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1. Uvod 

1.1. Koleus 

Coleus scutellarioides (L.) Benth. biljka je iz porodice Lamiaceae �‰�}�Œ�]�i���l�o�}�u���]�Ì���:�µ�P�}�]�•�š�}���v�������Ì�]�i�� 

koja se danas sadi diljem svijeta (Missouri Botanical Garden 2018). �s���Î�v�� je ukrasna biljka, a 

vrijednost njene �‰�Œ�}�����i���� �P�}���]�“�v�i���� �‰�Œ���o���Ì�] 14 milijuna ���u���Œ�]���l�]�Z��dolara (Harlan i Hausbeck 

2018). �d���l�•�}�v�}�u�]�i�����}�À�������]�o�i�l���������•�š�}��se �u�]�i���v�i���o�����š�]�i���l�}�u���P�}���]�v�����‰�����•�µ���]�������o�i���������•�š�}���l�}�Œ�]�“�š���v�]��

sinonimi poput Coleus blumei, Plectranthus scutellarioides i Solenostemon scutellarioides (N.C. 

Extension 2020)�U�����������v���“�v�i�]���š���l�•�}�v�}�u�•�l�]���‰�}�o�}�Î���i���}���Œ�������v���i�����v�����š���u���o�i�µ���(�]�o�}�P���v���š�•�l�]�Z���}���v�}�•����

2018. godine (Paton i sur. 2018, Paton i sur. 2019). U Hrvatskoj je ova biljka poznata kao 

�µ�l�Œ���•�v�����l�}�‰�Œ�]�À���U���“���Œ���v�����l�}�‰�Œ�]�À�����]�o�]���µ�l�Œ���•�v�����“���Œ���v�����l�}�‰�Œ�]�À���U�����o�]�����µ���µ���]���������‰�}�•�š�}�i�]���]�Ì�Œ���Ì�]�š�}���À���o�]�l��

���Œ�}�i�� �u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]�� �Œ���Ì�v�}�o�]�l�]�Z�� �l�µ�o�š�]�À���Œ�� (Lebowitz 1985), a neki od njih nisu dobro opisani ovim 

nazivima �i���Œ�� �v�]�•�µ�� �v�]�� �“���Œ���v�], a sama vrsta C. scutellarioides ne pripada u koprive (porodica 

Urticaceae) smatram da je bolje koristiti naziv koleus. 

Poznato je nekoliko patogena koji redovito inficiraju koleus, ali nijedan nije posebno 

���l�}�v�}�u�•�l�]���Ì�v�������i���v���š�����v�����]�Ì���Ì�]�À����velike gubitke. �K�À�]���‰���š�}�P���v�]���µ�l�o�i�µ���µ�i�µ���P�o�i�]�À�����]��pseudogljive 

(Oomycota), viruse te viroide (Tablica 1.) Patogeni ne izazivaju uvijek simptome na koleusu, a 

interakcije s patogenima i ishod infekcije mogu se razlikovati od kultivara do kultivara (Harlan 

i Hausbeck 2018). �h�� ���}�š���v�]���l�}�u�� �À�Œ�š�µ�� �W�Œ�]�Œ�}���}�•�o�}�À�v�}-�u���š���u���š�]���l�}�P�� �(���l�µ�o�š���š���� �µ�� �•���P�Œ�����µ��

�‰���š�}�P���v�]���l�}�o���µ�•�����]�•�š�Œ���Î�µ�i�µ���•�����À������nekoliko �P�}���]�v���U�������Ì�����]�o�i���Î���v�]���•�µ���À�]�Œ�}�]���]��Coleus blumei viroid 

1 (CbVd-1) i CbVd-3 (�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X���î�ì�í�õ�• te virus �À���v�•�l�����v���l�Œ�}�Ì�����l�}�o���µ�•�����~�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X���î�ì�í�ô�•�X U 

rujnu 2020. �Ì���‰���Î���v�� �•�µ�����À�����v�}�À�����l�}�o���µ�•�����•�����•�]�u�‰�š�}�u�]�u�����v���o�]�l���v�����À�]�Œ�µ�•�v�����µ�����}�š���v�]���l�}�u���À�Œ�š�µ��

u Zagrebu koja su zatim �l�}�Œ�]�“�š���va �l���}���‰�}�����š�v�]���u���š���Œ�]�i���o���µ���}�À�}�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�X 

 

 

Tablica 1. Poznati patogeni koji inficiraju koleus (Coleus scutellarioides (L.) Benth.). 

Patogen Porodica Kategorija 

Botrytis cinerea Sclerotiniaceae Gljiva 

Peronospora sp. Peronosporaceae Oomycota 

Pythium sp. Pythiaceae Oomycota 



2 
 

Tablica 1. Nastavak 

Patogen Porodica Kategorija 

Rhizoctonia solani Ceratobasidiaceae Gljiva 

Cucumber mosaic virus Bromoviridae Virus 

Impatiens necrotic spot virus Tospoviridae Virus 

Tobacco etch virus Potyviridae Virus 

Coleus vein necrosis virus Betaflexiviridae Virus 

viroidi roda Coleviroid Pospiviroidae Viroid 

 

1.2. Virus venske nekroze koleusa 

Zadnje otkriveni patogen koleusa te ujedno jedan o kojem se najmanje zna, virus je venske 

nekroze koleusa (Coleus vein necrosis virus, CVNV), pripadnik roda Carlavirus i porodice 

Betaflexiviridae (King i sur. 2012). Prvi put je detektiran upravo u koleusu 2007. godine (Mollov 

i sur. 2007), a ubrzo mu je sekvenciran cijeli genom (Kraus i sur. 2008). Nakon �}�À�]�Z���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�� 

nema mnogo drugih navoda u literaturi. U Europi je prvi put detektiran u Hrvatskoj u 

���}�š���v�]���l�}�u���À�Œ�š�µ���W�Œ�]�Œ�}���}�•�o�}�À�v�}-�u���š���u���š�]���l�}�P���(���l�µ�o�š���š�� �µ���•���P�Œ�����µ���~�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X���î�ì�í�ô�•. 

 

1.2.1. �'�Œ������ CVNV-a 

CVNV je virus s j�����v�}�o���v�����v�]�u���Z�E��-genomom pozitivnog smisla ���µ�Î�]�v�� oko 8700 nukleotida 

(King i sur. 2012, Kraus i sur. 2008). Genomska RNA �•�����Œ�Î�] 5'-kapu i 3'-poli-A rep, kratke 

netranslatirane regije na 5'- i 3'-krajevima i �ò���}�š�À�}�Œ���v�]�Z���}�l�À�]�Œ�������]�š���v�i�� (Open Reading Frame, 

ORF), odnosno gena koji kodiraju 6 proteina (Slika 1.A) (Foster 1992). Prvi ORF kodira virusnu 

replikazu, veli�l�]�� �‰�Œ�}�š���]�v�� �l�}�i�]�� �•�����Œ�Î�]�� �(�µ�v�l���]�}�v���o�v���� ���}�u���v����RNA-ovisne RNA-polimeraze (RNA 

dependant RNA polymerase, RdRp), metil-transferaze, helikaze i proteaze. ���Œ�µ�P�]�U���š�Œ�����]���]�������š�À�Œ�š�]��

ORF ���]�v����trostruki genski blok (Triple Gene Block, TGB) ���]�i�] se genski produkti nazivaju TGBp1, 

TGBp2 i TGBp3 (Kraus i sur. 2008). Ova tri proteina imaju mnoge ulog���U�����o�]�� �]�u�� �i���� �v���i�À���Î�v�]�i����

pokretanje virusa od stanice do stanice kroz plazmodezmije (Morozov i Solovyev 2003). ORF 5 

kodira kapsidni protein, a ORF 6 kodira protein koji �À���Î���� �Z�E�� (RNA binding protein, RBP), 

nazivan �i�}�“��i protein bogat cisteinom (Cysteine rich protein, CRP) ���]�ia je glavna uloga inhibicija 

glavnog biljnog obrambenog mehanizma - RNA-�µ�š�]�“���À���v�i�� (Kraus i sur. 2008). 
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�����•�š�]���������s�E�s-a �(�]�o���u���v�š�}�Ì�v�����•�µ�U���P�Œ�������v����helikalnom simetrijom postignutom omotavanjem 

monomera �l���‰�•�]���v�]�Z�� �‰�Œ�}�š���]�v���� ���µ�Î�� ���]�i���o�}�P�� �P���v�}�u���� �À�]�Œ�µ�•���� �~�^�o�]�l���� �í�X���• (DPV 1982). �W�Œ�}�•�i�����v����

�Ì�����]�o�i���Î���v�������µ�Î�]�v���� �����•�š�]������ ���s�E�s-a je oko 640 nm (Mollov i sur. 2007), �“�š�}��je u skladu s 

�À���o�]���]�v�}�u�������•�š�]������svih virusa iz roda Carlavirus (DPV 1982). 

 

 

Slika 1. �K�Œ�P���v�]�Ì�����]�i�����P���v�}�u�����~���•���]���•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ���������•�š�]�������~���•���À�]�Œ�µ�•�����Œ�}������Carlavirus. RdRp �t RNA-ovisna RNA-

polimeraza (RNA Dependant RNA Polymerase), TGB �t trostruki genski blok (Triple Gene Block), CP �t 

kapsidni protein (Capsid Protein), RBP �t �‰�Œ�}�š���]�v�� �l�}�i�]�� �À���Î���� �Z�E���� �~RNA Binding Protein). Preuzeto od 

https://viralzone.expasy.org/268 

 

1.2.2. Prijenos CVNV-a 

Bilj�v�]���À�]�Œ�µ�•�]���•�����}�������]�o�i�l�������}�����]�o�i�l�����u�}�P�µ���‰�Œ���v�}�•�]�š�]���v�����À�]�“�����Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z���v�����]�v�����l�}�i�]���}�À�]�•�����}���•�À�}�i�•�š�À�]�u����

pojedinog virusa i pojedinih biljnih vrsta koje inficiraju. Ovisno o biljkama s kojih i na koje se 

prenose virusi, razlikujemo vertikalni prijenos, odnosno prijenos s roditeljskih biljaka na 

potomke, i horizontalni prijenos, odnosno prijenos virusa s biljke na biljku koje nisu u odnosu 

roditelj-potomak (Jones 2018). �����o���l�}�� �v���i�����“���]��mehanizam prijenosa biljnih virusa je 

horizontalni prijenos vektorima, a �v���i�����“���]���À���l�š�}�Œ�]���•�µ��insekti iz natporodica Aphidoidea (lisne 

�µ�“�]�• i Aleyrodoidea (�“�š�]�š���•�š�]���u�}�o�i���]) koji zajedno prenose preko 500 vrsta biljnih virusa (Nault 

1997; Fereres i Raccah 2015). �s�����]�v�µ��karlavirusa �‰�Œ���v�}�•�����o�]�•�v�����µ�“�]�U�����}�l���i������n karlavirus, virus 

���o���P�}�P���“���Œ���v�]�o�������Œ�v�}�}�l�}�P���P�Œ���Z�����~Cowpea mild mottle virus, CpMMV), prenose �“�š�]�š���•�š�]���u�}�o�i���]. 

Za neke karlaviruse vektori �i�}�“��nisu poznati (DPV 1982; Zanardo i Carvalho 2017). �h�����•�š���o�� 

�À�Œ�•�š���� �o�]�•�v���� �µ�“�], Myzus persicae�U�� �����•�š je vektor raznih virusa, a �]�•�š�Œ���Î�]�À���va je i kao vektor za 

CVNV�X�� �h�� �i�����v�}�u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�� �‰�}�l���Ì���v��je prijenos CVNV-a putem M. persicae, ali ne na sve 

https://viralzone.expasy.org/268
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poznate biljne vrste �l�}�i���� �u�}�P�µ�� �‰�}�•�o�µ�Î�]�š�]�� �l���}�� ���}�u�����]�v�] CVNV-a (Kraus i sur. 2008), dok u 

drugom �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���‰�Œ�]�i���v�}�• ovim vektorom nije �µ�š�À�Œ�����v (Mollov i sur. 2007). 

�s���Îan �v�����]n �‰�Œ�]�i���v�}�•���� �š���l�}�����Œ��je i vertikalan prijenos sjemenom (Mink 1993). Prijenos 

karlavirusa sjemenom slabo je �]�•�š�Œ���Î���v. �/�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����•�µ uglavnom provedena na CpMMV-u, ali 

se rezultati �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����‰�Œ�]�o�]���v�} razlikuju. Postotak proklijalog sjemena u kojem je detektiran 

CpMMV varira u rasponu od 0,9% do 94,8%, a vjerojatno ovisi o biljnoj vrsti ili kultivaru te 

�u�}�Î�������]���}���•�‰�����]�(�]���v�}j varijanti virusa (Prasad i sur. 1990; Jeyanandarajah i Brunt 1993; Zanardo 

i Carvalho 2017). Od karlavirusa sjemenom su prenosivi i virus �‰�Œ�µ�P���À�}�•�š�]���P�Œ���“�l�� (Pea streak 

virus) i �À�]�Œ�µ�•�� �u�}�Ì���]�l���� �Î�]�o���� ���Œ�À���v���� ���i���š���o�]�v�� (Red clover vein mosaic virus) (King i sur. 2012). 

Prijenos CVNV-a sjemenom dosad �v�]�i�����]�•�š�Œ���Î�]�À���v�X 

 

1.2.3. Makroskopska o���]�o�i���Î�i�����]�v�(���l���]�i�������]�o�i���l�������s�E�s-om 

�d�]�i���l�}�u�� �š�Œ���i���v�i���� �]�v�(���l���]�i���� �]�v�š���Œ���l���]�i���� �À�]�Œ�µ�•���� �]�� ���}�u�����]�v���� �l�}�v�•�š���v�š�v���� �•�µ�� �š���� �v�i�]�Z�}�À���� �Œ���À�v�}�š���Î����

�}���Œ�����µ�i���� �‰�}�•�o�i�����]������ �]�v�(���l���]�i���X���<�Œ�}�v�]���v�� virusne infekcije biljaka definirane su kao infekcije 

uzrokovane virusima prenesenim na biljku horizontalnim ili vertikalnim putem pri kojima virus 

ne biva brzo eliminiran, niti biljka umire od posljedica bolesti, dok �•���u�����]�v�(���l���]�i�����u�}�Î�����š�Œ���i���š�]��

dugi niz godina (Roossinck 2010). Ovakve �]�v�(���l���]�i���������•�š�}���µ�•�‰�}�•�š���À�o�i�� i CVNV �µ���l�}�o���µ�•�µ���~�a�l�}�Œ�]��, 

o�•�}���v�}���‰�Œ�]�}�‰�����v�i��). I akutne i �l�Œ�}�v�]���v�� infekcije mogu, ali i ne moraju biti simptomat�]���v��. U 

�•�o�µ�����i�µ�����s�E�s-a rijetko su simptomat�]���v�� �~�a�l�}�Œ�]��, o�•�}���v�}���‰�Œ�]�}�‰�����v�i��). 

CVNV na koleusu, ali i na indikatorskim biljkama, �v���i�����“�������]�Ì���Ì�]�À�����•�]�u�‰�š�}�u�����µ���µ�À�i���š�]�u�����l�Œ���š�l�}�P��

dana koji se pojavljuju tri ���}�������š�]�Œ�] tjedna nakon inokulacije biljaka�X���h�v���š�}�����š�}�u���U���•�]�u�‰�š�}�u�]���v����

indikatorskim biljkama jasno su �À�]���o�i�]�À�]�� �]�� �Œ���o���š�]�À�v�}�� �•�‰�����]�(�]���v�]�U�� ���i���o�}�u�]���v�}�� �Ì���}�P���•�‰�����]�(�]���v�]�Z 

�}�l�}�o�]�“�v�]�Z���µ�À�i���š�����l�}�i�]���‰�}�P�}���µ�i�µ���v�i�]�Z�}�À�}�u��razvitku. Simptomi na koleusu variraju od kultivara 

do �l�µ�o�š�]�À���Œ���U�����o�]���}���]���v�}���µ�l�o�i�µ���µ�i�µ���l�o�}�Œ�}�š�]���v�����š�}���l���•�š�����o���Ì�]�i���U��deformacije listova, nekroze listova 

�µ�Ì�� �Î�]�o�� �]�� �•�]�•�š���u�]���v���� �u�}�Ì���]�l�� (Mollov i sur. 2007; �a�l�}�Œ�]��, o�•�}���v�}�� �‰�Œ�]�}�‰�����v�i���•. �^�]�•�š���u�]���v�]��

simptomi javljaju se na mjestima udaljenim od mjesta inokulacije zbog rasprostranjivanja 

virusa kroz biljku putem plazmodezmija i floemskog sustava (Carrington i sur. 1996). Na nekim 

indikatorskim biljkama drugih vrsta, ���s�E�s�� �š���l�}�����Œ�� �]�Ì���Ì�]�À����simptome poput lokalnih 

�l�o�}�Œ�}�š�]���v�]�Z���]���v���l�Œ�}�š�]���v�]�Z���o���Ì�]�i���U���•�]�•�š���u�]���v�]�Z���u�}�Ì���]�l�� i nekroza te kloroza �µ�Ì���Î�]�o�����o�]�•�š�}�À�� (Mollov 

�]�� �•�µ�Œ�X�� �î�ì�ì�ó�V�� �a�l�}�Œ�]��, o�•�}���v�}�� �‰�Œ�]�}�‰�����v�i���•. Poznati k�Œ�µ�P�� ���}�u�����]�v���� �}�À�}�P�� �À�]�Œ�µ�•��, osim koleusa, 
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�µ�l�o�i�µ���µ�i�� vrste Verbena x hybrida �Z�d���Ç�o�}�Œ�� �d�}�Á�v�� �Z�����[, Gomphrena globosa L., Chenopodium 

amaranticolor (Coste & A.Reyn.) Coste & A.Reyn., Chenopodium murale L., Chenopodium 

quinoa Willd., Nicotiana benthamiana Domin, Nicotiana clevelandii A.Gray i Nicotiana 

tabacum L. (Mollov i sur. 2007; Kraus i sur. 2008; �a�l�}�Œ�]��, o�•�}���v�}���‰�Œ�]�}�‰�����v�i��). 

 

1.2.4.  �K���]�o�i���Î�i�����]�v�(���l���]�i����CVNV-�}�u���v�����•�š���v�]���v�}�i���Œ���Ì�]�v�] 

Simptomi na inficiranim biljkama nastaju kao produkt vrlo kompleksnih interakcija virusnih 

�‰�Œ�}�š���]�v���� �•���� �Œ���Ì�v�]�u�� �•�š���v�]���v�]�u�� �u���š���u���� �š���� ���i���o�}�À���v�i���u��obrambenih mehanizama biljke 

(�>���o�]�����Œ�š�  i �^���v�(�����}�v 2010; Mandadi i Scholthof 2013; Pallas i �'���Œ���_�� 2011). Niti u jednom 

�•�o�µ�����i�µ�� �}�À���� �l�}�u�‰�o���l�•�v�� �]�v�š���Œ���l���]�i���� �v�]�•�µ�� �µ�� �‰�}�š�‰�µ�v�}�•�š�]�� �Œ���Ì�i���“�v�i���v���U�� ���o�]��su �}���Œ������ni aspekti 

poznati. Iako ne postoje podaci �•�‰�����]�(�]���v�}���Ì���� ���s�E�s�U���v���l�����Ì���l�o�i�µ���l����i pretpostavke �u�}�Î���u�} 

postaviti na temelju �‰�Œ�]�i���“�v�i�]�Z�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�ia drugih virusa roda Carlavirus, ali i biljnih virusa 

�}�‰�����v�]�š�}�X  

RNA-virusi uvijek se repliciraju u posebnim membranskim strukturama koje nastaju 

interakcijama virusnih proteina s unutar�v�i�]�u�� �u���u���Œ���v���u���� ���}�u�����]�v�•�l���� �•�š���v�]���� (Diaz i 

Ahlquist 2012). Ove strukture su mnogobrojne i raznolike, mogu nastajati od svih vrsta 

�µ�v�µ�š���Œ�•�š���v�]���v�]�Z���u���u���Œ���v�� te �u�}�P�µ���‰�}�‰�Œ�]�u���š�]���]���Œ���Ì�o�]���]�š�����}���o�]�l�� (Jin i sur. 2018; Verchot 2011). 

�E���l�]���}���������•�š�]�Z���}���o�]�l�����}�À�]�Z���u���u���Œ���v�•�l�]�Z���•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�����•�µ���•�(���Œ�µ�o�� (�l�Œ�µ�Î�v�����]�v�À���P�]�v�����]�i�����u���u���Œ���v��) 

te �u�µ�o�š�]�À���Ì�]�l�µ�o���Œ�v�����š�i���o���“���� (nakupine vezikula obavijenih dvjema membranama), poznata �i�}�“��

kao vezikule s dvostrukim membranama (Double membrane vesicle, DMV). Glavna funkcija 

svih ovih struktura je osigurati sigurno mjesto za �µ���]�v�l�}�À�]�š�µ replikaciju virusa, z���“�š�]�����v�}�� �}����

�}���Œ���u�����v�]�Z�� �u���Z���v�]�Ì���u���� ���}�u�����]�v����(�>���o�]�����Œ�š�  i �^���v�(�����}�v 2010, Verchot 2011). 

M�µ�o�š�]�À���Ì�]�l�µ�o���Œ�v�����š�i���o���“������mogu nastati i kao posljedica biljnog obrambenog odgovora, ali i kao 

takva mogu �}�Ì�v�������À���š�] infekciju stanice (Li i sur. 2018). Razni virusni proteini mogu izazvati 

formaciju membranskih struktura, a kod virusa koji imaju TGB pa tako i kod karlavirusa, to su 

proteini TGBp2 i TGBp3 (Morozov i sur. 1991; Morozov i Solovyev 2003). C�]�š�}�‰���š�}�o�}�“�l����

promjene u stanicama uzrokovane karlavirusima nisu puno �]�•�š�Œ���Îivane. N���i�����“������su 

�‰�Œ�]�u�i�����]�À���v�] agregati �À�]�Œ�µ�•�v�]�Z�� �����•�š�]���� u citoplazmi (DPV 1982), ali �À�]�����v���� �•�µ�� �]�� �v���l����

membranske promjene u obliku vezikula (Brunt i sur. 1983; Brunt i sur. 1976; Edwardson i 

Christie 1978; Forster i Milne 1978; Mansour i sur. 1998). 
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1.2.5. Detekcija CVNV-a 

���s�E�s���i���U���l���}���]���}�•�š���o�������]�o�i�v�����À�]�Œ�µ�•���U���u�}�P�µ�����������š���l�š�]�Œ���š�]���•�š���v�����Œ���v�]�u���u���š�}�����u�� koje se koriste 

u biljnoj virologiji. Najstarija, a vjerojatno i najosjetljivija metoda je biotest proveden 

�u���Z���v�]���l�}�u�� �]�v�}�l�µ�o�����]�i�}�u�� ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š���o�v�]�Z�� ���]�o�i���l�� (�'�}�v�Ì���o���Ì-Garza 2017). Biotestovi su 

�µ�•�‰�i���“�v�}�� �l�}�Œ�]�“�š���v�]�� �Ì���� �����š���l���]�i�µ�� ���s�E�s-a �Ì���}�P�� �l�}�u���]�v�����]�i���� �Œ���o���š�]�À�v�}�� �µ�•�l�}�P�� �l�Œ�µ�P���� ���}�u�����]�v���� �]��

�•�‰�����]�(�]���v�]�Z���µ�À�i���š�� (3-4 tjedna u uvjetima kratkog dana) u kojima se na�i�����“���� razvijaju simptomi 

(Mollov i sur. 2007�V�� �<�Œ���µ�•�� �]�� �•�µ�Œ�X�� �î�ì�ì�ô�V�� �a�l�}�Œ�]���� �]�� �•�µ�Œ�X�� �î�ì�í�ô). �d���l�}�����Œ�U�� ���s�E�s�� �i���� �����š���l�š�]�Œ���v��

transmisijskom elektronskom mikroskopijom (Mollov i sur. 2007). Ovim dvjema metodama 

�v�]�i�����u�}�P�µ������sigurna detekcija do razine vrste, ali uz primjenu molekularnih metoda �u�}�P�µ������

je precizna karakterizacija izolata. De�š���l���]�i���� �i���� �u�}�P�µ������ �]��analizom produkata amplificiranih 

�u���š�}���}�u�� �Œ���À���Œ�Ì�v���� �š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i���� �]�� �o���v�����v���� �Œ�����l���]�i���� �‰�}�o�]�u���Œ���Ì�}�u�� �~Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) �µ�Ì���‰�Œ�]�u�i���v�µ���•�‰�����]�(�]���v�]�Z �‰�}�����š�v�]�������l�}�i�]�u�����•�������u�‰�o�]�(�]���]�Œ����

regija gena za kapsidni protein (Kraus i sur. 2008). �����š���l���]�i�����i�����u�}�P�µ�������]���•���l�À���v���]�Œ���v�i���u���l�}�i����

�u�}�Î�������]�š�]��izravno usmjereno na regiju genoma (Mollov i sur. 2007) ili na cijeli genom (Kraus i 

sur. �î�ì�ì�ô�•�U������ �u�}�P�µ���� je i sekvenciranje produkta dobivenog metodom RT-PCR �~�a�l�}�Œ�]���� �]�� �•�µ�Œ�X��

2018). 
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2. Ciljevi rada 

Cilj mog diplomskog rada bio je potvrditi CVNV kao �µ�Ì�Œ�}���v�]�la infekcija koleusa iz vegetacijske 

�•���Ì�}�v�����î�ì�î�ì�X���µ�����}�š���v�]���l�}�u���À�Œ�š�µ���W�D�&-a. Hipoteza �‰�}�•�š���À�o�i���v�����v�����‰�}�����š�l�µ���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�� je da se 

ovaj izolat CVNV-�����‰�Œ���u�������]�}�o�}�“�l�]�u���]���u�}�o���l�µ�o���Œ�v�]�u���Ì�v�������i�l���u�����v�����Œ���Ì�o�]�l�µ�i�������]�š�v�}���}�����]�Ì�}�o���š����

detektiranog u ���}�š���v�]���l�}�u���À�Œ�š�µ���Œ���v�]�i�]�Z���P�}���]�v�� �~�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X���î�ì�í�ô�X�• te je stoga �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�ie bilo 

usmjereno �v�����}���Œ�����]�À���v�i�����š�]�Z���Ì�v�������i�l�]���]���µ�•�‰�}�Œ������u �•���À�������]�•�š�Œ���Î�]�À���v�]�u���]�Ì�}�o���š�}�u�X U tu svrhu, cilj 

rada bio je ���]�}�o�}�“�li okarakterizirati novi izolat �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���u��mogu���]�Z ���]�š�}�‰���š�}�o�}�“�lih efekata, 

simptomatologije, kruga ���}�u�����]�v�� te uvjeta potrebnih za uzgoj virusa. �d���l�}�����Œ�U�� ���]�o�i�� �i���� ���]�}�� �] 

molekularno okarakterizirati ovaj izolat �l�}�Œ�]�•�š�����]��metodu RT-PCR �•�����•�‰�����]�(�]���v�]�u���‰�}�����š�v�]�����u����

(Kraus i sur. 2008) za amplifikaciju regije gena za kapsidni protein i �}���Œ�����]�À���v�i���u nukleotidnog 

slijeda amplificirane regije gena te provedbom filogenetske analize dobivenih sljedova. 
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3. Materijali i metode 

3.1. Materijali 

3.1.1. Biljni materijal 

Prije �‰�}�����š�l����mog rada, u rujnu 2020. godine�U�����À�����l�}�o���µ�•�����]�Ì�����}�š���v�]���l�}�P���À�Œ�š�����W�Œ�]�Œ�}���}�•�o�}�À�v�}-

�u���š���u���š�]���l�}�P�� �(���l�µ�o�š���š���� �µ�� �•���P�Œ�����µ�� �l�}�ia su pokazivala simptome virusne infekcije u obliku 

reznica unesena su �µ���•�š���l�o���v�]�l���]�������o�i�����}���Œ�Î���À���va kroz 2020. i 2021. godinu. Prva biljka, nazvana 

C1 (Slika 3.A), kultivar je koleusa bijelo-zelene boje listova, dok je druga, C2, kultivar bijelo-

zeleno-�Œ�µ�Î�]�����•�š�� boje (Slika 3.B). �d���l�}�����Œ�U���Œ���Ì�v�]�������i�����v�}�P��zeleno-bijelog kultivara koleusa bez 

simptoma unesena je �µ���•�š���l�o���v�]�l���]���}���Œ�Î���À���v�����l���}���v���P���š�]�À�v�����l�}�v�š�Œ�}�o�����š�����}�Ì�v�������v����kao CZ (Slika 

4.A). 

 

  

Slika 3. Koleusi (Coleus scutellarioides �~�>�X�•�� �����v�š�Z�X�•�� �]�Ì�� ���}�š���v�]���l�}�P�� �À�Œ�š���� �W�Œ�]�Œ�}���}�•�o�}�À�v�}-�u���š���u���š�]���l�}�P��

fakulteta u Zagrebu koji pokazuju simptome nalik na virusne. U jesen 2020. uneseni su u staklenik kao 

reznice, imenovani kao C1 (A) i C2 (B) te �}���Œ�Î���À���v�]���]���l�}�Œ�]�“�š���v�]���Ì���������o�i�v�i�������l�•�‰���Œ�]�u���v�š�� �µ�l�o�i�µ���µ�i�µ���] one 

opisane u ovom diplomskom radu. Simptomi �~�l�o�}�Œ�}�š�]���v�����š�}���l���•�š�����o���Ì�]�i���•���•�µ���}�Ì�v�������v�]��strelicama. 
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�:�������v���}�����l�µ�o�š�]�À���Œ�����l�}�o���µ�•�����l�}�i�]���i�����l�}�Œ�]�“�š���v���µ���‰�Œ�]�i���“�v�i�]�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�]�u�����]���}���Œ�Î���À���v���µ���•�š���l�o���v�]�l�µ��

�}�����î�ì�í�ò�X���‰�}�•�o�µ�Î�]�}���i�����l���}���‰�}�Ì�]�š�]�À�v�����l�}�v�š�Œ�}�o�����µ���}�À�}�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ �i���Œ���i�����µ���µ�š�À�Œ�����v�}���������i�����]�v�(�]���]�Œ���v��

CVNV-om i Coleus blumei viroidom 3 iako nema nikakve simptome infekcije �~�a�l�}�Œ�]���� �]�� �•�µ�Œ�X��

2018). Ovaj kultivar ima oznaku Vn (Slika 4.B)�X���K�•�]�u�� �•�À�i���Î���P�� �u���š���Œ�]�i���o���� �}�À�]�Z�� ���]�o�i���l���U�� �l�}�Œ�]�•�š�]�}��

�•���u���]���µ�Ì�}�Œ���l���o�]�“���������]�o�i�l�����s�v���Ì���u�Œ�Ì�v�µ�š���}�����î�ì�í�ò�X���P�}���]�v���X 

Kao eksperimentalne biljke �µ�� �•�À�Œ�Z�µ�� �‰�Œ�}�À�}�����v�i���� ���]�}�š���•�š�� koristio sam s�����v�]������ �À�]�“���� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z��

vrsta koje su uzgojene iz sjemena u stakleniku. �<�}�Œ�]�•�š�]�}�� �•���u�� �•�o�i������������ �À�Œ�•�š��: Ch. murale, Ch. 

quinoa, C. scutellarioides 'Aurora Black Cherry', Datura stramonium L., G. globosa, N. 

benthamiana, N. clevelandii, Nicotiana glutinosa L., Nicotiana megalosiphon Van Heurck & 

Muell. Arg., N. tabacum, Solanum lycopersicum Dunal 'Rutgers' i Vigna unguiculata (L.) Walp. 

�<�}�Œ�]�“�š���v�]��kultivar koleusa 'Aurora Black Cherry' nabavljen je u obliku sjemena. Darovali su ga 

�i���‰���v�•�l�]���]�•�š�Œ���Î�]�À�����]�����Œ�X��sc. Taro Tsushima, i prof. dr. sc. Teruo Sano kao sjeme biljaka u kojima 

nema ni virusa ni viroida. 
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Slika 4. Koleusi (Coleus scutellarioides �~�>�X�•�� �����v�š�Z�X�•�� �]�Ì�� ���}�š���v�]���l�}�P�� �À�Œ�š���� �W�Œ�]�Œ�}���}�•�o�}�À�v�}-�u���š���u���š�]���l�}�P��

fakulteta u Zagrebu. Koleus CZ (A) �l�}�Œ�]�“�š���v�� �i���� �l���}�� �v���P���š�]�À�v���� �l�}�v�š�Œ�}�o��, a Vn (B) je inficiran virusom 

venske nekroze koleusa (Coleus vein necrosis virus, CVNV) �]�����}�o���µ�•�����o�µ�u���]���À�]�Œ�}�]���}�u���ï���š�����i�����•�o�µ�Î�]o kao 

pozitivna kontrola. 

 

�<�}�Œ�]�•�š�]�}���•���u���]���•�i���u�����À�]�“�����Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z���l�}�o���µ�•���U���v���l�]�Z���]�v�(�]���]�Œ���v�]�Z���•��CVNV-om i/ili CBVd-3, a nekih 

neinficiranih, koje je prikupljeno u razdoblju �}�����î�ì�í�ò�X�����}���î�ì�î�í�X���P�}���]�v���X���h�Ì�}�Œ���]���}�Ì�v�������v�]��kao S1 

i S2 prikupljeni su od zdravih koleusa 2016. i 2017. godine, uzorak S3 prikupljen je od inficirane 

biljke (Vn) 2016. godine, uzorak S4 prikupljen je 2021. godine od zdravog koleusa (CZ), a uzorak 

S5 prikupljen je 2021. od koleusa C1. 

 

�ï�X�í�X�î�X���•���u�Œ�Ì�v�µ�š�]���µ�Ì�}�Œ���]���l�}�Œ�]�“�š���v�]���µ��pokusima 

�<�}�Œ�]�•�š�]�}���•���u���]���š�Œ�]���µ�Ì�}�Œ�l�����À�������]�Ì�}�o�]�Œ���v�����Z�E�������µ�À���v�����v����-�î�ì���£�����}�����î�ì�í�ô�X���P�}���]�v���X���K�À�]���µ�Ì�}�Œ���]���•�µ�����]�}��

�‰�Œ�]�i���“�v�i�]�Z �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� ���s�E�s-���� �š���� �•�µ�� ���}���]�À���v�]�� �]�Ì�}�o�����]�i�}�u�� �Z�E���� �]�Ì�� �š�l�]�À���� �o�]�“������ ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š���o�v�]�Z��

���]�o�i���l�����u���Z���v�]���l�]���]�v�(�]���]�Œ���v�]�Z���]�v�}�l�µ�o�µ�u�}�u�����}���]�À���v�]�u���}�����l�}�o���µ�•�����s�v�X���h�Ì�}�Œci koje sam ja koristio 
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���]�o�]�� �•�µ�W���·�í�U���]�Ì�}�o�]�Œ���v���� �Z�E���� �]�Ì�� �o�]�“���������]�o�i�l����N. benthamiana �Ì���� �l�}�i�µ���i�����µ���‰�Œ�]�i���“�v�i�]�u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�]�u����

�‰�}�š�À�Œ�����v�}�� ������ �i���� �‰�}�Ì�]�š�]�À�v���� �v���� ���s�E�s�� �š���� �i���� �]�� �•���l�À���v���]�Œ���v�� �v�i���P�}�À�� �P���v�� �Ì���� �l���‰�•�]���v�]�� �‰�Œ�}�š���]�v�V�� �·�î�U��

�]�Ì�}�o�]�Œ���v�����Z�E�����]�Ì���o�]�“���������]�o�i�l����Ch. murale pozitivne na CVNV (sekvenciran CP-gen) i #4, izolirana 

�Z�E�����]�Ì���o�]�“���������]�o�i�l����G. globosa pozitivne na CVNV, ali amplikon CP-gena nije bio sekvenciran. Ovi 

�µ�Ì�}�Œ���]���•�µ���‰�Œ�À���v�•�š�À���v�}���l�}�Œ�]�“�š���v�]���l���}���‰�}�Ì�]�š�]�À�v�����l�}�v�š�Œ�}�o���U�����o�]���i�������s�E�s-CP-amplikon iz uzorka #4 

�µ���•�l�o�}�‰�µ���}�À�}�P���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����]���•���l�À���v���]�Œ��n. 

 

�ï�X�í�X�ï�X���D���š���Œ�]�i���o�]���Ì�����u���Z���v�]���l�µ���]�v�}�l�µ�o�����]�i�µ 

�ƒ S�‚rensonov pufer (0,06 M, pH 7,0) 

�ƒ Natrijev askorbat 

�ƒ Prah od karborunduma 

 

3.1.4. Materijali za transmisijsku elektronsku mikroskopiju 

�ƒ 1 %-tna otopina glutaraldehida u natrijevom kakodilatnom puferu (0,05 M, pH 7,2) 

�ƒ 1 %-tna otopina osmijevog tetroksida u natrijevom kakodilatnom puferu (0,05 M, pH 

7,2) 

�ƒ Natrijev kakodilatni pufer (0,05 M, pH 7,2) 

�ƒ Serijsk�����Œ���Ì�Œ�i�������v�i�������š���v�}�o�����~�õ�ò�9�U���ô�ì�9�U���ó�ì�9�U���ò�ì�9���]���ñ�ì�9�• 

�ƒ 100%-tni etanol 

�ƒ 100%-tni aceton 

�ƒ Epoksidna smola Spurrovo sredstvo 

�ƒ 2%-tni uranil acetat 

�ƒ 2%-tni olovni citrat 

 

3.1.5. Materijali za izolaciju RNA 

�ƒ �d�Z�/���Z�����P���v�š� �U SigmaAldrich, SAD 

�ƒ Kloroform 

�ƒ 2-propanol 

�ƒ 70 %-tni etanol 
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�ƒ Voda bez RNaza 

 

3.1.6. Materijali za vanjsku sterilizaciju sjemena 

�ƒ 70 %-tni etanol 

�ƒ Izosan�  G, PLIVA, Hrvatska 

 

3.1.7. Komercijalni komplet za tretman uzoraka DNazom �t RQ1 RNase-Free DNase, 

Promega, SAD 

�ƒ RQ1 DNase 10X reakcijski pufer 

�ƒ RQ1 DNase Stop Solution 

�ƒ RQ1 RNase-Free DNase 

 

3.1.8. Komercijalni komplet �Ì���� �Œ���À���Œ�Ì�v�µ�� �š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i�µ�� �]�� �o���v�����v�µ�� �Œ�����l���]�i�µ�� �‰�}�o�]�u���Œ���Ì�}�u 

�^�µ�‰���Œ�^���Œ�]�‰�š�¡�� �/�/�/�� �K�v��-Step RT-�W���Z�� �^�Ç�•�š���u�� �Á�]�š�Z�� �W�o���š�]�v�µ�u�¡�� �d���‹�� ���E���� �W�}�o�Ç�u���Œ���•��, 

Invitrogen, SAD 

�ƒ �D�i���“���À�]�v���� ���v�Ì�]�u����reverzne transkriptaze �^�µ�‰���Œ�^���Œ�]�‰�š�¡�� �/�/�/�� �Z�d�� �]��DNA-polimeraze 

�W�o���š�]�v�µ�u�¡���d���‹ 

�ƒ 2X  koncentrirani reakcijski pufer 

 

3.1.9. Materijali za elektroforezu u agaroznom gelu 

�ƒ 10X koncentrirani TBE-pufer, pH 8,3 

�ƒ Agaroza, SigmaAldrich, SAD 

�ƒ �^�z���Z�¡���^���(�������E�����'���o���^�š���]�v, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD 

�ƒ DNA Gel Loading Dye (6X), Thermo Scientific, SAD 

�ƒ Mark���Œ�]���Ì�����}���Œ�����]�À���v�i�����À���o�]���]�v�����(�Œ���P�u���v�š�������E�����µ���P���o�µ 


µ phiX174 DNA/BsuRI (HaeIII) Marker, 9, Thermo Scientific, SAD 


µ 50 bp DNA Ladder, New England Biolabs, SAD 
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�ï�X�í�X�í�ì�X���Z�����µ�v���o�v�]�� �‰�Œ�}�P�Œ���u�]�� �]�� �Œ���•�µ�Œ�•�]�� �l�}�Œ�]�“�š���v�]�� �Ì���� ���v���o�]�Ì�µ�� �v�µ�l�o���}�š�]���v�]�Z���•�o�i�����}�À���� �]�� �]�Ì�Œ�����µ��

filogenetskih stabala 

�ƒ AliView (Larsson 2014), verzija 1.20, https://ormbunkar.se/aliview/ - program za 

�‰�}�Œ���À�v���v�i�����]���µ�Œ�����]vanje sljedova 

�ƒ MEGA 7 (Kumar i sur. 2016), verzija 7.0.26, https://www.megasoftware.net/ - program 

za filogenetsku analizu i izradu filogenetskih stabala 

�ƒ FigTree (Rambaut 2018), verzija 1.4.4, http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/ - 

�‰�Œ�}�P�Œ���u���Ì�����µ�Œ�����]�À���v�i�����(�]�o�}�P���v���š�•�l�]�Z���•�š�������o�� 

�ƒ ���>���^�d���  (Altschul i sur. 1990), https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - online alat za 

pretragu i poravnanje nukleotidnih sljedova pohranjenih u bazi podataka nukleotidnih 

sljedova GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)  

Nukleotidni �•�o�i�����}�À�]�� �l�}�Œ�]�“�š���v�]�� �Ì���� �(�]�o�}�P���v���š�•�l���� ���v���o�]�Ì���� �]�� �]�Ì�Œ�����µ�� �•�š�������o���� �v���À�������v�]��su i 

�}���i���“�v�i���v�]���µ Tablici 2. 

  

https://ormbunkar.se/aliview/
https://www.megasoftware.net/
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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Tablica 2. �E�µ�l�o���}�š�]���v�]���•�o�i�����}�À�]���l�}�Œ�]�“�š���v�]��u filogenetskim analizama. 

GenBank 

pristupni broj 
Oznaka  Opis Referenca 

DQ915963 DQ915963 

Nukleotidni slijed zadnjih ~2000 

nukleotida na 3'-kraju genoma CVNV-

���U���µ�l�o�i�µ���µ�i�µ���]���]���P���v���Ì�����l���‰�•�]���v�]���‰�Œ�}�š���]�v 

Mollov i sur. 2007 

EF527260 EF527260 
Kompletni nukleotidni slijed genoma 

CVNV-a  
Kraus i sur. 2008 

- ABC 

Slijed CVNV-a ���µ�Î�]�v�����}�l�}���ï�ì�ì��

nukleotida regije gena za kapsidni 

protein iz koleusa 'Aurora Black 

Cherry' 

�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��

neobjavljeno 

- No6 

Slijed CVNV-a ���µ�Î�]�v�����}�l�}���ï�ì�ì��

nukleotida regije gena za kapsidni 

protein iz koleusa 

�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��

neobjavljeno 

- Chm 

Slijed CVNV-a ���µ�Î�]�v�����}�l�}��300 

nukleotida regije gena za kapsidni 

protein iz Ch. murale 

�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��

neobjavljeno 

- Vn 

Slijed CVNV-a ���µ�Î�]�v�����}�l�}���ï�ì�ì��

nukleotida regije gena za kapsidni 

protein iz koleusa Vn 

�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��

neobjavljeno 

- Cha 

Slijed CVNV-a ���µ�Î�]�v�����}�l�}���ï�ì�ì��

nukleotida regije gena za kapsidni 

protein iz Ch. amaranticolor 

�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��

neobjavljeno 
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Tablica 2. Nastavak. 

GenBank 

pristupni broj 
Oznaka  Opis Referenca 

- Nb 

Slijed CVNV-a ���µ�Î�]�v�����}�l�}���ï�ì�ì��

nukleotida regije gena za kapsidni 

protein iz N. benthamiana 

�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��

neobjavljeno 

- EtqD1 

Slijed CVNV-a ���µ�Î�]�v�����}�l�}���ï�ì�ì��

nukleotida regije gena za kapsidni 

protein iz koleusa 

�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��

neobjavljeno 

- EtQD2 

Slijed CVNV-a ���µ�Î�]�v�����}�l�}���ï�ì�ì��

nukleotida regije gena za kapsidni 

protein iz koleusa 

�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��

neobjavljeno 

MN450069 CLV_CP 
Kompletni nukleotidni slijed genoma 

CLV-a (Carnation latent virus) 
Jordan i sur. 2021 

 

 

3.2. Metode 

3.2.1. ���]�}�o�}�“�l�]���š���•�š�}�À�] 

���]�}�o�}�“�l���� �š���•�š�}�À���� �‰�Œ�}�À���}��sam u �À�]�“���� �v���À�Œ���š�� �u���Z���v�]���lom inokulacijom eksperimentalnih 

���]�o�i���l���X���/�v�}�l�µ�o�����]�i�����•���u���]�Ì�À�Œ�“�]�}���•���]�v�}�l�µ�o�µ�u�}�u�����}���]�À���v�]�u���}�����š�l�]�À�����o�]�“�������l�}�o���µ�•�������í�X���K�š�‰�Œ�]�o�]�l�����í��

�P�Œ���u���š�l�]�À�����•�]�u�‰�š�}�u���š�•�l�}�P���o�]�“�������Z�}�u�}�P���v�]�Œ���}��sam �µ���•�š���Œ�]�o�v�}�u���š���Œ�]�}�v�]�l�µ���•���š�µ���l�}�u���µ otprilike 

10 mL S�‚rensonovog pufera (0,06 M, ph 7,0) uz dodatak oko 200 mg antioksidansa natrijevog 

askorbata. Pufer i antioksidans �“�š�]�š�� �‰�Œ�]�•�µ�š�v�����À�]�Œ�µ�•�v���������•�š�]�������}���������P�Œ���������]�i�����µ�•�o�]�i�������‰�Œ�}�u�i���v����

�‰�,�� �]�� �}�•�o�}���������v�i����raznih enzima iz vakuola homogeniranih biljnih stanica. Dva ili tri lista na 

svakoj eksperimentalnoj biljci posuo sam prahom karborunduma te sam inokulacijskim 

�“�š���‰�]�����u�� �i�����v�µ�� �l���‰�o�i�]���µ�� �]�v�}�l�µ�o�µ�u���� �o���P���v�}�� �‰�Œ�}�š�Œ�o�i���}�� �‰�}�� �‰�}�•�µ�š�]�u�� �o�]�•�š�}�À�]�u���X�� �����•�š�]������
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�l���Œ���}�Œ�µ�v���µ�u���� �•�š�À���Œ���i�µ�� �u�]�l�Œ�}�•�l�}�‰�•�l���� �}�“�š�������v�i���� �v���� �o�]�•�š�}�À�]�u���� �]�� �}�u�}�P�µ���µ�i�µ�� �µ�o���Ì���l�� �À�]�Œ�µ�•�v�]�Z��

�����•�š�]������ �]�Ì�� �]�v�}�l�µ�o�µ�u���� �µ�� �•�š���v�]������ ���]�o�i�l��. Nakon inokulacije, sve sam biljke isprao destiliranom 

vodom kako bih uklonio �À�]�“���l���l���Œ���}�Œ�µ�v���µ�u�����]���]�v�}�l�µ�o�µ�u�����•���‰�}�À�Œ�“�]�v�����o�]�•�š�}�À���X 

U prvom sam navratu, u listopadu 2020. godine inokulirao 15 eksperimentalnih biljaka 7 

�Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z vrsta: Ch. murale, Ch. quinoa, D. stramonium, G. globosa, N. benthamiana i N. 

glutinosa u duplikatu te N. megalosiphon u triplikatu. Zatim sam, u studenom 2020., u drugom 

navratu inokulirao 13 eksperimentalnih biljaka �ñ���Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z��vrsta: C. scutellarioides 'Aurora Black 

Cherry', N. clevelandii, N. tabacum i V. unguiculata u duplikatu te S. lycopersicum 'Rutgers' u 

pentaplikatu. 

U studenom 2020. �]�Ì�À�Œ�“���v�� su i inokulacije setova od po 14 biljaka inokulumom dobivenim od 

koleusa C2 i Vn. Biljke svih skupina pratio sam do mjesec dana nakon inokulacije. One biljke 

�l�}�i���� �•�µ���Œ���Ì�À�]�o�����•�]�u�‰�š�}�u�����}���Œ�Î���À���v�� su �]�����µ�Î�����š�����•�µ��od njih prikupljeni uzorci, dok biljke bez 

simptoma nisu dalje promatrane i �À�]�“�����v�]�•�µ���l�}�Œ�]�“�š���v�����µ�����l�•�‰���Œ�]�u���v�š�µ�X���h�Ì�}�Œ�l�����•���u���‰�Œ�]�lupio od 

simptomat�]���v�]�Z ���]�o�i���l�����µ���}���o�]�l�µ���i�����v�}�P���]�o�]���À�]�“�����µ���Œ���v�]�Z���o�]�•�š�}�À��. 

 

3.2.2. Transmisijska elektronska mikroskopija prereza listova inficiranih biljaka 

Priprema uzoraka i sama transmisijska elektronska mikroskopija provedene su u sklopu 

praktikuma kolegija elektronska mikroskopija u grupi od 3 studenta �]���µ�Ì���‰�}�u�}�����v���•�š���À�v�]�l���X���K����

koleusa C1 i Vn uzeo sam po jedan list za analizu elektronskom mikroskopijom. 

Sa svakog smo �o�]�•�š�����}���Œ���Ì���o�]���l�}�u�������š�l�]�À�����À���o�]���]�v�]���}�š�‰�Œ�]�o�]�l�����í���Æ���í�����u���š�����š���i���l�}�u�������v���Œ���Ì���o�]���v����

komadi������ �À���o�]���]�v���� �}�š�‰�Œ�]�o�]�l���� �í�� �Æ���í�� �u�u�X���<�}�u�����]�������š�l�]�À���� �•�u�}���(�]�l�•�]�Œ���o�]���v���� �o�����µ u 1,5 mL 1%-tne 

otopine glutaraldehida u 0,05 M kakodilatnom puferu u trajanju od sat vremena. 

Glutaraldehid ima ulogu fiksativa jer unakrsno povezuje amino-skupine u proteinima te na taj 

�v�����]�v �‰�}�u���Î�����}���µ�À���v�iu struktura uzorka �“�š�}���•�o�]���v�]�i�]�u�����Î�]�À�}�u���µ�Ì�}�Œ�l�µ. I dalje na ledu, uzorke 

smo isprali u 0,05 M kakodilatnom puferu 2 puta u trajanju od po 10 minuta te ih postfiksirali 

u 1,5 mL 1%-tne otopine osmijevog tetroksida u 0,05 M kakodilatnom puferu u trajanju od sat 

�À�Œ���u���v���X�� �K�•�u�]�i���À�� �š���š�Œ�}�l�•�]���� ���}�����š�v�}�� �(�]�l�•�]�Œ���� �µ�Ì�}�Œ���l�� �š���l�}�� �“�š�}�� �Œ�����P�]�Œ���� �•�� �v���Ì���•�]�����v�]�u�� �u���•�v�]�u��

kiselinama i oksidira njihove dvostruke veze, ali �µ�i�����v�}���•�o�µ�Î�]���]��kao kontrastno sredstvo. Nakon 

postfiksacije uzroke smo ispirali �����•�š�]�o�]�Œ���v�}�u���À�}���}�u���µ���š�Œ���i���v�i�µ���}�����í�ì���u�]�v�U���š���l�}�����Œ���v�����o�����µ�X 

Uzorke smo zatim na sobnoj temperaturi dehidrirali serijom 10 minutnih inkubacija u 1,5 mL 
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etanola �Œ���•�š�µ���]�Z���l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����~�ñ�ì�9�U���ò�ì�9�U���ó�ì�9�U���ô�ì�9�U���õ�ò�9�•���š�����]�Z���v�����l�Œ���i�µ���}�•�š���À�]�o�]���µ���í�ì�ì�9-tnom 

etanolu preko �v�}���]�X 

�^�o�i��������eg smo dana uzorke infiltrirali prijelaznim sredstvom, acetonom, inkubacijom u otopini 

�ó�ñ�ì�� �R�>�� �í�ì�ì�9-�š�v�}�P�� ���š���v�}�o���� �]�� �ó�ñ�ì�� �R�>�� �í�ì�ì�9-tnog acetona u trajanju od 30 minuta te zatim 

inkubacijom u 1,5 mL 100%-�š�v�}�P���������š�}�v���U���š���l�}�����Œ���µ���š�Œ���i���v�i�µ���}�����ï�ì���u�]�v�µ�š���X���K�À���i���l�}�Œ���l���i�����À���Î���v��

�i���Œ�� �•���� �•�Œ�����•�š�À�}�� �Ì���� �����Z�]���Œ�����]�i�µ�U�� ���š���v�}�o�U�� �Ì���u�i���v�i�µ�i���� �������š�}�v�}�u�� �l�}�i�]�� �•���� �Ì�v���š�v�}�� ���}�o�i���� �u�]�i���“���� �•����

sredstvom za uklapanje. Zatim smo uzorke infiltrirali sa sredstvom za uklapanje, odnosno 

epoksidnom smolom Spurrovim sredstvom �š���l�}�� �“�š�}�� �•�u�}�� �µ�Ì�}rke inkubirali po 30 minuta u 

�u�i���“���À�]�v�]�� �ñ�ì�ì�� �R�>�� �^�‰�µ�Œ�Œ�}�À�}�P�� �•�Œ�����•�š�À���� �]�� �í�� �u�>�� �������š�}�v�� (omjer 1:2)�U�� �Ì���š�]�u�� �µ�� �u�i���“���À�]�v�]�� �ó�ñ�ì�� �R�>��

�^�‰�µ�Œ�Œ�}�À�}�P���•�Œ�����•�š�À�������]���ó�ñ�ì���R�>���������š�}�v�� (omjer 1:1) �‰�����µ���u�i���“���À�]�v�]���í���u�>���^�‰�µ�Œ�Œ�}�À�}�P���•�Œ�����•�š�À�����]���ñ�ì�ì��

�R�>���������š�}�v�� (omjer 2:1). Na kraju smo uzorke �µ�Œ�}�v�i���v�����µ�����]�•�šo Spurrovo sredstvo inkubirali u 

�‰�����]���v�����š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�]���}�����ð�î���£����u trajanju od 2 sata. Nakon ove inkubacije uzorke smo stavili u 

�l���o�µ�‰���š�����]�Z���‰�Œ���l�Œ�]�o�]���^�‰�µ�Œ�Œ�}�À�]�u���•�Œ�����•�š�À�}�u���]���}�•�š���À�]�o�]���µ���‰�����]���š�Œ�]�������v�����v�����ò�ñ���£���X���E�����}�À�}�i���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�]��

smola polimerizira te nastaje kruti matriks smole koji je pogodan za izradu prereza uzoraka. 

Polutanke �‰�Œ���Œ���Ì���� �µ�Ì�}�Œ���l���� �•�š���l�o���v�]�u�� �v�}�Î���u napravili smo �l�}�Œ�]�•�š�����] ultramikrotom Sorvall 

MT6000-XL (RMC, �E�i���u�����l��) te ih obojali toluidinskim modrilom i analizirali svjetlosnom 

mik�Œ�}�•�l�}�‰�]�i�}�u���l���l�}�����]�•�u�}���µ�š�À�Œ���]�o�]���l�À���o�]�š���š�µ���‰�Œ���Œ���Ì���X���h�o�š�Œ���š���v�l�]���‰�Œ���Œ���Ì�]���•�µ���Ì���š�]�u���]�Ì�Œ�������v�]���v����

�]�•�š�}�u�� �µ�o�š�Œ���u�]�l�Œ�}�š�}�u�µ�� �š���� �•�µ�� �•�š���À�o�i���v�]�� �v���� �����l�Œ���v���� �u�Œ���Î�]������ �‰�Œ���À�µ�����v���� �(�}�Œ�u�À���Œ-folijom 

�v���‰���Œ���v�}�u���µ�P�o�i�]�l�}�u�X���•���}�P���À�Œ���u���v�•�l�}�P���}�P�Œ���v�]�����v�i�����‰�Œ���l�š�]�l�µ�u�� zatim je samo po jedan prerez 

od svake biljke pozitivno kontrastiran 2%-tnim uranil acetatom i 2%-tnim olovnim citratom te 

analiziran transmisijskim elektronskim mikroskopom Morgagni 268 D (FEI Company, SAD) pri 

70 keV. 

 

3.2.3 Izolacija RNA iz biljnog tkiva 

Izolaciju RNA napravio sam �l�}�Œ�]�•�š�����]���d�Z�/�� �Z�����P���v�š�  (SigmaAldrich, SAD) prema protokolu 

�‰�Œ�}�]�Ì�À�}��������. Sterilnim skalpelom odrezao sam �]���}���À���P���}���í�ñ�ì���u�P���š�l�]�À�����o�]�“�������]�Ì���•�À���l�}�P���µ�Ì�}�Œ�l���U��

�Ì���u�Œ�Ì�v�µ�}���P�����š���l�µ���]�u�����µ�“�]�l�}�u��te ih samljeo teflonskim �u�]�l�Œ�}�š�µ���l�}�u unutar 2 mL-Eppendorf 

epruvete�X�� �^�u�Œ�Ì���À���v�i���� �š���l�µ���]�u�� ���µ�“�]�l�}�u�� �‰�}�u���Î�� pri �(�]�Ì�]���l�}�u�� �µ�•�]�š�v�i���À���v�i�µ�� �š�l�]�À���U�� ���o�]�� �]��pri 

�}���µ�À���vju nukleinskih kiselina u uzorku. U nastali prah svakog uzorka dodao sam 1,5 mL TRI 

�Z�����P���v�š� -a i vorteksirao uzorke. TRI reagent�  �•�����Œ�Î�] gvanidin-�š�]�}���]�i���v���š���]���(���v�}�o���l�}�i�]���‰�}�u���Î�µ���µ��
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�Œ���Ì�P�Œ�����v�i�]���•�š���v�]���v�]�Z���•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�� i �����v���š�µ�Œ�����]�i�]���‰�Œ�}�š���]�v�����š�����š���l�}���“�š�]�š�����v�µ�l�o���]�v�•�l�����l�]�•���o�]�v�����µ���µ�Ì�}�Œ�l�µ��

od enzimske razgradnje. Uzorke sam zatim inkubirao na sobnoj temperaturi 5 minuta pa u 

�•�À���l�]�� ���}�����}�� �ï�ì�ì�� �R�>�� �l�o�}�Œ�}�(�}�Œ�u���U�� �‰�}�v�}�À�v�} vorteksirao i inkubirao na sobnoj temperaturi 10 

�u�]�v�µ�š���X���•���š�]�u���•���u���µ�Ì�}�Œ�l���������v�š�Œ�]�(�µ�P�]�Œ���}���í�ñ���u�]�v�µ�š�����‰�Œ�]���í�î���ì�ì�ì�� �P���v�����ð���£�����š�����v���l�}�v�������v�š�Œ�]�(�µ�P����

odvojio gornju, vodenu fazu �l�}�i�����•�����Œ�Î���À�����}�š�}�‰�o�i���v�µ���Z�E�� i premjestio je u nove epruvete, a 

donju, organsku fazu sam bacio. U vodenu fazu sam nakon toga ���}�����}���‰�}���ó�ñ�ì���R�>���î-propanola, 

�µ�Ì�}�Œ�l�����o���P���v�}���‰�Œ�}�u�]�i���“���}���}�l�Œ���š���v�i���u���]���]�v�l�µ���]�Œ���}���]�Z���v�����•�}���v�}�i���š���u�‰���Œ���š�µ�Œ�]���ñ���u�]�v�µ�š���X���h�Ì�}�Œ�l����

�•���u���Ì���š�]�u���‰�}�v�}�À�v�}�������v�š�Œ�]�(�µ�P�]�Œ���}���í�ì�� �u�]�v�µ�š�����‰�Œ�]���í�î�� �ì�ì�ì�� �P���v�����ð���£�� te sam bacio supernatant. 

Dodatkom 2-propanola ometaju se �À�}���]�l�}�À�����À���Ì�����]�Ì�u�����µ���À�}�������]���Z�E�����‰�����•�����v�����š���i���v�����]�v���Z�E����

precipitira i ostaje u talogu nakon centrifugiranja. Epruvete sam ostavio okrenute otvorom 

�‰�Œ���u�������}�o�i�������}�l���•�����v�]�i�����]�•���]�i�����]�o�����•�À�����š���l�µ���]�v���U�������š���o�}�P���i�����}�•�š���}���‰�Œ�]���À�Œ�“�����v���Ì�������v�}�����‰�Œ�µ�À��te. U 

svaki sam �µ�Ì�}�Œ���l�����}�����}���ñ�ì�ì���R�>���ó�ì�9-tnog etanola radi ispiranja precipitirane RNA, uzorke sam 

�À�}�Œ�š���l�•�]�Œ���}���‰���������v�š�Œ�]�(�µ�P�]�Œ���}���ñ���u�]�v�µ�š�����‰�Œ�]���í�î���ì�ì�ì���P���v�����ð���£���X���^�µ�‰���Œ�v���š���v�š���•���u���]�Ì�o�]�}�U���������‰�Œ�µ�À���š����

opet ostavio okrenute otvorom prema dolje dok sve vidljive kaplj�]������ �š���l�µ���]�v���� �v�]�•�µ�� �]�•���µ�Œ�]�o���X��

Uzorke sam zatim stavio na �•�µ�“��nje pod stolnim svjetlom 30 minuta. Kada su se uzorci potpuno 

�}�•�µ�“�]�o�]�U�� �}�š�}�‰�]�}�� �•���u�� �š���o�}�P�� �•�À���l�}�P�� �µ�Ì�}�Œ�l���� �µ�� �ï�ì�� �]�o�]�� �ñ�ì�� �R�>�� �À�}������ �����Ì�� �Z�E���Ì���U�� �}�À�]�•�v�}�� �}�� �l�}�o�]���]�v�]��

prisutnog taloga. Neke uzorke, ako su imali ve�o�]�l�µ���l�}�o�]���]�v�µ���š���o�}�P���U���‰�}�v�}�À�v�}��sam centrifugirao 

�ñ���u�]�v�µ�š�����‰�Œ�]���í�î���ì�ì�ì���P���v�����ð���£�����]���•�µ�‰���Œ�v���š���v�š���‰�Œ���������]�}���µ���v�}�À�µ�����‰�Œ�µ�À���š�µ�U�����}�l���•���u��preostali talog 

bacio. 

�Z�E���� �•���u�� �]�Ì�}�o�]�Œ���}�� �]�� �]�Ì�� �‰�Œ�]�l�µ�‰�o�i���v�}�P�� �•�i���u���v���� �]�•�š�]�u�� �‰�}�•�š�µ�‰�l�}�u�� �l���}�� �]�� �Ì���� �š�l�]�À�}�� �o�]�“�����U�� ���o�]�� �µ�Ì��

prethodnu vanjsku sterilizaciju. Uzorke sjemena sam najprije isprao u 70%-tnom etanolu te ih 

zatim uronio u 2%-tnu vodenu otopinu izosana�  G (PLIVA, Hrvatska) u trajanju od 7 minuta. 

Otopinu izosana napravio sam otapanjem 2 g izosana u 100 mL destilirane vode. Uzorke sam 

zat�]�u���]�•�‰�]�Œ���}�������•�š�]�o�]�Œ���v�}�u���À�}���}�u���š�Œ�]���‰�µ�š�����‰�}���ñ���u�]�v�µ�š���X���E���l�}�v���“�š�}���•�µ���•�����µ�Ì�}�Œ���]���}�•�µ�“�]�o�]�U���•�u�Œ�Ì�v�µ�}��

�•���u�� �]�Z�� �š���l�µ���]�u�� ���µ�“�]�l�}�u�U�� �•���u�o�i���}�� �µ�� �•�š���Œ�]�o�v�]�u�� �š���Œ�]�}�v�]���]�u���� �•�� �š�µ���l�}�u�� �]�� �}�š�}�‰�]�}�� �µ�� �í�� �u�>��TRI 

�Z�����P���v�š� -���X�������o�i�v�i�]���‰�}�•�š�µ�‰���l�����]�}���i�����]�•�š�]���l���}���]���Ì�����µ�Ì�}�Œ�l�����o�]�“�����U�����o�]���•���u�����}�����}���î�ì�ì���R�>���l�o�}�Œ�}�(�}�Œ�u����

�]�� �ñ�ì�ì�� �R�>�� �î-propanola zbog manje mase tkiva �}�À�]�Z�� �µ�Ì�}�Œ���l���U�� �}���v�}�•�v�}�� �Ì���}�P�� �u���v�i���� �l�}�Œ�]�“�š���v����

�l�}�o�]���]�v�����d�Z�/���Z�����P���v�š� -a. 
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3.2.4. Tretman uzoraka izolirane RNA DNazom 

Sve sam uzorke nakon izolacije RNA tretirao DNazom RQ1 DNase (Promega, SAD) prema 

�‰�Œ�}�š�}�l�}�o�µ���‰�Œ�}�]�Ì�À�}���������X���h���ô���R�>���•�À���l�}�P���µ�Ì�}�Œ�l�������}�����}���•���u���í���R�>��RQ1 10X reakcijskog pufera i 1 

�R�>���Z�Y�í����N���Ì���X���h�Ì�}�Œ�l�����•���u���]�v�l�µ���]�Œ���}���µ���š���Œ�u�}���o�}�l�µ���ï�ì���u�]�v�µ�š�����v�����ï�ó���£���X���•���š�]�u���•���u�����}�����}���í���R�>��

RQ1 DNase Stop Solution-a u svaki uzorak te ih inkubirao u termobloku �í�ì���u�]�v�µ�š�����v�����ò�ñ���£����

kako bi se DNaza inaktivirala. 

 

3.2.5. Amplifikacija fragmenta gena za kapsidni protein CVNV-a metodom reverzne 

�š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i�����]���o���v�����v�����Œ�����l���]�i�����‰�}�o�]�u���Œ���Ì�}�u 

Regiju gena za kapsidni protein CVNV-���� �À���o�]���]�v���� �}�l�}�� �ï�ì�ì�� ��aza amplificirao sam iz izoliranih 

�µ�Ì�}�Œ���l���� �Z�E���� �š�Œ���š�]�Œ���v�]�Z�� ���E���Ì�}�u�� �l�}�Œ�]�•�š�����]�� �u���š�}���µ�� �Œ���À���Œ�Ì�v���� �š�Œ���v�•�l�Œ�]�‰���]�i���� �]�� �o���v�����v���� �Œ�����l���]�i����

polimerazom (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-�W���Z�•�X���<���l�}�����]�Z���•�‰�����]�(�]���v�}��

amplificirao navedenu �Œ���P�]�i�µ�� �P���v���U�� �l�}�Œ�]�•�š�]�}�� �•���u�� �•�‰�����]�(�]���v���� �‰�}�����šnice dizajnirane u tu svrhu 

(Kraus i sur. 2008). Za provedbu metode RT-PCR koristio sam komercijalni set SuperScript III 

One-Step RT-PCR System with Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, SAD) uz neke 

modifikacije �‰�Œ�}�]�Ì�À�}�������l�}�P��protokola. Ukupni volumen reakcije bio je 25 �R�>�U�������Œ�����l���]�i�•�l�µ���•am 

smjesu pripremio prema podacima u tablici 3. Prije pripreme smjese sve sam potrebne 

otopine vorteksirao i kratko centrifugirao. 

Metodu RT-�W���Z�� �‰�Œ�}�À�}���]�}�� �•���u�� �µ�� �µ�Œ�������i�µ���^�]�u�‰�o�]���u�‰�¡�� �d�Z���Œ�u���o�� ���Ç���o���Œ (Thermo Fisher 

Scientific, SAD) �l�}�Œ�]�•�š�����]�� �•�o�i���������]�� �‰�Œ�}�P�Œ���u�W reverzna transkripcija, odnosno sinteza cDNA 30 

�u�]�v�µ�š���� �v���� �ò�ì�� �£���� �‰���� �����v���š�µ�Œ�����]�i���� �î�� �u�]�v�µ�š���� �v���� �õ�ð�� �£���U�� �Ì���š�]�u�� �ï�ñ�� ���]�l�o�µ�•���� �•���•�š���À�o�i���v�]�Z�� �}����

�����v���š�µ�Œ�����]�i�����~�ï�ì���•�U���õ�î���£���•�U���‰�Œ�]���v�i���v�i�� �‰�}�����š�v�]���� �~�ð�ñ���•�U���ñ�ñ���£���•���]���•�]�v�š���Ì�����v�}�À�]�Z���o���v���������~�ò�ì���•�U���ó�î���£���•��

�š�����v�����l�Œ���i�µ���l�}�v�����v�����•�]�v�š���Ì�����v�}�À�]�Z���o���v���������µ���š�Œ���i���v�i�µ���}�����í�ì���u�]�v�µ�š�����v�����ó�î���£���X 
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Tablica 3. Sastav reakcijske smjese za provedbu metode RT-PCR za jedan uzorak  

Sastojak �s�}�o�µ�u���v���~�R�>�• 

2X reakcijski pufer (Invitrogen, SAD) 12,5 

�W�}�����š�v�]���������s�E�s���& 0,5 

�W�}�����š�v�]���������s�E�s���Z 0,5 

�D�i���“���À�]�v�������v�Ì�]�u�����^�µ�‰���Œ�^���Œ�]�‰�š�¡���/�/�/���Z�d���]��

�W�o���š�]�v�µ�u�¡���d���‹���~�/�v�À�]�š�Œ�}�P���v, SAD) 
1 

Voda 9,5 

Uzorak (kalup RNA) 1 

 

 

3.2.6. Analiza RT-PCR produkata elektroforezom u agaroznom gelu 

Nakon amplifikacije metodom RT-PCR sve sam produkte analizirao elektroforezom u 

agaroznom gelu. Elektroforezu sam pro�À�}���]�}�� �À�]�“���� �‰�µ�š�� �l�}�Œ�]�•�š�����]�� �í,8 %-tni agarozni gel 

volumena 30 mL ili 45 mL. Gel sam priredio otapanjem 540 mg agaroze u 30 mL 1X TBE pufera, 

odnosno 810 mg agaroze u 45 mL 1X TBE pufera. Kako bi se agaroza potpuno otopila, otopinu 

�•���u�� �Ì���P�Œ�]�i���À���}�� �µ�� �u�]�l�Œ�}�À���o�v�}�i�� �‰�����v�]���]�� ���}�l�� �v�]�i���� �‰�}�•�š���o���� �‰�}�š�‰�µ�v�}�� �‰�Œ�}�Ì�]�Œ�v���X �E���l�}�v�� �“�š�}�� �•���� �Pel 

ohladio na �}�l�}���ò�ñ���£����u gel volumena 30 mL dodao sam �ì�U�ò���R�>, a u gel volumena 45 mL �ì�U�õ���R�>��

boje za vizualizaciju DNA u gelu �^�z���Z�¡���^���(�������E�����'���o���^�š���]�v (Thermo Scientific, SAD). Gel sam 

uronio u kadicu za elektroforezu napunjenu 1X TBE puferom te sam u �‰�Œ�À�µ���i���Î�]���µ���•�À���l�}�P���P���o����

���}�����}�� �í�� �R�> ���}�i���� �Ì���� �v���v�}�“���v�i���� �µ�Ì�}�Œ���l�� DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Scientific, SAD) 

�‰�}�u�]�i���“���ve �•���ñ���R�>���u���Œ�l���Œ����phiX174 DNA/BsuRI (HaeIII) (Marker, 9, Invitrogen, SAD) ili 50 bp 

DNA Ladder (New England Biolabs, SAD�•���Ì�����}���Œ�����]�À���v�i�����À���o�]���]�v�������E�����(�Œ���P�u���vata u gelu, dok 

sam �µ���}�•�š���o�����i���Î�]���� �Œ�����}�u�����}�����À���}���‰�}���í���R�>��boje DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Scientific, 

SAD) �‰�}�u�]�i���“���ve �•�� �‰�}�� �ñ�� �R�>�� �Z�d-PCR produkta. Elektroforezu sam provodio pri konstantom 

naponu od 110 V u trajanju od jednog sata. Nakon svake elektroforeze gel sam fotografirao 

na UV-tr���v�•�]�o�µ�u�]�v���š�}�Œ�µ�� �'�s�D�î�ì�� �~�^�Ç�v�P���v���U�� �h�<�•�� �‰�}�u�}���µ�� �•�µ�•�š���À���� ���K�^�� �h�š�]�o�]�š�Ç-Canon i 

fotoaparata Canon EOS 1000D (Canon, Japan). 
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3.2.7. Sekvenciranje RT-PCR produkata  

Produkte RT-�W���Z���Œ�����l���]�i�����µ���l�}�i�]�u�����•�����µ�•�‰�i���“�v�}�����u�‰�o�]�(�]���]�Œ���}���(�Œ���P�u���v�š���P���v�����Ì�����l���‰�•�]���v�]���‰�Œ�}�š���]�v��

CVNV-a pripremio sam za sekvenciranje u tvrtki Macrogen Europe B.V. (Nizozemska) prema 

�v�i�]�Z�}�À�]�u���µ�‰�µ�š���u���X���K���Œ�����]�}���•���u���l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�µ�����À�}�o���v�����v�������E�����µ���µ�Ì�}�Œ���]�u�����u�i���Œ����i apsorpciju 

�•�À�i���š�o�}�•�š�]���À���o�v�������µ�o�i�]�v�����î�ò�ì���v�u���v�����µ�Œ�������i�µ���E���v�}���Œ�}�‰���î�ì�ì�ì����(Thermo Fisher Scientific, SAD). 

Svaki sam �µ�Ì�}�Œ���l�� �Œ���Ì�Œ�]�i�����]�}�� ���}�� �l�}�v�����v���� �l�}�v�����v�š�Œ�����]�i���� ���À�}�o���v�����v���� ���E���� �ñ�ì�� �v�P�l�R�>�� �š���� �•���u za 

svaki uzorak �‰�Œ�]�Œ�����]�}�� ���o�]�l�À�}�š���� �À�}�o�µ�u���v���� �î�ì�� �R�> u duplikatu. Pripremio sam i otopine obje 

�‰�}�����š�v�]�������l�}�Œ�]�“�š���v�����µ���Z�d-�W���Z���Œ�����l���]�i�]���Œ���Ì�Œ�]�i�������v�������}���l�}�v�����v�����l�}�v�����v�š�Œ�����]�i�����ñ���‰�D�U�������À�}�o�µ�u���v����

�í�î���R�>�X���K�À���l�}���‰�Œ�]�‰�Œ���u�o�i���v�����µ�Ì�}�Œ�l�����]���‰�}�����š�v�]�������‰�}�•�o���}��sam u tvrtku Macrogen gdje je provedeno 

standardno Sangerovo sekvenciranje amplikona u oba smjera. 

 

�ï�X�î�X�ô�X���Z�����µ�v���o�v�������v���o�]�Ì�������}���]�À���v�]�Z���v�µ�l�o���}�š�]���v�]�Z���•�o�i�����}�À�����]���]�Ì�Œ���������(�]�o�}�P���v���š�•�l�}�P���•�š�����o�� 

�K���� �š�À�Œ�š�l���� �D�����Œ�}�P���v�� ���}���]�}�� �•���u�� ���o���l�š�Œ�}�(���Œ�}�P�Œ���u���� �]�� �‰�Œ�]�o�}�Î���v���� �v�µ�l�o���}�š�]���v�� sljedove mojih 

uzoraka. Sljedovi svakog uzorka posebno su �}���Œ�������v�]���]���i�����v�}�u (F) i drugom (R) �‰�}�����š�v�]���}�u�X��

Dobivene sam sljedove, prije svih analiza i obrada, poravnao sa sljedovima CVNV-a u bazi 

�'���v�����v�l���l�}�Œ�]�•�š�����]���}�v�o�]�v�������o���š��nucleotide BLAST (Altschul i sur. 1990). BLAST-om sam potvrdio 

da se uistinu radi o sekvencama genske regije kapsidnog proteina CVNV-a. Zatim sam za svaki 

uzorak u programu AliView (Larsson 2014) �µ���]�š���}���v�µ�l�o���}�š�]���v�����•�o�i�����}�À�� ���}���]�À���v�����‰�}�����š�v�]�����u����

F i R, odredio reverzni komplement slijeda ���}���]�À���v�}�P���‰�}�����š�v�]���}�u���Z te ga poravnao s drugim 

�•�o�]�i�����}�u�X���h�l�o�}�v�]�}���•���u���‰�}�����š�v�]�Z���]��krajnjih 20ak nukleotida sa svakog slijeda kako bi se uklonili 

�•�o�i�����}�À�]�� �l�}�Œ�]�“�š���v�]�Z���‰�}�����š�v�]������ �š���� �•���u�� ���}�����š�v�}�� �}���������]�}�����]�i���o�}�À���� �v���� �‰�}�����š�l�µ�� �]�� �l�Œ���i�µ���‰�}�i�����]�v�}�P��

slijeda koji nisu bili zastupljeni u slijedu dobivenom sekvenciranjem iz suprotnog smjera. Zatim 

�•���u�U���µ�•�‰�}�Œ�����µ�i�µ���]���}��a slijeda �]���}���P�}�À���Œ���i�µ���������o���l�š�Œ�}�(���Œ�}�P�Œ���u��, odredio konsenzus slijed koji 

sam dalje koristio u analizama. Za jedan uzorak nisam mogao koristiti slijed dobiven 

po�����š�v�]���}�u�� �& jer sekvenciranje nije produciralo dobar rezultat pa sam konsenzus slijed 

�}���Œ�����]�}�� �‰�}�u�}���µ�� �•�o�]�i������ ���}���]�À���v�}�P�� �‰�}�����š�v�]���}�u�� �Z�U�� �‰�Œ�]�‰�������i�µ�����P�� ���o���l�š�Œ�}�(���Œ�}�P�Œ���u���� �š����

usporedbom s ostalim konsenzus sljedovima te javno dostupnim sljedovima u bazi podataka 

GenBank. 

Dobivene konsenzus sljedove u FASTA formatu poravnao sam programom AliView (Larsson 

2014) sa sljedovima dostupnim u bazi podataka GenBank te sa sljedovima dobivenim od 
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p�Œ�]�i���“�v�i�]�Z�U�� �i�}�“�� �v���}���i���À�o�i���v�]�Z�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �‰�Œ�}�À�������v�]h �µ�� �•���À�}���µ�� �Ì���� �u�]�l�Œ�}���]�}�o�}�P�]�i�µ�� ���]�}�o�}�“�l�}�P��

odsjeka Prirodoslovno-�u���š���u���š�]���l�}�P���(���l�µ�o�š���š�� (Tablica 2.). Nakon poravnavanja odrezao sam 

krajeve �•�o�i�����}�À���� �]�Ì�� �����Ì���� �]�� �•�o�i�����}�À���� �]�Ì�� �‰�Œ�]�i���“�v�i�]�Z�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �l���l�}�� ���]�� ���µ�Î�]�v���� �•�À�]�Z�� �•�o�i�����}�À����

�l�}�Œ�]�“tenih u daljnjoj filogenetskoj analizi �}���P�}�À���Œ���o���� ���µ�Î�]�v�]�� �u�}�i�]�Z�� �•�o�i�����}�À���X��Osim sljedova 

genske regije kapsidnog proteina CVNV-a, uvrstio sam i jedan genski slijed ekvivalentne regije 

kapsidnog proteina latentnog virusa karanfila (Carnation latent virus, CLV), rod Carlavirus, u 

svrhu stvaranja vanjske skupine (outgroup) u filogenetskoj analizi. Sve sam ove poravnate 

�•�o�i�����}�À���� �µ���]�š���}�� �µ�� �‰�Œ�}�P�Œ���u�� �D���'����7 (Kumar i sur. 2016) te sam na temelju njih konstruirao 

�(�]�o�}�P���v���š�•�l�}���•�š�����o�}���u���š�}���}�u���v���i���o�]�Î���P���•�µ�•�i���������~Neighbour Joining, NJ) �l�}�Œ�]�•�š�����] supstitucijski 

model Tamura-Nei. Za provjeru t�}���v�}�•�ši topologije dobivenog stabla koristio sam metodu 

�•���u�}�µ���]�š���À���v�i�����~bootstrap) s 1000 ponavljanja. Izgled dobivenog filogenetskog stabla uredio 

sam u programu FigTree (Rambaut 2018).  
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4. Rezultati 

4.1. ���]�}�o�}�“�l�]���š���•�š�}�À�] 

Od ukupno 58 �u���Z���v�]���l�]��inokuliranih eksperimentalnih biljaka �]�Ì�� �í�ï�� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� ���]�o�i�v�]�Z�� �À�Œ�•�š�� 

�•�]�u�‰�š�}�u�����i�����Œ���Ì�À�]�o�}���í�ì�����]�o�i���l�����]�Ì���ï���Œ���Ì�o�]���]�š�����À�Œ�•�š�����~C. scutellarioides 'Aurora Black Cherry' , Ch. 

murale i G. globosa). Ostalih 46 biljaka (vrste Ch. quinoa, D. stramonium, N. benthamiana, N. 

megalosiphon i N. glutinosa, N. clevelandii, N. tabacum, V. unguiculata i S. lycopersicum 

'Rutgers') nije razvilo nikakve simptome (Tablica 4.). Svih 10 biljaka koje su razvile simptome 

bile su inokulirane u studenom 2020. te su simptome razvile �š�Œ�]�� ���}�� �����š�]�Œ�]�� �š�i�����v���� �v���l�}�v��

inokulacije, u prosincu, za vrijeme uvjeta kratkog dana. Nijedna biljka inokulirana u listopadu 

�v�]�i�����Œ���Ì�À�]�o�����•�]�u�‰�š�}�u�����‰���������l���v�]�����]�o�i�l�����]�•�š�]�Z���À�Œ�•�š�����l���}�����]�o�i�l�����l�}�i�����•�µ���Œ���Ì�À�]�o�����•�]�u�‰�š�}�u�����µ���l���•�v�]�i�]�u��

inokulacijama, na primjer G. globosa i Ch. murale. 

Od biljaka testiranih u studenom iz skupine biotest C1 samo su inokulirani koleusi 'Aurora 

Black Cherry' razvili simptome. Simptom���� �•���u�� �‰�Œ�À�]�� �‰�µ�š�� �Ì�����]�o�i���Î�]�}�� �µ�������š�À�Œ�š�}�u�� �š�i�����v�µ�� �v���l�}�v��

inokulacije, ali vjerojatno su se inicijalno pojavili u �š�Œ�������u tjednu. Simptomi su bili �‰�}�i�����]�v����ne 

lokalne �v���l�Œ�}�š�]���ve lezije i deformacija inokuliranih listova (Slika 5.A i 5.B). Ova su dva koleusa 

�����o�i�����}���Œ�Î���À���v�����µ���•�š���l�o���v�]�l�µ���š�����i�����‰�Œ�������v���Œ���Ì�À�}�i���v�i�]�Z�}�À�]�Z���•�]�u�‰�š�}�u���X���^�]�u�‰�š�}�u�]���•�µ���}�����o�}�l���o�v�]�Z��

�‰�Œ���“�o�]���µ���•�]�•�š���u�]���v�� �µ���}���o�]�l�µ���l�o�}�Œ�}�š�]���v�}�P���u�}�Ì���]�l�����~Slika 5.C). 
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Slika 5. Simptomi biotesta na ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š���o�v�]�u�� ���}�u�����]�v�•�l�]�u��koleusima (Coleus scutellarioides (L.) 

Benth.) kultivara Aurora Black Cherry inokuliranima infektivnim sokom koleusa C1 �l�}�i�]���•�����Œ�Î���À�����À�]�Œ�µ�•��

venske nekroze koleusa. Pojedine lokalne lezije i deformacije listova (A, B), kasnije prelaze �µ���•�]�•�š���u�]���v�]��

�l�o�}�Œ�}�š�]���v�]���u�}�Ì���]�l���~���•�X �^�]�u�‰�š�}�u�]���•�µ���}�Ì�v�������v�]���•�š�Œ���o�]�����u���X 

 

Od biljaka inokuliranih u studenom iz skupine biotest C2, simptome su razvili jedan koleus 

'Aurora Black Cherry' i dvije biljke vrste G. globosa. Drugi koleus iz ove skupine je uginuo prije 

pojave simptoma. Simptomi su se na koleusu pojavili u �š�Œ�������u tjednu nakon inokulacije te su 

�Ì���‰�}�����o�]���l���}���‰�}�i�����]�v�����v�����š�}���l���•�š�����o���Ì�]�i���U�������Ì���š�]�u���•�µ���‰�Œ���“�o�]���µ���•�]�•�š���u�]���v�]���l�o�}�Œ�}�š�]���v�]���u�}�Ì���]�l���~Slika 

6.A i 6.B). Simptomi na biljkama vrste G. globosa �‰�Œ�À�}�� �•�µ�� �µ�}�����v�] �µ�� �����š�À�Œ�š�}�u�� �š�i�����v�µ nakon 

inokulacije �l���}���‰�}�i�����]�v�����v�����o�}�l���o�v�����o���Ì�]�i�����š�����•�µ���‰�Œ���“�o�]���µ���u�v�}�P�}���Œ�}�i�v�����•�]�•�š���u�]���v�����o���Ì�]�i�����~Slika 

6.C). 

�h���š�Œ�������u���•���š�µ�����]�o�i���l�����µ���•�š�µ�����v�}�u�U�����]�}�š���•�š���s�v�U���•�]�u�‰�š�}�u�����•�µ���Œ���Ì�À�]�o�������À�����l�}�o���µsa 'Aurora Black 

Cherry', dvije biljke vrste G. globosa i jedna od dvije biljke vrste Ch. murale. Simptomi na 

�l�}�o���µ�•�]�u���� �Ì���‰�}�����o�]�� �•�µ�� �µ�� �š�Œ�������u�� �š�i�����v�µ�� �v���l�}�v�� �]�v�}�l�µ�o�����]�i���� �l���}�� �‰�}�i�����]�v�����v���� �o�}�l���o�v���� �o���Ì�]�i���� �]��

�����(�}�Œ�u�����]�i���� �]�v�}�l�µ�o�]�Œ���v�]�Z�� �o�]�•�š�}�À���� �š���� �•�µ�� �Ì���š�]�u�� �‰�Œ���“�o�]�� �µ�� �•�]�•�š���u�]���v���� �o���Ì�]�i���U�� �����(�}�Œ�u�����]�i�µ�� �o�]�•�š�}�À���� �]��
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�l�o�}�Œ�}�š�]���v�]�� �u�}�Ì���]�l�X�� �h�� �i�����v�}�u�� �}���� ���À���� �l�}�o���µ�•���� �}���]�š�}�À���}�� �•���� �l�Œ�Î�o�i���À�]�� �Œ���•�š�� �]�� �u���•�}�À�v�}�� �}�š�‰�������v�i����

listova (Slika 7.A-C). Na biljkama vrste G. globosa �µ�������š�À�Œ�š�}�u���š�i�����v�µ���v���l�}�v���]�v�}�l�µ�o�����]�i�����‰�}�i���À�]�o�]��

su se prvi simptomi u obliku lok���o�v�]�Z���o���Ì�]�i���� �l�}�i�]���•�µ���‰�Œ���“�o�]���µ���•�]�•�š���u�]���v�����o���Ì�]�i�����]���v���l�Œ�}�Ì�����µ�Ì���Î�]�o����

lista (Slika 7.D-F). Biljka vrste Ch. murale �Œ���Ì�À�]�o���� �i���� �•�]�u�‰�š�}�u���� �µ�� �š�Œ�������u�� �š�i�����v�µ�� �v���l�}�v��

�]�v�}�l�µ�o�����]�i���U�������•�]�u�‰�š�}�u�]���•�µ���µ�l�o�i�µ���]�À���o�]���o�}�l���o�v�����]���•�]�•�š���u�]���v�����l�o�}�Œ�}�š�]���v�����o���Ì�]�i���U���•�]�•�š���u�]���v�]���l�o�}�Œ�}�š�]���v�]��

mo�Ì���]�l���š�����l�o�}�Œ�}�Ì�����µ�Ì���Î�]�o�����o�]�•�š�}�À�����~Slika 7.G-I). 

 

 

Slika 6. Simptomi biotesta na ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š���o�v�]�u�� ���}�u�����]�v�•�l�]�u��koleusima (Coleus scutellarioides (L.) 

Benth.) �l�µ�o�š�]�À���Œ�������µ�Œ�}�Œ�������o�����l�����Z���Œ�Œ�Ç���]�����}�u�����]�v�]�u�� vrste Gomphrena globosa (C �t �•�]�•�š���u�]���v�����o���Ì�]�i��) 

inokuliranima �]�v�(���l�š�]�À�v�]�u���•�}�l�}�u���l�}�o���µ�•�������î���l�}�i�]���•�����Œ�Î���À�����À�]�Œ�µ�•���À���v�•�l�����v���l�Œ�}�Ì�����l�}�o���µ�•���X���^�]�u�‰�š�}�u�]���•�µ��

�}�Ì�v�������v�]���•�š�Œ���o�]�����u���X 
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Slika 7. Simptomi biotesta na 2 eksperimentalna koleusa (Coleus scutellarioides (L.) Benth. 'Aurora 

Black Cherry') (A �t deformacije listova, B �t �‰�}�i�����]�v�����v�����o�}�l���o�v�����o���Ì�]�i�� i C �t �•�]�•�š���u�]���v�]���u�}�Ì���]�l�U���}�‰�������v�i����

�o�]�•�š�}�À���U���l�Œ�Î�o�i���À�}�•�š), na dvije biljke Gomphrena globosa (D �t �‰�}�i�����]�v�����v�����o�}�l���o�v�����o���Ì�]�i��, E �t �•�]�•�š���u�]���v����

lezije i F �t �l�o�}�Œ�}�Ì���� �µ�Ì�� �Î�]�o��) i jednoj biljci Chenopodium murale (G �t �•�]�•�š���u�]���ve lezije, H �t �•�]�•�š���u�]���v�]��

mozaik i I �t �l�o�}�Œ�}�Ì���� �µ�Ì�� �Î�]�o��). Inokulum je dobivenim od koleusa Vn, biljke inficirane Coleus blumei 

viroidom 3 �]���À�]�Œ�µ�•�}�u���À���v�•�l�����v���l�Œ�}�Ì�����l�}�o���µ�•���X���^�]�u�‰�š�}�u�]���•�µ���}�Ì�v�������v�]���•�š�Œ���o�]�����u���X 
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Tablica 4. Rezultati biotestova �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� �]�Ì�}�o���š����virusa venske nekroze koleusa me�Z���v�]���l�}�u��

�]�v�}�l�µ�o�����]�i�}�u���•�l�µ�‰�]�v�����Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z���À�Œ�•�š�������l�•�‰���Œ�]�u���v�š���o�v�]�Z�����]�o�i���l��. 

Vrsta Broj biljaka Simptomi +/- 

Biotest C1 �t 10. mjesec 2020. 

Ch. murale 2 - 

Ch. quinoa 2 - 

D. stramonium 2 - 

G. globosa 2 - 

N. benthamiana 2 - 

N. glutinosa 2 - 

N. megalosiphon 3 - 

Biotest C1 �t 11. mjesec 2020. 

C. scutellarioides 'Aurora Black Cherry' 2 + 

N. clevelandii 2 - 

N. tabacum 2 - 

S. lycopersicum 'Rutgers' 5 - 

V. ungiculata 2 - 

Biotest C2 �t 11. mjesec 2020. 

C. scutellarioides 'Aurora Black Cherry' 2 + 

Ch. murale 2 - 

Ch. quinoa 1 - 

Datura stramonium 2 - 

G. globosa 2 + 

N. clevelandii 1 - 

N. megalosiphon 1 - 

S. lycopersicum 'Rutgers' 2 - 

V. ungiculata 2 - 
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Tablica 4. Nastavak. 

Vrsta Broj biljaka Simptomi +/- 

Biotest Vn �t 11. mjesec 2020. 

C. scutellarioides 'Aurora Black Cherry' 2 + 

Ch. murale 2 + 

Ch. quinoa 1 - 

Datura stramonium 2 - 

G. globosa 2 + 

N. clevelandii 1 - 

N. megalosiphon 1 - 

S. lycopersicum 'Rutgers' 2 - 

V. ungiculata 2 - 

 

 

4.2. Transmisijska elektronska mikroskopija 

Po jedan ultratanki prerez lista biljaka Vn i C1 pozitivno je kontrastiran i analiziran 

transmisijskom elektronskom mikroskopijom. Prerez biljke Vn nije bio dobre kvalitete. Vidljiv 

�i�������]�}���•���u�}���u���o���v�����Œ�}�i���•�š���v�]�������o�]�•�š�����•���u���o�}���µ�v�µ�š���Œ�•�š���v�]���v�]�Z���•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�����š�����v�]�•�µ���µ�}�����v�]���v�]���À�]�Œ�µ�•�]���v�]��

�u�}�P�µ���������]�š�}�‰���š�}�o�}�“�l�����‰�Œ�}�u�i���v�����µ�Ì�Œ�}�l�}�À���v�����À�]�Œ�µ�•�v�}�u��infekcijom. Prerez lista biljke C1 bio je 

dobre kvalitete, bio je vidljiv veliki ���Œ�}�i���•�š���v�]�������]�����Œ�}�i�v�����µ�v�µ�š���Œ�•�š���v�]���v�����•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ���X 

�K�•�]�u�� �v�}�Œ�u���o�v�]�Z�� �•�š���v�]���v�]�Z�� �•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ���U�� �µ�}���]�o�]�� �•�u�}�� �]�� �v���l���� �•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ���� �l�}�i���� ���]�� �u�}�P�o���� ���]�š�]�� �Ì�v���l��

���]�š�}�‰���š�}�o�}�“�l�]�Z���‰�Œ�}�u�i���v�����µ�Ì�Œ�}�l�}�À���v�]�Z���À�]�Œ�µ�•�v�}�u���]�v�(���l���]�i�}�u�X���h�}���]�o�]���•�u�}���]�v�À���P�]�v�����]�i�µ��membrane 

�•�� �š���u�v�]�u�� �•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ���u���� �µ�� �µ�v�µ�š�Œ���“�v�i�}�•�š�]�� �~Slika 8.A). Ova struktura mogla bi biti sferula, 

�u���u���Œ���v�•�l���� �•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ���� �µ�Ì�Œ�}�l�}�À���v���� �]�v�š���Œ���l���]�i���u���� �À�]�Œ�µ�•�v�]�Z�� �‰�Œ�}�š���]�v���� �•���� �•�š���v�]���v�]�u��

membranama u kojima se mnogi virusi repliciraju (Diaz i Ahlquist 2012)�X���d���l�}�����Œ, u citoplazmi 

�µ�����o�]�Ì�]�v�]���i���Ì�P�Œ�����µ�}���]�o�]���•�u�} veliki broj �u�����µ�•�}���v�}���‰�}�À���Ì���v�]�Z��membranskih vezikula (Slika 8.B). 

Ovo bi moglo ���]�š�]�� �u�µ�o�š�]�À���Ì�]�l�µ�o���Œ�v�}�� �š�i���o���“�����U�� �u���u���Œ���v�•�l���� �•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ���U�� �š���l�}�����Œ�� �µ�Ì�Œ�}�l�}�À���v����

interakcijama virusnih �‰�Œ�}�š���]�v�����]���•�š���v�]���v�]�Z���u���u���Œ���v�����l�}�i�����u�}�Î�����•�o�µ�Î�]�š�]���l���}���•�]�P�µ�Œ�v�}���u�i���•�š�}���Ì����

replikaciju virusa (Verchot 2011) ili je uzrokovana imunosnim odgovorom biljke na infekciju (Li 

i sur. 2018). 
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�K�•�]�u�����]�š�}�‰���š�}�o�}�“�l�]�Z���µ���]�v���l���U���µ�}���]�o�]���•�u�}���µ���Œ���P�]�i�]�����]�š�}�‰�o���Ì�u����strukturu koja bi mogla biti agregat 

�À�]�Œ�µ�•�v�]�Z�������•�š�]�������š�����•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�����l�}�i�������]���u�}�P�o�������]�š�]���‰�}�i�����]�v�����v�����À�]�Œ�µ�•�v���������•�š�]�������µ�����o�]�Ì�]�v�]�����P�Œ���P���š����

(Slika 8.C i 8.D). Filamentoznim �}���o�]�l�}�u�� �]�� �À���o�]���]�v�}�u�� �}���� �ñ�ì�ì�� ���}�� �ó�ì�ì�� �v�u�U�� �}�À���� �•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ����

odgovaraju virusima iz nekoliko porodi�������]���Œ�}���}�À�����u�����µ���l�}�i�]�u�����•�µ���]���À�]�Œ�µ�•�]���Œ�}������Carlavirus kao 

�“�š�}��je i CVNV (Mollov i sur. 2007). 

 

 

Slika 8. Transmisijska elektronska mikroskopija ultratankog prereza lista �•�]�u�‰�š�}�u���š�]���v�}�P��koleusa C1 

(Coleus scutellarioides (L.) Benth.). �s�]���o�i�]�À�]�� �•�µ�� �u�}�P�µ���]�� ���]�š�}�‰���š�}�o�}�“�l�]�� �µ���]�v���]�� �]�v�(���l���]�i���� �À�]�Œ�µ�•�}�u���t 

membranske strukture poput sferule (A) i multivezikularnog �š�i���o���“��a (B). Strukture nalik na agregate 

filamentoznih �À�]�Œ�µ�•�v�]�Z�������•�š�]������i �‰�}�i�����]�v�����v�����À�]�Œ�µ�•�v���������•�š�]�������}�l�}�����P�Œ���P���š�� (C i D) o���o�]�l�}�u���]���À���o�]���]�v�}m 

odgovaraju virusu venske nekroze koleusa. 

 

200 nm 

200 nm 200 nm 

500 nm 

500 nm 
200 nm 
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4.3. Amplifikacija regije gena za kapsidni protein metodom RT-PCR i analiza RT-

PCR produkata elektroforezom u agaroznom gelu 

Sve uzorke koje sam dobio nakon izolacije RNA i tretmana DNazom testirao sam na prisutnost 

CVNV-a metodom RT-PCR �µ�� �À�]�“���� �v���À�Œ���š��. S���u�}�� �•�µ�� �����š�]�Œ�]�� �µ�Ì�}�Œ�l���U�� �v���l�}�v�� �����š���l���]�i���� �‰�Œ�}���µ�l�š����

elektroforezom u 1,8%-tnom agaroznom gelu, dala pozitivne rezultate (Tablica 5.). Pozitivni su 

���]�o�]�� �µ�Ì�}�Œ���l�� ���í�X�í�U�� �š�i�X�� �]�Ì�}�o�]�Œ���v���� �Z�E���� �]�Ì�� �l�}�o���µ�•���� ���í�U�� �}���v�}�•�v�}�� �Œ���Ì�v�]������ �•�]�u�‰�š�}�u���š�]���v���� ���]�o�i�l���� �]�Ì��

���}�š���v�]���l�}�P�� �À�Œ�š���� �µ�v���•���v�� �]�� �}���Œ�Î���À���v���� �µ�� �•�š���l�o���v�]�l�µ�V�� �µ�Ì�}�Œ���l�� ���î�X�î�U�� �]�Ì�}�o�]�Œ���v���� �Z�E���� �]�Ì�� ���À�]�i���� ���]�o�i�l����

vrste G. globosa inokulirane u studenom 2020. inokulumom dobivenim od biljke koleus C2; 

uzorak #1, odnosno pozitivna kontrola izolirana iz biljke N. benthamiana koja je 2018. 

inokulirana CVNV-om originalno iz koleusa Vn u okviru biotesta; te uzorak #4, pozitivna 

kontrola izolirana iz biljke G. globosa �l�}�i���� �i���� �š���l�}�����Œ�� �î�ì�í�ô�X�� �P�}���]�v���� �]�v�}�l�µ�o�]�Œ���v���� ���s�E�s-om iz 

koleusa Vn. Nijedan uzorak sjemena nije bio pozitivan. Regija gena amplificirana metodom RT-

PCR �À���o�]���]�v�����i�����}�l�}���ï�ì�ì��baznih parova �“�š�}���i�����µ���•�l�o�����µ���• �À���o�]���]�v�}�u�����u�‰�o�]�l�}�v����koji su prisutni u 

gelu nakon elektroforeze pozitivnih RT-PCR produkata (Slika 9.) Gelovi koji nisu imali pozitivne 

rezultate nisu prikazani. 

 

Tablica 5. Popis uzoraka testiranih na CVNV (Coleus vein necrosis virus) metodom RT-PCR 

usmjerenom na regiju gena za kapsidni protein i prisutnost amplificiranog RT-PCR produkta 

detektiranog elektroforezom u 1,8%-tnom agaroznom gelu. 

Uzorak Izvor uzorka / biotest 

Prisutnost amplificiranog RT-PCR produkta 

detektiranog elektroforezom 

Pozitivno (+) / Negativno (-) 

C1.1 Koleus C1 + 

C1.2 Biotest C1 koleus - 

C1.3 Biotest C1 koleus - 

C2.1 Koleus C2 - 

C2.2 Biotest C2 G. globosa + 

C2.3 Biotest C2 koleus - 

Vn Koleus Vn - 

Vn1 Biotest Vn Ch. murale - 
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Tablica 5. Nastavak. 

Uzorak Izvor uzorka / biotest 

Prisutnost amplificiranog RT-PCR produkta 

detektiranog elektroforezom 

Pozitivno (+) / Negativno (-) 

Vn2 Biotest Vn G. globosa - 

Vn3 Biotest Vn G. globosa - 

Vn4 Biotest Vn koleus - 

Vn5 Biotest Vn koleus - 

Vn6 Biotest Vn koleus - 

Vn7 Biotest Vn koleus - 

S1 Sjeme zdravog koleusa - 

S2 Sjeme zdravog koleusa - 

S3 Sjeme koleusa Vn - 

S4 Sjeme koleusa CZ - 

S5 Sjeme koleusa C1 - 

#1 
Biotest Vn N. benthamiana iz 

2018. 
+ 

#2 Biotest Vn Ch. murale iz 2018. - 

#4 Biotest Vn G. globosa iz 2018. + 

CZ Koleus CZ - 
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Slika 9. Fragmenti gena za kapsidni protein virusa venske nekroze koleusa (CVNV) amplificirani 

metodom RT-PCR iz izolata RNA dobivenog iz �š�l�]�À�����o�]�“���� inokuliranih eksperimentalnih biljaka i izvorno 

inficiranih biljaka (oznake uzoraka u Tablici 3.). Kao molekularni standardi �l�}�Œ�]�“�š���ve su PhiX174 

DNA/BsuRI (HaeIII) (Marker 9, Invitrogen, SAD) (A), odnosno 50 bp DNA Ladder (New England Biolabs, 

SAD) (B i C). �^�o�]�l�����P���o�}�À�����•�µ���]�Ì�Œ���Ì���v�����š�����µ�Œ�������v�����‰�}�i�������À���v�i���u���l�}�v�š�Œ���•�š�����]���]�v�À���Œ�Ì�]�i�}�u�����}�i�����l���l�}�����]��se 

postigla bolja vidljivost. 

 

4.4. Sekvenciranje, analiza nukelotidnih sljedova i izrada filogenetskog stabla 

RT-PCR produkti pozitivnih uzoraka C1.1, C2.2 i #4 poslani su na sekvenciranje u tvrtku 

Macrogen Europe B.V (Nizozemska). Konsenzus sljedove za uzorke C1.1 i C2.2 odredio sam 

usporedbom sljedova ���}���]�À���v�]�u�� �‰�}�����š�v�]�����u���� �&�� �]�� �Z��te pripadnim elektroferogramima, dok 

sam konsenzus slijed uzorka #4 odredi�}�� �•���u�}�� �‰�}�u�}���µ�� �•�o�]�i������ ���}���]�À���v�}�P�� �‰�}�����š�v�]���}�u�� �Z, 

pripadnog elektroferograma i usporedbom s ostalim dostupnim sljedovima jer je slijed 

���}���]�À���v�� �‰�}�����š�v�]���}�u�� �& bio vrlo �o�}�“���� �l�À���o�]�š���š��. ���}���]�À���v�]�� �•�o�]�i������ �Ì���� �µ�Ì�}�Œ���l�� ���í�X�í�� �À���o�]���]�v���� �i���� �í�ô4 

nukleotida, dok su sljedovi uzor���l�������î�X�î���]���·�ð���À���o�]���]�v�����î�ì�ì��nukleotida (Tablica 6.). Za sljedove iz 

uzoraka #4 i C2.2 �Ì���š�Œ���Î�]�}��sam i dobio i pristupne brojeve u bazi GenBank (redom MZ464036 i 

MZ464037). Poravnao sam sve sljedove dostupne iz baze GenBank (pristupni brojevi: 

EF527260, Kraus i sur. 2008; DQ915963, Mollov i sur. 2007), �i�}�“�� �v���}���i���À�o�i���v���� �•�o�i�����}�À���� �]�Ì��

�‰�Œ�]�i���“�v�i�]�Z�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����]�� �•�o�i�����}�À���� �ï�� �µ�Ì�}�Œ�l���� �]�Ì�� �}�À�}�P�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �š���� �•���u�� �v���‰�Œ���À�]�}�� �(�]�o�}�P���v���š�•�l�}��

stablo (Slika 10.). Kao vanjsku skupinu (eng. outgroup) koristio sam odgo�À���Œ���i�µ���µ���Œ���P�]�i�µ���P���v����

za kapsidni protein CLV-a, roda Carlavirus. Sljedovi moja 3 uzorka, C1.1, C2.2 i #4 grupiraju se 

s ostalim sljedovima CVNV-a, dok je slijed CLV-a kao vanjska skupina zasebno. �/�Ì���š�}�P�����•�����u�}�Î����
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�Ì���l�o�i�µ���]�š�]���������•�����µ���u�}�i�]�u���µ�Ì�}�Œ���]�u����nalazi CVNV. Vrijednosti �•���u�}�µ���]�š���À���v�i�����~���v�P�X��bootstrap) za 

�À�����]�v�µ�� �P�Œ���v���� �v���� �•�š�����o�µ�� �v�]�•�µ�� �•�š���š�]�•�š�]���l�]�� �Ì�v�������i�v���� �‰���� �v���� �u�}�Î���u�}���•���� �•�]�P�µ�Œ�v�}�“���µ��odrediti 

filogenetske odnose pojedinih izolata u granama. 

 

Tablica 6. Nukleotidni sljedovi regije gena za kapsidni protein virusa venske nekroze koleusa 

(Coleus vein necrosis virus, CVNV) �}���Œ�������v�]���]�Ì��pozitivnih uzoraka. 

Uzorak Nukleotidni slijed (5' �t 3') 

C1.1 

 

AACTTCACGTCAGAAGCCTTGGACATCATCACTGCACAGGAGCAGGCTACAATG

ATGGCCAAGTTGGTTGGTTTGGGTGTGCCACCGCATCGCGCAGCGCCACTCTGC

TGGAGCATTGCACGGTACAGTGCCGACACGCGTTCTTCTGCCTTCGCAGATCCA

AAAGTTACCTTTGAGATATCGA 

C2.2 

 

CACGCCATGAACTTCAAGTCAGAAGCCTTGGACATCATCACTGCACAGGAGCAG

GCTACAATTATGGCCAAGTTGGTTGGTTTGGGTGTGCCACCGCAGAGCGCAGC

CCCACTCTGCTGGAGCATTGCAAGGTACTGCGCCGACACGAGTTCTTCTGCCTTC

GCAGATCCAAAAGGTACCTTTGAGTTTCAGGGTGGGGC 

#4 

 

CACGCCATGAACTTCAAGTCAGAAGCCTTGGACATCATCACTGCACAGGAGCAG

GCTACAATTATGGCCAAGTTGGTTGGTTTGGGTGTGCCACCGCAGAGCGCAGC

CCCACTCTGCTGGAGCATTGCAAGTTACTGCGCCGACACGAGTTCTTCTGCCTTC

GCAGATCCAAAAGGTACTTTTGAGTCGCAGGGCGGTGC 
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Slika 10. Filogenetsko stablo izolata CVNV-a (Coleus vein necrosis virus�•�� �]�Ì�Œ�������v�}�� �v���� �š���u���o�i�µ��

nukleotidnog slijeda regije gena za kapsidni protein �l�}�Œ�]�•�š�����]�� �u���š�}���µ�� �v���i���o�]�Î���P�� �•�µ�•�i�������� �~�E���]�P�Z���}�µ�Œ��

joining, NJ), supstitucijski model Tamura-Nei uz metodu �•���u�}�µ���]�š���À���v�i���� �~eng. bootstrap) s 1000 

ponavljanja. Na ���À�}�Œ�}�À�]�u�� stabla prikazane su �cbootstrap� -̂vrijednosti. �<���}���À���v�i�•�l�����•�l�µ�‰�]�v�����l�}�Œ�]�“�š���v����

�i���� �}���P�}�À���Œ���i�µ������ �Œ���P�]�i���� �P���v���� �Ì���� �l���‰�•�]���v�]���‰�Œ�}�š���]�v��CLV-a (Carnation latent virus), rod Carlavirus. Izolati 

�•���l�À���v���]�Œ���v�]���µ���}�À�}�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���Ì���}�l�Œ�µ�Î���v�]��su crvenom bojom. �K�Ì�v���l�����}�•�š���o�]�Z���•�o�i�����}�À�����}���i���“�v�i���v����su 

u Tablici 2. 
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5. Rasprava 

5.1. Biotest 

Sve biljne vrste koje su �µ�� �}�À�}�u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ �v���l�}�v�� �u���Z���v�]���l���� �]�v�}�l�µ�o�����]�i�� CVNV-om razvile 

simptome�U���À�������•�µ�����]�o�����‰�}�Ì�v���š�����l���}�����}�u�����]�v�]�����s�E�s-a �‰�����•�����‰�}�Ì�v���š�]���l�Œ�µ�P�����}�u�����]�v�� �v�]�i�����‰�Œ�}�“�]�Œ�]�} 

�~�D�}�o�o�}�À���]���•�µ�Œ�X���î�ì�ì�ó�V���<�Œ���µ�•���]���•�µ�Œ�X���î�ì�ì�ô�V���a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��2018). Sami simptomi �t �š�}���l���•�š����lokalne i 

�•�]�•�š���u�]���v����lezije, mozaici, deformacije listova i nekroze ili kloroze �µ�Ì�� �Î�]�o���U �À������ �•�µ���À�]�����v�]�� �v����

eksperimentalnim bilj�l���u�����µ���‰�Œ�]�i���“�v�i�]�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�]�u��. �d���l�}�����Œ���•���u���‰�}�š�À�Œdio i uvjete u kojima 

se javljaju simptomi �t �š�Œ�]�����}�������š�]�Œ�]���š�i�����v�����v���l�}�v���]�v�}�l�µ�o�����]�i�� u uvjetima kratkog dana (Mollov i 

sur. 2007, �a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��2018).  

Biljne vrste Ch. quinoa (Kraus i sur. 2008), N. benthamiana, N. clevelandii i N. tabacum (Mollov 

�]�� �•�µ�Œ�X�� �î�ì�ì�ó�U�� �a�l�}�Œ�]���� �]�� �•�µ�Œ�X��2018), �l�}�i���� �•�µ�� �µ�� �‰�Œ�]�i���“�v�i�]�u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�]�u���� �‰�}�l���Ì���v���� �l���}�� ���}�u�����]�v�]��

CVNV-���U�� �µ�� �}�À�}�u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�iu nisu pokazivale simptome infekcije. Ovaj je ���(���l�š�� �À������ �À�]�����v�� �•��

nekima od tih vrsta. Vrsta Ch. quinoa je �µ���i�����v�}�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���µ�•�‰�i���“�v�}���•�o�µ�Î�]�o�����l���}��indikatorska 

biljka (Kraus i sur. 2008), dok u drugom nije (Mollov i sur. 2007). �D�}�P�µ�������i�����������•�µ���v���l�������]�o�ike 

���]�o�����µ�•�‰�i���“�v�}���]�v�(�]���]�Œ���v���������Ì���������•�µ���Œ���Ì�À�]�o�����•�]�u�‰�š�}�u�����‰�����l���}���š���l�À�����v�]�•�µ�������o�i�����]�•�š�Œ���Î�]�À���v�����µ���}�À�}�u��

radu. C�]�o�i�� ���]�}�o�}�“�l�}�P�� �š���•�š�]�Œ���v�i�� usporedba je �•�]�u�‰�š�}�u���� �]�� �}���Œ�����]�À���v�i���� �‰�Œ�]�•�µ�š�v�}�•�š�]�� �]�v�(���l�š�]�À�v�}�P��

���P���v�•�����‰�����š���•�š�]�Œ���v�i�������•�]�u�‰�š�}�u���š�•�l�]�Z�����]�o�i���l�����v�]�i�����µ�}���]�����i���v�} (�'�}�v�Ì���oez-Garza 2017). T���l�}�����Œ, 

�u�}�P�µ���� je da ovaj put te biljne vrste nisu bile �µ�•�‰�i���“�v�} inficirane zbog razlika �u�����µ��izolatima 

CVNV-a, zbog razlike u �}�l�}�o�]�“�v�]m uvjetima ili zbog razlika genotipova �l�}�Œ�]�“�š���v�]�Z��biljaka. 

Kompleksne interakcije �}�l�}�o�]�“�v�]�Z���µ�À�i���š��, �P���v�}�š�]�‰�����À�]�Œ�µ�•�����]�����}�u�����]�v�•�lih biljaka �l�}�i�����µ�š�i�����µ���v����

razvoj simptoma i tijek infekcije poznate su kod raznih drugih biljaka, odnosno njihovih virusa 

(Fletcher i MacNeill 1971). Za CVNV su �š���l�}�����Œ poznati ne�l�]�� �}�l�}�o�]�“�v�]�� �µ�À�i���š�], poput uvjeta 

kratkog dana, koji pogoduju razvoju simptoma na inficiranim biljkama (Mollov i sur. 2007, 

�a�l�}�Œ�]��, usmeno �‰�Œ�]�}�‰�����v�i���•. U ovom sam �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ uvjete kratkog dana potvrdio kao 

pogodne za razvoj simptoma na inokuliranim eksperimentalnim biljkama. Biljke vrsta G. 

globosa i Ch. murale su �µ���Œ���Ì�o�]���]�š�]�u���]�v�}�l�µ�o�����]�i���u�����µ���}�À�}�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���Œ���Ì�o�]���]�š�}���Œ�����P�]�Œ���o��. ���µ���µ���]��

da u prvoj inokulaciji u listopadu nisu razvile simptome, a u kasnijim inokulacijama u studenom 

jesu, mo�P�µ��e �}���i���“�v�i���v�i�� te razlike vjerojatno je utjecaj uvjeta kratkog dana i/ �]�o�]�� �•�v�]�Î���v����

temperature u kasnijim mjesecima u godini. �d���l�}�����Œ, biljke vrste Ch. murale pokazivale su 

simptome nakon inokulacije izolatom Vn, ali ne izolatima C1.1 i C2.2. Razlike u pojedinim 

izolatima, uz utjec���i���Œ���Ì�o�]�l�����}�l�}�o�]�“�v�]�Z���µ�À�i���š�� mogle bi objasniti ove rezultate. 
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�h�Ì���•�À�����}�À�����u�}�P�µ���v�}�•�š�]�U���Œ���Ì�o�]�l�� u razvoju simptoma �u�}�P�µ�������•�µ���i�}�“��i zbog prirodne varijabilnosti 

i �v���•�µ�u�]���v���� �‰�Œ�]�Œ�}������ �À�]�Œ�µ�•�v�]�Z���]�v�(���l���]�i���X Za neke je viruse dovoljna infektivna doza vrlo mala, 

�•���u�}���v���l�}�o�]�l�}���À�]�Œ�µ�•�v�]�Z�������•�š�]�����U�����}�l���i�����Ì�����v���l�����Ì�v���š�v�}���À������ (Ali i sur. 2006; Moury i sur. 2007; 

Zwart i Elena 2015) �‰�����i�����u�}�P�µ���������� �µ���š�]�u���•�o�µ�����i���À�]�u�� nije dovoljno �À�]�Œ�µ�•�v�]�Z�������•�š�]���������}�•�‰�i���o�}��

u stanice da bi se razvila infekcija. Bez �•�‰�����]�(�]���v�}�P �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�� �l�Œ�µ�P�������}�u�����]�v�����]���(���l�š�}�Œ�����l�}�i�]���P����

�}���Œ�����µ�i�µ�U�� �l���}�� �]���(���l�š�}�Œ���� �l�}�i�]�� �}���Œ�����µ�i�µ���µ���]�v�l�}�À�]�š�}�•�š �u���Z���v�]���l���� �]�v�}�l�µ�o�����]�i���U���v���� �u�}�Î���� �•���� �•����

�•�]�P�µ�Œ�v�}�“���µ��odrediti uzrok varijacija u razvoju simptoma. Za pravilnu usporedbu kruga 

���}�u�����]�v���� �}�À�]�Z�� �]�Ì�}�o���š���� ���]�o�}�� ���]�� �‰�}�š�Œ�����v�}�� �‰�Œ�}�À���•�š�]�� �•ve inokulacije u isto vrijeme, u isto doba 

godine na istim setovima eksperimentalnih biljaka�U���“�š�}���µ���}�À�}�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ���v�]�i�������]�o�}���u�}�P�µ���� 

zbog �}�P�Œ���v�]�����v�i�� �Œ���•�‰�}�o�}�Î�]�À�}�P�� �•�š���l�o���v�]�l���� �l�}�i�]�� �v���� �}�u�}�P�µ�����À���� �•���•�À�]�u�� �Œ���‰�Œ�}���µ���]���]�o�v���� �µ�À�i���š����

(fotoperiod, temperatura, vlaga) niti kontinuiranu dostupnost biljnog materijala. 

 

5.2. Analiza prereza listova inficiranih CVNV-om transmisijskom elektronskom 

mikroskopijom 

�d�Œ���v�•�u�]�•�]�i�•�l�}�u�����o���l�š�Œ�}�v�•�l�}�u���u�]�l�Œ�}�•�l�}�‰�]�i�}�u���‰�Œ���Œ���Ì�����o�]�•�š�����•�]�u�‰�š�}�u���š�]���v�}�P���l�}�o���µ�•�����µ�}�����v�]���•�µ��

znakovi infekcije �v���� �µ�v�µ�š���Œ�•�š���v�]���v�}�i�� �Œ���Ì�]�v�]. �s�]�����v�� �i���� ���P�Œ���P���š�� �À�]�Œ�µ�•�v�]�Z�� �����•�š�]������ �]�� �‰�}�i�����]�v�����v����

�����•�š�]�������}�l�}���v�i���P�� koje �u�}�Œ�(�}�o�}�“�l�]���}���P�}�À���Œ���i�µ��ranije �À�]�����v�]�u���‰�Œ�}���]�“�����v�]�u������sticama CVNV-a 

�~�D�}�o�o�}�À�� �]�� �•�µ�Œ�X�� �î�ì�ì�ó�V�� �a�l�}�Œ�]��, o�•�}���v�}�� �‰�Œ�]�}�‰�����v�i���•�X Iako dosad nema podataka o elektronskoj 

mikroskopiji tkiva inficiranog CVNV-om, �}�À���l�À�]�����P�Œ���P���š�]�������•�š�}���•�µ���À�]�����v�]���µ���]�v�(���l���]�i���u�����•�����Œ�µ�P�]�u��

karlavirusima (Brunt i sur. 1983; Brunt i sur. 1976; Edwardson i Chrisite 1978)�U�������•�o�]���v�����]�v�l�o�µ�Ì�]�i����

�À�]�����v�����•�µ���]���l�}�������Œ�µ�P�]�Z���À�]�Œ�µ�•�v�]�Z���‰�}�Œ�}���]�����U���v�����‰�Œ�]�u�i���Œ��Potyviridae (Rodriguez-Cerezo i sur. 1993). 

�•���‰���Î���v�����u���u���Œ���v�•�l�����•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�� nisu toliko siguran pokazatelj infekcije CVNV-om jer su samo 

�Œ�]�i���š�l�}�� �À�]�����v���� �l�}���� �l���Œ�o���Àirusa (Edwardson i Christie 1978; Mansour i sur. 1998)�U�� ���o�]�� �•�o�]���v����

�•�š�Œ�µ�l�š�µ�Œ�����•�µ���Ì�����]�o�i���Î���v�����l�}�����v���l�]�Z�����Œ�µ�P�]�Z���À�]�Œ�µ�•�� (Movahed i sur. 2019). �s���Î�v�}���i�����v���‰�}�u���v�µ�š�]��

�������i�����µ���}�À�}�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ�U���Ì���}�P���}�P�Œ���v�]�����v�i�����‰�Œ���l�š�]�l�µ�u�����µ���•�l�o�}�‰�µ���l�}�i���P���i����obavljena elektronska 

mikroskopija, analiziran samo jedan prerez jedne �•�]�u�‰�š�}�u���š�]���v���� ���]�o�i�l���� �‰���� �i���� �]�Ì�� �š���l�}�� �u���o�}�P��

�µ�Ì�}�Œ�l�����À�Œ�o�}���š���“�l�}���•�����•�]�P�µ�Œ�v�}�“���µ���]�Ì�À�}���]�š�]���Ì���l�o�i�µ���l��. 
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5.3. Amplifikacija regije gena za kapsidni protein CVNV-a metodom RT-PCT 

Metodom RT-PCR �•�����•�‰�����]�(�]���v�]�u���‰�}�����š�v�]�����u�����~�<�Œ���µ�•���]���•�µ�Œ�X���î�ì�ì�ô�•��koje amplificiraju regiju gena 

za kapsidni protein CVNV-a testirao sam uzorke izolirane RNA iz koleusa inficiranih u prirodi, 

�•�]�u�‰�š�}�u���š�]���v�]�Z�U���u���Z���v�]���l�]���]�v�}�l�µ�o�]�Œ���v�]�Z�����l�•�‰���Œ�]�u���v�š���o�v�]�Z�����]�o�i���l����u biotestu i nekoliko starih 

laboratorijskih uzoraka izolirane RNA iz eksperimentalnih biljaka iz 2018. godine koje sam 

koristio kao pozitivne kontrole. �h�v���š�}���� �‰�Œ�]�i���“�v�iim uspjesima u p�Œ�}�À�}�����v�µ�� �}�À���� �u���š�}������za 

detekciju CVNV-a (Kraus i sur. 2008; �a�l�}�Œ�]��, o�•�}���v�}�� �‰�Œ�]�}�‰�����v�i���•, u ovom su �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�µ��

dobiveni rezultati bili uglavnom negativni. Veliki broj �µ�Ì�}�Œ���l���U���µ�l�o�i�µ���µ�i�µ���]���]���‰�}�Ì�]�š�]�À�v�����l�}�v�š�Œ�}�o��, 

bio je negativan �µ�v���š�}�����•�]�u�‰�š�}�u���š�]���v�}�•�š�]�����]�o�i���l�����]���‰�Œ�]�i���“�v�i�]�u���‰�}�Ì�]�š�]�À�v�]�u���Œ���Ì�µ�o�š���š�]�u�������}���]�À���v�]�Z��

�]�•�š�}�u�� �u���š�}���}�u�� �v���� �]�•�š�]�u�� �l�}�v�š�Œ�}�o�v�]�u�� �µ�Ì�}�Œ���]�u���� �~�a�l�}�Œ�]��, o�•�}���v�}�� �‰�Œ�]�}�‰�����v�i���•. Nakon kratke 

optimizacije protokola, samo su 3 uzorka konstantno davala pozitivne rezultate pa su ta tri 

uzorka k�}�Œ�]�“�š���v�����µ�������o�i�v�i�]�u�����v���o�]�Ì���u�� (Tablica 5.). Iako je samo mali broj uzoraka bio pozitivan, 

taj je rezultat bio dovoljan kako bi se molekularnim metodama potvrdila infekcija koleusa iz 

���}�š���v�]���l�}�P���À�Œ�š�������s�E�s-om.  

�d���“�l�}�� �i���� �Œ�����]�� �Ì���“�š�}���i���� �À�����]�v���� �µ�Ì�}�Œ���l����opetovano davala negativne rezultate testiranjem RT-

PCR-om ���µ���µ���]������ �i�����u���š�}�������‰�Œ�}�À�}�����v�����À�]�“�����‰�µ�š�����v�����•�À�]�u���µ�Ì�}�Œ���]�u�����•���Œ���Ì�o�]���]�š�]�u���l�}�u���Œ���]�i���o�v�]�u��

setovima uz razne optimizacije protokola (podaci nisu prikazani). �D�}�P�µ�������i�������� su se �l�}�Œ�]�“�š���v����

�•�‰�����]�(�]���v���� �‰�}�����š�v�]�����������P�Œ�����]�Œ���o���U�� �]���l�}�� �i���� �l�}�Œ�]�“�š���v�}�� �À�]�“���� �Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z�� ���o�]�l�À�}�š���U�� �µ�l�o�i�µ���µ�i�µ���]�� �]�� �v�}�À�}��

pripravljeni alikvot iz �u���š�]���v�� otopine. �d���l�}�����Œ���i�����u�}�P�µ�������������•�µ���}���Œ�������v�����u�µ�š�����]�i�����µ���Œ���P�]�i�]��

�P���v�����Ì�����l���‰�•�]���v�]���‰�Œ�}�š���]�v���}�v���u�}�P�µ���]�o�����‰�Œ�]���v�i���v�i�����‰�}�����š�v�]�����U���v�}���}�À�}���v�����}���i���“�v�i���À�����v���P���š�]�À�v����

rezultate �‰�}�š�À�Œ�����v�} pozitivnih kontrola. �<�À���o�]�š���š�����]�Ì�}�o�]�Œ���v�����Z�E�����v�}�À�]�Z���µ�Ì�}�Œ���l�����u�}�Î�������v�]�i�������]�o����

adekvatna, osim u dva uzorka koja su opetovano davala pozitivne rezultate, a �u�}�P�µ�������i�����]��������

se�U���š�]�i���l�}�u���P�}���]�v�����•�l�o�����]�“�š���v�i���U RNA degradirala u pozitivnim kontrolama. Neki od uvjeta koji 

�µ�š�i�����µ�� �v���� �Œ���Ì�µ�o�š���š����RT-PCR-a su temperatura, trajanje pojedinih koraka reakcije, pogodni 

odnosi molarnosti komponenata reakcijske smjese, ali i mnogi drugi te je, �����l���] uz provedene 

optimizacije protokola, �v���u�}�P�µ���� odrediti jedan faktor zbog kojeg ova metoda nije bila 

pouzdana. Vjerojatan je i istodoban �µ���]�v���l �À�]�“����od jednog faktora. 

Svi uzorci izolirani iz sjemena koleusa bili su negativni na CVNV. Ovo ukazuje da prijenos CVNV-

a sjemenom nije vjerojatan, ali s obzirom na �}�‰�����v�]�š�] veliki broj negativnih uzoraka i probleme 

s metodom RT-PCR, �}�À�����v���P���š�]�À�v�����Œ���Ì�µ�o�š���š�����v�����u�}�Î���u�}���µ�Ì���š�]���l���}���•�]�P�µ�Œ�v���X Kako bi se prijenos 

�•�i���u���v�}�u���š���u���o�i�]�š�}���]�•�š�Œ���Î�]�}���š�Œ�������o�}�����]���‰�Œ�}�À���•�š�]���]�����]�}�o�}�“�l�����š��stove, odnosno uzgajati koleuse iz 
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�•�i���u���v�����Ì���Œ���Î���v�]�Z�����]�o�i���l�����š�� zatim molekularno �š���•�š�]�Œ���š�]���À�����]�����Œ�}�i���š���l�À�]�Z�����]�o�i���l���U��ali i znatno 

�À�����]�����Œ�}�i���µ�Ì�}�Œ���l�����•�i���u���v���X 

 

5.4. Sekvenciranje i filogenetska analiza na temelju nukleotidnog slijeda regije 

gena za kapsidni protein CVNV-a 

Sekvenciranjem nukleotidnog slijeda regije gena za kapsidni protein te usporedbom s 

poznatim nukleotidnim sljedovima CVNV-a potvrdio sam da uzorci testirani pozitivno 

metodom RT-PCR uistinu �•�����Œ�Îe CVNV. Na filogenetskom stablu, koje sam izradio na temelju 

nukleotidnog slijeda regije gena za kapsidni protein, jasno se razlikuju dvije skupine sljedova, 

CVNV i vanjska skupina �t CLV (Slika 10.). �s�����]�v���� ���À�}�Œ�}�À���� �•�š�����o�� unutar skupine CVNV-a ima 

vrlo niske �cbootstrap� -̂vrijednosti �l�}�i���� �v�]�•�µ�� �•�š���š�]�•�š�]���l�]�� �Ì�v�������i�v���� �‰�����v���� �u�}�Î���u�}�� �]�Ì�À�}���]�š�]��

�Ì���l�o�i�µ���l���� �}��evolucijskim odnosima pojedinih izolata. Dva izolata iz baze GenBank (pristupni 

brojevi DQ915963, Mollov i sur. 2007; EF527260, Kraus i sur. 2008) posebno su grupirana 

unutar grupe CVNV-a.�U�� �“�š�}�� �i���� �]�� �}�����l�]�À���v�}�����µ���µ���]�� ���� su ti izolati prostorno i vremenski vrlo 

udaljeni od izolata iz Zagreba jer su izolirani 2007., odnosno 2008. godine u Sjevernoj Americi. 

�s�����]�v�����]�Ì�}�o���š�����]�Ì���•���P�Œ�������U�����]�o�}���]�Ì���}�À�}�P���]�o�]���]�Ì���‰�Œ�]�i���“�v�i�]�Z���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i��, vrlo se malo razlikuju te nije 

�u�}�P�µ���� na temelju ovog filogenetskog stabla razmatrati njihove odnose. Ovo ukazuje na to 

da novi izolat iz koleusa C2 zapravo �‰�}�š�i���������]�Ì���]�•�š�����‰�}�‰�µ�o�����]�i�������s�E�s-a kao i �]�Ì�}�o���š�]���]�Ì���‰�Œ�]�i���“�v�i�]�Z��

�]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����~�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X���î�ì�í�ô�•. Izolat iz koleusa C1 znatno se razlikuje od ostalih izolata. 

�:�����v�}�� �u�}�P�µ������ �}���i���“�v�i���v�i���� �š�}�P��rezultata je �Œ���Ì�o�]���]�š�}��porijeklo virusa iz koleusa C1 od ostalih 

�]�Ì�}�o���š���� �]�Ì�� ���}�š���v�]���l�}�P�� �À�Œ�š���X��Ovo je �}���i���“�v�i���v�i����ipak manje vjerojatno jer su simptomi na 

koleusima C1 i C2 �‰�Œ�]�u�]�i�������v�]���µ���]�•�š�}���À�Œ�]�i���u���U���µ��rujnu 2020., a CVNV se rijetko nalazi u prirodi 

(Harlan i Hausbeck 2018). �h�v���š�}���� �š�}�u���U��izolatom C1.1 �µ�•�‰�i���“�v�}��su inokulirana samo dva 

eksperimentalna koleusa 'Aurora Black Cherry', dok su izolatima C2.2 i �s�v�U�� �µ�•�‰�i���“�v�}��

inokulirane i druge eksperimentalne biljke. Sve su ovo razlike koje potencijalno ukazuju na 

�Ì�v�������i�v�µ�� �Œ���Ì�o�]�l�µ��iz�u�����µ�� �]�Ì�}�o���ša C1.1 i ostalih �]�Ì�}�o���š���� �]�Ì�� ���}�š���v�]���l�}�P�� �À�Œ�š��, no kako bismo ovo 

�µ�š�À�Œ���]�o�]�� �•���� �•�]�P�µ�Œ�v�}�“���µ�U�� �‰�}�š�Œ�����v�}�� �i���� �‰�Œ�}�À���•�š�]�����}�����š�v���� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i����ovih izolata. Sekvenciranje 

���]�i���o�}�P�� �P���v�}�u���� �š���� �µ�•�‰�}�Œ���������� �]�Ì�}�o���š���� �v���� �P���v�}�u�•�l�}�i�� �Œ���Ì�]�v�]�� ���]�o���� ���]�� �‰�}�Î���o�i�v����uz dodatna 

�]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�������]�}�o�}�“�l�]�Z��karakteristika. 

 



39 
 

�:�}�“���i�����v�}���u�}�P�µ�������}���i���“�v�i���v�i����razlika nukelotidnog slijeda izolata C1 u odnosu na ostale izolate 

�]�Ì�� ���}�š���v�]���l�}�P�� �À�Œ�š�� je �Œ���Ì�o�]�l���� �µ�� �l�}�Œ�]�“�š���v�]�u�� �u���š�}�����u���� �µ�� �}�À�}�u�� �]�� �‰�Œ�]�i���“�v�i�]�u�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�]�u���X��

S���l�À���v������ �]�Ì�� �‰�Œ�]�i���“�v�i�]�Z�� �]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���� �}���Œ�����]�À���v����visoko p�Œ�}�š�}���v�]�u�� �•���l�À���v���]�Œ���v�i���u�� �~high 

throughput sequencing, HTS), a Sangerovim sekvenciranjem gena za kapsdni protein su 

�v���l�v�����v�}���‰�}�š�À�Œ�����v�]���Œ���Ì�µ�o�š���š�] �~�a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X���î�ì�í�ô�•. Svi i�Ì�}�o���š�]���]�Ì���}�À�}�P���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�� sekvencirani su 

samo Sangerovim sekvenciranjem, ali se sljedovi uzoraka 4 i C2.2, �v���� �Œ���Ì�o�]�l�µ�i�µ�� �Ì�v�������i�v�}�� �}����

�‰�Œ�]�i���“�v�i�]�Z�� �]�Ì�}�o���š��. Razlog tome mogao bi biti �š�}�� �“�š�}�� �•�µ��ovi uzorci dobiveni izolacijom RNA iz 

�u���Z���v�]���l�]���]�v�}�l�µ�o�]�Œ���v�]�Z�����l�•�‰���Œ�]�u���v�š���o�v�]�Z�����]�o�i���l�� vrste G. globosa koje su pokazivale simptome 

�•�]�•�š���u�]���v�����]�v�(���l���]�i��, a sami uzorci su uzeti nedugo nakon pojave simptoma, dok je uzorak C1.1 

dobiven izolacijom RNA iz �l�}�o���µ�•���U�� �‰�Œ�]�Œ�}���v�}�P�� ���}�u�����]�v���� ���s�E�s-a, inficiranog u prirodi. Ne 

�u�}�Î���u�}���Ì�v���š�]���š�}���v�}���l���������i�����l�}�o���µ�•�����í���]�v�(�]���]�Œ��n, ali je uzorak C1.1 svakako prikupljen znatno 

�l���•�v�]�i�����}�����µ�Ì�}�Œ���l�����ð���]�����î�X�î���µ���}���v�}�•�µ���v�����‰�}�����š���l���]�v�(���l���]�i�� �µ���•�À���l�}�u���}�������}�u�����]�v���X Poznato je 

da su populacije biljnih virusa �]�Ì�o�}�Î���v�������Œ�}�i�v�]�u�� �•�v���Î�v�]�u�� ���(���l�š�]�u�����P���v���š�]���l�}�P��uskog grla 

(bottleneck effect) koji mogu ���Œ���•�š�]���v�}���•�u���v�i�]�š�]���À���o�]���]�v�µ�U�������š�]�u�����]��gensku raznolikost populacije 

(Zwart i Elena 2015). ���(���l�š�� �P���v���š�]���l�}�P�� �µ�•�l�}�P�� �P�Œ�o�� javlja se i prigodom �•�]�•�š���u�]���v���� �]�v�(���l���]�i���� �]��

kretanja virusa kroz biljku (Ali i sur. 2006; Ali i Roossinck 2010; Li i Roossinck 2004), a u 

�}���Œ�������v�]�u�����}�u�����]�v�]�u�����À�]�Œ�µ�•�]���}���Œ�Î���À��ju �u���v�i�]���]�o�]���À�����]���•�š�µ�‰���v�i���P���vske raznolikosti u populaciji 

(Schneider i Roossinck 2000; Schneider i Roossinck 2001). �D�}�P�µ�������i����������populacije CVNV-a u 

vrsti G. globosa zbog interakcija s biljnim obrambenim meha�v�]�Ì�u�]�u�����}���Œ�Î���À���i�µ��manji stupanj 

genske raznolikosti ili da se populacija ���}�� �À�Œ���u���v���� �µ�Ì�}�Œ�l�}�À���v�i���� �v�]�i���� �•�š�]�P�o���� �Ì�v���š�v�}�� �‰�Œ�}�“�]�Œ�]�š�]��

nakon �cbottleneck� -̂efekta �š�]�i���l�}�u�� �]�v�}�l�µ�o�����]�i���� �]�� �•�]�•�š���u�]���v�}�P�� �‰�}�l�Œ���š���v�i���� �À�]�Œ�µ�•��. Ovi su efekti 

�•�‰�����]�(�]���v�]�� �Ì���� �•�µ�•�š���À�� �À�]�Œ�µ�•-���}�u�����]�v�� �~Schneider i Roossinck 2001), a za CVNV �i�}�“�� �µ�À�]�i���l�� �v�]�•�µ��

�]�•�š�Œ���Î�]�À���v�]�X Ovakv�}���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�����š�Œ�������o�}�����]���‰�Œ�}�À���•�š�]��uz detaljnu analizu populacijske strukture 

CVNV-a u �‰�Œ�]�Œ�}���v�}�u�� ���}�u�����]�v�µ�� �l�}�o���µ�•�µ �š���� �µ�� �Œ���Ì�v�]�u�� ���l�•�‰���Œ�]�u���v�š���o�v�]�u�� ���}�u�����]�v�]�u���U�� �‰�}�‰�µ�š��

vrste G. globosa. Usporedba virusnih populacija u inicijalno inokuliranim listovima te 

�•�]�•�š���u�]��no inficiranim listovim���� �š���l�}�����Œ�� ���]��se trebala provesti za potpunije razumijevanje 

populacijske strukture CVNV-a tijekom infekcije biljaka.  

�D�����µ�š�]�u�U�� �}ve razlike �•�µ�� �u�}�P�µ������ �]���Ì���}�P�� �‰�}�š�‰�µ�v�}�� �v���•�µ�u�]���v�]�Z�� �‰�}�•�o�i�����]������ �l�}�Œ�]�“�š���v�]�Z�� �u���š�}�����X��

Tijekom amplifikacije fragmenta metodom RT-�W���Z�� �u�}�Î���� ���}���]�� ���}�� �v���•�µ�u�]���v�]�Z���‰�}�P�Œ���“���l���� �µ��

nastalom nukleotidnom slijedu, �v�}���}�À�}���v�����}���i���“�v�i���À����malu r���Ì�o�]�l�µ���À�]�����v�µ���µ���µ�Ì�}�Œ���]�u�������î�X�î���]���ð�X 

B�µ���µ���]���������•�� u uzorku radi o heterogenoj populaciji fragmenata DNA, elektroferogram dobiven 
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Sangerovim sekvenciranjem je za uzorak C1.1 bio znatno varijabilniji �š�����i���������•�š�} �À�]�“�����Œ���Ì�o�]���]�š�]�Z��

vrhova odgovaralo jednom nukleotidu. Interpretacija ovakvog elektroferograma �š���l�}�����Œ�� �i����

mogla unijeti promjene u dobiveni konsenzus nukleotidni slijed. Vjerojatno zbog manje 

inicijalne varijabilnosti u uzorcima, elektroferogrami dobiveni sekvenciranjem uzoraka C2.2 i 

�ð�����]�o�]���•�µ���À�Œ�o�}�����]�•�š�]���š�����i����skoro svaki vrh na elektroferogramu jasno odgovarao jednom nukleotidu 

u slijedu.  
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6. Zaklju�����l 

1. �W�}�š�À�Œ�����v�����i�����]�v�(���l���]�i����dvaju kultivara koleusa �]�Ì�����}�š���v�]���l�}�P���À�Œ�š����iz sezone 2020./21. CVNV-

om. 

2. �h�� �•�l�o�}�‰�µ�� ���]�}�o�}�“�l���� �l���Œ���l�š���Œ�]�Ì�����]�i����jednog od dva nova CVNV-izolata �‰�}�l���Ì���v�]�� �•�µ�� �u�}�P�µ���]��

���]�š�}�‰���š�}�o�}�“�l�]���µ���]�v���]���]�v�(���l���]�i�����À�]�Œ�µ�•�}�u�U���‰�}�š�À�Œ�����v�����i�����À�����]�v�����‰�}�Ì�v���š�}�P���l�Œ�µ�P�������}�u�����]�v���U���]���l�}���}�À���i��

�]�Ì�}�o���š���v�]�i�����µ�•�‰�}�•�š���À�]�}���]�v�(���l���]�i�µ���µ���•�À�]�u���‰�}�Ì�v���š�]�u�����}�u�����]�v�]�u��. 

3. Nove vrste n�]�•�µ���]�����v�š�]�(�]���]�Œ���v�����l���}�����}�u�����]�v�]�����s�E�s-a, a uvjeti potrebni za razvoj simptoma i 

oblik u kojem se simptomi javljaju �‰�}�š�À�Œ�����v���i�����µ���•�l�o�����µ���•���‰�Œ�]�i���“�v�i�]�u���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�]�u�����~�D�}�o�o�}�À���]��

�•�µ�Œ�X���î�ì�ì�ó�V���<�Œ���µ�•���]���•�µ�Œ�X���î�ì�ì�ô�V���a�l�}�Œ�]�����]���•�µ�Œ�X��2018). �/�Ì�}�o���š�]���]�Ì���}�À�}�P���]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i�������í�X1 i C2.2 razlikovali 

su se �µ�� �l�Œ�µ�P�µ�� ���}�u�����]�v���U�� ���o�]�� �š���“�l�}�� �i���� �Œ�����]�� �‰�}�•�š�}�i�]�� �o�]�� �}�À���� �Œ���Ì�o�]�l���� �Ì���}�P�� ���]�}�o�}�“�l�]�Z�� �l���Œ���l�š���Œ�]�•�š�]�l����

�]�Ì�}�o���š���� �]�o�]�� �Ì���}�P�� �}�l�}�o�]�“�v�]�Z�� �µ�À�i���š��, posebno uvjeta kratkog dana, za vrijeme �‰�Œ�}�À�}�����v�i����

biotestova. 

4. Provedena je molekularna karakterizacija metodom RT-PCR i sekvenciranjem regije gena za 

kapsidni protein iz uzoraka izolirane RNA inficiranih biljaka�X���^���u�}���•�µ���ï���µ�Ì�}�Œ�l�����‰�}�š�À�Œ�����v�����l���}��

pozitivna RT-PCR-om. Svi uzorci sjemena bili su negativni, �“�š�}��ne ukazuje na prijenos CVNV-a 

sjemenom, ali na temelju ovih malobrojnih �Œ���Ì�µ�o�š���š�����v�����u�}�Î���u�}���i�}�“�����}�v�}�•�]�š�]�����À�Œ�•�š�����Ì���l�o�i�µ���l����

o prijenosu. 

5. Filogenetska analiza genskog fragmenta za kapsidni protein iz tri pozitivna uzorka �š���l�}�����Œ��

je potvrdila da se radi o CVNV-u. Jedan od novih izolata, C2.2 vrlo je �•�o�]�����v���]�Ì�}�o���š�µ���]�Ì�����}�š���v�]���l�}�P��

�À�Œ�š���� �]�Ì�� �‰�Œ�]�i���“�v�i�]�Z�� �P�}���]�v���� �~�a�l�}�Œ�]���� �]�� �•�µ�Œ�X�� �î�ì�í�ô�•�U�� ���}�l�� �•���� ���Œ�µ�P�]�� �v�}�À�]�� �]�Ì�}�o���š, C1.1 �À�]�“����razlikuje u 

nukleotidnom slijedu�U�����o�]���]���µ���v���l�]�u�����]�}�o�}�“�l�]�u��svojstvima. Uzroci ovih razlika mogu biti ���]�}�o�}�“�l�]�U��

ali �]�� �u���š�}���}�o�}�“�l�]. �•���� �µ�š�À�Œ���]�À���v�i���� �š�}���v�]�Z�� �}���v�}�•���� �]�Ì�}�o���š���� �‰�}�š�Œ�����v�� su dodatna i detaljnija 

�]�•�š�Œ���Î�]�À���v�i���X 
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�•�]�À�}�š�}�‰�]�• 

�Z�}�����v sam 2. rujna 1997. godine u Zagrebu �P���i�����•���u���‰�}�Z�������} O�•�v�}�À�v�µ���“�l�}�o�µ ���µ�P�µ�•�š�����a���v�}�� 

(2004.-2012.) te zatim V. gimnaziju (2012.-2016.). �h���š�Œ�������u���Œ���Ì�Œ�����µ���P�]�u�v���Ì�]�i���U���î�ì�í�ñ�X���P�}���]�v���U��

sam zajedno s p�Œ�]�i���š���o�i���u�� �}�•�À�}�i�]�}�� �ï�X�� �u�i���•�š�}�� �v���� ���Œ�Î���À�v�}�u�� �v���š�i�������v�i�µ�� �]�Ì�� ���]�}�o�}�P�]�i����u izradi 

�]�•�š�Œ���Î�]�À�����l�]�Z���Œ�����}�À��. �E���l�}�v���Ì���À�Œ�“���š�l�����•�Œ�����v�i�����“�l�}�o���U���î�ì�í�ò�X���P�}���]�v�����•���u���µ�‰�]�•���}���‰�Œ�������]�‰�o�}�u�•�l�]��

�•�À���µ���]�o�]�“�v�]��studij biologije na ���]�}�o�}�“�l�}�u�� �}���•�i���l�µ Prirodoslovno-�u���š���u���š�]���l�}g fakulteta 

�^�À���µ���]�o�]�“�š�����µ���•���P�Œ�����µ koji �•���u���Ì���À�Œ�“�]�}���î�ì�í�õ�X���P�}���]�v���X��Zatim sam upisao i diplomski �•�À���µ���]�o�]�“�v�]��

studij eksperimentalne biologije (modul Fiziologija i imunobiologija) na istom fakultetu. 

Tijekom studija sam razvio interes za mikrobiologiju te posebno virologiju pa sam 2020. godine 

�v���� �•���À�}���µ�� �Ì���� �u�]�l�Œ�}���]�}�o�}�P�]�i�µ�� ���]�}�o�}�“�l�}�P�� �}���•�i���l���� �W�DF-���� �Ì���‰�}�����}�� �•�� �]�Ì�Œ�����}�u�� �}�À�}�P�� ���]�‰�o�}�u�•�l�}�P��

�Œ���������‰�}�����À�}���]�š���o�i�•�š�À�}�u���‰�Œ�}�(�X�����Œ�X���•���X�����]�i���v�����a�l�}�Œ�]���X �K�����î�ì�î�í�X���P�}���]�v�����•���u�����o���v�����u���Œ�]���l�}�P�����Œ�µ�“�š�À����

za mikrobiologiju (ASM) te nakon stjecanja zvanja magistra eksperimentalne biologije 

planiram se nastaviti baviti virolo�P�]�i�}�u���µ�‰�]�•�}�u���v�������}�l�š�}�Œ�•�l�]���•�š�µ���]�i�X���/�Ì�À�Œ�•�v�}���•�����•�o�µ�Î�]�u�����v�P�o���•�l�]�u��

jezikom (C2) u govoru i u pisanju. 


