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Uvod

Poznato je da su virusi jedna od najstarijih skupina Zivog svijeta na Zemlji. Medutim, zbog svoje
veli¢ine i jednostavne grade, postoji malo fosilnih ostataka virusa iz daleke proslosti, primjerice
virusi kukaca sa¢uvanih u jantaru (Poinar i Poinar, 2005). Kao dokazi prisutnosti biljnih virusa
proucCavaju se karakteristicne lezije ili nerazvijen endosperm u fosilnim ostacima biljaka
(Labandeira i Prevec, 2014). Razvojem metoda izolacije, umnozavanja i sekvenciranja genoma
krajem 20. i pocCetkom 21. stoljeca, istrazivaci su napokon pristupili dotad skrivenom svijetu
drevnih virusnih genoma. No vecina takvih istrazivanja fokusirala se na proucavanje virusa

kraljeznjaka, posebice Covjeka te Govjeku vaznih patogena (Duchéne i sur., 2020).

Biljke ¢ine vecinu ljudske prehrane te znamo da su nestaSice pojedinih gospodarski znacajnih
biljaka u povijesti dovodile do velikih kriza, gladi i masovnih migracija. Proucavanje biljnih virusa
iz tih vremena moZe nam pruziti $iru sliku o podrijetlu virusa te o njihovoj evoluciji 1 ekologiji,
kako bi se sprijecili sli¢ni dogadaji u buduc¢nosti. Budu¢i da je danas poljoprivreda i proizvodnja
hrane modernizirana te se koristi komercijalno, ¢esto i geneticki modificirano sjeme, vecina biljaka
koje se uzgajaju geneticki su vrlo slicne, odabrane tako da imaju najveéi prinos. Stoga bi
emergencija nekog dosad nepoznatog virusa mogla uciniti ogromne $tete svjetskim zalihama hrane.
U ovom radu istrazit ¢e se dosad otkriveni drevni biljni virusi te vaznost sekvenci starih virusnih

genoma u naSem razumijevanju suvremenih virusa.



1. Metode i vaznost istrazivanja drevnih virusa

1.1. Oc¢uvanje nukleinskih kiselina

Glavni uzrok manjka drevnih virusnih sekvenci lezi u fizikalnim i kemijskim svojstvima
nukleinskih kiselina, preciznije u njihovoj sposobnosti da ostanu ocuvane kroz dugi vremenski
period. Na ocuvanje nukleinskih kiselina utje¢u brojni faktori, primjerice geografski polozaj

uzorka, neposredni okoli§, odnosno klimatski i mikroklimatski uvjeti.

Oste¢enja na DNA pocinju odmah nakon smrti organizma, kemijskim procesima kao $to su
hidroliza, alkilacija, kondenzacija i oksidacija, a razgradnju DNA poticu i vlasititi enzimi te
mikroorganizmi, primjerice bakterije i gljive (Duchéne i sur., 2020; Eglinton i Logan, 1991; P4ibo
i sur., 2004). Kao rezultat tih procesa, drevne DNA molekule su kratke, obi¢no izmedu 30 i 60
parova baza, ovisno o starosti i koli¢ini dostupne vode i drugih reaktanata u okoliSu (Duchéne i
sur., 2020; Eglinton i Logan, 1991; Lindahl i Nyberg, 1972; Lindahl, 1993; Péadbo, 1989). Takoder,
dusi¢ne baze koje sadrze amine, ponajvise citozin te u manjoj mjeri adenin i gvanin, podloZzne su
timin, te se zbog toga par baza C:G mijenja u T:A, Sto je jedan od znakova autenti¢nosti drevne

DNA (Duchéne i sur., 2020; Paébo i sur., 2004; Hofreiter i sur., 2001; Jonsson i sur., 2013).

S druge strane, RNA je podlozna brzoj degradaciji zbog sveprisutnih RNaza, zbog 2'-hidroksilne
skupine otpornija je na depurinacije, ali je isto tako puno osjetljivija na hidrolizu te se procjenjuje
da je brzina raspada RNA 50 puta veca od brzine raspada DNA (Smith i sur., 2014, Eigner i sur,
1961; Thompson i sur., 1995; Fordyce i sur., 2013) Ipak, u uvjetima s malo vode zabiljeZene su
drevne virusne RNA stare i do 1000 godina (Smith i sur., 2014; Ng i sur., 2014; Peyambari i sur.,
2018).



1.2. Visokoprotoc¢no sekvenciranje (HTS)

Razvoj metoda visokoproto¢nog sekvenciranja (HTS; high throughput sequencing) doveo je do
naglog povecanja broja objavljenih virusnih sekvenci u zadnjih 20 godina. Postoji vise
komercijalnih metoda raznih proizvodaca, no zajednicko im je to da uglavnom sekvenciraju malene
fragmente genoma duzine nekoliko desetaka parova baza, koji se medusobno preklapaju, a zatim
se poravnavaju i spajaju bioinformatickim alatima. Dakle, moguce je rekonstruirati fragmentirani

drevni virusni genom.

1.3. Znacaj starih virusnih genoma

Osim saznanja o evoluciji virusa, drevne sekvence virusnih genoma vrlo su korisne i u
nomenklaturi novih te ve¢ opisanih virusa. U radu Jonesa i sur. (2021) navodi se mnogo primjera
ispravljanja greski u taksonomiji i nomenklaturi pomocu sekvenci virusa iz starijih virusnih
kolekcija. Neke od najc¢eséih gresaka su klasifikacija blisko srodnih virusnih vrsta kao jedne vrste
ili klasifikacija dvaju virusa iste vrste kao dvije razlicite vrste. Prilikom otkri¢a novog virusa,
sekvence tog i njemu srodnih virusa potrebne su kako bi se izbjegle greske u klasifikaciji i kako bi
se novi virus pravilno identificirao. ViSe sekvenci istog virusa razliCite starosti klju¢ne su za
razumijevanje promjena u virusnoj populaciji, kako se vidi iz primjera u radu Fraile i sur. 1997.

godine.



2. Virusi iz biljnih bioarheoloskih uzoraka

2.1. BSMV (Barley stripe mosaic virus)

Virus prugastog mozaika je¢ma (Barley stripe mosaic virus) — BSMV jedan je od najistrazivanijih
biljnih virusa koji inficiraju vise vrsta jednosupnica znacajnih za poljoprivredu (Lee i sur., 2012).
Naime, osim jeCma i pSenice, moze inficirati jo§ stotine drugih vrsta iz porodice Poaceae,
ukljucujuéi kukuruz (Zea mays), a takoder i neke dvosupnice rodova Nicotiana i Chenopodium
(Jackson i Lane, 1981). BSMYV je tripartitni RNA-virus iz roda Hordeivirus, a prenosi se uglavhom
vertikalno, putem peluda i sjemenki (Jackson i sur., 2009). Otkriven je 1950. godine, a najraniji

zapisi o njegovim simptomima zabiljeZeni su prije stotinjak godina (McKinney, 1965).

Smith i suradnici (2014) analizirali su arheoloske uzorke je¢ma, prikupljene na lokaciji Qasr Ibrim
u sjevernoj Africi, ne bi li u njima utvrdili prisutnost drevne virusne RNA. Ta specifi¢na lokacija
odabrana je zbog suhih uvjeta koji vladaju veéinu godine, jer su zakljuéili da je upravo u takvim
uvjetima najveca moguénost pronalaska ocuvane RNA koja je osjetljivija na hidrolizu u odnosu na
DNA. Uzorci su prikupljeni iz Cetiriju arheoloskih slojeva, od kojih je svaki pripadao odredenom
vremenskom razdoblju, a zatim umnozeni metodom RT-PCR. Koristene su pocetnice za svaki od
triju dijelova genoma BSMV-a: gen za helikazu, gen beta-C te gen za RNA-polimerazu. Pozitivni
rezultati detektirani su samo u uzorku QI84/71, koji pripada sloju iz kasno-krs¢anskog perioda, a

Cija se starost procjenjuje na 600 do 900 godina.

Umnozene molekule RNA sekvencirane su na platformi Illumina Hi-Seq te je iz njih rekonstruiran
konsenzusni arheoloski genom BSMV-a koji je koriSten za daljnju analizu. U svrhu kontrole
provjerili su sadrZi li konsenzusna sekvenca genomske elemente je¢ma te zakljucili da nije doslo
do neocekivane ugradnje virusa u genom jeC¢ma. Nadalje, koriStenjem metode komparativnih
profila modifikacija baza ispitali su vjerojatnost da je ta sekvenca rezultat kontaminacije nekim od
suvremenih sojeva. Naime, prouc¢avanjem koli¢ine modifikacija citozina u uracil deaminacijom u
usporedbi s modernom sekvencom BSMV-a uocene su znacajne razlike izmedu dvaju sojeva.
Naime, soj koji pripada uzorku QI84/17 sadrzavao je mnogo vise modifikacija C > U od modernog
soja, $to je istrazivace dovelo do zakljucka da se stvarno radi o0 genomu BSMV-a starom ~750

godina. To ga ¢ini prvim sekvenciranim arheoloSkim virusnim genomom.



Kako bi rekonstruirali evolucijsku proslost BSMV-a, usporedili su arheolosku sekvencu s jos 6
sekvenci genoma suvremenih sojeva koje su prethodno objavljene. Kao vanjsku skupinu za
ukorijenjivanje filogenetickog stabla koristili su semilatentni virus trava (PSLV — Poa semilatent
virus) jer su otkrili da taj virus ¢ini najblizu sestrinsku skupinu BSMV-u. Na temelju
rekonstruiranog stabla i nekih povijesnih ¢injenica uspjeli su priblizno odrediti evolucijsku povijest
BSMV-a i njegovo rasprostranjivanje u razlicite dijelove svijeta (Slika 1.). Arheoloski genom
BSMV-a nalazi se blizu baze stabla te je blisko srodan suvremenim sojevima. Odvajanje se dogada
otprilike 1234., §to se poklapa sa Sedmim krizarskim ratom Luja IX (Tyerman, 2006). Nakon toga
odvaja se grana kineskog soja, a druga grana kasnije tvori europske i americ¢ke sojeve. Ta podjela
datira iz 1473. godine, stoljece nakon §to je Mongolsko Carstvo otvorilo Put svile, §to dovodi do
zakljucka da je vjerojatno dospijece virusa u Aziju upravo trgovackim putevima u srednjem vijeku.
Nova tehnoloSka postignuca tijekom i nakon Industrijske revolucije omogucila su lakse
rasprostranjivanje BSMV-a Europom i u Sjevernu Ameriku. Daljnji razvoj poljoprivrede u
poslijeratnom periodu dodatno je potaknuo njegovo rasprostranjivanje na globalnoj razini.

Ukljucivanje arheoloskoga genoma u filogeneti¢ku analizu uvelike je promijenilo dotadasnje
pretpostavke o starosti BSMV-a i pokazalo da je prisutan u Zitaricama dulje nego $to se o¢ekivalo.
Takoder, dobili smo i sasvim novi uvid u evoluciju virusa i njegovo rasprostranjivanje svijetom.
Podaci dobiveni ovim istraZivanjem ukazuju na to da se BSMV jako rasprostranio tek prije otprilike

800 godina, dok je njegova starost procijenjena na desetak tisuca godina.
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Slika 1. Pretpostavljeno kretanje populacije i filogenija BSMV-a (preuzeto iz Smith i sur., 2014). (A): Karta
rasprostranjenja BSMV-a od njegovog vjerojatnog mjesta nastanka, Plodnog polumjeseca, od prije ~100 000 godina
do danas. Crvene strelice oznacavaju vjerojatni smjer rasprostranjivanja, a 'yBP' (years before present) i 'P' (present)
oznacavaju vrijeme. (B): Prikaz evolucije BSMV-a pomo¢u paketa BEAST (Bayesian Evloutionary Analysis Sampling
Trees). Na vremenskoj skali brojevima su oznaceni relevantni povijesni dogadaji: 1: Zadnji zajednicki predak sojeva
BSMV-a (~10 000 god.). 2: Pretpostavljen dolazak virusa u Qasr Ibrim. 3: Ponovno otvaranje Puta svile; prijenos
virusa u Aziju. 4: Industrijska revolucija u Europi i SAD-u, koja je potencijalno omogucila prenoSenje virusa u
Sjevernu Ameriku. 5: Poslijeratna Zelena revolucija; daljnje rasprostranjivanje virusa $irom svijeta. Obojena skala

prikazuje ucestalost mutacija u genomu BSMV-a.



2.2. aCFV (Ancient caribou feces associated virus)

Kao jo$ jedan dokaz mogucnosti o¢uvanja arheoloskog virusnog genoma u ekstremnim uvjetima,
u ovome slucaju potpuno suprotnima vru¢im i suhim uvjetima oCuvanja drevnog BSMV-a iz
prethodnog poglavlja, Ng i sur. (2014) uspjeli su izolirati i rekonstruirati genome dvaju razlicitih

virusa iz izmeta sobova (Rangifer tarandus) ocuvanog u permafrostu na sjeverozapadu Kanade.

Permafrost je jedinstveno nalaziSte brojnih arheoloskih i bioloskih uzoraka. Tako je spomenuti tim
istrazivac¢a u planinama Selwyn u Kanadi analizirao ledenu jezgru koja sadrzi slojeve sobovog
izmeta, Cija starost seze i do 5 000 godina, ne bi li pronasli drevne virusne nukleinske kiseline.
Naime, sobovi posje¢uju planinske ledene pojaseve u ljetnim mjesecima kako bi se sklonili od
velikog broja insekata te za sobom ostavljaju slojeve fekalnog materijala. Analizirani slojevi
uzorkovani su na dubini leda vecoj od jednog metra ispod povrsine (lon i Kershaw, 1989; Farnell
i sur., 2004; Galloway i sur., 2012). Prethodna istrazivanja uzorka KfTe-1-C1-5 metodom datiranja
radioaktivnim ugljikom pokazala su da jezgra obuhvaca raspon starosti 700 — 4420 godina
(Galloway i sur., 2012).

Izolirane su nukleinske kiseline iz zamrznutih fekalnih ostataka iz slojeva starih 700, 2920, 3070
te 3230 godina (Slika 2.). Kako bi se stvorila potpuna slika viroma, proveden je RT-PCR s
degeneriranim 3'-pocetnicama i dobivena DNA sekvencirana je pomocu platforme Roche 454. U
sloju starom 700 + 40 godina identificirane su dvije virusne sekvence od kojih je jedna pripadala
DNA-virusu, a druga RNA-virusu. DNA-virus nazvan je ,,Ancient caribou feces associated virus*
(aCFV), a RNA-virus, ¢ija sekvenca nalikuje virusima iz skupine Cripavirus, nazvan je prema

lokaciji pronalaska ,,Ancient Northwest Territories cripavirus® (aNCV).
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Slika 2. Shema ledene jezgre KfTe-1-C1-5 koriStene u analizi (preuzeto iz Ng i sur., 2014). Prikazana je dubina

uzoraka, njihova dob odredena C14-datiranjem te rezultati metagenomickih i PCR-analiza.

Genom aCFV-a sadrzi 2 otvorena okvira ¢itanja (ORF) i replicira se dvosmjerno. Jedan ORF kodira
protein povezan s replikacijom, Rep, ¢ija aminokiselinska sekvenca dijeli 26% identiteta s Rep-
proteinima geminivirusa te 29% identiteta s Rep-proteinima gemycircularvirusa. Drugi ORF
svojom sekvencom ne nalikuje znacajno nijednom drugom proteinu iz baze podataka, no
pretpostavlja se da kodira protein kapside virusa (CP). Filogeneticke analize pokazale su da je
aCFV u dalekom srodstvu s biljnim virusima iz skupina geminivirusa i gemycircularvirusa, te da

je genom aCFV-a vrlo razli¢it od svih dosad sekvenciranih virusa i ne pripada ni u jednu

taksonomsku kategoriju virusa s jednolanc¢anim prstenastim DNA-genomima.



Filogeneticka analiza gena za RNA-ovisnu RNA-polimerazu (RdRp) aNCV-a pokazala je da
aNCV pripada rodu Cripavirus iz porodice virusa insekata Dicistroviridae.

Kako bi istrazili bioloska svojstva virusa aCFV, umnozili su njegov genom metodom lancane
reakcije polimerazom i pokusali inokulirati laboratorijsku modelnu biljku Nicotiana benthamiana
bombardiranjem zlatnim Cesticama koje su oblozene virusnim genomom. Takoder, klonirali su i
multimere virusnog genoma u vektor pCAMBIA1300, njime transformirali bakterije
Agrobacterium tumefaciens te inokulirali drugu skupinu biljaka N. benthamiana. U oba slucaja
PCR-test potvrdio je prisutnost virusa u vecini biljaka, no one nisu pokazivale vidljive simptome.
Utvrdeno je tek da se genom aCFV-a umnozava u biljnoj vrsti N. benthamiana, i to mehanizmom
kotrljaju¢eg prstena. Manjak patogenosti aCFV-a moze se pripisati i relativnoj jednostavnosti
njegova genoma, buduéi da sadrzi samo gene za Rep-protein te kapsidni protein. Ipak, za potpunu

sliku o svojstvima aCFV-a, potrebno je pronaci njegova izvornog domacina.



2.3. ZMCV1 (Zea mays chrysovirus 1)

Jedna od poljoprivredno najznacajnijih biljaka, uz jeCam, svakako je i kukuruz (Zea mays ssp.
mays). Divlji predak iz kojega je kultiviran moderni kukuruz dugo je bio nepoznat, no prema
novijim istrazivanjima to je vjerojatno meksicka biljka teosinte (Z. mays ssp. parviglumis)
(Doebley i sur., 1990; Doebley, 2004; Matsouka i sur., 2002; Piperno i Flannery, 2001). Tim
istrazivaca Peyambari i sur. (2018) analizirali su moderne i arheoloske uzorke kukuruza i teosintea
u potrazi za virusima koji perzistentno inficiraju biljke (,,perzistentni virusi‘ prema Roossinck,

2012a), a koji dotad nisu bili pronadeni u kukuruzu.

Trazeni ,,perzistentni biljni virusi uglavnom su asimptomatski, prenose se samo vertikalno na
potomke i prisutni su u svim stanicama zarazene biljke jer su u trenutku stani¢ne diobe nasumi¢no
rasporedeni u roditeljskoj stanici (Roossinck, 2015). Najvise takvih virusa ima dvolancani RNA-
genom i u srodstvu su s virusima gljiva (Roossinck, 2012a) te su naj¢es¢i virusi u divljim biljkama
(Roossinck, 2012b). Virusi s dvolan¢anim RNA-genomom koji perzistentno inficiraju biljke i
gljive pripadaju porodici Chrysoviridae. Chrysovirusi su gradeni od tri do pet monocistronskih
segmenata dvolan¢ane RNA koji kodiraju kapsidni protein (CP), RdRp te protein nepoznate
funkcije p98 (Li i sur., 2013).

Iskapanje ruSevina ,,Indijanaca* Anasazi, Antelope House u Arizoni, predvodio je Don P. Morris
izmedu 1970. i 1974. godine. Iz tog nalaziSta prikupljeno je 312 uzoraka kukuruza, koji su se
sastojali od cijelih klipova, pojedina¢nih zrna, ljuski, listova i stabljiki, odabranih tako da se pokrije
Sirok vremenski raspon. Prethodnim datiranjem radioaktivnim ugljikom utvrdeno je da uzorci

potjecu iz razdoblja izmedu 700. i 1300. godine (Peyambari i sur., 2018).

Iz uzoraka su potom izolirane nukleinske kiseline, obogacene su za dvolanc¢anu RNA i reverzno
prepisane u cDNA, a potom sekvencirane platformom Illumina HiSeq 2000. Sekvence su poravnate
1 usporedene s podatcima iz baze GenBank. Sekvenca koja se naj¢eSce pojavljivala nalikuje
sekvenci genoma poznatog chrysovirusa Anthurium mosaic-associated virus i njeni su dijelovi
pronadeni U ukupno 39 uzoraka, starosti cca 1000 godina, od ¢ega su u tri uzorka pronadene gotovo
potpune sekvence. Znanstvenici su taj novootkriveni virus nazvali Zea mays chrysovirus 1
(ZMCV1).
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Genom virusa ZMCV 1 sastoji se od tri dvolan¢ana RNA-segmenta, od kojih svaki sadrzi po jedan
otvoreni okvir ¢itanja. RNA-segmenti oznaceni su brojevima (1-3) i kodiraju redom proteine CP,
RdRp i p98. Sekvenca duljine otprilike 650 aminokiselina na N-kraju kapsidnog proteina ZMCV1
znacajno nalikuje sekvenci pronadenoj u ostalim srodnim chrysovirusima. Nadalje, sekvenca gena
za RdRp na N-kraju sadrzi konsenzusni slijed zvan phytoreovirus S7-domena, a koji je prisutan u
nekoliko virusnih porodica ukljucujuéi i Chrysoviridae (Li i sur., 2013). Protein nepoznate funkcije
p98 sadrzi aminokiselinski motiv PGDGXCXXHX, prethodno opisan u virusu povezanom s

bolesti treSnje Amasya — Amasya cherry disease-associated virus (Covelli i sur., 2004).

Starost triju klipova kukuruza u kojima su pronadene gotovo cjelovite sekvence i dvaju klipova s
parcijalnim sekvencama potvrdena je datiranjem radioaktivnim ugljikom i kalibrirana kalendarom.
Ispostavilo se da uzorci potjecu iz raspona izmedu 1030. i 1290. godine. Tim znanstvenika potom
je pokusao izolirati genom ZMCV1 iz suvremenog kukuruza i teosintea tako $to su dizajnirali
specifine pocetnice prema prethodno pronadenim drevnim sekvencama. Medutim, pozitivni
rezultati dobiveni su samo u kukuruzu (kultivar Japonica Striped), ne i teosinteu, ¢ak i uz koristenje

degeneriranih pocetnica.

Usporedba sekvenci drevnog i suvremenog genoma virusa ZMCV1 pokazala je 96,7% identiteta u
RNA 1, 98% identiteta u RNA 2 te 97,4% identiteta u RNA 3. To dovodi do zakljuc¢ka da se virus
ZMCV1 promijenio za oko 3% u zadnjih 1000 godina evolucije, iako se ne moZe sa sigurno$cu
re¢i da je ZMCV1 pronaden u Kkultivaru Japonica Striped direktni potomak onoga izoliranog iz

drevnog kukuruza u Arizoni.

Analiza Northern blot dvolancanih RNA izoliranih iz kukuruza i teosintea, koje su potom
hibridizirane sa sondama cDNA klonova virusnih RNA, potvrdila je da se u teosinteu ne nalaze
RNA koje pripadaju virusu ZMCV1, ve¢ su one prisutne samo u pravom kukuruzu. Dakle,
dvolacane ribonukleinske kiseline prisutne u teosinteu, ako su iz skupine chrysovirusa, pripadaju

nekom drugom virusu, a ne ZMCV1 (Peyambari i sur., 2018).
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3. Virusi iz herbarijskih zbirki

Osim drevnih biljnih virusa, ¢iji su nalazi relativno rijetki, nakon razvoja novih tehnologija
pronadeno je i nekoliko biljnih virusa u biljnim uzorcima herbarijskih zbirki, starosti do 100
godina. Iako se herbariji ne mogu klasificirati kao arheolo$ki uzorci, saznanja o biljnim virusima
dobivena iz takvih uzoraka jednako su vrijedna u razumijevanju rasprostranjivanja i evolucije

pojedinih virusa.
3.1. Tobamovirusi australske populacije Nicotiana glauca

Analizom uzoraka dobivenih iz zivuéih te iz herbarijskih primjeraka biljke Nicotiana glauca na
podru¢ju Novog Juznog Walesa u Australiji, Fraile i suradnici (1997) dosli su do zanimljivih
spoznaja o zajednickoj evoluciji dvaju tobamovirusa. Herbarijski uzorci prikupljeni su izmedu
1899. 1 1972. godine, dok su izolati iz svjezih uzoraka skupljani izmedu 1985. i 1993. godine.
Naime, analiza sekvenci genoma virusa mozaika duhana (TMV) i virusa svijetlozelenog mozaika
duhana (Tobacco mild green mosaic virus — TMGMYV) pokazala je kako je ve¢ina najstarijih biljaka
bila inficirana i TMV-om i TMGMV-om, dok se u mladim uzorcima postupno smanjuje
koncentracija TMV-a uz povecanje njegove geneticke raznolikosti, tj. stope mutacija. Suprotno
tome, koncentracija i geneti¢ka raznolikost TMGMV-a ostala je relativno stabilna, $to ukazuje na
dominaciju tog virusa nad TMV-om. Poveéana stopa mutacija u genomu TMV-a dovela je do

nakupljanja Stetnih mutacija i postupnog gubljenja TMV-a iz populacije N. glauca.
3.2. BYDV virusi u kalifornijskim travama

Virusi zute patuljavosti je¢ma i zitarica (Barley yellow dwarf viruses — BYDV; Cereal yellow dwarf
viruses — CYDV), nadalje BYDV-ovi, ¢esti su patogeni mnogih vrsta iz porodice trava, Poaceae.
To su jednolan¢ani RNA-virusi te uzrokuju velike Stete na usjevima na svjetskoj razini (Lister i
Ranieri, 1995). Malmstrom i sur., (2007) testirali su uzorke divljih trava savezne drzave Kalifornije
(SAD) kako bi u njima istrazili prisutnost BYDV-ova i njihov utjecaj na rasprostranjivanje
invazivnih europskih vrsta u 18. 1 19. stolje¢u. Uzorci su prikupljeni iz herbarijskih zbirki nekoliko
americkih sveuciliSta, a potjecu iz perioda izmedu 1894. 1 1958. godine. Detektirano je 9 razlicitih
vrsta BYDV-a, s kojima su provedene filogeneticke analize. Rezultati upucuju na to da su ti virusi

vjerojatno bili prisutni tijekom invazije kalifornijskih travnjaka europskim vrstama, te da su mozda
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potpomogli u rasprostranjivanju invazivnih vrsta. Stovise, raznolikost i rasprostranjenost virusa u
biljkama prikupljenima pocetkom 20. stoljeca vrlo su slicne trenutnima, pa se moze pretpostaviti

da je taj sustav patogena ,,dobro razvijen i prisutan ve¢ neko vrijeme.*

3.3. Virusi usjeva u peruanskim Andama

Pohranjeni uzorci usjeva prikupljeni izmedu 1975. i 1986. u peruanskim i bolivijskim Andama
posluzili su lanu P. Adamsu i njegovom timu za objavljivanje nekoliko potpunih, dotad nepoznatih
sekvenci genoma nekih biljnih virusa. Naime, objavljene su potpune genomske sekvence dvaju
virusa iz porodice Potyviridae, izoliranih iz uzoraka biljke Arracaccia xanthorhiza, i to Arracacha
virus A — AVA (Adams i sur., 2017a) te Arracacha virus Y — ArVY, za koji se ispostavilo da je
istovjetan prethodno sekvenciranom i objavljenom genomu virusa Arracacha mottle virus— AMoV
(Adams i sur., 2018a; Orilio i sur., 2009; 2013). Nadalje, iz uzorka biljke mashua (Tropaeaolum
tuberosum) starog 33 godine izoliran je i sekvenciran genom potyvirusa Mashua virus Y, ali
potrebna su dodatna istrazivanja da bi se tocno odredio njegov polozaj u filogeneti¢kom stablu
(Adams i sur., 2017b). Iz uzoraka krumpira (Solanum tuberosum), takoder starih 33 godine, izoliran
je i sekvenciran genom virusa roda Nepovirus, nazvan Potato virus U (Adams i sur., 2018b) te

virusa Potato virus T iz roda Tepovirus, porodice Betaflexiviridae (Adams i sur., 2017c).

3.4. PIVXi AVX

Virus trputca X (Plantain virus X — PIVX) iz skupine potexvirusa prvi je put opisan u domacinu
uskolisnom trputcu (Plantago lanceolata) 1981. godine (Hammond, 1981, 1982; Hammond i Hull,
1981). Medutim, sekvenca njegova genoma bila je nepoznata sve do 2020. godine, kada je tim
Johna Hammonda podvrgnuo originalne uzroke uskolisnog trputca, stare 43 godine,
visokoproto¢nom sekvenciranju (Hammond i sur., 2020). Rezultati su bili iznenadujuci. Naime,
otkrili su da je sekvenca PIVX identi¢na sekvenci nesto ranije opisanog virusa kivija X, (Actinidia
virus X —AVX) (Blouin i sur., 2013; Pearson i sur., 2011). Blouin i sur. (2013) takoder su ustanovili
da kivi nije najpogodniji domacin AVX-a, s obzirom da je nakon mehanicke inokulacije biljke
Kivija virusom titar virusa znatno pao, a 2 mjeseca kasnije nije se moglo ni detektirati njegovu
prisutnost. Druga istraZivanja pokazala su da je PIVX prisutan u razli¢itim biljkama i u razli¢itim

dijelovima svijeta, te su Hammond 1 sur. (2020) sakupili sekvence 1 sastavili filogeneticko stablo
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virusa (Slika 3.). Budu¢i da je virus prvi put opisan kao PIVX i ve¢inom prisutan u uskolisnom

trputcu, predlazu da prednost u nomenklaturi pripadne nazivu PIVX, odnosno virus trputca X.

100 MN923516 plantain virus X (Browallia americana isolate Belgium)
95 MT123349 plantain virus X AVX 2018-001 (P. lanceolata isolate NL)
72 MN756626 plantain virus X 5422861 (Capsicum annuum isolate NL)

100 MN334616 plantain virus X isolate 76 16 (P. lanceolata historic isolate UK)

100 I MN334615 plantain virus X isolate 77 48 (P. lanceolata historic isolate UK)
100

100

L—— KC568202.1 actinidia virus X isolate L5 (Actinidia chinensis isolate NZ)

KR872420.1 actinidia virus X strain RV-3124 (Ribes nigrum isolate Canada)

DQ660333.1 chenopodium mosaic virus X

KF752593.1 narcissus mosaic virus

80

AJ316085.1 scallion virus X

100 AB304848.1 asparagus virus 3

AB206396.1 alstroemeria virus x

HG313807.1 pepino mosaic virus

MG356506.1 potato aucuba mosaic virus
AB219105.1 nerine virus X

100

KJ789132.1 yam virus X

—

0.1

NC 011620.1 potato virus X

plantain virus X

Slika 3. Maximum-likelyhood filogeneti¢ko stablo genoma PIVX, AVX i srodnih biljnih virusa (preuzeto iz

Hammond i sur. 2020). Uz nazive izolata virusa trputca X navedeni su i domacini iz kojih je virus izoliran te drzava

pronalaska.
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Zakljucak

Analiza biljnih bioarheoloskih uzoraka cesto dovodi do otkri¢a novih, dosad nepoznatih biljnih
virusa ili do novih vrijednih spoznaja o ve¢ poznatim virusima, njihovom podrijetlu, evoluciji i
rasprostranjivanju svijetom. Bolje razumijevanje biljnih virusa omogucuje prilagodavanje pristupa
u uzgoju poljoprivrednih kultura u svrhu povecanja prinosa te minimiziranja potencijalne Stete na
usjevima. S obzirom na mali broj dosadasnjih istrazivanja drevnih biljnih virusa, vjerujem da
znanstvenu zajednicu o¢ekuje jo§ mnogo vaznih i zanimljivih otkri¢a na tome podru¢ju. Dodatnim
razvojem tehnologije povecat ¢e se preciznost i osjetljivost metoda ekstrakcije nukleinskih kiselina
te metoda visokoproto¢nog sekvenciranja, §to ¢e omoguciti rekonstrukciju drevnih genoma ¢ak i

iz vrlo malog uzroka oStecenih, slabo ouvanih bioarheoloskih nalaza.
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Sazetak

U ovome radu navedeni su rezultati dosad provedenih istrazivanja genoma biljnih virusa izoliranih
iz bioarheoloskih uzoraka, kao i genoma virusa izoliranih iz uzoraka pohranjenih u herbarijskim
zbirkama, te njihova vaznost u razumijevanju virusne evolucije | ekologije. Raspravlja se o razvoju
1 unaprjedenju metoda istrazivanja drevnih biljnih virusa te o potencijalnim implikacijama takvih

istrazivanja u kontekstu agronomije i gospodarstva.

Kljuéne rijeci: metagenomika, evolucija, visokoproto¢no sekvenciranje

Summary

This paper presents the results of research conducted so far on plant virus genomes isolated from
bioarchaeological samples, as well as virus genomes isolated from samples stored in herbarium
collections, and their importance in understanding viral evolution and ecology. The development
and improvement of research methods for ancient plant virus analyses and the potential
implications of such research in the context of agronomy and economics are discussed.

Keywords: metagenomics, evolution, high-throughput sequencing
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