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Rasprostranjenost PPV-D i PPV-Rec sojeva virusa Sarke Sljive

(Plum pox virus) u Srbiji i dinamika njihovog Sirenja u zasadu Sljive

Rezime

Virus Sarke §ljive (Plum pox virus-PPV), prouzrokovac bolesti Sarke $ljive, je
prisutan u Srbiji skoro 80 godina i smatra se ekonomski najznacajnijim virusom
kosti¢avih vocaka. Od 7 opisanih sojeva PPV, u Srbiji je potvrdeno prisustvo tri

soja: PPV-M, PPV-D i PPV-Rec.

U cilju utvrdivanja raSirenosti sojeva Sarke u zasadima Sljive i kajsije u
Srbiji, u periodu 2008-2010. godine, standardizovanom procedurom je sakupljeno
ukupno 283 uzoraka lis¢a S$ljive i kajsije iz preko 90 zasada. Tipiziranje
detektovanih izolata sprovedeno je IC-RT-PCR metodom kroz 4 odvojene PCR
reakcije sa PPV-M i PPV-D specificnim prajmerima sa ciljnim sekvencama u dva
regiona genoma. Za filogenetsku analizu i utvrdivanje stope diverziteta odabran je
41 izolat za sekvencioniranje fragmenata iz dva regiona genoma (C-ter NIb—N-ter
CP i C-ter P3-6K1-N-ter CI).

U cilju ispitivanja dinamike Sirenja PPV-D i PPV-Rec sojeva u direktnoj
kompeticiji, tokom 2008. godine podignut je eksperimentalni zasad sa 400 stabala
Sljive sorte Cacanska lepotica. Osam stabala, koja su locirana u sredini zasada, su
inokulisana sa potpuno okarakterisanim PPV-D i PPV-Rec izolatima (4 stabla po
izolatu-interni izvor infekcije). Sva stabla Prunus vrsta u neposrednoj okolini
zasada su markirana, uzorkovana i testirana na prisustvo PPV (eksterni izvor
infekcije). Pozitivni uzorci su sekvencionirani u C-ter NIb-N-ter CP regionu
genoma za dalju uporednu analizu sa sekvencama inokulisanih i novoinficiranih
stabala u zasadu. Svake godine, od 2008-2011., sva stabla u eksperimentalnom
zasadu su vizuelno pregledana i ispitivana ELISA testom na prisustvo PPV.
Pozitivni uzorci su tipizirani IC-RT-PCR metodom i sekvencionirani u C-ter NIb—N-
ter CP regionu genoma. Tokom poslednje tri godine istrazivanja vrSeno je pracenje

prisustva i dinamike brojnosti lisnih vasi u eksperimentalnom zasadu.



U zasadima S$ljive i kajsije u Srbiji dominantno je prisutan PPV-Rec soj
(55,7%), slede PPV-D soj (26,3%) i PPV-M soj (5,4%). U znacajnom procentu
(12,6%) potvrdene su i meSane infekcije. U centralnim i zapadnim delovima Srbije
dominantno je prisutan PPV-Rec soj, dok u jugoisto¢nim delovima dominira PPV-D
soj. Sprovedena filogenetska i analiza genealoSke povezanosti sekvenci je pokazala
da ne postoji povezanost srodnih sekvenci PPV izolata sa geografskim poreklom
izolata niti sa vrstom biljaka domacina. Uzrok ovakvih rezultata se moze objasniti
nekontrolisanim Sirenjem izolata putem zaraZenog sadnog materijala u ranijem

periodu.

U eksperimentalnom zasadu su nakon cCetiri godine utvrdena 32 stabla
zarazena PPV-Rec sojem i 5 stabala zaraZena PPV-D sojem, Sto predstavlja 9,25%
od ukupnog broja stabala u zasadu. Uzimajuc¢i u obzir brojnost PPV-D i PPV-Rec
izolata iz okoline zasada, dobijeni rezultati ukazuju na nesSto efikasnije Sirenje PPV-
Rec soja. Analizom sekvenci izolata sa inokulisanih, novozaraZenih, kao i sa stabala
iz neposredne okoline zasada, utvrdeno je da je izvor zaraze najveceg broja stabala
eksterni izvor infekcije. Nakon 4 godine, utvrdeno je samo jedno novozaraZeno
stablo sa PPV-Rec izolatom koji poti¢e iz internog izvora infekcije. Do pojave
sekundarnih infekcija u zasadu dolazi u kasnijim godinama, ali bez pravilnosti u
lokaciji novozaraZenih stabala u odnosu na izvor infekcije.

[strazivanja vrsta i brojnosti lisnih vasi su pokazala da oko 50 razli¢itih
vrsta posecuje zasad Sljive. Znacajan udeo cCine vrste koje su potvrdeni vektori PPV,
gde dominiraju vrste iz roda Aphis. Brojnost populacija lisnih vasi tokom
ispitivanog perioda je znacajno varirala. Utvrdeni termini najvece brojnosti su

maj—jun i avgust-septembar.

Kljucne reci: Virus Sarke Sljive, sojevi, ELISA, IC-RT-PCR, filogenetika, lisne vasi
Naucna oblast: Biotehnicke nauke
UZa naucna oblast: Fitopatologija
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Distribution of PPV-D and PPV-Rec strains of Plum pox virus in Serbia and the

dynamics of their spread in plum orchard

Abstract

Plum pox virus (PPV), the agent of Sharka disease, is present in Serbia
almost 80 years and it is considered as economically the most important virus of
stone fruits. Three strains, out of 7 described, are present in Serbia: PPV-M, PPV-D

and PPV-Rec.

In order to determine the prevalence of strains in plum and apricot
orchards in Serbia during the three-year period (2008-2010), a total of 283 plum
and apricot leaf samples from over 90 orchards were collected by standardized
procedure. Strain-typing of isolates was done by IC-RT-PCR in 4 separate PCR
reactions with PPV-M and PPV-D specific primers with target sequences in two
different genomic regions. For phylogenetic analysis and determination of
diversity rate, 41 isolates were selected for sequencing fragments from two
genomic regions (C-ter NIb—N-ter CP and C-ter P3-6K1-N-ter CI).

In order to study the dynamics of spread of PPV-D and PPV-Rec strains in
direct competition, an experimental plum orchard of 400 trees of Cacanska
lepotica variety was built in 2008. Eight trees, which are located in the middle of
the orchard, were inoculated with a fully characterized PPV-D and PPV-Rec
isolates (4 trees per isolate-internal source of infection). All Prunus trees in the
vicinity of the experimental orchard were marked, sampled and tested for the
presence of PPV (external source of infection). Positive samples were sequenced in
C-ter NIb-N-ter CP genomic region for further analysis with sequences of
inoculated and newly infected trees in the orchard. Every year, from 2008-2011,
all trees from the orchard were visually inspected and tested by ELISA for the
presence of PPV. ELISA positive samples were typed by IC-RT-PCR and sequenced
in the C-ter NIb—N-ter CP genomic region. During the last three years of research,
the presence and the number of aphids in the experimental orchard were

monitored.



PPV-Rec strain is predominantly present in plum and apricot orchards in
Serbia (55.7%), followed by PPV-D strain (26.3%) and PPV-M strain (5.4%). Mixed
infections were confirmed in the substantively percentage (12.6%). In central and
western parts of Serbia PPV-Rec strain is predominant, while the PPV-D strain is
dominantly present in south-eastern parts. Conducted phylogenetic and
genealogical analysis of sequences showed no relationship of related sequences
with the geographic or host origin of the isolates. The cause of these results can be
explained by the uncontrolled spread of isolates through infected planting material

in the past.

After four years, 32 trees infected with PPV-Rec strain and 5 trees infected
with PPV-D strain were confirmed in the experimental orchard, which represents
9.25% of total trees. Taking into account the number of PPV-D and PPV-Rec
isolates from the close vicinity, the results indicate slightly efficient spread of PPV-
Rec strain. Analysis of sequences of isolates from inoculated, newly infected, as
well as from the trees from the surroundings, indicates that the majority of trees
were infected from the external sources of infection. After 4 years, only one newly
infected tree with PPV-Rec isolate that originate from internal source of infection
was found. The emergence of secondary infections in the orchard comes in later
years, but with no regularity in location of newly infected trees in relation to the
source of infection.

Research on the aphid species and their number has shown that about 50
different species visits plum orchard, of which a significant proportion of species
are described as PPV vectors, with the domination of Aphid spp. The number of
aphid populations during investigated period varied considerably. Determined

periods of the largest number of aphids are May-June and August-September.
Keywords: Plum pox virus, strains, ELISA, IC-RT-PCR, phylogenetics, aphids
Scientific discipline: Biotechnological Sciences

Scientific discipline as major: Phytopathology
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1. UVOD

Sljiva zauzima znacajno mesto u strukturi vocarske proizvodnje Srbije.
Prema podacima o proizvodnji plodova $ljive u periodu 2009-2011. godine, u
Srbiji se prosecno proizvodi 557.117 t plodova Sljive (Republicki zavod za statistiku
RS), dok je svetski rekorder Kina sa proizvodnjom od preko 5,3 miliona tona u
2009. godini (FAOSTAT). Povoljni zemljisni i klimatski uslovi, ekonomska korist i
tradicija gajenja i prerade ucinili su da je Sljiva ve¢ Citav vek vodeca voéna vrsta u
Srbiji. I pored niskih cena i velikih kolebanja u razli¢itim godinama, nije napusteno
gajenje Sljive. Porast traZznje svezih plodova, posebno sorata sa ranijim vremenom
zrenja, narocito za trzista Ruske Federacije i zemalja zapadne Evrope, uticao je na
podizanje novih zasada sljive.

Proizvodnja plodova breskve i kajsije je znatno skromnija. U 2009. godini u
Srbiji je proizvedeno 77.230 t plodova breskve i 31.157 t plodova Kkajsije
(FAOSTAT).

Redovan pratilac gajenja kosSticavih vocaka je virus Sarke Sljive (Plum pox
virus - PPV). Sarka $ljive se smatra ekonomski najznacajnijom virusnom bole$¢u
Prunus vrsta. Ogromne Stete nanosi gajenju osetljivih sorti $ljive, kajsije i breskve.
Tacni i precizni podaci o broju zaraZenih stabala Prunus vrsta koje su domacini
virusa Sarke ne postoje. Po procenama koje datiraju od pre skoro 20 godina, u
Evropi je bilo zarazeno preko 100 miliona stabala (Roy i Smith, 1994). Za Srbiju se
navodi pretpostavka da je oko 60% stabala Sljive zaraZeno virusom Sarke
(Rankovi¢ et al, 1994).

Pojava Sarke ima ozbiljne agronomske, ekonomske i politicke posledice.

Smanjenje kvaliteta plodova, prinosa i prerano opadanje plodova su problemi koji
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se javljaju u gajenju Sljive, kajsije i breskve. Osobina virusa Sarke da se veoma
efikasno prenosi lisnim vasima, oteZava proizvodnju sadnica slobodnih od virusa
Sarke (PPV-free). Kontrola virusa ukljuCuje koordinisane napore proizvodaca,
rasadnicara, oplemenjivaca, istrazivaca i drZzavnih institucija.

Prema procenama, globalni troSkovi koji su povezani sa virusom Sarke
Sljive, ukljucCujuéi i indirektne troSkove, premaSuju 10 milijardi evra tokom
poslednjih 30 godina (Cambra et al,, 2006).

U Srbiji je Sarka prisutna preko 70 godina i, pored ostalih faktora, dovela je
do znacajnih izmena strukture sortimenta S$ljive. Nekada dominantna sorta
PoZegaca, danas je u sortimentu zastupljena sa manje od 30% i to prevashodno u
starim i napusStenim zasadima. U voénjacima Sljive danas dominira sorta Stenley i
sorte stvorene u Institutu za vocarstvo u Cacku (Ca(“:anska rodna, Cacanska
lepotica, Ca¢anska najbolja).

Velike Stete koje direktno pricinjava, kao i troskovi borbe protiv virusa
Sarke ucinili su da ovaj virus postane jedan od najvise proucavanih biljnih virusa u
svetu (Scholthof et al, 2011). U poslednjih 20 godina ucinjeni su veliki napori u

cilju unapredenja kontrole i upravljanja ovom bolesc¢u.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Rasprostranjenost virusa Sarke Sljive

Virus Sarke S$ljive je prvi put opisan u literaturi 1932. godine kada je
bugarski istrazivac¢ Atanasoff potvrdio da je prouzrokovac promena na listovima i
plodovima $ljive virus. Bolesti je dao ime ,Illlapka no cauBuThb" - Sarka (Sharka),
koje se i danas podjednako koristi kao i Plum pox virus. Neki izvestaji govore da su
simptomi koje je Atanassoff opisao primeceni oko 1915-1916. godine u Bugarskoj,
pa ¢ak i oko 1910. godine na teritoriji Makedonije.

Nakon opisa na $ljivi, Sarku je Christoff opisao na kajsiji 1933. godine u
Bugarskoj (loc cit. Levy et al, 2000a).

U Srbiji je prisustvo Sarke najpre primeceno u veem broju zasada Sljive
istoCno od Velike i JuZne Morave i u Bregalnickom kraju sredinom 1930.-ih godina
(Josifovié, 1941). U tom periodu, na teritoriji centralne Srbije Sarka je bila samo
sporadic¢no prisutna.

Nakon Bugarske i Srbije, Sarka Sljive je opisana u: Madarskoj, Rumuniji,
Albaniji, Cehoslovackoj, Nemackoj, bivéem SSSR-u (Ukrajina i Moldavija), Austriji,
Francuskoj, Grékoj, Holandiji, Svajcarskoj, Turskoj, Velikoj Britaniji i Poljskoj.

Sarka je prvi put opisana na breskvi 1963. godine u Madarskoj (Németh,
1986).

U periodu od sedamdesetih do devedesetih godina proslog veka virus Sarke
je potvrden i u: Italiji, Belgiji, Spaniji, Portugaliji, Danskoj, Norveskoj, Litvaniji i
Letoniji.

Osim evropskih zemalja, Sarka je otkrivena i u : Egiptu, Siriji, Jordanu, Iranu,
Tunisu, Pakistanu i Kazahstanu (Rwahnih et al, 2000; Zamharir et al,, 2006; Boulila
et al, 2004; Kollerova et al, 2006; Spiegel et al,, 2004). Virus Sarke je otkriven i na
Dalekom istoku: u Indiji (Bhardway, 1995), Kini (Navratil et al,, 2005) i nedavno u
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Japanu (Maejima et al,, 2010).

Na teritoriji Ameri¢kog kontinenta, $arka je najpre otkrivena u Cileu, a
nakon toga u SAD (Levy et al, 2000b), Kanadi (Thompson et. al, 2000) i Argentini
(Dall Zotto et al., 2006).

[zolovan geografski polozaj, rad karantinske i grani¢ne fitosanitarne
inspekcije doprineli su da u Australiji i na Novom Zelandu virus Sarke §ljive nije
prisutan (Davis et al.,, 2002).

Na slici 1 data je Sema rasprostranjenosti virusa Sarke Sljive u svetu.

Slika 1. Rasprostranjenost virusa Sarke sljive u svetu (oznaceno e)

Danas je u Srbiji Sarka prisutna na celoj teritoriji zemlje (Jevremovié, 2008).
0d gajenih Prunus vrsta, viSe decenija je prisutna na sljivi i kajsiji, dok je na breskvi
potvrdena tek sredinom osamdesetih godina proSlog veka u blizini granice sa

Madarskom (Duli¢ i Sari¢, 1986).
2.2. Osobine virusa

Taksonomija

Prema vaZecoj nomenklaturi biljnih virusa, Plum pox virus je ¢lan roda
Potyvirus, koji sa rodovima Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus,
Rymovirus, Tritimovirus i jednim neimenovanim rodom (unassigned) ¢ini familiju

Potyviridae (Adams et al, 2011). Rod Potyvirus je najbrojniji i ekonomski
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najznacajniji rod fitopatogenih virusa. Virusi iz ovog roda zaraZavaju veliki broj
biljaka (monokotila i dikotila), prenose se lisnim vasima na neperzistentan nacin i

mogu izazvati ogromne ekonomske Stete.

Velicina virusnih Cestica
Cestice virusa $arke $ljive su izduZenog savitljivog oblika ¢ija duZina varira
660-750 nm, a Sirina 12,5-20 nm (Slika 2). NajceSc¢a veli¢ina virusnih cestica je

720x18 nm (Rankovié, 1974).

Slika 2. Cestice virusa Sarke $ljive (foto: ICTV)

Sastav virusnih Cestica

Virusne cestice PPV ¢ini jednolancana infektivna (+)RNK, duZine 9741-
9795 Kb, sa 3" poly(A) repom i proteinom povezanim sa genomom (VPg) na 5
kraju. U virusnim cesticama, RNK je okruZena sa oko 2000 subjedinica proteina

omotaca.

Biofizicka svojstva

Termalna tacka inaktivacije virusa Sarke je 53-58°C, dok je krajnja tacka
razredenja 4-10-3 do 8-10-3 (Rankovic, 1974). Postojanost in vitro na 20°C je 24-50
i vise Casova (Sutié, 1995; Glasa i Candresse, 2005), dok Németh (1986) navodi
podatak od 10-80 casova. Obzirom da je virus dobar imunogen, proizvedeni
antiserum je visokog kvaliteta i koristi se kod seroloskih metoda detekcije (Glasa i

Candresse, 2005).

Genom virusa
Organizacija genoma virusa Sarke Sljive je tipiCna za Potyvirus-e. Genom

sadrZi jedan jedinstveni otvoreni okvir citanja (ORF) koji se translacijom prevodi u
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jedan veliki poliprotein prekursor (340-370 kDa), a on se post-translaciono virus-
kodiranim proteazama razlaze na finalne proteine: P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2,

Nla, VPg, NIb i CP (Urcuqui-Inchima et al.,, 2001; Salvador et al.,, 2006) (Slika 3).

T - — —
5' P1 HC P 6K1 6K2 VPg \IF] () 3'
— N

Slika 3. Sematski dijagram genoma virusa $arke $ljive

2.3. Sojevi

Varijabilnost izolata virusa Sarke je davno uocena prilikom njegovog
prenoSenja na zeljaste i drvenaste indikatore. Schade je jos 1969. godine prilikom
prenoSenja virusa Sarke Sljive na zeljastu indikator biljku Nicotiana clevelandii
Grey uocio da izolati iz juZne i srednje Evrope izazivaju razliite simptome. Nakon
toga, Suti¢ et al, (1971) opisuju tri tipa simptoma Sarke na indikator biljci
Chenopodium foetidum Schrad. Oni opisuju Zuti, Zutonekroti¢ni (intermedijalni) i
nekroti¢ni soj. Zuti soj izaziva Zute pege koje se sporo razvijaju i ne dovode do
opadanja li$¢a. Zutonekroti¢ni soj izaziva Zute pege sa manjom ili veéom nekrozom
u srediStu, a inficirano liS¢e moze kasnije opasti. Kod nekroti¢nog soja vrlo brzo se
javljaju nekroti¢ne pege, liS¢e brzo pozuti i propada. Ova podela sojeva je bila u
upotrebi tokom sedamdesetih godina iako nije uvek bilo lako napraviti jasnu
razliku ispoljenih simptoma.

Na bazi bioloskih, seroloskih i molekularnih karakteristika do danas je
opisano 7 sojeva virusa Sarke: PPV-M, PPV-D, PPV-EA, PPV-C, PPV-Rec, PPV-W i
PPV-T.

PPV-M

PPV-M (Marcus) soj je izvorno okarakterisan na breskvi poreklom iz Grcke
(Kerlan i Dunez, 1979). Ovaj soj je infektivan za breskvu, kajsiju i Sljivu.
Preovladava u zemljama juzne, istoCne i centralne Evrope. Aktivnho se prenosi
lisnim vaSima, narocito u zasadima breskve (Dallot et al, 1998). Na bazi

molekularnih karakteristika definisane su dve podgrupe PPV-M izolata, nazvane
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Ma i Mb (Dallot et al,, 2011). Izolati iz Ma podgrupe su poreklom iz mediteranskih
zemalja, dok Mb podgrupi pripadaju izolati iz zemalja centralne i isto¢ne Evrope.
Ranije su Myrta et al, (2001) na bazi seroloskih osobina ispitivanih izolata izneli
pretpostavku o postojanju dve podgrupe M izolata, ozna¢ene M1 i M2. U to vreme
PPV-Rec soj nije bio identifikovan, pa postoji moguc¢nost da su predstavnici neke

od predloZenih podgrupa M1 i M2 ustvari PPV-Rec izolati.

PPV-D

PPV-D soj (Dideron) izvorno je izolovan sa kajsije u Francuskoj (Kerlan i
Dunez, 1979). Prisutan je u gotovo svuda gde je potvrdeno prisustvo virusa Sarke.
U literaturi se navodi da je PPV-D soj ne-epidemicni soj, za razliku od PPV-M soja.
Medutim, ova podela nije striktna jer patogenost sojeva zavisi od vise faktora, a
jedan od njih je i specifitna interakcija izolata, vrste i sorte domacina. PPV-D soj

takode zarazava breskvu, kajsiju i ljivu.

PPV-EA

PPV-EA (El Amar) soj su otkrili Wetzel et al., (1991a) prilikom sekvencione
analize 3’-terminalnog regiona genoma izolata iz Egipta. Lokalizovan je samo na
terioriji Egipta. PPV-EA soj zarazava kajsiju, dok na S§ljivi i breskvi izaziva blage

simptome (Shalabi et al,, 2003).

PPV-C

Da i ostale vrste roda Prunus nisu imune na virus Sarke potvrdili su
Kalashyan et al., (1994) opisom virusa Sarke na viSnji u Moldaviji. Ubrzo nakon
ovog saopStenja, Sarka je detektovana na viSnji i treSnji u Italiji, Madarskoj,
Bugarskoj i Rumuniji (Topchiiska, 1994; Crescenzi et al., 1995; Nemchinov i Hadidi,
1996; Nemchinov et al, 1998; Crescenzi et al, 1997; Isac i Zagrai, 2006). Kao novi
soj pod imenom PPV-C (Cherry), koji zarazava treSnju i viSnju, predloZili su ga
Nemchinov et al., (1996). lako su prirodni domacini ovog soja treSnja i viSnja, PPV-C
izolati se potencijalno mogu preneti i na druge vrste iz roda Prunus (Bodin et al,

2003).

PPV-Rec

Rekombinantni izolat virusa Sarke $ljive 06, poreklom iz Srbije, su prvi put
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opisali Cervera et al, (1993). Tek nakon nalaza drugog rekombinantnog izolata
BOR-3 u Slovackoj razvijaju se protokoli za detekciju ovih izolata (Glasa et al,
2001). Kao novi soj koji obuhvata rekombinantne izolate, ustanovljen je PPV-Rec
(Recombinant) (Glasa et al, 2004). PPV-Rec izolati predstavljaju prirodne
rekombinante PPV-M i PPV-D izolata. Mesto rekombinacije je u C-terminalnom
delu NIb gena na poziciji nukleotida 8450. Rekombinantni izolati imaju D-tip
genoma PPV, izuzev C-terminalnog dela NIb gena, gena za protein omotaca (CP) i 3’
nekodirajudi region, koji su M-tip (Glasa et al, 2004). Danas su PPV-Rec izolati
utvrdeni u: Albaniji, Bugarskoj, Bosni i Hercegovini, Crnoj Gori, Ceskoj, Italiji,
Kanadi, Nemackoj, Madarskoj, Pakistanu, Rumuniji, Slovackoj, Srbiji i Turskoj
(Glasa et al, 2004; Glasa et al, 2005; Myrta et al, 2005; Mati¢ et al, 2006; Isac i
Zagrai, 2006; Virscek Marn et al.,, 2008; Kollerova et al,, 2006; Candresse et al., 2007;
Thompson et al,, 2009). PPV-Rec soj u prirodi zarazava $ljivu i kajsiju i efikasno ga
prenose lisne vaSi. Sve do nalaza Kamenove et al. (2011) smatralo se da
rekombinantni izolati u prirodi ne mogu zaraziti breskvu (Glasa et al,, 2002a; 2004;
2005; Jevremovié, 2008). Obzirom da protein omotac¢a PPV-Rec i PPV-M izolata ima
slicne seroloSke karakteristike, primenom monoklonskih antitela (Mab AL) nije

moguce razlikovati ove izolate (Myrta et al,, 1998).

PPV-W

Na bazi seroloskih i molekularnih analiza jJames i Varga (2005)
novootkriveni izolat W3174 iz Kanade opisuju kao pripadnika novopredloZenog
soja PPV-W (Winona). Ovaj soj je nedavno potvrden i u Rusiji, Ukrajini i Letoniji

(Glasa et al, 2011).

PPV-T

Poslednje opisani soj virusa Sarke, nazvan PPV-T (Turkey) soj, obuhvata
nove rekombinantne izolate koji su opisani samo na teritoriji Turske u regionu
Ankare (Serce et al,, 2009). Ove izolate karakteriSe jedinstvena rekombinacija u HC-
Pro genu oko pozicije nukleotida 1566.

Na teritoriji Srbije potvrdeno je prisustvo tri soja virusa Sarke S§ljive: PPV-M,
PPV-D i PPV-Rec (Dulié¢-Markovié, 2003; Paunovic¢ i Jevremovié¢, 2003; Glasa et al,

2005; Jevremovic¢ et al,, 2007; Jevremovic, 2008; Paunovi¢ i Jevremovic, 2009).
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2.4. Simptomi

Virus Sarke na osetljivim sortama izaziva simptome na liS¢u, plodovima,

cvetovima, granama i semenu.

Simptomi na lis¢u

Kod osetljivih sorti Sljive, prvi simptomi Sarke javljaju se na mladim
listovima u vidu poluprstenastih i prstenastih pega sa srediStem zelene boje,
hloroti¢nih Sara i mozaika (Slika 4). U zavisnosti od sorte, izolata virusa i uslova
spoljasnje sredine mogu se javiti i tamne nekrotirane pege i prstenovi. Kod sorte
Cacanska rodna se u uslovima sistemi¢ne zaraze i izrazito toplih letnjih meseci
javlja jako izraZena hloroza tako da listovi imaju gotovo Zutu boju. U slucajevima
mesanih infekcija sa virusom krZljavosti $ljive (Prune dwarf virus) i virusom
nekroti¢ne prstenaste pegavosti prunusa (Prunus necrotic ringspot virus) mogu se
javiti i hloroti¢ne pege i prstenovi oivi¢eni oreolom ljubicaste boje (Slika 7).

Simptomi na listovima Kkajsije su sli¢ni kao na S$ljivi, ali se naj¢eSée teze
uocavaju (Slika 5) i lokalizovani su na listovima u unutrasnjosti donjih delova
krosnje.

Na listovima breskve virus Sarke izaziva karakteristicno prosvetljavanje
nerava. Nervi zaostaju u porastu $to dovodi do deformacije listova i kovrdZavosti.
Takode, kod nekih sorti se primecuju i hloroti¢ni prstenovi, pege i Sare. Kod nekih
sorti se u uslovima jake zaraze mogu javiti i ljubicaste pege (Slika 6).

Kod osetljivih sorti viSnje i treSnje simptomi su u vidu hloroti¢nog Sarenila i
hloroti¢nih prstenova. U vecini slucajeva, PPV-C soj ne izaziva simptome na lis¢u.

Listovi badema ne pokazuju simptome ili se izuzetno javlja blaga hloroza

(Damsteegt et al., 2007).
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Slike 4-7. Simptomi virusa Sarke na listovima sljive, kajsije, breskve i $ljive

U literaturi se navodi da su simptomi na listovima koji se razvijaju kasnije
tokom vegetacije slabo izrazeni ili se gube (Németh, 1986). U nasim uslovima, ¢ak i
tokom letnjih meseci, ne dolazi do izrazitog povlacenja simptoma na $ljivi i oni se

uocavaju tokom perioda vegetacije.

Simptomi na plodovima

Simptomi koje virus Sarke izaziva na plodovima osetljivih sorti Sljive
javljaju se tokom zrenja plodova. Najpre na pokozici plodova dolazi do promene
boje i pojave ulegnuca. Na ovim mestima pokoZica je za nijansu tamnije boje u
odnosu na ostali deo ploda. Sa dozrevanjem, ove promene boje se polako gube.
Najvece promene na plodovima javljaju se u mezokarpu. Kod osetljivih sorti, kao
Sto je PoZegaca, na mestima gde je doslo do promene boje pokoZice, javljaju se
udubljenja koja se zrenjem sve viSe diferenciraju (Slika 8). Delovi mezokarpa

tamne, nekrotiraju i dolazi do pojave smole. Ovaj deo ploda je usled ovih promena

10
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znatno tvrdi. Ovakvi plodovi su sitniji, laksi, deformisani i prevremeno opadaju

(Slika 11). Kod tolerantnih sorti simptomi su veoma blagi, javljaju se na

pojedinac¢nim plodovima ili ih nema.

Slike 8-10. Simptomi virusa Sarke na plodovima sljive, kajsije i breskve
Slika 11. Prevremeno opadanje plodova sa zaraZenog stabala sljive
(slika 10: EPPO, Francuska)

Kod osetljivih sorti kajsije javljaju se hloroti¢ne pege i prstenovi. Kod nekih
sorti ovi prstenovi potamne, tkivo ispod njih nekrotira i plodovi dobijaju
deformisan izgled (Slika 9). Ovakvi plodovi su sitniji, laksi i neukusni.

Kod plodova breskve simptomi su, u odnosu na S$ljivu i kajsiju, blaze
izraZzeni. Kod osetljivih sorti sa belim mezokarpom, simptomi su u vidu bledih i
difuznih prstenova, dok kod onih sa Zutim mezokarpom javljaju se Zuti i crvenkasti

prstenovi i pege (Slika 10). U izuzetnim sluc¢ajevima javlja se i deformacija plodova.

Simptomi na cvetovima

Promene na kruni¢nim listovima izazvane virusom Sarke S$ljive javljaju se

11



PREGLED LITERATURE

samo kod osetljivih sorti breskve. Kod sorti sa ljubi¢astom bojom cvetova dolazi do

obezbojavanja u vidu hloroti¢nih crta i mozaika (Slika 12) (Desvignes, 1999).

Slika 12. Obezbojavanje krunicnih listova cvetova breskve usled zaraze virusom Sarke
(prof. dr B. Krsti¢, Poljoprivredni Fakultet, Beograd)

Simptomi na granama

Ovaj tip simptoma je u literaturi znatno manje opisan. Neke sorte S§ljiva
(Cambridge Gage, Italian Prune, Kirke's Blue) u slucajevima vestacke inokulacije
posle Cetiri godine pokazuju simptome pucanja kore, suSenja letorasta, ogoljavanja

grana i ¢itavih biljaka (Zawadska et al, 1982; Rankovi¢ et al,, 1998).

Simptomi na kostici

Pojava prstenova na kostici kajsije je Cest simptom virusa Sarke §ljive i ima
dijagnosticki znacaj. U zavisnosti od sorte, simptomi u vidu pega i ,leopardove
koZe" mogu biti jako izraZeni (Slika 13). Kod S$ljive, ovaj tip simptoma je znatno
reda pojava koja je primecena kod nekih starih sorti (Jordovi¢ i Janda, 1963;
Hristov, 1965). Nedavno, Paunovi¢ i Jevremovi¢ (2002) su opisali simptome

prstenaste pegavosti na kostici hibrida $ljive 36 /114 /87 (Slika 14).

12
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Slike 13 i 14. Simptomi virusa Sarke na kosticama kajsije i sljive

2.5. Domacini

Virus Sarke zarazava veci broj vrsta u okviru roda Prunus. Najznacajniji
domacini obuhvataju gajene vrste: Sljivu (Prunus domestica L.), japansku $ljivu (P.
salicina Lindl.), kajsiju (P. armeniaca L.), breskvu (P. persica (L.) Batsch), nektarinu
(P. persica (L.) Batsch var. nucipersica (Suckow) C. K. Schneid), tre$nju (P. avium
L.), viSnju (P. cerasus L.) i badem (P. amygdalus L.).

Zarazene Prunus vrste koje rastu u prirodi, pored puteva i u urbanim
sredinama sluZe kao izvor zaraze. Najzacajnije su: dZenarika (P. cerasifera Ehrh.) i
crni trn (Prunus spinosa L.). U domacdine virusa Sarke spadaju i: P. glandulosa
Thunb., P. insititia L., P. americana Marshall, P. besseyi Bailey, P. blieirana L., P.
brigantina Vill., P. dasycarpa Ehrh., P. curdica Fenzl ex Fritsch, P. davidiana
(Carriere) Franch., P. laurocerasus L., P. holoserica (Batalin) Kostel, P. hortulana
L.H. Bailey, P. japonica Thunb., P. mahaleb L., P. mandshurica (Maxim.) Koehne, P.
maritima Marshall, P. microcarpa C. A. Mey., P. mume Siebold & Zucc., P. nigra Ait,,
P. pseudoarmeniaca Heldr. & Sartori, P. pumila L., P. sibirica L., P. simonii Carr., P.
tomentosa (Thunb.) Wall,, P. triloba LindLl i neki njihovi meduvrsni hibridi (Németh,
1986; Anonymous, 2004; Kamenova i Milusheva, 2005; Polak, 2006).

Pored vrsta iz roda Prunus, kao domacini PPV navode se i: hmelj (Humulus
lupulus L.), oskoruSa (Sorbus domestica L.), kalina (Ligustrum vulgare L.), kurika
(Euonymus europaeus L.) i goji (Lycium barbarum L) (Anonymous, 2004; Polak,
2001; Pribek et al, 2001).

Kod zeljastih biljaka opisano je preko 70 vrsta iz 9 familija koje virus Sarke
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moze zaraziti (Lldcer, 2006). Opisane su i neke korovske vrste koje se mogu naci u
vocnjacima koje su domacini PPV, ali se smatra da ove vrste nemaju znacajnu

ulogu u epidemiologiji virusa Sarke (Stobbs et al.,, 2005; Lldcer, 2006).
2.6. Nacini prenoSenja virusa

Osnovni nacin Sirenja virusa Sarke S$ljive na vece udaljenosti je putem
zarazenog sadnog materijala (sadnice, podloge i kalem-grancice). Na ovaj nacin
zarazene biljke ili njeni delovi dospevaju u novu sredinu, a biljne vasi prenose
virus na okolna nezaraZena stabla. RazmnoZavanje korenovim izdancima, koje je
kod nas u proSlosti bilo veoma raSireno, takode ima znacaja u Sirenju Sarke.
PoZegata i neke autohtone rakijske sorte (Crvena ranka, Metlas, Trnovaca,
Crnosljiva) imaju osobinu davanja velikog broja izdanaka i ranije su na ovaj nacin
dominantno razmnoZavane.

Virus Sarke se u prirodi prenosi lisnim vasima na neperzistentan nacin.
Opisano je oko 20 vrsta lisnih vasi koje u prirodi i eksperimentalno mogu preneti
virus Sarke: Aphis arbuti Ferr., A. craccivora Koch,, A. spiraecola Pag,, A. fabae Scop.,
A. hederae Kalt, A. gossypii Glover, Brachycaudus helichrysi Kalt, B. cardui L. B.
persicae Pass, B. schwartzi Born., Dysaphis plantaginea Pass., D. pyri Boyer de
Fons, Hyalopterus pruni Geofrr, Macrosiphum rosae L., Megoura rosae Buck, M.
viciae Buck, Metopolophium dirhodum Walk, Myzus persicae Sulz, M. varians
David.,, Phorodon humuli Schr, Rhopalosiphum padi L., Sitobion fragariae Walk,
Toxoptera citricida Kirk. i Uroleucon sonchi L (Kunze i Krczal, 1970; Isac et al., 1998;
Labonne et al., 1995; Levy et al, 2000a; Manachini et al, 2004; Gildow et al.,, 2004).
Prisutna je Siroka geneticka varijabilnost unutar virusa Sarke pa je stepen
prenosSenja virusa razli¢itim vrstama lisnih vasi zavisna, ne samo od soja virusa,
ve( i od pojedinacnih izolata.

Kao najefikasniji vektori opisane su vrste: B. helicrysi Kalt., B. cardui L., M.
persicae Sulz. i P. humuli Schr. (Labone et al, 1995; Kegler i Hartmann, 1998). Velike
razlike postoje u efikasnosti prenosenja u razli¢itim zemljama. Tako je vrsta M.
persicae Sulz. u visokom procentu prisutna u zasadima mediteranskih zemalja i

efikasan je vektor. Nasuprot tome, na severu Evrope ova vrsta nema znacajnu
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vektorsku ulogu zbog samih klimatskih uslova (Blystad et al, 2007). Velika
varijabilnost u efikasnosti prenoSenja PPV postoji unutar vrste lisnih vasi. Labonne
i sar. (1995) opisuju da razliCiti klonovi vrste A. gossypii Glover prenose virus Sarke
razli¢itom efikasnoS¢u. PrenoSenje Potyvirus-a vektorima ukljuCuje najmanje dva
virus-kodirana proteina: protein omotaca (CP) i helper komponentu (HC-Pro)
(Lopez-Moya et al.,, 1999; Salvador et al., 2006). Triplet aminokiselina (asparaginska
kiselina-alanin-glicin), odnosno asp-ala-gly ili DAG tripeptid, lociran u N-
terminalnom delu CP mnogih Potyvirus-a ucestvuje u interakciji sa HC-Pro i igra
znacajnu ulogu u procesu prenoSenja virusa (Blanc et al, 1997; Lopez-Moya et al,
1999; Raccah et al.,, 2001; Dombrovsky et al,, 2005). Utvrdeno je da delecije u ovom
delu genoma, odnosno nedostatak ovog tripleta, znaci i gubitak sposobnosti

prenosenja PPV biljnim vasima.

Vertikalna transmisija (prenosSenje putem semena) nije prisutna kod virusa
Sarke S$ljive. To potvrduje viSe saopsStenja (Pasquini et al, 2006; Zagrai i Zagrai,
2008). PrenoSenje putem polena nije utvrdeno, iako PPV izaziva morfoloske i
fizioloSke promene polena, kao i nepravilnosti u njegovom obrazovanju (loc. cit.
Sutié, 1995). Virus se ne prenosi makazama tokom rezidbe, kalemarskim nozem,

drugim orudima tokom obavljanja agrotehnickih mera, kao ni putem zemljista.
2.7. Detekcija i karakterizacija

0d otkrivanja virusa Sarke S$ljive do danas razvijen je veliki broj metoda

detekcije i karakterizacije ovog virusa.

Bioloski testovi

BioloSki testovi su bazirani na ekspresiji simptoma na osetljivim biljkama -
indikatorima. U literaturi je opisan veliki broj indikatora PPV, ali je samo mali broj
efikasan za bioloSke testove i uslove gajenja u staklari. U sertifikacionim Semama,
bioloski test predstavlja pouzdan i praktican metod za ispitivanje reprodukcionog
materijala (Anonymous, 2001). Sa druge strane, zahteva dosta biljnog materijala,
radne snage, specificne uslove (staklara, mreZanik) i dugo traje.

Kao indikatori, od zeljastih biljaka su u upotrebi: Chenopodium foetidum
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Schrad., Nicotiana clevelandii Grey, N. benthamiana Domin i Pisum sativum L.
(Rankovi¢ i Jordovié, 1970; Deborre et al, 1995; Gentit, 2006). Zeljaste biljke
pokazuju simptome obi¢no 10-15 dana nakon inokulacije. Intenzitet ispoljenih
simptoma zavisi od samog soja virusa. Na indikatoru C. foetidum Schrad javljaju se
difuzne hlorotic¢ne i/ili nekroti¢ne pege. Na N. clevelandii Grey javljaju se hloroti¢ni
i nekroti¢ni prstenovi, linije i Sarenilo na mladom lis¢u, a biljke mogu zaostati u
porastu i dobiti rozetast izgled.

Od drvenastih indikatora preporucuju se sejanci Prunus persica (L.) Batsch
cv. GF305 i P. tomentosa (Thunb.) Wall. (Jordovi¢, 1961; Rankovié, 1975; Rankovic,
1980; Nemeth, 1986: Damsteegt et al, 1997; Anonymous, 2004). Sejanci breskve
GF305 su jako pogodni kao indikator jer su osetljivi na veliki broj virusa i virusima
slicne organizme koji zaraZavaju drvenaste vocke. Simptomi se razvijaju nakon 3-
4 nedelje u vidu karakteristi¢nih hloroti¢nih linija i prosvetljavanja nerava koje
prati deformacija i uvijanje listova. Simptomi su sli¢ni kod PPV-M, -D i -EA soja, dok
se kod PPV-C soja javljaju veoma bledi simptomi na pojedinim listovima.
[strazivanja sprovedena poslednjih nekoliko godina su pokazala da PPV-Rec soj ne
izaziva simptome na listovima breskve GF305 ili se javljaju veoma blagi simptomi
ograniceni na nekoliko listova koji se vrlo brzo po inokulaciji gube (Glasa et al,
2001; Glasa et al, 2002a; Glasa et al, 2005). Kod inikatora P. tomentosa (Thunb.)
Wall. prvi simptomi se javljaju 20-30 dana nakon inokulacije. Tipi¢ni simptomi su
hloroza duZ glavnog lisnog i bo¢nih nerava. Takode, mogu se javiti i hloroti¢ne
pege koje mogu nekrotirati, deformacije i uvijanje listova, kao i epinastija (Nemeth,

1986).

Seroloski testovi (ELISA test)

Dijagnostika virusa Sarke je pojednostavljena razvojem seroloskog
enzimskog imunoadsorpciog testa (Enzyme Linked Immunosorbent Assay-ELISA).
Ova tehnika je prvi put uspesno primenjena pre vise od 30 godina (Clark i Adams,
1977). Danas je ELISA rutinska metoda za detekciju virusa Sarke koja se primenjuje
u mnogim laboratorijama Sirom sveta, a na trziStu je dostupan veéi broj
komercijalnih setova i kitova za detekciju. Primenom poliklonskih antitela

standardnim DAS-ELISA testom detektuju se svi izolati Sarke. Proizvodnjom
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monoklonskih antitela (MAbs) sa serotip-specificnom reakcijom na PPV-D soj
(Mab 4DG5) (Cambra et al., 1994), PPV-M soj (Mab AL) (Boscia et al, 1997), PPV-C
(Mab AC i Mab TUV) (Myrta et al, 2000) i PPV-EA soj (Mab EA24) (Myrta et al,
1998), moguce je DASI-ELISA (Double Antibody Sandwich Indirect) testom pored
detekcije izvrSiti i karakterizaciju sojeva Sarke. Ali, sa otkricem PPV-Rec izolata
DASI-ELISA test ne moZe dati odgovor da li je u ispitivanom uzorku prisutan PPV-

M ili PPV-Rec so0;j.

Molekularni testovi

Razvoj i primena molekularnih metoda za detekciju patogena je znacajno
Potpuna karakterizacija sojeva virusa Sarke danas je moguca samo primenom
molekularnih metoda. Otkri¢e lancane reakcije polimeraze (Polymerase Chain
Reaction-PCR) dovelo je do znacajnog napretka u detekciji i karakterizaciji
patogena, pa je ova metoda postala standard u molekularnoj detekciji brojnih
patogena.

Nakon izvornog opisa PCR metode, razvijene su njene brojne modifikacije.
Jedna od najvaZznijih je metoda reverzne transkripcije i lancane reakcije polimeraze
(Reverse Transcription PCR - RT-PCR). Virus Sarke $ljive je jedan od prvih biljnih
patogena na kome je primenjena RT-PCR metoda pocetkom 1990.-ih (Wetzel et al,
1991b). Prvi opisani set prajmera P1-P2 sa ciljnom sekvencom u okviru C-
terminalnog regiona gena za protein omotaca je danas u Sirokoj primeni i nalazi se
u svim preporucenim protokolima za detekciju PPV.

Uporedo se razvijaju i brojni protokoli za ekstrakciju RNK iz razli¢itog tipa
biljnog materijala (listovi, cvetovi, plodovi, kora grancica). Osetljivija tehnika koja
je razvijena da se prevazide problem inhibitora PCR reakcije i poveca njena
osetljivost je Immunocapture RT-PCR (IC-RT-PCR) (Wetzel et al,, 1992). IC-RT-PCR
je oko 2000 puta osetljivija metoda u odnosu na ELISA test, a oko 25 puta
osetljivija u odnosu na RT-PCR metodu.

Nakon toga, su razvijene i druge modifikacije PCR metode sa ciljem
povecanja njene osetljivosti i smanjenja mogucnosti kontaminacije: heminested-

PCR, PCR-ELISA, nested-PCR u istoj tubici, Print-capture PCR, Co-PCR i Real-time

17



PREGLED LITERATURE
RT-PCR (Olmos et al.,, 1996, 1997, 1999, 2002, 2004; Szemes et al.,, 2001; Schneider et
al, 2004; Mavrodieva i Levy, 2004; Varga i James, 2005).

Za karakterizaciju izolata Sarke najpre su koriS¢eni restrikcioni enzimi. Na
bazi nukleotidnih sekvenci 3' regiona genoma virusa Sarke i RFLP analize
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism) sa enzimima Rsal i Alul pokazano je
da se izolati Sarke mogu grupisati u Cetiri grupe. PPV-D izolati poseduju Rsal i Alul
restrikciona mesta; PPV-M izolati poseduju samo Alul restrikciono mesto; PPV-C
izolati nemaju ni Rsal niti Alul restrikciona mesta; dok PPV-El Amar sadrzi samo
Alul restrikciono mesto. Otkricem rekombinantnih izolata, primena RFLP analize
nije mogla dati odgovor da li se u ispitivanom uzorku radi o PPV-M ili PPV-Rec
izolatu.

Pojednostavljenu proceduru za detekciju rekombinantnih izolata baziranu
na RT-PCR metodi dali su Subr et al, (2004). Ciljani region je uzvodno i nizvodno
oko tacke rekombinacije. Za detekciju se koriste 4 prajmera: mM5, mM3, mD5 i
mD3. PPV-D izolate detektuje set mD5-mD3, PPV-M izolate set mM5-mM3, a PPV-
Rec izolate kombinacija prajmera mD5-mM3. Ovaj metod je pogodan ne samo za
identifikaciju rekombinantnih izolata, ve¢ i meSanih infekcija.

Obzirom da su danas PPV-M, -D i -Rec sojevi najrasprostranjeniji, za
pouzdanu detekciju i karakterizaciju primenjuje se protokol koji ¢ine 4 odvojene
PCR reakcije. U primeni su PPV-M i PPV-D specificni prajmeri sa ciljnim
sekvencama u dva regiona genoma PPV. Prvi, C-terminalni deo NIb i N-terminalni
deo CP koji se nalazi nizvodno od tacke rekombinacije; i drugi, lociran u CI regionu
uzvodno od tacke rekombinacije.

Za detekciju drugih sojeva PPV (PPV-W i PPV-T) razvijaju se protokoli sa

specificnim prajmerima sa ciljnim sekvencama u razli¢itim regionima genoma PPV.
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3. CILJEVI ISTRAZIVAN]JA

Osnovni ciljevi istrazivanja ove doktorske disertacije vezani su za
proucavanje virusa Sarke $ljive u Srbiji.

Prvi deo istraZivanja disertacije ima za cilj redefinisanje statusa
rasprostranjenosti sojeva Sarke u zasadima S$ljive i kajsije u razli¢itim regionima
gajenja. Ranije sprovedena istraZivanja su pokazala da je u zasadima breskve u
Srbiji dominantno utvrden PPV-M soj (Jevremovié, 2008), tako da zasadi breskve
nisu uklju¢eni u program istrazivanja disertacije. Predvidena istraZivanja dace
detaljan uvid o rasprostranjenosti sojeva Sarke u zasadima $ljive i kajsije u Srbiji.

Molekularna karakterizacija, sekvencioniranje i filogenetska analiza
odabranih izolata virusa Sarke omoguci¢e odredivanje stope genetickog diverziteta
izolata iz Srbije, kao i slicnost/razli¢itost srpskih i izolata iz razli¢itih delova sveta.
Ukljuc¢ivanjem velikog broja izolata u analizu dobice se novi podaci i informacije o

karakteristikama prisutnih sojeva.

Drugi deo istrazivanja sproveden je u eksperimentalnom zasadu Sljive
kombinovanom primenom seroloskih i molekularnih metoda, kao i filogenetske
analize primenom odgovarajucih softvera. Cilj istraZivanja je utvrdivanje dinamike
Sirenja PPV-Rec i PPV-D izolata virusa Sarke iz internih i eksternih izvora infekcije.
Sprovedena ispitivanja ¢e ukazati na intenzitet Sirenja ovih sojeva virusa Sarke u
novoformiranom zasadu S§ljive iz izvora infekcije koji se nalazi u samom zasadu,
kao i izvora infekcije u njegovoj neposrednoj blizini. Ispitivanja u
eksperimentalnom zasadu imaju za cilj i odredivanje prisustva i brojnosti lisnih
vasi tokom perioda vegetacije. Ovim segmentom disertacije dobice se detaljna slika

o prisutnim vrstama lisnih vaSiju, kao i o udelu onih vrsta koje su opisane kao
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efikasni vektori virusa Sarke. Poznavanje brojnosti i vrsta prisutnih lisnih vasiju
znacajno je zbog njihove vektorske uloge u prenoSenju virusa Sarke i planiranja

hemijskih mera zaStite.

Osnovni ciljevi istraZivanja ove doktorske disertacije su:

* jispitivanje raSirenosti sojeva virusa Sarke u odabranim zasadima Sljive i
kajsije, i

» utvrdivanje dinamike Sirenja PPV-Rec i PPV-D sojeva virusa Sarke u
otvorenoj kompeticiji u eksperimentalnom zasadu S$ljive iz internog i

eksternih izvora infekcije.

Rezultati predloZenih istrazivanja da¢e nova saznanja o koegzistenciji
sojeva virusa Sarke u zasadima Sljive i kajsije u Srbiji, kao i o karakteristikama
Sirenja i kompeticiji PPV-Rec i PPV-D sojeva u eksperimentalnom zasadu $ljive iz

internih i eksternih izvora zaraze u po¢etnim godinama.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Ispitivanje prisustva i Kkarakterizacija izolata
virusa Sarke iz zasada Sljive i kajsije na teritoriji
Srbije

4.1.1. Biljni materijal

Biljni materijal za ovo istraZivanje sakupljen je u periodu 2008—2010.
godine obilaskom velikog broja zasada S$ljive i kajsije na teritoriji Srbije. Tokom
ovog perioda uzimani su uzorci iz slede¢ih regiona: Jablanicki, Kolubarski,
Kosovsko-Mitrovacki, Macvanski, Moravicki, NiSavski, Pirotski, Rasinski,
Sumadijski, Topli¢ki, Zajecarski i Zlatiborski (Slika 15). Ovi regioni predstavljaju
najvaznija podrucja gajenja sljive i kajsije u Srbiji.

Ukupno je sakupljeno 283 uzorka liS¢a, od toga 263 uzoraka Sljive: 261
uzorak domace S$ljive (Prunus domestica L.) i 2 uzorka dZenarike (P. cerasifera
Ehrh.) i 20 uzoraka kajsije (P. armeniaca L.). Uzorci su uzimani tokom juna, jula i
avgusta meseca kada su simptomi Sarke na listovima jasno izraZeni.

Struktura zasada obuhvaéenih ogledom je heterogena i obuhvata:
intenzivne, polu-intenzivne, ekstenzivne i zapusStene zasade. Starost stabala u
zasadima je od 3 do preko 60 godina. Iz svakog zasada su slucajnim izborom
odabrana u proseku tri stabla sa jasnim simptomima sa kojih su uzimani uzorci

lis¢a.
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Slika 15. Regioni Srbije iz kojih su uzimani uzorci za analizu na prisustvo PPV
(Zuto obojeni deo mape)

Svaki uzorak ¢ini 20—25 listova koji su uzeti sa razli¢itih delova krune
jednog stabla. Za ispitivanje je koriS¢en originalni biljni materijal koji je po dolasku
u laboratoriju izmeren (0,5 g) i ¢uvan u zamrzivacu na -20°C.

Kao kontrolni izolati tokom izvodenja molekularnih analiza koriS¢eni su
referentni izolati tri soja PPV: PPV-M, -D i -Rec koji su dobijeni od dr Sylvie Dallot,
UMR BGPI, INRA (Monpelje, Francuska).

4.1.2. Detekcijai tipiziranje izolata virusa Sarke

Detekcija i tipiziranje izolata virusa Sarke Sljive uradeno je molekularnom

IC-RT-PCR metodom.
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4.1.2.1. Oblaganje ploca specificnim antitelima

Za imunovezivanje poliklonskih antitela (proizvedena u Institutu za
vocarstvo-Cacak) kori$éene su polistirenske PCR plo¢e (Brand GmbH, Nemacka). Za
nalivanje jedne plocCe napravljeno je razredenje 200 pl IgG (0,5 mg/ml) u 10 ml
pufera za oblaganje ploca. U svaki otvor ploce naliveno je po 100 pl pripremljenog
razredenja. ObloZene ploce su inkubirane u termostatu u trajanju od 150 min na
37°C.

Nakon inkubiranja, plo¢e su pipetiranjem isprane dva puta sa
autoklaviranim PBS-Tween puferom. Isprana plo¢a je nalivena pripremljenim

uzorcima (4.1.2.2) i pokrivena transparentnom folijom.

4.1.2.2. Priprema uzoraka i imunovezivanje virusa

(Immunocapture - IC)

Uzorci su homogenizirani pomocu aparata za homogenizaciju (Matrix,
Nemacka) u razredenju 1:10. U kesu za pripremanje uzoraka (Bioreba, Svajcarska)
stavljeno je 0,5 g uzorka i 5 ml pufera za ekstrakciju (PBS-Tween + 2% PVP +
0,45% Na-DIECA). Do momenta homogenizacije kese sa uzorcima su drZane na
ledu.

Po homogenizaciji, uzorci su Pasterovim pipetama prebaceni u 1,5 ml
plasti¢ne tubice (Eppendorf, Nemacka) i centrifugirani 10 min na 4°C pri 10 000
rpm.

Po centrifugiranju, supernatanti uzoraka su razliveni u prethodno obloZene
i isprane polistirenske ploce i inkubirani preko no¢i (16-18h) na 4°C.

Po zavrSenom inkubiranju, plo¢e su pipetiranjem isprane dva puta sa
autoklaviranim PBS-Tween puferom i jednom sa autoklaviranom destilovanom
vodom (sdH20). Sva ispiranja su uradena na ledu.

Isprana ploca je ostavljena u frizideru na 4°C do sprovodenja reverzne

transkripcije.
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4.1.2.3. Reverzna transkripcija (Reverse Transcription - RT)

Reverzna transkripcija se sastojala od koraka denaturacije,
komplementarnog  vezivanja  prajmera, same reverzne transkripcije

komplementarne DNK (cDNK) prema templetu virusne RNK.

U svaki otvor PCR ploce, koji predstavlja jedan uzorak, dodato je 24,2 pl

sledeceg miksa:

TritonX 100 (Serva, Nemacka) 6 ul
pd(N)e6 0,5 ug/ul (GE Healthcare, Velika Britanija) 2ul
sdH;0 16,2 pl

Denaturacija je izvedena na 70°C u trajanju od 5 min.

Po zavrSenoj denaturaciji u svaki otvor plo¢e dodato je 25,8 pl

pripremljenog RT miksa:

AMV RT 5X buffer 10 pl
dNTPs 2,5 mM 5ul
RNase inhibitor 40u/ul (USB corporation, SAD) 0.8 ul
sdH20 9 ul
AMV Reverse Transcriptase 10u/ul (USB corporation, SAD) 1l

Reverzna transkripcija odvijala se na temperaturi od 37°C tokom 60 min, a
zatim 5 min na 95°C.

Dobijena komplementarna DNK (cDNK) ¢uvana je na -20°C.

4.1.2.4. Lancana reakcija polimeraze (Polymerase Chain Reaction

-PCR)

Za odredivanje soja sakupljenih PPV izolata sprovedene su 4 odvojene PCR
reakcije sa dva seta PPV-M i PPV-D specifi¢nih prajmera. Ciljne sekvence ova dva
seta prajmera su locirane u delovima genoma virusa uzvodno i nizvodno od tacke
rekombinacije (Slika 16). U PCR reakciji ciljana su dva regiona genoma PPV. Prvi,
lociran u C-terminalnom delu NIb i N-terminalnom delu za CP; i drugi lociran u CI

regionu.
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Za umnoZavanje fragmenta od 467 bp lociranog u C-terminalnom delu NIb i
N-terminalnom delu za CP primenjen je set prajmera P4-P3D i P4-P3M (Candresse
et al, 1998). Karakteristike prajmera koriS¢enih u ovoj reakciji date su u tabeli 1.

Tabela 1. Karakteristike prajmera korisc¢enih za umnoZavanje fragmenata lociranih u C-
terminalnom delu NIb i N-terminalnom delu za CP

Prajmer Smer Sekvenca 5'-3' Pozicija3
P4 -1 TGCCTTCAAACGTGGCACTG 8893-8912
P3M +2 ACATAGCAGAGACGGCACTC 8446-8465
P3D + ACATTGCGGAGACAGCACTG 8446-8465

1 Nizvodni prajmer (downstream)
2 Uzvodni prajmer (upstream)
3 Pozicija prema izolatu PS (GenBank A]243957)

PCR miks zapremine 25 ul sadrzao je: 2,5 ul 10X PCR buffer, 2,5 ul 2,5 mM
dNTPs, 2 pl 25 mM MgCly, 15,75 pl sdH20, 0,25 pl Illustra™ rTaq DNA Polymerase
(GE Healthcare, Velika Britanija), po 0,25 pl 10 mM oba prajmerai 2 pl cDNK.

PCR se odigravala po slede¢em programu: pocetna denaturacija na 94°C 5
min; 35 ciklusa koje ¢ine denaturacija na 92°C 20 s, vezivanje prajmera na 55°C 20

s i elongacija prajmera na 72°C 40 s; i finalna elongacija na 72°C 10 min.

Za umnoZzavanje fragmenata lociranih u delu genoma za cilindri¢ne inkluzije
(CI) kori$¢eni su prajmeri CIP-M/CIP-MR i CIP-D/CIP-DR koji su dizajnirani tokom
izrade ove disertacije. Set prajmera CIP-M/CIP-MR amplifikuje fragment od 880
ranije saopStene setove prajmera CIf-CID i CIf-CIM (Glasa et al, 2002a).

Reakcioni PCR miks zapremine 25 pl sadrzao je: 2,5 pl 10X PCR buffer, 2,5 pl
2,5 mM dNTPs, 2 pl 25 mM MgClz, 15,25 pl sdH20, 0,25 pl Ilustra™ rTaq DNA
Polymerase (GE Healthcare, Velika Britanija), po 0,25 pl 10 mM oba prajmerai 2 pl
cDNK.

Ova PCR reakcija se odigravala po sledecem programu: pocetna
denaturacija na 94°C 5 min; 35 ciklusa koje Cine denaturacija na 92°C 20 s,
vezivanje prajmera na 57°C 20 s i elongacija prajmera na 72°C 45 s; i finalna
elongacija na 72°C 10 min. Karakteristike prajmera koriS¢enih u ovim reakcijama

date su u tabeli 2.
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Tabela 2. Karakteristike prajmera koriséenih za umnoZavanje fragmenata lociranih u CI

regionu
Prajmer Smer Sekvenca 5'-3' Pozicija
CIP-M + GTCGCAGCATTTGTAGCCCTTGTT 3528-3551
CIP-MR = CCAACAGCTTAACGCCATGCTTCA 4384-4407
CIP-D + ATGATGCTGTTTGACTCGGAGCGA 3552-3575
CIP-DR = TCGCAACTGCTTGCACACATTCTC 3996-4019

U slucajevima mesSanih infekcija, gde nije bilo moguce potpuno radvojiti
prisutne sojeve u jednom uzorku (pozitivan rezultat u sve 4 sprovedene PCR
reakcije), primenjeni su prajmeri koji amplifikuju kratke fragmente oko mesta
rekombinacije (Tabela 3) (Subr et al, 2004). Kombinacijom prajmera mM5, mM3,
mD5 i mD3 moguce je diferencirati prisutne sojeve.

Tabela 3. Karakteristike prajmera koris¢enih za umnoZavanje fragmenata lociranih oko
mesta rekombinacije

Prajmer Smer Sekvenca 5'-3' Pozicija
mM5 + GCTACAAAGAACTGCTGAGAG 8350-8370
mM3 - CATTTCCATAAACTCCAAAAGAC 8786-8808
mD5 + TATGTCACATAAAGGCGTTCTC 8207-8228
mD3 - GACGTCCCTGTCTCTGTTTG 8851-8870

Reakcioni PCR miks zapremine 25 pl sadrzao je: 2,5 pl 10X PCR buffer, 2,5 pl
2,5 mM dNTPs, 1,5 pl 25 mM MgCl;, 15,75 pl sdH20, 0,25 pl Illustra™ rTaq DNA
Polymerase (GE Healthcare, Velika Britanija), po 0,25 pl 10mM oba prajmera i 2 pl
cDNK.

Ova PCR reakcija se odigravala po sledeem programu: pocetna
denaturacija na 94°C 3 min; 35 ciklusa koje Cine denaturacija na 94°C 45 s,
vezivanje prajmera na 60°C 30 s i elongacija prajmera na 72°C 60 s; i finalna

elongacija na 72°C 7 min.

Sve PCR reakcije su uradene u termosajkleru Biometra Tpersonal

(Whatman Biometra, Nemacka).
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P3M-P4

5’ CIP-M/CIP-MR P3D-P4 3’
mD5-mM3

CIP-D/CIP-DR

Slika 16. Mapa genoma PPV sa pozicijama fragmenata umnoZavanih u PCR reakcijama

4.1.2.5. Analiza PCR proizvoda

Analiza PCR proizvoda uradena je elektroforezom u 1,5% agaroznom gelu i
0,5X TBE puferu. Agarozni gel je pripremljen rastvaranjem odgovarajuce koli¢ine
agaroze (USB corporation, SAD) u 0,5X TBE puferu i zagrevanjem do kljucanja.
Nakon kratkog hladenja, gel je razliven u kalup horizontalnog aparata za
elektroforezu (Hoefer, SAD). U gel je uronjen ceSalj postavljanjem u odgovarajuca
lezista kalupa.

Po ocvrs¢ivanju gela, ceSalj je izvaden i kalup sa gelom je postavljen u
aparat za elektroforezu u koji je prethodno naliven 0,5X TBE pufer.

U svaki od bunarcica gela naliveno je po 5 pl (1/5 vol.) PCR proizvoda. Pre
nanoSenja u gel, uzorci su pomesani sa =1 pl pufera za nalivanje uzoraka 10X DNA
Gel Loading buffer (5Prime, Nemacka). Pri svakoj elektroforezi koriS¢en je marker
Amersham 100 Base-Pair Ladder (GE Healthcare, Velika Britanija).

Elektroforeza se odigravala pri naponu od 130 V tokom 50 minuta. Bojenje
je uradeno potapanjem agaroznog gela u rastvor etidijum-bromida u trajanju od
10—20 minuta. Amplifikovani fragmenti u gelu su posmatrani pod UV svetlo$¢u na
transiluminatoru (Hoefer, SAD) i fotografisani aparatom Fuji finepix E900 (Fuji,
Japan).

Prisustvo fragmenta odgovarajuce veliCine smatrano je za pozitivhu

reakciju.
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4.1.3. Sekvencioniranje delova genoma odabranih izolata

Za dalju analizu, sa razli¢itih domacina i iz razli¢itih regiona Srbije odabran
je 41 izolat za sekvencioniranje dva razlicita regiona genoma PPV: C-ter NIb—N-ter

CP i C-ter P3- 6K1-N-ter CI (slika 17).

Za potrebe sekvencioniranja C-ter NIb—N-ter CP regiona sprovedena je PCR
reakcija sa setovima prajmera P4-P3D i P4-P3M (Candresse et al, 1998). Kod
prethodno okarakterisanih PPV-D izolata primenjen je set prajmera P4-P3D, a kod
PPV-Rec izolata primenjen je set prajmera P4-P3M.

Uslovi pod kojima su sprovodene PCR reakcije date su u poglavlju 4.1.2.4.

Lancana reakcija polimeraze (Polymerase Chain Reaction -PCR).

Za sekvencioniranje fragmenta lociranog u P3-6K1 (C-ter P3, 6K1 i N-ter
CI) regionu genoma, koris¢eni su prajmeri PCI-PP3 koji umnoZavaju fragment od

836 bp (Glasa et al, 2002b) (Tabela 4).

Tabela 4. Karakteristike prajmera koris¢enih za umnoZavanje fragmenta lociranog u P3-6K1

regionu
Prajmer Smer Sekvenca 5'-3' Pozicija
PP3 + TTATCTCCAGGARTTGGAGC 2915-2934
PCI - TTGAGTCAAATGGRACAGTTGG 3729-3750

Reakcioni PCR miks zapremine 25 pl sadrZao je 2,5 pl 10X PCR bulffer, 2,5 pl
2,5 mM dNTPs, 2 pl 25 mM MgClz, 14,75 pl sdH20, 0,25 pl Ilustra™ rTaq DNA
Polymerase (GE Healthcare, Velika Britanija), po 0,5 pl 10 mM oba prajmerai 2 pl
cDNK.

Uslovi pod kojima se odigravala PCR reakcija bili su sledeci: pocetna
denaturacija 94°C 5 min; 35 ciklusa: 94°C 60 s, 50°C 60 s i 72°C 60 s; i finalna

elongacija na 72°C 10 min.

Nakon zavrSetka reakcije, PCR proizvodi su prebaceni u predhodno

obeleZene 1,5 ml tubice i poslati na sekvencioniranje.
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PreciS¢avanje i sekvencioniranje amplifikovanih fragmenata uradeno je u

firmi MACROGEN, Seul, JuZna Koreja.

P3M-P4
PP3-PCI P3D-P4
5’ 836 bp 467 bp 3

e | omepro | es || || wa | oww | e

Slika 17. Mapa genoma PPV sa pozicijama razlicitih fragmenata umnoZavanih tokom PCR
reakcija u cilju sekvencioniranja

4.1.4. Filogenetska analiza

Filogenetska analiza, odnosno proucavanje evolutivhe povezanosti
odabranih izolata virusa Sarke, uradena je na osnovu dobijenih rezultata
sekvencioniranja primenom kompjuterskih programa. Ovom analizom projektuje
se filogenetsko stablo koje ukazuje na evolutivhu povezanost izolata za koje se
veruje da imaju istog zajednickog pretka, tzv. ancestor. Softveri rekonstruiSu
filogenetsko stablo na osnovu unetih sekvenci i zadatih parametara uporedivanja.

Sekvence koje su dobijene od firme MACROGEN su obradene u programu
Bioedit sequence alignment editor (verzija 7.0.5.3) (Hall, 1999). Nakon obrade, ove
sekvence su uporedene sa sekvencama drugih izolata koje su preuzete iz
medunarodnih on-line baza podataka: Nacionalni Centar za Biotehnoloske
Informacije (NCBI-National Center for Biotechnology Information, SAD:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) i web sajta projekta SharCo (FP7 project - Sharka

containment in view of EU-expansion:

http://w3.pierroton.inra.fr:8060 /users/login).

Za viSestruko uporedivanje nukleotidnih sekvenci, proraCunavanje
geneticke udaljenosti (Neighbor Joining [N]J] metod primenom modela Kimura 2-
parametra) i filogenetsku rekonstrukciju primenjen je program MEGAS5 (verzija
5.05) (Thompson et al.,, 1994; Kimura, 1980; Tamura et al,, 2011).

Za proveru pouzdanosti rekonstruisanog filogenetskog stabla sproveden je

bootstrap test sa 1000 ponavljanja (Nei i Kumar, 2000; Salemi i Vandame, 2003).
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Za proucavanje genealoske (rodoslovne) povezanosti izolata primenjen je
program TCS (verzija 1.21), po metodi statisticke parsimonije (statistical
parsimony) za rekonstruisanje istorijske povezanosti sekvenci (Clement et al,
2000; Templeton et al, 1992).

Sekvence dobijene tokom izrade ovog rada unete su u on-line bazu web

sajta projekta SharCo.
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4.2. Ispitivanje dinamike Sirenja sojeva Sarke Sljive,
prisustva i brojnosti lisnih vasSi u

eksperimentalnom zasadu Sljive
4.2.1. Eksperimentalni zasad

Eksperimentalni zasad za sprovedeno istrazivanje podignut je na lokalitetu
Ostra u blizini Ca¢ka (GPS koordinate: 43°54'54.56"N, 20°30'07.31"E) (Slika 18).
Zasad $ljive sorte Cacanska lepotica podignut je u prolece 2008. godine, a sastoji se
od 400 stabala posadenih na rastojanju 4x3,5 m. Po prijemu sadnica, sve biljke su
seroloSkim DAS-ELISA testom ispitane na prisustvo virusa Sarke radi provere

zdravstvene ispravnosti sadnica.

! gaa.oGi)ogIé:

Imagery Date: Apr 18, 2010 elev. 36( ; 5 Eyealt 628m

Slika 18. Eksperimentalni zasad $ljive (oznaceno Zutom linijom)
Mali zasad $ljive sorte Stenley (oznaceno crvenom linijom)
Stabla sljive sorte Crvena ranka (oznacena belom linijom)

U junu 2008. godine izvrSena je inokulacija 8 biljaka Sljive sa prethodno

okarakterisanim i sekvencioniranim PPV-D i PPV-Rec izolatima RS-68pl i RS-67pl.
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Sekvencioniranje kompletnog genoma navedenih izolata uradeno je u INRA

Institutu u Monpeljeu (Dallot et al., neobjavljeni podaci). PPV-D izolat (RS-68pl) je
poreklom sa hibrida $ljive 36/114/87 (lokalitet: Cacak, godina izolacije: 2007.), a

PPV-Rec izolat (RS-67pl) je poreklom sa $ljive sorte Cacanska rodna (lokalitet:

Gornja Gorevnica, godina izolacije: 2007.).
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Sema 1. Mapa eksperimentalnog zasada $ljive sa pozicijama inokulisanih stabala (1-16:
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Sekvenca izolata RS-68pl je deponovana u on-line bazu web sajta projekta
SharCo po ID brojem 1635, a sekvenca izolata RS-67pl pod ID brojem 1636. Cetiri
sadnice su inokulisane PPV-D, a 4 sadnice PPV-Rec izolatom. Inokulacija je
izvrSena kalemljenjem pupoljka inokuluma na odabrane sadnice tehnikom ¢ip-
bading (chip budding). Inokulisane sadnice nalaze se u sredini zasada (Sema 1).

Godinu dana pre sadnje su pregledom terena u okolini eksperimentalnog
zasada markirana sva stabla Prunus vrsta domacina virusa Sarke $ljive. U pravcu
severa, na udaljenosti oko 70 m od eksperimentalnog zasada nalazi se mali zasad
Sljive sorte Stanley od 38 stabala (Slika 18) (u daljem tekstu: mali zasad $ljive).
Osim ovog zasada, u blizini su locirana i dva stabla $ljive sorte Crvena ranka sa
tipicnim simptomima Sarke na liS¢u. Ova stabla se nalaze oko 40 m od
eksperimentalnog zasada u pravcu jugo-istok (Slika 18). Sva locirana stabla su
ispitana na prisustvo PPV IC-RT-PCR metodom. Detektovani izolati PPV su
sekvencionirani u C-ter NIb—N-ter CP regionu genoma radi uporedivanja sa
izolatima iz eksperimentalnog zasada. U narednim godinama, takode su vrseni ovi
pregledi, detektovane nove infekcije i sekvencionirani novootkriveni izolati.

Tokom perioda istrazivanja u zasadu su redovno sprovodene sve agro- i
pomotehnicke mere, kao i standardna hemijska zastita. Kruna stabala je
pomotehnickim zahvatima formirana u vidu poboljSane piramide (5-7 skeletnih

grana).
4.2.2. Vizuelni pregled

Sva stabla S$ljive su tokom cetvorogodiSnjeg ispitivanja (2008—2011)
vizuelno pregledana na prisustvo simptoma virusa Sarke na liS¢u. Pregled je vrSen
u tri termina tokom juna, jula i avgusta.

Svaka pojava simptoma koji ukazuju na prisustvo Sarke je opisno
dokumentovana. Proporcija listova sa simptomima ocenjivana je ocenom 1—4.

Opis ocena je dat u sledecoj tabeli:
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Tabela 5. Opisna ocena simptoma virusa sarke sljive
Ocena Opis simptoma
1 2—3 lista sa simptomima
listovi sa simptomima na nekoliko grancica na jednoj skeletnoj grani
listovi sa simptomima na nekoliko grancica na bar dve skeletne grane
listovi sa simptomima na kompletnoj kruni

BN

Izgled simptoma je opisivan slede¢im oznakama: Mo (mozaik), PN
(prosvetljavanje nerava) i PP (prstenaste pege). Intenzitet simptoma je ocenjivan
numerickim oznakama 1—4, gde ocena 1 predstavlja veoma blage simptome, a

ocena 4 jako izrazene simptome.

4.2.3. Seroloski test potvrdivanja prisustva virusa

Tokom istrazivanja, vrSeno je serolosko ispitivanje prisustva virusa Sarke
Sljive u svim stablima u zasadu. Ispitivanje je sprovedeno DAS-ELISA metodom
(Clark i Adams, 1977) sa reagensima AGRITEST S.r.l,, Italija.

Svaki uzorak za ispitivanje sastojao se od 10 listova sakupljenih sa razli¢itih
delova krune jednog stabla.

DAS-ELISA test je sproveden po sledetem protokolu preporuc¢enom od

strane proizvodaca reagenasa:

ELISA ploc¢a (NUNC, Danska) je obloZena sa specificnim antitelima (pab
PPV) pripremljenim u puferu za oblaganje ploca u razredenju 1:1000. U svaki otvor
ploCe naliveno je po 200 pl pripremljenog razredenja. ObloZena ploca je inkubirana

u termostatu 2 sata na 37°C.

Uzorci su pripremani u puferu za ekstrakciju (PBS-Tween + 2% PVP) u
razredenju 1:20. Nakon pripreme, ekstrakti su drZani u friZideru na 4°C. U testu su

pored analiziranih uzoraka koriS¢ene i pozitivna i negativna kontrola.

Nakon inkubiranja, obloZena ploca je isprana sa PBS-Tween puferom (3
puta po 3 min).
Po ispranju, ploca je nalivena sa po 200 pl pripremljenog uzorka po otvoru

plocCe, pokrivena transparentnom folijom i inkubirana u termostatu 2 sata na 37°C.

Nakon inkubiranja, ploca je isprana sa PBS-Tween puferom (3 puta po 3

min).
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Isprana ploca je obloZena sa antitelima konjugovanih sa enzimom (pabAP
PPV) pripremljenim u konjugat puferu u razredenju 1:500. U svaki otvor ploce
naliveno je po 200 ul pripremljenog razredenja. ObloZena ploca je inkubirana

preko no¢i u frizideru na 4°C.

Nakon inkubiranja, ploca je isprana sa PBS-Tween puferom (3 puta po 3

min).

U otvore ploce naliveno je razredenje nitrofenil fosfata (p-nitrophenyl
phosphate-PNP) u supstratnom puferu u odnosu 1 mg/ml. U svaki otvor ploce
naliveno je po 200 pl pripremljenog razredenja. Plo¢a je inkubirana na sobnoj
temperaturi (18—25°C) na tamnom mestu.

Ocitavanje rezultata je sprovedeno na ELISA citacu Multiskan MCC/340
(Labsystems, Finska) odabirom filtera od 405 nm nakon 60—120 min.

Kao pozitivan, smatran je svaki uzorak sa ocitanom vrednosSc¢u apsorpcije

bar dva puta viSom od vrednosti apsorpcije negativne kontrole.

4.2.4. Molekularni test tipiziranja sojeva detektovanih

izolata virusa Sarke

Svi ispitivani uzorci, koji su u ELISA testu bili pozitivni, dalje su
okarakterisani primenom molekularne IC-RT-PCR metode. Pored novozaraZenih
stabala, tokom istrazivanja redovno su kontrolisana i inokulisana stabla.

[spitivanje je uradeno po metodologiji opisanoj u poglavlju 4.1.2. Detekcija i
tipiziranje izolata virusa Sarke. Na ovaj nacin odredena je pripadnost izolata
odgovarajucem soju virusa Sarke.

Nakon tipiziranja, izvrSeno je sekvencioniranje C-ter NIb—N-ter CP regiona
genoma sa ciljem da se dobijene sekvence medusobno porede, kao i sa sekvencama
izolata iz okoline eksperimentalnog =zasada S$ljive. Priprema wuzoraka za
sekvencioniranje opisana je u poglavlju 4.1.3. Sekvencioniranje delova genoma

odabranih izolata.
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4.2.5. Filogenetska analiza

Dobijene sekvence su obradene i medusobno uporedivane u programu
Bioedit sequence alignment editor (verzija 7.0.5.3). Za proucavanje filo-geografske

istorije diverziteta izolata primenjen je program TCS (verzija 1.21).

4.2.6. Pracenje brojnosti i vrsta lisnih vasSi u

eksperimentalnom zasadu

Tokom poslednje tri godine sprovedenog istrazivanja (2009-2011), u
eksperimentalnom zasadu vrseno je pracenje prisustva vrsta i brojnosti lisnih vasi.

Za hvatanje krilatih formi vasi primenjena je Sticky-shoot metoda uz izvesnu
modifikaciju (Avinent et al, 1993; Cambra et al., 2000; Marroquin et al.,, 2004).

Metoda se sastoji u primeni lepka u vidu spreja (Soveurode® aérosol, Scots,
Svajcarska) na 5 potpuno razvijenih listova po jednom stablu (Slika 19). Lepak je
prskanjem nanoSen na po 8 stabala $ljive nasumi¢no odabranih u zasadu. Nakon

intervala od 7—14 dana, izvrSeno je skidanje oprskanih listova (Slika 20) i prskanje

novih.

Slike 19 i 20. Nanosenje aerosola i skidanje listova sa uhvaéenim insektima

Skinuto lis¢e je stavljano u staklene tegle i dalje obradivano u laboratoriji.
Za skidanje vasi i drugih insekata sa listova, primenjen je terpentin (Zvezda, Gornji
Milanovac) koji je dodat u tegle sa listovima. Nakon 30—60 min, uz pomo¢ cetkice,

preostale vasi i drugi insekti su skinuti sa listova. Insekti su pomocu plasti¢nog sita
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odvojeni od terpentina i isprani sa 96% etanolom radi uklanjanja ostataka
terpentina. Ovde su, za razliku od originalne procedure, umesto ispiranja u blagoj
sapunici, insekti isprani etanolom. Kod primene sapunice dolazilo je do
medusobnog slepljivanja insekata, kao i ostalih primesa sa listova i nemogu¢nosti
razdvajanja bez oStec¢enja. Nakon ispiranja, vasi su odvojene od drugih insekata i
do determinacije ¢uvane u 70% etanolu.

Determinaciju vaSi obavila je prof. dr Olivera Petrovi¢-Obradovi¢ na

Poljoprivrednom fakultetu Univerziteta u Beogradu.
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5.REZULTATI

5.1. Rasprostranjenost sojeva sarke Sljive u Srbiji

5.1.1. Rezultati IC-RT-PCR analiza

Molekularnom IC-RT-PCR metodom ukupno je analizirano 283 uzoraka
Sljive i kajsije iz 94 vo¢njaka i sa 6 usamljenjih stabala u 12 okruga Srbije. Analiza
obuhvata 4 odvojene PCR reakcije sa PPV-M i PPV-D specifi¢nim prajmerima.

Pojava fragmenata ocekivane veli¢ine od 467 bp u PCR reakciji sa P4-P3M i
P4-P3D setovima prajmera, fragmenta od 880 bp u reakciji sa setom CIP-M/CIP-
MR i fragmenta od 468 bp sa setom prajmera CIP-D/CIP-DR smatrana je za
pozitivnu reakciju.

Analizom umnoZenih fragmenata virus Sarke je detektovan kod 278
uzoraka (Tabela 6 i grafikon 1).

Uporedivanjem rezultata PCR reakcija odredivana je pripadnost izolata
odgovaraju¢em soju PPV. Rezultati analize svih ispitivanih uzoraka dati su u

prilogu 1.

Izolati koji su dali pozitivhu reakciju sa setom prajmera P4-P3M na CP
regionu i CIP-M/CIP-MR na CI regionu genoma PPV pripadaju PPV-M soju. PPV-M

soj je utvrden kod 15 uzoraka, odnosno 5,4%.

38



REZULTATI

Tabela 6. Zastupljenost sojeva virusa Sarke u svim analiziranim uzorcima

Utvrdeni soj Broj uzoraka %

PPV-M 15 54
PPV-D 73 26,3
PPV-Rec 155 55,7
M+D 4 1,4
M+ Rec 6 2,2

D+ Rec 24 8,6
M+ D+ Rec 1 0,4
UKUPNO 278 100

[zolati koji su dali pozitivhu reakciju sa setom prajmera P4-P3D na CP
regionu i CIP-D/CIP-DR na CI regionu pripadaju PPV-D soju. PPV-D soj je
detektovan kod 73 uzorka ili 26,3%.

PPV-Rec izolati su dali pozitivnu reakciju samo sa setom prajmera P4-P3M
na CP regionu i CIP-D/CIP-DR na CI regionu. PPV-Rec soj je detektovan kod 155
uzorka (55,7%).

12.6% 5.4%

26.3% M PPV-M

E PPV-D
I PPV-Rec

/ H mesane infekcije

55.7%

Grafikon 1. Zastupljenost virusa Sarke $ljive u svim ispitivanim uzorcima

MeSane infekcije su utvrdene kod 35 uzorka (12,6%). Kod 34 uzorka je
utvrdeno prisustvo dva soja u testiranom uzorku, dok je kod jednog uzorka
potvrdeno prisustvo sva tri ispitivana soja PPV (Grafikon 2).

MeSana infekcija tipa PPV-M+PPV-Rec je prisutna kod onih uzoraka koji su
dali pozitivnu reakciju sa slede¢im kombinacijama prajmera: P4-P3M, CIP-M/CIP-
MR i CIP-D/CIP-DR. Ovaj tip meSane infekcije utvrden je kod 6 uzoraka.

MeSana infekcija tipa PPV-D+PPV-Rec je prisutna kod onih uzoraka koji su
dali pozitivnu reakciju sa slede¢im kombinacijama prajmera: P4-P3M, P4-P3D i

CIP-D/CIP-DR. Ovaj tip meSane infekcije utvrden je kod 24 uzoraka.
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Kod 5 uzoraka dobijen je pozitivan rezultat u sve 4 PCR reakcije. U ovom
slu¢aju prisutni su PPV-M i PPV-D soj, ali postoji mogu¢nost da je prisutan i PPV-
Rec soj. Da bi se utvrdilo da li je i rekombinantan soj prisutan, sprovedena je i PCR
reakcija sa setom prajmera mD5-mM3. Nakon sprovodenja ove reakcije samo je u
1 uzorku dobijena pozitivna reakcija. Ovim je kod uzorka Sljive potvrdena

trostruka infekcija, dok su u ostala 4 uzorka prisutni samo PPV-M i PPV-D soj.

M+D+Rec

Grafikon 2. Struktura utvrdenih meSanih infekcija u svim ispitivanim uzorcima

Kod 5 uzoraka nije dobijena pozitivna reakcija ni u jednoj od sprovedene 4

PCR reakcije. Kod ovih uzoraka nije utvrdeno prisustvo virusa Sarke Sljive.

5.1.2. Rasprostranjenost sojeva Sarke u uzorcima sljive

Analiza raSirenosti sojeva PPV sprovedena je analizom 263 uzoraka $ljive iz
85 vocnjaka i sa 6 usamljenih stabala. Analiziran je 261 uzorak sorti P. domestica L.
i 2 uzorka P. cerasifera Ehrh.

Virus Sarke je potvrden kod 258 analiziranih uzoraka S$ljive (Tabela 7 i

grafikon 3).

Tabela 7. Zastupljenost sojeva virusa Sarke u analiziranim uzorcima $ljive

Utvrdeni soj Broj uzoraka %

M 14 5,4
D 72 27,9
Rec 138 53,5
M+ D 4 1,5
M+ Rec 6 2,3
D+ Rec 23 9

M+ D+ Rec 1 0,4
UKUPNO 258 100
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Grafikon 3. Zastupljenost virusa Sarke $ljive u ispitivanim uzorcima sljive

U uzorcima je dominantno prisutan PPV-Rec soj, koji je potvrden kod 138
uzoraka $ljive (53,5%). Rekombinantni soj je utvrden i u mesSanim infekcijama kod
30 uzoraka. Ukupno, u pojedina¢nim i meSanim infekcijama, PPV-Rec soj je
prisutan kod 65,2% od ukupnog broja pozitivnih uzoraka.

PPV-D soj je utvrden kod 72 uzorka sljive (27,9%) u pojedinacnoj infekciji i
kod 28 uzoraka u mesanim infekcijama. Ukupno, PPV-D soj je prisutan kod 38,8%
uzoraka.

PPV-M soj je utvrden kod svega 14 uzoraka Sljive (5,4%) u pojedinacnoj
infekciji, i kod 11 uzoraka u meSanim infekcijama, Sto ukupno ¢ini 9,6% uzoraka.

Kod $ljive je utvrden i znacajan udeo mesSanih infekcija (Grafikon 4). Kod 34
uzorka (13,2%) su utvrdene meSane infekcije. Medu meSanim infekcijama
najbrojniji su uzorci u kojima je utvrdeno prisustvo PPV-D i PPV-Rec soja (23
uzorka). Slede 6 uzoraka u kojima je utvrdeno prisustvo PPV-M i PPV-Rec soja; i 4
uzorka u kojima su detektovani i PPV-M i PPV-D soj. Tokom ovog istrazivanja
potvrdena je i trostruka infekcija jednog uzorka Sljive.

Kod 5 uzoraka S§ljive nije utvrdeno prisustvo virusa Sarke $ljive iako su na

listovima bili prisutni simptomi nalik onima koje izaziva PPV.
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M+D+Rec

Grafikon 4. Struktura utvrdenih mesanih infekcija u uzorcima sljive

5.1.3. Rasprostranjenost sojeva sarke u uzorcima kajsije

Analiza raSirenosti sojeva PPV sprovedena je analizom 20 uzoraka kajsije iz
9 vocnjaka. Virus Sarke je potvrden kod svih analiziranih uzoraka (Tabela 8 i

grafikon 5).

Tabela 8. Zastupljenost sojeva virusa Sarke u analiziranim uzorcima kajsije

Utvrdeni soj Broj uzoraka %
M 1 5
D 1 5
Rec 17 85
D+ Rec 1 5
UKUPNO 20 100

U uzorcima je dominantno prisutan PPV-Rec soj, koji je potvrden kod 17
uzoraka kajsije (85%). Rekombinantni soj je utvrden i u jednom uzorku sa
mesanom infekcijom. Ukupno, u pojedinacnim i mesanim infekcijama, PPV-Rec soj
je prisutan kod 90% ispitivanih uzoraka.

PPV-D i PPV-M soj su utvrdeni u po 1 uzorku kajsije (5%). PPV-D soj je
utvrden i u 1 uzorku u mesanoj infekciji. Ukupno, PPV-D soj je prisutan kod 10%
uzoraka.

Kod kajsije je utvrden samo 1 uzorak (5%) sa meSanom infekcijom, gde su

prisutni PPV-D i PPV-Rec so0j.
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Grafikon 5. Zastupljenost virusa Sarke $ljive u ispitivanim uzorcima kajsije

5.1.4. Zastupljenost sojeva Sarke na nivou zasada

Rezultati istraZzivanja prisustva virusa Sarke u zasadima Sljive i Kkajsije
pokazuju da je u 44 zasada utvrdeno prisustvo samo jednog soja virusa Sarke
Sljive. U 32 vo¢njaka utvrden je samo PPV-Rec soj, u 11 PPV-D soj, a u 1 vo¢njaku
samo PPV-M soj.

Prisustvo dva soja potvrdeno je takode u 44 zasada. Prisustvo PPV-D i PPV-
Rec soja utvrdeno je u 34 zasada, PPV-M i PPV-Rec soja u 6 zasada, a prisustvo
PPV-M i PPV-D soja u 4 zasada.

Sva tri soja virusa Sarke utvrdena su u samo 5 od ispitivanih 93 zasada.

40%

150 34% 36%
(]
30%
25%
20%
15% 1200
10% 5% 6% 6%
l I
0% - . . . . :
M D Rec M+D M+Rec D+Rec  M+D+Rec

Grafikon 6. Procentualna zastupljenost zasada u kojima je utvrdeno prisustvo jednog, dva i
sva tri soja virusa sarke sljive
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5.1.5. Rasprostranjenost sojeva na nivou okruga

Geografska distribucija sojeva Sarke u analiziranim okruzima data je na slici
21. U ispitivanim okruzima prisutna su sva tri ispitivana soja Sarke: PPV-M, PPV-D i
PPV-Rec.

U Jablanickom, Kolubarskom, Kosovsko-Mitrovackom, Macvanskom,
Moravi¢kom, Sumadijskom, Toplickom i Zlatiborskom okrugu je dominantno
rasiren PPV-Rec soj.

Sa druge strane, u NiSavskom, Pirotskom, Rasinskom i Zaje¢arskom okrugu
PPV-D soj je dominantno utvrden.

Mesane infekcije su utvrdene u gotovo svim okruzima, izuzev Jablanickog i

Kosovsko-Mitrovackog.

® PPV-M
® PPV-D
PPV-Rec

® Mesane infekcije

Slika 21 . Distribucija sojeva Sarke sljive u ispitivanim okruzima Srbije
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5.1.6. Analiza nukleotidnih sekvenci C-ter NIb—N-ter CP i

P3-6K1 regiona genoma

Analiza sekvenci C-ter NIb—N-ter CP i P3-6K1 regiona genoma uradena je

kod 41 odabranog izolata (Tabela 9). Najveci broj izolata (39) je poreklom iz Sljive,

a 2 izolata iz kajsije. Od ukupnog broja, 23 izolata pripada PPV-Rec soju, 15 izolata

PPV-D soju i 3 izolata PPV-M soju. Ukupno je sekvencionirano vise od 1200

nukleotida za svaki izolat $to predstavlja oko 13% kompletnog genoma.

Tabela 9. Izolati PPV odabrani za sekvencioniranje C-ter NIb—N-ter CP i P3-6K1 regiona

REDNI BROJ OZNAKA

BROJ IZOLATA IZOLATA
1 6 RS-02pl
2 24 RS-03pl
3 27 RS-04pl
4 28 RS-05pl
5 29 RS-06pl
6 36 RS-07pl
7 37 RS-09pl
8 40 RS-10pl
9 44 RS-11pl
10 46 RS-12pl
11 49 RS-13pl
12 56 RS-14pl
13 57 RS-15pl
14 59 RS-16pl
15 65 RS-18pl
16 69 RS-19pl
17 91 RS-25ap
18 99 RS-26pl
19 109 RS-27pl
20 131 RS-29pl
21 153 RS-34pl
22 155 RS-35pl
23 158 RS-36pl
24 173 RS-37pl
25 176 RS-38pl
26 180 RS-39pl
27 186 RS-42pl
28 189 RS-43pl
29 191 RS-44pl
30 195 RS-45pl
31 201 RS-46pl
32 204 RS-52pl
33 207 RS-53pl
34 212 RS-54pl
35 215 RS-55pl
36 218 RS-56pl
37 224 RS-57pl
38 232 RS-59pl
39 241 RS-60pl
40 246 RS-61ap
41 249 RS-62pl

*ID broj sekvence u on-line PPV bazi sekvenci projekta SharCo

genoma

DOMACIN
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. armeniaca
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. domestica
P. armeniaca
P. domestica

SOJ
D
Rec
Rec
Rec
Rec
D
Rec
Rec
Rec
M
Rec
Rec
Rec
Rec

SHARCO ID*
NIb-CP
113
115
493
495
117
119
123
497
125
127
499
129
131
881
133
135
141
879
503
145
1081
1083
1085
1087
1089
1091
1097
1099
1101
1103
1105
1117
1119
1121
/
1125
1127
1129
1131
1133
1135

SHARCO ID
P3-6K1-CI
112
114
492
494
116
118
122
496
124
126
498
128
130
880
132
134
140
878
502
144
1080
1082
1084
1086
1088
1090
1096
1098
1100
1102
1104
1116
1118
1120
1122
1124
1126
1128
1130
1132
1134
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5.1.6.1. Analiza sekvenci C-ter NIb—N-ter CP regiona genoma

UmnozZeni PCR produkti za sekvencioniranje odabranih PPV-Rec i PPV-M
izolata su dobijeni u reakciji sa setom prajmera P4-P3M, a kod PPV-D izolata sa

setom prajmera P4-P3D.

Dobijene nukleotidne sekvence su deponovane u on-line bazu web sajta
projekta SharCo (ID brojevi sekvenci su dati u tabeli 9). Dobijene sekvence su
obradene i viSestruko uparene primenom ClustalW metode u programu BioEdit.
Filogenetsko stablo (NJ metod primenom Kimura-2 parametra) je rekonstruisano
u programu MEGAS.

Uporedujuci sekvence PPV izolata iz ovog regiona genoma utvrdeno je da
svi poseduju DAG tripeptid (triplet aminokiselina asp-ala-gly) koji se smatra
esencijalnim za prenosSenje virusa lisnim vasima (pozicije nukleotida 8607-8615
prema sekvenci izolata PS: GenBank AJ243957). Kod PPV-Rec i PPV-M izolata
sekvenca DAG tripeptida je GAT GCA GGA, dok je kod PPV-D izolata ova sekvenca
GAC GCA GGC. Oba kodona (GAT i GAC) kodiraju istu amino kiselinu -

asparaginsku, dok kodoni GGA i GGC kodiraju glicin.

Filogenetsko stablo rekonstruisano od nukleotidnih sekvenci C-ter NIb—N-
ter CP regiona genoma jasno pokazuje tri klastera (grupe) izolata koji odgovaraju
PPV-M, PPV-D i PPV-Rec sojevima (Slika 22).

Geneticka udaljenost izolata je proracunata primenom bootstrap modela
varijanse sa Kimura 2-P modelom zamene nukleotida. Vrednosti procenjene

geneticke udaljenosti i standardne greske (SE) date su u tabeli 10.

Tabela 10. Vrednosti geneticke udaljenosti 41 izolata unutar i izmedu klastera PPV-M, PPV-D

i PPV-Rec izolata
PPV-M PPV-D PPV-Rec
PPV-M (3 izolata) 0,012+0,004" 0,273+0,028 0,060£0,010
PPV-D (15 izolata) 0,026+0,004 0,273+0,025
PPV-Rec (23 izolata) 0,017+0,003

*SE
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Sekvence dobijene tokom izrade ove disertacije su uporedene sa joS 49
sekvenci PPV izolata iz Srbije (Jevremovié, 2008). Ukupno je uporedeno 90 sekvenci
sva tri soja virusa Sarke. Rekonstruisano je filogenetsko stablo (Slika 23) i

procenjena geneticka udaljenost svih izolata poreklom iz naSe zemlje (Tabela 11).

Tabela 11. Vrednosti geneticke udaljenosti 90 izolata unutar i izmedu klastera PPV-M, PPV-D

i PPV-Rec izolata
PPV-M PPV-D PPV-Rec
PPV-M (23 izolata) 0,020+0,003 0,270+0,031 0,067+0,012
PPV-D (21 izolat) 0,028+0,004 0,250%0,030
PPV-Rec (46 izolata) 0,017+0,003
RS-56p!
oo
R::::.I,. PPV-Rec
Rs-37pl
ﬂ‘—znm;plp PPV-M
’7 RS-55p! s T
- R:-zsm PPV-D
Rs-29p!

0.01

Slika 22. Filogenetsko stablo rekonstruisano iz 447 bp fragmenta 41 PPV izolata.
Prikazane su bootstrap vrednosti >75%.
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Rs-25ap ]
4[RS«31|)I
%L Rs-33ap
Rs-39p!
rRS-SEpI
RS-64pl
Rs-65pl

Rs-300r
ERS-SEPI
— rs-0apl
b Rs-a7pl

Rs-53pl
L{ Rs-14pl
871 Rs-15pl

Rs-06p!

Rs-36pl
RS-41pl
Rs-42p!

Rs-23pl
11 Rs-24pl
Rs-63pl
d Rs-22pl
Rs-11pl

PPV-Rec
RS-66p!

RS-13pl
f» Rs-37pl
RS-10p!
Rs-35p!

Rs-50p!
{E Rs-48pl
Rs-49p
Rs-21pl
RS-20p!
Rs-03pl
Rs-05p!

Rs-44pl

Rs-17pl

Rs-09p!
Rs-16pl
Rs-52pl
— D76

D115

D13

D73
D144

L Rs-5apl
H PPV-M
9
RS-55p!
Ljnsr:;snl

) Rs-59p!

Rs-26pl
Rs-29p! PPV-D
Rs-62p!

Rs-34pl
Rs-51pl
Rs-07pl
080
Rs-02p!

D119
Rs-18p!
Rs-45pl

Rs-61ap _|

Slika 23. Filogenetsko stablo rekonstruisano iz 447 bp fragmenta 90 PPV izolata.
Prikazane su bootstrap vrednosti >75%.

MreZa genealoSke (rodoslovne) povezanosti C-ter NIb—N-ter CP sekvenci
21 PPV-D izolata je rekonstruisana radi procene njihove genealoSke povezanosti
(Slika 24). Analiza je sprovedena TCS programom (verzija 1.21) koji ukljucuje

metod statisticke parsimonije - SP (najmanje evolucione promene) baziran na

48



REZULTATI

kriterijumima koje su definisali Templeton et al. (1992). SP metoda je zasnovana na
Kriterijumu parsimonije sa statistickim proracunom za procenu limita
pretpostavke parsimonije (parsimony assumption), odn. verovatnoci da je razlika u
nukleotidnoj sekvenci dva varijanta (izolata) prouzrokovana pojedina¢nim, a ne
viSestrukim sluCajevima mutacije na jednom mestu. U analizi je zadat limit
parsimonije 94% sa maksimalnih 8 mutacionih promena. Rekonstruisana mreza
genealoSke povezanosti PPV-D izolata ukazuje na veliku divergentnost analiziranih
izolata, kao i da povezanost srodnih sekvenci nije uslovljena geografskim poreklom

izolata niti vrstom domacina.

D8o /(" rs-18p1
; | . RS-60pL

RS-46pl

Slika 24. MreZa genealoske povezanosti sekvenci 21 PPV-D izolata. Svaka linija predstavlja
pojedinacnu mutaciju (zamenu nukleotida). DuZine linija nisu signifikantne. Krugovi ()
predstavljaju intermedijarne sekvence izolata koji nisu prisutni u uzorcima.

Rekonstruisana mreZa genealoSke povezanosti C-ter NIb—N-ter CP sekvenci
46 PPV-Rec izolata je prikazana na slici 25. TCS analiza je sprovedena na nivou
parsimonije 95%, a maksimalan broj mutacionih promena je 7. Kod PPV-Rec

izolata primecuje se veca povezanost nt sekvenci analiziranih izolata u odnosu na
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analizu PPV-D izolata. Analiza pokazuje da ne postoji povezanost srodnih sekvenci

sa geografskim poreklom izolata niti sa vrstom domacina

RS-49p1
RS-48pl

Slika 25. Mreza genealoske povezanosti sekvenci 46 PPV-Rec izolata. Svaka linija predstavlja
pojedinacnu mutaciju (zamenu nukleotida). DuZine linija nisu signifikantne. Krugovi (°)
predstavljaju intermedijarne sekvence izolata koje nisu prisutne u uzorcima.

Sekvence izolata iz Srbije su uporedene sa dostupnim sekvencama PPV-Rec
i PPV-D izolata iz drugih zemalja sveta. Zbog velikog broja analiziranih izolata i
radi bolje preglednosti, filogenetska analiza je posebno sprovedena za PPV-Rec, a
posebno za PPV-D izolate.

Nukleotidne sekvence PPV-Rec izolata su medusobno uporedene i
rekonstruisano je filogenetsko stablo na bazi NIb—N-ter CP sekvenci 206 izolata
(Slika 26). Radi odredivanja diverziteta izolata posebno je odredena vrednost
geneticke udaljenosti: a) za svih 206 PPV-Rec izolata; b) za 46 izolata iz Srbije; i c)

za 160 izolata iz ostalih zemalja (Tabela 12).
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Slika 26. Filogenetsko stablo rekonstruisano iz 447 bp fragmenta 206 PPV-Rec izolata
Izolati iz Srbije su boldirani. Prikazane su bootstrap vrednosti >75%.

Tabela 12. Vrednosti geneticke udaljenosti razli¢itih grupa PPV-Rec izolata

a PPV-Rec (svih 206 izolata)

0,021+0,003
b  PPV-Rec (Srbija, 46 izolata) 0,018+0,003
¢ PPV-Rec (ostale zemlje, 160 izolata) 0,022+0,004

U filogenetsku analizu PPV-D izolata ukljuceno je 348 izolata iz 26 zemalja i

22 izolata iz Srbije, Sto ukupno ¢ini 370 izolata. Rekonstruisano filogenetsko stablo
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iz fragmenta lociranog u NIb—N-ter CP regionu genoma stablo dato je na slici 27.

Procenjene vrednosti geneti¢kog diverziteta su date u tabeli 13.
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Slika 27. Filogenetsko stablo rekonstruisano iz 447 bp fragmenta 369 PPV-D izolata.

Izolati iz Srbije su boldirani. Prikazane su bootstrap vrednosti >75%.

Tabela 13. Vrednosti geneticke udaljenosti razli¢itih grupa PPV-D izolata

PPV-D (svih 370 izolata) 0,031+0,006
PPV-D (Srbija, 22 izolata) 0,027+0,006
PPV-D (ostale zemlje, 348 izolata) 0,031+0,006
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5.1.6.2. Analiza sekvenci P3-6K1 regiona genoma

Za sekvencioniranje fragmenta lociranog u P3-6K1 (C-ter P3, 6K1 i N-ter CI)
regionu genoma primenjeni su prajmeri PCI-PP3.

Nukleotidne sekvence su deponovane u on-line bazu web sajta projekta
SharCo (ID brojevi sekvenci su dati u tabeli 9). Obrada sekvenci je izvrSena u
programu BioEdit.

Filogenetsko stablo rekonstruisano od nukleotidnih sekvenci C-ter P3, 6K1 i
N-ter CI regiona genoma jasno pokazuje tri klastera izolata koji odgovaraju PPV-M,
PPV-D i PPV-Rec sojevima (Slika 28). Filogenetska analiza potvrduje rezultate
dobijene IC-RT-PCR analizom odabranih izolata.

Geneticka udaljenost izolata je proraCunata primenom bootstrap modela
varijanse sa Kimura 2-P modelom zamene nukleotida. Vrednosti procenjene

geneticke udaljenosti date su u tabeli 14.

Tabela 14. Vrednosti geneticke udaljenosti 41 izolata unutar i izmedu klastera PPV-M, PPV-D

i PPV-Rec izolata
PPV-M PPV-D PPV-Rec
PPV-M (3 izolata) 0,006+0,002 0,153+0,015 0,156+0,015
PPV-D (15 izolata) 0,013+0,002 0,029+0,004
PPV-Rec (23 izolata) 0,020+0,002

Sekvence dobijene tokom izrade ove disertacije su uporedene sa joS 28
sekvenci PPV izolata iz Srbije (Dallot et al,, 2011; Jevremovic, 2008). Uporedene su
sekvence 69 izolata PPV. Rekonstruisano je filogenetsko stablo (Slika 29) i izvrSen

proracun genetic¢ke udaljenosti svih izolata poreklom iz Srbije (Tabela 15).

Tabela 15. Vrednosti geneti¢ke udaljenosti 69 izolata unutar i izmedu klastera PPV-M, PPV-D

i PPV-Rec izolata
PPV-M PPV-D PPV-Rec
PPV-M (26 izolata) 0,006+0,001 0,153+£0,016 0,155+£0,016
PPV-D (18 izolata) 0,015+0,002 0,030+0,004
PPV-Rec (35 izolata) 0,019+0,002
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Slika 28. Filogenetsko stablo rekonstruisano iz 788 bp fragmenta 41 PPV izolata.

Prikazane su bootstrap vrednosti >75%.
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Slika 29. Filogenetsko stablo rekonstruisano iz 788 bp fragmenta 69 PPV izolata.

Prikazane su bootstrap vrednosti >75%.
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Sekvence izolata iz Srbije su uporedene sa dostupnim sekvencama PPV-Rec

i PPV-D izolata ovog regiona genoma iz 11 drugih zemalja. Filogenetska analiza je

posebno sprovedena za PPV-Rec, a posebno za PPV-D izolate.

Nukleotidne sekvence PPV-Rec izolata su medusobno uporedene i
rekonstruisano je filogenetsko stablo na bazi P3-6K1 sekvenci 131 izolata (Slika
30). Radi odredivanja diverziteta izolata posebno je odredena vrednost geneticke
udaljenosti: a) za svih 131 PPV-Rec izolata; b) za 36 izolata iz Srbije; i c) za 95

izolata iz ostalih zemalja. Za sve tri grupe izolata (a, b i ¢) vrednost genetickog

diverziteta je 0,018+0,002.
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Slika 30. Filogenetsko stablo rekonstruisano iz 723 bp fragmenta 131 PPV-Rec izolata
Izolati iz Srbije su boldirani. Prikazane su bootstrap vrednosti >75%.
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U filogenetsku analizu PPV-D izolata ukljuceno je 206 izolata iz 24 zemalja i

18 izolata iz Srbije, Sto ukupno ¢ini 224 izolata. Rekonstruisano filogenetsko stablo

iz fragmenta lociranog u P3-6K1 regionu genoma stablo dato je na slici 31.

Posebno je odredena vrednost geneticke udaljenosti: a) za svih 224 PPV-D izolata;

b) za 18 izolata iz Srbije; i ¢) za 206 izolata iz ostalih zemalja. Za b i ¢ grupu izolata

vrednost genetickog diverziteta je 0,014+0,002, dok za grupu a iznosi

0,015+0,002.
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Slika 31. Filogenetsko stablo rekonstruisano iz 723 bp fragmenta 224 PPV-D izolata
Izolati iz Srbije su boldirani. Prikazane su bootstrap vrednosti >75%.
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5.2. Dinamika Sirenja sojeva Sarke Sljive, prisustvo i
brojnost lisnih vasi u eksperimentalnom zasadu
Sljive

5.2.1. Ispitivanja prisustva virusa Sarke u
eksperimentalnom zasadu u prvoj godini

istrazivanja (2008. godina)

Nakon sadnje i prijema sadnica izvrSen je vizuelni pregled prvih listova
tokom prve dekade juna. Prilikom pregleda nije utvrdeno nijedna biljka Sljive sa
simptomima koji mogu ukazivati na prisustvo virusa Sarke.

Radi provere zdravstvenog statusa, sve biljke su DAS-ELISA testom ispitane

na prisustvo PPV. ELISA testom ni u jednoj biljci nije utvrdeno prisustvo PPV.

U fazi pripreme za podizanje eksperimentalnog zasada Sljive tokom
prethodne godine (2007.) izvrSen je vizuelni pregled terena oko zasada. U malom
zasadu Sljive sorte Stenley koji se nalazi u blizini eksperimentalnog zasada izvrSen
je vizuelni pregled svih stabala i uzeti su uzorci za ELISA test (Sema 2). Od ukupno
38 stabala u zasadu, kod 11 je potvrdeno prisustvo PPV. Radi tipiziranja izolata u
pozitivhim uzorcima sproveden je IC-RT-PCR test. Rezultati analize su prikazani u
tabeli 16.

0d 11 stabala sljive, kod 8 je utvrden PPV-Rec soj, a kod 3 stabla PPV-D so;j.
Svi izolati su sekvencionirani u C-ter NIb—N-ter CP regionu genoma radi kasnijeg
uporedivanja sa sekvencama izolata iz eksperimentalnog zasada.

Osim zarazenih stabala iz malog zasada §ljive, utvrdena su i dva stabla Sljive
sorte Crvena ranka koja se nalaze oko 40 m od eksperimentalnog zasada u pravcu
jugoistok. Sa ovih stabala su uzeti uzorci listova i izvrSeno je tipiziranje izolata PPV
IC-RT-PCR metodom. Utvrdeno je da je u oba stabla prisutan PPV-Rec soj i oba

izolata su sekvencionirana u C-ter NIb—N-ter CP regionu (Tabela 16).
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Tabela 16. Rezultati tipiziranja izolata PPV iz okoline eksperimentalnog zasada

REZULTATI PCR ANALIZA
Pozicija Oznaka
Broj stabla2 Sorta P4-P3M P4-P3D CIP-D Soj sekvence
1 2/12 Stenley + - + Rec 2/12exter
2 2/8 Stenley + - + Rec 2/8exter
3 2/1 Stenley + - + Rec 2/1exter
4 3/9 Stenley + - + Rec 3/9exter
5 4/13 Stenley + - + Rec 4/13exter
6 4/12 Stenley - + + D 4/12exter
7 4/11 Stenley + - + Rec 4/11exter
8 4/9 Stenley - + + D 4/9exter
9 4/4 Stenley - + + D 4/4exter
10 4/3 Stenley + - + Rec 4/3exter
11 4/2 Stenley + - + Rec 4/2exter
12 / Crvena ranka + = + Rec RS-23pl
13 / Crvena ranka + - + Rec RS-24-pl
abroj reda/broj stabla u redu
13 o o
12 . o °
11 o o °
10 o o
9 o e e
8 ° o o
7 o o o
6 o o o
5 o o o
4 o o e
3 o o e
2 o o °
1 ° o o
2 3 4

Slika 32. Pozicija inokulisanih sadnica u eksperimentalnom  Sema 2. Mapa malog
zasada sljive (e -
zaraZena stabla)

zasadu sljive (oznaceno belom linijom)

U trecoj dekadi juna meseca izvrSena je inokulacija 8 posadenih sadnica

$ljive koja su locirana na sredini zasada (Sema 1 i slika 32). Inokulacija je uradena

metodom chip-budding sa po 2 ¢ipa po sadnici. Cetiri stabla su inokulisana PPV-Rec

izolatom RS-67pl. Pozicije inokulisanih stabala su 9/13, 9/15, 10/14 i1 10/16 (broj

reda /broj stabla u redu). PPV-D izolatom RS-68pl inokulisana su 4 stabla na
pozicijama 9/14, 9/16, 10/13 i 10/15. Izolati za inokulaciju su odabrani iz

kolekcije PPV-D i PPV-Rec izolata (potencijalnih inokuluma) na osnovu rezultata

uporedivanja sekvenci C-ter NIb—N-ter CP regiona ovih izolata sa sekvencama

izolata koji su detektovani u obliZnjem malom zasadu $ljive i izolatima sa stabala

Crvene ranke. Uporedivanjem sekvenci C-ter NIb—N-ter CP regiona u programu
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BioEdit utvrdeno je da se odabrani PPV-Rec izolat RS-67pl razlikuje od svih ostalih
PPV-Rec izolata iz neposredne okoline eksperimentalnog zasada u 2 fiksne
mutacije (nukleotida). Pozicije odgovaraju¢ih nukleotida su date u tabeli 17.
Sekvence su date u prilogu 2.

Tabela 17. Lista pozicija i odgovarajuce nukleotidne promene izmedu izolata RS-67pl i
ostalih ispitivanih PPV-Rec izolata

Pozicija nukleotida2 Pozicija nukleotida® RS-67-pl Ostali izolati
8648 183 A T
8653 188 T C

aPozicija prema sekvenci kompletnog genoma izolata RS-67pl
bPozicija prema sekvenci 427 bp fragmenta izolata RS-67pl

Sekvenca C-ter NIb—N-ter CP regiona genoma PPV-D izolata RS-68pl
razlikuje se od svih ostalih PPV-D izolata iz neposredne okoline eksperimentalnog
zasada u 5 fiksnih mutacija (nukleotida). Pozicije odgovarajuc¢ih nukleotida su date
u tabeli 18. Sekvence su date u prilogu 3.

Tabela 18. Lista pozicija i odgovarajuce nukleotidne promene izmedu izolata RS-68pl i
ostalih ispitivanih PPV-D izolata

Pozicija nukleotidac Pozicija nukleotidad RS-68-pl Ostali izolati
8486 21 T G
8541 76 A G
8621 156 T G
8622 157 G A
8843 378 @ T

cPozicija prema sekvenci kompletnog genoma izolata RS-68pl
dPozicija prema sekvenci 427 bp fragmenta izolata RS-68pl

[strazivanja epidemioloskih osobina odabranih izolata koja su sprovedena u
Francuskoj su pokazala visoku efikasnost prenoSenja oba izolata na Sljivu, kajsiju i
breskvu lisnim vasima Myzus persicae Sulz. (Gerard Labonne i Sylvie Dallot, li¢na
komunikacija).

Dve nedelje po inokulaciji izvrSena je provera prijema kalemljenja i
utvrdeno je da je kalemljenje bilo uspeSno. Do kraja vegetacije 2008. godine
izvrSena su jo$ dva vizuelna pregleda svih stabala Sljive u eksperimentalnom
zasadu. Tokom pregleda nisu utvrdena stabla sa simptomima prisustva virusa

Sarke.
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5.2.2. Ispitivanja prisustva virusa Sarke u
eksperimentalnom zasadu u drugoj godini

istrazivanja (2009. godina)

Vizuelni pregledi

U eksperimentalnom zasadu je u prvoj dekadi juna 2009. godine sproveden
vizuelni pregled svih stabala S$ljive. Prilikom pregleda su, osim na svih 8
inokulisanih, na jo$ 3 stabla Sljive uoceni simptomi virusa Sarke. Ocena simptoma
je data u tabeli 19.

Tabela 19. Opisni rezultati vizuelnog pregleda stabala Sljive u eksperimentalnom zasadu
tokom 2009. godine

Ocena Intenzitet

Broj Pozicija simptoma Izgled simptoma simptoma
1 3/3 2 Mo, PP 3
2 12/7 2 Mo, PP 3
3 15/7 3 Mo, PP 3
4 9/13 2 Mo, PP 2
5 9/14 2 Mo, PP 3
6 9/15 3 Mo, PP 3
7 9/16 2 Mo, PP 3
8 10/13 2 Mo, PP 3
9 10/14 2 Mo, PP 3
10 10/15 2 Mo, PP 2
11 10/16 3 Mo, PP 3

Na stablima 3/3, 12/7 i 15/7 su uoceni izrazeni simptomi Sarke u vidu
mozaika i prstenastih pega, uglavnom na nekoliko grancica na jednoj skeletnoj
grani.

Na inokulisanim stablima su simptomi bili ujednaceno izraZeni na po
nekoliko grancica na jednoj skeletnoj grani u vidi mozaika i prstenastih pega.

Tokom jula i avgusta 2009. godine ponovljeni su vizuelni pregledi u kojima

nisu utvrdena nova stabla sa simptomima Sarke.

ELISA test

U prvoj dekadi jula 2009. godine ELISA testom su sva stabla S$ljive u
eksperimentlnom zasadu ispitana na prisustvo virusa Sarke S$ljive. Od svih
analiziranih stabala virus Sarke je, pored inokulisanih stabala, potvrden i kod
stabala 3/3, 12/7 i 15/7. Rezultati ELISA testa su u saglasnosti sa vizuelnim

pregledima, jer je kod svih stabala sa simptomima potvrdeno prisustvo PPV.
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IC-RT-PCR

Radi utvrdivanja soja PPV prisutnog u uzorcima koji su dali pozitivhu
reakciju u ELISA testu, sproveden je IC-RT-PCR test. Analiza je pokazala da je u
stablu 3/3 prisutan PPV-D soj, a u stablima 12/7 i 15/7 PPV-Rec soj (Tabela 20,
Sema 3). Kod inokulisanih stabala tipiziranje je dalo ocekivane rezultate saglasno

inokulaciji odgovaraju¢im izolatom.

Tabela 20. Rezultati tipiziranja PPV izolata iz eksperimentalnog zasada

REZULTATI PCR ANALIZA
N-ter CP CI
Pozicija Oznaka

Broj stabla P4-P3M P4-P3D CIP-M CIP-D Soj sekvence

1 3/3 - + - + D 3/3.09

2 12/7 + - + Rec 12/7.09

3 15/7 + + Rec 15/7_09

4 9/13 + - + Rec 9/13

5 9/14 - + + D 9/14

6 9/15 + - + Rec 9/15

7 9/16 - + + D 9/16

8 10/13 - + + D 10/13

9 10/14 + - + Rec 10/14

10 10/15 - + + D 10/15

11 10/16 + - + Rec 10/6
Sekvencioniranje

Svi pozitivni uzorci (Tabela 20) su dalje analizirani sekvencioniranjem C-ter
NIb—N-ter CP regiona genoma. Sekvence PPV-Rec i PPV-D izolata su date u
prilozima 4 i 5. Kod svih stabala inokulisanih PPV-D izolatom RS-68pl, na poziciji
204 je C umesto T, koji je prisutan kod inokuluma RS-68pl (Prilog 5). Ova mutacija

nije od znacaja u daljoj analizi.

TCS analiza

GenealoSka povezanost izolata koji su potvrdeni u eksperimentalnom
zasadu, izolata sa inokulisanih stabala i izolata iz neposredne okoline izvrSena je
TCS analizom. Na slikama 33 i 34 date su mreZe rodoslovne povezanosti sekvenci
C-ter NIb—N-ter CP regiona PPV-D i PPV-Rec izolata.

TCS analiza ilustrativno pokazuje da zaraZena stabla Sljive iz
eksperimentalnog zasada koja su detektovana u 2009. godini nisu zaraZena
izolatom sa inokulisanih stabala.

Sekvence dva PPV-Rec izolata 12/7 i 15/7 takode pokazuju znatnu

divergentnost u odnosu na izolat sa inokulisanih stabala (10 i 12 nt razlike).
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Medutim, sekvence ova dva izolata pokazuju veliku sli¢nost (3 i 1 nt razlike) sa
sekvencama izolata iz neposredne okoline eksperimentalnog zasada (4/2exter,
4/11exter i RS-24pl) (slika 33). PPV-D izolat sa stabla 3/3 pokazuje veliku
divergentnost u odnosu na izolat sa inokulisanih stabala (13 nt razlike), kao i u

odnosu na PPV-D izolate iz obliznjeg zasada (19 nt razlike) (slika 34).
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Sema 3. Mapa eksperimentalnog zasada $ljive sa pozicijama zarazZenih stabala u 2009.
godini (e -inokulisana stabla, e - PPV-D, e - PPV-Rec)
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4/2exter, 4/1lexter, RS-24pl

-
o
8

Slika 33. MreZa genealoske povezanosti analiziranih PPV-Rec izolata iz eksperimentalnog

zasada (oznaceni Zuto), njegove okoline (oznaceni belo) i PPV-Rec izolata sa inokulisanih

stabala (oznacen plavo). Svaka linija predstavlja pojedinaénu mutaciju izmedu dva izolata
sa pozicijom mutacije. Nedostajuce (hipoteticke) sekvence su predstavljene kruZi¢ima.

4/9exter

Slika 34. MreZa genealoSke povezanosti analiziranih PPV-D izolata iz eksperimentalnog

zasada (oznaceni zeleno), njegove okoline (0oznaceni belo) i PPV-D izolata sa inokulisanih

stabala (oznacen plavo) . Svaka linija predstavlja pojedinaénu mutaciju izmedu dva izolata
sa pozicijom mutacije. Nedostajuce (hipoteticke) sekvence su predstavljene kruZi¢ima.
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Pracenje brojnosti i vrsta biljnih vasi

Tokom 2009. godine pracenje prisustva vrsta i brojnosti lisnih vasi vr§eno
je u periodu od 4. maja do 9. oktobra. Tokom ovog perioda, primenom Sticky-shoot
metode uhvaceno je ukupno 708 krilatih jedinki preko 40 vrsta lisnih vasi samo na
tretiranim listovima (Prilog 6). Najveca brojnost populacije lisnih vasi u prolecnom
periodu bila je od 13-19. maja, dok je jesenji pik bio u periodu od 12-21.
septembra (Grafikon 7). Najveci broj uhvacenih vrsta pripada rodovima: Aphis
(34%), Myzocallis (9%), Rhopalosiphum (9%) i Capitophorus (8,5%). Najveca
brojnost vrsta lisnih vasi koje su opisane kao vektori prati trend brojnosti ostalih

vrsta, osim u trec¢oj dekadi juna.
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Grafikon 7. Dinamika populacija krilatih formi lisnih vasi uhvacenih primenom Sticky-shoot
metode tokom 2009. godine

5.2.3. Ispitivanja prisustva virusa Sarke u
eksperimentalnom zasadu u trecoj godini

istrazivanja (2010. godina)

Vizuelni pregledi
U prvoj dekadi juna 2010. godine sproveden je vizuelni pregled svih stabala
Sljive u zasadu. Prilikom detaljnog pregleda su, osim na 8 inokulisanih, na jos 20

stabala uoc¢eni simptomi virusa Sarke Sljive. Ocena simptoma je data u tabeli 21.
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Na 9 stabala simptomi su bili prisutni na ¢itavoj kruni. Na 7 stabala
simptomi su uoCeni na gran¢icama jedne skeletne grane, dok su kod 3 stabla
simptomi bili prisutni na granc¢icama dve skeletne grane. Kod stabla 12/18
primeceno je samo par listova sa simptomima. Intenzitet simptoma na stablima je
varirao od 2-4, odnosno od blagih do jako izraZenih simptoma. Uo¢eni simptomi
na stablima su bili u vidu prstenastih i poluprstenastih pega i mozaika.

Na svim inokulisanim stablima simptomi su uglavnom bili ujednaceno
izraZeni na gotovo celoj kruni u vidi mozaika i prstenastih pega. Simptomi su bili
izraZeni do jako izraZeni, osim na stablu 9/13 gde su primeceni blagi simptomi.

Tokom jula i avgusta 2010. godine ponovljeni su vizuelni pregledi u kojima
nisu utvrdena nova stabla sa simptomima Sarke.

Tabela 21. Opisni rezultati vizuelnog pregleda stabala $ljive u eksperimentalnom zasadu
tokom 2010. godine

Pozicija Intenzitet
Broj stabla Ocena simptoma Izgled simptoma simptoma
1 3/3 2 Mo, PP 3
2 3/21 3 Mo, PP 3
3 5/2 4 PP 2
4 5/29 4 Mo 3
5 6/1 2 Mo, PP 3
6 6/17 4 PP 2
7 6/23 4 PP 2
8 6/27 2 Mo, PP 3
9 7/1 2 Mo, PP 3
10 7/20 2 Mo, PP 3
11 10/11 2 PP 4
12 10/24 3 Mo, PP 4
13 12/7 3 Mo, PP 3
14 12/18 1 Mo, PP 3
15 13/20 4 PP 2
16 14/25 2 Mo, PP 3
17 15/3 4 PP 2
18 15/7 4 Mo, PP 4
19 15/15 4 Mo, PP 4
20 16/8 4 PP 2
21 9/13 3 Mo, PP 2
22 9/14 4 Mo, PP 4
23 9/15 4 Mo, PP 4
24 9/16 4 Mo, PP 4
25 10/13 4 Mo, PP 4
26 10/14 3 Mo, PP 3
27 10/15 4 Mo, PP 4
28 10/16 4 Mo, PP 4
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ELISA test

Sva stabla $ljive u eksperimentlnom zasadu su sredinom jula 2010. godine
ELISA testom ispitana na prisustvo virusa Sarke Sljive. Od svih analiziranih stabala,
virus Sarke je utvrden samo kod stabala koja su pokazivala simptome virusa Sarke

(Tabela 22). U stablima bez simptoma nije detektovan virus Sarke.

IC-RT-PCR

Svi pozitivni uzorci iz ELISA testa su analizirani IC-RT-PCR metodom
(Tabela 22). Analiza je pokazala da je u 2 stabla (3/3 i 3/21) prisutan PPV-D soj, a
u 18 stabala (5/2, 5/29, 6/1, 6/17, 6/23, 6/27, 7/1, 7/20, 10/11, 10/24, 12/7,
12/18, 13/20, 14/25, 15/3, 15/7, 15/15 i 16/8) PPV-Rec soj (Sema 4). Kod
inokulisanih stabala rezultati su potvrdili odrZavanje pojedinacne infekcije

odgovaraju¢im sojem.

Tabela 22. Rezultati tipiziranja PPV izolata iz eksperimentalnog zasada

REZULTATI PCR ANALIZA
N-ter CP CI
Oznaka
Broj Pozicija stabla P4-P3M P4-P3D CIP-M CIP-D Soj sekvence
1 3/3 - + - + D 3/3_10
2 3/21 - + + D 3/21_10
3 5/2 + - + Rec 5/2_10
4 5/29 + + Rec 5/29_10
5 6/1 + + Rec 6/1_10
6 6/17 + + Rec 6/17_10
7 6/23 + + Rec 6/23_10
8 6/27 + + Rec 6/27_10
9 7/1 + + Rec 7/1.10
10 7/20 + + Rec 7/20_10
11 10/11 + + Rec 10/11_10
12 10/24 + + Rec 10/24_10
13 12/7 + + Rec 12/7_10
14 12/18 + + Rec 12/18_10
15 13/20 + + Rec 13/20_10
16 14/25 + + Rec 14/25_10
17 15/3 + + Rec 15/3_10
18 15/7 + + Rec 15/7_10
19 15/15 + + Rec 15/15_10
20 16/8 + + Rec 16/8_10
21 9/13 + - + Rec 9/13
22 9/14 - + + D 9/14
23 9/15 + - + Rec 9/15
24 9/16 - + + D 9/16
25 10/13 - + + D 10/13
26 10/14 + - + Rec 10/14
27 10/15 - + + D 10/15
28 10/16 + - + Rec 10/16
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Sekvencioniranje

Svih 20 pozitivnih uzoraka je sekvencionirano u C-ter NIb—N-ter regionu

genoma. Dobijene sekvence PPV-Rec i PPV-D izolata su medusobno uparene i date

u prilozima 7 i 8. U prilozima su navedene oznake sekvenci zaraZenih stabala iz

2009. godine jer su sekvence izolata sa istih stabala iz 2010. godine identicne.
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Sema 4. Mapa eksperimentalnog zasada $ljive sa pozicijama zarazZenih stabala u 2010.
godini (e -inokulisana stabla, e - PPV-D, e - PPV-Rec)
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TCS analiza

Genealoska povezanost izolata koji su detektovani u eksperimentalnom
zasadu tokom 2009 i 2010. godine, izolata sa inokulisanih stabala i izolata iz
neposredne okoline izvrSena je TCS analizom. Na slikama 35 i 36 date su mreZe
genealoSke povezanosti sekvenci C-ter NIb—N-ter CP regiona PPV-D i PPV-Rec
izolata. Analiza pokazuje da izolati sa novozaraZenih stabala ne poticu sa

inokulisanih stabala.

4/%exter

Slika 35. MreZa genealoSke povezanosti analiziranih PPV-D izolata iz eksperimentalnog
zasada (oznaceni zeleno), njegove okoline (oznaceni belo) i PPV-D izolata sa inokulisanih
stabala (oznacen plavo) . Svaka linija predstavlja pojedinacnu mutaciju izmedu dva izolata
sa pozicijom mutacije. Nedostajuce (hipoteticke) sekvence su predstavljene kruZi¢ima.
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Slika 36. MreZa genealoske povezanosti analiziranih PPV-Rec izolata iz eksperimentalnog
zasada (oznaceni Zuto), njegove okoline (oznaceni belo) i PPV-Rec izolata sa inokulisanih
stabala (oznacen plavo) . Svaka linija predstavlja pojedinachu mutaciju izmedu dva izolata
sa pozicijom mutacije. Nedostajuce (hipoteticke) sekvence su predstavljene kruZi¢ima.

Pracenje brojnosti i vrsta biljnih vasi

Tokom 2010. godine pracenje prisustva vrsta i brojnosti lisnih vasi vr§eno
je u periodu od 29. aprila do 21. septembra. Primenom Sticky-shoot metode je
tokom ovog perioda uhva¢eno ukupno 1289 krilatih jedinki preko 30 vrsta lisnih
vas$i na tretiranim listovima (Prilog 9). Najveca brojnost populacije lisnih vasi u
prole¢nom periodu bila je od 4-9. juna, dok jesenji pik nije bio izraZen. Najveci
broj uhvacenih vrsta pripada rodovima Myzocallis (82,6%) i Aphis (7,4%). Brojnost
vrsta koje su opisane kao vektori je bila veoma niska u odnosu na ostale uhvacene

vrste (Grafikon 8).
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Grafikon 8. Dinamika populacija krilatih formi lisnih vasi uhvacenih primenom Sticky-shoot
metode tokom 2010. godine

5.2.4. Ispitivanja prisutva virusa Sarke u
eksperimentalnom zasadu wu Ccetvrtoj godini

istrazivanja (2011. godina)

Vizuelni pregledi

Tokom prve dekade juna 2011. godine sproveden je prvi vizuelni pregled
stabala S$ljive u zasadu. Tokom pregleda su na 45 stabala (ukljucuju¢i 8
inokulisanih) uoceni simptomi virusa Sarke $ljive. Ocena simptoma je data u tabeli
23.

Na znatnom broju stabala simptomi su bili lokalizovani. Na 8 stabala
primeceno je tek po par listova sa veoma blagim do blagim simptomima. Kod 12
stabala simptomi su bili lokalizovani na nekoliko grancica jedne skeletne grane,
dok je na 10 stabala bilo simptoma na viSe skeletnih grana. Svega 7 stabala je bilo
sa simptomima sistemi¢no izrazenih po citavoj kruni. Intenzitet simptoma na
listovima se kretao od jako blagih do jako izraZenih u vidu mozaika i prstenastih
pega.

Na inokulisanim stablima su simptomi bili ujednaceno izraZeni na gotovo

celoj kruni u vidi mozaika i prstenastih pega, a po prvi put su primeceni simptomi
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tipa prosvetljavanja glavnog i bo¢nih lisnih nerava. Simptomi su bili izraZeni do

jako izraZeni.

Tabela 23. Opisni rezultati vizuelnog pregleda stabala sljive u eksperimentalnom zasadu u
2011. godini

Ocena Intenzitet
Broj Pozicija stabla simptoma Izgled simptoma simptoma
1 3/3 3 Mo 3
2 3/19 1 Mo 1
3 3/21 4 PP, Mo 4
4 4/2 1 Mo, PP 1
5 4/10 1 Mo 1
6 5/2 3 Mo, PP, PN 2
7 5/5 2 Mo, PP 2
8 5/29 4 Mo, PP 3
9 6/1 1 PP 1
10 6/17 4 Mo, PP 4
11 6/23 4 Mo, PP 3
12 6/27 4 Mo 3
13 7/1 2 Mo, PP 2
14 7/3 1 Mo 2
15 7/8 1 Mo, PP 2
16 7/20 4 Mo, PP 3
17 8/4 2 Mo 2
18 8/8 1 Mo 2
19 9/29 2 Mo, PP 2
20 10/8 2 Mo 2
21 10/9 2 Mo, PP 2
22 10/11 2 Mo 3
23 10/22 2 Mo 2
24 10/24 3 Mo, PP, PN 3
25 10/28 2 Mo, PN 2
26 11/20 3 Mo, PP 2
27 12/7 3 Mo, PP 2
28 12/18 1 Mo 1
29 13/3 2 Mo 3
30 13/20 3 Mo, PP 3
31 13/25 2 PP, Mo 2
32 14/25 3 PP, Mo 4
33 15/1 2 Mo 3
34 15/3 3 Mo 2
35 15/7 3 Mo, PP 3
36 15/15 4 Mo 3
37 16/8 3 PP, Mo 3
38 9/13 3 Mo, PP 3
39 9/14 3 Mo 3
40 9/15 3 Mo, PP 4
41 9/16 3 Mo, PN 3
42 10/13 3 Mo, PP, PN 3
43 10/14 3 Mo, PP 3
44 10/15 3 Mo, PN 3
45 10/16 3 Mo, PP 4

Tokom jula i avgusta 2011. godine ponovljeni su vizuelni pregledi u kojima

nisu utvrdena nova stabla sa simptomima Sarke. Tokom ovih pregleda na nekim
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stablima je bilo teSko uociti simptome virusa Sarke. Radi se o stablima 3/19, 4/2,
4/10, 6/1,7/3, 7/8, 8/8 1 12/18, gde je tokom prvog pregleda uofeno samo par
listova sa simptomima.

Neposredno po pregledu stabala Sljive u eksperimentalnom zasadu,
pregledana su i sva stabla §ljive iz obliZnjeg malog zasada i uzeti su uzorci sa svih

38 stabala za IC-RT-PCR test.

ELISA test

U prvoj dekadi jula 2011. godine ELISA testom su sva stabla $ljive u
eksperimentlnom zasadu ispitana na prisustvo virusa Sarke S$ljive. Od svih
analiziranih stabala, virus Sarke je utvrden kod svih stabala koja su pokazivala
simptome virusa Sarke (Tabela 23). U ostalim stablima bez simptoma nije

detektovan virus Sarke.

IC-RT-PCR

Svi pozitivni uzorci iz ELISA testa su dalje analizirani IC-RT-PCR testom
(tabela 24). Analiza je pokazala da je u 5 stabala (3/3, 3/19, 3/21, 9/29 i 13/3)
prisutan PPV-D soj, au 32 stabla (4/2,4/10,5/2,5/5,5/29,6/1,6/17,6/23,6/27,
7/1,7/3,7/8, 7/20, 8/4, 8/8, 10/8, 10/9, 10/11, 10/22, 10/24, 10/28, 11/20,
12/7, 12/18, 13/20, 13/25, 14/25, 15/1, 15/3, 15/7, 15/15 i 16/8) prisutan je
PPV-Rec soj (Sema 5). Kod inokulisanih stabala rezultati su i tokom ove godine

potvrdili odrzavanje pojedinacne infekcije odgovaraju¢im sojem.
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Tabela 24. Rezultati tipiziranja PPV izolata iz eksperimentalnog zasada

REZULTATI PCR ANALIZA
N-ter CP CI
Oznaka
Broj Pozicija stabla P4-P3M P4-P3D CIP-M CIP-D Soj sekvence
1 3/3 - + - + D 3/3.11
2 3/19 - + - + D 3/19_11
3 3/21 - + - + D 3/21_11
4 4/2 + - - + Rec 4/2_11
5 4/10 + - - + Rec 4/10_11
6 5/2 + - - + Rec 5/2_11
7 5/5 + - - + Rec 5/5_11
8 5/29 + - - + Rec 5/29_11
9 6/1 + - - + Rec 6/1_11
10 6/17 + - - + Rec 6/17_11
11 6/23 + - - + Rec 6/23_11
12 6/27 + - - + Rec 6/27_11
13 7/1 + - - + Rec 7/1.11
14 7/3 + - - + Rec 7/3_11
15 7/8 + - - + Rec 7/8.11
16 7/20 + - - + Rec 7/20_11
17 8/4 + - - + Rec 8/4 11
18 8/8 + - - + Rec 8/8_11
19 9/29 - + - + D 9/29_11
20 10/8 + - + Rec 10/8_11
21 10/9 + - - + Rec 10/9_11
22 10/11 + - - + Rec 10/11_11
23 10/22 + - - + Rec 10/22_11
24 10/24 + - - + Rec 10/24_11
25 10/28 + - - + Rec 10/28_11
26 11/20 + - - + Rec 11/20_11
27 12/7 + - - + Rec 12/7_11
28 12/18 + - - + Rec 12/18_11
29 13/3 - + - + D 13/3_11
30 13/20 + - + Rec 13/20_11
31 13/25 + - - + Rec 13/25_11
32 14/25 + - - + Rec 14/25_11
33 15/1 + - - + Rec 15/1_11
34 15/3 + - - + Rec 15/3_11
35 15/7 + - - + Rec 15/7_11
36 15/15 + - - + Rec 15/15_11
37 16/8 + - - + Rec 16/8_11
38 9/13 + = = + Rec 9/13
39 9/14 - + - + D 9/14
40 9/15 + - - + Rec 9/15
41 9/16 + - + D 9/16
42 10/13 - + - + D 10/13
43 10/14 + - - + Rec 10/14
44 10/15 - + - + D 10/15
45 10/16 + - - + Rec 10/16
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Sema 5. Mapa eksperimentalnog zasada $ljive sa pozicijama zaraZenih stabala u 2011.
godini (e -inokulisana stabla, e - PPV-D, e - PPV-Rec)
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IC-RT-PCR analizom su tokom 2011. godine ispitana i sva stabla iz malog

zasada Sljive iz neposredne blizine eksperimentalnog zasada. Ispitano je svih 38

stabala iz zasada i rezultati su dati u tabeli 25.
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Tabela 25. Rezultati analize uzoraka iz malog zasada sljive

REZULTATI PCR ANALIZA
N-ter CP CI
Pozicija Oznaka

Broj stabla P4-P3M P4-P3D CIP-M CIP-D Soj sekvence

1 4/13 + - - + Rec 4/13exter

2 3/3 + - - + Rec 3/3exter

3 3/1 - - - - NEGa -

4 4/3 + - - + Rec 4/3exter

5 3/2 - + - + D 3/2exter

6 4/7 + - - + Rec 4/7exter

7 3/6 - - - - NEG -

8 2/8 + - - + Rec 2/8exter

9 3/8 + - - + Rec 3/8exter

10 3/4 + - - + Rec 3/4exter

11 2/3 + - - + Rec 2/3exter

12 2/2 - - - - NEG -

13 3/12 - - - - NEG

14 2/10 - - - - NEG -

15 2/1 + - - + Rec 2/1lexter

16 3/13 - - - - NEG -

17 2/5 + - - + Rec 2/5exter

18 4/6 - - - - NEG

19 3/11 - - - - NEG

20 4/5 - - - - NEG

21 3/5 - - - - NEG -

22 3/9 + - - + Rec 3/9exter

23 4/1 - - - - NEG -

24 4/4 - + - + D 4 /4exter

25 2/4 + - - + Rec 2/4exter

26 2/6 - - - - NEG -

27 3/7 + - - + Rec 3/7exter

28 4/12 - + - + D 4/12exter

29 2/11 - - - - NEG -

30 3/10 - - - - NEG -

31 4/9 - + - + D 4/9exter

32 2/13 + - - + Rec 2/13exter

33 2/9 - - - - NEG -

34 2/12 + - - + Rec 2/12exter

35 4/11 + - - + Rec 4/11exter

36 1/1 - - - - NEG -

37 4/2 + - - + Rec 4/2exter

38 2/7 - - - - NEG

a .- pnegativan rezultat
0Od 38 stabala $ljive u malom zasadu, kod 21 stabla je utvrden PPV. Kod 17
stabala je utvrden PPV-Rec soj, kod 4 stabla PPV-D soj.

Sekvencioniranje
Izolati sa novozaraZenih stabala iz eksperimentalnog zasada su
sekvencionirani u C-ter NIb—N-ter regionu genoma. Sekvence su date u prilozima

10i11.
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Iz malog zasada $§ljive sekvencioniran je C-ter NIb—N-ter region genoma 10
novozaraZzenih stabala: 2/3,2/4, 2/5,2/13,3/2,3/3,3/4,3/7,3/8i4/7. Sekvence

ovih izolata su date u prilogu 12.

TCS analiza

GenealoSka povezanost izolata koji su detektovani u eksperimentalnom
zasadu u periodu 2009-2011. godine, izolata sa inokulisanih stabala i izolata iz
neposredne okoline izvrSena je TCS analizom. Na slikama 37 i 38 date su mreZe
genealoSke povezanosti sekvenci C-ter NIb—N-ter CP regiona PPV-D i PPV-Rec

izolata.
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Slika 37. MreZa genealoSke povezanosti analiziranih PPV-D izolata iz eksperimentalnog
zasada (oznaceni zeleno), njegove okoline (oznaceni belo) i PPV-D izolata sa inokulisanih
stabala (oznacen plavo) . Svaka linija predstavlja pojedinaénu mutaciju izmedu dva izolata
sa pozicijom mutacije. Nedostajuce (hipoteticke) sekvence su predstavljene kruZi¢ima.

TCS analiza PPV-D izolata pokazuje da postoji velika divergentnost

posmatranih izolata. Nijedan od izolata sa novozarazenih stabala u
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eksperimentalnom zasadu ne potiCe sa inokulisanih stabala, a ovi izolati takode
pokazuju veliku razli¢itost nukleotidnih sekvenci u odnosu na izolate iz obliZnjeg

malog zasada.
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Slika 38. MreZa genealoske povezanosti analiziranih PPV-Rec izolata iz eksperimentalnog
zasada (oznaceni Zuto), njegove okoline (oznaceni belo) i PPV-Rec izolata sa inokulisanih
stabala (oznacen plavo) . Svaka linija predstavlja pojedinachu mutaciju izmedu dva izolata
sa pozicijom mutacije. Nedostajuce (hipoteticke) sekvence su predstavljene kruZi¢ima.

TCS analiza PPV-Rec izolata je pokazala da samo jedan izolat (11/20_11)
potice sa inokulisanih stabala u eksperimentalnom zasadu. Sekvence vecine izolata
iz zasada su identi¢ne ili veoma sli¢ne sa sekvencama pojedinih izolata iz obliZnjeg

malog zasada.

Pracéenje brojnosti i vrsta biljnih vasi
Tokom 2011. godine pracenje prisustva vrsta i brojnosti lisnih vasi vrSeno

je u periodu od 28. aprila do 23. septembra. Tokom ovog perioda uhvaceno je samo
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290 krilatih jedinki preko 40 vrsta lisnih vasi na tretiranim listovima (Prilog 13).
Tokom 2011. godine brojnost lisnih vasi je bila na niskom nivou, tako da pikovi
brojnosti nisu bili izraziti kao tokom 2009. i 2010. godine. Najve¢i broj uhvacenih
vrsta pripada rodovima: Aphis (49%), Therioaphis (6%), Pemphigus (9%),
Brachicaudus (4,5%) i Rhopalosiphum (4%). Najveca brojnost vrsta lisnih vasi koje
su opisane kao vektori prati trend brojnosti ostalih vrsta, osim u intervalu kraj

juna-pocetak jula (Grafikon 9).
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Grafikon 9. Dinamika populacija krilatih formi lisnih vasi uhvacenih primenom Sticky-shoot
metode tokom 2011. godine
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6. DISKUSIJA

6.1. Rasprostranjenost sojeva Sarke Sljive u Srbiji

6.1.1. Rasprostranjenost sojeva Sarke u zasadima Sljive i

kajsije u Srbiji

Tokom izrade ove disertacije sprovedeno je najobimnije ispitivanje
raSirenosti sojeva virusa Sarke u zasadima S$ljive i kajsije kod nas. Rezultati
istraZivanja pokazuju da je u gotovo svim (278 od 283) analiziranim uzorcima
potvrdeno prisustvo PPV. Vizuelnim pregledima su ciljana stabla sa jasnim
simptomima prisustva Sarke, Sto je i potvrdeno laboratorijskim analizama. Kod 5
uzoraka Sljive sa veoma jasnim i karakteristicnim simptomima, nalik onima koje
izaziva virus Sarke, IC-RT-PCR metodom nije utvrdeno prisustvo ovog virusa. Ovi
uzorci su ELISA metodom analizirani i na prisustvo virusa hloroti¢cne lisne
pegavosti jabuke (Apple chlorotic leaf spot virus -ACLSV) i virusa prstenaste
pegavosti paradajza (Tomato ring spot virus -ToRSV). Navedeni virusi mogu
izazvati simptome nalik Sarki, ali ELISA testom nije potvrdeno prisustvo niti ACLSV

ni ToRSV.

U analiziranim uzorcima dominantno je utvrden rekombinantni soj virusa
Sarke (55,7%). U ranije sprovedenom istrazivanju raSirenosti sojeva virusa Sarke
Sljive u Srbiji, sa nesto drugacijom strategijom uzimanja uzoraka, rekombinantni
soj je utvrden u 20,5% analiziranih uzoraka (Jevremovié, 2008). Tada je analiziran i
znatan broj uzoraka breskve i nektarine (oko polovina analiziranih uzoraka), ali
ukoliko se posmatraju samo uzorci $ljive i kajsije, PPV-Rec soj je utvrden u 36,4%

uzoraka. U strukturi gajenja kosti¢avih vocaka (racunajuci sljivu, kajsiju i breskvu)
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u Srbiji, $ljiva ima dominantno mesto sa skoro 41 milion rodnih stabala, $to je udeo
od oko 89% (Republicki zavod za statistiku RS). Breskva i kajsija su zastupljene sa
po 3,81 1,5 miliona rodnih stabala. Uzimaju¢i u obzir ovu proporciju zastupljenosti
Prunus vrsta domacina PPV u Srbiji, moZe se zakljuciti da je generalno kod nas
dominantno prisutan PPV-Rec soj.

Nakon samo nekoliko godina od potvrde prisustva rekombinantnih izolata u
Srbiji (Glasa et al.,, 2005) i prve studije prisustva i rasSirenosti ovog soja (Jevremovic,
2008), rezultati pokazuju da je ovaj soj znacajno prisutan u zasadima Sljive i kajsije.
PPV-Rec soj je ustanovljen tek 2004. godine zahvaljuju¢i razvoju molekularnih
metoda Kkarakterizacije. Istrazivanja koja su u Srbiji ranije sprovodena seroloskim
metodama su ukazivala samo na prisustvo PPV-M i PPV-D izolata (Dulié, 2003;
Paunovi¢ i Jevremovié, 2003). Visok procenat zastupljenosti rekombinantnog soja
potvrduje ranije pretpostavke o njegovom dugogodiSnjem prisustvu na teritoriji
Srbije (Jevremovic, 2008). Glasa et al., (2005) su na bazi analize nekoliko PPV-Rec
izolata iz Srbije izneli hipotezu da ovaj soj potice sa teritorije bivSe Jugoslavije.
Siroka rasprostranjenost rekombinantnih izolata je rezultat njihovog uspe$nog

prilagodavanja uslovima u prirodi i vrlo efikasnog mehanizma Sirenja.

Sa 26,3% prisustva, PPV-D soj zauzima drugo mesto po zastupljenosti u
zasadima Sljive i kajsije u Srbiji. U ranije sprovedenom istrazivanju, Jevremovic¢
(2008) navodi pribliZzan procenat zastupljenosti PPV-D soja u uzorcima Sljive i

kajsije -23,8%.

PPV-M soj je tokom sprovedenih ispitivanja utvrden u svega 5,4% uzoraka,
Sto ga stavlja na poslednje mesto po zastupljenosti kod Sljive i kajsije u Srbiji. PPV-
M soj se u literaturi oznacava kao soj koji se u zasadima brzo Siri, pre svega kod
breskve (Quiot et al, 1995; Dallot et al, 1998, 2004). Rezultati ove disertacije
pokazuju da je kod kajsije i Sljive u Srbiji, PPV-M soj potpuno potisnut od strane

druga dva utvrdena soja.
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6.1.2. Sojevi virusa Sarke u zasadima Sljive

Rezultati ispitivanja pokazuju da su sva tri soja virusa Sarke prisutna u
uzorcima S$ljive. Dominantno je zastupljen PPV-Rec soj (53,5%), Sto potvrduje
rezultate ranijih istrazivanja (Jevremovié, 2008). Visok procenat zastupljenosti
rekombinantnog soja potvrduje pretpostavke o njegovom dugom prisustvu u
zasadima Sljive u Srbiji. Pored Srbije, PPV-Rec izolati na Sljivi su potvrdeni u josS 14
zemalja, ali za svega nekoliko zemalja postoje podaci o njegovoj raSirenosti. U
Bosni i Hercegovini je PPV-Rec utvrden u 29% ispitivanih uzoraka $ljive (Mati¢ et
al, 2006). Nedavnim istrazivanjima, Jevremovic et al., (2010) su u 87% analiziranih
uzoraka Sljive iz BiH potvrdili prisustvo rekombinantnog soja. U Bugarskoj, PPV-
Rec soj je zastupljen 18%, a u Slovackoj 49% (Dallot et al, 2008). Zagrai et al.,
(2010) navode da je PPV-Rec soj u Rumuniji prisutan u niskom procentu (14%).
Visok procenat zastupljenosti PPV-Rec soja kod S$ljive je utvrden i u Crnoj Gori
(Virs¢ek-Marn et al, 2012). Tokom istraZivanja rasirenosti sojeva $arke u Ceskoj,
Polak i Kominek (2009) nisu potvrdili prisustvo PPV-Rec soja u uzorcima $ljive (P.

domestica), ve¢ samo u 3% uzoraka dZenarike.

Drugi soj po zastupljenosti u zasadima $ljive u Srbiji je PPV-D soj (27,9%).
Ovaj soj je prevalentan u zemljama zapadne i centralne Evrope. Dominantno je
prisutan u zasadima u Austriji (89%), Ce$koj (95%), Nemackoj, Poljskoj i Rumuniji
(73%) (Polak i Kominek, 2009; Malinowski, 2006; Jaraush, 2006, Zagrai et al., 2010).
U literaturi se navodi da je PPV-D soj neepidemicni soj, ali obimna istrazivanja koja
su sprovedena u Ce$koj ukazuju da i ovaj soj moZe izazvati epidemije kod $ljive i

dZenarike (Polak, 2002; Polak i Kominek, 2009).

PPV-M soj je utvrden u svega 5,4% uzoraka Sljive. U odnosu na ranije
saopStene podatke o 23,5% zastupljenosti kod $ljive (Jevremovié, 2008), ovo je oko
4 puta manja zastupljenost PPV-M soja. Sa povecanjem broja analiziranih uzoraka
Sljive doslo je do smanjenja udela PPV-M soja, dok je pove¢an udeo PPV-Rec soja.
PPV-M soj se u Srbiji uglavnom vezuje za breskvu gde je dominantno prisutan sa

99% (Jevremovic, 2008).
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Kod $ljive su utvrdene i mesSane infekcije kod 13,2% uzoraka. Dominantan
je broj uzoraka gde su u mesanoj infekciji utvrdeni PPV-D i PPV-Rec soj. Po prvi put
je potvrdena infekcija stabla Sljive sa sva tri ispitivana soja PPV (PPV-M, PPV-D i
PPV-Rec). Ovakva trostruka prirodna infekcija sojevima PPV u prirodi do sada nije
opisana u literaturi. MeSane infekcije predstavljaju preduslov za pojavu novih
rekombinanata i Sljiva predstavlja ,idealnog“ domacina za ispoljavanje ovog

fenomena.

Dobijeni rezultati pokazuju da su PPV-Rec i PPV-D soj u Srbiji veoma dobro
adaptirani na ovu Prunus vrstu i da su gotovo potpuno potisnuli PPV-M soj iz
zasada S$ljive. Visok procenat zaraze Sljive ovim sojevima ukazuje na njihovo
dugotrajno prisustvo u zasadima, kao i postojanje kompeticije izmedu ova dva soja,

gde prezentovani rezultati pokazuju ,,superiornost PPV-Rec soja.

6.1.3. Sojevi virusa Sarke u zasadima kajsije

Broj analiziranih uzoraka kajsije je relativno mali (20 uzoraka), ali odnos
uzoraka Sljiva/kajsija odgovara njihovoj zastupljenosti u zasadima u Srbiji. U
analiziranim uzorcima dominantno je utvrden PPV-Rec soj (85%), dok su ostala
dva soja (PPV-M i PPV-D) utvrdeni u svega po 5% uzoraka. Simptomi Sarke na
listovima kajsije su slabije izraZeni i uglavnom lokalizovani na unutrasnje delove
krune. Prilikom obilaska zasada kajsije i uzimanja uzoraka utvrdena su dva
razli¢ita slucaja. Prvi, gde je u zasadima bilo veoma lako uociti simptome na
listovima i gde je procenat zaraze u zasadima visok. U drugom slucaju, u zasadima
je bilo veoma teSko locirati zaraZena stabla jer su simptomi veoma blagi ili
simptoma nije bilo.

U literaturi se navodi da rekombinantni soj pre svega zaraZava Sljivu, dok je
kod kajsije reda pojava (Kollerova et al, 2008). Rezultati dosadasnjih istrazivanja
sojeva PPV u Institutu za voéarstvo - Cacak su pokazali da je PPV-Rec soj u
visokom procentu prisutan kod kajsije u Srbiji. Takode, Jevremovi¢ et al., (2010) su
PPV-Rec soj detektovali u vecini ispitivanih uzoraka kajsije iz Bosne i Hercegovine.

Osim Srbije i Bosne i Hercegovine, PPV-Rec je na kajsiji utvrden i u Bugarskoj,
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Ceskoj, Italiji, Madarskoj, Slovackoj i Pakistanu, ali bez preciznijih podataka o
njegovoj rasirenosti u okviru ove Prunus vrste (Glasa et al, 2004; Kollerova et al.,

2006; Szathmdry i Palkovics, 2010).

6.1.4. Zastupljenost sojeva na nivou zasada

Analiza rezultata rasprostranjenosti sojeva Sarke na nivou zasada pokazuje
veliku heterogenost ispitivanih zasada u pogledu prisustva sojeva PPV.
Procentualno su najzastupljeniji zasadi u kojima je utvrden samo PPV-Rec soj
(34%) i zasadi u kojima su utvrdena dva soja: PPV-D i PPV-Rec soj (36%). Sa druge
strane, u svega 1% zasada utvrdeno je prisustvo samo PPV-M soja.

U viSe od polovine analiziranih zasada (53%) utvrdeno je prisustvo dva ili
sva tri soja. Prisustvo viSe sojeva u zasadu predstavlja preduslov za pojavu
mesanih infekcija koje potencijalno mogu dovesti do stvaranja de novo

rekombinantnih izolata.

6.1.5. Geografska distribucija sojeva Sarke

Rezultati ispitivanja uzoraka iz 12 okruga Srbije pokazuju da ne postoji
striktna geografska lokalizacija pojedinacnih sojeva Sarke na teritoriji Srbije.
Rekombinantni soj je utvrden u svim ispitivanim okruzima, bilo u pojedinac¢noj ili
mesSanim infekcijama, a dominantno je rasSiren u 8 okruga. PPV-D soj je takode
utvrden u svim okruzima, a prevalentan je u 4 okruga (NiSavski, Pirotski, Rasinski i
Zajecarski). Za razliku od PPV-Rec i PPV-D soja, PPV-M soj nije utvrden u svim
okruzima. Ovaj soj nije utvrden u uzorcima iz Jablani¢kog, Kosovsko-Mitrovackog,
Pirotskog i Rasinskog okruga. Ovaj rezultat ne znaci da PPV-M soj nije prisutan u
ovim okruzima, ve¢ da nije raSiren u zasadima S$ljive i kajsije. Jevremovic¢ (2008)
navodi da je PPV-M soj prisutan u analiziranim uzorcima breskve iz nekoliko

lokaliteta u ovim okruzima.

Uzrok ovakve distribucije sojeva Sarke na teritoriji Srbije je promet
zarazenog sadnog materijala, koji do pre nekoliko godina nije strogo kontrolisan
po vazecim zakonima i pravilnicima. Sadni materijal zaraZen lokalnim izolatima je
unoSen u nove lokalitete, gde je nastavljeno Sirenje izolata putem lisnih vasi.

Karakteristi¢an primer za ovaj nacin disperzije izolata je situacija u Zaje¢arskom
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okrugu, gde su u zasadima starosti 10-27 godina utvrdeni samo PPV-D i PPV-M soj
(Prilog 1). U izolovanom zasadu S$ljive, starosti 2 godine, potvrdene su meSane
infekcije tipa PPV-D+PPV-Rec koje nesumnjivo poti¢u od zaraZenog sadnog
materijala. Kao rezultat, u skorijoj budu¢nosti treba ocekivati PPV-Rec soj u

izvesnom procentu i u ovom lokalitetu.

6.1.6. Analiza nukleotidnih sekvenci C-ter NIb—N-ter CP

regiona

Tokom izrade ovog rada odredene su nukleotidne sekvence 41 odabranog
izolata PPV. Osim PPV-Rec (23 izolata) i PPV-D (15 izolata), radi uporedivanja su
odabrana i 3 PPV-M izolata. CP region genoma Potyvirus-a (narocito N-terminalni
deo), pored P1 regiona, predstavlja najvarijabilniji region genoma i iz tog razloga
se sekvence ovog regiona genoma Cesto koriste za filogenetske analize (Aleman-
Verdaguer et al, 1997; Glasa et al, 2007). Osim toga, u C-terminalnom delu NIb
regiona se nalazi tacka rekombinacije koja je karakteristi¢cna za PPV-Rec izolate
(Glasa et al,, 2004).

Rekonstruisano filogenetsko stablo od 467 bp fragmenta iz C-ter NIb—N-ter
CP regiona genoma jasno pokazuje tri klastera izolata koji odgovaraju ispitivanim
PPV sojevima. Rezultati filogenetske analize potvrduju rezultate IC-RT-PCR
tipiziranja i daju nova saznanja o izolatima/sojevima. Na rekonstruisanim
filogenetskim stablima (Slike 22 i 23) nema atipi¢nog grupisanja pojedina¢nih
izolata unutar klastera, Sto pokazuje da su svi izolati tipi¢ni predstavnici

odgovarajucih sojeva.

Procenjena vrednost genetiCkog diverziteta u okviru PPV-Rec izolata
ispitivanih u ovom radu je niska 0,017+0,003 i viSa od vrednosti za PPV-M izolate
0,012+0,004. Vrednost genetickog diverziteta za PPV-M izolate je uradena za samo
tri analizirana izolata, pa ovu vrednost treba uslovno i razmatrati. Za razliku od
PPV-M i PPV-Rec izolata, proracunata vrednost genetickog diverziteta za PPV-D
izolate je viSa i iznosi 0,026+0,004 (Tabela 10).
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Rezultat TCS analize PPV-D sekvenci, kojom se procenjuje njihova
genealoSka povezanost, jasno pokazuje jednu mrezu sekvenci (Slika 24). Zadati
limit parsimonije je 94%, gde se sekvence razlikuju u najviSe 8 mutacija. Ukoliko se
limit parsimonije pove¢a na 95%, takode se dobija jedna mreza sekvenci (19
sekvenci), dok su van mreZe sekvence izolata RS-46pl i RS-55pl (Slika nije
prikazana). Pri ovom limitu parsimonije maksimalan broj mutacionih promena je
7, dok su najbliZe konekcije sekvencama izolata 46pl i RS-55pl na 8 mutacija. TCS
analiza pokazuje da ne postoji povezanost srodnih sekvenci sa geografskim
poreklom izolata niti sa vrstom domacina. Ovo se moZe objasniti distribucijom
zarazenog sadnog materijala u geografski udaljene regione i okruge.

TCS analiza 46 sekvenci PPV-Rec izolata takode pokazuje jednu mrezu
sekvenci (Slika 25). Pri zadatom limitu parsimonije 95%, limit konekcije izolata je
7 mutacija. Ne prikazanoj mreZi koja povezuje PPV-Rec izolate zapaza se da se
vetina sekvenci koje se razlikuju u samo jednom nukleotidu nalaze na velikoj
geografskoj udaljenosti. Tipi¢ni primeri su izolati: RS-10pl (Valjevo) i RS-47pl
(Strpce); RS-47pl (Strpce) i RS-56pl (Sabac); RS-10pl (Valjevo) i RS-63pl (Vudje);
RS-09pl (Topola) i RS-52pl (Jarinje). Povezanost sekvenci izolata koji su geografski
blisko locirani uocava se kod izolata RS-32pl, RS-33ap i RS-25ap. Izolati RS-32pl i
RS-33ap uzeti su sa stabala udaljenosti od 96m koja se nalaze u dva susedna
voc¢njaka, a oba izolata su udaljena oko 4,6 km od izolata RS-25ap. Sa povecanjem
limita parsimonije na 96% i 97%, takode se dobija jedna mreza sekvenci, ali u
ovom slucaju izolat D76 nije povezan u rekonstruisanoj mreZi (slike nisu
prikazane). NajbliZa konekcija sekvenci izolata D76 je na 7 mutacija (D115), dok je
maksimalan broj mutacija 6 (96%) i 5 mutacija (97%). U poredenju sa TCS
analizom sekvenci PPV-D izolata, za PPV-Rec izolate se zapaZa manja
divergentnost izolata. Kao i za PPV-D izolate, TCS analiza pokazuje da generalno ne
postoji povezanost srodnih sekvenci sa geografskim poreklom izolata niti sa
vrstom domacina. Uzrok ovakvih rezultata filogeografske analize se takode moze

objasniti nekontrolisanim Sirenjem izolata putem zarazenog sadnog materijala.

Filogenetska analiza 90 PPV izolata iz Srbije (46 PPV-Rec, 21 PPV-D i 23

PPV-M izolata) daje slicne rezultate kao i analiza 41 izolata opisanih u ovoj
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disertaciji. Najvec¢u vrednost genetickog diverziteta pokazuje klaster PPV-D izolata
0,028+0,004, slede klaster PPV-M izolata 0,020+0,003 i klaster rekombinantnih
izolata 0,017+0,003 (Tabela 11). U ovoj analizi vrednosti genetickog diverziteta
unutar PPV-M i PPV-Rec izolata je priblizna. Ovi rezultati su u potpunim
saglasnostima sa ranijim istrazivanjima geneticke strukture virusa Sarke Sljive u
Srbiji (Jevremovié, 2008; Jevremovic et al., 2009).

ViSe autora navodi da populacije virusa koje pokazuju vecu vrednost
genetickog diverziteta treba smatra starijim (Moya i Garcia-Arenal, 1995; Azzam et
al, 2000; Glasa et al, 2007; Wei et al, 2009). Na bazi ovog stanovista populaciju
izolata koji pripadaju PPV-D soju u Srbiji treba smatrati starijom u odnosu na PPV-
M i PPV-Rec soj. PPV-D soj je prevalentan u okruzima koji se nalaze istocno od
Velike i JuZne Morave, a to su upravo lokaliteti gde je Sarka po prvi put opisana u
Srbiji (Josifovié, 1941). Uzimajuci u obzir sve ove navode, moZe se predpostaviti da
je PPV-D soj ,najstariji“ soj Sarke prisutan Srbiji.

Podatak da je procenjena vrednost genetickog diverziteta PPV-Rec izolata
najniza, sugeriSe da ovaj soj treba smatrati ,najmladim“ i da je on proizvod
rekombinacije, kao S$to navode i Glasa et al, (2004). Neke pojave, kao Sto je
geneticko usko grlo (genetic bootleneck), koje se javljaju nakon pojave
rekombinacije, mogu uticati na ovaj nacin identifikacije ,starijih“ i ,mladih“ izolata
i sojeva (Glasa et al, 2004). Prolazak populacije kroz usko grlo smanjuje geneticku
varijabilnost unutar populacije i povecava geneticke razlike u odnosu na druge
populacije. Uzimaju¢i u obzir i ove fenomene, mogu¢ je i potpuno drugaciji
scenario da je PPV-Rec soj ,predak”, a da PPV-M ili PPV-D soj predstavljaju
rekombinante koji poticu od pojave rekombinacije u NIb genu (Glasa et al, 2004,
Glasa et al, 2005).

Vrednosti genetiCkog diverziteta izmedu klastera PPV-M, PPV-D i PPV-Rec
izolata pokazuju viSe vrednosti u odnosu na proracunati geneticki diverzitet
unutar pojedinih klastera PPV sojeva. Diverzitet izmedu PPV-Rec i PPV-M izolata
iznosi 6,7%. Ovaj rezultat je u potpunoj saglasnosti sa tipom genoma
rekombinantnih i PPV-M izolata nizvodno od tacke rekombinacije. Diverzitet

izmedu PPV-D i PPV-Rec, odnosno PPV-D i PPV-M je znatno vedi i iznosi 25-27%.
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Filogenetska analiza nukleotidnih sekvenci 46 PPV-Rec izolata iz Srbije sa
jos 160 dostupnih sekvenci PPV-Rec izolata iz drugih zemalja pokazala je da ne
postoji specifitno grupisanje izolata iz Srbije u odnosu na PPV-Rec izolate iz drugih
zemalja (Slika 26). Procenjena vrednost genetickog diverziteta u okviru svih PPV-
Rec izolata iznosi 0,021+0,003. Ukoliko se posmatraju samo PPV-Rec izolati iz
Srbije ova vrednost je neSto niZa i iznosi 0,018+0,003, dok je za izolate iz ostalih
zemalja 0,022+0,003. Ovaj rezultat je u potpunoj suprotnosti sa navodima koje su
izneli Glasa et al., (2005) analizirajuc¢i 7 PPV-Rec izolata iz Srbije, gde je na bazi
proracunatih vrednosti genetickog diverziteta izneta hipoteza da je biv3a
Jugoslavija centar disperzije PPV-Rec izolata. Rezultati izneti u ovoj disertaciji
pokazuju da je odstupanje u vrednosti genetickog diverziteta PPV-Rec izolata iz
Srbije u odnosu na izolate iz ostalih zemalja na nivou statisti¢ke greske (0,004). Sta
viSe, rekombinantni izolati iz Srbije pokazuju niZu vrednost geneti¢kog diverziteta
u odnosu na ostale izolate, Sto je potpuno suprotan rezultat u odnosu na analizu
malog broja uzoraka koji navode Glasa et al., (2005).

Rezultati analize PPV-Rec izolata prikazani u ovoj disertaciji potvrduju da je
za pouzdane statisticke proracune i dobijanje pouzdanih rezultata potrebno
analizirati veliki broj izolata. To dokazuju i rezultati analize genetickog diverziteta
PPV-M izolata iz Srbije (Tabele 10 i 11). Vrednost genetickog diverziteta PPV-M
izolata iz ove disertacije (3 izolata) je 0,012+0,004, dok je ta vrednost za 23 izolata

0,020+0,003, Sto je statisticki znacajna razlika.

Analiza nukleotidnih sekvenci PPV-D izolata obuhvatala je 369 izolata, od
Cega 21 izolat iz Srbije. Kao i kod PPV-Rec izolata i kod filogenetske analize PPV-D
izolata nema grupisanja izolata iz Srbije (Slika 27). Procenjena vrednost genetickog
diverziteta za izolate iz Srbije je 0,026+0,006. Vrednost genetiCkog diverziteta za
PPV-D izolate iz ostalih zemalja (348 izolata) je identi¢na kao i vrednost genetickog
diverziteta svih analiziranih 369 PPV-D izolata i iznosi 0,031+0,006 (Tabela 13).

Ukoliko se uporede vrednosti genetickog diverziteta, uoCava se da je ova
vrednost za PPV-D izolate znacajno visa (0,031+0,006) u odnosu na vrednost za

PPV-Rec izolate (0,021+0,003). PPV-D izolati su utvrdeni u svim zemljama gde je
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potvrden virus Sarke, dok su rekombinantni izolati utvrdeni u znatno manjem

broju zemalja.

6.1.7. Analiza nukleotidnih sekvenci P3-6K1 regiona

Osim C-ter NIb—N-ter CP regiona genoma, kod svih odabranih izolata
izvrSeno je i sekvencioniranje fragmenta od 788 bp lociranog u C-ter P3, 6K1 i N-
ter Cl regionu genoma.

N-ter CP, P1 i P3 su najvarijabilniji regioni genoma u okviru virusa iz roda
Potyvirus, dok P3 region pokazuje najmanju varijabilnost izmedu razlicitih sojeva
jednog virusa (Aleman-Verdaguer et al, 1997). Uporedujuci sekvence kompletnog
genoma virusa Sarke visSe autora je utvrdilo da su najvarijabiniji regioni genoma:

N-ter CP, P1, P3 i C-ter HC (Palkovics et al, 1993; Myrta et al., 2006).

Na bazi dobijenih nukleotidnih sekvenci 41 izolata rekonstruisano je
filogenetsko stablo koje jasno pokazuje tri klastera izolata koji odgovaraju PPV-M,
PPV-D i PPV-Rec soju (Slika 28). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
tipiziranja izolata IC-RT-PCR metodom i analizom sekvenci C-ter NIb—N-ter CP
regiona genoma. Filogenetsko grupisanje izolata je nezavisno od analiziranog
regiona genoma (Candresse et al, 1995; Glasa et al, 2002b). RazliCiti regioni
genoma virusa Sarke ponaSaju se kao odvojene celine i razlike u sekvencama
izmedu sojeva su prisutne duZ citavog genoma, iako vrednosti genetickog
diverziteta u okviru razli¢itih regiona nisu jednake (Glasa et al,, 2002b).

Vrednost genetickog diverziteta u okviru PPV-Rec izolata je najviSa
0,020£0,002, neSto manja u okviru PPV-D izolata 0,013+0,002, a najmanja u okviru
PPV-M izolata 0,006+0,002 (Tabela 14).

U analizi 69 PPV izolata iz Srbije (35 PPV-Rec, 18 PPV-D i 26 PPV-M izolata)
dobijeni su analogni rezultati (Slika 29). NajviSu vrednost genetickog diverziteta
pokazuje Kklaster PPV-Rec izolata 0,019+0,002, sledi klaster PPV-D izolata
0,015+0,002 i na kraju klaster PPV-M izolata 0,006+0,001 (Tabela 15). U ovom
analiziranom regionu genoma klaster PPV-M izolata pokazuje najniZu vednost

genetickog diverziteta koja je 2,5-3 puta niZa u odnosu na PPV-D i PPV-Rec izolate.
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Kao Sto je i oCekivano, vrednosti genetickog diverziteta izmedu klastera
PPV-M, PPV-D i PPV-Rec izolata pokazuju viSe vrednosti u odnosu na proracunati
geneticki diverzitet unutar pojedinih klastera PPV sojeva. Diverzitet izmedu PPV-
Rec i PPV-D izolata iznosi 3,0%. Diverzitet izmedu PPV-M i PPV-D, odnosno PPV-M
i PPV-Rec je gotovo isti i iznosi 15,3-15,5%.

Filogenetska analiza P3-6K1 sekvenci 131 PPV-Rec izolata iz 12 zemalja
(ukljucujudi Srbiju) pokazala je izvesno grupisanje vecine PPV-Rec izolata iz Srbije
sa nekim izolatima iz Bosne i Hercegovine (Slika 30). Ovo grupisanje nije podrZano
visokim bootstrap vrednostima. Grupisanje izolata iz ostalih zemalja je takode
prisutno, ali bez visokih bootstrap vrednosti (osim za pojedine izolate iz Italije i
Bugarske). Vrednost genetickog diverziteta za izolate iz Srbije, kao i za izolate iz
ostalih zemalja je identi¢tno (0,018+0,002) i ne daje preciznije objasSnjenje
parcijalnog grupisanja izolata.

Filogenetska analiza P3-6K1 sekvenci 224 PPV-D izolata iz preko 20 zemalja
pokazala je posebno grupisanje gotovo svih izolata iz Srbije (osim izolata RS-46pl],
RS-59pl i RS-60pl) medu kojima se nalazi i jedan izolat iz Slovacke (SK-226pl)
(Slika 31). Bootstrap vrednost za ovu grupu izolata je svega 34%. Kao opSte
pravilo, ukoliko je bootstrap vrednost za zadatu granu filogenetskog stabla 95% ili
vi$a, onda se topologija te grane smatra ispravnom (Nei i Kumar, 2000). U brojnim
filogenetskim analizama koje se sprovode u virusologiji, bootstrap vrednost koja je
75% ili visa smatra se znacajnom. Vrednost genetickog diverziteta za izolate iz
Srbije, kao i za izolate iz ostalih zemalja je identi¢na (0,014+0,002).

Delimi¢no grupisanje PPV-Rec i PPV-D izolata koje se uoCava na
rekonstruisanim filogenetskim stablima od 723 bp fragmenta iz C-ter P3, 6K1 i N-
ter CI regiona (Slike 30 i 31) uslovljeno je pre svega manjom varijabilnoS¢u unutar

ovog regiona genoma virusa Sarke u odnosu na N-ter CP region.
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6.2. Dinamika Sirenja sojeva Sarke Sljive, prisustvo i
brojnost lisnih vasi u eksperimentalnom zasadu
Sljive

Pionirska istraZivanja prostornog i vremenskog Sirenja virusa Sarke na $ljivi
kod nas je zapoceo Jordovi¢ jo§ pre 60 godina i bila su bazirana uglavnom na
ekspresiji simptoma (Jordovié, 1965, 1975, 1976). U vreme ovih istrazivanja, kada
sojevi Sarke nisu bili poznati i kada je dominantna sorta u nasim vo¢njacima bila
PoZegaca, primenjivan je samo vizuelni metod inspekcije stabala u zasadu koji ne
moZe da pruZzi sliku Sirenja pojedinih izolata (Jordovié, 1975). U
dvadesetogodiSnjem istraZivanju Sirenja virusa Sarke u zasadu PoZegace, Jordovic¢
je utvrdio je da su u prve dve godine ispitivanja zaraZena stabla u zasadu bila
nasumicno locirana u zasadu bez ikakve regularnosti, Sto je ukazivalo da zaraza
uglavnom potice iz eksternih izvora. U narednim godinama, novozaraZena stabla
su skoncentrisana oko stabala koja su zaraZena u prethodnim godinama. Sli¢ne
rezultate Sirenja virusa Sarke u kasnijim godinama infekcije navode Paunovi¢ et al,
(2008) tokom ispitivanja brzine $irenja virusa $arke u zasadu $ljive sorte Cac¢anska
rodna.

[spitivanja prostornog i vremenskog Sirenja virusa Sarke S$ljive su
sprovedena u zasadima Kajsije, breskve i $ljive u Spaniji, Francuskoj, Grékoj i
Ceékoj (Lldcer et al, 1992; Gotwald et al, 1995; Dicenta et al, 1999; Martinez-
Gomez et al, 2003; Dallot et al, 2004; Varveri et al, 1999; Blazek et al, 2003).
Medutim, agroekoloski uslovi, prisustvo i rasprostranjenost sojeva, kao i
epidemioloska situacija u ovim zemljama su potpuno drugaciji od uslova u Srbiji.

Ispitivanja u eksperimentalnom zasadu S$ljive koja su sprovedena tokom
izrade ove disertacije predstavljaju prva istrazivanja pralenja brzine Sirenja
pojedinih sojeva virusa Sarke bazirana na analizi sekvenci i izradi rodoslovne
povezanosti izolata detektovanih u zaraZenim stablima. Sprovedeni eksperiment
obuhvatao je kompleksnu primenu vise metoda detekcije i karakterizacije virusa
Sarke. Pored nezaobilaznih vizuelnih pregleda, sprovedeni su seroloski ELISA test i

molekularna IC-RT-PCR metoda. Sekvencioniranjem dela genoma detektovanih
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izolata i analizom sekvenci, primenom viSe softvera baziranih na razli¢itim
statistickim modelima omoguéeno je pracenje prostornog i vremenskog Sirenja
pojedinacnih izolata.

Prilikom planiranja eksperimenta sa ciljem utvrdivanja intenziteta Sirenja i
kompeticije PPV-D i PPV-Rec sojeva u zasadu S$ljive, idealna lokacija za podizanje
eksperimentalnog zasada bila bi potpuno izolovana parcela bez Prunus vrsta u
bliZoj i daljoj okolini. Na taj nacin, Sirenje izolata sa inokulisanih stabala ne bi bilo
ometano iz eksternih izvora. U naSoj zemlji, gde je virus Sarke endemic¢no prisutan,
veoma je teSko naci takav lokalitet. U nekim regionima (Vojvodina) postoje ovakvi
izolovani lokaliteti gde se na velikim povrSinama gaje ratarske kulture. Medutim, u
ovakvoj sredini problem bi bilo prisustvo/odsustvo populacija odredenih vrsta
lisnih vasSi koje su opisane kao vektori Sarke, Cije je prisustvo esencijalno za
sprovodenje eksperimenta.

Lokalitet koji je odabran za podizanje eksperimentalnog zasada nalazi se u
selu Ostra kod Catka, u Moravickom okrugu, na lokalitetu sa idealnim
agroekoloSkim uslovima za gajenje S$ljive. ,OteZavajuca“ okolnost pri izboru
lokacije predstavljala su zaraZena stabla koja se nalaze u okolini zasada. 1z tog
razloga, sva stabla koja se nalaze u neposrednoj blizini zasada su uklju¢ena u
istraZivanje i analizirana su zajedno sa svim stablima u eksperimentalnom zasadu.
Uslovi koji su vladali tokom eksperimenta predstavljaju realne uslove (endemicna
raSirenost virusa Sarke Sljive) u kojima se gaji Sljiva i ostale Prunus vrste u Srbiji.

Obzirom da je zasad lociran u regionu sa velikim brojem stabala Sljive,
kajsije i ostalih domacina Sarke nesumnjivo je da su lisne vasi prisutne, a narocito
vrste koje su opisane kao vektori. Radi potvrde ove pretpostavke, tokom poslednje
tri godine istraZivanja, pracena je dinamika brojnosti populacija lisnih vasi koje su

posecivale eksperimentalni zasad.

6.2.1. Ispitivanje prisustva virusa Sarke u eksperimentalnom

zasadu u prvoj godini istrazivanja (2008. godina)

[spitivanja u prvoj godini istraZivanja imala su za cilj proveru zdravstvenog

statusa posadenih sadnica i ispitivanje biljaka iz okoline zasada - potencijalnih
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izvora infekcije. Tokom vizuelnih pregleda i sprovedenog ELISA testa ni u jednom
stablu u zasadu nije utvrdeno prisustvo virusa Sarke $ljive. Ukoliko se za podizanje
zasada koristi zaraZen sadni materijal, simptomi se u najve¢em broju slucajeva na
posadenim biljkama javljaju odmah u prvoj godini. Medutim, zaraza moZe biti
latentna i viSe godina (naj¢esce 3 godine), a da nakon tog perioda dode do pojave
prvih simptoma. To potvrduju i rezultati ispitivanja sadnica kajsije i breskve koje
su prikazali Quiot et al., (1995).

U okolini eksperimentalnog zasada su na pocetku ogleda locirana dva
potencijalna eksterna izvora infekcije na razdaljini od 40 m (2 zaraZena stabla) i 70
m (11 zaraZenih od ukupno 38 stabala). Obzirom da se radi o stablima $ljive koja
su starosti 5 godina i koja imaju veliku lisnu masu, ona predstavljaju znacajan izvor
inokuluma Kkoji se lisnim vasima moZe preneti u eksperimentalni zasad. Strukturu
inokuluma ¢ine 3 PPV-D i 8 PPV-Rec izolata u malom zasadu S$ljive, tako da je na
pocetku eksperimenta odnos PPV-D:PPV-Rec (eksterni izvor infekcije) u malom
zasadu jednak 1:2,67. Uzimajuci u obzir i 2 stabla Crvene ranke odnos PPV-D:PPV-
Rec u neposrednoj okolini eksperimentalnog zasada je 1:3,3.

Izbor izolata za inokulaciju je sproveden analizom sekvenci C-ter NIb—N-ter
CP regiona genoma PPV izolata iz okoline eksperimentalnog zasada i viSe PPV-D i
PPV-Rec izolata - potencijalnih inokuluma. Za inokulaciju su odabrana dva izolata
(RS-67pl i RS-68pl) koji se od svih ostalih izolata iz okoline zasada razlikuju u 5,
odnosno 2 fiksne mutacije (prilozi 2 i 3). IstraZivanja epidemioloskih osobina
odabranih izolata u kontrolisanim uslovima, koja su pokazala visoku efikasnost
prenoSenja oba izolata na S$ljivu, kajsiju i breskvu lisnim vaSima Myzus persicae
Sulz., potvrduju da su odabrani adekvatni izolati za ovaj ogled (Gerard Labonne i
Sylvie Dallot, licna komunikacija).

Inokulacija odabranih biljaka je uspesSno sprovedena, Sto je potvrdeno
proverom prijema kalemljenja, tako da je u eksperimentalnom zasadu odnos PPV-

D:PPV-Rec inokuluma (interni izvor infekcije) na pocetku eksperimenta 1:1.
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6.2.2. Ispitivanje prisustva i distribucije virusa Sarke u
eksperimentalnom zasadu u drugoj godini istraZivanja

(2009. godina)

Vizuelnim pregledom biljaka u drugoj godini istraZivanja utvrdeni su
simptomi virusa Sarke na listovima svih 8 inokulisanih biljaka, kao i na jo$ tri
stabla (3/3,12/7 1 15/7). Simptomi na svim stablima su bili lokalizovani na jednoj
ili dve skeletne grane i jasno izraZeni. ELISA testom je potvrdeno prisustvo virusa

Sarke u svim stablima koja su pokazivala simptome.

Karakterizacija sojeva uradena je IC-RT-PCR testom i dopunjena je analizom
sekvenci C-ter NIb—N-ter CP regiona genoma. Uporedivanjem sekvenci
detektovanih izolata sa sekvencama inokuluma utvrdeno je da nijedno od tri
novozarazZena stabla nije zaraZeno izolatom koji potice sa inokulisanih stabala
(Prilozi 4 i 5). Ovakav rezultat je ocekivan, jer su odgovarajuca stabla inokulisana
prethodne godine i neophodan je izvestan period za umnoZavanje virusa u
domacinu, da se razviju simptomi i biljka postane znacajan izvor inokuluma.

Analiza sekvenci dva PPV-Rec izolata sa novozaraZenih stabala (12/7_09 i
15/7_09) i izolata iz okoline eksperimentalnog zasada pokazala je da su
novoutvrdeni izolati veoma slicni PPV-Rec izolatima 4 /2exter, 4/11exter i RS-24pl.
Ova tri izolata predstavljaju ustvari jedan isti izolat koji je utvrden u tri stabla u
okolini eksperimentalnog zasada. Izolat 15/7_09 pokazuje samo 1 nt razlike u
odnosu ove eksterne izolate, dok se izolat 12/7_09 razlikuje u 3 nt (Slika 33).

U jednom zaraZenom stablu koegzistira veliki broj sekvencionih varijanti
istog izolata, odnosno prisutan je znacajan geneticki diverzitet virusa Sarke unutar
domacina (Jridi et al, 2006, Predajna et al, 2012). Sekvencioni varijanti mogu biti
razli¢ito distribuirani u stablu, a njihov diverzitet se povecava idu¢i od osnove
stabla (deblo) ka najmladim organima (listovi i plodovi) (Jridi et al, 2006). Pri
uzorkovanju stabala u eksperimentalnom zasadu, kao i u njegovoj okolini, uzorci
listova su uzimani sa svih delova krune. Na taj nacin detektovan je dominantan
varijant izolata koji je prisutan u stablu. Ova ¢injenica je od posebnog znacaja pri

analizi izolata iz malog zasada S§ljive. Ova stabla su na pocetku eksperimenta bila
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starosti 5 godina i sistemi¢no zaraZena virusom Sarke. Pri prenoSenju virusnih
Cestica na zdrava stabla, lisne vasi su na neperzistentan nacin prenele upravo onaj
sekvencioni varijant koji je prisutan u listu na kome se lisna va$ hranila ili samo
izvrsila probne ubode koji su dovoljni da virus dospe u stilet. Uzimaju¢i u obzir sve
ove navode, sa velikom verovatno¢om se moZe tvrditi da izvor zaraze stabala 12/7
i 15/7 predstavljaju stabla sorte Stenley 4/2, 4/11 iz obliZnjeg malog zasada S$ljive
ili stablo Crvene ranke (RS-24pl) (Slika 18, Sema 2).

Analizirani PPV-D izolati pokazuju znatno vecu divergentnost.
Novootkriveni izolat 3/3_09 ne potice sa inokulisanih stabala (13 nt razlike), niti
sa stabala iz obliZnjeg malog zasada (po 19 nt razlike) (Slika 34). Postoje dva
moguca izvora zaraze ovim PPV-D izolatom. Prvi, da je stablo 3/3 bilo latentno
zarazeno sa PPV (zarazen sadni materijal), pri ¢emi je infekcija bila lokalizovana
koja nije utvrdena ELISA testom, a simptomi su se ispoljili tek nakon godinu dana. I
drugi, da izvor zaraze potiCe sa nekog nepoznatog stabla koje se nalazi na vecoj
udaljenosti od eksperimentalnog zasada. Pojava prenoSenja PPV na vece
udaljenosti odavno je poznata, a to potvrduju i istraZivanja u Francuskoj (Labonne i

Dallot, 2006).

[spitivanje prisustva vrsta i brojnosti lisnih vasi koje su posecivale
eksperimentalni zasad pokazuje znacajna kolebanja brojnosti populacija lisnih vasi
tokom vegetacionog perioda. Jasno su izrazena dva pika brojnosti (prole¢ni i
jesenji), pri ¢emu je brojnost vrsta koje su opisane kao vektori gotovo dvostruka u
prolecnom, negu u odnosu na jesenji pik (Grafikon 7). Tokom 2009. godine najvecu

brojnost su imale vrste iz roda Aphis, koje su znacajni vektori PPV.

6.2.3. Ispitivanje Sirenja virusa Sarke u eksperimentalnom

zasadu u trecoj godini istrazivanja (2010. godina)

U trecoj godini istraZivanja utvrdeno je 20 stabala sa simptomima PPV.
Ocena simptoma je varirala od 1-4, odnosno od stabala sa 2-3 lista sa

simptomima, do stabala sa simptomima na listovima na kompletnoj kruni. Iako je
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do zaraze vecine stabala doSlo u prethodnoj godini postoji velika varijabilnost u
intenzitetu i izgledu simptoma (Tabela 21). Ova varijabilnost nije uslovljena

sortom jer se radi o istoj sorti (Cacanska lepotica), niti sojem virusa (Tabela 22).

U odnosu na 2009. godinu kada su utvrdena samo 3 stabla zaraZena sa PPV,
tokom 2010. godine je utvdeno joS 17 novozaraZenih stabala, Sto ukupno c¢ini 5%
od svih biljaka u zasadu. Od 20 stabala, kod 2 je utvrden PPV-D, a kod 18 PPV-Rec
s0j. U odnosu na prethodnu godinu broj stabala zarazenih PPV-D sojem povecan je
2 puta, dok je broj stabala sa PPV-Rec sojem uvecan 9 puta.

Analiza sekvenci C-ter NIb—N-ter CP regiona genoma novozaraZenih stabala
i sekvenci izolata inokuluma pokazuje da nijedno od novozarazenih stabala nije
zarazZeno izolatom sa inokulisanih stabala (Prilozi 7 i 8).

Analiza sekvenci PPV-Rec izolata sa novozaraZenih stabala i izolata iz
okoline eksperimentalnog zasada wukazuje na postojanje divergentnosti
detektovanih izolata (Slika 36). TCS analiza ukazuje na povezanost nt sekvenci
izolata i nekoliko mogudéih izvora infekcije. Izolat 15/15_10 ima 100% identi¢nu
nukleotidnu sekvencu sa izolatima 2 /8exter i 4/13exter $to nesumnjivo potvrduje
da poticCe sa nekog od ova dva stabla. Izolati 7/20_10 i 6/17_10 imaju samo 1 nt
razlike u odnosu na navedene izolate, Sto navodi na zakljuc¢ak da takode poticu sa
istih ovih stabala. U pogledu divergentnosti, ovim izolatima iz eksternog izvora
bliski su i izolati 6/1_10, 6/27_10 (5 nt razlike), 16/8_10 (6 nt razlike), a najveéu
divergentnost pokazuje izolat 7/1_10 (7 nt razlike).

Izolati 15/3_10, 6/23_10, 10/24_10, 13/20_10 i 14/25_10 pokazuju 4 nt
razlike; izolat 10/11_10 5 nt razlike; a izolat 5/2_10 6 nt razlike u odnosu na
izolate 4/2exter, 4/11exter i RS-24pl Sto ukazuje da svi ovi izolati mogu poticati sa
ovih stabala iz okoline eksperimentalnog zasada.

[zolati 5/29_10 i 12/18_10 pokazuju 3, odnosno 5 nt razlike u odnosu na

izolat 3 /9exter, Sto ga oznacava kao mogucdi izvor infekcije.

PPV-D izolati iz eksperimentalnog zasada i iz eksternih izvora pokazuju
visoku divergentnost. Izolat 3/21_10 pokazuje 16 nt razlike u odnosu na izolate

4 /4exter, 4/9exter i 4/12 exter. Kao i izolat 3/3_09, koji je utvrden prethodne
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godine, ne postoji znacajna povezanost izolata 3/21_10 sa izolatima iz eksternog

izvora, kao ni sa sekvencom izolata inokuluma.

Tokom 2010. godine zabeleZena je neSto veca brojnost uhvacenih krilatih
formi lisnih vasi u odnosu na prethodnu godinu. Medutim, brojnost vrsta koje su
opisane kao vektori je znatno niZza u odnosu na 2009. godinu (Grafikon 8). Pik
brojnosti svih vrsta bio je u prvoj dekadi juna (prole¢ni pik) zahvaljujuci velikoj
brojnosti vrsta roda Myzocallis, narocito vrste M. boerneri Ciji je domacin hrast, a

koja nije opisana kao vektor PPV.

6.2.4. Ispitivanje dinamike Sirenja i prostorne distribucije
virusa Sarke u eksperimentalnom zasadu u cetvrtoj

godini istrazivanja (2011. godina)

U poslednjoj godini istraZivanja u eksperimentalnom zasadu utvrdeno je
ukupno 37 zaraZenih stabala (ne racunaju¢i 8 inokulisanih), Sto predstavlja
povecanje broja zaraZenih stabala od 85% u odnosu na prethodnu godinu. U 2011.
godini kod ukupno 9,25% stabala u zasadu utvrden je PPV.

U vizuelnim pregledima, kao i u 2010. godini, ocena simptoma je varirala od
1-4, odnosno od stabala sa 2-3 listova sa simptomima do stabala sa simptomima
na kompletnoj kruni. Pored uobicajenih simptoma koji su do sada primeceni na
listovima S$ljive (mozaik i prstenaste pege), po prvi put su na pojedinim stablima
primeceni simptomi u vidu prosvetljavanja nerava. Prisutna je velika varijabilnost
u intenzitetu simptoma, ali su na najvecem broju stabala primeceni blagi do jaki
simptomi (ocena 2-3) (Tabela 23). Obzirom na visoke temperature koje su bile
prisutne tokom Ccitave vegetacije, simptomi su tokom jula i avgusta bili teSko
uocljivi na stablima gde je primecena izrazito lokalna infekcija (par listova sa

simptomima).

Strukturu detektovanih izolata ¢ini 5 PPV-D izolata i 32 PPV-Rec izolata. U
odnosu na prethodnu godinu broj stabala zarazenih PPV-D sojem povecan je 2,5

puta, dok je broj stabala zaraZenih PPV-Rec sojem uvecan 1,8 puta. Ukoliko se
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uporedi broj zaraZenih stabala sa 2009. godinom, broj stabala zaraZenih PPV-D
sojem povecan je 5 puta, a broj stabala zarazenih PPV-Rec sojem povecan je 16
puta.

U 2011. godini analizom stabala iz malog zasada Sljive utvrdeno je prisustvo
4 stabla zaraZenih PPV-D sojem i 17 stabala zaraZenih PPV-Rec sojem. Broj
zarazenih biljaka u malom zasadu se u periodu 2008-2011. godina povecao 1,9
puta. Ovim povecanjem izmenjen je i odnos PPV-D:PPV-Rec u malom zasadu sa
1:2,67 u 2008. godini, na 1:4,25 u 2011. godini. Ukoliko se u analizu ukljuce i 2
stabla Crvene ranke odnos PPV-D:PPV-Rec (eksterni izvor infekcije) je 1:4,75.

Interni izvor infekcije, koji predstavljaju inokulisana stabla PPV-D i PPV-Rec
izolatima je tokom C(itavog eksperimenta ostao nepromenjen 1:1. U
eksperimentalnom zasadu je u 2011. godini utvrdeno 5 PPV-D izolata i 32 PPV-Rec
izolata, Sto predstavlja odnos 1:6,4. Uporedujuci podatke o broju zarazenih stabala
PPV-D i PPV-Rec sojem u eksperimentalnom zasadu i njegovoj okolini primecuje se
nesto efikasnije Sirenje PPV-Rec soja u odnosu na PPV-D soj tokom trajanja ogleda.
Za donosenje konac¢nog zakljucka o ,superiornosti“ PPV-Rec soja u pogledu brzine
Sirenja u odnosu na PPV-D soj u naSim agroekoloSkim uslovima neophodno je
sprovesti joS nekoliko godina istraZivanja, Sto je planirano i nakon izrade ove
disertacije. Podaci o raSirenosti sojeva virusa Sarke u zasadima Sljive u Srbiji koji
su izneti u prvom delu rezultata disertacije, idu u prilog ,superiornosti“ PPV-Rec
soja koji ima skoro dvostruko vecu zastupljenost u analiziranim zasadima u

odnosu na PPV-D soj.

TCS analiza svih sekvenci PPV-Rec izolata iz eksperimentalnog zasada,
njegove okoline i izolata inokuluma detaljno pokazuje povezanost sekvenci sa
tacnim pozicijama mutacionih promena izmedu izolata (Slika 38).

Po prvi put je u eksperimentalnom zasadu utvrden izolat sa sekvencom
bliskom izolatu inokuluma. Sekvenca izolata 11/20_11 se razlikuje u samo 4 nt od
sekvence PPV-Rec inokuluma RS-67pl. Ono Sto potvrduje da izolat 11/20_11 potice
sa inokulisanih stabala je posedovanje A na poziciji 183 i T na poziciji 188 (Prilog

10), Sto je upravo bila osnova za razlikovanje PPV-Rec izolata inokuluma od svih
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ostalih izolata iz okoline eksperimentalnog zasada. Svi ostali PPV-Rec izolati
poseduju T na poziciji 183 i C na poziciji 188.

Analiza pokazuje da je doSlo i do sekundarnog Sirenja izolata u zasadu.
Izolat koji je utvrden na stablu 10/8 potice sa stabla 12/7 kod koga je zaraza
utvrdena 2009. godine, dok je na stablu 10/9 potvrden izolat sa stabla 15/15 koji
je potvrden u 2010. godini. TCS analiza je takode pokazala visoku identi¢nost
nekoliko nukleotidnih sekvenci PPV-Rec izolata iz 2011. godine i 2010. godine.
Sekvence izolata 7/8_11, 8/8_111i 15/1_11 pokazuju samo 2-4 nt razlike u odnosu
na izolate 15/3_10, 13/20_10, 6/23_10, 10/24_101i 10/11_10 iz 2010. godine, Sto
je za 2-4 nt manje u odnosu na slicnost sa nekim izolatima iz okoline
eksperimentalnog zasada. Takode, sekvenca izolata 13/25_11 se razlikuje samo u 2
nt u odnosu na sekvencu izolata 16/8_10, a sekvenca izolata 7/3_11 u 3 nt od
sekvence 12/7_09. Ova konstatacija navodi na zakljucak, da infekcija kod ovih
stabala koja je utvrdena 2011. godine, potice od stabala iz samog zasada koja su
zarazena u prethodne dve godine. U prilog ovoj konstataciji ide i podatak da su sva
navedena stabla tokom 2010. godine bila sistemi¢no zaraZena i predstavljala
odli¢an izvor inokuluma (Tabela 21).

TCS analiza takode pokazuje nekoliko mogucih izvora infekcije ostalih
novozaraZenih stabala u eksperimentalnom zasadu. Sekvence izolata 4/10_11 i
8/4_11 se razlikuju u samo 1 nt u odnosu na novootkriveni izolat 4/7exter iz
malog zasada $ljive, Sto navodi na zakljuc¢ak da je on izvor infekcije ovih stabala.
Sekvenca izolata 5/2_11 pokazuje 4 nt razlike u odnosu na izolate 4/10_11 i
8/4_11, odnosno 5 nt razlike u odnosu na sekvencu njihovog izvora zaraze
4/7exter. Sekvenca izolata 10/22_11 je bliska sekvencama izolata 3/8exter,
4/2exter, 4/11exter i RS-24pl iz okoline eksperimentalnog zasada (6 nt razlike).
Sekvenca izolata 10/28_11 je bliska sekvencama 2/3exter, 2/4exter, 2/8exter i
4/13exter iz malog zasada $ljive (4 nt razlike). Sekvence izolata 4/10_11, 8/4_11 i

5/5_11 pokazuju 6 nt razlike u odnosu na navedene eksterne izolate.

U TCS analizi sekvenci PPV-D izolata iz eksperimentalnog zasada, njegove
okoline i inokuluma, jasno se uocava visa varijabilnost sekvenci nego Sto je to

slucaj sa PPV-Rec izolatima (slike 37 i 38). Nijedan od izolata iz eksperimentalnog
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zasada ne potice sa inokulisanih stabala. NajbliZa konekcija sekvenci PPV-D izolata
postoji izmedu izolata kod stabala 3/21 i 13/3. Sekvence ovih izolata se razlikuju u
4 nt. Infekcija stabla 3/21 je potvrdena 2010. godine i simptomi su bili prisutni
gotovo na Citavoj kruni stabla. Infekcija kod stabla 13/3 je potvrdena 2011. godine,
$to navodi na predpostavku da je njegov izvor zaraze stablo 3/21. Takode, slicnost
nukleotidnih sekvenci pokazuju i sekvence izolata 9/29_11 i 4/4exter (6 nt
razlike). Sekvence ostalih izolata (3/3_09 i 3/19_11) iz eksperimentalnog zasada
pokazuju veliku divergentnost u odnosu na sve ostale izolate. Sekvence izolata
3/21.10 i 3/19_11 pokazuju veliku divergentnost (15 nt razlike), iako se stabla

nalaze na udaljenosti od svega 9 m.

Visoke stope mutacija RNK virusa jesu posledica potrebe brze replikacije
njihovog hemijski nestabilnog RNK genoma, pre nego evolutivna strategija (Drake i
Holland, 1999). Visoka stopa mutacija koja se desava pri replikaciji RNK virusa je
osnovni izvor varijacija u populaciji virusa u nekom lokalitetu/oblasti ili u samom
domacinu. U svom radu, Predajna et al, (2012) navode znacajnu intra-izolat
varijabilnost koja je utvrdena u stablu Sljive starosti 7 godina. Od 105 pojedinacnih
PPV-M sekvenci utvrdili su postojanje 51 haplotipa, a najveca varijabilnost je
utvrdena u listovima, gde maksimalna razlika u sekvenci haplotipova iznosi 9 nt.
Slican rezultat navode i Jridi et al, (2006), gde je u stablu breskve (starosti 13
godina zaraZenom PPV-M izolatom) utvrdeno 33 haplotipova sa maksimalnom
razlikom sekvenci od 15 nt. U oba rada, u rekonstruisanim mreZama povezanosti
haplotipova primenom TSC programa prisutni su i nedostajuci (hipoteticki)
haplotipovi. Geneticki diverzitet PPV-D i PPV-Rec sojeva u jednom stablu do sada
nije opisan u literaturi. Obzirom na postojanje znacajne intra-izolat varijabilnosti
virusa koji se na neperzistentan prenosi lisnim vaSima, veoma je teSko decidno
utvrditi egzaktne puteve prostornog Sirenja pojedinacnih izolata. Jo$ uvek ne
postoje podaci o ispitivanjima divergentnosti sekvenci izolata domacina i
divergentnosti sekvenci zarazene biljke Prunus vrste, koja je zarazna putem lisnih
vasi u kontrolisanim uslovima.

IstraZivanja koja su sprovedena u eksperimentalnom zasadu S$ljive su

pokazala da osnovni izvor zaraze u prvim godinama od zasnivanja zasada
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predstavljaju zaraZena stabla koja se nalaze u okolini zasada, Sto potvrduje navode
Jordoviéa (1975). NovozaraZena stabla su nasumicno rasporedena po zasadu bez
ikakvog pravila, Sto je uslovljeno samim letom lisnih vasi. U cetvrtoj godini po
sadnji je doSlo do pojave sekundarnih infekcija u zasadu, odnosno prenosSenja
zaraze sa stabala koja su zaraZena u prethodnim godinama. Sa vegetativnim
porastom stabala lisna masa se znatno povecava i predstavlja ogroman izvor
inokuluma, narocito kod sistemicno zarazenih stabala. Hraneci se, a Sto je jo$
znacajnije vrSeci probne ubode, lisne vaSi prenose virus Sarke na stabla u zasadu ili
van njega. Gotwald et al,, (1995) navode da lisne vasi, koje u stiletu nose virus Sarke
radije slecu na stabla breskve koja su neSto udaljenija, nego na susedna stabla u
zasadu. Pojava sekundarnih infekcija je potvrdena tokom izrade ove disertacije, ali
one ne poticu sa stabala koje se nalaze u neposrednoj blizini, ve¢ sa nesto
udaljenijih stabala. Rezultati ove disertacije takode pokazuju, da do veoma
efikasnog prenoSenja PPV-Rec i PPV-D sojeva virusa putem lisnih vasi dolazi iz
susednog vocnjaka koji se nalazi na 70 m od ispitivanog zasada, sto je u skladu sa

novodima Labonne i Dallot (2006).

Brojnost uhvacéenih lisnih vasi primenom Sticky-shoot metode je tokom
2011. godine bila na izrazito niskom nivou, 2 puta niZa u odnosu na 2009. godinu i
4 puta niza u odnosu na 2010. godinu. Pikovi brojnosti nisu bili jasno izrazeni kao
prethodnih godina (Grafikon 9).

Tokom sve tri godine ispitivanja utvrden je veliki broj vrsta vrsta lisnih vasi
koje se javljaju na $ljivi (prilozi 6, 9 i 13), znatno viSe nego u navodima Petrovi¢-
Obradovi¢ (2003). Ispitivanja su pokazala da su vrste iz roda Aphis (A. craccivora
Koch, A. spiraecola Pag, A. fabae Scop., i A. gossypii Glover) najbrojnije vrste lisnih
vasi koje posecuju zasad $ljive (uzimajuci u obzir samo vektore). Osim ovih vrsta, u
manjem procentu je potvrdeno i prisustvo: Brachycaudus helichrysi Kalt,, B. cardui
L, Hyalopterus pruni Geofrr, Macrosiphum rosae L., Metopolophium dirhodum
Walk, Myzus persicae Sulz, Phorodon humuli Schr. i Rhopalosiphum padi L. Sve
navedene vrste su u literaturi opisane kao prenosioci virusa Sarke. [ako prikazani
rezultati prikazuju niske brojtane vrednosti uhvacenih lisnih vas$i u

eksperimentalnom zasadu, treba imati u vidu da su one uhvacene na samo 40
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listova u celom zasadu. Prema procenama koje se navode u literaturi, jedno stablo
u toku godine poseti izmedu 50.000 i 300.000 lisnih vasi (loc. cit. Gianessi et al,
2002).

Tretiranje zasada pesticidima reSava problem vasi koje su u zasadu, ali one
jedinke koje u zasad dolete iz okoline potencijalno i jednim probnim ubodom mogu
preneti virus. Redovna primena pesticida smanjuje brojnost lisnih vasi u zasadu,
ali nema velikog uticaja na sprecavanje Sirenja virusa Sarke Sljive (Labonne Gerard,
Dallot Sylvie i Candresse Thierry, licna komunikacija).

Osim teoretskog znacaja, prikazani rezultati ispitivanja brojnosti populacija
lisnih vasi imaju i prakti¢ni znacaj, jer mogu posluZiti za planiranje optimalnih

rokova primene pesticida u cilju njihovog suzbijanja.
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7.ZAKLJUCAK

Rezultati prikazani u wuvoj disertaciji donose nova saznanja o
rasprostranjenosti PPV-D i PPV-Rec sojeva virusa Sarke $ljive u zasadima Sljive i
kajsije u Srbiji, kao i osnovnim karakteristikama Sirenja ovih sojeva u zasadu $ljive

u pocetnim godinama infekcije.

Istrazivanja su potvrdila Siroku rasprostranjenost virusa Sarke u
ispitivanim regionima gajenja koSticavih vocaka. Zahvaljuju¢i primenjenoj
metodologiji izvrSena je uspesSna karakterizacija prisutnih sojeva u ispitivanim
uzorcima.

Kod obe ispitivane gajene kulture (Sljiva i kajsija) potvrdeno je prisustvo
sva tri soja virusa Sarke. U viSe od polovine ispitivanih uzoraka (55,7%) utvrdeno
je prisustvo PPV-Rec soja, pa se obzirom na strukturu gajenja kosticavog voca kod
nas, moZe zakljuciti da je rekombinantni soj najrasprostranjeniji soj virusa Sarke u
Srbiji.

U Srbiji su kod Sljive znacajno raSireni PPV-Rec (53,5%) i PPV-D (27,9%)
sojevi, dok je PPV-M soj utvrden kod svega 5,4% uzoraka. Kod $ljive je utvrden i
znacajan procenat mesSanih infekcija (13,2%), gde dominiraju uzorci istovremeno
zarazeni PPV-D i PPV-Rec sojem. Po prvi put je potvrdeno prisustvo PPV-M, PPV-D
i PPV-Rec soja u jednom stablu u prirodi.

U relativno malom ispitivanom broju uzoraka kajsije dominantno je
utvrdeno prisustvo PPV-Rec soja (85%), Sto potvrduje dobru adaptabilnost

rekombinantnog soja ovoj Prunus vrsti.
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Analiza geografske rasprostranjenosti sojeva pokazala je da je u centralnim
i zapadnim delovima Srbije dominantno prisutan PPV-Rec soj, dok u jugoisto¢nim
delovima dominira PPV-D so;j.

Sprovedena filogenetska i analiza genealoSke povezanosti sekvenci je
pokazala da su ispitivani izolati tipi¢ni predstavnici odgovarajuceg soja i da ne
postoji povezanost srodnih sekvenci sa geografskim poreklom izolata niti sa
vrstom domacina. Uzrok ovakvih rezultata filogeografske analize se moZe objasniti
nekontrolisanim Sirenjem izolata putem zaraZenog sadnog materijala u ranijem

visSegodiSnjem periodu.

Zahvaljuju¢i kompleksnoj primeni vizuelnih pregleda, seroloskih i
molekularnih testova, koji su dopunjeni analizom sekvenci hipervarijabilnog
regiona genoma PPV i genealoSkom analizom, dobijeni su podaci o
karakteristikama Sirenja PPV-Rec i PPV-D sojeva Sarke u eksperimentalnom
zasadu Sljive.

[spitivanja su pokazala da do zaraze stabala u novozasnovanim zasadima
najpre dolazi putem prenosSenja virusa lisnim vasima sa okolnih zaraZenih stabala,
i pored postojanja izvora infekcije u samom zasadu. U novopodignutom zasadu
utvrdena su stabla zaraZena PPV-Rec i PPV-D izolatima virusa Sarke iz okolnog
zarazenog zasada, ali i sa nepoznatih stabala u okolini. U periodu od 4 godine,
lisnim vaSima je zarazeno 9,25% od ukupnog broja biljaka u zasadu.

Do pojave sekundarnih infekcija u zasadu dolazi u kasnijim godinama, sa
vegetativnim porastom stabala i sistemi¢nom infekcijom, ali bez pravilnosti u
lokaciji novozarazenih stabala u odnosu na izvor infekcije.

U Cetvrtoj godini po sadnji u eksperimentalnom zasadu je kod 5 stabala
utvrden PPV-D soj, a kod 32 stabla PPV-Rec soj. Uzimaju¢i u obzir broj stabala
zarazenih PPV-D i PPV-Rec sojevima u neposrednoj okolini zasada, dobijeni
rezultati pokazuju nesto efikasnije Sirenje PPV-Rec soja u odnosu na PPV-D soj, ali
¢e se konacan sud o ovoj hipotezi doneti nakon jos nekoliko godina ispitivanja.

[straZivanja su dopunjena i rezultatima o prisustvu vrsta i brojnosti lisnih
vaSi u zasadu Sljive. Utvrdeno je da oko 50 razli¢itih vrsta lisnih vasi posecuje

zasad Sljive, od kojih je znacajan udeo vrsta koje su potvrdeni vektori PPV. Od vrsta
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koje su opisane kao vektori, u zasadu je potvrdeno prisustvo: Aphis craccivora
Koch,, A. spiraecola Pag, A. fabae Scop., A. gossypii Glover, Brachicaudus helicrysi
Kalt, B. cardui L., Hyalopterus pruni Geofrr, Macrosiphum rosae L., Metopolophium
dirhodum Walk.,, Myzus persicae Sulz.,, Phorodon humuli Schr. i Rhopalosiphum padi
L.

Brojnost populacija lisnih vasi tokom ispitivanog perioda je znacajno
varirala. Termini najvece brojnosti su: maj-jun (u prole¢tcnom periodu) i avgust-
septembar (u jesenjem periodu). Sa stanovisSta prakse, podaci o terminima najvece
brojnosti populacija lisnih vasi su znacajni radi planiranja optimalnih rokova

primene pesticida.
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REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI
REDNI BROJ i ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP
BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJc

1 Moravicki Ivanjica 1 P. domestica Stenley intenzivan 5 40 +a -b - + Rec
2 Moravicki Ivanjica P. domestica Stenley + - - + Rec
3 Moravicki Ivanjica P. domestica Stenley + - - + Rec
4 Moravicki Ivanjica 2 P. domestica Crvena ranka poluintenzivan 18 10 - + - + D

5 Moravicki Ivanjica P. domestica Crvena ranka - + - + D

6 Moravicki Ivanjica P. domestica Crvena ranka - + - + D

7 Moravicki Ivanjica 3 P. domestica Cac¢anska rodna intenzivan 6 90 + - - + Rec
8 Moravicki Ivanjica P. domestica Cacanska rodna + - - + Rec
9 Moravicki Ivanjica P. domestica Stenley + - - + Rec
10 Moravicki Ivanjica 4 P. domestica Catanska rodna intenzivan 6 90 + - - + Rec
11 Moravicki Ivanjica P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
12 Moravicki Ivanjica P. domestica Stenley + - + + M+Rec
13 Zlatiborski Arilje 5 P. domestica Stenley intenzivan 17 90 + - + - M
14 Zlatiborski Arilje P. domestica Cacanska rodna + - - + Rec
15 Zlatiborski Arilje P. domestica Stenley + = = + Rec
16 Zlatiborski Arilje 6 P. domestica Stenley poluintenzivan 15 90 + - + + M+Rec
17 Zlatiborski Arilje P. domestica Stenley + = = + Rec
18 Zlatiborski Arilje P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
19 Zlatiborski Arilje 7 P. domestica Catanska rodna intenzivan 13 100 + - + - M
20 Zlatiborski Arilje P. domestica Stenley + + + + M+D+Rec
21 Zlatiborski Arilje P. domestica Bluefree + + - + D+Rec
22 Zlatiborski PozZega 8 P. domestica Catanska lepotica intenzivan 6 20 + + - + D+Rec
23 Zlatiborski PoZega P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
24 Zlatiborski PozZega P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
25 Zlatiborski Pozega 9 P. domestica Catanska lepotica intenzivan 5 40 + - - + Rec
26 Zlatiborski Pozega P. domestica Cacanska lepotica + - - + Rec
27 Zlatiborski Pozega P. domestica Cacanska rodna + - - + Rec
28 Sumadijski Kragujevac 10 P. domestica Stenley poluintenzivan 12 90 + - - + Rec

LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija

b - negativna reakcija

¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke

PRILOG 1



REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI
REDNI BRO]J ) ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP
BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJ
29 Sumadijski Kragujevac P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
30 Sumadijski Kragujevac P. domestica Stenley + + + + M+D
31 Sumadijski Kragujevac 11 P. domestica Catanska rodna intenzivan 6 80 - + - + D
32 Sumadijski Kragujevac P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
33 Sumadijski Kragujevac P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
34 Sumadijski Kragujevac 12 P. armeniaca Hungarian best intenzivan 5 5 + - - + Rec
35 Sumadijski Kragujevac P. armeniaca Hungarian best + - - + Rec
36 Sumadijski Kragujevac P. domestica Catanska rodna - + - + D
37 Sumadijski Topola 13 P. domestica Catanska lepotica intenzivan 5 50 + - - + Rec
38 Sumadijski Topola P.domestica  Catanska lepotica = + - + D
39 Sumadijski Topola P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
40 Kolubarski Ljig 14 P. domestica Catanska rodna intenzivan 7 5 + - - + Rec
41 Kolubarski Ljig P. domestica Cacanska lepotica + - - + Rec
42 Kolubarski Ljig P. domestica Cacanska lepotica + - - + Rec
43 Kolubarski Ljig 15 P. domestica PoZegaca ekstenzivan 20 90 + - - + Rec
44 Kolubarski Ljig P. domestica Stenley + = = + Rec
45 Kolubarski Ljig P. domestica PoZegaca + - - + Rec
46 Kolubarski Ljig 16 P. domestica Crvena ranka intenzivan 15 90 + - + - M
47 Kolubarski Ljig P. domestica Cacanska rodna + - + + M+Rec
48 Kolubarski Ljig P. domestica Catanska rodna - + - + D
49 Kolubarski Mionica 17 P. domestica Pozegaca ekstenzivan 30 80 + - - + Rec
50 Kolubarski Mionica P. domestica Pozegaca + - - + Rec
51 Kolubarski Mionica P. domestica Pozegaca + - - + Rec
52 Kolubarski Mionica 18 P. domestica Cacanska rodna intenzivan 6 40 + - - + Rec
53 Kolubarski Mionica P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
54 Kolubarski Mionica P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
55 Kolubarski Ljig 19 P. domestica Pozegaca napusten 35 50 + - - + Rec
56 Kolubarski Ljig P. domestica Pozegaca + - - + Rec
LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija
b - negativna reakcija
¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke

PRILOG 1



REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI

REDNI BROJ i ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP

BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJ
57 Kolubarski Ljig P. domestica Pozegaca + - - + Rec
58 Kolubarski Lajkovac 20 P. domestica Catanska rodna intenzivan 6 80 + - - + Rec
59 Kolubarski Lajkovac P. domestica Catanska rodna + + - + D+Rec
60 Kolubarski Lajkovac P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
61 Kolubarski Lajkovac 21 P. domestica Pozegaca ekstenzivan 20 60 - + - + D
62 Kolubarski Lajkovac P. domestica Pozegaca + - - + Rec
63 Kolubarski Lajkovac P. domestica Pozegaca + + - + D+Rec
64 Kolubarski Ub 22 P. armeniaca / intenzivan 5 20 + - - + Rec
65 Kolubarski Ub P. domestica Stenley - + - + D
66 Kolubarski Ub P. domestica Stenley + + - + D+Rec
67 Kolubarski Ub 23 P. domestica Stenley intenzivan 10 60 + + - + D+Rec
68 Kolubarski Ub P. domestica Valjevka + - - + Rec
69 Kolubarski Ub 24 P. domestica Stenley intenzivan 10 90 + - + - M
70 Kolubarski Ub P. domestica Cacanska rodna + - + + M+Rec
71 Kolubarski Ub P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
72 Moravicki MiGI;)r::)l{/i ac 25 P. domestica Stenley intenzivan 10 80 - + - + D
73 Moravicki Miclgrl;gzli ac P. domestica Stenley + - - + Rec
74 Moravicki Mi(l;;)rl;gzli ac P. domestica Stenley + - - + Rec
75 Macvanski Koceljeva 26 P. domestica Stenley poluintenzivan 15 50 + - - + Rec
76 Macvanski Koceljeva P. domestica Stenley + - - + Rec
77 Macvanski Koceljeva P. domestica Stenley + - - + Rec
78 Kolubarski Osecina 27 P. domestica Stenley intenzivan 10 20 - + - + D
79 Kolubarski Osecina P. domestica Stenley - + - + D
80 Kolubarski Osecina P. domestica Stenley + - - + Rec
81 Kolubarski Osecina 28 P. domestica Catanska rodna poluintenzivan 7 70 + + + + M+D
82 Kolubarski Osecina P. domestica Cacanska rodna + + - + D+Rec
83 Kolubarski Osecina P. domestica Cacanska rodna + - - + Rec

LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija

b - negativna reakcija

¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke

PRILOG 1



REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI
REDNI BRO]J ] ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP
BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJ
84 Kolubarski Osecina 29 P. domestica Pozegaca ekstenzivan 10 25 + - - + Rec
85 Kolubarski Osecina P. domestica Pozegaca - + - + D
86 Kolubarski Valjevo 30 P. domestica PoZegaca poluintenzivan 5 30 + + - + D+Rec
87 Kolubarski Valjevo P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
88 Kolubarski Valjevo P. domestica PoZegaca + + - + D+Rec
89 Moravicki Cacak 31 P. armeniaca / poluintenzivan 18 60 + - - + Rec
90 Moravicki Cacak P. armeniaca / + - - + Rec
91 Moravicki Cacak P. armeniaca / + - - + Rec
92 Moravicki Catak 32 P. domestica Stenley poluintenzivan 10 40 + - - + Rec
93 Moravi¢ki Catak P.domestica  Catanska najbolja - + - + D
94 Moravicki Catak P. domestica Stenley + + - + D+Rec
95 Zajecarski Zajecar 33 P. domestica Catanska rana intenzivan 2 5 + + - + D+Rec
96 Zajecarski Zajecar P. domestica Cacanska rana + + - + D+Rec
97 Zajecarski Zajecar P. domestica Cacanska rana + + - + D+Rec
98 Zajecarski Zajecar 34 P. domestica Stenley poluintenzivan 10 100 - + - + D
929 Zajecarski Zajecar P. domestica Stenley - + - + D
100 Zajecarski Zajecar P. domestica Stenley + + - + D+Rec
101 Zajecarski Zajecar 35 P. domestica PoZegaca poluintenzivan 15 50 - + - + D
102 Zajecarski Zajecar P. domestica Stenley - + - + D
103 Zajecarski Zajecar P. domestica Stenley - + - + D
104 Zajecarski Zajecar 36 P. domestica Stenley poluintenzivan 12 90 - + - + D
105 Zajecarski Zajecar P. domestica Stenley - + - + D
106 Zajecarski Zajecar P. domestica Stenley - + - + D
107 Zajecarski Zajecar 37 P. domestica / napusten 27 70 + - + - M
108 Zajecarski Zajecar P. domestica / + - + - M
109 Zajecarski Zajecar P. domestica / + - + - M
110 Zajecarski Zajecar P. domestica / + + + + M+D
111 Zajecarski Zajecar 38 P. domestica Stenley napusten 27 100 + - + - M
LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija
b - negativna reakcija
¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke
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REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI
REDNI BRO]J ) ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP

BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJ
112 Zajecarski Zajecar P. domestica Stenley + - + - M
113 Zajecarski Zajecar P. domestica Stenley + - + - M
114 Zajecarski Zajecar 39 P. domestica Catanska najbolja ekstenzivan 15 50 - + - + D
115 Zajecarski Zajecar P. domestica Catanska najbolja - + - + D
116 Zajecarski Zajecar P. domestica Stenley - + - + D
117 Zajecarski Knjazevac 40 P. domestica Stenley intenzivan 15 50 + - + - M
118 Zajecarski Knjazevac P. domestica Stenley - + - + D
119 Zajecarski Knjazevac P. domestica Stenley - + - + D
120 Sumadijski Kni¢ 41 P. domestica Catanska lepotica intenzivan 5 15 + - - + Rec
121 Sumadijski Knié P. domestica Catanska lepotica + - - + Rec
122 Sumadijski Knié P. domestica Catanska lepotica - + - + D
123 Zlatiborski Pozega 42 P. domestica Crvena ranka napusten 50 ? - - - - NEGH
124 Zlatiborski Pozega P. domestica Crvena ranka - - - - NEG
125 Zlatiborski Pozega P. domestica Crvena ranka - - - - NEG
126 Moravicki Ivanjica usamljeno P. cerasifera 6 - - + - + D
127 Sumadijski Kragujevac usamljeno P. domestica Crvena ranka 10 - + - - + Rec
128 Kolubarski Lajkovac usamljeno P. domestica Crvena ranka 4 - + - - + Rec
129 Kolubarski Lajkovac usamljeno  P. domestica Stenley 15 - + - - + Rec
130 Kolubarski Valjevo usamljeno P. domestica Catanska rodna 2 - + + - + D+Rec
131 Zajecarski KnjazZevac usamljeno P. domestica Crvena ranka 15 - - + - + D
132 Moravicki Catak 43 P. armeniaca Hungarian Best intenzivan 10 5 + - - + Rec
133 Moravicki Catak P. armeniaca Hungarian Best + - - + Rec
134 Moravicki Cacak 44 P. armeniaca Hungarian Best intenzivan 15 60 + - - + Rec
135 Moravicki Cacak P. armeniaca Hungarian Best + - + - M
136 Moravicki Cacak P. armeniaca Hungarian Best + - - + Rec
137 Moravicki Catak 45 P. armeniaca Hungarian Best intenzivan 10 60 + - - + Rec
138 Moravicki Cacak P. armeniaca Hungarian Best + - - + Rec
139 Moravicki Cadak 46 P. domestica Catanska rodna intenzivan 13 100 + = = + Rec

LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija

b - negativna reakcija

¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke

PRILOG 1



REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI
REDNI BROJ i ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP
BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJ
140 Moravicki Cacak P. domestica Cacanska lepotica + - - + Rec
141 Moravicki Cacak P. domestica Cacanska lepotica + - - + Rec
142 Moravicki Cadak 47 P. armeniaca Hungarian Best intenzivan 5 50 + = = + Rec
143 Moravicki Cadak P. armeniaca Hungarian Best + + - + D+Rec
144 Moravicki Cadak P. armeniaca Hungarian Best + = = + Rec
145 Moravicki Cacak 48 P. armeniaca Hungarian Best intenzivan 8 50 + - - + Rec
146 Moravicki Cacak P. armeniaca Hungarian Best + - - + Rec
147 Moravicki Cacak P. armeniaca Hungarian Best + - - + Rec
148 Rasinski Trstenik 49 P. domestica Catanska rana poluintenzivan 8 80 - + - + D
149 Rasinski Trstenik P. domestica Catanska rana - + - + D
150 Rasinski Trstenik P. domestica Stenley - + - + D
151 Rasinski Trstenik 50 P. domestica Stenley poluintenzivan 12 50 - + - + D
152 Rasinski Trstenik P. domestica Stenley - + - + D
153 Rasinski Trstenik P. domestica Stenley - + - + D
154 Rasinski Aleksandrovac 51 P. domestica Stenley intenzivan 15 80 + + - + D+Rec
155 Rasinski Aleksandrovac P. domestica Stenley + - - + Rec
156 Rasinski Aleksandrovac P. domestica Stenley + + - + D+Rec
157 Rasinski Brus 52 P. domestica Catanska rana poluintenzivan 20 90 + - - + Rec
158 Rasinski Brus P. domestica Cacanska rana + - - + Rec
159 Rasinski Brus P. domestica Stenley + + - + D+Rec
160 Rasinski Brus 53 P. domestica Stenley ekstenzivan 30 80 + - - + Rec
161 Rasinski Brus P. domestica Stenley + - - + Rec
162 Rasinski Brus P. domestica Stenley + - - + Rec
163 Rasinski Brus 54 P. domestica Crvena ranka ekstenzivan 30 90 + - - + Rec
164 Rasinski Brus P. domestica Crvena ranka - + - + D
165 Rasinski Brus 55 P. domestica Stenley intenzivan 10 80 - + - + D
166 Rasinski Brus P. domestica Stenley - + - + D
167 Rasinski Brus P. domestica Stenley + - - + Rec
LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija
b - negativna reakcija
¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke
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REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI
REDNI BROJ i ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP
BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJ
168 Rasinski Brus 56 P. domestica Belosljiva ekstenzivan 50 20 - + - + D
169 Rasinski Brus P. domestica Belosljiva - + - + D
170 Rasinski Brus P. domestica Belosljiva - + - + D
171 Toplicki Blace 57 P. domestica Stenley intenzivan 7 80 + - - + Rec
172 Toplicki Blace P. domestica Stenley + - - + Rec
173 Toplicki Blace P. domestica Stenley + = = + Rec
174 Toplicki Blace P. cerasifera Krimska Zuta - + - + D
175 Toplicki Blace 58 P. domestica Stenley intenzivan 8 10 + - - + Rec
176 Toplicki Blace P. domestica Stenley + - - + Rec
177 Toplicki Blace P. domestica Stenley + = = + Rec
178 Toplicki Blace 59 P. domestica Stenley intenzivan 8 90 + - - + Rec
179 Toplicki Blace P. domestica Stenley + - - + Rec
180 Toplicki Blace P. domestica Stenley + - - + Rec
181 Toplicki Blace 60 P. domestica Catanska lepotica intenzivan 4 70 + - - + Rec
182 Toplicki Blace P. domestica Moravka + + - + D+Rec
183 Toplicki Blace P. domestica Cacanska lepotica + - - + Rec
184 Toplicki KurSumlija 61 P. domestica Stenley intenzivan 12 100 + - - + Rec
185 Toplicki Kursumlija P. domestica Stenley + = = + Rec
186 Toplicki KurSumlija P. domestica Stenley + - - + Rec
187 Toplicki Kursumlija 62 P. domestica Stenley intenzivan 15 80 + - + - M
188 Toplicki Kursumlija P. domestica Stenley + - + - M
189 Toplicki Kursumlija P. domestica Catanska rodna - + - + D
190 Toplicki Kursumlija 63 P. domestica Stenley intenzivan 10 60 + - - + Rec
191 Toplicki KurSumlija P. domestica Stenley + - - + Rec
192 Toplicki Kursumlija P. domestica Stenley + - - + Rec
193 Toplicki Prokuplje 64 P. domestica Catanska rodna intenzivan 4 90 - + - + D
194 Toplicki Prokuplje P. domestica Cacanska rodna + - - + Rec
195 Toplicki Prokuplje P. domestica Catanska rodna - + - + D
LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija
b - negativna reakcija

¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke
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REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI
REDNI BRO]J ] ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP

BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJ
196 Toplicki Prokuplje 65 P. domestica Stenley intenzivan 10 80 + - - + Rec
197 Toplicki Prokuplje P. domestica Stenley - + - + D
198 Toplicki Prokuplje P. domestica Stenley + - - + Rec
199 Toplicki Prokuplje 66 P. domestica Stenley intenzivan 12 60 + - - + Rec
200 Toplicki Prokuplje P. domestica Stenley + - - + Rec
201 Toplicki Prokuplje P. domestica Stenley - + - + D
202 Kosovo Leposavi¢ 67 P. domestica Catanska rodna ekstenzivan 6 40 + - - + Rec
203 Kosovo Leposavié¢ P. domestica Catanska rodna - + - + D
204 Kosovo Leposavi¢ P. domestica Cacanska rodna + - - + Rec
205 Macvanski Vladimirci 68 P. domestica PoZegaca poluintenzivan 15 50 + + - + D+Rec
206 Macvanski Vladimirci P. domestica PoZegaca + - - + Rec
207 Macvanski Vladimirci P. domestica PoZegaca + - - + Rec
208 Macvanski Vladimirci 69 P. domestica Catanska rodna intenzivan 4 5 - - - - NEG
209 Macvanski Vladimirci P. domestica Catanska rodna - - - - NEG
210 Macvanski Sabac 70 P. domestica Catanska rodna intenzivan 10 70 + - + + M+Rec
211 Macvanski Sabac P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
212 Macvanski Sabac P. domestica Catanska rodna + = = + Rec
213 Macvanski Sabac 71 P. domestica Stenley intenzivan 12 60 + - + + M+Rec
214 Macvanski Sabac P. domestica Stenley + + + + M+D
215 Macvanski Sabac P. domestica Stenley - + - + D
216 Nisavski Aleksinac 72 P. domestica Crvena ranka ekstenzivan 15 100 - + - + D
217 Nisavski Aleksinac P. domestica Crvena ranka - + - + D
218 Nisavski Aleksinac P. domestica Crvena ranka + - - + Rec
219 Nisavski Aleksinac 73 P. domestica Stenley intenzivan 12 100 + - - + Rec
220 Nisavski Aleksinac P. domestica Stenley + - - + Rec
221 Nisavski Aleksinac P. domestica Stenley + - - + Rec
222 Nisavski Aleksinac 74 P. domestica Stenley poluintenzivan 8 90 + - + - M
223 Nisavski Aleksinac P. domestica Stenley - + - + D

LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija
b - negativna reakcija
¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke
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REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI

REDNI BROJ i ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP

BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJ
224 Nisavski Aleksinac P. domestica Stenley - + - + D
225 Pirotski Babusnica 75 P. domestica Crvena ranka poluintenzivan 8 70 - + - + D
226 Pirotski Babus$nica P. domestica Stenley + + - + D+Rec
227 Pirotski Babus$nica P. domestica Catanska lepotica - + - + D
228 Nis Niska banja 76 P. domestica Stenley ekstenzivan 15 80 + + - + D+Rec
229 Nis Niska banja P. domestica Stenley - + - + D
230 Nis Niska banja P. domestica Stenley + + - + D+Rec
231 Pirotski Niska banja 77 P. domestica Stenley ekstenzivan 30 100 - + - + D
232 Pirotski Niska banja P. domestica Stenley - + - + D
233 Pirotski Niska banja P. domestica Stenley - + - + D
234 Pirotski Bela Palanka 78 P. domestica Belosljiva ekstenzivan 2 60 - + - + D
235 Pirotski Bela Palanka P. domestica Belosljiva - + - + D
236 Pirotski Bela Palanka P. domestica Belosljiva - + - + D
237 Pirotski Pirot 79 P. domestica Stenley intenzivan 8 80 - + - + D
238 Pirotski Pirot P. domestica Stenley - + - + D
239 Pirotski Pirot P. domestica Stenley - + - + D
240 Pirotski Pirot 80 P. domestica Stenley intenzivan 12 100 - + - + D
241 Pirotski Pirot P. domestica Stenley = + = + D
242 Pirotski Pirot P. domestica Stenley - + - + D
243 Pirotski Pirot 81 P. domestica Cacanska rodna intenzivan 8 90 + - - + Rec
244 Pirotski Pirot P. domestica Stenley - + - + D
245 Pirotski Pirot P. domestica Cacanska rodna + - - + Rec
246 Pirotski Pirot P. armeniaca / - + - + D
247 Jablanicki Vlasotince 82 P. domestica Pozegaca napusten 50 60 + - - + Rec
248 Jablanicki Vlasotince P. domestica Pozegaca + - - + Rec
249 Jablanicki Vlasotince P. domestica Pozegaca - + - + D
250 Toplicki Kursumlija 83 P. domestica Stenley intenzivan 6 90 + - - + Rec
251 Toplicki Kursumlija P. domestica Stenley + - - + Rec

LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija

b - negativna reakcija

¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke

PRILOG 1



REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI
REDNI BRO]J ] ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP

BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D SOJ
252 Toplicki Kur$umlija P. domestica Stenley + - - + Rec
253 Jablanicki Leskovac 84 P. domestica Stenley napusten 40 80 + - - + Rec
254 Jablanicki Leskovac P. domestica Stenley + - - + Rec
255 Jablanicki Leskovac P. domestica Stenley + - - + Rec
256 Zlatiborski Uzice 85 P. domestica Crvena ranka ekstenzivan 10 70 + - - + Rec
257 Zlatiborski Uzice P. domestica Crvena ranka + - - + Rec
258 Zlatiborski Uzice P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
259 Zlatiborski Nova Varos 86 P. domestica Pozegaca ekstenzivan 30 100 + - - + Rec
260 Zlatiborski Nova Varos P. domestica PoZegaca + - - + Rec
261 Zlatiborski Nova Varo$ P. domestica PoZegaca + - - + Rec
262 Zlatiborski Nova Varos 87 P. domestica PoZegaca ekstanzivan 40 80 + - - + Rec
263 Zlatiborski Nova Varos P. domestica PoZegaca + - - + Rec
264 Zlatiborski Nova Varos P. domestica Pozegaca + - - + Rec
265 Zlatiborski Nova Varos 88 P. domestica Crvena ranka ekstenzivan 20 80 + - - + Rec
266 Zlatiborski Nova Varos P. domestica Crvena ranka + - - + Rec
267 Zlatiborski Nova Varos P. domestica Crvena ranka + - - + Rec
268 Zlatiborski Nova Varos 89 P. domestica Catanska rodna poluintenzivan 20 70 - + - + D
269 Zlatiborski Nova Varos P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
270 Zlatiborski Nova Varos P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
271 Zlatiborski Nova Varos 90 P. domestica Pozegaca napusten 50 50 + - - + Rec
272 Zlatiborski Nova Varos P. domestica Pozegaca + - - + Rec
273 Zlatiborski Nova Varos P. domestica PozZegaca + - - + Rec
274 Zlatiborski Prijepolje 91 P. domestica Catanska rodna intenzivan 10 90 + - - + Rec
275 Zlatiborski Prijepolje P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
276 Zlatiborski Prijepolje P. domestica Catanska rodna + - - + Rec
277 Zlatiborski Prijepolje 92 P. domestica Stenley poluintezivan 15 50 + - - + Rec
278 Zlatiborski Prijepolje P. domestica Derosavka + - - + Rec
279 Zlatiborski Prijepolje P. domestica Cacanska rodna + - - + Rec

LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija
b - negativna reakcija
¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke
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REZULTATI PCR ANALIZA

N-ter CP CI
STAROST PROCENJENI
REDNI BROJ i ZASADA % ZARAZEU P3M P3D- CIP CIP
BROJ OKRUG LOKALITET ZASADA DOMACIN SORTA TIP ZASADA (god.) ZASADU -P4 P4 M D S0J
280 Zlatiborski Prijepolje 93 P. domestica Pozegaca napusten 60 80 + - - + Rec
281 Zlatiborski Prijepolje P. domestica Pozegaca + - - + Rec
282 Zlatiborski Prijepolje P. domestica PoZegaca + - - + Rec
283 Zlatiborski Nova Varos 94 P. domestica Derosavka napusten 20 5 + - - + Rec
LEGENDA:

a+ pozitivna reakcija
b - negativna reakcija
¢M - PPV-M soj; D - PPV-D soj; Rec - PPV-Rec soj; NEG - nije detektovan virus Sarke
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PRILOG 2: Sekvence izolata RS-67pl i PPV-Rec izolata iz okoline eksperimentalnog
zasada

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
O e O L Y T
RS-67pl AAGAAACTCTATACTGATTCTGAAGCGTCTGAGACGGAAATTGAGAGATATCTTGAAGCATTTTACAATGATATTGATGATAGCCTTGACTCCAACATTG
2/lexter
2/8exter
2/12exter
3/9exter
4/2exter
4/3exter
4/1llexter
4/13exter
RS-23pl
RS-24pl

110 120 130 140 150 160 170 180 l l190 200
| I B e L L I Ity [ IS I I T I S 1 Py I
GGAGGACGATGAAGAAGTTGAT GGAAAACCCACTGCGGTAACTGCACCGGCAGCAACAGTGGTAACAACTCAACC

RS-67pl TTATACACCAGGCTGGT!
2/lexter
2/8exter
2/12exter
3/9exter
4/2exter
4/3exter
4/llexter
4/13exter
RS-23pl

RS-24pl

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
e e O I O [ P

RS-67pl AGCTCCAGTGATACAACCTGCAATTCAAGCCACAACACCAATGTTCAACCCCATTTTCACTCCAGCAACAACTCAGCCTGCGATAAGACCAGTTTCTC
2/lexter
2/8exter
2/12exter
3/9exter
4/2exter
4/3exter
4/llexter
4/13exter
RS-23pl
RS-24pl

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
L T e T e T O e e I I IR
RS-67pl ATTTCAGGGGCCACACCGCAGTCTTTTGGCGTTTATGGAAATGAGGATGCATCACCTAGCACCTCARACACTTTGGTGAACACAGGAAGGGATAGGGACG
2/lexter
2/8exter
2/12exter
3/9exter
4/2exter
4/3exter
4/llexter
4/13exter
RS-23pl
RS-24pl

410 420

RS-67pl
2/lexter
2/8exter
2/12exter
3/9exter
4/2exter
4/3exter
4/1llexter
4/13exter
RS-23pl
RS-24pl
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PRILOG 3: Sekvence izolata RS-68pl i PPV-D izolata iz okoline eksperimentalnog

zasada

RS-68pl
4/4exter
4/9exter
4/12exter

RS-68pl
4/4exter
4/9exter
4/12exter

RS-68pl
4/4exter
4/9exter
4/12exter

RS-68pl
4/4exter
4/9exter
4/12exter

RS-68pl
4/4exter
4/9exter
4/12exter

10 Zl 30 40 50 60 70 l 80 90 100
B L L T L e L T e O T e O e I I I
AAGAAGCTTTACACTGACACTGAAGCGTCTGA( GAAATTGAGCGATATCTTGAAGCTTTTTACAACGACATTAACGATGATGGTGAGTCCAACGTTG
.................... €
.................... L
.................... L

110 120 130 140 150 ll 160 170 180 190 200
L L L L e L T e O T O O e I I I
TTGTGCACCAAGCTGACGAAAGAGAAGACGAGGAAGAAGTTGACGCAGGCAAGCCTGTTGTAGTTACTGCACCGGCAGCAACTAGCCCAATACTTCAACC

210

220 240

B B R I R R I

ACCCCCAGTCATACAGCCTGCACCCC CTACGGC
T...

230 250 260 270 300
ISR I |- I | PRI ISR IR I I

- - - [ .. . . ..
CAATGCTCAACCCCATTTTCACGCCAGCAACAACTCAACCAGCAACAAAACCAGTTTCACCG

280 290

310 330 340

B I I D T I B B I IR I P IR I
ATGTCAAGACCTCAACTGCAAACTTTTGGAACACATGGTAATGAGGATGCCTCACCTAGCAACTCAAACGCGCTAGTCAA

320

350 360 370 390 400

l380
L R I I IR
CAAACAGAGACAGGGACG
..................................... -
............................................ L e
............................................ e

410 420
B B I I I
TCGATGCAGGATCAATTGGAACTTTCA
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PRILOG 4: Sekvence PPV-Rec izolata sa inokulisanih i novozarazZenih stabala iz
2009. godine uporedene sa sekvencom izolata RS-67pl

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
N O R T PN DT RO PO FUY POTON POUUN FUDE PEUON DD DU PUURE DY PR
RS-67pl AAGAAACTCTATACTGATTCTGAAGCGTCTGAGACGGAAATTGAGAGATATCTTGAAGCATTTTACAATGATATTGATGATAGCCTTGACTCCAACATTG
9/13
9/15
10/14
10/16
12/7_09
15/7_09

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
e T I T e T e I [P O
RS-67pl TTATACACCAGGCTGGTGAAAAGGAGGACGATGAAGAAGTTGATGCAGGAAAACCCACTGCGGTAACTGCACCGGCAGCAACAGTGGTAACAACTCAACC
9/13
9/15
10/14
10/16
12/7_09
15/7_09

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B N R O U U B U U I U DU PRI PRI DD DI PR
RS-67pl AGCTCCAGTGATACAACCTGCAATTCAAGCCACAACACCAATGTTCAACCCCATTTTCACTCCAGCAACAACTCAGCCTGCGATAAGACCAGTTTCTC
9/13
9/15
10/14
10/16
12/7_09
15/7_09

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
B B B e o P I I I I I I I L Tt N I e
RS-67pl ATTTCA CACCGCAGTCTTTTGGCGTTTATGGAAATGAGGATGCATCACCTAGCACCTCARACACTTTGGTGAACACAGGAAGGGATAGGGACG
9/13
9/15
10/14
10/16
12/7_09
15/7_09

el
RS-67pl TCGATGCAGGATCGATTGGAACTTTC!
9/13
9/15
10/14
10/16
12/7_09
15/7_09
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PRILOG 5: Sekvence PPV-D izolata sa inokulisanih i novozarazenog stabla iz 2009.
godine uporedene sa sekvencom izolata RS-68pl

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
e T I T e I I [P O
RS-68pl AAGAAGCTTTACACTGACACTGAAGCGTCTGAGACAGAAATTGAGCGATATCTTGAAGCTTTTTACAACGACATTAACGATGATGGTGAGTCCAACGTTG
9/14
9/16
10/13
10/15
3/3_09

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B I e T I I I e I [P [P D s
RS-68pl TTGTGCACCAAGCTGACGAAAGAGAAGACGAGGAAGAAGTTGACGCAGGCAAGCCTGTTGTAGTTACTGCACCGGCAGCAACTAGCCCAATACTTCAACC
9/14
9/16
10/13
10/15
3/3_09

l 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
T T [ [P I
RS-68pl ACCTCCAGTCATACAGCCTGCACCCCGGACTACGGCGCCAATGCTCAACCCCATTTTCACGCCAGCAACAACTCAACCAGCAACAAAACCAGTTTCACCG
9/14 .
9/16
10/13
10/15
3/3_09

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T I T I e I e (PP O [P I A (A A (R IR BN
RS-68pl ATGTCAAGACCTCAACTGCAAACTTTTGGAACACATGGTAATGAGGATGCCTCACCTAGCAACTCARACGCGCTAGTCAACACARACAGAGACAGGGACG
9/14
9/16
10/13
10/15
3/3_09

410 420
ceeeleeei el
RS-68pl TCGATGCAGGATCAATTGGAACTTTCA
9/14
9/16
10/13
10/15
3/3_09
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PRILOG 6: Broj uhvacenih krilatih formi razli¢itih vrsta lisnih vasi primenom
Sticky-shoot metode u eksperimentalnom zasadu §ljive u 2009. godini

Intervali nanosenja aerosola
n n n 0 0 0 0 ~ ~ ~ ® @ @ o o o =) 2
Virstalisnih vasi clelgslglslslslsleslslglslslslslsls] &

3 2 & 3 = S Q 3 N b 8 3 IN = S R ) I~

1 1 1 1 ) O O O N ™ ) @ @ @ o o =) =

SlelElelslslglelelsle1glglglglels

T|2|R|g|2|S|]|g|2|g|F|e|s|g|F|F|3
Acyrthosiphon pisum 1 1 2 4
Acyrthosiphon spp. 1 1 1
Anoecia corni 1 1 4 2 1 1 2 12
Anoecia spp. 2 1 1 4
Aphididae 2 1 1 1 1 6
Aphis craccivora 1 1 1 5 1 4 13
Aphis fabae 10 5 8 5 3 3 1 1 3 39
Aphis pomi/spiraecola 2 7 2 6 7 1 1 3 2 1 32
Aphis spp. 9 30 24 11 29 10 4 5 1 2 9 5 3 1 14 2 159
Atheroides serrulatus 1 2 1 4
Aulacorthum solani 1 1
Brachycaudus cardui 2 4 1 2 9
Brachycaudus helychrisi 1 1 2
Brachycaudus spp. 3 6 5 1 4 1 2 2 1 25
Capitophorus eleagni 58 58
Capitophorus spp. 1 1 2
Cavariella spp. 2 2
Chaitophorus spp. 4 4
Cinara sp. 1 1
Dysaphis spp. 3 3
Eulachnus sp. 1 1
Hyadaphis foeniculi 1 8 1 10
Hyadaphis polonica 2 2
Hyalopterus pruni 1 1 1 1 1 1 2 2 10
Hyperomyzus sp. 1 1
Lipaphis erysimi 1 2 3
Macrosiphum rosae 1 1 2
Macrosiphoniella spp. 1 1 2
Macrosiphini 1 1 2
Metopolophium dirhodum 1 1
Myzocallis spp. 1 44 8 2 5 1 1 1 63
Myzodium modestum 2 2
Myzus persicae 1 1 1 3
Pemphigidae 3 3
Pemphigus spp. 2 2 3 13 20
Periphyllus spp. 1 1
Phorodon humuli 4 15 1 20
Phyllaphis fagi 1 2 1 2 6
Rhopalomyzus poae 1 1
Rhopalosiphum maidis 3 1 1 1 1 7
Rhopalosiph ph 1 1
Rhopalosiphum padi 1 1 1 1 23 5 8 14 3 1 58
Schizaphis gramii 3 1 1 2 3 2 1 13
Semiaphis spp. 1 1 6 7 1 16
Sipha maydis 1 2 3
Sipha spp. 1 1 1 1 1 2 7
Sitobion avenae 1 2 1 4
Tetraneura spp. 1 1 1 1 3 1 8
Thelaxes spp. 1 1
Therioaphis spp. 1 1 1 B 6
Therioaphis trifolii 2 3 1 1 3 9 4 22 1 46
Uroleucon spp. 1 1 2
UKUPNO 25 135 84 30 72 26 74 18 7 7 17 55 13 18 92 25 10 708
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PRILOG 7: Sekvence PPV-Rec izolata sa inokulisanih, kao i zaraZenih stabala iz
2010. godine uporedene sa sekvencom izolata RS-67pl

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B O N B B U O AP I IR IR DN (PN I
RS-67pl AAGAAACTCTATACTGATTCT! GCGTCTGAGACGGAAATTGAGAGATATCTTGAAGCATTTTACAATGATATTGATGATAGCCTTGACTCCAACATTG
9/13
9/15
10/14
10/16
12/7_09
6/17_10
7/20_10
15/7_09
5/2_10
5/29_10
6/1_10
6/23_10
6/27_10
7/1_10
10/11_10
10/24_10
12/18”10
13/20_10
14/25_10
15/3_10
15/15_10
16/8_10

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
1 e [ e I I |

RS-67pl TTATACACCAGGCTGGTGAARAAGGAGGACGATGAAGAAGTTGAT GGAAAACCCACTGCGGTAACTGCACCGGCAGCAACAGTGGTAACAACTCAACC
Lo

9/15 . . . . . . . e e e e . e e .
L0/ 04 e e e e e e e e e e
L
12/7_09
6/17_10
7/20_10
15/7_09
5/2_10

5/29_10
6/1_10

6/23_10
6/27_10
7/1_10

10/11_10
10/24_10
12/18710
13/20_10
14/25_10
15/3_10
15/15_10
16/8_10 AA...

bhbbbb b bbb bbb

ahnaonononaoncannaanQ

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
P I I I I I I s B
RS-67pl  AGCTCCAGTGATACAACCTGCAATTCAAGCCACAACACCAATGTTCAACCCCATTTTCACTCCAGCAACAACTCAGCCTGCGATAAGACCAGTTTCTCCA
9/13
9/15
10/14
10/16
12/7_09
6/17_10
7/20_10
15/7_09
5/2_10
5/29_10
6/1_10
6/23_10
6/27_10
7/1_10
10/11_10
10/24_10
12/18”10
13/20_10
14/25_10
15/3_10
15/15_10
16/8_10
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RS-67pl
9/13
9/15
10/14
10/16
12/7_09
6/17_10
7/20_10
15/7_09
5/2_10
5/29_10
6/1_10
6/23_10
6/27_10
7/1_10
10/11_10
10/24_10
12/18_10
13/20_10
14/25_10
15/3_10
15/15_10
16/8_10

RS-67pl
9/13
9/15
10/14
10/16
12/7_09
6/17_10
7/20_10
15/7_09
5/2_10
5/29_10
6/1_10
6/23_10
6/27_10
7/1_10
10/11_10
10/24_10
12/18_10
13/20_10
14/25_10
15/3_10
15/15_10
16/8_10

310
| |

ATTTCAGGGGCCACACCGCAGTCTTTTGGCGTTTATGGAAATGAGGATGCATCACCTAGCACCTCAAACACTTTGGTGAACACAGGAAGGGATAGGGACG

320
|

330
|

340
|

350
|

360
|

370
|

380
|

390
|

400
|

410

420
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PRILOG 8: Sekvence PPV-D izolata sa inokulisanih, kao i zarazenih stabala iz 2010.
godine uporedene sa sekvencom izolata RS-68pl

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T e T I 1 T e I e I [P O e
RS-68pl AAGAAGCTTTACACTGACACTGAAGCGTCTGA GAAATTGAGCGATATCTTGAAGCTTTTTACAACGACATTAACGATGATGGTGAGTCCAACGTTG
9/14
9/16
10/13
10/15
3/3_09
3/21_10

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B P A A Y ) IR (N PN (N (U (A (R (RPN (AN I B
RS-68pl TTGTGCACCAAGCTGACGAAAGAGAAGACGAGGAAGAAGTTGACGCAGGCAAGCCTGTTGTAGTTACTGCACCGGCAGCAACTAGCCCAATACTTCAACC
9/14
9/16
10/13
10/15
3/3_09
3/21_10

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
E R R B B I I N I IR I IR IR SIS IS ISP IR (P I R
RS-68pl ACCTCCAGTCATACAGCCTGCACCCCGGACTACGGCGCCAATGCTCAACCCCATTTTCACGCCAGCAACAACTCAACCAGCAACAAAACCAGTTTCACCG
9/14
9/16
10/13
10/15
3/3_09
3/21_10 ...

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
R N R S R O R B S D By D B B B PPNy PEPR POy PPy Pree
RS-68pl ATGTCAAGACCTCAACT CTTTTGGAACACATGGTAATGAGGATGCCTCACCTAGCAACTCARACGCGCTAGTCAACACAAACAGAGACAGGGACG
9/14 e . e
9/16
10/13
10/15
3/3_09
3/21_10

410 420
T T T e
RS-68pl TCGATGCAGGATCAATTGGAACTTTCA
9/14
9/16
10/13
10/15
3/3_09
3/21_10
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PRILOG 9: Broj uhvacenih krilatih formi razli¢itih vrsta lisnih vasi primenom
Sticky-shoot metode u eksperimentalnom zasadu $ljive u 2010. godini

Intervali nanosenja aerosola
0 v 0 0 0 0 © %) ~ ~ ~ ~ =) @ o o
2L | 2|2 L1222 /122 = 2L | 2 L1 2| 2 i o
O ~N o \O [N = o =) 0 n ~ =) =) o < — z
Vrsta lisnih vasi e = 7 o ? e o o e G & P o C% by & =]
= n n n n O O O O ~ ~ IS & © © o =
slslglelglslslslelelelelslelelg] B
Q S a 5 ] 3 s S Q S S & b = b a
Acyrthosiphon pisum 1 1
Anoecia corni 1 2 4 10
Aphis craccivora 1 3 1 2 1 1 1 3 14
Aphis fabae 2 6 6 1 1 1 1 5 23
Aphis gossypi 1 1 1 1 4
Aphis pomi/spiraecola 1 1 2 4 8
Aphis spp. 2 5 7 9 7 4 1 4 2 5 46
Atheroides serrulatus 2 2
Aulacorthum solani 1 1 2
Brachycaudus spp. 1 1 1 3
Chaitophorus sp. 1 1
Cheitosiphon sp. 1 1
Dysaphis sp. 1 1
Hyalopterus pruni 3 1 1 2 3 10
Macrosiphini 1 1
Macrosiphum sp. 1 1
Metopolophium dirhodum 1 1
Myzocallis boerneri 9 26 55 101 294 3 1 489
Myzocallis coryli 5 3 8
Myzocallis spp. 1 31 37 22 125 181 156 18 1 1 1 2 576
Myzus cerasi 1 1
Myzus persicae 1 4 4 9
Pemphigus spp. 1 5 1 1 8
Peryphyllus sp. 1 1
Phorodon humuli 3 1 4
Phyllaphis fagi 2 3 1 1 7
Rhopalomyzus spp. 2 1 3
Rhopalosiphum maidis 1 1
Rhopalosiphum nymphaeae 1 1
Rhopalosiphum padi 1 6 7
Rhopalosiphum sp. 1 1
hizaphis grami 2 1 2 1 1 7
Semiaphis sp. 1 1
Sipha sp. 1 1
Sitobion avenae 1 1 2
Tetraneura spp. 3 1 1 1 1 7
Thelaxes spp. 1 1 1 3
Therioaphis spp. 1 1 1 1 3 7
Therioaphis trifolii 8 1 1 2 5 17
UKup broj 10 59 73 97 256 507 170 36 10 15 12 4 0 1 24 16 1289
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PRILOG 10: Sekvence PPV-Rec izolata sa zaraZenih stabala iz 2011. godine
uporedene sa sekvencom izolata RS-67pl

RS-67pl
12/7_09
15/7_09
5/2_10
5/29_10
6/1_10
6/17_10
6/23_10
6/27_10
7/1_10
7/20_10
10/11_10
10/24_10
12/18710
13/20_10
14/25_10
15/3_10
15/15_10
16/8_10
11/20_11
10/8_11
10/9_11
4/10_11
13/25_11
4/2_11
7/3_11
7/8_11
8/4_11
8/8_11
10/22_11
10/28_11
15/1_11
5/5 11

RS-67pl
12/7_09
15/7_09
5/2_10
5/29_10
6/1_10
6/17_10
6/23710
6/27_10
7/1_10
7/20_10
10/11_10
10/24_10
12/18”10
13/20_10
14/25_10
15/3_10
15/15_10
16/8_10
11/20_11
10/8_11
10/9_11
4/10_11
13/25_11
4/2_11
7/3_11
7/8_11
8/4_11
8/8_11
10/22_11
10/28"11
15/1_11
5/5_11

10 20 30 40 50 60 70 80
| | o

90

100
o

BRI T P e PR I IR I I IR It I I I I I
AAGAAACTCTATACTGATTCT GCGTCTGAGACGGAAATTGAGAGATATCTTGAAGCATTTTACAATGATATTGATGATAGCCTTGACTCCAACATTG

TTAT.

110 120 130 140 150 160 170 180

190

'ACACCAGGCTGGTGAAAAGGAGGACGATGAAGAAGTTGATGCAGGAAAACCCACTGCGGTAACTGCACCGGCAGCAACAGTGGTAACAACTCAACC

T.
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RS-67pl
12/7_09
15/7_09
5/2_10
5/29_10
6/1_10
6/17_10
6/23_10
6/27_10
7/1_10
7/20_10
10/11_10
10/24_10
12/18_10
13/20_10
14/25_10
15/3_10
15/15_10
16/8_10
11/20_11
10/8_11
10/9_11
4/10_11
13/25_11
4/2_11
7/3_11
7/8_11
8/4_11
8/8_11
10/22_11
10/28_11
15/1_11
5/5_11

RS-67pl
12/7_09
15/7_09
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ATTTCAGGGGCCACACCGCAGTCTTTTGGCGTTTATGGAAATGAGGATGCATCACCTAGCACCTCAAACACTTTGGTGAACACAGGAAGGGATAGGGACG

390 400
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RS-67pl
12/7_09
15/7_09
5/2_10
5/29_10
6/1_10
6/17_10
6/23_10
6/27_10
7/1_10
7/20_10
10/11_10
10/24_10
12/18_10
13/20_10
14/25_10
15/3_10
15/15_10
16/8_10
11/20_11
10/8_11
10/9_11
4/10_11
13/25_11
4/2_11
7/3_11
7/8_11
8/4_11
8/8_11
10/22_11
10/28_11
15/1_11
5/5_11

410 420
B B T I I
TCGATGCAGGATCGATTGGAACTTTCG
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PRILOG 11: Sekvence PPV-D izolata sa zaraZenih stabala iz 2011. godine
uporedene sa sekvencom izolata RS-68pl

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
e T I I O
RS-68pl AAGAAGCTTTACACTGACACTGAAGCGTCTGA GAAATTGAGCGATATCTTGAAGCTTTTTACAACGACATTAACGATGATGGTGAGTCCAACGTTG
3/3_09
3/21_10
9/29_11
3/19_11
13/3_11

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
T o e [ (PO I
RS-68pl TTGTGCACCAAGCTGACGAAAGAGAAGACGAGGAAGAAGTTGACGCAGGCAAGCCTGTTGTAGTTACTGCACCGGCAGCAACTAGCCCAATACTTCAACC
3/3_09
3/21 10
9/29_11
3/19 11
13/3_11

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
T B O O I I O P O Tt B e L R R B N PR
RS-68pl ACCTCCAGTCATACAGCCTGCACCCCGGACTACGGCGCCAATGCTCAACCCCATTTTCACGCCAGCAACAACTCAACCAGCAACAAAACCAGTTTCACCG
3/3_09
3/21_10
9/29_11
3/19_11
13/3_11

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
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P .. .. T e e o .. [P Jo R
RS-68pl ATGTCAAGACCTCAACTGCAAACTTTTGGAACACATGGTAATGAGGATGCCTCACCTAGCAACTCAAACGCGCTAGTCAACACARACAGAGACAGGGACG

3/3_09 G...A
3/21_10
9/29_11
3/19_11

13/3_11

410 420

P O A ol
RS-68pl TCGATGCAGGATCAATTGGAACTTTCA
3/3_09
3/21_10
9/29_11
3/19_11
13/3_11
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PRILOG 12: Sekvence PPV izolata novozaraZenih stabala §ljive iz obliZnjeg malog

zasada
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AAGAAGCTCTATACTGATTCT GCGTCTGAGACGGAAATTGAGAGATATCTTGAAGCATTTTACAATGATATTGATGATAGCCTTGACTCCAACATTG
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PR I e e e e I
TTATACACCAGGCTGATGAAAAGGAGGACGATGAAGAAGTTGAT GGAAAACCCACTGCGGTAACTGCACCGGCAGCAACTGTGGCAACAACTCAACC

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
L e T T T e T L e O T I I IR
AGCTCCAGTGATACAACCTGCAATTCAAGCCACAACACCAATGTTCAACCCCATTTTCACTCCAGCAACAACTCAGCCTGCGATAAGACCAGTTTCTCCA

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
B R I I B AT I I I I I B L AT IR IS [P IS IR
ATTTCAGGGGCCACACCGCAGTCTTTTGGCGTTTATGGAAATGAGGATGCATCACCTAGCACCTCARACACTTTGGTGAACACAGGAAGGGATAGGGACG

410 420

R B R I I
TCGATGCAGGATCGATTGGAACTTTCG
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PRILOG 13: Broj uhvacenih Kkrilatih formi razlic¢itih vrsta lisnih vasi primenom

Sticky-shoot metode u eksperimentalnom zasadu §ljive u 2011. godini

Intervali nanosenja aerosola
v 0 0 0 0 0 %) ~ ~ ~ @ @ @ @ o o
2L 2 L 2 L L2 2 2 =2 2= SIS SIS o
=) O N [32) =) o N 0 < N N — @© =) =) o z
Vrsta lisnih vasi ? 7 o ? 7 X & e Gy & < iy 5 & ? o =]
< n n n O 0 O O N IS IS © @© © @© o =
Ll 2 2/ 2/ 2/ g/ 2/ 2/ 212/ 2/ 22K =
glg|s|&|g|g| |85|g|I|S|g|=]|g|a]|¢e
Acyrthosiphon pisum 1 1 2
Anoecia corni 1 1 1 2 2 7
Anoecia spp. 2 2
Aphis craccivora 1 2 1 3 2 1 3 1 14
Aphis fabae 2 1 1 5 2 11
Aphis gossypi 1 1
Aphis pomi/spiraecola 3 6 1 2 1 13
Aphis spp. 7 12 3 11 8 6 4 9 3 8 18 9 2 4 104
Atheroides serrulatus 1 1 2
Betulaphis sp. 1 1
Brachycaudus helychisi 1 1 2 2 2 4 12
Brachycaudus sp. 1 1
Brevicoryne brassicae 1 3 4
Capitophorus horni 6 6
Capitophorus spp. 1 2 1 4
Cavariella aegopodii 1 1
Chaitophorus hippophaes 1 1
Dysaphis sp. 1 1
Hyadaphis sp. 1 1
Hyalopterus pruni 1 1 1 3 6
Hyperomyzus lactucae 3 3
Hyperomyzus sp. 1 1
Macrosiphum spp. 2 1 1 4
Macr i 1 1 1 3
Myzocallis spp. 1 2 3 6
Pemphigus spp. 1 1 1 2 1 1 1 4 5 17
Phorodon humuli 2 6 8
Rhopalosiphum maidis 1 1
Rhopalosiphum nymphaeae 2 2
Rhopalosiphum padi 1 2 1 2 2 1 9
Saltusaphis sp. 1 1
hizaphis grami 1 1 1 1 1 5
Semiaphis spp. 1 1 2
Sipha maydis 3 3
Sipha sp. 1 2 3
Sitobion avenae 2 2
Tetraneura spp. 1 1 2
Thelaxes spp. 1 1 1 2 5
Therioaphis spp. 1 2 3
Therioaphis trifolii 1 2 3 2 4 1 2 15
Tinocallis platani 1 1
UKUPNO 1 17 29 12 25 30 23 39 10 7 14 26 16 17 15 9 290
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

MNoTnucaHu-a OAPKO JEBPEMOBUR

6poj ynuca __ 1295

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTopcKa gucepTauumja nof Hacrnosom

PACMNPOCTPAHEHOCT PPV-D U PPV-Rec COJEBA BUPYCA WAPKE LWHUBE
(Plum pox virus) ¥ CPEUJU U OUHAMUKA HBUXOBOI WWPEHSA Y 3ACALY
LWbUBE®

e pe3ynTtaTt CoONnCTBEHOr UCTpaXXmnBa4vkor paaa,

e [a npeanoxeHa gucepTauuja y LEenvHU HY y AenoBuma Huje Guna npeanoxeHa
3a pobuvjare 6uno Koje AvNNoMe npema CTYAWjCKUM nporpamumMa Apyrux
BUCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntaTtl KOpeKTHO HaBeaeHU n

e [a HUCaM KpLUMO/Aa ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjuHY
ApYrux nuua.

MoTnuc aokropaHaa

Y beorpagy, _jyHu, 2012. roguHe

S Beramovie g




Mpunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Ume u npesume aytopa _ JAPKO JEBPEMOBUH

Bbpoj ynuca 1295

Cryamjcku nporpam

Hacnoe papga _,PACMPOCTPAHSEHOCT PPV-D U PPV-Rec COJEBA BUPYCA
LWAPKE UWBWBE (Plum pox virus) ¥ CPEUJV N ANHAMUKA HUXOBOI LUNPEHA Y
SACALY UIJBUBE®

MeHTop __npod. [ip. BpaHka Kpctuh

MoTnucaHu JAPKO JEBPEMOBUWHR

U3jaBrbyjemM Aa je wramnaHa Bep3uja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO)j
BEp3uju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuMBake Ha noptany AurutanHor
penosuTtopujyma YHuBep3uteta y beorpany.

[osBorbaBam ga ce o6jaBe Moju NUYHU nojauu BesaHu 3a Aobuvjare akagemckor
3Baba JOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy UMe M npesnme, roanHa u Mecto pofiera 1 faTym
onbpaHe paga.

OBM nu4HM nogauu mory ce o6jaBuTM Ha MPEeXHUM CcTpaHuuama aurutanHe
BubnuoTeke, y enNekTpOHCKOM KaTtanory u y nybnukauujama YHusepauteTa y beorpagy.

MoTnuc gokropaHaa

Y beorpapy, jyHu, 2012. roaunHe
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky Gubnuoteky ,CBeTtosap Mapkosuh® ga y [urutanHu
peno3uTopujyMm YHuBepauteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKYy AucepTauujy nop
HacnoBomM:

.PACMPOCTPAHEHOCT PPV-D U PPV-Rec COJEBA BUPYCA WAPKE UWIBWUBE
(Plum pox virus) ¥ CPEUWJUN N ANHAMUKA HBUXOBOI WWPEHA Y 3ACALY
LWIbUBE®

Koja je Moje ayTopCKo Aero.

[vcepTauujy ca cBMM NpunosnmMa npegao/na cam y enekTpoHCKoM popmaty norogHom
3a TpajHO apxuBupamsE.

Mojy [OKTOpPCKY AucepTauujy noxpaweHy y AurutanHu peno3utopujym YHusepsuteta
y Beorpagy mory na Kopucte CBU Koju NowTyjy oapeade cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTtBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjanHo
3. AyTopcTBO — HEkoMepLmjanHo — 6e3 npepage
AyTOpCTBO — HekoMepLuujanHo — AenUTY NoA UCTUM YyCrioBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA UCTUM ycrnoBuma

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jefHy of LecT noHyheHux nuueHuu, KpaTtak onuc
nuuUeHUM aar je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y beorpagay, iyHW, 2012. rogauHe

Doy’






