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GENETICKA STRUKTURA POPULACIJE VIRUSA BRONZAVOSTI PARADAJZA
(TOMATO SPOTTED WILT TOSPOVIRUS) POREKLOM 1Z RAZLICITIH DOMACINA U
SRBIJI

Sazetak: Analiza geneticke strukture populacije virusa bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt
tospovirus, TSWV) u Srbiji, obuhvatila je molekularnu karakterizaciju 41 izolata poreklom iz
razli¢itih biljaka domacina sakupljenih sa razlicitih lokaliteta u razli¢itom vremenskom periodu.
Filogenetske analize i mreZa haplotipova na osnovu delimi¢nih sekvenci pet gena (N, NSs, NSm, Gn-
Gc 1 RdRp), kao i na osnovu sekvenci dela S i M segmenta dobijenih spajanjem odgovaraju¢ih
sekvenci, ukazale su na postojanje genetickog diverziteta u populaciji TSWV u Srbiji. Filogenetske
analize su pokazale da je veéina srpskih izolata TSWV evropskog porekla, medutim neki izolati su
pokazali vecu bliskost sa izolatima iz severnoamerickog klastera, ukazuju¢i da su srpski izolati
TSWYV uneti kroz vise nezavisnih introdukcija. Osim toga, filogenetsko stablo na osnovu sekvenci M
i L segmenta ukazalo je i na postojanje rekombinantnih, odnosno pseudorekombinantnih izolata.
Analiza sekvenci M segmenta primenom RDP softvera potvrdila je da je izolat 224-16 poreklom iz
Cinia sp. prirodni rekombinant dva srpska izolata. Analiza prirodne selekcije pokazala je da na sve
testirane genske regione i parove sekvenci TSWV deluje negativna selekcija, dok je pozitivna
selekcija ustanovljena samo izmedu nekoliko parova sekvenci NSm, odnosno Gn-Gc gena. Osim
toga, poredenje aminokiselinske sekvence NSm proteina ukazalo je na mutacije koje su izazvale dve
supstitucije, ili C118Y ili T120N, kod srpskih RB (resistance-breaking) izolata poreklom iz otpornog
hibrida paradajza ‘Wrestler F1°, gajenih na dva lokaliteta, ukazujuéi na njihov RB fenotip i nezavisnu
evoluciju. Bioloska karakterizacija je potvrdila da su srpski RB izolati sposobni da prevazidu
otpornost paradajza sa Sw-5b, ali ne i paprike sa Tsw genom. Rezultati ovih istrazivanja ukazuju da
je populacija TSWV u Srbiji heterogena usled vise nezavisnih introdukcija virusa, ali i pojave
geneticke 1 fenotipske  varijabilnosti  izazvane  mutacijama, rekombinacijama 1
pseudorekombinacijama §to je doprinelo raznolikosti virusa u nasoj zemlji.

Kljuéne re¢i: virus bronzavosti paradajza, struktura populacije, molekularna karakterizacija, RB
(resistance-breaking) izolati, analiza rekombinacija, selekcioni pritisak, bioloska karakterizacija.
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POPULATION GENETIC STRUCTURE OF TOMATO SPOTTED WILT TOSPOVIRUS
ORIGINATING FROM DIFFERENT HOSTS IN SERBIA

Abstract: The study aimed at defining population structure of Serbian Tomato spotted wilt tospovirus
(TSWV) isolates is based on molecular characterization of 41 selected isolates from different host
plants collected from different locations over different period of time. Phylogenetic analyses and the
median-joining haplotype network of the partial sequences of each of five genes (N, NSs, NSm, Gn-
Gc and RdRp), as well as concatenated sequences of segments S and M obtained by merging the
corresponding sequences, have shown genetic diversity of TSWV in Serbia. The phylogenetic
analyses showed that most Serbian TSWV isolates originated from Europe, but several isolates were
more closely related to isolates from North America clade, indicating that Serbian TSWV isolates
were introduced through several independent introductions. In addition, the phylogenetic tree based
on segments M and L revealed the presence of recombination and reassortment, respectively. A
sequence analysis of segment M using RDP software confirmed that isolate 224-16 originating from
Cinia sp. represents a natural recombinant between two Serbian isolates. Purifying selection was
determined as the major natural force influencing all five genes and pairs of sequences, while positive
selection was found only between a few pairs of sequences of NSm and Gn-Gc genes. Moreover, the
NSm amino acid sequence comparison revealed the presence of two amino acid substitutions (C118Y
or T120N) in Serbian RB (resistance-breaking) isolates originating from the resistant tomato cultivar
‘Wrestler F1’ grown at two locations, indicating their RB phenotype and independent evolutionary
events. A bioassay confirmed that Serbian RB isolates had the ability to break the Sw-5b-mediated
resistance in the tomato, but were unable to overcome the Tsw resistance gene in the pepper. The
results of this research indicate that the population of TSWV in Serbia is heterogeneous due to several
independent introductions of the virus, but also due to the occurrence of mutations, recombination
and reassortment, which have all contributed to the molecular diversity of the virus in our country.

Key words: Tomato spotted wilt tospovirus, population structure, molecular characterization, RB
(resistance-breaking) isolates, recombination analysis, selection pressure, bioassay.
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Scientific subfield: Phytopathology
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1. UvOoD

U veoma kratkom vremenskom periodu doslo je do brojnih promena u zvani¢nom nazivu
virusa bronzavosti paradajza od Tomato spotted wilt virus, preko TSW orthotospovirus i TSW
tospovirus, da bi trenutno zvani¢ni naziv virusa glasio Tomato spotted wilt orthotospovirus. Zbog
toga se u publikacijama objavljenim cak iste godine mogu naci razliCiti nazivi virusa. Prema
poslednjim podacima virus bronzavosti paradajza pripada rodu Orthotospovirus, familiji
Tospoviridae i redu Bunyavirales.

Virus bronzavosti paradajza se ubraja u grupu re-emerging virusa. Virus je prvi put zabelezen
na paradajzu u Australiji pocetkom XX veka (Brittlebank, 1919; Samuel et al., 1930), da bi se vrlo
brzo prosirio u sve delove sveta i1 postao jedan od ekonomski najznac¢ajnijih biljnih virusa. Medutim,
polovinom XX veka usled manje zastupljenosti TSWV gubi na znacaju, da bi tokom ranih 80-ih
godina XX veka doslo do njegove ponovne pojave i izrazenog geografskog Sirenja (Kirk and Terry,
2003).

TSWV zauzima drugo mesto medu ekonomski najznacajnijim biljnim virusima (Scholthof et
al., 2011; Rybicki, 2015) i jedan je od najproucavanijih biljnih virusa, koji pri¢injava znacajne Stete
u proizvodnji razli¢itih useva. Pojava ovog virusa u epidemijskim razmerama u proizvodnji razli¢itih
poljoprivrednih kultura Sirom sveta, doprinela je gubicima koji se procenjuju na oko jednu milijardu
dolara godisnje (Scott, 2000), pri cemu gubici mogu biti i potpuni (Berling et al., 1990), sto ga ¢ini
jednim od najdestruktivnijih biljnih virusa u svetu.

U Srbiji TSWV prvi put je detektovan na duvanu 1969. godine (Mickovski, 1969). Kasnije
je prisustvo virusa dokazano i na paradajzu (Mijatovi¢ i sar., 1999), paprici (Dukic i sar., 2002), kao
i na brojnim vrstama ukrasnih biljaka (Krsti¢ i Bulaji¢, 2007; Stankovi¢ i sar., 2013; Stankovi¢ et
al., 2011b; Stankovi¢ et al., 2013; Nikoli¢ et al., 2013). Poslednjih godina zabelezeno je i Sirenje
kruga domac¢ina TSWV u nasoj zemlji, na Sta upucuju 1 prvi nalazi ovog virusa na crnom i belom
luku (Stankovié et al., 2012) i dve vrste tikava Cucurbita pepo 'Beogradska' i C. maxima (Vuéurovi¢
etal., 2012).

Dosada3nja istrazivanja ukazala su na proSirenje kruga domacina ovog virusa kako u Srbiji,
tako 1 u Evropi 1 svetu, Sto potkrepljuje Cinjenicu da se TSWV ubraja u biljne viruse sa najSirim
krugom domacina, koji za sada broji preko 1300 biljnih vrsta iz 92 familije, koje ukljucuju brojne
znaCajne povrtarske i industrijske kulture, kao i razlicite ukrasne biljke, ali i korovske vrste (Pappu
et al., 2009; EFSA, 2012).

U prirodi TSWV se prenosi putem vektora-tripsa i zarazenim propagativnim biljnim
materijalom. Devet vrsta tripsa iz dva roda Frankliniella i Thrips opisane su kao vektori TSWV, koji
ovaj virus prenose na cirkulativan (perzistentan) i propagativan nacin, ali kao najznacajniji navode se
vrste F. occidentalis (kalifornijski ili zapadni cvetni trips) i T. tabaci (lukov trips) (Pappu et al.,
2009; Rotenberg et al., 2015). Drugi veoma znacajan nacin Sirenja TSWV predstavlja medunarodna
trgovina biljnim materijalom, najcesc¢e u vidu rasada i reznica, koje mogu biti zarazene virusom ili
infestirane zarazenim tripsima (Hausbeck et al., 1992).

Cestice TSWV su kvazisferiéne, preénika 80-120 nm i sadrze tri pseudocirkularna
ribonukleoproteina okruzena lipoproteinskim omotac¢em koji vodi poreklo od membrane Goldzijevog
aparata iz koje u vidu povrsinskih Siljaka vire glikoproteini Gn 1 Ge, kodirani od strane genoma virusa
(Kikkert et al., 1999). Genom ¢ine tri linearne jednolancane neinfektivne RNK [ss (—) RNK] ili
,,ambisense” RNK [ss (+/-) RNK], oznacene kao S (short), M (middle) i L (large). Najve¢a L RNK
je neinfektivna (-) i kodira RNK-zavisnu RNK polimerazu (RdRp). M RNK je bicistronska i kodira
nestrukturni NSm protein koji je ukljuéen u kretanje virusa od ¢elije do Celije i glikoproteine Gn i Gc
koje kodira virusno-komplementarni lanac M RNK. S RNK je, takode, bicistronska i kodira stvaranje
NSs nestrukturnog proteina koji izaziva formiranje agregata ili filamenata u c¢elijama zarazenim



TSWYV i ima funkciju utiSavanja gena i N strukturni protein (protein nukleokapsida), koji je kodiran
virusno-komplementarnim lancem S RNK (Pappu et al., 2009).

Heterogenost populacije i brza adaptibilnost su dve osnovne karakteristike po kojima se
TSWYV istice medu ostalim biljnim virusima (Tsompana et al., 2005). Zbog postojanja trodelnog
genoma, raznovrsnost sojeva ovog virusa uslovljena je ne samo mutacijama i rekombinacijama, ve¢
i pseudorekombinacijama (rearanziranjem) koje podrazumevaju preraspodelu genomnih segmenata
(Qiu et al., 1998). Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, zasnovanih na filogenetskim analizama,
utvrdeno je da je populacija ovog virusa definisana na osnovu geografskog porekla, uz izvesna
odstupanja usled intenzivne razmene zarazenog biljnog materijala, koja dovodi do protoka gena
izmedu geografski razlic¢itih regiona (Tsompana et al., 2005; Sivparsad and Gubba, 2008;
Tentchev et al., 2011).

Dosadasnja prouCavanja u naSoj zemlji odnosila su se na utvrdivanje pojave i
rasprostranjenosti TSWV na razli¢itim domacinima, dok je delimi¢na molekularna karakterizacija na
osnovu sekvenci N gena obavljena samo za mali broj izolata ovog virusa poreklom iz duvana
(Stankovi¢ et al., 2011a), tikava (Vucurovi¢ et al., 2012), paprike (MiloSevié¢, 2013) i paradajza
(Nikoli¢, 2018). Imaju¢i u vidu da je poznavanje geneticke strukture populacije 1 epidemioloskih
Cinilaca kao §to su poreklo, broj introdukcija i nacin Sirenja izolata, kao i evolutivnih mehanizama
koji uti¢u na pojavu novih ili povecanje znacaja veé postojecih varijanti klju¢ za uspesnu kontrolu
oboljenja, osnovni cilj ove doktorske disertacije je utvrdivanje strukture i genetickog diverziteta
populacije TSWV u Srbiji, kao i dobijanje prvih podataka o faktorima koji imaju uticaj na oblikovanje
populacije ovog virusa u nasoj zemlji.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Taksonomski status virusa

lako su oboljenja biljaka koja se mogu dovesti u vezu sa virusom bronzavosti pradajza
primecena jo§ 1906. godine (Sakimura, 1963), ovo oboljenje prvi put je opisano na paradajzu 1919.
godine u Australiji pod nazivom ,pegavo uvenuce paradajza“ (,,spotted wilt of tomato*)
(Brittlebank, 1919). Tokom 1930. godine ustanovljeno je da je prouzrokova¢ ovog oboljenja virus
koji je imenovan kao“tomato spotted wilt virus” (Samuel et al., 1930). Do pocetka 1990-ih godina,
virus bronzavosti paradajza bio je jedini ¢lan ,,Tomato spotted wilt” grupe (Matthews, 1979; ICTV,
2017). Medutim, razvoj molekularnih istrazivanja doprineo je uocavanju taksonomske povezanosti
TSWV sa drugim virusima familije Bunyaviridae (Law et al., 1992), §to je doprinelo svrstavanju
TSWV u rod Tospovirus, koji je po njemu i dobio naziv. Nakon karakterizacije Impatiens necrotic
spot orthotospovirus (INSV) (Law and Moyer, 1990), rod Tospovirus dobio je jo$ jednog ¢lana, a
razvoj molekularnih istrazivanja doprineo je otkrivanju novih virusa koji su kasnije i zvani¢no postali
¢lanovi ovog roda. TSWV je sve do 2016. godine pripadao familiji Bunyaviridae i rodu Tospovirus
koji je brojao ukupno 29 biljnih virusa (Hassani-Mehraban et al., 2016), a njegov zvani¢ni naziv
glasio je Tomato spotted wilt virus. Medutim, taksonomski istorijat TSWV pokazuje da je u veoma
kratkom vremenskom periodu doslo do brojnih promena u nazivu kako samog virusa, tako i1 familije
I roda kojima pripada. Najpre je usledila promena zvani¢nog naziva ovog virusa u naziv Tomato
spotted wilt orthotospovirus, usled njegovog svrstavanja u red Bunyavirales, familiju Tospoviridae i
rod Orthotospovirus. Medutim, tokom 2018. godine TSWYV dobija novi naziv Tomato spotted wilt
tospovirus i biva svrstan u familiju Peribunyaviridae i rod Tospovirus, da bi krajem iste godine
ponovo bio imenovan kao Tomato spotted wilt orthotospovirus i svrstan u familiju Tospoviridae i rod
Orthotospovirus. Prema poslednjim podacima Medunarodnog komiteta za taksonomiju virusa
(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) iz 2019. godine, zvani¢ni naziv virusa
bronzavosti paradajza je Tomato spotted wilt orthotospovirus i svrstava se u rod Orthotospovirus,
familiju Tospoviridae i red Bunyavirales. Danas red Bunyavirales obuhvata preko 350 virusa koji
vec¢inom prouzrokuju oboljenja zivotinja i Coveka, dok manji broj prouzrokuje oboljenja biljaka. Red
Bunyavirales obuhvata 12 familija, medu kojima i familiju Tospoviridae, koja sadrzi samo jedan rod
Orthotospovirus. U odnosu na ostale rodove u okviru reda Bunyavirales, rod Orthotospovirus je
1zdvojen jer sadrzi samo ¢lanove infektivne za biljke, ¢iji broj prema poslednjim podacima iznosi 26
(ICTV, 2019).

Najvazniji kriterijumi za Klasifikaciju vrste u rod Orthotospovirus zasnivaju se na
specificnosti odnosa virus-vektor, krugu domacina, seroloSkom odnosu N proteina i procentu
sli¢nosti aminokiselinske sekvence N proteina, koji mora biti ve¢i od 90% (Francki et al., 1991;
Hoffmann et al., 2001; Silva et al., 2001; Fauquet et al., 2005). Analize sekvenci N gena razli¢itih
Orthotospovirus-a pokazale su da postoji visok nivo odstupanja unutar ovog regiona, §to je kasnije
posluzilo kao vazan kriterijum za opisivanje vrsta u okviru ovog roda (Pappu et al., 2000). Tako se
izolati ¢ija je nukleotidna sli¢nost sekvence N gena veca od 90% klasifikuju kao izolati iste vrste, dok
se izolati koji su seroloski srodni sa izolatima odredenog Orthotospovirus-a, a ¢iji je procenat sli¢nosti
sekvence N gena 80-90% sa izolatima te vrste klasifikuju kao soj ili neka druga vrsta na osnovu
drugih kriterijuma, karakteristicnih za datu vrstu. lzolati koji pokazuju manje od 80% sli¢nosti
sekvence N gena klasifikuju se kao druga vrsta (Tsompana and Moyer, 2008). Zbog toga su virusi
u okviru Orthotospovirus roda, na osnovu sekvence N proteina, svrstani u pet filogenetski razli¢itih
grupa, koje nose naziv po svom tipskom predstavniku: (i) Tomato spotted wilt orthotospovirus
(TSWV); (ii) Soybean vein necrosis orthotospovirus (SVNV); (iii) Iris yellow spot orthotospovirus
(IYSV); (iv) Watermelon silver mottle orthotospovirus (WSMoV); (v) Groundnut yellow spot
orthotospovirus (GYSV) (Oliver and Whitfield, 2016). Osim toga, geografska udaljenost medu
ovim grupama dovodi se u vezu sa poreklom svakog Orthotospovirus-a, pa se izolati virusa iz
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WSMoV i GYSV grupe svrstavaju u azijsku grupu, dok se TSWV i SVNV grupe klasifikuju kao
americka grupa. Za razliku od ovih grupa, I'YSV grupa Kklasifikuje se kao evroazijska grupa (Oliver
and Whitfield, 2016; Turina et al., 2016). Poredenje sekvenci nestrukturnog NSm proteina i
intergenskog regiona M RNK moze posluziti kao dodatni kriterijum za identifikaciju
Orthotospovirus-a (Bhat et al., 1999; Silva et al., 2001). Medutim, aminokiselinske sekvence
glikoproteina Gn i Gc, zbog svoje visoke konzervativnosti, ne mogu posluziti kao demarkacioni
kriterijum za Orthotospovirus-e (Elliott and Richard, 1996).

Osim TSWYV, najvise prouceni Orthotospovirus-i do sada su: Impatiens necrotic spot
orthotospovirus (INSV), Groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV), Iris yellow spot
orthotospovirus (I'YSV), Tomato chlorotic spot orthotospovirus (TCSV) i Watermelon silver mottle
orthotospovirus (WSMoV).

2.2. Rasprostranjenost TSWV

Oboljenje koje izaziva virus bronzavosti paradajza prvi put je opisano po¢etkom XX veka u
Australiji kao pegasto uvenuée paradajza, a virusna priroda oboljenja potvrdena je 1930. godine
(Brittlebank, 1919; Samuel et al., 1930). Do 1940. godine TSWV je intenzivno proucavan i opisan
u mnogim zemljama kao virus koji prouzrokuje oboljenja razli¢itih biljnih vrsta sa velikim
ekonomskim posledicama. Medutim, posle Drugog svetskog rata TSWYV je u Zapadnoj Evropi i u
Mediteranskom regionu prakti¢no nestao. Moguci uzrok nestanka virusa bilo je ili napustanje gajenja
duvana u Zapadnoj Evropi ili promena u populaciji vektora Thrips tabaci, tako da je nastala
populacija bez vektorske sposobnosti imajuéi u vidu da razlicite populacije T. tabaci, koji je u to
vreme bio najvazniji vektor ovog virusa, imaju razli¢itu efikasnost u prenoSenju TSWV
(Chatzivassiliou et al., 2000a). Proucavanja koja su sproveli Cho et al. (1988) pokazala su da T.
tabaci ne moze da prenese sve izolate TSWV, nakon ¢ega je njegov status najvaznijeg vektora TSWV
doveden u pitanje. U kasnijim istrazivanjima dokazano je da TSWV najefikasnije prenose muzjaci.
Veoma slabu efikasnost u prenoSenju TSWV pokazuju populacije T. tabaci sacinjene od Zenki i
muzjaka, dok populacije koje sadrze samo Zenke uopste ne prenose TSWV (Wijkamp et al., 1995).
Smatra se da na razli¢itu efikasnost prenosenja TSWV izmedu muzjaka i Zenki uti¢u kako njihove
fizioloSke razlike 1 nacin ishranjivanja, tako i vrsta biljke hraniteljke. Osim toga, utvrdeno je da na
efikasnost prenoSenja utic¢e 1 sam izolat virusa. Takode je moguce da je vektor bio prisutan u malom
broju zbog sve efikasnije hemijske kontrole lukovog tripsa. Medutim, ranih 80-ih godina XX veka
uocena je ponovna masovna pojava i izrazeno geografsko Sirenje virusa, ¢emu je prethodila brza
ekspanzija drugog efikasnog vektora-Frankliniella occidentalis. Ova vrsta, poreklom iz Severne
Amerike, danas je Siroko rasprostranjena u Evropi (EPPO/CABI, 1997) i ponovno epidemijsko
Sirenje virusa u Evropi tesno je povezano sa pojavom i brzim Sirenjem novog efikasnog vektora.

Danas se TSWV ubraja medu najrasprostranjenije biljne viruse, Cije je prisustvo zabelezeno
u umerenim, suptropskim i tropskim regionima sirom sveta kako na otvorenom polju, tako i u
zatvorenom prostoru (OEPP/EPPO, 1999), dok je u hladnijim oblastima znaajan problem u
proizvodnji razli€itih useva u zasticenom prostoru. Njegovo prisustvo zabeleZeno je u svim zemljama
EPPO regiona, ali i u Aziji, Africi, Severnoj, Centralnoj i Juznoj Americi, Karibima, kao i u zemljama
Okeanije (OEPP/EPPO, 2004).

Prisustvo TSWV zabeleZeno je i u zemljama bivSe Jugoslavije. U Hrvatskoj je TSWV
detektovan prvi put 1997. godine na paprici u Dalmaciji (Skori¢ et al., 1997), a kasnije njegovo
prisustvo potvrdeno je i na paradajzu i hrizantemi (Kaji¢ i Milanovié, 2013). U Sloveniji oboljenje
prouzrokovano ovim virusom prvi put je potvrdeno 2001. godine na povrtarskim kulturama kao $to
su paprika 1 paradajz, ali 1 na razli¢itim ukrasnim biljkama poput hrizanteme, kale, ciklame 1
spatifiluma (Mavri¢ and Ravnikar, 2001). U Bosni i Hercegovini TSWV najpre je utvrden kao
patogen gloksinije (Trkulja et al., 2013), a zatim paprike i duvana (Deli¢ et al., 2018), kao i
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hrizanteme (Kohni¢ et al., 2019). U Crnoj Gori virus je detektovan u paprici, ali i brojnim razli¢itim
ukrasnim biljkama, kao $to su Dracena sp., Primula sp., Calceolaria sp., Gerbera sp., Aquilegia sp.,
Petunia sp. i Chrysanthemum sp. (Zindovi¢ et al., 2011, 2014).

Iako je prisutan u Evropi, TSWV se svrstava u OEPP/EPPO A2 listu Stetnih organizama i
zbog svog znacaja ima status karantinskog patogena (OEPP/EPPO, 2020). U Republici Srbiji TSWV
se nalazi na IA deo II listi karantinski Stetnih organizama (,,Sluzbeni glasnik RS* br. 57/15).

2.3. Prisustvo TSWV u Srbiji

Izucavanje virusa bronzavosti paradajza u Srbiji zapoceto je nakon prve detekcije oboljenja
prouzrokovanog ovim virusom 1969. godine u proizvodnji duvana, kada je proglasena epidemija u
regionu juzne Srbije (Mickovski, 1969). Obilazak terena i pracenje zarazenosti duvana biljnim
virusima potvrdilo je dominantnost TSWV u usevu duvana u Vojvodini tokom 1995. i 1999. godine
(Jasni¢ i sar., 2000), kao i poc¢etkom poslednje decenije XX veka (Krstié et al., 2005; Krsti¢ i sar.,
2005a, 2005b; Duki¢ i sar., 2006; Pekic i sar., 2006; Krsti¢ i sar., 2006b, 2006c). S obzirom na
znacajan uticaj virusnih zaraza na proizvodnju duvana u nasoj zemlji, sprovedena su opsezna
istrazivanja virusa duvana u razli¢itim lokalitetima gajenja u Vojvodini i juznoj Srbiji u periodu od
2005. do 2008. godine (Pekié i sar., 2006; Zindovic i sar., 2006; Pekic i sar., 2007a, 2007b, 2008a,
2008b), koja su ukazala na znacajno prisustvo TSWV iz godine u godinu, a 2008. godine procenat
zaraze prourokovane ovim virusom iznosio je ¢ak 100% (Pekié, 2009).

Tokom 90-ih godina proslog veka, zaraze prouzrokovane TSWV zabelezene su i u usevima
paprike (Mijatovi¢ i sar., 1999; Duki¢ i sar., 2002), nakon Cega je primecena sve ucestalija pojava
simptoma na povrtarskim kulturama $to govori o znacajnom Sirenju TSWV medu najznacajnijim
povrtarskim kulturama (Peki¢ i sar., 2007a; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007; Krsti¢ i sar., 2007; Krsti¢ et
al., 2007; Tomi¢ i sar., 2007). Prema navodima Kirsti¢ i sar. (2011), znacajno prisustvo TSWV
ustanovljeno je u usevima paprike gajenim u zasticenom prostoru, dok prisustvo virusa u usevu
gajenom na otvorenom polju nije zabelezeno (MiloSevi¢, 2013). S obzirom na znacaj povrtarskih
kultura u poljoprivrednoj proizvodnji nase zemlje, a narocito paradajza, tokom perioda od 2011. do
2015. godine sprovedeno je pracenje pojave 1 rasprostranjenosti virusa paradajza u razliitim
lokalitetima gajenja (Nikoli¢, 2018; Nikoli¢ et al., 2018). U okviru ovih petogodi$njih istrazivanja
ustanovljeno je da TSWV, iako prisutan svake godine, nije bio zabelezen u ve¢em procentu do 2015.
godine kada je bio drugi po zastupljenosti u usevu paradajza. Osim toga, da opasnost od ovog virusa
za proizvodnju paradajza nije mala govori i ¢injenica da je na pojedinim lokalitetima prisustvo TSWV
dokazano u svim testiranim uzorcima izazivajuci potpuno propadanje useva (Nikoli¢, 2018).

Poslednjih godina zabelezeno je 1 Sirenje kruga domacina ovog virusa u nasoj zemlji, pa su
tako zabelezeni i prvi nalazi ovog virusa na dvema vrstama tikava Cucurbita pepo '‘Beogradska’ i C.
maxima, koja predstavlja novog domacina ovog virusa ne samo u Srbiji, ve¢ i u svetu (Vucurovié i
sar., 2012).

Istrazivanja sprovedena u periodu 2010-2016. godine, koja su obuhvatila utvrdivanje
rasprostranjenosti i ucestalosti virusa infektivnih za vrste iz roda Allium na razli¢itim lokalitetima
gajenja, ukazala su na prisustvo TSWV i na biljkama ovog roda. Prisustvo virusa prvi put je potvrdeno
i U uzorcima crnog i belog luka (Stankovi¢ et al., 2012; Krstié i sar., 2012; Vucurovié, 2019).

Uporedo sa pojavom infekcije prouzrokovane TSWV na duvanu i povréu, prisustvo ovog
virusa utvrdeno je i1 kod brojnih ukrasnih biljaka, gde je zabelezeno znacajno Sirenje ovog virusa
(Krsti¢ i Bulaji¢, 2007). Otkriven je veliki broj novih domacina ovog virusa za naSu zemlju,
ukljucujuéi prvi nalaz TSWV na Gerbera hybrida (Stankovié et al., 2011b), biljkama hrizanteme
(Stankovi¢ et al., 2013) i Brugmansia sp. (Nikoli¢ et al., 2013). Dugogodisnja istrazivanja prisustva
i rasprostranjenosti TSWV u stakleni¢ko-plasteni¢koj proizvodnji ukrasnih biljaka u Srbiji,
sprovedena u periodu 2005-2013. godine ukazala su na stalno prisustvo i visoku ucestalost TSWV.
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Prisustvo TSWV dokazano je u velikom broju ukrasnih biljaka poreklom iz razli¢itih rodova,
ukljucujuéi Impatiens, Petunia, Pelargonium, Dahlia, Chrysanthemum, Begonia, Salvia, Sinningia,
Calla, Iris, Amarilis, Lysimachia, Vinca, Verbena, Tagetes, Cyclamen, Gazania, Gerbera,
Hyacianthus, Calceolaria i Aeschynanthus (Stankovi¢ i sar., 2013).

Proucavanja u nasoj zemlji, pre svega odnosila su se na utvrdivanje pojave i rasprostranjenosti
TSWYV na razli¢itim domacinima, dok je delimi¢na molekularna karakterizacija na osnovu sekvenci
N gena obavljena samo za deo izolata ovog virusa poreklom iz duvana (Stankovi¢ et al., 2011a),
paprike (MiloSevi¢, 2013), tikava (Vuéurovi¢ et al., 2012) i paradajza (Nikoli¢, 2018).

2.4. Ekonomski znacaj

Sa aspekta ekonomskog znacaja, virus bronzavosti paradajza rangira se kao drugi
najznacajniji biljni virus u ¢itavom svetu (Scholthof et al., 2011; Rybicki, 2015). Pojava ovog virusa
u epidemijskim razmerama u proizvodnji razlicitih useva Sirom sveta, doprinela je gubicima Kkoji se
procenjuju na oko jednu milijardu dolara godisnje (Scott, 2000), pri ¢emu gubici mogu biti potpuni
(Berling et al., 1990). Najces¢e napadnuti usevi kod kojih TSWV izaziva veoma destruktivna
oboljenja i velike ekonomske $tete su: paprika, paradajz, ukrasne biljke iz rodova Chrysanthemum,
Cyclamen i Sinningia, kao i Senecio cruentus (OEPP/EPPO, 1999). U nekim regionima Brazila,
Argentine, Kanade, Danske, ltalije, Holandije, Velike Britanije i SAD, TSWV je postao ekonomski
najvazniji virus (OEPP/EPPO, 1999).

Tokom 1980-ih godina, usled naglog Sirenja TSWV, Zapadnu Evropu pogodili su znacajni
gubici u proizvodnji razli¢itog povréa i1 ukrasnih biljaka kako u zasti¢enom prostoru, tako i na
otvorenom polju naroito u Francuskoj, Italiji, Portugaliji i Spaniji (Goldbach and Peters, 1994).
Nedugo zatim, u Francuskoj i Spaniji zabeleZene su zaraze ovim virusom u epidemijskim razmerama
u usevima paradajza, paprike, kao i u proizvodnji ukrasnih biljaka Anemone u zasti¢cenom prostoru,
ali i u polju (OEPP/EPPO, 1999). Koliko TSWV moze predstavljati opasnost po proizvodnju
znacajnih povrtarskih kultura, kao $to su paprika i paradajz, svedoce 1 dosadasnja istrazivanja koja su
ukazala na potpuni izostanak prinosa u proizvodnji ovih kultura, ne samo na otvorenom polju, ve¢ i
u zatvorenom prostoru (Gitaitis et al., 1998; Finetti Sialer et al., 2000). Groves et al. (2002) beleze
gubitke u proizvodnji paradajza od 25 do 50%, a sveukupne $tete prouzrokovane ovim virusom mogu
dosti¢i i 44 miliona dolara na godisnjem nivou (Riley and Pappu, 2000). U zemljama okruzenja, kao
Sto je Madarska, zaraze povréa ovim virusom dostizale su nivo 21-68%, dok su prosecni godisnji
gubici iznosili 5-40% kada je u pitanju proizvodnja u zasticenom prostoru (loc. cit. Zindovi¢, 2010).
Istrazivanja sprovedena u Turskoj ukazala su na uticaj TSWV na smanjenje prinosa (42,1-95,5%) i
trziSne vrednosti plodova paradajza, a ukupna Steta procenjena je na oko 0,9 miliona dolara (Sevik
and Arli-Sokmen, 2012). Sve do 2000. godine ustanovljene su sporadi¢ne pojave Orthotospovirus-
a na paradajzu, soji, krompiru, duvanu 1 kikirikiju, nakon ¢ega su belezene epidemije skoro svake
godine (Ghotbi et al., 2005). Tokom 2007. godine u Srbiji je primeéena ekspanzija TSWV u
proizvodnji povréa (Krsti¢ i sar., 2007; Krsti¢ et al., 2007; Tomic i sar., 2007), da bi tokom 2011.
12015. godine zaraze ovim virusom dovele do gotovo potpunih Steta u pojedinim regionima gajenja
paradajza (Nikoli¢, 2018). Karavina and Gubba (2017) identifikovali su TSWV u 50% analiziranog
povréa, kao i1 u hrizantemi, pri ¢emu je najveci nivo zaraze od oko 11,8% zabeleZen kod biljaka iz
familije Solanaceae, dok je kod biljaka iz familije Cucurbitaceae iznosio oko 6,3%. U Venecueli
nivo zaraze u proizvodnji paradajza dostigao je ¢ak 70% (Rodriguez-Roman et al., 2018).

Cho et al. (1998) su zabelezili da je u pocetku pojave TSWV smanjenje prinosa salate u
Kaliforniji bilo od 5 do 10%, da bi u toku narednih 4-5 godina doslo do epidemijske pojave virusa
Sto je za posledicu imalo smanjenje prinosa ¢ak od 50 do 75%. U proizvodnji salate u svetu zabelezeni
su znacajni prosecni godisnji gubici (25-50%), pri ¢emu su u pojedinim regionima, gde se salata gaji
u zaSticenom prostoru, gubici dostizali i do 100% (Finetti Sialer et al., 2000).
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Na Floridi prisustvo TSWV prvi put je zabelezeno 1974. godine na paradajzu, a deceniju
kasnije ovaj virus postao je pretnja za proizvodnju duvana, paprike, lubenice, krompira, ali i ukrasnih
biljaka poput impatiensa, gloksinije i gladiole (Kucharek et al., 2000). Prose¢ni godi$nji gubici u
Dzordziji (SAD) u proizvodnji kikirikija, duvana, paradajza i paprike dostizali su vrednost od oko
100 miliona dolara (Jain et al., 1998), od ¢ega nekoliko miliona samo u proizvodnji kikirikija
(Mandal et al., 2001; Culbreath et al., 2003).

TSWYV predstavlja ograni¢avajuci faktor i za proizvodnju duvana u svetu. U Dzordziji (SAD)
0Vaj Vvirus ugrozio je proizvodnju ne samo Kikirikija i paradajza, ve¢ i duvana sa nivoom zaraze i do
50%, Sto je dovelo do toga da su proizvodaci bili prinudeni da preseju pojedina polja duvana
(Kucharek et al., 2000). Tokom 1999. godine, s obzirom na to da je preko 30% biljaka duvana bilo
zarazeno OVim virusom, gubici su procenjeni na vise od 28 miliona dolara (Williams-Woodward,
2000). Ozbiljni gubici u proizvodnji duvana zabelezeni su i na prostorima bivSe Jugoslavije.
Epidemijska pojava TSWV na 50-90% biljaka duvana u Srbiji dovela je do toga da je proizvodnja
duvana bila u potpunosti ugrozena (Mickovski, 1969). Kasnija istrazivanja sprovedena u nasoj zemlji
ukazala su na znacajno prisustvo TSWYV u proizvodnji duvana, a 2008. godine nivo zaraze dostigao
je 100% (bekié¢, 2009). U susednoj Bosni i Hercegovini zabelezen je nivo zaraze od 24% u
proizvodnji duvana i paprike (Deli¢ et al., 2018).

Ekspanzija F. occidentalis, vektora ovog virusa, znacajno je ugrozila staklenicko-plasteni¢ku
proizvodnju ukrasnih biljaka Sirom sveta (Daughtrey et al., 1997). Zaraze ukrasnih biljaka mogu biti
prouzrokovane od strane TSWV koji moze biti u pojedinacnoj ili ceS¢e u meSanoj zarazi sa INSV,
kada dolazi do pojave destruktivnih simptoma i smanjenja trziSne vrednosti zarazenih biljaka
(Daughtrey et al., 1997). Stete koje ovaj virus prouzrokuje na ukrasnim biljkama veoma su znagajne.
Osim simptoma na li§¢u i stablu, i propadanja biljaka, TSWYV uti¢e na smanjenje kvaliteta i brojnosti
cvetova, a takode, smanjuje i klijavost krtola i lukovica (Whitfield et al., 2003). U staklenicko-
plasteni¢koj proizvodnji ukrasnih biljaka u Srbiji, TSWV je dokazan tokom 2005. godine (Krsti¢ i
sar., 2006a), a u narednim godinama zapazeno je njegovo Sirenje (Krstié¢ i Bulaji¢, 2007). Znacajne
Stete u nasoj zemlji zabelezene su u proizvodnji Gerbera hybrida gde je procenat zaraze iznosio 30%
(Stankovi¢ et al., 2011b). Osim toga, virus je detektovan i na biljkama hrizanteme (Stankovi¢ et al.,
2013) i Brugmansia sp. (Nikoli¢ et al., 2013), a naredna dugogodiSnja istrazivanja ukazala su na
njegovo stalno prisustvo i visoku ucestalost u vecini lokaliteta nase zemlje (Stankovi¢ i sar., 2013).

2.5. Domadini

Zbog veoma izrazene polifagne prirode, virus bronzavosti paradajza jedan je od biljnih virusa
sa najsirim krugom domacina, koji obuhvata vise od 1300 biljnih vrsta iz 92 familije (Pappu et al.,
2009; EFSA, 2012). TSWV podjednako zarazava dikotiledone i monokotiledone biljke, a
najzastupljenije biljne familije medu domacinima ovog virusa jesu familije Asteraceae sa 247 vrsta,
Solanaceae sa 172 vrste i Fabaceae sa 60 vrsta (Parrella et al., 2003).

Kao najznacajniji prirodni domacini ovog virusa navode se brojne povrtarske (paradajz,
paprika, plavi patlidzan, salata, pasulj, grasak, artiCoka, cikorija, krastavac, dinja, lubenica),
industrijske (duvan, krompir, kikiriki) i ukrasne biljke (Alstroemeria, Anemone, Antirrhinum,
Araceae, Aster, Begonia, Bouvardia, Calceolaria, Callistephus, Celosia, Cestrum, Columnea,
Cyclamen, Dahlia, Dendranthema x grandiflorum, Eustoma, Fatsia japonica, Gazania, Gerbera,
Gladiolus, Humulus japonicus, Hydrangea, Impatiens, Iris, Kalanchoe, Leucanthemum, Limonium,
Pelargonium, Ranunculus, Saintpaulia, Senecio cruentus, Sinningia, Tagetes, Verbena, Vinca i
Zinnia). U Iranu (Golnaraghi et al., 2001) i Dzordziji (SAD) (Nischwitz et al., 2006), TSWV je
detektovan u biljkama soje koje nisu ispoljavale simptome karakteristi¢ne za infekciju prouzrokovanu
ovim virusom. S obzirom na to, iako jo$ uvek nije potvrdeno, smatra se da asimptomati¢ne biljke soje
predstavljaju rezervoar inokuluma ovog virusa koji se dalje, putem vektora-tripsa, moze preneti na
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razli¢ite useve 1 korovske biljke. Osim toga, kao prirodni domac¢ini TSWV navode se i neke vrste
vocaka kao $to su papaja i ananas (Brunt et al., 1995; Cho et al., 1998). Do sada nijedna drvenasta
biljka nije navedena kao domac¢in TSWV, ukljucujuci dve ukrasne drvenaste biljke, ruzu (Rosa
hibridi) i bozi¢nu zvezdu (Euphorbia pulcherrima) (Daughtrey et al., 1997).

Osim kultivisanih biljaka, u prirodne domacine ovog virusa ubrajaju se mnoge korovske vrste,
kao S$to su: Sonchus sp., Ranunculus arvensis, Taraxacum officinale, Stelaria media, Arctium lappa,
Solanum dulcamara, Chenopodium album, Rumex crispus, Convolvulus tricolor, Datura
stramonium, Plantago major, Polygonum convolvulus, Artemisia vulgaris, Amaranthus albus,
Polygonum lapathifolium, Portulaca oleracea, Senecio vulgaris, Solanum nigrum, Cirsium arvense,
Sinapis arvensis, Trifolium sp., Vicia sp., Ballota nigra, Lamium amplexicaule, Portulacea oleracea,
Potentilla reptans, Galium aparine, Veronica officinalis, Solanum nigrum, Chamomilla sp., Verbena
officinalis i druge (Jorda et al., 1995; Mertelik and Mokra, 1999; OEPP/EPPO, 1999;
Chatzivassiliou et al., 2001; Mavri¢ and Ravnikar, 2001; Groves et al., 2002; Parrella et al.,
2003; Love, 2005; Takacs et al., 2006). Znacaj korovskih vrsta u ulozi prirodnih domac¢ina TSWV
ogleda se ne samo u njihovoj brojnosti, ve¢ i u tome Sto predstavljaju mesto odrzavanja virusa i
vektora u zimskom periodu i na taj na¢in postaju primarni izvor zaraze za gajene biljke.

Pomocu soka prirodno zarazenih biljaka, TSWV se lako prenosi mehanicki na test-biljke,
mada takvo prenosenje nema znacaja za Sirenje Vvirusa u prirodi. Eksperimentalni domacini TSWV
koji se najcesce koriste u dijagnosticke svrhe su: Nicotiana tabacum, N. glutinosa, N. benthamiana,
N. clevelandii, Datura stramonium, Cucumis sativus, Lycopersicon esculentum, Sinningia speciosa,
Impatiens walleriana i Dendrathema x grandiflorum (Daughtrey et al., 1997; Parrella et al., 2003;
OEPP/EPPO, 2004). Dijagnosti¢ki najkorisnijom vrstom, odnosno indikator-biljkom za sve
Orthotospovirus-e smatra se Petunia x hybrida (Allen and Matteoni, 1991), koja ispoljava
karakteristi¢ne lokalne nekroti¢ne prstenaste pege 2-4 dana nakon inokulacije.

2.6. Simptomatologija

Virus bronzavosti paradajza prouzrokuje veliki broj veoma razli¢itih simptoma na svojim
domacinima, pri ¢emu kod nekih domacina moze do¢i do pojave asimptomatske reakcije (Kucharek
et al., 2000). U zavisnosti od sorte, faze razvica u kojoj se biljka nalazi i uslova spoljasnje sredine, a
naroCito temperature kao znacajnog faktora u jacini ispoljavanja simptoma, na jednoj zarazenoj
biljnoj vrsti simptomi mogu varirati (Allen et al., 1991). Razli¢iti izolati ovog virusa na istom
domacinu pri istim uslovima spoljasnje sredine mogu izazvati razli¢ite simptome (de Avila et al.,
1992). Da bi doslo do razvoja simptoma, neophodno je da prode period inkubacije 3-14 dana od
nastupanja infekcije, s tim $to taj period nekada moze trajati i znatno duze (Kucharek et al., 2000).
Simptomi koje prouzrokuje TSWV veoma su sli¢ni onima koje prouzrokuju drugi Orthotospovirus-i
1 zbog toga je gotovo nemoguce utvrditi samo na osnovu simptoma o kom virusu se radi. Simptomi
koje izaziva TSWV ponekad mogu asocirati na simptome koji nastaju ili kao posledica fiziopatije u
vidu nedostatka, odnosno viska hranljivih materija, ili na one prouzrokovane drugim biljnim
patogenima poput bakterija ili gljiva. Osim toga, nekroti¢ne pege na liS¢u ¢esto se mogu pogresno
protumaciti kao oste¢enja od pesticida. One biljke kod kojih dolazi do latentnih zaraza, odnosno
zaraza bez vidljivih simptoma, predstavljaju znacajnu opasnost kao izvor inokuluma u staklenicima.
Biljke domacini, kao Sto su paradajz, impatiens, ciklama, begonija 1 gloksinija, na zarazu TSWV
reaguju ispoljavanjem specificnih simptoma u vidu malih koncentricnih prstenova na liS¢u,
cvetovima ili plodovima, koji su u pocetku zute ili ljubicaste, a kasnije zutosmede do smede boje. Na
zarazu TSWV ukazuju i specifi¢ni simptomi na najmladem li§¢u paradajza koje poprima bronzastu
boju, kao i pojava ljubicastih pruga na stablu paradajza i impatiensa. Simptomi prouzrokovani ovim
virusom, a koji se javljaju kod razli¢itih domacina jesu i zute ili tamnosmede prstenaste pege ili
prstenovi, kao i razli¢ite linijske Sare, crne pruge na peteljkama i stablu, nekroticne pege na lis¢u ili
nekroza vrha biljke.

8



Na biljkama paradajza simptomi se mogu javiti na ¢itavoj biljci, ukljucujuci lisce, peteljke,
stablo 1 plodove. U zavisnosti od faze razvoja biljke u vreme infekcije, simptomi mogu biti razli€iti.
Mlado lis¢e je uvijeno i naborano, prekriveno malim tamnosmedim pegama i sa zadebljalim nervima.
Simptom tipican za infekciju ovim virusom, a koji se javlja na lis¢u jeste bronzavost. Peteljke i stablo
reaguju ispoljavanjem nekroze koja se manifestuje u vidu tamnosmedih traka, a takve biljke kasnije
potpuno propadaju. ZaraZzena bijka mozZe biti smanjenog porasta ukoliko vrS$ni meristem zahvati
sistemic¢na nekroza. Ukoliko dode do progresije infekcije, simptomi se mogu javiti i na nedozrelim
plodovima u vidu svetlozelenih prstenova sa izdignutim centrom, pri ¢emu ceo plod biva proSaran.
Na mladim zelenim plodovima moguéa je pojava i nekroticnih prstenova i1 Sara pracenih
deformacijom ploda. Pojava simptoma na zrelim plodovima u vidu bledocrvenih, belih ili
narandzastih polja oivic¢enih koncentri¢nim prstenovima dovodi do gubitka njihove trzisne vrednosti.
ZabeleZena je 1 pojava kada zarazene biljke na infekciju reaguju pojavom simptoma isklju¢ivo na
plodovima (Pavan et al., 1996; OEPP/EPPO, 1999; Chatzivassiliou et al., 2000b; Krsti¢ i Bulajié,
2007).

Zarazene biljke paprike ispoljavaju zutilo lisca i cele biljke, Sto za posledicu ima krzljavost
Citave biljke. Mlado liS¢e ostaje sitno, deformisano, naborano i sa zadebljalim nervima, dok se kod
starijeg lis¢a Cesto javlja mozaik sa izrazenim koncentri¢nim prstenastim pegama ili hloroti¢ni,
prstenasti linijski mozaik. Kao i kod paradajza, i lis¢e paprike moze ispoljiti bronzastu boju. Na stablu
se mogu javiti dugacke nekroti¢ne pruge, Cije Sirenje se pruza sve do vrSnog meristema. Kod
zarazenih biljaka ovim virusom onemoguceno je normalno zametanje plodova, a plodovi koji se
formiraju nakon infekcije nerazvijeni su i veoma deformisani, nepravilne obojenosti, sa dugackim
nekrotiénim prugama i pegama ili u vidu mozaic¢ne ili nekroti¢ne prstenaste pegavosti, $to na kraju
kod mladih plodova rezultira potpunom nekrozom. Osim toga, moze do¢i i do izumiranja grancica,
skra¢ivanja internodija stabla, §to zarazenoj biljci daje zbunast izgled koji prati propadanje Citave
biljke (Mumford et al., 1996b; OEPP/EPPO, 1999; Chatzivassiliou et al., 2000b; Krsti¢ i Bulaji¢,
2007).

Na mladem liS¢u duvana javljaju se koncentri¢ne prstenaste pege, a nervi postaju zadebljali 1
prosvetljavaju. Tipi¢an simptom koji TSWV izaziva na duvanu jeste zastoj u porastu srednjeg lisnog
nerva oko kojeg se tkivo dalje razvija, pa list postaje naboran i savija se prema nali¢ju, uz pojavu
linijskih ili koncentri¢nih prstenastih Sara. ZaraZene liske nakon procesa suSenja pocrne i na taj nacin
gube upotrebnu vrednost. Na cvetovima 1 ¢aurama dolazi do pojave nekroticnih pega, kao 1 do
nekroze vr$nog meristema 1 skra¢ivanja internodija, $to dovodi do toga da takve biljke zaostaju u
porastu (OEPP/EPPO, 1999; Chatzivassiliou et al., 2000b; Anonymus, 2002; Krsti¢ i Bulaji¢,
2007).

Simptomi na ukrasnim biljkama variraju medu vrstama, ali i sortama iste vrste. Na liS¢u
Chrysanthemum indicum dolazi do pojave koncentri¢no prstenastih, linijskih ili nepravilnih pega
bronzaste boje, a moze do¢i i do pojave hloroti¢nog do bronzastog mozaika na lis¢u novih izdanaka
zarazenih biljaka. Cvetovi su sitni, a kruni¢ni listi¢i su proredeni i1 nekrotiraju. Takode, Cesto se
javljaju nekroti¢ne crne pruge na stablu i takve biljke venu. Zarazene biljke muskatle (Pelargonium
sp.) ispoljavaju simptome u vidu belih do hloroti¢nih prstenova ili koncentri¢nih pega, a vrsni listovi
su sitniji. Kod zarazenih biljaka iz roda Impatiens na lis¢u se javlja hlorotican mozaik nepravilnog
oblika ili hloroti¢ni 1 nekroti¢ni koncentricni prstenovi, dok se brojnost i kvalitet cvetova smanjuje
(Matteoni and Allen, 1989; Chatzivassiliou et al., 2000b; Whitfield et al., 2003; Krsti¢ i Bulaji¢,
2007).

Dijagnoza oboljenja koje prouzrokuje TSWV veoma je teSka na osnovu simptoma, imajuci u
vidu njihovu raznovrsnost i variranje u zavisnosti od vremena infekcije, soja virusa, vrste, sorte i faze
razvoja biljke domacina, ali i faktora spoljne sredine, kao $to su temperatura i intenzitet svetlosti.



2.7. Epidemiologija

Virus bronzavosti paradajza u prirodi se Siri putem vektora-tripsa i zarazenim propagativnim
biljnim materijalom. Do sada je ustanovljeno devet vrsta tripsa iz dva roda Frankliniella i Thrips,
koji ovaj virus prenose na cirkulativan (perzistentan) i propagativan nacin, §to znaci da se virus
umnozava u telu vektora (Rotenberg et al., 2015). Dva najznacajnija vektora TSWYV jesu vrste
Frankliniella occidentalis (kalifornijski ili zapadni cvetni trips) i Thrips tabaci (lukov trips), a kao
ucestale vrste navode se i F. schultzei (pamukov trips) i F. fusca (duvanov trips) (Amin et al., 1981;
EPPO/CABI, 1992; Webb et al., 1997). Prvi opisani i dokazani vektor TSWV je Thrips tabaci, a
1930. godine potvrdena je vektorska uloga F. schultzei (Samuel et al., 1930). Pet godina kasnije
potvrdena je i vektorska uloga vrste F. occidentalis (Gardner et al., 1935). Nakon toga, vektorska
uloga ustanovljena je i kod preostalih vrsta, kao $to su: F. fusca (Sakimura, 1963), T. setosus
(Fujisawa et al., 1988), F. intonsa (Wijkamp et al., 1995), F. bispinosa (Webb et al., 1998), F.
gemina (de Borbédn et al., 1999) i F. cephalica (Ohnishi et al., 2006). Prema navodima Fauquet et
al. (2005) i Thrips palmi je smatran vektorom TSWYV, ali se danas ova vrsta tripsa ne ubraja medu
vektore ovog virusa.

Od svih razvojnih stadijuma tripsa, usvajanje TSWV moguce je samo od strane larvi prvog i
drugog stupnja (L1 i L2) tokom ishrane na zarazenoj biljci, a dalje prenosenje virusa odvija se od
strane L2 i imaga (Oliver and Whitfield, 2016). Za uspes$no usvajanje virusa moze biti dovoljna
intenzivna ishrana larvi na zarazenoj biljci u trajanju od svega nekoliko minuta, ali sa duzim periodom
ishrane mogucénost usvajanja virusa znatno je veca. Larve usvajaju virus iz citoplazme biljne ¢elije, a
njegov transport odvija se kroz lumen digestivnog trakta larve gde dospeva do srednjeg creva. Proces
endocitoze omogucava prolazak virusa kroz membranu srednjeg creva i njegovo dospevanje u
pljuvacne zlezde. Da bi se virus zadrzao u telu tripsa, neophodno je njegovo dospevanje u pljuvacne
Zlezde pre prelaska larve u stadijum lutke (Chatzivassiliou et al., 2002), jer tokom presvlacenja
dolazi do obnavljanja epitelnih ¢elija srednjeg creva, §to moze dovesti do njegove eliminacije iz tela
vektora (Nagata et al., 2000). Nakon uspesnog usvajanja, virus se odrzava u larvi i tokom preobrazaja
prenosi na odraslu jedinku. lako imago nema sposobnost usvajanja, on prenosi virus i omogucava
njegovo dalje Sirenje. Inokulacija zdravih biljaka, odnosno njihovo zarazavanje postiZe se lu¢enjem
pljuvacke prilikom takozvane plitke ishrane tripsa u epidermalnim celijama (Moyer et al., 1999).
Dokazano je da 80% larvi postaje virulentno nakon ishrane na zaraZzenim biljkama i da drugi larveni
stadijum, kao 1 imago, ima sposobnost prenoSenja virusa. Takode, pojedina istrazivanja ukazuju i na
to da su larve drugog stupnja, kao prenosioci virusa, potencijalno efikasnije u odnosu na imaga,
naroCito u zaSti¢enom prostoru. DuZina trajanja latentnog perioda, odnosno vreme koje je potrebno
da bi se virus umnozio u telu larve, traje od 3 do 10 dana i mozZe biti zavr§eno tokom ovog razvojnog
stadijuma (German et al., 1992; Peters and Goldbach, 1995; Nagata et al., 2000; Naidu et al.,
2008). Period maksimalne infektivnosti vektora nakon usvajanja virusa moze trajati od 22 do 30 dana
i Cesto traje sve do uginuca vektora (OEPP/EPPO, 1999). Prenosenje virusa jajima tripsa nije
registrovano (Elliott and Richard, 1996). U prolece primarno $irenje TSWYV obavljaju imaga tripsa
tako S§to prelaze sa korovskih na povrtarske biljke (Groves et al., 2001), na kojima se dalje
razmnozavaju, hrane i ostvaruju nove zaraze u toku vegetacije (Momol et al., 2004). U zimskom
periodu virus se moze odrzati u velikom broju korovskih i1 ukrasnih biljaka, koje predstavljaju
znacajan izvor inokuluma za narednu vegetaciju (Mertelik and Mokra, 1999; Finetti Sialer et al.,
2000, 2002).

U zavisnosti od biljke domacina, vrste izolata, kao i geografskog porekla, razlicite vrste tripsa
pokazuju razli¢itu efikasnost u prenosenju TSWV (Peters and Goldbach, 1995). U proizvodnji
ukrasnih i povrtarskih biljaka u zatvorenom prostoru, kao najznacajniji vektor TSWV istice se F.
occidentalis. Za tripse F. schultzei i T. tabaci dokazano je da veoma efikasno prenose TSWV (de
Borbdn et al., 2006), ali isto tako u okviru istrazivanja koja su sproveli Nagata et al. (2004) utvrdeno
je da ove vrste nisu prenosile ispitivane izolate ovog virusa. U odnosu na F. occidentalis i T. tabaci,
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F. fusca se pokazao kao efikasniji prenosilac dva kanadska izolata TSWV (Cho et al., 1998), a Jain
et al. (1998) su utvrdili da su u Dzordziji najefikasniji vektori TSWV F. occidentalis i F. fusca.
Ekspanzija odredene vrste vektora u odredenom podrucju utice na pojavu TSWV u istom. Tako je
tokom ranih 80-ih godina proslog veka kao posledica prenamnozenja F. occidentalis doslo do nagle
pojave TSWV u juznom delu Severne Amerike, odakle se proSirio u zemlje Zapadne Evrope
(Culbreath et al., 2003). Napustanje proizvodnje duvana u mnogim regionima Zapadne Evrope
nakon Drugog svetskog rata dovelo je do stvaranja jedinki T. tabaci bez vektorske aktivnosti
(OEPP/EPPO, 1999), sto je imalo uticaj na to da virus u ovom podru¢ju prakti¢no nestane. Za
epidemijsko Sirenje TSWV u Grckoj, odgovornom i najefikasnijom vrstom vektora smatra se T.
tabaci (Tsakiridis and Gooding, 1972), dok se za podru¢je Evrope i Severne Amerike kao
najefikasniji vektor navodi vrsta F. occidentalis (Nagata et al., 2004).

Drugi veoma znacajan nacin Sirenja TSWYV jeste medunarodna trgovina biljnim materijalom
u vidu rasada i reznica, koje mogu biti zarazene virusom ili infestirane zarazenim tripsima (Hausbeck
etal., 1992). PrenoSenje virusa zarazenim lukovicama i krtolama je retko i manje znacajno (Robb et
al., 1998; Kucharek et al., 2000). Medutim, prenoSenje TSWV zaraZenim krtolama krompira moze
imati veliki znacaj, imajuéi u vidu da se u zavisnosti od sorte belezi prenosivost u iznosu od 5 do ¢ak
84%. Zarazene krtole koje ne ispoljavaju simptome zaraze ili ispoljavaju simptome koji podsecaju na
one prouzrokovane drugim patogenima, takode mogu predstavljati znacajan izvor zaraze. Takode,
reznice uglavnom ne ispoljavaju simptome virusne zaraze, a kod pojedinih ukrasnih biljaka poput
hrizanteme i dalije Ceste su latentne zaraze ili do ispoljavanja simptoma infekcije dolazi tek dva
meseca od njenog nastupanja (Peters and Goldbach, 1995; Krsti¢ i Bulajic, 2007).

Veoma znacajan izvor inokuluma u prirodi predstavljaju zaraZzene korovske vrste u kojima se
TSWV odrzava tokom zimskog perioda i dalje prenosi na osetljive biljke (Groves et al., 2001). Osim
toga, one imaju i ulogu reproduktivnog domacina kada su u pitanju vektori ovog virusa. Takode,
prenosenje TSWV moguce je i mehani¢kim putem i kalemljenjem. Virus se lako prenosi sokom
prirodno zarazenih biljaka na test-biljke, ali ve¢ina istrazivaca (Best, 1968; Brunt et al., 1995; Peters
and Goldbach, 1995) smatra da mehanicko prenosenje ima samo eksperimentalni znacaj.

Groves et al. (2016) dokazali su da se Soybean vein necrosis orthotospovirus (SVNV) prenosi
semenom u niskom procentu, $to ujedno predstavlja i jedini podatak za ovakav vid transmisije u
prirodi kada su u pitanju Orthotospovirus-i. Osim prenoSenja semenom, ni preno$enje polenom
biljaka domacina nije zabeleZzeno kod TSWYV i drugih Orthotospovirus-a (Reddy and Wightman,
1988; Jones et al., 2014).

2.8. Morfologija virusnih Cestica i organizacija genoma

Na osnovu morfologije, ¢estice TSWV klasifikuju se kao cestice kvazisfericnog oblika i
okruglog izgleda, bez vidljivih kapsomera, a njihov preénik iznosi 80-120 nm. Proces formiranja
virusne Cestice odvija se unutar ¢elije domacina gde se virusni nukleoprotein lokalizuje unutar
citoplazme, duz mreze koju formiraju aktinski filamenti i endomplazmati¢ni retikulum (Ribeiro et
al., 2009; Montero-Astua, 2012; Dietzgen et al., 2012). Zatim, virusni nukleoprotein stupa u
interakciju sa genomnom RNK i tokom procesa formiranja Cestica ribonukleoproteini, sa¢injeni od
RNK zavisne RNK polimeraze, nukleoproteina i genomne RNK, bivaju obavijeni dvostrukim
lipoproteinskim omotacem poreklom od membrane GoldZzijevog aparata iz koje u vidu Siljaka vire
dva virusno kodirana glikoproteina Gn i Gc (Kikkert et al., 1999; Ribeiro et al., 2009, 2013; Li et
al., 2015). U zavrsnoj fazi morfogeneze Cestica formiraju se velike vezikule u kojima se akumuliraju
zrele virusne ¢estice omotane jednostrukim omotac¢em Kkoji nastaje medusobnom fuzijom dvostrukog
omotaca poreklom od membrana GoldZijevog aparata ili fuzijom dvostrukog omotaca sa
membranama endoplazmati¢nog retikuluma. Ovako formirane virusne cestice omotane jednim
omota¢em ostaju u vezikulama u kojim su dostupne za usvajanje od strane vektora tripsa (Kikkert et
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al., 1997, 1999, 2001). Pretpostavlja se da je za prenosenje virusa tripsima neophodno da virusna
Cestica sadrzi omotac, dok to nije preduslov kada je u pitanju zarazavanje biljke domacina (Sin et al.,
2005). U gradu virusa ukljuc¢ene su razli¢ite komponente, od kojih udeo od po 5% imaju RNK i
ugljeni hidrati, 20% ¢ine lipidi, dok udeo proteina iznosi 70% (Brunt et al., 1996; Anonymus, 2002).

Genom virusa sastoji se od tri linearne jednolan¢ane RNK (single stranded RNAs, ssSRNAS),
oznac¢ene kao S RNK (short 2,9 kbp), M RNK (middle 4,8 kbp) i L RNK (large 8,9 kbp). U zavisnosti
od polarnosti one mogu biti: neinfektivne, odnosno negativne polarnosti [(-) SSRNA] ili ,,ambisense”,
odnosno ambiinformacione [(+/-) ssRNA]. Otvoreni okviri ¢itanja (open reading frame, ORF) mogu
biti: virusni (viral sense ORF) i virusno komplementarni (viral complementary sense ORF) (Qiu et
al., 1998; Pappu et al., 2000; Silva et al., 2001). S i M RNK sadrze oba tipa ORF, dok je kod L
RNK prisutan samo virusno komplementarni ORF (Pappu et al., 2000). Virion sa¢injen od trodelnog
genoma i brojnih kopija proteinskih subjedinica N proteina poprima pseudocirkularne konformacije
(ili  konformacije tipa ukosnice-hairpar), odnosno formira kruzne (pseudocirkularne)
ribonukleoproteine koji su povezani sa 10-20 kopija L proteina (RNK zavisna RNK polimeraza). U
Cesticama TSWYV nalaze se i1 virusno-komplementarni lanci S i M RNK ¢iji se odnos moze izraziti u
vidu 10 virusnih lanaca po jednom virusno-komplementarnom lancu (Mumford et al., 1996b;
Soellick et al., 2000; Silva et al., 2001; Prins and Komerlink, 2004a). Konzervativna sekvenca od
osam nukleotida (5’~AGAGCAAU-3"), karakteristi¢na za sve Orthotospovirus-e (Moyer, 1999),
prisutna je u terminalnim regionima sve tri RNK.

Otvorene okvire ¢itanja kod ambiinformacionih S i M RNK razdvajaju intergenski regioni
(intergenic regions, IGR), koji predstavljaju najvarijabilnije delove genoma TSWV i imaju ulogu u
procesu dvosmerne transkripcije (Geerts-Dimitriadou et al., 2012). Osim toga, intergenski regioni
sadrze visok procenat adenina i uracila, 1 imaju sposobnost formiranja konformacija tipa ukosnice
(Heinze et al., 2003). Prisustvo ovih konformacija na 3’ kraju netraslirajuceg regiona (untranslated
region, UTR) TSWV iRNK upucuje na mogucu ulogu intergenskih regiona u procesu translacije
(Geerts-Dimitriadou et al., 2012). Prisustvo viriona TSWV primeceno je u citoplazmi ¢elija svih
delova zarazene biljke. U takvim ¢elijama dolazi do formiranja inkluzija neobi¢nog oblika (Brunt et
al., 1995), a formiranje razli¢itih struktura u citoplazmi, poput viroplazme i dugackih filamenata,
zavisi of faze replikacije TSWV (Silva et al., 2001). Grupisanje viriona primeceno je u vakuolama
za koje se pretpostavlja da nastaju usled ispupcenja na odredenim delovima endoplazmati¢nog
retikuluma.

Do sada je u prirodi utvrdeno postojanje dve razlicite vrste defektnih formi TSWV: morfoloski
defektne forme (Verkleij and Peters, 1983; le, 1982) i defektne ometaju¢e RNK (defective
interfering RNAs, DI RNAs) (Resende et al., 1991). Morfoloski defektne forme karakterise odsustvo
omotaca virusne Cestice 1 na preparatima za elektronsku mikroskopiju imaju izgled amorfnih tamnih
agregata u citoplazmi biljnih ¢elija. U celijama biljaka zarazenim ovakvim formama virusa nije
moguce detektovati glikoproteine. S obzirom da ovakve forme mogu nastati nakon serije mehanickih
inokulacija biljaka Nicotiana benthamiana, ali ne i N. rustica, zakljucuje se da je uloga biljke
domacina u procesu stvaranja ovakvih mutanata izuzetno vazna. lako mehanizam nastanka ovih
defektnih formi nije u potpunosti jasan, ustanovljeno je da pojava delecija u okviru ORF za
glikoproteine predstavlja uzrok ove pojave. Kao posledica ovih delecija, dolazi do izostanka
formiranja bar jednog od glikoproteina, kao i okupljanja lipoproteinskog omotac¢a oko virusne Cestice,
Sto ometa prenosivost virusa tripsima, a takode ometa i sakupljanje virusnih Cestica. Delecijom L
RNK, koja bude za oko 5 kbp kra¢a od L RNK normalnih ¢estica TSWV na kojoj se nalaze geni za
polimerazu, nastaju defektne ometaju¢e (DI) RNK. Taan mehanizam nastanka ovih formi nije
utvrden, ali je poznato da su povezane sa oslabljenom infektivnos¢éu i da dovode do slabijeg
ispoljavanja simptoma. Margaria et al. (2014) uocili su prisustvo delecija u NSs proteinu, ali i
izostanak prekursora za glikoproteine, kao i lipoproteinskog omotaca oko virusne Cestice defektne
forme (p202/3RB) TSWYV izolata p202/3WT, navode¢i da je ovo prvi zabelezeni slu¢aj da neki od
izolata virusa iz familije Tospoviridae i pored ovih nedostataka nije izgubio sposobnost ostvarivanja
infekcije.
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2.9. Funkcije proteina

Najveca L RNK je neinfektivna (-), monocistronska i kodira jedan protein, dok su M RNK i
S RNK ambiinformacione (+/-), bicistronske i kodiraju po dva proteina. Genom TSWV sastoji se od
ukupno pet gena koji kodiraju pet proteina: (i) RNK zavisna RNK polimeraza (RNA-dependent RNA
polymerase, RdRp protein) ili L protein; (ii) nestrukturni NSm protein (non-structural protein); (iii)
Gn i Gc glikoproteini (glycoproteins); (iv) nestrukturni NSs protein (non-structural protein); (v)
strukturni N protein (nucleocapsid protein; protein nukleokapsida).

Fragment L RNK (8897 nt), negativne polarnosti (-), na otvorenom okviru ¢itanja (viral
complementary sense ORF) kodira L protein (332 kDa) koji predstavlja enzim tipa transkriptaze i
obavlja ulogu virusne RNK zavisne RNK polimeraze, koja prepisuje negativni (=) lanac L RNK u
IRNK (de Haan et al., 1991; Pappu et al., 2000; Silva et al., 2001). Na krajevima L RNK prisutne
su komplementarne sekvence (duzine 62-65 nt) koje omoguéavaju RNK da formira konformacije tipa
ukosnice, koje ucestvuju u stvaranju kruznih nukleokapsida u okviru virusne Cestice. Osim toga,
terminalne sekvence sadrze pocetni signal za enkapsidaciju i1 sintezu RNK, $to ih ¢ini veoma
znacajnim kada su u pitanju procesi transkripcije i replikacije (de Haan et al., 1991).

Fragment M RNK (4821 nt) odlikuje polarnost tipa ,,ambisense* (+/-). Na 5’ kraju M RNK
nalazi se virusni ORF (viral sense ORF) koji kodira NSm protein (33,6 kDa), dok se na 3’ kraju nalazi
virusno-komplementarni ORF koji kodira prekursore glikoproteina Gn i Gc (127,4 kDa) (Qiu et al.,
1998). S obzirom na to da su Cestice TSWV vece od preénika plazmodezmi, ne postoji moguénost
prenosenja celokupne, formirane virusne Cestice, ve¢ mogucnost prenosSenja ima samo infektivni
nukleokapsid (subvirusna Cestica), tj. kompleks izgraden od virusne genomne RNK, nukleokapsidnog
proteina i virusno kodirane polimeraze. Postojanje ovog kompleksa je vazno, jer da bi uopste doslo
do procesa transkripcije i replikacije, odnosno infekcije, neophodno je da RNK zavisna RNK
polimeraza bude transportovana u novu celiju zajedno sa virusnom RNK (Soellick et al., 2000).
Klju¢nu ulogu u transportu ovog kompleksa iz ¢elije u ¢eliju obavlja NSm protein, koji se zbog svoje
uloge naziva jo$ i ,transportni protein“. Tubularne strukture koje formira ovaj protein zapravo
omogucéavaju meducelijsko prenosenje infektivnih nukleokapsida, odnosno pomenutog kompleksa.
NSm protein odlikuju karakteristike tipi¢ne za virusne transportne proteine: ekspresija samo u ranim
fazama infekcije, povezanost sa plazmodezmama i nukleokapsidnim agregacijama u citoplazmi, i
mogucnost formiranja tubularnih struktura. Za kodiranje ovog proteina, NSm gen koristi strategiju
koja je drugacija u odnosu na strategije zabelezene kod animalnih i humanih virusa familije
Tospoviridae (Soellick et al., 2000), pa se pretpostavlja da je doslo do evolutivne promene, odnosno
adaptacije roda Orthotospovirus na biljke kao domacine (Goldbach and Peters, 1994). Evolucija
NSm proteina dovela je do jo$ jedne njegove znacajne adaptacije, odnosno do promena na pojedinim
kodonima njegove aminokiselinske sekvence, koje omogucavaju ovom virusu da prevazide otpornost
biljaka paradajza sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti (Hallwas et al., 2014). Osim njegove glavne
uloge u transportu virusa od celije do celije, kao i uloge u prevazilazenju otpornosti paradajza,
pretpostavlja se da NSm protein ima uticaj i na odredivanje kruga domacina i ekspresiju simptoma
(Tsompana et al., 2005), ali i na stvaranje cevastih (tubularnih) struktura u protoplastu biljnih ¢elija
i ¢elijama tripsa (Silva et al., 2001; Fauquet et al., 2005; Tsompana et al., 2005). Takode, potvrdeno
je da sekvenca NSm gena moze posluziti kao dodatni kriterijum za klasifikaciju razli¢itih virusa u
okviru roda Orthotospovirus (Goldbach and Peters, 1994). Glikoproteini, Gn i Gc, obavljaju
znaCajnu ulogu u interakciji virus-vektor (Fauquet et al., 2005). Smatra se da su ovi proteini
neophodni u procesu usvajanja ¢estica TSWYV od strane larvi tripsa, koordiniraju¢i njihovu cirkulaciju
kroz telo vektora (Margaria et al., 2014). Poznato je da glikoprotein Gn omogucava vezivanje Cestica
TSWYV za epitelne ¢elije srednjeg creva kao prvog mesta infekcije u tripsu (Whitfield et al., 2004).

Fragment S RNK (2916 nt) je najkraci i, kao i M RNK, odlikuje se ,,ambisense* polarnosc¢u
sa dva otvorena okvira Citanja (viral sense ORF i viral complementary sense ORF). Na 5’ kraju S
RNK virusni ORF kodira nestrukturni NSs protein (52,4 kDa), dok na 3’ kraju virusno-
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komplementarni ORF kodira N strukturni protein, odnosno nukleokapsid (28,8 kDa) (Peters and
Goldbach, 1995; Elliott and Richard, 1996; Qiu et al., 1998). U ¢elijama zarazenim TSWV, NSs
protein izaziva formiranje agregata ili filamenata, dok u celijama zarazenim INSV dovodi do
formiranja parakristalnih struktura (Kormelink et al., 1991). NSs protein ima ulogu u ekspresiji
simptoma i ispoljava supresorsku aktivnost u procesu ,,utisavanja gena“ (gene silencing) od strane
biljke domacina (Takeda et al., 2002; Sonoda, 2003; Sonoda et al., 2005). Prema navodima
Margaria et al. (2014), ovakva supresorska aktivnost NSs proteina uocena je i u samom vektoru,
tripsu F. occidentalis. Osim toga, literaturni podaci upucuju na ulogu NSs proteina i u procesu
translacije (Geerts-Dimitriadou et al., 2012). U odnosu na glikoproteine (Gn-Gc) koji su neophodni
pri usvajanju cestica TSWV od strane larvi tripsa, NSs protein nije neophodan, ali je njegova uloga
od presudnog znacaja kada je u pitanju nagomilavanje virusnih Cestica u tkivu pljuvacnih zlezda
vektora (Wijkamp et al., 1993), sto omogucava uspe$no prenoSenje virusa od strane adulta
(Margaria et al., 2014). Medutim, kada su u pitanju NSs-defektne forme izolata TSWV, uoceno je
da ovakvi izolati mogu biti usvojeni od strane larve tripsa, ali usled vrlo niske koncentracije, odnosno
niske akumulacije virusa u adultu, dolazi do odsustva transmisije ovakvih izolata (Margaria et al.,
2014). Nedavna istrazivanja ukazala su na to da se NSs protein moze ponasati kao inhibitor biosinteze
pojedinih isparljivin biljnih monoterpena, koji imaju repelentno dejstvo na vektora-tripsa F.
occidentalis, $to govori o sinergistickom odnosu TSWV i vektora-tripsa (Wu et al., 2019). Kao i
NSm protein, i NSs protein podlegao je evolutivnim promenama, koje su imale za posledicu nekoliko
promena u aminokiselinskoj sekvenci ovog proteina kod ,,resistance-breaking“ (RB) izolata TSWV
koji imaju sposobnost zarazavanja komercijalnih sorti paprike sa ugradenim Tsw genom otpornosti
na TSWV (de Ronde et al., 2013). N protein ucestvuje u formiranju proteinskog omotaca, koji
predstavlja zastitni sloj oko virusnih RNK, a osim toga kontroli$e i procese transkripcije i replikacije
virusne RNK (Li et al., 2015).

2.10. Filogenetska ispitivanja

Zbog postojanja trodelnog genoma, raznovrsnost sojeva ovog virusa uslovljena je ne samo
mutacijama i rekombinacijama, ve¢ i pseudorekombinacijama koje podrazumevaju preraspodelu
izmedu samih genomnih segmenata (Qiu et al., 1998). Heterogenost populacije ovog virusa u prirodi
(pojedinacni izolati) ogleda se u postojanju jednog ili dva dominantna haplotipa i veceg broja
haplotipova znatno nize ucestalosti (Moyer et al., 2006). Prou¢avajuci populacije TSWV razli¢itog
geografskog porekla, Tsompana et al. (2005) su ustanovili da je u vecini slucajeva vrednost
parametara koji odreduju diverzitet haplotipa visoka, a diverziteta nukleotidne sekvence jako niska,
tj. da je raznolikost haplotipa izraZzena, dok su nukleotidne sekvence izolata sa visokim stepenom
homologije. Raznolikost izolata ovog virusa odrazava se i na ekspresiju simptoma na razli¢itim
domacinima, seroloSke osobine, kao i na adaptibilnost virusa na nove domacine i nova geografska
podrucja. Zbog toga se smatra da su brojne epidemije Sirom sveta nastale Sirenjem takozvanih ,,starih*
varijanti virusa na nove biljne vrste (Hull, 2009). U literaturnim podacima autora Margaria et al.
(2007) saopsteno je postojanje razlika u simptomima na biljkama Nicotiana tabacum, N.
benthamiana, Capsicum annuum, C. chinense, Datura stramonium, Solanum lycopersicum, Ocimum
basilicum i Emilia sonchifolia, koje su prouzrokovali razli¢iti sojevi ovog virusa.

Chatzivassiliou et al. (2000b) su na osnovu rezultata dobijenih pomoc¢u ELISA testa uz
upotrebu poliklonalnih i monoklonalnih antitela specificnih za protein nukleokapsida (N protein) i
dva glikoproteina (Gn i Gc), ustanovili serolosku varijabilnost TSWV i izvrsili grupisanje
Orthotospovirus-a u pet razlicitih serogrupa i serotipova. Na osnovu reakcije sa monoklonalnim
antitelima za N protein, kao jedini ¢lan serogrupe I navodi se TSWV, dok se u serogrupu III svrstao
Impatiens necrotic spot orthotospovirus (INSV) (Soler et al., 2003). Na isti nac¢in, virusi Tomato
chlorotic spot orthotospovirus (TCSV) i Groundnut ringspot orthotospovirus (GRSV) svrstali su se
u okviru serogrupe Il (Soler et al., 2003), za koju je ustanovljeno da se sastoji od dva serotipa
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formirana na osnovu reakcije virusa sa monoklonalnim antitelima specificnim za TSWV
glikoproteine Gn i Gc (Peters and Goldbach, 1995). Sli¢nost izmedu Orthotospovirus-a prve tri
serogrupe ogleda se u postojanju odredene homologije u sekvencama glikoproteina Gc, dok su razlike
medu njima ustanovljene u okviru veli¢ine sekvenci glikoproteina Gn (Soler et al., 2003). Takode,
na osnovu analize sekvenci N proteina zabeleZene su znacajne razlike izmedu serogrupa I i I1I, dok
serogrupa Il pokazuje 75% sli¢nosti sa izolatima serogrupe 11 57% sli¢nosti sa izolatima serogrupe
I11 (de Avilaetal., 1993). U serogrupu IV svrstani su virusi Watermelon silver mottle orthotospovirus
(WSMoV), Groundnut bud necrosis orthotospovirus (GBNV) i Watermelon bud necrosis
orthotospovirus (WBNYV), za ¢iji je N protein utvrdeno da se seroloski razlikuje od N proteina prve
tri serogrupe. Za serogrupu V, ustanovljen je nizak stepen seroloske sli¢nosti sa drugim serogrupama,
a kao Clan ove serogrupe navodi se Groundnut yellow spot orthotospovirus (GYSV). Otkrice novog
virusa i novog ¢lana Orthotospovirus roda, Iris yellow spot orthotospovirus (I'YSV), doprinelo je
formiranju nove serogrupe, prvenstveno zbog niskog stepena sli¢nosti sa drugim Orthotospovirus-
ima kada se posmatra NSs protein. Ovaj virus pokazao je najvecu slicnost (44%) sa virusima
serogrupe IV (Soler et al., 2003). Pojedini Orthotospovirus-i, kao §to su Chrysanthemum stem
necrosis orthotospovirus (CSNV), Zucchini lethal chlorosis orthotospovirus (ZLCV) i Melon yellow
spot orthotospovirus (MYSV), nisu svrstani ni u jednu od postojecih pet serogrupa (Soler et al.,
2003).

Molekularne analize i rezultati filogenetskih analiza doveli su do podele Orthotospovirus-a u
pet filogenetski razli¢itih grupa (i) Tomato spotted wilt orthotospovirus (TSWV); (ii) Soybean vein
necrosis orthotospovirus (SVNV); (iii) Iris yellow spot orthotospovirus (1'YSV); (iv) Watermelon
silver mottle orthotospovirus (WSMoV); (v) Groundnut yellow spot orthotospovirus (GYSV) (Oliver
and Whitfield, 2016). Geografska rasprostranjenost ovih grupa dovodi se u vezu sa poreklom, pa se
izolati virusa iz WSMoV i GYSV grupe svrstavaju u azijsku grupu, TSWV i SVNV grupe klasifikuju
se kao americ¢ka grupa, dok se I'YSV grupa klasifikuje kao evroazijska grupa (Silva et al., 2001;
Tsompana et al., 2005; Sivparsad and Gubba, 2008; Oliver and Whitfield, 2016; Turina et al.,
2016). Virus bronzavosti paradajza pripada americ¢koj grupi Orthotospovirus-a (Silva et al., 2001).
Filogenetske analize na osnovu kodirajuc¢ih (N, NSs i NSm) i nekodiraju¢ih (IGR na S i M RNK)
sekvenci omogucavaju otkrivanje sli€nosti 1 razlika 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). Sivparsad and Gubba (2008) su tokom poredenja
sekvenci N gena izolata TSWV razli¢itog geografskog porekla utvrdili da njihova medusobna sli¢nost
1znosi vise od 90%.

U pionirskom radu grupe autora Tsompana et al. (2005), u kom je izvrSena rekonstrukcija
filogenetskih stabala na osnovu sekvenci NSs, N, NSm i Gn-Gc gena, ustanovljeno je razdvajanje
prirodne populacije TSWV na osnovu geografskog porekla, $to je potvrdeno i u drugim istrazivanjima
(Dietzgen et al., 2005; Persley et al., 2006; Sivparsad and Gubba, 2008). U istom radu Tsompana
etal. (2005) zabeleZena su i odstupanja u nacinu grupisanja izolata, koje nije u saglasnosti sa njihovim
geografskim poreklom. Ta odstupanja odnose se na nekoliko izolata TSWV poreklom iz Juzne Afrike
i Severne Karoline, koji su se grupisali sa evropskim izolatima, ali se odnose i na izdvajanje izolata
iz Spanije od ostalih evropskih izolata. Izolati TSWYV iz Juzne Afrike i iz Severne Karoline pokazali
su geneticku sli¢nost sa izolatima iz Holandije, $to ukazuje na protok gena, tkz. ,,gene flow*, iz Evrope
u Juznu Afriku i iz Evrope u Severnu Karolinu, koji je zabelezen i kod nekih drugih Orthotospovirus-
a (Nischwitz et al., 2007). Pretpostavlja se da je medunarodna trgovina biljnim materijalom, odnosno
uvoz zarazenog biljnog materijala iz Holandije, koja predstavlja centar propagacije biljnog materijala,
doprineo introdukciji ovih izolata u druge zemlje ili kontinente (Tsompana et al., 2005). lako od
strane Tsompana et al. (2005) nije dato objasnjenje zbog cega je doslo do izdvajanja Spanskih izolata,
ova pojava se moze posmatrati kao posledica dve nezavisne introdukcije TSWV u Evropu, pri ¢emu
ovi izolati imaju blizeg zajednickog evolutivnog pretka sa izolatima sa ameri¢kog kontinenta.

Istrazivanja koja su sproveli Tentchev et al. (2011) obuhvatila su veliki broj izolata TSWV
razli¢itog geografskog porekla i u odnosu na istrazivanja koja su sproveli Tsompana et al. (2005),
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ukljucila su i izolate TSWV poreklom sa azijskog kontinenta. Rezultati ovih istrazivanja potvrdili su
prethodne tvrdnje koje se odnose na grupisanje izolata TSWV na osnovu geografskog porekla. Osim
toga, Tentchev et al. (2011) dosli su do zakljucka da postoji veci broj izolata TSWV, ¢ije grupisanje
odstupa od ovakvog nacina grupisanja, ukazujuci na vise puteva introdukcije izolata ovog virusa.
Tako je uoceno da su se pojedini francuski izolati TSWV grupisali zajedno sa azijskim izolatima
ovog virusa. Pojavu ovakvih odstupanja, Tentchev et al. (2011) objasnili su kroz dva moguca
scenarija: (i) ,.,emergence* scenario podrazumeva zajednic¢ko Sirenje svetom tripsa F. occidentalis i
populacije TSWV poreklom iz zapadnog dela Severne Amerike, koje je dalje omogucéilo lokalnu
ekspanziju dospele populacije virusa u novim geografskim podruc¢jima; (ii) ,,re-emergence* scenario
koji se odnosi se na to da introdukcija F. occidentalis u odredeno podrué¢je podstice ponovnu
ekspanziju ve¢ prisutne lokalne populacije TSWV na tom podrucju. Takode, ukazali su i da nije
iskljuCena mogucnost istovremenog ostvarenja oba scenarija u odredenim podrucjima.
Sagledavanjem filogenetskog stabla, koje su Tsompana et al. (2005) rekonstruisali na osnovu N
gena, uocava se da se jedan izolat TSWV poreklom iz Brazila izdvaja u odnosu na ostale izolate
ukljucene u analizu, tj. moze se smatrati podgrupom jednog velikog klastera u kome se nalaze izolati
iz SAD (Kalifornija, Dzordzija, Severna Karolina, Havaji i Kolorado), Spanije i Italije.
Uklju¢ivanjem tri izolata TSWV iz Brazila u analizu, Tentchev et al. (2011) rekonstruisali su
filogenetsko stablo na osnovu N gena koje pokazuje izdvajanje ovih izolata u poseban klaster, pri
¢emu se takode moze uociti njihova povezanost sa evropskim i ameri¢kim izolatima 0vog virusa.

Filogenetske analize na osnovu RdRp, N i NSs gena pokazale su da cCetiri izolata TSWV iz
Irana formiraju zaseban klaster u odnosu na ostale izolate ovog virusa ukljuene u analizu
(Abadkhah et al., 2018). Iranski izolati pokazali su vecu bliskost sa izolatima TSWYV iz jugozapadne
Evrope (Italija, Spanija, Francuska) nego sa azijskim i ameri¢kim izolatima, pa se pretpostavlja da su
ovi izolati introdukovani iz Evrope, obzirom na intenzivnu evroazijsku trgovinu biljnim materijalom
(Abadkhah et al., 2018).

2.11. Varijabilnost virusa

Raznovrsnost izolata TSWV posledica je promena koje se deSavaju u okviru trodelnog
genoma ovog virusa, odnosno brojnih mutacija, rekombinacija i pseudorekombinacija (Qiu et al.,
1998; Bhat et al., 1999; Kaye, 2009). Mutacije su promene koje se obi¢no desavaju tokom procesa
replikacije nukleinskih Kkiselina i ispoljavaju se u vidu delecija (gubljenje) i insercija (dodavanje)
nukleotida ili supstitucija (zamena) jednog nukleotida drugim, $to za posledicu moze imati promene
u strukturi proteina. Ukoliko se delecije, insercije i supstitucije odnose na delove gena, onda se te
geneticke promene oznacavaju kao rekombinacije, dok se preraspodele celih genomnih segmenata
trodelnog genoma TSWYV oznacavaju kao pseudorekombinacije (Qiu et al., 1998; Qiu and Moyer,
1999). Upravo zbog ovih osobina, TSWV predstavlja dobar model za proucavanje evolutivnih pitanja
poput definisanja geneticke strukture u populaciji virusa i parametara koji je odreduju (Tsompana et
al., 2005). Kao glavne parametre za merenje genetickog diverziteta unutar populacije virusa, Moury
et al. (2006) navode broj, frekventnost i diverzitet haplotipova, ali i geneticke razlike unutar i izmedu
sekvenci virusa. Tsompana et al. (2005) prvi su istrazivali ove parametre kod TSWV, dok su se sva
predasnja evolutivna proucavanja kako ovog virusa, tako i drugih ¢lanova roda Orthotospovirus i
familije Tospoviridae, zasnivala pre svega na filogenetskoj/taksonomskoj analizi ili utvrdivanju
genetickih razlika (de Avila et al., 1993; Dewey et al., 1997; Pappu et al., 1998; Heinze et al.,
2001). Tokom tih istrazivanja ustanovljeno je da su pojedini virusi familije Tospoviridae nastali kao
posledica mutacija, rekombinacija i pseudorekombinacija (Plyusnin, 2002), kao i Sirenja na nove
biljne vrste (Bohlman et al., 2002). Stoga, za uspesno proucavanje evolucije razli¢itih izolata TSWV,
neophodno je sprovodenje statistiCke analize parametara geneticke strukture populacije virusa.

Istrazivanja koja su sproveli Qiu and Moyer (1999) ukazala su na zastupljenost TSWV u
prirodi u vidu kompleksa haplotipova koji odlikuje visok nivo adaptibilnosti. Analiza strukture
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populacije, genetickog diverziteta i izvora genetiCke varijabilnosti izolata TSWV porekom iz Severne
Karoline i1 Virdzinije, pokazala je da haplotipsku strukturu svakog gena Cini jedan ili dva
preovladujuc¢a haplotipa i vise od 100 haplotipova predstavljenih jednim izolatom (Kaye, 2009).
Strukture populacije sliéne ovoj zabelezene su i kod drugih jednolancanih RNK virusa (Garcia-
Arenal et al., 2001). Istrazivanja sprovedena od strane Kaye (2009) pokazala su da RdRp gen
pokazuje ve¢i diverzitet na osnovu broja haplotipova, njihove frekventnosti u populaciji virusa i
proracuna geneticke udaljenosti, nego sto to ¢ine N i NSm gen.

Kada je u pitanju prisustvo rekombinacija ili pseudorekombinacija kod izolata TSWV u
prirodi, prva istrazivanja koja su sproveli Tsompana et al. (2005) nisu pruzila dokaze o njihovom
prisustvu, iako su do tada postojale tvrdnje koje su na osnovu laboratorisjkih eksperimenata ukazale
daizolati TSWYV ispoljavaju veliki potencijal za medusobnu razmenu genetickog materijala, narocito
kada su biljke zarazene meSavinom razli¢itih izolata ovog virusa (Qiu et al., 1998; Qiu and Moyer,
1999; Jahn et al., 2000; Hoffmann et al., 2001; Margaria et al., 2007). Kao mogu¢i razlog za
izostanak detekcije pseudorekombinacija u prirodnoj populaciji TSWV, navodi se tadasnji mali broj
dostupnih sekvenci, naro¢ito za L RNK (Tentchev et al., 2011). Prema ranijim istrazivanjima,
smatralo se da rekombinacije predstavljaju glavni evolutivni mehanizam kod virusa sa
jednolan¢anom RNK i sporedni evolutivni mehanizam kod RNK virusa sa visedelnim genomom
(Pressing and Reanney, 1984; Chao, 1988), sto je i potvrdeno u saopStenjima za dva biljna virusa,
kao Sto su Soybean mosaic virus (SMV) i Cucumber mosaic virus (CMV) (Fraile et al., 1997,
Gagarinova et al., 2008; Seo et al., 2009). Kasnija istrazivanja pokazala su da i rekombinacije i
pseudorekombinacije predstavljaju znacajne evolutivne mehanizme kod RNK virusa sa visedelnim
genomom, §to je i dokazano kada je u pitanju Brome mosaic virus (BMV) (Bruyere et al., 2000).
Stopa pojave rekombinacija i pseudorekombinacija moze biti povezana sa genetickom strukturom i
zivotnim ciklusom nekog virusa (Simon-Loriere and Holmes, 2011). Dosadasnja saopS$tenja
pokazala su da su u prirodi zastupljena upravo ova dva tipa promena kada su u pitanju sva tri genomna
segmenta (S, M i L RNK) izolata TSWV (Tentchev et al., 2011; Lian et al., 2013; Zhang et al.,
2016). U literaturi se navodi da su gotovo sva mesta rekombinacija detektovana pretezno na 5’ kraju
RNK lanca sve tri genomne RNK (S, M i L RNK) (Zhang et al., 2016). Pretpostavlja se da na ovu
pojavu uti¢e nacin replikacije svakog od ova tri genomna segmenta, kao i njihova geneticka struktura,
ali to jo§ uvek nije zvani¢no potvrdeno. lako su istrazivanja koja su sproveli Lian et al. (2013) ukazala
na nizu stopu pojave rekombinacija u odnosu na stopu pseudorekombinacija kod izolata TSWV,
Zhang et al. (2016) su analiziraju¢i kompletne sekvence izolata TSWV poreklom iz Kine, ali i iz
drugih delova sveta, osim pseudorekombinacija, detektovali i 88 mesta rekombinacija kod 27
sekvenci L segmenta, 143 mesta kod 56 sekvenci M segmenta i ¢ak 174 mesta rekombinacija kod 61
sekvence S segmenta. Ovi podaci ukazuju na znacajno prisustvo ne samo pseudorekombinacija, vec¢
i rekombinacija u populaciji TSWV. Pretpostavlja se da i rekombinacije i pseudorekombinacije
dobijaju na znacaju kada dode do introdukcije nekog izolata TSWV u novo podrucje gde su
potencijalni domacini ve¢ zarazeni nekim drugim izolatom ovog virusa (Lian et al., 2013). Osim
toga, isti autori smatraju da broj mesta rekombinacija moze biti u korelaciji sa veli¢inom analiziranog
genomnog segmenta izolata TSWV ukljucenih u analizu. Medutim, isto tako ukazuju na to da analiza
veceg broja izolata nema uvek za posledicu detekciju veéeg broja rekombinacija i navode primer S
RNK, kod koje su detektovana samo dva mesta rekombinacija na osnovu analize sekvenci 53 izolata
TSWYV. Takode, mali broj sekvenci nekog genomnog segmenta, u ovom slucaju sekvenci L RNK
izolata TSWV ukljucenih u analizu, moze imati uticaj na krajnji ishod rezultata analize, odnosno
moze da utie na to da li ¢e odredena mesta rekombinacja biti uzeta u obzir ili ne, §to se postize
upotrebom vise razli¢itih metoda za detekciju rekombinacija (Lian et al., 2013). Literaturni navodi
nekoliko grupa autora upucuju na veoma izrazenu geneticku varijabilnost i postojanje
rekombinacionih mesta u okviru RdRp gena razli¢itih biljnih virusa (Teycheney et al., 2005;
Turturo et al., 2005; Jonson et al., 2009; Elsayed et al., 2012). Proucavanjem 13 izolata TSWV iz
Koreje, ustanovljene su odredene razlike u nukleotidnim sekvencama pojedinih izolata na nivou L
RNK, odnosno kompletnog RdRp gena, iako je medu ovim izolatima uolena izrazena
konzervativnost nukleotidnih sekvenci na osnovu kompletnin S i M RNK (Lian et al., 2013).
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Filogenetskim analizama ovi autori pokazali su da sekvence L i M RNK vecine korejskih izolata vode
poreklo iz zemalja Zapadne Evrope ili Severne Amerike, a da sekvence S RNK svih analiziranih
korejskih izolata vode poreklo iz Azije. Oni su, takode, uocili i razmenu celih genskih regiona kod
pojedinih korejskih izolata, $to objasnjava njihovo razli¢ito poreklo i upuéuje na to da su ovi izolati
podlegli procesima pseudorekombinacija.

Dosadasnji literaturni podaci govore i o varijabilnosti u okviru TSWV S RNK. Tako su Qiu
et al. (1998) opisali medusobnu razmenu genomnih segmenata tri izolata TSWV, pri ¢emu su
ustanovili izrazenu dominantnost S RNK izolata TSWV-D u odnosu na S RNK izolata TSWV-10,
pod pretpostavkom da je tome doprinelo dupliranje odredenog broja nukleotida u IGR S RNK izolata
TSWV-10. U pojedinim specifi¢nim uslovima, S RNK ovog virusa pokazuje izrazenu dominantnost
kada je biljka domacin otporna na TSWV usled transgene ekspresije N proteina (Qiu and Moyer,
1999). Medutim, novija istrazivanja pokazala su da se S RNK ovog virusa odlikuje slabom
kompetitivnosc¢u i lako biva zamenjena tokom evolucije virusa (Tentchev et al., 2011). Pretpostavlja
se da IGR S RNK ima odredenu ulogu u regulisanju procesa preraspodele genomnih segmenata,
odnosno procesa pseudorekombinacija (Qiu et al., 1998). U istrazivanjima Zhang et al. (2016)
navodi se da razliciti izolati TSWV kod kojih je detektovano prisustvo rekombinacija na nekom od
tri genomna segmenta, pokazuju medusobnu bliskost, koja se odrazava na njihovo blisko grupisanje
u filogenetskom stablu.

Prva istrazivanja o uticaju evolutivnih parametara na populaciju TSWV, sprovedena od strane
Tsompana et al. (2005), pokazala su da pozitivna selekcija favorizuje razlikovanje vrsta u okviru
Orthotospovirus roda. U brojnim publikacijama navodi se da na svih pet genskih regiona TSWV
dominantan uticaj ima negativna (purifying) selekcija, uprkos uticaju pozitivne selekcije na pojedine
kodone genskih regiona ovog virusa (Tsompana et al., 2005; Kaye et al., 2011; Tentchev et al.,
2011; Sundaraj et al., 2014; Lai et al., 2021). lako Tsompana et al. (2005) nisu zabelezili uticaj
pozitivne selekcije samo kod NSm gena, kasnija istrazivanja koja su obuhvatila izolate TSWV
poreklom iz osetljivih i otpornih sorti kikirikija potvrdila su da je NSm gen analiziranih izolata bio
pod uticajem pozitivne selekcije (Lai et al., 2021). Imajuéi u vidu uloge NSm gena kao transportnog
proteina (Kormelink et al., 1994; Storms et al., 1995; Soellick et al., 2000) i avirulentnog faktora
u prevazilazenju otpornosti komercijalnih sorti paradajza sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti
(Hoffmann et al., 2001; Peiro et al., 2014), ustanovljeno je da je nesinonimna supstitucija na poziciji
118 (C118Y) NSm proteina, koja je jedna od dve odgovorne supstitucije za prevazilazenje otpornosti
kod paradajza, pod uticajem pozitivne selekcije (Lépez et al. 2011). S druge strane, pokazalo se da
se 11 kodona NSs proteina, koji ima ulogu avirulentnog faktora u prevazilazenju otpornosti
komercijalnih sorti paprike sa ugradenim Tsw genom otpornosti (Margaria et al., 2007; de Ronde
et al., 2013, 2014), kao i ulogu supresora u ,,utiSavanju gena“ od strane biljke domacina (Takeda et
al., 2002), nalaze pod uticajem pozitivne selekcije (Tentchev et al., 2011), dok je za N gen uglavnom
utvrden nesto manji broj kodona (Tsompana et al., 2005; Tentchev et al., 2011; Kaye et al., 2011;
Lai et al., 2021).

Varijabilnost u osobinama i razli¢itim delovima genoma uocena je i kod drugih
Orthotospovirus-a, $to ukazuje na moguéi protok gena iz udaljenih ili bliskih geografskih regiona,
kao 1 viSestruku introdukciju u isti region usled razvijene medunarodne ili interkontinentalne razmene
biljnog materijala (Kritzman et al., 2001; Smith et al., 2006; Nischwitz et al., 2007; Bulaji¢ et al.,
2009).

2.12. ,,Resistance-breaking izolati TSWV

Dosadasnja istrazivanja doprinela su pronalasku nekoliko izvora otpornosti prema TSWV u
divljim vrstama Lycopersicon pimpinellifolium (Samuel et al., 1930) i L. esculentum (Holmes,
1948), koje su koris¢ene kao genetski resusrsi za dobijanje otpornih linija paradajza. Tom prilikom
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dobijena su dva dominantna, Sw-1a i Sw-1b, i tri recesivna gena sw-2, sw-3 i sw-4, ¢ija je otpornost
vrlo brzo prevazidena od strane TSWV (Finlay, 1953; Stevens et al., 1992; Price et al., 2007;
Stevens et al., 2007; Saidi and Warade, 2008). Kasnije je divlja vrsta Lycopersicon peruvianum
(sinonim Solanum peruvianum), koja je u prirodi rasprostranjena u Juznoj Americi (Nakazato et al.,
2012), zbog svoje geneticke sli¢nosti sa gajenim paradajzom (Nesbitt and Tanksley, 2002), postala
predmet daljih istrazivanja u cilju iznalazenja novih gena otpornosti prema TSWV. To je doprinelo
identifikaciji jo§ jednog dominantnog gena Sw-5 (Smith, 1944), za koji je dokazano da pokazuje
otpornost prema velikom broju izolata Orthotospovirus-a u SAD (Stevens et al., 1992) i Brazilu
(Boiteux and Giordano, 1993). Osim ovog gena, identifikovana su jo§ dva gena, Sw-6 i Sw-7, za
koje je utvrdeno da pruzaju samo delimiénu otpornost prema manjem broju izolata TSWV (Rosello
et al., 1998; Rosello et al., 2001). Od svih osam opisanih gena kod paradajza (Sw-1a, Sw-1b, sw-2,
sw-3, sw-4, Sw-5, Sw-6 i Sw-7), koji pruzaju otpornost ha TSWV, pokazalo se da je Sw-5 gen
najstabilniji, pa je samim tim i najviSe prouc¢avan. Ustanovljeno je da postoji pet paraloga Sw-5 gena
(Sw-5a, Sw-5b, Sw-5c¢, Sw-5d i Sw-5¢), od kojih je Sw-5b gen jedini komercijalno iskorisé¢en, obzirom
da se pokazao efikasnim i dovoljno stabilnim da pruzi otpornost ne samo prema TSWV, ve¢ i prema
drugim Orthotospovirus-ima, kao $to su: Tomato chlorotic spot orthotospovirus (TCSV), Groundnut
ringspot orthotospovirus (GRSV), Chrysanthemum stem necrosis orthotospovirus (CSNV),
Impatiens necrotic spot orthotospovirus (INSV) i Alstroemeria necrotic spot orthotospovirus
(ANSV) (Turina et al., 2016). Drugi dominantni gen otpornosti je Tsw gen, koji je identifikovan u
divljoj vrsti Capsicum chinense (Boiteux, 1995). U odnosu na Sw-5b gen, Tsw gen pokazuje efikasnu
otpornost paprike samo ka veéem broju izolata TSWV, ali ne i prema drugim biljnim virusima
(Boiteux, 1995).

Uvodenje Sw-5b, odnosno Tsw gena u komercijalne sorte paradajza i paprike (Turina et al.,
2016; Ferrand et al., 2019) doprinelo je uspesnoj kontroli ovog oboljenja. Medutim, visegodi$nja i
ekstenzivna upotreba otpornih sorti paradajza i paprike vrlo brzo je u razli¢itim delovima sveta, pod
uticajem selekcionog pritiska, dovela do pojave RB izolata TSWV sposobnih da prevazidu otpornost
kako paradajza, tako i paprike (Latham and Jones, 1998; de Ronde et al., 2013). Do prvog sloma
otpornosti, izazvanog pojavom RB izolata TSWV kod biljaka paradajza sa Sw-5b genom, doslo je
najpre u Juznoafrickoj Republici (Thompson and Van Zijl, 1996), dok je u Evropi prva pojava ovih
izolata zabelezena u Spaniji (Aramburu and Marti, 2003), a zatim i u ltaliji (Ciuffo et al., 2005).
RB izolati TSWV, koji su uspeli da prevazidu otpornost TSw gena u paprici, prvi put su detektovani
u Brazilu (Boiteux and Nagata, 1993), a kasnije i u Italiji (Roggero et al., 2002). Nakon toga, doslo
je prakti¢no do ekspanzije RB (resistance-breaking) izolata TSWV u mnogim zemljama u kojima se
na velikim povr§inama intenzivno gaje otporni hibridi paradajza, odnosno paprike (Cho et al., 1996;
Latham and Jones, 1998; Thomas-Carrol and Jones, 2003; Ciuffo et al., 2005; Gordillo et al.,
2008; Deligoz et al., 2014; Almasi et al., 2015; Batuman et al., 2017; Jiang et al., 2017; Ferrand
et al., 2019). Na osnovu sposobnosti TSWV da prevazide otpornost kod paradajza i paprike,
uspostavljena su dva tipa izolata TSWV: (i) izolati koji podsti¢u otpornost, odnosno podsti¢u
hipersenzitivni odgovor otpornih biljaka i oznacavaju se kao ,,resistance-inducing® (RI) izolati ili kao
,non-resistance-breaking“ (NRB) izolati i (ii) ,,resistance-breaking“ (RB) izolati, koji su sposobni
da prevazidu otpornost biljaka (Peir¢ et al., 2014; Ferrand et al., 2019).

Najpre su Hoffmann et al. (2001) saopstili da se geneticki faktor TSWV odgovoran za
prevazilazenje otpornosti kod sorti paradajza sa ugradenim Sw-5b genom, nalazi u okviru M RNK, a
kasnije su ove tvrdnje eksperimentalno potvrdene 1 dokazano je da protein NSm gena predstavlja
avirulentni faktor za Sw-5b gen (Hallwass et al., 2014; Debreczeni et al., 2015). Kod RB izolata
TSWYV uocene su aminokiselinske supstitucije na dve pozicije u okviru NSm proteina, pri ¢emu na
poziciji 118 dolazi do zamene cisteina (C) tirozinom (Y), dok na poziciji 120 treonin (T) biva
zamenjen asparaginom (N) (Lépez et al., 2011). Osim toga, rezultati istrazivanja koja su sproveli
Peiro et al. (2014), ukazali su na to da bi RB izolati TSWV mogli uspes$no da obavljaju svoju ulogu,
neophodno je da postoji i supstitucija aminokiselina na poziciji 130, gde se izoleucin (1) nalazi umesto
valina (V). Ova promena ima znacaj u sistemi¢nom (cell-to-cell) transportu virusa i prisutna je kod
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vecine izolata TSWV koji su dostupni u GenBank bazi podataka. Za vec¢inu kodona u NSm proteinu
utvrdeno je da su pod uticajem neutralne ili negativne (purifying) selekcije, dok je za kodon na poziciji
118 ustanovljeno da je pod uticajem pozitivne selekcije, upravo zbog svoje adaptacije na
prevazilazenje otpornosti Sw-5b gena (Ldpez et al., 2011). Do istog zakljucka dosli su i Peird et al.
(2014), kada su u pitanju kodoni na pozicijama 120 i 130.

Rezultati istrazivanja koja su sproveli Jahn et al. (2000), a koja su se odnosila na otpornost
paprike kontrolisane Tsw genom, doveli su do zakljucka da je za njenu aktivaciju odgovoran geneticki
faktor u okviru TSWV S RNK. Nakon izvesnog vremena dokazano je da protein kodiran NSs genom
ovog virusa predstavlja avirulentni faktor za Tsw gen (de Ronde et al., 2013). Vise autora zabeleZilo
je postojanje razli¢itih medusobno nezavisnih promena u okviru NSs proteina kod analiziranih RB
izolata TSWV (Margaria et al., 2007; Tentchev et al., 2011; de Ronde et al., 2014). Pa tako
Tentchev et al. (2011) navode da su pojedine aminokiselinske supstitucije na razli¢itim pozicijama
(38, 79, 130, 138, 262, 264, 288, 389, 390, 438, 459 i 462) u NSs proteinu RB izolata TSWV pod
uticajem pozitivne selekcije. Takode, isti autori ukazali su na to da je fenotip RB izolata TSWYV pod
uticajem viSestrukih nezavisnih evolutivnih dogadaja, Sto je potvrdeno i od strane drugih autora
(Almasi et al., 2015; Jiang et al., 2017; de Ronde et al., 2019).

2.13. Kontrola

Kontrola oboljenja koje prouzrokuje virus bronzavosti paradajza otezana je pre svega zbog
njegove brze adaptibilnosti na nove domacine i nova geografska podruéja, kao i velike varijabilnosti
izolata koja im omogucava brzo prevazilaZzenje konvencionalne i transgeneti¢cke otpornosti (Cho et
al., 1996; Mandal et al., 2006). Osim toga, visoka efikasnost prenosenja virusa vektorima-tripsima,
kao 1 teSkoce u kontroli vektora usled njegovih bioloskih karakteristika 1 brzog razvijanja
rezistentnosti, ¢ine ovaj virus jednim od najopasnijih, naro€ito u proizvodnji povréa i ukrasnih biljaka
u zasticenom prostoru, ali i na otvorenom polju.

Do sada je bilo nekoliko uspesnih pokus$aja primene supstanci sa antivirusnim dejstvom, kao
Sto je virazol (ribavirin), koji uti€e na spreavanje ispoljavanja sistemi¢ne infekcije u biljkama
paradajza i duvana (de Fazio et al., 1980). Medutim, u praksi za sada ne postoje dovoljno efikasne
direktne mere koje omogucavaju uspe$nu kontrolu TSWV. Sprovodenje integralnog programa
zastite, koji podrazumeva kombinaciju odredenih fizickih, agrotehnickih 1 hemijskih mera,
predstavlja najbolji vid kontrole ovog virusa (Culbreath et al., 2003; Coutts et al., 2004; Krsti¢ i
sar., 2005b, 2006c). Ove mere odnose se na rano uniStavanje zarazenih biljaka u usevu, kao i
korovskih biljaka, prostornu izolaciju osetljivih biljnih vrsta i kori§¢enje otpornih sorti, koje za cilj
imaju smanjenje izvora zaraze i populacije vektora (Culbreath et al., 2003; Peters and Goldbach,
1995). Imajuci u vidu da TSWV ima izrazito Sirok krug domacina, preporucuje se prostorna izolacija
proizvodnje rasada povrtarskih biljaka (paradajz, paprika, salata), rasada duvana od proizvodnje
cveca, kao 1 ve¢ posadenih reznica od rasada cveca (Kucharek et al., 2000; Hartman et al., 2005).

Imajuéi u vidu da su prenoSenje propagativnim materijalom i prenos$enje vektorima-tripsima
osnovni nacini §irenja ovog virusa, kao glavne preventivne mere kontrole navode se upotreba
bezvirusnog ili na viruse testiranog propagativhog materijala i suzbijanje vektora. Zbog toga je
neophodno posvetiti posebnu paznju i granicnom pregledu posiljki cveca, rasada i sadnog materijala
pre svega paradajza i paprike iz uvoza, koji predstavljaju najées¢i put introdukcije kako virusa, tako
I vektora u zemlju. Da bi kontrola TSWV bila uspesna, neophodno je izvrsiti ranu detekciju i
suzbijanje vektora virusa (OEPP/EPPO, 1999), koja je poprili¢no oteZana obzirom na to da F.
occidentalis raspolaze visestrukim rezistentnim mehanizmom, razvijajuci rezistentnost ne samo na
insekticide sa istim, ve¢ i na insekticide sa razli¢itim aktivnim materijama (Momol et al., 2004).
Imajuéi u vidu da virus zarazava veliki broj biljnih vrsta u prirodi, pokazalo se da suzbijanje tripsa u
plastenicko-staklenickoj proizvodnji daje bolje rezultate u odnosu na suzbijanje na otvorenom polju
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(Peters and Goldbach, 1995). Ono sto dodatno otezava suzbijanje vektora jeste kratak period razvoja
jedinki, visok nivo reproduktivnosti, kao i veliki broj generacija koje se preklapaju tokom vegetacije
(Hatala-Zseller and Kiss, 1999). Takode, otezanom suzbijanju vektora dosprinose i njegove
bioloske karakteristike, odnosno ,,skriveni na¢in zivota gde su jaja prisutna u lisnom tkivu ili cvetnoj
lozi, nimfe u zemljiStu, a larve u cvetnim i lisnim pupoljcima, §to im omogucava zastitu od delovanja
insekticida. U cilju pracenja populacije tripsa preporucuje se postavljanje lepljivih klopki na vise
mesta u zasadu, blizu ulaznih vrata u staklenicima i plastenicima, kao i blizu ventilacionih otvora.
Korisne su i biljke Petunia x hybrida, koje mogu posluziti kao bioloski indikatori prisustva zaraZenih
tripsa. Nakon inokulacije one brzo ispoljavaju tipi¢ne lokalne srebrnkaste ili smede nekroti¢ne pege,
koje se javljaju nakon 3-7 dana (McDonough et al., 2005), pa ih treba postaviti na plavu podlogu
koja privlaci tripse. Kao dopunske mere koje daju dobre efekte u smanjenju brojnosti i migracije
tripsa u zasti¢eni prostor, jesu primena aluminijumskih folija oko ventilacionih otvora (Zitter et al.,
1989) i UV apsorbujuce plasti¢ne pokrivke (Antignus et al., 1996). U svetu se primenjuju i bioloske
mere kori$¢enjem predatorskih insekata (Orius spp.), predatorskih grinja (Amblyseius (Neoseiulus)
cucumeris i druge), parazitoida, nematoda, i gljiva (Higgins, 1992; Bennison et al., 2001). Do sada
su najviSe kori$¢eni komercijalno dostupni Amblyseius cucumeris i Orius (Mumford et al., 1996b;
Bennison et al., 2001). Medutim, pokazalo se da je bioloska kontrola efikasna jedino ako se
primenjuje u sklopu svih drugih preventivnih mera.

Uvodenje Sw-5b i Tsw gena otpornosti u komercijalne sorte paradajza i paprike (Turina et
al., 2016; Ferrand et al.,, 2019), doprinelo je uspesnoj kontroli ovog oboljenja. Medutim,
viSegodi$nja i ekstenzivna upotreba otpornih sorti paradajza i paprike vrlo brzo je u razli¢itim
delovima sveta, pod uticajem selekcionog pritiska, dovela do pojave RB izolata TSWV sposobnih da
prevazidu otpornost kako paradajza, tako i paprike (Latham and Jones, 1998; de Ronde et al.,
2013). Pretpostavlja se da bi RB izolati TSWV pod selekcionim pritiskom, usled ekstenzivnog gajenja
otpornih hibrida paradajza u glavnim proizvodnim podrué¢jima, mogli veoma brzo da postanu
prevalentni u odnosu na RI izolate (Finetti Sialer et al., 2002). Upravo zbog brze adaptacije virusa
na otporne sorte i mogucnosti za Sirenje RB izolata, neophodno je konstantno proucavanje prirodne
populacije ovog virusa, naro¢ito u znac¢ajnim proizvodnim podru¢jima, u cilju selekcije novih sorti
sa dugotrajnom otpornoscu.

Zbog slozene kontrole TSWV i njegovih vektora svim navedenim merama, ukazala se potreba
za iznalazenjem novih vidova otpornosti putem genetickog inZenjerstva. Transgeneticka otpornost na
TSWV postignuta je najpre kod biljaka duvana (Peters and Goldbach, 1995; Hoffman et al., 2001),
a kasnije i kod salate, paradajza, paprike i hrizanteme (Kim et al., 1994; Boiteux, 1995; Pang et al.,
1996; Sherman et al., 1998).

Sprovodenje svih navedenih mera u kontroli oboljenja koje izaziva TSWV mora biti
istovremeno, sveobuhvatno 1 dosledno. Pojedinaénim merama ili primenom mera samo odredene
grupe ne mogu se resiti problemi koje ovaj virus izaziva u staklenicko-plasteni¢koj proizvodnji
ukrasnih biljaka, povréa i rasada duvana.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Virus bronzavosti paradajza prouzrokuje jedno od najstetnijih oboljenja povrtarskih,
industrijskih 1 ukrasnih biljaka Sirom sveta, koje se u mnogim podrucjima ¢esto javlja u epidemijskim
razmerama. Dosadasnja proucavanja pojave, prisustva i rasprostranjenosti TSWV u Srbiji ukazala su
na ekonomski znacaj ovog virusa Cije je prisustvo u nasoj zemlji utvrdeno na vaznim poljoprivrednim
kulturama, kao §to su duvan, paradajz i paprika, ali i na brojnim vrstama ukrasnih biljaka. S obzirom
na veliki ekonomski zna¢aj TSWV 1 njegovu izrazenu varijabilnost, pove¢anu medunarodnu razmenu
biljnog materijala i mogucnost introdukcije ovog virusa uvozom zarazenog ili tripsima infestiranog
vegetativnog propagativnog materijala, molekularna istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije
ukazace na nacine i puteve Sirenja ovog virusa i omoguéi ¢e dalja molekularna epidemioloska
istrazivanja, koja ¢e imati za cilj razvoj strategije koja ukljucuje primenu efikasnijih mera kontrole
ovog virusa u nasoj zemlji. Osim filogenetskih analiza, disertacija ¢e dati uvid u geneticku strukturu
populacije TSWYV kroz analizu odredenih statistickih parametara populacione genetike, koji ¢e
omoguciti utvrdivanje izvora genetickog variranja na osnovu kog ¢e biti moguce dalje razumevanje
faktora koji uti€u na evolutivne promene i oblikuju prirodnu populaciju ovog virusa u Srbiji. Na ovaj
nacin utvrdice se geneti¢ka varijabilnost izolata poreklom iz Srbije, njihova medusobna evolutivna
povezanost, kao i povezanost sa izolatima ovog virusa iz drugih delova sveta. Saznanja o strukturi
populacije TSWV doprinece, ne samo boljem poznavanju ovog virusa, ve¢ i razumevanju vaznih
epidemioloskih aspekata koji uti¢u na njegovu rasprostranjenost i Stetnost u nasoj zemlji.

Kako bi se dobio uvid u strukturu prirodne populacije ovog virusa u na$oj zemlji, neophodno
je izvrsiti detaljnu molekularnu karakterizaciju velikog broja izolata TSWV poreklom iz razli¢itih
biljaka domacina, sa razli¢itih lokaliteta iz razli¢itog vremenskog perioda, stoga osnovne ciljeve ove
disertacije predstavlju:

- amplifikacija svih pet genskih regiona i njihovo sekvenciranje u cilju dalje
molekularne identifikacije odabranih izolata TSWV kroz proracun genetickog
diverziteta;

- proucavanje evolutivne povezanosti odabranih izolata TSWV rekonstrukcijom
filogenetskih stabala koriS¢enjem delimi¢nih sekvenci svih pet genskih regiona;

- rekonstrukcija mreZe haplotipova na osnovu delimi¢nih sekvenci svih pet genskih
regiona, koja omogucava vizuelizaciju njihovih medusobnih genealoskih odnosa;

- ispitivanje postojanja rekombinantnih izolata TSWV poreklom iz Srbije koris¢enjem
RDP softvera;

- utvrdivanje tipa selekcije pod kojom se nalaze sekvence svih pet gena odabranih
izolata, koja uti¢e na oblikovanje i sastav prirodne populacije TSWV u Srbiji;

- odredivanje fenotipa (RI ili RB) odabranih izolata TSWV poreklom iz paradajza, tj.
njihove sposobnosti da prevazidu otpornost i ostvare infekciju otpornih komercijalnih
hibrida paradajza i/ili paprike.
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Rezulati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije da¢e nova saznanja o genetickoj
strukturi prirodne populacije TSWV, ali i prve podatke o faktorima koji oblikuju populaciju ovog
virusa u na$oj zemlji.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Poreklo odabranih izolata TSWV

U cilju analize geneticke strukture populacije TSWV u Srbiji, a kako bi se obuhvatio §to veci
broj biljaka domacina ili istih domacina sa razli¢itim simptomima prirodne zaraze poreklom sa §to
veceg broja lokaliteta na teritoriji nase zemlje, sakupljenih u razli¢itom vremenskom periodu, u
istrazivanja je ukljucen 41 izolat dobijen iz najznacajnijih domacina ovog virusa u nasoj zemlji,
ukljuCujuéi: paradajz, papriku, duvan i razli¢ite vrste ukrasnih biljaka. Osim 12 izolata iz kolekcije
biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju, Instituta za
fitomedicinu, Univerziteta u Beogradu-Poljoprivrednog fakulteta) sakupljenih u periodu od 2005. do
2014. godine poreklom iz razli¢itih biljaka domacina (paradajza-tri izolata, paprike-tri izolata i
ukrasnih biljaka-sest izolata) poreklom sa sedam lokaliteta (Tabela 1), u istrazivanja je ukljuceno i
20 izolata sakupljenih u periodu od 2015. do 2017. godine sa devet razlicitih lokaliteta, poreklom iz
paradajza (devet izolata), paprike (dva izolata), duvana (dva izolata) i razli¢itih vrsta ukrasnih biljaka
(sedam izolata) (Tabela 1). Takode, u istrazivanja su uklju¢ena i tri izolata iz paradajza, 646-11, 45-
12 1555-12 (Tabela 1), koja su prethodno okarakterisana na osnovu sekvence N gena (Nikoli¢, 2018).

U prolece 2019. godine, u proizvodnji otpornog hibrida paradajza ‘Wrestler F1° u zasticenom
prostoru na dva lokaliteta, BoSnjace i Veliko Vojlovce, po prvi put je uo¢ena pojava simptoma tipa
bronzavosti, nekroze lisnih peteljki, grana i stabla, kao i nekroti¢nih koncentri¢nih pega na mladim
plodovima, koji su upucivali na mogucu zarazu TSWV. Zbog toga su u istrazivanja ukljucena i po tri
izolata dobijena iz biljaka otpornog hibrida paradajza ‘Wrestler F1” sakupljenih na ovim lokalitetima
(Tabela 1).
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Tabela 1. Poreklo i simptomi na prirodno zarazenim biljkama iz kojih poti¢u odabrani izolati virusa bronzavosti paradajza (TSWV) (deo 1)

Biljka Oznaka Godina Lokalitet Simptomi
domacin izolata sakupljanja
Solanum lycopersicum 646-11° 2011 Navalin Bronzavost lis¢a
45-12° 2012 Novi KneZevac Bronzavost li§¢a
555-12° Subotica Bronzavost lis¢a
169-13* 2013 Togocevce Bronzavost lis¢a, hloroti¢ne i1 nekroti¢ne koncentri¢ne zone i
deformacija plodova
170-14* 2014 Cekavica Bronzavost li§¢a, hloroti¢ne koncentri¢ne zone na zrelim
plodovima
177-142 Bogojevce Bronzavost lis¢a, hloroti¢ne i nekroti¢ne koncentri¢ne zone i
deformacija plodova
58-15 2015 Muzlja Nekroti¢ne pege na lis¢u
71-15 Nekroti¢ne pege na lis¢u
179-15 Veliko Vojlovce Nekroti¢ne pege na lis¢u, hloroti¢ne i1 nekroti¢ne koncentri¢ne
zone i deformacija plodova
181-15 Bronzavost lis¢a
185-15 Bronzavost lis¢a, hloroti¢ne 1 nekroticne koncentri¢ne zone 1
deformacija plodova
186-16 2016 Mozaik i nekroti¢ne pege na li§€u, deformacija mladih plodova
335-16 Kupusina Prugasta nekroza stabla, nekroticne zone i deformacija mladih
plodova
147-17 2017 Cekavica Mozaik i nekroza lis¢a, nekroti¢ne zone na mladim plodovima
108-17 Veliko Vojlovce Nekroti¢ne zone i deformacija mladih plodova
108-19° 2019 Bronzavost li¢a, nekroti¢ne pege na liS¢u, nekroza vrha biljke,
prugasta nekroza grana i stabla, nekroti¢ne koncentri¢ne zone i
deformacija mladih plodova
109-19° Bronzavost li¢a, nekroticne pege na liS¢u, nekroza vrha biljke,

prugasta nekroza grana i stabla, nekroticne koncentri¢ne zone 1
deformacija mladih plodova
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Tabela 1. Poreklo i simptomi na prirodno zarazenim biljkama iz kojih poti¢u odabrani izolati virusa bronzavosti paradajza (TSWV) (deo 2)

Biljka Oznaka Godina Lokalitet Simptomi
domacin izolata sakupljanja
Solanum lycopersicum 110-19¢ 2019 Veliko Vojlovce Bronzavost li¢a, nekroti¢ne pege na liS¢u, nekroza vrha biljke,
prugasta nekroza grana i stabla, nekroticne koncentri¢ne zone i
deformacija mladih plodova
111-19° Bosnjace Bronzavost li¢a, nekroti¢ne pege na liS¢u, nekroza vrha biljke,
prugasta nekroza grana i stabla, nekroticne koncentri¢ne zone i
deformacija mladih plodova
112-19¢ Bronzavost lis¢a, nekroti¢ne pege na liS¢u, nekroza vrha biljke,
prugasta nekroza grana i stabla, nekroti¢ne koncentricne zone i
deformacija mladih plodova
113-19¢ Bronzavost li§¢a, nekroticne pege na liS¢u, nekroza vrha biljke,
prugasta nekroza grana i stabla, nekroti¢ne koncentri¢ne zone i
deformacija mladih plodova
Capsicum annuum 437-10* 2010 Raca Kragujevacka Mozaik i deformacija lis¢a
512-11* 2011 Kupusina Nekroti¢ne zone na plodovima
525-112 Mozaik i hloroti¢ne pestenaste pege na liS¢u, zaostajanje u porastu
343-15 2015 Budanovci Blagi mozaik i naborano liS¢e sa zadebljalim nervima, hloroti¢ne
koncentri¢ne zone na zrelim plodovima
345-15 Leskovac Hloroti¢ne prstenaste pege na liS¢u, nekroti¢ne pege na zelenim
plodovima
Nicotiana tabacum 259-15 Hrtkovci Hloroti¢ne prstenaste pege na lis¢u
260-15 Golubinci Hloroti¢ne prstenaste pege, hrastoliki mozaik i pucanje listova
Amarilis sp. 147-05* 2005 Vranjska Banja Mozaik
Gloxinia sp. 303-05% Raca Kragujevacka Hloroti¢ne i nekroti¢ne prstenaste pege na lis¢u
Gerbera hybrida 156-07% 2007 Vranjska Banja Hloroti¢ne koncentri¢ne pege, hrastolike Sare, nekroza i
deformacija lis¢a
Vinca sp. 435-10* 2010 Raca Kragujevacka Mozaik
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Tabela 1. Poreklo i simptomi na prirodno zarazenim biljkama iz kojih poti¢u odabrani izolati virusa bronzavosti paradajza (TSWV) (deo 3)

Biljka Oznaka Godina Lokalitet Simptomi

domacin izolata sakupljanja

Chrysanthemum sp. 526-11* 2011 Kupusina Hloroti¢ne prstenaste pege i linijske Sare na lis¢u

Brugmansia sp. 42-12% 2012 Mackovac Mozaik

Begonia sp. 212-15 2015 Raca Kragujevacka Nekroti¢ne pege na lis¢u, nekroza cvetova

Fuchsia sp. 228-15 Nekroti¢ne pege na liS¢u, nekroza cvetova

Dahlia sp. 220-16 2016 Hloroti¢ne koncentri¢ne pege na liS¢u, nekroti¢ne zone na
granama i stablu

Cinia sp. 224-16 Hloroti¢ne koncentri¢ne zone na 1iS¢u i mozaik

Impatiens hawkeri 192-17 2017 Hloroti¢ne i nekroti¢ne prstenaste pege na lis¢u

Pelargonium sp. 230-17 Hloroti¢ne prstenaste i linijske Sare na liS¢u 1 mozaik

Osteospermum sp. 232-17 Hloroti¢ne koncentri¢ne zone na 1iS¢u i mozaik

Legenda: 2lzolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju, Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-

Poljoprivredni fakultet);

Blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N gena (Nikoli¢, 2018);

‘Izolati TSWYV dobijeni iz hibrida paradajza ‘Wrestler F1” sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na TSWV.
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4.2. Utvrdivanje prisustva TSWYV u odabranim uzorcima primenom DAS-EL ISA testa

U cilju potvrde prisustva pojedinacne TSWYV infekcije u uzorcima razlic¢itih biljaka domacina
odabranih za ova istrazivanja, primenjena je imunoenzimska metoda na plo¢i (DAS-ELISA) uz
korigéenje komercijalnih poliklonalnih antiseruma (Bioreba, AG, Reinach, Svajcarska) specifi¢nih za
detekciju deset virusa, ukljucuju¢i: TSWV, virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV),
Y virus krompira (Potato virus Y, PVY), virus mozaika paradajza (Tomato mosaic virus, TOMV),
virus mozaika duvana (Tobacco mosaic virus, TMV), virus mozaika lucerke (Alfalfa mosaic virus,
AMYV), virus mozaika pepina (Pepino mosaic virus, PepMV), virus Zute uvijenosti lista paradajza
(Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV), M virus krompira (Potato virus M, PVM) i virus nekroti¢ne
pegavosti impatiensa (Impatiens necrotic spot orthotospovirus, INSV).

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

DAS-ELISA izvedena je po slede¢em postupku: polistirenske ploce oblozene su unoSenjem
u svaki bunarc¢i¢ po 200 pl razredenja antitela u puferu za prekrivanje i inkubirane 4 h na 37°C, a
potom isprane 4 puta puferom za ispiranje. Nakon toga u bunarcice je dodato po 200 ul pripremljenog
ekstrakta ispitivanih uzoraka, kao i komercijalne negativne i pozitivne kontrole i inkubirano na 4°C
preko noci. Posle ispiranja, u bunaréic¢e je uneto po 200 pl antitela konjugovanih sa alkalnom
fosfatazom (antibody-AP-conjugate) u konjugatnom puferu razredenja preporuc¢enog od strane
proizvodaca, a plo€e su inkubirane 4 h na 37°C. Posle inkubacije, mikrotitarske ploce ispirane su
kako je napred navedeno, a zatim je u svaki bunarci¢ uneto po 200 pl pripremljenog supstrata (p-
nitrofenilfosfat) rastvorenog u supstratnom puferu (20 ul/20 ml). Nakon inkubacije na sobnoj
temperaturi u trajanju 1-2 h, primenom spektrofotometra (ELISA microplate reader-DAS srl, Italy)
izvrSeno je merenje apsorpcije svetlosti talasne duzine vrednosti od 405 nm. Uzorci su smatrani
pozitivnim ukoliko je njihova vrednost apsorpcije na 405 nm bila dva puta veca u odnosu na srednju
vrednost apsorpcije negativne kontrole.

Za svaki test upotrebljene su odgovaraju¢e komercijalne pozitivne i negativne kontrole
(Bioreba, AG, Reinach, Svajcarska).

Za izvodenje ove metode koriS¢eni su sledeci puferi:

1. Pufer za prekrivanje ploca (Coating buffer), pH 9,6

NaCOs 1,599
NaHCOs 2,939
NaN3 0,20 ¢
dH20 11

2. Pufer za ispiranje (Wash buffer), pH 7.4

NaCl 8,09
Na;HPO4 x 12H.0 1,159
KH2PO4 0,29
KCI 0,29
Tween 20 0,5 ml
dH20 51

28



3. Ekstrakcioni pufer (Extraction buffer), pH 7,4

TRIS 2,49
NaCl 8,049
PVP (viscosity K25) 20 ¢
NaN3 0’2 g
KCI 0,29
Tween 20 0,5ml
dH20 11

4. Konjugatni pufer (Conjugate buffer), pH 7.4

PVP (viscosity K25) 20 ¢
bovine serum albumin 29
NaNs 0,2¢g
NaCl 8,049
TRIS 2,49
MgCl2 x 6H.0 0,29
KCI 0,29
Tween 20 0,5ml
dH20 11

5. Supstratni pufer (Substrate buffer), pH 9.8

MgCl, x 6 H20O 0,29
dH20 125 mi
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4.3. Amplifikacija razli¢itih gena odabranih izolata TSWV

Kako su dosadasnja istrazivanja pokazala da je molekularna karakterizacija TSWV najcesce
bazirana na analizi sekvence N gena (Tsompana et al., 2005; Tentchev et al., 2011; Lian et al.,
2013; Abadkhah et al., 2018; Ferrand et al., 2019; Fontana et al., 2020), istrazivanja sprovedena
u okviru ove doktorske disertacije obuhvatila su analizu sekvenci N gena 41 odabranog izolata, dok
je molekularna karakterizacija na osnovu analize sekvenci NSs, NSm, Gn-Gc i RdRp gena obuhvatila
34 izolata u kojima je prisustvo virusa prethodno potvrdeno primenom DAS-ELISA testa (Tabela 2).

U cilju umnoZavanja razli¢itih genskih regiona u okviru S, M i L RNK odabranih izolata
TSWYV iz razli¢itih domacina poreklom iz Srbije koris¢ena je metoda reverzne transkripcije pracene
lan¢anom reakcijom polimeraze (Reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) uz
koris¢enje odgovarajuéih prajmera prethodno opisanih u literaturi.

Ekstrakcija ukupnih RNK iz zaraZzenog biljnog materijala obavljena je primenom
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) protokola (Li et al., 2008). Nakon usitnjavanja 100 mg
zarazenog liS¢a ili plodova odabranih uzoraka u avanu sa tu¢kom uz dodavanje te¢nog azota,
usitnjenom biljnom materijalu dodat je 1 ml ekstrakcionog pufera (2 g CTAB, 12,11 g TRIS, 8,18 g
NaCl, 4/0,744 ml EDTA, 2 g PVP-40, pH 8,0) sa 0,01% B-merkaptoetanolom i prebacen je u RNase-
free mikrotube (Eppendorf, Germany) zapremine 2 ml. Mikrotube su zatim inkubirane u termosejkeru
(ThermoShaker, Biometra, UK) na 65°C u trajanju od 15 min. Nakon inkubacije, mikrotube su
centrifugirane na 4°C u trajanju od 5 min na 10 400 rpm. Zatim je u novu mikrotubu od 2 ml
pipetirano 650 pl izdvojene tecne faze i u istoj koli¢ini dodata je smeSa hloroforma i izoamil alkohola
u odnosu 24:1, a zatim izme$ano na vorteksu. Centrifugiranjem mikrotuba 10 min na 12 800 rpm,
formirale su se tri faze. Gornja faza, u kojoj se nalazi RNK, prebacena je u novu mikrotubu od 2 ml
i dodato je 350 ul izopropil alkohola. Uzorak je ponovo vorteksovan i centrifugiran 10 min na 12 800
rpm u cilju talozenja RNK. Nakon centrifugiranja, te¢na faza je odbacena, a talog je ispran
dodavanjem 1 ml 70% etanola i ponovno centrifugiran u trajanju od 5 min na 12 800 rpm. Supernatant
je ponovo odbacen, a talog je prosuSen na vazduhu. RNK je rastvorena u 100 pl 20 mM Tris HCI (pH
8,0), pipetiranjem sadrzaja mikrotube vise puta. Tako dobijena RNK ¢uvana je na -80°C za dalji rad.

Umnozavanje fragmenata svih pet genskih regiona, uklju¢ujuéi N i NSs gene u okviru S RNK,
NSm i Gn-Gc gene u okviru M RNK i RdRp gen u okviru L RNK, obavljeno je primenom ,,One-
step* RT-PCR kita (Qiagen, GmbH, Germany) uz upotrebu specifi¢nih parova prajmera koji
omogucavaju amplifikaciju dela navedenih gena (Tabela 3).

RT-PCR smesa sadrzala je: 5 ul 5x Qiagen OneStep RT-PCR pufera, 400 uM svakog dNTP,
1 pl Qiagen OneStep RT-PCR enzimskog miksa, 1,5 ul prajmera koncentracije 0,6 uM izuzev
TSWVCP-1, koji je zbog postojanja degenerativnih mesta koriS¢en u koncentraciji 1,2 uM, 1 pl
izolovanih ukupnih RNK i RNase-free vode do ukupne zapremine od 25 pl. Reakcije umnozavanja
izvedene su u termosajkleru (Biometra, T-1 Thermocycler, UK) po slede¢em protokolu: reverzna
transkripcija 30 min na 50°C, inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na 95°C, zatim
trostruki korak ciklusa koji ukljucuje denaturaciju, hibridizaciju prajmera i elongaciju i ponavlja se u
vise ciklusa odredeni vremenski period na odredenoj temperaturi preporucenoj za svaki od koris¢enih
prajmera (Tabela 3), i finalna elongacija 10 min na 72°C.
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Tabela 2. Pregled izolata i GenBank pristupnih brojeva izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koris¢enih u ovim istrazivanjima (deo

1)
Oznaka Biljka domaéin Godina Lokalitet GenBank pristupni broj
Izolata sakupljanja N gen NSs gen NSm gen Gn-Gcgen RdRp gen
646-11°  Solanum 2011 Navalin KF184652  OL672641 MWO039605 OL672573 0OL672674
45-12°  lycopersicum 2012 Novi Knezevac MG922823 OL672634 MWO039608 OL672698 OL672671
555-12° Subotica MG922824 OL672631 MWO039607 OL672557 OL672689
169-13% 2013 Togocevce MWO067014 OL672639 MWO039614 OL672579 0OL672690
170-142 2014 Cekavica MWO067018 OL672633 MWO039613 OL672578 OL672667
177-142 Bogojevce MWO067019 OL672632 MWO039612 OL672577 OL672691
58-15 2015 Muzlja MWO067021 OL672652 MWO039606 OL672699 OL672676
71-15 MWO067020 OL672658 MWO039617 OL672700 OL672682
179-15 Veliko Vojlovce MWO067017 OL672642 MWO039611 OL672576  OL672683
181-15 MWO067016 OL672643 MWO039610 OL672554  OL672696
185-15 MW067023 OL672644 MWO039609 OL672570 OL672697
186-16 2016 OL672616  / / / /
335-16 Kupusina OL672605 OL672645 OL672593 OL672567 OL672681
147-17 2017 Cekavica OoL672615 / / / /
108-17 Veliko Vojlovce oL672614  / / / /
108-19° 2019 MWO067013 OL672653 MWO039616 OL672555  OL672687
109-19° MWO067015 OL672655 MWO039604 OL672572 0OL672684
110-19°¢ OL672619 OL672660 OL672602 OL672581  OL672693
111-19¢ Bosnjace MWO067022 OL672654 MWO039615 OL672553 OL672688
112-19° OL672617 0OL672661 OL672600 OL672552 0OL672694
113-19°¢ OL672618 OL672662 OL672601 OL672580 OL672695
437-10* Capsicum annuum 2010 Raca Kragujevatka OL672609  OL672650 OL672599 OL672558 OL672678
512-112 2011 Kupusina 0OL672604  OL672647 OL672592 OL672556  OL672679
525-112 OL672607 OL672648 0OL672583 OL672568 OL672680
343-15 2015 Budanovci OL672620 OL672646 OL672591 OL672569  OL672677
345-15 Leskovac OL672628 0OL672649 OL672595 OL672582  OL672685
259-15  Nicotiana tabacum Hrtkovci OL672611  OL672656 OL672597 OL672575 0OL672692
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Tabela 2. Pregled izolata i GenBank pristupnih brojeva izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koris¢enih u ovim istrazivanjima (deo

2)

Oznaka Biljka doma¢in  Godina Lokalitet GenBank pristupni broj

Izolata sakupljanja N gen NSs gen NSm gen Gn-Gcgen RdRp gen
260-15 Nicotiana tabacum 2015 Golubinci 0OL672613  OL672635 OL672589 OL672574  OL672673
147-05*  Amarilis sp. 2005 Vranjska Banja OL672606  OL672657 OL672584 OL672571  OL672665
303-05* Gloxinia sp. Raca Kragujevacka OL672608 OL672640 OL672586 OL672562 OL672666
156-07% Gerbera hybrida 2007 Vranjska Banja OL672603  OL672630 OL672585 OL672565  OL672701
435-10* Vinca sp. 2010 Raca Kragujevacka OL672610  / / / /

526-11* Chrysanthemumsp. 2011 Kupusina oL672612 / / / /

42-12% Brugmansia sp. 2012 Mackovac OL672627  OL672651 OL672596 OL672566 OL672686
212-15 Begonia sp. 2015 Raca Kragujevacka OL672621  OL672636 OL672590 OL672563 OL672668
228-15  Fuchsia sp. OL672623  / / / /

220-16  Dahlia sp. 2016 0OL672625 |/ / / /

224-16  Cinia sp. OL672626  OL672637 OL672598 OL672559  OL672669
192-17 Impatiens hawkeri 2017 OL672629  OL672659 OL672594 OL672564  OL672675
230-17  Pelargonium sp. 0L672624  OL672663 OL672587 OL672560 OL672670
232-17  Osteospermum sp. OL672622  OL672638 OL672588 OL672561  OL672672

Legenda: 2lzolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju, Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-

Poljoprivredni fakultet);

Blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N gena (Nikoli¢, 2018);
‘Izolati TSWYV dobijeni iz hibrida paradajza ‘Wrestler F1” sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na TSWV;
/-Nije sekvencirano.
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Za sve RT-PCR reakcije kao pozitivna kontrola koriséen je srpski izolat ovog virusa 53-05
(GenBank Acc. No. GQ373173) (Peki¢, 2009), dok je kao negativna kontrola koris¢ena PCR smesa
sa RNase-free vodom umesto izolovane RNK.

Vizuelizacija umnozenih RT-PCR produkata izvrSena je elektroforetskim razdvajanjem
nukleinskih kiselina u 1% agaroznom gelu, bojenjem gela u rastvoru etidijum bromida i
posmatranjem pod UV-svetlom. Gel je pripremljen rastvaranjem 0,4 g agaroze u 40 ml 1x TBE pufera
(90 mM Tris, 90 mM borna kiselina i 1 mM Na2 EDTA), zagrevanjem u mikrotalasnoj pecnici do
temperature klju¢anja. Gel prohladen do temperature od 60°C, razliven je u kalup za horizontalnu
elektroforezu sa postavljenim ¢esljevima. Nakon potpunog hladenja i o¢vr§éavanja gela, uklonjeni su
¢esljevi 1 kalup je uronjen u 1x TBE puffer, koji je prethodno dodat u kadicu za horizontalnu
elektroforezu (BlueMarine 100, Serva electrophoresis GmbH, UK). RT-PCR produkti u koli¢ini od
5 ul pomeSani su sa 1 ul boje 6x Loading dye (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania) i zatim
pipetirani u bunarcice u gelu, nakon ¢ega su podvrgnuti elektroforezi pri konstantnoj struji od 40 mA
u trajanju od 45 min.

Po zavrSetku elektroforeze, izvrSena je inkubacija i bojenje gela u rastvoru etidijum bromida
i destilovane vode, u finalnoj koncentraciji od 0,5 pg/ml, u trajanju od 15 min. Amplifikovani
fragmenti posmatrani su pod UV-transiluminatorom, a za odredivanje veli¢ine amplifikovanih RT-
PCR produkata koris¢en je marker MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania). Pojava traka odgovarajuce veli¢ine za svaki od kori§¢enih parova prajmera smatrana je
pozitivnom reakcijom. Dobijeni rezultati dokumentovani su fotografisanjem agaroznog gela uz
upotrebu zutog filtera.
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Tabela 3. Prajmeri i uslovi trostrukog koraka koris¢eni za amplifikaciju pet genskih regiona odabranih izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV)

Ciljna Naziv Sekvenca prajmera u 5°—3’ Uslovi trostrukog koraka Broj Veh_c tna thgraturnl
) . amplikona izvor
sekvenca  prajmera smeru (temperatura/vreme) ciklusa (bp)
TSWVCP-f GGTTAAGCTCACTAAGAAAR
CA o o o Vucurovic et
NG  rowvcPr  TTTAACYCCRAACATTTCATA 94°C/60s  53°C/60s  72°C/60s 40 738 al., 2012
GA
S70 i
NSsgen  ogog S e EOCE (o 9°CI60s  55°C/60s  72°C/120s 35 gz Q=
M66 CACAAGCTCCTCTACCTTAGG
C o o o Qiu et al.,
NSm gen M962 CCTCTTCCTCTTCAACTGATC 94°C/60s  55°C/60s  72°C/120s 35 897 1998
TCTC
G1-G2 M3050 CCTGTATAATCCGAAAACCC Qiu et al
M4037 CCTATACTGTAAGCATCACTA 94°C/60s  55°C/60 s 72°C/120 s 40 987 b
gen GCC 1998
L2 TSWV F ATCAGTCGAAATGGTCGGCA Mumford et
RdRpgen L1TSWVR AGGAATTGCCTTGCAACCAA 94°C/60s  55°C/60s  72°C/60s 30 276 Al 19964
TTC K
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4.4. Sekvenciranje delova genoma odabranih izolata TSWV

Nakon uspes$ne amplifikacije pet genskih regiona, a u cilju dobijanja sekvenci odabranih
izolata TSWV, RT-PCR produkti svih pojedina¢nih gena odabranih izolata poslati su na usluzno
pre¢is¢avanje i sekvenciranje u Macrogen, Inc., Holandija (https://dna.macrogen-europe.com).
Umnozeni PCR produkti odabranih izolata sekvencirani su u oba pravca koris¢enjem istih prajmera
kao u RT-PCR reakciji. Dobijene sekvence odabranih izolata obradene su u programu FinchTV
Version 1.4.0, a dobijanje konsenzus sekvenci ostvareno je medusobnim poredenjem obradenih
sekvenci uzvodnog i nizvodnog prajmera u CLUSTAL W programu (Thompson et al., 1994),
integrisanom unutar programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Nakon obrade, sekvence su
prijavljene u GenBank bazu podataka i tom prilikom su im dodeljeni pristupni brojevi (GenBank
Accession Number, GenBank Acc. No.).

Molekularna identifikacija dobijenih konsenzus sekvenci obavljena je pomoc¢u BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) analize, poredenjem sekvenci svih pet genskih regiona odabranih
izolata poreklom iz Srbije sa sekvencama odgovarajucih regiona dostupnih u svetskoj bazi podataka
GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Osim toga, izvrSen je i prora¢un medusobne
nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti odabranih izolata ovog virusa poreklom iz Srbije. Za
poredenje sekvenci, kao i za filogenetske analize upotrebljen je program MEGA 6.0.

Kako odabrani izolati iz paradajza potic¢u iz osetljivih i otpornih hibrida, u cilju utvrdivanja
postojanja promena u aminokiselinskoj sekvenci NSm proteina karakteristi¢nih za pojavu RB izolata
TSWV obavljena je i analiza aminokiselinskih sekvenci NSm proteina poredenjem sekvenci 12
potencijalno RI i Sest potencijalno RB izolata TSWV poreklom iz paradajza sa sekvencama izolata
prethodno okarakterisanog fenotipa, i to: RI izolat LL-N.05 (Acc. No. FM163373) (Aramburu et
al., 2010) i RB izolati LI02TL3 (Acc. No. HM015518) i GRAU (Acc. No. FM163370) (L6pez et al.,
2011), koji vode poreklo iz paradajza iz Spanije.

4.5. Filogenetske analize

U cilju proucavanja evolutivne povezanosti odabranih izolata TSWV poreklom iz Srbije, kako
medusobno tako 1 sa izolatima iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi podataka, obavljene
su filogenetske analize rekonstrukcijom filogenetskih stabala na osnovu sekvenci svih pet genskih
regiona (N, NSs, NSm, Gn-Gc i RdRp), ali i delova S i M segmenata dobijenih spajanjem sekvenci
N i NSs, odnosno NSm i Gn-Gc gena (concatenated trees). Rekonstrukcija filogenetskih stabala
obavljena je koris¢enjem sekvenci dobijenih tokom ovih istrazivanja i razli¢itog broja sekvenci
izolata ovog virusa, u zavisnosti od analiziranog gena i njihove dostupnosti u GenBank bazi podataka,
prikazanih u PRILOGU 1-4. Rekonstrukcija filogenetskih stabala na osnovu sekvenci N i NSs gena,
kao i dela S segmenta obavljena je upotrebom maximum parsimony metode, dok je filogenetsko
stablo na osnovu sekvenci NSm i Gn-Gc gena, kao i dela M segmenta rekonstruisano upotrebom
neighbour-joining metode. Stablo na osnovu sekvenci RARp gena rekonstruisano je upotrebom
maximum likelihood metode. Provera pouzdanosti rekonstruisanih stabala obavljena je koris¢enjem
bootstrap analize sa 1000 ponavljanja, a kao outgroup koris¢ena je sekvenca odgovarajuceg genskog
regiona izolata virusa hloroti¢ne pegavosti paradajza (Tomato chlorotic spot orthotospovirus, TCSV).
IzraCunavanje prosecne vrednosti geneticke udaljenosti unutar i izmedu grupa koje su se izdvojile u
filogenetskim stablima, obavljeno je primenom parametra odredenog pomocu metode maksimalne
verodostojnosti na osnovu najnize vrednosti BIC (Bayesian Information Criterion) za ispitivani set
sekvenci. Kao najpogodniji model za rekonstrukciju stabala svih pet genskih regiona (N, NSs, NSm,
Gn-Gc i RdRp) pokazao se Tamura 3-parametar sa Gamma distribucijom (T92+G), a sli¢nost na
nukleotidnom i aminokiselinskom nivou izraZzena je na osnovu vrednosti prosecne stope genetickog
diverziteta primenom p-distance parametra.
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U cilju potvrde rezultata dobijenih filognetskim analizama, izvrSena je i rekonstrukcija mreze
haplotipova na osnovu delimi¢nih sekvenci svih pet genskih regiona, koja omogucava vizuelizaciju
njihovih medusobnih genealoskih odnosa. Rekonstrukcija haplotipske mreze za svaki genski region
TSWV obavljena je pomoc¢u median-joining network algoritma (Bandelt et al. 1999), koji je
implementiran u Network v.4.6.1.6 softver (Fluxus Engineering,
http://www.fluxusengineering.com). Mreza haplotipova, odnosno primenjeni median-joining
network algoritam zasniva se na kombinaciji karakteristika kratkih veza izmedu izolata (minimum
spanning trees) i maximum-parsimony heuritickog algoritma, ukljuuju¢i noduse (median
vectors/ancestral nodes), koji predstavljaju predacke izolate od kojih ostali izolati vode poreklo. Broj
haplotipova svakog genskog regiona (Tabele 4-8) utvrden je primenom DnaSP verzija 6.0 programa
(Rozas et al. 2017), nakon ¢ega su podaci o sastavu haplotipova i njihovoj ucestalosti ubaceni u
Network v.4.6.1.6 softver.

4.6. Analiza rekombinacija

Na raznovrsnost izolata TSWV uti¢u pre svega brojne mutacije, ali i rekombinacije i
pseudorekombinacije (Qiu et al., 1998; Bhat et al., 1999; Kaye, 2009) koje se deSavaju u okviru
trodelnog genoma ovog virusa. Potvrda postojanja rekombinantnih izolata TSWV poreklom iz Srbije,
za koje je utvrdeno da se na osnovu filogenetskih analiza grupiSu u razlic¢ite grupe, odnosno podgrupe,
obavljena je primenom RDP (Recombination Detection Program) v.4.101 softvera (Martin et al.,
2015), koji istovremeno Kkoristi vise razli¢itih programa koji detektuju postojanje rekombinacija u
analiziranim sekvencama: RDP (Martin and Rybicki, 2000), BOOTSCAN/RECSCAN (Martin et
al., 2005), GENECONYV (Padidam et al., 1999), MAXCHI (Maynard Smith, 1992), CHIMAERA
(Posada and Crandall, 2001), SISCAN (Gibbs et al., 2000) i 3SEQ (Lam et al., 2018). Za analizu
prisustva rekombinacija kori$¢eni su setovi sekvenci S i M segmenata 34 odabrana izolata TSWV
poreklom iz Srbije (Tabela 2) ukupne duzine 1204 nt za S, odnosno 1591 nt za M segment, koje su
dobijene spajanjem sekvenci N (557 nt) i NSs (647 nt) gena, odnosno NSm (720 nt) i Gn-Gc (871 nt)
gena, prethodno skrac¢enih na duZinu najkrace sekvence za svaki gen posebno, kao 1 22 sekvence S
segmenta i 56 sekvenci M segmenta izolata TSWV iz razli¢itih delova sveta.

Izolat je smatran rekombinantnim, ukoliko postojanje rekombinacije detektuje Cetiri ili vise
programa sa P vredno$éu koja je manja od 1,0x10 (Tomitaka and Ohshima, 2006; Nouri et al.,
2014).

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

U cilju utvrdivanja tipa selekcije (pozitivna, negativna ili neutralna) pod kojom se nalaze
sekvence svih pet gena odabranih izolata, koja uti¢e na oblikovanje 1 sastav populacije TSWV u
Srbiji, primenjen je ,,codon-based* Z-test selekcije implementiran u program MEGA 6.0. Poredenjem
broja sinonimnih supstitucija po sinonimnom mestu (dS) i broja nesinonimnih supstitucija po
nesinonimnom mestu (dN), kao i njihovih varijansi Var(dS) i Var(dN), koris¢enjem Nei-Gojobori
supstitucionog modela i bootstrap analize sa 1000 ponavljanja (Nei and Kumar, 2000), izracunata
je Z vrednost po formuli Z=(dN-dS)/SQRT(Var(dS)+Var(dN)) (Tamura et al., 2011). Osim Z
vrednosti, pri odredivanju uticaja selekcije odreduje se i statisticki parametar p, koji predstavlja
verovatnoc¢u nastanka greske prve vrste, odnosno verovatno¢u odbacivanja postavljene nulte hipoteze
Ho: dN=dS nasuprot alternativne hipoteze Ha: dN<dS (Nei and Kumar, 2000). Ukoliko je vrednost
Z>1 i p<0,05 gen se nalazi pod uticajem pozitivne selekcije, ukoliko je Z<1 i p>0,05 gen je pod
uticajem negativne (purifying) selekcije, a ako je Z=1 i p=0,05 u pitanju je neutralna selekcija (Hall,
2008).
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,,Codon-based* Z-test selekcije primenjen je kako na ukupnom setu sekvenci izolata za svaki
gen, tako i na pojedina¢nim parovima sekvenci gena odabranih izolata TSWV poreklom iz Srbije.

4.8. Mehanicke inokulacije test biljaka RI i RB izolatima TSWYV poreklom iz paradajza

U cilju odredivanja sposobnosti ostvarenja infekcije otpornih i/ili osetljivin komercijalnih
hibrida paradajza i paprike odabranih izolata TSWV, poreklom iz osetljivih i otpornih hibrida
paradajza, obavljena je mehanicka inokulacija biljaka rasada razli¢itih otpornih (Sw-5b*, hibridi sa
ugradenim Sw-5b genom otpornosti) i osetljivih (Sw-5b", hibridi bez Sw-5b gena otpornosti) hibrida
paradajza, kao i otpornih (Tsw*, hibridi sa ugradenim Tsw genom otpornosti) i osetljivih (Tsw", hibridi
bez Tsw gena otpornosti) hibrida paprike. Mehanicke inokulacije ukljucile su set od pet otpornih
(‘Matissimo F1°, “Wrestler F1°, ‘Svth0121°, ‘Runner F1° i ‘Attiya RZ F1°) i Cetiri osetljiva (‘Partova
F1°, ‘Novosadski jabucar’, ‘Volovsko srce’ i ‘Saint Pierre”) hibrida paradajza, odnosno tri otporna
(‘SV1163PB’, ‘SV0102PP’ i ‘Ariadni F1) i dva osetljiva (‘Margarita’ i ‘Kurtovska kapija’) hibrida
paprike. Za ova istraZivanja odabrana su tri izolata (108-19, 109-19 i 111-19) poreklom iz prirodno
zarazenih biljaka paradajza hibrida ‘Wrestler F1” nosioca Sw-5b gena otpornosti, kao i dva izolata
(45-12 i 170-14) poreklom iz zaraZenih biljaka paradajza hibrida ‘Magnus F1° i ‘Buran F1’ koje ne
sadrze Sw-5b gen otpornosti.

Inokulum za mehanic¢ke inokulacije pripremljen je maceracijom prirodno zarazenog lis¢a
paradajza odabranih izolata TSWV u prisustvu ledeno hladnog 0,01 M fosfatnog pufera (pH 7) 1 1%
natrijum sulfita (Na.SOz). Nakon toga, pripremljeni inokulum za svaki od odabranih izolata TSWV
koris¢en je za mehanicke inokulacije po pet biljaka rasada pet otpornih i Cetiri osetljiva hibrida
paradajza, kao i tri otporna i dva osetljiva hibrida paprike u fenofazi 2-3 stalna lista. Inokulisane biljke
Cuvane su u stakleniku pri uslovima od 24°C uz fotoperiod od 16 h svetla i 8 h mraka (Nachappa et
al., 2020) i pracene u periodu do ¢etiri nedelje po obavljenoj inokulaciji. U cilju utvrdivanja prisustva
ili odsustva TSWV u inokulisanim biljkama sa i bez simptoma, kori$¢ena je DAS-ELISA (Bioreba,
AG, Reinach, Svajcarska).
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5. REZULTATI

5.1. Simptomi na prirodno zaraZenim biljkama

Odabir izolata za ova istrazivanja izvrsen je tako da se obuhvate izolati poreklom iz razlicitih
biljaka domacina ili istih domacina sa razli¢itim simptomima prirodne zaraze poreklom sa Sto veceg
broja razlicitih lokaliteta na teritoriji nase zemlje, sakupljenih tokom razli¢itih godina.

Biljke osetljivih hibrida paradajza iz kojih potice 15 izolata odabranih za ova istrazivanja,
ispoljile su raznovrsne simptome u zavisnosti od faze razvoja biljke u kojoj je doslo do infekcije
(Tabela 1). Na listovima simptomi su varirali od tipi¢ne bronzavosti (Slika 1) do pojave blago ili jako
izrazenog mozaika, koji je u nekim slu¢ajevima pracen nekrozom (Slika 2), kao i okruglim ili
prstenastim nekroti¢énim pegama koje su u pojedinim slucajevima zahvatale skoro Citavu povrSinu
lista. U poodmakloj fazi zaraze, listovi su bili uvijeni, naborani i sa zadebljalim nervima. Na
pojedinim biljkama zabelezena je pojava prugaste nekroze lisnih peteljki i stabla (Slika 3), sto je
ometalo rast i dovodilo do propadanja Citavih biljka. Na zelenim plodovima uocena je pojava
hloroti¢nih i/ili nekroti¢nih koncentri¢nih zona, ¢ija je pojava zabelezena i na zrelim plodovima koji
su na mestu pojave nekroti¢nih koncentriénih zona zadrzavali zelenu boju (Slika 4). Osim toga, kao
Cest simptom zabelezeno je i Sarenilo i neravnomerno sazrevanje plodova.

Slika 3. Prugasta nekroza stabla paradajza Slika 4. Nekroti¢ne koncentri¢ne zone na
zelenim i zrelim plodovima paradajza
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Na biljkama hibrida paradajza ‘Wrestler F1° sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na TSWV,
sakupljenim tokom 2019. godine na dva lokaliteta, iz kojih potice Sest izolata odabranih za ova
istrazivanja, po prvi put uocena je pojava simptoma koji upucuju na zarazu TSWV. Na lis¢u mladih
biljaka uocena je pojava mozaika pracenog hloroti¢nim pegama, kao i tipi¢na bronzavost na lis¢u
(Slika 5A). Sa razvojem bolesti javljala se i nekroza vrha biljke, prugasta nekroza grana i stabla (Slika
5B), kao i deformacija zelenih plodova pracena nekroti¢énim prstenastim pegama (Slika 5C). Osim
toga, primeceno je i znacajno zaostajanje zarazenih biljaka u porastu (Slika 5D).

L \\ \

Slika 5. Simptomi na biljkama otprnog hibrida paradajza ‘Wrestler F1°: bronzavost lis¢a (A),
nekroza grana (B), nekroti¢ne prstenaste pege na mladim plodovima (C) i zaostajanje biljaka
u porastu (D).

Biljke paprike iz kojih potic¢e pet odabranih izolata ispoljile su simptome u vidu hloroti¢nih
prstenastih pega (Slika 6), pracenih pojavom mozaika i deformacije listova (Slika 7). Osim toga, na
zelenim plodovima uocena je pojava nekroti¢nih prstenastih pega (Slika 8) koje su svojim $irenjem
i spajanjem dovodile do pojave velikih nekroti¢nih povrSina, dok su na zrelim plodovima uocene
hloroti¢ne koncentriéne zone i Sarenilo ploda (Slika 9). Osim toga, zabeleZzeno je i znacajno
zaostajanje u porastu pojedinih biljaka.
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Slika 6. Hloroti¢ne prstenaste pege na
lis¢u paprike

Slika 8. Nekroti¢ne prstenaste pege na Slika 9. Hloroti¢ne koncentri¢ne zone i
zelenom plodu paprike Sarenilo zrelog ploda paprike

Biljke duvana iz kojih poti¢u dva odabrana izolata ispoljile su simptome u vidu hloroti¢nih
i/ili nekroti¢nih prstenastih pega (Slika 10), kao i hrastolikog mozaika na lis¢u, beli¢astih nekroti¢nih
pega u okviru kojih je tkivo pucalo usled neravnomernog porasta (Slika 11).

- : ST T .
Slika 10. Hloroti¢ne prstenaste pege na Slika 11. Belicaste nekroze i Supljikavost
liS¢u duvana na liS¢u duvana
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Razlicite vrste ukrasnih biljaka (Amarilis sp., Gloxinia sp., Gerbera hybrida, Vinca sp.,
Chrysanthemum sp., Brugmansia sp., Fuchsia sp. i Cinia sp.) iz kojih poti¢e 13 odabranih izolata
ispoljile su razli¢ite simptome ukljucujuéi hloroti¢ne (Slika 12 i 13) i nekroti¢ne (Slika 14)
koncentri¢ne pege i Sare, mozaik (Slika 15), hrastolike Sare, nekrozu i deformaciju lis¢a i nekrozu
cvetova. Na biljkama iz roda Pelargonium zabelezena je pojava hloroti¢nih prstenastih (Slika 16) i
linijskih Sara pracenih pojavom mozaika (Slika 17). Biljke Impatiens hawkeri ispoljile su simptome
u vidu hloroti¢nih (Slika 18) i nekroti¢nih prstenastih pega (Slika 19) na lis¢u, dok su na biljkama iz
roda Dahlia zabeleZeni simptomi u vidu hlorotiénih koncentri¢nih pega na lis¢u (Slika 20) i
nekroti¢nih zona na granama i stablu (Slika 21). Na biljkama Begonia sp. zabelezena je pojava
nekroti¢nih pega na lis¢u i nekroze i propadanja cvetova (Slika 22), dok su biljke Osteospermum sp.
ispoljile simptome u vidu hloroti¢nih koncentri¢nih zona na li§¢u pracenih mozaikom (Slika 23).

: i s
Slika 12. Hloroti¢ne koncentri¢ne pege Slika 13. Hloroti¢ne koncentri¢ne pege i
na lis¢u Gerbera hybrida Sare na lis¢u Chrysanthemum sp.

s

Slika 14. Nekroti¢ne koncentri¢ne pege Slika 15. Mozaik na lis¢u Vinca sp.
i Sare na lis¢u Gloxinia sp.
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Slika 16. Hloroti¢ne prstenasfe Sare na
lis¢u Pelargonium sp.

Slika 18. Hloroti¢ne i nekroti¢ne Slika 19. Nekroti¢ne prstenaste pkége na
prstenaste pege na lis¢u Impatiens lis¢u Impatiens hawkeri
hawkeri

Slika 20. Hloroti¢ne koncentri¢ne pege Slika 21. Nekrotiéne zone na stablu Dahlia sp.
na lis¢u Dahlia sp.
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Slika 22. Nekrotiéne pege na lis¢u,  Slika 23. Hloroti¢ne koncentri¢ne zone i
nekroza i propadanje cvetova Begonia sp. mozaik na lis¢u Osteospermum sp.

5.2. DAS-ELISA test

U cilju potvrde pojedinacne zaraze TSWV u uzorcima razlicitih biljaka domacina odabranih
za ova istrazivanja, primenjen je DAS-ELISA test koris¢enjem komercijalnih antiseruma specifi¢nih
za detekciju deset virusa: TSWV, CMV, PVY, ToMV, TMV, AMV, PepMV, TYLCV, PVM i INSV.
Rezultati DAS-ELISA testa, ukazali su na prisustvo pojedinacne infekcije TSWV kod svih odabranih
izolata. Prisustvo nijednog drugog testiranog virusa nije detektovano u odabranim izolatima.

5.3. Analiza sekvenci i molekularna karakterizacija odabranih izolata TSWV

U cilju detaljne molekularne karakterizacije, a nakon izvrSene uspe$ne amplifikacije svih pet
genskih regiona odabranih izolata TSWV, dobijeni amplikoni su sekvencirani. Nakon obrade i
dobijanja konsenzus sekvence za svaki ispitivani region genoma, sekvence su prijavljene u GenBank
bazu podataka gde im je dodeljen pristupni broj. U Tabeli 2 prikazani su GenBank Acc. No. za sve
sekvence izolata TSWV poreklom iz Srbije dobijene tokom ovih istrazivanja.

Dobijene sekvence najpre su uporedene sa sekvencama odgovarajueg regiona genoma
dostupnih u GenBank bazi podataka koriS¢enjem BLAST analize, a zatim je izvrSen proracun
nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti izolata dobijenih tokom ovih istraZivanja.

Nakon obavljene molekularne identifikacije odabranih izolata, usledila je njihova
molekularna karakterizacija koja se zasnivala na rekonstrukciji filogenetskih stabala na osnovu
sekvenci svih pet analiziranih genskih regiona (N, NSs, NSm, Gn-Gc i RdRp) ovog virusa, kao i na
osnovu kombinacije sekvenci N i NSs gena u okviru S segmenta i NSm i Gn-Gc gena u okviru M
segmenta. U cilju ispitivanja medusobnih genealoskih odnosa ispitivanih izolata 1 potvrde rezultata
dobijenih filogenetskim analizama, izvrSena je i rekonstrukcija mreze haplotipova na osnovu
delimi¢nih sekvenci srpskih izolata svih pet genskih regiona koris¢enjem median-joining network
algoritma.

5.3.1. Analiza sekvenci N gena

Primenom prajmera TSWVCP-f/TSWVCP-r obavljena je uspesna amplifikacija dela N gena
duzine 738 bp kod svih 38 odabranih izolata TSWV poreklom iz Srbije. Deo amplifikovanih
fragmenata N gena prikazan je na Slici 24.
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—

Slika 24. Vizuelizacija amplikona N gena dela odabranih izolata virusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijenih primenom ,,One-step® RT-PCR i specifi¢nih prajmera
TSWVCP-f/TSWVCP-r. Kolone: M-MassRulerrmDNA ladder, Low Range (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuania); 1-izolat 169-13 iz Solanum lycopersicum; 2-izolat 170-14 iz Solanum
lycopersicum; 3-izolat 177-14 iz Solanum lycopersicum; 4-izolat 58-15 iz Solanum lycopersicum; K-
pozitivna kontrola (izolat 53-05 iz Nicotiana tabacum); B-negativna kontrola (PCR smes$a sa RNase
free vodom).

Nakon sekvenciranja amplikona umnozenih u RT-PCR reakciji, dobijene su delimi¢ne
sekvence N gena ispitivanih izolata. Rezultati BLAST analize pokazali su da odabrani izolati TSWV
poreklom iz Srbije, identifikovani tokom ovih istrazivanja, pokazuju najveéu nukleotidnu (nt) sli¢énost
od 99,12% do 100% sa izolatima TSWYV dostupnim u GenBank bazi podataka.

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci dela N gena 41 odabranog izolata TSWV,
ukljucujuéi i sekvence tri prethodno okarakterisana izolata iz Srbije poreklom iz paradajza (Nikoli¢,
2018), obavljena je na osnovu medusobnog poredenja njihove nukleotidne i aminokiselinske sli¢nosti
primenom p-distance parametra u okviru programa MEGA 6.0. Nakon skra¢ivanja sekvenci na
duzinu najkrace sekvence od 557 nt, dobijena nt sli¢nost izmedu sekvenci ispitivanih izolata iznosila
je od 96,4% (20 nt razlike) do 100%, dok se aminokiselinska (aa) sli¢nost kretala od 90,7% (15 aa
razlike) do 100%, ukazujuéi na nizak stepen geneticke varijabilnosti izolata iz Srbije (PRILOG 5).

Molekularna karakterizacija obavljena je rekonstrukcijom filogenetskog stabla na osnovu 83
sekvence N gena duzine 557 nt, ukljucujuci 41 sekvencu izolata odabranih za ova istrazivanja (Tabela
2) i tri ranije okarakterisana izolata TSWYV iz Srbije poreklom iz duvana (Peki¢, 2009), kao i 39
sekvenci izolata TSWV preuzetih iz GenBank baze podataka (PRILOG 1) primenom maximum
parsimony metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 i bootstrap analizom sa 1000
ponavljanja.

Na Slici 25 prikazano je konsenzus stablo koje je ukazalo na jasnu podelu izolata TSWV u
Cetiri klastera: Evropa, Brazil, Severna Amerika i Azija, na osnovu njihovog geografskog porekla,
gde je ovakva podela podrzana visokom homologijom izmedu sekvenci istog klastera i visokim
bootstrap vrednostima. Genetic¢ki diverzitet izmedu Kklastera kretao se od 0,026+0,006 do
0,039+0,007, a unutra$nji diverzitet za svaki klaster bio je: 0,009+0,002 (Evropa), 0,016+0,003
(Severna Amerika) i 0,019+0,004 (Azija). Ukupan geneticki diverzitet sekvenci u filogenetskom
stablu iznosio je 0,020+0,003. Evropski klaster dalje se moze podeliti na dve geografske
subpopulacije: podgrupa 1 i 2. Podgrupu 1 ¢ine izolati poreklom iz Srbije (26 izolata), Bugarske (pet
izolata) i Crne Gore (jedan izolat), dok se u podgrupu 2 svrstavaju izolati iz Italije (jedan izolat),
Nemacke (jedan izolat), Holandije (jedan izolat), Ceske (jedan izolat), Srbije (devet izolata), kao i po
dvaizolata iz SAD (Severna Karolina) i Juzne Afrike, Sto predstavlja izuzetak u odnosu na geografsko
poreklo. Geneticki diverzitet izmedu ove dve podgrupe iznosio je 0,011+0,003, dok je unutra$nji
diverzitet u okviru podgrupe 1 bio 0,007+0,002, odnosno 0,005+0,001 u okviru podgrupe 2. Brazilski
klaster obuhvatio je samo jedan izolat, dok se severnoamericki klaster dalje deli na tri podgrupe (3, 4
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i 5) u odnosu na geografsko poreklo. Podgrupa 3 obuhvatila je izolate iz Spanije (Cetiri izolata) i
Srbije (jedan izolat) sa unutrasnjim diverzitetom 0,005+£0,002. Podgrupu 4 ¢ine izolati iz Italije (dva
izolata), Japana (jedan izolat) i Srbije (osam izolata) sa unutrasnjim diverzitetom 0,006+0,002, dok
je podgrupa 5 obuhvatila izolate iz SAD (devet izolata) sa unutras$njim diverzitetom 0,014+0,003.
Geneticki diverzitet izmedu ove tri podgrupe kretao se od 0,019+0,004 do 0,021+0,004. Azijski
klaster obuhvatio je izolate iz Juzne Koreje (Cetiri izolata) i Japana (dva izolata), sa izuzetkom dva
izolata iz Francuske. Bez obzira na visok stepen nt i aa sli¢nosti izolata poreklom iz Srbije,
filogenetske analize ukazale su na izrazitu varijabilnost srpskih izolata TSWV koji se grupisu u Cetiri
razli¢ite podgrupe. Veéina srpskih izolata, uzimaju¢i u obzir i tri ranije okarakterisana izolata
poreklom iz duvana, grupisala se u klaster evropskih izolata, ali u dve odvojene subpopulacije. U
podgrupu 1 grupisala su se 23 izolata iz ovih istrazivanja (147-17, 186-16, 109-19, 181-15, 179-15,
170-14, 111-19, 112-19, 108-19, 113-19, 110-19, 169-13, 185-15, 177-14, 260-15, 108-17, 45-12,
343-15, 303-05, 437-10, 435-10, 259-15 i 526-11), kao i tri ranije okarakterisana izolata poreklom iz
duvana (39-06, 53-05 i 33-06), dok se u podgrupu 2 grupisalo devet izolata (525-11, 156-07, 512-11,
71-15, 58-15, 335-16, 147-05, 555-12 i 646-11). Preostalih devet izolata grupisali su se u
severnoamericki klaster i to jedan izolat u podgrupu 3 (345-15), a osam u podgrupu 4 (42-12, 232-
17, 212-15, 228-15, 230-17, 220-16, 224-16 i 192-17).

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da se u podgrupi 1 evropskog klastera nalaze
izolati kako iz severnih, tako i iz centralnih i juznih krajeva nase zemlje. Osim toga, ve¢ina srpskih
izolata poreklom iz paradajza (147-17, 186-16, 109-19, 181-15, 179-15, 170-14,111-19, 112-19, 108-
19, 113-19, 110-19, 169-13, 185-15, 177-14, 108-17 i 45-12) grupisala se u evropsku podgrupu 1,
dok se preostalih pet izolata grupisalo u evropsku podgrupu 2 (71-15, 58-15, 335-16, 555-12 i 646-
11). Ve¢ina srpskih izolata poreklom iz paprike, takode se grupisala u okviru podgrupe 1 1 2
evropskog klastera (343-15 i 437-10 podgrupa 1; 525-11 i 512-11 podgrupa 2), dok se samo jedan
izolat (345-15) grupisao odvojeno u podgrupu 3 severnoameri¢kog klastera. Srpski izolati poreklom
iz duvana (260-15 i 259-15) grupisali su se u okviru podgrupe 1 evropskog klastera. Vecina srpskih
izolata poreklom iz 13 vrsta ukrasnih biljaka (42-12, 232-17, 212-15, 228-15, 230-17, 220-16, 224-
16 1 192-17) grupisala se u okviru podgrupe 4 severnoamerickog klastera, dok se manji broj izolata
grupisao u okviru podgrupe 1 i 2 evropskog klastera (303-05, 435-10 i 526-11 podgrupa 1; 156-07 i
147-05 podgrupa 2).
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147-17 S. lycopersicum Cekavica (Jablanicki okrug) 2017

186-16 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2016

109-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019

181-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015

179-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
170-14 S. lycopersicum Cekavica (Jablanicki okrug) 2014

3L 11119 8. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019

11219 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
108-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019

-‘113-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019

110-19 S. Iycopersicum Veliko Vojlovce (Jablani¢ki okrug) 2019

-169-13 S. lycopersicum Togocevce (Jablanicki okrug) 2013
185-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
177-14 S. lycopersicum Bogojevce (Jablanicki okrug) 2014
260-15 N. tabacum Golubinci (Sremski okrug) 2015

108-17 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2017

AJ296598 97 Bugarska

MG922823 45-12 S. Iycopersicum Novi Knezevac (Severnobanatski okrug) 2012

D13926, AJ296602, AJ297609 Bugarska

343-15 C. annuum Budanovci (Sremski okrug) 2015

GQ373172 39-06 Srbija

303-05 Gloxinia sp. Ra¢a Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2005

437-10 C. annuum Raéa Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2010

435-10 Vinca sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2010

AJ297610 BS97 Bugarska

259-15 N. tabacum Hrtkovci (Sremski okrug) 2015

526-11 Chrysanthemum sp. Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011

GU369729 Is-56 Crna Gora

GQ373173 53-05 Srbija

4p:

_|_|—“_|_

Es3t

525-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011
156-07 G. hybrida Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2007
512-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011
71-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
27p | 58-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
- AY848922 T992 Italija
- 335-16 S. lycopersicum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2016
- AY744478 NC-3 SAD
8 £| EF059705 TSWV-GP JuZna Afrika
EF059706 TSWV-MP Juzna Afrika

— 147-05 Amarilis sp. Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2005
— MG922824 555-12 S. lycopersicum Subotica (Severnobacki okrug) 2012
AY744476 NC-1 SAD
KF184652 646-11 S. lycopersicum Navalin (Jablanicki okrug) 2011
- AJ297611 LE98/527 Nemacka
AF020660 TSWV-D Holandija
AJ296599 C27084 Ceska
—— DQ915948 Br20 Brazil

AY744480 SPAIN-2 Spanija
59+ DQ376184 VE430 Spanija
93 [~ 345-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015

X94550 LC Spanija
AY744479 SPAIN-1 Spanija

—
5 RS

N
@

42-12 Brugmansia sp. Mackovac (Rasinski okrug) 2012
87 | DQ915946 p105/2006RB Italija
DQ376180 P267 ltalija
AB277581 Iw Japan
232-17 Osteospermum sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
212-15 Begonia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2015
228-15 Fuchsia sp. Raca Kragujevacka (éumaduskl okrug) 2017
230-17 Pelargonium sp. Ra¢a Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
951220-16 Dahlia sp. Raca Kragujevacka (Sumadljskl okrug) 2017
224-16 Cinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadusk| okrug) 2016
192-17 I. hawkeri Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
<AF064469 AY744477, AF064472, AF020659, AY744471, AY744468, X61799, AF306490, L20953 SAD |

MH742961 TCSV

obojeni.
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(GQ355467 33-06 Srbija J

5

Evropa

Brazil

Severna Amerika

39
53—< KC261949, KC261958, EF195227, EF195228 Juzna Koreja; AB277582, AB010997 Japan; FR893053, FR693255 Francuska:l Azija

Slika 25. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci N gena duZzine 557 nt
83 izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koris¢enjem maximum parsimony metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja, gde su bootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajucih grana. Kao outgroup koris¢ena je sekvenca TCSV (Acc. No. MH742961). Izolati
TSWV poreklom iz Srbije su



Primenom DnaSP 6.0 programa utvrdeno je da se na osnovu delimi¢nih sekvenci N gena, 41
odabrani izolat TSWV poreklom iz Srbije grupiSe u 26 haplotipova (Tabela 4). Haplotip H_1
detektovan je kod dva izolata (177-14 i 185-15) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na dva
lokaliteta (Bogojevce i Veliko Vojlovce) na jugu Srbije, dok su haplotipovi H 2, H 5, H 9i H_19
zabelezeni svaki pojedinac¢no kod jednog od Cetiri izolata (111-19, 169-13, 45-12, odnosno 108-17)
poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na jednom lokalitetu (Novi KneZevac) na severu i na tri
lokaliteta (Bosnjace, Togocevce i Veliko Vojlovce) na jugu nase zemlje. Haplotip H_3 zastupljen je
kod Cetiri izolata (156-07, 512-11, 58-15 i 71-15), od kojih jedan vodi poreklo iz ukrasne biljke
Gerbera hybrida, jedan iz paprike i dva iz paradajza sakupljenih na dva lokaliteta (Kupusina i Muzlja)
na severu i jednom lokalitetu (Vranjska Banja) na jugu Srbije. Haplotip H_4 predstavlja najucestaliji
haplotip i detektovan je kod sedam izolata (170-14, 179-15, 181-15, 186-16, 147-17, 109-19 i 112-
19) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na tri lokaliteta (Cekavica, Veliko Vojlovce i BoSnjace)
na jugu Srbije, dok je haplotip H_6 zabelezen kod tri izolata (108-19, 110-19 i 113-19), takode,
poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na dva lokaliteta (Veliko Vojlovce 1 BoSnjace) na jugu nase
zemlje. Haplotipovi H_7, H_81i H_10 zabelezeni su svaki pojedina¢no kod jednog od tri izolata (555-
12, 646-11, odnosno 335-16) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na dva lokaliteta (Subotica i
Kupusina) na severu i na jednom lokalitetu (Navalin) na jugu nase zemlje. Haplotip H_11 detektovan
je kod jednog izolata (147-05) poreklom iz ukrasne biljke Amarilis sp. sakupljene u Vranjskoj Banji
na jugu Srbije, dok je haplotip H_12 zabelezen kod jednog izolata (525-11) poreklom iz paprike
sakupljene u Kupusini na severu nase zemlje. Haplotipovi H_13, H_15 i H_17 detektovani su svaki
pojedinac¢no kod jednog od tri izolata (303-05, 435-10, odnosno 526-11) poreklom iz tri razlicite
ukrasne biljke (Gloxinia sp., Vinca sp. i Chrysanthemum sp.) sakupljene na jednom lokalitetu na
severu (Kupusina) i jednom lokalitetu (Raca Kragujevacka) u centralnom delu Srbije. Haplotipovi
H_14 i H_20 primeceni su svaki pojedina¢no kod jednog od dva izolata (437-10, odnosno 343-15)
poreklom iz biljaka paprike sakupljenih u Budanovcu u severnom i Rac¢i Kragujevackoj u centralnom
delu Srbije, dok su haplotipovi H_16 i H_18 prisutni svaki pojedina¢no u jednom od dva izolata (259-
15, odnosno 260-15) poreklom iz biljaka duvana sakupljenih na dva lokaliteta (Hrtkovci i Golubinci)
na severu Srbije. Haplotipovi H_21, H_22, H_24 i H_25 zabelezeni su svaki pojedina¢no kod jednog
od Cetiri izolata (212-15, 232-17, 230-17, odnosno 42-12) poreklom iz Cetiri razli¢ite ukrasne biljke
(Begonia sp., Osteospermum sp., Pelargonium sp. i Brugmansia sp.) sakupljene u Raci
Kragujevackoj u centralnom i Mackovcu u juznom delu Srbije. Haplotip H_23 detektovan je kod
Cetiri izolata (192-17, 228-15, 220-16 i 224-16) poreklom iz Cetiri razli¢ite ukrasne biljke (Impatiens
hawkeri, Fuchsia sp., Dahlia sp. i Cinia sp.) sakupljene u Raci Kragujevackoj u centralnom delu
Srbije, dok je haplotip H_26 zabelezen kod jednog izolata (345-15) poreklom iz paprike sakupljene
u Leskovcu na jugu Srbije.
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Tabela 4. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV)
koris¢enih u ovim istrazivanjima na osnovu delimi¢ne sekvence N gena

Haplotip lzolat Godina Biljka domacdin Lokalitet Region
sakupljanja
H 1 177-14* 2014 Solanum Bogojevce Juzna Srbija
185-15 2015 lycopersicum Veliko Vojlovce
H 2 111-19¢ 2019 Bosnjace
H 3 156-072 2007 Gerbera hybrida Vranjska Banja
512-117 2011 Capsicum annuum Kupusina Severna Srbija
58-15 2015 Solanum Muzlja
71-15 lycopersicum
H 4 170-14* 2014 Cekavica Juzna Srbija
179-15 2015 Veliko Vojlovce
181-15
186-16 2016
147-17 2017 Cekavica
109-19¢ 2019 Veliko Vojlovce
112-19°¢ Bosnjace
H5 169-13* 2013 Togocevce
H 6 108-19¢ 2019 Veliko Vojlovce
110-19¢
113-19°¢ Bosnjace
H 7 555-12° 2012 Subotica Severna Srbija
H 8 646-11° 2011 Navalin Juzna Srbija
H9 45-12° 2012 Novi Knezevac Severna Srbija
H 10 335-16 2016 Kupusina
H 11 147-05* 2005 Amarilis sp. Vranjska Banja JuZna Srbija
H 12 525-117 2011 Capsicum annuum Kupusina Severna Srbija
H 13 303-05 2005 Gloxinia sp. Raca Centralna
H 14 437-102 2010 Capsicum annuum Kragujevacka Srbija
H 15 435-10? Vinca sp.
H 16 259-15 2015 Nicotiana tabacum Hrtkovci Severna Srbija
H 17 526-117 2011 Chrysanthemum sp.  Kupusina
H 18 260-15 2015 Nicotiana tabacum Golubinci
H 19 108-17 2017 Solanum Veliko Vojlovce  JuzZna Srbija
lycopersicum
H_ 20 343-15 2015 Capsicum annuum Budanovci Severna Srbija
H 21 212-15 Begonia sp. Raca Centralna
H 22 232-17 2017 Osteospermum sp. Kragujevacka Srbija
H 23 228-15 2015 Fuchsia sp.
220-16 2016 Dabhlia sp.
224-16 Cinia sp.
192-17 2017 Impatiens hawkeri
H 24 230-17 Pelargonium sp.
H 25 42-12% 2012 Brugmansia sp. Mackovac Juzna Srbija
H 26 345-15 2015 Capsicum annuum Leskovac JuZna Srbija

Legenda: 2lzolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju,
Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni fakultet);

blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N gena (Nikoli¢, 2018);
®Izolati TSWV dobijeni iz hibrida paradajza “Wrestler F1° sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na TSWV.
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Mreza haplotipova rekonstruisana pomoc¢u median-joining networks algoritma na kojoj su
predstavljeni genealoski odnosi haplotipova pronadenih u populaciji TSWV u Srbiji pokazala je da
se 26 haplotipova na osnovu delimi¢ne sekvence N gena grupisu u cetiri grupe (1, 11, 111 1V) (Slika
26). Grupa | sa 14 haplotipova (H_1,H_ 2, H 4, H 5, H_6,H 9, H_13, H_14, H_15, H_16, H_17,
H_18, H_19 i H_20) obuhvata 23 sekvence koje se u filogenetskom stablu grupisu u evropsku
podgrupu 1, dok grupa Il sa Sest haplotipova (H_3,H_7, H 8, H 10, H_11 i H_12) obuhvata devet
sekvenci koje se grupisu u evropsku podgrupu 2 na osnovu filogenetske analize. Grupa Il sa jednim
haplotipom (H_26) obuhvata jednu sekvencu koja se grupi$e u severnoameri¢ku podgrupu 3, dok
grupa 1V sa pet haplotipova (H_21, H_ 22, H 23, H_24 i H_25) obuhvata osam sekvenci koje se
grupiSu u severnoameri¢ku podgrupu 4 na osnovu filogenetske analize. Centralni ili predacki haplotip
nije otkriven za grupu I, IIT i IV, ve¢ su haplotipovi TSWV pronadeni u Srbiji ¢inili pericentralne
haplotipove u obe grupe, ali i tranzicione ¢vorove ka drugim izvedenim haplotipovima. U grupi |
haplotip H_4 predstavlja tranzicioni ¢vor ka haplotipovima H 1, H 2, H 5, H 6 i H 19, odnosno
haplotip H_16 ka haplotipovima H_13, H_15 i H_17. Centralni haplotip za grupu Il predstavlja
haplotip H 12, dok haplotip H_8 predstavlja tranzicioni ¢vor ka haplotipovima H 3, H_7i1H_11. U
grupi IV haplotip H 23 predstavlja tranzicioni ¢vor ka haplotipovima H 21, H 221 H 24.
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Slika 26. Mreza haplotipova rekonstruisana na osnovu delimi¢nih nukleotidnih sekvenci N gena
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije koris¢enjem median-joining
networks algoritma. Svaki kruzi¢ obojen Zutom bojom predstavlja jedinstveni haplotip, pri cemu je
njegov precnik proporcionalan broju sekvenci sadrzanom u haplotipu. Celi brojevi prikazani na
linjjama oznacavaju poziciju nukleotida u sekvenci koji se razlikuje izmedu haplotipova, a puni
kruZi¢i crvene boje predstavljaju intermedijarne haplotipove ili haplotipove koji nisu detektovani.

5.3.2. Analiza sekvenci NSs gena

Primenom prajmera S70/S890 obavljena je uspesna amplifikacija dela NSs gena duzine 833
bp kod sva 34 odabrana izolata TSWYV poreklom iz Srbije (Tabela 2). Deo amplifikovanih fragmenata
NSs gena prikazan je na Slici 27.

49



Slika 27. Vizuelizacija amplikona NSs gena dela odabranih izolata virusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijenih primenom ,,One-step*“ RT-PCR 1 specificnih prajmera
S70/S890. Kolone: M-MassRulerrmDNA ladder, Low Range (Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania); 1-izolat 212-15 iz Begonia sp.; 2-izolat 228-15 iz Fuchsia sp.; 3-izolat 220-16 iz Dahlia
sp.; 4-izolat 224-16 iz Cinia sp.; K-pozitivna kontrola (izolat 53-05 iz Nicotiana tabacum); B-
negativna kontrola (PCR smesa sa RNase free vodom).

Nakon sekvenciranja amplikona umnozenih u RT-PCR reakciji, dobijene su delimi¢ne
sekvence NSs gena ispitivanih izolata. Rezultati BLAST analize pokazali su da odabrani izolati
TSWYV poreklom iz Srbije, identifikovani tokom ovih istrazivanja, pokazuju najvecu nt sli¢nost od
99,07% do 99,88% sa izolatima TSWV dostupnim u GenBank bazi podataka.

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci dela NSs gena 34 odabrana izolata
TSWV obavljena je na osnovu medusobnog poredenja njihove nukleotidne i aminokiselinske
sli¢nosti primenom p-distance parametra u okviru programa MEGA 6.0. Nakon skrac¢ivanja sekvenci
na duzinu najkrace sekvence od 647 nt, dobijena nt sli¢nost izmedu sekvenci ispitivanih izolata
TSWV iznosila je od 94,4% (34 nt razlike) do 100%, dok se aminokiselinska (aa) sli¢nost kretala od
87,7% (24 aa razlike) do 100% (PRILOG 6).

Molekularna karakterizacija obavljena je rekonstrukcijom filogenetskog stabla na osnovu 66
sekvenci NSs gena duzine 647 nt, ukljucujuc¢i 34 sekvence TSWV dobijene tokom ovih istrazivanja
(Tabela 2) i 32 sekvence izolata TSWV preuzete iz GenBank baze podataka (PRILOG 2) primenom
maximum parsimony metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 i bootstrap analizom sa 1000
ponavljanja.

Na Slici 28 prikazano je konsenzus stablo koje je ukazalo na jasnu podelu izolata TSWV u
dva klastera (I i II) u okviru kojih se moze izdvojiti nekoliko grupa izolata na osnovu geografskog
porekla, gde je ovakva podela podrzana visokom homologijom izmedu sekvenci istog klastera i
visokim bootstrap vrednostima. Geneticki diverzitet izmedu Klastera bio je 0,042+0,006, dok je
unutrasnji diverzitet za klaster I iznosio 0,014+0,002, odnosno 0,013+0,002 za klaster 1l. Ukupan
geneticki diverzitet sekvenci u filogenetskom stablu iznosio je 0,020+0,003. Kako se i NSs i N gen
nalaze na S RNK, u cilju poredenja stabla dobijenog na osnovu sekvenci NSs gena sa stablom
dobijenim na osnovu sekvenci N gena, grupe izolata u okviru glavnih klastera obelezene su kao kod
prethodnog filogenetskog stabla. U okviru klastera | izdvajaju se dve grupe: evropska i azijska, dok
se u okviru klastera Il izdvajaju brazilska i severnoameric¢ka grupa. Geneticki diverzitet izmedu grupa
kretao se od 0,022+0,005 do 0,042+0,006, a unutrasnji diverzitet za svaku grupu bio je: 0,011+0,002
(Evropa), 0,005+0,002 (Azija) i 0,012+0,002 (Severna Amerika). Evropska grupa dalje se moze
podeliti na dve geografske subpopulacije: podgrupa 1 i 2. Podgrupu 1 ¢ine izolati iz Srbije (20
izolata), Bugarske (tri izolata) i Crne Gore (jedan izolat), dok se u podgrupu 2 svrstavaju izolati iz
Italije (tri izolata), Spanije (jedan izolat), Nemacke (jedan izolat), Holandije (jedan izolat), Srbije
(sedam izolata), kao i po dva izolata iz SAD i Juzne Koreje, $to predstavlja izuzetak u odnosu na
geografsko poreklo. Geneticki diverzitet izmedu ove dve podgrupe iznosio je 0,013+0,004, dok je
unutrasnji diverzitet u okviru podgrupe 1 bio 0,006+0,001, odnosno 0,007+0,001 u okviru podgrupe
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2. Azijska grupa obuhvatila je izolate iz Juzne Koreje (dva izolata) i Francuske (dva izolata).
Brazilska grupa obuhvatila je samo jedan izolat, dok se severnoamericka grupa dalje deli na tri
podgrupe (3, 4 i 5) u odnosu na geografsko poreklo. Podgrupa 3 obuhvatila je izolate iz Spanije (pet
izolata), SAD (jedan izolat) i Srbije (jedan izolat) sa unutras$njim diverzitetom 0,006+0,002. Podgrupu
4 cine izolati iz SAD (dva izolata), Italije (dva izolata) i Srbije (Sest izolata) sa unutraS$njim
diverzitetom 0,008+0,002, dok podgrupu 5 ¢ine izolati iz SAD (tri izolata) sa unutraS$njim
diverzitetom 0,007+0,003. Geneticki diverzitet izmedu ove tri podgrupe kretao se od 0,012+0,003 do
0,018+0,004. Kao i kod stabla na osnovu N sekvenci, bez obzira na visok stepen nt i aa sli¢nosti
izolata poreklom iz Srbije, filogenetsko stablo na osnovu NSs sekvenci ukazuje na izrazitu
varijabilnost srpskih izolata TSWV koji se grupisu u Cetiri razli¢ite podgrupe. Vecina srpskih izolata
ponovo se grupisala u evropsku grupu, ali u dve odvojene subpopulacije. U podgrupu 1 grupisalo se
20 izolata (109-19, 260-15, 108-19, 185-15, 181-15, 110-19, 113-19, 169-13, 170-14, 179-15, 112-
19, 111-19, 646-11, 259-15, 177-14, 525-11, 437-10, 303-05, 45-12 i 343-15), a u podgrupu 2 sedam
izolata (147-05, 335-16, 156-07, 512-11, 71-15, 58-15 i 555-12). Preostalih sedam izolata grupisalo
se u severnoameric¢ku grupu i to jedan izolat (345-15) u podgrupu 3, a Sest izolata (42-12, 212-15,
224-16, 230-17, 192-17 i 232-17) u podgrupu 4. Osim toga, filogenetske analize na osnovu NSs gena
ukazale su i na razliito grupisanje dva izolata 525-11 poreklom iz paprike i 646-11 poreklom iz
paradajza u odnosu na filogenetske analize na osnovu N gena. Naime, ova dva izolata grupisala su se
u evropsku podgrupu 2 na osnovu sekvenci N gena, dok su se na osnovu sekvence NSs gena grupisala
u evropsku podgrupu 1 i predstavljaju potencijalne rekombinante.

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da se u podgrupi 1 evropskog klastera nalaze
izolati kako iz severnih, tako i iz centralnih 1 juznih krajeva naSe zemlje. Vecina srpskih izolata
poreklom iz paradajza (109-19, 108-19, 185-15, 181-15, 110-19, 113-19, 169-13, 170-14, 179-15,
112-19, 111-19, 646-11, 177-14 i 45-12) grupisala se u evropsku podgrupu 1, dok su se preostala
Cetiri izolata grupisala u evropsku podgrupu 2 (335-16, 71-15, 58-15 i 555-12). Srpski izolati
poreklom iz paprike, takode su se grupisali u okviru podgrupe 1 i 2 evropskog klastera (525-11, 437-
10 i 343-15 podgrupa 1; 512-11 podgrupa 2), pri ¢emu se samo jedan izolat (345-15) grupisao
odvojeno u podgrupu 3 severnoameric¢kog klastera. Srpski izolati poreklom iz duvana (260-15 i 259-
15) grupisali su se u okviru podgrupe 1 evropskog klastera. Vecina srpskih izolata poreklom iz devet
vrsta ukrasnih biljaka (42-12, 212-15, 224-16, 230-17, 192-17 i 232-17) grupisala se u okviru
podgrupe 4 severnoamerickog klastera, dok su se preostala tri izolata grupisala u okviru podgrupe 1
i 2 evropskog klastera (303-05 podgrupa 1; 147-05 i 156-07 podgrupa 2).
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Slika 28. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci NSs gena duzine 647
nt 66 izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koris¢enjem maximum parsimony metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja, gde su bootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajucih grana. Kao kao outgroup koris¢ena je sekvenca TCSV (Acc. No. MH742961). Izolati
TSWV poreklom iz Srbije su obojen



Primenom DnaSP 6.0 programa utvrdeno je da se na osnovu delimi¢nih sekvenci NSs gena
34 odabrana izolata TSWYV poreklom iz Srbije grupiSu u 19 haplotipova (Tabela 5). Haplotip H_1
detektovan je kod jednog izolata (147-05) poreklom iz ukrasne biljke Amarilis sp. sakupljene u
Vranjskoj Banji na jugu Srbije, dok je haplotip H_2 zabelezen kod pet izolata (192-17, 212-15, 224-
16, 230-17 i 232-17) poreklom iz pet razlicitih ukrasnih biljaka (Impatiens hawkeri, Begonia sp.,
Cinia sp., Pelargonium sp. i Osteospermum sp.) sakupljenih u Raci Kragujevackoj u centralnom delu
nase zemlje. Haplotipovi H_3, H_7, H_9 i H_10 detektovani su svaki pojedina¢no kod jednog od
Cetiri izolata (303-05, 343-15, 437-10, odnosno 259-15), od kojih je jedan poreklom iz ukrasne biljke
Gloxinia sp. sakupljene u Raci Kragujevackoj u centralnom delu Srbije, dok su dva poreklom iz
paprike i jedan iz duvana sakupljenih na severu zemlje na tri lokaliteta (Budanovci, Kupusina i
Hrtkovci). Haplotip H_4 zastupljen je kod jednog izolata (42-12) poreklom iz ukrasne biljke
Brugmansia sp. sakupljene u Mackovcu na jugu Srbije. Haplotip H_5 prisutan je kod pet izolata (58-
15, 71-15, 335-16, 512-11 i 156-07), od kojih su tri poreklom iz biljaka paradajza i jedan iz paprike
sakupljenih na dva lokaliteta (MuZlja i Kupusina) na severu Srbije, dok jedan potice iz ukrasne biljke
Gerbera hybrida sakupljene u Vranjskoj Banji na jugu nase zemlje. Haplotip H_6 detektovan je kod
jednog izolata (345-15) poreklom iz paprike sakupljene u Leskovcu na jugu Srbije, dok je haplotip
H_8 zastupljen kod dva izolata (177-14 i 525-11), od kojih jedan vodi poreklo iz paradajza
sakupljenog na lokalitetu Bogojevce na jugu Srbije, dok drugi potice iz paprike sakupljene u Kupusini
na severu naSe zemlje. Haplotip H_11 predstavlja najucestaliji haplotip i zabeleZen je kod sedam
izolata (108-19, 109-19, 110-19, 113-19, 181-15, 185-15 i 260-15), od kojih Sest vodi poreklo iz
biljaka paradajza sakupljenih na dva lokaliteta (Veliko Vojlovce i Bo$njace) na jugu Srbije, dok jedan
potice iz duvana sakupljenog u Golubincima na severu nase zemlje. Haplotipovi H_12, H_13, H_14,
H_15,H_17, H_18 i H_19 detektovani su svaki pojedina¢no kod jednog od sedam izolata (111-19,
179-15, 112-19, 169-13, 646-11, 45-12, odnosno 170-14) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih
u Novom KneZevcu na severu i na pet lokaliteta (Bosnjace, Veliko Vojlovce, Togocevce, Navalin i
Cekavica) na jugu Srbije, dok je haplotip H_16 zabelezen kod jednog izolata (555-12) poreklom iz
paradajza sakupljenog u Subotici na severu nase zemlje.
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Tabela 5. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV)
koris¢enih u ovim istrazivanjima na osnovu delimi¢ne sekvence NSs gena

Haplotip lzolat  Godina Biljka domacdin Lokalitet Region
sakupljanja
H1 147-05% 2005 Amarilis sp. Vranjska Banja  Juzna Srbija
H 2 212-15 2015 Begonia sp. Raca Centralna
224-16 2016 Cinia sp. Kragujevacka Srbija
192-17 2017 Impatiens hawkeri
230-17 Pelargonium sp.
232-17 Osteospermum sp.
H 3 303-05 2005 Gloxinia sp.
H 4 42-12% 2012 Brugmansia sp. Mackovac Juzna Srbija
H5 156-072 2007 Gerbera hybrida Vranjska Banja
512-11* 2011 Capsicum annuum  Kupusina Severna
58-15 2015 Solanum Muzlja Srbija
71-15 lycopersicum
335-16 Kupusina
H 6 345-15 Capsicum annuum  Leskovac JuZna Srbija
H 7 343-15 Budanovci Severna
H_8 525-11* 2011 Kupusina Srbija
177-14* 2014 Solanum Bogojevce Juzna Srbija
lycopersicum
H9 437-10% 2010 Capsicum annuum  Kupusina Severna
H 10 259-15 2015 Nicotiana tabacum  Hrtkovci Srbija
H 11 181-15 Solanum Veliko Vojlovce Juzna Srbija
185-15 lycopersicum
260-15 Nicotiana tabacum  Golubinci Severna
Srbija
108-19¢ 2019 Solanum Veliko Vojlovce Juzna Srbija
109-19° lycopersicum
110-19¢
113-19° Bosnjace
H 12 111-19°
H 13 179-15 2015 Veliko Vojlovce
H 14 112-19¢ 2019 Bosnjace
H 15 169-13% 2013 Togocevce
H_ 16 555-12° 2012 Subotica Severna
Srbija
H 17 646-11° 2011 Navalin Juzna Srbija
H_18 45-12° 2012 o Severna
- Novi KnezZevac ..
Srbija
H 19 170-14% 2014 Cekavica Juzna Srbija

Legenda: 2lzolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za
fitopatologiju, Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni fakultet);

bIzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N gena (Nikoli¢, 2018);
‘Izolati TSWV dobijeni iz hibrida paradajza ‘Wrestler F1’ sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na

TSWV.
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Mreza haplotipova rekonstruisana pomoc¢u median-joining networks algoritma na kojoj su
predstavljeni genealoski odnosi haplotipova pronadenih u populaciji TSWV u Srbiji pokazala je da
se 19 haplotipova na osnovu delimi¢ne sekvence NSs gena grupisu u cetiri grupe (I, I1, 1111 1V) (Slika
29). Grupa | sa 13 haplotipova (H_3,H_7,H_8,H_9,H_10,H_11,H 12, H_13,H_14,H_15,H_17,
H_18 i H_19) obuhvata 20 sekvenci koje se u filogenetskom stablu grupisu u evropsku podgrupu 1,
dok grupa Il sa tri haplotipa (H_1, H_5 i H_16) obuhvata sedam sekvenci koje se grupisu u evropsku
podgrupu 2 na osnovu filogenetske analize. Grupa I11 sa jednim haplotipom (H_6) obuhvata jednu
sekvencu koja se grupiSe u severnoameri¢ku podgrupu 3, dok grupa IV sa dva haplotipa (H 21 H 4)
obuhvata Sest sekvenci koje se grupisu u severnoameri¢ku podgrupu 4 na osnovu filogenetske analize.
Centralni ili predacki haplotip za grupu | predstavlja haplotip H_8, dok haplotip H_11 predstavlja
tranzicioni ¢vor ka haplotipovima H_13, H_15i H_19. Centralni haplotipovi nisu otkriveni za grupu
I1i 11, dok za grupu IV centralni haplotip predstavlja haplotip H_2.
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Slika 29. Mreza haplotipova rekonstruisana na osnovu delimi¢nih nukleotidnih sekvenci NSs gena
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije koriS¢enjem median-joining
networks algoritma. Svaki kruzi¢ obojen Zutom bojom predstavlja jedinstveni haplotip, pri cemu je
njegov preénik proporcionalan broju sekvenci sadrzanom u haplotipu. Celi brojevi prikazani na
linijama oznacavaju poziciju nukleotida u sekvenci Koji se razlikuje izmedu haplotipova, a puni
kruzi¢i crvene boje predstavljaju intermedijarne haplotipove ili haplotipove koji nisu detektovani.
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5.3.3. Filogenetska analiza na osnovu sekvenci S segmenta

Osim filogenetskih analiza na osnovu sekvenci N i NSs gena, obavljena je i filogenetska
analiza rekonstrukcijom filogenetskog stabla na osnovu dela sekvenci S segmenta duzine 1204 nt
dobijenih spajanjem delimi¢nih sekvenci N i NSs gena, prethodno skrac¢enih na duZzinu najkrace
sekvence za svaki gen posebno, ukljucujuci sekvence 34 izolata TSWV poreklom iz Srbije (Tabela
2) 1 22 sekvence izolata TSWV preuzetih iz GenBank baze podataka (PRILOG 1 i 2) primenom
maximum parsimony metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 i bootstrap analizom sa 1000
ponavljanja.

Na Slici 30 prikazano je konsenzus stablo koje je, kao i kod filogenetskih stabala na osnovu
sekvenci N i NSs gena, ukazalo na jasnu podelu izolata TSWV u ¢etiri klastera na osnovu njihovog
geografskog porekla: Evropa, Brazil, Severna Amerika i Azija, gde je ovakva podela podrzana
visokom homologijom izmedu sekvenci istog klastera i visokim bootstrap vrednostima. Geneticki
diverzitet izmedu klastera kretao se od 0,025+0,004 do 0,038+0,006, a unutrasnji diverzitet za svaki
klaster bio je: 0,009+0,001 (Evropa), 0,014+0,002 (Severna Amerika) i 0,008+0,002 (Azija). Ukupan
geneticki diverzitet sekvenci u filogenetskom stablu iznosio je 0,023+0,002. Evropski klaster dalje se
moze podeliti na dve geografske subpopulacije: podgrupa 1 i 2. Podgrupu 1 ¢ine izolati poreklom iz
Srbije (20 izolata), Bugarske (tri izolata) i Crne Gore (jedan izolat), dok se u podgrupu 2 svrstavaju
izolati iz Holandije (jedan izolat), Nemacke (jedan izolat), Srbije (sedam izolata), kao i dva izolata iz
SAD, sto predstavlja izuzetak u odnosu na geografsko poreklo. Geneticki diverzitet izmedu ove dve
podgrupe iznosio je 0,012+0,002, dok je unutrasnji diverzitet u okviru podgrupe 1 bio 0,006+0,001,
odnosno 0,004+0,001 u okviru podgrupe 2. Brazilski klaster obuhvatio je samo jedan izolat, dok se
severnoamericki klaster dalje deli na tri podgrupe (3, 4 1 5) u odnosu na geografsko poreklo. Podgrupa
3 obuhvatila je izolate iz Spanije (tri izolata) i Srbije (jedan izolat) sa unutra$njim diverzitetom
0,005+0,001. Podgrupu 4 ¢ine izolati iz Italije (dva izolata) i Srbije (Sest izolata) sa unutraSnjim
diverzitetom 0,005%+0,001, dok je podgrupa 5 obuhvatila Cetiri izolata iz SAD sa unutras$njim
diverzitetom 0,014+0,002. Geneticki diverzitet izmedu ove tri podgrupe kretao se od 0,016+0,003 do
0,020+0,003. Azijski klaster obuhvatio je izolate iz Juzne Koreje (dva izolata), sa izuzetkom dva
izolata iz Francuske. Bez obzira na visok stepen nt i aa sli¢nosti izolata poreklom iz Srbije,
filogenetske analize ukazale su na izrazitu varijabilnost srpskih izolata TSWV koji se grupisu u Cetiri
razli¢ite podgrupe. Veéina srpskih izolata grupisala se u klaster evropskih izolata, ali u dve odvojene
subpopulacije. U podgrupu 1 grupisalo se 20 izolata (110-19, 108-19, 113-19, 181-15, 109-19, 169-
13, 170-14, 185-15, 179-15, 260-15, 112-19, 111-19, 177-14, 259-15, 437-10, 303-05, 45-12 i 343-
15), ukljucujudi i dva izolata (646-11 i 525-11) koja su se na osnovu N gena grupisala u podgrupu 2,
a na osnovu NSs gena u podgrupu 1, dok se sedam izolata (147-05, 555-12, 335-16, 58-15, 71-15,
512-11 i 156-07) svrstalo u podgrupu 2. Imajuci u vidu da ovi izolati na osnovu analize sekvenci N i
NSs gena pripadaju evropskom Klasteru, dva potencijalno rekombinantna izolata (646-11 i 525-11)
grupisala su se na zasebnoj grani u okviru evropske podgrupe 1. Preostalih sedam izolata grupisali su
se u severnoamericki klaster, i to jedan izolat (345-15) u podgrupu 3, a Sest izolata (42-12, 232-17,
224-16, 192-17, 212-15 i 230-17) u podgrupu 4.

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da se u podgrupi 1 evropskog klastera nalaze
izolati kako iz severnih, tako 1 iz centralnih 1 juznih krajeva nase zemlje. Vecina srpskih izolata
poreklom iz paradajza (110-19, 108-19, 113-19, 181-15, 109-19, 169-13, 170-14, 185-15, 179-15,
112-19, 111-19, 177-14, 45-12 i 646-11) grupisala se u evropsku podgrupu 1, dok su se preostala
Cetiri izolata grupisala u evropsku podgrupu 2 (555-12, 335-16, 58-15 i 71-15). Srpski izolati
poreklom iz paprike, takode su se grupisali u okviru podgrupe 1 i 2 evropskog klastera (437-10, 343-
15 i 525-11 podgrupa 1; 512-11 podgrupa 2), pri ¢emu se samo jedan izolat (345-15) grupisao
odvojeno u podgrupu 3 severnoameri¢kog klastera. Srpski izolati poreklom iz duvana (260-15 i 259-
15) grupisali su se u okviru podgrupe 1 evropskog klastera. Vecina srpskih izolata poreklom iz devet
vrsta ukrasnih biljaka (42-12, 232-17, 224-16, 192-17, 212-15 i 230-17) grupisala se u okviru
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podgrupe 4 severnoamerickog klastera, dok su se preostala tri izolata grupisala u okviru podgrupe 1
i 2 evropskog klastera (303-05 podgrupa 1; 147-05 i 156-07 podgrupa 2).

57



941 100

110-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
108-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
113-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
181-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
109-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
- 169-13 S. Iycopersicum Togocevce (Jablanicki okrug) 2013
L 170-14 S. Iycopersicum Cekavica (Jablanicki okrug) 2014
185-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
179-15 S. Iycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
L 260-15 N. tabacum Golubinci (Sremski okrug) 2015
80 |t 112-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
{;t 111-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019

177-14 S. lycopersicum Bogojevce (Jablanicki okrug) 2014

D13926 L3 Bugarska
I: AJ418777 BS97 Bugarska
259-15 N. tabacum Hrtkovci (Sremski okrug) 2015
(GU369740 Is-56 Crna Gora

43710 C. annuum Raa Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2010
2&03-05 Gloxinia sp. Raa Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2005
r— 45-12 S. lycopersicum Novi KneZevac (Severnobanatski okrug) 2012
6054[ 343-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015

646-11 S. lycopersicum Navalin (Jablanicki okrug) 2011
GS-H C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011
100 /L AJ418780 GD98 Bugarska
— 147-05 Amarilis sp. Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2005
- AY744478 NC-3 SAD
7 A[AY744476 NC-1 SAD
AF020660 TSWV-D Holandija
— AJ418781 LE98/527 Nematka
1— 555-12 S. lycopersicum Subotica (Severnobacki okrug) 2012
335-16 S. lycopersicum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2016
58-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015

80(71-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
54 $12-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011

156-07 G. hybrida Vranjska Banja (PCinjski okrug) 2007

7

=

wl

O

< KC261958, KC261949 Juzna Koreja; FR693031, FR692629 Francuska
— 100 10915948 Br20 Brazil

AY744480 SPAIN-2 Spanija
DQ376184 VE430 Spanija
345-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015
AY744479 SPAIN-1 Spanija
- DQ915946 p105/2006RB ltalija
- DQ376180 P267 Italija
L 42-12 Brugmansia sp. Mackovac (Rasinski okrug) 2012

98

224-16 Cinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2016
19217 I. hawkeri Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017

100 212-15 Begonia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2015

=l

Ll AF020650, AY744468, AY744471, AYT44477 SAD
68 MH742961 TCSV

58

— 23217 Osteospermum sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017

L 230-17 Pelargonium sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017

s

Ts

Evropa

Azija
Brazil

Severna Amerika

Slika 30. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci S segmenta duZzine
1204 nt 56 izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) kori$¢enjem maximum parsimony metode
sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja, gde su bootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajucih grana. Kao outgroup koris¢ena je sekvenca TCSV (Acc. No. MH742961). Izolati
TSWV poreklom iz Srbije su obojeni.



5.3.4. Analiza sekvenci NSm gena

Primenom prajmera M66/M962 obavljena je uspe$na amplifikacija dela NSm gena duzine
897 bp kod sva 34 odabrana izolata TSWV poreklom iz Srbije. Deo amplifikovanih fragmenata NSm
gena prikazan je na Slici 31.

Slika 31. Vizuelizacija amplikona NSm gena dela odabranih izolata virusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijenih primenom ,,One-step* RT-PCR 1 specifi¢nih prajmera
M66/M962. Kolone: M-MassRulerruDNA ladder, Low Range (Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania); 1-izolat 437-10 iz Capsicum annuum,; 2-izolat 512-11 iz Capsicum annuum; 3-izolat 525-
11 iz Capsicum annuum; 4-izolat 343-15 iz Capsicum annuum; 5-izolat 345-15 iz Capsicum annuum;
K-pozitivna kontrola (izolat 53-05 iz Nicotiana tabacum); B-negativna kontrola (PCR smesa sa
RNase free vodom).

Nakon sekvenciranja amplikona umnozenih u RT-PCR reakciji dobijene su delimi¢ne
sekvence NSm gena ispitivanih izolata TSWV. Rezultati BLAST analize pokazali su da odabrani
izolati TSWV poreklom iz Srbije, identifikovani tokom ovih istraZivanja, pokazuju najvecu nt
slicnost od 97,28% do 100% sa izolatima TSWYV dostupnim u GenBank bazi podataka.

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci dela NSm gena 34 odabrana izolata
TSWV obavljena je na osnovu medusobnog poredenja njihove nukleotidne i aminokiselinske
slicnosti primenom p-distance parametra u okviru programa MEGA 6.0. Nakon skrac¢ivanja sekvenci
na duzinu najkrac¢e sekvence od 720 nt, dobijena nt sli¢nost izmedu sekvenci ispitivanih izolata
TSWV iznosila je od 91,7% (60 nt razlike) do 100%, dok se aminokiselinska (aa) sli¢nost kretala od
95% (12 aa razlike) do 100%, ukazujuéi na nizak stepen genetiCke varijabilnosti izolata iz Srbije
(PRILOG 7).

Osim toga, kako izolati TSWV poreklom iz paradajza, odabrani za ova istrazivanja, poticu iz
biljaka paradajza koje ne sadrze Sw-5b gen otpornosti (12 potencijalno Rl izolata TSWV), tako i iz
biljaka paradajza nosioca Sw-5b gena otpornosti (Sest potencijano RB izolata TSWV), obavljena je i
detaljnija molekularna identifikacija i prorac¢un nt i aa slicnosti ove dve grupe izolata kako
medusobno, tako i sa Rl i RB izolatima TSWYV iz drugih delova sveta dostupnih u GenBank bazi
podataka. Rezultati BLAST analize pokazali su da potencijalno RI i RB izolati TSWV poreklom iz
Srbije, pokazuju najvecu nt sli¢nost od 98,65 do 99,46%, odnosno 97,45-98,79% sa izolatima TSWV
dostupnim u GenBank bazi podataka bez obzira na njihov fenotip (RI ili RB izolati). Medusobnim
poredenjem svih 18 izolata poreklom iz paradajza i proracunom nukleotidne i aminokiselinske
slicnosti primenom p-distance parametra u okviru programa MEGA 6.0, nt sli¢nost kretala se od
97,4% do 100% (19 nt razlike), dok je aa sli¢nost varirala od 95,8% do 100% (10 aa razlike) (PRILOG
8). Nukleotidna sli¢nost potencijalno RI izolata kretala se od 98,3% do 100% (12 nt razlike), odnsono
od 97,3% do 99,4% (22 nt razlike) izmedu potencijalno RB izolata, dok je aa sli¢nost varirala od
98,7% do 100% (3 aa razlike) kod potencijalno Rl izolata, odnosno od 94,9% do 98,5% (14 aa razlike)
kod potencijalno RB izolata. Takode, nt slicnost izmedu pojedinih srpskih potencijalno RI izolata
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(npr. 45-12, 555-12, 71-15 i 335-16 sa 185-15; 98,3% nt sli¢nosti) bila je niza u odnosu na nt slicnost
izmedu pojedinih potencijalno R1i RB izolata (npr. 169-13, 170-14, 177-14 i 179-15sa 109-19 i 110-
19; 99,9% nt sli¢nosti).

U cilju utvrdivanja postojanja promena u aminokiselinskoj sekvenci NSm proteina
odgovornih za pojavu RB izolata TSWV, obavljeno je i poredenje aminokiselinske sekvence NSm
proteina 12 potencijalno RI i Sest potencijalno RB izolata TSWYV iz Srbije poreklom iz paradajza sa
sekvencama prethodno okarakterisanih RI i RB izolata ovog virusa poreklom iz paradajza iz Spanije
(Aramburu et al., 2010; Lépez et al., 2011). Prisustvo promena aminokiselina na pozicijama 118
ili 120, karakteristicnih za RB izolate TSWYV, utvrdeno je kod Sest izolata koji vode poreklo iz
otpornog hibrida paradajza, ali ne i kod 12 izolata ovog virusa izolovanih iz osetljivih sorti paradajza
u koje nije ugraden Sw-5b gen otpornosti (Slika 32). Kod izolata 108-19, 109-19, 110-19, 112-19 i
113-19 utvrdena je supstitucija cisteina tirozinom na poziciji 118 (C118Y), dok je kod izolata 111-
19 na poziciji 120 (T120N) prisutan asparagin umesto treonina. Kod svih Sest izolata utvrdeno je i
prisustvo izoleucina na poziciji 130 (130I). Prisustvo ovih aminokiselinskih supstitucija u
sekvencama NSm proteina, koje su neophodne za prevazilaZzenje otpornosti dobijene ugradivanjem
Sw-5b gena u komercijalne sorte paradajza, klasifikuje ovih Sest izolata kao RB izolate TSWV.
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646-11 TNHHISNWKNDLFVGNGKQNANKVIKICHTWDSRKQYMMIBRIVIWVCPTIPNPTGKLVV

45-12 TNHHISNWKNDLEVGNGKQONANKVIKICHTWDSRKQYMMIESRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
555~12 TNHHISNWKNDLEFVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
1.69~1.3 TNHHISNWKNDLEFVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
170-14 TNHHISNWKNDLFVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
177-14 TNHHISNWKNDLEVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV

58=15 TNHHISNWKNDLEVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV

71-15 TNHHISNWKNDLEFVGSGKQONANKVIKICHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
178-18 TNHHISNWKNDLEFVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
181~15 TNHHISNWKNDLEFVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMIFRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
185=15 TNHHISNWKNDLEVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
335=16 TNHHISNWKNDLEVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
108-19 TNHHISNWKNDLEVGNGKONANKVIKIY¥HTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
109-19 TNHHISNWKNDLEVGNGKONANKVIKIYHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
LT,0~1.9 TNHHISNWKNDLEFVGNGKONANKVIKIY¥HTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
1.11~1.9 TNHHISNWKNDLEFVGNGKONANKVIKICHNWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
112-19 TNHHISNWKNDLEFVGNGKONANKVIKIYHTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
113=19 TNHHISNWKNDLEVGNGKONANKVIKIY¥HTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
GRAU_RB TNHHISNWKNDLEFVGNGKONANKVIKICHNWDSRKOQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
L1o2TL3_RB TNHHISNWKNDLEVGNGKQONANKVIKIY¥HTWDSRKQYMMISRIVIWVCPTIPNPTGKLVV
LL-N.O05 RI TNHHISNWKNDLFVGNGKONANKVIKICHTWDSRKQYMMIFSRIVIWVCPTIPNPTGKLVV

Slika 32. Visestruko uparivanje aminokiselinskih sekvenci NSm proteina izolata virusa bronzavosti
paradajza (TSWV) iz Srbije poreklom iz paradajza sa prethodno okarakterisanim RB (LI02TL3 i
GRAU) i RI (LL-N.05) izolatima poreklom iz paradajza. Aminokiselinske supstitucije karakteristi¢ne
za RB izolate TSWV koji imaju sposobnost prevazilazenja otpornosti kod komercijalnih sorti sa
ugradenim Sw-5b genom otpornosti naglasene su plavom (C118Y), odnosno zutom (T120N) bojom.

Molekularna karakterizacija obavljena je rekonstrukcijom filogenetskog stabla na osnovu 90
sekvenci NSm gena duzine 720 nt, ukljucujuci 34 sekvence TSWV dobijene tokom ovog istrazivanja
(Tabela 2) i 56 sekvenci izolata TSWV preuzetih iz GenBank baze podataka (PRILOG 3) primenom
neighbor-joining metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 na osnovu Tamura-3 parametar
modela sa Gamma distribucijom (T92+G) i bootstrap analizom sa 1000 ponavljanja.

Na Slici 33 prikazano je filogenetsko stablo koje je ukazalo na jasnu podelu izolata TSWV u
dva glavna klastera: klaster 1 i Il, gde je ovakva podela podrzana visokom homologijom izmedu
sekvenci istog klastera i visokim bootstrap vrednostima. Geneticki diverzitet izmedu Klastera bio je
0,064+0,007, dok je unutrasnji diverzitet za klaster I iznosio 0,026+0,003, odnosno 0,021+0,002 za
klaster Il. Ukupan geneticki diverzitet sekvenci u filogenetskom stablu iznosio je 0,044+0,004. U
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okviru klastera | mogu se izdvojiti tri podgrupe: podgrupa 1, 2 i 3. Geneticki diverzitet izmedu
podgrupa kretao se od 0,034+0,006 do 0,043+0,007, a unutrasnji diverzitet za svaku podgrupu bio je:
0,017+0,002 (podgrupa 1), 0,012+0,002 (podgrupa 2) i 0,003+0,002 (podgrupa 3). Podgrupu 1 ¢ini
25 Rl izolata iz SAD (12 izolata), Spanije (dva izolata), Juzne Koreje (&etiri izolata) i Srbije (sedam
izolata), kao i jedan RB izolat iz SAD. Podgrupu 2 ¢ini 15 Rl izolata iz Juzne Koreje (osam izolata)
i Spanije (sedam izolata), kao i pet RB izolata iz Spanije, dok se u podgrupu 3 grupidu dva RI izolata
iz Kine. Klaster Il obuhvata 31 Rl izolat iz Spanije (dva izolata), Brazila (dva izolata), Juzne Koreje
(dva izolata), Italije (dva izolata), SAD (dva izolata) i Srbije (21 izolat), kao i 11 RB izolata iz Spanije
(pet izolata) 1 Srbije (Sest izolata). Bez obzira na visok stepen nt i aa sli¢nosti izolata poreklom iz
Srbije, filogenetsko stablo na osnovu NSm sekvenci ukazuje na varijabilnost srpskih izolata TSWV
koji se grupiSu u dva razli¢ita klastera nezavisno od njihovog fenotipa. Vecina srpskih izolata
grupisala se u klaster 11, i to: 21 Rl izolat (147-05, 512-11, 335-16, 71-15, 555-12, 58-15, 156-07,
437-10, 303-05, 259-15, 343-15, 525-11, 45-12, 260-15, 646-11, 179-15, 177-14, 170-14, 169-13,
185-15 i 181-15) i Sest RB izolata (111-19, 108-19, 109-19, 110-19, 113-19 i 112-19), dok se
preostalih sedam izolata (345-15, 42-12, 224-16, 232-17, 212-15, 230-17 i 192-17) grupisalo u klaster
I. Takode, filogenetske analize na osnovu sekvence NSm gena ukazuju da se srpski RB izolati
poreklom iz paradajza grupisu u isti klaster nezavisno od aminokiselinske supstitucije prisutne u
sekvenci NSm proteina (C118Y ili T120N).

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da se u klasteru Il nalaze izolati kako iz severnih,
tako i iz centralnih i juznih krajeva nase zemlje. Svi srpski izolati poreklom iz paradajza (335-16, 71-
15, 555-12, 58-15, 45-12, 646-11, 111-19, 108-19, 109-19, 110-19, 113-19, 112-19, 179-15, 177-14,
170-14, 169-13, 185-15 i 181-15) grupisali su se u klaster II. Vecina srpskih izolata poreklom iz
paprike (512-11, 437-10, 343-15 i 525-11), takode se grupisala u klaster II, pri cemu se samo jedan
izolat (345-15) odvojeno grupisao u okviru podgrupe 1 Kklastera I. Srpski izolati poreklom iz duvana
(259-15 1 260-15) grupisali su se u klaster II. Vecina srpskih izolata poreklom iz devet vrsta ukrasnih
biljaka (42-12, 224-16, 232-17, 212-15, 230-17 i 192-17) grupisala se u okviru podgrupe 1 klastera
I, dok su se preostala tri izolata (147-05, 156-07 i 303-05) grupisala u klaster II.
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Slika 33. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci NSm gena duzine 720
nt 90 izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koris¢enjem neighbor-joining metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja, gde su bootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajucih grana. Kao outgroup koris¢ena je sekvenca TCSV (Acc. No. MH742960). Izolati
TSWV poreklom iz Srbije su obojeni, dok su svi RB izolati TSWV podvuceni.
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Primenom DnaSP 6.0 programa utvrdeno je da se na osnovu delimi¢nih sekvenci NSm gena
34 odabrana izolata TSWYV poreklom iz Srbije grupiSu u 27 haplotipova (Tabela 6). Haplotip H_1
zabelezen je kod dva izolata (109-19 i 110-19) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih u Velikom
Vojlovcu na jugu Srbije, dok su haplotipoviH 2,H 3,H 4,H 5,H 7,H 8,H 9,H 11,H 12, H 13
I H_18 zabelezeni svaki pojedinac¢no kod jednog od 10 izolata (108-19, 111-19, 112-19, 113-19, 181-
15, 185-15, 45-12, 555-12, 646-11, 71-15, odnosno 335-16) poreklom iz biljaka paradajza sakupljnih
na Cetiri lokaliteta na severu (Novi Knezevac, Subotica, Muzlja i Kupusina) i na tri lokaliteta na jugu
(Veliko Vojlovce, BoSnjace 1 Navalin) nase zemlje. Haplotip H_6 predstavlja najucestaliji haplotip 1
detektovan je kod cetiri izolata (169-13, 170-14, 177-14 i 179-15) poreklom iz biljaka paradajza
sakupljenih na Cetiri lokaliteta (Togocevce, Cekavica, Bogojevce i Veliko Vojlovce) na jugu Srbije.
Haplotip H_10 detektovan je kod dva izolata (156-07 i 58-15), od kojih jedan vodi poreklo iz ukrasne
biljke Gerbera hybrida sakupljene u Vranjskoj Banji na jugu Srbije, dok drugi poti¢e iz paradajza
sakupljenog u Muzlji na severu naSe zemlje. Haplotipovi H_14 i H_15 zastupljeni su svaki
pojedina¢no kod jednog od dva izolata (259-15, odnosno 260-15) poreklom iz biljaka duvana
sakuljenih na dva lokaliteta (Hrtkovci i Golubinci) na severu Srbije. Haplotipovi H_16,H_17iH_19
primeceni su svaki pojedina¢no kod jednog od tri izolata (512-11, 437-10, odnosno 343-15) poreklom
iz biljaka paprike sakupljenih na severu Srbije na dva lokaliteta (Kupusina i Budanovci). Haplotip
H_20 zabelezen je kod jednog izolata (345-15) poreklom iz paprike sakupljene u Leskovcu na jugu
nase zemlje, dok je haplotip H_21 zastupljen kod tri izolata (192-17, 212-15 i 230-17) poreklom iz
tri razli¢ite ukrasne biljke (Impatiens hawkeri, Begonia sp. i Pelargonium sp.) sakupljene u Raci
Kragujevackoj u centralnom delu Srbije. Haplotipovi H_22, H 23 i H_24 detektovani su svaki
pojedina¢no kod jednog od tri izolata (42-12, 224-16, odnosno 232-17) poreklom iz tri razlicite
ukrasne biljke (Brugmansia sp., Cinia sp. i Osteospermum sp.) sakupljene na lokalitetima Raca
Kragujevacka u centralnom i Mackovac u juznom delu Srbije. Haplotip H_25 zabelezen je kod jednog
izolata (525-11) poreklom iz paprike sakupljene u Kupusini na severu Srbije, dok su haplotipovi H_26
i H_27 detektovani svaki pojedina¢no kod jednog od dva izolata (147-05, odnosno 303-05) poreklom
iz dve razli¢ite ukrasne biljke (Amarilis sp. i Gloxinia sp.) sakupljene u Rac¢i Kragujevackoj u
centralnom i Vranjskoj Banji u juznom delu naSe zemlje.
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Tabela 6. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV)
koris¢enih u ovim istrazivanjima na osnovu delimi¢ne sekvence NSm gena

Haplotip lzolat Godina Biljka domacéin Lokalitet Region
sakupljanja
H 1 109-19° 2019 Solanum Veliko Vojlovce  Juzna Srbija
110-19¢ lycopersicum
H 2 108-19¢
H 3 111-19¢ Bosnjace
H 4 112-19¢
H5 113-19°
H 6 169-13* 2013 Togocevce
170-14* 2014 Cekavica
177-142 Bogojevce
179-15 2015 Veliko Vojlovce
H 7 181-15
H 8 185-15
H9 45-12° 2012 Novi KneZevac Severna Srbija
H_10 58-15 2015 Muzlja
156-07¢ 2007 Gerbera hybrida Vranjska Banja Juzna Srbija
H 11 555-12% 2012 Solanum Subotica Severna Srbija
H 12 646-11° 2011 lycopersicum Navalin Juzna Srbija
H 13 71-15 2015 Muzlja Severna Srbija
H 14 259-15 Nicotiana tabacum  Hrtkovci
H 15 260-15 Golubinci
H 16 512-11* 2011 Capsicum annuum Kupusina
H_17 437-10* 2010 Raca Centralna
Kragujevacka Srbija
H 18 335-16 2016 Solanum Kupusina Severna Srbija
lycopersicum
H 19 343-15 2015 Capsicum annuum Budanovci
H 20 345-15 Leskovac Juzna Srbija
H 21 212-15 Begonia sp. Raca Centralna
192-17 2017 Impatiens hawkeri Kragujevacka Srbija
230-17 Pelargonium sp.
H 22 42-12% 2012 Brugmansia sp. Mackovac Juzna Srbija
H 23 224-16 2016 Cinia sp. Raca Centralna
H 24 232-17 2017 Osteospermum sp. Kragujevacka Srbija
H 25 525-11* 2011 Capsicum annuum Kupusina Severna Srbija
H 26 303-05* 2005 Gloxinia sp. Raca Centralna
Kragujevacka Srbija
H 27 147-052 Amarilis sp. Vranjska Banja Juzna Srbija

Legenda: 2lzolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju,
Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni fakultet);

blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N gena (Nikoli¢, 2018);
®Izolati TSWV dobijeni iz hibrida paradajza ‘Wrestler F1° sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na TSWV.
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Mreza haplotipova rekonstruisana pomoc¢u median-joining networks algoritma na kojoj su
predstavljeni genealoski odnosi haplotipova pronadenih u populaciji TSWV u Srbiji pokazala je da
se 27 haplotipova na osnovu delimi¢ne sekvence NSm gena grupisu u dve grupe (I i 1) (Slika 34).
Grupa | sa pet haplotipova (H_20, H_21, H 22, H 23 i H_24) obuhvata sedam sekvenci koje se u
filogenetskom stablu grupisu u klaster I, dok grupa Il sa 22 haplotipa (H_1, H 2, H 3, H_4, H_5,
H6 H7 HS8 H9 H10 H 11, H 12, H 13, H_14, H_15, H_16, H_17, H_18, H_19, H_25,
H_26 i H_27) obuhvata 27 sekvenci koje se grupiSu u klaster II na osnovu filogenetske analize.
Centralni ili predacki haplotip nije otkriven ni za jednu grupu, ve¢ su haplotipovi TSWV pronadeni
u Srbiji ¢inili pericentralne haplotipove u obe grupe, ali i tranzicione ¢vorove ka drugim izvedenim
haplotipovima. U grupi | haplotip H_6 predstavlja tranzicioni ¢vor ka haplotipovimaH_1,H 7iH_8,
a haplotip H_10 ka haplotipovima H_11, H_13 i H_18.

Il grupa

Slika 34. Mreza haplotipova rekonstruisana na osnovu delimi¢nih nukleotidnih sekvenci NSm gena
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije koriS¢enjem median-joining
networks algoritma. Svaki kruzi¢ obojen Zutom bojom predstavlja jedinstveni haplotip, pri cemu je
njegov preénik proporcionalan broju sekvenci sadrzanom u haplotipu. Celi brojevi prikazani na
linijama oznacavaju poziciju nukleotida u sekvenci koji se razlikuje izmedu haplotipova, a puni
kruzié¢i crvene boje predstavljaju intermedijarne haplotipove ili haplotipove koji nisu detektovani.

5.3.5. Analiza sekvenci Gn-Gc gena

Primenom prajmera M3050/M4037 obavljena je uspesna amplifikacija dela Gn-Gc gena
duzine 987 bp kod sva 34 odabrana izolata TSWV poreklom iz Srbije. Deo amplifikovanih
fragmenata Gn-Gc gena prikazan je na Slici 35.

65



Slika 35. Vizuelizacija amplikona Gn-Gc gena dela odabranih izolata virusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijenih primenom ,,One-step* RT-PCR i specifi¢nih prajmera
M3050/M4037. Kolone: M-MassRulerruDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania); 1-izolat 147-17 iz Solanum lycopersicum; 2-izolat 108-17 iz Solanum lycopersicum; 3-
izolat 108-19 iz Solanum lycopersicum; 4-izolat 109-19 iz Solanum lycopersicum; 5-izolat 110-19 iz
Solanum lycopersicum; 6-izolat 111-19 iz Solanum lycopersicum; 7-izolat 112-19 iz Solanum
lycopersicum; 8-izolat 113-19 iz Solanum lycopersicum; K-pozitivna kontrola (izolat 53-05 iz
Nicotiana tabacum); B-negativna kontrola (PCR smesa sa RNase free vodom).

Nakon sekvenciranja amplikona umnozenih u RT-PCR reakciji, dobijene su delimi¢ne
sekvence Gn-Gc gena ispitivanih izolata. Rezultati BLAST analize pokazali su da odabrani izolati
TSWYV poreklom iz Srbije, identifikovani tokom ovih istrazivanja, pokazuju najvecu nt sli¢nost od
97,17% do 99,57% sa izolatima TSWYV dostupnim u GenBank bazi podataka.

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci dela Gn-Gc gena 34 odabrana izolata
TSWV obavljena je na osnovu medusobnog poredenja njihove nukleotidne i aminokiselinske
slicnosti primenom p-distance parametra u okviru programa MEGA 6.0. Nakon skrac¢ivanja sekvenci
na duzinu najkrace sekvence od 871 nt, dobijena nukleotidna (nt) sli¢nost iznosila je od 91% (78 nt
razlike) do 100%, dok se aminokiselinska (aa) slicnost kretala od 92,1% (23 aa razlike) do 100%
(PRILOG 9).

Molekularna karakterizacija obavljena je rekonstrukcijom filogenetskog stabla na osnovu 90
sekvenci Gn-Gc gena duzine 871 nt, ukljucujuci 34 sekvence TSWV dobijene tokom ovih istrazivanja
(Tabela 2) i 56 sekvenci TSWV preuzetih iz GenBank baze podataka (PRILOG 3) primenom
neighbor-joining metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 na osnovu Tamura-3 parametar
modela sa Gamma distribucijom (T92+G) i bootstrap analizom sa 1000 ponavljanja.

Na Slici 36 prikazano je filogenetsko stablo koje je ukazalo na jasnu podelu izolata TSWV u
dva glavna klastera: klaster 1 i Il, gde je ovakva podela podrzana visokom homologijom izmedu
sekvenci istog klastera i visokim bootstrap vrednostima. Geneticki diverzitet izmedu Klastera bio je
0,068+0,007, dok je unutrasnji diverzitet za klaster I iznosio 0,028+0,003, odnosno 0,015+0,002 za
klaster 1. Ukupan geneticki diverzitet sekvenci u filogenetskom stablu iznosio je 0,045+0,004. Kao
I kod filogenetskog stabla na osnovu sekvenci NSm gena, u okviru klastera | mogu se izdvojiti tri
podgrupe: podgrupa 1, 2 i 3. Geneticki diverzitet izmedu podgrupa kretao se od 0,032+0,005 do
0,042+0,006, a unutrasnji diverzitet za svaku podgrupu bio je: 0,024+0,002 (podgrupa 1),
0,012+0,002 (podgrupa 2) i 0,005+0,002 (podgrupa 3). Podgrupu 1 ¢ine izolati iz SAD (13 izolata),
Spanije (dva izolata), Juzne Koreje (Getiri izolata) i Srbije (Sest izolata). Podgrupu 2 ¢ine izolati iz
Juzne Koreje (osam izolata) i Spanije (12 izolata), dok se u podgrupu 3 grupisu dva izolata iz Kine.
Klaster Il obuhvata izolate iz Spanije (sedam izolata), Brazila (dva izolata), Juzne Koreje (dva
izolata), Italije (dva izolata), SAD (dva izolata) i Srbije (28 izolata). Vecina srpskih izolata se
grupisala u klaster 1l (147-05, 112-19, 113-19, 108-19, 110-19, 109-19, 179-15, 185-15, 181-15, 177-
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14, 170-14, 169-13, 646-11, 111-19, 260-15, 156-07, 555-12, 71-15, 335-16, 512-11, 58-15, 303-05,
437-10, 224-16, 259-15, 45-12, 343-15 i 525-11), dok se preostalih Sest izolata (345-15, 192-17, 212-
15, 232-17, 230-17 i 42-12) grupisalo u klaster 1. Osim toga, filogenetske analize na osnovu Gn-Gc
gena ukazale su i na razliito grupisanje izolata 224-16 poreklom iz ukrasne biljke Cinia sp. u odnosu
na filogenetske analize na osnovu sekvence NSm gena. Naime, izolat 224-16 grupisao se u klaster |
na osnovu sekvenci NSm gena, dok se na osnovu sekvence Gn-Gc gena grupisao u klaster I1.

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da se u klasteru Il nalaze izolati kako iz severnih,
tako i iz centralnih i juznih krajeva nase zemlje. Svi srpski izolati poreklom iz paradajza (112-19,
113-19, 108-19, 110-19, 109-19, 179-15, 185-15, 181-15, 177-14, 170-14, 169-13, 646-11, 111-19,
555-12, 71-15, 335-16, 58-15 i 45-12) grupisali su se u klaster II. Vec¢ina srpskih izolata poreklom iz
paprike (512-11, 437-10, 343-15 i 525-11), takode se grupisala u klaster II, pri cemu se samo jedan
izolat (345-15) odvojeno grupisao u okviru podgrupe 1 Klastera I. Srpski izolati poreklom iz duvana
(260-15 1 259-15) grupisali su se u klaster II. Vec¢ina srpskih izolata poreklom iz devet vrsta ukrasnih
biljaka (192-17, 212-15, 232-17, 230-17 i 42-12) grupisala se u okviru podgrupe 1 klastera I, dok su
se preostala Cetiri izolata (147-05, 156-07, 303-05 i 224-16) grupisala u klaster II.
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Slika 36. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci Gn-Gc gena duzine
871 nt 90 izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koris¢enjem neighbor-joining metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja, gde su bootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajucih grana. Kao outgroup koris¢ena je sekvenca TCSV (Acc. No. MH742960). Izolati

TSWV poreklom iz Srbije su obojeni.
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Primenom DnaSP 6.0 programa utvrdeno je da se na osnovu delimi¢nih sekvenci Gn-Gc gena
34 odabrana izolata TSWV poreklom iz Srbije grupisu u 26 haplotipova (Tabela 7). Haplotipovi H_1,
H 2,H 5 H 8 H 22, H 23, H_25i H_26 detektovani su svaki pojedina¢no kod jednog od osam
izolata (45-12, 58-15, 179-15, 646-11, 555-12, 181-15, 111-19, odnosno 112-19) poreklom iz biljaka
paradajza sakupljenih na tri lokaliteta na severu (Novi Knezevac, Muzlja i Subotica) i jugu (Veliko
Vojlovce, Navalin i Bo$njace) Srbije. Haplotip H_3 zabelezZen je kod dva izolata (156-07 i 71-15),
od kojih jedan vodi poreklo iz ukrasne biljke Gerbera hybrida sakupljene u VVranjskoj Banji na jugu
Srbije, a drugi iz paradajza koji je sakupljen u Muzlji na severu nase zemlje. Haplotip H_4 predstavlja
jedan od dva najucestalija haplotipa i detektovan je kod Cetiri izolata (169-13, 170-14, 177-14 i 185-
15) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na Cetiri lokaliteta (Togocevce, Cekavica, Bogojevce 1
Veliko Vojlovce) na jugu Srbije. Drugi najucestaliji haplotip jeste haplotip H_9 koji je zastupljen
kod, takode, Cetiri izolata (108-19, 109-19, 110-19 i 113-19) poreklom iz biljaka paradajza
sakupljenih na dva lokaliteta (Veliko Vojlovce i BoSnjace), takode, na jugu nase zemlje. Haplotipovi
H_6 i H_7 zastupljeni su svaki pojedina¢no u jednom od dva izolata (259-15, odnosno 260-15)
poreklom iz biljaka duvana sakupljenih na dva lokaliteta (Hrtkovci i Golubinci) na severu Srbije, dok
su haplotipovi H_10, H_17 i H_24 detektovani svaki pojedina¢no u jednom od tri izolaza (147-05,
303-05, odnosno 224-16) poreklom iz tri razli¢ite ukrasne biljke (Amarilis sp., Gloxinia sp. i Cinia
sp.) sakupljene na lokalitetima Ra¢a Kragujevacka u centralnom i1 Vranjska Banja u juznom delu nase
zemlje. Haplotipovi H_11, H 12 i H_21 zabeleZeni su svaki pojedina¢no kod jednog od tri izolata
(343-15, 525-11, odnosno 437-10) poreklom iz biljaka paprike sakupljenih na dva lokaliteta
(Budanovci i Kupusina) u severnom i na jednom lokalitetu (Raca Kragujevacka) u centralnom delu
Srbije, dok je haplotip H_13 primecéen kod dva izolata (512-11 i 335-16), od kojih jedan vodi poreklo
iz paprike, a drugi iz paradajza sakupljenih u Kupusini na severu nase zemlje. Haplotipovi H_14,
H_15, H_16, H_18 i H_19 detektovani su svaki pojedina¢no kod jednog od pet razli¢itih izolata (42-
12,192-17, 212-15, 232-17, odnosno 230-17) poreklom iz pet razli¢itih ukrasnih biljaka (Brugmansia
sp., Impatiens hawkeri, Begonia sp., Osteospermum sp. i Pelargonium sp.) sakupljenih u Raci
Kragujevackoj u centralnom i Mackovcu u juznom delu Srbije, dok je haplotip H_20 zabelezen kod
jednog izolata (345-15) poreklom iz paprike sakupljene u Leskovcu, takode, u juznom delu nase
zemlje.
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Tabela 7. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV)
koris¢enih u ovim istrazivanjima na osnovu delimi¢ne sekvence Gn-Gc gena

Haplotip lzolat Godina Biljka domacéin Lokalitet Region
sakupljanja

H 1 45-12° 2012 Solanum Novi KneZevac Severna Srbija
H 2 58-15 2015 lycopersicum Muzlja
H 3 71-15

156-07 2007 Gerbera hybrida Vranjska Banja Juzna Srbija
H 4 169-13* 2013 Solanum Togocevce

170-14* 2014 lycopersicum Cekavica

177-142 Bogojevce

185-15 2015 Veliko Vojlovce
H5 179-15
H 6 259-15 Nicotiana tabacum  Hrtkovci Severna Srbija
H 7 260-15 Golubinci
H 8 646-11° 2011 Solanum Navalin Juzna Srbija
H9 108-19° 2019 lycopersicum Veliko Vojlovce

109-19°

110-19¢

113-19°¢ Bosnjace
H 10 147-05* 2005 Amarilis sp. Vranjska Banja
H 11 343-15 2015 Capsicum annuum Budanovci Severna Srbija
H 12 525-112 2011 Kupusina
H_ 13 335-16 2016 Solanum

lycopersicum

512-117 2011 Capsicum annuum
H 14 42-12% 2012 Brugmansia sp. Mackovac Juzna Srbija
H 15 192-17 2017 Impatiens hawkeri Raca Centralna
H 16 212-15 2015 Begonia sp. Kragujevacka Srbija
H 17 303-052 2005 Gloxinia sp.
H 18 232-17 2017 Osteospermum sp.
H_19 230-17 Pelargonium sp.
H 20 345-15 2015 Capsicum annuum Leskovac Juzna Srbija
H 21 437-10* 2010 Raca Centralna

Kragujevacka Srbija
H 22 555-122 2012 Solanum Subotica Severna Srbija
H 23 181-15 2015 lycopersicum Veliko VVojlovce  Juzna Srbija
H_24 224-16 2016 Cinia sp. Raca Centralna
Kragujevacka Srbija

H 25 111-19° 2019 Solanum Bosnjace JuZna Srbija
H 26 112-19°¢ lycopersicum

Legenda: 2lzolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju,
Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni fakultet);

blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N gena (Nikoli¢, 2018);
®Izolati TSWV dobijeni iz hibrida paradajza ‘Wrestler F1° sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na TSWV.

70



Mreza haplotipova rekonstruisana pomoc¢u median-joining networks algoritma na kojoj su
predstavljeni genealoski odnosi haplotipova pronadenih u populaciji TSWV u Srbiji pokazala je da
se 26 haplotipova na osnovu delimi¢ne sekvence Gn-Ge gena grupisu u dve grupe (I 1 II) (Slika 37).
Grupa I sa Sest haplotipova (H 14, H 15, H_16, H 18, H_19i H_20) obuhvata Sest sekvenci koje se
u filogenetskom stablu grupisu u klaster I, dok grupa II sa 20 haplotipa (H 1,H 2, H 3, H 4, H 5,
H6 H7 HS8 H9H10 H 11, H 12, H 13, H_ 17, H 21, H 22, H_23, H_24, H_25 i H_26)
obuhvata 28 sekvenci koje se grupiSu u klaster II na osnovu filogenetske analize. Centralni ili
predacki haplotip nije otkriven ni za jednu grupu, ve¢ su haplotipovi TSWYV pronadeni u Srbiji Cinili
pericentralne haplotipove u obe grupe, ali i tranzicione ¢vorove ka drugim izvedenim haplotipovima.
U grupi | haplotip H_16 predstavlja tranzicioni ¢vor ka haplotipovima H_18 i H_19, dok u grupi 1l
haplotip H_3 predstavlja tranzicioni ¢vor za haplotipove H 2, H 13 i H 22, a haplotip H 4 za
haplotipove H 5, H 9, H 23 i H_26.

Il grupa

| grupa
Slika 37. Mreza haplotipova rekonstruisana na osnovu delimi¢nih nukleotidnih sekvenci Gn-Gc gena
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije koris¢enjem median-joining
networks algoritma. Svaki kruzi¢ obojen zutom bojom predstavlja jedinstveni haplotip, pri ¢emu je
njegov precnik proporcionalan broju sekvenci sadrzanom u haplotipu. Celi brojevi prikazani na
linijama oznacavaju poziciju nukleotida u sekvenci koji se razlikuje izmedu haplotipova, a puni
kruzi¢i crvene boje predstavljaju intermedijarne haplotipove ili haplotipove koji nisu detektovani.

5.3.6. Filogenetska analiza na osnovu sekvenci M segmenta

Osim filogenetskih analiza na osnovu sekvenci NSm i Gn-Gc gena, obavljena je i filogenetska
analiza rekonstrukcijom filogenetskog stabla na osnovu dela sekvenci M segmenta duzine 1591 nt
dobijenih spajanjem delimic¢nih sekvenci NSm i Gn-Gc gena, prethodno skra¢enih na duzinu najkrace
sekvence za svaki gen posebno, ukljucujuci sekvence 34 izolata TSWV poreklom iz Srbije (Tabela
2) i 56 sekvenci izolata TSWV preuzetih iz GenBank baze podataka (PRILOG 3) primenom
neighbor-joining metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 i bootstrap analizom sa 1000
ponavljanja.

71



Na Slici 38 prikazano je filogenetsko stablo koje je ukazalo na jasnu podelu izolata TSWV u
dva glavna klastera, klaster I i Il, kao i kod stabala na osnovu sekvenci NSm i Gn-Gc gena, ali i
izdvajanje klastera oznacenog sa R (rekombinantni klaster) koji sadrzi samo jedan srpski izolat (224-
16), koji se na osnovu NSm gena grupisao u podgrupu 1 u okviru Kklastera | (Slika 31), dok se na
osnovu Gn-Gc gena svrstao u klaster 11 (Slika 34). Ovakva podela podrzana je visokom homologijom
izmedu sekvenci istog klastera i visokim bootstrap vrednostima. Geneticki diverzitet izmedu klastera
bio je 0,066+0,005, dok je unutrasnji diverzitet za klaster I iznosio 0,027+£0,002, odnosno
0,019+0,002 za klaster 1l. Ukupan geneti¢ki diverzitet sekvenci u filogenetskom stablu iznosio je
0,045+£0,003. U okviru klastera I mogu se izdvojiti tri podgrupe: podgrupa 1, 2 i 3. Geneticki
diverzitet izmedu podgrupa kretao se od 0,035+0,004 do 0,039+0,004, a unutrasnji diverzitet za svaku
podgrupu bio je: 0,021+0,002 (podgrupa 1), 0,012+0,002 (podgrupa 2) i 0,004+0,002 (podgrupa 3).
Podgrupu 1 ¢ine izolati iz SAD (13 izolata), Spanije (dva izolata), Juzne Koreje (&etiri izolata) i Srbije
(Sest izolata). Podgrupu 2 &ine izolati iz Juzne Koreje (osam izolata) i Spanije (12 izolata), dok se u
podgrupu 3 grupi$u dva izolata iz Kine. Klaster IT obuhvata izolate iz Spanije (sedam izolata), Brazila
(dva izolata), Juzne Koreje (dva izolata), Italije (dva izolata), SAD (dva izolata) i Srbije (27 izolata).
Vecéina srpskih izolata se grupisala u klaster IT (147-05, 179-15, 185-15, 181-15, 177-14, 170-14, 169-
13, 109-19, 108-19, 110-19, 112-19, 113-19, 111-19, 646-11, 260-15, 512-11, 335-16, 71-15, 156-
07, 58-15, 555-12, 437-10, 303-05, 259-15, 45-12, 343-15 i 525-11), dok se preostalih Sest izolata
(345-15, 192-17, 212-15, 230-17, 232-17 1 42-12) grupisalo u klaster 1. U poseban R klaster grupisao
se rekombinantni izolat (224-16).

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da se u klasteru Il nalaze izolati kako iz severnih,
tako i iz centralnih i juznih krajeva nase zemlje. Svi srpski izolati poreklom iz paradajza (179-15,
185-15, 181-15, 177-14, 170-14, 169-13, 109-19, 108-19, 110-19, 112-19, 113-19, 111-19, 646-11,
335-16, 71-15, 58-15, 555-12 i 45-12) grupisali su se u klaster II. Veéina srpskih izolata poreklom
iz paprike (512-11, 437-10, 343-15 i 525-11), takode se grupisala u klaster II, pri ¢emu se samo jedan
izolat (345-15) odvojeno grupisao u okviru podgrupe 1 klastera 1. Srpski izolati poreklom iz duvana
(260-15 i 259-15) grupisali su se u klaster I1. Vecina srpskih izolata poreklom iz devet vrsta ukrasnih
biljaka (192-17, 212-15, 230-17, 232-17 i 42-12) grupisala se u okviru podgrupe 1 klastera I, dok se
manji broj izolata (147-05, 156-07 i 303-05) grupisao u klaster Il, a samo jedan izolat (224-16)
grupisao se u poseban rekombinantni klaster R.
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Slika 38. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci M segmenta duzine
1591 nt 90 izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koris¢enjem neighbor-joining metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja, gde su bootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajucih grana. Kao outgroup koris¢ena je sekvenca TCSV (Acc. No. MH742960). Izolati

TSWV poreklom iz Srbije su obojeni.
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5.3.7. Analiza sekvenci RdRp gena

Primenom prajmera L2 TSWYV F/L1 TSWV R obavljena je uspesna amplifikacija dela RARp
gena duzine 276 bp kod sva 34 odabrana izolata TSWV poreklom iz Srbije. Deo amplifikovanih
fragmenata RdRp gena prikazan je na Slici 39.

276 bp
—)

Slika 39. Vizuelizacija amplikona RdRp gena dela odabranih izolata virusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijenih primenom ,,One-step” RT-PCR i specifi¢nih prajmera L2
TSWV F/L1 TSWV R. Kolone: M-MassRulerrmDNA ladder, Low Range (Fermentas Life Sciences
GmbH, Lithuania); 1-izolat 212-15 iz Begonia sp.; 2-izolat 228-15 iz Fuchsia sp.; 3-izolat 220-16 iz
Dahlia sp.; 4-izolat 224-16 iz Cinia sp.; K-pozitivna kontrola (izolat 53-05 iz Nicotiana tabacum);
B-negativna kontrola (PCR smesa sa RNase free vodom).

Nakon sekvenciranja amplikona umnozenih u RT-PCR reakciji, dobijene su delimi¢ne
sekvence RdRp gena ispitivanih izolata. Rezultati BLAST analize pokazali su da odabrani izolati
TSWYV poreklom iz Srbije, identifikovani tokom ovih istrazivanja, pokazuju najvecu nt sli¢nost od
96,67% do 100% sa izolatima TSWV dostupnim u GenBank bazi podataka.

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci dela RdRp gena 34 odabrana izolata
TSWV obavljena je na osnovu medusobnog poredenja njihove nukleotidne i aminokiselinske
slicnosti primenom p-distance parametra u okviru programa MEGA 6.0. Nakon skrac¢ivanja sekvenci
na duzinu najkrace sekvence od 182 nt, dobijena nukleotidna (nt) sli¢nost iznosila je od 91,2% (16 nt
razlike) do 100%, dok se aminokiselinska (aa) sli¢nost kretala od 77,1% (11 aa razlike) do 100%
(PRILOG 10).

Molekularna karakterizacija obavljena je rekonstrukcijom filogenetskog stabla na osnovu 60
sekvenci RdRp gena duzine 141 nt, ukljucujuci 34 sekvence TSWV dobijene tokom ovog istrazivanja
(Tabela 2) i 26 sekvenci izolata TSWV preuzetih iz GenBank baze podataka (PRILOG 4) primenom
maximum likelihood metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 na osnovu Tamura-3
parametar modela sa Gamma distribucijom (T92+G) i bootstrap analizom sa 1000 ponavljanja.

Na Slici 40 prikazano je filogenetsko stablo koje je ukazalo na jasnu podelu izolata TSWV u
dva klastera: klaster I i I, gde je ovakva podela podrzana visokom homologijom izmedu sekvenci
istog Klastera i visokim bootstrap vrednostima. Geneticki diverzitet izmedu klastera bio je
0,061+0,017, dok je unutrasnji diverzitet za klaster | iznosio 0,022+0,006, odnosno 0,016+0,007 za
klaster Il. Ukupan geneticki diverzitet sekvenci u filogenetskom stablu iznosio je 0,033+0,008.
Klaster | ¢ine izolati iz Bosne i Hercegovine (dva izolata), Kine (tri izolata), Italije (pet izolata), SAD
(tri izolata), Spanije (dva izolata), Juzne Afrike (jedan izolat), Irana (dva izolata), Francuske (jedan
izolat), Juzne Koreje (dva izolata) i Srbije (29 izolata), dok se u klaster 1l grupisu izolati iz Juzne
Koreje (jedan izolat), SAD (dva izolata), Italije (jedan izolat), Spanije (jedan izolat) i Srbije (pet
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izolata). Vecina srpskih izolata grupisala se u klaster | (170-14, 185-15, 169-13, 177-14, 555-12, 110-
19, 181-15, 109-19, 111-19, 179-15, 108-19, 113-19, 112-19, 525-11, 437-10, 58-15, 259-15, 230-
17, 71-15, 335-16, 512-11, 45-12, 260-15, 303-05, 343-15, 147-05, 156-07, 646-11 i 345-15), dok se
preostalih pet izolata (42-12, 192-17, 212-15, 232-17 i 224-16) grupisalo u klaster Il. Osim toga,
filogenetske analize na osnovu RdRp gena ukazale su i na razli€ito grupisanje dva izolata 345-15
poreklom iz paprike i 230-17 poreklom iz ukrasne biljke Pelargonium sp. u odnosu na filogenetske
analize na osnovu sekvenci N, NSs, NSm i Gn-Gc gena, ukazujuéi da L segment ova dva izolata vodi
razli¢ito poreklo u odnosu na S i M segment, §to ih ¢ini pseudorekombinantima.

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da se u klasteru I nalaze izolati kako iz severnih,
tako i iz centralnih i juznih krajeva nase zemlje. Svi srpski izolati poreklom iz paradajza (170-14,
185-15, 169-13, 177-14, 555-12, 110-19, 181-15, 109-19, 111-19, 179-15, 108-19, 113-19, 112-19,
58-15, 71-15, 335-16, 45-12 i 646-11), paprike (525-11, 437-10, 512-11, 343-15 i 345-15) i duvana
(259-15 i 260-15) grupisali su se u klaster 1. Vecina srpskih izolata poreklom iz devet vrsta ukrasnih
biljaka (42-12, 192-17, 212-15, 232-17 i 224-16) grupisala se u klaster Il, dok su se preostala Cetiri
izolata (230-17, 303-05, 147-05 i 156-07) grupisala u klaster I.
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170-14 S. lycopersicum Cekavica (Jablanicki okrug) 2014

185-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
169-13 S. lycopersicum Togocevce (Jablanicki okrug) 2013

177-14 S. lycopersicum Bogojevce (Jablani¢ki okrug) 2014

555-12 S. lycopersicum Subotica (Severnobacki okrug) 2012
771110-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablani¢ki okrug) 2019
181-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablani¢ki okrug) 2015
109-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
111-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019

—— 179-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablani¢ki okrug) 2015
108-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
—1113-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablani¢ki okrug) 2019

| %41442.19 S. lycopersicum Bo$njace (Jablaniki okrug) 2019

— 525-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011
——437-10 C. annuum Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2010
58-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015

259-15 N. tabacum Hrtkovci (Sremski okrug) 2015

230-17 Pelargonium sp. Ra¢a Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
71-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
KY437074 TBV65 Bosna i Hercegovina

335-16 S. lycopersicum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2016
512-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011

45-12 S. lycopersicum Novi Knezevac (Severnobanatski okrug) 2012
260-15 N. tabacum Golubinci (Sremski okrug) 2015

303-05 Gloxinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2005
343-15 C. annuum Budanovci (Sremski okrug) 2015

JN664254 CG-1 Kina

KM657120 YNrp Kina

KU976394 TSWV-LE Kina

MK348943 Lazio17 ltalija

MK348942 Tarquinia ltalija

MG593197 MR-01 SAD

51 AY070218 Hawaii SAD
_| l: MH745370 BasC SAD
KP008128 LL-N.05 Spanija

—— KY250488 LK-1 Juzna Afrika
ﬁ1 KY923207 TOS-301 Iran
KY923206 T-3/55 Iran

— MH763622 PepCal22 ltalija
— KY437070 PV1 Bosna i Hercegovina
147-05 Amarilis sp. Vranjska Banja (PCinjski okrug) 2005
156-07 G. hybrida Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2007
MK792774 LYES1 Francuska
KJ575619 p202/3WT ltalija
KP008130 Pujol1TL3 Spanija
MH763621 PepCal10 ltalija
KC261950 TSWV-5 Juzna Koreja
KC261947 TSWV-4 Juzna Koreja
646-11 S. lycopersicum Navalin (Jablanicki okrug) 2011
— 345-15 C. annuum Leskovac (Jablanic¢ki okrug) 2015

59 |HM581937 Pepper1 CY-CN Juzna Koreja

KP827649 WA-USA SAD
— KT160280 PA01 SAD

42-12 Brugmansia sp. Mackovac (Rasinski okrug) 2012
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KJ575620 p105 ltalija
KP008132 PVR Spanija 5
192-17 I. hawkeri Rata Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017

77 |212-15 Begonia sp. Ra¢a Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2015
232-17 Osteospermum sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
224-16 Cinia sp. Raéa Kragujevaéka (Sumadijski okrug) 2016
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Slika 40. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci RARp gena duZzine 182
nt 60 izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koris¢enjem maximum likelihood metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja, gde su bootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajuc¢ih grana. Izolati TSWV poreklom iz Srbije su obojeni.



Primenom DnaSP 6.0 programa utvrdeno je da se na osnovu delimi¢nih sekvenci RdRp gena
34 odabrana izolata TSWYV poreklom iz Srbije grupiSu u 15 haplotipova (Tabela 8). Haplotip H_1
detektovan je kod jednog izolata (192-17) poreklom iz ukrasne biljke Impatiens hawkeri sakupljene
u Raci Kragujevackoj u centralnom delu Srbije, dok je haplotip H_2 zabelezen kod tri izolata (212-
15, 224-16 i 232-17) poreklom iz tri razli¢ite ukrasne biljke (Begonia sp., Cinia sp. i Osteospermum
sp.) sakupljene na istom lokalitetu. Haplotip H_3 zastupljen je kod jednog izolata (42-12) poreklom
iz ukrasne biljke Brugmansia sp. sakupljene u Mackovcu na jugu Srbije, dok su haplotipovi H_4,
H_13 i H_14 zabelezeni svaki pojedina¢no kod jednog od tri izolata (345-15, 525-11, odnosno 437-
10) poreklom iz biljaka paprike sakupljenih na tri lokaliteta u severnom (Kupusina), centralnom
(Rac¢a Kragujevacka) i juznom (Leskovac) delu nase zemlje. Haplotipovi H 5, H 10, H 11iH_12
detektovani su svaki pojedina¢no kod jednog od pet izolata (646-11, 555-12, 111-19, 169-13, odnosno
179-15) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na jednom lokalitetu (Subotica) na severu i na tri
lokaliteta (Navalin, Veliko Vojlovce i Togocevee) na jugu Srbije, dok su haplotipovi H 6 1 H_7
zabelezeni svaki pojedinac¢no kod jednog od dva izolata (156-07, odnosno 147-05) poreklom iz dve
razli¢ite ukrasne biljke (Gerbera hybrida i Amarilis sp.) sakupljene u Vranjskoj Banji na jugu Srbije.
Haplotip H_8 zabelezen je kod tri izolata (108-19, 112-19 i 113-19) poreklom iz biljaka paradajza
sakupljenih na dva lokaliteta (VelikoVojlovce i Bosnjace) na jugu Srbije, dok je haplotip H_9
zastupljen kod Sest izolata (170-14, 177-14, 181-15, 185-15, 109-19 i 110-19), takode, poreklom iz
biljaka paradajza sakupljenih na tri lokaliteta (Cekavica, Bogojevce i Veliko VVojlovce) na jugu nase
zemlje. Haplotip H_15 predstavlja najucestaliji haplotip i detektovan je kod 10 izolata (303-05, 512-
11, 45-12, 58-15, 71-15, 259-15, 260-15, 343-15, 335-16 i 230-17), od kojih Cetiri izolata poreklom
iz biljaka paradajza, dva izolata poreklom iz biljaka paprike i dva izolata poreklom iz biljaka duvana
sakupljenih na severu Srbije na Sest lokaliteta (Novi Knezevac, Muzlja, Kupusina, Budanovci,
Hrtkovci i Golubinci), kao i dva izolata poreklom iz dve ukrasne biljke Gloxinia sp. i Pelargonium
sp. sakupljene u Raci Kragujevackoj u centralnom delu nase zemlje.
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Tabela 8. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV)
koris¢enih u ovim istrazivanjima na osnovu delimicne sekvence RdRp gena

Haplotip lzolat Godina Biljka domacdin Lokalitet Region
sakupljanja
H 1 192-17 2017 Impatiens hawkeri Raca Centralna
H 2 212-15 2015 Begonia sp. Kragujevacka Srbija
224-16 2016 Cinia sp.
232-17 2017 Osteospermum sp.
H 3 42-12% 2012 Brugmansia sp. Mackovac Juzna Srbija
H 4 345-15 2015 Capsicum annuum Leskovac
H5 646-11° 2011 Solanum Navalin
lycopersicum
H 6 156-07¢ 2007 Gerbera hybrida Vranjska Banja
H 7 147-05* 2005 Amarilis sp.
H_8 108-19° 2019 Solanum Veliko Vojlovce
112-19°¢ lycopersicum Bosnjace
113-19¢
H9 170-14* 2014 Cekavica
177-142 Bogojevce
181-15 2015 Veliko Vojlovce
185-15
109-19° 2019
110-19¢
H_10 555-12° 2012 Subotica Severna Srbija
111-19° 2019 Bosnjace Juzna Srbija
H 11 169-13* 2013 Togocevce
H 12 179-15 2015 Veliko Vojlovce
H 13 525-112 2011 Capsicum annuum Kupusina Severna Srbija
H 14 437-10* 2010 Raca Centralna
H 15 303-052 2005 Gloxinia sp. Kragujevacka Srbija
512-11* 2011 Capsicum annuum Kupusina Severna Srbija
45-12% 2012 Solanum Novi Knezevac
58-15 2015 lycopersicum MuZlja
71-15
259-15 Nicotiana tabacum  Hrtkovci
260-15 Golubinci
343-15 Capsicum annuum Budanovci
335-16 2016 Solanum Kupusina
lycopersicum
230-17 2017 Pelargonium sp. Raca Centralna
Kragujevacka Srbija

Legenda: 2lzolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju,
Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni fakultet);
®|zolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N gena (Nikoli¢, 2018);
‘Izolati TSWV dobijeni iz hibrida paradajza ‘Wrestler F1° sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na TSWV.
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Mreza haplotipova rekonstruisana pomoc¢u median-joining networks algoritma na kojoj su
predstavljeni genealoski odnosi haplotipova pronadenih u populaciji TSWV u Srbiji pokazala je da
se 15 haplotipova na osnovu delimi¢ne sekvence RARp gena grupisu u dve grupe (Ii 11) (Slika 41).
Grupa | sa 12 haplotipova (H_4,H_5,H 6,H_7,H 8, H 9,H_10,H_11,H_12,H_13,H_14iH_15)
obuhvata 29 sekvenci koje se u filogenetskom stablu grupisu u klaster I, dok grupa Il sa tri haplotipa
(H_1, H_2 i H_3) obuhvata pet sekvenci koje se grupisu u Kklaster Il na osnovu filogenetske analize.
Centralni ili predacki haplotip nije otkriven ni za jednu grupu, ve¢ su haplotipovi TSWV pronadeni
u Srbiji ¢inili pericentralne haplotipove u obe grupe, ali i tranzicione ¢vorove ka drugim izvedenim
haplotipovima. U grupi | haplotip H_10 predstavlja tranzicioni ¢vor ka haplotipu H_9 koji je izvorni
za haplotipove H_8,H_11iH_12. Haplotip H_15 je tranzicioni ¢vor ka haplotipovima H_13 i H_14.

Slika 41. Mreza haplotipova rekonstruisana na osnovu delimi¢nih nukleotidnih sekvenci RdRp gena
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije koris¢enjem median-joining
networks algoritma. Svaki kruzi¢ obojen zutom bojom predstavlja jedinstveni haplotip, pri ¢emu je
njegov preénik proporcionalan broju sekvenci sadrzanom u haplotipu. Celi brojevi prikazani na
linijama oznacavaju poziciju nukleotida u sekvenci koji se razlikuje izmedu haplotipova, a puni
kruzi¢i crvene boje predstavljaju intermedijarne haplotipove ili haplotipove koji nisu detektovani.

5.4. Analiza rekombinacija

U cilju potvrde prisustva rekombinacija kod ispitivanih izolata TSWV poreklom iz Srbije, na
¢ije postojanje su ukazale filogenetske analize, koris¢en je RDP v.4.101 softver. Rezultati analize S i
M segmenata dobijenih spajanjem sekvenci N i NSs, odnosno NSm i Gn-Gc gena ispitivanih izolata,
primenom RDP v.4.101 softvera, ukazali su na postojanje rekombinacija samo u okviru M segmenta
kod izolata 224-16 poreklom iz ukrasne biljke Cinia sp., dok rekombinacije na osnovu S segmenta
nisu ustanovljene.

Analiza M segmenta pokazala je da je kod izolata 224-16 doslo do izmene fragmenta veliCine
703 nt. Prisustvo rekombinacija osim osnovnog RDP programa sa P vredno$éu od 1,779x107,
potvrdili su i slede¢i programi: GENECONV (P=1,870x10°%), BOOTSCAN (P=1,202x100%),
MAXCHI (P=8,818x10"%), CHIMAERA (P=3,470x10), SISCAN (P=1,730x10®) i 3SEQ
(P=2,319x10"%). S obzirom da set sekvenci kori$éen za ove analize ne sadrzi kompletne sekvence M
segmenta TSWV, program je ustanovio pribliznu pocetnu 1 krajnju ta¢ku rekombinacije, pri cemu
pocetna tacka odgovara poziciji 19, a krajnja tac¢ka poziciji 722, §to odgovara poziciji 119, odnosno
822 na sekvenci kompletnog M segmenta izolata LYES51 (Acc. No. MK792775). Na osnovu podataka
o duzini izmenjenog fragmenta, zatim pozicije pocetne i krajnje tacke rekombinacije u ispitivanom
setu sekvenci, kao i poredenja sa sekvencom ¢itavog M segmenta izolata LYES51, ustanovljeno je da
je doslo do izmene u delu koji odgovara sekvenci NSm gena. Sa ta¢no$¢u od 99,1% utvrdeno je da je
glavni roditelj rekombinantnog izolata 224-16 srpski izolat 525-11 koji vodi poreklo iz paprike i
pripada klasteru I, dok je sa ta¢no$c¢u od 98,6% ustanovljeno da je sporedni roditelj srpski izolat 232-
17 koji vodi poreklo iz ukrasne biljke Osteospermum sp. i pripada klasteru I na osnovu filogenetske
analize sekvenci M segmenta. S obzirom na to da je neophodno da Cetiri ili viSe programa uklju¢enih
u analizu detektuju postojanje rekombinacije sa P vrednos¢u koja je manja od 1,0x102, ovim su
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ispunjeni svi kriterijumi za definisanje izolata 224-16 kao rekombinantnog izolata koji se na osnovu
NSm gena svrstava u Klaster | (podgrupa 1), dok se na osnovu Gn-Ge gena grupise u okviru klastera
I1. Analizom S segmenta primenom RDP v.4.101 softvera, prisustvo rekombinacija kod izolata 525-
11 i 646-11 koji se u filogenetskim analizama na osnovu sekvence N gena grupiSu u evropsku
podgrupu 2, a na osnovu NSs gena u evropsku podgrupu 1 nije potvrdeno. Na prisustvo rekombinacija
u S segmentu kod ovih izolata nije ukazao nijedan od programa integrisanih u RDP v.4.101 softver.

5.5. Uticaj selekcije na genske regione odabranih izolata TSWV

Na osnovu broja sinonimnih supstitucija po sinonimnom mestu (dS) i nesinonimnih
supstitucija po nesinonimnom mestu (dN), kao i njihovih varijansi Var(dS) i Var(dN), primenom Z
testa i testiranjem nulte hipoteze Ho: dN=dS nasuprot alternativnoj hipotezi Ha: dN<dS, utvrden je tip
selekcije pod kojim se nalazi svih pet genskih regiona (N, NSs, NSm, Gn-Gc i RdRp) odabranih
izolata TSWV poreklom iz Srbije. U Tabeli 9 prikazane su dobijene ukupne prosecne vrednosti Z
parametra, kao i vrednosti p parametra za svaki genski region. Dobijene vrednosti pokazale su da je
broj nesinonimnih supstitucija (dN) bio manji od broja sinonimnih (dS), odnosno da je Z vrednost za
svaki genski region bila manja od 1 sa vrednoS¢u p parametra ve¢om od 0,05 1 da je prisutan uticaj
negativne (purifying) selekcije kod svih pet genskih regiona odabranih izolata TSWV poreklom iz
Srbije. Kod NSm i Gn-Gce gena uocena je nesto niza Z vrednost, -8,235 za NSm, odnosno -7,695 za
Gn-Gc gen, u odnosu na preostale genske regione (-0,329 za NSs gen, -1,286 za N gen i -2,503 za
RdRp gen), $to ukazuje da se NSm i Gn-Gc gen nalaze pod jacim selekcionim pritiskom.

Imajuéi u vidu da je na osnovu ukupnog seta sekvenci utvrdeno da je aminokiselinski sastav
NSm proteina i Gn i Gc glikoproteina podlozniji izmenama, kao i to da je u Srbiji utvrdeno prisustvo
RB izolata TSWV kod kojih su ustanovljene aminokiselinske promene u okviru NSm proteina,
pristupilo se daljem testiranju za svaki par sekvenci NSm i Gn-Gn gena na potencijalni uticaj
pozitivne selekcije. Primenom Z testa izvrSeno je testiranje nulte hipoteze Ho: dN=dS nasuprot
alternativnoj hipotezi Ha: dN>dS. Vrednosti Z>1 i p<0,05 koje ukazuju na uticaj pozitivne selekcije,
utvrdene su samo kod pet testiranih parova sekvenci NSm gena (PRILOG 11), kao i kod ¢etiri para
sekvenci Gn-Gc gena izolata poreklom iz paradajza (PRILOG 12). Kod parova sekvenci NSm gena:
169-13 i 108-19, 170-14 i 108-19, 177-14 i 108-19, 179-15i 108-19, i 181-15 i 108-19 Z vrednost
iznosila je 1,740, a vrednost parametra p 0,042, dok je kod para sekvenci 181-15 i 108-19 Z vrednost
iznosila 1,940, a vrednost parametra p 0,027. U sluc¢aju Gn-Gc gena kod parova sekvenci 108-19 i
179-15, 109-19i 179-15, 110-19i 179-15, i 113-19 i 179-15 Z vrednost je iznosila 1,736, a vrednost
parametra p 0,043. Kod drugih parova sekvenci gde je Z>1, vrednosti parametra p bile su manje od
0,05, §to ukazuje da uslovi za odbacivanje postavljene nulte hipoteze Ho: dN=dS u korist alternativne
Ha: dN>dS nisu ispunjeni i da kod ovih izolata nije utvrden uticaj pozitivne selekcije.
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Tabela 9. Ukupna prosecna Z i p vrednost za svaki od pet genskih regiona virusa bronzavosti
paradajza (TSWV) dobijena na osnovu ,,codon-based*“ Z-testa selekcije testiranjem nulte
hipoteze Ho: dN=dS nasuprot alternativnoj hipotezi Ha: dN<dS

Gen Broj sekvenci Z vrednost? p vrednost?
RdRp 34 -2,503 1,00
NSm 34 -8,235 1,00
G1-G2 34 -7,695 1,00
N 42 -1,286 1,00
NSs 34 -0,329 1,00

Legenda: *Vrednost Z testa manja od 1 ukazuje na negativnu selekciju, pri éemu niZe vrednosti Z testa ukazuju na
jaci uticaj selekcije;
2p vrednost je statisticki parametar i predstavlja nivo znacajnosti Z testa.
Ukoliko je Z<1 i p>0,05 smatra se da se radi o uticaju negativne selekcije.

5.6. Bioloska karakterizacija odabranih srpskih RI i RB izolata TSWYV poreklom iz paradajza

Bioloska karakterizacija tri srpska izolata TSWV (108-19, 109-19 i 111-19) poreklom iz
prirodno zaraZenih biljaka paradajza hibrida ‘Wrestler F1” sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na
TSWV i dva izolata (45-12 i 170-14) dobijena iz prirodno zarazenih biljaka paradajza hibrida
‘Magnus F1” i ‘Buran F1’ koje ne sadrze Sw-5b gen obavljena je u cilju utvrdivanja njihovog fenotipa
(RI ili RB) na osnovu ekspresije simptoma i njihove sposobnosti da zaraze osetljive i/ili otporne
hibride paradajza i paprike (Tabela 10).

Sva tri izolata (108-19, 109-19 i 111-19), dobijena iz biljaka paradajza hibrida ‘Wrestler F1°
sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti, izazvala su pojavu sistemi¢ne zaraze na svim koris¢enim
komercijalnim hibridima paradajza. Simptomi u vidu hloroti¢nih i/ili nekroti¢nih prstenastih pega,
Sara | mozaika (Slike 42, 43 i 44), tipi¢nih za zarazu izazvanu TSWV, uoceni su 10-14 dana nakon
obavljene inokulacije kako osetljivih tako i otpornih hibrida paradajza. Osim toga, na biljkama dva
otporna hibrida paradajza, ‘Runner F1’ i ‘Attiya RZ F1°, nakon inokulacije izolatima 108-19 1 111-
19 zabelezena je pojava sistemi¢nih simptoma nekoliko dana pre pojave lokalnih nekroti¢nih pega na
inokulisanim listovima koje nastaju kao posledica hipersenzitivne reakcije (HR) biljaka nosioca Sw-
5b gena. Medutim, izolat 109-19 nije izazvao pojavu HR na ova dva hibrida, ve¢ samo pojavu
sistemi¢nih simptoma. Inokulisane biljke razli¢itih otpornih hibrida paradajza, kod kojih je doslo do
pojave sistemi¢nih simptoma nakon inokulacije, vrlo brzo nakon pojave simptoma su potpuno
propale. Nasuprot tome, izolati 45-12 i 170-14 dobijeni iz biljaka paradajza bez Sw-5b gena
otpornosti, nisu izazvali pojavu sistemi¢ne zaraze na biljkama otpornih hibrida paradajza. Nakon
mehanickih inokulacija otpornih hibrida paradajza sa ova dva izolata doslo je samo do pojave lokalnih
nekroticnih pega (HR-hipersenzitivna reakcija) na inokulisanim listovima (Slika 45). Medutim,
nakon inokulacije osetljivih hibrida paradajza (‘Partova F1°, ‘Novosadski jabucar’, ‘Volovsko srce’
I ‘Saint Pierre’), svih pet ispitivanih izolata izazvali su pojavu sistemi¢nih simptoma u vidu
hloroti¢nih prstenastih pega (Slike 46 i 47) i mozaika (Slike 48 i 49) 14-16 dana po inokulaciji. Broj
zarazenih test biljaka paradajza dostigao je maksimum od 100% tri nedelje po inokulaciji. Dobijeni
rezultati ukazuju da su izolati 108-19, 109-19i 111-19 sposobni da prevazidu otpornost komercijalnih
hibrida paradajza sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti i potvrduju da ova tri izolata karakterise RB
fenotip, dok izolati 45-12 i 170-14 nisu sposobni da prevazidu otpornost hibrida paradajza nosioca
Sw-5b gena i klasifikuju se kao RI fenotip.

Na inokulisanim biljkama dva osetljiva hibrida paprike (‘Margarita’ i ‘Kurtovska kapija’),
svih pet ispitivanih izolata izazvali su pojavu sistemi¢nih simptoma u vidu hloroti¢nih ili nekroti¢nih
prstenastin pega i mozaika (Slike 50 i 51) 12-15 dana nakon inokulacije, dok pojava HR na
inokulisanom lis¢u nije zabelezena. S druge strane, na biljkama tri otporna hibrida paprike
(‘SV1163PB’, ‘SVO102PP’ i ‘Ariadni F1”), nakon inokulacije ispitivanim izolatima nije doslo do
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pojave sistemi¢nih simptoma. Pojava lokalnih nekroti¢nih pega, odnosno HR, zabelezena je samo
kod otpornog hibrida ‘SV1163PB’, nakon inokulacije izolatima 108-19 i 111-19 (Slika 52). Broj
zarazenih test biljaka paprike dostigao je maksimum od 90% cetiri nedelje nakon inokulacije.
Dobijeni rezultati ukazali su na to da izolati 108-19, 109-19 i 111-19 nisu sposobni da prevazidu
otpornost komercijalnih hibrida paprike sa ugradenim Tsw genom otpornosti.

U svim test biljkama, koje su na inokulacije ispitivanim izolatom TSWYV reagovale pojavom
simptoma, primenom DAS-ELISA testa potvrdeno je prisustvo TSWV dok kod biljaka bez simptoma
nije utvrdeno prisustvo ovog virusa.
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Tabela 10. Reakcija test biljaka na mehanicke inokulacije odabranim RI i RB izolatima virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz paradajza

Test biljka Hibrid? Izolat
108-19 109-19 111-19 45-12 170-14
RB RB RB RI RI
Solanum lycopersicum  Matissimo F1 (Sw-5b™) HPP®, NPP M, NPP HPP, NPP LNP (HR) LNP (HR)
Wrestler F1 (Sw-5b) M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP LNP (HR) LNP (HR)
Svth0121 (Sw-5b") M M HPP, NPP LNP (HR) LNP (HR)
Runner F1 (Sw-5b") LNP (HR), M, NPP LNP (HR), LNP (HR) LNP (HR)
NPP HPP, NPP
Attiya RZ F1 (Sw-5b*) LNP (HR), HPP, NPP LNP (HR), LNP (HR) LNP (HR)
HPP, NPP HPP, NPP
Partova F1 (Sw-5b") M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP, NPP
Novosadski jabucar (Sw-5b") M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP M, HPP
Volovsko srce (Sw-5b) M, HPP, NPP M, HPP, NPP  HPP, NPP M, HPP M, HPP
Saint Pierre (Sw-5b) M, HPP M HPP, NPP M, HPP M, HPP
Capsicum annuum SV1163PB (Tsw") LNP (HR) - LNP (HR) - -
SVO0102PP (Tsw") - - - - -
Ariadni F1 (Tsw*) - - - - -
Margarita (Tsw’) M, HPP M, HPP M, HPP M, HPP M, HPP, NPP
Kurtovska kapija (Tsw’) M, HPP M, HPP M, HPP M, HPP M, HPP, NPP

Legenda: 3(Sw-5b") oznacava hibride paradajza osetljive na TSWV; (Sw-5b*) oznac¢ava otporne hibride paradajza sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti na TSWV; (Tsw') oznacava
hibride paprike osetljive na TSWV; (Tsw*) oznacava otporne hibride paprike sa ugradenim Tsw genom otpornosti na TSWV;

PHPP: hloroti¢ne prstenaste pege; NPP: nekroti¢ne prstenaste pege; LNP (HR): lokalne nekroti¢ne pege (hipersenzitivna reakcija); M: mozaik; -: bez simptoma.
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Slika 42. lzolat 108-19 (RB): Slika 43. lIzolat 109-19 (RB): Nekroti¢ne
Hloroticne  prstenaste  pege  na prstenaste pege na inokulisanom liS¢u
inokulisanom li§¢u otpornog hibrida otpornog hibrida paradajza ‘Wrestler F1°
paradajza ‘Matissimo F1°

i P
Slika 44. lIzolat 111-19 (RB): Slika 45. lzolat 45-12 (RI): Lokalne
Nekroticne prstenaste pege i1 Sare na nekroti¢ne pege (HR) na inokulisanom lis¢u
inokulisanom lis¢u otpornog hibrida otpornog hibrida paradajza ‘Wrestler F1°

paradajza ‘Runner F1°

Slika 46. lIzolat 111-19 (RB): Slika 47. lzolat 108-19 (RB): Hloroti¢ne
Hloroticne  prstenaste  pege  na prstenaste pege na inokulisanom lis¢u
inokulisanom lis¢u osetljivog hibrida osetljivog hibrida paradajza ‘Volovsko srce’
paradajza ‘Partova F1°
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Slika 48. Izolat 170-14 (RI): Mozaik na Slika 49. lzolat 45-12 (RI): Mozaik na
inokulisanom lis¢u osetljivog hibrida inokulisanom lis¢u osetljivog hibrida
paradajza ‘Novosadski jabucar’ paprike ‘Saint Pierre’

Slika 50. Izolat 109-19 (RB): Hlorotiéne  Slika 51. Izolat 170-14 (RI): Nekroti¢ne

prstenaste pege na inokulisanom liS¢éu  prstenaste pege na inokulisanom lis¢u

osetljivog hibrida paprike ‘Margarita’ osetljivog hibrida paprike ‘Kurtovska
kapija’

Slika 52. lIzolat 111-19 (RB): Lokalne
nekroticne pege (HR) na inokulisanom
lisSéu  otpornog  hibrida  paprike
‘SV1163PB’
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6. DISKUSIJA

Virus bronazavosti paradajza (Tomato spotted wilt tospovirus, TSWV), tipi¢ni predstavnik
roda Orthotospovirus, familije Tospoviridae, jedan je od najStetnijih biljnih virusa prisutan u svim
delovima sveta (Scholthof et al., 2011). Krug domac¢ina TSWV obuhvata vise od 1300 biljnih vrsta
ukljucujuéi i mnoge ekonomski vazne useve kao $to su paradajz, paprika, zelena salata, pasulj, duvan,
krompir i brojne vrste ukrasnih biljaka (Pappu et al., 2009; EFSA, 2012). TSWV se uglavnom
prenosi sa nekoliko vrsta tripsa iz rodova Frankliniella i Thrips na cirkulativan i propagativan nacin,
a kao glavni vektor navodi se zapadni cvetni trips, F. occidentalis (Jones, 2005; Whitfield et al.,
2005).

Zbog brzog razvoja rezistentnosti tripsa na insekticide (Boiteux and Giordano, 1993;
Hanssen et al., 2010), jedan od najefikasnijih nacina za kontrolu oboljenja koje ovaj virus izaziva
ukljuéuje razvoj i upotrebu otpornih sorti. Medutim, kontinuirano kori§¢enje ovih otpornih sorti
paradajza i paprike dovelo je do pojave izolata koji prevazilaze otpornost (RB izolati) (Thompson
and vanZzijl, 1996; Latham and Jones, 1998; Canady et al., 2001; Aramburu and Marti, 2003;
Ciuffo et al., 2005; Gordillo et al., 2008; Zaccardelli et al., 2008; Batuman et al., 2017).

Osim toga, velika varijabilnost unutar same vrste odlika je svih RNK virusa ukljucujuéi i
TSWYV, §to za posledicu ima nastajanje novih varijanti koje odlikuje brza adaptibilnost na nove ili
rezistentne domacine. Upravo postojanje trodelnog genoma omogucéava pojavu novih varijanti
TSWYV ne samo putem mutacija, ve¢ 1 putem drugih mehanizama izmene genetickog materijala,
rekombinacija i pseudorekombinacija.

Imajuéi sve navedeno u vidu, kontinuirano pracenje prisustva i zastupljenosti ovog virusa,
kao i poznavanje sastava i strukture njegove populacije omogucilo bi razvoj i primenu efikasnijih i
dugotrajnijih strategija kontrole oboljenja koja ovaj virus izaziva u nasoj zemlji.

6.1. Simptomi TSWYV na prirodno zaraZenim biljkama

Simptomi koje izaziva TSWV na nekoj biljnoj vrsti mogu varirati u zavisnosti od sorte i
starosti biljke, soja ovog virusa, vremena infekcije 1 uslova spoljasnje sredine, a narocito temperature
koja veoma znacajno uti¢e na ja¢inu ispoljavanja simptoma (Allen et al., 1991). lako je verovatno da
nijedan drugi biljni patogen ne izaziva toliko raznolike simptome kao TSWV, neke biljke ili pojedine
sorte biljaka u usevu mogu biti zarazene i bez ispoljavanja simptoma (Kucharek et al., 2000). Osim
prisustvo ograni¢eno na samo neke biljne delove sto, takode, utie na ispoljavanje simptoma (Peters
and Goldbach, 1995; Deki¢ i sar., 2008c).

Biljke paradajza osetljivih hibrida iz kojih poti¢u odabrani izolati, zarazene u ranijim fazama
razvi€a, ispoljavale su veoma izrazene simptome u vidu mozai¢nog Sarenila, skoro potpune nekroze
1 tipi¢ne bronzavosti liS¢a, koji su doprineli brzem propadanju biljaka. Mladi plodovi takvih biljaka
ve¢inom su podlegli skoro potpunoj nekrozi ili blazim nekroti¢énim prstenastim zonama, koje su
dovodile do njihovih deformacija 1 nepravilnog porasta, kao i nemogucnosti sazrevanja usled
propadanja biljaka. Na starijim biljkama osim ovih simptoma, uocena je pojava nekroze na lisnim
peteljkama 1 stablu, dok je na plodovima bilo zastupljeno Sarenilo usled neravnomernog sazrevanja,
§to im je znacajno smanjivalo trzisnu vrednost. Ovakva zapazanja zabelezena Su i od strane drugih
autora (Cho et al., 2005; Zindovi¢, 2010; Sevik et al., 2012; Nikolié¢, 2018; Rodriguez-Roman et
al., 2018). Ucestalo prisustvo TSWYV poslednjih godina konstatovano je u mnogim oblastima gajenja
paradajza u Srbiji (Nikoli¢ i sar., 2013; Nikoli¢ et al., 2018).

Osim toga, u prolece 2019. godine na dva lokaliteta u Jablanickom okrugu, po prvi put uoceni
su simptomi koji upucuju na infekciju ovim virusom na biljkama otpornog hibrida paradajza. Uoceni
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su veoma izrazeni simptomi koji su doveli do zna¢ajnih gubitaka u prinosu. Osim tipi¢nih simptoma
koji se dovode u vezu sa zarazom izazvanom ovim virusom, zabeleZena je pojava izrazene nekroze
na razli¢itim delovima biljke, koja je pracena propadanjem biljaka. Ovakvi simptomi zabeleZeni su
na komercijalnim hibridima paradajza sa ugradenim Sw-5b genom i u Italiji (Ciuffo et al., 2005) i
Kaliforniji (Batuman et al., 2017).

Biljke paprike zarazene TSWYV koje su odabrane za dalje analize ispoljavale su simptome u
vidu izrazenog mozaika, hloroticnog $arenila pracenog hloroti¢nim prstenastim pegama uz uvijanje i
naboranost listova, kod kojih je doslo do zadebljavanja nerava. Ovakve ili slicne simptome opisali su
I brojni drugi autori kako na prirodno, tako i na vestacki zarazenim biljkama paprike (Marchoux et
al., 1991; Soler et al., 1999; Chatzivassiliou et al., 2000b; Thomas-Carroll and Jones, 2003;
Coutts et al., 2004; Cho et al., 2005). Krsti¢ i sar. (2008), kao najées¢e simptome prouzorkovane
infekcijom TSWV navode zutilo lis¢a i Citavih biljaka, zatim mozaik pracen koncentri¢nim
prstenastim pegama ili hloroti¢nim linijskim Sarama na starijem li§¢u, kao i pojavu bronzavosti lis¢a.
Na pojavu simptoma tipa mozai¢ne i nekroti¢ne prstenaste pegavosti na biljkama paprike ukazao je i
Rusevski (2001). Osim toga, intenzivni simptomi zaraze ovim virusom u vidu prstenastih hloroti¢nih
1 nekrotinih pega, skupljanja nerava, izrazenog mozaika, zutila i deformacija listova, kao i
hloroti¢nih i nekroti¢nih prstenastih pega i deformacije plodova, ustanovljeni su i na podru¢ju Crne
Gore (Zindovié, 2010). Takode, zaostajanje u porastu i smeda prugasta nekroza terminalnih delova
stabla paprike opisana je i u Bosni i Hercegovini (Deli¢ et al., 2018).

Biljke duvana koje su odabrane za istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije, uglavhom
su ispoljavale simptome na liS¢u u vidu nekroticnih pega i Sara na nervima ili izmedu njih,
koncentricnih hloroti¢nih ili nekroticnih pega, hrastolikog mozaika i sivobelicastih nekroza
okruzenim nekroti¢nim crticama. Kod zarazenih biljaka zabelezeno je i pucanje lisnog tkiva usled
neravnomernog porasta lista, a ve¢ina njih bila je znacajno umanjenog porasta. Ovakve simptome na
biljkama duvana zabelezili su i drugi autori (Peki¢, 2009; Zindovié, 2010; Deli¢ et al., 2018). Kao
tipi¢an simptom koji TSWV prouzrokuje na biljkama duvana, navodi se zastoj u porastu srednjeg
lisnog nerva oko kojeg tkivo nastavlja da se razvija. Usled toga, starije liS¢e biva naborano, savijeno
prema nali¢ju 1 proSarano linijskim i1 koncentricnim prstenastim Sarama, a Cesto 1 belicastim
nekroticnim pegama. Nakon suSenja, zarazene liske pocrne i time gube svoju upotrebnu vrednost.
Osim na liS¢u, simptomi se mogu javiti i na stablu, peteljkama lista, cvetu i na ¢aurama u vidu
nekrotiénih pega. Nije retka ni pojava nekroze vrSnog meristema 1 skracivanje internodija, koje
dovode do krzljavosti biljaka usled zaostajanja u porastu (Gooding, 1991; Anonymous, 2002; Dukié
i sar., 2006; Krsti¢ i Bulaji¢, 2007).

Biljke 13 ukrasnih vrsta odabranih za dalja istrazivanja, ukljucuju¢i Amarilis sp., Gloxinia
sp., Gerbera hybrida, Vinca sp., Chrysanthemum sp., Brugmansia sp., Fuchsia sp., Cinia sp.,
Impatiens hawkeri, Pelargonium sp., Dahlia sp., Begonia sp. i Osteospermum sp. ispoljile su
raznolike simptome. Simptomi su varirali od blago izraZenog mozaika do veoma izraZenog
hloroticnog 1 mozai¢nog Sarenila pracenog razli¢itim deformacijama liS¢a 1 nekrozom. Takode,
uocena je 1 pojava hloroti¢nih i nekroti¢nih koncentri¢nih pega i Sara, Sto je u skladu sa literaturnim
navodima drugih autora (Chatzivassiliou et al., 2000b; Chung et al., 2006; Zindovi¢, 2010; Marys
et al., 2014; Uzunogullari et al., 2016; Sivaprasad et al., 2018). Biljke Gerbera hybrida ispoljavale
su simptome u vidu hloroti¢nih prstenastih pega, hrastolikih Sara pra¢enih nekrozom i deformacijom
lis¢a, dok je na biljkama Chrysanthemum sp. i Pelargonium sp. uocena pojava hloroti¢nih prstenastih
pega i Sara. Na lis¢u biljaka Cinia sp. i Osteospermum sp. zabelezeni su simptomi u vidu hloroti¢nih
koncentri¢nih zona pra¢enih mozaikom, dok je na lis¢u biljaka Gloxinia sp. i Impatiens hawkeri osim
hloroti¢nih doslo 1 do pojave nekroti€nih prstenastih pega. Osim simptoma u vidu hloroti¢nih
koncentri¢nih pega na liscu, biljke Dahlia sp. ispoljile su simptome na granama i stablu koji su bili
prekriveni nekroti¢nim zonama. Na biljkama Begonia sp. i Fuchsia sp., takode su prime¢eni simptomi
i na drugim delovima biljke, koji su osim nekroti¢nih pega na lis¢u, obuhvatili i pojavu nekroze na
cvetovima.
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Rezultati istrazivanja sprovedenih u okviru ove doktorske disertacije pokazali su da tip
simptoma na zarazenim biljkama nije povezan sa genotipom odredenog ispitivanog izolata imajuci u
vidu da se izolati poreklom iz biljaka sa istim simptomima grupisu u razli¢ite filogenetske grupe (npr.
izolati 45-12 i 646-11 poreklom iz biljaka paradajza sa simptomima bronzavosti grupiSu se u dve
podgrupe evropskog klastera ili izolat 303-05 poreklom iz Gloxinia sp. i 192-17 poreklom iz
Impatiens hawkeri sa simptomima hloroti¢nih i nekroti¢nih prstenastih pega na li¢u grupisu se u
evropsku podgrupu 1, odnosno severnoamericku podrgupu 4). Osim toga, iako nije doslo do jasnog
razdvajanja srpskih izolata TSWV na osnovu biljke domacina iz koje poticu, uoceno je da se vecina
izolata iz razli¢itih ukrasnih biljaka svrstala u grupu severnoamerickih izolata, sa izuzetkom cetiri
izolata, koji su se zajedno sa izolatima iz paradajza, paprike i duvana grupisali u okviru evropske
grupe. Na osnovu toga, mozemo pretpostaviti da je usled viSe nezavisnih introdukcija ovog virusa u
nasu zemlju doslo do ovakvog grupisanja sprskih izolata, ¢ija se evolucija paralelno odvijala i uticala
na dalji razvoj lokalne populacije TSWV u nasoj zemlji. I brojni drugi autori (Tsompana et al., 2005;
Tentchev et al., 2011; Lian et al., 2013; Debreczeni et al., 2015) navode da je genotip izolata i
njihovo grupisanje u filogenetskim stablima nezavisno kako od godine i lokaliteta na kom su
sakupljeni, tako i od biljke domacéina iz koje poticu.

6.2. Molekularna identifikacija i karakterizacija izolata TSWV

Dosadasnja istrazivanja populacije TSWV sprovedena u naSoj zemlji zasnovana su na
delimi¢noj molekularnoj karakterizaciji sekvenci N gena izolata ovog virusa koji vode poreklo iz
duvana (Stankovié¢ et al., 2011a), tikava (Vucurovié et al., 2012), paprike (MiloSevi¢, 2013) i
paradajza (Nikoli¢, 2018). Kako je cilj ove doktorske disertacije sagledavanje geneticke strukture
populacije TSWV u Srbiji, kroz proucavanje varijabilnosti izolata ovog virusa poreklom iz nase
zemlje poredenjem medusobnog diverziteta i diverziteta u odnosu na izolate ovog virusa iz drugih
delova sveta, neophodno je bilo usmeriti istraZzivanja ka molekularnoj identifikaciji 1 karakterizaciji
sekvenci sva tri genomna segmenta (S, M i L RNK), odnosno svih pet gena ovog virusa (N, NSs,
NSm, Gn-Gec i RdRp) Sto veéeg broja izolata sakupljenih u razli¢itom vremenskom periodu iz
razlicitih biljaka domacina 1 sa Sto veceg broja lokaliteta.

Proracun stepena diverziteta sekvenci svih pet genskih regiona, pokazao je kako visoku
medusobnu sli¢nost odabranih izolata TSWV poreklom iz Srbije tako i sa izolatima ovog virusa iz
drugih delova sveta, bez obzira na poreklo, biljku domacina ili godinu sakupljanja. Najnizi stepen
diverziteta odabranih izolata zabelezen je kod sekvenci N gena (96,4-100%), Sto potvrduje ranije
utvrdenu ¢injenicu da je N gen visoko konzervativan genski region (Heinze et al. 2001). Visok stepen
nukleotidne sli¢nosti sekvenci svih pet gena utvrden je i u Dzordziji (Sundaraj et al., 2014; Lai et
al., 2021), zatim N, NSm i RdRp gena izolata poreklom iz Karoline i Virdzinije (Kaye et al., 2011),
kao i Citavog S, M i L segmenta izolata iz drugih delova sveta (Zhang et al., 2016; Fontana et al.,
2020). Osim toga, Tsompana et al. (2005) su, takode, ustanovili izrazito nizak diverzitet nukleotidnih
sekvenci razli¢itih genskih regiona kod izolata ovog virusa poreklom iz geografski udaljenih regiona.
Takode, Lai et al. (2021) navode da je visok stepen diverziteta haplotipova i nizak stepen
nukleotidnog diverziteta odlika populacije virusa koji se nalazi u ekspanziji, kao $to je TSWV.

Kako je tokom ovih istraZivanja prvi put utvrdeno prisustvo TSWV kod paradajza hibrida
‘Wrestler F1” sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti, pristupilo se detaljnijoj analizi aminokiselinske
sekvence NSm proteina srpskih izolata TSWV poreklom iz paradajza. Poredenjem aminokiselinske
sekvence NSm proteina srpskih izolata sa ranije okarakterisanim RI i RB izolatima TSWV poreklom
iz Spanije (Aramburu et al., 2010; Lépez et al., 2011), prisustvo supstitucije C118Y ili T120N
utvrdeno je samo kod Sest izolata (108-19, 109-19, 110-19, 111-19, 112-19 i 113-19) dobijenih iz
otpornog hibrida paradajza ‘Wrestler F1’. Imaju¢i u vidu da su ove dve mutacije u aminokiselinskoj
sekvenci NSm proteina odgovorne za prevazilazenje otpornosti komercijalnih sorti paradajza sa
ugradenim Sw-5b genom (Lépez et al., 2011; Peird et al., 2014), ovih Sest srpskih izolata mogu se
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klasifikovati kao RB izolati. Kod svih Sest srpskih RB izolata na poziciji 130 utvrdeno je prisustvo
aminokiseline izoleucin (1301), koja je neophodna za pojavu RB izolata (Peiro et al., 2014). Prisustvo
aminokiselinskih supstitucija na odgovaraju¢im pozicijama nije ustanovljeno kod preostalih 12
srpskih izolata TSWV, §to ukazuje na nedostatak sposobnosti ovih izolata da zaraze otporne hibride
paradajza i mozemo ih okarakterisati kao RI izolate. Osim toga, prisustvo razli¢itih mutacija u NSm
proteinu kod srpskih RB izolata ukazuje da su ovi izolati nezavisno podlegli uticaju selekcije, kao §to
je zabelezeno i u istrazivanjima drugih autora (LOpez et al., 2011; Jiang et al., 2017). Takode,
delimi¢ne sekvence NSm gena srpskih izolata poreklom iz paradajza pokazale su visok stepen
nukleotidne sli¢nosti, bez obzira na njihov fenotip (RB ili RI), godinu sakupljanja i geografsko
poreklo. StaviSe, neki RI izolati pokazuju nizi stepen homologije medusobno nego neki RB i RI
izolati, $to ukazuje da geneticki diverzitet izolata TSWV nije u korelaciji sa njihovim fenotipom. Na
isti zaklju¢ak ukazuju i istrazivanja drugih autora (Margaria et al., 2007; Lépez et al., 2011;
Debreczeni et al., 2015), sto de Ronde et al. (2014) objasnjavaju ¢injenicom da samo nekoliko
nukleotidnih promena ucestvuje u adaptaciji TSWV na otporne hibride paradajza. Medutim, kod RB
izolata TSWV poreklom iz otpornih hibrida paprike sa ugradenim Tsw genom otpornosti utvrden je
kako razli¢iti broj tako i pozicije nukleotidnih promena, odnosno mutacija u NSs genu, koje nastaju
kao posledica visestrukih nezavisnih evolutivnih dogadaja i ucestvuju u adaptaciji ovog virusa na
otporne hibride paprike (Tentchev et al., 2011; Almasi et al., 2015; Jiang et al., 2017; de Ronde et
al., 2019).

Filogenetske analize na osnovu delimi¢nih sekvenci N gena, uprkos visokom stepenu
nukleotidne sli¢nosti sekvenci srpskih izolata TSWV, ukazale su na heterogenost populacije ovog
virusa u nas$oj zemlji. Rekonstruisano filogenetsko stablo ukazalo je na grupisanje izolata u jasno
definisane Kklastere na osnovu njihovog geografskog porekla uz izvesna odstupanja, kao posledice
intenzivne medunarodne razmene biljnog materijala, Sto je u potpunoj saglasnosti sa rezultatima
drugih autora (Pappu et al., 1998; Tsompana et al., 2005; Tentchev et al., 2011; Lian et al., 2013).
Vecina srpskih izolata grupisala se u dve geografske subpopulacije u okviru evropskog klastera bez
obzira na region iz koga poticu, biljku domacina ili godinu sakupljanja. Najveci broj izolata grupisao
se u podgrupu 1 evropskih izolata, kao $to su pokazala i ranija istraZivanja sprovedena u naSoj zemlji.
Svi ranije okarakterisani izolati iz duvana (Pekié¢, 2009; Stankovi¢ et al., 2011a), paprike
(Milosevi¢, 2013) i tikava (Vuéurovi¢ et al., 2012), takode se grupisu u podgrupu 1 evropskih izolata.
Medutim, istrazivanja Nikoli¢ (2018) ukazuju da se deo izolata iz paradajza grupise i u blisku, ali
odvojenu subpopulaciju u okviru klastera evropskih izolata §to je potvrdeno i tokom ovih istraZivanja.
U okviru podgrupe 2 evropskih izolata grupisalo se ukupno 10 izolata i to ne samo poreklom iz
paradajza, ve¢ 1 iz drugih biljaka domacina, ukljucujuéi papriku i dve vrste ukrasnih biljaka
sakupljenih tokom razli¢itih godina. Druga grupa od devet izolata poreklom iz Srbije svrstala se u
klaster severnoamerickih izolata, i to jedan izolat u podgrupu 3 zajedno sa izolatima iz Spanije i osam
u podgrupu 4 sa izolatima iz Italije, Sto predstavlja prvi nalaz izolata severnoamerickog porekla u
Srbiji. Ovakvo grupisanje srpskih izolata u Cetiri subpopulacije dve geografski razliCite grupe,
posledica je verovatno vise nezavisnih introdukcija ovog virusa u nasu zemlju i paralelne evolucije
geografski razlicitih varijanti zastupljenih u prirodnoj populaciji TSWV u nasoj zemlji. Istrazivanja
koja su sproveli Tentchev et al. (2011), ukazala su na grupisanje nekih izolata iz Spanije i Italije u
severnoamericki, odnsono francuskih izolata u azijski klaster sto objasnjavaju posledicom najmanje
tri nezavisne introdukcije TSWV u Evropu, $to je bilo u skladu sa rezultatima pionirske studije
(Tsompana et al., 2005). Na ovaj nacin moze se objasniti i izdvajanje samo jednog srpskog izolata
345-15 poreklom iz paprike, koji je pokazao vecu bliskost sa grupom $panskih izolata ovog virusa.
Uticaj intenzivne razmene biljnog materijala na sastav prirodne populacije ovog virusa kroz unosenje
geografski razlicitih izolata utvrden je i u istrazivanjima drugih autora (Lian et al., 2013; Abadkhah
etal., 2018; Ferrand et al., 2019).

Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu delimi¢nih sekvenci NSs gena ukazalo je na
postojanje diverziteta u okviru populacije TSWV u Srbiji. Filogenetsko stablo ukazuje na grupisanje
izolata u dva klastera (I i II) u okviru kojih se moze izdvojiti nekoliko grupa izolata na osnovu
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geografskog porekla, sto je saglasno sa ispitivanjima drugih autora (Tsompana et al., 2005;
Tentchev et al., 2011; Lian et al., 2013; Almasi et al., 2015). Veéina ispitivanih izolata TSWV
poreklom iz Srbije grupisala se identi¢no kao i u stablu na osnovu sekvence N gena, ukazujuéi na
viSe nezavisnih introdukcija TSWV u nasu zemlju. Medutim, izolati 525-11 poreklom iz paprike i
646-11 poreklom iz paradajza grupisali su se u evropsku podgrupu 1 u odnosu na filogenetske analize
na osnovu N gena gde su se grupisali u evropsku podgrupu 2, ukazujué¢i na mogucée postojanje
rekombinacije u okviru S segmenta. Iako su istrazivanja koja su sproveli Lian et al. (2013) ukazala
na nizu stopu pojave rekombinacija u odnosu na stopu pseudorekombinacija kod izolata TSWYV,
Zhang et al. (2016) su analiziraju¢i kompletne sekvence izolata TSWV poreklom iz Kine, ali i iz
drugih delova sveta, osim pseudorekombinacija, detektovali i 88 mesta rekombinacije kod 27
sekvenci L segmenta, 143 mesta rekombinacije kod 56 sekvenci M segmenta i ¢ak 174 mesta
rekombinacije kod 61 sekvence S segmenta. Takode, rekombinantni izolati u S segmentu otkriveni
su i u Juznoj Koreji (Lian et al., 2013) i Italiji (Margaria et al., 2015; Fontana et al., 2020).

U cilju potvrde rezultata dobijenih filogenetskim analizama na osnovu delimi¢nih sekvenci N
i NSs gena, rekonstruisano je i filogenetsko stablo na osnovu delimi¢nih sekvenci S segmenta
dobijenih spajanjem sekvenci N i NSs gena. Filogenetsko stablo na osnovu S segmenta, takode je
pokazalo jasno izdvajanje izolata u Cetiri klastera na osnovu njihovog geografskog porekla. Kod
vecine srpskih izolata TSWV nije bilo razlike u grupisanju u odnosu na filogenetske analize
zasnovane na sekvenci N i NSs gena. Jedini izuzetak predstavljaju izolati 525-11 i 646-11 koji se na
osnovu delimi¢ne sekvence S segmenta grupiSu na zasebnoj grani u okviru evropske podgrupe 1.
Kako RDP v.4.101 softver nije potvrdio prisustvo rekombinacija kod ova dva izolata, neophodno je
sekvencirati ceo S segment 1 utvrditi tatan nacin geneti¢ke izmene kod ovih izolata imajuci u vidu da
je kod RNK virusa sa visedelnim genomom viSe zastupljeno rearanziranje genomnih segmenata nego
rekombinacije (White et al., 1995). Mada, znacajnu ulogu u oblikovanju populacije TSWV mogu
imati i rekombinacije (Chare and Holmes, 2006; Kaye et al., 2011; Lian et al., 2013).

Filogenetske analize na osnovu delimi¢nih sekvenci NSm gena ukazale su na podelu izolata
u dva osnovna klastera kao $to su naveli i drugi autori (Tsompana et al., 2005; Lopez et al., 2011;
Tentchev et al., 2011; Lian et al., 2013). Uprkos visokom stepenu nukleotidne sli¢nosti sekvenci
izolata TSWYV, filogenetske analize ukazale su na podelu srpskih izolata u dve grupe. Vecina srpskih
izolata grupisala se u klaster II. Preostalih sedam izolata grupisalo se u klaster I, ukazuju¢i na
postojanje razli¢itih genetskih varijanti iz kojih je doslo do daljeg razvoja lokalne populacije ovog
virusa u nasoj zemlji. Osim toga, filogenetske analize na osnovu NSm gena pokazale su da su RB
izolati razli¢itog geografskog porekla prisutni u oba klastera, §to ukazuje na to da ovi izolati vode
poreklo iz razli¢itih ancestorskih populacija (Ferrand et al., 2019) kod kojih je doslo do nezavisne
pojave sposobnosti prevazilazenja Sw-5b gena otpornosti (Lopez et al., 2011). Filogenetsko stablo
na osnovu NSm gena pokazalo je i da se srpski RB izolati, bez obzira na to koja aminokiselinska
supstitucija ih karakteriSe, grupiSu zajedno §to je zablezeno 1 kod RB izolata TSWYV koji vode poreklo
iz Spanije (LOpez et al., 2011). Imajuéi u vidu da su se srpski RB izolati TSWV grupisali zajedno sa
srpskim RI izolatima poreklom iz paradajza sakupljenim na istim ili geografski vrlo bliskim
lokalitetima, pretpostavlja se da RB izolati nisu introdukovani u nasu zemlju putem uvoza zaraZenog
biljnog materijala, kao §to je to bio slu¢aj sa madarskim RB izolatima (Almasi et al., 2015), ve¢ da
su nastali razvojem iz postojece lokalne populacije ovog virusa u naSoj zemlji. Takode, ove analize
pokazale su i da ustanovljene geneticke razlike medu izolatima TSWV nisu posledica njihovog
fenotipa, na Sta su ukazala i istraZivanja koja su sproveli Ferrand et al. (2019).

Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu delimi¢nih sekvenci Gn-Gc gena ukazalo je na
podelu izolata u dva osnovna klastera, $to je u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima (Tentchev et
al., 2011; Lian et al., 2013). Uprkos visokom stepenu nukleotidne sli¢nosti sekvenci izolata TSWV,
filogenetske analize ukazale su na podelu srpskih izolata u dve grupe. Veéina srpskih izolata grupisala
se u klaster 11, dok se preostalih sest izolata grupisalo u klaster I, ukazujuéi na postojanje razlicitih
genetskih varijanti u populaciji ovog virusa u nasoj zemlji. Vecina ispitivanih izolata TSWV
poreklom iz Srbije grupisala se identicno kao i u stablu na osnovu sekvence NSm gena. Jedini
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izuzetak predstavlja izolat 224-16 poreklom iz ukrasne biljke Cinia sp. koji se na osnovu filogenetske
analize sekvenci NSm gena grupisao u klaster I, a na osnovu sekvence Gn-Gc gena u klaster II, $to
ukazuje na moguce postojanje rekombinacije u okviru M segmenta. U istrazivanjima drugih autora,
takode je utvrdeno postojanje rekombinacija kod M segmenta. Tako je zabelezeno postojanje
rekombinacija u M segmentu izolata TSWV poreklom iz Juzne Koreje (Lian et al., 2013) i Italije
(Margaria et al., 2015), a Zhang et al. (2016) navode da je upravo u M segmentu zabeleZena visoka
stopa rekombinacija.

Kako bi se potvrdili rezultati dobijeni filogenetskim analizama na osnovu delimi¢nih sekvenci
NSm i Gn-Gc gena, rekonstruisano je i filogenetsko stablo na osnovu delimi¢nih sekvenci M
segmenta dobijenih spajanjem sekvenci NSm i Gn-Gc gena. Filogenetsko stablo na osnovu M
segmenta, takode je pokazalo jasno izdvajanje izolata u dva osnovna klastera. Kod veéine srpskih
izolata TSWYV nije bilo razlike u grupisanju u odnosu na filogenetske analize zasnovane na sekvenci
NSm i Gn-Gc gena. Jedini izuzetak predstavlja rekombinantni izolat 224-16, koji se na osnovu
delimi¢ne sekvence M segmenta grupisao u poseban R klaster. Iako su ranija istrazivanja ukazala da
rekombinacije predstavljaju glavni evolutivnhi mehanizam kod virusa sa jednolancanom RNK i
sporedni evolutivni mehanizam kod RNK virusa sa visedelnim genomom (Pressing and Reanney,
1984; Chao, 1988; Fraile et al., 1997; Gagarinova et al., 2008; Seo et al., 2009), kasnija
istrazivanja pokazala su da i rekombinacije predstavljaju znacajne evolutivne mehanizme kod RNK
virusa sa viSedelnim genomom i da je stopa pojave rekombinacija i pseudorekombinacija povezana
sa geneti¢kom strukturom i zivotnim ciklusom samog virusa (Bruyere et al., 2000; Simon-Loriere
and Holmes, 2011). Dosadasnja saops$tenja pokazala su da su u prirodi zastupljena upravo ova dva
tipa promena kada su u pitanju sva tri genomna segmenta TSWV (Tentchev et al., 2011; Lian et al.,
2013; Zhang et al., 2016; Fontana et al., 2020).

Filogenetske analize na osnovu RdRp gena, uprkos visokoj nukleotidnoj sli¢nosti sekvenci,
pokazale su da se izolati TSWV poreklom iz razlic¢itih delova sveta mogu podeliti u dva klastera, pri
¢emu se ispitivani izolati iz Srbije nalaze u obe grupe nezavisno od godine i lokaliteta na kom su
sakupljeni, kao 1 biljke domacina iz koje poti¢u. Na ovakvu podelu izolata TSWV iz razli€itih delova
sveta na osnovu sekvenci RARp gena ukazali su i drugi autori (Lian et al., 2013; Fontana et al.,
2020). Osim toga, rezultati ove analize pokazali su razli¢ito grupisanje izolata 345-15 i 230-17 koji
su se u svim prethodnim filogenetskim analizama grupisali zajedno sa izolatima iz ukrasnih biljaka
za koje se na osnovu analize sekvence N gena moze pretpostaviti da su severnoameri¢kog porekla.
Na osnovu sekvenci RdRp gena ova dva izolata pokazuju vecu sli¢nost i grupiSu se sa srpskim
izolatima koji su na osnovu sekvence N gena evropskog porekla i mogu se oznaliti kao
pseudorekombinanti. Pojava pseudorekombinacija kod izolata TSWV zabeleZena je i od strane drugih
autora (Qiu et al., 1998; Tentchev et al., 2011). Razli¢ito poreklo L segmenta zabelezeno je i kod
izolata poreklom iz Koreje ukazujuci na postojanje pseudorekombinacija ¢itavog L segmenta (Lian
et al., 2013). Osim toga, u Juznoj Koreji zabelezeno je postojanje izolata kod kojih je doslo do
rearanziranja S segmenta (Lian et al., 2013; Kwon et al., 2021), dok su u Italiji zabeleZeni izolati
kod kojih je doslo do promene S ili M segmenta (Fontana et al., 2020). Takode, i u Kini su zabelezeni
izolati kod kojih je ustanovljeno rearanziranje M segmenta (Zhang et al., 2016).

Rezultati filogenetskih analiza na osnovu svih pet genskih regiona (N, NSs, NSm, Gn-Gc i
RdRp) ukazali su na zajednicko grupisanje srpskih izolata TSWV poreklom iz geografski udaljenih
podrucja nase zemlje, upucujuci da je doslo do protoka gena (,,gene flow*) izmedu ovih geografskih
regiona. Tako je na osnovu delimi¢nih sekvenci N 1 NSs gena, 1 S segmenta utvrdeno da se srpski
izolati TSWV poreklom iz severnih, centralnih i juznih delova naSe zemlje zajedno grupisu u okviru
obe subpopulacije evropskog klastera, zatim na osnovu NSm i Gn-Gc gena, i M segmenta u okviru
klastera Il, i na osnovu RdRp gena u okviru klastera I. Dobijeni rezultati ukazuju da na oblikovanje
populacije ovog virusa u Srbiji, osim utvrdenih nezavisnih introdukcija ovog virusa u nasu zemlju,
znacajan uticaj ima i protok gena (,,gene flow*), na koji upuéuju i drugi autori narocito kada je u
pitanju protok gena izmedu razliCitith drzava ili kontinenata usled intenzivne razmene biljnog
materijala (Tsompana et al., 2005; Sivparsad and Gubba, 2008; Tentchev et al., 2011).
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6.3. MreZa haplotipova izolata TSWV

Na visok stepen diverziteta i postojanje varijabilnosti u populaciji TSWV u naSoj zemlji
ukazuje i postojanje velikog broja haplotipova za sve ispitivane gene. Primenom DnaSP 6.0 programa
utvrdeno je da se na osnovu delimi¢nih sekvenci N, NSs, NSm, Gn-Gc i RdRp gena srpski izolati
TSWYV grupisu u 26, 19, 27, 26, odnosno 15 haplotipova §to je u saglasnosti sa istrazivanjima Qiu
and Moyer (1999) koji su ukazali na zastupljenost TSWV u prirodi u vidu kompleksa haplotipova
koji odlikuje visok nivo adaptibilnosti. Za svaki od ispitivanih genskih regiona utvrdena su dva do tri
preovladujuca haplotipa sa veéim brojem izolata, dok su preostali haplotipovi obuhvatiali samo
pojedinacne sekvence. Analiza strukture populacije, genetickog diverziteta 1 izvora geneticke
varijabilnosti izolata TSWV porekom iz Severne Karoline i Virdzinije, pokazala je da haplotipsku
strukturu svakog gena ¢ini jedan ili dva preovladujuc¢a haplotipa i visSe od 100 haplotipova
predstavljenih jednim izolatom (Kaye, 2009). Veliki broj haplotipova zabeleZen je i u populaciji jos$
jednog Orthotospovirus-a, virusa nekroti¢ne pegavosti impatiensa (INSV), na osnovu analize
sekvenci N gena i IGR regiona kod izolata iz ukrasnih biljaka poreklom iz Japana (Nekoduka et al.,
2015).

Mreze haplotipova rekonstruisane pomoc¢u median-joining networks algoritma na osnovu
delimi¢nih sekvenci svih pet genskih regiona (N, NSs, NSm, Gn-Gc i RdRp) izolata TSWV poreklom
iz Srbije pruzile su uvid u genealoske odnose haplotipova detektovanih u populaciji ovog virusa u
nasoj zemlji 1 potvrdile rezultate filogenetskih analiza za svaki ispitivani genski region o vise
nezavisnih introdukcija izolata TSWV u nasu zemlju. Osim toga, haplotipovi pronadeni u populaciji
TSWV u Srbiji na osnovu sekvenci svih genskih regiona zauzeli su uglavnom pericentralna mesta,
dok su neki od njih predstavljali i tranzicione ¢vorove ka drugim haplotipovima, Sto ukazuje da je u
okviru nase zemlje doslo i do razvoja i Sirenja populacije nastale unutar same teritorije nase zemlje.
IstraZivanja drugih autora iz Japana i Italije, takode, ukazuju da mreza haplotipova potvrduje rezultate
filogenetskih analiza, upucujuci na postojanje introdukcija izolata drugih biljnih virusa iz geografski
udaljenih krajeva, kao §to su INSV (Nekoduka et al., 2015) i Watermelon mosaic virus (WMV)
(Bertin et al., 2020). Osim toga, veliki broj blisko povezanih haplotipova u mrezi moze predstavljati
indikator brze ekspanzije populacije virusa (Lévy-Hartmann et al., 2012)

6.4. Analize rekombinacije

TSWYV je virus sa izuzetnom varijabilnos$c¢u i u prirodi je zastupljen kao kompleks sojeva (de
Avila et al., 1990; Chatzivassiliou et al., 2000b; Mandal et al., 2006), a raznovrsnost izolata ovog
virusa pripisuje se promenama koje se deSavaju u okviru trodelnog genoma ovog virusa, odnosno
brojnih mutacija, rekombinacija i pseudorekombinacija (Qiu et al., 1998; Bhat et al., 1999; Kaye,
2009). S obzirom da rekombinacije i pseudorekombinacije predstavljaju znacajan evolutivni proces
koji utie na varijabilnost virusa u prirodi, a naro¢ito RNK virusa sa visedelnim genomom (Bruyere
et al., 2000), dosadasnja saopstenja pokazala su da su u prirodi zastupljena upravo ova dva tipa
promena kada su u pitanju sva tri genomna segmenta ovog virusa (Tentchev et al., 2011; Lian et al.,
2013; Zhang et al., 2016). Vec¢ina mesta rekombinacije detektovana su pretezno na 5’ kraju RNK
lanca sve tri genomne RNK (S, M i L RNK) (Zhang et al., 2016). Pretpostavlja se da na ovu pojavu
utice nacin replikacije svakog od ova tri genska regiona, kao i njihova geneticka struktura, ali to jo§
uvek nije zvani¢no potvrdeno.

Analiza sekvenci S i M segmenata 34 izolata TSWV poreklom iz Srbije pomoc¢u RDP v.4.101
softvera pokazala je da je do izmene genetickog materijala u vidu rekombinacije doslo samo na M
segmentu kod izolata 224-16 poreklom iz ukrasne biljne vrste Cinia sp. Ovaj izolat predstavlja
prirodnog rekombinanta izmedu dva srpska izolata ukazujuci da je do pojave rekombinacije doslo iz
postojece lokalne populacije ovog virusa, cemu u velikoj meri doprinosi i ¢injenica da je u nasoj
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zemlji Cesto zastupljeno gajenje povrtarskih i ukrasnih biljaka zajedno u istom zatvorenom prostoru,
narocito kada je u pitanju rasadnicka proizvodnja povr¢a.

Iako su uocene razlike u grupisanju dva srpska izolata (525-11 poreklom iz paprike i 646-11
poreklom iz paradajza), na osnovu N i NSs gena u okviru evropske podgrupe 1 i 2, upucivale da se
radi o potencijalnim rekombinantnim izolatima, primenom RDP v.4.101 softvera, prisustvo
rekombinacija kod ovih izolata nije potvrdeno. S druge strane, u istrazivanjima koja su sproveli
Zhang et al. (2016) analiziraju¢i kompletne sekvence izolata TSWV poreklom iz Kine, ali i iz drugih
delova sveta, osim pseudorekombinacija, kod 27 sekvenci L segmenta detektovano je 88 mesta
rekombinacije, kod 56 sekvenci M segmenta 143 mesta rekombinacije, dok je kod 61 sekvence S
segmenta detektovano ¢ak 174 mesta rekombinacije. Ovi podaci ukazuju na znacajno prisustvo ne
samo pseudorekombinacija, ve¢ i rekombinacija u populaciji TSWV. Imajuéi u vidu da prajmeri
TSWVCP-f/TSWVCP-r (Vudurovi¢ et al., 2012) i S70/S890 (Qiu et al., 1998) za umnozavanje N,
odnosno NSs gena, obuhvataju delove S segmenta, koji omoguéavaju uspes$nu detekciju velikog broja
razli¢itih izolata TSWV, pretpostavlja se da njima nije obuhvac¢eno mesto rekombinacije zbog cega
se ova dva srpska izolata (525-11 i 646-11) ne mogu Klasifikovati kao rekombinantni bez dalje analize
1 umnoZavanja ¢itavog S segmenta.

6.5. Uticaj evolutivnih parametara na populaciju TSWV

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da pozitivna selekcija favorizuje razlikovanje vrsta u
okviru Orthotospovirus roda (Tsompana et al., 2005), dok nukleotidne promene, odnosno mutacije,
kao i negativna (purifying) selekcija predstavljaju glavne faktore koji uti¢u na evoluciju TSWV (Lai
et al., 2021). Rezultati Z-testa selekcije na osnovu ukupnog seta sekvenci pokazali su da su svih pet
analiziranih genskih regiona (N, NSs, NSm, Gn-Gc i RdRp) izolata TSWV poreklom iz Srbije pod
uticajem negativne (purifying) selekcije. Negativna selekcija ukazuje na to da su nesinonimne
supstitucije, odnosno nukleotidne promene koje dovode do izmena u aminokiselinskom sastavu
proteina, manje zastupljene u populaciji TSWV u nasoj zemlji u odnosu na sinonimne supstitucije
koje ne dovode do promena u samom proteinu. Dosada$nja istrazivanja pokazala su da na populaciju
TSWV, odnosno svih pet genskih regiona (N, NSs, NSm, Gn-Gc i RdRp), dominantan uticaj ima
negativna selekcija uprkos uticaju pozitivne selekcije na pojedine kodone genskih regiona ovog
virusa (Tsompana et al., 2005; Kaye et al., 2011; Tentchev et al., 2011; Sundaraj et al., 2014; Lai
et al., 2021).

Medutim, analiza pojedina¢nih parova sekvenci NSm gena pokazala je da se pet parova
sekvenci srpskih izolata TSWV poreklom iz paradajza nalazi pod uticajem pozitivne selekcije. lako
SuU prva istrazivanja o uticaju evolutivnih parametara na populaciju TSWV, sprovedena od strane
Tsompana et al. (2005), pokazala da kod NSm gena nije zabelezena pozitivna selekcija, kasnija
istrazivanja koja su obuhvatila izolate TSWV poreklom iz osetljivih 1 otpornih sorti kikirikija
potvrdila su da se NSm gen analiziranih izolata ovog virusa nalazi pod uticajem pozitivne selekcije
(Lai et al., 2021). Imajuci u vidu uloge NSm gena, kao transportnog proteina (Kormelink et al.,
1994; Storms et al., 1995; Soellick et al., 2000) i avirulentnog faktora u prevazilazenju otpornosti
komercijalnih sorti paradajza sa ugradenim Sw-5b genom (Hoffmann et al., 2001; Peiré et al., 2014),
ustanovljeno je da su nesinonimne supstitucije na poziciji 118 (C118Y) i 120 (T120N) NSm gena,
odgovorne za prevazilazenje otpornosti kod paradajza, pod uticajem pozitivne selekcije (Lopez et al.
2011; Peir6 et al., 2014).

Osim toga, u ovim istrazivanjima, uticaj pozitivne selekcije utvrden je i kod Cetiri para
sekvenci Gn-Gc gena srpskih TSWV izolata poreklom iz paradajza. S obzirom na to da Gn-Gc gen
ucestvuje u interakciji virus-vektor (Fauquet et al., 2005) i da je neophodan u procesu usvajanja
Cestica TSWV od strane larvi tripsa, uti¢u¢i neposredno na njihovu cirkulaciju kroz telo vektora
(Margaria et al., 2014), moze se pretpostaviti da ovaj gen ima posredan uticaj na efekat ,,uskog grla“
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(bottleneck), koji ukazuje na smanjenje diverziteta nekog organizma. S tim u vezi, prema navodima
Garcia-Arenal et al. (2001) da na geneticku stabilnost populacije biljnih virusa uti¢u negativna
(purifying) selekcija, geneticki drift i efekta ,,uskog grla” (bottleneck), i da se kako navode Lai et al.
(2021) uticaj negativne selekcije dovodi u vezu sa ekspanzijom populacije virusa, a uticaj pozitivne
selekcije sa efektom ,,uskog grla” (bottleneck), moze se postaviti pitanje koliki uticaj na oblikovanje
populacije TSWV ima sam vektor, odnosno Gn-Gc gen koji je u neposrednoj vezi sa njim. U prilog
tome govori i promena u dominaciji vektora TSWV gde je Thrips tabaci, kao odgovorni vektor za
Sirenje TSWV u prirodi tokom 30-ih i 40-ih godina proslog veka (Goldbach and Peters, 1994),
podlegao dominaciji vrste Frankliniella occidentalis koji je preuzeo tu ulogu s kraja 70-ih godina
proslog veka (Kirk and Terry, 2003) i u pojedinim delovima sveta doveo do ekspanzije TSWV
(emergence) i/ili njegove ponovne pojave (re-emergence) (Tentchev et al., 2011). Ova promena
ukazuje na promene koje se deSavaju i u samoj populaciji vektora ovog virusa, a sam nacin usvajanja
i prenosenja TSWYV koji podrazumeva usvajanje virusa od strane larve prvog stupnja i njegovo dalje
prenosenje na perzistentan i propagativan nacin (Ullman et al., 1993; Wijkamp et al., 1993) od
strane larve drugog stupnja i adulta (Sakimura, 1963; Prins and Kormelink, 2004b), govori o
kompleksnosti razjasnjavanja faktora koji uti€u na oblikovanje populacije TSWV u prirodi. Samim
tim $to se virus zadrSava u telu vektora i umnozava u njemu, i §to u procesu usvajanja i prenosenja
ucestvuju razli¢iti razvojni stupnjevi tripsa, znacajno je pitanje Sta ¢e se od postojece usvojene
populacije virusa preneti u sledecu vegetacionu sezonu, a $ta takoreci ,,izgubiti* (efekat ,,uskog grla”
(bottleneck)), narocito ako se uzme u obzir uticaj pozitivne selekcije ne samo na sam virus, u ovom
slu¢aju Gn-Gc gen, ve¢ i na samog vektora i biljku domacina koji u prirodi deluju kao jedan
kompleksni sistem.

6.6. BioloSka karakterizacija RB izolata TSWV

Biolosko testiranje komercijalno dostupnih otpornih i osetljivih hibrida paradajza i paprike na
TSWV potvrdilo je rezultate molekularne identifikacije i postojanje RB izolata TSWV u nasoj zemlji.
Nakon mehani¢kih inokulacija sva tri izolata (108-19, 109-19 i 111-19), dobijena iz biljaka paradajza
hibrida ‘Wrestler F1’ sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti, izazvala su zarazu svih pet otpornih
hibrida paradajza. Simptomi tipi¢ni za zarazu izazvanu ovim virusom javili su se 10-14 dana nakon
mehanickih inokulacija, kao Sto je zabeleZeno 1 kod RB izolata TSWV iz paradajza poreklom iz
Kalifornije (Batuman et al., 2017) i Italije (Crescenzi et al., 2015). Osim toga, na biljkama dva od
pet koriS¢enih otpornih hibrida paradajza primecena je pojava sistemi¢nih simptoma nekoliko dana
pre pojave lokalnih nekroticnih pega na inokulisanim listovima, kao posledice hipersenzitivne
reakcije biljaka sa ugradenim Sw-5b genom (Aramburu and Marti, 2003). S druge strane, srpski Rl
izolati TSWV (45-12 i 170-14) nisu prouzrokovali pojavu sistemi¢nih simptoma na biljkama otpornih
hibrida paradajza, ve¢ su doveli samo do pojave hipersenzitivne reakcije na inokulisanim listovima
ukazujudi da ovi izolati nemaju sposobnost prevazilaZzenja otpornosti komercijalnih hibrida paradajza
sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti. Na svim biljkama osetljivih hibrida paradajza, inokulisanim
RB izolatima, doSlo je do pojave karakteristicnih simptoma, S$to upucuje na nenarusavanje
sposobnosti RB izolata da zaraze osetljive hibride paradajza.

Pored toga, sva tri RB izolata, kao i dva RI izolata TSWV poreklom iz paradajza
prouzrokovali su sistemi¢nu infekciju svih testiranih osetljivih hibrida paprike, dok na inokulisanim
biljkama otpornih hibrida paprike nije doslo do pojave simptoma. Jedini izuzetak bio je razvoj
lokalnih nekroti¢nih pega na inokulisanim listovima biljaka jednog otpornog hibrida paprike nakon
inokulacije sa dva RB izolata, sto Aramburu et al. (2010) objasnjavaju posledicom hipersenzitive
reakcije biljaka sa ugradenim genom otpornosti. Dobijeni rezultati pokazali su da srpski RB izolati
poreklom iz paradajza nemaju sposobnost prevazilazenja otpornosti komercijalnih hibrida paprike sa
ugradenim Tsw genom otpornosti na TSWV 1 da, iako se ovi izolati oznacavaju kao RB izolati kada
je u pitanju paradajz, istovremeno se mogu oznaciti 1 kao RI izolati kada je u pitanju paprika. S

94



obzirom da jos uvek u prirodi nije pronaden izolat TSWV koji je sposoban da zarazi kako otporne
hibride paradajza, tako i otporne hibride paprike, Debreczeni et al. (2015) predlozili su klasifikaciju
izolata TSWV u tri biotipa: WT (divlji tip), SBR (Sw-5b RB izolat) i TBR (Tsw RB izolat). U skladu
sa ovom Kklasifikacijom, srpski izolati 108-19, 109-19 i 111-19 pripadaju SBR biotipu, odnosno
odlikuju se sposobnos¢u da zaraze otporne hibride paradajza, ali ne i paprike.

Nastanak RB fenotipova verovatno je posledica Siroke upotrebe otpornih hibrida u
proizvodnji paradajza, narocito u periodu od 2016. do 2019. godine, $to je dovelo do selekcionog
pritiska i pojave RB izolata TSWYV u nasoj zemlji. lako Thompson and Van Zijl (1996) navode da
se RB izolati nisu $irili na obliznje useve, Aramburu and Marti (2003) su ustanovili kako
vremensko tako i1 prostorno Sirenje ovih izolata. Pojava RB izolata TSWV predstavlja potencijalnu
opasnost za proizvodnju paradajza u Srbiji, imajuéi u vidu da se i RI i RB izolati efikasno prenose
vrstom F. occidentalis (Roggero et al., 2002), kao i da je ovaj vektor prisutan u nasoj zemlji (Jovi¢
et al., 2012). Stoga, pored pazljivog monitoringa i kontrole tripsa, paznju treba obratiti i na
naizmeni¢no gajenje osetljivih i otpornih hibrida paradajza kako bi se smanjio selekcioni pritisak i
sprecila pojava RB izolata TSWYV, kao $to navode Aramburu et al. (2010).
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7. ZAKLJUCAK

Rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije donose prva saznanja o geneti¢koj
strukturi prirodne populacije TSWV u Srbiji i faktorima koji oblikuju populaciju ovog virusa u nasoj
zemlji.

Molekularna karakterizacija na osnovu delimi¢nih sekvenci svih pet genskih regiona (N, NSs,
NSm, Gn-Gc i RdRp), ali i na osnovu sekvenci dela S i M segmenata dobijenih spajanjem
odgovarajucih sekvenci ukazala je na postojanje geneticke varijabilnosti u prirodnoj populaciji
TSWV u Srbiji, pre svega kao posledice viSe nezavisnih introdukcija izolata TSWV u nasu zemlju iz
drugih delova sveta, ali i pojave mutacija, rekombinacija i pseudorekombinacija zabeleZenih u
populaciji ovog virusa u Srbiji.

Filogenetske analize na osnovu delimi¢nih sekvenci N i NSs gena, kao i dela S segmenta
pokazale su da se izolati TSWV grupisu na osnovu geografskog porekla i to u Cetiri klastera (Evropa,
Brazil, Severna Amerika i Azija), pri ¢emu se evropski klaster dalje deli na dve geografske
subpopulacije 1 i 2, a severnoamericki na tri: 3, 4 i 5. Ispitivani izolati TSWV poreklom iz Srbije
grupisali su se u okviru evropskog i severnoameri¢kog klastera, ali u okviru razli¢itih geografskih
subpopulacija. Vecina srpskih izolata grupisala se u podgrupu 1 i 2 evropskih izolata, dok se manji
broj izolata grupisao u podgrupu 4 i 5 severnoamerickih izolata, §to je najverovatnije posledica
introdukcija iz razlicitih delova sveta.

Iako je prorac¢un genetickog diverziteta delimi¢nih sekvenci NSm i Gn-Gc gena pokazao visok
stepen sli¢nosti sekvenci TSWV poreklom iz Srbije, rekonstruisano filogenetsko stablo ukazuje na
varijabilnost srpskih izolata i njihovo grupisanje u dva razli¢ita klastera. Vecina srpskih izolata
grupisala se u klaster Il, dok se manji broj grupisao u klaster I. Osim toga, filogenetske analize na
osnovu Gn-Gc gena ukazale su i na razli¢ito grupisanje izolata 224-16 poreklom iz ukrasne biljke
Cinia sp. u odnosu na filogenetske analize na osnovu NSm gena, §to je i potvrdeno filogenetskim
analizama na osnovu sekvenci dela M segmenta. Filogenetsko stablo na osnovu sekvenci dela M
segmenta pokazuje podelu izolata TSWV u dva velika klastera, ali i izdvajanje rekombinantnog
klastera koji ¢ini izolat 224-16.

Varijabilnost izolata TSWV poreklom iz Srbije utvrdena je i filogenetskim analizama na
osnovu sekvenci RARp gena. Rekonstruisano filogenetsko stablo ukazuje da se srpski izolati TSWV
ponovo grupisu u dva razliCita klastera, ali i na razli¢ito grupisanje izolata 345-15 poreklom iz paprike
i izolata 230-17 poreklom iz ukrasne biljke Pelargonium sp. u odnosu na filogenetske analize na
osnovu sekvenci drugih gena. Ovakav nacin grupisanja izolata 345-15 i 230-17 ukazuje da je kod
ovih izolata doSlo do izmene Citavog genomnog segmenta i da se radi o pseudorekombinantima.

Osim toga, rezultati filogenetskih analiza pokazali su da su srpski izolati iz paradajza, paprike
1 duvana vecinom evropskog porekla i da su vise puta introdukovani u nasu zemlju, dok izolati iz
ukrasnih biljaka uglavnom pripadaju severnoamerickoj grupi izolata TSWYV, §to govori o njihovom
poreklu i ukazuje da su introdukovani u Evropu zajedno sa F. occidentalis iz tog dela sveta. Takode,
filogenetske analize na osnovu sekvenci svih pet ispitivanih gena pokazuju i zajednicko grupisanje
srpskih izolata poreklom iz razli¢itih regiona (severni, centralni i juzni), ukazuju¢i na prisustvo
protoka gena izmedu razli¢itih regiona unutar teritorije nase zemlje.

Tokom ovih istrazivanja prvi put u nasoj zemlji detektovano je i prisustvo RB (resistance-
breaking) izolata TSWV izolovanih iz simptomati¢nih biljaka paradajza hibrida ‘Wrestler F1° sa
ugradenim Sw-5b genom otpornosti prema virusu. Poredenje aminokiselinskih sekvenci NSm
proteina odabranih izolata TSWV poreklom iz Srbije sa RI (resistance-inducing) i RB izolatima
TSWV iz GenBank baze podataka, potvrdilo je prisustvo dve supstitucije aminokiselina
karakteristi¢nih za RB izolate TSWV. Kod izolata 108-19, 109-19, 110-19, 112-19i 113-19 utvrdena
je supstitucija cisteina tirozinom na poziciji 118 (C118Y), dok je kod izolata 111-19 na poziciji 120
prisutan asparagin umesto treonina (T120N). Velika nukleotidna sli¢nost izmedu R1 i RB izolata, kao
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i filogenetske analize, ukazuju da fenotip izolata (RI ili RB) nema uticaja na njihovo grupisanje, zbog
cega se moze zakljuciti da je do pojave RB izolata doslo razvojem iz lokalne populacije pod uticajem
selekcionog pritiska gajenjem otpornih sorti paradajza.

Na postojanje varijabilnosti u populaciji TSWV u nasoj zemlji ukazalo je i postojanje velikog
broja haplotipova za svaki od ispitivanih genskih regiona. Primenom DnaSP 6.0 programa utvrdeno
je da se na osnovu delimi¢nih sekvenci N, NSs, NSm, Gn-Gc i RdRp gena srpski izolati TSWV
grupiSu u 26, 19, 27, 26, odnosno 15 haplotipova. U cilju sagledavanja geneaoloskih odnosa
haplotipova pronadenih u populaciji TSWV u Srbiji, za svaki od pet genskih regiona primenom
median-joining networks algoritma rekonstruisana je i mreza haplotipova, koja je potvrdila rezultate
filogenetskih analiza za svaki ispitivani genski region o viSe nezavisnih introdukcija izolata TSWV u
nasu zemlju iz razlicitih delova sveta. Haplotipovi pronadeni u populaciji TSWV u Srbiji na osnovu
sekvenci svih genskih regiona zauzeli su uglavnom pericentralna mesta, dok su neki od njih
predstavljali i tranzicione ¢vorove ka drugim haplotipovima §to ukazuje da je u okviru nase zemlje
doslo i do razvoja 1 Sirenja populacije nastale unutar same teritorije nase zemlje.

Primenom RDP v.4.101 softvera prisustvo rekombinacija u M segmentu potvrdeno je kod
izolata 224-16 poreklom iz ukrasne biljke Cinia sp. koji predstavlja prirodnog rekombinanta izmedu
srpskih izolata 525-11 poreklom iz paprike koji pripada klasteru Il i 232-17 poreklom iz ukrasne
biljke Osteospermum sp. koji pripada klasteru I na osnovu filogenetskih analiza.

Rezultati ,,codon-based* Z-testa selekcije ukazuju na dominantan uticaj negativne (purifying)
selekcije na svih pet genskih regiona odabranih izolata TSWV poreklom iz Srbije. Medutim,
testiranjem svakog para sekvenci NSm i Gn-Gc gena odabranih izolata utvrden je uticaj pozitivne
selekcije kod pet testiranih parova sekvenci NSm gena (169-13 i 108-19, 170-14 i 108-19, 177-14 i
108-19, i 179-15 i 108-19), kao i kod cetiri para sekvenci Gn-Gc gena (108-19 i 179-15, 109-19 i
179-15, 110-19 1 179-15, 1 113-19 1 179-15) izolata poreklom iz paradajza. lako negativna selekcija
ima ulogu ocuvanja funkcije proteina, utvrdivanje odredenih aminokiselina koje su pod uticajem
pozitivne selekcije ukazuje na prilagodavanje virusa odredenim promenama, kao §to je pojava
mutacija kod NSm gena usled selekcionog pritiska izazvanog koriS¢enjem otpornih hibrida paradajza
otpornih na TSWV.

Bioloska karakterizacija odabranih izolata TSWV poreklom iz paradajza hibrida ‘Wrestler
F1’°, sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti, mehanickim inokulacijama otpornih i osetljivih hibrida
paradajza i paprike komercijalno dostupnih na naSem trziStu pokazala je da je svih Sest sprskih RB
izolata TSWV sposobno da prevazide otpornost ugradenu u komercijalne hibride paradajza, ali ne i
paprike.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na heterogenost prirodne populacije TSWV u
Srbiji kojoj doprinosi vise nezavisnih introdukcija izolata TSWV u nasu zemlju iz drugih delova
sveta. Takode, varijabilnost populacije ovog virusa u naSoj zemlji posledica je i pojave mutacija,
rekombinacija 1 pseudorekombinacija. Tokom ovih istrazivanja prvi put je utvrdeno postojanje
mutacija u okviru NSm gena srpskih izolata TSWV koje su izazvale supstituciju dve aminokiseline,
ili C118Y ili T120N, karakteristicnih za RB izolate sposobne da prevazidu otpornost ugradenu u
komercijalne sorte paradajza. Velika sli¢nost RB izolata TSWV, zabelezenih tokom ovih istrazivanja,
sa srpskim RI izolatima ukazuje na njihov razvoj iz lokalne populacije pod uticajem pozitivne
selekcije i selekcionog pritiska izazvanog gajenjem otpornih sorti paradajza. Osim toga, u prirodnoj
populaciji TSWV u Srbiji utvrdeno je i postojanje geneti¢kih izmena putem rekombinacija, ali i
pseudorekombinacija genomnih segmenata. Medutim, iako je stopa rekombinacija i
pseudorekombinacija u ovim istrazivanjima niska, ukazuje na faktore koji uti¢u na oblikovanje
populacije TSWV u Srbiji. Osim toga, nove rekombinacije i pseudorekombinacije mogu biti
favorizovane unosom novih izolata u regione gde su potencijalni domacini ve¢ zarazeni nekim od
izolata TSWV prisutnih na tom podrucju. Iako su ova istrazivanja pokazala da se populacija TSWV
u Srbiji nalazi pod dominantnim uticajem negativne (purifying) selekcije, primecen je izvestan uticaj
pozitivne selekcije kod sekvenci NSm i Gn-Gc gena pojedinih izolata poreklom iz paradajza. Pored
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doprinosa u sagledavanju strukture i sastava populacije ovog virusa u na$oj zemlji, ova disertacija
omogucava dalja molekularna epidemioloska istrazivanja i primenu efikasnijih i dugotrajnijih
strategija kontrole oboljenja koja ovaj virus izaziva u nasoj zemlji.
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PRILOG 1. Sekvence N gena izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koje su
preuzete iz GenBank baze podataka i1 koriS¢ene za filogenetske analize

Izolat? Zemlja porekla Biljka domacéin Pristupni broj
97 Bugarska Nicotiana tabacum AJ296598
45-12 Srbija Solanum lycopersicum  MG922823
L3 Bugarska Nicotiana tabacum D13926

20 Da96/1 Dabhlia sp. AJ296602
GD98 Nicotiana tabacum AJ297609
39-06 Srbija GQ373172
BS97 Bugarska AJ297610
Is-56 Crna Gora GU369729
53-05 Srbija GQ373173
33-06 GQ355467
T992 Italija Solanum lycopersicum  AY848922
NC-3 SAD Dabhlia sp. AYT744478
TSWV-GP Juzna Afrika Arachis hypogaea EF059705
TSWV-MP EF059706
555-12 Srbija Solanum lycopersicum  MG922824
NC-1 SAD Dabhlia sp. AY744476
646-11 Srbija Solanum lycopersicum  KF184652
LE98/527 Nemacka Lysimachia sp. AJ297611
TSWV-D Holandija Dabhlia sp. AF020660
C27084 Ceska Calla sp. AJ296599
Br20 Brazil Capsicum annuum DQ915948
SPAIN-2 Spanija Solanum lycopersicum  AY744480
VE430 Capsicum annuum DQ376184
LC / X94550
SPAIN-1 Solanum lycopersicum  AY744479
p105/2006RB Italija Capsicum annuum DQ915946
P267 DQ376180
Iw Japan Solanum lycopersicum  AB277581
AC SAD Nicotiana tabacum AF064469
NC-2 Arachis hypogaea AYT44477
MC Nicotiana tabacum AF064472
10 Arachis hypogaea AF020659
CA-4 Chrysanthemum spp. AYT744471
CA-1 Aster sp. AY744468
L Lactuca sativa X61799

H / AF306490
BL Lactuca sativa L20953
TSWV-4 Juzna Koreja Capsicum annuum KC261949
TSWV-7 KC261958
KAlxe Ixeris chinensis EF195227
KAPo Solanum tuberosum EF195228
France81 Francuska Capsicum annuum FR693053
SO46 Solanum lycopersicum  FR693255
Japan Japan / AB010997
@) Capsicum annuum AB277582

Legenda: Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;
/-Nema podataka.
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PRILOG 2. Sekvence NSs gena izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koje su
preuzete iz GenBank baze podataka i1 koriS¢ene za filogenetske analize

Izolat? Zemlja porekla Biljka domacéin Pristupni broj
Is-56 Crna Gora Nicotiana tabacum GU369740
BS97 Bugarska AJAL18TT7
L3 D13926
GD98 AJ418780
p202/3WT Italija Capsicum annuum HQ830187
PepCal 24 MG989676
PepCal 12 MG989674
Pujol1TL3 Spanija Solanum lycopersicum ~ KP008131
NC-3 SAD Dabhlia sp. AY744478
LE98/527 Nemacka Lysimachia sp. AJ418781
TSWV-12 Juzna Koreja Lactuca sativa KC261967
TSWV-17 Stellaria media KC261973
NC-1 SAD Dabhlia sp. AY744476
TSWV-D Holandija AF020660
TSWV-7 Juzna Koreja Capsicum annuum KC261958
TSWV-4 KC261949
SO46 Francuska Solanum lycopersicum  FR693031
France81 Capsicum annuum FR692829
Br20 Brazil DQ915948
SPAIN-2 Spanija Solanum lycopersicum  AY744480
VE430 Capsicum annuum DQ376184
LL-N.05 Solanum lycopersicum  KP008129
SPAIN-1 AY744479
PVR Capsicum annuum KP008134
TSWV-M SAD Arachis hypogaea AY870391
CA-4 Chrysanthemum spp. AY 744471
CA-1 Aster sp. AY 744468
p105/2006RB Italija Capsicum annuum DQ915946
P267 DQ376180
10 SAD Arachis hypogaea AF020659
NC-2 AY 744477
TSWV-T AY870392

Legenda: ®Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;
/-Nema podataka.
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PRILOG 3. Sekvence kompletnog M segmenta (NSm i Gn-Gc gena) izolata virusa
bronzavosti paradajza (TSWV) koje su preuzete iz GenBank baze podataka i kori$¢ene
za filogenetske analize (deo 1)

Zemlja anBanl_< !:enotip

Izolat? porekla Biljka domacéin pristupni izolata
broj (RIili RB)P

CA-4 SAD Chrysanthemum spp.  AY744482 RI
CA-5 AY744483
CA-6 AY744484
LL-N.05 Spanija Solanum lycopersicum FM163373
Z0 FM163372
TSWV-18 Juzna Koreja Chrysanthemum spp.  KC261975
Pepperl CY-CN Capsicum annuum HM581938
Pepper2 CY-CN HM581941
Unknown AB190818
CA-3 SAD Chrysanthemum spp.  AY744481
CA-7 Dabhlia sp. AY 744485
NC-4 Nicotiana tabacum AY744487
NC-5 AY744488
NC-6 Capsicum annuum AY 744489
NC-7 Nicotiana tabacum AY 744490
NC-8 Solanum lycopersicum AY744491
TSWV-T Arachis hypogaea AY870389
TSWV-M AY870390
Regular2A / AF208498 RB
TSWV-5 Juzna Koreja Stellaria aquatica KC261951 RI
TSWV-6 Stellaria media KC261954
TSWV-8 Lactuca indica KC261960
TSWV-10 Stellaria aquatica KC261963
TSWV-16 Solanum lycopersicum KC261969
NJ-JN HM581935
AbINL?2 Spanija HM015510
TSWV-7 Juzna Koreja Capsicum annuum KC261957
SPAIN-2 Spanija Solanum lycopersicum AY744493
TSWV-4 Juzna Koreja Capsicum annuum KC261948
SPAIN-1 Spanija Solanum lycopersicum  AY744492
GriNL2 HM015513
Monl1NL2 HMO015514
LI02TL3 HMO015518 RB
ViTL3 HM015522
Gr5TL1 HM015523
Rib1TL1 HM015524
ALPA Capsicum annuum HQ537114 RI
GRAU Solanum lycopersicum FM163370 RB
GA-1L FM163371 RI
YNrp Kina Capsicum annuum KM657117
YNta Nicotiana tabacum KU552117
DalNL2 Spanija Solanum lycopersicum HMO015512
/ Brazil / S48091
BRO1 NC002050

120



PRILOG 3. Sekvence kompletnog M segmenta (NSm i Gn-Gc gena) izolata virusa
bronzavosti paradajza (TSWV) koje su preuzete iz GenBank baze podataka i kori$¢ene
za filogenetske analize (deo 2)

Zemlja anBanl_< !:enotip

Izolat? porekla Biljka domacéin pristupni izolata
broj (RIili RB)P

TSWV-17 Juzna Koreja Stellaria media KC261972
TSWV-12 Lactuca sativa KC261966
p202/3WT Italija Capsicum annuum HQ830188
NC-3 SAD Dabhlia sp. AY 744486
p202/3RB Italija Capsicum annuum HQ830185
CrINL2 Spanija Solanum lycopersicum HMO015511
AglTL3 HMO015515 RB
BerlTL3 HMO015517
OllerdTL3 HMO015519
Pujol1TL3 HM015520
SalalTL3 HM015521
D SAD / AF208497 RI

Legenda: ®Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;

PRI (resistance-inducing) izolati TSWV-izolati koji podsticu otpornost sorti paradajza sa
ugradenim Sw-5b genom otpornosti, RB (resistance-breaking) izolati TSWV-izolati koji su
sposobni da prevazidu otpornost sorti paradajza sa ugradenim Sw-5b genom otpornosti;

/-Nema podataka.
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PRILOG 4. Sekvence RdRp gena izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) koje

su preuzete iz GenBank baze podataka i koriS¢ene za filogenetske analize

GenBank
Izolat? Zemlja porekla Biljka domacin pristupni broj
TBV65 Bosna i Hercegovina Nicotiana tabacum KY437074
CG-1 Kina Lactuca sativa JN664254
YNrp Capsicum annuum KM657120
TSWV-LE Lactuca sativa KU976394
Laziol7 Italija Capsicum annuum MK348943
Tarquinia MK348942
MR-01 Kalifornija Cichorium intybus MG593197
Hawaii SAD / AY070218
BasC SAD Ocimum basilicum MH745370
LL-N.05 Spanija Solanum lycopersicum  KP008128
LK-1 Juzna Afrika Amaranthus thunbergii  KY 250488
TOS-301 Iran / KY923207
T-3/55 KY923206
PepCal22 Italija Capsicum annuum MH763622
PV1 Bosna i Hercegovina KY437070
LYES51 Francuska Solanum lycopersicum  MK792774
p202/3WT Italija Capsicum annuum KJ575619
Pujol1TL3 Spanija Solanum lycopersicum  KP008130
PepCall10 Italija Capsicum annuum MH763621
TSWV-5 Juzna Koreja Stellaria aquatica KC261950
TSWV-4 Capsicum annuum KC261947
Pepperl CY-CN HM581937
WA-USA SAD Arachis hypogaea KP827649
PAO1 Capsicum annuum KT160280
p105 Italija KJ575620
PVR Spanija KP008132

Legenda: ®Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;
/-Nema podataka.
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PRILOG 5. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad d

ispitivanih izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije

ijjagonale) N gena svih
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185-15 / 98.1 | 96.9 | 96.9 |100.0| 99.4 | 99.4 | 99.4 | 99.4 [ 98.8 | 98.8 | 96.9 | 97.5 [ 98.8 | 96.9 [ 96.9 | 96.3 [ 96.3 | 98.1 | 97.5 | 975 [ 98.1 | 98.1 | 97.5 | 98.8 | 98.8 | 99.4 | 99.4 | 99.4 | 98.8 | 98.8 | 98.1 [ 93.8 | 92.6 [ 944 | 93.2 | 944 | 94.4 | 944 | 94.4 | 93.2
111-19] 99.3 / 96.3 | 96.3 [ 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 98.1 | 95.1 | 96.9 | 98.1 | 96.3 [ 96.3 | 95.7 [ 95.7 | 975 | 96.9 | 96.9 | 97.5 | 975 | 96.9 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 98.1 | 975 [ 93.2 | 92.0 | 93.8 | 92.6 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 92.6
58-15 [ 98.9 | 98.6 / 100.0| 96.9 [ 97.5 | 975 | 97.5 | 975 [ 96.9 | 96.9 | 97.5 | 99.4 | 98.1 |100.0|100.0f 99.4 | 98.1 | 98.8 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 96.9 | 96.9 | 97.5 | 975 | 97.5 | 96.9 | 96.9 | 98.8 | 93.8 | 92.6 | 944 | 93.2 | 944 [ 944 | 944 | 944 | 938
71-15 [ 98.9 | 98.6 | 100.0 / 96.9 | 97.5 [ 97.5 | 975 | 97.5 | 96.9 | 96.9 | 97.5 | 99.4 | 98.1 |100.0|100.0| 99.4 | 98.1 | 98.8 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 [ 98.1 | 96.9 | 96.9 | 97.5 [ 97.5 | 97.5 [ 96.9 | 96.9 | 98.8 | 93.8 | 92.6 | 94.4 | 93.2 | 94.4 | 944 | 944 | 94.4 | 93.8
177-141100.0| 99.3 | 98.9 | 989 / 99.4 | 994 | 99.4 | 994 | 98.8 | 988 | 96.9 | 975 | 98.8 | 96.9 | 96.9 | 96.3 | 96.3 | 98.1 | 97.5 | 975 | 98.1 | 98.1 | 97.5 | 98.8 | 98.8 | 99.4 | 994 [ 99.4 | 98.8 | 98.8 | 98.1 [ 93.8 | 92.6 | 944 | 93.2 | 944 | 944 | 944 | 944 | 932
170-14) 99.8 | 99.5 | 99.1 | 99.1 | 99.8 / 100.0/100.0]100.0| 994 | 99.4 | 96.3 | 98.1 | 994 | 97.5 | 975 | 96.9 | 96.9 [ 98.8 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 99.4 | 99.4 |100.0|100.0|100.0| 99.4 | 994 | 98.8 | 944 [ 93.2 | 95.1 | 93.8 | 95.1 [ 95.1 | 95.1 | 95.1 | 93.8
179-15) 99.8 | 995 | 99.1 | 99.1 | 99.8 | 100.0 / 100.0]100.0f 99.4 | 994 | 96.3 | 98.1 | 994 | 975 | 975 | 96.9 | 96.9 | 98.8 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 99.4 | 994 [100.0|100.0[100.0] 994 | 99.4 | 988 [ 944 | 932 | 95.1 | 938 | 951 | 951 | 95.1 | 951 | 93.8
181-15] 99.8 | 99.5 | 99.1 | 99.1 | 99.8 | 100.0 | 100.0 / 100.0] 994 [ 99.4 | 96.3 | 98.1 | 99.4 [ 97.5 | 975 | 96.9 | 96.9 | 98.8 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 99.4 | 99.4 | 100.0(100.0|100.0 | 99.4 | 99.4 | 98.8 | 94.4 | 93.2 | 95.1 | 93.8 [ 95.1 | 95.1 [ 95.1 | 95.1 | 93.8
109-19] 99.8 | 99.5 | 99.1 | 99.1 | 99.8 | 100.0 | 100.0 | 100.0 / 99.4 | 994 | 96.3 | 98.1 [ 99.4 | 975 [ 97.5 | 96.9 | 96.9 | 98.8 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 99.4 | 99.4 [100.0|100.0[100.0| 99.4 | 99.4 | 988 [ 944 | 93.2 | 95.1 | 93.8 | 95.1 | 95.1 | 95.1 | 95.1 | 93.8
169-13) 996 | 99.3 | 989 | 98.9 | 99.6 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.8 / 98.8 | 957 | 975 | 988 | 96.9 | 96.9 | 96.3 | 96.3 [ 98.1 | 975 [ 97.5 | 98.1 | 98.1 | 975 | 98.8 | 98.8 | 994 | 99.4 | 994 | 98.8 | 988 | 98.1 | 938 [ 92.6 | 944 | 93.2 | 944 [ 944 | 944 | 944 | 93.2
108-19) 99.6 | 99.3 | 98.9 | 98.9 | 99.6 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.6 / 95.7 | 975 | 98.8 | 96.9 | 96.9 | 96.3 | 96.3 | 98.1 [ 97.5 | 97.5 | 98.1 | 98.1 [ 97.5 | 98.8 | 98.8 | 99.4 [ 99.4 | 99.4 [100.0|100.0( 98.1 | 93.8 | 92.6 | 94.4 | 93.2 | 944 | 944 | 944 | 94.4 | 93.2
555-12| 98.9 | 98.2 | 99.3 | 99.3 | 98.9 | 98.7 | 98.7 | 98.7 | 98.7 | 98.6 | 98.6 / 98.1 | 96.9 [ 975 | 975 | 96.9 | 96.9 | 97.5 | 96.9 | 96.9 | 97.5 | 97.5 | 96.9 | 95.7 | 95.7 | 96.3 | 96.3 | 96.3 | 95.7 | 95.7 | 97.5 | 92.0 | 90.7 | 92.6 | 914 [ 92.6 | 926 | 92.6 | 926 | 92.6
646-11) 99.1 | 98.7 | 99.8 | 99.8 | 99.1 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.1 [ 99.1 | 99.5 / 98.8 | 994 [ 99.4 | 988 | 98.8 | 99.4 | 98.8 | 98.8 | 994 | 99.4 | 98.8 | 975 | 975 | 98.1 | 98.1 | 98.1 | 975 | 97.5 | 994 [ 93.8 | 926 | 944 | 932 | 944 | 944 | 944 | 944 | 944
45-12 | 99.5 [ 99.1 | 99.1 | 99.1 | 99.5 [ 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.5 | 99.5 | 98.7 | 99.3 / 98.1 | 98.1 | 97.5 | 975 | 994 | 98.8 | 98.8 | 99.4 | 99.4 | 98.8 | 98.8 | 98.8 | 99.4 | 99.4 | 99.4 | 98.8 | 98.8 | 99.4 | 93.8 | 92.6 | 94.4 | 932 | 94.4 [ 944 | 94.4 | 944 | 94.4
156-07 | 98.9 | 98.6 | 100.0/100.0] 98.9 | 99.1 | 99.1 | 99.1 | 99.1 | 98.9 [ 98.9 | 99.3 | 99.8 | 99.1 / 100.0| 994 | 98.1 | 98.8 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 96.9 | 96.9 | 975 | 97.5 | 975 | 96.9 | 96.9 | 98.8 | 93.8 | 92.6 | 944 | 93.2 [ 94.4 | 944 [ 94.4 | 944 | 93.8
512-11) 98.9 | 98.6 | 100.0/100.0] 98.9 | 99.1 | 99.1 | 99.1 | 99.1 | 98.9 | 98.9 | 99.3 | 99.8 | 99.1 [100.0 / 99.4 | 98.1 [ 98.8 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 96.9 | 96.9 | 97.5 | 97.5 | 97.5 | 96.9 | 96.9 | 98.8 | 93.8 [ 92.6 | 944 | 93.2 | 944 [ 944 | 944 | 944 | 93.8
335-16) 98.7 [ 98.4 | 99.8 | 99.8 | 98.7 | 98.9 | 989 | 98.9 | 989 | 98.7 | 98.7 | 99.1 | 99.6 | 98.9 | 99.8 | 99.8 / 975 ) 981 [ 981 ]| 975|981 ] 98.1 | 975 | 975 | 975 | 96.9 | 96.9 | 96.9 | 96.3 | 96.3 | 98.1 [ 93.2 | 92.0 | 93.8 | 92.6 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.2
147-05) 98.6 | 98.2 | 99.3 | 99.3 | 98.6 | 98.7 | 98.7 | 98.7 | 98.7 | 98.6 | 98.6 | 98.9 | 99.5 | 98.7 [ 99.3 | 99.3 | 99.1 / 98.1 | 975 [ 975 | 98.1 | 98.1 | 975 | 96.3 | 96.3 | 96.9 | 96.9 | 96.9 | 96.3 | 96.3 | 98.1 | 92.6 | 91.4 | 93.2 | 92.0 | 93.2 [ 93.2 | 93.2 | 93.2 | 93.2
525-11) 99.3 | 98.9 | 99.6 | 99.6 | 99.3 | 99.5 | 99.5 | 99.5 | 99.5 | 99.3 [ 99.3 | 99.3 | 99.8 | 995 [ 99.6 | 99.6 | 99.5 | 99.3 / 99.4 | 99.4 [100.0]|100.0] 99.4 | 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 98.1 |100.0| 94.4 | 93.2 | 95.1 | 93.8 [ 95.1 | 95.1 | 95.1 | 95.1 | 95.1
303-05) 99.3 [ 98.9 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.5 | 99.5 | 995 [ 99.5 | 99.3 [ 99.3 | 98.9 | 99.5 | 995 [ 99.3 | 99.3 | 99.3 | 98.9 | 99.6 / 98.8 | 99.4 | 994 | 988 | 98.1 | 98.1 | 98.1 | 98.1 | 98.1 | 975 | 975 | 99.4 | 938 [ 92.6 | 944 | 93.2 | 944 [ 944 | 944 | 944 | 944
437-10[ 99.1 | 98.7 | 99.1 | 99.1 | 99.1 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.1 | 99.1 | 98.7 | 99.3 | 99.3 | 99.1 | 99.1 | 98.9 | 98.7 | 99.5 [ 99.5 / 99.4 | 99.4 [ 988 | 97.5 | 97.5 | 98.1 | 98.1 | 98.1 [ 97.5 | 975 | 994 | 93.8 | 92.6 | 94.4 | 93.2 | 944 | 944 | 944 | 94.4 | 944
435-10| 99.3 | 98.9 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.5 | 99.5 | 99.5 | 99.5 | 99.3 | 99.3 | 98.9 | 995 [ 99.5 | 99.3 | 99.3 | 99.1 | 98.9 | 99.6 | 99.6 | 99.8 / 100.0] 994 [ 98.1 | 98.1 | 98.8 | 98.8 [ 98.8 | 98.1 | 98.1 | 100.0| 94.4 | 932 | 95.1 | 93.8 | 95.1 | 95.1 | 95.1 | 95.1 | 95.1
259-15] 995 | 99.1 | 995 | 99.5 | 995 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.5 | 99.5 | 99.1 | 99.6 | 99.6 [ 99.5 | 995 | 99.3 | 99.1 [ 99.8 | 99.8 | 99.6 | 99.8 / 99.4 | 98.1 | 98.1 | 988 [ 98.8 | 98.8 | 98.1 | 98.1 |100.0| 944 | 93.2 | 95.1 | 93.8 | 95.1 | 95.1 [ 95.1 | 95.1 | 95.1
526-11] 99.3 | 98.9 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.5 | 995 | 99.5 | 995 | 99.3 | 99.3 | 98.9 | 99.5 | 99.5 [ 99.3 | 99.3 | 99.1 | 98.9 | 99.6 | 99.6 | 99.5 | 99.6 | 99.8 / 975|975 | 98.1 | 98.1 | 98.1 | 97.5 | 975 | 99.4 [ 93.8 | 92.6 | 944 | 93.2 | 944 | 94.4 | 944 | 944 | 944
260-15] 995 [ 99.1 | 98.7 | 98.7 | 99.5 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.5 [ 99.5 | 984 | 98.9 | 99.3 [ 98.7 | 98.7 | 98.9 | 98.4 [ 99.1 | 99.3 | 98.9 | 99.1 | 99.3 | 99.1 / 100.0] 994 | 99.4 | 99.4 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 93.8 | 92.6 | 944 | 932 | 94.4 | 944 [ 94.4 | 944 | 93.2
108-17 ) 99.6 | 99.3 | 98.9 | 98.9 | 99.6 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.6 | 99.6 | 98.6 | 99.1 | 995 [ 98.9 | 98.9 | 99.1 | 98.6 | 99.3 | 99.5 | 99.1 | 99.3 | 99.5 | 99.3 | 99.8 / 99.4 | 994 [ 99.4 | 98.8 | 98.8 | 98.1 | 93.8 | 92.6 | 944 | 932 | 944 | 94.4 | 944 | 944 | 932
147-17) 99.8 [ 99.5 | 99.1 | 99.1 | 99.8 | 100.0 | 100.0 | 100.0 | 100.0 | 99.8 | 99.8 | 98.7 | 99.3 | 99.6 [ 99.1 | 99.1 [ 98.9 | 98.7 [ 99.5 | 99.5 | 99.3 | 995 | 99.6 | 99.5 | 99.6 | 99.8 / 100.0]100.0] 99.4 | 994 [ 98.8 | 944 [ 93.2 | 95.1 | 93.8 | 95.1 [ 951 | 95.1 | 95.1 | 93.8
186-16 | 99.8 | 99.5 | 99.1 | 99.1 | 99.8 | 100.0 | 100.0 | 100.0 [ 100.0 | 99.8 | 99.8 | 98.7 | 99.3 | 996 [ 99.1 | 99.1 | 98.9 | 98.7 | 99.5 | 99.5 | 99.3 | 99.5 | 99.6 | 99.5 | 99.6 | 99.8 | 100.0 / 100.0| 994 | 99.4 | 98.8 | 94.4 | 93.2 | 95.1 | 938 [ 95.1 | 95.1 [ 95.1 | 95.1 | 93.8
112-19) 99.8 | 99.5 | 99.1 | 99.1 | 99.8 | 100.0 | 100.0| 100.0 [ 100.0 | 99.8 | 99.8 | 98.7 | 99.3 | 996 [ 99.1 | 99.1 | 98.9 | 98.7 | 99.5 | 99.5 | 99.3 | 99.5 | 99.6 | 99.5 | 99.6 | 99.8 | 100.0 | 100.0 / 99.4 | 994 | 98.8 | 944 | 93.2 | 95.1 | 938 [ 95.1 | 95.1 | 95.1 | 95.1 | 93.8
113-19) 996 [ 99.3 | 989 | 98.9 | 996 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.6 [100.0| 98.6 [ 99.1 | 995 [ 98.9 | 98.9 | 98.7 | 986 [ 99.3 | 99.3 | 99.1 | 99.3 | 995 | 99.3 | 995 | 99.6 | 99.8 | 99.8 | 99.8 / 100.0) 98.1 [ 93.8 | 926 | 944 | 932 | 944 | 944 | 944 | 944 | 932
110-19) 99.6 | 99.3 | 98.9 | 98.9 | 99.6 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.6 | 100.0| 98.6 | 99.1 | 99.5 [ 98.9 | 98.9 | 98.7 | 98.6 | 99.3 | 99.3 | 99.1 | 99.3 [ 99.5 | 99.3 | 99.5 | 99.6 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 100.0 / 98.1 | 93.8 [ 926 | 94.4 | 932 | 94.4 [ 944 | 94.4 | 944 | 93.2
343-15) 98.9 | 98.6 | 98.9 | 98.9 | 989 | 99.1 | 99.1 | 99.1 | 99.1 | 98.9 | 98.9 | 98.6 | 99.1 | 995 [ 98.9 | 98.9 | 98.7 | 986 [ 99.3 | 99.3 | 99.1 | 99.3 | 99.5 | 99.3 | 98.7 | 989 | 99.1 [ 99.1 | 99.1 | 98.9 | 98.9 / 94.4 |1 932 | 95.1 | 938 | 95.1 | 95.1 [ 95.1 | 95.1 | 95.1
212-15) 97.1 [ 96.8 | 97.1 | 971 | 97.1 | 973 | 97.3 | 97.3 | 973 | 97.1 | 97.1 | 968 | 97.3 | 97.3 [ 97.1 | 97.1 | 96.9 | 96.8 [ 975 | 97.1 | 96.9 | 97.1 | 973 | 97.1 | 97.1 | 97.1 | 973 [ 973 | 973 [ 97.1 | 97.1 | 97.1 / 9751994 | 981 | 994 | 994 [ 994 | 98.1 | 94.4
232-17 )| 96.8 | 96.4 | 96.8 | 96.8 | 96.8 | 96.9 | 96.9 | 96.9 | 96.9 | 96.8 | 96.8 | 96.4 | 96.9 | 96.9 [ 96.8 | 96.8 | 96.6 | 96.4 [ 97.1 | 96.8 [ 96.6 | 96.8 | 96.9 | 96.8 | 96.8 | 96.8 | 96.9 | 96.9 | 96.9 | 96.8 | 96.8 | 96.8 | 99.3 / 98.1 | 96.9 | 98.1 | 98.1 | 98.1 | 96.9 | 93.2
228-15) 97.3 [ 96.9 | 97.3 | 97.3 | 97.3 | 97.5 | 975 | 975 | 975 | 97.3 | 97.3 | 96.9 | 975 | 975 [ 973 | 97.3 | 97.1 | 96.9 [ 97.7 | 97.3 | 97.1 | 97.3 | 97.5 | 97.3 | 97.3 | 97.3 | 975 | 975 | 975 [ 97.3 | 97.3 [ 97.3 | 99.8 | 995 / 98.8 |100.0(100.0|100.0| 98.8 | 95.1
230-17 ) 96.9 | 96.6 | 96.9 | 96.9 | 96.9 | 97.1 | 97.1 | 97.1 | 97.1 | 96.9 | 96.9 | 96.6 [ 97.1 | 97.1 [ 96.9 | 96.9 | 96.8 | 96.6 [ 97.3 | 96.9 | 96.8 | 96.9 | 97.1 | 96.9 | 96.9 | 96.9 | 97.1 [ 97.1 | 97.1 | 96.9 | 96.9 | 96.9 | 995 | 99.1 | 99.6 / 98.8 | 98.8 | 98.8 | 975 | 93.8
220-16) 97.3 [ 969 | 97.3 | 973 | 97.3 | 975 | 975 | 975 | 975 | 973 | 973 | 96.9 | 975 | 975 [ 973 | 973 [ 97.1 | 969 [ 97.7 | 97.3 [ 97.1 | 97.3 | 975 | 973 | 97.3 | 97.3 | 975 | 975 | 975 | 97.3 | 97.3 [ 97.3 | 99.8 [ 99.5 | 100.0 | 99.6 / 100.0|100.0] 98.8 | 95.1
224-16) 97.3 | 96.9 | 97.3 | 97.3 | 97.3 | 97.5 | 975 | 975 | 975 | 97.3 | 97.3 | 96.9 | 97.5 | 975 [ 973 | 97.3 | 97.1 | 96.9 [ 97.7 | 97.3 | 97.1 | 97.3 | 97.5 | 97.3 | 97.3 | 97.3 | 975 | 975 | 975 [ 97.3 | 97.3 | 97.3 | 99.8 | 99.5 | 100.0| 99.6 | 100.0 / 100.0| 98.8 | 95.1
192-17) 97.3 [ 96.9 | 97.3 | 97.3 | 97.3 | 97.5 | 975 | 975 | 975 | 97.3 [ 97.3 | 96.9 | 97.5 | 975 [ 973 | 97.3 | 97.1 | 96.9 [ 97.7 | 97.3 | 97.1 | 97.3 | 97.5 | 97.3 | 97.3 | 97.3 | 975 [ 975 | 975 [ 97.3 | 97.3 | 97.3 | 99.8 | 99.5 | 100.0| 99.6 | 100.0 | 100.0 / 98.8 | 95.1
42-12 1 97.3 | 969 | 97.3 | 973 | 97.3 | 97.5 | 975 | 975 | 975 | 973 [ 973 | 96.9 [ 975 | 975 [ 973 | 97.3 | 97.1 | 969 [ 97.7 | 973 | 97.1 | 973 | 975 | 973 | 97.3 | 973 | 975 | 975 | 975 [ 973 | 97.3 [ 97.3 | 99.1 | 98.7 | 99.3 | 98.9 | 99.3 | 99.3 | 99.3 / 95.1
345-15)| 97.3 | 96.9 | 97.7 | 97.7 | 97.3 | 975 | 975 | 975 | 975 | 973 | 973 | 973 | 978 | 97.8 | 97.7 | 97.7 | 975 | 97.3 [ 98.0 | 97.7 | 975 | 97.7 | 97.8 | 97.7 [ 97.1 | 97.3 | 97.5 | 975 | 975 | 97.3 | 97.3 | 97.7 | 98.0 | 97.7 | 98.2 | 97.8 | 98.2 | 98.2 | 98.2 | 98.2 /
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PRILOG 6. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i
ispitivanih izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije

izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad dijagonale) NSs

gena svih
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147-05| / 90.4 | 90.4 | 90.4 | 90.4 | 96.8 | 90.4 | 89.3 | 98.4 [ 91.4 [ 979 [ 979 | 98.4 | 98.4 | 96.3 | 979 | 96.8 | 96.3 | 96.8 | 96.8 | 96.8 [ 96.8 | 984 | 96.8 [ 98.4 [ 979 | 96.8 | 97.3 | 96.8 | 96.3 | 979 | 95.7 | 96.8 | 96.8
232-17 [ 96.0 / 100.0 [ 100.0 ( 100.0 | 88.8 [ 100.0| 98.9 | 90.4 | 96.3 | 89.8 | 89.8 | 90.4 | 90.4 | 88.2 | 89.8 | 89.8 | 89.3 | 89.8 [ 89.8 [ 89.8 | 89.8 | 90.4 | 89.8 | 90.4 | 89.8 | 89.8 | 89.3 | 89.8 | 89.3 [ 90.4 | 88.8 | 88.8 [ 89.8
192-17 ] 96.0 | 100.0 / 100.0 [ 100.0 ( 88.8 [ 100.0| 98.9 | 90.4 | 96.3 | 89.8 | 89.8 | 90.4 | 90.4 | 88.2 | 89.8 | 89.8 [ 89.3 [ 89.8 | 89.8 [ 89.8 | 89.8 | 90.4 | 89.8 | 90.4 | 89.8 | 89.8 | 89.3 | 89.8 | 89.3 [ 90.4 | 88.8 | 88.8 [ 89.8
230-17 [ 96.0 { 100.0  100.0 / 100.0| 88.8 [100.0| 98.9 [ 90.4 [ 96.3 | 89.8 | 89.8 | 90.4 | 90.4 | 88.2 | 89.8 | 89.8 | 89.3 | 89.8 | 89.8 | 89.8 [ 89.8 [ 90.4 | 89.8 [ 90.4 [ 89.8 | 89.8 | 89.3 | 89.8 | 89.3 | 90.4 | 88.8 | 88.8 | 89.8
224-16196.0 [ 100.0 { 100.0 | 100.0 / 88.8 1100.0] 98.9 | 90.4 | 96.3 | 89.8 | 89.8 [ 90.4 [ 90.4 | 88.2 [ 89.8 [ 89.8 | 89.3 | 89.8 | 89.8 | 89.8 | 89.8 | 90.4 | 89.8 | 90.4 | 89.8 | 89.8 | 89.3 [ 89.8 [ 89.3 | 90.4 | 88.8 | 88.8 | 89.8
303-05[98.3 [ 95.2 [ 95.2 | 95.2 | 95.2 / 88.8 | 87.7 | 984 | 90.4 | 97.9 | 98.9 [ 98.4 | 98.4 | 98.4 [ 989 [ 979 | 97.3 | 979 | 979 | 979 | 979 | 984 | 97.9 | 984 | 98.9 [ 97.9 | 984 [ 97.9 [ 97.3 | 979 | 96.8 | 979 | 979
212-15]96.0 [ 100.0 { 100.0 | 100.0 | 100.0| 95.2 / 98.9 | 90.4 | 96.3 | 89.8 | 89.8 | 90.4 | 90.4 | 88.2 | 89.8 | 89.8 [ 89.3 [ 89.8 | 89.8 [ 89.8 | 89.8 | 90.4 | 89.8 | 90.4 | 89.8 | 89.8 | 89.3 | 89.8 | 89.3 [ 90.4 | 88.8 | 88.8 [ 89.8
42-12 195.5] 99.5 | 995 | 99.5 | 99.5 | 94.7 | 995 / 89.3 | 952 | 88.8 | 88.8 | 89.3 | 89.3 | 87.2 | 88.8 | 88.8 | 88.2 | 88.83 | 88.8 | 88.8 | 88.8 | 89.3 | 88.8 | 89.3 | 88.8 | 88.8 | 88.2 [ 88.8 | 88.2 | 89.3 | 87.7 | 87.7 | 88.8
156-07199.4 | 96.0 | 96.0 | 96.0 | 96.0 | 98.6 [ 96.0 [ 95.5 / 92.0 | 98.4 | 99.5 [100.0(100.0| 97.9 [ 99.5 | 98.4 | 979 | 98.4 | 98.4 | 98.4 | 98.4 | 100.0| 98.4 | 100.0| 99.5 | 98.4 | 98.9 [ 98.4 [ 97.9 | 99.5 [ 97.3 [ 98.4 | 984
345-15[96.3 [ 98.5 [ 98.5 | 98.5 | 98.5 | 955 | 98.5 | 98.0 | 96.3 / 914 |1 914 | 92.0 | 92.0 | 89.8 | 91.4 | 90.4 [ 90.9 | 90.4 [ 90.4 [ 90.4 | 90.4 | 92.0 | 90.4 | 92.0 | 91.4 | 90.4 | 90.9 | 90.4 | 89.8 | 92.0 | 89.3 | 90.4 [ 90.4
343-15[98.6 [ 95.5 [ 95.5 | 955 | 955 | 99.1 | 955 | 95.1 | 98.6 | 958 / 98.9 | 984 | 984 | 97.3 | 98.9 | 97.9 [ 97.3 | 97.9 | 97.9 [ 979 | 979 | 98.4 | 979 | 98.4 | 989 | 979 | 984 | 97.9 | 97.3 [ 97.9 | 96.8 | 97.9 [ 979
525-11[98.8 [ 95.7 [ 95.7 | 95.7 [ 95.7 [ 99.5 | 95.7 | 95.2 | 99.1 | 96.0 | 99.5 / 99.5 | 99.5 | 98.4 |100.0) 98.9 | 98.4 | 98.9 [ 98.9 [ 98.9 | 98.9 | 99.5 [ 98.9 | 99.5 | 100.0| 98.9 | 99.5 | 98.9 | 984 | 98.9 | 97.9 | 98.9 [ 989
335-16 [ 99.4 [ 96.0 | 96.0 [ 96.0 [ 96.0 | 98.6 [ 96.0 [ 95.5 [100.0f 96.3 | 98.6 | 99.1 / 100.0) 979 | 995 | 98.4 | 979 | 98.4 [ 98.4 | 98.4 [ 98.4 (100.0| 98.4 [100.0f 99.5 | 98.4 [ 98.9 | 98.4 | 97.9 | 995 | 97.3 | 984 | 984
512-11199.4 [ 96.0 [ 96.0 | 96.0 | 96.0 | 98.6 | 96.0 | 95.5 | 100.0| 96.3 | 98.6 | 99.1 [100.0 / 979 | 995 ]| 984 | 979 | 984 | 984 | 98.4 | 98.4 [100.0| 98.4 [100.0f 99.5 | 98.4 | 989 | 98.4 | 979 | 995 | 973 | 984 | 98.4
437-10[98.0 [ 94.9 [ 94.9 | 949 | 949 | 99.4 | 949 | 944 | 983 | 952 | 98.8 | 99.2 [ 98.3 [ 98.3 / 98.4 | 97.3 | 96.8 | 97.3 | 97.3 | 97.3 [ 97.3 [ 97.9 [ 97.3 [ 97.9 [ 98.4 | 97.3 | 979 | 97.3 | 96.8 | 97.3 | 96.3 | 97.3 | 97.3
259-15[98.6 [ 95.5 [ 95,5 | 95.5 [ 95,5 [ 99.4 | 955 | 95.1 | 98.9 | 958 | 99.4 | 99.8 | 98.9 | 98.9 | 99.1 / 98.9 | 98.4 | 989 | 98.9 | 989 | 98.9 | 99.5 | 98.9 | 99.5 | 100.0 [ 98.9 [ 99.5 [ 98.9 [ 98.4 | 98.9 | 979 | 98.9 | 989
260-15[98.5 [ 95.7 [ 95.7 | 95.7 | 95.7 [ 99.2 | 95.7 | 952 | 98.8 | 95.7 | 99.2 | 99.7 | 98.8 | 98.8 | 98.9 [ 99.5 / 98.4 1100.0]100.0]100.0 | 100.0| 98.4 | 100.0 [ 98.4 | 98.9 [100.0f 99.5 | 100.0| 99.5 | 97.9 | 96.8 | 97.9 | 100.0
111-19]98.3 | 955 | 955 | 955 | 955 | 99.1 [ 95.5 [ 95.1 | 98.6 | 95.8 | 99.1 | 995 | 98.6 | 98.6 | 98.8 | 99.4 | 99.5 / 98.4 | 984 | 984 | 98.4 | 979 | 984 [ 979 | 98.4 | 98.4 | 989 | 984 | 979 | 973 | 963 | 97.3 | 98.4
109-19|98.5]| 95.7 | 95.7 | 95.7 | 95.7 | 99.2 [ 95.7 | 95.2 | 98.8 | 95.7 | 99.2 | 99.7 | 98.8 | 98.8 | 98.9 | 99.5 | 100.0 [ 99.5 / 100.0100.0 [ 100.0 | 98.4 | 100.0 [ 98.4 | 98.9 [100.0f 99.5 | 100.0| 99.5 | 97.9 | 96.8 | 97.9 | 100.0
108-19 | 98.5 | 95.7 | 95.7 | 95.7 | 95.7 | 99.2 | 95.7 [ 95.2 | 98.8 [ 95.7 | 99.2 | 99.7 | 98.8 | 98.8 | 98.9 | 99.5 | 100.0 | 99.5 | 100.0 / 100.0 [ 100.0 [ 98.4 [ 100.0f 98.4 [ 98.9 | 100.0| 99.5 | 100.0] 99.5 | 97.9 | 96.8 | 97.9 | 100.0
185-15198.5| 95.7 | 95.7 | 95.7 | 95.7 | 99.2 [ 95.7 [ 95.2 | 98.8 [ 95.7 | 99.2 | 99.7 | 98.8 | 98.8 | 98.9 | 99.5 | 100.0 | 99.5 | 100.0 [ 100.0 / 100.0 | 98.4 [100.0| 98.4 [ 98.9 |100.0] 99.5 | 100.0] 995 | 97.9 | 96.8 | 97.9 | 100.0
181-15]98.5]| 95.7 | 95.7 | 95.7 | 95.7 | 99.2 [ 95.7 [ 95.2 | 98.8 | 95.7 | 99.2 | 99.7 | 98.8 | 98.8 | 98.9 | 99.5 | 100.0 [ 99.5 | 100.0 [ 100.0 | 100.0 / 98.4 1100.0| 98.4 | 98.9 [100.0( 99.5 [100.0f 99.5 | 97.9 | 96.8 | 97.9 | 100.0
71-15 1 99.4 | 96.0 | 96.0 | 96.0 | 96.0 | 98.6 | 96.0 | 95.5 [100.0| 96.3 [ 98.6 [ 99.1 | 100.0|100.0| 98.3 | 98.9 | 98.8 | 98.6 | 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.8 / 98.4 1100.0] 99.5 | 98.4 | 989 | 98.4 | 97.9 | 99.5 | 97.3 | 98.4 [ 98.4
179-15198.3 | 955 | 955 | 955 | 955 | 99.1 [ 955 | 95.1 [ 98.9 [ 955 | 99.1 | 99.5 | 98.9 | 98.9 | 98.8 | 99.4 | 99.8 | 99.4 | 99.8 | 99.8 | 99.8 [ 99.8 [ 98.9 / 98.4 | 98.9 | 100.0| 99.5 [100.0| 99.5 [ 97.9 [ 96.8 [ 97.9 | 100.0
58-15 199.4 | 96.0 | 96.0 | 96.0 | 96.0 | 98.6 | 96.0 | 95.5 [100.0| 96.3 | 98.6 [ 99.1 |100.0]100.0| 98.3 | 989 | 98.8 | 98.6 | 98.8 | 98.8 | 98.8 [ 98.8 [ 100.0 [ 98.9 / 995 | 984 | 98.9 [ 98.4 [ 97.9 | 995 [ 97.3 [ 98.4 | 984
177-14198.8 | 95.7 | 95.7 | 95.7 | 95.7 | 99.5 [ 95.7 [ 95.2 | 99.1 [ 96.0 | 99.5 | 100.0 | 99.1 | 99.1 | 99.2 | 99.8 | 99.7 | 99.5 | 99.7 [ 99.7 | 99.7 [ 99.7 [ 99.1 [ 99.5 | 99.1 / 98.9 | 995 | 98.9 | 984 | 98.9 | 97.9 | 98.9 [ 989
110-19198.5| 95.7 | 95.7 | 95.7 | 95.7 | 99.2 [ 95.7 | 95.2 | 98.8 [ 95.7 | 99.2 | 99.7 | 98.8 | 98.8 | 98.9 | 99.5 | 100.0 | 99.5 | 100.0 { 100.0 [ 100.0 | 100.0 | 98.8 | 99.8 | 98.8 | 99.7 / 99.5 | 100.0| 99.5 [ 97.9 | 96.8 [ 97.9 | 100.0
112-19198.6 | 95.5 | 955 | 955 | 955 | 99.4 [ 95.5 [ 95.1 | 98.9 | 958 | 99.4 | 99.8 | 98.9 | 989 | 99.1 | 99.7 | 99.8 | 99.7 | 99.8 [ 99.8 [ 99.8 | 99.8 | 98.9 | 99.7 | 98.9 | 99.8 | 99.8 / 99.5 | 989 [ 984 [ 97.3 | 984 | 995
113-19/98.5) 95.7 | 95.7 | 95.7 | 95.7 | 99.2 | 95.7 | 95.2 | 98.8 | 95.7 [ 99.2 | 99.7 [ 98.8 [ 98.8 | 98.9 [ 99.5 [100.0| 99.5 [ 100.0 ] 100.0 | 100.0 ] 100.0| 98.8 | 99.8 | 98.8 | 99.7 | 100.0| 99.8 / 99.5 | 97.9 | 96.8 | 97.9 | 100.0
169-13/98.3 | 955 | 955 | 955 | 955 | 99.1 [ 95.5 [ 95.1 [ 98.6 [ 955 ]| 99.1 | 99.5 | 98.6 | 98.6 | 98.8 | 99.4 | 99.8 | 99.4 | 99.8 [ 99.8 | 99.8 | 99.8 [ 98.6 [ 99.7 | 98.6 | 99.5 | 99.8 | 99.7 | 99.8 / 97.3 1 96.3 | 97.3 | 99.5
555-12(99.2 [ 95.8 [ 95.8 | 95.8 | 95.8 [ 98.5 | 95.8 | 95.4 | 995 | 96.1 | 98.5 | 98.9 | 99.5 | 99.5 | 98.1 [ 98.8 [ 98.6 | 98.5 [ 98.6 | 98.6 | 98.6 | 98.6 | 99.5 | 98.5 | 99.5 | 98.9 | 98.6 | 98.8 [ 98.6 [ 98.5 / 96.8 | 97.9 | 97.9
646-11[98.0 [ 95.2 [ 95.2 | 95.2 | 95.2 | 98.8 | 952 | 94.7 | 98.3 | 952 | 98.8 | 99.2 | 98.3 | 98.3 | 98.5 [ 99.1 [ 98.9 | 98.8 [ 98.9 | 98.9 | 989 | 98.9 | 983 | 98.8 | 98.3 | 99.2 | 98.9 | 99.1 [ 98.9 | 98.8 | 98.1 / 96.8 | 96.8
45-12 198.3 | 952 | 952 | 952 | 95.2 | 99.1 | 95.2 | 94.7 [ 98.6 [ 95.5 [ 99.2 [ 99.5 | 98.6 | 98.6 | 98.8 | 99.4 | 99.2 | 99.1 | 99.2 | 99.2 | 99.2 [ 99.2 | 98.6 [ 99.1 [ 98.6 [ 99.5 ] 99.2 | 99.4 | 99.2 | 99.1 | 98.5 | 98.8 / 97.9
170-14198.3 | 955 | 955 | 955 | 955 | 99.1 | 955 | 95.4 | 98.6 [ 95.5 ]| 99.1 | 99.5 | 98.6 | 98.6 | 98.8 | 99.4 | 99.8 | 99.4 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 98.6 | 99.7 | 98.6 [ 99.5 | 99.8 | 99.7 | 99.8 | 99.7 | 98.5 | 98.8 | 99.1 /
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PRILOG 7. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad dijagonale) NSm gena svih
ispitivanih izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije

(=] (=] (=] [=2] (=2 (=2 [ < o < wn w0 ~ 7o) o~ — 7o) wn wn — o © [Yel n ~ n o~ © ~ ~ ~ — w0 w0
S R A I I N I N IR N I O e A I O (R N (e B B B
o o — — — — © ~ ~ ~ [c) o < Ive) Lo < ~ [Tl © — (8] ™ < < n — < N [ [ (3¢ o o <
— — — — — — - - - - - - [T © o~ N [To) < ™ ™ ™ — o~ o~ - o~ o~ e} [30) -
109-19( / [97.5]100.0]99.2|98.3198.8| 99.6 [ 99.6 | 99.6 | 99.6 |99.2| 99.6 [99.2] 99.2 |98.8| 99.6 [98.8]|97.9[ 99.6 [ 99.2 | 99.2 | 99.2 | 99.2 |98.3| 99.2 | 98.8 |98.3| 99.2 [ 98.8 | 98.8 [97.5]98.8[ 99.2 | 99.2
108-19(98.9 [ / | 97.5]96.7|95.8]196.3( 97.1 [ 97.1 | 97.1 | 97.1 |96.7( 97.1 [96.7] 96.7 |96.3[ 97.1 [96.3]96.3[ 97.1 [ 96.7 | 96.7 | 96.7 | 96.7 |95.8]| 96.7 | 96.3 |95.8| 96.7 [ 96.3 | 96.3 [95.0]96.3[ 96.7 | 96.7

110-19]100.098.9] / ]99.2({98.3{98.8f 99.6 [ 99.6 | 99.6 | 99.6 |99.2] 99.6 |99.2] 99.2 |98.8] 99.6 |98.897.9( 99.6 | 99.2 | 99.2 | 99.2 | 99.2 |98.3] 99.2 | 98.8 |98.3]| 99.2 | 98.8 | 98.8 [97.5|98.8] 99.2 | 99.2
111-19]99.3 198.2199.3 | / [97.5[97.9[99.6 [ 99.6 | 99.6 | 99.6 |99.2] 99.6 |99.2] 99.2 |98.8] 99.6 |98.8]97.9] 99.6 | 99.2 | 99.2 | 99.2 | 99.2 |98.3] 99.2 | 98.8 |98.3]| 99.2 | 98.8 | 98.8 [97.5|98.8] 99.2 | 99.2
112-19] 99.2 |98.1] 99.2 |98.5( / [97.1{97.9 [ 97.9 [97.9 | 97.9 |97.5]| 97.9 |97.5] 97.5 |97.1] 97.9 |97.1]|96.3| 97.9 | 97.5 | 97.5 | 97.5 | 97.5 |96.7]| 97.5 | 97.1 |96.7| 97.5 | 97.1 [ 97.1 [95.8|97.1]| 97.5 | 97.5
113-19] 99.0 |97.9] 99.0 |98.3({98.8f / [98.3 [98.3 [98.3 |98.3 |98.3]|98.3 |97.9]97.9 |97.5]98.3 |97.5]|98.3[98.3 |97.9 |197.9)97.9|97.9 971|979 |975|97.1|97.9 975 [975 [96.3]97.5| 97.9 | 97.9
169-13[ 99.9 [98.8] 99.9 199.4(99.0198.9( / [100.0/100.0)100.0)99.6{100.0{99.6] 99.6 |99.2{100.0(99.2198.3[100.0f 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 |98.8| 99.6 [ 99.2 |98.8[ 99.6 [ 99.2 [ 99.2 [97.9]99.2( 99.6 | 99.6
170-14] 99.9 |98.8] 99.9 |99.4{99.0{98.9{100.0( / [100.0]/100.0]/99.6]100.0]|99.6] 99.6 |99.2]100.0]99.298.3{100.0] 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 |98.8] 99.6 | 99.2 |98.8] 99.6 | 99.2 [ 99.2 [97.9]99.2] 99.6 | 99.6
179-15( 99.9 [(98.8] 99.9 199.4/99.0/98.9(100.0(100.0] / ]100.0]99.6{100.0{99.6] 99.6 |99.2{100.0(99.2|98.3[100.0f 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 |98.8] 99.6 [ 99.2 |98.8[ 99.6 [ 99.2 [ 99.2 [97.9]99.2( 99.6 | 99.6
177-14199.9 |98.8] 99.9 |99.4{99.0{98.9{100.0{100.0{100.0] / [99.6]100.0|99.6] 99.6 |99.2]100.0]99.2]98.3{100.0| 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 |98.8] 99.6 | 99.2 |98.8] 99.6 | 99.2 [ 99.2 [97.9]99.2] 99.6 | 99.6
181-15] 99.7 198.6] 99.7 ]99.3[98.9[98.8[ 99.9 [ 99.9 [ 99.9 [ 99.9 | / ]99.6 |99.2]99.2 |98.8] 99.6 |98.8]98.3] 99.6 | 99.2 | 99.2 | 99.2 | 99.2 |98.3] 99.2 | 98.8 |98.3]| 99.2 | 98.8 | 98.8 [97.5/98.8] 99.2 | 99.2
185-15] 99.6 |98.5] 99.6 |99.2(98.8({98.6{ 99.7 [ 99.7 [ 99.7 | 99.7 |99.6] / ]99.6]99.6 |99.2]|100.0/99.2]98.3{100.0] 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 |98.8] 99.6 | 99.2 |98.8] 99.6 | 99.2 [ 99.2 [97.9]99.2]| 99.6 | 99.6
45-12 [ 98.5 [97.4( 98.5 [98.6(97.6(97.5| 98.6 [ 98.6 [ 98.6 | 98.6 [98.5( 98.3 [ / [100.0{99.6{ 99.6 [99.6[98.8( 99.6 |100.0]100.0]100.0]100.0)99.2|100.0| 99.6 |99.2|100.0] 99.6 | 99.6 |98.3|99.6100.0)100.0
58-15 | 98.6 |97.5]| 98.6 [98.8|97.8|97.6| 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.8 |98.6| 98.5 |99.3] / [99.6] 99.6 |99.6]98.8] 99.6 |100.0|100.0)100.0]100.0{99.21100.0) 99.6 |99.2|100.0] 99.6 | 99.6 |98.3[{99.6|100.0]100.0
555-12) 98.5 |197.4] 98.5 |98.6|97.6]97.5] 98.6 | 98.6 | 98.6 | 98.6 |98.5| 98.3 |99.2|1 99.9 | / ] 99.2 |99.2|98.3] 99.2 | 99.6 | 99.6 [ 99.6 [ 99.6 [98.8] 99.6 [ 99.2 [98.8[ 99.6 [ 99.2 | 99.2 |97.9(99.2| 99.6 [ 99.6
646-11] 99.3 |98.2[ 99.3 |99.4(98.5/98.3] 99.4 | 99.4 [ 99.4 [ 99.4 |99.3] 99.2 |98.9[ 99.0 |98.9] / [99.2(98.3]100.0] 99.6 | 99.6 [ 99.6 [ 99.6 |98.8] 99.6 | 99.2 {98.8] 99.6 | 99.2 | 99.2 [97.9]99.2| 99.6 [ 99.6
71-15 [ 98.5 [97.4( 98.5 [98.6[97.6/97.5| 98.6 | 98.6 [ 98.6 [ 98.6 [98.5( 98.3 [99.2( 99.9 [99.7{98.9 [ / [98.3[99.2 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 |98.8] 99.6 | 99.2 |98.8] 99.6 | 99.2 | 99.2 |97.9]99.2] 99.6 | 99.6
259-15) 98.1 |97.1) 98.1 |98.2|97.2|97.6] 98.2 | 98.2 | 98.2 | 98.2 |98.1)| 97.9 |98.8] 98.9 |98.8| 98.5 |98.8| / | 98.3 | 98.8 | 98.8 [ 98.8 [ 98.8 [97.9] 98.8 | 98.3 [97.9( 98.8 [ 98.3 | 98.3 |97.1(98.3| 98.8 | 98.8
260-15) 99.3 |98.2] 99.3 |99.4]98.5]/98.3] 99.4 | 99.4 | 99.4 | 99.4 |99.3] 99.2 |98.9] 99.0 |98.9] 99.7 |98.9|98.8] / 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 [98.8] 99.6 | 99.2 |198.8| 99.6 | 99.2 | 99.2 |197.9(99.2] 99.6 | 99.6
512-11]98.3 |97.2| 98.3 |98.5[97.5|97.4] 98.5 | 98.5 [ 98.5 | 98.5 |98.3] 98.2 [99.0] 99.7 |99.6] 98.8 [99.6|98.6[ 98.8 /1100.0/100.0{100.0{99.21100.0 | 99.6 [99.2]100.0| 99.6 | 99.6 [98.3/99.6/100.0(100.0
437-10] 98.8 |97.6] 98.8 [98.9197.9(97.8] 98.9 | 98.9 | 98.9 | 98.9 [98.8] 98.6 |99.4] 99.6 [99.4] 99.2 199.4[99.0] 99.2 | 99.3 /1100.0{100.0{99.2]100.0] 99.6 {99.2|100.0] 99.6 | 99.6 |98.3|99.6]100.0{100.0
335-16] 98.5 |97.4[ 98.5 |98.6[97.6|97.5] 98.6 | 98.6 [ 98.6 | 98.6 |98.5] 98.3 [99.2]| 99.9 |99.7| 98.9 [99.7]98.8| 98.9 | 99.9 [ 99.4 / 1100.0/99.21100.0| 99.6 [99.2|100.0| 99.6 | 99.6 {98.3/99.6|100.0(100.0
343-15] 98.6 [97.5] 98.6 [98.8[97.8]97.6]| 98.8 | 98.8 [ 98.8 | 98.8 198.6] 98.5 |99.6] 99.4 199.3] 99.0 |99.3]98.9] 99.0 | 99.2 ] 99.6 [ 99.3 / 199.21100.0] 99.6 |99.2(100.0] 99.6 | 99.6 |98.3{99.6|100.0]|100.0
345-15) 93.5 |192.5] 93.5 |93.6/92.6]92.5] 93.6 | 93.6 | 93.6 | 93.6 |93.5] 93.3 |93.9] 93.5 |93.3] 93.9 |93.3|93.1| 93.9 | 93.2 | 936 [93.3 (938 | / | 99.2 [98.8 [98.3] 99.2 [ 98.8 | 98.8 |97.5[98.8[ 99.2 [ 99.2
156-07] 98.6 |97.5] 98.6 |98.8[{97.8(97.6( 98.8 [ 98.8 | 98.8 | 98.8 |98.6] 98.5 |99.3]100.0]/99.9] 99.0 |99.9]98.9( 99.0 | 99.7 | 99.6 | 99.9 | 99.4 |935] / 99.6 199.2(100.0f 99.6 [ 99.6 [98.3]99.6(100.0/100.0
212-15] 93.5 |92.5[ 93.5 |93.6(92.6|92.5] 93.6 | 93.6 [ 93.6 [ 93.6 |93.5] 93.3 |94.2| 93.8 |93.6] 93.9 [93.6[93.3]| 93.9 | 93.8 | 94.2 [ 93.6 [ 94.0 |97.6{ 93.8 / 199.6] 99.6 |100.0(100.0{98.8]99.2| 99.6 | 99.6
42-12 [ 93.5 [92.5[ 93.5 [93.6[92.6[92.5| 93.6 [ 93.6 [ 93.6 [ 93.6 [93.5( 93.3 [94.2( 93.5 [93.3] 93.9 [93.3(93.3[ 94.2 [ 93.2 | 93.6 | 93.3 | 93.8 |98.2( 935 | 98.3 | / [99.2 ]99.6 | 99.6 |98.3|98.8] 99.2 | 99.2
224-16] 94.2 193.2[ 94.2 194.3(93.3|93.2] 94.3 | 94.3 [ 94.3 [ 94.3 |94.2] 94.0 [94.6| 94.4 |94.3]| 94.6 [94.3|94.0( 94.6 | 94.4 [ 94.9 [ 943 | 94.7 |97.5[94.4 [ 99.3 [97.9| [/ 99.6 | 99.6 198.3(99.6100.0/100.0
192-17( 93.5 [92.5] 93.5 193.6/92.6]92.5( 93.6 [ 93.6 | 93.6 | 93.6 |93.5( 93.3 [94.2] 93.8 |93.6[ 93.9 [93.6]93.3[ 93.9 [ 93.8 | 94.2 | 93.6 | 94.0 |97.6] 93.8 [100.0|98.3| 99.3 /1100.0/98.8199.2] 99.6 | 99.6
230-17] 93.5 |92.5[ 93.5 |93.6[92.6|92.5] 93.6 | 93.6 [ 93.6 [ 93.6 |93.5] 93.3 |94.2[ 93.8 |93.6] 93.9 |93.6(93.3] 93.9 | 93.8 | 94.2 [ 93.6 [ 94.0 |97.6{ 93.8 {100.0{98.3] 99.3 |100.0] / [98.8]99.2] 99.6 | 99.6
232-17) 92.6 |91.7] 92.6 |92.8]191.8]91.7] 92.8 | 92.8 | 92.8 | 92.8 |92.6] 92.5 |93.3]| 92.9 |92.8] 93.1 |92.8|92.5]| 93.1 | 92.9 | 93.3 [ 92.8 [ 93.2 [96.7] 92.9 [ 99.0 [97.4( 98.3 [ 99.0 | 99.0 | / ([97.9{ 98.3 [ 98.3
525-11) 98.3 |97.2] 98.3 |98.5|97.5]|97.4] 98.5 | 98.5 | 98.5 | 98.5 |98.3] 98.2 |99.0| 98.9 |98.8| 98.8 |98.8|98.3| 98.8 | 98.6 [ 99.0 [ 98.8 [ 98.9 [93.8] 98.9 [ 93.8 [93.8( 94.2 [ 93.8 | 93.8 |92.9( / [99.6 [ 99.6
303-05) 98.8 |97.6] 98.8 |98.9]97.9]97.8] 98.9 | 98.9 | 98.9 | 98.9 |98.8) 98.6 |99.4| 99.6 |99.4] 99.2 |99.4|99.0] 99.2 | 99.3 | 99.7 [ 99.4 [ 99.6 [93.6] 99.6 [ 93.9 [93.6[ 94.6 [ 93.9 | 93.9 |93.1{99.0f / 100
147-05[ 98.6 [97.5] 98.6 |198.8|97.8]|97.6] 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.8 |98.6[ 98.5 [99.0] 99.2 |99.0| 99.0 |99.0]98.6] 99.0 [ 98.9 | 99.3 | 99.0 | 99.2 |94.3] 99.2 | 94.6 |194.3[ 95.3 | 94.6 | 94.6 |93.8(98.6] 99.3 /
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PRILOG 8. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad dijagonale) NSm gena ispitivanih
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWYV) iz paradajza poreklom iz Srbije

3 = 3 S 03| 9 = = = = - < 3 s n = e v

g | 8| 8| |s|8 |8 | 8|8 5|8 |8 ¢ 8 | 8B|§ | & 8
109-19 / 97.5 100.0 99.2 98.3 98.8 99.6 99.6 99.6 99.6 99.2 99.6 99.2 99.2 98.8 99.6 98.8 99.2
108-19 98.9 / 97.5 96.7 95.8 96.3 97.1 97.1 97.1 97.1 96.7 97.1 96.7 96.7 96.3 97.1 96.3 96.7
110-19 100.0 98.9 / 99.2 98.3 98.8 99.6 99.6 99.6 99.6 99.2 99.6 99.2 99.2 98.8 99.6 98.8 99.2
111-19 99.3 98.2 99.3 / 97.5 97.9 99.6 99.6 99.6 99.6 99.2 99.6 99.2 99.2 98.8 99.6 98.8 99.2
112-19 99.2 98.1 99.2 98.5 / 97.1 97.9 97.9 97.9 97.9 97.5 97.9 97.5 97.5 97.1 97.9 97.1 97.5
113-19 99.0 97.9 99.0 98.3 98.8 / 98.3 98.3 98.3 98.3 98.3 98.3 97.9 97.9 97.5 98.3 97.5 97.9
169-13 99.9 98.8 99.9 99.4 99.0 98.9 / 100.0 100.0 100.0 99.6 100.0 99.6 99.6 99.2 100.0 99.2 99.6
170-14 99.9 98.8 99.9 99.4 99.0 98.9 100.0 / 100.0 100.0 99.6 100.0 99.6 99.6 99.2 100.0 99.2 99.6
179-15 99.9 98.8 99.9 99.4 99.0 98.9 100.0 100.0 / 100.0 99.6 100.0 99.6 99.6 99.2 100.0 99.2 99.6
177-14 99.9 98.8 99.9 99.4 99.0 98.9 100.0 100.0 100.0 / 99.6 100.0 99.6 99.6 99.2 100.0 99.2 99.6
181-15 99.7 98.6 99.7 99.3 98.9 98.8 99.9 99.9 99.9 99.9 / 99.6 99.2 99.2 98.8 99.6 98.8 99.2
185-15 99.6 98.5 99.6 99.2 98.8 98.6 99.7 99.7 99.7 99.7 99.6 / 99.6 99.6 99.2 100.0 99.2 99.6
45-12 98.5 97.4 98.5 98.6 97.6 97.5 98.6 98.6 98.6 98.6 98.5 98.3 / 100.0 99.6 99.6 99.6 100.0
58-15 98.6 97.5 98.6 98.8 97.8 97.6 98.8 98.8 98.8 98.8 98.6 98.5 99.3 / 99.6 99.6 99.6 100.0
555-12 98.5 97.4 98.5 98.6 97.6 97.5 98.6 98.6 98.6 98.6 98.5 98.3 99.2 99.9 / 99.2 99.2 99.6
646-11 99.3 98.2 99.3 99.4 98.5 98.3 99.4 99.4 99.4 99.4 99.3 99.2 98.9 99.0 98.9 / 99.2 99.6
71-15 98.5 97.4 98.5 98.6 97.6 97.5 98.6 98.6 98.6 98.6 98.5 98.3 99.2 99.9 99.7 98.9 / 99.6
335-16 98.5 97.4 98.5 98.6 97.6 97.5 98.6 98.6 98.6 98.6 98.5 98.3 99.2 99.9 99.7 98.9 99.7 /
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PRILOG 9. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad dijagonale) Gn-Gc gena svih
ispitivanih izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije

45-12
58-15
179-15
259-15
260-15
646-11
109-19
147-05
185-15
343-15
525-11
335-16
42-12
156-07
192-17
212-15
303-05
110-19
232-17
230-17
345-15
437-10
555-12
512-11
108-19
181-15
224-16
111-19

45-12 / 99.3 | 99.7 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.0 99.3 [ 99.7 | 99.3 | 98.6 | 99.0 [ 99.3 | 100.0| 99.7 | 99.3 | 95.2 | 99.7 | 96.2 | 94.8 | 99.3 | 98.6 | 94.1 [ 945 | 96.6 | 99.3 [ 99.3 | 99.3 | 98.6 | 97.2 [ 99.3 | 99.3 | 97.9 | 98.6
58-15 | 99.3 98.3] 99.3 | 99.0 [ 98.6 | 97.9 | 98.3 | 98.6 | 99.3 | 99.7 | 99.3 | 94.8 [ 99.7 | 95.9 | 94.8 [ 100.0] 97.9 | 94.1 [ 945 | 96.2 | 99.3 [ 99.3 | 99.3 | 97.9 | 96.6 | 99.3 [ 98.6 | 97.2 | 97.9
71-15 1 99.4 | 99.9 / 99.0 | 99.0 | 99.0 | 98.6 ] 99.7 [ 99.3 | 99.0 | 98.3 | 98.6 [ 99.0 | 99.7 | 100.0 | 99.7 | 95.2 | 100.0| 96.2 [ 94.8 | 99.7 | 98.3 | 94.1 | 945 | 96.6 | 99.7 [ 99.7 | 99.7 | 98.3 | 96.9 [ 99.7 | 99.0 | 97.6 | 98.3
169-13|98.5 [ 98.5 | 98.6 / 100.0 [ 100.0 [ 99.7 [ 98.6 | 99.7 | 99.3 | 99.3 | 99.0 [ 100.0| 99.3 | 99.0 [ 98.6 | 94.5 | 99.0 [ 95.5 | 94.1 | 98.6 | 99.3 | 93.4 | 93.8 | 96.2 | 98.6 | 98.6 | 98.6 | 99.3 [ 97.9 | 98.6 | 99.3 [ 98.6 | 99.3
170-14|98.5 [ 98.5 | 98.6 | 100.0 / 100.0 [99.7 [ 98.6 | 99.7 | 99.3 | 99.3 [ 99.0 | 100.0| 99.3 [ 99.0 | 98.6 | 945 | 99.0 [ 955 | 94.1 | 98.6 | 99.3 | 93.4 | 93.8 | 96.2 | 98.6 | 98.6 | 98.6 | 99.3 | 97.9 | 98.6 | 99.3 [ 98.6 | 99.3
177-14198.5 [ 98.5 | 98.6 | 100.0 | 100.0 / 99.7 ] 98.6 | 99.7 [ 99.3 | 99.3 | 99.0 [ 100.0| 99.3 | 99.0 | 98.6 | 94.5 [ 99.0 | 955 | 94.1 [ 98.6 | 99.3 | 93.4 [ 93.8 | 96.2 | 98.6 [ 98.6 | 98.6 | 99.3 | 97.9 | 98.6 [ 99.3 | 98.6 | 99.3
179-15(98.4 [ 98.4 | 985 | 99.9 | 99.9 | 99.9 / 98.3 | 99.3 [ 99.0 | 99.0 | 98.6 | 99.7 | 99.0 | 98.6 | 98.3 | 94.1 | 98.6 | 95.2 | 93.8 | 98.3 | 99.0 | 93.1 | 93.4 | 959 | 98.3 | 98.3 [ 98.3 | 99.0 | 97.6 | 98.3 [ 99.0 | 98.3 | 99.0
259-15[99.3 [ 99.3 | 99.4 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.2 / 99.0 | 99.3 | 97.9 | 983 | 98.6 [ 99.3 | 99.7 | 99.3 | 94.8 | 99.7 | 959 | 94.8 [ 99.3 | 97.9 | 941 | 945 | 96.2 | 99.3 | 99.3 | 99.3 [ 97.9 | 96.9 | 99.3 [ 98.6 | 97.2 | 97.9
260-15[99.2 [ 99.2 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.3 | 99.2 | 99.0 / 99.7 | 99.0 [ 99.3 | 99.7 | 99.7 [ 99.3 | 99.0 | 94.8 | 99.3 | 959 | 945 | 99.0 | 99.0 | 93.8 | 94.1 | 96.6 [ 99.0 | 99.0 | 99.0 | 99.0 [ 97.6 | 99.0 | 99.7 [ 98.3 | 99.0
646-11[98.9 [ 98.9 | 99.0 | 99.4 | 99.4 | 99.4 | 99.3 | 98.9 | 99.7 / 98.6 | 99.0 [ 99.3 | 99.3 | 99.0 | 98.6 | 945 | 99.0 | 95.5 [ 94.5 | 98.6 | 98.6 | 93.8 | 94.1 | 96.2 | 98.6 | 98.6 | 98.6 | 98.6 | 97.6 | 98.6 | 99.3 | 97.9 | 98.6
109-19/98.3 [ 98.3 | 984 | 99.8 | 99.8 | 99.8 |99.7] 98.0 | 99.1 [ 99.2 / 98.3 | 99.3 | 98.6 | 98.3 | 97.9 [ 93.8 | 98.3 | 948 | 93.4 | 97.9 | 100.0| 92.8 | 93.1 | 955 | 97.9 | 97.9 | 97.9 | 100.0| 97.2 | 97.9 | 98.6 | 99.3 | 100.0
147-05(98.4 [ 98.4 | 985 | 98.3 | 983 | 983 |98.2]| 98.2 | 98.7 [ 98.6 | 98.0 / 99.0 | 99.0 [ 98.6 | 98.3 | 94.8 | 98.6 | 959 | 945 | 98.3 [ 98.3 | 93.8 | 94.1 | 96.6 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 98.3 | 97.2 | 98.3 | 99.0 [ 97.6 | 98.3
185-15[98.5 [ 98.5 | 98.6 | 100.0 | 100.0 | 100.0 | 99.9 | 98.3 | 99.3 [ 99.4 | 99.8 | 98.3 / 99.3 | 99.0 [ 98.6 | 945 | 99.0 [ 955 | 94.1 | 98.6 | 99.3 [ 93.4 | 93.8 | 96.2 | 98.6 | 98.6 | 98.6 | 99.3 | 97.9 | 98.6 | 99.3 | 98.6 | 99.3
343-15]99.5] 99.3 [ 99.4 [ 985 | 985 | 985 [98.4| 99.3 | 99.2 | 98.9 | 98.3 [ 98.4 | 985 / 99.7 | 99.3 | 952 | 99.7 | 96.2 [ 94.8 | 99.3 | 98.6 | 94.1 | 945 | 96.6 | 99.3 [ 99.3 | 99.3 | 98.6 | 97.2 | 99.3 | 99.3 | 97.9 | 98.6
525-11[99.1[99.3 | 994 | 984 | 984 | 984 |98.3| 99.1 | 99.1 [ 98.7 | 98.2 | 98.3 [ 98.4 | 99.1 / 99.7 | 95.2 [100.0] 96.2 | 94.8 [ 99.7 | 98.3 | 94.1 | 945 | 96.6 | 99.7 | 99.7 | 99.7 | 98.3 | 96.9 | 99.7 [ 99.0 | 97.6 | 98.3
335-16[99.2 ] 99.7 | 99.8 | 98.4 | 98.4 | 98.4 | 983 99.2 [ 99.1 | 98.7 | 98.2 | 98.3 [ 98.4 | 99.2 | 99.2 / 948 | 99.7 | 95.9 | 945 ]| 99.3 | 97.9 | 93.8 | 94.1 | 96.2 | 99.3 | 99.3 | 100.0| 97.9 | 96.6 | 99.3 | 98.6 | 97.2 | 97.9
42-12 1924927 ] 928 | 921 | 921 | 92.1 |92.0] 924 | 925 | 92.4 | 91.8 | 923 | 92.1 | 92.4 | 93.0 | 92.8 / 952 | 97.6 | 95.9 [ 94.8 | 93.8 | 95.9 | 95.5 [ 96.2 | 948 | 94.8 | 94.8 | 93.8 | 924 | 94.8 | 945 | 93.1 | 93.8
156-07 [ 99.4 [ 99.9 | 100.0 | 98.6 | 98.6 | 98.6 |98.5]| 99.4 | 99.3 [ 99.0 | 98.4 | 985 | 98.6 | 99.4 | 99.4 | 99.8 | 92.8 / 96.2 | 948 | 99.7 | 98.3 | 94.1 | 945 | 96.6 | 99.7 | 99.7 | 99.7 | 98.3 | 96.9 | 99.7 | 99.0 [ 97.6 | 98.3
192-17193.2 [ 93.5| 93.6 | 92.9 | 929 | 929 |92.8) 93.2 | 93.3 [ 93.2 ] 92.7 | 93.1 | 92.9 [ 93.2 | 93.8 | 93.6 | 97.5 | 93.6 / 98.3 | 95.9 [ 94.8 | 97.6 | 97.9 [ 97.9 | 959 | 95.9 | 95.9 [ 94.8 | 93.4 | 95.9 [ 95.5 | 94.1 | 94.8
212-15(925( 928 | 929 | 92.2 | 922 | 922 |92.1| 92.7 | 92.7 | 92.7 | 92.0 | 92.4 [ 92.2 | 925 | 93.3 | 92.9 | 96.7 | 92.9 | 99.2 / 948 | 93.4 | 99.3 | 99.7 | 96.9 | 945 | 945 | 945 | 93.4 | 93.4 | 945 | 94.1 | 92.8 | 93.4
303-05[99.3] 99.8 | 99.7 [ 985 | 985 | 98.5 [98.4| 99.3 [ 99.2 | 98.9 | 98.3 [ 98.4 | 98.5 | 99.3 | 99.3 [ 99.4 | 92.9 | 99.7 | 93.7 | 93.0 / 97.9 | 94.1 [ 945 ] 96.2 | 99.3 [ 99.3 | 99.3 | 97.9 | 96.6 | 99.3 | 98.6 | 97.2 | 97.9
110-19/98.3 | 98.3 | 984 | 99.8 | 99.8 | 99.8 |99.7] 98.0 | 99.1 [ 99.2 | 100.0| 98.0 | 99.8 [ 98.3 | 98.2 | 98.2 | 91.8 | 98.4 | 92.7 | 92.0 | 98.3 / 928 | 93.1 | 955 | 97.9 | 97.9 | 97.9 | 100.0| 97.2 | 97.9 | 98.6 | 99.3 | 100.0
232-17|92.2 [ 92.4 | 925 | 91.8 | 91.8 | 91.8 |91.7] 923 | 92.3 [ 92.3 | 91.6 | 92.1 | 91.8 [ 92.2 | 93.0 | 92.5 | 96.6 | 925 | 98.9 | 99.7 | 92.7 | 91.6 / 99.0 | 96.2 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 92.8 | 92.8 [ 93.8 | 93.4 | 92.1 | 92.8
230-17 (924 92.7 | 928 | 92.1 | 92.1 | 92.1 |92.0] 925 | 925 [ 925 | 91.8 | 923 | 92.1 [ 92.4 | 93.2 | 92.8 [ 96.6 | 92.8 | 99.1 | 99.9 [ 92.9 | 91.8 | 99.5 / 96.6 | 941 | 94.1 | 941 ]| 93.1 | 931 | 94.1 | 93.8 | 924 | 93.1
345-15192.7 1 92.9 | 93.0 | 92.3 | 92.3 | 92.3 [92.2 | 92.7 [ 92.8 | 92.7 | 92.1 | 92.5 | 92.3 | 92.9 | 93.2 [ 93.0 | 96.6 | 93.0 | 98.2 [ 97.6 | 93.1 | 92.1 | 97.2 | 97.5 / 96.2 | 96.2 | 96.2 [ 955 | 94.1 | 96.2 [ 96.2 | 94.8 | 955
437-10]199.1 1993 [ 99.4 | 98.3 | 983 | 98.3 [98.2| 99.1 | 99.0 | 98.6 | 98.0 [ 98.2 | 98.3 | 99.1 | 99.1 [ 99.2 | 93.1 | 99.4 [ 93.9 | 93.2 | 99.5 | 98.0 | 929 | 93.1 | 93.3 / 99.3 | 99.3 | 97.9 | 96.6 | 99.3 [ 98.6 | 97.2 | 97.9
555-12199.2 [ 99.7 | 99.8 | 984 | 98.4 | 98.4 |98.3] 99.2 | 99.1 [ 98.7 | 98.2 | 98.4 | 98.4 [ 99.2 | 99.2 | 99.5 | 92.5 [ 99.8 | 93.3 | 92.7 | 99.4 | 98.2 | 92.3 | 92.5 | 92.8 | 99.2 / 99.3 | 97.9 [ 96.6 | 99.3 | 98.6 | 97.2 | 97.9
512-11]199.21 99.7 | 99.8 | 98.4 | 984 | 98.4 |98.3 | 99.2 [ 99.1 | 98.7 | 98.2 | 98.3 | 98.4 | 99.2 | 99.2 [ 100.0| 92.8 | 99.8 | 93.6 | 92.9 | 99.4 | 98.2 | 92.5 | 92.8 | 93.0 | 99.2 [ 99.5 / 97.9 | 96.6 | 99.3 | 98.6 | 97.2 | 97.9
108-19(98.3 [ 98.3 | 984 | 99.8 | 99.8 | 99.8 |99.7] 98.0 | 99.1 [ 99.2 | 100.0| 98.0 | 99.8 [ 98.3 | 98.2 | 98.2 | 91.8 | 98.4 | 92.7 | 92.0 | 98.3 | 100.0| 91.6 | 91.8 | 92.1 | 98.0 | 98.2 | 98.2 / 97.2 | 97.9 | 98.6 | 99.3 | 100.0
181-15[97.5[ 975 | 97.6 | 99.0 | 99.0 | 99.0 |98.9)| 974 | 98.3 [ 985 | 98.7 | 97.2 | 99.0 | 975 | 97.6 | 97.4 [ 91.0 | 976 | 91.8 | 92.1 | 975 | 98.7 | 91.7 | 92.0 | 91.3 | 97.2 | 97.4 | 97.4 | 98.7 / 96.6 | 97.2 | 96.6 | 97.2
224-16[99.199.3 | 99.4 | 983 | 983 | 983 |98.2| 99.1 | 99.0 [ 98.6 | 98.0 | 98.2 | 98.3 | 99.1 | 99.1 | 99.2 [ 93.1 | 99.4 | 93.9 | 93.2 | 995 | 98.0 | 92.9 [ 93.1 | 93.3 | 99.5 | 99.2 [ 99.2 | 98.0 | 97.2 / 98.6 | 97.2 | 97.9
111-19(98.6 [ 98.6 | 98.7 | 99.2 | 99.2 | 99.2 |99.1] 98.4 | 99.4 [ 99.5 | 99.0 | 984 | 99.2 [ 98.6 | 98.5 | 98,5 | 92.2 | 98.7 | 93.0 | 92.3 | 98.6 | 99.0 | 92.0 | 92.2 | 92.4 | 98.4 | 985 | 98.5 [ 99.0 | 98.2 | 98.4 / 97.9 | 98.6
112-19(97.9[ 979 | 98.0 | 99.4 | 99.4 | 99.4 |99.3 | 97.7 | 98.7 [ 98.9 | 99.7 | 97.7 | 99.4 [ 979 | 97.8 | 97.8 [ 91.5 | 98.0 | 92.3 | 91.6 | 979 | 99.7 | 91.3 | 91.5 [ 91.7 | 97.7 | 97.8 | 97.8 | 99.7 | 98.4 | 97.7 | 98.6 / 99.3
113-19/98.3 [ 98.3 | 984 | 99.8 | 99.8 | 99.8 | 99.7] 98.0 | 99.1 [ 99.2 | 100.0| 98.0 | 99.8 | 98.3 | 98.2 | 98.2 | 91.8 | 98.4 | 92.7 | 92.0 | 98.3 | 100.0| 91.6 | 91.8 | 92.1 | 98.0 | 98.2 | 98.2 | 100.0| 98.7 | 98.0 | 99.0 | 99.7 /
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PRILOG 10. Procenat sli¢nosti nukleotidnih sekvenci (ispod dijagonale) i izvedenih aminokiselinskih sekvenci (iznad dijagonale) RdRp gena svih
ispitivanih izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije
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192-17( / 1 100.0 | 100.0 [ 958 | 854 | 833 [854( 854 | 813 | 813 81.3 83.3 813 [ 813 | 813 81.3 81.3 833 | 813 [ 813 813 | 77.1 [ 813 | 79.2 | 79.2 | 79.2 [ 79.2 [ 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 79.2
212-15 [ 99.5 100.0 | 100.0 [ 958 | 854 | 833 [854( 854 | 813 | 813 81.3 83.3 813 [ 813 [ 813 81.3 81.3 833 | 813 [ 813 813 | 77.1 [ 813 | 79.2 | 792 | 79.2 [ 79.2 [ 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 79.2
232-17 [ 99.5 | 100.0 / 100.0 | 958 [ 854 | 833 |854] 854 | 813 | 813 81.3 83.3 813 [ 813 | 813 81.3 81.3 833 | 813 [ 813 813 | 77.1 [ 813 | 79.2 | 792 | 79.2 [ 79.2 [ 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 79.2
224-16 [ 99.5 | 100.0 | 100.0 / 958 | 854 | 833 [854( 854 | 813 [ 813 81.3 83.3 813 [ 813 | 813 81.3 81.3 833 | 813 [ 813 813 | 77.1 [ 813 | 79.2 | 79.2 | 79.2 [ 79.2 [ 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 79.2
42-12 [ 98.4 | 98.9 98.9 98.9 / 854 | 833 |854 854 | 813 81.3 81.3 83.3 813 [ 77.1 | 813 81.3 81.3 833 | 813 [ 813 813 | 77.1 [ 813 | 79.2 | 792 | 79.2 [ 79.2 [ 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 | 79.2 79.2
345-15[95.1 | 95.6 95.6 95.6 95.6 / 938 | 958 958 | 91.7 91.7 91.7 93.8 91.7 [ 875 | 917 91.7 91.7 938 | 917 [ 917 917 | 875 [ 87.5 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 89.6
646-11 (945 | 95.1 95.1 95.1 95.1 | 98.4 / 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8 93.8 95.8 93.8 | 89.6 | 93.8 93.8 93.8 958 | 93.8 [ 938 93.8 | 89.6 [ 89.6 [ 91.7 | 91.7 | 91.7 [ 91.7 [ 91.7 | 91.7 | 91.7 | 91.7 | 91.7 91.7
156-07 [ 95.1 | 95.1 95.1 95.1 95.1 |1 984 | 978 / _1100.0| 95.8 95.8 95.8 97.9 958 | 91.7 | 958 95.8 95.8 979 | 958 [ 958 958 | 91.7 [ 91.7 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 [ 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
147-05[95.1 | 95.6 95.6 95.6 956 | 989 | 98.4 [995 / 95.8 95.8 95.8 97.9 958 | 91.7 | 958 95.8 95.8 979 | 958 [ 958 958 | 91.7 [ 91.7 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 [ 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
113-19[(929 | 934 934 | 934 934 1 96.7 | 973 [97.3] 97.8 / 100.0 | 100.0 | 97.9 | 100.0 [ 95.8 | 100.0 | 100.0 | 100.0 | 97.9 ]100.0 | 100.0 | 100.0 | 91.7 | 91.7 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
112-19 (929 | 93.4 934 | 934 934 196.7 | 973 [97.3] 97.8 | 100.0 / 100.0 | 97.9 | 100.0 [ 95.8 | 100.0 | 100.0 | 100.0 | 97.9 ]100.0 | 100.0 | 100.0 | 91.7 | 91.7 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
110-19 | 934 | 94.0 94.0 94.0 94.0 | 973 [ 978 | 97.8| 984 [ 99.5 99.5 / 97.9 | 100.0 | 95.8 | 100.0 | 100.0 [ 100.0 | 97.9 ]100.0 | 100.0 | 100.0 | 91.7 | 91.7 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 [ 93.8 [ 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
555-12 [ 94.0 | 945 94.5 94.5 945 | 97.8 | 984 [98.4] 989 | 989 98.9 99.5 / 979 | 938 [ 979 97.9 97.9 | 100.0 | 97.9 | 979 97.9 | 938 [ 93.8 | 958 | 958 | 958 | 95.8 [ 95.8 | 95.8 | 95.8 | 95.8 | 95.8 95.8
177-14[93.4 | 94.0 94.0 94.0 940 | 97.3 | 978 [97.8] 984 | 995 99.5 | 100.0 [ 99.5 / 95.8 | 100.0 [ 100.0 | 100.0 f 97.9 [100.0 [ 100.0 | 100.0  91.7 | 91.7 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 [ 93.8 93.8
169-13 [ 91.8 | 92.3 92.3 92.3 912 | 945 951 [95.1| 95.6 | 96.7 96.7 97.3 96.7 97.3 / 95.8 95.8 95.8 938 | 958 [ 958 958 | 875 [ 87.5 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 89.6
170-14 [ 93.4 | 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [97.8] 984 | 995 99.5 | 100.0 [ 99.5 | 100.0 | 97.3 / 100.0 | 100.0 f 97.9 [100.0 [ 100.0 | 100.0 [ 91.7 | 91.7 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
185-15[93.4 | 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [978] 984 | 995 99.5 | 100.0 [ 99.5 | 100.0 | 97.3 | 100.0 / 100.0 | 97.9 ]100.0) 100.0 | 100.0 | 91.7 | 91.7 [ 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
181-15[93.4 | 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [97.8] 984 | 995 99.5 | 100.0 [ 99.5 | 100.0 | 97.3 | 100.0 | 100.0 / 97.9 [100.0 [ 100.0 | 100.0 | 91.7 | 91.7 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
111-19 [ 94.0 | 945 94.5 94.5 945 | 978 | 98.4 [98.4] 98.9 | 989 98.9 99.5 | 100.0 | 99.5 | 96.7 | 99.5 99.5 99.5 / 97.9 | 979 97.9 | 938 [ 93.8 | 95.8 | 95.8 | 95.8 | 95.8 | 95.8 | 958 | 958 | 95.8 | 95.8 95.8
109-19 [ 93.4 | 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [97.8] 984 | 995 99.5 | 100.0 [ 99.5 | 100.0 | 97.3 | 100.0 | 100.0 | 100.0 { 99.5 / 100.0 | 100.0 | 91.7 | 91.7 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
179-15[(92.9 | 934 93.4 93.4 934 | 96.7 | 973 [97.3]| 97.8 | 98.9 98.9 99.5 98.9 995 | 96.7 | 995 99.5 99.5 98.9 | 995 / 100.0 [ 91.7 | 91.7 | 93.8 [ 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 93.8
108-19 (929 | 934 93.4 93.4 934 ] 96.7 | 973 [97.3 97.8 | 100.0 [ 100.0 | 99.5 98.9 99.5 | 96.7 | 995 99.5 99.5 98.9 | 995 [ 989 / 917 |1 91.7 | 93.8 [ 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 | 93.8 [ 93.8 93.8
525-111 929 [ 93.4 93.4 93.4 934 | 96.7 | 973 [97.3] 97.8 | 96.7 96.7 97.3 97.8 97.3 | 945 | 973 97.3 97.3 97.8 | 97.3 [ 96.7 96.7 / 958 | 979 | 979 | 979 | 979 | 979 | 97.9 | 97.9 | 97.9 [ 97.9 97.9
437-10] 94.0 [ 945 94.5 94.5 945 1 96.7 | 973 [97.3 ] 97.8 | 96.7 96.7 97.3 97.8 973 | 945 | 973 97.3 97.3 97.8 | 97.3 [ 96.7 96.7 | 98.9 / 97.9 1 979 | 97.9 [ 97.9 [ 979 [ 979 | 979 | 979 | 979 97.9
58-15 | 934 | 94.0 94.0 94.0 940 |1 973 | 978 [978] 984 | 973 97.3 97.8 98.4 978 | 95.1 [ 97.8 97.8 97.8 984 | 978 [ 97.3 97.3 | 99.5 [ 99.5 / 100.0 | 100.0 { 100.0 [ 100.0 | 100.0 | 100.0 ] 100.0 | 100.0 | 100.0
259-15[93.4 | 94.0 94.0 94.0 940 |1 973 | 978 [978] 984 | 973 97.3 97.8 98.4 978 | 95.1 [ 97.8 97.8 97.8 984 | 978 [ 97.3 97.3 | 99.5 [ 99.5 [ 100.0 / 100.0 [ 100.0{ 100.0 { 100.0 ] 100.0 ] 100.0 | 100.0 | 100.0
230-17 | 93.4 | 94.0 94.0 94.0 94.0 | 973 [ 978 | 97.8| 984 [ 97.3 97.3 97.8 98.4 97.8 | 95.1 | 97.8 97.8 97.8 98.4 [ 978 [ 973 97.3 | 995 | 99.5 [100.0 [100.0 / 100.0 { 100.0 { 100.0 | 100.0 ] 100.0 | 100.0 | 100.0
71-15 |1 934 | 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [978] 984 | 973 97.3 97.8 98.4 97.8 | 95.1 | 97.8 97.8 97.8 984 | 978 [ 973 97.3 | 99.5 [ 99.5 [ 100.0 | 100.0 | 100.0 / 100.0 { 100.0 { 100.0 { 100.0 | 100.0 | 100.0
303-05] 934 [ 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [978] 984 | 973 97.3 97.8 98.4 97.8 | 95.1 | 97.8 97.8 97.8 984 | 978 [ 973 97.3 | 99.5 [ 99.5 | 100.0 | 100.0 | 100.0 [ 100.0 / 100.0 | 100.0 | 100.0 [ 100.0 { 100.0
343-15]1 934 [ 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [978] 984 | 973 97.3 97.8 98.4 97.8 | 95.1 | 97.8 97.8 97.8 984 | 978 [ 973 97.3 | 99.5 [ 99.5 | 100.0 | 100.0 | 100.0 [ 100.0 | 100.0 / 100.0 | 100.0 { 100.0 { 100.0
335-16 1934 [ 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [978] 984 | 973 97.3 97.8 98.4 97.8 | 95.1 | 97.8 97.8 97.8 984 | 978 [ 973 97.3 | 99.5 [ 99.5 | 100.0 | 100.0 | 100.0 { 100.0 { 100.0 | 100.0 / 100.0 | 100.0| 100.0
512-11[93.4 | 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [978] 984 | 973 97.3 97.8 98.4 97.8 | 95.1 | 97.8 97.8 97.8 984 | 978 [ 973 97.3 | 99.5 [ 99.5 [ 100.0 | 100.0 | 100.0 [ 100.0 { 100.0 { 100.0 | 100.0 / 100.0 | 100.0
45-12 [ 93.4 | 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [978] 984 | 973 97.3 97.8 98.4 97.8 | 95.1 | 97.8 97.8 97.8 984 | 978 [ 973 97.3 | 99.5 [ 99.5 [ 100.0 | 100.0 | 100.0 [ 100.0 { 100.0 | 100.0 | 100.0 ] 100.0 / 100.0
260-15[93.4 | 94.0 94.0 94.0 940 | 973 | 978 [978] 984 | 973 97.3 97.8 98.4 97.8 | 95.1 | 97.8 97.8 97.8 984 | 97.8 [ 97.3 97.3 | 99.5 [ 99.5 | 100.0 | 100.0 | 100.0 [ 100.0 [ 100.0 | 100.0 | 100.0 ] 100.0 | 100.0 /
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PRILOG 11. Uticaj pozitivne selekcije na svaki par ispitivanih sekvenci NSm gena 34 odabrana izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) dobijen
na osnovu ,,codon-based* Z-testa selekcije. Ispod dijagonale prikazana je vrednost statistickog parametra p, koji predstavlja nivo znacajnosti Z testa, ¢ije
se vrednosti verovatno¢e manje od 0,05 smatraju znacajnim na nivou znacajnosti 5%, dok su iznad dijagonale prikazane Z vrednosti

o o ) =) =) ) ) < w0 < %) o) o~ - o) o) - o © o) o) ~ o) © ~ ~ ~ - I} I}
— — =1 =1 — — B — — - — — o~ ) — - ") — — — = - — — S =1 o~ - — — — — o o
=3 ) S < & ™ I3 IS I ~ < Iy < = 0 © < I3 =) & = ) » Iy © & = < I 1) & r) o ~
o o < - - < © ~ ~ ~ @ @ 0 @ 0 < N I © — %) @ < < I N I ~ o I ] ~ = <
= = — — — — — — — < — — ~ 5] w0 © ~ N I %) < @ ™ ™ — ~ < [N — « N 0 ) —

109-19 / 1.534( 0.000| -1.386] -0.576] -1.554| 1.001] 1.001] 1.001f 1.001] 1.417| -1.200f -2.870] -2.671] -2.558| -1.865] -2.557| -2.549| -1.865| -3.058| -2.460| -2.870| -2.671| -7.443| -2.671| -7.626| -7.444| -7.192| -7.626| -7.626| -7.655| -2.761| -2.460| -2.671

108-19 0.064| / 1.534] -0.422]| 0.392| -0.697| 1.740| 1.740| 1.740| 1.740| 1.940| -0.078f -2.205| -1.976| -1.876| -0.950| -1.874| -2.327| -0.950| -2.420| -1.729| -2.205| -1.976| -7.046| -1.976] -7.229| -7.048| -6.783| -7.229| -7.229| -7.274] -2.104| -1.729| -1.976
110-19 1.000] 0.064] / -1.386| -0.576( -1.554| 1.001| 1.001f 1.001) 1.001| 1.417| -1.200| -2.870| -2.671| -2.558] -1.865| -2.557| -2.549| -1.865| -3.058 -2.460| -2.870| -2.671| -7.443| -2.671| -7.626| -7.444| -7.192| -7.626| -7.626| -7.655| -2.761| -2.460| -2.671
111-19 1.000] 1.000] 1.000 / -1.437| -2.106 -1.565] -1.565| -1.565| -1.565] -1.386| -2.128 -2.672| -2.461| -2.341| -1.564| -2.340| -2.336( -1.564| -2.870| -2.234| -2.672| -2.461| -7.322| -2.461| -7.505| -7.323| -7.071| -7.505| -7.505| -7.533] -2.557| -2.234| -2.461
112-19 1.000| 0.348| 1.000| 1.000 / -0.020| -0.386 -0.386] -0.386| -0.386( -0.198| -1.252| -2.844| -2.648| -2.549| -1.848| -2.548| -2.559| -1.848( -3.031| -2.441| -2.844| -2.648| -7.451| -2.648| -7.634| -7.453| -7.194| -7.634| -7.634| -7.673| -2.745| -2.441| -2.648
113-19 1.000) 1.000] 1.000| 1.000| 1.000 / -1.405| -1.405| -1.405| -1.405] -1.492| -1.980| -3.305| -3.128| -3.036| -2.446| -3.036| -3.396 -2.446| -3.475| -2.945| -3.305| -3.128| -7.772| -3.128| -7.954| -7.773| -7.511| -7.954| -7.954| -7.997| -3.213] -2.945| -3.128
169-13 0.159] 0.042] 0.159| 1.000f{ 1.000{ 1.000 / 0.000| 0.000| 0.000f 1.001| -1.423| -2.979| -2.787| -2.672| -2.026| -2.672| -2.656| -2.026 -3.163| -2.583| -2.979( -2.787| -7.505| -2.787| -7.688| -7.506| -7.255| -7.688| -7.688| -7.716| -2.870| -2.583| -2.787
170-14 0.159| 0.042]| 0.159| 1.000f 1.000f 1.000] 1.000 / 0.000| 0.000f 1.001| -1.423| -2.979| -2.787] -2.672| -2.026| -2.672| -2.656| -2.026| -3.163| -2.583| -2.979[ -2.787| -7.505| -2.787| -7.688| -7.506| -7.255| -7.688| -7.688| -7.716| -2.870| -2.583| -2.787
179-15 0.159| 0.042]| 0.159| 1.000f{ 1.000{ 1.000] 1.000| 1.000 / 0.000| 1.001| -1.423[ -2.979| -2.787| -2.672| -2.026| -2.672| -2.656| -2.026| -3.163| -2.583| -2.979| -2.787| -7.505| -2.787| -7.688| -7.506| -7.255| -7.688| -7.688| -7.716] -2.870| -2.583| -2.787
177-14 0.159] 0.042) 0.159| 1.000 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000 / 1.001 -1.423] -2.979| -2.787| -2.672| -2.026| -2.672| -2.656] -2.026| -3.163| -2.583| -2.979| -2.787| -7.505| -2.787| -7.688| -7.506| -7.255| -7.688( -7.688| -7.716| -2.870| -2.583| -2.787
181-15 0.080| 0.027] 0.080| 1.000f 1.000{ 1.000| 0.159| 0.159 0.159] 0.159 / -1.200| -2.870( -2.671| -2.558] -1.865| -2.558| -2.704| -1.865| -3.058| -2.460| -2.870( -2.671| -7.444| -2.671| -7.627| -7.445| -7.193| -7.627| -7.627| -7.656( -2.761| -2.460| -2.671
185-15 1.000] 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000 / -3.338) -3.163| -3.059| -2.497| -3.059| -3.042| -2.497| -3.507| -2.979| -3.338| -3.163| -7.753| -3.163| -7.935| -7.754| -7.501) -7.935| -7.935| -7.968| -3.238| -2.979| -3.163
45-12 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000 / -2.272| -2.127| -2.582| -2.127| -2.104| -2.582| -2.706| -2.026| -2.497| -1.749| -7.438| -2.272| -7.375| -7.192| -7.191| -7.375| -7.375| -7.394| -2.363| -2.026| -2.706
58-15 1.000) 1.000] 1.000| 1.000| 1.000] 1.000f{ 1.000] 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000{ 1.000] 1.000 / 1.001] -2.364| 1.001| -1.845[ -2.364| -1.423| -1.749| -1.003| -2.026| -7.808| 0.000| -7.743| -7.809| -7.313| -7.743| -7.743| -7.768| -2.582| -1.749( -2.497
555-12 1.000] 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000f{ 1.000| 0.159 / -2.233| 1.417| -1.708] -2.233| -1.199 -1.564| -0.694| -1.865| -7.750] 1.001| -7.594| -7.751| -7.161| -7.594 -7.594| -7.621| -2.459 -1.564| -2.364
646-11 1.000] 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000( 1.000 / -2.233| -2.220| -1.423| -2.786| -2.127| -2.582( -2.364| -7.254| -2.364| -7.437| -7.255| -7.006| -7.437| -7.437| -7.460| -2.459| -2.127| -2.364
71-15 1.000] 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000( 1.000| 0.159| 0.080| 1.000 / -1.707) -2.233| -1.199| -1.564| -0.694 -1.864| -7.749| 1.001| -7.683| -7.750| -7.252| -7.683| -7.683| -7.710| -2.459| -1.564| -2.364
259-15 1.000) 1.000] 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000 / -1.707| -2.339| -1.552| -2.104| -1.845| -7.633| -1.845| -7.567| -7.385| -7.131| -7.567| -7.567| -7.598| -2.443| -1.552| -2.339
260-15 1.000] 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000 / -2.786( -2.127| -2.582| -2.364| -7.254| -2.364| -7.437| -7.008| -7.006| -7.437| -7.437| -7.460| -2.459| -2.127| -2.364
512-11 1.000] 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000 / -2.272| -1.003| -2.497] -8.055| -1.423| -7.743| -8.056| -7.313| -7.743| -7.743| -7.768| -2.978] -2.272| -2.903
437-10 1.000) 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 1.000| 1.000| 1.000| 1.000( 1.000 / -2.026| -1.749( -7.684| -1.749| -7.375| -7.685| -6.946| -7.375| -7.375] -7.394| -2.363 -1.423] -2.272
335-16 1.000] 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000) 1.000f{ 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000( 1.000) 1.000f 1.000 / -2.272| -7.931| -1.003| -7.866| -7.932| -7.435| -7.866| -7.866| -7.894| -2.786| -2.026| -2.706
343-15 1.000) 1.000] 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000 / -7.561| -2.026( -7.497| -7.562| -7.069| -7.497| -7.497| -7.518]| -2.582| -1.749| -2.497
345-15 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000 / -7.808| -3.646] -2.651| -4.046| -3.646| -3.646| -3.792( -7.374| -7.684| -7.068
156-07 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f 0.159| 1.000| 0.159| 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000 / -7.743| -7.809| -7.313| -7.743| -7.743| -7.768] -2.582| -1.749| -2.497
212-15 1.000) 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000] 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000 / -3.336[ -1.863| 0.000] 0.000] -1.039] -7.557| -7.620| -7.006
42-12 1.000] 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000) 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000f{ 1.000| 1.000 / -3.575| -3.336( -3.336] -3.473| -7.375[ -7.685| -7.069
224-16 1.000) 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000f 1.000| 1.000| 1.000 1.000 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000 / -1.863| -1.863| -2.102 -7.372| -7.191| -6.578
192-17 1.000] 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000( 1.000) 1.000f 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000f 1.000 / 0.000] -1.039] -7.557 -7.620]| -7.006
230-17 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000 / -1.039( -7.557]| -7.620| -7.006
232-17 1.000) 1.000] 1.000| 1.000| 1.000f 1.000f{ 1.000] 1.000| 1.000| 1.000 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 / -7.581| -7.643] -7.020
525-11 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000 / -2.363| -2.978
303-05 1.000) 1.000] 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000f{ 1.000] 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000 / -2.272
147-05 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000 1.000| 1.000f 1.000| 1.000) 1.000f 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000) 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000]| 1.000| 1.000 /
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PRILOG 12. Uticaj pozitivne selekcije na svaki par ispitivanih sekvenci Gn-Gc gena 34 odabrana izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) dobijen
na osnovu ,,codon-based* Z-testa selekcije. Ispod dijagonale prikazana je vrednost statistickog parametra p, koji predstavlja nivo znacajnosti Z testa, ¢ije
se vrednosti verovatno¢e manje od 0,05 smatraju znac¢ajnim na nivou znacajnosti 5%, dok su iznad dijagonale prikazane Z vrednosti

45-12
58-15
71-15
169-13
170-14
177-14
179-15
259-15
260-15
646-11
109-19
147-05
185-15
343-15
525-11
335-16
42-12
156-07
192-17
212-15
303-05
110-19
232-17
230-17
345-15
437-10
555-12
512-11
108-19
181-15
224-16
111-19
112-19
113-19

45-12 / -1.729| -1.874| -3.238| -3.238| -3.238| -3.146| -1.728( -2.368| -2.680| -3.057( -3.146] -3.238| -2.022| -2.585| -2.003| -7.511| -1.874| -7.182( -7.172| -1.729| -3.057| -7.192| -7.114| -7.609| -2.248| -2.003| -2.003| -3.057| -2.991| -2.249] -3.061| -3.060| -3.057
58-15 1.000 / 1.001] -2.679| -2.679| -2.679| -2.581 -1.730| -1.586| -2.013| -2.487| -2.427| -2.679( -1.728] -2.135| -0.452| -7.286| 1.001| -6.955| -6.945| -1.422| -2.487| -6.965| -6.887| -7.384| -1.731| -0.452| -0.452| -2.487| -2.448| -1.731| -2.473| -2.506| -2.487
71-15 1.000] 0.159 / -2.777| -2.777| -2.777| -2.678| -1.875| -1.729| -2.130| -2.582| -2.526| -2.777| -1.874| -2.268| -0.718] -7.332 0.000| -7.003| -6.992| -1.217( -2.582] -7.011| -6.934| -7.431| -1.875] -0.718| -0.718| -2.582| -2.532| -1.875| -2.576| -2.596| -2.582
169-13 | 1.000| 1.000( 1.000 / 0.000( 0.000| 1.001| -3.058 -2.134| -1.410| 1.416( -3.319] 0.000| -3.237| -3.148| -2.873| -7.535| -2.777| -7.201( -7.194| -2.679| 1.416| -7.215| -7.136| -7.632| -3.058| -2.873| -2.873| 1.416] -0.109( -3.059] -2.002| 0.042| 1.416
170-14 | 1.000| 1.000( 1.000| 1.000 / 0.000] 1.001f -3.058] -2.134| -1.410| 1.416] -3.319| 0.000| -3.237| -3.148| -2.873| -7.535| -2.777| -7.201| -7.194| -2.679| 1.416| -7.215] -7.136 -7.632| -3.058| -2.873] -2.873| 1.416] -0.109| -3.059| -2.002| 0.042| 1.416
177-14 | 1.000) 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 / 1.001) -3.058( -2.134] -1.410| 1.416] -3.319| 0.000| -3.237| -3.148| -2.873| -7.535| -2.777| -7.201| -7.194| -2.679| 1.416| -7.215| -7.136| -7.632| -3.058| -2.873| -2.873| 1.416( -0.109| -3.059( -2.002| 0.042| 1.416
179-15 | 1.000) 1.000| 1.000) 0.159f 0.159]| 0.159 / -2.967| -2.002| -1.247| 1.736| -3.231| 1.001| -3.145| -3.057| -2.779| -7.483| -2.678| -7.149( -7.142| -2.581| 1.736] -7.164| -7.084| -7.580| -2.968| -2.779| -2.779| 1.736| 0.059| -2.969| -1.871| 0.269]| 1.736
259-15 | 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000( 1.000| 1.000 / -2.129| -2.681| -2.880| -2.828| -3.058| -1.727| -2.585| -2.004| -7.520| -1.875( -7.189| -7.230( -1.730| -2.880| -7.250| -7.172| -7.617| -2.249| -2.004| -2.004| -2.880( -2.913| -2.250( -2.873| -2.893| -2.880
260-15 | 1.000| 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000 / -1.215( -1.873] -2.875| -2.134| -2.368| -2.248| -1.874| -7.226| -1.729| -6.895| -6.885| -1.586| -1.873| -6.904| -6.826| -7.324| -2.129| -1.874| -1.874| -1.873| -1.821| -2.130( -1.874] -1.893| -1.873
646-11 | 1.000) 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000 / -1.090( -2.776] -1.410 -2.679| -2.577| -2.252| -7.179| -2.130| -6.846| -6.888| -2.013| -1.090| -6.908| -6.830| -7.278| -2.474| -2.252] -2.252| -1.090| -1.254( -2.474] -1.016| -1.170
109-19 | 1.000| 1.000f 1.000| 0.080| 0.080f 0.080| 0.043| 1.000| 1.000| 1.000 / -3.147| 1.416| -3.056( -2.969| -2.688| -7.442| -2.582| -7.105| -7.100( -2.487| 0.000| -7.123| -7.042| -7.538| -2.881| -2.688| -2.688| 0.000 0.216] -2.882| -1.745| -0.449| 0.000
147-05 | 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 / -3.319| -3.145] -2.920| -2.633| -7.405| -2.526| -7.073| -7.036| -2.427| -3.147| -7.056] -6.978| -7.474| -2.829| -2.426| -2.633| -3.147| -3.088( -2.830| -3.146| -3.153| -3.147
185-15 | 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f{ 0.159]| 1.000f 1.000| 1.000f 0.080] 1.000 / -3.237| -3.148| -2.873| -7.535| -2.777| -7.201| -7.194| -2.679| 1.416| -7.215| -7.136| -7.632| -3.058| -2.873| -2.873| 1.416| -0.109] -3.059( -2.002| 0.042| 1.416
343-15 | 1.000| 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000 / -2.584| -2.002| -7.507| -1.874| -7.178| -7.167| -1.728| -3.056| -7.187| -7.109| -7.368| -2.248| -2.002| -2.002| -3.056| -2.988| -2.248| -3.060( -3.059| -3.056
525-11 | 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000 / -2.370| -7.094| -2.268| -6.765| -6.511| -2.135| -2.969| -6.529| -6.453| -7.194| -2.586| -2.370 -2.370| -2.969| -2.532| -2.586| -2.967| -2.978] -2.969
335-16 | 1.000) 1.000| 1.000) 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000 / -7.163| -0.718] -6.833| -6.822| -1.412| -2.688| -6.841| -6.763| -7.262| -2.004| -1.018| 0.000| -2.688| -2.645| -2.005| -2.678| -2.704
42-12 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000( 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 / -7.332| -3.493| -3.326| -7.047| -7.442| -3.489| -3.248| -3.832| -6.806| -7.402| -7.163| -7.442| -7.444| -6.808( -7.415] -7.463| -7.442
156-07 | 1.000) 0.159( 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000( 1.000 / -7.003( -6.992| -1.217| -2.582| -7.011| -6.934| -7.431| -1.875| -0.718| -0.718 -2.582| -2.532( -1.875| -2.576| -2.596( -2.582
192-17 ] 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 / -0.452| -6.716] -7.105| -0.629| -0.272| -2.687| -6.475] -7.071] -6.833| -7.105[ -7.099| -6.476( -7.082| -7.123| -7.105
212-15 | 1.000) 1.000| 1.000) 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000 / -6.705( -7.100| -0.446| 1.001) -2.807| -6.462| -7.061| -6.822| -7.100| -6.811| -6.464| -7.074| -7.120
303-05 | 1.000| 1.000| 1.000) 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f( 1.000) 1.000f 1.000 / -2.487| -6.724| -6.646| -7.146| -1.019( -1.412| -1.412| -2.487| -2.448( -1.020| -2.473| -2.506
110-19 | 1.000| 1.000( 1.000| 0.080| 0.080f 0.080| 0.043| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 0.080f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 / -7.123| -7.042| -7.538| -2.881| -2.688| -2.688| 0.000 0.216] -2.882| -1.745] -0.449| 0.000
232-17 | 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000] 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 / -0.190| -2.829| -6.481| -7.082| -6.841| -7.123| -6.833| -6.483| -7.095| -7.144| -7.123
230-17 | 1.000) 1.000| 1.000) 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000f 0.159) 1.000f 1.000| 1.000 / -2.719| -6.403] -7.003| -6.763| -7.042| -6.753| -6.405| -7.016| -7.062
345-15 | 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000( 1.000| 1.000 / -6.906( -7.500| -7.262| -7.538 -7.538| -6.908| -7.513| -7.558| -7.538
437-10 | 1.000| 1.000| 1.000| 1.000( 1.000] 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000] 1.000| 1.000| 1.000 / -2.004| -2.004| -2.881| -2.835| -1.019| -2.874| -2.894] -2.881
555-12 | 1.000) 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000f 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000 / -1.018( -2.688] -2.645( -2.005| -2.678| -2.704
512-11 | 1.000) 1.000| 1.000) 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000) 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f{ 1.000) 1.000 / -2.688| -2.645| -2.005| -2.678| -2.704
108-19 | 1.000| 1.000( 1.000| 0.080| 0.080| 0.080| 0.043| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 0.080( 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 / 0.216| -2.882| -1.745| -0.449| 0.000
181-15 | 1.000) 1.000| 1.000) 1.000{ 1.000| 1.000f 0.477| 1.000{ 1.000| 1.000f 0.415] 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 0.415| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 0.415 / -2.836( -1.716] -0.067| 0.216
224-16 | 1.000) 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000f{ 1.000) 1.000f 1.000| 1.000{ 1.000 / -2.874| -2.895
111-19 | 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000 / -1.778
112-19 | 1.000| 1.000( 1.000| 0.483| 0.483| 0.483]| 0.394| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 0.483| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000{ 1.000| 1.000| 1.000( 1.000| 1.000| 1.000 1.000| 1.000| 1.000f{ 1.000| 1.000( 1.000| 1.000 / -0.449
113-19 | 1.000) 1.000| 1.000| 0.080f 0.080| 0.080f 0.043] 1.000{ 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 0.080| 1.000( 1.000| 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000| 1.000] 1.000f 1.000| 1.000| 1.000| 1.000f 1.000| 1.000f 0.415] 1.000f 1.000| 1.000 /
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BIOGRAFIJA

Branka Petrovi¢ rodena je 28. juna 1993. godine u Beogradu, Republika Srbija. Osnovne akademske
studije na Univerzitetu u Beogradu-Poljoprivrednom fakultetu, studijski program Biljna proizvodnja,
modul Fitomedicina, upisala je Skolske 2012/13. godine i diplomirala sa prose¢nom ocenom 9,46
(devet i 46/100) odbranivsi diplomski rad ,,Razvijanje brzog i efikasnog protokola za ekstrakciju
ukupnih RNK za dokazivanje virusa paradajza“ sa ocenom 10. Univerzitet u Beogradu-Poljoprivredni
fakultet dodelio je pohvalnicu Branki Petrovi¢ za postignut odli¢an uspeh na studijskom programu
Biljna proizvodnja-Fitomedicina. Master akademske studije na Univerzitetu u Beogradu-
Poljoprivrednom fakultetu, studijski program Fitomedicina upisala je $kolske 2016/17. godine i
zavrs$ila ih sa prose¢nom ocenom 9,88 (devet i 88/100), odbranivsi master rad ,,Karakterizacija izolata
virusa mozaika krastavca na osnovu sekvenci CP 1 MP gena primenom analize polimorfizma duZzine
restrikcionih fragmenata (RFLP metode)“ sa ocenom 10. Doktorske akademske studije na
Univerzitetu u Beogradu-Poljoprivrednom fakultetu, studijski program Poljoprivredne nauke, modul
Fitomedicina, upisala je Skolske 2017/18. godine. Od 2018. godine angazovana je na Katedri za
fitopatologiju, Univerziteta u Beogradu-Poljoprivrednog fakulteta kao stipendista Ministarstva
prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije. Odlukom Nastavno-nau¢nog veca
Univerziteta u Beogradu-Poljoprivrednog fakulteta (broj: 32/8-6.1 od 29.05.2019. godine) i Veca
nauc¢nih oblasti biotehnic¢kih nauka (broj: 61206-2457/2-19 od 11.06.2019. godine), odobrena joj je
izrada doktorske disertacije pod nazivom: ,,Geneticka struktura populacije virusa bronzavosti
paradajza (Tomato spotted wilt tospovirus) poreklom iz razli¢itih domacina u Srbiji“. Za mentora
odredena je dr Ivana Stankovi¢, redovni profesor. U zvanje istraziva¢-saradnik izabrana je
27.05.2021. godine. Objavila i saopstila 14 nau¢nih radova. Govori engleski jezik i ¢lan je Drustva
za za$titu bilja Srbije.
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Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora Branka Petrovic¢
Broj indeksa FM170032
Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom

Geneti¢ka struktura populacije virusa bronzavosti paradajza (Tomato spotted wilt
tospovirus) poreklom iz razli¢itih domacéina u Srbiji

* rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

* da disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za sticanje druge
diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

* da su rezultati korektno navedeni 1

* da nisam krSio/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih
lica.

Potpis autora
U Beogradu, 28.04.2022.
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Branka Petrovi¢

Broj indeksa FM170032

Studijski program Poljoprivredne nauke

Naslov rada Geneticka struktura populacije virusa bronzavosti paradajza

(Tomato spotted wilt tospovirus) poreklom iz razli¢itih domaéina u Srbiji

Mentor dr lvana Stankovi¢, redovni profesor

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la radi pohranjivanja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva
doktora nauka, kao §to su ime 1 prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora
U Beogradu, 28.04.2022.
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Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢* da u Digitalni
repozitorijum Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod
naslovom:

Geneticka struktura populacije virusa bronzavosti paradajza
(Tomato spotted wilt tospovirus) poreklom iz razli¢itih domaéina u Srbiji

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu o dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji poStuju odredbe
sadrZzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju
sam se odlucio/la.

1. Autorstvo (CC BY)
2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
@) Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora
U Beogradu, 28.04.2022.
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