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1. Uvod

Uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 ili Grapevine leafroll-asociated virus 3
(GLRaV-3) jedan je od najvaznijih i najvise proucavanih virusa iz skupine u koju spadaju virusi
uvijenosti lista vinove loze. Virusi ove skupine uzrokuju bolest uvijenosti lista vinove loze
(grapevine leafroll disease — GLD), a GLRaV-3 univerzalno je smatran glavnim uzro¢nikom
ove bolesti (Burger i sur. 2017). Tako geneticki vrlo raznolika skupina virusa, vecina spada u
rod Ampelovirus, porodicu Closteroviridae, s dva virusna izolata koja ne spadaju u navedenu

klasifikaciju (Maree i sur. 2013).

Vinova loza, Vitis spp. iz porodice Vitaceae, jedna je od znacajnijih biljnih vrsta od
velike agronomske vaznosti, a Vitis vinifera istaknuta je kao jedina vrsta roda Vitis koja se
koristi u vinskoj proizvodnji na globalnoj razini (This i sur. 2006). Osim Vitis vinifera,
Euroazijske vinove loze, u modernoj vinskoj industriji koriste se i druge vrste vinove loze kao
Sto su Vitis labrusca, Muscadinia rutundifolia, Vitis amurensis 1 nekoliko hibridnih vrsta (Naidu
i sur. 2014). Kultivacija Vitis vinifera, visegodiSnje drvenaste biljke, zapocela je prije 6000 do
8000 godina na podrucju Bliskog Istoka, a opisana je kao autohtona vrsta na podrucju Euroazije
(This i sur. 2006). Tijekom svog postojanja i kultivacije, vinova loza koegzistirala je s brojnim
patogenim organizmima i smatra se virusima najpodloznijom viSegodisnjom vo¢kom sa oko 60
identificiranih vrsta iz 20 razli¢itih rodova (Rayapati i sur. 2008). Iako su poznati brojni
patogeni koji uzrokuju bolesti, kako na vinovoj lozi tako i na drugim povoljnim domacinima,
GLRaV su vezani isklju¢ivo za vinovu lozu, a drugi povoljni domacin za ovaj virus nisu
identificirani (Almeida i sur. 2013). Virusi uvijenosti lista vinove loze potencijalno potjecu iz
“Starog svijeta“ otkud su se prosirili svim znacajnijim kultivacijskim regijama svijeta (Burger
1 sur. 2017). ProSlost otkrivanja virusa i njegova prisutnost u vinovoj lozi sastojala se od
opisivanja simptoma virusne infekcije na vinovoj lozi kao prvih zapisa opazanja bolesti.
Najraniji zapisi o simptomatologiji bolesti datiraju od pocetka 20. stoljeca zapisani u talijanskoj
1 francuskoj literaturi (Maree 1 sur. 2013). Neposredno prije po€etka 20. stoljeca, prikupljeni 1
ocuvani herbarijski primjerci vinove loze sa Sicilije, posluzili su kao uvid u viroloSku situaciju
1880-1h godina. Martelli i Piro (1975) opisali su opazanja karakteristika herbarijskog materijala
koji je ukazivao na prisutnost simptoma povezanih s boles¢u vinove loze. Istrazivanja u
proSlosti su bila usmjerena prema otkrivanju uzroka same bolesti $to je nesumnjivo bilo
potvrdeno otkrivanjem virusa u vinovoj lozi elektroskopskom mikroskopijom kada su u tankom
presjeku floema pronadeni virioni nalik closterovirusima (Namba 1 sur. 1979). Od tada su
istrazivanja ve¢inom bila fokusirana na karakteristike samog virusa $to je dovelo do otkrivanja

razli¢itih virusnih izolata i sve obuhvatnije spoznaje o genetickoj raznolikosti GLRaV §to ¢e
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biti detaljnije opisano u zasebnom poglavlju. Virusna bolest uvijenosti lista vinove loze (GLD)
¢esto je smatrana najraSirenijom virusnom bolesti vinove loze, a prema negativnom utjecaju na
kvalitetu vina usporediva je s bolestima vinove loze uzrokovanim vrlo zna¢ajnim patogenima
kao Sto su gljivice (Erysiphe necator i dr.) 1 bakterije (Agrobacterium vitis 1 dr.) (Rayapati i sur.
2008; Armijo i sur. 2016). S obzirom da je ova skupina virusa prisutna u vinogradima diljem
svijeta, a bolest koju uzrokuju stvara ekonomske gubitke i smanjuje kvalitetu vina, posebna
pozornost u znanstvenim istrazivanjima posvecena je metodologiji upravljanja vinogradima
kako bi se kontrolirali negativni utjecaji virusa i umanjili ekonomski gubitci (Ricketts 1 sur.
2015, Bell i sur. 2018). Takoder, u istrazivanjima o interakcijama izmedu virusa, domacina i
vektora koji sudjeluju u zivotnom ciklusu GLRaV, kao jedan od glavnih ciljeva, od spoznaje
uzrocnika bolesti pa do danas, ostaje otkrivanje novih znanja i alata koji bi omoguc¢ili adekvatnu

borbu protiv GLD i GLRaV-3.

U daljnjem tekstu sistematiziranom u poglavlja, sakupljena su dosadaSnja saznanja o
samoj virusnoj bolesti, simptomatologiji, geneti¢koj raznolikosti virusa, interakcijama virusa s
domacinom, vrstama virusnih vektora i njthovom doprinosu epidemiji virusa, utjecaju virusne
prisutnosti u vinogradima kao i najbolji nacini upravljanja vinogradima kako bi se kontrolirala
virusna infekcija 1 smanjili ekonomski gubitci. S posebnim naglaskom opisani su 1 fizioloski
parametri koji su vazni u proucavanju virusnih infekcija biljaka u kontekstu dosadaSnjih

saznanja o utjecaju GLRaV-3 na fiziologiju vinove loze.
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1.1. Genetic¢ka raznolikost GLRaV

Nakon §to je elektronskim mikroskopom potvrdena prisutnost patogenih
mikroorganizama nalik klosterovirusima u floemu biljnog materijala (Namba 1 sur. 1979),
seroloskim 1 molekularnim istrazivanjima potvrdeno je postojanje razli¢itih vrsta virusa koji su
kategorizirani i prikladno nazvani na Medunarodnom odboru za taksonomiju virusa (ICTV)
(Martelli i sur. 2012). Kasnijim istrazivanjima otkriveni su novi virusi i predlagane su nove
sistematizacije Sto je rezultiralo identifikacijom i opisivanjem sveukupno 11 (ne ukljucujuci
GLRaV-8) razlicitih vrsta virusa. Do danas nije poznata druga virusna bolest drvenastog voca
koja posjeduje toliko veliku raznolikost virusa povezanih sa njezinom etologijom $to je
potaknulo niz rasprava o kredibilnosti same sistematizacije 1 detekcije virusa (Martelli 1 sur.
2012). U sistematsku kategoriju Closteroviridae spada sveukupno 11 virusa: GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3 GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6, GLRaV-7, GLRaV-9, GLRaV-Pr,
GLRaV-De i GLRaV-Car od kojih su GLRaV-5, -6, -9, -Pr, -De i Car naknadno definirani kao
sojevi GLRaV-4 na temelju podudarnosti u veli¢ini genoma i genetickoj organizaciji. Porodica
Closterovidae sadrzi tri roda koji su povezani sa GLD. Rod Ampelovirus sadrzi vrste GLRaV-
I, -3 1 -4, rod Closterovirus sadrzi vrstu GLRaV-2 a rod Velarivirus vrstu GLRaV-7.
Naknadnim ispitivanjima bioloskih i molekularnih kriterija ustanovljeno je da se rod
Ampelovirus dijeli na dvije podgrupe. Podgrupa I uklju¢uje GLRaV-1 i -3, dok podgrupa II
ukljuc¢uje GLRaV-4 i njegove sojeve (Martelli i sur. 2012).

GLRaV-3 genom u potpunosti je opisan po prvi put iz juznoafriCkog izolata GP18 iz
¢ega je uspostavljeno da se virus sastoji od otprilike 18 500 nukleotida (Maree i1 sur. 2008).
Genom GLRaV-3 najdulji je 1 najkompleksniji od svih srodnih virusa, a sadrzi 13 otvorenih
okvira Citanja (ORF — open reading frame) koji predstavljaju regije genoma koje se mogu
translatirati, a klju¢ne su u ekspresiji gena (Maree 1 sur. 2013). Istrazivanja o funkcionalnosti
proteina kodiranih od strane odgovaraju¢ih ORF-a pokazala su razli¢ite uloge pojedinih regija
genoma GLRaV-3 virusa, dijelom temeljenih i na znanju prikupljenom pri proucavanju drugih
virusa iz porodice Closteroviridae (Burger i sur. 2017). ORF1 zasluzan je za kodiranje proteina
povezanih sa replikacijom samog virusa koji tvore replikacijski genski blok (RGB)
karakteristi¢an za viruse ove porodice. Takoder, ORF1 je povezan sa osobinama virusa kao §to
su invazivnost i moguénost sistemskog Sirenja zaraze (Ling i sur. 2004; Burger i sur. 2017).
Osim ORF1 regije genoma GLRaV-3 virusa, istaknute regije genoma su ORF4 koji kodira za
protein HSP-70 (heat shock protein 70 homologue) i ORF6 koji kodira za protein CP (coat

protein). Oba proteina su prepoznata kao vazni ¢imbenici pri kretanju virusa izmedu stanica
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domacina, u ovom slucaju vinove loze, a spadaju u dio genomskog bloka koji se naziva
quintuple gene block (QGB) (Dolja i sur. 2006; Naidu 1 sur. 2013, Burger i sur. 2017).
Klasifikacija izolata radena je na filogenetskim istrazivanjima vezanim uz tri spomenuta gena
GLRaV-3 koja kodiraju za sintezu tri razli¢ita proteina: CP — coat protein, HSP70 — heat shock
protein i RARp — RNA dependent RNA polymerase (Burger i sur. 2017). Upravo te regije
genoma koriStene su u ranim istrazivanjima genetske varijabilnosti i strukture populacije
GLRaV-3 virusa gdje su rezultati ukazivali na mijeSane infekcije u 10-15 % uzoraka,
insinuirajuci na razlicite izolate istog virusa nastale iz mogucih rekombinacijskih dogadaja u
genomu virusa (Turturo i sur. 2005). Do 2013. godine opisani su potpuni genomi 10 razli¢itih
GLRaV-3 izolata (Maree i sur. 2013), a razvojem tehnologije i usavrSavanjem metoda u
narednim godinama otkriveni su dodatni izolati (Diaz Lara i sur. 2018; Thompson i sur. 2019).
Potpuna klasifikacija GLRaV-3 izolata predloZena je na temelju filogenetskih analiza 1
obuhvaca osam definiranih grupa (I-VIII) kategoriziranih u Cetiri odgovarajucée supergrupe (A-
D). Izolati svrstani u grupe od I do V smatrani su monofiletskom grupom svrstanom u
supergrupu A. Izolati iz grupe VI genetski su raznovrsniji od izolata iz supergrupe A, ali takoder
su monofileticki 1 spadaju u supergrupu B. Supergrupe C i D predstavljene su svaka sa jednom
grupom izolata i s najmanje podataka, ali su takoder monofiletske i sastoje se od izolata
svrstanih u grupe VII i VIII (Maree i sur. 2015). Klasifikacija je dodatno dopunjena kada je
utvrdeno postojanje filogenetske grupe XI sa izolatom ID45 (Thompson i sur. 2019). Nadalje,
upotrebnom novog ekstenzivnog alata, koji je osposobljen identificirati 1 opisati sve do tad
poznate GLRaV-3 varijante, definirana je i filogenetska grupa X opisana sa 5 izolata (Diaz-
Lara 1 sur. 2018). Kako tehnologija napreduje, a kolektivno znanje o populacijskoj genetici
GLRaV-3 virusa raste, postoji velika moguc¢nost da ¢e se ovaj trend reorganizacije, otkrivanja

1 redefiniranja nastaviti i u budu¢nosti.
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1.2. Simptomatologija GLD

U skladu s kompleksnom raznoliko$¢u virusa uzro¢nika ove bolesti, sama bolest
uvijenosti lista vinove loze predstavlja izazov u opisivanju simptomatologije u razli¢itim
kultivarima vinove loze. Naime, karakteristike koje sluze kao indikatori prisutnosti GLRaV u
vinovoj lozi, snazno variraju u razli¢itim kultivarima, pri razli¢itim klimatskim zonama i
tijekom razlicitih perioda uzgoja (Maree i sur. 2013). Nadalje, simptomi nisu prisutni u svim
vrstama vinove loze koje se koriste u proizvodnji vina. U nekih vrsta vinove loze simptomi
bolesti su izrazeni (europski kultivar Vitis vinifera), dok veliki broj drugih kultivara (euroazijski
kultivar Vitis labrusca 1 americki kultivar Muscadinia rutundifolia) predstavljaju inficirane
domacine bez vidnih simptoma bolesti (Naidu i sur. 2014). Od svih virusa pridruzenih bolesti
uvijenosti lista vinove loze, GLRaV-3 prepoznat je kao glavni uzro¢nik te bolesti, ali 1 glavni
¢imbenik povezan sa pojavom simptoma u bolesnim kultivarima (Burger i sur. 2017). Postoje
dvije faze bolesti u kontekstu pojave simptoma koje su u skladu sa fenoloskim fazama razvoja
vinove loze. Razlikuju se asimptomatska faza, prije pocetka dozrijevanja plodova i
simptomatska faza, gdje dolazi do pojave simptoma bolesti u razdoblju dozrijevanja plodova
(Naidu i sur. 2015). Glavna distinkcija u simptomatologiji bolesti napravljena je izmedu crvenih
1 bijelih kultivara Vitis vinifera (Rayapati i sur. 2008). Crveni kultivari imaju simptome koji su
vizualno izrazeniji od simptoma u bijelih kultivara. Na pocetku sezone simptomi se ocituju vrlo
suptilno, u formi kasnijeg pocetka razvoja pupova i mladica. Opcenito simptomi bolesti postaju
vidljivi tek u ljetnim mjesecima (kasni srpanj ili rani kolovoz) i lakSe su uoc€ljivi na crvenim
kultivarima, posebice ako je infekcija uparena sa vodnim stresom (Maree 1 sur. 2013). Simptomi
kod crvenih kultivara podrazumijevaju promjenu boje listova iz zelene u tamno crvenu, gotovo
ljubicastu boju, koja najprije zahvaca podrucja izmedu provodnih Zila zrelih listova, ostavljajuci
zile listova karakteristi¢no zelene boje (Slika 1). Medutim, listovi nekih crvenih kultivara mogu
u cijelosti promijeniti boju, ukljuujuéi primarne i sekundarne provodne zile. Kako sezona
napreduje, tako se obojanost listova intenzivira, ostavljaju¢i mali dio tkiva lista uz provodnu
zilu zelene boje. Napredovanje simptoma bolesti podjednako je za crvene 1 bijele kultivare,
Sire¢i se sa zrelih listova pri bazalnom dijelu jedinke prema mladim listovima na vr$nom dijelu
biljke. Naposljetku, listovi pocinju gubiti svoj oblik i prema kraju sezone dolazi do uvijanja
dobila i ime (Rayapati i sur. 2008; Maree 1 sur. 2013). Simptomatologija u bijelih kultivara se
razlikuje u znacajnoj mjeri od prethodno navedenih simptoma u crvenim kultivarima. Glavnina

simptoma bijelih kultivara vezana je za suptilnu promjenu u boji listova iz zelene u svijetlo zutu
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(Slika 1). Takoder, kloroti¢ni izgled listova koji neravnomjerno zahvacéa podrucja izmedu
provodnih zila listova je lako uocljiv simptom kao i uvijanje listova potkraj sezone. Navedeni
simptomi se vrlo sporadi¢no pojavljuju u nekim bijelim kultivarima vinove loze, dok se uopce
ne manifestiraju u drugim kultivarima (Rayapati 1 sur. 2008; Maree 1 sur. 2013; Naidu 1 sur.
2014; Burger i sur. 2017). Kompleksnost i neuniformnost simptoma bolesti pridonose i
¢imbenici kao S§to su starost vinograda, stadij infekcije, kompleks virusa prisutnih u biljci,
abioti¢ki ¢imbenici 1 mnogi drugi faktori (Martelli 2014). Detekcija bolesnih jedinki u
vinogradu temeljena na vizualnim informacijama je Cesto koriStena praksa u vitikulturi.
Medutim, opisivanje simptoma i razumijevanje varijabilnosti njihove pojavnosti nije dovoljno
za dublje spoznaje o virusu i zaustavljanje infekcije. Osim §to je vizualna detekcija u bijelim
kultivarima gotovo nemoguca (Maree 1 sur. 2013) taj pristup je neadekvatan i za velik broj

crvenih kultivara s obzirom da nutritivni poremecaj (nedostatak kalija), mehanic¢ka oStecenja 1

drugi ¢imbenici mogu uzrokovati promjenu boje listova koja nalikuje na simptome GLD (Naidu

isur. 2014).

Slika 1. Klasi¢ni simptomi bolesti uvijenosti lista vinove loze uzrokovane GLRaV-3 u crvenom
kultivaru Vitis vinifera cv Cabernet franc (lijevo) 1 bijelom kultivaru Vitis vinifera cv
Chardonnay (desno). Preuzeto iz Maree i sur. (2013).

Ipak, postoje odredeni kultivari vinove loze koji bolje od ostalih razvijaju simptome virusne
bolesti. Za GLRaV-3 to su: Merlot, Pinot Noir i Cabernet Franc. Ove biljke, uzgojene na

vlastitom korijenju koriste se kao bioloski indikatori zaraze s GLRaV te se upotrebljavaju kao
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pouzdani indikatori GLD u sklopu kompleksnih programa proizvodnje certificiranog zdravog

sadnom materijala.

1.3. Nacini prijenosa GLRaV-3

Glavni nacin prijenosa GLRaV-3 je putem inficiranog biljnog materijala koji se koristi
za potrebe vegetativnog razmnozavanja loze cijepljenjem (kalemljenjem). Metode propagiranja
vinove loze koje su zasnivane na odrzavanju integriteta kultivara i o¢uvanju sortnih svojstava
loze predstavljaju problem u Sirenju zaraze na velike udaljenosti, a inficirani materijal glavni je
uzrok uvodenja virusne zaraze u zdrave vinograde (Naidu 1 sur. 2014). Iako prenoSenje virusa
izmedu zdravih i oboljelih jedinki u vinogradu mehanickim radnjama nije zabiljezeno, njegovo
progresivno Sirenje vinogradima ukazuje na vektorsko Sirenje zaraze (Almeida i sur. 2013).
Glavni nacin prijenosa GLD unutar vinograda odvija se uz pomo¢ vektora (Naidu i sur. 2014).
Prvi otkriveni vektor koji prenosi GLRaV-3 na zdrave jedinke vinove loze pri kratkim
udaljenostima je Pseudococcus ficus (Engelbrecht 1 Kasdorf 1990). Od tada do danas opisan je
veliki broj vektorskih Stitastih usi (Coccidae 1 Pseudococcidae) koji prenose pojedine viruse
ove bolesti, izuzev GLRaV-2 i GLRaV-7 za koje nije ustanovljeno postojanje prenositelja
(Naidu i sur. 2014). Stitaste usi insekti su koji se hrane floemskim sokom vinove loze, a
posjeduju usni aparat koji im omogucuje adekvatno sisanje biljnih sokova (Daane i sur. 2012).
Vektori ove bolesti razlikuju se po Sirenju bolesti na temelju njihova spola, a s obzirom da Zenke
jedine imaju usni aparat adekvatan za hranjenje asimilatima iz floema. Medutim, zenke za
razliku od muzjaka ne posjeduju krila Sto ih limitira u Sirenju bolesti, ali utjecajem vjetra,
kretanjem radnika u vinogradu i drugim sredstvima, vektori mogu biti transportirani na prili¢no
znacajne udaljenosti (Naidu i sur. 2014). S obzirom da vizualni znakovi bolesti znacajno
variraju, potrebne su sigurnije metode detekcije bolesnih jedinki kako bi se degradacija
vinograda smanjila 1 kvaliteta proizvedenog vina odrzala na zadovoljavajucoj razini. Metode
detekcije koje se najviSe koriste su biolosko indeksiranje, seroloske analize, metode bazirane
na nukleinskim kiselinama poput lan¢ane reakcije polimeraze i u novije vrijeme sekvenciranja

nove generacije (Maree i sur. 2013).
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1.4. Interakcija virus - vinova loza

Bolest uvijenosti lista vinove loze definirana je s tri osnovne bioloske komponente:
kompleks virusa Closteroviridae (najproucavaniji GLRaV-3), vinova loza koja predstavlja
biljku domacina i vektorski organizmi (Coccidae 1 Pseudococcidae) (Almeida i sur. 2013). S
obzirom na zivotni ciklus i strategiju infekcije, patogeni organizmi okarakterizirani su kao
biotrofni, nekrotrofni ili hemibiotrofni. Virusi u pravilu ne ubijaju svoje domacine ve¢ koriste
postojece mehanizme biljne stanice kako bi modificirali metabolicke procese u svrhu
reprodukcije Sto ih ¢ini obligatnim biotrofima (Glazebrook 2005). Biljni virusi mogu u¢i u
medustanicni prostor biljnih stanica gdje postaju direktno povezani sa citoplazmom i stani¢nim
organelima $to formira osnovu njihove infekcijske strategije (Hernandez i sur. 2015). S
obzirom da virusi nemaju moguénost penetracije kroz stani¢ne zidove biljke, njihov ulazak u
organizam potpomognut je vektorskim organizmima, u ovom slucaju Stitastim uSima (Armijo i
sur. 2016). Takoder, postupci kalemljenja predstavljaju znacajan nacin ulaska GLRaV-3 u
biljku vinove loze s obzirom da virusi vrlo lako migriraju floemom iz inficirane podloge u
nakalemljenu plemku (Martelli 2014). Jednom kada su virusi prisutni u citoplazmi biljne
stanice, dolazi do rastavljanja virusa i otpustanja genoma koji nosi uputu za stvaranje proteina
vaznih za replikaciju, kretanje virusa izmedu biljnih stanica i sl. (Zaitlin i sur. 1987). GLRaV-
3 virus je ss(+)RNA $to znaci da nakon otpustanja genoma u citoplazmu, odmah moze zapoceti
proces translacije, a prvenstveno se translatiraju proteini helikaze, proteinaze i polimeraze
(Armijo 1 sur. 2016). Nadalje, procesom transkripcije stvaraju se strukturalni proteini bitni za
sastavljanje novih virusnih jedinki, medustani¢no kretanje 1 translokaciju virusa (Lucas 2006).
U GLRaV-3, podrucje unosa 1 replikacije je u floemu, otkud se virus pasivnim kretanjem Siri
po vinovoj lozi Sto uzrokuje nastanak novih infekcijskih srediSta te postizanje sistemske

infekcije biljke (Armijo 1 sur. 2016).
1.4.1. FizioloSki odgovori vinove loze na infekciju

Prisutnost 1 replikacija virusa moZe imati znacajne posljedice na domacina, ali ve¢ina
simptoma uzrokovana je sekundarnim procesima u biljkama kao odgovor na prisutnost virusa
(Zaitlin 1 sur. 1987). Glavni fizioloSki odgovori vinove loze na infekciju GLRaV-3 vezani su
uz fiziologiju listova 1 plodova, a procesi koji pokazuju promjene u bolesnim jedinkama u
odnosu na kontrolne jedinke, vezani su uz fotosintezu i metabolizam ugljikohidrata. Promjene
u fiziologiji listova postaju najzraZenije prilikom faze dozrijevanja plodova vinove loze kada

dolazi 1 do uoc€ljivih promjena na listovima (ve¢inom kod crvenih kultivara) iako je GLRaV-3
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prisutan u biljci i tijekom asimptomatskog perioda (Naidu i sur. 2015). Prisutnost GLRaV-3 u
vinovoj lozi znatno smanjuje stopu fotosinteze, stomatalnu provodljivost i stopu transpiracije
listova (Bertamini i sur. 2004). Medutim, utjecaj GLRaV-3 na fiziologiju vinove loze nije u
potpunosti razjasSnjen, a novija istrazivanja pokazuju kako je inhibicija fotosinteze zapravo
rezultat akumulacije ugljikohidrata u listovima (Halldorson i Keller 2018). Isto istrazivanje
pokazalo je kako su karakteristicni GLD simptomi na listovima rezultat neprohodnosti
vaskularnih elemenata zbog velikog broja virusa Sto otezava translokaciju ugljikohidrata
prilikom dozrijevanja plodova te posljedi¢no povecanu koli¢inu ugljikohidrata u listovima.
Prisutnost povecane koncentracije ugljikohidrata u listovima rezultira pojacanom biosintezom
antocijanina (crvena obojanost listova) i stvara razliku u osmotskim tlakovima stanica
parenhima listova §to uzrokuje Sirenje gornjeg sloja stanica i uvijanje listova (Halldorson i
Keller 2018). Istrazivanja provedena na izoliranim tilakoidima utvrdila su inhibiciju linearnog
transportnog lanca elektrona u inficiranim listovima uzrokovana gubitkom funkcionalnosti
specifi¢nih polipeptida vezanih uz reakcijsko srediste fotosistema II (Bertamini i sur. 2004).
Inhibicija funkcionalnosti transportnog lanca elektrona moze imati potencijalni utjecaj na
izrazeniju produkciju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS — reactive oxygen species) (Naidu i sur.
2015) za koje se smatra da su vazni u obrani pri interakciji biljaka s patogenim organizmima.
Infekcija vinove loze s GLRaV-3 kompatibilna je jer obrambeni mehanizmi koji ukljucuju
produkciju ROS nisu dovoljno brzi kako bi se Sirenje virusa zaustavilo. Biljke koje nedovoljno
brzo reagiraju na infekciju, imaju naruseni antioksidativni metabolizam i ulaze u stanje jakog
stresa s klorotiénim 1 nekroti¢nim posljedicama 1 sistemskim Sirenjem virusa (Hernandez i sur.

2015). U daljnjem tekstu fokus ¢e biti usmjeren na parametre oksidativnog stresa vinove loze.
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1.5. ROS, oksidativni stres i indikatori biotickog stresa

Uobicajeni metabolizam biljaka podrazumijeva stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS) u malim koli¢inama $§to je prisutno kod svih aerobnih organizama (Camejo i sur. 2016).
Oksidativni stres biljke nastaje kao posljedica pretjeranog nakupljanja ROS §to je odgovor na
niz biotickih i abiotickih ¢imbenika koji naruSavaju normalnu homeostazu biljnih stanica
(Sharma i sur. 2012). ROS u najveéoj mjeri ¢ine singletni kisik ('O.), superoksidni anion (O2"),
vodikov peroksid (H20.) i1 hidroksilni radikal ("OH), a nastaju u kloroplastima, mitohondrijima,
peroksisomima, apoplastu, endoplazmatskom retikulumu, membrani 1 stanicnim stijenkama
(Sharma 1 sur. 2012). Nastanak razli¢itih vrsta ROS zapocinje aktivacijom molekule kisika
putem dva razli¢ita mehanizma. Ako postoji direktni transfer energije na molekulu kisika,
dolazi do ekscitacije elektrona i stvaranja singletnog kisika, a ako molekula kisika primi jedan
elektron dolazi do monovalentne redukcije 1 produkcije superoksidnog radikala (Halliwell 1
Gutteridge 1984). Superoksidni radikal ili superoksidni anion nastaje uslijed nekontroliranog
gubitka elektrona iz transportnog lanca elektrona ili djelovanjem NADPH oksidaze (Demidchik
2015). Novostvoreni superoksidni radikal vrlo lako prelazi u vodikov peroksid reakcijom s
jednim elektronom i1 dva protona, neenzimatski ili enzimatski - putem superoksid dismutaze
(SOD) (Sharma i sur. 2012). Neenzimatskim protoniranjem, superoksidni anion prelazi u
reaktivniji hidroperoksilni radikal (HO;' 7), a reakcijom dvaju nastala radikala proizvodi se O
1 H>O> (Slika 2) (Demidchik 2015). Iako superoksidni anion, a posebice vodikov peroksid, nisu
izrazito reaktivni, njihova prisutnost u stanici omoguc¢ava nastanak vrlo reaktivnog hidroksilnog
radikala. Nastanak hidroksilnog radikala u bioloSkim sustavima uvjetovan je oksidacijsko —
redukcijskim ciklusom opisanim Fenton 1 Haber-Weiss reakcijama (Ayala i sur. 2014). Utjecaj
hidroksilnog radikala u stanici znacajan je s obzirom da je najreaktivniji radikal koji reagira s
velikim organskim molekulama i sudjeluje u procesima koji dovode do stani¢nih oStecenja kao
Sto je lipidna peroksidacija (Foyer i1 sur. 1997). To je proces lancane reakcije propagiranja
slobodnih radikala, a smatra se jednim od glavnih obiljezja i indikatora oksidativnog stresa
(Farmer 1 Mueller 2013). Dijelovanjem antioksidansa, odstranjuje se visak nakupljenih ROS,
Sto umanjuje njihov negativni utjecaj na stanicu (Foyer 2005). Stresni uvjeti dovode do
povecane produkcije ROS ili do smanjene aktivnosti antioksidansa §to za posljedicu uzrokuje
nagomilavanje ROS u stanicama. Kao rezultat stresnog stanja, u biljci se pokre¢e mehanizam
programirane stani€ne smrti ili aklimatizacijski mehanizmi koji smanjuju koliinu Stetnih
radikala (Foyer i Noctor 2003). Kao S§to je prije navedeno, proizvodnja ROS neizbjezna je

posljedica stani¢énog metabolizma na nekoliko razli¢itih mjesta, a njihova uloga varira ovisno
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o koli¢ini. Pri niskim koncentracijama, ROS funkcioniraju kao signalne molekule koje
induciraju pocetak brojnih procesa u biljkama, od ekspresije razli€itih gena i translacije do
poticanja enzimske aktivnosti (Foyer i Noctor 2003). Pri velikim koli¢inama, prisutnost ROS
uzrokuje oksidativna oSte¢enja lipida, proteina i DNK S§to mijenja svojstva stanic¢nih
membrana, inhibira sintezu proteina i naposljetku promovira programiranu stanicnu smrt
(Sharma 1 sur. 2012). U kompatibilnim virusnim infekcijama, kao $to je izmedu GLRaV-3 i
Vitis vinifera, produkcija ROS nije dovoljno brza i snazna da bi programirana stani¢na smrt
limitirala utjecaj virusa, ve¢ je prezivljavanje i Sirenje virusa gotovo sigurno, a sistemska
infekcija biljke neizbjezna (Hernandez i sur. 2015). Istrazivanja pokazuju kako virusna
inhibicija stvaranja ROS u biljci i izostanak programirane stani¢ne smrti kao oblika
hipersenzitivnog obrambenog odgovora biljke, sluzi kao strategija postizanja kompatibilne
infekcije izmedu razli¢itih kombinacija virusa i domacina (Lehto i sur. 2003, Perez-Bueno 1 sur.
2006). S druge strane, produkcija ROS u biljkama potencijalno je odgovorna za djelomi¢nu
aktivaciju obrambenih mehanizama i promociju senescencije listova. Time se nutrijenti
recikliraju iz inficiranih listova $to moze biti adaptacijski odgovor biljaka na dugotrajne virusne
infekcije (Espinoza i sur. 2007). Kloroplasti su smatrani glavnom metom virusne infekcije gdje
dolazi do inhibicije transportnog lanca elektrona u fotosustavu II, ometanja pravilnog odvijanja
Calvinovog ciklusa, strukturalnih promjena i degradacije klorofila. Takoder, promjene u
transportnom lancu elektrona mitohondrija 1 metabolizmu peroksisoma povezane su s
kompatibilnim virusnim infekcijama, a zajedni¢ke posljedice javljaju se u obliku poviSenih
koncentracija ROS koji dovode do Stetnih procesa (Slika 2) (Hernandez 1 sur. 2015). Jedan od
vaznijih procesa je lipidna peroksidacija (LPO), a istaknuti produkt ove reakcije je
malondialdehid. Malondialdehid (MDA) nastaje reakcijama LPO kao jedan od krajnjih
produkata. Stoga, u ovom radu je koristen kao indirektni indikator LPO, odnosno oksidativnog

stresa vinove loze.
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Slika 2. A) Shematski prikaz nastanka ROS iz molekularnog kisika. Crvenom bojom naznaceni
su enzimi koji kataliziraju produkciju pojedinih ROS. Superoksid dismutaza posreduje u
nastanku vodikovog peroksida koji se naknadno prevodi u vodu pomocu katalaze (CAT)
gvajakol peroksidaze (GPX) i askorbat peroksidaze (APX). Preuzeto i prilagodeno iz Sharma i
sur. (2012). B) Pojednostavljeni shematski prikaz utjecaja ROS na fiziologiju odredenih
organela i djelovanja na razvoj simptoma tijekom kompatibilnog odnosa izmedu virusa 1 biljke.
Preuzeto 1 prilagodeno iz Hernandez i sur. (2015).
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1.5.1. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija je reakcija slobodnih kisikovih radikala ili neradikalnih vrsta s
dvostrukim ugljikovim vezama koje su sastavni dio lipidnih spojeva, posebice viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) (Ayala i sur. 2014). Proces se odvija u tri faze: inicijacija,
propagacija 1 terminacija (Shewfelt 1 Purvis 1995). Tijekom faze inicijacije ROS vrste, a
posebice hidroksilni radikal, oduzimaju vodik PUFA spojevima §to dovodi do stvaranja
lipidnog radikala. Nastali radikal reagira s kisikom u fazi propagacije $to rezultira nastankom
peroksi radikala koji oduzima vodik od druge PUFA stvaraju¢i lipidni hidroperoksid (LOOH)
1 novi lipidni radikal. Ovaj proces promovira lan¢anu reakciju nastanka novih lipidnih i peroksi
radikala. U fazi terminacije antioksidansi doniraju vodikov atom peroksi radikalu, a nastali
radikal antioksidansa reagira s drugim peroksi radikalom tvore¢i neradikalne spojeve (Yin i sur.
2011). Primarni produkt LPO — lipidni hidroperoksid, prolazi kroz procese ciklizacije pri ¢emu
nastaju biciklicki endoperoksidi ¢ijom fragmentacijom nastaje sekundarni produkt lipidne
peroksidacije — MDA (Slika 3) (Ayala i sur. 2014). S obzirom da je LPO Stetan proces, za svaki
izvor radikala postoje obrambeni mehanizmi kako bi se smanjio fizioloski stres biljke.
Superoksidni radikali prevode se u vodikov peroksid pomocu superoksid dismutaze, a vodikov
peroksid je kontroliran katalazom ¢ime se proizvodi kisik 1 voda (Shewfelt i Purvis 1995). U
ovom radu su mjereni razli¢iti spomenuti parametri koji su sastavi dio odgovora biljaka na
bioticke 1 abiotiCke stresove jer svako odstupanje u ovom delikatnom sustavu moZe

predstavljati vazne promjene u zdravlju i daljnjem razvoju biljke.
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Slika 3. A) Shematski prikaz neenzimske proizvodnje malondialdehida iz polinezasi¢enih
masnih kiselina tijekom lipidne peroksidacije. B) Proces lipidne peroksidacije odvija se u tri
faze. Inicijacija (1) tijekom koje se stvara lipidni radikal. Propagacija (2 i 3) gdje se stvara
lipidni peroksi radikal oduzimanjem vodika od druge masne kiseline §to dovodi do lancane
reakcije. Terminacija (4) u kojoj antioksidans ,,gasi“ lipidni peroksi radikal. Preuzeto i

prilagodeno iz Ayala i sur. (2014).
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1. Uvod

1.6. Strategije upravljanja GLRaV-3 i osvrt na stanje u RH

Istrazivanja o ekonomskom utjecaju GLD =zakljucuju kako su inicijalna stopa
incidencije bolesti, cijena penala za vina nize kvalitete, poCetak bolesti u odnosu na starost
vinograda i obujam smanjenja prinosa vazni parametri pri odabiru metoda borbe protiv ove
bolesti u svrhu odrzavanja profitabilnosti vinograda. Takoder, odstranjivanje zarazenih jedinki,
presadivanje i tretiranje biljaka insekticidima optimalan je pristup za vinograde sa slabijom
rasprostranjenos¢u bolesti. Pri visokoj incidenciji bolesti, predlaze se potpuno uklanjanje
zarazenih trsova iz vinograda kako bi se umanjili ekonomski gubici (Ricketts 1 sur. 2015).
Najbolji pristup u borbi protiv GLD je multi-strateski, s borbom protiv virusa i vektora bolesti
na godiS$njoj razini (Bell i sur. 2018), a istrazivanje o utjecaju sistemskih insekticida pokazuje
kako su oni vazan alat za kontrolu populacije vektora u vinogradima, no ne pruzaju dodatnu
zaStitu vinovoj lozi od samog virusa (O'Hearn 1 Walsh 2020). Naposljetku, prevencija bolesti
ostaje najvaznija stavka upravljanja vinogradima, a koriStenje provjerenog, zdravog biljnog
materijala i gdje je moguce, podloge vinove loze tolerantne na virusne vektore predstavljaju

korak u pravom smjeru (Fuchs 2020).

U Hrvatskoj situacija je zabrinjavajuca, a istrazivanja pokazuju kako je GLRaV-3
prisutan u gotovo 80 % ispitanih kultivara vinove loze na podru¢ju Dalmacije (Voncina i sur.
2019). U novijem masovnom istrazivanju koje je obuhvatilo ispitivanje 16 autohtonih kultivara
loze sa podrucja srednje 1 juzne Dalmacije, 95 % loza je bilo pozitivno na GLRaV-3 (Hancevi¢
1 sur. 2021). U kontinentalnoj Hrvatskoj, gdje je vise od 50 % ispitanih jedinki negativno na
GLRaV-1, stanje je bolje, ali promjene u sanitarnim praksama i implementacija rigidnih metoda
borbe protiv bolesti su nuzne kako bi se bolest stavila pod kontrolu. Takoder, u kultivara s
visokom stopom infekcije potrebni su znacajni napori kroz klonalnu selekciju i1 sanitaciju kako
bi se ocuvala bioraznolikost vinovih loza, ali 1 povecala kvaliteta biljnog materijala 1

proizvedenog vina (Karoglan Konti¢ 1 sur. 2009).
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1.7. Ciljevi istraZivanja

x Istraziti ucinke Cdistih (pojedinac¢nih) sojeva GLRaV-3 na odredene parametre
oksidacijskog stresa u Cetiri kultivara vinove loze

x Istraziti ucinke razli¢itih kombinacija GLRaV-3 sojeva na odredene parametre
oksidacijskog stresa u Cetiri kultivara vinove loze

x Istraziti ucinke poljskih inokuluma s razli¢itim kombinacijama virusa, ukljucujuci

GLRaV-3, na parametre oksidacijskog stresa u Cetiri kultivara vinove loze
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2. Materijali i metode

2.1. Biljni materijal

Koristene su Cetiri domacinska kultivara vinove loze - Pinot Noir, Cabernet Franc i
Merlot kao tri standardna bezvirusna crvena kultivara i Tribidrag kao autohtoni bezvirusni
kultivar. Koristeni biljni materijal pripremljen je i uzgajan u eksperimentalnom stakleniku
(Schwarzmann) Instituta za jadranske kulture u Splitu. Sva Cetiri kultivara inokulirana su s tri
Cista (monofiletska) soja virusa uvijenosti lista vinove loze 3 - GLRaV-3 - kao 1 s njihovim
kombinacijama. Osim spomenutih sedam tretmana, pripremljena su i Cetiri tretmana koja su
ukljucivala biljke inokulirane poljskim mijeSanim izolatima u kojima su pored GLRaV-3 bili
prisutni i drugi virusi (Tablica 1). Izuzev tretiranih biljaka, odredeni dio biljaka pojedinog
kultivara nije inokuliran virusnim materijalom te je posluZio kao kontrolni materijal. Sav biljni
materijal koriSten u eksperimentalnom radu je uzorkovan cetiri mjeseca nakon cijepljenja,
liofiliziran i uprasen na Institutu za jadranske kulture u Splitu i poslan na daljnju obradu na
Prirodoslovno-matematicki fakultet u Zagrebu gdje sam ga u sklopu svog diplomskog rada
koristio za odredivanje indikatora stresa. Ukupan materijal ¢ine Cetiri kultivara vinove loze u

Cetrnaest tretmana (za svaki tretman je pripremljeno pet bioloskih replika).

Tablica 1. : Pojasnjenje oznaka i tretmana koriStenih biljnih materijala. Osim GLRaV-3, virusi
koji su sastavni dio poljskih inokuluma 1 koriSteni su u Cetiri tretmana (X, Y, Z, Q) su: virus
uvijenosti lista vinove loze 1 1 2 (GLRaV-1, GLRaV-2), virus pjegavosti vinove loze (GFkV),
virus vinove loze A (GVA), virus Pinota sivog (GPGV) 1 virus jamicavosti drveta vinove loze
(Grapevine rupestris stem-pitting associated virus - GRSPaV).

OZNAKA TRETMAN
C | Kontrola
I | monofiletski izolat GLRaV-3 koji se filogenetski grupira u grupu 1
IT | monofiletski izolat GLRaV-3 koji se filogenetski grupira u grupu 2
III | monofiletski izolat GLRaV-3koji se filogenetski grupira u grupu 3
L, II | dva GLRaV-3 izolata od kojih se jedan filogenetski grupira u grupu 1 a drugi u grupu 2
I, III | dva GLRaV-3 izolata od kojih se jedan filogenetski grupira u grupu 1 a drugi u grupu 3
I1, III | dva GLRaV-3 izolata od kojih se jedan filogenetski grupira u grupu 2 a drugi u grupu 3
L IL III | tri GLRAV-3 izolata od kojih se jedan filogenetski grupira u grupu 1, drugi u grupu 2,
a tre¢i u grupu 3
X | poljski virusni izolati sastavljeni od virusa vinove loze GLRaV-3, GVA, GPGV i
GRSPaV
Y | poljski virusni izolati sastavljeni od virusa vinove loze GLRaV-3, GVA, GlRaV-1,
GPGV i GRSPaV
Z | poljski virusni izolati sastavljeni od virusa vinove loze GLRaV-3 i GVA
Q | poljski virusni izolati sastavljeni od virusa vinove loze GLRaV-3, GVA, GLRaV-2,
GFkV, GPGV i GRSPaV
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2.2. Metode odredivanja indikatora stresa

Indikatori stresa koje sam u ovom radu koristio za razumijevanje utjecaja virusne
infekcije na cCetiri kultivara vinove loze su ukljucivali sadrzaj ukupnih topivih proteina,
aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD), sadrzaj fotosintetskih pigmenata, sadrzaj
vodikovog peroksida kao pokazatelja oksidacijskog stresa, i sadrzaj malondialdehida (MDA)
kao jednog od krajnjih produkata lipidne peroksidacije.

2.2.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih topivih proteina

Za cekstrakciju proteina iz biljnog materijala izvagao sam 50 mg liofiliziranog i
upraSenog lista vinove loze u prethodno oznacene Eppendorf epruvete. Prije ekstrakcije,
pripremio sam mati¢ne otopine za izradu 50 mM kalij-fosfatnog (KP) pufera, pH vrijednosti
7.0, uz dodatak 10 mM etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA). Za izradu 200 mL pufera
odpiptirao sam 6152 uL. 1 M KH2POs, 3848 uL. 1 M KoHPO4 1 2000 L. 10 mM EDTA uz
dodatak dH>O do 200 mL. Ovako pripremljeni pufer sam koristio za homogeniziranje biljnog
materijala. U svaku epruvetu s odvaganim biljnim materijalom dodao sam 1,5 mL KP pufera,
te stavio po jednu Celi¢nu ili karbidnu kuglicu. Uzorke sam stavio u nosa¢ za homogeniziranje,
pricvrstio ga, namjestio homogenizator (mlin IST 400) na 1 min 1 30 Hz i pokrenuo
homogeniziranje. Nakon homogenizacije sam izvadio kuglice iz svake epruvete i dodao
polivinil-polipirolidin (PVPP). Tako pripremljene uzorke sam poslagao u centrifugu (Sigma
3K18), namjestio parametre na 25000 x g, 30 min 1 temperaturu od 4 °C i pokrenuo uredaj.
Dobiveni supernatant sam prebacio u Ciste Eppendorf epruvete 1 koristio za odredivanje

sadrzaja ukupnih topivih proteina, aktivnosti enzima SOD i sadrZzaja MDA.

Metoda koju sam koristio za odredivanje sadrzaja ukupnih topivih proteina u uzorcima
vinovih loza modificirana je metoda po Bradford-u (1976). Metoda se zasniva na vezanju
proteina iz ekstrakta na boju Coomasie Brilliant Blue G-250 iz reagensa pri ¢emu dolazi do
promjene boje, a time 1 apsorpcijskog maksimuma sa 465 nm na 595 nm $to se lako detektira
spektrofotometrijski. U tu sam svrhu priredio 200 mL Bradford reagensa koji sadrzi 170 mL
dH>O, 6 mL etanola, 12 mL 88 % fosfatne kiseline i 12 mL Bradford stock otopine €iji je sastav
96 % etanol, 88 % fosfatna kiselina i Coomasie Brilliant Blue boja. Sadrzaj proteina u uzorcima

sam odredio na nacin da sam prvo izmjerio apsorbanciju slijepe probe (50 uL. 50 mM KP pufera
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1 1 mL Bradford reagensa), a zatim i svih uzoraka (50 puL ekstrakta i 1 mL Bradford reagensa)
pri valnoj duljini od 595 nm na spektrofotometru (Specord, Analytik Jena). Za odredivanje
koncentracije proteina u uzorcima izradio sam bazdarnu krivulju dobivenu mjerenjem
apsorbancija razrjedenja govedeg serumskog albumina (bovine serum albumine, BSA)
koncentracija od 0,1 do 0,8 mg/mL nakon reakcije s Bradford reagensom. Sadrzaj proteina

izrazio sam u mg / g suhe tvari.

2.2.2. Mjerenje aktivnosti enzima superoksid dismutaze

Aktivnost enzima SOD sam odredio prema metodi Beauchamp i Fridovich (1971).
Metoda se temelji na indirektnom odredivanju aktivnosti enzima SOD pomocu sustava ksantin
— ksantin oksidaza (XOD) pri ¢emu se stvaraju superoksidni anioni. Za detekciju superoksidnih
aniona se koristi nitro blue tetrazolium klorid (NBT) koji se u njihovom prisustvu reducira u
NBT-diformazan §to se o€ituje promjenom boje iz zute (NBT) u ljubicastu (NBT-diformazan).
U prisutnosti SOD, dolazi do smanjenja koncentracije superoksidnih aniona i sukladno tome
nastaje i manje NBT-diformazana te se apsorbancija takoder proporcionalno (koli¢ini NBZ-
diformazana) smanjuje. Za odredivanje aktivnosti enzima SOD, izradio sam 50 mL 100 mM
KP ekstrakcijskog pufera (pH 7.0) koji je sadrzavao 0,5 mL 10 mM EDTA. Nadalje, u menzuri
sam pripremio 200 mL SOD reakcijskog pufera. Menzuru sam prethodno omotao aluminijskom
folijom kako bi se umanjio neZeljeni u¢inak svjetlosti na NBT. Za reakcijski pufer odpipetirao
sam 9,08 mL 1 M K;HPOy4, 0,92 mL 1 M KH2PO4, 2 mL 10 mM EDTA, izvagao 12,30 mg
NBT i s dH20 nadopunio otopinu do oznake od 200 mL. Takoder sam pripremio 20 mL 10,8
mM otopine ksantina na nac¢in da sam izvagao 32,80 mg ksantina, otopio u 20 mL dH-O, te
mijeSajuci otopinu na magnetnoj mijesalici dodavao 1 M KOH ili 1 M NaOH kako bi se ksantin
u cijelosti otopio. Ksantin oksidaza (XOD) nestabilan je enzim koji se mora cCuvati na 4 °C i
priprema se neposredno prije spektrofotometrijskog mjerenja. Razrijedeni enzim XOD (5 pL
XOD na 0,995 puL. dH»0) ostaje stabilan svega 60 min od pripreme, uz obavezno ¢uvanje na
ledu. Prije mjerenja uzoraka izradio sam kalibracijsku krivulju dobivenu pomocu standardnih
otopina razlicitih koncentracija govedeg enzima SOD ¢iji je raspon vrijednosti uskladen s
vrijednostima analiziranih uzoraka. Nakon pripreme razrijedenog enzima XOD i mjerenja
slijepe probe (Tablica 2), spektrofotometrijski sam izmjerio maksimalnu brzinu redukcije NBT
u NBT-diformazan pri 560 nm (mjerenjem apsorbancije sedam puta s razmakom izmedu
mjerenja od 30 sekundi). Sustav sam namjestio tako da XOD proizvodi inicijalnu promjenu
apsorbancije 0,025/min s dopustenom pogreSkom 0,020 — 0,030. Nakon toga, izmjerio sam

apsorbanciju uzoraka vinove loze na isti na€in kao i maksimalnu brzinu redukcije NBT-a u
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NBT-diformazan. Aktivnost SOD izrazena je kao jedinica aktivnosti po miligramu proteina (U

/ mg proteina).

Tablica 2. Volumeni pripremljenih otopina koriSteni pri mjerenju apsorbancija za slijepu probu
(blank), maksimalnu brzinu redukcije NBT u NBT-diformazan (max) i aktivnost SOD u
uzorku.

BLANK (pL) MAX (uL) UZORAK (uL)
SOD reakcijski pufer 825 825 825
ksantin 75 75 75
ekstrakcijski pufer 50 50 45
uzorak - - 5
dH-20 50 - -
XOD - 50 50
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2.2.3. Odredivanje sadrzaja malondialdehida

Za odredivanje sadrzaja MDA, kao jednog od krajnjih produkata lipidne peroksidacije,
u uzorcima vinovih loza koristio sam ekstrakt pripravljen za odredivanje ukupnih topivih
proteina i aktivnosti enzima SOD. Radni reagens sam pripremio mijeSanjem 0,25%
tiobarbituratne kiseline (TBA) i 10% trikloroctene kiseline (TCA). Za volumen od 250 mL
reagensa izvagao sam 25 g TCA, otopio u malo manje od 250 mL dH2O. U tako pripremljenu
otopinu dodao sam 0,625 g TBA, namjestio volumen na to¢no 250 mL te stavio otopinu na
mjeSanje magnetnoj mijeSalici uz zagrijavanje do potpunog otapanja. U staklene
semimikroepruvete odpipetirao sam 300 pL ekstrakta pojedinog uzorka i 700 pL pripravljenog
reagensa. Paralelno sa pripremom uzoraka, pripremljena je 1 slijepa proba (300 pL
ektrakcijskog pufera i 700 pL reagensa). Uzorke sam stavio na zagrijavanje u suSionik na 95
°C u trajanju od 30 minuta. Tijekom zagrijavanja reakcijske otopine niskog pH dolazi do
raspadanja lipidnih peroksida nastalih kao posljedica oksidacijskog stresa pri ¢emu nastaju
malondialdehidi. Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA zbog Cega nastaje
crvenkasti kromogen (Slika 4) kojemu se mjeri apsorbancija. Kako bi zaustavio reakciju,
uzorke sam nakon zagrijavanja stavio na led. Zatim sam svakom uzorku izmjerio apsorbanciju
na 532 nm (apsorpcijski maksimom MDA) i 600 nm (korekcija za nespecificnu zamucenost).
Sadrzaj MDA izra¢unao sam Koriste¢i ekstinkcijski koeficijent €532 = 155 mMcm™! (Heath i

Packer, 1968) i izrazio u pmol / g suhe tvari.
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Slika 4. Razvoj boje uslijed zagrijavanja zbog raspadanja lipidnih peroksida i1 nastajanja
malondialdehida koji reagira sa tiobarbituratnom kiselinom.
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2.2.4. Odredivanje sadrzaja vodikovog peroksida

Sadrzaj vodikovog peroksida odredio sam na temelju reakcije H>O> s titanijevim
sulfatom pri ¢emu se stvara precipitat peroksid-titanil kompleksa kojemu se, nakon otapanja,
mjeri apsorbancija. Metodu odredivanja sadrzaja H>O> opisali su Mondal (1981) te Mukherjee
i Choudhouri (1981). U pojedinu Eppendorf epruvetu od 2 mL izvagao sam po 20 mg
liofililiziranog i uprasenog biljnog materijala, dodao po 1 mL hladnog acetona i ¢eli¢nu kuglicu
za homogeniziranje. Parametri za homogeniziranje u mlinu IST 400 su bili isti kao 1 za pripremu
proteinskih ekstrakata (1 min, 30 Hz). Uzorci su potom centrifugirani 3 min na 1000 x g u
Sigma 3K18 centrifugi pri temperaturi od 4 °C. Zeleno obojani nadtalog koji je sadrzavao
otopljene fotosintetske pigmente sam odlio, a na talog sam dodao 400 pL titanovog sulfata i
500 uL NH4OH (konc.) kako bi precipitirao nastali peroksid-titanijev kompleks. Prilikom
dodavanja navedenih kemikalija, uzorke sam drzao na ledu zbog razvijanja snazne egzotermne
reakcije. Uzorke sam zatim stavio u centrifugu, pri ¢emu sam namjestio parametre na 10000 x
g, 10 min, 4 °C. Nadtalog sam odlio 1 na talog dodao 1 mL koncentrirane H2SO4. Uzorke sam
prebacio u staklene semimikroepruvete i dodao jos 2 mL H>SOs (konc.). Obzirom da je
obojanost uzoraka bila vrlo izraZzena, za mjerenje apsorbancije napravio sam zavrSno
razrjedenje koje je sadrzavalo 100 pL uzorka i 900 pL koncentrirane H>SOs. Tako
pripravljenim uzorcima izmjerena je apsorbancija na 415 nm u plasticnim kivetama na
spektrofotometru Specord, Analytik Jena. Koncentraciju H20O2 odredio sam iz bazdarne krivulje
dobivene s poznatim koncentracijoma H>O» (0,23-1,27 x 10-3 mol/l), te sam sadrzaj vodikovog
peroksida izra¢unao koristeéi dobiveni ekstinkcijski koeficijent £415= 1,878 mM'cm™! i izrazio

u umol / g suhe tvari.
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2.2.5. Odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata

Sadrzaj fotosintetskih  pigmenata klorofila 1 karotenoida odredio sam
spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancije pri 663 nm, 646 nm 1 470 nm (Wellburn, 1994).
U tu sam svrhu izvagao po 15 mg biljnog materijala u Eppendorf epruvete u koje sam zatim
dodao ohladeni 80%-tni aceton u volumenu od 1,5 mL i ¢eli¢nu kuglicu za homogeniziranje.
Parametri za homogeniziranje u mlinu IST 400 su bili isti kao i za pripremu proteinskih
ekstrakata (1 min, 30 Hz). Nakon homogenizacije, kuglice sam izvadio te sam uzorke zatim
stavio u centrifugu, pri cemu sam namjestio parametre na 5000 x g, 10 min, 4 °C. Po zavrsetku
centrifugiranja nadtalog sam prelio u graduiranu epruvetu, a na talog sam dodao jo§ 1,5 mL
hladnog acetona kako bi se ekstrahirali preostali fotosintetski pigmenti. Postupak
centrifugiranja sam ponovio i tako dobiven 1,5 mL supernatanta prelio u graduiranu epruvetu.
Obzirom da je aceton hlapljiv, graduirane epruvete sam zacepio, a prije mjerenja apsorbancije
sam svakom uzorku prema potrebi dodao acetona do volumena od 3,0 mL (kako bi svi uzorci
bili jednakog volumena). SadrZaj fotosintetskih pigmenata sam izraCunao prema Lichtenthaleru

(1987) 1 izrazio u mg / g suhe tvari.

2.2.6. Obrada podataka

Statisticka analiza podataka i njihov graficki prikaz proveo sam koriStenjem racunalnog
programa STATISTICA 13.3 (TIBCO Software Inc., SAD) i Excel programa Microsoft Office
paketa. Svaki broj¢ani podatak prikazan grafikonom aritmeticka je sredina pet replika. Razlike
izmedu eksperimentalnih grupa testirao sam jednosmjernom analizom varijance — one way
ANOVA 1 post hoc testom Duncan viSestrukih usporedbi nakon normalizacije pojedinog
tretmana na odgovaraju¢e kontrole. Kontrolama je dodijeljena vrijednost 1, a statisticki
znacajne razlike uz razinu znacajnosti od 0,05 (p < 0,05) izmedu kontrole 1 tretiranih biljaka

prikazane su razlicitim slovima. Originalni podaci prikazani su u Tablicama u prilogu.
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3. Rezultati

Sadrzaj ukupnih topivih proteina, aktivnost SOD-a, sadrzaj MDA, sadrzaj vodikovog
peroksida i sadrzaj fotosintetskih pigmenata (klorofil a, klorofil 4 i karotenoidi) izmjereni su
prethodno opisanim postupcima, spektrofotometrijskim analizama. Rezultati istrazivanja
oblikovani su tako da je na grafickim prikazima za pojedine indikatore stresa vidljiva usporedba
sva Cetiri kultivara - Tribidrag, Merlot, Cabernet Franc, 1 Pinot Noir. Na taj je nac¢in dobro
uocljiva varijabilnost izmedu ispitivanih kultivara i zadrzana reprezentativnost rezultata. Testni
kultivari su tretirani razli¢itim sojevima virusa GLRaV-3 (I, I i III i njihovim kombinacijama)
1 kombinacijom virusa GLRaV-3 s drugim virusima vinove loze tzv. poljski izolati oznaceni

slovima X, Y, Z1Q.

3.1. U¢inak GLRaV-3 i poljskih inokuluma na sadrZaj ukupnih topivih proteina

Opc¢enito, rezultati utjecaja sojeva virusa GLRaV-3 i njihovih kombinacija na Cetiri
ispitivana kultivara ne pokazuju uniforman trend povecanja ili smanjenja sadrzaja proteina, ali
je ipak vidljivo da su primijenjeni tretmani pokazali jaci u¢inak na sadrzaj proteina u listovima
kultivara Tribidrag, te slabiji u listovima ostalih kultivara (Slika 5). Ispitivanjem ukupnog
sadrzaja topivih proteina u listovima navedenih kultivara, ustanovljeno je da su tretmani ¢istim
(monofiletskim) sojevima I, Il i III te njthovim kombinacijama u listovima Tribidraga statisticki
znacajno smanyjili sadrZaj topivih proteina u odnosu na kontrolu 1 tretirane kultivare Cabernet
Franc 1 Pinot Noir (Slika 5). Takoder, u listovima kultivara Merlot tretiranih sojevima I 1 11
utvrden je znacajno smanjen sadrzaj ukupnih topivih proteina u odnosu na kontrolne
vrijednosti. Znacajno povecanje sadrZaja proteina zabiljeZeno je u listovima kultivara Tribidrag
1 Cabernet Franc tretiranih kombinacijom sva tri soja virusa GLRaV-3. Virusni sojevi [ 1 III te
kombinacija sojeva I 1 II uzrokovali su povecanje sadrzaja proteina i u listovima kultivara
Cabernet Franc, dok su virusni sojevi II 1 III te kombinacija sojeva 1 III uzrokovali povecanje
sadrZaja proteina i u listovima kultivara Pinot Noir. Sve kombinacije virusnih sojeva u listovima
kultivara Merlot, te pojedine kombinacije virusnih sojeva u listovima Cabernet Franc i1 Pinot

Noir nisu zna¢ajno utjecale na sadrzaj topivih proteina u odnosu na kontrolu.

U listovima vinove loze Cabernet Franc tretiranog sa svim poljskim izolatima (X, Y, Z 1 Q)
utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje sadrzaja ukupnih topivih proteina u odnosu na
kontrolu i ostale tretirane kultivare (Slika 6). To¢nije, znacajno smanjenje sadrzaja proteina u
usporedbi s kontrolom zabiljezeno je jo§ samo u listovima kultivara Pinot Noir tretiranog

poljskim izolatom Q. Poljski izolati Y 1 Z su u listovima kultivara Tribidrag i Pinot Noir doveli
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do statisticki znacajnog povecanja sadrzaja ukupnih topivih proteina u odnosu na kotrolu, a u
listovima kultivara Merlot nisu utjecali na vrijednost tog parametra. Slican sadrzaj proteina kao
1 u kontroli zabiljeZen je i u listovima kultivara Tribidrag tretiranog s izolatima X i Q te u

listovima kultivara Pinot Noir tretiranog s izolatima X.
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Slika 5. Relativni sadrZaj proteina u listovima Cetiri kultivara vinove loze tretiranih sojevima
virusa GLRaV-3 [, II 1 III i njihovim kombinacijama. Vrijednosti su izraZzene u odnosu na
sadrzaj ukupnih topivih proteina u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane
na vrijednost 1 i na ovom grafi¢kom prikazu oznacene su kao ,,defg*. Iznad stupaca oznac¢ena
je standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno
razlikuju (p < 0.05).
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Slika 6. Relativni sadrzaj proteina u listovima cetiri kultivara vinove loze tretiranih poljskim
virusnim izolatima X, Y, Z 1 Q koji sadrze razliite viruse vinove loze. Vrijednosti su izraZene
u odnosu na sadrzaj ukupnih topivih proteina u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su
normalizirane na vrijednost 1 i na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,de*. Iznad stupaca
oznacena je standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statistic¢ki
znacajno razlikuju (p < 0.05).

3.2. U¢inak GLRaV-3 i poljskih inokuluma na aktivnost superoksid dismutaze

Opc¢enito, vidljivo je da sojevi virusa GLRaV-3 I, II i III i njihove kombinacije
uglavnom nisu znac¢ajno utjecali na aktivnost SOD u listovima kultivara Merlot, Cabernet Franc
1 Pinot Noir u usporedbi s kontrolom (Slika 7). Iznimka je povecana aktivnost SOD u listovima
kultivara Cabernet Franc tretiranog kombinacijom sojeva GLRaV-3 LIII te u listovima

kultivara Merlot tretiranog kombinacijama sojeva GLRaV-3 LII i ILIII.

Najveca varijabilnost u aktivnost SOD utvrdena je u listovima kultivara Tribidrag kod kojeg su
tretmani monofiletskim virusnim izolatima I, II i III i kombinacijom virusnih izolata IIII
uzrokovali statisticki znaCajno povecanu aktivnost SOD-a u odnosu na kontrolu (Slika 7).
Ostale kombinacije (III; ILIII 1 LILIIT) nisu uzrokovale znac¢ajnu promjenu aktivnosti SOD u

listovima kultivara Tribidrag u odnosu na kontrolu.

Sli¢no ucinku sojeva virusa GLRaV-3, ni tretmani s poljskim izolatima X, Y, Z 1 Q uglavnom

nisu znacajno utjecali na aktivnost SOD u listovima testnih kultivara (Slika 8). Iznimka je
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jedino uocena u listovima kultivara Cabernet Franc i Pinot Noir kod kojih je u pojedinim
tretmanima utvrdeno bitno povecanje aktivnosti SOD. Listovi navedenih kultivara tretirani
poljskim inokulumom oznacenim kao Q, koji sadrzi ukupno Sest razlicitih virusa (Tablica 1),
pokazuju statisticki znacajno povecanje aktivnosti SOD. Aktivnost tog enzima bila je pove¢ana
1 u listovima kultivara Cabernet Franc tretiranog poljskim inokulom oznacenim kao Y, koji

sadrzi ukupno pet razlicitih virusa vinove loze.
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Slika 7. Relativna aktivnost SOD u listovima Cetiri kultivara vinove loze tretiranih sojevima
virusa GLRaV-3 [, II 1 III i njihovim kombinacijama. Vrijednosti su izrazene u odnosu na
aktivnost SOD u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane na vrijednost 1 1
na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,efgh®. Iznad stupaca oznaena je standardna
devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p <
0.05).
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Slika 8. Relativna aktivnost SOD u listovima cetiri kultivara vinove loze tretiranih poljskim
virusnim izolatima X, Y, Z 1 Q koji sadrze razliite viruse vinove loze. Vrijednosti su izrazene
u odnosu na aktivnost SOD u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane na
vrijednost 1 1 na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,def”. Iznad stupaca oznacena je
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki zna¢ajno
razlikuju (p < 0.05).

3.3. U¢inak GLRaV-3 i poljskih inokuluma na sadrzaj malondialdehida

Opcenito, vidljivo je da sojevi virusa GLRaV-3 I, Il i III 1 njihove kombinacije uglavnom nisu
uzrokovali lipidnu peroksidaciju u listovima kultivara Cabernet Franc i Pinot Noir u usporedbi
s kontrolom (Slika 9). Naime, u listovima navedenih kultivara nisu zabiljezena statisticki
znacajna odstupanja sadrzaja MDA od kontrolne vrijednosti. U listovima kultivara Merlot
tretiranog sojevima virusa GLRaV-3 1 njthovim kombinacijama utvrdeno je statisticki znac¢ajno
smanjenje sadrzaja MDA u odnosu na kontrolu. Slicno ucinku sojeva virusa GLRaV-3 na
kultivar Merlot, gotovo svi tretmani su uzrokovali smanjenje sadrzaja MDA u listovima
kultivara Tribidrag. Iznimke kod kultivara Tribidraga su biljke tretirane kombinacijama
virusnih sojeva ILIII 1 LILIII u kojima je zabiljezeno statisticki znacajno povecanje sadrzaja

MDA u odnosu na kontrolu.

Rezultati vezani uz u¢inak GLRaV-3 u kombinaciji s razli¢itim virusima vinove loze na sadrzaj
MDA u Cetiri ispitana kultivara prikazani su na slici 10. Statisti¢ki znacajno smanjenje sadrzaja

MDA zabiljezeno je kod kultivara Merlot tretiranog poljskim izolatima virusa oznacenim kao
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71 Q. Takoder, statisticki znacajno povecanje sadrzaja MDA u odnosu na kontrolu zabiljezeno
je samo u listovima kultivara Tribidrag tretiranog poljskim izolatima virusa oznacenim kao Y 1
Z te u listovima kultivara Cabernet Franc tretiranog poljskim izolatima virusa oznacenim kao
Y. Preostali tretmani rezultirali su slabijim povecanjem ili smanjenjem sadrzaja MDA u

kultivarima vinove loze u odnosu na kontrolu, ali te promjene nisu bile od statistickog znacaja.
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Slika 9. Relativni sadrzaj MDA u listovima cetiri kultivara vinove loze tretiranih sojevima
virusa GLRaV-3 [, II 1 III i njihovim kombinacijama. Vrijednosti su izrazene u odnosu na
sadrzaj MDA u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane na vrijednost 1 1
na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,cd*. Iznad stupaca oznacena je standardna
devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno razlikuju (p <
0.05).
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Slika 10. Relativni sadrZzaj MDA u listovima cetiri kultivara vinove loze tretiranih poljskim
virusnim izolatima X, Y, Z 1 Q koji sadrze razliite viruse vinove loze. Vrijednosti su izrazene
u odnosu na sadrzaj MDA u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane na
vrijednost 1 i na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,cd“. Iznad stupaca oznacena je
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0.05).

3.4. U¢inak GLRaV-3 i poljskih inokuluma na sadrzaj vodikovog peroksida

Rezultati u¢inka GLRaV-3 virusnih izolata i njihovih kombinacija na sadrZaj vodikovog
peroksida u Cetiri kultivara prikazani su na slici 11. Statisticki znacajno povecanje sadrZzaja
H202u odnosu na kontrolu zabiljeZeno je u listovima kultivara Tribidrag pri svim primijenjenim
tretmanima. Sadrzaj tog signalnog metabolita u listovima ostalih kultivara pri svim tretmanima

bio je slican kontrolnim vrijednostima.

Vrlo sli¢ni rezultati uo€eni su u listovima kultivara vinove loze tretiranim poljskim
virusnim izolatima (Slika 12). ViSestruko poveéanje sadrzaja H>O> u odnosu na kontrolu
zabiljeZeno je u listovima kultivara Tribidrag pri svim primijenjenim tretmanima. Znacajan
porast H>O> u odnosu na kontrolu takoder je zabiljezen u listovima kultivara Pinot Noir
tretiranog izolatima X, Y 1 Q. No, porast tog metabolita je znatno manji u usporedbi s onim
utvrdenim u listovima kultivara Tribidrag. U listovima kultivara Merlot tretiranog virusnim
izolatima X, Y 1 Z utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje sadrzaja HoO> u odnosu na
kontrolu. SadrZaj H2O; u listovima kultivara Cabernet Franc pri svim tretmanima bio je slican

kontrolnim vrijednostima.

33



3. Rezultati

10 -
9 A a
~ 8 b
<
= 7] o ¢
= c
5 51 [
RS =
g 34 ¢ =
~ —
2 —  fgh fghi hi fehifghfg i
— S =g . fgh
Tribidrag Merlot Cabernet Franc Pinot Noir
Ol ol =l 8Ll 8Ll allLII sLILII

Slika 11. Relativni sadrzaj H202 u listovima Cetiri kultivara vinove loze tretiranih sojevima
virusa GLRaV-3 I, I i III i njihovim kombinacijama. Vrijednosti su izrazene u odnosu na
sadrzaj H2O2 u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane na vrijednost 1 1
na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,fghi“. Iznad stupaca oznacena je standardna
devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p <
0.05).
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Slika 12. Relativni sadrzaj H2O> u listovima cetiri kultivara vinove loze tretiranih poljskim
virusnim izolatima X, Y, Z 1 Q koji sadrze razliite viruse vinove loze. Vrijednosti su izrazene
u odnosu na sadrzaj H20O u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane na
vrijednost 1 1 na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,f“. Iznad stupaca oznacena je
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0.05).

3.5. U¢inak GLRaV-3 i poljskih inokuluma na sadrzaj fotosintetskih pigmenata
3.5.1. Promjene u sadrZaju klorofila a

Ucinak razli¢itih sojeva GLRaV-3 i njihovih kombinacija na sadrzaj klorofila @ u testnim
kultivarima vinove loze prikazan je na slici 13. Vidljivo je da se sadrzaj tog pigmenta u
listovima kultivara Tribidrag uglavnom nije bitno razlikovao od kontrole; statisti¢ki znac¢ajno
smanjenje sadrzaja klorofila a u tom kultivaru uo€eno je pri tretmanima virusnim sojem II 1
kombinaciji virusnih sojeva I 1 II. U¢inak svih kombinacija virusnih sojeva na sadrzaj klorofila
a u listovima kultivara Merlot 1 Cabernet franc bio je slican. Naime, pri tim je tretmanima u oba
spomenuta kultivara uo€en znacajan pad sadrzaja klorofila @ u odnosu na kontrolu. S druge
strane, tretman kultivara Merlot s pojedinim virusnim sojevima GLRaV-3 uzrokovao je
statisticki znacajno povecanje sadrzaja klorofila @ u odnosu na kontrolu. U listovima kultivara
Cabernet Franc tretiranih pojedinim virusnim sojevima I 1 III nisu zabiljezena odstupanja od
kontrolnih vrijednosti, izuzev tretmana sa virusnim sojem II pri kojem je utvrdeno smanjenje

tog pigmenta. Sto se ti¢e kultivara Pinot Noir, virusni sojevi I i IT kao i kombinacija tri soja nisu
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utjecali na sadrzaj klorofila a, a svi ostali tretmani su u listovima tog kultivara doveli do

statisticki znaCajnog smanjenja sadrzaja tog pigmenta u odnosu na kontrolu.

Sto se ti¢e uéinka poljskih izolata na sadrzaj klorofila a, on nije bio zna¢ajan za kultivare
Pinot Noir i Tribidrag (Slika 14). Jedina statisticki znacajna razlika zabiljezena je u listovima
tog kultivara tretiranog poljskim inokulumom Y, gdje je sadrzaj klorofila a bio statisticki
znacajno smanjen u odnosu na kontrolu. Sadrzaj tog pigmenta u kultivaru Merlota bio je
statisticki znac¢ajno smanjen pri tretmanima X, Z i Q, a nije se razlikovao od kontrole pri
tretmanu Y. U listovima kultivara Cabernet Franc tretman s izolatom X nije bitno utjecao na
sadrzaj klorofila a, a ostali poljski virusni izolati su uzrokovali povecanje sadrzaja tog pigmenta

(koje nije bilo statisticki znacajno u slucaju izolata 7).
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Slika 13. Relativni sadrZaj klorofila a u listovima €etiri kultivara vinove loze tretiranih sojevima
virusa GLRaV-3 [, II 1 III i njihovim kombinacijama. Vrijednosti su izrazene u odnosu na
sadrzaj klorofila a u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane na vrijednost
1 i na ovom grafi¢kom prikazu oznacene su kao ,,cd“. Iznad stupaca oznacena je standardna
devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p <
0.05).
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Slika 14. Relativni sadrzaj klorofila a u listovima Cetiri kultivara vinove loze tretiranih
poljskim virusnim izolatima X, Y, Z 1 Q koji sadrZe razli€ite viruse vinove loze. Vrijednosti su
izrazene u odnosu na sadrzaj klorofila @ u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su
normalizirane na vrijednost 1 1 na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,cdef. Iznad
stupaca oznacena je standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se
statisticki znacajno razlikuju (p < 0.05).

3.5.2. Promjene u sadrzaju klorofila b

Negativan ucinak ¢istih sojeva GLRaV-3 i njihovih kombinacija na sadrZaj klorofila b
u listovima kultivara Tribidrag uoc€en je samo pri tretmanima sojem II i kombinacijom sojeva
LIT gdje je zabiljezeno statisticki znaajno smanjenje sadrzaja tog pigmenta u odnosu na
kontrolu (Slika 15). Dinamika promjena u sadrzaju klorofila b u listovima kultivara Merlot 1
Cabernet Franc bila je sli¢na onoj koja je uoéena za sadrzaj klorofila a. Sto se ti¢e kultivara
Merlot, tretmani pojedinim sojevima rezultirali su znac¢ajnim povecanjem sadrzaja klorofila b,
dok su kombinacije tri soja uglavnom izazvale statisticki zna¢ajno smanjenje sadrzaja tog
pigmenta. Kod kultivara Cabernet Franc, uzorci koji pokazuju statisticki znacajne razlike od
kontrolnih vrijednosti su tretirani virusnim sojem I gdje je zabiljezen porast sadrzaja klorofila
b, a uzorci tretirani kombinacijom virusnih sojeva LI 1 LIII pokazuju smanjenje sadrzaja tog
pigmenta u odnosu na kontrolne vrijednosti. Naposljetku, u tretiranim biljkama kultivara Pinot
Noir zamijeceno je lagano smanjenje ili povecanje sadrzaja klorofila b, ali te promjene nisu bile

statisticki znacajne u odnosu na kontrolu (Slika 15).
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Sto se ti¢e udinka poljskih izolata, sadrzaj klorofila b bio je statisti¢ki zna¢ajno smanjen
pri gotovo svim tretmanima kultivara Tribidrag i Merlot. Medutim, kod preostala dva kultivara,
Cabernet Franc i Pinot Noir, sadrzaj tog pomo¢nog pigmenta je pri gotovo svim tretmanima bio
statisticki znacajno povecan (Slika 16). Iznimke u kojima kod tih kultivara nije zabiljezena
promjena u sadrzaju klorofila b od statistiCkog znacaja je pri tretmanu X te kod Pinot Noira pri

tretmanu Z.
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Slika 15. Relativni sadrZaj klorofila b u listovima €etiri kultivara vinove loze tretiranih sojevima
virusa GLRaV-3 I, II 1 III 1 njihovim kombinacijama. Vrijednosti su izraZene u odnosu na
sadrzaj klorofila b u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane na vrijednost
1 1 na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,defg®. Iznad stupaca oznacena je standardna
devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p <
0.05).
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Slika 16. Relativni sadrzaj klorofila b u listovima Cetiri kultivara vinove loze tretiranih poljskim
virusnim izolatima X, Y, Z 1 Q koji sadrze razliite viruse vinove loze. Vrijednosti su izrazene
u odnosu na sadrzaj klorofila » u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane
na vrijednost 1 i na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,cde*. Iznad stupaca oznacena je
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno
razlikuju (p <0.05).

3.5.3. Promjene u sadrZaju ukupnih karotenoida

Sli¢no kao 1 kod sadrzaja klorofila b, negativan ucinak ¢istih sojeva GLRaV-3 i njihovih
kombinacija na sadrZaj karotenoida u listovima kultivara Tribidrag uocen je pri tretmanima
sojem II, sojem III i kombinacijom sojeva LII gdje je zabiljeZeno statisticki znacajno smanjenje
sadrzaja tog pigmenta u odnosu na kontrolu (Slika 17). Tretmani pojedinim virusnim sojevima
1 njihovim kombinacijama u kultivarima Merlot 1 Cabernet franc izazvali su istu dinamiku
promjena u sadrzaju karotenoida kao i1 kod klorofila a. Kod kultivara Pinot Noir, jedini uzorci
koji se statisticki znacajno razlikuju od kontrole tretirani su kombinacijom virusnih sojeva LII
1 pokazuju smanjenje sadrzaja karotenoida u odnosu na kontrolu.

Sto se ti¢e u¢inka poljskih izolata, sadrzaj karotenoida statisti¢ki zna¢ajno je smanjen
pri gotovo svim tretmanima kultivara Tribidrag i Merlot sa iznimkom tretmana Y kod kultivara
Merlot gdje nije zabiljeZena razlika u sadrzaju karotenoida od statistickog znacaja (Slika 18).
Medutim, kod kultivara Cabernet Franc sadrzaj tog pomoc¢nog pigmenta je pri gotovo svim

tretmanima bio statisticki znacajno povecan, izuzev kod tretmana X gdje je sadrzaj karotenoida
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bio slican kontroli (Slika 18). Primijenjeni tretmani nisu pokazali u¢inak na sadrzaj karotenoida
u kultivaru Pinot Noir, izuzev kod tretmana Q gdje je zabiljezeno bitno povecanje sadrzaja tih

pomo¢nih pigmenata.
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Slika 17. Relativni sadrzaj ukupnih karotenoida u listovima cetiri kultivara vinove loze
tretiranih sojevima virusa GLRaV-3 I, II 1 IIl 1 njthovim kombinacijama. Vrijednosti su izraZene
u odnosu na sadrZaj karotenoida u kontrolnim biljkama. Kontrolne vrijednosti su normalizirane
na vrijednost 1 1 na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,defg. Iznad stupaca oznacena
je standardna devijacija. Stupci oznaceni razlic¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p <0.05).
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Slika 18. Relativni sadrzaj ukupnih karotenoida u listovima cetiri kultivara vinove loze
tretiranih poljskim virusnim izolatima X, Y, Z i Q koji sadrze razli¢ite viruse vinove loze.
Vrijednosti su izrazene u odnosu na sadrzaj karotenoida u kontrolnim biljkama. Kontrolne
vrijednosti su normalizirane na vrijednost 1 i na ovom grafickom prikazu oznacene su kao ,,cd*.
Iznad stupaca oznacena je standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno
se statisticki znacajno razlikuju (p < 0.05).
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4.1. Utjecaj pojedinih virusnih sojeva GLRaV-3 i njihovih kombinacija na vinovu lozu

Jedan od ciljeva ovog rada bilo je istraziti u¢inak pojedinih virusnih sojeva GLRaV-3 i
njihovih kombinacija na oksidacijski stres u vinovoj lozi, proucavanjem pet odabranih
parametara — ukupnog sadrzaja topivih proteina, aktivnost SOD, sadrzaja MDA, sadrzaja H>O:
1 sadrzaja fotosintetksih pigmenata. Za ispitivanje fizioloskih promjena u listovima vinove loze
uslijed infekcije sojevima GLRaV-3, koriStena su Cetiri kultivara; Tribidrag, Merlot, Cabernet
Franc i Pinot Noir. Na temelju rezultata utvrdeni su trendovi razli¢itog stupnja osjetljivosti
kultivara na bioticki stres. Tribidrag je zabiljezen kao kultivar s najizrazenijim fizioloskim
odgovorom na infekciju kako cistim sojevima GLRaV-3 tako i njihovim kombinacijama.
Slabiji stres u odgovoru na sojeve GLRaV-3 i njihove kombinacije pokazuje Merlot, a stresni
odgovor je izostao ili bio vrlo slab u preostala dva kultivara Cabernet Franc i Pinot Noir.

Sto se ti¢e ukupne koli¢ine proteina, infekcija vinove loze sojevima virusa GLRaV-3
(bilo pojedinim sojevima ili njihovim kombinacijama) je u kultivarima Cabernet Franc i Pinot
Noir uglavnom dovela do povecanja sadrzaja proteina, a u kultivaru Merlot nije bitno utjecala
na njihov sadrzaj (izuzev pri tretmanu sojem I gdje je utvrdena smanjena koli¢ina proteina).
No, u kultivaru Tribidrag je pri gotovo svim tretmanima utvrdena uglavnom smanjena koli¢ina
proteina, Sto je zabiljeZzeno kao jedan od fizioloskih odgovora na bioticki stres u nekoliko
znanstvenih istrazivanja. Bertamini i sur. (2004) utvrdili su smanjenu koli¢inu topivih proteina
u listovima vinove loze inficirane GLRaV-3, a kao moguce uzroke navode oSteCenja u
kloroplastima ili inhibiciju sinteze proteina. Smanjenje koliCine topivih proteina uslijed
biotiCkog stresa utvrdeno je i u listovima kultivara Merlot, dok takav stresni odgovor izostaje
kod preostala dva kultivara Cabernet Franc i Pinot Noir. U ovom radu smanjena koli¢ina
proteina u listovima kultivara Tribidrag mogla bi biti rezultat smanjene sinteze proteina,
posebice onih koji su vezani uz funkcioniranje kloroplasta. Naime, u ovom radu zabiljezeno je
smanjenje klorofila a, b 1 karotenoida, koje medutim nije bilo toliko izrazeno da bi se moglo
smatrati jedinim uzrokom smanjene koli¢ine topivih proteina. Detaljnija istraZivanja sinteze
proteina i moguce inhibicije njihove sinteze uzrokovane virusom bi se trebala provesti kako bi
se utvrdio utjecaj GLRaV-3 na koli¢inu topivih proteina. Rezultati nam takoder pokazuju da je
tretman kombinacijom sva tri soja virusa GLRaV-3 doveo do povecanja sadrzaja proteina u
listovima kultivara Tribidrag, a tretman kombinacijom sojeva II i III nije bitno utjecao na
sadrzaj tog parametra. Stoga bi zanimljivo bilo detaljnije istraziti utjecaj kombiniranih infekcija
u kultivaru Tribidrag kako bi se utvrdilo dolazi li do odredene rezistencije u tom kultivaru na

navedenu virusnu kombinaciju.
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Nadalje, mjerenjem aktivnosti superoksid dismutaze, zabiljeZen je trend koji je u skladu
sa prijaSnjim parametrom. Najsnazniji odgovor SOD je zabiljezen u kultivaru Tribidrag
tretiranim Cistim sojevima virusa i odredenim kombinacijama virusnih sojeva, dok je povecanje
aktivnosti tog enzima zabiljezeno i u listovima kultivara Merlot i Cabernet Franc samo pri
pojedinim kombiniranim tretmanima sa sojevima virusa GLRaV-3. Sli¢ni rezultati povecanja
aktivnosti SOD zabiljezili su Cui i sur. (2016) pri proucavanju kombiniranog stresa virusne
infekcije 1 vodnog stresa na vinovu lozu. U navedenom radu utvrdeno je tek blago poveéanje
aktivnosti SOD u odgovoru na virusnu infekciju, dok u kombinaciji s vodnim stresom biljka
znacajno potice enzimske sustave uklanjanja slobodnih radikala, poput povecanja aktivnosti
SOD i drugih antioksidativnih enzima. Takoder, Hancevi¢ i1 sur. (2017) navode pojacanu
aktivnosti SOD kao jednu od glavnih fizioloskih promjena u dugogodisnjoj kompatibilnoj
infekciji citrusa meksicke limete s tristeza virusom. Medutim, u ovom radu infekcija Cistim
sojevima virusa GLRaV-3 ili njithovim kombinacijama uglavnom nije uzrokovala znacajne
promjene u aktivnosti SOD u listovima kultivara Merlot, Cabernet Franc i Pinot Noir $to
potencijalno ukazuje na izostanak stresa u tim kultivarima vinove loze.

Rezultati mjerenja koli¢ine malondialdehida u listovima tretiranih kultivara Cabernet
Franc 1 Pinot Noir ukazuju na nepromijenjenu razinu lipidne peroksidacije u odnosu na
kontrolne vrijednosti tog parametra. No, vrijednosti MDA ni u listovima kultivara Tribidrag
(izuzev pri kombiniranim tretmanima sa sojevima II, III 1 LILIII gdje je utvrdeno povecanje) 1
Merlot nisu bile povecane uslijed virusne infekcije, dapace bile su ¢ak 1 niZe u usporedbi s
kontrolnim vrijednostima, §to zna¢i da GLRaV-3 nije uzrokovao lipidnu peroksidaciju u
ispitivanim listovima ovih kultivara. Ti rezultati takoder upucuju na zakljucak da su vodikov
peroksid i drugi ROS bili efikasno eliminirani iz biljke, ¢ime je manja i vjerojatnost stvaranja
hidroksilnih radikala 1 posljedi¢no tome i lipidne peroksidacije. Te pretpostavke je potrebno
potvrditi odgovaraju¢im analizama enzimske aktivnosti, ali mozemo pretpostaviti da je doSlo
do indukcije enzima koji razgraduju vodikov peroksid. U ovom radu znacajno nakupljanje
MDA je utvrdeno samo u listovima kultivara Tribidrag tretiranog kombinacijama virusnih
sojeva II, III 1 LILIII $to upucuje na povecanu razinu lipidne peroksidacije. U objavljenoj
literaturi, istraZivanja o virusnoj indukciji akumulacije MDA su vrlo oskudna. Cui i sur. (2016)
ustanovili su da infekcija virusom uvijenosti lista vinove loze ne uzrokuje akumulaciju MDA,
dok su Debona i sur. (2012) zabiljezili povecanje akumulacije MDA neposredno nakon
inokulacije listova pSenice patogenom Pyricularia oryzae. Nadalje, kao jedno od potencijalnih

objasnjenja za nize vrijednosti MDA, autori navode pojacanu aktivnost odredenih enzima koji
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kataliziraju reakciju prevodenja vodikovog peroksida u vodu, kao $to su askorbat peroksidaza
ili katalaza pri povecanoj akumulaciji vodikovog peroksida. Takoder, vrijedno je naglasiti kako
se u posljednje vrijeme dovodi u pitanje vjerodostojnost analize MDA kao i interpretacija
zabiljezenih 1 objavljenih rezultata. Morales i Munné-Bosch (2019) isti¢u nedostatke ove
analize, ali 1 naglaSavaju kako je MDA mahom koriSten kao alat za procjenu oksidativnog
oSte¢enja biljaka. Autori zakljuCuju da taj parametar moZemo smatrati pouzdanim u
slucajevima kada je utvrdena jaka akumulacija MDA kroz dulji vremenski period, S$to
nedvosmisleno ukazuje na visok stupanj oksidacije membraniskih lipida i nerijetko dovodi do
nepopravljivih ostecenja i naposljetku smrti biljke. Medutim, u epizodi¢nim akumulacijama
MDA, vjerojatnije je da biljke koriste ovu taktiku kao metodu signalizacije u svrhu pojac¢ane
produkcije ROS, §to omogucava biljkama kvalitetnije podnoSenje stresa bez pretjeranih
oksidativnih ostecenja. U ovom radu, predstavljeni rezultati o indikatoru lipidne peroksidacije
pokazuju da ispitivane biljke u vrijeme uzorkovanja nisu bile izloZene snaznom oksidativhom
stresu, $to je u skladu sa opazanjima Naidu 1 sur. (2015) te Halldorson i Keller (2018) koji su
zakljucili da vinova loza prolazi kroz najstresniji period u vrijeme dozrijevanja plodova
,veraison®) kada i simptomi bolesti postaju najizrazajniji.

Cisti virusni izolati uzrokovali su promjene i u relativnom sadrzaju vodikovog peroksida
u ispitivanim kultivarima. Gotovo svi tretmani su u listovima kultivara Tribidrag uzrokovali
znacajnu akumulaciju vodikovog peroksida, dok se sadrzaj tog metabolita u listovima preostala
tri kultivara nije znacajno razlikovao u odnosu na odgovarajue kontrolne vrijednosti.
Zabiljezene promjene vodikovog peroksida u listovima kultivara Tribidrag u skladu su s
rezultatima Cui 1 sur. (2016). Diaz-Vivancos 1 sur. (2006), proucavanjem dugogodis$nje
infekcije marelica s virusom Sarke §ljive, ustanovili su da pri kompatibilnim interakcijama
povecana koli¢ina vodikovog peroksida kroz dulji vremenski period dovodi do pojacane lipidne
peroksidacije i1 oksidacije proteina. S obzirom da je Tribidrag jedini kultivar u kojem je
utvrdeno znacajno povecanje relativne koli¢ine vodikova peroksida u odgovoru na pojedinacne
sojeve GLRaV-3 1 gotovo sve kombinacije, a paralelno je s tim detektirano drasticno smanjenje
koli¢ine topivih proteina, ali bez izrazene lipidne peroksidacije, moZzemo pretpostaviti da je
vodikov peroksid kao signalna molekula potaknuo sintezu antioksidacijskih enzima. Kao $to je
ve¢ spomenuto, jedini izuzetak kod kultivara Tribidrag se odnosi na kombinirane tretmane
sojevima virusa GLRaV-3 ILIII 1 LILIII pri kojima je utvrden povecani opseg lipidne
peroksidacije uz istovremeno povecanu produkciju H>O»> ali 1 nepromijenjenu aktivnost enzima

SOD. Takvi rezultati ukazuju na nastanak H>O> nekim drugim putem, moguée kao posljedica
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aktivnosti membranskih NADPH oksidaza ili apoplastnih peroksidaza, a moguce i
lipoksigenaza 1 drugih oksidaza (Camejo i sur. 2016).

Sto se ti¢e utjecaja virusa GLRaV-3 na sadrzaj fotosintetskih pigmenata, vidljiv je
relativno ujednacen trend u promjeni sadrzaja klorofila i karotenoida kod pojedinih kultivara.
Vecina tretmana je kod svih ispitivanih kultivara (izuzev kulivara Merlot tretiranog ¢istim
izolatima gdje je zabiljezeno povecanje fotosintetskih pigmenata) uzrokovala u vecoj ili manjoj
mjeri smanjenje sadrzaja fotosintetskih pigmenata ili nije bitno utjecala na njihov sadrzaj. No,
najvece smanjenje klorofila a, b i1 karotenoida zabiljeZeno je u listovima kultivara Merlot i
Cabernet Franc tretiranih s kombinacijama sojeva virusa GLRaV-3. Obzirom da u listovima tih
kultivara uglavnom nije utvrdeno jace oksidacijsko oste¢enje membranskih lipida, moguce je
da je uslijed infekcije doslo do oksidacijskog oSte¢enja proteina u kloroplastima. Stoga,
potrebna su detaljnija istrazivanja o produkciji i utjecaju razli¢itih ROS kako bi se razotkrio
uzrok jaceg smanjenja koli¢ine fotosintetskih pigmenata u tretmanima kombiniranih infekcija
kod kultivara Merlot 1 Cabernet Franc. Sli¢ni rezultati utjecaja virusa uvijenosti vinove loze na
sadrzaj pigmenata su u skladu s literaturnim podatcima (Bertamini i sur. 2004, Endeshaw i sur.
2014). Iako je smanjenje fotosintetskih pigmenata relativno slabo kod vecine kultivara
tretiranih Cistim sojevima GLRaV-3, potrebno je naglasiti da je to odraz fizioloskih promjena
u listovima u trenutku uzorkovanja. Medutim, u literaturi su zabiljeZene najsnaznije promjene
u koli¢ini fotosintetskih pigmenata u periodu dozrijevanja vinove loze, odnosno prilikom
pojavljivanja makroskopskih simptoma bolesti (Kyselakova 1 sur. 2013).

U ovom je radu svaki kultivar pokazao jedinstveni odgovor na infekcije razli¢itim
sojevima GLRaV-3, ali je negativni utjecaj infekcije najizrazeniji kod kultivara Tribidrag Sto
ovom radu pokazuju minimalne promjene u odgovoru na bioticki stres. No, pri interpretaciji
rezultata mora se uzeti u obzir da su u ovom istraZivanju koristeni kultivari vinove loze na
svom korijenju, a ne na podlogama §to je uobicajeno u vinogradarstvu. Takoder, uzevsi u obzir
da su biljke bile mlade i izlaganje virusima je bilo relativno kratko (period od Cetiri mjeseca), a
vinova loza je viSegodiSnja biljna kultura, ne ¢udi izostanak promjena kod vecine kultivara.
Indikativno je §to su promjene najznacajnije u kultivaru Tribidrag koji je na$ autohton kultivar
1 nije bioloski indikator za GLRaV-3 kao ostali kultivari. S obzirom da su literaturni podatci o
osjetljivosti razlicitih kultivara na bioticki stres vrlo oskudni, potrebna su ekstenzivna

istrazivanja kako bi se produbila saznanja o razlikama u fizioloskim odgovorima izmedu
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kultivara. Takva istrazivanja mogu potencijalno biti korisna u vitikulturi, pri odabiru

rezistentnijih kultivara za podrucja s visokom stopom inficiranosti vinove loze.

4.2. Utjecaj poljskih inokuluma na vinovu lozu

Osim istrazivanja ucinka Cistih sojeva virusa GLRav-3 i njihovih kombinacija na
kultivare vinove loze, cilj ovog rada bio je istraziti i u¢inak kombinacija virusa, u obliku
poljskih inokuluma, na testne kultivare. OpaZeni trendovi osjetljivosti kultivara na oksidacijski
stres uslijed infekcije poljskim inokulima, naizgled prate trendove kod kultivara tretiranih
GLRaV-3 sojevima. Naime, na temelju rezultata moze se primijetiti da je Tribidrag
Franc i1 posebno Pinot Noir pokazale manju osjetljivost na zarazu. Kod kultivara Tribidrag je
pri svim tretmanima zabiljeZena pojacana akumulacija vodikovog peroksida i smanjena
koli¢ina fotosintetskih pigmenata, posebice klorofila b i karotenoida. Medutim, tretmans Y 1 Z
poljskim inokulima izazvao je u listovima tog kultivara i bitno povecanje sadrzaja proteina i
MDA, a tretman s Y inokulumom je izazvao najvece smanjenje fotosintetskih pigmenata.
Razlika izmedu Y poljskog inokuluma i preostala tri tretmana prisutnost je GLRaV-1. Prema
istrazivanjima Cretazzo 1 sur. (2010) i Moutinho-Pereira i sur. (2012), kombinirane infekcije
GLRaV-11GLRaV-3 u vinovoj lozi predstavljaju znacajan bioticki stres koji je u trogodi$njem
periodu drasti¢no utjecao na smanjenje prinosa. U ovom istrazivanju, akumulacija vodikovog
peroksida u jedinkama Tribidraga vrlo je izraZzena Sto otvara pitanja o kompatibilnosti samih
infekcija 1 utjecaju koriStenih virusa na ovu autohtonu vrstu. Naime, Tribidrag je autohtona
hrvatska vinova loza ¢ije se podru¢je rasprostranjenosti znac¢ajno smanjilo kroz povijest Sto
moze ukazivati na nedostatak izlozenosti ovog kultivara nekim od koriStenih virusa, iako bi
moglo ukazivati na suprotno tj. na izlozenost ovog kultivara virusima koji su u kona¢nici
smanjili podrucje uzgoja kultuvara Tribidrag. Madhusudhan i sur. (2009) navode da pojacana
akumulacija endogenog vodikovog peroksida i pojacana oksidacija proteina mogu predstavljati
kvalitetne parametre za razlikovanje kompatibilnih od nekompatibilnih interakcija izmedu
domacina 1 patogenog organizma. Takoder, pri stresnim uvjetima, pojacana produkcija ROS
korisna je za indukciju obrambenog mehanizma, §to kod biotickog stresa ukazuje na
prepoznavanje patogenog organizma i rezultira nekompatibilnim odnosom s domac¢inom (Foyer
1 Noctor 2003). Moguce je da se upravo to dogodilo kod kultivara Tribidrag: prepoznavanje
patogena, 1 pojacana produkcija ROS za razliku od ostalih koriStenih kultivara-bioloskih
indikatora koji, moguce, zbog smanjenog odgovora na virusnu infekciju u konacnici bolje

razvijaju simptome bolesti zbog ¢ega se i koriste kao bioloski indikatori za GLRaV-3.Kako bi
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se razotkrila potencijalna nekompatibilnost kultivara Tribidrag s nekim od koriStenih virusa,
potrebna su detaljnija istrazivanja koja bi uzela u obzir bogatu povijest ovog kultivara, njegovu
izlozenost koriStenim virusima kao i dublje razumijevanje utjecaja razliitih virusa na
fiziologiju ovog specificnog kultivara.

Sto se ti¢e kultivara Merlot, vrijednosti parametara oksidacijskog stresa (ukupni topivi
proteini, aktivnost SOD, sadrzaj MDA 1 vodikovog peroksida) slicni su kontrolnim
vrijednostima, pa se prema tim rezultatima moze zakljuciti da nije doslo do oksidacijskog
stresa. No, istovremeno je u tom kultivaru uslijed infekcije poljkim izolatima zabiljezeno
smanjenje sadrzaja fotosintetskih pigmenata koje je bilo znacajno kod tretmana X, Z i Q. Do
smanjenja fotosintetskih pigmenata moglo je do¢i djelovanjem singletnog kisika koji nastaje u
reakcijskom sredistu fotosistema II i antenskom kompleksu grana tilakoida prijenosom
ekscitacijske energije s tripletnog stanja klorofila na molekularni kisik (Dogra i Kim 2020).
Poznato je naime da singletni kisik kao jaki oksidans moze izazvati ireverzibilno oSte¢enje
susjednih molekula kao Sto su lipidi, proteini i1 karotenoidi, a posebno su osjetljive molekule
koje sadrze dvostruke veze primjerice u nezasi¢enim masnim kiselinama, u aromatskim
aminokiselinama, u bazi gvanin u DNA i tiolnim grupama (Dogra i Kim 2020). U ovom radu
mozemo pretpostaviti da je singletni kisik doveo do smanjenja sadrzaja karotenoida u kultivaru
Merlot tretiranom poljskim izolatima, a moguce je da je izazvao i1 oksidacijsko oStecenje
proteina u reakcijskom sredistu fotosistema II proteina, poglavito D1 (Dogra i Kim 2020).

Na temelju mjerenih parametara moze se zakljuciti da su kultivari Cabernet Franc i Pinot
Noir sliéni u odgovoru na infekciju poljskim izolatima, izuzev nekoliko razlika. Naime,
koriSteni poljski tretmani uzrokovali su drasticno smanjenje koli¢ine ukupnih topivih proteina
u listovima Cabernet Franc kultivara. Znacajan utjecaj virusnih infekcija na smanjenje koli¢ine
topivih proteina dobro je istrazen (Cui i sur. 2016), a Bertamini i sur. (2004) pripisuju smanjenje
koli¢ine topivih proteina ometanoj sintezi ribuloze 1,5-bifosfata. Nadalje, tretmani izolatima Y
1 Q su u kultivaru Cabernet Franc uzrokovali pojacanu aktivnost SOD, dok je tretman Y
uzrokovao 1 pojacanu lipidnu peroksidaciju u ovom kultivaru, $to je vidljivo iz poviSene
koli¢ine MDA. Medutim, sadrZaj svih mjerenih fotosintetskih pigmenata u listovima kultivara
Cabernet Franc tretiranim poljskim virusnim izolatima Y, Z i Q bio je znac¢ajno povecan ili se
nije promijenio u odnosu na kontrolne vrijednosti u sluc¢aju tretmana s virusnim izolatima X. Ti
rezultati moguce ukazuju na izostanak oksidacijskog oSte¢enja u kloroplastima listova
kultivara Cabernet Franc tretiranog poljskim izolatima. Kod kultivara Pinot Noir tretman s

poljskim izolatom Q je izazvao povecanje aktivnosti SOD te sadrzaja klorofila b i karotenoida,
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tretman s poljskim izolatom Y je doveo do povecanja sarzaja proteina i klorofila » dok drugi
testni poljski izolati uglavnom nisu doveli do bitnih promjena u vrijednostima mjerenih
paramatara. Navedeni poljski inokulumi koji su u kultivarima Cabernet Franc i Pinot Noir
potaknuli oksidativni stres, sadrzavali su GLRaV-1 (tretman Y) ili GLRaV-2 (tretman Q) Sto
moze ukazivati na odredeni sinergijski utjecaj ovih srodnih virusa te pojacani stresni odgovor
vinove loze. S obzirom da veliki postotak inficiranih vinovih loza u Hrvatskoj pokazuje
mijesane infekcije navedenim virusima (Voncina i sur. 2019), potrebna su detaljnija istrazivanja
kombiniranog ucinka spomenutih srodnih virusa kako bi se jasnije razumio potencijalan
sinergijski utjecaj GLRaV virusa.

Na kraju, saznanja dobivena u ovom radu mogu biti koriStena kao smjernica za daljnja
istrazivanja utjecaja kombiniranih infekcija na fiziologiju vinove loze obzirom da su literaturni

podatci o utjecaju kombiniranih infekcija na vinovu lozu vrlo limitirani.
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5. Zakljudak

Dobiveni rezultati pokazuju odredene trendove utjecaja GLRaV-3 na koriStene kultivare.
Najsnazniji stresni odgovor, kako sa Ccistim sojevima virusa GLRaV-3 1 njihovim
kombinacijama, zabiljezen je u kultivaru Tribidrag. Nadalje, kod kultivara Merlot zabiljezene
su kao posljedica virusne infekcije s GLRaV-3 negativne promjene u koli€ini topivih proteina
1 fotosintetskih pigmenata, dok je kod preostala dva kultivara zabiljezena minimalna promjena

u kolic¢ini fotosintetskih pigmenata bez snaznijih indikacija za pretrpljeni bioticki stres.

Poljski inokulumi proizveli su slican fizioloSki odgovor u kultivara kao §to je zabiljezeno sa
inokulumi koji su izazvali najizrazeniji odgovor u testnim kultivarima su bili Y 1 Q koji izmedu
ostalih, sadrze viruse srodne GLRaV-3 virusu, a to su GLRaV-1 1 GLRaV-2. Takav rezultat

ukazuje na potencijalni sinergijski utjecaj GLRaV virusa.

Naposljetku, predstavljeno istrazivanje pridonosi dosadasnjim saznanjima o odnosu
GLRaV-3 virusa s vinovom lozom i ukazuje na kompleksnost interakcija izmedu koriStenih
virusnih sojeva i razli¢itih kultivara. Ovaj rad moze predstavljati temelj za daljnja istrazivanja
koja ¢e upotpuniti dostupna znanja o interakciji vinove loze i GLRaV-3, u svrhu kontroliranja

negativnog utjecaja biotickog stresa na vinovu lozu i kvalitetnije vinogradarske prakse.
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Tablica 1. Vrijednosti mjerenih parametara u listovima kultivara vinove loze tretirane sojevima virusa GLRaV-3 I, 111 III

1 njihovim kombinacijama (sirovi podatci). U zagradi je naznacena SD.

proteini SOD H,0, MDA klorofil a klorofil b karotenoidi
kultivar tretman
Tribidrag K 4,16 (0,86) 205 (23,4) 7,4 (0,10) 0,16 (0,007) 2,97 (0,27) 1,03 (0,13) 1,37 (0,08)
I 0,74 (0,09) 351 (27,9) 16,7 (3,17) 0,10 (0,028) 3,04 (0,44) 0,88 (0,18) 1,27 (0,18)
II 0,40 (0,14) 1244 (257) 53,1(8,52) 0,07 (0,004) 2,36 (0,06) 0,58 (0,04) 0,97 (0,17)
I 1,20 (0,24) 424 (66,3) 42,1(3,00) 0,09 (0,019) 2,41 (0,12) 0,77 (0,02) 1,00 (0,03)
LI 1,62 (0,28) 301 (65,2) 41,9 (5,39) 0,08 (0,015) 2,31 (0,09) 0,61 (0,15) 0,96 (0,08)
LIII 0,93 (0,21) 516 (82,6) 48,3(7,29) 0,09 (0,014) 2,80 (0,25) 0,90 (0,17) 1,19 (0,14)
ILIIT 5,28 (1,89) 169,3 (54,5) 40,4 (2,71)  0,25(0,042) 2,94 (0,23) 0,92 (0,08) 1,20 (0,07)
LILIIIT 6,07 (1,19) 132 (22,2) 33,6 (5,65) 0,30 (0,039) 2,68 (0,34) 0,85 (0,11) 1,13 (0,15)
Merlot K 9,04 (0,45) 135 (21,2) 35,9 (3,44)  0,35(0,035) 2,07 (0,04) 0,65 (0,02) 0,96 (0,19)
I 4,59 (0,31) 186 (19,7) 47,2 (3,95) 0,16 (0,023) 3,10 (0,22) 1,06 (0,15) 1,40 (0,16)
11 5,00 (0,38) 189 (41,8) 44,6 (3,62) 0,15 (0,009) 2,89 (0,27) 1,00 (0,12) 1,26 (0,11)
11 6,00 (0,77) 185 (20,8) 19,9 (4,99) 0,19 (0,044) 2,60 (0,25) 0,84 (0,21) 1,15 (0,15)
LII 6,60 (1,15) 232 (16,9) 22,3(3,07) 0,19 (0,016) 1,28 (0,15) 0,40 (0,07) 0,59 (0,07)
LIII 8,63 (1,25) 189 (17,4) 19,4 (3,65) 0,24 (0,039) 1,29 (0,06) 0,36 (0,06) 0,58 (0,04)
ILIIT 6,94 (1,01) 242 (43,2) 32,3(6,48) 0,24 (0,042) 1,14 (0,13) 0,38 (0,08) 0,54 (0,05)
LILIII 7,85 (0,69) 206 (20,9) 30,0 (3,76) 0,23 (0,009) 1,27 (0,15) 0,50 (0,09) 0,59 (0,07)
Caberent Franc K 5,45 (1,21) 157 (4,1) 49,2 (5,23)  0,20(0,035) 2,60 (0,13) 0,67 (0,05) 1,10 (0,06)
I 8,05 (1,70) 144 (43,5) 45,0 (4,79) 0,25 (0,047) 2,76 (0,13) 0,89 (0,03) 1,30 (0,14)
11 6,26 (1,65) 177 (32,8) 52,8 (4,48) 0,21 (0,049) 1,88 (0,14) 0,58 (0,10) 0,85 (0,08)
I 7,76 (0,87) 144 (27,3) 35,7(7,40) 0,21 (0,065) 2,41 (0,38) 0,72 (0,13) 1,08 (0,15)
LI 9,30 (1,14) 157 (41,5) 63,8 (2,13) 0,19 (0,058) 1,51 (0,36) 0,46 (0,07) 0,73 (0,17)
LIII 4,27 (0,79) 326 (140,4) 64,9 (1,38) 0,25 (0,056) 1,29 (0,27) 0,44 (0,09) 0,62 (0,12)
ILIIT 3,87 (0,49) 213 (56,9) 68,2 (0,43)  0,15(0,037) 1,39 (0,22) 0,50 (0,08) 0,66(0,09)
LILII 10,86 (1,06) 137 (10,5) 51,5(2,26) 0,19 (0,053) 1,97 (0,21) 0,58 (0,04) 0,88 (0,07)
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Pinot Noir K 2,64 (1,12) 252(23,9)  37.9(5,99) 0,15(0,031)  3,03(026)  0,86(0,22) 1,31 (0,08)
I 2,29 (0,76) 283(96,6)  47.9(4,10) 0,11(0,019)  3,15(0,40)  1,02(024) 1,39 (0,15)

I 3,95 (0,60) 181 (26,7)  50,0(8,49)  0,14(0,015)  3,09(0,66)  1,06(0,29) 1,36 (0,27)

I 4,53 (0,94) 160 (46,7) 26,1 (2,08) 0,14 (0,009)  2,36(0,19)  0,77(0,07) 1,14 (0,09)

LII 2,70 (0,29) 206 (163)  47,6(9,50)  0,19(0,034)  2,07(037)  0,67(0,10) 0,94 (0,12)

LIII 3,89 (1,27) 173 (46,5)  44,7(4,59) 0,17(0,007)  2,39(027)  0,78(0,07)  1,11(0,11)

ILIII 3,58 (0,28) 184 (34,7)  54,6(2,95) 0,18(0,013)  240(0,32)  0,80(0,13) 1,08 (0,11)

LILIT 3,48 (0,68) 179(70.2)  57.0(3,32)  0,17(0,003)  2,77(0.45)  0,87(0,13) 1,20 (0,17)
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Tablica 2. Vrijednosti mjerenih parametara u listovima kultivara vinove loze tretirane poljskim virusnim izolatima.
(sirovi podatci). U zagradi je naznacena SD.

proteini SOD H,0, MDA klorofil a klorofil b karotenoidi
kultivar tretman
Tribidrag K 4,16 (0,86) 205 (23,4) 7,4 (0,10) 0,16 (0,007) 2,97 (0,27) 1,03 (0,13) 1,37 (0,08)
X 4,30 (1,36) 351 (27,9) 58,7(2,01) 0,18 (0,050) 2,47 (0,20) 0,77 (0,06) 1,09 (0,09)
Y 9,84 (1,56) 1244 (257,4)  52,3(5,91) 0,51 (0,030) 2,07 (0,09) 0,48 (0,03) 0,83 (0,05)
V4 8,67 (1,56) 424 (66,3) 64,2 (2,00) 0,31 (0,083) 2,61 (0,33) 0,79 (0,14) 1,09 (0,14)
Q 3,34 (0,40) 301 (65,2) 62,9 (0,47) 0,13 (0,033) 2,49 (0,28) 0,82 (0,04) 1,12 (0,09)
Merlot K 9,04 (0,45) 135(21,2) 359(3,44) 0,35(0,035) 2,07 (0,04) 0,65 (0,02) 0,96 (0,19)
X 9,64 (0,58) 159 (27,5) 16,0 (3,51)  0,35(0,037) 1,18 (0,12) 0,34 (0,03) 0,53 (0,06)
Y 8,03 (1,43) 169 (15,2) 19,7 (1,68) 0,22 (0,039) 1,82 (0,34) 0,64 (0,10) 0,83 (0,14)
V4 6,60 (0,64) 197 (21,7) 8,2 (1,08) 0,19 (0,026) 1,27 (0,22) 0,49 (0,07) 0,55 (0,10)
Q 8,78 (0,35) 133 (22,2) 32,2(5,07) 0,19 (0,022) 1,59 (0,16) 0,47 (0,06) 0,71 (0,07)
Caberent Franc K 5,45 (1,21) 157 (4,1) 49,2 (5,23)  0,20(0,035) 2,60 (0,13) 0,67 (0,05) 1,10 (0,06)
X 1,15 (0,21) 160 (19,8) 60,9 (4,98) 0,15 (0,042) 2,17 (0,05) 0,65 (0,16) 0,96 (0,08)
Y 0,82 (0,24) 989 (56,8) 51,5(7,83) 0,39 (0,080) 3,11 (0,17) 0,93 (0,03) 1,35 (0,04)
V4 0,57 (0,05) 206 (54,7) 63,1 (3,00) 0,20 (0,014) 2,91 (0,15) 0,90 (0,06) 1,31 (0,06)
Q 0,45 (0,10) 1341 (238,7) 59,9 (7,78) 0,13 (0,018) 3,53 (0,39) 0,84 (0,07) 1,45 (0,12)
Pinot Noir K 2,64 (1,12) 252 (23,9) 37,9(5,99)  0,15(0,031) 3,03 (0,26) 0,86 (0,22) 1,31 (0,08)
X 3,12 (1,16) 242 (25,9) 59,8 (7,04) 0,15 (0,028) 3,04 (0,24) 1,03 (0,09) 1,41 (0,03)
Y 3,96 (0,48) 215 (27,8) 49,3 (4,30) 0,15 (0,040) 3,15(0,17) 1,10 (0,03) 1,39 (0,06)
4 4,34 (1,13) 192 (26,2) 61,1(5,82) 0,17 (0,004) 2,88 (0,28) 0,96 (0,07) 1,31 (0,09)
Q 0,86 (0,33) 615 (32,1) 62,5(2,86) 0,15 (0,039) 3,50 (0,34) 1,13 (0,18) 1,63 (0,19)

7. Prilozi
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8. Zivotopis

Roden sam u Zagrebu, gdje sam odrastao pohadajuc¢i Osnovnu $kolu Retkovec. Obrazovanje
sam nastavio u smjeru prirodnih znanosti, $kolujuci se u Prirodoslovnoj $koli Vladimir Prelog.
Pohadanje strukovnog smjera ,,Ekoloski tehniCar* razvilo je zanimanje za okoli$ i njegovu
zaStitu Sto me potaklo na upis Prirodoslovno-matematickog fakulteta gdje sam stekao
dosadasnje zvanje prvostupnika Znanosti o okoliSu. Na navedenom studiju teorijska znanja sam
upotpunio prakti¢nim radom u Herbarium Croaticum i laboratorijskim stru¢nim radom, a dio

studija sam odradio na SveuciliStu u Becu.
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