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DIVERZITET I KARAKTERIZACIJA VIRUSA PARADAJZA U SRBIJI

Rezime. U periodu od 2011. do 2015. godine, u okviru 22 administrativna okruga Srbije
i 136 lokaliteta gajenja paradajza, utvrdeno je znacajno prisustvo virusnih zaraza
paradajza. Testiranjem 3486 sakupljenih uzoraka na prisustvo 10 virusa infektivnih za
paradajz, primenom DAS-ELISA testa i/ili RT-PCR uz koris¢enje virusno-specificnih
prajmera, detektovano je Sest virusa paradajza: virus mozaika krastavca (Cucumber
mosaic virus, CMV), virus crti¢astog mozaika krompira (Potato virus Y, PVY), virus
bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt orthotospovirus, TSWV), virus mozaika
lucerke (Alfalfa mosaic virus, AMV), virus mozaika duvana (Tobacco mosaic virus,
TMV) i virus mozaika paradajza (Tomato mosaic virus, ToMV). Testiranjem semena
paradajza komercijalno dostupnih sorti i hibrida, koje je izvedeno 2012. godine DAS-
ELISA metodom, na prisustvo Cetiri virusa koji se prenose semenom: AMV, ToMV,
TMV 1 virusa mozaika pepina (Pepino mosaic virus, PepMV), nije utvrdeno prenoSenje
semenom paradajza ni jednog od ispitivanih virusa. Tokom petogodiSnjeg perioda
istrazivanja utvrdeno je dominantno prisustvo CMV 1 PVY u razli¢itim godinama
istrazivanja 1 lokalitetima gajenja paradajza. Pojedinacne infekcije su bile najznacajnije 1
njihova zastupljenost se kretala od 27,2% u 2014. godini do 60,7% tokom 2015. godine.
Od mesanih infekcija najzastupljenije su bile dvostruke infekcije €ija se zastupljenost
kretala od 3% u 2014. godini do 33,7% tokom 2011. godine. Najzastupljeniju dvostruku
infekciju €inili su CMV 1 PVY ¢ija se zastupljenost kretala od 5,8% tokom 2013. godine
do 17,2% u 2011. godini. Trostruke i1 cetvorostruke infekcije zabeleZzene su u manjem
procentu i bile su znacajne u pojedinim lokalitetima, a najviSe su bile zastupljene sa 4,9%
tokom 2011. godine.

Detekcija 1 identifikacija svih Sest prouzrokovaca virusnih oboljenja na paradajzu
u Srbiji potvrdena je RT-PCR metodom kori§¢enjem odgovarajucih specifi¢nih prajmera.

Tokom istrazivanja unapredena je molekularna dijagnostika svih Sest virusa do
nivoa vrste ili nizih taksonomskih kategorija. Determinisane su nukleotidne sekvence
odredenih delova genoma virusa i ustanovljen je stepen homologije dobijenih sekvenci
sa sekvencama drugih izolata deponovanih u NCBI bazi podataka.

Izolati CMV iz Srbije, na osnovu filogenetskih analiza sekvenci CP gena,
grupisali su se u okviru podgrupa IA 1 II. Filogenetskom analizom na osnovu sekvenci P1

gena, PVY izolati poreklom iz Srbije svrstali su se u subklaster N Evropa u okviru klastera



nekroti¢nih sojeva. Ispitivani izolati TSWV poreklom iz paradajza iz Srbije svrstali su se
u klaster sa izolatima poreklom iz Evrope gde su se tri izolata grupisala u okviru podgrupe
1, au okviru podgrupe 2 preostalih pet izolata.

Filogenetske analize CMV satRNA poreklom iz paradajza pokazale su grupisanje
izolata u okviru nekrogene i nenekrogene grupe.

Rezultati dobijeni tokom izrade ove disertacije ukazuju na dinamicnost i
raznovrsnost virusa paradajza u Srbiji. Razlike u bioloskim, epidemioloskim 1
molekularnim osobinama i njihov diverzitet daju objas$njenje njihovih sporadi¢nih pojava

u obliku epidemija i ukazuju na znacaj tezine kontrole ovih patogena.

Kljucne re€i: paradajz, virusi, DAS-ELISA, molekularna detekcija, molekularna

karakterizacija, CMV, CMV satRNA, PVY, TSWV

Naucna oblast: Biotehni¢ke nauke

UZa naucna oblast: Fitopatologija

UDK: 635.64:632.38(497.11)(043.3)



DIVERSITY AND CHARACTERIZATION OF TOMATO VIRUSES IN SERBIA

Abstract. In the period from 2011 to 2015, within the 22 administrative districts of Serbia
and 136 localities of tomato cultivation, the significant presence of tomato virus infections
was established. When testing 3486 collected samples for the presence of 10 viruses
infectious to tomatoes by the DAS-ELISA test and/or RT-PCR using virus-specific
primers, six tomato viruses were detected: Cucumber mosaic virus (CMV), Potato virus
Y (PVY), Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWYV), Alfalfa mosaic virus (AMV),
Tobacco mosaic virus (TMV) and Tomato mosaic virus (ToMV). In 2012, tomato seeds
of commercially available varieties and hybrids were tested using the DAS-ELISA
method for the presence of four transmitted viruses (AMV, ToMV, TMV and PepMV)
and the results show that no tomato seed transmissions of any of the tested viruses were
detected. During the five-year research period, the dominant presence of CMV and PVY
in different years of research and tomato cultivation sites was determined. Individual
infections were most significant and their prevalence ranged from 27.2% in 2014 to
60.7% in 2015. Regarding the mixed infections, the most commonly reported cases were
double infections with a prevalence ranging from 3% in 2014 to 33.7% in 2011. The most
common double infection was made by CMV and PVY, whose presence ranged from
5.8% in 2013 to 17.2% in 2011. Triple and quadruple infections were minor and they
were significant in certain localities, with the highest percentage of 4.9% in 2011.

The detection and identification of all six viruses causing infections on tomatoes
in Serbia were confirmed by the RT-PCR method using appropriate specific primers.

During the study, the molecular diagnostics of all six viruses including the level
of the species or lower taxonomic categories was improved. The nucleotide sequences of
certain parts of the genome of the virus were determined and the degree of homology of
the obtained sequences was verified determined with the sequences of other isolates
deposited in the NCBI database.

Isolates of CMV from Serbia, based on phylogenetic analysis of the CP gene
sequences, were grouped in subgroups IA and II. Using phylogenetic analysis, based on
the sequences of P1 gene, PVY isolates originating in Serbia were classified in the
subclass N Europe within the clusters of necrotic strains. The isolates of TSWV

originating from tomatoes from Serbia were classified into a cluster of isolates originating



in Europe, where three isolates were grouped under the subgroup 1, and the remaining
five isolates were categorized within the subgroup 2.

The phylogenetic analysis of satRNA originating from tomatoes from Serbia
showed the grouping of isolates within the necrogenic and nonnecrogenic groups.

The results obtained during the preparation of this dissertation point to the
dynamism and diversity of tomato viruses in Serbia. Differences in biological,
epidemiological and molecular traits and their diversity give an explanation of their
sporadic manifestations in the form of epidemics and indicate the importance of

controlling these pathogens.

Key words: tomato, viruses, DAS-ELISA, molecular detection, molecular

characterization, CMV, CMV satRNA, PVY, TSWV

Scientific area: Biotechnical Sciences

Scientifiic discipline: Phytopathology
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1. UVOD

Paradajz (Solanum lycopersicum L.) je jednogodisnja dikotiledona biljka ¢iji se
plod koristi za ishranu u botanickoj zrelosti, ali 1 kao zeleni plod. Botanicki zreli plod je
ukusna salata, dodatak razli¢itim jelima i sirovina za razliCite oblike prerade. Za ljudsku
ishranu paradajz je posebno znacajan u svezem stanju zbog sadrzaja ugljenih hidrata,
organskih kiselina i vitamina C, male kalorijske vrednosti i visokog sadrzaja kalijuma.
Paradajz sadrzi glikoalkaloide koji daju karakteristican miris 1 gorak ukus lista 1 stabla.
Osim toga, list i stablo sadrze i tomatin, koji ima insekticidna i fungicidna svojstva
(Markovi¢ i Ilin, 1998).

Paradajz ima Sirok areal rasprostranjenosti i njegova proizvodnja je zabeleZena u
144 zemlje (Maul, 1999). Najveci proizvodaci su Kina, Indija, SAD, Turska, Egipat, Iran
i Italija. Kina je najveéi proizvodac i potrosa¢ paradajza. Ukupna godis$nja proizvodnja
paradajza na svetskom nivou iznosi oko 223,5 miliona tona godi$nje sa povrsine od 6
miliona hektara (FAO, 2017). Godisnje se Sirom sveta preradi preko 40 miliona tona
paradajza za proizvodnju: konzerviranog paradajza, kecapa, soka od paradajza, sosa i
mnogih drugih proizvoda.

U strukturi ukupne potros$nje povréa u nasoj zemlji, uc¢esce paradajza je 11,6%,
odnosno 15,2 kg po stanovniku godisnje (Vlahovi¢ i Puskari¢, 2012). Prose¢na povrSina
pod paradajzom u periodu od poslednjih nekoliko godina iznosi 10 hiljada ha sa
tendencijom neznatnog rasta (RZS, 2017). Prosecan prinos paradajza isnosi 15,9 t/ha, Sto
je manje u odnosu na ostvareni evropski prosek od 45,6 t/ha (FAQO, 2017).

Vise od 200 prouzrokovaca bolesti moze da ugrozi proizvodnju paradajza Sirom
sveta, medutim virusi kao prouzrokovaci bolesti paradajza zauzimaju znacajno mesto
imajudi u vidu da je veliki broj biljnih virusa infektivan za paradajz i da su Stete koje
prouzrokuju zabelezZene u svim regionima gajenja u svetu (Jones et al., 2014). Paradajz
je prirodni domacin 146 virusa (Ssekyewa, 2006), od kojih ekonomski najznacajnije Stete
u vecini regiona gajenja ove kulture prouzrokuju virusi koji se na neperzistentan nacin
prenose biljnim vaSima ukljucujuéi virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus,
CMV), Y virus krompira (Potato virus Y, PVY) 1 virus mozaika lucerke (4lfalfa mosaic
virus, AMV). Medu ekonomski najznacajnije viruse paradajza, ubrajaju se i virus

bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt orthotospovirus, TSWV) koji se prenosi



tripsima, kao i virus mozaika duvana (7obacco mosaic virus, TMV) i virus mozaika
paradajza (Tomato mosaic virus, ToMV) koji se prenose mehanicki i ssmenom paradajza
(Dovas et al., 2002; Parrella and Crescenzi, 2005; Hanssen et al., 2010; Jones et al.,
2014).

Osim navedenih, sve vecu paznju privlace i virusi koji su u ekspanziji poslednjih
godina (emerging virusi) i Cije je prisustvo zabelezeno u mnogim evropskim zemljama.
Najznacajniji ,,emerging”” virusi prisutni u Evropi su virus mozaika pepina (Pepino
mosaic virus, PepMV) 1 virusi iz kompleksa zute uvijenosti lista paradajza (Tomato
vellow leaf curl diseases, TYLCD), a sve ¢esce proizvodnja paradajza biva ugrozena i
pojavom novih virusa, uklju¢ujuéi virus hloroze paradajza (Tomato chlorosis virus,
ToCV), virus infektivne hloroze paradajza (Tomato infectious chlorosis virus, TICV) i
torado virus paradajza (Tomato torrado virus, ToTV) (Hanssen et al., 2010; Jones et al.,
2014).

Znacajne Stete u proizvodnji paradajza u Francuskoj, zemljama mediteranskog
regiona i Japanu zabelezZene su 1 usled pojave sistemine nekroze izazvane prisustvom
nekrogenog soja CMV satRNA (Kaper et al., 1976; Gallitelli et al., 1988; Kosaka et
al., 1989; Jorda et al., 1992). Sat RNA su male nekodiraju¢e RNA duzine od 303 do 405
nukleotida i javljaju se kao pratioci nekih izolata CMV od kojih potpuno zavise u pogledu
replikacije, enkapsidacije 1 prenosenja. Prisustvo CMV satRNA uti¢e na modifikaciju
simptoma kod biljaka zarazenih CMV, ali uticaj CMV satRNA na simptome zavisi od
soja CMV, satRNA 1 biljke domac¢ina (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). Neke
CMV satRNA ne izazivaju promene u ispoljavanju simptoma, vecina ublazava
ispoljavanje simptome, dok neke CMV satRNA mogu izazvati sistemi¢nu nekrozu,
krzljavost biljaka ili svetlozutu hlorozu (Collmer and Howell, 1992; Garcia-Arenal and
Palukaitis, 1999; Simon et al., 2004). Na osnovu dosadasnjih saznanja, izolati CMV
satRNA se mogu podeliti u dve grupe, nenekrogeni (nonnecrogenic) 1 nekrogeni
(necrogenic) (Devic et al., 1990).

Iako podaci u svetu ukazuju na cinjenicu da virusi izazivaju najbrojnija i
najdestruktivnija oboljenja paradajza, malo je podataka o njihovoj pojavi i zastupljenosti
u usevima paradajza u Srbiji. Dosadasnja proucavanja virusa paradajza u Srbiji bila su
lokalnog karaktera (Mijatovi¢ et al., 2000; Krsti¢ i sar., 2007). Od 2011. godine, zbog

sve ¢eS¢e pojava simptoma virusnih oboljenja i znacajnih Steta u proizvodnji, zapoceta su



intenzivna i sveobuhvatna istrazivanja prisustva i rasprostranjenosti virusa paradajza u
nasoj zemlji (Nikoli¢€ i sar., 2012; Nikoli¢ i sar., 2013; Nikoli¢ et al., 2018) i deo su
istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije. Istrazivanja koja se odnose na
molekularnu karakterizaciju pojedinih virusa infektivnih za paradajz, filogenetska
proucavanja, epidemiologiju i kontrolu oboljenja nisu do sada sprovedena u nasoj zemlji.

Sve ucestalija pojava virusnih oboljenja na paradajzu poslednjih godina u Srbiji,
izrazeni simptomi, kako na liS¢u, tako i na plodovima, ukazali su na potrebu kompletne
studije o virusima paradajza. Zbog velikog uticaja virusnih zaraza na prinos 1 kvalitet
paradajza, kontinuirano praéenje prisustva, rasprostranjenosti i ucestalosti virusa
paradajza, razvijanje 1 unapredivanje metoda detekcije 1 identifikacije virusa
prouzrokovaca oboljenja, kao i filogenetska proucavanja doprinece boljem razumevanju
potencijalnih izvora zaraze i nacina Sirenja virusa u usevu paradajza. EtioloSka i
epidemioloska proucavanja sprovedena u okviru izrade ove doktorske disertacije imaju

veliki znacaj za primenu adekvatnih i pravovremenih mera kontrole virusnih oboljenja.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Paradajz kao gajena biljka

2.1.1. Poreklo paradajza

U legendama i pricama iz perioda pre Kolumbovog otkrica Amerike paradajz je
bio poznat kao biljka ¢ijim su se plodom hranili vukodlaci. Kasnije se odomacio u celoj
Juznoj Americi, zatim je prenet u Evropu gde je u pocetku smatran za otrovnu biljku.
Paradajz u danasnje vreme zadobija sve viSe potroSaca zbog raznovrsnosti upotrebe, kako
u kuvanju, tako u komercijalnoj proizvodnji preradevina. Nezaobilazan je u ponudi
mnogih nacionalnih kuhinja (Preedy and Watson, 2008).

Paradajz vodi poreklo iz Amerike, iz oblasti Anda gde se najpre gajio (Peralta et
al., 2006). Vecina autora tvrdi da je kao domaca biljka prvi put gajen u Meksiku (Sims,
1980; Harvey et al., 2002). Medutim, postoje dve suprotstavljene teorije o tatnom mestu
domestifikacije. Alfons De Candolle je 1886. godine koristeci lingvisticke dokaze kao Sto
su nazivi ,,mala peruviana“ ili ,,Pommi del Peru (peruanska jabuka) tvrdio da paradajz
potice iz Perua. Pored toga, smatrao je ,,Ceri* (cherry) paradajz pretkom biljke koja se
kasnije odomacila u svetu, §to su opovrgla genetska istrazivanja koja ukazuju da je cherry
paradajz nastao ukr$tanjem divljih 1 gajenih tipova paradajza te se tako ne moze povezati
sa poreklom gajenog paradajza. Teoriju o poreklu iz Meksika razvio je Jenkins 1948.
godine 1 takode koristio lingivisti¢ko poreklo naziva. Nije jasno da li je biljka koja se
navodi kao ,,tomatl* iz Meksika gajeni paradajz ili divlja Physalis vrsta. Za Physalis
philadelphia se u Meksiku koristi naziv ,,tomate* ili ,,tomatillo*, dok se za gajeni paradajz
sa velikim plodovima koristi naziv ,,jitomate* (Peralta et al., 2006).

Poznato je da evropljani nisu odmah prihvatili paradajz zbog neprijatnog mirisa
listova i stabla, vladalo je miSlenje da je cak i otrovan. Istina, u 19. veku, potvrdena je
otrovnost stabla 1 lista, ali ne i plodova, a kako kaze cuveni francuski travar Mességué ne
samo da nije otrovan ve¢ je vrlo hranljiva zivotna namirnica (rajska jabuka, jabuka
ljubavi).

Na prostore Balkana parada;jz je stigao iz Italije u 19. veku. U Srbiji se duze vreme

koristio samo kao zimnica, odnosno za kiSeljenje (Maksimovié i Simovié, 1991).



2.1.2. Naziv i podela paradajza

Paradajz je prvi opisao italijanski botanicar 1 lekar Mattioli 1554. godine i dao mu
naziv ,,Pomi d’oro* (zlatna jabuka). Kasnije su se koristili razli¢iti nazivi u mnogim
svetskim jezicima §to je trajalo sve do kona¢ne nauéne standardizacije. Svedski botanicar
Carl Linnaeus je 1753. god. klasifikovao paradajz u rod Solanum zbog sli¢nosti sa
krompirom 1 opisao Solanum Ilycopersicum (gajeni paradajz) 1 Solanum peruvianum.
Sledece godine Miller je prateci sistem koji je uspostavio Tournefort formalno opisao rod
Lycopersicon. Dugo vremena paradajz je bio poznat pod nazivom Lycopersicum
esculentum (Peralta et al., 2006). Naziv vrste poticao je od reci lycopersicon=vucja
breskva i esculentum=jestiv (Preedy and Watson, 2008). Miller nije podrZzavao binomni
sistem koji je uspostavio Linnaeus i nastavio je sa upotrebom polinomnih fraza za sve
biljke sve do 1768. god. Kasnije, Miller pocCinje sa upotrebom binomnog sistema
klasifikacije i izdaje opis za nekoliko vrsta roda Lycopersicon.

Prate¢i ranu fazu Miller-ovog rada veliki broj klasi¢nih 1 modernih autora smatra
da paradajz pripada rodu Lycopersicum, dok ga taksonomi svrstavaju u rod Solanum.
Danas, na osnovu dokaza koje pruzaju filogenetska istrazivanja, upotrebom DNA
sekvenci 1 sloZenija istrazivanja morfologije biljaka, moze se do¢i do konacnog i
nedvosmislenog zakljucka da paradajz pripada redu Solanales, familiji Solanacea i rodu
Solanum. Upotreba naziva roda Solanum je prihvacena od strane nau¢ne zajednice koja
se bavi taksonomijom, genetikom i oplemenjivanjem. Rod Solanum obuhvata gajeni
paradajz 1 njegove divlje srodnike bogate genetske varijabilnosti (Knap and Peralta.,
2016; Preedy and Watson, 2008).

Na Listi priznatih sorti poljoprivrednog bilja dozvoljenog za gajenje u Republici
Srbiji u 2017. godini nalazilo se 174 sorte 1 hibrida paradajza
(http://www.sorte.minpolj.gov.rs). U svetu se danas gaji viSe stotina sorti 1 hibrida
paradajza za razli¢ite vidove proizvodnje (Bauchet and Causse, 2012).

Gajene sorte 1 hibridi paradajza se razlikuju po veli¢ini ploda, obliku, nameni,
hemijskom sastavu, ranostasnosti i veli¢ini stabla. U nasoj zemlji, podela paradajza na
osnovu visine stabla izvrSena je na slede¢i nacin:

e Visoke (indeterminantne) sorte 1 hibridi: Ovu grupu sorti karakteriSe

neogranicen visoki rast stabla i bujno grananje. Biljke se gaje uz oslonac na



jedno, rede dva stabla. Cvasti se javljaju posle 9-11 listova. Namena ovih sorti
1 hibrida je uzgoj u staklenicima, plastenicima i za ranu proizvodnju na
otvorenom polju, kao i bastensku proizvodnju. Plodovi iz ove proizvodnje
namenjeni su svezoj potrosnji, odnosno zelenoj pijaci.

e Poluvisoke (semideterminantne) sorte i hibridi: Ovu grupu sacinjava mali broj
hibrida koji se gaje obi¢no u plastenicima i na otvorenom polju, a namenjeni
su za svezu potrosnju. Obi¢no se gaje na dva stabla, rede na jedno ili tri. To
su u stvari niski hibridi nesto vece bujnosti. Na glavnom stablu obrazuju Cetiri
do Sest cvetnih grana, nakon ¢ega prestaju sa rastom.

e Niske (determinantne) sorte 1 hibridi: Sorte i hibride iz ove grupe karakteriSe
nizi rast (visina biljaka je 65-85cm), gusto razmesSteni listovi i cvasti. Prva
cvast se javlja iznad 5-6 lista, a sledeca posle svakog drugog lista. Bo¢ne grane
i vrh biljke zavrSavaju se cvetnom granom ili listom. Tako biljke same
ograniCavaju svoj rast i dobijaju Zbunast izgled. Sorte iz ove grupe najcesce
dobijaju Zbunast izgled i naj¢esce se gaje iz direktne setve na parceli, mada
mogu 1 iz rasada. Ova proizvodnja pretezno je orijentisana ka preradivackoj
industriji mada se neke sorte mogu gajiti 1 za svezu upotrebu. Karakteristika
ove grupe sorti je brz porast, rano stasavanje i ujednaceno sazrevanje, $to je

posebno znacajno za primenu mehanizacije u berbi (Takac, 2008).

2.1.3. Morfologija paradajza

Korenov sistem je dosta razgranat, jednim delom moze da prodre u dubinu i preko
100 cm, ali glavna masa korenovog sistema nalazi se do 50 cm. U pocetku rasta
nesrazmerno brze se razvija korenov sistem u odnosu na nadzemni deo biljke. Tako, na
primer, nakon 20 dana posle nicanja koren se razvije i dostigne dubinu oko 50 cm, dok
nadzemni deo u to vreme pored kotiledona, ima jedan razvijen list, a drugi se nalazi u
zacetku razvoja. Kasnije, taj se odnos postepeno menja u korist nadzemnog dela
(Maksimovi¢ i Simovi¢, 1991). U direktnoj setvi za 4-5 nedelja posle nicanja centralni
koren dostize dubinu od 100-150 c¢m i zahvata oko 1,25 m?® zemlje. Time se objasnjava
relativno visoka otpornost na susu useva gajenog iz direktne setve. Kod proizvodnje iz

rasada, centralni koren biva prekinut ¢ime se podsti¢e razvoj bocnih zila. Paradajz ima



sposobnost formiranja adventivnih (bo¢nih) korenova iz bilo kog dela stabla, tako da se
moze razmnozavati i vegetativnim putem.

Stablo je zeljasto, soCno, ispunjeno srzi, razgranato, a pri osnovi odrveni. Pri
slobodnom rastu stablo je jako razgranato, Sto biljci daje Zbunast izgled (ukoliko se ne
uklanjaju bocni izdanci). BoCne grane (zaperci) izrastaju iz pazuha listova. Najjaci
zaperak je ispod prve cvasti i ¢esto se on ostavlja, ukoliko se paradajz gaji na dva stabla.
Stablo ima sposobnost formiranja adventivnih korenova. Boja stabla je zelena sa slabije
ili jace izraZenom ljubi¢astom nijansom, naro¢ito kod mladih biljaka. Na stablu se nalaze
dlacice koje sadrze solanin. Visina stabla varira od 40 cm kod patuljastih (Stambovnih)
tipova, pa i do 3 m kod visokih (indeterminantnih). U proizvodnji su zastupljene i niske
(determinantne) sorte 1 hibridi, koje su namenjene direktnoj setvi. Kod ovih sorti zaperci
se zavrSavaju cvetom, te tako biljka sama ogranicava svoj rast. Visina stabla kod ovih
biljaka je od 60-80 cm. Stablo je kolencima podeljeno na internodije. Kod zbunastih sorti
one iznose oko 3 cm, dok kod visokih iznose i do 15 cm. Kod biljaka koje se gaje u
zaSti¢enom prostoru internodije su duZe od onih koje se gaje na otvorenom polju. Visoke
sorte se gaje uz potporu ili oslonac, a zaperci im se uklanjaju. Kad dostignu Zeljenu visinu
vrsi se dekaptacija, odnosno odstranjuje se vrs$ni pupoljak. Ovo se vrsi tako da se ostave
dva lista 1za poslednje cvasti, te se odsece vrh stabla. Iz stabla rastu 1 cvasti-grozdovi, sa
cvetovima i plodovima. Grozd ne raste iz pazuha lista (kao zaperci) ve¢ direktno iz stabla.
DesSava se da grozd svoj rast ne zavrsi cvetom, ve¢ nastavlja da formira lis¢e i stablo. Ovo
se deSava kod biljaka koje su jako bujne i imaju hrane i vode u izobilju. U takvim
sluajevima treba odstraniti listove 1 novoformirano stablo iza poslednjeg cveta. U
zavisnosti od nacina uzgoja ¢ovek formira i stablo 1 to: jedno, dva, ili tri (Takac, 2011).
Kod svih formi paradajza grananje je jako izrazeno, tako da cela biljka ¢ini gust Zbun. To
utice na formiranje i sazrevanje plodova, a pored toga i teZe se S$titi od prouzrokovaca
bolesti (Maksimovi¢ i Simovi¢, 1991).

List je neparno perast, sa liskom razdeljenom dubokim urezima na izdvojene
manje i vece listiCe. Vec¢ina kulturnih formi ima takozvani obi¢ni (normalni ili paradajz)
tip lista, dok postoje sorte i sa krompirovim tipom lista. Rane sorte imaju obi¢no sitnije
listove. VeliCina lista kod jedne iste sorte varira zavisno od klimatskih i zemljiSnih uslova.
Paradajz gajen u plasteniku ili stakleniku ima 1 do dva puta, vece listove od onog gajenog

na otvorenom polju. Broj listova na stablu do prvog grozda varira u zavisnosti od sorte i



uslova uspevanja. Obi¢no kod niskih sorti on iznosi 4-6, a kod visokih 8-10. U
nepovoljnim uslovima za cvetanje broj listova do prvog grozda moze biti i do 16. Broj
listova izmedu grozda je, takode, razli¢it. Kod niskih sorti on iznosi 2-3, a kod visokih 3-
4 lista.

Cvet paradajza se javlja u cvastima (cvetne grancice), koje mogu biti proste i
sloZene (razgranate). Cvet je hermafroditan (dvopolan), samooplodan, sastavljen najéesce
od Sest caSi¢nih 1 Sest kruni¢nih listi¢a. Krunicni listi¢i su Zute boje i u osnovi su srasli sa
prasnicima, tako da se prilikom kastriranja obi¢no lako odvoje zajedno sa krunicom. Broj
prasnika je isti kao i kruni¢nih listi¢a. Prasnici su zute boje, srasli u vidu konusa (cevcice),
koji potpuno obuhvata plodnik i tu¢ak. Polen je higroskopan i lako se lepi za zig tucka.
Polen paradajza je osetljiv na kolebanja temperature i ne klija ako je temperatura ispod
13°C 1 iznad 30°C. Na sobnoj temperaturi polen je sposoban za oplodnju oko dva dana, a
ukoliko se ¢uva u frizideru i do osam dana. Ovaj podatak je veoma bitan kod proizvodnje
semena hibridnog paradajza, ali isto tako i kod rane proizvodnje konzumnog paradajza u
staklenicima 1 plastenicima. Kod veoma malog broja sorti tu¢ak nadrasta prasnike
(heterostilija) i tu je moguca stranooplodnja iako je paradajz samooplodna vrsta, a zbog
sadrZaja solanina insekti ga ne posecuju. Tucak paradajza je zelenkasto Zut, odebljao i na
vrhu loptast. Po oplodnji od plodnika nastaje plod, u €¢ijoj ¢e osnovici na drSci ostati zeleni
¢asicni listi¢i. Krunicni listi¢i opadaju ubrzo po oplodnji. Cvetovi su sakupljeni u cvasti-
grozdove, koji su rasporedeni po etazama (spratovima). Po obliku, cvasti mogu biti:
proste, dvostrane i1 sloZene. Obi¢no se cvetovi otvaraju oko 45 dana nakon nicanja
(Takac, 2011).

Plod je so¢na bobica, razli¢itog oblika, boje, veli¢ine 1 ukusa. Plodovi se razlikuju
1 po tome $to su sa viSe ili manje semena, sa potpuno ili delimi¢no ispunjenim unutrasnjim
delom, sa viSe ili manje pregrada, a mogu se znatno razlikovati po ukusu i hemijskom
sastavu (Maksimovi¢ i Simovi¢, 1991). Plod moze biti tezak od 3 g kod Lycopersicum
hyrsutum, pa do 1000 g kod nekih populacija (Takaé€, 2011). Najveci procenat ploda
paradajza Cini voda (90-95%), zatim Seceri, kiseline i mnoga druga jedinjenja. Ukus ploda
paradajza najpre odreduje odnos rastvorljivih Secera (glukoza i fruktoza) i organskih
kiselina (limunska i jabuc¢na), kao i slozena meSavina isparljivih aromaticnih jedinjenja
(Jones et al., 2014). Glavni hranljivi sastojci ploda paradajza su vitamin C (askorbinska

kiselina) 1 provitamin A (B-karoten) (Davis et al., 2012). Prednosti plodova paradajza i



njegovih preradevina pripisuju se visokom sadrzaju likopena, koji ¢ini 80-90% ukupnih
karotenoida. Koli¢ina likopena u svezem plodu paradajza varira od 4,3 do 116,7 mg/kg"
!, a cherry tipovi paradajza sadrze najveée koli¢ine (Preedy and Watson, 2008).
Proizvodi nastali preradom ploda paradajza sadrze visi nivo dostupnog likopena u odnosu
na sveze plodove. Likopen i B-karoten, kao antioksidanti, vazni su ¢inioci zdravih dijeta.
Poznato je da se unosom likopena, kao glavnog pigmenta, uti¢e na smanjenje rizika od
raka prostate, pluca 1 organa za varenje kod ljudi (Davis et al., 2012; Preedy and
Watson, 2008). Mogucénost sinteze likopena i B-karotena je skoro podjednaka kod zelenih
i formiranih plodova koji se beru pre sazrevanja i kod plodova koji sazrevaju na biljci
(Huevelink, 2005). Plodovi se obi¢no svrstavaju u sitne, tezine do 60 g, srednje krupne
od 60-120 g 1 krupne preko 120 g. Oblik ploda moze biti jabucast, spljosten, okrugao,
Sljivolik, kruskolik, izduZen, sa nizom prelaznih formi. Boja ploda moze biti narandzasta,
Zuta, crvena, ljubicasta pa ¢ak i bela. Najcenjeniji deo ploda su pregrade i spoljasnji zid.
U ovim delovima ploda je najveéi procenat suve materije. Kvalitet ploda je bolji §to je
debljina zida 1 pregrada veca. PovrSina pokoZzice moZe biti sjajna ili mat. Za neke sorte
karakteristi¢no je pucanje pokoZice koje moZe biti radijalno 1 koncentri¢no.

Seme paradajza je sitno, pljosnato, bubrezastog oblika, obraslo beliasto sivim
dlacicama. Seme je duzine 2-4 mm. Masa 1000 semenki (apsolutna tezina) iznosi 2,7-3,5
g, odnosno 1 litar semena je tezak 300-350 g, a 1 kg semena sadrzi 300-350 hiljada
semenki. Seme u uslovima pravilnog ¢uvanja zadrzava klijavost 4-6 godina, da bi posle
tog perioda naglo pala energija klijanja (oCitava se peti dan), a klijavost, doduse slabu,

seme moze zadrzati i do osam godina (Takac, 2011).

2.1.4. Gajenje paradajza u svetu

Zahvaljuju¢i moguénosti proizvodnje iz rasada, paradajz se moZze gajiti u Sirokom
arealu od 55° severne do 35° juzne geografske Sirine, tj. od Nemacke i Poljske na severu
do Juznoafricke Republike na jugu. Prve opisane sorte paradajza su Stone i Ponderosa,
koje su stvorene 1860. godine u SAD iz gajenih formi, koje su Evropljani doneli u
Ameriku. Prva selekcionisana sorta je Large Red iz 1870. godine. Interesantno je da se
sorta Ponderosa preko 100 godina gajila u Americi. Do 1910. godine najvise su se gajile

sorte Bonny Best, Marglobe, Kralj Humbert, San Marcano, Mikado a kasnije je stvorena



sorta Marmande (Takac¢, 2011). Do 1920. godine genetske promene na paradajzu zavisile
su od spontane selekcije u prirodi, slucajnih ukrStanja ili reasortmenta postojecih
varijeteta. Nakon toga, oplemenjivaci su poceli da koriste varijetete divljih i primitivnih
formi pri ukrStanju Sto je doprinelo da se do 1930. godine prosecan prinos paradajza po
hektaru povec¢a osam puta. Prvi hibridi namenjeni komercijalnom trzi$tu razvijeni su
pedesetih godina, ali su njihove prednosti Siroko prihvaéene tek nakon dvadeset godina
(Jones et al., 2014).

Proizvodnja paradajza u svetu (svez i industrijski) porasla je uposlednje Cetiri
decenije dvadesetog veka za oko 300%. Godisnja proizvodnja paradajza 2003. godine
procenjena je na 110 miliona tona, na povrsini od 4,2 miliona hektara (Huevelink, 2005).
Trend povecanja povrsina koju paradajz zauzima u svetu se nastavio i danas iznosi oko 6
miliona hektara (FAO, 2017). Moguce je da ovi podaci ne predstavljaju realnu sliku kada
se uzme u obzir da se paradajz gaji i na veoma malim parcelama i baStama u tropskom i
subtropskom podru¢ju gde zauzima znacajno mesto u ishrani lokalnog stanovniStva
(Huevelink, 2005).

Trgovina paradajzom i njegovim proizvodima u svetu prelazi 4,2 milijardi $ Sto
predstavlja porast od 33% u odnosu na 1990. godinu (FAS/USDA, 2003). Tri vodeca
proizvodaca u svetu su Kina, Indija 1 SAD (FAOQO, 2017). Proizvodnja Kine ¢ini 25%
svetske proizvodnje, a ujedno je 1 najveci potrosa¢ (Wijnands, 2003). U Kini se nalazi
55% svetske proizvodnje u zastiCenom prostoru Sto podrazumeva velike plastenike i
plastenike tipa tunela (Costa et al., 2004). Svetski lideri u proizvodnji preradevina od
paradajza su SAD, Italija, Spanija i Turska. U Holandiji se paradajz najintenzivnije gaji i
to u staklenicima (Huevelink, 2005), gde je skoncentrisano vise od Cetvrtine ovog tipa
proizvodnje u svetu (Pett and Wells, 2005).

Industrija preradevina paradajza jedna je od najnaprednijih u sektoru globalne
poljoprivrede. Vecina proizvodnje nalazi se u umerenim regionima gde su leta duga, a
zime sa padavinama. Ipak, odnos izmedu proizvodnje za svezu upotrebu i preradevine,
organizacija i struktura proizvodnje kao i trziste u velikoj meri se razlikuju od drzave do

drzave (Huevelink, 2005).
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2.1.5. Gajenje paradajza u Srbiji

U Srbiji se povrée gaji na oko 155 000 ha (,,Sluzbeni glasnik RS* br. 85/2014),
a paradajz zauzima oko 7% setvenih povrSina (Taka€ i sar., 2007). U nasoj zemlji
paradajz se masovno gaji od sredine 19. veka. Pre drugog svetskog rata u Kraljevini
Jugoslaviji paradajz se gajio na oko 7 000 ha, a u Srbiji na oko 4 000 ha (Takac, 2011).

Ostvareni prosecni prinosi po hektaru kre¢u se oko 16 t/ha (FAO, 2017). Razlog
ovako niskih prinosa nije samo u neadekvatnoj tehnologiji gajenja, ve¢ i u prikupljanju
statistiCkih podataka sa terena (koji su ¢esto neproverni ili se automatski prepisuju podaci
iz ranijih godina). Dobri robni proizvodaci na otvorenom polju setvom paradajza iz
semena ostvaruju prosecne prinose od 40 do 50 t/ha $to je daleko od prikazane statistike
(Takac, 2011).

Klimatski faktori u kombinaciji sa drugim agroekoloSkim elementima, uz novo
selekcionisane sorte i hibride, pruzaju izvanredno dobre uslove za proizvodnju paradajza u
nasoj zemlji. Paradajz se moze gajiti u svim poljoprivrednim rejonima Srbije. Najbolje
uspeva tamo gde period sa prose¢nom dnevnom temperaturom iznad 15°C traje najmanje
150 dana, 1 gde temperature u toku dana rastu i do 35°C (Takac i Gvozdenovi¢, 1997).

Selekcijom (stvaranjem novih sorti 1 hibrida) paradajza u naSoj zemlji bave se
Naucni institut za ratarstvo 1 povrtarstvo u Novom Sadu, Institut za povrtarstvo u

Smederevskoj Palanci i privatna firma ,,Superior* iz Velike Plane.

2.1.6. Upotreba paradajza i njegovih preradevina

Paradajz predstavlja povrée koje se koristi Sirom sveta. Upotreba je zabeleZena u
166 zemalja. Popularnost potice od ¢injenice da se moze jesti kao svez plod ili kao neka
od preradevina. Glavni proizvodi koji se dobijaju preradom ploda paradajza podeljeni su
u tri grupe: (i) cuvani plodovi i njihove preradevine (celi oljusteni paradajz, sok od
paradajza, paradajz kaSa, paradajz pire, paradajz pasta 1 zakiSeljeni paradajz); (ii) suSeni
paradajz (paradajz prah, paradajz pahuljice, celi ili fragmentisani plodovi paradajza); (iii)
hrana ¢ija je osnova paradajz (paradajz supa, paradajz sos, ke¢ap) (Heuvelink, 2005).

Na trziStu ekonomski razvijenih zemalja moze se razlikovati pet tipova paradajza

u odnosu na oblik ploda i namenu:
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e klasi¢an okrugli paradajz-najpopularniji tip, okruglog oblika, sa dve do tri
komore unutar ploda i prose¢nom tezinom 70-100g, precnikom 4,6-6,7cm.
Koristi se u salatama, za peCenje, rostiljanje, przenje ili kao dodatak
supama i sosevima.

e cherry i koktel tip paradajza-manji su od klasi¢nog paradajza, tezina varira
izmedu 10 1 20g, prec¢nika 1,6-2,5cm. Cherry paradajz je manji od koktel
paradajza, ali su oba tipa izuzetno slatkog ukusa. Cherry paradajz je
uglavnom crvene boje, mada postoje i zlatni, narandzasti ili zuti tip. Jede
se ceo i sirov ili kuvan. Koktel paradajz se moze seci na polutke za salatu
ili se koristi za raznji¢e. Trenutno se svi koktel tipovi prodaju kao cela
cvetna grana.

e Sljivar-tipicnog ovalnog izgleda. Meso ploda je ¢vrsto i1 sa manje soka.
Koristi se za pice i paste.

e Dbiftek paradajz-veéi od klasi¢nog paradajza, tezine 180-250g sa pet ili vise
komora u plodu. Koristi se za punjenje ili kao ceo za pe€enje; secen se
koristi za salate 1 sendvice. Oblik, boja, tekstura 1 ukus ploda variraju.

e ukrasni paradajz-moze biti bilo koji od navedenih tipova, ali se plod ne
koristi ve¢ se zbog specifi¢nog mirisa stabla i listova na trziStu moZe naci

kao cela biljka (Heuvelink, 2005).

2.1.7. Znacaj i perspektive gajenja i koriS¢enja paradajza

Ocekuje se da ¢e proizvodnja paradajza na svetskom nivou biti u porastu $to se
odnosi na paradajz za svezu upotrebu i1 preradu. Na osnovu investicija u sektoru prerade,
unapredenja u procesu proizvodnje i novih kultuvara, Kina moze biti glavni izvor
pomenutog rasta. Porast u relativno jeftinim proizvodnim podrucjima, zajedno sa
porastom troSkova proizvodnje u viSe industrijalizovanim zemljama briga su mnogih
proizvodaca, posebno kada se radi o preradi (Heuvelink, 2005).

U naSoj zemlji klimatski faktori u kombinaciji sa drugim agroekoloskim
elementima, uz novoselekcionisane sorte i hibride, pruzaju izvanredno dobre uslove za
proizvodnju paradajza. U AP Vojvodini i uz re¢ne doline centralne Srbije postoji dobra

kombinacija zemlji$ta i obilja vode za navodnjavanje, kao i povoljnih klimatskih uslova.
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Na ovim prostorima mogu se lako ostvariti prinosi od 50-80 t/ha. Istovremeno, to su i
najrazvijenija poljoprivredna podrucja nase zemlje, sa velikom koncentracijom
stanovni$tva i razvijenim urbanim centrima gde se mogu plasirati velike koli¢ine svezeg
ploda na zelenoj pijaci ili predati fabrikama za preradu.

U savremenoj proizvodnji hrane paradajz zauzima znacajno mesto. U ishrani,
paradajz je veoma zastupljen tako da se njegova potroSnja evidentira u 164 zemlje sveta.
U strukturi potrosnje povréa u nasoj zemlji paradajz u€estvuje sa 15% 1 nalazi se na
tre¢em mestu. Zahvaljujuéi znac¢ajnim hranjivim, kulinarskim i dijetetskim osobinama
predstavlja povrtarski proizvod za koji se ocekuje da ¢e imati porast proizvodnje u nasoj

zemlji (Taka¢, 2008).

2.2. Bolesti i Stetocine paradajza

Paradajz predstavlja jedan on najzastupljenijih useva u svetu sa trendom
povecanja proizvodnje u svetskim razmerama, Sto se odnosi 1 na nasu zemlju. Paradajz se
gaji zbog ploda pa je od velike vaznosti posti¢i dobar kvalitet 1 visok kvantitet istih. Praksa
proizvodnje 1 prodaje plodova paradajza u razvijenim zemljama bazira se na klasiranju.
Ova cinjenica potkrepljuje tezu da je zaStita od Stetnih organizama, uzro¢nika bolesti,
StetoCina 1 korova od izuzetne vaznosti ako se za cilj ima vrhunski rezultat u proizvodnji.

Proizvodnju paradajza oteZava viSe stotina Stetnih organizama. Oni se mogu
podeliti u Sest osnovnih grupa: (i) fitopatogene pseudogljive 1 gljive, (ii) fitopatogeni
virusi 1 viroidi, (ii1) fitopatogene bakterije 1 fitoplazme, (iv) Stetni insekti, grinje i
nematode, (v) Stetni korovi 1 (vi) StetoCine (Krsti¢, 2015a; Jones et al., 2014).

Oboljenja koja prouzrokuju fitopatogene pseudogljive i gljive koje otezavaju
proizvodnju paradajza su: crna pegavost lista i ploda (Alternaria alternata 1 Alternaria
alternata f. sp. lycopersici), antraknoza plodova paradajza (Colletotrichum spp.), crna
trulez korena (Thielaviopsis basicola), trulez korena i prizemnog dela stabla (Phytophtora
spp.), pegavost lis¢a (Pseudocercospora fuligena), ugljenasta trulez korena 1 stabla
(Macrophomina phaseolina), plutasta trulez korena (Pyrenochaeta lycopersici), rak
stabla paradajza (Didymella lycopersici), fuzariozna trulez vrha i korena (Fusarium
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici), fuzariozna trulez korena (Fusarium solani f. sp.

eumartii), fuzariozno uvenucée (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici), siva trulez
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(Botrytis cinerea), plamenjaCa paradajza (Phytophtora infestans), plesnivost lista
paradajza (Passalora fulva), pepelnica paradajza (Leveillula taurica), poleganje rasada,
palez klijanaca i trulez semena (Pythium spp.), trulez biljaka ili ,,bela noga* (Rhizoctonia
solani), siva pegavost lista paradajza (Septoria lycopersici), zeleno (verticiliozno)
uvenuce paradajza (Verticilium albo-atrum i Verticilium dahlie), bela trulez (Sclerotinia
sclerotiorum), crna pegavost paradajza (Alternaria solani i A. tomatophila), siva pegavost
lista paradajza (Septoria lycopersici), Phoma destructiva var. destructiva, Stemphylium
spp., Corynespora cassiicola 1 Hinomyces moricola (Jones et al., 2014; Krstié, 2015a;
Mijatovic i sar., 2007; Davis et al., 2012).

Od bakterioza javljaju se: crna pegavost lis¢a i krastavost plodova paradajza
(Pseudomonas syringae pv. tomato), bakteriozna krastavost plodova paradajza
(Xanthomonas campestris pv. vesicatoria), bakteriozna uvelost 1 rak paradajza
(Clavibacter — michiganensis  subsp. michiganensis), bakteriozni rak stabla
(Pectobacterium carotovorum) 1 bakteriozno uvenuce (Ralstonia solanacearum)
(Mijatovié i sar., 2007; Jones et al., 2014). Stolbur fitoplazma uglavnom zarazava biljke
iz familije Solanaceae i prouzrokuje Zuto uvenuce paprike i paradajza (Mijatovi€ i sar.,
2007).

Stetni insekti u usevu paradajza su: biljne vasi (Myzus persicae, Aphis gossypii i
Macrosiphum euphorbiae), bela leptirasta va$ (Trialeurodes vaporariorum), duvanova
leptirasta va$ (Bemisia tabaci), lukov trips (Thrips tabaci), kalifornijski trips
(Frankliniella occidentalis), lisni mineri (Lyriomiza bryoniae 1 Lyriomiza trifolii),
pamukova (kukuruzna) sovica (Helicoverpa armigera), gama sovica (Autographa
gamma), sovica (Agrotis spp.), kukuruzni plamenac (Ostrinia nubilalis), cikada
(Hyalesthens obsoletus), paradajzov moljac (Tuta absoluta), krompirova zlatica
(Leptinotarsa decemlineata), rovac (Gryllotalpa gryllotalpa), gundelji (Scarabaeidae),
stonoge (Cylindroiulus teutonicus, Polydesmus angustus 1 Blaniulus guttulatus), skocci
(Onychiuridae, Hypogastruridae, Poduridae, Sminthuridae) 1 skoCibube (Elateridae). U
usevu paradajza kao Stetne grinje pojavljuju se: obican paucinar (Tetranychus urticae),
rdasta grinja (Aculops lycopersici) 1 atlanski pregalj (Tetranychus atlanticus) (Mijatovié
i sar., 2007; Krsti¢, 2015a; Sekuli¢ i sar., 2008). Nematode korenovih gala
(Meloidogyne spp.) 1 slobodno zivuc¢e nematode (Pratylenchus spp.) prouzrokuju Stete

zapazene pretezno u zasSticenom prostoru (Obradovi¢ i sar., 2017) .
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Korovi koji mogu otezati proizvodnju paradajza su: (i) viSegodisnji Sirokolisni:
bokvica uskolisna (Plantago lanceolata), gorCika poljska (Sonchus arvensis), renika
obi¢na (Lepidium draba) kopriva obicna (Urtica dioica), palamida njivska (Cirsium
arvense), poponac obicni (Convolvulus arvensis), slez cri (Malva silvestris); (ii)
viSegodisnji uskolisni: zubaca (Cynodon dactilon), pirevina (Agropyrum repens); (iii)
jednogodisnji Sirokolisni: ambrozija pelenasta (Ambrosia artemisifolia), boca obi¢na
(Xanthium strumarium), brocika lepusa (Galium aparine), rotkva divlja (Raphanus
raphanistrum), dvornik obi¢ni (Polygonum persicaria), gorcika obi¢na (Sonchus
oleraceus), gorusica poljska (Sinapis arvensis), kamilica (Chamomilla recutita), kopriva
mala (Urtica urens), misjakinja obi¢na (Stelaria media), pepeljuga obi¢na (Chenopodium
album), pomoc¢nica obi¢na (Solanum nigrum), prstenak poljski (Anthemis arvensis),
strdelj ¢vorasti (Galeopsis tetrahit), Stir (Amaranthus spp.), taruzak obicni (Capssela
bursa-pastoris), tatula obi¢na (Datura stramonium), lipica teofrastova (Abutilon
teophrasti), tust obicni (Portulaca oleracea), veronika (Veronica polita), vijusac njivski
(Bilderdykia convolvulus), loboda obi¢na (Atriplex patula), dimnjaca obicna (Fumaria
officinalis), bulka obicna (Papaver rhoeas), mirunka obi¢na (Diplotaxis miralis),
lubenicarka njivska (Hibiscus trionum); (iv) jednogodisnji uskolisni: ovas divlji (Avena
fatua), sirak divlji (Sorghum halepense), livadarka jednogodiSnja (Poa annua), ljulj
(Bromus spp.), proso korovsko (Panicum crus-galli), svréica crvena (Digitaria
sanguinalis), vetruska (Apera spici-venti) (Krsti¢, 2015a; Mijatovi¢ i sar., 2007;
Vrbni¢anin i SinZar, 2003).

Steto¢ine paradajza su: puzevi (Limax spp., Arion spp.), krtica (Talpidae), misevi
(Apodemus, Musculus 1 Rattus), voluharica, hréak, zec i ptice (vrapci, golub, crna vrana,

siva vrana, gacac, fazan) (Krsti¢, 2015a; Mijatovi¢ i sar., 2007; Sekuli¢ i sar., 2008).
2.3. Virusi paradajza i njihov znacaj

Proizvodnju paradajza u zasticenom prostoru ili na otvorenom polju mogu da
ugroze virusna oboljenja i1 tada pri¢injavaju znacajne ekonomske Stete. Gubici u

proizvodnji paradajza variraju u zavisnosti od toga koji je virus ili njegov soj

prouzrokovac oboljenja, od sorte paradajza, starosti biljke u vreme infekcije, temperature
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u toku inkubacionog perioda (razvoja oboljenja), prisustva drugih patogena i od stepena
zarazenosti useva i mogu se kretati od 5 do 90%. U zaSticenom prostoru pretezno se
javljaju virusi koji se mehanicki prenose, dok u polju zaraze Cesto izazivaju virusi koji se
prenose lisnim vasima ili drugim insektima (Krsti¢ i sar., 2005a).

U svetu je opisano 146 virusa infektivnih za paradajz koji su rasporedeni u 33
roda (Ssekyewa, 2006). Veliki broj virusa paradajza se moze objasniti osetljivoséu
paradajza na viruse roda Begomovirus koji €ini veliki broj vrsta (Hanssen et al., 2010).
Najveci broj virusa paradajza pripada rodovima Begomovirus, Crinivirus, Cucumovirus,
Curtovirus, Potyvirus, Tabamovirus 1 Tospovirus (Davis et al., 2012). Najznacajniji
virusi paradajza u svetu su: Alfalfa mosaic virus (AMV), Beet curly top virus (BCTV),
Beet mild curly top virus (BMCTV), Beet severe curly top virus (BSCTV), Cucumber
mosaic virus (CMV), Pepino mosaic virus (PepMV), Potato virus Y (PVY), Potato yellow
vein virus (PYVV), Tobacco etch virus (TEV), Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato
mosaic virus (ToMV), Tomato bushy stunt virus (TBSV), Tomato chlorosis virus
(ToCV), Tomato infectious chlorosis virus (TICV), Tomato mottle virus (ToMoV), Chino
del tomate virus (CdTV), Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV), Tomato torrado
virus (ToTV), Tomato apex necrosis virus (ToOANV), Tomato marchitez virus (ToMarV),
Tomato chocolate spot virus (ToCSV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) 1 Tomato
yvellow mosaic virus (ToYMV) (Jones et al., 2014; Zeidan, 2016; Davis et al., 2012;
Koike et al., 2007). Manje znaajni virusi koji ostvaruju zaraze u usevima paradajza
sporadi¢no 1 na organi¢enim geografskim podrucjima su: Eggplant mosaic virus (EMV),
Pelargonium zonate spot virus (PZSV), Pepper veinal mottle virus (PVMV), Potato
leafroll virus (PLRV), Tomato pseudo-curly top virus (ToSCTV), Tobacco streak virus
(TSV) i Tomato necrotic dwarf virus (ToONDV) (Jones et al., 2014). Viroidi infektivni za
paradajz su: Citrus exocortis viroid (CEVd), Columnea latent viroid (CLVd), Potato
spindle tuber viroid (PSTVd), Tomato apical stunt viroid (TASVd), Tomato chlorotic
dwarf viroid (TCDVA) 1 Tomato planta macho viroid (TPMVd) (Jones et al., 2014;
Zeidan, 2016).

Ekonomski vazni virusi infektivni za paradajz u Srbiji su: Y virus krompira-virus
crtiCastog mozaika krompira (Potato virus Y, PVY), virus mozaika duvana (Tobacco
mosaic virus, TMV), virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV), virus

bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt orthotospovirus, TSWV) 1 virus mozaika
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paradajza (Tomato mosaic virus, ToMV) (Krsti¢ i sar., 2005a; Krsti¢, 2015a). Virusi
koji inficiraju paradajz mogu indukovati jake zaraze, Sto za posledicu ima pad kvaliteta i
kvantiteta proizvodnje (Deli¢, 2010).

Karantinski $tetni virusi infektivni za paradajz, a koji se nalaze na listi IA deo I
karantinski Stetnih organizama Republike Srbije su: Pepino mosaic virus (PepMV),
Tobacco ringspot virus (TRSV), Tomato ringspot virus (ToRSV), Tomato black ring
virus (TBRV), Tomato chlorosis virus (ToCV), Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV),
Tomato mottle virus (TMoV), dok se na listi IA deo Il nalazi Tomato spotted wild
orthotospovirus (TSWV) (,,Sluzbeni glasnik RS* br. 57/15).

Veliki problem u proizvodnji paradajza, $to se ti¢e virusnih oboljenja, predstavlja
1 Cesta pojava dva ili viSe virusa u meSanim infekcijama (Krsti€ i sar., 2005a). Potvrda
prisustva virusa na osnovu vizuelnih simptoma uglavnom predstavlja teZzak posao zbog
sli¢nosti sa simptomima koje prouzrokuju nedostaci u ishrani i oStecenja usled dejstva
herbicida (Jones et al., 2014). Paprika i plavi patlidzan, sli¢ni po mnogim osobinama i
nacinu gajenja sa paradajzom, zajednicki su domacini nekih ekonomski Stetnih virusa
paradajza, a pre svega TSWV, TMV, CMV, PVY i AMV. Kako bi se izbeglo masovno
Sirenje virusa tokom vegetacije sa useva koji su zajednicki domacini pojedinih virusa,
treba posebnu paznju posvetiti izboru 1 udaljenosti povrSina za gajenje tih biljaka.

Da bi se uspesno kontrolisalo oboljenje koje virusi izazivaju, neophodna je
prethodna tac¢na identifikacija prouzrokovaca. Sa izuzetkom TMYV, veéina virusa
paradajza prezivljava jedino u Zivim delovima biljke ili veoma kratko u insektima
vektorima. Vektorsku ulogu uglavnom imaju lisne vasi, tripsi i bele leptiraste vasi. Samo
se mali broj virusa paradajza (TMV, ToMV) prenosi zarazenim semenom ili mehanicki,
odnosno kontaktom. Obi¢no se Sirenje virusa u usevu i pocetni simptomi na zarazenim
biljkama javljaju na pojedina¢nim ili biljkama u manjim grupama i to, ako je u pitanju

proizvodnja paradajza u polju, obi¢no sa rubnih delova parcela.

2.4. Proucavanja najznacajnijih virusnih oboljenja paradajza u svetu

Virusi uticu na proizvodnju paradajza i pripisuju im se milionske Stete koje nastaju

usled gubitaka prinosa (Hanssen and Lapidot, 2012). Povecani obim medunarodnog

transporta i trgovine biljnim materijalom povecava rizik od unoSenja novih virusa i
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njihovih vektora u proizvodnju paradajza. Klimatske promene mogu doprineti uspesnom
Sirenju introdukovanih virusa ili vektora i njthovom odomacivanju u novim oblastima.
Pored mnogih virusa infektivnih za paradajz koji su opisani, ozbiljnu pretnju predstavljaju
virusi oznaceni kao ,,emerging* i virusi koji se definiSu kao novi. Najcesce, ,,emerging*
virusi se definiSu kao virusi ¢ija se populacija povecava u odredenom podrucju i nastaju
usled promena koje se odnose na zivotnu sredinu, vektora, biljku domacina ili genom
samog virusa. Grupu novih virusa ¢ine virusi opisani u skorije vreme i koji brzo osvajaju
geografska podrucja gde ranije nije zabelezeno njihovo prisustvo (Hanssen et al., 2010).
U danasnje vreme TYLCV predstavlja virus koji nanosi najznacajnije Stete u
proizvodnji paradajza u Mediteranskom basenu kao 1 u mnogim tropskim i subtropskim
regionima Sirom sveta (Lapidot and Friedmann, 2002; Mariones and Navas-Castillo,
2000; Navas-Castillo et al., 2011; Pico et al., 1996). Pripada grupi poznatih virusa koji
se brzo Sire (emerging) (Hanssen et al., 2010). TYLCV je prvi put zabelezen u Izraelu
nakon epidemije u zasadima paradajza 1959. godine (Cohen and Harpaz, 1964; Cohen
and Lapidot, 2007). Krajem proslog veka TYLCV je bio prisutan u Egiptu, Izraelu,
Libanu, Siriji, Turskoj i na Kipru (Czosnek and Laterrot, 1997). TYLCV se
kontinuirano $irio 1 danas je, pored zemalja Mediterana, prisutan u ve¢ini podrucja gde se
paradajz gaji u svetu (Hanssen and Lapidot, 2012). Nakon dugogodiSnjeg perioda
proucavanja, posebno nakon otkri¢a tehnike sekvenciranja, doslo se do zakljucka da je
naziv TYLCV dodeljen heterogenoj grupi koju ¢ini viSe od 10 vrsta virusa, koji
prouzrokuju vrlo sli¢ne simptome na paradajzu (Moriones and Navas-Castillo, 2000).
Pocetkom ovog veka zapaZene su zaraze epidemijskih razmera na paradajzu sa
simptomima u vidu nekrotiénih pega na listovima i plodovima u Spaniji, Meksiku i
Gvatemali (Alfaro-Fernandez et al., 2007a; Batuman et al., 2010; Verbeek et al.,
2007, 2008, 2010). U Spaniji je novo oboljenje dobilo lokalni naziv ,,torrado” (pecen),
zbog simptoma nalik opekotinama na zaraZenom liS¢u. Prouzrokovac bolesti
okarakterisan je kao nova vrsta virusa za koji je predlozen naziv Tomato torrado virus
(ToTV) (Verbeek et al., 2007). Sli¢na epidemija se dogodila u Meksiku i dobila naziv
»marchitez*“ (uvenuée). Sumnjalo se na povezanost sa ToTV, ali su simptomi nekroze
lista, stabla i ploda ukazivali da se radi o potpuno razli€itoj vrsti virusa koji je dobio naziv
Tomato marchitez virus (ToMarV) (Turina et al., 2007; Verbeek et al., 2008). Kasnije,

dve nove vrste virusa iz roda Torradovirus izolovane su iz zarazenih useva paradajza u
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Gvatemali. Predlozeni su nazivi Tomato chocolate spot virus (ToCSV) i Tomato
chocolate virus (ToChV) u skladu sa lokalnim nazivima koje su prethodno dobili
(Batuman et al., 2010; Verbeek et al., 2010). Krug domacina osetljivih na viruse iz roda
Torradovirus je uzak i uglavnom ograni¢en na Solanaceae (Batuman et al., 2010;
Turina et al., 2007). Pojava ToTV zabelezena je u usevima paradajza u Madarskoj,
Francuskoj, Spaniji, Kanarskim Ostrvima, Poljskoj, Panami i Australiji (Alfaro-
Fernandez et al., 2007a; Alfaro-Fernandez et al., 2007b; Alfaro-Fernandez et al.,
2008; EPPO, 2009; Herrera-Vasquez et al., 2009; Pospieszny et al., 2007; Verdin et
al., 2009). Zbog brzog Sirenja u poslednjoj deceniji, ovaj virus je oznacen kao nova vrsta
virusa sa ,,emerging* statusom (Hanssen et al., 2010).

U poslednjih par decenija, grupa virusa koja pripada rodu Crinivirus 1 familiji
Closteroviridae prosirila se Sirom sveta uz pomoc¢ leptirastih vasi (Hansen et al., 2010;
Navas-Castillo et al., 2011; Wintermantel, 2004; Wisler et al., 1998a). Probleme u
proizvodnji paradajza mogu prouzrokovati Tomato infectious chlorosis virus (TICV) i
Tomato chlorosis virus (ToCV). TICV je prvi put identifikovan u proizvodnji paradajza
na otvorenom polju u Kaliforniji 1993. godine, gde je prouzrokovao milionske Stete
(Duffus et al., 1994; Wisler et al., 1996). Razlika izmedu TICV 1 ToCV otkrivena je
nakon zaraze u zasti¢enom prostoru u Kaliforniji 1989. godine, §to je potvrdeno na
osnovu RNA sekvence, specifi¢nosti vektora 1 kruga domacina (Wisler et al., 1998b). U
oblasti Mediterana, TICV je prvi put detektovan u Italiji 1991. godine, a zatim u Gr¢koj,
Francuskoj, Spaniji i Jordanu (Anfoka and Abhary, 2007; Dalmon et al., 2005; Dovas
et al., 2002; Varia et al., 2002). ToCV je u Mediteranskom basenu prvi put detektovan
u Spaniji 1997. godine, a zatim u Portugalu, Italiji, Maroku, Grékoj, Francuskoj, Izraelu,
Kipru, Libanu i Turskoj (Abou-Jawdah et al., 2006; Accotto et al., 2001; Dovas et al.,
2002; Louro et al., 2000; Navas-Castillo et al., 2000; Segev et al., 2004). U poslednjoj
deceniji, TICV 1 ToCV se svrstavaju u grupu ,,emerging* virusa (Hanssen et al., 2010).

Za samo nekoliko godina, nakon otkri¢a u usevima paradajza u Holandiji 1999.
godine (van der Vlught et al., 2000), PepMV je postao najznacajnija pretnja proizvodnji
u zaSti¢enom prostoru u mnogim zemljama Evrope. Epidemije izazvane ovim virusom
zabelezene su u Ujedinjenom Kraljevstvu, Francuskoj, Spaniji, SAD-u, Poljskoj i Belgiji
(Aguilar et al., 2002; Cotillon et al., 2002; French et al., 2001; Hanssen et al., 2008;
Ling, 2007; Maroon-Lango et al., 2005; Mumford and Metcalfe, 2001; Pagan et al.,
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2006). U poslednjoj deceniji PepMV je izazvao epidemije u Siriji, Gr¢koj 1 na Kipru
(Efthimiou et al., 2011; Fakhro et al., 2010; Papayaiannis, 2010). Prouzrokovac
iznenadnog Sirenja PepMV na udaljenim distancama u usevima paradajza nije razjasnjen
(Rojas and Gilbertson, 2008). Pripada grupi virusa koji su se od prve pojave u kratkom
vremenskom periodu prosirili na nova podrucja (Hanssen et al., 2010).

Znacajne gubitke u proizvodnji paradajza, paprike i mnogih drugih povrtarskih
kultura Sirom sveta prouzrokuje TSWV (Hanssen and Lapidot, 2012). TSWV je prvi
put opisan u usevima paradajza u Australiji po¢etkom 20. veka (Brittlebank, 1919). Ovaj
virus je u Evropi detektovan 1929. godine u Ujedinjenom Kraljevstvu i nije se Sirio
zahvaljujuéi uspesnoj kontroli Thrips tabaci (Pappu et al., 2009). Nakon introdukcije F.
occidentalis u Evropu, osamdesetih godina proslog veka, doslo je do pojave epidemija
koje je izazvao TSWV (Pappu et al., 2009; Rosello et al., 1996). U poslednjoj deceniji,
TSWYV je neizostavan problem proizvodnje paradajza u zaSti¢enom prostoru i na
otvorenom polju u zapadnim i severnim delovima Evrope i zemljama Mediterana (Italija,
Spanija, Portugal i Gréka) (Pappu et al., 2009). Visoka prisutnost novih Orthotospovirus
vrsta u tropskim delovima Azije ukazuje na geneticki diverzitet ovih virusa u odnosu na
domacine sa kojih se mogu preneti putem vektora ¢ija se populacija povecava (Rojas and
Gilbertson, 2008). TSWV 1 ostali virusi iz roda Orthotospovirus u poslednjoj deceniji se
svrstavju u ,,emerging‘ grupu virusa paradajza (Hanssen and Lapidot, 2012).

CMV je prvi put identifikovan 1916. godine kao prouzrokova¢ oboljenja na
krastavcu i dinji u SAD-u (Doolittle, 1916). Ovaj virus karakteriSe ekstremno Sirok krug
domacina sa preko 1300 biljnih vrsta rasporedenih u 500 rodova i vise od 100 familija
(Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008). Epidemijske zaraze krajem 20. veka zabelezene
su na paradajzu, banani, krastavcu, krompiru, dinji, mahunarkama i mnogim drugim
gajenim kulturama Sirom sveta (Palukaitis et al., 1992). CMV prenosi vise od 80 vrsta
biljnih vasi na neperzistentan nacin (Gallitelli, 2000) i prisutan je u proizvodnji paradajza
na otvorenom polju 1 u zaStiCenom prostoru Sirom sveta u regionima sa umerenom i
tropskom klimom (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008).

U oblasti Mediterana, kao ,,emerging* virus paradajza oznacava se i Pelargonium
zonate spot virus (PZSV) (Hanssen and Lapidot, 2012). Ovaj virus je prvi put izolovan
iz biljke Pelargonium zonale (Quacquarelli and Gallitelli, 1979) 1 1980. godine
detektovan kao prouzrokova¢ zaraze na paradajzu u Italiji (Gallitelli, 1982). PZSV je
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oznacen kao prouzrokova¢ mnogih epidemija u proizvodnji paradajza u razli¢itim
regionima. Dvadeset godina nakon prve detekcije, PZSV je krajem veka detektovan u
proizvodnji paradajza u zastiéenom prostoru u Spaniji (Luis-Arteaga and Cambra,
2000) i1 Francuskoj (Gebre-Selassie et al., 2002). Kasnije, ovaj virus je detektovan u
proizvodnji paradajza na otvorenom polju u Kaliforniji (Liu and Sears, 2007) i Izraelu
(Lapidot et al., 2010). Takode, jaka epidemija koja se pripisuje PZSV-u zabelezena je u
proizvodnji paradajza u zaSticenom prostoru na severoistoku Spanije (Escriu et al.,
2009).

Znacajne $tete u proizvodnji paradajza u Francuskoj, Italiji, Grékoj, Spaniji i
Hrvatskoj poslednjih decenija izazvala je i pojava nekrogenih izolata CMV satRNA,
odgovornih za pojavu sistemicne nekroze biljaka paradajza (Kaper et al., 1976; Gallitelli
et al., 1988; Bem, 1989; Jorda et al., 1992; Skorié¢ et al., 1996). Osnovna razlika izmedu
pojave sistemiéne nekroze u Italiji i Spaniji leZi u podgrupi pomoénog virusa. Za razliku
od Spanije, u Italiji pojava sistemi¢ne nekroze paradajza je bila prouzrokovana pojavom
nekrogenih izolata CMV satRNA kao pratioca izolata II podgrupe CMV, koji su bili retko
prisutni u isto¢noj i centralnoj Spaniji. Sistemi¢nu nekrozu paradajza u Spaniji izazvali
su nekrogeni izolati CMV satRNA kao pratioci izolata IB podgrupe CMV (Bonnet et al.,
2005). Razli¢iti izolati CMV satRNA, nekrogeni 1 nenekrogeni, otkriveni su kao pratioci
izolata podgrupe I CMV tokom epidemijske pojave ovog virusa 90-ih godina XX veka u
Grckoj (Varveri and Boutsika, 1999). Takode, epidemijska pojava sistemicne nekroze
u Hrvatskoj 1989. godine bila je povezana sa pojavom CMYV izolata podgrupe I i CMV
satRNA (Skori¢ et al., 1996). Dakle, CMV satRNA kao pratilac razli¢itih izolata CMV
bila je Siroko rasprostranjena u mediteranskom region proteklih 20 godina i izazvala je
znacajne Stete u proizvodnji paradajza. Medutim, posednjih godina znacajno je smanjena
zastupljenost CMV satRNA i postoje samo pojedinacni slucajevi prisustva CMV satRNA
u usevu paradajza. lako je detekcija i1 prisustvo CMV satRNA uobicajeno povezano sa
epidemijama u usevu paradajza, prisutvo CMV satRNA otkriveno je u drugim usevima
kao 1 korovima, iako sa niskom frekvencijom. CMV satRNA pokazuju veliku
varijabilnost zbog, kako mutacija tako i Cesto prisutnih rekombinacija, $to dovodi do
pojave heterogene populacije satRNA (Alonso-Prados et al., 1998; Aranda et al., 1993,
1997; Grieco et al., 1997), za razliku od metapopulacije karakteristi¢ne za pomo¢ni virus.

Zbog svega ovoga, ali i zbog neobicne bioloske aktivnosti satRNA i njithovog nepoznatog
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porekla, ponovna progresija i pojava epidemija prouzrokovanih CMV satRNA moze se
ocekivati u usevu paradajza, posebno imajuéi u vidu klimatske promene i povecanje

populacije biljnih vasi (Jacquemond, 2012).

2.5. Proucavanja najznacajnijih virusnih oboljenja paradajza u Srbiji

Virusi zauzimaju znacajno mesto medu prouzrokovacima bolesti paradajza. O
njihovoj pojavi i rasprostranjenosti postoje podaci u nasoj zemlji, ali nije poznato da je
poslednjih desetak godina izvrSena detaljna inventarizacija virusa infektivnih za paradajz
u Srbiji, kao ni njihova bioloska, seroloska i molekularna karakterizacija.

Prvi podaci o prisustvu TSWV u Srbiji poticu iz 1969. godine kada je detektovan
na duvanu (Mickovski, 1969), a zatim je utvrden na paprici i duvanu (Mijatovi¢ i sar.,
1999; Dukié i sar., 2002; Jasnié i sar., 2000). Na ve¢em broju podrucja u Srbiji prisustvo
virusa dokazano je 2005. i 2006. godine na paradajzu, paprici, duvanu kao i na mnogim
ukrasnim biljkama (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007). Tokom 2007. godine ustanovljeno je
prisustvo TSWV na novim vrstama ukrasnih biljaka, a iste godine je utvrdena njegova
ekspanzija na povrc¢u i duvanu (Peki¢ i sar., 2007b; Krstic¢ i sar., 2007; Krsti¢ et al.,
2007; Petkovic i sar., 2007; Simi¢ i sar., 2007; Tomi¢ i sar., 2007). Znacajno prisustvo
TSWYV u proizvodnji duvana zabeleZeno je u istrazivanjima sprovedenim od 2005. do
2008. godine (Stankovié i sar., 2010; Stankovié et al., 2011a). Prvi put u Srbiji, TSWV
je detektovan u proizvodnji Gerbera hybrida, gde je zabelezeno 30% zaraZenih biljaka
(Stankovi¢ et al., 2011b). Velika ucestalost TSWV zabelezena je u usevima paprike u
zaSticenom prostoru (Krsti¢ i sar., 2011), dok je u usevima paradajza zabelezen u
manjem procentu (Nikolié i sar., 2013). Prvi nalaz TSWV na crnom i belom luku u Srbiji
ukazuje na proSirenje kruga domacina ovog virusa u Evropi (Stankovi¢ et al., 2012;
Krstié i sar., 2012). Ispitivanja koja su ukazala na prisustvo TSWYV kao novog patogena
na tikvama u Srbiji 1 utvrdila C. maxima kao novog domacina za ovaj virus u svetu,
potvrduju Cinjenicu da se krug domacina ovog virusa $iri (Vucurovié i sar., 2012).
Takode, TSWV je u Srbiji prvi put zabeleZen na hrizantemi (Stankovi¢ et al., 2013) i
Brugmansia spp. (Nikoli¢ et al., 2013). Visegodisnja istrazivanja koja su obuhvatila 52
roda ukrasnih biljaka, gajenih u zasti¢enom prostoru, potvrdila su stalno prisustvo i

visoku ucestalost TSWV u vecini pregledanih lokaliteta (Stankovi¢ i sar., 2013).
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Prema nekim podacima broj biljaka zarazenih sa TMV zabelezZen je u staklenicima
i do 60% (Jureti¢, 1978). Znatno manji broj zarazenih biljaka je kod sorti sa
jednostavnijim na¢inom gajenja, gde se veéina agrotehnickih mera ne sprovodi (Sutié,
1995). Virus mozaika paradajza je dugo smatran sojem virusa mozaika duvana. Javlja se
u proizvodnji paradajza na otvorenom polju, a narocito u zasticenom prostoru (Krsti€ i
sar., 2005a). TMV je tokom ispitivanja sprovedenih u usevima paradajza 2011. godine
zabelezen u manjem procentu (Nikolié i sar., 2013).

Prvi put u Srbiji, CMV je zabeleZen na paprici 1956. godine (Suti¢, 1995). Prema
nekim zapazanjima retke su zaraze preko 10% biljaka u usevu paradajza (Aleksi¢ i sar.,
1980). CMV predstavlja najzastupljeniji virus u proizvodnji rasada paprike (Petrovi¢ i
sar., 2010) i jedan od najrasprostranjenijih u proizvodnji paprike na otvorenom polju
(Krsti¢ i sar., 2011), Sto potvrduju MiloSevi¢ i sar. (2013) u kasnijim istraZzivanjima. U
usevima tikava CMV je na mnogim lokalitetima bio prevalentan, a svuda prisutan sa
visokom ucestalos¢u u pojedinacnim i meSanim infekcijama (Vuéurovié i sar., 2010,
2011). Prvi nalaz CMV-a u usevima lubenice u Srbiji ukazuje da ovaj virus moze biti
pretnja komercijalnoj proizvodnji ove kulture (Milojevié et al., 2012). Dalja proucavanja
CMV u usevima lubenice ukazala su na njegovo pojacano prisustvo u meSanim
infekcijama (Milojevi¢ i sar., 2013). Na pretnju u proizvodnji ukrasnih biljaka u
zaSticenom prostoru ukazuju prvi nalazi CMV u Srbiji na Peperomia tuisiana (Milojevié¢
et al., 2013), Tulipa sp. (Milojevi¢ et al., 2014) i Calendula officinalis (MiloSevi¢ et al.,
2015a), a zatim 1 prvi nalaz ovog virusa u svetu na parkovskoj biljci Wisteria sinensis
(Milojevi¢ et al., 2016). Istrazivanje koja su sproveli MiloSevi¢ et al. (2015b) potvrdilo
je prisustvo CMV u komercijalnim usevima Calendula officinalis $to daje doprinos
razjasnjenju epidemioloSkog aspekta ovog virusa. CMV je visoko zastupljen virus
paradajza u Srbiji u pojedina¢nim i meSanim infekcijama (Nikoli€ i sar., 2012; Nikoli¢ i
sar., 2013). Milojevi¢ i sar. (2013a) ukazuju na izrazenu geneticku varijabilnost
populacije CMV poreklom sa razli¢itih domacina u Srbiji.

U zasadima paprike na otvorenom polju i u zaSti¢enom prostoru PVY je
najzastupljeniji virus (Petrovi¢ i sar., 2010; Krsti¢ i sar., 2011), dok je u proizvodnji
duvana zabelezeno njegovo dominantno prisustvo (Stankovi¢ i sar., 2010; Stankovi¢ et
al.,, 2011a). U proizvodnji paradajza, PVY je jedan od zastupljenijih virusa u

pojedinac¢nim i meSanim infekcijama (Nikoli¢ i sar., 2013).
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AMYV je pokazao tendenciju lokalizovane pojave u usevima duvana, pri ¢emu se
uglavnom javljao na manjem broju lokaliteta i sa razli¢itom ucestalos¢u (Stankovié i sar.,
2011). Prvi nalaz AMV na Robinia pseudoacacia u svetu zabelezen je u Srbiji Sto
doprinosi boljem razumevanju epidemiologije 1 naCinima Sirenja ovog virusa (Delibasi¢
et al., 2013). Ovaj virus je u manjem procentu prisutan u usevu paradajza (Nikolié i sar.,
2013). Prisustvo AMV, u komercijalnom usevu Carthamus tinctorius, prvi put u Srbiji
zebelezeno je 2014. godine (MiloSevi¢ et al., 2015b).

U toku poslednje decenije, broj virusa infektivnih za paradajz znafajno se
povecava, tako da je opSte misljenje da problem sa simptomatoloskog i epidemioloskog
stanovista postaje sve slozeniji. Medu virusima paradajza veliki je broj novih (virusi
detektovani u poslednjih pet godina), ,,emerging* (pojava virusa se povecava u poslednjih
20 godina) i ,re-emerging® virusa (virusi koji su drzani pod kontrolom, ali usled
rezistentnosti njihovih vektora prema pesticidima ili usled promene sortimenta i na¢ina
gajenja, postaju ponovo znacajni). U kategoriji ,,emerging* virusa, ¢ija je populacija
naglo povec¢ana, su TIYV 1 ToCV, a u kategoriji virusa €iji znacaj ponovo raste, koji se

ponovo pojavljuju, je TSWV (Krstié i sar., 2005b).

2.6. Osnovne karakteristike najznacajnjih virusa paradajza

Sirom sveta, kako u prirodnim, tako u laboratorijskim uslovima paradajz zarazava
veliki broj virusa. Neki od njih izazivaju znacajne ekonomske Stete u kontinuitetu, ali se
mnogi javljaju sporadicno.

Najzastupljenije, a ujedno 1 najznacajnije viruse paradajza u svetu, ali 1 u Srbiji
predstavljaju: CMV, PVY, AMV, TSWV, ToMV i TMV (Kbrsti¢ i sar., 2005b; Krstié,
2015a, 2015b; Nikoli¢ et al., 2018).

2.6.1. Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) i satelitna RNA

(CMYV satRNA)

Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV) predstavnik je roda
Cucumovirus, familije Bromoviridae (Murphy et al., 1995). CMV je jedan od virusa sa

najsirim krugom domacina. Od otkri¢a, broj prirodnih domacina se stalno povecavao i
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danas se smatra da je broj domacina oko 1300 vrsta iz preko 500 rodova i vise od 100
familija (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008).

Prvi put je otkriven 1919. godine kao prouzrokovac bolesti krastavca (Francki et
al., 1979), na osnovu cega je i dobio naziv. Od tada, CMV se prosirio u mnoge delove
sveta kako u pojedinac¢nim tako i u meSanim infekcijama, identifikovan je kao uzro¢nik
brojnih epidemija (Palukaitis et al., 1992; Davis et al., 2012). CMV se ubraja u grupu
opste rasprostranjenih virusa, ali njegovo dominantno rasprostranjenje su umereno topli
regioni gde su povoljni uslovi za razvoj njegovih vektora, biljnih vasi (Gooding, 1991;
Palukaitis et al., 1992).

Virus mozaika krastavca prisutan je na paradajzu i u Srbiji. Prisustvo CMV u
Srbiji zabeleZili su prvi Aleksi¢ i sar. (1980). Na osnovu njihovih zapazanja CMV se
pored paprike javio 1 na paradajzu, gde su zaraze useva bile preko 10%. Tokom 2007.
godine, CMV je bio prevalentan virus u mnogim lokalitetima gajenja duvana (Peki¢ i
sar., 2008a, 2008b).U Srbiji prisustvo CMV dokazano je na duvanu, paprici, paradajzu,
obic¢noj tikvi, vrgu, dinji, lucerki i crvenoj detelini (Suti¢, 1995; Mijatovié i sar., 1999;
Duki¢ i sar., 2001, 2002a; Krsti¢ i sar., 2002a, 2002b; Dukié, 2004; Dukié i sar.,
2004a, 2004b; Duki¢ et al., 2006; Dukic et i sar., 2006). Novija istrazivanja isticu CMV
kao najzastupljeniji virus u proizvodnji rasada paprike (Petrovi¢ i sar., 2010), kao 1
proizvodnji paprike na otvorenom polju (Krsti¢ i sar., 2011; MiloSevié i sar., 2013).
CMV je visoko prisutan i u mnogim usevima tikava je prevalentan virus (Vucurovié i
sar., 2010, 2011). Znacajni su prvi nalazi ovog virusa u Srbiji na lubenici (Milojevi¢ et
al., 2012), Peperomia tuisiana (Milojevi¢ et al., 2013), Tulipa sp. (Milojevi¢ et al., 2014)
1 Calentula officinalis (MiloSevi¢ et al., 2015a). Prvi nalaz CMV u svetu na parkovskoj
biljci Wisteria sinensis zabelezen je u Srbiji (Milojevi€ et al., 2016). U usevima paradajza
u Srbiji CMV je znacajno zastupljen (Nikolié i sar., 2012, 2013).

CMV se sastoji od tri vrste Cestica identi¢ne veli€ine, ali koje nose razli¢ite RNA
(RNA1, RNA2 i RNA3). Za ostvarivanje infekcije neophodno je prisustvo sve tri RNA.
Cestice su izometrijske, pre¢nika oko 30 nm izgradene od nukleinske kiseline (18%) i
proteina koji ¢ini 82% ukupne tezine (Francki et al., 1979; Palukaitis et al., 1992).
Genom ¢ine tri jednolancane infektivne genomne RNA (RNA1, RNA2 i RNA3) i dve
subgenomne RNA4 i RNA4A (Palukaitis et al., 1992). RNA1 i RNA2 se nalaze u

razli¢itim Cesticama, dok se RNA3 i RNA4 nalaze zajedno u jednoj Cestici (Francki et
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al., 1979). RNA1 i RNA2 kodiraju la i 2a proteine koji su ukljuceni u replikaciju virusa,
a RNA2 sadrzi i region koji se prepisuje u subgenomnu RNA4A i kodira 2b protein, koji
ima ulogu u Sirenju virusa i ispoljavanju virulentnosti. RNA3 je takode bicistronska 1
kodira stvaranje 3a proteina, ¢ija je funkcija u Sirenju virusa u biljci zbog Cega se Cesto
oznacava i kao transportni protein (movement protein, MP). Takode, RNA3 nosi i gen
koji se prepisuje u subgenomnu RNA4 i kodira sintezu proteina omotaca virusa
(Palukaitis et al., 1992; Gallitelli, 2000).

CMV replikaza se sastoji od dva virusno kodirana proteina (la i 2a) 1 proteina
biljke domacéina koji je neophodan za aktivnost RNA zavisne RNA polimeraze (Gallitelli,
2000). Neki sojevi CMV imaju joS jednu RNA, RNAS koja predstavlja meSanu
populaciju nukleotida konzerviranog 3’ terminalnog regiona genomskih RNA1 i RNA2.
Ova RNAS je opisana i kao CMV-udruzena RNAS ili CARNAS. Smatra se da ova RNA
ima ulogu u replikaciji CMV.

Neki sojevi virusa poseduju i satelitnu RNA (CMV satRNA) (Blanchard et al.,
1996). To je mali RNA molekul duZine od 303 do 405 nukleotida (najceSce 332-342
nukleotida) koji u potpunosti zavisi od genoma CMV u pogledu svoje replikacije,
enkapsidacije 1 Sirenja (Francki et al., 1979; Alonso-Prados et al., 1998; Gallitelli,
2000; Davino et al., 2012; Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008; Jacquemond, 2012).
Prisustvo satRNA ima uticaj na ekspresiju simptoma, odnosno na ublazavanje ili
pojacavanje simptoma na zarazenim biljkama (Grieco et al., 1997). Prisustvo CMV
satRNA moZe uticati na smanjenje akumulacije ili virulentnosti CMV, dok neke CMV
satRNA uticu na replikaciju 1 pojacanje ispoljenih simptoma u zavisnosti od soja CMV,
satRNA 1 biljke domacina (Palukalitis et al., 1992; Palukaitis and Garcia-Arenal,
2003). Najces¢e CMV satRNA ne izazivaju promene u ispoljavanju simptoma ili
ublazavaju simptome, ali postoje i1 varijante CMV satRNA koje izazivaju pojavu
sistemi¢ne nekroze 1 krzljavost biljaka ili jasno uo€ljivu svetlozutu hlorozu (Collmer and
Howell, 1992; Garcia-Arenal and Palukaitis, 1999; Simon et al., 2004). Opisano je
viSe od 100 varijanti CMV satRNA koje se javljaju kao pratioci izolata i podgrupe I i
podgrupe II CMV (Garcia-Arenal and Palukaitis, 2008) i na osnovu simptoma koje
izazivaju mogu se podeliti u dve glavne grupe: nenekrogeni izolati (nonnecrogenic) i
nekrogeni izolati (necrogenic) (Devic et al., 1990). U okviru nekrogenih izolata izdvajaju

se dve grupe oznacene kao B i B1, a u okviru nenekrogenih izolata grupe A i C. Izolati
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koji pripadaju nekrogenoj grupi i odgovorni su za pojavu sistemi¢ne nekroze poseduju
karakteristi¢nu Lhecrogenic consensus* sekvencu GA-
GCUAAGGCUUA...UGCUAUGCUGAU na 3’ kraju CMV satRNA (Devic et al., 1990;
Fisher, 2013). I1zolati nenekrogene grupe ne poseduju ovu sekvencu i ne mogu da izazovu
pojavu sistemi¢ne nekroze, ali neki od njih poseduju sekvencu nazvanu ,,chlorosis-
inducing domain®, osnovni (GUUCUUCAG) ili produzeni
(GUUCUUCAGCACUACGCACUCAA) domen odgovoran za izazivanje izrazene
hloroze na paradajzu (Zhang et al., 1994; Fisher, 2013).

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).

CMYV je vrlo varijabilan i opisan je veliki broj sojeva koji se medusobno razlikuju
po krugu domacina i simptomima koje izazivaju na razli¢itim biljkama (FranckKi et al.,
1979). Palukaitis et al. (1992) su u odnosu na bioloske, seroloske i molekularne osobine,
sve sojeve CMV podelili u dve podgrupe: podgrupa I 1 podgrupa II. Najveci broj sojeva
CMV pripada podgrupi I. Na osnovu homologije sekvenci nukleinskih kiselina sojeva
podgrupe I, Palukaitis and Zaitlin (1997) predloZili su izdvajanje podgrupe IB u koju bi
bili svrstani sojevi poreklom iz Azije 1 podgrupe 1A gde bi bili svrstani svi ostali sojevi.
Filogenetske analize na osnovu drugih gena CMV (MP, 2a, 2b i 1a) ukazale su na isto
svrstavanje izolata u podgrupe ovog virusa koje su izdvojene na osnovu CP gena (1A, 1B
1 II) (Roossinck, 2002; Lin et al., 2004; Bonnet et al., 2005; Davino et al., 2012; Nouri
et al., 2014).

Zarazene biljke paradajza ispoljavaju veoma izrazene patoloske promene. Na
liS¢u zarazenih biljaka u pocetku se zapaza slabije mozai¢no Sarenilo, koje sa razvojem
bolesti postaje sve upadljivije. Promene su veoma izrazite u obrazovanju liski, koje se
nenormalno suZavaju (nitavost, vrbolikost) i1 izduZuju u obliku koncastih tvorevina.
Skracena i zbijena kolenca menjaju opsti izgled biljaka. Virulentni sojevi izazivaju
nekrozu duz lisnih nerava, crtiCaste nekrotine pege duz stabla i izumiranje vrhova
izdanaka. Virus izaziva, naroéito u zdruzenoj zarazi sa TMV, sterilnost cvetova. Stetnost
ovih promena u proizvodnji zavisi od broja zaraZenih biljaka u usevu (Sutié, 1995). Broj

zarazenih biljaka manji je nego $to je to slucaj kod paprike (Aleksié, i sar., 1980).
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Sirenje CMV u prirodi omoguéavaju njegovi vektori, biljne vasi. Opisan je veliki
broj vrsta biljnih vasi koje prenose virus na neperzistentan nacin. Smatra se da viSe od 80
vrsta vasi prenosi CMV, a kao naj¢esci vektori navode se vrste Myzus persicae 1 Aphis
gossypii. Veéina sojeva virusa moze se prenositi sa ove dve vrste vasi, jer je specificnost
prenosenja virusa u odnosu na vrstu vektora jako niska. Efikasnost prenoSenja virusa
zavisi od soja virusa, biljne vrste izvora zaraze i biljke na kojoj se vektor hrani, kao i od
vrste 1 biotipa vektora (Palukaitis et al., 1992). Najveci broj sojeva ovog virusa prenosi
se vasima, ali zabeleZeni su i sojevi koji nemaju ovu sposobnost. Poredenjem sojeva koji
se ne mogu prenositi vaS§ima sa onima koji mogu, utvrdena je razlika u aminokiselinskom
sastavu proteina omotaca virusa. Smatra se da je glavna determinanta sposobnosti
prenoSenja CMV vasima upravo grada proteinskog omotaca virusa (Palukaitis et al.,
1992; Ng and Perry, 2004; Ng et al., 2005). Pored prenosenja vasima, CMV mozZe da se
prenese i semenom nekih gajenih i korovskih biljaka, kao i sa vise od 10 vrsta Cuscuta
sp. (Francki et al., 1979; Suti¢, 1995). Mnogobrojni domaéini, jednogodi$nji i
viSegodi$nji, zeljasti 1 drvenasti, gajeni i spontani, omogucavaju odrZavanje virusa i
predstavljaju znacajne izvore zaraza (Suti¢, 1995).

Teskoce u kontroli oboljenja koje CMV izaziva uslovljene su pre svega velikom
varijabilnos$¢u virusa, izraZenom polifagnoscu, kao i1 velikim brojem vektora-vasi koje
virus prenose razli¢itom efikasnoS¢u. Kao najznacajnije mere kontrole Krsti¢ i Vico
(2004) navode proizvodnju zdravog rasada, odstranjivanje zaraZenih i dosadivanje novih
biljaka, uniStavanje biljnih ostataka, primenu plodoreda, odredivanje vremena
rasadivanja, uniStavanje korova i hemijsku kontrola vektora. Medutim, vaSi mogu da
obave svoju vektorsku ulogu i pre nego Sto primenjeni insekticidi deluju na njih, pa
otporne sorte 1 unakrsna zastita predstavljaju najbolji nacin kontrole virusnih oboljenja
koje izazivaju neperzistentni virusi, kakav je i CMV. Izolovanje useva paradajza visokim,
otpornim usevima kao S§to je kukuruz moze odloZiti period prve infekcije. Pored primene
insekticida preporucuje se 1 primena mineralnih ulja u kontroli ovog 1 drugih virusa koji
se prenose vaSima na neprzistentan nain. Kljucni faktor u smanjenju gubitaka u
proizvodnji je odlaganje infekcije do Sto kasnijeg stadijuma razvoja biljke. Na ovaj nain
biljke postaju otporne ili tolerantne, Sto smanjuje negativan uticaj na prinos (Jones et al.,

2014).
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Konvencionalnim metodama oplemenjivanja i selekcije, dobijeni su CMV-
rezistentni genotipovi spanaca, paprike i nekih tikava. Kako navode Sanford and Johnston
(1985), CMV-rezistentni genotipovi dobijeni na ovaj nacin joS uvek nisu komercijalno
dostupni, pa su razvijeni novi prilazi koji se zasnivaju na rezistentnosti koja poti¢e od
patogena (loc. cit. Krsti¢ i Vico, 2004). Ugradivanjem CP gena CMV podgrupe I u
genom biljke dobijene su biljke paradajza koje pokazuju Siroku otpornost na sojeve
podgrupe I, ali i na sojeve podgrupe II (Gielen et al., 1996). Unakrsna zastita zasniva se
na postizanju zastite od virulentnijih sojeva preinokulacijom biljaka blagim sojem virusa
sa ili bez satRNA. Upotreba blagih sojeva bez satRNA ograni¢ena je na regione gajenja
osetljivih biljaka gde nema rizika od pojave CMV sojeva sa satRNA. Unakrsna zastita u
regionima gde su prisutni sojevi koji nose satRNA postize se koriS¢enjem blagih sojeva

sa satRNA (Gallitelli, 2000).

2.6.2. Y virus krompira (Potato virus Y, PVY)

PVY pripada familiji Potyviridae i rodu Potyvirus koji je najbrojniji i ekonomski
najznacajniji rod biljnih virusa (Krsti¢, 2015b; Koike et al., 2007). Ne nalazi se na
karantinskim listama EPPO i Republike Srbije (OEPP/EPPO, 2016; ,,Sluzbeni glasnik
RS* br. 57/15).

Y virus krompira je patogen karakteristi¢an za biljke iz familije Solanaceae Sirom
sveta 1 jedan od ekonomski najzacajnijih virusa (Koike et al., 2007). Kao rezervoari PVY
u prirodi sluze brojne korovske vrste koje su domacini ovog virusa (Krsti¢, 2015b). U
regionima sa umerenom klimom, viSegodiSnje biljke su retko rezervoar ovog virusa.
Krompir predstavlja znacajnog domacina PVY u regionima sa umerenom klimom gde se
gaje paradajz 1 paprika. U subtropskim oblastima Juzne Floride krompir sluzi kao glavni
izvor PVY za papriku i paradajz. Bez obzira §to je Siroko rasprostranjen, ima uzak krug
domacina. Kao eksperimentalni domacini ovog virusa oznacene su biljke iz familija
Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Asteraceae i Fabaceae (Jones et al., 2014).

Ubraja se u grupu opste rasprostranjenih virusa i jedan je od ekonomski
znaCajnijih virusa za paradajz, a jedan od najznacajnijih virusa paradajza u SAD,
Argentini, Australiji, Kanadi, Tajvanu, kao 1 u zemljama mediteranskog basena (Izrael,

Maroko i Tunis). Takode, znacajne Stete u proizvodnji paradajza i epidemijska pojava
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ovog virusa zabelezena je u Francuskoj i centralnim i severnim delovima Italije (loc. cit.
Krsti¢, 2015b).

U Srbiji PVY je u zasadima paprike na otvorenom polju i u zaSti¢enom prostoru
najzastupljeniji virus (Petrovi¢ i sar., 2010; Krsti¢ i sar., 2011). U usevima duvana
zabelezeno je dominantno prisustvo PVY (Stankovié i sar., 2010; Stankovi¢ et al.,
2011a). U proizvodnji paradajza, PVY je jedan od zastupljenijih virusa u pojedina¢nim i
mesanim infekcijama (Nikoli¢ i sar., 2013).

Duzina virusnih €estica PVY je 730 x 11 nm, Stapicaste su i1 sadrZe jednolanc¢anu
RNA (Koike et al., 2007). Vecina sojeva PVY su bliski po seroloskim karakteristikama.
PVY izolati se klasifikuju u tri osnovne grupe: PVY?, PVYNiPVYC (Jones et al., 2014).
Genom PVY, kao 1 kod ostalih ¢lanova roda Potyvirus, ¢ini jednolancana infektivna
ribonukleinska kiselina, (+) ss RNA, veli¢ine oko 9,7 kb koji se translacijom prevodi u
jedan poliprotein koji je izgraden od 3062 aminokiseline. Za 5° kraj nukleinske kiseline,
kovalentno je vezan protein koji se oznacava kao VPg (viral protein genome-linked),
molekulske mase 24 kDa, a na 3’ kraju se nalazi polyA region sastavljen od viSe adenina.
Poliprotein se dejstvom virusno kodiranih proteaza (P1, HC-pro i Nia proteini) deli na 10
manjih funkcionalnih proteina. Genom sadrZi jo§ jedan kratki ORF (otvoreni okvir
¢itanja), P3N-PIPO. Protein 1 (P1) je virusno kodiranih proteaza i najvarijabilniji deo
genoma kod virusa roda Potyvirus. Protein HC-Pro (helper-component proteinase) je jos
jedna virusno kodirana proteaza koja, pored toga, ima mnogo funkcija: protein koji vrsi
supresiju RNA utiSavanja (RNA silencing), u€estvuje u replikaciji, sistemi¢nom Sirenju
virusa u biljci, prenoSenju vaSima 1 kretanju virusa od ¢elije do Celije. Protein 3 (P3) je
ukljucen u patogenost, sistemicnu infekciju, replikaciju i kretanje virusa u biljci. Funkcija
6K proteina nije poznata. CI protein je ukljucen u formiranje inkluzija tipa vodeni¢nog
vitla (pinweel), a 6K2 protein je ukljucen u replikaciju. VPg protein ima brojne fukcije, a
najbitnija je uloga u replikaciji 1 translaciji. Nla protein (nuclear inclusion protein)
predstavlja glavnu proteazu za cepanje poliproteina. NIb protein je virusna RNA zavisna
RNA polimeraza. CP protein (coat protein, protein omotaca) je neophodan za
samosakupljanje viriona, prenoSenje vasima, kretanje od celije do Celije 1 sistemicnu
infekciju (Quenouille et al., 2013).

PVY je jedan od najvarijabilnijih biljnih virusa i od njegovog otkri¢a 30-ih godina

20. veka do danas, ustanovljeno je postojanje veceg broja sojeva, kao i bioloskih tipova
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u okviru samih sojeva (Kerlan et al., 2011; Youssef, 2017). Izolati PVY su prvo
klasifikovani na osnovu glavnih domacina ovog virusa, na sojeve poreklom sa duvana,
krompira, paprike i paradajza. Zatim su izolati grupisani u definisane sojeve na osnovu
njihovih bioloskih (simptomatologija i1 razli¢iti tipovi reakcija otpornosti) i seroloskih
karakteristika u tri osnovne grupe: PVY® (obi¢ni soj), PVYN (nekroti¢ni soj) i PVY®
(crticasti soj) prema simptomima koje prouzrokuju na nekim sortama krompira i duvana,
kao 1 na biljci Physalis floridana. Medutim, velika varijabilnost virusa uslovljena
razli¢itim mehanizmima izmene genetickog materijala prilicno je uobicajena za viruse
roda Potyvirus, pa i za PVY, tako da se opisuje sve veci broj novih sojeva koji nastaju
kao posledica rekombinacija i ¢iji genom predstavlja mozaik izgraden od segmenata
genoma izolata naje$¢e obi¢nog i nekroti¢nog soja. Razvojem molekularne biologije i
razvijanjem molekularnih tehnika detekcije, identifikacije 1 karakterizacije omoguceno je
izdvajanje podgrupa u okviru osnovnih grupa sojeva. Tako je utvrdeno postojanje Sest
razli¢itih filogenetskih podgrupa u okviru obi¢nog soja, dok se u okviru crticastog soja
izdvajaju dve filogenetske podgrupe: (i) podgrupa C1 gde su svrstani izolati poreklom sa
paprike, duvana 1 paradajza i (i1) podgrupa C2 koju ¢ine izolati poreklom sa krompira.
Sredinom 80-ih godina XX veka u Evropi su detektovane dve grupe izolata ozna¢ane kao
NTN 1 Wilga izolati, koje su se medusobno razlikovali po virulentnosti, a izazivali su
prstenastu nekrozu krtola krompira (Potato tuber necrotic ringspot disease, PTNRD).
Kasnija ispitivanja genoma, dokazala su da se radi o rekombinantnim izolatima izmedu
izolata nekroti¢nog i obi¢nog soja. Izolati NTN soja svrstani su u dva tipa: tip A sa 3
mesta rekombinacije (HC-Pro/P3, VPg/NIa i C terminus CP gena) i tip B sa Cetiri mesta
rekombinacije (HC-Pro/P3, VPg/NIa, C terminus CP gena 1 P1 gen), a izolati Wilga soja
razdvojeni su u dve grupe: (i) PVY™N9 izolati, ranije oznaceni kao PVYN-Wi (A) tip, sa
jednim mestom rekombinacije u delu HC-Pro/P3 gena i (i) koju ¢ine PVYNW! izolati,
ranije oznaceni PVYN-Wi (B) tip, sa dva mesta rekombinacije u region P1 i HC-Pro/P3
gena. Broj sojeva i podgrupa u okviru sojeva nije konac¢an imajuc¢i u vidu da se poslednjih
godina znacajna paznja poklanja istrazivanju i karakterizaciji izolata PVY poreklom ne
samo sa krompira, ve¢ i drugih biljaka domacina i da se otkrivaju nove varijante i pojava
rekombinacija ne samo izmedu opisanih sojeva ve¢ 1 izmedu samih rekombinanata.
Simptomi koje PVY izaziva na paradajzu veoma su raznovrsni i zavise pre svega

od soja virusa, genotipa paradajza, vremena infekcije i uslova spoljasnje sredine. Najces¢i
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tip simptoma koje ovaj virus izaziva na paradajzu je blago Sarenilo i slabo izrazene
deformacije lista, koji su pra¢eni zadrzavanjem zelene boje duz lisnih nerava. Osim toga,
Cesti simptomi na paradajzu gajenom na otvorenom polju su i pojava tamnobraon,
nekroti¢nih zona i pega naroCito uz ivicu starijeg liS¢a. Mlade lis¢e biva u potpunosti
zahvaceno nekrozom i propada, a na lis¢u pri kraju porasta uocava se blago Sarenilo,
deformacije 1 naboranost. U nekim sluc¢ajevima liS¢e zarazenih biljaka se uvija i visi niz
peteljku dajuéi biljci uveo izgled. Nekroti¢ni sojevi ovog virusa izazivaju mozaik i
deformacije liS¢a, nekrozu cvetova i neravnomerno sazrevanje plodova (Krsti¢, 2015b).
Na plodovima naj¢es¢e nema simptoma (Koike et al., 2007). Nekroti¢ni sojevi PVY
zabelezeni u Italiji prouzrokuju deformaciju lista, nekrozu cveta i neravnomerno
sazrevanje ploda. U slucajevima kada se otkrije rana infekcija, koju prati brojna
populacija biljnih vasi, moZe se ocekivati totalna Steta u usevima (Jones et al., 2014).

Sirenje tokom vegetacije omogucava veliki broj vrsta biljnih vasi (najmanje 25
vrsta biljnih vasi). Vasi prenose virus na neperzistentan nacin $to znaci da je za usvajanje,
odnosno prenosenje virusa dovoljno veoma kratko vreme ishrane, ¢ak i sama probna
ishrana vasi. Kao najefikasniji vektor navodi se Myzus persicae, ali lista efikasnih vektora
ukljucuje 1 Aphis fabae, Macrosiphum euphorbiae, Myzus certus, Phorodon humuli i
Rhopalosiphum insertum. PrenoSenje ovog virusa pomocu vasi uslovljeno je gradom i
strukturom HC protein (heleper component) i protein omotaca virusa (coat protein). Virus
se prenosi 1 mehanicki, sokom zarazenih biljaka $to je od znacaja u proizvodnji biljaka u
gustom sklopu narocito u rasadu, ali ne i semenom paradajza (Krstié, 2015b). PrenoSenje
PVY putem semena nije zabelezeno (Jones et al., 2014).

Osnova kontrole oboljenja koje ovaj virus izaziva €ine preventivne mere, pre
svega: prostorna izolacija gajenih biljaka domacina, uklanjanje i uniStavanje zarazenih
biljaka i biljnih ostataka, uniStavanje korova i primena mineralnih ulja da bi se smanjila
efikasnost prenoSenja vektorima. Zbog lakog mehani¢kog prenoSenja u proizvodnji
biljaka u zaSti¢enom prostoru preporucuje se i dezinfekcija alata, oruda i svog ostalog
pribora. Izvori otpornosti prema ovom virusu pronadeni su u biljkama Lycopersicum
hirsitum 1 iskoriS¢eni za stvaranje otpornih sorti, ali u poslednje vreme zabeleZeni su

izolati koji prevazilaze ovu otpornost (loc. cit. Krsti¢, 2015b).
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2.6.3. Virus bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt orthotospovirus, TSWYV)

Virus pegavog uvenuca paradajza, kod nas poznatiji pod imenom virus
bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt orthotospovirus, TSWYV), tipican je
predstavnik reda Bunyavirales, familije Tospoviridae, roda Orthotospovirus, i dugo je bio
klasifikovan kao jedini ¢lan ,,Tomato spotted wilt“ grupe (Matthews, 1979; ICTV,
2017). TSWV se nalazi na EPPO A2 listi (OEPP/EPPO, 2016) i na IA deo II listi
karantinski Stetnih organizama Republike Srbije (,,Sluzbeni glasnik RS* br. 57/15).

TSWYV je virus sa izrazenom polifagnom prirodom 1 jedan od virusa sa najSirim
krugom domacéina medu biljnim virusima. Kao prirodni domacéini ovog virusa navodi se
veliki broj vrsta, oko 1090 biljnih vrsta iz 15 familija monokotiledonih, 69 familija
dikotiledonih biljaka i jedne familije razdela Pteridiophyta, fam. Pteridaceae. Vecina
biljaka domacéina pripada familijama Asteraceae (247 vrsta), Solanaceae (172 vrste) i
Fabaceae (60 vrsta) (Parrella et al., 2003).

Oboljenje prouzrokovano ovim virusom otkriveno je u Australiji kao pegavo
uvenuce paradajza (Brittlebank, 1919), a ve¢ godinu dana kasnije pronadeno je u svim
regionima gajenja paradajza u Australiji (Parrela et al., 2003). Medutim, virusna priroda
oboljenja utvrdena je tek 1930. godine (Samuel et al., 1930). Od tada se TSWV prosSirio
u mnoge delove sveta i1 prouzrokovao je brojne epidemije na razli¢itim usevima. Prema
OEPP/EPPO (1999), TSWV je opste rasprostranjen i njegovo prisustvo potvrdeno je u
umerenim, suptropskim i tropskim podru¢jima sveta, a u hladnijim podruc¢jima nalazi se
u staklenicima 1 drugim zaSti¢enim prostorima. Prisutan je u zemljama EPPO regiona i
EU, Azije, Afrike, Severne, Centralne i Juzne Amerike, Karibima, kao i u zemljama
Okeanije (OEPP/EPPO, 2004; Kaji¢ i Milanovi¢, 2013).

Prvi podaci o prisustvu ovog virusa na duvanu u Srbiji poticu iz 1969. godine
(Mickovski, 1969), a nakon toga je utvrden na paprici (Mijatovi¢ i sar., 1999; Duki¢ i
sar., 2002). Jasni¢ i sar. (2000) su, prateci zarazenost useva duvana, utvrdili dominantno
prisustvo TSWV 1995.11999. godine. Prisustvo TSWV u nasoj zemlji utvrdeno je, pored
paradajza, i na paprici, duvanu, tikvama, crnom i belom luku i mnogobrojnim vrstama
ukrasnih biljaka (Mijatovi¢ i sar., 1999; Duki¢ i sar., 2002; Peki¢ i sar., 2007a, 2007b
Krstié¢ i Bulajié¢, 2007; Krsti¢ i sar., 2007, Krsti¢ et al., 2007; Petkovi¢ i sar., 2007;

Simi¢ i sar., 2007; Tomic i sar., 2007; Stankovié i sar., 2010; Stankovic¢ et al., 2011a;
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Stankovi¢ et al., 2011b; Krsti¢ i sar., 2011; Nikoli¢ i sar., 2013; Stankovi¢ et al., 2012;
Krstié¢ i sar., 2012; Vucurovié i sar., 2012; Stankovic et al., 2013; Nikoli¢ et al., 2013;
Stankovic i sar., 2013).

lako za sada TSWV nije detektovan na krompiru u nasoj zemlji, poslednjih godina
u svetu sve ¢eSc¢e ugrozava usev krompira visokim intenzitetom zaraze. U Evropi TSWV
se na krompiru javlja sporadi¢no i retko, ali pojava ovog virusa moze Cesto da bude i
podcenjena, jer simptomi mogu da budu pripisani drugim patogenima (Wilson, 2001;
Rodoni and Henderson, 2004).

Virioni TSWYV su kvazisferi¢ni (po nekim istrazivac¢ima izometrijski), pre¢nika
od 70-120 nm 1 okruzeni sa dvostrukom lipoproteinskom membranom (Brunt et al.,
1996; Anonymous, 2002). Genom se sastoji od tri linearne (—) ssSRNA neinfektivne, ili
(+/-) ssRNA ,,ambisense” (ambiinformaciona) oznacene kao S (short), M (middle) i L
(large). Najvec¢a RNA (L RNA) je (—) i monocistronska, a ostale dve su (+/-) i kodiraju
po dva proteina. Virusni genom kodira ukupno pet proteina: (i) RNA-zavisna RNA
polimeraza koju kodira L RNA; (ii) NSm protein koji je ukljucen u kretanje virusa od
¢elije do Celije (movement, transportni protein), koji kodira M RNA; (iii) glikoproteini
GI (Gn) 1 G2 (Ge), koje kodira virusno-komplementarni lanac M RNA; (iv) NSs
nestrukturni protein koji izaziva formiranje agregata ili filamenata u ¢elijama zaraZenim
TSWYV 1 ima funkciju utiSavanja gena (gene silencing), koji kodira S RNA; (v) N
strukturni protein koji je kodiran virusno-komplementarnim lancem S RNA. Tri genomne
RNA su tesno povezane sa N proteinom formirajuci ribonukleoproteine (RNPs) okruZene
lipoproteinskim omotacem koji se sastoji od dva virusno kodirana glikoproteina u vidu
povrsinskih Siljaka i membrane koja potice od ¢elije domac¢ina (Mumford et al., 1996b;
Soellick et al., 2000; Silva et al., 2001; Prins and Kormelink, 2004; Pappu, 2008;
Tsompana and Moyer, 2008; Pappu et al., 2009). S i M segmenti genoma TSWV
poseduju medugenske regione (intergenic region, IGR) za koje je utvrdeno da su kod
razli¢itih izolata razli¢ite duzine i smatraju se hipervarijabilnim regionima genoma
TSWYV (Heinze et al., 2003). Njihova funkcija nije poznata, a pretpostavlja se da imaju
ulogu signala za zavrSetak transkripcije (Goldbach and Peters, 1996).

Izolati virusa koji pripadaju Orthotospovirus rodu prvo su identifikovani na
osnovu antigenih osobina 1 uspostavljena je klasifikacija na serogrupe (de Avila et al.,

1990) u kojoj je TSWV bio jedini predstavnik serogrupe I. Sadasnja taksonomija i
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klasifikacija Tospovirus-a, odnosno Orthotospovirus-a zasniva se na proucavanju
molekularnih osobina i na osnovu homologije sekvenci razlicitih delova genoma (de
Avila et al., 1993; Goldbach and Kuo, 1996; Pappu et al., 2000; Silva et al., 2001).
Na osnovu geografske rasprostranjenosti i filogenetske analize, svi Tospovirus-i podeljeni
su u americku i evroazijsku grupu, pri ¢emu TSWV pripada americkoj grupi. TSWV
ispoljava izuzetnu varijabilnost i u prirodi i postoji kao kompleks sojeva (de Avila et al.,
1990; Chatzivassiliou et al., 2000; Mandal et al., 2006). Filogenetske analize na osnovu
kodiraju¢ih (NC, NSm i1 NSs) i1 nekodirajuc¢ih (IGR na S i M RNA) sekvenci, otkrivaju
sli¢nosti i 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). Ovu tvrdnju potkrepljuje istrazivanje gde su se
TSWYV izolati poreklom iz useva duvana u Srbiji, na osnovu sli¢nosti sekvenci NC gena,
grupisali sa izolatima iz Bugarske i Crne Gore, dok su drugi Evropski izolati formirali
razli¢itu geografsku subpopulaciju. Visoka sli¢nost sekvenci TSWYV izolata iz Srbije,
Bugarske 1 Crne Gore ukazuje na protok gena koji se desio na teritorijama ovih drZava
(Dekié, 2009).

TSWYV izaziva veoma raznovrsne simptome na svojim domacinima koji mogu da
variraju na istoj biljnoj vrsti u zavisnosti od sorte, starosti biljke, vremena infekcije 1
uslova spoljasnje sredine. Temperatura ima veoma vaznu ulogu u jacini ispoljavanja
simptoma (Allen et al., 1991). Simptomi se ispoljavaju 3-14 dana posle infekcije, mada
ponekad inkubacioni period traje mnogo duze (Kucharek et al., 2000).

Simptomi na paradajzu ispoljavaju se na liS¢u, peteljkama, stablu 1 plodovima.
Variranje simptoma je izrazeno 1 zavisi od faze razvoja biljke u vreme infekcije. Mlado
lis¢e reaguje pojavom malih, svetlosmedih fleka ili pega koje kasnije postaju
tamnosmede, a zatim dolazi do opSteg tamnjenja liS¢a koje izumire i klonulo visi sa lisne
drske. Cesto je i zadebljanje nerava, uvijanje i naboranost lista. Tipian simptom je
bronzavost lis¢a (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007). Simptomi sistemi¢nih zaraza potvrdeni su
nakon mehanickih inokulacija rasada razli¢itih sorti paradajza. Pojava prvih simptoma u
vidu hloroti¢nih 1 nekroti¢nih koncentri¢nih pega uoc€ena je 11 dana po inokulaciji, dok
je pojava sistemi¢nog hloroti¢nog Sarenila, nekroze i bronzavosti uocena 21-24 dana po
inokulaciji (Pekié, 2009). Na peteljkama 1 stablu javlja se nekroza u vidu tamnosmedih

traka i takve biljke kasnije uginjavaju. VrS$ni meristem obi¢no zahvata sistemi¢na nekroza,
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Sto se odrazava na smanjen porast biljke (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007). Zaraza u ranim fazama
razvoja biljke moze da prouzrokuje izostanak plodova, dok se kod biljaka zarazenih
neposredno nakon formiranja plodova lako mogu uociti prstenaste hloroti¢ne pege (Jones
et al., 2014). Na jako zarazenim biljkama, plodovi paradajza imaju veoma karakteristi¢ne
simptome: na nedozrelim plodovima javljaju se svetlozeleni prstenovi nepravilnog ili
koncentri¢nog oblika i ceo plod moze biti proSaran. Na mladim, zelenim plodovima
javljaju se koncentri¢ne prstenaste pege, odnosno bledocrvena, bela ili narandzasta polja
oivi¢ena koncentricnim prstenovima. Takvi plodovi nemaju trziSnu vrednost. Simptomi
se na nekim biljkama javljaju samo na plodovima (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007). Zarazene
biljke mogu formirati porast samo jedne strane stabla. Takode, cele biljke mogu biti
zakrZljale sa osusenim liS¢em, $to odaje utisak uvenuca (Jones et al., 2014).

Dva osnovna nacina Sirenja TSWV u prirodi su prenoSenje vektorima i prenoSenje
zarazenim propagativnim biljnim materijalom. TSWV se prenosi ve¢im brojem vrsta
tripsa (Thysanoptera: Thripidae), a najznacajniji vektori su vrste: Frankliniella
occidentalis (zapadni cvetni trips), F. schultzei (pamukov trips), F. fusca (duvanov trips)
1 Thrips tabaci (lukov trips) (Amin et al., 1981; EPPO/CABI, 1992; Webb et al., 1997).
Manje znacajne vrste tripsa koje prenose TSWV su: F. intosa, F. bispinosa 1 Thrips
setosus (Jones et al., 2014). TSWYV se prenosi tripsima na cirkulativan (perzistentan) 1
propagativni nain. Virus usvaja samo larva prvog stupnja (L1) prilikom ishrane na
zarazenoj biljci, a prenose ga larve drugog stupnja (L2) i imaga (Sakimura, 1963; Prins
and Kormelink, 2004). Tripsi usvajaju virus intenzivnom ishranom, a zaraZavanje
biljaka (inokulacija) moZe da bude postignuto ,,plitkom* ishranom u epidermalnim
¢elijama. Izvesno vreme smatralo se da najznacajniju ulogu u Sirenju TSWV ima imago
tripsa, jer u uslovima bez vetra ili sa slabim vetrom lete na malim rastojanjima, dok ih
jaki vetrovi prenose na vecu udaljenost. Medutim, postoje rezultati koji ukazuju da su
larve drugog stupnja potencijalno efikasnije u Sirenju virusa nego imaga, pogotovo u
zaSticenom prostoru 1 ako se biljke medusobno dodiruju. U godinama sa toplim i suvim
vremenom dolazi do naglog porasta brojnosti populacije tripsa, pa se tada bronzavost
paradajza, kao i hloroza i krZljavost duvana, javlja u Stetnim razmerama (Prins and
Kormelink, 2004). Takode, TSWV se S§iri i putem medunarodne trgovine biljnim
materijalom. Posebno su znacajni rasad i reznice, koji mogu da budu zarazeni virusom ili

infestirani zarazenim tripsima (Hausbeck et al., 1992). Iako je prenoSenje lukovicama i
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krtolama ukrasnih biljaka moguce, smatra se da je ono retko i manje znacajno (Robb et
al., 1998; Kucharek et al., 2000). Narocito znacajan kao domacin je krompir, jer se
TSWYV prenosi zarazenim krtolama. U zavisnosti od sorte, prenosivost krtolama se krece
od 5 do 84%. Krtole formirane na zaraZzenim biljkama mogu da budu deformisane sa
pukotinama i tamnim nekroti¢nim pegama u unutrasnjosti krtole ili se na peridermu krtola
javljaju nekroti¢ne pege u vidu koncentricnih pega i Sara, ali moguce je i da zarazene
krtole ne ispoljavaju vidljive simptome. U Evropi TSWV se javlja sporadi¢no na krompiru.
Pojava ovog virusa u odredenom broju slucajeva moze biti i podcenjena, jer se simptomi
mogu pripisati drugim patogenima (Wilson, 2001; Rodoni and Henderson, 2004). TSWV
nije zabelezen u usevima krompira u Srbiji. Primenom mehanickih inokulacija 1
kalemljenjem, kao nacinima prenoSenja TSWYV, dokazana je visoka osetljivost sotri
krompira dostupnih na trzistu Srbije. Inokulisane biljke ispoljile su: sistemicne zaraze,
brojne nekroticne pege na listovima i stablu, nekrozu i propadanje vrha izdanka,
udubljene nekroti¢ne prstenove, koncentricne prstenaste pege i pukotine na peridermu
krtola, sistemi¢ne nekroti¢ne pege na listovima, nekrotine prstenove na nalicju lis¢a i
krupne nekroti¢ne koncentri¢ne pege na lis¢u (Pekié, 2009).

Zarazene korovske vrste predstavljaju najvazniji izvor inokuluma, jer
omogucavaju odrzavanje TSWV u zimskom periodu i predstavljaju reproduktivnog
domacina za vektore. Sa zaraZenih korova virus se prenosi na osetljive biljke (Groves et
al., 2001). Umnozavanje TSWYV na korovskim biljkama u prolece predstavlja alternativu
1 omogucava prelazak sa prezimljujueg domacina na osetljive gajene biljke koje se tada
seju ili sade. TSWV se, kao i1 drugi Tospovirus-i, ne prenosi semenom biljaka domacina
(Reddy and Wightman, 1988; Jones et al., 2014).

Raznovrsnost sojeva ovog virusa uslovljena je ne samo mutacijama i
rekombinacijama vec¢ 1 pseudorekombinacijama, zbog postojanja trodelnog genoma. Na
taj nacin omogucena je i preraspodela izmedu samih genomnih segmenata (Qiu et al.,
1999). Razlike izmedu izolata narocito se odnose na ekspresiju simptoma na razli¢itim
domacinima, seroloske osobine i adaptibilnost TSWV na nove domacdine i1 nova
geografska podrucja. Pored toga, velika varijabilnost virusa omogucava brzo
prevazilazenje konvencionalne i transgenetske rezistentnosti (Vaira et al., 1995; Cho et
al., 1996; Mandal et al., 2006; Davis et al.,, 2012), Sto dodatno otezava kontrolu

oboljenja.
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Teskoc¢e u kontroli TSWYV koje su izazvane velikom varijabilno$¢u i izrazenom
polifagnom prirodom virusa odrazavaju se negativno na proizvodnju paradajza. Takode,
bioloske karakteristike tripsa, brzo razvijanje rezistentnosti, kao 1 specifi¢nost
proizvodnje paradajza koja ukljucuje proizvodnju kako u zasti¢enom prostoru tako i na
otvorenom polju, ¢ine kontrolu TSWV na paradajzu izuzetno teSkom. Kontrola je
uglavnom usmerena na tripse kao vektore i primenu ostalih sanitarnih mera: proizvodnja
zdravog rasada, fizicko razdvajanje proizvodnje rasada paradajza i proizvodnje cveca,
odredivanje vremena rasadivanja, uniStavanje korova u polju, hemijska kontrola tripsa u
polju i zasticenom prostoru u kombinaciji sa upotrebom UV-reflektuju¢ih mal¢ folija,
odstranjivanje zarazenih i dosadivanje novih biljaka, plodored, izbor otpornih hibrida i
upotreba aktivatora otpornosti biljaka (OEPP/EPPO, 1999; Anonymous, 2002; Krstié¢
i sar., 2006b; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007; Jones et al., 2014; Davis et al., 2012). Primenom
kombinacije aktivatora otpornosti (acibenzolar-S-metil) 1 insekticida na bazi
imidakloprida ili tiametoksana, uz preduslov da sekoristi bezvirusni sadni materijal, moze
se obezbediti uspesna kontrola TSWV u komercijalnim zasadima paradajza (Csinos et
al., 2001; Davis et al., 2012).

Izu¢avanja u okviru molekularne populacione genetike TSWYV, odnosno
geneticke strukture populacije 1 njene varijabilnosti postavljaju osnove razvoja novih
strategija kontrole ovog virusa i omogucava dijagnostiCarima ne samo detekciju i
identifikaciju virusa, ve¢ 1 predvidanje izvora infekcije za odredeni usev (Tsompana et
al., 2005). Cinjenica da se TSWV pokazao kao visoko adaptibilan virus, koji se brzo $iri,
daje mu vaznu ulogu u komercijalnoj poljoprivredi. Razumevanje dinamike populacije
ovog virusa, vektora i njihovih domac¢ina moze dovesti do bolje kontrole ili prevencije
epidemija kao i smanjenja efekta neefikasne rezistentnosti biljaka, a sve ukupno do

ublazavanja ekonomskih posledica po proizvodnju (Kaye et al., 2011).
2.6.4. Virus mozaika lucerke (Alfalfa mosaic virus, AMV)
AMYV je tipican predstavnik roda Alfamovirus u okviru familije Bromoviridae.

Evolutivna srodnost AMV, CMV 1 virusa mozaika bromusa (Brome mosaic virus, BMV)

odavno je eksperimentalno potvrdena (Savithri and Murthy, 1983). Ne nalazi se na
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karantinskim listama EPPO i Republike Srbije (OEPP/EPPO, 2016; ,,Sluzbeni glasnik
RS* br. 57/15).

Virus mozaika lucerke prvi put je otkriven 1931. godine u SAD (Bos and Jaspars,
1971) kao prouzrokova¢ ekonomski znacajne bolesti lucerke i od tada je utvrdeno da je
infektivan za veliki broj domacina (Bol, 1999). Uspesno precis¢avanje AMV, obavljeno
je 1960. godine, pokazalo je da se virusni preparat sastoji od baciliformnih Cestica
razli¢ite duzine, koje su potom razdvojene u frakcije i ustanovljeno je da postoje Cetiri
osnovne veli¢ine virusnih Cestica 1 da svaka sadrzi specificnu vrstu RNA koje se
oznacavaju kao RNAI, RNA2, RNA3 i RNA4. Ispitivanja bioloskih karakteristika
odvojenih komponenti rezultirala su time §to je 1971. godine potpuno rasvetljena njihova
uloga. Ustanovljeno je da se genom AMYV sastoji od RNAI, 2 i1 3 i da smeSa sve tri
genomne RNA postaje infektivna tek kada se dodaju proteinske podjedinice proteina
omotaca (coat protein, CP) ili njegova subgenomna informaciona RNA4 (Bol, 2010).

Krug domaé¢ina AMV ukljucuje biljne vrste iz familija Asteraceae, Fabaceae,
Solanaceae i Apiaceae (Jaspars and Bos, 1980). Prirodne zaraze koje prouzrokuje AMV
otkrivene su na 150 vrsta biljaka iz 22 familije, dok eksperimentalni i prirodni krug
domacina ukljucuje preko 600 vrsta biljaka iz 70 familija (Hull, 2009; Bol, 2010). Po
drugim podacima, krug domacina obuhvata viSe od 400 vrsta ukljuujuéi viSe vrsta
povréa 1 drvenastih biljaka (Jaspars and Bos, 1980; Hajimorad and Francki, 1988;
Parrella et al., 2000).

AMYV je jedan od virusa koji je rasprostranjen Sirom sveta (Jaspars and Bos,
1980), svuda gde se gaje njegovi mnogobrojni domacini (Hull, 2009; Bol, 2010).
Rasprostranjenost 1 ekonomski zna¢aj AMV u nekom podrucju veoma su promenljivi i
znacajno zavise od brojnih faktora. Ovakva situacija objasnjava se promenama u
populaciji vektora i brojnim introdukcijama virusa putem zarazenog semena lucerke
(Hajimorad and Francki, 1988). Bez obzira Sto je virus mozaika lucerke prisutan Sirom
sveta, probleme u proizvodnji paradajza pravi samo u odredenim regionima (Koike et al.,
2007) 1 ne smatra se za ozbiljniju pretnju. Izuzetak su situacije kada su usevi paradajza
locirani blizu useva lucerke. Ozbiljnije Stete u proizvodnji paradajza, koje su se kretale
10-15%, zabeleZene su u SAD-u (Kalifornija), a zaraza je zahvatala usev uniformno.
Krajem proslog veka AMV je kao Stetan virus za useve paradajza zabelezen u Italiji 1

Francuskoj (Jones et al., 2014).
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lako je zaraza lucerke virusom mozaika lucerke u Srbiji bila detektovana
(Babovié, 1965; 1968) i prenoienje ovog virusa semenom paprike potvrdeno (Sutié,
1959), prvi podaci o prenosenju AMV semenom lucerke vezuju se za negativne rezultate
(Sutié i sar., 1972, 1973). Tek To$i¢ and Pesi¢ (1975) su dokazali da se AMV prenosi
semenom razli€itih sorti lucerke u proseku sa 12,2%. Noviji podaci o AMV u Srbiji, pre
svega o prisustvu i rasprostranjenosti, ali i prvi podaci o molekularno identifikovanim i
okarakterisanim izolatima, poticu iz proucavanja ovog virusa na duvanu (Duki¢i sar.,
2006; Dekié, 2009), paradajzu (Krsti¢ i sar., 2007a; Nikoli¢ i sar., 2013), paprici
(Tomic¢ i sar., 2007; Krsti¢ i Bulajié, 2008; Petrovié i sar., 2010), kao i lucerki (Bulajié¢
i sar., 2010).

Baciliformne ¢estice AMV su veli¢ine 30-56 x 18 nm (Koike et al., 2007).Virusne
Cestice AMV imaju viSedelni genom koji se sastoji od tri genomne RNA. RNA1 1 RNA2
kodiraju protein replikaza, P1 i P2. Protein P1 sadrzi deo slian metiltransferazi na N
kraju, dok na C kraju ima deo koji odgovara helikazama. Protein P2 sadrzi delove koji
odgovaraju polimerazi. RNA3 je dicistronska i sa 5’-kraja kodira protein koji u¢estvuje u
kretanju (movement protein, MP), dok je na 3’-kraju gen za CP. Proteini MP i CP su
neophodni za kretanje virusa od ¢elije do ¢elije. CP se translacijom dobija iz subgenomne
RNA4 koja je identi¢na sa sekvencom od 881 nukleotida (nt) sa 3’-kraja RNA3. Duzina
intercistronskog, medugenskog regiona na RNA3 je 52 nt 1 ona ukljucuje 1 pocetnu
sekvencu RNA4 u duZini od 36 nt. U uslovima in vitro, 3’-neprepisuju¢i region
(untranslated region, UTR) svih RNA AMV moze da veze nekoliko dimera CP.
Minimalna duzina mesta koje vezuje CP sastoji se od 39 nt na 3’-kraju genomnih RNA.
Tako su dobijeni kristali od 39 nt sa 3’-kraja fragmenta RNA 1 26 aminokiselina sa N-
kraja CP i njihova struktura je eksperimentalno odredena (Bol, 2010). U svetu su opisani
brojni sojevi 1 varijante virusa sa malim razlikama, a kao najc¢eSc¢e za razlikovanje sojeva
koriS¢ene su razlike u simptomima ispoljenim nakon mehanic¢kih inokulacija na
Phaseolus vulgaris 1 Vigna sinensis (Jaspars and Bos, 1980).

Najznacajnije bolesti koje se vezuju za AMV su mozaik lucerke, kaliko mozaik 1
nekroza krtola krompira, raznoliki simptomi na duvanu, mozaik na paprici, izraZena
nekroza na paradajzu, mozaik crvene 1 bele deteline, mozaik i kaliko na celeru 1 salati,
nekroti¢na prugavost graska 1 druge (Jaspars and Bos, 1980). Simptomi koje AMV

prouzrokuje na paradajzu zavise od soja virusa, hibrida paradajza, faze razvoja biljke i
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uslova spoljaSnje sredine. Rane zaraze dovode do Zutila i bronzavosti vrha biljke i1 do
nekroze nervature lista (Jones et al., 2014). Takode, biljke paradajza koje su zarazene u
ranoj fazi razvoja mogu uginuti. LiS¢e koje se razvija dok je biljka zarazena obicno je
nepravilnog oblika sa svetlo-zutim do bronzanim flekama. Kod jace zaraZenih biljaka
lis¢e se uvija na dole. Sprovodno tkivo donjeg dela stabla moze dobiti crvenu do crveno-
braon boju, gde je primetno pucanje epidermisa prizemnog delu stabla. Ova promena boje
Cesto zahvati koren i1 vr$ne izdanke biljke. Simptomi na plodovima su uglavnom prisutni
1jacina njihovog ispoljavanja zavisi od faze razvoja biljke u vreme ostvarivanja infekcije.
Plodovi zarazenih biljaka mogu biti nepravilnog oblika, obezbojeni, tamnobraon boje, sa
nekroticnim prstenovima ili pegama razliitog intenziteta koje mogu zahvatiti i
unutrasnjost (Koike et al., 2007; Jones et al., 2014). Zaraza je obicno jaceg intenziteta
kada je zasad paradajza u blizini leguminoza (Koike et al., 2007).

Veliki broj biljnih vasi prenosi AMV (Koike et al., 2007). U prirodi, AMV se
prenosi najmanje sa 22 vrsta biljnih vasi na neperzistentan nacin. U grupu znacajnijih
vektora spadaju Acyrthosiphon pisum, Myzus persicae 1 A. kondoi. PrenoSenje AMV
semenom paradajza nije zabeleZeno. PrenoSenje semenom znacajno je u usevima lucerke,
a zabelezeni su slucajevi prenosenja semenom paprike 1 peruanske jabuke (Jones et al.,
2014). Primarne zaraze u usevu lucerke poticu od zaraza semena (Bailiss and Ollennu,
1986) i1 prenosSenje semenom jedan je od najznacajnijih puteva Sirenja ovog virusa u
prirodi (Hajimorad and Francki, 1988).

Kontrolom biljnih vasi ne moze se spreciti Sirenje AMV. Infekcije u usevu
paradajza je moguce izbeci pomeranjem proizvodnje od useva leguminoza na najmanje
nekoliko stotina metara udaljenosti. Otporni ili tolerantni kultivari paradajza su za sada
nedostupni. Izvor rezistentnosti na veéinu sojeva AMV identifikovan je u divljem

paradajzu (Lycopersicon hirsutum) (Jones et al., 2014).

2.6.5. Virus mozaika duvana (7Tobacco mosaic virus, TMV) i virus mozaika

paradajza (Tomato mosaic virus, ToMV)
Virus mozaika duvana (Tobacco mosaic virus, TMV) i virus mozaika paradajza

(Tomato mosaic virus, ToMV) su predstavnici roda Tobamovirus (Davis et al., 2012).

Mnogi €lanovi roda Tobamovirus dugo su smatrani sojevima TMV, iako se medusobno
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razlikuju u pogledu sekvenci i domacina. Smatra se da TMV ima relativno uzak krug
prirodnih domacina, ali se odlikuje Sirokim krugom eksperimentalnih domacina. Smatra
se da zarazava oko 199 biljnih vrsta iz 30 familija (Knapp and Lewandowski, 2001). U
najznacajnije prirodne domacine ovog virusa ubrajaju se biljke familije Solanaceae:
duvan, paprika, paradajz i krompir (Gooding, 1991). ToMV odlikuje uzi krug domacina
u odnosu na TMV. Ukrasne biljke iz familije Solanaceae, posebno one koje se
razmnozavaju vegetativnim putem (petunija), takode su osetljive i mogu sluziti kao
rezervoar za oba virusa (Davis et al., 2012).

Oboljenje koje TMV izaziva, mozaik duvana, opisao je Mayer 1886. godine i
jedno je od najranije zapazenih viroznih oboljenja (loc. cit. Knapp and Lewandowski,
2001). Medutim, prouzrokovac oboljenja otkriven je tek krajem 19. veka i nazvan je
Contagium vivum fluidum (ziva zarazna tecnost) (Harrison and Wilson, 1999). Ovim
otkricem poceo je razvoj biljne virologije kao posebne nauc¢ne discipline, a TMV je
postao objekat mnogobrojnih istrazivanja.

Oba virusa rasprostranjena su Sirom sveta i prouzrokuju jake zaraze na mnogim
komercijalnim usevima (Cui et al., 2004). TMV je prisutan i u Srbiji 1 jedan je od
najragirenijih i najranije otkrivenih virusa paradajza kod nas (Sutiié¢, 1995). Znatno manji
broj zarazenih biljaka je kod sorti sa jednostavnijim nainom gajenja, gde se vecina
agrotehni¢kih mera ne sprovodi (Suti¢, 1995). Tomi¢ i sar., (2007) beleze TMV u zasadu
paprike. Javlja se u proizvodnji paradajza na otvorenom polju i naroc€ito u zasticenom
prostoru (Krsti¢ i sar., 2005b). Tokom ispitivanja sprovedenih u usevima paradajza
2011. godine, TMV je zabelezen u manjem procentu (Nikoli¢ i sar., 2013).

Cestice virusa su $tapicaste, 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 cCestice. Genom TMV 1 ToMV ¢ini jednolancana infektivna
ribonukleinska kiselina ((+)ssRNA), molekulske mase 2,0 x 10° Da (Zaitlin and Israel,
1975; Gibbs, 1977; Cui et al., 2004). Za 5’ kraj nukleinske kiseline vezan je 7-
metilguanozin, a 3’ kraj je aminoacetiliran, nosi histidin i1 gradi strukturu slicnu
transportnoj RNA (Knapp and Lewandowski, 2001). Virusni genom kodira sintezu
ukupno Cetiri proteina: (i) CP protein (protein omotaca virusa), molekulske mase 17,5
kDa; (i) MP protein (movement protein) molekulske mase 30 kDa koji omogucava

Sirenje virusa u biljci i (iii) dva nestrukturna proteina molekulske mase 126 1 183 kDa koji
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se javljaju u zarazenim biljnim ¢elijama i imaju ulogu u replikacji virusa-proteini virusne
polimeraze (Zaitlin, 1999; Knapp and Lewandowski, 2001). Proteinski omotac se
sastoji od 2130 identi¢nih proteinskih podjedinica, rasporedenih u vidu heliksa oko
centralne Supljine (Zaitlin and Israel, 1975).

Virus mozaika duvana opste je rasprostranjen na biljkama paradajza i zato je skoro
tesko, naroCito krajem vegetacije, prona¢i nezarazene biljke. OpSta rasprostranjenost
virusa je karakteristi¢na za sorte paradajza sa visokim sistemom gajenja. Kod ovih sorti
vr§i se, kao obavezna mera nege presadivanje, pinciranje, zakidanje vrha stabla i
sukcesivna berba plodova. U toku ovih radova virus se lako prenosi sokom zarazenih
biljaka, a zaraze se obavljaju i dodirom ruku radnika koji puse za vreme rada. Sirenje
virusa na ovaj nacin je naroCito karakteristicno za proizvodnju paradajza u zasti¢enom
prostoru. Prema nekim podacima zabelezen broj biljaka u staklenicima zarazenih TMV
bio je i do 60% (Jureti¢, 1978). Znatno manji broj zarazenih biljaka je kod sorti sa
jednostavnijim nafinom gajenja, gde se vecina pomenutih agrotehnickih mera ne
sprovodi.

Virus mozaika duvana izaziva mozaik razli¢ite jacine na liS¢u paradajza, Sto zavisi
od osetljivosti pojedinih sorti, virulentnosti sojeva, faze razvoja biljke 1 spoljnih uslova.
Simptomi mozaika su naroc€ito izrazeni na liS¢u mladih biljaka koje dobija kopljasti oblik
(Suti¢, 1995). TMV i ToMV zarazavaju paradajz i prouzrokuju svetle i tamnozelene $are
ili mozak. Listovi mogu biti deformisani ili suzeni (nitavost). Prinos moZze biti smanjen,
a plodovi neravnomerno sazreli (Koike et al., 2007). Sa razvojem oboljenja biljke se, po
pravilu, oporavljaju 1 dalje razvijaju bez ve¢ih promena. Vece Stete, sa pojavom nekroze
11izumiranja tkiva i delova biljaka, izazivaju nekroti¢ni sojevi 1 meSovite zaraze sa drugim
virusima, kao §to je virus mozaika krompira, virus crtiCastog mozaika krompira i dr.
Zarazene biljke nekih sorti paradajza su manje osetljive ili tolerantne prema virusu. One
se odlikuju time $to se simptomi povlace u toku vegetacije, pa se njihove zaraze ne
odraZavaju vidno na prinos. Selekcionisane su 1 forme paradajza potpuno otporne prema
virusu. Virus mozaika duvana se u pojedinim godinama Siri u epidemijskim razmerama
na paprici i paradajzu, §to je, svakako, posledica njegovog lakog mehani¢kog prenoSenja,
zatim prenosSenja zarazenim semenom i zarazenim ostacima ovih biljaka u zemljistu. Sok
zarazenih biljaka veoma je infektivan, jer se virus nalazi u visokoj koncentraciji u biljnim

¢elijama. Po pravilu, veliki broj zarazenih biljaka poti¢e jo§ od zarazenog rasada.
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Zapazeno je da je znatno veci broj zarazenih biljaka kada se proizvode iz rasada, nego iz
semena na stalnom mestu. Zaraze semena paradajza su pretezno povrsinske (egzogene).
Zaraze nastaju prilikom izdvajanja semena iz pulpe paradajza, pri ¢emu se oslobodene
virusne Cestice iz zarazenih plodova zadrzavaju na povrSini semena i tu veoma dugo
odrzavaju svoju infektivnost. Zbog ovakvog nacina prenosenja virusa seme paradajza je,
po pravilu, zarazeno u visokom procentu (i do 94%) (Suti¢, 1995). Karakteristi¢ni
simptomi koje ToMV izaziva odlikuju se Sarenim zonama na lis¢u gde se smenjuju svetla
1 tamna zelena boja. Neki sojevi mogu prouzrokovati izrazeno zuto Sarenilo. Biljke
zarazene u ranim fazama porasta su patuljaste sa zutim vrhom. Takode, moze do¢i do
uvijanja, redukcije povrsine i malformacija zarazenog liS¢a, koje su manjeg intenziteta od
simptoma koje prouzrokuje CMV. U ranim fazama porasta moze do¢i do izrazenog
uvijanja liS¢a na gore. Uopste, intenzitet TOMV simptoma varira u odnosu na soj virusa,
sortu ili hibrid paradajza, vreme infekcije (doba godine ili faza razvoja biljke) i
temperaturu. Visoke temperature obi¢no dovode do maskiranja simptoma na lis¢u. Ipak,
biljke paradajza koje su nosioci gena za otpornost (TM-2? i Tm-2) pri izlaganju visokim
temperaturama mogu ispoljiti nekroticne simptome. Plodovi biljaka zarazenih sa ToMV
nisu izrazito deformisani, ali mogu ispoljiti iznenadno sazrevanje praceno smanjenjem
broja plodova i njihovom manjom masom. Zuti prstenovi na plodovima pojavljuju se
usled sazrevanja plodova pri visokim temperaturama. Opisano je mnostvo ToMV sojeva
koji su imenovani na osnovu simptoma koje izazivaju na plodovima (corky ring, crysti
fruit, yellow, Aucuba). Povremeno, simptomi se mogu uociti na unutras$njoj strani zida
ploda u vidu braon zatamnjenja. Ovakvi simptomi su naj¢es¢i na formiranim plodovima
neposredno pre sazrevanja i zahvataju parenhim ploda $to se pripisuje stresnim uslovima
koji su uticali na biljku istovremeno kada je doslo do zaraze. Dodatni faktori, kao $to su
visoka vlaznost zemljiSta, nizak nivo azota i bora i osetljivost biljke, takode uticu na
intenzitet ispoljavanja simptoma. Proizvodaci obi¢no primete pomenute simptome u toku
porasta prve dve cvetne grane, ali ih ne pripisuju ToMV infekciji sve do pojave folijarnih
simptoma koji mogu nastuputi nakon nekoliko dana (Jones et al., 2014; Davis et al.,
2012).

Osnovni nacin Sirenja TMV 1 ToMV u prirodi je mehanicko prenoSenje. Zbog
izrazene stabilnosti virus se u polju lako prenosi kontaminiranim rukama radnika prilikom

obavljanja razli¢itih agrotehnickih mera (plevljenje, Cupanje rasada, rasadivanje,
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okopavanje, zalamanje cvasti i berba). lako insekti vektori ovog virusa nisu utvrdeni,
insekti koji zvacu (skakavci, gusenice leptira) su moguéi prenosioci virusa zbog
mehanickog dodira sa biljkom (Zaitlin and Israel, 1975; Gooding, 1991).

Zarazeni biljni ostaci omogucavaju odrzavanje virusa tokom zimskog perioda i
predstavljaju najvazniji izvor inokuluma u narednoj vegetaciji. Znacajan izvor inokuluma
predstavlja i fermentisani duvan u kome virus moze zadrzati infektivnost duzi vremenski
period.

TMV je vrlo varijabilan 1 od prvog opisa virusa do danas utvrdeno je postojanje
veceg broja sojeva. Prvi soj ovog virusa opisan je 1926. godine i odlikuje se time $to na
duvanu izaziva zute, umesto zelene mozai¢ne pege. Danas je poznato viSe sojeva ovog
virusa, a najceSc¢e su izdvajani na osnovu virulentnosti ili po raznim simptomima na
duvanu. Tako su po virulentnosti opisani jaki i blagi soj; po promenama u boji na
zarazenom lis¢u duvana neki sojevi su okarakterisani kao zuti, zlatnozuti, beli,
tamnozeleni i svetlozeleni soj. Po citoloskim i histoloSkim promenama zarazenih biljaka
neki sojevi su identifikovani kao prstenasti, mramorni, nekroti¢ni i enacijski soj (Zaitlin
and Israel, 1975; Suti¢, 1995).

Zbog izrazene stabilnosti 1 lakog mehani¢kog prenoSenja, osnovu kontrole
oboljenja koje izaziva TMV, Cine preventivne sanitarne mere. Sanitarne mere treba
primenjivati ne samo u toku proizvodnje i nege rasada, nego 1 pri izvodenju agrotehnic¢kih
mera u usevu. Prilikom odstranjivanja zaraZenih biljaka u polju, treba ukloniti 1 susedne
biljke (Nelson et al., 1993). Ruke i1 orude u toku izvodenja raznih agrotehnickih operacija
(rasadivanje, zalamanje biljaka, zakidanje zaperaka, berba 1 dr.) treba S§to CeS¢e prati
sapunom, rastvorom natrijum fosfatom (Na3POys) ili 70% alkoholom u cilju inaktivacije
virusa. Treba voditi raCuna o upotrebi duvanskih proizvoda u toku rada sa biljkama, bez
obzira §to ne predstavljaju znacajan izvor ToMV kao §to se ranije mislilo. Tretiranje
semena sa 10% rastvorom natrijum fosfata u periodu od najmanje 15 min ili tretman
suvog semena u periodu od 2-4 dana na temperaturi od 70°C elimini$e virus na povrsSini
1u unutraSnjosti semena bez negativnog uticaja na klijanje (Rana i sar., 1988). Preporuka
je da se koristi zdrav rasad 1 da na mestu stalne sadnje biljaka ne bude ostataka korena iz
predhodnih proizvodnih ciklusa. Najzastupljeniji sojevi ToMV i1 TMV u paradajzu se
mogu kontrolisati upotrebom otpornih hibrida, koji sadrze dominantni gen za otpornost.

Inokulacija klijanaca paradajza slabijim sojevima ToMV praktikuje se u zasti¢enom
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prostoru, uz rizik da se izaberu virulentni sojevi. Ovaj nacin unakrsne zastite primenjuje
se u Japanu poslednjih 30 godina. Tri gena za rezistentnost (Tm-1, Tm-2, Tm-22)
identifikovana su prilikom ukrstanja divljeg i gajenog paradajza. Gen TM-2? se najcescée
koristi kod komercijalnih hibrida paradajza. Ipak, sojevi virusa koji mogu da prevazidu
rezistentnost biljaka koje nose gen TM-2% zabelezeni su u Italiji, Japanu i Spaniji.
Rezultati ukazuju da rezistentnost na ToMV, koja je odredena ovim genom, zavisi od
specificnosti interakcije izmedu domacina i patogena, pre nego povezivanje sa osnovnim
funkcijama 30-kDa transportnim proteinom. U slucaju kada je infekcija ve¢ ostvarena,
rad sa biljkama treba svesti na najmanju mogu¢u meru kako bi se sprecila sekundarna
zaraza. Sa biljkama koje su oznacene kao zarazene treba raditi na kraju sa ciljem da se

izbegne prenoSenje virusa na zdrave biljke (Jones et al., 2014; Davis et al., 2012).

46



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Virusi kao prouzrokovaci bolesti paradajza zauzimaju znacajno mesto. U svetu je
opisan veliki broj virusa, preko 140, infektivnih za paradajz. Mnogi od ovih opisanih
virusa svake godine smanjuju prinos i kvalitet paradajza, a pojedinih godina se javljaju u
epidemijskim razmerama. lako su virusi paradajza brojni, razliCite epidemiologije i
prouzrokuju znacajne ekonomske Stete u proizvodnji paradajza, postoji malo podataka o
njihovoj pojavi 1 raSirenosti u Srbiji. IstraZzivanja obuhvacena ovom doktorskom
disertacijom imaju za cilj da daju kompletnu studiju o virozama paradajza u nasoj zemlji,
koja ¢e pored inventarizacije virusa u proizvodnji na otvorenom polju i u zaSti¢enom
prostoru, dati odgovore o njihovoj prevalentnosti po godinama i regionima gajenja
paradajza, kao 1 omoguciti razvijanje strategija kontrole i pravovremeno sprovodenje
adekvatnih mera kontrole. Takode, dobijeni podaci o virusima paradajza u nasoj zemlji,
naroCito informacije o strukturi populacije prevalentnih vrsta, bi¢e od koristi u
oplemenjivackom radu na selekciji genotipova paradajza sa poviSenim nivoom
otpornosti.

Naucna 1 stru¢na pitanja vezana za znacaj virusa paradajza u Srbiji, njihova
brojnost 1 raznolikost epidemiologije doveli su do definisanja osnovnih ciljeva ove
doktorske disertacije:

— utvrdivanje prisustva i rasprostranjenosti ekonomski znacajnih virusa paradajza
za nasu zemlju;

— utvrdivanje prisustva virusa koji su prisutni u zemljama u okruzenju od kojih se
neki nalaze na karantinskim listama Stetnih organizama Srbije;

— utvrdivanje prisustva nekih virusa infektivnih za paradajz za koje je utvrdeno da
su prisutni na drugim gajenim biljkama domacinima i koji su u ekspanziji u naSoj
zemlji;

— utvrdivanje prisustva CMV satRNA kao moguéeg prouzrokovaca naglog i
letalnog propadanja biljaka paradajza;

— utvrdivanje prisustva virusa u semenu razli¢itth sorti 1 hibrida paradajza,

komercijalno dostupnih na nasem trzistu;
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— molekularna detekcija 1 identifikacija virusa paradajza prisutnih u Srbiji
primenom RT-PCR metode, u cilju razvijanja brzih molekularnih dijagnostic¢kih
protokola i kao potvrda seroloske identifikacije virusa;

— molekularna  karakterizacija = rekonstrukcijom  filogenetskih stabala
najrasprostranjenijih virusa paradajza u Srbiji u cilju poredenja izolata poreklom
iz Srbije sa odgovaraju¢im izolatima virusa iz drugih delova sveta i utvrdivanja
geneticke varijabilnosti izolata poreklom iz naSe zemlje.

Detaljnija ispitivanja prisutnih virusa paradajza u Srbiji, kao 1 primena
najsavremenijih molekularnih tehnika, unapredi¢e metode detekcije i identifikacije ovih
virusa, doprinece inventarizaciji virusa paradajza u nasoj zemlji i razumevanju njihovog
porekla i evolutivne povezanosti sa drugim izolatima Sirom sveta, kao 1 potencijalnom
Sirenju kod nas. Rezultati dobijeni izradom ove doktorske disertacije doprinece razvijanju

pravilnih strategija kontrole i sprovodenju adekvatnih mera suzbijanja.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Pregled terena i sakupljanje uzoraka obolelih biljaka

Ispitivanje prisustva, rasprostranjenosti i ucestalosti virusa paradajza u Srbiji
obavljeno je u periodu od 2011. do 2015. godine. Razliciti lokaliteti gajenja paradajza
pregledani su na teritoriji AP Vojvodine, centralne i juzne Srbije 1 AP Kosovo 1 Metohija.
Od 29 okruga, utvrdenih administrativnom podelom Republike Srbije, pregledom je
obuhvaceno ukupno 22 okruga. Najveéi broj ispitanih lokaliteta i polja nalazio se u
Jablanickom okrugu kao najznacajnijem podru¢ju gajenja paradajza u zasticenom
prostoru i na otvorenom polju u nasoj zemlji.

Prilikom pregleda sakupljeni su uzorci liS¢a, stabla i plodova paradajza sa
simptomima koji su ukazivali na prisustvo virusa. Uo¢eni simptomi su dokumentovani i
zabelezeni fotografijom, pakovani u plasticne kese sa etiketama na kojima su upisivani
podaci o biljci 1 lokalitetu uzorkovanja, a zatim transportovani u laboratoriju i gde su
cuvani na temperaturi 4°C do analize. Veli¢ina useva ili parcele, broj biljaka sa
simptomima virusnih zaraza, kao 1 intenzitet zaraze odredivali su metodu sakupljanja
uzoraka. Na parcelama manjih dimenzija sakupljen je manji broj uzoraka. Sakupljanje
uzoraka na ve¢im parcelama, ili parcelama sa visokim procentom simptomati¢nih biljaka,
obavljeno je kretanjem po ,,X* modelu u cilju najboljeg pokrivanja celog polja. Procena
ucestalosti simptoma koji podsecaju na simptome virusnih zaraza, sprovedena je na
osnovu vizuelnog pregleda useva, odnosno brojanjem biljaka sa simptomima 1
izraCunavanjem procenta biljaka sa simptomima u odnosu na ukupan broj biljaka.

Ispitivanje prisustva virusnih zaraza na paradajzu 2011. godine obavljeno u
okruzima: Severnobacki, Zapadnobacki, Juznobacki, Sremski, Macvanski, Grad
Beograd, Podunavski, Raski, Rasinski i Jablanicki. Pregledom je obuhvacen 21 lokalitet
1 prikupljeno 1380 uzoraka.

Tokom 2012. godine u svrhu ispitivanja prisustva virusa u usevima paradajza
pregledano je 36 lokaliteta i prikupljeno 1840 uzoraka u okruzima: Severnobanatski,
Srednjobanatski, Juznobanatski, Zapadnobacki, Juznobacki, Grad Beograd, Mac¢vanski,
Podunavski, Brani¢evski, Pomoravski, Moravicki, Raski, Rasinski, NiSavski, Pirotski i

Jablani¢ki.
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Tokom 2013. godine sakupljeno je 139 uzoraka paradajza sa simptomima virusnih
infekcija na 44 lokaliteta u okruzima: Severnobacki, Zapadnobacki, Sremski, Macvanski,
Grad Beograd, Kolubarski, Podunavski, Sumadijski, Moravicki, Pomoravski, Rasinski,
Raski, Jablanicki, P¢injski 1 Kosovskomitrovicki.

U toku 2014. godine u okruzima Severnobacki, Zapadnobacki, Branicevski,
Rasinski 1 Jablanicki prikupljeno je 66 uzoraka paradajza sa virusnim simptomima u
okviru 19 lokaliteta.

Pregled prisustva virusnih zaraza u proizvodnji paradajza tokom 2015. godine
obavljen je na 16 lokaliteta u okruzima: Srednjobanatski, Grad Beograd, Macvanski,
Podunavski, Rasinski, Jablanic¢ki i P¢injski. Za dalju analizu sakupljen je 61 uzorak

paradajza.

4.2. Seroloska ispitivanja

Seroloske analize prikupljenih uzoraka liS¢a, stabla i ploda paradajza obavljene su
primenom imunoenzimske metode na plo¢i (DAS-ELISA) uz upotrebu komercijalnih
poliklonalnih antiseruma specifiénih za detekciju deset ekonomski najznacajnijih 1
karantinskih virusa paradajza: virusa mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV),
Y virus krompira (Potato virus Y, PVY), virus mozaika duvana (Tobacco mosaic virus,
TMYV), virus mozaika paradajza (Tomato mosaic virus, ToMV), virus mozaika lucerke
(Alfalfa mosaic virus, AMV), virus bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt
orthotospovirus, TSWV), virus mozaika pepina (Pepino mosaic virus, PepMV), X virus
krompira (Potato virus X, PVX), virus zute uvijenosti lista paradajza (Tomato yellow leaf
curl virus, TYLCV) 1 virus prstenaste pegavosti paradajza (Tomato ringspot virus,
ToRSV). Seroloske analize su sprovedene u cilju utvrdivanja prisustva i

rasprostranjenosti virusa paradajza po okruzima i lokalitetima u pojedina¢nim godinama.

4.2.1. Imunoenzimska metoda na plo¢i (DAS-ELISA) primenom poliklonalnih

antitela

DAS-ELISA upotrebljena je za utvrdivanje prisustva i rasprostranjenosti virusa

paradajza u Srbiji testiranjem uzoraka prikupljenih u svim regionima znacajnim za
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proizvodnju ove biljke u periodu od pet godina. Uzorci biljaka sa simptomima koji su
ukazivali na virusne zaraze testirani su primenom komercijalnih antiseruma specificnih
za detekciju CMV, AMV, PepMV, TMV, ToMV, PVY, TSWV, PVX, TYLCV i ToRSV
(Bioreba AG, Svajcarska). Specifiéna poliklonalna antitela i poliklonalna antitela
konjugovana sa alkalnom fosfatazom koris¢ena su u razredenju 1:200 u odgovaraju¢em
puferu. Priprema uzoraka izvrSena je homogenizacijom biljnog materijala u
odgovaraju¢em puferu, u razredenju 1:6.

DAS-ELISA izvedena je po postupku opisanom od strane Clark and Adams
(1977), a po preporuci proizvodaca komercijalnih kitova. Prvo su polistirenske ploce
oblozene unosenjem po 200 pl razredenja IgG u puferu za prekrivanje ploca u svaki
bunarci¢. OblozZene ploc¢e su inkubirane 4 h na 37°C, a zatim isprane 4 puta puferom za
ispiranje. Nakon ispiranja u bunarci¢e je dodato po 200 pl pripremljenog ekstrakta
ispitivanih uzoraka razredenja 1:20 u ekstrakcionom puferu, kao i komercijalno dostupne
pozitivne i negativne kontrole. Ploc¢e su inkubirane na temperaturi od 4°C tokom no¢i, a
nakon toga isprane 5 puta puferom za ispiranje. U slede¢em koraku, u bunarcice je dodato
200 pl antitela konjugovanih sa enzimom alkalnom fosfatazom u konjugatnom puferu
razredenja preporucenog od strane proizvodaca komercijalnog kita. Zatim su ploce
inkubirane na temperaturi od 37°C u trajanju od 4 h. Nakon inkubacije, ploce su isprane
4 puta puferom za ispiranje, a potom je u svaki bunar¢i¢ dodato po 200 ul supstrata (p-
nitrofenilfosfat) razredenja 20 nl/20 ml u supstratnom puferu.

Hidroliza supstrata proverena je posle inkubacije na sobnoj temperaturi u trajanju
od 1 h merenjem apsorpcije svetlosti talasne duzine 405 nm, upotrebom spektrofotometra
(Microplate reader-DAS s.r.], Italy). Pozitivnim su smatrani oni uzorci ¢ija je vrednost
apsorpcije na 405 nm bila dva i viSe puta veca od srednje vrednosti apsorpcije negativne
kontrole.

Za izvodenje ove metode koriS¢eni su sledeci puferi:

Pufer za prekrivanje ploca (Coating buffer), pH 9.6

Na;COs3 1,59 ¢
NaHCO3 293¢
dH>O 11
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Pufer za ispiranje (Wash buffer), pH 7.4

NaCl 8g
Na;HPO4 x 12H20 29¢
KH2PO4 0,2¢g
KCl 02¢g
Tween 20 2,5ml
dH-0 51

Ekstrakcioni pufer (Extraction buffer), pH 7.4

TRIS 24¢
NaCl 80¢g
PVP (viscosity K25) 20¢g
NaNj3 0,2 ¢g
KCl 0,2 ¢g
Tween 20 0,5 ml
dH>O 11

Konjugatni pufer (Conjugate buffer), pH 7.4

PVP (viscosity K25) 20¢g
bovine serum albumin 2¢g
NaN3 02¢g
NaCl 80g
TRIS 24¢
MgCl> x 6H2O 02¢g
KClI 02¢g
Tween 20 0,5 ml
dH20 11

Supstratni pufer (Substrate buffer), pH 9.8

diethanolamine 97 ml
MgCl; x 6 H,O 02¢g
dH>O 125 ml
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4.2.2. PrenoSenje virusa semenom paradajza

Ispitivanje zarazenosti semena paradajza na trziStu u Srbiji izvedeno je 2012.
godine na 10 komercijalno dostupnih sorti i hibrida paradajza: Saint Pierre, Novosadski
jabucar, Lova VF, Volovsko srce, Marglobe, Marmande, Heinz 1370, Narvik, Marko F1
i1 Sef F1. Testiranje semena izvedeno je (DAS)-ELISA metodom, opisanom u prethodom
poglavlju, na prisustvo Cetiri virusa koji se prenose semenom: AMV, ToMV, TMV i
PepMV. Testiranje pojedinacne sorte ili hibrida podrazumevalo je Cetiri uzorka od po 25
poduzoraka u skladu sa metodom visestrukog prenosenja (multiple-transfer method), koju

su opisali Gibbs and Gower (1960).

4.3. Molekularna detekcija

Molekularna detekcija 1 potvrda rezultata dobijenih seroloskim analizama o
prisustvu Sest virusa: CMV, PVY, TSWV, AMV, TMV i1 ToMV u usevu paradajza u
Srbiji obavljena je primenom metode reverzne transkripcije pracene lan¢anom reakcijom
polimeraze (RT-PCR) uz koriS¢enje prajmera specificnih za detekciju svakog
pojedinac¢nog virusa. RT-PCR metoda je koriS¢ena i za dokazivanje i proveru prisustva

satRNA kod uzoraka u kojima je prethodno dokazano prisustvo CMV.

4.3.1. Ekstrakcija ukupnih RNA

RT-PCR metodi prethodilo je ekstrahovanje ukupnih RNA iz zaraZenih listova ili
plodova paradajza koriS¢enjem cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) metode po
protokolu koji su opisali Bekesiova et al. (1999). 100 mg zaraZenog lis¢a ili plodova
paradajza usitnjeno je u avanu sa tuckom u prisustvu tecnog azota. Usitnjen biljni
materijal i te¢ni azot prebaceni su u RNase-free tube od 2 ml i dodato je 700 pl
ekstrakcionog pufera (2% CTAB, 2% PVP K 25, 100 mM Tris-HCI, 25 mM Na-EDTA 1
2 M NaCl, pH 8,0) zagrejanog na 65°C u koji je prethodno dodato 20 pl B-
merkaptoetanola na 1 ml pufera. U cilju $to efikasnije razgradnje biljnog tkiva, tubice su
inkubirane u vodenom kupatilu na 65°C u trajanju od 10 min uz povremeno mesanje

snaznim protresanjem mikrotube. Po isteku inkubacije u uzorak je dodato 700 pl smese
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hloroforma i izoamil alkohola u odnosu 24:1, a zatim je uzorak centrifugiran 10 min na
10 000 rpm pri temperaturi od 4°C. Nakon centrifugiranja formirale su se tri faze. Gornja
faza, u kojoj se nalazi RNA, prebacena je u novu mikrotubu od 2 ml i dodato novih 700
ul smese hloroforma i izoamil alkohola u odnosu 24:1, a uzorak je ponovo centrifugiran
10 min na 10 000 rpm pri temperaturi od 4°C. Nakon centrifugiranja gornja faza je
prebacena u novu mikrotubu od 2 ml, dodato je 175 ul 10 M LiCl i uzorak je inkubiran
na 4°C preko no¢i. TaloZzenje RNA obavljeno je centrifugiranjem uzorka 20 min na 10
000 rpm pri temperaturi od 4°C. Supernatant je odbacen, a talog rastvoren dodavanjem
50 ul DEPC vode. Ponovno talozenje RNA obavljeno je dodavanjem 70 pul 3 M natrijum
acetata (pH 5,2), 1750 ul 96% etanola i inkubacijom u trajanju od 30 min na -70°C. Nakon
inkubacije, uzorak je centrifugiran 20 min na 10 000 rpm pri temperaturi od 4°C,
supernatant je odbaCen, a talog ispran dodavanjem 1 ml 75% etanola uz meSanje
okretanjem tubice. U cilju koncentrovanja RNA, uzorak je centrifugiran 5 min na 10 000
rpm na 4°C, nakon ¢ega je ponovo uklonjen supernatant, a talog prosusen na vazduhu.
Nakon isparavanja etanola, RNA je rastvorena u 30 pl RNase free vode, pipetiranjem

sadrZaja mikrotube viSe puta i ¢uvana na -80°C.

4.3.2. Reverzna transkripcija pra¢ena lanc¢anom reakcijom polimeraze (RT-PCR)

Ukupne izolovane RNA kori$¢ene su kao matrica za reverznu transkripciju (RT)
1 lan¢anu reakciju polimeraze (PCR) primenom ,,One-step® RT-PCR kita (Qiagen,
Hilden, Germany) uz koriS¢enje specificnih prajmera koji omogucavaju umnozavanje
odgovarajuceg dela genoma za svaki od seroloski detektovanih virusa.

Sve RT-PCR reakcije obavljene su u 25 pl zapremine, a reakciona smesa sadrzala
je: 5 ul 5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera, 400 uM svakog dNTP, 0,6-1,2 uM forward
(uzvodni) i reverse (nizvodni) prajmera, 1 pl Qiagen OneStep RT-PCR enzimskog miksa,
1 ul izolovanih ukupnih RNA 1 RNase-free vode do finalne zapremine od 25 pl.

Reakcija je izvedena u Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific, SAD) po slede¢em protokolu: reverzna transkripcija 30 min na 50°C, inicijalna
denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na 95°C, denaturacija, hibridizacija prajmera

(annealing) 1 elongacija (veci broj ciklusa) odredeni vremenski period na odredenoj
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temperaturi preporucenoj za svaki od koriS¢enih prajmera i finalna elongacija 10 min na
72°C.

Vizuelizacija dobijenih produkata RT-PCR reakcija obavljena je elektroforetskim
razdvajanjem u 1% agaroznom gelu, bojenjem u rastvoru etidijumbromida i
posmatranjem na UV transiluminatoru. Pozitivhom reakcijom smatrana je pojava traka

oc¢ekivane veli€ine u zavisnosti od kori§¢enih parova prajmera.

4.3.2.1. Molekularna detekcija CMV

Molekularna detekcija CMV kod 10 odabranih izolata (Tabela 1) obavljena je
primenom ,,One-step* RT-PCR kita (Qiagen) i koriS¢enjem prajmera CMVCPfwd (5°-
TGC TTC TCC RCG ARW TTG CGT-3") i CMVCPrev (5’-CGT AGC TGG ATG GAC
AAC CCG-3’) koji umnozavaju celi CP gena kao i delove 5’ i 3° UTR (untransleted
region, netranslirajuci region) veli¢ine 871 bp (Milojevi¢ et al., 2012). Kao pozitivna
kontrola koriS¢en je srpski izolat CMV 115-08 poreklom iz Cucurbita pepo ‘Olinka’
(GenBank Acc. No. HM065510), a kao negativna kontrola ukupne RNA izolovane iz
zdravog lis¢a paradajza.

RT-PCR reakcije obavljene su u reakcionoj smesi zapremine 25 pl €iji je sadrzaj
opisan u poglavlju 4.3.2., s tim $to je prajmer CMVCPfwd koris¢en u koncentraciji 1,8
UM, zbog postojanja degenerativnih mesta, a prajmer CMVCPrev, u koncentraciji 0,6

uM. Uslovi PCR reakcije za kori§¢eni par prajmera bili su: denaturacija 1 min na 94°C,

elongacija 1 min na 52°C 1 ekstenzija 1 min na 72°C (35 ciklusa).

Tabela 1. Izolati Cucumber mosaic virus poreklom iz paradajza iz Srbije odabrani za
molekularnu detekciju

Izolat Godina izolacije Lokalitet
533-1-11 2011 Kupusina
AR2-12 2012 Aradac

137-13 2013 Ub

367-14 2014 Porodin
169-2p-15 2015 Veliko Vojlovce
170-2p-15 2015 Veliko Vojlovce
174p-15 2015 Cekavica
177p-15 2015 Veliko Vojlovce
180p-15 2015 Veliko Vojlovce
190-15 2015 Togocevce
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4.3.2.2. Molekularna detekcija PVY

Molekularna detekcija PVY kod devet odabranih izolata (Tabela 2) obavljena je
primenom ,,One-step® RT-PCR kita (Qiagen) i1 koriS¢enjem prajmera PVYc (5’-AAT
TAA AAC AAC TCA ATA CA-3") i PVYd (5’-TGY GAH CCA CGC ACT ATG AA-
37), koji omogucavaju umnozavanje dela 5° UTR (untransleted region, netranslirajuéi
region) i P1 gena veli¢ine 975 bp (Glais et al., 2002). Kao pozitivna kontrola koris¢en je
srpski izolat PVY poreklom iz duvana (GenBank Acc. No. GQ290476), a kao negativna
kontrola ukupne RNA izolovane iz zdravog li§¢a paradajza.

RT-PCR reakcije obavljene su u reakcionoj smesi zapremine 25 pl ¢iji je sadrzaj
opisan u poglavlju 4.3.2., s tim Sto je prajmer PVYc kori$¢en u koncentraciji 0,6 uM, a
prajmer PVYd, zbog postojanja degenerativnih mesta, u koncentraciji 1,2 pM. Uslovi
PCR reakcije za koriS¢eni par prajmera bili su: denaturacija 1 min na 94°C, elongacija 1

min na 57°C i ekstenzija 1 min na 72°C (30 ciklusa).

Tabela 2. Izolati Potato virus Y poreklom i1z paradajza iz Srbije odabrani za molekularnu
detekciju

Izolat Godina izolacije Lokalitet
258-11 2011 Mackovac
573-11 2011 Ratari
598-11 2011 Togocevce
95-12 2012 Trbusani
102-12 2012 Carevac
179-12 2012 Nozrina
237-13 2013 Kupusina
197-14 2014 Brestovac
219-14 2014 Togocevce

4.3.2.3. Molekularna detekcija TSWV

Molekularna detekcija TSWV kod osam odabranih izolata (Tabela 3) obavljena je
primenom ,,0One-step” RT-PCR kita (Qiagen) i kori§¢enjem prajmera TSWVCP-f (5°-
GGT TAA GCT CAC TAA GAA ARC A-3°) 1 TSWVCP-r (5°-TTT AAC YCC RAA
CAT TTC ATA GA-3’), koji omogucavaju umnozavanje dela gena za nukleokapsid (N

gena) veli¢ine 738 bp (Vucurovi¢ et al., 2012). Kao pozitivna kontrola koris¢en je srpski

56



izolat TSWV poreklom iz duvana (GenBank Acc. No. GQ373173), a kao negativna
kontrola ukupne RNA izolovane iz zdravog li§¢a paradajza.

RT-PCR reakcije obavljene su u reakcionoj smesi zapremine 25 pl €iji je sadrzaj
opisan u poglavlju Reverzna transkripcija pracena lancanom reakcijom polimeraze (RT-
PCR), s tim §to je prajmer TSWVCP-f koris¢en u koncentraciji 0,6 uM, a prajmer
TSWVCP-r zbog postojanja degenerativnih mesta u koncentraciji 1,2 uM. Uslovi PCR

reakcije za koriS¢eni par prajmera bili su: denaturacija 1 min na 94°C, elongacija 1 min

na 53°C i ekstenzija 1 min na 72°C (40 ciklusa).

Tabela 3. Izolati Tomato spoted wilt orthotospovirus poreklom iz paradajza iz Srbije
odabrani za molekularnu detekciju

1zolat Godina izolacije Lokalitet

533-2-11 2011 Kupusina

646-11 2011 Navalin

792-11 2011 Smederevska Palanka
45-12 2012 Novi Knezevac
552-12 2012 Ljutovo

555-12 2012 Subotica

174p-15 2015 Cekavica

180p-15 2015 Veliko Vojlovce

4.3.2.4. Molekularna detekcija AMV

Molekularna detekcija AMV kod dva odabrana izolata obavljena je primenom
,One-step* RT-PCR kita (Qiagen) 1 koriS¢enjem prajmera CP AMV1 (5°-TCC ATC ATG
AGT TCT TCA-3’) i CP AMV2 (5’-CAG GAC TTC ATA CTT GAC C-3’), koji
omogucavaju umnozavanje dela CP gena i 3’ UTR velicine 751 bp (Finetti-Sialer et al.,
1997). Kao pozitivna kontrola koriS¢en je srpski izolat AMV poreklom iz duvana
(GenBank Acc. No. FJ527749), a kao negativna kontrola ukupne RNA izolovane iz
zdravog lis¢a paradajza.

RT-PCR reakcije obavljene su u reakcionoj smesi zapremine 25 pl €iji je sadrzaj
opisan u poglavlju 4.3.2. Uslovi PCR reakcije za koriS¢eni par prajmera bili su:

denaturacija 1 min na 95°C, elongacija 1 min na 46°C 1 ekstenzija 2 min na 72°C (35

ciklusa).
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Za ova istrazivanja odabrana su dva izolata: izolat 258-11 dobijen iz uzorka koji
je sakupljen 2011. godine na lokalitetu Mackovac i izolat 219-14 iz uzorka koji je

sakupljen 2014. godine na lokalitetu TogocCevce.

4.3.2.5. Molekularna detekcija TMV

Molekularna detekcija TMV kod dva odabrana izolata obavljena je primenom
,»One-step* RT-PCR kita (Qiagen) i1 koriS¢enjem prajmera TobUnil (5’-ATT TAA GTG
GAS GGA AAA VCA CT-3’) i TMVspec (5’-CGG TCA GTG CCG AAC AAG AA-
3), koji omoguéavaju umnozavanje kompletnog CP gena, kao i dela 5’1 3° UTR velicine
694 bp (Letschert et al., 2002). Kao pozitivna kontrola kori$¢en je srpski izolat TMV
poreklom iz duvana (GenBank Acc. No. GQ340671), a kao negativna kontrola ukupne
RNA izolovane iz zdravog lis¢a paradajza.

RT-PCR reakcije obavljene su u reakcionoj smesi zapremine 25 pl ¢iji je sadrzaj
opisan u poglavlju 4.3.2., s tim $to je prajmer TobUnil, zbog postojanja degenerativnih
mesta, koriS¢en u koncentraciji 1,2 pM, a prajmer TMVspec u koncentraciji 0,6 pM.
Uslovi PCR reakcije za koriS¢eni par prajmera bili su: denaturacija 1 min na 94°C,
elongacija 45 s na 55°C 1 ekstenzija 1 min na 72°C (35 ciklusa).

Za ova istrazivanja odabrana su dva izolata: izolat 40-11 dobijen iz uzorka koji je
sakupljen 2011. godine na lokalitetu Irmovo i izolat 268-13 iz uzorka koji je sakupljen
2013. godine na lokalitetu Vladi¢in Han.

4.3.2.6. Molekularna detekcija ToMV

Molekularna detekcija ToMV kod dva odabrana izolata obavljena je primenom
,One-step* RT-PCR kita (Qiagen) 1 koriS¢enjem prajmera TobUnil (5’-ATT TAA GTG
GAS GGA AAA VCA CT-3") i ToMVspec (5’-CGG AAG GCC TAA ACC AAA AAG-
3’), koji omogucéavaju umnozavanje kompletnog CP gena kao i delimi¢nog 5’ 1 3 UTR
veli¢ine 676 bp (Letschert et al., 2002). Kao negativna kontrola kori§¢ene su ukupne
RNA izolovane iz zdravog liS¢a paradajza.

RT-PCR reakcije obavljene su u reakcionoj smesi zapremine 25 pl €iji je sadrzaj

opisan u poglavlju 4.3.2., s tim $to je prajmer TobUnil zbog postojanja degenerativnih
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mesta koriS¢en u koncentraciji 1,2 pM, a prajmer ToMVspec u koncentraciji 0,6 pM.
Uslovi PCR reakcije za koriS¢eni par prajmera bili su: denaturacija 1 min na 94°C,
elongacija 45 s na 55°C i ekstenzija 1 min na 72°C (35 ciklusa).

Za ova istrazivanja odabrana su dva izolata: izolat 105-12 dobijen iz uzorka koji
je sakupljen 2012. godine na lokalitetu Carevac i izolat 283-13 iz uzorka koji je sakupljen

2013. godine na lokalitetu Kamenica.

4.3.2.7. Molekularna detekcija CMYV satRNA

Molekularna detekcija CMV satRNA kod sedam odabranih izolata CMV (Tabela
4) obavljena je primenom ,,One-step” RT-PCR kita (Qiagen) i koris¢enjem CMVsat-fwd
(5’-AAG GAT CCG GGT CCT GBD DDG GAA TG-3’) i CMVsat-rev (5’-AAG GAT
CCG TTT TGT TTG WTR GAG AAT TGC GYR GAG-3’) (Skorié¢ et al., 1996) koji
umnozavaju fragment veli¢ine od 334 do 390 bp, a koji obuhvata celu satRNA. Kao
pozitivna kontrola kori§¢en je srpski izolat CMV satelitne RNA 1-12-sat RNA poreklom
1z Peperomia tuisana (GenBank Acc. No. KT270485), a kao negativna kontrola ukupne
RNA izolovane iz zdravog li§¢a paradajza.

RT-PCR reakcije obavljene su u reakcionoj smesi zapremine 25 pl €iji je sadrzaj
opisan u poglavlju 4.3.2., s tim $to su oba prajmera koriS¢ena u koncentraciji 2,4 uM,
zbog postojanja degenerativnih mesta. Uslovi PCR reakcije za kori§¢eni par prajmera bili
su: denaturacija 1 min na 94°C, elongacija 1 min na 42°C i ekstenzija 1 min na 72°C (2
ciklusa), denaturacija 1 min na 94°C, elongacija 1 min na 55°C i ekstenzija 1 min na 72°C

(35 ciklusa).

Tabela 4. Izolati Cucumber mosaic virus satRNA poreklom iz paradajza iz Srbije
odabrani za molekularnu detekciju

Izolat Godina izolacije Lokalitet
AR2-12-satRNA 2012 Aradac

367-14 -satRNA 2014 Porodin
253-15-satRNA 2015 Togocevce
169-2p-15 2015 Veliko Vojlovce
170-2p-15 2015 Veliko Vojlovce
174p-15 2015 Cekavica
180p-15 2015 Veliko Vojlovce
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4.3.3. Analiza RT-PCR produkata

Vizuelizacija umnozenih produkata RT-PCR reakcije obavljena je
elektroforetskim razdvajanjem u 1% agaroznom gelu u prisustvu 1xTBE pufera,
bojenjem etidijumbromidom i posmatranjem pod UV-transiluminatorom. Agarozni gel je
pripremljen rastvaranjem 0,4 g agaroze u 40 ml 1x TBE pufera (90 mM Tris, 90 mM
borna kiselina i 1 mM NaxEDTA) 1 zagrevanjem do kljuanja u mikrotalasnoj peénici.
Nakon hladenja do temperature od 60°C, gel je razliven u kalup za horizontalnu
elektroforezu sa postavljenim cesljevima i ostavljen je da se ohladi i ofvrsne. Nakon
polimerizacije gela, ¢esljevi su uklonjeni, a gel je uronjen u 1xTBE pufer u kadici za
horizontalnu elektroforezu (BlueMarine 100, Serva electrophoresis GmbH, UK). Nakon
meSanja 5 pl produkta RT-PCR reakcije sa 1 pl boje 6x Loading dye (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania) uzorci su unoSeni u bunar¢i¢e u gelu i podvrgnuti
elektroforezi pri konstantnoj struji od 40 mA u trajanju od 45 min.

Nakon zavrSene elektroforeze, gel je prebafen u rastvor etidijumbromida
koncentracije od 0,5 ng/ml i inkubiran u trajanju od 15 min. Amplifikovani fragmenti
posmatrani su na transilumunatoru (Biometra, UK) pod UV svetlo$¢u i pozitivnom
reakcijom smatrana je pojava traka odgovarajuce veliCine za svaki od kori§¢enih parova
prajmera. Veli¢ina dobijenih traka odredena je pomoéu MassRuler™DNA ladder, Mix
markera (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), a dobijeni rezultati dokumentovani

su fotografisanjem agaroznog gela koriS¢enjem Zutog filtera.

4.4. Molekularna identifikacija virusa paradajza

Nakon molekularne detekcije 1 uspesne amplifikacije odredenih, ciljanih delova
genoma karakteristicnih za pojedine viruse, a u cilju dalje karakterizacije izolata
najznacajnijih virusa prisutnih u usevu paradajza u nasoj zemlji, odabrani izolati poslati
su na usluzno precis¢avanje i sekvenciranje (Macrogen Europe, Holandija) u oba smera
koriS¢enjem istih prajmera kao u RT-PCR reakciji.

Dobijene sekvence obradene su u programu FinchTV Version 1.4.0 i medusobno
uporedene pomocu CLUSTAL W programa (Thompson et al., 1994) integrisanog unutar

MEGAS softvera (Tamura et al., 2011) nakon Cega je dobijena konsenzus sekvenca za
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svaki odabrani izolat. Sve dobijene sekvence su zatim, sa relevantnim podacima vezanim
za ispitivani izolat, deponovana u GenBank bazu podataka gde im je dodeljen pristupni
broj (GenBank Accession number). Tako dobijene konsenzus sekvence prvo su
analizirane upotrebom BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) algoritma, a zatim
je izvrSen i1 proracun nukleotidne (nt) i aminokiselinske (aa) sli¢nosti odabranih izolata sa
izolatima iz drugih delova sveta dostupnim u GenBank

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) koji su pokazali najvecu sli¢nost sa izolatima iz

Srbije primenom BLAST analize. Za poredenje sekvence odabranog izolata sa dostupnim
sekvencama odgovarajuéeg regiona genoma virusa, kao i za filogenetske analize

upotrebljen je softverski paket MEGAS.

4.5. Molekularna karakterizacija najznacajnijih virusa paradajza

Molekularna karakterizacija, dva najrasprostranjenija virusa paradajza u Srbiji
CMV i PVY, kao i izolata CMV satRNA i TSWV obavljena je rekonstrukcijom
filogenetskih stabala na osnovu sekvenci dobijenih u toku ovih istrazivanja i sekvenci
izolata odgovarajuceg virusa dostupnih u GenBank bazi podataka. Filogenetska stabla
rekonstruisana su koriS¢enjem maximum parsimony ili neighbour-joining metode i
bootstrap analize sa 1000 ponavljanja integrisanih unutar MEGAS5 softvera.
Izracunavanje prosecne vrednosti geneticke udaljenosti unutar 1 izmedu grupa koje su se
izdvojile u filogenetskim stablima, obavljeno je primenom parametra odredenog na

osnovu rezultata testa najbolje prilagodenog modela nukleotidne supstitucije.

4.5.1. Filogenetske analize izolata CMV

Filogenetsko stablo CMV rekonstruisano je na osnovu deset sekvenci CP gena
ovog virusa dobijenih tokom ovih istrazivanja (Tabela 20) i 39 sekvenci ovog virusa iz
drugih delova sveta preuzetih iz GenBank baze podataka (Tabela 5), duZine 558 bp,
koris¢enjem maximum parsimony metode i bootstrap analize sa 1000 ponavljanja. Kao
Houtgroup za rekonstrukciju filogenetskog stabla koriSéena je sekvenca Peanut stunt
virus (PSV; Acc. No. EU570238). Na osnovu rezultata testa najbolje prilagodenog
modela nukleotidne supstitucije za izraCunavanje prosecne vrednosti geneticke

udaljenosti unutar i izmedu podgrupa izolata koje su se izdvojile u filogenetskom stablu,
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koriS¢en je Tamura 3-parametar sa Gamma distribucijom (T92+G) u okviru softvera

MEGAS.

Tabela 5. Sekvence CP gena izolata Cucumber mosaic virus preuzete iz GenBank baze
podataka koje su koriS¢ene za filogenetske analize

- . GenBank
Izolat Geografsko poreklo  Biljka domacin Acc. No.
415-07% Srbija Cucurbita pepo ‘Olinka’ KC847072
270-09 Srbija Cucurbita pepo ‘Tosca’ JX262137
500-10 Srbija Cucurbita pepo JX262138
201-11 Srbija Cucurbita pepo ‘Beogradska’ KC847070
674-11 Srbija Lagenaria siceraria JX127305
581-11 Srbija Capsicum annuum KC414926
101-08 Srbija Solanum lycopersicum KC414925
670-08 Srbija Solanum lycopersicum KC847077
650-07 Srbija Nicotiana tabacum EU921757
RS Madarska Raphanus sativus AJ517802
P1-1 Spanija Solanum lycopersicum AMI183116
Ri-8 Spanija Solanum lycopersicum AM183119
NS Madarska Nicotiana glutinosa AJ511990
Trk7 Madarska Trifolium repens L15336
117F Francuska Solanum lycopersicum Y18137
R Francuska Solanum lycopersicum X16386
TFN Italija Solanum lycopersicum Y 16926
Vir Italija Capsicum annuum HE962480
N Japan Solanum lycopersicum AB176847
PF Japan / AB368501
D8 Japan Raphanus sativus AB004781
Y Japan Nicotiana tabacum D12499
Ixora Filipini Solanum lycopersicum U20219
NT9 Tajvan Solanum lycopersicum D28780
ND1 Kina Nicotiana tabacum EU414785
LW Kina Nicotiana tabacum EU414784
Ca Kina Arachis hypogaea AY429432
CTL Kina Brassica chinensis EF213025
Phy Kina / DQ412732
Cahl Kina Canna sp. FJ268746
Cb7 Kina Solanum lycopersicum EF216867
RZ Kina Nicotiana tabacum EF159146
Ly2 Koreja Lilium longiflorum AJ296154
Li Koreja Lilium tsingtauense AB506797
FNY SAD Cucumis melo D10538
LS SAD Lactuca sativa AF127976
Q Australija Capsicum annuum M21464
LY Australija Lupinus angustifolius AF198103
S Juzna Afrika Cucurbita pepo AF063610

?Podaci preuzeti iz GenBank; /-Podaci nisu dostupni.
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4.5.2. Filogenetske analize izolata PVY

Filogenetsko stablo PVY rekonstruisano je na osnovu devet sekvenci dela P1 gena
ovog virusa dobijenih tokom ovih istrazivanja (Tabela 20) i 38 sekvenci ovog virusa iz
drugih delova sveta preuzetih iz GenBank baze podataka (Tabela 6), duzine 696 bp,
koris¢enjem neighbour-joining metode i bootstrap analize sa 1000 ponavljanja. Kao
Lwoutgroup* za rekonstrukciju filogenetskog stabla koriS¢ena je sekvenca Pepper mottle
virus (PepMoV; Acc. No. M96425). Na osnovu rezultata testa najbolje prilagodenog
modela nukleotidne suspstitucije za izraCunavanje prosecne vrednosti geneticke
udaljenosti unutar 1 izmedu podgrupa izolata koje su se izdvojile u filogenetskom stablu,
koriS¢en je Tamura 3-parametar sa Gamma distribucijom (T92+G) u okviru softvera

MEGAS.

Tabela 6. Sekvence P1 gena Potato virus Y izolata preuzete iz GenBank baze podataka
koje su koriS¢ene za filogenetske analize

- ‘e GenBank
Izolat Geografsko poreklo Biljka domacdin Acc. No.
D7-06* Srbija Nicotiana tabacum GQ290476
D35-06 Srbija Nicotiana tabacum GQ290475
PL-28-09 Srbija Capsicum annuum KC288142
PL-15-09 Srbija Capsicum annuum KC288143
PL-3-10 Srbija Capsicum annuum KC288144
PL-108-10 Srbija Capsicum annuum KC288145
Slovenial Slovenija / AJ315739
Sl 44 Slovenija Solanum tuberosum AF401602
S150 Slovenija Solanum tuberosum AF401603
Sl 64 Slovenija Solanum tuberosum AF401604
PVYN-N242  Francuska Solanum tuberosum AF248499
605 Svajcarska / X97895
Tu 648 Kanada Solanum tuberosum AF401610
v942490 Velika Britanija / EF016294
Linda Nemacka Nicotiana tabacum AJ890345
Satina Nemacka Nicotiana tabacum AJ890347
423-3 USA Solanum tuberosum AY884982
N 5Yt Kanada Nicotiana tabacum AF401605
Rusia Velika Britanija / AJ315746
California Kalifornija / AJ315744
English Velika Britanija / AJ315747
Tu 619 USA Solanum tuberosum AF401608
Tu 660 USA Solanum tuberosum AF401609
N 27 Kanada Solanum tuberosum AF401606
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Nlg
N266
N394
Canada
USA
Ukraine
803
Viikki
Hungarian
Ditta
Scotland
Adgen
LYESg4.2
SON41

Kanada
Kanada
Kanada
Kanada
USA
Ukrajina
Finska
Finska
Madarska
Poljska

Velika Britanija

Francuska
Spanija
Francuska

Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
/
/
/
Solanum tuberosum
Solanum tuberosum
/
Nicotiana tabacum

/

Solanum tuberosum

Solanum lycopersicum

Solanum nigrum

AF401607
AF401600
AF401601
AJ315745
AJ315742
AJ315740
AJ245555
AJ245556
M95491

AJ890344
AJ315743
AJ890348
AJ439545
AJ439544

¥Podaci preuzeti iz GenBank; /-Podaci nisu dostupni.

4.5.3. Filogenetske analize izolata TSWV

Filogenetsko stablo TSWV rekonstruisano je na osnovu osam sekvenci dela N

gena ovog virusa dobijenih tokom ovih istrazivanja (Tabela 20) 1 44 sekvence iz drugih

delova sveta preuzetih iz GenBank baze podataka (Tabela 7), duzine 652 bp, koris¢enjem

maximum parsimony metode 1 bootstrap analize sa 1000 ponavljanja. Kao ,,outgroup* za

rekonstrukciju filogenetskog stabla koriS¢ena je sekvenca Tomato chlorotic spot virus

(TCSV; Acc. No. S54325). Na osnovu rezultata testa najbolje prilagodenog modela

nukleotidne suspstitucije za izracunavanje prose¢ne vrednosti geneticke udaljenosti

unutar 1 izmedu podgrupa izolata koje su se izdvojile u filogenetskom stablu, koris¢en je

Kimura 2-parametar sa Gamma distribucijom (K2+G) u okviru softvera MEGAS.

Tabela 7. Sekvence N gena Tomato spotted wilt orthotospovirus izolata preuzete iz
GenBank baze podataka koje su kori$éene za filogenetske analize

- . GenBank
Izolat Geografsko poreklo Biljka domacin Acc. No.
Is-56* Crna Gora Nicotiana tabacum GU369729
L3 Bugarska Nicotiana tabacum D13926
20 Da9%6/1 Bugarska Dahlia sp. AJ296602
GD98 Bugarska Nicotiana tabacum AJ297609
BS97 Bugarska Nicotiana tabacum AJ297610
97 Bugarska Nicotiana tabacum AJ296598
T992 Italija Nicotiana tabacum AY848922
P267 Italija Capsicum annuum DQ376180
P105/2006RB  Italija Capsicum annuum DQ915946
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C27084 Ceska Calla sp. AJ296599
LE98/527 Nemacka Lysimachia sp. AJ297611
D Holandija Dahlia sp. AF020660
SPAIN-1 Spanija Solanum lycopersicum AY744479
SPAIN-2 Spanija Solanum lycopersicum AY744480
LC Spanija & X94550
VE430 Spanija Capsicum annuum DQ376184
France81 Francuska Capsicum annuum FR693053
SO46 Francuska Solanum lycopersicum FR693255
MP Juzna Afrika Arachis hypogaea EF059706
GP Juzna Afrika a Arachis hypogaea EF059705
NC-1 Severna Karolina, SAD Dabhlia sp. AY744476
10 Severna Karolina, SAD Arachis hypogaea AF020659
NC-3 Severna Karolina, SAD Dabhlia sp. AY744478
NC-2 Severna Karolina, SAD Arachis hypogaea AY744477
BL Havaji Lactuca sativa L20953
H Havaji / AF306490
L Havaji Lactuca sativa X61799
AC Dzordzija, SAD Nicotiana tabacum AF064469
MC Dzordzija, SAD Nicotiana tabacum AF064472
CA-1 Kalifornija, SAD Aster sp. AY744468
CA-4 DzordZija, SAD Chrysanthemum sp. AY744471
Br20 Brazil / DQ915948
Iw Japan Solanum lycopersicum AB277581
O Japan Capsicum annuum AB277582
Japan Japan / AB010997
KAlIxe Juzna Koreja Ixeris chinensis EF195227
KAPo JuZna Koreja Capsicum annuum EF195228
53-05 Srbija Nicotiana tabacum GQ373173
33-06 Srbija Nicotiana tabacum GQ355467
39-06 Srbija Nicotiana tabacum GQ373172
PL-60-09 Srbija Capsicum annuum KC182566
PL-14-10 Srbija Capsicum annuum KC182564
240-09 Srbija Cucurbita pepo JF303081
’Beogradska’
236-09 Srbija Cucurbita maxima JF303080

?Podaci preuzeti iz GenBank; /-Podaci nisu dostupni.

4.5.4. Filogenetske analize izolata CMV satRNA

Filogenetsko stablo CMV satRNA rekonstruisano je na osnovu sedam sekvenci

dobijenih tokom ovih istrazivanja (Tabela 20) i 41 sekvence iz drugih delova sveta
preuzetih iz GenBank baze podataka (Tabela 8), duzine 258 bp, koris¢enjem neighbour-

joining metode i bootstrap analize sa 1000 ponavljanja. Na osnovu rezultata testa najbolje

prilagodenog modela nukleotidne suspstitucije za izraCunavanje prosecne vrednosti
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geneticke udaljenosti unutar i1 izmedu podgrupa izolata koje su se izdvojile u

filogenetskom stablu, kori$¢en je Kimura 2-parametar sa Gamma distribucijom (K2+G)

u okviru softvera MEGAS.

Tabela 8. Sekvence Cucumber mosaic virus satRNA izolata preuzete iz GenBank baze
podataka koje su koriS¢ene za filogenetske analize

Izolat S::egl;ifSko Biljka domacin gszB;::k
T8A, T1, T2, T7, T22, Italy Solanum lycopersicum X86408-16
T16, T6, T4, T12

To79 Italy Nicotiana tabacum X86417
T57,127, T8 Italy Solanum lycopersicum X86418-20
TO80, TO77 Italy Nicotiana tabacum X86421-22
T59 Italy Solanum lycopersicum X86423
NG71 Italy Nicotiana glauca X86424
CE Italy Apium graveolens X86425
PG Italy Solanum lycopersicum X86426
T18 Italy Solanum lycopersicum X86708
TTS Italy Solanum lycopersicum X69136
TFN Italy Solanum lycopersicum X65455
F2, FG Croatia Solanum lycopersicum X89003-04
/ Croatia Solanum lycopersicum DQ839133
ARI1-12-satRNA Srbija Solanum lycopersicum KM358138
To/1989/19.1 Spain Solanum lycopersicum 2775872
To/1990/21.1 Spain Solanum lycopersicum 775880
D27-CARNA-5 USA Solanum lycopersicum U31661
Sb-WI USA Phaseolus vulgaris KC415034
IR-WI USA Phaseolus vulgaris JF834526
N1-02-satRNA- USA Vinca minor JF918972
389large

PoSA4 Syria Solanum tuberosum AB448702
E-satRNA, OY2- Japan / M20844-45
satRNA

Y-satRNA Japan Nicotiana tabacum D10037

SD China Nicotiana tabacum D89673
FFQTI1-3 China Solanum lycopersicum HQ283395
XJs2 China Beta vulgaris DQO070747
CAS Brazil Capsicum annuum AF172648
CMV satRNA 43 Greece Phaseolus vulgaris KT382261

?Podaci preuzeti iz GenBank; /-Podaci nisu dostupni.
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5. REZULTATI

5.1. Simptomi zabeleZeni u polju i ucestalost oboljenja

Pregledom useva paradajza, na otvorenom polju i u zasti¢enom prostoru, u
periodu od 2011. do 2015. godine u Srbiji, uocena je pojava brojnih simptoma koji su
ukazivali na virusne infekcije. NajceSce uoceni tipovi simptoma bili su razli€iti vidovi
mozaika (Slika 1-D i1 E), nekroza na liS¢u, deformacije listova (Slika 1-B), izraZena
nekroza (Slika 1-I), Sarenilo i deformacije plodova (Slika 1-C), kao 1 promene opSteg
izgleda biljke. Pored ovih simptoma u petogisSnjem periodu su se javljali jos i: zakrzljalost
biljaka, uvijenost, deformacije u vidu klobucavost i kovrdzavost li¢a, nitavost,
bronzavost (Slika 1-F), zutilo (Slika 1-G), nekroti¢ne pege ili nekroti¢na proSaravanja na
lis¢u (Slika 1-H), nekroza stabla i cvetnih grana. Simptomi uoceni na paradajzu bili su
veoma raznovrsni, a zavisili su od vremena ostvarene infekcije, sorte/hibrida paradajza,
soja virusa, kao i uslova spoljne sredine.

U toku 2011. godine uoc€eni su raznoliki sumptomi kao §to su: mozai¢na
prosaravanja, bronzavost, zutilo, deformacija lista, nitavost, kovrdzavost, nekroza
unutrasnjeg 1 spoljasnjeg dela ploda 1 patuljavost. Simptomi su naj¢esce bili uocljivi na
listovima, a Cesto 1 na plodovima gde je dolazilo do izostanka formiranja uobicajenog
broja plodova na cvetnim granama. Formirani plodovi su, usled poremecenog razvoja,
bili sitni. NajizraZeniji simptomi bili su patuljavost i neravnomerno sazrevanje plodova.
Simptomi uoceni tokom 2011. godine bili su veoma izraZeni, a procenjena zaraZenost
pregledanih useva kretala se od 40 do 80%. Pregledom useva paradajza tokom 2012.
godine ponovo su uoceni raznovrsni simptomi tipa: izraZzena nekroza vrha, proSaranost i
uvijanje lis¢a, tamnobraon crtiavost liS¢a, izrazena bronzavost pra¢ena nekrozom i
suSenjem liS¢a, razliciti vidovi mozaika i proSaravanja na li§¢u i plodovima. Na lokalitetu
Aradac, uoceni su veoma izrazeni simptomi sistemi¢ne nekroze na biljkama, usled cega
su biljke propadale, dolazilo je do nekroze cvetnih grana, a plodovi su bili sa izraZzenom
klobucavos¢u i1 nekrozama. lako je procenjena ucestalost zaraze bila od 30 do 50%, na
nekim lokalitetima je dostizala u 100%. Tokom pregleda useva paradajza 2013. godine
uoceni su slede¢i simptomi: patuljavost, hloroza, deformacije, mozaik uvijenost,
klobucavost i bronzavost li§¢a, kao i deformacije, nekroza i prstenavost plodova. Na

odredenim lokalitetima zabelezeno je i pucanje epidermisa plodova paradajza. Usled jake
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zaraze doslo je i do izostanka formiranja plodova, dok su formirani plodovi bili izrazeno
deformisani sa karakteristicnim prstenastim prosaravanjem. Procenjena ucestalost zaraze
kretala se od 40 do 70%. U 2014. godini pregledom useva paradajza zabeleZeni su
simptomi kao §to su: mozaik na liS¢u, hloroza, bronzavost, deformacije lis¢a 1 nekroza
plodova. Uoceni simptomi bili su manje izrazeni u odnosu na prethodne godine, a
pocenjena ucestalost zaraze kretala se od 10 do 30%. Simptomi uoc¢eni u toku 2015.
godine bili su veoma izrazeni. Na veéem broju lokaliteta zabelezeni su raznoliki
simptomi: hloroza i nekroza lista i lisne drSke, pracena nekroticnim pegama i nekrozom
nervature. Pored toga bili su izrazeni simptomi u vidu deformacija, uvijenosti i nitavosti
lis¢a. Karakteristi¢ni simptomi na plodovima bili su izrazeni u vidu deformacija, nekroze
1 pucanja plodova. Na manjem broju lokaliteta zabelezena je zakrzljalost biljaka
paradajza. Procenjena zaraZenost pregledanih useva kretala se od 30 do 80%.

Simptomi uoceni u toku petogodi$njih ispitivanja, javljali su se na svim
nadzemnim delovima biljke, najces¢e na lis¢u i plodovima, ali i na stablu i cvetnim
granama. Cesto se javljalo viSe tipova simptoma na istom organu, nekada su cele biljke
ispoljavale simptome, dok su nekada simptomi bili ograniceni na delove biljke, dok su
ostali delovi biljke bili bez promena. Najucestaliji tip simptoma na li§¢u, bile su razlicite
vrste mozaika i mozai¢ne hloroze (Slike 2 i 3). Takode, ¢esto su uo€avani simptomi tipa
bronzavosti liS¢a (Slika 4), nekrotini pega 1 Sara i crtiCaste nekroze (Slika 5). Od
hromatskih promena na liS¢u, €esto se javljala hloroza (Slika 6), koja je Cesto pracena i
deformacijama liske (Slika 7). Na liS¢u paradajza, Cesto su se javljali i1 razli¢iti vidovi
deformacija, pre svega u vidu klobucavosti ili redukcije lisne povrSine do nitavosti (Slika
8), koje su najcesce bile pracene mozaikom. Simptomi na plodovima su se, takode, ¢esto
javljali. Najces¢i simptomi na plodovima su bili deforomacije i nekroza, a takvi plodovi
su u potpunosti gubili komercijalnu vrednost (Slika 9). Ukoliko se infekcija ostvari u
ranoj fazi formiranja plodova moze do¢i do zaostajanje u porastu i nekroze manjih
plodova, kao i do izostanka formiranja plodova u potpunosti (Slika 10). Cesto su se
javljali i simptomi hloroti¢nih i nekroti¢nih pega i Sara, koje su podsecale na infekcije
virusima roda Orthotospovirus (Slike 11 1 12). Nekada je dolazilo i do pucanja pokoZzice
ploda (Slika 13), a nekada su se pored deformacija u vidu klobucavosti, na plodu javljala
1 nekroti¢na prosaravanja (Slika 14). Na stablu paradajza uoCeni su simptomi sistemicne

nekroze (Slika 15), kada je dolazilo do brzog propadanja biljaka.
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Slika 1. Simptomi virusnih infekcija na paradajzu: (A) Zaostajanje u porastu i nitavost
(CMV); (B) Mozaik i deformacije lis¢a (CMV+PVY+AMYV); (C) Nekroti¢ne Sare i
neravnomerno sazrevanje plodova (CMV); (D) Blagi mozaik (ToMV); (E) IzraZen
mozaik (TMV); (F) Bronzavost (TSWV); (G) Zutilo (PVY+AMV); (H) Nekroti¢ne
linijske sare (PVY) i (I) Izrazena nekroza (TSWV)
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hloroza

Slika 4. TSWV: Bronzavost lis¢a

Slika 8. CMV: Nitavost Slika 9. CMV: Deformacija i nekroza
ploda
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Slika 10. CMV: Zaostajanje plodova u
porastu

Slika 14. ToMV: Klobucavost i
nekroti¢ne Sare na plodu

Slika 11. TSWV: Koncentri¢ni prstenovi
na plodu

Slika 13. TSWV: Pucanje pokozice
ploda .

o~ i atelip, | AN i
Slika 15. CMV satRNA: Nekroza stabla
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5.2. Serolosko dokazivanje prisustva virusa u sakupljenim uzorcima paradajza

U periodu od 2011. do 2015. godine, sa ciljem identifikacije i utvrdivanja prisustva i
rasprostranjenosti virusa paradajza na razliCitim lokalitetima gajenja u AP Vojvodini,
Centralnoj i Juznoj Srbiji i AP Kosovo i Metohija, izvedene su seroloske analize primenom
poliklonalnih antiseruma specificnih za deset ekonomski najznacajnijih 1 karantinskih virusa
paradajza: CMV, AMV, PepMV, TMV, ToMV, PVY, TSWV, PVX, TYLCV i ToRSV.

U toku 2011. godine utvrdeno je prisustvo pet virusa: CMV, PVY, AMV, TSWV i
TMYV (Tabela 9). U okruzima Severnobacki, Zapadnobacki, Juznobacki, Sremski, Macvanski,
Grad Beograd, Podunavski, Raski, Raskinski 1 Jablanicki pregledom je obuhvacen 21 lokalitet:
Ljutovo, Subotica, Kupusina, Prigrevica, Irmovo, Kraljevci, Debrc, Slanci, Surcin, Ratari,
Mladenovac, Smederevska Palanka, Staro Selo, Cerje, Po¢ekovina, Mackovac, Togocevce,
Cekavica, Vlase, Stajkovce 1 Navalin (Slika 16). Tokom 2011. godine prisustvo bar jednog od
virusa dokazano je u 97,3% testiranih uzoraka. Kao najzastupljeniji, CMV je detektovan u
61,7% ispitivanih uzoraka, dok je na drugom mestu bio PVY u dokazan u 48% uzoraka. Treci
po zastupljenosti bio je AMYV prisutan u 17,2% uzoraka, dok su ¢etvrti i peti bili TSWV i TMV,
prisutni u 14%, odnosno 2,3% ispitivanih uzoraka. Najzastupljenija je bila pojedinacna zaraza,
detektovana je u 57,5% uzoraka. Od pojedinacnih zaraza najceSc¢e je detektovana zaraza sa
CMV (29,9%), a zatim PVY (16,7%), TSWV (6,5%), AMV (2,8%) 1 TMV (1,6%) (Grafikon
1). Mesane infekcije bile su zastupljene u 39,8% testiranih uzoraka gde su najzastupljenije bile
dvostruke infekcija (33,7%) od kojih je najzastupljenija infekcija sa CMV 1 PVY (17,2%).
Dvostruke infekcije zabeleZzene u manjem procentu su PVY i AMV (8%), CMV 1 TSWV
(6,3%), CMV 1 AMV (1,5%) 1 CMV 1 TMV (0,7%). Trostruke infekcije dokazane su 6,1%
testiranih uzoraka i to: CMV, PVY 1 AMV (4,9%) 1 CMV, PVY 1 TSWYV (1,2%) (Tabela 10).
Prisustvo PepMV, ToMV, PVX, TYLCV 1 ToRSV nije potvrdeno u ispitivanim uzorcima
2011. godine.

Najrasprosttranjeni virus 2011. godine bio je CMYV, ¢ije je prisustvo dokazano u
pojedinacnim ili meSanim infekcijama u osam od 10 pregledanih okruga (Slika 16, Tabela 9).
Drugi po zastupljenosti je PVY, dokazan u pet pregledanih distrikta. Prisustvo TSWV 1 AMV
je dokazano u po cetiri okruga, dok je TMV dokazan u tri okruga.
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Tabela 9. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paradajza u pojedina¢nim i ukupnim infekcijama 2011. godine

Okrug Broj - Bro‘j _ Pojedina¢ne/ukupne infekcije (%)
lokaliteta testiranih CMV PVY AMV TSWV T™MV
uzoraka
Severnobacki 2 22 0/63,6 0/31,8 0/0 31,8/100 0/0
Zacadnobacki 2 326 6,4/71,2 14,7/57,7 0/15 5,8/33,1 0/0
Juznobacki 1 14 0/0 0/0 0/0 0/0 100/100
Sremski 1 23 100/100 0/0 0/0 0/0 0/0
Macvanski 1 10 100/100 0/0 0/0 0/0 0/0
Grad Beograd 4 141 55,3/63,1  7,9/39,1 7,8/14,9  0/0 0/0
Podunavski 2 85 36,5/36,5 0/0 0/0 61,2/61,2 0/0
Raski 1 8 0/0 0/0 0/0 0/0 100/100
Rasinski 2 151 37,1/86,1  6/39,1 9,9/45,7 0/0 0/6
Jablanicki 5 600 32,2/53,8 26,3/62,3 1,7/16,8 1,8/1,8 0/0
Ukupno 21 1380 29,9/61,7 16,7/48 2,8/17,2  6,5/14 1,6/2,3




Tabela 10 Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paradajza u meSanim infekcijama 2011.
godine

Dvostruke infekcije Trostruke infekcije

CMV+PVY  237/17,2* CMV+PVY+ AMV  67/49
CMV+TSWV 87/6,3 CMV+PVY+TSWV 17/1,2
PVY+AMV 110/8 Ukupno 84/6,1

CMV+AMV  21/1,5
CMV+TMV  9/0,7
Ukupno 464/33,6

broj zarazenih uzoraka/procentualna zastupljenost. Procenat infekcija je izracunat na osnovu
ukupanog broj testiranih uzoraka.

Grafikon 1. Zastupljenost pojedinacnih i mesanih infekcija paradajza 2011. godine

33.,7¢ B bez virusa
B pojedinacne zaraze
dvostruke zaraze

B trostruke zaraze
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Slika 16. Rasprostranjenost i prevalentnost virusa paradajza po okruzima detektovanih u 2011.
godini. Boja okruga pokazuje koji je virus prevalentan, a razliite boje plodova paradajza
pokazuju koji su virusi detektovani u tom okrugu.

Severnobanatski

Zapadnobacki
Kupusina
.

Pfl&:ﬂ"“ Srednjebanatski

JuZnobanatski

Brani&evski
Macvanski

Sumadijski

Pomoravski

Potekovina Matkovac!
. .

Nisavski
Rasinski

Pirotski

Toplicki

Kosovskomitrovicki

U toku 2012. godine utvrdeno je prisustvo Sest virusa: CMV, PVY, AMV, TSWV,
TMV i ToMV (Tabela 11). U okruzima: Severnobanatski, Srednjobanatski, Juznobanatski,
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Zapadnobacki, Juznobacki, Grad Beograd, Macvanski, Podunavski, Brani¢evksi, Pomoravski,
Moravicki, Raski, Rasinski, NiSavski, Pirotski i Jablanicki pregledom je obuhvaceno 36
lokaliteta: Novi Knezevac, Aradac, Mihajlovo, Lukino Selo, Dolovo, Sombor, Vrbas, MoSorin,
Novi Sad, Padinska Skela, Resnik, Debrc, Velika Plana, Porodin, PoZarevac, Sirakovo,
Beranje, Carevac, guvajié, Jagodina, Prijevor, Trbusani, Adrani, Pocekovina, Medveda,
Globoder, Mackovac, KoSevi, Selo Varvarin, Nozrina, BatuSinac, Balajnac, Pirot, Cekavica,
Togocevce 1 Priboj (Slika 17). Prisustvo virusa u toku 2012. godine dokazano je 56,6%
testiranih uzoraka. Kao najzastupljeniji, PVY je bio detektovan u 34% testiranih uzoraka, dok
je na drugom mestu bio CMV dokazan u 27,4% testiranih uzoraka. Tre¢i i Cetvrti po
zastupljenosti bili su AMV 1 TSWV prisutni u 6,3%, odnosno 4,5% testiranih uzoraka, dok su
peti i Sesti po zastupljenosti bili ToMV 1 TMV prisutni u 4%, odnosno 0,6% testiranih uzoraka.
Najzastupljenija je bila pojedinacna zaraza detektovana je u 39,6% testiranih uzoraka. Od
pojedinacnih zaraza najCesée je detektovana zaraza sa PVY (18,1%), a zatim CMV (13,3%),
AMYV (2,5%), TSWV (4%), ToMV (1,1%) 1 TMV (0,6%) (Grafikon 2). MeSane infekcije bile
su zastupljene u 17% testiranih uzoraka. Od meSanih infekcija najzastupljenije su bile
dvostruke infekcije detektovane u 14,2% testiranih uzoraka, a najéesce infekcija su bile sa PVY
1 CMV (10,8%). U manjem procentu zabelezene su dvostruke infekcije: PVY i AMV (1,6%),
PVY i ToMV (0,7%), CMV i AMV (0,5%) i AMV i1 TSWV (0,5%). Trostuke infekcije
dokazane su u 2,2% testiranih uzoraka, i to PVY, CMV i ToMV (1,6%) 1 PVY, CMV i AMV
(0,6%). Jedina Cetvorostuka infekciju detektovanu tokom 2012. god bila je meSana infekcija
PVY, CMV, AMV i ToMV, detektovana u 0,6% testiranih uzoraka (Tabela 12). Prisustvo
PepMV, PVX, TYLCV i ToRSV nije potvrdeno u ispitivanim uzorcima 2012. godine.

Tokom 2012. godine, najrasprostranjeniji virus bio je PVY ¢ije je prisustvo detektovano
u 13 od 16 ispitivanih okruga. Sledec¢i po zastuljenosti bio je CMV detektovan u devet testiranih
okruga. Ostali virusi detektovani su u znatno manjem broju okruga i to AMV u Sest, TSWV u

cetiri, ToMV u dva, a prisustvo TMV detektovano je u samo jednom okrugu.
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Tabela 11. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paradajza u pojedina¢nim i ukupnim infekcijama 2012. godine

Okrug Broj . Broj ' Pojedina¢ne/ukupne infekcije (%0)
lokaliteta testiranih —¢'5 CMV AMV TSWV ToMV  TMV
uzoraka

Zapadnbacki 1 12 100/100 0/0" 0/0 0/0 0/0 0/0
Juznobacki 3 54 16,7/16,7  40,7/40,7  0/0 44, 4/44,.4  0/0 0/0
Severnobanatski 1 26 0/0 0/0 0/0 100/100 0/0 0/0
Srednjobanatski 3 212 4,2/33 19,8/48,6  0/0 0/0 0/0 0/0
Juznobanatski 1 11 0/0 100/100 0/0 0/0 0/0 0/0
Macvanski 1 114 9,6/9,6 0/0 0/0 0/0 0/0 9,6/9,6
Grad Beograd 2 41 0/100 0/100 0/26,9 0/0 0/53,7 0/0
Podunavski 1 7 0/0 100/100 0/0 0/0 0/0 0/0
Branicevski 6 189 27/65,1 4,8/27 0/4,8 0/0 11,1/27,5 0/0
Pomoravski 1 10 100/100 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Moravicki 2 99 21,2/21,2  8,1/8,1 0/0 0/0 0/0 0/0
Raski 1 7 100/100 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Rasinski 6 580 13,6/30 20,9/38,7 1,6/3,4 1,9/1,9 0/0 0/0
Nisavski 3 270 28,9/36,3  7,8/14,8 0/3,3 4,1/4,1 0/0 0/0
Pirotski 1 22 50/100 0/0 0/50 0/0 0/0 0/0
Jablanicki 3 186 12,4/12,4  0/0 19,4/19,4  0/0 0/0 0/0
Ukupno 36 1840 18,1/34 13,3/27,4  2,5/6,3 4/4,5 1,1/4 0,6/0,6
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Tabela 12. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paradajza u mesanim infekcijama 2012. godine

Dvostruke infekcije Trostruke infekcije Cetvorostruke infekcije

PVY+CMV 199/10,8* PVY+CMV+ToMV 30/1,6 PVY+ CMV+ AMV+ToMV  11/0,6
PVY+AMV 29/1,6 PVY+CMV+ AMV 11/0,6 Ukupno 11/0,6
PVY+ToMV  12/0,7 Ukupno 42/2,2

CMV+AMV  10/0,5
AMV+TSWV  10/0,5
Ukupno 260/14,2

broj zarazenih uzoraka/procentualna zastupljenost. Procenat infekcija je izra¢unat na osnovu ukupanog broj testiranih uzoraka.

Grafikon 2. Zastupljenost pojedinacnih i meSanih infekcija paradajza 2012. godine

B bez virusa
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Slika 17. Rasprostranjenost i prevalentnost virusa paradajza po okruzima detektovanih u 2012.
godini. Boja okruga pokazuje koji je virus prevalentan, a razliite boje plodova paradajza
pokazuju koji su virusi detektovani u tom okrugu.
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U toku 2013. godine utvrdeno je prisustvo Sest virusa: CMV, PVY, AMV, TSWV,
TMV i ToMV (Tabela 13). U okruzima: Severnobacki, Zapadnobacki, Sremski, Grad Beograd,

Macvanski, Kolubarski, Podunavski, gumadijski, Moravicki, Pomoravski, Raski, Rasinski,
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Jablanicki, Pc¢injski 1 Kosovskomitrovicki pregledom je obuhvaceno 46 lokaliteta: Donji
Tavankut, Hajdukovo, Ljutovo, Backi Vinogradi, Supljak, Kupusina, Popinci, Suréin
Mladenovac, Brestovik, Meduluzje, Zvecka, Stubline, Grabovac, Druzeti¢, Ub, Gvozdenovi¢,
Smederevska Palanka, Pridvorica, BasSin, Natalinci, Banja, Orasac, Zabrega, Striza, Kotraza,
Medveda, Mackovac, Biljanovac, Varevo, Kaznovi¢e, Popovce, Dobrava, Slatina, Socanica,
Kamenica, Grabovac, Togocevce, Priboj 1 Vladi¢in Han (Slika 18). Prisustvo virusa tokom
2013. godine, dokazano je u 77,6% testiranih uzoraka. Kao najzastupljeniji, PVY je detektovan
u 46,8% testiranih uzoraka, dok je drugi po zastupljenosti bio ToMV prisutan u 38,1%
testiranih uzoraka. Trec¢i po zastupljenosti bio je CMV u 18,7% testiranih uzoraka, a Cetvrti
TMV prisutan u 15,8% testiranih uzoraka. Peti 1 Sesti, po procentualnoj zastupljenosti, bili su
TSWV i AMV ¢ije je prisustvo dokazano u 12,2%, odnosno 2,9% testiranih uzoraka. Za razliku
od prethodne dve godine, tokom 2013. godine najcesci tip infekcija bile su meSane infekcije
detektovane u 40,2% testiranih uzoraka. Od meSanih infekcija najzastupljenije su bile
dvostruke infekcije sa 27,2% od kojih je najzastupljenija infekcija sa PVY 1 ToMV dokazana
u 11,5% testiranih uzoraka (Tabela 14). U manjem procentu dokazane su dvostruke infekcije
saCMViPVY (5,8%), TMViToMV (3,6%), PVY i TMV (1,4%), PVY i AMV (1,4%), CMV
i1 ToMV (1,4%), TSWV 1 PVY (0,7%), TSWV 1 TMV (0,7%) 1 TSWV 1 ToMV (0,7%).
Trostruke infekcije Cinile su 9,4% ukupnih zaraza, i to PVY, TMV i ToMV (5,8%), CMV,
PVY 1 ToMV (2,9%) 1 CMV, TMV 1 ToMV (0,7%). Jedina Cetvorostruka infekcija sa CMV,
PVY, TMV 1 ToMV detektovana je u 3,6% testiranih uzoraka. Pojedinacne infekcije su
detektovane u 37,4% uzoraka. Najzastupljenija pojedina¢na infekcija bila je sa PVY (13,7%),
a zatim TSWV (10,1%), ToMV (7,9%), CMV (4,3%) 1 AMV (1,4%) (Grafikon 3). TMV nije
detektovan u pojedinacnoj zarazi. Prisustvo PepMV, PVX, TYLCV 1 ToRSV nije potvrdeno u
ispitivanim uzorcima 2013. godine.

Najrasprostranjeniji virus tokom 2013. godine bio je ToMV, dokazan u 13 od 15
pregledanih okruga, dok je drugi po rasprostranjenosti PVY dokazan u 12 okruga. Ostali virusi
detektovani su u manjem broju distrikta i to TMV u devet, CMV u sedam, TSWV u Cetiri 1
AMV u tri okruga.
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Tabela 13. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paradajza u pojedina¢nim i ukupnim infekcijama 2013. godine

Okrug Broj Broj testiranih Pojedina¢ne/ukupne infekcije (%)

lokaliteta  uzoraka PVY ToMV CMV T™MV TSWV  AMV
Severnobacki 5 30 10,0/20,0 0/0 0/0 0/3,3 33,3/40,0 3,3/6,7
Zapadnobacki 1 14 28,6/28,6 7,1/7,1 0/0 0/0 14,3/14,3 0/0
Macvanski 1 2 0/100 0/100 0/0 0/0 0/0 0/0
Sremski 1 1 0/0 0/0 0/0 0/0 100/100  0/0
Grad Beograd 7 22 13,6/54,5 9,1/45,5 13,6/22,7  0/27,3 4,5/9,1 0/4,5
Kolubarski 2 10 10,0/50,0 10,0/10,0  20,0/70,0  0/0 0/0 0/0
Podunavski 4 6 0/50,0 50,0/100 0/16,7 0/16,7 0/0 0/0
Pomoravski 2 2 0/50,0 50,0/100 0/0 0/0 0/0 0/0
Sumadijski 3 8 0/100 0/100 0/37,5 0/25,0 0/0 0/0
Moravicki 1 1 0/100 0/100 0/0 0/0 0/0 0/0
Raski 3 6 0/66,7 0/100 0/50,0 0/50,0 0/0 0/0
Rasinski 3 16 12,5/50,0 12,5/31,3  0/25,0 0/12,5 0/0 0/6,3
Kosovskomitrovacki 6 15 26,7/60,0 0/46,7 0/20,0 0/20,0 0/0 0/0
Jablanicki 2 3 0/0 0/33,3 0/0 0/33,3 0/0 0/0
Pc¢injski 3 3 0/0 100/100 0/0 100,100 0/0 0/0
Ukupno 44 139 13,7/46,8 7,9/38,1 4,3/18,7 0/15,8 10,1/12,2  1,4/2,9
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Tabela 14 Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paradajza u meSanim infekcijama 2013.

godine .

Dvostruke infekcije Trostruke infekcije iCn(ie‘te\l;ocli';):truke
PVY+ToMV 16/11,5*  PVY+TMV+ToMV  8/5.8 %\gﬁgﬁif 33,6
CMV+PVY 8/5,8 CMV+PVY+ToMV  4/2,9 Ukupno 5/3,6
TMV+ToMV 5/3,6 CMV+TMV+ToMV  1/0,7

PVY+TMV 2/1,4 Ukupno 13/9,4

PVY+AMV 2/1,4

CMV+ToMV 2/1,4

TSWV+PVY 1/0,7

TSWV+TMV 1/0,7

TSWV+ToMV 1/0,7

Ukupno 38/27,2

broj zarazenih uzoraka/procentualna zastupljenost. Procenat infekcija je izracunat na osnovu

ukupanog broj testiranih uzoraka.

Grafikon 3. Zastupljenost pojedinacnih 1 meSanih infekcija paradajza 2013. godine
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Slika 18. Rasprostranjenost i prevalentnost virusa paradajza po okruzima detektovanih u 2013.
godini. Boja okruga pokazuje koji je virus prevalentan, a razliite boje plodova paradajza
pokazuju koji su virusi detektovani u tom okrugu.
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Tokom 2014. godine utvrdeno je prisustvo Cetiri virusa: PVY, CMV, AMV 1 TSWV
(Tabela 15). U okruzima: Severnobacki, Zapadnobacki, Branicevski, Rasinski i Jablanicki

pregledom je obuhvaéeno 14 lokaliteta: Subotica, Ljutovo, Donji Tavankut, Gornji Tavankut,

83



Kupusina, Porodin, Medveda, Mackovac, Brestovac, Togocevce, Cekavica, Vinarce, Razgojna
1 Stajkovce (Slika 18). Prisustvo virusa tokom 2014. godine dokazano je u 30,2% testiranih
uzoraka. Kao najzastupljeniji, PVY je detektovan u 25,8% testiranih uzoraka, dok je drugi po
zastupljenosti bio TSWV, dokazan u 3% testiranih uzoraka. CMV i AMV detektovani su u po
1,5% testiranih uzoraka. Najzastupljenija je bila pojedinacna zaraza detektovana u 27,2%
testiranih uzoraka. Od pojedinaénih zaraza najcesce je detektovana zaraza sa PVY (22,7%), a
zatim TSWV (3%) i CMV (1,5%) (Grafikon 4). Prisustvo AMV nije detektovano u
pojedinac¢nim infekcijama. MeSane infekcije bile su zastupljene u 3% testiranih uzoraka. Od
mesanih infekcija najzastupljenije su bile dvostruke infekcije, 1to PVY 1AMV iPVY 1 TSWV,
detektovane u po 1,5% testiranih uzoraka (Tabela 16). Prisustvo PepMV, PVX, TYLCV i
ToRSV, kao i ToMV i TMV nije potvrdeno u ispitivanim uzorcima 2014. godine.

Tokom 2014. godine, najrasprostranjeniji virus bio je PVY ¢ije je prisustvo detektovano

u Cetiri od osam ispitivanih okruga. Dok su ostali virusi detektovani u samo po jednom okrugu.
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Tabela 15. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paradajza u pojedinacnim i
ukupnim infekcijama 2014. godine

Okrug Broj Broj Pojedinatne/ukupne infekcije (%)

lokaliteta testiranih

uzoraka PVY TSWV CMV AMV

Severnobacki 4 9 11,1/11,1 0/0 0/0 0/0
Zapadnobacki 1 9 33,3/44.,4 11,1/11,1  0/0 0/0
Grad Beograd 2 5 0/0 0/0 0/0 0/0
Kolubarski 2 10 0/0 0/0 0/0 0/0
Podunavski 1 1 0/0 0/0 0/0 0/0
Branicevski 1 1 0/0 0/0 100/100 0/0
Rasinski 2 8 37,5/37,5 0/0 0/0 0/0
Jablanicki 6 23 34,8/39,1 0/0 0/0 4,3/4,3
Ukupno 19 66 22,7/25,8 3,0/3,0 1,5/1,5 0/1,5

Tabela 16. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paradajza u meSanim infekcijama
2014. godine

Dvostruke infekcije

PVY+AMV 1/1,5%
PVY +TSWV 1/1,5
Ukupno 2/3,0

broj zaraZenih uzoraka/procentualna zastupljenost. Procenat infekcija je izracunat na
osnovu ukupanog broj testiranih uzoraka.

Grafikon 4. Zastupljenost pojedinacnih i meSanih infekcija paradajza 2014. godine
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Slika 19. Rasprostranjenost i prevalentnost virusa paradajza po okruzima detektovanih u
2014. godini. Boja okruga pokazuje koji je virus prevalentan, a razliCite boje plodova
paradajza pokazuju koji su virusi detektovani u tom okrugu.
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U toku 2015. godine utvrdeno je prisustvo pet virusa: CMV, PVY, TSWV, TMV
i ToMV (Tabela 17). U okruzima: Srednjobanatski, Grad Beograd, Macvanski,
Podunavski, Rasinski, Jablanicki i PCinjski pregledom je obuhvaceno 12 lokaliteta:
Muzlja, Loznicko Polje, Zemun, Vinca, Smederevska Palanka, Mackovac, Citluk,
Togocevce, Cekavica, Veliko Vojlovce, Stajkovce 1 Vladi¢in Han (Slika 20). Prisustvo
virusa tokom 2015. godine dokazano je u 90,1% testiranih uzoraka. Kao najzastupljeniji,
CMV je detektovan u 39,3% testiranih uzoraka, dok je drugi po zastupljenosti bio TSWV
dokazan u 31,3% uzoraka. Tre¢i po zastupljenosti bio je PVY detektovan u 31,1%
testiranih uzoraka, dok su TMV 1 ToMV bili €etvrti 1 peti po zastupljenosti detektovani u
18%, odnosno 9,8% testiranih uzoraka. Najzastupljenija je bila pojedinac¢na zaraza,
detektovana u 60,7% testiranih uzoraka. Od pojedinacnih zaraza najcesce je detektovana
zaraza sa CMV (21,3%), a zatim PVY (16,4%), TSWV (13,1%), TMV (6,6%) i ToMV
(3,3%) (Grafikon 5). MeSane infekcije bile su zastupljene u 29,4% testiranih uzoraka gde
su najzastupljenije bile dvostruke infekcije (24,6%) od kojih je najzastupljenija infekcija
saCMV iTSWYV (13,1%). Dvostruke infekcije zabelezene u manjem procentu su sa PVY
1 TMV (4,9%), PVY 1 TSWV (3,3%) i TMV 1 ToMV (3,3%). Trostruke infekcije su
dokazane 4,8% testiranih uzoraka i to: CMV, PVY 1 TMV (1,6%), CMV, PVY i ToMV
(1,6%) 1 PVY, TMV i ToMV(1,6) (Tabela 18). Prisustvo PepMV, AMV, PVX, TYLCV
1 ToRSV nije potvrdeno u ispitivanim uzorcima 2015. godine.

Najrasprostranjeni virus 2015. godine bio je PVY, ¢ije je prisustvo dokazano u
Sest od osam pregledanih okruga (Slika 20, Tabela 17). Drugi po zastupljenosti bio je
TMYV, dokazan u pet pregledanih okruga. Prisustvo CMV detektovano je u Cetiri okruga,
dok su ToMV i TSWV detektovani u tri, odnosno dva okruga.
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Tabela 17. Prisustvo i procentualna zastupljenost virusa paradajza u pojedinacnim i
ukupnim infekcijama 2015. godine

Okrug Broj Broj Pojedinaéne/ukupne infekcije (%)
lokaliteta testiranih

uzoraka CMV  TSWV PVY TMV ToMV
Srednjebanatski 1 1 0/0 100/100  0/0 0/0 0/0
Grad Beograd 2 3 0/0 0/0 33,3/66,7 0/33,3 33,3/66,7
Maévanski 1 1 0/0 0/0 100/100  0/0 0/0
Podunavski 1 5 0/20,0 0/0 0/20,0 40,0/60,0  20,0/60,0
Sumadijski 1 1 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Rasinski 3 8 12,5/12,5 0/0 50,0/87,5 37,5/37,5 0/0
Jablanigki 6 41 29,3/51,2 17,1/44,0 9,8/17,0  4,9/7.3 0/2,4
Péinjski 1 1 0/100 0/0 0/100 0/100 0/0
Ukupno 16 61 21,3/39,3 13,1313 164/31,1 6,6/18 3,3/9.,8

Tabela 18. Prisustvo 1 procentualna zastupljenost virusa paradajza u meSanim infekcijama
2015. godine

Dvostruke infekcije Trostruke infekcije
TSWV+CMV 8/13,1 CMV+PVY+TMV 1/1,6
PVY+TMV 3/4,9 CMV+PVY+ToMV 1/1,6
TSWV+PVY 2/3,3 PVY+TMV+ToMV 1/1,6
TMV+ToMV 2/3,3 Ukupno 3/4,8
Ukupno 15/24,6

broj zaraZenih uzoraka/procentualna zastupljenost. Procenat infekcija je izracunat na
osnovu ukupanog broj testiranih uzoraka.

Grafikon 5. Zastupljenost pojedinacnih 1 meSanih infekcija paradajza 2015. godine
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Slika 20. Rasprostranjenost i prevalentnost virusa paradajza po okruzima detektovanih u
2015. godini. Boja okruga pokazuje koji je virus prevalentan, a razli¢ite boje plodova
paradajza pokazuju koji su virusi detektovani u tom okrugu.
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Petogodisnjim istrazivanjem prisusustva i rasprostranjenosti virusa paradajza u
Srbiji detektovano je prisustvo 6 virusa: PVY, CMV, TSWV, AMV, TMV i ToMV
(Tabela 19). PVY je bio najzastupljeniji tokom istrazivanja sprovedenih 2012., 2013. 1
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2014. godine, a znacajno prisutan 2011.12015. godine. CMV je tokom 2014. 1 2015. bio
tre¢i po zastupljenosti, dok je u ostalim godinama istrazivanja bio jedan od dva
dominantna virusa. TSWV je kao manje znacajan virus detektovan u svih pet godina
istrazivanja, a tokom 2011., 2012., 2013. i 2015 godine zabeleZzeno je dominantno
prisustvo TSWV u manjem broju okruga. Dominantno prisustvo ToMV detektovano je
2013. godine, kada je ovaj virus bio na drugom mestu po zastupljenosti i prisutan u ve¢em
broju ispitivanih okruga. ToMV nije detektovan u uzorcima koji su ispitivani 2011. i
2014. godine. TMV je, kao manje znacajan virus, detektovan 2011., 2012, 2013. i 2015.
godine i u manjem broju okruga bio prevalentan. Kao procentualno manje zastupljen virus
AMYV je detektovan u prve Cetiri godine istrazivanja, dok njegovo prisustvo nije dokazano
u 2015. godini. Tokom svih pet godina istrazivanja AMV je u samo jednom okrugu bio
prevalentan virus. Pojava detektovanih virusa, kao i poredenje njihove ucestalosti ukazuje
da su se virusi, tokom svih pet godina istrazivanja, u ve¢em procentu pojavljivali kao
pojedinacne zaraze, osim u 2013. godini kada je procentualna zastupljenost pojedinacnih
1 meSanih infekcija bila priblizno ista. Dvostruke zaraze su se takode pojavljivale u
znacajnom procentu u svim godinama, a najviSe 2011. kada su detektovane u 33,7%
ispitanih uzoraka. Trostruke i ¢etvorostruke zaraze su se uglavnom pojavljivale u manjem
procentu, a 2014. godine ovi tipovi meSanih zaraza nisu detektovani. Trostruke i

cetvorostruke zaraze najzastupljenije su bile 2013. godine sa 9,4%, odnosno 3,6%.
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Grafikon 6. Zastupljenost virusa paradajza po godinama
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Grafikon 7. Zastupljenost meSanih infekcija po godinama
® dvostruke
trostruke
cetvorostruke

2011. 2012. 2013. 2014. 2015.

91



Tabela 19. Procenat uzoraka razlicitih tipova infekcija detektovanih od 2011. do 2015
godine

Detektovane infekcije
2011 2012 2013 2014 2015 Ukupno

Virus

Pojedinacne infekcije

CMV 29,9 13,3 43 1,5 21,3 22,0
PVY 16,7 18,1 13,7 22,7 16,4 15,0
AMV 2,8 2,5 1,4 / / 2,5
TSWV 6,5 4 10,1 3,0 13,1 5,4
™™V 1,6 0,6 / / 6,6 1,1
ToMV / 1,1 7,9 / 3,3 0,6
Ukupno pojedinacne 57,5 39,6 37,4 27,2 60,7 46,8
Dvostruke infekcije

CMV+PVY 17,2 10,8 5,8 / / 12,7
CMV+TSWV 6,3 / / 13,1 2,7
CMV+AMV 1,5 0,5 / / / 0,9
CMV+TMV 0,7 / / / / 0,3
CMV+ToMV / / 1,4 / / 0,1
PVY+AMV 8 1,6 1,4 1,5 / 4,1
PVY+ToMV / 0,7 11,5 / / 0,8
PVY+TMV / / 1,4 / 4,9 0,1
PVY+TSWV / / 0,7 1,5 3,3 0,1
AMV+TSWV / 0,5 / / / 0,3
TMV+ToMV / / 3,6 / 3,3 0,2
TSWV+TMV / / 0,7 / / 0,03
TSWV+ToMV / / 0,7 / / 0,03
Ukupno dvostruke 33,7 14,2 27,2 3,0 24,6 22,3
Trostruke infekcije

CMV+PVY+AMV 4,9 0,6 / / / 2,2
CMV+PVY+TSWV 1,2 / / / / 0,5
CMV+PVY+TMV / / / / 1,6 0,03
CMV+PVY+ToMV / 1,6 2,9 / 1,6 1,0
CMV+TMV+ToMV / / 0,7 / / 0,03
PVY+TMV+ToMV / / 5,8 / 1,6 0,3
Ukupno trostruke 6,1 2,2 9.4 0 4.8 4,0
Cetvorostruke infekcije

CMV+PVY+AMV+ToMV / 0,6 / / / 0,3
CMV+PVY+TMV+ToMV / / 3,6 / / 0,1
Ukupno ¢etvorostruke / 0,6 3,6 / / 0,5
Ukupno meSanih 39,8 17,0 40,2 3,0 29,4 26,8
Ukupno 97,3 56,6 77,6 30,2 90,1 73,6

5.3. Seroloska detekcija TMV, ToMV, AMV i PepMV u semenu paradajza

Ispitivanjem zaraZenosti semena paradajza 10 komercijalno dostupnih sorti 1

hibrida paradajza na trziStu u Srbiji tokom 2012. godine nije utvrdeno prisustvo Cetiri
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virusa koji se prenose semenom: AMV, ToMV, TMV i1 PepMV. Ispitivanja prenosSenja
virusa semenom obuhvatila su testiranje sledecih sorti i1 hibrida paradajza: Saint Pierre,
Novosadski jabucar, Lova VF, Volovsko srce, Marglobe, Marmande, Heinz 1370,
Narvik, Marko F1 1 Sef F1.

5.4. Detekcija virusa paradajza primenom RT-PCR metode

Primenom RT-PCR metode obavljena je molekularna detekcija svih Sest virusa:
CMV, PVY, TSWV, AMV, TMV i ToMV ¢ije je prisustvo u usevu paradajza u Srbiji
dokazano primenom seroloSkih metoda, kao i1 provera prisustva satRNA u uzorcima

pozitivnim na CMV.

5.4.1. Detekcija CMYV primenom RT-PCR metode

Prisustvo CMV u usevu paradajza potvrdeno je RT-PCR metodom uz koris¢enje
para prajmera CMVCPfwd i CMVCPrev koji omoguéavaju umnozavanje celog CP gena,
kao 1 delova 5’1 3 UTR. Poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih uzoraka i
pozitivne kontrole sa koriS¢enim markerom, prisustvo pojedinacnog fragmenta ocekivane
veli¢ine 871 bp utvrdeno je kod svih ispitivanih uzorka poreklom iz paradajza iz Srbije,
kao 1 kod pozitivne kontrole. Do amplifikacije nije doslo u ekstraktu RNA pripremljenom
od nezaraZenog liS¢a paradajza, odnosno negativnoj kontroli. Deo amplifikovanih

fragmenata prikazan je na slici 21.

M SIS S20S0GInGo0 B G CEN TSR

871 bp

Slika 21. Detekcija odabranih izolata CMV iz paradajza primenom ,,One-step* RT-PCR
koris¢enjem CMVCPfwd/CMVCPrev prajmera. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder,
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Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 1-izolat 533-1-11 iz paradajza, 2-izolat
AR2-12 iz paradajza, 3-izolat 137-13 iz paradajza, 4-izolat 367-14 iz paradajza, 5-izolat
169-2p-15 iz paradajza, 6-izolat 170-2p-15 iz paradajza, 7-izolat 174p-15 iz paradajza, 8-
izolat 177p-15 iz paradajza, 9-pozitivna kontrola (izolat 115-08 iz tikve), 10-negativna
kontrola.

5.4.2. Detekcija PVY primenom RT-PCR metode

Prisustvo PVY u usevu paradajza potvrdeno je RT-PCR metodom uz koriS¢enje
para prajmera PVYc i PVYd koji omogucéavaju umnozavanje dela P1 gena i 5’UTR.
Poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih uzoraka i pozitivne kontrole sa
koriS¢enim markerom, prisustvo pojedinacnog fragmenta ocekivane veli¢ine 975 bp
utvrdeno je kod svih ispitivanih uzorka poreklom iz paradajza iz Srbije, kao i kod
pozitivne kontrole. Do amplifikacije nije doslo u ekstraktu RNA pripremljenom od
nezarazenog liS¢a paradajza, odnosno negativnoj kontroli. Deo amplifikovanih

fragmenata prikazan je na slici 22.

975 bp

Slika 22. Detekcija odabranih izolata PVY iz paradajza primenom ,,One-step* RT-PCR
korid¢enjem PVYc/PVYd prajmera. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 1-izolat 258-11 iz paradajza, 2-izolat 573-
11 iz paradajza, 3-izolat 598-11 iz paradajza, 4-izolat 95-12 iz paradajza, 5-pozitivna
kontrola (izolat D7-06 iz duvana), 6-negativna kontrola.
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5.4.3. Detekcija TSWYV primenom RT-PCR metode

Prisustvo TSWYV u usevu paradajza potvrdeno je RT-PCR metodom uz koriséenje
para prajmera TSWVCP-f i TSWVCP-r koji omogucavaju umnozavanje fragmenata
RNA S koji obuhvata deo N gena. Poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih
uzoraka i pozitivne kontrole sa koriS¢enim markerom, prisustvo pojedina¢nog fragmenta
ocekivane veli¢ine 738 bp utvrdeno je kod svih ispitivanih uzorka poreklom iz paradajza
iz Srbije (Slika 23), kao i kod pozitivne kontrole. Do amplifikacije nije doslo u ekstraktu

RNA pripremljenom od nezarazenog li¢a paradajza, odnosno negativnoj kontroli.

Slika 23. Detekcija odabranih izolata TSWYV iz paradajza primenom ,,One-step* RT-PCR
koriséenjem TSWVCP-f/TSWVCP-r prajmera. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder,
Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 1-izolat 533-2-11 iz paradajza, 2-izolat
646-11 iz paradajza, 3-izolat 792-11 iz paradajza, 4-izolat 45-12 iz paradajza, 5-izolat
552-12 iz paradajza, 6-izolat 555-12 iz paradajza, 7-izolat 174p-15 iz paradajza, 8-izolat
180p-15 iz paradajza, 9-pozitivna kontrola (izolat 53-05 iz duvana), 10-negativna
kontrola.

5.4.4. Detekcija AMYV primenom RT-PCR metode

Prisustvo AMV u usevu paradajza potvrdeno je RT-PCR metodom uz koris¢enje
para prajmera CP AMV1 i CP AMV2 koji omoguc¢avaju umnozavanje dela CP genai 3’
UTR. Poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih uzoraka i pozitivne kontrole sa
koris¢enim markerom, prisustvo pojedinacnog fragmenta ocekivane veli¢ine 751 bp
utvrdeno je kod svih ispitivanih uzorka poreklom iz paradajza iz Srbije (Slika 24), kao 1
kod pozitivne kontrole. Do amplifikacije nije doslo u ekstraktu RNA pripremljenom od

nezarazenog liS¢a paradajza, odnosno negativnoj kontroli.
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751 bp

Slika 24. Detekcija odabranih izolata AMYV iz paradajza primenom ,,One-step* RT-PCR
koridéenjem CP AMV1/CP AMV2 prajmera. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 1-izolat 258-11 iz paradajza, 2-izolat 219-
14 iz paradajza, 3-pozitivna kontrola (izolat 196-08 iz duvana), 4-negativna kontrola.

5.4.5. Detekcija TMV primenom RT-PCR metode

Prisustvo TMV u usevu paradajza potvrdeno je RT-PCR metodom uz kori$¢enje
para prajmera TobUnil i TMVspec koji omogucavaju umnozavanje kompletnog CP gena,
kao i1 dela 5° 1 3> UTR. Poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih uzoraka i
pozitivne kontrole sa korisS¢enim markerom, prisustvo pojedinacnog fragmenta ocekivane
veli¢ine 694 bp utvrdeno je kod svih ispitivanih uzorka poreklom iz paradajza iz Srbije
(Slika 25), kao 1 kod pozitivne kontrole. Do amplifikacije nije doslo u ekstraktu RNA

pripremljenom od nezarazenog liS¢a paradajza, odnosno negativnoj kontroli.

M=t =2 34

694 bp
——

Slika 25. Detekcija odabranih izolata TMV iz paradajza primenom ,,One-step RT-PCR
koris¢enjem TobUnil/TMVspec prajmera. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 1-izolat 40-11 iz paradajza, 2-izolat 268-13
iz paradajza, 3-pozitivna kontrola (izolat 699-07 iz duvana), 4-negativna kontrola.
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5.4.6. Detekcija ToMYV primenom RT-PCR metode

Prisustvo ToMV u usevu paradajza potvrdeno je RT-PCR metodom uz koriséenje
para prajmera TobUnil i ToMVspec koji omogucéavaju umnozavanje kompletnog CP
gena, kao i dela 5’ 1 3 UTR. Poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih uzoraka
sa koriS¢enim markerom, prisustvo pojedina¢nog fragmenta ocekivane veli¢ine 676 bp
utvrdeno je kod svih ispitivanih uzorka poreklom iz paradajza iz Srbije (Slika 26). Do
amplifikacije nije doslo u ekstraktu RNA pripremljenom od nezarazenog lis¢a paradajza,

odnosno negativnoj kontroli.

M 2.3

676 bp

Slika 26. Detekcija odabranih izolata ToMV iz paradajza primenom ,,One-step* RT-PCR
kori§éenjem TobUnil/ToMVspec prajmera. Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix
(Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 1-izolat 105-12 iz paradajza, 2-izolat 283-
13 iz paradajza, 3- negativna kontrola.

5.4.7. Detekcija CMV satRNA primenom RT-PCR metode

Prisustvo CMV satRNA u usevu paradajza potvrdeno je RT-PCR metodom uz
koriS¢enje para prajmera CMVsat-fwd 1 CMVsat-rev koji omoguc¢avaju umnozavanje
kompletne sekvence satRNA CMV. Poredenjem amplifikovanih fragmenata odabranih
uzoraka 1 pozitivne kontrole sa kori§¢enim markerom, prisustvo pojedina¢nog fragmenta
ocekivane veli¢ine od 334 do 390 bp utvrdeno je kod svih ispitivanih uzorka poreklom iz
paradajza iz Srbije (Slika 27), kao 1 kod pozitivne kontrole. Do amplifikacije nije doslo u
ekstraktu RNA pripremljenom od nezarazenog liS¢a paradajza, odnosno negativnoj

kontroli.
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334-390 bp
—

Slika 27. Detekcija odabranih izolata CMV satRNA iz paradajza primenom ,,One-step*
RT-PCR  koris¢enjem  CMVsat-fwd/CMVsat-rev  prajmera.  Kolone: M-
MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 1-izolat
AR2-12-satRNA iz paradajza, 2-izolat 367-14 -satRNA iz paradajza, 3-izolat 253-15-
satRNA iz paradajza, 4-izolat 169-2p-15-satRNA iz paradajza, 5-negativna kontrola.

5.5. Molekularna identifikacija izolata virusa paradajza prisutnih u Srbiji

Nakon sekvenciranja i obrade sekvenci dobijene su konsenzus sekvence izolata
svih Sest virusa prisutnih u usevu paradajza u nasoj zemlji: CMV, PVY, TSWV, AMV,
TMV 1 ToMV, kao 1 izolata CMV satRNA ¢ije je prisustvo dokazano primenom
seroloSkih 1/ili molekularnih metoda. Dobijene sekvence su najpre identifikovane
primenom BLAST analize, a kasnije 1 okarakterisane viSestrukim uparivanjem sa
sekvencama koje su pokazivale najvisi stepen slicnosti u BLAST analizi i proraunom
geneticke sli¢nosti koriS¢enjem MEGAS softvera. Sve sekvence dobijene tokom ovih
istrazivanja prijavljene su u GenBank bazu podataka gde im je dodeljen pristupni broj

(Tabela 20).

Tabela 20. Pregled izolata najznacajnijih virusa paradajza u Srbiji sekvenciranih tokom
ovih istraZivanja

Virus Izolat Godina  Lokalitet GenBank
izolacije Acc. No.

CMV 533-1-11 2011 Kupusina KF147806
CMV AR2-12 2012 Aradac MHO032569
CMV 137-13 2013 Ub MHO032570
CMV 367-14 2014 Porodin MHO032571
CMV 169-2p-15 2015 Veliko Vojlovce MHO032572
CMV 170-2p-15 2015 Veliko Vojlovce MHO032573
CMV 174p-15 2015 Cekavica MHO032574
CMV 177p-15 2015 Veliko Vojlovce MHO032575
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CMV 180p-15 2015 Veliko Vojlovce MH032576
CMV 190-15 2015 TogocCevce MHO032577
PVY 258-11 2011 Mackovac MG922832
PVY 573-11 2011 Ratari MG922831
PVY 598-11 2011 Togocevce KF184653

PVY 95-12 2012 Trbusani MG922830
PVY 102-12 2012 Carevac MG922834
PVY 179-12 2012 Nozrina MG922833
PVY 237-13 2013 Kupusina MG922829
PVY 197-14 2014 Brestovac MG922827
PVY 219-14 2014 TogocCevce MG922828
TSWV  533-2-11 2011 Kupusina MG922820
TSWV  646-11 2011 Navalin KF184652

TSWV  792-11 2011 Smederevska Palanka  MG922826
TSWV  45-12 2012 Novi Knezevac MG922823
TSWV  552-12 2012 Ljutovo MG922825
TSWV  555-12 2012 Subotica MG922824
TSWV  174p-15 2015 Cekavica MG922821
TSWV  180p-15 2015 Veliko Vojlovce MG922822
AMV 258-11 2011 Mackovac KF147805

AMV 219-14 2014 Togocevce MG922819
™V 40-11 2011 Irmovo KF184654

™V 268-13 2013 Vladic¢in Han MG922818
ToMV 105-12 2012 Carevac MGO18614
ToMV  283-13 2013 Kamenica MG922817
satCMV  AR2-12-satRNA 2012 Aradac KM358139
satCMV  367-14 -satRNA 2014 Porodin KP719209

satCMV  253-15-satRNA 2015 TogocCevce MF964233
satCMV  169-2p-15-satRNA 2015 Veliko Vojlovce MHO032565
satCMV  170-2p-15-satRNA 2015 Veliko Vojlovce MHO032566
satCMV  174p-15-satRNA 2015 Cekavica MHO032567
satCMV  180p-15-satRNA 2015 Veliko Vojlovce MHO032568

5.5.1. Molekularna identifikacija izolata CMV

Obradom sekvenci dobijenih sekvenciranjem fragmenta umnozenog koris¢enjem
CMVCPfwd i CMVCPrev prajmera, dobijene su konsenzus sekvence CP gena i delova
5°13° UTR deset odabranih izolata CMV poreklom iz paradajza iz Srbije. Medusobnim
poredenjem dobijenih sekvenci CP gena duZzine 657 bp, pokazalo je da odabrani izolati
dele 76,3-100% nt sli¢nosti, odnosno da se razlikuju u 0-128 nukleotida. Aminokiselinska
slicnost odabranih izolata kretala se od 81,3% do 100%, odnosno odabrani izolati se nisu

razlikovali ili su se razlikovali u maksimalno 34 aminokiseline.
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BLAST analiza je pokazala 96-100% nt slicnosti sekvenci odabranih izolata sa
sekvencama CMYV iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka. Visestruko
uparivanje i proracun nukleotidne i aminokiselinske divergentnosti sekvenci dobijenih u
ovom radu sa sekvencama koje su pokazale najvisi stepen sli¢nosti u BLAST analizi
obavljeno je nakon trimovanja sekvenci na duzinu od 669 bp. Izolat 533-1-11 najvecu nt
sliénost 98,4% (98,4% aa sli¢nosti) deli sa izolatom poreklom iz Nemacke (KP165582),
dok izolat AR2-12 najvecu nt slicnost 99,4% (99,5% aa sli¢nosti) deli sa izolatom
poreklom iz paradajza iz Srbije (KC847077). Izolati 137-13 i 367-14 najvecu nt sli¢nost
99,6% 1 99,3% (100% 1 100% aa sli¢nosti) dele sa izolatom poreklom iz nevena iz Srbije
(KP034963). Izolati 169-2p-15, 174p-151 177p-15 najvisi stepen nt slicnosti 99,2%, 99%
1 99% (99,5%, 100% 1 100% aa slicnosti) dele sa izolatom poreklom iz tikve iz Srbije
(JX262140). Izolat 170-2p-15 najvecu nt slicnost 99% (100% aa sli¢nosti) deli sa
izolatom poreklom iz paprike iz Srbije (KC847074). Najvisi stepen nukleotidne sli¢nosti
98,5% (98,9% aa slicnosti) izolat 180p-15 deli sa izolatom poreklom iz paprike iz Srbije
(KT270570). Izolat 190-15 najvisi stepen nt slicnosti 97,9% (96,7% aa sli¢nosti) pokazao
je sadvaizolata iz paprike poreklom iz Srbije (KC847074 1 KT270565) 1 jednim izolatom,
poreklom iz tikve iz Srbije (JX262140).

5.5.2. Molekularna identifikacija izolata PVY

Obradom sekvenci dobijenih sekvenciranjem fragmenta umnoZenog koris¢enjem
PVYc i PVYd prajmera dobijene su konsenzus sekvence dela P1 gena i 5> UTR devet
odabranih izolata PVY poreklom iz Srbije iz paradajza. Medusobno poredenje dobijenih
sekvenci dela P1 gena duzine 669 bp pokazalo je da odabrani izolati dele 99,0-99,9% nt
sli¢nosti, odnosno da se razlikuju u 1-7 nukleotida. Aminokiselinska sli¢nost odabranih
izolata kretala se od 99,1% do 100%, odnosno odabrani izolati se nisu razlikovali ili su
se razlikovali u maksimalno dve aminokiseline.

BLAST analiza je pokazala 98-100% nt sli¢nosti sekvenci odabranih izolata sa
sekvencama PVY iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka. Visestruko
uparivanje i proracun nukleotidne i aminokiselinske divergentnosti sekvenci dobijenih u
ovom radu sa sekvencama koje su pokazale najvisi stepen slicnosti u BLAST analizi

obavljeno je nakon trimovanja sekvenci na duZinu od 669 bp. Najvecu nt sli¢nost 100%

100



(100% aa slicnosti) izolat 95-12 pokazao je sa Cetiri izolata iz krompira poreklom iz SAD
(KY847964), Izraecla (KX184817), Kolumbije (KR149260) i Slovenije (AF401604), dva
izolata iz duvana poreklom iz Hrvatske (JF927749) i Nemacke (JF927756), kao i sa
jednim izolatom iz paprike poreklom iz Srbije (KC288143). Izolat 197-14 najvecu nt
sliénost 99,4% (99,6% aa sli¢nosti) deli sa dva izolata iz krompira poreklom iz Slovenije
(KM396648) i Kolumbije (HQ335258) i dva izolata iz Srbije poreklom iz paprike
(KC288145) i duvana (GQ290475), dok izolat 179-12 najvecu nt slicnost 99,6% (100%
aa sli¢nosti) deli sa izolatom poreklom iz krompira iz Kolumbije (KX756672). Najvisi
stepen nt sli¢nosti 99,7% (99,6% aa slicnosti) sekvence izolata 237-13 1 219-14, odnosno
99,9% (100% aa sli¢nosti) sekvenca izolata 573-11199,7% (100% aa sli¢nosti) sekvenca
izolata 102-12 pokazale su sa dva izolata iz duvana poreklom iz Hrvatske (JF927749) i
Nemacke (JF927756), kao i dva izolat iz krompira poreklom iz Kolumbije (KR149260) i
Izraela (KX184817). Izolat 258-11 najvisi stepen nt sli¢nosti 99,9% (100% aa sli¢nosti)
pokazao je sa dva izolata iz krompira poreklom iz Slovenije (KM396648 1 KX856986),
dok je izolat 598-11 najvecu nt sli¢nost 99,4% (100% aa sli¢nosti) pokazao sa 10 izolata
iz krompira (KY847946, 64, 69 i 71, KX856986, KX184817, KR149260, KJ946936,
KM396648 1 AF401604) poreklom iz razli¢itih zemalja, kao i1 sa jednim izolatom iz
duvana poreklom iz Hrvatske (JF927749).

5.5.3. Molekularna identifikacija izolata TSWV

Obradom sekvenci dobijenih sekvenciranjem fragmenta umnoZenog koris¢enjem
TSWVCP-f 1 TSWVCP-r prajmera dobijene su konsenzus sekvence dela N gena osam
odabranih izolata TSWYV poreklom iz Srbije iz paradajza. Medusobno poredenje
dobijenih sekvenci dela N gena duzine 652 bp pokazalo je da odabrani izolati dele 98,8-
100% nt sli¢nosti, odnosno da se ne razlikuju ili se razlikuju u maksimalno 8 nukleotida.
Aminokiselinska slicnost odabranih izolata kretala se od 98,2% do 100%, odnosno
odabrani izolati razlikovali su se u maksimalno Cetiri aminokiseline.

BLAST analiza pokazala je 97-100% nt sli¢nosti sekvenci odabranih izolata sa
sekvencama TSWYV iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka.
Visestruko uparivanje i proracun nukleotidne i aminokiselinske divergentnosti sekvenci

dobijenih tokom ovih istrazivanja sa sekvencama koje su pokazale najvisi stepen sli¢nosti
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u BLAST analizi obavljeno je nakon trimovanja sekvenci na duzinu od 652 bp. Sekvence
izolata 174p-15 1 180p-15 pokazale su najvisi stepen nt sli¢nosti 99,5% (99,5% aa
sli¢nosti) sa izolatom Sr603 (GU369723) poreklom iz paradajza iz Srbije, a sekvenca
izolata 45-12 je sa pokazala najvisi stepen sli¢nosti od 99,7% (100% aa) sa istim izolatom.
Izolati 533-2-11, 646-11, 792-11, 552-12 1 555-12 najvecu nt 1 aa sli¢nost dele sa pet
izolata iz Italije poreklom iz paprike (HQ830186-87, DQ431237-38, DQ398945), dva
izolata iz Crne Gore (GU355939 1 GU339506) poreklom iz duvana, odnosno Calceloaria
sp., kao 1 sa po jednim izolatom iz Francuske (FR693055) i Holandije (AF020660)
poreklom iz Lactuca sp., odnosno Dahlia x hybrid i to: izolat 646-11 100% nt (100% aa),
izolat 533-2-11 99,8% nt (99,5% aa), izolat 792-11 99,7% nt (99,5% aa), izolat 555-12
99,5% nt (100% aa) i izolat 552-12 99,5% nt (98,6% aa).

5.5.4. Molekularna identifikacija izolata AMV

Obradom sekvenci dobijenih sekvenciranjem fragmenta umnoZenog koriS¢enjem
CP AMV1 1 CP AMV?2 prajmera dobijene su konsenzus sekvence dela CP genai1 3’ UTR
dva odabrana izolata AMV poreklom iz Srbije iz paradajza. Medusobno poredenje
dobijenih sekvenci dela CP gena duZine 639 bp pokazalo je da odabrani izolati dele 98,4%
nt sli¢nosti. Razlika od 10 nukleotida izmedu ove dve sekvence nije izazvala promenu ni
jedne aminokiseline, tako da je njihova aa sli¢nost iznosila 100%.

BLAST analiza pokazala je 94-99% nt sli¢nosti sekvenci odabranih izolata sa
sekvencama AMV iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka. Visestruko
uparivanje i proracun nukleotidne 1 aminokiselinske divergentnosti sekvenci dobijenih
tokom ovih istrazivanja sa sekvencama koje su pokazale najvisi stepen sli¢nosti u BLAST
analizi obavljeno je nakon trimovanja sekvenci na duzinu od 639 bp. Najvisi stepen nt
slicnosti 99,5% (100% aa) sekvenca dela izolata 258-11 pokazala je sa izolatom TBN
(KM655878) poreklom iz Vigna unguiculata iz Irana, dok je sekvenca izolata 219-14
najvisi stepen nt sli¢nosti 99,5% (100% aa) sli¢nosti pokazala sa izolatom Joe Davis

(HQ185569) iz soje iz SAD.
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5.5.5. Molekularna identifikacija izolata TMV

Obradom sekvenci dobijenih sekvenciranjem fragmenta umnoZzenog koris¢enjem
TobUnil i TMVspec prajmera dobijene su konsenzus sekvence kompletnog CP gena, kao
idela 5’ 13" UTR kod izolata 40-11, odnosno dela 5> UTR 1 CP gena za izolat 268-13.
Medusobno poredenje dobijenih sekvenci dela CP gena duzine 442 bp pokazalo je da
odabrani izolati dele 98,6% nt sli¢nosti. Razlika od 6 nukleotida izmedu ove dve sekvence
izazvala je promenu Cetiri aminokiseline tako da je njihova aa sli¢nost iznosila 97,3%.

BLAST analiza pokazala je 94-99% nt sli¢nosti sekvenci odabranih izolata sa
sekvencama TMYV iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka. ViSestruko
uparivanje i proracun nukleotidne i aminokiselinske divergentnosti sekvenci dobijenih
tokom ovih istrazivanja sa sekvencama koje su pokazale najvisi stepen sli¢nosti u BLAST
analizi obavljeno je nakon trimovanja sekvenci na duzinu od 442 bp. Najvisi stepen
sli¢nosti odabrane sekvence pokazale su sa tri izolata TMV poreklom iz Kine (AF395127-
29) 1 to: 99,5% nt sli¢nosti (100% aa slicnosti) izolat 268-13, a 99,2% nt sli¢nosti (100%

aa sli¢nosti) izolat 40-11.

5.5.6. Molekularna identifikacija izolata ToMV

Obradom sekvenci dobijenih sekvenciranjem fragmenta umnoZenog koriS¢enjem
TobUnil i ToMVspec prajmera dobijene su konsenzus sekvence kompletnog CP gena,
kao 1 dela 5> 1 3> UTR dva odabrana izolata ToMV poreklom iz Srbije iz paradajza.
Medusobno poredenje dobijenih sekvenci kompletnog CP gena duzine 480 bp pokazalo
je da odabrani izolati dele 100% nt 1 aa sli¢nosti.

BLAST analiza pokazala je 95-99% nt sli¢nosti sekvenci odabranih izolata sa
sekvencama ToMV iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka.
Visestruko uparivanje i proracun nukleotidne i aminokiselinske divergentnosti sekvenci
dobijenih tokom ovih istrazivanja sa sekvencama koje su pokazale najvisi stepen sli¢nosti
u BLAST analizi obavljeno je nakon trimovanja sekvenci na duzinu od 480 bp. Najvisi
stepen nt slicnosti 99,8% (99,4% aa) sekvence iz Srbije pokazale su sa izolatom ToMV

poreklom iz krompira (AF260730) iz Koreje.
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5.5.7. Molekularna identifikacija izolata CMYV satRNA

Obradom sekvenci dobijenih sekvenciranjem satelitne RNA koriS¢enjem
CMVsat-fwd i CMVsat-rev prajmera dobijene su konsenzus sekvence sedam odabranih
izolata CMV satRNA poreklom iz Srbije iz paradajza. Medusobno poredenje dobijenih
sekvenci duzine 317 bp pokazalo je da odabrani izolati dele od 84,7 do 99,7% nt, odnosno
da se razlikuju u 1 do 47 nukleotida.

BLAST analiza pokazala je 86-99% nt sli¢nosti sekvenci odabranih izolata sa
sekvencama CMV satRNA iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka.
Visestruko uparivanje 1 proracun nukleotidne i aminokiselinske divergentnosti sekvenci
dobijenih tokom ovih istrazivanja sa sekvencama koje su pokazale najvisi stepen sli¢nosti
u BLAST analizi obavljeno je nakon trimovanja sekvenci na duzinu od 317 bp. Najvisi
stepen nt slicnosti izolati 253-15-satRNA, 169-2p-15-satRNA, 170-2p-15-satRNA, 174p-
15-satRNA 1 180-p-15-satRNA od 99,6%, 93,9%, 93,6%, 94,4% 1 95,4% dele sa izolatom
poreklom iz duvana iz Italije (X86424). Izolat AR2-12-satRNA najvecu nukleotidnu
sli¢nost od 99.2% imao je sa dva kineska CMV satRNA izolata (HQ283395, DQO070747).
Sekvenca izolata 367-14-satRNA pokazala je 100% nukleotidne sli¢nosti sa italijanskim
(X86420) 1 kineskim (D89673) CMV satRNA izolatima.

5.6. Filogenetske analize

Molekularna karakterizacija dva najrasprostranjenija virusa paradajza CMV 1
PVY, kao 1 TSWV i CMV satRNA obavljena je rekonstrukcijom filogenetskih stabala 1
proucavanjem evolutivne povezanosti sekvenci dobijenih tokom ovih istraZivanja sa

sekvencama odgovarajuceg virusa preuzetih iz GenBank baze podataka.

5.6.1. Filogenetske analize CMV

Sekvence dela CP gena duzine 558 bp deset izolata CMV poreklom iz paradajza
iz Srbije 1 39 CMYV izolata dostupnih u GenBank bazi podataka medusobno su uparene,
izvrSeno je njihovo poredenje i rekonstruisano filogenetsko stablo koriS¢enjem

maximum-parsimony metode integrisane unutar MEGAS softvera. Filogenetsko stablo
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prikazano na slici 28, ukazalo je na grupisanje izolata u dve glavne podgrupe I
(unutargrupna sli¢nost 0,041+£0,004) 1 II (unutargrupna slicnost 0,013+0,002), dok je
medugrupna varijabilnost bila 0,2184+0,015. Podgrupa I se dalje deli na dve podgrupe TA
(unutargrupna sli¢nost 0,017+0,002) i IB (unutargrupna slicnost 0,054+0,006) sa
medugrupnom varijabilnos¢u 0,063+0,015. Ukupan geneticki diverzitet sekvenci u
filogenetskom stablu iznosio je 0,109+0,007. Izolati iz CMV poreklom iz paradajza iz
Srbije svrstali su se u okviru dve podgrupe 1A, gde se svrstalo sedam ispitivanih izolata
iz Srbije, zajedno sa nekim drugim izolatima poreklom iz Srbije, Madarske, SAD,
Spanije, Francuske, Kine, Japana i Koreje, dok su se preostala tri ispitivana izolata
svrstala u II podgrupi, sa nekim drugim izolatima poreklom iz Srbije, SAD, Australije,

Japana, Juzne Afrike, Francuske i Madarske.
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Slika 28. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci CP gena
49 izolata Cucumber mosaic virus koriS¢enjem neighbor-joining metode sa bootstrap
analizom u 1000 ponavljanja gde su bootstrap vrednosti prikazane pored odgovarajucih
grana. Sekvenca PSV je kori$¢ena kao ,,outgroup®. Izolati CMV iz Srbije iz paradajza su

naglaSeni i podvuceni.

5.6.2. Filogenetske analize PVY

Sekvence dela P1 gena duzine 696 bp devet izolata PVY poreklom iz paradajza iz
Srbije 1 38 PVY izolata dostupnih u GenBank bazi podataka medusobno su uparene,

izvrSeno je njihovo poredenje i rekonstruisano filogenetsko stablo koriS¢enjem
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neighbour-joining metode integrisane unutar MEGAS softvera. Filogenetsko stablo
prikazano na slici 29, ukazalo je na grupisanje izolata u tri glavna klastera na osnovu
njihove pripadnosti odgovaraju¢em soju: N-nekroti¢ni sojevi (unutargrupna slicnost
0,047+£0,006), C-crticasti soj (unutargrupna slicnost 0,154+0,015) i O-obic¢ni s0j
(unutargrupna sli¢nost 0,047+0,006) sa medugrupnom varijabilnos¢u koja se kretala od
0,238+0,023 do 0,508+0,049. Ukupan geneticki diverzitet sekvenci u filogenetskom
stablu iznosio je 0,257+0,020. Klaster nekroti¢nih sojeva se dalje moze podeliti na dva
subklastera na osnovu geografskog porekla izolata: prvi subklaster (N Evropa) ¢ine izolati
nekroti¢nih sojeva poreklom iz Evrope sa unutargrupnom sli¢nos¢u 0,009+0,001, a drugi
subklaster (N S. Amerika) izolati nekroti¢nih sojeva poreklom iz Severne Amerike sa
unutargrupnom sli¢noscéu 0,021+0,003. Geneticki diverzitet izmedu ove dve podgrupe
iznosio je 0,103+0,014. U klaster nekroti¢nih sojeva poreklom iz Evrope svrstali su se i
ispitivani izolati PVY poreklom iz paradajza zajedno sa prethodno okarakterisanim
izolatima PVY iz duvana i1 paprike poreklom iz Srbije. Ovaj klaster ¢ine izolati uglavnom
poreklom iz Evrope (Slovenija, Madarska, Velika Britanija, Nemacka, Poljska, Finska,
Svajcarska i Srbija), ali i po jedan izolat poreklom iz SAD i Kanade. Takode, i u klasteru
nekroti¢nih sojeva poreklom iz Severne Amerike osim izolata poreklom iz SAD 1 Kanade,

grupise se i po jedan izolat iz Velike Britanije i Rusije.

107



100

10

AF401604 Sl 64 Slovenija

I AJ315739 Slovenial Slovenija

- MG922834 102-12 Srbija

- MG922833 179-12 Srbija

- MG922832 258-11 Srbija

- MG922831 573-11 Srbija

MG922830 95-12 Srbija

- MG922829 237-13 Srbija

- MG922828 219-14 Srbija

[ MG922827 197-14 Srbija

KF184653 598-11 Srbija

KC288143 PL-15-09 Srbija

— KC288144 PL-3-10 Srbija

F KC288142 PL-28-09 Srbija
KC288145 PL-108-10 Srbija

— M95491 Hungarian Madarska

(=]

O
T

so|| EF016294 v942490 V. Britanija

19

mm]

F GQ290476 D7-06 Srbija

GQ290475 D35-06 Srbija
— AJ890345 Linda Nemacka
~ AJ890347 Satina Nemacka
+ AJ890344 Ditta Poljska

100

AY884982 423-3 SAD
AF401602 S| 44 Slovenija
AF248499 PVYN-N242 Finska
AF401610 Tu 648 Kanada
X97895605 Svajcarska
AF401603 S| 50 Slovenija
AF401605 N 5Yt Kanada
AJ315744 California SAD
AJ315746 Rusia Rusija

[i=]

~1
n3

100

AJ315747 English V. Britanija

AF401608 Tu 619 SAD

100|[' AF401609 Tu 660 SAD

AF401606 N 27 Kanada

1001 AF401607 N Jg Kanada
100), AF401600 N266 Kanada
100 AF401601 N394 Kanada

100

AJ315745 Canada Kanada
AJ315742 USA SAD

100 AJ315740 Ukraine Ukrajina

7 AJ245555 803 Finska

—_—
50

100 - AJ315743 Scotland V. Britanija
AJB90348 Adgen Francuska

N AJ439545 LYEB4.2 Spanija
100 AJ439544 SON41 Francuska

100 — AJ245556 Viikki Finska
M96425 PepMoV

N Evropa

N S. Amerika

Slika 29. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci P1 gena 47
izolata Potato virus Y kori$¢enjem neighbor-joining metode sa bootstrap analizom u 1000
ponavljanja gde su bootstrap vrednosti prikazane pored odgovarajuc¢ih grana. Sekvenca
PepMoV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. Izolati PVY iz Srbije iz paradajza su naglaSeni i

podvuceni.
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5.6.3. Filogenetske analize TSWV

Sekvence dela N gena duzine 652 bp osam izolata TSWV poreklom iz paradajza
iz Srbije 1 44 TSWYV izolata dostupnih u GenBank bazi podataka medusobno su uparene,
izvrSeno je njihovo poredenje i rekonstruisano filogenetsko stablo koriS¢enjem maximum
parsimony metode integrisane unutar MEGAS softvera. Konsenzus stablo prikazano na
slici 30, ukazalo je na grupisanje izolata na osnovu geografskog porekla i jasno izdvajanje
Cetiri glavna klastera: Evropski (unutargrupna sli¢nost 0,009+0,002), Brazilski, Severno
Americ¢ki (unutargrupna sli¢nost 0,017+£0,003) 1 Azijski (unutargrupna sli¢nost
0,025+0,004) sa medugrupnom varijabilnoS¢u koja se kretala od 0,028+0,005 do
0,033+0,005. Ukupan geneticki diverzitet sekvenci u filogenetskom stablu iznosio je
0,036+0,003. Evropski klaster se dalje moze podeliti na dve geografske subpopulacije:
podgrupu 1 ¢ine izolati iz Bugarske i Crne Gore, kao i sedam prethodno okarakterisanih
izolata iz Srbije poreklom iz duvana, paprike i tikava sa unutargrupnom sli¢noscu
0,008+0,002, a podgrupu 2 izolati iz Italije, Ceske, Nemacke i Holandije, kao i po dva
izolata iz Severne Karoline 1 Juzne Afrike sa unutargrupnom sli¢no$¢u 0,006+0,002.
Geneticki diverzitet izmedu ove dve podgrupe iznosio je 0,011+0,003. U klaster sa
izolatima poreklom iz Evrope svrstali su se i ispitivani izolati TSWV poreklom iz
paradajza iz Srbije, ali u dve odvojene subpopulacije unutar ovog klastera. U okviru
podgrupe 1 grupisala su se tri izolata (45-12, 174p-15 1 180p-15), a u okviru podgrupe 2
preostalih pet izolata (533-2-11, 646-11, 792-11, 552-12 1 555-12). Americki klaster se
moze dalje podeliti na tri geografske subpopulacije: podgrupu 3 &ine izolati iz Spanije
(unutargrupna sli¢nost 0,005+0,002), podgrupu 4 izolati iz Italije i Japana (unutargrupna
sli¢nost 0,003+0,002), a podgrupu 5 izolati iz Kalifornije, Severne Karoline, Dzordzije 1
sa Havaja (unutargrupna sli¢nost 0,015+0,003). Intergrupni diverzitet izmedu ovih
podgrupa bio je od 0,016+0,005 do 0,031+0,007. Brazilski klaster ¢ini samo jedan izolat,
a u azijski klaster grupisali su se izolati iz Japana 1 JuZzne Koreje, sa izuzetkom dva izolata

1z Francuske (unutargrupna sli¢nost 0,025+0,004).

109



GU369729 Is-56 Crna Gora
100 | ©Q355467 33-06 Srbija
JF303080 236-09 Srbija
GQ373173 53-05 Srbija
JF303081 240-09 Srbija
D13926 L3 Bugarska
E AJ296602 20 Da96/1 Bugarska
AJ297609 GD98 Bugarska
KC182566 PL-60-09 Srbija
- KC182564 PL-14-10 Srbija
33— AJ297610 BS97 Bugarska
AJ296598 97 Bugarska
1_7_IV|G922821 174p-15 Srbija
o ' MG922822 180p-15 Srbija
GQ373172 39-06 Srbija
&4 MG922823 45-12 Srbija
5_3}[ MG922825 552-12 Srbija

2

e

MG922826 792-11 Srbija
MG922820 533-2-11 Srbija
L AY848922 T992 Italija
100, EF059706 MP Juzna Afrika
r{ EF059705 GP Juzna Afrika
- |- AJ297611 LE98/527 Nemacka
AJ296599 C27084 Cedka
& | — MG922825 555-12 Srbija
- AY744476 NC-1 Severna Karolina
o[- AY744478 NC-3 Severna Karolina
AF020660 D Holandija
KF184652 646-11 Srbija
DQ915948 Br20 Brazil

AY744480 SPAIN-2 Spanija
0‘@

%3]

o
(9]

0| DQ376184 VE430 Spanija
X94550 LC Spanija _
AY744479 SPAIN-1 Spanija
DQ376180 P267 Italija
—[00915946 p105/2006RB Italija

100

10g 0oL AB277581Iw Japan
40 — L20953 BL Havaiji
AF306490 H Havaji
X61799 L Havaji
AY744468 CA-1 Kalifornija
AY744471 CA-4 Kalifornija
100 AF020659 10 Severna Karolina
AF064472 MC Dzordzija
AY744477 NC-2 Severna Karolina
100 AF064469 AC Diordiija
AB2775820 Japan
100 - FR623053 France81 Francuska
34 FR693255 S046 Francuska
67 AB010997 Japan Japan
100 EF195227 KAlxe Juzna Koreja
100 ' EF195228 KAPo JuZna Koreja

(o) 3

100
100

—
20

554325 TCSV BR-03

Evropa

7| Brazil

Severna Amerika

Azija

Slika 30. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci N gena 52
izolata Tomato spotted wilt orthotospovirus koris¢enjem maximum parsimony metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gde su bootstrap vrednosti prikazane pored
odgovaraju¢ih grana. Sekvenca TCSV je koriS¢ena kao ,,outgroup®. Izolati TSWV iz
Srbije iz paradajza su naglaseni i podvuceni.

5.6.4. Filogenetske analize CMYV satRNA

Sekvence sedam izolata CMV satRNA, duzine 258 bp, poreklom iz paradajza iz

Srbije 1 41 CMV satRNA izolata dostupnih u GenBank bazi podataka medusobno su
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uparene, izvrSeno je njihovo poredenje i rekonstruisano filogenetsko stablo koris¢enjem
neighbour-joining metode integrisane unutar MEGAS softvera, na osnovu Kimura-2
parametar modela s agama distribucijom. Konsenzus stablo prikazano na slici 31, ukazalo
je na podelu satRNA izolata u dve glavne grupe nekrogene i nenekrogene. Diverzitet
izmedu ove dve grupe iznosio je 0,188 +0,026. Ukupan geneticki diverzitet sekvenci u
filogenetskom stablu iznosio je 0,136+0,016. Grupa nekrogenih izolata, dalje se deli na
grupe B i B1 (0,117+0,022), a nenekrogenih na grupe A i C (0,304+0,046). Geneticki
diverzitet izmedu Cetiri grupe satRNA kretao se od 0,117+0,022 do 0,334+0,051, dok je
unutar grupa bio: 0,036+0,005 (B), 0,013+0,006 (B1), 0,059+0,009 (A) 1 0,105+0,017
(C). Grupisanje 48 izolata satRNA u cetiri grupe podrzano je i visokim bootstrap
vrednostima, kao i visokom nukleotidnom sli¢no$¢u izmedu sekvenci izolata koji
pripadaju istoj grupi. Dva srpska izolata svrstala su se u nekrogene izolate, ali u razlicite
grupe. Izolat 367-14-satRNA svrstao se u grupu B, dok se izolat AR2-12-satRNA
grupisao u okviru grupe B1. Ostali izolati satRNA poreklom iz Srbije, 253-15-satRNA,
169-2p-15-satRNA, 170p-15-satRNA, 174p-15-satRNA 1 180p-15-satRNA grupisali su

se u okviru nenekrogene A grupe.
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Slika 31. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci CMV
satRNA 48 izolata koris¢enjem Kimura-2 parametar modela sa Gama distribucijom sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja gde su bootstrap vrednosti prikazane pored
odgovaraju¢ih grana. Izolati CMV satRNA iz Srbije iz paradajza su naglaSeni i
podvuceni.

37

Dodatne analize sekvenci satRNA poreklom iz paradajza iz Srbije pokazale su da
pojava satelitnih RNA nije bila zabeleZena samo kod izolata koji su izazivali sistemi¢nu
nekrozu, ve¢ 1 kod izolata sa hlorozom i deformacijama lis¢a. Sekvence izolata AR2-12-
satRNA 1367-14-satRNA imale su karakteristicnu “nekrogenu konsenzus” sekvencu GA-
GCUAAGGCUUA...UGCUAUGCUGAU (Devic et al., 1990; Fisher, 2013). Sekvenca
izolata 367-14-satRNA bila je identicna ‘“nekrogenoj konsenzus” sekvenci, dok se
sekvenca izolata AR2-12-satRNA razlikovala na pozicijama 309 (promena Gu A) i 319
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(C u G) (Slika 32). Ova ,,nekrogena konsenzus” sekvenca nije nadena kod pet izolata
satRNA svrstanih u nenekrogenu grupu, kao ni osnovni, a ni produzeni domen odgovoran
za izazivanje hloroze na paradajzu, koji se nalazi na 3’ kraju satRNA (Zhang et al., 1994;
Fisher, 2013).

lzolat/Pristupni broj 309 319 323 328 334
XJs2/DQ0T70747 G a g g ¢ ua a G g C u u A U g ¢ u a ugc ugawu
PoSA4/AB448702 G a g g ¢ ua a A g cC uulU U g ¢ U a u g ¢c u g a u
T27/X86419 G a ¢ ¢ u a a G g C uuA u C U a u g c u g a u
F2/X89003 G a ¢ ¢ u a a G g C uuA u C U a u g c u g a u
AR2-12-satRNA/KM358139 A a g g ¢ u a a G g G u u A U g c ua ugocuwygau
367-14-satRNA/KP719209 G a g g c ua aG g CwuwuA U g ¢ U a u g c u g a u
Nekrogeni konsenzus G A - GCUAAGGTCWUWUA U GCuUAUGTCUGA AU

Slika 32. ViSestruko poredenje nukleotidnih sekvenci satRNA izmedu pozicija 309 i 334
nt nekrogenih izolata CMV satRNA iz Srbije sa izolatima satRNA za koje je prethodno
utvrdeno da poseduju sekvencu koja izaziva sistemic¢nu nekrozu. Sekvence izolata XJs2,
PoSA4, T27 i1 F2 satRNA preuzete su iz GenBank baze podataka. Mala slova
predstavljaju identi¢ne nukleotidne pozicije, a velika slova pozicije koje se razlikuju od
,hekrogene konsezus” sekvence.
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6. DISKUSIJA

Opisan je veliki broj virusa koji mogu da zaraze paradajz, a njihova pojava je
zabelezena Sirom sveta (Ssekyewa, 2006; Hanssen et al., 2010). Virusi predstavljaju
patogene koji izazivaju ekonomski najvaznije gubitke u proizvodnji paradajza, Sto se
ogleda u milionskim Stetama usled gubitka kvantiteta i kvaliteta plodova (Hanssen and
Lapidot, 2012). Zbog toga se smatra da virusi predstavljaju jedno od najvaznijih
ograni¢enja koja ugrozavaju globalnu proizvodnju paradajza (Ben Mousa et al., 2000;
Valizadeh et al., 2011; Abu-Shirbi at al., 2012; Jones et al., 2014). U Evropi, posebno
u zemljama Mediteranskog basena, intenzitet proizvodnje paradajza se smanjio, a kao
glavni razlog se navode virusna oboljenja (Crescenzi, 2009; Soler et al. 2010; Hanssen
and Lapidot, 2012). Gubici u proizvodnji paradajza usled virusnih zaraza su varijabilni
i zavise od vrste 1 soja virusa koji prouzrokuje oboljenje, od sorte (hibrida) paradajza,
starosti biljke u vreme infekcije, temperature u toku inkubacionog perioda (razvoja
oboljenja), prisustva drugih patogena i od stepena zarazenosti useva (Krsti¢ i sar.,
2005a). NajceSce opisani virusi, koji izazivaju ekonomski najznacajnije Stete u svetu, su
virusi koji se na neperzistentan na¢in prenose biljnim vasima: virus mozaika krastavca
(Cucumber mosaic virus, CMV), Y virus krompira (Potato virus Y, PVY), 1 virus mozaika
lucerke (Alfalfa mosaic virus, AMV), zatim virus bronzavosti paradajza (Tomato spotted
wilt orthotospovirus, TSWV) koji se prenosi tripsima 1 virus mozaika duvana (7obacco
mosaic virus, TMV) 1 virus mozaika paradajza (Tomato mosaic virus, ToMV) koji se
prenose mehanickim putem (Ben Mousa et al., 2000; Dovas et al., 2002; Parrella and
Crescenzi, 2005; Massumi et al., 2009; Hanssen et al., 2010; Abu-Shirbi et al., 2012;
Jones et al., 2014). Poslednjih godina, u usevu paradajza u svetu, a posebno u Evropi,
pojavili su se neki novi virusi koji postaju ozbiljna pretnja proizvodnji paradajza
(Hanssen et al., 2010; Jones et al., 2014). Medu njima, kao novi virusi navode se: virus
hloroze paradajza (Tomato chlorosis virus, ToCV), virus infektivne hloroze paradajza
(Tomato infectious chlorosis virus, TICV) i torado virus paradajza (Tomato torrado virus,
ToTV). Kao virus infektivan za druge gajene biljke koji se prilagodio paradajzu kao
novom domacinu, navodi se virus mozaika pepina (Pepino mosaic virus, PepMV), a za
viruse Cija ucestalost pojave naglo raste, navode se virusi iz kompleksa zute uvijenosti

lista paradajza (Tomato yellow leaf curl diseases, TYLCD).
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Iako u nasoj zemlji postoji tradicija u gajenju paradajza i iako se ova kultura gaji
na znacajnim povrSinama, proucavanja viroza paradajza su malobrajna i predstavljaju
uglavnom lokalne infomacije o prisustvu pojedinih virusa (Krsti¢€ i sar., 2007). Poslednja
inventarizacija virusa paradajza obavljena je pre oko 20 godina (Mijatovi¢ et al., 2000).
Medutim, od 2011. godine virusna oboljenja paradajza skre¢u na sebe paznju pojavom
ucestale pojave veoma izrazenih simptoma na liS¢u i plodovima paradajza koji su imali
posledicu u znac¢ajnom smanjenju prinosa (Nikoli¢ i sar., 2012, 2013). Zbog toga su
istrazivanja obavljena u toku izrade ove doktorske disertacije imala cilj da daju prostornu
1 vremensku sliku o prisustvu 1 rasprostranjenosti virusa paradajza u Srbiji za period od
2011. do 2015. godine. Osim uobicajenih simptoma koji su podsecali na virusnu zarazu,
2012. godine uoceni su i simptomi letalne nekroze koja se javila na jednom lokalitetu.
Sli¢éni simptomi nekroze, koja zahvata celu biljku, primeceni su i 2014. godine, opet na
samo jednom lokalitetu. Imaju¢i u vidu da je u uzorcima koji su ispoljavali simptome
sistemicne nekroze, seroloskim i molekularnim metodama dokazano prisustvo CMV,
dalja istrazivanja su usmerena u pravcu detekcije CMV satRNA. Prisustvo CMV satRNA
moze da ima za posledicu modifikaciju simptoma koje izaziva CMV. Ta modifikacija
zavisi od soja virusa, tipa CMV satRNA 1 biljke domacina (Palukaitis and Garcia-
Arenal, 2003). Neke CMV satRNAs ne izazivaju modifikaciju simptoma. Vec¢ina onih
CMV sat RNA koje su oznacene kao nenekrogene ublazavaju simptome infekcije sa
CMV, dok nekrogeni tipovi CMV sat RNAs izazivaju letalnu nekrozu ili zakrZljavanje
biljaka i svetlozutu hlorozu celih biljaka (Devic et al., 1990; Collmer and Howell, 1992;
Garcia-Arenal and Palukaitis, 1999; Simon et al., 2004). [z navedenog razloga, u toku
2015. godine neki uzorci u kojima je dokazano prisustvo CMV, a koji su ispoljavali
simptome u vidu deformacije liS¢a, izraZzene hloroze i Sarenila plodova, takode, su
testirani na prisustvo CMV satRNA. Da bi se odredilo koji su tipovi satRNA, nekrogeni
ili nenekrogeni, pristupilo detaljnijoj molekularnoj analizi u cilju njihove karakterizacije.
Kako populacija CMV satRNA na paradajzu do sada nije detaljno ispitana, ova
istrazivanja su omogucila prvi uvid u geneticku strukturu populacije CMV satRNA u

Srbiji.
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6.1. Simptomi u polju zabeleZeni na biljkama paradajza

Ispoljavanje simptoma na biljkama paradajza varira u zavisnosti od toga koji je
virus ili njegov soj prouzrokovac oboljenja, od sorte ili hibrida paradajza, starosti biljke
u vreme infekcije, temperature u vreme ostvarene infekcije i u toku inkubacionog perioda,
kao i od prisustva drugih patogena. Tokom ovih istrazivanja nije se mogla uociti
povezanost izmedu tipa simptoma i virusa kad je virus detektovan u pojedinacnoj
infekciji. Takode, na vezu izmedu simptoma i detektovanog virusa nije uticao ni hibrid,
odnosno sorta paradajza. Na osnovu simptoma na paradajzu, mogucée je samo doneti
preliminarni zakljucak da se radi o virusnoj infekciji, ne 1 o tome koji virus je
prouzrokovac, §to ukazuje na to da simptomi nemaju dijagnosticki znacaj.

Prisustvo simptoma zabelezeno je kako na biljkama na otvorenom polju, tako i u
zaSti¢enom prostoru. Zarazene biljke ispoljavale su veoma raznovrsne simptome, koji su
uocavani na listu, stablu 1 plodu paradajza u svim stadijumima razvoja biljke. U svim
pregledanim usevima paradajza mogle su se uociti biljke sa simptomima koji su podsecali
na virusne infekcije. Broj simptomati¢nih biljaka varirao je od godine do godine i1 od
useva do useva. Cesto su virusni simptomi bili neupadljivi ili pripisani nekom drugom
uzroku (Nikolié i sar., 2012).

Izrazenost simptoma je znacajno zavisila od starosti biljke u vreme ostvarene
infekcije. Ukoliko su biljkebile zaraZene u ranim stadijumima razvoja, simptomi su bili
izrazeniji i ¢esto su se ogledali u promenama opSteg izgleda biljke, zaostajanju u porastu,
izostanku ili smanjenom cvetanju i zametanju plodova. Kod biljaka zaraZenih u kasnijim
fazama razvoja, simptomi su bili slabije izrazeni i najceSce su se ispoljavali u vidu blagog
mozaika ili Sarenila na liS¢u, dok prinos, kvalitet 1 trZziSna vrednost plodova nije bila
ugrozena, kao §to je i ranije uo€eno (Krsti¢, 2015b).

U toku svih godina ispitivanja, zarazene biljke su ispoljavale uobicajene, ali
veoma varijabilne simptome karakteristi¢ne za virusne zaraze. Simptomi uoceni na lis¢u
paradajza najcesce su se ogledali u razli¢itim hromatskim promenama (mozaik, hloroza,
proSaravanje), morfoloSkim promenama liS¢a (razli¢iti vidovi deformacije tipa
klobucavosti, naboranosti, nitavosti) i promenama odumiranja pojedinih delova lista ili
celog lista koji su praceni pojavom nekroti¢nih pega ili nekroze cele liske ili delova biljke.

U toku 2011. godine na zaraZzenim biljkama ispoljavali su se izrazeniji simptomi u odnosu
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na ostale godine ispitivanja i uglavnom su se ispoljavali na lis¢u, ali ¢esto i na malom
broju formiranih i nedovoljno razvijenim plodovima. Karakteristi¢ni simptomi na lis¢u u
2011. godini su bili mozaik, Sarenilo, bronzavost i zutilo, a veoma cesto se javljala i
deformacija lis¢a u vidu nitavosti (vrbolikosti). Na plodovima se javljala kako spoljasnja,
tako 1 unutrasnja nekroza. U mnogim usevima, najkarakteristi¢niji simptom je bio
izrazena zakrzljalost biljaka. Pojavu raznolikih simptoma virusnih oboljenja na biljkama
paradajza beleze mnogi autori (Krsti¢ i Bulajié, 2007; Jones et al., 2014; Sutié, 1995;
Koike et al., 2007; Davis et al., 2012; Krstié¢, 2015b).

Ovakve simptome nije bilo moguce povezati sa nekim od virusa prouzrokovaca,
jer simptomi tipa mozaika ili proSaravanja mogu biti povezani sa infekcijom CMV, PVY,
AMV, TMV ili ToMV (gutic', 1995; Koike et al., 2007; Jones et al., 2014; Krstié,
2015b), dok pojavu nekroti¢nih pega i nekroze dela biljke mogu izazvati TSWV i PVY
(Krsti¢ i Bulajié, 2007; Krstié¢, 2015b). Deformacije 1iS¢a i promene opSteg izgleda
biljke mogu se povezati sa zarazom CMV, TMV, ToMV, PVY ili TSWV (§utié, 1995;
Koike et al., 2007; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007; Jones et al., 2014; Krsti¢, 2015b).

Na plodovima su se Cesto javljali simptomi u vidu neravnomernog sazrevanja,
prstenastih pega i Sara, deformacija, pucanja, nekroze i prosaravanja, kao i prevremenog
opadanja. Pojava simptoma na plodovima imala je veoma veliki uticaj na prinos, kao i na
trziSnu vrednost ploda. Iz literature je poznato da veéi broj virusa koji se javlja na
paradajzu moZe prouzrokovati pojavu manje ili viSe izrazenih simptoma na plodovima
(gutié, 1995; Koike et al., 2007; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007; Jones et al., 2014; Krstic,
2015b).

U toku ovih istrazivanja uoceni su i simptomi 1 na stablu, najces¢e u vidu nekroze.
Ovakve simptome na stablu paradajza moze da prouzrokuje vise virusa, kao §to su CMV,
PVY, TSWV (Gallitelli et al., 1988; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007; Krsti¢, 2015b).

Pored prethodno opisanih simptoma, na dva lokaliteta u toku 2012. 1 2014. godine
uocena je pojava neobi¢no izrazenih simptoma sistemi¢ne nekroze, koja je najcesce
rezultirala brzim propadanjem zaraZenih biljaka. Osim simptoma nekroze na liS¢u,
nekroza se javila i na glavnom stablu i granama. Plodovi su bili izrazeno deformisani i
bez ikakve upotrebne vrednosti. Vecina biljaka u usevu ispoljavala je opisane simptome.
Uoceni simptomi su bili veoma sli¢ni onima koji su opisani prilikom razaraju¢ih

epidemija na paradajzu u Francuskoj, Mediteranskom basenu i Japanu koje su bile
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izazvane prisustvom nekrogenih satelitnih RNA u izolatima CMV (Kaper et al., 1976;
Gallitelli et al., 1988; Kosaka et al., 1989; Jorda et al., 1992). Tokom ovih istrazivanja,
u biljkama sa opisanim simptomima potvrdeno je prisustvo nekrogenih satRNA.

Pojava jako izrazenih simptoma Cesto se mogla dovesti u vezu sa meSanim
infekcijama u kojim su ucestvovali ili CMV ili PVY, ili oba virusa zajedno. Najizrazeniji
simptomi su bili 2011. godine kad su mesane infekcije dokazane u visokom procentu, pri
¢emu su mesane infekcije sa CMV i PVY bile najcesée. U Italiji je, takode, utvrdeno da
je visok procenat mesanih infekcija sa CMV i PVY povezan sa velikim ekonomskim
gubicima u usevima paradajza (Gallitelli et al., 1988). Jedan od razloga pojave veoma
izrazenih simptoma na zarazenim biljkama, moZe se pripisati sinergistickom efektu
izmedu CMV 1 PVY (Mascia et al., 2010).

Iako je u vecini simptomati¢nih biljaka dokazano prisustvo bar jednog od 10
testiranih virusa, u odredenom broju sakupljenih uzoraka nije dokazan ni jedan virus.
Tako je 2011. godine, prisustvo nekog od testiranih virusa dokazano u 97,2% sakupljenih
uzoraka, dok je u 2012. godini prisustvo virusa dokazano u znatno manjem broju
testiranih uzoraka (56,6%). Prema tome, u ove dve godine ispitivanja od 3220 ukupno
prikupljenih uzoraka, u 836 (24%) nije dokazano prisustvo ni jednog virusa na osnovu
seroloskih analiza. Uzorci su ispoljavali simptome, kao $to su: medunervalna hloroza,
zutilo, crvenilo 1 bronzavost lis¢a, nekroticne pege, izrazene deformacije, ljubicasti nervi,
nitavost li§¢a, zatim neravnomerno sazrevanja pladova i zaostajanje u porastu. Simptomi
na uzorcima u kojima nije dokazano prisustvo virusa verovatno je povezano sa drugim
uzrocima, kao $to su fizioloSki, poremecaji u ishrani biljke, fitotoksi¢nost ili starenje

biljke (Jacquemond et al., 2009; Jones et al., 2014).

6.2. Ucestalost oboljenja

Procena ucestalosti biljaka sa simptomima koji podsecaju na simptome izazvane
virusima obavljena je vizuelno, brojanjem biljaka sa simptomima i1 izraCunavanjem
procenta biljaka sa simptomima u odnosu na ukupan broj biljaka. Prose¢ana ucestalost
(incidenca) biljaka se menjala po godinama ispitivanja. U 2011. godini procenjena
ucestalost se kretala od 40 do 80%. U pojedinim usevima, ucestalost zarazenih biljaka je

bila izuzetno visoka. U 97,2% sakupljenih uzoraka biljaka sa simptomima dokazano je
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prisustvo bar jednog od testiranih virusa. I u 2012. godini, prosecna ucestalost biljaka sa
simptomima je bila visoka 1 kretala se od 30 do 50%, a u pojedinim usevima je bila 1
100%. Medutim, prisustvo bar jednog od virusa dokazano je u 56,6% testiranih uzoraka.
Prema tome, ucestalost oboljenja u ovoj godini bila je znatno niza od one koja je utvrdena
na osnovu ispoljenih simptoma. U toku 2013. godine prosec¢na ucestalost se kretala od 40
do 70%, a u pojedinim usevima dostizala je i 100%. Prisustvo bar jednog od ispitivanih
virusa dokazano je u 71,8% testiranih uzoraka. Tokom 2014. godine prosec¢na ucestalost
biljaka sa simptomima virusnih infekcija bila je od 10 do 30%. U tri okruga gajenja nije
dokazano prisustvo ni jednog od testiranih virusa. Ukupno posmatrano, u toku 2014.
godine prisustvo bar jednog od testiranih virusa dokazano je tek u 30,2% testiranih virusa.
Moze se zakljuciti da je 2014. godine zabelezena najniza ucestalost oboljenja u toku ovih
ispitivanja. Prose¢na ucestalost simptomati¢nih biljaka u toku 2015. godine kretala se od
30 do 80%, a u pojedina¢nim usevima i viSe. Prisustvo bar jednog od testiranih virusa
dokazano je 90,1% uzoraka, §to je najveca ucestalost virusnih infekcija u usevima
paradajza u Srbiji posle 2011. godine.

Prose¢na vrednost ucestalosti oboljenja za period od 2011. do 2015. godine se
menjala i kretala se od 10% (2014. godine) do 80% (2011.12015. godine). Ovakve razlike
u pojedinim godinama istrazivanja, pored dostupnih izvora inokuluma, odnosno zaraze i
razliCite efikasnosti prenoSenja pojedinih vektora, najverovatnije su posledica razli¢itih
meteorolosko-klimatoloskih uslova koji su karakterisali pojedine godine ispitivanja.
Ovakve promene u ucestalosti 1 zastupljnosti virusa su €esta pojava u razli¢itim usevima.
Takode, karakteristika virusa je da se javljaju u epidemijskim razmerama, koje se ¢esto u
nepravilnim vremenskim razmacima, na svake tri do Cetiri godine, kada mogu dovesti do

potpunog propadanja useva i 100% gubitaka (Pitrat, 2012).
6.3. Identifikacija virusa paradajza primenom DAS-ELISA testa

Identifikacija 1 utvrdivanje prisustva i1 rasprostranjenosti virusa paradajza na
razli¢itim lokalitetima gajenja u Srbiji izvedeno je primenom poliklonalnih antiseruma

specificnih za deset ekonomski najznacajnijih i karantinskih virusa paradajza (CMV,

AMYV, PepMV, TMV, ToMV, PVY, TSWV, PVX, TYLCV i ToRSV).
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Pracenjem pojave i rasprostranjenosti virusa paradajza u Srbiji, u periodu od 2011.
do 2015. godine, dokazano je prisustvo PVY, CMV, TSWV, AMV, TMV i ToMV.
Ucestalost detektovanih virusa se menjala po okruzima, lokalitetima i1 godinama
istrazivanja. Prisustvo PepMV, PVX, TYLCV i ToRSV nije detektovano, kao $to je
navedeno u istrazivanjima Nikoli¢ i sar. (2013) i Nikoli¢ et al. (2018).

Generalno posmatrano, u toku pet godina ispitivanja zabeleZen je veoma visok,
preko 70%, procenat biljaka sa virusnim simptomima u kojima je dokazano prisustvo bar
jednog od ispitivanih virusa. Incidenca virusa se znac¢ajno menjala u toku istrazivanja, od
oko 30% 2014. godine, kada su uoceni simptomi bili mnogo blazi, do preko 90% prve i
poslednje godine ispitivanja, kada su zabelezeni i veoma izraZeni simptomi na biljkama.
U ostalim ispitivanim godinama, 2012. i 2013. incidenca je bila preko 50, odnosno 70%,
Sto je bilo pra¢eno umereno do izrazenim simptomima na biljkama.

Pojava, rasprostranjenost i relativna zastupljenost, za svih Sest detektovanih
virusa, znacajno je varirala, a zavisila je od godine ispitivanja, okruga, lokaliteta, kao i
tipa infekcije.

Istrazivanja sprovedena 2011. godine dokazuju dominantno prisustvo CMV u
usevima paradajza. CMV je dokazan u 61,7% testiranih uzoraka, $to je bio najveci
procenat njegove zastupljenosti tokom petogodiSnjeg ispitivanja. NajniZi procenat
zastupljenosti CMV zabelezZen je tokom 2014. godine, tokom koje je ucestalost pojave
virusa bila veoma niska 1 kada je bio zastupljen u samo jednom od ispitivanih okruga sa
1,5%. Tokom ostalih godina ispitivanja, CMV je zauzimao znac¢ajno mesto po ucestalosti,
pa je 2015. ponovo bio najzastupljeniji virus sa incidencom od skoro 40%, 2012. drugi,
kad je dokazan u neznatno manjem procentu uzoraka u odnosu na najfrekventniji PVY, a
2013. je bio treci po zastupljenosti posle PVY 1 ToMV. Epidemijske zaraze koje ostvaruje
CMV potvrdene su krajem proslog veka na paradajzu i mnogim gajenim kulturama u
svetu (Palukaitis et al., 1992). U Srbiji je CMV jedan od najces¢ih virusa na zna¢ajnom
broju povrtarskh biljaka, a njegovo stalno prisustvo uoceno je u usevima duvana
(Stankovi¢ et al., 2011a), razlic¢itih vrsta tikava (Vucurovic et al., 2012), kao 1 na paprici
(Petrovié et al., 2010). PVY je tokom celog perioda istraZivanja zauzimao visok procenat
zaraza koje su se kretale od 25,8 do 46,8% 1 bio najzastupljeniji virus tokom 2012. 2013.
12014. godine $to je navedeno u istrazivanjima Nikoli¢ i sar. (2013), gde je oznacen kao

jedan od najznacajnijih virusa paradajza u Srbiji. Medutim, 1 kada je bio drugi (2011.
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godine), odnosno tre¢i po zastupljenosti (2015. godine), njegovo prisustvo detektovano
je u gotovo polovini, odnosno trecini testiranih uzoraka. TSWV nije zabelezen u ve¢em
procentu 2011., 2012., 2013. 1 2014. godine, a njegova zastupljenost je 2015. godine bila
31,3%, kada je bio drugi po zastupljenosti. Ova €injenica potvrduje navode Krsti¢ i sar.
(2005b) gde se TSWYV svrstava u grupu virusa €iji znacaj ponovo raste. S obzirom da
TSWYV ima razli¢itu epidemiologiju u odnosu na ostale viruse prisutne na paradajzu kod
nas, a takode ga odlikuje veoma Sirok krug domacéina koji ukljucuje mnoge povrtarske,
ali 1 ukrasne biljke, posebnu paznju treba obratiti na kontrolu i sprecavanje Sirenja ovog
virusa na paradajzu. Veliku opasnost za proizvodnju paradajza kod nas predstavlja praksa
gajenja razlic¢itih domacina TSWV bez prostorne izolacije, kao i gajenje u zasticenom
prostoru, koji pogoduje razvoju tripsa-vektora ovog virusa i gde se mere suzbijanja teze
sprovode, narocito posle prenamnozenja insekta. Da opasnost od TSWV za proizvodnju
paradajza nije mala, potvrduju i ova istrazivanja jer je na pojedinim lokalitetima prisustvo
ovog virusa dokazano u svim testiranim uzorcima. Na lokalitetu Kupusina 2011. godine
1 Veliko Vojlovce 2015. godine simptomi su bili veoma izraZeni, a Stete od ovog virusa
skoro potpune. Procentualna zastupljenost AMV se kretala od 1,5% u 2014. godini do
17,2% tokom 2011. godine. AMV nije detektovan u ispitivanim uzorcima 2015. godine
Sto potvrduje raniji status manje zastupljenog virusa paradajza (Nikoli¢ i sar., 2013;
Nikoli¢ et al., 2018). Zastupljenost TMV se kretala od 0,6% tokom 2012. godine do 18%
zabelezenih u 2015. godini, dok 2014. godine nije detektovan. ToMV je bio drugi po
zastupljenosti 2013. godine kada je detektovan u 38,1% uzoraka. Najmanja zastupljenost
ovog virusa zabelezena je 2012. godine kada je bio zastupljen sa 1,4% ispitanih uzoraka.
Prisustvo ToMV nije zabelezeno 2011. i 2014. godine. Ranija istrazivanja prisustva i
rasprostranjenosti virusa paradajza u Srbiji (Mijatovi¢ et al., 2000), pokazala su da su
ova dva virusa, zajedno sa PVY bila najprevalentnija. Smanjenje incidence TMV 1 ToMV
zabelezeno u ovim istrazivanjima, u odnosu na istrazivanja sprovedena 2000. godine
ukazuje na uspeSnu promenu proizvodacke prakse, gde se proizvodnja zapocinje
kvalitetnim semenom 1 rasadom, za razliku od perioda kada se proivodnja pocinjala
sopstvenim semenom, ostavljenim ih prethodne vegetacije. Takvo seme je najc¢esce bilo
izvor inokuluma za ove viruse. Prisustvo najmanje jednog od ova dva virusa tokom pet
godina istrazivanja ide u prilog tvrdnji da su TMV i ToMV rasprostranjeni Sirom sveta i

da prouzrokuju jake zaraze na mnogim komercijalnim usevima (Cui et al., 2004).
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U najvecem procentu virusi su ostvarivali pojedinacne zaraze koje su se kretale
od 27,2% tokom 2014. godine do 60,7% u 2015. godini. Ukupan procenat pojedina¢nih
zaraza tokom istrazivanja iznosio je 46,8%, dok su meSane infekcije detektovane u
znacajno nizem procentu (26,8%). Takode, treba istaci da su mesane infekcije u godinama
sa veoma visokom incidencom virusa i izraZenim simptomima, kao Sto su bile 2011. i
2015., detektovane u osetno ve¢em broju uzoraka. U takvim godinama, narocito je rastao
broj dvostrukih infekcija sa CMV i PVY, pored pojedinacnih infekcija, Sto ukazuje na
presudan uticaj ova dva virusa na ispoljavanje simptoma i znacajne gubitke u prinosu.
Progresija u intenzitetu simptoma moze biti objasnjena ranije opisanim sinergistickim
efektom izmedu ova dva virusa (Mascia et al., 2010). Od meSanih infekcija u toku svih
pet godina ispitivanja najznacajnije su bile dvostruke infekcije od kojih je najzastupljenija
bila infekcija koju ¢ine PVY i CMYV, koja je bila prisutna u 12,7% ispitanih uzoraka.
Prirodna meSana infekcija sa ova dva virusa, pra¢ena izuzetnim gubicima u prinosu
zabeleZena je 1 u Italiji (Gallitelli et al., 1988). Dvostruke infekcije Cinile su 22,3%
ukupnih infekcija tokom petogodiSnjeg perioda. Trostruke 1 Cetvorostruke infekcije su
bile zastupljene sa 4,5% ukupnih uzoraka 1 njithovo pojava je bila sporadi¢na.

Jedini virusi koji su detektovani u svih pet godina istrazivanja i u pojedinac¢nim 1
u meSanim infekcijama bili su CMV 1 PVY. Ova dva virusa smatraju se Siroko
rasprostranjenim na paradajzu u Evropi (Parrella and Crescenzi, 2005; Horvath et al.,
2007; Soler et al., 2010).

Prisustvo ni jednog od testiranih virusa nije dokazano u oko Cetvrtini testiranih
uzoraka iako su ispoljavali simptome koji su podsecali na virusne infekcije. Ovakvi
rezultati ukazuju da je uzrocnik pojave takvih simptoma najverovatnije neki dugi faktor
biotske ili verovatnije abiotske prirode, koji je pre svega vezan sa poremecajem nekih

al., 2009; Jones et al., 2014).

6.4. Rasprostranjenost virusa

Tokom 2011. godine kada je CMV bio prevalentan virus, njegovo prisustvo je

dokazano u pojedinacnim i/ili meSanim infekcijama u 80% pregledanih distrikta, dok je

PVY, kao drugi po zastupljenosti, dokazan u polovini pregledanih distrikta. Naredne,

122



2012. godine istrazivanja bila je sli¢na situacija, s tim Sto je prevalentan bio PVY, a
njegovo prisustvo je dokazano u vise od 80% pregledanih distrikta, dok je zastupljenost
CMYV detektovana u vise od 50% pregledanih distrikta. Tokom 2013. godine situacija je
bila donekle razli¢ita u odnosu na prethodne dve godine, jer iako je PVY bio najcesce
detektovan najrasprostranjeniji je bio ToMV, ¢ije je prisustvo detektovano u preko 86%
testiranih distrikta. Drugi po rasprostranjenosti bio je PVY koji je takode detektovan u
velikom broju distrikta, ¢ak 80%. Cetvrta godina istraZivanja (2014. godina) karakterisala
se relativno niskom incidencom virusa u usevu paradajza, a prevalentan je bio PVY, koji
je detektovan u polovini testiranih distrikta, $to je znac¢ajno manje nego u prethodnim
godinama. Ostala 3 virusa su detektovana samo u po jednom distriktu (12,5%).
Karakteristi¢no za 2014. godinu u odnosu na ostale je da ¢ak u skoro 40% pregledanih
distrikta nije dokazano prisustvo nijednog od testiranih virusa. Tokom 2015. godine virusi
su dokazani u veoma velikom broju testiranih uzoraka, a najucestaliji su bili CMV 1
TSWV. Medutim, najrasprostranjeniji je bio PVY dokazan u 75% distrikta, koji je bio tek
tre¢i po ucestalosti. Drugi po rasprostranjenosti je bio TMV, cCetvrti najucestaliji virus,
dokazan u preko 60% testiranih distrikta. Za razliku od 2014., tokom 2015. samo u
jednom distriktu nije dokazano prisustva bar jednog virusa. U ve¢ini distrikta je dokazano
prisustvo bar tri virusa, a u jednom 1 svih pet koji su dokazani te godine.

Generalno posmatrano za svih pet godina ispitivanja, pregledano je ukupno 57
okruga, a PVY 1 CMYV su bili najrasprostranjeniji virusi. Prisustvo PVY je dokazano u
viSe od 70%, a CMV u 50% testiranih okruga. Ovakvi rezultati ne iznenaduju, jer su
upravo PVY 1 CMV najces¢i virusi na paradajzu u Evropi (Parrella and Crescenzi,
2005; Horvath et al., 2007; Soler et al., 2010). Oba virusa odlikuje Sirok krug domacina,
kao 1 neperzistentno prenosenje velikim brojem vrsta vasi. Zna¢jna razlika je u tome $to
je krug domacina PVY uglavnom ogranicen na predstavnike familije Solanaceae, dok je
krug domac¢ina CMV veoma §irok 1 obuhvata predstavnike velikog broja biljnih familija
(Blancard, 2012). Takode, vazno je ista¢i da je CMV veoma Cest i rasprostranjen virus u
Srbiji na duvanu (Stankovi¢ et al., 2011a), razli¢itim vrstama tikava (Vucurovi¢ et al.,
2012), paprici (Petrovi¢ et al., 2010), ali na brojnim drugim domacinima koji mogu da
posluze kao rezervoar infekcije, Sto je verovatno doprinelo, visokoj ucestalosti i

zastupljenosti CMV na paradajzu u Srbiji.
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U toku ovih israzivanja nisu uocene znacajne razlika u distribuciji virusa izmedu
razliitih distrikta, najverovatnije zbog tradicionalnog nacina gajenja paradajza u Srbiji,
gde gazdinstva nisu specijalizovana, ve¢ uglavnom manja i heterogena, na kojima se
pored paradajza gaji bar jos nekoliko kultura. Ovakav nacin proizvodnje omogucéava da
Sirom zemlje imamo stalni izvor inokuluma virusa, ali i njihovih vektora, zbog Cega se
virusi na paradajzu javljaju manje ili viSe uniformno po celoj teritoriji Srbije gdje se
paradajz gaji.

Istrazivanja sprovedena u toku ove doktorske disertacije pokazala su da se CMV
1 PVY redovno srecu u usevima paradajza u Srbiji. Prisustvo ostala Cetiri virusa dokazano
je u znacajno manjem broju uzoraka u poredenju sa CMV 1 PVY. Dobijene rezultate
potrebno je iskoristiti u cilju kontrole virusa u paradajzu koju treba pre svega usmeriti na
kontrolu ova dva virusa. S obzirom da se oba najzastupljenija i najprevalentnija virusa
prenose na neprezistentan nacin biljnim vasima, buduca ispitivanja je neophodno usmeriti
na utvrdivanje uloge vasi kao vektora ovih virusa, kao i na efikasnost pojedinih vrsta u

prenosenju ovih, ali 1 drugih virusa paradajza koji prenose na ovaj nacin.

6.5. Prenosenje TMV, ToMV, AMV i PepMV semenom paradajza

Utvrdivanje prisustva virusa u semenu komericijalno dostupnih sorti i hibrida
paradajza, sprovedeno u ovim istraZzivanjima, pokazalo je da su svi testirani uzorci bili
negativni na Cetiri virusa koji se prenose semenom, ToMV, TMV, AMV i PepMV. Ranija
ispitivanja Mijatovi¢ et al. (2000) su pokazala visoku zastupljenost ToOMV u usevu
paradajza u Srbiji, dok su seroloSka ispitivanja sprovedena u toku ovog rada pokazala
smanjenje ucestalosti pojave ToMV, osim u 2013-0j godini kada je detektovan u velikom
broju testiranih uzoraka. Promena prakse kori§¢enja sopstvenog semena za proizvodnju
rasada paradajza 1 prelazak na koriS¢enje komercijalno dostupnog semena je
najverovatnije razlog manje zastupljenosti, nekada ucestalih, ToMV i TMV. Rezultatima
dobijenim u okviru ovih istrazivanja je potvrden znacaj upotrebe kvalitetnog 1 zdravog
semena, poznatog porekla u kontroli virusa paradajza koji se prenose semenom na $ta je

posebno ukazao Soler et al. (2010).
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6.6. Molekularne analize

Molekularne analize Sest virusa: CMV, PVY, TSWV, AMV, TMV i1 ToMV
prisutnih u usevu paradajza u Srbiji, kao i CMV satRNA primenom reverzne transkripcije
pracene lanCanom reakcijom polimeraze (RT-PCR) obavljene su u cilju unapredenja
metoda detekcije virusa paradajza u nasoj zemlji, ali 1 kao preduslov za dalju

identifikaciju i karaktrizaciju izolata virusa paradajza prisutnih u Srbiji.

6.6.1. Molekularne analize CMV

Primenom para prajmera CMVCPfwd i CMVCPrev koji umnozavaju celi CP gen,
kao 1 delove 5’ 1 3> UTR, doslo je do amplifikacije fragmenta ocekivane veli¢ine od 871
bp kod svih ispitivanih izolata poreklom iz paradajza iz Srbije. Primenjeni prajmeri su se
pokazali veoma uspesSnim za detekciju veoma varijabilnih izolata CMV, §to omogucava
brzu 1 pouzdanu detekciju ovog virusa, a time doprinosi 1 uspe$noj kontroli. Prajmeri
CMVCPfwd 1 CMVCPrev dizajnirani od strane (Milojevi¢ et al., 2012) pokazali su se
veoma uspesSnim za detekciju CMV 1 rutinski se koriste u laboratorijama za detekciju
ovog virusa (Milojevi¢ et al., 2013; MiloSevi¢ et al., 2015b).

Geneticka sli¢nost odbranih izolata CMV poreklom iz paradajza iz Srbije, ispitana
je visSestrukim uparivanjem 1 proracunom genetiCke slicnosti poredenjem sekvence CP
gena odabranih izolata sa sekvencama drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka.
BLAST analiza deset sekvenci CMV dobijenih u ovim istrazivanjima pokazala je 96 do
100% sli¢nosti i1zolata iz Srbije sa izolatima CMV iz drugih delova sveta, ¢ime je
potvrdena pripadnost izolata iz Srbije ovom virusu. Visestruko uparivanje i proracun
nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti odabranih sekvenci sa sekvencama koje su
pokazale najvisi stepen slicnosti u BLAST analizi ukazalo je da odabrane sekvence
pokazuju od 97,9% do 100% nt, odnosno od 96,7% do 100% aa sli¢nosti sa sekvencama
CMV iz drugih delova sveta. Odabrani izolati poreklom iz Srbije iz paradajza pokazuju
izvestan stepen diverziteta sekvence CP gena, pri ¢emu se njihova medusobna sli¢nost
kretala od 76,3 do 100% na nukleotidnom, odnosno od 81,3% do 100%, na

aminokiselinskom nivou, $to je ukazalo na postojanje dve grupe izolata CMV na

125



paradajzu u Srbiji, jer stepen nukleotidne sli¢nosti manji od 88% ukazuje na varijabilnost
prirodne populacije CMV (Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003; Yu et al., 2005).

Filogenetskom analizom i rekonstrukcijom filogenetskog stabla utvrdeno je
grupisanje izolata CMV poreklom iz paradajza iz Srbije u dve podgrupe na osnovu
sekvenci CP gena. CP gen predstavlja visokokonzervativni deo genoma (Jacquemond,
2012) i kao takav se smatra informativnim za identifikaciju i karakterizaciju (Moury et
al., 2004). Pripadnost izolata odredenoj podgrupi CMV do nedavno je odredivana na
osnovu sekvenci CP gena koji predstavlja visoko konzervativan region i kodira strukturni
protein (Roossinck, 2002; Jacquemond, 2012) zbog ¢ega se smatra najinformativnijim
regionom za identifikaciju i karakterizaciju ovog virusa (Moury et al., 2004). Podela
izolata CMV iz Srbije u dve podgrupe, potvrdila je prethodno uocene razlike u
nukleotidnoj sli¢nosti ispitivanih izolata CMV iz Srbije. Vecina izolata iz Srbije svrstala
se u okviru podgrupe IA, koja se smatra najve¢om podgrupom i u koju je svrstana vec¢ina
poznatih izolata ovog virusa (Bonnet et al., 2005). Ostali izolati iz Srbije svrstali su se u
podgrupu II, za koju se smatra da se u njoj nalaze izolati koji izazivaju pojavu blazih
simptoma na gajenim biljkama, i1 da se zbog toga teze uo€avaju i detektuju, zbog cega im
je 1 brojnost znatno niZa u odnosu na izolate podgrupe I (Xu et al., 1999; Tian et al.,
2009). Podela izolata iz Srbije u dve podgrupe u skladu je sa prethodnim istraZzivanjima
geneticke strukture prirodne populacije CMV u Srbiji (Milojevié, 2016). Populacija
CMV na paradajzu u Srbiji pokzala se varijabilnijom u odnosu na populaciju ovog virusa
na tikvama, gde se javljaju samo izolati IA podgrupe (Vucurovi¢, 2013).

U poslednje vreme, kao jedan od najceS¢ih izvora varijabilnosti u okviru
populacije CMV javlja se pojava rekombinacija i pseudorekombinacija (Garcia-Arenal
et al., 2001; Lin et al., 2003; Tamarzizt et al., 2013; Kim et al., 2014; Nouri et al.,
2014; Milojevi¢, 2016), Sto ukazuju na potrebu detaljnijeg ispitivanja veceg broja izolata
CMYV iz paradajza i sekvenciranja celog genoma, kako bi se detaljno opisala populacija
ovog veoma znacajnog virusa na paradajzu u Srbiji u cilju pronalazenja efikasnih mera

kontrole.
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6.6.2. Molekularne analize PVY

Primenom para prajmera PVYc i PVYd koji omogucavaju umnozavanje
fragmenata 5 UTR i P1 gena doslo je do amplifikacije fragmenta o¢ekivane veli¢ine (975
bp) kod svih ispitivanih izolata poreklom iz paradajza iz Srbije. Univerzalni prajmeri
PVYc/PVYd omogucavaju detekciju svih do sada poznatih izolata PVY,
nerekombinantnih i rekombinantnih. Unutar ovog regiona zabelezena je velika
varijabilnost izmedu razli¢itih izolata PVY, i upravo degenerativnost PVYd prajmera
omogucava prepoznavanje svih do sada testiranih PVY izolata (Marie-Jeanne Tordo et
al., 1995). Tako je, Glais et al. (2002) primenom ovih prajmera detektovao 18 izolata
razliCitih sojeva. I rezultati ovih istrazivanja pokazali su da su odabrani prajmeri pogodni
za uspes$nu detekciju izolata PVY poreklom iz paradajza iz Srbije, §to ¢e poboljsati
dijagnozu oboljenja koja ovaj virus izaziva, a time i mogucénost brzog i pouzdanog
rutinskog testiranja. Osim toga, ovaj region, zajedno sa CP genom, je jedan od najcesce
koris¢enih delova genoma radi dalje identifikacije 1 karakterizacije izolata ovog virusa
(Moury et al., 2002; Glais et al., 2002, 2005; Fanigliulo et al., 2005; Lorenzen et al.,
2006; Ogawa et al., 2008, 2012). Kako populacija PVY poreklom iz paradajza iz Srbije
do sada nije ispitivana, dalja molekularna ispitivanja obuhvatila su sekvenciranje,
proracun geneticke sli¢nosti 1 filogenetske analize. Geneticka slicnost odbranih izolata
PVY poreklom iz paradajza iz Srbije, ispitana je viSestrukim uparivanjem 1 proracunom
geneticke slicnosti poredenjem sekvence P1 gena odabranih izolata sa sekvencama drugih
izolata dostupnih u GenBank bazi podataka. BLAST analiza devet sekvenci PVY
dobijenih u ovim istrazivanjima pokazala je 98 do 100% sli¢nosti izolata iz Srbije sa
izolatima PVY iz drugih delova sveta. Visestruko uparivanje i prora¢un nukleotidne i
aminokiselinske sli¢nosti odabranih sekvenci sa sekvencama koje su pokazale najvisi
stepen sli¢nosti u BLAST analizi ukazalo je da odabrane sekvence pokazuju od 99,4% do
100% nt, odnosno od 99,6% do 100% aa sli¢nosti sa sekvencama PVY iz drugih delova
sveta. Odabrani i1zolati poreklom iz Srbije iz paradajza pokazuju i medusobno izuzetno
visok stepen homologije dela sekvence P1 gena, pri ¢emu se njihova medusobna slicnost
kretala od 99% do 99,9% na nukleotidnom, odnosno od 99,1% do 100% na
aminokiselinskom nivou. Imajuéi u vidu da je deo koji sadrzi sekvence 5° UTR i gena za

P1 protein, najvarijabilniji deo genoma PVY 1 da se nukleotidna sli¢nost sekvenci
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razlicitih sojeva u 5’ UTR kre¢e od 66 do 100%, odnosno 70—100% (77% aa slicnosti) u
delu gena za P1 protein (Shukla et al., 1991; Thole et al., 1993; Marie-Jeanne Tordo
et al., 1995) moze se rec¢i da na osnovu visokog stepena sli¢nosti svi ispitivani izolati
PVY poreklom iz paradajza pripadaju istom soju. Filogenetskom analizom i
rekonstrukcijom stabla utvrdeno je grupisanje izolata u tri klastera koja odgovaraju ranije
opisanim sojevima ovog virusa: nekroti¢ni, obicni i crtiasti (Moury et al., 2002; Glais
et al., 2002, 2005; Fanigliulo et al., 2005; Lorenzen et al., 2006; Ogawa et al., 2008,
2012). Osim toga, u okviru klastera nekroti¢nih sojeva doslo je do jasnog izdvajanja,
podrzanog visokim “bootstrap” vrednostima, dva subklastera na osnovu geografskog
porekla izolata: nekroti¢ni izolati poreklom iz Evrope i nekroti¢ni izolati poreklom iz
Severne Amerike. Svi ispitivani izolati PVY poreklom iz paradajza grupisali su se u
subklaster nekroti¢nih izolata poreklom iz Evrope, kao i prethodno okarakterisani PVY
izolati iz Srbije poreklom iz duvana (Stankovi¢ et al., 2011) i paprike (MiloSevi¢, 2013).
PVY je jedan od najvarijabilnijih biljnih virusa i od njegovog otkri¢a 30-ih godina XX
veka opisan je veci broj grupa sojeva na osnovu reakcije indikator biljaka, njihovih
seroloskih osobina 1 strukture genoma. Na osnovu reakcije 1 simptoma koji se javljaju na
sortama krompira nosiocima razli¢itith gena otpornosti i duvana, izolati PVY se mogu
razvrstati u pet grupa (Singh et al., 2008; Gray et al., 2010), ali su obi¢ni (PVY?),
nekroti¢ni (PVYY) i crticasti (PVY®) sojevi detaljno okarakterisani. Obi¢ni soj izaziva
pojavu hipersenzitivne reakcije na sortama krompira nosiocima Ny gena otpornosti i
mozaik na duvanu, grupa crti¢astih sojeva izaziva hipersenzitivne reakcije na sortama
krompira nosiocima Nc gena otpornosti 1 mozaik na duvanu, dok nekroti¢ni sojevi
izazivaju blagi mozaik na krompiru i nekrozu nerava duvana. Izolati koji su bili u stanju
da prevazidu otpornost na nekim sortama krompira sa genima otpornosti svrstani su u
sojeve PVY? (Jones, 1990) i PVY® (Kerlan et al., 1999). Molekularnim metodama
omoguceno je izdvajanje podgrupa u okviru osnovnih grupa sojeva, ali 1 otkri¢a novih
sojeva, kao §to su PVYN™N § PVYN-Wi (Wilga) koji izazivaju pojavu nekroze nerava na
duvanu sli¢no nekroticnim sojevima, ali 1 prstenastu nekrozu krtola krompira ili su
seroloski sli¢ni obicnom soju (Beczner et al., 1984; Chrzanowska, 1991). Kasnije je
utvrdeno da su ovi sojevi nastali rekombinacijom i da njihov genom predstavlja mozaik

YNTN

izgraden iz delova genoma izolata obi¢nog i nekroti¢nog soja. PV sojevi imaju 3-4

mesta rekombinacije, a PVYN-Wi 1-2 mesta rekombinacije sa razli¢itim brojem mesta
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rekombinacije pri cemu se rekombinacije deSavaju u regionu HC-Pro/P3, VPg/NIa, P1 i
C kraju CP gena (Glais et al., 2002; Nie et al., 2004; Lorenzen et al., 2006; Schubert
et al., 2007). Medutim, novija istrazivanja ukazala su na postojanje rekombinacija ne
samo izmedu sojeva ve¢ i razlicitih filogenetskih grupa u okviru istog soja, ali i izmedu
samih rekombinanata (Chikh Ali et al., 2010; Kerlan et al., 2011). Zbog toga, dalja
ispitivanja izolata PVY iz paradajza, ali i iz drugih biljaka domacina, treba usmeriti na
sekvenciranje celog genoma kako bi smo dobili jasniju sliku o varijabilnosti i sastavu
populacije ovog virusa u nasoj zemlji, ali i uvid u osnovne izvore zaraze odakle se virus

Siri na osetljive useve.

6.6.3. Molekularne analize TSWV

Primenom para prajmera TSWVCP-f 1 TSWVCP-r koji omogucavaju
umnozavanje fragmenata N gena doslo je do amplifikacije fragmenta ocekivane veli¢ine
(738 bp) kod svih ispitivanih izolata poreklom iz paradajza iz Srbije. Za detekciju,
identifikaciju 1 karakterizaciju ovog virusa postoji veci broj modifikacija molekularnih
tehnika zasnovanih na PCR ili hibridizaciji nukleinskih kiselina koje podrazumevaju
primenu prajmera specifi¢nih za razlicite segmente sve tri genomne RNA (L, M1 S RNA)
il medugenske regione M 1 S RNA. Protokol za RT-PCR detekciju TSWYV koriS¢enjem
prajmera koji omogucéavaju umnoZzavanje dela RdRp gena kao visoko konzervativnog
regiona 1 koji se preporucuju u dijagostic¢kim protokolima, razvili su Mumford et al.
(1994), a zatim poboljSali Mumford et al. (1996). Weekes et al. (1996a) su razvili
kombinaciju ,,immunocapture* RT-PCR, a Weekes et al. (1996b) metode za dijagnozu
TSWV 1 INSV, primenom prajmera specificnih za L ili S RNA, u pojedinacnim
reakcijama ili u viSestrukim reakcionim meSavinama dobijaju¢i amplikone
karakteristi¢ne za odredeni virus. Koriste se i univerzalni prajmeri na razlicite delove S
RNA koji omogucavaju detekciju svih vrsta u okviru Tospovirus roda (Weekes et al.,
1996b). Zbog vece osetljivosti u odnosu na ELISA, RT-PCR je pogodna metoda za
detekciju TSWV u biljkama u kojima se nalazi u veoma niskoj koncentraciji (Krstié¢ i
sar., 2008). Rezultati ovih istrazivanja pokazali su da su odabrani prajmeri pogodni za
uspesnu detekciju izolata TSWV poreklom iz paradajza iz Srbije, Sto ¢e poboljsati

dijagnozu oboljenja koja ovaj virus izaziva, a time i moguc¢nost brzog i pouzdanog
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rutinskog testiranja. Osim toga, primena ovih prajmera je pogodna i za dalja ispitivanja
geneticke strukture populacije TSWV 1 sagledavanje diverziteta ovog virusa u nasoj
zemlji (Stankovi¢ et al., 2011a; Vucurovié et al., 2012).

Kako populacija TSWV poreklom iz paradajza iz Srbije do sada nije ispitivana na
molekularnom nivou, nije poznata geneticka struktura, kao ni variranje izolata u odnosu
na izolate TSWV poreklom iz drugih domacina iz Srbije, ali i u odnosu na izolate
poreklom iz Evrope i drugih delova sveta, molekularna ispitivanja, osim detekcije, bila
su usmerena i na njihovu identifikaciju i karakterizaciju. Geneticka sli¢nost odbranih
izolata TSWV poreklom iz paradajza iz Srbije, ispitana je viSestrukim uparivanjem i
proracunom geneti¢ke sli¢nosti poredenjem sekvence N gena odabranih izolata sa
sekvencama drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka. BLAST analiza osam
sekvenci TSWV dobijenih u ovim istrazivanjima pokazala je 97% do 100% sli¢nosti
izolata iz Srbije sa izolatima TSWYV iz drugih delova sveta. ViSestruko uparivanje i
proracun nukleotidne i aminokiselinske slicnosti odabranih sekvenci sa sekvencama koje
su pokazale najvisi stepen sli¢nosti u BLAST analizi ukazalo je da odabrane sekvence
pokazuju od 99,5% do 100% nt, odnosno od 98,6% do 100% aa sli¢nosti sa sekvencama
iz drugih delova sveta. Na osnovu visokog stepena homologije sekvenci ispitivanih
izolata, a poStuju¢i medunarodno usaglaSeno pravilo da se neki izolat moZe izdvojiti u
posebnu vrstu virusa ukoliko njegova aminokiselinska sekvenca N proteina u poredenju
sa drugim Tospovirus-ima pokazuje manje od 90% homologije (Goldbach and Kuo,
1996), potvrdeno je da odabrani izolati iz paradajza pripadaju virusu bronzavosti
paradajza.

Na osnovu sekvenci N gena, odabrani izolati poreklom i1z Srbije iz paradajza
pokazuju izuzetno visok stepen homologije, pri ¢emu se njihova medusobna slicnost
kretala od 98,8% do 100% na nukleotidnom, odnosno od 98,2% do 100% na
aminokiselinskom nivou. Visok stepen nukleotidne sli¢nosti N gena utvrden je kod
izolata TSWYV poreklom iz razliCitih delova sveta (de Avila et al., 1993; Pappu et al.,
1998). Osim toga, Tsompana et al. (2005) su ispitujuci populacije TSWV na osnovu
analize veéeg broja izolata ovog virusa razli¢itog geografskog porekla utvrdili da je, u
vecini slucajeva, diverzitet nukleotidnih sekvenci izolata jako nizak, dok su vrednosti

parametara koji odreduju diverzitet haplotipa visoke.
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I pored visokog stepena nukleotidne sli¢nosti izolata TSWV na osnovu N gena,
filogenetska prouCavanja su pokazala da je ovaj deo genoma dovoljno varijabilan 1
informativan, jer u rekonstruisanim filogenetskim stablima dolazi do grupisanja i
izdvajanja izolata u odvojene klastere na osnovu njihovog geografskog porekla (Pappu
et al., 1998; Tsompana et al., 2005; Dietzgen et al., 2005; Persley et al., 2006;
Sivparsad and Gubba, 2008; Tentchev et al., 2011). Izolati TSWV poreklom iz
paradajza iz Srbije nalaze se u klasteru koji ¢ini vec¢ina izolata iz Evrope (Bugarska,
Srbija, Crna Gora, Nemacka, Ceska, Holandija), ali u dve odvojene geografske
subpopoulacije. Tri ispitivana izolata (45-12, 174p-15 1 180p-15) grupisala su se u okviru
podgrupe 1 zajedno sa ostalim izolatima iz Srbije, Crne Gore 1 Bugarske, dok se preostalih
pet izolata (533-2-11, 646-11, 792-11, 552-12 i 555-12) grupise u blisku, ali odvojenu
subpopulaciju u okviru evropskog klastera (podgrupa 2). Ovakvo grupisanje srpskih
izolata poreklom iz paradajza u dve geografske subpopulacije posledica je dvostruke
introdukcije ovog virusa u nasu zemlju i paralelne evolucije dve razlicite grupe sekvenci
u okviru prirodne populacije TSWV. Osim toga, na osnovu rezultata dobijenih
filogenetskim analizama moze se zakljuciti da je populacija TSWV definisana uglavnom
na osnovu geografskom porekla, uz izvesna odstupanja kao Sto su grupisanje dva izolata
iz Severne Karoline i dva izolata iz JuZzne Afrike u Evropski klaster ili grupisanje izolata
iz Ttalije i Spanije u Severno-Americki klaster. Ovakva odstupanja mogu se objasniti
intenzivnom razmenom zarazenog biljnog materijala koja omogucava ,,gen flow* iz jedne
drzave u drugu ili sa jednog kontinenta na drugi kontinent (Tsompana et al., 2005;
Sivparsad and Gubba, 2008; Tentchev et al., 2011). Takode, izdvajanje francuskih
izolata TSWYV 1 grupisanje u Azijski klaster, moze se pripisati postojanju tri nezavisne

introdukcije TSWYV u Evropu, kako su naveli 1 Tentcheyv et al. (2011).

6.6.4. Molekularne analize AMV

Primenom para prajmera CP AMV1 1 CP AMV2 koji omogucavaju umnozavanje
fragmenata CP gena i 3> UTR doslo je do amplifikacije fragmenta ocekivane veli¢ine
(751 bp) kod svih ispitivanih izolata poreklom iz paradajza iz Srbije. Za detekciju i
identifikaciju razli¢itih izolata AMV razvijen je ve¢i broj metoda zasnovanih na razli¢itim

osobinama virusa: (i) biotest zasnovan na koriS¢enju indikator biljaka ukljucujuci
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Phaseolus vulgaris, Chenopodium amaranticolor 1 C. quinoa; (i1) ELISA test; (iii)
elektronska mikroskopija i (iv) hibridizacija nukleinskih kiselina (Ahoonmanesh et al.,
1990). Osim toga, Xu and Nie (2006) razvili su protokol za molekularnu detekciju AMV
kombinacijom RT-PCR sa prajmerima dizajniranim na osnovu sekvence CP gena, koji
omogucavaju detekciju virusa u ispitivanim uzorcima krompira i kada je koncentracija
virusa jako niska. Takode, PCR je mnogo pogodniji za dobijanje informacija o virusnom
genomu i za proucavanja varijabilnosti izolata u okviru populacije AMV u prirodi
(Parrella et al., 2000; Stankovi¢ et al., 2014). Rezultati ovih istrazivanja pokazali su da
su odabrani prajmeri pogodni za uspes$nu detekciju izolata AMV poreklom iz paradajza
iz Srbije, Sto ¢e poboljsati dijagnozu oboljenja koja ovaj virus izaziva, a time 1 moguénost
brzog i pouzdanog rutinskog testiranja.

Kako populacija AMV poreklom iz paradajza iz Srbije do sada nije ispitivana na
molekularnom nivou, dalja istraZivanja bila su usmerena i na njihovu identifikaciju u cilju
utvrdivanja geneti¢ke strukture, kao i variranje izolata poreklom iz Srbije u odnosu na
izolate poreklom iz Evrope 1 drugih delova sveta. Geneticka slicnost odbranih izolata
AMV poreklom iz paradajza iz Srbije, ispitana je viSestrukim uparivanjem i1 proracunom
geneticke sli¢nosti poredenjem sekvence CP gena odabranih izolata sa sekvencama
drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka. BLAST analiza sekvenci AMV
dobijenih u ovim istrazivanjima pokazala je 94% do 99% sli¢nosti izolata iz Srbije sa
izolatima AMYV iz drugih delova sveta. Parella et al. (2000), su takode ustanovili da
izolati AMV iz razli¢itth domacina poreklom iz Italije 1 Francuske pokazuju od 93 do
99% nukleotidne sli¢nosti sekvenci CP gena sa sekvencama AMV dostupnim u GenBank
bazi podataka. Isti autori su filogenetskim analizama utvrdili 1 pojavu grupisanja
ispitivanih izolata u dve odvojene grupe na osnovu geografskog porekla. Jednu grupu ¢ine
izolati poreklom iz Italije, a drugu grupu izolati poreklom iz Francuske. Medusobnim
poredenjem dobijenih sekvenci dela CP gena, utvrden je visok stepen nt slicnosti 98,4%
(100% aa) odabranih izolata AMV poreklom iz Srbije iz paradajza. Visok stepen
nukleotidne slicnosti CP gena utvrden je 1 kod populacije AMV poreklom iz krompira iz

Kanade (Xu and Nie, 2006).
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6.6.5. Molekularne analize TMV i ToMV

Primenom para prajmera TobUnil/TMVspec i TobUnil/ToMVspec koji
omogucavaju umnozavanje kompletnog CP genaidela 5’ i3’ UTR izolata TMV, odnosno
ToMV doslo je do amplifikacije fragmenta ocekivane velicine (694 bp, odnosno 676 bp)
kod svih ispitivanih izolata poreklom iz paradajza iz Srbije. Upotreba seroloskih metoda
za detekciju 1 identifikaciju virusa roda Tobamovirus je ograni¢ena usled ¢este pojave
unakrsne reakcije §to dovodi do lazno pozitivnih rezultata (Jacobi and Castello, 1991).
Zbog toga je, u cilju pouzdane detekcije, identifikacije i karakterizacije ovih virusa,
razvijen veci broj metoda zasnovanih na osobinama samog genoma. Postoji viSe
molekularnih metoda zasnovanih na koriS¢enju virus specifiénih prajmera Cime je
omogucena pouzdana detekcija. Tako su Letscher et al. (2002) razvili RT-PCR metodu
sa specificnim prajmerima za detekciju 1 identifikaciju Sest virusa unutar podgrupe 1 roda
Tobamovirus. Primenom ,Immuno capture RT-PCR omoguéena je detekcija i
razlikovanje TMV 1 ToMV, (Jacobi et al., 1998), dok primena RT-PCR-RFLP
omogucava razlikovanje patotipova jednog virusa (Tenllado et al., 1994). Takode,
molekularne metode zasnovane na PCR-u, su osetljivije i preciznije od seroloskih (Jacobi
et al.,, 1998) i imaju prednost pri detekciji virusa kada se nalaze u biljci u niskoj
koncentraciji. Rezultati ovih istraZivanja pokazali su da su odabrani prajmeri pogodni za
uspesnu detekciju izolata TMV 1 ToMV poreklom iz paradajza iz Srbije, Sto ¢e poboljSati
dijagnozu oboljenja koje ovi virusi izazivaju, a time i moguc¢nost brzog i pouzdanog
rutinskog testiranja.

Kako populacija TMV 1 ToMV poreklom iz paradajza iz Srbije do sada nije
ispitivana na molekularnom nivou, dalja istraZivanja bila su usmerena i na njihovu
identifikaciju u cilju utvrdivanja geneticke strukture, kao i variranje izolata poreklom iz
Srbije u odnosu na izolate poreklom iz Evrope i drugih delova sveta. Geneticka sli¢nost
odbranih izolata TMV 1 ToMV poreklom iz paradajza iz Srbije, ispitana je viSestrukim
uparivanjem 1 proracunom geneticke sli¢nosti poredenjem sekvence CP gena odabranih
izolata sa sekvencama drugih izolata odgovaraju¢eg virusa dostupnih u GenBank bazi
podataka. BLAST analiza sekvenci TMV dobijenih u ovim istraZivanjima pokazala je 94
do 99% sli¢nosti izolata iz Srbije sa izolatima TMV iz drugih delova sveta. ViSestruko

uparivanje i proracun nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti odabranih sekvenci sa
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sekvencama koje su pokazale najvisi stepen sli¢nosti u BLAST analizi pokazalo je da
odabrane sekvence pokazuju najvecu nt sli€nost 99,5% (100% aa) odnosno 99,2% sa
izolatom iz Kine. Medusobnim poredenjem dobijenih sekvenci kompletnog CP gena,
utvrden je visok stepen nt slicnosti 98,6% (97,3% aa) odabranih izolata TMV poreklom
iz Srbije iz paradajza.

BLAST analiza sekvenci ToMV dobijenih u ovim istrazivanjima pokazala je 95
do 99% sli¢nosti izolata iz Srbije sa izolatima ToMV iz drugih delova sveta. Visestruko
uparivanje i proracun nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti odabranih sekvenci sa
sekvencama koje su pokazale najvisi stepen sli¢nosti u BLAST analizi pokazalo je da
odabrane sekvence pokazuju najveéu nt slicnost 99,8% (99,4% aa) sa izolatom iz
krompira iz Koreje. Medusobnim poredenjem dobijenih sekvenci kompletnog CP gena,
utvrden je potpuna identi¢nost sekvenci ToMV poreklom iz Srbije iz paradajza, 100% nt
1 100% aa sli¢nosti. Aguilar et al. (1996) navode da je stepen sli¢nosti aminokiselinske
sekvence izmedu izolata jednog virusa preko 94%, dok je stepen aminokiselinske

sekvence srodnih virusa u okviru roda Tobamovirus 80-90%.

6.6.6. Molekularne analize CMYV satRNA

Primenom para prajmera CMVsat-fwd 1 CMVsat-rev koji omogucavaju
umnozavanje sekvence satRNA CMYV kod svih sedam ispitivanih izolata iz Srbije doslo
je do amplifikacije fragmenta oc¢ekivane veli¢ine od 334 do 390 bp. SatRNA detektovane
su u preko 100 izolata CMV u razli€itim delovima sveta i na razli¢itim biljnim vrstama
(Kouadio et al., 2013). Bez obzira §to satRNA ne kodira ni jedan funkcionalni protein,
smatra se da njeno prisustvo u vecini sluCajeva ima katastrofalne posledice po
proizvodnju povrtarskih biljaka, pre svega paradajza (Skori¢ et al., 1996; Garcia-Arenal
and Palukaitis, 1999). Upotreba specificnih prajmera za detekciju satRNA dizajniranih
od strane Skorié¢ et al. (1996) i RT-PCR metode pokazala se pouzdanom za uspe$nu
detekciju CMV satRNA poreklom iz paradajza iz Srbije, Sto ¢e omoguciti pouzdana
rutinska testiranja na prisustvo CMV satRNA 1 doprineti uspesnijoj kontroli ovog virusa
na paradajzu u Srbiji.

Kako populacija CMV satRNA na paradajzu do sada nije detaljno ispitana, ova

istrazivanja su omogucila prvi uvid u geneticku strukturu populacije CMV satRNA u

134



Srbiji. Medusobna poredenja sekvenci satRNA poreklom iz paradajza iz Srbije pokazala
su 84,7 do 99,7% nt sli€nosti ispitivanih izolata. BLAST analiza je pokazala da izolati
CMYV satRNA iz Srbije dele 86-99% nt slicnosti sa sekvencama izolata iz drugih delova
sveta iz GenBank baze podataka ¢ime je potvrdena pripadnost ispitivanih izolata CMV
satRNA.

Iako je CMYV jedan od najCes¢ih virusa na paradajzu u Srbiji 1 simptomi koji
podsecaju na zaraze ovim virusom se relativno Cesto javljaju, iznenadna pojava izrazenih
simptoma nekroze na biljkama zarazenim ovim virusom skrenula je na sebe paznju tokom
2012. godine. Sli¢ni simptomi zabeleZzeni su 1 tokom devastiraju¢ih epidemija
nekroti¢nog propadanja paradajza u Francuskoj, Mediteranskom basenu i Japanu, za koje
je utvrdeno da su povezani sa pojavom nekrogenih sojeva CMV satRNA (Kaper et al.,
1976; Gallitelli et al., 1988; Kosaka et al., 1989; Jorda et al., 1992). Kao i u prethodnim
slu¢ajevima, potvrdeno je da se nekrogeni soj CMV satRNA povezan sa pojavom
izrazene nekroze. Dodatne analize pokazale su prisustvo nenekrogenih izolata CMV
satRNA na razli¢itim lokalitetima tokom 2015. godine, gde su simptomi takode bili
1zrazeni.

Filogenetske analize CMV satRNA sprovedene poredenjem 48 izolata, pokazale
su da na grupisanje izolata ne uti¢u ni geografsko poreklo, ni biljka domacin, kao ni
godina sakupljanja. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima do kojih su dosli Alonso-
Prados et al. (1998). Izolati CMV satRNA poreklom iz Srbije su se podelili u dve grupe,
u zavisnosti od toga da li izazivaju nekrozu na paradajzu. Nekrogeni izolati se dalje dele
u grupe B i B1, a nenekrogeni u grupe A 1 C. Diverzitet sekvenci i filogenetske analize
izolata satRNA iz Srbije pokazala su velike razlike izmedu izolata satRNA poreklom iz
paradajza iz Srbije. Kod sedam ispitivanih izolata analiziranih u ovim istrazivanjima
ustanovljen je visok nivo genetickog diverziteta. Filogenetsko stablo je pokazalo da se
dve nekrogene satRNA iz Srbije grupiSu u okviru razli¢itih nekrogenih grupa B i B1, dok
se nenekrogeni izolati iz razli¢itih lokaliteta grupiSu u okviru iste nenekrogene grupe.
Sli¢no ovim rezultatima, Aranda et al. (1993) su pokazali da izolati sakupljeni iste
Dva izolata iz Srbije, koja su se svrstala u grupu nekrogenih, imaju karakteristicnu
,hekrogenu konsenzus” sekvencu na 3' kraju, kao Sto imaju sekvence satRNA koje

izazivaju izrazenu nekrozu (Devic et al., 1990). Ostalih pet satRNA izolata iz Srbije su
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se svrstali u okviru A grupe nenekrogenih izolata. Ni kod jednog od pet ispitivanih izolata
koji su se svrstali u okviru grupe nenekrogenih nije utvrdeno postojanje dela koji indukuje
hlorozu (chlorosis inducing), osnovnog, a ni produzenog, za koji je utvrdeno da se nalazi
na 3’ kraju satRNA (Zhang et al., 1994; Fisher, 2013).

Visoki geneticki diverzitet CMV satRNA ima za posledicu veoma heterogenu
prirodnu populaciju (Grieco et al., 1997; Alonso-Prados et al., 1998; Garcia-Arenal et
al., 2000). Satelitne RNA CMV mogu da variraju i u eksperimentalnim (Kurath and
Palukaitis, 1990; Alvarez et al., 2003) i u poljskim uslovima (Kurath and Palukaitis,
1989; Aranda et al., 1993). Dobro okarakterisane populacije CMV satRNA iz Spanije i
Italije, pored veoma velikog diverziteta, karakteriSe mogucénost brzih promena tokom
epidemija na paradajzu (Aranda et al., 1993; Grieco et al., 1997). Satelitne RNA CMV
se brzo Sire u populaciji ovog virusa (Alonso-Prados et al., 1998). CMV izolati koji ne
poseduju satRNA, mogu da usvoje satRNA ukoliko zaraze biljku koja je ve¢ zarazena sa
izolatom koji ima satRNA (OhkKi et al., 1989). Uzimajuci u obzir sve €injenice, pojava
CMV satRNA na pojedinacnim lokalitetima, moZe da predstavlja veliki rizik za
eventualnu pojavu epidemije satRNA u usevima paradajza ili drugih osetljivih domacina

u Srbiji.
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7. ZAKLJUCAK

Virusi predstavljaju stalnu pretnju proizvodnji paradajza gajenom kako na
otvorenom polju, tako i u zaSti¢enom prostoru u Srbiji. Procenjeni intenzitet zaraze u
petogodisnjem periodu istrazivanja (2011-2015) varirao je, od niskog koji je zabelezen
2014. godine, do izrazito visokog koji je zabeleZzen tokom 2011. 1 2015. godine.

Pregledom useva paradajza na 136 lokaliteta gajenja u okviru 22 administrativna
okruga Srbije zabeleZzena je pojava raznolikih simptoma koji su upucivali na virusna
oboljenja. Simptomi su se najcesce ispoljavali u vidu mozaika, proSaravanja, hloroze i
nekroze na 1i8¢u, nitavosti liske, nekroze stabla i1 grana, krzljavosti biljaka, kao i
deformacija, nekroze i neravnomernog sazrevanja plodova.

Seroloskim analizama 3486 uzoraka sakupljenih tokom pregleda useva paradajza
u Srbiji utvrdeno je prisustvo ukupno Sest virusa: CMV, PVY, TSWV, TMV, ToMV i
AMV. Prisustvo PVX 1 virusa koji se nalaze na IA deo I karantinskoj listi Stetnih
organizama Republike Srbije: PepMV, TYLCV 1 ToRSV, nije potvrdeno.

Pojava 1 zastupljenost virusa paradajza u Srbiji varirala je u zavisnosti od godine
istraZivanja, kao 1 okruga 1 lokaliteta gajenja. Najzastupljeniji virus tokom 2011. 1 2015.
bio je CMV, a2012.,2013.12014. godine PVY. Iako su bili najzastupljeniji, nisu u svim
godinama bili 1 najrasprostranjeniji virusi. Najrasprostranjeniji virus u 2011. godini,
dokazan u najvecem broju okruga, je bio CMV, dok je u 2012., 2014. 1 2015. godini
najrasprostranjeniji bio PVY. U 2013. godini, najrasprostranjeniji virus je bio ToMV,
iako je bio tek drugi po zastupljenosti. Ukupno posmatrano, prevalentni virusi u ovim
ispitivanjima bili su CMV 1 PVY koji su dokazani u velikom broju uzoraka i okruga
obuhvacenih ispitivanjima.

Virusi su se svake godine javljali u pojedina¢nim i meSanim infekcijama. U svim
godinama istrazivanja najvise su bile zastupljene pojedinacne infekcije. U godinama kada
je ucestalost oboljenja bila visoka 1 kada su simptomi na zarazenim biljkama bili
najizrazeniji, zastupljenost meSanih infekcija je, takode, bila visoka. Od meSanih infekcija
najzastupljenije su bile dvostruke infekcije. Od dvostrukih infekcija, najbrojnije su bile
infekcije sa CMV i PVY. U odnosu na broj testiranih uzoraka, kao i broj lokaliteta i
okruga wuzetth u obzir prilikom istrazivanja, CMV 1 PVY predstavljaju

najrasprostranjenije viruse.
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Testiranjem semena paradajza komercijalno dostupnih sorti i1 hibrida seroloskim
metodama nije utvrdeno prenoSenje AMV, ToMV, TMV i PepMV semenom.

Svih Sest virusa paradajza prisutnih u Srbiji detektovani su do nivoa vrste
koriS¢enjem odgovarajucih specifi¢nih prajmera i RT-PCR metode ¢ime su unapredene
metode detekcije ovih virusa. Osim toga, uspostavljeni protokoli za molekularnu
detekciju svih Sest virusa predstavljaju osnov za dalju karakterizaciju pomenutih virusa u
Srbiji.

Molekularna identifikacija svih Sest virusa paradajza prisutnih u Srbiji obavljena
je nakon sekvenciranja odgovarajuceg regiona karakteristi¢nog za svaki virus i proracuna
geneticke sli¢nosti odabranih izolata sa izolatima odgovaraju¢eg virusa poreklom iz
drugih delova sveta. Sve sekvence odabranih izolata dobijene tokom ovih istrazivanja
deponovane su u GenBank bazu podataka.

Analizom sekvenci CP gena 10 odabranih izolata CMV 1 odredivanjem stope
genetickog diverziteta izmedu ispitivanih izolata utvrdena je heterogenost populacije,
odnosno visoka varijabilnost u okviru populacije ovog virusa poreklom sa paradajza u
Srbiji. Rekonstruisano filogenetsko stablo pokazalo je grupisanje izolata u dve podgrupe
I1 1L, od kojih se podgrupa I dalje deli na IA 1 IB podgrupu. Sedam izolata CMV poreklom
iz paradajza iz Srbije grupisali su se u podgrupu IA, dok su se preostala tri izolata
grupisala u okviru veoma udaljene podgrupe II. Molekularna karakterizacija ovog virusa
ukazala je na viSe nezavisnih introdukcije ovog virusa i uspeSno Sirenje izolata koji
pripadaju II podgrupi u naSoj zemlji.

Sekvence devet izolata P1 gena PVY poreklom iz paradajza iz Srbije pokazale su
visok stepen slicnosti. Filogenetsko stablo je ukazalo na grupisanje izolata PVY u tri
glavna klastera na osnovu njihove pripadnosti odgovaraju¢em soju: N-nekroti¢ni sojevi,
C-crticasti soj 1 O-obicni soj. U okviru nekroti¢nih sojeva izdvajaju se dva subklastera od
kojih prvi ¢ine izolati nekroti¢nih sojeva poreklom iz Evrope, dok drugi subklaster ¢ine
nekroti¢ni izolati poreklom iz Severne Amerike. Svi ispitivani izolati PVY poreklom iz
paradajza iz Srbije svrstali su se u klaster nekroti¢nih sojeva koji vode poreklo iz Evrope.

Konsenzus stablo rekonstruisano na osnovu sekvence N gena izolata TSWV
poreklom iz paradajza iz Srbije i izolata iz drugih delova sveta, ukazalo je na grupisanje
izolata na osnovu geografskog porekla u Cetiri glavna klastera: Evropski, Brazilski,

Severno Americki 1 Azijski. Evropski klaster se dalje deli na dve geografske
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subpopulacije: podgrupu 1 ¢ine izolati iz Bugarske i Crne Gore i prethodno okarakterisani
izolati ovog virusa iz Srbije poreklom iz duvana, paprike i tikava, a podgrupu 2 izolati iz
drugih evropskih zemalja, kao i po dva izolata iz Severne Amerike i Juzne Afrike. U
klaster sa izolatima poreklom iz Evrope svrstali su se 1 ispitivani izolati TSWV poreklom
iz paradajza iz Srbije, ali u dve odvojene geografske subpopulacije. Tri izolata grupisala
su se u okviru podgrupe 1, a preostalih pet izolata u okviru podgrupe 2 evropskih izolata,
ukazujuéi na dve nezavisne introdukcije ovog virusa u nasu zemlju.

U uzorcima koji su ispoljavali simptome sistemi¢ne nekroze sakupljenih tokom
2012. godine na lokalitetu Aradac, dokazano je prisustvo CMV satRNA. Takode,
prisustvo CMV satRNA dokazano je 1 u uzorcima sakupljenim tokom 2014. godine na
lokalitetu Porodin koji su ispoljavali simptome letalne nekroze koji su li¢ili na simptome
primecéene 2012. godine. Osim toga, prisustvo CMV satRNA dokazano je i 2015. godine
na lokalitetima Togocevce, Veliko Vojlovce i Cekavica, u uzorcima koji nisu ispoljavali
ovako izrazene simptome, ve¢ simptome u vidu hloroze i deformacije lista, kao i Sarenila
ploda. Prvi put je ispitana populacija CMV satRNA poreklom iz paradajza iz Srbije 1
utvrdena je njena heterogenost. Filigenetske analize sedam odabranih izolata CMV
satRNA ukazale su na grupisanje u dve glavne grupe, nekrogena i nenekrogena grupa.
Dva izolata CMV satRNA grupisala su se u okviru nekrogene grupe, dok se preostalih
pet grupisalo u okviru nenekrogene grupe.

Rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju nova saznanja o prisustvu,
prevalentnosti 1 rasprostranjenosti virusa paradajza u Srbiji. Takode, predstavljaju prvo
izuCavanje diverziteta populacije virusa infektivnih za paradajz u naSoj zemlji na
molekularnom nivou 1 omoguc¢avaju dalja detaljnija epidemioloska istrazivanja viroza
paradajza. Pored doprinosa u inventarizaciji virusa paradajza kroz petogodiSnja
istrazivanja, ova doktorska disertacija omogucava razvoj strategija i implementaciji mera

suzbijanja prevalentnih virusa paradajza u Srbiji.
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