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POPIS KRATICA

AP Alkalna fosfataza

CTV Citrus tristeza virus / virus tristeza
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DTBIA Direct tissue blot immunoassay

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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OD Optical density / opticka gustoca

ORF Open reading frame / otvoreni okvir Citanja

PCR Polimerase Chain Reaction / lan¢ana reakcija polimerazom

RFLP Restriction fragment length polymorphism / analiza polimorfizma duzine
restrikcijskih fragmenata

RT-PCR Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction

SSCP Single-Strand Conformation Polymorphism / analiza polimorfizma
konformacije jednolan¢ane DNA

SP Stem Pitting / jamicavost drva
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1. UVOD
1.1. Virus tristeza

1.1.1. Taksonomski polozaj

Virus tristeza (Citrus tristeza virus, CTV) je uzro¢nik devastirajucih epidemija
istoimene bolesti, tristeza, koja ve¢ ¢itavo stoljeCe mijenja ekonomske tokove industrije
agruma sirom svijeta (Candresse 1995, Moreno i sur. 2008).

Vrsta CTV na temelju razlika u morfoloskim, bioloskim 1 molekularnim
karakteristikama pripada porodici Closteroviridae, rod Closterovirus
(https://gd.eppo.int/taxon/CTV000, Bar-Joseph i sur. 1979, Dolja i sur. 1995).

Porodica Closteroviridae sadrzi vise od trideset filamentoznih biljnih virusa s
jednolan¢anim RNA-genomom pozitivnog smisla, koje se na semiperzistentan nacin prenose
kukcima (Dolja i sur 1995, Karasev 2000). Clanovi porodice Closteroviridae prema vrsti
vektora kojim se rasprostranjuju, veli¢ini i strukturi virusnog genoma dijele se na tri roda
(Karasev 2000, Martelli i sur. 2002):

a. Rod Closterovirus — rasprostranjuju se lisnim usima, imaju jednodijelni genomom veli¢ine
15,5-19,3 kb, a predstavnik je Beet yellows virus (BYV).

b. Rod Ampelovirus - rasprostranjuju se Stitastim usima iz porodica Pseudococcidae i
Coccidae, imaju jednodijelni genom veli¢ine 16,9-19,5 kb, a predstavnik je Grapevine
leafroll virus 3 (GLRV-3).

c. Rod Crinivirus — rasprostranjuju se Stitastim moljcima, ¢ine ga virusi s dvodijelnim
genomom veli¢ine 15,3-19 kb, a predstavnik je Lettuce infectious yellows virus (LIYV).

Postoji jo§ pet virusnih vrsta iz porodice Closteroviridae koje nisu Klasificirane unutar tri

definirana roda.

Zbog svojih karakteristika, CTV se nalazi na Europskoj i mediteranskoj organizaciji za
zastitu bilja (European and Mediterranean Plant Protection Organization, EPPO) A2 listi
karantenskih patogena/Virusi i virusima sli¢ni organizmi (EPPO Standards 2017). Ovaj veliki
RNA virus koji parazitira na spororastu¢im domacinima je uzet kao osnovni
molekularnobioloski model za proucavanje interakcije virus-virus i virus-domacin u

visegodisnjim poljoprivrednim kulturama (EPPO Standards 2017, Dawson i sur. 2015).


https://gd.eppo.int/taxon/CTV000

1.1.2. Domacinske biljke

Virus CTV inficira sve vrste, sorte i hibride agruma (Dolja i sur. 2006). Replicira se u
stanicama floema (Dawson i sur. 2015). Postoji razlika u tropizmu izmedu korijena i
izdanaka/pupova. U biljkama ¢iji su pupovi otporni na CTV ili na njegove odredene
genotipove, korjenje moze biti potpuno zarazeno, dok nema skoro niti jedne virusne Cestice U
pupovima (Harper i sur. 2014). U nekim vrstama, virus se akumulira ranije i u visem titru u
korjenu nego u izdancima (Dawson i sur. 2015).

| virus CTV i domadini agrumi SuU stolje¢ima, vjerovatno, koevoluirali na prostoru
jugoistocne Azije, tako §to je CTV prilagodavao svoju replikaciju u stanicama floema nekoliko
vrsta unutar porodice rutvica (Rutaceae), kao i svoje rasprostranjivanje na agrume preko
nekoliko vrsta lisnih usi (Aphidae) (Moreno i sur. 2008, Bar-Joseph i sur. 1989). S obzirom da
se CTV ne prenosi sjemenom, domacinske biljke koje rastu na vlastitom korijenu, tj.
sjemenjaci, uglavhom ne pokazuju simptome infekcije (Moreno i sur. 2008).

CTV zarazava i neke citrusima sli¢ne rodove, kao $to su Aeglopsis, Afraegle, Fortunella
i Pamburus te neke hibride (Bar-Joseph i sur. 1989). Vrste pasiflora inficirane su
eksperimentalno (ne i prirodnim putem) i jedini su eksperimentalni domacini koji nisu iz
porodice rutvica. CTV domacini su: Afraegle paniculata, Citrus aurantiifolia (Meksicka
limeta), Citrus paradisi (Grejpfrut), Citrus reticulata (Mandarina), Pamburus missionis i

Passiflora te naj¢es¢i Citrus aurantium i Citrus sinensis (Roistacher 1981).

1.1.3. Podrijetlo virusa

Rasprostranjenost virusa CTV u prirodi je posredovana vektorima kukcima/lisnim
usima, dok je Sirenje infekcije na velike udaljenosti uglavnom posljedica dva faktora, razvoja
transporta brodovima i cijepljenja inficiranog sadnog materijala na podlogu zbog osjetljivosti
komercijalnih sorti citrusa na gljivicu Phytophthora (Bar-Joseph i sur. 1979, Moreno i sur.
2008).

S pocetka XIX stoljeca, prenos ¢itavih biljaka, od kojih su neke bili asimptomatski
nosioci virusa iz podruc¢ja podrijetla komercijalnih sorti agruma, doveo je do Sirenja virusa
CTV (Dawson i sur. 2015, Roistacher 1981). Bolest tristeza pocinje se biljeziti s poCetkom
komercijalne proizvodnje agruma, kada se radi povecanja produktivnost i ublazavanja
simptoma infekcija gljiviénim patogenima, agrumi cijepe. Sa pojavom epidemije gljivicom
Phytophthora, koja je na podru¢ju Mediterana desetkovala nasade sjemenjaka i stabala
cijepljenih na slatku narancu i limun, zapocinje Siroka primjena podloge gorka naranca (Bar-

Joseph i sur. 1989). Ona je rezistentna na gljivicnu infekciju i ima dobre uzgojne kvalitete.
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Pokazala se nazalost, uz osjetljive agrume, kao odli¢na podloga za daljnje rasprostranjivanje
virusa CTV te razvoj sindroma brzog propadanja stabala, odgovornog za gubitak gotovo sto
milijuna inficiranih stabala cijepljenih na gorku narancu u Juznoj Americi, Sjedinjenim
Drzavama i Spanjolskoj. Prve epidemija zabiljezena je 1930. godine u Argentini, 1937. godine
u Brazilu, zbog ¢ega je bolest dobila ime tristeza, $to na portugalskom znaci tuga (Moreno i
sur. 2008, Bar-Joseph i sur. 1989). Dvije godine kasnije, 1939. godine, tristeza se pojavila u
Kaliforniji, 1951. na Floridi, 1957. u Spanjolskoj i 1980. u Venezueli. Do 2008. godine,
zabiljezeno je i nekoliko epidemija manjeg opsega na Cipru, u Meksiku, Dominikanskoj
Republici i Italiji (Moreno i sur. 2008). Na podruéju Australije i Juznoafricke Republike virus
je bio prisutan nesto ranije i brza pojava bolesti je onemogucila daljnje cijepljenje na gorku
naran¢u (Webber 1943). | pored upotrebe novih podloga, tolerantnijih na infekciju virusom
CTV, to nije proslo bez troskova, jer su nove podloge imale manje pozeljne hortikulturne
karakteristike, bile su manje produktivne i podlozne drugim bolestima (Dawson i sur. 2015).
Ubrzo su se pojavili simptomi jamicavosti drva koja uzrokuje manje, ali znac¢ajne ekonomske
Stete.

Uzrok bolesti tristeza nije bio poznat u vrijeme dok je trajala epidemija brzog
propadanja i smrti stabala (Dawson i sur. 2015). Dokazano je da je bolest uzrokovana
patogenom ¢iji je vektor lisna us, da je znaCajan prijenos cijepljenjem, a kasnije je dokazano
da su epidemije povezane s virusima sli¢nim ¢esticama (Fawcett i sur. 1946, Meneghini 1946,).
Meneghini je 1946. godine eksperimentalno dokazao da lisne usi prijenose ovu infekciju i da
ih uzrokuje virus veli¢ine od 2000x10-12 nm (Bar-Joseph i sur. 1989). Razvoj metoda
mehani¢ke inokulacije izoliranih viriona pokazala je da su ove neuobicajeno dugacke Cestice
uzrokovale bolest propadanja (Garnsey i sur. 1977, Garnsey i Muller 1988). Proc¢iscavanjem
dugih viriona stvoren je antiserum te je uslijedio razvoj razli¢itih seroloskih postupaka
detekcije (Bar-Joseph i sur. 1972, Bar-Joseph i sur. 1979, Brlansky i sur. 1984, Brlansky i sur.
1988, Cambra i sur 1991, Garnsey i sur. 1979, Garnsey i sur. 1993).

Razaranje uzrokovano bolesc¢u brzog propadanja praceno je pojavom novog fenotipa
bolesti koja uzrokuje sindrom jamicavosti drva (McClean i sur. 1955, Muller i sur.1968). Ova
bolest ne ubija drvece, ali dovodi do krZljanja i smanjenog prinosa slatke narance i grejpfruta
na svim podlogama (Dawson i sur. 2015). S virusom CTV povezuje se i sindrom Zutice
sjemenjaka (seedling yellows) koji se javlja kod sadnica gorke narance, grejpfruta i limuna
(McClean i Van der Plank 1955). Smatra se da je danas svako uzgojno podrucje agruma u

svijetu potencijalno ozbiljno ugrozeno boleséu tristeza.



1.1.4. Geografska distribucija

CTV je siroko rasprostranjen u svim podrué¢jima u kojima rastu agrumi (Dolja i sur.
2006). U Europi je prisutnost virusa CTV najznacajnija na podru¢ju Mediterana (Bar-Joseph i
sur. 1989). Virus je detektiran je u Turskoj, Spanjolskoj, Izraelu, Francuskoj i drugim uzgojnim
podru¢jima (slika 1). CTV je u Hrvatskoj je prvi put dokazan 1986. godine u plemkama
mandarine un$iu, C. unshiu (Davino i Catara 1986), komercijalno najinteresantnije vrste u
nasim uzgojnim uvjetima. Seroloske analize provedene 1990. godine potvrdile su visoku
udestalost inficiranosti stabala iz mati¢nog nasada agruma (Sari¢ i Dulié¢ 1990). Veéina agruma
u Hrvatskoj je cijepljena na podlogu Poncirus trifoliata (L.) Raf., zbog ¢ega je infekcija
uglavnom asimptomatska, pa se virus nesmetano rasprostranjivao u sva uzgojna podrucja juzne
i srednje Dalmacije razmjenom i cijepljenjem inficiranog materijala (Cerni 2009). Uvjeti koji
su bili prisutni na nasem podrucju (pojava smede usi agruma, blagi CTV genotipovi, cijepljenje
na podloge koje su osjetljive na infekciju, potencijalno velika varijabilnost hrvatskin CTV
izolata) pogodovali su rasprostranjivanju virusa i procjena je da bi virusne varijante prisutne
na nas$im prostorima mogle predstavljati ozbiljnu prijetnju nasadima agruma u mediteranskim

zemljama.

Citrus tristeza virus (CTV000) 20180321

(c) EPPO http:/iwww.eppo.int

Slika 1. Geografska distribucija virusa CTV. lzvor: Europska i mediteranska organizacija za
zastitu bilja (the European and Mediterranean Plant Protection Organization, EPPO).

Posljednji put azurirano: 28.02.2018. (https://gd.eppo.int/taxon/CTV000/distribution)
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1.1.5. Rasprostranjivanje virusa

Nekoliko vrsta usi prenosi virus horizontalno na semiperzistentan nacin, zbog cega
kemijska kontrola lisnih u$i znac¢ajno ne mijenja stopu Sirenja virusa CTV (Gottwald i sur.
2002). Stjecanje virusa uSima traje od 30 min do 24 sata, nakon Cega u$ moze virus
rasprostranjivati 1-2 dana. Najefikasniji vektor je Toxoptera citricida (Raccah i sur. 1976,
Hermoso de Mendoza i sur. 1984, Rocha-Pena i sur. 1995). Neke genotipove virusa odredene
vrste usi prenose mnogo efikasnije od drugih (Hermoso de Mendoza i sur. 1988). Prijenos kroz
usi ponekad mijenja populaciju virusnih genomskih varijanti (Bar-Joseph i sur. 1983). Brojnost
populacija usi i njihovih vrsta koje su specifiéne za svaki regiju su kriticni faktori u
epidemiologiji virusa CTV (Garnsey i Muller 1988). Ipak, veci broj usi na biljkama ne znac¢i i
efikasniji prenos. Tako Aphis gossipii koji nije toliko brojan na citrusima je efikasniji vektor
mnogih izolata, dok su Aphis citricola i Tokoptera aurantii manje efikasni vektori, ali su
brojniji na biljkama (Bar-Joseph i sur. 1989, Ambros i sur 2011). Vertikalno se CTV
rasprostranjuje vegetativnim cijepljenjem kada se podloga cijepi zarazenim pupom (Dawson i
sur. 2015). Ovo je naj¢es¢i nacin primarne infekcije virusom CTV. U laboratorijskim uvjetima
CTV se moze mehanicki prenijeti na nacin da se kora stabljike zasjeca nozem uronjenim u
ekstrakt virusa (Dawson i sur. 2015, Ambros i sur. 2013). Dokazano je da se izolat T36 moze
eksperimentalno, mehanicki te agroinokulacijom prenijeti i na vrstu Nicotiana benthamiana

(Harper 2013, Mawassi i sur. 1995).

1.1.6. Morfoloske karakteristike

Filamentozni izgled Cestica virusa CTV je opisan 1963. godine (Bar-Joseph i sur. 1979,
Karasev 2000, Kitajima i sur. 1963, Agranovsky 1996, Dolja i sur. 2006). Dugacki fleksibilni
virioni, dimenzija 2000 nm x11 nm, spiralnog oblika (slika 2), ima dva kapsidna proteina, koja
¢ini oko 6% mase viriona (Bar-Joseph i sur. 1979, Dawson i sur. 2015). Glavni kapsidni protein
(CP), mase 25 kDa, obavija 97% virusne Cestice, dok sporedni kapsidni protein (CPm), mase
27 kDa, inkapsulira 5' terminalne nukleotide (Satyanarayana i sur. 2004). Zbog polarne
morfologije, ¢estice virusa CTV podsjecaju na oblik zmije ¢egrtuse (Bar-Joseph i sur. 1972).
Svaki zavoj sastavljen je od 8,5 do 10 proteinskih podjedinica, a visina svakog zavoja je 3,5 do
3,7 nm (Lu i sur. 2004).
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Slika 2. (A) Elektronskomikroskopska snimka Cestice virusa tristeza (preuzeto iz Niblett i

sur. 2000).
(B) Shematski prikaz Cestice virusa tristeza (preradeno prema shemi preuzetoj sa stranice

http://www.expasy.org/viralzone/).

1.1.7. Genom i replikacija virusa

Jednolancani 19.3-kb dug RNA-genom podijeljen je na dvanaest otvorenih okvira Citanja,
ORF-ova (open reading frames, ORFs) i 2 netranslatirajuce terminalne regije (5'- i 3' NTR)
(Dawson i sur. 2015) (slika 3). ORF 1a kodira poliprotein od 349-kDa koji sadrzi dvije
proteazne domene plus metltransferaznu i helikaznu domenu. Translacija genomske RNA
povremeno se nastavlja u polimeraznu (ORF 1b) domenu pomocu +1 pomaka okvira ¢itanja.
Domene ORF 1ai 1b te NTR su sve $to je potrebno za replikaciju virusa CTV u protoplastima.
Deset 3' ORF-ova se eksprimiraju pomocu 3'- subgenomskih RNA. Geni smje$teni u ovim
regijama kodiraju proteine koji su ukljuéeni u rasprostranjivanje virusa te interakcije s
vektorima i domacinima. Pored CP i CPm, proteini p65 (hsp70 homolog) i p61 su potrebni za
efikasno sastavljanje viriona. Protein p6 je potreban za infekciju biljaka, kao i proteini p20 i
p23, koji su zajedno s proteinom CP supresori specificnog obrambenog odgovora domacina

(RNA silencing) (Dawson i sur. 2015, Dawson i Folimonova 2013).


http://www.expasy.org/viralzone/

ORF1a 1b 2 3 4 5 6 7 8 91011

5’NTR

0 2 4 6 8 10 12 14 i6 18 19296kb

Slika 3. Shematski prikaz organizacije CTV-genoma. Obojeni pravokutnici predstavljaju
otvorene okvire ¢itanja (open reading frames, ORFs) numerirane 1-11. Veli¢ina genoma

prikazana je u kilobazama (kb) skalom ispod sheme (Dolja i sur. 2006).

Razvoj infektivnih cDNA-klonova virusa CTV omogucio je manipulaciju genomom,
istrazivanje replikacije 1 strategija ekspresije gena, a oznacavanje virusa zelenim
fluorescentnim protein (GFP) proucavanje rasprostranjivanja i distribucije u razli¢itim
biljkama (Hajeri i sur. 2014, Satyanarayana i sur 1999, Baruah i sur. 2015).

Unutar biljke, virusi prelaze iz zaraZenih stanica u nezarazene stanice pomocu dva
razli¢ita mehanizma: stanica-u-stanicu i kretanje na daljinu (Dawson i sur. 2015). U prvom,
proteini za transport sudjeluju u transportu plazmodezmijama domacina ¢ime virus prelazi iz
stanice u stanicu. Kod transporta na vece udaljenosti, virusi ulaze u elemente floema, koji sluzi
za stalno kretanje asimilata po cijeloj biljci. Virus se tako prenosi na udaljenost od nekoliko
stanica do nekoliko metara u bilo kom smjeru, nakon ¢ega izlazi iz floema u sljedecu stanicu 1
nastavlja kretanje iz stanice u stanicu. Virus CTV predstavlja idealan sustav za istrazivanje
kretanja na daljinu (Dawson i sur. 2015). Njegovo kretanje u agrumima sastoji se gotovo

isklju¢ivo od kretanja na daljinu s ograni¢enim kretanjem iz stanice u stanicu.

1.1.8. Virusni genotipovi

CTV je virus ¢ija se replikacija povezuje s floemom razlicitih vrsta agruma, sadrzi
monopartitni RNA-genom pozitivnog smisla, inkapsuliran je sa dva razli¢ita kapsidna proteina
i prenosi ga nekoliko vrsta lisnih usi (Harper i sur 2014). Ekoloska ni$a ograni¢ena mu je na
floem agruma i ima jedan od najvecih i najkompleksnijih genoma medu biljnim virusima,
replikativni ciklus virusa CTV ovisi o viSestrukim interakcijama s doma¢inom (Dawson i sur.
2015, Harper i sur 2014).

Na temelju sli¢nosti sekvenci genoma, razliéiti izolati virusa CTV dijele se u 7 grupa

koje su definirane kao genotipovi (Guerri i sur. 1991). lako vecina genotipova sadrzi izolate
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medu kojima se mozZe naci ¢itav spektar fenotipova (uzrokuju razli¢ite simptome), genotip nije
uvijek vezan za odredenu fenotipsku karakteristiku (Dawson i sur. 2015). Genotipovi su
oznaceni kao T36, VT, T3, RB, T68, T30 i HA16-5. Unutar grupe, svi ¢lanovi imaju identicnu
organizaciju genoma i zajednicko podrijetlo. Podrijetlo nekih genotipova nije poznato.
Prenosenjem citrusa i virusa CTV Sirom svijeta, doslo je do mijesanja razlicitih genotipova na
razli¢itim domacinima, dovodeci do rekombinacija i selekcije koje su doveli do diferencijacije
danasnjih populacija virusa CTV. U prirodnim uvjetima, agrumi su ¢esto zarazeni sa vise
rali¢itih virusnih genotipova. Neke populacije su mjesavine dva ili tri genotipa u relativno
slicnim odnosima, dok druge imaju jedan ili dva dominantna genotipa i manji postotak drugih
(Dawson i sur. 2015, Martin i sur. 2009). S obzirom da je dokazana rekombinacija izmedu
razli¢itih sekvenci razli¢itih genotipova, moguce je da viSe virusnih genotipova na istom

domacinu zarazavaju istovremeno iste stanice (Folimonova i sur. 2010, Gottwald i sur. 1996).

1.1.9. Virusni fenotip

Razli¢iti izolati virusa CTV mogu izazivati simptome razli¢itog tipa i intenziteta na
razli¢itim domacinima, tzv. virusni fenotip (Schneider 1959). Ovaj virus pokazuje izuzetnu
raznolikost fenotipova u usporedbi sa drugim virusima, doslovno na stotine razli¢itih
fenotipova (Dawson i sur. 2015). 1z tog je razloga virus CTV vrlo je pogodan za istrazivanja
mehanizama razvoja bolesti. Djelovanjem najmanje tri virusna proteina (CP, p23 i p20) dolazi
do supresije specificnog obrambenog odgovora domacina (Fraser 1952). Ovisno o vrsti
podloge i plemke, moze se javiti Sirok spektar intenziteta karakteristi¢nih simptoma, od jakih
do blagih, pa i do potpunog nedostatka simptoma.

Glavni sindromi koji uzrokuju znacajne ekonomske Stete su (Dawson i sur. 2015, Raccah i
sur. 1976):

a) Tristeza ili brzo propadanje i smrt stabla (Quick Decline sindrom)

b) Jamicavost drva uz krzljanje i smanjen prinos (Stem Pitting sindrom)

¢) Zutica sjemenjaka (Seedling Yellows sindrom)

d) Prosvjetljenje ili oplutnjavanje lisnih zila (Vein Clearing ili Corking sindrom)

Najces¢i sindrom izazvan virusom CTV je potpuni nedosatatak simptoma. Odredeni
genotipovi virusa CTV mogu u vecini sorti agruma izazvati asimptomatsku infekciju (Harper
i sur 2014). Blagi genotipovi virusa CTV koji se razmnoZavaju na gorkim narancama, ¢ak i

kada se repliciraju u visokom titru mogu izazvati asimptomatsku bolest.



U odredenim domacinima, ¢ak i izolati koji inace uzrokuju jake simptome, mogu ne
proizvesti simptome (na primjer, T385 iz Spanjolske, T30 iz Floride i K iz Korzike) (Dawson
i sur. 2015, Sekiya i sur. 1991). Najtolerantniji domacini su mandarine Kkoji ostaju bez
simptoma kod vecine CTV izolata, ¢ak i onih koji izazivaju brzo propadanje stabla i jamicavost

kod drugih domacina (Dawson i sur. 2015).

1.1.9.1. Sindrom brzog propadanja i smrti stabla
Sindrom brzog propadanja i smrti stabala (bolest tristeza u uzem smislu), rezultira

brzim propadanjem i smrcu brojnih komercijalno znacajnih vrsta agruma kao $to su Citrus
sinensis (slatka naranca), C. reticulate (mandarina), C. paradise (grejpfrut), Fortunella
sp.(kumkvat) i C. aurantifolia (lajm) kada su cijepljeni na podlogama C. aurantium (gorka
naranca) ili C. Limon (L.) Osbeck (limun) (Moreno i sur. 2008 , Dawson i sur. 2015, Harper i
sur. 2014). Tijekom razvoja ovog sindroma,stanice sitastih cijevi i stanice pratilice kolabiraju
i nekroziraju, stvarajuci prekomjernu koli¢inu nefunkcionalnog floema i prekomjerni rast
izdanaka (Harper i sur. 2014, Mawassi i sur. 1993). Zbog nekroze floema smanjuje se protok
ugljikohidrata do korjena, $to dovodi do nedovoljnog snabdjevanja vodom i hranljivim tvarima
(Dawson i sur. 2015). Zarazeno drvo pokazuje gubitak korjenske mase, zaustavljanje ili slab
rast, odumiranje, klorozu listova, smanjenu veli¢inu ploda, gubitak listova, simptome deficita
minerala i na kraju propada (slika 4). VVremenski period pojave smrti stabla obi¢no je brzi na
drvecu bogatom plodovima kada je potreba za vodom veca od sposobnosti korjenja za
snabdjevanjem (Dawson i sur. 2015). Najc¢esce proces propadanja i smrti stabla te¢e sporo, po
nekoliko godina i izraZeniji je kod starijih stabala, dok mlade biljke obi¢no ostaju slabo

razvijene.



Slika 4. Sindrom brzog propadanja stabla (QD, quick decline) na primjeru slatke narance
cijepljene na podlogu gorke narance (preuzeto sa stranice
https://gd.eppo.int/taxon/CTV000/photos)

1.1.9.2. Jamicavost drva

Za jamicavost drva uzrokovanu virusom CTV, vazna je infekcija odredenim virusnim
genotipom, ali i tip domacina (Dawson i sur. 2015). Odredeni izolat virusa, u ¢itavom spektru
domacina, moze uzrokovati jamic¢avost u samo malom podskupu jedne vrste. Kada visoko
virulentni genotipovi virusa CTV zaraze drvece komercijalne slatke narance, limete i
grejpufruta, bez obzira na koriStenu podlogu, jamicavost utjece i na podlogu i na cijepljenu
sortu (Moreno i sur. 2008, Harper i sur 2014). Ispod izoliranih, ulegnutih podrucja kore,
jamicavost uzrokuje razvoj dubokih jamica u drvu biljke (slika 5), $to kroni¢no ogranicava rast
I razvoj agruma, izaziva znac¢ajnu redukciju snage biljke, izrazen je patuljasti rast i nizak prinos
voca neadekvatnog za trziSte. Jami¢avoséu izazvan neprofitabilan rast razli¢itih komercijalnih
sorti agruma obi¢no ne uzrokuje smrt stabla, vec velike ekonomske gubitke (Dawson i sur.
2015, Harper i sur. 2014). Kambij zdravih i normalno razvijenih podrucja zaraZzenih stabala,
koji se nalazi izmedu floema i ksilema, se dijeli 1 diferencira u suprotnim horizontalnim
pravcima, stvarajuci novi ksilem na unutrasnjoj strani i novi floem na strani kore, i dovodi do
povecanog opsega stabla i grana (Dawson i sur. 2015). Neke jame su dovoljno velike da se

odmah mogu primjetiti, ali viSe Stete je povezano sa postojanjem mnoStva malih jamica.
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Slika 5. Simptomi jamicavosti drva na gran¢icama meksic¢ke limete (lijevo zdrava biljka,
desno biljka zarazena virusom CTV) (preuzeto sa stranice
https://gd.eppo.int/taxon/CTV000/photos).

1.1.9.3. Zutica sjemenjaka

Kod mladih agruma obi¢no se javlja zutica sjemenjaka, generalno u visokom postotku
u staklenicima i kod vrs$no cijepljenih biljka na terenu (Harper i sur. 2014, Wallace i Drake
1972). To dovodi do krzljanja, patuljastog rasta, kloroze listova, a ponekad i do potpunog
prekida rasta sadnica s malim zutim ili ¢ak bijelim listovima na gorkoj naranci, grejpfrutu i
limunu (Dawson i sur. 2015, Harper i sur. 2014, Bove i sur. 1998). Poslije nekoliko mjeseci,
drvece s manje teskim simptomima moze nastaviti normalan rast. Izolati virusa iz oporavljenih
biljaka izazivaju blazi oblik bolesti ili su bez simptoma kada se inokuliraju u indikatorske biljke

(Vives i sur. 1999).

1.1.9.4. Prosvjetljenje ili oplutnjavanje lisne nervature

Prosvjetljenje lisne nervature povremeno se moze videti na poljima, ali je Cesta
karakteristika na koju se nailazi tijekom bioloskih analiza CTV izolata u staklenicima (Dawson
i sur. 2015). Meksicka limeta je standardni domacin za testiranje koji razvija ove simptome uz
morfoloske deformacije listova kao odgovoru na vecinu CTV izolata. Intenzitet simptoma je
veci kod mladih listova i smanjuje se kako ojacavaju. Intenzivno prosvjetljenje lisne nervature

ponekad je praceno oplutnjavanjem, smanjenjem veli¢ine lista i Zzuticom cijelog lista.
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1.1.10. Detekcija i karakterizacija

Detekcija i karakterizacija virusa CTV provode se bioloSkim, seroloskim ili
molekularnim testovima (Lu i sur. 2004). Cesto se kombinira vise tehnika radi potvrde
dijagnoze. Preporucene tehnike za rutinske bioloske, seroloske i molekularne testove su

prikazane naslici 6 (Lu i sur. 2004).

Host plant with symptoms or suspected

e v N

Biological indexing Serological tests Molecular tests
IC-RT-PCR
Tissue print-ELISA with (see section 3.6.2)
monoclonal antibodies or
Inoculation of Woody (see section 3.5.1) IC-RT-nested-PCR
indicator plants or (see section 3.6.3)
(see section 3.3) DAS-ELISA with monoclonal or or
polyclonal antibodies Real-time RT-PCR
(see section 3.5.2) (see section 3.6.5)
Y A 4
No Typical
symptoms symptoms
A 4 P v
Positive | ™ Negative
,], v result > result
Confirmation by serological or
molecular amplification
screening tesis

4 A L4
Negative Positive result by one of] »] HOSTCTV
result the confirmation tests INEECTED
HOSTNOT
»| INFECTED

Slika 6. Shema protokola za detekciju virusa CTV.

Izvor: Diagnostic protocols for regulated pests, Food and agriculture organisation.
(https://www.ippc.int/static/media/files/publication/en/2017/01/DP_15 2016 En_2017-01-
30.pdf)

0Od 1951. godine, po otkricu da je bolest tristeza uzrokovana virusom, pocela je potraga
za najjednostavnijom metodom za dijagnozu virusa (Dawson i sur. 2015, Harper i sur 2014).
Detekcija se temelji na razli¢itim pristupima kao $to su detekcija znakova virusne bolesti,
mikroskopska struktura (svjetlosna i elektronska mikroskopija), prisustvo proteinskih antigena
virusa nekom od seroloskih metoda ili detekcija virusne RNA nekom od molekularnih tehnika.
Budu¢i da glavni CP inkapsulira 95% genoma virusa CTV, upravo ovaj gen/protein

Cesto je koristen kao meta za detekciju virusa CTV te identifikaciju genotipa. (Mawassi i sur.
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1993, Herrera-Isidron 2009). Budu¢i da su geni za CP velikog broja izolata virusa CTV
klonirani i sekvencirani, zabiljeZena je korelacija izmedu geografskog podrijetla i bioloSkih
karakteristika CTV izolata i sekvence genotipova njihovih kapsidnih proteina, pa se
sekvenciranje i filogenetska analiza CP gena koristi za karakterizaciju novootkrivenih i
bioloski nekarakteriziranih CTV izolata (Herrera-1sidron 2009, Niblett i sur. 2000, Nolasco i
sur. 2009, Wallace 1968, Garnsey i sur. 1987).

1.1.10.1. BioloSko testiranje

Biolosko indeksiranje je vrsta bioloskog testiranja koje se Cesto koristi, jer se smatra
osjetljivom i pouzdanom metodom za otkrivanje novog ili neuobicajenog fenotipa virusa (Lu i
sur. 2004). Simptomi izolata CTV se eksperimentalno prenose na standardizirani skup
agrumskih indikatorskih biljaka (Wallace i Drake 1951, Roistacher 1976). Kao prva metoda
detekcije, koristena je upravo ova metoda, a virus je prenesen na sadnicu Meksicke limete
(Citrus aurantifolia) od strane Vallace i Drake (1951) (Al-Senan i sur. 1997). Meksicka limeta
univerzalni je indikator koji razvija karakteristicne simptome u roku od 2-6 mjeseci kada je
inkubiran u stakleniku s kontroliranom temperaturom od 18-25°C. Simptomi na liSCu pocinju
kao prosvijetljenje lisnih zila i oplutnjavanje, koje zatim prate kloroza i deformacije listova
(Bar-Joseph i sur. 1974). Odredeni genotipovi virusa CTV mogu dovesti do zaostajanja u rastu
1 jamicavosti stabla.

Metoda je vrlo osjetljiva i specifi¢na. Upotreba indikatorskih biljaka nezamijenjiva je

u fenotipskoj karakterizaciji CTV genotipova (Hilf i sur.2005).

1.1.10.2. Seroloska detekcija

Razvojem metoda za purifikaciju virusa CTV, razvijene su i brze i preciznije tehnike
njegove seroloske/imunokemijske detekcije (Cambra i sur. 2002). Najcesce je koristena
seroloSka imunoenzimska tehnika (eng. Enzime Linked Immunosorbent Assay, ELISA), a
temelji se na sposobnosti antitijela da prepoznaju i vezu se na specifican antigen odredenog
patogena (Cevik i sur. 2013). Osobito veliku specifi¢nost daje primjena monoklonskih
antitijela. Pomo¢u monoklonskih antitijela, moguce je u laboratoriskim uvjetima detektirati
razliCite izolate virusa CTV bez reakcije s komponentama biljke domacina. Proizvodnjom
monoklonskih antitijela specificnih za CTV rijeSen je problem dijagnosticke (ne)specificnosti
poliklonskih antitijela i time povecana dijagnosticku osjetljivost seroloskih testova (Lu i sur.

2004). Mjesavinom monoklonskih antitijela moguce je detektirati sve CTV izolate koji su
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testirani iz razli¢itih medunarodnih kolekcija. Postoje i dalje se razvijaju razliCite varijante
ELISA testa (Ruiz-Garcia i sur. 2005), a najée$c¢e primjenjivana izvedba je tzv. DAS-ELISA
koja koristi dva puta antitijelo (eng. Double Antibody Sandwich, DAS-ELISA) (Lu i sur. 2004,
Cevikisur. 2013). Rezultat se smatra negativnim ako je srednja vrjednost opticke gustoce (OD)
duplikata istog uzorka >2 x OD vrednosti negativne kontrole zdravih biljnih ekstrakata (Lu i
sur. 2004). Stopa podudarnosti seroloskih testova dostize oko 98,5%, $to je usporedivo s
rezultatima molekularne detekcije.

Drugi ¢esto koriSten seroloski test u detekciji virusa CTV je test direktnog otiska tkiva,
Direct tissue blot immunoassay, tzv. DTBIA-test. Temelji se na koriStenju specifi¢nih antitijela
koja se nanose na membrane na koje je prethodno otisnuto tkivo uzorka koji se testira, dok se
ostatak procedure provodi sli¢no klasicnom ELISA-testu. Ova metoda je korisna za analizu
velikog broja uzoraka iz nasada agruma, uglavnom zahvaljujuci jednostavnosti procedure i

pripreme uzoraka.

1.1.10.3. Molekularna detekcija i karakterizacija

Molekularne tehnike obuhvacaju razli¢ite pristupe. Najcéesce se primjenjuju izvedbe
PCR-reakcije kojima se ciljano umnozava odredeni dio virusnog genoma. Lanc¢anoj reakciji
polimerazom (PCR) zbog detekcije virusnog RNA-genoma prethodi reverzna transkripcija
(eng. Reverse Transcription Polimerase Chain Reaction, RT-PCR). Izvedbi IC/RT-PCR (eng.
Immunocapture RT-PCR) kod umnoZzavanja ciljanih fragmenata RT-PCR metodom prethodi
vezanje virusa na podlogu specificnim antitijelima, dok kvantitativni PCR (qPCR) omogucuje
to¢nu kvantifikaciju virusnog genoma. Za karakterizaciju virusnih varijanti koriste se analiza
polimorfizma konformacije jednolancéane DNA (eng. Single-Strand Conformation
Polymorphism, SSCP) i analiza polimorfizma duzine restrikcijskih fragmenata (eng.
Restriction fragment length polymorphism, RFLP) (Rubio i sur. 1996, Narvaez i sur. 2000,
Gillings i sur. 1993, Rocha-Pefia i Lee 1991, Liu i sur. 2016) te utvrdivanje slijeda nukleotida

metodom sekvenciranja nakon ¢ega slijedi filogenetska analiza i genotipizacija izolata.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je provjeriti prisutnost virusa tristeza u 46 uzoraka
indikatorskih biljaka agruma standardnom metodom ELISA te ispitati ho¢e li modifikacija

standardnog postupka detekcije dati jednako pouzdane rezultate.

Ciljevi istrazivanja:

1. Primjenom standardne metode ELISA provijeriti prisutnost virusa tristeza u
indikatorskim biljkama agruma sedam godina nakon ciljane inokulacije
razli¢itim genotipovima virusa tristeza.

2. Usporediti stopu sedmogodisnjeg ,,prezivljenja“ razli¢itih virusnih
genotipova pod utjecajem nepovoljnih okoliSnih ¢imbenika (hladne zime,
mraz, izrazite vrucine, susa).

3. Ispitati moguénost primjene modificirane metode ELISA, primjenom
poprecnih prereza mladih izboja (drvo s floemom), te usporedba osjetljivosti
ovog pristupa u odnosu na standardni ELISA-protokol koji koristi floemski
ekstrakt.

4. Ispitati mogucnost primjene modificirane metode ELISA, primjenom
popre¢nih prereza mladih izboja bez floemskog dijela (samo drvo), u
detekciji virusnih genotipova koji uzrokuju simptome jamicavosti drva

zarazene biljke.



3. MATERIJALI | METODE

3.1 Uzorak

Uzorci koristeni u istrazivanju uzeti su s indikatorskih biljaka vrste meksicka limeta

(Citrus aurantifolia), uzgojenih na Institutu za jadranske kulture i melioraciju kr$a u Splitu u

svrhu ranijeg istrazivanja bioloskih karakteristika virusa CTV (Hanc¢evi¢ 2009). Biljke su 2008.

godine zarazene razli¢itim genotipovima virusa CTV, svim opisanim genotipovima, metodom

inokulacije zarazenim pupovima. Podrijetlo zarazenih pupova te filogenetska pripadnost virusa

prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Karakteristike i podrijetlo virusnih izolata koristenih za inokulaciju biljaka
meksicke limete (Hancevi¢ 2009)

Oznaka | Pripadnost Plemka/podloga na kojima se
virusnog | filogenetskoj Podrijetlo ¢uvaju virusni izolati u Lokacija kolekcije
izolata | skupini (Gp) kolekciji
3 1 Albanija Limun Mayer / gorka naranca
32 3b Italija Limun Mayer/ gorka naranca MAIB, ltalija
57 4 Egipat Limun / citranz Troyer
2 5 oto¢je Madeira Limun / citranz Troyer
8 3a oto¢je Madeira Limun / citranz T
o) crtranz Jroyer Sveudiliste Algarve,
5. . L Portugal
176 M Spanjolska Limun / citranz Troyer
440 2 Hrvatska Limun / citranz Troyer

Uspjesnost inokulacije je kod svih indikatorskih biljaka 2008. godine potvrdena

metodom ELISA (Hanc¢evi¢ 2009). Do ovog istrazivanja 2015. godine, biljke su uglavnom

cuvane u stakleniku, no u vise sU navrata okoli$ni uvijeti, izuzetno vruca ljeta 1 hladne zime,

bili nepovoljni za replikaciju virusa.
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Tablica 2. Opis uzoraka s pripadno$¢u filogenetskoj grupi virusa i njenim prosje¢nim
potencijalom za razvoj simptoma jamicavosti drva (u zagradi) te uoc¢eni simptomi jamic¢avosti
drva (0-bez simptoma, 3-najintenzivniji simptomi)

Oznaka uzorka (n = 46)

Filogenetska grupa

Simptomi jami¢avosti drva (SP)

10, Q3-2

15, Q3-1

16, Q3-1

29, Q3-2

33,Q3-1

42, Q3-2

1
(SP 1,5/3)

0

11, 440-1

19, 440-2

37, 440-2

44, 440-2

46, 440

2
(SP 2,5/3)

4, 8-2

9,8-1

21,8-2

28, 8-2

36, 8-1

8-1,8

3a
(SP 2,5/3)

5, Q57

23, Q57

35, Q57

38, Q57

48, Q57

4
(SP 3/3)

1,32-2

8,32-2

13, 32-2

30, 32-1

41, 32-1

3b+5
(SP 3/3)

12,176-2

18,176-1

25,176-1

40, 176-1

47,176

(SP 0)

6, 2-2

43, 2-2

5
(SP 0)

3, neg.kont.

22, neg.kont.

27, neg.kont.

45, neg.kont.

Kontrola

1i, C.wilsonii 3

2i, C.wilsonii 4

3i, C.wilsonii 5

4i, C.wilsonii 6

5i, C.wilsonii 7

6i, C.wilsonii 8

7i, C.wilsonii 7

8i, C.wilsonii 8

PIN[O|O[W[(OINO|O|O|O|CO(O|C(O|OC|O|C|O(N|OC(WW|IWIW|IW|W|IN|(PR|IOIMVW|FR|O|Pr|O|O|O|O|O|O |, |O|(FL|O
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Uzorkovanje biljnog materijala (tablica 2) za potrebe diplomskog rada provedeno
je na ukupno 38 biljaka meksicke limete iz kolekcije u Splitu, a kao kontrolna skupina u
istrazivanje je ukljuceno i 8 biljaka vrste Citrus wilsonii uzete iz staklenika Zavoda za
mikrobiologiju PMF-a, §to je ukupno Cinilo 46 biljaka. Biljke vrste Citrus wilsonii
pokazivale su simptome zaraze virusom CTV, no kod njih prisutnost virusa ranije nije bila
dokazana, niti je virus bio molekularno karakteriziran.

Kod svih uzoraka dezinficiranim Skarama uzeto je po 2-3 grancice, debljine 0.5-1 cm i

duljine 10-20 cm. Grancice su bili mladi izbojci sa zelenom korom sa kojih je naknadno skinuto
lisc¢e (slika 7).

Slika 7. Mladi izbojci agruma sa zelenom korom koristeni pri uzorkovanju.

Uzorci uzeti u Splitu su u kratkom vremenskom periodu pazljivo transportirani u
Zagreb zasticeni u plasti¢nim vre¢icama. Sa svih uzoraka grana prvo su priredeni poprec¢ni
prerezi debljine 3mm sa granéica koje su sadrzavale zelenu koru. Za pripremu prereza
koriSten je reza¢ za papir (slika 8) ¢ija ostrica i podloga su bili svaki puta o€iS¢eni i

dezinficirani radi izbjegavanja kontaminacije.
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Slika 8. Rezac papira koriSten za pripremu prereza grancica iste debljine.

Sa svakog uzorka napravljena su po 3 prereza sa korom, a zatim su grancice
oguljene (odstranjena je zelena kora, tj. floemsko tkivo). Oguljena zelena kora koriStena je
za pripremu homogenata za standardni postupak detekcije virusa metodom ELISA. Potom
su oguljen grancice vizualno pregledane na prisutnost simptoma jamicavosti drva Koji se
karakteristi¢no javljaju na drvu grancice, a €iji je intenzitet bio vrednovan od 0-bez
simptoma do 3-visoki intenzitet prema shemi opisanoj u tablici 3. Potom su i sa oguljenih

grancica napravljena po 3 poprecna prereza opisanim postupkom.

Tablica 3. Shema za procjenu intenziteta simptoma jamicavosti drva (SP)

Intenzitet simptoma Broj jamica na 10cm drva biljke
0 (bez simptoma) 0
1 (blag) 0-25
2 (sredniji) 25-100
3 (jak) > 100

3.2 Seroloska detekcija metodom ELISA

Seroloska detekcija metodom ELISA provedena je koriStenjem komercijalnog
kompleta reagensa proizvodaca LOEWE Biochemica (Citrus tristeza virus Complete Kits / 96,
kataloski broj 07099C/096). Komplet reagensa sadrzavao je sve potrebne reagense (primarna
poliklonska protutijela iz zeca, protutijela konjugirana alkalnom fosfatazom, ekstrakcijski
pufer, pufer za ispiranje, konjugacijski pufer, supstrat p-nitrofenilfosfat, pufer za pripremu

supstrata pozitivnu i negativnu kontrolu te potrebne mikrotitarske plo¢ice. Sastav navedenih
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pufera opisan je u tablici 4. Proizvodi su drzani u hladnjaku (oko 4°C) prema uputama

proizvodaca.

Tablica 4. Sastav pufera sadrzanih u komercijalnom kompletu reagensa za detekciju virusa
CTV metodom ELISA

Pufer Komponente
Pufer za vezanje primarnih | NaxCO3
protutijela NaHCO3
Pufer za ispiranje NaCl
Na:HPO4 x 12 H20
KH2PO4
KCI
Tween 20
Konjugat/Pufer za polivinil pirolidon (K10-K40)
ekstrakciju i pripremu govedi serum albumin
konjugiranih protutijela NaN3
Pufer za pripremu supstrata | dietanolamin
MgCl, x 6 H.O

Procedura detekcije virusa CTV metodom ELISA provedena je koristeci dva pristupa:
klasi¢ni iz homogeniranog floemskog tkiva (zelena kora) 1 modificirani (izravno iz popre¢nih
prereza sa i bez kore, a bez prethodnog homogeniranja). Koraci pri testiranju su prikazani u
tablici 5. Prvi je korak bio je vezanje antigen-specifi¢nih antitijela (IgG) na jazice mikrotitarske
plocice. Slijedio je dodavanje uzorka koji potencijalo sadrzi antigen, antigen se vezuje za
imobilizirani 1gG, formirajuci kompleks antigen-protutijelo. Na nastali kompleks veze se
sekundarno protutijelo konjugirano enzimom alkalna fosfataza (IgG-AP). Nakon dodatka
supstrata p-nitrofenilfosfat alkalna fosfataza (AP) ga razgraduje do p-nitrofenola koji je Zuto
obojen u sluéaju pozitivne seroloske reakcije. Razvoj ove boje primjetan je vizualno, ali je
intenzitet obojenja mjeren instrumentalno pri 405 nm u uredaju fluorimetru FLUOSstar optima
microplate Reader (BMG LABTECH) nakon 1 i 2 sataod dodatka supstrata. Nakon svakog
koraka inkubacije, reagensi se uklanjaju pomocu pufera za ispiranje tijekom vise koraka (200

ML po svakom koraku ispiranja).
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Tablica 5. Koraci u seroloskoj detekciji virusa CTV metodom ELISA

. . | Koli¢in .. N
Korak Razrjedenj a po Inkubacij | Temperatur | Ispiranj
e reagensa N a a e
jazici
Razrijediti
1.Vezanje primarnog | IgGu
protutitijela (1gG) za | omjeru 0.2ml 4h 37°C 4x
oblaganje 1:200 u
puferu
2.Dodavanje uzorka
(200 pL ekstrakta ili | Razrijediti
200 pL uzorke u
ekstrakcijskog pufera | omjeru 1:20 | 0.2ml | preko no¢i 4°C 4x
na prerez u puferu
grancice/modifikacija
)
3.Vezanje Razrufa_dltl
protutijela u
sekundarnog omiery
protutijela ) J 0.2ml 4h 37°C 4x
e 1:200 u
konjugiranog uferu
alkalnom-fosfatazom | P
Otopina
4.Dodatak supstrata | supstrata 0.2ml 1h sobna -
200 pL

Pri klasi¢nom postupku, uzorci zelene kore su homogenizirani u sterilnom tarioniku uz

dodatak ekstrakcijskog pufera, dok su kod modificiranog pristupa prerezi direktno stavljeni u

jazice na mikrotitarskim plo¢ama, te im je dodan ekstrakcijski pufer.

Svaki je uzorak testiran u triplikatu (3 ekstrakta, 3 prereza s floemom i 3 prereza bez

floema). ELISA pozitivne i negativne kontrole su, takoder, testirane u triplikatu u obliku

ekstrakata. Pozitivnim reakcijama smatrani su uzorci ¢ije su vrijednosti minimalno tri puta vece

od negativne kontrole.
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4. REZULTATI

4.1. Detekcija virusa CTV standardnim ELISA-testom

Ispitani uzorak ¢inio biljni materijal uzet sa ukupno 46 biljaka. Biljke meksic¢ke limete
uspjesno su zarazene virusom CTV 2008. Godine, dok za biljke vrste Citrus wilsonii prisutnost
virusa nije bila dokazana. Standardni pristup detekcije metodom ELISA koriStenjem ekstrakata
floemskog tkiva dao je rezultate prikazane u tablici 6.

Ukoliko promatramo distribuciju virusa tristeza u indikatorskim vrstama agruma
primjenom standardnog postupka detekcije virusa CTV metodom ELISA koristenjem
izoliranog 1 homogeniziranog floemskog tkiva zarazene biljke (negativna reakcija ELISA testa,
pozitivna reakcija ELISA testa) od ukupnog broja ispitivanog uzorka (46), njih 47,8% (22) nije
bilo zarazeno visusom tristeza, dok je njih 52,2% (24) pokazivalo pozitivnu reakciju, odnosno

bilo je zarazeno virusom CTV sedam godina nakon zarazavanja (tablica 6).
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Tablica 6. Rezultati detekcije virusa CTV standardnim ELISA-pristupom koriste¢i ekstrakte

floema te modificiranim pristupom koriste¢i poprecne prereze sa i bez floema.

Filogenetska pripadnost virusa
CTV
(intenzitet simptoma
jamicavosti drva)

Sifra uzorka

ELISA
ekstrakt

ELISA
prerez s
floemom

ELISA
prerez bez
floema

Simptomi
jamicavosti
drva

1
(SP 1,5/3)

10

o

15

16

=+ |

+

+

29

33

+

+

+

42

2
(SP 2,5/3)

11

+

19

37

44

+

+

+

46

3a
(SP 2,5/3)

4

+

+

+

9

21

+ |1

28

36

8-1

4
(SP 3/3)

5

23

35

38

48

+ |+ |+ |+ |+ |+

3b+5
(SP 3/3)

1

8

13

30

41

A ESEA TSRS B R R N R N

N EEEEEREE EEEREREY ERERERERE

+ |+ |+ |+

M
(SP0)

12

18

25

40

47

5
(SP0)

6

43

NEG. KONT.

3

22

27

45

C. wilsonii

1i

2i

=+ [

+ |1

3i

4i

+

5i

+ [+ |

6i

7i

+

8i

+
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Usporedba sedmogodisnjeg prezivljenja razlikovala se kod uzoraka inicijalno zaraZzenih
razliitim virusnim genotipovima (tablica 6). Tako su virusni genotipovi s najviSim
potencijalom razvoja simptoma jamicavosti drva (filogenetske grupe 4 te kombinacija grupa 5
i 3b) pokazali 100%-tno “prezivljenje”. Grupe s ne$to manjim potencijalom razvoja simptoma
jamicavosti drva (filogenetske grupe 3a i 2) pokazale su manje sedmogodiSnje “prezivljenje”
(83,33% i 40%). Grupa 1 s najmanjim opisanim potencijalom za razvoj simptoma jami¢avosti
drva dala je “prezivljenje” od 33,3%, dok je u grupama koje ne uzrokuju ovaj tip simptoma (5
i M)“prezivljenje” bilo 0%. . UocCena je korelacija izmedu simptoma jamiCavosti drva i

dugotrajnog “prezivljenja” virusa (slika 9)

120.00%

100.00% 100.00%

100.00%
83.33%
80.00%
60.00%
40.00%
40.00% 33.33%
20.00%
0.00% 0.00%

0.00%
Grupa 1l (SP Grupa2 (SP Grupa3a(SP Grupa4 (SP Grupa3b+5 GrupaM (SP Grupab5 (SP
1,5/3) 2,5/3) 2,5/3) 3/3) (SP3/3) 0/3) 0/3)

Simptomi jamicavosti

% Prezivljenje

Slika 9. Postotak prezivljenja virusa CTV ovisno o pripadnosti genotipu

24



4.2. Detekcija virusa CTV modificiranim ELISA-testom

U slucaju primjene modificiranog postupka detekcije virusa CTV metodom ELISA
koristenjem nehomogeniranih popreénih prereza stabljika s korom, od ukupnog broja
ispitivanih uzoraka (46), pozitivna i negativne reakcija zabiljezena je u po 23 uzorka.

Usporedba rezultata standardne i modificirane metode pokazala je visoku pouzdanost
rezultata dobivenih modificiranim pristupom. U samo jednom od 46 uzoraka modificirana
metoda dala je rezultat drugaciji od standardne ELISA-metode. KoriStenjem oba pristupa
odsutnost virusa dokazana u 47,8% uzoraka, dok je njegova prisutnost potvrdena u 50%
uzoraka. Neidenti¢ni rezultat dobiven je u 1 sluéaju (2,2%), kada je standardna detekcija
ukazala na prisutnost virusa, a modificirani postupak ne. U 97,8% slu¢ajeva, i standardna
ELISA metoda i modificirana ELISA metoda primjenjena na popreénom prerezu grane sa
korom, daju isti rezultat, odnosno izmedu ove dvije metode postoji visok stupanj

korelacije.(Tablica 7)

Tablica 7. Ucestalost reakcija na prisustvo virusa CTV prema nacinu primjene ELISA metode
(standard i modificirani/prerez uzorka sa korom)

Rezultat ELISA testa - prerez sa
Prisustvo CTV korom Ukupno
negativan pozitivan
Rezultat ELISA negativan 47,8% (22) 0 47,8% (22)
testa - standard | ) itivan 2,2% (1) 50,0% (23) 52,20 (24)
Ukupno 58,7% (27) 50,0% (23) 100,0% (46)

Modificirani postupak takoder je primjenjen u svrhu eventualne detekcije virusa u drvu
biljaka koje pokazuju simptome jamicavosti. Ovaj su puta koriSteni poprecni prerezi bez
floemskog tkiva, a dobiveni rezultati usporedeni su s pojavom i intenzitetom uo¢enih simptoma
jamicavosti drva. Od ukupnog broja uzoraka (46), kod 58,7% (27) nisu nadeni simptomi
jamicavosti drveta, dok je 41,3% (19) uzorka pokazalo simptome razli¢itog intenziteta, od
blagih do jakih. Prisutnost, odnosno odsutnost simptoma jamiCavosti drva u skladu s
hipotezom, dokazana je i modificiranim ELISA-pristupom u 82,6% slucajeva. U preostalaih
17,4% rezultati su bili proturijecni. U 4 slucaja (8,7%) simptomi su bili prisutni, no

modificirani pristup nije potvrdio prisutnost virusa u prerezima bez floema. Takoder, u 4
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slucaja (8,7%) modificirani pristup potvrdio je prisutnost virusa u prerezima bez floema, iako

biljke nisu pokazivale simptome jamicavosti drva(tablica 6).
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5. RASPRAVA

U Republici Hrvatskoj virus tristeza prisutan je od samih pocetaka uzgoja agruma te se
pretpostavlja da je u zemlju introduciran zarazenim sadanicama. S obzirom na postojanje
preduvjeta koji pogoduju njegovom rasprostranjivanju, prisutnost vektora i velika raznovrsnost
virusnih genotipova, nuzno je provoditi kontinuiranu kontrolu nasada kakva je praksa i u
ostalim mediteranskim zemljama. Zbog iznimne genomske raznovrsnosti virusa CTV na naSim
prostorima postoji i realna opasnost od rasprostranjivanja izuzetno patogenih genotipa virusa
iz Hrvatske u susjedne mediteranske zemlje, gdje uzgoj agruma predstavlja znacajnu
ekonomsku granu, a gdje ove izuzetno virulentne varijante do sada nisu zabiljezene (Cerni
2009).

Seroloska detekcija metodom ELISA zbog svoje cijene, jednostavnosti primjene i
mogucnosti testiranja velikog broja uzoraka istovremeno jo$ uvijek predstavlja najpogodniji
test za detekciju virusa CTV. Budu¢i da standardna izvedba testa podrazumijeva prethodnu
mehanic¢ku obradu floemskog tkiva te njeno homogeniranje koristenjem sterilnih tarionika, Cilj
rada bio je provjeriti moguénost koriStenja popre¢nih prereza grancica s floemskim tkivom,
odnosno zelenom korom, za ovu analizu. Ovakvim modificiranim pristupom vrijeme pripreme
uzorka bi se skratilo, a postupak se pojednostavio i pojeftinio. Razlog tome je da je prereze
granCica lako mogucée prirediti i direktno na polju prilikom uzorkovanja. Koristenjem
steriliziranih nozica sprijecila bi se medusobna kontaminacija uzoraka, a uzorci bi se analizi
mogli podvrgnuti puno brZe te bi se izbjegla potreba koriStenja sterilnih tarionika.

Promatrajuéi karakteristike uzorkovanih biljaka, glavninu uzorka je ¢inila meksicka
limeta, ciljano inokulirana 2008. godine svim opisanim genotipovima virusa CTV s ciljem
bioloske karakterizacije, odnosno odredivanja fenotipa koji odredeni genotipovi daju na ovoj
indikatorskoj biljci. Meksicka limeta odabrana je iz razloga $to od svih indikatorskih biljaka
daje naj$iri raspon simptoma pri infekciji razli¢itim genotipovima. Broj uzoraka inokuliran
razli¢itim genotipovima bio je podjednak. Po Sest uzoraka bilo je inokulirano virusom CTV
genotipa 1 i 3a, po 5 genotipovima 2, 4, 3b+5 i M, dok su dva bila inokulirana virusom CTV
iz filogenetske grupe 5. Meksicka limeta razvija predvidljive simptome zaraze vidljive u roku
od 2-6 mjeseci u stakleniku s kontroliranom temperaturom od 18-25°C (Wallace i Drake 1951,
Al-Senan i sur. 1997). Testiranje provedeno po inokulaciji potvrdilo je da su sve inokulirane
biljke bile su CTV-pozitivne i dale simptome karakteristicne za pojedini virusni genotip.
Prisutnost virusa bila je potvrdena metodom ELISA, a intenzitet simptoma jamicavosti drva

kvantificiran je za svaku skupinu.
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Primjenom standardnog postupka detekcije virusa CTV, metodom ELISA koristenjem
homogeniziranog floemskog tkiva, u ovom je istrazivanju preko polovice uzorka je pokazivalo
pozitivnu reakciju, odnosno pokazalo sedmogodisnje “prezivljenje”. Razlog za neocekivano
nisko “prezivljenje” vjerojatno lezi u utjecaju nepovoljnih vremenskih uvijeta (susa, izrazito
visoke i niske temperature) kojima su biljke u ovom periodu bile izlozene. 1z literature je
poznato da vanjski faktori, osobito temperatura, imaju utjecaj na replikaciju brojnih biljnih
virusa, pa tako i na replikaciju virusa tristeza (Cowell i sur. 2016). Temperatura utje¢e na
biologiju virusa i odreduje stopu replikacije. Redukcija replikacije moze inhibirati sistemi¢nu
infekciju, utjecati na intenzitet simptoma, sintezu odredenih proteina te uspjeSnost detekcije
virusa CTV seroloskim metodama. Od genotipova koji ne izazivaju simptome jamicavosti (M
I 5) drva niti jedan nije prezivio 7 godina nakon zarazavanja. Genotip koji izaziva blaze
simptome (1) prezivio je u trecini zarazenih stabala. Genotipovi koji izazivaju snaznije
simptome(2 1 3a) su pokazali mnogo bolje prezivljenje; 83,33% 1 40%, dok su najsnaZniji
genotipovi (4 i 3b+5) pokazali 100% prezivljenje. Pretpostavka ovog istrazivanja je da
genotipovi koji uzrokuju jamicavost imaju sposobnost boljeg ,,prezivljanja“ jer se moguce
razmnoZzavaju u zivim stanicama drva. Razmnozavanje virusa CTV u tkivu drva do sada nije
literaturno zabiljezeno, aliliteratura pokazuje kako su kod nekih drugih biljnih virusa, Turnip
mosaic virus, Cestice detektirane i u floemskom tkivu (Wan i sur. 2015) . Ovo bi objasnilo
zapazanje oivog istrazivanja da ulazak virusnih Cestica u tkivo drva moze pomoc¢i pri
prezivljenju nepovoljnih ekoloskih uvjeta i osigurati dugogodisnje ,,prezivljanje* virusa CTV

Pri primjeni modificiranog postupka detekcije virusa CTV metodom ELISA
koriStenjem nehomogeniranih popre¢nih prereza stabljika zarazene biljke sa zelenom korom
(floemom), rezultati istrazivanja bili su u skladu s onima dobiveni standardnim ELISA-
protokolom. Samo u jednom od 46 sluc¢ajeva modificiranim pristupom nije detektiran virus koji
je uspjesno detektiran standardnim pristupom. Pretpostavka je da prerez s korom daje sli¢ne
rezultate kao 1 homogenizirana kora zbog fizi€kog oStecenja stanica prilikom pripreme prereza,
Sto dovodi do oslobadanja virusa iz stanica. Takoder u ekstrakcijskom puferu se nalazi snazan
sufraktant tween 20 koji dovodi do liziranja stanica biljke. Zakljucak je da postoji znacajan,
veoma Visok stupanj pouzdanosti rezultata standardne i modificirane ELISA metode kada su
primijenjene na homogeniziranom floemu i poprecnom prerezu grane s korom. Sli¢an pristup
koristi se i kod metode DTBIA (Direct Tissue Blot Immunoassay) gdje se stani¢ni sok nakon
popre¢nog presjecanja tkiva otiskuje na membranu na kojoj se kasnije radi seroloska detekcija
virusa. | ova metoda pokazuje visoku podudarnost rezultata s klasicnom ELISA-detekcijom

(Hancevi¢ 1 sur. 2012). KoriStenje prereza s korom je znacajno skratilo vrijeme i pripremni
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postupak potreban za detekciju prisustva virusa. Takoder je moguce pripremiti uzorak za
detekciju na samom mjestu uzorkovanja u nasadu, ¢ime se izbjegava potreba za pohranom
uzoraka i mehanickom obradom floema koriStenjem sterilnih tarionika. Ovaj pristup pokazao
je obecavajuce rezultate 1 zasigurno ga je potrebnooptimizirati i iskusati na drugim virusnim
modelima.

Pristup ELISA-detekcije u kojem su koriSteni popre¢ni prerezi bez floema, s odstranjenom
zelenom korom, s ciljem detekcije samo onih genotipova koji uzrokuju jamic¢avost drva dao je
obecavajuce, ali ne ipotpuno pouzdane rezultate. Pretpostavka je bila da bi zbog eventualne
lokalizacije virusnih Cestica u drvu, gdje su i vidljivi simptomi, ovim pristupom uspjeli
detektirati samo genotipove koji uzrokuju ove simptome. Kada se usporede vanjski simptomi
uoceni na oguljenim grancicama i rezultati ELISA-testiranja istih grancica, uoceno je nekoliko
nesukladnosti. U cetiri slucaja virus je detektiran u prerezu bez kore unato¢ nedostatku
simptoma jamicavosti drva. Ova nepodudarnost se moze objasniti time da u mladoj grancici
virus nije prisutan u odgovarajucoj koncentraciji kako bi uspio izazvati simptom vidljiv kao
jamicavost drva. U druga 4 slu¢aja virus nije detektiran u prerezu, iako je biljka pokazivala
simprome jamicavosti. Moguci razlog ovakvog rezultata je da zbog nasumic¢nog odabira
prereza virusne Cestice nisu detektirane na odredenom dijelu grandice, iako bi na drugom
prerezu mozda bile detektirane. Kako bi se ova pretpostavka potvrdila, potrebno je provesti
dodatna istrazivanja.

Buduc¢i da nismo imali pristup zarazenim stablima nismo mogli provjeriti postojanje simptoma
jamicavosti drva. . Ova metoda detekcije, iako su zabiljezeni odredeni problemi, pokazuje
potencijal za detekciju sojeva koji izazivaju jamic¢avost. Ovo je prvi predlozeni pristup koji bi
omogucio ovakvu selektivnu detekciju SP-genotipova. Pretpostavka da se genotipovi Kkoji
1zazivaju jamicavost razmnozavaju i u parenhimskim stanicama drva se moze istraziti u idu¢im
istrazivanjima. Istrazivanje koje su proveli Wan i sur. 2015. godine na virusu mozaika repe
(Turnip mosaic virus, TUMV) je pokazalo, pomocu fluorescijske mikroskopije, da se virusne
Cestice krecu kroz floem i ksilem. U skladu s tim je rezultat ovog rada koji bi nadalje trebalo
provjeriti primjerice fluorescencijskom mikroskopijom Kkoriste¢i obiljeZzena protutitijela
specificna za protein virusa CTV. Poprecni prerez bez kore bi bio inkubiran sa obiljezenim
antitijelima i promatralo bi se postojanje replikacijskih proteina u stanicama drva.

Nazalost, zbog fenomena ozdravljenja svih biljaka zarazenih genotipovima koji ne uzrokuju
jamicavost drva, u istrazivanju nije bilo prave negativne kontrole, §to bi u buduc¢im

istrazivanjima takoder trebalo ispraviti.
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6. ZAKLJUCAK

Pretpostavka istrazivanja bila je da ¢e modificirana metoda uz koristenje prereza grana
s floemom dati rezultate identi¢ne onima dobivenim iz ekstrakata floema, dok ¢e koristenje
prereza grana bez floema dati pozitivne rezultate samo kod biljaka sa simptomima jamicavosti

drva. U skladu sa zadanim ciljevima izvedeni su sljedec¢i zakljucci:

1. Standardnom ELISA-detekcijom potvrdena je prisutnost virusa u 52,2%
testiranih uzoraka, S$to ukazije na relativno nisko sedmododis$nje prezivljenje
virusa tristeza u inficiranim indikatorskim biljkama.

2. Stopa sedmogodi$njeg prezivljenja virusa CTV u indikatorskim biljkama
razlikovala se kod razli¢itih virusnih genotipova. Opcenito, genotipovi koji
uzrokuju simptome jamicavosti drva (genotipovi 1, 2, 3a, 3b i 4) pokazali su
vece prezivljenje od genotipova koji ne uzrokuju jamicavost drva (genotipovi
M i 5), kod kojih se tijekom sedam godina, vjerojatno zbog nepovoljnih utjecaja
okolisa, dogodila spontana eliminacija virusa.

3. Usporedba standardnog i1 modificiranog (koriStenje poprecnog prereza drva s
floemom) pristupa ELISA dala je gotovo identi¢ne rezultate. Modificirana
metoda pokazala je neSto manju osjetljivost, odnosno dala je identi¢an rezultat
u 97,8% slucajeva.

4. Modificirana metoda uz koriStenje prereza drva bez floema pokazala je
potencijal za detekciju virusnih genotipova koji uzrokuju jamicavost drva. U
8,7% slucajeva prisutnost virusa u drvu nije bila dokazana ovim pristupom,
unato¢ vidljivim simptomima jamicavosti. U sljedec¢ih 8,7% slucajeva unatoc
detekciji virusa u drvu modificiranom ELISA-metodom, simptomi jamicavosti

nisu vizualno uoceni.
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