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GENETI L KA BJRRRIPULACIIE VIRUSA BRONZAVOSTI PARADAJZA
(TOMATO SPOTTED WILT TOSPOVIRUp POREKLOM | Z RAZLILITIH D

SRBIJI

SagefAnkliza geneti|l ke struktur e Pomnatudpatediwjlte v i
tospovirus TSWV) u Srbiji, obuhvatila je molekularnu karakterizaciju 41 izolata poreklom iz

razlilitih biljaka domaiina sakupljenih sa r
Filogenetske analize i mrega hagpida@{NSg NSMfaGnna o
Gec i RdRp) , kao i na osnovu sekvenci del a S
sekvenci, ukazale su na postojanje genetil kog
analize su pokazalleatdaa T SWW ed virnoap sskropgs kp chr e kzl oa
pokazal. velu bliskost sa izolatima iz sever
TSWV uneti kroz vige nezavisnih introdukcij a.

i L segnenta ukazalo je i na postojanje rekombinantnih, odnosno pseudorekombinantnih izolata.
Analiza sekvenci M segmenta primenom RDP softvera potvrdila je da je izoldi622dreklom iz

Cinia sp. prirodni rekombinant dva srpska izolaaaliza prirodne selekjg pokazala je da na sve
testirane genske regione i parove sekvenci TSWV deluje negativha selekcija, dok je pozitivha
selekcija ustanovljena samo i z mel uGcgenkQGsimi ko
toga, porelenj e ami notkinasladalo je sakmeitacgekdjevse inazvale dNeS m
supstitucije, ili C118Y ili T120N, kod srpskih RBegistancebreaking izolata poreklom iz otpornog

hi brida paradajza Wrestler F1, gajenih na dva
evoluci j u. Bi ologka karakterizacija je potvrdil
otpornost paradajza $w5b, ali ne i paprike sdswg e n o m. Rezul tat.i ovih i
j e populacija TSWV u Srbij i odukcijaevirueag @&iri pojaues | e d
genetil ke [ fenoti pske varijabil nost.i Iz
pseudorekombinacijama gto je doprinelo raznol

K1 j ul n eirusr beohzavosti paradajza, struktura populacije, molekal&arakterizacija, RB
(resistancébreaking izolati, anal i za rekombinacija, selekcion
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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 Serbianato spotted wilt tospovirus
(TSWV) isolates is based on molecular characterization of 41 selected i$mlatedifferent host

plants collected from different locations during different period of tidteglogenetic analyses and the
medianjoining haplotype network of the partial semees of each five genes (N, NSs, NSnm,&in

and RdRp), as well as concatenated sequences of segments S and M obtained by merging the
corresponding sequences, showed genetic diversity of TSWV in Serbia. Phylogenetic analyses
showed that most Serbian TSW4blates originated from Europe, but several isolates were more
closely related to isolates from North America clade, indicating that Serbian TSWYV isolates were
introduced through several independent introductions. In addition, the phylogenetic treerbased o
segments M and L revealelde presence of reconmation and reassortment, respesly. Sequence
analysis of segment M using RDP software confirmed that isolatel@®tiginating fromCinia sp.
represents the natural recombinant betw®emn Serbian is@tes. 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 ar@c@enes. Moreover, the NSm
amino acid sequence roparison revealed the presence of two amino acid substitutions (C118Y or
T120N) in Serbian RBrésistancebreaking isolates originating from the resistant tomato cultivar
Wrestler F1 grown at two locations, indicating their RB phenotype and independéutionary

events. Bioassay confirmed that Serbian RB isolates had the ability to bre@ik+Hremediated
resistance in tomato, but were unable to overcom@ shaesistance gene in pepper. The results of
this research indicate that the population of N6W Serbia is heterogeneous due to several
independent introductions of the virus, but also the occurrence of mutations, recombination and
reassortment have contributed to the molecular diversity of the virus in our country.

Key words: Tomato spotted wiltospovirus population structure, molecular characterization, RB
(resistancebreaking isolates recombination analysis, selection pressure, bioassay.
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1. UvOD

U veoma kratkom vremenskom periodu dogl o |
virusa bronzavosti paradajza dsmato spotted wilt viryspreko TSWorthotospovirusi TSW
tospovirus da bi trenut no z Vanato $potted wit arthospovirusiZbogs a g
toga se u publikacijama objavljenim | ak i ste
poslednjim podacima virus bronzavosti paradajza pripada r@dthotospovirus familiji
Tospoviridae reduBunyavirales

Virus bronzavosti paradajse ubraja u grupre-emerginge i r usa. Virus je pr
na paradaj zu u Aus {Britkebank, 1919pSarueltetialg 193X bi se erlo a
brzo progirio u sve del ovej zsrveeltaaj nii jpidvetlbaidl ijjmeidt
polovinom XX veka usl ed manj e, dadisokompanih 8@host i
godina XX veka doglo do njegove p dKirkcaadiTerry,poj av
2003.

TSWV zauzimadrugomestne Lu ekonomski naj zn ékhaljhafetj i m |
al., 2011; Rybicki, 2015) j edan j e od najproulavanijih bil]
u proi zvodnj iPojavaaorzol virlsa t dpilemijskine razanerama u proizvadajiz | i | i t

[
poljoprivrednih kulturay i r om sveta, doprinel a | egedwumiljardai ma k
dol ar a (Scottd20@PN j @r i | e mu ¢potpuniBerlinget @.u1990) tgt o ga |

jednim od najdestruktivnijih biljnilvirusa u svetu.
U Srbiji TSWV prvi putje detektovan na duvanu 1969. godiiMickovski, 1969) Kasnije

je prisustvo virusa dokazanoaparadajz Mi j at ov i |,pdpricigDaurk.i ,i 1 9)H@or . , ¢
i nabrojnim vrstama ukrasnih biljaka Kr sBuli ajii [, 2007; SSwoaklovi | i

al.,201b;St ankovi [ 3Nitkall il ®t0Polsl,edh@idh godina za
kruga domalina TSWV u nagoj zeml j i, na g¢gta uf
luku(Stan k o v i |  @)idveaviste tikav& @&itbita pepoBeogradska'C. maximgVu | ur ovi |

et al., 2013.

Dosadagnja istragivanja ukazala su na prog
tako i u Evropi [ svetu, gto potkrepljuje |1
krugom domal i na preko @300 biljihavrsta ia 8faa nbirl dijjie , koje uk
znal ajne povrtarske i industrijske ku(Pappu e, Kk
et al., 2009; EFSA, 2012)

U prirodi TSWV se prenosi putem vektargpsa i zaragenim propaga

materijalom Devet vrsta tripsa iz dva rodankliniellai Thripsopisane su&o vektoriTSWV, koji

ovaj VvVirus prenose na cirkul,atalviank a g enrazjizsnt aelna
vrste F. occidentalis(kalifornijski ili zapadni cvetni trips) . tabaci (lukov trips) (Pappu et al.,

2009 Rotenberg et al., 2015)Drugiveomaz na| aj an n a| ipradstgvijaneslhy raa M S AIMV:
trgovina biljnim materijalom  n a ju vidugabada i reznigekoje mogu bitz ar agene vi r u
i nfestirane Zztaushegkeenal.,mO92)r i psi ma

Lestice TSWV su k vadd0snmeirsialdmae,e pmel npskeud
ribonukleoprotein@ k r u lipepro@inskimo mot al emdkojpior ekl o od membr

aparata iz koje u vidu povrginskih giljaka vi.
(Kikkert et al., 1999). Genom | i ne tri l'inearne | @®RNKIiian] an
Aambisense RN K+/i) s R NK] , o z rslkoH) evh(middid alo(lar§e) ( Naj vel a L
je neinfektivnaX) i kodira RNK-zavisnu RNK polimerazu (RdRp). M RNK je bicistronska i kodira

nestrukturni NSm protein koji | e ugkoteinaiGneGc u Kk
koje kodiravirusnek o mp |l ement arni | anac M RNK. S RNK j e,
NSs nestrukturnog proteina Kkoji izaziva form



TSWV | I ma f unkci j utumitprotgira(pratemjnuklieoctapsida), kgikoNirans t r u k
virusnakomplementarmn lancemS RNK (Pappu et al, 2009)

Heterogenost populacije i brza adaptibilnost su dve osnovne karakteristike po kojima se
TSWV istile melLu o qHfsanpadnaretab,i200%) Zkhognpostojamjautrodelmog
genoma, raznovrsnost sojeva ovog Vvirusa usl ov
i pseudorekombinacijam@r e a r a n Koje panajuraeveju preraspodelu genomnih segmenata
(Qu etal, 1999. Na osnovu dosadagnjih istragivanj a,
utvrlLeno je da je populacija ovog vVvirusa def
odstupanja usled intenzivne razmene ZXagemageno
i zmelLu geogr af s k(Tsompana étiall, i2Q05; ISivparsad) and Gabba, 2008;
Tentchev et al., 2011

Dosadagaphavmnj a u odnosil@ ®y se znaunmblvjril i vanj e p
rasprostranjenosti TSWV red i md4Inial imoil mkdid raa inian
osnovu sekvenci N gena obavljena samonmi broj izolata ovog virusa poreklonmz duvana
(Stankovi la),tkava@Vul, ur200viill , paprikeéMi .| ,0 g 2 @)li pgradaped 1 3

( Ni kol i.l maj2@li8) u vi dugecthaetjid kposnawXrijuge popu
|l inilaca kao gto su porekl o, br oj I ntrodukci j
koj i utilu na pojavu novi hvaijantik | g wJ e izaan jues pzermyan|
oboljenja osnovni cilj ove doktorske disertaciije

populacije TSWV u Srbiji, kao i dobijanje prvih podataka o faktorima koji imaju uticaj na oblikovanje
populacije ovog virusa nagoj zemilji.



2. PREGLED LITERATURE
2.1. Taksonomski status virusa

lako su oboljenja biljaka koja se mogu dovesti u vezwigagsom bronzavosti pradajza
pr i mg loEB6agodingSakimura, 1963, ovo oboljenje prvi put je opisano na paradajzu 1919.
godi ne u Australiij.i pod nazivom Apegavo uv e
(Brittlebank, 1919). Tokom 1930. godine ustanovljeno | e
koji jeimenovan kefit o mat o s p o (Sarmauel etvali 1930) Dwoi rpuos| ¢e tihlgedind, 9 9 0
vVirus bronzavost.i paradaj za bi Matthews, LfYGICTVI | |
2017) MeLut i m, razvao,j mol ekul arnih istragivanij
TSWV sa drugim virusima familijBunyaviridae(Law et al., 1992) gt o j e dopri nel
TSWV u rodTospovirus koji je po njemu i dobio naziv. Nakon karakt@gge Impatiens necrotic
spot orthotospovirugINSV) (Law and Moyer, 1990) rod Tospovirusd o bi o j e jog | ed
razvoj molekularnih istragivanja dopripostab j e
| | a mowg rodaTSWV je sve 0 2016. godine pripadao familifunyaviridaei rodu Tospovirus
koji je brojao ukupno 29 biljnih virusgHassaniMehraban et al., 2016, a njegov zvan
glasio jeTomato spotted wilt viruMe L ut i m, t a k s DSWW pokazuje da je u veaomiaj a t
kratkom vremenskom periodu doglo do brojnih p
i roda kojima pripada. Najpre gs | edi | a promena zvani | damto na z i
spotted wilt orthotospovirysisled njegoeg svrstavanja u reBunyaviralesfamiliju Tospoviridad
rod Orthotospovirus Me L ut i m, tokom 2018. gTomatorspotted BIWV  d «
tospovirusi biva svrstan u familijuPeribunyaviridaei rod Tospovirus da bikrajemiste godine
ponovo biamenovan kad omato spotted wilt orthotospovirusvrstan utamiliju Tospoviridaea rod
OrthotospovirusPr ema posl ednjim podacima MelLunarodno
(International Committee on Taxonomy of Viryd€slv) iz2 01 9 . godi ne, zvani |
bronzavosti paradajza jeomato spotted wilbrthotospovirus svrstava se u ro@rthotospovirus
familiju Tospoviridaei red BunyaviralesDanas redBunyaviralesobuhvata preko 350 virudaji
velinom pobalziekjuga ugi vot i nj a ziokuje oboljeniailjakaled k ma 1

a

-

C

Bunyaviraleos buhvata 12 f ami |l i jTespoviridael uk okjoaj ismaad rig if asnai
OrthotospovirusU odnosu na ostale rodove u okviru raianyavirales rod Orthotospovirugie
izdvojen je jer sadrgi samo |l anove infektiwvn

26 (ICTV, 2019.
Naj vagni ji za Klasifikacgur ursteuumrod Orthotospovirus zasnivgu se na

specifilnostviekbdnos&ruwguusgomal i na, speocedul 0 g k o
slil nosti aminokise|liksiki mseita%EFartki dial.plodit ei n a
Hoffmann et al., 2001; Silva et al., 2001; FauquetetakD05. Anal i ze sekvenci

Orthotospovirusa pokazal e su da postoji vi sok nivo od

poslugil o kao v ag a warstakurokviruevogirgdajPappuz e al.,2p00)Fakosea n j e
izol at huki patj eéekenceNdehard it od 90% k!l asi fidékuj u k
seizolai kojis u s er ol soa kiiz cslr aotdi @mifzotospaviruealale ifgoigpr ocenat s
sekvence N gena 880% saizolatimate vrsteklasifikuju kao soj ili neka druga vrstaa osnovu
drugih kriterijuma, k laotata Kojt ppkazumi manje nd 80%s 4 asli dat u
sekvence N genldasifikuju sekao druga vrstéTsompana and Moyer, 2008)Zbogtoga su virusi

u okviru Orthotospovirugoda, na osnovu sekvence N protema; r st a n i u pet filo
grupa, koje nose naziv po svom tipskom predstavniuT@gmato spotted wilt orthotospovirus
(TSWV); (ii) Soybean vein necrosis orthotospovi(88NV); (iii) Iris yellow spot ortlbtospovirus

(IYSV); (iv) Watermelon silver mottle orthotospovir8/SMoV); (v) Groundnut yellow spot
orthotospovirus(GYSV) (Oliver and Whitfield, 2016). Osim toga, geogr af sk
ovim grupama dovodi se u vezu sa poreklom svaRotpotospovirusa, pa se izolati virusa iz

3



WSMoV i GYSV grupe svrstavaju wgsku grupu, dok se TSWi SVNV grupe Klasifikuju kao

amer i | ka grupa. ZalY$Vagapaiklasiikuje s kaoveoazijskaggrupgPliaer

and Whitfield, 2016, Turina et al.,, 2016) Por elLenj e sekvenci nestrul
intergenskog regiona M RNK mo g e poslugiti
Orthotospovirusa (Bhat et al.,, 1999; Silva et al., 2001) Me Lut i m, aminoki se
glikoproteinaGn i Gc Zzbog svoje visoke konzervativnost
kriterijum zaOrthotospoviruse (Elliott and Richard, 1996).

Osim TSWV, n a jOxhotgspovirpsr do tsdda Builmpatiens necrotic spot
orthotospovirus (INSV), Groundnut ringpot orthotospovirus (GRSV), Iris yellow spot
orthotospoviruglYSV), Tomato chlorotic spot orthotospovir§CSV) i Watermelon silver mottle
orthotospovirugWSMoV).

2.2. RasprostranjenosfTSWV

Oboljenje koje izaziva virus bronzavosti paradajza prvipuapisan@ o | et ko mu X X Vv ¢
Australiji kao pegasto uvenule paradajza, a
(Brittlebank, 1919; Samueletal., 1930 Do 1940. godine TSWV je int
u mnogim zemljama kawirus kojipr ouzr okuj e obol jenjsavelkimz| i |
ekonomskim posl edi cama. MeLut i m, posl e Drugog
Mediteranskom regionu praktilno nestao. Mogul
duvana uZapadnoj Evropi ili promena u populaciji vektofdrips tabaci tako da je nastala
populacija bez vektorske sposobnastma j u | i u vi du dlatabacpkojije dtot e p
VI eme bi o najvagniji vektor ovo@egnogenmnjsa, T3$\
(Chatzivassiliou et al.,2000a) Pr ou| avanj a kGho e al. $1988)sokazatesu dalTi
tabacine moge da prenese sve izol ate TvwRiATSWAaK on
doveden u pitanje. U kasnT$WWn nasjtefaigh assamij ji enap
Veoma sl abu efikasnost u pr eTntabgasng lui nT SW\e poadk &
mugj aka, dok popul aci | e eprenpse TSV¥Wijkagnp et al.al88%) § e n k
Smatrasedamaz| i |litprenhogasnasT SWV i zunteilluu muak a kmaj
fiziologke razlike i nalin ishranjivanja, tak
efi kasnonsjta purteinoeg ei Tsaakno Liez ojlea tmovgiuriues ad.a j e vek
broju zbog sve efikasnij e he manih8GhegodikaXXtvekd | e |
uol ena je ponovna masovna poj ava iprethodila &rgae n o
ekspanzija drugog efikasnog vektdfeankliniella occidentalis Ova vrsta, poreklom iz Severne
Ameri ke, danas | e ¢gir (ERRO/CAR,KSIYO7)0omoriovna apjdemijsko u  E
girenje virusa u Evropi tesno j e povezano sa

Danas se TSWV ubraja melu najrasprostranje

u umerenim, suptropskim tropskim regionimagrom sveta kako na otvorenom polju, tako i u
zatvorenom prostorfOEPP/EPPO, 1999, dok je u hladnijim oblas

proizvodnj.i razli]litih useva u zagtilenom pr o:
EPPOregiona, aliiuAgii , Afri ci, Severnoj, Centralnnoj [
Okeanije(OEPP/EPPO, 2004)

Prisustvo TSWV zabelegeno je i uije Il j a ma

detektovan prvi put 1997. godine na paprici u Dalme(ci;i‘;'k or i.l1998) a kaanije njegovo
prisustvo potvrLlLeno j(Kaijinaip aw dudsoyenijuobaljenjé0ilB g

prouzrokovano ovim virusom prvi put je potvrlL
su paprika i paradaj z, al i i na razlilitim
spatifluma( Ma v r i | and Ra\Baoshik ldercegovihiOTBW\ najpreut vr Len ka
patogen gloksinijgTrkulja et al., 2013), a zatim paprike i duvan@ De | i | etkaoa | . , :
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hrizantemg Ko hni i2019.t WICr,noj Gori wvirus jJe detektov
ukrasnimb i | j k a ma ,Draéemasp.,Ryitua sps,Qalceolariasp.,Gerberasp.,Aquilegiasp.,

Petuniasp. iChrysanthemurap.( Zi ndovi | ,2818) al . , 2011

l ako je prisutan u Evropi, TSWV se svrsta\
zbog s vjaimasatmskarantinskog patoggd&PP/EPPO, 2020)U Republici Srbiji TSWV
se nal azi na | A deo Il I(AStiugbenangil aski kgR&H

2.3. Prisustvo TSWV u Srbiji

|l zul avanje virusa broagalvetsd i | dptekaigokioanaz ar we
prowzrokovanogovim virusom1969. godine u proizvodnjiduvana kada j e progl age

regi onu j Migkowk, 8969 i j@&bi | azak terena i pral enj e
virusima potvrdilo je dommantnost TSWV u usevu duvana u Vojvodini tokom 1995. i 1999. godine

(Jasnil i, skaaro. ,i 2p0d0l0e)t k o m poeKIrSdndeldescaernljeZ(
2005cDuki i i sar., 2006; neki R0o6b, 2608c20060. SHitb® ; Kr <
na znal ajan uticaj virusnih zaraza na proi zv:
istragivanja virusa duvana u razlilitim I okal
2005.d02008.godim@ e ki | i sarv.i,i 20®6;r .Zi @00® B07b,2088k,i | i

20089,k oj a su ukazala na znalajno prisustvo TSW
zaraze prourokovane oviMekirlusomd 0ZNosi o je |

Tokom9Gi h godi na proglog veka, zaraze prouzr
paprike( Mi j at ovi | Dukshri ,)sam®Pqgr0l0&ga je primelen
simptoma na povrtarskim kulturamalLgtoapowual aj

I ;
I

povrtarskim kulturam#n e k i | 2007asKarrs.t,i | BKirl satjii il ,i 29a&r7. , 20
al, 2007;Tomi | i )sRremapavodi®d®r7st i | i ,samal @p@bdblprisu
ustanovljeno je u usevima paprike gajenimauzt i  enom prostor u, dok p
gajenom na otvor eno(Mi Ipo@q’aw)i&’irdb;'@o&mbreaeglea!oaj
kultura u poljoprivredno]j proizvodnji nage ze
2015. godine sprovedeno je pralenje pojave i
lokalitetima gajenjgNi k ol 8:;IN,i k011 et Ualok,vi2ml&®)vi h petogo
ustanovl jeno je da TSWV, iako prisutan svake
godine kada je bio drugi po zastupljenosti u usevu paradajza. Osim toga, da opasnogtvirdisso

zaproizvodnjupad aj za ni je mala govori i | i1ingvenSWV¥a da

dokazano u svim testiranim uzor(cNinkao liizia,z i 2v0alj 8u)

Posl ednjih godina zabela&agewogjeiliugarennpag
tako zabel egeni [ prvi n a |l aQucurbita pep@Beogradska'€€a n a
maxima koja predstavljmovogd o maaloivm g vi rusa ne s anfuluurdoebiilj i
sar., 2012.

| stragivanja spro2®ddéna godiprere, okw| 20 5 Q@ 0

rasprostranjenost.i i ul est aAllamsrna rva z luislai tiinm elk
gajenja, ukazala su na prisustvo TSWV inabillkamaovogroda.Prisus vi rusa prvi pl
iuuzorcimacrnogibeloglukaSt ankovi I et al . ,; 2Wull2u;r ofrisit,i 2 0

Uporedo sa pojavom infekcije prouzrokovane
virusa utvrlLeno jeljiakaod dbdeojjne hzalkelashme mo bar
(Krstil i BulbakriyverO0p®) veli ki broj noviih d
ukl julujuli prGeiberanhgbrida(zS tTaSWkVo vnial , kilikama hrizanten®20 1 1 b
( St an k d.\201B)i Beugmaasiasp.( Ni kol i | .etDuaglo.g 0 d2i0gln3j)a i st r a
i rasprostranjenosti TSWW st akpleanstl&mi | koj proizvodnj i u
sprovedena u periodu 20@913. godine ukazala suast al no pri sustvo i Vi s
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Prisustvo TSWV dokazano je welikom broju ukrasnih biljakap or e k| om i z razl. i
u k | j ulmpatiengdPetunig Pelargonium Dahlia, ChrysanthemugBegonia Salvia Sinningia
Calla, Iris, Amarilis, Lysmachia, Vinca Verbena Tagetes Cyclamen Gazania Gerbera

HyacianthusCalceolariai Aeschynanthus St ankovi |I. i sar ., 2013)
Proulavanja u nagoilpsuigzemha iyt prki eaega pdpay
TSWV na razlilitim domalinima, dok je deli mi]
N gena obavljena samo #daoizolata ovog virusa poreklonme duvana( Stankoviia,et al
paprike(Mi | o g20M3jtikaya( Vul ur ovi | iparmdajad Ni, k @10i1i2) 201 8)
2. 4. Ekonomski znal aj
Sa aspekt a ekonomskog znal aj a, Virus br o
naj znal ajniji bi [($cmolthofetialr,20%1; Rybidkii2018)Ro@va ovdyveusau
u epidemijskim razmerama u proi zvodmwimakojrsaz]| i |
procenjuju na oko jednoni | i j ar du dScotta20Gd) gmrdii glngreu gubi ci m
(Berling et al., 1990) Na | | edguti esevnkog leojih TSWV izaziva veoma destruktivna
obol jenja i veli ke ekonomske gt et €hnsanthemppapr i k

Cyclameni Sinningig kao i Senecio cruentu@OEPP/EPPO, 1999) U nekim regionima Brazila,
Argentine, Kamade, Danske, Italije, Holandije, Velike Britanije i SAD, TSWYV je postao ekonomski
naj vag nOBPP/EPPO,199%)

Tokom 1986ih godn a , usl ed n agadgnu eByaodbWyogadi
it

agl i
aakial iktakkg o vzralgat iil emlom

gubi ci u proizvodnj.

otvorenom polju narolito u KGodbachuasdketgrs, 1994) al i |
Nedugo zatim, u Francuskoj i Gppdenijgkimraznetamd e § e
u usevinaparadaja, paprikekaoi u proizvodnjiukrasnih biljakaAnemonas z a gt i [l enom p
ali i u polju (OEPP/EPPQO, 1999) Kol i ko TSWV moge predstavl | e
znal ajnih poyvrkeaa skticdh skwlpgaprai ka | apawvadagjaz kog
ukazala na potpuni i zostanak prinosa u proizv

u zatvorenom prostor{Gitaitis et al., 1998; Finetti Sialer et al., 2000)Groves et al. (2002hb e | e § e
gubitke u proizvodnji paradajzai25do 3 %, a s Vv e u k zrgkovane ayim @itusom magw u
dostili i 44 mili on(RiledandPapp®2000d Yodemhj amanoko
gto je MalLarska, zaraze pov6i8ah, owiorR \siur upsroons e
gubciiznosili5>4 0% kada je u pitanju p(bbevodnja.di nd:q

| stragivanja sprovedena u Turskoj ukad%,a3%)a s u
trgigne vrednost. pl odov aajeraoks 0,9 pilorea,dolagsevwikk u p n a
and Arli -Sokmen,2012). Sve do 2000. godi ne u ®Orthatosmovirlsj e n e
a na paradaj zu, soj i, krompiru, duvanu i ki ki
godine (Ghotbi et al., 2005) Tokom 2007. godine u Srbiji ] €
proizvod@jristpdvilasar., 200M | Ki s)sdaipitokom20010.7, 2
i 2015. godine zaraze ovim virusom dowa&eha do
paradajzd Ni k o | i Karavina &nil Bupba (2017)identifikovali su TSWV u 50% analiziranog

povr il a, kao i u hrizantemi, proi | emu j e naj Ve

familije Solanaceaedok je kod biljaka iz familijgCucurbitaceaeznosio oko 6,3%. U Venecueli
ni vo zaraze U proi zvodn(RodriguerRandreej at.,2018)o st i gao

Choetal (1999 suzabeldagijlei u pol etku pojave TSWV
Kaliforniji bilo od 5 do 10%gda bi utoku narednihn4é g o d i n aepidemigk pmjavd drusa
gt @aposedicuimalos manj enj e prinoW@ar bakvodnpD dal @6 &. L
Ssu znal ajni pros&l0®) ,g@adiignjeimug shui wi pEtadgdi ni m
u zagti | en o mdgstizal sdb BOOUFinettigSialerietcal., 2000)

6



Na Fl ori di prisustvo TSWV prvi p utdecgnipp z ab
kasnije ovaj virus postao je pretnja za proizvodnju duvana, paprike, lubenoiogita, alii ukrasnih
biljaka poput impatiensa, gloksinije i gladiql€éucharek et al.,, 2000) Pr os el ni godi ¢
D g o r @S&D)u proizvodnji kikirikija, duvana, paradajzgaprike dostizali su vrednost ado

100 miliona dolargJain et al., 1998) od | ega nekoli ko miliona s
(Mandal et al., 2001; Culbreath et al., 2003)

TSWV predstavl | a ograni!avajul'i,fak(SAcD) i z
ovaj virus ugrozio je proizvodnju ne samo kikirikjaap adaj za, vel [ duvana
50 %, gto je dovelo do toga da su proizvolLal:i
(Kucharek et al., 2000) Tokom 1999. godines obzirom na to da je preko 30% biljaka duvara bi
zar agvimrviousom gubi ci su procenj en (Willanas-Woodgaed, od 2
2000) Ozbiljni gubi ci u proizvodnji duvana za

Epidemijska pojava TSWV na 880% biljaka duvana u Srbiji dovela je do toga da je proizjaodn
duvana bil a u Mxckoyski,196%).t iKausgnriojgae niastr agi vanj a s
ukazala su na znal aj no pr ia2008.godine nivdz¥aze dostigad 0o i z
je 1000 (n e ki | ,. U ZWs&Bo)Bosni i Hercegovinizake | egen j e nivo zar
proizvodnji duvana i paprike De | i | et al ., 2018)

Ekspanzija-. occidentalisvektoraovogvirusa z nal aj no | e -pulga otze dial |
proizvodnju ukr as(Daughtrepadtal.jl199K)Aaragei ukrasmh bjakaentogu biti

prouzrokovane od strane TSWV Kkoji moge biti u
kada dol azi do pojave destruktivnih simptoma
(Daughtrey etal., 1997)Gt &«tog e ovaj Vvirus prouzrokuje na uk
Osim simptoma na |igiu i stablu, i propadanj a

cvetova, a takole, s ma n j(Whjtfield &t al..k2003)j Lhsy a Kt e kir It lo«
pl asteni]| ko] pr oi zv o,d3WVije dokkzaratakom 2005.lgadieKa b & i U 8
al., 200%l), a unarednimgodinanaz ap ajgapegov of Kyisrtednj e .Ewlaadjaij in.e

gtete u nagoj zeml | iGerzeealhybridade ¢ precermtizaraze ipnosm B02ov o d

(St ankovi | b)edsim todja, virus j2 Geflektovan i na bilikama hrizantgge a n k o v i [ et
2013 i Brugmansiasp. (Ni ko | i | ¢t aalnar exdnla3 dugogodi gnj a |
negoo stalno prisustvo i Vvisoku (Sutlaemsktaaviols)ti us ar
2.5. Domalini

Zbog veoma i zr a
sa najgirim krkgpm
2009; EFSA, 2012) TSWV pod

ene polifagne prirode, vir
d odriB® liljnitavrstaiz 92 éamilije (Pappu et al.,
ednako daair mojpakatiladoned bilkeoa i | e

9

J

naj zastupljenije biljne familije melLu domalin
Solanaceae sa 172ste | Fabaceae sa 60 vréarrella et al., 2003)

Kao najznal ajniiji prirodni domal i ni ovog
papri ka, pl avi patlidzan, sal at a, pasul j, g

industrijske (duva, krompir, kikiriki) i ukrasne biljke Alstroemeria Anemong Antirrhinum
Araceae Aster, Begonia Bouvardig Calceolarig Callistephus Celosig Cestrum Columnea
Cyclamen Dahlia, Dendranthemax grandiflorum Eustoma Fatsia japonica Gazania Gerberag
Gladiolus Humulus japonicusHydrangea Impatiens Iris, Kalanchoe LeucanthemugpLimonium
Pelargonium Ranunculus Saintpaulia Senecio cruentysSinningia Tagetes Verbena Vinca i
Zinnia). U Iranu (Golnaraghi et al., 200} i D g o(BADj (Nigchwitz et al., 200§, TSWV je

detektovan u biljkama soje koje nisu ispoljavs:
ovimvirusomSd zi rom na to, i ako | og ausvienkp tnobijleesojpl ontev r
predstavljaju rezenar inokuluma ovog virusa koji se dalje, putem vekiiora i p s a , moge p
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razlilite wusev@siim ktoorgoav,s kkea ob iprjikreo.d ni domal i n
volaka kao ¢t o(Brsm et @l.a1p%;Cho et al., d 99D aaslanijedna drvenasta

bilika nije naveden&k a0 domal uk | TSWYj ukir asne dr vefRosaste
hi bridi) i (Buphgrbidpoleherrimp(®aughuey et al., 1997.

Osim kultivisanih biljaka, u prirodne domal
k a o ¢gSomhusp,Ranunculus arvensi§araxacum officinalgStelaria mediaArctium lappa
Solanum dulcamara Chenopodium album Rumex crispys Convolvulus tricolor, Datura
stramonium Plantago majoy Polygonum convolvulysArtemisia vulgaris Amaranthus albys
Polygonum lapathifoliugPortulaca oleraceaSenecio vulgarisSolanum nigrumCirsium arvensg
Sinapis arvensjsTrifolium sp.,Vicia sp.,Ballota nigra, Lamium amplexicauld’ortulacea oleracea
Potentilla reptansGalium aparineVeronica officinalis Solanum nigrumChamomillasp.,Verbena
officinalis i druge (Jorda et al., 1995; Mertelik and Mokra, 1999; OEPP/EPPO, 1999;
Chatzivassiliou et al., ® 0 1 ; Mavr il and Ravni kar, 2001; Gr c
2003; Love, 2005; Takacs etal.,2006f n a | aj korovskih vrsta u ul o:
ogleda se ne samo u njihovo]j b r og dhrodsawirasaij vae |
vektorau zimskom period i na t aj nalin postaju primarni i

z

Pomolu soka prirodno zarmageos$ih meéh pigkiklaki T

mada takvo prenogenjveusauermd.EXrspleaji anenda agini e mjo e

koji se najlegle kor Nicotiaea tabacuN.jglatigosgoNs beritharkiana s v r h
N. clevelandij Datura stramoniumCucumis sativud.ycopersicon esculentyr8inningia speciosa
Impatiens walleriana Dendrathemax grandiflorum(Daughtrey et al., 1997; Parrella et al., 2003,

OEPP/EPPO, 2004) Dijagnostil| ki naj kor i s-hijkgmoza sver st o
Orthotospoviruse smatra sePetunia x hybrida (Allen and Matteoni, 1991) koja ispoljava
karakteristil ne | ok al2dadanamakknrinokulaciiene pr st enast e

2.6. Simptomatologija

Virus bronzavost.i paradaj za prouzrokuje ve
domalinima, pri | emu kod nek itdmatske reskdijgucrarelmo ¢ e
etal., 20000 U zavisnost. od sorte, faze razvila u
narolito temperature kao znalajnog faktora wu
biljnoj vrsti simptomi mogu varirat{Allen et al., 1991) R aizzblatilovog) virusa na istom
domaliinu pri i stim uslovima spol | &g Avleeetad,r edi n
1992) Da ddo radvojaydimptoma, neophodjgod a  p penold akubacije3-14 dana od
nastupanja infekcijes t itep ¢gotea i od nekada m@gobarek etalj 2000) [ z
Si mpt omi koje prouzr ok uakeje proBzdkdju drugiOmhatosgouuss | 1 | n
i zbog toga je gotovo nemogule utvrditi samo
koje izaziva TSWV ponekad mogu asocirati na simptome koji nastaju ili kao posledica fiziapatije

vidu nedostatkaodnosnovi gka hranljivih materija, Pl n e
patogeni ma poput bakterija il:i gl jiva. Osim t
protumal i ti kao ogtelenja od pestici ddgosnoOne |
zaraza bez wvidljivih si mptkaozaorinokulumalusstakderidimaa j u
Biljke domaliini, kao gto su paradajz, impati
reaguju i spoljavanjem sphcikfoinlcreint r 81 mphoma st
cvetovima ili plodovima, kajs u ol et ku akatsen i ij leiedjdujt setmgaia’'s t e ,
zarazu TSWV uka i specifil ni S i mpronaastu n a
boju, kao i pojava ljulhi a s t i h ga na stablu paradajza i [
Vvirusom, a koji j avlijgaujtue kiod rtaazniniolsineilhe dp
prstenovi, kao i razl i | it eisthblupnnekrosi kl en eg apreeg,e cnran
nekroza vrha biljke.

u p
Zuju
pr u
s e
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Na biljkama paradajza smp t o mi se mogu javiti na | itavo

stabl o i pl odove. U zavisnost. od faze razvoj
Ml adoel ugli ¢ eno i naborano, pr eksarzadebljalonnendamai m t
Simptom tipilan za infekciju ovim virusom, a |
reaguju ispoljavanjem nekr oz é trdkagtakve siljke kasaija i f e s
potpuno propadaju Zar agena bijka moge biti smanj enog
sistemi|lna nekroza. Ukoli ko dolLe do progresi|j
plodovima u vidu svetlozelenih gtenova sa izdignutim ceoin, pri |l emu ceo pl o«

N a mladim zelenim plodovi ma mogul a prealppnj av
deformacijom ploda.Pojava simptoma na zrelim plodovima vidu bledocrvenih, belih ili
narandgastvi hkeopnochejnat roi | ni m pr st e nlbowv enavredigostiprde  d

Zabeljegenapojava kada zaragene biljke na infe
plodovima(Pavan et al., 19960EPP/EPPO, 1999Chatzivassiliou etal., 2000;: Kr st i | i Bul
2007.

Zar ag e npaprikeispoljpvajeg ualiilgi a | gamh epbdsll ¢ kiecu i ma
|l itave biljke. Ml ado |igie ostaje sitno, def o
starijeg ligia |esto javlja mozaik sa izrage
prstenasti linijskimozaik. ka i kod paradajza, i |igie paprike
se mogu javiti dugal ke nekrotilne pruge, |1
zaragenih biljaka ovim virusom onemogulsno | ¢
formiraju nakon infekcije nerazvijeni su i V €
nekrotilnim prugama i pegama il i u vidu mozai
kod mlalih plodova rezul tai,r amopdoet pduonioim in eka 0izzo
skralivanja internodija stabl a,prgattoi zparroapgaednaonj
biljke (Mumford et al., 1996b; OEPP/EPPO, 1999Chatzivassiliou etal., 2000; Kr st i | i Bul
2007.

Na mlhilg@mu duvana javljaju se koncentrilne
prosvetljavaju. Tipilan simptom koji TSWV i za
nerva oko kojeg se tkivo dalje razvija, pa list postaje naboran i ssygar e ma nal i | j u,
linfjski h ili koncentrilnih prstenastih gara. Zar
gube upotrebnu vrednost. Na cvetovi ma i | aur
nekroze vr gnsokyr aleirviasntjeamai nit er nodi j a, gto dovo
porastu(OEPP/EPPO, 1999 Chatzivassiliou et al., 2000; Anonymus, 2002;Kr s t i | i Bul
2007.

Si mpt omi na ukrasnim biljkama evastei rNg ul ingll
Chrysanthemum indicumd o | a z i do pojave koncentrilno prst
bronzaste boj e, a modge dol i [ do pojavanaka !l or o
zarageni h biljaka. Cvefovisusprsesretieni ai knehkr
javljaju nekrotil|lne crne pr ubilke mwug ks@eiiganiun i t a
sp) I spoljavaju simptome u vidu belih do hloro
su sitniji. Kod zar aifjredalmpatichsh b j kgl u se javlja hloro
obl i ka il hl orotil ni [ nekrotil ni koncentri]l
(Matteoni and Allen, 1989;Chatzivassiliou et al.,200(b; Whi t fi el d et al ., 200
2007)

Dijagnoza oboljenja koje prouzrokuje TSWV
vidu njihovu raznovrsnost i variranje u zavisnosti od vremena infekcije, soja virusa, vrste, sorte i faze
razvojabi | | ke domal i na, al i [ f a k t ain@nzietseetloptin e s r e



2.7. Epidemiologija

Virus bronzavosti paradajzep r i r odi s e @gtirriip paitie mz arrekd eomriam
biljnim materijalom. Do sada je ustanovljeno devet vrsta tripsa iz dvaF@ikliniella i Thrips
koj i oV aj virus prenose na <cirkul altdawevinus ( per

umnajava u telu vektorgRotenberg et al., 2015) Dva najznal ajnija vekt
Frankliniella occidentaligkalifornijski ili zapadni cvetni trips) Thrips tabaci(lukov trips), a kao

ul est al e v rFsscheltze{pamuioy gps) sFefusca(duvanov tripsYAmin et al., 1981;
EPPO/CABI, 1992; Webb et al., 1997)Prvi opisani i dokazani vektor TSWj¢ Thrips tabacj a

1930. godingp o t v rjellvekioeska ulogd. schultzei(Samuel et al., 1930)Pet godina kasnije

p ot v rjeli eekt@ska ulogarrsteF. occidentalisGardner et al., 1935) Nakon toga, vektorska

uloga ustanovljeng e i kod pr eost &l fusha(Sakimsra, 4963) K.asetosugt 0 S
(Fujisawa et al., 1988)F. intonsa(Wijkamp et al., 1995) F. bispinosa(Webb et al., 1998)F.
gemina(de Borbon et al, 1999)i F. cephalica(Ohnishi et al,, 2006) Prema navodim&auquet et

al. (2005)i Thrips palmije smatran vektorom TSWV, aiedanas ova vrsta tripsa ne ubraje L u
vektore ovog virusa.

Od svih razvojnitstadijumatripsa, usvajanje TSW mogul e j e sapnwogiod st

drugog stupnja (L1iL2) okom i shrane na zaragenoj biljci,
stranelL2 i imaga(Oliver and Whitfield, 2016). Za uspegno usvapvaling e vi
intenzivna ishrana | aodismagaanalehbokobmi pot aj

i shrane moguinost usvajanja virusa znatno | e
njegov transport odvija se kroz lumeigestivnog trakta larve gde dospeva do srednjeg creva. Proces
endocitoze omogulava prolazak virusa Kkroz me

pljuvalne ¢glezde. Da bi se virus zadrgao u te
g | e prd prelaska larve u stadijum lut@hatzivassiliou et al., 2002) j er t okom pr ¢
dolazi do obnavljanja epitelnih lTelija srednj
vektora(Nagataetal.,2000) Nakon uspedgunsgs al sovdarjanvjaa ,u vliarr vi
prenosi na odraslu jedinku. l ako i mago nema ¢
njegovo dalje girenje. l nokul acija zdravih bi
pl juval k akopranepll itk ke i shrane tr i pMayeretale p9PY er ma
Dokazano je da 80% | ar vi postaje virulentno n
stadijum, kao i i mago, ima sposolgnesan)prekage
to da su larve drugog stupnja, kao prenosioci virusa, potencijalno efikasnije u odnosu na imaga,
narolito u zagtilenom prostoru. Dugina trajan

da bi se virus ymnodgi 8 u ot €lOou dladokomevogmezip@mogb i t i
stadijuma(German et al., 1992; Peters and Goldbach, 1995; Nagata et al., 2000; Naidu et al.,
2008) Period maksi malne infektivnosti vektora n
i | esto traje s YOEPPEPPOUIPIIPuchgenje wirukatjajimaatripsa nije
registrovandElliott and Richard, 1996). U prol el e T®WY abavljajn inagg frips@ n j e
tako gto prelaze sa k (Groves ®tkal.,200%) aa kgimas setdalje s k e
razmnogavaju, hrane i 0st v®omoletual, r?@04) & zimskama z e L
periodu virus se frojgkorowskihri gkaasnih biljpka,vkej¢ predsiavijaju
znal ajan 1 zvor i nok u(Mertelikanad Mokra, 499% Einetti Sialeeeg &.t ac i |
2000, 2002)

U zavisnosti od biljke domalina, vr &ipsa i zo
pokazuju razlilitu ef (PitaassandoGoldbaahn, 1996 @ proizycelmij u T
ukrasni h i povrtarskih biljaka u zatvorEnom j
occidentalis Za tripseF. schultzeil T. tabacidokazano jeda veoma efikasno prenose TSWe
Borb6n etal.,2006) al i i sto tako u ok \Wagataetal $200d)atguv rvlaenr a

je da ove vrste nisu prenosile ispitivane izotategvirusa. U odnosu nB. occidentalis T. tabacj
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F. fuscase pokazao kao efikasniji prenosilac dva kanadska izolata T®&NY et al., 1998)aJain

etal. (1998)su ut vrdili da su u Dg o rFdogddeéntalisifFafjiseaf i k a s
Ekspanzija odrelene vrste velkwdasVdV uustom.diakeje e non
tokomranih80i h godi na progl og vekaF.dcadentajisbsd lea i d@ 1pa
pojave TSWV u jugnom del u Se wueamieechapaineeErropk e , (
(Culbreath et al., 2003) Napugt adng duvanaru aonnagim eegionimaagadne Evrope

nakon Drugog setskog rata dovelo je do stvaranja jedidki tabacibez vektorske aktivhosti
(OEPP/EPPO, 1999) gt o je imalo uticaj na to da viru
epidemijsko ¢rrle&kmjje ToSIWWvwrnom i najefiTkasni
tabaci (Tsakiridis and Gooding, 1972) dok se za podrulje EvVrope
najefikasniji vektor navodi vrsta. occidentaligNagata et al., 2004)

Drugiveomaz nal aj anjaalTSWVgijeeme melLunarodna tr

uvidurasadaireznica koj e mogu biti zaragene vV i(Hausteckm i | i
etal.,1992) Prenogenje virusa zarageni m | u(Rablvdat c a ma
al., 1998; Kucharek etal.,, 20000 Me Luti m, prenogenje TSWV zar a/(
i mati veilim&juznatlayidu da se u zavisnostakod

84%. Zaragene krtole kojlei niespelpjodyajvaj sui mp mer
one prouzrokovane drugim patogeni ma, Ttaakkoollee, n
reznice uglavnom ne ispoljavaju simptome virusne zaraze, a kod pojedinih ukrasnih biljaka poput
hri zant e mee su latentné Zajaze ili |deispbljavanja simptoma infekcije dolazi tek dva
meseca otdjenognastupanjf Pet er s and Gol dbach, .1995; Kr st

Veoma zinaVaj annokuluma u prirodi predstavl
TSWV odrgava tokom zi mskog p e rGravesatal,2001kijne pr
t oga, one i maju i ul ogu reprodukt i iwsaolga kabd g | i
prenogenje TSWV mogulie je i Mnehealakp prénosimsokom t e m
prirodno zar adgbdkeiahve bi h p ak@esnl®egiBeuntktal., 1995; Peters
and Goldbach, 1995 mat r a da meehngnrei |likma psraenmoo ge ksper i ment

Groves et al. (2016)lokazali su da sBoybean vein necrosis orthotospovifB¥NV) prenosi

semenom u niskom procentu, gto ujedno predst
prirodi kada su u pitanj@rthotospovirusi . Osim prenogenja semenom,
biljaka domalina nij e Ddhbtesposimysa (ReddylanddVigitBanyv i C

1988; Jones et al., 2034
2.8. Morfologija virusnih | estica i organizac

Na osnovumor f ol ogi | e, |l estice TSWV klasifikuju
okruglog izde d a , bez vidljivih kap 80ddem &rocesafornmranjah o v
virusne | esniutar ddwmh jgieesavieusniunukleoprotein lokizuje unutar
citoplazmedug mrege koju formiraju akt i ngRikerokti | ame
al., 2009 Montero-Astua, 2012 Dietzgen et al., 201R Zatim, virusninuklegrotein stupa u
interakciju sa genommo RNK i tokom procesa formir,amjlan|jesnt.i
RNK zavisne RNK polimerazenukleoproteinai genomne RNK bivaju obavijeni dvostrukom
| i poproteinskim omot alGeind ggapaesdilzo nk oojde nue mbirdaun e
dvavirusno kodiranglikoproteina Gn i G¢Kikkert et al., 1999; Ribeiro et al., 2009 2013; Li et
al.,2015) U zavma@gmif ¢ g ¢ a Farneiraju sevelikei vezikule u kojimaeakumulirgu
zrel e vir usngdnbseukito ntoet ahbemdtageanee. u sobnom f uogi j om
omot al a porekla@olaoddyi mewmbgfaziprp @vatsd r ukoga omot
membranma endopl az mat iQvnaokgo rfeotrinki urlaunneeotane rjedrsrm e |
0 mo t aobtagum vezikulama u kojim su dapne za usvajanje od strane vektora tr{jpskkert et
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al., 1997,1999 200). Pr et post avl ja se da je za prenogen|]
| estica sadr gi o mokadaleupitdnfizka rtaod anvi aj nej ep (Banditaj.skl eo vd o

2005) U gralu virusa wukljulene su razlilite Kkomj
ugljeni hidrati, 20% | i ne(Bruntegbal. d996; Arbroykus,R@B)o p r «
Genom virusa sastoji se sgngledgdtrandetRNAsssRAAS N e | e

oznal ene Ekhart2,9 Ep), RMNRKK (niddle4,8 kip) i L RNK (large 8,9 kip). U zavisnosti

od polarnosti one mogu biti: neinfektivne, odnosno negativne polarndstsRNA] ili Aambisense ,
odnosno ambiinformaciorjét/-) s s RNA] . Ot v o openreading kameORKF) mdégu t a n |
biti: virusni (viral senseORF) i virusno komplementarr{viral complementary sen$@RF (Qiu et

al., 1998; Pappu et al., 2000; Silva et al., 2008 i M RNK s a d obg #paORF, dok je kodL

RNK prisutansamo virusno komplemental@RF(Pappu etal.,2000) Vi ri on sal i nj en
genoma i brojnih kopija proteinskih subjedinica N proteina, poprima pseudocirkularne konformacije
(i konformacije tipa ukosnichairpar) , odnosno formira krugn

ribonukle@roteinekoji su povezani sa 3P0 kopija L proteina (RNK zavisna RNK polimerazd)

| esti cama TSWV -koamplamengarnslaecd iM RNK;r ulsinjoi se odnos r
vidu 10 virusnih laacapo jednom virusnokomplementarom lanas (Mumford et al., 1996b;

Soellick et al., 2000; Silva et al., 2001; Prins and Komerlink, 208} Konzervativna sekvenca od
osam nuk FAGAGOAALE3 q)5,6 k ar akt Onhotosgovirise (Moyer,al999) v e
prisutna je u terminalnim regionima sve tri RNK.

Ot vor ene o k vambieforrhaciondgS ijMaRNK @ztlvajaju intergenski regioni
(intergenic regionsIGR), koji predstavljaju najvarijabilnije delove genoma TSWYV i imaju ulogu u
procesu dvosmerne transkripcfféeerts-Dimitriadou et al., 2012) Osim toga, intergenski regioni
sadrge visok procenat adenina i ur a caiukosnice i i
(Heinze et al., 2003)Prisustvo ovih konformacija 16 kr aj u net r argranslatedj ul e
region UTR) TSWV i RNK upufuje na moguliu ulogu i

(GeertsDimitriadou et al., 2012) Pr i sustvo viriona TSWV primel e
del ova zaragene biljke. U takvim [ el i(Brutea dol
al.,1995) a formiranje razlil|litih struktur atau ci t
zavisi of faze replikacije TSW\Silva et al.,, 2001) Gr upi sanj e viriona pri
za koje se pretpostavlja da nastaju wusled i s
retikuluma.

Do sada je u prirodii luttver Wwaersd ep adstf ejkd mji en  d \
defektne forme(Verkleij and Peters, 1983; le, 1982) defektne odeediawj ul e
interferingRNAs, DI RNA9 (Resende etal.,1991) Mor f ol ogki defektne for
omot al a vi irnaweparatirhaeas dektrorsku mikroskopiju imaju izgled amorfnih tamnih
agregata u citoplazmi biljnih f{elija. U [eli
mogul e det ekt o8 dziromdg dvakkedopnre moge mastai nakon sergema ni | ki h
inokulacija biljakaNicotiana benthamianaali ne iN. rusticg zakl juluje se da
domalina u procesu stvaranja ovakvih mutanat
defektnih formi nije u potpunosti jasamstanovljeno je a 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 lipoproteiosy o mot al a oko vi
gt o ometa paenosipsosnta, viar usaskole omeelecijoinL saku
RNK, koja bude zaoko5ktkr al a od L RNK normalnih |estica
poli merazu, nastaj u deTfael katnn emeohnaenti azjaunt en a(sxla)n k
ut vr L genpoznatoldes u povezane sa o0sl| abdoyodendo rslabijeg f e k t
ispoljavanja simptomaMargaria et al. (2014)u o | i | i Su prisustvo del ec
izostanak prekursorazdg kopr ot ei ne, kao i | i popr defektnen s k o ¢
forme (p202/3RB TSWV izolata p202/3WTn av o d e | i da je ovo prvi z a
izolata virusa iz familijeT ospoviridada pored ovih nedostataka nije izgubio sposobnestarivanja
infekcije.
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2.9. Funkcije proteina

Na j vLeRINK je neinfektivna{), monocistronska i kodira jedan protein, dok su M RNK i
S RNK ambiinformacione (+}, bicistronske i kodiraju po dyaroteina Genom TSWYV sastoji se od
ukupno pegena koji kodirajyet proteina(i) RNK zavisra RNK polimeraa RNAdependent RNA
polymerasgeRdRpprotein) ili L protein; (i) nestrukturniNSmprotein qon-structural proteir); (iii)
Gn i Gcglikoproteini @lycoprotein®; (iv) nestrukturniNSs protein onstructural protein; (v)
strukturniN protein fucleocapsigrotein protein nukleokapsida

Fragment L RNK (8897 nt), negativne polarnosi ( na otvorenwima okuvi
complementary sen$@RF) kodira L protein (332 kDa) koji predstavignzim tipa transkriptaze i
obavlja ulogu virusne RNK zavisne RNK polimeraze, koja prepisuje negativtanac L RNK u
IRNK (de Haan et al., 1991; Pappu et al., 2000; Silva et al., 200Na krajevima L RNK prisutne
su kompl ement ar ne6 5s enktv)e rkcog e( dountpigrue abv2aj u RNK d

ukosni ce, koje wulestvuju u stvaranju krugnih
terminalne sekvemg@mabadmngengkalpesti diaci ju i sin
znal ajnim kada su u pitan(aeHagnetalg®¥8l) transkrip

FragmentM RNK (4821 nt) odlikuje polarnost tipfambisensg(+/-) . Na MRBNKkr aj u

nalazi se virusni ORfviral sens€ORF koji kodira NSm proteirt33,6kDa), doksen a 3 6nal&zr a | u
virusnokomplementarnORF koji kodira prekursore glikoproteinan® Ge (127,4 kDa)Qiu et al.,
1998) Sdbzirom na to da su | estice TSWV vele od

prenogenja celokupne, formirane virusne | esti
nukl eokapsid (subvirusna | esti ca) ,nuklepkapsitnognp | e
proteina i virusno kodirane polimeraze. Posto

do procesa transkripcije i replikacije, odnosno infekcije, neophodno je da RNK zavisna RNK
poli meraza bude tr an sgno satvicusnanm RNKSpelliokcevdy, 20008 | i j u
Kl julnu ulogu u transportu oV omgoteknokajisd zbog svaje i z
ul oge n aArangpartnijpmtgiii Tubularne strukture koje formira ovaj protein zapravo
omogulavaju melulelijsko pr ednosnp@amenetog konfpleksa i v n
NSm protein odlikuju karakteristike tipilne z
fazamainfekcije, povezanost sa plazmodezmama i nukleokapsidnim agregacijama u citpplazmi
mogulnost formiranja tubularnih struktura. Za
koja je drugalija u odnosu na srihrvausafamilijpe 2z a
TospoviridagSoellick etal., 20000 pa se pretpostavlja da je dog
adaptacijerodaOrthotospovirusna bi | j k e (Galdbactdamdrizelers, 1394 Evolucija

NSm proteina dovela je do jog jedne njegove z

kodoni ma njegove aminokiselinske sekvence, ko
biljaka par adSvplgenonsaporoog{Haiivas at al.,2014)Osimnjegove glavne

uloge u transpoutv i rusa od [ elije proevadiiljade nkauo,oit pwlr
pretpostavlija se da NSmMm protein ima uticaj i
(Tsompanaetal, 2005) al i [ na stvaranje cevastih (tubu

i [ el i j(silvatak, 2001pFawuet et al., 2005; Tsompanaetal.,2005) Takol e, pot
je da sekvenca NSmMm gena moge kloasdiufgiikacikjauo rda
okviru roda Orthotospovirus(Goldbach and Peters, 1994 Glikoproteini, Gn i Gc, obavljaju

znal aj nu ul ogu -vaktor (Fautuetrea &.,c200Q5) Smatra seuda su ovi proteini
neophodni u procesu usvajanja |estica TSWV od
kroz telo vektorgMargariaetal.,2014)Poznat o j e da gli koprotein Gn
TSWV za e p brédejégrreva kae priog neesta infekcije u triphitfield et al., 2004)

Fragment S RNK (2916 nt) | e Fambiseksepadliarin o gkia
sa dva ot vor ewra senskORFirvieal compleraentarasen$@RF) . Na 50 Kkr
RNK virusni ORF kodi r a nestrukturni NSs p r o Yiresnon (52

13



komplementarnORF kodira N strukturni protein, odnosno nukleokapsid (28,8 k{P&}ers and
Goldbach, 1995; Elliott and Richard, 1996; Qiietal.,1998)U | el i j ama zar ageni
I

protein izaziva formiranje agregata il fi a
formiranja parakristalnih strukturgKormelink et al., 1991). NSs proteinma ulogu u ekspresiji
simptoma iispoljavasuprescsku aktivnost u procasAu t i ¢ a v di(gena sileneinpad strane

bilj ke (@akeda Etian 2002 Sonoda, 2008 Sonoda et al.,2005. Prema navodima
Margaria et al. (2014) ovakva supresorska aktivnost NSs
tripsu F. occidentalis Osim toga,l i t er at ur ni podaci upuluju na
translacijg(Geerts-Dimitriadou et al., 2012). U odnosu na glikoproteine (35c) koji su neophodni

proi usvajanju | estica TSWV od strane | arvi tr
od presudnog znalaja kada je u pitanju nagom
vektora (Wikamp et al., 1993, gto omogulava uspegno prenog

(Margaria et al., 2014) MeLut i m, kadaefsektune@iftammae INSsl at :
da ovakvi izolati mogu biti usvojeni od strane larve tripsa, ali usled vrlo niske koncentracijey@dnos
niske akumulacije virusa u adultu, dolazi do odsustva transmisije ovakvih ig@diatgaria et al.,
2014)Nedavna istragivanja ukazala su na to da se&
pojedinih isparljivih biljnih monoterpenakoji imgu repelentno dejstvo na vektetgpsa F.
occidentalis gt o giorvermr g iodnosu TS vektordripsa (Wu et al., 2019) Kao i

NSm protein, i NSs protein podlegao je evolutivhim promenama, koje su imale za posledicu nekoliko
promenau aminokiséinskoj sekvenci ovog proteina kaddesistancebreakingi (RB) izolata TSWV

koj i i maj u s p o kombrajainhtsortipaprikeasguagvr aanl jlsamgenmm otpornosti
na TSWV (de Ronde et al., 203N protein ulestvuje u formira
predstavlja zagtitni sloj oko virusnih RNK, a

virusne RNK(Li et al., 2015)
2.10.Filogenetska ispitivanja

Zbog postojanja trodelnogegoma, raznovrsnost sojeva ovog virusa uslovljena je ne samo

mut aci j ama I rekombinacij ama, vel [ pseudor e
i zmelLu sami h g e@uwatal,il90§.letegogeaastpapalacije ovog virusa u prirodi

(pojedindn i izol ati) ogleda se u postojanju jednc
hapl oti pova znaMoyevetalj2§08)Pud elsaaajositii popul aci j
geografskog poreklaTsompana et al. (2005)su ustanovili da jeus v el i ni slul aj e
parametara koji odreluju diverzitet hapkapti pa
tj . da je raznoli kost haplotipa izragena, dol
homologije. Raznolikost izalt a ov og Vi riunsaa eokdsrpargeasviaj us esi mpt o
domal i ni ma, serol ogke osobine, kao i adaptib

podrulja. Zbog toga se smatra da su brhsrihie epi
varijanti virusa na nove biljne vrs{elull, 2009). U literaturnim podacima autofargaria et al.
(2007) saopgteno | e postojanj e r aNicbtiana atabaaum .1 mp t c
benthamianaCapsicum annuuntC. chinensgDatura stramoniumSolanum lycopersicup®cimum
basilicumi Emilia sonchifolia koj e su prouzrokoval.i razl i | iti

Chatzivassiliou et al. (200B) su na osnovu rezultata dobijenfno moi u ELI1 SA t e
upotrebu poliklonal ni h nihzagateo lnukleokapdida (Nhprotaimt i t e
dva glikoproteina (@ i Gc), ustanoili s er aulvoagrki j abi | no s ii grupSane i i

Orthotospovirusa u pet razli|litih serogrupa i seroti
antitelima za N protein, kao jedini |  an sero
Impatiens necrotic spairthotospeirus (INSV) (Soler et al., 2003)Na istin a | i n ,Tomator u s i

chlorotic spotorthotospeirus (TCSV) i Groundnut ringspobrthotospairus (GRSV) svrstali su se
u okviru serogrupe I(Soler et al., 2003) za koju je ustanovljeno da se sastoji od dva serotipa
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formirana na osnovu reakcije virusa saonoklonalnim antitelima spedifiim za TSWV

glikoproteine @& i Gc (Peters and Goldbach, 1995) S| i | n oOsthotospaviras prue tri

serogrupe ogl eda s e ujepsekvencamagikoprotemalGo& 4ueanlike h o m¢
melLu njimaenet anokviru velilni(Soleretale ROOB ndak gl ek
na osnovu analize sekvenci N proteina zabel eg
serogrupa |II pokazuje 75% sl i | nsaszolatimassarogrugeo | at

lIl (de Avila et al., 1993)U serogrupu IV svrstani su viruslatermelon silver mottierthotosp@irus
(WSMoV), Groundnut bud necrosiorthotospeirus (GBNV) i Watermelon bud necrosis
orthotosp@irus( WBNV) , za | i jrilejne® M aprset esiem ou tog K i raz
tri serogrupe. Za serogrupu V, wustanovljen je
a kao ||l an ove Gsoendnutyellowpsparthotospoinis (GYS¥).Ot kri | e nov
virusa i Ortbotosgpgvirusrdda Insayellow spotorthotospairus (IYSV), doprinelo je
formiranju nove serogrupe, pr vens Onhetospovirasb 0 g n
ima kada se posmatra NSs protein. Ovaj virus ppl@z j e naj velu slilnost
serogrupe IV(Soler et al., 2003) Pojedini Orthotospovirus k a oChrgsanthemsim stem
necrosisorthotospeirus (CSNV), Zucchini lethal chlorosisrthotospirus (ZLCV) i Melonyellow
spotorthotosp@irus (MYSV ) , ni su svrstani n i u (Selet ptwal., od p
2003)

Molekularne analizeriezultati filogenetskih analizgoveli su do podel®rthotospovirusa u
pet fil ogenet d)Kkomato spatted wiltiothotdspogrESW\g; (iif Soybean vein
necrosis orthotospoviru6SVNV); (iii) Iris yellow spot orthotospovirudYSV); (iv) Watermelon
silver mottle orthotospovirudVSMoV); (v) Groundnut yellow spot orthotospovir(GY SV) (Oliver
and Whitfield, 2016). Geografska ragpstranjenosbvih grupadovodi se u vezu sa poreklom, pa se
izolati virusa iz WSMoV i GYSV grupe svrstavajazijsku grupu, TSWV BVNV grupe klasifikuju
sekaomer i | ka e ¥MFP/arupa &lasKkikuje kaoveoazijska grupgSilva et al., 2001,
Tsompana et al., 2005; Sivparsad and Gubba, 2008liver and Whitfield, 2016; Turina et al.,
2016. Virus bronzavosti paradajza pripaéem e r i AlgrkpQrthotospovirusa(Silva et al., 2001)
Filogenetske anal i NeNSsiaNSmpshownekbddiraajulihh (( C
sekvenci omoguliavaju otkrivanje slilnosti i r
TSWV, koje su u korelaciji sa geografskim poreklom vir(Rappu et al., 1998; Bhat et al., 1999;
Heinze et al., 2003Tsompana et al., 2005)Sivparsad and Gubba (2008sut ok om por e L €
sekvenci N gena izolata TSWV draaaljii lhiotvag med agro:
i znosi v I Wgp®nirskain r&GyMpeautoraTsompana et al. (2005)u kom jeizv g e n a
rekonstrukcija filogenetskih stabala na osnovu sekvenci NSs, N, N®aGc@ena ustanoljeno je
razdvajanje prirodne populacije TSWV udagnosnoyv
i st r ag (Dietager et ah,®005; Persley et al.0R6; Sivparsad and Gubba, 2008)J istom
raduTsompana et al. (2005 abel egena su i odst ulpta kojemje w n al
saglasnosti sa njihovim geografskim poreklom. Ta odstupanja odnose se na nekoliko izolata TSWV
por ekl om i ZSeJemgKamlind koji su &egrupisali sa evropskim izolatima, ali se odnose

i na i1zdvajanje izolata iz Gpanije od ostal:@l
Severne Karoline pokazali su g eokazujenpkoiwkgsna,i | no
tkz. Ageneflowf,i z Evrope u Jugnu Afri ku i Iz Evrope
nekih druginOrthotospovirusa(Nischwitzetal.,2007) Pr et post avl ja se da |
biljnim materijalom, odnosnavoz zar agenog bi |l j,kojagredstavjascentaj al a

propagacije biljnog materijala, doprineo introdukciji ovih izolata u druge zemlje ili kontinente
(Tsompana et al., 2005)lako od strandsompana et al. (20050 i j e dat o oogb jlaeggna ejr
doglo do izdvajanja gemagekipmsimaohrata, kawvwa ppa i
introdukcije TSWV u Evropu, proi | emu ovi i zol
i zol ati ma sa amer i | kojaguspravelitentchey atl.a2011pbshvatiagyi v an
vel i ki br oj izolata TSWV razlil it okgjasyspiogetiaf s k
Tsompanaetal.(2005) ukl julila su i1 izolate TSWV porekl
i s tvan@@atvrdili su prethodne tvrdnje koje se odnose na grupisanje izolata TSWV na osnovu
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geografskog porekla. Osim togeentchev et al. (2011d o g | i su do zakljul ka
izolataT S WV , | i j e gr updvsaknjoeg ondss|tjwipaaz gojdubpi samj ai ¢
introdukcije izolatasovogvirusa Tako j e uoleno da su se pojedi
zajedno sa azijskim izolatimavog virusa Pojavu ovakvih odstupanjdentchev et al. (2Q1)

objasnili su kroz dvamo g ud$cenarija: (i) Aemergenc@ s cenar i o podr azumeyv
rasprostr anj e n jFeoccigentalisimpopdacie TWV tparaklpns ia zapadnog dela
Severne Amerikekojej e dal j e omogul i tlospeldpaphiazije nirusa @ kosip a n z |
geogrd s ki m p o d rAe-Enjeigened;scen@riokoj) se odnosi se na to da introdukcifa
occidentalisu odr eleno podrulje podstile ponovnu ek
TSWV na tom podrulju. Takole, ustoaremenogostsarenja d a
oba scenarija u odrelenim podrul ji msompamety!| ed a
al. (2005)r ekonstrui sal.| na osnovu N gena, uo]l ava s
izdvaja u odnosuena osthabhetiznol afe mhbhpube s m:
kl astera u kome se nalaze izol ati iz SAD (K
Kol orado) , Gpanije i ltalije. Uk | jTeritchevatalj e m t
(2011) rekonstruisali su filogenetsko stablo na osnovu N gena koje pokazuje izdvajanje ovih izolata

u poseban klaster, proi | emu se takolLe moge u
izolatima ovog virusa Filogenetske analize na osnovu RdRp, NS&N gena pokazal e
izolata TSWV iz Irana formiraju zaseban klaster u odnosu na ostale irotagevirusau k | j ul ene
analizu(Abadkhah et al., 2018) | r an s ki izol at i pokazal. su v
jugozapadne Ewnbopa, (Ftahtpaka)Gpnego sa azijs
pretpostavlja da su ovi izolati introdukovani iz Evrope, obzirom na intenavraazijskutrgovinu

biljnim materijalom(Abadkhah et al., 2018)

2.11. Varijabilnost virusa

Raznovrsnost i zol ata TSWV posledica je pr
genoma ovog virusa, odnosno brojnih mutacija, rekombinacija i pseudorekomb{Qauijet al.,
1998; Bhat et al., 1999; Kaye, 2009) Mut aci j e su pr o mgumokomiprodgesa s e
replikacije nukleinskih kiselina i ispoljavaju se u vidu delecija (gubljenje) i insercija (dodavanje)
nukleotidailisupst i t uci ja (zamena) jednog nukl eotida d
u strukturi proteina. Ukoliko seetkcije, insercije i sugtitucije odnose na delove gena, onda se te
geneti|l ke promene oznalavaju kao rekombinaci|j
trodel nog genoma TSWV o0z na(Quetal, 10998kQ@uandiVoyern d or e
1999)Upravo zbog ovih osobina, TSWV pr eihpitanfav | j a

poput definisanjagent i | ke strukture u popul ac(Tgompanaietr us a
al.,, 2005)Kaoglavhep ar amet r e za mer e mumtarpeuaeife virusMougy di v e
etal. (2006navode broj, frekventnost i diverzitet h
sekvenci virusalsompana et al. (2005p r v i su istragi VSAW,idokewsesvp ar ar
prelagnja evolutivna proul avanj a Qhdiogpoviougio g Vi
familije Tospwiridae, zasnivala pre svega na filogenets

genet i | k(dehAvila et all, 1983aDews et al., 1997; Pappu et al., 1998; Heinze et al.,
2001) Tokom tih istragivanja ust Aospwvidagnastabbkag e d a

posledi@ mutacija, rekombinacija i psdorekombinacijgPlyusnin, 2002) k a o i girenj
biljnevrste(Bohlmanetal.,2002) St oga, za uspegno pr oullSWw,anj e
neophodno je sprovolenje statistil|l ke anali ze

| stragi vanj aQikaad Moyers(1999ukarata slenaastuplienost TSWV u prirodi u

vidu kompleksa haplotipova koji odlikuje visok nivo adaptibilnosti. Analiza strukture populacije,
geneti|l kog diverziteta I i zvora geneti| ke wvar
Virdginije, oaplkatziapsakuy estdraukh uru svakog gena
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hapl oti pa i Vi ge od 100 hapl| dKayep 2009a Strpkture d st a

popul acije slilne ovoj zabel ege (GarcimArendlet&.od dr
2001). | stragi vanj a Kayer(2000gpdoeknaaz ad & stur adnrae RdRp ¢
di verzitet na osnovu broja haplotipova, nj it
geneti|l ke wudal jenost i , Kadaeeuwpitagjt psustvtoaekdmbimaeija iN i )

pseudorekombinacija kod izolata TSWV u prirgelir va i str agi v aTsgnpankei j a S
al. (2005)nisup r u glakdzex o njihovom prisustvu, iako su do tada postojale tvrdnje koje su na
osnovu laboratorisjkih eksperimenata ukazale da izolati TSWV ispoljavaju veliki potencijal za

melLusobnu razmenu genetil kog materij allai,| intarho
izolataovog virusa(Qiu et al., 1998; Qiu and Moyer, 1999; Jahn et al., 2000; Hoffmann et al.,
2001; Margaria et al., 2007. Kao mogul i razlog za izostanak
prirodnoj popul aciji TSWVt umaiviods elseera@id,agma i
(Tentchev et al., 2011)Premar ani j i m i ssiatréo$d da ackombimaaje predstavljaju
gl avni evolutivni mehani zam kod virusa sa | ec

kod RNK vir us anosan(Pvessing aheé Reanney, 1§84; Chao, 1988) gt o | e
potvrlLeno u saopgtenj i méa&oyhean mbsaig vildiSMV)ji Gueumber r u s a
mosaic virus(CMV) (Fraile et al., 1997; Gagarinova et al., 2008; Seo et al., 200%asnija

i stragivandga ipokakamiai saci | e i pseudorekombi n;
mehani zme kod RNK virusa sa vigedel ni Brongee n o ma
mosaic virugBMV) (Bruyere et al., 2000. Stopa pojaveleo mbi naci ja i pseudor e
biti povezana sa geneti ] kom st r (BiknontlLorierenand gi v

Holmes, 2011)Dosadagnj a saopgtenja pokazala su da s
promena kada su u pitanju swvagenomnasegmentdS, M i L RNK) izolata TSWV(Tentchev et

al., 2011; Lian et al., 2013; Zhang et al., 2016y literaturi se navodi da su gotovo sva mesta
rekombinacija detektovana pretegno na 506 kraj
(Zzhang et al.,, 2016) Pr et postavlja se da na ovu pojavu

genomna segmenta k a o i njihova genetil ka str uklakar a,
su istragivanlLianetkab (2@613)skia saplradoved ini gu stopu poc
odnosu na stoppseudoekombinacija kod izolata TSWVZhang et al. (2016)suanal i zi r aj
kompletne sekvence izolata TSWV poreklom iz Kine, ali i iz drugih delova sveta, osim

pssudorekombinacija, detektovald8 mesta rekombinacijod 27 sekvenci segmental43 mesta

kod 56 sekvenci M segmerita | a k 1 7ambinaeijakod®1 sekevdnce S segmenwvi podaci
ukazuju na znalajno prisustvo ne samo pseudo
TSWV. Pretpostavlaseda r ekombi nacij e i pseudorekombinac
introdukcije nekog izolata TSWV u novo podr ul
drugim izolatomovog virusa(Lian et al., 2013) Osim toga, isti autd smatraju da broj mesta
rekombinacijamo ge bi t i u kor el acigenomnegegmeptad izolata TSYWMY a n a
ukl julenih u analizu. MeLut i m, isto tako ukaz
posledicld et ek ci j u v éihaeijgi navadegrirer $ RNkkodrkojesu detektovana samo

dva mestarekombicgana osnovu anali ze sekvenci 53 izol e
nekoggenomnogs e g me nt a, u ovom slul aju sekvenci L R
mo ge utmada,j na krajnji i shod rezultata anali z
mesta rekombingga b i t i uzeta u obzir Pl ne, gto se p
detekciju rekombinacijdLian et al., 2013) Literaturni navodi nekolk o gr upa autor a
veoma izragenu genetil ku varijabilnost [ poSs:i
razl i | i ti HTeychehey etal.h200b;i Turturs et al., 2005; Jonson et al., 2009; Elsayed

et al., 2012. Proul avahpem TSWY zi z Korej e, ustanov|
nukleotidnim sekvencama pojedinih izolata na nivou L RNK, odn&snmpletnogRdRp gena, iako

j e me L u ovim izol ati ma uol ena i zr arfpeosnavu k o n z
kompletnih S i M RKX (Lian et al., 2013) Filogenetskim analizama ovi autori pokazali su da
sekvencd. i M RNK v e kdlam eode&kporekd jz zdmalj@aine Evropéi Severne
Amerike, a da sekvence S RNKih analiziranih korejskih izolateode poreklo iz AzijeOni su,
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takolLe, wuvol il i razmenu celi h genskih region;.

razlilito poreklo i upuluje na to da su oOVi
Dosadagnj i l i t eratur nituaekard 8SWWV S MKVTako suQiieta. v ar i
(1998)o pi s al i melLusobnu razmenu genomni h segmena

i zragenu domi nant nosDudnosk N&KS RNKoolata aSWAD,Spatv/
pretpostavkom da je tome doprinelo lupr anj e odrelenog broja nukl

TSWV-1 0 . U pojedinim specifilnim uslovima, S RN
kada je biljka domalin otporna n a(Qil&&WMoyess | ed
1999) MelLonobobvimja istragivanj a gagkvausaaddlkujessiabond a s
kompetitivnogl u atokoh evduzije biruséTentchew et al.nZ0%kl Pretpostavlja

se da I GR S RNK ima odrelenu ulogu u regulis
odnosno procesa pseudorekombina¢@au et al.,, 1998) U i s t r a ghangeenal. (2618)

navodiseda razl i | i ti i zol at ano priSudtko rekambing&ina pekdm ogl e d e
trigenomnss egment a, pokazuju melLusobnu bliskost, Kk

u filogenetskom stablu.

Prva istragivanja o uticaju evolutivnih pa
Tsompana et al. (2005) pokazala su dpozitivna selekcip favorizuje razlikovanje vrsta u okviru
Orthotospovirusroda U brojnim publikacijama navodi se de svih pet genskih regioneSWV
dominantan uticaj ima negativifpurifying) selekcija, uprkos uticajpozitivne selekcije na pojedine
kodone genskih regiona ovog viruSesompana et al., 2005; Kaye et al., 2011; Tentchev et al.,

2011; Sundaraj et al., 2014; Lai et al., 2021)ako Tsompana et al. (2005p i su zabel egi

pozitivne selekcije samo kodSm gen a, k a s Rojajsa obuhgatila izotpte TSNV] a
poreklom iz osetljivih i otpornih sorti kikirikija potvrdila su da je NSm gen analiziranih izolata bio
pod uticajem pozitivne selekci(gai et al., 2021)1 ma j u | i u vidu ursmgneg NS m

proteina(Kormelink et al., 1994; Storms et al., 1995; Soellick et al., 200Davirulentnog faktora

u pr ev aptpoinastkeonmjeur ci j al ni h s or t iSw5b genandogppriosti s a
(Hoffmann et al., 2001; Peiro et al., 2014ustanovljeno je da je nesinonimna supstitucija na poziciji

118 (C118Y) NSnproteing koj a j e jedna od dve odgovorne s
kod paradajza, pod uticajem pozitivhe selek(ijépez et al. 2011)S druge strane, pokazalo se d

se 11 kodona NSgroteina koj i ima ulogu avirulentnog f a
komercijal ni h s or Tswgemom ptpornéisgMargaaia et a.,r2807; ele Ronde

et al., 20132014) kao i ulogu supresoradu t i avdoagfgusgeane b(Takddkee dom
al., 2002) nalaze pod uticajem pozitivne selekdiJentchev et al., 2011)dok je za N gen uglavhom
utvrlLen negdgt o (Teanpgna et d.,r200b; Tdntoheévoehah, 2011; Kaye et al., 2011;

Lai et al., 2021)

Varijabil nost u 0Osobi nama [ razlilitim o
Orthotospovirusa,§t 0 uka@azm @u | i protok gena iz wudaljen
kao i vigestruku introdukci j u nterkondirtentalnerazgnene n u ¢
biljnog materijaldl Kr i t zman et al ., 2001; Smith et al .,
2009)

2.12. AResistancebreaking izolati TSWV

Dosadagnja istragivanja doprinela su prona
divljim vrstamaLycopersicon pimpinellifoliun{Samuel et al., 1930) L. esculentum(Holmes,
1948) koje su kori ¢l ieza @obijang otpomid hinggiaradajza. Tore griliken s
dobijena su dva dominantrn@ylai Swlb, i tri recesivha genaw-2, sw-3 i sw4, |l ija je ot
vrl o brzo pr evazi(Erdag d953) Btevans et aln £992TFBitE\ét al., 2007;
Stevens et al., 2007; Saidi and Wade, 2008) Kasnije jedivlja vrstaLycopersicon peruvianum
(sinonimSolanum peruvianum, koja je u prirodi (Nakszato etal.f r an |
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2012) zbogsvojgmenesi I keaosti s a (\agbit and Tankpley,r2@08)postalao m
predmet daljih istragivanja u cilju iznalagen
identi fikaci]ji ] 0 g Swb €Sanithp 1944 )za koji je dokazamm® dp pakazujea
otpornost prema velikom broju izola@rthotospovirusa u SAD (Stevens et al., 1992) Brazilu

(Boiteux and Giordano, 1993) Osi m ovog gena, i de3wbi1Swi/, ko v an a
koje je utvrlLeno da prugaju samo del i(Rasdlmu ot
et al., 1998; Rosello et al 2001) Od svih osam opisanih gena kod parad&gala Swl1b, sw2,

sw3, sw4, Swh, Swb i Sw7), kojipr ugaj u na TP r pokazalp se da w5 gen

najstabilnijipa j e samim tim i naj vige proul Swhgema Us't
(Swba, Swbh, Swbc, Swbdi Swbhe), od kojih jeSwbbgenj edi ni  k o me r ¢obziranl n o i
da se pokazao efikasnim i dovoljno stabilnim

drugimOrthotospovirus ma , k aTomafpichbrotis spotorthotospovirug TCSV), Groundnut
ringspot orthotospovirus (GRSV), Chrysanthemum stem necros@thotospovirus (CSNV),
Impatiens necrotic spobrthotospovirus(INSV) i Alstroemeria necrotic spobrthotospovirus
(ANSV) (Turina et al., 2016) Drugi dominantni gen otpornosti jeswgen, koji je identifikovan u
divljoj vrsti Capsicum chineng®oiteux, 1995) U odnosu n&w5b gen,Tswgenpokazujeefikasnu
otpornostpaprikes amo ka v el e MSWVr ali jneui prerzacdtuginh biljinim virusima
(Boiteux, 1995)

Uv o L &wgb,®dnosnolswgena u komercijalne sorte paradajza i papfikaina et al.,
2016; Ferrandetal., 2019 opr i nel o j e uspegnoj kon§egabdi gnj
ekstenzivna upotrela otpornihsorti paradajzaipaprike r | o br zo je u razlilit
uticajem selekcionog pritiska, dovela do poja
kako paradajza, tako i paprikeatham and Jones, 1998; de Raite et al., 2013)Do prvog sloma
otpornosti, izazvanog pojavom RB izolata TSWV kod biljaka paradajfav#b g e n o m, dogl
naj pre u Jugn Tadmpson and\an Z§l€1996)dk je © Evropi prva pojava ovih
i zol at a z ab e(Ar@mpernamd Marti GA0G8Nai zatimi u Italiji (Ciuffo et al., 2005)

RB izolati TSWV, koj i s Tswgers jp paprici, pdvigput purdetek@amvani L u
u Brazilu(Boiteux and Nagata, 1993)a kasnije i u Italij(Roggero et al., 2002)Nakont oga, dog
j e praktil no (rdsstaneehrsagirgiealataj T8WVRIBnnogim zemljama u kojima se

na velikim povrginama i nt e,odnosngaorikedChgeeal.,d99¢; or n i
Latham and Jones, 1998; Thomag€arrol and Jones,2003; Ciuffo et al., 2005; Gordillo et al.,

2008; Deligoz et al., 2014; Alméasi et al., 2015; Batuman et al., 2017; Jiang et al., 2017; Ferrand

et al., 2019) Na osnovu sposobnost.i TSWV da prevaz
uspostavljena su dvapt izolata TSWV: (iizolati k o j i podstilu otpornos
hipersenzitivni odgovor otpornih biljaka z n a | a v aAjesistasceénduciagd(RI) izolati ili kao
Anonresistancebreakingi (NRB) izolati i (ii) Aesistancebreakingi (RB) izolati, koji su sposobni

da prevazi Lu (Retropeial, @044 Rerrahd et a)., 2K %

Najpre suHoffmann et al. (2001)s aop gt i | i da se geneti]l ki 1
prevazilagenje otpor nost $Swblixgerdm,sabaei i okvirp ld RNKdaa j z a
kasnije su ove tvrdnje eksperimentalno potvrlL
avirulentni faktor ze&Sw5b gen(Hallwass et al., 2014; Debreczeni et al., 2013§od RB izolata
TSWV uol ene s u susniintoukciisjeel innas kdeve pozicije u o
poziciji 118 dolazi do zamene cisteina (C) tirozinom (Y), dok na poziciji 120 treonin (T) biva
zamenjen asparaginom (K)opez et al.,, 2011) Osi m t oga, r e asulsproxdi i i S
Peirbetal. (2014) wukazal i su na to da bi RB i zol ati T S
neophodno je da postoji i ssiiucija aminokiselina na poziciji 130, gde se izoleucin (I) nalazi umesto
valina (V). Ov a pr o me ncaltoicet)aranspomaviresg i prisutns je &od e mi |
veline izolata TSWV koji swadowstliimmui kw d®darmB ain
utvrlLeno je da su pod (purfyimgeselekaye, doleza kodoa harpeziciji | i
118 ustanvljeno da je pod uticajem pozitivhe selekcije, upravo zbog svoje adaptacije na
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prevazil agewhbgenajlvpeonetal. 2681 i Do i st og z ®dérbgtal.l ka o
(2014) kada su u pitanju kodoni na pozicijama 120 i 130.

Rezul tat.i i st r aglahm atalj(2000kakgjaasu s wdnasifa ogpornedt i
paprike kontrolisaeTswgenom,dgelis u do zakl jul ka da je za njeni
faktor u okviru TSWV S RNK. Nakon izvesnog vremena dokazaa proteirkodiranNSs geom
ovog virusa predstavlja avirulentni faktor zswgen(de Ronde et al., 2013) Vi ge aut or a
je postojanje razlilitih melLusobno nezavisnih
izolata TSWV (Margaria et al., 2007; Tentchev et al.,, 2011; de Ronde et al., 201Ra tako
Tentchev et al. (2011phavode dau pojedine aminokiselinskesup i t uci j e na razl.
(38, 79, 130, 138, 25 264, 288, 389, 390, 438, 45462 u NSs proteinu RB izolata TSWpbd
uticajem pozitivne selekcije. TakolLe, isti au
uticajem vigestrukih nezavisnih evolutivnih ¢
(Almési et al., 2015; Jiang et al., 2017; de Ronde &, 2019)

2.13. Kontrola

Kontrola oboljenja koje prouzrokuje virus
njegovebrzead apti bi Il nosti na nove domaline i nova g
izolata koja ipmeomagllageajler Xxo ri HeeotparriosiiGrmletn e i
al., 1996; Mandal et al., 2006)Osim toga, visoka f i k a s n 0 s viruspvektorincafJigsima, a

kao i tegkol e u kKontrold vektor a usl eda nj ec
rezistentnosti, |ine ovaj virus jednim od naj.
u zagti | e raloim opvorenant polju.u ,

Do sada je bilonekolka s pegni h pokugaja primene supsta
gt o rjazoVvi (ribavispmegl awkarnjie uitdsdeael jnaavanj a si s

paradajza i duvan@e Fazio etal.,, 1980) Me Lut i m, u praksi za sada
direktne mere koj ekonoaoT$WY. Spvraojvuo Lheegigineg miagrama
zagtite, Koj i podrazumeva Kkombinaciju odr el
predstavlja najbolji vid kontrole ovog virugaCul br eat h et al ., 2003; Ca
sar., 200@!). Ove mere odnose@aspenaar aspankadm kogpivskih a k a
biljaka, prostornu izolaciju osetljivih biljnih \
smanjenje izvora zaraze i populacije vekt@albreath et al., 2003; Peters and Goldbach, 1995)
maj i u vidu da TSWV ima izrazito ¢girok krug
proizvodnje rasada povrtarskih biljaka (paradajz, paprika, salata), rasada duvana od proizvodnje
cvela, kao i vel pos aRuehaicketal. e tartnaan et dl., 2005)s a d a

| maj ul i u vidprdaagatprvaeanmgeajer i j-tapsiman | p
osnovni n aolvog wifusa,gab glavmej peeventivnenere kontrole navode sgpotreba
bezvirusnog ili na viruse testiranog propagatiy materijala i suzbijanje vektora. Zbog toga je
neophodn@posvetiti posebnu pagnju i granilnom pre;q
pre svega paradajzaipaprikez uvVv 0z a, koj i predst &akovjruggtako naj |
i vektora u zemljuDa b kontrola TSWV bila uspegna, n
suzbijanjevektora virusa(OEPP/EPPO, 1999)kojaj e popr il il no otegana
occidentalisr aspol age vigestruki m r e 7rezsterdnost misamo nee h an
insekticide sa istim, vel i n a (Momeletkalt, 2004) d e s
| majuli u vidu da virus zaragava veliki broj

pl ast-nak k eroizvodkji@gje bolje rezultate u odnosu na suzbijanje na otvorenom polju
(Peters and Goldbach,1995) Ono gt o dodatno otegava suzbijail
jedinki, visok nivo reproduktivnosti, kao i veliki broj generacija koje se ppallatokom vegetacije
(Hatala-Zseller and Kiss, 1999) Takol e, oteganom suzbijanju
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bi ol ogke kar alskrweniinsat|iikne ,jiovdontoas gode su j aja pri

l ogi, nimfe u zreimhji gltiusniamlpupe! jucicmat Jgto i
insekticida.U ci | ju pralenja populacije tripsa prepec
mesta u zasadu, blizu ulaznih vrata u staklenicima i plastenicima, kao i blizu ventilaticyri.

Korisne su i biljikePetuniax hybrida, koj e mogu poslugiti kao biolc
tripsa. Nakon inokul acije one brzo ispoljavaj
koje se javljaju nakon-3 dana(McDonough et al., 2005) pa ih treba postaviti na plavu podlogu
koja privlal:.i tripse. Kao dopunske meigraijek oj e

tri psa u tergepu pirirﬁeemglumirpijmrr(sléh folija oko ventilacionih otv{Z#ter et al.,

1989)i UV apsor buj ul @ntignuseesat.,il996) e Up skreitwk s e pr i me
mere koriglenjem Qriussmhd, predatsrékin hrinjadnbiyseiksNeoaeiul(s
cucumerig druge), parazitoida, nematoda, i gljiiidiggins, 1992; Bennison et al., 2001po sada

su najvige kori gl eAmblysdius cneumerigOjiua (Mantfordcebas, 11996d;n i
Bennison et al.,, 2001)Me L ut okazalospda | e bi ol ogka kontrol a
primenjuje u sklopu svihrdgih preventivnih mera.

Uv o L &wibeTswgena otpornosti u komercijalne sorte paradajza i pagfikena et
al.,, 2016; Ferrand et al., 2019) doprinel o je wuspegnoj kontr
vV i g e gaoi @kstgnaiyma upotreta otpornih sorti paradajza i paprike r | o br zo | e u
delovima sveta, pod uticajem selekcionog pritiska, dovela do pojave RB izolata TSWV sposobnih da

prevazilu otpornost k élLktloam pral Janeb alpPaB;ade Ronde letaal., i p
2013) Pretpostavh se da bi RB izolati TSWV pod selekcionim pritiskom, usled ekstenzivnog gajenja
otpornih hibrida paradajza u glavnim prasevn i m podr ul j i ma, mogl i vV e
prevalentni u odnosu na Rl izolgfénetti Sialer et al., 2003. Upravo zbog brze ag#acije virusa
na otpornesortei mogul nost i za Qgirenje RB izol at a, ne
popul acije ovog vVvirusa, narolito u znalsaj ni m
sa dugotrajnom otpornogl u.

Zbog slogene kontrole TSWV i njegovih vekt
za iznalagenje novih vidova oTrapsgendgthastpoinosipna t e m

TSWYV postignuta j@ajprekod biljaka duvan@Peters and Goldbach, 198; Hoffman et al., 2001)
a kasnije i kod salate, paradajpaprikei hrizantemdgKim et al., 1994; Boiteux, 1995; Pang et al.,
1996; Sherman et al., 1998)

Sprovolenj e hanera lu kontlv @dljenjaikoje&zaziva TSWV mora biti

istovremeno, svabu hv at no i dosl edno. Pojedinal nim mer
grupe ne mogu se regiti probl epnhiask ®jne | &vofp) pv
ukrasnih biljagka povr | a i rasada duvana.
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3. ClLIJEVI I STRAGI VANJA

Virus bronzavosti paradajzpr ouzr okuj e j edno od naj gt et

industrijskih i ukrasnih biljaka girom sveta,
razmerama. Dosadagnja proul avsi iSW& u Priojjukaralasu p r i
na ekonomski znalaj ovog virusa |ije je prisu:
kul turama, kao gt o s u nduoyimrrstamaulrasaitdbdjaka. Obziroma p r |
na veliki eR&wWYmskhnjegabvajizragenu varijabiln
biljnog materijala I mogulnost introdukcije o
vegetativnog propagativnog materi | al asertaci| e k u
ukazale na naline i puteve girenja ovog Viru
i stragivanja koja e imati za cilj razvao,j str
ovog virusa UuU nagoj ziezmd ,j idi SOesritma diijl @ gleen ed astkii
popul acije TSWV kroz analizu odrelLenih stat:i
omogul iti utvrblivanje izvora genetil|l kog varir
faktorakojiu i | u na evolutivne promene i oblikuju pr
nalutvidi e se genetilka varijabilnost izolata po
povezanost, kao i povezanost sa izolatima ovog virusa iz drugihadsl@ta. Saznanja o strukturi
popul acije TSWV doprinele, ne samo boljem po:
epidemi ol ogki h aspekata koji utilu na njegovu
Kako bi se dobio uvid u strukturu prirodnep ul aci j e ovog Vvirusa u |
je 1 zvrgiti detal jnu molekul arnu karakterizac
biljaka domalina, sa razlilitih lokaliteta iz

ove diertacije predstavlju:

- amplifikacija svih pet genskih regiona i njihovo sekvenciranje u cilju dalje
molekularne identifikacije odabranih izolata TSWN/'r o z proral un g
diverziteta;

- proul avanje evolutivne p o v erekanstoukcijom o d a
filogenetskih stabala koriglenjem delim

- rekonstrukcija mredge haplotipova na osI
regi ona, koja omogulava vizuelizaciju n

- ispitivanje postojanja rekombinantnih izolata TSWV poreklom iz Siifer i gl enj e
RDP softvera;

- utvrlLivanje tipa selekcije pod kojom s

i zol at a, koja utile na oblikovanje i s a
- odrelivanje fenotipa (RI il RB) odabr a
nji hove sposobnosti da prevazi lu otporn

sorti paradajza i/ili paprike.
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Rezulati istragivanja iuj eekdaire moowweqedsekzidak
strukturi prirodne populacije TSWV, ali i prve podatke o faktorima koji oblikuju populaciju ovog
virusa u nagoj zemlji
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Poreklo odabranih izolata TSWV

U cilju analize geneti| kealamkoubiuse popala
broj biljaka domaiina ili istih domalina sa r
veleg broja lokaliteta na rtagdiittortiom vma&dgnensek
istragivanga jerolukt j dbbjihj ednomad i maj owalgajvniir us
ukl julujuli: paradaj z, papri ku, dzolatazrkolekcijer a z | i

biljnih virusa Laboratrije za virusologiju i mikologiju (Katedra za fitopatologiju, Instituta za
fitomedicinu, Univerziteta u BeograeRpoljoprivrednog fakultetadakupljenihu periodu od®2005. do

2014 godine poreklomi z razl i | iti h bi |l-fi &haa, pdpkerta izdlatma ( p a
ukrasnih biliakag e st i z ol a tsedamlokalitatagTlabelaljn, sa i stragiivanj a
20izolatasakupljenih yeriodu od 2015. do 2017. godisadevetr a z | i | i t padneklonoik a | i t
paradaja(devet izolaty paprike (dva izolaty, duvara(dvaizolatd i ihastalukiraknih biljaka
(sedam izolate(Tabelal). TakolLe, u i stragi viaparpdajza64611,ui% | j ul e
12 i 55512 (Tabelal), koja su prethodno okarakterisamaosnovu sekvence NgenaNi k ol J. I, 2
Uprol el e 2 Optovodnjaipdriog leibrida paradajgaWr e s tu ezra ¢Ftliél e n
prostoru na dva | okal i tpegraputf Bogoj] @aoa poyValbiakad
bronzavosti, nekroze |isnih peteljki, mgdmana i
plodovima, kojisw pul i val i nalfSWaghid g zagaziu u i stragdgiyv

izolata dobijena intpornog hibridgparadajza Wr e & fisBkepijeih na ovim lokalitetimgTabela
1).
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Tabelal.Por ekl o i si mpt omi na prirodno z arvaugacronzavosh patagajzaa(hssVideoA)
Biljka Oznaka Godina Lokalitet Simptomi
domal i n izolata  sakupljanja
Solanum lycopersicur 646-11° 2011 Navalin Bronzavost | igl a
4512 2012 Novi Kne¢(Bronzavost |igla
555-12° Subotica Bronzavost ligla
16913 2013 Togol evceBronzavoasoriitgl ae i nekrot.
deformacija plodova
17014 2014 Cekavica Bronzavost | igla, hlorotil] ni
plodovima
17714 Bogojevce Bronzavost | igla, hlorotil] ni
deformacijgplodova
5815 2015 Mugl | a Nekrotilne pege na | iglu
71-15 Nekrotilne pege na | iglu
17915 Veliko Vojlovce Nekrotil|l ne pege na I iglu, hl
zone i deformacija plodova
181-15 Bronzavost | igl a
18515 Bronzavost | igla, hlorotil] ni
deformacija plodova
18616 2016 Mozai k i nekrotilne pege na
33516 Kupusina Prugasta nekroza stabla, nel
plodova
14717 2017 Cekavica Mozai k i nekroza |igl a, neek.:
10817 Veliko Vojlovce Nekrotilne zone i def or maci |
10819 2019 Bronzavost | igla, nekrotil ni
prugasta nekrozagrana st abl a, nekroti |l

deformacija mladih plodova

Legenda:®izolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologijuKétedra za fitpatologiju, Institut za

fitomedicinu, Univerziteti BeogradtPoljoprivredn fakultet);

blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N geméi k o | i; [ 2018)

‘" zol ati TSWV dobijeni

(4
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Tabelal.Por ekl o i si mpt omi na prirodno z arvaugaromzavosh patajajgaa(hsaVvV)i(deo

Biljka Oznaka Godina Lokalitet Simptomi
domali i n izolata  sakupljanja
Solanum lycopersicur 10919 2019 Veliko Vojlovce Bronzavost |l igla, nekrotil ni
prugasta nekroza grana i St
deformacija mladih plodova
11019 Bronzavost | igla, nekrotil n«
prugasta nekrozagrana st abl a, nekrotil
deformacija mladih plodova
111-1F Bognjace Bronzavost ligla, nekrotil nt
prugasta nekroza grana i St
deformacija mladih plodova
11219 Bronzavost | igla, nekrotil nu
prugasta nekroza grana i st.
deformacija mladih plodova
11319 Bronzavost |l igla, nekrotil] ni
prugasta nekrozagrana st abl a, nekroti |l
deformacija mladih plodova
Capsicum annuum  437-10* 2010 Ral a KracMozai k i def ormacija |igla
51211% 2011 Kupusina Nekroti|lne zone na pl odovi mi
525112 Mozai k i hl or ot i | n eaostagasjd uegparast
34315 2015 BulLanovciBl agi mozai k i naborano | i gl
koncentrilne zone na zrelim
34515 Leskovac Hl orotilne prstenaste pege |
plodovima
Nicotianatabacum 25915 Hrtkovci Hl orotilne prstenaste pege |
260-15 Golubinci Hl orotilne prstenaste pege,
Amarilis sp. 147-05% 2005 Vranjska Banja Mozaik
Gloxinia sp. 303057 Rala KracHl oroneknetil|l ne prstenaste |

Legenda:®zolati TSWV iz kolekcijebiljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologijuKétedra za fitopatologiju, Institut z:
fitomedicinu, Univerziteti BeogradtPoljoprivredn fakultet);
blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N geéi k o | i; [ 2018)
“9zol ati TSWV dobijeni i z hi br $Swblagermra otpochastj ma ASWWr est | er
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Tabelal.Por ekl o i si mpt omi na prirodno z arvaugaromnzavosh patagajgaa(hsaVvV)i(do

Biljka Oznaka Godina Lokalitet Simptomi

domal i n izolata  sakupljanja

Gerbera hybrida 156072 2007 Vranjska Banja Hl or oktoinlcneent ri | ne pege, hr as
deformacija ligla

Vincasp. 435100 2010 Ral a Kr a¢Mozaik

Chrysanthemurap. 52611* 2011 Kupusina Hl orotilne prstenaste pege i

Brugmansiasp. 42-122 2012 Mal| kovac Mozak

Begoniasp. 21215 2015 Ral a Kra¢Nekrotilne pege na | i glu, ni

Fuchsiasp. 22815 Nekrotilne pege na |liglu, ni

Dahlia sp. 22016 2016 Hl orotil ne koncentrilne peg:t
granama i stablu

Cinia sp. 22416 Hl oroti |l ne koncentrilne zoni

Impatiens hawkeri 192-17 2017 Hl oroti |l ne i nekrotilne pr si

Pelargoniumsp. 230-17 Hl orotil ne prstenaste | [ i ni

Osteospermursp. 232-17 Hl orotil ne koncentrilne zoni

I

Legenda:®zolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i

fitomedicinu, Univerzitet u BeograelRoljoprivredn fakultet);

blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N geéi k o | i; [

‘" zol ati TSWV dobijeni iz
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4. 2. UtvrLivanje prisust vpamehoWXS-ELISAtdstabr ani m u

Ucllupot vrde prisustva poyzedmanad Iniel iTtSIANW b inlf jee
odabranih za, opai mshj@agavaerja munoenELSKsuka me
kori gienje komerci | ad n(iEBhi oprodh &, oMG,| nRehi naancthi,s eC
detekcijudesewirusa  u k | j TSW\4 yirusimozaika krastave&€(cumber mosaic viru€MV),

Y virus krompira Potato virus Y PVY), virusmozaika paradajzal fmato mosaic virysToMV),

virus mozaikaduvana Tobacco mosaic virysrMV), virus mozaika lucerkeA(falfa mosaic virus

AMYV), virus mozaika pepinaRepino mosaic virus Pep MV) , virus gute uvi
(Tomato yellow leaf curl virySYLCV), M virus krompira Potato virus MPVM)ivi r us nekr o1
pegavosti impatiensdnipatiens necrotic spot orthotospovirusiSV).

Specifilna poliklonalna antitela | pol ikl o
koriglena su u razrelenju 1: 1000 ihomogehigaciorar aj u
biljnog materijala u ekstrakcionom puferu u odnosu 1:6.

DASEELI SA izvedena je po sledeliem postupku:

u svaki bunarlil po 200 Ol r amkubiired hma3Z8@t i t el
potom isprane 4 puta puferom za ispirahjakontogaounar | i f e je dodato po
ekstrakta ispitivanih uzoraka, kao i komercijalne negativne i pozitivne kontrole i inkubirano na 4°C
preko noli. Posl e i spob R0 npljaatiela konjugavania sd dlkalrem j e
fosfatazom (antibodAP-c onj ugat e) u konjugatnom puferu r
proizvolLal a, a plole su inkubirane 4 h na 37,
kako je napred navedena, zati m je u svaki bunar| il uneto

nitrofenilfosfat) rastvorenog u supstratnom puferu (20 pl/20 MBkon inkubacije na sobnoj
temperaturi u trajanju-2 h, primenom spektrofotometra (ELISA microplate reddAf srl, laly)
izvrgeno je merenje apsorpcije svetlosti t al i
pozitivnim ukoliko je njihova vrednost apsorp
vrednost apsorpcije negativne kontrole.

Za svaki testpot rebl jene su odgovarajule komerci
Bi oreba, AG, Rlei nach, Gvajcarska

Za izvolenje ove metode korigieni su slede

1. PuferzOprekrivanjep | o Coating buffey, pH 9.6

NaCQy 15949
NaHCQ 2,93 ¢
NaNs 0,20 ¢
dH20 1l

2. PuferzQispiranje(Wash buffex. pH 7.4

NaCl 8,0¢
NaoeHPOy x 12H0 1,159
KH2POy 0,2g
KCl 0,29
Tween 20 0,5 ml
dH20 51
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3. Ekstrakcioni pufefExtraction buffey, pH 7.4

TRIS 249
NaCl 8,09
PVP (viscosity K25) 20 ¢
NaNz 0,29
KCI 0,29
Tween 20 0,5ml
dH20 1l

4. Konjugatnipufer (Conjugate buffer pH 7,4

PVP (viscosity K25) 20 ¢
bovine serum albumin 29
NaNs 0,29
NaCl 8,049
TRIS 2449
MgCl2x 6H.0 0,29
KCI 0,29
Tween 20 0,5 ml
dHxO 1l

5. Supstratnpufer (Substrate buffér pH 9,8

MgCl> x 6 H.O 02g
dH0 125 ml
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43. Amplifikacija razlilitih gena odabranih iz

Kako su dosadagnja istragivanja pokazala d
bazirana na analizi sekvence N gémaompana et al., 2005Tentchev et al., 2011 Lian et al.,
2013 Abadkhah et al., 2018 Ferrand et al., 2019 Fontana et al., 2020)i st r agi vanj a s |
u okviru ove doktorske disertacije obuhvatila su analizu sekvenci N4jep@abranogzolata, dok
je molekularna karakterizacija na osn@nalize sekvenci NSs, NSm, @t i RdRp gena obuhvatila
3dizolatau koj i ma je prisustvo vir usHISAtess(Tdbeladn o p o

Ucilju umnogavanja r azl iS|N itLiRNK aiarashkizolata r e g i
TSWV i zihadotmalitna pboekdmeoda 2jv@&r lzinjeetranskr.i
l an] anom r eak cReveosentrapsoriptiormmolyneermse chain reacti®T-PCR) uz

korigienje odgovarajulih prajmera prethodno o
Ekstrakcij a ukupnih R N K i zobavjena gefpememom b i |

cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) protoka(ai et al., 2008) Nakonusitnjavanga 100 mg

zar agleingpplga i bidalpt @adiovauzoraka u avanu et@a t ul

usitnjerom biljnom materjalu dodat jel ml ekstrakcionog pufer&2(g CTAB, 12,11 g TRIS, 8,18 g

NacCl, 4/0,744 ml EDTA, 2 g PVARO0, pH 8,0 sa 0,01%b-merkaptoetanal m i pr eRNaseen | e

freemikrotube Eppendorf, Germar)gapremine 2 mMikrotubesu zatim inkubiranat er mogej k e
(ThermoShaker, Biometra, UK)a 65°C u trajanju od 15 min. Nakon inkubacijeikrotube su
centrifugirane na 4°C u trajanju od 5 min na 10 400 rpm. Zatim je u nokxotubuod 2 ml

pi petirano 650 ¢l ui Z2dvmjjerkeoltidlime fdaozdeat a | e s
uodnosu241 a zati m i z m€enaifngranjananikretabalO enik saul?2 800 rpm,

formirale su se tri faze. Gor nj a niikeowlaupd 2ml k o o
i dodatogy e 3izofropd dlkoholaUzorak je ponovo vorteksovan i centrifugiran 10 min na 12 800
rpm u <cilju talogenja RNK. Nakon centrifugir

dodavanjem 1 ml 70% etanola i ponovno centrifugiran u ta@eh5 min na 12 800 rprBupernatant
j e ponovo odbal en, a .RMK ojge jrea ptr 2@smvErsdCI@tl & G z¢
80) pipetirarkiemubadviggeé¢ apmi a. Tak&Cdadaljirpde na F

Umnogavanjtasvifpetgensithe egi ona, uNSkgereuolvjruSIRNK, N
NSmi Gn-Gc geneu okviru M RNK i RdRpgen u okviru L RNK, obavljenp e pr i me-nom A
st e p i’PCRRKita (QiagenGmbH, Ger many) uz upotrebu speci f
o mo g u | apliikaciju dela navedenigena Tabela 3.

RT-PCR amaedrjgalsacl 5x Qi-B€&npOheBhepdBRT &M
1 el Qi a g e nPCR engidgkag pmiksal b €l prajmerakoncentracije 0,&M izuzev
TSWVCR, koji je zbog postojanj@l e gener ati vni h mesta kotiglen
izolovanih ukupnih RNKiRNaser ee vode do ukupne zapremine o
izvedene su u termosajkleru (Biometral TThermocyclerUK) po sledelem proto
transkripcip 30 min na 50°C, inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina 15 min na 95°C, zatim
trostruki k or ak c iuradjuyhsbediz&ciju jprajmenakldngaaiju ipgnavljadeun a t
vige ciklusa odreleni vremeeap&iulpenojpodzaasovak:i
prajmera Tabela 3, i finalna elongacija 10 min na 72°C.
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Tabela2.Pregled z ol at a i GenBank pristupnih brojeva izolata viru
1)
Oznaka Bi | j ka d «Godina Lokalitet GenBank pristupni broj
Izolata sakupljanja N gen NSs gen NSmgen Gn-Gcgen RdRpgen
646-11° Solanum 2011 Navalin KF184652 OL672641 MWO039605 OL672573 OL672674
4512° lycopersicum 2012 Novi Kne g MG922823 0OL672634 MWO039608 OL672698 OL672671
555-12° Subotica MG922824 O0OL672631 MWO039607 OL672557 OL672689
16913 2013 Togol evceMW067014 OL672639 MWO039614 OL672579 OL672690
17014 2014 Cekavica MWO067018 OL672633 MW039613 OL672578 OL672667
177142 Bogojevce MWO067019 OL672632 MWO039612 OL672577 OL672691
5815 2015 Mugl j a MWO067021 OL672652 MWO039606 OL672699 OL672676
71-15 MW067020 OL672658 MWO039617 OL672700 OL672682
17915 Veliko Vojlovce MWO067017 OL672642 MWO039611 OL672576 OL672683
181-15 MWO067016 OL672643 MWO039610 OL672554 OL672696
18515 MWO067023 OL672644 MWO039609 OL672570 OL672697
186-16 2016 OL672616 / / / /
33516 Kupusina OL672605 OL672645 0OL672593 OL672567 0OL672681
14717 2017 Cekavica OL672615 / / / /
10817 Veliko Vojlovce OoL672614 |/ / / /
10819 2019 MWO067013 OL672653 MWO039616 OL672555 OL672687
10919 MWO067015 OL672655 MWO039604 OL672572 OL672684
11019° OL672619 OL672660 OL672602 OL672581 OL672693
11119 Bognj ace MW067022 OL672654 MWO039615 OL672553 0OL672688
11219 OL672617 OL672661 OL672600 OL672552 0OL672694
11319 OL672618 0OL672662 OL672601 OL672580 OL672695
437-10° Capsicum annuum 2010 Ral a Kr agOL672609 OL672650 OL672599 OL672558 0OL672678
512-112 2011 Kupusina OL672604 0OL672647 OL672592 0OL672556 OL672679
525112 OL672607 OL672648 0OL672583 OL672568 0OL672680

Legenda:®zolati TSWV iz kolekcije bilinih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katedra
fitomedicinu, Univerzitet u BeograelRoljoprivredn fakultet);

blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N geéi k o | i; [

‘Izolati TSWVd o bi j enii

/-Nije sekvencirano.

iz hi

bri da
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Tabela 2.Pregled z ol at a i GenBank pristupnih brojeva izolata viru
2)
Oznaka Bi | j ka d Godina Lokalitet GenBank pristupni broj
Izolata sakupljanja N gen NSs gen NSmgen Gn-Gcgen RdRpgen
34315 Capsicum 2015 BulLanovci OL672620 O0OL672646 OL672591 OL672569 OL672677
34515 annuum Leskovac OL672628 OL672649 OL672595 OL672582 0OL672685
25915 Nicotiana Hrtkovci OL672611 OL672656 0OL672597 OL672575 0OL672692
260-15 tabacum Golubinci OL672613 OL672635 0OL672589 OL672574 0OL672673
147-05*  Amarilis sp. 2005 Vranjska Banja OL672606 OL672657 0OL672584 OL672571 OL672665
30305  Gloxiniasp. Ral a Kr agOL672608 OL672640 OL672586 OL672562 OL672666
15607  Gerbera hybrida 2007 Vranjska Banja OL672603 OL672630 OL672585 0OL672565 OL672701
435107  Vincasp. 2010 Ral a Kr agOL672610 / / / /
52611  Chrysanthemum 2011 Kupusina oL672612 / / / /

Sp.

42-122  Brugmansiasp. 2012 Mal kovac OL672627 OL672651 OL672596 OL672566 OL672686
212-15 Begoniasp. 2015 Ral a Kr agOL672621 O0OL672636 OL672590 OL672563 0OL672668
22815 Fuchsiasp. OL672623 |/ / / /

220-16 Dahlia sp. 2016 0oL672625 / / / /

22416 Cinia sp. OL672626 OL672637 0OL672598 OL672559 0OL672669

19217 Impatiens 2017 OL672629 OL672659 OL672594 0OL672564 OL672675
hawkeri

23017 Pelargoniunmsp. OL672624 0OL672663 OL672587 OL672560 OL672670

23217 Osteospermum OL672622 OL672638 0OL672588 OL672561 OL672672
sp.

Legenda:®zolati TSWV iz kolekcije bilinih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Katen za fitopatologiju, Institut z
fitomedicinu, Univerziteti BeogradtPoljoprivredn fakulte?);

blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N dedi k o | i; |
TSWV dobijeni

9 zol at i
/-Nije sekvencirano.

iz
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Za sve RTPCR reakcijea o pozitivna kontrol a kori5 [ en
(GenBank Acc. No. GQ373178)ne ki | ,dokp@ad9e)gat i vna kontrol a ko
sa RNasdree vodomumesto izolovane RNK

Vi zuel i zacij aPCkRmnporgoednuikhat BT i zvrgena | e el ¢
nukleinskih kiselina u 1% agaroznom gelu, bojenjgela u rastvoru etidijumbromida i
posmatrafempod UV-svetlom Gel je pripremljen rastvaranje@y g agaroze u 40 ml 1x TBE pufera
(90 mM Tris; 90 mM borna kiselina i 1 mM N&DTA), zagrevanjemumi kr ot al asno| p
temper at urGelpréhlljadleannjdao. t emper ature od 60AC, r
el ektrofor ezuegsla epvoismaa v INaeknoinm plot pun o gnjehisua L e nj
| ejeyil i kalup je uronjen u 1x TBE puffer, koji je prethodno dodat u kadicu zedmalnu

elektroforezuBlueMarine 100, Serva electrophoresis GmbH, UK)-RRCR pr oduk t i u k
5 ¢l pomegani su sa 1 ¢l boje 6x Loading dye
pipetirani u bunar]ile u gelwu, nakon | ega su

u trajanju od 45 min.
Po zavrget ku e b lkubacijaidojenje gela u nastveru aidijum bromida

i destil ovane vode, u finalnoj koncentracij.i
fragmenti posmatrani su pod &WVr ansi | umi nat or om, a za odfeliwv
PCRprod k at a kori gl en TYDANA ladaer, Mi (FermemtskifeRSaiénees GmbH,
Lithuania). Pojava traka odgovarajulie velilin
pozitivnom reakcijom. Dobijeni rezultati dokumentovani su fotografisanjgarcanog gela uz
upotrebu gutog filtera.
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Tabela3.Pr aj mer i i uslovi trostrukog koraka kor i gifusabronzavast paratpjtaiTSBWWK a c i j
Cilina Naziv Sekvencapr aj mer a Uslovi trostrukog koraka Broj v e_I " L|te_raturn|
. : amplikona izvor
sekvenca prajmera smeru (temperatura/vreme) ciklusa (bp)
TSWVCRf GGTTAAGCTCACTAAGAAAR
CA o o o Vul uro
Ngen  rswvchr  TTTAACYCCRAACATTTCATA 94°C/60s  53°C/60s  72°Cl60's 40 738 al., 2012
GA
S70 CACAGTACCAATAACC o o o Qiuetal.,
NSs gen gggg CATCTCCTGCAACCTTGAAC 94°C/60s 55°C/60s 72°C/120s 35 833 1998
M66 CACAAGCTCCTCTACCTTAGG
C o o 0 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/60s 72°C/120s 40 987 N
gen GCC 1998
L2 TSWVF ATCAGTCGAAATGGTCGGCA Mumford et
RdRp gen L1 TSWV R AGGAATTGCCTTGCAACCAA 94°C/60s 55°C/60s 72°C/60 s 30 276 al 19964

TTC
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4 4. Sekvenciranje delova genoma odabranih izolata TSWV

Nakon uspegn @etgemligh regionak wadlju gobijanja sekvenci odabranih
izolata TSWV,RT-PCR produkt i svih pojedinalnih gena
preligiavanje i s e k v eHvolandifa éhttgs:#dna.macrbbaecirope.goen I
Umnogeni PCR produkt. odabrani h 1 zol aptapners e k v e
kaouRFPCR reakci ji. Dobijene sekvence odabrani
Version 1.4.0, a dobijanje konsenzus sekvenc
sekvenci uzvodnog i nizvodnog prajmera u CLUSTRALprogramu(Thompson et al., 1994
integrisanom unutaprogramaMEGA 6.0 (Tamura et al.,, 2013) Nakon obrade, sekvence su
prijavlieneu GenBank bazu podataka i tom prilikom su im dodeljeni pristupni brojgenBank
Accession NumbeGenBank Acc. NQ.

Molekularna dent i fi kacija dobijenih konseBagaus se
Local Alignment Search Tgoa nal i z e, p or e Ll epetgenskihregieria \odabranih s v i
i zol ata poreklom iz Srbije sa s evetske hacpadatakao d g o

GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.ggiOs i m t og a, izvrgen je i
nukl eoti dne i aminokiselinske slilnostiZa odab
porelLenje sekvenci, kaolenjeprograniMEGAGH.e net ske ana

Kako odabrani izol at i i z p &ibridadua j czial jpuo tu tl wr

postojanja promena u aminokiselinskoj sekvenci NSm prokeiaa a k t eza pojgvu RB izolata

TSWYV obavljena je i maliza aminokiselinskih sekvenci NSm proteipao r e L seakjerid
potencijalno RI i gest potenci | sasekeencBiéolataz ol at
prethodno okarakterisanog fenotipa, i Ri:izolat LL-N.05 (Acc. No. FM163373fAramburu et

al., 2010)i RB izolatiLIo2TL3 (Acc. No.HM015518)i GRAU (Acc. No.FM163370)L6pez et al.,

2011, kojivodepor ekl o iz paradajza iz Gpaniije

4.5. Filogenetske analize

U cilju proulavanja evolutivne poSrdgkakoost i
melLusobno tako i sa izolatima iz drugih del ov
su filogenetske analize rekonstrukcijom filogenetskih stabala na oseswvenci svih pet genskih
regiona (N, NSs, NSm, GGc i RdRp), ali i delga S i M segmesita dobijenih spanjem sekvenci
N i NSs, odnosno NSm i GBc gena ¢oncatenated tre@¢sRekonstrukcija filogenetskih stabala
obavljena jek o r i ¢ iseerkjveem c i dobijenih tokom ovih istr
izolata ovog virusa, u zavisnosti od analiziranog gena i njihove dostupnosti u GenBank bazi podataka,
prikazanih PRILOGU 1-4. Rekonstrukcija filogenetskih stabala na osnovu sekvendi8k gena,
kao i dela S segmenta obavljena je upotrebom maximum parsimony metode, dok je filogenetsko
stablo na osnovu sekvenci NSm i-Gi gena, kao i dela M segmenta rekonstruisano upotrebom
neighbougjoining metode. Stablo na osnovu sekvenci RdARp gekanstruisano je upotrebom
maximum likelihoodne t o d e . Provera pouzdanost.i rekonstr
bootstrapanalize sa 1000 ponavljanja, a kadgroupk or i gl ena je sekvenca o
regi ona 1 z ol a pegavasiiparadsjzd¢rhatochlomtic spotmréhotospoviruUBCSV).

|l zralunavanje proselne vrednost.i geneti| ke ud
filogenetskim stabl i ma, obavljeno je prmnemenon
verodostojnost.i na o sBayesian Inforraatiom Crijegionza ispatidami set t i B

sekvenciKao najpogodniji model za rekonstrukciju stabala svih pet genskih regiona (N, NSs, NSm,
Gn-Gc | RdRp) pokazao se Tamurgp&rametar sa Gammadis i buci jom (T92+G) ,
nukl eoti dnom i aminokiselinskom nivou izragen
diverziteta primenom-+gistance parametra.
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U cilju potvrde rezultata dobij enkai jfa | norgeng

hapl oti pova na osnovu delimikonjh seabkgehavasvi
njihovih melLusobnih geneal ogki h odnosa. Rekon
TSWV obavl j e mediapjeningpnetmarkialgoritma (Bandelt et al. 1999) koji je
implementiran u Network v.4.6.1.6 softver  (Fluxus Engineering

http://www.fluxusengineering.com Mr e g a hapl ot i pov amediasoohingo s n o
networkal gori tam zasniva se na kombi nacimnmuk ar ak

spanning trees i maximumparsimonyheur i ti | kog al gor i tmaian ukI
vectorgdancestralnodgs, koji predstavl jaj u IptrveddpoteldoeBrgj z ol a
haplotipova svakog genskog regigiiabele4-8)ut vr Len j e pri menom DnaSP
(Rozas et al. 2017) nakon | ega su podaci O sastavu hap

Network v.4.6.1.6 softver.

4.6. Analiza rekombinacija

Na raznovrsnost i z ol abtojme niuAALY ali urékontbimacijp r e s\
pseudorekombinacijéQiu et al., 1998; Bhat et al., 1999; Kaye, 20000 j e se degavaj
trodelnog genoma ovog virudaotvrdapostojanja rekombinantnih izolata TSWV poreklom iz Srbije,

za koje je utvrlLeno da se na osnovu filogenet s
obavljera je primenomRDP (Recombination Detection Program.4.101 softvergMartin et al.,
2015), koji istovremeno koristv i gaz |l i | i ti h programa Kkoj i det ek

analiziranim sekvencam&DP (Martin and Rybicki, 2000) BOOTSCAN/RECSCANMartin et

al., 2005) GENECONV(Padidam et al., 1999)MAXCHI (Maynard Smith, 1992) CHIMAERA

(Posada and Crandall, 2001)SISCAN(Gibbs et al., 2000) 3SEQ(Lam et al., 2018) Za analizu
prisustva rekombi nselvéni%iMisegmead B4eodabrana imolate EIW/ v i
poreklom iz SrbijeTabela2) u k up ne d zajSiodnesnal5210ndza Meegmentkoje su

dobijene spajanjem sekvenci N (557 nt) i NSs (647 nt) gena, odN&Nq 720 nt) i &-Gc (871 nt)

gena prethodno skraienih na duginu najkrale se
segmenta b6 sekvenci Msegmentda z ol ata TSWV iz razlilitih del

Izolatje smatra rekombinantnimpukoliko postojanje rekombinacijdetektujel e t i r i [
progranasaP vr ednogl u k 6xL0t (TogmitakavemchQhshima 20061 Nouri et al.,
2014)

4.7. Codonbasedi -t&st selekcije

U cilju wutvrlivanja tipa selekcije (poziti
sekvence svih pet gena odabranih izol ata, K o]
Srbiji, podoneseat -85t sejeleije MplementirarpuogramMEGA 6.0.Po r e Ene n |

broja sinonimnih supstitucija po sinonimnom mesti$)(i broja nesinonimnih supstitucija po
nesinonimnom mestuli), kao i njihovih varijansivar(dS) i Var@N), k o r i ¢ INei-G¢jobom
supstitucionog modelakootstrapanalize sa 1000 ponavljanjdei and Kumar, 2000)i zr al unat
je Z vrednostpo formuli Z=(dN-dS)/SQRT(Var@S)+Var@dN)) (Tamura et al., 2011) Osim Z
viednost i, proi odrelivanju wuticaja selekciije
verovatnolu nastanka gregke prve vrste, odnos.
Ho: dN=dS nasuprot alternativne hipotekk: dN<dS (Nei and Kumar, 2000) Ukoliko je vrednost

Z>1i p<0,05gen se nalazi pod uticajem pozitivhe selekcije, ukolikdgé& i p>0,05 gen je pod
uticajem negativneplrifying) selekcije, a ako j&=1i p=0,05u pitanju je neutralna selekcijgall,

2008)
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ACodonbasedi -t&st selekcijgrimenjen je kako na ukupnom setu sekvenci izolata za svaki
gen,takoinp oj edi nal nim parovima sekvenci gena odal

4.8. Mehani |l ke inokulacije test biikpamadaaa RI i R B

U cil ju ocpbsolendsti ostvamgh iafekcije otpornih fili osetljivin komercijalnih
hibrida paradajza i paprik@dabranihizolata TSWV, poreklom iz osetljivin i otpornih hibrida
paradajzaobavljenaj e mehani | ka irmckaulaa otpaynét GW5h|thibddk sa
ugr alLSaBhgemom otpornosti) i osetljivilSix5b, hibridi bezSw5b gena otpornostihibrida
paradajzakao iotpornih Tsw, hi br i di Tssgenom gtpoendst) nosetljivillew, hibridi
bez Tsw gena otpornosti) hibridpaprike Me hani | ke i n ok udetaodpetjotpornink | j u
(6Matissimo F16, O6Wrestler F16)il & SosetjiafolP2alrot, o voaR
F16, ONovosadski | abul ar o6hjbridé pamdajza; cdkostio atporcae 6 |
(6SV1163PB6, 06SVO01lO0dvdobeljivaidé MaArgiaadmntia 6F 1 § hbkda r t o v .
paprike.Za ova i st r asuirivzalatag) (10819, d0819 r 1411 9) poreklomiz prirodno
zarageniplarlidlaj alka hi b nadsiocaSwsb\yereeotpariosirkaok dva izolata
(45121 17014)poreklomizz ar ageni h b isdrtijMadnss i Buak @ajda j z @wvsbadr § «
gen otpornosti.

|l nokul um za mehani | ke macerazijompl raicrioj den op rzi aprraegnel
paradajza odabranih izolata TSWi\prisustvu ledeno hladn@g01 M fosfatnog pufera (pH) 7 1%
natrijum sulfia (NaSQs). Nakon togapripremljeni inokulum za svaki od odabranih izolata TSWV
kori gl en | e okuacijenm pet miljakakrasadagetrotporrih i | e tosetljive sorte
paradajzakao i tri otporne i dve osetljive sopaprike u fenofazi-3 stalnalista. Inokulisane biljke
| u v auu stakleniku pri uslovima od 24°@ fotoperiod od.6 h svetla i 8 Imraka(Nachappa et
al.,2020)i pralimeeri odu do | etiri nedelje po obavlj
ili odsustva TSWV unokulisanimbillkama s a i bez s ijerDApS-ELIBA (Bioréba,r i gl
AG, Reinach, Gvajcarska
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5. REZULTATI
5.1. Simptomi na prirodno zaragenim biljkama

Odabir izol ata za takedaséabuhvaizofpi porekiomir d zlvirlgietni
biljaka domalina il:i i stih domal i na saja or avzeliielg
broja razl nhitehitokajitetge zemlje, sakuplije

Bilike osetljivih hibridap ar adaj za i13i Zwljatha podadreani h za
ispoljile suraznovrsnesimptomeu zavisnostiod faze razvoja bilker k o 0 j je dogl o
(Tabelal)Nal i st ovi ma si mpt omi s u Slikat)dopejdve blagodlijakoi p i |
izragenog mozai ka, kKoj i j e uSlika @)k kaoni okrdgliml ila j e v i
prstenastim nekrotilnim pegama koje su U poj e
lista. U poodmakloj fazi zarazdistovi su bili uvijeni, naborani i sa zadebljalim nervimida
pojedinim bil | kamprugasteieleokecigni mialjkij stablpBikad)y agt o | ¢
ometalo rast i dovodil@dl o0 pr opadanj.aNadelenimgplodovimabol eka | e poc

hl orotilnih 1 /1il:i nekrotilnih koncentrilnih z
su na mestu pojave nekdotn i h koncentri |l ni h zSika4). Ozim thgagkaov a | i
| est simptom zabelegeno je i garenil o ner av

Slika2.Mozai k i nekroza |igil

Slika 3. Prugasta nekroza stabla paradajza Slika 4.Nekr ot i | ne koncentri|
zelenim i zrelim plodovima paradajza
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Na biljkama hibrida paradajzaWr e s tsl ae ru gFr Ba@bbgenonmotpornosti na TSWV,
sakupljenim tokom 2019. godine na dva | okal:
istragivanj a, po prvi put uolena el pgj aval said
biljak a uo| enamojzeaik@j v a |l en o g, kéwlitoirpi I 0 mz anv Psetg ama
(Slika5A). Sa razvojem bolesti javljala seekroavrha biljke, prugasta nekroggana i stabl@Slika
5B), k a o i def ormaci j a nzeeklreonprstenagtimpegdaiSlika 5E)r Gsime n a
toga, primelieno je i znalajno zaostajanje zar

W N \\ \

Slika5.Si mpt o mi na bil jkama otporhognhab@®sdal pgtf
nekroza gran@B), n e k r optsienasteepege na mladim plodovi(@d i zaostajanje biljaka
u porastu (D)

Bilj ke papr i ketedabranh izotajaispbljilemuwsimptdmeu vijuhl or ot i | ni
prstenastih pegé(ika6 ) , pr al eni h poj avom Blka7d Osmatoga, nalef or
zelenim plodovi makuvuot ehai h e(PlikaBljkeny a&s tsiuh spreongd m
i spajanjem dovodile do pojavee | i ki h nekroti |l nih povrgina, d ¢
hl orotilne koncentri(Blikaed )z onGesiim gaoamgani lzoabel ed
zaostajanje u porastu pojedinih biljaka
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Slika6.Hlorot i | ne
| i @dpnke

Slika 8. Nekra i | ne pr st en@lkat9eH| mpepd i hae koncentril
zelerom plodu paprike gareni | o maprieel og pl oda

Biljke duvana iz kojih potil u dvahl!oodaohtrianna
[ A T nekr ot i |ShkathO )p,r sk e&m ais thH rha pteqglai Kog mozai k:
pega u okviru kojih je tkivo pucalo usled neravnomernagta Slika1l).

. )

. : _\.:\\;\'-‘ ,‘~—‘:'-‘ 4 .
Slikal0.Hl or ot i | ne pr s tSkka AlsBteel ipeagset enanekr oze | (
l' iglu duvana na | iglu duvana
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Ra z | wréta ukrasnih biljakgAmarilis sp., Gloxinia sp., Gerbera hybrida Vinca sp.,

Chrysanthemunsp., Brugmansiasp, Fuchsiasp. iCinas p. ) iz koji h poti]e
ispoljile su razlilite simptome ukljulujuldi
koncent i lpreeg e i gar e, mozai k (Slika 15), hrast ol

cvetova. Na billkama iz rod@elargoniumz abel egena j e pojia(Bkalbjior ot |
| i ni j spkriahl egharha poj av om mdmnpaienk Rawkerispoljilksa simiptojne B |

u vidu hlorotilnih (SIika 18) i nekrotilnih p
rodaDahliazabel egeni Si mpt omi u vidu hlorotilnih
nekrotilnih zona na gr anamBegoniaspt alzlabe( lgielna
nekrotilnih pega na |iglu i nekr e@steospernumpo p ada
ispoljile simptomeuvidlhn | or ot i | ni h koncentrilnih zona na |

pe s S

o e i s

Slika 12 Hl or okdrd meent r i |Stka 13pHelgoer ot i | ne koncentri
n a |Gergerathybrida gar e IChysanihgmurap.

Slika14.Ne k r ok o i ment r i | Siika 1% Mogatkn
i gnaar dGiloxgriiasp.

IVinga$pu
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SIikalfS.HI‘ or ot
| i dpelamgoniumsp.

Slika 18. Hl or ot i | ne i Slikeel®.rNe kr bhel ne prstenast

prstenaste fdrepgtiens n al i Bpipaiénshawkeri
hawkeri

Slika 20.HI or ot i | ne k o nS3likar2l Neiklrnoet iengae Pahlmsep. na st
na |Dahijdsp
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' i
Slika 22 Nekroti | ne p e §lika23rHd o 1 cbtg,il' lune koncentril
nekroza i propadanje cvetoBagoniasp. mozaikn a  |Oistgokpermursp.

5.2.DAS-ELISA test

Ucillupotvrdepoj edi naTSWuwaamazaez | i | i t i h bdabrapimk a d
za ova i,primengenjé MASELISMAtestk or i gl eefemj abmi h antiser
za detekciju deset virusa: TSWEMV, PVY, ToMV, TMV, AMV, PepMV, TYLCV, PVM i INSV.

Rezultati DASELISA testaukazalisung r i sust vo poj edi kodsvimoglabiamhf e k ¢
izolata.Prisustvonijednog drugog testiranogrusanije detektovana odabranim izolatima

5.3. Analiza sekvenci i molekularn&arakterizacija odabranih izolata TSWV

U cilju detaljne mol ekul ar ne akplifikackesvihpat z a c i
genskih regiona odabranih izolata TSWV, dobijeni ampliksuisekvenciraniNakon obrade i
dobijanja konsenzus sekvenceszaki ispitivani region genoma, sekvence su prijavije@enBank
baai podatakegde im je dodeljempristupni broj.U Tabeli2 prikazani suGenBank Acc. Noza sve

sekvereizolata TSWV poreklom iz Srbiid obi j ene t okom ovih istragi\

Dobijene sekvence najpre su uporelene sa
dostupni h u GenBank bazi podataka koriglenje
nukleotidne i aminokiselinske | i | n o sdtoibiijzeonliaht at okom ovi h i str a:i

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, NSrGGNRARp) ovog wusa, kao i na
osnovu kombinacije sekvenci N i NSs gena u okviru S segmenta i NSaGGc@ena u okviru M

segment a. U cilju ispitivanja melLusobnih gene
dobijenih filogenetski ek amsatlriwwkaanaj,a imrvea@e nha
delimil|lnih sekvenci srpskih i z oedatjoningsnetwdtk p et
algoritma.

5.3.1. Analiza sekvenci N gena

Primenom prajmera TSWVCGIPTSWVCP-robav !l jena je uspbégema amp
d u g i738ebp kod svih 38 odabranih izolatalSWV poreklom iz Srbije Deo amplifikovanih
fragmenata N gena prikazan je nzi4.
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Slika 24. Vizuelizacija amplikonaN genadela odabranih izolatairusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijenirimenomA O rset eRT-RPCRi s p e ¢ i prajmemi h
TSWVCPR/TSWVCP-r. Kolone: MMassRulermDNA ladder, Low Range (Fermentas Life
Sciences GmbH, Lithuanial:izolat 16913 iz Solanum lycopeticum 2-izolat 17014 iz Solanum
lycopersicum3-izolat 17714 iz Solanum lycopersicumd-izolat 5815 iz Solanum lycopersicunik-

pozitivha kontrolgizolat 53-05 iz Nicotiana tabacum B-negativna kontrold® CR s mega s a |
free vodon).

Nakon sekvenciranjamplikonau mn o § e n i-ACR teakdjiTdobj ene su del
sekvence Nyena ispitivanih izolatdRezultatiBLAST analizepokazali su da odabrani izolati TSWV
poreklom iz Srbije, i1dentifi ko vmukieotidiu(atlsd m | onwisht
0d 99,12% do 100%sa izolatima TSWV dostupnim u GenBank bazi podataka

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci ddlgenad1 odabrawgizolata TSWV,
u k | j u Isekyenchri prethodno okarakterisana izolata iz Srbije poreklom iz paradajda k o | i [ ,
2018)obavl jena j e na o0s nwmgikouenuklieolidnesi anbinokisglinsked ri @ Lhers|jt ¢
primenom p-distanceparametra u okvirpprograma MEGA 6.0Nakon skr alindimaanj a
duginu naj krale sekvenciezmel 65%e kvt en dimhisif@intai
je 0d96,4% (20 nt razlike) do 100dd,0 k s e ami noki sel i n®k78 (1baa) s |
razlike) do 100%u k az uj ul i na inli ke kv artiejpemi IgeRIEAGS). i z ol a

Molekularna karakterizacijabavljenge rekonstrikcijom filogenetskog stablaa osnovi83
sekveneN gena dugi ne ZHAs&HKvenourzolataadadranim & up wéh i i (Sabalaa gi v ¢
2) i tri ranije okarakterisanazolata TSWViz Srbije poreklom iz duvana n e k i |, kaoR3®0 9)
sekvenciizolata TSWV preuzetih iz GenBankaze podataka(PRILOG 1 primenommaximum
parsimony metode integrisane u okviru programa MEGA 6.®mdotstrap analizom sa 10D
ponavljanja.

Na Sici 25 prikazano je &nsenzus stablkoje jeukazalo ngasnupodelu izolata TSW\W
l et i ri kl aster a: E v r icAgija, ha oBnowal njihdvqog gebgrafskog poseklah me r
gdejeovakva podela podrgana visokom homieokimgi j or
bootstrap vrednostima.Genet i | ki d i Klestemiktemd se iod,026H),006 do
0,039+0,007a unutragnj.i di ver z:i0,00940,002(Bvroma) (gOR6:+0,0831 a s t
(Severna Amerika) 0,019+0,004(Azija). Uk upan geneti | ki diverzitet
stablu iznosio je0,02@0,003. Evr op s k i kl aster dal j e s e mo g €
subpopul aci j e: podgr upa lomiz Srije R6zoladdg Bugapskeget | i n
izolata) i Crne Gorejédanizolat), dok se ypodgrupu 2 svrstavaju izolati iz Italijge@anizolat),
N e ma |jekamizo(at), Holandijejedani z o | a t )edanidolat)y e (évetizolata), kao i po
dvaizd ata iz SAD (Severna Karolina) i Jugne Afri
por ekl o. Geneti | ki di ver zi t €01140,008€0K jeu rowter adgvnej
diverzitetu okviru podgrupe 1 bi6,007+0,0020dnosnd®,005+0,@1 u okviru podgrupe 2. Brazilski
klaster obuhvati je samo jedan izolat, doksegs er noamer i | ki kl aster dal |
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i 5) u odnosu na geografsko porekl o. Podgr up:
Srbije (jedanizdt ) sa unut r a@095+0,002Pddgrupei4 2 inteeti am | at i iz
izolata),Japangd j edan i zol at) i Srbije (odDAHBLOJORAok at a)
je podgrupa 5 obuhvatila izolate i z0,03#D03( de Vv ¢
Geneti | ki di verzitet Iz me0]D10+0,004 elo (,0R10,0p4zigky r u p e
kl aster obuhvatio je i zaiJapama (dvaizolaia), ganzezetkomma| e
izol ata iz Francuske. Bez obzira na visok s
filogenetske analize ukazale su na izrazitu varijabilsostp s ki h i zol ata TSWV ko
razlilgfru@epodeldolata, surzpisnkaijhulii u obzir i tri
poreklom iz duvanagrupisala se u klaster mpskih izolata, ali u dve odvojene subpopulacije. U
podgrupu 1 grupisala su 88izolatai z o v i h (147417 k8¢l6,10D10) 18115, 17915,

17014, 11119, 11219, 10819, 11319, 110619, 16913, 18515, 17714, 26015, 10817, 4512,

34315, 30305, 43710, 43510, 25915 i 52611), kao i tri ranije okarakterisana izolata poreklom iz
duvana 89-06, 5305 i 3306), dok seu podgrupu Yrupisalodevet izolata%2511, 15607, 51211,

71-15, 5815, 33516, 14705, 55512 i 64611). Preostalih devet izolata grupisali su se u
sever noame ritoljedan izdtat uapedgrapu 3 (34%), a osam u podgrupu 412, 232

17, 21215, 22815, 23017, 22016, 22416 i 19217).

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da se u podgrupi 1 evropskog klastera nalaze
i zol at i kako iz severni h, tako | iz centralni
izolataporeklom iz paradajzd 4717, 18616, 10919, 18115, 17915, 17014, 111319, 11219, 108
19, 11319, 110619, 16913, 18515, 17714, 10817 i 4512) grupisala se u evropsku podgrupu 1,
dok se preostalih pet izolata grupisalo u evropsku podgrupl-25 5815, 33516, 55512 i 646
11 . Velina srpskih izolata poreklom iz papri
evropskog klastera (348 i 43710 podgrupa 1; 52%1 i 51211 podgrupa 2), dok se samo jedan
izolat (34515) grupisao odvojenoupdgogr upu 3 severnoameri| kog kI a:
izduvana (26512591 5) grupi sal i Ssu se u okviru podgru
izolata poreklom iz 13 vrsta ukrasnih biljaka {82, 23217, 21215, 22815, 23017, 22016, 224
1611921 7) grupisala se u okviru podgrupe 4 seve
grupisao u okviru podgrupe 1 i 2 evropskog klastera-(E)313510 i 52611 podgrupa 1; 1567 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 1
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
GQ355467 33-06 Srbija J
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 ;59| EF059705 TSWV-GP JuZna Afrika 2
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 J i
—— DQ915948 Br20 Brazil ] Brazil
AY744480 SPAIN-2 Spanija
59+ DQ376184 VE430 Spanija
93 [~ 345-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015 3
X94550 LC Spanija
AY744479 SPAIN-1 Spanija ]
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 Severna Amerika
212-15 Begonia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2015 4
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 | 5

39
3—< KC261949, KC261958, EF195227, EF195228 Juzna Koreja; AB277582, AB010997 Japan; FR693053, FR693255 Francuska] Azua
i MH742961 TCSV

4p:

_|_|—“_|_

Evropa

Es3t

—
5 RS

N
@

0.02

Slika 25. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekdem@& n a  85rnti n e

83 izolata virusa bronzavosti paradajZZSWV) k o r i ¢ | mexinjue rparsimonymetode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanjagyde subootstrap vrednosti (50%) prikazane pored
odgovar aj Hdooutigroupk anba gl ena je sekvenca @BV (A
TSWV poreklom iz Srbije sabojeni
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Primenom DnaSP 6frogramaut vr Leno je da se na os,dovu d
odabraniizolat TSWV poreklom iz Srbijeg r u pui 2§ @aplotipova (Tabela 4Haplotip H_1
detektovan je kod dva izolata (314 i 18515) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na dva
lokaliteta (Bogojevce i Veliko Vojlovce) na jugu Srbije, dok su haplotipbv2, H 5,H 9iH_19
zabel egeni svaki pbepéedr nalldddok3pial?oéndshanl§d7) d
poreklom iz biljaka paradajzaa k upl j eni h na jednom |l okalitetu
l okali teta (Bognj\ajel, oVviog)o | rav cilapldipH \Bedstugieazee ml |
kod | et i r 07, b124dl) 5815a 7115), 5dbkojih jedan vodi poreklo iz ukrasne biljke
Gerberahybrida j edan iz papri ke i dva iz parada) za s
na severu i jednom lokalitetu (Vranjska Banja) na jugu SrHigglotipH 4pr edst av Il j a na|j
haplotip i detektovan je kod sedam izolata (140 17915, 18115, 18616, 14717, 10919 i 112

19) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenihnaatrkla | i t et a ( Cekavi ca, Vel
na jugu Srbijedok je haplotipH 6 z abel egen 1R8419 11019i 11319 o | attaak o(L e
poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na

zemlje.HaplotipoviH 7,H 8iH 10a bel sgesavaki kodjedmgodm edlata@s555

12, 64611, odnosn®@35-16) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih na dva lokaliteta (Subotica i
Kupusina) na severwiajednom lokalitetu (Navalin) na jugu a geenlje HaplotipH_11 detektovan

je kod jednog izolata (14@5) poreklom iz ukrasne biljk&marilis sp. sakupljene u Vranjskoj Banji

na jugu Srbije, dok jdaplotipH 12z a b e Ikeddednog izolata (52%1) poreklom iz paprike
sakupljene u Kupus iHaplotippvaH BE3gHv1®é rHul7 deteljowanisieswdkij e .
pojedinal no kod | e@nd850, oddosnb 626 11 z ploatek | &0 3 z
ukrasne biljke(Gloxinia sp., Vinca sp. i Chrysanthemunsp.) sakupljene na jednom lokalitetu na

severu (Kupusina) i jednom | okal it eHaplotipdvia| a K
H14iH20 pr ismelsewmak.i pojedinal no kldddngseoB4ddb)y o d
poreklom iz biljaka papri ke sakupljenih u Bul.

delu Srbije, dok sudplotipoviH 16iH 18pr i sut ni svaki pojedinal no
15, odnosn@®60-15) poreklom iz biljaka duana sakupljenih na dva lokaliteta (Hrtkovci i Golubinci)

na severu SrbijedaplotipoviH 21,H 22, H 24iH 25 z absu egfwak i pojedinal
od | =olata (21215,i23217, 23017, odnosn@2-1 2) por ekl om iz | eti ri
(Begonia sp., Osteospermumsp., Pelargonium sp. i Brugmansia sp.) sakupljeneu Ral i
Kraguj eval kojMau koevrctur aélunjooieHmaplatip H 23 detektovan je kod

l et i ri t1Z, @281bt220161 228126 ) por ekl om i z | e tlmpatiensr az | i
hawkerj Fuchsiasp.,Dahliasp. iCinias p. ) sakupl j ewmal| kuojRaul ic eKnurtargau
Srbije, dok je hplotipH 26z a b enlkad eénog izolata (34%5) poreklom iz paprike sakupljene

u Leskovcu na jugu Srbije.
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Tabela 4. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (T

koriglenih u ovim istragivagepai(de@l) na osno"
Haplotip Izolat Godina Bi |l j ka do Lokalitet Region
sakupljanja
H 1 17714 2014 Solanum Bogojevce Jugna S
18515 2015 lycopersicum Veliko Vojlovce
H 2 111-1%¢ 2019 Bognj ace
H 3 15607 2007 Gerbera hybrida Vranjska Banja
512117 2011 Capsicum annuum  Kupusina Severna Srbija
5815 2015 Solanum Mugl j a
71-15 lycopersicum
H 4 17014 2014 Cekavica Jugna S
17915 2015 Veliko Vojlovce
181-15
18616 2016
14717 2017 Cekavica
10919° 2019 Veliko Vojlovce
11219 Bognj ace
H5 16913% 2013 Togol eve
H_6 10819 2019 Veliko Vojlovce
11019
11319 Bognj ace
H 7 55512 2012 Subotica Severna Srbija
H 8 646-11° 2011 Navalin Jugna S
H 9 45-12* 2012 NoviK n e § e v Severna Srbija
H 10 33516 2016 Kupusina
H 11 147-05* 2005 Amarilis sp. VranjskaBanja Jugna S
H 12 525117 2011 Capsicum annuum  Kupusina Severna Srbija
H 13 30305 2005 Gloxinia sp. Ral a Centralna
H 14 437-1¢* 2010 Capsicum annuum Kr aguj e v Srbija
H 15 435107 Vincasp.
H 16 25915 2015 Nicotiana tabacum Hrtkovci Severna Srbija
H 17 526117 2011 Chrysanthemurap.  Kupusina
H 18 26015 2015 Nicotiana tabacum Golubinci
H 19 10817 2017 Solanum Veliko Vojlovce Jugna S
lycopersicum
H 20 34315 2015 Capsicumannuum Bu L anov c Severna Srbija
H 21 212-15 Begoniasp. Ral a Centralna
H 22 23217 2017 Osteospermursp. Kr aguj ev Srbia
H 23 22815 2015 Fuchsiasp.
22016 2016 Dahlia sp.

Legenda®zolati TSWYV iz kolekcijebiljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologiju (Kate
za fitopatologiju, Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogrdrhljoprivredni fakultey,
blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N dedi k o | i; | 20

9 zol at i
otpornosti na TSWV.

TSWV dobijeni
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Tabela 4

. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (T

koriglenih u ovai nosinsotvrua gddieMamjiilme sekvenc

Haplotip Izolat Godina Bi |l j ka do Lokalitet Region
sakupljanja

H_23 22416 2016 Cinia sp. Ral a Centralna
19217 2017 Impatiens hawkeri Kr a g uj e v Srbia

H 24 23017 Pelargoniunsp.

H 25 42-12 2012 Brugmansiasp. Mal kovac Jugna S

H 26 34515 2015 Capsicum annuum Leskovac

Legenda:®zolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologij

(Katedra za fitopatologiju, Institut za fitomedicinu, Univerzitai Beogradu
Poljoprivredn fakulte?);
blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N dgeméi k ol i; 1, 20
' zol at i TSWV dobijeni Iz hi br iSdBb ggman
otpornosti na TSWV.
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Mr @ faplotipova rekonstruisiap o mo | u -joirend nedworks algoritmaa kojoj su
predstavl jeni geneal ogki odnosi hapl oti pova p
se26haplotipovana osnovu del i mi | neulsethivpeifplt @ilW) (Ylkana gr
26). Grupa | sdl4 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_19i H_20) obuhvata23 s ek venci koje se u fiévmpgskunet s
podgrupu 1dok grupalls@ e st ha(@l3adit 7 p 8 WHal0, H 11H 12) obuhvatadevet
sekvenci k o ¢vepslau @odgrupwada osgovu filmgenetske analizgrupa Il sgednim
haplotipom (H26) obuhvatgednus e k vencu koja se grupige u sev
grupa IV sapet hadotipova (H_21, H 22, H_23, H_24 i H_32%buhvataosamsekvenci koje se

grupigu u severnoameri| ku podCgernutprual4ninai lois nporve
nije otkriven za grupu I, Il [ | Mi, periceattalnes u  h .
hapl oti pove u obe grupe, al i i tranzWagrdapiolne |
haplotip H_4 predstavlja tranzicioni |l vor ka
haplotip H_16 ka haplotipovima H_13, H 15 i H_17. Centralni haplotip za grupu Il predstavlja
haplotip H_12, dok hapl od kapaplbtipdimapH & H 7/iH YU j a t
grupi IV haplotip H_23 predstavlja tranzicion
Il grupa
(w0 !
| H_100 1
| grupa ! a7 % |
Co T A AR € |
: 29 : ! H”O:
I o 17 g i Il grupa
I - I : Hs‘,'aza ! r-_|2_e_-l
E H_18Q H_17(1)(‘)‘,;~\ 1:3 i : 4/9;0 : I_VS?;_O_" _______ ly_g_rl_'lea_ ______
| 488 BN 159515120, : 142502 : H2o :
1 . 1‘90 HJ@Q (R ;\_ _________ 7 | 193" 1
:H_20349_57 PN mvwzss 5"\: 495,,mv\§. 47— 460—250——139—124 73— mvs@-82—268—466 SOBm:M.\ 21 556 H'_ZBG%;}" 42 H_240:
: E‘7_4G508 ) 25’3@'.:7 7 g - 533 :
: H @ :37&‘ / - 13 ! : 4:3250 W |
1 Hsg” ¥ 51; b i imimimimi i i !
1 7
L@ om0l
Slka 26.Mr ega hapl otipova rekonstruisana na o0snho
izolata virusa bronzavosti paradajZdSWV) por ekl om iz Sr bi j-jeininkor i ¢
net works algoritma. Svaki krugil obojen guton

njegov prelnik proporcionalan broju sekvenci
linjama @ nal avaju poziciju nukleotida u sekvenci
krugili crvene boje predstavljaju intermedija

5.3.2. Analiza sekvenci NSs gena

Primenom prajmera S70/S88bavlie na |j e uspegna ampl i f8Xaci |
bp kod sa 34 odabranaolataTSWYV poreklom iz Srbij€Tabela 2) Deo amplifikovanih fragnenata
NSs gena prikazan je ndics 27.
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Slika 27. Vizuelizacija amplikonaNSs genadela odabranih izolatairusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijengirimenomA O rset eRT-RPCRi s p e ¢ i firdjmemai h
S70/S890 Kolone: M-MassRulermDNA ladder, Low Range(Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania); tizolat212-15iz Begoniasp, 2-izolat 22815 iz Fuchsiasp, 3-izolat220-16iz Dahlia

sp, 4-izolat 22416 iz Cinia sp; K-pozitivnha kontrola(izolat 53-05 iz Nicotiana tabacur)) B-
negativna kontrolf® CR s mega sa RNase free vodom

Nakon sekvenciranjamplikonau mn o g e n i-ACR teakdiiTdob j ene su del
sekvence NSgena ispitivanih izolataRezultatiBLAST analizepokazali su da odabrani izolati
TSWV poreklom iz Srbije, i dent i f i k onvsalniilodtooskto n
99,07% do 98B8%sa izolatima TSWV dostupnim u GenBank bazi podataka

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci dé&l&s gena34 odabranaizolata
TSWV obavljena |je na o0s njboveunukleotidhe isammokisefinske o r e |
s | i | pniroesamp-distanceparametrauokvippr ogr ama MEGA 6. 0. Nakon
naduginu naj kr ®47eat seklvén¢ einamdealtu sddkldwnmeonsdi i'sp
TSWV iznosila jeod 94,4% (34 ntrazlike) do 1000dd o k s e ami noki selinska (
87,7% (24 aa razlike) do 100BRILOG6).

Molekularna karakterizacijabavljenge rekonstrikcijom filogenetskog stablaa osnovu 66
sekvenciNSs gena mtu gu knlej348kvgnadiS\WV dobijenetob m ovi h i str a
(Tabela2) i 32 sekvencézolata TSWVpreuzetaz GenBank bagpodatakg PRILOG 2) primenom
maximum parsimonynetode integrisane u okviru programa MEGA @&0atstrapanalizom sa 1000
ponavljanja.

Na Sici 28 prikazano je knsenzus sblo koje jeukazalo ngasnupodelu izolata TSW\W

dva klastera (I [ 1) u okviru kojih se moge
porekla, gde jovakva podela podrgana visokom homol og
visokim bootstrapvrednostimaGe net i | ki d i klastera biot je8,042+0,Q060BK. j@

unutragnj.i di v er z0i014£0t002odaosnod,043x0,002a klbster Iz Wkapani o

geneti | ki di verzitet sekyvem2a30,008. KakodedNSs nNegers k o m
nal aze na S RNK, u cilju porelLenja stabla do
dobijenim na osnovu sekvenci N gena, grupe iz

prethodnog filogenetskog stabla. U akvklagera | izdvajaju se dve grupe: evropskaijska, dok
se u okviru Klastera Il izdvajajrazilskaie v e r n o a me rGielnkeda id rku p a.ignpar z i t e

kretao se 0@,022+0,005100,042+0,006a unutr agnj i di ver:90011+6,002 z a s
(Evropa),0,005+0,002(Azija) i 0,012+0,002( Sever na Amer i ka) . Evropsk
podeliti na dve geografske subpopulacije: podgriipa i 2 . Podgrupu 1 | ine
izolata), Bugarske (tri izolata) i Crne Gore (jedan i2pldbk se ypodgrupu 2 svrstavaju izolati iz
ltalije (tri izolata), Gpanije (jedan izol at)
(sedami z ol at a) , kao i po dva izolata iz SAD i J

geografsko poreklodGe net i | ki diverzitet Iz n®1340,0@ldok jed v e
unut r ag n juiokvidi podgrupe 1 bt6,86a6+0,001 0dnosnd,007+0,001u okviru podgrupe
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2Azijska grupa obuhvatila je izolate iz Jugr
Brazilska grupa obuhvatdilje samo jedan izolat, dok se ¢ e r n 0 a gnpadalje Keti na tri
podgrupe (3, 4i5)uodnosunageoaf sko por ekl o. Podgrupa 3 obu
izolata), SAD (jedanizolat) i Srbijgedani z ol at ) s a unu 0,0084,002Rodyrudui v e r :
4 | ine izol ati iz SAD (dva @peeadaa)s)outrtaghniij
diverzitetom 0,008+0,002 dok podgrupu SRADI|i(nhei i zalodtat a) z
diverzitetom0,007£0,003 Genet i | ki di verzitet iQ®0dPe@003dovVv e t
0,018+0,004 Kao i kod stabla na osnovu N sekvenci,bed zi ra na vVvi sok stepe
izolata poreklom iz Srbije, filogenetsko stablo na osnovu NSs sekvenci ukazuje na izrazitu
varijabilnosts r ps ki h i zol ata TSWV koji se gr upzdlagau u |
ponovo se grupisalaevropskugrupuy ali udve odvojene subpopulacije. U podgrupu 1 grupisalo se
20izolata 109-19,26015,10819, 18515, 18115, 11019, 11319, 16913, 17014, 17915, 112

19, 11119,646:11,25915,17714, 52511, 43710, 30305,45-12i 343-15), a u palgrupu 2sedam

izolata L47-05,33516, 15607, 51211, 7%15, 5815 i 55512). Preostalilrsedamizolata grupisalo

seuse v er n o agrupu iitojetanizolat (34515) u podgrupu 3, g e igolata (4212, 21215,

22416, 23017, 19217 1 23217) u podgrupu 40sim toga, filogenetske analize na osnovu NSs gena
ukazal e su I na r azl i-L1poreklony iz paprikesi&4bil @oreldomaz i z o |
paradajza u odnosu na filogenetskaleze na osnovu N gena. Naime, @la izolata grupisala su se

u evropsku podgrupu 2 na osnovu sekvenci N gena, dok su se na gskgence NSs gena grupisala

u evropsku podgrupu iLpredstavljaju potencijalne rekombinante

Rezultati filogenetskih anabzpokazali su i da se u podgrupi 1 evropskog klastera nalaze
izol ati kako iz severnih, tako Vielinacemps&li
poreklom iz paradajzel(09-19, 10819, 18515, 18115, 11019, 11319, 16913, 17014, 17915,

112-19, 11119,64611,177-14 i 4512) grupisala se u evropsku podgrupu 1, dok su se preostala

l etiri izol ata grupi 831016a711b, 5815 i 65p1)k Brpskp iaothy r u p u
poreklom iz papri ke, takol &ewopskog klastgra (628l 487 | i u
10 i 34315 podgrupa 1; 5321 podgrupa 2), proi | elBugrupisao s a mc
odvojeno u podgrupu 3 severnoameril| kolpi2k9d ast e
15) grupisalisuseuokviupgd upe 1 evropskog klastera. Velir
vrsta ukrasnih biljaka (422, 21215, 22416, 23017, 19217 i 23217) grupisala se u okviru

podgrupe 4 severnoameril kog klastera, rdpek su

i 2 evropskog klastera (36 podgrupa 1; 1485 i 15607 podgrupa 2).
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B

61 156-07 G. hybrida Vranjska Banja (P¢&injski okrug) 2007

-

———— KC261958, KC261949 Juzna Koreja; FR693031, FR692829 Francuska
——— DQ915948 Br20 Brazil

— AY744480 SPAIN-2 Spanija

- DQ376184 VE430 Spanija

|— KP008129 LL-N.05 Spanija

— 345-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015 3
£AY744479 SPAIN-1 Spanija

0| |—Av870391MSAD
99 - AY744471 CA-4 SAD

71—< AF020659, AY744477, AY870392 SAD

109-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
260-15 N. tabacum Golubinci (Sremski okrug) 2015
108-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
185-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
64 (181-15 S. Ilycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
110-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
113-19 S. lycopersicum Bo$njace (Jablanicki okrug) 2019
63| |- 169-13 S. lycopersicum Togocevce (Jablanicki okrug) 2013
|- 170-14 S. lycopersicum Cekavica (Jablanicki okrug) 2014
L 179-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
112-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019

111-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
—— 646-11 S. lycopersicum Navalin (Jablanicki okrug) 2011
|- 259-15 N. tabacum Hrtkovci (Sremski okrug) 2015
- GU369740 Is-56 Crna Gora
177-14 S. lycopersicum Bogojevce (Jablanicki okrug) 2014
525-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011

AJ418777 BS97 Bugarska
D13926 L3 Bugarska
437-10 C. annuum Raca Kragujevacka (éumadijski okrug) 2010
7 L 303-05 Gloxinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2005
45-12 S. lycopersicum Novi Knezevac (Severnobanatski okrug) 2012
343-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015
AJ418780 GD98 Bugarska
HQ830187 p202/3WT ltalija
147-05 Amarilis sp. Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2005
99 MG989676 PepCal 24 ltalija
MG989674 PepCal 12 Italija
KP008131 Pujol1TL3 Spanija
AY744478 NC-3 SAD
335-16 S. lycopersicum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2016

—

512-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011 2
71-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
58-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
AJ418781 LE98/527 Nemacka
#30261967 TSWV-12 Juzna Koreja
KC261973 TSWV-17 Juzna Koreja
|- AY744476 NC-1 SAD
|- AF020660 TSWV-D Holandija
L— §55-12 S. lycopersicum Subotica (Severnobacki okrug) 2012

KP008134 PVR Spanija

AY744468 CA-1 SAD
DQ915946 p105/2006RB Italija
DQ376180 P267 ltalija
4212 Brugmansia sp. Mackovac (Rasinski okrug) 2012

212-15 Begonia sp. Ra¢a Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2015
224-16 Cinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2016

230-17 Pelargonium sp. Ra¢a Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
192-17 I, hawkeri Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
232-17 Osteospermum sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017 |

J5
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Slika 28. Filogenetskas t a b | o

rekonstrui sano na

Evropa

Azija
Brazil

Severna
Amerika

osnovu

nt 66 izolatavirusa bronzavosti paradajza (TSWK)o r i ¢ Imexinjura parsimonymetode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja, gde ®wotstrap vrednosti (>50%) prikazane pored

odgovarajul i loutggoupgkma i gk&®m ak 3 @

TSWV poreklom iz Srbije su obojeni.
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Primenom DnaSP.6programaut vr Leno j e da se na osnovu ¢
34 odabrana izolata TSWV por ekl om iHaplothHHI j e ¢
detektovan je kod jednog izolatéd4(-05) poreklom iz ukrasne biljkémarilis sp. sakupljeneu
Vranjskoj Baniji na jugu Srbije, dok feaplotipH 2z a b e |kasl get inolatal92-17, 21215, 224
16, 23017 i 23217)por ekl om iz pet r almpaitiehsi hawkédyiBegokiasp.,s n i h
Ciniasp.,Pelargoniumsp. iOsteospermum p . ) sakupl jeni h u Ral. Kr ac
nage MHapholippveH. 3,H 7, H9iH 10det ekt ovani s ukodjgdadgad p o ¢
| et i r 130305, 8431b,U3¥-10( odnosn@59-15), od kojih je jedan poreklom iz ukrasne biljke
Gloxinia s p . sakupljene u Rali Kragujeval ko] u ceil
papri ke i jedan iz duvana sakupljenih na sev
Hrtkovci). Haplotip H_4 zastupljen jekod jednog izolata42-12) porekom iz ukrasne biljke
Brugmansiasp.sakup j ene u Mal k o vHaplotipHab piisutan je kdsl peb izojata (58
15, 7215, 33516, 51211 i 15607), od kojih su tri poreklom iz biljaka paradajza i jedan iz paprike
sakupljenih naljdaai |I[Kkpusiterapn nMuggever u Srbij e
Gerberahybrids ak upl j ene u Vr anj s k ddpplotp# 16 jdetektovage kodi g u  n
jednog izolatg345-15) poreklom iz paprike sakljpne u Leskovcu na jugu Srbije, dokhaplotip
H_8 zastupljen kod dva izolatal{7-14 i 52511), od kojih jedan vodi poreklo iz paradajza

sakupljenog na |l okalitetu Bogojevce na jugu St
na sever u HadojpH 112 mreddtavi@naue st al i | i haplotip i z
izolata (0819, 10919, 11019, 11319, 18115, 18515 i 26G15) , od kojih gest
biljaka paradajza sakupljenih na dva | okaliter
pot i |wanasakuplggnogu®ou bi nci ma na sHaplogpowH ¥ agld,H A4 ml

J
H_15,H 17,H_18 iH_19detektovanisis v a kK i poj edi nal noizolatad(dl1-19,e d n 0 g
17915,11219, 16913, 64611, 4512, odnosnd.70-14) poreklom iz biljaka padajza sakupljenih
u Novom Knegevcu na severu i na pet |l okalitet
Cekavi@) na jugu Srbijedok jehaplotipH 16z abel e gen k o b55{12 gbreldoq izi z o | «
paradajza sakupljenog u Subotici na severigne z e ml j e .

54



Tabela 5. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (T
koriglenih u ovim istragivanjima na osr
Haplotip Izolat  Godina Bi |l j ka d c Lokalitet Region
sakupljanja
H 1 147-05* 2005 Amarilis sp. VranjskaBanja Jugna
H 2 21215 2015 Begoniasp. Ral a Centralna
22416 2016 Cinia sp. Kr aguj e\ Srbija
192-17 2017 Impatiens hawkeri
23017 Pelargoniumsp.
23217 Osteospermursp.
H 3 30305 2005 Gloxinia sp.
H 4 42-122 2012 Brugmansiasp. Mal kovacJugna
H5 15607 2007 Gerbera hybrida  Vranjska Banja
512112 2011 Capsicum annuum Kupusina Severna
5815 2015 Solanum Mugl j a Srbija
71-15 lycopersicum
33516 Kupusina
H 6 34515 Capsicum annuum Leskovac Jugna
H 7 34315 BulL anov («Severna
H 8 52511% 2011 Kupusina Srbija
177-148 2014 Solanum Bogojevce Jugna
lycopersicum
H 9 43710 2010 Capsicum annuum Kupusina Severna
H 10 25915 2015 Nicotiana tabacum Hrtkovci Srbija
H 11 181-15 Solanum Veliko Vojlovce J ugna
18515 lycopersicum
260-15 Nicotiana tabacum Golubinci Severna
Srbija
10819 2019 Solanum Veliko Vojlovce Jugna
10919 lycopersicum
11019
11319 Bognj ac e
H 12 112119
H 13 17915 2015 Veliko Vojlovce
H 14 11219 2019 Bognj ac e
H 15 16913 2013 Togol ev«
H 16 55512 2012 Subotica Severna
Srbija
H 17 646-11° 2011 Navalin Jugna
H 18 4512° 2012 . Severna
Novi Kn ¢ .
Srbija
H 19 17014 2014 Cekavica Jugna

Legenda?izolati TSWV iz kolekcijebiljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologij

(Katedra za fitopatologiju, Institutza fitomedicinu, Univerzitet u Beograd
Poljoprivredn fakultet);

blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu N gemdi k o | i; | z
9 zol at TSWV dobijeni iz hibri &wbb
genom otpornosti na TSWV.

55



Mr @ faplotipova rekonstruisiap o mo | u -joirend nedworks algoritmaa kojoj su
predstavl jeni geneal ogki odnosi hapl oti pova p
se 1%aplotipovana osnovu del i mi | ne ud ekgiugeld.dlilN$(Slikag e n a
29). Grupa | sd.3haplotipovaH_3,H 7,H 8, H 9,H_10,H 11, H 12, H 13,H_14H 15 H_ 17,

H_ 18 iH_19)obuhvats20s e k ve nc i koje se u f ielropskepodgiumid om s
dok grupa Il sdri haplotipa(H_1,H 5iH_16) obuhvatassedanmselv e nci k o] eevragpsku gr up
podgrupu 2na osnovu filogenetske analizérupa Ill sa jednim haplotipom (H_6) obuhvata jednu

sekvencu koja se grupige u severnoameril ku po
obuhvata gestgruek yaunai slkeovjee neaameri | ku podgrup
Centralni i | iza grupe Idoeedistavlja hiapdoppl Ho &, dok haplotip H_11 predstavlja

t r anzi ckaleaplotipovimaddr 13, H_ 151 H_19. Centralni haplotipovi nisuiagkr za grupu
II'i I, dok za grupu IV centralni haplotip predstavljaaplotip H_2.

| grupa

Slika29.Mr ega hapl otipova rekonstruisana na osnov
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWY)or ekl om i z S rnedignjeinink or i @
networksal gor i t ma. Svaki krugil obojen gutom bojo
njegov prelnik proporcional an Célirbmjpvuprikezak nae n c i
l i ni jama oznal avaju pikgiiscei jruazr u kKlug cet ijdzammel us e
krugi l i predstalaje interrogdimrne haplotipove ili haplotipove kigu detektovani
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5.3.3. Filogenetska analiza na osnovu sekvenci S segmenta

Osim filogenetskih analiza na osnovu sekvenci NSs gena, obavljena je iildgenetska
analizarekonstrukcijom filogenetskog stabla na osnaolala sekvenct segmenta u ¢ 1204nt
dobijenihs paj anjem del imilnitpre¢ehoedmoi sKral &Sish ge
sekvence za svaki gen posepudk | j udekvgne 34iizolata TSWV poreklom iz Srbij@abela
2) i 22 sekvence izolataSWV preuzetih izGenBank bag podataka PRILOG 1 i 2) primenom
maximum parsimonynetodentegrisane u okviru programa MEGA 6.8aotstrapanalizom sa 1000
ponavljanja.

Na Sici 30 prikazano je knsenzus stablkoje je,kao i kodfilogenetskih stabala na osnovu
sekvenciN i NSs genaukazalo ngasnupodelu izolata TSWM1I | et i rna oskolvuanghbvegr a
geografskog porekla: Evropa, Brazbeverna Amerika Azija, gde jeovakva podel a ¢
visokom homol ogi j om i z masbkimbeotstkapvednostimaGe h egi |k k is
di ver zi tklestera kretan eeld025+0,004 do 0,038+0,006 unutragnji di ve
klager bio je 0,009+0,0Q (Evropa)0,014+0,0® (Severna Amerika)0d,008t0,0@ (Azija). Ukupan
geneti |l ki diverzitet sekyvB8,028+0,00aEvrbpsHkiastesdaljesdes k o m
mo gpedeliti na dvegeografske subpopulacijpodgrupa 1i 2 . Podgrupu 1 | ine
Srbije (20 izolata), Bugarske (tri izolata) i Crne Gore (jedan izolat), dok se u podgrupu 2 svrstavaju
izolati iz Holandije (jedanizolathNe mal| ke (j edan i zol at), Srbije
SADt ogpredstavlja izuzetak u odnosu na geogr a
podgrupe iznosio j8,012+0,002 dok j e unutragnij.i d i 00e6r0z001t et U
odnosna0,004+0,001u okviru podgrupe 2. Brazilski klaster obukiegje samo jedan izolat, dok se
sesvernoameri |l ki klaster dalje deli na tri podg
3 obuhvatila je izolate iz Gpanije (tri izol
0,005+0,001Podgrpu 4 | ine izol ati iz ltalije (dva i z
diverzitetom0,005t0,001 dok j e podgrupa 5 obuhvatila | e
diverzitetom0,014+0,002 Genet i | ki di verzitet dEodce@00oovVv e t
0,020+0,003 Az i j s ki kl aster obuhvatio je izolate |
izolata iz Francuske. Bez obzira na visok si
filogenetske analize ukazale sunaizrazimvaj abi | nost srpskih i1 zol at a
razli| i t\elipioda r urmpmrapisalese i kiastdvmpskéh izolata, ali u dve odvojene
subpopulacije. U podgrupu 1 grupisalo se 20 izqlai®-19, 10819, 11319, 18115, 10919, 169
13, 17014, 18515, 17915, 26015, 11219, 11319, 17714, 25915, 43710, 30305, 4512, 343
15 ukl jul ujuli -l1i52%14) kdjazso $eaa oanovu Bl geBia grupisala u podgrupu 2,

a na osnovu NSs gena u podgrupu 1, dok se sedam izbiat@y, 55512, 33516, 5815, 7115,

512-11 i 15607) svrstalou podgrupu 21 ma j u | ida owi izolati mawsnovu analize sekvenci N i

NSs gena pripadaju evropskom klastelva potencijalo rekombinantna izolata (6461 | 52511)

grupisah susenazasebnoj grani u okvirweopske podgrupe 1. Preostalddam izolata grupisali su

seusg Vv er n o aklager, i thjeklan izolat (348L5) u podgrup8, ag e st i zlp, PXRI7a ( 42
22416, 19217, 21215 230617) u podgrupu 4.

Rezultati filogenetskitanaliza pokazali su i da se u podgrupi 1 evropskog klastera nalaze
i zol at i kako iz severni h, t ako Viel'iinacesmtptszkliﬂn
poreklom iz paradajzal{0-19, 10819, 11319, 18115, 10919, 16913, 17014, 18515, 1-15,
112-19, 11119, 17714, 4512 i 64611) grupisala se u evropsku podgrupu 1, dok su se preostala
l et i ri izol ata grupi 51012333516, 8315 io/1Hk Srpskp iaotby r u p u
poreklom iz papri ke, t akpmelle2egapskegklastera (4p0;, &3 | i u
151 52511 podgrupa 1; 5321 podgrupa 2), pri | eXlBugrupisao s a mc
odvojeno u podgrupu 3 severnoameri| kolpi2k9d ast e
15) grupisalisuseuokviu podgrupe 1 evropskog klastera. V
vrsta ukrasnih biljaka (422, 23217, 22416, 19217, 21215 i 23017) grupisala se u okviru
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podgrupe 4 severnoameril kog kIl ast er apodgdigel s u
i 2 evropskog klastera (36 podgrupa 1; 1485 i 15607 podgrupa 2).
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110-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019 A A
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 1
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
60 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

——— KC261958, KC261949 Juzna Koreja; FR693031, FR692829 Francuska
— 100 pag15048 Bra0 Breai
AY744480 SPAIN-2 Spanija
DQ376184 VE430 Spanija

345-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015
84 AY744479 SPAIN-1 Spanija
- DQ915946 p105/2006RB ltalija
- DQ376180 P267 Italija
L 42-12 Brugmansia sp. Mackovac (Rasinski okrug) 2012 Severna Amerika
— 23217 Osteospermum sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
224-16 Cinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2016

19217 I. hawkeri Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
L 212-15 Begonia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2015
L 230-17 Pelargonium sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
] AF020659, AY744468, AY744471, AYT44477 SAD 15 ]
6 MH742961 TCSV
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Slika30.Fi | ogenet sko stablo rekonstruisano na ost
1204 nt 56 izolatairusa bronzavosti paradajza (TSWW)or i gl enj em maxi mum p a
sa bootstrapanalizom u 1000 ponavljanja, gde bootstrapvrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajul odigrogpkanbgl Km@ | e (Asce Kov MHI742861) TIDI&ENV
TSWV poreklom iz Srbije su obojeni.
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5.3.4. Analiza sekvenci NSm gena

Primenom prajmera M66/M96@ b av |l j ena j e uspd&§magenampi mné i |
897 bpkod sva34 odabramizolataTSWV poreklom iz SrbijeDeo amplifikovanih fragnenata NSm
gena prikazan je ndi& 31

Slika 31. Vizuelizacija amplikonaNSm genadela odabranih izolateirusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijenirimenomA O rset eRT-RPCRi s p e ¢ i prajmemai h
M66/M962 Kolone: M-MassRulermDNA ladder,Low Range(Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania); izolat437-10iz Capsicum annuun2-izolat512-11iz Capsicum annuung-izolat525

11iz Capsicum annuupd-izolat 34315 izCapsicum annuupb-izolat 34515 izCapsicum annuum
K-pozitivna kontrola(izolat 53-05 iz Nicotiana tabacur)) B-negativha kontrolgP CR s me ga ¢
RNase free vodojn

Nakon sekvenciranjamplikonau mn o g e n i-FCR veakdjiTdobj ene su del
sekvence NSngena ispitivanih izolatd SWV. RezultatiBLAST analizepokazali su da odabrani
izol at i TSWV poreklom iz Srbije, identi fnt kova
s | i |oth9F,8886 do 100%a izolatima TSWV dostupnim u GenBank bazi podataka

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci d&l&m gena 34 odabranih izolata
TSWV obavljena | e na o0 s njboveunukleotidhe isammokisefjinske o r e |

s | i | pnimesamp-distanceparametrauokvirpr ogr ama MEGA 6. 0. Nakon
nadudgi nu naj kr &20at, detgjdnand n cseliizdmheolsut s ekvenci i sp
TSWV iznosila jeod 91,%6 (60nt razlike) do 10%, dok se ami nokiselinska
95% (12aa razlike) do 10, u k az uj ul i na nizak stepen genet.i
(PRILOG?7).

Osim toga, kako 1 zol at i TSWV poreklom iz p

biljaka par ad &w5gen étpoijnasti (h2epotendjam®l ga@ataTSWV), tako i iz

biljaka paradajza nosio@w5bgena ot por n oanoRBizqla(pdSWV), pbavjepajeii |
detaljnija molekularna identifikacija i pror
me L us obno RlIi RREizolaima TSW\Aiz drugih delova svetdostupih u GenBank bazi
podatakaRezultati BLAST analizpokazali su da potencijalno RI i RB izold@isWV poreklom iz
Srbije, pohktat ijodd8s%do99et6%) 0dnosd,4598,7% saizolatima TSWV
dostupnim u GenBank bazi podataka bez obzira na njihov fenotip (Rl ili RB izolatMe L us o b n i

porelLenjem svih 18 i zopradrraa lpuieasheli @amnokiselinskear ad
s | i | primenhamp-distanceparametra u okvirgprograma MEGA 60 nt sl i | nost Kk
97,4% do 100% (19 nt razl i ke)JlQ0% (LodararzlilePRIEOGs | i | r
8.Nukl eotidna sl il nost p o 983 adolOp%(12mtoazliRd), odnsormol at a
od 97,3% do 99,4% (22 nt razli ke) i zmelLu pot
98,7% do 100% (3 aa razlikieod potencijalno Rl izolata, odnosno od 94,9% do 98,5% (14 aa razlike)

kod potencijalno RB i zol at a .srpskilapbtentijalnoRl izadlatas | i | r
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(npr.45-12, 55512, 7115 i 33516 sal8515;98,3%n t
iz mededinih potencijaln®l i RB izolata opr.16913, 17014, 17714i17915sa 10919 110

19;99,9%n t

U cilju
odgovornih za pojavu RB izokat
proteina 12
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TSWV,

potencijalno

s |)bilhjeroisg a os uo o @

postojanj a
obavljeno

RI i

] e i
gest

nt

sekvencama prethodno okarakterisanih RI i RB izolata ovog virusa poreklom iz para@ajzajen i
(Aramburu et al., 2010; Lépez et al., 2011)Prisustvo promena aminokiselina na pozicijama 118

TSWV,
sorte paradajza, ali ne i kod 12 izolata ovog virusa izolovanih iz osetljivih sorti paradajzanijekoje
u g r a3wdingen otpornosti $lika 32). Kod izolata 10819, 10919, 11019, 11219 i 11319

i 120,
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Molekularna karakterizacijabavljenge rekonstrikcijom filogenetskog stablaa osnovi90

sekvenctNSm gena

dugi ne

(Tabela2) i 56 sekvencizolata TSWVpreuzetinz GenBankbaze podatakg PRILOG 3) primenom
neighborjoining metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 na osfi@mura3 parametar
modela s&Gamma distribucijom (T92+Q)bootstrapanalizom sa 1000 ponavljanja.

Na Sici 33 prikazano je filogenetsko stablo kojeukazalo ngasnupodelu izolata TSWV u

dva glavra klastera: klaster 1 i Jilgde jeov a k v a
sekvenci istog klasteravisokim bootstrapvrednostimaGe ne t i | ki
unutragnj.i

0,064+0,007/d o k | e
klaster II. Uk u p an
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okviru klastera | mogu se izdvoijiti tri podgrupe: podgrupa 1, 2G& net i | ki di ver z

podgrupa kretao se @J034+0,006100,043+0,007/a unutragnji diverzitet

0,010,002 (podgrupa 1), 0,010,002 (podgrupa 2) i 0,088,002 (podgrup8&).Podgr upu 1 |
25 Rl izolata iz SAD (12 izolata), Gpanije (d
izolata), kao i jedan RB izolatizSAP.od gr upu 2 | i ni 15 RI izol at a
i Gpaninjiezélsada), kao i pet RB izolata iz Gpa
iz Kine. Kl aster 11 obuhvata 31 RI lzol at iz

(dvaizolata), Italije (dva izolata), SAD (dvaizolata) iSriij@ 1 i zol at ), kao i 11
(pet i1 zol ata) i Srbije (gest izolata). Bez ot

Srbije, filogenetsko stablo na osnovu NSm sekvenci ukazuje na varijalstpskth izolata TSWV
kojisegupi gu u dva mnezavibno lod rjitovok fenatipa evred i na sr pski
grupisala se u klaster I, i t&1 Rl izolat (47-05, 51211, 33516, 7115, 55512, 5815, 15607,

437-10, 30305, 25915, 34315, 52511, 4512, 26015, 64611, 17915, 17714, 17014, 16913,

18515 i 18t15 ige st R B 111-18,010849, 40919, 110619, 11319 i 11219), dok se
preostalih sedam izolata (345, 4212, 22416, 23217, 21215, 23017 119217) grupisalo u klaster

l. TakolLe, f i | osae/un sekvenkeeNSm gead ukazdpu sensgpski RB izolati
poreklom iz paradajzg r upi gu u i st i ahkihokislingke supstéuzijprisutne n o o d
sekvenciNSm proteina (C118Y ili T120N).

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da se uétadt nalaze izolati kako iz severnih,
tako i iz centr al ni IBvisrpskiinotpthgoreklom iz paradayZ286-16,3% e  z e
15, 55512, 5815, 4512, 64611, 11119, 10819, 10919, 11019, 11319, 11219, 17915, 17714,

17014, 16913, 18515 i 18k15)gr upi s al i su se u klaster 11.
paprike (51211, 43710, 3431515251 1) , s e k@orlepi sala u klaster |
izolat (34515) odvojeno grupisao u okviru podgrupe 1 klastera I. Srpski izolati poreklom iz duvana
(25915i26015) grupisali su se u klaster 11. Veline
biljaka (4212, 22416, 23217, 21215, 23017 i 19217) grupisala se u okviru podgrupe 1 klastera

I, dok su se preostala tri izolata (1@3, 15607 i 30305) grupisala u klaster II.
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65-4 AY744482..AY744484 SAD

lo3 — 345-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015
—‘_E=M163373 LL-N.05 Spanija
g — FM163372 20 Spanija

KC261975, HM581938, HM581941 Juzna Koreja
‘P AB190818 Unknown Juzna Koreja
42-12 Brugmansia sp. Mackovac (Rasinski okrug) 2012

LAY744481 CA-3 SAD

AY744485 CA-7 SAD
< AY744487. AY744491, AY870389, AY870390 SAD
=— AF208498 Reqular2A SAD
- 224-16 Cinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2016

|®

]

52 86 ~\—;2 -15 Begonia sp. Raca Kragujevacka (Sumadljskl okrug) 2015

192-17 I. hawkeri Raéa Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017

HMO015510 Ab1NL2 Spanija
KC261957 TSWV-7 Juzna Koreja
AY744493 SPAIN-2 Spanija
KC261948 TSWV-4 Juzna Koreja

77

90

= r KNGST117 YNip Kina

100 - KM657118 YNta Kina
—— HMO015512 Da1NL2 Spanija

100, S48091 Brazil
NC 002050 BR-01 Brazil

& _{ KC261972 TSWV-17 Juzna Koreja
KC261966 TSWV-12 Juzna Koreja
+/HQ830188 p202/3WT ltalija
- AY744486 NC-3 SAD
o8 || || 147-05 Amarilis sp. Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2005
HQ830185 p202/3RB ltalija
< HMO015511, HM015515, HM015517, HM015519..HM015521 Spanija
— AF208497 D SAD
64 - 512-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011
335-16 S. lycopersicum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2016
l9o [ 71-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
555-12 S. lycopersicum Subotica (Severnobacki okrug) 2012
58-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
156-07 G. hybrida Vranjska Banja (Pcinjski okrug) 2007
437-10 C. annuum Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2010
303-05 Gloxinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2005
259-15 N. tabacum Hrtkovci (Sremski okrug) 2015
343-15 C. annuum Budanovci (Sremski okrug) 2015
525-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011
45-12 S. lycopersicum Novi Knezevac (Severnobanatski okrug) 2012
260-15 N. tabacum Golubinci (Sremski okrug) 2015
646-11 S. lycopersicum Navalin (Jablanicki okrug) 2011
111-19 S. lycopersicum Bo$njace (Jablanicki okrug) 2019
— 108-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
109-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
110-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
'l: 113-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
112-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
81]179-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
177-14 S. lycopersicum Bogojevce (Jablanicki okrug) 2014
170-14 S. lycopersicum Cekavica (Jablanicki okrug) 2014
50| 169-13 S. lycopersicum Togocevce (Jablanicki okrug) 2013
-185-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
- 181-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
MH742960 TCSV
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0.02

232-17 Osteospermum sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017

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

KC261951, KC261954, KC261960, KC261963, KC261969, HM581935 Juzna Koreja 7

AY744492, HM015513, HM015514, HM015518, HM015522..HM015524, HQ537114, EM163370, FM163371 Spanija

Slika 33. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovuauikinih sekvendiSmg e na @d20gi ne
nt 90 izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWW¥X)o r i ¢ | neighlpogoming metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanjayde subootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovar aj Kdobuigroupk a neaagjésekvenca TCSV (Acc. No. MH74296Q¥olati

TSWV poreklom iz Srbijesu obojeni, dokswsi RB i zol at
63
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Primenom DnaSP 6frogramaut vr Leno je da se na osnovu d
34 odabrana izolata TSWV poreklom iz Srbijegiugu u 27 hapl oti ptbva (T
zabelegen je ki®dllal®) poreklanod bdjakaaparadhjfaSakupljienih u Velikom
Vojlovcu na jugu Srbije, dok su haplotipd¥i 2,H 3,H 4,H 5, H 7,H 8,H 9,H 11,H 12,H 13
iH18 zabelegeni svaki pojedild altld di2k91d319, &84 no g
15, 18515, 4512, 55512, 64611, 7215,0dnosnd35-16) poreklom iz biljaka paradajza sakupljnih
na | etiri |l okal iteta na s eiKupusia)i(nito lekaliteta naguge v a c
(Veli ko Vojl ovce, Bognj ackkb6ipNadal aw)j aage] ale
detektovan j e k43 17014,t1T7714ii 17815)opbrektorm iz piljaléa Pparadajza
sakupljenirh haeakbhkiteta (Togol|l evce, Cekavica,
HaplotipH_10 detektovan je kod dva izolata (168 i 5815), od kojih jedan vodi poreklo iz ukrasne
biljke Gerbera hybridasakupljene u Vranjskoj Banji na jugu Srbije, dbk u g i potile iz
sakupljenog u Mugl ji naHdeHdbu zasge pd2 ¢ minjie sviAd
kod jednog od dva izolata (28%, odnosno 26€15) poreklom iz biljaka duvana sakuljenih na dva
lokaliteta (Hrtkovci i Golubinci) naeveru Srbije. HaplotipoW_16,H 17iH 1 9 pr i nseakie ni s
p oj e d ikadj@dnogod trizolata (51211,437-10, odnosn@®43-15) poreklom iz biljaka paprike
sakupljenih na severu Srbije na di/a0 | o&kmmelida @t
kod jednogizolata(3425) por ekl om iz paprike sakupljene
haplotipH_21 zastupljen kod tri izolata (1927, 2121512361 7) por ekl om iz tri
biljke (Impatiens hawkeyiBegoniasp. i Pelargoniuns p . ) sakupljene u Ral
centralnom delu SrbijédaplotippviH 22,H 23iH2 4 det ekt ovani su svaki
od tri izolata 42-12,22416, odnosno 232 7) por ekl om i z t rBrugmaasial i | i t
sp.,Cinia sp.i Osteospermums p. ) sakupljene na | okaliteti ma
Mal kovac u | uHapotipHR&! w adreld iejgee.n j e Kb gorekland n o g
iz paprike sakupljene u Kupusini na severu Srbije, dok su haplotp@8 iH_27 detektovani svaki
pojedinal no kod | e-Gonadmpsno83B 8By apboeekbhom {(124dve
biljlke (Amarilissp. iGloxinias p. ) sakupl jene u Rali Kragujeval
uUu jugnom delu nage zemlje.
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Tabela 6

. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (T

koriglenih u ovim istragivanjima na o0sno
Haplotip Izolat Godina Bil j ka do Lokalitet Region
sakupljanja
H 1 10919 2019 Solanum Veliko Vojlovce Jugna S
11019 lycopersicum
H 2 10819
H 3 111-19° Bognj ace
H 4 11219
H 5 11319
H 6 16913 2013 Togol evc
17014 2014 Cekavica
177-14 Bogojevce
17915 2015 Veliko Vojlovce
H 7 181-15
H 8 18515
H 9 4512° 2012 Novi K n e Severna Srbija
H 10 5815 2015 Mugl j a
156077 2007 Gerbera hybrida VranjskaBanja Jugna S
H 11 555122 2012 Solanum Subotica Severna Srbija
H 12 646-11° 2011 lycopersicum Navalin J u §Smbga
H 13 71-15 2015 Mugl j a Severna Srbija
H 14 25915 Nicotiana tabacum Hrtkovci
H 15 26015 Golubinci
H 16 512-11* 2011 Capsicum annuum  Kupusina
H 17 43710 2010 Ral a Centralna
Kr aguj ev Srbija
H 18 33516 2016 Solanum Kupusina Severna Srbija
lycopersicum
H 19 34315 2015 Capsicumannuum Bul anovc
H 20 34515 Leskovac Jugna S
H_ 21 212-15 Begoniasp. Ral a Centralna
19217 2017 Impatiens hawkeri Kr aguj e v Srbija
23017 Pelargoniumsp.
H 22 42-122 2012 Brugmansiasp. Mal kovac Jugna S
H 23 22416 2016 Cinia sp. Ral a Centralna
H 24 232-17 2017 Osteospermursp. Kr aguj ev Srbija
H 25 525112 2011 Capsicum annuum  Kupusina Severna Srbija
H 26 30305 2005 Gloxiniasp. Ral a Centralna
Kr aguj ev Srbija
H 27 147-05° Amarilis sp. VranjskaBanja Jugna S
Legenda:®zolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologij

(Katedra za fitopatologiju, Institut za fitomedicinu, Univerzitet u Beogfe
Poljoprivredn fakultet);

blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu Ndemi kol i; i, 20
‘' zol at i TSWV dobijeni iz hi br iSdBbgeman
otpornosti na TSWV.
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Mr @ faplotipova rekonstruisiap o mo | u -joirend nedworks algoritmaa kojoj su
predstavl jeni geneal ogki odnosi hapl oti pova p
se27 haplotipovana osnovu del i mi | ne wsa\egraped ell) (Hikan84)g e n a
Grupa Isa pet haplotipovéH_20, H 21, H 22, H 23 i H_24buhvata sedam sekvenci koje se u

filogenetskom stablu grupigu (K 1,KH 2aK B &lrd, H S, dok
H6 H7HS8HY9HI10H 11, H 12 H 13 H_14 H_15,H_16, H_17, H_181 _19,H_25,

H26iH27)obuhvata 27 ekvenci nraogn®u fdogenetske amealizg u u
Centralni Pl preda!kl hapl otip nije otkriven
u Srbiji i ni | pergrcuepet,r ad lnie ih atprl ot 2 ipdenmen eu |o

haplotipovima. Ugrupihap !l oti p H_6 predstavlja tranzicion
ahaplotip H_1Gka haplotipovima H_11, H 13|H 18.

Il grupa

Slika34.Mr ega haplotipovavoedehsmibhshnaukbheosndn
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWY)or ekl om i z Sr ledignjeinink or i g
networksal gor i t ma. Svaki krugil obojen gutom bojo
njegov predmalkamrpojrei sekven cCeli bojevd prikpaani man u

l inijama oznalavaju poziciju nukleoti dauniu se
krugi l i predstalaje intérrogdi@rne haplotipove ili haplotipove kigu deektovani

5.3.5. Analiza sekvenci GfGc gena

Primenom prajmera M3050/M4037 bavl jena | e uspe@Gagermmpl i |
d u ¢ 987 ebp kod swa 34 odabram izolata TSWV poreklom iz Srbije Deo amplifikovanih
fragmenata @-Gc gena prikazan je ndi§ 35.
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Slika 35. Vizuelizacija amplikonaGn-Gc genadela odabranih izolatéirusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijenfirimenomA O rset eRT-PCRi s p e ¢ i prajmemi h
M3050/M4037 Kolone: M-MassRulermDNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH,
Lithuania); %izolat 147-17 iz Solanum lycopersicun®-izolat 10817 iz Solanum lycopersicung-

izolat 108-19iz Solanum lycopersicum-izolat 10919 iz Solanum lycopersicum-izolat 11619 iz

Solanum lycopsicum 6-izolat 11319 iz Solanum lycopersicum7-izolat 11219 iz Solanum
lycopersicum 8-izolat 11319 iz Solanum lycopersicunK-pozitivna kontrola(izolat 53-05 iz

Nicotiana tabacur)y) B-negativna kontrold® CR s mega sa RNase free vodc

Nakon sekvenciranjamplikonau mno geni-hhCRu rRTakci j i , dobije
sekvenceGn-Gc gena ispitivanih izolateRezultatiBLAST analizepokazali su da odabrani izolati
TSWV poreklom iz Srbije, i dent i f i &lonvsalniilodtooskto n

97,17% do 99,57%a izolatima TSWV dostupnim u GenBank bazi podataka

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci d&a-Gc gena 34 odabranizolata
TSWV obavljena |je na o0 s njboveunukleotidhe isammoksligskep or e |
s | i | pnimesamp-distanceparametrauokvirpr ogr ama MEGA 6. 0. Nakon
nadugi nu naj kr &iLme dobierdenuldentidra(nfjesd i | nost DI(78sti | a |
razlike) do 100% dok se aminoki sel i 828% §23 daaazlike) dol100%n o s t
(PRILOGY).

Molekularna karakterizacijabavljenge rekonstricijom filogenetskog stablaa osnovu 90
sekvenciGn-Gegenad u ¢ 87hntu k | j u34sekvenceiBWVdobijlene ok om ovi h i st |
(Tabela?2) i 56 sekvenciTSWV preuzetih izGenBank bag podataka PRILOG 3) primenom
neighborjoining metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 na osnovu Taghpesametar
modela s&Gamma distribucijom (T92+A)bootstrapanalizom sa 1000 ponavljanja.

Na Sici 36 prikazano je filogenetsko stablo kojeukazalo ngasnupodelu izolata TSWV u
dva glavnaklastera: klaster | i |lgde jeovakva podela podrgana vVvi sol
sekvenci istog klasteravisokim boottrapvrednostimaGe net i | ki d iklaserabipjeet i
0,068+0,00fd ok j e unutragnj.i d D0,828+0,@0Bodrmsnd),015+0,K0Za st e r
klaster.Ukupan geneti |l ki diverzitet sOO0kSeGERQ&a0 u f i
i kod filogenetskog stabla na osnovu sekvenci NSm gena, u okviru klastera | mogu se izdvojiti tri
podgrupe:podgrupal, 2i 3.Genet i | ki d i podgnupa ikretaotse a@l@32w®,0086 do
0,042+0,006 a unutragnji di v er zio tjee 0,02420e002 s(podgiupa 1)p o d g
0,012+0,002 (podgrupa 2) i 0,005+£0,002 (podgr8paPodgrupul | i n e SADR (@3lizalata), i z
Gpanije (dva i zol &olaa)i, Slrubginjee )KPogigresitd ii (zl@eltidizrail a
Jugne Kornjod at@yam Gp aseiupodgrupld@r u iod w tialire. ido k|
Klaster Il obuhvataizolae i z Gpanije (sedam izolata), Br a:
izolata), Italije (dvaizolata) SAD (dva izolatai Srbije (28 izolata)Vel i na sr pski h i
grupisala u klastdt (147-05, 11219, 11319, 10819, 11619, 10919, 17915, 18515, 18115, 177
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14,17014, 16913, 64611, 11119, 26015, 15607, 55512, 7115, 33516, 51211, 5815, 30305,

437-10, 22416, 25915, 4512,34315i5251 1) , dok se pr e olstla17i202 ge st
15, 23217, 23017 i 4212) grupisalo u klastdr Osim toga, filogenetske analize na osnovu@n

gena ukazale su i na -i6padkionhiakrasne biljkeTipiasp. aadposu i z 0O |
na filogenetske analize na osnovu sekvence NSm gena. Naime, izolkd BPdpisao se u klaster |

na osnovu sekvenci NSm gena, dok se na osnovu sekver@e Gana grupisao u klaster II.

Rezultati filogenetskih analiza pokazali su i da &éasteru Il nalaze izolati kako iz severnih,
tako i iz central ni hSvisrpskivizplatipbreklem ia pamdaghlld, g e z
11319, 10819, 116019, 10919, 17915, 18515, 18115, 17714, 17014, 16913, 64611, 11119,

55512, 7215,33516,5815i4512)gr upi sali su se u klaster 11.
paprike (51211, 43710, 3431515251 1) , takolLe se grupisala u ki
izolat (34515) odvojeno grupisao u okviru podgrupe 1 klasteragdsI8 izolati poreklom iz duvana
(26015i25915) grupisali su se u klaster 11. Veline
biljaka (19217, 21215, 23217, 23017 i 4212) grupisala se u okviru podgrupe 1 klastera I, dok su

se pr eoiszolaa (B70b, @5607,r30305 i 22416) grupisala u klaster 1.
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AY744481..AY744485 SAD

FM163373 LL-N.05 Spania
FM163372 2O Spanija

AF208498 Regular2A SAD

9

HMO15510 Ab1NL2 Spanija
KC261948 TSWV-4 Juzna Koreja

%
AY744493 SPAIN-2 Spanija

31

KMB57118 YNta Kina

100 — KM657117 YNrp Kina

HM015512 Da1NL2 Spanija
60| 100548091 Brazil

NC 002050 Brazil
HQ830185 p202/3RB ltalija
P | ['HQ830188 p202/3WT Italija
—KC261966, KC261972 Juzna Koreja
— HM015515 Ag1TL3 Spanija
= HM015517, HM015519 Spanija

(=2}

7

o
pid

L AF208497 D SAD

| AY744486 NC-3 SAD

- HM015511 CriNL2 Spanija

54| L<HMO15520, HM015521 Spanija

9

~

MH742960 TCSV

P
0.02

Slika 36. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekverGic@ e n a

345-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015

AB190818, KC261975, HM581938, HM581941 Juzna Koreja

192-17 I. hawkeri Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017

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

23217 Osteospermum sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017

81" 230-17 Pelargonium sp. Rac¢a Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
AY744487..AY744491, AY870389, AY870390 SAD

42-12 Brugmansia sp. Mackovac (Rasinski okrug) 2012

KC261951, KC261954, KC261957, KC261960, KC261963, KC261969, HM581935 Juzna Koreja

AY744492, HM015513, HM015514, HM015518, HM015522..HM015524, HQ537114, FM163370, FM163371 Spanija ]

- 147-05 Amarilis sp. Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2005

112-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
113-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
108-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
140-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
109-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
F179-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
185-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
—181-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
17714 S. lycopersicum Bogojevce (Jablanicki okrug) 2014
170-14 S. lycopersicum Cekavica (Jablanicki okrug) 2014
169-13 S. lycopersicum Togocevce (Jablanicki okrug) 2013

646-11 S. lycopersicum Navalin (Jablanicki okrug) 2011

111-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
260-15 N. tabacum Golubinci (Sremski okrug) 2015
156-07 G. hybrida Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2007

5§55-12 S. lycopersicum Subotica (Severnobacki okrug) 2012
71-15 S. Iycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015

335-16 S. lycopersicum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2016

512-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011

58-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015

303-05 Gloxinia sp. Raéa Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2005

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

224-16 Cinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2016

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

45-12 S. lycopersicum Novi Knezevac (Severnobanatski okrug) 2012
343-15 C. annuum Budanovci (Sremski okrug) 2015
525-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011

dugin

871 nt 90 izolatavirusa bronzavosti paradajza (TSWK)o r i ¢ ineightjorgoiming metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanjayde subootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored

odgovar aj Kdobutgroupk a n & ¢ isekveaca TGSV (Acc. No. MH742960xolati

TSWYV poreklom iz Srbijesu obojeni
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Primenom DnaSB.Oprogramaut vr Leno j e da se na -®sgemavu d:
34 odabrana i zolata TSWV por ekI| om HapnotipwiHol, j e g1
H2H5HS8H22H23 H25IH26 detektovani Su svaksampoj e
izolata (4512, 5815, 17915,64611, 55512, 18115, 11119, odnodnd 12-19) poreklom iz biljaka
I

paradajza sakupljenih na tri okaliteta na se
Vojl ovce, N a vSabijei HaplotipHB30o gznajbaeclee)gen | e - o715 v a i
od kojih jedan vodi poreklo iz ukrasne biljkerbera hybridasakupljene u Vranjskoj Banji na jugu

Srbije, a drugi i1z paradajza koji Hetpredstaviap!| j e
jedn od dva najulestalija hapl oil3, pr@l4,il77/t4e188 kt o Vv :
15) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenih
Vel i ko Vojlovce) na | ug otp [estebhaplogdd 9 Kojr j& zpstupljera j u | e
kod, takole, {1% t10919) 11012 b 11210)aporekldnd & biljaka paradajza

sakupljenih na dva |l okaliteta (Vel i kHaplotpoyi | ov c
H 6iH 7 zastupliegh su svaki poj edi nal no-15y0dnosmaR60d5n o d
poreklom iz biljaka duvana sakupljenih na dva lokaliteta (Hrtkovci i Golubinci) na severuy, Sdiije

su haplotipovH_10,H 17iH2 4 det ekt ovani svaki plazq (@4d05,n al n o
30305, 0dnodno 224 6) por ekl om iz t rAmariissz,GloxiniagpeCindak r a s n
sp.) sakupljene na | okalitetima Rwmljau&mamg ud elvi
zemlje.HaplotipoviH_11,H 12 iH 21 zabé e e n i su svaki pojedinal n
(34315, 52511, odnosno 4310) poreklom iz biljaka paprike sakupljenih na dva lokaliteta

(BulLanoveci [ Kupusina) u severnom i na jednon
Srbije, dok jeplotipH 1 3 pr i mel en k oldi38516), od kojib jedan vadi foreklo2

iz paprike, a drugi iz par adaj z a Haplatipaviplll4,e ni h
H 15H 16,H 18iH 19 detektovani su svakiragodjieéditmdl na
12,19217,21215,23217,0dnosno23@ 7) por ekl om i z petBrugmansgia | i t i
sp., Impatiens hawkeriBegoniasp., Osteospermunsp. i Pelargoniums p . ) sakupljeni
Kragujeval ko u centralnom i Ma|l K@Ocuzabej egeao
jednog izolata 34515) poreklom iz paprike sakupljene u
zemlje.
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Tabela 7

. Pregledhaplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (TS

korigienih u ovim istragivarjcgenea na o0sSno.
Haplotip Izolat Godina Bil j ka do Lokalitet Region
sakupljanja

H 1 45122 2012 Solanum Novi K n e Severna Srbija
H 2 5815 2015 lycopersicum Mugl j a
H 3 71-15

15607 2007 Gerbera hybrida VranjskaBanja Jugna S
H 4 16913% 2013 Solanum Togol eve

17014 2014 lycopersicum Cekavica

177-14 Bogojevce

18515 2015 Veliko Vojlovce
H 5 17915
H 6 25915 Nicotiana tabacum Hrtkovci Severna Srbija
H 7 260-15 Golubinci
H 8 646-11° 2011 Solanum Navalin Jugna S
H 9 10819 2019 lycopersicum Veliko Vojlovce

10919

11019

11319 Bognj ace
H 10 147-05¢ 2005 Amarilis sp. Vranjska Banja
H 11 34315 2015 Capsicum annuum Bu L an ov c Severna Srbija
H 12 525112 2011 Kupusina
H 13 33516 2016 Solanum

lycopersicum

512117 2011 Capsicum annuum
H 14 42-12 2012 Brugmansiasp. Mal kovac Jugna S
H 15 19217 2017 Impatiens hawkeri Ra | a Centralna
H 16 21215 2015 Begoniasp. Kr aguj ev Srbija
H 17 30305 2005 Gloxinia sp.
H 18 232-17 2017 Osteospermursp.
H_ 19 23017 Pelargoniumsp.
H 20 34515 2015 Capsicum annuum Leskovac Jugna S
H 21 437-10* 2010 Ral a Centralna

Kr aguj ev Srbija
H 22 555122 2012 Solanum Subotica Severna Srbija
H 23 181-15 2015 lycopersicum Veliko Vojlovce Jugna S
H 24 22416 2016 Cinia sp. Ral a Centralna
Kr aguj ev Srbija

H 25 111-19¢ 2019 Solanum Bognjace Jugna S
H 26 11219° lycopersicum
Legenda:®zolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologij

(Katedra za fitopatologiju, Institut za fitomedicinu, Univerzitet Beogradu
Poljoprivredni fakultex;
blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu Ndemi kol i; i, 20
‘' zol at i TSWV dobijeni iz hi br iSdsb ggmanr
otpornosti na TSWV.
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Mrega haploti ppoaofl e k-joisms hevmwiksatgoritmaa kojoj su
predstavl jeni geneal ogki odnosi hapl oti pova p
se 26 haplotipova na exn gww ad glriumpii lgrue us akvvee o
Grupalsa gest haplotipova (H_14, H Jle&sehkveRci kbjése H 1
u filogenetskom stablu grupigu u klaster I, d
H6 H7HS8H9HI10 H11, H 12, H 13, A, H 21, H 22, H 231 24, H_25 iH_26)
obuhvata28 s ek venci koje se grupigu u klaster 1
predal ki haplotip nije otkriven ni za jednu g
pericentralne hapl oti pove u ugiivedeninha@aotipoanai i
Ugrupil haplotipH1 6 pr edst avl j ahaplotipwmai ¢8i 6l M9 dok ugropi I k

haplotip H_3 predstavlja tranzicioni |l vor za
haplotipove H_5, H_9, H 231 H_26.

Il grupa

| grupa
Slika37.Mr ega haplotipova rek
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWY)o r e k
networksal gori t ma. Svaki krugi
njegov prelnik proporcional an Célirbmjpwv prikezak nae n c i
' inijama oznalavaju poziciju nukleoti,dauniu se.
krugi | i predstaljaje itebnedijaene haplotipove ili haplotipove kajsu detektovani

nstrui sana 4Gagemas no Vv |
om iz Sr ledignjeinink or i ¢
| onbsotjveenn i g uhtaopnh okt o jpo,

0
I

5.3.6. Filogenetska analiza na osnovu sekvenci M segmenta

Osim filogenetskih analiza na osnovu sekvenci NSm@38rgena, obavljena jeildgenetska
analizarekonstrukcijom filogenetskogtabla na osnovu dela sekvencisigmental u g 1581t
dobijenih spajanj em d®dgénapir|entihho dsneok vseknrcail eNnSinh in
sekvence za svaki gen posepno u k | jsekVenej34iitolata TSWV poreklom iz Srbij@abela
2) i 56 sekvenc izolata TSWV preuzetih izGenBank bag podataka PRILOG 3) primenom
neighborjoining metode integrisane u okviru programa MEGA 6libotstrapanalizom sa 1000
ponavljanja.
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Na Sici 38 prikazano je filogenetsko stablo koje je ukazalo na jasnelpozblata TSWV u
dva glavna klastera, klaster | i Il, kao i kod stabala na osnovu sekvenci NS#&¢ Gena, ali i
izdvajanje klastera oznalenog sa Bpskizoaak(Z2dmbi na
16), koji se na osnovu NSm gena grwgmsu podgrupu 1 u okvirklasteral (Slika 31), dok se na
osnovu @-Gc gena svrstao klasterll (Slika34). Ovakap odel a podr gana j e vi s

i zmeLu s ekve nwasokimbsotstoagvret#tnbstinsaGem at 1 | ki diklestkeraz i t e
bio je 0,066x0,005d ok | e unutragnj.i d i v00R720,002200n0s@oa  k |
0,019+0,002za klaster LUk upan geneti | ki di verzitet sekven
0,045+0,003 U okviru klastera | mogu se izdvojiti trigdgrupe:podgrupa 1, 2 i 3Genet i | ki
di ver zi tpadgrupakreta@se @j035+0,00400,039+0,00da unutragnji dive

podgrupu bio je0,021+0,00qpodgrupa 1)0,012+0,003podgrupa 2) 0,004+0,00qpodgrupa3d).

Podgr upu tilizSAD (h3ézolatz@®@pd ani j e (dva izolata), Jugdgne
(gest 1 zol ata). Podgrupu 2 Jline izol ati iz Ju
podgrupu 3 grupigu dva izokata Gpaki eBratik ke d s m
(dva izol ata), J)ul@gieddvaizolata,jSAD (dvd izotatapridje(27azblaa).

Vel ina srpskih i zol(l7-08 12985, 1§51% p8iL1S, 471784, 14014 168 st e r
13, 10919, 10819, 110619, 11219, 11319, 11119, 64611, 26015, 51211, 33516, 7115, 156

07, 5815, 55512, 43710, 30305, 25915, 4512, 34315 i 52511), dok se preostalily e izolata

(34515, 19217, 21215, 23017, 23217 i 4212) grupisalo u klaster U poseban R klastgrupiso
serekombinantni izolat (2246).

Rezultati filogenetskih analiza pokazsilii da se u klasteru Il nalaze izolati kako iz severnih,
tako i iz central ni hSvisrpskivizplatipbreklem ia pamdagh7&ils, g e z
18515, 18115, 17714, 17014, 16913, 10919, 10819, 116019, 11219, 11319, 11119, 64611
33516, 7115, 5815, 55512 i4512)gr upi s al i su se u klaster I1.
iz paprike (51211, 43710, 34315i52511), teaskgolupi sal a u kl aster 11,
izolat (34515) odvojeno grupisao u okviru podgrupe 1 klastegrpski izolati poreklom iz duvana
(2601512591 5) grupisali su se u kIl as tdevetvrdtalukrashthe | i n ¢
biljaka (19217, 21215,23017,232-17 i 4212) grupisala se u okviru podgrupe 1 klastera |, dok se
manji brojizolata (47-05, 15607 i 303-05) grupisa u klaster 1l, a samo jedan izolat (228)
grupisao sel poseban rekombinantni klaster R.
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98—4 AY744482. AY744484 SAD
345-15 C. annuum Leskovac (Jablanicki okrug) 2015
E‘-EFWG%B LL-N.05 Spanija
o8 — FM163372 ZO Spanija
b - AY744481 CA-3 SAD
|:L<AY744485 CA-7 SAD
AB190818, KC261975, HM581938, HM581941 JuZna Koreja
5 AF208498 Regular2A SAD _ 1
192-17 I. hawkeri Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
5'_@2-15 Begonia sp. Raca Kragujevacka (éumgdijski okrug) 2015
230-17 Pelargonium sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
10011 "3l — 23217 Osteospermum sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2017
42-12 Brugmansia sp. Mackovac (Rasinski okrug) 2012
g < AY744487.AY744491, AY870389, AY870390 SAD
il 7% ?(0261951. KC261954, KC261957, KC261960, KC261963, KC261969, HM581935 Juzna Koreja
HM015510 Ab1NL2 Spanija
KC261948 TSWV-4 Juzna Koreja
AY744493 SPAIN-2 Spanija
AY744492, HM015513, HM015514, HM015518, HM015522. HM015524, HQ537114, FM163370, FM163371 Spanija |

% [ KM657118 YNta Kina 3
100 = KM657117 YNrp Kina i J

— HM015512 Da1NL2 Spanija

100 | $48091 Brazil

I'NC 002050 BR-01 Brazil

KC261972 TSWV-17 Juzna Koreja

gk || t KC261966 TSWV-12 Juzna Koreja

HQ830185 p202/3RB lItalija

33 || HQ830188 p202/3WT Italija

AF208497 D SAD

AY744486 NC-3 SAD

147-05 Amarilis sp. Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2005

HMO015511, HM015515, HM015517, HM015519..HM015521 Spanija
179-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
- 185-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
— 181-15 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2015
177-14 S. lycopersicum Bogojevce (Jablanicki okrug) 2014
170-14 S. lycopersicum Cekavica (Jablanicki okrug) 2014
169-13 S. lycopersicum Togocevce (Jablanicki okrug) 2013
109-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
108-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019 Il
b3 110-19 S. lycopersicum Veliko Vojlovce (Jablanicki okrug) 2019
112419 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
86 — 113-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
L 111-19 S. lycopersicum Bosnjace (Jablanicki okrug) 2019
1004t 646-11 S. Iycopersicum Navalin (Jablaniéki okrug) 2011
260-15 N. tabacum Golubinci (Sremski okrug) 2015
{512-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011
335-16 S. lycopersicum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2016
71-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
156-07 G. hybrida Vranjska Banja (P¢injski okrug) 2007
58-15 S. lycopersicum Muzlja (Srednjebanatski okrug) 2015
L] L 555-12 S. lycopersicum Subotica (Severnobacki okrug) 2012
85 437-10 C. annuum Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2010
303-05 Gloxinia sp. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2005
259-15 N. tabacum Hrtkovci (Sremski okrug) 2015
45-12 S. lycopersicum Novi Knezevac (Severnobanatski okrug) 2012
343-15 C. annuum Budanovci (Sremski okrug) 2015
525-11 C. annuum Kupusina (Zapadnobacki okrug) 2011 |
L—— 224-16 Cinia sp. Ra¢a Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2016 :| R R
MH742960 TCSV
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Slika 38. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvesegmentad u g i n e
1591 nt 90 izolatavirusa bronzavosti paradajza (TSWK)o r i ¢ Ineaghlorgoiming metode sa
bootstrap analizom u 1000 ponavljanjayde subootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovar aj Kdoougrogpk a n a g Isekveaca TGSV (Acc. No. MH742960kolati

TSWV poreklom iz Srbijesu obojeni
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5.3.7. Analiza sekvenci RdRp gena

Primenompr aj mera L2 TSWV F/ L1 T a&WhikaéjadelbRaRpl | e n a
genad u g i n lep kazl V@34 odabraa izolata TSWV poreklom iz Srbije Deo amplifikovanih
fragmenata RARp gena prikazan gStci 39.

Slika 39. Vizuelizacija amplikoneRdRp genadela odabranih izolateirusa bronzavosti paradajza
(TSWV) u 1% agaroznom gelu dobijeniilimenomA O rset eRfF-RCRi s p e ¢ i drajmeral? h
TSWV F/L1 TSWV R Kolone: MMassRulermDNA ladder,Low Range(Fermentas Life Sciences
GmbH, Lithuania); dizolat212-15iz Begoniasp; 2-izolat22815iz Fuchsiasp; 3-izolat220-16 iz
Dahlia sp; 4-izolat 22416 iz Cinia sp.; K-pozitivha kontrolaizolat 53-05 iz Nicotiana tabacurp
B-negativna kontrol@P CR s mega sa RNase free vodom

Nakon sekvenciranjamplikonau mn o g e ni-ACR teakd§iobi j ene su de
sekvence RARp gena ispitivanih izolaRezultatiBLAST analizepokazali su da odabrani izolati
TSWV poreklom iz Srbije, i dent i fi konvsalnii|odtooskto n
96,67% do 00%sa izolatima TSWV dostupnim u GenBank bazi podataka

Dalja molekularna identifikacija dobijenih sekvenci dela RdRp gena 34 odaizGata
TSWV obavljena | e na o0 s njboveunukleotidhe isammokisefjinske o r e |

s | i | pnimesamp-distanceparametrauokvirpr ogr ama MEGA 6. 0. Nakon
nadugi nu naj kral e s e knukkeatidngnt)e t i lizddBils jedd 91,286¢16 htj e n a
razlike) do 100%, dok seminokiselinska aa) sl i | nost kretala od 77
(PRILOG 10).

Molekularna karakterizacijabavljenge rekonstrikcijom filogenetskog stablaa osnovi60
sekventRd Rp gena dugi ne sledklv enntc,e uTkS WW lduojbuiijie n3e4 t o
(Tabela2) i 26 sekvencizolata TSWVpreuzetih iz GenBankaze podatakg PRILOG4) primenom
maximum likelihood metode integrisane u okviru programa MEGA 6.0 na osnovu T8mura
parametar modela $d8amma distribucijom (T92+Q)bootstrapanalizom sa 1000gmavljanja.

Na Sici 40 prikazano je filogenetskstablokoje je ukazalo na jasnu podelu izolata TSWV u
dva klastera: klastdri Il, gdejeovakva podel a podr gana visokom
istog klastera ivisokim bootstrap vrednostima.Genet i | ki d i Xlastera ibib get Iz
0,061+0,017d ok j e wunut r &lgstejliznosibD,822+0,@06o0dretnd),016+0,007za
klaster IUkupan genetil ki di verzitet s e ®X0B2t0,008. u f

Klaster I| i naodati iz Bosne i Hercegovine (dva izolata), Kine (tri izolata), Italije (pet izolata), SAD

(tri izol at a) , Gpanije (dva izolata), Jugne A
izol at) , Jugne Koreje ( dksauklasteollgatug)i giu S rzloil jad |
Koreje (jedan izol at), SAD (dva izol ata), |t
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izolata)Vel i na sr pski h Lkaster (120614 18515 U¢9l3s17414 55518, 110

19, 18-15, 10919, 11119, 17915, 10819, 11319, 11219, 52511, 43710, 5815, 25915, 230

17, 715, 33516, 51211, 4512, 26015, 30305, 34315, 14705, 15607, 64611 i 34515), dok se
preostalih pet izolatad@-12, 19217, 21215, 23217 i 22416) grugsalo uklaster Il Osim toga,
filogenetske analize na osnovu RdRp genk uka:
poreklom izpaprikei 230-17 poreklom izukrasne biljkePelargoniumsp.u odnosu na filogenetske

analize na osnovu keenci N, NSs, NSmiGfGc gena, ukazujuli da L sec
razlilito poreklo u odnosu na S | M segment ,

Rezultati filogenetskih analiza pokazsiii da se u klasteru | nalaze izolati kako iz severnih,
tako i iz central ni hSvisrpskivizplatipbreklem ia pamdagh7(ilé, g e z
18515, 16913, 17714, 55512, 11019, 18115, 10919, 11119, 17915, 10819, 11319, 11219,
5815,71-15, 33516, 4512 i 64611), paprike $2511, 43710, 51211, 34315 i 34515) i duvana
(25915 i 260-15) grupisalisuse ulaster lVe | i na sr ps ki h dévetvostaakraanihp or e
biljaka @2-12, 19217, 21215, 23217 i 22416) grupisala sei klasterll, doksusepr eost al a |
izolata 30-17, 30305, 14705 i 15607) grupisda u klaster 1.
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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

72

83 KJ575620 p105 ltalija
KP008132 PVR Spanija ) I
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. Raca Kragujevacka (Sumadijski okrug) 2016 i
i
0.005
Slika40.Fi | ogenet sko stabl o rekonstruisano na osn:
nt 60 izolatavirus bronzavosti paradajza (TSWNor i gl enjem maxi mum | i k
bootstrap analizom u 1000 ponavljanja, gde ®ootstrap vrednosti (>50%) prikazane pored
odgovarajulih grana. l zol ati TSWV poreklom iz
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Primenom DnaSP 6frogramaut vr Leno j e da se na osnovu d
34 odabrana izolata TSWV por ekl om iHaplothHHI j e ¢
detektovan je kod jednog izolata (:22) poreklom iz ukrasne biljkenpatiens hawkersakupljene
u RKItagujeval ko] u centralH@mzabdlelefehi ked do
15,22416123217) por ekl om i z t rBegomiagpz Cinialsp. tOsteogpérmuams n e
sp.) sakupljene na istom lokalitetdaplotipH_3 zastupljen j&od jednog izolata (422) poreklom
iz ukrasne biljkeBrugmansias p . sakupljene u Mal k aplotipovithdy | ug
H13iH14 zabel egeni s v a k bd trpizolpta (845L6, 52501 podriosn@37-j e d n o
10) poreklom iz biljaka papee sakupljenih na tri lokaliteta severnom (Kupusina), centralnom
(Rala Kragujeval ka) niagjeu gHepuolippeH. & 5l KN Aldh 12d e | u
detektovani su svVvakipetigotaja 46i1,55-12ndl-1% 6813 jo@ndsnoo g 0 ¢
179-15) poreklom iz biljaka paradajza sakupljenihjednom lokalitetu (Subotica) na severu itria
lokaliteta( Naval i n, Vel i ko VmjjuguwSrhgjedokisu tplotippwv H € vid @ )
zabel egeni s v a k i og pdadyaezdlatan(E667ncanosno 1d+05) porékiom iz dve
razl il ite (Gekerahyondda Atarillsgpksakupliene u Vranjskoj Banji na jugu Srbije.
HaplotipH 8 z a b @ kod frieznlata 10819, 11219, 11319) poreklom iz biljaka paradza
sakupljenih na dva lokaliteta/¢élikoVojlovce i B o g n)jna ugu Srbije, dok je dplotip H_9
zastuplierk od g e st -14,Z20/14a1B1al5, (8615,00091911101 9 ) , poaeklamliz ,
biljaka paradajza sakupljenih na tri lokaliteta (Cekavicagdgevce i Veliko Vojlovce) najugn a g e
zemlje HaplotipH 15pr edst av |l j a n a petektevantiekbddi JOiizoldtaa(3D0H t i p
51211, 4512, 5815, 7115, 25915, 26015, 34315, 335162361 7 ) , od kojih koji
poreklom iz bijaka paradajza, dva izolata poreklom iz biljaka paprike i dva izolata poreklom iz

biljaka duvana sakupljenih na severu Srbije
BulLanovci, Hrt koveci [ Gol ubi nci ) |ljkekGioxniasp.idv a i
Pelargoniums p. sakupl jene u Ral:i Kragujeval ko] U CE€
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Tabela 8. Pregled haplotipova detektovanih kod izolata virusa bronzavosti paradajza (T
koriglenih u ovimdsltirmigliveang e kmae mae oRaRp
Haplotip Izolat Godina Bil j ka do Lokalitet Region
sakupljanja

H 1 192-17 2017 Impatiens hawkeri Ra | a Centralna
H 2 21215 2015 Begoniasp. Kr aguj ev Srbija

22416 2016 Cinia sp.

23217 2017 Osteospermursp.
H 3 42-122 2012 Brugmansiasp. Mal kovac Jugna S
H 4 34515 2015 Capsicum annuum Leskovac
H 5 646-11° 2011 Solanum Navalin

lycopersicum

H 6 15607 2007 Gerbera hybrida Vranjska Banja
H 7 147-05¢ 2005 Amarilis sp.
H_8 10819 2019 Solanum Veliko Vojlovce

1121 lycopersicum Bognj ace

11319
H 9 17014 2014 Cekavica

177-14 Bogojevce

181-15 2015 Veliko Vojlovce

18515

10919 2019

11019
H_ 10 55512 2012 Subotica Severna Srbija

111-19¢ 2019 Bognjace Jugna S
H 11 16913% 2013 Togol eve
H 12 17915 2015 Veliko Vojlovce
H 13 525112 2011 Capsicum annuum  Kupusina Severna Srbija
H 14 437-107 2010 Ral a Centralna
H 15 30305 2005 Gloxinia sp. Kr aguj ev Srbija

512-11* 2011 Capsicum annuum Kupusina Severna Srbija

45122 2012 Solanum Novi Kne

5815 2015 lycopersicum Mugl j a

71-15

25915 Nicotiana tabacum Hrtkovci

260-15 Golubinci

34315 Capsicumannuum BulLanovec

33516 2016 Solanum Kupusina

lycopersicum
23017 2017 Pelargoniumsp. Ral a Centralna
Kr aguj ev Srbija

Legenda:®zolati TSWV iz kolekcije biljnih virusa Laboratorije za virusologiju i mikologij

(Katedra za fitopatologiju, Institutza fitomedicinu, Univerzitet u Beograd
Poljoprivredni fakultex;
blzolati TSWV prethodno okarakterisani na osnovu Ndemi kol i; i, 20
9 zol at i TSWV dobijeni iz hi br iSdsb ggmany
otpornosti na TSWV.
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Mr @ faplotipova rekonstruisiap o mo | u -joirend nedworks algoritmaa kojoj su
predstavl jeni geneal ogki odnosi hapl oti pova p
se 15haplotipovan a osnovu del|RdRpgl ma suedkeywepeg @idl) (Slikadl).

Grupa | sd.2 haplotipova(H_4,H_ 5,H 6,H_7,H 8,H 9,H_10,H_11,H 12,H_13,H_14ik_15
obuhvat®?9s e k venci koj e se u f klasterg éok gupaslksarirhapetipa b | u
e

(H_1,H 2iH _3)obuhvatgpets e k venc i k o klaster $lrea osmovw fiipgegetskewanalize
Centralni Pl predal ki haplotip nije otkriven
u Srbiji i ni | pericentral ne haplugiizyedenire u o

haplotipovimaU grupi | haplotip H10pr ed st av | j a kahapbtpeH Sckojigenzvornli v o r
za haplotipoved 8,H 11iH 12 HaplotipH_15 e t r a n z i haplotipovimaHl_$3oH_14k a

! 1
1 ! H_6l i
: H__3O1\2 : : wi H_10 ! 1@/H”ﬂo :
! n%‘ g ! A e Tas'g = L I
PN O e S 4I0~2om, Aot —rr—tes—ter 0]
1 }&f : : ﬁ31 . m . \\?15 B0 :
:H__1O 1 :H_AO// 5 - :
bemmmmmm == I : H_140 1
lgrupa  loooo_-- i i i e it i !
| grupa
Slika4lMr ega haplotipova rekonstruisana na osnov
izolata virusa bronzavosti paradajza (TSWy¥)or ekl om i z Sr ledignjeinink or i ¢
networksal gor i t ma. Svaki Kkrugil obojeho§upompboj o

njegov prelnik proporcional an Célirbmjpvuprikezak nae n c i
l'inijama oznalavaju poziciju nukleoti,dauniu se
krugi l i predstavljaje intbrrogdimmhaplotipove ili haplotipove kojiisu detektovani

5.4. Analiza rekombinacija

U cilju potvrdeprisustvarekombinacija kod ispitivanih izolata TSWV poreklom iz Srhija
| ije post ojfingejesleanaliz, k & a zj@RD 1.4.101 softver. Rezultati analge
M segmenata dobijenih spajanjem sekv®hciNSs odnosndNSm i GrGc gendspitivanih izolata,
primenomRDP v.4.101 softvera, ukazali su na postojanje rekombinacija samo u okviru M segmenta
kod izolata 22416 poreklom iz ukrasne biljk€inia sp, dok rekombinacije na osnovu S segmenta
nisu ustanovljene.

Analiza M segmenta pokazala je da je kod izolata?B dogl o do i zmene f |
703 nt Prisustvo rekombinacijasim osnovnog RDP programa Bawred no gl u o a6, 1, 77
potvrdild.i s u i GENEC@NVeR=1,870p1P®), BOQGTRCAN (P=1,202x1¢4),

MAXCHI (P=8,818x1#%, CHIMAERA (P=3,470x10), SISCAN (P=1,730x1¢®) i 3SEQ
(P=2,319x10%.S cbziromd a set sekvenci kemddghenkbopmpbeenan
segmenta TSWV, program je ustanovio priblignu
pol etna tal ka odgowarlpoapiocziijcii j 412 2,9, 1% odkesmhg an\ a
822na sekvenci kompletnog M segnta izolata LYE51 (Acc. N&IK792775. Na osnovu podataka

o dugini I z me a@atinepnoozgi cfirjaeg npeanlteat,n e i krajnje ta
setu sekvenckaoipor el enj a sa sekvencomYH5], dsanowjeno jdldas e g m
je dog!| o udeukojindgevaraekvenctNSmgenaSa t al noglu od 99, 1%
glavni roditelj rekombinantnog izolata 224 srpski izolat 528.1 koji vodi poreklo iz paprike
pripadaklasteru)]l dok j e sa t al noaphjespooednir8die)j Gpkkiizomtt232n o v |
17 koji vodi poreklo iz ukrasne biljk@steospermursp. i pripad&lasterul na osnovu filogenetske

analize sekvenciMsegmen@b zi rom na to da je neophodno da
u analizu deteiju postojanje rekombinacije $avr edno gl u k o j0al0%) wimsuanj a
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ispunjeni svi kriterijumi za definisanje izolata 228 kao rekombinantnog izolata koji se na osnovu

NSm gena svrstava u klaster | (podgrupa 1), dok se na osne@c@enagmi ge u okvi ru
ll. Analizom S segmenta primendRDP v.4.101 softver, prisustvo rekombinacija kod izolata 525

11 i 64611 koji se u filogenetskim analizama nanocsvu sekvence Nropgkeina ¢
podgupu 2, anaosnovu NSs genavtopskupodg r upu 1 ni j e potvrLlLeno. Nz
u S segmentu kod ovih izolata nije ukazao nijedan od programa integriSsaDiR u.4.101 softver

5.5. Uticaj selekcije na genske regione odabranih izolata TSWV

Na osnovubroja sinonimnih supstitucija po sinonimnom mests)( i nesinonimnih
supstitucija po nesinonimnom mestiNj, kao i njihovih varijansi VadS) i VardN), primenom Z
testal testiranjermulte hipotez Ho: dN=dS nasuprot alternativnoj hipotezkIN<dS, 4 vr Len | e
selekcijepod kojim se nalazi svih pet ggkih regiona (N, NSs, NSm, &ac i RdRp)odabranih
izolata TSWV poreklom iz SrbijdJ Tabeli9pr i kazane su dobijene ukup
parametra, kao i vrednosti p parametra za svaki geegkin. Dobijene vrednosti pokazale su da je
broj nesinonimnih supstitucijai) bio manji od broja sinonimnitd§), odnosno da je Z vrednost za
svaki gensKki region bila manja od 1 sa vredno
negativne (purifying) selekcije kod svih pet genskih regiona odabranih izolata TSWV poreklom iz
Srbije. KoDdNSmiGfiGc gena uol ena | e-8238 gatN8m, ndndprB,69 zav r e d r
Gn-Gc gen, u odnosu na preostale genske regin@20 za NSs genl,286 zaN geni -2,503 za
RdRp gen), gto ukcxz ywjeem dhalsageNPmdi jGd i m sel ek

| maj ul i u vidu da je na osnovu ukupnog set
NSm proteina Gn i Geglikoproteinap o d | ogni j i ii ztnoe ndaamaj,e kua oSr bi j i
RB izolata TSWV kod kojih su ustanovljene aminokiselinske promene u okviru NSm proteina,
pristuglo se daljem testiranju za svaki par sekvenci NSm i@ngena na potencijalni uticaj
pozitivne selekcije. Primenom £gtai z vr ge n o nulte hipatezeHo adNad$ jnasuprot
alternativnoj hipotezi b dN>dS. Vrednosti Z>1 i g0,05 koje ukazuju na uticaj pozitivhe selekcije,
ut vr L same kodpal testiranih parova sekvenci NSm géRARILOG 11), kao ikod| e t irar i p a
sekvenci @-Gc genaizolata poreklom iz paradajzRRILOG 12). Kod parowa sekvenci NSngena:
16913 i 10819, 17014 i 10819, 17714 i 10819, 179151 10819i 181-15 i 10819 Z vrednost
iznosila je 1,740a vrednosparametra 0,042, dok je kogara sekvenci 1815 i 10819 Z vrednost
iznosila 1,940, a vrednopaarametrg 0,027 U s | u h-Gcjgana kBdparova sekvenci 1089 i
17915, 10919 17915, 11601917915, 111319 17915 Z vrednost je iznosila 1,736, a vrednost
parametrg 0,043 Kod drugih parova sekvenci gde je Z>1, vrednosti parametra p bile su manje od
0,05, gto ukazuje da wusl ovi HealN=dSulkaist alterrsativpee p o
HadN>dSni su i spunjeni i da kod oneselekcijez ol ata nij ¢
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Tabela9. Uk up na i mwsednost za svaki od pet genskih regioitasa bronzavost
paradajza(TSWV) dobijena na osnovucodonbasedi -t&sta selekcije testiranjem nu
hipotezeHo: dN=dS nasuprot alternativnoj hipotezi:HIN<dS

Gen Broj sekvenci Z vrednostt 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

Vrednost Z testa manja od 1 ukazug@negativnus e | e k ci j m,j grednostiZ testa
ukazujung a |l i ut i Cpajiednese ek tiatestpl &dstpavlajmat

Z testa.Ukoliko je Z<l i p>0,05 smatra se da& sadi outicaju negativneselekcije.
56 Biologka karakterizacija odabr anizparadgjzap s ki h

Bi ol ogka Kk &irspdatizelata TSWV (LG8 89, 10919 i 111-19) poreklom iz
prirodno zarageni h bil j askug rpaaliSs&hgepamatpdmodi nai d a
TSWV i dva izolata (4512 i 17014) dobijena iz prirodn@a ar ageni h bil jaka par:
i Bur an k cSiubgeneb swaldirgra je u cilju ut RB)da van|j
osnovu ekspresije simptomajihove sposobnostia zaraze osetljive i/ili otporne soparadajza i
paprike (Tabeld0).

Svatri izolata (10819, 10919i 111-19), dobijem iz biljaka paradajza hibridd Wr e st | er |
sa ugr Swskegeiom otpornostiizazvala su pojavis i st ezarazena evimk or i gl eni |
komercijalnimhibridima paradajzaSimptomiu v i d u hi/iliore & tr io pratendstilpega
g a rmwzaika(Slike42,43i44) , ti pi |l ni h za zueor|eeziGldidananakona n u T
obavljere inokulacije kako osetljivih tako i otpornih hibrida paradajgzsim togana biljkamadva
otpornahibrida paradajza&) Runned AtFtlibya RZ F16, nakoIillhokul ;
19z abel egemnsa sjtebsmplgmanveak ol i ko dana pr e ppegaaave | c
inokulisanim listovimekoje nastaju kao posledica hipersewzié reakcije (HR) bifka nosioc&w
5bgema Me Lut i m, -i%onhiajte 1i0®azvao pojavu HR na ov.
sistemi| nilhhoksulmpstaomea .bi | j ke razl,kbdt kbjobhppent
poj ave si st eamakominokulagid, wmilp breommakon pojave simptoma su potpuno
propale. Nasuprot tome, izolati 4%2 i 17014 dobijeni iz biljaka paradajza be&aw5b gena
ot pornosti, ni su izazval. pojavu sistemilne :
melani | ki h inokulacija otpornih hibrida paradaj
nekr ot i | n thiperspneityrza reg@kidijR) na inokulisanim listovim@lika 45). Me L ut i m,
nakon inokulacije osetljivi hibrida paradajzaq P a r t oovMNo vFolsba, d s KiVoj] abs kar &,
i 6 Sai nt), skh petrigpigvanih izolata izazvali su pojau si st emi | ni h si mpt
h | o r oprsiehastiipdga(Slike46i 47) i mozaika(Slike 48i 49) 14-16 dana po inokulaciji. Broj
zar agen iaka paradagza dogtigad jp maksimum od 100% tri nedelje po inokulzaijijeni
rezultatiukazujuda su izolati 1089, 10919i111-:1 9 sposobni da prevazi Llu
hi brida par adawblzganom aporacstri poireurdaomtrii z ol at a kar akt
fenotip, dok izolati 4512 i 17014 nisusposobnd a pr evazi Lu ot pomosiogast hi
Swbbgema i klasifikuju se kao RI fenotip

Na inokulisanim biljkama dvasetljivahibrida papriked Mar gar i t aé 19, 6Kurt
svih pet ispitivanih izolata izazvalisupojasu st emi | ni h s i mp tlionneak ruo tviil dnui
prstenastinpega i mozaikaSlike 50 i 51) 12-15 dananakon inokulacije, dok pojavaHR na
i nokul i san ozm bleil.ggdeugeastrgnena biljkama tri otporna hibrida paprike
6SV1I168PB®102PPO6 ), nakoA inokalatijgspitivenimdzolatimani j e do gl o
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pojaves i st e simptomd Pojaval ok al ni h nekrotilnizleebpetamenad
kod otpornog hibridad SV 1 1 & BakoB inokulacije izolatima 1689 i 11119 (Slika 52). Broj
zarageni h test biljaka papri ke dmoninokumae | e n
Dobijeni rezultati ukazali su na to da izolati 108, 10919i 11119 ni su sposobni

oo pornost komercijal ni hswgaendnroiparmostipapr i ke sa ugr

U svim test biljkama, koje su na inokulacije ispitivanim izolatom TSWYV reagovale pojavom
simptoma, primenomDAE LI SA testa potvrlLeno je prisustvo
nnje utvrleno prisustvo ovog Vvirusa.
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Tabelal0. Reakcija test biljaka na mehanilrdabronzavwdt pdradajza (jT2NMpeklarbiz paradajza
Test biljka Hibrid # Izolat
10819 10919 111-19 4512 17014
RB RB RB RI RI
Solanum lycopersicum Matissimo F1 $w5b") HPP, NPP M, NPP HPP, NPP LNP (HR) LNP (HR)
Wrestler F1 $w-5b") M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP LNP (HR) LNP (HR)
Svth0121 $w5hb") M M HPP, NPP LNP (HR) LNP (HR)
Runner F1 $w5hb") LNP (HR), M, NPP LNP (HR), LNP (HR) LNP (HR)
NPP HPP, NPP
Attiya RZ F1 Gw5b") LNP (HR), HPP, NPP LNP (HR), LNP (HR) LNP (HR)
HPP, NPP HPP, NPP
Partova F1$w5b) M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP, NPP
Novosadskj a b uSwab) (M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP, NPP M, HPP M, HPP
Volovsko srce $w5b) M, HPP, NPP M, HPP, NPP HPP, NPP M, HPP M, HPP
Saint Pierre $w5b) M, HPP M HPP, NPP M, HPP M, HPP
Capsicum annuum SV1163PB Tsw) LNP (HR) - LNP (HR) - -
SV0102PP Tsw) - - - - -
Ariadni F1 Tsw) - - - - -
Margarita 'sw) 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®iSwbb) oz nal ava hi
na TSWV; {Tsw) oznal ava
otpornosti na TSWY
PHPP: hlorotil
mozaik;-: bez simptoma.

hi

ne

bride

p&wbh'l apzmabaeal g per ma [ iSHibigehdn ofpamost

bride
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Slika 42 Izolat 10819 (RB): Slika 43. Izolat 10919 ( RB) : Nekrot
Hl orotil ne prstenmrsdteenapdge p enge na I nok
i nokulisanom |igliutpopoogogi Bifiibccd Hpar ada] z
par advajtzias sGd mo F16

, B
Slika 44. lzolat 11319 (RB): Slika 45. Izolat 4512 (RI): Lokalne
Nekroti|lne prstenamsdleropedenei pgae e( HR) na i
inokulisanom | igluotpopoogodi Hifribdsa Hppar adlad] z

par adRaujnznee r6 F1 06

Slka 46. lzolat 11319 (RB): Slika 47. Izolat 10819 ( RB) : Hl or ot

Hl orotil ne prstenmrsgteenapd ge penge na i nok
i nokulisanom | i gl uosegadtjlijviowo dhV dalif dbwisakdg as rade

par adParjomal ®

85



Slika 48. Izolat 17014 (RI): Mozaik na  Slika 49. Izolat 4512 (RI): Mozaik na
inokulisanom | i gl ui nooskeutllijsiamoogn h | bibgidad a o s et
par adNaojvzoas add s ki | a bpud parSaikt®ierd

Slika 50. Izolat 1091 9 ( RB) : Hllika 50 tzoldt A7®14 (RI): Nekr ot i | ne

prstenaste pegen a i nokul i smm®otme nlaisgieu pege na i nok

osetljivog hibrida paprikéMar gar i t@a®et | ji vog hi brida papr
kapijad

Slika 52. 1zolat 11119 (RB): Lokalne

nekrotilne pege (HR) na inokulis
i gliu ot pornog hi brida papri k
60SV1163PB6O
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6. DISKUSIJA

Virus bronazavosti paradajg@omato spotted wilt tospoviruSWV),t i pi | ni pred:
rodaOrthotospovirusfamilije Tospoviridae j edan j e od n aprigytareutsvim j i h
delovima svetgdScholthof et al., 2011)Krugdomdina TSVW o buhvat a vnhgrstaod 1

ukl jlaimmjoge ekonomski Vvagn epaprisaeelerasalata, pasulj,duvans u p
krompir i brojne vrste ukragm biljaka (Pappu et al., 2009; EFSA, 2012)TSWV se uglavnom
prerosi sa nekoliko vrsta tripsa iz rodoleankliniellai Thripsna cirkuldivani propagathan nal i n,

a kao glavni vektornavodi sezapadni cvetni tripsk-. occidentalis(Jones, 2005Whitfield et al.,
2005)

Zbog brzog razvoja rezistentnostiipsa na insekticidgBoiteux and Giordano, 1993;
Hanssen etal., 2010) j edan od naj &ontrolk absljenjajkejehovapvads izarvisa z a
u k | j wakvojji epotrebuotpornins or t i . Me L ut i m/enjekavin otpomib sortia n o
paradaza i paprike dovelge do pojawe izolata koji prevazilazeotpornost (RBizolati) (Thompson
and vanZijl, 1996; Latham and Jones, 1998Canady et al., 2001 Aramburu and Mart i, 2003;

Ciuffo et al., 2005; Gordillo et al., 2008; Zaccardelli et al., 2008; Batuam et al., 2017)

Osim toga, veli ka wvarijabilnost unutar sart
TSWV, gto za posledicu ima nastajanje novih v
rezistentne domal i ne. glepiroanvao opnoosgtuoljaavnaj ep otjraovd
TSWV ne samo putem mutacij a, vel i putem dru
rekombinacija pseudorekombinacija

|l maj ul i sve navedeno u vidu, kontinuirano
kao i poznavanje sastava i s t r u kprinnenueefikaspijgng o v e

dugotrajnijih strategija kontrole oboljenja koja ovajvirusizaai u nagoj zeml j i

6.1. Simptomi TSWV na prirodno zaragenim bil]

Simptomi koje izaziva TSWV na nekoj biljnoj vrsti mogu varirati u zavisnosti od sorte i
starosti biljke, soja ovog virusa, Vremmnea in
koja veoma znal ajno ut i | EGllenetaljl89l)ilakoye verev@irmidg a v a
nijedan drugi biljni patogen ne izaziva toliko raznolike simptome kao TSWV, neke biljke ili pojedine
sorte biljaka u us eispajavanma gimptoméKucharek ed al.,22008) @Em i be
toga, 2 TSWV | e do kbitinasavnmmetna a 5 @ @ ®wzealr eandikcinlioj¢ njegovo

pri sust vonasago rekeibilinedeloget o t akolLe uti | e (Paters spol
andGoldbach, 1995; mekil i sar., 2008

Biljke paradajza s et | ji vi h hibrida i,z zkaajaighe npo tui Irwn
razvil a, i spoljavale su veoma izragene simpto
i tipilne bkojnzavesdoptigélai brgem propadanju
velinom su podlegl:i skoro pot pudginoZoname kojpe cw i i
dovodile do njihovih deformacija i nepedavi | n
propadanja biljaka. Na starijim biljkama osin
peteljkama i stablu, dok je na plodovima bil o
gto im je znalajno smanjayahpategbghegenadseas
autoral Cho et al ., 2005; Zindovil , R2didguézRontreet i k e
al.,,2019.Ul est al o pri sust v o kohstawwwanopeonsdgiencirastimagajgrgad i n a
paradajzau Srbiff Ni kol i I i sar., 2013:; Nikolil et al .,

Osim toga, u proleile 2019. godine na dva |
su simptomi koji upufluju na infekciju ovim vi
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Su veomasiingprtaogmeinik oj i su dovel. do znal ajni h ¢
koj i se dovode U vezu sa zarazom izazvanom OV
na razlilitim delovima biljke, kojma jzebedl a@igem
na komercijalnim hi br iSdbbmenonpi a itafijifiCauifoziaal., 2005)iu gr a L
Kaliforniji (Batuman et al., 2017)

Bilike paprikez ar agene TSWV koj e s uspajavabusimpienez a d a
vidu i zoagekag mloroti | nog mgratenastim pegamaue @wijamen o g
naboranost |istova, kod kojih je doglo do zad

ibrojnidr ugi autori kako na prirlkanamprike(Markhouxet na v
al., 1991; Soler et al., 1999; Chatzivassiliou et al., 2080 Thomas-Carroll and Jones, 2003;

Coutts et al., 2004; Cho etal., 2005Kr st i | i, skeao 2apD @ruzakovess mpt o
infekci j om TSWV navddet gui hiawnimojzégak &, pral en kon
prstenastim pegama il hl orotil niubrloinrziajvolsit m
Na pojavu simptoma ti pa mo z anabilkena paprikekaizaoga i | n e
Rusevski (2001)Osim toga, mtenzivni simptomi zame ovimvirusormu vi du pr st enast.i
i nekrotilnih pega, skupljanja nerava, i zr afd
hl orotil nih i nekrotil nih ,prwusgteanmesvlijhe mie gsau ii
Gore(Zindovil TaROL®) zaostajanje u porastu i S
stabla paprike opisanaije Bosni i Hercegovinf De |l i | et al ., 2018)

Biljke duvana koj e s kvirwodeadbkioske eisetagije,iuglavnom ¢ i v
su ispoljavale simptome na |iglu u vidu nek
koncentrilnih hl oroti |l nih Pl nekrotilnih p ¢
okrugenim nekakodi dmadne icirlhk @ amabel egeno | e i p
neravnomernog porasta |ista, a velina njnah bi
billkamaduvanz abel egi | i @Gmueki [dr uzy0 0 &;ut Ddirnd O Kap 201
tipilan simptom koji TSWV prouzrokuje na bil]
l i snog nerva oko kojeg tkivo nastavlja da se
prema nal il ju i progaramner $i@enaskim ¢arkanmac,e
nekrotilnim pegama. Nakon sugenj a, zaragene |
Osim na I|iglu, Si mpt omi se mogu javiti i na
nekroti | njieh rp

eetgkaaa NNli poj ava nekroze vrgnog me
dovode do kr¢gljavosti b@{i &g aakiangi,s| 199 Iz;a oAt ar yamg
i sar., 2006; Krstil i Bulajil, 2007)

Biljke 13 ukrasnih vrsta odabranih za ddljss t r a § i v a n Araarilis spkGloxinid uj u i
sp., Gerbera hybrida, Vincap, Chrysanthemunsp, Brugmansiasp., Fuchsiasp, Cinia sp,
Impatiens hawkeriPelargoniumsp, Dahlia sp, Begoniasp. i Osteospermunsp. ispoljili su

raznoli ke simptome. Si mpt omi s u variral:@ od
hl orotil nog i mozailnog garenila pralenog ra
uol ena j e i pojava hlorotiil ngiahr ai, ngetkor ojtei |un ishk I
navodima drugih autor@hatzivassiliou et al., 2000; Chunget al ., 2006; Zi ndov
et al ., 2014; Uzunojul |l ar i .Bdke Gerbera hybr2idsdolfavale Si v a |
susimptomeudu hl orotilnih prstenastih pega, hrast
| i gi a, d ok Chrysanthemurdp ii Relprgoaims p . uol ena pojava hlo
pega i gar a.Ciniblsp. iOstegspermure p | j aabhel egeni su si mpt
koncentrilnih zona pr al en iGlxinmspzilmpatieosthawkehsirk | e
hl orotilnih dogl o i do pojave nekrotilnih pr
koncentga | ma hl ipgHliausp. isgoijilé su kirmptome na granama i stablu koji su bili
prekriveni nekr ot i Bagoniesp.zFaochstesna. , Ntaa b o L ¢ kawmapr i r
i na drugim delovima bilj ke, uuailiipojavunekrezema n e k
cvetovima.

88



Rezul tat.i i stragivanja sprovedenih u okvi
simptoma na zaragenim biljkama nije pionvagzuan su
vidu da se izolati poreklomizi | j aka sa i stim simptomima grupi
izolati 4512164611 porekl om iz biljaka paradaj za sa ¢
podgrupe evropskog klastera ili izolat 303 poreklom izGloxinia sp. i 19217 porekbm iz
Impatiens hawkersa simptomiméhl o r éhti i |nne khrposteriashmean a | ui egrépsku
podgrupu 1 odnosno s é@aEmtogaadakne rnil ke opoglrgupa j4:
srpskih izolata TSWV na oislnovuudmlidijkej dodnal s e

razlilitih ukrasnih biljaka svrstala u grupu
su se zajedno sa izolatima iz paradajza, paprike i duvana grupisali u okviru evropske grupe. Na osnovu
togaemmopgretpostaviti da je usled vige nezavi
do ovakvog grupisanja sprskih izolata, | i ] a ¢

|l okal ne popul acije TSWV u (Tsomgpoaetak 8008T¢nichevet br o
al., 2011 Lian et al., 2013;Debreczeni et al., 201mnavode da je genotip izolata i njihovo grupisanje

u filogenetskim stablima nezavisno kako gabline i lokaliteta na kom su sakupljetakoi biljke
domalina i.z koje potilu

6.2. Molekularna identifikacija i karakterizacija izolata TSWV

Dosadagnja istragivanja populacije TSWV
del i mi| noj mol ekul ar noj karakterizaciji sekyv
duvana(St ankovi | agtkava(Wul urRdwilli )epaprie.i | oge6 ¢ Rl , 2
paradajzd Ni kol i.Kak@O0OjL8) ci | | ove doktorske disert
popul acije TSWV u Srbiji, kroz proul avanje v
zeml je porelenjem nledizitedaculbanosy nadzolatecovog virusa iz @rugih

del ova svet a, neophodno je bilo usmerit:. i str
sekvenci sva tri genomna segmenta (S, M i L RNK), odnosno svih pet gena ovog virusa (N, NSs,
NSm, Gr-Gc | RdRp) gto veleg broja izolata sakuj

razli|litih biljaka domalina i sa gto veleg br

S
e
(
¢

Proralun stepena diverziteta sekvenci SVi |
me L u s o b n wdabkahih izotata $3IWV poreklom iz Srbije tako i sa izolatima ovog virusa iz
drugih delova sveta, bez obzira na poreklo, b
diverziteta odabranih i zol at al 0z0a%)e,| edjtea eg cetavk t
utvrblLenu | injenicu da | e N (Henzeetal 2001}Vsokktepanz er v :
nukl eotidne slilnosti s e k v e n(Sundasajeti ah, 2014 Laiet) e n a
al., 2021) zatim N, NSmiRdRpgenaimt a por ekl om i z (Keya etall 201lp | \%
kao i | itavog S, M i L s e ¢zmemdt &., 2015 eohtandedal.i z dr
2020). OsimtogaTsompanaetal. (20053 u, takolLe, ustanovili izraz
sekvenci razlilitih genskih regiona kod izol a
T a k ollaeet al. (202)) navode da je visok stepen diverziteta haplotipova i nizak stepen
nukl eotidnog diverziteta odlika popul acije vi

Kako je tokom ovih istragivanja prvi put |
ONrestler FB s a u w5 deaomiotpornosti, pristupilo se detglpianalizi aminokiselinske
sekvence NSmM proteina srpskih izolata TSWV po
sekvence NSm proteina srpskih izolata sa ranije okarakterisanim RI i RB izolatima TSWV poreklom
i z G pArambyrueet al., 2010; Lopez et al, 2011) prisustvosupstitucije C118 ili T120N
utvrbleno je samo-19%1De9, §1®Ot11119 blR18 t 14319) dobijenih iz
otpornog hi bNrestktraFbpad smdgjuta @ vidu da su ove d
sekvenci NSm proteina odgovorne za prevazil a
ugr alSwbBhbgemom(Lopezet al, 2011;Peir6etal,, 20149, ovi h gest srpskih
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kl asifikovati kao RB i zol aa i po ZKiodi jsiviln3 0y ewsttv rs
aminokiseline izoleucin (130I), koja je neophodna za pojavu RB iz#aieo et al., 2014). Prisustvo
aminokiselinskih supstitucija na odgovarajul:i
srpskih izolata TSWVgt o ukazuje na nedostatak sposobnost
paradajza i mogemo i h okarakterisati kao RI i
proteinu kod srpskih RB izolata ukazuje da su ovi izolati nezavisno podlegtiatj u s el ek ci |
je zabel egeno i u i @ddpezatgal., 2041 Jiangred al.,d201T)g i ha kaoult eo,
delimi|l ne sekvence NSmMm gena srpskih izol ata
nukl eoti dne sl i | no $notip, (RBbileRd), godina sakualjanja a geogjaisko o v
por ekl o. ®Lt izohati pgkazujunrii efepenhomologieme Lus obno RBeRlo nel
izolai, gt o ugkeanzeutjiel kda di verzitet izolata TSWV ni
istizakl jul ak wukazuju i (Maganaagal.,v2807;jLapezcktral golly au't
Debreczeni et al. 2015) detRonde et al. (2014p bj agnj av aj usanioinekplikon i ¢ o |
nukl eotidni h promena ulestvuju u adaptaciji T
izol ata TSWV poreklom iz otTPsegeandm hatbpardrao sptaip
kako razliliti br oj menk, odnosnopnatacijaw N$seenn, koke Inastaja i d
kao posledica vigestrukih nezavisnih evolutiwv
otporne hibride paprik€rentchev et al., 2011; Almasi et al., 2015; Jiang et al., 2017; de Ronde et

al., 2019.

Filogenetske analize na osnovu delimilnih
nukl eotidne slil|lnosti sekvenci srpskih izol at
virusa uU nagoj zeml ji. Re kon st rpisang é&zolata ufjasno o g e r
definisane klastere na osnovu njihovog geografskog porekla uz izvesna odstupanja, kao posledice
intenzivne melLunarodne razmene biljnog mater.
drugih autorgPappu et al, 1998; Tsompana et al., 2005Tentchev et al., 2011Lian et al., 2013.
Velina srpskih izolata grupisala se u dve geo
obzira na region iz koga potilu, biljku domal
se U podgrupu 1 evropskihriandolat astkagi ytamj au
Svi ranije okarakterisani izolati iz duvar@ane ki I, 2009; St anpgawikei | e

(Mi | ogev)itkava(2@13airovi | ,tatk odle. se2@X2)pi gu u podgr
Me L utsitnm,a giNiviemljidiuk@2uwj& da se deo izolata iz
odvojenu subpopulaciju u okviru klastera evr o]
U okviru podgrupe 2 evropskih izolata grupisalo se ukupno dlte i to ne samo poreklom iz
paradaj za, vel [ iz drugih biljaka domal i nc
sakupl jeni h t ok Droga grapa édidévet izolata pagekldm in Srbije svrstala se u
kl aster severanoameroi |jkidhani 2 lodtat u podgrupu 3

u podgrupu 4 sa izolatima iz Iltalije, gt o pr ¢
Srbiji. Ovakvo grupisanje srpskih i1 zol atla |utketgirr
posl edica je verovatno vige nezavisnih introd
geogr af ski razli|litih varijanti zastlwplrjaggnivhar

koja su sproveliTentchev et al. (2011)ukazalasunargu pi sanj e nekjeihltaljez ol a't
s e v er n o admsondranduskih izolata u azijski klastgrtoodb j agnj av ajnamapeo s | ed

tri nezavise introdukciie TSWV u Evr opu, gto je bil o swdijeskl ad
(Tsompana etal.,, 200bNa oV aj nalin moge se objasniti [ |
34515 poreklom iz paprike, koji je pokazao vel

Uticaj intenzivne razmene biljnog materijalanasastavprid ne popul aci j e ovog

geogr af ski razlilitih izol at @iauetal, 2018 Abadkh@ah i u
et al., 2018 Ferrand et al., 2019)

Filogenetsko stablo rekonstr ui saukazaloneanaos no
postojanje diverziteta u okviru populacije TSWV u Srhiji. Filogenetsko stablo ukazuje na grupisanje
izolatau dva klastera (I [ 1) u okviru kojih se
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geografskog porekla gt o | e pitaapima slrngh awoag Tsongpana et al., 2005;
Tentchev et al., 2011; Lian et al., 2013AImasi et al., 201%. Vel ina ispitivani
poreklom iz Srbije grupisala se i1identilno kac
vige nezavisnih introdukcizplai 5Z6B \WoMeklom inpagikei z e ml
646-11 poreklom iz paradajzaupisali su se u evropsku podgrupu 1 u odnosu na filogenetske analize

na osnovu N gena gde su se grupisal:@| Uu evror
rekombinacije u okviru S segmentaa k 0 s u i st r agi lhiaaetpl.a20k3pkammla s u s
na nigu stopu pojave rekombinacija u odnosu
Zhang etal. (2016s u anal i zirajuli kompletne sekvence
drugih delova sveta, osim pseudorekombinacija, detektovali m88ta rekombinacije kod 27
sekvenci L segmenta, 143 mesekombinacijek od 56 sekvenci M segmen
rekombinacije kod 61 sekvence S segmenta.k o L e , r eikolatnulSisegmentu otkriveni
su i u J (Liamed gl., 2&L3)iritaij (Margaria et al., 2015;Fontanaet al., 2@0).

U cilju potvrde rezultata dobijenih filoge
i NSs gena, rekonstruisano | e i filogenetsko
dobijenih spajanm s ek venci N i NSs gena. Filogenetsko
pokazal o jasno i zdvajnmwogneu njiowd gedgeafskog pbrekia.i Kod k
veline srpskih izolata TSWV nije bil analizeaz !l i |
zasnovane na sekvenci N i NSs gena. Jedini izuzetak predstavljaju izolati 588611 koji se na
osnovu delimilne sekvence S segmenta grupigu
Kako RDPv.4.101softver nije potvrdio prisustvo rektbinacija kod ova dva izolatagophodno je
sekvencirati ceo S segment i wutvrditi talan n

je kod RNK virusa sa Vvi gecdcalrminggnomeirnsggrenaia negog e
rekombinacije(White et al., 1995) Ma d a , znalajnu ulogu u obl i k:i
imati i rekombinacij§Chare and Holmes, 2006; Kaye et al., 2011, Lian et al., 2013)

Filogenetskeanal i ze na osnovu delimilnih sekvenci
u dva osnovna kIl ast er a (Tkommnagtab206G5uLdpezeetad 2011; i dr
Tentchev et al., 2011 Lian et al., 2013) Uprkos visokom stepenu nukleotiddeis | n o st i s ek
izolata TSWV, filogenetske analize ukazale su
i zol ata grupisala se u klaster [ Preostal.
post oj anjgenetskivarijart i i tiizh koji h je doglo do dal | e
virusa u nagoj zeml ji. Osim toga, filogenet sk
izol ati razlilitog geografskog porekl|l a ogeri sut

por ekl o iamestorskin pbapdlaci@icerrand et al,, 20199k od ko j i h j e dogl c
poj ave sposobn &w5bgjgenapip@anosizopet et gl,L01]). &ilogenetsko stablo
na osnovu NSm gena pokazalo je i da se srpski RB izolati, bez obzira na to koja aminokiselinska
supstitucija i h karakterige, grupigu zajedno
i z Glodpeieata, 201]). Img ul i u vidu da su se srpski RB
srpskim RI izolatima poreklom iz paradajza sakupljenim na istim ili geografski vrlo bliskim
|l okalitetima, pretpostavlija se da RB izol ati
biljnog materijal a, kao ¢to j(Amasietalh2085) sV el aja
sunastali azvojem iz postojeie lokalne popul acije
pokazale su i da ust an ozoeldtineTEWV mgse pasledicd dkjilovog a z
fenotipa, na ¢gta su ukaReadndetal (2019)t ragi vanj a Kk

n

I
0

Fil ogenetsko stabl o rekonst r tGcgeaaukazaloge nd s n o
podelu i zolata u dwasaghaymas kil asa egfTadgchdgetdn ij @
al.,, 201t Lianetal,,2013.Upr kos visokom stepenu nukl eoti dn:e
filogenetske analize ukazale su na pogupbala sr p:
se u klasterl] dok se peostalihg e igolata grupisalo u klaster | u k amp p st 6j anj e r a
genetskihvarijanti u populacij ovog vi rusa Meliniangaoj i szpeimlijviani h
porekl om iz Srbije gusiapli saaobnavu sekvenced\NSm gand. dedini k a
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izuzetak predstavljgolat 22416 poreklom iz ukrasne biljk@inia sp. koji se na osnovu filogenetske
analize sekvenci NSm gena grupisao u klaster I, a na osnovu sekve@®e Grgena u k|l ast
ukazuem moguli e postojanje rekombinacije u okvir
takolLe je wutvrlLeno postojanTak®] e e k a impostagagnje njp a
rekombinacija u M segmeanizolata TSWV poreklmi z J u g n(kian Ktal, 20[L3&i Italije

(Margaria et al., 2015) aZhang et al. (2016havode daje upravoM s eg me nt uvisbkab e |l e |
stopa rekombinacija.

Kako bi se potvrdili rezultati dobijeni fil
NSm i GnGc gena, rekonstruisano e | filogenets
segmenta dobijenih spajanjem sekvenci NSm iG&ngena. Filogenetsko &la na osnovu M
segment a, takolLe je pokazal o jasno izdvajanj e

izolata TSWV nije bilo razlike u grupisanju u odnosu na filogenetske analize zasnovane na sekvenci
NSm i GnGc gena. Jedini izuzetak predstaviekombinantni izolat 2246, koji se na osnovu
delimi|l ne sekvence M segmdmtkeo @ruu giasnda g aual psd s ea
rekombinacije predstavljaju glavni evolutivni
sporedni evolutivn  me hani zam kod RNK vi r(Rressag anchiReanneg,e d e | |
1984; Chao, 1988;Fraile et al., 1997; Gagarinova et al., 2008; Seo et al., 200%asnija

i stragivanja pokazala su da i rekombi naNKi j e p
virusa sa Vvi gidajesopaipojavegekombinagijmi pseudorekombinacija povezana
sa genetil kom struktur om (Bruyére et a.;t2000;8moo-iLokereu s o m

and Holmes, 2011)Dosadagnj a saopgt enijod zagiupllermaa@dvaovasdua d a
tipa promena kada su u pitanju svagghomnasegmentd SWV (Tentchev et al., 2011; Lian et al.,
2013; Zhang et al., 2016Fontana et al., 202D

Filogenetske analize na osnovu RdRp gena, uprkos visokoj nukleasidnaj | n o st i s e
pokazale su da se izolati TSWV poreklom iz ra
|l emu se ispitivani i z o Inezavisno bdzgodBe idokgliteta na Bomaz e
sakupljeni, kadkoij ebiploN&i dovd@akmall i madeélzu i zol at a

sveta na osnovu sekvenci RdRp gena ukazali su i drugi duian et al., 2013 Fontana et al.,
20200, Osim toga, rezultati ove ana38455%230p/&kdiazal i
su se u svim prethodnim filogenetskim analizama grupisali zajedno sa izolatima iz ukrasnih biljaka

za koje se na osnovu analize sekvence N gena
Na osnovu sekvenci RdRp gena ova dva izolata pokazigu u sl i | nos't i grup
izol atima koji su na osnovu sekvence N genc:
pseudorekombinanti. Pojava pseudorekombinaci|j
autora(Qiu et al., 1998 Tentchevet al., 201). Razlilito poreklo L seg]
izol ata poreklom iz Koreje ukazujul:. n hianpost o
et al., 2013 . Osim toga, u Jugnoj Korej i zabel egen

rearangi r an(jianet@l., 2083gKman ettala, 2021) dok su u I taliji

kod kojih je dogdgl o drontapaebam@02®T aSk dalla, M swe gkiemit ¢

izol ati kod kojih je ust@haagetlaj,20dfo rearangiran
Rezultati flogenetskih analizaa osnovu svih pet genskih regiona (N, NSs, NSmGEn

RdRp ukazalisu na zaj edni | k o atgTSWyN poseklamjizegeografgkisudialiehih i z o

podrmuddge ,zeundyleuj uli da | egededig) o i dmmefiuobok & ¢
regiona. Tako je na osnovu delimilnih sekvenc
izolati TSWVpor ekl om iz severni h, c e retarj aeldmioh gir ujpu @ru

obe subpopulacije evropskog klastera, zatim na osnovu NSrGd3yena, i M segmenta u okviru
klastera Il, i na osnovu RdRp gena u okviru klasteRobijeni rezultatiukazujudana oblikovanje
populacije ovog virusa u Srbijgsimut vr Leni h nezavisnih introdukoc
znal aj an ut i cajAgenerfiafi, ha kgio p t bil j dgrewngai (aut or i nar
pitanju protokigehadirgmelduiltazlkiolnti nenata u:¢
materijala(Tsompana et al., 2005; Sivparsad and Gubba, 2008; Tentchev et al., 2011)
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63.Mrega haplotipova izolata TSWV

Na visok stepen diverziteta i postojanje varijabilnosti u populaciji VSWu n a g o | Z ¢
ukazuje i postojanje velikog broja haplotipova za sve ispitivane §anmeenom DnaSP 6.0 programa
utvrlLlLeno je da se naNWNSs)NONMUGGEe RIdRpgenarsrpshki izeladi k v e r
TSWV grupi gu u 26, 19, 27, 26, odnosno QL5 hag
and Moyer (1999)koji suukazal na zastuplijenost TSWV u prirodi u vidu kompleksa haplotipova

koji odlikuje visoknivo adaptibilnosti Za svaki od i spitivanih gens
preovlalujuia haplotipa sa velim brojem izol
pojedinal nAnasleikzveenserukture populiazvgra gemet
varijabil nosti izolata TSWV porekom iz Severn
strukturu svakog gena | ini j edan Pl dva opr
predstavljenih jednim izolatorfiKaye, 2009) Veliki br oj hapl otipova zabel
jednog Orthotospovirusa , virusa nekrotilne pegavost.i i mg

sekvenci N gena i IGR regiona kod izolata iz ukrasnih biljaka poreklom iz Jégekaduka et al.,
2015)

Mr e faplotipova rekonstruaep o mo | u -joirénd nedworks algoritmana osnovu
delimil|lnih sekvenci svi h p@diRdRe zdakailS3WVmpeekiono n a |

iz Srbije prugile su uvid u geneal oWwdgwusaow no s €
nagoj zeml ji [ potvrdile rezultate filogenet
nezavisnih introdukcija izolata TSWV u nagu z
TSWV u Srbiji na osnovu sekvenci svih genskéigiona zauzeli su uglavnom pericentralna mesta,

dok su neki od njih predstavljal igtio turkaanzzuijce o
okviru nage zemlje dogl o i darraawmej aeri goren

| stragi vanijia drawaginha adwklazadjiuj e,a tmrkaglae hapl ot i [
filogenetski h gposajhnjentodukdjaolathduupitubiljnih vinuaaiz geografski
udaljenih krajeva k a o gt (blekaluka et dN,2015 i Watemelon mosaic viru§WMV)
(Bertinetal.,2020) Osi m toga, veliki br o] blisko povez
indikatorbrze ekspanzije populacije virudavy-Hartmann et al., 2012

6.4. Analize rekombinacije

TSWV je virus sa izuzetnom varijabil @eglu
Avila et al., 1990; Chatzivassiliou et al., 20@0 Mandal et al., 2006) a raznovrsnost izolata ovog
virusa pripisuje se pr omen aggenoknagva vikss, odnesga v a |
brojnih mutacija, rekombinacija i pseudorekombinagijau et al., 1998; Bhat et al., 1999; Kaye,
2009)Obzirom da rekombinacije i pseudorekombi na
koj i utile naavarprabodnost warol ito (BRujyegke vi r u
et al., 2000, dosadagnja saopgtenja pokazala su da
promena kada su u pitanju sva tri genomna segmenta ovog (irrgahev et al., 2011Lian et al.,

2013; Zhang et al., 20l6Ve il i na mesta rekombinacije detektc
lanca sve tri genomne RNK (S, M i L RNKJhang et al., 2016)Pretpostavlja se da na ovu pojavu

utile nalin replikacijekavakogjodovaageénet igkk
uvek nije zvanil|lno potvrlLeno.

Analiza sekvenci S I M segmenata 344il0ol at
softvera pokazala je da je do izmene gmaMet i | k

segmentu kod izolata 2245 poreklom iz ukrasne biljne vrstéinia sp. Ovaj izolat predstavlja
prirodnog rekombipakaai zatn@tjae ddvazppjuave rekol
postojele |l okalne populacije ovog vVvirusa, | er
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zeml ji | esto zastupljeno gajenje povrtarskih

narol| i tw fkiatdanjjue rasadni| ka proizvodnja povr il ¢
l ako su wuolene razl i ke 52511gporekpm iz paprikeui 646lv a s r
poreklom iz paradajza), na osnovu N i NSs gen
radi o potencijalnim rekobinantnim izolatima, primenonRDP v.4.101 softvera, prisustvo
rekombinacija kodbvih izolatani j e pot 8r dewmge strane, u I stra
Zhangetal. (2016 nal i zi raj ul i kompl etne sekvenceah i zol

delova sveta, osim pseudorekombinacija, kod 27 sekvenci L segmenta detektovano je 88 mesta
rekombinacije, kod 56 sekvenci M segmenta 143 mesta, dok je kod 61 sekvence S segmenta
detektovano | ak 174 mesta rekombi sustivoing samo Ov i
pseudorekombinacija, vel i rekombinaTIWVEGr u po|
f/TSWVCPr( Vu | ur o v2012)i 810/S890Qiu,etal., 1998za umnogavanje N
NSs gena, obuhvataju del owe us$Spesgengume ché tae k ckiojj ui
razlilitih i1zolata TSWV, pretpostavlja se da
se ova dva srpska izolata (5251 64611) ne mogu klasifikovati kao rekombinantni bez dalje analize

i umnogavasggmenth.i t avog S

6.5. Uticaj evolutivnih parametara na populaciju TSWV

Dosadagnja istragivanja pokazala su da po:
okviru Orthotospovirugoda(Tsompana et al., 2005)ok nukleotidne promene, odnosno mutacije,
kao i negativnagdurifying) s el ekci ja predstavljajuTQJMVdaine f a
et al., 2021) Rezultati Ztesta selekcije na osnovu ukupnog seta sekvenci pokazali su da su svih pet
analiziranih genskih regiona (N, NSs, NSmm-Gc i RdRp) izolata TSWV poreklom iz Srbije pod
uticajem negativnep{rifying) selekcije. Negativna selekcija ukazuje na to da su nesinonimne
supstitucije, odnosno nukleotidne promene koje dovode do izmena u aminokiselinskom sastavu
proteina, manje zastuplieneop ul aci j i TSWV u nagoj zeml ji u
koje ne dovode do promena u samom proteinu. D
TSWYV, odnosno svih pet genskih regiona (N, NSs, NSmGGi RdRp) dominantan uticaj ima
negaivna selekcija, uprkos uticaju pozitivne selekcije na pojedine kodone genskih regiona ovog
virusa(Tsompana et al., 2005; Kaye et al., 201Tentchev et al., 2011Sundaraj et al., 2014; Lai
et al., 2021)

Me L u t nalmap og edi nal ni h p a geoa ppokazale je da se pet@aN S m
sekvenci srpskih izolata TSWV poreklom iz paradajakazi pod uticajem pozitivhe selekcijako
supr va i stragivanja o uticaju evolutivnih par a
Tsompana et al. 2005, pokazala da kod NSm gemai j e z apbzéivnesglekapa kasnija
i stragivanja koja su obuhvatila izolate TSWV
potvrdila su da se NSm gen analiziranih izolata ovog virusa nalazi pod uticajem pozdiekeje
(Lai et al., 202). Imaj ul i u Vi du, kaoltrangpertnoy Proteing@metink et al.,
1994 Storms et al., 1995; Soellick et al.,, 2000) avi rul ent nog f etgotnastr a u
komercijalni h sor tSwbbgemomgHdffangann et al.s2801Beydetal., 20d4) m
ustanovljeno je daunesinonime supstitucig na poziciji 118 (C118Y) 120 (T120N) NSmgena

odgovornz a prevazilagenje otpornost.i k o(dépgzetalad aj z
2011, Peir6 et al., 2013.
Osimtoga, wovi m i stragivanji ma, uti caj pozitiwvr

sekvenci G&-Gc genasrpskin TSWVizolata poreklom iz paradajz&. dozirom na to da 6&Gc gen

ul estvuj e u -vekiot(Fauqasdt et alj 2005y da jewnesophodan u procesu usvajanja

|l estica TSWV od strane | arvi tripsa, ut il uli
(Margariaetal.,2014) moge se pretpostaviti daluskeg@pi gen
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(bottleneck, koji ukazuje na smanjenje diverziteta nekog organi&@rnam u vezi, prema navodima
Garcia-Arenal et al. (2000 da na geneti |l ku stabil nost popul
(purifying) selekcijagenet i | ki dr igf tl baitenecl, ic& se kakomavedeabeyal.
(2021)uticaj negativne selekcije dovodi u vezu sa ekspanzijom populacije virusa, a uticaj pozitivne
selekcije sa ebotlenecdhm Moglkogegmploasd afit i pitanj
populacije TSWV ima sam vektor, odnosna-Gc gen koji je u neposrednoj vezi sa njibhprilog

tome govori i promena u dominaciji vektora TSWV gdd [gips tabacj kao odgovorni vektor za
girenje TSWV u-ihp 40i rho aqgio dti mlao (EoldbérH amd) Peters, K39y
podlegao dominacijvrste Frankliniella occidentaliskoji je preuzeo tu ulogu s kraja -1 godina

pr ogl o(Hirk vamdKrarry, 2003)i u pojedinim delovima sveta doveo do ekspanzije TSWV
(emergenckei/ili njegove ponovne pojaver¢emergence(Tentchev et al., 2011)Ova promena
ukazuje na promene koje se degavaju i U samoj
i prenogenja TSWV koji podrazumeva usvajanje
prenogenje na per zi sUltmanteaal., 1993;Wijkamp at@glg 1993)a@n n a |
strane larve drugog stupnja i adu(@akimura, 1963; Prins and Kormelink, 2004b) govori o

kompl eksnost.i razjagnj avanj a cifed&8WVaimprarodikSamim ut i
tim gto se virus zadrgava u telu vektora i un
ulestvuju razliliti razvojni stupnj evi trips:

populacije virusa prenetiuesid e | u veget aci on UAzguhtid(oenfue k aat gA uas k e
(bottleneck ) narolito ako se uzme u obzir uticaj [
sl ul afcug e@ , vel [ na samog vektora i aoheddnj ku
kompleksni sistem.

6.6. Bi ol ogka karakterizacija RB izolata TSWV

Bi ol ogko t es toidosapnifogmorrkhoosedjivilt hibfida paradajza i paprike na
TSWV potvrdilo je rezultate molekularne identifikacije i postojanje RB izolata T9WVn a g 0.] z en
Nakon mehani | \itrihzolatan(Z0&% 108918 i1]1149), slobijena iz biljaka paradajza
hi brida 6éWrest | Swu5bgEnbr otporaocstizagvala Buezarazmsvih pet otpornih
hi brida par adaj z aazuiazvan bvinnvirusomijapili sb $eild dare nakan r
mehani | ki h inokulaciij a, kao gto je zabel egenc
Kalifornije (Batuman et al, 2017)i Italije (Crescenziet al., 2015) Osim toga, na billkkama dva od
petka i gi eni h otpornih hibrida paradajza primel

pre pojave Jlokalnih nekrotilnih pega na i nok
reakcije bil Bvwabkgenos(Arambgru aad Mariii, 2003) Sdruge strane, srpski RI

izolati TSWV 4512117014 ni su prouzrokoval: pojavu sistel
hi brida paradajza, vel su doveli samo do poj a
ukazujuli da oowsiobmodtatpr envearraijlua genj a ot por nos
s a u g r Swbkegenomotpornosti. Na svim biljkama osetljivih hibrida paradajza, inokulisanih

RB i zol ati ma, dogl o | e do poj ave karakteris

spasobnosti RB izolata da zaraze osetljive hibride paradajza.
Pored toga, sva tri RB izolata, kao i dva RI izolata TSWV poreklom iz paradajza

prouzrokovali su si st eseiljivimhibrida paprikekdok np mokidisaninh  t e
bilkama otponi h hi bri da papri ke nidJdedni izlzegd bio jedrazvojp o] a
l okal nih nekrotilnih pega na inokulisanim | is

i nokul aci j e s aAranbarueRd (2010)o b 4 & g n | ¢ ican hiperspnzisvé e d
reakcije biljaka s a .Dobijenrezeltati pokazglesn dararpskitRp iaalath 0 s t

poreklom iz paradajza nemaju sposobnost preva
u g r a LTswgenaom otpornosti na TSW i da, lako se ovi i zol ati
je u pitanju paradajz, iIistovremeno se mogu o0zl
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da jJjog uvek u prirodi nije pronalen i zodeat T.
paradajza, tako i tako i otporne hibride paprikebreczenietal. (2015p r ed | o gi | i su Kk
izolata TSWV u tri biotipa: WT (divlji tip), SBRIW5b RB izolat) i TBR 'swRB izolat). U skladu

sa ovom Klasifikacijom, srpski izolati 1€, 10919, i 11119 pripadaju SBR biotipu, odnosno

odlikuju se sposobnogiu da zaraze otporne hib

Nastanak RB fenotipova verovatno | e pos.l
proizvodnji paradaj za, naro|lito u periodu od
pritiska i poj ave RB i zTadmasoreandlVan\zyl (1896)nasogleoda z e m
se RB izol ati ni s u Argmburd and Mantia(20@8) $uiugtanpvid kakos e v e
vriemensko tako i prostorno girenje ovih izol a
opasnost za proizvodnju paradajza u Srbiiji, i
vrstomF. occidentaligRoggero et al,2002) k a 0 i da je ovaj ve(lovior pr
et al, 2012. St oga, pored pagljivog monitoringa |
nai zmenilno gajenje osetljivih i ot porniih hib
sprelila pojava RB i zZAammtuatalT®WYy, kao gto navo
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7. ZAKLJULAK

Rezul tati pri kazani u okviru ove doktor sk
strukturi prirodne populacije TSWV u Srbiffiakt ori ma koji obl i kuju pop
zemlji.

Mol ekul arna kar akt er i kvancisvih@et geaskitorsgiordyNss, d e | i
NSm, GnGc i RdRp, ali i na osnovu sekvenci dela S i M segmatandobijenih spajanjem

odgov amsekjenciukazeD ha postojanje genetil|l ke varij e
TSWV u Srbiji,presvegk ao posl edice vige nezavi sigemhuizi nt r c
drugih delova sveta, ali i pojave mutacija, rekombinacija i pseudorekonjairaa b el egeni t
populaciji ovog virusa u Srhiji.

Fil ogenetske analize na osnovu delimilnih
pokazale su da se izolati TSWV grupigu na osn
Brazil, SevernaA me r i ka i Az i jvaopski klgsteri dalj¢ deinma dseegpaéske
subpopulacije 1i2,aesver noamer i | ki na tri: 3, 4 irbijes . (S
grupisali su se u okviruveopskogisever noamer i | kog kzlaisltietriah @e o
subpopulacija. ¥ | i na s r pgsugidala seiu pogldrupu lai @repskih izolata, dok se maniji
broj izdata grupisao u podgrupu 4 iy ernoameri | ki h izol at a, gt a
introdukcija iz razlilitih delova svet

|l ako je proralun geneti | kog rcgeeapakazaoeisok d e |
stepen slilnosti sekvenci TSWV poreklom iz Sr
varijabilnosts r ps ki h i zol ata i njthokd agtaepasatwjeéi noa
grupisala se u klaster, Ildok se maniji brogrupisao u klaster. IOsim toga, filogenetske analize na
osnovu GRGcC gena ukazale su i n a16 paekldm izukrasne bilke u pi s
Cinia sp. u odnosu nfilogenetske analize na osnovu NSmgend o | e | potvrlLeno

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 rekombgant
kl astera koijle. | ini izolat 224

Varijabil nost izolata TSWV poreklom iz Sr
osnovu sekvenci RARp gena. Rekonstruisano filogenetsko stablo ukazuje da se srpski izolati TSWV
ponovo grupi gutuerdav,a arlaiz lii Iniat a akiblpwrdklom iopapgikeu pi s
i izolata 23017 poreklom iz ukrasne biljkBelargoniumsp. u odnosu na filogenetske analize na
osnovu sekvenci drugi h gena -15Q@80dkukazujerdagelkodn gr L
ovih izolata doglo do izmene |itavog genomnog

Osim toga, rezultati filogenetskih analiza pokazali su da su srpski izolati iz paradajza, paprike
i duvana velinom evrops kodu kpoow aerkil au i n adgu szue nvli
ukrasnih biljakauglavnompripadajuseverna me r i | k o j grupi izol ata TSV
poreklu iukazujeda su introdukovani u Evropu zajednoFsabccidentalisz tog dela svetal a k o L e ,
filogenetske analizea osnovu sekvenci svih pet ispitivanihggna k a z uj u i zajedni
srpskh izolata poreklom izr a z | regiona (sekernicentralnii j w @kviru )evropske grupe,
ukazujuli na prisustvo pronutarkedor g €enan aigamelewml &

Tokom ovih istragivanja pr v prisupteoRB (resismnee o j z
breakingi zol ata TSWV izolovanih iz simptomatil ni
ugr al swbb genom otpornostprema virusu PorelLenje aminokisel:|
proteina odabranih izolata TSWV poreklom iz Srbije sa(f@sistanceinducing i RB izolatima
TSWV iz GenBank baze podataka, potvrdilo je prisustvo dwugstitucije aminokiselina
karakteristil ni Kodizalat&lB8L9, 0919, 4101O, 1T28WM3I1 9 ut vr Len
je supstitucija cisteina tirozinom na poziciji 118 (C118Y), dok je kod izolatal®lda poziciji 120
prisutan asparagin umesto treonina (T120Ng | i ka nukl eoti dna slata,| nos-
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kao ifilogenetske analize, ukazuju da fenotip izolatai{fR®B) nema uticaja na njihovgrupisanije,
zbog |l ega se moge zakIljuliti da je do pojave
uticajem selekcionog pritiska gajenjem otpornilttiquaradajza.

Na postojanje varijabilnost.i u populaciiji
broja haplotipova za svaki od ispitivanih genskih regiégtai menom DnaSP progr ar
da se na osnovuN®N&s|INSmiGIGrei h RalRpemeina srpski i
u 26, 19, 27, 26, odnosno 15 haplotipovacilu s agl edavanj a geneaol ogki
pronaleni h u popul sxakiod pet gdnSkiWyegiana @imdnom meganiaga

networks algoritmaekonstui sana | e | mr e gupotvidite pekudtateifilpgenetskih  k o j
analiza za svaki i spitivani genski regemjm o0 V
iz razlilitHalpldel powaispetoamal eni asnoysgkvericiaswhi j i
genskih regiona zauzeli su uglavhom pericentralna mesta, dok su neki od njih predstavijali i
tranzicione | vorove ka drugim haplotipovi ma ¢!

i girenja popul aecitjeg inagtiglee narget arend g e

PrimenomRDPv. 4. 101 softvera prisustvo rekombi n:
izolata 22416 poreklom iaikrasne biljkeCinias p. Kk oj i predstavlja priroc
srpskih izolata 5281 poreklom iz paprike kojpripada klasteru 1l i 2327 poreklom iz ukrasne
biljke Osteospermursp. koji pripada klasteruna osnovu filogenetskih analiza.

R e z u lcadenbasedA-t&sta selekcije ukazuju na dominantan uticaj negatiwmefying)
selekcije na svih pet genskihgrpe¢ ona odabrani h i zolata TSWV p
testiranjem svakog para sekvenci N6@n-Gc gena odabrani h izol ata
selekcije kod pet testiranih parova sekvenci NSm genal369.0819, 17014 i 10819, 17714 i
10819, 179151081 9 ) , kao i k od |-Gctgena (1089 ial79d5, $081R v e n C |
17915, 110191 17915, 1 11319 17915) izolata poreklom iparadajzalako negativna selekcija
ima ulogu oluvanja funkci | enokpelimatkge sn pod utinajem r L i
pozitivne selekcije wukazuje na prilagolavanj
mutacija kod NSm gena usled selekcionog priti
otpornih na TSWV.

Biolbkgkakterizacija odabranih izolata TSWV
F1L6a ugr Swblegenom otpornostme hani | ki m iotpoonku bsetlgvih jscatim a
paradaj za I papri ke komercijal no dpesdtupap rhs knia
izolata TSWV sposobno da prevazile otpornost
paprike.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na heterogenost prirodne populacije TSWV u
Srbijik 0] 0] doprinosi wijage ohataviTSWVh ui mtargaud wzke ml

sveta Takole, varijabilnost popul acije ovog Vi
rekombinacija i pseudorekombinacij a. Tokom o
mutacija u okuwiu NSm gena srpskih izolata TSWV koje su izazvale supstituciju dve aminokiseline,
[ C118Y il T120N, karakteristilnih za RB

komercijalne sorte paradaj2de | i ka R8Il i zowbat a TSWMWn ozvaibhe liesgernaig
sa srpskim RI izolatima ukazuje na njihov razvoj iz lokalne populacije pod uticajem pozitivne
selekcije i selekcionog pritiska izazvanog gajenjem otpornih sorti para@sgira.togau prirodnoj
popul aciji TSWV upoStbjanjetgetenp| kieh i zmena
pseudorekombinacijag e n o mni h segmenat a. MeLuti m, i ako
pseudorekombinacija uulbaiuwm e snaafjakbaojyemkonpni
populacije TSWV u Srbiji. Osn toga nove rekombinacije i pseudorekombinacije mogu biti

favorizovane unosom novih izolata u regione ¢
izolata TSWV prisutnih na tom podrul ju. l ako
u Srbji nalazi pod dominantnim uticajem negativipeiifying) s el ekci j e, pri mel e

pozitivhe selekcije kod sekvenci NSm i @&t gena pojedinilzolata poreklom iz paradajzBored
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doprinosa u sagledavanju strukture i sastava
omoguldavaa molekularna epi demi ol o gldagotrajngiht r a g i
strategija kontrole oboljenja koja ovaj virus izaziva n aeplji.j z
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PRILOG 1. Sekvence Ngenaizolatavirusa bronzavosti paradajza (TSWkQje su

preuzete iz GenBank baze poda(dleaka i
Izolat? Zemlja porekla Bi |l j ka d o m Pristupnibroj
97 Bugarska Nicotiana tabacum AJ296598
4512 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 Dahlia sp. AY744478
TSWV-GP Jugna Af r Arachis hypogaea EF059705
TSWV-MP EF059706
55512 Srbija Solanum lycopersicum MG922824
NC-1 SAD Dabhlia sp. AY744476
646-11 Srbija Solanum lycopersicum KF184652
LE98/527 Nemal ka Lysimachiasp. AJ297611
TSWV-D Holandija Dahlia sp. AF020660
C27084 Legka Calla sp. AJ296599
Br20 Brazil Capsicum annuum DQ915948
SPAIN-2 Gpanij a 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 Chrysanthemurapp. AY744471
CA-1 Astersp. AY744468
L Lactuca sativa X61799
H / AF306490
BL Lactuca sativa L20953
TSWV-4 Jugna Kor Capsicumannuum KC261949
TSWV-7 KC261958
KAlxe Ixeris chinensis EF195227
KAPO Solanum tuberosum  EF195228

Legenda®Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;
/-Nema podataka.
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PRILOG 1. Sekvence Ngena izolatavirusa bronzavosti paradajza (TSWkbje su

preuzete iz GenBank baze poda(lea®Xa i
Izolat? Zemlja porekla Bi |l j ka d o m Pristupnibroj
France81 Francuska Capsicum annuum FR693053
S046 Solanum lycopersicum FR693255
Japan Japan / AB010997
O Capsicum annuum AB277582

Legenda®Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;
/-Nema podataka.
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PRILOG 2. Sekvence NSgena izolatavirusa bronzavosti paradajza (TSWkf)je su

preuzete iz GenBank baze podataka i
Izolat? Zemlja porekla Bi |l j ka d o m Pristupnibroj
Is-56 Crna Gora Nicotiana tabacum GU369740
BS97 Bugarska AJA18777
L3 D13926
GD98 AJ418780
p202/3WT Italija Capsicum annuum HQ830187
PepCal 24 MG989676
PepCal 12 MG989674
Pujol1TL3 Gpani | a Solanum lycopersicum KP008131
NC-3 SAD Dabhlia sp. AY744478
LE98/527 Nemal k a Lysimachiasp. AJ418781
TSWV-12 Jugna Lactuca sativa KC261967
TSWV-17 Stellariamedia KC261973
NC-1 SAD Dahlia sp. AY744476
TSWV-D Holandija AF020660
TSWV-7 Jugna Capsicum annuum KC261958
TSWV-4 KC261949
S046 Francuska Solanum lycopersicum FR693031
France81 Capsicum annuum FR692829
Br20 Brazil DQY15948
SPAIN-2 Gpanij a Solanum lycopersicum AY744480
VE430 Capsicum annuum DQ376184
LL-N.O05 Solanum lycopersicum KP008129
SPAIN-1 AY744479
PVR Capsicum annuum KP008134
TSWV-M SAD Arachis hypogaea AY870391
CA-4 Chrysanthemurapp. AY744471
CA-1 Astersp. AY744468
p105/2006RB Italija Capsicum annuum DQ915946
P267 DQ376180
10 SAD Arachis hypogaea AF020659
NC-2 AY744477
TSWV-T AY870392

Legenda?Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;
/-Nema podataka.
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PRILOG 3. Sekvence kompletnog M segmenta (NSm r@ngena)zolatavirusa
bronzavosti paradajza (TSW¥)oj e su preuzete iz GenBank ba
za filogenetske analizgleo 1)

GenBank Fenotip

Izolat? Zgrrglli?a Bi |l j ka do mpristupni izolata
b broj (RIili RB)
CA-4 SAD Chrysanthemurapp. AY744482 RI
CA-5 AY744483
CA-6 AY744484
LL-N.05 Gpani j Solanum lycopersicumFM163373
Z0 FM163372
TSWV-18 Jugna Chrysanthemurapp. KC261975
Pepperl CYCN Capsicum annuum HM581938
Pepper2 CYCN HM581941
Unknown AB190818
CA-3 SAD Chrysanthemurapp. AY744481
CA-7 Dahlia sp. AY744485
NC-4 Nicotiana tabacum  AY744487
NC-5 AY744488
NC-6 Capsicum annuum  AY744489
NC-7 Nicotiana tabacum  AY744490
NC-8 Solanum lycopersicumAY744491
TSWV-T Arachis hypogaea AY870389
TSWV-M AY870390
Regular2A / AF208498 RB
TSWV-5 Jugna Stellaria aquatica KC261951 RI
TSWV-6 Stellaria media KC261954
TSWV-8 Lactuca indica KC261960
TSWV-10 Stellariaaquatica KC261963
TSWV-16 Solanum lycopersicumKC261969
NJ-JN HM581935
Ab1NL2 Gpani j HM015510
TSWV-7 Jugna Capsicumannuum KC261957
SPAIN-2 Gp ani j Solanum lycopersicumAY744493
TSWV-4 Jugna Capsicumannuum KC261948
SPAIN-1 Gp ani j Solanum lycopersicumAY744492
GrliNL2 HM015513
Mon1NL2 HM015514
LIo2TL3 HM015518 RB
VIiTL3 HM015522
Legenda®Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;
PRI (Aesistancenducingd) izolati TSW\V-izolati kK 0 j i podst
sorti par ad ajSe5b gesan otpanosii, RBAesistance
breakingy) izolati TSWV-izolatik o j i SuUu sposobni
sorti par ada$wbdlagenora otporgasta L e ni m

/-Nema podataka.
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PRILOG 3. Sekvence kompletnog M segmenta (NSm r@ngena)zolatavirusa
bronzavosti paradajza (TSW¥)oj e su preuzete iz GenBank ba
za filogenetske analizgleo 2)

GenBank Fenotip

Izolat? Zgrrglli?a Bi |l j ka do mpristupni izolata
b broj (RIili RB)
Gr5TL1 Gpani j Solanum lycopersicumHM015523 RB
Rib1TL1 HMO015524
ALPA Capsicum annuum HQ537114 RI
GRAU Solanum lycopersicumFM163370 RB
GA-1L FM163371 RI
YNrp Kina Capsicum annuum  KM657117
YNta Nicotiana tabacum KU552117
DalNL2 Gpani j Solanum lycopersicumHM015512
/ Brazil / S48091
BRO1 / NC002050
TSWV-17 Jugna Stellaria media KC261972
TSWV-12 Lactuca sativa KC261966
p202/3WT Italija Capsicum annuum  HQ830188
NC-3 SAD Dahlia sp. AY744486
p202/3RB Italija Capsicum annuum  HQ830185
CriNL2 Gpani j Solanum lycopersicumHM015511
Ag1TL3 HM015515 RB
BerlTL3 HMO015517
OllerlTL3 HM015519
Pujol1TL3 HMO015520
SalalTL3 HMO015521
D SAD / AF208497 RI
Legenda®Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;

PRI (Aesistancenducingy) izolati TSW\-izolatik 0j i podsti |l u otop
sorti par ad a Sw5hgesom otpognost, IRBAesistance
breaking) izolati TSW\-izolatik o j i SuU sposobni da prev
sorti par ada$wbdlagenora otporgasta L e ni m

/-Nema podataka.
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PRILOG 4. Sekvence RdRp gena izolatausa bronzavosti paradajza (TSWKkHje

Ssu preuzete iz GenBank baze podataka i kor
GenBank

|zolat® Zemlja porekla Bi | j ka dom prstupnibroj
TBV65 Bosna i Hercegovine 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 Gpanij a Solanum lycopersicum KP008128
LK-1 Jugna Af r Amaranthus thunbergii KY250488
TOS-301 Iran / KY923207
T-3/55 KY923206
PepCal22 Italija Capsicum annuum MH763622
PV1 Bosna i Hercegovine KY437070
LYE51 Francuska Solanum lycopersicum MK792774
p202/3WT Italija Capsicumannuum KJ575619
Pujol1TL3 Gpanij a Solanum lycopersicum KP008130
PepCall0 Italija Capsicum annuum MH763621
TSWV-5 Jugna Kor Stellaria aquatic KC261950
TSWV-4 Capsicum annuum KC261947
Pepperl CYCN HM581937
WA-USA SAD Arachis hypogaea KP827649
PAO1 Capsicum annuum KT160280
p105 Italija KJ575620
PVR Gpanij a KP008132

Legenda?Podaci preuzeti iz GenBank baze podataka;
/-Nema podataka.
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PRILOG 5. Procenat slil nosti nukl eot sekvenci (i spod dijadlonal e)

ispitivanih izolatavirusa bronzavosti paradajza (TSWpYreklom iz Srbije

] ] < < ] o) =) ] ] ] = ~ — © 0 — ] © © ) — ] ~ ™~ © ) ] ) ) 5] ~ ] ™~ © © ~ )
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185-15[ / 98.1| 96.9 | 96.9 1100.0| 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| 97.5| 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 | 94.4| 93.2| 94.4| 944 94.4| 94.4| 93.2
111-19] 99.3 / 96.3] 96.3[98.1]| 988 98.8| 988 98.8] 98.1| 98.1| 95.1| 96.9| 98.1| 96.3[ 96.3 | 95.7| 95.7| 97.5| 96.9]| 96.9| 97.5]| 97.5| 96.9| 98.1| 98.1| 98.8| 98.8 | 98.8| 98.1| 98.1| 97.5[ 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]| 97.5| 97.5]| 97.5[ 96.9 ]| 96.9| 97.5]| 99.4| 98.1]100.0|100.0{ 99.4| 98.1| 988 98.1| 98.1| 988 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 [ 94.4]| 944 | 94.4] 93.8

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| 94.4| 944 | 94.4| 93.8

177-14[100.0| 99.3 | 98.9 | 98.9 / 99.4]1 994 994]994]| 988|988 96.9| 975]| 988 96.9)| 96.9| 96.3]| 96.3[ 98.1 | 97.5[ 97.5]| 98.1| 98.1 ]| 97.5| 98.8| 988 | 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

170-14[ 99.8 ] 995 99.1] 99.1 | 99.8 / 100.0| 100.0{ 100.0| 99.4 | 99.4]| 96.3| 98.1| 99.4| 97.5]| 975| 96.9| 96.9| 988 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| 100.0{ 99.4 | 994 | 96.3 ]| 98.1| 99.4]| 97.5| 975] 96.9| 969 ]| 988 | 98.1]| 98.1 | 98.8| 98.8| 98.1 | 99.4| 99.4 (100.0| 100.0{ 100.0) 994 | 99.4]| 988 [ 94.4] 93.2| 95.1] 93.8]| 95.1]| 95.1| 951 | 95.1| 93.8
181-15[ 99.8 | 99.5 99.1] 99.1 [ 99.8 1100.0| 100.0] / 100.0] 99.4] 99.4)| 96.3| 98.1]| 994 97.5]| 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| 100.0f 99.4]| 99.4| 98.8| 944 | 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 [ 94.4]| 93.2| 95.1]| 93.8| 95.1]| 95.1| 95.1| 95.1 | 93.8
169-13[ 99.6 | 99.3| 98.9] 989 [ 99.6 | 99.8| 99.8| 99.8| 99.8 / 98.8] 957 975|988 | 969]| 96.9| 96.3| 96.3| 98.1| 975)| 97.5| 98.1]| 98.1[ 97.5)| 988 98.8| 994 | 99.4]| 994 | 988 | 988 | 98.1 | 93.8| 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] 97.5]| 98.8| 969 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 [ 100.0) 100.0f 98.1 | 93.8 | 92.6 | 94.4| 93.2| 944 | 94.4| 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[ 97.5]| 97.5| 96.9]| 96.9| 97.5]| 96.9| 96.9| 975| 97.5| 96.9| 95.7| 95.7 )| 96.3| 96.3 | 96.3| 95.7 | 95.7| 97.5]| 92.0| 90.7| 926 | 91.4| 926 | 92.6 [ 92.6 | 92.6 | 92.6
646-11) 99.1 | 98.7] 998 99.8] 99.1| 99.3] 99.3| 99.3] 99.3]| 99.1] 99.1| 995 / 98.8)| 99.4[99.4)| 988 98.8)| 994 | 98.8| 988 99.4]| 994 | 988]| 975]| 97.5] 98.1| 98.1] 98.1 | 97.5| 975)| 994 [ 93.8| 926 | 944 | 93.2| 94.4]| 944 | 94.4| 944 | 944
45-12 1 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]| 97.5] 99.4| 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| 93.2| 94.4| 944 | 94.4| 944 | 94.4
156-07] 98.9 | 98.6 [ 100.0) 100.0f 98.9 | 99.1| 99.1] 99.1| 99.1]| 989 98.9| 99.3| 99.8 99.1 / 100.01 99.4| 98.1 | 988 98.1] 98.1| 98.8| 98.8| 98.1| 96.9| 96.9| 975| 97.5[ 97.5| 96.9| 96.9| 98.8 | 93.8| 926 | 94.4| 93.2| 94.4]| 944 | 94.4| 944 | 938
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| 99.1100.0| / 99.4]198.1[988)|98.1|98.1)988]| 988 98.1| 969 96.9| 97.5| 975]| 97.5] 96.9| 96.9| 98.8| 93.8 [ 92.6 | 944 | 93.2| 944 [ 94.4]| 944 | 94.4| 93.8
335-16) 98.7 | 98.4] 99.8| 99.8]| 98.7| 989]| 989 98.9| 989 | 98.7] 98.7 ]| 99.1| 99.6 | 98.9| 99.8| 99.8 / 975)981[98.1)975|981]981|975]|975]| 97.5] 96.9]| 96.9| 96.9| 96.3| 96.3 | 98.1[ 93.2]| 92.0| 93.8]| 926 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| 97.5[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]| 99.5[ 99.6 | 99.6 | 99.5| 99.3 / 99.4] 99.4100.0{100.0] 99.4| 98.1| 98.1| 98.8| 98.8 | 98.8| 98.1 | 98.1|100.0f 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| 995] 995 99.5[ 99.5]| 99.3] 99.3)| 98.9| 99.5] 995 99.3 ] 99.3| 99.3| 989 99.6 / 98.8] 994 994]1 988 981]981]|981[981]|981]| 975|975 99.4)| 938 926|944 93.2]|944[94.4]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]199.4(988| 975|975] 98.1| 98.1)| 98.1| 97.5)| 975 99.4| 93.8| 92.6 | 94.4| 93.2| 944 | 94.4| 944 | 94.4| 944
435-10f 99.3 ]| 98.9] 99.3] 99.3| 99.3] 99.5]| 99.5[ 99.5]| 99.5] 99.3| 99.3| 98.9)| 99.5| 99.5]| 99.3[ 99.3] 99.1| 98.9]| 99.6 | 99.6 | 99.8 / 100.0] 99.4] 98.1)| 98.1| 98.8)| 98.8 | 98.8 | 98.1| 98.1|100.0f 94.4]| 93.2| 95.1]| 938 95.1]| 95.1| 95.1] 95.1| 95.1
259-15) 99.5[ 99.1] 99.5| 99.5] 99.5| 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.6 | 99.5] 99.5| 99.1| 99.6 | 99.6 [ 99.5]| 99.5| 99.3]| 99.1 [ 99.8 ]| 99.8 | 99.6 | 99.8 / 994 98.1]98.1)| 988 98.8]| 988 98.1] 98.1|100.0/ 944 | 93.2] 95.1]| 93.8| 95.1]| 951 95.1| 95.1| 95.1
526-11| 99.3 | 98.9]| 99.3| 99.3| 99.3]| 99.5]| 99.5]| 99.5| 99.5]| 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 / 97.5] 975]| 98.1| 98.1| 98.1| 97.5| 97.5]| 99.4 | 93.8| 92.6 | 944 | 93.2| 944 | 944 94.4| 94.4| 944
260-15) 99.5[ 99.1] 98.7| 98.7 ]| 99.5| 99.6 | 99.6| 99.6 | 99.6 | 99.5] 99.5)| 98.4| 98.9]| 99.3[ 98.7 | 98.7| 98.9]| 984 [ 99.1]| 99.3| 98.9] 99.1| 99.3| 99.1 / 100.0| 99.4[ 99.4)| 99.4| 98.8]| 988 98.1 ]| 93.8| 92.6 | 944 | 93.2| 944 | 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| 99.5]| 98.9[ 98.9) 99.1| 98.6 | 99.3[ 99.5] 99.1| 99.3| 99.5| 99.3| 99.8 / 99.4] 99.4[99.4)| 988 988 98.1[ 93.8]| 92.6| 94.4]| 93.2| 94.4]| 944 | 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| 99.5| 99.6 | 99.5| 99.6 | 99.8 / 100.0] 100.0{ 99.4| 994 [ 988 944 [ 93.2| 951 | 93.8] 951 [ 95.1] 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| 99.6 | 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] 99.4| 98.8| 944 93.2| 95.1| 93.8| 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| 99.6 | 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]199.4| 988|944 93.2] 95.1| 93.8[ 95.1]| 95.1| 95.1 )| 95.1| 93.8
113-19] 99.6 | 99.3| 98.9) 989 [ 99.6 | 99.8 | 99.8| 99.8| 99.8 | 99.6 | 100.0] 98.6 | 99.1| 99.5]| 98.9[ 989 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| 926 944 ] 93.2| 94.4]| 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[ 92.6| 94.4| 93.2| 94.4[ 94.4| 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| 989 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| 98.7] 989 99.1| 99.1]| 99.1| 98.9| 98.9 / 944 932]95.1]| 938 95.1] 951 95.1 ]| 95.1| 95.1
212-15) 97.1|1 968 97.1|197.1]97.1|1973]973]|973|973]|97.1]197.1)|968|973)|973[97.1)|97.1|969)|968[975]|97.1|969]971]|973]|971]|971]971]|973[973]|973[97.1]97.1|97.1 / 975] 994 981|994 994994 98.1| 944
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| 97.5| 975]| 97.3| 97.3| 96.9| 975| 97.5[ 97.3| 97.3| 97.1]| 969 97.7]| 97.3| 97.1| 97.3| 97.5]| 973 | 97.3| 97.3| 97.5[ 975]| 97.5| 97.3 | 97.3| 97.3 ]| 99.8 [ 99.5 / 98.8 | 100.0{ 100.0| 100.0f 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| 97.5| 93.8
220-16) 97.3| 969] 97.3| 97.3]| 973 | 975]| 975]| 975| 975]| 97.3] 973 | 969 975| 975[ 973 | 973 97.1| 96.9[ 97.7]| 973|971 97.3| 975]| 973 | 97.3]| 973| 975| 975 97.5] 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| 97.5| 975]| 97.3| 97.3| 96.9| 975| 97.5[ 97.3| 97.3| 97.1]| 969 97.7]| 97.3| 97.1| 973 | 97.5| 973 | 97.3| 97.3| 97.5[ 97.5| 97.5| 97.3 | 97.3 | 97.3 ]| 99.8 | 99.5]100.0| 99.6 | 100.0] / 100.0f 98.8 ] 95.1
192-17 97.3 | 96.9| 97.3 | 97.3[ 97.3]| 975| 975]| 975| 97.5]| 973 | 97.3| 96.9| 97.5[ 975]| 97.3[ 973 | 97.1| 96.9)| 97.7| 97.3]| 97.1| 97.3| 975| 97.3]| 97.3| 97.3| 975]| 97.5| 975| 97.3| 97.3 | 97.3 [ 99.8 | 99.5[100.0] 99.6 | 100.0| 100.0] / 98.8 ] 95.1
42-121 9731 969]973|97.3]|973]|975]|975| 975|975]| 97.3[97.3)| 969 975)|975[97.3)|973|97.1]969(97.7]|973]| 971|973 975]973]|973[973]|975|975]|975[973)|97.3|97.3]99.1|98.7] 993|989 99.3| 99.3] 99.3 / 95.1
345-15| 97.3 [ 96.9| 97.7| 97.7| 97.3| 975]| 975| 975| 975| 97.3| 97.3| 97.3| 97.8| 97.8| 97.7]| 97.7| 97.5]| 97.3| 98.0]| 97.7| 97.5]| 97.7| 97.8| 97.7[ 97.1| 97.3| 97.5]| 975| 97.5]| 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. Pr ocenat sl i | sekventii(ispal dijadomale)ti izveaenith aminokiselinskih sekvenci (iznad dijagoraggeNa svih
ispitivanih izlatavirusa bronzavosti paradajza (TSWpYreklom iz Srbije

D = r\ = © ) D ~ ) o) = © 3 S D ) > > > 5] ) 0 < > > E) ® N 3 <
N - - by = < - N < < - - < - < i - - < - - - 9 < 9 < - - < i - - N -
~ N ] o < o) N o © 1) » Te] 0 & ~ o =} - I3 © o) P s o s ~ =) & ™ o 7} © N <)
< ™ o @ N o P & e} < < N ™ ~ ® ) @ p o o © © 4 ~ =) ~ = — - © re} < O =

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]| 97.9]| 96.8| 96.3| 96.8| 96.8| 96.8| 96.8| 98.4| 96.8 | 98.4| 979 | 96.8 [ 97.3 | 96.8| 96.3 | 97.9] 95.7| 96.8| 96.8
232-17] 96.0 / 100.0{100.0{ 100.0{ 88.8 [ 100.0f 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( 100.0f / 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) 100.0f / 100.0] 88.8 [100.0f 98.9f 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
224-16/ 96.0(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]| 98.4] 90.4| 97.9| 989 [ 98.4| 98.4| 98.4| 989 97.9] 973 979|979 97.9]| 97.9]| 98.4]| 97.9| 98.4| 989 979 98.4| 979 97.3]| 97.9] 96.8| 97.9| 97.9
212-15| 96.0| 100.0| 100.0f 100.0{ 100.0f 95.2 / 98.9 1 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
42-12195.5| 99.5] 99.5] 99.5]| 99.5| 94.7| 995 / 89.3] 95.2| 88.8| 88.8| 89.3| 89.3| 87.2| 88.8 | 83.8 | 88.2 | 88.8 | 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| 88.38
156-07]99.4] 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| 97.9| 98.4 [ 98.4 [ 98.4 | 98.4 [ 100.0f 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[ 95.5]| 98.5| 98.0 | 96.3 / 91.4]91.4] 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[ 92.0f 89.3[ 90.4| 90.4
343-15/98.6[ 95.5[ 95.5| 95.5| 95.5[ 99.1 ]| 95.5] 95.1 )| 98.6 | 95.8 / 98.9| 98.4)| 98.4| 97.3 | 989 979 97.3| 979|979 979 97.9] 98.4] 97.9]| 984 98.9| 97.9| 98.4( 97.9| 97.3[ 979 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| 989 989 98.9[ 98.9[ 99.5( 98.9| 99.5[100.0] 98.9] 99.5]| 98.9| 98.4| 98.9| 97.9| 989 98.9
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) 97.9] 99.5]| 98.4| 97.9| 98.4 [ 98.4 | 98.4| 98.4[100.0f 98.4[100.0f 99.5] 98.4| 98.9]| 98.4] 979 | 99.5]| 97.3| 98.4| 98.4
512-11]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] / 97.91 995] 984]| 97.9)| 98.4| 98.4| 98.4 [ 98.4 (100.0[ 98.4 [100.0f 99.5] 98.4]| 98.9]| 984 ]| 97.9]| 99.5| 97.3| 98.4| 984
437-10{98.0( 949 949| 949 949 99.4] 949| 944 98.3]| 95.2| 98.8| 99.2| 98.3| 98.3 / 98.4) 97.3)| 96.8| 97.3| 97.3| 97.3[ 97.3| 979 97.3| 979 98.4] 97.3]| 97.9| 97.3| 96.8| 97.3| 96.3| 97.3| 97.3
259-15/98.6| 95.5| 95.5| 95.5| 955 99.4 [ 955 95.1| 989 95.8 ]| 99.4] 99.8 | 98.9 ] 98.9] 99.1 / 98.9] 98.4] 98.9] 98.9) 98.9| 98.9| 99.5| 98.9 | 99.5|100.0f{ 989 99.5| 98.9| 98.4] 98.9] 97.9] 98.9| 98.9
260-15/98.5| 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 / 98.41100.0| 100.0] 100.0{ 100.0| 98.4 | 100.0f 98.4 [ 98.9 [ 100.0f 99.5]100.0] 99.5]| 97.9 ]| 96.8 | 97.9 | 100.0
111-19/98.3| 95.5]| 955| 955 955 99.1 [ 955 95.1 [ 98.6 [ 95.8] 99.1| 99.5]| 98.6 | 98.6 | 98.8| 99.4| 995 / 98.4]1 984 ]| 984|984 979 98.4[ 979 98.4] 984|989 984]|97.9]|97.3]| 96.3| 97.3| 984
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 / 100.0/ 100.0{ 100.0| 98.4 | 100.0f 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) 100.0f / 100.0f 100.0 98.4 | 100.0f 98.4 | 98.9 | 100.0f 99.5]100.0] 99.5| 97.9 | 96.8 | 97.9 | 100.0
185-15/98.5[ 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]100.0] 98.4 ]| 98.9 [100.0f 99.5 [100.0f 99.5| 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] 100.0f / 98.41100.0] 98.4] 98.9 |100.0] 99.5[100.0f 99.5| 97.9[ 96.8 [ 97.9] 100.0
71-15199.4| 96.0 | 96.0 | 96.0 | 96.0 | 98.6 | 96.0 | 95.5)100.0| 96.3 | 98.6 | 99.1 [ 100.0{ 100.0f 98.3 | 98.9| 98.8 | 98.6 | 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.8 / 98.41100.0] 99.5] 98.4)| 98.9| 98.4| 979 99.5( 97.3 | 98.4| 98.4
179-15/98.3| 95.5]| 95.5| 95.5| 955 99.1 [ 955 95.1| 989 955] 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[100.0f 99.5[ 97.9( 96.8 | 97.9| 100.0
58-15199.4| 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 | 100.0| 98.9 / 99.5] 984 ] 98.9]| 984 97.9]| 995]| 97.3| 98.4| 984
177-14|98.8| 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]1 99.5]| 98.9]| 98.4]| 98.9]| 97.9]| 98.9( 98.9
110-19| 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] 100.0f 100.0{ 100.0f{ 100.0f 98.8 | 99.8 | 98.8 | 99.7 / 99.51100.0] 99.5| 97.9 | 96.8 | 97.9 | 100.0
112-19/98.6| 95.5| 95.5| 95.5| 955 99.4 [ 955 95.1 | 989 95.8] 99.4| 99.8 | 98.9] 98.9]| 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] 98.9]| 98.4| 97.3| 98.4| 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| 95.5]| 95.5| 95.5| 955 99.1 [ 955 95.1 | 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 / 97.3] 96.3] 97.3| 99.5
555-12(99.2( 95.8 [ 95.8 | 95.8 | 95.8 | 98.5] 95.8| 954 99.5]| 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 [ 95.2| 94.7[ 98.3[ 95.2| 98.8] 99.2| 98.3] 98.3]| 985 99.1| 98.9| 98.8| 989 989 989 [ 989 98.3| 98.8| 98.3| 99.2| 98.9] 99.1 | 98.9| 98.8 | 98.1 / 96.8 | 96.8
45-12198.3| 95.2| 952 | 952 952 99.1| 952| 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
170-14|98.3| 95.5] 955| 95.5| 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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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|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|96.3[ 97.1 [ 97.1| 97.1| 97.1|96.7 97.1 [96.7] 96.7 |96.3[ 97.1 [96.3|96.3[ 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
110-19/100.0]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 |198.8|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
111-19] 99.3198.2| 99.3| / [97.5[97.9/ 99.6[ 99.6| 99.6| 99.6199.2]| 99.6199.2] 99.2198.8]| 99.6 |198.8/97.9] 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| 99.2198.1| 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[98.8[ / [98.3[98.3]98.3|98.3]98.3| 98.397.9| 97.9]97.5| 98.3|97.5/98.3] 98.3|97.9| 97.9]| 97.9]| 97.9|97.1| 97.9| 97.5(97.1) 97.9| 97.5 97.5[96.3|97.5| 97.9 | 97.9
169-13[ 99.9 (98.8] 99.9199.4/99.0|98.9 / [100.0{100.0100.0]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
170-14] 99.9 |98.8]| 99.9 199.4/99.0{98.9{100.0f / [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
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[100.0[ 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
177-14] 99.9 198.8]| 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|100.0] 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] 99.7 199.3/98.9(98.8[ 99.9[ 99.9[99.9199.9| / ]99.6]99.2] 99.2]98.8| 99.6 |198.8/98.3] 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] 99.6199.2|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[97.4f 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 |98.3/99.6/100.0]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{99.2|100.0] 99.6 |99.2(100.0] 99.6 | 99.6 |98.3{99.6/100.0]100.0
555-12] 98.597.4] 98.5|98.6/97.6/97.5| 98.6 | 98.6 | 98.6 | 98.6|98.5| 98.3199.2) 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] 99.3 198.2[ 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 ]| 99.2 197.9|99.2]| 99.6 [ 99.6
71-15( 98.5(97.4f 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 |198.8| 99.6 | 99.2198.8| 99.6 ] 99.2| 99.2|97.9|99.2| 99.6 | 99.6
259-15| 98.1197.1) 98.1|98.2|97.2|97.6| 98.2 ] 98.2]| 98.2| 98.298.1] 97.9198.8| 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| 99.3198.2] 99.3|99.4/98.5/98.3| 99.4] 99.4] 99.4] 99.499.3| 99.2198.9| 99.0|98.9| 99.798.9|98.8] / 99.6] 99.6] 99.6 ] 99.6 [98.8] 99.6] 99.2198.8/ 99.6 | 99.2| 99.2197.9(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| 98.2199.0| 99.7 |99.6| 98.8 |99.6/98.6| 98.8| / |100.0{100.0{100.0{99.2|100.0f 99.6 {99.2/100.0[ 99.6 | 99.6 |98.3[99.6(100.0{100.0
437-10] 98.8|197.6] 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] 99.2 199.4{99.0] 99.2| 99.3| / ]100.0{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) 98.597.4| 98.598.6/97.6/97.5| 98.6 | 98.6 | 98.6 | 98.6 |98.5| 98.399.2) 99.9 |99.7| 98.9|99.7|98.8| 98.9| 99.9| 99.4| / [100.0{99.2]/100.0 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 |98.6] 98.5[99.6/ 99.4|99.3]| 99.0 {99.3|98.9[ 99.0] 99.2(99.6 [ 99.3| / ]99.2({100.0{ 99.6 [{99.2]100.0f 99.6 | 99.6 [{98.3]99.6{100.0(100.0
345-15| 93.5]92.5| 93.5|93.6/92.6/92.5| 93.6 ] 93.6 ] 93.6 | 93.6|93.5| 93.3193.9| 93.5|93.3| 93.9|93.3|93.1] 93.9/ 93.2| 93.6 | 93.3| 93.8| / | 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] 99.0199.9|98.9[ 99.0]| 99.7 | 99.6 | 99.9]| 99.4|93.5] / 99.6 199.2(100.0 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| / [99.6] 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|93.898.2{ 93.5|98.3| / |99.2]99.6] 99.698.3|/98.8| 99.2| 99.2
224-16] 94.2193.2( 94.2194.3[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( 94.3| 94.7|97.5[ 94.4[ 99.3[97.9] [/ 99.6] 99.6 198.3/99.6/100.0{100.0
192-17| 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|193.6/93.3| 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
230-17] 93.5]92.5[ 93.593.6{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] 99.31100.0] / ]98.8|99.2] 99.6 [ 99.6
232-17) 92.6 191.7] 92.6 |92.8|91.8|91.7| 92.8 | 92.8 | 92.8 | 92.8|92.6| 92.5]93.3| 92.9|192.8| 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 99.0f / |97.9] 98.3| 98.3
525-11) 98.3197.2] 98.3|98.5|97.5/97.4| 98.5] 98.5] 98.5] 98.5]98.3| 98.2199.0| 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| 98.8197.6] 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 |98.8[97.8[97.6{ 98.8 | 98.8 | 98.8 | 98.898.6] 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 |94.3| 95.3]| 94.6| 94.6 (93.8|98.6) 99.3| /
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PRILOG8.Pr ocenat slilnosti nukleotidnih sekvenci (i spod di | sgtoamnial e)
izolatavirusa bronzavosti paradajza (TSWi¥)paradajza poreklom iz Srbije

s 2 3 2|3 2] 2] ] 2] s 2]8 s =2 S]] 3 =] ¢
g | 2| g |2 || a|g|e|e|E|a|s ez |8 ]|z s
— — — — — — — — — — — — Lo (o] ™
10919 / 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
10819 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
11019 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
11219 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
11319 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
16913 99.9 98.8 99.9 994 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
17014 99.9 98.8 99.9 994 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
17915 99.9 98.8 99.9 994 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
17714 99.9 98.8 99.9 994 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
18515 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
4512 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
5815 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
55512 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
64611 99.3 98.2 99.3 99.4 98.5 98.3 99.4 994 994 994 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
33516 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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PRILOG9.Procenat slilnost.i nukl eoti dni h sekvenci (i spod @EnGrgegacssuila |l e )
ispitivanih izlata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije

slele (223 (3(3 (2 (2131833 F[F (sl (1382 |=z=[F (3 ([ ([ |F[3]F

sl |8 S| |8|lg|lg|g ||| |8|g|s 8| ||| |8 |8 |8 |2 |8 |a[8 |8 |8 |3 |3 ]|F%
45-12 / 99.3] 99.7 | 99.3 | 99.3 | 99.399.0] 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| 979 | 98.6

58-15]99.3| / 99.7 | 98.6 | 98.6 | 98.6 |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 [ 100.0f 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]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 | 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
177-14/98.5| 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 | 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
179-15/98.4( 98.4| 98.5| 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| 95.9| 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| 98.3| 98.6| 99.3| 99.7| 99.3]| 94.8| 99.7 | 959| 94.8| 99.3| 97.9| 94.1| 945| 96.2| 99.3| 99.3]| 99.3| 979 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| 95.9| 94.5| 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 | 94.5| 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| 98.4 | 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| 94.8| 93.4| 97.9|100.0] 92.8]| 93.1| 95.5| 97.9| 97.9| 97.9100.0f 97.2| 97.9| 98.6 | 99.3 [ 100.0
147-05[98.4| 98.4| 98.5| 98.3 | 98.3 | 98.3 |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 | 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
343-15/99.5( 99.3| 99.4 | 98.5| 98.5| 98.5)98.4| 99.3| 99.2| 98.9| 98.3| 98.4| 98.5 / 99.7] 99.3| 95.2| 99.7| 96.2| 94.8| 99.3| 98.6| 94.1| 94.5| 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| 99.4 | 98.4 | 98.4 | 98.4 |198.3] 99.1| 99.1 | 98.7| 98.2| 98.3| 98.4 [ 99.1 / 99.7 | 95.21100.0f 96.2 | 94.8| 99.7| 98.3| 94.1| 94.5| 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 |198.3| 99.2| 99.1 | 98.7] 98.2| 98.3| 98.4| 99.2| 99.2 / 94.8] 99.7| 959 945] 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
42-12192.4( 92.7] 92.8 | 92.1 | 92.1 | 92.1 |92.0] 92.4| 925 92.4| 91.8| 92.3| 92.1| 92.4| 93.0| 92.8 / 95.2| 97.6| 959 94.8 ]| 93.8| 95.9| 95.5| 96.2| 94.8| 94.8| 94.8 | 93.8| 92.4| 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| 98.5| 98.6 [ 99.4| 99.4| 99.8| 92.8 / 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
192-17|93.2| 93.5| 93.6 | 92.9 | 92.9 | 92.9 |92.8] 93.2| 93.3| 93.2| 92.7] 93.1| 929 93.2 | 93.8| 93.6 | 97.5| 93.6 / 98.3] 95.9| 94.8| 97.6 | 97.9| 97.9| 95.9[ 95.9] 95.9| 94.8| 93.4| 95.9| 95.5| 94.1 [ 94.8
212-15/92.5( 92.8| 92.9 | 92.2 | 92.2| 92.2 |192.1] 92.7| 92.7| 92.7]| 92.0| 92.4| 92.2| 92.5]| 93.3| 92.9| 96.7 | 92.9 | 99.2 / 948 934 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 | 98.5| 98.5| 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| 98.4 | 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 / 92.8] 93.1| 95.5( 97.9| 97.9| 97.9100.0f 97.2 | 97.9| 98.6 | 99.3 [ 100.0
232-17192.2| 92.4| 925 | 91.8 | 91.8 | 91.8 |91.7| 92.3| 92.3[ 92.3] 91.6| 92.1 | 91.8| 92.2 ] 93.0| 92.5| 96.6 | 92.5| 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(92.4( 92.7| 92.8 | 92.1 | 92.1 ]| 92.1 |192.0] 92.5| 925 92.5| 91.8| 92.3| 92.1 | 92.4| 93.2| 92.8| 96.6 | 92.8]| 99.1| 99.9| 92.9| 91.8 | 99.5 / 96.6 | 94.1| 94.1| 94.1] 93.1| 93.1| 94.1| 93.8| 92.4| 93.1
345-15[92.7] 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| 95.5] 94.1| 96.2| 96.2 | 94.8 | 95.5
437-10{99.1] 99.3| 99.4 | 98.3 | 98.3 | 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 | 92.9| 93.1| 93.3 / 99.3] 99.3| 97.9| 96.6 | 99.3| 98.6 | 97.2| 97.9
555-12| 99.2| 99.7| 99.8 | 98.4 | 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
512-1199.2| 99.7| 99.8 | 98.4 | 98.4 | 98.4|198.3| 99.2| 99.1 | 98.7| 98.2| 98.3| 98.4| 99.2| 99.2]|100.0f 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| 98.4 | 99.8 | 99.8 | 99.8 199.7]| 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( 97.5| 97.6 | 99.0 | 99.0 | 99.0 | 98.9] 97.4| 98.3| 98.5| 98.7| 97.2| 99.0| 97.5]| 97.6 | 97.4| 91.0| 97.6 | 91.8| 92.1 | 97.5| 98.7| 91.7| 92.0| 91.3| 97.2| 97.4| 97.4 | 98.7 / 96.6 | 97.2| 96.6 [ 97.2
224-16/99.1| 99.3| 99.4 | 98.3 | 98.3 | 98.3 198.2] 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| 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 | 99.2 199.1| 98.4| 99.4[ 99.5] 99.0| 98.4| 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| 98.5| 98.5| 99.0| 98.2| 98.4 / 97.9 | 98.6
112-19(97.9( 97.9| 98.0 | 99.4 | 99.4 | 99.4 |199.3| 97.7| 98.7| 98.9]| 99.7| 97.7| 99.4| 97.9]| 97.8| 97.8| 91.5| 98.0| 92.3| 91.6 | 97.9] 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| 98.4 | 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.Pr ocenat sl il nost.i nukl eotidni h sekvenci (i spod RUORggeng svihal e)
ispitivanih izlata virusa bronzavosti paradajza (TSWV) poreklom iz Srbije

~ ) ~ © ~ 73] — ™~ '] ] ] ] N < ] < ] 1] ] =] ] ] — =] 0 5] ~ 0 0 73] © — ~ 3]
oy - < by - i - < N by < iy i < by by i i - by iy iy i < = b by — < by i oy - iy
o~ ~ [\ < N ) © © ~ ] o~ o [te] ~ o o [To] L= — o o © [Tl ~ &b o o & 2] ™ [T} N B o
[} [ N < < < < - — ~ © ~ «© o o N Yy n ~ < ~ < ©
— N N N %] © — — — — — [T] — — — — — — — — — 0 < [ N 2] © [l L0 [

192-17( / 100.0 | 100.0| 100.0| 95.8 | 85.4| 83.3 | 854|854 | 813 | 81.3( 81.3 | 833 | 813 | 81.3| 81.3 | 81.3 | 81.3 | 83.3 | 81.3 | 81.3 | 81.3 | 77.1 | 81.3| 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 | 85.4| 83.3 [854(854| 813 (813 | 813 | 83.3 | 81.3 | 81.3| 813 | 81.3 [ 81.3 | 833 | 81.3| 813 | 81.3 | 77.1 [ 813 79.2| 79.2| 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 [ 85.4| 83.3 | 854|854 | 813 | 81.3| 813 | 833 | 813 | 81.3| 81.3 | 81.3 | 81.3 | 833 | 813 | 81.3 | 81.3 | 77.1 | 81.3| 79.2| 79.2| 79.2]| 79.2]| 792 79.2| 79.2| 79.2[ 79.2| 79.2
224-16[ 99.5| 100.0 | 100.0 / 958 1854 833 (854854 | 813 (813 | 813 | 833 | 81.3 | 81.3| 813 | 813 [ 81.3| 833 | 81.3) 813 | 81.3| 77.1 [ 813 79.2| 79.2| 79.2[ 79.2| 79.2| 79.2]| 79.2]| 79.2| 79.2| 79.2
42-12198.4| 98.9 98.9 | 98.9 / 85.4| 833 | 854|854 813|813 813 | 833 | 813 | 77.1) 813 | 81.3 [ 813 | 833 | 81.3) 813 | 81.3| 77.1 813 79.2 | 79.2| 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 / 93.8 | 958958 | 91.7 | 91.7 | 91.7 | 938 | 91.7 | 875] 91.7 | 91.7 [ 91.7 | 938 | 91.7 | 91.7 | 91.7 | 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( 94.5| 95.1 95.1 | 95.1 | 95.1 [ 98.4 / 93.8 93.8| 93.8 | 93.8 | 93.8 | 958 | 93.8 | 89.6| 93.8 | 93.8 [ 93.8| 958 | 93.8| 93.8 | 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 [ 98.4) 97.8 / 1100.0] 958 | 958 | 958 | 979 [ 958 | 91.7]| 958 | 958 | 958 | 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 | 95.6 [ 98.9| 98.4 | 99.5 / 95.8 | 958 | 958 | 979 | 958 | 91.7| 958 | 958 | 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 | 96.7| 97.3 | 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| 934 | 934 | 934 | 934 | 96.7| 97.3 | 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
110-19/93.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 940 [ 97.3]| 97.8 | 97.8| 98.4 | 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| 94.5 945 | 945 | 945 [97.8) 984 | 98.4) 98.9 | 98.9 | 989 | 995 / 97.9 [ 93.8| 979 | 979 | 97.9| 100.0| 97.9] 979 | 979 ]| 93.8 | 93.8 | 958 | 958 | 95.8| 95.8| 95.8| 95.8| 95.8[ 95.8| 95.8| 9538
177-14 93.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 94.0 [ 97.3) 97.8 | 97.8] 98.4 | 99.5 | 99.5 | 100.0 | 99.5 / 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
169-13( 91.8| 92.3 92.3 | 923 | 91.2 [94.5] 95.1 | 95.1) 95.6 | 96.7 | 96.7 | 97.3 | 96.7 | 97.3 / 95.8 | 958 | 958 | 93.8 | 958 [ 958 | 958 | 87.5 | 87.5| 89.6 | 89.6| 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 | 89.6 [ 89.6 | 89.6
170-14f 93.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 94.0 [ 97.3] 97.8 | 97.8] 98.4 | 99.5 | 99.5 | 100.0 | 99.5 | 100.0| 97.3 / 100.0 ] 100.0f 97.9 [100.0f 100.0| 100.0f 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 [ 97.3) 97.8 | 97.8] 98.4 | 99.5 | 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 [ 97.3] 97.8 | 97.8] 98.4 | 99.5 | 99.5 | 100.0 | 99.5 | 100.0 | 97.3 | 100.0 | 100.0 / 97.9 [100.0f 100.0| 100.0f 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| 94.5 945 | 945 | 945 [97.8] 98.4 | 98.4) 98.9| 989 | 989 | 995 [100.0] 99.5 [ 96.7| 99.5 [ 99.5 | 99.5 / 979 979 | 979 | 938 | 93.8 | 958 | 95.8| 95.8| 95.8| 95.8| 95.8| 95.8| 95.8| 95.8| 95.8
109-19( 93.4| 94.0 94.0 [ 94.0 | 940 [ 97.3) 97.8 | 97.8) 98.4| 99.5 | 99.5 | 100.0| 99.5 | 100.0 | 97.3 [ 100.0 | 100.0| 100.0f 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 | 934 | 934 | 96.7| 97.3 |97.3[ 97.8 [ 98.9 | 989 | 995 | 98.9 [ 995 | 96.7| 99.5 | 995 [ 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(92.9| 93.4 | 934 | 934 | 934 | 96.7| 97.3 | 97.3| 97.8 [ 100.0| 100.0( 99.5 | 98.9 | 99.5 | 96.7| 99.5 | 99.5 [ 99.5| 98.9 | 99.5| 98.9 / 91.7 1 91.7| 93.8 [ 93.8| 93.8]| 93.8]| 93.8| 93.8| 93.8| 93.8[ 93.8| 93.8
525-11(92.9| 934 | 934 | 934 | 934 | 96.7| 97.3 | 97.3| 978 96.7 | 96.7 | 973 | 97.8 | 973 | 945| 973 | 97.3 | 97.3 | 978 | 97.3 | 96.7 | 96.7 / 9581 979 979]979]979]|979]| 979|979 979([ 979 979
437-10] 94.0 94.5 945 | 945 | 945 [96.7) 973 | 97.3| 97.8| 96.7 | 96.7 | 97.3 | 978 | 973 [ 945 973 | 973 | 97.3| 97.8 [ 97.3 | 96.7 | 96.7 | 98.9 / 9791 979|979 979|979 979 979[979] 979] 979
58-15]193.4| 94.0 94.0 | 940 | 940 [97.3) 978 | 978|984 ]| 973 | 973 | 978 | 984 | 978 [ 95.1| 978 | 978 | 97.8 | 984 | 978 | 97.3 | 97.3 | 995 | 995 / 100.0{ 100.0{ 100.0{ 100.0{ 100.0] 100.0] 100.0] 100.0] 100.0
259-15[ 93.4| 94.0 940 | 94.0 | 940 [97.3) 978 |978) 984 | 973 | 973 | 978 | 984 | 978 [ 95.1| 978 | 97.8 | 978 | 984 [ 978 [ 97.3 | 97.3 | 99.5 | 99.5 ] 100.0 / 100.0] 100.0{ 100.0{ 100.0{ 100.0f 100.0] 100.0] 100.0
230-17(93.4| 94.0 94.0 | 940 | 940 [97.3| 978 | 97.8| 984 | 97.3 | 973 | 978 | 984 | 978 | 95.1| 978 | 97.8 | 978 | 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
71-15]193.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 940 [ 97.3) 978 | 978|984 | 973 | 97.3 | 978 | 984 | 978 [ 951 97.8 [ 978 | 97.8| 98.4 [ 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
303-05[ 93.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 940 [ 97.3) 978 | 97.8| 984 | 973 | 97.3 | 978 | 984 | 978 [ 95.1| 978 | 978 | 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{ 100.0f 100.0
343-15[ 93.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 940 [97.3) 978 | 978|984 | 973 | 97.3 | 978 | 984 | 978 [ 951 978 | 978 | 97.8| 984 [ 978 | 97.3 | 97.3 | 99.5 | 99.5] 100.0| 100.0| 100.0| 100.0| 100.0f / 100.0{ 100.0{ 100.0{ 100.0
335-16[ 93.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 940 [97.3) 978 | 978|984 | 973 | 97.3 | 978 | 984 | 978 [ 951 978 | 978 | 97.8| 98.4 [ 978 | 97.3 | 97.3 | 99.5 | 99.5] 100.0| 100.0| 100.0| 100.0| 100.0f{ 100.0f / 100.0{ 100.0] 100.0
512-11f 93.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 940 [97.3) 978 | 978|984 | 973 | 97.3 | 978 | 984 | 978 [ 95.1| 978 | 978 | 97.8 | 984 [ 978 | 97.3 | 97.3 | 99.5 | 99.5] 100.0| 100.0| 100.0| 100.0f 100.0f 100.0{ 100.0f / 100.0| 100.0
45-12193.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 94.0 [97.3]| 97.8 | 97.8| 98.4| 97.3 | 97.3 | 978 [ 98.4 | 978 | 95.1| 97.8 | 97.8 | 97.8 | 98.4 | 97.8| 97.3 | 97.3 | 99.5 | 99.5 | 100.0| 100.0| 100.0| 100.0| 100.0| 100.0f 100.0f 100.0] / 100.0
260-15[ 93.4| 94.0 94.0 | 94.0 | 940 [ 97.3) 978 | 97.8| 984 | 973 | 97.3 | 978 | 984 | 978 [ 95.1| 978 | 97.8 | 97.8 | 98.4 | 97.8 | 97.3 | 97.3 | 99.5 | 99.5] 100.0]| 100.0| 100.0| 100.0| 100.0f 100.0{ 100.0f 100.0] 100.0 /
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PRILOG 11. Uticaj pozitivne selekcije navaki par ispitivanih sekven®iSmgena34 odabran#zolatavirusa bronzavosti paradajza (TSWV) dobijen

na osnoviicodonbasediZ-testaselekcijel spod di jagonale prikazana je vrednost staltipei]l
se vrednosti verovatnole manje od 0,05 smatraju znalaij nim na nivou
2] 2| 2 b 3 2 3 3 S 3 3 S ~ 0 S b 0 S S pa S 3 S S S S & 3 S S S pa 3 3
o o & & & A | o o £ & w| T P ow| e T el of & 2| & o w| & & F| | & o &| o] | =
gl & 3| 9| =] 4 & B B G| = &) e | @] F| | & & #| 9| & F| F| 8] & ¢ & 8] & &| # §| =
109-19 / 1.534 0.000] -1.386) -0.576 -1.554 1.001) 1.001] 1.001f 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] -2.67]]
108-19 0.064 / 1.534) -0.422] 0.392 -0.697] 1.740 1.740| 1.740] 1.740| 1.940 -0.078 -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 -1.97§
110-19 1.000) 0.064 / -1.386 -0.576 -1.554] 1.001] 1.00) 1.001) 1.001 1.417 -1.200 -2.870 -2.671f -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 -2.761f -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] -2.341f -1.564] -2.340 -2.336 -1.564] -2.87( -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] -2.46]
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] -2.649
113-19 1.000) 1.000] 1.000 1.000 1.000 / -1.405 -1.405 -1.409 -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 -3.12§
169-13 0.159 0.042 0.159 1.000 1.000 1.000 [/ 0.000) 0.000f 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 1.000 1.000 1.000 1.000 / 0.000| 0.000] 1.00Y -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 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 / 0.000] 1.001f -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 1.0000 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) 1.000 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) 1.000] 1.000) 1.0000 1.000 1.000 1.000] 1.000 1.000 1.000f 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) 1.000 1.000 1.000 1.000 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 -7.43§ -2.272| -7.375 -7.192 -7.191) -7.375 -7.37Y -7.394| -2.363 -2.026] -2.706
58-15 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 / 1.001) -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) 1.000] 1.000) 1.0000 1.0000 1.000 1.000f 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 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 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000f / -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| -7.460Q -2.459 -2.127| -2.364
71-15 1.000) 1.000] 1.000) 1.0000 1.0000 1.000 1.000] 1.000 1.000 1.000f 1.000 1.000] 1.000 0.159 0.080{ 1.000 / -1.707) -2.233 -1.199) -1.564] -0.694f -1.864 -7.749 1.001f -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 1.000 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000] 1.000 1.000 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 1.000 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 / -2.786| -2.127| -2.582] -2.364] -7.254 -2.364) -7.437| -7.008| -7.006) -7.437 -7.437| -7.46Q -2.459| -2.127| -2.364
512-11 1.000) 1.000] 1.000) 1.000 1.0000 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 / -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 1.000 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 1.00Q / -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) 1.0000 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 / -2.272 -7.931f -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 1.0000 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 / -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) 1.000] 1.000) 1.0000 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 1.000 / -7.808| -3.646) -2.651) -4.046| -3.646) -3.646 -3.792 -7.374| -7.684| -7.069
156-07 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 0.159 1.000] 0.159) 1.000 1.000] 1.000] 1.000] 1.000 1.000 1.00Q / -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 1.000 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 1.00Q / -3.336 -1.863] 0.000 0.000 -1.039 -7.557 -7.620| -7.006
42-12 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] 1.000] 1.000) 1.000/ 1.000 1.000 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 1.0000 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 1.000 1.000 1.000 1.000 / -1.863 -1.863 -2.102 -7.372| -7.191) -6.578
192-17 1.000) 1.000] 1.000) 1.0000 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 1.000 1.000 1.000f 1.000) 1.000 1.000[ / 0.000] -1.039| -7.557 -7.620] -7.006
230-17 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 1.000| 1.000] 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000) 1.000f 1.000 1.00Q / -1.039 -7.557] -7.620| -7.006¢|
232-17 1.000) 1.000] 1.000) 1.000 1.0000 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 1.000 1.000| 1.000 1.000 1.000 / -7.581f -7.643 -7.020
525-11 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 1.000] 1.000] 1.000] 1.000/ 1.000| 1.000 1.000 1.0000 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 1.000 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 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000f / -2.272
147-05 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 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 /
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PRILOG 12. Uticaj pozitivne selekcije na svaki par ispitivanih sekvebigiGe gena34 odabran&olatavirusa bronzavosti paradajza (TSWV) dobijen
na osnovuicodonbasedi Z-testaselekcijel s pod di jagonale prikazana je vrednost statist
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45-12 / -1.729| -1.874] -3.238) -3.238 -3.23§ -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 -2.991f -2.249 -3.061) -3.060 -3.057]
58-15 | 1.000 / 1.001) -2.679 -2.679 -2.679 -2.581f -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 | 1.0000 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] 0.00Q] -7.003( -6.992) -1.217 -2.582] -7.011] -6.934| -7.431| -1.875 -0.718 -0.71§ -2.582 -2.532 -1.875 -2.576 -2.596) -2.582
169-13] 1.000 1.000[ 1.000 / 0.0000 0.000 1.001) -3.058( -2.134| -1.410 1.41¢ -3.319 0.000| -3.237| -3.148) -2.873 -7.535 -2.777 -7.201f -7.194| -2.679 1.41¢ -7.215 -7.136 -7.632 -3.058) -2.873 -2.873 1.416 -0.109 -3.059 -2.002] 0.042] 1.41§
170-14] 1.0000 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 1.41¢ -7.215 -7.136 -7.632 -3.058 -2.873 -2.873 1.416 -0.109 -3.059 -2.002f 0.042 1.416
177-14] 1.0000 1.000[ 1.000] 1.000 1.000f / 1.001f -3.058 -2.134 -1.410) 1.416( -3.319 0.000| -3.237| -3.148 -2.873 -7.535 -2.777] -7.201f -7.194) -2.679 1.41¢| -7.215 -7.136| -7.632 -3.058| -2.873 -2.873 1.416 -0.109 -3.059 -2.002] 0.042 1.41¢
179-15[ 1.000 1.000 1.000 0.159 0.159 0.159 / -2.967| -2.002] -1.247| 1.73¢] -3.231 1.001] -3.145 -3.057| -2.779) -7.483 -2.678 -7.149 -7.142 -2.581] 1.73¢| -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 -1.87§ -7.189| -7.230 -1.730] -2.880Q -7.250 -7.172] -7.617| -2.249 -2.004] -2.004] -2.880 -2.913 -2.250 -2.873 -2.893 -2.88(
260-15) 1.000 1.000( 1.000f 1.000 1.000| 1.000] 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] 1.0000 1.000 1.000] 1.000 1.000f 1.000 / -1.090 -2.77¢ -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] -1.090Q -1.254 -2.474] -1.016[ -1.170Q] -1.090
109-19] 1.000 1.000[ 1.000] 0.080 0.080 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 1.000 1.000] 1.000 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 / -3.319| -3.145 -2.920| -2.633| -7.409 -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] 1.0000 1.000| 1.000] 0.159 1.000{ 1.000 1.000 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 1.414
343-15) 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[ / -2.584( -2.002] -7.507 -1.874 -7.178| -7.167| -1.728 -3.05¢ -7.187| -7.109| -7.368| -2.24§ -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 1.000] 1.000] 1.000 1.000 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] 1.000 1.000 1.000] 1.000 1.000| 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000[ 1.000] 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) -2.689
42-12 | 1.0000 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 / -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 ) 1.0000 0.159 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 1.00Q / -7.003( -6.992 -1.217| -2.582 -7.011] -6.934] -7.431f -1.875 -0.718 -0.71§ -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 -6.47H -7.071) -6.833 -7.105 -7.099 -6.476( -7.082] -7.123 -7.10Y
212-15) 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 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 -7.12Q -7.100
303-05) 1.000 1.000( 1.000] 1.0000 1.000| 1.000f 1.000 1.000[ 1.000] 1.000 1.000] 1.000] 1.000f 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 / -2.487| -6.724] -6.646 -7.146) -1.019 -1.412] -1.412 -2.487 -2.448| -1.020] -2.473 -2.50¢ -2.487|
110-19] 1.000 1.000[ 1.000] 0.080 0.080 0.080] 0.043 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000, 0.080| 1.000] 1.000 1.000 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 1.000 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] 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] 1.0000 1.000| 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 1.000] 0.159 1.000 1.000 1.000 / -2.719| -6.403| -7.003 -6.763 -7.042 -6.753| -6.405 -7.016 -7.062 -7.042
345-15] 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 1.000] 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( 1.0000 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 1.000| 1.000 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] 1.000 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 / -1.018 -2.688 -2.645 -2.005 -2.678 -2.704| -2.688
512-11) 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 1.000f 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 / -2.688 -2.645 -2.005 -2.678 -2.704) -2.688
108-19] 1.000 1.000( 1.000] 0.080 0.080 0.080] 0.043 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.080| 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 / 0.216| -2.882 -1.745 -0.449 0.000
181-15) 1.000) 1.000[ 1.000] 1.000 1.000 1.000] 0.477 1.000{ 1.000] 1.000 0.415 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000| 1.000 1.000 1.000[ 1.000] 1.000 0.415 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.415 / -2.836 -1.716) -0.067] 0.214
224-16] 1.000 1.000 1.000] 1.0000 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 1.000 1.000 / -2.874 -2.895 -2.882
111-19] 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 1.000 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000/ 1.000] 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.00Q / -1.778 -1.749
112-19] 1.000 1.000 1.000] 0.483 0.483 0.483 0.394 1.000] 1.000 1.000 1.000 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 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 / -0.449
113-19] 1.000) 1.000[ 1.000] 0.080 0.080 0.080] 0.043 1.000] 1.000] 1.000 1.000] 1.000] 0.080f 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 0.415 1.000] 1.000 1.000 [/
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