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1. UVOD

Temelji biljne virologije postavljeni su krajem 19. st. nakon godina ulaganja napora da
se pronade uzrok patoloskih mozai¢nih promjena na biljkama. Istrazivacki rad usmjeren
prvenstveno na patoloske promjene duhana i publikacije Bijerincka dale su klju¢an doprinos
konceptualnim promjenama i razvoju spoznaje o postojanju infektivnih faktora za koje se
kasnije ispostavilo da su virusi (Bos 1999). Tim velikim korakom za fitopatologiju se uslo u
razdoblje fitovirologije i procvata spoznaje o bioloskim karakteristikama i ucdincima
pripadnika tog zanimljivog dijela biosfere. Proucavanje patogenih virusa obiljezilo je Citavu
disciplinu iz prakti¢nih, ekonomskih i metodoloskih razloga, a odredilo je i opcenitu
predodzbu o biljnim virusima kao parazitima (Roossinck 2010). lako je opisano preko 3704
virusne vrste iz najmanje 112 porodica (Simmonds i sur. 2017) od kojih su samo dio biljni
virusi (oko 900 vrsta), danas je jasno da je znanost samo ,,zagrebla ispod povrsine* virosfere.
Pronalazak mnostva kriptickih (danas zvanih ,,perzistentni) virusa u posljednjim desetlje¢ima
I razvoj metagenomike nagovijestili su postojanje potpuno druk¢ijeg svijeta biljnih virusa:
sveprisutnih, a pritajenih simbionata koji mogu biti komenzali, ali i mutualisti (Marquez i sur.
2007, Nakatsukasa-Akune i sur. 2005, Roossinck 2010). Neparazitska simbioza izmedu virusa
i domacina za oba ¢lana stvara drukgiji bioloski kontekst u kojem se evolucija moze odvijati
na druk¢iji nacin, na $to | upuéuju zanimljive osobitosti perzistentnih virusa (Liu i sur. 2010,
Roossinck 2015, Roossinck 2010, Song i sur. 2013). Razli¢itost takozvanih ,,zivotnih stilova“
virusa (Roossinck 2010) u spletu s velikom raznolikosc¢u strukture i funkcije genoma temelj je
za razvoj osebujnih adaptivnih mehanizama (Holland i sur. 1982, Roosinck 2005). Kratki
ciklusi, maleni genomi i ogroman broj replika viruse ¢ini prikladnim modelom za proucavanje
evolucije nukleinskih kiselina i molekularnih interakcija u kontekstu sloZenih simbiotskih

odnosa (Roossinck 2005, Roossinck 2001).



1.1. VIRUSI UZROCNICI AKUTNIH BILIJNIH BOLESTI

,ZAkutni biljni virusi, kako ih naziva Roosinck (2010) imaju vaznu zajedni¢ku
znaCajku — uzrokuju patoloske promjene u biljaka. Kao takvi su od klju¢nog znacaja za
ljudsku egzistenciju i djelatnosti pa su i znanstveni napori kroz povijest bili usmjereni na njih.
Opseg patoloskog utjecaja na biljku ovisi o brojnim faktorima vezanima i za tip virusa i za
domacinsku biljku. Oboljenje opc¢enito moze zavrSiti oporavkom, smréu biljke ili prelaskom u
kroni¢nu infekciju (Roossinck 2010). Virusi se bioloski razlikuju u sposobnosti da uzrokuju
infekciju, pokrenu patoloski proces te dosegnu i odrze visok stupanj patogenosti. S druge
strane, fitness biljke-domacina (zdravlje, dob, genom) modulira utjecaj virusne prisutnosti te
u konacnici ishod moze varirati za razli¢ite skupine domacina (http://www.dpvweb.net/).
Razvoj patoloskog procesa u pravilu je ocit i lako se moze pratiti makroskopskim pregledom
fenotipskih promjena na biljci. Simptomi virusne replikacije i rasprostranjivanja kroz biljna
tkiva su brojni i varijabilni, ¢esto nespecifi¢ni, ali uvijek odrazavaju neku vrstu poremecaja
fiziologije. Uobicajene su mozai¢ne pojave na listovima, kloroticna i1 nekroti¢na podrucja,
usporeni rast i krzljavost, kovréanje te usporavanje ili izostajanje razvoja generativnih ili
vegetativnih biljnih dijelova (http://www.dpvweb.net/). Sve od navedenog dovodi do
smanjenja kona¢nog prinosa u poljoprivredi pa je od iznimne vaznosti saznati §to viSe o
putovima i mehanizmima prijenosa virusa, patogenezi te faktorima rezistencije i razviti
metode kontrole i suzbijanja epidemija (Ingwell i sur. 2012, Wilson 2014). Upravo
epidemijski razmjeri Cesto obiljezavaju pojavu virusnih oboljenja, a razloga je viSe. Za
pocetak, Virusi visoke virulencije sa Sirokim krugom domacina lak$e i brze pronalaze
kompatibilnog domacina te uspjesnije pokrecu i odrzavaju patoloski proces. Nadalje,
monokulturni uzgoj biljaka smanjene geneticke raznolikosti i ujedna¢enog genetickog profila
prostorno i fizioloski osigurava osjetljivu domacinsku populaciju (Roossinck 2010). Globalna
razmjena sadnog materijala i prehrambenih proizvoda nekontrolirano u biljne zajednice uvodi
strane vrste te povecava rizik za introdukciju virusa na koji nativne biljke nisu adaptirane i
koji u tim uvjetima moze prouzroCiti Stete velikih razmjera (Roossinck 2013). Takoder,
prilagodenost razli¢itim nainima prijenosa (horizontalno vektorima, mehanickom
inokulacijom; vertikalno sjemenom) potencira Sirenje infekcije te osigurava rezervoare i

kontinuitet pojavnosti virusa (http://www.dpvweb.net/).



1.1.1. PRENOSIVOST BILJNIH VIRUSA

1.1.1.1. Horizontalni prijenos

Vecina virusa koji uzrokuju biljne bolesti se uspjesno horizontalno prenose (Roossinck
2010). Unutar biljke krecu se kroz razna tkiva i ¢esto uzrokuju sistemsku infekciju dok je
prijenos izmedu biljaka posredovan razli¢itim vektorima (Safari i Roossinck 2014, Wilson
2014). Za najveci postotak prijenosa virusa u prirodnim uvjetima odgovorne su fitofagne
skupine ¢lankonozaca, u prvom redu kukci (lisne usi, Stitasti moljci, skakavci, resokrilci,
kornjasi), a medu njima su najvaznije lisne usi (Ng i Perry 2004, http://www.dpvweb.net/).
Virioni se tijekom oSte¢ivanja biljnog tkiva prihvaéaju za usne organe Zivotinja te s istih
otpustaju prilikom hranjenja na drugoj biljci. Lisne usi su Cesti 1 djelotvorni vektori zbog
intenzivne hranidbene aktivnosti — ispituju kvalitetu i prikladnost svake biljke na kojoj se
zateknu te njihovi usni organi za bodenje lako dolaze u kontakt s biljnim sokom (Gray i
Banerjee 1999). lako je za prijenos viriona dovoljan kratak kontakt infektivhog soka i usnih
organa, mora postojati molekularna kompatibilnost izmedu komponenti kapside viriona i
povrsine usnih organa te zato za svaku vrstu virusa postoji (veci ili manji) krug odgovarajuc¢ih

vektora (Ng i Perry 2004, Palukaitis i Garcia-Arenal 2003).

Mehani¢ka manipulacija zarazenim biljnim materijalom tijekom raznih agrotehnickih
postupaka ¢esto uzrokuje prijenos infekcije; alati, ruke i ostali predmeti takoder djeluju kao
vektori te se u skladu s tim rizikom moraju tretirati (Wilson 2014). Kontakt biljnih tkiva mogu
prouzrociti i parazitske biljke (primjerice Cuscuta sp.) ¢ija vaskulatura ¢ini koridor za
transport virusa izmedu dvije biljke; u nekim slucajevima moze omoguciti i replikaciju virusa
te tako postati (sekundarni) domacin i rezervoar (http://www.dpvweb.net/). Osim navedenim
horizontalnim putevima, ,,akutni virusi se mogu prenositi i vertikalno gametama odnosno

sjemenom (Roossinck 2010, http://www.dpvweb.net/).



1.1.1.2. Vertikalni prijenos — prijenos sjemenom

Prilagodenost na vertikalni prijenos ¢esto je od klju¢nog pozitivnog znacenja za Vvirus i
negativnog za zdravlje biljaka. lako je prenosivost virusa koji uzrokuju akutne bolesti
sjemenom opcéenito malena (http://www.dpvweb.net/), na nekoliko nacina podrzava Sirenje
viroza. Sjeme je fizicka poveznica izmedu generacija; virioni sposobni doseci sjeme i zadrzati
infektivnost mogu osigurati kontinuitet zaraze izmedu generacija, pod uvjetom da roditeljska
biljka zavr$i generativni ciklus. Sjeme kao transportni sustav takoder sprjeava izlaganje
viriona okolisnim uvjetima te smanjuje vjerojatnost narusavanja integriteta i funkcije virusne
Cestice. Posljedi¢no djeluje i kao spremiste koje osigurava opstanak i prisutnost virusa, ali i

transport na velike udaljenosti, vrlo intenzivan u globalnoj trgovini (http://www.dpvweb.net/).

lako adaptivan, za viruse uzro¢nike akutnih biljnih infekcija prijenos sjemenom nije
primaran ni pouzdan nacin prijenosa. Stope prenosivnosti uvelike se razlikuju u ovisnosti o
vrsti virusa i domacinskoj biljci te upucuju na slozenosti procesa koji u konaénici dovode do
potentne infekcije sjemena (de Assis i Sherwood 2000, http://www.dpvweb.net/). Da bi virus
mogao doseci sjeme, osnovni preduvjet je prilagodenost na transport kroz biljna tkiva. Virioni
uneseni u, primjerice, tkivo lista ubodom lisne usi moraju aktivirati molekularne mehanizme
koji ¢e im omoguciti kretanje iz stanice u stanicu do vaskularnih tkiva te potom u generativne
dijelove sve do gametofita. Na tom duga¢kom i kompliciranom putu mogu se isprijeciti razne
barijere domacinske obrane ili molekularne nedostatnosti virusa (Palukaitis i Garcia-Arenal
2003). Nadalje, virus u sjemenu ne mora nuzno biti infektivan i u prisutan dovoljnoj Koli¢ini
da prouzroc¢i patoloski proces u mladoj biljci. Istrazivanja su takoder pokazala da o smjestaju
viriona u sjemenu ovisi vjerojatnost razvoja infekcije u mladici te da je infekcija embrija, a ne
tegumenta ili endosperma temelj za navedeno (de Assis i Sherwood 2000). Povrh toga, sama
inficiranost embrija ne dovodi nuzno do oboljenja mladice; ¢ak 1 kad se infekcija mlade biljke

ustanovi, ¢esto je asimptomatska (de Assis i Sherwood 2000).

Osim sistemske infekcije majcinske biljke koja dovodi do infekcije gametofita, virioni
sjeme mogu zaraziti i putem peluda. Prenosivost virusa gametama takoder varira izmedu vrsta
virusa, ali 1 spolova pa je tako u nekim slucajevima vjerojatniji prijenos virusa putem zenskog

gametofita (de Assis i Sherwood 2000).



1.1.2. RODOVI Potyvirus i Cucumovirus

Virusi iz rodova Potyvirus (porodica Potyviridae) i Cucumovirus (porodica
Bromoviridae) su virulentni i poznati patogeni sa Sirokim krugom biljnih domacina.
Rasprostranjeni su globalno i zarazavaju poljoprivredno i ekonomski vazne kultivirane biljke
u kategorijama povréa, voca, uljarica, drvnih 1 ostalih industrijskih biljaka
(http://www.dpvweb.net/). Genom gradi (+) jednolan¢ana RNA te ima karakteristi¢no visoke
frekvencije mutacija, Sto dovodi do brze divergencije i formiranja kvazivrsta (Roossinck
2010, Safari i Roosinck 2014, Holland i sur. 1982). Velika raznolikost i varijabilnost virusne
vrste znacajni su u patogenezi, dijagnostici i epidemiologiji jer se formiraju i bioloSke razlike
izmedu virusnih varijanti iste vrste (http://www.dpvweb.net/). Prijenos ovih virusa u prirodi
primarno se odvija neperzistentno posredstvom lisnih usi. Kukci virus tijekom hranjenja brzo
stjeCu 1 brzo predaju, a viruliferni ostaju relativno kratko vrijeme (nekoliko minuta do
nekoliko sati) (Lopez-Moya 2009). Epidemije ¢esto uzrokuju propadanje usjeva i velike
ekonomske stete pa je znanosti U cilju doznati §to vise o epidemiologiji i razvoju virulencije te
djelovati na rezistenciju biljke genetickim modificiranjem i poticanjem obrambenih

mehanizama.

1.1.2.1. Virus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV)

CMV pripada rodu Cucumovirus (porodica Bromoviridae). To je jedan od
najvirulentnijih i najrasprostranjenijih biljnih virusa. Ima najsiri poznati krug domacina medu
biljnim virusima koji broji preko 1200 vrsta biljaka iz vise od 100 porodica divljih i
kultiviranih biljaka te se javlja se u svim klimatskim zonama od umjerenog do tropskog
pojasa (http://www.dpvweb.net/). Simptomatologija varira ovisno o domacinu i virusnom
soju te ukljuc¢uje mozaik, kloroze, nekroze, krzljavost, a po¢inje se razvijati nekoliko dana
nakon inokulacije (Accotto i sur. 1998, Mochizuki i Ohki 2012). CMV prenosi oko 80 vrsta
lisnih usi od kojih su najznacajnije Myzus persicae i Aphis gossypii (Palukaitis i Garcia-
Arenal 2003). Alternativno se prenosi vilinom kosom u kojoj se i replicira, mehanickom
inokulacijom i zaraZzenim biljnim sokom te sjemenom (Roossinck 2001, (http://www.dpvweb.

net/). Prenosivost sjemenom se kre¢e u rasponu od 1-50% ovisno o CMV-soju, biljci-


https://www.researchgate.net/profile/Gian_Paolo_Accotto

domacdinu te zarazenosti biljnih roditelja (podrijetlo od maj¢inske, o¢inske ili obje biljke), a
najefikasnija je medu mahunarkama i travama ((http://www.dpvweb.net/). Virioni mogu biti
prisutni u embriju, endospermu i tegumentu, kao i polenu (Palukaitis i Garcia-Arenal 2003,
Yang i sur. 1997). Iako varijabilna, prisutnost virusa u sjemenu je ¢esto kritiéna upravo zato

§to omogucéava dugorocni opstanak virusa i neo¢ekivano izbijanje zaraze u novim podrucjima.

Genom CMV-a, kao i ostalih ¢lanova porodice ¢ine tri genomska segmenta (+)
jednolancane (eng. single-stranded, ss) RNA (RNAL1, 2 i 3), a u pregledima molekularnih
virusnih vrsta u stanici vidljiva su zbog specifiéne virusne translacijske strategije i dva
subgenomska segmenta. Genomski s pripadaju¢im subgenomskim segmentima pakiraju se u
kapside odvojeno tako da se stvara tri vrste izometri¢nih viriona razli¢itog sedimentacijskog
koeficijenta. Inokulacija svih genomskih RNA nuzna je za infektivnost. Segmentiranost
genoma doprinosi varijabilnosti i evolucijskom potencijalu jer omogucava razmjenu svih
segmenata unutar vrste te RNA3 izmedu vrsta (Palukaitis i Garcia-Arenal 2003, Roossinck
2005, Roossinck 2001).

Neki sojevi CMV-a nose satelitsku RNA (satRNA) — kratku, linearnu ssRNA koja se
bez CMV-a kao virusa pomagaca (eng. helper virus) ne moze replicirati. Prisutnost sSatRNA
tijekom infekcija moze djelovati na razlicite na¢ine, od izostanka utjecaja preko pogorsanja do

slabljenja simptoma izazvanih infekcijom (Roossinck 2001, Palukaitis i Garcia-Arenal 2003).

1.1.2.2. Virus mozaika repe (Turnip mosaic virus, TUMV)

Virus mozaika repe pripada rodu Potyvirus (porodica Potyviridae). Kao i CMV, ima
Sirok krug domacina (biljne vrste potjecu iz 20 porodica dvosupnica) i rasprostranjen je
globalno. U prirodi ga neperzistentno prenosi 40-50 vrsta lisnih u$i, medu kojima su
najznacajnije vrste Myzus persicae i Brevicoryne brassicae. Kukci virus stjecu i predaju u
novu biljku u manje od minute, a zadrzavaju ga manje od 4 h. Relativno dugo zadrzava
stabilnost u biljnom soku pa se lako prenosi tijekom mehani¢kih manipulacija
(http://www.dpvweb. net/). Prijenos sjemenom, s druge strane, je puno rjeda pojava o kojoj za

neke vrste gotovo nema podataka (http://www.dpvweb. net/).

Simptomatologija uklju¢uje brojne patoloske pojave, primjerice pjegavost i Crna

nekroti¢na podrucja (kupus, cvjetata) te mozai¢nost, krzljavost i distorzije listova (repa,
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repica, bijela repa, rotkvica, gorusica). Razlike u virulenciji sojeva kao i specifi¢ni odgovori
domacinske biljke proizvode varijacije u tipu i intenzitetu simptoma (http://www.dpvweb.
net/).

Virioni TuMV-a su, kao i u ostalih ¢lanova porodice Potyviridae, fleksibilni
filamentozni Stapic¢i s (+) SSRNA genomom. Dijagnosti¢ki znacajno svojstvo ¢lanova Citave
porodice je proizvodnja inkluzija nalik na vjetrenjace u zarazenim stanicama prema kojima se
mikroskopski mogu razlikovati od drugih wvrsta virusa (Lopez-Moya i sur. 20009,

http://www.dpvweb.net/).

1.1.2.3. Virus obi¢nog mozaika graha (Bean common mosaic virus,
BCMV)

Virus obi¢nog mozaika graha takoder pripada rodu Potyvirus te s virusom mozaika
repe dijeli sli¢nosti strukture genoma i viriona, kao i sposobnost tvorbe karakteristicnih
inkluzija (Lopez-Moya 2009, http://www.dpvweb.net/). BCMV se pronalazi globalno, ali u
odnosu na CMV i TuMV prirodno ima puno uzi krug domacina — zarazava Vvrste iz roda
Phaseolus, dominantno Phaseolus vulgaris L. (obi¢ni grah) te nekoliko kultiviranih i divljih
vrsta mahunarki. Na obi¢nom grahu uzrokuje dvije osnovne skupine simptoma - mozaik te
sustavnu nekrozu, koji se javljaju ovisno o kombinaciji soja virusa i genotipa domacina te
stadiju u kojem je biljka zarazena (http://www.dpvweb.net/, Petrovi¢ i sur. 2010).
Simptomatologija BCMV-a je pretezno karakteristi¢na, ali nije dovoljna za makroskopsku
identifikaciju uzro¢nika jer i druge vrste virusa uzrokuju sli¢nu patolosku sliku, npr. CMV ili
virus zutog mozaika graha (Bean yellow mosaic virus, BYMV). BCMV je stabilan i lako se
prenosi zarazenim biljnim sokom, u kojem infektivnost zadrzava 1 nekoliko dana. U prirodi ga
neperzistentno prenosi nekoliko vrsta lisnih usi, medu kojima su najznacajnije Acyrthosiphon
pisum, Aphis fabae i Myzus persicae koje virus stjecu i predaju u nekoliko desetaka sekundi
(http://www.dpvweb.net/). Vrlo znacajno za rasprostranjenost i pojavnost BCMV-a je visoka
prosjeéna uspjesnost prijenosa sjemenom. Ovisno 0 genotipu biljnog domacina i soju virusa
postotak potomstva zaraZenih roditelja koji razvijaju simptome mozaika moze sezati i do
83%. Sjeme se moze inficirati putem zenskog i muskog gametofita. Virus pretezno inficira

embrio, a postojanost u sjemenu moze zadrzati i do 30 godina (http://www.dpvweb.net/).



1.2. VIRUSI KOJI UZROKUJU PERZISTENTNE ZARAZE

Virusi koji neopazeni perzistentno zarazavaju biljke otkriveni su u drugoj polovici 20.
stolje¢a. Njihovo postojanje je oku znanosti dugo izmicalo zbog ovog intrigantnog i
zanimljivog bioloskog svojstva (Roossinck 2010). Izuzev nekoliko iznimaka koje ipak u
domacinima izazivaju odredene promjene (Nakatsukasa-Akune i sur. 2005, Pfeiffer 1998, Xie
i sur. 1994), infekcije uzrokovane ve¢inom poznatih ,,perzistentnih virusa“ potpuno su
asimptomatske odnosno ne uzrokuju fenotipske promjene. Prvotni naziv ,kripticki virusi
odrazavao je navedeno (Roossinck 2015), dok naziv ,,perzistentni virusi¢ upucuje na kasnije
otkrivene osobitosti — osim $to su neprimjetni i prividno benigni, infekcija koju uspostave je
(u vecini slu¢ajeva) trajna, neizljeciva i nasljedna. Takvi virusi su prisutni u svim tkivima
domacina tijekom niza generacija, a kontinuitet zaraze ostvaruju iskljucivo vertikalnim
prijenosom putem gameta odnosno sjemena ¢ija je uspjeSnost gotovo 100% (Roossinck
2015). Jo$ jedna zanimljiva i definirajua znacajka je potpuni izostanak virusnog
horizontalnog transporta. Osim $§to se infekcija nijednim poznatim putem, primjerice
vektorima ili cijepljenjem, ne moze prenijeti na drugu biljku, nema dokaza o ikakvoj
mogucnosti kretanja virusa izmedu stanica u tkivima (Roossinck 2010). Sustavna infekcija se
razvija iskljucivo uslijed diobe stanica te je pasivni transport citoplazmom jedini put do nove
stanice (Safari i Roossinck 2014). Takav niz bioloskih osobitosti omoguéava razvoj osobitog
odnosa izmedu virusa i domacina, potpuno drukéijeg od onog izmedu patogenih virusa i
njihovih domacina. Podrijetlo ,,perzistentnih virusa“ je nepoznato, a o pritiscima Kkoji su
usmjerili njihovu evoluciju se nagada. Ipak, jasno je da primjenjuju drukcije adaptivne
strategije od virusa akutnih infekcija. Za pocetak, uspjesnost prijenosa sjemenom je garancija
kontinuiteta infekcije i rasprostranjivanja. Uz regulaciju veli¢ine populacije u stanici, kao i
efekta na molekularne procese moguce je otvaranje stabilne niSe za virus Ciju ¢e prisutnost
biljka mo¢i podnijeti. ,,Perzistentni virusi¢ pokazuju kako izgleda drugo lice fitness-a biljnih
virusa: proizvodnja malih populacija i (¢ini se) mala geneticka raznolikost, izostanak
horizontalnog transporta i narusavanja biljne fiziologije osigurava stalnog, pouzdanog
domacina. To je ujedno temelj za dalje razvijanje simbiotskog odnosa izmedu dvije strane te
razvoj novih adaptacija (Safari i Roossinck 2014). Jasno je da ,,perzistentni virusi® postoje u
biljkama kao komenzali, ali vjerojatno i kao mutualisti. Spoznaja o njima nas uci da je

generalna predodzba o virusima kao patogenima nuspojava povijesnog tijeka razvoja znanja



iz biljne virologije (Marquez i sur. 2007, Nakatsukasa-Akune i sur. 2005, Roossinck 2010).
Navedeno dobro dopunjuje procjena rasprostranjenosti perzistentnih virusa u prirodi. Cini se
da u divljim populacijama ¢ine 50-70% virusa dostupnih analizama. Razvoj metagenomike
dao je maha potrazi za skrivenim biljnim simbiontima i omogucéio proSirivanje opsega

podataka baziranog na prou¢avanju perzistentnih infekcija u kultiviranim biljkama.

Perzistentni biljni virusi potjecu iz nekoliko porodica biljnih virusa: Partitiviridae,
Endornaviridae, Chrysoviridae i Totiviridae i ve¢inom imaju dvolan¢ani RNA-genom
(Roossinck 2015, Safari i Roossinck 2014). Nalazi upucuju na njihovu prisutnost Sirom
biosfere: velike dSRNA pronadene su u protistima, gljivama, oomicetama, biljkama, ali i u
zivotinjama (Fukuhara i sur. 2006). Filogeneticke analize upucuju na sloZenu evoluciju koja
se odvijala u domacinima raznih carstava i1 vjerojatno ukljucivala viSestruke razmjene
genskog materijala s domacinima. U prilog tome govori S$iroka prisutnost sekvenci
homolognih virusnima u genomima prokariota i eukariota koje su relikti pradavnih infekcija i
svjedocanstvo o genskoj razmjeni tijekom evolucijske povijesti (Liu i sur. 2010, Song i sur.
2013).

1.2.1. ROD Endornavirus

Postojanje endornavirusa ustanovljeno je tek pocetkom 90-ih godina proslog stoljeca.
Kratak istrazivacki period otkrio je najbitnije o najmladoj skupini virusa, ali se o njoj i dalje
vrlo malo zna. Opisano je tek 12 virusnih vrsta smjestenih u rod Endornavirus, zasad jedini
rod u porodici Endornaviridae (http://ictvonline.org/). Svi endornavirusi imaju obiljezja
»perzistentnih virusa“, a pronadeni su u biljkama, gljivama i oomicetama (Fukuhara i sur.
2006). Imaju dvolancani (eng. double-stranded, ds) RNA-genom veli¢ine izmedu 9,8 i 17,6
tisuca baznih parova (kbp) bez kapside koji je u stanici zastiCen vezikularnim tvorbama
(Okada i sur. 2013). Mogu zaraziti vazne usjeve, primjerice rizu, grah, bob, papriku, jeGam i
papar. U nekim njihovim kultivarima gotovo je nemoguce naéi jedinku koja ne nosi
endornavirus. Osim §to daje uvid u dio zajednickog evolucijskog puta virusa i domacina u
kontekstu domestikacije, taj podatak pokrece pitanja o karakteru takve simbioze.
Asimptomatske infekcije, mali i relativno konstantan broj replika u stanicama te gotovo
maksimalna efikasnost prijenosa isklju¢ivo sjemenom i sporama ¢ine bioloski temelj za razvoj
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mutualistickih odnosa (Okada i sur. 2013, Roossinck 2013). Testiranje hipoteza o0 mutualizmu,
kao 1 parazitizmu c¢e tek uslijediti, a otezava ih Cesta nedostupnost neinficiranih biljaka za
usporedbu. Kontrole su nuzne jer utjecaj virusa na fenotip moze biti suptilan i naoko
neprimjetan, pozitivan kao i negativan. 1z navedenog slijedi moguc¢nost da su endornavirusi
indirektno selektirani tijekom evolucije nekih skupina biljaka zbog unaprjedenja fitness-a

domacina.

O evoluciji endornavirusa se malo zna, kao 1 o evoluciji perzistentnih virusa opcenito.
Filogenetske analize jasno upucuju na veliku slozenost i modularnost u razvoju kompozicije
genoma recentnih virusa. Jedna od mogucnosti je da su evoluirali od arhai¢nih mikovirusa
nakon skoka izmedu carstava ¢emu u prilog idu geneticke i ekoloske slicnosti. Takoder je

moguce da su dijelove genetskog materijala stekli i od bakterija.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

CMV, BCMV i TuMV znacajni su biljni patogeni sa Sirokim krugom domacina koji
Cesto uzrokuju Stetu na kultiviranim biljkama (Wilson 2014). Uz visoku infektivnost i
patogenost, pojavi i Sirenju virusnih infekcija doprinose razlic¢ite mogucnosti prijenosa virusa.
Sva tri virusa se prenose primarno horizontalno, posredovanjem kukaca-vektora, a prijenos je
mogu¢ 1 infektivnim biljnim sokom tijekom rukovanja i mehanic¢ke inokulacije. Iako je
postotak prijenosa navedenih  virusa vertikalnim putem tj. sjemenom malen
(http://www.dpvweb.net/), sve se vise razmatra zbog vaznosti u uvjetima monokulturnog
uzgoja. Takoder postoje virusi koji se isklju¢ivo prenose sjemenom poput ¢lanova nedavno
otkrivene porodice Endornaviridae. Endornavirusi perzistiraju u domacinskoj biljci i ne
uzrokuju bolesti; Stovise, njihova prisutnost u biljci je fenotipski neprimjetna (Okada 1 sur.
2013, Roossinck i sur. 2011). Prenosivost sjemenom je bioloSka znacajka koja povezuje ovdje
istrazivane viruse kojima domacini mogu biti mahunarke. Cilj ovog diplomskog rada je
istraziti prisutnost navedenih virusa u biljkama dobivenima iz komercijalno dostupnog
sjemena razli¢itih vrsta mahunarki, kao i popratnu simptomatologiju, te potvrditi njihovu
vertikalnu prenosivost 1 krug domacina kao vazne bioloSke odrednice pojedinih virusa. Ovo bi

ujedno bilo prvo istraZzivanje endornavirusa u Hrvatskoj.

11


http://www.dpvweb.net/

3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. PUFERI I OTOPINE

3.1.1.1. Puferi i otopine za izolaciju dsSRNA

Fenol zasi¢en natrijevom luzinom (Acros Organics, UK)
Kloroform (Kemika, Hrvatska)
3 M Na-acetat, pH 5,5 (Kemika, Hrvatska)
96%-tni etanol (Gram Mol, Hrvatska)
SDS (10%-tna otopina, Sigma-Aldrich, SAD)
Celuloza CF-11 (Sigma-Aldrich, SAD)
10xSTE-pufer : 1 M NaCl (Alkaloid, Makedonija)
0,5 M Tris (Alkaloid, Makedonija)
10 mM EDTA (Kemika, Hrvatska)
pH 6,8 (podeseno s konc. HCI, Kemika, Hrvatska)
1XSTE/16%-tni etanol
TE-pufer: : 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5
10xTAE-pufer, Kemika, Hrvatska
400 mM Tris

200 mM Na-acetat
10 mM Na-EDTA, ph 7,2 (podesen ledenom octenom kiselinom)
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3.1.1.2. Puferi i otopine za elektroforezu u agaroznom gelu

Agaroza, Sigma Chemical, SAD
10xTBE-pufer, Lonza, SAD

0,89 M Tris-borat, 0,02 M EDTA, pH 8,3
IXTAE-pufer (pripreman razrjedivanjem 10xTAE-pufera)
Otopina boje za nanoSenje uzoraka, 6x Loading Dye, Fermentas, Litva
Tris-HCI (10 mM), pH 7,6
Bromfenol-plavilo (BFB) 0,03% (w/v)
Ksilen-cijanol FF 0,03%
Glicerol 60% (v/v)

EDTA (60 mM) (w/v)

3.1.1.3. Puferi i otopine za poliakrilamidnu gel-elektroforezu

10xTAE-pufer

Poliakrilamidni nativni gel, 6%-tni
Akrilamid (AA) 40%-tni, Merck, Njemacka
Bis-akrilamid (BIS) 2%-tni, Merck, Njemacka
TEMED 2%-tni, Fluka Chemie, Svicarska

Amonijev persulfat (APS), 10%-tni, Fluka Chemie, Svicarska

13



3.1.2. ENZIM | PUFER ZA TRETMAN DNazom

RQ1 RNase-Free DNase, 1U/ul, Promega, SAD

RQ1 DNase 10X Reaction Buffer, Promega, SAD

3.1.3. STANDARDI ZA ODREDIVANJE MOLEKULARNE MASE
dsRNA

GeneRuler High Range DNA Ladder, 0,5 pg/uL, Thermo Fisher Scientific, SAD

Duljine fragmenata u baznim parovima (bp): 48502, 24508, 20555, 17000, 15258,
13825, 12119, 10171

Za primjenu u gelu razrijeden je 5 puta vodom za PCR.

100 bp DNA Ladder, 0,5 ng/uL, New England Biolabs, SAD

Duljine fragmenata (bp): 1517, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500/517, 400, 300,
200, 100

1 kb DNA Ladder, 0,5 ng/uL, New England Biolabs, SAD

Duljine fragmenata (bp): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1000, 500
¢X174 DNA/BsuR1 (Haelll) Marker 9, 0,1 ng/uL, Thermo Fisher Scientific, SAD

Duljine fragmenata (bp): 1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118, 72

Za primjenu u gelu razrijeden je 5 puta vodom za PCR.
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3.1.4. POCETNICE, ENZIMI I OTOPINE ZA RT-PCR

3.1.4.1. Pocetnice za detekciju virusa

CMV : CMV RNA 2-R, CMV RNA 2-F
BCMV: Dbcmyv, Ubcmv

TuMV: M4T-R, Sprimer-F
Endornavirusi: Endor-R, Endor-F

Pocetnice CMV RNA 2-R i CMV RNA 2-F proizveo je Invitrogen, SAD, a sve ostale
Macrogen, Republika Koreja. Podaci o specificnosti po€etnica nalaze se u potpoglavlju 3.2.6.,

Tablica 3.

3.1.4.2. Enzimi i otopine za RT-PCR

MULYV reverzna transkriptaza, 50 U/puL, Applied Biosystems, SAD
5XxM-MLV reakcijski pufer (sadrzi MgCl,), Promega, SAD

AMV reverzna transkriptaza, 300 U/uL, Promega, SAD
SuperScript 11 reverzna transkriptaza, 200 U/uL, Invitrogen, SAD
MgCl,, 25 mM, Promega, SAD

dNTP Mix, 10mM, Invitrogen, SAD

Inhibitor RNaze, 20 U/uL, Applied Biosystems, SAD

10x PCR Buffer 11 (bez MgCl,), Applied Biosystems, SAD

5X Colorless GoTaq Flexi Buffer, Promega, SAD

GoTag DNA polimeraza, 5 U/ul, Promega, SAD
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3.1.5. BILINI MATERIJALLI

Biljno tkivo koristeno kao izvor dsRNA potjece od 4 vrste mahunarki (grah, Phaseolus
vulgaris L.; grasak, Pisum sativum L.; bob, Vicia faba L.; slanutak, Cicer arietinum, L.) i
sezama (Sesamum indicum L.). Biljke su uzgojene iz komercijalno dostupnog sjemena u
stakleni¢kim uvjetima u Botanickom vrtu Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu tijekom proljetnih mjeseci 2015. godine (Sl. 1.). Zasadeno je 20 biljaka svakog
kultivara. Od svake dobro razvijene biljke prikupljeno je 500 mg tkiva listova i koristeno u
procesu ekstrakcije. Kao dodatne kontrolne biljke za detekciju endornavirusa iz sjemena su
uzgojene Cili paprike i paprike babure (Tab. 12.), no iz njih su ekstrahirane ukupne RNA
pomoc¢u komercijalnog kompleta kemikalija (RNeasy, Qiagen, SAD) u postupku koji nije bio
dio mog diplomskog rada. Zbog prakti¢nosti prikaza rezultata, popisi koriStenih biljaka s
opisom njihovih znacajki prikazane su u poglavlju Rezultati (Tab. 8., Tab. 9., Tab. 10., Tab.
11., Tab. 12.).

Slika 1. Staklenicki uzgoj dijela sjemenjaka mahunarki koristenih u ovom radu.
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3.2. METODE

3.2.1. UZGOJ BILJAKA I PRACENJE FENOTIPSKIH PROMJENA
TIJEKOM RASTA

Za potrebe istrazivanja u standardnim stakleni¢kim uvjetima (prirodno osvjetljenje
dugog dana, 21-30°C, min. 70% relativna vlaznost) je zasadeno ukupno 220 biljaka, tj. po 20
od svakog kultivara graha, boba, graska, i slanutka, te 20 biljaka sezama. Rast i razvoj od
pojave klijanaca pracen je i dokumentiran u redovitim tjednim razmacima. Svaka biljka je
detaljno pregledavana u potrazi za fenotipskim nagovjeStajima viroze; posebna pozornost
posvecivana je mozai¢nim, klorotiénim i nekroticnim pojavama. Biljke su fotografirane te su

biljezeni podaci o klijavosti i ostalim potencijalno zna¢ajnim promjenama na habitusu.

3.2.2. IZOLACIJAVIRUSNIH dsRNA

Analiza dsRNA je prakti¢na 1 korisna metoda za detekciju prisutnosti virusa u biljnim
tkivima. DsRNA vece relativne molekulske mase je redovito indikator replikacije virusa, a
koli¢ina 1 duljina fragmenata veéinom odrazava strukturu virusnog genoma. Ova
dijagnosticka metoda nije specificna za pojedini virus, ali dobar odabir tkiva i pravilno
provodenje postupaka omogucava brzo postavljanje hipoteze o postojanju viroze, a ponekad i

o tipu virusa (na razini virusne porodice).

Metoda izolacije dsRNA iz biljnog tkiva koriStena u ovom istrazivanju ukljucuje
kromatografski postupak razdvajanja dvolancanih ribonukleinskih kiselina od ostalih u
smjesi. Temelji se na selektivnom vezanju dsRNA za celulozni prah (CF-11) suspendiran u
puferu s volumnim udjelom etanola oko 16 % (16,5 % za najbolje rezultate). Propustanje
ekstrakta ukupnih nukleinskih kiselina kroz kolonu dovodi do adsorpcije dsRNA na Cestice
celuloze uz propustanje ostalih molekula. Ispiranje kolone ¢istim STE-puferom (bez etanola)
oslobada i eluira dsSRNA (Dodds 1993, Kearney i sur. 1990).
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3.2.2.1. Priprema kromatografskih kolona

U epruvetama od 12 ml pomijeSan je 1 g celuloze CF-11 sa 5 ml 1xSTE-pufera koji
sadrzava 16% etanola; smjesa je mijeSana na vibracijskoj mijesalici uz oprez da ne zaostanu
mjehuri¢i zraka. Epruvete su ostavljene na stalku na sobnoj temperaturi da se sadrzaj slegne.
Prije upotrebe kolona odliven je supernatant te je ostavljen tanak sloj tekucine iznad stupca

kako se isti ne bi osusio.

3.2.2.2. Ekstrakcija

Uzorci su pripremani od svjezih listova dviju biljaka, ukupne mase 1 g. Listovi su
smrznuti tekué¢im duSikom i homogenirani u sterilnom tarioniku. Homogenat je prebacen u
Cistu epruvetu od 12 ml, dodano je 4 ml 2xSTE-pufera te je sadrzaj protresen nekoliko puta.
Epruvete s homogenatima ¢uvane su na hladnome dok za sve uzorke nije zavrsen taj korak.
Na 4 ml homogenata dodano je 6 ml fenola i 0,6 ml otopine SDS-a, oko 1 min mije$sano na
vibracijskoj mijesalici te centrifugirano 5 min na 11 000 rpm-a (bez hladenja). Automatskom
pipetom je potom u novu epruvetu preneseno oko 3 ml gornje, vodene faze. Dodan je isti
volumen kloroforma, smjesa je mijesana na vibracijskoj mijeSalici oko 1 min te centrifugirana
5 min (11000 rpm-a, bez hladenja). Vodena faza (4 ml) je prebacena u novu epruvetu te joj je
dodano 640 pL 96%-tnog etanola tako da koncentracija istog u svakom uzorku bude 16%.
Ovisno o izmjerenom volumenu vodene faze za pojedini uzorak, prilagodavan je volumen
etanola tako da se osigura volumni udio od 16%. Sadrzaj zatvorene epruvete promijesan je

okretanjem nekoliko puta.

Uzorci su potom automatskom pipetom preneseni na unaprijed priredene
kromatografske kolone. Adsorpcija na stupac osigurana je mijeSanjem na vibracijskoj
mijesalici 30 - 40 s, zatim centrifugiranjem 3 min (11000 rpm-a, bez hladenja). Pazljivo je

odliven supernatant.

Stupac celuloze je od pigmenata i ostalih necistoc¢a ispran dodatkom 5 ml 1XSTE-
pufera koji sadrzi 16% etanola, mijeSan na vibracijskoj mijesalici 15 s, centrifugiran 3 min te
je odbacen supernatant. Ispiranje je provodeno 3 puta kako bi se uklonili svi biljni pigmenti s

kolone i $to viSe potencijalnih kontaminiraju¢ih tvari. Pri tome je boja stupca sa svakim
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ispiranjem bila sve bliza bijeloj kao kod Ciste celuloze.

Dvolan¢ana RNA adsorbirana na celulozu eluirana je s kolone dodatkom 1 ml cistog
hladnog 1XSTE-pufera; smjesa je snazno mijeSana na vibracijskoj mijeSalici 1 min te
centrifugirana 7 min. Vodena faza je bacena, a postupak je ponovljen sa 3 ml STE pufera.

Vodena faza je prebacena u Cistu epruvetu od 12 ml.

Dvolan¢ana RNA talozena je dodatkom 1/10 volumena Na-acetata i 3 volumena
hladnog (-20°C) 96%-tnog etanola (9ml) pri -20°C minimalno 2 h.

Dvolan¢ana RNA je nakon hladenja sakupljena centrifugiranjem pri 4°C u trajanju od
30 min (11000 rpm-a). Supernatant je odliven; markerom je oznacen polozaj taloga na dnu
epruvete te su sve epruvete okrenute otvorom prema dolje na stalku kako bi se visak tekucine
iscijedio na papir. Nakon 15-ak min epruvete su vraéene u polozaj otvorom prema gore i
ostavljene da etanol u potpunosti ispari. Tako osuSen talog dvolancane RNA je otopljen u 50
uL vode za PCR, uz oprez da se resuspenzijom automatskom mikropipetom dobro ispere
mjesto na kojem je talog bio, odnosno da se otopi sav raspolozivi talog. Ekstrakti su
pohranjeni na led odnosno na -20°C ukoliko dalje analize nisu slijedile u istom danu, te

analizirani elektroforezom.

3.2.3. SPEKTROFOTOMETRIJSKA ANALIZA CISTOCE UZORAKA

Na temelju elektroforetske analize izolirane dsRNA odabrano je 9 uzoraka (Tab. 16.)
koji su podvrgnuti spektrofotometrijskoj analizi radi utvrdivanja Cisto¢e i koncentracije
nukleinskih kiselina. Analiza je provedena u uredaju NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
SAD).

Apsorbancija je mjerena pri valnim duljinama koje predstavljaju apsorpcijske
maksimume za potencijalno prisutne molekule u uzorcima, a to su 260 nm (nukleinske
kiseline), 280 nm (proteini) te 230 nm (kontaminacijske soli i fenol) (Brozovi¢ i sur. 2007).
Na temelju dobivenih vrijednosti i njihovih omjera odredeni su tip i koncentracija nukleinskih

kiselina u uzorcima te je procijenjen stupanj njihove ¢istoce.
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3.2.4. TRETMAN DNazom

Tretman DNazom primijenjen je na 9 odabranih uzoraka (Tab. 16.) kao dodatni
purifikacijski korak s ciljem otklanjanja potencijalno prisutnih kontaminacijskih fragmenata

DNA. Primijenjeni postupci temelje se na preporukama proizvodaca enzima (Promega, SAD).

U volumen od 8 pl uzorka dodan je 1 ul pufera te 1 ul DNaze (1 U/ug). Smjesa je
inkubirana 30 min na 37°C. Potom je dodano 10 ul smjese fenola i kloroforma (1:1) te
centrifugirano 15 min na 3000g uz hladenje (4°C). Vodena faza je mikropipetom prebacenau
novu epruvetu te je dodano 30 pl 96%-tnog etanola i 1 pl Na-acetata. Obradeni uzorci
pohranjeni su na -20°C.

3.2.5. ELEKTROFORETSKA ANALIZA DVOLANCANE dsRNA i RT-
PCR-PRODUKATA

Budu¢i da su se u nekim slucajevima ocekivale dSRNA endornavirusa koji imaju
velike genome (9,8 — 17,6 kbp) bilo je potrebno provesti optimizaciju elektroforetske analize
(Okada i sur. 2013, Okada i sur. 2011). Ekstrahirana dsRNA elektroforetski je analizirana na
agaroznom i poliakrilamidnom gelu. U svrhu optimizacije postupka provedeno je nekoliko
elektroforeza na oba tipa gela u razli¢itim elektroforetskim uvjetima (gustoca gela, napon,

trajanje).

3.25.1. Elektroforeza na agaroznom gelu

Postupak pripreme agaroznog gela

0,8%-tna agaroza u 1XTAE-puferu, za 30 ml gela

U 30 ml pufera dodano je 240 mg agaroze i promije$sano; smjesa je zagrijavana u

mikrovalnoj pe¢nici (oko 2 min) dok se sve Cestice agaroze nisu otopile, a otopina postala
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bistra. Nakon $to se otopina malo ohladila, dopunjena je deioniziranom vodom do pocetnog
volumena i dodatno ohladena pod mlazom vode. Gel je izliven u prethodno pripremljeni
nosac za izlijevanje (10cm x 7 cm) Uz oprez da u gelu ne zaostanu mjehuri¢i zraka koji bi
narusili pravilno kretanje molekula kroz gel. Istovjetan postupak primjenjivan je i za pripremu
ostalih agaroznih gelova uz varijacije u postotku agaroze (0,4%-tna, 1%, 1,2% agaroza u
IXTAE-puferu).

Priprema uzoraka za nanoSenje na gel

Uzorci su izvadeni iz leda, otopljeni 1 centrifugirani. Na komadu parafilma
resuspendirano je 2 uL boje za nanoSenje s odredenim volumenom svakog uzorka (Tab. 1.).
Kao marker je koristen HR-marker, po 5 uL na svakome gelu. Agarozni gelovi bojani su u
etidij-bromidu (5 mg/ml, 10 min), odbojavani u vodi te promatrani na UV-transiluminatoru i

fotografirani.

Optimizacija uvjeta elektroforeze

Uzorci su testirani na razli¢itim tipovima gelova, 1 u razli¢itim uvjetima u inaicama

navedenima u Tablici 1:

Tablica 1. Uvjeti provodenja optimizacijskih elektroforeza na agaroznom gelu.

Inadice elektroforeze 1. | 2. | 3.

Gustoca gela (% agaroze ) | 0,8 | 0,4 | 0,8

Volumen uzorka (uL) 1010 | 5

Napon (V) 90 | 30 | 60

Trajanje (h) 2 15|15
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3.2.5.2. Poliakrilamidna gel-elektroforeza (PAGE)

Za analizu izolirane dsRNA metodom PAGE pripremljen je 6%-tni poliakrilamidni
gel u 1XTAE-puferu prema receptu (Tab. 2.) mijeSanjem sastojaka na magnetskoj mijesalici.
TEMED kao katalizator polimerizacije dodan je posljednji. Volumen od 20 ml dostajao je za 2
gela dimenzija 10,1 x 7,3 cm, debljine 1,0 mm. Smjesa je izlivena u pripremljene nosace

(Mini Protean Tetra Cell, BioRad, SAD) i ostavljena oko pola h da polimerizira.

Tablica 2. Sastav smjese za 6 %-tni poliakrilamidni gel u IXTAE-puferu (dostatno za 2 gela).

Sastojak Volumen
H,O (ml) 13,648
10XTAE-pufer (ml) 2
AA + BIS (29:1) (ml) 4
10 % APS (uL) 320
TEMED, konc. (uL) 32
Ukupni volumen (ml) 20

Uzorci su otopljeni i centrifugirani, na parafilmu resuspendirani s po 2 pL boje te

naneseni na pripremljeni gel.

Provedene su dvije optimizacijske elektroforeze u poliakrilamidnom gelu u sljede¢im
uvjetima: 110 V, 1 h, 7 uL uzorka te 110 V, 1,5 h, 10 pL uzorka. Druga kombinacija uvjeta

bila je prikladnija te je primijenjivana u narednim eksperimentalnim postupcima.
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3.2.6. UMNAZANIJE VIRUSNIH SEKVENCI REVERZNOM
TRANSKRIPCIJOM I LANCANOM REAKCIJOM

POLIMERAZE

Dijelove genoma virusa potencijalno prisutnih u uzorcima izolirane dsRNA pokusalo

se umnoziti metodom reverzne transkripcije i lanc¢ane reakcije polimeraze (RT-PCR). Sintezu

komplementarne DNA (cDNA) i njezino umnozavanje provodilo se uz pomo¢ pocetnica

razli¢ite specificnosti (Tab. 3.) u dva koraka: denaturacija dSRNA kalupa uz prisutnost r-

pocetnice i sinteza cDNA te umnozavanje cDNA.

Tablica 3. Karakteristike parova pocetnica koristenih u identifikaciji razli¢itih biljnih virusa
(RdRp — RNA-ovisna RNA-polimeraza).

Naziv Duljina
. . Sekvenca 5'- 3 amplikona | Diogenoma | lzvor
pocetnice
(bp)
CMvV
RNA 2-R GAGCGGTCACAAGAGAGTAG 2a F_’ro'fei_n G_aI—On
634 (podjedinica Isur.
Cmv GGAAATCACACCACCACTTA RdRp) 1998
RNA 2-F
MAT-R GTTTTCCCAGTCACGAC(T) Chen i
: GGXAAYAAYAGYGGXCAZCC c. 1700 RdRp sur.
Sprimer-F 2001
X=A,G,CiliT,Y=Tili C, Z=AIili G)
Dbcmv ACCACGCTGCAGCTAAAGAGAACA orotein XU i
i
. Hampto
Ubcmv AATCTAGATGATATCATACTCTCTA 1456 kapside N 1986
Endor-R CTAGWGCKGTBGTAGCTTGWCC Okada i
381 RdRp sur.
Endor-F AAGSGAGAATWATHGTRTGGCA 2011
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Sastojci za reakcijske smjese su prije upotrebe kratko promijesani i drzani na ledu.
Zavr$ne smjese su prije inkubacije kratko promijeSane i centrifugirane u stolnoj
mikrocentrifugi. Sastavi reakcijskih smjesa i uvjeti u kojima su se odvijali enzimski procesi
su varirani ovisno o ciljanom virusu i uspjeSnosti prethodnih reakcija u pokusaju da se dobije
Sto bolji rezultat (prikazano nize u tekstu). Reakcije su se odvijale u uredaju GeneAMP® 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD). Prilagodbe su provodene na temelju preporuka
proizvodaca enzima te protokola opisanih u znac¢ajnim radovima (Gal-On i sur. 1998, Okada i

sur. 2013, Okada i sur. 2011, Xu i Hampton 1996), ukoliko su bile potrebne.

3.2.6.1. Reverzna transkripcija

Procesu reverzne transkripcije prethodila je denaturacija dsSRNA kalupa uz prisutnost
r-pocetnice. Za pripremu RT-reakcije je u epruvete za PCR dodan odgovaraju¢i volumen
RNA-kalupa (Tab. 4.) i reakcijske smjese za sintezu cDNA (Tab. 5.). Smjesa za kalup je
prethodno inkubirana 5 min na 70°C (80°C za TuMV) i potom brzo ohladena na ledu. Smjesa
za sintezu cDNA CMV-a i BCMV-a je inkubirana 60 min na 42°C, za sintezu TuMV-a 45 min
na 42°C te 5 min na 95°C, a smjesa za sintezu cDNA endornavirusa 45 min na 42°C te 2 min
na 94°C.
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Tablica 4. Sastavi smjesa za denaturaciju dSRNA-kalupa prije reverznog prepisivanja s
pocetnicama za CMV, BCMV, TuMYV i endornaviruse.

Volumen (nL)
Sastojak
CMV | BCMV | TuMV | Endorna
Ekstrakt dsSRNA 3 0,6 2 3
R-pocetnica 3,136 | 3,316 - 3,3
Sterilna deH,O | 7,864 | 10,264 - 7,7
Ukupno 14 14,2 2 14

Tablica 5. Sastavi reakcijskih smjesa za sintezu cDNA uz reverzne pocetnice za CMV,
BCMYV, TuMV i endornaviruse (za 1 uzorak).

Volumen (nL)
Sastojak
CMV | BCMV | TuMV | Endorna

dsRNA kalup 14 14,2 2 14
Sterilna deH,0 - - 7 -

5x M-MLYV reakcijski pufer (bez MgCl,) 5 5 2 2,5
MgCl, (25 mM) 3 3 3 3
dNTP (10 mM) 5 5 2 4
MAT/R-pocetnica - - 2 -

Inhibitor RNaze - - 1 0,5
MuLV reverzna transkriptaza 1 1 1 1
Ukupno 28 28,2 20 25




3.2.6.2. Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Nakon RT-reakcije, 1 pL otopine cDNA je novim epruvetama dodan reakcijskoj smjesi
za PCR (Tab. 6.) Uvjeti umnozavanja cDNA prikazani su u Tablici 7. Procesi denaturacije,
vezanje pocetnica i produljenja lanaca odvijali su se kroz 35 ciklusa za CMV i BCMV, kroz
30 ciklusa za TuMV, te kroz 40 ciklusa za endornaviruse. Na kraju reakcije produkti su
ohladeni na 4°C te analizirani elektroforezom na 1,2%-tnom agaroznom gelu u 1XTAE-puferu

uglavnom u trajanju od 1h (11V/cm).

Tablica 6. Sastavi reakcijskih smjesa za PCR-umnazanje cDNA dobivene reverznim
prepisivanjem s pocetnicama za CMV, BCMV, TuMV i endornaviruse (za 1 uzorak).

Volumen (nL)
Sastojak
CMV | BCMV | TuMV | Endorna

Sterilna deH,0O 147 147 10 14,3

10x GoTag Flexy pufer (bez MgCl,) 2 2 4 5

MgCl, (25 mM) 1,6 1,6 1,25 3
dNTP (10 mM) 0,4 0,4 0,5 0,4
R-pocetnica 0,5 0,5 1 0,5
F-pocetnica 0,6 0,6 1 0,6

GoTag-polimeraza 0,2 0,2 0,25 1
Ukupno 20 20 18 24
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Tablica 7. Uvjeti PCR-umnazanja cDNA dobivene reverznim prepisivanjem uz pocetnice za

CMV, BCMV, TuMV i endornaviruse.

Dio ciklusa CMvV BCMV TuMV | Endorna
Pocetna denaturacija 95°2min | 95°2 min | 94°2 min | 94° 2 min
Denaturacija 95°30s 95°30s 94°30s | 94° 1 min
Vezanje pocetnica 56° 1 min | 53° 1 min | 47°50s | 50°45s
Produljenje lanaca 72°2min | 72°2min | 72° 1 min | 70°45s
Zavrsno produljenje 72° 10 min | 72° 10 min | 72° 5 min | 70° 5 min
Broj ciklusa: denaturacija —
vezanje pocetnica — produljenje lanaca % % %0 0

Kao pozitivna kontrola za CMV i TuMV kori$teni su uzorci dsSRNA ranije izolirane iz
inficiranog biljnog tkiva, koje je u slu¢aju TuMV-a bilo starije i neprovjerene kvalitete. Za
BCMV je koristena dSRNA iz biljnog tkiva sa simptomima koji su nalikovali na infekciju tim
virusom, ali to nije bilo i potvrdeno. Kontrolni uzorak za endornaviruse takoder nije
provjereno sadrZzavao virusnu dsRNA, ve¢ je odabran na temelju literaturnih podataka koji
upucuju na visoku incidenciju endornavirusa u paprici baburi (Okada i sur. 2011). Kao
negativna kontrola sluzila je sterilna voda bez kalupa i uzorci sezama u nekim skupinama

uzoraka.

3.2.7. SEKVENCIRANJE | ANALIZA PRODUKATA RT-PCR
REAKCIJE

Na temelju elektroforetske analize RT-PCR produkata odabranisu uzorci s potencijalno
prisutnim virusnim amplikonima te poslani u tvrtku Macrogen Inc. (Seul, J. Koreja) gdje je
(SequencherTM 5.4.3.,
http://www.genecodes.com/), a njihov identitet provjeren programom BLAST (Altschul i sur.
1990).

obavljeno standardno sekvenciranje. Sekvence su uredene
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4. REZULTATI

4.1. FENOTIPSKE PROMJENE NA BILIKAMA

Za potrebe ovog istrazivanja uzgojeno je 5 vrsta biljaka (ukupno 12 kultivara) iz
komercijalno dostupnog sjemena (Tab. 13). Njihov rast je prac¢en do faze razvoja generativnih
organa te su biljezene fenotipske promjene koje uobicajeno mogu odrazavati odredenu vrstu
infekcije biljnim virusima.

Klijavost se za razli¢ite kultivare kretala izmedu 40% i 100% (Tab. 8., Tab. 9., Tab.
10., Tab. 11., Tab. 12) te je u kona¢nici uspjelo 190 biljaka. Jedinke svih kultivara su opcenito
govoreéi izgledale zdravo, tj. bile su uglavhom bez znakova sustavnih oboljenja te bez
vanjskih nametnika. Ipak, na dijelu jedinki svih kultivara se mogla uociti lokalna pojava
razli¢itth promjena koje su nalikovale na virusne simptome. Na lis¢u nekoliko jedinki
kultivara graha (Sl. 2. A, B, C) javile su se mozai¢ne promjene te nekroti¢ne toc¢ke i podrudja,
kao i na nekim listovima boba. Lis¢e graska djelomi¢no je razvilo kloroze oko zila (Sl. 2. D).
Na jedinkama slanutka se mogao uociti poneki pozutjeli i1 savijeni list, a medu jedinkama

sezama se javljao sporiji rast i susenje rubnih dijelova listova (Sl. 2. E).
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Slika 2. Fenotipske promjene na uzgojenim mahunarkama koje mogu upucéivati na prisutnost
virusa: A, B - mozai¢ne promjene na listovima jedinki graha (P. vulgaris); C — nekroti¢ne
promjene na listovima jedinki graha; D — kloroti¢ne pojave na jedinkama graska (P. sativum);

E — Zutilo i suSenje rubnih dijelova listova sezama (S. indicum).

Tablica 8. Karakteristike koristenih kultivara graha (Phaseolus vulgaris L.).

Naziv i/ili fenotip “Starozagorski E°, Pit'avrlr?(;\r/l(taél‘l-en?:ki Zelendec' visoka mahuna
kultivara patuljasta mahuna mahun'ar ‘puter’, zuta
Laboratorijska PV 1 PV 2 PV 3 pvV4
oznaka
Podaci o proizvodi Impex s.r.l. pr0|zsvod| Ir_npex Domace, Ivan Domace, Ivan
odrijetlu Sementi, PD, Italy; s.I.l. Sementi, PD, Radosavljevié; Radosavljevi¢;
PO - S ’ Italy; uvozi . . ’ . . ’
proizvodnji uvozi AgroBonus AgroBonus okolica Bjelovara okolica Bjelovara

Sluzbeni podaci o

klijavost 89%;

klijavost 92%;

klijavosti i . . tretirano s Thiram - -
tretmanu tretirano s Thiram 50 50

Dobiveni podaci o 0 o 0
Klijavosti 100 % 95 % 80 %

75%
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Tablica 9. Karakteristike koriStenih kultivara graska (Pisum sativum L.).

Pisum sativum L. (Fabaceae)

Naziv i/ili fenotip . . . “Kelvedon “Telefon’; P'CICQ!O icki
kultivara American wonder wonder* o . Provenzale’; niski ,
u penjacica, kasni rani
Laboratorijska PS1 PS 2 PS 3 PS 4
oznaka
Podaci o roiij\fc:gir]:rsggéoﬁérna niski; Impex s.r.l Franchi Sementi, Franchi Sementi,
roizvodnii P Coo Pétrovaradin Sementi; uvozi Grassobbio (BG), Grassobbio (BG),
P ) P, ' AgroBonus Diba - Charm Diba — Charm

Srbija

Sluzbeni podaci o

netretirano sjeme

klijavost 83%;
tretirano s Thiram

netretirano sjeme,
standard; Klijavost
90%

netretirano sjeme,
standard; klijavost
100%

klijavosti i
tretmanu 50

DOb'll’I?jr;'V%OS‘tjiaC' 0 60 % 75 % 70 % 85 %

Tablica 10. Karakteristike koriStenih kultivara boba (Vicia faba L.).
Vicia faba L. (Fabaceae)
Naziv kultivara “Superaguadulce’ "Aguadulce’
Laboratorijska oznaka VF 1 VF 2
Podaci o proizvodnii proizvodnja Impex s.r.l. Sementi, Padova, IT; | Franchi Sementi; uvozi Diba
P . uvozi AgroBonus — Charm
Klijavost 80 %

klijavost 87 %; tretirano s TMTD 50, Classe

Sluzbeni podaci o klijavosti i
tretmanu 111 (Thiram 50)
Dobiveni podaci o klijavosti 90 % 80 %
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Tablica 11. Karakteristike koristenih kultivara slanutka (Cicer arietinum L.).

Cicer arietinum L. (Fabaceae)
Laboratorijska CcA
oznaka
Podaci o podrijetlu i kc_)nzu(;nm;
roizvodnji proizvedeno u
P Kanadi
razbem pocact o netretiran
klijavosti i tretmanu
Doblve_z_m poqam 0 0%
klijavosti

Tablica 12. Karakteristike koristenih kultivara sezama, paprike babure i ¢ili papricice.

Sezam Paprika babura
Vrsta (Sesamum (Capsicum annuum Cili papri¢ica (Capsicum annuum L.)
indicum L.) L.)
Nazw_kultlvgra ili Konzumni bijeli Nepoznato 'Peruvian Purple'
fenotip kultivara
Laboratorijska oznaka Sl Cal Ca2
Podaci o podrijetlu i Uganda; Domace, Svjetlana Matg.r|1al kO.J' se konsju u prakvt!kumu 2
- . s >, kolegija Hortikultura (ljubaznoséu doc. dr.
proizvodnji Alnatura, DM Sitina, Ivani¢ Grad S u ex
sc. R. Sostari¢)
SluZbeni podaci o Eko uzgoj, Eko uzgoj,

klijavosti i tretmanu

netretirano sjeme

netretirano

Netretirano

Dobiveni podaci o
klijavosti

100 %

80%

90%

4.2,

ELEKTROFORETSKA ANALIZA EKSTRAKATA dsRNA

Metodom ekstrakcije dSRNA obradeno je tkivo 180 biljaka te je dobiveno ukupno 118

uzoraka, od kojih 95 uzoraka dsRNA eksperimentalnih biljaka, 13 kontrolnih uzoraka dsRNA

iz biljaka potencijalno ili provjereno zarazenih razli¢itim virusima (Tab. 12., Tab. 14, Tab.
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15.), 1 uzorak nezarazenog tkiva N. megalosiphon (Tab. 15 ) te 9 uzoraka obradenih DNazom

(Tab. 16.).

Tablica 13. Pregled izoliranih uzoraka dsRNA prema vrstama i kultivarima
mahunarki te podaci o provedenim RT-PCR detekcijama uz pocetnice za CMV,
TuMV, BCMV i endornaviruse (Ev).

Phaseolus vulgaris L. (PV)
PV1
1,2 27 + +
34 28
5,6 29 + +
7,8 30
9,10 31
NE
11,12 32
13,14 33
15,16 34 + +
17,19 35
20 36
PV2
1,2 1 + +
3,4 2 +
NE
5,6 3
8,9 4 + +
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Tablica 13. Pregled izoliranih uzoraka dsRNA prema vrstama i kultivarima
mahunarki te podaci o provedenim RT-PCR detekcijama uz pocetnice za CMV,
TuMV, BCMV i endornaviruse (Ev).

Laboratorijske . Proveden RT-PCR s pocetnicama
Laboratorijska o
oznake za detekciju virusa :
P oznaka Prisutnost
pojedinacnih .
biliaka u ekstrakta amplikona
Jax dsRNA CMV | TuMV | BCMV | Ev
uzorcima
Phaseolus vulgaris L. (PV)
PV2
10,11 5
12,13 6
14,15 7 + + +
NE
16,17 8
18,19 9
20 10 +
PV3
1,2 13 + +
34 14 + + +
57 15
8,9 16
NE
11,12 17 + +
13,15 18
16,17 25
18,19 26
PV4
1,2 11 + + +
35 12
NE
6,7 19
9,12 20 + +
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Tablica 13. Pregled izoliranih uzoraka dsRNA prema vrstama i kultivarima
mahunarki te podaci o provedenim RT-PCR detekcijama uz pocetnice za CMV,
TuMV, BCMV i endornaviruse (Ev).

Laboratorijske . Proveden RT-PCR s pocetnicama
Laboratorijska o
oznake za detekciju virusa :
P oznaka Prisutnost
pojedinacnih .
biljaka u ekstrakta amplikona
. dsRNA CMV | TuMV | BCMV Ev
uzorcima
Phaseolus vulgaris L. (PV)
PV4
13,14 21
15,17 22
NE
18,19 23 + +
20 24
Pisum sativum L. (PS)
PS1
13 66
5,6 67
7,9 68 '+ +
NE
10,13 69
15,18 70
20 71 + + +
PS2
2,3 56 + +
45 57
6.7 58
9,10 59 + + + NE
12,13 60
14,15 63
17,18 64
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Tablica 13. Pregled izoliranih uzoraka dsRNA prema vrstama i kultivarima
mahunarki te podaci o provedenim RT-PCR detekcijama uz pocetnice za CMV,
TuMV, BCMV i endornaviruse (Ev).

Laboratorijske Laboratorijska Proveden RT—PC_l_l s [_)oéetnicama
oznake za detekciju virusa :
e oznaka Prlsu_tnost
biljaka u ekstrakta amplikona
uzorcima dsRNA CMV | TuMV | BCMV Ev
Pisum sativum L. (PS)
PS2
20 65 NE
PS3
2,6 47 + +
7,8 48
9,11 51
13,14 52 + + NE
16,17 53
18,19 54
20 55 + +
PS4
1.2 37 + +
35 38
6,7 39
9,10 40
11,12 41 NE
13,15 42
16,17 44 + +
18,19 45 + +
20 46
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Tablica 13. Pregled izoliranih uzoraka dsRNA prema vrstama i kultivarima
mahunarki te podaci o provedenim RT-PCR detekcijama uz pocetnice za CMV,
TuMV, BCMV i endornaviruse (Ev).

Laboratorijske . Proveden RT-PCR s pocetnicama
Laboratorijska o
oznake za detekciju virusa :
P oznaka Prisutnost
pojedinacnih .
biliaka u ekstrakta amplikona
Jax dsRNA CMV | TuMV | BCMV | Ev
uzorcima
Cicer arietinum L. (CA)
2,5 72 +
6,8 73 + NE
10, 19 74
Vicia faba L. (VF)
VF1
1,2 92 + +
34 93
5,6 94 + +
8,9 95
NE
10,11 96 +
13,14 97
16,17 98
18,19 99
20 100
VF2
1,2 84
34 85 +
5,6 86
7.8 87 NE
9,11 88 +
16,17 89
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Tablica 13. Pregled izoliranih uzoraka dsRNA prema vrstama i kultivarima
mahunarki te podaci o provedenim RT-PCR detekcijama uz pocetnice za CMV,
TuMV, BCMV i endornaviruse (Ev).

Vicia faba L. (VF)
VEF2
18,19 90 +
NE
20 91
Sesamum indicum L. (SI)
2,3 75
5,6 76 + +
78 77
9,10 78
11,12 79 NE
13,14 80
15,17 81
18,19 82
20 83




Tablica 14. Pregled kontrolnih uzoraka izoliranih iz zarazenih biljaka te provedenih RT-PCR
detekcija virusne dsRNA uz prisutnost pocetnica za CMV, TuMV, BCMV i endornaviruse.

49 Cucumber mqseug vm.va' (CMV) bez + NE
satelita iz rajcice
50 CMV sa satelitom iz rajcice + + DA
Turnip mosaic virus (TuMV) iz

61 cvjetova Mathiola incana + +
62 TuMV iz listova Mathiola incana +

Citrus tristeza virus (CTV) iz kore i NE
101 vr$nog tkiva mladica Citrus +

wilsonii

CTV iz kore i vr$nog tkiva mladica

102 - S
Citrus wilsonii

Tablica 15. Kontrolni uzorci dsSRNA koristeni u optimizacijama elektroforeze.

Citrus tristeza virus (CTV) —kora i
vr$no tkivo mladica Citrus wilsonii

Turnip mosaic virus (TuMV) —
smrznuti materijal, Matthiola incana

Tobacco mosaic virus (TMV) —
C svjezi listovi Nicotiana
megalosiphon

Cucumber mosaic virus (CMV) sa
D satelitom — svjezi listovi Nicotiana
megalosiphon

E Nezarazena N. megalosiphon

viroidi CbVd-1 i 3 — svjezi listovi
Coleus blumei
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Tablica 16. Pregled uzoraka dsRNA kontrolnih i eksperimentalnih biljaka tretiranih
DNAzom; redoslijed uzoraka u Tablici jednak je onom na agaroznom gelu na Slici 6.

Broj uzroka Opis i/ili oznaka biljnog tkiva iz kojeg potjece dsRNA
101 kora i vr$no tkivo mladica Citrus wilsonii, Citrus tristeza virus (CTV)-
zaraza

61 cvjetovi Mathiola incana, Turnip mosaic virus (TuMV)-zaraza
49 rajéica, Cucumber mosaic virus-zaraza (CMV, bez satelita)
50 rajéica, Cucumber mosaic virus-zaraza (CMV, sa satelitom)
1 PV1 (P. vulgaris, kultivar 1)

38 PS4 (P. sativum, kultivar 4)

72 CA (C. arietinum)

80 SI (S. indicum)

93 VF1 (V. faba, kultivar 1)

Svi uzorci su elektroforetski analizirani na 6% poliakrilamidom gelu (10 pL uzorka,
110 V, 1,5 h). Uzorci dsRNA kontrolnih virusa (Tab. 15.) koristeni su tijekom optimizacije
elektroforeze na agaroznom gelu, na kojem je obraden i dio eksperimentalnih uzoraka.
Elektroforeza na agaroznom gelu nije dala zadovoljavajuce rezultate (S1. 3.) te je analiza
ekstrakata nastavljena isklju¢ivo na poliakrilamidnom gelu (SI. 4., SI. 5.) u poku$aju da se

dobije veca cistoca i bolje razlu¢enje komponenti u uzorku.
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Slika 3. Uzorci dsRNA kontrolnih biljaka (slovima A-F oznacene laboratorijske
oznake uzoraka opisanih u Tablici 15., str. 38) analizirani na 0,8%-tnom
agaroznom gelu. Strelicama su oznaceni polozaji najduzeg i najkraceg fragmenta
High Range (HR) DNA markera (Thermo Fisher Scientific, SAD i iznose 48502
pb i 10171 pb. Krug oznacava polozaj satRNA veli¢ine izmedu 330 i 400 pb.

U elektroforezama na poliakrilamidnom gelu koristen je raspolozivi DNA marker HR
s fragmentima ve¢ima od 10 kbp. Fragmenti markera nisu adekvano razdvojeni (Sl. 5.) te je to
stavka koja otezava donoSenje hipoteza o kvanitativnim obiljezjima fragmenata koji su se
vidljivi kao pruge u gelu. lzuzev ekstrakata dSRNA iz sezama i slanutka (SI. 5. D ), veéina
uzoraka je dala vrlo sli¢an elektroforetski profil (SI. 5. A, B,C), koji obiljezava dosljedna

pojava isklju¢ivo visokopozicioniranog fragmenta dsRNA.

Tretman DNazom proveden je kako bi se u odabranom setu uzoraka iskljucila odnosno
potvrdila prisutnost kontaminacijske DNA. Usporedba elektroforetskog profila uzoraka prije i
poslije digestije pokazuje veliku promjenu: ranije prisutne elektroforetske pruge se, osim u
uzorku graha (br. 1) nakon tretmana nisu pojavile (SI. 6.). Analiza uzoraka sezama i slanutka
(u vecini uzoraka) nije pokazala da su u uzorcima prisutne nukleinske kiseline u detektabilnim

koli¢inama. Poznato je da se s tikvima nekih biljnih vrsta teze manipulira tijekom ekstrakcije
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fenolom te uspjesnost ekstrakcije moze biti smanjena (Brozovi¢ i sur. 2007, Dodds 1993).

Slika 4. Uzorci dsRNA kontrolnih biljaka (slovima A-D oznacene laboratorijske
oznake uzoraka opisanih u Tablici 15., str. 38) analizirani na 6%-tnom
poliakrilamidnom gelu. Strelica oznacava polozaj satRNA veli¢ine izmedu 330 i

400 pb.
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Slika 5. Prikaz reprezentativnih rezultata elektroforetske analize uzoraka dsRNA (oznaceni
brojevima) izoliranih iz mahunarki i sezama (Tab. 13.) te kontrolnih biljaka (Tab. 14.) na 6%-
tnom poliakrilamidnom gelu. Kao markeri su koristeni dsSRNA CMV-a sa satRNA iz uzorka
br. 50 (A) i High Range (HR) DNA marker (Thermo Fisher Scientific, SAD) (B, C, D).
Fragmenti HR-markera su neadekvatno razdvojeni. Uzorci redom po slikama s pripadaju¢im
oznakama kultivara iz kojih potjecu: A — 10 - P. vulgaris, kultivar 2 (PV2), 11-15 - P.
vulgaris, kultivar 3 (PV3); B — 49 - CMV, 50 - CMV+satRNA, 51-55 - P. sativum, kultivar 3,
(PS3), 56 - P. sativum, kultivar 2 (PS2); C — 57-60, 63, 64 — P. sativum, kultivar 2 (PS2),
61,62- TUMV; D — 73,74 - C. arietinum (CA), 75-81- S. indicum (SI)

42



Slika 6. Rezultat elektroforetske analize uzoraka dsRNA tretiranih DNAzom (brojevi
predstavljaju laboratorijske oznake uzoraka opisanih u Tablici 16., str. 39) na 1,2% agaroznom
gelu uz High Range (HR) DNA marker (Thermo Fisher Scientific, SAD). Duljine najkraceg i
najduzeg fragmenta iznose 48502 pb i 10171 pb. Fragmenti HR-markera su neadekvatno
razdvojeni.

4.3. SPEKTROFOTOMETRIJSKAANALIZA

Numericki rezultati spektrofotometrijske analize prikazani su u Tablici 17. Uspjesnost
ekstrakcije (koncentracija nukleinske kiseline) razli¢ito se krece izmedu testiranih uzoraka,
kao 1 Cistoca izolirane RNA.

Tablica 17. Rezultati spektrofotometrijske analize 9 ekstrakata dSRNA. Testirani uzorci
prikazani su i opisani u Tablici 16.

Konc. Tip
Broj | nukeinskih |\, A280 | 260/280* | 260/230 | Faktor | nukleinske
uzorka kiselina o
kiseline
(ng/nl)
101 53 0,132 0,066 1,99 0,75 40,00 RNA
61 -3,4 -0,086 -0,078 1,10 0,43 40,00 RNA
49 10,5 0,262 0,083 3,16 7,91 40,00 RNA
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Tablica 17. Rezultati spektrofotometrijske analize 9 ekstrakata dSRNA. Testirani uzorci
prikazani su i opisani u Tablici 16.

Konc. Tip
Broj = linukeinskIngss 15 e A280 | 260/280* | 260/230 | Faktor | nukleinske
uzorka kiselina S
kiseline

(ng/pl)
50 11,7 0,293 0,122 240 0,64 40,00 RNA
1 117.4 2936 1,385 212 155 40,00 RNA
38 38 0,094 0,052 181 0.49 40,00 RNA
72 2.8 0,071 | -0,063 112 -4,39 40,00 RNA
80 -10,0 0,249 | -0,156 1,59 0,99 40,00 RNA
93 3,1 0,077 | -0,075 1,03 0.80 40,00 RNA

*A260/280 se za ¢istu dSDNA krece se izmedu 1,8, i 2,0, a ¢istu RNA izmedu 1,61 1,9
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4.4. ELEKTROFORETSKAANALIZA PRODUKATA RT-PCR
REAKCIJE

Elektroforetske analize produkata RT-PCR reakcije nisu potvrdile prisutnost trazenih
virusa u odabranim uzorcima mahunarki i sezama (Sl. 7.). RT-PCR reakcija s pocetnicama za
CMV dala je pozitivan rezultat u kontrolnom uzorku $to znaci da su reakcijski uvjeti bili
ispravni, tj. mogli su i u dosad neistrazenim uzorcima rezultirati amplifikacijom CMV-
sekvenci. RT-PCR reakcija s pocetnicama za endornaviruse upucivala je na pozitivan rezultat

u uzorcima ¢ili papricice i paprike babure te su amplikoni sekvencirani (SI. 8.).

100 CMV 1 4 7 13 14 17 11 20 V 23 27 29 34 37 44 45 V V
bp

Slika 7. Prikaz reprezentativnih rezultata elektroforetske analize (1,2% agarozni gel)
produkata RT-PCR-a (oznaceni brojevima) uz prisutnost pocetnica za CMV-RNA2. Krug
oznacava polozaj virusnog amplikona u kontrolnom uzorku CMV-a sa satRNA. Strelice
oznacavaju poloZaje dvaju fragmenata (100 i 500 pb) 100 base pairs (100 bp) DNA markera
(New England Biolabs, SAD). Voda za PCR kao negativna kontrola ozna¢ena je oznakom
., V. Uzorci redom s pripadaju¢im oznakama kultivara iz kojih potjecu: 1, 4, 7 — P. vulgaris,
kultivar 2 (PV2); 13, 14, 17 — P. vulgaris, kultivar 3 (PV3); 11, 20, 23 — P. vulgaris, kultivar 4
(PV4); 27, 29, 34 — P. vulgaris, kultivar 1 (PV1); 37, 44, 45 — P. sativum, kultivar 4 (PS4).
Prikazani uzorci su pod istim oznakama navedeni u Tablici 13.
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1kb Ca2 271114 V

Slika 8. Rezultati elektroforetske analize (1,2% agarozni gel) produkata RT-PCR-detekcije uz
prisutnost pocetnica za endornaviruse. Uzorci su pod broj¢anim oznakama s gelova navedeni
u Tablici 13. Voda za PCR kao negativna kontrola oznaena je oznakom , V.
A - Krug oznacava polozaj amplikona u kontrolnom uzorku paprike babure (Cal). Strelice
oznacavaju polozaje dvaju fragmenata (310 i 281 pb) Markera 9 (M9, Thermo Fisher
Scientific, SAD). Uzorak br. 27 (P. vulgaris, kultivar 1) je tijekom postupka izgubljen. Uzorci
redom s pripadaju¢im oznakama kultivara iz kojih potjecu: 92, 94 — V. faba, kultivar 1 (VF1);
71 — P. sativum, kultivar 1, (PS1); 59 — P. sativum, kultivar 2 (PS2); 10 — P. vulgaris, kultivar
2, (PV2); 11 — P. vulgaris, kultivar 4 (PV4); 14 — P. vulgaris, kultivar 3 (PV3).
B - Pozitivan rezultat ponovljene reakcije u uzorku Cal i Ca2 (¢ili papricica). Strelica
oznacava polozaj fragmenta (500 pb) 1 kb DNA markera (New England Biolabs, SAD).

45. REZULTATI SEKVENCIRANJA

Elektroforetska analiza RT-PCR produkata umnoZenih uz pomo¢ pocetnica za
endornaviruse u uzorcima Cal i Ca2 upucdivala je na prisutnost fragmenta oc¢ekivane veli¢ine
(oko 380 pb). Na temelju analize sekvenci zakljuc¢eno je da analizirani fragmenti nisu
potjecali od dsRNA genoma endornavirusa, ve¢ su nastali kao produkt nespecificne
amplifikacije kontaminacijske DNA biljnog genoma.
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5. RASPRAVA

Prenosivost sjemenom vazna je znacajka biljnih virusa koja ¢esto odreduje pojavnost i
raSirenost zaraze 1 utjec¢e na tip odnosa izmedu virusa i domacina. Jako varira unutar i izmedu
virusnih 1 domacinskih vrsta pa o specifi¢noj kombinaciji virus — domacin ovisi relativna
uloga prenosivosti sjemenom u epidemiologiji viroza (http://www.dpvweb.net/). Posto
efikasnost prijenosa sjemenom nije konstantna za pojedine vrste virusa veé¢ ovisi 0 nizu
faktora, teze ju je kontrolirati i predvidjeti. Sjeme moze biti izvor zaraze i na novim staniStima

1 u biljnim vrstama za koje prenosivost jo$ nije utvrdena.

Ovim sam radom htjela istraziti prenosivost vaznih i raSirenih patogenih i
neidentificiranih ,,perzistentnih virusa“ sjemenom mahunarki koje je dostupno u slobodnoj
prodaji. Jasno je da otkrivanje izvora zaraze u sjemenu i praéenje njenog podrijetla moze dati
vrijedne bioloske i epidemioloSke podatke te pridonijeti kontroli i kvaliteti biljnog materijala.
Endornavirusi jo$ nisu nadeni u Hrvatskoj usprkos obilju podataka koji govore o njihovoj
rasprostranjenosti u divljim i kultiviranim biljkama, npr. grahu, bobu i paprici baburi
(Fukuhara i sur. 2006, Okada i sur. 2013, Okada i sur. 2011). O prenosivosti TuMV-a
sjemenom nema podataka, ali se efikasno prenosi lisnim uSima pa je odabran kao negativna
kontrola prijenosa virusa vektorima u stakleniku. Prenosivost CMV-a i BCMV-a varijabilna
je, ali u nekim domacinima doseze znatne postotke pa sjeme moze biti klju¢an izvor zaraze s
obzirom na virulenciju tih virusa (http://www.dpvweb.net/). Posljednja tri virusa uzrokuju
oCite simptome bolesti na zaraZzenim biljkama. Iako ishodi za biljku mogu biti razli¢iti, akutna
oboljenja ogledaju se u vise ili manje specificnom skupu patoloskih promjena (Roossinck

2010, http://www.dpvweb.net/).

Biljke uzgojene za potrebe ovog istrazivanja generalno su se Cinile zdravima. Nisu
pokazivale simptome ni lokalnih ni sistemskih zaraza, iako su neke razvile lokalne fenotipske
promjene Cesto povezive sa prisutnoSéu patogena. Navedene su mogle odrazavati infekciju
nekim drugim virusom ili gljivicom, kao i poremecaje fiziologije uzrokovane endogeno ili
uslijed suboptimalnih okoli$nih uvjeta. Utemeljeno na pregledu fenotipa, kao i rezultatima
specificnih postupaka za detekciju virusa, vjerojatno je da eksperimentalne biljke nisu bile
zarazene ciljnim virusima. Ako navedeno ipak nije slucaj, lazno negativni rezultati mogu biti
posljedica neprilagodenosti eksperimentalnih procedura (nedovoljan prinos dsRNA tijekom
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ekstrakcije, neoptimizirani uvjeti elektroforetske analize i/ili RT-PCR-a).

Dobro izvodenje ekstrakcije uvelike odreduje kvalitetu, Cisto¢u i koli¢inu dobivene
dsRNA. Prinos dsRNA povecavaju: prikladno odabrana koli¢ina biljnog tkiva, kvaliteta i
koli¢ine kemikalija, dobro usitnjeno tkivo, dovoljan broj ciklusa proc¢is¢avanja na koloni uz
prikladne koncentracije STE-pufera i etanola (Brozovi¢ i sur. 2007). lako je ekstrakcija
provedena prema provjerenim protokolima (Dodds 1993, Kearney i sur. 1990) s koli¢inama
tkiva koje provjereno daju dobre prinose dsSRNA (Dodds 1993), moguce je da su se dogodili
propusti koji su doveli do gubitka ekstrakta u nekim uzorcima (sezam, slanutak), kao i
kontaminacije uzorka s DNA tijekom proc¢iS¢avanja na koloni. Npr., mogucée je da se tijekom
zavr$nih koraka ekstrakcije izgubi talog tj. ekstrakt dsRNA. U tom slu¢aju su uzorci bili
potpuno prazni te su prazne staze na gelovima ocekivane. Do ulaska DNA u eluat moglo je
do¢i u slucaju nedovoljnog procis¢avanja na koloni, iako je eksperimentalno pokazano da su 2
ciklusa kromatografije dovoljna za smanjenje DNA u uzorcima na zadovoljavajuc¢u razinu
koja se ne vidi na gelu (Dodds 1993). Nekontrolirana digestija DNazama se moze iskljuciti jer
je dsRNA dovoljno stabilna i otporna na nukleaze ako se tretira u odgovaraju¢em puferu
(Brozovi¢ i sur. 2007). Za potrebe analize nekih skupina virusa (npr. luteovirusi, potyvirusi) se
zbog manjeg prinosa dsRNA i opcenito vrlo teske detekcije njihovih ¢lanova preporuca
ekstrahirati iz vece koli¢ine tkiva nego §to se uzima za npr. CMV ili TMV (Dodds 1993).
Dodatne provjere bi se mogle napraviti slijede¢i tu smjernicu. Takoder, uspjeSnost
ekstrakcijskog procesa cesto ovisi o tipu biljnog tkiva: ona bogatija polisaharidima 1
glikoproteinima su viskoznija 1 teza za obradu pa je potrebno koristiti prilagoden ekstrakcijski
pufer (Brozovic¢ i sur. 2007). Mozda je to bio uzrok negativnog rezultata ekstrakcije u nekim

uzorcima (npr. slanutak).

Kvaliteta i informativnost elektroforetske analize mogla se povecati na nekoliko
naéina. Za pocetak, veliki problem izvodenju zakljuaka o veli¢ini fragmenata koji su na
gelovima dali pozitivne rezultate predstavljaju neadekvatno razdvojeni fragmenti HR-markera
na poliakrilamidnim gelovima. Kra¢i fragmenti (15258, 13825, 12119, 10171) su u rangu
veli¢ine endornavirusa i trebali su posluziti kao standarad u slucaju pojave dsRNA veéih
molekuskih masa (oko ili iznad 10 kbp), ali neogovaraju¢a kombinacija gustoce gela i
markera dovela je do sabijanja fragmenatau gelu. Ta pojava onemogucava upotrebu
komponenti markera kao referentnih fragmenata DNA. Upitno je bi li se eventualno donja

granica do koje su fragmenti doprli mogla koristiti kao referentni polozaj za veli¢inu
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odgovarajucu duljini najkraceg fragmenta markera, a to je 10171 pb. U tom sluc¢aju bi duljina
molekula u elektroforetskim prugama koji se kontinuirano pojavljuju na gelovima u istoj
razini mogla biti pribliZna navedenoj te predstavljati visokomolekularnu dsRNA ili
kontaminacijsku DNA koja je eluirana u uzorke. Tretman DNazom proveden je s dijelom
uzoraka kako bi se razrijesila ova dvojba. Ako su rezultati pouzdani, u 8 od 9 obradenih
uzoraka radilo se o kontaminacijskoj DNA koja je uspjesno uklonjena digestijom.
Zadrzavanje elektroforetske pruge u uzorku graha (br. 1) ¢ini rezultat neujednacenim te moze
upucivati na neuspjesnost procesa digestije DNA u tom uzorku ili na prisutnost dsSRNA vece
molekulske mase te inficiranost biljke. U potonjem i vjerojatnijem slucaju bi se rezultat
elektroforeze proglasilo pozitivnim za uzorak br. 1 te bi trebalo provesti dodatne analize

kojima bi se utvrdilo podrijetno prisutne dsRNA.

Osim prikladnijim markerom, rezultati elektroforeza bi se mogli upotpuniti paralelnim
analizama svih uzoraka i na agaroznim gelovima u prilagodenijim uvjetima. lako agarozni
gelovi omogucavaju ulazak ssRNA i veéih fragmenata DNA, njihova manja gustoca bi
omogucila vizualizaciju materijala koji je zbog gustoce poliakrilamidnog gela potencijalno
zaostao u jaZicama, a koji bi mozda bio vrijedan/pozitivan nalaz. Takoder, veliki raspon
veli¢ina u kojem se nalaze genomi odnosno ekvivalentne dsRNA ocekivanih virusa oteZava
pronalazak koncentracije gela optimalne za dobro razluc¢enje svih. Kvaliteta provedenih
agaroznih elektroforeza tj. vizualizacija sadrzaja ekstrakata mogla se povecati povecanjem
gustoce gelova (na 1,0% ili 1,2%), smanjenjem nanesenih koli¢ina uzoraka te produljenjem
trajanja elektroforeze pri smanjenom naponu (Brozovi¢ i sur. 2007, Dodds 1993). Prikladnost
pufera se takoder mogla provjeriti ponavljanjem elektroforeza u identi¢nim uvjetima u puferu

s ve¢im puferskim kapacitetom (npr. TBE-pufer) (Brozovi¢ i sur. 2007).

Provedene PAGE bi vrijedilo ponoviti s neSto manjom gusto¢om gela. Okada i sur.
(2011) su dobre rezultate s vizualizacijom endornavirusa veli¢ina oko 16,5 kbp postigli na
5%-tnom gelu. Pokazano je (Brozovi¢ i sur. 2007, Dodds 1993, Khankhum i sur. 2015, Okada
i sur. 2013) da se uz manji napon i dulje trajanje elektroforeze postize bolja razluc¢ivost, a uz
smanjenu gustocu gela se povecava vjerojatnost da velike dsRNA virusnog podrijetla udu u
gel. S druge strane, 6% PAGE je dobar izbor za razlucivanje fragmenata manjih duljina
(nekoliko stotina do nekoliko tisu¢a bp) i dsSRNA podrijetlom od ostala tri virusa (Dodds
1993). Dodds (1993) takoder predlaze dulje trajanje elektroforeze (do 4 h) pri naponu 110 V.

Rezultati elektroforetske analize produkata reakcija RT-PCR su opcenito negativni.
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Pozitivni rezultati se nisu pojavili ni u jednoj skupini uzoraka osim u uzorku dsRNA paprike
babure, ali se sekvenciranjem utvrdilo da amplikon ne potjece od dijela genoma
endornavirusa te tako predstavlja lazno pozitivan rezultat. Uz to, jedino je uzorak sa dsRNA
CMV-a (br. 50) koristen kao pozitivna kontrola uspjesno amplificiran, $to potvrduje da su
uvjeti odvijanja reakcija pogodovali reverznom prepisivanju i amplifikaciji dijela genoma
oc¢ekivanog CMV-a. U mnogim se uzorcima nakon amplifikacije s pocetnicama za CMV na
istom polozaju pojavila elektroforetska pruga u razini koja priblizno odgovara velicini
fragmenata od 400 pb. Tip i podrijetlo nukleinskih kiselina koje ¢ine elektroforetske pruge bi

trebalo istraziti, ali je vjerojatno da su nastale kao posljedica nespecificne amplifikacije.

Dobiveni rezultati mogu biti posljedica stvarnog odsutstva infekcije biljaka trazenim
virusima, $to se s ve¢om sigurnoséu moze rec¢i za uzorke testirane na CMV zbog njegove opce
slabe prenosivosti sjemenom. O prisutnosti dSRNA TuMV-a, BCMV-a te endornavirusa se, S
druge strane, ne moze jo$ sa sigurno$¢u zakljuéivati. U slucaju prva dva virusa izostala je
amplifikacija kontrolne sekvence virusa, $to upucuje na neuspjes$nost enzimskih reakcija. Za
BCMV tu tvrdnju ipak treba uzeti s rezervom posto virus u kontrolnom uzorku nije
identificiran. Provjerena pozitivna kontrola za endornaviruse je izostala. Dakle, moguce je da
je virusna dsRNA u uzorcima posljednja tri virusa postojala, ali nije omoguéeno uspjesno
odvijanje svih koraka koji bi u konacnici dali virusni amplikon. Jasno je da je provjerena
pozitivna kontrola od klju¢nog znacaja za interpretaciju ishoda reakcija, prvenstveno jer
omogucéava dobivanje informacije o prikladnosti odabranih uvjeta odvijanja reakcija. Ako
pretpostavim da su biljke bile inficirane te da je virusna dsRNA bila prisutna u uzorcima u
koli¢ini dovoljnoj da se detektira RT-PCR-om, vrijedni nalazi bi promakli vjerojatno zbog
suboptimalnih uvjeta ili previdenih propusta tijekom izvodenja postupaka. Osim uvodenja
pozitivnih kontrola i osiguravanja tehnicke ispravnosti, kvaliteta metoda i rezultata se moze
povecati na nekoliko nacina. Za pocetak, bitno je raspolagati funkcionalnim enzimima,
prikladnim pocetnicama te optimizirati koncentracije sastojaka reakcijskih smjesa. lako su
uvjeti odabrani u ovom istrazivanju preuzeti iz literature, ne bi bilo na odmet provesti
optimizacije s uzorcima iz ovog istrazivanja (Chen i sur. 2001, Gal-On i sur. 1998, Okada i
sur. 2011, Xu i Hampton 1996).
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6. ZAKLJUCAK

» Na temelju dobivenih rezultata ne moze se potvrditi prijenos istrazivanih virusa
sjemenom u testiranim skupinama biljaka. Dodatne provjere i analize su potrebne da

bi rezultati bili jasni i pouzdani.

» lako nije testirana inficiranost samog sjemena i premda rezultati RT-PCR-a nisu
definitivni, analiza fenotipa biljaka i elektroforeza ekstrakata upucuju na odsustvo

zaraze CMV-om, BCMV-om i TuMV-om.

» Prisutnost endornavirusa (ili nekih drugih ,,perzistentnih virusa“) je dvojbena. Posto
infekcije takvim virusima vecinom prolaze fenotipski neprimjetno, makroskopskim
pregledom biljaka se ne bi mogle ustanoviti anomalije. Takoder, rezultati
elektroforetske analize tj. podrijetlo prisutnih elektroforetskih pruga nisu do kraja
razjasnjeni te se jo$ uvijek ne moze prihvatiti ni odbaciti moguénost prisustva

perzistentnih virusa.

» Analiza sekvenci amplikona iz uzorka paprike babure nije potvrdila njegovo
endornavirusno podrijetlo. Analizu treba ponoviti Koriste¢i razlicite jedinke ovog tipa

biljnog domacina.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Nukleotidni sljedovi produkta RT-PCR detekcije (forward, f i reverse, r) u uzorku
paprike babure (C. annuum, Cal). Sljedovi su prikazani u formatu FASTA.

>f
CCAGGGAACGAGCGCGTTAGTACTGATGTTCAGGTCAGCTACGACCGCTCTGGAT
GTTAATGACTTCCTTGGGGTAACGCGCCGGTGCCGTAGCTAATCGAGTAGCTCTA
GAAGCATGTGTAAAAGCTCGTAATGAAGGACGCGATCTTGCTCGGGAAGGTAATG
AGATTATTCGCGAGGCTTCCAAATGGAGCCCGGAACTAGCTGCTGCTTGTGAGGT
ATGGAAAGAGATCGTATTTAATTTTGCAGCAGTGGACGTTTTGGTCAAGCTACCA
CCCGCTCTAGATAGAACTCCTGACAATCTCCCAAAGGTCTTTCCATCTAGTGGAA
GGGGAACCCTTGATTCACACAAGTGGACAATTAAAAACTTCAAAAGAAAAGGGG
GGGTATGGGGGGGGGACCTTTCTTCGGAAGGAGAAAACACATGGTGGGGGTTAA
A

>r
GAAGGTATATCTTCCTTCTCTCCCTCCTTCCTGGTGTCCTTCTTTTATTCTCTCTTATT
ATTTCTGTCTCTTATTCTCCTATAAAGACTTATCTCTTTACCTTCCCGATCAAGATCG
CCCCTTTAAATACGAGATTTTACACATGCGTTCTAGAGCTACTCATTTAGCTACGGC
ACCTGGCGCATTACCCCAAGGATGTCCTAAAGTTCCTCCTACGAACTGTAGTACGG
AATCCTCCCCAAAGATCTCGGTCAGAGCAGGCATATGCCACACAATTATTCTCCCTT
AACTTACCTTTCCAAAAGGTTTCTCTTTTTTGGTGAAAACCTTATCTCCGCCTTAAC
GAGTTTTTTTAATAAATTATTAGAAAAAAAGGGTGATGAAAGAGGAATAAAAATAT
AAAAAGTAAAAAAGAAAAAGAGAGAGATTTTTTTAAAGAAGAAAAGAAAGAGA
GAAGGCGGTAGGGGATGAATAAGACAGAACAAGAAAAAGCGGGAGGCGGGGAA
AGGGG
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Prilog 2. Nukleotidni sljedovi produkta RT-PCR detekcije (forward, f i reverse, r) u uzorku
¢ili papricice (C. annuum, “Peruvian purple’, Ca2). Sljedovi su prikazani u formatu FASTA.

>f
CCGAACCAAAGTTCGTGTGATTCTGAGTCAGGTCAAGCTACCACCGCTCTAGAAC
TTGACGAATCTCTGGGGTATTGCGCCGGAGCCGAAGCTTAGCGAGTATCTCCAGAA
GCATGTGTAAAAGCTCGTCATGAACGACTCGATCTTGCTCGGGAAGGTAATGAGAT
TATTCGCGAGGCTTCCAAATGGAACCCGGAACTAGCTGCTGCTTGTGAGGTATGGA
AAGAGATCGTATTTAATTTTGCAGCAGTGGACGTTTTGGACAAGCTACAACCGCAC
TAGAACCAAGAGTCAAAATAGGGACAAGCTACTACAGCTCTAGAGAGAGGAACA
GTTGATTCACGCAATTGGTCAAGCTACTACAGCACTAGAGGGGGGGAAGGAATGA
TCCATTTTTTTAGAGTGGAAAAGAACAGGGGGGGGTGATAGGAGAGG

>r
AATCCGCTTAAGCGAGCTATACTCTTCTGTGCATACATCATTCTCGCTTAGGGGCGG
GCACAATTGTAACTGGGGATAAATCTCAGTACGTTTCGAGCAAGATCGCGTCCTTA
ATTAACAGATTTTGACGTGGTTCAGAGCTAATCGATTAACTACGGCACCAGGGGCA
TTACCCCTGGGATGTCCTAAAGTTCCTCCTACGAACTGTAGTACGGATTCATCCCCA
AAGATCTCGGTCAGAGCAGGCATATGCCACACGATAATTCTCCCTTACCTGGGCCT
TTTTTCGGGTTAAGGGCCATAATTCTCTCTTACTCCTATAAGCTTTTACCCTTCGGTG
CAAAACAAAAATTCTCGCTTAAGGGGAGAAGAATGGAGGGAAACAACATTTAAA
AGGAGGAAAAAAAGTTGGTTTGATTAAAAAAGGAAGGAGGG
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