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Sazetak

Diplomskog rada studentice Mateje Cosi¢, naslova

PRIJENOS G-VIRUSA VINOVE LOZE | BADNAVIRUSA VINOVE LOZE
1SJIEMENOM VINOVE LOZE (Vitis vinifera L.)

Vinova loza (Vitis vinifera L.), kao jedna od najuzgajanijih i gospodarski najznacajnih
drvenastih kultura podruc¢ja umjerene klime izloZena je napadu velikog broja patogena medu
kojima se virusi izdvajaju kao jedni od vaznijih. Jedan od glavnih nacina §irenja virusa vinove
loze je razmjena zarazenog sadnog materijala. G-virus vinove loze (GVG) te badnavirus vinove
loze 1 (GBV-1) utvrdeni su u relativno velikom postotku kod hrvatskih autohtonih sorata u
naSem priobalnom podrucju. Kako bi se istrazila moguénost njihovog prijenosa sjemenom sa
biljaka zarazenih navedenim virusima izdvojeno je sjeme koje je nakon obrade posijano u
teglice sa supstratom. Dva mjeseca nakon klijanja biljke su testirane na prisutnost GVG
odnosno GBV-1 metodom lan¢ane reakcije polimerazom u realnom vremenu (qPCR). U
slu¢aju GVG testirano je 100 biljaka, a u slu¢aju GBV-1 ukupno 420 biljaka. Provedenim
laboratorijskim testiranjem nije utvrdena prisutnost niti jednog virusa ¢ime nije potvrdena

mogucnost njihovog prijenosa putem sjemena zarazene vinove loze.

Kljucéne rije¢i: vinova loza, sjeme, prijenos, PCR u realnom vremenu



Summary

Of the master’s thesis - student Mateja Cosié, entitled

TRANSMISSION OF GRAPEVINE VIRUS G AND GRAPEVINE BADNAVIRUS 1
BY GRAPEVINE SEEDS (VITIS VINIFERA L.)

Grapevine (Vitis vinifera L.), one of the most widely grown and economically important woody
crops in temperate climates, is subject to attack by a variety of pathogens, among which viruses
stand out as one of the most important. One of the main modes of transmission of grapevine
viruses is the exchange of infected planting material. Grapevine virus G (GVG) and grapevine
badnavirus 1 (GBV-1) were found in a relatively high percentage in Croatian autochthonous
varieties grown in coastal area. To investigate the possibility of their transmission by seeds
obtained from infected plants, seeds were collected and, after processing, sown in pots with a
substrate. Two months after germination, the plants were tested for the presence of GVG and
GBV-1 using real-time polymerase chain reaction (QPCR). In the case of GVG, 100 plants were
tested and in the case of GBV-1, a total of 420 plants were tested. The laboratory tests did not
confirm the presence of the virus, so the possibility of seed transmission in grapevine was not

confirmed.

Keywaords: grapevine, seed, transmission, real-time PCR



1. Uvod

Vinova loza jedna je od gospodarski najznacajnih kultura uzgajanih Sirom svijeta.
Napada je velik broj patogena od kojih se virusi izdvajaju kao jedni od najvaznijih (Martelli
2014). Prometovanje sadnim materijalom i medunarodna razmjena uzrok su S$iroke
rasprostranjenosti virusa vinove loze (Subi¢ i Cvjetkovi¢, 1996). Do danas je opisano vise od
86 vrsta virusa koji napadaju vinovu lozu (Fuchs, 2020). Ekonomski zna¢ajni virusi na vinovoj
lozi uzrokuju simptome u vidu diskoloracije listova, pojave pjega, kloroza i nekroza, kovrc¢anje
listova, naboranosti i jamicavosti drveta te zadebljanjima na mjestu cijepljenja. Kao posljedica
napada dolazi do kasnijeg sazrijevanja biljaka, povecanog sadrzaja kiselina u grozdu i
smanjenog prinosa (Meng i sur. 2017). U posljednjih nekoliko godina doslo je do porasta broja
virusa koji inficiraju vinovu lozu te je zbog toga potrebno konstantno dolaziti do novijih i
djelotvornijih metoda ozdravljenja vinove loze od virusa (Suti¢ i sur. 1999). Vaznu ulogu u
oCuvanju vinograda i smanjenju Sirenja virusa imaju preventivne mjere odnosno uporaba

certificiranog, bezvirusnog sadnog materijala (Voncina 2021).

Za oko 10% danas poznatih biljnih virusa utvrdeno je da, pored sposobnosti prijenosa
vegetativnim putem i/ili vektorima, imaju sposobnost prijenosa i sjemenom. lako je vinova loza
kultura koja se vegetativno razmnozava, razmnozavanje sjemenom se danas koristi uglavnom

u oplemenjivackim postupcima, odnosno za dobivanje kriZanaca.

G-virus vinove loze te badnavirus vinove loze 1 otkriveni su 2017. i 2018. godine te ne
postoje podaci o moguénosti njihovog prijenosa sjemenom vinove loze. Buduéi je pojavnost
oba virusa utvrdena u relativno velikom postotku kod autohtonih sorata u naSem priobalnom
podrucju, predloZeno istrazivanje dat ¢e bolji uvid u jedan od mogu¢ih nacina Sirenja navedenih

virusa.

1.1. Ciljrada
Cilj rada je utvrditi moguénost prijenosa G-virusa vinove loze te badnavirusa vinove

loze 1 sjemenom vinove loze (Vitis vinifera L.).



2. Pregled literature

2.1.  Prijenos biljnih virusa sjemenom

Globalna trgovina sjemenom pridonijela je razvoju i unapredenju svjetske poljoprivrede, no
ona ima svoj negativan ucinak koji se o€itava u pojavi bolesti u novim podruc¢jima uzgoja,

zemljama i kontinentima (Dombrovsky i Smith, 2017).

Zarazenost sjemena virusima kod razli¢itih biljnih vrsta moze ovisiti 1 o genotipu biljaka.
Takoder se smatra da je pojava zaraze sjemena virusima ucestalija kod oslabljenih biljaka. Tako
primjerice, kod biljaka koje su izlozene stresnim biotskim ili abiotskim uvjetima koji
usporavaju njihov rast i razvoj, dovodi do ucestalijih virusnih infekcija. Virusi koji se prenose
sjemenom inficiraju generativne organe, zbog ¢ega se virusi mogu Siriti peludom na zdrave
biljke u nasadima ili usjevima. Naime, u vecini slucajeva do zaraze dolazi ve¢ u fazi cvatnje
kada virusi ulaze u meristemska tkiva, odnosno stanice muskih i zenskih gametofita zbog cega
je teSko odrediti da li je to odredeno sposobnos§cu virusa da napadne meristematsko tkivo na §to

moze utjecati i osjetljivost kultivara na infekciju (slika 2.1.1.) (Bennett, 2008).

Virusi koji se prenose sjemenom zadrzavaju se uglavnom u klici, a rjede u ovojnici sjemena.
Utvrdeno je da je prisutnost virusa veca kod sjemena koje je u pocetnim fazama razvoja u
odnosu na zrelo sjeme kada dolazi do smanjenja Sirenja virusa izmedu stanica. Zaraza sjemena
ponekad utjece 1 na morfoloSka svojstva kada se primjecuju simptomi u vidu zaostajanja u
razvoju te promjene boje sjemene ovojnice. Navedeni simptomi olakSavajuca su okolnost jer
se sortiranjem i selekcijom takvo sjeme moze eliminirati iz daljnje upotrebe. Otezavajuca
okolnost je odrzavanje i prijenos virusa putem zrelog sjemena u kojemu je zabiljeZena njihova

prisutnost i do nekoliko godina (Blaszczak, 1964).

Nadalje, zanimljivo je spomenuti da su biljne vrste kod kojih je pojava zaraze sjemena
virusima ucestala, razvile mehanizme obrane od zaraze kako bi se smanjila ucestalost zaraze
potomstva. Medutim, nerijetko se virusi u sjemenu mogu S$iriti putem vektora — kukaca,

nematoda i dr., $§to dodatno otezava suzbijanje i sprjeCavanje Sirenja zaraze (Bennet, 2008).



Slika 2.1.1. Ciklus prijenosa virusa putem sjemena (1) Biljni virusi dospijevaju u sjeme bilo

izravnom invazijom embrija iz roditeljske biljke i/ili neizravno infekcijom peludnih zrnaca, §to dovodi do
zarazenog embrija nakon oplodnje. (2) Zarazeno sjeme moZze izravno klijati; ostati dulje vrijeme u tlu; ili biti
raspreno na velike udaljenosti. (3) Zarazene sadnice (i odrasle biljke) iz zarazenog sjemena biti ée izvor primarnog
inokuluma koji omogucuje Sirenje virusa putem vektora. Na slici su prikazane lisne usi koje prenose 30 % biljnih
virusa. (4) Ciklus se moze zatvoriti na 2 nacina: Virusi iz zarazenih sadnica/odraslih biljaka mogu ponovno do¢i
do sjemena $to dovodi do drugog kruga prijenosa virusa putem sjemena ili biljke zaraZzene vektorima mogu

proizvesti zarazeno sjeme. (Izvor: Pagén, 2022)

Dokazano je da povisena temperatura i intenzitet svjetlosti, odnosno globalno zatopljenje,
povecéavaju prezivljavanje zarazenog sjemena i brzinu prijenosa virusa putem sjemena. Stoga
je prijenos sjemenom od velike vaznosti za sigurnost hrane Sto i pokazuju brojni nacionalni i

medunarodni propisi o fitosanitarnim mjerama za sjemensku proizvodnju (Pagén, 2022).

Do danas je poznat malen broj virusa koji se mogu prenositi sigmenom vinove loze. Neki
od njih su naboranost drveta Vitis rupestris pridruzen virus (eng. Grapevine rupestris stem
pitting-associated virus, GRSPaV) koji se primarno prenosi peludom te je mogué prijenos i
putem sjemena (Morelli i sur. 2019). Takoder, postoje istrazivanja koja potvrduju spomenuti
prijenos i za uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 2 (eng. Grapevine leafroll-associated
virus 2, GLRaV-2) te virus Pinot-a sivog (eng. Grapevine Pinot gris virus, GPGV) (Zhang i

sur. 2022). U literaturi se navodi kako se virus lepezastog lista vinove loze (eng. Grapevine



fanleaf virus, GFLV) moze prenositi polenom vinove loze i sjemenom vrsta Chenopodium
amaranticolor, Chenopodium quinoa te sjemenom soje (Cory i Hewitt, 1968). Medutim,
postoje oprec¢ni podatci u kojima nije utvrden prijenos GFLV putem polena (Doazan, 198).
Nadalje, kod nekih drugih kultura utvrdeno je da se virus mozaika krastavca (eng. Cucumber
mosaic virus, CMV), virus obi¢nog mozaika graha (eng. Bean common mosaic virus, BCMV)
te virus mozaika repe (eng. Turnip mosaic virus, TUMV) prenose putem sjemena mahunarki.
lako je postotak njihovog prijenosa sjemenom malen, od velike je vaznosti za Uzgoj U
monokulturi (Justi¢, 2017).

2.2. Vinova loza

Vinova loza je biljna vrsta koja pripada porodici Vitaceae, rod Vitis. Ona je kultivirana,
listopadna, grmolika penjacica koju karakterizira formiranje vitica kao rezultat formiranja,
odnosno diferencijacije grana (Hulina, 2011). Do danas je poznato je 70 vrsta unutar roda Vitis,
a rasprostranjene su u umjerenim klimatskim podru¢jima sjeverne Zemljine polutke (Domac,
2002). Prepoznate su tri vrste vinove loze, a to su Vitis sylvestris Gmel., Vitis labrusca L. i

kultivirana Vitis vinifera L.

Morfologija vinove loze, ili kako se Cesto tradicionalno naziva ¢okot, loza ili trs, ¢ine
korijen, stablo s granama, pupovi, mladice, rozgva i listovi kao vegetativni organi, ¢ija je
funkcija usvajanje vode i hranjiva, i skladiStenje hranjivih tvari. S druge strane, generativni
organi koji su prisutni na vinovoj lozi su cvjetovi, odnosno cvat, grozd, vitice, bobe i sjeme , a
sluze kao organi i tkiva za razmnozavanje (Mirosevi¢, 1996). Normalan rast i razvoj vinove
loze, pa tako i visina prinosa kvalitetnog grozda, ovisi 0 uvjetima tla i klimi. 1z tog je razloga
potrebno analizirati podrucje na kojem se planira podi¢i vinograd te dobro okarakterizirati
klimu, tlo 1 ostale vazne ¢imbenike o kojima ovisi prinos i kvaliteta grozda, a na temelju kojih
se moze procijeniti je li takvo podruéje (terroir) pogodno za uzgoj vinove loze, pri ¢emu je
vazno znati da klima nekog podruc¢ja podrazumijeva koli¢ina sunceve svjetlosti, temperaturu,

koli¢inu oborina, vlagu i vjetar (GaSpar i Karaci¢, 2011).

Zahvaljuju¢i zemljopisnom poloZzaju, povijesnim dogadajima i povezanosti s mnogim
narodima i njihovim kulturama, u Hrvatskoj se danas uzgaja veliki broj sorata vinove loze,
neke porijeklom iz drugih dijelova svijeta, a neke domace, odnosno autohtone sorte.

Istrazivanja genetike, odnosno genetskih profila vinove loze koja je prisutna na podrucju



Hrvatske, utvrdila su prisutnost velikog broja razli¢itih sorti, medu kojima su i one svjetski
poznate i ekonomski vazne (Maleti¢ i sur. 2008). Prema podacima Medunarodne organizacije
za vinovu lozu i vino (OIV), u 2019. godini, vinova loza uzgaja se na povrsini od 7 341 771
ha, a proizvodnja grozda iznosila je 85 027 722 tona. U Republici Hrvatskoj je u 2019. godini

proizvedeno 108 296 tona grozda na povrsini od 21 311 ha.

Buduci da je vinova loza vrsta od velike agronomske 1 gospodarske vaznosti, a najveéim
dijelom zbog proizvodnje vina, patogeni koji parazitiraju vinovu lozu, a velikim dijelom su to
virusi, mogu smanjiti prinos te dovesti do velikih gubitaka u proizvodnji vina. KoriStenje
virusima zarazenih sadnica dovodi do smanjenja kvalitete grozda i skrac¢ivanja zivotnog vijeka
vinograda te tako mogu direktno smanjiti ukupnu proizvodnju vina (Andret-Link i sur., 2004),
a s obzirom na nedostatak u¢inkovitih mjera suzbijanja virusa, njihova prisutnost i posljedice

zaraze nerijetko uzrokuju navedene probleme.

2.3.  Virusne bolesti vinove loze

Vinova loza je kao i druge biljne vrste koje se razmnoZavaju vegetativnim putem, podloZzna
napadima Steto¢inja i patogena. Za razliku od bolesti uzrokovanih gljivama, suzbijanje virusa
je otezano, a do danas nije pronadeno uc¢inkovito i prihvatljivo rjeSenje. Naime, kada je biljka
jednom zarazena virusom, ostaje zarazena do kraja svog vijeka, a posljedice mogu biti velike
ako se bolest rasiri na ostale zdrave biljke u vinogradu. Zaraza virusima dovodi do smanjene
produktivnosti biljaka te nize kvalitete i koli¢ine prinosa. Zbog navedenog, virusne bolesti
predstavljaju veliki problem u industriji te su u zadnje vrijeme tema mnogih istrazivanja. Jedina
metoda kojom proizvodaci mogu ocuvati vinograd i smanjiti mogucénost Sirenja virusa je
primjenom preventivnih mjera i to sadnjom certificiranog, bezvirusnog sadnog materijala na
podruc¢jima predvidenim za uzgoj loze. Takoder je preporuka da se prije stavljanja na trziste,
odnosno ve¢ u rasadnicima, provjerava prisutnost virusa koriStenjem laboratorijskih metoda. U
posljednjem je desetljecu primjenom suvremenih dijagnostickih testova utvrdeno preko 86
novih viroza vinove loze, §to ju ¢ini drvenastom kulturom s najve¢im brojem poznatih virusnih
bolesti, te naglasava potrebu za laboratorijskom analizom biljnog materijala prije sadnje (Fuchs,

2020).

Najces¢e koristene metode za identifikaciju i detekciju virusa su kombinirana metoda

reverzne transkripcije i lancane reakcije polimerazom (RT-PCR), morfoloska i1 fenotipska



analiza te enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi (ELISA od eng. enzyme-linked immunosorbent
assay) (Martelli, 2014). Najpreciznijim metodama se smatraju RT-PCR i ELISA jer imaju
mogucnost detektirati nukleinske kiseline karakteristicne za pojedine viruse, odnosno

detektirati proteine (Mekuria i sur. 2003).

Ekonomski znacajni virusi vinove loze podijeljeni su u Cetiri grupe i to na osnovi
simptomatologije. Tako su u prvu skupinu svrstani virus lepezastog lista vinove loze (eng.
grapevine fanleaf virus, GFLV) i virus mozaika guSarke (eng. Arabis mosaic virus, ArMV) Kkoji
uzrokuju infektivnu degeneraciju ¢iji su simptomi najizraZeniji u proljece. Virusi koji uzrokuju
uvijenost lista vinove loze, a na osjetljivim sortama i izrazenije promjene na listu, pripadaju
drugoj skupini, a najucestaliji su - uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 1 (eng. Grapevine
leafroll-associated virus 1, GLRaV-1), uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 2 (eng.
Grapevine leafroll-associated virus 2, GLRaV-2) te uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus
3 (eng. Grapevine leafroll-associated virus 3, GLRaV-3). Virus koji pripada trecoj skupini je
virus pjagavosti lista vinove loze (eng. Grapevine fleck virus, GFkV), a simptomi se o¢ituju u
vidu pjegavosti lista. Cetvrta skupina virusa zarazava i o§teéuje drvo, a u tu skupinu se ubrajaju
A-virus vinove loze (eng. Grapevine virus A, GVA) i B-virus vinove loze (eng. Grapevine virus
B, GVB ) (Ivi¢ i Fazini¢, 2011).

Ekonomski gubitci do kojih dolazi zarazom vinove loze virusima ovise o vrsti i Soju virusa,
osjetljivosti sorti, nadinu prijenosa, vrsti simptoma i dr. (Suti¢ i sur. 1999). Medutim, gubitke
je otezano procijeniti zbog ucinka na koli¢inu i kvalitetu prinosa, ali i utjecaja na vijek

vinograda.

S obzirom na problematiku eliminacije, odnosno suzbijanja virusa, kao jedna od u¢inkovitih
mjera u smanjenju njihovog Sirenja je sadnja zdravih biljaka. Naime, najve¢i problem kod
morfoloSke analize i1 utvrdivanja prisutnosti zaraze virusima je $to virusi nerijetko ne dovode
do morfoloski vidljivih promjena na biljkama (Martelli, 2014). Takoder je vazno spomenuti da
razli¢ite vrste virusa mogu uzrokovati sliéne promjene, odnosno simptome. S obzirom na
nedostatak podataka o prinosima i uvjetima uzgoja autohtonih hrvatskih sorti, u vinogradima
se Cesto uzgajaju introducirane sorte poput sorte Merlot i Chardonnay, ¢ije su certrificirane
bezvirusne sadnice dostupne u rasadnicima. Medutim, potreba za o¢uvanjem autohtonih sorti,
ali i bioraznolikosti, potaknula je da u posljednje vrijeme rasadnici proizvode i bezvirusne
sadnice hrvatskih autohtonih sorti poput sorte Plavac mali, Tribidrag i Zlahtina. Prema uvjetima
za stavljanje na trziSte sadnog materijala vinove loze, virusi mozaika guSarke (ArMV),
lepezastog lista (GFLV), uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 1 (GLRaV-1), uvijenosti

6



lista vinove loze pridruzeni virus 3 (GLRaV-3) i Sarene pjegavosti lista (GFkV) ne smiju biti

prisutni u sadnom materijalu (Pavleti¢, 2019).

Kako bi se smanjio prijenos biljnih virusa, u posljednjih desetak godina razvijene su
laboratorijske metode kojima se u kratkom vremenu moze utvrditi prisutnost virusa u
sjemenskom i sadnom biljnom materijalu. Posebno se isti¢u metode temeljene na sekvenciranju
visoke propusnosti (eng. high throughput sequencing - HTS), a pokazale su se u¢inkovitima
kod detekcije virusa vinove loze. Tako je u posljednjih nekoliko godina uspjesno detektirano
28 novih virusa prisutnih u vinovoj lozi. Posebno ucestale su bile vrste iz roda Vitivirus. Tako
je kod sorte Chardonnay na podruc¢ju Novog Zelanda utvrdena prisutnost G-virusa vinove loze
(eng. Grapevine virus G, GVG) i I-virusa vinove loze (eng. Grapevine virus I, GVI) (Blouin i
sur. 2018a). Takoder je utvrdena prisutnost H-virusa vinove loze (eng. Grapevine virus H,
GVH) kod nepoznate sorte u Portugalu (Candresse i sur. 2018) te J-virusa vinove loze (eng.
Grapevine virus J, GVJ) kod sorte ‘Kisil Sapak’ u Turkmenistanu (Diaz-Lara i sur. 2018). M-
virus vinove loze (eng. Grapevine virus M, GVM) izoliran je iz hibrida Blanc du Bois u Teksasu
(Alabi i sur. 2019), dok je L-virus vinove loze L (eng. Grapevine virus L, GVL) utvrden iz
HTS-podataka iz vinovih loza prikupljenih na Kanade, Novog Zelanda, Kine i Hrvatske (Debat
i sur. 2019).

Prvi izolirani virus koji pripada rodu Vitivirus je A-virus vinove loze (Grapevine virus A,
GVA), a izoliran je iz vinove loze u Italiji. Simptom koji se pojavljuje kod zarazenih trsova je
jamicavost (Conti i sur. 1980). Smatra se da je Siroka geografska rasprostranjenost GVA
posljedica medunarodnog Sirenja virusa u zarazenoj germplazmi vinove loze (slika 2.3.1.)
(CABI, 2021). Sljedeci identificirani virus bio je B-virus vinove loze (Grapevine virus B, GVB)
koji je prisutan u vinogradima u Europi i Sjevernoj Americi (Boscia i sur. 1993). Ucestali
simptom na trsovima je pojava plutaste kore. Za oba virusa znacajno je da pripadaju u tzv.
,.,kompleks naboranosti drva®, a ovisno o kombinaciji podloge i plemke te klimatskim uvjetima,
negativno utjecu na proizvodnju (Maliogka i sur. 2015). Svi prethodno spomenuti virusi mogu
prijenosnici su kukci svrstani u porodicu Pseudococcidae i Coccidae, koji nerijetko uspjesno
prenose GVA (Fortusini i sur. 1997), GVB (Garau i sur. 1995), i GVE (Nakaune i sur. 2008).
Nadalje, osim biljnih vrsta iz roda Vitis koji su primarni domacini ovih virusa, laboratorijskim
istrazivanjima utvrdena je sposobnost mehanickog prenoSenja na vrste iz rodova Nicotiana i

Chenopodium (Boscia i sur. 1993).



Do danas je utvrdeno da se vrste roda Vitivirus $ire putem floema biljaka vinove loze.
(Martelli, 2014). Simptomi koji se pojavljuju na zaraZzenim biljkama se oc€ituju u vidu
zaostajanja vegetacije, pojavi zadebljanja na mjestu srastanja cijepova, smanjenju vigora,
formiranju jamica i brazda na trsovima te konac¢no ugibanje biljaka nekoliko godina nakon

zaraze (Voncina, 2021).

Slika 2.3.1. Rasprostranjenost GVA u svijetu

Izvor: https://www.cabi.org/isc/datasheet/26189#toDistributionMaps — pristupljeno 20.06.2022.

2.4. G-virus vinove loze

G-virus vinove loze (GVG) identificiran je kod sorte Chardonnay na podruc¢ju Novog
Zelanda. Blouin i sur. (2018b) sekvencirali su genom do tada nepoznate vrste roda Vitivirus
pomocu sekvenciranja visoke propusnosti te Sangerovim sekvenciranjem. Struktura genoma
novootkrivenog virusa , sli¢na je drugim vrstama roda Vitivirus, s pet otvorenih okvira ¢itanja
(ORF) koji kodiraju sekvence utvrdene za rod Vitivirus. Filogenetska analiza ukupnog genoma
potvrdila je njegovu pripadnost rodu Vitivirus. Temeljem Kkriterija za prepoznavanje i
razdvajanje vrsta, koje je predloZio Medunarodni odbor za taksonomiju virusa (International
Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV, 2020.), virus se smatra vrstom roda Vitivirus buduci
da dijeli manje od 80% sli¢nosti na aminokiselinsoj razini te 72% sli¢nosti na nukleotidnoj

razini u predjelu genoma koji kodira za proteinski omota¢ (eng, coat protein, CP) i RNA-


https://www.cabi.org/isc/datasheet/26189#toDistributionMaps

ovisnoj RNA-polimerazi (eng. RNA-dependent RNA-polimerase, RdRp) sa najblizim
srodnikom. Navedeno je dovoljan razlog da se ovaj novootkriveni virus moze smatrati

zasebnom vrstom te je predlozen naziv grapevine virus G (GVG).

U Hrvatskoj je GVG detektiran kod Cetiri autohtone sorte vinove loze (Ljutun, Dobricic,
Vlaska 1 Babica) porijeklom s podruc¢ja Kastela (Voncina i Almeida, 2018). Jaguni¢ i sur.
(2022b) u svom istrazivanju navode kako je GVG identificiran samo na autohtonim sortama
vinove loze dok kod induciranih sorata nije utvrdena prisutnost virusa. Ukupna pojavnost virusa

iznosila je 10,5 %.

2.5. Badnavirus vinove loze 1

Predstavnici roda Badnavirus inficiraju $irok raspon ekonomski vaznih kultiviranih biljnih
vrsta u svijetu. Ekonomski gubitak uzrokovan razli¢itim vrstama u razli¢itim usjevima varira
izmedu 10 190%. Trenutno je poznato 67 razlicitih vrsta ovog roda , od kojih su neke ekonomski
vazni u tropskim uzgojnim podrucjima, a posebice u nasadima banana, crnog papra, kakaa,
citrusa i Secerne trske. Virioni su promjera oko 30 nm, duljine izmedu 120 i 150 nm, ovisno o
vrsti. Virioni se nalaze u citoplazmi, a ponekad i u vakuolama stanica biljaka domacina. Genom
se sastoji od jedne kruzne molekule dvolancane DNA , s najmanje tri otvorena okvira Citanja
(ORF). Simptomi uzrokovani badnavirusima ovise o domacinskoj biljnoj vrsti, ali i sorti, vrsti
virusa 1 uvjetima okoliSa. U vecini slu€ajeva, simptomi su blagi do umjereni te ukljucuju
kloroticne mrlje ili nekroti¢ne pruge, deformaciju listova i smanjen razmak internodija, $to
dovodi do zaostajanja u rastu. Intenzitet simptoma dodatno je poveéan kada su biljke izloZene
abiotskim stresovima poput promjena u temperaturi te nedostatka hranjiva. Ve¢ina badnavirusa
inficira viSegodi$nje biljne vrste koje se razmnozavaju vegetativnim putem. Badnavirusi su
rasprostranjeni u tropskim i umjerenim regijama Afrike, Azije, Australije, Europe te Juzne i

Sjeverne Amerike ( Slika 2.5.1.). (Bhat i sur. 2016).



Slika 2.5.1. Rasprostranjenost vrsta roda Badnavirus u svijetu

Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4926197/ - pristupljeno: 20.06.2022.

Uspjesnom metodom detekcije pokazala se primjena lancane reakcije polimerazom —
PCR. Ova metoda je brza, osjetljiva i pouzdana za identifikaciju badnavirusa koji inficiraju
razlicite biljne vrste. Njezina jo§ preciznija izvedenica je lanCana reakcija polimerazom u

stvarnom vremenu (eng. real-time PCR; gPCR) (Bhat i sur. 2016).

GBV-1 (eng. Grapevine badnavirus 1) otkriven je 2018. godine primjenom HTS-a i to
u dvije autohtone sorte vinove loze, Ljutun i Vlaska, iz kolekcijskog nasada virusa vinove loze
(Zavod za fitopatologiju, Sveuciliste u Zagrebu Agronomski fakultet). Obje biljke vinove loze
iz kolekcijskog nasada potjecale su sa podrucja Kastela. Potpuna sekvenca genoma novog
virusa, uvjetno nazvana "badnavirus vinove loze 1” (GBV-1), je rekonstruiran od ,,de novo*
sklopljenog contiga duzine 7145 nukleotida te sadrzi tri ORF-a tipi¢na za predstavnike roda
Badnavirus (Vonéina i Almeida, 2018). Novijim istrazivanjima utvrdena je S$iroka
rasprostranjenost ovog virusa u komercijalnim nasadima u priobalnom podru¢ju Hrvatske te u
kolekcijskim nasadima na kontinentu i u Splitu (Institut za jadranske kulture i melioraciju krsa).

Ukupna pojavnost virusa iznosila je 13.4% (Jagunic¢ i sur. 2022a).

Nadalje, za predstavnike ovog roda koji inficiraju vinovu lozu utvrden prijenos sadnim
materijalom i vektorima, stoga je sadnja bezvirusnog sadnog materijala, osiguravanje potrebnih

hranjivih tvari i upotreba kemijskih mjera za kontrolu vektora nuzna kako bi se smanjilo Sirenje.
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3. Materijal i metode

3.1. Materijal

Kao ishodis$ni materijal za provjeru sposobnosti prijenosa sjemenom sa biljaka vinove loze
zarazenih sa G-virusom vinove loze (GVG) te badnavirusom vinove loze 1 (GBV-1)

sakupljeni su grozdovi u punoj zrelosti (3.1.1.) te su koriSteni u daljnjem istrazivanju.

Slika 3.1.1. Grozdovi vinove loze upotrijebljeni kao izvor GVG i GBV-1
Foto: Poletti Kopesi¢, M. 2022.

3.2. Metode

3.2.1. Izdvajanje i naklijavanje sjemena

Izdvajanje i naklijavanje sjemena je provedeno u plasteniku na Zavodu za fitopatologiju.
Prvi korak je bio odvajanje bobica od grozda (slika 3.2.1.1.). Bobice su zatim ru¢no
zdrobljene (slika 3.2.1.2.) te su sjemenke prosijane kroz sito (slika 3.2.1.3.) kako bi se
odvojile od kozice i mesa (slika 3.2.1.4.). Odvojene sjemenke su osusene te razdvojene po
sortama u kutije na filter papir (slika 3.2.1.5.).
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Slika 3.2.1.1. Odvajanje bobica od grozda Slika 3.2.1.2. Odvajanje sjemenki

Foto: Poletti Kopesi¢, M. 2022. iz bobica

Foto: Poletti Kopesi¢, M. 2022.

Slika 3.2.1.3. Cis¢enje i prosijavanje Slika 3.2.1.4. Prikaz oc¢is¢enog i odvojenog
sjemenki jakim mlazom vode sjemena vinove loze
Foto: Poletti Kopesi¢, M. 2022. Foto: Poletti Kopesic, M. 2022.
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Slika 3.2.1.5. OciSc¢ene i sortirane sjemenke

Foto: Poletti Kopesi¢, M. 2022.

Stratifikacija je obavezan postupak u proizvodnji sjemena veéine biljnih vrsta, a svrha
joj je prekid primarne dormantnosti. 10. prosinca 2021. godine izvrSena je povrSinska

sterilizacija sjemenki 5-postotnom otopinom Izosan® G proizvodaca Pliva (https://www.pliva-

sept.hr/proizvodi/dezinficijensi-povrsine/Izosan-G-1kg.html) u trajanju od 15 minuta. Nakon

ispiranja ostataka dezinficijensa sa povrSine sjemenki, iste su slagane u vodom natopljeni

pijesak u Sterivent posude S1686 proizvoda¢a DuchefaBiochemie (https://www.duchefa-

biochemie.com/product/details/number/S1686/name/sterivent-high-container-107-x-94-x-96-

mm). Naizmjenic¢no je slagan sloj vlaznog pijeska i sjemenki svakih 1 ¢m visine posude, do
vrha. Posude su pravilno oznacene, prekrivene aluminijskom folijom kako bi se sprijecilo
isuSivanje pijeska (a omogucila izmjena plinova) te su pohranjene u frizider na 4 °C. Tijekom
induciranog zimskog mirovanja u trajanju od 72 dana, povremeno je nadolijevana voda u

posude kako bi se odrzala stalna vlaznost pijeska.

Sjemenke su 20. veljace 2022. izvadene iz pijeska, isprane vodom te 0Susene na sobnoj
temperaturi u trajanju od desetak dana, prije njihovog skladistenja u papirnatim vrec¢icama do

pojave povoljnih vremenskih uvjeta za njihovu sjetvu.

Dana 21. travnja 2022. godine, sjemenke su potopljene u vodu na period od 24 sata kako
bi nabubrile. Dan poslije su posloZene na navlazeni celulozni papir u petrijevke, zatvorene

parafinom i stavljene u klima komoru u uvjetima umjetnog osvjetljenja, na temperaturi od 25
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°C i uz dugi dan (period svjetla 16h). 29. travnja posijane su prve isklijale sjemenke prethodno
dezinficirane 5-postotnom otopinom Izosan® G u trajanju 15 minuta te 5-postotnom otopinom

Plant preservativemixture (PPM) dezinficijensom biljnih tkiva, proizvodaca Plant Cell

Technology  (https://www.plantcelltechnology.com/plant-preservative-mixture-ppm/) u
trajanju od Cetiri sata. Proklijale sjemenke sijane su u 34 posude od stiropora s 40 sadnih mjesta
proizvodaca Plastform d.o.o., dimenzija 53 x 31 x 6 cm s volumenom otvora od 78 ml

(https://www.plastform.hr/presadnice-proizvodi.php). Posude su napunjene viSenamjenskim

supstratom Klasmann Substrat 2 za sjetvu, proizvodaca Klasmann-Deilmann (http://euro-

brod.hr/ponuda/hortikultura/klasmann-deilmann-ponuda-proizvoda/gotovi-profesionalni-

supstrati-proizvodl) i zalivene vodom do zasi¢enja. Sjemenke su posijane na dubinu 1 cm. U

periodu 29. travnja 2022. do 22. svibnja 2022. sjemenjaci su ¢uvani u zaSticenom prostoru
(plasteniku pokusalista Jazbina), kada su izneseni u poljske uvjete. Klijanje sjemenki je zavrsilo
25. svibnja Sto znaci da su one sjemenke koje su krenule sa rastom izmedu 22. 1 25. svibnja,

direktno izlozene vanjskoj sredini.

U istrazivanju je koristeno ukupno 100 sjemenjaka dobivenih iz sjemena ¢ije majcinske
biljke su bile zarazene sa GV G, odnosno 420 sjemenjaka od biljaka zaraZzenih sa GBV-1 (tablica
3.2.1).

Tablica 3.2.1. Popis oznaka mati¢nih biljaka zarazenih sa GVG, odnosno GBV-1, sorata,

lokacija te broja dobivenih sjemenjaka uklju¢enih u testiranje

Virus Oznaka biljke Sorta Lokacija Broj
sjemenjaka
Krk 37 20
Krk 82 20
GVG Krk 84 Zlahtina Krk - Pod mo¢u 20
Krk 85 20
Krk 88 20
3-L-1 Stara brajda 50
4-H-4 Galac crni Vinogradarsko - 45
4-1-3 Gustopupica vinarsko pokusaliSte 68
GBV-1 5-E-4 Pavici¢ Jazbina 70
7-L-1 Mekuja 87
8-E-1 Oskorusica 63
8-F-1 Krsticevica 37
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3.3. Testiranje uzoraka metodom lancane reakcije polimerazom u realnom
vremenu (eng. real-time PCR, qPCR)

U fazi rasta 4-6 dobro razvijenih listova (slika 3.3.1.) sjemenjaci su bili testirani na
prisutnost virusa koriStenjem lan¢ane reakcije polimerazom u realnom vremenu (eng. real time
PCR, gPCR). Kao potencijalni izvor virusa, odnosno materijal za izolaciju ukupnih nukleinskih
kiselina (TNA, eng. total nucleic acids) koriSteni su listovi i peteljke. U tu svrhu odvagnuto je
0,1 g biljnog materijala (slika 3.3.2.) koji je smrvljen u tarioniku pomoc¢u tucka koristenjem
tekuceg dusika (slika 3.3.3.). Svaki uzorak je razrijeden s 1,8 mL ekstrakcijskog pufera (0,015
M Na2CO03, 0,035 M NaHCO3, 0,0005 M PVP 40, 1 g/500 mL serum albumin, 0,25 g/500 mL
Tween 20; pH 9,6) i stavljen u epruvetu za sakupljanje od 2 mL (slika 3.3.4.). Nakon
centrifugiranja na 13 200 okretaja/min u trajanju od 10 min (slika 3.3.5..), 4 pL supernatanta
pomijeSano je sa 100 pL GES (0,1 M glicina, 0,05 M NacCl, 0,001 M EDTA, 0,5% Triton X,
1% B-merkaptoetanol; pH 9,0) nakon cega je slijedila denaturacija u Mastercycleru (Eppendorf,
Hamburg, Njemacka) na 95 “C u trajanju od 10 minuta.

U pripremi qPCR reakcije koristene su pocetnice i probe navedene u tablici 3.3.1. gPCR
reakcija pripremljena je u volumenu od 20 pL. Mastermiks se sastojao od: 0,4 uM pocetnica,
0,150 uM probe, 5 L TagMan™ Fast Virus1-Step Master Mix enzima, 10,6 uL ultraciste vode
te 2 uL TNA uzorka (nepoznata koncentracija). Pripremljeni uzorci premjesteni su u PCR
uredaj Thermo Fisher Scientific 7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, SAD) gdje
su reakcijski uvjeti bili: po¢etna denaturacija na 95 °C na 10 minuta, 40 ciklusa denaturacije na
94 °C po 15 sekundi, te produljivanje lanaca na 60 °C na 1 minutu. Kao interna kontrola
uspjesnosti izolacije RNA u slu¢aju GVG koristena je 18S rRNA (Osman i Rowhani, 2008),
dok je u slucaju GBV-1 koli¢ina 1 kvaliteta izolirane DNA odredena spektrofotometrijski
(A260/A280) na uredaju NanoPhotometer P330 (Implen, Miinchen, Njemacka).

U svaki testu su bile ukljuene pozitivna kontrola (uzoraka zarazen sa GVG, odnosno GBV-1)
te negativna kontrola (vinova loza slobodna od ispitivanih virusa). Pozitivnim su smatrani oni

uzorci sa Cq (ARn) vrijednostima manjima od 35.
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Slika 3.3.2. Odredivanje mase biljnog Slika 3.3.3. Usitnjavanje biljnog tkiva
materijala za detekciju virusa koristenjem tekuceg dusika
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Tablica 3.3.1. Pocetnice i probe za detekciju GVG, GBV-1 te 18S rRNA sa pripadaju¢om
veli¢inom produkata u parovima baza (pb).

Slika 3.3.4. Uzorak u tubici

Slika 3.3.5. Centrifugiranje uzoraka

Ciljani dio Veli¢ina
Meta | Podetnica | Smjer genoma Sekvenca pocetnice (5" —3") produkta
GVG F1 | uzvodna AAGGATGGGAGAGGAATCAAAGA
GVG F2 | uzvodna AAGGATGGGAGAGGAATCCAAG
GVGR1 | nizvodna Proteinski TTTAGAGCCGGGTGCTTCAC
GVG GVGR2 | nizvodna omotac (CP) TAGAGCCGGATGCTTCACG 73-75 pb
GVGR3 | nizvodna TTTAGGGCCGGGTGCTTC
TagMan
GVGP proba NED-AGCAGTACTGACGCTGCT-MGB
GBV-1-F | uzvodna GGYAAGGAAAGAATGGTCTTCA
GBV-1-R | nizvodna TCCATTCTATAGAATCTGGGTGCAT
Reverzibilna FAM- 180 pb
TagMan | transkriptaza | AAGATCAATATAGCCTTCCTGGA-
GBV-1 | GBV-1-P | proba (RT) MGB
18S rRNA
449 f uzvodna GTGACGGAGAATTAGGGTTCGA
185 18S rRNA _
498 r nizvodna | 18S rRNA CTGCCTTCCTTGGATGTGGTA 70 pb
rRNA vic.
18S rRNA | TagMan CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGG-
475p proba TAMRA
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4. Rezultati

Rezultati testiranja provedenog metodom PCR u stvarnom vremenu na 100 sjemenjaka
vinove loze u slucaju GVG nisu rezultirali niti jednim pozitivnim uzorkom (slika 4.1.). Sli¢ni
rezultati dobiveni su i testiranjem 420 sjemenjaka uzgojenih od sjemena mati¢nih biljaka

zarazenih sa GBV-1 pri ¢emu niti jedan testirani uzorak nije dao pozitivan rezultat (slika 4.2.)
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Slika 4.1. Amplifikacijske krivulje za RT-gPCR reakcije na prisutnost GVG. Uz
amplifikacijske krivulje za 18S rRNA, jedina pozitivna reakcija dobivena je za pozitivnu

kontrolu (crvena linija)
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Amplification Plot
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Slika 4.2. Amplifikacijske krivulje gPCR reakcije na prisutnost GBV-1. Jedina pozitivna

reakcija (amplifikacijska krivulja) dobivena je kod pozitivne kontrole.
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5. Rasprava

Poznavanje nacina prijenosa biljnih virusa ima vaznu ulogu u njihovoj epidemiologiji i
ekologiji, te je od vrlo velikog zna¢aja u definiranju mjera kontrole koje Su usmjerene na
sprjecavanje ili barem usporavanje njihovog prijenosa, odnosno §irenja. U vremenu vrlo aktivne
razmjene biljnog materijala ne samo unutar istih i1 susjednih drzava, nego i izmedu razli¢itih
kontinenata, mogucéi nac¢ini prijenosa imaju vrlo veliku ulogu i u planiranju zakonskih, odnosno
administrativnih mjera kontrole. Smatra se da je prijenos sjemenom moguc¢ za oko 10% danas
poznatih biljnih virusa koje zadrZavaju poljoprivredne kulture pri ¢emu treba razlikovati
prijenos kontaminiranim sjemenom -virus prisutan samo na povrSini sjemena, te prijenos
sjemenom u pravom smislu rije¢i — virus zarazava embrio (Albrechsten, 2006). Prijenos
sjemenom je od posebno velikog znacaja kod povrtnih kultura i Zitarica, gdje zaraza sjemena i
u malom postotku, uz uvjet da se virus moze prenositi i vektorima — kukcima, u vrlo kratkom
periodu moze poprimiti epidemijske razmjere. Slikoviti primjeri su virus mozaika krastavca
¢ija se mogucnost prijenosa sjemenom krece u rasponu od 1 do 50 % te ovisi o biljci domacéinu,
SOju virusa te stupnju zaraze roditelja. Nadalje, virus obi¢nog mozaika graha naj¢esce inficira
embrio te se u sjemenu moze zadrzati ¢ak do 30 godina. Simptomi se razvijaju u obliku mozaika
a jacina ovisi o soju virusa i genotipu biljnog domacina. Takoder, za virus mozaika repe je
dokazan prijenos putem sjemena no u vrlo malome postotku (Justi¢, 2017). Kod drvenastih
vo¢énih vrsta te vinove loze, buduéi se razmnoZzavaju uglavnom vegetativno, prijenos sjemenom
u proizvodnji sadnica, odnosno cijepova nema veceg znacaja. Medutim, vaznost prijenosa
sjemenom kod ovih biljnih vrsta ogleda se u tome da se u njihovom oplemenjivanju jo§ uvijek
koriste krizanci, odnosno biljke koje su dobivene krizanjem majcinske i o¢inske biljke i koje se
uzgajaju iz sjemena. Doligez i sur. (2013.) u svom radu navode kako su veli¢ina bobica i sadrzaj
sjemena vazne komponente procesa selekcije u oplemenjivanju vinove loze. Ovisno o svojstvu
koje se zeli dobiti krizanjem, za stolne sorte su poZeljne bobice i smanjena vidljivost sjemena
dok se kod vinskih sorti prvenstveno trazi manja veli¢ina bobica kako bi se povecao omjer
kozice 1 mesa ¢ime se poboljSavaju koncentracije antocijana, tanina i aroma u vinu. S druge
strane, najveéim izazovom za uspjeSnost vinogradarske proizvodnje smatraju se bioticki
¢imbenici u koje ubrajamo filokseru (Daktulosphaira vitifoliae Fitch), gljivi¢ne bolesti poput
plamenjace (Plasmopara viticola), pepelnice (Erysiphe .necator) i sive plijesni (Botrytis
cinerea), te abioticki ¢imbenici kojih ¢ine razne klimatske prilike. Stoga se ciljem

oplemenjivacih programa smatra rjeSavanje krize izazvane filokserom u proizvodnji podloga,
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te prilagodbi vinove loze na abioticke stresore (Reynolds, 2015). Nadalje, kako bi se izbjegla
zaraza virusima potrebno je stvarati tolerantne ili otporne sorte. Vazno je naglasiti kako
smanjenje zaraze pocinje ve¢ u rasadnicima koji moraju osigurati bezvirusne sadnice. Takoder,

viSesortni uzgoj moze pogodovati smanjenju prijenosa ako je neka sorta manje osjetljiva.

Iako za vecinu virusa koje inficiraju lozu nije dokazan prijenos putem sjemena, istrazivanja
novijeg datuma ukazuju da je kod pojedinih virusa takav prijenos ipak mogu¢. KoriStenjem
molekularnih metoda detekcije baziranih na lan¢anoj reakciji polimerazom nakon obrnutog
prepisivanja Zhang i sur. (2022) identificirali su GLRaV-2, GLRaV-3, GRSPaV, GVA, GFkV
te GPGV u svim istrazivanim organima i tkivima zarazenih biljaka (list, peteljka, cvijet, sjeme
i dr.) kod sorte Moldavia. Medutim, jedino su GLRaV-2 i GPGV pronadeni u sjemenjacima
proizvedenima iz sjemenki zaraZenih biljaka. Valja spomenuti da su istraZivanja vezana za
GRSPaV i moguénost njegovog prijenosa sjemenom oprecna te nerijetko ovise o istrazivanom
kultivaru. Takoder, mogu ovisiti o0 metodama koje se koriste, ali i sadnicama koje mogu
potjecati od zarazenog sjemena zarazene biljke ili zarazenog krizanca (Hull, 2014). Gasparro i
sur. (2017) su utvrdili da se virusi lepezastog lista vinove loze (GFLV) 1 mozaika guSarke
(ArMV) tesko prenose sjemenom iz zarazenih krizanaca. Nasim istrazivanjem nije potvrdena
mogucnost prijenosa G-virusa vinove loze te badnavirusa vinove loze 1 sjemenom vinove loze
(Vitis vinifera L.). Zbog literaturnih podataka koji navode da uspje$nost prijenosa sjemenom
ovisi o viSe ¢imbenika (sorta, metode istrazivanja, porijeklo sjemena i dr.) ne mozemo sa 100
%-tnom sigurno$¢u tvrditi da prijenos sjemenom oba istrazivana virusa nije mogué. Stoga su
potrebna dodatna istrazivanja, prvenstveno u pogledu razli¢itih sorata, budué¢i je ovim
istrazivanjem u sluéaju GVG bila ukljuéena samo sorta Zlahitna, dok je u slu¢aju GBV-1 bilo
uklju¢eno samo sedam sorata (Stara brajda, Gaklac crni, Gustopupica, Pavici¢, Mekuja,
Oskorusica te Krsticevica). Dodatna istrazivanja svakako bi trebala ukljuciti osim autohtonih i

introducirane sorte zastupljene u Hrvatskoj.
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6. Zakljucak

Istrazivanjem provedenim u ovom radu, moze se zakljuciti:

1. Testiranjem sjemenjaka dobivenih od sjemena koje potjece od biljaka zarazenih sa G-
virusom vinove loze te badnavirusom vinove loze 1 nije dokazana mogu¢nost njihovog

prijenosa sjemenom vinove loze.
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Zivotopis

Mateja Cosié rodena je 12.10.1998. godine u Zagrebu. Osnovnu $kolu Malesnica zavriava
2013. godine. Nagradena je za odlican uspjeh tijekom cijelog osnovnoskolskog obrazovanja,
nakon &ega upisuje Sportsku gimnaziju u Zagrebu. Tijekom osnovnoskolskog i srednjoskolskog
obrazovanja bavila se taekwondo-om te je, uz mnoge uspjehe na medunarodnim natjecanjima,
dva puta bila viceprvakinja drzave. 2015.12016. godine imala je status kategoriziranog sportasa
od strane Hrvatskog olimpijskog odbora. Srednju Skolu zavrSava 2017. godine te upisuje
preddiplomski studij Zastite bilje na Agronomskom fakultetu u Zagrebu. Titulu univ. bacc. ing.
agr. stjeCe 2020. godine obranom zavr$nog rada naslova: “Utjecaj duzine stratifikacije na
prekidanje dormantnosti sjemena ambrozije” pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Maje
Séepanovié, Zavod za herbologiju. Iste godine upisuje studij “Fitomedicina” na Agronomskom
fakultetu u Zagrebu. Govori dva strana jezika, a to su engleski C1 razine te njemacki A1 razine.

U slobodno vrijeme bavi se raznim sportovima, volontiranjem i pjevanjem.
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