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1. UVOD

1.1. Optenito o fitoplazmama
Klasifikacija fitoplazmi:
DomenaBacteria

Koljeno: Tenericutes
Razred:Mollicutes
Red:Acholeplasmatales
Porodica:Acholeplasmataceae

Rod: CandidatusPhytoplasma’

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtagi?mode=Info&id=33926&IvI=3&lin=f
&keep=1&srchmode=1&unlock&lin3f

Fitoplazme (rod Candidatus (Ca.) Phytoplasma'fine biljni patogeni iz razreda
Mollicutes prokarioti bez statine stijenke. Uzrokuju viSe stotina ekonomski capaih
bolesti Sirom svijeta na gospodarski bitnim biljlapoput rize, kukuruza, krumpira,égene
repe, vinove loze te raznom ukrasnom bilju. Kamagteéni simptomi fitoplazmoza su
nekontrolirana proliferacija aksilarnih pupova gsjcja metla“), gubitak normalnih cvjetnih
pigmenata i ozelenjivanje cvjetnih dijelova (virescija), pojava listovima nalik struktura na
mjestu gdje bi trebao biti cvijet (filodija), Zenje listova uzrokovano razgradnjom kloroplasta
te inhibicijom njegove sinteze, sitni plodovi, smemi listovi, krzljanje, nekroza floema i
njegova pretjerana proliferacija (Lee i sur., 20@Bristensen i sur., 2005; Bertaccini i.sur
2007). Unato kozmopolitskoj patogenosti, fitoplazme su otkrigegiek 1967. godine (Doi i
sur., 1967). Naime, zbog simptoma koji su odgovaraisnim bolestima, nemognosti
uzgajanja na umjetnoj podlozi, te zbog prolaska Kvakterijske filtre, prijenosa uz poiho
kukaca-vektora vjerovalo se da je &ije virusnoj zarazi. Méutim, proavanjem ultratankih
prereza preparata floema simptortwaitn biljaka Doi i suradnici ugavaju da je rij¢ o
bakterijama osjetljivim na tetraciklinske antiblai koje izgledom vrlo nalikuju na
mikoplazme, uzrénike razltitih bolesti u ljudi. Na temelju te shosti dodijeljen im je naziv
.,mikoplazmama stini organizmi“ (eng. mycoplasma like-organismsMLO). Naziv

fitoplazme (g€. phyto— biljka; g. plasma— uoblcena tvar) je ofe prihva&en 1994. godine



na 10. kongresu IOM-dr(ternational Organization of Mycoplasmolc¢) kada jenakon niza
filogenetskih analiza potitena jedinstvenost i monofiletsko porijeklo skie unutar razreda
Mollicutes(Murray i Schleiffer, 1994). Deset godina kasn§604. godine svrstane su u novi
rod nazvanCandidatugCa.) Phytoplasma’ (IRPCM, 20(.

Fitoplazme su pleomorfni prokarioti koji predstaylj unutarstane i izvanstargine
simbionte floemabiljaka i hemolimfe kukaca (SI. 1., Hogenhout r., 2008). Rij€ je 0

iznimno malim bakterijama promjera 0,2 do (ué&, velicine genoma 0,5 i 1,3 Mk
(Christensen i sur2005; Hogenho i sur., 2008).

Slika 1. Fitoplazme u stanicama biljaka (@); preuzeto s:  http://dna-
barcoding.blogspot.com/2012_12 01 archive. i u stanicama kukaca b); preuzeto s:
http://wishart.biology.ualberta.ca/BacMap/cqgi/get8ipsCard.cgi?accession=NC_005303&ref=il
15.html

Do sada nisu uspjesSno uzgojene u mediju bez stgmicse radi 0 unutarstaimim
organizmima kod kojih je doSlo do redukcije gendrgabitkamnogih u metabolizmu vazn
gena. Dotino svojstvo oteZzava i karakterizaciju i klasifikacfitoplazmi, kao i odréivanje
faktora ukljwenih u virulenciju i patogenezu te otliefikasnih n&na kontrole i lijgenja

fitoplazmoza.



1.2. Zivotni ciklus fitoplazmi i interakcije s domaginima

Fitoplazme u svom zivotnom ciklusu izmjenjuju dvanthdara, te su u &i
slutajeva potrebna oba dodmaa za njihov daljnji prijenos u prirodi. U biljkaanfitoplazme
prvenstveno obitavaju u sitastim stanicama floegdje se i umnazaju (Doi i sur.,1967,
Whitcomb i Tully, 1989), dok u kukcima fitoplazmelazimo u Zlijjezdama slinovnicama,
hemolimfi i drugim organima intracelularno i ekstedularno (Hogenhout i sur, 2008).
Malobrojni su kukci koji se hrane floemskim sokoarazene biljke i na taj B sudjeluju u
prijenosu fitoplazmi. N&e&e su to pripadnici redddemiptera (polukrilci) iz porodica
Cicadellidae (eng. leafhoppe) te natporodicaulgoroidae (eng. planthoppey i Psylloidae
(eng. psyllids Weintraub i Beanland 2006). Fitoplazmatska vi€@andidatusPhytoplasma
solani' jedina je poznata vrsta koja se prenosk@heukca-vektoraHyalesthes obsoletus

mede&eg cveka (Quaglino i sur., 2013).

Bolest uzrokovana fitoplazmama moze se prenosiizbotalnim prijenosom, preko
kukca vektora, vertikalnim prijenosom, Sirenjem qaggna s kukca roditelja na potomke
(Alma i sur., 1997), dok se neke vrste fitoplazntign prenositi putem viSe vektora ili samo
preko odrdene vrste kukca. Do sada nije poznat vertikalajeqws unutar biljke putem
sjemena, ali je dokazan prijenos fitoplazmi cijepjem biljke i vegetativhim

razmnozavanjem putem reznica, rizoma ili lukovisah@aff i sur, 1992).

Prenosenje fitoplazmi kukcima kao vektorima je \ati proces koji se sastoji od niza
koraka. Hranjenjem floemskim sokom zarazene bikjlckac dolazi u kontakt s fitoplazmama
koje se nalaze u sitastim elementima floemskogsadffaza akvizicijskog hranjenja). Nakon
Sto se kukac zarazio hranjenjem, dolazi do razmreoja fitoplazmi u tijelu kukca,
prodiranja kroz stijenku crijeva te ulazak fitoptaizu hemolimfu otkuda cirkuliraju po tijelu
kukca. Uvjet da bi kukac mogao posluziti kao veHlitmplazmi predstavlja ulazak fitoplazmi
u zlijezde slinovnice kukca. U Zlijezdama slinowanta, fitoplazme se umnozavaju do
koncentracije koja predstavlja infektivnu dozu zarazavanje zdravih biljaka tijekom
hranjenja kukca na njima (Lefol i sur, 1994; Lhemrar i sur, 1990; Nakashima i Hayashi,
1995). Razdoblje od unoSenja fitoplazmi u kukagpdstizanja infektivhe doze fitoplazmi u
njemu nazivamo latentnim razdobljem. Ovisno o \kekca, latentno razdoblje moze varirati
izmedu 7 i 80 dana (Moya-Raygoza i Nault, 1998; Murrailir., 1996). lako predstavnici reda



Hemipteraimaju samo jednu generaciju godisSnje, infektivnm&nose sa jaja na potomstvo,
preko Icinatke faze do odrasle jedinke slj@gegeneracije. Tijekom faze inokulacijskog
hranjenja, hranjenja zarazenog kukca floemskim ©okoezarazene biljke, dolazi do
izlucivanja fitoplazmi zajedno sa slinom Sto predstaviagvu fazu prijenosa i infekciju
fitoplazmama nezarazenih biljaka. Novi ciklus zépge dolaskom drugog, nezarazenog
kukca, potencijalnog vektora na novozarazenu bi(fBl 2.). Prvi simptomi zaraze na biljci
mogu biti vidljivi Sest dana nakon infekcije, dakkod nekih potrebno od 6 do 24 mjeseca do
pojave prvih znakova infekcije, ovisno o vrsti fitazme i biljci domainu (Hogenhout i sur.,
2008).

zaraZeni kukac

akvizicijsko :hranjnje

zarazena hiljka

Zdrava
biljka

umnazanje

infektivni kukac
inokul&cijs%-hranjenje

Slika 2. Zivotni ciklus fitoplazmi u dva donéina (modificirano s:
http://openi.nim.nih.gov/detailedresult.php?img=8158 pone.0023242.9001&red=4

Za biljke, fitoplazme predstavljaju unutarsiame parazite koji su uglavnom
ogranteni na tkivo floema (Doi i sur., 1967) i nikada rgmpozitivan dinak na samu biljku
doma&ina. Fitoplazme uzrokuju porerdd u genskoj ekspresiji biljnih regulatora i fakior
rasta, povéani udio fenolnih spojeva, p@anu proizvodnju obrambenih proteina kao
odgovor na stres uzrokovan infekcijom (Lee i sB@QO0; Christensen i sur., 2005; Bertaccini i
sur., 2007). Neki od simptoma fitoplazmoza kacsstqvjesttja metla“, virescencija i filodija
predstavljaju utjecaj fitoplazme na biljku s ciljgmovetanja njene priviénosti za kukce koji

preferiraju mlado i zeleno k& za prehranu i odlaganje jajaSaca Sto oréigguuspjesniji



prijenos fitoplazmi (Hogenhout i sur., 2008). Zaliku od biljaka, za kukce fitoplazme
predstavljaju unutarstaine i izvanstadine simbionte (Hogenhout i sur2008). Winak
fitoplazmi na kukce je uglavnom neutralan, no nékeplazme pokazujuwak i pozitivan
ucinak u smislu pouwEanja otpornosti tijekom razdoblja gladovanja, otmhi zimskim
uvjetima, povéanja fertilnost i produljenja Zivotnog vijeka (Béand i sur., 2000). Takier,

u nekim sldajevima fitoplazme negativno utje na kukce smanjugu njihov fekundidet te
skratuju¢i njihov zivotni vijek (Bressan i sur., 2005). Vige se da Sto je evolucijski dulja
veza izmdu kukca i fitoplazme da je fitoplazma to manje ienina po kukca (Elliot i sur.,
2003).



1.3. Evolucija fitoplazmi

Razred Mollicutes uklju¢uje pripadnike mikoplazmi, ureaplazmi, spiroplazmi,
aholeplazmi i fitoplazmi (Razin i sur., 1998). Raimici ovog razreda nemaju Stami
stijenku (lat. mollis —mekan, cutis — koza) zbogcéega mogu mijenjati svoj oblik
(pleomorfnost). Uglavnom su okruglastog oblika, meke poprimaju i filamentozni oblik,
osobito tijekom ranih faza infekcije bilike (Leesur., 2000). Ove slobodno Zisei prokariote
karakterizira izuzetno mala veéiha Sto im omogéuje prolazak kroz bakterijske filtre,
neuobéajno malen genom s niskim sadrzjem G+C baza (okan@B6) koji je na granici
teoretski mogéeg za kodirajiu DNA te neuohiajne metabotike preferencije (Glass i sur.,
2000). Primjerice, predstavnici roddycoplasmapokazuju strogu potrebu za egzogenim
sterolom, dok predstavnici roddreaplasmazahtjevaju pored toga i egzogene urate za
pravilan razvoj (Weisburg i syr1989). Zbog svoje jednostavnosti, predstavniareda
Mollicutes su vrlocesto smatrani primitivnim organizmima iz koji seokcijski razvila puno
kompleksnija bakterija, no filogenetska istrazieanpdbacila su tu hipotezu. Aktualna
pretpostavka je da su se ove pleomorfne baktedojde od Gram-pozitivhog pretka,
najvjerojatnije od bakterije rod€lostridium ili Lactobacillusspp redukcijom genoma i
gubitkom stanine stijenke (Woese, 198Weisburg i sur 1989; Oshima i sur., 2004; Sirand-
Pugnet i sur., 2007; Hogenhout i $2008).

Fitoplazme predstavljaju monofiletsku skupinu k@@ razvila iz aholeplazmatske
grane, evolucijski odvedenije grane razrédallicutes (Gundersen i sur, 1996; Lee i sur,
2000; Lim i Sears 1989, 1992). Dokaz za to predisjawazlicite filogenetske analize koje su
dosljedne analizama uporabe kodona i met&kiblipreferencija izméu razlcitih pripadnika
razredaMollicutes(Lim i Sears, 1989, 1992; Gundersen i sur., 19%&imRi sur, 1998; Lee i
sur., 2000; Christensen i sur., 2005; Bertaccirsur., 2007; Hogenhout i sur., 2008).
Fitoplazme i aholeplazme koriste sva tri standarstoa-kodona, za razliku od mikoplazmi i
spiroplazmi kod kojih kodon UGA kodira za triptof§Razin i sur, 1998) kao rezultat tzv.
LJAT-pritiska“ supstitucije GC- parova s AT-parovimaa zadnjoj poziciji kodona (Lim i
Sears, 1992; Sirand-Punget i sur., 2007). Pretpkstge da je najvjerojatniji zajediki
predak fitoplazmi i aholeplazmi bakterifecholeplasma laidlawikod koje kodon UGG, a ne
UGA kodira za triptofan (Lim i Sears, 1992; Bertagc2007).



Za razliku od mikoplazmi i spiroplazmi, fitoplazmam aholeplazmama nedostaje
funkcionalni fosfotransferazni transportni sistelAT §s) vazan pri aktivnom prijenosu:éea
laktoze (Bai i sur., 20Q6Cirillo 1993; Oshima i sur., 2004). lako postojeligno razvijeni
membranski sustavi transporta za drugéef&s poput maltoze, saharoze, trehaloze i
palatinoze (Christensen i sur., 2005), enzimi zgra#aciju navedenih &ra nedostaju
(Oshima i sur., 2004). Predstavnici razretiollicutes pokazuju zn&jnu redukciju
metabolékih gena ukljd¢enih u sintezu aminokiselinde novo sintezu masnih kiselina,
nukleotida, Krebsov ciklus i oksidativnu fosforilgc(Razin i sur., 1998, Tran-Nguyen i sur.,
2008). Stoga, molikuti navedene metabolite moragbitd od doméina. Za razliku od
fitoplazmi, mikoplazme i spiroplazme imaju put spa@nja (eng.salvagg nukleotida, a
spiroplazme moguwak sintetizirati neke aminokiseline (Christensersur., 2005). Kod
fitoplazmi dolazi do joS we redukcije gena uklfienih u metabotki put pentoze-fosfata i
gena kF; koji kodira za podjedinicu ATP- sintaze, koji imaZznu ulogu u uspostavi
membranskog potencijala. Dosadasnja istrazivanf@azngu da na statmim membranama
fitoplazmi postoji potencijal, no pitanje je kake ®n stvara (Christensen i sur., 2005).
Potencijalni kandidat za odrZavanje elektrokemigsgoadijenta membrane fitoplazmi je gen
koji kodira za poseban tip P-ATPaze, tzv. P2C ATPsitan Na/K* i H'/K* pumpama u
zivotinjskim stanicama. lako su P-ATPaze prisutri@voetinjama, biljkama i gljivama, ovo je

prvi slutaj njihovog prisustva u prokariotima (Christenseai., 2005).

Sve poznate fitoplazme su biljni patogeni koji seenpse kukcima, dok su
mikoplazme i ureaplazme patogeni mikroorganizmiotinja i ljudi (Razin i sur, 1998).
Vecina spiroplazmi predstavlja patogene kukaca (Gadmaz002), osim tri vrste spiroplazmi
Spiroplasma citri S. kunkeliii S. phoeniceumkoje predstavljaju biljne patogene koji se

prenose kukcima-vektorima, Sto rezultira istim caspm domaina kao i fitoplazme.

Aholeplazme i fitoplazme dijele specifiosti i u strukutri rRNA-operona. U svojoj
intergenskoj (englnternal transcribed spaceilTS) regiji, duljine oko 300 bp, iznde gena
za 16S i 23S rRNA, nalaze se geni za tRNA (Raauwri, 1998; Ho i sur., 2001; Bertaccini,
2007). ITS-regija fitoplazmi sadrzi regiju za izeténsku tRNA (tRNA®) i dio sekvence gena
za alaninsku tRNA (tRNA?, Bertaccini, 2007), dok ITS-regija aholeplazmi r&ashajmanje
dva tRNA-gena. Fitoplazme u svom rRNA-operonu ngdnm od 5S rRNA-gena sadrze gene

za valinsku i asparaginsku tRNA, dok ih mikoplazmeholeplazme ne sadrze (Ho i sur.,



2001). Izmdu fitoplazmi i mikoplazmi postoji razlika i u brojkopija rRNA-operona. Dok

vecina fitoplazmi sadrze dva rRNA-operona¢ia mikoplazmi ima jedan (Bertaccini, 2007).

Razlog vée redukcije metabdlkih gena lezi w&injenici da fitoplazme, za razliku od
mikoplazmi uglavhom Zzive unutarstdano, u okoliSu bogatom nutrijentima u kojem
fitoplazmama nije potrebna sintezatve metabolita, veim je dovoljno samo asimilirati ih
iz stanice domana. Takater, fitoplazmatski genom, osim ptitio razvienog membranskog
sustava transporta hranjivih tvari, sadrzi gene kogliraju za metabatki put sinteze folata
koji im omoguava da se prilagode Zivotu u dotimama iz dva razliita carstva kao i u
kukcima koji ih prenose (Oshima i sur., 2004). Zivodva razkita domaina predstavlja
dodatni selekcijski pritisak Sto je rezultiralo gllbm molekularnih faktora vezanih uz
interakciju mikroba i patogena (engnicrobe/pathogen-associated molecular patterrns
MAMPs ili PAMPS), a koji bi mogli uzrokovati obrarehu reakciju dom@ana (Jones i Dangl,
2006).



1.4. Genom fitoplazmi

Karakterizacija genomskih obiljezja fitoplazmi zépge devedesetih godina proslog
stoljeca kloniranjem nekolicine genomskih fragmenata (&shi sur., 2002). Prvi kompletno
sekvencirani genom vrst€a. Phytoplasma asteris' objavljen je 2004. godindgovarao je
soju OY-M (eng.Onion Yellows phytoplasma strain; MDshima i sur., 2004), nakafega
slijedi sekvenciranje genoma jo$ jednog soja spameenrste, soja AY-WB (engAster
Yellows phytoplasma strain )Mzatim genom soja AUSGY (endiustralian grapevine
yellowg vrste Ca. Phytoplasma australiense' (Tran-Nguyen i sur.3@®soja AT vrsteCa.
Phytoplasma mali' (Kube i sur., 2008). Genom fiégphi se uglavhom sastoji od jednog
kruznog ili linearnog kromosoma i nekoliko malih apiida koji predstavljaju
izvankromosomsku DNA (Oshima i sur., 2013). Soj W8 imacak 4 plazmida, soj OY-M
dva, a soj AUSGY jedan plazmid, dok kod soja ATter&a. Phytoplasma mali' nije
zabiljezen niti jedan izvankromosomski element (Bair., 2006; Tran-Nguyen i sur, 2008;
Kube i sur., 2012). Nadalje, kromosomi svih sekuamih sojeva su kruzni, izuzev soja AT
iz vrste Ca. Phytoplasma malkiji je kromosom linearan. To je izrazito nediba odlika
nekarakteristina za bakterije, a zabiljezena je i kod vr€la.'P. prunorum' iCa. P. pyri'
(Kube i sur., 2008).

Daljnim komparativnim analizama sekvenciranih geaorpotvdene su ofe
genomske karakteristike fitoplazmi: mala ¥&la genoma (0,601-0,879 Mbp), niski sadrzaj
G+C baza (21,4-27,7%), redukcija u broju metaikdii gena, postojanje dva rRNA operona.
Unata& malom i reduciranom genomu, fitoplazmatski krommseadrzi zn&jan broj
otvorenih okviracitanja (ORF-ova) prisutnih u viSe kopija (Oshimauir., 2004; Bai i sur,
2006; Tran-Nguyen i sur., 2008). ORF-ovi su uglawnarganizirani u grupe (englusterg
koje se nazivaju ,mogie pokretne jedinice” ili PMUs. Primjerice, u genofiitoplazme AY-
WB, PMUs i njima skine regijecine izmeiu 10,2% i 14,1% genoma (Bai i sur., 2006).
Najveti medu njima je PMUL koji u svojoj strukturi sadrZi gepe transpozazuréb) te gene
za proteine ukljtene u replikaciju(ssh dnaB i dnaQ, sintezu {mK popravak i
rekombinaciju KimA) kao i gene za membranske i sekrecijske prot@r@dteine nepoznate
funkcije (Bai i sur., 2006; Hogenhout i Seruga Mugi010). Na krajevima PMU1 nalaze se
velike invertirajue sekvence pa je pretpostavka da PMU1 mozZe replikatranspozirati

(Bai i sur., 2006; Hogenhout i sur., 2008; Torufsoii., 2010). U genomu AY-WB postoje joS



manje degenerirane verzije PMUL kojima nedostajjegioi ORF-ovi ili su potencijalni

pseudogeni (Bai i sur., 2006, Torufio i sur., 2010).

Cinjenica da u genomu fitoplazmi postoji #afma redukcija u genima za osnovne
metaboléke puteve s jedne strane i prisustvocapaog broja PMU-ova i njima nalik sljedova
s druge strane, ukazuje na iznimnu vaznost PMUzavistoplazme. Pretpostavka je da PMU-
ovi igraju zng&ajnu ulogu u evoluciji fitoplazmatskog genoma tdagodbi fitoplazmi na
biline dom&ine i kukce (Hogenhout i sur., 2008). RaspodjelaPd¥a u genomu fitoplazmi
nije nasumina, ve& dolazi do njihovog udruzivanja u slijedove s tamgkim i viSestrukim
ponavljanjima (Bai i sur, 2006; Hogenhout i Serijasi¢, 2010). Ta podrja podloZnija su
preraspodjeli genoma (Bai i sur., 2006), Sto phtje tezu da velike regije ponavljégiDNA
imaju destabilizirajti u¢inak na genom, bududa dolazi do delecija, inverzija i duplikacija
(Hogenhout i sur., 2008).

S druge strane, genomske analize su pokazale dgiketpl0% otvorenih okvira
Citanja (eng.open reading frameORF) u fitoplazmama ne pokazuju Zapiu slénost sa
sekvencama koje se nalaze u bazi podataka GenBamkglu njima oko 200 gena su
evolucijski cduvani u genomima OY i AYWB (Bai i sur., 2006). Tedinstveni geni su
potencijalno dobri kandidati za molekularne markedeterminaciji i preciznijoj klasifikaciji
fitoplazmi. Trenutno se kao dodatni molekularni kegir nage&e koriste geni za ribosomske
proteine (Lim i Sears, 1992; Gundersen i sur., 199drtini i sur., 2007) te neribosomski
geni, primjericetufB (Schneider i sur., 1997; LangerMaixner, 2004),vmpl (stolH1D
(Cimerman i sur., 2009; Fialova i sur., 2009; Racifi sur., 2009)secY(Lee i sur., 2006;
Arnaud i sur., 2007; Cimerman i sur., 2009; Fialowsur., 2009; Lee i sur., 2010)stamp
(Fabre i sur., 2011).

Gen tufB je evolucijski @uvan gen koji kodira za elongacijski faktor Tu (E&}
vazan u procesu translacije (Filer i Furano, 1980janijim analizama s molikutima koje je
mogue uzgojiti in vitro te ostalim bakterijama, pokazao se kao vrijedan keramu
diferencijaciji vrsta i raztiitih sojeva unutar oddene vrste (Yogev i sur., 1988). Istrazivanja
koja su proveli Schneider i suradnici 1997. godpukazala su da je &host na temelju
nukleotidne sekvence izie povezanih fitoplazmi iznael 87,8 i 97,0%, dok je homologija s
ostalim molikutima izméu 66,3 i 72,7%. Klasifikacija na temelju analizeggve sekvence

poklapa se s klasifikacijom temeljenom na 16S rDN& gentufB predstavlja vrijedan
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filogenetski marker za finiju klasifikaciju fitoptani (Marconei sur., 2000). In& je u
genomu fitoplazmi prisutan u jednoj kopiji, Stozajednéko s ostalim molikutima i Gram-
pozitivnim bakterijama (Schneider i sur., 1997).

Genvmpl(stol1H10)je polimorfan gen koji kodira za membranski proteapovrsini
stanica specifan fitoplazmi pripadnika ribosomske skupine 16Sit-AXl(stolbur; Ca. P.
solani'). Pretpostavka je da je bitan u interakigiplazmi s doménima. Postoje barem dvije
kopije genavmplu genomu stolbur fitoplazmi. Kao membranski proteiozen je snaznom
selekcijskom pritisku koji se ¢ttuje u iznimnoj varijabilnosti te predstavlja potgalni

specifini molekularni marker za stolbur fitoplazme (Cimarm sur., 2009).

Gen secY je dio operonaspc ribosomskog proteina koji kodira za proteinsku
podjedincu translokaze SecY. Sec-translokacijskitasu je esencijalni transportni sustav u
bakterija koji kod fitoplazmi, zbog nepostojanjaratne stijenke vjerojatno direktno iziuje
proteine u stanice doraa (Kakizawa i sur., 2001). Pradena je samo jedna kopija gena
secYgene u svim poznatim fitoplazmama 16Sr (Lee i 2006; Martini i sur.2007; Lee i
sur., 2010).

Genstampje nedavno karakterizan gen koji kodira za ansgemembranski protein
takader karakteristian za stolbur-fitoplazme (Fabre i sur., 2011). &lrose sastoji od 157
aminokiselina sa signalnim peptidom i C-terminalnbidrofobnom alfa zavojnicom. lako
njegova bioloSka funkcija nije joS posve jasna, ma@nu ulogu u interakciji fitoplazmi s
kukcima (Suzuki i sur., 2006). Naime, antigenskinmbeanski protein specifino prepoznaje
aktinske mikrofilamente kukca-vektora. Radi toga gen stamp izloZzen pozitivnom
selekcijskom pritisku, Sto gd&ini jednim od varijabilnijin filogenetskih marker&oji
omogueuju razlikovanje izméu vrlo blisko povezanih sojeva unutar iste vrstge@m toga,
karakterizacija temeljna na analizi sekvenci, t@toomoggduje razlikovanje genotipova

unutar vrsteCa. Phytoplasma solani' (Aryan i sur., 2014).
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1.5. 'Candidatus Phytoplasma solarn' u Hrvatskoj

‘Candidatus Phytoplasma solani® (IRPC 2004), predloZzena je vrsta 16Sr-A
ribosomske podskupine (stoll-fitoplazme). Najsrodnija je vrsti Ca Phytoplasma

australiense'Filogenetske analize temeljene na sekvenci za Rd¥Arpokazale su se ke

vrijedan alat u filogeniji i klasifikaciji fitoplami. Prve takve analize na fitoplazmal
indicirale su klasifikaciju fitoplazmi unutar razi®Mollicutes (Lim i Sears, 1989). Djnje
filogenetske analize 16S NA regije (Seemller i sur., 1994), kao i neSto manje evolucij
oc¢uvane intergenske 16/23S rDIl-spacer regije (Kirkpatrick i sur., 1994) te gena

ribosomske proteine (Lim i Sears, 1992; Gundersam.; 1996, Martini i sur., 2007) utvrd
su polozaj fitoplazmi u rodoslovnom stablu te omoigupodjelu u 15 ribosomskih skupil
(16Srl-16SrXV) i 48 pdskupina Sl. 3,Lee i sur., 2000).

group
CbY (AF495883) ]
BVEY (AYIE83605)
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A

PPT. Ca. P. americanum (D01 74122)
AUSEY; Ca P‘ au:.irallmsc (LTGESS)

F'A\" Ca P. cancas (AYT26234)
SCYLP: Ca P. graminis [AY?Q":QZL
AlloY: Ca. P. alacasuarinas [(AY135523)
BWB: Ca. P. rharmni (XTE431)
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a Aah'y: Ca. P. fraxini [AF0B2203) —] aahy
JWE: Ga. P ziziphi (ABOS2ETE)
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Slika 3Filogenetsko stablo fitoplazmi utemeljeno na amaiia sekvenci z
gen 16S rRN, (Hogenhout i sur, 2008)
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Na podréju Europe i Mediterana,Ca. Phytoplasmasolani' uzrokuje ekonoms
znaajne Stete vinove lozeVitis vinifere L.), gerilnost cvjetova kod divljit kultiviranih
zeljastih i drvenastih biljaka, Zaenje i opadanje listov anomalije listapatuljasti ras i opéu
degeneraciju biljke (SI. 4Quaglino i sur., 201.. Stolburfitoplazme uzrokuju i gospodars
zn&ajne Stete na povrtniog iz porodica Solanaceae(npr. rajcica, krumpir, papar)

Asteraceadnpr. celer; Fialogi sur., 2009).

. C. rosens

.-
=
-

¥ .
2 &
':;‘L

= -
=

vieltiGjametla (8

virescencija

]

Slika 4Zdravabiljka Catharantus roseuk. (Don) (a) ifitoplazmami
zaraZzenimjerci sa simptomima fitoplazmoza (jesticja
metla“, filodija, d-virescencija, snimila: prodir. sc. Dijan
Skéyi
Fitoplazmatska vrst&€andidatusPhytoplasma solani' jedna je od fitoplazmi s neys
krugom prirodnih domanskih vrsta, a karakterigtia je za europski kontinent. Prisutn
fitoplazmi u Hrvatskoj zabilieZzena je na podiina srediSnje Hrvatske, Menurja i
Slavonije, no noviji podadbiljeze prisutnost i na pod¢u Istre i Dalmacije (Seruga i su
2009). Osim na vinovoj loz i kukcu-vektoru Hyalesthes obsolet, prisutnost ove
fitoplazmatske vrstedo sada jepotvrdena i na vrstama rodBrunus (marelica, breskve
treSnja) Malus (jabuka),Pyrus(kruska) kao i kukcima-vektorima ro@acopsylli (Krizanac i

sur., 2010).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog diplomskog rada je karakterizirati izadbakterije CandidatusPhytoplasma
solani' iz madagaskarskog zimzeler@@atharanthus roseugL.) G. Don) prikupljenih na
podruwju uzeg centra grada Zagreba. U multigenskoj tpjzezolata analizirani su sljede
fitoplazmatski geni: konzervirani i konstitutivniegi 16S rRNA,secY i tufBte varijabilni
genivmpi stamp speciféni za vrstuCa. P. solani'Umnozeni fragmenti gena za 16S rRNA,
tufB i vmp analizirani su metodom RFLP (polimorfizam duljirestrikcijskih fragmenata),
dok su fragmenti gensecYi stampsekvencirani te analizirani bioinform&tim metodama.
Filogenetskom analizom dobivenih nukleotidnih slgga genaecYi stampkao i rezultatima
analize RFLP ostalih gena, dobiven je uvid u rakost i varijabilnost izolata fitoplazmatske

vrste Ca.P.solani' s podiija grada Zagreba.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijali

Prisutnost fitoplazmeCandidatus Phytoplasma solani' istrazivana je na billkama
madagaskarskog zimzeler@atharanthus roseu@..) G. Don). Listovi su pokazivali tipne
simptome zaraze, a prikupljeni su na pégiricentra grada Zagreba (gradske javne povrsine u
blizini HNK i Glavnog kolodvora) tijekom listopad#013 te nakon toga uzgajani u stakleniku
Zavoda za mikrobiologiju BioloSkog odsjeka PMF-geKom prosinca, s prikupljenih biljaka
izvrSen je prijenos cijepljenjem na pokusne biljkste Lycopersicon esculentuin (rajcica)
koje su uzgajane u staklékim uvjetima te takder koriStene u ovom diplomskom radu.

Popis uzoraka naveden je u Tablici 1.

Tablica 1. Popis uzoraka biljak&atharanthus roseud.ycopersicon esculentuniokacija s kojih su
biljke prikupljene

Catharanthus roseud..) G. Don HNK
Catharanthus roseud..) G. Don HNK
Catharanthus roseud..) G. Don HNK
Catharanthus roseud..) G. Don HNK
Catharanthus roseud..) G. Don Park kod Gl. kolodvora
Lycopersicon esculentum Staklenik ZZM
Lycopersicon esculentum Staklenik ZZM
Lycopersicon esculentum Staklenik ZZM

3.1.2. Referentni sojevi

Kao pozitivne kontrole u la@nim reakcijama polimerazom koristila sam slfede
referentne sojeve: SA-1 i HydB dobivene iz kole&digboratorija za fitoplazmologiju prof.
Assunte Bertaccini sa Sv&lista u Bologni, Italija (IRPCM, 2004) te sojev@-25 i Charente
(Char) dobivene iz kolekcije Odjela UMR1090 GénomeigDiversité Pouvoir Pathogene
Francuskog acionalnog instituta za poljoprivredna istrazivarfJaIRA) i SvediliSta u
Bordeauxu Il kittps://www.bordeaux.inra.fr/'umr1090/coll_isola.htm
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3.1.3. Komercijalni kompleti

Za izolaciju ukupne genomske DNA iz biljnog mat&aj koristila sam komercijalni

kompletOmniPreg" for Plant (G-Biosciences

3.1.4. Péetnice

Patetnice P1 (Deng i Hiruki, 1991) i P7 (Smart i sli996) koriste se za umnazanje
fragmenta vetiine 1,8 kb koji obuhu&a gotovo cijeli gen za 16S rRNA i cijelu regiju (en
spacer regiohizmeiu gena za 16S i 23S rRNA u direktnom PCR-u. Uniaie& p@etnice
F2/R2 (Gundersen i Lee, 1996) koje umnaZzaju fragmeltine 1,2 kb unutar za 16S rRNA,

koriStene su mestedPCR-u. Nukleotidni slijed peenica naveden je u Tablici 2.

Tablica 2. Slijed nukleotida ptetnica za umnazanije fitoplazmatske genske regiferBNA

POCETNICA SLIJED NUKLEOTIDA

P1 5'-AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T-3'
P7 5-CGT CCT TCATCG GCT CTT -3

F2 5'-GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG - 3

R2 5-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3'

Za umnaZzanje fitoplazmatske genske regyéB direktnim PCR-om Kkoristila sam
speciftne parove peetnica fTufl/rTufl (Schneider i sur., 1997), te #AM/rTufStol
(Schneider i sur., 1997) reestedPCR. Nukleotidni slijed p&enica naveden je u Tablici 3.

Tablica 3. Slijed nukleotida ptetnica za umnazanje fitoplazmatske genske régfige

POCETNICA SLIJED NUKLEOTIDA

fTufl 5'-CCT GAA GAA AGA GAA CGT GG-3’

rTufl 5-CGG AAA TAG AAT TGA GGA CG-3’
fTufAY 5'-GCT AAA AGT AGA GCT TAT GA- 3’
rTufStol 5-CGT TGT CAC CTG GCA TAA CC-3

Specifine pa&etnice (STOL)H10F1/(STOL)H10R1 (Pacifico i sur.02) koriStene su
u direkthnom PCR-u prilikom umnazanja genske regipgpl, dok su inestedPCR-u koriStene
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oligonukleotidne p&etnice TYPH10F/TYPH10R (Fialova i sur., 2009). Natidni slijed
pocenica naveden je u Tablici 4.

Tablica 4. Slijed nukleotida p&etnica za umnazanije fitoplazmatske genske regijel

POCETNICA SLIJED NUKLEOTIDA

(STOL)H10F1 5-AGG TTG TAAAAT CTT TTATGT-3

(STOL)H10R1 5'-GCG GAT GGC TTT TCATTATTT GAC-3’
TYPH10F 5'-AAC GTT CAT CAA CAATCA GTC-3'
TYPH10R 5-CACTTC TTT CAG GCA ACT TC-3'

Za umnazanje fitoplazmatske genske reggeY direktnim PCR-om Kkoristila sam
speciféne parove péetnica PosecF1/PosecR1 (Fialova i,s2009). ZanestedPCR koristila
sam sljedée speciféne pa@etnice PosecF3/PosecR3 (Fialova i sur., 2009; dabl).

Tablica 5. Slijed nukleotida p&etnica za umnazanje fitoplazmatske genske regijy

POCETNICA SLIJED NUKLEOTIDA

PosecF1 5-TCTGCTTTG CCTTTG CCT TT-3
PosecR1 5-ATT AGT AAACTA GTT CCT CC-3

PosecF3 5-GGA TTG ATA GAT GCT GCC CC-3

PosecR3 5-GCC CCT ATAACG GTG ATT TTG A-3

Za umnaZzanje fitoplazmatske genske regi@mpdirektnim PCR-om Koristila sam
speciféne parove pe&etnica StampF/StampRO (Fabre i sur., 2011)n&stedPCR koristila
sam sljedée speciféne paetnice StampF1/StampR1 (Fabre i sur., 2011; Tablca

Tablica 6. Slijed nukleotida p&etnica za umnazanje fitoplazmatske genske rstgep

POCETNICA SLIJED NUKLEOTIDA
stampF 5-GTAGGT TTT GGA TGT TTT AAG-3'
stampRO 5'-AAA TAA AAG AAC AAG TAT AGA CGA-3'
stampF1 S-TTC TTT AAA CAC ACC AAG AC-3
stampR1 5'-AAG CCA GAATTT AAT CTA GC-3'




3.1.5. Pribor i uredaji

mikropipete: Biohit, Finska
Eppendorf, Njeia
CAPP, Danska

mikroepruvete i nastavci: Eppendorf, Njetka
vaga:Precisa 62 APrecisa Instruments AG, Svicarska)
vodena kupelj: SW22 (Julabo, Njetha)
inkubator:Incubator Hood TH 15 Edmund Bihler GmbH
centrifuge: Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Nje&ke)

Mikro-242 (Tehtnica Zeleznikio8knija)

Multi-Spin (Biosan, Latvija)
vrtlozne mijesalice (vorteksi): EV-100 (Tehtnical&aiki, Slovenija)

oBVortex VI (Kisker-Biotech, Njemka)

PCR urdaji: GeneAmp PCR system 2700 Applied Biosystems

2720 Thermal Cycler Applied Biosystems
RT-PCR urédaji: 7300 Real Time PCR System (Applied Biosyste8%D)
kadice za elektroforezu: Wide Mini-StiBell GT (Bio-Rad, SAD)

Mini-StiBell GT (Bio-Rad, SAD)

uredaj za napajanje za elektroforezu: Power Pac 308-R&id, SAD)
UV-transiluminator: T2202 (Sigma, SAD)
sustav za dokumentaciju geloigiGenius(Syngene Ltd., UK)

digitalni fotoaparat: Panasonic DMC-FZ8 (Panasoiapan)
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3.1.6. Puferi i otopine

» otopina deoksiribonukleotida (ANTPs) 10 mM (dATB g)M; dCTP 2,5 mM; dGTP
2,5 mM; dTTP 2,5 mM): pripremiti iz razienja mattnih otopina pojedinaih
nukleotida (100 mM);

* TE-pufer, pH 7,6: za 200 mL pufera; 2 mL Tris 10 pO¥4 mL EDTA 1 mM

* TBE-pufer (10x): Tris 90 mM, borna kiselina 90 mEDTA 1mM

» pufer za nanoSenje uzoraka na agarozni gel: bravhfgavo 0,25%,

ksilencijanol fluorofosfat 0 256
glicerol 30% (u vpd

» otopina etidijeva bromida 0, 4§/mL

« polimeraza: GoTayFlexi DNA polymeraséromega, SAD

« 5X Colorless GoTdtFlexi Reaction Buffe(Promega, SAD)
* MgCl; 25 mM (Promega, SAD)
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3.2. Metode

3.2.1. Izolacija ukupne genomske DNA iz uzoraka hitog tkiva

Za Sto kvalitetniju ekstrakciju genomske DNA izljih uzoraka, koristila sam
komercijalni komplet OmniPreg™ for Plant“. Komplet sadrzi pufer za liz&senomic Lysis
Buffern, proteinazu K, otopinu za odvajanje komponenBdA Stripping Solutioy otopinu
za precipitaciju Precipitation Solutioh TE-pufer te glikogen dagnjMussel Glycogenkoiji

koprecipitira nukleinske kiseline tijekom izolacijéis¢enja.

U prethodno ohiéenim tarionicima homogenirala sam oko 80 mg biljrikiya u
tekuwtem duSiku uz dodatak 500 pL pufera za liggefomic Lysis Bufferi 5uL otopine
proteinaze K. Zatim sam prebacila homogenate uospauvete od 2 mL, oko 5 sekundi
mjeSala na vrtloznoj mjeSalici te potom inkubiralarodenoj kupelji 2 sata pri 60°C. Nakon
inkubacije, uzorke sam ostavila da se ohlade nagdkbmperaturi, a zatim sam dodala 200
ML kloroforma. Svaku mikroepruvetu sam lagano pjesala nekoliko puta. Uzorke sam
potom centrifugirala 10 min na 14000 g u aldaoj centrifugi. Nukleinske kiseline su se
odijelile u gornju vodenu fazu koju sam zatim papljotpipetirala wistu mikroepruvetu od 2
mL, u nju dodala 50 pL otopine za odvajanje kompeaie DNA Stripping Solutioy) uzorke
promijeSala okretanjem, a zatim ih inkubirala u eoj kupelji 10 min pri 60°C. Svakom
uzorku sam dodala 100 pL otopine za precipita@je¢ipitation Solutiopi tjekom narednih
20 sekundi mijeSala ih na vrtloznoj mjesSalici. Rdm dodatka otopine dolazi do stvaranja
bijelog taloga, a ako u pojedinom uzorku ne nastalog, dodati josS 50 pL navedene otopine.
Uzorke sam zatim inkubirala na ledu, te nakon togatrifugirala 5 min pri 14000 g u
ohladenoj centrifugi. Supernatant sam prebacila u noikraapruvetu od 1.5 mL, dodala 500
ML izopropanola i 2 pL glikogena dagnjigssel Glycogen Uzorke sam lagano promijeSala
okretanjem. Nakon toga, uzorke centrifugirati 1% mri 14000 g kako bi se istalozila DNA.
Supernatant pazljivo baciti, a talogu dodati 700 {0% etanola. Tijekom sljede minute
provela sam joS jedan krug centrifugiranja na 140@®onovno sam paZzljivo dekantirala
supernatant. Dobiveni talog sam susila na zrakusdohije izgubio miris etanola, cca 30 min,
te sam ga potom otopila u 50 pL TE-pufera i dodaMAazu. Uzorak se inkubirao na

vodenoj kupelji 30 min na temperaturi od 37°C. W#oizolirane DNAGuva se pri -2€C.
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3.2.2. Spektrofotometrijsko mjerenje koncentracijei ¢istoée izolirane DNA

Razliite molekule apsorbiraju pri specifiim valnim duljinamaX). Nukleotidi, RNA
i DNA imaju maksimum apsorpcije pri 260 nmx4#), dok proteini, fenoli i ostale distoce
apsorbiraju pri 280 nm (Ag. Za mjerenje apsorbancije koriSten je spektrofatar
Nanodrop2000 (Thermo Scientific Nakon mjerenja, uzorke s izoliranim ukupnim
nukleinskim kiselinama (TNA) sam razrijedila na madkoncentraciju od 20 ng/uL tako Sto
sam u nove mikroepruvete od 0,5 mL dodala 1 pLk&owodreienu koltinu autoklavirane

vode kako bi se postigla trazena koncentracija TNA.

3.2.3. Lartana reakcija polimerazom (PCR)

Polimerazna latana reakcija (PCR) je metoda kojom se spatifslijed molekule
DNA umnaza u veliki broj indentnih kopija. Reakcije su se odvijale u dagma ,2720
Thermal Cycler* (Applied Biosystems, SAD) i ,Mastgcler personal“ (Eppendorf,
Njematka) koji automatski kontroliraju promjenu temperatudijekom pojedinih faza. PCR
metoda je u oshovi jednostavna metoda koja se jsastood tri faze koje se cikki
ponavljaju i definirane su odtenom temperaturom i duljinom trajanja. U prvoj fdmlazi do
denaturiranja kalupa DNA, zatim slijedi druga faza kojoj dolazi do prianjanja
oligonukleotidnih poéetnica na kalup DNA i zavrSne faze, sinteze komplatiarnih lanaca
DNA. Zbog izrazito niskog titra fitoplazmatske DNA uzorku, rijetko ih je mogie
detektirati u direkthom PCR-u, stoga se koristinjegdeni® PCR (engnestedl koji se, za
razliku od direktnog PCR-a, odvija u dvije uzastepeakcije pricemu se koriste dva seta
pocetnica. Kao pozitivne kontrole u [&mim reakcijama polimerazom koristila sam DNA
referentih izolata, a kao negativnu kontrolu awekianu vodu.
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3.2.3.1. Umnazanije fitoplazmatskog gena za 16S rRNA

Specifécnim umnazanjem fitoplazmatskog gena za 16S rRNA -RE@Rdom,
dokazala sam prisutnost fitoplazmi u navedenim cimma. Sastojci reakcijske smjese

navedeni su u Tablici 7.

Tablica 7. Reakcijska smjesa za @mmu reakciju polimeraze koriStena za umnazanje gana
16S rRNA. Kraticey-pocetna koncentracija,&onana koncentracija, V-
volumen dodanog reagensa, kaltipld; kalup 2-produkt direkthog PCR-a

13,375 13,875

5x 1x 5 5x 1x 5
25 mM 1,5 mM 1,5 25 Mm 1,5 mM 15
10 mM 0,2 mM 2 10 mM 0,2 mM 2
5 uM 0,2 uM 1 - - -
5uM 0,2 uM 1 - - -

- - - 5uM 0,2 uM 1

- - - 5uM 0,2 uM 1

5 U/uL 0,625 U 0,125 5 U/uL 0,625 U 0,125

- - 1 - - -

- - - - - 0,5
25 25

Uvjeti umnazanja u direktnom PCR-u bili su¢ptha denaturacija pri 95°C na 2 min
(1 ciklus); denaturacija pri 95°C, 1 min (35 cildyisprianjanje péetnica na kalup pri 58°C, 1
minuta (35 ciklusa); sinteza komplementarnih lan2bBA produljivanje pri 68°C, 2 min (35
ciklusa) te zavrsno produljivanje lanaca DNA prf6810 min (1 ciklus). Uvjeti umnazanja u
nestedPCR-u bili: p@&etna denaturacija pri 94°C na 1 min (1 ciklus);ataracija pri 94°C, 1
min (35 ciklusa); prianjanje getnica na kalup pri 50°C, 2 minuta (35 ciklusanpteta
komplementarnih lanaca DNA produljivanje pri 72°G, min (35 ciklusa) te zavrsSno
produljivanje lanaca DNA pri 72°C, 7 min (1 ciklus)
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3.2.3.2. Umnazanije fitoplazmatskih gen&ufB i vmpl

Sastojci reakcijske smjese navedeni su u TabliodD8m pd&etnica, nije postojala
razlika u reagensima za umnazanje geifd odnosnormpl

Tablica 8. Reakcijska smjesa za tmmu reakciju polimeraze koriStena za umnazanje gena
tufB i vmpl Kratice: g-pocetna koncentracija&onana koncentracija,
V-volumen dodanog reagensa, kAKIINA, kalup 2-produkt direktnog PCR-a

DIREKTNI PCR nested PCR
ck
5x 1x 5 5x 1x 5
25mM  2mM 2 25mM  2mM 2
10mM  02mM 2  10mM  02mM 2
5U/uL 1U 02  5UML 1U 0.2
20 ng/pL 2,4 ng/uL 3 - - -

Uvjeti umnazanja u direktnomniestedPCR-u bili su: pdetna denaturacija pri 94°C
na 4 min (1 ciklus); denaturacija pri 94°C, 30 sekyprianjanje péetnica na kalup pri 53°C,
30 sekundi; sinteza komplementarnih lanaca DNA pifvéinje pri 72°C, 1 min (34 ciklusa)
te zavrsno produljivanje lanaca DNA pri 72°C, 5 r¢irciklus).

Kod umnaZanja genemplu direkthnom PCR-u temperatura prianjanj&ginica na
kalup bila je 52°C, a nestedPCR-u je poviSena na 55°C. Ponavi{gidaze su imale 35, a ne
34 ciklusa. Takder, faza sinteze komplementarnih lanaca DNA, kafaza zavrsSnog
produljivanja lanaca DNA bile su duZe za 30 sekyoadciklusu.
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3.2.3.3. Umnazanje fitoplazmatskih gengecY i stamp

Volumen reakcijske smjese iznosio je 25 pL isto kaolumen reakcijske smjese za
umnazanje genafBi vmpl Sastojci reakcijske smjese prikazani su u TabBlici

Tablica 9. Reakcijska smjesa za mmu reakciju polimerazom koriStena za umnazanje gecvi
stamKratice: g-pocetna koncentracija,&onana koncentracija, V-volumen dodanog
reagensa, kalup 1-TNA, kalup @ewkt direktnog PCR-a

- DIREKTNI PCR nested PCR
REAGENS

5x 1x 5 5x 1x 5
5mM  2mM 2 2B5mM  2mM 2
10mM  02mM 2 10mM 0,2 mM 2
5U/LL 2U 0,4 5U/L 1U 0,2
20 ng/pL 2,4 ng/pL 3 - - -

Uvjeti reakcije za gesecYu direktnom inestedPCR-u bili su: poéetna denaturacija
pri 95°C, 3 min (1 ciklus); denaturacija pri 95°80) sekundi; prianjanje getnica na kalup
pri 54°C (62°C unestedPCR-u), 30 sekundi; sinteza komplementarnih lanBdéA
produljivanje pri 72°C, 1 min (35 ciklusa) te zawSproduljivanje lanaca DNA pri 72°C, 7
min (1 ciklus).

Uvjeti umnazanja za gestamp u direkthom i nestedPCR-u bili su: poetna
denaturacija pri 94°C, 4 min (1 ciklus); denatueagpri 94°C, 30 sekundi; prianjanje
pocetnica na kalup pri 56°C (52°C nestedPCR-u), 30 sekundi; sinteza komplementarnih
lanaca DNA produljivanje pri 72°C, 90 s (35 ciklusa zavrsno produljivanje lanaca DNA
pri 72°C, 7 min (1 ciklus).
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3.2.4. Elektroforeza u agaroznom gelu

Za provjeru uspjesnosti izdvajanja molekula DNA ok lartane reakcije
polimerazom, napravila sam elektroforezu u 1%-trgeiu agaroze. Odvagnula sam 350 mg
agaroze za 1%-tngel i prebacila staklenu Erlenmeyerovu tikvicu. Qe sam 35 mL
TBE-pufera (0,5X) i izlila u tikvicu uz ispiranje@ostale agaroze sa stijenki posude. Otapanje
agaroze pospjeSila sam zagrijavanjem staklenecgkwimikrovalnoj pénici. Nakon hldenja
tikvice na sobnu temperaturu, dodala sam 1 pL B&RVA DNA stain G Obojani gel sam
potom izlila u prethodno pripremljen kalup za gelostavila da polimerizira tijekom
dvadesetak minuta. Zatim sam kalup s gelom preitgjastkadicu za elektroforezu ,Wide
Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad, SAD)“. U jaZice gela nanijela sam 5 pL PCR- produkta
pomijeSanog s 1 uL obojenog pufera za nanoSengmiaguvi&enjem i ispuStanjem cijelog
sadrzaja na parafilmu. Kao molekularni standardkadtrole duljine amplikona koristila sam
5uL ,®X174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker, 9, ready-to-use“gifnentas, Litva) pomijeSanog
s 2L obojenog pufera. Elektroforeza se provodila 3@ pri konstantnom naponu od 150 V
(,Powerpac 300, Bio-Rad, SAD).

Dobivene rezultate sam potom promatrala na UV-thamgnatoru i dokumentirala
sustavom za dokumentacipigiGenius(Syngen, Ltd., UK) te obradila nekim od prograraa z

obradu fotografija.
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3.2.5. Analiza polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP)

fitoplazmatskih gena za 16S rRNA, getfB i vmpl

RFLP je metoda koja se @b koristi nakon umnazanja fragmenata PCR-om i
omoguava razlgivanje pocijepanih fragmenata DNA na temelju r&sfjskih mjesta unutar
njihove sekvence. Razdvajanjem pocijepanih fragn@ena agaroznom ili poliakrilamidnom
gelu, dobije se specifan restrikcijski profil vrpci (engband, tzv. RFLP-obrazac. Ako de
do mutacije u genomu, restrikcijsko mjesto mozdatesi moze nastati novéime se mijenja
RFLP-obrazac te se na temelju toga moZe deterrtiirprgppadnost fitoplazme oddenoj
skupini. Za RFLP-analizu umnozenih fitoplazmatskgena koristila sam restrikcijske
endonukleaze i odgovar&gipufere prema uputama proizada:

Hpall 5'QCGG 3' (genufB);
Rsd 5'GTAC 3' (genvmp));
Trull (Msd) 5 ' T|TAA 3' (gen 16S rRNA).

Za pripravu restrikcijske smjese pomjeSala saml 2pufera za restrikciju, 0,mL
restrikcijskog enzimaHpall, Rsd ili Trull u pojedin&noj reakciji), 13,5L destilirane vode
i 4 uL uzorka (fragmenti umnozeninestedPCR-u). Tako pripremljeni uzorci inkubiraju se
16h pri temperaturi od 65°C . Dobivene pocijeparagrhente gena za 16S rRNAvnpl
analizirala sam elektroforezom u 5%-tnom poliaknidnom gelu. Kod pripreme gela, prvo
sam zasebno priredila priredila dvije otopine, kegan zatim pomijeSala. Prva otopina se
sastojala od 1QL TEMED-a, 1,25 mL AA-a (40%) i 0,625 mL BIS-a (2%) druga od 1 mL
10xTBE-pufera, 10QuL APS-a (10%) i 7,015 mL vode. Kao elektroforetpkifer koristila
sam takder 1XTBE-pufer. U jazice gela nanostila sam20uzorka pomijeSanog s dL
obojenog pufera za elektroforezu. Na gel se nanosiL markera pomijeSanog sj2- boje,
Sto sluzi kao biljeg molekulanih masa. Elektrofaresam provodila pri naponu od 200 V u
trajanju 45 min. Dobivene gelove sam bojila u atogtidijeva bromida (0,75.g/mL) oko 15
min te fotografirala na transiluminatoru. Za razdwge pocijepanih fragmenata gehdB

koriStena je elektroforeza u 2,5 %-tnom gelu agar&ako je opisano u poglavlju 3.2.4.
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3.2.6. Filogenetske analize gersacY, stamp i vmpl
3.2.6.1. Sekvenciranje nukleotidnih slijedova gensecY, stamp i vmpl
Umnozeni fragmenti genstamp, secY i vmpdobiveni iz izolata fitoplazmeCa. P.

solani' poslani su na odiiganje primarne strukture molekule DNA Macrogen Inc.

(Amsterdam, Nizozemskattps://dna.macrogen.con/Za sekvenciranje svih fragmenta su

koriStene jednake getnice kao i za umnazanjenestedPCR-u za svaki pojedini gen.

3.2.6.2. Ré&unalne analize nukleotidnih slijedova

Dobivene nukleotidne slijedove ujedinila sam i aad pom@u ratunalnog programa

Sequenchél 4.10. Demo Http://www.genecodes.cojn/Kako su nukleotidni siliedovi duZi

od samog gena prvo treba svaku sekvencu skratttuljiau gena. Nakon toga, otvoreni okvir
Citanja proteina kodiranog genom provjerila samsilico koriStenjemon-line programa za

translaciju fttp://web.expasy.org/translatelUredeni nukleotidni slijedovi zatim su globalno

sravnjeni poméu ratunalnog programa ClustalX 2.8ime je omogduno lakSe pronalazenje

mutacija unutar sekvenci (Thompson i sur., 198#p://www.clustal.oryy Filogenetske

analizire napravila sam koriStenjem programa MEGA (flamura i sur., 2007;
http://www.megasoftware.netmetodomeighbour joining(Saitou i Nei, 1987). Za procjenu

pogreSke modela koriStena je statisti metodabootstrap (Felsenstein, 1985) uz 500
ponavljanja, a za tananje udaljenosti nukleotidnih slijedova koriSjenmodelnumber of
differencesUz nukleotidne slijedove ispitivanih uzoraka, u l@easu uklj&ene i referente
sekvence genstamp, secY i vmpdostupne u bazi podataka GenBank.
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4. REZULTATI

4.1. PCR/RFLP analiza fitoplazmatskih gena za 16 RNA, tufB i vmpl

Prema detaljno opisanom protokolu u pogle 3.2.1.iz uzoraka biljnog materija
izolirala sam genomsku DNA koristenjem komercijgnkompletaOmniPrej™ for Plant
Koncentraciju icistoéu ukupne izolirane DNA izmjerila sam spektrofotonski, te uzorke
razrijedila autoklaviranonvodom do rdne koncentracije od 20g/uL. Direktnim PCR-om
umnozila sam gene za 16S rRNA koriStenjem univailzgdara péetnica P1/P, nakoncega
je uslijedionested,ugnijezdeni“) PCR koriStenjem gietnica F2/R2. U uzorcima u kojima
utvrdena prisutnost fitoplazmi, umnozen je fragmentéuad oko 1,25 kb. Reprezentatiy

prikaz elektroforeze u 1%om gelu nalazi se na Slici

M CRé CRH Hol CRH CR1 Ho2 Tol To2 CR2 Tol To3 CR10 W 5A-1

1,25 kb

Slika 5. Reprezentativni prikazzultati elektroforeze fitoplazmatskagena 16S rRN. metodom
nestedPCRa za uzorkeCR6,CRH, Hol1,CR1, Ho2, To2, Tol, To3 i CF).Pozitivha
kontrola jeeferenti soj fitoplazmi (S-1), a negativna kontrola jeakcijska smjesa
dodatkom vode (\Wylarker 1kb (M)

Analiza RFLP umnozenih fragmenata gena za 16S rRbléazala je da su profili sv
uzoraka bili médusobno jednaki te da odgovaraju onom referentngay S8-1 koji pripada

fitoplazmatskoj vrstiCa. P. solani' (S 6.).
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Slika 6. Prikaz rezultea poliakrilamidnog gela nakoRFLP metode fitoplazmatskog gena za
rRNA uz koriStenje restrikcijeske endonukleeMsd. Uzorci (CR2, CR3, CR5CR10 i
To2),pozitivne kontrole referentnin swva (HydB, SA1 i AP), te marke M8 (DNA
Molecular Marker8).

Uzorci madagaskarskog zimzelena (CR1, CR2, CR3, CRR10) te rajice (Tol,
To2 i To3) kod kojih je utwtena prisutnost toplazmatskog gena za 16S rRNA podvrgnul
daljnjoj multigenskoj analizi.

Iz navedenih uzoraka umnazani su i fragmgenaza elogancijski faktor Tu (ge
tufB) te gen za varijabilnmembranski protein vmp (gevmpl kako je opisano u poglavi]
3.2.3.2. Fragment geriafB velicine oko 950 pb uspjeSno je umnozZen iz uzoraka TR,
CR3, To2 kakoi iz referentnih sojeva (SI7.) dok je kod uzorka CR10 priméeno i
nespecifino umnazanje. Kod umnazanja gena za varijabilni bmanski proteinvmpl
dobiveni su fragmenti razite velicine u rasponu od oko 1,1 do 1,4 kbp i to iijedetih
uzorakaCR1, CR2, CR3, CR10i ToZ2 ( 8.).
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M To3 62 Hol To2 SA-1 CR5 CR10 CR1 CR2 CR3 Tol 19-25 W

Slika 7. Prikaz rezultatalektroforeze fitoplazmatskogenatufB metodomnesterPCR-a za uzorke
madagaskarskog zimzelena (CR1, CR2, CR3, CR5 i CRl, To2 i To3) te

kukaca (Hol). Pozitivhe kontrole su referenti sojéitoplazmi (SA-1, 62, 19-25), a
negativnaontrola je reakcijska smjesa s dodatkom vode Marker 1kb (M)

M To3 62 Hol SA-1 CR10 CR2 CR5 CR3 To2 336 CR1 19-25 Char W

)3

=
o
~
o

Slika 8. Prikaz rezultat@lektroforeze fitoplazmatskcgenavmplmetodomnesterPCR-a za uzorke
(CR1, CR2, CR3, CR5i CR10, To2 i To3) te kukacaXiH336). Pozitivne kontrole ¢

referenti sojevi fitoptani (62, S/-1, 19-25 i Char), anegativna kontrola je reakcijs
smjesa s dodatkom vode (W). Marker 1kb

Nakon umnazanjafitoplazmatskih genatufB i vmpl metodom nestedPCR-a i
elektroforetske analize, izvrSila sam

razgradnju nokenih fragmenata restrikcijski
enzimimaHpall (gentufB) i Rséd (genvmpl). Dobiveni restrikcijski fragmenti razdvajaju

elektroforezom u poliakrilamidnom gelili agaroznom geluna temelju azlike u duljini
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pocijepanih fragmenata. Restrikcijske obrasce pouit uzoraka usporedila sam

restrikcijskim obrascima referentnih izola

Restrikcijskom analizom gertufB s restrikcijskim enzimonipall utvrdila sam da
nasi uzorci CR1CR2, CR3 iCR10 pokazuju restrikcijski obrazgednak onom referentnc
uzorka SA1 te uzorka 62. Kod uzoraka Tol, To2 i To3 nijeldafo cijepanja fragment

Prikaz gela na kojem su analizirani ritati RFLP-a prikazan je na Slici 9.

pb M8 CR1 Tol CR2 Hol To2 CR3 To3 CR10 SA-1 62

1114
900
692
501/489
404
320
242
190

Slika 9. Prikaz rezultata pakrilamidnog gela nakon RFLanalizefitoplazmatskog gena ztufB uz
koriStenje restrikcijske endonukleaHpall. Uzorci (CR1, CR2, CR3 i CR10, Tol, To2
To3) te kukaca (Hol). Pozitivhe kontrole su reférsojevifitoplazmi (62, S/-1). Marker
M8 (DNA Molecular Weight Marke8).

Restrikcijskom analizom gervmplrestrikcijskim enzimonRsd utvrdila sam dge
svaki od uzoraka (CR1, CR2, CR3, CR10 i To2) inebrjstveni restrikcijski profil 5to |
bilo sukladno ¢ekivanjima jer se radi o vrlo varijabilnoj genskepiji. Uzorak (R10
pokazao je jednaki restrikcijski obrazac kao i refini soj S/-1. Kod uzork: To2 primijeen
je mjeSoviti restrikcijskbbrazac nalik onima uzoraka CR2 i C(Sl. 10.).
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pb M8 62 SA-1 CR10 CR2 CR3 To2 CR1 19-25 Char

1124
S00
€92
50C
489
404
320
242

190

147

Slika 10. Prikaz rezultata poliakrilamidnog gela nakon RFanalizefitoplazmatskog gena wvmp1
uz koristenje restrikcijske endonukleRsd. Uzorci (Cr10, Cr2, Cr3To2, Crl), pozitivhe
kontrole referentnih sojevi62, SA-1, 19-25, Char) te markigil8 (DNA Molecular Weight
Marker B8
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4.2. Filogenetske analize gengecY, stamp i vmpl

4.2.1. Analiza elekroforeze na agaroznom gelu umnetih genasecY i stamp

Fragmente fitoplazmatskih gesacYi ssampumnozila sam u reakciji direktnog PCR-
a koristéi specifcne fitoplazmatske petnice PosecF1/R1 (gesecY i StampF/RO (gen
stamp. Dobivene umnozene fragmente DNA koristila sam kalup u reakcijnestedPCR-a
sa specifinim parom poetnica PosecF3/R3 (gaecy i StampF1/R1 (gentamp. Fragment
genasecYveli¢cine oko 850 pb uspjesSno je umnozen iz svih uzomdan uzorka Tol (Sl

11.), kao i kod genstampgdje su dobiveni fragmenti véine od oko 600 pb (SI. 12.).

M To3 62 To2 SA-1 CR1I0 CR2 CR5 CR3 Tol CR1 To2 342 334 W

850 pb

Slika 11.Prikaz rezultata elektroforeze fitoplazmatskogageer YmetodormestedPCR-a za uzorke
(CR1, CR2, CR3, CR5, CR10, Tol, To2 i To3), te keokukca (342 i 334). Pozitivne
kontrole su referenti sojevi fitoplazmi (62, SA-&)negativna kontrola je reakcijska smjesa s
dodatkom vode (W). Marker 1kb (M).
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M To3 62 To2 SA-1 CR10 CR2 CR5 CR3 To2 342 Tol CR1 W

600 pb

Slika 12 Prikaz rezultata elektroforeze fitoplazmatskogastampmetodomrmeste-PCR-a za uzorke
(CR1, CR2, CR3, CR5, CR10, Tol, To2 i To3), te kadwkca(342).Pozitivne kontrole
referenti sojevi fitoplazmi (S-1, 62), a negativha kontrola je reakcijska smjedadatkorr
vode (W). Marker 1kb (M
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4.2.2. R&unalna analiza nukleotidnih slijedova sekvenci gensecY

Dobivene nukleotidne slijedove sekvenci geezY stampi vmplfilogenetski sam
analizirala uz pomb ratunalnih metoda na nukleotidnom i aminokiselinskorvon.
Dobivena filogenetska stabla prikazuju granjanjgew fitoplazmi uslijed nastalih
nukleotidnih promjena. Pri tom sam za alivanje evolucijskih udaljenosti iznda
analiziranih nukleotidnih slijedova koristila metodeighbour joining(Saitou i Nei, 1987),
dok sam za rkananje udaljenosti nukleotidnih slijedova koristilmodel number of
differences. Za procjenu pogreSke modela koriStena je stéksstimetoda bootstrap

(Felsenstein, 1985) uz 500 ponavljanja.

Na Slici 13. prikazano je grananje fitoplazmatskilsta Ca. P. mali', Ca P.
australiense’, OY-M, AYWBCa P. solani' te uzorci gersecYod svog zajedtikog pretka
Acholeplasma laidlawii Filogenetska analiza potvrdila je da su se spitii&ni uzorci
odvojili zajedno u istu granu s vrsto@a. P. solani' Sto potduje da se u uzorcima nalazi

upravo ta vrsta fitoplazmi.

To3

62

CR10

To2

82| CR3

342

100 || CR2

62| 334

100 CR1

~ Ca.P.solani JQ730749 _|

Ca.P.australiense AM422018
—— OY-M AP006628

) E— AYWB CP000061

Ca.P.mali NC 011047

A laidlawii NC 010163

62

'Ca.P.solani'

100

50

Slika 13. Filogenetsko stablo grupiranja ispitivanih uzorae gensecY zajedno s vrstorGa. P.
solani'
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Filogenetsko stablo promatrano unutar izolata ioiih uzoraka za gersecY
pokazuje grananje u dvije grane gdje su su sviamdlizirani uzorci izdvojili u jednu granu.
Unutar te grane doslo je do razdvajanja u dvijeelzas skupine (S1 i S4) zbog nastale
promjene u nukleotidnom slijedu (SI. 14.). UzordRT; 342, 334 i CR2 izdvojili su se
zajedno s referentnom vrstof@a P. solani' zbog prisutnosti dase baze G na poziciji 459
nukleotidnog slijeda, dok je na istoj toj pozidijiuzocima CR3, CR10, To2 i To3 doSlo do
izmjene dugine baze G u A. Od svih nukleotidnih izmjena kojessudogodile unutar gena
secY u uzorcima zn&gjne su samo one promjene koje rezultiraju izmjenpan kod
aminokiselina, no analizirani uzorci nisu pokazabmjene u aminokiselinskom slijedu Sto je
vidljivo iz Slike 15.

CR1
342
STOL AM992086
0 Ca P solani 284/09 FO393427 S1
334
CR2
PO AM992082 ]
95 | CR3 7]
CR10
62
To2 S4
To3
GGY AM992093 _|
I

19-25 AM992094
| S6
SB5 FN813272

—
0.5

Slika 14. Filogenetsko stablo prikazuje grupiranje uzorakateraelju promjene u nukleotidnom
slijedu za gersecYfitoplazme Ca. P. solani'
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CR3

CR10

GGY AM992093
To3

CR1

342

Ca P solani 284/09 FO393427
62

To2

334

PO AM992082
CR2

STOL AM992086
19-25 AM992094

94

SB5 FN813272

—
0.5

Slika 15. Filogenetsko stablo s prikazom grupiranja uzorakstw skupinu jer nije doslo do izmjene
koda za sintezu slijeda aminokiselina kodiranogaget Yfitoplazme Ca. P. solani’
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4.2.3. R&unalna analiza nukleotidnih slijedova sekvenci gengamp

Gen stampspecifiéan je za vrstuCa. P solani' i kodira za antigenski membranski
protein, Sto za posljedicu ima punoévéroj izmjena u odnosu na gesecY Iz Slike 16.
vidljivo je da filogenetsko stablo ukazuje nacweraznolikost unutar vrste jer su se uzorci
grupirali u viSe skupina. Od ukupno 7 uzoraka ®jipokazuje raztite genotipove. Jednaki
genotip pronalazimo kod uzoraka To2, To3 i CR1( dporci CR5, CR1, CR2 i CR3 imaju
medusobno razliite genotipove. Unato jako velikoj varijabilnosti, filogenetsko stablo
konstruirano na temelju promjena u aminokiselinskslifedu ukazuje da je ri§eo vrlo

srodnim genotipovima jer su se grupirali u istungréSl. 17.).

To2
62 | To3
SA-1
CR10
- ST48-1 P49
97 L— CR5
CR1
54| CR2
STO-HU I11122123127N15N118RO P169
CR3
701 ST29-MK292

55

53

100 | Ca P solani
92 I sT22-HU 120
ST13-STOLGR 328
— - ST52-RS LOZA196-210-19-HR 37-9
| ST6-1925-DE E-HU PN1PN3PN5I10I11

80 ST23-SL OSESLO2
4|63 ST46-W7/21 R80/19 R82/5
73 ST19-HR SB5

1

Slika 16. Filogenetsko stablo prikazuje grupiranje uzorakatemelju promjene u nukleotidnom
slijedu za gestampfitoplazme Ca. P. solani'
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To2

62 To3
SA-1
52
CR10
L ST48-1 P49
—— CR5
97
@
—— CR1
CR2
51
ST29-MK292
62 | ST9-HU 11122123127N15N118RO P169
CR3
95 | ST52-RS LOZA196-210-19-HR 37-9
| ST6-1925-DE E-HU PN1PN3PNS5I10111
72 —— ST23-SL OSESLO2
o5 ST46-W7/21 R80/19 R82/5
71 ST19-HR SB5
ST13-STOLGR 328
20 | Ca P solani

100 | sT22-HU 129

—
0.5

Slika 17. Filogenetsko stablo prikazuje grupiranje uzonakaemelju promjene u aminokiselinskom
slijedu kodiranom genatampfitoplazme Ca. P. solani'
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4.2.4. R&unalna analiza nukleotidnih slijedova sekvenci genampl

Kao i kod genatamp filogenetsko stablo genanplukazuje na joS v raznolikost
unutar uzoraka iste vrste (Sl. 18.) jer se @&kaadi u varijabilnom membranskom proteinu
karakteristtnom za vrstu. Zanimljivo je da se uzorak To2 izétwvaj drugu granu, Sto se

podudara s rezultatima dobivenih RFLP analizom.

100 CR1
53 | Moliere

100| L—— GGY AM992102
— CR3
100 L— Mp46 HM008606

78

51

Charentel AM992098
> CR10
— CR2
CH1
To2
70 PO AM992095
—

10

Slika 18 Filogenetsko stablo prikazuje grupiranje uzomakdaemelju promjene u nukleotidnom
slijedu za gamplfitoplazme Ca. P. solani'
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5. RASPRAVA

Fitoplazme su unutarstami paraziti mnogih gospodarski zZf@nih biljaka i
hemolimfe kukca-vektora, dok je fitoplazmatska arStandidatusPhytoplasma solani' jedna
od fitoplazmi s najSirim krugom prirodnih dogmaskih vrsta, a karakteristia je za europski
kontinent. U Hrvatskoj molekularna istrazivanja ovWgoplazmatske vrste zapioju
istraZivanjima Zutice vinove loze 1997. godine {Sasur., 1997) te su dosada kao w@mnioi
potvrdeni na vinovoj lozi i kukcu-vektortlyalesthes obsoletugSart i sur., 1997; Seruga i
sur., 2002; Mikec i sur., 2006; Seruga Musisur., 2009) te na vrstama rod&unus
(marelica, breskva, treSnjaylalus (jabuka), Pyrus (kruska) kao i kukcima-vektorima roda

Cacopsylla(Krizanac i sur., 2010)

DosadasSnja istrazivanja fitoplazmi iz skupine 1888 upucuju na zn&ajnu gensku
varijabilnost unutar navedene skupine (Langer iXviai, 2004; Seruga Musi sur., 2008;
Cimerman i sur., 2009; Pacifico i sur., 2009, Rrala sur., 2009). Molekularne analize
genske regije 16S rDNA nisu uvijek dovoljne zano i preciznu identifikaciju i klasifikaciju
izolata pojedinih ribosomskih skupina fitoplazmsébito iz 16SrXII-A skupine) jer pokazuju
nisku varijabilnost izméu njih, usprkos postojanju bioloSke i genomske odikast izmeiu

doti¢nih izolata (Langer i Maixner, 2004; Pacifico i S#009).

U uzorcima ukrasne vrst€atharanthus roseuk. (Don.) (madagaskarski zimzelen)
prikupljenim u uzem centru grada Zagreba na javponrSinama, dokazala sam zarazu
fitoplazmatskom vrstomCandidatusPhytoplasma solani' (ribosomska podskupina 16SrXI|
A) Sto ujedno predstavlja i prvi nalaz ove fitoptaz u toj biljnoj vrsti u Hrvatskoj. Pristunost
iste fitoplazme potdena je i u rajicama na koje je izvrSen je prijenos fitoplazmi

cijepljenjem iz prikupljenih biljaka madagaskarskomzelena.

Kako bih podobnije istrazila gensku varijabilnostabziranih izolata provela sam
multigensku tipizaciju analizom gehaB, vmpl, secYi stamp Restrikcijskom analizom gena
tufB utvrdila sam da uzorci (CR1, CR2, CR3 i CR10) xoka jedan restrikcijski obrazac
(VK-II ili tuf b) od ukupno tri poznata restrikcks obrasca (VK-I ili tuf a; VK-Il ili tuf b i
VK-1II ili tuf c) tipi ¢na za stolbur(16SrXII-A podskupina)-fitoplazme (gan i Maixner,
2004). Zanimljivo je da je VK-II ili tuf b obrazanajraSireniji obrazac u Europi (Langer i
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Maixner, 2004; Cimerman i sur., 2009; Fialova i.s@009; Murolo i sur., 2010). S obzirom
da su navedeni literaturni izvori &b specificnu vezu izméu vektora-kukaca, biljnih
korova-doméina i tipa VK-obrasca fitoplazmi, bilo bi zanimlpv provesti dodatna

istrazivanja na potencijalnim kukcima-vektorima.

Sekvenciranje i filogenetska analiza gese@Ypokazala je v& konzerviranost ovog
gena i prisutnost samo dva genotipa kao rezultabsadne nukleotidne promjen&me je
potvideno kako gersecYnije pogodan kao molekularni marker za istrazigargrijabilnosti

fitoplazmatske vrste&Ca. P solani'.

Restrikcijskom endonukleazomRsd razgradila sam umnozene fragmente
fitoplazmatskog genamplpri ¢emu je svaki od uzoraka (CR1, CR2, CR3, CR10 i Tim&p
jedinstveni restrikcijski profil od ukupno najmargé postojéih obrasaca tignih za stolbur-
fitoplazme. U samo nekoliko uzoraka, uspjeli sm&adati najmanje 4 razita restrikcijska
obrasca. Dobiveni rezultati su bili sukladni &kivanjima jer se radi o genu koji kodira za
membranski protein, Sto gani izlozenim snaznom selekcijskom pritisku koji s#étuje u
iznimnoj varijabilnosti. Upravo radi izrazito valjilne genske regije, Sto je posljedica
ponavljaji&ih slijedova, smatra se da upravo gempl omoguuje stoblur-fitoplazmama
adaptaciju na nove dorfiae-biljke i kukce. Sekvenciranjem i filogenetsk@malizom ovog
gena potutena je prisutnost 5 genotipova kod analiziraninraka. SlEno je pokazala i
filogenetska analiza gerstampkoji kodira za antigenski membranski protein idddr je
uklju¢en u interakcije s kukcima dogiaima i prilagodbe okoliSnim uvjetima, gdje je
pronaieno 5 razlkiitih genotipova. Geni za varijabilni membranski ggio vmplkao i gen
stamp speciféni su i jedinstveni upravo za vrst@d P solani' te ovakvi rezultati nisu

iznenatujudi.

Preciznija i detaljnija klasifikacija fitoplazmibosomske skupine 16SrXII-A (vrsta
'‘Ca. P. solani’) vrlo je vazna u odieanju epidemiologije, odnosnodoog uzroka i porijekla
novih pojava ekonomskih vaznih fitoplazmoza te préanju smjera njihovog Sirenja, pri
¢emu multigenska tipizacija predstavlja éaeajutu metodu za razlikovanje riie genetki

srodnim izolatima, Sto nije moge postéi samo na temelju analiza gena za 16S rRNA.
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6. ZAKLJU CAK

U ovom diplomskom radu u uzorcima ukrasnih biljakate Catharathus roseus.
(Don.) prikupljenim u uzem centru grada Zagrebacggnim umnazanjem gena za 16S
rRNA lantanom reakcijom polimeraze dokazala sam zarazuldtopom vrste Candidatus
Phytoplasma solani’ Sto predstavlja prvi nalazpiid@mi na ovoj zn&jnoj ukrasnoj biljnoj
vrsti u Hrvatskoj. Prisutnost iste fitoplazmatskste dokazala sam i u biljakamacieg na

koje je zaraza fitoplazmama izvrSena putem cijeje

Filogenetske i restrikcijske analize dodatnih malaknih markera - genafB, vmpl],
secYi stamppokazale su da nda prona@enim izolatima postoji zajna genska varijabilnost
unat@ pripadnosti istoj vrsti. Takter sam utvrdila da su se fitoplazmatski geacY (2
genotipa) tufB (1 genotip)pokazali konzerviranijima i manje varijabilnim zaztiku od gena
vmpli stamp (5 genotipova kod oba genépji su se pokazali znatno varijabilnijim i
informativnijim markerima omogtivSi preciznije razldgivanje izmeu blisko povezanih
izolata. Razlozi vée varijabilnosti genampli stampleze ucinjenici da su oni specifi i
jedinstveni upravo za ovu vrstu te kodiraju za meambki proteini koji su u stalnoj interakciji

s okoliSem te su izloZeni pozitivnom selekcijskortigku.
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8. PRILOG

Prilog 1. Ispis nukleotidnog slijeda gena secY za pojedini uzorak fitoplazmi. Naziv

uzoraka u skladu sa popisom uzoraka u Tablici 1. poglavlja3.1.1. Biljni materijali.

>To3

CTTTTTGGTTTAGGCATTTATCCTTATATTACAGCTTCTATTGTAGTTCAATTTTTA
CAAAAACTTTTACCTATTTGCCGTGAGTGGAAAGAACAAGGCCAAATCGGTAAAC
GTAAACTTAACCTTTTAACTAGGGCTTTAGCTTTATTATTTGTTTTTGGACAAACT
TTTGGAATGATTCAAAAAACAAGTGATTCATTGGCAGTTTGCTTTTTGATCCCTTT
AATTGCCGCTGCTGGATGTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGATTTAATCAACTCTC
AAGGAATTGGTAATGGAACTTCTATTTTAATTATGGCCTCAATGAGTAATAATTT
AATTGACTCTTTAAAAGAAATAAAACAAAATTATTACGACAATTTATTTACCAAC
AATTTTGACCCAAAATTGCTAACACAATTTATTTTAATTATCTTAGTATTGCTTTT
ATTTTTAATTGTAACTGTGATTGTCCAAATTACTTCTTTAAAAATACCAGTACAAT
ACGCTCGCAATCAAAGTCCATCAAAAAGTAATAGTTATATCCCTTTTAAAATTAA
CACTGCTGGAGTAATGCCTGTAATTTTGGCAAATGCCTTGATGCAACCTTTCAAA
ATGTTAATCCCAATAATTAAAAATAATCAAGGTTTTGAGAATTTTGTCAATTATTT
AACTAATATTGACATCGTTAATTTTGCTTTGAGCTTGCATATTTTATTAATTATTGT
[TTTTCTTTTTTCTCTACTTTTATGAATGTTAATCCTGAAGATATTTCCGAGCATTT
ATCCAAACAAGATGCCTATATTGTTGGTTTTAGACCAGGAGAACAAACAACGA

>To2

GGCATTTATCCTTATATTACAGCTTCTATTGTAGTTCAATTTTTACAAAAACTTTTA
CCTATTTGCCGTGAGTGGAAAGAACAAGGCCAAATCGGTAAACGTAAACTTAAC
CTTTTAACTAGGGCTTTAGCTTTATTATTTGTTTTTGGACAAACTTTTGGAATGATT
CAAAAAACAAGTGATTCATTGGCAGTTTGCTTTTTGATCCCTTTAATTGCCGCTGC
TGGATGTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGATTTAATCAACTCTCAAGGAATTGGTA
ATGGAACTTCTATTTTAATTATGGCCTCAATGAGTAATAATTTAATTGACTCTTTA




AAAGAAATAAAACAAAATTATTACGACAATTTATTTACCAACAATTTTGACCCAA
AATTGCTAACACAATTTATTTTAATTATCTTAGTATTGCTTTTATTTTTAATTGTAA
CTGTGATTGTCCAAATTACTTCTTTAAAAATACCAGTACAATACGCTCGCAATCA
AAGTCCATCAAAAAGTAATAGTTATATCCCTTTTAAAATTAACACTGCTGGAGTA
ATGCCTGTAATTTTGGCAAATGCCTTGATGCAACCTTTCAAAATGTTAATCCCAAT
AATTAAAAATAATCAAGGTTTTGAGAATTTTGTCAATTATTTAACTAATATTGACA
TCGTTAATTTTGCTTTGAGCTTGCATATTTTATTAATTATTGTTTTTTCTTTTTTCTC
TACTTTTATGAATGTTAATCCTGAAGATATTTCCGAGCATTTATCCAAACAAGATG
CCTATATTGTTGGTTTTAGACCAGGAGAACAAACAACGA

>CR3

GGCATTTATCCTTATATTACAGCTTCTATTGTAGTTCAATTTTTACAAAAACTTTTA
CCTATTTGCCGTGAGTGGAAAGAACAAGGCCAAATCGGTAAACGTAAACTTAAC
CTTTTAACTAGGGCTTTAGCTTTATTATTTGTTTTTGGACAAACTTTTGGAATGATT
CAAAAAACAAGTGATTCATTGGCAGTTTGCTTTTTGATCCCTTTAATTGCCGCTGC
TGGATGTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGATTTAATCAACTCTCAAGGAATTGGTA
ATGGAACTTCTATTTTAATTATGGCCTCAATGAGTAATAATTTAATTGACTCTTTA
AAAGAAATAAAACAAAATTATTACGACAATTTATTTACCAACAATTTTGACCCAA
AATTGCTAACACAATTTATTTTAATTATCTTAGTATTGCTTTTATTTTTAATTGTAA
CTGTGATTGTCCAAATTACTTCTTTAAAAATACCAGTACAATACGCTCGCAATCA
AAGTCCATCAAAAAGTAATAGTTATATCCCTTTTAAAATTAACACTGCTGGAGTA
ATGCCTGTAATTTTGGCAAATGCCTTGATGCAACCTTTCAAAATGTTAATCCCAAT
AATTAAAAATAATCAAGGTTTTGAGAATTTTGTCAATTATTTAACTAATATTGACA
TCGTTAATTTTGCTTTGAGCTTGCATATTTTATTAATTATTGTTTTTTCTTTTTTCTC
TACTTTTATGAATGTTAATCCTGAAGATATTTCCGAGCATTTATCCAAACAAGATG
CCTATATTGTTGGTTTTAGACCAGGAGAACAAACAACGA

>CR2

GGTTTAGGCATTTATCCTTATATTACAGCTTCTATTGTAGTTCAATTTTTACAAAA
ACTTTTACCTATTTGCCGTGAGTGGAAAGAACAAGGCCAAATCGGTAAACGTAAA
CTTAACCTTTTAACTAGGGCTTTAGCTTTATTATTTGTTTTTGGACAAACTTTTGGA



ATGATTCAAAAAACAAGTGATTCATTGGCAGTTTGCTTTTTGATCCCTTTAATTGC
CGCTGCTGGATGTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGATTTAATCAACTCTCAAGGGA
TTGGTAATGGAACTTCTATTTTAATTATGGCCTCAATGAGTAATAATTTAATTGAC
TCTTTAAAAGAAATAAAACAAAATTATTACGACAATTTATTTACCAACAATTTTG
ACCCAAAATTGCTAACACAATTTATTTTAATTATCTTAGTATTGCTTTTATTTTTAA
TTGTAACTGTGATTGTCCAAATTACTTCTTTAAAAATACCAGTACAATACGCTCGC
AATCAAAGTCCATCAAAAAGTAATAGTTATATCCCTTTTAAAATTAACACTGCTG
GAGTAATGCCTGTAATTTTGGCAAATGCCTTGATGCAACCTTTCAAAATGTTAATC
CCAATAATTAAAAATAATCAAGGTTTTGAGAATTTTGTCAATTATTTAACTAATAT
TGACATCGTTAATTTTGCTTTGAGCTTGCATATTTTATTAATTATTGTTTTTTCTTTT
TTCTCTACTTTTATGAATGTTAATCCTGAAGATATTTCCGAGCATTTATCCAAACA
AGATGCCTATATTGTTGGTTTTAGACCAGGAGAACAAACAACGA

>CR1

GGTTTAGGCATTTATCCTTATATTACAGCTTCTATTGTAGTTCAATTTTTACAAAA
ACTTTTACCTATTTGCCGTGAGTGGAAAGAACAAGGCCAAATCGGTAAACGTAAA
CTTAACCTTTTAACTAGGGCTTTAGCTTTATTATTTGTTTTTGGACAAACTTTTGGA
ATGATTCAAAAAACAAGTGATTCATTGGCAGTTTGCTTTTTGATCCCTTTAATTGC
CGCTGCTGGATGTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGATTTAATCAACTCTCAAGGGA
TTGGTAATGGAACTTCTATTTTAATTATGGCCTCAATGAGTAATAATTTAATTGAC
TCTTTAAAAGAAATAAAACAAAATTATTACGACAATTTATTTACCAACAATTTTG
ACCCAAAATTGCTAACACAATTTATTTTAATTATCTTAGTATTGCTTTTATTTTTAA
TTGTAACTGTGATTGTCCAAATTACTTCTTTAAAAATACCAGTACAATACGCTCGC
AATCAAAGTCCATCAAAAAGTAATAGTTATATCCCTTTTAAAATTAACACTGCTG
GAGTAATGCCTGTAATTTTGGCAAATGCCTTGATGCAACCTTTCAAAATGTTAATC
CCAATAATTAAAAATAATCAAGGTTTTGAGAATTTTGTCAATTATTTAACTAATAT
TGACATCGTTAATTTTGCTTTGAGCTTGCATATTTTATTAATTATTGTTTTTTCTTTT
TTCTCTACTTTTATGAATGTTAATCCTGAAGATATTTCCGAGCATTTATCCAAACA
AGATGCCTATATTGTTGGTTTTAGACCAGGAGAACAAACAACGA




>CR10

GGCATTTATCCTTATATTACAGCTTCTATTGTAGTTCAATTTTTACAAAAACTTTTA
CCTATTTGCCGTGAGTGGAAAGAACAAGGCCAAATCGGTAAACGTAAACTTAAC
CTTTTAACTAGGGCTTTAGCTTTATTATTTGTTTTTGGACAAACTTTTGGAATGATT
CAAAAAACAAGTGATTCATTGGCAGTTTGCTTTTTGATCCCTTTAATTGCCGCTGC
TGGATGTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGATTTAATCAACTCTCAAGGAATTGGTA
ATGGAACTTCTATTTTAATTATGGCCTCAATGAGTAATAATTTAATTGACTCTTTA
AAAGAAATAAAACAAAATTATTACGACAATTTATTTACCAACAATTTTGACCCAA
AATTGCTAACACAATTTATTTTAATTATCTTAGTATTGCTTTTATTTTTAATTGTAA
CTGTGATTGTCCAAATTACTTCTTTAAAAATACCAGTACAATACGCTCGCAATCA
AAGTCCATCAAAAAGTAATAGTTATATCCCTTTTAAAATTAACACTGCTGGAGTA
ATGCCTGTAATTTTGGCAAATGCCTTGATGCAACCTTTCAAAATGTTAATCCCAAT
AATTAAAAATAATCAAGGTTTTGAGAATTTTGTCAATTATTTAACTAATATTGACA
TCGTTAATTTTGCTTTGAGCTTGCATATTTTATTAATTATTGTTTTTTCTTTTTTCTC
TACTTTTATGAATGTTAATCCTGAAGATATTTCCGAGCATTTATCCAAACAAGATG
CCTATATTGTTGGTTTTAGACCAGGAGAACAAACAACGA

>62

GGTTTAGGCATTTATCCTTATATTACAGCTTCTATTGTAGTTCAATTTTTACAAAA
ACTTTTACCTATTTGCCGTGAGTGGAAAGAACAAGGCCAAATCGGTAAACGTAAA
CTTAACCTTTTAACTAGGGCTTTAGCTTTATTATTTGTTTTTGGACAAACTTTTGGA
ATGATTCAAAAAACAAGTGATTCATTGGCAGTTTGCTTTTTGATCCCTTTAATTGC
CGCTGCTGGATGTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGATTTAATCAACTCTCAAGGAA
TTGGTAATGGAACTTCTATTTTAATTATGGCCTCAATGAGTAATAATTTAATTGAC
TCTTTAAAAGAAATAAAACAAAATTATTACGACAATTTATTTACCAACAATTTTG
ACCCAAAATTGCTAACACAATTTATTTTAATTATCTTAGTATTGCTTTTATTTTTAA
TTGTAACTGTGATTGTCCAAATTACTTCTTTAAAAATACCAGTACAATACGCTCGC
AATCAAAGTCCATCAAAAAGTAATAGTTATATCCCTTTTAAAATTAACACTGCTG
GAGTAATGCCTGTAATTTTGGCAAATGCCTTGATGCAACCTTTCAAAATGTTAATC
CCAATAATTAAAAATAATCAAGGTTTTGAGAATTTTGTCAATTATTTAACTAATAT
TGACATCGTTAATTTTGCTTTGAGCTTGCATATTTTATTAATTATTGTTTTTTCTTTT




TTCTCTACTTTTATGAATGTTAATCCTGAAGATATTTCCGAGCATTTATCCAAACA
AGATGCCTATATTGTTGGTTTTAGACCAGGAGAACAAACAACGA

>342

TCAAAACTTTTTGGTTTAGGCATTTATCCTTATATTACAGCTTCTATTGTAGTTCAA
TTTTTACAAAAACTTTTACCTATTTGCCGTGAGTGGAAAGAACAAGGCCAAATCG
GTAAACGTAAACTTAACCTTTTAACTAGGGCTTTAGCTTTATTATTTGTTTTTGGA
CAAACTTTTGGAATGATTCAAAAAACAAGTGATTCATTGGCAGTTTGCTTTTTGAT
CCCTTTAATTGCCGCTGCTGGATGTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGATTTAATCA
ACTCTCAAGGGATTGGTAATGGAACTTCTATTTTAATTATGGCCTCAATGAGTAAT
AATTTAATTGACTCTTTAAAAGAAATAAAACAAAATTATTACGACAATTTATTTA
CCAACAATTTTGACCCAAAATTGCTAACACAATTTATTTTAATTATCTTAGTATTG
CTTTTATTTTTAATTGTAACTGTGATTGTCCAAATTACTTCTTTAAAAATACCAGT
ACAATACGCTCGCAATCAAAGTCCATCAAAAAGTAATAGTTATATCCCTTTTAAA
ATTAACACTGCTGGAGTAATGCCTGTAATTTTGGCAAATGCCTTGATGCAACCTTT
CAAAATGTTAATCCCAATAATTAAAAATAATCAAGGTTTTGAGAATTTTGTCAAT
TATTTAACTAATATTGACATCGTTAATTTTGCTTTGAGCTTGCATATTTTATTAATT
ATTGTTTTTTCTTTTTTCTCTACTTTTATGAATGTTAATCCTGAAGATATTTCCGAG
CATTTATCCAAACAAGATGCCTATATTGTTGGTTTTAGACCAGGAGAACAAACAA
CGA

>334

TCAAAACTTTTTGGTTTAGGCATTTATCCTTATATTACAGCTTCTATTGTAGTTCAA
TTTTTACAAAAACTTTTACCTATTTGCCGTGAGTGGAAAGAACAAGGCCAAATCG
GTAAACGTAAACTTAACCTTTTAACTAGGGCTTTAGCTTTATTATTTGTTTTTGGA
CAAACTTTTGGAATGATTCAAAAAACAAGTGATTCATTGGCAGTTTGCTTTTTGAT
CCCTTTAATTGCCGCTGCTGGATGTGCTATTTTAATTTGGTTTGCTGATTTAATCA
ACTCTCAAGGGATTGGTAATGGAACTTCTATTTTAATTATGGCCTCAATGAGTAAT
AATTTAATTGACTCTTTAAAAGAAATAAAACAAAATTATTACGACAATTTATTTA
CCAACAATTTTGACCCAAAATTGCTAACACAATTTATTTTAATTATCTTAGTATTG
CTTTTATTTTTAATTGTAACTGTGATTGTCCAAATTACTTCTTTAAAAATACCAGT




ACAATACGCTCGCAATCAAAGTCCATCAAAAAGTAATAGTTATATCCCTTTTAAA
ATTAACACTGCTGGAGTAATGCCTGTAATTTTGGCAAATGCCTTGATGCAACCTTT
CAAAATGTTAATCCCAATAATTAAAAATAATCAAGGTTTTGAGAATTTTGTCAAT
TATTTAACTAATATTGACATCGTTAATTTTGCTTTGAGCTTGCATATTTTATTAATT
ATTGTTTTTTCTTTTTTCTCTACTTTTATGAATGTTAATCCTGAAGATATTTCCGAG
CATTTATCCAAACAAGATGCCTATATTGTTGGTTTTAGACCAGGAGAACAAACAA
CGA

Prilog 2. Ispis nukleotidnog slijeda gena stamp za pojedini uzorak fitoplazmi. Naziv
uzoraka u skladu sa popisom uzoraka u Tablici 1. poglavlja 3.1.1. Biljni materijali.

>CR1

ATGCAAAACACAAAAAAATCTTTAGTTACTAAATTAACTACTTTATTTGTTGTTGC
TTTTGTTAGTTTGTTTGCTGCGACTTCAGCTTTTGCTGCTTTCGGAGGTAAAGATTT
ACCAACAGGAACAGAAACAAAAGAAGTTGCTATCAGCACAGATGATGTAACAAA
TCAAAATCAAAGTGAACTTGTAAAAGCTTTGAAAAAAATTGAAGCATTAAAAGA
TGTTACAGAAAAGGATTTTGATGCTGTATTAAGCACCGATAAAAGAGAGATAACT
CTTAAATCTAAAGATGGCGGACAATTTAAAGCTGGTGAAATTAAAGTTAAACGCA
GAGATCTTAATGATACAGAAAAAGCCGAAAAAGAAGCTGAAAAAGGTTCATTCT
GGACATCAACTCTTTTTATCGTTCTTTACGTTGTAGCTGGTGTTTTAGTTGTAGCTG
GAGTTGCTTTCTTTGTTATTAAAAAAAGAAGACAATAA

>CR2

ATGCAAAACACAAAAAAATCTTTAGTTACTAAATTAACTACTTTATTTGTTGTTGC
TTTTGTTAGTTTGTTTGCTGCGACTTCAGCTTTTGCTGCTTTCGGAGGTAAAGATTT
ACCAACAGGAACAGACACAAAAGAAGTTGCTATCAGCACAGATGATGTAACAAA
TCAAAATCAAAGTGAACTTGTAAAAGCTTTGAAAAAAATTGAAGCATTAAAAGA

TGTTACAGAAAAGGATTTTGATGCTGTATTAAGCACCGATAAAAGAGAGATAACT
CTTAAATCTAAAGATGGCGGACAATTTAAAGCTGGTGAAATTAAAGTTAAACGCA
GAGATCTTAATGATACAGAAAAAGCCGAAAAAGAAGCTGAAAAAGGTTCATTCT

Vi



GGACATCAACTCTTTTTATCGTTCTTTACGTTGTAGCTGGTGTTTTAGTTGTAGCTG
GAGTTGCTTTCTTTGTTATTAAAAAAAGAAGACAATAA

>CR3

ATGCAAAACACAAAAAAATCTTTAGTTACTAAATTAACTACTTTATTTGTTGTTGC
TTTTGTTAGTTTGTTTGCTGCGACTTCAGCTTTTGCTGCTTTCGGAGGTAAAGATTT
ACCAACAGGAACAGACACAAAAGAAGTTGCTATCAGCACAGATGATGTAACAAA
TCAAAATCAAAGTGAACTTGTAAAAGCTTTGAAAAAAATTGAAGCATTAAAAGA
TGTTACAGAAAAGGATTTTGATGCTGTATTAAGCACCGATAAAAGAGAGATAACT
CTTAAATCTAAAGATGGCGGACAATTTAAAGCTGGTGAAATTAAAGTAAAACGC
AGAGATCTTAATGATACAGAAAAAGCCGAAAAAGAAGCTGAAAAAGGTTCATTC
TGGACATCAACTCTTTTTATCGTTCTTTACGTTGTAGCTGGTGTTTTAGTTGTAGCT
GGAGTTGCTTTCTTTGTTATTAAAAAAAGAAGACAATAA

>CR10

ATGCAAAACACAAAAAAATCTTTAGTTATTAAATTAACTACTTTATTTGTTGTTGC
TTTTGTTAGTTTGTTTGCTGCGACTTCAGCTTTTGCTGCTTTCGGAAGTAAAGATTT
ACCATCAGGAACAGAAACAAAAGAAGTTGCTATCAGCACAGATGATGTAACAAA
TCAAAGTGAACTTGTAAAAGCTTTGAAAAAAATTGAAGCATTAAAAGATGTTACA
GAAAAGGATTTTGATGCTGTATTAAGCACCGATAAAAGAGAGATAACTCTTAAAT
CTAAAGATGGCGGACAATTTAAAGCTGGTGAAATTAAAGTTAAACGCAGAGATC
TTAATGATACAGAAAAAGCCGAAAAAGAAGCTGAAAAAGGTTCATTCTGGACAT
CAACTCTTTTTATCGTTCTTTACGTTGTAGCTGGTGTTTTAGTTGTAGCTGGAGTTG
CTTTCTTTGTTATTAAAAAAAGAAGACAATAA

>SA-1

ATGCAAAACACAAAAAAATCTTTAGTTATTAAATTAACTACTTTATTTGTTGTTGC
TTTTGTTAGTTTGTTTGCTGCGACTTCAGCTTTTGCTGCTTTCGGAAGTAAAGATTT
ACCATCAGGAACAGAAACAAAAGAAGTTGCTATCAGCACAGATGATGTAACAAA

Vil



TCAAAGTGAACTTGTAAAAGCTTTGAAAAAAATTGAAGCATTAAAAGATGTTACA
GAAAAGGATTTTGATGCTGTATTAAGCACCGATAAAAGAGAGATAACTCTTAAAT
CTAAAGATGGCGGACAATTTAAAGCTGGTGAAATTAAAGTTAAACGCAGAGATC
TTAATGATACAGAAAAAGCCGAAAAAGAAGCTGAAAAAGGTTCATTCTGGACAT
CAACTCTTTTTATCGTTCTTTACGTTGTAGCTGGTGTTTTAGTTGTAGCTGGAGTTG
CTTTCTTTGTTATTAAAAAAAGAAGACAATAA

>To2

ATGCAAAACACAAAAAAATCTTTAGTTATTAAATTAACTACTTTATTTGTTGTTGC
TTTTGTTAGTTTGTTTGCTGCGACTTCAGCTTTTGCTGCTTTCGGAAGTAAAGATTT
ACCATCAGGAACAGAAACAAAAGAAGTTGCTATCAGCACAGATGATGTAACAAA
TCAAAGTGAACTTGTAAAAGCTTTGAAAAAAATTGAAGCATTAAAAGATGTTACA
GAAAAGGATTTTGATGCTGTATTAAGCACCGATAAAAGAGAGATAACTCTTAAAT
CTAAAGATGGCGGACAATTTAAAGCTGGTGAAATTAAAGTTAAACGCAGAGATC
TTAATGATACAGAAAAAGCCGAAAAAGAAGCTGAAAAAGGTTCATTCTGGACAT
CAACTCTTTTTATCGTTCTTTACGTTGTAGCTGGTGTTTTAGTTGTAGCTGGAGTTG
CTTTCTTTGTTATTAAAAAAAGAAGACAATAA

>To3

ATGCAAAACACAAAAAAATCTTTAGTTATTAAATTAACTACTTTATTTGTTGTTGC
TTTTGTTAGTTTGTTTGCTGCGACTTCAGCTTTTGCTGCTTTCGGAAGTAAAGATTT
ACCATCAGGAACAGAAACAAAAGAAGTTGCTATCAGCACAGATGATGTAACAAA
TCAAAGTGAACTTGTAAAAGCTTTGAAAAAAATTGAAGCATTAAAAGATGTTACA
GAAAAGGATTTTGATGCTGTATTAAGCACCGATAAAAGAGAGATAACTCTTAAAT
CTAAAGATGGCGGACAATTTAAAGCTGGTGAAATTAAAGTTAAACGCAGAGATC
TTAATGATACAGAAAAAGCCGAAAAAGAAGCTGAAAAAGGTTCATTCTGGACAT
CAACTCTTTTTATCGTTCTTTACGTTGTAGCTGGTGTTTTAGTTGTAGCTGGAGTTG
CTTTCTTTGTTATTAAAAAAAGAAGACAATAA

Vil



>CR5

ATGCAAAACACAAAAAAATCTTTAGTTATTAAATTAACTACTTTATTTGTTGTTGC
TTTTGTTAGTTTGTTTGCTGCGACTTCAGCTTTTGCTGCTTTCGGAGGTAAAGATTT
ACCATCAGGAACAGACACAAAAGAAGTTGCTATCAGCACAGATGATGTAACAAA
TCAAAGTGAACTTGTAAAAGCTTTGAAAAAAATTGAAGCATTAAAAGATGTTACA
GAAAAGGATTTTGATGCTGTATTAAGCACCGATAAAAGAGAGATAACTCTTAAAT
CTAAAGATGGCGGACAATTTAAAGCTGGTGAAATTAAAGTTAAACGCAGAGATC
TTAATGATACAGAAAAAGCCGAAAAAGAAGCTGAAAAAGGTTCATTCTGGACAT
CAACTCTTTTTATCGTTCTTTACGTTGTAGCTGGTGTTTTAGTTGTAGCTGGAGTTG
CTTTCTTTGTTATTAAAAAAAGAAGACAATAA

Prilog 3. Ispis nukleotidnog dlijeda gena vmpl za pojedini uzorak fitoplazmi. Naziv
uzoraka u skladu sa popisom uzoraka u Tablici 1. poglavlja 3.1.1. Biljni materijali.

>CR1

AATGTCGTTTTGACTTTCGCTTCAACTAAACATTTGGTAGCTGCAGCCAGTACAAC
TGCTTCTAATTTGGAAGGAACAGTAACATATAATAACACCACCCCAACCATAGCA
CAATTAAATAGTTTGTTAAAATCAACAAATACAGCGATTATTTTAACTAGTGAAG
AAAGCAGAAACCCTAATCATCAATCAGTTTTAAATAAAGTTTTAAACCCTGGCCA
AAATTTATCTTCAGAGATGGTTAATATTAGTTTTAACAGCAGCACTTCTGAATTAA
AAATAGCAGTGGCAAGCAGTTGTTGTACAATAACAGGCTCAGAAGTTGTTTTTAA
CCAAATATCAGTCACCCAAGATTTAAGCACTTTCACAAAAACTCCAACAGATCAA
GCAATTACTGTTACACAAGCAGAATCTACAAATCCAACCCAAGGGACTGTAAATA
AGTTCTTACAAACAGCTGGTTCATTGACTGTAGGTACTGATGTAACATTTACATTT
AACGCTAACGAAAGAAAAGCAACCCTTGCTGTTGTTGCAAATTCTACTAGAGCAC
AAGGTGATAATGTTGTATTTACTAATGTAACAGTAACAGTAGAAAAACAAGATTT
AAGCACTTTCACACACGATGATAAAAATAAAGCAATTACTATTACACAAGCAGA
AGTTACAACTCAAACCCAAGCGACTGTAAATAAGTTCTTACAAACACCTGACACA
TTGACTTTAGGTACTGATGTAACAATTACATTTAATGCTAACGAAAGAAAAGCAA
CCCTTACTGCGGCTCCAAATTCTACTAAAGTACAAGGTGATAATGTTGTATTTACT
AATGTAACAGTAGAAAAACCAGCATTAAACACTTTCACACACGATGATAAAAAT

IX



AAAGCAATTACTGTTACACAAGCAGAAGTTACAAGTAAAGACCAAAATGCTTTA
AATAAATTCTTAAAACAAGCTGGTTCATTAACTGTAAATACTGATGCAACAATTG
AATTTGATACTACCAACAAAAAAGCAACCCTTACTGCGGCTCAAAATTCTACTAA
AGCACAAGGTAGTGTTGTATTTACTAATGTAACAGTAGAAAAACCAGCATTAAAC
ACAACATTAACAGTAAAAGAGTTAGGTCAAATAAATGCAAGAACTCAAGCTGCA
GTTAAAGCTGCAATGTTAAGTAAAAATACTAATTTACAAAATGTAGACCAAAATA
GATTTACAATTACTTTAGATACTGATGCTAGCAAAAGTAACGCAAAAGTAACGCA
TCCAGATTTTGCTGGTGAAGTAGAAGTTTCATTTAGCGTTCAACTTAAATTAGAAT
CTATC

>CR2

CCTAATCAAACAACATTGTCATTAAACAATGTCGTTTTGACTTTCGCTTCAACTAA
ACATTTGGTAGCTGCAGCCAGTACAACTGCTTCTAATTTGGAAGGAACAGTAACA
TATAATAACACCACCCCAACCATAGCACAATTAAATAGTTTGTTAAAATCAACAA
ATACAGCGATTATTTTAACTAGTGAAGAAAGCAGAAACCCTAATCATCAATCAGT
TTTAAATAAAGTTTTAAACCCTGGCCAAAATTTATCTTCAGAGATGGTTAATATTA
GTTTTAACAGCAGCACTTCTGAATTAAAAATAGCAGTGGCAAGCAGTTGTTGTAC
AATAACAGGCTCAGAAGTTGTTTTTAACCAAATATCAGTCACCCAAGATTTAAGC
ACTTTCACAAAAACTCCAACAGATCAAGCAATTACTGTTACACAAGCAGAATCTA
CAAATCCAACCCAAGGGACTGTAAATAAGTTCTTACAAACAGCTGGTTCATTGAC
TGTAGGTACTGATGTAACAATTACATTTAACGCTAACGAAAGAAAAGCAACCCTT
GCTGTTGTTGCAAATTCTACTAGAGCACAAGGTGATAATGTTGTATTTACTAATGT
AACAGTAACAGTAGAAAAACAAGATTTAAGCACTTTCACACACGATAATAAAAA
TAAAGCAATTACTATTACACAAGCAGAATCTACAACTCCAACTCAAGACACTTTA
AATAAATTCTTACAAACAGCTGGTTCATTGACTGTAGGTACTGATGTAACATTTA
CATTTAATGCTAACGAAAGAAAAGCAACCCTTGCTTCGGCTCCAGATTCTACTAA
AGTACAAGGTAGTGTTGTATTTACTAATGTAACAGTAGAAAAACAAGATTTAAGC
ACTTTCACAAAACCTACAACTGAAACAATTACTGTTACACAAGCAGAATCTACAA
ATCCAACCCAAGCGACTGTAAATAAGTTATTACAAACAGATGGTTCATT



>CR3

TTGTCATTAAACAATGTCGTTTTGACTTTCTCTTCAACTCGACATTTGGTAGCTGC
AGCCAGTACAACTGCTTCTAATTTGGAAGGAACAGTAACATATAATAAAACAAA
ACCAACCATAGCACAATTAAATAGTTTGTTAAAATCAACAAATACAGCGATTATT
TTAACTAGTGAAGAAAGCAGAAACCCTAATCATCAATCAGTTTTAAATAAAGTTT
TAAACCCTGGCCAAAATTTATCTTCAGAGATGGTTAATATTAGTTTTAACAGCAG
CACTTCTGAATTAAAAATAGCAGTGGCAAGCAGTTGTTGGACAATAACAGGCTCA
GAAGTTGTTTTTAACCAAATATCAGTCACCCAAGATTTAAGCAATTTCACAAAAA
CTCCAACAGATCAAGCAATTACTGTTACACAAGCAGAAGTTACAAGTAAAGACC
AAAATGCTTTAAATAAATTCTTAAAACAAGCTGGTTCATTAACTGTAAATACTGA
TGCAACAATTGAATTTGATACTACCAACAAAAAAGCAACCCTTACTGCGACTCCA
AATTCTACTAAAGCAGAAGGTGATAATGTTGTATTTACTAATGTAACAGTAACAG
TAGAAAAACCACAATTAAACACTTTCACACACGATGATAAAAATAAAGCAATTA
CTGTTACACAAGCAGAAGTTACAACTCAAACCCAAGCGACTGTAAATAAGTTCTT
ACAAACACCTGACACATTGACTTTAGGTACTGATGTAACAATTACATTTAATGCT
AACGAAAGAAAAGCAACCCTTACTGCGGCTCCAAATTCTACTAAAGTACAAGGT
GATAATGTTGTATTTACTAATGTAACAGTAGAAAAACCAGCATTAAGCACTTTCA
CACACGATGATAAAAATAAAGCAATTACTGTTACACAAGCAGAAGTTACAACTC
AAACCCAAGACACTTTAAATAAATTATTAAAAAAAGATGATTCATTAACTGTAAA
TACTGATGCAACAATTGAATTTGATACTACCAACAAAAAAGCAACCCTTACTGCG
GCTCAAAATTCTACTAAAGCACAAGGTAGTGTTGTATTTACTAATGTAACAGTAG
AAAAACCAGCATTAAACACAACATTAACAGTAAAAGAGTTAGGTCAAATAAATG
CAAGAACTCAAGCTGCAGTTAAAGCTGCAATGTTAAGTAAAAATACTAATTTACA
AAATGTAGACCAAAATAGATTTACAATTACTTTAAATACTGATGCTAGCAAAAGT
AACGCAAAAGTAACGCATCCAGATTTTGCTGGTGAAGTAGAAGTTTCATTTAGCG
TTCAACTTAAATTAGA

>CR10

TCATTAAACAATGTCGTTTTGACTTTCGCTTCAACTAAACATTTGGTAGCTGCAGC
CAGTACAACTGCTTCTAATTTGGAAGGAACAGTAACATATAATAACACCACCCCA
ACCATAGCACAATTAAATAGTTTGTTAAAATCAACAAATACAGCGATTATTTTAA
CTAGTGAAGAAAGCAGAAACCCTAATCATCAATCAGTTTTAAATAAAGTTTTAAA

Xl



CCCTGGCCAAAATTTATCTTCAGAGATGGTTAATATTAGTTTTAACAGCAGCACTT
CTGAATTAAAAATAGCAGTGGCAAGCAGTTGTTGTACAATAACAGGCTCAGAAG
TTGTTTTTAACCAAATATCAGTCACCCAAGATTTAAGCACTTTCACAAAAACTCCA
ACAGATCAAGCAATTACTGTTACACAAGCAGAAACTACAAATCCAACCCAAGCG
ACTGTAAATAAGTTCTTACAAACACCTGACACATTGACTATAAATACTGATGTAA
CAATTACATTTAATGCTAACGAAAGAAAAGCAACCCTTGCTGTTGTTGCAAATTC
TACTAAAGCACAAGGTAGTGTTGTATTTACTAATGTAACAGTAGAAAAACAAGAT
TTAAGCACTTTCACAAAAACTCCAACAGATCAAGCAATTACTGTTACACAAGCAG
AATCTACAACTCAAACCCAAGACACTTTAAATAAATTCTTAAAAACAGCTAACAA
ATTGACTATAAATACTGATGTAACAATTACATTTAATGCTAACGAAAGAAAAGCA
ACCCTTGCTGTTGTTGCAAATTCTACTAAAGTACAAGGTAGTGTTGTATTTACTAA
TGTAACAGTAGAAAAACAAGATTTAAGCACTTTCACAAAACCTACAACTGAAAC
AATTACTGTTACACAAGCAGAAGTTACAAGTAAAGACCAAAATGCTTTAAATAA
ATTCTTAAAACAAGCTGGTTCATTAACTGTAAATACTGATGCAACAATTGAATTT
GATACTACCAACAAAAAAGCAACTATTATTGCGACTCCCAATTCTACTAAAGCCC
AAGGGAGGGTGGGATTTACAAATGTAACAGTAGAAAAACCC

>To2

TTGTCATTAAACAATGTCGTTTTGACTTTCGCTTCAACTCAACATTTGGTAGCTGC
AGCCAGTACAACTGCTCCTAATTTGGAAGGAACAGTAACATATGATGACACCACC
TCAACCATAGCACAATTAAATAGTTTGTTAAAATCAACAAATACAGCGATTATTT
TAACTAGTGAAGAAAGCAGAAACCCTAATCATCAATCAGTTTTAAATAAAGTTTT
AAACCCTGGCCAAAATTTATCTTCAGAGATGGTTAATATTAGTTTTAACAGCAGC
ACTTCTGAATTAAAAATAGCAGTGGCAAGCAGTTGTTGGACAATAACAGGCTCAG
AAGTTGTTTTTAACCAAATATCAGTCACCCAAGATTTAAGCACTTTCACAAAAAC
TCCAACAGATCAAGCAATTACTGTTACACAAGCAGAAACTACAAATCCAACCCA
AGCGACTGTAAATAAGTTCTTACAAACACCTGACACATTGACTGTAAATACTGAT
GTAACAATTACATTTGATGCTAACGAAAGAAAAGCAACCCTTGCTGCTGCTGCAA
ATTCTACTAAAGCACAAGGTAGTGTTGTAGTTACTACTGTAGCAGTAGAAAAACT
AGATTTAAGCACTTTCACAAAAACTCCAACCGATCATGCAATTACTGTTACACCA
GCAGAAGCTACAGCAGAAACCCCTGACACTTTAGATAAATTCTTAAAAACAGCTA
ACACATTGACTATAAATACTGATGTAACAGATACATTTAATGCTAACGAAAGAAA

Xl



AGCAACCCTTGCTGCTGTTGCAGCTTCTACTAAAGTACCATGTAGTGTTGTAGTTA
CTGATTGTATCTGTAGA

Xl



9. ZIVOTOPIS

Curriculum Vitae

Ime i prezime: Tanja Zouki 5

Adresa: PrebivaliSte: Trg kraj@onimira 12, 32 270 Zupanja, Hrvatska
BoraviSte: Nova @e4?, 10 000 Zagreb, Hrvatska

Telefonski brojevi: 032/ 832-112 Broj mobilnog telefona: 098/ 940-58-0
01/ 363 46 01

E-mail: zovkic.tanja@gmail.com

Drzavljanstvo: hrvatsko

Datum ralenja: 04.04.1989.

Obrazovanje

2008.-upisan Prirodoslovno-matentktifakultet SvediliSta u Zagrebu, smjer biologije i
kemije na BioloSkom odsjeku

2008.-zavrsena Prirodoslovno-materiidi gimnazija, Veliki kraj 42, Zupanja
2004.-zavrsena OS Mato Lovrak, Alojzija StepincaZi§anja

Radno iskustvo

ViSegodisnji sudionik projekta “Niobiologije”:
2009.€lan organizacijskog tima (koordinacija aktivnostisponzorima projekta, vodstvo
grupa posjetitelja po prostorima zavodawlekularnu biologiju)

2010.€¢lan organizacijskog tima
2011.¢lan radionice odrzane na zavodu za animalnu figiplo

2014.-osnivai predavéd na radionici: Kolijevka zivota,Qmne vivum ex ovo”

2012.-2013.-rad preko studentskog ugovora za fttrvatski Telekom (T-HT): zavrSila edukaciju o
uslugama, zavrSila edukacijelegrodaji i komunikacijskim vjeStinama



Znanja i vjestine

Materinji jezik: Hrvatski
Ostali jezici:  Engleski (B2)
Njendt&i (Al)

Drustvene vjestine 1 kompetencije Podrzavam ugodno radno okruzenje i zajedniStvo kao
vazan dio posla i uspjeha, toleranciju udeigidskim odnosima, uvazavanje i posStivanje

drug&ijeg misljenja.

Organizacijske vjestine i kompetencije: Podjednako sam produktivna u timskom i u
samostalnom radu. Pri tome posebnu paznju pridajdnaiivanju prioriteta i planiranju
unaprijed. Zadatke izvrSavam unutar prééwih rokova, a vrijeme koje imam na

raspolaganju koristim na najbolji magunacin za postizanje Sto boljih rezultata.

Racunalne vjestine 1 kompetencije:Vjesto koriStenje Microsoft Office alata (Word, &,
PowerPoint), rad s bazama podataka (PubMed).

Vozacka dozvola: Kategorija B

Aktivnosti/Interesi

DruzZenje s obitelji i prijateljima, odlazak u kindgitanje i wenje novih vjestina te razne
sportske aktivnosti u prirodi.



