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Cekicasti viroid jabuke (eng. apple hammerhead viroid, AHVd) pripada porodici Avsunviroidae i
rodu Pelamoviroid. Primarno inficira jabuke (Malus domestica Borkh.), no njegova prisutnost je
potvrdena i u nespuli (Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.). Cilj rada bio je potvrditi prisutnost
AHV(d-a u prethodno istrazivanim izolatima kultivara jabuka na podru¢ju Hrvatske. Analizirano je
15 prethodno istrazivanih izolata jabuka i tri izolata pripremljena za potrebe ovog rada. Iz
ekstrakata ukupnih nukleinskih kiselina jabuka metodom reverzne transkripcije i lancane reakcije
polimeraze (RT-PCR) uz primjenu pocetnica specifiénih za AHVd u elektroforetskom agaroznom
gelu detektirana je prisutnost viroidnih amplikona u ¢ak sedam uzoraka. Iz Sest uzorka dobivene
su konsenzus-sekvence parcijalnog AHVd-genoma. Viroid je pronaden u raznim sortama jabuka
na razli¢itim lokacijama, a njegova prisutnost u izolatima jabuka potvrdena je Sangerovim
sekvenciranjem i filogenetskom analizom, te usporedbom sekundarnih struktura viroidnih genoma.
Veéina hrvatskih AHVd-varijanti se na filogenetskom stablu grupirala zajedno zbog blizine
lokacija jabuka iz kojih su prikupljani uzorci, dok su se dva uzorka izdvojila i grupirala sa
sekvencama iz drugih drzava. Zbog blizine uzgojne lokacije jabuke Madarskoj jedan je uzorak
AHVd u skupini s uzorcima iz Madarske i Ceske, dok je drugi uzorak grupiran s kanadskim
uzorcima vjerojatno zbog uvoznog porijekla te sorte jabuke.
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Apple hammerhead viroid (AHVd) belongs to the family Avsunviroidae and the genus
Pelamoviroid. It primarily infects apples (Malus domestica Borkh.). This research was conducted
in order to confirm the presence of AHVd in the previously investigated isolates of apple cultivars
in Croatia. In the scope of this study, 15 previously researched apple isolates and three samples
isolated for the purpose of this work were analyzed. The presence of viroid amplicons in
electrophoresis gels was detected in seven total nucleic acids extracts from apple after reverse
transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR) with primers specific for AHVd. Six
consensus sequences of the partial AHVd genome were obtained. The viroid was found in various
apple varieties in different locations and its presence was confirmed by phylogenetic analysis of
Sanger sequences and the comparison of secondary structures. Most of the Croatian samples were
grouped together on the phylogenetic tree due to the proximity of the apple cultivation sites, while
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whereas the other was grouped with Canadian samples probably due to the origin of the apple
variety that was most likely imported.
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1. UVOD

1.1. OPCENITO O VIROIDIMA

Viroidi su gole, prstenaste, jednolancane molekule RNA koje ne sadrze protein-kodirajuce
sekvence. Veli¢ina im varira izmedu 220 i 450 nukleotida; stoga se smatraju najmanjim autonomno
repliciraju¢im nukleinskim kiselinama (Lee 1 Koonin, 2022). Prvi je viroid opisao Theodor Otto
Diener (1971) kao uzro¢nika bolesti usiljenosti gomolja krumpira te ga je shodno tome imenovao
viroidom usiljenih gomolja krumpira (eng. potato spindle tuber viroid, PSTVd). Diener je u
kasnijem radu postavio temelje karakterizacije viroida: i) patogen postoji in vivo kao slobodna
RNA-molekula; ii) virusne se ¢estice ne mogu detektirati u zarazenom tkivu; iii) infektivha RNA-
molekula ima malu molekulsku masu; iv) infektivna RNA se autonomno replicira u stanicama
domacina; v) infektivna RNA se sastoji od samo jedne molekularne vrste (Diener, 1987). Domac¢ini
viroida su biljke, i to kritosjemenjace, u ¢ijim se stanicama umnazaju putem replikacije kotrljajuceg
prstena. Primarno inficiraju dvosupnice, dok se u jednosupnicama mogu pronac¢i samo dvije vrste
coconut tinganaja viroid (CTiVd) te coconut cadang-cadang viroid (CCCVd). Simptomi viroidnih
bolesti sli¢ni su simptomima virusnih infekcija te ukljuc¢uju kloroze, nekroze, deformacije listova
1 plodova, epinastije (uvijanje listova prema nalicju) te venuce i ugibanje cijele biljke ili njenih
dijelova (Hammond i Owens, 2006). Cesta je pojava asimptomatskih viroidnih zaraza. Takve biljke
tijekom zaraze 1 cijelog svog zivotnog vijeka ne pokazuju simptome. Budu¢i da viroidi inficiraju
mnoge kultivirane biljne vrste, istrazivanje viroida je vazno u poljoprivrednoj proizvodnji, odnosno

na gospodarskoj razini.

1.2. STRUKTURA VIROIDA

Prstenasta viroidna RNA, zbog visoke razine intramolekulske komplementarnosti nukleotida,
zauzima razne sekundarne 1 tercijarne strukture koje su vazne u replikacijskom ciklusu, odnosno
za odvijanje svih viroidnih funkcija (Diener, 1979). Zbog nekodiraju¢eg genoma strukturni motivi
zasluzni su 1 za interakcije s proteinima domacina (Flores i sur., 2012). Interakcije sekundarnih 1
tercijarnih struktura viroidnih RNA s faktorima domadina vazne su za virulenciju odnosno

patogenost viroida te im omogucuju kretanje kroz biljna tkiva (Flores i sur., 2015; Venkataraman



i sur., 2021). Dodatno, Stapicasta strukturna (Slika 1.) nastala zbog intramolekulskih sparivanja
nukleotida sprjeCava degradaciju viroida od strane egzo- 1 endonukleaza domacina (Moelling i
Broecker, 2021). Manjem broju viroida posebno je znaCajna i Cekicasta struktura koja ima

ribozimsku aktivnost klju¢nu u replikaciji ovih viroida.

1.3. VIROIDNE PORODICE

Viroidi su na temelju svojih molekularih i1 bioloskih znacajki podijeljeni u dvije porodice
Pospiviroidae i Avsunviroidae. One za sada sadrze 8 rodova i 33 viroidne vrste (Di Serio i sur.,
2020).

Porodica Pospiviroidae je veca i ukljucuje 5 rodova: Apscaviroid, Cocadviroid, Coleviroid,
Hostuviroid i Pospiviroid. Clanovi porodice (Slika 1.) posjeduju sredi$nju konzerviranu regiju ili
domenu (eng. central conserved region, CCR) koja je znacajna za replikaciju viroida (Gas i sur.,
2007). Prstenasta RNA ¢lanova ove porodice poprima oblik Stapica in vitro (Steger i Perreault,
2016), no postoje dokazi da se PSTVd nalazi u sli¢noj konformaciji i in vivo (Lopez-Carrasco i
Flores, 2017). Osim CCR-domene, viroidi ove porodice imaju lijevu i desnu terminalnu domenu,
domenu patogenosti te varijabilnu domenu (Giguére i Perreault, 2017). Clanovi porodice

Pospiviroidae repliciraju se asimetri¢nim putem unutar jezgre domacina.
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Slika 1. Struktura reprezentativnih ¢lanova porodice Pospiviroidae. Odozgo prema dolje prikazani su: potato spindle
tuber viroid (PSTVd), hop stunt viroid (HSVd), coconut cadang-cadang viroid (CCCVd), apple scar skin viroid
(ASSVd) i coleus blumei viroid 1 (CbVd-1). Navedeni viroidi su predstavnici svih rodova koji pripadaju porodici
Pospiviroidae. U sekvenci viroida isti¢u se lijeva i desna terminalna domena (TL i TR), domena patogenosti (P),
varijabilna domena (V) te srediSnja konzervirana regija ili domena (CCR). Istaknuti su i evolucijski o¢uvani
oligonukleotidni sljedovi poput terminalne konzervirane ukosnice ili regije (eng. terminal conserved hairpin/region,
TCH/R) (preuzeto iz Di Serio i sur., 2020).

Porodica Avsunviroidae trenutno obuhvacéa 3 roda: Avsunviroid, Elaviroid i Pelamoviroid. Zbog
nedostatka centralne konzervirane regije (Slika 2.) ovu je porodicu zahtjevnije identificirati od
porodice Pospiviroidae. Ipak, postoje ¢etiri niza konzerviranih nukleotida koji su komplementarni
s nukleotidima na drugoj strani prstena (Di Serio i sur., 2018). Ta znacajna karakteristika je dio
¢ekicastog ribozima (eng. hammerhead ribozyme) koji je prisutan u strukturi svih ¢lanova ove
porodice. Osim ribozimske domene, u porodici Avsunviroidae postoji niska razina oCuvanosti
primarne strukture i struktura viSeg reda. Viroidi ove porodice poprimaju razgranjenu konformaciju
u nativnom stanju, no mogu biti i Stapicasti (Giguére i sur., 2014). Pripadnici porodice
Avsunviroidae repliciraju se u kloroplastima stanica domacina takozvanim simetri¢nim na¢inom

(Di Serio i sur., 2018).
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Slika 2. Struktura reprezentativnih ¢lanova porodice Avsunviroidae. Odozgo prema dolje prikazani su: avocado
sunblotch viroid (ASBVd), peach latent mosaic viroid (PLMVd) i eggplant latent viroid (ELVd). Navedeni viroidi
predstavnici su rodova koji pripadaju porodici Avsunviroidae. Najznacajnija struktura ove porodice, ¢ekicasti ribozim,
oznaena je bijelim (za tzv. plus-polarnost) i crnim pravokutnicima (za minus-polarnost), dok su mjesta
samourezivanja oznacena strelicama.U strukturi PLMVd oznadena je tercijarna interakcija Kissing-loop (crvene

isprekidane crte) znadajna za replikaciju viroida roda Pelamoviroid (preuzeto iz Di Serio i sur., 2018).

1.4. REPLIKACIJA VIROIDA

Viroidna RNA je jednolancana te se replicira (Slika 3.) putem RNA-intermedijera (Grill i
Semancik, 1978). U stanici domacina postoje dvije polarnosti RNA-lanaca, pozitivna i negativna,
odnosno oligomerni plus i minus lanac. Plus-lanac oznacava onu polarnost koju viroid ima prilikom
ulaska i izlaska iz stanice, dok je minus lanac njegov komplement i sluzi kao kalup za sintezu lanca
pozitivne polarnosti. Zbog prstenste strukture viroidnih molekula (Slika 1.) ovakav se mehanizam

replikacije naziva replikacija kotrljaju¢eg prstena. Mehanizam je podijeljen u tri glavna koraka:



transkripcija, cijepanje i ligacija (Wang, 2021). Budu¢i da se viroidi porodice Pospiviroidae
repliciraju asimetri¢cnim putem, nakon transkripcije oligomernog plus-lanca odnosho sinteze
oligomernog minus-lanca ne dolazi do cijepanja u monomere ve¢ se lanac negativne polarnosti
odmabh transkribira u lanac pozitivne polarnosti (Daros i sur., 2006). Zatim dolazi do cijepanja
oligomernog plus-lanca te ligacije kako bi nastala jednolanana prstenasta RNA pozitivne
polarnosti (Slika 3.). S druge strane, viroidi porodice Avsunviroidae repliciraju svoj genom
simetricnim putem jer se nakon transkripcije lanca pozitivne polarnosti oligomerni minus-lanac
cijepa na monomere autokataliticki i cirkularizira. Zatim se ponavlja mehanizam kotrljajuéeg
prstena kako bi se sintetizirala prstenasta RNA plus-polarnosti. Drugim rije¢ima, lanci obje
polarnosti sintetiziraju se na isti nacin (Tsagris 1 sur., 2008). Zato §to nemaju kodirajuce sekvence,
viroidi koriste DNA-ovisnu RNA-polimerazu domacina koju ,,prisile® na transkripciju RNA s
RNA-kalupa u svrhu replikacije vlastitog genoma (Dissanayaka Mudiyanselage i sur., 2022).
Viroidi porodice Pospiviroidae za replikaciju koriste stani¢nu RNA-polimerazu Il jer se repliciraju
u jezgri, dok se viroidi porodice Avsunviroidae repliciraju u kloroplastima gdje koriste RNA-
polimerazu kloroplasta koja se kodira u jezgri (eng. nuclear encoded polymerase, NEP). Osim
RNA-polimeraza, viroidi koriste mnoge druge enzime domacina kao §to su RNaza III koja sluzi za
cijepanje oligomernih plus-lanaca pospiviroida i DNA-ligaza I koja stvara kovalentnu vezu izmedu
jednolancanih krajeva te zatvara viroidni prsten (Flores i sur., 2009; Nohales i sur., 2012).
Viroidima porodice Avsunviroidae nije potrebna RNaza jer imaju sposobnost autokatalize koja

proizlazi iz prisustva ¢ekicastog ribozima unutar strukture viroida.

Asymmetric pathway (family Pospiviroidae)
RNase Il RNase llI
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Slika 3. Replikacija viroida mehanizmom kotrljaju¢eg prstena simetri¢nim i asimetriénim putem. Prstenasta RNA

viroida transkribira se pomoéu RNA-polimeraze pri ¢emu nastaje minus-oligomerni lanac (plav) koji sluzi za sintezu



viroidne RNA pozitivne polarnosti. Transkripcijom minus-lanca nastaje oligomerna plus-RNA (crvena), a njenim
cijepanjem i cirkularizacijom nastaje infektivni oblik viroida koji ima sposobnost izaéi iz stanice domacina (preuzeto

iz Flores i sur., 2009).

1.5. VIROIDI JABUKA

Jabuka (Malus domestica Borkh.) je dvosupnica koja se kultivira zbog so¢nih plodova koji se
koriste u prehrani. Prema Elzebroeku i Windu (2008) u svijetu postoji vise od 7500 sorti jabuka
koje se uzgajaju radi razli¢itih upotreba njihovih plodova. U pravilu, kultivari jabuka se vegetativno
razmnozavaju na nacin da se plemke, odnosno odredene sorte, cijepe na odgovarajuc¢e podloge.
Podloge se koriste u svrhu kontrole brzine rasta i konac¢ne velic¢ine habitusa jabuke, prilagodenosti
na uvjete, otpornosti na bolesti i sl. Zbog vegetativnog nacina propagacije posebno se mora obratiti
pozornost na potencijalne patogene koji mogu inficirati jabuke i time uzrokovati gospodarske
gubitke. Medu njima je mnogo virusa, a najmanji autonomni patogeni koji inficiraju jabuke su
viroidi. Za sada se radi o pet viroidnih vrsta: apple dimple fruit viroid (ADFVd), apple scar skin
viroid (ASSVd), apple fruit crinkle viroid (AFCVd), apple chlorotic fruit spot viroid (ACFSVd) i
apple hammerhead viroid (AHVd). Prva ¢etiri navedena viroida pripadaju porodici Pospiviroidae,
a samo se AHVd nalazi u porodici Avsunviroidae. Cesti simptomi viroidnih infekcija jabuka su
rupice na plodovima te naboranost i pjegavost listova i plodova (Hadidi i sur., 2017; Leichtfried i
sur., 2019). Jabuke zaraZene navedenim viroidima mogu biti asimptomati¢ne zbog Cega se viroidi
mogu nezamijeceno rasprostranjivati vegetativnim razmnozavanjem i1 uvozom razlicitih kultivara
jabuka. Rasprostranjivanju viroida pridonosi i zarazenost podloga, a ne samo plemki jabuka.
Dodatno, viroidi jabuka se rasprostranjuju koristenjem kontaminirane opreme tijekom cijepljenja i
orezivanja. ASSVd se aktivno prenosi putem kukca vektora, Stitastog moljca Trialeurodes

vaporariorum Westwood, 1856 (Walia i sur., 2015).

1.6. APPLE HAMMERHEAD VIROID (AHVd)

Apple hammerhead viroid (AHVd) pripada porodici Avsunviroidae i rodu Pelamoviroid. Zhang i
suradnici (2014) isprva su opisali AHVd kao RNA-molekulu nalik viroidu zbog prisutstva
¢ekicastog ribozima unutar nativne strukture viroida i nedostatka dokaza o autonomnoj replikaciji.
Nekoliko godina kasnije, Serra i suradnici (2018) dokazali su da se AHVd doista autonomno

replicira u zaraZzenim stanicama te su ga smjestili u rod Pelamoviroid zbog interakcije kissing-loop



koja stabilizira njegovu razgranatu konformaciju (Slika 4.). AHVd inficira jabuke te moze
uzokovati mozai¢nost listova, pjegavost listova i plodova te odumiranje stabla (Hamdi i sur., 2021).
Osim u jabuci, AHVd je pronaden i u neSpuli (Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.) koja nije

pokazivala simptome (Canales i sur., 2021).

SL-Il

SL-l

Slika 4. Sekundarna struktura apple hammerhead viroida (AHVd). Zastavice oznacavaju ribozimske autokataliti¢ke
domene, dok su mjesta cijepanja za molekule razli¢ite polarnosti ozna¢ena bijelim i crnim strelicama. Konzervirane
regije Cekicastog ribozima oznafene su pravokutnicima razli¢ite boje (ovisno o polarnosti RNA-molekule), a

interakcija kissing-loop oznacena je crvenim isprekidanim linijama (preuzeto iz Chiumenti i sur., 2019).

1.7. CILJ ISTRAZIVANJA

Jabuka je najviSe uzgajana vocka u Hrvatskoj s ukupno 47 892 tone ukupne proizvodnje u 2022.
godini prema podacima DrZzavnog zavoda =za statistiku (Drzavni zavod =za statistiku,

https://podaci.dzs.hr/2022/hr/29338, pristupljeno 8.7.2023.). Zbog gospodarskih gubitaka koje

viroidne infekcije jabuka mogu prouzrociti, vazno je istrazivati uzro¢nike bolesti jabuka.

Od njegovog otkrica, AHVd detektiran je u kultivarima jabuka na svim kontinentima osim
Australije (CABI 1 EPPO, 2022). Na podrucju Europe, AHVd je do sada zabiljezen samo u Belgiji,
Italiji, Ceskoj, Madarskoj i Spanjolskoj (Fontdevila Pareta i sur., 2022; Chiumenti i sur., 2019;



Virallyay i sur., 2022; Zikeli i sur. 2021; Serra i sur., 2018). Cilj rada bio je potvrditi prisutnost

AHVd-a u prethodno istrazivanim izolatima kultivara jabuke na podru¢ju Hrvatske.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. MATERIJALI

2.1.1. Biljni materijal

U radu su koristeni neki izolati ukupnih nukleinskih kiselina (TNA) jabuka prethodno istrazivani

zbog detekcije fitoplazmi (Krizanac i sur., 2017). Za potrebe ovog rada skupljena su tri dodatna

uzorka. Dva uzorka jabuka 'Granny Smith' su kupljena na trznici u listopadu 2019. godine, a

porijeklo im je nepoznato (G1 i G2). Tre¢i dodatni uzorak (MP1_2) je uzet s dva stara stabla jabuka

nepoznatih kultivara iz vrta obitelji Nine Can¢ar u Korenici (Tablica 1.).

Tablica 1. Popis uzoraka domacih jabuka analiziranih u radu.

oznaka
uzorka

310
354
357
364
368
389
390
392
393
481
483
489
554
MP1 2
Gl1
G2

sorta jabuke

'[dared'
'Slavonska Srcika'
'Prima’
'Mutsu'
'Ljepocvjetka’
'Stark Earliest'
'‘Stayman'
'Mutsu'
‘Jonadel'
'Gala'
'Francuska Kozarka'
'Plemka’
'Enterprise’
nepoznata
'Granny Smith'

'Granny Smith'

lokacija
Sv. Marija
Osijek
Osijek
Velika Ludina
Staro Petrovo selo
Sv. Marija
Sv. Marija
Sv. Marija
Sv. Marija
Sv. Marija
Sv. Marija
Velika Ludina
Zubrica
Korenica
nepoznata

nepoznata

Zupanija
Medimurska
Osjecko-baranjska
Osjecko-baranjska
Sisacko-moslavacka
Brodsko-posavska
Medimurska
Medimurska
Medimurska
Medimurska
Medimurska
Medimurska
Sisacko-moslavacka
Viroviticko-podravska
Licko-senjska
nepoznata

nepoznata




2.1.2. Komplet za izolaciju ukupnih RNA iz biljnog tkiva Qiagen RNeasy Plant
Mini Kit
e kemikalije u kompletu:
o RLT-denaturacijski pufer kojem je dodano 10 puL B-merkaptoetanola na 1 mL
pufera
o RW1-pufer za ispiranje RPE-pufer za ispiranje kojem je dodano 4 volumna udjela
96% etanola
o dodatne kemikalije:
o 96% etanol
o B-merkaptoetanol
o sterilna voda bez RNaza (Thermo Fisher Scientific)

2.1.3. Kompleti 1 kemikalije koriStene u RT-PCR

o kemikalije u kompletu Superscript 111-Platinum Taq
o SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq Mix (Thermo Fisher Scientific)
o 2x reakcijski pufer (sadrzii 0.4 mM svakog dNTP-a 1 3.2 mM
MgSQys)
o 5mM MgSOs4
« kemikalije u kompletu GoScript™ (Promega)
o 5x GoScript™ reacijski pufer
o 5x GoTaq™ Flexi reakcijski pufer (pH 8.5)
o 25 mM MgCl;
o 10 mM dNTP mix
o GoScript™ reverzna transkriptaza
o GoTag™ G2 Flexi DNA polimeraza
o dodatne kemikalije
o sterilna voda bez RNaza (Thermo Fisher Scientific)
o RNaseOUT inhibitor RNaza, 40 U/uL (Thermo Fisher Scientific)
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2.1.4.

2.1.5.

2.1.6.

2.1.7.

Otopine i1 puferi koriSteni u elektroforezi na agaroznom gelu

10x koncentrirani TBE-pufer (Lonza) (sadrzi: 0.89 M Tris-borat, 0.02 M EDTA, pH 8.3)
razrjeden na 1x za potrebe elektroforeze
Agaroza low EEO (Sigma)
o 1.8% agarozni gel od 30 ml prireden je otapanjem 0.54 g agaroze u 30 ml 1x TBE-
pufera te je u njega dodano 0.7 puL StainIN™ GREEN boje (highQu)
o 1.8% agarozni gel od 50 mL prireden je otapanjem 0.9 g agaroze u 50 ml 1x TBE-
pufera te je u njega dodano 1.2 pL StainIN™ GREEN boje (highQu)
6x Gel Loading Dye (New England BioLabs) (sadrzi: 2.5% Ficoll®-400, 3.3 mM Tris-HClI,
10 mM EDTA, 0.02% Dye 1, 0.001% Dye 2, 0.08% SDS; pH 8)

Molekularni DNA standardi

50 bp DNA Ladder (New England Biolabs)
o raspon: 50 bp do 1 350 bp

o zapotrebe elektroforeze, standard je razrijeden 5 puta

Racunalni programi za analizu sekvenci

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) za pretrazivanje sekvenci pohranjenih u bazi
podataka koje su sliCne sekvenci od interesa (Altschul 1 sur.,, 1990)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Geneious Prime 2023.2 (Geneious Biologics) za analizu i sravnjivanje sekvenci
(https://www.geneious.com/)

Muscle algoritam za sravnjivanje sekvenci (Edgar, 2004)

UNAfold program za smatanje RNA-molekula (Zuker, 2003)
(http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-form-v2.php)

Racunalni programi za filogeniju

Muscle algoritam za sravnjivanje sekvenci (Edgar, 2004)
Geneious Prime 2023.2 (Geneious Biologics) za analizu i sravnjivanje sekvenci

(https://www.geneious.com/)
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2.2. METODE

2.2.1. Ekstrakcija ukupnih nukleinskih kiselina iz jabuka

Budu¢i da se radi o retrospektivnoj studiji, u radu su koriSteni izolati iz rada Krizanac 1 sur. (2017)
u kojem je opisan i proces ekstrakcije TNA CTAB-metodom iz lisnih zila jabuka. Dodatno se radila
izolacija RNA uzoraka iz kore plodova MP1 2, G1 i G2 za ¢iju je ekstrakciju koriSten RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen). Ovaj komplet za izolaciju ukupnih RNA iz biljnog tkiva temelji se na
vezanju RNA-molekula na silikatnu membranu u puferu visoke ionske jakosti. Pufer ionske jakosti
koristi se u svrhu neutraliziranja DNA vodikovim ionima zbog ¢ega DNA postaje nenabijena te se
ne moze vezati na silikatnu membranu. S druge strane, RNA ostaje nabijena odnosno polarna zbog
jednolancane strukture te se moze vezati vodikovim vezama na silikatnu membranu (Karp 1 sur.,
1998). Biljno tkivo priblizne mase 100 mg se prvo homogenizira u teku¢em dusiku pomocu
plasti¢nog tucka oblozenog teflonom u epruveti za mikrocentrifugiranje od 2 mL. Zatim se dodaje
450 pL denaturirajuéeg pufera (RLT-pufer) koji sadrzi gvanidin-tiocijanat za inaktivaciju RNaza
Sto $titi RNA-molekule od katalize nakon ¢ega se smjesa snazno vorteksira. Uzorke se inkubira na
56°C 3 min. Lizate se zatim prebaci u kolone QlAshredder s membranom za homogenizaciju lizata
koje se nalaze unutar epruvete za mikrocentrifugranje (2 mL) u kojoj se skuplja filtrat prilikom
centrifugiranja uzoraka 2 min pri 11 000 okretaja u minuti (rpm, eng. revolutions per minute).
Supernatant se prebaci u nove epruvete za mikrocentrifugiranje (2 mL) bez da se uzmuti eventualno
nastali talog. Volumen supernatanta izmjeri se mikropipetom kako bi se moglo dodati 0.5
volumnog udjela 96%-tnog etanola te se smjesa mijesa pipetiranjem. Svrha dodatka etanola je
postizanje specifi¢nih uvjeta za vezanje ukupne RNA za membranu dok se ostale stani¢ne
komponente eluiraju. Lizati se s eventualno nastalim talogom nanesu na mini-kolone RNeasy s
membranom od silika-gela smjestene u epruvetama za mikrocentrifugiranje (2 mL). Potom se
uzorci centrifugiraju 15 s na 11 000 rpm. Filtrat se odbaci, a kolone se vrati u epruvete za
mikrocentrifugiranje (2 mL). U idu¢em koraku se dodaje 700 pL pufera za ispiranje (RW1-pufer)
ugljikohidrata, proteina, masnih kiselina i drugih molekula koje su nespecifi¢no vezane na silikatnu
membranu. Zatim se uzorci centrifugiraju 15 s pri 11 000 rpm. Filtrat se odbaci te se kolone stavi
u nove sabirne epruvete (2 mL). Dodaje se 500 pL pufera za ispiranje (RPE-pufer) soli te se smjesu

centrifugira 15 s pri 11 000 rpm. Ponovo se odbaci filtrat te se kolone stave u sabirnu epruvetu
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koriStenu u proslom koraku. Pipetira se drugih 500 L RPE-pufera te slijedi centrifugiranje 2 min
pri 11 000 rpm. Prethodni se korak ponavlja, pri ¢emu centrifugiranje traje 1 min. Kolone se stave
u nove epruvete za mikrocentrifugiranje (1.5 mL) te se pipetira 45 pL vode bez RNaza direktno na
silika-gel membranu. Potom slijedi centrifugiranje 1 min pri 11 000 rpm u svrhu ispiranja RNA s
kolona. Korak elucije RNA je ponovljen, no umjesto vode bez RNaza Kkoristio se eluat iz

prethodnog koraka kako bi se povecao prinos RNA.

2.2.2. Reverzna transkripcija i lan¢ana reakcija polimeraze (RT-PCR)

U svrhu umnazanja viroidnog genoma koriStena je metoda lanCane reakcije polimeraze uz
prethodnu reverznu transkripciju (eng. reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR).
Viroidni genom umnozen je iz izolata TNA dobivenih CTAB-metoodom (Krizanac i sur., 2017) te
pomoc¢u komercijalnog kompleta RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Za reverznu transkripciju,
odnosno za sintezu DNA komplementarne viroidnom genomu te za PCR koriStena su dva para
pocetnica: i) AHVd-13F PG (5’-CCTTCCTGATGAGTCCGTTCCA-3’, Tm 62.9°C) i AHVd-
12R PG (5’-CTAATAGCCTCCGACCGTCAT-3’, Tm 60.4°C); ii) AHVd-88F PG (5’-
TAGTTACTTCCGGTAACTTGGA-3’, Tm 57.4°C) i AHVd-87R PG (5°-
GTTGGTATAACTAACCCAACCA-3’, Tm 56.8°C) (Messmer i sur., 2017). Parovi pocetnica
osmisljeni su da amplificiraju produkt dugacak 433 nukleotida te da se iz tih produkata moze
rekonstruirati viroidni genom dug 434 nukleotida (Slika 5., Zhang i sur., 2014). Prvi navedeni par

pocetnica pokazao se efikasnijim te je iz tog razloga izabran za daljnu analizu sekvenci.

Ac-G 22

AHVA-8TR

300—
y 240
5 A% |
C & 320
G c . & ;
= = 1 G AA G-%& u
140 w o g\ P 280 8:80y_~ 340
Tovcuced ba doaciRaTETBa scCcuandactcu’cs P e ad sl A.‘,,',_ . % A elc aul
CAGGA CU CCUGAGUAGUCC UC_GAUUAUC _GA GCUGG. AUGCC _CCA S0 UGG
O R C 7 669 96a¢
20 + J 420 i 400 80

AHVA-13F AHVE-12R ACG

Slika 5. Parovi pocetnice specifi¢ni za ¢ekicasti viroid jabuke AHVd-13F_PG i AHVd-12R_PG te AHVd-88F PG i
AHVd-87R_PG (preuzeto iz Zhang i sur., 2014).
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Na uzorcima G1 i G2 raden je RT-PCR u jednom koraku (eng. one-step). Sastojke reakcijske

otopine za RT-PCR se kratko vorteksira te ih se drzi na ledu prije upotrebe (Tablica 2.).

Tablica 2. Sastav reakcijske otopine za RT-PCR u jednom koraku proveden za uzorke G1 i G2.

sastojak volumen
sterilna voda za PCR 9.2 uL
2x reakcijski pufer 12.5 uL
AHVd-13F PG ili AHVd-88F PG (10
- - 0.4 uL
pM)
AHVd-12R_PG ili AHVd-87R_PG (10
- - 0.4 uL
pM)
RNaseOUT (40 U/uL) 0.5 pL
SuperScript ITI-Platinum Taq 1.0 uL
ukupni volumen 24 pL

U epruvete za PCR (0.2 mL) dodano je 24 uL reakcijske otopine i 1 pL RNA-kalupa odnosno
izolata ukupne RNA iz jabuke. Kao negativna kontrola koristila se sterilna voda za PCR bez kalupa
kako bi se kontrolirala kontaminacija. Pozitivha kontrola se nije koristila jer do sada nije bilo
uzoraka pozitivnih za AHVd. Sve inkubacije na poviSenoj temperaturi (Tablica 3. 1 Tablica 6.)
odradene su u uredaju za PCR, GeneAMP 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems). Nakon

inkubacije uzorke se ohladi na 14°C.

Tablica 3. Parametri ciklusa za reverznu transkripciju i lan¢anu reakciju polimeraze za uzorke G1 i G2.

ciklusi  temperatura vrijeme opis koraka
1 55°C 60 min reverzna transkripcija
1 94 °C 2 min pocetna denaturacija kalupa
94 °C 15s denaturacija
30 56 °C 30s vezanje pocetnica za kalup
72 °C 30s produljenje lanaca DNA
1 72 °C 5 min zavr$no produljenje lanaca

Na uzorcima 310-554 te na uzorku MP1 2 raden je RT-PCR u dva koraka (eng. two step assay) s
parom pocetnica AHVd-13F_PG i AHVd-12R PG (Messmer i sur., 2017). Prije lanCane reakcije

polimeraze potrebno je u ovom slucaju u odvojenoj epruveti sintetizirati komplementarnu DNA
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(cDNA) postupkom reverzne transkripcije. Komponente reakcijske smjese za reverznu
transkripciju se kratko vorteksira nakon odledivanja te ih se drzi na ledu prije upotrebe (Tablica 4.)
Za sintezu DNA komplementa potrebno je prethodno pripremiti kalup, a to ukljucuje inkubaciju 1
puL RNA kalupa s 2 pL reverzne pocetnice (AHVd-12R_PG) i 2 puL sterilne vode za PCR prvo na
70°C (5 minuta) zatim na ledu jednako dugo. Na taj nacin se kalup denaturira te se na njega veze
reverzna pocetnica prije pocetka reverzne transkripcije §to omogucuje vecu efikasnost sinteze
cDNA. Nakon inkubacije smjesu je potrebno kratko vorteksirati kako bi se kapljice smjese koje su

se kondenzirale na stijenkama epruvete spustile.

Tablica 4. Sastav reakcijske otopine za sintezu komplementarne DNA za uzorke 310-554 te uzorak MP1_2.

sastojak volumen
sterilna voda za PCR 6.9 uL
5x reakcijski pufer 4.0 uL
MgCI2 (25 mM) 1.6 uL
dNTP mix (10mM) 1.0 uL
RNaseOUT (40 U/uL) 0.5 pL
GoScript reverzna transkriptaza 1.0 uL
ukupni volumen 15 pLL

U epruvete s 5 uL kalupa dodaje se 15 pL reakcijske smjese (Tablica 4.) te su inkubirane 5 minuta
na 25°C, zatim 45 minuta na 47°C te 15 minuta na 70°C. Nakon inkubacije smjese koje sadrze

cDNA stavljene su na led.

Tablica 5. Sastav reakcijske smjese za PCR za uzorke 310-554 te uzorak MP1_2.

sastojak volumen
sterilna voda za PCR 6.0 uL
5x reakcijski pufer 5.0 uL
MgCl12 (25 mM) 2.0 pL

dNTP mix (10mM) 1.25 uL
AHVd-13F PG (10pM) 2.5puL
AHVd-12R PG (10pM) 2.5uL
RNaseOUT (40 U/uL) 0.5 uL
GoTaq G2 Flexi DNA polimeraza 0.25 uL
ukupni volumen 20 pLL
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U 20 pL reakcijske smjese za PCR (Tablica 5.) dodaje se 5 pL DNA komplementa dobivenog

reverznom transkripcijom. Uzorke se inkubira kroz 37 ciklusa te ih se ohladi na 14°C (Tablica 6.).

Tablica 6. Parametri ciklusa za lan¢anu reakciju polimeraze za uzorke 310-554 te uzorak MP1_2.

ciklusi  temperatura vrijeme opis koraka
1 94 °C 2 min pocetna denaturacija kalupa
94 °C 15s denaturacija
30 56 °C 30s vezanje pocetnica za kalup
72 °C 30s produljenje lanaca DNA
1 72 °C 5 min zavrsno produljenje lanaca

Optimizacija PCR-ciklusa

Bilo je potrebno optimizirati PCR cikluse kako bi se postigla vec¢a efikasnost odnosno veci prinos
cDNA-molekula. Optimizacija je ukljucivala promjenu temperature produljenja lanaca
djelovanjem DNA polimeraze i temperature zavr$nog produljenja sa 68°C na 72°C. Nadalje, bilo
je potrebno povecati broj ciklusa izmjene temperatura s 30 na 35 ciklusa kako bi se dobio veci
prinos DNA-molekula. Dodatno, temperatura prianjanja para po¢etnica AHVd-88F PG i AHVd-
87R_PG snizena je s 56°C na 52°C kako bi bila znatno niza od temperature na kojoj je 50%
molekula pocetnica denaturirano (T.) $to bi sprijecilo odvajanje pocetnica od kalupa te povecalo

efikasnost PCR-a.

2.2.3. Elektroforeza u agaroznom gelu

Produkti RT-PCR metode vizualizirani su elektroforezom u agaroznom gelu radi analize
uspjesnosti sinteze i umnazanja cDNA viroidnih genoma. Radeni su agarozni gelovi razli¢itih
veliCina, ali istih udjela agaroze (1.8%). Mali 1.8% agarozni gel od 30 ml prireden je otapanjem
0.54 g agaroze u 30 ml 1x TBE-pufera te je u njega dodano 0.7 uL fluorescencijske boje StainIN
GREEN, dok je veliki 1.8% agarozni gel od 50 mL prireden je otapanjem 0.9 g agaroze u 50 ml 1x
TBE-pufera te je u njega dodano 1.2 pL StainIN GREEN boje. StainIN GREEN boja dodana je
nakon kuhanja agaroze u svrhu detekcije nukleinskih kiselina pod UV-svjetlom. U prvu jazicu gela
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uneseno je 5 pL standarda za odredivanje molekularne mase DNA (eng. DNA ladder) i 1 pl boje
za unoSenje uzoraka u gel. Boja za nanoSenje uzoraka sluzi za vizualizaciju uzoraka tijekom
unoSenja u gel 1 fronte uzoraka tijekom elektroforeze kako uzorci ne bi prosli kroz gel. U sastavu
boje ima glicerola koji ima vecu gusto¢u od TBE-pufera te osigurava da uzorak s kojim je boja
pomjesana padne na dno jazice. U ostale jazice uneseno je 5 uL uzorka i 1 pL boje za unosenje
uzoraka u gel. Elektroforeza se odvijala na 100 V u trajanju od sat vremena (10 V/cm). Nakon
zavrSetka elektroforeze gelovi su stavljeni u detekcijski uredaj (Amersham ImageQuant™ 800,
Cytiva) u kojem su vizualizirani pomoc¢u UV -svjetla te fotografirani. Boja StainIN GREEN veze

se na DNA i fluorescira zeleno ukoliko je obasjana UV-svjetlom.

2.2.4. Sekvenciranje

Kako bi se potvrdila prisutnost AHVd u uzorcima, odradeno je Sanger sekvenciranje (Sanger i sur.,
1977). Uzorci su alikvotirani i pripremljeni za sekvenciranje prema uputama tvrtke Macrogen
(Macrogen Europe) u koju su uzorci poslani na sekvenciranje. Osim uzoraka koncentracije 50

ng/uL, pripremljene su i pocetnice koncentracije 5 pM.

2.2.5. Analiza sekvenci i filogenija

Analiza sekvenci te izrada filogenetskog stabla odradena je u programu Geneious Prime 2023.2
(Geneious Biologics). Sekvence dobivene Sanger sekvenciranjem uredene su i sravnjene pomocu
algoritma Muscle (Edgar, 2004) kako bi se dobile konsenzus-sekvence. Dobivene konsenzus
sekvence poslane su u bazu podataka GenBank. U GenBank pronadene su srodne sekvence
koriStenjem programa BLASTn (Altschul i sur., 1990). Srodne sekvence, zajedno sa sekvencama
obradenim u radu, sravnjene su pomocu algoritma Muscle kako bi se moglo formirati filogenetsko
stablo. Za izradu filogenetskog stabla primijenjena je statisticka metoda Neighbor Joining (Saitou
i Nei, 1987) i supstitucijski model Tamura-Nei (Tamura i Nei, 1993) uz bootstrap vrijednost 1000.
Grane na stablu s ispod 70% podrzanosti su urusene. Dodatno, odradena je i provjera smatanja
RNA u programu RNA Folding Form V2.3 u sklopu programskog paketa UNAfold (Zuker, 2003).

Parametar smatanja kruzne RNA molekule bila je temperatura od 25°C.
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3. REZULTATI

3.1. DETEKCIA | IDENTIFIKACIJA AHVd

Tijekom istraZivanja testirano je 18 uzoraka jabuka razli¢itih sorti i porijekla. Cekicasti viroid

jabuke pronaden je u raznim sortama jabuka na razli¢itim lokacijama. Od 18 testiranih uzoraka, u

njih 7 je identificirana prisutnost AHVd. Najvise pozitivnih uzoraka detektirano je u Medimurskoj

zupaniji u kojoj je bio prikupljen i najveéi broj uzoraka (Tablica 7.).

Tablica 7. Popis uzoraka analiziranih u radu s ozna¢enim rezultatom.

oznaka
uzorka

310
354
357
364
368
389
390
392
393
481
483
489
554
MP1_2
Gl
G2

nalaz AHVd

+

sorta jabuke
'[dared'
'Slavonska Srcika'
'"Prima’
'Mutsu'
'Ljepocvjetka'
'Stark Earliest'
'Stayman'
'Mutsu'
'Jonadel'
'Gala'
'Francuska Kozarka'
'Plemka’
'Enterprise’
nepoznata
'Granny Smith'

'Granny Smith'

lokacija
Sv. Marija
Osijek
Osijek
Velika Ludina
Staro Petrovo selo
Sv. Marija
Sv. Marija
Sv. Marija
Sv. Marija
Sv. Marija
Sv. Marija
Velika Ludina
Zubrica
Korenica
nepoznata

nepoznata

Zupanija
Medimurska
Osjecko-baranjska
Osjecko-baranjska
Sisacko-moslavacka
Brodsko-posavska
Medimurska
Medimurska
Medimurska
Medimurska
Medimurska
Medimurska

Sisacko-moslavacka

Viroviticko-podravska

Licko-senjska
nepoznata

nepoznata

Legenda: + oznacava prisutnost AHVd amplikona u analizi RT-PCR, a — njegov izostanak.

Nakon reverzne transkripcije i lanane reakcije polimeraze (RT-PCR) koriStenjem dva para

podetnica (AHVd-13F PG i AHVd-12R_PG; AHVd-88F PG i AHVJ-87R_PG) te analize
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dobivenih umnozenih cDNA elektroforezom u agaroznom gelu, pozitivni uzorci sadrzavali su

produkt veli¢ine otprilike 500 bp (Slika 6. 1 Slika 7.).

pec il 1350

500

~150 46 200

Slika 6. Amplikoni vizualizirani metodom elektroforeze u agaroznom gelu nakon RT-PCR provedenog s dva para
pocetnica specificnih za AHVd (AHVd-13F_PG i AHVd-12R_PG; AHVd-88F_PG i AHVd-87R_PG). Slika a)
predstavlja molekularni DNA standard 50 bp DNA Ladder (New England Biolabs) s oznac¢enim molekulskim masama.
Slika b) predstavlja agarozni gel dobiven nakon elektroforeze u agaroznom gelu s ozna¢enim markerom koji se nalazi
U prvoj jaZici te s oznacenim uzorcima. Amplikon G2 dobiven koriStenjem para poéetnica AHVd-13F_PG i AHVd-
12R PG oznacen je zelenom bojom dok je amplikon G2 dobiven upotrebom drugog para pocetnica (AHVd-88F_PG
i AHVd-87R_PG) oznaden narandastom bojom. Osim uzorka G2 elektroforezom u agaroznom gelu analizirani su i

drugi uzorci koji nisu bili analizirani u sklopu ovog rada te zato nisu oznaceni.
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Slika 7. Amplikoni vizualizirani metodom elektroforeze u agaroznom gelu nakon RT-PCR provedenog s parom
pocetnica specifi¢nih za AHVd (AHVd-13F_PG i AHVd-12R_PG). U prvoj jazici nalazi se marker kojem su oznaéene
molekulske mase, a u ostalim se jazicama nalaze uzorci (Tablica 7.) oznaceni zelenom bojom. Jazica oznac¢ena slovom

X je prazna odnosno u nju nije bio nanesen uzorak.

3.2. VIROIDNE SEKVENCE

Osam uzoraka koji su na gelu imali produkt od gotovo 500 bp i jedan uzorak (uzorak 364) ¢iji je
produkt bio veli¢ine oko 400 bp su sekvencirani, no samo je 7 uzoraka identificirano kao AHVd.
Prvi amplikon identificiran kao AHVd bio je iz uzorka G2 s podudarnos$¢u nukleotidnog slijeda od
98.51% sa sekvencom AHVd (MHO049335.1) iz GenBank baze podataka. 1z njegovih uzvodnih i
nizvodnih sekvenci dobivena je koncenzus-sekvenca od 268 nukleotida. Amplikon iz uzorka 364
identificiran je kao dio 18 rDNA vrste Malus domestica s podudarnos¢u od 81.25%. Amplikon iz
uzorka 389 identificiran je kao AHVd (podudarnost je 91.67% sa sekvencom MW316931.1), no
njegove uzvodne i nizvodne sekvence su imale previSe razlika te je zbog toga moglo biti sloZzeno
manje od 200 nukleotida konsenzus-sekvence. Tako kratka sekvenca nije bila pogodna za slanje

sekvence u bazu podataka GenBank jer je minimalna duZzina sekvenci koje razmatraju, ukoliko se
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ne radi o mikroRNA, 200 nukleotida. lako se uzorak 390 pokazao pozitivnim nakon analize
elektroforezom u agaroznom gelu, sekvenciranjem i pretrazivanjem slicnih sekvenci pomocu
BLASTn nije pronadena sekvenca pohranjena u bazi podataka GenBank koja je sli¢na sekvenci
tog uzorka. Amplikon iz uzorka 392 identificiran je kao AHVd sa sli¢nosti od 96.95% sa
sekvencom MH049330.1. Iz uzvodnih i nizvodnih sekvenci uzorka 392 dobivena je konsenzus-
sekvenca od 392 nukleotida Sto predstavlja parcijalnu sekvencu AHVd, buduci da je njegov genom
obi¢no dug 433 nukleotida. Amplikon iz uzorka 483 identificiran je kao AHVd s podudarnosc¢u od
93.28% sa sekvencom MK188693.1, a amplikon iz uzorka 489 s podudarnos¢u od 95.08% sa
sekvencom MT127884.1. Sekvence uzorka 483 rezultirale su konsenzus-sekvencom od 353
nukleotida, dok je konsenzus-sekvenca uzorka 489 duljine od 304 nukleotida. Uzorak 554
identificiran je kao AHVd s podudarno$éu od 89.44% sa sekvencom MF402931.1. Iz sekvenci
uzorka 554 dobivena je konsenzus-sekvenca od 327 nukleotida. Najkrac¢a konsenzus-sekvenca od
232 nukleotida, dobivena je sravnjivanjem i uredivanjem uzvodnih i nizvodnih sekvenci uzorka

MP1_2 (podudarnost sekvenci s AHVd je 92.17% sa sekvencom MK188698.1).

3.3 OPTIMIZACIJA PCR-CIKLUSA

Optimizacija PCR-ciklusa za AHVd-88F PG i AHVd-87R PG par pocetnica koja je odradena u
svrhu postizanja vece efikasnosti i doprinosa reakcije nije uspjela. Iako je temperatura prianjanja
pocetnica sniZzena na temperaturu koja je znatno niza od Tm uzvodne i nizvodne pocetnice, PCR je
jos uvijek bio neefikasan. Naime, u koraku prianjanja pocetnica na kalup temperatura je bila 52°C,
dok je Tm uzvodne pocetnice 57.4°C, a nizvodne 56.8°C. Taj par pocetnica nije uspio sintetizirati
i amplificirati cDNA u metodi RT-PCR. Takoder, optimizacija za AHVd-13F PG i AHVd-

12R PG par pocetnica nije pokazala znatno poboljSanje efikasnosti reakcije.

3.3 USPOREDBA SEKUNDARNIH STRUKTURI

Odradena je analiza smatanja RNA-molekula na najduljoj dobivenoj konsenzus-sekvenci od 392
nukleotida koja pripada uzorku 392. Usporedena je sa sekvencom iz baze podataka GenBank

(MHO049330.1) koja je imala najve¢u podudarnost s ve¢ spomenutom sekvencom (Slika 8.).
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Slika 8. Usporedba sekundarnih struktura uzorka 392 i sekvence s pristupnim brojem MH049330.1 dobivene iz baze
podataka GenBank. Na dnu su vrijednosti Gibbsove slobodne energije suboptimalne sekundarne strukture s najniZom
energijom za smatanje. a) parcijalni genom AHVd iz uzorka 392 na 25°C, b) referentne AHVd-sekvence
(MHO049330.1) na 25°C. Zelenim i naran¢astim pravokutnicima oznaéeni su dijelovi sekvenci koji imaju iste strukturne

elemente.

3.4. FILOGENETSKA ANALIZA

Sekvence genoma AHVd deponirane su u NCBI-bazu podataka GenBank te su njihovi pristupni
brojevi navedeni u Tablici 8. U filogenetskoj analizi, osim dobivenih sekvenci, koriStene su
reprezentativne sekvence preuzete iz baze podataka GenBank. Filogenetska analiza dodatno je
potvrdila identitet sekvenci dobivenih u istrazivanju. Prema podacima iz Tablice 8. izradeno je

filogenetsko stablo prikazano na Slici 9.
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Tablica 8. Popis sekvenci s pristupnim brojevima u bazi GenBank te porijeklom i vrstom/sortom koriSten u formiranju

filogenetskog stabla.

pristupni broj

iz GenBank
OK398018.1

MH643696.1
MH643697.1
MH643698.1
MH643699.1
MH643700.1
ONS564294.1
ONS564295.1
ONS564296.1
ONS593765.1
ONS593766.1
ONS593767.1

MN786529.1
MN786530.1

0K272503.1
MT993976.1
MT993977.1
MT978150.1
MF402929.1
MF402930.1
MF402931.1
KR605506.1
00Q921334.1
00Q921335.1
OR043662.1

OR043663.1

izolat opis
Citava
sekvenca

Citava
sekvenca

¢itava
sekvenca

Citava
sekvenca

éitava
sekvenca

¢itava
sekvenca

éitava
sekvenca

¢itava
sekvenca
392

G2 ..
parcijalna

483 sekvenca

489

vrsta/sorta

jabuka/nepoznata

jabuka/nepoznata

jabuka/'Idared'

jabuka/'Jonagored
Supra’

jabuka/'Selena’
jabuka/'Gala’

jabuka/'Remo’

jabuka/'Golden
Delicious'
jabuka/'Oregon
Spur'

nespula/nepoznata

jabuka/'Richared
Delicious'

jabuka/'Pacific
Gala'

jabuka/'Fuji’

jabuka/'Mutsu'
jabuka/'Granny
Smith'
jabuka/'Francuska
Kozarka'

jabuka/'Plemka’

drzava

Belgija

Italija

Ceska
Republika

Madarska

Indija

Spanjolska

Tunis

Kanada

Kina

Hrvatska

literatura

Pareta i sur. (2022)

Chiumenti 1 sur.
(2019)

Varallyay i sur.
(2022)

Nabi i Baranwal
(2020)

Canales i sur.
(2021)

Hamdi i sur. (2022)

Messmer 1 sur.
(2017)

Zhang i sur. (2014)

ovaj rad
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pr istupni broj izolat opis vrsta/sorta drzava literatura

iz GenBank
OR043664.1 554 jabuka/'Enterprise’
ORO043665.1 MP1 2 jabuka/nepoznata

2 o

g g

e &

o}

Legenda:
Ceska
Hrvatska
Indija
Italija
Kanada
Kina
Madarska

Spanjolska

Tunis

Slika 9. Filogenetsko stablo s legendom dobiveno iz podataka navedenih u Tablici 8. Na slici su uz pristupne brojeve
hrvatskih uzoraka oznacena imena izolata radi lakSeg snalazenja. Filogenetska analiza provedena je u programu
Geneious Prime 2023.2 (Geneious Biologics). Za izradu filogenetskog stabla primijenjena je statisticka metoda
Neighbor Joining (Saitou i Nei, 1987) i supstitucijski model Tamura-Nei (Tamura i Nei, 1993) uz bootstrap vrijednost

1000. Grane na stablu s ispod 70% podrzanosti su urusene.
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4. RASPRAVA

Cekicasti viroid jabuke, uz ACFSVd, jedan je od najnovije otkrivenih viroida koji inficiraju jabuke
(Zhang i sur., 2014; Leichtfried i sur., 2019). Do sada je u Europi AHVd pronaden u svega pet
drzava te je u ovome radu po prvi puta detektiran i u Hrvatskoj. Dugovjecnost jabuke kao kulture
i njen vegetativni nadina razmnozavanja (cijepljenjem) cimbenici su koji pogoduju
rasprostranjivanju viroida. Stoga se moZe pretpostaviti da je AHVd zapravo prisutan u vecini

uzgojnih podrucja jabuke ili, ako ve¢ nije, da ¢e se brzo rasprostraniti po ostatku Europe.

1z prethodno prikupljanih uzoraka jabuka istrazivanima radi prisutnosti fitoplazmi (Krizanac i sur.,
2017) izolirane su ukupne nukleinske kiseline metodom CTAB (Clarke, 2009). Tada su u tim
jabukama otkrivene fitoplazme vrste 'Ca. P. mali', uzroénik bolesti proliferacije jabuka. Zbog toga
Sto su se preferencijalno sakupljale jabuke s tipi¢nim simptomima proliferacije jabuka (mali
plodovi s dugim peteljkama, proliferacija aksilarnih pupova i sl.), ne mogu se komentirati
potencijalni simptomi infekcije AHVd-om. Drugi autori takoder nisu nalazili simptome koje su
mogli povezati samo s ovim viroidom jer su jabuke uglavnom jos$ bile koinficirane s virusima ili

drugim viroidima (Vérallyay 1 sur., 2022; Zhang i sur., 2014).

Prisutnost AHVd-a u nasim izolatima ukupnih nukleinskih kiselina jabuka stoga je zapravo U
retrospektivnoj analizi potvrdena metodom RT-PCR s pocetnicama specificnim za AHVd te
Sangerovim sekvenciranjem amplikona (Slike 6. i 7., Tablica 7.). Dodatna potvrda da se radi o
sekvencama AHVd dobivena je i usporedbom sekundarne strukture parcijalnog genoma AHVd-a
(Slika 8.) uzorka 392 (Tablica 7., jabuka sorte 'Mutsu' iz Velike Ludine) te ¢itavog genoma AHVd
s pristupnim brojem MH049330.1 iz GenBank. lako se u uzorku 392 radi o parcijalnoj AHVd-
sekvenci, dijelovi dobivene sekundarne strukture se u potpunosti podudaraju s dijelovima

sekundarne strukture sekvence AHVd-a iz baze podataka GenBank.

Amplikon iz uzorka 390 (Tablica 7., jabuka sorte 'Stayman' iz Sv. Marije na Muri) ne pokazuje
sli¢nost 1 s jednom poznatom sekvencom u bazi podataka GenBank. Postoji mogu¢nost da se radi
0 novoj vrsti viroida koja je srodna cekicastom viroidu jabuka budu¢i da se cDNA uspjela

amplificirati pomocu pocetnica specificnih za AHVd. S druge strane, postoje sekvence s niskom
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slozenosti (eng. low-complexity sequence) koje mogu otezati pretrazivanje srodnih sekvenci. Zbog
takvih se sekvenci mogu dobiti pogresni rezultati te zato postoji filter koji ne razmatra sekvence s
niskom sloZenosti prilikom pretrazivanja srodnih sekvenci metodom BLASTn (Frith, 2011;
Altschul i sur., 1994). Taj filter moze prouzroCiti rezultat kakav je dobiven ovdje ukoliko
pretraZivana sekvenca ima puno regija s niskom slozenosti. Sekvence s niskom sloZenosti se mogu
prepoznati vizualnim pregledom sekvence od interesa. U slu¢aju amplikona iz uzorka 390, bilo je
dosta sekvenci s niskom sloZenosti. Ipak, isklju¢ivanje navedenog filtra prilikom pretrazivanja baze

podataka GenBank pomocu programa BLASTn nije rezultiralo identifikacijom srodne sekvence.

Karakterizacija viroida u potpunosti se moze provesti samo ukoliko imamo potpune viroidne
genome. Oni se osim visokoproto¢nim sekvenciranjem mogu dobiti 1 Sangerovim sekvenciranjem
amplikona koji se dobivaju drugim parom pocetnica koje su 1 dalje specificne za odredeni viroid,
ali pokrivaju konzerviranu regiju koju prvi par pocetnica ne pokriva. Iz toga razloga pokusana je
amplifikacija s parom pocetnica AHVd-88F_PG i AHVd-87R_PG navedenih u literaturi (Messmer
1 sur., 2017). Medutim, prvi pokus je bio neuspjesan te smo zato pokusali optimizirati reakcijske
uvjete kako bi se dobio amplikon. Razlog zbog kojeg je optimizacija PCR-ciklusa za par po¢etnica
AHVd-88F PG i AHVd-87R_PG bila neuspjesna ostaje nepoznat jer daljnji eksperimenti nisu
mogli biti provedeni u okviru ovog rada. Ipak, moze se pretpostaviti da taj par pocetnica ima nisku
efikasnost zbog toga Sto se veze na dio regije ¢ekicastog ribozima koji formira om¢u (Messmer i
sur., 2017). Par pocetnica AHVd-13F_PG i AHVd-12R_PG prianja na dio regije ¢ekicastog

ribozima bez sekundarnih struktura te je vjerojatno zato amplifikacija s njima bila uspjes$na.

Filogenetskom analizom (Slika 9.) utvrdena je srodnost sekvenci dobivenih u ovome radu s AHVd-
sekvencama iz baze podataka GenBank. Time je i dodatno potvrdena prisutnost AHVd u hrvatskim
izolatima ukupnih nukleinskih kiselina iz jabuka. Zbog dobivanja parcijalnih sekvenci AHVd
izolata iz Hrvatske uslijed primjene samo jednog para pocetnica u amplifikaciji RT-PCR nije bilo
moguce formirati konsenzus-sekvence ¢itavog genoma AHVd-a, ve¢ su formirane parcijalne
sekvence duljine izmedu 232 1 392 nukleotida. Iz tog je razloga nakon sravnjivanja svih sekvenci
ostalo samo oko 200 nukleotida za filogenetsku usporedbu §to je premalo informativnih mjesta za
preciznu filogenetsku analizu. Ipak, sekvence su se donekle grupirale po geografskoj pripadnosti i

izvornom porijeklu sorti jabuka (Slika 9.). Uzorak 392 grupirao se tako u skupinu s dva uzorka iz
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Madarske i jednim iz Ceske. Radi se o uzorku jabuke japanske sorte 'Mutsu' skupljenom u
Medimurskoj Zupaniji koja grani¢i s Madarskom. Blizina lokacija kultivara u kojima su prikupljeni
ti uzorci indicira da je izmedu tih lokacija doslo do rasprostranjenja AHVd izmjenom sorti jabuka
ili podloga na koje se jabuke nacjepljuju. Vec¢ina hrvatskih uzoraka grupirana je zajedno (uzorci
483,4891MP1_2). Uzorak 483 je izkultivara 'Francuska KoZarka'. To je jedna od starih, vjerojatno
davno introduciranih, sorti koje se uzgajaju na podruc¢ju Hrvatske. Osim 'Francuske KoZarke',
kultivar 'Plemka’ iz kojeg je prikupljen uzorak 489 takoder predstavlja udomacenu sortu jabuke.
Iako su uzorci 483 1 489 porijeklom iz razli¢itih zupanija, radi se o starim sortama u ¢ijim se
kultivarima AHVd vjerojatno rasprostranjuje ve¢ dugi niz desetlje¢a. Uzorak MP1 2 izoliran je iz
jabuke nepoznate sorte, no vjerojatno se radi o nekoj staroj sorti buduci da je uzorak prikupljen s
dva stara stabla u vo¢njaku obitelji iz Like (Korenice). S tim je uzorcima grupiran i uzorak G2.
Budu¢i da se u potonjem slucaju radi o uzorku ploda komercijalno dobro poznatog 1
rasprostranjenog kultivara 'Granny Smith' kupljenog na trznici, geografsko porijeklo uzorka nije
poznato. Prema blizini grana hrvatskih uzoraka moglo bi se pretpostaviti da je uzorak G2
porijeklom s podrucja Hrvatske, no to se ne moze reci sa sigurno$céu, a svakako ne bez dostupnog
cjelovitog genoma viroida. Ipak, grana na kojoj se nalazi uzorak G2 u blizini je i grane uzorka iz
Kine pa se za sada ne moze iskljuciti mogucnost da se radi o jabuci koja je uvezena iz Kine. To je
zemlja koja je najveci izvoznik raznih sorti jabuka u svijetu (World Population review,
https://worldpopulationreview.com/country-rankings/apple-production-by-country,  pristupljeno
10.7.2023.). Za razliku od dosada navedenih uzoraka, uzorak 554 nije grupiran po europskoj
geografskoj lokaciji, ve¢ je u grani s kanadskim uzorcima. Radi se o uzorku jabuke sorte
'Enterprise’ koja je porijeklom iz Sjedinjenih americkih drzava (Crosby i sur., 1994). Vjerojatno je
ve¢ uvozom sorte 'Enterprise’ u Europu, pa tako i Hrvatsku, ili introdukcijom podloge za
nacjepljivanje jabuka iz podrucja Sjeverne Amerike doSlo do prijenosa te varijante AHVd u

Hrvatsku.
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5. ZAKLJUCAK

Cekicasti viroid jabuke (AHVd) po prvi je put detektiran u uzorcima jabuka hrvatskih kultivara.

Najvise uzoraka u kojima je detektiran AHVd prikupljeni su u Medimurskoj zupaniji.

Prisutnost AHVd-a u izolatima ukupnih nukleinskih kiselina potvrdena je metodom RT-PCR,
Sangerovim sekvenciranjem i filogenetskom analizom, te usporedbom sekundarnih struktura
AHVd-genoma.

Sekvenca uzorka 390 ne pokazuje sli¢nost niti s jednom poznatom sekvencom u bazi podataka
GenBank. Zbog toga Sto je isti rezultat dobiven i bez koriStenja filtera za sekvence s niskom
slozenosti, moze se pretpostaviti da se radi o novom viroidu koji je srodan ¢eki¢astom viroidu
jabuke buduci da se cDNA uspjela amplificirati pomocu pocetnica specificnih za AHVd. Potrebna

su dodatna istrazivanja za potvrdu ove hipoteze.

Pretpostavlja se da amplifikacija viroida s parom pocetnica AHVd-88F PG i AHVd-87R_PG nije
uspjela jer se one vezu na dio regije ¢ekicastog ribozima koji formira terminalnu ukosnicu koja se
mozda nije denaturirala u postupku RT-PCR. Potrebno je dodatno optimizirati reakcijske uvjete da

se postigne amplifikacija.

lako je sravnjivanjem dobiveno premalo informativnih mjesta za preciznu filogenetsku analizu,
nase se AHVd-varijante grupirajurezultat pokazuje grupiraju u skupine prema geografiji i
izvornom porijeklu sorti jabuka. Uzorak 392 grupira se s uzorcima iz Madarske i Ceske dok se
vecina drugih hrvatskih izolata (uzorci 483, 489 i MP1_2) nalazi u zasebnoj skupini. Izolat 554 je
grupiran s kanadskim uzorcima moguce zbog izvornog porijekla sorte 'Enterprise’ iz koje je taj
uzorak izoliran. Budu¢i da vecina hrvatskih uzoraka formira jednu skupinu te se samo dva uzorka
nalaze u drugim skupinama, moze se zakljuciti da se AHVd iz skupine uzoraka starih sorti jabuka

duZe rasprostranjuju na podrucju Hrvatske od uzoraka 392 i1 554.
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