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Popis kratica

TSWV — eng. tomato spotted wilt virus, virus pjegavosti i venuéa rajcice
RNP — ribonukleoproteinski kompleks

ORF — eng. open reading frame, otvoreni okvir ¢itanja

VRNA — virusni (genomski) lanac RNA

vcRNA — virusni (genomu) komplementarni lanac RNA

nt — nukleotid

bp — bazni par

RdARP — eng. RNA dependent RNA polymerase, RNA-ovisna RNA-polimeraza
OEPP/EPPO — Europska i mediteranska organizacija za zastitu bilja

RT-PCR —eng. reverse transcription and polymerase chain reaction, reverzna transkripcija i lan¢ana

reakcija polimerazom
RB — eng. resistance breaking, virusni izolat koji probija rezistenciju

Rl —eng. resistance inducing, virusni izolat koji inducira rezistenciju
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1.Uvod

1.1. Tospovirusi i virus pjegavosti i venuca rajcice

Tospovirusi (Tospoviridae) su porodica virusa iz reda Bunyavirales Ciji pripadnici inficiraju biljke i
kukce-vektore. Imaju tripartitni genom kojeg Cine jednolancane molekule RNA (ICTV, 2021).
Prema starijoj literaturi unutar porodice tospovirusa postoji samo jedan rod, Orthotospovirus, a
njegovim najpoznatijim predstavnikom moZze se smatrati virus pjegavosti i venuéa rajcice (tomato
spotted wilt virus, TSWV) (Goldbach i Peters 1994). Bolest pjegavosti i venuca rajCice (eng. spotted
wilt of tomato) prvi je put opisana 1915. godine u Australiji na rajcici (Solanum lycopersicum, L.),

a TSWV kao uzrocnik tamo je i identificiran, ali tek petnaest godina kasnije (Samuel i sur. 1930).

Tospovirusi nanose ogromnu ekonomsku Stetu i procjenjuje se da na globalnoj razini uzrokuju
gubitke veée od jedne milijarde americkih dolara godisnje, a najveéi udio Stete uzrokuje upravo
TSWV. On je globalno rasprostranjen, lako se prenosi, posjeduje Sirok krug domacina i moze
izazvati teske simptome na inficiranim biljkama (Pappu i sur. 2009; Qi i sur. 2021; OEPP/EPPO
2020). Smatra se da je TSWV trenutno jedan od najstetnijih biljnih virusa na Zemlji. Tospovirusi
su arbovirusi Sto znali da se primarno prenose i umnoZavaju u razli¢itim clankonoScima.
Tospoviruse prenose kukci iz reda Thysanoptera (resicariili tripsi). Do sada je zabiljezeno petnaest

vrsta tripsa u ulozi vektora koji pripadaju rodovima Frankliniella i Thrips (Rotenberg i sur. 2015).

Recentne filogenetske analize bazirane na cjelogenomskim nukleotidnim sljedovima predvidaju
postojanje najmanje Cetiri ili pet odvojenih filogrupa unutar roda Orthotospovirus. Prema
misljenju Butkovi¢ i suradnika (2021), rod Orthotospovirus bi se mogao podijeliti na Cetiri do pet
novih rodova. TSWV pripada filogrupi A, koja vjerojatno potjece iz Azije, te je njegova evolucijska
povijest obiljezena viSestrukim rekombinacijskim dogadajima u svim genomskim segmentima

(Butkovicisur. 2021).



1.2. Molekularna biologija TSWV-a

1.2.1. Grada virushe Cestice TSWV-a

Elektronskom mikroskopijom utvrdeno je da su virusne cestice TSWV-a sfericnog oblika i
promjeraizmedu 80i 120 nm te da sadrze “zrnato” srediSte obavijeno ovojnicom sizbojcima (Best
i Palk, 1964). To “zrnato” srediste zapravo c¢ine molekule RNA u kompleksu s proteinima
(ribonukleoproteinski kompleks, RNP) koji joS sadrzi nukleokapsidni protein N i virusnu RNA-

ovisnu RNA-polimerazu odnosno protein L (Slika 1.). Ovojnicu tvori lipidna membrana u kojoj se

Slika 1. Shematski prikaz Cestice virusa pjegavosti i venuca rajCice (tomato spotted wilt virus,

TSWV)(Preuzeto i prilagodeno prema Butkovic i sur. 2021).



1.2.2. Organizacija genoma i funkcija proteina TSWV-a

Kao i ostali tospovirusi TSWV je (-) RNA-virus $to znaci da njegova genomska RNA nije translacijski
kompetentna, vec sluZi kao kalup za sintezu mRNA (tj. RNA pozitivhog smisla). Kod RNA-virusa
negativnog smisla postoje primjeri takozvanih “dvosmislenih” (eng. ambisense) virusa. Kod njih
razli¢iti dijelovi genoma mogu biti pozitivnog ili negativnog smisla Sto je upravo i slu¢aj kod TSWV-
a. Kod takvih virusa neki otvoreni okviri ¢itanja (eng. open reading frame, ORF) nalaze se u
virusnom lancu RNA (eng. viral strand RNA, vRNA) koji se pakiraju u virusnu Cesticu kao genom,
dok se drugi nalaze u komplementarim lancima RNA (eng. viral-complementary strand RNA,

vcRNA) koji se sintetiziraju nakon ulaska genoma u domacinsku stanicu (Turina i sur. 2016).

Genom TSWV-a je tripartitan, odnosno sadrzi tri segmenta jednolanéane genomske RNA: veliki
(eng. large, L), srednji (eng. medium, M) i mali (eng. small, S) (Slika 1.). Sva tri segmenta na svojim
krajevima sadrze terminalne djelomi¢no komplementarne nukleotidne sljedove duge oko 65
nukleotida (nt) od kojih je zadnjih osam na oba kraja potpuno komplementarno i evolucijski
ocuvano. Komplementarnost navedenih sljedova omogucuje stvaranje pseudocirkularnih formi
genomskih segmenata te oni sudjeluju u regulaciji transkripcije i replikacije (Kulshrestha i sur.

2013; Turina i sur. 2016).

Segment L (duljine oko 8900 nt) je negativnog smisla i sadrzZi jedan ORF u vcRNA koji kodira virusnu
RNA-ovisnu RNA-polimerazu (eng. RNA-dependent RNA polymerase, RARP) veli¢ine 330 kDa. Ona
katalizira replikaciju virusnog genoma, sintezu virusnih mRNA i transkripcijskih RNA-
intermedijera (Kulshrestha i sur. 2013; Turina i sur. 2016). Segment M (oko 4800 nt) u VRNA kodira
nestrukturni protein NSm veli¢ine 34 kDa za koji se smatra da sudjeluje u vezanju i pokretanju
virusnih ribonukleoproteinskih kompleksa izmedu domadinskih stanica. VcCRNA segmenta M
kodira prekursor membranskih glikoproteina koji se nakon translacije cijepa na Gc (78 kDa) i Gn
(58 kDa). Ova dva proteina zajedno tvore tzv. Siljke koji su nuzni za infekciju virusnog vektora i za
sastavljanje novih virusnih Cestica u biljnim domacinima (Kulshrestha i sur. 2013; Turina i sur.
2016). Segment S (oko 2900 nt) u VRNA lancu kodira nestrukturni protein NSs koji suprimira
antivirusne mehanizme vektorskih i biljnih stanica, a u vcRNA lancu kodira nukleokapsidni protein

N. Kao Sto je ve¢ spomenuto, protein N dio je ribonukleoproteinskih kompleksa i sudjeluje u



njihovoj stabilizaciji unutar virusne cestice i tijekom transporta kroz citoplazmu stanica
(Kulshrestha i sur. 2013; Turina i sur. 2016). Genomski segmenti M i S takoder sadrze intergenske
regije izmedu ORF-ova koje su duge 75-120 nt i bogate adenozinom i uracilom. Te intergenske

regije tvore stabilne ukosnice koje igraju ulogu u terminaciji transkripcije (Kulshrestha i sur. 2013).
1.2.3. Reprodukcijski ciklus TSWV-a

TSWV u stanice biljnih domadina ulazi kroz oStecenja stani¢ne stijenke i membrane koja nastaju
tilekom hranjenja vektora, naj¢esée na epidermi listova. Nakon ulaska TSWV-a u domadinsku
stanicu dolazi do transkripcije gena za RNA-ovisnu RNA-polimerazu koja katalizira sintezu novih
genomskih i ostalih virusnih molekula RNA. Virusne molekule mRNA sadrze 7-metilgvanozinsku
kapu (5’- kapu), ali ne i poli(A)-rep na 3’- kraju. Virusna polimeraza ne moze sintetizirati 5’- kapu
na virusnim molekulama mRNA jer ne posjeduje metiltransferaznu aktivnost. Zbog toga dolazi do
tzv. procesa “krade kape” (eng. cap snatching) u kojem polimeraza cijepa oligonukleotid s kapom
na 5’- kraju domacdinskih mRNA molekula i koristi ga kao pocetnicu za sintezu virusnih mRNA. Ovaj
proces je moguc jer RARP posjeduje endonukleaznu aktivnost. Na taj nacin stvaraju se translacijski
kompetentne virusne mRNA molekule koje prepoznaju eukariotski ribosomi (Kulshrestha i sur.

2013; Turina i sur. 2016).

Replikacija virusnog genoma odvija se u citoplazmi domacinskih stanica u posebnim odjeljcima
tzv. “virusnim tvornicama” ili viroplazmama. Nakon replikacije, novosintetizirani genomski RNA
segmenti povezuju se s nukleokapsidnim proteinom i polimerazom u ribonukleoproteinske
komplekse. Njih prepoznaje i veze protein NSm koji zatim formira tubularne agregate koji prolaze
kroz plazmodezmije i omogucuje prolaz RNP-ova u susjedne stanice (Kulshrestha i sur. 2013;

Turina i sur. 2016).

Navedeni procesi ponavljaju se u novoinficiranim stanicama i uz njih se takoder eksprimiraju Gc i
Gn glikoproteini. Oba glikoproteina se nakon postranslancijskin modifikacija lokaliziraju u
membrani Golgijevog aparata. S citosolne strane kolokaliziraju RNP-ovi i dolazi do stvaranja
virusnih ¢estica omotanih dvostrukim membranama koje fuzioniraju medusobno, alii s komadima

membrane endoplazmatskog retikuluma. U konacnici nastaju velike vezikule koje sadrze



pojedinacne virusne Cestice obavijene jednom membranom i one u takvoj formi ostaju do

infekcije vektora (Turina i sur. 2016).

Cestice TSWV-a u stanice vektora ulaze endocitozom nakon ¢ega dolazi do fuzije virusne
membrane s membranom endosoma i otpusStanja RNP-ova u citoplazmu. Proces fuzije
posredovan je glikoproteinima Gc i Gn. Virus se zatim trajno reproducira u vektoru i iz njega moze

inficirati novog biljnog domacina (Kulshrestha i sur. 2013; Gupta i sur. 2018).

1.3. Prijenos TSWV-a i njegove interakcije s vektorom

Horizontalni prijenos putem vektora predstavlja najzastupljeniji nacin prijenosa TSWV-a, iako se
moze prenijeti i vegetativnim razmnoZavanjem inficiranih biljnih domadina. IstraZivanja su dala
oprecne rezultate po pitanju prijenosa putem sjemena i trenutni konsenzus je da se takav nacin
prijenosa u pravilu ne odvija ili se odvija u iznimno malom postotku (Derks i Lemmers 1996; Wang
i sur. 2022). Kao i ostale tospoviruse, TSWV prenose kukci iz reda Thysanoptera (tripsi ili resicari)

(Gupta i sur. 2018).

Tripsi su vrlo uspjesni vektori zahvaljuju¢i odredenim karakteristikama. Neke od najvaznijih su
visoki reprodukcijski potencijal, kratko generacijsko vrijeme, iznimina pokretljivost, polifagija,
otpornost na insekticide i dr. Do sada je zabiljeZeno devet vrsta tripsa koji prenose TSWV, a medu
njima je najvaznija vrsta Frankliniella occidentalis Pergande (kalifornijski trips) (Kulshrestha i sur.

2013; Rotenberg i sur. 2015; Gupta i sur. 2018)

Interakcija TSWV-a i kalifornijskog tripsa je ujedno i najbolje prouéen model interakcija
tospovirusa s njihovim vektorima. Do infekcije tripsa virusom efikasno dolazi iskljucivo u stadiju
larve prvog stupnja (L1) koja se hrani lisnim tkivom biljke, a puno teZe u daljnjim fazama razvoja
posebice u stadiju pupe u kojem izostaje prehrana. Jednom kada je vektor inficiran virus se u
njemu moZe potencijalno dozZivotno replicirati te iz njega rasprostranjivati na biljne domacine.
Odrasli tripsi glavni su prenosioci virusa jer imaju potpuno razvijena krila i asimetri¢ne usne

organe za bodenje i sisanje kojima oStecuju tkivo lista (Rotenberg i sur. 2015; Gupta i sur. 2018).



Za TSWV je poznato da putuje kroz probavni sustav tripsa do srednjeg crijeva gdje inficira epitelne
stanice u kojima se uspjesno replicira. Nakon replikacije virus prelazi bazalnu membranu crijevnog
epitela i putuje do glavnih slinskih Zlijezda u Cijim se stanicama replicira te u konacnici izlucuje
kroz njihove sekrete. Kod vecine biljnih virusa koji se prenose kukcima virus do glavnih slinskih
Zlijezda putuje kroz hemolimfu, ali to nije sluc¢aj kod TSWV-a i tripsa (Kritzman i sur. 2002). U
literaturi su predloZzena dva moguéa puta. Prvi je kroz tubularne slinske Zlijezde koje povezuju
glavne slinske Zlijezde s crijevima (Kritzman i sur. 2002). Drugi je posredovan direktnim kontaktom
srednjeg crijeva i glavnih slinskih Zlijezda u ranim razvojnim stadijima zbog zbijenosti unutarnjih
organa. Daljnjim sazrijevanjem tijelo tripsa raste i navedeni organi se udaljavaju (Moritz i sur.
2004). Ovaj drugi put je i jedno od mogucih objasnjenja za nemogucénost uspostave prenosive
infekcije kod odraslih tripsa. Kod odraslih jedinki koje prime virus on ne moZe do¢i do glavnih

slinskih Zlijezda i prenositi se dalje (Rotenberg i sur. 2015; Gupta i sur. 2018).

Osim reprodukcijskog ciklusa i kretanja TSWV-a unutar vektora, opaZzena je vrlo zanimljiva
interakcija u kojoj infekcija virusom mijenja prehrambeno ponasanje vektora i/ili mu pruza neke
pozitivne karakteristike poput boljeg prezivljavanja, poveé¢anog reprodukcijskog potencijala, bolje
obrane od predatorskih grinja i brZzeg razvoja. Ove interakcije u konacnici rezultiraju efikasnijom

transmisijom virusa (Belliure i sur. 2008; Stafford i sur 2011; Rotenberg i sur. 2015).

1.4. Krug domacdina TSWV-a

TSWV inficira vise od 1300 biljnih vrsta ukljucujuéi jednosupnice i dvosupnice, a moze biti
posebice poguban za komercijalne ornamentalne i agronomski vazne biljke zbog ¢ega se danas
nalazi na A2 listi Europske i mediteranske organizacije za zastitu bilja (eng. European and
Mediterranean Plant Protection Organization, OEPP/EPPQO) (OEPP/EPPQO 2004; OEPP/EPPO 2020;
EFSA, 2012). Medu glavnim agronomskim domacdinskim biljkama TSWV-a su rajcica (Solanum
lycopersicum) i paprika (Capsicum anuum L.) na kojima nanosi najvise Stete, no mnoge druge
bilijke su takoder na popisu EPPO-a. Popis glavnih domacina medu ornamentalnim biljkama je
poprilicno dug. Osim navedenih biljaka, TSWV ima i Sirok spektar domacina medu korovima

(OEPP/EPPO 2004).



1.5. Simptomi infekcije TSWV-om

TSWV moze izazvati Citav niz simptoma na inficiranim biljnim domadinima. Simptomi infekcije su
uglavnom sistemicni, a period inkubacije varijabilan. Simptomi se mogu pojaviti ve¢ 6-7 dana
nakon inokulacije. Na listovima inficiranih biljaka mogu se pojaviti mozaik, pjegavost, Sarenilo,
prstenaste kloroti¢ne i nektoricne lezije i pruge (Slika 2.A). Takoder, moZze dodi do ozbiljnog
krzljanja, deformacije listova, nekroze stabljike i vrSaka biljke te venuéa posebice kod mladih
biljaka. Na plodovima nerijetko dolazi do pojave Zutih, narancastih ili nekroticnih pjega i prstenova
(Slika 2.B)(OEPP/EPPO 2004; Batuman i sur. 2020). Ekspresija simptoma u domacina ovisi o
mnogim faktorima poput izolata ili soja TSWV-a, biljnoj vrsti i njezinim kultivarima, te genetickom
profilu, razvojnom stadiju biljke i okolisnim uvjetima. Infekcije takoder mogu biti asimptomatske

(OEPP/EPPO 2004; de Ronde i sur. 2019; Batuman i sur. 2020).
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Slika 2. Simptomi infekcije TSWV-om. A) Na listovima i B) na plodovima rajcice Solanum lycopersicum

(Preuzeto s https://www.ipmimages.org/browse/subthumb.cfm?sub=6903 - A i preuzeto s

https://www.syngenta.co.in/how-manage-virus-infections - B).

Kod infekcije rajice TSWV-om moZe doci do pojave Sarenila, nekroti¢nih pjegica i pruga,
broncéavosti na listovima te uvijanja istih. Na peteljkama listova, stabljici i vrScima biljke mogu se
pojaviti tamne ili smede pruge. Rast biljaka Cesto je inhibiran i jednostran te dolazi do krzljanja i
venuca. Na plodovima se ¢esto pojavljuju Zutilo i nekrotic¢ni prstenovi (OEPP/EPPQO 2004; Batuman

i sur. 2020).



1.6. Detekcija TSWV-a

Postoji nekoliko metoda detekcije TSWV-a koje se razlikuju u svojoj specificnosti i osjetljivosti.
Kao i ostale biljne viruse, TSWV je moguce detektirati provodenjem biotestova u kojima se tzv.
indikatorske biljke mehanicki inokuliraju ekstraktima tkiva biljaka kod kojih je na temelju
simptomatologije suspektna infekcija TSWV-om. Neke indikatorske biljke za TSWV su: Solanum
lycopersicum, Capsicum anuum, Datura stramonium, Nicotiana benthamina, Nicotiana
occidentalis, Nicotiana glutinosa, Nicotiana tabacum, Impatiens sp., Cucumis sativus, Gomphrena
globosa i Chenopodium quinoa. Radi se o vrstama koje su vrlo osjetljive na infekciju TSWV-om te
razvijaju uocljive simptome. Biotest nije dovoljno specificna metoda jer i ostali tospovirusi mogu

dovesti do razvoja sli¢nih simptoma (OEPP/EPPO 2004; Pourrahim i sur. 2001).

Prisutnost TSWV-a u biljnom tkivu moguce je potvrditi seroloskim i molekularnim metodama.
Seroloske metode ukljuéuju relativno brze testove kao Sto su ELISA i tzv. “lateral flow” antigenski
test na trakici (eng. Lateral Flow Devices) kojima se detektira prisutnost nekog antigena TSWV-a.
One su vrlo specificne iako uvijek postoji mala vjerojatnost krizne reaktivnosti antiseruma s
antigenima srodnih orthotospovirusa. Osjetljivost seroloskih metoda je naravno ograni¢ena i u
slu¢aju niskog titra virusa u uzorkovanom tkivu mogudi su lazno negativni rezultati. (OEPP/EPPO

2004; Wang i Gonsalves 1990; Adkins i sur. 2013.)

Molekularne metode su osjetljivije i specifi¢nije od seroloskih i najce$¢a takva metoda koja se
koristi za detekciju TSWV-a je reverzna transkripcija i lancana reakcija polimerazom (eng. Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR). Ovom metodom se koristenjem specifi¢nih
pocetnica amplificiraju odredene regije virusnog genoma, a to su najcesc¢e dijelovi gena koji
kodiraju Lili N protein u slu¢aju TSWV-a. Osim metode RT-PCR, TSWV je mogudée vrlo specifi¢no
detektirati sekvenciranjem citavog genoma, njegovih dijelova ili produkata metode RT-PCR

(OEPP/EPPO 2004; Mumford i sur. 1994).



1.7. Rezistencija rajc¢ice na TSWV i probijanje rezistencije

Potraga za prirodnim izvorima rezistencije na bolest pjegavosti i venuca rajcice koju uzrokuje
TSWV pocela je gotovo odmah nakon njezine identifikacije u prvoj polovici 20. stolje¢a. Kroz
povijest je identificiran niz divljih vrsta rajcice i njihovih kultivara koji posjeduju odredenu razinu
rezistencije na bolesti uzrokovane tospovirusima (Qi i sur. 2021). Genetickim istrazivanjima se
kasnije ustanovilo da postoji sedam porodica tzv. gena Sw (Sw1-7) kod razli¢itih vrsta i kultivara
rajéica Ciji su paralozi i ortolozi odgovorni za rezistenciju na tospoviruse. Za vecinu Sw-gena se
kroz iskustvo u uzgoju i znanstvena istrazivanja pokazalo da pruZaju rezistenciju samo na neke
sojeve TSWV-a, pa hibridizacija s kultivarima rajéice koji ih posjeduju nije postala posebno
popularna (Turinaisur. 2016). Jedan gen se doduse pokazao kao iznimka, a to je Sw-5b iz porodice
Sw5 koji pruza otpornost na Sirok spektar sojeva TSWV-a (Qi i sur. 2021). Taj gen je introgresijom
iz jedne vrste divlje rajcice Solanum peruvianum L. uveden u mnoge komercijalne kultivare S.
lycopersicum koji se danas uzgajaju (Stevens i sur. 1991). Uzgoj rezistentnih kultivara rajcice koje
posjeduju gen Sw-5b doveo je prirodnom selekcijom do razvoja sojeva TSWV-a koji probijaju
rezistenciju. lzolati virusa s fenotipom probijanja rezistencije (eng. resistance breaking, RB), su
prvi put zabiljezeni u Juznoafrickoj Republici (Thompson and Van Zijl 1996). Vrlo brzo su
zabiljezeni u Europi, SAD-u i Australiji (Ferrand i sur. 2019). Unatoc sve veéem broju opisanih
izolata RB-fenotipa, samo ih je nekolicina istrazena molekularno, a broj nukleotidnih sljedova
odredenih dijelova genoma takvih izolata TSWV-a u bazi GenBank je malen. Vecina nukleotidnih
sljedova dolazi iz izolata divljeg tipa s fenotipom induciranja rezistencije (eng. resistance inducing,

RI).

Mehanizam kojim gen Sw-5b daje rezistenciju rajéici na TSWV jo$ uvijek nije u potpunosti
razjasnjen. Poznato je da Sw-5b (kao i ostali Sw-geni) kodira jedan tip proteina koji sudjeluje u
obrani biljke od patogena (van der Biezen i Jones 1998). Sli¢ni proteini kodirani drugim genima
mogu se naci u mnogim drugim biljkama. To su tzv. obrambeni proteini NLR-tipa kojima je
zajednicko da sadrze domene CC (eng. coiled-coil, CC) ili TIR (eng. Toll and interleukin-1 receptor,
TIR) na N-terminusu, centralnu domenu NB (eng. nucleotide-binding, NB) i C-terminalnu domenu
LRR (eng. leucine-rich repeat, LRR). Takvi proteini uglavnhom prepoznaju odredene komponente
patogena i aktiviraju neke obrambene mehanizme kojima se blokira njihova invazija (Meyers i sur.
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2003). Kod biljaka te komponentne patogena se jo$ nazivaju faktorima avirulencije (de Ronde i
sur. 2014). Protein Sw-5b kod raj¢ice uzdomene CC, NB i LRR na svom N-terminusu sadrzi dodatnu
domenu SD (eng. Solanaceae domain, SD) koja je karakteristicna za ovaj tip proteina u porodici
biljaka Solanaceae (De Oliveira i sur. 2018). Potvrdeno je da kod infekcije rajc¢ice TSWV-om virusni
protein NSm predstavlja faktor avirulencije (Peird i sur. 2014). Protein Sw-5b je u odnosu na ostale
Sw-proteine specifican po tome sto jedini moZe prepoznati protein NSm TSWV-a. On prepoznaje
jedan ocuvani epitop od 21 aminokiseline na proteinu NSm i pokrecée signalnu kaskadu koja
rezultira tzv. hipersenzitivnim odgovorom (eng. hypersensitive response, HR) u kojem se inducira
stani¢na smrt inficiranih i susjednih stanica. Kod HR-odgovora simptomi ostaju lokalizirani i ne
dolazi do sistemske infekcije (De Oliveira i sur. 2018). Istrazivanja funkcije pojedinih domena
proteina Sw-5b i njegove interakcije s virusnim proteinom NSm pokazala su da indukcija HR-
odgovora ne pruza nuzno i rezistenciju na TSWV Sto je dovelo do zakljucka da se radi o dva
odvojena procesa, odnosno da HR-odgovor nije mehanizam rezistencije i da postoji neki drugi
signalni put koji Sw-5b aktivira nakon prepoznavanja proteina NSm (De Oliveira i sur. 2018). Kroz
molekularnu karakterizaciju izolata RB-fenotipa i eksperimentalnu mutagenezu gena NSm
otkrivene su dvije mutacije koje dovode do pojave RB-fenotipa. Te mutacije su aminokiselinske
supstitucije C118Y i T120N u proteinu NSm (Huang i sur. 2022). Svi izolati TSWV-a RI-fenotipa
objavljeni u bazi GenBank u proteinu NSm na pozicijama 118 i 120 imaju cistein odnosno treonin.
Samo izolati RB-fenotipa imaju tirozin na poziciji 118 ili asparagin na poziciji 120 (Huang i sur.
2022). Ova saznanja temeljena su na relativno malom broju istraZivanja pa je moguce da ¢e se u
buduénosti otkriti ili pojaviti neke nove mutacije koje rezultiraju RB-fenotipom. Bududi da je TSWV
virus koji se tesko kontrolira, pojava i potencijalno rasprostranjivanje varijanti s RB-fenotipom
predstavlja ozbiljan problem za lokalni i globalni uzgoj raj¢ice pogotovo jer bolji izvori rezistencije

jos nisu identificirani.
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1.8. TSWV u Republici Hrvatskoj

U Republici Hrvatskoj TSWV je prvi put opisan na duhanu 1978. godine. U posljednjih desetak
godina zabiljeZzeno je nekoliko ozbiljnih epifitocija TSWV-a koji su uzrokovali velike Stete (Ivi¢ i sur.
2016.). Velik broj povréara u Hrvatskoj poceo je zbog toga koristiti rezistentne kultivare rajcica. U
2021.i2022. godini opazeni su jaki simptomi karakteristi¢ni za infekciju TSWV-om i na kultivarima
rajcica koji se reklamiraju kao rezistentni od strane proizvodaca sjemena Sto je izazvalo sumnju u
pojavu varijanti TSWV-a s fenotipom probijanja rezistencije. BioloSka i molekularna karakterizacija

tih izolata TSWV-a predmet je istraZivanja u ovom diplomskom radu.
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2. Ciljevi rada

Cili mog diplomskog rada bio je potvrditi TSWV kao uzro¢nika infekcije razlicitih biljaka
prikupljenih s terena od strane mentorice 2021. i 2022. godine (Bilateralni hrvatsko-slovenski
istrazivacki HRZZ projekt ,Visokoproto¢no Nanopore sekvenciranje mikrobnih genoma u
rieSavanju problema dijagnostike i epidemiologije biljnih patogena“ (NanoPhyto), broj HRZZ IPS-
2020-01-2960) kod kojih se na temelju simptomatologije i preliminarnih antigenskih testova na
trakicama sumnjalo na infekciju TSWV-om te bioloskim i molekularnim metodama okarakterizirati
izolate. Pojava simptoma na kultivarima rajcica koji se reklamiraju kao rezistentni na TSWV dovela

je do formiranja hipoteze da se radi o varijanti TSWV-a s RB-fenotipom.
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3. Materijal i metode

3.1. Materijal

3.1.1. Biljni materijal i izolati RNA

Prije izrade ovog diplomskog rada niz biljnih uzoraka prikupljen je s terena od strane mentorice.

Biljke su prikupljene tijekom 2021. i 2022. godine na podrucju Vidovca, Sedlarice, Domasinca i

Biograda na Moru. Medu prikupljenim uzorcima su razne simptomaticne biljke, a dominiraju

rajéice (Solanum lycopersicum). Za izradu diplomskog rada koristio sam uzorke koji su pokazivali

simptome koji su ukazivali infekciju TSWV-om (Slika 3., Tablica 1.)

Tablica 1. Popis biljnih uzoraka s terena koristenih u izradi ovog diplomskog rada. Crvenom bojom

Sifra uzorka

46SEW21S
525TT21S
65SET21S
71SET22S
72SET22S
76SEP22S
77SEB22S
79VIT22S
84VIPt22S
102SEC22S
104DOT22S
105D0T22S
107DOT22S
108DOT22S
109D0OP225
110SET22S
111SET22S
113SET22S
114SET22S
116SET22S
117SET22S

Vrsta i opis uzorka
Amaranthus sp.L., simptomatski

Solanum lycopersicum, simptomatski

S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
Capsicum anuum, simptomatski

Phaseolus vulgaris L., simptomatski

S. lycopersicum, simptomatski

Solanum tuberosum L., simptomatski

Cucumis sativus, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
C. anuum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski
S. lycopersicum, simptomatski

oznaceni su kultivari rajcice koji se reklamiraju kao rezistentni na infekciju TSWV-om.

Lokacija i godina prikupljanja

Sedlarica, 2021.
Biograd na Moru, 2021.
Sedlarica, 2021.
Sedlarica, 2022.
Sedlarica, 2022.
Sedlarica, 2022.
Sedlarica, 2022.
Vidovec, 2022.
Vidovec, 2022.
Sedlarica, 2022.
Domasinec, 2022.
Domasinec, 2022.
Domasinec, 2022.
Domasinec, 2022.
Domasinec, 2022.
Sedlarica, 2022.
Sedlarica, 2022.
Sedlarica, 2022.
Sedlarica, 2022.
Sedlarica, 2022.
Sedlarica, 2022.
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Za prva tri uzorka u Tablici 1. (46SEW21S, 52STT21S i 65SET21S) vec¢ su prethodno pripremljeni
izolati RNA tretirani DNAzom koji su ¢uvani na -20 °C, a ostale sam koristio u obliku smrznutog
tkiva (-80 °C ili -20 °C). Uzorci koji su crvenom bojom oznaceni u Tablici 1. predstavljaju kultivare
rajica rezistentne na TSWV prema navodima nekih proizvodada sjemena. Uzorci 104DOT22S,
105D0T22S i 107D0OT22S pripadaju kultivaru ‘Signora F1’, a 108D0T22S kultivaru ‘Ricciolo F1’.
Kultivar je nepoznat ili nije zabiljeZzen kod ostalih uzoraka raj¢ica. Uzorak 104DOT22S je u izradi
ovog diplomskog rada ujedno posluzio i kao pozitivha kontrola jer je u njemu prethodno
potvrdena prisutnost TSWV-a antigenskim testom i visokoprotoénim sekvenciranjem (Skori¢,
osobno priopcenje). U ovom poglavlju priloZio sam fotografije uzoraka rajCica s karakteristi¢nim

simptomima infekcije TSWV-om koji su opisani u Uvodu ovog diplomskog rada (Slika 3.)

Slika 3. Fotografije pojedinih uzoraka rajcice (Solanum lycopersicum) s terena koji pokazuju karakteristicne

simptome infekcije TSWV-om. Na plodovima svih uzoraka vide se velike nekroti¢ne i kloroti¢ne prstenaste
lezije. Na uzorku 52STT21S (A) je takoder doslo do nekroze i uvijanja listova te nekroze i krZljanja vriaka
biljke. Kod uzorka 108D0OT22S (B) mogu se zapaziti i Zuckaste kloroticne pjege te difuzno Zutilo na nezrelim
plodovima. Na blago uvijenim listovima uzorka 104DOT22S (C) vidi se i velik broj kloroti¢nih i nekroticnih
lezija. Na zrelijem plodu 104D0OT22S velike lezije su Zuckaste i unutar njih se nalaze nekroti¢ni prstenovi.

(fotografirala i ustupila profesorica Dijana Skoric).
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Za provodenje biotesta koristio sam sadnice razliitih indikatorskih biljaka koje su uzgojene iz
sjemena u stakleniku. Vrste koje sam koristio su: kvinoja (Chenopodium quinoa), kuglasti S¢ir
(Gomphrena globosa), krastavac (Cucumis sativus) ‘Delikates’, dva kultivara paprike (Capsicum
anuum) ‘Soroksari’ i ‘Feferona’ te rajcice (Solanum lycopersicum) ‘Moneymaker’ i ‘Rutgers’.
Kultivar ‘Moneymaker’ odabran je zbog rezistencije na TSWV, dok je ‘Rutgers’ osjetljiv na infekciju

(Skori¢, osobno priopéenje).
3.1.2. Materijal za izolaciju nukleinskih kiselina

e CTAB-pufer za izolaciju nukleinskih kiselina:
o 3% CTAB-a (heksadecil trimetil-amonijev bromid)
o 0,1 M TrisHCI, pH 8,0
o 20mM EDTA
o 1,4 M NacCl
o 1% PVP-40 (polivinilpirolidon)
e Tekudi dusik
e Kloroform: izoamil-alkohol (24:1)
e 2-propanol
e 70 %-tni etanol
e Voda bez RNaza i DNaza

e Lisno tkivo uzoraka iz Tablice 1. i eksperimentalnih biljaka iz biotesta

3.1.3. Materijal za mehanicku inokulaciju u biotestu

® Karborundum (SiC) u prahu

e Pufer za inokulaciju:
o 0,01 M fosfatni pufer, pH 7,0

o 1% natrijev sulfit

® Ekstrakti listova uzoraka 525STT21S, 104D0T22S, 108D0OT22S, 109D0OT22S
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3.1.4. Materijal za reverznu transkripciju i lancanu reakciju polimerazom (RT-PCR)

3.1.5.

Komercijalni set za reverznu transkripciju i lan¢anu reakciju polimerazom: SuperScript™ ll|

One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase, Invitrogen, SAD:

o SuperScript Ill RT/Platinum Tagq Mix- smjesa enzima reverzne transkriptaze

SuperScript™ Il RT i DNA-polimeraze Platinum™ Taq

o 2x koncentrirani reakcijski pufer

Inhibitor RNAza - RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor, Invitrogen, SAD

Komercijalni set za reverznu transkripciju i lanc¢anu reakciju polimerazom: 1 Step RT PCR
Kit, highQu GmbH, Njemacka:
o RT2 Mix — smjesa reverzne transkriptaze i inhibitora RNaze

o 2x koncentrirani 1Step RT PCR Mastermix

SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, SAD)

Materijal za elektroforezu u agaroznom gelu

10x koncentrirani TBE-pufer, pH 8,3

Agaroza- Agarose (low EEQ), SigmaAldrich, SAD

StainIN™ GREEN Nucleic Acid Stain, highQu GmbH, Njemacka
Gel Loading Dye, Purple (6X), New England Biolabs, SAD

50 bp DNA Ladder, New England Biolabs, SAD
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3.1.6. Nukleotidni sljedovi i racunalni programi/alati za analizu nukleotidnih

sliedova i filogenetsku analizu

BLAST © (Altschul i sur. 1990), https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - online alat za

pretragu i analizu nukleotidnih i aminokiselinskih sljedova koji su pohranjeni u GenBank

bazi podataka (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) i dr.

Geneious Prime, verzija 2022.1, https://www.geneious.com/prime/ - program za

poravnavanje i analizu nukleotidnih i aminokiselinskih ljedova, izradu filogenetskih
stabala, simulaciju molekularnog kloniranja i dr.

MEGA 11 (Tamura, Stecher i Kumar 2021.), verzija 11.0.13, https://www.megasoftware.net/ -

program za poravnavanje nukleotidnih i aminokiselinskih sljedova i filogenetsku analizu i dr.

AliView (Larsson 2014), verzija 1.28, https://ormbunkar.se/aliview/ - program za

poravnavnje, analizu i uredivanje nukleotidnih i aminokiselinskih sljedova i dr.

ORFfinder-NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/ - online alat za pretragu otvorenih

okvira ¢itanja i translacijskih produkata

U Tablici 2. popisani su GenBank pristupni brojevi nukleotidnih sljedova koristenih u filogenetskoj

analizi na temelju fragmenta gena za RNA-ovisnu RNA-polimerazu (RARP) TSWV-a. Svakom slijedu

iz baze GenBank dodijelio sam oznake koriStene u izradi filogenetskog stabla. Oznake sadrze

GenBank pristupni broj i drzavu porijekla izolata.

Nukleotidni sljedovi koriSteni u molekularnoj karakterizaciji izolata 104DOT22S nalaze se u

poglavlju Prilozi. Prilog 1. sadrzi kompletne nukleotidne sljedove genomskih segmenata S i M

navedenog izolata TSWV-a (sljedovi su dobiveni visokoproto¢nim sekvenciranjem koje je

prethodno provela mentorica). U tom poglavlju se takoder nalaze pristupni brojevi sljedova iz

baze GenBank koji su koristeni u filogenetskoj analizi na temelju ORF-ova gena N (Prilog 2.) i NSm

(Prilog 3.)
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Tablica 2. Potpuni ili parcijalni nukleotidni sljedovi genomskog segmenta L TSWV-a koristeni u

filogenetskoj analizi na temelju fragmenta gena za RNA-ovisnu RNA-polimerazu TSWV-a.

GenBank pristupni broj Oznaka
MK628564 MK628564 Turska
MF806381 MF806381 Venecuela
KM365064 KM365064 Australija
KC261950 KC261950 Juzna Koreja
KP008130 KP008130 Spanjolska
KP008128 KP008128 Spanjolska
KJ575620 KJ575620 Italija
KT160280 KT160280 SAD
KJ575619 KJ575619 Italija
MK792774 MK792774 Francuska
MT682292 MT682292 Njemacka
MKA487998 MK487998 Indija

MW854271 MW854271 Bugarska
KY437075 KY437075 Bosna
GQ279732 GQ279732 Srbija
KY923207 KY923207 Iran
MK348942 MK348942 Italija
MK348943 MK348943 Italija
KM657122 KM657122 | Kina
LC652640 LC652640 Japan
OL471961 OL471961 Slovenija
0OL471946 OL471946 Slovenija
DQ425094 DQ425094 INSV
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3.2. Metode

3.2.1. Biotest

Kako bih istrazio bioloske karakteristike izolata TSWV-a (krug domadina, simptomatologiju i
probijanje rezistencije kod rajcice) proveo sam biotest u kojem sam mehanicki inokulirao razne
eksperimentalne biljke ekstraktima tkiva (pohranjenog na -20 °C) biljaka s terena kod kojih je na

temelju simptoma pretpostavljena infekcija TSWV-om (odabrani su najreprezentativniji uzorci).

Eksperimentalne biljke razvrstao sam u pet grupa. U svakoj grupi bilo je 17 biljaka: po jedna Ch.
quinoa i G. globosa te rajcice, paprike i krastavci u triplikatima. Kao $to je navedeno ranije, kultivar
rajéice ‘Moneymaker’ odabran je zbog rezistencije na TSWV, a ‘Rutgers’ zbog osjetljivosti na
infekciju (Skori¢, osobno priopéenje). Jednu grupu sam koristio kao negativnu kontrolu i u njoj
sam biljke inokulirao Cistim puferom za inokulaciju (bez ekstrakta biljaka). Ostale grupe sam
inokulirao ekstraktima razlic¢itih izvornih uzoraka: 52STT21S, 108DOT22S, 109DOP22S i
104D0OT22S. Grupu inokuliranu ekstraktom uzorka 104DOT22S koristio sam istovremeno kao

pozitivnu kontrolu, ali i za samu karakterizaciju tog izolata.

Inokulaciju sam izvrSio mehanic¢kim putem. Po 1 gram lisnog tkiva izvornih simptomatskih biljaka
homogenirao sam u sterlinom tarioniku s tu¢kom u 5 mL hladnog pufera za inokulaciju. Kotiledone
i po jedan prauvi list svake biljke posuo sam prahom od karborunduma te sam zatim koristeéi tucak
paZljivo protrljao homogenat po posutim listovima. Nakon inokulacije biljke sam isprao
destiliranom vodom kako bih uklonio preostali karborundum. Biljke su odrzavane na temperaturi

od 25 °C u uvjetima dugog dana (16h svjetla i 8h tame).

Sve grupe eksperimentalnih biljaka pratio sam kroz vise od mjesec dana (uz detaljne inspekcije
10. i 23. dan nakon inokulacije) i ako su biljke razvile simptome prikupio sam njihovo
simptomaticno lisno tkivo (uglavnom 1-2 simptomati¢na lista) i pohranio ga na -20 °C. Iz
prikupljenog tkiva sam kasnije izolirao nukleinske kiseline te proveo RT-PCR i elektroforezu na

agaroznom gelu kako bih potvrdio prisutnost RNA TSWV-a odnosno infekciju.
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3.2.2. Izolacija nukleinskih kiselina

Prvi korak u postupku potvrde infekcije je izolacija nukleinskih kiselina. Izolaciju ukupnih
nukleinskih kiselina proveo sam prema modificarnom CTAB-protokolu (Murray i Thompson 1980.)
koji se pokazao dobrim za njihovu izolaciju iz biljnog tkiva. Takoder, CTAB-protokol za izolaciju
nukleinskih kiselina u svrhu detekcije TSWV-a preporucuje EPPO u svom dijagnostickom protokolu
(OEPP/EPPO 2004). Nukleinske kiseline izolirao sam iz lisnog tkiva uzoraka s terena (Tablica 1.) i

simptomaticnih eksperimentalnih biljaka koje sam koristio u biotestu.

Sterilnim skalpelom odrezao sam po 500 mg lisnog tkiva svakog uzorka i prenio u tarionik gdje
sam ga zamrznuo tekuéim dusikom. Zamrznutom tkivu sam kapaljkom dodao po 5 mL pufera
CTAB i usitnio ga koristeci keramicki tu¢ak. Po 1,5 mL dobivenog homogenata prenio sam u
Eppendorf-epruvetu od 2 mL i uzorke stavio u termoblok kako bi se zagrijavali 30 minuta na 65
°C. Zagrijane uzorke sam centrifugirao 5 minuta pri 14000 rpm. Nakon toga sam prenio po 1 mL
supernatanta u nove 2 mL — Eppendorf-epruvete, dodao 1 mL smjese kloroform: izoamil alkohol
(24:1) i lagano promijeSao uzorke okretanjem. Smjesa kloroforma i izoamil alkohola dovodi do
stvaranja organske i vodene faze (nakon iduéeg koraka) u kojima se otapaju razli¢ite hidrofobne
odnosno hidrofilne molekule. Nukleinske kiseline nalaze se u vodenoj fazi. Uzorke sam zatim
centrifugirao 10 minuta pri 13000 rpm kako bi dosSlo do odvajanja organske i vodene faze. Nakon
centrifugiranja prenio sam po 750 pL supernatanta (vodene faze) u novu 1,5 ml — Eppendorf-
epruvetu, dodao 450 uL hladnog 2-propanola i uzorke promijesao okretanjem. Hladni 2-propanol
uzrokuje precipitaciju nukleinskih kiselina. Uzorke sam zatim inkubirao 20 minuta na -20 °C.
Nakon inkubacije uzorke sam centrifugirao 20 minuta pri 13000 rpm i dekantirao supernatant jer
se nukleinske kiseline nalaze u dobivenom talogu. Taloge sam isprao s 1 mL 70%-tnog etanola.
Nakon ispiranja uzorke sam centrifugirao 10 minuta pri 13000 rpm i dekantirao 70%-tni etanol.
Uzorke sam stavio na suSenje kako bi isparile zaostale kapljice etanola. Nakon $to je sav etanol
ispario, talog sam resuspendirao u 100 pL vode bez DNaza i RNaza. Koncentraciju i Cisto¢u
izoliranih nukleinskih kiselina izmjerio sam spektrofotometrijski koristeéi uredaj NanoDrop 2000c

(Thermo Fisher Scientific, SAD).
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3.2.3. Amplifikacija fragmenta gena za RNA-ovisnu RNA-polimerazu TSWV-a

metodom reverzne transkripcije i lan¢ane reakcije polimerazom (RT-PCR)

Potvrdu infekcije TSWV-om proveo sam metodom reverzne transkripcije i lancane reakcije
polimerazom u jednom koraku (RT-PCR). Iz izolata nukleinskih kiselina izvornih uzoraka s terena
(Tablica 1.) i simptomatskih eksperimentalnih biljaka koriStenih u biotestu amplificirao sam dio
gena za RNA-ovisnu RNA-polimerazu (RdRP) TSWV-a. Za specificnu amplifikaciju koristio sam
pocetnice L2 TSWVF (5'-ATC AGT CGA AAT GGT CGG CA-3') i L1 TSWVR ( 5'-AAT TGC CTT GCA ACC
AAT TC-3') koje su dizajnirane za amplifikaciju fragmenta od 276 parova baza (OEPP/EPPQO 2004).
Zbog ogranicene koli¢ine reagensa koristio sam dva razli¢ita komercijalna seta za provedbu
metode RT-PCR: SuperScript™ Il One-Step RT-PCR System with Platinum™ Tag DNA Polymerase
(Invitrogen, SAD) i 1 Step RT PCR Kit (highQu GmbH, Njemacka). Reakcijske smjese pripremao sam

prema podacima navedenima u Tablici 3.

Tablica 3. Sastav reakcijske smjese ovisno o koristenom komercijalnom setu za RT-PCR.

SuperScript Il Kit 1 Step RT PCR Kit
Reagens Volumen (pL) Reagens Volumen (pL)
2x reakcijski pufer 12,5 2x Mastermix 12,5
L1 TSWVR (10 uM) 2 L1 TSWVR (10 uM) 2
L2 TSWVF (10 pM) 2 L2 TSWVF (10 pM) 2
RT-Taq Mix 1 RT2 Mix 1,25
RNaseOUT 0,5
Voda 6 Voda 6,25
Kalup 1 Kalup 1
Ukupno 25 Ukupno 25
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Kod svake provedbe metode koristio sam negativnu kontrolu sastava reakcijske smjese u Tablici
3. uz dodatak 1 puL vode umjesto kalupa. Izolat uzorka 104DOT22S koristio sam kao pozitivhu
kontrolu. Metodu RT-PCR provodio sam u uredaju SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher
Scientific, SAD), a protokol za amplifikaciju ovisi o koriStenom komercijalnom setu. Za SuperScript
[l Kit (Invitrogen, SAD) koristio sam sljedeéi protokol: reverzna transkripcija 20 minuta na 50 °C
pa denaturacija 2 minute na 94 °C. Nakon toga slijedi 40 ciklusa koje ¢ine koraci denaturacije (15
sekundi na 94 °C), vezanja pocetnica (1 minuta na 37 °C) i sinteza novih lanaca (30 sekundi na 68
°C). Na samom kraju slijedi kona¢na sinteza lanaca od 10 minuta na 68 °C. Za 1 Step RT PCR Kit
(highQu GmbH, Njemacka) koristio sam nesto drugaciji protokol: reverzna transkripcija 20 minuta
na 50 °C pa denaturacija 2 minute na 95 °C. Slijedi 29 ciklusa koje ¢ine denaturacija (15 sekundi
na 95 °C), vezanje pocetnica (1 minuta na 55 °C) i sinteza novih lanaca (30 sekundi na 72 °C). Na

kraju slijedi konacna sinteza u trajanju od 10 minuta na 72 °C.

3.2.4. Analiza RT-PCR-produkata metodom elektroforeze u agaroznom gelu

Produkte metode RT-PCR analizirao sam metodom elektroforeze u agaroznom gelu. Metodu sam
provodio koristeci 1,8 %-tni agarozni gel volumena 30 mL. Agarozni gel sam pripremio otapanjem
540 mg agaroze u 30 mL 1X koncentriranog TBE pufera (pH=8,3) koristeéi mikrovalnu peénicu.
Nakon potpunog otapanja agaroze ostavio sam gel da se kratko hladi i zatim dodao 0,7 uL boje za
vizualizaciju DNA StainIN™ GREEN Nucleic Acid Stain (highQu GmbH, Njemacka). Nakon sto se gel
u potpunosti polimerizirao uronio sam ga u kadicu za elektroforezu napunjenu 1X koncentriranim
TBE puferom (pH=8,3). U prvu jaZicu gela dodao sam 5 pL markera 50 bp DNA Ladder (New
England Biolabs, SAD) prethodno pomijesanog s 1 uL boje za nanoS$enje uzoraka Gel Loading Dye,
Purple (6X) (New England Biolabs, SAD). U ostale jaZice dodavao sam po 5 pL RT-PCR produkta
pomijesanog s 1 plL boje za nanosSenje uzoraka Gel Loading Dye, Purple (6X) (New England Biolabs,
SAD). Elektroforezu sam provodio 45 min pri naponu od 110 V. Nakon zavrSetka elektroforeze,

agarozni gel sam fotografirao na uredaju ImageQuant 800 (Cytiva, SAD).
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3.2.5. Sekvenciranje RT-PCR-produkata Sangerovom metodom

RT-PCR-produkte izvornih uzoraka s terena u kojima je doslo do amplifikacije fragmenta gena za
virusnu polimerazu pripremio sam za Sangerovo sekvenciranje (Macrogen Europe, Nizozemska)
prema uputama dobavljaca usluge. Od svakog RT-PCR-produkta pripremio sam po dva alikvota
volumena 10 pL konacne koncentracije DNA 10-15 ng/ uL (prema uputama za pripremanje
neprocis¢éenog PCR-produkta gdje su amplikoni kraéi od 300 parova baza). Duplikati su pripremani
kako bi se mogle odviti reakcije sekvenciranja u oba smjera tj. s jednom i drugom pocetnicom (L1
TSWVR i L2 TSWVF). Uz to sam pripremio i alikvote svake pocetnice konacne koncentracije 5
pmol/ pL (prema uputama da se pocetnice pripreme u volumenu od 2 puL po svakoj reakciji

sekvenciranja).

3.2.6. Analiza nukleotidnih sljedova dobivenih Sangerovim sekvenciranjem

Nakon sekvenciranja RT-PCR-produkata dobio sam nukleotidne sljedove i pripadne
elektroferograme. Prvo sam identitet svakog dobivenog slijeda provjerio koristeé¢i online alat
BLAST (Altschul i sur. 1990) kako bih potvrdio da sljedovi odgovaraju fragmentu gena za RNA-
ovisnu RNA-polimerazu TSWV-a. Nukleotidne sljedove sam dalje uredivao u programu Geneious
Prime (verzija 2022.1). Na temelju elektroferograma uredio sam nukleotidne sljedove na nacin da
sam uklonio dijelove niskog intenziteta signala s oba kraja. Nakon usporedbe dobivenih sljedova
sa signalima na elektroferogramu popravio sam eventualne nepravilnosti (nepoklapanje
odredenog nukleotida sa signalom). Zatim sam poravnao sljedove dobivene svakom pocetnicom
kako bih vidio koliko se dobro poklapaju te sam odrezao strSeée krajeve koji odgovaraju
pocetnicama i ostale nepreklapajuc¢e segmente (nukleotidni slijed dobiven jednom pocetnicom i
reverzni komplement nukleotidnog slijeda dobiven drugom pocetnicom). Usporedbom uredenih
sliedova odredio sam konsenzus-sljedove koje sam koristio dalje u filogenetskoj analizi. Za
dobivene konsenzus-sljedove sam takoder podnio zahtjev za dostavu pristupnog broja (eng.

accession number) u bazi GenBank. Kasnije sam dobio pristupne brojeve za svaki slijed u toj bazi.
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3.2.7. Filogenetska analiza izolata TSWV-a na temelju fragmenta gena za RdRP

Kako bih odredio evolucijsko srodstvo izolata TSWV-a potvrdenih u ovom diplomskom radu
proveo sam filogenetsku analizu na temelju fragmenta gena za RNA-ovisnu RNA-polimerazu
TSWV-a. Osim uredenih konsenzus-sljedova dobivenih Sangerovim sekvenciranjem u analizu sam
ukljucio i nukleotidne sljedove razli¢itih izolata TSWV-a porijeklom iz drugih drzava koje sam
pronasao u bazi GenBank (Tablica 2.). Odabrao sam Sirok spektar drzava kako bih pokrio velik broj
geografskih regija. Uz navedene sljedove dodao sam i jedan ekvivalentni nukleotidni slijed koji
pripada virusu nekroti¢ne pjegavosti vodenike (Impatiens necrotic spot virus, INSV) koji sam
koristio za stvaranje vanjske grupe (eng. outgroup) u izradi filogenetskog stabla. Neki od sljedova
uklju€uju i ¢itav L-segment genoma TSWV-a pa sam ih prvo morao urediti. Sve sljedove koristene
u analizi sam poravnao u programu Geneious Prime (verzija 2022.1). Odrezao sam sve dijelove
koji ne odgovaraju slijedu dobivenom Sangerovim sekvenciranjem kako bi duZina svih sljedova
bila identi¢na. Ovako poravnate i uredene sljedove ubacio sam u program MEGA 11 (Tamura,
Stecher i Kumar 2021.) i konstruirao filogenetsko stablo. Za konstrukciju stabla koristio sam
metodu maksimalne vjerojatnosti (eng. Maximum Likelihood, ML) i supstitucijski model Tamura-

3 (T92) te metodu samoucitavanja (eng. bootstrap) s 500 ponavljanja.

3.2.8. Filogenetske analize izolata 104DOT22S na temelju otvorenog okvira Citanja

gena za nukleokapsidni protein N i nestrukturni protein NSm

Kako bih detaljnije proveo molekularnu karakterizaciju 104DOT22S izolata TSWV-a proveo sam
filogenetske analize na temelju ORF-ova gena za nukleokapsidni protein N i nestrukturni protein
NSm. Za to sam koristio nukleotidne sljedove genomskih segmenata S i M (Prilog 1.) izolata
104D0OT22S koji su prethodno od strane mentorice dobiveni visokoproto¢nim sekvenciranjem. U
filogenetsku analizu baziranu na nukleotidnom slijedu ORF-a gena N ukljucio sam i ekvivalentne
sljedove drugih izolata iz baze GenBank koji su koriSteni u sli¢cnim analizama koje se mogu pronadi
u znanstvenoj literaturi. Gen za protein N se vrlo ¢esto koristi u filogenetskim analizama u sklopu

molekularne karakterizacije izolata TSWV-a (Lopez i sur. 2010, Ferrand i sur. 2019, Petrovic i sur.
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2021). Pristupni brojevi sljedova izolata iz baze GenBank nalaze se u Prilogu 2. ovog diplomskog
rada. Prije provedbe filogenetske analize sam iz kompletnog slijeda segmenta S izolata
104D0OT22S izvukao nukleotidni slijed ORF-a gena N koristeéi online alat ORFfinder-NCBI. Neki
sljedovi iz baze GenBank odgovaraju ¢itavom genomskom segmentu S na kojem se nalazi gen za
protein N, a neki samo parcijalnim sljedovima tog gena. U programu Geneious Prime poravnao
sam sve odabrane sljedove i odrezao odredene dijelove kako bi svi slijedovi bili jednake duljine.
Konacni produkti koje sam ukljucio u analizu bili su parcijalni nukleotidni sljedovi ORF-a gena N
duljine 546 nukleotida. Poravnate nukleotidne sljedove sam ubacio u program MEGA11 i izradio
filogenetsko stablo metodom ML koristeéi supstitucijski model T92+G i 500 “bootstrap”
ponavljanja. Za izradu vanjske grupe koristio sam ekvivalentni nukleotidni slijed ORF-a gena N

izolata virusa kloroti¢ne pjegavosti rajéice (Tomato chlorotic spot virus, TCSV).

Filogenetsku analizu na temelju ORF-a gena za nestrukturni protein NSm proveo sam kako bih
odredio evolucijsko srodstvo izolata 104DOT22S u odnosu na druge izolate u bazi GenBank.
Analiza na temelju gena NSm je iznimno vaZna jer je upravo protein NSm prepoznat kao faktor
koji odreduje fenotip u kontekstu probijanja rezistencije kod rajcice (Peird i sur. 2014). U tu svrhu
odabrao sam izolate TSWV-a poznatog fenotipa (Prilog 3.) koji su bili uklju€eni u slicne analize koje
sam pronasao u znanstvenoj literaturi (Lépez i sur. 2010, Ferrand i sur. 2019, Petrovic¢ i sur. 2021).
Prije analize sam iz kompletnog slijeda segmenta M izolata 104DOT22S izvukao nukleotidni slijed
ORF-a gena NSm takoder koriste¢i ORFfinder-NCBI. Sljedovi iz baze GenBank ukljucuju kompletne
sljedove cijelog genomskog segmenta M ili samo gena NSm. Odabrane sljedove poravnao sam u
programu Geneious Prime i odrezao nepotrebne dijelove kako bi svi sljedovi odgovarali samo
kompletnom slijedu otvorenog okvira Citanja gena NSm duZine 909 nukleotida. Iz poravnatih
sliedova sam koristeci program MEGA 11 izradio filogenetsko stablo koristeci istu metodu koju
sam koristio za izradu stabla na temelju ORF-a gena N. Ekvivalentni nukleotidni slijed ORF-a gena

NSm izolata TCSV-a koristio sam za izradu vanjske grupe .
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3.2.9. Analiza aminokiselinskog slijeda proteina NSm izolata 104D0OT22S

Kako bih potvrdio postojanje mutacija koje su povezane s fenotipom probijanja rezistencije kod
rajCice analizirao sam aminokiselinski slijed proteina NSm izolata 104DOT22S. Taj slijed sam
takoder usporedio s ekvivalentnim aminokiselinskim sljedovima odabranih izolata TSWV-a. Za
analizu nisam koristio aminokiselinske sljedove proteina NSm odredene odgovaraju¢im
metodama poput masene spektrometrije, ve¢ one koji su predvideni iz nukleotidnih sljedova gena
NSm koji se nalaze u bazi GenBank. Za predvidanje aminokiselinskih sljedova proteina NSm
koristio sam alat ORFfinder-NCBI. U analizu sam ukljucio nekoliko izolata s fenotipom probijanja
rezistencije kod rajcice (RB) i nekoliko izolata divljeg tipa s fenotipom induciranja rezistencije (RI)
koje sam pronasao pretraZzivanjem znanstvene literature (Lopez i sur. 2010, Ferrand i sur. 2019,
Petrovi¢ i sur. 2021). Koristio sam sljedece izolate TSWV-a (u zagradi je naveden GenBank
pristupni broj) RI-fenotipa: Cr1NL2 iz Spanjolske (HM015511), LL-N.05 iz Spanjolske (FM163372),
GriNL2 iz Spanjolske (HMO015513), p202/3WT iz Italije (HQ830188), Pepper2 CY-CN iz Juine
Koreje (HM581941), CA-5 iz SAD-a (AY744483), izolat iz Juzne Koreje (AB190818) te izolate RB-
fenotipa Regular2A iz SAD-a (AF208498), GRAU iz Spanjolske (FM163370), Gr5TL1 iz Spanjolske
(HMO015523), Pujol1TL3 iz Spanjolske (HM015520) i D191 iz Australije (HM015516). Uz navedene
izolate uklju¢io sam jos tri izolata iz Slovenije RI-fenotipa. Podatak o njihovom fenotipu nije jos
objavljen u znanstvenoj literaturi nego sam ga dobio od mentorice koja je u kontaktu s autorima
(Skori¢, osobno priopéenje). Tiizolati su: TUR20ST1 (OL471953), PLE20ST2 (OL471947) i PLE20ST3
(OL471950). Predvidene aminokiselinske sljedove navedenih izolata poravnao sam u programu
AliView (Larsson 2014) i analizirao prisutnost mutacija C118Y i T20N koje su do sada u znanstvenoj
literaturi povezane s RB-fenotipom odnosno probijanjem rezistencije kod rajcice (Huang i sur.

2022).
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4. Rezultati

4.1. Biotest

Biljke koristene u biotestu pracene su kroz vremenski period dulji od jednog mjeseca. Detaljnija
inspekcija eksperimentalnih biljaka provedena je 10. i 23. dan nakon inokulacije (eng. days post
inoculation, dpi). Kod vecine biljaka koje su razvile simptome oni su zapazeni ve¢ u prvih 10 dana
nakon inokulacije. C. sativus ‘Delikates’, C. anuum ‘Soroksari’, C. anuum ‘Feferona’, S.
lycopersicum ‘Rutgers’ i S. lycopersicum ‘Moneymaker’ razvili su simptome u svim grupama dok
je Ch. quinoa razvila simptome u svim grupama osim u prvoj. Kod vrste Ch. quinoa doslo je do
pojave nekroti¢nih lezija na listovima (nije prikazano). Kod G. globosa nije doslo do razvoja
simptoma u 23 dana nakon inokulacije (Tablica 4.). Kod svih simptomati¢nih eksperimentalnih

biljaka simptome su razvile sve biljke u triplikatima, medutim kod veéine oni nisu bili jako izrazeni.

U prvoj grupi koja je koriStena kao negativna kontrola doslo je do razvoja simptoma kod svih
biljaka osim Ch quinoa i G. globosa. Simptoma nije bilo 10. dan nakon inokulacije, ve¢ su zapazeni
tek tijekom druge inspekcije 23. dan nakon inokulacije (Slika 4.). Kod C. sativus doSlo je do pojave
sistemi¢nih simptoma na listovima s velikim varijacijama izmedu pojedinacnih listova (Slika 4.A).
Mogu se zapaziti pojedinacne nekroti¢ne pjege te blago Zuto ili izraZzenije blijedo Sarenilo. Na
nekim listovima je doslo i do crnjenja veée povrsine lisne plojke. Na listovima ‘Soroksari’ kultivara
C. anuum pojavila se blaza kloroza (Slika 4.B) dok je kod kultivara ‘Feferona’ uz klorozu doslo i do
razvoja velikog broja nekroticnih pjegica (Slika 4.C). Kod ‘Feferona’ je doslo i do pojave nekroti¢nih
pruga na stabljici i peteljkama listova. Kod oba kultivara S. lycopersicum doslo je do blaze

deformacije i kloroze listova te pojave vecih nekroticnih lezija ili manjih pjegica (Slika 4.D i 4.E).
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Tablica 4. Rezultati biotesta po grupama razlicitih potencijalnih izolata TSWV-a, 23 dpi.

Vrsta i kultivar

Broj biljaka

Simptomi +/-

Grupa 1 (negativna kontrola)

Ch.quinoa
G. globosa
C. anuum ‘Soroksari’
C.anuum ‘Feferona’
S. lycopersicum ‘Rutgers’
S. lycopersicum ‘Moneymaker
C. sativus ‘Delikates’

Grupa 2 (52STT21S)

Ch.quinoa
G. globosa
C. anuum ‘Soroksari’
C.anuum ‘Feferona’
S. lycopersicum ‘Rutgers’
S. lycopersicum ‘Moneymaker
C. sativus ‘Delikates’

Grupa 3 (108DOT22S)

Ch.quinoa
G. globosa
C. anuum ‘Soroksari’
C.anuum ‘Feferona’
S. lycopersicum ‘Rutgers’
S. lycopersicum ‘Moneymaker’
C. sativus ‘Delikates’

Grupa 4 (109DOP22S)

7

7

Ch.quinoa
G. globosa
C. anuum ‘Soroksari’
C.anuum ‘Feferona’
S. lycopersicum ‘Rutgers’
S. lycopersicum ‘Moneymaker’
C. sativus ‘Delikates’

Grupa 5 (104D0OT22S, pozitivna kontrola)

Ch.quinoa
G. globosa
C. anuum ‘Soroksari’
C.anuum ‘Feferona’
S. lycopersicum ‘Rutgers’
S. lycopersicum ‘Moneymaker’
C. sativus ‘Delikates’

w w wwwpRE - w w wwwpREr - w w wwwpEr - w w wwweEr P

w w wwwpREr -

+ + 4+ 4+ + o+ + + 4+ 4+ 4+ + + + 4+ 4+ + o+ + + 4+ + + +

+ + 4+ + +
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Slika 4. Simptomi biljaka u prvoj grupi biotesta (negativna kontrola) 23 dpi: (A) C. sativus ‘Delikates’, (B) C.

anuum ‘Soroksari’, (C) C. anuum ‘Feferona’, (D) S. lycopersicum ‘Rutgers’, (E) S. lycopersicum

‘Moneymaker’. Simptomi su oznaceni strelicama.

Drugu grupu cine eksperimentalne biljke inokulirane ekstraktom lista uzorka 52STT21S. Na
listovima C. sativus pojavile su se nekroti¢ne lezije uz blazu klorozu u prvih 10 dana nakon
inokulacije (Slika 5.A). Kod oba kultivara C. anuum doslo je do pojave identi¢nih sipmtoma kao i u
prvoj grupi kroz 23 dana (Slika 5.B i 5.C). Na listovima kultivara ‘Rutgers’ vrste S. lycopersicum 10.
dan nakon inokulacije mogle su se vidjeti kloroti¢ne pjegice i Sarenilo (Slika 5.D) dok je kasnije

doslo do razvoja identi¢nih simptoma kao i u prvoj grupi kod oba kultivara (Slika 5.E i 5.F.)
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Slika 5. Simptomi biljaka u drugoj grupi biotesta (525TT21S). (A) C. sativus ‘Delikates’, 10 dpi. (B) C. anuum

‘Soroksari’, 23 dpi. (C) C. anuum ‘Feferona’, 23 dpi. (D) S. lycopersicum ‘Rutgers’, 10 dpi. (E) S. lycopersicum

‘Rutgers’, 23 dpi. (F) S. lycopersicum ‘Moneymaker’ 23 dpi. Simptomi su oznaceni strelicama.

U tredoj grupi su eksperimentalne biljke inokulirane ekstraktom lista uzorka 108D0T22S. Kod C.
sativus su se u prvih 10 dana nakon inokulcije pojavile nekroticne lezije i blaZza kloroza bez znantog
pogorsanja simptoma kroz 23 dana nakon inokulacije (Slika 6.A). Takoder je vidljiva blaza kloroza
lisnih Zila. Na listovima oba kultivara C. anuum razvili su se identi¢ni simptomi kao i u prethodnim
grupama, ali bez nekrotic¢nih pjegica kod ‘Feferona’ (Slika 6.B i 6.C). Kod S. lycopersicum simptomi

su se razvijali kao i u drugoj grupi (Slika 6.D, 6.E i 6.F).
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Slika 6. Simptomi biljaka u trecoj grupi biotesta (108D0T22S). (A) C. sativus ‘Delikates’, 23 dpi. (B) C. anuum

‘Soroksari’, 23 dpi. (C) C. anuum ‘Feferona’, 23 dpi. (D) S. lycopersicum ‘Rutgers’, 10 dpi. (E) S. lycopersicum

‘Rutgers’, 23 dpi. (F) S. lycopersicum ‘Moneymaker’ 23 dpi. Simptomi su oznaceni strelicama.

Biljke u Cetvrtoj grupi inokulirane su ekstraktom lista uzorka 109DOP22S. Na listovima C. sativus
vec 10. dan nakon inokulacije bile su vidljive nekroti¢ne lezije i kloroza lisnih Zila (Slika 7.A). Na C.
anuum su se pojavili identi¢ni simptomi kao i u prethodnim grupama, ali su pjegice kod ‘Feferona’
bile kloroti¢ne (Slika 7.B i 7.C). Kod S. lycopersicum simptomi su bili identi¢ni onima iz prve grupe

(Slika 7.D, 7.Ei 7.F.)
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Slika 7. Simptomi biljaka u Cetvrtoj grupi biotesta (109DOP22S). (A) C. sativus ‘Delikates’, 10 dpi. (B) C.

anuum ‘Soroksari’, 23 dpi. (C) C. anuum ‘Feferona’, 23 dpi. (D) S. lycopersicum ‘Rutgers’, 23 dpi. (E) S.

lycopersicum ‘Moneymaker’ 23 dpi. Simptomi su oznaceni strelicama.

U petoj grupi nalaze se biljke inokulirane ekstraktom lista uzorka 104DOT22S u kojem je
prethodno potvrdena prisutnost TSWV-a. Ova grupa je osim za karakterizaciju navedenog izolata
sluzila i kao pozitivna kontrola. Kod C. sativus je 10. dan nakon inokulacije bila vidljiva jaka kloroza
zZila na pojedinim listovima, a do 23. dana doslo je i do blaze deformacije, jakog blijedenja i pocetka
venuéa pojedinih listova. Na nekim listovima vidljive su i nekroti¢ne pjegice (Slika 8.A). Na
listovima oba kultivara C. anuum pojavili su se isti simptomi kao i u prvoj grupi, ali ovdje su se i
kod ‘Soroksari’ pojavile nekroti¢ne pjegice. Simptomi su bili znatno izraZeniji kod kultivara
‘Feferona’ (Slika 8.B i 8.C). Kod oba kultivara S. lycopersicum simptomi su se razvijali kao u drugoj

i trecoj grupi (Slika 8.D, 8.E i 8.F). Simptomi su bili slabije izrazeni kod kultivara ‘Moneymaker’.
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Slika 8. Simptomi biljaka u petoj grupi biotesta (104D0OT22S, pozitivna kontrola). (A) C. sativus ‘Delikates’,

23 dpi. (B) C. anuum ‘Soroksari’, 23 dpi. (C) C. anuum ‘Feferona’, 23 dpi. (D) S. lycopersicum ‘Moneymaker’,
10dpi. (E) S. lycopersicum ‘Rutgers’, 23 dpi. (F) S. lycopersicum ‘Moneymaker’ 23 dpi. Simptomi su oznaceni

strelicama.

33



4.2. Amplifikacija fragmenta gena za RNA-ovisnu RNA-polimerazu TSWV-a

metodom RT-PCR i analiza produkata metodom elektroforeze u agaroznom gelu

Sve izolate nukleinskih kiselina koje sam dobio iz izvornih uzoraka (Tablica 1.) i simptomaticnih
eksperimentalnih biljaka iz biotesta (Tablica 4.) testirao sam na prisutnost RNA TSWV-a koristedi
metode RT-PCR i elektroforezu u agaroznom gelu. Elektroforezom su ocekivani amplikoni
detektirani samo kod uzoraka simptomati¢nih rajéica s terena 52STT21S, 107DOT22S i
104DOT22S (Tablica 5.). 52STT21S je simptomatska rajcica prikupljena u okolici Biograda na Moru
2021. godine koja je pokazivala karakteristi¢ne simptome infekcije TSWV-om, a ostale su rajcice
prikupljene u Domasincu 2022. godine. One su takoder pokazivale simptome karakteristi¢ne za
TSWV. Uzorak 104DOT22S je sluzio kao pozitivna kontrola jer je kod njega prethodno potvrdena
prisutnost TSWV-a antigenskim testom i visokoproto¢nim sekvenciranjem. Kod simptomaticnih
biljaka iz biotesta nije detektirana RNA TSWV-a. Amplikoni detektirani na agaroznom gelu nalaze
se na visini izmedu 250 i 300 parova baza u odnosu na molekularni standard (marker) Sto
odgovara veli¢ini fragmenta gena za RARP TSWV-a (276 parova baza) koji je amplificiran koristedi
L1 TSWVR i L2ZTSWVF pocetnice. (Slika 9.). Prikazani su samo reprezentativni odnosno pozitivni

rezultati. Gelovi kod kojih nije bilo pozitvnih rezultata nisu prikazani.

Tablica 5. Prisutnost amplikona na agaroznom gelu nakon amplifikacije fragmenta gena za RdRP
TSWV-a. Popisani su svi testirani izvorni uzorci s terena i eksperimentalne biljke iz biotesta po

grupama. Asimptomaticne biljke iz biotesta nisu testirane (oznaceno s NT).

Uzorak s terena (Sifra) ili biotest Prisutnost amplikona (+/-)

46SEW21S -
52STT21S +
65SET21S -
71SET22S -
72SET22S -
76SEP22S -
77SEB22S -
79VIT22S -
84VIPt22S -
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Tablica 5. Nastavak.

Uzorak s terena (Sifra) ili biotest

Prisutnost amplikona (+/-)

102SEC22S
104DOT22S (pozitivna kontrola)
105D0T22S
107D0T22S
108D0T22S
109D0OP22S
110SET22S
111SET22S
113SET22S
114SET22S
116SET22S
117SET22S
Grupa 1 (negativna kontrola)

Ch.quinoa
G. globosa

C. anuum ‘Soroksari’

C.anuum ‘Feferona’

S. lycopersicum ‘Rutgers’

S. lycopersicum ‘Moneymaker’
C. sativus ‘Delikates’
Grupa 2 (52STT21S)

Ch.quinoa
G. globosa
C. anuum ‘Soroksari’
C.anuum ‘Feferona’
S. lycopersicum ‘Rutgers’

S. lycopersicum ‘Moneymaker’
C. sativus ‘Delikates’
Grupa 3 (108D0OT22S)
Ch.quinoa
G. globosa
C. anuum ‘Soroksari’
C.anuum ‘Feferona’

S. lycopersicum ‘Rutgers’

S. lycopersicum ‘Moneymaker’
C. sativus ‘Delikates’

NT
NT
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Tablica 5. Nastavak.

Uzorak s terena (Sifra)/biotest Prisutnost amplikona (+/-)
Grupa 4 (109D0P22S)
Ch.quinoa -
G. globosa NT

C. anuum ‘Soroksari’ -
C.anuum ‘Feferona’ -
S. lycopersicum ‘Rutgers’ -
S. lycopersicum ‘Moneymaker’ -
C. sativus ‘Delikates’ -
Grupa 5 (104DOT22S, pozitivna kontrola)

Ch.quinoa -

G. globosa NT
C. anuum ‘Soroksari’ -
C.anuum ‘Feferona’ -
S. lycopersicum ‘Rutgers’ -
S. lycopersicum ‘Moneymaker’ -
C. sativus ‘Delikates’ -

Slika 9. Rezultati elektroforeze u agaroznom gelu. lzdvojene su fotografije gelova na kojima se nalaze
reprezentativni pozitivni rezultati odnosno amplikoni fragmenta gena za RARP TSWV-a. U prvoj jaZici oba
gela nalazi se molekularni standard (M) 50 bp DNA Ladder, (New England Biolabs, SAD), a u ostalima
pojedinacéni uzorci. Uzorci su oznaceni samo pocetnim brojevima Sifre radi preglednosti (Tablica 1.).
Amplikoni se nalaze na visiniizmedu 250 i 300 parova baza u odnosu na standard. NK je negativna kontrola,

a 104 pozitivna kontrola.
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4.3. Analiza nukleotidnih sljedova dobivenih Sangerovim sekvenciranjem

Amplikoni dobiveni iz uzoraka 104DOT22S (pozitivna kontrola), 525TT21S i 107DOT22S poslani su
na Sangerovo sekvenciranje u tvrtku Macrogen Europe (Nizozemska). KoriStenjem alata BLAST
potvrdeno je da dobiveni nukleotidni sljedovi odgovaraju fragmentu gena za RARP TSWV-a te su
najsli¢niji (99,56%) izolatu PLE20ST2 (OL471946) iz Slovenije. Nukleotidni sljedovi dobiveni
sekvenciranjem uredeni su prema opisu u poglavlju 3.2.6 te su na kraju dobiveni konsenzus-
sljedovi (Prilog 4.). Konsenzus-sljedovi za svaki uzorak bili su sljedeéih veli¢ina: 228 nukleotida za
104DO0T22S, 214 nukleotida za 52STT21S i 226 nukleotida za 107D0OT22S. Za navedene sljedove
dobio sam i pristupne brojeve u bazi GenBank. Pristupni brojevi su sljedeci: OP728767 za

52STT21S, OP728768 za 104D0OT22S i OP728769 za 107DOT22S.

4.4. Filogenetska analiza izolata TSWV-a na temelju fragmenta gena za RdRP

Na filogenetskom stablu izolata TSWV-a na temelju fragmenta gena za RdRP izdvojilo se sedam
grupa (Slika 10.). Prvo se odvaja vanjska grupa koju Cini izolat orthotospovirusa nekroti¢ne
pjegavosti vodenike (INSV) pomocu kojeg je stablo ukorijenjeno. Ostalih Sest grupa Cine izolati
TSWV-a. lzolati iz Hrvatske karakterizirani u ovom radu grupiraju se s ostalim izolatima TSWV-a
Sto je dodatna potvrda da se radi o TSWV-u. Oni se takoder medusobno grupiraju i nalaze se na
istoj grani Sto pokazuje da su im parcijalni nukleotidni sljedovi gena za RdRP identi¢ni. Hrvatski
izolati nalaze se u grupi VI zajedno s izolatima iz Slovenije. U grupi | nalaze se izolati iz razlicitih
geografskih regija: Australije, Juzne Amerike, Europe i Azije. Isto vrijedi za izolate u grupi Il gdje se
nalaze izolati iz Spanjolske, Italije i SAD-a. Grupa Il se sastoji od ve¢inom europskih izolata uz
iznimku jednog izolata iz Indije. U grupi IV nalaze se izolati iz Srbije, Bugarske te Bosne i
Hercegovine, odnosno izolati s Balkanskog poluotoka. U grupi V nalaze se izolati iz Italije i Kine.
Izolat TSWV-a iz Japana koji se prvi izdvaja na stablu od ostalih izolata TSWV-a nije grupiran
odnosno nema oznaku grupe. Na stablu nisu prikazane “bootstrap” vrijednosti manje od 50%, a
one koje jesu variraju od 51% do 92%. S obzirom na niske “bootstrap” vrijednosti topologija stabla

nije vrlo pouzdana.
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Slika 10. Filogenetsko stablo izolata TSWV-a generirano na temelju parcijalnog nukleotidnog slijeda gena

za protein RARP TSWV-a. Stablo je izradeno metodom ML uz supstitucijski model T92 i 500 ponavljanja.

“Bootstrap” vrijednosti manje od 50% nisu prikazane. Hrvatski izolati karakteriziani u ovom radu su

podcrtani crveno.
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4.5. Filogenetske analize izolata 104D0OT22S na temelju otvorenog okvira Citanja

gena za nukleokapsidni protein N i nestrukturni protein NSm

Na filogenetskom stablu izolata TSWV-a generiranom na temelju parcijalnih nukleotidnih sljedova
ORF-a gena za protein N (546 nukleotida) izdvojilo se Sest glavnih grupa (Slika 11). Na stablu se
prvenstveno na jednoj grani odvaja vanjska grupa koju ¢ini izolat orthotospovirusa TCSV-a dok se
na drugoj grani odvajaju izolati TSWV-a medu kojima se nalazi i 104DOT22S. Prema porijeklu
izolata se vidi da svaka od Sest grupa odgovara odredenoj geografskoj regiji. lzdvojile su se dvije
odvojene europske grupe, juznoamericka, sjevernoameri¢ka, oceanijska i azijska grupa. U azijskoj
se nalaze i dva izolata iz Francuske koja su vrlo srodna ostalim izolatima u grupi. Isto tako se u
oceanijskoj grupi nalazi i jedan Izolat iz Japana. Hrvatski izolat 104DOT22S se u prvoj europskoj
grupi grupirao sa slovenskim i nekim talijanskim te Spanjolskim izolatima, a najsrodniji mu je
slovenski izolat TUR20ST1. Iz stabla se takoder vidi da su izolati iz prve europske grupe srodniji
izolatima iz Juzne i Sjeverne Amerike, nego onima iz druge europske grupe u kojoj se izmedu
ostalog nalaze i izolati porijeklom iz drzava Balkanskog poluotoka (Crna Gora, Srbija i Bugarska).
Relativno visoke “bootstrap” vrijednosti podrZavaju topologiju generiranog stabla (vrijednosti
manje od 50% nisu prikazane). Svi izolati TSWV-a na stablu imaju specificnu oznaku. Oznaka
svakog izolata prikazanog na stablu sadrzi redom: naziv izolata u bazi GenBank, drzavu porijekla

izolata i pristupni broj za nukleotidni slijed u bazi GenBank.
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Slika 11. Filogenetsko stablo izolata TSWV-a generirano na temelju parcijalnog nukleotidnog slijeda ORF-a

za nukleokapsidni protein N TSWV-a. Stablo je izradeno metodom ML uz supstitucijski model T92+G i 500
ponavljanja. “Bootstrap” vrijednosti manje od 50% nisu prikazane. Hrvatski izolat 104D0OT22S
karakterizian u ovom radu podcrtan je crveno.
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U filogenetskoj analizi temeljenoj na kompletnom nukleotidnom slijedu ORF-a gena za protein
NSm TSWV-a izdvojile su se tri grupe izolata TSWV-a (Slika 12.). U svakoj grupi izolati su porijeklom
iz razli¢itih geografskih regija. Hrvatski izolat 104DOT22S nalazi se u prvoj grupi s izolatima iz
Slovenije, SAD-a, Juzne Koreje, Spanjolske i Kine. 104DOT22S usko se grupira s izolatima iz
Slovenije, a najsrodniji mu je izolat TUR20ST1. U ovu filogenetsku analizu ukljucen je
disproporcionalno velik broj Spanjolskih izolata iz razloga Sto je najvise izolata RB-fenotipa
sekvencirano upravo u Spanjolskoj. Izolati RB-fenotipa su na filogenetskom stablu oznaceni
crvenim trokutom. Izolat 104DOT22S se nije grupirao sa Spanjolskim izolatima RB- fenotipa, ali se
zato grupirao s jednim takvim izolatom iz SAD-a Regular2A. Vedina izolata RB- fenotipa nalazi se
u drugoj i treéoj grupi. Na stablu se takoder prvo odvaja jedan izolat TCSV-a koji sluzi kao vanjska
grupa. “Bootstrap” vrijednosti su relativno visoke i podrZavaju topologiju generiranog
filogenetskog stabla. Kao i na ostalim filogenetskim stablima u ovom radu “bootstrap” vrijednosti
manje od 50% nisu prikazane. Oznake analiziranih izolata na filogenetskom stablu oznacavaju
naziv izolata u bazi GenBank, drzavu porijekla izolata i pristupni broj nukleotidnog slijeda u bazi

GenBank.
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Slika 12. Filogenetsko stablo izolata TSWV-a generirano na temelju potpunog nukleotidnog slijeda ORF-a

za nestrukturni protein NSm TSWV-a. Stablo je izradeno metodom ML uz supstitucijski model T92+G i 500

ponavljanja. “Bootstrap” vrijednosti manje od 50% nisu prikazane. Hrvatski izolat 104DOT22S

karakterizian u ovom radu podcrtan je crveno. Izolati RB-fenotipa oznaceni su crvenim trokutom.
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4.6. Analiza aminokiselinskog slijeda proteina NSm izolata 104DOT22S

Iz poravnanja aminokiselinskih sljedova proteina NSm odabranih izolata vidi se da je 104DOT22S
najsrodniji slovenskim izolatima. |z poravnanja se takoder vidi da svi izolati RB-fenotipa sadrze
jednu od dvije klju¢ne mutacije koje su povezane s takvim fenotipom (Slika 13.). Te mutacije su
supstitucije na pozicijama 118 i 120. Na poziciji 118 se kod izolata RB-fenotipa umjesto cisteina
(C) nalazi tirozin (Y) dok je na poziciji 120 doslo do promjene treonina (T) u asparagin (N). Kod svih
prikazanih izolata RB-fenotipa prisutna je samo jedna od dvije navedene mutacije. Kod hrvatskog
izolata 104DOT22S na poziciji 118 se nalazi cistein, a na poziciji 120 treonin. Iste mutacije nisu

prisutne ni kod usko srodnih izolata iz Slovenije.

NANKVIKICP?WDSRKQYMMI 104D0T225_Hrvastska
NANKVIKTIICPITWMDSREKQYMM T CcriNz spanjolska_RI_HM015511
NANKVIKIICPITWMDSREKQYMM T LU-NDSSpanjolska_RI_FM163372
NANKVIKIICPITWDSRKQOYM M. Gr1ML2_Spanjolska_RI_HMO15513
NANKVIKIICPITWDS REKQYMM T p202/3wT Ttalija RIHQE30188
NANKVIKI|ICPITWD S REKQTYMM I PepperaCr-CN_luzna_Koreja_RI_HMS81941
TANKVIKIICPITWDS RKOQY MM T CAS5ADRILAYT44483

N A.K VIKIICPITWDS RKQY MM T luenakoreja RIARIS0818
NANKVIKTIPNPITWDSREKOGQY MM I Regiaras SAD_RE_AF208498
NANEKYVIEKTI|ICP IK‘:YY DSRKQYMM T GRASpanjoiska RB_FM163370
NANRKYVIEKTI|ICIP DSRKOQ .M M I GrsTL1_Spanjolska_RE_HMO15523
NANKYTI .I YPITWDSRKQYMM T FujpltTLa_Spanjolska_RE_HWO15520
NANKVIKIRPITWGS RKQY MM T D191 sustralija RB_HM015516
NANKVTIKTI|C Pl.W DS RKQYMM I 11119 Srbija RB_MN039615
NANKVIKIICPITWDSRKQYMM I TUROSTL Slovenija_RI_OL471953
NANKVIKIICPITWDSREKQYMM I PLE0ST2 Slovenija_RI_0L471947
NANKYVIEKTIICP lw DS RKQYMM I PLE0ST3 Slovenija_RI_OL471950

Slika 13. Visestruko poravnanje aminokiselinskih sljedova proteina NSm TSWV-a u programu AliView.
Prikazane su pozicije 110-130. Klju¢ne pozicije za RB-fenotip virusa su 118 i 120 i oznacene su crvenim
pravokutnikom. U oznakama izolata nalaze se naziv izolata u bazi GenBank, drzava porijekla izolata, fenotip
RB/RI i pristupni broj za nukleotidne sljedove u bazi GenBank iz kojih su predvideni aminokiselinski sljedovi

proteina NSm.
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5. Rasprava

lako pojava izolata TSWV-a koji probijaju rezistenciju kod rajcice predstavlja rastuéi problem na
globalnoj razini, znanstvena literatura je jos uvijek relativno siromasna istraZivanjima koja se bave
karakterizacijom (posebice molekularnom) takvih izolata. U Hrvatskoj izolati TSWV-a s RB-
fenotipom nisu do sada zabiljezeni. U posljednje dvije godine (2021. i 2022.) na odredenim
lokacijama u Hrvatskoj zabiljeZeni su jaki simptomi infekcije TSWV-om i na kultivarima rajcica koji
se reklamiraju kao rezistentni od strane nekih proizvodaca sjemena poput Signora F1 i Ricciolo F1
(Slika 3.). Nazalost, ne postoji potvrda da navedeni kultivari posjeduju gen Sw-5b koji daje
rezistenciju na TSWV (Qi i sur. 2021) jer taj podatak proizvodaci sjemena Cesto ne navode. Moze
se pretpostaviti da je u sluéaju tih kultivara rezistencija pretpostavljena ili utvrdena kroz iskustvo
njihovog uzgoja. Pojava simptoma na tim kultivarima je pobudila sumnju u emergenciju varijante
TSWV-a RB-fenotipa te je upravo i hipoteza ovoga rada da se radi o takvim izolatima. BioloSkom i
molekularnom karakterizacijom izolata TSWV-a nastojalo se dokazati ili opovrgnuti tu hipotezu.
U slucaju potvrde hipoteze to bi bio prvi put da su izolati RB-fenotipa zabiljezeni u Hrvatskoj. Osim
toga, bioloSka i molekularna karakterizacija takvih izolata bila bi dodatni doprinos relativno

siromasnoj znanstvenoj literaturi.

Kod interpretacije rezultata biotesta treba odmah na pocéetku spomenuti da pojava simptoma u
grupi koja je sluzila kao negativna kontrola ¢ini te rezultate nevazec¢ima (Slika 4.). Eksperimentalne
biljke u negativnoj kontroli inokulirane su samo puferom i nisu trebale razviti simptome.
Simptoma nije bilo kod inspekcije 10. dan nakon inokulacije kao $to je to bio slucaj s nekim
biljikama u ostalim grupama uklju€ujudi i pozitivnhu kontrolu. Cak i ako je doslo do kontaminacije,
sve simptomati¢ne biljke su testirane molekularnim metodama (RT-PCR) na TSWV i bile su
negativne ukljucujudii biljke u pozitivnoj kontroli. Ovakav rezultat ukazuje na to da biljke nisu bile
inficirane TSWV-om i da su zabiljeZzeni simptomi posljedica nekih drugih faktora poput nedostatka
odredenih nutrijenata poput magnezija, Zeljeza, fosfora ili kalija (McCauley i sur. 2009). Kloroti¢no
Sarenilo koje se pojavilo na nekim biljkama poput rajcica ve¢ 10. dan nakon inokulacije takoder
moze biti posljedica nedostatka cinka (Rudani i sur. 2018.). Nekroti¢ne lezije posebice one na

listovima rajCica koje su uglavnom koncentrirane na rubovima listova mogu nastati zbog
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nedostatka kalija (Prajapati i Modi 2012). Neki simptomi poput pojedinacnih nekroti¢nih lezija na
raznim biljkama i nekroticne pjege na paprikama mogu biti uzrokovane nekim gljivicnim i
bakterijskim biljnim patogenima (Agrios 2005), ali bez dodatnih testiranja nije moguée utvrditi
njihove uzroke. Kombinacija deficijencije nutrijenata i prisutnost nekog drugog patogena su

najvjerojatnije objasnjenje za opazene simptome.

Jedno od objasnjenja za neuspjednu inokulaciju TSWV-om je razgradnja virusa zbog neispravne
pohrane biljnog materijala koji je koristen za inokulaciju. Cestice TSWV-a su termolabilne i
materijal treba biti cuvan u hladnom lancu nakon branja i pohranjen na temperaturi od -80 °C
sve do njegova koristenja u svrhe biotesta (Petrovi¢ i sur. 2021, Skori¢, osobno priopéenje). To
nije uvijek bio slucaj prije i tijekom izrade ovog diplomskog rada. Tkivo je bilo pohranjivano na -
20 °C i -80 °C te je viSestruko odmrzavano i zamrzavano za neke druge potrebe. Uvijek postoji
mogucnost da su rezultati metode RT-PCR bili lazno negativni. U tom slucaju je mozda titar virusa
u tkivu inficiranih eksperimentalnih biljaka bio izrazito nizak i nedovoljan za uspjesno vezanje
pocetnica zbog niske koncentracije kalupa. Vjerojatnost da je doslo do greske prilikom izvodenja
same metode je vrlo mala s obzirom da je pozitivna kontrola u RT-PCR-u uspjeSno umnozena (Slik
a 9.). Najizgledniji zaklju¢ak koji se moZe izvuci je da eksperimentalne biljke jednostavno nisu
uspjesno inokulirane i da su opaZeni simptomi uzrokovani drugim faktorima. Zbog neuspjesnog
biotesta nisu dobiveni bioloski podaci o krugu domacdina, ekspresiji simptoma i sposobnosti

probijanja rezistencije kod rajcice.

Od svih uzoraka s terena samo tri su bila pozitivna na TSWV (Slika 9.). Uvijek postoji moguénost
da su neki uzorci na RT-PCR-u bili lazno negativni i da je ukupan broj inficiranih uzoraka
prikupljenih na terenu veci. Mala koli¢ina virusne RNA u izvornom tkivu, njezina degradacija
tijekom dugoroéne pohrane i gubici tijekom izolacije bili bi najvjerojatniji uzroci potencijalnih
laZzno negativnih rezultata. Degradacija pocCetnica je znatno manje vjerojatna (Lorenz 2012) jer je
u svakom RT-PCR-u pozitivha kontrola uspjeSno umnozena. Kod uzoraka s potencijalno vrlo
niskom koncentracijom kvalitetne virusne RNA uspjeSna amplifikacija bi se mozda mogla dobiti
poveéanjem broja ciklusa, medutim tijekom izrade ovoga rada provedena je i optimizacija
protokola kod koje se pokazalo da povedi broj ciklusa dovodi do velikog broja nespecifi¢nih

amplifikacija.
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Nukleotidni sljedovi fragmenta gena za RNA-ovisnu RNA-polimerazu (RARP) TSWV-a su najsli¢niji
ekvivalentnim sljedovima nekih slovenskih izolata, Sto je takoder potvrdeno i filogenetskom
analizom (Slika 10.). U tom filogenetskom stablu se sva tri hrvatska izolata grupiraju s izolatima iz
Slovenije. Zbog vrlo niskih vrijednosti na ¢vorovima stabla koje su nakon metode samoucitanja
pokazatelji pouzdanosti tog grananja, nije mogucée detaljnije analizirati evolucijske odnosne
izmedu svih ukljuéenih izolata. Najvjerojatniji uzrok niskih “bootstrap” vrijednosti je nedostatak
informativnih mjesta jer su koristeni vrlo kratki parcijalni nukleotidni sljedovi gena za RdRP (oko
200 nt) koji su evolucijski izrazito o¢uvani (Mumford i sur. 1994). Nukleotidni sljedovi su u
potpunosti identi¢ni kod tri hrvatska izolata Sto ukazuje na to da oni potjecu iz iste populacije
unutar Hrvatske. Izolati 104DOT22S i 107DOT22S s iste lokacije se prema tome mogu smatrati
jednim izolatom. Osim toga, slicnost sa slovenskim izolatima vjerojatno ukazuje na porijeklo iz iste
virusne populacije. Vjerojatnije je da svi ti prostorno bliski hrvatski i slovenski izolati potjecu iz iste
populacije virusa koji cirkulira na ovim prostorima nego da su uvezeni iz inozemstva preko npr.
inficiranih sadnica. Kod interpretacije treba imati na umu da se radi o vrlo oéuvanom
nukleotidnom slijedu i da izolati koji potjecu iz razlic¢itih i ¢ak vrlo udaljenih geografskih regija
mogu imati vrlo slicne nukleotidne sljedove sto se vidi iz pojedinih grupacija na filogenetskom
stablu. Velika slicnost nukleotidnih sljedova izmedu izolata porijeklom iz medusobno vrlo
udaljenih geografskih regija moze jednostavno biti odraz visoke evolucijske ocuvanosti i ne mora

nuzno ukazivati na introdukciju iz inozemstva.

Filogenetska analiza izolata 104DOT22S na temelju parcijalnog nukleotidnog slijeda ORF-a za
nukleokapsidni protein N TSWV-a dodatno potvrduje da navedeni izolat najvjerojatnije potjece iz
regionalne populacije virusa odnosno regije koja obuhvaéa Hrvatsku i Sloveniju, te moZda Italiju
(Slika 11.). Zanimljivo je da su izolati iz susjedne Srbije svrstani u sasvim drugu grupu. Ovakvo
grupiranje moglo bi ukazivati na izostanak ili minimalnu sezonsku cirkulaciju virusa izmedu
Hrvatske i Srbije. Filogenetska analiza izolata 104D0OT22S na temelju nukleotidnog slijeda ORF-a
za protein NSm dodatno podupire zaklju¢ak o porijeklu jer se hrvatski izolat takoder grupira s
izolatima iz Slovenije. Ova analiza je pokazala da se 104DOT22S ne grupira s izolatima RB-fenotipa
s iznimkom jednog izolata iz SAD-a. Izolati iz Slovenije s kojima je usko grupiran imaju RI-fenotip.

Nedavno su u literaturi opisani izolati RB-fenotipa u Srbiji koji zbog nepotpunog nukleotidnog
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slijeda za gen NSm nisu ukljuceni u filogenetsku analizu (Petrovi¢ i sur. 2021). U filogenetskoj
analizi na temelju parcijalnog slijeda gena NSm koju su proveli Petrovi¢ i suradnici (2021) srbijanski
izolati RB-fenotipa grupirani su s nekim izolatima iz Spanjolske koji se u filogenetskom stablu (Slika
12.) u ovom diplomskom radu nalaze u posve drugoj grupi od hrvatskih. Ovo upuduje na razli¢ito
porijeklo 104DOT22S i srbijanskih izolata RB-fenotipa odnosno da dolaze iz razli¢itih populacija. Iz
provedenih filogenetskih analiza moZe se zakljuciti da hrvatski izolati potje¢u iz europske
populacije TSWV-a u kojoj nije zabiljezen fenotip probijanja rezistencije kod rajcice te bi potvrda
takvog fenotipa ukazivala na njegovu neovisnu emergenciju. Treba napomenuti da su provedene
filogenetske analize ograni¢ene brojem koristenih izolata (posebice onih s RB-fenotipom) i da se
kod analize nukleotidnih sljedova pojedinacnih gena ne uzimaju u obzir rekombinacijski dogadaji
te izmjene genomskih segmenata do kojih moZe dodi kod virusa sa segmentiranim genomom kao

Sto je TSWV (Lian i sur. 2013, Margaria i sur. 2015).

Analiza aminokiselinskog slijeda proteina NSm TSWV-a za izolat 104DOT22S (Slika 13.) pokazala
je daizolat 104DOT22S ne posjeduje mutacije povezane s nastankom RB-fenotipa koje su opisane

u literaturi Sto upucuje na to da se radi o izolatu divljeg tipa.

Unatoc¢ neuspjeSnom biotestu, rezultati molekularnih analiza hrvatskih izolata TSWV-a pokazuju
da se najvjerojatnije radi o izolatima divljeg tipa u slucaju 104D0OT22S i 107DOT22S, odnosno
izolatima koji ne probijaju rezistenciju kod rajéice. Ovime je hipoteza postavljena na pocetku
istraZivanja opovrgnuta. Cinjenica da se radi o izolatima divljeg tipa je na prvi pogled u sukobu sa
situacijom na terenu gdje su simptomi infekcije TSWV-om zabiljeZeni i kod kultivara rajcica koji se
reklamiraju kao rezistentni. Na pocetku ove rasprave navedeno je da se ti kultivari reklamiraju
kao rezistentni od strane proizvodaca sjemena i da ne postoji potvrda o tome da sadrze gen Sw-
5b koji pruza rezistenciju na TSWV (Qi i sur. 2021). MozZe se zakljuciti da ti kultivari rajcica
najvjerojatnije nisu toliko rezistentni kao Sto se reklamiraju. Alternativho objasnjenje za
simptome opazene na terenu jest sposobnost varijanti TSWV-a divljeg tipa da izazovu simptome
na rezistentnim kultivarima rajéice uslijed infekcije kasnije u sezoni (Skori¢, osobno priopéenje) ili
da kod formiranja simptoma sudjeluje cijeli virom tih biljaka, uz okoliSne faktore. Potonje je i
najvjerojatnije objasnjenje jer je visokoprotocnim sekvenciranjem uzoraka svih izrazito

simptomaticnih rajéica pronaden i virus krumpira Y (potato virus Y, PVY) (Grbin i sur. 2022). PVY
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(rod Potyvirus) je virus s vrlo velikim krugom domacina, a osim u krumpiru, poznat je i kao uzro¢nik
ozbiljnih bolesti rajcica. Stovise, dosadagnji rezultati u okviru projekta u kojem se visokoprotoénim
sekvenciranjem analiziraju viromi rajcica u Hrvatskoj ukazuju na to da su u raj¢icama prisutni vrlo

patogeni nekrogeni sojevi PVY-NTN (Cox i Jones 2010; Grbin i sur. 2022).

Cinjenica da kod hrvatskih izolata opisanih u ovom diplomskom radu nije potvrdena sposobnost
probijanja rezistencije kod rajCice je dobra vijest za povréare koji se bave njezinim uzgojem.
Unatoc tome, situacija na terenu pokazuje da i uobicajene varijante TSWV-a, vjerojatno u sprezi
s ostalim uobicajenim virusima rajéice poput PVY, mogu izazvati znacajnu Stetu pa se preporucuje
uzgoj rezistentnih kultivara kao trenutno najucinkovitija mjera prevencije. Takoder, bilo bi
pozeljno da proizvodaci sjemena testiraju svoje kultivare na prisutnost gena Sw-5b, odnosno da
jasno daju do znanja da na temelju tog podatka oglasavaju rezistentnost svojih proizvoda na

TSWV.
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6. Zakljucak

1. Infekcija TSWV-om potvrdena je molekularnim metodama i korisStenjem bioinformatickih alata
kod tri uzorka rajcice prikupljenih na podrucju Biograda na Moru i Domasinca tijekom 2021. i

2022. godine.

2. Bioloska karakterizacija suspektnih izolata TSWV-a provedena u obliku biotesta nije bila
uspjesna. Eksperimentalne biljke najvjerojatnije nisu uspjesno inokulirane TSWV-om zbog gubitka
infektivnosti uslijed termolabilnosti virusa, odnosno neadekvatne pohrane inficiranog biljnog
tkiva koristenog za inokulaciju. Simptomi opaZeni na eksperimentalnim biljkama su najvjerojatnije
uzrokovani kombinacijom deficijencije pojedinih nutrijenata i/ili infekcijom s nekim patogenom
koji nije virusni. Zbog neuspjeSnog biotesta nije bilo moguce istraziti bioloSke karakteristike
suspektnih izolata TSWV-a poput kruga domadina, ekspresije simptoma i sposobnost probijanja

rezistencije kod rajcice.

3. Analiza nukleotidnih sljedova amplikona i filogenetska analiza na temelju fragmenta regije gena
za RNA-ovisnu RNA-polimerazu pokazala je da su amplificirani nukleotidni sljedovi identi¢ni i da
sva tri izolata najvjerojatnije potjecu iz iste populacije unutar Hrvatske. Na temelju rezultata, dva

izolata porijeklom iz Domasinca mogu se smatrati istim odnosno jednim izolatom.

4. Provedene filogenetske analize pokazuju da se hrvatski izolati usko grupiraju s izolatima iz
Slovenije i Italije Sto najvjerojatnije ukazuje na njihovo porijeklo iz iste populacije unutar regije
koja obuhvaca Hrvatsku, Sloveniju i Italiju. Filogenetska analiza jednog izolata iz Domasinca na
temelju gena za nestrukturni protein NSm TSWV-a pokazala je da izolat dolazi iz populacije u kojoj

pretezito nisu zabiljezeni europski izolati s fenotipom probijanja rezistencije kod rajcice.

5. Analiza aminokiselinskog slijeda proteina NSm TSWV-a kod jednog izolata iz Domasinca

pokazala je da nisu prisutne mutacije povezane s fenotipom probijanja rezistencije kod rajcice.
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Prilog 1. Nukleotidni sljedovi M i S segmenta TSVW-a izolata 104D0OT22S

>104D0T22S_M_segment

AGAGCAATCAGTGCGTCAGAAATATACCTATTATACACTTTGCTAAGAATCAATCAATTACATTACACAAGCTCCTCTACCTTAGGCTGTTGAAC
TCAAAATGTTGACTCTTTTCGGTAATAAGGGGTCTTCTAAGTCTGCCAGAAAGGATGAAGGTCCTTTAGTTTCACTTGCTAAACATAATGGTAA
TGTTGAAGTCTCTAAGCCATGGTCTTCTTCTGATGAAAAGCTTGCTTTGACTAAAGCTATGGATACATCCAAAGGAAAGATACTGTTGAACACA
GAGGGGACATCTTCCTTTGGAACCTATGAATCTGATTCTATCACAGAATCAGAGGGTTATGATCTTTCTGCAAGAATGATAGTAGATACAAACC
ATCATATCTCAAACTGGAAAAATGATCTTTTTGTTGGCAACGGGAAGCAAAACGCAAATAAGGTCATCAAGATCTGTCCAACTTGGGACAGCA
GAAAACAATACATGATGATTTCCAGGATTGTGATATGGGTCTGCCCCACCATACCAAACCCTACAGGGAAACTTGTGGTTGCCCTGGTCGATC
CCAACATGCCATCTGAAAAGCAAGTCATTCTGAAGGGTCAGGGGACGATAACTGATCCTATATGTTTTGTCTTTTATCTGAACTGGTCTATTCC
GAAAATGAATAACACTCCAGAAAACTGCTGTCAGCTGCATTTGATGTGCAGCCAAGAATACAAGAAGGGGGTTTCTTTCGGTAGTGTCATGTA
TTCTTGGACAAAGGAGTTTTGTGATTCACCCAGAGCTGATAAAGATAAAAGTTGCATGGTTATACCTCTAAACAGAGCTATTAGAGCTAGATCT
CAAGCATTCATTGAGGCTTGCAAGCTGATAATTCCTAAAGGGAACAGTGAGAAGCAGATTAAAAGACAGCTTAAAGAATTGAGCTCTAATCTT
GAGAGATCAGTTGAAGAAGAAGAGGAAGGGATTTCTGATAGTGTTGCTCAGTTATCTTTTGATGAAATATAGTACTTTTAGTGTCACTTATTTA
AGCTTAAATTTCTGTTAATTTTGCATTTTAAATCAAAAACCAAACCAAAAACAAAAAAGAAAAACAAAAAATCAAAACAAAAAACAAAAACAA
AATAAGGCTGAAAAGCCAAACTTTGGTCCGAAGACTCTTTTTGTTGTTTTTTGTTTATTTGTATTTTTTGTTTGTTTTTTGTTTATTTTATATATAC
ATAATCTGACTAATGTAGAAGATTGAATCAAATTTAGCCTGTGATAAGCAGACTCAGACAAGGTGAGAGAAATCCATAGGTGGCCTTCGTCTT
GTCATTGTATCTTTCATTAACATAGGGGCTTTGATCTCAGAATCATCATCATCCTCTATCTTGGATCTAGATTTATAAGATTCGTTCTTGACATAT
CCTTTACAAATGGTTGTTAGAATAGAACAGAAATAAATCACAAGGAAAATGAATGCAATAAGCAATATCACTCTGATAGTATCAAAAAATGAG
CCAAAATAACTTGCAATGAAATTGAATGGGCTTTTAATATAATCCCAGAAGCCCCATGCTGAAGAATCAGAATTATATTGTTGCTCTTCATGAG
CATACTCATCATTTTGATCTATTATGTTCTCTGGTTCTTCTACAATAACATTATTGACCAGAACTTCCACAGAAATATCCGGATTGCCTTCTGGAT
ACAATGTCATTTTCTTCTTGTCAGGATTAGCAGAACAAAACATTGTTATGTTGTATTTATTAGATCCTTTTTTAACAGCCAGCTGATAAGTAGAT
AGAGAGCAAGCATCTATAGAAATTGCAGTAGAAAATGTCAAATCTGAGAAAAATTCTAAAATGCAAGATAAACCTTGACCGCATAGAAGACA
GCCGTTGCAATTTAAGCTTGTTGAAGTTATGGAAGGTTTCTTAGGAGCAACTTTAAAAAGATCAGATGGAAGATCAACGACAATTTTGAGTTT
CCCTAAACTGAAAGCTTTTTCCAAGAAAAAACTAGAGAAATCTTTGAAACTAACGGGAATATCTGATATTTGATCTAAACCAGATCTAAATCTG
TATGTATCATATCCGCATGTTTTAATAGTGATTGATTTTTTCCCTATTGCTGCACAATCCCAAGACATGTCATCTCCTTCTAGAGTTTTCTTAGTAA
AAATAGGCACTCCATCATGAGTCAATTGTGGGTGACCAAACATTTTCACAGGATCATTCAGGTTTGCAATATTTCCAGAATAAATATGGCTGTC
AGGTCCATGAGCTATCAGTTCACCTATAGTGATACCATCATTGTGCAAATCTGCTTGTATATCAGCTTGAAACAAGGCAGTTTCATAAGGAACC
TCTTCAGTAATCCTTGAGCACTGACCTCCTAAAATACCAGAAATACAAACATCTGCCACTATAGTTGATTTTAGCACTGAATAAATTCTGTATGA
TTTATCCATGTCATAGATATTCCGACAGAATCCGCATGTGGCACCTTCATTAATTGCAAAACACCAAGCTTCTTCACATCCCCAATAAGAAGTTG
GTGTTATACAAAAATCTTGGAAACCAGTTAAAGCTTGATTTTTTCTGCAAGTGTCACAGTTTCCTGTACAAGTGGAATAAAAATCTGTGTGAGT
GCTTTGGATAGGAGCTGTTGTGTATTTTTCTGACACTTCATAATGAATTCCCACACTTTTGATATAAATCACAAATTTTTTCGCTGTTTCTGAGGT
CTTATCATTTAACATGAATATAGTCCCTCCTCCTCCTAAAAGAGATTGTTCTATCATGTATCTATATTTCCCATCCACAACAGAATCAAAGATCAA
TGACTGTCTAGGCAGAATGTTCTCTGGTATGCTTGTTTCGTTTCTGTTTAGAGAATCTCCTGCAATCATTCCAGAAATTTTGTCTGTACGATTATA
AGAATCTATTATACCATTCCTCAATCTCTTAGCCTCATACAGACCAACCGATGTTAACCCTAAAGAGCTTCCTGTATAATCTGAAAACCCATTAT
ATAAAGGTTTGTTCCGAAATAAATCTAGGTACTCGCAACCCAGTCTGCATTTTATAAGATTATCAATAGATGGGTTTGCAGCACAATTCTGGTT
CTCTATGCAATCATTAGGACCTTCTATAACAATGTTAGTGCCAAAGATACTTTCTATAATTTTATCTTCTTTCACATTACAGTAACATTGATCTTTT
TCTGGGCATTTTTCAAATTTGCTTGTAACCAAAAATGGACAGCCTGGAACATAAAAACATCCACTCAAACATTGGGTAGTTTGAGCCATAGACA
TGGGCATTTGAGACAAAATGATCAAACCTATTAAGATTTCAGTCACAAATTTCATCAAACTAAAGCTCAGCTTAGTGTTCACTATTAGATGGAA
CCATTCCATGCTAGTCCACTTGTGTTTGTTGTAGCCATGATCTGTTTCTTTGGACAATATGGGACACTCTGAAGAATGTTCTTTTGAAGCTTTGC
TTTTGTTGCAGATGCAAATTTTAGTACATTCATGTGTGATTATGCACAAATTGCCACAGTTAGAACATTTAAATGGAAAATATTTCCACAAGCAA
TTTATGAGCAACAAAATAGGGTATGTGATCAAGCCTATAAGATCATACCAGAGAAAGAGGGGTTTGGTTGTCTTGTTTACTAACCACCGGATA
GGGAAATAGATCAACAAAGCTATCAATATTAATCTTATCCAAGAAAAATTGATGCAGGCTGTTTGTTTATAAATGCTTTTTGAATATTTGATTAT
GCAATCTCTAACTCTTTTGTTTGTTTTTGGTATTTTAGCTGATTTGTCACCGCACAAGAGATTGTGCTCACCATCTAACATTTCTTCAGTAAAAGT
GATGCTTGCTGATCCAGAAAAGGATATGACCTTGTGTTCCACATTTTCACCAGGCTTCTTTATCAAATAACCCATGATCTTCTCGGGGCTAGTGA
TGCTAACAGTATAGGGATTGGCAAAGTTCGATTTAGTTATTTTGCAGTCACCAGATAACTTTACAGTTTGTAATGATACTGTTCCATTAGTAGG
GTAAGAGTTATAAGTTATAGGATAATTATCTTGCGTCAGGCTTTCTGAAATGAAGAATTTTGTTCCAACTGAAAAATGCCTTTTGTTGTCAAGTT
TGGTAATGGGAATAACCGGGACTTTGGAGAATCTCTTTGGTAGATTTAAAGAATTGTCACATTTTTCTAAACCTTCCGCTGAATCAGAAACACA
GGAATATATGACACCATTATTTTCCACTTGATAATAAACATTATAAGTGGATATCCCTTTTATCTCACATTTTAATGAAGAAGCATTCAAGCAGT
TGTTAGGAAGATCTGAGACAGAGATTGTTTTTTGCGTAGTTGACTCAGCAAAAATAGGGATGGTTGATCCCTCTTCTCGTATCTGACGGGTTCC
AGGAGTCTGAGATTCTAGCATCAGATTAGTCAAAGTCTCCAAGATAGCCTTGCGTTGAATCGATGCAGCAGTAGGTACTTCATTCTCAGCAGA
ATCATCATAAACCTCAGGATGGTCTCCACGAATTATTTCTACTTTGGCATCTGTGGCTTTGAAGATCAAGAATGCCAACAAGACAGAACTCAGG
GCAATTGTGAAAAGACTCAATTTTATCACTAGTTCTAGTAGTTTTAAAATTCTCATCTTAGACGTCTGCTCAGATTATAATGGTTATATGATTAAT
TTCAAGATGTCTGGATTAAGGTTTTTGTTTGCACTGATTGCTCT




>104D0OT22S_S_segment

AGAGCAATTGTGTCATAATTTTATTCTTAATCAAACCTCACTTAGAAAATCACAATACTGTAATAAGAACACAGTACCAATAACCATAATGTCTT
CAAGTATTTATGAGTCGATCATTCAGACAAGAGCTTCAGTCTGGGGATCAACTGCATCTGGTAAAGCTGTTGTAGATTCTTACTGGATTCATGA
ACTTGGTACTGGTTCTCAACTAGTTCAGACCCAACTGTATTCTGATTCAAGAAGCAAAAGTAGCTTTGGCTATACTGCAAAAGTAGGGGATCTT
CCTTGTGAAGAAGAAGAGATTCTTTCTCAGCATGTGTATATCCCTATTTTTGATGATATTGATTTTAGCATCAATATTGATGACTCTGTTCTGGC
ATTATCTGTTTGCTCAAATACAGTCAATGCTAATGGAGTGAAACATCAAGGTCATTTGAAGGTTTTGTCTCCTGCTCAGCTCCACTCTATTGGGT
CTATCATGAACAGATCTGATATTACGGATCGATTCCAGCTCCAGGAAAAAGATATAATTCCCAATGACAGATACATTGAAGCTGCAAACAAAG
GCTCTTTGTCTTGTGTCAAAGAGCATACCTATAAGGTCGAGATGTGCTATAATCAAGCTTTAGGCAAAGTGAATGTTCTATCTCCTAATAGAAA
TGTCCATGAATGGCTGTACAGTTTCAAGCCAAATTTCAATCAAGTTGAAAGCAACAACAGAACTGTGAATTCTCTTGCAGTGAAATCTCTGCTC
ATGTCAGCAGAAAACAACATCATGCCTAACTCTCAAGCTTTTGTCAAAGCTTCCACTGATTCTCATTTCAGGCTGAGCCTCTGGCTAAGGGTTCC
AAAGGTTTTGAAGCAGATTTCCATTCAGAAATTGTTCAAGGTTGCAGGAGATGAAACAAATAAAACATTTTATTTATCTATTGCCTGCATTCCA
AACTATAACAGTGTTGAGACAGCTTTAAACATTACTGTTATTTGCAAACATCAGCTCCCAATTCGTAAATTTAAAGCTCCTTTTGAATTATCAAT
GATGTTTTCTGATTTAAAGGAGCCTTACAACATTGTTCATGATCCTTCATATCCCCAAAGGATTGTTCATGCTCTGCTTGAAACTCACACATCTTT
TGCACAAGCTCTTTGCAACAACTTGCAAGAAGATGTGATCATCTACACCTTGAACAACCATGAGCTAACTCCTGGAAAGTTAGATTTAGGTGAA
AAAACCTTGAATTACAGTGAAGATGCCTACAAAAGGAAATATTTCCTTTCAAAAACACTTGAATGTCTTCCATCTAACACACAAACTATGTCTTA
TTTAGACAGCATCCAAATCCCTTCCTGGAAGGTAGACTTTGCCAGGGGAGAAATTAAAATTTCTCCGCAATCTATTTCAGTTGCAAAATCTTTGT
TAAAGCTTGATTTAAGCGGGATCAAAAAGAAAGAATCTAAGATTAAGGAAGCACAGGCTTCAGGATCAAAATGATCTTGCTGTGTCCAGCTTT
TTCTAATTATGTTATGTTTATTTTCCTCCTTTACTTATAATTATTTCTCTGTTTGTCATTTCTTTCAAATTCCTCCTGCCTAGTAGAAACCATAAAAA
CAAAAATAAAAATAAAATAAAATCAAAATAAAATAAAAATCAAAAAATGAAATAAAAACAACAAAAAATTAAAAAACAAAAAACCAAAAAAG
ATCCCGAAAGGGACAATTTTGGCCAAATTTGGGTTTTGTTTTITGTTTTTTGTTITTTTGTTTTTTGTTTTTTATTTTTATTTTTTATTTTTTATTTTACT
TTATTTTATTTTTATTTGTTTTTATTTTATGTTTTTTGTTGGTTTTTTATTATGTTATTTATTAAGCACAACACACAGAAAGCAAACTTTAATTAAAC
ACACTTATTTAAAATTTAACACACTAAGCAAGCACAAGCAATAAAGATAAAGAAAGCTTTATATATTTATAGGTTTTTTTTATAGTTTAACTTAC
AGCTGCTTTTAAGCAAGTTCTGCGAGTTTTGCCTGTTTTTTAACCCCAAACATTTCATAGAACTTGTTAAGAGTTTCACTGTAATGTTCCATAGCA
ATACTTCCTTTAGCATTAGGATTGCTGGAGCTAAGTATAGCAGCATACTCTTTCCCCTTCTTCACCTGATCTTCATTCATTTCAAATGCTTTGCTTT
TCAGCACAGTGCAAACTTTCCCTAAGGCTTCCCTGGTGTCATACTTCTTTGGGTCGATCCCAAGGTCCTTGTATTTTGCATCCTGATATATAGCC
AAGACAACACTGATCATTTCAAAGCTATCAACTGAAGCAATAAGAGGTAAGCTACCTCCCAGCATTATGGCAAGCCTCACAGACTTTGCATCAT
CAAGAGGTAATCCATAGGCTTGAATCAAAGGGTGGGAAGCAATCTTAGATTTGATAGTATTGAGATTCTCGGAATTCCCAGTTTCCTCAACAA
GCCTGACCCTGATCAAGCTATCAAGCCTTCTGAAGGTCATGTCAGTGGCTCCAATCCTGTCTGAAGTTTTCTTTATGGTAATTTTACCAAAAGTA
AAATCACTTTGCTTAATAACCTTCATTATGCTCTGACGATTCTTCAGGAATGTCAGACATGAAATAACACTCATCTTTTTGATCTGGTCAAGGTTT
TCCAGACAAAAAGTCTTGAAGTTGAATGCTACCAGATTCTGATCTTCCTCAAACTCAAGGTCTTTGCCTTGTGTCAACAAAGCAACAATGCTTTC
CTTAGTGAGCTTAACCTTAGACATGATGATCGTAGAAGTTGTTATATGCTTTGACCGTATGTAACTCAAGGTGCAAAAGTACAACTCTGTATCC
CGCAGTCGTTTCTTAGGGTTTTAATGTGATGATTTGTAAGACTGAGTGTTAAGGTTTGAATAAAATTGACACAATTGCTCT

Prilog 2. GenBank pristupni brojevi sljedova koristenih u filogenetskoj analizi na

temelju parcijalnog ORF-a gena za protein N

KM096536, KM096537, KM096541, AY856344, HQ406983, HQ406903, HE600703, AY598831,
DQ915948, GU369726, KC261952, KJ139671, KC261949, KC294570, KP684518, AB010997,
KM365066, KC494484, KP008131, KMO096540, GU369721, GU369729, AJ297610, D13926,
AJ297609, MW067015, MW067023, MW067014, GQ373173, AJ296599, AJ297611, AF020660,
FR693053, FR693255, AB277582, EF195228, AY744468, AF064469, AF020659, AY744479,
DQ376180, L20953, AF306490, OL471948, OL471951, OLA71954, S54325.



Prilog 3. GenBank pristupni brojevi sljedova koristenih u filogenetskoj analizi na

temelju potpunog slijeda ORF-a gena za protein NSm

HMO015523, HM015524, FM163370, HM015518, HM015522, HM015513, FM163371, KC261954,
KC261957, KC261960, AY744488, AY744489, AY870389, AY744482, AF208498, KU552117,
KM657117, FM163372, FM163373, HM581941, KC261966, AF208497, HQ830188, HQ830185,
HM015517, HM015519, HM015520, HM015521, HM015515, HM015516, OL471947, OL471950,
OL471953, AF213674, HQ537114, AY744492.

Prilog 4. Konsenzus - sljedovi fragmenta gena za RARP TSWV-a.

>104D0T22S

GTTTTAGCTATCATATTAAATCCAATTTTAACTACTGGTGAAGCTAGTTTAATGATAGAATGCATTTTAATGTATGTT
AAATTGAAGAAGGTTTGTATACCAACAGATATTTTTTTGAATCTAAGAAAAGCTCAAGGAACTTTTGGGCAAAATG
AAACTGCTATAGGACTTTTGACTAAAGGTTTGACAACAAACACATACCCTGTTAGCATGAATTGGTTGCAAGGC

>107D0OT22S

GCTATCATATTAAATCCAATTTTAACTACTGGTGAAGCTAGTTTAATGATAGAATGCATTTTAATGTATGTTAAATTG
AAGAAGGTTTGTATACCAACAGATATTTTTTTGAATCTAAGAAAAGCTCAAGGAACTTTTGGGCAAAATGAAACTG
CTATAGGACTTTTGACTAAAGGTTTGACAACAAACACATACCCTGTTAGCATGAATTGGTTGCAAAGGCAAT

>5258TT21S

GCTATCATATTAAATCCAATTTTAACTACTGGTGAAGCTAGTTTAATGATAGAATGCATTTTAATGTATGTTAAATTG
AAGAAGGTTTGTATACCAACAGATATTTTTTTGAATCTAAGAAAAGCTCAAGGAACTTTTGGGCAAAATGAAACTG
CTATAGGACTTTTGACTAAAGGTTTGACAACAAACACATACCCTGTTAGCATGAATTGGT
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(Cambridge English: First). U ¢etvrtom razredu gimnazije osvojio sam 5. mjesto na DrZzavnom
natjecanju iz filozofije. Nakon zavrSetka gimnazije upisao sam i zavrSio Preddiplomski studij
molekularne biologije na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu te sam
nakon toga upisao Diplomski studij molekularne biologije. Tijekom studija bio sam demonstrator
na kolegiju Zoologija, sudjelovao sam nekoliko puta na Noci biologije i odradio dvije Laboratorijske
strucne prakse te Stru¢nu praksu na fakultetu, Klinici za infektivne bolesti “Dr. Fran Mihaljevi¢” i

u Inovagenu (Animlabs).



