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1. Uvod

1.1.Koleus

Coleus scutellarioidé€k.) Benthbiljkaje iz porodiceLamiaceae¥%o } E]i lo}u ]1 :pP}]*8} v 1]

koja sedanassadi diliem svijetdMissouri Botanical Garden 2018 1vje ukrasna biljka, a

vrijednostnjene % E} i P} ]“vi 14%n{uma | E] dofara (Harlan i Hausbeck

2018) d Ie}v}iuli }A Joiseu]+ddi o 3]i 1}Ju P} ]Jv % ep ] oOi S} |

sinonimi pput Coleus blumePlectranthus scutellarioideSolenostemon scutellarioid@s.C.

Extension 2020y v “vi] 8§ le}viuel] %}o}T i} & vi v §uoip (Jo}P

2018. godine (Paton i sur. 201Baton i sur. 209U Hrvatskoj je ova biljkpoznata kao

HIE ov 1}% E]JA U “ E v 1}%E]A 0] p|Epw [ E%}I13%]JE]E 1]5)
E}i ulE(}o}“l] E 1v}oldjavitzi®83)a n&ki od njih nisu dobro opisani ovim

nazivimai (E v]eu v]a‘samawrtaC scutellaroidesne pripada u koprivéporodica

Urticaceag smatram da je bolje koristiti naziv koleus.

Poznato je nekoliko patogena koji redovito inficiraju koleas nijedan nije posebno
I3viuel] Tv i v § v vdike §dbitke KA] % $}P v] ploippseupdodhive ] A ]

(Oomycotg, virusete viroide (Tablica 1.Patogeni ne izazivaju uvijek simptome kaleusy a

interakcije s patogenima i ishod infejecmogu serazlikovati od kultivarado kultivara(Harlan

i Hausbeck 2018)h }8 v] I1lu AGESy W@E]EU}BpIJAR}( Ipos & p « PE
% $}P v] 1}o pe ]+3@elqlikpP} W U 1 Joi 1 v]Celeudlldiej vjroid

1(Cbvdl)iCbvd3 (al}E] ] *pu@Xirusi®devel v IE} 1}o pe ~all@] ] *pEX

rujnu 2020.1 % T vpu A Vv}IA [}o pe + eJu%3tu]Ju v o]l v A]JEpusv u

u Zagrebkoja suzatm 1} E ]Sl %} 3v] u 8 EJi o p }A}u J3CE T]A vipX

Tablical. Poznati patogeni koji inficirajkoleus Coleus scutellarioidgs.) Benth).

Patogen Porodica Kategorija
Botrytis cinerea Sclerotiniaceae Gljiva

Peronosporap. Peronosporaceae Oomycota
Pythiumsp. Pythiaceae Oomycota



Tablical. 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 otkrivenpatogen koleusa te ujedno jedan o kojem se najmanje gimas je venske
nekroze koleusaQoleus vein necrosis viftuSVNYV) pripadnik rodaCarlavirusi porodice
BetaflexiviridadKing i sur. 2012 Rvi putje detektiranupravou koleusi 2007. godindMollov

i sur. 2007)aubrzo mu je sekvenciran cijeli genom (Kraus i sur. 208&on }A]Z 13 E 1]A vi
nema mnogo drugih nada u literaturi U Europi je prvi putdetektiran u Hrvatskoju

18 v] 1lu AGSU WEJG} U} <I} BV ( Ijpo& BE P ~al}E].] pEX Tiioe

1.2.1."E CVNVa

CVNMevirussj v}o v v]u-geBomom pozitivnog smislau I ] voko 8700 nukleotida

(King i sur. 201,2Kraus i sur. 2008GenonskaRNA « @EdJkapui 3-poli-A rep kratke
netranslatirane regije na 5'i 3-krajevimai 6 }3A}@E v]Z }IA{[@een R&adirig Frame
ORF)odnosno genoji kodiraju6 proteina(Slikal.A)(Foster 1992 PrviORFodiravirusnu
replikazu, vell] % E}S Jv 1}i] « EI1] (pv! RNovisne RNuovlimeraze(RNA
dependant RNA polymerasedRp)metiHtransferaze helikaze proteaze EpPP]U SE ] ] SA(
ORF ] vtrostruki genski ok (Triple Gene BlocRGB) ] s genski produkti nazivaju TGBp1,
TGBp2 i TGBp®&raus i sur. 2008 Ova tri proteinamajumnogeulog U o] Ju i v iA Tv]i
pokretanje virusand stanice do stanice kroz plazmodem{Morozov i Solovyev 20030RF 5

kodira kapsidni protein, a ORF 6 kodpeotein koji A T Z ERNA binding proteinRBP),
nazivani } f protein bogat cisteinom (Cysteimeh protein, CRP Jaje glavna ulogahibicija

glavnogpilinog obrambenog mehanizmaéeRNAu3]“ A (Kriaus sur.2008)



*3] s&6]o u v3}iv «pUheidinom simetrijom postignutom omotavanjem
monomera |l %oe] V]Z % @&}3$ Jv  ul ]i o}P P v}(DPW1@BAW EPai]lv iX e
I Joi T vul]v «3] -ag&eko 640 nm (Mollov sur. 2007) “SJe u skladu s
A o] Jv}u svifilvirusa izodaCarlavirugDPV 1982).

ol RdRp |[TGB1 | [T683 RBR o 3
1662 | CP |

Slikal. KEP v]I ]Ji P vlu ~ ¢ ] «3EplspuE CarlesitusReRpt RNG@OYisna @®NA
polimeraza RNADependant RNAolymerasg, TGBt trostruki genski blokTriple Gene BlogkCPt
kapsidni protein Capsid Protein), RBPt % GE}$ ]v 1}i] ARNABhHingProtein). Preuzeto od
https://viralzone.expasy.org/268

1.2.2.PrijenosCVNVa
Biljlv] AJEpue] « } Joil } Joil u}Pu % @& v}e]8] v A]* & lo] ]13]Z
pojedinog virusa i pojedinih biljnih vrsta koje inficirafvisno o bikamas kojih i na koje se
prenose virug, razlikujemo vertikalni prijenospdnosno pijenos s roditeljskih biljaka na
potomke, i horizontalni prijenos, odnosno prijenos virusa s biljke na biljku koje nisu u odnosu
roditelj-potomak (Jones 2018) o |} v i mé&hanizam prijenosa biljnih virusa je
horizontalniprijenos vektorima, av i  “ ] A |3 n@ktitgnatporodica Aphidoidea(lisne
M JAleyrodoidea(“S]S «S] )kdprajedno prenose preko 5@0stabiljnih virusa(Nault
1997, Ferered Raccal?019. s ] vKarlavirusa% (E v}e o0]ev W 'hRkdrlayitus, virus

o P}P * (€ v]o (&vEphdeaknld rdottle viryTpMMV), prenose'S]S «S] .u}loi ]
Za neke karlavirusevektori i} ‘hisu poznati (DPV 1982Zanardoi Carvalho2017). h +§ o
AE+3 o]Myzuppprsicall je¥ektor raznih virusaa ]« 3 E &)jAi kao vektor za
CVNWX h i v}u ]*3E T]A vye prijgsags CVINNA putem M. persicae ali ne na sve

3


https://viralzone.expasy.org/268

poznatebiljne vrste [}i U}PP %o}eoui]3] | EVNMa (Kmujs i sur. 2008), dok u
drugom]«3E T]A vipo¥intéktordmnije u s A EMollov i sur. 2007).

s dnv 1 % E]i v}e Sjel} vedikalan prijenos sjemenom(Mink 1993) Prijenos
karlavirusa sjemenom slaje ]+ 3 E. T+$ E 1] A uglavagmprovedena naCpMM\Au, ali
serezdtati ]*SE T]A vi réli@jwRostdtakproklijalog siemena u kojem petektiran
CpMMYV varirau rasponu od 0,9% do 94,8%, a vjerojatno ovibiljpoj vrsti ili kultivaru te
ull ]} *% jVafijanti virusgPrasad sur. 1990JeyanandarajahBrunt1993;Zanardo
i Carvalna2017). Od karlavirusa sjemenom su prenosivirus % E u P A}« §PeR Greak
virugi AJEpe u}l ]I 1]Jo & ARed clovér udim mosaic viju&ing i sur. 2012
Prijenos CVN¥ sjemenondosadv]i ]*3E T]A vX

1.23. Makroskopska oJoi Ti Jv( | ]Ji Joeéml SEs

dli 1}Ju SCE i vi Jv(1]i Jvd E 1 ]i A]JEue ] }u ]Jv I}ved viv eu
} & pi %o}eoi ] ¥V }Hv Jviuxsne infekcije biljaka definirane su kao infekcije
uzrokovane virusima prenesenim na biljku horizontalnim ili vertikapputem pri kojima virus

ne biva brzo eliminiran, niti biljka umiaal posljedicéolestidok « u  Jv( | Ji u}l SE i §]
dugi niz godingRoossinck010) Ovake v ( | i *3} He%QYNVAdio pep sal}E]
0¢} v} %o (E]}N¥Makutne il E }v]infekcijemogu, ali i ne moraju biti simptomét v. U

*OM Iip -ametkosusimptomat] v ~al},@&q} v} % E]D% Vi

CVNV na koleusu, ali i na indikatorskim biljikamai “ ]I 1]JA eJu%3}u p pAi §Ju IE
danakoji se pojavijujuri }  Sij@rjanakon inokulacije billakX hv §} S}u U eJu%S}u] v
indikatorskim biljkama jasnsu A] 0i]A] ] & o 3]Av} *% ](] v¥J ]{(JoydZ v} |
}3}o]“v]Z pAi § 1}i] %o} P }razvigkuSihappdhdima koleusu variraju od kultivara
dolpos3]A & U o] } Jle}@E&iuvpidy | deformddije listovanekroz listova

ui 119 ]38 u] v u)}Mdllov i sur. 2007;al}Ede} v} % E]}%"]¥S u] V]
simptomi javljajuse na mjestima udaljenim od mjesta inokulacije zh@gprostranjivanja

virusa kroz biljku putem plazmodegai floemskog sustav@Carrington sur. 1996)Na nekim
indikatorskim biljkama drugih vrsta sEs 3§ |} & ]kimpfome poput lokalnih
lo}E}S] v]Z ] v IE}S] v]Z o 1]i UnekezZateklovdgza i} 1]ld o (Méllok

] *HEX T116\0RIFIEYo E ]} %PomatiekEUP }u [v }A)Rsik]kEeusa



uloip wste Verbena x hybridaZzd Co}@E d}Semghrefa globosal., Crenopodium

amarantiolor (Coste & A.Reyh Coste & A.ReynChenopodiummurale L, Chenopodium
quinoa Willd., Nicotiana benthamiana Domin Nicotiana clevelandii A.Grayi Nicotiana
tabacumL.(Mollov i sur. 2007Kraus i sur. 2008a 1} @oJ*} v} %0 E] D% Vi

1.24. K Joi Ti JvCVUNM}u v 3 v] v}i GE 1]v]

Simptomi na inficiranim biljkama nastaju kao produkt vrlo kompleksnih interakcija virusnih
% E}S Jv ¢ @& Iv]u 3 v] vlu u § uobmmbenilmiahanizama biljke

(> o] @®Sv( }&010;Mandadii Scholthof2013;Palasi * (E 2011) Niti u jednom

o ig JA 1IUMKOSIE | Ji Vv]ep U %o}3 %o pv}eSy }EEIni‘aspektiU 0]
poznati.lakone postoje podacie%. ](] v} 1 UsEE 1 loiprdtpostavkeu}l u}
postaviti na temelju%. E]i “vi]Z I 8@iH MXusa rod&Carlavirus ali i biljnih virusa

}% Vv]S}X

RNAvirusi uvijek se repliciraju u posebnim membranskim strukturameoje nastgu
interakcijama virusnih proteina s uraitviju u u €& v u tu Jvel (B@zv]
Ahlquist 2012) Ove strukture su mnogobrojne i raznolikenogu nastajati od svih vrsta
HVUS Ee3 v] V]Z 1@ u}EU V% } % EJu 5] ] @ir odur] 801¥Yerthot2011).

E 1]} *3]1Z } o]l }A]Z uu & vel]Z BEUISpEAR]Y EYa u E v
te upo3]A 1]lpo E nakipiree Vezikula obavijenih dviema membrandrpaznatai}
kao vezikule s dvostrukim membrananiao(lble membrane vesi¢l®MV) Glavna finkcija
svih ovih struktura je osigurati sigurno mjesto pa]v |} Areplikaciju virusa, z*8] v} }
}E u v]Z u Z v]lu JY>Jow] @GS~ v( }w01Q Verchot 201)
Mpos]A 1]lpo E mogunastdtii kaoposljedica biljnogbrambenogodgovorg ali ikao
takva mogu}lv A iffgkciu stanice (Li i sur. 2018Razni virusni proteini mogu izazvati
formacijumembranskih struktura, a kodrusakoji imaju TGBa takoi kodkarlavirusato su
proteini TGBp2 i TGBp®Aorozov i sur. 1991 Morozov iSolovyev2003. C]S} % S}o}*“l
promjene u shnicama uzrokovane karlavirusima nisu puno ]Je3®anke N i “ su

% EJui Pphreght AJ]Epev]Z u eidplazmi (DPV 1982, ali A] v ep ] v I
membranske promjene u obliku vezikuBrg@nt i sur. 183; Brunt i sur. 196; Edwardson
Christiel978;Forster i Milne 1978ylansouri sur. 1998)



1.2.5.Detekcija CVN¥

SEsiUIl}]3}380 Joiv AJEpue U u}Pu S IS)|kiajes¢kersste E v]u
u biljnoj virologiji. Najstarija, a vjerojatno i najosjetljivija metoda je ldst proveden

uZ v] I}u Jvilpo Jitu l+% E]Ju (3} wlvzGarka20L7). Biotestovi su

He%oi “V} I}JE]“S v] | H1 U IJERY ]Ji & o $]Av} pel}P IEUP 1}t
*% 1(] v]Z(3kjedha u uvjetima kratkog dana)kojimasenai “ razvijaju simptomi

(Mollov i sur. 200 <E e ] *HEX 11106V alldE]} EUUESESITIiIO S IS]E v
transmisijskom elektronskom mikroskopijom (Mollov i sur. 20@8)im dvjema metodama

v]i u}Psigurnadetekcija do razinergte, ali uz primjenu molekularnih metoda } P p
je precizna karakterizacija izolat@eS | ]i i u} Panalizpm produkata amplificiranih

usd})ju E A EIv SE velE]% ]Ji ] o v v R&erse]Trasckiption E 1} u
Polymerase Chain ReactjdRTPCR)ul %o EJui Vi *%6o}](3W]Z 1}iJu - U% 0](] ]C
regija gena za kapsidni protein (Kraus i sur. 2008%. | Ji i u}Pp ]+ 1A v ]JE vi u I}
u}T  J]igdvnousmijereno na regiju genoma (Mollov i sur. 2007) ili na cijeli genom (Kraus i

sur. Tii6eU u } jo usekvenciranje produkta dobivenog metodom-RCR~al}E&] ] *pEX
2018).



2. Ciljevi rada

Ciljmogdiplomskog rad#io jepotvrditi CVN\kao p | G } anrjfekcija koleusa iz vegetacijske

e I}v TiTiX p }38 v] I}u-AHPlezad)es Aoi v v %} Sljepese&E T]A vi
ovaj izolat CVNV % @E u  ]}0}“IJu ] u}o lpyo Ev]u Iv il u v €& lo]lpi
detektiranogu }3$ v] 1}Ju AESp E WHE P} Jw EeXjebidga « S E 1dBilov i
usmjereo v} & JA vi 3]Z Iv  ills]Ae%IEEE T1A v]W fd parhs il X

rada bb je ]} o Ji‘'Okarakteriziratinoviizolat S E T]Amoguu]Z ]38} % Sihefékata,
simptomatologje, kruga  }u ] vte uvjeta potrebnih za uzgoj virusad |} U Joi i 1} 1
molekularro okarakterizirati ovajzolat | } E ]« fnetpdu RFPCRe  ¢%0 ](] v]u %} Sv] u
(Kraus i sur. 2008p amplifikacijuegije gena za kapsidni proteit & ]A wiukleotidnog

slijedaamplificiraneregije gende provedbom filogenetske analize dobivenih sljedova



3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijal
Prije %o} $&mograda u rujnu2020.godneU A [}o pe ]I }S v] I}P AGEGS WE]E

ususS8]IIP (Ipos § p ask @kapvd}simptome virusne infekcije u obliku

reznicauneseasu u *3 lo v]l ] oi akro®D2A i2021 godinu. Prva bilika, nazvana

C1 glika3.A), kultivar je koleusa bijelaelene boje listova, dok je druga, C2, kultivar bijelo

zelene E pu1] befe Slika3.B).d 1} EU E Iv] zelenobijdrog kultivarakoleusa bez
simptomaunesenge i *S lo v]l ]} EGT A v |} v P §]Av |kacQEBlkas }iv
4.7).

Slika 3. Koleusi Coleus scutellarioides >Xe v3ZXe ]I }3 v] I}P AGES uWSE]E} }eo}A
fakulteta u Zagrebu koji pokazuju simptomalik na virusneU jesen 2020. uneseni su u staklenik kao
reznice,menovani kacC1 (A)iC2 (B } &1 A v] ] I}E]“s v] | oiviiloilg%dfE Ju v$§

opisane u ovom diplomskom rad@imptomi~lo}E}3] v 3} | «§ }ovi]sisdlicama.



v} InoS]A & I}o pe 1}i]l i 1}E]“S v U % E]i “viJu ]*3E T]A vi]
Y O1170X %deopi]} i |} %}i]3]Av 1JVEEDCE i WA S AEEVEA vidv(] ]
CVNVom i Coleus blumei viroidom 3 iako nema nialsimptome infekcije~al}E&] ] *pEX
2018) Ovaj kultivar ima oznaku VBlka4B)X Ke]Ju «Ai 1 P u 8§ E]i o }A]Z Joi | |
e u ] HI}E I 0]¢ Joil sv i uEivpus } TiioX P} Jv X

Kao eksperimentalne bilikgt *AEZu % E}A} koristid 3dame$ v] A]* &E lo] ]8]Z
vrsta koje su uzgojene iz sjemena u staklenikg.E]*3]} * u +o0i : Ch mArde €h

quinog C scutellarioides'Aurora Black CherryDatura stramoniumL, G. globosa N.
benthamiana N. clevelandii Nicotiana glutinosa., Nicotiana megalosiphoWvan Heurck &

Muell. Arg, N. tabacum Solanum lycopersicuidunal'Rutgersi Vigna unguiculatgL.) Walp.

<} E ] “Kultwjr koleusaAurora Black Cherrpabavljen jeu oblikusjemena. Darovali su ga

i %o vel] ]+8@E dd FaroTsu@hknai prof. dr.sc.Teruo Sano kao sjeme biljaka u kojima

nema ni virusa ni viroida.



Slika4. Koleusi Coleus scutellarioides->Xe+ v3ZXe ]I }3 v] I}P AGES uWSE]E} }eo}A
fakulteta u Zagrebu. Koleus CZ 3)E]“3 v i | } v P §]AaVnB)§jeEnfairarvirusom
venskenekroze koleusaQoleus vein necrosis Vir®&/NY ] }o pe opu ] A]JE}] }okaos i sopul]

pozitivha kontrola

<}E]+3]} *u ] iu Al* & lo] 18]1Z |}oCyNVam VililCBVR, (@ npEh v]Z -
neinficiranih, koje je prikupljena razdoblju} 11ioX } TiTiX P} ]Jv X hik@SL}Iv v]
i S2 prikupljeni su od zdravih koleusa 2016. i 2017. godine, uzorak S3 prikupljen je od inficirane
biljke (Vn) 2016. godine, uzde&4 prikupljefie 2021. godine od zdravog koleusa (@4)zorak

S5 prikupljerje 2021. od koleusa C1.

IXIXTX « uElvps] pl}gBk]sigaE]“S v] p

<}E]3]} e u] 3E] HI}EI A ]I}dIE v) ZEIONRN]WX KA] pilE |
% E]i (¥§(E 1]A vi ®Esu } JA v] ]i}o Ji}u ZE 11 &11A o]*  l+%
Joi | u z v]I]]v(] ]E v]Z Jv}luopulu } JA vikejé sah i kosistievX hi}E
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]o] *uW iU ]1}o]E v ZAEbehthanjianal JoJilp i p % EJ]i “viJu ]*3E 1]A
% }SAE v} i %}1]8]Av v sSEs 8§ i ] e+ lA Vv ]E v vi P}A P v |
]1I}Jo0]E v ZE 11 @1 ‘muralppotitivne na CVNV (sekverairCRgen) i #4, izolirana

ZE ]l o]* G.pwbbsaozitivne na CVNV, ali amplik@fRgena nije bio sekvenciran. Ovi

LIJE ] op % EA vedA v} I1E]“S v] | } %)} }6hdmplikdnviz @orad o] i s
L elo}%p }JAIP J¢8E 1]Anvi ] « IA v |E

iXiXiX D 8 &li o] 1 uZ v] Ip ]v}lpo Jip
f S,rensonov pufer (D6 M, pH 70)
Natrijev askorbat

Prah od karborunduma

=~ T

3.1.4. Materijali za transmisijsku elektronsku mikroskopiju
f 1 %tna otopina glutaraldehida u natrijevom kakodilatnom pufer,0M, pH7,2)
f 1 %tna otopina osmijevog tetroksida natrijevom kakodilatnom puferu (@5 M, pH
7.2)
Natrijev kakodilatni pufer (05 M, pH 7,2)
Serigk & IEi vi & v}o ~0809U 6i9U 619U 0i9 ] Aige
100%tni etanol
100%tni aceton
Epoksidna smol8purrovo sredstvo

2%tni uranil acetat

~N ~ ~ ~ ~ ~ —%

2%tni olovni citrat

3.1.5. Materijali za izolaciju RNA

f dz/ zZ P SigmaAldrichSAD
Kloroform
2-propanol

70 %tni etanol

=~ T T

11



f Voda bez RNaz

3.1.6. Materijali za vanjsku sterilizaciju sjemena
f 70 %tni etanol
f lzosan G, PLIVAHrvatska

3.1.7. Komercijalrfkomplet za tretman uzoraka Nlazom t RQ1RNaseFree DNase
Promega, SAD

f RQI1DNase 10Xeakcijskipufer

f RQ1 DNase Stop Solution

f RQ1 RNasEree DNase

3.1.8. Komercijalrkomplet] & A Elivp 3E velE]% Jip ] ov vp E |
Au%e EAN E]%Step/ RIVKZ ~C+3 u A]3Z Wo 8]vpuj d ¢ E W}
Invitrogen SAD
f Di “ Alv  virpuerzne transkriptaze® % E* E ] %o 3 DNApolibetazp
Wo S]vpuj d <

f 2X koncentriranreakcijski pufer

3.1.9. Materijali za elektroforezu u agaroznom gelu

f 10X koncentrirani TBpufer, pH 83

f Agaroza, SigmaAldricBAD

f ~z Ziy ~ ( E ' qglrdviirdgen, Thermo Fisher Scientific, SAD

f DNA Gel Loading Dye (6Xhermo ScientificSAD

f Mark €11 } @ JAvi Ao]]v (E Puvs E puPop
1 phiX174 DNA/BsuRH&ell) Marker, 9, Thermo ScientificSAD
1 50 bp DNA LaddeNew England BiolapSAD

12



IXIX{IX Z pv ov] % E}IPE u] ] E *pE-] I}E]“8 vl 1 v o]ip:
filogenetskih stabala

f AliView (Larsson 2014)verzija 1.20,https://ormbunkar.se/aliview/ - program za
% }E Av vi vdnjp Seddva

f MEGAY (Kumar i sur. 2016Yerzija 7.0.263ttps://www.megasoftware.net/- program

za filogenetsku analizu i izradu filogenetskih stabala
f FigTree(Rambaut 2018)verzija 1.4.4 http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/ -
% E}PE ul PE ]JA vi (Jo}P v §¢1]1Z +§ o

f > ~d(Altschuli sur. 1990)https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blastgi- online alat za

pretragu i poravnanje nukleotidnih sljedova pohranjenih u bazi podataka nukleotidnih

sljedova GenBank(fips://www.ncbi.nim.nih.gov/genbanky

Nukleotidni coi }A] I}E]“3 v] I (Jo}P v 8l v o]l ] J$@E p 5
} i “vi vahlici 2.
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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/

Tablica2. Eplo }S] v] eoi

} Ay filygErietskim]analizama

GenBank
_ ~ Oznaka Opis Referenca
pristupni broj
Nukleotidni slijed zadnjih ~2000
DQ915963 DQ915963 nukleotida na 3kraju genoma CVNV Mollov i sur. 2007
U ploipg pip ] 1 P v |
Kompletni nukleotidni slijed genoma
EF527260 EF527260 Kraus i sur. 2008
CVNVa
SlijedCVNva pl]v  }I} iii
ABC nukleotida regije gena za kapsidni al}E&] ] -uE>
proteiniz koleusa 'Aurora Black neobjavljeno
Cherry'
SlijedCVNva pl]v  }I} iii
: , . alj&] ] -u®)
- No6 nukleotida regije gena za kapsidni
neobjavljeno
protein iz koleusa
SlijedCVNva pi]v 1300
: , . allE&] ] -u®
- Chm nukleotida regije gena za kapsidni
neobjavljeno
proteiniz Ch. murale
SlijedCVNvVa pi]v  }I} iii
: , . alj&] ] -u®)
- Vn nukleotida regije gena za kapsidni
neobjavljeno
proteiniz koleusa Vn
SlijedCVNva pl]v  }I1} iii
: , . alj&] ] -u®)
- Cha nukleotida regije gena za kapsidni

proteiniz Ch. amaranticolor

neobjavljeno

14



Tablica2. Nastavak.

GenBank _
. . Oznaka  Opis Referenca
pristupni broj

SlijedCVNva pl]v }I} Tii
: , . alj&] ] -u®)
- Nb nukleotida regije gena za kapsidni o
neobjavljeno

proteiniz N. benthamiana

SlijedCVNVa pi]v  }I} iii
: , . all&] ] -u®)
- EtgD1 nukleotida regije gena za kapsidni
neobjavljeno
protein iz koleusa

SlijedCVNva pl]v }I} T
: , . alj&] ] -u®)
- EtQD2 nukleotida regije gena za kapsidni o
neobjavljeno

proteiniz koleusa

Kompletni nukleotidni slijed genoma
MN450069 CLV_CP _ _ Jordan i sur. 2021
(LV-a (Carnation latent virus

3.2. Metode

3.2.1. ]1}0}“1] & «3}A]

]}o}“l & «3}A Sanm}A]} v A@ B v]om inokulacijom eksperimentalnih

Joi I X /vilpo ]i e« u JIAE“]} ¢ Jv}lpopulu } JA v]u } SIJA o]*
PE u 3I1JA «Ju%esS}u S«I}P o]8am IS REVOE} § E]}v]bmriikéu 1}u p
10 mLS,rensonova pufera (0,06 M, ph 7,0) uz dodataloko 200 mgantioksidansa natrijevog
askorbata. Pufer i antioksidanss ] 8o E]eusv A]JEpev *S] } PE ]i peo]
% , ] }*0} razmihenzima iz vakuola homogenni biljnih stanicaDva ili tri lista na
svakoj eksperimentalnoj biljghosuo sam prahom karborunduma te sam inokulacijskim

“§ %] u i vHg | %o0i] u Jv}ilpopu 0 PvVv} %E}SEO0I } %} %o}ep
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| E JEPV pu *3A E iy u]lE}el} %ol }“3 vi v o0]*3}AJu ] }u}P|
*3] ]1 Jv}lpopu p <3Nafon inbkilacije, sveambiljke ispra destiliranom

vodom kako Hiuklonio A1“ | | E }EpuvV pu ] Jviipopu < % }AE“]v 0]+*8}A X

U prvomsam navratu, ulistopadu 2020. godineinokulirao 15 eksperimentalnih biljaka
E 10]vistgZh. murale Ch. quinoa D. stramonium G. globosaN. benthamianai N.
glutinosau duplikatu teN. megalosiphon triplikatu. Zatimsam ustudenom2020, u drugom
navratu inokulirao 13 eksperimentalnih biljaka & | orsias CZscutellarioidedurora Black
Cherry, N. clevelandjiN. tabacumi V. unguiculatau duplikatu teS. lycopersicuriiRutgers'u

pentaplikatu.

U studenom?2020. ] | A & ‘suvinokulacije setovad po 14 biljaka inokulumom dobivenim od

koleusa C2 i VrBiljke svih skupina prat®amdo mjesec dana nakon inokulacifene biljke

1}i ep & 1AJo <Ju%s}su ]} @I A adpjihprikuplieni uzorci, dok bilike bez
simptoma nisu dalje promatraneA]“v]ep I}JE]“S v H l*% EJu v3upold}EIl -« u
simptomat] v]Z4oi | p } o]lp i Vv}P ]Jo] A]lY n & v]Z o]*3}A

3.2.2. Transmisijska elektronska mikroskopija prereza listova inficiranih biljaka
Priprema uzoraka i sama transmisijska elektronska mikroskopija provedene su u sklopu
praktikuma kol@ija elektronska mikroskopija u grugd 3studerta ] pl %}u} v <3 Av]l X K

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

Sa svakogmo 0]*8 } €& | o] 1}Ju  SIJA A o] ]v] }8% EJo]l i £ i u &
komadi A o] Jv }3% @E]o]l i £ i uuX <}u ] SUASmMUIK]d]E 0] Vv
otopine glutaraldehida u 0,05 M kakodilathom puferu u trajanju od sat vremena.
Glutaraldehid ima ulogu fiksatiyar unakrsno povezuje amirgkupine u proteinimae na taj

v ]¥o}u 1} pA wastruktura uzorla “$} o] v]iJu 1]A}waljé he&Eledu, uzorke

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

u 1,5 mL 1%ne otopine osmijevog tetroksida u 0,05 M kakodilatnoofgyu u trajanju od sat

AE uv X Keuli A 8§ SE}le] } 38v} (]l ]E pi}E | 81} “8} E P]E
kiselinama i oksidira njihove dvostruke veaé i v} e« okab]kdntrastno sredstudNakon
postfiksacije uzrokemoispirali *3]0o]@® viu A} }u p SE i vip } {1 u]vU & I}

Uzorke smo zatim na sobnoj temperaturi dehidrirali serijom 10 minutnih inkubacija u 1,5 mL
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etanolaE *Su ]Z I}v vSE ]i ~AiI9U 0i9U 619U 06i9U d609%modh |Z v |G

etanolu prekov} ] X

Noi egsmodamauzorke infiltrirali prijelaznim sredstvom, acetonom, inkubacijom u otopini

oni R> i8N}P S v}o ] O HnBgadetoPau trajanju od 30 minuta te zatim
inkubacijomu1,5mL 106 $v} P SlvUSI} & usSE iXiKA iMEVus AT v

i E o «E <3A} I Z] & lipU & vioU 1 ui vipi S}viu I1}i] « 1
sredstvom za uklapanje. Zatim smo uzorke infiltrirali sa sredstvom za uklapanje, odnosno
epoksidnom smolom Spurrovim sredstvoin 1} “3} e u Ykeuinkubirali po 30 minuta u

ui “ Alv] Ail R> "%uEE}A}P «E (omgek 1:2)U LS]Ju glui “ A]Jv] 6fdi R
"o W@E ETAIP «E <3A (@mifil:B% psgiv“ AJv] i u> "%ouEE}IAIP «E
R > § fomjer 2:1) Na kraju smo uzorkgt E}vi v qSplisrévo sredstvo inkubirali u

% |1 v S u% E SpuuE3djahju 6d ZXsata. Nakon ove inkubacije uzoskeo stavili u

| Op% & ]Z % @E IE]0] "%opEE}IAJU «E *3A}u ] }*5 AJo] u % | SCE

smola polimeriza te nastaje kruti matriks smole koji je pogodarnzaduprereza uzoraka.

Polutanke %o E E 1 pi}E | <3 |maplaviliehb U} E ]« Siltrgmikrotom Sorvall
MT600GXL(RMG Ei u ) te ih obojali toluidinskim modrilom analizirali svjetlosnom
MKE}el1}%]itu | 1} Jeu} USAE ]Jo] IA 0]3 S % E E | X hoSE § vl]
]*3}u pOSE u]lE}SIup 8 ep 3 Aoi v] v |E v 4dl§orh] %0 E £
V % E v}iu pPoi]Jl}uX ¢« }P AGE u vel}P }Pdinjebanvd pofeddn [Eéry u

od svake biljke pozitivho kontrastiran z#m uranil acetatom i 2%nim olovnim citratom te

analiziran transmisijskin elektronskim mikroskoppm Morgagni 268 OJFEI CompanyADYri

70keV.

3.2.3 Izolacija RNA iz biljnog tkiva

Izolaciju RNAnapraviosam |} & ]+SdZ/ Z P (8igmaAldrich SAD prema protokolu

%o E }]1ASterilnim skalpelom odrezasam] } A P } ifil uP $I1]A o]“ ]I <A I}P |
[ UEIvp} P 3§ Ip Juteinhshnljeoteflonskim u]l G } 3 p ujutar 2 mkEppendorf

epruveteX AUuEIl A vi § Ip Ju  p“]igriu (Yo ull pe]dvi A vip PiiJA U o]

} nAjwnukleinskihkiselina u uzorkuU nastali prah svakog uzorka dodsam1,5 mLTRI

Z P v&ivorteksirao uzorke. TRI reagent Egvpnidind]} ]i v 8§ 1 ( v}o 1}i] %}u Tp
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E IPE vi] *8 v] VIIZWEBEEISPE % E}S Jv & 3 1} “818 vulo Jvel 1]
od enzimske razgradnje. Uzorke sam zatim inkubirao na sobnoj temperaturi 5 minuta pa u
«AI] } } iii R> lo}E}(} Evortekshad v jkuwbjrao na sobnoj temperaturi 10

ulJvpusd X o 3Ju « u pi}EI VSE](MUP]E } iA ul]vps % E&] i1 111 P v
odvojio gornju, vodenu fazu}i « ET A }35} %o 0 premjediB je u novepruvete, a

donju, organsku fazu sabacio. U vodenu fazu samakontoga } } %o} 0 fi ipRpariola,

MIJEI o P v} % @E}Iuli “} }HE 8§ viu]]vip]E }]1Z v e} vii § u% Q
e ul 8Ju %}Vv}Av} VSE](HP]E } ii u]vpde swn@atiosugérnakany & £
Dodatkom 2propanola ometajise A} 11}JA A1 Jilu p A} ] ZE % + v §iv
precipitirai ostaje u talogu nakon centrifugiranja. Epruvete sam ostavio okrenute otvorom

% E u }oi Y e v]i Jeli Jo A S lplv U 3 0o}P itdd } % E]
svakisampul}@E | } } fAii Regeidholaradi ispiranja precipitirane RNAzorke sam

AYES |+]E } %o VSE](HP]IE } A u]JvpsS % E] iT 111l P v 0 £ X "u%
opet ostavio okrenute otvorom prema dolje dok sve vidljive kpplj S Ip Jv  v]en ] uE]o

Uzorke sam zatim stavi@ ¢ U ‘hje pod stolnim svjetlom 30 minuta. Kada su se uzorci potpuno

Jep“lo]U 1}8}%]} ¢« u & o}P <A I}P pI}E!l p ii Jo] Ai R> A} I :
prisutnog taloga. Neke uzorke, ako suimalodp 1}o] Jvp § o} Psabhcématyifughao)

i UJvpS % E] iT 111 PVv 8 £ ] *u% Ev § v3 % E preokjalitalopA p %o E |
bacio.

ZE e+ u ]J1}Jo0]J]E } ] 11 % E]lnu%oi VIP i u v ]*3]Ju %}*3u%l}u |}
prethodnu vanjskuterilizaciju. Uzorke sjemersamnajprijeisprao u 70%4nom etanolu te ih
zatimuronio u 2%tnu vodenu otopinuzosara G (PLIVAHrvatskal trajanju od7 minuta.

Otopinu izosanaapravio sam otapanjem 2 g izosana u 100 mL destilirane \mbgke sam

zatju ]*%]@E } <3]o]E vIu A} Ju SE] %o puS %o} A ul]vpd X E I}v “8}
e U ]JZ S IpgJu p“]JI}uU e vuoi } p 8 CEJov]u 8§ E]J}v] JuTRd S l}u
Z P w3X 0ivi] %o}e8pu% | 1} i ]3] 1} ] 1 pilEIRe]1IoOMEN}EwW }
] fiii Rprofanola zbog manje magkiva YA]Z HI}E | U } viev} 1 }P u vi I}E]
l}o] ]1dZ/ Z P-avs
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3.2.4. Tretman uzoraka izolirane RNA DNazom

Sve sam uzorke nakon izolacije RNA tretirao DNaR@th DNse (Promega, SADprema

% E}S}Ilop %o EINAIR> <A I}P pl}E!I RQT 10Xuedk8ljskog pufera
R>ZWil X hi}@E&Il « u]vipg ]E } p 8§ Eu} o}lu ii ulvpd v i0 £ X « §
RQ1 DNas&top Solutiora u svaki uzorak te ih inkubirao u termobloku u]jvpus v o0Ad £

kako bi se DNaza inaktivirala.

3.2.5. Amplifikacija fragmenta gena za kapsidni protein @videtodom reverzne

SE VelE]% Ji Jov v E |]i %}oJu E I}u

Regiju gena za kapsidni protein CVNVA o] ]v }I}azdamplificiraosamiz izoliranih

MIJE | ZE SE $]E v]Z E 1}u I}E]*3 J] usdlpu EA EIv SE vel(
polimerazom Reverse Transcription Polymerase Chain Read®®i®W Z+X < |} ]Z *% ](] v]
amplificiraonavedenu @& PJip P v U [} E]*S]} e« unic&dizdjnjrane %bdy s\wshu

(Kraus i sur. 2008). Za pemlbu metode RIPCR koristio sam komercijalni saiperScriptll

OneStep RFPCRSystem with PlatinunmlTaq DNA Polymerase(invitrogen SAD uz neke
modifikacije %0 GE } ] 1 A} prdtpRola. Ukupni volumeneakcije bioje 25R>U €& hrielp
smjesu pripremio prema podacima tablici 3. Prije pripreme smjese sv&am potrebne

otopine vorteksirao i kratko centrifugirao.

Metodu RTW Z % E}A} ]} *» u H]udo] iwkej dZ E uTherm@ M[BislaEr
Scientific SAD [} E ]S ] eoi ] réiveEz h&r@nskiripcija odnosno sinteza cDNA 30

ulJvpus v 01 £ %o v SUE ]i T u]vpusd v 88 £ U 1 8Ju in ]l
VEULE Ji ~il +U 67 £%)) SVEJAVFWIAA £ « | +dpvE | vPA]A 67 £
§ v IE ipl}v v «]vd 1l Vv}A]Z o v UW8E ivig} i1 ulvps v o1
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Tablica3. Sastav reakcijske smjese za provedbu metod®8R za jeh uzomak

Sastojak s}opu v -
2X reakcijski pufeirfvitrogen SAD 12,5

W} Sv] SEs & 0,5

W} Sv] skEs Z 0,5

Di “ Alv  vi]lu "pu% E" (

Wo S]vuuij d < ~[BADSE}P !

Voda 9,5
Uzorak(kalup RNA) 1

3.2.6. Analiza RACR produkata elektroforezom u agaroznom gelu

Nakon amplifikacije metodom RACR svesam produkte analizirao elektroforezom u

agaroznom geluElektroforezusam proA} ]} A]“ 9%GEJ 3 ,8]%ni 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 pudekabi se agaroza potpuno otopjlatopinu

eu Il PE]i A} p ulJlE}A ov}i % Vv] ] 3} v]i %Be§vo “hopE%PUV} %o

ohladona }1} 0 utgel volumena 30 milodaosam iU 0, 8w gel volumena45mLU G R >

boje za vizualizaciju DNAugetiz Zi »~ ( E ' o(Thérme ScientificSAD. Gel sam

uronio u kadicu za elektroforezu napunjenu 1X TBE puféecsam u% E A i 1] u <A I}P P @
} Y} i R} 1 v v}* vi uDNEGel Loading Dye (6X) (Thermo ScientBaD

% tuli é v i R> u [@BIXXE4 DNA/BsuRHéell) (Marker, 9, Invitrogen SADili 50 bp

DNALadder(New England BiolabSAD 1 } G ]JA vi A o] ]v atEu delEdBu v

samp }*3 o @] }Ju } A } %djojé DRIA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Scigntific

SAD %o }uli é ¥ %} i HPERZdoduktaElektroforezu sanprovodio pri konstantom

naponu od 110 V u trajanju od jednog sata. Nakon svake elektrofore zagdbtografirao

na UVtr ve]Jopu]v 8}EM 'sDii ~~"CVvP v U h<e %}u} {Canome§ A KA

fotoaparataCanon EOS 100@Danon Japai)
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3.2.7. Sekvenciranje #°CR produkata

Produkte RTW Z & | ]Ji p I}iJu < pe%i “v} u%o](] ]J&E } (E Pu vS P v
CVNVa pripremiosamza sekvenciranje u tvrthilacrogen Europe B.\INizozemskpaprema

Vi]Z}AJu p%pus u X K E 1} s ul}v v3E ]ip A}o viapsorpEjup pl}E ]
*Ai 30}¢3] A ov poi]lv 101 vu v pE (Thatmi FisheESdentifi@AD)

Svakisam pui}@& | €& 1E]i 1} } I1}v v I}v v8E ]i A}ov wa E ifi v
svaki uzorak% E]E ]} o0]lA}$ A}o duplikatui PriBramio sam i otopine obje

%} &v] I}E]“EW Zp®&dl ]i] E IE]i v }I1}v v I}v VEE ]i A %
i1 R>X KA 1} % E]% E uoi v pul}@inujvedd Macvdgen %ejerje pfovedeno

standardno Sangerovo sekvenciraafaplikona u ol smjera

IXTX6X Z pv ov v o]l } ]JA v]Z vulo }8] v]Z «o0i }A ] ]IGE
K SAESl D E}Pv } ]} »u olISE} E}PE usligdwedpinl v vl
uzoraka. Sljedovi svakog uzorka posesug & v] ] i (Midrugom(R) %} Sv] }uX
Dobivenesam sljedove, prije svih analiza i obrada, poravnao sa sljedovima -@UNbazi

"v vl I}E]*S ] }vouckeotideBEASTAItschuli sur. 1990) BLASBm sam potvrdio

da se uistinu radi o sekvencarganskeregije kapsidnogroteinaCVNVa. Zatim sam za svaki
uzorak u programu AliViegarsson 2014 18 } vplo }8] v <Jo]AM %} 3Sv] u

F i R odredio reverzni komplement slijeda} ]JA v}P %} 3w daupdfavnas drugim

*0]i }uX hlo}v]} « u k¥ajhjihn20gkZnukleotida sa svakog slijeda kako bi se uklonili

c0i }A] I}E]“S v]Z %} Sv] & e u } 8v}} 1} li o}A v %} §&
slijeda koji nisu hikzastupljeni u slijeddobivenomsekvenciranjeniz suprotnog smjer&atim

e uUU pe% }E aulijedall } P}A E ip o |8 Gddredicker@ennusslijed koji

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

po Sv] }uje&sekvenciranje nije produciralo dobar rezultat pa skamsenzus slijed

} E ]} %tu} p <3]JA VIP %} SVUlWoE]% ip P o ISE}( E}PC
usporedbom s ostalirkonsenzussljedovima te javno dostupnim sljedovima u bazi podataka

GenBank.

Dobivenekonsenzussljedoveu FASTA formatporavnaosamprogramom AliViewLarsson

2014) sa sljedovima dostupnim u bazi podataka GenBank te sa sljedovima dobivenim od
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PE]i “vi]ZU iRov }]Z ]+8E T]A Wi u% @JAp V] u]lE} ]}o}Plip ]}ol}*
odsjekaPrirodoslovneu § u §] [} P ( |(la8licd 2.)Nakon poravnavanja odrezaam

krajeve soi }A ]I I ] c0i }A ]I % E]li “vi]Z 13E 11A vi 11} ]
| } &drih u daljnjoj filogenetskoj analizz P}A & o  pl]v] u}i]@simosledokaX
genskeregije kapsidnogroteinaCVNVa, uvrstiosam i jedargenskislijed ekvivalentne regije
kapsidnogproteinalatentnog virusa karanfilaQarnation latent virusCLY, rod Carlavirusu

svrhu stvaranjavanjske skupindéoutgroup) u filogenetskoj analizi. Sv&am ove poravnée

c0i }JA pn ]38} p % EJRKEMar Dsur. 2006te sam na temeljujih konstruirao

(Jo}P v 31} «& 0} u 3} }u v i MdighBourdeining\d)|} & ] Supstitucijski

model TamuraNei. Za provjeru § v} ¢ $opologije dobivenog stabl&oristio sam metodu

« u}u ]38 A bobtstrap s1000 ponavljanjalzgled dobivenog filogenetskog stabla uredio

samu programu FigTredR@mbait 2018).
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4. Rezultati

4.1. 1}0}“1] § *8}A]

Od ukupno B u Z v] ifokuliranin eksperimentalnih biljiakdl ii & 1o] ]8]Z J]oiv]Z A
*Ju%3}u i @& 1A]Jo} ii Joi | ]C.isciEellaibidehudE BEck-Cherryh.

muralei G.globosg. Ostalih 46 biljaka (vrséh. quinog D. stramoniumN. benthamianaN.
megalosiphoni N. glutinosa N. clevelandjiN. tabacum V. unguiculatai S. lycopersicum

'Rutgers) nije razvilo nikakve simptom@ablica 4.)Svih 10 biljaka koje su ralevsimptome

bile su inokulirane ustudenom 2020te su simptome razvileS@E] } SJE] Si v v I}
inokulacije u prosincy za vrijeme uvjeta kratkog danhlijedna biljka inokulirana listopadu

vli € TAJo *]Ju%3}u %o | v] Joil 1+8]1Z AE+3 |} Joil 1}i ep C

inokulacijama, na primje&. globosa Ch. murale

Od biljaka testiranih wtudenomiz skupine biotest C&amosu inokulirani koleusiAurora
Black Cherrytazvili simptome Simptom « u % EA] %o usd | SPoEE}U Bi v v I}v
inokulacije ali vjerojatno su se inicijalno pojavililuE tjednu. Simptomi su bili%e } i ] we
lokalre v | G } &]ezie i deformacijainokuliranih listova$lika5.A i5.B). Ovasu dva koleusa

oi } ET AV peslov]ip s i %E v E IA}i Vi]Z}A]Z *Ju%s}u
% E “0] W +]pS}ud]Mu 10} E}S] v)SHkabld). ]l -~

23



Slika5. Simptomibiotestana l+% @E]Ju vS ov]u } koldusmhfuColeus scutellarioidgs.)

Benth.)kultivara Aurora Black Cheriyokuliranimainfektivnim sokom koleus@€11}i] « &1 A A]Epu-
venske nekroze koleusBojedine lokalne lezije i deformacije listova (A, lBgnijeprelazep ]S u] v]
l0}E}S] v] ulPJu%Spa] «p v v] «3E o] u X

Od biljaka inokuliranih studenomiz skupine biotesC2, simptome su razvili jedan koleus

'‘Aurora Black Cherrydvije biljke vrstes. globosaDrugi koleus iz ove skupine jeimugp prije

pojave simptomaSimptomisu sena koleusu pojavili 8 (E tjednu nakoninokulacije te su

I %} o] 1} %}i Jv v 8} 1 38 o0 1]i U 1 3Ju ou % E “oBlika *]*3 u] \
6.A i6.B). Simptomi na biljkama vrst&. globosa% E A} sp p} FAES}u nkonv
inokulacijel } %o}i ]Jv v o}l ov o0 1]i & eu %@E “0] pu uviBlkaE}iv <]
6.0.

h SE u e+ 3y Joil pe*3p viuU ]}8 5 svU «]ush'AlnoraBlacE 1A]o
Cherry', dvije bilike vrst&. globosa jedna od dvije biljke vrst€h. murale Simptomi na
3o peJu 1 %} 0] *pu o SE u 8i vp v I}v Jvilpo Ji |'} %}i v
(JEuU ]i ]Jv}Ipo]@E v]Z 0]*3}A & Sep]ivi]o P “o}Ew]*]ip 0]3)
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I0}E}IS] vl u}l 1IX hi viul} A I1lops }I8}A 1} « IET0i A] E +8
listova Glika7.A-C) Na biljkama vrst&. globosapy  SAES}u §i vp v I1}v Jvilpo i %
su se prvi simptomi u obliku lobov]Z o 11i 1}i] ey % E “o] H *]*3 u]l v o I]i ]
lista Slika7.D-F) Bilka vrsteCh. murale & 1A]Jo i <Ju%3}u pn SE u §i vp

Jvilpo ]i U  *Ju%e3}u] op ploipg JA o] o}l ov ] ¢]*3 u] v I0}E}S] v
mol ]I § lo}@E} pl Tpbka7oGHS}IA ~

Slika6. Simptomibiotesta na l*% E]Ju vS ov]u }koldusmhiuColeus scutellarioided..)

Benth) Ipo3]A E WE}E o | Z @&SE Gofphyena ploposéCt «]+3 u] v Jo 1]i
inokuliranima]v( I8]JAv]u *}I1}u I}o pe T 1}i] « EIT A A]JEpe A vel v IE} I}o
v v] *8E o] u X
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Slika7. Simptomibiotesta na 2 eksperimentalnakoleusa Coleus scutellarioidg$..) Benth.Aurora

Black Cherry (A tdeformacijeistova Bt %o}i ]Jv v o0}l oMCto]k]ld u] v] u}l J1U }% Vi
0]*3}A U I|{Enadvife}bifkeGomphrena globoséD t %}i ]v v 0}l oMEte]kl u] v

lezijei Ft 1o} E}1  Pli j&Hooj biliciChenopodium muraléG t «]*3 ug lezijg Ht «]*3 u] v]
mozaiki | t lo}@E}1 Plinckalum je dobivenim od koleusa Vn, biljke inficira@oleus blumei

viroidom3] AJEpue}u A vel v IE} 1}o pe X "Ju%3}u] o }iv v] *8E o] u X
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Tablica4. Rezultati bitestova E 0] ]3] ZvijuSavesiskenekroze koleusaneZ v] |} u
Jvilpo Ji}u elp%]v & 10] 13]Z AE*S . l+% E]Ju vs ov]Z Joi |

Vrsta Broj biljaka  Simptomi ++
Biotest C1t 10. mjesec 2020.

Ch. murale
Ch. quinoa
D. stramonium
G. globosa
N. benhamiana

N. glutinosa

W N N N N NN DN
1

N. megalosiphon

Biotest C1t 11. mjesec 2020.

C. scutellarioide'®\urora Black Cherry'
N. clevelandii
N. tabacum

S. lycopersicuniRutgers'

N O N N DN
1

V. ungiculata

Biotest C2t 11. mjesec 2020.

C. scutellarioide®\urora Black Cherry'
Ch. murale

Ch. quinoa

Datura stramonium

G. globosa

N. clevelandii

N. megalosiphon

S. lycopersicuniRutgers'

N N P P N N P NDDN
+

V. ungiculata
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Tablicad. Nastavak.

Vrsta Broj biljaka Simptomi ++

Biotest Vnt 11. mjesec 2020.

C. scutellarioide'®\urora Black Cherry'
Ch. murale

Ch. quinoa

Daturastramonium

G. globosa

N. clevelandii

N. megalosiphon

S. lycopersicuniRutgers'

N N P P D N P NDNDN
+

V. ungiculata

4.2. Transmisijska elektronska mikroskopija

Po jedan ultratanki prerez lista biljaka Vn i C1 pozitiy@okontrastiran i analiziran
transmisijskom elektronskom mikroskopijom. Prerez biljke Vn nije bio dobre kvaNfelgv

i ]} ceu}uov E} *SvVv] o0]*S ¢ u 0} PVUS E*S V] V]Z *SEUISHC
u}Ppu 13}% 3}0}“l % E}ui v uli@Eifekdjomn. Pkgrez lista pilike C1 bio je

dobre kvalitete, bio je vidljiv velik E}i 8 v] ] @&}iv HVUS E*S v] v ¢SEUISUC

Kelu V}IEuU oVv]Z S v] v]Z sSEUISUE U p} Jo] cu} ] v I eSEUISU!
131% 3}0}“1]1Z % E}ui v pt@UNA(VIZiAJE h} Jo] cumémbrardv ]ip

e S uv]u *SEUISHUE u p BhkpB8.8 Ova}stédktura mogla bi biti sferula,

Uu Evel «SEPISPE PHIEIIA VYV Jvd E I Jiu A]JEU*V]Z %C
membranama u kojima se mnogi virusi rephju(Diazi Ahlquist2012 X d |}, u @Gtoplazmi

H o]l]Jv] i IPE vpllkibm] vule} v} % }A inenjltanskih vezikuléSlikaS.B).

Ow bi mogb ]3] upos3]A I]lpo Ev} 8i o0 “ U uu E vel «SEPISPE U
interakcijama virusnile E}8 Jv. ] *3 v] v]Z uu & v I}i u}l eopl]8] 1} «]F
replikaciju virusgVerchot 201} ili je uzrokovana imunosm odgovorombiljke na infekcijul(i

i sur. 20183.
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Kelu ]3}% 3}0}“11Z p Jv | U p} Jo] - sthuktu@Ekdpd bi mdgla Biticagregat
AJEpev]Z 8] 8§ «SEMISUE 1}i ] u}Po 18] %}i Jv v A]Ewpu-
(Slika8.C i8D). Filamentoznim} o]l}u ] A o] ]Jv}iu } #Aii } 6ii vuU }A 3§
odgovaraju virusima iz nekoliko porodi ] €} }A u p I}iJu e<p CaldviEukep E }

“Sei CVN\Y(Mollov i sur. 200Y.

Slika8. Transmisijska elektronska mikroskopija ultratankog prereza Kgta %. S} u $ koleuBa C1

(Coleus scutellarioidegl.) Benth.).s] o0i]A] *p u}Pp ] 18}% 3}0}“l] p Jvt] Jv( I ]i
membranske strukturgoput sferuke (A) i multivezikularag $i oaf(B).Strukture nalik naagregae
filamentoznih AJ]E pev]Zi %eFi] Jv A]E eV 3] }IJCimE ®]13u ] Am] Jv}

odgovarajwirusuvenskenekroze koleusa
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4.3. Amplifikacija regije gena za kapsidni protein metodoiAaGH i analiZ&F

PCR produkata elektroforezom u agaroznom gelu

Se uzorke koje sam dobio nakon izolacije RNA i tretmana DNazom testinaima prisutnost

CVNVa metodom RFPCRu A"

v ASEIB e

§]E] PITEI U v I}v & 1]

elektroforezom u 1,8%nom agaroznom gelwala pozitivne rezultatelabliceb.). Pozitivni su

]lo] pI}E |
15 v] 13P AES

iXiU &iX ]I}o]@& v ZE ]I 1}o pe
By €EV A v

L S 1o v]IpuVv pI}E | TX7U ]JI}o]E v

vrste G. globosanokulirane ustudenom 2020inokulumom dobivenim od biljke koleus C2;

uzorak #1, odnosno pozitivha kontrolaoliranaiz biljke N. benthamianakoja je 2018.

inokulirana CVNVom originalno iz koleusa Va okviru biotesta te uzorak #4, pozitivha
i §1} & 1ii6X P} ]lv ]v}HHomoirE v
koleusa VnNijedan uzorak sjemena nije bio pozitiv&egija gena amplificiramaetodom RF

PCRA o] Jv i }bpzhihiparova®$} i p <l0A ple]viu

kontrolaizolirana iz biljkes. globosal } i

u %koji] $lprisutniu

gelu nakon elektroforeze pozitivnih TR produkatédika9.) Gelovi koji nisu imali pozitivhe

rezultate nisu prikazani.

Tablica5. Popis uzorakdestiranih na CVN\YColeus vein necrosis vijusetodom RFPCR

usmjerenom na regiju gena za kapsidni proteprisutnost amplificiranog RFPCR produkta

detektiranog elektroforezom u 1,8%om agaroznongelu.

Uzorak lzvor uzorka biotest

Prisutnost amplitiranog RIPCR produkta

detektiranog elektroforezom

Pozitivno ¢) / Negativno <)

Cil.1
C1.2
C1.3
c2.1
Cc2.2
c2.3
Vn
Vnl

Koleus C1

Biotest C1 koleus
Biotest CXkoleus
Koleus C2

Biotest CZ5. globosa
Biotest C2 koleus
Koleus Vn

Biotest Vnch. murale

+
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Tablicab5. Nastavak.

Prisutnost amplificiranog RFCR produkta
Uzorak Izvor uzorka / biotest detektiranog elektroforezom

Pozitivno ¢) / Negativno <)

Vvn2 Biotest VnG. globosa -
Vn3 BiotestVnG. globosa -
Vn4 Biotest Vrkoleus -
Vn5 Biotest Vn koleus -

Vn6 Biotest Vrkoleus -

Vn7 Biotest Vn koleus -

S1 Sjeme zdravog koleusa -

S2 Sjeme zdravog koleusa -

S3 Sjeme koleusa Vn -

S4 Sjeme koleusa CZ -

S5 Sjeme koleusa C1 -
Biotest VrN. benthamianaz

#1 +
2018.

#2 Biotest VnCh. muraleiz 2018. -

#4 Biotest VnG. globosaz 2018. +

Ccz Koleus CZ -



Slika 9. Fragmenti gena za kapsidni proteitrusa venske nekroze koleusaGQVNY amplificirani

metodom RTPCRz izolata RNAobivenog iz§ 1] A drjdkuliranih eksperimentalnih biljaka i izvorno

inficiranih biljaka(oznake uzoraka u Tabli8i). Kao nolekularni standardil } E]"eSsu PhX174
DNA/BsuRIHaell) (Marker 9 Invitrogen SAD(A), odnosn®0 bp DNA Ladder (New England Biolabs
SAD(BiC)"0o]l P o}A ep]JIET vV § PE Vv %}i A viul}viEses ] JvA (

postigla bolja vidljivost.

4.4.Sekvenciranje, analiza nukelotidnih sljeddzeada filogenetskog stabla
RTPCR produkti pozitivnih uzoraka C1(2.2 i #4 poslani su na sekvenciranje u tvrtku
MacrogenEurope B.\(Nizozemska)Korsenzus sljedove za uzorke C1.1 i C2.2 odredio sam
usporedbomsliedova } JA v]u %} 3Sv] e p&padnin elektroferogranima, dok
sam konsenzusslijed uzorka #4 odredf * u} % }u} p <of]i]A VIP %} 3v] }u Z
pripadnog elektroferograma i usporedbom s ostaldostupnim sljedovimger je slijed

} JA v %} Svbiduri®ko} 1A o]d $A v] eo]i | pI}YE | iXi4A o] Jv
nukleotida dok su sliedoviuzod  TXT ] -8 A o hukleotida(Tablicab.). Za sljedove iz
uzoraka#4i C2.21 § G shi dobio i pristupne brojeve u bazi GenBank (redd@464036
MZ464037. Poravnao sam sve sliedove dostupne iz baze GenBandtupni brojevi
EF527260Kraus i sur. 20082Q915963 Mollov i sur. 200 i}“ v } i Aoi v e<oi }A ]I
%o E]i “Vi]Z 1+ E0MA AT T pI}E! 11 }A}IP J¢SE TJA vi § s u Vv %E
stablo(Slikal0.). Kao vanjsku skupinieng.outgroup) koristiosamodgoA & ip p E PJip P v
za kapsidni proteil€LVa, roda CarlavirusSljedovi moja 3 uzorka, C1.1, C2.2 gH4dpirajuse

s ostalim sliedovima CVNY dok je slijed Cl-&kao vanjska skupireasebno /1 $}P « u}l
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I loip 18] e W u}i]uwajaki GYN\Wrijednostie ulp 18 A vi beotstrap za
A Jvpy PE Vv Vv 5 op Vv]ep 35 8]8] I] Tve iv]P (%6E ogredii}l u}

filogenetske odnose pojedinih izolateguanama

Tablica6. Nukleotidni sljedovregije gena za kapsidni protevirusavenskenekroze koleusa

(Coleus vein necrosis vir@/NY } E v pokltivnih uzoraka

Uzorak Nukleotidni slijed5' t 3')

AACTTCACGTCAGAAGCCTTGGACATCATCACTGCACAGGAGCA(

Cl1 ATGGCCAAGTTGGTTGGTTTGGGTGTGCCACCGCATCGCGCAGC
TGGAGCATTGCACGGTACAGTGCCGACACGCGTTCTTCTGCCTT!
AAAGTTACCTTTGAGATATCGA

CACGCCATGAACTTCAAGTCAGAAGCCTTGGACATCATCACTGC/
C2.2 GCTACAATTSEGCCAAGTTGGTTGGTTTGGGTGTGCCACCGCAGA

CCCACTCTGCTGGAGCATTGCAAGGTACTGCGCCGACACGAGTT

GCAGATCCAAAAGGTACCTTTGAGTTTCAGGGTGGGGC

CACGCCATGAACTTCAAGTCAGAAGCCTTGGACATCATCACTGC!
#4 GCTACAATTATGGCCAAGTTGGTTGGTTTGGGTGTGCCACCGCA!

CCCACTCTGCTGGAGCATTGCAAGTTACTGCGCCGACACGAGTT

GCAGATCCAAAAGGTACTTTTGAGTCGCAGGGCGGTGC
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Slika 10. Filogenetsko stabldzolata CVNVa (Coleus vein necrosis vims]IE v} v $§ u oip
nukleotidnog slijedaegije gena za kapsidni proteinf E]*3 ] u 8} p v i o]T P epei ~E ]P.
joining, NJ) supstitucijskimodel TamuraNei uz metodue u}p ]3 A erig. beotstrap s 1000

ponavljanja. Na A } E } Aslabla prikazaneu dootstrapAvrijednosti < } A viel elu%]v I1}E]“S v
i }P}A E ip & P]i P v | ClL%<{Caviatiendaieht Mrus rod CarlavirusIzolati

e« lA Vv ]E v] p }A}u ]+3E T1]BucrvgnomPofBrp.iKVYy | }+3 0]Z «o0i }A shi “vi v

u Tablici 2.
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5. Rasprava

5.1 Biotest

Sve biljne vrstekoje sup YA}u ]*3E V]A}wiuw Z v] | ]v}IEUNVpm razvile
simptomeU A +eu Jo %}Ilv § |} -4% ]v] %sHy 3] |EuR]i} % B}“]E]}
~D}00}A ] *HEX 1116V <E pe ] 2018 Sanii siongtomit ] | } iokalEeX

«]+3 u] lezije, mozaicideformacije listova i nekrezli kloroz2 pi T]A U *f] v] v
eksperimentalnimbilf u P % E]i “vi]Ju J*3EIJ]AEvi]u o) ie®u kojima
sejavljaju simptomit SCE] } S]E&] Si v v [§uviptilgioatkpg danéVollov i

sur. 2007,al}E] POLPCE X

Biljne vrsteCh. quinogKraus i sur. 2008N. benthamianaN. clevelandiiN. tabacumMollov
] *HEX 1116U abp] I}li *MEX %o E]i “vi]Ju ]+SE T]A vilu %}l T v |
CVNV U p }A}u ]e-&dBisljphkazivalesimptome infekcijeOvajje ( I8 A A] v
nekimaod tihvrsta VrstaCh. quinoge u i v}iu ]*3@E kAo v i‘wolu 1] o indikatorska
biljka (Kraus i sur. 20081ok u drugomije (Mollov i sur. 2007)D}P u i U Vkd Joi
Jo pe%i “v} Jv(] JE v | u A }AJdA JW%4BIU0i%]eSE T]JA v ]
radu. Cloi ]}o}“I}P Susgdréabaje *Ju%e3lu ] } & JA vi % E]epdv}ed] ]v
P ve % 3 3]E vi *Ju%S}u 3+11Z (olivi exGarzp20l). T V} (E
u} P u je daovaj put te biljne vrste nisu bilgt s %0 i INfigirane zbogazlikau pizolaima
CVNVa, zbograzlike u } 1} o]fwvivjetima ili zbog razlika genotipova |1} G ]“S biljpka
Komplekse interakcije}1}0]“v]Z pRivi3]% A]Epe ihbifjaka Vil psi p v
razvoj simptoma tijek infekcijepoznate sukod raznihdrugihbiljaka, odnosno njihovih virusa
(Fletcheri MacNeill1971) Za CVNV s |} @®znati rel] }1}o]“v], péputdivien
kratkog danakoji pogodujurazvop simptomana inficiranim biljkkama (Mollov i sur. 2007,
al} Edgsmeno %o & ]} % Uwdvem sam ]+3 E 1] Avjetepkratkog danapotvrdio kao
pogodre za razvoj simptoma nanokuliranim eksperimentalnim biljkamaBiljke vrsa G.
globosa Ch.muralsup & 10] ]8]Ju Jv}ilpo ]i u p }&E}uo]*358 GARIE o
dau prvoj inokulaciji Uistopadunisu razvile simptome, a u kasnijim inokulacijansaudenom
jesu moPe } i “vi vte razlike vjerojatno je utjecaj uvjeta kratkog danai/ Jo] sv]T v
temperature u kasnijim mjesecima u godird. 1} ,@&iljke vrsteCh. muralepokazivalesu
simptome nakon inokulacijeolatom Vn, ali neizolaima CL.1 i C2.2Razlike u pojedinim

izolatime, uz utiec i E To]l }1}o]*“wiglabifobjdsnitiove rezultate.
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hi «A }A u}Ppu v}egijdzvai dimptomau} P u « p ii}zbog prirode varijabilnosti

iv epu]l v % E]E} A]EZe ndkgelwir(sk Hoviljna infektivna doza vrlo mala

e u} v I}o]l} AJEpev]Z %] U 1} i ({Alivstr. 2008MopnAi sur. 2007

Zwarti Elena20)5% i u}Pup 3]u eop nijAdavoljo A]JEpev]Z 3] }e%oi O
u staniceda bi se razvila infekcijBez % ](] WERE TJAGMP  Ju Jv ] ( I8}E 1}i] |
} @ MipU ((SIE  1}i] } @€ JwikAlaRB v] | Jviipov Jiupl e .

* ] P u & vodrediti uzrok varijacija urazvoju simptoma.Za pravilnu usporedbukruga

Ju Jv }A]Z ]i}o 8 Jo} ] %o} ¥€EEinokyladied ligto aEifeme, u isto doba

godine na istim setovima eksperimentalnih biljdka“3} u }A}u ]+8&E 1]A vip v]i Jo}
zbog }JPE v] ®i*%}0}T]A}P 5 1o v]l 1}i] v }Ju}lPp A < ¢AJu E %G

(fotoperiod, temperatura, vlaga) niti kontinuirandostupnost biljnog materijala

5.2. Analiza prereza listova inficiranin CWMV transmisijskomelektronskom
mikroskopijom
d@E veule]isl}u o0 ISE}vel}lu UJIE}*I}%]ilu %o @E E | PJedv] %o S}u
znakovi infekcijev pvps Ee3 v] vl @ IJvIPE P § AJEuev]Z 3] ] %o]
*$] }1} vkolp u}E (}0}“1] } PiahijgRAlu v]% E} 1“ slicama CVN4
~D}o0}A ] uEX, 0ri}0 V} PFTE]} %takos dosxd nema podataka o elektronskoj
mikroskopiji tkiva inficiranog CVNdM, }JA 1TA] PE P 8] 8} e A] v] pJv( I ]i u
karlavirusimaBrunt i sur. 183; Brunt i sur. 196; Edwadson i Chrisite 19%8) 0] v ]Jviopl]i
Al v ep ]I} EuP]Z A]E pev]ZPoiyEdadRodrigue#beEAdiSurd 993,
« % 1T v u u E vel «BifE olikugiguran pokazatelj infekc/NVom jer su samo
E]i 81} A] v |jrush Edwadson i Christie 1978; Mansour i 4998)U 0] <o0] v
e SEUISUE ep 1 Joi T v 1} v (VEBvaEQiRJZ2KINE v} i VvV %o}u vus]
i n }A}u ]eS3E T]A vipU I }P }PE v] vi %dBavi@hbglektronskeo } %ot |} i
mikroskopija,analiziran samo jedan prerez jegir Ju% S}u 8] v Joil % i ]I & 1} u
HITE]I AEo} $IPIPEYVIAIUIS] T Loip |
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5.3. Amplifikacija regije gena za kapsidni pro@¥iNvVametodomRFPCT

Metodom RTPCRe  *%o ](] v]u %} Sv] u -~ <ojaamglifqir§b begiju péna

za kapsidni protein CVMNAftestirao samuzorke izolirane RNA iz koleusa inficiranih tirgdi,
*Ju%S}tu S] v]ZU u Z v] I] Jv}lipo]E v]Z u-diatedriimekdiko sfafin Joi |
laboratorijskihnuzoraka izolirane RNA iz eksperimentalnih biljgka018. godinekoje sam

koristio kao pozitivne kontrole hv §} % @] uspjesima u GE}A} vu }A  was}
detekciju CVNM (Kraus i sur. 2008al}Ede} v} %o E]}%u ovanmesu ]*SE 1]A vip
dobiveni rezultati biluglavnom negativoVelik broj u1}E | U ploip pig ] ] % }i18]1Av |
biojenegatian pv 3}k Ju%e3}u 3] v}e3]% [B®]il“ViJu %}I1]3]Av]u & ipos 3]u
]*3}u u 8} Ju v J*3]u I}v3E}ov]u ,wokl}E }] u% EA} YEakon kratke
optimizacije protokola, samo su 3 uzorka konstantno davala pozitivhe rezpiteda ta tri

uzorkakk E]“8 v p  oivi]u(Tabliodl). lakoje samo mali broj uzoraka bio pozitivan,

taj je rezultat bio dovoljan kako bse molekularnim metodama potvrti infekcip koleusa iz

}§ v] 1}P AE®Hm. SEs

d “I} i & 1il &}]v plp@etdvanodavalanegativre rezultatetestiranem RF

PCROm p p]i usd} %E}A} v Al* %us8 v *AlJu pI}E Ju « & lo]
setovima uz razne optimizacije protokofo{aci nisu prikazanip } Py isusel}E]“S v

*% J(1 VvV %} PE JE o U ]I} i I}E]“S v} Al* & l1o] 13]1Z o]lA}:
pripravljeni alikvot izu §] wtopine.d I} & i u}Ppp } E Vv ups ]i p E PJi
Pv I | %] v] % @E}S ]v }v ul}Pp lo % E] vilvi “%i}ASw] P MYV}IA}
rezultate %o } § A pozitivnih kontrola <A 0]8 § JI}o]® v ZE Vv}A]Z pi}E | u}l
adekvatna, osim dva uzorka koja su opetovano davala pozitivne rezultate,}d p i ]

seU S]i I}u P} ]Jv <l RNR'degradida u pozitivnim kontrolamaNeki od wjeta koji

usi p v E RFPGRS sutemperatura, trajanje pojedinih korakareakcije pogodn

odnos molarnostikomponerata reakcijske smjeseaali i mnogi drugie je, | Uz provedene
optimizacije protokola,v u} P p odrediti jedan faktor zbog kojeg ova metoda nije bila

pouzdanaVjerojatanje iistodoban p ]v A]‘dd jednogfaktora.

Svi uzorci izolirani iz sjemena koleusa bili su negativni na @xXMd\vikazujeda prijeros CVNV

a sjemenom nije vjerojatan, ali s obzirom h&. Wil broj negativnih uzorakaprobleme
smetodom RPCR}A v P §]Av & ipod § v ul}l u} Kdk&hiselprigiog Ev X
i uviu 8 u 0i]8} ]*3E 1]} 3E o} ]stwaEgddhossdizhajli&dlelisesiz
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ciuv I &1 v]zZ ratimmdekularno$ «3]E 8] A ] @&}i &lilAdano]oi | U
A ] E}i pi}E | «iuv X

5.4. Sekvenciranje i filogenetska analiza na temelju nukleotidnog slijeda regije

gena za kapsidni protein CVAV

Sekvenciranjm nukleotidnog slijedaregije gena za kapsidni proteite usporedbom s
poznatim nukleotidnim sljedovima CVMVpotvrdio sam da uzorci estirani pozitivio
metodom RIPCRuistinu «  @&CVNVNafilogenetskomstably, koje sam izradio na temelju
nukleotidnog slijedaegije gena za kapsidni proteijlasnoserazlikuju dvijeskupinesljedova,
CVNV i vanjska skupirtaCLV(Slika 10. s ]v  A}@E} A unudar skupineCVNVa ima

vrlo niske dootstrapAvrijednosti 1}i  v]ep 3 3]<8] 1] Iw w}l %3 ]J1A} 18]
I loip |evplucijskimodnosima pojedinih izolateDvaizolata iz baze GenBank (pristupni
brojevi DQ915963Mollov i sur. 2007 EF527260Kraus i sur. 20080sebno su grupirana
unutar grupe CVNva. U “3} i ] } [ItAuv] suti izolati prostorno i vremenski vrlo
udaljeni odizolata iz Zagredjer suizolirani 2007.0dnosna2008. godine u Sjevernoj Americi

s Jv 11}o 8 ]I « PE Uo]ldh b EAS @y i]Arlev $e malo razlikuju teije

u} P u na temelju ovog filogenetskog staldazmatrati njihove odnoseOvo ukazuje na to
danovi izolat iz koleusa C2pravo %o } § i 11 18 %o}%o-pkao]li}s B3 ]I %o E]i “vi]:
]*3E 1]A vi ~al}E]izolatip KBI¥usa CAratnoserazlikuje od ostalih izolata

v} u}Pu } i “vi vezullalHe E 1o Jpdrjeklo virusaiz koleusa C1lod ostdih
]1}o 8 11 }5 v] IPROJAGES %i vipak manje vjerojatno jer su simptomi na
koleusmaC1iC2% E]Juli v] p ]e-3YujduRQ2Qua @VN\Eerijetko nalaziu prirodi
(Harlan i Hausbeck 2018hv §} S}izoldiom C1.1 g %oi ‘sujnokulirana sarmm dva
eksperimentalnakoleusa 'Aurora Black Cherrydok su izolatha C2.2 i svU pe%i “v}
inokuliranei druge eksperimentalne biljkéSvesu ovo razlike koje potencijalno ukazuju na
Iv vy Eizo]lp J1}@C&1liostaki Ji}o § ]I 1}3 v],IjcPkakaddEmo ovo
HSAE ]Jo] ¢« *]PUEV} pU % JSEv v}« 5 i Adkedd.Sekvenciranje

]Ji o}P P viu § pupe%}E ]11}o 8 v P v}iuel}i «Edopajna o 1 %

]+3E T1A vi Kpyakéridtika.
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30 viBp } i “vi vazlikanukelotidnog slijeddzolata Cl odnosu na ostale izolate

1T 18 v] 1}PjeA@E do]l p I}JE]“S vlu u 38} u p }Alu ] % E]i “vi]u
SIA v 11 % E]i “vi]Z ]3E T]kisoko pfEE}Mw « |A v JBghvi u -~
throughput sequencingHTS) a Sangerovim sekvenciranjem gena za kapsdni protein su
VIV vV} %}SAE v]-&E}EOS]|SIuSEX}DI D] ]I }A}P | <tkEerdifansu

samo Sangerovim sekvenciramje ali se sliedovi uzoraka 4 i C2.2; @& lo]lpip Iv v} }
% E]i “vi]ZRhakjogtofne mogao bi biti3} 3 }ovipuzorcidobiveni izolacijom RNA iz

uZzZ v] I] Jv}ilpo]@E v]Z 1% & VistaE giobpZkojeosu pokazivale simptome

*]*S u] v ]v(akdgmiuzorci su uzeti nedugo nalmjave simptomadok je uzorak C1.1

dobiven izolacijiom RNA itZ}o pe U % E]E} v}P Ja infieiranagBusprirod Ne

u}l u} iv 8] 8} v} | i 1}o pn, ali jgd u£dradkd®E1.1 svakako prikupljen znatno

| ev]i } MIJE | 8] X7 p} viep v oA $}0 v ( }diPpznio je

da su populacije biljnih virusgio}T vE}iv]u v Tvju @I1§]8] IydRog grla
(bottleneck effectkoji mogu E <3] v} «uAva]3]v U geskurazholikost populacije
(Zwart i Elena 2005 ( IS P v 8] I}P pYaylRa eiCergodom ]S u] v Jv( | Ji ]
kretanja virusa kroz biljkuA(i i sur. 2006Ali i Roossinck 201Q;i i Roosnck 2004) a u

} & v]u }u Jv]u A]lGud Vi[EJloA A ] - Skstazralikdst u populaciji
(Schneider Roossinck 200Bchneider Roossinck 2001D} P i populacije CVN¥ u

vrsti G. globosaboginterakcija s biljnim obrambenim meha] iu]Ju } & TmAniji gtupan;

gerske raznolikostiili da se populacgi } AE u v uI}EI}A vi v]i <3]Po Iv §v}
nakon dottleneck?refekta $1i 1}u Jv}ilpo i ] *]*3 u] v}IP % nMi€nedekti A]JE e
*% J(] v] 1 epe3} A AJSEpeideri Roossinck 20Q1a za CVNM}* pAl]i | v]ep
]*3E TJQvaw]}X]+3E T]A vi S3E  aydeajudEialia«gopulacijske strukture
CVNVa U % E]E} viu }u Jvis 1o @efiv]u le% EJu vs ov]u }u Jv]u L
vrste G. globosa Usporedba virusnih populacija u inicijalno inokuliranim iist@ te

*] 3 ug inficiranm listovim § |} (&se {rebala provesti za potpunije razumijevanje

populacijske strukture CVNatijekom infekcije bilpka

D p3]uve rhzlikeep ulPpl P %}3% v} v epu] v]Z %}e0i ] I1}E]“S v
Tijekom amplifikacije fragmenta metodom RW Z wu}l }] Y v eweRE 1
nastalomnukleotidnom slijeduv} YA} v} i “maluk To]lp A] vu p pI}E Ju X7 ]

Bu p ] uwzorkuradi oheterogenoj populacifragmenata DNAglektroferogram dobiven
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Sangeroim sekvencirargm je za uzorak C1.1 bianatnovarijabilriji § i Al & lo] ]5]Z
vrhova odgovaralgednom nukleotidu.Interpretacija ovakvog elektroferograma 1} & i

moghk unijeti promjene udobiveni konsenzusnukleotidni slijed.Vjerojatno zbog manje
inicijalnevarijabilnosti u uzorcima,lektroferogrami dobiveni devenciranjemuzoraka C2.2 i

d ]o] *u A E skorgavi@kiihnia elektroferogramu jasno odgovarao jednom nukleotidu

u slijedu.
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6. Zaklju |
1. W}ISAE v i {dvaulkditivarakoleusall }§ v] |} Pz Ae@oie 2020./21CVNV

om.

2.h *l0}%pu ]}o}“l | EjedhoEdd dya novaVNVizolata %o}l T v] ep u}Pp ]
181% £}0}“I] L v ] V(U ¥)}PMEustui A Jv %}iv 8}P IEUP lu ]
]1}o 8 v]i pe%o}ed A]} Jv( | Jig p *AJu. % }iv 8]Ju }u ]Jv]u

3.Novevrsterqep | VvS](] ]& v | } }a alwieti pdirsbni za razvoj simptoma i

oblik u kojem se simptonjavijaju %}SAE v i W slo P * % E]i “viJu J+3E T]A
cHEX 71160V <E pe ] *uE2019i6IYoas]EI } AR EE & G2 Araziikovak

susey |EuPp Yu Jv U 0] 8 “lI} i E ] %}+8}i] o] }A & lo]l 11}P
]1}o 8 Jo] 1 }P }1}o]“pobEbnp Alvjeta kratkog danaa vrijeme % E}A} Vi

biotestova.

4. Provedena jenolekularra karakterizacg metodom RTPCR sekvenciranjemegije gena za
kapsidni proteiniz uzoraka izolirane RN#ficiranih biljiakaX ~ u} ep 7 pI}E]l % }SAE v
pozitivna RIPCRom. Svi uzorci sjemena bili su negativhi he ukazuje na prijeno€VNVa

sjemenom, alna temelju ovirmalobrojnih & Tpos 8 v W} Jwhe]18] AE+s 1| loip |

0 prijenosu.

5. Flogenetska analizgenskog fragmenta za kapsidni proteinrizpbzitivna uzorkas 1} &

je potvrdilada se radi o CVNY. Jedan od novih izolat&2.2vrloje*0] v ]Ji}o $u ]I }8 v] I}P
AES 11 % E]i “vi]Zz P} lv =~al}E] ] *puEX,GiaA] raglikve uEpP] v}
nukleotidnom slijeddJ o] ] p v |]u sJugjstyifnduzroci ovhrazlikamogu biti J}o}“1]U

ali] u 8} }o}sl] uSAE JA}IWW]Z } v}e 1l1}o § stkdpldma v detaljnija

]*3E T]A vi X
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