% ukupne tezine Cestice. Proteinski omotac se sastoji od 2130 identi¢nih proteinskih
podjedinica, rasporedenih u vidu heliksa oko centralne Supljine (Stryer and Lubert,
1988). Genom PMMoV ¢ini jednolancana infektivna ribonukleinska kiselina
((+)ssRNA). Virusni genom kodira sintezu ukupno Cetiri proteina: (i) CP protein
(protein omotaca virusa), molekulske mase 17,5 kDa; (ii)) MP protein (,,movement
protein®) molekulske mase 30 kDa koji omogucava Sirenje virusa u biljci 1 (iii) dva
nestrukturna proteina molekulske mase 126 i 183 kDa koji se javljaju u zarazenim
biljnim ¢elijama i imaju ulogu u replikacji virusa—proteini virusne polimeraze (Wang et
al., 2006).
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Smatra se da postoje Cetiri soja PMMoV, Py, P1, P12 1 P123 koji se razlikuju
prema hipersenzitivnoj reakciji koju izazivaju na paprici koje su nosioci L*, L%, L%i L*
rezistentnih gena. Ovi sojevi se medu sobom ne razlikuju seroloski (Green, 2003;
Takeuchi et al., 2005).

Virus se lako prenosi mehanickim putem, kontaminiranim rukama radnika
prilikom obavljanja razli¢itih agrotehnickih mera, kao i zarazenim semenom paprike

(Lewandowski, 1999; Svoboda et al., 2006).
2.8. Kontrola virusnih oboljenja paprike

Izrazena zaraza paprike brojnim virusima sa razli¢itom epidemiologijom i ¢esto
velike Stete u naSoj zemlji, ukazuju da kontroli viroza paprike treba posvetiti posebnu
paznju. Neophodno je rigorozno kontrolisati zarazu semena (na prisustvo TMV i
AMYV), poboljsati fitosanitarnu ispravnost proizvodnje (TMV i CMV), kao i stalno
kontrolisati populaciju vektora (TSWV, CMV i AMV) (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007).

Kod veéine virusnih zaraza, osnovu kontrole oboljenja koje izazivaju cine
preventivne mere (Sutié, 1995; Krsti¢ i Vico, 2004; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007):

— Rasad paprike treba proizvoditi odvojeno od rasada drugih osetljivih
povrtarskih biljaka, kao i od rasada duvana;

— Izbegavanje ranih infekcija (izolovanje proizvodnje rasada, zaStitni
pojasevi oko useva ili primena mineralnih ulja koja bi omela prenoSenje
virusa vasima);

— Papriku treba prostorno odvajati od biljaka koje mogu biti izvor zaraze
virusima (lucerka i crvena detelina);

—  Pre pocetka proizvodnje, kao 1 u toku proizvodnje, korov oko useva treba
tretirati insekticidima, jer se kolonije vasi prvo formiraju i razvijaju na
njima odakle prelaze na biljke paprike;

— S obzirom da se virusi koji se prenose vaSima, prenose na neperzistentan
nacin, insekticidi ne mogu da sprece Sirenje virusa u usevu i sa useva na
usev u toku vegetacije. Primena insekticida u toku vegetacije nije
efikasna, ali tretiranja u toku proizvodnje rasada i neposredno pred

rasadivanje moze da bude veoma korisna;
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Kontrola vektora-tripsa u cilju sprecavanja prenosenja TSWV. Ukoliko
se reaguje na vreme 1 uklju¢i pravilan izbor insekticida, rotacija
insekticida iz razli¢itih hemijskih grupa i kvalitetna primena, moguce je
efikasno unistiti veé¢inu populacije tripsa;

Gajenje otpornih sorti je jako vazna mera, kojom se mozZe znacajno

smanjiti problem virusnih zaraza.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

IzuCavanje viroza ima izuzetan znacaj zbog velike brojnosti virusa infektivnih za
papriku 1 njihove razlicite epidemiologije, Sto zahteva potpuno razlicit pristup kontroli
virusnih bolesti. Dobijeni podaci o virusima paprike, narocito informacije o strukturi
populacije prevalentnih vrsta, bi¢e nezamenljivi u oplemenjivackom radu na selekciji
genotipova paprike sa poviSenim nivoom otpornosti.

Izucavanje prisustva i rasprostranjenosti TSWV na paprici u nasoj zemlji od
izuzetnog je znaCaja zbog ponovne pojave u epidemijskim razmerama ovog '"re-
emerging" virusa u svetu i Evropi. Rezultati ovih ispitivanja doprineée potpunijem
sagledavanju prisustva ovog virusa na teritoriji Srbije u usevu paprike kao jednoj od
najvaznijih biljaka domacina.

Izuzetan znacaj virusa paprike i njihova nedovoljna proucenost u nasoj zemlji

doveli su do definisanja osnovnih ciljeva ove doktorske disertacije:

utvrdivanje prisustva i rasprostranjenosti virusa paprike u naSoj zemlji u

zaSticenom prostoru i na otvorenom polju, primenom ELISA testa;

— molekularna detekcija i identifikacija prisutnih virusa paprike u Srbiji primenom
RT-PCR metode;

— sekvencioniranje amplifikovanih fragmenta virusa prisutnih u Srbiji i
utvrdivanje nukleotidne i aminokiselinske slicnosti sa sekvencama izolata
odgovarajucih virusa poreklom iz razli¢itih delova sveta;

— rekonstrukcija filogenetskih stabala izolovanih virusa paprike u Srbiji i

odredivanje mesta izolata virusa poreklom iz Srbije u odnosu na izolate

poreklom iz drugih delova sveta;

Detaljnija ispitivanja prisutnih virusa paprike kod nas, kao 1 primena
najsavremenijih molekulanih tehnika, unapredi¢e metode detekcije, identifikacije 1
karakterizacije ovih virusa, doprineée inventarizaciji virusa u Srbiji 1 doprinece

razumevanju njihovog porekla i daljeg Sirenja u naSoj zemlji.
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Pregled terena i sakupljanje uzoraka obolelih biljaka paprike

Tokom 2009. i 2010. godine, radi utvrdivanja prisustva, rasprostranjenosti i
ucestalosti virusa paprike u Srbiji, pregledani su razli¢iti lokaliteti gajenja paprike u
Srbiji.

Prisustvo virusa kao i njihova rasprostranjenost utvrdivana je kako u proizvodnji
paprike u rasadu, proizvodnji u zasti¢enom prostoru, tako i u proizvodnji paprike na
otvorenom polju, s tim $to se vodilo ra¢una da se obuhvati veci broj sorti. 1z pregledanih
useva prikupljeni su uzorci paprike sa simptomima koji su ukazivali na moguc¢u virusnu
zarazu. Uzimanje uzoraka je obavljeno u polju na usevima kod kojih se sumnjalo na
prisustvo virusa. Ukoliko su parcele bile manjih dimenzija ili intenzitet zaraze slab,
sakupljen je manji broj uzoraka sa simptomima, a ukoliko su parcele bile vece ili je
intenzitet zaraze bio jaci, uzorci su sakupljani kretanjem po usevu dijagonalno odabirom
uzoraka sa simptomima. Tom prilikom sakupljeno je ukupno 881 uzorak paprike, i to
457 uzoraka paprike u 2009.-toj i 424 uzoraka u 2010.-toj godini. Za vreme pregleda
useva paprike, vrSena je i ocenu intenziteta zaraze, tako Sto je utvrdivana ucestalost
pojave virusnih simptoma, odnosno procenat zarazenih biljaka.

Tokom 2009. godine, 121 uzorak je sakupljen tokom pregleda proizvodnje
paprike u rasadu na 15 lokaliteta gajenja: Backa Palanka, Obrovac, Veternik, Krusevac
(dva useva paprike), Srbobran, Kula, Ruma, Purdevo, Zabalj, Pivnice, Gospodinci,
Rimski Sandevi, Aleksinac i Sabac. Prilikom pregleda proizvodnje paprike u
zaSticenom prostoru prikupljeno je 129 uzoraka sa 15 lokaliteta gajenja: Lukino Selo,
Srbobran, Velika Plana, Trstenik, Smederevo, Kikinda, Purdevo, Selenca, Aleksinac,
Sivac, Sombor, Cagak, Pivnice, Zabalj i Veternik. Iz useva proizvodnje paprike na
otvorenom polju, prikupljeno je 207 uzoraka sa 16 lokaliteta gajenja: Selenca, Velika
Plana, Horgos (dva useva paprike), Ravno Selo, Conoplja, Cactak, Purdevo, Trstenik,
Backa Palanka, Senta, Kraljevo, Smederevo, Indija, Veternik i Aleksinac.

Tokom 2010. godine, ispitivanje prisustva virusa na paprici gajene u rasadu,
obuhvatilo je pregled 13 lokaliteta: Aleksinac, Bukovac, Ruma, Trestenik, Kula,

Srbobran, Rimski Sancevi, Indija, Sombor, Backa Palanka, Sabac, Subotica i Backa
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Topola. Sakupljeno je ukupno 115 uzoraka sa simptomima virusne zaraze. Pregled
prisustva virusnih zaraza u proizvodnji paprike u zasSticenom prostoru obavljen je sa 14
lokaliteta gajenja: Pecinci, Lukino Selo, Zabalj, Ruma, Sabac, Ka¢, Valjevo, Horgos,
Sirig, Uzice, Aleksinac, Sombor, Kikinda i Smederevo i tom prilikom je za dalju
analizu prikupljen 141 uzorak. Iz useva proizvodnje paprike u polju, prikupljeno je 168
uzoraka sa 16 lokaliteta gajenja: Purdevo, Backa Topola, Ruma, Sabac, Horgos,
Kikinda, Backi Jarak, Conoplja, Smederevo, Uzice, Aleksinac, Valjevo, Knjazevac,
Bukovac, Vasica, Rimski Sanéevi.

Svaki formiran uzorak, sastojao se od viSe listova paprike sa jedne biljke.
Sakupljeni uzorci su do laboratorije transportovani u plasticnim kesama u ru¢nom
frizideru. Ukoliko je analiza radena u roku od 48 casova, uzorci su Cuvani ha
temperaturi od +4°C, a ukoliko je do analize bio potreban vremenski period od nekoliko
dana, uzorci su ¢uvani na -20°C do trenutka analize.

Prethodna saznanja o simptomima oboljenja koje uzrokuju virusi na paprici
(Ozaslan et al., 2006; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007; Mijatovi¢ i sar., 2007; Lamb et al.,
2008) iskoriS¢ena su za identifikaciju patogena u prirodnim uslovima. Tokom pregleda
biljaka uoceni simptomi u vidu promena opsteg izgleda biljaka ili promena na lis¢u,
stablu 1 plodovima zabelezeni su 1 dokumentovani fotografijom, tako da bi se na osnovu
formirane dokumentacije o ispitivanim uzorcima i zavrSenih laboratorijskih analiza
moglo utvrditi postojanje veze izmedu odredenog dokazanog virusa i simptoma koje

izaziva na paprici.

4.2. Direktni imunoenzimski metod na plo¢i (DAS-ELISA)

Prikupljeni uzorci paprike koji su po simptomima nagovestavali da se radi o
virusnoj prirodi oboljenja, seroloski su analizirani u cilju detekcije najrasprostranjenijih
i ekonomski najznacajnijih virusa paprike, pri ¢emu bi se na osnovu seroloskih analiza
utvrdila prisutnost i rasprostranjenost virusa paprike po lokalitetima u obe ispitivane
godine.

Uzorci paprike sa simptomima virusnih zaraza sakupljeni tokom 2009. i 2010.
godine, testirani su primenom direktne imunoenzimske metode na plo¢i (DAS—ELISA)

po protokolu koji su opisali Clark and Adams (1977), koris¢enjem komercijalnih
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poliklonalnih antiseruma specifi¢nih za detekciju odgovarajuéih virusa i po uputstvu
proizvodaca (Loewe Biochemica GmbH, Nemacka). SeroloSko testiranje uzoraka
obuhvatilo je detekciju devet najznacajnijih virusa paprike: virus mozaika Krastavca
(Cucumber mosaic virus, CMV), virus crtiastog mozaika krompira (Potato virus Y,
PVY), virus bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt virus, TSWV), virus mozaika
lucerke (Alfalfa mosaic virus, AMV), virus mozaika duvana (Tobacco mosaic virus,
TMV), virus mozaika krompira (Potato virus X, PVX), virus Sarenila paprike (Pepper
mottle virus, PepMoV), virus blagog Sarenila paprike (Pepper mild mottle virus,
PMMoV) i virus Sarenila nerava paprike (Pepper veinal mottle virus, PVMV). Jedan
uzorak za analizu, pripreman je kao zbirni uzorak vise fragmenata listova ili stabla,
peteljke ili plodova iste biljke sa izrazenim simptomima. Uzorci su pripremani
homogenizacijom biljnog materijala u ekstrakcionom puferu u odnosu 1:20. Specifi¢na
poliklonalna antitela i poliklonalna antitela konjugovana sa alkalnom fosfatazom
koriSéena su u razredenju 1:200 u odgovaraju¢em puferu. Svaki uzorak je testiran u dva
ponavljanja. Promena boje je pracena vizuelno, a zatim i merenjem ekstinkcije na
talasnoj duzini 405 nm na spektrofotometru (Multiskan Ascent, Thermo Labsystems,
Helsinki, Finland).

Osnovni koraci, u izvodenju DAS-ELISA testa bili su slede¢i:

Polisterinske mikrotitarske ploce obelezene su specificnim antitelima

O

(IgG) na virus ¢ije se prisustvo ispituje.

o Napravljen je rastvor za oblaganje ploce u odnosu 1 IgG : 200 pufera za
oblaganje 1 u svako udubljenje na ploc¢i je dodato 200 pl pomenutog
rastvora. Ploca je umotana u transparentnu foliju i zatim je stavljena na
inkubaciju u trajanja 4 ¢asa na 37°C.

o Nakon inkubacije, ploCe su isprane 4 puta puferom za ispiranje.

o Homogenizacija uzorka vrSena je pomocu avana i tucka u ekstrakcionom
puferu u razredenju 1:20.

o U udubljenja na mikrotitarskoj ploci, koja su prethodno isprana puferom
za ispiranje naneto je 200 ul svakog ispitivanog uzorka u dva
ponavljanja. Pozitivna i1 negativna kontrola su takode nanete u dva

ponavljanja. Inkubacija je vrSena na +4°C preko noci.
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o Posle ispiranja plofe, u bunaréice je uneto po 200 ul antitela
konjugovanih sa alkalnom fosfatazom (antibody—AP—conjugate),
razredenog u konjugatnom puferu u odnosu 1:200, a ploce su inkubirane
4 Gasana 37 C.

o Posle inkubacije, mikrotitarske ploce ispirane su kako je napred
navedeno, a zatim je u svaki bunarci¢ uneto po 200 pl pripremljenog
supstrata (p—nitrofenilfosfat) u supstratnom puferu (20 ul/20 ml). Ploc¢e
su inkubirane na sobnoj temperaturi do pojave bojene reakcije (1-2 ¢asa).

o Nakon 1-2 casa po dodavanju supstrata, intenzitet bojene reakcije
o¢itavan je spektrofotometrijski na automatskom citacu (Multiskan
Ascent, Thermo Labsystems, Helsinki, Finland) merenjem ekstinkcije na
talasnoj duzini od 405 nm. Rezultati za svaki uzorak su preracunati kao
prose¢na vrednost dva ponavljanja, a pozitivnim su se smatrali svi uzorci
¢ija je vrednost apsorpcije bila dva ili viSe puta veca od negativne

kontrole.
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Za izvodenje DAS—ELISA testa (LOEWE Biochemica GmbH, Germany) kori$¢eni su

slede¢i puferi:

Pufer za prekrivanje ploca Na,COs 1,59¢
(Coating buffer) NaHCO3 2,93 ¢
pH 9,6 dH,0 1000 ml
NaCl 8049

Pufer za ispiranje Na;HPO, x 12H,0 299
(Wash buffer) KHzPO, 029
KCI 0,29

Tween 20 0,5 ml

dH,0 1000 ml

Polivinilpirolidon 209

bovine serum albumin 20

Pufer za ekstrakciju/ NaNs 0,19
konjugatni pufer NaCl 8,09
(Sample buffer /Conjugate) | Na;HPO4 x 12H,0 299
pH 7,4 KH,PO, 0,29

KCI 0,29

Tween 20 0,5 ml

dH,0 do 1000 ml

Supstratni pufer Diethanolamine 97 ml
(Substrate buffer) MqgCl, x 6 H,O 0,29
pH 9,8 dH,0 do 1000 ml

4.3. Molekularna detekcija virusa paprike primenom reverzne transkripcije

pracene lan¢anom reakcijom polimeraze (RT-PCR)

Detekcija izolata virusa koji su tokom ovog rada izolovani iz prirodno zarazenih
biljka paprike 1 potvrda rezultata dobijenih seroloSkim analizama, obavljena je pomocu
metode reverzne transkripcije pracene lancanom reakcijom polimeraze (Reverse
Transcription and Polymerase Chain Reaction, RT-PCR). RT-PCR reakciji prethodila
je ekstrakcija totalne RNA iz zaraZenog biljnog materijala, primenom Rneasy Plant
Mini Kita (Qiagen, Hilden, Germany) prema uputstvu proizvodaca.

RT-PCR metoda za molekularnu detekciju, identifikaciju i karakterizaciju

odabranih izolata virusa izvodena je primenom protokola za ,,One—step” RT-PCR kit
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(Qiagen, Hilden, Germany) po uputstvu proizvodaca. Po ovom protokolu, reakcije
reverzne transkripcije i lan¢ane polimeraze izvode se jedna za drugom u istoj PCR
tubici. Primenom PCR metode i koriS¢enjem specificnih prajmera vrSi se sinteza
odredenog, ciljnog dela DNA. Od viSe raspolozivih nukleinskih kiselina, prajmeri
prepoznaju i vezuju se za komplementarna mesta i kroz veéi broj ponovljenih ciklusa
lanc¢ane reakcije polimeraze omoguéavaju amplifikaciju samo ciljne sekvence DNA.
Kako izolovani virusi paprike imaju genom u vidu RNA, da bi se mogla obaviti njihova
detekcija primenom PCR metode, neophodno je prethodno prepisati virusnu RNA u
komplementarni lanac DNA (cDNA). Ovaj korak oznaCava se kao reverzna
transkripcija ili RT korak.

Analiza dobijenih PCR produkata obavlja se elektroforetskim razdvajanjem u
agaroznom gelu i vizuelizacijom bojenjem etidijum bromidom i posmatranjem pod UV
svetlom. Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava traka produkta ocekivane veli¢ine

baznih parova (bp).

4.3.1. Ekstrakcija RNA iz biljnog materijala

Ekstrakcija RNA iz lis¢a prirodno zarazenih biljaka paprike izvedena je
primenom Rneasy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany) prema uputstvu
proizvodaca. Za izolaciju ukupnih RNA iz liS¢a paprike, koriS¢eno je 100 mg
zamrznutog biljnog materijala prethodno ¢uvanog na -80°C. Ekstrakcija ukupne RNA
obavljena je na slede¢i nacin:

= Zarazeno liS¢e je izmacerirano u avanu sa tu¢kom, dodavanjem te¢nog azota.

= Usitnjen biljni materijal i tecni azot su prebaceni u ependorf tubicu od 2 ml u
koju je dodato 450 ul RLT pufera, a zatim je sadrzaj tubice vorteksovan.

= Tubice su inkubirane 3 min u vodenom kupatilu na 56°C, u cilju $to efikasnije
razgradnje biljnog tkiva.

* Nakon inkubacije uzorak je prebacen u QIAshredder spin filter u tubicama od 2

ml i centrifugiran 3 min na maksimalnom broju obrtaja (14 000 obrtaja/min) u

cilju odstranjivanja ¢elijskih delova 1 homogenizacije lizata.

= Supernatant je pipetiran u novu ependorf tubicu od 2 ml pazec¢i da se ne razbije

talog. U tubicu je dodato 225 pl 96% etanola da bi se razbistrio supernatant.

38



Sadrzaj tubice je zatim pipetiran u RNase spin filter smeSten u nove kolekcione
tubice od 2 ml. Centrifugiranjem uzorka 15 s na >10 000 rpm obezbedeno je
izdvajanje 1 vezivanje RNA za filter kao i uklanjanje veceg dela DNA koji se
odbacuje zajedno sa supernatantom.

Na RNase spin filter smesten u kolekcionu tubicu pipetirano je 700 pl RW1
pufera za ispiranje, a zatim je izvrSeno centrifugiranje 15 s na >10000 rpm.
Tecna faza je odbacena, a na RNase spin filter je pipetirano 500 ul RPE pufera u
cilju ispiranja RNA, tubica sa uzorkom centrifugirana je 15 s na >10 000 rpm.
Tecna faza je odbacena, a ispiranje RNase spin filtera je ponovljeno sa novih
500 pl RPE pufera, centrifugiranjem 2 min na >10 000 rpm.

Nakon centrifugiranja RNase spin filter je prebacen u novu kolekcionu tubicu i
centrifuguran 1 min na maksimalnom broju obrtaja da bi se uklonili ostaci
etanola i pufera.

Rnase spin filter je prebacen u novu kolekcionu tubu od 1,5 ml i pipetirano je 40
ul RNase-free vode direktno na filter. Centrifugiranje je trajalo 1 min na >10
000 rpm da bi se rastvorila RNA.

Pipetirano je jo§ 10 ul RNase-free vode direktno na filter, a takode je izvrSeno 1
centrifugiranje kao u prethodnom koraku.

Tako dobijena i izolovana RNA ¢uvana je na —80°C.

4.3.2. Molekularna detekcija izolata CMV

Za ova ispitivanja odabrana su Cetiri izolata CMV koji su prethodno detektovani

seroloskom metodom:

1. P-14-09 sakupljen 2009. godine (Velika Plana)
2. PL-25-09 sakupljen 2009. godine (Velika Plana)
3. PL-43-09 sakupljen 2009. godine (Smederevo)
4. PL-52-09 sakupljen 2009. godine (Kikinda)

Kao pozitivna kontrola kori$¢en je izolat ovog virusa iz paradajza (746-07)

(Stankovi¢ et al.,, 2011) koji se nalazi u kolekciji biljnih virusa Katedre za

fitopatologiju, Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Kao negativna
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kontrola kori$¢ena je PCR smeSa sa svim reagensima potrebnim za umnozavanje DNA,
ali je umesto 0,8 pul uzorka dodato 0,8 ul RNase free vode.

Za molekularnu detekciju CMV izolata iz paprike koriS¢eni su prajmeri
Aulu/Au2d koji obuhvataju celi gen za proteinski omota¢ i delove 5° i 3’
neprepisujucih regiona koji se nalaze na RNK3 segmentu (ili subgenomnom

RNK4)(Krsti¢ i sar., 2002) (Tabela 1):

Tabela 1. Prajmeri kori$¢eni za detekciju CMV

Veli¢ina
Ciljna Naziv ) )
) Sekvenca prajmera 5'-3" amplikoma
sekvenca  prajmera
(bp)

Aulu CAT GGATGC TTC TCC RCG AG
CPgen 847

Au2d CGT AAG CTG GAT GGA CAACC

RT-PCR reakcije obavljane su u 20 pl zapremine PCR smeSe, koja je
sadrzavala: 4 ul 5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera (koji sadrzi 12,5 mM MgCl,), 0,8
pl ANTP mesavine (koji sadrzi po 10 mM svakog dNTP, finalne koncentracije u smesi
400 pM), 0,8 pl Qiagen OneStep RT-PCR smese enzima (koji sadrzi Omniscript
Reverse transkriptazu, Sensiscript Reverse transkriptazu i HotStar Taq DNA
polimerazu), po 1,2 pl svakog prajmera finalne koncentracije 0,6 pM, 11,2 pl RNase—
free vode i1 0,8 pl izolovane ukupne RNA.

Reakcija je izvedena pri slede¢im uslovima:

— reverzna transkripcija 30 min na 50°C

— denaturacija Omniscript Reverse transkriptaze i Sensiscript Reverse
transkriptaze, aktivacija HotStar Tag DNA polimeraze kao i inicijalna
denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na 95°C 15 min na 95°C

— denaturacija 30 s na 94°C

— hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) 30 s na 58°C (35 ciklusa)

— ielongacija30sna72°C

— finalna elongacija 10 min na 72°C
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4.3.3. Molekularna detekcija izolata PVY

Za ova ispitivanja odabrano je Cetiri izolata ¢ija je prethodna detekcija obavljena
DAS-ELISA testom:

1. PL-28-09 sakupljen 2009. godine (Velika Plana)

2. PL-15-09 sakupljen 2009. godine (Srbobran)

3. PL-3-10 sakupljen 2010. godine (Pecinci)

4. PL-108-10 sakupljen 2010. godine (Aleksinac)

Kao pozitivna kontrola koris¢en je izolat D7-06 izolovan iz biljke duvana koji je
ranije okarakterisan (Stankovi¢ et al., 2011) i nalazi se u kolekciji biljnih virusa
Katedre za fitopatologiju, Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Kao
negativna kontrola koriS¢ena je PCR smeSa sa svim reagensima potrebnim za
umnozavanje DNA, ali je umesto 0,8 ul uzorka dodato 0,8 ul RNase free vode.

Koris¢eni su prajmeri PVYc/PVYd (Tabela 2) ¢ije sekvence umnozavaju deo
genoma vezan za sekvencu 5’ neprepisujuceg (5° UTR) regiona i gena za P1 protein,
regiona sa najvecom varijabilno$¢u unutar genoma PVY (Marie-Jeanne Tordo et al.,
1995; Glais et al., 1996). Mesto vezivanja PVYc prjmera je homologo sa ciljnom
sekvencom od 1-21 nt, a PVYd prajmera komplementarno pozicijama nukleotida od
955-975. Degenerativni prajmer PVYd omogucéava prepoznavanje svih do sada

testiranih PVY izolta.

Tabela 2. Prajmeri kori$¢eni za detekciju PVY

Veli¢ina
Ciljna Naziv ) )
) Sekvenca prajmera 5'-3' amplikona
sekvenca prajmera
(bp)
GenzaPl1 PVYc AAT TAA AAC AAC TCA ATACA 075
protein PVYd TGY GAH CCA CGC ACT ATG AA

PCR reakcije obavljane su u 20 pl zapremine PCR smeSe, ¢iji je sadrzaj opisan u

prethodnom poglavlju.
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Reakcija je izvedena pri slede¢im uslovima:

— reverzna transkripcija 30 min na 50°C

— denaturacija Omniscript Reverse transkriptaze i Sensiscript Reverse
transkriptaze, aktivacija HotStar Tag DNA polimeraze kao i inicijalna
denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na 95°C

— denaturacija 1 min na 94°C

— hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) 1 min na 57°C (35 ciklusa)

— elongacija 1 minna 72°C

— finalna elongacija 10 min na 72°C

4.3.4. Molekularna detekcija izolata TSWV

Molekularna detekcija TSWV uradena je na tri odabrana izolata iz paprike koji
su prethodno detektovani na seroloskom nivou:

1. PL-35-09 sakupljen 2009. godine (Trstenik)

2. PL-60-09 sakupljen 2009. godine (Purdevo)

3. PL-14-10 sakupljen 2010. godine (Lukino Selo)

Kao pozitivna kontrola korisé¢en je izolat 53-05 dobijen iz biljke Nicotiana
tabacum koji je ranije okarakterisan (Stankovi¢ et al., 2011) i nalazi se u kolekciji
biljnih virusa Katedre za fitopatologiju, Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Kao negativna kontrola koriS¢ena je PCR smeSa sa svim reagensima
potrebnim za umnozavanje DNA, ali je umesto 0,8 pl uzorka dodato 0,8 ul RNase free
vode.

Umnozavanje razli¢itih delova genoma izolata TSWV obavljeno je primenom
,One—step” RT-PCR kita (Qiagen, Hilden, Germany) koris¢enjem tri para prajmera
koji umnozavaju fragmente ¢cDNK od 276 bp (Mumford et al., 1996a; OEPP/EPPO,
2004), 800 bp (Jain et al., 1998; Pappu et al., 1998; Holguin-Pena and Rueda-
Puente, 2007) i 738 bp (Vucurovi¢ et al.,, 2012), locirane na razli¢itim delovima

genoma TSWYV ¢ije su sekvence date u tabeli 3.
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Tabela 3. Prajmeri kori$éeni za detekciju TSWV

Ciljna Naziv Velicina
J - Sekvenca prajmera 5'-3' amplikona

sekvenca  prajmera (bp)
RdRpgen L2TSWVF  ATC AGT CGA AAT GGT CGG CA -
L RNA L1 TSWVR  AGG AAT TGC CTT GCA ACC AAT TC

TSWVgene F ATG TCT AAG GTT AAG CTC
NC gen 800
SRNA  TowvgeneR TTA AGC AAG TTC TGT GAG

TSWV CP-f  GT TAA GCT CAC TAA GAA ARC A
NC gen 738
SRNA  TowV CPr  TTT AAC YCC RAA CAT TTC ATA GA

PCR reakcije obavljane su u zapremini PCR reakcione smese od 20 pl, ¢iji je

sadrzaj opisan u poglavlju 3.3.2. Odstupanja postoje kod prajmera TSWV CP-f/ TSWV
CP-r gde je prajmer TSWV CP-f dodat u koli¢ini od 2,4 ul, dok je TSWV CP-r u
koli¢ini od 3,6 ul, kao i 7,6 pl RNase—free vode.

RT-PCR reakcija je izvedena pri slede¢im uslovima:

— reverzna transkripcija 30 min na 50°C

— denaturacija Omniscript Reverse transkriptaze 1 Sensiscript Reverse

transkriptaze, aktivacija HotStar Tag DNA polimeraze kao i inicijalna

denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na 95°C

— denaturacija, hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) i elongacija (veci

broj ciklusa) — uslovi za izvodenje reakcije su u zavisnosti od vrste kori§¢enih

prajmera

— finalna elongacija 10 min na 72°C

Zavisno od koriS¢enih prajmera uslovi za izvodenje PCR reakcije bili su slede¢i:

L2 TSWVF/L1 TSWVR par prajmera:

— denaturacija 1 min na 94°C

— hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) 1 min na 55°C (35 ciklusa)

— elongacija 1 min na 72°C
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TSWVgene F/TSWVgene R par prajmera:
— denaturacija 1 min na 94°C
— hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) 1 min na 55°C (40 ciklusa)

— elongacija 2 min na 72°C

TSWV CP-f/ TSWV CP-r par prajmera:
— denaturacija 1 min na 94°C
— hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) 1 min na 53°C (40 ciklusa)

— elongacija 1 min na 72°C

4.3.5. Molekularna detekcija izolata AMV

Za ova ispitivanja odabrani su sledeci izolati AMV sa razli¢itih lokaliteta:
1. P-27-09 sakupljen 2009. godine (Velika Plana)

2. PL-2-10 sakupljen 2010. godine (Pecinci)

3. P-10-10 sakupljen 2010. godine (Backa Topola)

Kao pozitivna kontrola koris¢en je izolat ovog virusa 196-08 poreklom iz
duvana (Stankovi¢ et al., 2011) koji se nalazi u kolekciji biljnih virusa Katedre za
fitopatologiju, Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Kao negativna
kontrola koriS¢ena je PCR smeSa sa svim reagensima potrebnim za umnoZavanje DNA,
ali je umesto 0,8 pul uzorka dodat 00,8 ul RNase free vode.

Za molekularnu detekciju AMV izolata iz paprike kori§¢eni su prajmeri CP
AMV1/ CP AMV2, koji umnozavaju segment DNK finalne duzine 751 bp koji
obuhvata kodiraju¢i gen za proteinski omota¢ (CP) virusa (Finetti-Sialer et al., 1997;
Parella et al., 2000). Mesto vezivanja CP AMV1 prajmera je homologo sa ciljnom
sekvencom od 1187-1205 nt, a CP AMV2 prajmera komplementarno pozicijama
nukleotida od 1920-1938 (Tabela 4).
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Tabela 4. Prajmeri koris¢eni za detekciju AMV

. ) Velic¢ina
Ciljna Naziv ) )
) Sekvenca prajmera 5'-3" amplikona
sekvenca  prajmera (bp)
Y

CPAMV1 TCCATCATGAGTTCTTCAC
CP gen 751
CPAMV2 AGGACTTCATACCTTGACC

PCR reakcije su obavljane u PCR reakcionoj smesi od 20 pl, ¢iji je sadrzaj
opisan u poglavlju 3.3.2.
Reakcija je izvedena pri slede¢im uslovima:
— reverzna transkripcija 30 min na 50°C
— denaturacija Omniscript Reverse transkriptaze 1 Sensiscript Reverse
transkriptaze, aktivacija HotStar Tag DNA polimeraze kao i inicijalna
denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na 95°C
— denaturacija 1 min na 95°C
— hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) 1 min na 49°C (35 ciklusa)
— elongacija 2 min na 72°C

— finalna elongacija 10 min na 72°C.

4.3.6. Molekularna detekcija izolata PMMoV

Za ova ispitivanja odabrana su tri izolata PMMoV ¢ija je prethodna detekcija
obavljena DAS-ELISA testom:

1. P-57-09 sakupljen 2009. godine (Conoplja)

2. P-60-09 sakupljen 2009. godine (Conoplja)

3. P-3-10 sakupljen 2010. godine (Purdevo)

Pozitivna kontrola nije postojala. Kao negativna kontrola koris¢ena je PCR

smesa sa svim reagensima potrebnim za umnozavanje DNA, ali je umesto 0,8 pl uzorka

dodato 0,8 ul RNase free vode.
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Za molekularnu detekciju PMMoV izolata iz paprike koriS¢eni su prajmeri
P12/3/P12/3A (Velasco et al., 2002) i PMR1/ PMF1 (Hamada et al., 2002), ¢ije su

sekvence date u tabeli 5 i koji omogucavaju amplifikaciju RdRp i CP gena virusa.

Tabela 5. Prajmeri kori$¢eni za detekciju PMMoV

. ) Velic¢ina
Ciljna Naziv ) )
) Sekvenca prajmera 5'-3" amplikona
sekvenca prajmera (bp)
p

P12/3 ACAGCGTTTGGATCTTAGTAT
RdRp gen 836
P12/3A GTGCGGTCTTAATAACCTCA

cp PMR1 CGGAATTCGAGTTATCGTACTCGCCACGGACG 74
en
: PMF1 CGCGGATCCAGAACTCGGAGTCATCGGAC

PCR reakcije su obavljane u zapremini PCR reakcione smesSe od 20 pl, ¢iji je
sadrzaj opisan u poglavlju 3.3.2.
Reakcija je izvedena pri slede¢im uslovima:

— reverzna transkripcija 30 min na 50°C,

— denaturacija Omniscript Reverse transkriptaze i Sensiscript Reverse
transkriptaze, aktivacija HotStar Tag DNA polimeraze kao i inicijalna
denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na 95°C

— denaturacija, hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) i elongacija (veci
broj ciklusa) - uslovi za izvodenje reakcije su u zavisnosti od vrste koris¢enih
prajmera.

— finalna elongacija 10 min na 72°C.

Zavisno od koriS¢enih prajmera uslovi za izvodenje PCR reakcije bili su sledeci:
P12/3 i P12/3A par prajmera:
— denaturacija 30 s na 92°C,
— hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) 30 s na 60°C (30 ciklusa)

— elongacija45sna72°C
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PMF1 i PMR1 par prajmera:
— denaturacija 30 s na 94°C,
— hibridizacija nukleinskih kiselina (annealing) 1 min na 50°C (35 ciklusa)

— elongacija 1 min na72°C

4.3.7. Vizuelizacija PCR produkta

Dobijeni produkti su elektroforetski razdvojeni u 1% agaroznom gelu. Agarozni
gel je pripremljen rastvaranjem odgovarajuce koli¢ine agaroze u odgovaraju¢oj koli¢ini
1x TBE pufera (0,1 g:10 ml) i zagrevanjem do temperature klju¢anja u mikrotalasnoj
pecnici. Pod mlazom hladne vode, ohladen gel do temperature 60°C, razliven je u kalup
za horizontalnu elektroforezu, u koji je prethodno postavljen ¢esalj, a zatim je ostavljen
na sobnoj temperaturi pola sata da se ohladi i o¢vrsne. Po oc¢vr§éavanju gela, cesalj je
izvaden, a kalup je uronjen u kadicu za horizontalnu elektroforezu sa 1x TBE puferom
(90 mM Tris, 90 mM Borna kiselina, 1 mM Na,EDTA).

Uzorci su pripremljeni od 1 pl boje (6x Loading dye, Fermentas Life Sciences
GmbH, Lithuania) i 5 pl PCR proizvoda. Za odredivanje veli¢ine umnozenih amplikona
koris¢eni su markeri MassRulerTMDNA ladder, Mix i O'RangeRulerTM 100bp DNA
Ladder (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania). Pripremljeni uzorci nanoseni su na
gel sa bunarc¢i¢ima u odgovaraju¢em rasporedu.

Reakcija elektroforeze je obavljena u aparatu za elektroforezu (BlueMarine 100,
Serva electrophoresis GmbH, UK) pri konstanthom naponu od 40 mA u trajanju od
priblizno 40 min.

Posle zavrSene elektroforeze, gel je inkubiran 15 min u rastvoru za bojenje od
destilovane vode i etidijumbromida u finalnoj koncentraciji od 0,5 pg/ml.
Amplifikovani fragmenti posmatrani su u mracnoj komori na transiluminatoru
(Biometra, UK) pod UV svetlo$¢u. Pojava traka na o¢ekivanoj poziciji u poredenju sa
markerom, smatrana je pozitivnom reakcijom. Dobijeni rezultati dokumentovani su

fotografisanjem agaroznog gela.
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4.4. Molekularna identifikacija virusa paprike

U cilju odredivanja redosleda nukleotida u amplifikovanom delu genoma,
viSestrukog uparivanja sekvenci odabranih izolata sa sekvencama drugih izolata
odgovarajuc¢ih virusa dostupnih u NCBI (National Centre for Biotechnology
Information, Bethesda, Maryland, USA) bazi podataka, proracuna geneticke sli¢nosti,
kao 1 u cilju filogenetske analize, obavljeno je sekvencioniranje.

Nakon sinteze, PCR produkti izolata odabranih za sekvencioniranje precis¢eni
su pomoc¢u QIAquick PCR Purification Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany). ViSestrukim
uparivanjem sekvenci izolata sa sekvencama drugih virusa dostupnih u NCBI bazi
podataka i1 proracunom geneticke slicnosti obavljena je molekularna identifikacija
odabranih izolata virusa paprike poreklom iz nase zemlje.

Za sekvencioniranje je odabrano ukupno 16 izolata i to: Cetiri izolata PVY, i po
tri izolata CMV, AMV, TSWV i PMMoV. Za sekvencioniranje izolata CMV, TSWV,
AMV koris¢eni su PCR produkti dobijeni koriS¢enjem prajmera koji omogucavaju
amplifikaciju CP odnosno NC gena, za izolate PVY produkti dobijeni kori§¢enjem
prajmera koji omogucavaju umnozavanje 5> UTR 1 gena za P1 protein, dok su za
sekvencioniranje izolata PMMoV koriS¢eni PCR produkti dobijeni koriS¢enjem

prajmera koji omogucéavaju amplifikaciju RdRp i CP gena (Tabela 6).
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Tabela 6.

Prajmeri kori$¢eni za umnozavanje fragmenata za sekvencioniranje

Virus Izolat Naziv prajmera Ciljna sekvenca
CMV PL-43-09  Aulu/Au2d CP gen
CMV PL-52-09  Aulu/Au2d CP gen
CMV PL-25-09  Aulu/Au2d CP gen
PVY PL-3-10 PVYc/PVYd 5" UTR i gen za P1 protein
PVY PL-15-09  PVYc/PVYd 5” UTR i gen za P1 protein
PVY PL-28-09 PVYc/PVYd 5" UTR i gen za P1 protein
PVY PL-108-10 PVYc/PVYd 5” UTR i gen za P1 protein
TSWV  PL-35-09 TSWV CP-f/ TSWV CP-r CP gen

TSWV  PL-14-10  TSWV CP-f/ TSWV CP-r CP gen
TSWV  PL-60-09  TSWV CP-f/ TSWV CP-r CP gen
AMV P-10-10 CP AMV1/CP AMV?2 CP gen
AMV PL-2-10 CP AMV1/CP AMV2 CP gen
AMV P-27-09 CP AMV1/CP AMV?2 CP gen
PMMoV P-3-10 PMR1/PMF1 CP gen
PMMoV P-57-09 PMR1/PMF1 CP gen
PMMoV P-60-09 PMR1/PMF1 CP gen
PMMoV P-3-10 P12/3/P12/3A RdRp gen
PMMoV P-57-09 P12/3/P12/3A RdRp gen
PMMoV P-60-09 P12/3/P12/3A RdRp gen

Nakon uspesne sinteze, PCR produkti izolata odredenih za sekvencioniranje

precis¢eni

su pomoc¢u QIAquick PCR Purification Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany),

prate¢i upustvo proizvodaca:

1.

Jedna zapremina dobijenog PCR produkta i miksa pomeSana je sa pet
zapremina PBI pufera, a zatim prebacena u QIAquick kolonu smesStenu u
kolekcionu tubicu i centrifugirana 1 min na maksimalnom broju obrtaja
(13000 rpm) u cilju vezivanja DNA za filter.

Tecna faza je odbacena, a u QIAquick kolonu je pipetirano 750 pl PE pufera
u cilju ispiranja RNA, posle ¢ega je tubica sa uzorkom centrifugirana 1 min
na 13 000 rpm.

Tecna faza je odbacena, a QIAquick kolona vra¢ena u istu kolekcionu tubicu
i centrifugurana 1 min na 13 000 rpm da bi se uklonili ostaci pufera.

U cilju rastvaranja DNA u QIAquick kolonu smestenu u novu tubicu od 1,5
ml pipetirano je 50 pl EB pufera i centrifugirano 1 min na 13 000 rpm. Tako

dobijena DNA c¢uvana je na +4°C za dalji rad.

U cilju provere ¢isto¢e uzoraka, njihove molekularne mase i koli¢ine sintetisane

DNA, uzorci su zatim elektroforetski razdvojeni na 1% agaroznom gelu. Koli¢ina
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umnozenih fragmenata u uzorcima odredena je poredenjem dobijenih produkata sa
fragmentima komercijalnog markera 100 bp DNA Ladder (Serva GmbH, UK).

Reakcije sekvencioniranja uradene su u BMR Genomics (Padova, Italy) na ABI
Prism 3700 automatskom kapilarnom sekvencionatoru. Umnozeni fragmenti gena
virusa sekvencionirani su u oba smera upotrebom odgovaraju¢ih prajmera, odnosno
prajmerima koji su kori§¢eni za njegovo umnoZzavanje.

Nakon sekvencioniranja, dobijene sekvence odabranih izolata CMV, PVY,
TSWV, AMV i PMMoV obradene su u programu FinchTV Version 1.4.0. i podnete u
NCBI banku gena, posle ¢ega im je dodeljen pristupni broj (GenBank Accession
number). Pomo¢u MEGA verzije 4.0 (Thompson et al., 1994; Tamura et al., 2007) i
pomoc¢u BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analize izvrSeno je medusobno
poredenje dobijenih sekvenci kao 1 viSestruko poredenje dobijenih sekvenci sa
dostupnim sekvencama odgovarajuéeg regiona genoma virusa u GenBank bazi podataka
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ¢ime je obavljena potvrda identifikacije
dobijene sekvence.

Za proracun nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti na osnovu sekvence dela
genoma odabranog izolata sa izolatima ovog virusa iz drugih delova sveta, kao i za

filogenetske analize upotrebljen je softverski paket MEGA verzija 4.0.

4.5. Filogenetska analiza

Nakon sekvencioniranja amplifikovanih fragmenata, utvrdena je njihova
filogenetska slicnost sa sekvencama dostupnim u NCBI bazi podataka.

Molekularna karakterizacija virusa: CMV, PVY, TSWV, AMV i PMMoV,
infektivnih za papriku, obavljena je filogenetskom analizom (prou€avanje evolutivne
povezanosti) odabranih izolata sa drugim izolatima dostupnim u NCBI bazi podataka.
Za filogenetske analize odabrana su Cetiri izolata PVY i po tri izolata CMV, TSWV,
AMV i PMMoV.

Nakon obrade dobijenih sekvenci CP gena izolata CMV, PVY, AMV i PMMoV,
NC gena izolata TSWV, i gena za P1 protein za izolate PVY, obavljeno je medusobno
poredenje, kao i njihovo poredenje sa odgovaraju¢im sekvencama dostupnim u NCBI

bazi podataka (tabela 7, 8, 9, 10 i 11). Nakon toga rekonstruisano je filogenetsko stablo,
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koris¢éenjem Maximum Parsimony metode i bootstrap analize sa 1000 ponavljanja
integrisanih unutar MEGA 4 programa. U rekonstrukciji filogenetskog stbla, kod CMV,
PVY i PMMoV kori$¢ena je ,,outgroup-a”. Stablo rekonstruisano na osnovu sekvenci
celog gena za protein omotaca virusa i delove 5° 1 3’ neprepisuju¢ih regiona CMV
rutovano je koriS¢enjem sekvence izolata ER (U15730), stablo rekonstruisano na
osnovu sekvenci gena za P1 protein PVY rutovano je koris¢enjem sekvence izolata
PepMoV (M96425), dok je stablo rekonstruisano na osnovu sekvenci CP gena PMMoV
rutovano koriséenjem sekvence izolata TMV (X70883) i TOMV (AF411922). Poredenje
nukleotidne identi¢nosti i aminokiselinske sli¢nosti izmedu sekvenci koris¢enih za
filogenetsko stbalo obavljeno je, takode, koris¢enjem MEGA 4 programa.

Odabrane sekvence za rekonstrukciju filogenetskih stabala skra¢ene su prema
duzini najkrace sekvence. Za filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu sekvenci NC
gena TSWYV izolata, odabrane sekvence su skraéene na duzinu 632 bp prema
sekvencama iz NCBI baze podataka 236882 i AJ296599. Za filogenetsko stablo
rekonstruisano na osnovu sekvenci gena za P1 protein PVY izolata, odabrane sekvence
iseCene su na duzinu 756 bp sekvence prema sekvencama iz NCBI baze podataka:
EU252529, AF012027, AF012026 i nase sekvence PL-3-10. Za filogenetsko stablo
rekonstruisano na osnovu sekvenci CP gena CMV izolata, odabrane sekvence su
skracene na duzinu 657 bp prema vecem broju sekvenci iz NCBI baze podataka. Za
filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu sekvenci CP gena AMV izolata, odabrane
sekvence su skracene na duzinu 600 bp prema sekvenci iz NCBI baze podataka
FJ858264, dok su za filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu sekvenci CP gena
PMMoV izolata sekvence skracene na 474 bp, prema duzini sekvence veéine izolata

odabranih filogenetsku analizu.
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Tabela 7. Sekvence CP gena odabranih izolata CMV kori$c¢enih za filogenetsku analizu

Izolat Geografsko  Biljka Acc. No. . -

‘ Literaturni izvor

poreklo domacin
PL-25-09 Velika Plana paprika KC288146 Ova proucavanja
PL-43-09  Smederevo paprika KC288147 Ova proucavanja
PL-52-09 Kikinda paprika KC288148 Ova proucavanja
MAD99/4  Spanija tikva AJ829770  Bonnet et al.,2005
MAD96/1  Spanija dinja AJ829768  Bonnet et al.,2005
117F Francuska - X16386 Noel and Tahar, 1989
MAD99/1  Spanija dinja AJ829776  Bonnet et al., 2005
Ban Izrael banana U43888 Gafny et al., 1996
702-07 Srbija duvan GQ340670  Nije publikovano
CMV-P6  USA duvan D10545 Shintaku,1991
207 Australija paradajz AJ585517  Nije publikovano
151-08 Srbija tikva HMO065509 Nije publikovano
115-08 Srbija tikva HMO065510 Nije publikovano
CMV-FC USA duvan D10544 Shintaku, 1991
PR36 USA - M98500 Nije publikovano
- Kolumbija banana U32859 Reichel et al., 1996
P1 Kina - AJ006988  Zhou et al., 1999
KM Japan dinja AB004780  Takeshita and Takanami, 1997
Cas Poljska Lilium spp. DQO018286 Berniak et al., 2010
RB Kina pasulj AJ006990  Liuetal., 1999
113 USA - AF523340 Linetal., 2003
NT9 Tajvan - D28780 Hsu et al.,1995
Trk7 Madarska - L15336 Salanki et al., 1994
C7-2 Japan - D42079 Chaumpluk et. al., 1996
M-48 Tajvan - D49496 Nije publikovano
K USA - AF127977  Roossinck et al., 1999
ABI Koreja gladiola L36525 Nije publikovano
Tfn Italija paradajz Y 16926 Nije publikovano
pCP25 Indija Physalis X89652 Haqg et al.,1996
minima
Ixora USA Ixoraspp. U20219 McGarvey et al., 1995
Oahu Havaji banana U31220 Hu et al., 1995
S USA - AF063610  Nije publikovano
Q Australija - M21464 Nije publikovano
LS USA - AF127976  Roossinck et al., 1999
Simp2 Poljska ljiljan FJ621495 Berniak et al., 2010
M2 Japan - AB006813  Nije publikovano
Kin Engleska - 712818 Boccard and Baulcombe, 1993
ER Indija Vigna U15730 Naidu et al., 1995
unguiculata

Legenda: — nije pronaden podatak
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Tabela 8. Sekvence gena za P1 protein PVY izolata koris¢ene za filogenetsku analizu

Izolat CETEIHE B”Jka,. Acc. No. Literaturni izvor
poreklo domacin
PL-3-10 Pecinci paprika KC288144  Ova proucavanja
PL-15-09 Srbobran paprika KC288143  Ova proucavanja
PL-28-09 Velika Plana paprika KC288142  Ova proucavanja
PL-108-10 Aleksinac paprika KC288145 Ova proucavanja
D7-06 Srbija duvan GQ290476  Nije publikovano
D35-06 Srbija duvan GQ290475  Nije publikovano
Slovenial Slovenija - AJ315739  Nije publikovano
Sl 64 Slovenija krompir AF401604  Nie and Singh, 2002
SI 50 Slovenija Krompir AF401603  Nie and Singh, 2002
PVYN-N242  Francuska Krompir AF248499  Nije publikovano
605 Svajcarska - X97895 Jakab et al., 1997
Tu 648 Kanada krompir AF401610  Nie and Singh, 2002
v942490 Velika Britanija - EF016294  Nije publikovano
Linda Nemacka duvan AJ890345  Schubert et al., 2007
Satina Nemacka duvan AJ890347  Schubert et al., 2007
423-3 USA Krompir AY884982  Lorenzen et al., 2006
N 5Yt Kanada duvan AF401605 Nie and Singh, 2002
Rusia Velika Britanija - AJ315746 Nije publikovano
California Kalifornija - AJ315744 Nije publikovano
English Velika Britanija - AJ315747 Nije publikovano
Tu 619 USA krompir AF401608  Nie and Singh, 2002
Tu 660 USA krompir AF401609  Nie and Singh, 2002
N 27 Kanada krompir AF401606  Nie and Singh, 2002
N Jg Kanada krompir AF401607  Nie and Singh, 2002
N266 Kanada kKrompir AF401600  Nie and Singh, 2002
N394 Kanada krompir AF401601  Nie and Singh, 2002
Canada Kanada - AJ315745  Nije publikovano
USA USA - AJ315742 Nije publikovano
Ukraine Ukrajina - AJ315740 Nije publikovano
803 Finska krompir  AJ245555 %%g‘va' kama et al,
Viikki Finska krompir  AJ245556 %%‘g‘va' kamaetal.,
Hungarian Madarska - M95491 Thole et al., 1993
Ditta Poljska duvan AJ890344 Schubert et al., 2007
Scotland Velika Britanija - AJ315743  Nije publikovano
Adgen Francuska krompir AJ890348 Schubert et al., 2007
LYES84.2 Spanija paradajz AJ439545  Moury et al., 2002
SON41 Francuska ﬁ?@:?grl:]m AJ439544 Nije publikovano
PepMoV Kalifornija - M96425 Vance et al., 1992

Legenda: — nije pronaden podatak.
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Tabela 9. Sekvence NC gena TSWYV izolata koriS¢ene za filogenetsku analizu

Izolat CETEIHE B”Jka,. Acc. No.  Literaturni izvor
poreklo domacin
PL-35-09 Trstenik paprika KC182565 Ova proucavanja
PL-14-10 Lukino Selo paprika KC182564 Ova proucavanja
PL-60-09 Durdevo paprika KC182566 Ova proucavanja
53-05 Srbija duvan GQ373173 Nije publikovano
33-06 Srbija duvan GQ355467 Nije publikovano
39-06 Srbija duvan GQ373172 Nije publikovano
T304 Italija paradajz 736882 Vaira et al., 1995
T992 Italija paradajz AY848922 Ciuffo et al., 2005
Spain-—2 Spanija paradajz AY744480 Tsompana et al., 2005
Spain—1 Spanija paradajz AY744479 Tsompana et al., 2005
LC Spanija - X94550  Nije publikovano
DH37 Bugarska paradajz AJ418779 Heinze et al., 2003
BS97 Bugarska duvan AJ418777 Heinze et al., 2003
10HK96 Bugarska duvan AJ418778 Heinze et al., 2003
Le98/527 Nemacka Lysimachia AJ297611 Heinze et al., 2003
TSWV-D Holandija Dahlia AF020660 Qiu etal., 1998
NC-1 Severna Karolina Dahlia AY744476 Tsompana et al., 2005
NC-3 Severna Karolina Dahlia AY744478 Tsompana et al., 2005
NC-2 Severna Karolina kikiriki AY744477 Tsompana et al., 2005
TSWV-10 Severna Karolina kikiriki AF020659 Qiuetal., 1998
98/0472 Juzna Afrika Krompir AJ296600 Heinze et al., 2001
TSWV-GP  Juzna Afrika  kikiriki EF059705 gé‘ggarsad and Gubba,
C27084 Ceska Republika kala AJ296599 Heinze et al., 2001
AC Dzodzija duvan AF064469 Pappu et al., 1998
MC Dzordzija duvan AF064472 Pappu et al., 1998
Tospo-G Japan Chrysanthemum AB038342 Nije publikovano
Tospo—-C Japan Chrysanthemum AB038341 Nije publikovano
Ordinary strain Japan - AB088385 Takeda et al., 2002
CA-1 Kalifornija Aster AY744468 Tsompana et al., 2005
CAH4 Kalifornija Chrysanthemum AY 744471 Tsompana et al., 2005
TSWV-BL Havaiji salata L20953 Pang et al., 1992
L Havaiji salata X61799 Kim et al., 1994
BR Brazil paradajz D00645 de Haan et al., 1989

Legenda: — nije pronaden podatak
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Tabela 10. Sekvence CP gena izolata AMV kori$éenih za filogenetsku analizu

Izolat Geografsko Biljka Acc. No. . .

‘ Literaturni izvor

poreklo domacin
P-10-10 Backa Topola paprika KC182567 Ova proucavanja
PL-2-10 Pecinci paprika KC182569 Ova proucavanja
P-27-09 Velika Plana paprika KC182568 Ova proucavanja
196-08 Srbija duvan FJ527749  Nije publikovano
VRU Velika Britanija  lupina AF015716 Thole et al.,1998
15/64 Velika Britanija  lupina AF015717 Thole et al.,1998
S Velika Britanija  lucerka X00819 Ravelonandro et al., 1984
425 Medison SAD bela detelina  K02703 Barker et al.,1983
425 Leiden SAD bela detelina  L00162 Koper-Zwarthoff et al., 1977
126-A Italija paradajz AJ130704 Parrella et al., 2000
195-AN Italija Portulaca AJ130705 Parrellaet al., 2000
oleracea
F-430 Italija pasulj AJ130706 Parrella et al., 2000
Danza Italija paradajz Y09110 Finetti Sialer et al., 1997
Lye-80 Francuska paradajz AJ130703 Parrella et al., 2000
Caa-1 Francuska paprika AJ130707 Parrella et al., 2000
Dac-16 Francuska mrkva AJ130708 Parrella et al., 2000
Lyh-1 Francuska Solanum spp. AJ130709 Parrella et al., 2000
Ca375 Kanada krompir DQ314749 Xu and Nie, 2006
Cal75 Kanada krompir DQ314750 Xu and Nie, 2006
Ca399 Kanada krompir DQ314751 Xu and Nie, 2006
Ca400 Kanada krompir DQ314752 Xu and Nie, 2006
Ca401 Kanada krompir DQ314753 Xu and Nie, 2006
Ca508 Kanada krompir DQ314754 Xu and Nie, 2006
Ca518 Kanada krompir DQ314755 Xu and Nie, 2006
Cab16 Kanada krompir DQ314756 Xu and Nie, 2006
N20 Australija - AF332998 Jayasena and Randles, 2004
NZ34 Novi Zeland grasak AF215664 Timmerman-Vaughan et al.,
2001

KR1 Koreja krompir AF294432 Nije publikovano
KR2 Koreja krompir AF294433 Nije publikovano

Legenda: — nije pronaden podatak
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Tabela 11. Sekvence CP gena PMMoV izolata kori§¢ene za filogenetsku analizu

Geografsko Biljka

Izolat ‘ Acc. No. Literaturni izvor
poreklo domacin
P-60-09 Conoplja paprika KC288151 Ova proucavanja
P-57-09 Conoplja paprika KC288150 Ova proucavanja
P-3-10 Purdevo paprika KC288149 Ova proucavanja
Iw Japan paprika AB254821 Hamada et al., 2007
LABV Japan paprika AB276030 Genda et al., 2007
P Koreja paprika AB084456 Nije publikovano
KR Koreja - AB126003 Nije publikovano
PO Koreja paprika AF103776 Nije publikovano
Gel Japan paprika AB062049 Nije publikovano
Geb Japan paprika AB062051 Nije publikovano
Ged Japan paprika AB062050 Nije publikovano
DF01 Brazil paprika AB550911 Oliveira et al., 2010
CN Kina paprika AY859497 Wang et al., 2006
Taiwan Tajvan - M87827 Nije publikovano
OH Japan paprika AB062052 Nije publikovano
JP-J Japan paprika AB000709 Kirita et al., 1997
S Spanija paprika M81413 Alonso et al., 1991
Na Japan paprika AB062054 Nije publikovano
SP-la Spanija paprika AJ308228 Velasco et al., 2002
Italian Italija paprika X72587 Nije publikovano
Tosa Japan paprika AB062053 Nije publikovano
LinsBRO8 Brazil paprika AMA411433  Nije publikovano
- Kina - AY632863 Nije publikovano
PMMV1.2 ltalija - AJ429088 Letschert et. al, 2002
Pel Japan paprika AB119482 Takeuchi et. al., 2005
P98/15 Spanija paprika FR671392 Fraile et al., 2011
P99/23 Spanija paprika FR671393 Fraile et al., 2011
P96/44 Spanija paprika FR671388 Fraile et al., 2011
P83/4 Spanija paprika FN594853 Fraile et al., 2011
P85/29 Spanija paprika FN594869 Fraile et al., 2011
P89/4.2 Spanija paprika FN594881 Fraile et al., 2011
P02/2 Spanija paprika FN594870 Fraile et al., 2011
P86/10 Spanija paprika FN594889 Fraile et al., 2011
PMMoV-  Kina paprika HQ699079 Nije publikovano
BD
TMV Nemacka - X70883 Kuhlmann et. al., 1993
ToMV Brazil paradajz AF411922 Moreira et. al., 2003

Legenda: - nije pronaden podatak.
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5. REZULTATI

5.1. Simptomi u rasadu, zaSti¢cenom prostoru i polju

Pregledom proizvodnje rasada i useva paprike u razli¢itim lokalitetima gajenja
kako u zasti¢enom prostoru, tako i na otvorenom polju zabelezena je pojava niza
simptoma koji su upuéivali na virusnu zarazu i koji su varirali u zavisnosti od biljke
domacina, vremena ostvarene infekcije 1 vrste virusa.

Simptomi na biljkama u rasadu bili su slabo izrazeni, usled ¢ega obolele biljke
nisu mogle, sa sigurnoscu, biti razlikovane od zdravih. Ipak, tokom ovih istrazivanja, na
odredenom broju biljaka uo€eni su simptomi u vidu blagog mozaika i hloroze lis¢a,

nekroti¢nih lezija kao i razli¢ite deformacije liske (Slika 6, 7).

Slika 6. PVY: Hloroza i deformacija lista Slika 7. CMV: Deformacija lista

Pregledom wuseva paprike u zaStiCenom prostoru i na otvorenom polju
zabelezena je pojava biljaka koje su Cesto zaostajale u porastu, a usled skracivanja
internodija poprimale su zbunast izgled (Slika 8). Simptomi su se manifestovali osim u
vidu promena opsteg izgleda biljaka i hromatskim 1 morfoloSkim promena na listovima
1 plodovima. Lis¢e obolelih biljaka, bilo je sitnije, slabo naborano, Cesto sa razliitim
tipovima mozaika, od blagog do jako izraZzenog, sa mozai¢nim Sarama Zuckaste boje i
hloroti¢nim povrSinama koje kasnije zahvataju ceo list (Slika 9). Hloroticne promene

Cesto su bile pracene pojavom izumiranja tkiva i to uglavnom u vidu nekroze nerava
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lista i nekroti¢nih pega na stablu. Na plodovima, koji su bili krzljavi, deformisani i sa
nekrozom povrsinskog tkiva, ¢esto su bile prisutne i linearne belicaste ili zu¢kaste pruge
i proSaravanja. Na zarazenim biljkama primecena je pojava nekroze stable, cvetne
drske, kao 1 ¢asi¢nih i kruni¢nih listi¢a (Slika 10).

Slika 8. CMV: Zbunast izgled biljka Slika 9. PVY: Hloroti¢no $arenilo lis¢a

Slika 10. CMV: Deformacija plodova
i nekroza stabla
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5.2. Seroloska detekcija virusa

Seroloska istrazivanja sprovedena u cilju identifikacije i utvrdivanja prisutnosti
virusa na paprici u Srbiji, obuhvatila su primenu direktne imunoenzimske metode na
plo¢i (DAS-ELISA), koris¢enjem komercijalnih poliklonalnih antiseruma (Loewe
Biochemica GmbH, Nemacka) specificnih za detekciju devet najznacajnijih virusa

paprike: CMV, PVY, TSWV, TMV, AMV, PVX, PepMoV, PMMoV i PVMV.

5.2.1. Prisustvo i rasprostranjenost virusa u usevu paprike tokom 2009. godine

Ispitivanja sprovedena tokom 2009. godine, koja se ti¢u paprike gajene u rasadu,
obuhvatala su pregled 15 razlic¢itih lokaliteta proizvodnje, gde je ustanovljeno prisustvo
tri virusa koji se prenose vaSima na neperzistentan nac¢in: CMV, PVY i AMV. Na svim
lokalitetima procenjen je intenzitet zaraze od 5-10%. Od ukupno sakupljenih 121
uzoraka, prisustvo virusa dokazano je u 23,97%, dok u 76,03% testiranih uzoraka nije
utvrdeno prisustvo nijednog od ispitivanih virusa (Grafikon 1). Najzastupljeniji virus
bio je CMV detektovan u 18,18% testiranih uzoraka, dok je prisustvo PVY i AMV
utvrdeno samo kod izuzetno malog broja uzoraka (3,31% 1 2,48%) (Tabela 12). Svi
detektovani virusi bili su zastupljeni isklju¢ivo u pojedinacnoj zarazi. Prisustvo TSWV,
TMV, PVX, PMMoV, PepMoV i PVMV nije ustanovljeno ni u jednom od testiranih
uzoraka. Rezultati testiranja paprike u rasadu, takode ukazuju na nizak procenat ili
odsustvo virusa koji se prenose semenom paprike, kakvi su TMV, AMV i PMMoV.

Kod ukupno testiranin 129 uzoraka paprike sakupljenih na 15 razlicitih
lokaliteta proizvodnje paprike u zaSti¢enom prostoru, ustanovljeno je prisustvo Cetiri
virusa, 1 to tri virusa koji se prenose vaSima na neperzistentan nain (PVY, CMV,
AMV) i TSWV, koji se prenosi tripsima. Na svim lokalitetima procenjen je intenzitet
zaraze od 20-40%, a najce$c¢i simptomi bili su blagi do izrazeni mozaik na listovima, a
takode se mogla uociti i uvijenost i deformisanost listova. Prisustvo navedenih virusa u
testiranim uzorcima paprike detektovano je sa relativno ujedna¢enom ucestaloscu.
Najzastupljeniji virus, u pojedina¢nim ili meSanim zarazama, bio je PVY (32,56%),
zatim CMV (31,01%) 1 TSWV (23,26%), dok je AMV bio detektovan u neSto manjem
broju uzoraka (17,05%) (Tabela 13). Kod najveéeg broja uzoraka utvrdena je
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pojedinacna zaraza izazvana TSWV (23,26%), koji je u Lukinom Selu, Trsteniku i
Purdevu detektovan kao jedini prisutan virus. Kod 17,05% testiranih uzoraka
detektovana je pojedinacna zaraza PVY 1 CMV, a kod 12,40% pojedina¢na zaraza
AMYV kao i meSana zaraza PVY i CMV. MeS§ana zaraza PVY i AMV, kao i CMV i
AMV detektovana je u malom broju uzoraka, kod 3,10%, odnosno 1,55% testiranih
uzoraka. Kod 13,18% uzoraka nije utvrdeno prisustvo nijednog od ispitivanih virusa,
mada su simptomi bili tipini za virusne zaraze, $to je uputilo na prisustvo virusa koji
nisu ukljuceni u ova ispitivanja (Grafikon 2). Prisustvo TMV, PVX , PMMoV, PepMoV
I PVMV nije dokazano ni u jednom testiranom uzorku.

Ispitivanjem prisustva i rasprostranjenosti virusa paprike u polju tokom 2009.
godine na 16 lokaliteta utvrdeno je prisustvo Cetiri virusa PVY, AMV, CMV i PMMoV
(Tabela 14). Na svim pregledanim lokalitetima intenzitet zaraze virusima bio je preko
50%. U usevima paprike gajenim na otvorenom polju, od ukupno testiranih 207 uzoraka
sa simptomima, ustanovljeno je prisustvo virusa koji se prenose vaSima na
neperzistentan nacin sa dominantnim prisustvom PVY (51,21%) u pojedinac¢nim i
meSanim zarazama. U znacajnom broju uzoraka ustanovljeno je prisustvo CMV
(37,20%) i AMV (21,74%), dok je prisustvo PMMoV ustanovljeno u manjem broju
uzorka (1,45%), i to u Conoplji u vidu mesane infekcije sa dva ili tri virusa. U pogledu
pojedinacnih zaraza, najzastupljenije su bile zaraze izazvane PVY (25,60%), a zatim
pojedinac¢ne zaraze CMV 1 AMV (15,46%). U pogledu meSanih zaraza, detektovane su
zaraze dva ili tri virusa. NajcesS¢e je detektovana meSana zaraza dva virusa i to PVY 1
CMV (18,84%), dok su ostale meSane zaraze dokazane u relativno malom broju
uzoraka, PVY i AMV (3,87%), AMV i CMV (0,97%), PVY i PMMoV (0,97%), a samo
u 4 od 207 uzoraka (1,93%) je imalo meSanu zarazu sa sva tri detektovana virusa. Kod
16,91% testiranih uzoraka nije utvrdeno prisustvo ispitivanih virusa (Grafikon 3). Od
virusa ukljuenih u ova ispitivanja, nije utvrdeno prisustvo TSWV, TMV, PVX,

PepMoV i PVMV.

60



Tabela 12. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paprike u rasadu u 2009. godini

Bez prisustva testiranih

Lokalitet Broj uzoraka PVY CMV AMV virusa
Backa Palanka 6 0 2 (33,33)* 4 (66,67)
Obrovac 7 0 1(14,29) 0 6 (85,71)
Veternik 6 2 (33,33) 0 0 4 (66,67)
Kru$evac I 7 0 0 0 7 (100)
KruSevac II 7 0 0 0 7 (100)
Srbobran 5 0 0 2 (40) 3(60)
Kula 4 1 (25) 1(25) 0 2 (50)
Ruma 10 0 1 (10) 1 (10) 8 (80)
Purdevo 10 0 2 (20) 0 8 (80)
Zabalj 8 0 1(12,50) 0 7 (87,50)
Pivnice 14 0 3(21,43) 0 11 (78,57)
Gospodinci 8 0 1 (12,50) 0 7 (87,50)
Rimski Sandevi 13 0 0 0 13 (100)
Aleksinac 13 0 10 (76,92) 0 3(23,089)
Sabac 3 1(33,33) 0 0 2 (66,67)
UKUPNO: 121 121 4 (3,31) 22 (18,18) 3(2,48) 92 (76,03)

Legenda: * broj zarazenih uzoraka (procenat infekcije preracunat na osnovu broja testiranih uzoraka)
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Tabela 13. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paprike u pojedina¢nim i me$anim infekcijama u zasticenom prostoru u 2009. godini

©
% Pojedinacna zaraza MeSana zaraza 2 < © Ukupna zaraza
S 289
Lokalitet | 2 PVY PVY AMVY 5% &
ue: TSWV  AMV  CMV PVY TAMV  +CMV  +CMV r% s TSWV  AMV CMV PVY
Lukino Selo| 10 |10(100) O 0 0 0 0 0 0 10 (100) 0 0 0
Srbobran | 10 0 0 0 8 (80)* 0 0 0 2 (20) 0 0 0 8 (80)
Velika Plana| 10 0 0 0 0 4(40) 4 (40) 0 2 (20) 0 4 (40) 4 (40) 8 (80)
Trstenik | 10 |10(100) O 0 0 0 0 0 0 10 (100) 0 0 0
Smederevo | 5 0 0 5 (100) 0 0 0 0 0 0 0 5 (100) 0
Kikinda 10 0 0 4 (40) 0 0 4 (40) 0 2 (20) 0 0 8 (80) 4 (40)
Durdevo | 10 |10(100) O 0 0 0 0 0 0 10 (100) 0 0 0
Selenca 15 0 4 (20) 0 5(33,33) 0 0 0 6 (40) 0 4 (26,67) 0 5 (33,33)
Aleksinac | 10 0 0 7(70)  1(10) 0 2 (20) 0 0 0 0 9 (90) 3(30)
Sivac 5 0 5 (100) 0 0 0 0 0 0 0 5 (100) 0 0
Sombor 5 0 0 0 5 (100) 0 0 0 0 0 0 0 5 (100)
Cacak 6 0 0 4(66,67) 1(16,67) 0 1(16,67) 0 0 0 5(83,33) 2(33,33)
Pivnice 10 0 5 (50) 0 0 0 0 0 5 (50) 0 5 (50) 0 0
Zabalj 8 0 2(25) 2(25) 2(25) 0 0 2 (25) 0 0 4 (50) 4 (50) 2 (25)
Veternik 5 0 0 0 0 0 5 (100) 0 0 0 0 5(100)  5(100)
UKUPNO: | 129 30 16 22 22 4 16 2 17 30 22 40 42
' (23,26) (12,4) (17,05) (17,05) (3,1) (124) (155) [(13,18) | (23,26) (17,05 (31,01) (32,56)

Legenda: *broj zarazenih uzoraka (procenat infekcije prera¢unat na osnovu broja testiranih uzoraka)




Tabela 14. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paprike u pojedina¢nim i mesanim infekcijama u polju tokom 2009. godine

i Pojedinacna zaraza Mesana zaraza < § Ukupna zaraza
< D =
Lokalitet | S > > | 22 >
> > > > + o > > + (@) >| == (@)
= |3 3 % |35 %3 35 $s23%s5:35%°%8) 3 3 % %
m < o o a3 oY ¥ a2 <y¥¥a=F 4o < O o =
o a Q a
Selenca 10 5 0 0 0 0 0 0 0 0 5 5 0 0 0
(50)* (50) | (50)
Velika 15 3 7 0 0 0 2 0 0 0 3 5 9 0 0
Plana (20) (46,67) (13,33) (20) |(33,33) (60)
Horgos 1 10 6 0 2 0 0 0 0 0 0 2 6 0 2 0
(60) (20) (20) | (60) (20)
Ravno Selo| 15 5 0 3 2 2 0 0 1 0 2 8 3 8 0
(33,33) (20) | (13,33) (13,33) (6,67) (13,33) | (53,33) (20) (53,33)
Horgos 11 5 0 1 0 0 3 (60) 0 0 1 0 0 1 5 4 0
(20) (20) (20)  (100) (80)
Conoplja 9 0 0 6 0 0 0 2 0 1 0 0 1 9 3
(66,67) (22,22) (11,11) (11,11) (100) (33,33)
Cacak 15 0 4 0 0 6 0 0 0 0 5 0 10 6 0
(26,67) (40) (33,33) (66,67) (40)
Purdevo 15 0 4 4 0 4 0 0 0 0 3 0 8 8 0
(26,67) (26,67) (26,67) (20) (53,33) (53,33)
Trstenik 10 0 4 4 0 0 0 0 0 0 2 0 4 4 0
(40)  (40) (20) (40)  (40)
B. Palanka | 15 3 0 8 2 0 0 0 0 0 2 5 0 10 0
(20) (53,33) | (13,33) (13,33) | (33,33) (66,66)
Senta 20 5 3 7 0 0 0 0 0 0 5 5 3 7 0
(25) (15 (39) (25) | (25) (15 (39)
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Pojedinacna zaraza

Mesana infekcija

Ukupna zaraza

(48]
- g s 32
2 S > > > +3 >>>42> 22 3
= N () (=) B = (=}
g | 2|2 2 % |3¥s %35 35 33253335883 3 % s
- % < @) o o < ay <X D_E <++a§+ %% < &) o E
[«B]
Kraljevo 15 0 0 8 0 4 0 0 0 0 3 0 4 12 0
(53,33)* (26,67) (20) (26,67) (80)
Smederevo| 15 0 7 2 0 6 0 0 0 0 0 0 13 8 0
(46,67) (13,33) (40) (86,67) (53,33)
Indija 15 0 0 5 4 4 0 0 0 0 2 4 4 13 0
(33,33) | (26,67) (26,67) (13,33) | (26,67) (26,67) (86,67)
Aleksinac 14 5 2 2 0 4 0 0 0 0 0 5 6 6 0
(35,71) (14,29) (14,29) (28,57) (35,71) (42,86) (42,86)
Veternik 9 0 0 2 0 6 0 0 1 0 0 1 7 9 0
(22,22) (66,67) (11,12) (11,11) (77,78) (100)
UKUPNO: | 207 32 32 53 8 39 2 2 3 1 35 45 77 106 3
(15,46) (15,46) (25,6) | (3,85) (18,84) (0,97) (0,97) (1,45) (0,48) |(16,91)| (21,74) (37,2) (51,21) (1,45)

Legenda: * broj zarazenih uzoraka (procenat infekcije preracunat na osnovu broja testiranih uzoraka)

64




Grafikon 1. Zastupljenost virusa paprike u rasadu 2009. godine
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Grafikon 3. Zastupljenost pojedinac¢nih i mesanih infekcija paprike na otvorenom polju
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5.2.2. Prisustvo virusa u usevu paprike tokom 2010. godine

Ispitivanja sprovedena tokom 2010. godine, koja se ti¢u pregleda rasada paprike
na prisustvo virusnih infekcija, obuhvatila su pregled 13 razlicitih lokaliteta proizvodnje
rasada paprika. Rezultati su pokazali da je kao u prethodnoj godini ispitivanja,
ustanovljeno prisustvo tri virusa Koji se prenose vasima na neperzistentan nacin: CMV,
PVY i AMV. Od ukupno sakupljenih 115 uzoraka, prisustvo virusa dokazano je u
35,65%, dok u 64,35% testiranih uzoraka nije utvrdeno prisustvo nijednog od
ispitivanih virusa (Grafikon 4). Najzastupljeniji virus bio je CMV detektovan u 20,87%
testiranih uzoraka. Drugi po zastupljenosti bio je PVY (11,3%), dok je prisustvo AMV
utvrdeno samo kod izuzetno malog broja uzoraka (3,48%) (Tabela 15). Svi detektovani
virusi bili su zastupljeni isklju¢ivo u pojedinacnoj zarazi. Prisustvo TSWV, TMV, PVX,
PMMoV, PepMoV i PVMV nije ustanovljeno ni u jednom od ispitivanih uzoraka. Kao i
u prethodnoj godini, rezultati testiranja paprike u rasadu, ukazuju na nizak procenat ili
odsustvo virusa koji se prenose semenom paprike, kao $to su TMV, AMV i PMMoV.

Kod ukupno testiranih 141 uzoraka paprike sakupljenih na 14 razlic¢itih
lokaliteta proizvodnje paprike u zaSticenom prostoru, kao 1 prethodne godine
ustanovljeno je prisustvo Cetiri virusa, 1 to tri virusa (PVY, CMV, AMV) koji se prenose
vasima na neperzistentan nac¢in i TSWV, koji se prenosi tripsima. Na svim pregledanim
lokalitetima intenzitet zaraze virusima bio je preko 20-30%. Najzastupljeniji virus, u
pojedinac¢nim ili meSanim zarazama, bio je CMV (36,17%), zatim PVY (31,21%) i
AMV (17,73%), dok je TSWV bio detektovan u nesto manjem broju uzoraka (6,38%)
(Tabela 16). Kod najveceg broja uzoraka utvrdena je pojedinacna zaraza CMV
(27,66%), dok je PVY bio zastupljen sa 19,15%, AMV sa 14,18%, TSWV 6,38%.
Mesana zaraza PVY i AMV, kao i PVY i CMV je detektovana u 10,64% odnosno
8,51% testiranih uzoraka. Kod 20,57% uzoraka nije utvrdeno prisustvo nijednog od
ispitivanih virusa (Grafikon 5). Prisustvo TMV, PVX, PMMoV, PepMoV i PVMV nije
dokazano ni u jednom testiranom uzorku.

Ispitivanja sprovedena tokom 2010. godine, pregledom razli¢itih lokaliteta
proizvodnje paprike na otvorenom polju, konstatovano je prisustvo Cetiri virusa: PVY,
CMV, AMV i PMMoV (Tabela 17). Na svim pregledanim lokalitetima intenzitet zaraze

virusima bio je preko 50%. U usevima paprike gajenim na otvorenom polju, od ukupno
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testiranih 168 uzoraka sa simptomima, ustanovljeno je prisustvo virusa koji se prenose
vas§ima na neperzistentan nacin sa dominantnim prisustvom CMV (50%) u
pojedina¢nim i meSanim zarazama. U znaCajnom broju uzoraka ustanovljeno je
prisustvo PVY (40,48%) 1 AMV (16,67%), dok je prisustvo PMMoV zabelezeno u
Purdevu i Conoplji u znatno manjem procentu (1,19%). U pogledu pojedinaénih zaraza,
najzastupljenije su bile zaraze izazvane CMV (33,33%), zatim PVY (23,81) i AMV
(12,5%), dok je PMMoV bio zastupljen u jednom od 168 prikupljenih uzoraka (0,59%).
U pogledu meSanih zaraza, detektovane su zaraze dva ili tri virusa. NajceSce je
detektovana mesana zaraza dva virusa i to PVY 1 CMV (13,69%), dok su ostale mesane
zaraze PVY i AMV, CMV i AMV dokazane u relativno malom broju uzoraka (1,79%).
U jednom od 168 uzoraka (0,59%) zabelezena je meSana zaraza tri virusa AMV, PVY i
CMV, kao i u jednom uzorku meSana zaraza tri virusa PVY, CMV i PMMoV (Grafikon
6). Kod 11,31% testiranih uzoraka nije utvrdeno prisustvo ispitivanih virusa, §to je
ukazalo na ukljucivanje Sireg kruga virusa infektivnih za papriku u sledece preglede

useva paprike u Srbiji. Od virusa uklju€enih u ova ispitivanja, nije utvrdeno prisustvo

TSWV, TMV, PVX, PepMoV i PVMV.
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Tabela 15. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paprike u rasadu u 2010. godini

Lokalitet Broj uzoraka PVY CMV AMV Bez prisustva
testiranih virusa
Aleksinac 10 1(10)* 7 (70) 0 2 (20)
Bukovac 6 0 2 (33,33) 0 4 (66,67)
Ruma 8 2 (25) 0 0 6 (75)
Trstenik 12 2 (16,67) 4(33,33) 0 6 (50)
Kula 5 1(20) 0 0 4 (80)
Srbobran 6 0 0 2 (33,33) 4 (66,67)
Rimski Sancevi 5 0 2 (40) 0 3 (60)
Indija 11 2 (18,18) 1(9,09) 0 8 (72,73)
Sombor 8 0 3(37,5) 0 5 (62,5)
Backa Palanka 10 1 1 (10) 0 8 (80)
Sabac 12 2 (16,68) 1(8,33) 0 9 (75)
Subotica 9 1(11,11) 1(11,11) 1(11,11) 6 (66,67)
Bacaka Topola 13 1(7,69) 2 (15,38) 1(7,69) 9 (69,23)
UKUPNO: 115 13 (11,3) 24 (20,87) 4 (3,48) 74 (64,35)

Legenda: * broj zarazenih uzoraka (procenat infekcije preracunat na osnovu broja testiranih uzoraka)
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Tabela 16. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paprike u pojedina¢nim i me$anim infekcijama u zasticenom prostoru u 2010. godini

< Pojedinacna zaraza Mesana zaraza g = Ukupna zaraza
Lokalitet |5 < 3 5 g
B8 Tswv AMV  CMV  PVY +PA\;/TV +IZ:\K/IYV gg S|ITSWVY AMV  CMV  PVY
Peéinci 12 0  2(16,67)* 5(41,67) 1(833)| O 0 |4(3333)| 0  2(1667) 5(4L,67) 1(833)
Lukino Selo | 10 | 4 (40) 0 0 3 (30) 0 2(20) | 1(10) | 4(40) 0 2(20) 5 (50)
Zabal] 7 0 0 6(8571) 0 0 0 | 1(429]| o0 0 6(8571) O
Ruma 10 0 2(20)  4(40) 2 (20) 0 1(10) | 1(10) 0 2(20) 5(50) 3(30)
Sabac 15 | 3(20) 0(0) 4(26,67) 4(2667) 1(6,67) O 3(20) | 3(20) 1(6,67) 4(26,67) 5(33:33)
Kaé 5 0 0 4 (80) 0 0 1(20) 0 0 0 5(100) 1 (20)
Valjevo 10 0 2(20)  1(10) 3(30) | 1(10) 0 3 (30) 0 3(30) 1(10) 4 (40)
Horgo$ 15 0  4(2667) 4(2667) 2(1333)] O  1(667)| 4(2667) | O  4(26,67) 5(33,33) 3(20)
Sirig 5 0 2 (40) 0 0 1200 1(20) | 1(20) 0 3(60) 1(20) 2(40)
Uzice 10 0 0 3(30) 2(20) 0 3(30) | 2(20) 0 0 6(60) 5 (50)
Aleksinac 15 0 3(20)  6(40) 4(2667)] O 0 |2@333) ]| o0 3(20)  6(40) 4(2667)
Sombor 15 |2(13,33) 2(13,33) 2(13,33) 3(20) 0 3(20) | 3(20) |2(13,33) 2(13,33) 5(33,33) 6 (40)
Kikinda 7 0 1(14,29) 0  3(4286)[2(2857) 0 |1(1429 | 0  3(428) 0  5(71.,43)
Smederevo 5 0 2 (40) 0 0 0 0 3 (60) 0 2 (40) 0 0
UKUPNO: | 141 | 9 20 39 27 5 12 29 9 25 51 44
(6,38) (14,18) (27.66) (19,15) | (10,64) (8,51) | (20,57) | (6,38) (17.73) (36.17) (31,21)

Legenda: * broj zarazenih uzoraka (procenat infekcije preracunat na osnovu broja testiranih uzoraka)
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Tabela 17. Prisustvo i procentualne zastupljenost virusa paprike u pojedina¢nim i meSanim infekcijama na otvorenom polju u 2010. godini

3 Pojedinac¢na zaraza Mesana zaraza % - Ukupna zaraza
Lokalitet |& _‘g 2 2 2 é % < % < é 2 é < % é £ § % s 3 3 é
S5 < @) o E a< a0 O o & E % L < O o E
Burdevo ! (14?29) 0 (57?14) (14?29) 0 0 0 0 0 (14?29) (14?29) 0 (571,114) (14%29)
B.Topola | 15 (264,167) (48)* 0 0 0 (230) 0 0 0 (13?33) (26?67) (690) (230) 0
Ruma 150 (690) (13?33) 0 0 0 0 0 0 (264,167) 0 (690) (13?33) 0
Sabac 10 (220) 0 (440) 0 (110) (110) 0 0 0 (220) (330) (110) (660) 0
Horgo$ 15 (6,%37) (533,333) (13?33) 0 1 0 (230) 0 (6,%37) 0 0 (13?33) (éé) (460) 0
Kikinda 70 (71?43) (14?29) 0 | 0 0 0 0 0 (14%29) 0 (71?43) (14?29) 0
B. Jarak 100 (440) (220) 0 | 0 (220) (110) 0 0 (110) (110) (770) (210) 0
Conoplja | 15 | 0 (71?43) (46?67) 0 | O (13?33) 0 0 (6,%57) 0 0 (53?33) (661,%7) (6,167)
Smederevo | 5 | 0 0 (180) 0o | o 0 0 0 0 0 0 0 (180) 0
Uice 10 (330) o 0 o0 (220) 0 0 0 0 (550) (550) 0 (220) 0
Albteinee 1 2 (8123) (58733) (16?67) S ° (8,133) ° ° (8,%%3) (16?67) (665,367) (16?67) °
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S Pojedinacna zaraza MesSana zaraza o § Ukupna zaraza
kal g > > % z >
Lokalitet N > > > o | &> > &> &5 o | £ > > o
=2/ S s % 2|35 s 2s 2% zs|g8s| s s % =
&5 < @) o = a < o o < © <= a = &5‘ = < (@) o =
o o Q o
. 2 3 3 1 1 2 4 4 0
Valjevo 101 00 @) @o O g O 0 0 (10) | (20) (40)  (40)
Bukovac | 10| 0o i 3 o | 0 3 0 0 0 L 0 4 8 0
(10)  (50) (30) (10) (40)  (80)
N 1T 1 1 4 1 5 5
vasiee | T uag9)az0) aze) © | 0 srae O 0 O | O laagg) qua3) (713 °
Rimski > 3 2 2 1 3 6 4
Sandevi 0100 @ o ° | % o @) O 0 O | 30 0 (@0 °
16| 21 s6 40 1 23 3 1 1 19 | 28 8 68 2
UKUPNO: | g |12,50)(33,33) (23.81) (059) 217 (1369) (1.79) (059) (0.59) | (11,31) [(16:67) (50) (40,48) (1,19)

Legenda: * broj zarazenih uzoraka (procenat infekcije preracunat na osnovu broja testiranih uzoraka
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Grafikon 4. Zastupljenost virusa paprike u rasadu 2010. godine
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Grafikon 5. Zastupljenost pojedinacnih i meSanih infekcija paprike u zasticenom
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Grafikon 6. Zastupljenost pojedinacnih i meSanih infekcija paprike na otvorenom polju
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5.2.3. Rasprostravnjenost virusa paprike i prisustvo virusa na pojedinim sortama

Ispitivanjem rasprostranjenosti virusa paprike tokom dve godine, konstatovana
je dominantna rasprostranjenost CMV i PVY u odnosu na ostale detektovane viruse
(TSWV, AMV i PMMoV).

Ispitivanja rasprostranjenosti virusa u rasadu, pokazala su da je 2009. godine
CMV bio zastupljen u devet lokaliteta od ukupno pregledanih 15, dok je 2010. godine
bio nesto zastupljeniji kada je bio prisutan u deset od pregledanih 13 lokaliteta. PVY je
imao daleko vecéu rasprostranjenost u 2010. godini kada je detektovan u devet lokaliteta
u odnosu na 2009. godinu kada bio je detektovan na tri lokaliteta. AMV je u obe godine
ispitivanja bio prisutan na malom broju lokaliteta i to 2009. godine na 2, a 2010. na 3
lokaliteta (Grafikon 7 i 8).

Tokom 2009. godine, ispitivanje rasprostranjenosti virusa na paprici gajene u
zaSticenom prostoru, obuhvatilo je pregled 13 lokaliteta, a 2010. godine 14 lokaliteta.
Najrasprostranjeniji virus u 2009. godini bio je PVY, na devet lokaliteta, dok su 2010.
godine PVY i CMV bili zastupljeni na istom broju lokaliteta (12). CMV je tokom 2009.
godine bio zabelezen na neSto manjem broju lokaliteta (sedam), dok je AMV u obe
godine ispitivanja zauzimao tre¢e mesto 1 to 2009. godine njegova zastupljenost
zabeleZena je na 10 lokaliteta, a 2010. na 5 lokaliteta. TSWYV je u obe godine ispitvanja
zabelezen na tri lokaliteta (Grafikon 7 i 8).

Tokom 2009. i 2010. godine, ispitivanje rasprostranjenosti virusa na paprici
gajene na otvorenom polju, obuhvatilo je pregled 16 lokaliteta. U obe godine ispitivanja
najrasireniji virus bio je PVY i to na 14 lokaliteta u 2009. godini i na 16 lokaliteta u
2010. godini. CMV zauzimao je drugo mesto i bio je zastupljen na 13 lokaliteta u obe
godine ispitivanja. Tokom 2009. godine PMMoV bio je zabelezen na jednom, a 2009.
godine na dva lokaliteta (Grafikon 7 i 8).
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Grafikon 7. Rasprostranjenost virusa paprike u 2009. godini
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Grafikon 8. Rasprostranjenost virusa paprike u 2010. godini
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Prilikom prikupljanja uzoraka paprike vodilo se racuna da budu obuhvacéene
razliite sorte paprike. U Srbiji je uglavnom zastupljen stari sortiment. KoriS¢ene sorte u
izradi ove disretacije nisu prepoznate kao otprone ili tolerantne na viruse. U svetu danas
postoje konvencionalnim putem dobijene rezistantne i tolerantne sorte paprike kao i
transgene sorte koje jesu rezistentne na viruse
(http://vegetablemdonline.ppath.cornell.edu/Tables/TableL ist.ntm). Analizom

rezultata nije uoc¢ena znacajna razlika u pogledu osetljivosti sorti na prisustvo pojedinih
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virusa. Jedino $to se moze videti iz analize dobijenih rezultata, je da je samo kod sorte
Pin¢ir i Belladona detektovan TSWV. Kod svih ostalih sorata je konstatovano priblizno
jednako prisustvo CMV, PVY i AMV, s tim sto su Horgoske sorte HS 2, HS 5 i HS 6,
sorte namenjene za industrijsku proizvodnju paprike, imale neSto vecu prisutnost AMV
u odnosu na druge sorte. PMMoV je detektovan na sortama Kalifornijsko ~ ¢udo i
Amfora (Grafikon 9). Amfora, Kalifornijsko ¢udo, Soroksari i Slonovo uvo su sorte

koje su imale najveci broj meSane zaraze dva ili tri virusa.

Grafikon 9. Prisutnost virusa po sortama u 2009. i 2010. godini
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5.2.4. Zastupljenost virusa paprike u obe ispitivane godine

Ispitivanjem prisustva i rasprostranjenosti virusa paprike tokom dve godine,
konstatovano je prisustvo 5 virusa i to: CMV, PVY, TSWV, AMV i PMMoV (Tabela
18). Ni u jednoj godini ispitivanja nije utvrdeno prisustvo TMV, PVX, PepMoV i
PVMV.

Ispitivanja prisutnosti virusa na paprici u rasadu, pokazala su dominantno
prisustvo CMV u obe ispitivane godine. U znatno nizem procentu bili su zastupljeni
PVY i AMV, dok TSWV, TMV, PVX, PMMoV, PepMoV i PVMV nisu bili
detektovani ni u jednoj ispitivanoj godini (Grafikon 10). Tokom 2009. godine, PVY je
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bio najdominantniji, kako u proizvodnji paprike u zasticenom prostoru tako i u
proizvodnji na otvorenom polju (Grafikon 11). Drugi po zastupljenosti bio je CMV,
medutim, 2010. godine doslo je do promena, i ovaj virus bio je najzastupljeniji u
proizvodnji paprike, kako u zasti¢enom prostoru tako i na otvorenom polju, dok je PVY
bio prisutan u nesto manjem broju uzoraka (Grafikon 12). Prisustvo AMV ustanovljeno
u obe godine ispitivanja kako u zasti¢enom prostoru tako i na otvorenom polju, i to
2009. godine bio je Cetvrti po zastupljenosti, kako u zasticenom prostoru tako i u polju,
dok je 2010. godine njegovo prisustvo dokazano u neSto veéem broju uzoraka i
zauzimao je tre¢e mesto iza PVY 1 CMV. TSWV bio je zabelezen samo u proizvodnji
paprike u zasti¢enom prostoru kako u 2009. tako i u 2010. godini, s tim §to je veca
prisutnost ovog virusa zabeleZena u prvoj godini ispitivanja. PMMoV detektovan je
samo u proizvodnji paprike u polju i to na manjem broju uzoraka, u obe ispitivane
godine. Poredenjem ucestalosti pojave detektovanih virusa tokom dve godine ispitivanja
ustanovljeno je da su se virusi u proizvodnji paprike u rasadu nalazili u pojedina¢nim
infekcijama. U proizvodnji paprike u zaStiCenom prostoru dominantna je bila
pojedinacna zaraza, medutim mogla se uoc€iti 1 meSana zaraza sa dva virusa, gde je
najdominantija meSana zaraza bila izazvana PVY i CMV u obe godine ispitivanja. U
prizvodnji paprike u polju takode je dominirala pojedinacna zaraza, medutim, pored
meSane zaraze dva virusa detektovana je 1 meSana zaraza tri virusa. I u proizvodnji
paprike na otvorenom polju najdominantija mesana zaraza bila je izazvana PVY i CMV

u obe godine ispitivanja.
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Grafikon 10. Zastupljenost virusa paprike u rasadu u 2009. i 2010. godini
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Tabela 18. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paprike u pojedina¢nim 1
mesSanim infekcijama po godinama ispitivanja

Tipovi

Nacdin gajenja paprike

sraze Virus Rasad Zasticeni prostor Polje
20009. 2010. 2009. 2010. 2009. 2010.
Towy | 0121 0/115 30/129 | 9/141 | 0/207 0/168
0% 0% 23,26% | 6,38% 0% 0%
VY 4/121 13/115 | 22/129 | 27/141 | 53/207 | 40/168
3,31% | 11,30% | 17,05% | 19,15% | 25,60% | 23,81%
™V 0/121 0/115 0/129 | 0/141 | 0/207 0/168
0% 0% 0% 0% 0% 0%
2 oMy | 22/121 | 24/115 [ 22/129 | 39/141 | 32/207 | 56/168
S 18,18% | 20,87% | 17,05% | 27,66% | 15,46% | 33,33%
S AMV 3/121 4/115 16/129 | 20/141 | 32/207 | 21/168
g 2,48% | 3.48% | 12,40% | 14,18% | 1546% | 12,50%
S 0/121 0/115 0/129 | 0/141 | 0/207 1/168
= PMMoV 1“9y, 0% 0% 0% 0% 0,59%
s VX 0/121 0/115 0/129 | 0/141 | 0/207 0/168
0% 0% 0% 0% 0% 0%
PepMoV 0/121 0/115 0/129 | 0/141 | 0/207 0/168
0% 0% 0% 0% 0% 0%
oymy | 0121 0/115 0/129 | 0/141 | 0/207 0/168
0% 0% 0% 0% 0% 0%
Ukupno 29/121 | 41/115 | 90/129 | 95/141 | 117/207 | 118/168
23,97% | 35,65% | 69,77% | 67,38% | 56,52% | 70,24%
Dva 0/121 0/115 22/129 | 17/141 | 51/207 | 29/168
s o virusa 0% 0% 17,05% | 12,06% | 24,64% | 17,26%
5N Tri 0/121 0/115 0/129 0/141 4/207 2/168
’§§ virusa 0% 0% 0% 0% 1,93% | 1,19%
Ukupno 0/121 0/115 22/129 | 17/141 | 55/207 | 31/168
0% 0% 17,05% | 12,06% | 26,57 | 18,45%
Towy | 0121 0/115 30/129 | 9/141 | 0/207 0/168
0% 0% 23,26% | 6,38% 0% 0%
© VY 4/121 13/115 | 42/129 | 44/141 | 106/207 | 68/168
£ 3,31% | 11,30% | 32,56% | 31,21% | 51,21% | 40,48%
. CMV 22/121 | 24/115 | 40/129 | 51/141 | 77/207 | 84/168
c 18,18% | 20,87% | 31,01% | 36,17% | 37,20% | 50,00%
3 AMV 3/121 4/115 22/129 | 25/141 | 45/207 | 28/168
> 2,48% | 3,48% | 17,05% | 17,73% | 21,74% | 16,67%
PMMoy | 0121 0/115 0/129 | 0/141 | 3/207 2/168
0% 0% 0% 0% 1,45% | 1,19%
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5.3. Simptomi virusa paprike

Iako je poznato da virusi paprike mogu da izazivaju veoma razliite tipove
simptoma u zavisnosti od starosti biljke, uslova spoljaSnje sredine (narocito
temperature), kao i u zavisnosti od soja virusa, postojanje izvesne veze izmedu tipa
simptoma i detektovanog virusa moguce je samo u pojedinim slucajevima. Prisustvo
PVY utvrdeno je u uzorcima paprike sa raznolikim simptomima, a najéeS¢e u vidu
hloroti¢nog prosvetljavanja nerava (Slika 11), hloroti€énog prosaravanja listova sa ili bez
deformacije mladih listova (Slika 12), nekroze listova, mozaikom u vidu hloroti¢nih
prstenova i sitnih tamno zelenih povrSina. Vecina biljaka u kojima je dokazano
prisustvo PVY bile su krzljave i Cesto Zbunastog izgleda cesto pracene nekrozom

mladih listova, §to je upucivalo na rane zaraze u toku vegetacije (Slika 13).

Slika 11. PVY: Hloroti¢no prosvetljavanje nerava
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Slika 12. PVY: Hloroti¢no proSaravanje listova

Slika 13. PVY: Nekroza mladeg lis¢a

lako se smatra da nijedan drugi biljni patogen ne izaziva takav niz simptoma kao
TSWV, u ovim istraZivanjima prisustvo TSWV ustanovljeno je u uzorcima paprike sa
simptomima blagog do izrazenog mozaika (Slika 14). Na nekim biljkama pored

mozaika primecena je i hloroza nerava.
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Slika 14. TSWV: Blagi mozaik na listovima

Prisustvo CMV utvrdeno je u uzorcima paprike sa izrazenim simptomima
mozaika i hlorotiénog prosaravanja (Slika 15). Ono S$to je karakteristicno za biljke
zarazene ovim virusom, uz navedene simptome, su i deformacija ili blaga klobucavost

listova (Slika 16), kao i izrazena deformacija plodova (Slika 17).

Slika 15. CMV: Mozaik i hloroti¢no prosaravanje listova
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Slika 17. CMV: Deformacija ploda

Naj¢es¢i simptomi na paprici zarazenoj virusom AMV su hloroti¢no beliCaste
pege razli¢itog oblika i veli¢ine koje se vremenom spajaju, tako da u nekim slucajevima
zahvataju 1 Citave liske (Slika 18). Nesto drugaciji, ali vrlo sli¢ni simptomi su rasute
bele do Zute tackice koje mogu prekriti celu lisku (Slika 19). Jedino kod ovog virusa,
simptomi na paprici su karakteristi¢ni i nisu primeéeni kod ispoljavanja simptoma

zaraza koje drugi virusi paprike izazivaju.
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Slika 18b. AMV:Hloroti¢no beli¢aste povrsine na listu
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Slika 19. AMV: Rasute bele do Zute tackice

Simptomi koji su se javljali na paprici zarazenoj virusom PMMoV, je

prosaranost listova tamno zelenim povrsinama koje su rasute po celoj liski (Slika 20).

Slika 20. PMMoV: ProSaranost listova tamno zelenim

povrSinama

Mesane zaraze sa dva ili viSe virusa naj¢e$¢e su menjale tip kao i intenzitet
ispoljavanja simptoma usled sinergistickog delovanja. Izuzetak su biljke u kojima je
konstatovana meSana zaraza izazvana PVY i AMV koje su pokazivale simptome tipa

hloroticnog prosaravanja i Sarenila listova najceS¢e pracene prisustvom zutih povrSina
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koje se Cesto javljaju pri pojedina¢nim zarazama virusom AMV. MeSana zaraza PVY i
CMV odlikuje se kompleksnijom slikom simptoma, zbog cega simptomi gube
dijagnosticki znacaj. Najce$¢i simptomi koji su se javljali na biljkama su hloroti¢no
prosaravanje liske uz blagu ili jaéu deformaciju, Zuto-zeleni mozaik (Slika 21), sarenilo
listova, sitne tamno zelene povrSine na liski uz blago kovrdzanje, kao i nekroza listova
uz blagu deformisanost listova (Slika 22). Na plodovima uocena je izrazena nekroza sa
ili bez deformisanosti (Slika 23). MeSana infekcija AMV 1 CMV utvrdena je kod biljka
sa simptomima svetlozelenih povrSina i deformacije listova (Slika 24). MeSana zaraza
PVY, AMV i CMV uglavnom se ispoljavala simptomima hloroti¢nog prosaravanja,

deformacija i zutobelih povrSina.

Slika 21. PVY i CMV: Zutozeleni Slika 22. PVY i CMV: Nekroza listova uz
mozaik blagu deformisanost
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Slika 23: PVY i CMV: Nekroza plodova sa i bez deformacija

Slika 24: PVY i AMV: Svetlo zelene povrsine
i deformacija listova

Kako je na paprici u nasoj zemlji prisutno najmanje pet virusa, u pojedina¢nim i
mesanim zarazama, uoceni simptomi i1 njihova veza sa virusom prouzrokovacem imaju
samo preliminarni dijagnosti¢ki znacaj. Mada je u slucaju pojedinacnih zaraza paprike
dijagnosticki znacaj uoCenih simptoma veéi, ipak postavljanje dijagnoze samo na
osnovu simptomatologije nije moguce. Simptomi, koliko god bili izrazeni i
karakteristi¢ni, ipak samo ukazuju na postojanje zaraze odredenim virusom, a konacna

ta¢na dijagnoza moze se postaviti samo posle odgovarajucih laboratorijskih analiza.
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5.4. Molekularna detekcija izolata virusa paprike

Za molekularnu detekciju i potvrdu rezultata dobijenih na osnovu antigenih
osobina, koris¢eni su odabrani izolati virusa: CMV, PVY, TSWV, AMV 1 PMMoV koji
su detektovani u usevu paprike seroloskim analizama. Amplifikacija razli¢itih regiona
genoma virusa sa odgovarajuéim setom prajmera obavljena je primenom ,,One—step*
RT-PCR kita, po protokolu proizvodaca (Qiagen, Germany). Pojava amplikona,
prilikom elektroforetskog razdvajanja PCR produkata o¢ekivane veli¢ine smatrana je za

pozitivnu reakciju.

5.4.1. Ekstrakcija RNA iz biljnog materijala

Ekstrakcija RNA iz lis¢a prirodno zarazenih biljaka paprike izvedena je pomocu
Rneasy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany) prema uputstvu proizvodaca. Tako

dobijena i1 izolovana RNA ¢uvana je na —80°C.

5.4.2. Molekularna detekcija izolata CMV

Molekularna detekcija CMV izvrSena je primenom ,,One-step“ RT-PCR
metode kori$¢enjem prajmera Aulu/Au2d. Kod testiranih uzoraka paprike P-14-09, PL-
43-09, PL-25-09 PL-52-09, sa lokaliteta Velika Plana, Smederevo i Kikinda, uspesno su
amplifikovani fragmenti oc¢ekivane veli¢ine od oko 850 bp koji obuhvataju ceo gen za
protein omotaca virusa i delove 5’ 1 3° neprepisujucih regiona.

Poredenjem amplifikovanih fragmenata testiranih uzoraka paprike i pozitivne
kontrole (izolat 746—07 iz paradajza) sa koris¢enim markerom (M), kod sva cetiri
ispitivana izolata ustanovljeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 847 bp
(Slika 25). Do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole (PCR smesa sa RNase

free vodom).
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Aulu/Auz2d

Slika 25. Detekcija fragmenata od 847 bp primenom seta prajmera Aula/Au2d. Kolone:
M-MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 1-
izolat PL-43-09, 2—izolat P-14-09, 3-izolat PL-52-09, 4- izolat PL-25-09, 5-pozitivha

kontrola (746-07 iz paradajza), 6 - negativna kontrola (PCR mix bez uzorka, voda).

5.4.3. Molekularna detekcija izolata PVY

Molekularna detekcija PVY izvr$ena je primenom ,,One—step* RT-PCR metode
primenom prajmera PVYc¢/PVYd koji omoguéavaju amplifikaciju dela genoma vezanog
za sekvencu 5’ UTR i gena za P1 protein (helper komponenta, HC—Pro). Odabrani su
izolati koji su prethodno okarakterisani na seroloskom nivou, PL-28-09, PL-3-10, PL-
15-09, PL-108-10 poreklom iz Pec¢inaca, Srbobrana, Aleksinca i Velike Plane.

Poredenjem amplifikovanih fragmenata testiranih uzoraka paprike i pozitivne
kontrole (izolat 7-06 iz duvana) sa koris¢enim markerom (M) kod sva Cetiri ispitivana
izolata doslo je do amplifikacije ciljne sekvence, odnosno dobijen je specificni fragment
od 975 bp (Slika 26). Do amplifikacije nije doSlo kod negativne kontrole (PCR smesa sa
RNase free vodom).
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PVYd/PVYc

Slika 26. Detekcija fragmenata od 975 bp primenom seta prajmera PVYc/PVYd.
Kolone: Marker (MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania), 1- izolat PL-28-09, 2- izolat PL-3-10, 3- izolat PL-15-09, 4-izolat PL-108-
10, 5- pozitivna kontrola (izolat 7-06 iz duvana), 6- negativna kontrola (PCR mix bez

uzorka, voda)

5.4.4. Molekularna detekcija izolata TSWV

Molekularna detekcija TSWV izvrSena je primenom ,,One—step RT-PCR
metode sa prajmerima L2 TSWV F/L1 TSWV R, koji omogucavaju amplifikaciju
fragmenta RdRp gena L RNA TSWV (delimi¢na sekvenca gena za RNA-zavisnu RNA
polimerazu), zatim prajmerima TSWVgene F/TSWVgene R i TSWV CP-f/TSWV CP-r,
koji omogucéavaju amplifikaciju NC (nucleocapsid) gena S RNA. Za ovu analizu
odabrani su izolati PL-14-10, PL-60-09, PL-35-09, sa lokaliteta Lukino Selo, Purdevo i
Trstenik, koji su prethodno okarakterisani na seroloSkom nivou.

Primenom RT-PCR reakcije uz kori§¢enje para prajmera L2 TSWV F/L1 TSWV
R i poredenjem amplifikovanih fragmenata testiranih izolata i pozitivne kontrole (izolat
53-05 iz duvana) sa koriS¢enim markerom (M), za sva tri ispitivana izolata
amplifikovan je fragment veli¢ine oko 276 bp. Do amplifikacije nije doSlo kod

negativne kontrole (PCR smesa sa RNase free vodom) (Slika 27).
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L2TSWV/L1TSWV

Slika 27. Detekcija fragmenata od 276 bp primenom seta prajmera L2 TSWV F/L1
TSWV R. Kolone: M-Marker (MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania), 1- izolat PL-14-10, 2- izolat PL-35-09, 3- izolat PL-60-09,
4- pozitivna kontrola (53-05 iz duvana), 5 - negativna kontrola (PCR mix bez uzorka,

voda)

Primenom para prajmera TSWVgene F/TSWVgene R, koji omogucavaju
amplifikaciju NC gena S RNA TSWV i poredenjem amplifikovanih fragmenata
testiranih uzoraka paprike i pozitivne kontrole (53-05 iz duvana) sa koris¢enim
markerom (M), utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 800 bp kod
izolata PL-35-09. Kod izolata PL-14-10 i PL-60-09, kao i kod negativne kontrole (PCR

smes$a sa RNase free vodom) nije doslo do amplifikacije ciljne sekvence (Slika 28).
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TSWV gene F/R

Slika 28. Detekcija fragmenata od 800 bp primenom seta prajmera TSWVgene
F/TSWVgene R. Kolone: M-Marker (MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania), 1- izolat PL-35-09, 2- izolat PL-14-10, 3- izolat PL-60-09,
4- pozitivna kontrola (53-05 iz duvana), 5 - negativna kontrola (PCR mix bez uzorka,

voda)

Primenom para prajmera TSWV CPf /TSWV CPr, koji takode omogucavaju
amplifikaciju NC gena i poredenjem amplifikovanih fragmenata testiranih uzoraka
paprike i pozitivne kontrole (izolat 53-05 iz duvana) sa koris¢enim markerom (M), kod
sva tri ispitivana uzorka utvrdeno je prisustvo fragmenta ocekivane veli¢ine od 738 bp.
Do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole (PCR smesa sa RNase free vodom)

(Slika 29).
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TSWV CP-fIr

Slika 29. Detekcija fragmenata od 738 bp primenom seta prajmera CP1 TSWV/CP2
TSWV. Kolone: M-Marker (MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences
GmbH, Lithuania), 1- izolat PL-14-10, 2- izolat PL-35-09, 3- izolat PL-60-09, 4-
pozitivna kontrola (53-05 iz duvana), 5 - negativna kontrola (PCR mix bez uzorka,

voda)

5.4.5. Molekularna detekcija izolata AMV

U odabranim izolatima PL-2-10, P-10-10, P-27-09 iz Peéinaca, Backe Topole i
Velike Plane koji su prethodno okarakterisani na seroloSkom nivou izvrSena je
molekularna detekcija AMV primenom ,,One-step” RT-PCR uz kori$éenje prajmera
AMV CP1/AMV CP2.

Primenom ovih prajmera doslo je do uspesne amplifikacije regiona genoma koji
obuhvata deo gena za protein omotaca Sto je potvrdeno prisustvom pojedinacnog
fragmenta odgovarajuce velicine od 751 bp, kako kod ispitivanih uzoraka tako i kod
pozitivne kontrole (Slika 30). Do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole (PCR

smeSa sa RNase free vodom).
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CPAMV1/2

Slika 30. Detekcija fragmenata od 751 bp primenom seta prajmera AMV CP1/AMV
CP2. Kolone: M-Marker (O'RangeRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania), 1- izolat PL-2-10, 2- izolat P-10-10, 3- izolat P-27-09, 4-
pozitivna kontrola (196-08 iz duvana), 5- negativna kontrola (PCR mix bez uzorka,

voda)

5.4.6. Molekularna detekcija izolata PMMoV

Molekularna detekcija PMMoV izvrSena je primenom ,,One-step RT-PCR
metode sa prajmerima PMR1/PMF1 koji omogucavaju amplifikaciju CP gena virusa i
primenom prajmera P12/3/P12/3A koji omoguc¢avaju amplifikaciju delimi¢ne sekvence
RdRp gena virusa. Odabrani su izolati P-3-10, P-57-09, P-60-09 iz Purdeva i Conoplje
koji su prethodno okarakterisani na seroloSkom nivou.

Za molekularnu detekciju PMMoV izolata iz paprike koriS¢eni Su prajmeri
PMR1/PMF1 koji umnozavaju segment DNK finalne duzine 550 bp koji obuhvata
kodiraju¢i gen za proteinski omota¢ (CP) virusa. Mesto vezivanja PMR1 prajmera je
komplementarno pozicijama nukleotida od 6194-6217, a PMF1 prajmera je
komplementarno pozicijama nukleotida od 5642-5661. Poredenjem amplifikovanih
fragmenata testiranih uzoraka paprike sa koris¢enim markerom (M), ustanovljeno je da

je kod sva tri testirana uzorka dobijen specifi¢ni fragment od 550 bp (Slika 31).
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Pozitivna kontrola nije postojala, a do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole

(PCR smesa sa RNase free vodom).

PMR1/PMF2

Slika 31. Detekcija fragmenata od 474 bp primenom seta prajmera PMR1/PMFL.
Kolone: M-Marker (MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania), 1- izolat P-3-10, 2- izolat P-57-09, 3- izolat P-60-09, 4- negativna kontrola

(PCR mix bez uzorka, voda)

Primenom ,One-step” RT-PCR sa prajmerima P12/3/P12/3A, Kkoji
omogucavaju amplifikaciju RdRp gena i poredenjem amplifikovanih fragmenata
testiranih uzoraka paprike sa koriS¢enim markerom (M), ustanovljeno je da je kod sva
tri testirana uzorka dobijen specifi¢ni fragment od 836 bp (Slika 32). Pozitivna kontrola
nije postojala, a do amplifikacije nije doSlo kod negativne kontrole (PCR smesa sa

RNase free vodom).
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836bp
] |

P12/3 i P12/3A

Slika 32. Detekcija fragmenata od 836 bp primenom seta prajmera P12/3/P12/3A.
Kolone: M-Marker (MassRulerTMDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania), 1- izolat P-3-10, 2- izolat P-57-09, 3- izolat P-60-09, 4- negativna kontrola

(PCR mix bez uzorka, voda)

5.5. Molekularna identifikacija izolata virusa paprike poreklom iz Srbije

Odabrani izolati najznacajnijih virusa paprike, za koje je primenom seroloskih i
molekularnih metoda utvrdeno da pripadaju TSWV, PVY, CMV, AMV i PMMoV,
koriSéeni su za sekvencioniranje u cilju njihove identifikacije i ¢ime je omoguceno
proucavanje geneticke sli¢nosti sekvenci ispitivanih izolata virusa paprike poreklom iz

Srbije sa izolatima virusa iz drugih delova sveta dostupnih u NCBI bazi podataka.

5.5.1. Molekularna identifikacija izolata CMV

Molekularna identifikacija odabranih izolata CMV obavljena je, nakon
sekvencioniranja CP regiona, viSestrukim uparivanjem i proracunom geneticke sli¢nosti
dobijenih sekvenci sa sekvencama drugih izolata CMV dostupnih u GenBank bazi
podataka. Odabrana su tri izolata sa razlicitih lokaliteta, izolat PL-25-09 (Velika Plana),
PL-43-09 (Smederevo) i PL-52-09 (Kikinda).
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Za sekvencioniranje koris¢eni su PCR produkti dobijeni koriS¢enjem para
prajmera Aulu/Au2d koji omogucéavaju amplifikaciju CP gena nakon ¢ega je dobijena
delimi¢na sekvenca 5° UTR, sekvenca kompletnog CP gena i delimi¢na sekvenca 3’
UTR subgenomne RNA4. Dobijene sekvence CP gena odabranih izolata (KC288146 za
izolat PL-25-09, KC288147 za izolat PL-43-09 i KC288148 za izolat PL-52-09),
uporedene su medusobno kao i sa sekvencama drugih izolata CMV dostupnih u
GenBank bazi podataka. Proracun geneticke slicnosti CP gena, pokazao je visok stepen
nukleotidne (98,1-99,7%) i aminokiselinske (98,6-100%) homologije izmedu ispitivanih
izolata i izolata iz razli¢itih geografskih regiona. ProraCunom geneticke sli¢nosti
sekvenci izolata dobijenih u ovom radu, utvrden je najvisi stepen nukleotidne sli¢nosti
izmedu izolata PL-43-09 i PL-52-09 (99,5%), izolat PL-52-09 ima stepen identi¢nosti
99,4% sa izolatom PL-25-09, dok je izmedu izolata PL-43-09 i PL-25-09 stepen
nukleotidne sli¢nosti 99,2%. Izolat PL-43-09 ima najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti
(99,5%) sa izolatom iz duvana iz Amerike (U20668), izolatom Ny iz Australije
(U22821), izolatom iz Amerike (D10538) i izolatom iz paradajza iz Spanije
(AM183119). Izolat PL-25-09 ima 99,7% identi¢nosti sa izolatom iz duvana iz Amerike
(U20668), izolatom Ny iz Australije (U22821), izolatom iz Amerike (D10538) i
izolatom 701-09 iz Srbije (GQ340670), dok PL-52-09 ima 99,7% identi¢nosti sa
izolatom iz duvana iz Amerike (U20668), izolatom Ny iz Australije (U22821), izolatom
iz Amerike (D10538) (prilog 1). Potpunu identi¢nost u aminokiselinskoj sekvenci
(100%) ispoljili su ispitivani izolati CMV poreklom iz paprike sa veéinom izolata

odabranih iz NCBI baze podataka (prilog 2).

5.5.2. Molekularna identifikacija izolata PVY

Molekularna identifikacija izolata PVY izvrSena je viSestrukim uparivanjem 1
proracunom geneticke sli¢nosti sekvenci odabranih izolata sa sekvencama drugih izolata
dostupnih u GenBank bazi podataka. Za ova ispitivanja odabrana su cetiri izolata PL-
28-09 (Velika Plana), PL-3-10 (Pecinci), PL-15-09 (Srbobran) i PL-108-10 (Aleksinac)
koji su prethodno okarakterisani na seroloSkom nivou.

Nakon sekvencioniranja fragmenta umnoZenth u PCR reakciji koriS¢enjem

prajmera PVYc/PVYd, dobijene su delimi¢ne sekvence 5° UTR i gena za P1 protein.
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Dobijene sekvence izolata (KC288142 za izolat PL-28-09, KC288144 za izolat PL-3-
10, KC288143 za izolat PL-15-09 i KC288145 za izolat PL-108-10), uporedivane su
medusobno kao i1 sa sekvencama drugih izolata PVY dostupnim u GenBank bazi
podataka. MEGA4 softerom izvrSen je proracun geneticke sli¢nosti kako izmedu
Ispitivanih izolata tako i sa drugim izolatima PVY. Upotreba MEGAA4 softvera pokazala
je 98,8-100% nukleotidne i 98,2-100% aminokiselinske identi¢nosti ispitivanih izolata
sa sekvencama CP gena drugih izolata PVY deponovanih u NCBI bazi podataka.
Proracunom geneticke sli¢nosti sekvenci izolata dobijenih u ovom radu, utvrden je
najvisi stepen nukleotidne sli¢nosti izmedu izolata PL-15-09, PL-108-10 i PL-28-09
(99,9%). Izolat PL-3-10 ima stepen identi¢nosti 99,3% sa izolatom PL-15-09 dok sa
izolatima PL-108-10 i PI-28-09 ima nesto nizi stepen identi¢nosti od 99,1%. Izmedu
izolata PL-108-10 i PL-28-09 stepen nukleotidne sli¢nosti je 99,7%. Najvisi stepen
nukleotidne identi¢nosti ispitivani izolati pokazali su sa izolatom Sl 64 (AF401604) iz
krompira poreklom iz Slovenije, izolatom D35-06 (GQ290475) iz duvana poreklom iz
Srbije i izolatom 38MYPVY (HQ335258) iz krompira iz Kolumbije. Izolat PL-3-10
pokazao je 99,3% nukleotidne identi¢nosti sa svim navedenim izolatima, izolat PL-15-
09 100%, dok su izolati PL-108-10 i PL-28-09 pokazali 99,9% nukleotidne identi¢nosti
(prilog 3). Sa ve¢inom odabranih izolata iz NCBI baze padataka, ispitivani izolati
pokazuju visok stepen homologije aminokiselinskih sekvenci, i to 99,6% izolati PL-3-
10, PL-28-09, PL-108-10, a izolat PL-15-09 poseduje 100% homologije sa ve¢inom
odabranih izolata (prilog 4).

5.5.3. Molekularna identifikacija izolata TSWV

Visestrukim  uparivanjem  sekvenci  ispitivanih  izolata  dobijenih
sekvencioniranjem CP regiona genoma ovog virusa sa sekvencama drugih izolata
dostupnih u GenBank bazi podataka i prora¢unom geneticke slicnosti primenom
MEGA4 softvera, izvrSena je molekularna identifikacija odabranih izolata virusa
bronzavosti paradajza iz paprike poreklom iz Srbije. Za ova ispitivanja odabrana su tri
izolata, PL-14-10 (Lukino Selo), PL-60-09 (Purdevo) i PL-35-09 (Trstenik).

Nakon sekvencioniranja PCR produkta dobijenog kori§¢enjem para prajmera
TSWV CP-f/TSWV CP-r koji omoguéavaju amplifikaciju CP gena, dobijene delimi¢ne
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sekvence CP gena odabranih izolata (KC182564 za izolat PL-14-10, KC182566 za
izolat PL-60-09 i KC182565 za izolat PL-35-09) uporedene su medusobno kao i sa
sekvencama drugih izolata TSWV dostupnih u GenBank bazi podataka koris¢enjem
MEGA4 softvera. MEGA4 softver pokazao je visok stepen nukleotidne homologije
(98,7-100%) odabranih izolata sa sekvencama drugih izolata TSWV dostupnim u NCBI
bazi podataka, kao i visok stepen aminokiselinske slicnosti (97,8-100%). Na osnovu
proracuna geneticke sli¢nosti izmedu samih ispitivanih izolata utvrdeno je da izolati
medu sobom imaju 99,7% sli¢nosti nukleotidne sekvence. Najvisi stepen nukleotidne
identi¢nosti sva tri izolata imaju sa izolatom Sr-603 iz paradajza iz Srbije (GU369723).
PL-60-09 ima 100% identi¢nosti sa ovim izolatom dok izolati PL-14-10 i PL-35-09
99,7% (prilog 5). Stepen aminokiselinske homologije izmedu ispitivanih izolata i
odabranih izolata iz NCBI baze podataka iznosio je 100% (izolati PL-60-09 i PL-35-09)
1 99,6% (izolat PL-14-10) sa izolatima iz Srbije: Sr-603 iz paradajza (GU369723), 240-
09 iz tikve (JF303081), 236-09 iz tikve (JF303080), Is-56 iz duvana (GU369729), 53-05
iz duvana (GQ373173), 33-06 iz duvana (GQ355467), i izolatom iz duvana poreklom iz
Holandije (D13926) (prilog 6).

5.5.4. Molekularna identifikacija izolata AMV

Nakon sekvencioniranja CP regiona genoma AMV, molekularna identifikacija
odabranih izolata obavljena je, viSestrukim uparivanjem dobijenih sekvenci sa
sekvencama drugih izolata AMV dostupnih u GenBank bazi podataka i proracunom
geneticke slicnosti primenom MEGA4 softvera. Za sekvencioniranje odabrana su tri
izolata, PL-2-10 (Pe¢inci), P-10-10 (Backa Topola) i P-27-09 (Velika Plana).

Sekvencioniranjem fragmenata dobijenih u PCR reakciji koris¢enjem para
prajmera CP AMV1/CP AMV2 dobijene su delimi¢ne sekvence CP gena 1 3> UTR
subgenomne RNAA4. Dobijene sekvence CP gena odabranih izolata (KC182569 za izolat
PL-2-10, KC182567 za izolat P-10-10 i KC182568 za izolat P-27-09) uporedene su sa
dostupnim sekvencama drugih izolata AMV u GenBank bazi podataka. Proracun
geneticke sli¢nosti CP gena, pokazao je visok stepen nukleotidne (97,5-100%) i
aminokiselinske (97,5-100%) homologije izmedu ispitivanih izolata i izolata iz

razli¢itih geografskih regiona. Proracunom geneticke sli¢nosti sekvenci izolata
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dobijenih u ovom radu, utvrden je najvisi stepen nukleotidne slicnosti izmedu izolata P-
10-10 i PL-2-10 (99,6%). Izolat P-27-09 ima stepen identi¢nosti 99,2% sa izolatom PL-
2-10, dok izmedu izolata P-10-10 i P-27-09 stepen nukleotidne sli¢nosti je 98,7%.
Najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti izolati P-10-10 i PL-2-10 pokazali su sa
izolatom 196-08 (FJ 527749) iz duvana iz Srbije (100% i 99,6%), dok je izolat P-27-09
pokazao najvisi stepen identi¢nosti (98,7%) sa izolatom 196-08 (FJ 527749) iz duvana
iz Srbije, izolatom No.14 (AB451173) iz krompira iz Japana, izolatom NY-B 2002 iz
pasulja (AY340071) poreklom iz Amerike, izolatom NZ34 iz graska (AF215664)
poreklom iz Novog Zelanda i izolatom iz duvana (M59241) poreklom iz Holandije
(prilog 7). Potpunu homologiju u aminokiselinskoj sekvenci (100%) ispoljili su
ispitivani izolati AMV iz paprike poreklom iz Srbije sa izolatom 196-08 iz duvana iz
Srbije (FJ527749), izolatom Hz iz duvana iz Kine (HQ316637), izolatom No.14 iz
krompira iz Japana (AB451173), izolatom TN iz soje iz Amerike (HQ185568), izolat iz
duvana iz Holandije (M59241) i izolatom S-30 iz lucerke iz Australije (HM807305)

(prilog 8).

5.5.5. Molekularna identifikacija izolata PMMoV

Molekularna identifikacija PMMoV izvrSena je viSestrukim uparivanjem i
proracunom geneticke sli¢nosti sekvenci odabranih izolata sa sekvencama drugih izolata
PMMoV dostupnih u GenBank bazi podataka. Za ova ispitivanja odabrana su tri izolata
P-3-10 (Purdevo), P-57-09 (Conoplja) i P-60-09 (Conoplja).

Sekvencioniranjem fragmenta umnozenih u PCR reakciji koriS¢enjem prajmera
PMR1/PMF1 koji omogucavaju amplifikaciju CP gena dobijene su kompletne sekvence
CP gena i 3’'UTR i 5 UTR subgenomne RNA. Dobijene sekvence izolata PMMoV
(KC288149 za izolat P-3-10, KC288150 za izolat P-57-09 i KC288151 za izolat P-60-
09), uporedene su medusobno kao i sa sekvencama drugih izolata dostupnih u GenBank
bazi podataka. Proracun geneticke slicnosti CP gena izmedu ispitivanih izolata i izolata
PMMoV dostupnih u NCBI bazi podataka iz razliitih geografskih regiona, pokazao je
visok stepen nukleotidne (97,5-100%) i aminokiselinske (98,5-100%) homologije.
Prorac¢unom geneticke sli¢nosti sekvenci dobijenih u ovom radu utvrdeno je da izolat P-

60-09 ima 99,5% nukleotidne sli¢nosti sa izolatom P-3-10 i P-57-09, dok za izolate P-3-
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10 i P-57-09 nisu utvrdene razlike u nukleotidnoj sekvenci CP gena. Najvisi stepen
identi¢nosti, 100% za izolat P-60-09, odnosno 99,5% za izolate P-3-10 i P-57-09,
odabrani izolati PMMoV iz paprike poreklom iz Srbije pokazali su sa Madarskim
izolatima Sz24 (AM491598), Sz17 (AMA491596), Sz15 (AM491595), Sz13
(AMA491594), Sz23 (AM491601) iz paprike, izolatom P91/2 iz paprike (FR671383) iz
Spanije, izolatom AY632863 iz Kine, izolatom PMMV1.2 (AJ429088) iz Italije,
izolatom iz paprike LinsBR08 (AM411433) iz Brazila, izolatima iz prehrambenih
proizvoda MRS-PV3p-RP-22 i MRS-PV3p-CyP-54 (GQ427044, GQ427043) iz
Francuske (prilog 9). Potpunu identi¢nost u aminokiselinskoj sekvenci (100%)
ispitivani izolati PMMoV ispoljili su sa svim izolatima odabranih iz NCBI baze
podataka, osim sa izolatom L4BV iz paprike iz Japana (AB276030) (prilog 10).

Nakon sekvencioniranja fragmenata umnozenih u PCR reakciji koriS¢enjem
prajmera koji omogucavaju amplifikaciju RdRp gena (P12/3/P12/3A) dobijene su
delimi¢ne sekvence RdRp gena ispitivanih izolata. Dobijene sekvence izolata PMMoV
(KC288154 za izolat P-3-10, KC288152 za izolat P-57-09 i KC288153 za izolat P-60-
09), uporedene su medusobno kao i sa sekvencama drugih izolata PMMoV dostupnih u
GenBank bazi podataka. Proracun geneticke sli¢nosti CP gena izmedu ispitivanih
izolata 1 izolata iz razli¢itih geografskih regiona, pokazao je visok stepen nukleotidne
(97,1-99,7%) 1 aminokiselinske (93,3-99,2%) homologije. Prora¢unom geneticke
sli¢nosti sekvenci dobijenih u ovom radu utvrdeno je da izolat P-60-09 ima 99,4%
nukleotidne sli¢nosti sa izolatom P-3-10 i P-57-09, dok za izolate P-3-10 i P-57-09 nisu
utvrdene razlike u nukleotidnoj sekvenci RdRp gena. Najvisi stepen nukleotidne
identi¢nosti (P-60-09 99,7%, P-3-10 i P-57-09 99,4%) ispitivani izolati su pokazali sa
izolatima L4BV (AB276030) i Iw (AB254821) iz paprike iz Japana i KR iz paprike
(AB126003) poreklom iz Koreje (prilog 11). Najve¢i stepen homologije
aminokiselinskih sekvenci, ispitivani izolati ispoljavaju sa izolatom Iw iz paprike
poreklom iz Japana (AB254821), i to izolati P-57-09 i P-3-10 98,7%, a izolat P-60-09
99,6% (prilog 12).
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5.6. Molekularna karakterizacija najznacajnijih virusa paprike u Srbiji

Dobijene sekvence uparene su sa odgovaraju¢im odabranim sekvencama
dostupnim u GenBank bazi podataka i rekonstruisano je filogenetsko stablo Maximum
Parsimony metodom i bootstrap analizom sa 1 000 ponavljanja integrisanog unutar
MEGA 4 programa.

Filogenetska analiza uradena je na osnovu delimi¢ne sekvenca CP gena izolata
TSWV, AMV i CMV, delimi¢ne nukleotidne sekvence gena za P1 protein izolata PVY,
kompletne sekvence CP gena izolata PMMoV.

Za ova ispitivanja kori$¢ene su sekvence sledecih izolata poreklom iz Srbije:
PL-14-10, PL-35-09 i PL-60-09 koji pripadaju virusu bronzavosti paradajza, sekvence
izolata PL-2-10 , P-10-10 i P-27-09 virusa mozaika lucerke, sekvence izolata PL-28-09,
PL-3-10, PL-15-09 i PL-108-10 virusa crtiCastog mozaika krompira, sekvence izolata
PL-43-09, PL-52-09 i PL-25-09 virusa mozaika krastavca i sekvence izolata P-3-10, P-
57-09 i P-60-09 virisa Sarenila paprike.

5.6.1. Filogenetska analiza sekvenci CMV

Delimi¢ne sekvence CP gena tri izolata CMV iz paprike poreklom iz Srbije, koje
su deponovane u NCBI bazi podataka i 35 sekvenci odabranih izolata CMV,
medusobno su uparene, izvrSeno je njihovo poredenje i rekostruisano je filogenetsko
stablo (Maximum Parsimony metod). Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu
sekvence duzine 657 bp (Slika 33), pokazalo je razdvajanje odabranih izolata CMV u
dve podgrupe I i II. Najveéi broj izolata CMV, kao i ispitivani izolati, pripadaju
podgrupi 1.

Prorac¢unom geneticke sli¢nosti utvrden je stepen nukleotidne slicnosti naSih
izolata i izolata prikazanih u filogenetskom stablu, od 70,1% do 99,7% (prilog 13), dok
je stepen aminokiselinske sli¢nosti iznosio od 79,1% do 100% (prilog 14).

Proracunom geneticke udaljenosti CP sekvenci unutar izdvojenih grupa,
najmanja varijabilnost ustanovljena je unutar grupe Il (0,011+0,002), dok je
varijabilnost u okviru podgrupe Ia bila nesto veca (0,016+0,002). Najveca varijabilnost

zabelezena je unutar podgrupe Ib (0,067+0,006). Intergrupna varijabilnost izmedu
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podgrupa la i 1b bila je 0,068+0,007. Izmedu podgrupe la i grupe Il varijabilnost je bila
0,284+0,023, dok je izmedu podgrupe Ib i grupe Il varijabilnost bila 0,285+0,022

(Tabela 19).

Tabela 19. Proracun geneticke udaljenosti sekvenci unutar i izmedu klastera CMV

izolata

(Ia) (Ib) (1)
(1a) 0,016+0,002
(Ib) 0,068+0,007 | 0,067+0,006
(I 0,284x0,023 | 0,285+0,022 | 0,011%0,002
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Slika 33. Maximum Parsimony stablo rekonstruisano na osnovu delimi¢ne sekvence

gena za P1 protein 38 izolata CMV. Filogenetsko stablo je rekonstruisano koris¢enjem

programa MEGA verzija 4.0 i bootstrap analize sa 1000 ponavljanja.
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5.6.2. Filogenetska analiza sekvenci PVY

Delimi¢ne sekvence gena za P1 protein Cetiri izolata PVY iz paprike poreklom
iz Srbije, koje su deponovane u NCBI bazi podataka i 34 sekvenci odabranih izolata
PVY iz razli¢itih regiona Sirom sveta, medusobno su uparene, izvrSeno je njihovo
poredenje i rekostruisano je filogenetsko stablo (Maximum Parsimony metod) (Slika
34). Filogenetska analiza nukleotidnih sekvenci ovog dela genoma pokazuje da su
odabrani izolati grupisani u tri jasno odvojene grupe ili Klastere, pri ¢emu prva grupa
odgovara nekroti¢nim sojevima (PVY" i PVYN™), a druge dve PVY® i PVYC soju. U
okviru PVYNPVYN™ Klastera uocavaju se dva sub—klastera koja su u saglasnosti sa
geografskim poreklom izolata: (ia) izolati nekroti¢nih sojeva poreklom iz Evrope i (ib)
izolati nekroti¢nih sojeva poreklom iz Amerike. Mada se izolati uglavnom grupiSu u
skladu sa geografskim poreklom ima i nekoliko izuzetaka, tako u okviru sub—klastera
izolata nekroti¢nih sojeva PVY poreklom iz Evrope (Srbija, Slovenija, Francuska,
Svajcarska, Nemacka i Velika Britanija) grupise se i izolat iz Kanade (Tu—648) i izolati
iz USA (423-3 i PB312), dok se u okviru izolata nekroti¢nih sojeva poreklom iz
Amerike nalaze i dva izolata iz Velike Britanije (PVY"-Ru i PVYN-English
AJ315747). Rezultati filogenetske analize pokazuju da se ispitivani izolati poreklom iz
Srbije nalaze u okviru sub—klastera PVY"/PVYN™ izolata poreklom iz Evrope.

Prora¢unom geneticke sli¢nosti utvrden je stepen nukleotidne sli¢nosti
ispitivanih izolata i izolata prikazanih u filogenetskom stablu od 60,7% do 100% (prilog
15), dok je stepen aminokiselinske sli¢nosti iznosio od 50,7% do 100% (prilog 16).

Proracunom geneti¢ke udaljenosti sekvenci u okviru izdvojenih grupa, najmanja
varijabilnost ustanovljena je unutar sub-klastera (ia) (0,010+0,002) i (ib) (0,019£0,003)
dok je varijabilnost u okviru drugih grupa bila nesto veca, 0,046+0,005 unutar klastera
(iii) 1 0,141£0,011 unutar Klastera (ii). Varijabilnost izmedu grupa bila je najveca
izmedu klastera (ia) i (ii) i (ib) i (ii) (0,374£0,026), a neSto manja izmedu klastera (ia) i
(iii) 1 (ib) 1 (i) (0,361+0,027, 0,361+0,026). 1zmedu klastera (ii) i (iii) varijabilnost je
bila 0,205+0,015. Najmanja intergrupna varijabilnost bila je izmedu klastera (ia) i (ib)
(0,087+0,010) (Tabela 20).
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Tabela 20. Proracun geneticke udaljenosti sekvenci u okviru i izmedu klastera PVY

izolata
(a) (ib) ) (i)
(ia) 0,010+0,002
(ib) 0,087+0,010 | 0,019+0,003
(ii) 0,374+0,026 | 0,374+0,026 | 0,141+0,011
(iii) 0,361+0,027 | 0,361+0,026 | 0,205+0,015 | 0,046+0,005
Legenda: (ia)-izolati PVYYPVYN™ soja poreklom iz Evrope; (ib)-izolati

PVYN/PVYN™ soja poreklom iz Amerike; (ii)-izolati PVY® soja; (iii)-izolati PVY®
soja
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Slika 34. Maximum Parsimony stablo rekonstruisano na osnovu delimi¢ne sekvence

gena za P1 protein 38 izolata PVY. Filogenetsko stablo je rekonstruisano koris¢enjem

programa MEGA verzija 4.0 i bootstrap analize sa 1 000 ponavljanja.
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5.6.3. Filogenetska analiza sekvenci TSWV

Za filogenetsku analizu TSWV na oshovu CP gena, odabrane su sekvence tri
izolata TSWV iz paprike poreklom iz Srbije, koje su deponovane u GenBank bazu
podataka i 30 sekvenci izolata TSWV iz razliitih regiona Sirom sveta. Medusobno
uparivanje, skraéivanje, njihovo poredenje i rekonstruisanje filogenetskog stabla
(Maximum Parsimony) uradeno je koriS¢enjem programa integrisanog u programu
MEGA verzija 4.0. iz 632 bp fragmenta NC gena. Filogenetska analiza pokazala je
postojanje Sest klastera, odnosno Sest geografskih subpopulacija: (i) izolati poreklom iz
Evrope (veéina evropskih izolata), (ii) izolati iz Japana, (iii) izolati iz Spanije, (iv)
izolati sa Havaja, (v) izolati iz Kalifornije (vi) izolati iz DZordzije i Severne Karoline. U
klasteru (i) sa izolatima iz Evrope grupisala su se i dva izolata iz Severne Karoline
(NC-1 i NC-3) i izolati iz Juzne Afrike (98/0472 i TSWV-GP), a u klasteru (iii) sa
izolatima iz Spanije nalazi se T304 izolat iz ltalije. Rezultati filogenetske analize
pokazuju da se izolati TSWV poreklom iz paprike iz Srbije grupiSu sa vec¢inom
evropskih izolata u klasteru (i) (Slika 35).

Proracunom geneticke sli¢nosti utvrden je visok stepen nukleotidne sli¢nosti
ispitivanih izolata i izolata prikazanih u NC filogenetskom stablu, od 95,4% do 99,8%
(prilog 17), dok je stepen aminokiselinske sli¢nosti iznosio od 88,2% do 99,5% (prilog
18).

Prorac¢unom geneti¢ke udaljenosti sekvenci unutar izdvojenih grupa, najmanja
varijabilnost ustanovljena je unutar Kklastera (v) (0,002+0,002), dok je varijabilnost u
okviru drugih grupa bila nesto veca, 0,008+0,004 unutar klastera (iv), 0,01040,003
unutar klastera (ii), 0,011+£0,002 unutar klastera (i), 0,011+£0,003 unutar klastera (iii) i
0,012+0,003 unutar Klastera (vi). Intergrupna varijabilnost bila je najveéa izmedu
klastera (i1) 1 (vi) (0,04040,007) dok je najmanja intergrupna varijabilnost bila je izmedu
Klastera (ii) i (iii) (0,003+0,006) (Tabela 21).
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Tabela 21. Prosecne vrednosti geneticke sli¢nosti unutar i izmedu klastera

(i) (i) (i) (iv) (v) (vi)
(i) 0,011:+0,002
(i) |0,029+0,0050,010+0,003
(i) |0,029:0,0060,003+0,006 |0,011%0,003
(iv)  |0,027+0,005]0,027+0,006]0,013:+0,003]0,008+0,004
(v) _ |0,028+0,0060,028+0,006|0,015+0,004 |0,010+0,003 |0,002%0,002
(vi)  |0,038+0,006]0,040+0,007|0,025:+0,0050,021+0,005| 0,019+0,005 |0,012+0,003

Legenda: (i) - izolati poreklom iz Evrope (ve¢ina evropskih izolata), (ii) - izolati iz
Japana, (iii) - izolati iz izolati iz Spanije, (iv) - izolati sa Havaja, (v) - izolati iz
Kalifornije (vi) - izolati iz Dzordzije i Severne Karoline.
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Slika 35. Maximum Parsimony stablo rekonstruisano na osnovu delimi¢ne sekvence NC

gena 33 izolata TSWV. Filogenetsko stablo je rekonstruisano koriS¢enjem programa

MEGA verzija 4.0 i bootstrap analize sa 1 000 ponavljanja.
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5.6.4. Filogenetska analiza sekvenci AMV

Delimi¢ne sekvence CP gena tri izolata AMV iz paprike poreklom iz Srbije,
koje su deponovane u GenBank bazi podataka i 26 sekvenci odabranih izolata AMV
medusobno su uparene, izvrSeno je njihovo poredenje Maximum Parsimony metodom i
rekostruisano je filogenetsko stablo. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu
sekvence duzine 600 bp pokazuje izdvajanje Cetiri klastera, odnosno grupisanje izolata
AMV u cetiri geneticka soja, nezavisno od geografskog porekla i biljke domacina (Slika
36). Vecina izolata, dva iz Koreje (KR1 i KR2), dva iz Amerike (425 Medison i 425
Leiden) i po jedan iz Italije (Danza), Kanade (Ca 175) Velike Britanije (S), Australije
(N20) 1 Novog Zelanda NZ34) izdvojila se u grupu I. Takode u ovu grupu spadaju i tri
izolata AMV iz paprike poreklom iz Srbije (P-27-9, PL-2-10 i P-10-10) zajedno sa jo$
jednim izolatom iz Srbije (196-08). Drugu molekularnu grupu ¢ine sedam izolata iz
Kanade (Ca518, Ca401, Ca399, Ca400, Ca375, Ca508, Ca616). Izolati iz Italije (F-430,
126A, 195-AN) cine tre¢u molekularnu grupu, dok su se Cetiri izolata iz Francuske
(Caa-1, Dac16, Lyh-1, Lye-80) i dva izolata iz Velike Britanije (VRU, 15/64) izdvojili u
cetvrtu grupu.

Proracunom geneticke sli¢nosti utvrden je stepen nukleotidne sli¢nosti izolata
prikazanih u filogenetskom stablu, od 93,7% do 99,5% (prilog 19), dok je stepen
aminokiselinske slicnosti iznosio od 93% do 100% (prilog 20).

Proracunom geneticke udaljenosti CP sekvenci unutar izdvojenih grupa,
najmanja varijabilnost ustanovljena je unutar grupe (ii) (0,009+0,002), dok je
varijabilnost u okviru drugih grupa bila nesto veca, 0,0184+0,004 unutar grupe (iii),
0,021+ 0,003 unutar grupe (i) i 0,021+0,004 unutar grupe (iv). Intergrupna varijabilnost
bila je najveca izmedu grupa (i) i (iv) kao 1 izmedu (ii) i (iv) (0,057£0,008), zatim
izmedu grupa (iii) i (iv) (0,056x0,008), (i) i (iii) (0,031+0,005), a neSto manja izmedu
grupa (i) i (ii) kao i izmedu (ii) i (iii) (0,025+0,004) (Tabela 22).
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Tabela 22. Proracun geneticke udaljenosti sekvenci unutar i izmedu klastera AMV

izolata

() (i) (iii) (iv)
(i) 0,021+0,003
(ii) 0,025+0,004 | 0,009+0,002
(iii) 0,031+0,005 | 0,025+0,004 | 0,018+0,004
(iv) 0,057+0,008 | 0,057+0,008 | 0,056+0,008 | 0,0210,004
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Slika 36. Maximum Parsimony stablo rekonstruisano na osnovu delimiéne sekvence CP

gena 29 izolata AMV. Filogenetsko stablo je rekonstruisano koris¢enjem programa

MEGA verzija 4.0 i bootstrap analize sa 1 000 ponavljanja.
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5.6.5. Filogenetska analiza sekvenci PMMoV

Delimi¢ne sekvence CP gena tri izolata PMMoV iz paprike poreklom iz Srbije,
deponovane u GenBank bazi podataka i 33 sekvenci odabranih izolata PMMoV iz razli¢itih
regiona sveta, medusobno su uparene, izvrSeno je njihovo poredenje i rekostruisano je
filogenetsko stablo (Maximum Parsimony metod). Filogenetsko stablo rekonstruisano na
osnovu sekvence CP gena duzine 550 bp, pokazalo je razdvajanje odabranih izolata
PMMoV u dva Kklastera, pri ¢emu prva grupa odgovara izolatima Koji izazivaju
hipersenzitivnu reakciju (HR) na paprici i koje su nosioci L* rezistentnog gena, a drugu
grupu ¢ine izolati koji ne poseduju ovu osobinu. Ispitivani izolati iz Srbije grupisu se u prvi
Klaster (Slika 37).

ProraCunom geneticke sli¢nosti utvrden je stepen nukleotidne slicnosti izolata
PMMoV prikazanih u filogenetskom stablu, od 93,1% do 100% (prilog 21), dok je stepen
aminokiselinske sli¢nosti iznosio od 96,8% do 100% (prilog 22).

ProraCunom geneticke udaljenosti CP sekvenci unutar izdvojenih grupa, manja
varijabilnost ustanovljena je unutar grupe (ii) (0,010£0,004), dok je varijabilnost u okviru
prve grupe bila nesto veca, 0,016+0,003. Intergrupna varijabilnost izmedu grupa (i) i (ii)

bila 0,060+0,010 (Tabela 23).

Tabela 23. Proracun geneticke udaljenosti sekvenci unutar i izmedu klastera PMMoV

izolata
() (D)
(i) 0,016+0,003
(i) 0,060+0,010 | 0,010+0,004

Legenda: (i)- izolati koji izazivaju HR reakciju na paprici koje su nosioci L* rezistentnog
gena; (i) izolati koji ne izazivaju HR reakciju na paprici koje su nosioci L* rezistentnog

gena
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Slika 37. Maximum Parsimony stablo rekonstruisano na osnovu delimi¢ne sekvence

CP gena 36 izolata PMMoV. Filogenetsko stablo je rekonstruisano kori§¢enjem programa

MEGA verzija 4.0 i bootstrap analize sa 1 000 ponavljanja.

113



6. DISKUSIJA

Brojne biljne bolesti mogu da smanje ili ugroze uspeS$nu proizvodnju paprike
ometaju¢i normalan razvoj biljke 1 umanjujuc¢i prinos i kvalitet plodova. Zbog znacajnih
Steta koje ¢esto prouzrokuju, viroze paprike su predmet proucavanja mnogih autora u svetu
(Marchoux et al., 1991; Arli-Sokmen et al., 2005; Choi et al., 2005a; Ozaslan et al.,
2006). Utvrdeno je da vise od 45 razlicitih virusa moze da zarazi papriku, ali se smatra da
je medu njima svega nekoliko ekonomski zna¢ajno (Green and Kim, 1990).

Prva proucavanja virusa paprike u Srbiji bila su vezana za Tobacco mosaic virus
(virus mozika duvana, TMV) (Panjan i Prpi¢, 1955), Cucumber mosaic virus (virus
mozaika krastavca, CMV) i Alfalfa mosaic virus (virus mozaika lucerke, AMV) (Sutié,
1959; Delevié, 1963). Prvi podaci o prisustvu Tomato spotted wilt virus (virus bronzavosti
paradajza, TSWV) na paprici u Srbiji potic¢u iz 1998. godine (Mijatovi¢ i sar., 1999). Od
tada je pradenjem simptoma, primecena sve ucestalija pojava ovog virusa na razliitim
biljkama domacinima, S§to govori o njegovom progresivnom Sirenju. Dosadasnja
malobrojna proucavanja utvrdila su prisustvo sledeé¢ih virusa: TSWV, CMV, Potato virus Y
(virus crtiCastog mozaika krompira, PVY), AMV, TMV, Pepper mild mottle virus (virus
blagog Sarenila paprike, PMMoV), Pepper mottle virus (virus Sarenila paprike, PepMoV) i
Pepper veinal mottle virus (virus Sarenila nerava paprike, PVMV) (Mijatovi¢, 1986;
Krsti¢ i sar., 1996, 2005; Mijatovié i sar., 1999, 2002, 2005). Prvih pet virusa ekonomski
su znacajni u proizvodnji paprike u Srbiji, a ostala tri se javljaju sporadi¢no (Mijatovi€ i
sar., 2007; Krsti¢ i Bulaji¢, 2008). Juna 2002. godine u plastenicima u okolini Beograda,
zabeleZeni su na liS¢u paprike simptomi hlorotiénih i1 nekroti¢nih Sara, bez deformacije
liski, a iz plodova sa ovakvim simptomima primenom molekularnin metoda je
identifikovan TSWV (Duki¢ i sar., 2002a). U veéem broju lokaliteta u Srbiji prisustvo
virusa je dokazano 2005. i 2006. godine na paradajzu, paprici, duvanu i mnogobrojnim
vrstama ukrasnih biljaka (Krstic¢ i sar., 2005; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007). Kako se poslednjih
godina oboljenje koje ovaj virus izaziva javljalo u sve veéim razmerama, Dukié i sar.
(2002a) su pristupili molekularnoj karkterizaciji TSWV izolata paprike iz nase zemlje.

Istrazivanja u Srbiji sprovedena 2007. godine na devet lokaliteta gajenja paprike pokazala
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su prisustvo virusa iz dve osnovne grupacije: karantinski (TSWYV) i ekonomski Stetni
(CMV, AMV i TMV) (Tomié i sar., 2007).

Pregledom proizvodnje rasada i useva paprike u razliitim lokalitetima gajenja kako
u zasti¢enom prostoru, tako i na otvorenom polju zabelezena je pojava niza simptoma koji
su upucivali na virusnu zarazu i koji su varirali u zavisnosti od starosti biljke domacina,
vremena ostvarene infekcije i vrste virusa. Procenjena ucestalost virusnih infekcija, u
pregledanim lokalitetima proizvodnje paprike u rasadu tokom 2009. i 2010. bila je od 5%
do 10%, u lokalitetima proizvodnje paprike u zasticenom prostoru od 20% do 40%, dok je
u lokalitetima proizvodnje paprike na otvorenom polju bila preko 50%.

Simptomi na biljkama u rasadu bili su slabo izrazeni, usled ¢ega obolele biljke nisu
mogle, sa sigurno$¢u, biti razlikovane od zdravih. Ipak, tokom ovih istrazivanja, na
odredenom broju biljaka uoceni su simptomi u vidu blagog mozaika i hloroze lis¢a,
nekroti¢nih lezija kao i razlicite deformacije liske. Pregledom useva paprike u zasticenom
prostoru i na otvorenom polju zabelezena je pojava biljaka koje su Cesto zaostajale u
porastu ili Zbunastog izgleda. LiS¢e obolelih biljaka, bilo je sitnije, slabo naborano, a ¢esto
sa razli¢itim tipovima mozaika, od blagog do jako izrazenog, sa mozai¢nim Sarama
zuckaste boje 1 hloroti¢nim povrSinama koje kasnije zahvataju ceo list, ¢esto su se javili i
simptomi nekroze nerava lista i nekroticnih pega na stablu. Na plodovima, koji su bili
krzljavi, deformisani 1 sa nekrozom povrSinskog tkiva, ¢esto su bile prisutne i linearne
belicaste ili Zuckaste pruge i proSaravanja. Identi¢ni ili sli¢ni simptomi uo€eni tokom ovih
istrazivanja zabeleZeni su i u ranijim ispitivanjima Vviroza paprike u nasoj zemlji (Krsti¢ i

Bulaji¢, 2008; Mijatovi¢ i sar., 2007; Tomi¢ i sar., 2007).

6.1. Seroloska identifikacija virusa paprike

DAS-ELISA test koriS¢enjem poliklonalnih antitela, najées¢e je koriS¢ena metoda
za rutinsku detekciju virusa paprike (Mijatovié, 1999; Chatzivassiliou et al., 2000;
Rusevski, 2001; Kim et al., 2004; Krsti¢ i sar., 2005). Na osnovu rezultata dobijenih
seroloskim testiranjem koriS¢enjem DAS-ELISA testa u toku ovih istraZivanja u usevu

paprike u nasoj zemlji ustanovljeno je prisustvo pet virusa: CMV, PVY, TSWV, AMV i
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PMMoV ¢ija se ucestalost po godinama i lokalitetima menjala. Ni u jednoj godini
ispitivanja nije utvrdeno prisustvo TMV, PVX, PepMoV i PVMV.

Ispitivanja rasprostranjenosti virusa u rasadu, pokazala su da je najraSireniji virus
kako 2009. tako i 2010. godine bio CMV, dok je PVY imao je neznatno manju
rasprostranjenost u obe godine isptitvanja. Kod gajenja paprike u zasti¢enom prostoru
najrasprostranjeniji virus u 2009. godini bio je PVY, dok su 2010. godine PVY i CMV bili
zastupljeni na istom broju lokaliteta. PVY bio je najrasprostranjeniji virus i na paprici
gajenoj na otvorenom polju u obe godine ispitivanja, dok je CMV zauzimao drugo mesto.
Zitter and Florini (1984) navode da je CMV najvaznije virusno oboljenje paprike
rasprostranjeno u celom svetu, a da je PVY najzastupljeniji virus na biljkama iz porodice
Solanaceae. U ovim istrazivanjima, najée$ce detektovani virusi u 2009. i 2010. godini bili
su CMV i PVY, kako u proizvodnji paprike u rasadu tako i u proizvodnji paprike u
zasticenom prostoru i na otvorenom polju. Na osnovu prethodnih i u ovom radu obavljenih
ispitivanja, zastupljenost CMV je stalno visoka. CMV je u istrazivanjima sprovedenim u
ovom radu 2009. godine imao dominantno prisustvo u rasadu (20,87%), dok je bio drugi po
zastupljenosti u proizvodnji paprike u zaSti¢enom prostoru i na otvorenom polju (zasti¢eni
prostor 31,01%, otvoreno polje 37,20%). U 2010. godini zauzimao je prvo mesto kako u
zaSticenom prostoru tako i na otvorenom polju 1 rasadu (zasti¢eni prostor 36,17%, otvoreno
polje 50%, rasad 20,87%). CMV je bio dominantan u usevu paprike 1999. godine
(Mijatovi¢ i sar., 1999) i 2007. godine (Tomic¢ i sar., 2007). Ovako znacajna zastupljenost
CMYV dokazana je i u drugim podru¢jima gajenja paprike u svetu (Conti and Masenga,
1977; Gaborjanyia et al., 1998; Sepulveda et al., 2005). Dominantno prisustvo PVY u
ovim istraZivanjima predstavlja znacajnu razliku u odnosu na 1999. godinu kada je bio tre¢i
po zastupljenosti u usevu paprike (Mijatovi¢ i sar., 1999) i 2007. godinu kada njegovo
prisustvo nije ustanovljeno (Tomi¢ i sar., 2007). Dominantno prisustvo PVY potvrdeno je i
u drugim podru¢jima gajenja paprike u svetu (Arli-Sokmen, 2005; Choi et al., 2005b).
lako je AMV stalno prisutan u usevu paprike (Mijatovi¢ i sar., 1999; Tomi¢ i sar., 2007),
AMYV je pokazao tendenciju lokalizovane pojave, pri ¢emu se uglavnom javljao na manjem
broju lokaliteta, ali sa znacajnijom ucestaloS¢u pri gajenju paprike na otvorenom polju sa

uodljivim i prepoznatljivim simptomima. Sto se ti¢e zastupljenosti ovog virusa, u toku
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2009. godine dokazan je u manjem broju testiranih uzoraka u rasadu i zasSti¢enom prostoru
(2,48% 1 17,05%) u odnosu na 2010. godinu kada je taj procenat iznosio 3,48%, odnosno
17,73%. U proizvodnji paprike na otvorenom polju u prvoj godini ispitivanja, 2009. godine,
AMYV je bio nesto zastupljeniji (21,74%) u odnosu na drugu 2010. godinu (16,67%).
Njihova pojava i rasprostranjenost svakako zavise od izvora inokuluma, prisustva i
brojnosti vektora-vasi, kao i sposobnosti prenosenja pojedinim vrstama vasi (Zitter, 1977).
TSWV je u obe godine ispitivanja zabeleZen na tri lokaliteta, medutim S$to se tice
zastupljenosti virusa u pregledanim uzorcima paprike gajene u zasticenom prostoru moze
se uociti znacajnije prisustvo u 2009. (23,26%) nego u 2010. godini (6,38%) Sto nije
neobi¢no imajuci u vidu epidemiologiju ovog virusa. Medutim, s obzirom da se poslednjih
godina oboljenje koje ovaj virus izaziva javlja u sve ve¢im razmerama, i da se njegov krug
domacina u nasoj zemlji $iri i da je dokazan na duvanu (Krsti¢ i sar., 2005a, 2005b; Duki¢
i sar., 2006; Pekic i sar., 2006; Krsti¢ i sar., 2006a, 2006b, 2006¢, 2006d; Stankovié et
al., 2011) paradajzu, paprici, luku i mnogobrojnim vrstama ukrasnih biljaka (Krsti¢ i
Bulaji¢, 2007; Deki¢ i sar., 2007a, 2007b; Krsti¢ i sar., 2007a, 2007b; Petkovic i sar.,
2007; Simic¢ i sar., 2007; Tomi¢ i sar., 2007, Stankovié¢ i sar., 2011; Zindovi¢ i sar.,
2011; Stankovié i sar., 2012; Stankovi¢ i sar., 2013), bilo je za oc¢ekivati daleko vecu
ucestalost TSWV. Takode 1 Sirok krug domac¢ina medu povréem 1 korovima 1 efikasno
Sirenje tripsima (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007) dovodi do toga da se ofekuje da TSWV bude u
daljoj ekspanziji na paprici, narocito u zasSti¢enom prostoru. PMMoV, koji je detektovan u
Srbiji 1996. godine pomocu test biljaka (Krsti¢ i sar., 1996), u naSim ispitivanjima
ustanovljen je samo u proizvodnji paprike na otvorenom polju i to u 2009. godini na 2
uzorka (1,19%) na jednom lokalitetu (Conoplja), a u 2010. godini na 3 uzorka (1,45%), na
dva lokaliteta (Conoplja i Purdevo). Sobzirom na to da je virus ustanovljen 1996. godine,
nije se znatnije rasirio u nasoj zemlji, pre svega iz razloga §to je virusu PMMoV jedini
domacin paprika. Medutim, paprika se u Srbiji gaji uglavhom u privathom sektoru na
malom posedu, gde proizvodaci vode ratuna o sakupljanju biljnih ostataka u slucaju
obolevanja biljaka, sto je od velikog zanacaja jer se PMMoV moze odrzavati u zemljistu na
biljnim ostacima nekoliko meseci, a takode i1 zimski period moze doprineti Smanjenju

inokuluma
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(http://www.apsnet.org/edcenter/advanced/topics/PopGenetics/Documents/Garcia ext

ra.pdf). U ispitivanim uzorcima paprike gajene u rasadu, zasticenom prostoru i na
otvorenom polju nije utvrdeno prisustvo TMV, mada su Mijatovié¢ i sar. (1999) kao i
Tomi¢ i sar. (2007) ustanovili da je ovaj virus prisutan i pojedinih godina veoma znac¢ajan
na paprici. Analiza dobijenih rezultata ukazuje na tendenciju smanjenja znaCaja zaraze
paprike sa TMV, verovatno usled dobrog zdravstvenog stanja semena ili dobro sprovedenih
higijenskih mera u proizvodnom procesu gajenja paprike. Osim pojedinac¢nih zaraza, u
kojima su najcesc¢e detektovani PVY 1 CMV, virusi su dokazani i u meSanim infekcijama
dva ili tri virusa. NajéeS¢a meSana infekcija dva virusa bila je sa PVY i CMV, dok je
naj¢e$¢a mesSana infekcija sa tri virusa bila izazvana PVY, CMV i AMV. Avilla et al.
(1997) navode da je u Spaniji u usevu paprike najées¢a mesana infekcija bila CMV i PVY,
Sto je saglasno sa dobijenim rezultatima u ovim istrazivanjima. Sudarsono et al. (1998)
navode da je naj¢eS¢a mesana infekcija kod ljute paprike bila u kombinaciji tri virusa TMV,
PVY i CMV. Arli-Sokmen et al. (2005) takode navode da je meSana infekcija virusima
konstatovana na paprici i u Turskoj, i to infekcija TMV i PVY je bila najc¢esc¢a(15,4%).
Pojava i rasprostranjenost veéine vrsta virusa zavise od brojnih faktora kao Sto su
region i lokacija gajenja, vegetaciona sezona, genotip paprike i drugih. Conti and
Masenga (1977) proucavajuci prisustvo virusa parazita paprike u Italiji, utvrdili su da je
najzastupljeniji bio CMV u 80,2% biljaka paprike gajenih na otvorenom prostoru, dok je u
zaSticenom prostoru najzastupljeniji bio TMV sa 84%. Osim ova dva virusa zabeleZeno je
prisustvo i PVY, AMV, PVX, Broad bean wilt virus (virus uvenulosti boba, BBWV) i
Tobacco rattle virus (virus Sustavosti duvana, TRV). Prema istrazivanjima Gaborjanyia et
al. (1998), najzastupljeniji virusi paprike u Madarskoj su TMV, CMV, PVY, i TSWV ¢ije
se infekcije kre¢u i do 100%. Prema podacima Kovacevskog (1977) (loc. cit. Mijatovi¢ i
sar., 1999), u Bugarskoj je inficiranost paprike izazvana CMV iznosila je 80% do 90%, a u
nesto manjem procentu su identifikovani TMV, PVY i TSWV. Sepulveda et al. (2005) su
konstatovali da je oko 30% paprike u severnom Cileu inficirano sa dva ili vide virusa.
Detekcijom virusa DAS-ELISA testom utvrdeni su CMV, TSWV, AMV, PVY, Impatiens
Necrotic Spot Virus (INSV), Tomato mosaic virus (ToMV) i TMV. Tokom istrazivanja

koja su sprovedena 1998. i 1999. godine u Turskoj, determinisano je Sest virusa AMV,
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CMV, PVY, ToMV, TMV i TSWV. Od 313 testiranih biljaka, 42 biljke posedovale su
meSanu infekciju izazvanu TMV 1 PVY (15,4%) sto je predstavljalo najces¢u meSovitu
infekciju (Arli-Sokmen et al., 2005).

Dobijeni podaci u ovoj disertaciji korespondiraju sa rezultatima dobijenim
pregledom literaturnih podataka. PMMoV virus je u naSim rezultatima pokazao nisku
prisutnost (1,45% u 2009. i 1,19% u 2010.), mada Lamb et al. (2008) ukazuju na podatke
da taj virus moZe da dostigne nivo zarazenosti biljaka 1 do 30%. Intenzitet pojave virusa je
zavisio od godine, ali evidentno je da CMV i PVY nisu toliko dominantni kao ranije. Nivo
zarazenosti uzoraka paprika u sprovedenim istrazivanjima se kretao npr. kod CMV u 2009.
godini u zasticenom prostoru i polju 31,01% i 37,2%, a u 2010. godini 36,17%, i 50%, $to
je znacajno nize u odnosu na 80,2% ustanovljene zaraze CMV (Conti and Masenga, 1977)
ili zaraZenosti paprike sa TSWV, AMV i PVY koja se u Madarskoj kretala 1 do 100%
(Gaborjanyia et al., 1998).

6.2. Povezanost simptoma na prirodno zaraZenim biljkama paprike i detektovanih

virusa

Pregledom proizvodnje rasada i useva paprike u razli¢itim lokalitetima gajenja kako
u zaSticenom prostoru, tako i na otvorenom polju zabelezena je pojava niza simptoma Kkoji
su upucivali na virusnu zarazu i koji su varirali u zavisnosti od starosti biljke, uslova
spoljasnje sredine (narocito temperature), kao i u zavisnosti od soja virusa. Posle detekcije i
identifikacije virusa analizom prikupljenih uzoraka, pokusano je da se povezu simptomi na
biljkama u polju sa detektovanim virusom. Kako je na paprici u naSoj zemlji prisutno
najmanje pet virusa, u pojedinacnim i me$anim zarazama, uoceni simptomi i njihova veza
sa virusom prouzrokovac¢em imali su samo preliminarni dijagnosticki znacaj. Mnogi
istrazivaci (Boiteux et al., 1996; Echer and Costa, 2002) su opisali simptome na paprici
prouzrokovane infekcijom PVY koji su istovetni simptomima zapazenim u toku ovih
istrazivanja. PVY je izazivao razliCite simptome, a najeS¢e u vidu hloroti¢nog
prosvetljavanja nerava, hlorotiénog proSaravanja listova sa ili bez deformacije mladih

listova, Cesto praceno nekrozom listova, mozaikom u vidu hloroti¢nih prstenova i sitnih
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tamno zelenih povrSina. Veliki broj biljaka zarazenih virusom PVY, bile su krzljave i ¢esto
Zbunastog izgleda, $to je upucivalo na rane zaraze u toku vegetacije. Simptomi koje izaziva
PVY, uoceni u toku ovih istrazivanja, u saglasnosti su i sa navodima iz literature koje
opisuju Mijatovi¢ i sar. (2002). Verovatno nijedan drugi biljni patogen ne izaziva takav niz
simptoma kao TSWYV, a neke biljke ili sorte u usevu mogu biti zarazene i bez ispoljavanja
simptoma (Kucharek et al., 2000). Simptomi koje izaziva TSWV varijaju na istoj biljnoj
vrsti u zavisnosti od sorte, starosti biljke, vremena infekcije i uslova spoljasnje sredine, od
kojih temperatura ima veoma vaznu ulogu u jacini ispoljavanja simptoma (Allen et al.,
1991). U ovim istrazivanjima prisustvo TSWV ustanovljeno je u uzorcima paprike sa
simptomima blagog do izrazenog mozaika. Na nekim biljkama pored mozaika primecena je
1 hloroza nerava. Sli¢ne simptome tipa hloroti¢nog Sarenila, deformacija listova i slabiju ili
jacu nekrozu opisuju i drugi autori bilo na prirodno ili vestacki zaraZzenim biljkama (Soler
et al., 1999; Chatzivassiliou et al., 2000; Thomas-Carroll and Jones, 2003; Coutts et al.,
2004). Krsti¢ i sar. (2008) navode da se infekcija ovog virusa odlikuje simptomima Zzutila
lis¢a 1 citavih biljaka, mozaika sa koncentricnim prstenastim pegama ili hloroticnim
linijskim mozaikom na starijem liS¢u, a Cesta je 1 pojava bronzane boje liS¢a. Slicne
simptome tipa mozai¢ne prstenaste pegavosti i nekroticne prstenaste pegavosti navodi
Rusevski (2001). Prisustvo CMV utvrdeno je u uzorcima paprike sa izrazenim simptomima
mozaika 1 hloroti¢nog proSaravanja. Ono §to je karakteristicno za biljke zarazene ovim
virusom, uz navedene simptome, su i deformacija ili blaga klobucavost listova. Krsti€ i
Vico (2004) navode kao pocetne simptome koje ovaj virus izaziva, hloroti¢ni mozaik, dok
se u kasnijim fazama javljaju hlorotiéne pege nepravilog oblika. Cest tip simptoma je i
nekroza do koje dolazi u kasnijim fazama razvoja mozai¢nih Sara i pega. Hloroti¢ne lokalne
lezije i sistemi¢ni mozaik takode su karakteristicni simptomi koje izaziva CMV (Ozaslan
et al., 2006; Zitikaité and Samuitiené, 2009). Tokom ovih istrazivanja, najces¢i simptomi
zabeleZeni na paprici zarazenoj virusom AMYV su hloroti¢no belicaste pege razli¢itog oblika
1 veli¢ine koje se vremenom spajaju, tako da u nekim sluc¢ajevima zahvataju i Citave liske, a
vrlo sliéni simptomi su rasute bele do Zute tackice koje mogu prekriti celu lisku. Simptomi
na listovima paprike zarazene sa AMV uocene tokom ovih istrazivanja bili su sli¢ni

opisima simptoma koje navode Mijatovié¢ i sar. (2007). Simptomi koji su se javljali na
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paprici za koju je utvrdeno da je zarazena virusom PMMoV, bili su u vidu proSaranosti
listova tamnozelenim povr$inama rasutih po celoj liski, §to je u saglasnosti sa navodima
literature (Sevik, 2011; Svoboda et al., 2006). lako su u saglasnosti sa opisom simptoma,
ne moze se na osnovu simptoma rec¢i o kom je virusu re¢, jer su takvi simptomi opisani i za
neke druge viruse paprika, na primer simptomi koje izaziva Pepper mottle virus (PeMoV)
su veoma sli¢ni simptomima PVY (Zitter and Florini 1984), simptomi Tomato spotted
wilt virus su veoma sli¢ni simptomima koje izaziva Curly top viruses (virus kovrdzavosti
vrha) na paprici (Koike et al., 2010).

Kod odredenog broja biljaka koji su ukazivali na simptome Vviroznih oboljenja nisu
konstatovani ispitivani virusi. Objasnjenje moze biti prisustvo virusa koji nisu uklju¢eni u
istrazivanja ili to da simptomi inficiranih biljaka mogu li¢iti na simptome koje prouzrokuju
patogene gljive i1 bakterije, a takode Cesto moze da dode do zabune kod uspostavljanja
dijagnoze izmedu simptoma prouzrokovanih viroznim oboljenjima i simptoma koji se
javljaju kao posledica nepravilno primenjenih herbicida ili oStecenja od zagadenja vazduha
ili nedostatka mineralnih materija. Stoga, simptomi, koliko god bili izrazeni i
karakteristi¢ni, ipak samo ukazuju na postojanje zaraze virusom, a konac¢na tac¢na dijagnoza
moze se postaviti samo primenom odgovarajuéih laboratorijskih analiza. Dakle, ako se
dijagnostika viroza na biljkama vrs$i samo na osnovu simptoma ¢esto moze da dode i do

greSaka (Ozaslan et al., 2006).

6.3. Molekularna detekcija i identifikacija virusa paprike

Seroloska detekcija virusa koji su tokom ovog rada dokazni u prirodno zaraZzenim
biljkama paprike, potvrdena je primenom metode reverzne transkripcije pra¢ene lanéanom
reakcijom polimeraze (Reverse Transcription and Polymerase Chain Reaction, RT-PCR).
RT-PCR metoda je primenjena za detekciju i identifikaciju izolata CMV, PVY, TSWV,
AMV i PMMoV koji predstavljaju najznacajnije viruse paprike, a koji su prethodno
identifikovani seroloSkom metodom.

Ekstrakcija RNA iz lis¢a prirodno zarazenih biljaka paprike izvedena je primenom

Rneasy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany) ¢ime se obezbeduje najbolji kvalitet
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totalne RNA i dobijaju najpouzdaniji rezultati prilikom daljeg testiranja (Dietzgen et al.,
2005).

6.3.1. Detekcija CMV primenom RT-PCR metode

Detekciju Cetiri izolata CMV omogucdila je primena ,,One-step RT-PCR. Ovu
metodu koristili su u svojim istrazivanjima u cilju ustanovljavanje prisustva CMV brojni
istrazivaci (Gildow et al., 2008; Raj et al., 2008; Chen et al., 2011). Za potvrdu o
prisustvu CMV u testiranim uzorcima listova paprike koriS¢eni su prajmeri CMV
Aulu/CMV Au2d koji umnozavaju segment DNK finalne duzine 847 bp koji obuhvata
kodiraju¢i gen za proteinski omota¢ virusa (Stankovi¢ et al., 2011). Kod sva cetiri
ispitivana izolata doslo je do amplifikacije jednog jasnog benda ocekivane veli¢ine, ¢ime je
potvrdena pripadnost ispitivanih izolata virusu mozaika krastavca.

Molekularna metoda na bazi PCR-a je mnogo pogodnija od seroloskih metoda za
dobijanje informacija o virusnom genomu i za filogenetske analize. Kombinovano
korisc¢enje seroloskih i molekularnih metoda preporucuje se za epidemioloska proucavanja i
proucavanja varijabilnosti izolata u okviru populacije CMV (Deki¢ i sar., 2008a; Golnaz
et al., 2009). Molekularne metode zasnovane na PCR-u, su osetljivije i preciznije od
seroloskih (Jacobi et al., 1998; Bousalem et al., 2000) i imaju prednost pri detekciji virusa
kada se nalaze u biljci u niskoj koncentraciji, Sto moZe biti slucaj i sa nekim izolatima
CMV (Chen et al., 2003; Yu et al., 2005; Chen et al., 2011). U ovim istrazivnjima
koris¢ena metoda RT-PCR omogucila je uspesnu amplifikaciju, pri ¢emu nije bilo
problema sa niskom koncentracijom kori$¢enih izolata, kako primenom serolo§ke metode
tako i primenom RT-PCR-a.

Koris¢enje RT-PCR i CMV specifi¢nih prajmera u jednom koraku (jednoj tubi)
omogucava jednostavnu, brzu 1 preciznu detekciju, te se kao takva moze koristiti u
dijagnostickim laboratorijama, kao jednostavna alternativa seroloskim analizama (Pekié,
2010; Ali and Kobayashi, 2010). Ova istrazivanja su pokazala da to vazi i za dokazivanje

CMV u paprici i da je ovaj protokol koji je primenjen u izradi ove disrtacije pouzdan.
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6.3.2. Detekcija PVY primenom RT-PCR metode

Molekularna detekcija Cetiri izolata PVY obavljena je primenom ,,One—step* RT—
PCR metode prema protokolu proizvodaca, uz koriS¢enje univerzalnih prajmera za PVY
(PVYc/PVYd). Primenom para prajmera PVYc/PVYd (Marie—Jeanne Tordo et al., 1995;
Glais et al., 1996), ¢ije sekvence umnozavaju deo genoma vezan za sekvencu 5’
neprepisujuceg (5° UTR) regiona i gena za P1 protein, utvrdeno je prisustvo fragmenta
veli¢ine oko 975 bp kod sva Cetiri ispitivana izolata.

Posto je prevencija najefikasnije sredstvo za kontrolu ovog virusa, $to pored ostalog
zahteva i rano otkrivanje zaraze u ranoj fazi, takva metoda treba da bude selektivna i
specifi¢na. Molekularna dijagnostika je metod koji ispunjava ove zahteve (Helgera et al.,
2001). Bulaji¢ i sar. (2006) i Deki¢ i sar. (2007b), u cilju detekcije virusa crticastog
mozaika krompira u duvanu koristili su takode ove prajmere, dok su Glais et al. (1996)
primenom ovih prajmera detektovali 18 izolata PVY razlicitih sojeva. Obzirom da su izolati
PVY na osnovu lokalnih i sistemi¢nih simptoma na razli¢itim sortama krompira, duvana i
biljci Physalis floridana, podeljeni na tri soja: PVY® (obicni soj), PVY™ (nekroticni soj) i
PVY® (crtiGasti soj), a takode i zbog postojanja veéeg broja rekombinantnih sojeva:
PVY"™ (Croslin et al., 2002; Ohshima et al., 2000; Salazar et al., 2000), PVYZ (Jones,
1990), PvYN w (Chrzanowska, 1991; Blanko-Urgoiti et al., 1998; Kerlan et al., 1999,
Glais et al., 2005) kao i PVY"N (Sing et al., 2003), univerzalni prajmeri su vrlo znacajni u
detekciji PVY na razli¢itim biljnim vrstama (Schubert et al., 2007). PVY izolati koji su
infektivni prema paprici su manje proucavani i prema Gebré Sélassié et al. (1985) izolati
virusa PVY sa paprike svrstani su u tri patotipa PVY-0, PVY-1i PVY-1-2, u zavisnosti od
mogucénosti da prevazidu gene otpornosti (vyl, vy2) prisutne u nekoliko sorti paprike.
Prema Choi et al. (2005b) u okviru ova tri patotipa, izolati se dalje grupiSu na obicne i
nekroti¢ne, u zavisnosti da li prouzrokuju simptome u vidu promene boje duz nerava lista
ili simptome u vidu nekroze lista.

Koris¢enje RT-PCR i PVY univerzalnih prajmera u jednom koraku (jednoj tubi)

omogucava jednostavnu i brzu detekciju, naroCito zbog postojanja veceg broja sojeva kao 1
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rekombinantnih sojeva ovog virusa, stoga je preporucljivo da se ova metoda koristi u

dijagnostickim laboratorijama.

6.3.3. Detekcija TSWV primenom RT-PCR metode

Molekularna detekcija tri odabrana izolata TSWV izvrSena je primenom ,,One—
step® RT-PCR kita po protokolu proizvodaca, uz koris¢enje tri para prajmera: L2 TSWV
F/L1 TSWV R, TSWVgene F/TSWVgene R i TSWV CP-f/TSWV CP-r.

Primenom prajmera L2 TSWV F/L1 TSWV R (Mumford et al. 1996a;
OEPP/EPPO, 2004), koji omogucéavaju amplifikaciju RdRp gen L RNA (delimi¢na
sekvenca gena za RNA-zavisnu RNA polimerazu), prisustvo fragmenta oc¢ekivane veli¢ine
ustanovljeno je u svim ispitivanim izolatima. Kori§¢enjem razli¢itih parova prajmera,
odgovornih za amplifikaciju razli¢itih regiona genoma virusa utvrdeno je da najveéu
specifi¢nost i pogodnost u pogledu detekcije TSWV u biljnom materijalu imaju prajmeri
odgovorni za amplifikaciju gena NC protein (Zindovié¢, 2010). Tako je pomoc¢u prajmera
TSWV CP-f / TSWV CP-r (Vuéurovi¢ et al., 2011), koji omogucavaju amplifikaciju NC
gena S RNA uspesno detektovano prisustvo fragmenta veli¢ine oko 738 bp kod svih
ispitivanih izolata. Primenom prajmera TSWVgene F/TSWVgene R (Jain et al., 1998;
Pappu et al., 1998; Holguin—-Pefia and Rueda—Puente, 2007), koji takode omogucavaju
amplifikaciju NC gena S RNA TSWV, utvrdeno je prisustvo fragmenta veli¢ine oko 800 bp
kod jednog ispitivanog izolata (PL-35-09), dok kod izolata PL-14-10 i PL-60-09 nije doslo
do pojave o¢ekivanog amplikona. Ispitivanja su pokazala, da su TSWV CP-f / TSWV CP-r
najpogodniji prajmeri za rutinska testiranja paprike na prisustvo TSWV.

U cilju proucavanja epidemiologije virusa i1 unapredenja kontrole TSWV
neophodno je sprovesti pouzdanu detekciju i identifikaciju virusa u razli¢itim biljnim
vrstama (Dietzgen et al., 2005). Takode, ta¢na i brza dijagnoza virusa je veoma bitan faktor
u kontroli biljnih virusa, kao $to je TSWV, medutim seroloske metode posebno ELISA
metod, se trenutno najcescée koristi u rutinskoj detekciji virusa iz zarazenih bijaka. Utvrdeno
je da je PCR metoda pogodnija za detekciju TSWV u odnosu na ELISA metod, u biljkama

u kojima se nalazi u veoma niskoj koncentraciji, zbog svoje veée osetljivosti (Krstié i sar.,

124



2008a; Deki¢ i sar., 2008). Analize na bazi nukleinskih kiselina kao Sto je PCR su
osetljivije 1 specifi¢nije od seroloskih metoda, a neke od varijanti se koriste 1 u rutinskoj
analizi (Henson and French, 1993). Reverznu transkripciju (RT-PCR) za detekciju raznih
Tospovirus-a razvili su i opisali brojni autori (Dewey et al., 1996; Mumford et al., 1994;
Mumford et. al., 1996a). Mumford et al. (2000) razvili su real-time RT-PCR metodu na
bazi TagMan tehnologije, koja je veoma osetljiva tehnika, pogodna za velika testiranja kao

| za ispitivanje prisustva Tospovirus-a u tripsima.

6.3.4. Detekcija AMV primenom RT-PCR metode

Razvijen je veci broj metoda za detekciju i1 identifikaciju razli€itih izolata virusa
mozaika lucerke zasnovanih na razli¢itim osobinama virusa. Pored biotesta zasnovanog na
koris¢enju indikator biljaka kao $to su Pisum sativum, Amaranthus retroflexus, Nicotiana
tabacum, Chenopodium amnaranticolor i dr. (Zitikaité and Samuitiene, 2008) najcesca
metoda koja se koristi za detekciju AMV na razli¢itim biljnih vrstama je ELISA test (PeSié
and Hiruki, 1986; Bulaji¢ i sar., 2010; Petrovi¢, 2008). Xu and Nie (2006) navode da se
pravilna identifikacija Alfamovirus—a moze obaviti i na osnovu izgleda Cestica koris¢enjem
elektronskog mikroskopa. Medutim, molekularne metode zasnovane na RT-PCR-u, zbog
svoje velike osetljivosti i preciznosti (Robinson, 1992), imaju prednost pri detekciji virusa
kada se nalaze u biljci u niskoj koncentraciji, $to moZe biti Cest slucaj sa AMV. Stoga
molekularna detekcija tri izolata AMV iz paprike izvrSena je primenom ,,One—step* RT—
PCR metode i koris¢enjem prajmera koji omogucavaju amplifikaciju CP gena, CP
AMV1/CP AMV?2. Primenjene prajmere koristili su brojni istrazivaci (Finetti-Sialer et al.,
1997; Parella et al., 2000) kako bi omoguc¢ili amplifikaciju dela genoma vezanog za CP
gen izolata AMV iz paprike. Prisustvo fragmenta veli¢ine oko 751 bp omogudilo je
molekularnu detekciju ovog virusa 1 potvrdu rezultata ispitivanja primenom seroloSke
metode. U tom smislu primenjena RT-PCR metoda uz upotrebu specificnih prajmera
CPAMVI1/CPAMV?2 pokazala se uspesnom za detekciju i identifikaciju izolata AMV iz

duvana Srbije (Peki¢, 2010), kao i izolata ovog virusa iz paprike.
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6.3.5. Detekcija PMMoV primenom RT-PCR metode

Detekcija izolata PMMoV na molekularnom nivou obavljena je primenom ,,One—
step” RT-PCR metode uz koris¢enje prajmera P12/3/P12/3A (Velasco et al., 2002) i
PMR1/ PMF1 (Hamada et al., 2002) koji omogucavaju amplifikaciju RdRp i CP gena
virusa.

Prisustvo PMMoV dokazano je u naSoj zemlji (Krsti¢ i sar., 1996), ali koris¢enjem
konvencionalnih metoda, pomocu test biljaka, tako da ova istrazivanja predstavljaju prvu
molekularnu detekciju ovog virusa u uzorcima zarazene paprike u Srbiji. Primenom
P12/3/P12/3A prajmera koji omogucavaju amplifikaciju RdRp, kod ispitivanih izolata iz
paprike doslo je do amplifikacije fragmenta veli¢ine oko 836 bp $to potvrduje prisustvo
PMMoV u testiranim uzorcima, na osnovu litraturnih podataka (Velasco et al., 2002).

Aktivnoséu prajmera PMRI1/PMFI1, koji omogucavaju amplifikaciju CP gena
virusa, kod ispitivanog izolata iz paprike dobijen je fragment veli¢ine oko 550 bp, medutim,

primenom ovog para prajmera Hamada et al. (2002) su dobili fragment veli¢ine 474 bp.

6.4. Analiza nukleotidnih sekvenci i geneticka identi¢nost izolata virusa paprike

poreklom iz Srbije sa izolatima virusa iz drugih delova sveta

Molekularna identifikacija najznacajnijih virusa paprike obavljena je nakon
sekvencioniranja odredenih delova genoma karakteristicnih za pojedine viruse, zatim
viSestrukog uparivanja dobijenih sekvenci sa sekvencama drugih izolata dostupnih u
GenBank bazi podataka kao i prorac¢unom geneticke identi¢nosti sekvenci ispitivanih
izolata i sekvenci izolata virusa iz razli¢itih geografskih regiona. Za ovu analizu odabrani
su izolati za koje je primenom seroloskih i molekularnih metoda utvrdeno da pripadaju

CMV, PVY, TSWV, AMV i PMMoV.
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6.4.1. Analiza nukleotidnih sekvenci i geneticka identi¢nost izolata CMV

Ranija istrazivanja populacije CMV kod nas bila su usmerena na izolate poreklom
iz paradajza, paprike, obi¢ne tikve (Dukié i sar., 2004b) i duvana (Pekié, 2010), i tom
prilikom je izvrSena identifikacija CMV poredenjem dobijenih sekvenci sa sekvencama
drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka kao i proraunom geneticke identi¢nosti
sekvenci ispitivanih izolata i sekvenci izolata virusa iz razli¢itih geografskih regiona.

Medusobna geneticka identi¢nost izolata CMV (PL-43-09, PL-25-09 i PL-52-09)
izolovanih iz paprike sa lokaliteta Smederevo, Zabalj i Horgo$ kao i identi¢nost sa
izolatima poreklom iz razli¢itih delova sveta ispitana je analizom sekvenci CP gena.
Proracun geneticke identi¢nosti CP gena, pokazao je visok stepen nukleotidne (98,1-99,7%)
i aminokiselinske (98,6-100%) homologije izmedu ispitivanih izolata i izolata iz razli¢itih
geografskih regiona. Najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti ispitivani izolati pokazali su sa
izolatima iz Amerike, Australije, Spanije i Srbije, dok su potpunu identi¢nost u
aminokiselinskoj sekvenci (100%) ispitivani izolati ispoljili sa ve¢inom izolata odabranih iz
GenBank baze podataka. Prora¢unom medusobne geneticke identi¢nosti sekvenci izolata
dobijenih u ovom radu, utvrden je visok stepen nukleotidne identi¢nosti (99,2-99,5%). Na
osnovu visokog stepena homologije sekvenci sva tri ispitivana izolata, potvrdeno je da
odabrani ispitivani izolati iz paprike pripadaju virusu mozaika krastavca.

Na osnovu istrazivanja Vucurovi¢ i sar. (2010) BLAST analiza pokazala je 93 do
99% nukleotidne identi¢nosti izolata CMV iz tikve poreklom iz Srbije, sa sekvencama CP
gena drugih izolata CMV deponovanih u GenBank bazi podataka. Najvisi stepen
identi¢nosti 99,2%, izolat je pokazao sa izolatima iz cukinija, dinje i paradajza iz Spanije, a
najmanju identi¢nost od 93,1% sa izolatom iz Koreje iz Nicotiana tabacum cv. Burley21.
Peki¢ (2010) navode da je stepen nukleotidne identi¢nosti izolata iz duvana iz Srbije sa

izolatima CMV S-1 podgrupe dostupnih u GenBank bazi podataka preko 93%.
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6.4.2. Analiza nukleotidnih sekvenci i geneticka identi¢nost izolata PVY

Medusobna geneticka identi¢nost PL-15-09, PL-28-09, PL-3-10 i P-108-10 izolata
PVY izolovanih iz paprike sa lokaliteta Srbobran, Velika Plana, Pecinci i Aleksinac, kao i
identi¢nost sa izolatima poreklom iz razliitih delova sveta ispitana je analizom sekvenci
gena za P1 protein. Upotreba MEGAA4 softvera pokazala je 98,8-100% nukleotidne i 98,2-
100% aminokiselinske identi¢nosti ispitivanih izolata sa sekvencama CP gena drugih
izolata PVY deponovanih u GenBank bazi podataka. Proratunom geneticke identi¢nosti
sekvenci izolata dobijenih u ovom radu, utvrden je visok stepen nukleotidne identi¢nosti
koji se kretao od 99,1% do 99,9%. Najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti ispitivani izolati
pokazali su sa izolatom S| 64 iz krompira poreklom iz Slovenije, izolatom D35-06 iz
duvana poreklom iz Srbije i izolatom 38MYPVY iz krompira iz Kolumbije. Sa ve¢inom
odabranih izolata iz GenBank baze padataka, ispitivani izolati pokazuju visok stepen
homologije aminokiselinskih sekvenci (99,6%-100%). Utvrdena nukleotidna identi¢nost
ispitivanih izolata PVY iz paprike poreklom iz Srbije, sa ostalim PVY izolatima, potvrduje
njihovu identifikaciju kao PVY.

Ranija istrazivanja populacije PVY poreklom iz duvana u Srbiji pokazala su samo
prisustvo nekroti¢nog soja (Bulaji¢ et al., 2006; Dekié¢ et al., 2007b). Nie and Singh
(2002) ustanovili su da tipi¢ni PVYN i PVYN™ izolati pokazuju oko 70% identi¢nosti sa
izolatima PVY®, dok je stepen nukleotidne identi¢nosti izolata iz razli¢itih biljnih vrsta u
okviru PVY" soja veci, 90%.

Kada se govori o nukleotidnoj sli¢nosti treba imati na umu da svaki rod virusa kao
Sto je Potyvirus, kojoj pripada PVY, ima odredene molekularne kriterijume po kojima se
izolat razvrstava. Smatra se da nukleotidna povezanost sekvenci genoma postoji ako je
identitet amino Kiselinske sekvence regiona CP manji od 80% a identitet nukleotidne
sekvence manji od 85% od celog genoma (Plyusnin et al., 2011). Adams et al. (2005) su
izneli da je 76-77% nt sekvence CP gena optimalan demarkacioni kriterijum za
identifikaciju Potyvirus-a. Osim toga, Aleman-Verdaguer et al. (1997) i Shukla et al.
(1994) su izneli da je identitet aa sekvence regiona CP medu izolatima Potyvirus-a preko

90%. Filogenetska analiza optimizovanih nukleotida (NT) predstavnika iz familije
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Potiviridae ukazuje na redosled vrsta u porodici i obezbeduje snaznu podrsku za nekoliko
podgrupa u okviru roda Potyvirus. Adams et al. (2005) su ustanovili da veéina vrsta u
okviru roda Potyvirus imaju 50-55% nukleotidne identiti¢nih sa drugim ¢lanovima roda, ali
da postoje znacajne grupe koje blize korespondiraju i1 kod kojih je nukleotidna identi¢nost
veca 76%, dok je aminokiselinska identi¢nost ve¢a 82%. Analizirajuéi rezultate istrazivanja
Adamsa et al. (2005) i Plyusnin et al. (2011) koji ukazuju na kriterijume koji odreduju
pripadnost odredenog virusa nekoj porodici, odnosno rodu, ispitivani izolati pripadaju PVY
vrsti, poSto im je nukleotidna identi¢nost sa ostalim izolatima PVY veca od 77% a

aminokiselinska slicnost veéa od 90%.

6.4.3. Analiza nukleotidnih sekvenci i geneticka identi¢nost izolata TSWV

Primena i1 razvoj molekularnih metoda omogudéili su utvrdivanje taksonomske
poveznosti virusa bronzavosti paradajza sa ¢lanovima familije Bunyaviridae i njegovo
svrstavanje u poseban rod (Law et al., 1992), kao i pouzdanu identifikaciju i
karakterizaciju TSWV kod razli¢itih biljaka domacina i u razli¢itim geografskim
regionima.

Nakon sekvencioniranja PCR produkata dobijenih koris¢enjem para prajmera
TSWV CP-f/TSWV CP-r koji omogucavaju amplifikaciju CP gena, dobijene delimi¢ne
sekvence NC gena odabranih izolata uporedene su medusobno kao i sa sekvencama drugih
izolata TSWV dostupnih u GenBank bazi podataka. Rezultati su pokazali visok stepen
nukleotidne identi¢nosti (98,7-100%) odabranih izolata sa sekvencama drugih izolata
TSWV dostupnim u GenBank bazi podataka, kao i visok stepen aminokiselinske
identi¢nosti (97,8-100%). Najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti sva tri izolata pokazala su
sa izolatom Sr-603 iz paradajza iz Srbije (GU369723). Sekvencione analize NC gena
koriste se i kao kriterijumi prilikom definisanja i opisivanja novih Tospovirus-a, obzirom na
visok nivo odstupanja u nukleotidnoj sekvenci NC regiona razli¢itih virusa ovog roda
(Pappu et al., 2000). Sto znadi da bi neki izolat bio opisan kao novi Tospovirus, potrebno
je da procenat homologije aminokiselinske sekvence njegovog NC proteina bude manji od

90% u poredenju sa istom sekvencom poznatih virusa ovog roda (Goldbach and Peters,
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1994). Istrazivanja Sivparsad and Gubba (2008) ukazuju da ne postoji visok stepen
varijabilnosti unutar NC sekvence izolata iz juzne Afrike i izolata drugih geografskih
regiona. Visok stepen homologije nukleotidne sekvence NC gena (95-98%) razlicitih
ispitivanih izolata iz Bugarske i Nemacke saopstili su Heinze et al. (2003), a
Chatzivassiliou et al. (2000) su utvrdili 96% do 99% homologije u nukleotidnoj sekvenci
NC gena ispitivanih izolata poreklom iz Grcke i izolata dostupnih u GenBank bazi
podataka. Peki¢ (2010) ispitivala je geneticku identi¢nost izolata TSWV izolovanih iz
duvana sa lokaliteta BeSka sa ostalim izolatima TSWV poreklom iz razlicitih delova sveta,
¢ime se pokazalo da se homologija sekvenci NC gena kretala se od 96,8% do 99,1%, NSm
gena 92,7% do 98,9%, dok je homologija sekvenci RdRp gena takode bila visoka i kretala
se od 96% do 100%. Na osnovu visokog stepena homologije sekvenci, potvrdeno je da
odabrani izolati, PL-35-09, PL-60-09 i PL-14-10 iz paprike pripadaju virusu bronzavosti
paradajza.

Na osnovu sekvenci NC gena, izolati PL-35-09, PL-60-09 i PL-14-10 pokazuju
izuzetno visok stepen homologije, pri ¢emu sva tri izolata medu sobom pokazuju
identi¢nost od 99,7%, tako da se na osnovu sekvence NC gena ne moze zakljuditi da
izmedu ovih izolata postoji varijabilnost. Takode, izolati TSWYV iz duvana poreklom iz
Srbije pokazuju nukleotidnu identi¢nost medu sobom od 99,9% do 100% (Pekié, 2010).
lako izolati TSWV poreklom sa razli¢itih domacina ispoljavaju veliku varijabilnost i u
prirodi se javljaju kao kompleks sojeva (de Avila et al., 1990; Mandal et al., 2006),
utvrden je visok stepen nukleotidne identi¢nosti NC gena TSWYV izolata Sirom sveta (de
Avila et al., 1993; Pappu et al., 1998). Visok stepen nukleotidne identi¢nosti (>95%) NC
gena utvrdili su i Dietzgen et al. (2005) ispituju¢i Australijske izolate TSWV poreklom iz
razli¢itih delova kontinenta i razli¢itih domacina, a takode, su i Persley et al. (2006)
utvrdili minimalne razlike izmedu NC sekvence Australijskih izolata poreklom iz paprike,

salate, paradajza, krompira i nekoliko vrsta ukrasnih biljaka.
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6.4.4. Analiza nukleotidnih sekvenci i geneticka identi¢nost izolata AMV

Molekularna ispitivanja izolata AMV dobijenih u toku ovih istrazivanja, osim
detekcije bila su usmerena i na njihovu identifikaciju. Geneticka identi¢nost izolata P-27-09
(Velika Plana), PL-2-10 (Pecinci) i P-10-10 (Backa Topola), ispitana je poredenjem
sekvence CP gena odabranog izolata sa sekvencama drugih izolata dostupnih u GenBank
bazi podataka.

BLAST analiza pokazala je visok stepen nukleotidne sli¢nosti sekvence ispitivanog
izolata sa sekvencama gena za protein omotaca drugih izolata AMV. Proracun geneticke
identicnosti CP gena, pokazao je visok stepen nukleotidne (97,5-100%) i aminokiselinske
(97,5-100%) homologije izmedu ispitivanih izolata i izolata iz razliCitih geografskih
regiona. ProraCunom geneticke identi¢nosti sekvenci izolata dobijenih u ovom radu,
utvrden je visok stepen nukleotidne identi¢nosti izmedu ispitivanih izolata (98,7-99,6%).
Najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti ispitivani izolati AMV pokazali su sa izolatima iz
Srbije, Japana, Amerike, Novog Zelanda i Holandije. Potpunu homologiju u
aminokiselinskoj sekvenci ispitivani izolati pokazali su sa izolatima iz Srbije, Kine, Japana,
Amerike i iz Australije. Prema tome, na osnovu visokog stepena homologije sekvence CP
gena, potvrdeno je da ispitivani izolati iz paprike pripadaju virusu mozaika lucerke.

Finetti Sialer et al. (1997) su u Italiji izolovali i okarakterisali novi soj AMV-
Danza, koji izaziva simptome hloroze i nekroze na paradajzu i ispoljava 99-96%
identicnosti u sekvenci gena za protein omotaca sa ostalim ranije opisanim izolatima.
Uporedivanjem sekvenci za protein omotaca, viSe izolata sa razliCitim geografskim
poreklom, Parrella et al. (2000) ustanovili su da njihova geneti¢ka identi¢nost iznosi 93-
99% na nivou nukleotidne sekvence, odnosno 92 -100% na aminokiselinskom nivou. Visok
stepen nukleotidne identi¢nosti (>98%) CP gena utvrdili su i Xu and Nie (2006) ispitujuci
8 izolata ovog virusa iz krompira poreklom iz Kanade.

Kako u rodu Alfamovirus, postoji samo jedan ¢lan, AMV, ne postoje demarkacioni

kriterijumi za razlikovanje vrsta u okviru ovog roda (Plyusnin et al., 2011).
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6.4.5. Analiza nukleotidnih sekvenci i geneticka identi¢nost izolata PMMoV

Populacija PMMoV poreklom iz Srbije do sada nije ispitivana na molekularnom
nivou, nije poznata geneticka struktura, kao ni variranje srpskih izolata u odnosu na izolate
PMMoV poreklom iz Evrope i drugih delova sveta. S obzirom da nije poznata geneticka
struktura populacije PMMoV prisutne u usevu paprike, molekularna ispitivanja izolata
PMMoV dobijena u toku ovih istrazivanja, osim detekcije bila su usmerena i na njihovu
identifikaciju.

Medusobna geneticka identi¢nost P-57-09, P-60-09 i P-3-10 izolata PMMoV
izolovanih iz paprike iz lokaliteta Conoplja i Purdevo, kao i identi¢nost sa sekvencama
drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka, ispitana je poredenjem nukleotidne
sekvence CP i RdRp regiona.

Proracun geneticke identi¢nosti CP gena izmedu ispitivanih izolata i izolata
PMMoV dostupnih u GenBank bazi podataka iz razli¢itih geografskih regiona, pokazao je
visok stepen nukleotidne (97,5-100%) i aminokiselinske (98,5-100%) homologije.
Proracunom geneti¢ke identi¢nosti sekvenci dobijenih u ovom radu utvrden je visok nivo
identiCnosti ispitivanih izolata 99,5-100%. Najvisi stepen identi¢nosti, odabrani izolati
PMMoV iz paprike poreklom iz Srbije pokazali su sa izolatima iz Madarske, Spanije, Kine,
Italije, Brazila i iz Francuske. Potpunu identi¢nost u aminokiselinskoj sekvenci (100%) nasi
ispitivani izolati ispoljili su sa ve¢inom izolata odabranih iz GenBank baze podataka.

Proracun geneti¢ke identi¢nosti RdRp gena izmedu ispitivanih izolata i izolata iz
razli¢itih geografskih regiona, pokazao je visok stepen nukleotidne (97,1-99,7%) |
aminokiselinske (93,3-99,2%) homologije. Proracunom geneti¢ke identi¢nosti sekvenci
dobijenih u ovom radu utvrdeno je da izolati medu sobom imaju 99,4-100% nukleotidne
identicnosti. NajviSi stepen nukleotidne identi¢nosti ispitivani izolati su pokazali sa
izolatima iz Japana i Koreje.

Najveci stepen homologije aminokiselinskih sekvenci, ispitivani izolati ispoljavaju
sa izolatom iz Japana. Na osnovu visokog stepen homologije CP i RdRp sekvenci
ispitivanih izolata sa sekvencama dostupnim u NCBI bazi podataka, dokazano je da svi

ispitivani izolati pripadaju PMMoV.
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Identifikaciju virusa blagog Sarenila paprike na osnovu proucavanja sekvenci
saopstili su i drugi autori (Hamada et al., 2002; Velasco et al., 2002; Verhoeven et al.,
2002). Na osnovu istrazivanja sprovedenih od strane Kalman (2001), Madarski izolati
pokazuju visok stepen identi¢nosti nukleotidne sekvence sa ranije opisnim izolatima (94-

99%), dok je stepen identi¢nosti aminokiselinske sekvence 95-100%.

6.5. Filogenetska analiza virusa paprike

Molekularna ispitivanja odabranih izolata iz paprike poreklom iz Srbije su osim
detekcije i identifikacije obuhvatila i karakterizaciju virusa, u cilju prouc¢avanja geneticke
stukture i variranja ispitivanih izolata u odnosu na izolate poreklom iz Evrope i drugih
delova sveta. Filogenetska analiza uradena je na osnovu delimi¢ne sekvenca CP gena
izolata CMV, TSWV i AMV, delimi¢ne nukleotidne sekvence gena za P1 protein izolata
PVY, kompletne sekvence CP gena izolata PMMoV. Dobijene sekvence su uparene sa
odgovaraju¢im odabranim sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka i
rekonstruisano je filogenetsko stablo Maximum Parsimony metodom i bootstrap analizom

sa 1 000 ponavljanja integrisanog unutar MEGA 4 programa.

6.5.1. Filogenetska analiza CMV izolata

Veliki broj razlicitih sojeva virusa mozaika krastavca, njihovih grupa i podgrupa je
do danas opisano (Kaper and Waterworth, 1981; Perry et al., 1993). Veliki broj sojeva
virusa mozaika krastavca prijavljenih iz celog sveta svrstani su u dve podgrupe, podgrupu |
i podgrupu II, na osnovu bioloskih, seroloskih (Hu et al., 1995; llardi et al., 1995) i
molekularnih osobina (Owens and Palukaitis, 1988; Owenet et al., 1990; Rizos et al.,
1992; Sialer et al., 1999). Filogenetskom analizom, na osnovu sekvenci gena, podgrupa |
se dalje moze podeliti podgrupe IA i IB (Palukaitis and Zaitlin, 1997; Roossinck et al.,
1999; Roossinck, 2002). U podgrupu IB svrstani su Isto¢noazijski izolati CMV dok u
podgrupu 1A su svrstani sojevi iz celog sveta (Roossinck et al., 1999). Rezultati Liu et al.

(2009) su pokazali da bi se izolati CMV geneti¢ki mogli podeliti u tri grupe I, II, i III na
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osnovu gena koji kodiraju MP, CP, 1a, i 2a proteine i u dve grupe na osnovu gena 2b.
Grupa | bi se dalje mogla podeliti u dve podgrupe (1A i IB) na osnovu gena koji kodiraju
CP, MP, 2a, i 2b proteine i u tri podgrupe (1A, IB, i IC) na osnovu gena koji kodira 1a
protein.

Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu 38 sekvenci CP gena, ukljucujudi i tri
izolata iz paprike iz Srbije pokazalo je razdvajanje odabranih izolata CMV u dve grupe I i
II, sto su opisali i Francki et al. (1979) i Palukaitis et al. (1992). Ispitivani izolati
pripadaju grupi | u koju je svrstana veéina svetskih izolata ovog virusa (Roossinck et al.,
1999). Grupa I je podeljena u dve podgrupe (ia) i (ib) pri ¢emu se izolati iz paprike
poreklom iz Srbije grupiSu u podgrupu (ia) sa ve¢inom sojeva iz celog sveta. Prora¢unom
geneticke udaljenosti CP sekvenci unutar izdvojenih grupa, najmanja varijabilnost
ustanovljena je unutar grupe Il, zatim kod podgrupe la, dok je najveca varijabilnost
zabelezena unutar podgrupe Ib. Najmanja intergrupna varijabilnost izmedu podgrupa Ia i
Ib, dok je izmedu podgrupe la i grupe Il kao i izmedu podgrupe 1b i grupe Il varijabilnost
bila najve¢a. Nukleotidna identi¢nost izolata iz paprike poreklom iz Srbije sa izolatima iz
filogenetskog stabla bila je od 70,1% do 99,7%, a aminokiselinska identi¢nost se kretala od
79 do 100%. Kako navode Yu et al. (2005), stepen nukleotidne identi¢nosti izolata u
okviru CMV S-I podgrupe je od 88,8% do 99,2%, a izmedu izolata S—I i S—1I podgrupe
ispod 80%. Bonnet et al. (2005) isti¢u da vecina izolata CMV (98%) pripada S—1 podgrupi,
a Cak 64% izolata S—IA podgrupi. Veoma izrazenoj varijabilnosti izmedu izolata CMV
doprinose mutacije, rekombinacije i pseudorekombinacije, kao najznacajniji faktori
varijabilosti (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003), ali posebnu paznju treba posvetiti i
veoma znacajnoj trgovinskoj razmeni koja moze znacajno da doprinese pojavi novih
sojeva, gde do tada nisu bili prisutni, kao $to je slucaj sa nedavnom introdukcijom sojeva
IB podgrupe u ltaliju (Gallitelli, 2000). Prisustvo izolata ove grupe, koji mogu da pri¢ine
veoma velike Stete, do tada je bilo karakteristicno samo za Aziju i Ameriku. Sve ove
¢injenice ukazuju na potrebu stalnog pracenja 1 analize strukture populacije virusa mozaika

krastavca kod nas.
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6.5.2. Filogenetska analiza PYV izolata

U ovom radu odredene su i uporedene nukleotidne sekvence CP regiona genoma
Cetiri izolata PVY. Filogenetska analiza 38 sekvenci gena za P1 protein izolata PVY iz
razli¢itih delova sveta, ukljucujuci i Cetiri izolata iz paprike iz Srbije (PL-15-09, PL-28-009,
PL-3-10, PL-108-10), pokazala je njihovo grupisanje u tri osnovna klastera: (i) klaster

kome pripadaju svi izolati nekroti¢nih pvyY" i pyyN™

sojeva, (ii) klaster kome pripadaju
svi izolati PVY® soja i (iii) klaster kome pripadaju izolati PVY® soja. Klaster (i)
nekroti¢nih izolata, moze se podeliti na sub—klaster kome pripadaju izolati iz Evrope i sub—
klaster kome pripadaju izolati poreklom iz Severne Amerike, §to ukazuje da su PVY" i
sojem poreklom sa drugog kontinenta (Peki¢, 2010). Uoceni su i neki izuzeci, kao §to je
svrstavanje nekih izolata iz Kanade i USA u grupu evropskih nekroti¢nih izolata, §to govori
0 njihovom evropskom poreklu i verovatnu introdukciju putem uvoza krompira. Uo¢ena je
1 obrnuta situacija, grupisanje nekih izolata iz Velike Britanije sa severnoamerickim
nekroti¢nim izolatima, Sto govori o postojecem ,,gen flow* izmedu Evrope i Severne
Amerike, a koji je omogucen intenzivnom razmenom biljnog materijala (Pekié, 2010).
Filogenetske analize sekvenci CP gena (Ohshima et al., 2000) i cele genomne sekvence
izolata PVYN™ (Ogawa et al., 2008) poreklom iz Japana pokazuju njihovo grupisanje u
poseban klaster.

Izolati iz paprike poreklom iz Srbije grupiSu se u sub—Klaster (ia) sa ostalim

NTN
Y

evropskim izolatima PVY" i PV sojeva. Ispitivani izolati imaju visoku nukleotidnu i
p J p

aminokiselinsku identi¢nost sa PVYN™

izolatom (SI. 64) iz krompira iz Slovenije.
Nukleotidna identi¢nost izolata PVY iz paprike poreklom iz Srbije sa izolatima iz
filogenetskog stabla bila je od 60,7% do 100%, a aminokiselinska identi¢nost se kretala od
50,7 do 100%. Proracunom geneticke udaljenosti sekvenci u okviru izdvojenih grupa,
najmanja varijabilnost ustanovljena je unutar sub-klastera (ia) gde spadaju i ispitivani
izolati, a poredenjem intergrupne varijabilnosti moze se re¢i da je sub-klaster (ia) imao
najmanju intergrupnu varijabilnost sa sub-klasterom (ib) u koji spadaju izolati iz Amerike,

a najvecu sa klasterom (ii) koji predstavlja izolate koji pripadaju soju PVYc. Smatra se da
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je Sirenje populacije nekroti¢nih sojeva vezano za kontinentalnu i interkontinentalnu
trgovinsku razmenu zarazenih krtola krompira (Lorezen et al., 2006). Sli¢ne podatke daje i
Pekié¢ (2010) zbog velike sli¢nosti izolata iz duvana iz Srbije sa izolatima iz krompira iz
Slovenije. PrenoSenje PVY vaSima na neperzistentan nacin, znali njegovo kratko
zadrzavanje na stiletu vektora (2—4 casa), tako da se njegovo prenoSenje vasima na vecu
udaljenost retko deSava (Berger et al., 1987), §to opet potvrduje prethodne navode. Na
osnovu ovih rezultata utvrdeno je da sva Cetiri izolata iz paprike poreklom iz Srbije
pripadaju grupi nekroti¢nih sojeva, mada se na ovaj nafin ne mogu razlikovati i ne moze

NTN
Y

doneti tadan zakljutak kom soju pripadaju, PVY", odnosno PV Soju.

6.5.3. Filogenetska analiza TSWV izolata

Dosadasnja filogenetska proucavanja Tospovirus roda, odnosila su se na
proucavanje osobina razli¢itih gena, u cilju klasifikacije i karakterizacije razli¢itih
tospovirusa. Utvrdeno je da je stepen geneticke razlicitosti u sekvenci NC gena osnovni
kriterijum klasifikacije Tospovirus-a (Pappu et al., 2000). Takode, vrste roda Tospovirus
su odredene na osnovu specifi¢nosti njihovih vektora, raspona biljaka domacina, seroloskih
odnosa u N proteinu i po kriterijumu da njihova N proteinska sekvenca pokazuje manje od
90% identiteta sa bilo kojom drugom opisanom vrstom roda Tospovirus (Plyusnin et al.,
2011). Prag od 90% identiteta amino-kiseline (AA) tospoviral N sekvenci proteina je jedan
od vaznih kriterijuma za odredivanje vrste virusa i trenutno je opSte prihvacen. Silva et al.
(2001) je predlozio da klasifikacija u okviru roda Tospovirus moze da obuhvati i druge
parametre, kao $to je poredenje sekvenci N i NSm proteina. Lovato et al. (2004) i Nagata
et al. (2007) su predlozili koris¢enje sekvence gena G prekursora u taksonomske svrhe.
Nagata et al. (2007) su takode predlozili upotrebu IGR 3'UTR duZine kao i dodatnih
parametara za razvrstavanje u taksonomiji Tospovirus roda. Na osnovu filogenetskih
analiza N i NSm i geografske rasprostranjenosti, Tospovirus-i su svrstani u dve grupe,
ameri¢ku i evropsku. Virus bronzavosti paradajza svrstan je u ameri¢ku grupu tj. vodi

poreklo sa Americkog kontinenta (Silva et al., 2001). Takode, veliki broj istrazivaca je na
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osnovu filogenetskih istrazivanja dokazao da je u okviru americke grupe opisan veliki broj
geografskih subpopulcija (Tsompana et al., 2005; Sivparsad and Gubba, 2008).

Filogenetska proucavanja virusa bronzavosti paradajza uradena su na osnovu
osobina NC gena izolata poreklom iz razli¢itih geografskih regiona i razli¢itih biljaka
domacina. NC gen tri izolata TSWV sakupljenih u razli¢itim lokalitetima u 2009. i 2010.
godini, sekvencionirani su i na osnovu njihovih i dostupnih sekvenci drugih izolata,
rekonstruisano je filogenetsko stablo. Na rekonstruisanom filogenetskom stablu jasno se
uocava grupisanje izolata u odvojene klastere na osnovu geografskog porekla. Istrazivanja
su pokazala postojanje dve osnovne grupe izolata, evropske i americke, kao 1 veci broj
subpopulacija u okviru americke grupe. Na osnovu varijabilnosti sekvenci NC gena
razli¢itih izolata, izolati su svrstani u Sest klastera, (i) izolati poreklom iz Evrope (vecina
evropskih izolata), (ii) izolati iz Japana, (iii) izolati iz Spanije, (iv) izolati sa Havaja, (v)
izolati iz Kalifornije (vi) izolati iz Dzordzije i Severne Karoline. Isti nacin grupisanja
izolata TSWYV iz razli¢itih delova sveta, a na osnovu sekvenci NC i Nsm gena utvrdili su i
Tsompana et al. (2005).

Rezultati filogenetskih analiza, sprovedenih u ovom radu, pokazuju da se izolati
TSWYV poreklom iz paprike iz Srbije nalaze u klasteru koji ¢ini veéina izolata iz Evrope
(Bugarska, Italija, Nemacka, Ceska Republika, Holandija i Srbija), poreklom sa razli¢itih
domacina, ukljucujuci i papriku. Najvecu geneticku identi¢nost izolati iz paprike poreklom
iz Srbije pokazali su sa izolatima iz duvana iz Srbije (99,8%), dok je nukleotidna
identi¢nost izolata TSWYV iz paprike poreklom iz Srbije sa izolatima iz filogenetskog stabla
bila od 95,4% do 99,8%, a aminokiselinska identi¢nost se kretala od 88,2 do 99,5%.
Proracunom geneticke udaljenosti sekvenci unutar izdvojenih grupa, najmanja varijabilnost
ustanovljena je unutar klastera (v), dok je varijabilnost u okviru drugih grupa bila nesto
veca. Intergrupna varijabilnost bila je najveca izmedu klastera (ii) i (vi), dok je najmanja
intergrupna varijabilnost bila je izmedu klastera (i1) 1 (ii1).

Medutim, postoje i izvesna odstupanja vezana za grupisanje izolata na osnovu
geogrfskog poreklu. U ovom radu, kao i u radu Tsompana et al. (2005) i Peki¢ (2010), ta
odstupanja odnose se na grupisanje izolata TSWV iz Afrike i nekih izolata iz Severne

Karoline sa evropskim izolatima, kao i izdvajanje izolata iz Spanije od ostalih evropskih
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izolata. Nischwitz et al. (2007) objasnjavajuci geneticku identi¢nost izolata TSWV iz
Severne Karoline (NC 1 i NC 3) i iz Afrike (98/0472 i TSWV-GP) sa izolatima iz
Holandije, navode tzv. ,,gen flow* iz Evrope u Severnu Karolinu i iz Evrope u Severnu
Afriku, koji je uocen i za neke druge Tospovirus—e. Izdvajanje $panskih izolata TSWV od
drugih evropskih izolata, moze se pripisati dvema nezavisnim introdukcijama TSWV u
Evropu, pri ¢emu $panski izolati imaju blizeg zajednickog evolutivnog pretka sa izolatima
izvan evropskog, odnosno sa americkog kontinenta (Pekié, 2010). Analiziraju¢i izolate
jednog drugog Tospovirus—a, I'YSV (Iris yellow spot virus), doslo se do sli¢nih zakljucaka
(Bulaji¢ et al., 2009).

Izolati poreklom iz Italije, ukljueni u ova ispitivanja, pokazuju na osnovu NC
filogenetskog stabla grupisanje sa Spanskim ili ostalim evropskim izolatima, dok jedan
izolat T922 iz paradajza, pripada ostalim evropskim. Ovi rezultati upuéuju na viSestruku
introdukciju TSWV u Italiju i mogucu rekombinaciju nekih izolata putem izmene celih
genomnih segmenata, $to je jedan od mogucih vidova velike varijabilnosti unutar TSWV
(Qui et al., 1998; Qui and Moyer, 1999).

Sagledavanjem NC filogenetskog stabla, uocava se da se jedan izolata TSWV
poreklom iz Brazila ne grupise sa ostalim izolatima ukljucenim u analizu. Ovaj izolat moze
se smatrati posebnim klasterom ili podgrupom jednog velikog klastera u kome se nalaze

izolati iz Kalifornije, DZordzije, Havaja i Spanije.

6.5.4. Filogenetska analiza AMV izolata

Na osnovu tri sekvenci izolata AMV dobijenih u ovom radu i dostupnih sekvenci
drugih izolata, rekonstruisano je filogenetsko stablo, koje pokazuje Cetiri razliite grupe,
odnosno grupisanje izolata AMV u najmanje Cetiri geneticka soja. Na rekonstruisanom
filogenetskom stablu izdvajaju se Cetiri klastera, odnosno grupisanje izolata AMV u Cetiri
geneticka soja, nezavisno od geografskog porekla 1 biljke domacina. Vecina izolata,
izdvojila su se u grupu I. Takode u ovu grupu spadaju i tri ispitivna izolata AMV iz paprike
poreklom iz Srbije (P-27-9, PL-2-10 i P-10-10). Drugu molekularnu grupu ¢ine sedam

izolata iz Kanade, izolati iz Italije ¢ine tre¢u molekularnu grupu, dok su se Cetiri izolata iz
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Francuske i dva izolata iz Velike Britanije izdvojili u ¢etvrtu grupu. Prema istrazivanjima
Stankovi¢ i sar. (2011), izolat iz duvana (196-08) iz Srbije, nalazi se u IV grupi koju ¢ine
sedam izolata iz Kanade, tri iz Italije, kao i izolat iz lucerke iz Srbije. Medutim, Parrella et
al. (2000) utvrdili su podelu izolata razli¢itog geografskog porekla i iz razli¢itih biljaka
domacina u dve odvojene grupe, a nukleotidna identi¢nost izolata izmedu dve grupe bila je
manja od 96%. Sa druge strane, istrazivanja u Kanadi pokazala su da se svi izolati AMV sa
krompira grupiSu u jedan od najmanje Cetiri klastera izolata ovog virusa (Xu and Nie,
2006). Nukleotidna identi¢nost izolata AMV iz paprike poreklom iz Srbije sa izolatima iz
filogenetskog stabla bila je od 93,7% do 99,5%, a aminokiselinska identi¢nost se kretala od
93 do 100%. Proracunom geneticke udaljenosti CP sekvenci unutar izdvojenih grupa,
najmanja varijabilnost ustanovljena je unutar grupe (ii), dok je varijabilnost u okviru drugih
grupa bila nesto veca. Intergrupna varijabilnost bila je najve¢a izmedu grupa (i) i (iv) kao i
izmedu (ii) i (iv) a najmanja manja izmedu grupa (i) i (ii) kao i izmedu (ii) 1 (iii).

Svi ovi podaci ukazuju na neophodna dalja izucavanja genetiCke strukture
populacije AMV i definisanje novih kriterijuma, ukljuuju¢i prouavanje drugih delova
genoma ovog virusa. Odredivanje varijabilnosti u okviru populacije ovog virusa u usevu
paprike, ali i u drugim biljkama domacina u Srbiji doprineée boljem poznavanju
epidemiologije ovog patogena, a sve u cilju osmi$ljavanja i sprovodenja Sto efikasnijih
mera kontrole, kao 1 prevencije mogucih introdukcija novih sojeva za naSu zemlju usled

veoma intenzivne medunarodne razmene biljnog materijala.

6.5.5. Filogenetska analiza PMMoV izolata

Kako populacija PMMoV poreklom iz paprike iz Srbije do sada nije ispitivana na
molekularnom nivou, molekularna ispitivanja, osim detekcije i identifikacije bila su
usmerena i na njihovu karakterizaciju.

Smatra se da postoje Cetiri soja PMMoV, Py, P1, P12 i P123 Koji se razlikuju prema
hipersenzitivnoj reakciji koju izazivaju na paprici koje su nosioci L, L% L% i L* rezistentnih
gena (Mijatovié i sar., 2007). Ovi sojevi se medu sobom ne razlikuju seroloski (Green,

2003; Takeuchi et al., 2005). Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu sekvence CP
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gena duzine 550 bp, pokazalo je razdvajanje odabranih izolata PMMoV u dva klastera.
Ispitivani izolati iz Srbije kao i ve¢ina odabranih izolata grupiSu se u prvi klaster §to znaci
da pripadaju izolatima koji izazivaju hipersenzitivnu reakciju (HR) na paprici koja je
nosilac L* rezistentnog gena, drugu grupu koju &ine tri izolata koji ne poseduju ovu
osobinu.

Proracunom geneticke identi¢nosti utvrden je stepen nukleotidne identi¢nosti izolata
PMMoV prikazanih u filogenetskom stablu, od 93,1% do 100%, dok je stepen
aminokiselinske sli¢nosti iznosio od 96,8% do 100%. Proratunom geneticke udaljenosti CP
sekvenci unutar izdvojenih grupa, manja varijabilnost ustanovljena je unutar grupe (ii), dok
je varijabilnost u okviru prve grupe bila nesto veca. Intergrupna varijabilnost izmedu grupa

(i) i (ii) bila 0,060+0,010.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu obavljenih istrazivanja sprovedenih u ovoj doktorskoj disertaciji 1

dobijenih rezultata moze se zakljuciti sledece:

P Prisustvo virusa utvrdivano je tokom 2009. i 2010. godine kako u proizvodnji paprike u
rasadu, proizvodnji u zasticenom prostoru, tako i u proizvodnji paprike na otvorenom polju.

= Prikupljeni uzorci paprike koji su po simptomima nagovestavali da se radi o
virusnoj prirodi oboljenja, seroloski su analizirani u cilju detekcije najrasprostranjenijih i
ekonomski najznacajnijih virusa paprike, pri ¢emu se na osnovu seroloskih analiza utvrdila
prisutnost i rasprostranjenost virusa paprike po lokalitetima u obe ispitivane godine.

= Uzorci su testirani primenom DAS-ELISA testa, koriS¢enjem komercijalnih
poliklonalnih antiseruma specificnih za detekciju devet najznacajnijih virusa paprike:
Tomato spotted wilt virus (virus bonzavosti paradajza, TSWV), Potato virus Y (virus
crtiCastog mozaika krompira, PVY), Cucumber mosaic virus (virus mozaika krastavca,
CMV), Tobacco mosaic virus (virus mozaika duvana, TMV), Alfalfa mosaic virus (virus
mozaika lucerke, AMV), Potato virus X (virus mozaika krompira PVX), Pepper mottle
virus (virus Sarenila paprike, PepMoV), Pepper mild mottle virus (virus blagog Sarenila
paprike PMMoV) i Pepper veinal mottle virus (virus Sarenila nerava paprike, PVMV).

= lIspitivanja prisutnosti virusa na paprici u rasadu, pokazala su dominantno
prisustvo CMV u obe ispitivane godine, dok u znatno nizem procentu bili su zastupljeni
PVY i AMV. Od ukupno sakupljenih 121 uzoraka, prisustvo virusa dokazano je u 23,97%,
dok u 76,03% testiranih uzoraka nije utvrdeno prisustvo nijednog od ispitivanih virusa. Na
svim lokalitetima procenjen je intenzitet zaraze od 5-10%. TSWV, TMV, PVX, PMMoV,
PepMoV i PVMV nisu bili detektovani ni u jednoj ispitivanoj godini.

= Ispitivanja prisutnosti virusa na paprici u zasticenom prostoru pokazuju da je
tokom 2009. godine PVY bio najdominantniji, a drugi po zastupljenosti bio je CMV, dok je
2010. godine bilo obrnuto. Prisustvo AMV ustanovljeno u obe godine ispitivanja i to 2009.
godine bio je Cetvrti po zastupljenosti, dok je 2010. godine njegovo prisustvo dokazano u

nesto veéem broju uzoraka i zauzimao je tre¢e mesto iza PVY i CMV. TSWV bio je
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zabelezen kako u 2009. tako i u 2010. godini, s tim Sto je veca prisutnost ovog virusa
zabelezena u prvoj godini ispitivanja. Na svim lokalitetima procenjen je intenzitet zaraze od
20-40%. TMV, PVX, PMMoV, PepMoV i PVMV nisu bili detektovani ni u jednoj
ispitivanoj godini.

= Ispitivanja prisutnosti virusa na paprici na otvorenom polju pokazuju da je tokom
2009. godine, PVY bio najdominantniji, a drugi po zastupljenosti bio je CMV, koji je 2010.
godine bio najzastupljeniji u proizvodnji paprike na otvorenom polju, dok je PVY bio
prisutan u ne$to manjem broju uzoraka. Prisustvo AMV ustanovljeno u obe godine
ispitivanja i bio je tre¢i po zastupljenosti iza PVY i CMV. PMMoV detektovan je samo u
proizvodnji paprike u polju i to na manjem broju uzoraka, u obe ispitivane godine. Na svim
pregledanim lokalitetima intenzitet zaraze virusima bio je preko 50%. TSWV, TMV, PVX,
PepMoV i PVMV nisu bili detektovani ni u jednoj ispitivanoj godini.

= Kod sva tri naina gajenja paprika bila je dominantna pojedina¢na zaraza,
medutim u zasticenom prostoru i na otvorenom polju mogla se uociti mesana zaraza sa dva
virusa, gde je najdominantija meSana zaraza bila sa PVY 1 CMV u obe godine ispitivanja.
U prizvodnji paprike na otvorenom polju, pored meSane zaraze dva virusa detektovana je i
mesana zaraza tri virusa.

= Kako je na paprici u naSoj zemlji prisutno najmanje pet virusa, u pojedina¢nim i
mesanim zarazama, uoceni simptomi i njihova veza sa virusom prouzrokovadem imaju
samo preliminarni dijagnosticki znacaj. Simptomi, koliko god bili izrazeni 1 karakteristi¢ni,
ipak samo ukazuju na postojanje zaraze odredenim virusom, a konacna tacna dijagnoza

mozZe se postaviti samo posle odgovarajucih laboratorijskih analiza.

P Odabrani izolati najznacajnijih virusa paprike, za koje je primenom seroloskih i
molekularnih metoda utvrdeno da pripadaju CMV, PVY, TSWV, AMV i PMMoV,
koris¢eni su za dalje analize sekvenci odredenih delova genoma u cilju njihove
identifikacije i ¢ime je omoguéeno proucavanje geneticke identi¢nosti sekvenci ispitivanih
izolata virusa paprike poreklom iz Srbije sa izolatima virusa iz drugih delova sveta

dostupnih u GenBank bazi podataka.
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= Ustanovljen je visok stepen nukleotidne identi¢nosti gena za P1 protein
ispitivanih izolata PVY poreklom iz Srbije sa izolatom iz Slovenije, Srbije i Kolumbije.
Determinisane su nukleotidne sekvence CP gena tri izolata CMV, AMV i PMMoV,
sekvence NC gena tri izolata TSWV, kao i nukleotidne sekvence RdRp gena tri izolata
PMMoV. Rezultati molekularne identifikacije pokazali su najvecu identi¢nost izolata
TSWV sa izolatom Sr-603 iz paradajza iz Srbije, izolata CMV sa izolatima iz Amerike,
Austarlije, Spanije i Srbije, izolata AMV sa izolatima iz Srbije, Japana, Amerike, Novog
Zelanda i Holandije kao i izolata PMMoV sa izolatima iz Madarske, Spanije, Kine, Italije,
Brazila i iz Francuske. Na osnovu sekvence RdRp gena izolati PMMoV pokazuju najvecu

identi¢nost sa izolatima iz Japana i Koreje.

P Proucavanje evolutivne povezanosti izolata odredenog virusa, visestruko uparivanje
sekvenci 1 rekonstrukcija filogenetskog stabla sekvencioniranih izolata najrasprostranjenijih
1 najucestalijih virusa paprike iz Srbije sa izolatima dostupnim u bazi podataka, obavljeno
je koriS¢enjem Maximum Parsimony metode, integrisane unutar programa MEGA verzija
4.0 1 bootstrap analize sa 1 000 ponavljanja.

= Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu sekvenci CP gena, ukljucujuci
izolate iz paprike iz Srbije pokazalo je razdvajanje odabranih izolata CMV u dve grupe I i
I1, dok se grupa I dalje deli na podgrupe 1A i IB. U podgrupu IB svrstani su isto¢noazijski
izolati CMV dok u podgrupu IA je svrstana veéina sojeva iz celog veta. Ispitivani izolati
poreklom iz paprike iz Srbije CMV pripadaju podgrupi |.

= Filogenetska analiza na osnovu sekvenci gena za P1 protein, pokazala je
grupisanje izolata PVY u tri osnovna klastera koji odgovaraju opisanim sojevima ovog
virusa. Izolati PVY iz paprike poreklom iz Srbije grupiSu se u klaster sa ostalim evropskim
izolatima nekroti¢nih sojeva (PVY" i PVYN™). Velika identi¢nost izolata iz paprike iz
Srbije sa izolatima iz krompira iz Slovenije, ukazuje, takode, da su zaraZene krtole
krompira osnovni rezervoar PVY 1 da je razmenom zaraZenih krtola izmedu drZava
doprinelo Sirenju virusa.

= Rezultati filogenetskih analiza pokazuju grupisanje izolata TSWV poreklom iz

paprike iz Srbije u klaster koji ¢ini vecina izolata iz Evrope. Najvecu geneticku identi¢nost
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1 grupisanje izolati poreklom iz Srbije pokazali su sa izolatima iz Bugarske upucujuci na
protok gena (,,gen flow*) izmedu ova dva geografska regiona Evrope.

= Na filogenetskom stablu rekonstruisanom na osnovu sekvence CP gena,
pokazalo je grupisanje izolata AMV u Cetiri geneticka soja, nezavisno od geografskog
porekla i biljke domacina. Vecina izolata, izdvojila se u grupu 1. Takode u ovu grupu
spadaju i tri ispitivna izolata AMYV iz paprike poreklom iz Srbije.

= Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu sekvence CP gena, pokazalo je
razdvajanje odabranih izolata PMMoV u dva klastera, pri ¢emu prva grupa odgovara
izolatima koji izazivaju hipersenzitivnu reakciju (HR) na paprici i koje su nosioci L®
rezistentnog gena, a drugu grupu cine izolati koji ne poseduju ovu osobinu. Ispitivani

izolati iz Srbije grupiSu se u prvi klaster.

P Ispitivanje prisutnih virusa paprike kod nas, kao i primena najsavremenijih molekularnih
tehnika, unapredila je metode detekcije, identifikacije i1 karakterizacije ovih virusa,
doprinelo je inventarizaciji virusa u Srbiji, a takode je 1 doprinelo razumevanju njihovog

porekla i daljeg Sirenja u nasoj zemlji.
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Prilog 1. Proracun stepena nukleotidne identi¢nosti CP gena CMV izolata sa izolatima iz GenBank baze podataka
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AM183119 Ri-8 99,7(99,7|99,7|99,7(99,5|99,5/99,5(99,5|99,5(99,7{99,7|99,7(99,7|99,4|99,4(99,7|99,7

AB448696 PoOCMV9-11 (99,5|99,5/99,5(99,5|99,1(99,4|99,4|99,4(99,4|99,5|99,5(99,5|99,5|99,2(99,2|99,5(99,5/99,5
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AJ829772 MAD93/1 99,2(99,5|99,5/99,5(99,1|99,4|99,4(99,4|99,4/99,2(99,2|99,2|99,5(99,4|99,8/99,5/99,5|99,2(99,1(99,2|98,8(99,1

AJB29771 MAD96/3 99,5(99,5|99,5/99,5[99,1]99,4|99,4(99,4|99,4/99,5[99,5|99,5/99,5[99,2|99,2(99,5{99,5|99,5(99,4|99,4|98,8(99,4|99,1

AJ829768 MAD96/1 99,5(99,5|99,5/99,5(99,1|99,4|99,4(99,4|99,4(99,5|99,5|99,5(99,8/99,5/99,8(99,8|99,8/99,5(99,4|99,5(98,8(99,4|99,7(99,4

AJ829767 MADO01/1 99,4(99,599,5/99,5(99,1]99,4|99,7({99,4|99,4/99,4(99,4|99,4/99,7({99,7|99,5/99,7(99,7|99,4/99,2|99,2|98,8(99,2|99,4|99,2(99,5

AJB29766 MAD01/4 99,5(99,599,5/99,5(99,1|99,4|99,4(99,4]99,4/99,5[99,5|99,5/99,8[99,5/99,8(99,8|99,8|99,5[99,4|99,5|98,8({99,4|99,7|99,4({ 100 {99,5

AJ829765 MADO01/2 99,2(99,5|99,5/99,5(99,1|99,4|99,4(99,4|99,4(99,2(99,2]|99,2|99,5(99,4|99,8/99,5/99,5|99,2(99,1(99,2|98,8(99,1|100 |99,1(99,7|99,4|99,7

AY871071 B23 99,5(99,5|99,5/99,5(99,1]99,4|99,4/99,4|99,4(99,5(/99,5|99,5/99,5[99,2|99,2(99,5/99,5|99,5(99,7|99,4|98,8(99,7|99,1|99,7(99,4|99,2|99,4(99,1

Y18137 I117F 99,5(99,5|99,5/99,5(99,1|99,4|99,4(99,4|99,4(99,5|99,5|99,5(99,8(/99,5|99,5(99,8|99,8/99,5(99,4|99,4|98,8(99,4|99,4(99,4(99,7|99,5/99,7(99,4|99,4

D00462 C 99,2(99,5|99,5/99,5(99,1|99,4|99,4/99,4|99,4(99,2(99,2|99,2|99,2({99,1|99,2(99,2(99,2|99,2(99,1|99,1]|98,8(99,1|99,1|99,1(99,1|99,1|99,1({99,1|99,1|99,1

AB448695 PoOCMV7-7 (99,4|99,4|99,4/99,4|98,9(99,2(99,2|99,2(99,2(99,7|99,7(99,7(99,4|99,1(99,1|99,4|99,4(99,4|99,2|99,2(98,6|99,2(98,9(99,2|99,2|99,1(99,2|98,9/99,2|99,2|98,9

AB448694 PoOCMV7-5 (99,4|99,4/99,4(/99,4|98,9(99,2(99,2|99,2(99,2|99,7|99,7(99,7|99,4/99,1({99,1|99,4/99,4(99,4|99,2(99,2(98,9|99,2(98,9|99,2|99,2(99,1|99,2|98,9(99,2|99,2|98,9(99,4

AJ829774 MAD96/2 99,4(99,4|99,4/99,4(98,9]99,2|99,2({99,2|99,2(99,4(99,4199,4/99,7({99,4|99,7(99,7|99,7|99,4(99,2|99,4|98,6(99,2|99,5|99,2(99,8|99,4|99,8[99,5|99,2(99,5/98,9|99,1(99,1

AJ511990 99,1(99,4|99,4/99,4(98,9(99,2|99,2(99,2|99,2(99,1{99,1|99,1(99,1(98,9|99,1(99,1]99,1|99,1(98,9|98,9/98,6(/98,9|98,9(98,9(/98,9|98,9/98,9|98,9|98,9(98,9|98,9|98,8(99,1|98,8

AJ131624 D 99,1(99,4|99,4/99,4(99,2|99,4|99,2(99,2|99,2(99,1(99,1]|99,1/99,1(98,9/99,1(99,1|99,1]|99,1(98,9|98,9|98,6(98,9|98,9/98,9(98,9|98,9|98,9(98,9|98,9/98,9(/98,9|98,8/98,8|98,8|98,8

GU362669 99,1(99,4|99,4/99,4(98,9(99,2|99,2(99,2|99,2(99,4(99,4199,4(99,1(98,9/99,1(99,1|99,1|99,1{99,2|98,9|98,6({99,2|98,9(98,9(98,9|98,9/98,9(/98,9|99,2(98,9(98,9|99,1(99,4|98,8|99,1(98,8

AY 380533 99,1]199,4|99,4|99,4|99,2(99,2(99,2(99,2(99,2(99,1(99,1|99,1(99,1(98,9|99,1|{99,1|99,1|99,1]|99,2|98,9/98,6/99,2|98,9(98,9/98,9(98,9(/98,9(98,9(99,2(98,9(/98,9|98,8|98,8|98,8|98,8/99,1|99,1

DQ295914 VKD 00369 |98,6/98,6(98,6|98,6/98,5/98,5/98,5/98,5/98,5|98,6(98,6|98,6/98,3/98,1|98,3|98,3(98,3|98,3|98,5(98,1|98,1|98,5(98,1]|98,1|98,1{98,198,1/98,1(98,5/98,1(98,1|98,3|98,3(98 |98 |98,1(98,9|98,3

HQ916354 Gd 99,2(98,9|98,9/98,9(98,8|98,8|98,8/98,8|98,8(98,9|98,9|98,9/98,9(98,6/98,6(98,9|98,9|98,9(/99,1|98,8/98,5/98,8|98,5(98,8|98,8|98,6/98,8| 98,5|98,8(98,8|98,5|98,6(98,6|98,6/98,3(/98,3|98,3|98,3(97,8

PL-43-09 99,2199,5|99,5/99,5|99,4(99,4(99,4(99,4(99,4(99,2(99,2|99,2(99,2(99,1|99,2|99,2|99,2|99,5|99,1|99,1|98,8|99,4(99,1(99,1|99,1(99,1(99,1(99,1({99,1(99,1{99,1|98,9|99,2|98,9|99,2|98,9(99,2|98,9|98,1|98,5

PL-52-09 99,4(99,7(99,7|99,7(99,2|99,5|99,5[99,5|99,5(99,4(99,4|99,4(99,4(99,2|99,4(99,4|99,4|99,4(99,2|99,2|98,9({99,2|99,2(99,2(99,2|99,2|99,2(99,2|99,2(99,2|99,2|99,1(99,4|99,1|99,4(99,1|99,4|99,1(98,3|98,6/99,5

PL-25-09 99,7199,7|99,7|99,7|99,5(99,5(99,5(99,5(99,5(99,4(99,4|99,4(99,4(99,4|99,4|99,4|99,4|99,4|99,2|99,2|99,2|99,2|99,2|99,2|99,2|99,2|99,2(99,2(99,2(99,2(99,2(99,1{99,1|99,1|99,1]99,1|99,1|99,1|98,6|98,9/|99,2|99,4
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Prilog 2. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence CP gena izolata CMV i izolata iz GenBank baze podataka
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Prilog 3. Proracun stepena nukleotidne identi¢nosti gena za P1 protein PVY izolata sa izolatima iz GenBank baze podataka
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IAF401604_154-1056
EF026075_181-9366 99,9
IGQ290475_164-2584 99,4[99,3
GQ290476_146-889 100199,9 (99,4
IAY745494_189-2816 99,6199,4| 99 (99,6
HQ335258_135-870 100 /99,9199,4 | 100 99,6
IAJ315739 99,9(99,7199,3[99,9199,4 (99,9
HM368657 99,7199,6 (99,1 (99,7 99,3|99,7199,6
IAY703483_70-798 99,6199,4| 99 (99,6100 |99,699,4(99,3
IGU550516_164-2584 99,4[99,3]|100 [99,4] 99 [99,4[99,3|99,1 99
IAY745491_189-9374 99,6199,4| 99 [99,6 (100 |99,6]99,4(99,3[100 | 99
IAB461450_PVY-27 99,4199,3(98,8(99,4 /99,6 |99,4199,3199,1(99,6 |98,8|99,6
EF016294 v942490 99,6(99,4| 99 [99,6]99,7(99,6[99,499,3[99,7| 99 [99,7]99,9
IAF401603_154-1056 99,6199,4| 99 [99,6(99,7]99,6199,4(99,3({99,7| 99 |99,7]99,6 99,7
IAY745492_N:0O-L56 99,4199,3(98,8(99,4/99,9199,4199,3[99,1/99,998,8]99,9199,4 (99,6 (99,6
IAJB90344 Ditta 99,3[99,1198,8(99,3199,4(99,3]99,1| 99 [99,4]98,8|99,4[99,6|99,7]99,4]|99,3
IAY745493 N:0-Mb58 99,3(99,1(98,7(99,3/99,7]99,3199,1| 99 [99,7)98,7]99,7199,3[99,4(99,4(99,6|99,1
IAJ584851_SASA 207 99,4199,3198,8(99,4/99,999,4199,3199,1(99,9/98,8]99,9]99,4[99,6 99,6 [99,7/99,3|99,6
IAB461455 SYR-I-15 99,3[99,1] 99 [99,3199,4(99,3199,1| 99 [99,4] 99 [99,4]99,3[99,4]99,4(99,3199,3/99,1{99,3
IAJ890347_Satina 99,1 99 [98,5(99,1/99,3|99,1| 99 |98,8(99,3|98,5|99,3199,4[99,6(99,3({99,1/99,3] 99 |99,1| 99
IAY745495_N:0-Mb55 99,3199,1(98,7(99,3/99,7]99,3199,1| 99 [99,7/98,7]199,7]99,3]99,4(99,4 (99,6 (99,1|99,4]99,699,1| 99
HM368652_ESF.CH.NTN 99,3[99,1198,7(99,3199,4(99,399,1| 99 [99,4]98,7[99,4]99,6(99,7]99,4(99,399,4(99,1{99,3|99,1]99,3]|99,1
HM368651_AZA.TA.O.T 99,11 99 198,5[99,1199,3[99,1| 99 |98,8(99,3198,5[99,3199,1[99,3199,3|99,1| 99 | 99 [99,1] 99 [98,8] 99 | 99
HM368650_AZA.TA.O 98,8(98,7198,2(98,8| 99 [98,8(98,7|98,5[ 99 |98,2| 99 [98,8| 99 | 99 |98,8|98,7)|98,7(98,8|98,7(98,5|98,7| 99 |99,1
HM368655_HAM.KA.O 99,1] 99 198,5[99,1199,6(99,1| 99 [98,8(99,698,5[99,699,1(99,3199,3(99,4| 99 [99,3{99,4| 99 [98,8]99,3| 99 |99,1/98,8
FJ204165_NIB-NTN 99 [98,8198,4]| 99 |99,1| 99 [98,8(98,7(99,1(98,4{99,1| 99 |99,1|99,1| 99 [98,8(98,8| 99 |98,8|98,7|98,8)98,8|98,7 |98,4 (98,7
IAB270705 99,3199,198,7(99,3[99,4(99,3]99,1| 99 [99,4]98,7199,4|99,3(99,4(99,4[99,3]99,1]99,1]199,3199,1]| 99 199,1/99,1[99,3[ 99 | 99 |98,8
IAY884982_423-3 99,3[99,1198,7(99,3199,4(99,399,1| 99 [99,4]98,7(99,4|99,6(99,7]99,4(99,3]99,4|99,1{99,3|99,1(99,3|99,1(99,4| 99 [98,7| 99 |98,8|99,1
M95491 99 98,8198,4] 99 |98,5| 99 [98,8(98,7(98,5(98,4|98,5|98,7|98,8)|98,5|98,4(98,5(98,2(98,498,2|98,4198,2|98,5|98,1|97,8(98,1(97,9|98,2|98,5
IGQ200836_HN2 99,11 99 198,5[99,1199,6(99,1| 99 |98,8(99,6]98,5[99,6]99,1/99,3{99,3|99,4| 99 199,3({99,4] 99 [98,8]99,3| 99 [98,8]98,5(99,1|98,7| 99 | 99 [98,1
EF026076 99,4[99,3198,8(99,4199,9(99,4[99,3/99,1(99,998,8(99,999,4(99,6 99,6 (99,7 99,3 99,6 99,799,3(99,1]99,6 [99,3]99,1/98,899,4| 99 [99,3|99,3(98,4]99,4
IAF401610 99 198,8(98,4]| 99 [99,4] 99 [98,8]98,7|99,4]98,4|99,4] 99 199,1(99,1]99,3(98,8]99,1/99,3|98,8|98,7(99,1]| 99 [98,7|98,5| 99 98,5/98,898,8|97,9| 99 99,3
X97895 99,11 99 198,5[99,199,6(99,1| 99 |98,8(99,698,5[99,699,1[99,3|99,3[99,4| 99 |99,3{99.4| 99 [98,8]|99,3| 99 |98,8/98,599,1|98,7| 99 | 99 |98,1|99,4(99,4| 99
FJ666337_N_Nysa 99 198,8(98,4| 99 [99,4] 99 [98,8]98,7|99,4|98,4|99,4| 99 199,1(99,1]|99,3(98,8]99,1/99,3|98,8/98,7(99,1|98,8(98,7]|98,4| 99 [98,5/98,898,8|97,9| 99 |99,3(99,1| 99
F3423030_Caohai 99,1] 99 198,5[99,1199,6(99,1| 99 |98,8(99,6]98,5[99,6]99,1[99,3]99,3|99,4| 99 199,3(99,4]| 99 [98,8]99,3| 99 |98,8|98,5[99,1|98,7| 99 | 99 [98,1]99,7/99,4| 99 99,4 99
FJ423029_Guiyang 99,11 99 198,5[99,1199,6(99,1| 99 |98,8(99,6)98,5[99,6]99,1[99,3{99,3[99,4| 99 |99,3{99.4| 99 [98,8]|99,3| 99 |98,8/98,5(99,1|98,7| 99 | 99 [98,1|99,7(99,4]| 99 |99,4| 99 99,7
IAJ315738 99,1] 99 198,5[99,1199,6(99,1| 99 |98,8(99,6]98,5[99,6(99,1(99,399,3(99,4| 99 199,3({99,4]| 99 [98,8]99,3| 99 |98,8/98,5]99,1|98,7| 99 | 99 [98,1]99,1(99,4]| 99 199,1| 99 199,1(99,1
HM368656_HOR.MIN.NTN.T | 99 198,8|98,4| 99 [99,1| 99 [98,8]98,7]99,1]|98,4199,1]| 99 [99,1(99,1| 99 |98,8(98,8| 99 |98,8|98,7)|98,8|98,8(99,9| 99 | 99 [98,5]|99,1]|98,8|97,9|98,7 | 99 [98,5|98,7(98,5[98,7|98,7|98,7
DQ157178 ID-1 99,1 99 198,5(99,1(99,6(99,1] 99 98,8]99,6]98,5]|99,6|99,4(99,3(99,3[99,4| 99 [99,6|99,4]| 99 |98,8|99,3| 99 [98,8(98,5{99,1198,7| 99 | 99 |98,1[99,1(99,4| 99 [99,1] 99 [99,1]|99,1]|99,1|98,7
IGU074001_Heilongjiang 99 198,8198,4]| 99 [99,1] 99 [98,8]98,7|99,1]98,4|99,1| 99 199,1{99,1]| 99 [98,8]98,8| 99 |98,8|98,7(98,8)98,8(98,7|98,7(98,798,5/98,8 98,8|97,9(98,7|99,3[98,5|98,7|98,5|98,7|98,798,798,5[98,7
PL-3-10 99,3199,198,7(99,3(98,8(99,3]99,1| 99 |98,8]98,7|98,8|98,7 (98,8 98,8(98,7|98,5|98,5]|98,7|98,5|98,4|98,5[98,5(98,498,1|98,4]98,2|98,5|98,5|98,2 98,4 (98,7 98,2 (98,4 98,298,4|98,4 | 98,4 (98,2 98,4 (98,2
PL-15-09 100199,9 (99,4100 [99,6| 100 [99,9{99,799,6 {99,4]99,6 [99,4 99,6 [99,6 {99,4|99,3]99,3|99,4[99,3|99,1[99,3]99,3|99,1(98,8]|99,1| 99 |99,3(99,3] 99 [99,199,4| 99 [99,1] 99 {99,1]99,1(99,1| 99 [99,1] 99 |99,3
PL-28-09 99,9(99,7199,3[99,9199,4(99,9[99,7 99,6 (99,4]99,3[99,4199,3(99,4[99,4/99,3]99,1|99,1({99,3199,1| 99 [99,1/99,1| 99 | 99 | 99 198,8(99,1|99,1(98,8]| 99 [99,3]98,8| 99 [98,8] 99 [ 99 | 99 [98,8| 99 [98,8]99,1|99,9
PL-108-10 99,9[99,7199,3[99,9199,4[99,9199,7 99,6 [99,4]99,3[99,4199,3[99,4199,4[99,3{99,1|99,1{99,3199,1| 99 199,1[99,1| 99 |98,7| 99 |98,8]99,1|99,1[98,8] 99 [99,3|98,8| 99 98,8 99 | 99 | 99 [98,8] 99 [98,8]99,1[99,9]99,7
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Prilog 4. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence gena za P1 protein izolata PVY i izolata iz GenBank baze podataka
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AF401604 154-1056
EF026075 181-9366 100
GQ290475 164-2584 100 | 100
GQ290476 146-889 100 | 100 | 100
AY745494 189-2816 100 [ 100 | 100 | 100
HQ335258 135-870 100 [ 100 | 100 | 100 | 100
AJ315739 99,6 [99,6(99,6199,6]99,6(99,6
HM368657 99,1 (99,1]199,1(99,1]99,1{99,1|98,7
AY703483 70-798 100 | 100 | 100 | 100 | 100 { 100 |99,6{99,1
GU550516 164-2584 100 | 100 | 100 | 100 | 100 { 100 |99,6[99,1| 100
AY745491 189-9374 100 [ 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 {99,6[99,1| 100 | 100
AB461450 PVY-27 99,6 {99,6(99,6/99,6199,6]99,6(99,1(98,7[99,6|99,6|99,6
EF016294 v942490 100 [ 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 {99,6 (99,1 100 | 100 | 100 | 99,6
AF401603 154-1056 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 |99,6{99,1| 100 | 100 | 100 | 99,6 | 100
AY745492 N:O-L56 99,6 [99,6]99,6(99,6]/99,6{99,6/99,1]98,7[99,6]99,6(99,6/99,1]{99,6(99,6
AJ890344 Ditta 99,6 {99,6(99,6/99,6199,6]199,6(99,1(98,7(99,6/99,6]|99,6199,1]{99,6{99,6 (99,1
AY745493 N:O-Mb58 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 {99,6(99,1| 100 | 100 | 100 |99,6| 100 | 100 [99,6]99,6
AJ584851 SASA 207 100 [ 100 [ 100|100 | 100 | 100 {99,6(99,1| 100 | 100 | 100 [99,6{ 100 | 100 [99,6]99,6 | 100
AB461455 SYR-I-15 99,6 [99,6]99,6(99,6]/99,6(99,6/99,1]98,7[99,6]/99,6(99,6/99,1]99,6(99,6]/99,1(99,1]|99,6|99,6
AJ890347 Satina 99,6 [99,6]99,6(99,6/99,6(99,6/99,1]98,7(99,6]/99,6{99,6(99,1]99,6(99,6/99,1(99,1|99,6|99,6 (99,1
AY745495 N:0O-Mb55 99,6 [99,6]199,6(99,6199,6{99,6/99,1]98,7(99,6]/99,6{99,6/99,1]|99,6(99,6|99,1(99,1|99,6]99,6(99,1]99,1
HM368652 ESF.CH.NTN 100 [ 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 {99,6[99,1| 100 | 100 | 100 {99,6 | 100 | 100 |99,6|99,6| 100 | 100 (99,6 |99,6]99,6
HM368651 AZA.TA.O.T 99,6 {99,6(99,6199,6199,699,6[99,1(98,7|99,6]|99,6/99,6199,1{99,6(99,6(99,1]99,1]99,6(99,6(99,1(99,1|99,1]|99,6
HM368650 AZA.TA.O 99,1 {99,1{99,1|99,1199,1199,1{98,7(98,2(99,1|99,1|99,1|98,7{99,1{99,1(98,7)|98,7199,1|99,1[98,7(98,7(98,7|99,1]98,7
HM368655 HAM.KA.O 99,1 {99,1{99,1199,1199,1{99,1{98,7(98,2|99,1|99,1|99,1|98,7{99,1{99,1(98,7198,7199,1{99,1(98,7(98,7|98,7199,1|98,7|98,2
FJ204165 NIB-NTN 99,1 {99,1{99,1199,1199,199,1{98,7(98,2(99,1|99,1|99,1|98,7({99,1{99,1(98,7)|98,7199,1]99,1(99,1(98,7(98,7|99,1]|98,7|98,2|98,2
AB270705 99,6 [99,6[99,6]|99,6]199,6]99,6(99,1(98,7/99,6|99,6/99,6|99,1{99,6(99,6(99,1199,1{99,6(99,6(99,1/99,1/99,1199,6|99,1|98,7(98,7[98,7
AY884982 423-3 100 [ 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 {99,699,1) 100 | 100 | 100 {99,6{ 100 | 100 |99,6|99,6| 100 | 100 (99,6 |99,6]|99,6| 100 [99,6 (99,1 {99,1|99,1]|99,6
M95491 98,7 198,7[98,7)|98,7]198,7|98,7[98,2(97,8|98,7]|98,7]|98,7|98,2{98,7(98,7[98,2198,2|98,7|98,7[98,2(98,2|98,2|98,7|98,2|97,8(97,8(97,8|98,2| 98,7
GQ200836_HN2 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 {99,6 (99,1 100 | 100 | 100 | 99,6 100 | 100 [99,699,6| 100 | 100 [99,6 (99,6 99,6 100 |99,6]99,1{99,1(99,1(99,6| 100 | 98,7
EF026076 100 [ 100 100 | 100 | 100 | 100 {99,6(99,1| 100 | 100 | 100 {99,6( 100 | 100 |99,699,6| 100 | 100 (99,6 |99,6|99,6| 100 [99,6(99,1(99,1|99,1]|99,6| 100 98,7 | 100
AF401610 100 [ 100 100 ) 100 | 100 | 100 {99,6(99,1| 100 | 100 | 100 {99,6( 100 | 100 [99,6|99,6| 100 | 100 (99,6 [99,6|99,6]| 100 |99,6(99,1[99,1[99,1|99,6| 100 98,7 | 100 | 100
X97895 100 100 100|100 | 100 | 100 (99,6 [99,1]| 100 | 100 | 100 {99,6( 100 | 100 |99,699,6| 100 | 100 (99,6 |99,6]|99,6| 100 {99,6[99,1(99,1/99,1]|99,6| 100 {98,7| 100 | 100 | 100
FJ666337 N_Nysa 99,6 {99,6(99,6/99,6199,6199,6{99,1(98,7(99,6]/99,6/99,6199,1]{99,6(99,6(99,1|99,1199,6{99,6(99,1{99,1/99,1|99,6/99,1|98,7|98,7(98,7[99,1]|99,6(98,2(99,6(99,6(99,6]|99,6
FJ423030 Caohai 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 (99,6 (99,1| 100 | 100 | 100 {99,6( 100 | 100 |99,6]99,6| 100 | 100 (99,6 [99,6|99,6] 100 {99,6{99,1(99,1(99,1|99,6| 100 98,7 100 | 100 | 100 | 100 | 99,6
FJ423029 Guiyang 99,6 {99,6(99,6199,6199,699,6(99,1(98,7(99,6|99,6/99,6199,1{99,6(99,6(99,1|99,1]|99,6(99,6(99,1(99,1/99,1|99,6|99,1|98,7(98,7(98,7[99,1|99,6(98,2(99,6(99,6(99,6|99,6|99,1|99,6
AJ315738 99,1 {99,1{99,1|99,1199,1199,1{98,7(98,2(99,1|99,1|99,1|98,7{99,1{99,1{98,7|98,7199,1]99,1|98,7(98,7(98,7/99,1)|98,7|98,2|98,2(98,2(98,7|99,1|97,8{99,1{99,1{99,1/99,1|98,7|99,1|98,7
HM368656 HOR.MIN.NTN.T | 99,1 {99,1/99,1]99,1|99,1{99,1(98,7(98,2|99,1|99,1|99,1{98,7({99,1{99,1/98,7198,7|99,1{99,1(98,7(98,7|98,7199,1|99,6(98,2(98,2(98,2/98,7199,1|{97,8(99,1{99,1/99,1|99,1|98,7(99,1(98,7[98,2
DQ157178 ID-1 99,6 {99,6[99,6/99,6199,6]99,6(99,1(98,7(99,6|99,6|99,6| 100 [99,6(99,6(99,1|99,1199,6]99,6(99,1[99,1(99,1/99,6/99,1]|98,7]98,7[98,7(99,1199,6]|98,2{99,6(99,6(99,6/99,6|99,1|99,6({99,1{98,7(98,7
GU074001 Heilongjiang 98,7 198,7[98,7]|98,7]98,7|98,7[98,2(97,8(98,7|98,7]|98,7|98,2|98,7(98,7(98,2|98,2|98,7|98,7[98,2(98,2(98,2|98,7|98,2|98,7|97,8(97,8(98,2|98,7|97,4(98,7(98,7(98,7|98,7|98,2|98,7|98,2(97,8[97,8| 98,2
PL-3-10 99,6 {99,6(99,6]/99,6199,6199,6(99,1(98,7(99,6/99,6]|99,6|99,1{99,6(99,6({99,1|99,1]99,6]|99,6{99,1(99,1{99,1/99,6]|99,1]98,7]98,7[98,7(99,1|99,6]|98,2{99,6(99,6(99,6(99,6|99,1|99,6{99,1{98,7(98,7[99,1]|98,2
PL-15-09 100 | 100 [ 100 | 100 | 100 | 100 (99,6 (99,1 100 | 100 | 100 [99,6| 100 | 100 [99,6]99,6| 100 | 100 [99,6 (99,6 |99,6| 100 |99,6(99,1{99,1(99,1(99,6| 100 {98,7| 100 | 100 | 100 | 100 |99,6| 100 [99,6{99,1(99,1|99,6]98,7|99,6
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Prilog 5. Proracun stepena nukleotidne identi¢nosti NC gena TSWYV izolata sa izolatima iz GenBank baze podataka
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Prilog 6. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence NC gena izolata TSWYV i izolata iz GenBank baze podataka
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Prilog 7. Proracun stepena nukleotidne identi¢nosti CP gena AMYV izolata sa izolatima iz GenBank baze podataka
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FJ527749 196-08
HQ316637 Hz 99,6
AB451173 No. 14 99,2 98,7
HQ185568 TN 97,5 97 96,6
M59241 99,2 | 98,7 | 983 | 975
HM807305 S-30 98,7 98,3 98,7 96,1 98,7
AF215664 NZ1 98,3 97,9 98,3 97,5 98,3 97,9
AY340071 NY-B 2002 98,3 97,9 98,3 96,6 98,3 97 97,5
L00162 120-785 99,2 | 98,7 | 983 | 966 | 983 | 979 | 983 | 98,3
P-10-10 100 996 | 992 | 975 | 99,2 | 98,7 | 983 | 983 | 99,2
P-27-09 98,7 98,3 98,7 97,9 98,7 975 | 98,7 | 98,7 | 97,9 | 98,7
PL-2-10 996 | 99,2 | 98,7 | 979 | 98,7 | 983 | 98,7 | 979 | 98,7 | 99,6 | 99,2
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Prilog 8. Prorac¢un stepena homologije aminokiselinske sekvence CP gena izolata AMV i izolata iz GenBank baze podataka
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FJ527749 196-08
HQ316637 Hz 100
AB451173 No. 14 100 100
HQ185568 TN 100 100 100
M59241 100 100 100 100
HM807305 S-30 100 100 100 100 100
AF215664 NZ1 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7
AY340071 NY-B 2002 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 98,7 97,5
L00162 120-785 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 97,5 98,7 98,7
P-10-10 100 100 100 100 100 100 98,7 98,7 97,5
P-27-09 100 100 100 100 100 100 98,7 98,7 97,5 100
PL-2-10 100 100 100 100 100 100 98,7 98,7 97,5 100 100
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Prilog 9. Proracun stepena nukleotidne identi¢nosti CP gena PMMoV izolata sa izolatima iz GenBank baze podataka
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FR671383 P91/2
IAY632863 100
AM411433 100 100
IAM491598 Sz24 100 | 100 | 100
AM491596 Sz17 100 | 100 | 100 | 100
AM491595 Sz15 100 | 100 | 100 | 100 | 100
AM491594 Sz13 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
AM491601 Sz23 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
AB254821 99,5 | 995 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 995 | 99,5
IAB126003 99,5 | 995 | 995 | 995 | 995 [ 995 | 995 | 995 99
AB084456 P 99,5 | 995 | 99,5 | 995 | 99,5 | 99,5 | 995 | 99,5 99 100
GQ427044 MRS-PV3p-RP-22 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 99,5 | 995 | 99,5
GQ427043 MRS-PV3p-CyP-54| 100 100 100 100 100 100 100 100 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 100
AB119482 99 99 99 99 99 99 99 99 98,5 | 985 | 985 99 99
AJ429088_202-675 PMMV1.2 | 100 100 100 100 100 100 100 100 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 100 100 99
L35074 10-483 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 100 100 99 100
FR671392 P98/15 99,5 | 995 | 99,5 | 995 | 99,5 | 995 | 995 | 99,5 99 99 99 99,5 | 995 | 985 | 995 | 995
AM491597 Sz20 995 | 995 | 995 [ 995 | 995 | 995 | 995 | 99,5 99 100 100 | 995 | 995 [ 985 | 995 | 99,5 99
AB276030 98 98 98 98 98 98 98 98 97,5 | 985 | 985 98 98 97 98 98 97,5 | 98,5
AB062049 PMMoV-Gel 98,5 | 985 [ 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 98 98 98 98,5 | 985 | 975 | 985 | 985 98 98 97,5
GQ427046 MRS-PV3p-CyP-55| 99,5 | 99,5 | 995 | 99,5 | 995 | 995 | 99,5 | 99,5 99 99 99 995 | 995 | 985 | 995 | 99,5 99 99 97,5 99
P-60-09 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 100 100 99 100 | 100 | 99,5 | 99,5 98 98,5 | 99,5
P-3-10 995 | 995 | 995 [ 995 | 995 | 995 | 99,5 | 99,5 99 99 99 995 | 995 | 985 | 995 | 99,5 99 99 97,5 98 99 99,5
P-57-09 99,5 | 995 | 99,5 | 995 | 99,5 | 995 | 995 | 99,5 99 99 99 99,5 [ 995 | 985 | 995 | 99,5 99 99 97,5 98 99 99,5 | 100
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Prilog 10. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence CP gena izolata PMMOoV i izolata iz GenBank baze podataka
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FR671383 P91/2
AY632863 100
AM411433 100 | 100
AM491598 Sz24 100 | 100 | 100
AM491596 Sz17 100 | 100 | 100 | 100
AM491595 Sz15 100 | 100 100 | 100 | 100
AM491594 Sz13 100 | 100 100 | 100 | 100 | 100
AM491601 Sz23 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
AB254821 100 100 100 100 100 100 100 100
AB126003 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
AB084456 P 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
GQ427044 MRS-PV3p-RP-22 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
GQ427043 MRS-PV3p-CyP-54 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
AB119482 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
AJ429088 202-675_PMMV1.2 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
L35074 10-483 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
FR671392 P98/15 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
AMA491597 Sz20 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
AB276030 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 985 | 98,5
AB062049 PMMoV-Gel 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 | 98,5
GQ427046 MRS-PV3p-CyP-55 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 985 | 100
P-60-09 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 985 | 100 | 100
P-3-10 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 | 98,5 | 100 100 100
P-57-09 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 985 | 100 | 100 | 100 | 100
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Prilog 11. Proracun stepena nukleotidne identi¢nosti RdARp gena PMMOoV izolata sa izolatima iz GenBank baze

podataka.
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AB276030 70-4908
AB254821 70-4908 99,7
AB126003 70-4908 99,7 99,7
AB550911 70-4908 97,5 97,5 97,5
AY859497 70-4908 97,5 97,5 97,5 99,7
EF061142 Tun-12_183 | 975 97,5 97,5 100 99,7
P-57-09 99,4 99,4 99,4 97,1 97,2 97,1
P-60-09 99,7 99,7 99,7 97,5 97,5 97,5 99,4
P-3-10 99,4 99,4 99,4 97,1 97,2 97,1 100 99,4
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Prilog 12. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence RdRp gena izolata PMMoV i izolata iz GenBank baze podataka
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AB276030 70-4908
AB254821 70-4908 99,6
AB126003 70-4908 99,2 99,6
AB550911 70-4908 94,2 94,6 94,2
AY859497 70-4908 94,2 94,6 94,2 99,2
EF061142 Tun-
12 183 94,2 94,6 94,2 100 99,2
P-57-09 98,3 98,7 98,3 93,3 93,3 93,3
P-60-09 99,2 99,6 99,2 94,2 94,2 94,2 98,3
P-3-10 98,3 98,7 98,3 93,3 93,3 93,3 100 98,3
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Prilog 13. Proracun stepena homologije CP gena CMV izolata i izolata iz GenBank baze podataka prikazanih u filogenetskom stablu
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IAB004780 KM 97,1|97,4|97,3[97,4|96,8(97,8|97,8

DQ018286 Cas 96,4|96,8|96,696,4|96,1|95,8|96,8|96,8

IAJO06990 RB 94,8194,8194,9(94,6(93,4[93,4|94,1/94,1|93,7

IAF523340 113 95,6(95,3|94,7[95,1]94,8(94,9|95,6|95,3{94,2|194,9

D28780 Taiwan 95,1|95,1|94,2[94,9194,2(94,8]95,1|95,1|93,7|94,8(99,5

16926 Tfn 95,4195,4|94,6(94,9194,2(94,8|95,1|95,4|94,1|95,1(99,5|99,7

D42079 C7-2 93,7(94,3193,9(93,6(94,1[93,8|94,1|94,1|92,7|93,2(94,9|94,6 94,6

D49496 M48 91,8|92,5| 92 [92,3{91,1{91,4/91,8|92,2|91,4{90,9(91,4(91,2|91,6/91,3

AF127977 K 94,1194,8193,9(93,9193,2(93,7|94,1|94,1| 93 |92,9(94,2|94,4(94,8|94,3|94,2

L36525 ABI 93,7(94,1193,2(93,2192,9| 93 [93,4/93,4|92,5|93,2(94,3|94,4(94,8|94,6/93,2{97,9

X89652 91,7191,7]91,1{90,8{90,9/90,990,6/91,1|89,6| 92 [92,7|92,9(93,2| 92 |89,7(91,8|92,2

U31220 Oahu 90 | 90 [89,4]89,8/89,5|89,6/90,5(89,8|88,7| 92 |91,1{91,3{91,6/90,4(87,2|91,3(90,8| 88

U20219 Ixora 92,3192,3192,1{91,8{91,4/91,6(91,9/92,3{90,3|93,5[93,2|93,4(93,7|92,7/90,3{93,4|93,4(92,9|91,8

M21464 71,8|72,7| 72 |72,3|72,8(72,5|72,7|73,7|72,3|71,3]|73,2|73,4|73,9|72,6/70,3|74,1| 73 |70,9(70,4(70,8

FJ621495 Simp2 71,3|72,2|71,5(71,8(72,3| 72 [72,2|73,2|71,8|70,9|72,7| 73 |73,4|72,1|69,8|73,6/72,5[70,4[69,4([70,3{99,1

IAB006813 M2 71,5|725[71,7| 72 |72,5|72,3|72,5|73,4] 72 |71,1]72,9|73,2|73,6|72,3| 70 |73,6]72,5|70,6(70,1|70,6]|99,4]99,4

IAF063610 S 70,6/71,5|70,8(71,1{71,1{71,3| 71 [72,5|70,6|69,6|71,5|71,8|72,3|70,9|68,8|72,4|71,3[69,1(68,7(69,1|98,4|98,4(98,7

12818 Kin 70,8|71,8] 71 [71,3|71,8|71,6|71,8|72,7|71,6|70,6|72,3[{72,5| 73 |71,6(69,6(73,4|72,7|70,6(70,1/70,6/99,1{99,1{99,4(98,4

IAF127976 LS 71,3172,2[71,5(71,8|72,3| 72 |72,2|73,2|71,8|70,9|72,7| 73 |73,4]|72,1(69,8(73,6]|72,5|70,4]69,9/70,3|99,5{99,5[99,5[98,6]99,2

L15336 trk7 70,1|71,1|70,4{70,6(71,1{70,9(71,1{72,1{70,6|69,7|71,6|71,8|72,3|70,9|68,6|72,5|71,4(69,2|69,2(69,2]98,6|98,4|98,7|97,8|98,4|98,7

AJB29770 MAD99/4  [99,5|99,2(99,4|98,7|97,6(97,9/97,9/97,3|96,3[94,6(95,1[94,6({94,9/93,9(91,8|93,9(93,6]91,7(89,8{92,5|72,2|71,7| 72 | 71 |71,3|71,7|70,6

IAJB29768 MAD96/1 99,5[99,2/99,4(98,7(97,6(97,9[97,9(97,3{96,3{94,6]95,1|94,6|94,9|93,9|91,8|93,9|93,691,7(89,8(92,5|72,2|71,7| 72 | 71 |71,3]|71,7|70,6] 100

X16386 I17F 99,5(99,2199,4(98,7|97,697,9197,9|97,3|96,3|94,695,1|94,6 (94,9193,9/91,8{93,9|93,6(91,7|89,8(92,5|72,2|71,7| 72 | 71 |71,3|71,7[70,6] 100 | 100

AJB29776 MAD99/1  [99,5|99,2(99,4|98,7|97,6(97,9/97,9(97,3|96,3[94,6(95,1[94,6(94,9/93,9(91,8|93,9(93,6|91,7(89,8{92,5|72,2|71,7| 72 | 71 |71,3|71,7|70,6| 100 | 100 | 100

U43888 99,1/98,7/98,9(98,6(97,8(97,8[98,1{97,1|96,1|{94,8]|95,3|94,8|95,1|94,1| 92 |93,7|93,7[91,8| 90 [92,7|72,7|72,2|72,5]| 71 |71,8]|72,2|71,1|99,5|99,5/99,5[99,5

GQ340670 702-07 99,5(99,5/99,4(98,7|97,697,9197,9|97,3{96,3|94,6(95,1|94,9(95,3|94,1| 92 {94,2|193,9(91,8|90,2({92,8|72,2|71,8| 72 | 71 |71,3|71,8[70,6]199,7|99,7(99,7[99,7|99,2

D10545 CMV-P6 99,2198,9/98,7(98,4(96,9[97,6(97,6(96,9]95,994,694,7|194,6|94,9|93,6|91,694,2|93,9(91,1{90,2(92,5|71,5| 71 |71,3]|70,3|70,6] 71 |69,9/99,1/99,1/99,1{99,1{98,6(99,1

PL-25-09 99,5[99,5/99,1(98,7(97,3[97,6(97,9(96,9(96,3{94,9|95,1|94,9|95,3|93,7| 92 |94,2|93,9(91,8(90,5(92,8| 72 |71,5|71,7|70,8] 71 |71,5|70,4|99,4|99,4|99,4(99,4[98,9[99,7[99,1

PL-52-09 99,5(99,2199,7(99,1|97,3[97,6(97,9/96,9|96,6|95,3[95,1|94,6(94,9|93,6| 92 {93,9|93,6(91,1|89,8(92,1|71,8/71,3|71,5/70,6(70,8|71,3({70,1|99,4/99,4({99,4/99,4{98,9/99,4[99,1|99,4

PL-43-09 99,4199,4[99,5[99,2197,4197,8]98,1|97,1|96,8|94,8|94,9[94,4|94,7]93,7[92,2({94,1193,4]190,9|89,6(91,9|72,2|71,8| 72 | 71 |71,3|71,8|70,6[99,2|99,2]199,2]99,2(98,7/99,2]198,9]99,2[99,5
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Prilog 14. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence CP gena izolata CMV i izolata iz GenBank baze podataka ukljucenih u

filogenetsko stablo
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IAJ585517 207

HMO065509 151-08 100

HMO065510 115-08 100 | 100

D10544 CMV-FC 99,5/99,5[99,5

IM98500 PR36 99 [ 99 [ 99 [985

U32859 99 [ 99 | 99 [98,5] 99

IAJ006988 P1 98,5/98,5[98,5(98,1(98,5[98,5

IAB004780 KM 99 [ 99 [ 99 [98,5] 99 | 99 |99,5

DQ018286 Cas 98,5/98,5[98,5[98,1(98,5(98,5] 99 99,5

IAJO06990 RB 98,1/98,1(98,1{97,6(97,1{97,1{96,6(97,1|96,6

IAF523340 113 99 [ 99 [ 99 [98,5] 99 | 99 |98,5| 99 |98,5/98,1

D28780 NT9 98,5/98,5[98,5 99 [98,5(98,5(98,1{98,5|98,1|97,6/99,5

16926 Tfn 99 [ 99 [ 99 [98,5] 99 | 99 [98,5] 99 |98,5/98,1]| 100 | 99,5

D42079 C7-2 97,6/97,6(97,6(97,1(97,6(97,6(97,1|97,6]197,1|96,6|98,5|98,1)| 98,5

D49496 M48 93,2(93,2(93,2(92,7[93,2(93,2(92,7]93,2|92,7|93,2|194,2|93,7|94,2 | 93,7

AF127977 K 98,1/98,1(98,1{97,6(98,1(98,1|{97,6198,1|97,6/98,1] 99 |98,5| 99 [98,5(95,1

36525 ABI 96,6 96,6 (96,6 96,1 (96,6 96,6 96,1|96,6|96,1|96,6|97,6|97,1|97,6/98,1|93,7|98,5

X89652 pCP25 95,1[95,1[95,1{94,7[95,1{95,1[94,7[95,1|94,7]|96,1]|96,1]|95,6]/96,1|94,7|91,7|96,1 (94,7

U31220 Oahu 93,2(93,2(93,2(92,7(93,2(93,2(93,2(93,292,7]94,2|94,2|193,7]|94,2|92,7|89,3|94,2 (92,7 92,2

U20219 Ixora 95,6 95,6 (95,6(95,1[95,6(95,6(95,1(95,6(95,1]|96,6|96,6|96,1|96,6|95,1|92,7|96,6[95,1|95,1(92,7

M21464 81,6/81,6(81,6(81,1({81,6(81,6| 82 |82,5|82,5|80,6|81,6|81,1|81,6/80,6/79,1/81,6(80,1{81,1{76,2(80,1

FJ621495 Simp2 81,6/81,6(81,6(81,1({81,6(81,6| 82 |82,5|82,5|80,6/81,6|81,1|81,6/80,6/79,1|81,6(80,1{81,1{76,2{80,1|100

IAB006813 M2 81,6/81,6(81,6(81,1(81,6(81,6| 82 {82,5|82,5|80,6/81,6/81,1|81,6/80,6(79,1/81,6(80,1{81,1{76,2{80,1|100 | 100

IAF063610 S 80,6 80,6 (80,6(80,1(80,6(80,6(81,1|{81,6|81,6|79,6/80,6|80,1|80,6|79,6|77,7(80,6(79,1{80,1{75,2{79,1|{97,6|97,6({97,6

12818 Kin 81,6/81,6(81,6(81,1(81,6(81,6| 82 {82,5/82,5|80,6/81,6/81,1|81,6/80,6(79,1/81,6(80,1{81,1{76,2{80,1{99,5|99,5{99,5|97,1

IAF127976 LS 81,6/81,6(81,6(81,1(81,6(81,6| 82 |82,5|82,5|80,6/81,6/81,1|81,6/80,6(79,1(81,6(80,1{81,1|76,2(80,1|100 | 100 | 100 |97,6]99,5

L15336 trk7 79,6/79,6(79,6(79,1(79,6(79,6(80,1|{80,6(80,6|78,6|79,6|79,1|79,6|78,6(77,2|79,6(78,2(79,1|75,2|78,2|97,6|97,6|97,6]|95,1|97,1|97,6

AJB29770 MAD99/4 | 100|100 | 100 {99,5] 99 | 99 |98,5| 99 [98,5/98,1| 99 |98,5| 99 |97,6(93,2|98,1|96,6(95,1|93,2(95,6|81,6(81,6({81,6/80,6(81,6|81,6(79,6

AJB29768 MAD96/1 | 100|100 |100|99,5| 99 | 99 [98,5[ 99 [98,5]98,1| 99 |98,5] 99 |97,6)|93,2|98,1|96,6|95,1|93,2(95,6(81,6|81,6(81,6(80,6(81,6|81,6|79,6| 100

X16386 I117F 100100 100199,5| 99 | 99 [98,5[ 99 [98,5[98,1] 99 [98,5] 99 [97,6]193,2]|98,1]|96,6|95,1)|93,2|95,6/81,6(81,6(81,6(80,6(81,6(81,6(79,6| 100 | 100

AJB29776 MAD99/1 | 100|100 | 100 {99,5| 99 | 99 [98,5| 99 [98,5/98,1| 99 |98,5| 99 |97,6(93,2|98,1|96,6(95,1|93,2(95,6|81,6(81,6(81,6/80,6(81,6|81,6(79,6| 100 | 100 | 100

U43888 Ban 99,5[99,5[99,5[ 99 [98,5[98,5[98,1|{98,5(98,1]|97,6/98,5|98,1|98,5|97,1|92,7|97,6(96,1|94,7(92,7[95,1|81,1|81,1|{81,1|80,1|81,1|81,1|79,1|99,5/99,5/99,5[99,5

IGQ340670 702-07 100100 100199,5| 99 | 99 [98,5[ 99 [98,5[98,1| 99 |{98,5] 99 |97,6]193,2|98,1)|96,6]|95,1|93,2|95,6(81,6(81,6(81,6(80,6({81,6(81,6(79,6| 100 | 100 | 100 | 100 |99,5

D10545 CMV-P6 99 [ 99 [ 99 | 99 [98,1]98,1]|97,6198,1|97,6/97,1/98,1(98,1|98,1(96,6(92,2(97,1|95,6{94,2|92,2|94,7|80,6/80,6|80,6|79,6 (80,6 (80,6 (78,6 99 | 99 | 99 | 99 |98,5] 99

PL-25-09 99,5[99,5[99,5| 99 [98,5[98,5[98,1]{98,5]98,1|98,5/98,5/98,1|98,5/97,1|92,7|97,6(96,1|95,6(93,7(96,1|81,1{81,1{81,1|80,1|81,1|81,1|79,1/99,5[99,5/99,5(99,5[ 99 [99,5|98,5

PL-52-09 100 | 100 ) 100 199,5| 99 | 99 [98,5[ 99 [98,5[98,1| 99 |98,5| 99 |97,6]193,2]|98,1)|96,6|95,1|93,2|95,6(81,6(81,6(81,6|80,6(81,6(81,6]|79,6]| 100 | 100 | 100 | 100 [99,5| 100 | 99 [99,5

PL-43-09 100 [ 100 [ 100]99,5] 99 | 99 [98,5] 99 |98,5[98,1| 99 |98,5| 99 [97,6/93,2]98,1|96,6(95,1|93,2|95,6|81,6(81,6/81,6|80,6|81,6(81,6/79,6] 100 | 100 | 100 | 100 |99,5| 100 [ 99 |99,5] 100
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Prilog 15. Proracun stepena homologije gena za P1 protein izolata PVY i izolata iz GenBank baze podataka prikazanih u filogenetskom stablu

. o~ § 'E @ =2 S o S < S

Z 2 |8 |Z2|z|z|2|2|2|8|5|2|g|a|8|c|8|3|3|&|6|2|2|3|3|&|c|c|S|e|als5s
g 2 |8|2|8|8|8|8|8 |8 |8 |8 |&|a|2|2|¢|2|g8|2|¢|3|8|¢|3|8|3/|53/|5|8|8|%|2|<|2|s
g g |g|8|e|e|e|s|le|le|s|e|g|8|la|la|ls|s|5|5|2|g|g|e|e|s|s8|c|ga|2|8|5|2|3 |92
oL oL oL oL oL oL oL oL ril o S S [y o 9 3 3 3 9 9 9 3 ] S 3 3 3 o [og > g 9 =] 1 2 2
< | |2 ||| ||| ||| | < |XR|<|<|<|<|<|<|<|<|<|2|<|<L|<|o|o|c|u|<|=|a|=a]|4a

AF401600 N266

FF401601 N394 100

AF401603 SI 50 92,2 | 92,2

AF401604 Sl 64 91,7 | 91,7 | 99,6

AF401605 N5Yt | 939 | 93,9 | 91,1 | 90,9

AF401606 N 27 99,4 | 99,4 [ 91,9 [ 91.4 | 93,9

AF401607 N Jg 994 | 994 | 91,8 [ 91,4 | 93,6 | 99.2

AF401608 Tu 619 99 | 99 | 917 [91.2 [ 937 [ 987 [ 987

AF401609 Tu 660 | 99,6 | 99,6 | 92 | 91,5 | 94 | 993 | 99,3 | 99.4

AF401610 Tu 648 | 91,8 | 91,8 | 992 | 99 | 90,7 | 915 | 91,5 | 91,4 | 917

AJ245555 803 64,5 | 64,5 | 64,1 | 634 | 634 | 64,1 | 63,5 | 646 | 64,8 | 64,3

AJ245556 Viikki 65 | 65 | 649 | 641 | 639|646 | 64 | 651 | 653 | 651 | 985

AF248499 N-N242_| 91,2 | 91,2 | 989 | 98,7 | 90.1 [ 90.9 [ 90,9 | 90,7 [ 91,1 | 98,6 | 63.2 | 64

X97895 605 91,5 | 915 [ 992 | 99 | 904 [912 [91,2 | 91 [914 [ 989 | 626 | 634 | 98,9

AJ315739 Slovenial | 91,5 | 91,5 | 99,4 | 99,9 | 907 [ 912 [01,2 | 91 [ 914 [ 989 | 63,1 [ 639 | 98,6 | 98,9

AJ315744 California | 99,2 | 99,2 | 925 | 92 | 94,2 [ 99,2 [ 989 | 99 | 996 | 922 | 64,6 | 65,1 | 91,5 | 91,8 | 91,8

AJ315746 Rusia 98,5 | 985 | 92 | 91,5 | 93,4 [ 985 982 | 98 [ 986 | 91,7 | 65.1 | 656 | 91,1 | 91,4 [ 91,4 | 99

AJ315745 Canada | 62,9 | 62,9 | 646 | 639 | 64,4 | 625 | 61,9 | 63 | 63,3 | 64,7 | 94,2 | 94,4 | 637 | 63,6 | 636 | 64 | 64,6

AJ315740 Ukraine | 64 | 64 | 64,4 | 63,7 | 63,9 | 63,6 | 63 | 63,9 | 643 | 64,5 | 951 | 953 | 64,5 | 63,9 | 63,4 | 64,1 | 64,6 | 94,2

AJ315742 USA 64,5 | 64,5 | 659 | 65,2 | 64,4 | 64,1 | 63,5 | 64,6 | 64,8 | 659 | 953 | 954 | 65,5 | 64,9 | 649 | 65,6 | 66,1 | 96.1 | 95,6

AJ315743 Scotland | 64,1 | 64,1 | 64,6 | 63,8 | 654 | 635 | 64 | 64,8 | 64,8 | 64,4 | 79,1 | 80,1 | 63,7 | 63,6 | 636 | 65 | 64,8 | 80,3 | 78,7 | 80,3

AJB90344 Ditta 91,5 | 91,5 [ 994 | 99,3 [ 90,4 [ 91,2 [ 91,2 [ 91,1 [ 914 | 98,9 | 63,4 | 64,2 [ 98,6 | 98,9 [ 99,2 [ 91,9 | 91,4 [ 639 | 63,7 | 65.2 | 64,2

AJB90348 Adgen 63,7 | 63,7 | 64 | 63,2 | 65 | 632 | 63,6 | 645 | 64,4 | 638 | 79,4 | 80,4 | 63 | 62,9 | 629 | 63,6 | 62,8 | 798 | 79 | 79,4 | 97.9 | 63,5

AJ439545 LYES4,2 | 61,8 | 61,8 | 625 | 62,2 | 61,8 | 61,2 | 61,7 | 62,6 | 625 | 62,2 | 79,6 | 79,8 | 62 | 62,5 | 619 | 61,7 | 62 | 77,8 | 79 | 77,6 | 815 | 62,5 | 8255

AJ439544 SON41__ | 61,4 | 61,4 | 62,4 | 61,5 | 63,3 | 60,8 | 61,3 | 61,7 | 61,6 | 61,6 | 79,1 | 79,7 | 61,4 | 61,8 | 61,3 | 60,8 | 61 | 77,9 | 78,9 | 79,3 | 82,7 | 61,9 | 82,8 | 87,1

AJB90345 Linda 91 | 91 [ 989|987 | 89,9907 [90,7 | 906|909 [ 983 | 635|642 | 98 | 983 [ 986|914 | 91,2 | 64 |638 652639986 633|623 |6L7

AJB90347 Satina 91,3 | 91,3 (993 [ 99,2 [ 902 [ o1 | 91 | 90,9 [ 91,2 [ 98,7 | 63,1 | 639 [ 98,5 | 987 | 99 [01,7 | 91,2 [ 634 | 634 | 64,9 [ 633 | 99,3 | 62,7 | 622 | 61,5 | 985

GQ290475 D35-06 | 91,7 | 91,7 | 99,6 | 100 [ 90,9 [ 91,4 | 91,4 [ 912 [ 915 | 99 | 63,4 [ 641 [ 987 | 99 | 999 | 92 | 915 | 639 | 63,7 | 652 | 63,8 | 99,3 | 63,2 | 62,2 | 61,5 | 98,7 | 99,2

GQ290476 D7-06 | 91,5 | 915 | 99,4 | 99,9 [ 90,7 [ 91,2 | 91,2 [ 91,1 [ 91,4 | 98,9 | 63,1 | 639 | 98,6 | 98,9 | 99,7 | 91,9 | 91,4 | 63,7 | 63,5 | 649 | 639 | 99,2 | 633 | 62 | 61,3 | 986 | 99 | 99,9

AY884982 423-3 91,8 | 91,8 [ 99,4 | 99,3 | 91,1 [ 915 [ 91,5 | 91,4 [ 91,7 [ 98,9 | 63,6 | 64,4 | 98,6 | 98,9 [ 99,2 [ 92,2 | 91,7 [ 64,1 | 63,9 | 65,4 | 64,6 | 99.4 | 63,7 | 625 | 61,8 | 98,6 | 99,3 | 99,3 | 99,2

EF016294 v942490 | 91,8 | 91,8 | 99,4 | 99,9 [ 91,1 [ 91,5 | 91,5 [ 91,4 [ 91,7 [ 98,9 [ 63,1 [ 639 | 98,6 | 989 | 99,7 | 92,2 [ 91,7 [ 63,6 | 63,9 | 649 | 63,6 | 99,2 | 629 | 625 | 61,3 [ 986 | 99 | 99,9 [ 99,7 | 99,2

AJ315747 English | 99,4 | 99,4 | 925 | 92 | 94,2 [ 99,2 [ 99,2 | 99 [ 996 [ 922 | 64 | 646 | 91,5 | 91,8 [ 91,8 | 99,7 | 99 [ 635 [ 636 | 651 | 65 | 91,9 | 63,6 | 61,7 | 61,3 | 91,4 [ 91,7 | 92 [ 91,9 [ 922 [ 92,2

M95491 Hungarian | 90,7 [ 90,7 | 98,5 [ 98,9 | 90,9 | 90,4 | 90,4 [ 90,2 | 90,6 | 97,9 [ 62,4 | 63,2 | 97,6 | 97,9 | 98,7 | 91,1 [ 90,6 | 62,9 | 62,7 | 64,2 | 63,7 | 985 | 625 | 61,5 | 61,4 | 97,6 | 98,3 | 98,9 [ 98,7 [ 98,5 | 98,7 | 91,1

PL-3-10 91,2 | 91,2 989 [ 99,3 | 90,1 [ 90,9 [ 90,9 [ 907 | 91 [ 983|626 | 634 | 98 | 983 992 [ 91,5 | o1 [ 636 | 62,9 | 644 [ 631 | 98,6 | 62,4 | 61,9 [ 60,7 | 98 | 985 | 99,3 [ 99,2 [ 98,6 [ 99,2 | 915 [ 98,2

PL-15-09 91,7 | 91,7 [ 99,6 | 100 | 90,9 [ 91,4 [ 91,4 [912 [ 915 | 99 | 634 [ 641 [987 | 99 [ 999 | 92 | 915 [ 639 | 63,7 | 652 638 | 99,3 | 632 | 622 | 61,5 | 987 [ 99,2 | 100 | 99,9 [ 99,3 [ 99,9 | 92 [ 989 [ 99,3

PL-28-09 91,5 | 915 | 994 | 99,9 | 90,7 91,2 [ 91,2 | o1 [ 914 [ 989 | 63,1 | 639 [ 98,6 | 98,9 [ 99,7 [ 01,8 | 91,4 | 63,6 | 634 | 64,9 | 636 | 99,2 | 62,9 | 61,9 | 61,3 | 98,6 | 99 | 99,9 | 99,7 [ 99,2 [ 99,7 | 91,8 [ 98,7 [ 99,2 | 99,9
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Prilog 16. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence gena za P1 protein izolata PVY i izolata iz GenBank baze podataka ukljucenih u
filogenetsko stablo.
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IAF401600 N266

IAF401601 N394 100

AF401603 SI_50 83,9 | 83,9

AF401604 SI_64 83,4 | 834 | 995

IAF401605 N_5Yt | 86,8 | 86,8 | 83,4 [ 83,9

IAF401606 N_27 99,5995 [ 834 | 829 | 873

AF401607 N_Jg 99 99 |834 (829|868 995

IAF401608 Tu 619 | 976 | 976 | 83,4 | 829 | 873 | 98 | 97,6

IAF401609 Tu 660 | 98,5 | 98,5 | 834 [ 829 | 87,3 | 99 | 985 | 99

IAF401610 Tu 648 | 83,9 | 839 [ 99 | 985 | 834 | 83,4 | 834 | 834 | 834

IAJ245555 803 54,1 | 54,1 | 52,7 | 52,2 | 51,2 | 53,7 | 53,2 | 54,1 | 54,6 | 53,2

IAJ245556 Viikki 54,6 | 54,6 | 53,2 | 52,7 | 52,2 | 54,1 | 53,7 | 55,1 [ 55,1 | 53,7 | 97,1

AF248499 N-N242 | 82,4 | 82,4 | 97,1 | 96,6 | 824 | 82 82 82 82 |971 (517|522

X97895 605 8241824 (976|971 | 82 82 82 82 82 [97,6 |50,7 | 512|966

AJ315739 Sloveniall 82,9 [ 829 | 99 [ 995 | 834 | 824 | 824|824 (824 | 98 |51,7 522|961 | 96,6

IAJ315744 Californi| 98 98 [839 834|878 [985| 98 | 985 (995|839 (541|546 | 824 824|829

AJ315746 Rusia 96,6 | 96,6 | 834 | 829 [ 863 | 97,1 | 96,6 | 96,1 [ 97,1 | 834 | 541 | 546 | 82 82 | 824|976

IAJ315745 Canada | 53,2 | 53,2 | 54,6 | 54,1 | 54,6 | 52,7 | 52,2 | 53,2 | 53,7 | 54,6 | 90,2 | 90,2 | 54,6 | 53,7 | 53,7 | 53,7 [ 53,7

AJ315740 Ukraine | 53,2 | 53,2 | 53,7 | 53,2 | 52,2 | 52,7 | 52,2 | 53,2 | 53,7 | 53,7 | 91,2 | 91,2 | 53,7 | 53,7 | 52,7 | 53,2 | 53,2 | 91,2

AJ315742 USA 53,2 | 53,2 | 54,6 | 54,1 | 53,2 | 52,7 | 52,2 | 53,2 | 53,7 | 54,6 | 92,7 | 92,7 | 54,6 | 53,7 | 53,7 | 54,1 | 54,1 | 93,2 | 93,7

AJ315743 Scotland | 54,1 | 54,1 | 53,7 | 53,2 | 56,6 | 54,6 | 54,1 | 55,1 | 55,1 | 53,2 | 67,8 | 69,3 | 53,7 | 52,7 | 53,2 | 55,6 | 55,6 | 70,2 | 69,8 | 69,3

IAJ890344 Ditta 834 | 834 1995 | 99 [829 |829 (829|829 829|985 (522|527 |966|97,1) 985|834 | 829|541 ]532|541]532

IAJ890348 Adgen 54,1 | 54,1 | 53,2 | 52,7 | 55,6 | 54,6 | 54,1 | 55,1 | 55,1 | 52,7 | 67,3 | 68,8 | 53,2 | 52,2 | 52,7 | 54,6 | 54,6 | 69,3 | 69,3 | 67,8 | 96,6 | 52,7

AJ439545 LYEB4.2| 53,2 | 53,2 | 54,1 [ 53,7 | 51,7 | 53,7 | 54,1 | 53,7 | 53,7 | 53,2 | 67,8 | 67,3 | 53,7 | 53,7 | 53,7 | 53,2 | 53,7 | 66,3 | 68,8 | 67,3 | 72,2 | 53,7 | 72,2

AJ439544 SON41 | 50,7 [ 50,7 | 51,7 | 51,2 | 52,7 | 51,2 | 51,7 | 51,2 | 51,2 | 50,7 | 65,4 | 65,9 | 51,2 | 51,2 | 50,7 | 50,7 | 50,2 | 65,9 | 67,3 | 67,8 | 73,2 [ 51,2 | 72,7 | 78

AJ890345 Linda 82,9 829 | 99 | 985|824 |824 |84 )|824 8,4 98 [527|532 961|966 | 98 |829 | 824|546 | 53,7 | 54,6 | 54,1 | 98,5 | 53,7 | 54,6 | 52,2

IAJ890347 Satina 82 82 98 | 976 |815|815 815|815 |815(971 517522951 956|971 | 8 |815]532 (522537517985 512532507971

IGQ290475 D35-06 | 83,4 | 83,4 | 99,5 [ 100 | 839 | 82,9 | 82,9 | 829 | 829 | 9855 | 522 | 52,7 | 96,6 | 97,1 | 99,5 | 834 | 829 | 54,1 | 53,2 [ 54,1 | 532 | 99 | 52,7 | 53,7 | 51,2 | 985 | 97,6

IGQ290476 D7-06 | 82,9 [ 829 | 99 [ 995|834 824|824 |84 (84| 98 |51,7 522|961 )| 966 | 99 |829 (824|537 527|537 |532|985|527 532|507 | 98 [971] 995

AY884982 423-3 83,4 | 834 995 | 99 [829 829|829 |829 829|985 (522|527 |966|971| 985|834 | 829|541 ]|532 541|532 ]| 100 | 52,7 | 53,7 | 51,2 | 9855 [ 98,5 | 99 [ 98,5

EF016294 v942490 | 83,4 [ 83,4 | 99,5 [ 100 | 83,9 | 829 | 82,9 | 829 | 829 | 985 | 52,2 | 52,7 | 96,6 | 97,1 [ 99,5 | 83,4 | 82,9 | 541 | 532 | 54,1 | 53,2 | 99 | 52,7 [ 53,7 | 51,2 | 98,5 | 97,6 | 100 | 995 | 99

AJ315747 English | 98,5 | 985 | 84,4 [ 839 | 833 | 99 | 985 | 98 99 | 844 (537|541 829|829 |834 (995 | 98 |532]|527 |537|556|839 |546 | 532|507 | 834 824|839 834839 839

95491 Hungarian | 81,5 | 81,5 | 96,1 | 96,6 | 84,4 | 81 81 |815 815|951 (522527 941|937 )91 | 8 81 | 541 |532|541|532|966 | 51,7 527|517 951|951 | 966 | 96,1 | 96,6 | 96,6 | 82

PL-3-10 82,4 | 824 1976 | 98 82 82 82 82 82 |96,6 50,7 512|946 |91 | 98 [824 | 82 |[527|512 527|522 971|517 537|493 | 966|956 | 98 976|971 | 98 | 829 | 94,6

PL-15-09 834 | 8341995 | 100 | 839 | 829 [ 829 | 829 [ 829 | 985 | 52,2 | 52,7 | 96,6 | 97,1 | 99,5 [ 83,4 | 829 | 54,1 | 53,2 [ 54,1 | 53,2 | 99 | 52,7 | 53,7 | 51,2 | 98,5 | 97,6 | 100 | 99,5 | 99 100 | 83,9 [ 96,6 | 98

PL-28-09 83,4 | 834 1995 | 100 [ 839 | 829 [ 829 | 82,9 [ 829 | 985 [ 52,2 | 52,7 | 96,6 | 97,1 | 99,5 [ 834 | 829 | 54,1 | 532 [ 54,1 | 532 | 99 | 52,7 | 53,7 | 51,2 | 9855 [ 97,6 | 100 | 99,5 | 99 100 | 83,9 [ 96,6 | 98 | 100

PL-108-10 829|829 | 99 | 995 (834|824 [824]|824 (84| 98 517|522 |961]|966| 99 [829 | 824|537 ]|527 537|527 |985]|522]|532[507| 98 |971]995| 99 |985 | 995|834 ] 961|976 | 995 | 99,5
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Prilog 17. Proracun stepena homologije NC gena TSWYV izolata i izolata iz GenBank baze podataka prikazanih u filogenetskom stablu
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GQ355467 33-06
GQ373172 39-06 99
GQ373173 53-05 100 99
736882 T304 97,21 96,9 | 97,2
IAY848922 T992 99 | 984 | 99 |97,2
IAY744480 SPAIN-2 97,4 197,1197,4|98,6 | 97,4
IAY 744479 SPAIN-1 97,4 197,4 (97,4 | 98,6 | 97,4 | 99,7
X94550 LC 97,1196,7 (97,1]982|97,1|994 | 994
AJ41879 DH37 98,9198,2 (98,9 |96,7|986|96,9 |96,9 | 96,6
AJ418777 BS97 99,2 |1 98,6 | 99,2 | 96,7 | 98,6 | 96,9 | 96,9 | 96,6 | 98,4
AJ418778 10HK96 98,4 197,7|98,4|96,2|97,7|96,1|96,1|957]|976 |979
AJ297611 LE98/527 99,2 1986 (99,2]97,4]995|97,6 |97,6 |97,2]98,7|98,7 97,9
IAF020660 TSWV-D 99,5|98,9(995|974]995 (97,6 97,6 |97,2| 99 99 | 98,2 (99,7
IAY 744476 NC-1 99,5198,9(995|974]1995 97,6 97,6 |97,2| 99 99 | 98,2 (99,7 | 100
IAY 744478 NC-3 99,2 1986 [ 99,2|97,4]99,2|97,2(97,2(96,9|987| 99 [97,9]99,4 99,7 ]| 99,7
IAY 744477 NC-2 96,7 | 96,4 | 96,7 | 97,9 |1 97,1 | 97,7 | 97,7 | 97,4 | 96,2 | 96,2 | 95,7 | 96,9 | 96,9 | 96,9 | 96,9
IAF020659 TSWV-10 9551955 (955(971]959(96,9[97,2]96,6| 95 95 | 94,2 957|957 |957]|957| 98,2
IAJ296600 98/0472 98,2 |1 97,6 | 98,2 | 96,1 |979 96,2 |96,2 |959|974|97,7(97,2|97,7|981|98,1 (97,7956 | 94,3
EF059705 TSWV-GP 98,6 | 98,2 [ 98,6 | 97,11 98,9 | 96,9 | 97,2 | 96,6 | 98,1 | 98,1 | 97,2 | 99 99 99 |98,7|96,2 9541971
AJ296599 C27084 99,5|98,9(995|974)995|97,6 |97,6 97,2 | 99 99 | 98,2 (99,7 | 100 | 100 | 99,7 | 96,9 | 95,7 | 98,1 | 99
IAF064469 AC 96,7 | 96,4 | 96,7 | 979 | 97,1 | 97,7 | 97,7 | 97,4 | 96,2 | 96,2 | 95,7 | 96,9 | 96,9 | 96,9 | 96,9 | 99,7 | 98,2 | 95,6 | 96,2 | 96,9
IAF064472 MC 96,7 | 96,7 | 96,7 | 97,9 |1 97,1 | 97,7 | 98,1 [ 97,4 | 96,2 | 96,2 | 95,4 | 96,9 | 96,9 | 96,9 [ 96,9 | 99 | 98,9 ]| 95,2 [ 96,6 | 96,9 | 99
IAB038342 Tospo-G 97,4 197,1 (97,4 |96,7|97,4 96,9 |96,9 | 96,6 | 96,9 | 96,9 | 96,1 | 97,2 | 97,6 | 97,6 | 97,2 | 96,6 | 95,4 | 96,2 | 96,6 | 97,6 | 96,6 | 96,2
AB038341 Tospo-C 97,4197,1|97,4|96,7|97,4 96,9 |96,9 | 96,6 | 96,9 | 96,9 | 96,1 | 97,2 | 97,6 | 97,6 | 97,2 | 96,2 | 95,4 | 96,2 | 96,6 | 97,6 | 96,2 | 96,2 | 99
IAB088385 Ordinary_strain | 97,6 | 97,2 | 97,6 | 96,7 | 97,2 | 96,7 | 96,7 [ 96,4 | 96,7 | 97,1 [ 96,3 | 97,1 | 97,4 | 97,4 | 97,1 | 96,1 | 95,2 | 96,4 | 96,4 | 97,4 | 96,1 | 96,1 | 98,9 | 99,2
IAY 744468 CA-1 97,4197,1|97,4|98,6|97,7 98,7 (98,7 98,4969 969 |96,1|976|976|976|97,2|98,4|976|96,2|969|976|984 (984 |97,2|972]|97,1
IAY 744471 CA-4 97,6 | 97,2 |1 97,6 | 98,4 | 97,6 | 98,6 | 98,6 | 98,2 | 97,1 | 97,1 | 96,2 | 97,4 | 97,7 | 97,7 | 97,4 | 98,2 | 97,4 | 96,4 | 96,7 | 97,7 | 98,2 | 98,2 | 97,4 | 97,4 | 97,2 | 99,8
L20953 TSWV-BL 97,2 196,9 | 97,2 |98,4|976 | 98,6 | 98,6 | 98,2 | 96,7 | 96,7 | 95,9 | 97,4 | 97,4 | 97,4 | 97,1 | 97,9 | 97,1 | 96,1 | 96,7 | 97,4 | 979|979 | 97,1 | 97,4 | 96,9 | 98,9 | 98,7
X61799 L 97,7197,4 (97,7 1989981 | 99 99 |98,7(97,2(976|964|979(97,9(979|979|984 (97,6 |96,6|97,2|979 98,4 (984|976 |97,6 (97,4994 |99,2|992
D00645 BR 96,9 96,2 (96,9 |97,1]96,6 97,2 (97,2969 |964 |964 | 956 | 96,7 | 96,7 | 96,7 | 96,4 | 96,6 | 95,7 | 95,7 | 96,1 | 96,7 | 96,6 | 96,6 | 96,1 | 96,1 | 96,2 | 97,2 | 97,1 | 97,4 | 97,6
PL-60-09 99,8 199,2(99,8|97,4]99,2 976|976 (97,2| 99 |99,4 (98,6 |99,4|99,7|99,7 (994|969 |957|984|98,7(99,7|969|969|97,6|976|97,7|976|97,7(97,4|979|97,1
PL-35-09 99,5]98,9(995(971]1989(97,2(97,2[969]98,7| 99 [982| 99 |99,4|994 | 99 |966|954 |98,1|98,4|994|966 966 |97,2|972]|974|97,2|97,4|97,1]|976|96,7|99,7
PL-14-10 99,5]98,9(995(97,1]1989(97,2(97,2(969]98,7| 99 (982 | 99 |99,4]|994 | 99 |966|954|98,1 984|994 |966 966 |97,2|972]|974|97,2|97,4]97,1]|97,6|96,7 (99,7997
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Prilog 18. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence NC gena izolata TSWYV i izolata iz GenBank baze podataka uklju¢enih u

filogenetsko stablo
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GQ355467 33-06
GQ373172 39-06 96,8 | 100
GQ373173 53-05 100 | 96,8
736882 T304 91,4 903|914
[AY848922 T992 97,8 95,7 | 97,8 | 91,9
IAY744480 Spain-2 91,9 90,9 91,9] 952925
IAY744479 Spain-1 91,0 | 91,9 | 91,9 95,2 92,5 | 98,9
X94550 LC 91,0 90,9 91,9952 [92,5[ 98,9989
AJ41879 DH37 97,3952 97,3 90,9 96,8 91,4 | 91,4|914
AJ418777 BS97 97,3952 97,3]89,8]96,2]90,3]90,3]90,3] 95,7
AJ418778 10HK96 97,3952 97,3 90,9 96,2]90,3]90,3]90,3]95,7 95,7
AJ297611 Le98/527 97,8 95,7 97,8 91,9]98,9]92,5]92,5]92,5]96,8]96,2 | 96,2
IAF020660 TSWV-D 98,9 | 96,8 | 98,9 91,9 98,9 92,5 92,5 | 92,5 97,8 | 97,3 | 97,3 | 98,9
AY744476 NC-1 98,9 | 96,8 | 98,9 91,9 98,9 92,5 92,5 92,5 97,8 97,3 97,3 | 98,9 | 100
AY744478 NC-3 97,8 | 95,7 97,8|91,9|97,8| 91,4 91,4 91,4] 96,8 97,3 96,2 | 97,3 | 98,9 | 98,9
AY744477 NC-2 91,9 [ 90,9 | 91,9 [ 95,2 92,5 94,6 | 94,6 | 94,6 | 91,4 | 90,3 90,3 [ 92,5 [ 92,5 | 92,5 | 92,5
[AF020659 TSWV-10 88,7 88,7 88,7| 93 |89,2|92,5]93,5]92,5|88,2|87,1|87,1|89,2|89,2|89,2 89,2957
IAJ296600 98/0472 96,2 | 94,1 96,2 89,8 96,2 90,3]90,3]90,3] 94,6 | 94,6 | 94,6 | 95,2 | 96,2 | 96,2 | 95,2 | 90,3 | 87,1
EF059705 TSWV-GP 96,2 | 95,2 | 96,2 | 91,4 | 97,3 90,9 | 91,9 90,9 95,2 | 94,6 | 94,6 | 97,3 | 97,3 | 97,3 | 96,2 | 90,9 | 88,7 | 93,5
IAJ296599 C27084 98,9 | 96,8 | 98,9 91,9 98,9 92,5]92,5 92,5 97,8 97,3/ 97,3 98,9 | 100 | 100 | 98,9 | 92,5 89,2 | 96,2| 97,3
[AF064469 AC 91,0 | 90,9 | 91,9 | 95,2 | 92,5 | 94,6 | 94,6 | 94,6 | 91,4 | 90,3 | 90,3 | 92,5 | 92,5 | 92,5 | 92,5 | 98,9 | 95,7 | 90,3 | 90,9 | 92,5
IAF064472 MC 91,4 | 91,4 91,4 | 94,6 [ 91,9 94,1[ 95,2 94,1 90,9 89,8 89,8 | 91,9 | 91,9 91,9 |91,9|97,3|97,3|88,7|91,4|919 973
[AB038342 Tospo-G 935]925]935|91,4| 93 |91,9]91,9/91,9] 93 [91,9|91,9| 93 |94,1|94,1| 93 |91,0|88,7| 919|914 | 94.1|91,9]90,3
IAB038341 Tospo-C 94,1] 93 [ 94,1]91,9[935]92,5]92,5]92,5]93,5]92,5] 925|935 | 94,6 | 94,6 | 93,5 | 91,4 | 89,2 | 92,5 91,9 | 94,6 | 91,4 90,9 97,3
[AB088385 Ordinary _strain | 94,1 | 93 | 94,1|91,4| 93 | 91,4 | 91,4|91,4]92,5]92,5]92,5] 93 | 94,1941 93 |90,3|88,2 | 925|914 |94,1|90,3|89,8]|96,2]97,8
AY744468 CA-1 935925935968 941]97,397,3[97,3] 93 [91,991,9 /94,1 | 941|941 | 93 |96,2|94,1|91,9|925]94,1|96,2|957]93,5]94,1] 93
AY744471 CA-4 94,1] 93 | 94,1|96,2|93,5| 96,8 | 96,8 96,8 93,5 92,5 | 92,5 | 93,5 | 94,6 | 94,6 | 93,5 | 95,7 | 93,5 | 92,5 | 91,9 | 94,6 | 95,7 | 95,2 | 94,1 | 94,6 | 93,5 | 99,5
| 20953 TSWV-BL 91,9 90,9 91,9[952[92,5]957]95,7]95,7]91,9]90,3|90,3|92,5|92,5 | 92,5 | 91,4 | 94,6 | 92,5 | 90,3 90,9 | 92,5 | 94,6 | 94,1 | 91,9 93,5| 91,4 97,3 96,8
X61799 L 935925935968 94,1]97,3]97,3|97,3] 93 | 93 |91,9|94,1|94,1| 94,1 | 94,1962 |94,1|91,0|925|94,1|96,2|957|935|941| 93 | 98,9984 97,3
00645 BR 91,9 89,8 91,9]91,9]91,9[92,5]92,5]92,5]91,4]90,3|90,3 91,9 | 91,9 | 91,9 [ 90,9 | 91,4 [ 89,2 | 90,3 90,3 [ 91,9 | 91,4 90,9 [ 89,8 90,3 90,3 | 94,1 | 93,5 | 935 | 94,1
PL-60-09 99,5 97,3 99,5 91,9984 | 92,5 92,5 92,5]|97,8| 97,8 | 97,8 | 98,4 | 99,5 | 99,5 | 98,4 | 92,5 | 89,2 | 96,8 | 96,8 | 99,5 | 92,5 | 91,9 | 94,1 | 94,6 | 94,6 | 94,1 | 94,6 | 92,5 | 94,1 | 92,5
PL-35-09 98,9 | 96,8 98,9 91,4 97,8]91,9]91,9]91,9]|97,3[97,3|97,3 /97,8989 | 989 | 97,8919 [88,7 | 96,2| 96,2 98,9 | 91,9 |91,4|93,5]94,1| 94,1 93,5 94,1 | 91,9 93,5 91,9 | 99,5
PL-14-10 98,4 | 96,2 98,4 | 90,9 97,3 | 91,4 | 91,4 | 91,4 | 96,8 | 96,8 | 96,8 | 97,3 | 98,4 | 98,4 | 97,3 | 91,4 | 88,2 | 95,7 | 95,7 | 98,4 | 91,4 90,9 | 93 | 93,5]|93,5]| 93 | 935|914 | 93 |91,4| 989|995
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Prilog 19. Proracun stepena homologije CP gena AMV izolata i izolata iz GenBank baze podataka prikazanih u filogenetskom stablu

slglelels Elals|B]e Z < slsl8|2|als]s
A - T 2 - T A O - - = - VS B2 (= B gle|lc|el3|%|2|R
oooo¢%z§luﬁoogg>ox xo_,_jglc)gz
SIB|E |2 8|c|B|a|E|EIE|E|2le|Elel¥ a8 8 eleliltlzlBlc|als
SI313131813|818ll&e|3|3ls|glels|zlg|3|3l8l6lel3|r|le|F]3]|8
glg|d|d|2|8|e|lg|=3|(e|g|g|=2|s|g|3|(2|g|a|8|3|=2|8(8|3|8|3|8|§
[a) [a} [a) [a) < > < ¥ < < [a) [a) < < < < < X < [a) < < 4 [a) [T < o o o

DQ314753 Cad01

DQ314751 Ca399 | 99,7

DQ314752 Ca400 99 | 99

DQ314749 Ca375 99 | 99 (99,7

AJ130706 F-430 98,1(98,1(97,8|978

IY09110 Danza 97,4197,4(97,4|97,4|97,6

AF332998 N20 97,5(975|97,8|97,8|97,3| 98

K02703 425_Medis |97,4|97,4(97,8(97,8(97,3| 99 |983

AJ130707 Caa-1 94,694,6(948|952| 95 | 95 | 95,3 |94,6

AF015717 15/64 93,5(93,5(93,7|93,7|93,9(935|943|935|97,3

DQ314754 Ca508 |[98,3|98,3|98,6(98,6|98,1|97,1(97,1|97,1|94,4]93,3

DQ314750 Cal75 |97,4|97,4|97,4(97,4]197,3|99,3(97,3|98,3|943(931|974

AJ130704 126A 97,3(97,3/96,9|96,9|98,1|96,8|96,4|96,8|94,4|93,5|97,3|96,4

AJ130705 195-AN |97,5(97,5]|97,1|97,1|98,3|96,9|96,8|96,6 |94,8|93,9|975|96,6|98,1

AF015716 VRU 94,6946 (948|952 | 95 (94,2 95 |94,6(98,3| 98 |94,41939|94,4|948

AJ130708 Dacl6 94,3194,3/94,4194,8|94,6 (94,6 | 95 |94,2]99,3|97,6|94,1|94,3|94,1|94598,3

AF294432 KR1 96,4 (96,4 96,8 |96,896,2(97,6|96,2| 98 [935]|928| 96 |[97,3|957|955(935|935

X00819 S 97,1197,1|97,4|97,4|96,6 (97,6|97,3| 98 [939(93,1|96,4|97,3 (957959939939 |96,2

AF294433 KR2 96,9 196,9(97,3|97,3|96,7(98,1|96,8|98,1|94,1|93,3|96,697,8(959]|96,1|94,1(94,1]|99,5|96,7

DQ314756 Ca616 |98,3|98,3|98,6(98,6|98,1|97,1(97,1(97,1|94,4|93,3|100|97,4|97,3(975|94,4|94,1| 96 |96,4|96,6

AJ130709 Lyh-1 94,8194,8| 95 |95,3|952(94,8|95,2|94,8(99,2|97,1|94,6[94,1|94,6| 95 [98,5(98,8|93,7|94,1|94,3|94,6

AJ130703 Lye-80 [93,4|93,4|93,6(939(93,7| 93 |94,1(934|97,1|97,3(93,2(92,6|93,9(93,6|97,8|97,5|92,6(92,6|93,2|93,296,9

L00162 425_Leide |97,5|97,4(97,8(97,8(97,3| 98 [99,7|98,3|953|94,2|97,1|973|96,4|968| 95 | 95 |96,2|97,3|96,7 (97,1952 (94,1

DQ314755 Ca518 |98,3|98,3(98,7| 99 |97,8|97,4|97,8|97,8(95,2(93,7|97,6|96,7[96,9|97,1|95,2|94,8|96,4|97,4|96,9(97,6|953|93,9|97,8

FJ527749 196-08 98,3198,3/98,3|98,3|98,1(981|98,1|98,1|952|94,1|97,6|97,4(97,3|97,5|95,2(94,8|96,7|97,4(97,3(97,6|95,3|93,9|98,1|98,3

AF215664 NZ34 97,5(975(97,8|97,897,3| 98 | 100 | 98,3 |953|94,3|97,1|97,3|96,4|968| 95 | 95 |96,2|97,3|96,8|97,1|952(94,1|99,7|97,8|98,1

PL-2-10 98,5(98,5(985|985|98,3(98,3|98,3|983| 95 |94,2|97,8|97,6(975|97,6(953| 95 |96,9|97,6|97,4|97,8|952|94,1|98,3|985|99,5 983

P-10-10 98,5(98,5(985|985|98,3(983|98,3|983| 95 |93,9|97,8(97,6|975|976| 95 [94,6|96,9|97,6|97,4|97,8|95,2(93,7|98,3|985|99,5|98,3|99,7

P-27-09 98,1(98,1/98,1|98,1{983| 98 |97,6| 98 [953|94,6|97,8|97,3(97,5|97,6(95,7(953|96,9|97,3(97,4|97,8|955[94,5|97,6|98,1|98,8|97,6|99,3| 99
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Prilog 20. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence CP gena izolata AMV i izolata iz GenBank baze podataka ukljuc¢enih u

filogenetsko stablo

2 s 5

cClojo ol g2 g8 |8 |9 |lg|a]|>]|8]|X¥ xojjg'oaz
SBlE|B|E|g|c|8|alEla|B|Blgle|glelglalg| 8|l |Ble|Elclals
ST 1313 |lgla|dlelglvg|ld3|d|lglglvwlgls|ldlsldlglgleldI|IRIg|F|F|S
218|882 |8|2|S|2|2|8|8|2|2|g|2|8|S|8|B|2|2|8|8|8|8 3|35
Ol |la|o|«C|>|<C|X| Q| < |o|lojldl ||« || X | < |o| |||l |<|aT|ad]ad

DQ314753 Ca401

DQ314751 Ca399 99

DQ314752 Ca400 99 | 99

DQ314749 Ca375 99 | 99 | 100

IAJ130706 F-430 97,5|97,5|97,5|975

'Y09110 Danza 97,5|975|97,5|975| 99

IAF332998 N20 95 | 95 | 96 | 96 | 955|965

K02703 425_Medison | 97 | 97 | 98 | 98 |97,5|985]| 97

AJ130707 Caa-1 93 | 93 | 94 | 94 |935|935]|945]935

AF015717 15/64 93,5/93,5/94,5/94,5/935|935| 95 | 94 | 985

DQ314754 Ca508 98 | 98 | 99 | 99 |975|975| 95 | 97 | 935|935

DQ314750 Cal75 98,5/98,5/985/985| 98 | 99 [955[97,5| 93 | 93 | 985

AJ130704 126A 94,5|94,5|945|94,5| 96 |96,5| 93 | 96 |91,5]|91,5]|94,5]|955

AJ130705 195-AN 955|955|955|955| 97 | 97 | 94 |955|93,5| 93 [955| 96 | 96

AF015716 VRU 94 | 94 | 95 | 95 | 94 | 94 |945|94,5| 98 |985| 94 |935| 92 | 935

AJ130708 Dacl6 935[935/945[945| 94 | 94 | 95 | 94 |995| 99 | 94 [935| 92 | 935|985

AF294432 KR1 96 | 96 | 96 | 96 |96,5|97,5| 95 | 98 |915| 92 | 95 |96,5| 95 | 945|925 92

X00819 S 97,5|97,5/985|985| 98 | 98 | 97 |985|94,5| 95 |97,5| 97 | 95 | 96 | 95 | 95 | 96,5

IAF294433 KR2 97,5|975|975|975| 98 | 99 |96,5|985| 93 |935|96,5| 98 |955| 96 | 94 | 935|985 | 98

DQ314756 Ca616 98 | 98 | 99 | 99 |975|975| 95 | 97 |935|93,5| 100 |98,5|94,5|955| 94 | 94 | 95 |97,5|96,5

AJ130709 Lyh-1 94 | 94 | 95 | 95 |945]|945|945|945| 99 |985(945| 94 |925| 94 | 99 [99,5|925| 95 | 94 | 945

AJ130703 Lye-80 92 | 92 | 93 | 93| 92 | 92 |935[925| 96 [96,5]| 92 |91,5]| 92 |[91,5]| 96 |96,5|905[935| 92 | 92 | 96

100162 425 Leiden |955|955|96,5|96,5| 96 | 97 |99,5/97,5| 95 |955|955| 96 |93,5|94,5| 95 |955|955|97,5| 97 |955| 95 | 94

DQ314755 Ca518 97,5|975/985[985| 98 | 98 |96,5|985| 94 |945|975| 97 | 95 | 96 | 95 |945|96,5| 99 | 98 |975]| 95 | 93 | 97

FJ527749 196-08 98,5|985/985[985| 99 | 99 |96,5|985| 94 |945|975| 98 | 96 | 97 | 95 [945|97,5| 99 | 99 |975| 95 | 93 | 97 | 99

AF215664 NZ34 95 | 95 | 96 | 96 |955|96,5| 100 | 97 |945| 95 | 95 |955| 93 | 94 |945| 95 | 95 | 97 |96,5| 95 |94,5|93,5|99,5|96,5| 96,5

PL-2-10 98,5|985/985[985| 99 | 99 |96,5|985| 94 |945|97,5| 98 | 96 | 97 | 95 |945|97,5| 99 | 99 |975| 95 | 93 | 97 | 99 | 100 | 96,5

P-10-10 98,5/985/985/985| 99 | 99 | 965|985 94 |945|975| 98 | 96 | 97 | 95 |945]|975| 99 | 99 |975| 95 | 93 | 97 | 99 | 100 | 96,5 | 100

P-27-09 98,5/98,5/985/985| 99 | 99 |96,5/98,5| 94 |945|975| 98 | 96 | 97 | 95 |945|97,5| 99 | 99 |97,5| 95 | 93 | 97 | 99 | 100 | 96,5 | 100 | 100
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Prilog 21. Proracun stepena homologije CP gena PMMOoV izolata i izolata iz GenBank baze podataka prikazanih u filogenetskom stablu

o
o 3 g
o o ; 0 % N ™ < %

2 N slels|8l=-]58|=x =| . |3 S|~ |5]s]¢ S|l ||| S18l8z2
Ejmx8888oo.§o 23,%»9;.9%289{’ zZ|le|l=2|&|&|g|2|2|&
(8|8 |8|elgle|8|d|8 |8 |alB|g|-|8|C|8(2|a|a|e|g|a|a|8 |z g|g|glg|dlals
| 2|2 &8 |88 |88 |g|8|8|F|e|lg|g|8|8|=z8|l3|3|d|lgleg|g|F|8|3|g|s|=2|8|=22|2]|2=2
|8 | 8|l | 8|83 |8 |8 |8|8|=2|8|8 |8 |8|e|d|8|lg|s|2|s|(S|g|l=|a|lslg|s|e|&|B|8|a
< | < | < | < | < | < | < | < |<|T|=2|<|=2|<|<L|X|<|X|<|<|E|E|E|x ||| |<|E& ||| |I|d|d]|d

IAB254821 Iw

IAB276030 L4BV 28,7

AB084456 P 99,6 | 99,1

AB126003 KR 99,6 | 99,1 | 100

AF103776 PO 98,1 | 97,2 | 98,1 | 98,1

AB062049 Gel 98,7 | 983 | 98,7 | 98,7 | 97,2

IAB062051 Ge5 985 | 981|985 |985| 97 | 99,8

AB062050 Ge4 985|981 | 985|985 | 97 | 998 | 99,6

AB550911 DFO1 98,1 | 97,2 | 981|981 | 97 | 97,6 | 974 | 974

AY859497 CN 97 | 965|974 | 974|959 | 96,5 | 96,3 | 96,3 | 98,9

M87827 Taiwan 97,4 | 97 | 979979963 | 97 | 968|968 | 99,4 | 99,1

AB062052 OH 97,4 | 97 | 979 (979|963 | 97 | 968|968 | 99,4 | 98,7 | 99,1

M81413 S 97,6 | 97,21 981 [ 98,1 | 965 | 97,2 | 97 | 97 [ 99,6 | 98,9 | 99.4 | 99,4

AB062054 Na 97,6 | 97,2 |1 98,1 [ 98,1 | 96,5 | 97,2 | 97 | 97 [ 99,6 | 98,9 | 99,4 | 99,4 | 99,6

/AJ308228 SP-la 93,8 | 92,9 | 938 [ 93,8 | 922|933 [ 931|931 [945 936|938 938|941 941

72587 Italian 94 | 931 (941|941 (924|936 933933 945|936 938938941 0941|985

AB062053 Tosa 94 | 931|941 |941 (924|936 |933[933 945|936 938|938 |941 0941|985 100

70883 TMV 515| 52 | 523|523| 51 |515| 51 |516|516|521| 52 | 516|516 (515|516 |523]|523

AF411922 ToMV 54,4 | 52,8 | 54,5 | 54,5 | 53,1 [ 54,3 | 53,8 | 54,3 [ 54,2 | 54,3 | 54,2 | 53,5 | 54,2 [ 534 [ 564 | 558 [ 558 | 71

AB000709 JP-J 97,9 | 97,4 | 98,3 | 98,3 | 96,8 | 97,4 | 97,2 | 97,2 [ 99,8 | 99,1 | 99,6 | 99,6 | 99,8 [ 99,8 | 94,3 | 943 | 943 | 52 | 53,8

FN594889 P86/10 97,9 | 97,4 | 98,3 98,3 | 96,8 | 97,4 | 97,2 [ 97,2 [ 99,8 [ 99,1 | 996 | 996 [ 99,8 | 99,8 | 943 | 943 | 943 | 52 | 53,8 | 100

FN594870 P02/2 979 | 97 | 979|979 | 968 | 97,4 [ 97,2 | 97,2 [ 99,8 | 98,7 | 99,2 | 99,1 | 99,4 | 99,4 | 94,3 | 94,3 | 94,3 | 51,2 | 54,6 | 99,6 | 99,6

FN594869 P85/29 979 | 97 | 979 (979|968 | 97,4 [ 97,2 | 97,2 [ 99,8 | 98,7 | 99,2 | 99,1 | 99,4 | 99,4 | 94,3 | 94,3 | 94,3 | 51,2 | 53,8 | 99,6 | 99,6 | 99,6

AY632863 99,8 | 98,9 | 99,8 | 99,8 | 98,3 | 98,9 | 98,7 [ 98,7 [ 983 | 97,2 [ 976 | 976 [ 979 | 979 | 94 | 943 | 943 | 52 | 54,8 | 98,1 | 98,1 | 98,1 | 98,1

AJ429088 PMMV1.2 | 996 | 98,7 | 996 | 996 | 981 | 98,7 | 985 | 985 | 981 | 97 | 974 | 97,4 | 97,6 | 98,1 | 93,8 | 94 | 94 | 51,5 | 54,4 | 97,9 | 97,9 | 97,9 | 97,9 | 99,8

FR671392 P98/15 99,2 | 98,3 | 99,2 | 99,2 | 97,6 | 98,3 | 98,1 | 981 [ 981 | 97 974 | 974 | 976|976 | 943 | 95 | 95 | 52 | 552 | 97,9 | 97,9 | 97,9 | 97,9 | 99,4 | 99,2

AM411433 LinsBRO8 | 99,8 | 989 | 99,8 | 99,8 | 983 | 989 | 98,7 | 98,7 | 983 | 972 | 97,6 | 97,6 | 97,9 | 97,9 | 94 | 943 | 94,3 | 52 | 548|981 | 981 | 981|981 | 100 | 99,8 | 99,4

AB119482 Pel 99,4 | 985 | 99,4 | 99,4 | 97,9 | 985 | 983 | 983 [ 979 | 968 | 972 | 972 | 97,4 | 97,4 | 936 | 93,8 | 938 | 52,8 | 54,8 | 97,6 | 97,6 | 97,6 | 97,6 | 99,6 | 99,4 | 98,9 | 99,6

FN594881 P89/4.2 98,1 | 97,2 (981|981 | 97 | 976 | 974|974 | 100 [ 989|994 | 994 | 996 | 996 | 945 | 945 | 945 | 51,6 | 54,2 | 99,8 | 99,8 | 99,8 | 99,8 | 98,3 | 98,1 | 98,1 | 98,3 | 97,9

FR671393 P99/23 97,9 | 97 | 97,9979 |98 | 974 | 972|972 (998|987 991|991 |994 |994 |943|943| 943|521 |546 | 99,6 | 99,6 | 99,6 | 99,6 | 98,1 | 97,9 | 97,9 | 98,1 | 97,6 | 99,8

FN594853 P83/4 98,1 | 97,2 | 981|981 | 97 | 976 | 974|974 | 100 [ 989 | 994 | 994 | 996 | 996 | 945 | 945 | 945 | 51,6 | 54,2 | 99,8 | 99,8 | 99,8 | 99,8 | 98,3 | 98,1 | 98,1 | 98,3 | 97,9 | 100 [ 99,8

FR671388 P96/44 97,9 | 97 | 97,9 (97,9968 | 974 | 972|972 998|987 |992|991 |994 | 994|945 |945| 945 |51,6 | 542 | 99,6 | 99,6 | 99,6 | 99,6 | 98,1 | 97,9 | 97,9 | 98,1 | 97,6 | 99,8 | 99,6 | 99,8
HQ699079 PMMoV-BD | 979 | 97,4 | 98,3 | 98,3 | 96,8 | 97,4 | 97,2 | 97,2 [ 99,8 | 99,1 | 99,6 | 99,6 | 99,8 | 99,8 | 943 [ 94,3 | 943 | 52 [ 538 | 100 | 100 | 99,6 | 99,6 | 98,1 | 97,9 | 97,9 | 98,1 | 97,6 | 99,8 | 99,6 | 99,8 | 99,6
P-57-09 99,6 | 98,7 | 99,6 | 99,6 | 98,1 | 98,7 | 98,5 | 985 | 98,1 | 97 | 97,4 | 974 | 976 | 97,6 | 938 | 94 | 94 | 524 [ 553|979 | 979|979 (979|998 | 996 | 99,2 | 99,8 | 994 | 98,1 | 97,9 | 98,1 | 97,9 | 97,9
P-60-09 99,6 | 98,7 | 996 | 99,6 | 98,1 | 98,7 | 98,5 | 985 | 98,1 | 97 | 97,4 | 974 | 976 | 97,6 | 93,8 | 94,1 | 94,1 | 51,6 [ 54,8 | 97,9 | 97,9 | 97,9 | 97,9 | 99,8 | 99,6 | 99,2 | 99,8 | 99,4 | 98,1 | 97,9 | 98,1 | 97,9 | 97,9 | 99,6
p-3-10 99,6 | 98,7 | 996 | 99,6 | 98,1 | 98,7 | 98,5 | 985 | 98,1 | 97 | 97,4 | 974 | 976 [ 97,6 | 938 | 94 | 94 | 524 [553]|979|979|979|979 | 998|996 | 99,2 | 998 | 99,4 | 98,1 | 97,9 | 98,1 | 97,9 | 97,9 | 100 | 99,6
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Prilog 22. Proracun stepena homologije aminokiselinske sekvence CP gena izolata PMMoV i

filogenetsko stablo

izolata iz GenBank baze podataka uklju¢enih u

)
3 g N s
2 o s |8 5 s | | g = 21y 8 S1S12 .58 |88z
(S |a |82 |8|g|&|5|8|2]|5 slg|&|f|z|B|2|8|2|8 s|g|3|2|8|8g 8|8z
(8|8 |8|e|8|s|8|E|8|n|B|alB|a|cl8|C 8 elg|ale|8|ala|E s g|elg|lg|d|lals
| 2|2 &8 |g |8 |88 ||8|F|e|gs|g|8|c8|=z8|ls|3|3|lgleg|g|F|8|3|R|S|=F|8|2|c2]|¢c
|8 |8 ||| 8|83 |8 |8 |8|83|=2|8|2|g|8||d|8|lg|s|2|s|S|g|l=|a|lslg|s|e|S|B|8|a
< | < | < | < | < | < | < | < |<|]T|=2|<|=2|<|<|X|<|X|<|<|E|E|E|x| ||| ||| |xT|Z|d|d]|d
IAB254821 Iw
IAB276030 L4BV 98,7
IAB084456 P 100 | 98,7
IAB126003 KR 100 | 98,7 | 100
IAF103776 PO 26,8 | 955 | 96,8 | 96,8
AB062049 Gel 98,7 | 97,5 | 98,7 | 98,7 | 955
IAB062051 Ge5 98,1 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 949 | 99,4
AB062050 Ge4 98,1 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 94,9 | 99,4 | 987
AB550911 DF01 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1
AY859497 CN 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 | 100
87827 Taiwan 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 | 100 | 100
AB062052 OH 98,7 | 97,5 | 98,7 | 98,7 | 955 | 97,5 | 96,8 | 96,8 | 98,7 | 98,7 | 98,7
81413 S 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 | 100 | 100 | 100 | 987
[AB062054 Na 99,4 | 98,1 | 99,4 | 99,4 | 96,2 | 98,1 | 97,5 | 97,5 | 99,4 | 99,4 | 99,4 | 98,1 | 99,4
AJ308228 SP-la 96,8 | 955 | 96,8 | 96,8 | 94,3 | 955 | 94,9 | 949 | 96,8 | 96,8 | 96,8 | 95,5 | 96,8 | 96,2
X72587 lItalian 98,1 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 94,9 | 96,8 | 96,2 | 96,2 | 98,1 | 98,1 | 98,1 | 96,8 | 98,1 | 97,5 | 98,7
AB062053 Tosa 98,1 | 96,8 | 98,1 [ 98,1 | 94,9 | 96,8 | 96,2 | 96,2 | 98,1 | 98,1 | 98,1 | 96,8 | 98,1 | 97,5 | 98,7 | 100
X70883 TMV 70,1 | 701|701 | 701|688 | 701|694 701|701]|701]701]|701]|701]|701]|701]707]| 707
AF411922 ToMV 72,6 | 71,3 | 726 [ 726 | 70,1 | 72 | 71,3 | 72 [ 72,6 | 72,6 | 72,6 | 72,6 | 726 [ 72,6 | 72 | 732 | 73,2 | 82,2
AB000709 JP-J 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6
FN594889 P86/10 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 [ 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100
FN594870 P02/2 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 [ 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100
FN594869 P85/29 99,4 | 98,1 | 99,4 | 99,4 | 96,2 | 98,1 | 97,5 | 97,5 [ 99,4 | 99,4 | 99,4 | 98,1 | 99,4 | 98,7 | 96,2 | 97,5 | 97,5 | 69,4 | 72 | 99,4 | 99,4 | 99,4
AY632863 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4
(AJ429088 PMMV1.2 99,4 | 98,1 | 99,4 | 99,4 | 96,2 | 98,1 | 97,5 | 97,5 | 99,4 | 99,4 | 99,4 | 98,1 | 99,4 | 100 | 96,2 | 97,5 | 97,5 | 70,1 | 72,6 | 99,4 | 99,4 | 99,4 | 98,7 | 99,4
FR671392 P98/15 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4
AM411433 LinsBRO8 | 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 [ 98,1 [ 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100
AB119482 Pel 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 [ 98,1 [ 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100 | 100
FN594881 P89/4.2 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 [ 98,1 | 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100 | 100 | 100
FR671393 P99/23 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 [ 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100 | 100 | 100 | 100
FN594853 P83/4 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 [ 98,1 [ 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
FR671388 P96/44 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 [ 98,1 [ 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
HQ699079 PMMoV-BD | 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
P-57-09 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 [ 98,1 [ 98,1 [ 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
P-60-09 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 [ 98,1 [ 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 100 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
p-3-10 100 | 98,7 | 100 | 100 | 96,8 | 98,7 | 98,1 | 98,1 | 100 | 100 | 100 | 98,7 | 100 | 99,4 | 96,8 | 98,1 | 98,1 | 70,1 | 72,6 | 100 | 200 | 100 | 99,4 | 100 | 99,4 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
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BIOGRAFIJA

Dragana N. Miloevi¢ je rodena 18.12.1980. godine u Novom Sadu. Skolske
1999/2000. godine upisala je Poljoprivredni fakultet u Novom Sadu, odsek za zastitu bilja,
koji je zavrSila 2004. godine sa prose¢nom ocenom 9.42. Diplomski rad pod nazivom
"Uloga gajenih biljaka u procesu fitoremedijacije " odbranila je ocenom 10 ¢ime je dobila
diplomu o steCenom visokom obrazovanju i stru¢nim nazivom diplomirani inzenjer
poljoprivrede. Poslediplomske studije upisala je Skolske 2005/2006. godine na predmetu
Fitopatologija, na Institutu za zastitu bilja, Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, a
magistarski rad pod nazivom: ,,Rasprostranjenost virusa pasulja u VVojvodini”, odbranila je
2008. godine. Iste godine izabrana je u zvanje istrazivaca saradnika.

Od 2005. godine zaposlena je u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Laboratoriji za
ispitivanje semena kao saradnik na ispitivanju zdravstvene ispravnosti semena.

Do sada je ucestvovala je na dva Tehnoloska projekta Ministarstva nauke Republike
Srbije, na projektu Pokrajinskog sekretarijata za nauku i tehnoloski razvoj, kao i na dva
Inovaciona projekta Ministarstva nauke Srbije. Trenutno je angaZovana na dva projekta
Ministarstva nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije: « Razvoj novih sorti i
poboljsanje tehnologija proizvodnje uljanih biljnih vrsta za razli¢ite namene» i « Stvaranje
sorata i hibrida povréa za gajenje na otvorenom polju i zaSticenom prostoru» ¢iji je rezultat
doktorska disertacija.

Bila je ucesnik nekoliko medunarodnih i domacih skupova, a kao autor i koautor
objavila je 55 naucnih 1 strucnih radova koji su objavljeni u vode¢im nacionalnim

Casopisima i prezentovani na medunarodnim i domacim skupovima.
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Izjava 0 autorstvu

Potpisani-a Dragana MiloSevié

broj indeksa

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom
Diverzitet i karakterizacija virusa paprike u Srbiji

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje bilo
koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

o ) 7 =
oL foctittti Y. Ceemoeyy Clot’]

U Beogradu, 19.03.2013. godine
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Dragana MiloSevié¢

Broj indeksa

Studijski program Poljoprivredne nauke

Naslov rada Diverzitet i karakterizacija virusa paprike u Srbiji

Mentor  prof. dr Branka Krstié, redovni profesor

Potpisani/a Dragana Milosevi¢

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju

sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u

Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja

doktora nauka, kao Sto su ime 1 prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u

elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

Yo 17 s
Lpaiati. Sl o]

U Beogradu, _ 19.03.2013. godine
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Izjava o koriSéenju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Diverzitet i karakterizacija virusa paprike u Srbiji koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.
Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.
1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima
(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na

poledini lista).

Potpis doktoranda

Yo 17 s
oLpcriotei S ety o]

U Beogradu, 19.03.2013. godine
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