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Sazetak

Vinova loza (Vitis vinifera L.) jedna je od najznacajnijih viSegodiSnjih kultura u
Hrvatskoj i svijetu. Vinovu lozu inficira viSe od 86 razlicitih virusa iz 18 porodica i 35 rodova,
od kojih su mnogi okarakterizirani kao uzro€nici ekonomski znac&ajnih virusnih bolesti. U
Hrvatskoj je 2018. godine prvi puta potvrdena prisutnost G-virusa vinove loze (GVG; rod
Vitivirus, porodica Betaflexiviridae) i badnavirusa vinove loze 1 (GBV-1; rod Badnavirus,
porodica Calimoviridae). S obzirom na pripadnost navedenih virusa rodovima Ciji
predstavnici uzrokuju ekonomske Stete u vinovoj lozi, ciljevi ovog doktorskog rada bili su:
za oba virusa razviti precizne i pouzdane molekularne metode detekcije, utvrditi osjetljivost
i efikasnost razvijenih protokola, utvrditi sposobnost detekcije i sezonsku dinamiku virusa u
inficiranim biljkama, istraziti njihovu rasprostranjenost u Hrvatskoj, okarakterizirati izolate
na molekularnoj razini te utvrditi nacine prijenosa i domacine (vrste roda Vitis ili izvan njega).

U razvoju novih protokola za detekciju metodom lanane reakcije polimerazom
(PCR) koridtena su dva GVG i Cetiri GBV-1 izolata utvrdena metodom sekvenciranja visoke
proto€nosti (eng. high throughput sequencing, HTS), zajedno s 11 otprije poznatih GVG te
jednim GBV-1 izolatom iz baze GenBank (NCBI). Osjetljivost novorazvijenih PCR protokola
ispitana je serijskim razrjedenjima izoliranih RNA, DNA i TNA, koristenjem komercijalnih
kompleta za izolaciju (RNeasy/DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen) i metode glicin-EDTA-natrij
(eng. glycin-EDTA-sodium, GES), a efikasnosti metoda PCR u stvarnom vremenu (QPCR)
standardnim krivuljama. Razvijeni viSestruki RT-gPCR protokol za detekciju GVG i GBV-1
primijenjen je za procjenu sposobnosti detekcije i sezonske dinamike virusa u zarazenim
bilkama na temelju TNA izolrane metodom GES. Istim metodama istraZivana je
rasprostranjenost virusa, testiranjem 4327 uzorka vinove loze iz komercijalnih i kolekcijskih
vinograda u kontinentalnoj i priobalnoj Hrvatskoj. Protokoli temeljeni na metodi RT-PCR za
GVG i PCR za GBV-1 primijenjeni su za dobivanje produkata od 35, odnosno 50 izolata,
koji su sekvencirani Sangerovom metodom te filogenetski obradeni zajedno s izolatima
determiniranim metodom HTS u ovom istrazivanju i s otprije poznatim izolatima. Nadalje,
testirani su sljededi tipovi prijenosa: prijenos licinkama lozine $titaste usi (Planoccocus ficus
Sign.) i mehani¢kom inokulacijom na sjemenjake vinove loze, zeljaste test biljke i korove;
prijenosom sjemenom vinove loze; prijenos cijeplienjem ,na zrelo® na drvenaste indikatore
Vitis rupestris, Vitis riparia, Kober 5BB i LN 33 te cijepljenje ,zeleno na zrelo® koristenjem
zelenih diferenciranih pupova na drvenaste indikatore i vinovu lozu.

Nove pocetnice i probe za detekciju virusa razvijene su na osnovi kapsidnog
proteina (GVG), odnosno regije genoma reverzne transkriptaze (GBV-1), a razvijena
metoda RT-qPCR pokazala je 100 puta vecu osjetljivost u usporedbi s metodom RT-PCR
za GVG i PCR za GBV-1, uz efikasnost detekcija u rasponu od 97,91 % do 107,28 %.
Sposobnost detekcije virusa utvrdena je kroz cijelu sezonu, uz hajmanju osjetljivost metode
RT-gPCR za GVG u razdoblju kretanja vegetacije (travanj, svibanj) te negativne rezultate u
tri termina uzorkovanja u istom razdoblju za GBV-1. Ukupno je GVG detektiran u 10,54 %,
a GBV-1 u 13,38 % uzoraka, pri ¢emu je njihova pojavnost potvrdena samo u autohtonim
sortama, a rasprostranjenost u kolekcijskom nasadu i komercijalnim vinogradima priobalne
Hrvatske te u kolekcijskim nasadima na kontinentu. Filogenetskim analizama utvrdena je
identi¢nost izolata podrijetlom iz istih vinograda/lokacija, sugerirajuci lokalni prijenos virusa,
pri Cemu je za GVG utvrdena nova divergentnost formiranjem dvije nove grupe. Za oba
virusa dokazan je prijenos li€inkama lozine Stitaste usi na vinovu lozu u 14,63 % za GVG te
60,98 % za GBV-1. Ni jednim istrazivanim nacinom prijenosa nisu potvrdeni domacini medu
zeljastim test biljkama ili korovima, kao ni sposobnost prijenosa sjemenom. Dokazan je
prijenos na indikatore (Vitis sp.) u pokusima cijepljenja ,na zrelo“ i ,zeleno na zrelo®, pri
¢emu promjene na drvu nisu zabiljeZzene, dok je na listovima biljaka inficiranima s GVG i
GLRaV-3 uoceno uvijanje lista i/ili crvenilo/Zu¢enje u ovisnosti o indikatoru.

Kljuéne rijeci: vinova loza, virusi, GVG, GBV-1, PCR, osjetljivost i efikasnost, sezonska
dinamika, rasprostranjenost, filogenetika, prijenos, domacini
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Ecology and characterization of grapevine virus G and
grapevine badnavirus 1

Grapevine (Vitis vinifera L.) is one of the most important perennial crops in Croatia
and worldwide. In addition to numerous fungal and bacterial pathogens, grapevine can also
be infected by various viruses. To date, more than 86 viruses from 18 families and 35
genera have been identified as grapevine-infecting viruses, some of which are considered
widespread agents of economically important viral diseases. Such viruses are major
challenge for grape production in all viticultural regions of the world, as the diseases directly
affect yield by reducing the grape quality and quantity, as well as the lifespan of the vines.
In the absence of curative measures, virus control is based on preventive measures such
as the production of healthy planting material and control of vectors. Control measures for
grapevine viruses are based on their ecological and epidemiological characteristics, the
most important of which are the modes of transmission and virus-host interactions. Viral
studies on Croatian autochthonous grapevine cultivars already revealed high infection rates
with economically important viruses, together with recently discovered ones that have not
yet been characterized.

In 2018, grapevine virus G (GVG; genus Vitivirus, family Betaflexiviridae) and
grapevine badnavirus 1 (GBV-1; genus Badnavirus, family Calimoviridae) were reported
from Croatia for the first time using the high-throughput sequencing (HTS) technology. GVG
was detected in the Croatian autochthonous cultivars Babica (VB -108, MF993573),
Dobri¢i¢ (VD -102, MF993574), Ljutun (VLJ-178, MF781081) and Vlaska (VVL-101,
MF993575) from the Grapevine virus collection (University of Zagreb Faculty of Agriculture).
GBV-1 was detected from the same collection in cv. Ljutun (VLJ-178, NC_055481) and
Dobri¢i¢ (VD-102). While GVG was already reported from New Zealand in 2017, GBV-1
was reported from Croatia for the first time. Both viruses could be of economic importance,
as they belong to genera comprising viral pathogens causing economically important viral
diseases in grapevine. For this reason, and considering that both viruses were reported
from valuable Croatian autochthonous cultivars, the objectives of this research were: the
development of accurate, sensitive and robust molecular detection methods, determination
of their seasonal dynamics, distribution in Croatia, partial molecular characterization,
together with determination of their modes of transmission and host range within and out of
the genus Vitis.

To develop primers and probes for accurate and robust detection, already known
virus isolates from the GenBank (NCBI) were analysed together with two GVG and four
GBV-1 isolates revealed by HTS in this study. Using Primer 3 and Geneious softwares,
conserved genomic regions were selected in the coat protein region (CP) for GVG and
reverse transcriptase (RT) for GBV-1 for the new primers and probes design and the
detection by end-point reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) for GVG,
PCR for GBV-1, and reverse-transcription real-time PCR (RT-gPCR). To make detection
more cost-effective, a multiplex RT-qPCR assay was developed and two DNA/RNA/TNA
isolation methods were tested: column-based methods of RNA/DNA isolation using
commercial kits from Qiagen (RNeasy/DNeasy Plant Mini Kit) and extraction of TNA based
on the glycine-EDTA-sodium (GES) method. In addition, the sensitivity of both assays (end-
point and real-time PCR) was tested together with two extraction methods using 10-fold
serial dilutions. RT-gPCR assay had 100-fold higher sensitivity compared with end-point
RT-PCR (GVG) or end-point PCR (GBV-1) for both GVG and GBV-1, regardless of which
RNA and DNA isolation method was used (column-based or GES). Both detection methods
for GBV-1, RT-gPCR (detectability down to a dilution of 1:10,000,000) and end-point PCR
(1:10,000), were more sensitive when the column-based method was used for DNA
isolation, compared with the GES method (1:100,000 and 1:100, respectively). In contrast,
detection of GVG by RT-gPCR (1:100,000) and end-point RT-PCR (1:100) showed the
same sensitivity regardless of the isolation method used. Analyses of standard curves
obtained by RT-gPCR for GVG and GBV-1 showed better reaction efficiency based on DNA
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and RNA isolated using Qiagen’s kits (103.85% and 97.91%, respectively) compared to
TNA isolated using the GES method (106.87% and 107.28%, respectively).

After verifying the efficiency of molecular methods, the detectability and seasonal
dynamics of GVG and GBV-1 were studied in infected plants during the 2019 growing and
dormant season, using different plant tissues (dormant season — cortical scrapings, young
shoots at the beginning of vegetation, petioles of old leaves during vegetation). Using the
GES method for isolation of TNA, both viruses were efficiently detected throughout
dormancy and during most of the growing season by multiplex RT-gPCR. However,
negative results have been found for GBV-1 early in the season (from shoots in April and
from petioles in May). The statistically highest sensitivity (low Cq values) of the RT-gPCR
for GVG was determined on petioles collected from June to September and the lowest
sensitivity (high Cqg values) from April to June. On the other hand, differencess beetween
detection abillity for GBV-1 during dormancy and the growing season were not significant.

The distribution study for both viruses in Croatia was performed using the GES
extraction method for TNA isolation, followed by multipelx RT-gPCR. During the summer of
2020 and 2021, a total 4,327 samples were collected from grapevines originating from 93
different commercial vineyards and five collection plantations. Field screening revealed an
overall infection rate of 10.54% for GVG and of 13.38% for GBV-1. Both viruses were
detected along the Croatian coastal winegrowing region in commercial vineyards and
collection plantation, but only in autochthonous cultivars, with determined infection rates at
specific sites ranging from 2 % to 100 % for GVG and from 1.9 % to 96 % for GBV-1. In the
continental winegrowing region, GVG and GBV-1 were detected only in autochthonous
cultivars from two collection plantations in Zagreb (University of Zagreb Faculty of
Agriculture), but not in commercial vineyards.

The 35 end-point RT-PCR products for GVG and 50 PCR products for GBV-1 were
selected by their origin, Sanger sequenced in both directions and phylogenetically
processed using MEGAL11 software. In addition to the previously mentioned isolates, two
GVG isolates and four GBV-1 isolates determined by HTS were used for nucleotide and
amino-acid comparison in selected genomic regions (CP for GVG and RT for GBV-1), along
with isolates already available in GenBank (NCBI). The identities at the nucleotide (nt) and
amino acid (aa) levels for newly discovered GVG isolates in the CP genome region ranged
from 89.01-100 % and 96.79-100 %, respectively, whereas for GBV-1 isolates in the RT
genome region ranged from 94.13-100 % and 92.74-100 9%, respectively. Isolates
originating from the same sites/vineyards showed mutual similarity or identity in the CP and
RT regions of the genome compared to isolates from other sites, suggesting possible on-
site transmission by insect vectors. Phylogenetic analysis of all known GVG isolates (from
Croatia, New Zealand, and the United States) resulted in a division into five distinct groups,
with two new groups formed consisting of isolates identified in this study revealing
previously unknown genetic divergence of GVG in the CP region of the genome.

In transmission experiments using first and second instars of vine mealybug
(Planococcus ficus Sign.), 10 instars per plant and 48 hours for acquisition and inoculation
access period, only vine-to-vine transmission was successful with rates of 14.63 % for GVG
and 60.98 % for GBV-1. In contrast, using the same approach, both viruses were not
transmitted to herbaceous test plants (Chenopodium murale L. and Nicotiana benthamiana
D.) and weeds commonly found in Croatian vineyards (Amaranthus retroflexus L.,
Ambrosia artemisifolia L., Chenopodium album L., Galinsoga parviflora Cav., and Abuthilon
theophrasti Medik.). Negative results, verified by multipelx RT-gPCR, were also obtained
for grapevine seed transmission and mechanical transmission using three different
inoculation buffers (phosphate, nicotine and phosphate-nicotine-cisteine).

In addition to vector transmission, transference by dormant grafting was confirmed
for both viruses, since they were successfully transmitted to the following
rootstocks/indicator plants: Vitis rupestris, Vitis riparia, Kober 5BB (Vitis berlandieri x Vitis
riparia) and LN 33 (Couderc 1613 x Vitis berlandieri). Overall infection rates, determined by
grafting of dormant canes, were 100 % for GVG and 57.69 % for GBV-1.



In transmission by green grafting using the T-budding technique, GVG and GBV-1
were grafted onto indicators: Kober 5BB, LN 33, 110 Richter ( V. berlandieri x V. rupestris),
V. rupestris, V. riparia, and grapevines ‘Chardonnay’ and ‘Cabernet Sauvignon’. GVG was
transferred to all previously mentioned plants except V. riparia and V. rupestris, whereas
GBV-1 was successfully transferred only to ‘Chardonnay’ and ‘Cabernet Sauvignon’. In the
case of GBV-1, no symptoms were observed on leaves or woody cilinder after bark removal.
While no symptoms occurred on woody cilinder in the case of GVG, symptoms such as
reddening/yellowing and/or leaf rolling were observed on Kober 5BB, LN 33, Chardonnay,
and Cabernet Sauvingon. It should be noted that in addition to GVG-infection, presence of
GLRaV-3 was also confirmed in all previously mentioned plants, as GVG occurred in co-
infection with GLRaV-3 in plants used as a source of buds for grafting.

Considering the overall results, GVG and GBV-1 are widespread viruses in Croatia,
especially in the coastal winegroving region. Since they have been transmitted by mealybug
vector and grafting, and are not regulated in Croatia, there is a real risk of their further
spread in Croatia and beyond. Therefore, future research should focus on demonstrating
their impact on grape and wine production, while the data on ecological traits obtained in
this study could be useful for developing management strategies to slow their spread in the
future.

Key words: grapevine, viruses, GVG, GBV-1, PCR, sensitivity and efficiency, seasonal
dynamics, distribution, phylogenetic, transmission, hosts
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cDNA
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DNA
dNTP
dsDNA
dsDNA-RT

dsRNA
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EPPO

GES
GLD
ha
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HTS
IAP

negative single-stranded RNA (negativna jednolan¢ana RNA)

positive single-stranded RNA (pozitivha jednolan€ana RNA)

18S ribosomska RNA

amino acid (nukleinska kiselina)

acquisition access period (razdoblje akvizicije)

alkane hydroxylase (alkan hidroksilaza)

analysis of variance (analiza varijance)

Bayesian information criterion (Bayesov informacijski kriterij)

Basic local aligment search tool — nucleotide/x (osnovni alat za pretrazivanje
poravnatih sekvenci — nukleotid/x)

baznih parova

bovine serum albumin (govedi serumski albumin)

corky bark (plutavost kore)

complementary DNA (komplementarna DNA)

coat protein (kapsidni protein)

cycle quantification (cilkus kvantifikacije)

cetyltrimethylammonium bromide (cetilmetilamonijev bromid)
deoxyribonucleic acid (deoksiribonukleinska kiselina)

deoxynucleoside triphosphate (deoksinukleozid trifosfat)
double-stranded DNA (dvolan¢ana DNA)

reverse transcribing double-stranded DNA viruses (dvolan€ani DNA virusi s
reverznom transkripcijom)

double-stranded RNA (dvolan¢ana RNA)

ethylenediaminetetraacetic acid (etilendiamintetraoctena kiselina)
enzyme-linked immunosorbent assay (imunoenzimska metoda na &vrstoj
fazi)

European and Mediterranean Plant Protection Organization (Europska i
mediteranska organizacija za zastitu bilja)
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glycine-EDTA-sodium (glicin-EDTA-natrij)

grapevine leafroll disease (bolest uvijenosti lista vinove loze)

hectare (hektar)

helicase (helikaza)

high-throughput sequencing (sekvenciranje visoke proto¢nosti)

inoculation access period (razdoblje inokulacije)
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Kober stem grooving (uzljebljenost drveta podloge Kober)
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maximum likelihood (najveca vjerojatnost)

movement protein (protein za pokretanje)

messenger RNA (glasnicka RNA)

methyltransferase (metiltransferaza)
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germplazme)

nucleotide (nukleotid)

nucleotides (nukleotidi)

neighbor-joining (sparivanje susjeda)

International Organisation of Vine and Wine (Medunarodna organizacija za
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open reading frame (otvoreni okvir itanja)

polymerase chain reaction (lan¢ana reakcija polimerazom)

cauliflower mosaic virus peptidase (peptidaza virusa mozaika cvjetace)
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RNA-dependent RNA polymerase (RNA-ovisna RNA-polimaraza)

Rodistis leaf discoloration (diskoloracija lista sorte Roditis)
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rRNA

RT
RT-PCR
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SDS
SgRNA
SOD
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tRNA
VIRD
VRSP
Zn-finger
ARnN
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ribonuclease H (ribonukleaza H)

ribonukleaza A

revolution per minute (okretaja u minuti)

ribosomal RNA (ribosomska RNA)

reverse trascriptase (reverzna transkriptaza)
reverse-transcription polymerase chain reaction (lan¢ana reakcija
polimerazom nakon reverzne transkripcije)

rugose wood (naboranost drveta)

RNeasy washing buffer 1 (RNeasy pufer za ispiranje 1)
sodium dodecyl sulfate (natrijev dodecil-sulfat)
subgenomic RNA (subgenomska RNA)

superoxide dismutase (superoksid dismutaza)
Sveudiliste u Zagrebu Agronomski fakultet

Tamura-3-parameter model

Thermus aquaticus DNA polimerase (DNA-polimeraza iz Thermus

aquaticus)
tris-borat-EDTA
total nucleic acids (ukupne nukleinske kiseline)

transfer RNA (prijenosna RNA)

virus-induced rootstock decline (virusima inducirano odumiranje podloge)

Vitis rupestris stem-pitting (naboranost drveta podloge V. rupestris)
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Popis akronima virusa

ALSV

ArMV

ATLV

BSMYV
CarmMVv
CiYMV/CYMV
CSSsvV

DBSNV

FBV-1

GBV-1

GCMV

GFkV
GFLV

GLRaVv-1, -2, -3, -4,

GPGV
GRBV
GRLDaV

GRSPaVv

GSyV-1
GVA
GVB
GVCV

GVD
GVE
GVF
GVFV

GVG

apple latent spherical virus (latentni sferi€ni virus jabuke)
arabis mosaic virus (virus mozaika guSarke)

Agava tequilana leaf virus (virus lista Agava tequilana)
banana streak MY virus (MY virus crtiCavosti banane)
carnation mottle virus (virus iSaranosti karanfila)

citrus yellow mosaic virus (virus Zutog mozaika citrusa)
cacao swollen shoot virus (virus zadebljalih izbojaka
kakaovca)

Dioscorea bacilliform SN virus (Discorea baciliformni SN
virus)

fig badnavirus 1 (badnavirus smokve 1)

grapevine badnavirus 1 (badnavirus vinove loze 1)

grapevine chrome mosaic virus (virus kromiranog mozaika
vinove loze)

grapevine fleck virus (virus pjegavosti vinove loze)

grapevine feanleaf virus (virus lepezastog lista vinove loze)
grapevine leafroll-associated virus 1, 2, 3, 4 (uvijenosti

lista vinove loze pridruzeni virus 1, 2, 3, 4)

grapevine Pinot gris virus (virus Pinota sivog)

grapevine red blotch virus (virus crvenih mrlja vinove loze)
grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus (virus
povezan s diskoloracijom lista sorte Roditis)

grapevine Rupestris stem pitting-associated virus (virus
povezan s naboranosti drveta podloge Rupestris)

grapevine Syrah virus 1 (virus Syraha 1)

grapevine virus A (A-virus vinove loze)

grapevine virus B (B-virus vinove loze)

grapevine vein clearing virus (virus prosvjetljivanja zila vinove
loze)

grapevine virus D (D-virus vinove loze)

grapevine virus E (E-virus vinove loze)

grapevine virus F (F-virus vinove loze)

grapevine vein feathering virus (virus rasperjanih Zila vinove
loze)

grapevine virus G (G-virus vinove loze)
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GVH grapevine virus H (H-virus vinove loze)

GVI grapevine virus | (I-virus vinove loze)

GVJ grapevine virus J (J-virus vinove loze)

GVK grapevine virus K (K-virus vinove loze)

GVL grapevine virus L (L-virus vinove loze)

GVM grapevine virus M (M-virus vinove loze)

GVN grapevine virus N (N-virus vinove loze)

GVO grapevine virus O (O-virus vinove loze)

HLV heracleum latent virus (latentni virus Sapike)

PYMV piper yellow mottle virus (virus Zutog Sarenila papra)
RpRSV raspberry ringspot virus (virus prstenaste pjegavosti kupine)
SCBV sugarcane bacilliform virus (baciliformni virus Secerne trske)
TaBV taro bacilliform virus (baciliformni virus tara)

ToRS tomato ringspot virus (virus prstenaste pjegavosti rajCice)
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1. UVOD

Vinova loza (Vitis vinifera L.) jedna je od najstarijih i najrasprostranjenijin kultiviranih
bilinih vrsta u svijetu te ekonomski najvaznija voéna vrsta. Njen se plod — grozde, osim za
potrosnju u svjeZzem ili suhom stanju, najéesSce upotrebljava kao sirovina za proizvodnju
vina. Prema Medunarodnoj organizaciji za lozu i vino (eng. International Organization of
Wine and Vine, OIV), u svijetu je u 2021. godini proizvedeno 262 milijuna hektolitara vina,
dok je globalna potro3nja procijenjena na 235 milijuna hektolitara (OIV, 2022). Temeljem
velike potroSnje vina, ali i grozda u svjeZzem i suhom stanju, loza (Vitis sp.) — dominantno
vinova loza (V. vinifera), smatra se trecom po redu ekonomski najvrjednijom
poljopriviednom kulturom (iza krumpira i raj€ice), s vrijedno$¢u proizvodnje grozda od 68
milijardi americkih dolara ($) u 2016. godini (Alston i Sambucci, 2019). Osim toga, vino se
smatra gospodarski i ekonomski znacajnim i visoko dohodovnim poljoprivrednim
proizvodom s vrijednos¢u trzista od priblizno 35 milijardi eura (€) u 2021. godini (OIV, 2022).
Vinogradarstvo i vinarstvo u Hrvatskoj predstavlja vaznu granu nacionalne ekonomije, a s
obzirom na dugu i bogatu tradiciju proizvodnje, povoljne klimatske i pedolosSke uvjete te
brojne autohtone sorte, Hrvatska se smatra vinogradarskom zemljom (Maleti¢ i sur., 2015).
UspjeSan i rentabilan uzgoj vinove loze i proizvodnje grozda u suvremenom svijetu ovisi,
osim o povoljnim klimatskim uvjetima umjerenog pojasa, ponajprije o kontroli Stetnika i
bolesti koji nanose najveée ekonomske gubitke. Uzimajuéi u obzir navedeno, vinova loza je
jedna od kultura u Cijem se uzgoju trosi najviSe fungicida, $to govori o njenoj izrazenoj
osjetljivosti na patogene, ali i 0 visokoj dohodovnoj vrijednosti proizvodnje Ciji se gubitci

nastoje svesti na najmanju mogucu mjeru (Rantsiou i sur., 2020).

Pored brojnih gljivi¢nih i bakterijskih bolesti vinova loza moze biti domacin i razli¢itim
virusnim oboljenjima koje imaju negativan ucinak na prinos i zivotni vijek trsa. Do danas je
u vinovoj lozi identificirano 86 razliitih vrsta virusa pridruzenih u 18 porodica i 35 rodova,
od kojih se mnogi smatraju ekonomski zna€ajnim i Siroko rasprostranjenim patogenima
(Fuchs, 2020; Martelli, 2018). S naglaskom na preventivne, i u nedostatku kurativnih mjera
kontrole, ekonomski znaCajne viroze trenutno su jedan od najvecih izazova u uzgoju
poljoprivrednih kultura koje se vegetativnho razmnozavaju. Preventivnhe mijere kontrole
temelje se na proizvodniji bezvirusnog certificiranog sadnog materijala i kontrolu vektora
(kukci, grinje, nematode) (Maliogka i sur., 2015a). Certifikacijski protokoli za proizvodnju
bezvirusnog materijala u EU regulirani su smjernicama Europske i mediteranske
organizacije za za$titu bilja (eng. European and Mediterranean Plant Protection
Organization, EPPO), prema dokumentu PM 4/8(2) — ,,Sadni materijal loznih sorti i podloga

testiranog na patogene® (EPPO, 2008). U proslosti su takve smjemice bile temeljene na
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rezultatima viroloskih istraZivanja koja su proizasla iz simptoma primije¢enih na zaraZenim
biljkama. Prepoznate simptomati¢ne biljke u nasadu bile su od presudne vaznosti za daljnja
istraZivanja poput razvoja metoda detekcije i karakterizacije virusa, nakon kojih su dobiveni
vazni podaci za njihovu regulativu i uvr§tavanje u EPPO smijernice. Sukladno navedenome,
prvi korak u implementaciji mjera kontrole je precizna dijagnostika virusnih bolesti koja se
prvotno temeljila na bioloSkim testovima, a danas se bazira na preciznim i visoko osjetljivim
molekularnim metodama detekcije (Martelli i Boudon-Padieu, 2006). U posljednjem
desetljeéu su razvoj i implementacija novih metoda sekvenciranja, poput sekvenciranja
visoke proto€nosti (eng. high-throughput sequencing, HTS), omogudile istraZivanja u
asimptomati¢nim biljkama u kojima je otkriven veliki broj novih virusa vinove loze, $to je
potpuno promijenilo polaziste i slijed u istrazivanju virusa te viroza koje uzrokuju (Saldarelli
i sur., 2017). Medutim, otkri¢a novih virusa u vinovoj lozi ¢esto nisu poprac¢ena dodatnim
istrazivanjima u svrhu njihove detaljnije karakterizacije u pogledu ekoloSkih karakteristika
koje se manifestiraju kroz interakciju virusa s domacinima (primarnim i alternativnim) te
vektorima (Vonc€ina i Almeida, 2018). Takva istrazivanja daju osnovna saznanja koja se
mogu Koristiti u istraZivanjima vezanima uz utjecaj virusa na vinovu lozu i vinogradarsku

proizvodnju te definiranje i implementaciju mjera kontrole kroz zakonsku regulativu.

U istrazivanju iz 2018. godine, metodom HTS je prvi puta u Hrvatskoj potvrdena
prisutnost G-virusa vinove loze (eng. grapevine virus G, GVG; rod Vitivirus, porodica
Betaflexiviridae) i badnavirusa vinove loze 1 (eng. grapevine badnavirus 1, GBV-1; rod
Badnavirus, porodica Calimoviridae). Virusi su detektirani u zbirci virusa vinove loze
(Sveuciliste u Zagrebu Agronomski fakultet, SZAF), pri Eemu su Cetiri trsa autohtonih sorata
vinove loze (Babica VB-108, Dobri¢i¢ VD-102, Ljutun VLJI-178 i Vlaska VVL-101) bila
inficirana s GVG, a dva trsa (Ljutun VLJ-178 i Vlaska VVL-101) s GBV-1 (Voncina i Almeida,
2018). Tom je prilikom detekcija GVG u Hrvatskoj objavljena kao drugi nalaz u svijetu,
poslije otkri¢a virusa na Novom Zelandu (Blouin i sur., 2017a), dok je GBV-1 navedenom
studijom otkriven prvi puta u svijetu. Osim podataka 0 genomu i ograni¢enih podataka o
rasprostranjenosti, druge studije koje detaljnije opisuju navedene viruse u pogledu
ekoloskih i epidemioloskih karakteristika nisu obavljene. Bez obzira na to, otkriveni vitivirus
(GVG) i badnavirus (GBV-1) svrstani su u rodove koji obuhvacaju ekonomski znacajne
viruse vinove loze, a koji uzrokuju velike Stete i ekonomske gubitke u proizvodnji te
skracivanje zivotnog vijeka trsa (Maree i sur., 2020; Zhang i sur., 2011). Potencijalna
Stetnost GVG i GBV-1 mogla bi imati poseban znacaj buduéi da su virusi detektirani u
vrijednim autohtonim sortama koje se smatraju osjetljivim ili gotovo ugroZenim u Hrvatskoj,
zbog €ega su sastavni dio kolekcijskih nasada te razliCitih programa klonske i zdravstvene

selekcije namijenjenih njihovom oC€uvanju i revitalizaciji (Maleti¢ i sur., 2015).
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Rod Vitivirus obuhvaéa viruse Eiji genom je jednolanéana molekula RNA te koji
uzrokuju jedan od najopasnijih i zemljopisno najrasprostranjenijin kompleksa bolesti vinove
loze naziva naboranost drveta (eng. rugose wood, RW). Bolesti navedenog kompleksa
mogu se manifestirati na drvenastim dijelovima plemke i podloge u vidu razli€itih
abnormalnosti (ulegnuca, uzZljebljenja, izbo&enja, plutavost, spuzvastost) koje skracuju
Zivotni vijek trsa (Minafra i sur., 2017). Iz tih razloga su glavni uzro€nici, A-virus vinove loze
(eng. grapevine virus A, GVA) i B-virus vinove loze (eng. grapevine virus B, GVB), regulirani
certifikacijskim protokolima za proizvodnju bezvirusnog sadnog materijala u zemljama
poput SAD-a i ltalije (Maliogka i sur., 2015a). Takoder, u rod Badnavirus svrstani su
ekonomski znacajni virusi vinove loze, naziva virus prosvijetljivanja Zila vinove loze (eng.
grapevine vein clearing virus, GVCV) i virus povezan s diskoloracijom lista sorte 'Roditis'
(eng. grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus, GRLDaV), koji uzrokuju ozbiljne
bolesti u biljikama koja mogu dovesti do kréenja vinograda (Zhang i sur., 2011; Maliogka i
sur., 2015b). Zbog Steta koje uzrokuju u proizvodnji, GVCV se smatra jednim od
najopasnijih novootkrivenih virusa u svijetu (Cieniewicz i sur., 2020), dok je GRLDaV bio
uvrsten na EPPO listu upozorenja (eng. alert list) s ciliem ograniCavanja daljnjeg

rasprostranjivanja (EPPO, 2022).

UzevSi u obzir sve navedeno te dogmu da se svi virusi smatraju patogenima dok se
ne dokaze suprotno, cilj ovog rada bio je provesti detaljnu karakterizaciju GVG i GBV-1 kao

potencijalnih patogena od znacaja za vinogradarsku proizvodnju.
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1.1. Hipoteze i ciljevi istraZivanja

Glavne hipoteze ovog istraZivanja su:

H1.
H2.
H3.

H4.

Za GVG i GBV-1 se mogu razviti precizne molekularne metode detekcije.

GVG i GBV-1 su Siroko rasprostranjeni u vinovoj lozi na podrucju Hrvatske.

GVG i GBV-1 se, osim zaraZzenim materijalom, prenose sjemenom, mehanicki,
cijeplienjem te Stitastim udima.

Vinova loza nije jedini domacin navedenih virusa.

Sukladno postavljenim hipotezama, ciljevi ovog istrazivanja bili su:

C1.

C2.

Cs.

CA4.

Konstruirati poCetnice za konvencionalnu lan€anu reakciju polimerazom (eng.
polymerase chain reaction, PCR) te poCetnice i probe za PCR u stvarnom vremenu
(eng. real time ili quantitative PCR, gPCR) te istraziti osjetljivost i efikasnost
razvijenih protokola koriste¢i dvije metode izolacije nukleinskih kiselina, u svrhu
razvoja pouzdane i prikladne metode za testiranje velikog broja uzoraka vinove loze
na GVG i GBV-1.

Analizom uzoraka prikupljenih iz komercijalnih vinograda te kolekcijskih nasada
autohtonih i introduciranih sorata odrediti rasprostranjenost istrazivanih virusa te
uCestalost njihove pojave u Republici Hrvatskoj.

U uvjetima plastenika, razliCitim testovima prijenosa (vektorskim prijenosom
koriStenjem li¢inki lozine S&titaste uSi (Planococcus ficus Signoret), mehanickim
prijenosom koriStenjem tri inokulacijska pufera, cijeplienjem ,na zrelo“ te cijeplienjem
»Zeleno na zrelo®) utvrditi potencijalne nacine prijenosa istrazivanih virusa.

U uvjetima plastenika, koristenjem razli€itih metoda prijenosa, utvrditi potencijalne
alternativne domacine medu drvenastim indikatorskim biljkama (Vitis sp.), njihovim
hibridima, zeljastim test bilkama te korovnim vrstama cCestim u hrvatskim

vinogradima.
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2. PREGLED RELEVANTNE LITERATURE
2.1. Vinova loza (Vitis vinifera L.)

2.1.1. Klasifikacija i podrijetlo vinove loze

Vinova loza (Vitis vinifera L.) pripada u porodicu Vitaceae (lozice) koja objedinjuje
14 rodova i oko 910 biljnih vrsta (Chirstenhusz i Byng, 2016). Lozice su dikotiledonske
kritosjemenjaCe medu kojima, s obzirom na tip rasta, razlikujemo drvenaste i zeljaste
penjacCice (loze) te mala sukulentna stabla (Wen, 2007). Vecinu pripadnika porodice
predstavljaju loze rasporedene u rodove Ampelocissus, Ampelopsis, Cayratia, Cissus,
Clematicissus, Parthenocissus, Tetrastigma i Vitis, od kojih je jedino rod Vitis udomacen za
uzgoj. Od oko 60 vrsta u rodu Vitis, vinova loza (Vitis vinifera L.) je najrasprostranjenija i

najznacajnija u poljoprivrednoj proizvodnji (Reynolds, 2017).

Usuglaseno je mislienje oko podrijetla vinove loze (V. vinifera ssp. vinifera) te se
smatra kako je ona nastala u dugom razdoblju domestikacije iz divlje (Sumske) loze vrste
V. vinifera ssp. sylvestris na podrucju bliskog istoka i Europe (Mullins i sur., 1992; Olmo,
1996; Myles i sur., 2011). Vinova loza je, s obzirom na podrijetlo, uvrstena u euroazijsku
skupinu loza iz roda Vitis koje se jasno genetski razlikuju od americke i isto¢noazijske grupe
(Maleti¢ i sur., 2015). Genetska razliCitost triju spomenutih grupa rezultat je izoliranih
evolucijskih procesa koji su se odvijali nakon raspada sjevernog Pangejskog
superkontinenta Laurazije na kontinente (prije 200 milijuna godine) te konacnim
geografskim razdvajanjem vrsta nakon zadnjeg ledenog doba (prije 2 milijuna godina)
(Reynolds, 2017). Unato¢ tome, lociranjem gena razli€itih vrsta roda Vitis pretpostavljeno
je njihovo spontano krizanje u proSlosti iz ¢ega proizlazi teorija o njihovom zajedni¢kom

prahistorijskom podrijetlu (Maleti¢ i sur., 2015).

Precima danasnijih loza smatraju se biljke koje su evoluirale u razdoblju Krede (prije
oko 100 milijuna godina), a svrstane su u izumrle rodove Cissites i Vitiphyllum od kojih
postoje sacCuvani fosilni ostaci u SAD-u i Portugalu (Reynold, 2017) te u rod Paleovitis
(Maleti¢ i sur., 2015). Najstariji fosilni ostaci vrsta iz roda Vitis datiraju iz razdoblja eocena
(prije oko 50 milijuna godina), a pronadeni su u Engleskoj (V. subglosa) i Francuskoj (V.
sezannensis). Iz pribliznog razdoblja pronadeni su i fosilni ostaci vrste V. teutonica u
Njemackoj (Reynolds, 2017) i Hrvatskoj (Maleti¢ i sur., 2015).
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2.1.2. Uzgoj vinove loze

Vinova loza, s vide od 10 000 poznatih sorata, smatra se jednom od najstarijih
kultiviranih vrsta s tradicijom uzgoja od preko 8 tisu¢a godina. Dugoj povijesti uzgoja
svjedoCe arheolodki nalazi iz neolitskog razdoblja (5000 — 6000 godina prije nove ere) s
podru€ja Transkavkazije, koje se smatra domovinom vinove loze (Mullins i sur., 1992;
McGovern, 2003). lako se kroz tisucljeéa vinova loza uzgaja u namjene poput konzumacije
grozda u svjeZzem ili suhom stanju (grozdice) ili proizvodnje razli€itih prehrambenih i
kozmetiCkih proizvoda i sl., grozde se u najveéem dijelu svijeta koristi za proizvodnju vina
(OlV, 2022). Zbog velikog povijesnog, kulturnog i socijalnog znacaja uzgoja grozda i
proizvodnje vina, vinova loza je danas najrasprostranjenija vocarska kultura u svijetu
(Candar i sur., 2021).

Prema OIV (2022), u 2021. godini se vinova loza uzgajala na ukupno 7,3 milijuna
ha, pri &emu je pet zemalja obuhvaéalo polovinu svjetskih vinograda, redom: Spanjolska
(13,2 %), Francuska (10,9 %), Kina (10,7 %), Italija (9,8 %) i Turska (5,7 %). Iste je godine
proizvedeno ukupno 74,8 milijuna tona grozda, od ¢ega 43,3 milijuna tona vinskih sorti
grozda, 30,1 milijuna tona grozda namijenjenog konzumaciji u svjezem stanju (stolno
grozde) te 1,4 milijuna tona grozda namijenjenog suSenju i konzumaciji u suhom stanju
(grozdice). Pritom je polovina ukupne proizvodnje grozda proizvedena u Kini (14,8 %), Italiji
(6,4 %), SAD-u (6,1 %), Spanjolskoj (5,7 %), Francuskoj (4,5 %), Turskoj (3,7 %), Indiji (3,5
%), Cileu (2,9 %) i Argentini (2,4 %) (Grafikon 2.1).
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Grafikon 2.1. Proizvodnja grozda prema namijeni u vodeéim vinogradarskim zemljama u
2021. godini. Oznaka mt—milijuna tona. Izvor: OIV, 2022. International Organisation of Wine
and  Vine. State of the world vine and  wine sector 2021
(https:/Iwww.oiv.int/sites/default/files/documents/OIV_Annual_Assessment_of the_ World
_Vine_and_Wine_Sector_in_2021.pdf; pristup: 15.01.2023).

Brzom Sirenju uzgoja vinove loze kroz povijest pridonijelo je vegetativho
razmnozavanje (reznicama i grebenicama) za koje se vjeruje da se primjenjivalo vec¢ u
samim pocecima uzgoja (Singleton, 1996). Ukorjenjivanje vinove loze na vlastitom korijenu
bila je uobiCajena praksa uzgoja sve do pojave Stetnika trsovog usenca ili filoksere
(Daktulosphaira vitifoliae Fitch), koji je doSao trgovinom iz americ¢kog kontinenta i u
znacajnoj mijeri unistio europsko vinogradarstvo u drugoj polovici 19. st. (Powell i sur.,
2013). Zbog navedenog su u proces proizvodnje sadnog materijala ukljuéene filoksera-
rezistentne americke vrste loza poput Vitis rupestris, V. riparia i V. berlandieri te njihovi
hibridi, koje, iako nisu gospodarski vazne u uzgoju grozda na vlastitom korijenu, sluze kao
podloge (korijen) u standardnom protokolu cijeplienja vinove loze (Mudge i sur., 2009).
Medutim, intenzifikacija trgovine sadnim materijalom uzrokovala je Sirenje razli¢itih bolesti
vinove loze koje se smatraju jednim od glavnih ograni€avajuéih ¢imbenika ekonomski
isplative proizvodnje. Prema statistickim podacima, vinova loza se smatra jednom od
poljoprivrednih kultura u uzgoju koje se utroSi najviSe sredstava za zastitu bilja (Rantsiou i

ur., 2020). To je prije svega posljedica gljivicnih bolesti koje su se trgovinom proSirile s
americkog kontinenta, a na koje je europska loza posebno osjetljiva, poput pepelnice

(Uncinula necator Schvein.), plamenjace (Plasmopara viticola Berk. i M. A. Curtis; Berl i De
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Toni), crne trulezi (Guignardia bidwellii Ellis; Viala i Ravaz) i crne pjegavosti (Phomopsis
viticola Sacc.) (Reynolds i sur., 2017). Pored gljivicnih i pseudogljivicnih, izrazito Stetnim i
ekonomski znacajnim patogenima smatraju se virusi i virusima sli€ni organizmi za koje ne
postoje kurativne mijere kontrole u vidu primjene sredstava za zastitu bilja te jednom
zarazena biljka ostaje zarazena kroz cijelo razdoblje iskoridtavanja (Martelli, 1993a).
Virusne bolesti vinove loze su danas Siroko rasprostranjene u svijetu kao rezultat
vegetativhog razmnozZavanja i trgovine sadnim materijalom, a njihov znacajniji utjecaj na
proizvodnju zabiljeZzen je upravo uvodenjem ameriCkih podloga (Reynolds, 2017). Osim
ameriCkih vrsta loza u novije se vrijeme intenzivno koriste i loze iz isto€noazijske skupine,
poput Vitis amurensis i V. romanetti, koje sluze u oplemenjivackim programima stvaranja
hibrida rezistentnih na biotski stres koji uzrokuju ekonomski zna¢ajne mikoze i bakterioze
(Eibach i Topfer, 2015). Takoder, loze iz isto€noazijske grupe Ceste su u oplemenjivackim
programima stvaranja hibrida vinove loze tolerantnin na abiotske faktore (niska
temperatura, su8a), s posebnim naglaskom na kineske vrste poput V. davidii i V. pentagona
(Wan i sur., 2008). Bez obzira na nemjerljivu korist koriStenja razli€itih vrsta loza u uzgoju
vinove loze, takva praksa bi u buduc¢nosti mogla rezultirati jo§ veéom rasprostranjenoséu i
pojavnoscéu patogenih organizama te njima uzrokovanih gospodarskih Steta. Navedeno je
vec vidljivo u slu€aju virusa, od kojih su neki rasprostranjeni u svim vinogradarskim regijama
u svijetu, a osim vegetativnim razmnozavanjem vinove loze, s maj€inske biljke na novu
biliku se mogu prenijeti i provedbom spomenutih oplemenjivackih programa, u kojima se

vinova loza razmnozava generativno (Zhang i sur., 2022).

2.1.3. Vinogradarstvo u Hrvatskoj

Vinova loza je jedna od najstarijih i najrasprostranjenijih poljoprivrednih kultura na
podru¢ju Hrvatske koja se uzgaja u vecini poljoprivrednih regija, izuzev Like i Gorskog
kotara. Prema Zakonu o vinu (NN, 32/2019), vinogradarska je proizvodnja u Hrvatskoj
organizirana prema geografsko-klimatskim podrucjima uzgoja te je podijeliena na vise
podregija svrstanih u Cetiri regije: Slavonija i hrvatsko Podunavlje, SrediSnja bregovita
Hrvatska, Hrvatska Istra i Kvarner te regiju Dalmacija (Slika 2.1). O znacaju vinogradarstva
u Hrvatskoj svjedoCe podaci o proizvodnji prema kojima je u 2020. godini u vinogradarsko-
vinarskom sektoru djelovalo 42 274 (29,9 %) poljoprivrednih gospodarstava s uzgojem na
ukupno 21 220 ha vinograda, $to je obuhvacalo 27,8 % svih trajnih nasada, 23,8 % nasada

vocarskih kultura te 1,4 % ukupnog koristenog poljoprivrednog zemljista u RH (DZS, 2022).
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Slika 2.1. Vinogradarske regije Hrvatske. Izvor: Vina Croatia, 2023. Udruzenje vinarstva
HGK (https://vinacroatia.hr/en/promo-materials/wine-map-of-croatia/; pristup: 20.10.2022).

Uzgoj vinove loze i proizvodnja vina imaju dugu tradiciju na podru¢ju RH. Najstariji
arheolo$ki nalazi uzgoja potjecu iz tre¢eg tisucljeéa prije nove ere te se pretpostavlja da su
starosjedilacka plemena llira (Dalmati, Liburni, Japodi, Histri) koristili vinovu lozu u
gospodarske svrhe (Milat, 2005; GaSparec-Skoci¢, 2015). Prema GaSparec-Skoci¢ (2015),
kultura proizvodnje grozda i konzumacije vina na podrucju Hrvatske dodatno se razvijala u
razdoblju razvoja anti¢kih grékih kolonija u Dalmaciji (4. st. pr. Kr.) te dolaskom Kelta na
podrucje kontinentalne Hrvatske (3. st. pr. Kr.), a iz tog razdoblja postoje prvi tekstualni
zapisi 0 uzgoju vinove loze. Hrvati svojim dolaskom na danasnje prostore Hrvatske
prihvacaju kulturu uzgoja vinove loze koja se nastavila do danasnjih dana, pri Eemu najvedi
procvat doZivljava u 19 st. (prije dolaska filoksere) kada je u Hrvatskoj bilo 170 000 ha
vinograda (Maleti¢ i sur, 2015). Osim povoljnih uvjeta za uzgoj i duge tradicije, hrvatsko
vinogradarstvo karakterizira €ak 125 izvornih (autohtonih) sorata vinove loze, S$to

predstavlja veliku poljoprivrednu i kulturnu bastinu (Maleti¢ i sur., 2015).
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Zbog velikog gospodarskog zna€aja sve do danasnjih dana vinova loza tema je
mnogih znanstvenih istrazivanja u Hrvatskoj. U najvecoj mjeri ona su vezana uz autohtone
sorte, u oCuvanje i revitalizaciju kojih se u posljednje vrijeme ulazu veliki napori i financijska
sredstva (Maleti¢ i sur., 2015). Osim $to velik dio hrvatskih vinogradarskih povrsina &ine
autohtone sorte, poput ‘Malvazije istarske’ (11 %), ‘Plavca malog’ (9 %) i ‘Plavine’ (oko 4
%), oko 15 % autohtonih sorata je gotovo ugrozeno (15 000 — 50 000 jedinki u uzgoju:
‘Babica’, ‘Malvasija dubrovacka’, itd.), 12 % je osjetljivo (5 000 — 15 000: ‘Dobri¢i¢’, ‘Ljutun’,
itd.), 10 % je ugroZeno (1 000 — 5 000: ‘Belina starohrvatska’, ‘Jarbola’, itd.), a ¢ak 49 %
autohtonih sorata je kriti€éno ugrozeno (manje od 1000 biljaka u uzgoju: ‘Galac’, ‘Topol’, itd.)
(Maleti¢ i sur., 2015). Iz tog razloga je pokrenuto vi$e projekata u svrhu o€uvanja autohtonih
sorata te su osnovani kolekcijski nasadi, poput Nacionalne kolekcije autohtonih sorata
vinove loze SZAF (Maleti¢ i sur., 2015). U kontekstu zastite osjetljive i posebno vrijedne
germplazme posebna se paznja posvecuje patogenima vinove loze, a posebno onima
intracelularnima (virusi, viroidi, fitoplazme). Virusi, kao najbrojniji patogeni vinove loze,
mogu utjecati na pogorSanje proizvodnih karakteristika (prinos i kakvoca), ali i na drasti¢no
skraéivanje zivotnog vijeka trsa, §to za posljedicu moze imati i kréenje vinograda (Qiu i sur.,
2007). U tu je svrhu, osim klonske selekcije, iznimno vazna i zdravstvena selekcija trsova
koja je u Hrvatskoj rezultirala brojnim istrazivanjima zdravstvenog stanja vinove loze, pri
¢emu je poseban naglasak stavljen na pojavnost virusa u autohtonim sortama (Karoglan
Konti¢ i sur., 2009; Von¢ina i sur., 2019). Sprje€avanje zaraze i kontrola patogena vinove
loze u komercijalnim i kolekcijskim vinogradima zahtijeva puno znanja i sredstava, a
posebno je to kompleksno kod ekonomski zna&ajnih intracelularnih patogena kojima biljka
u vinogradu ostaje trajno zarazena, a Cija eliminacija ovisi o dugotrajnim, neizvjesnim i

skupim laboratorijskim metodama (Maliogka i sur., 2015a).
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2.2. Virusi vinove loze

Vinova loza poznata je kao kultura koju inficira najveci broj intracelularnih obligatnih
patogena (virusi, viroidi, floemom i ksilemom ograniceni prokarioti) u usporedbi sa svim
ostalim kulturama, medu kojima se brojnod¢éu dominantno isti€u virusi. Prema posljednjem
popisu, vinovu lozu inficira 86 razlicitih vrsta virusa iz 18 porodica i 35 rodova (Martelli,
2018; Fuchs, 2020). Osim toga, iz vinove loze izolirano je ukupno sedam vrsta viroida od
kojih samo dva uzrokuju vidljive simptome na biljci (Martelli, 2017). Prema Fuchs (2020),
pet je glavnih razloga za tako veliki broj potvrdenih virusa u vinovoj lozi, to su: (i) kontinuirani
i izolirani koevolucijski odnosi virusa s razli¢itim pripadnicima roda Vitis; (ii) dugo razdoblje
domestikacije vrsta iz roda Vitis; (iii) ograniCeni izvori rezistentnosti Vitis-vrsta prema
virusima,; (iv) velika razmjena germplazme Vitis-vrsta na globalnoj razini; i (iv) razvoj i

koristenje visokoproto¢nih metoda sekvenciranja u svrhu otkrivanja i identifikacije virusa.

Pretpostavlja se kako su virusi vinove loze prisutni od samih poletaka njenog
uzgoja. Medu najstarijima navode se virusi iz skupine infektivhe degeneracije, poput virusa
lepezastog lista vinove loze (eng. grapevine fanleaf virus, GFLV), za koje se smatra da su
bili prisutni u neolitskim vinogradima na podrucjima danasnje Turske, Sirije i Iraka, odakle
su se vegetativnim razmnozavanjem i premjestanjem vinove loze rasprostranili na nova
podruc¢ja uzgoja (Hewit, 1968). lako se simptomi viroza mogu primijetiti na umjetni¢kim
prikazima vinove loze iz doba antike, prvi dostupni zapisi o primijeéenim simptomima nalik
na viroze potjec€u iz sredine 19 st. i nastali su u europskim zemljama (Reynolds, 2017). To
se vremenski poklapa s dolaskom filoksere i uvodenjem americkih vrsta loza kao podloga
u procesima proizvodnje sadnog materijala, Sto je znac¢ajno pridonijelo Sirenju viroza i
povecéanju znacaja virusnih bolesti (Reynolds, 2017; Martelli, 2017). Pionirom znanstvenih
istrazivanja vezanih uz viruse vinove loze smatra se W. B. Hewitt, koji je 1954. godine
objavio prvi popis virusa vinove loze (Hewitt, 1954). Prekretnicom u istrazivanju smatra se
osnivanje Medunarodnog vije¢a za proucavanje viroza i virozama sli¢nih bolesti vinove loze
(eng. International Council for the Study of Virus and Virus-like Diseases of the Grapevine,
ICVG) 1962. godine, koje i danas daje velik poticaj u istrazivanju intracelularnih patogena
vinove loze (Martelli, 2014). U novije vrileme je koriStenje naprednih tehnologija, poput
sekvenciranja visoke proto¢nosti (HTS), omogucilo detekciju virusa i u asimptomatskim
billkama, Sto je promijenilo slijed istrazivackih postupaka i uvelike proSirilo listu poznatih
virusa koiji inficiraju vinovu lozu (Saldarelli i sur., 2017). Najbolji primjer su virusi iz porodice
Betaflexiviridae kojoj su pridruzeni brojni novootkriveni vitivirusi (rod Vitivirus) u ovom i

posljednjem desetljeCu (Maree i sur., 2020) (Tablica 2.1).
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Tablica 2.1. Popis virusa vinove loze, njihovih karakteristika te bolesti koje uzrokuju (prema
Fuchs, 2020).

Porodica Rod Vrsta Genom .Op“k Vektor Bolest
viriona
Alphaflexiviridae Potexvirus potato virus X (PVX) (+)ssRNA nitast nema nepoznata
Fivirus grap\i\r/llr;e(glég\?)a pak (+)ssRNA nitast nepoznat nepoznata
grapevine rupestris stem
Foveavirus p\lf:'ung (aessg(;:t\?)d (+)ssRNA nitast nepoznat nath(r)\Izg ost
grapevine virus T (GVT)
grapevine berry inner unutrasnja
Trichovirus necrosis virus (GINV) (+)ssRNA nitast erio_fi(_jne nekroza bobice
grapevine Pinot gris grinje pjegavost/defor-
virus (GPGV) macija listova
o grapevine virus A (GVA)
Betaflexiviridae grapevine virus B (GVB)
grapevine virus D (GVD)
grapevine virus E (GVE)
grapevine virus F (GVF)
. grapevine virus G (GVG) . - " naboranost
Vitivirus grapevine virus H (GVH) (+)ssRNA nitast Stitaste usi drveta
grapevine virus | (GVI)
grapevine virus J (GVJ)
grapevine virus K (GVK)
grapevine virus L (GVL)
grapevine virus M (GVM)
Alfamovirus alfalfa mosaic virus (AMV)  (+)ssRNA  baciliforman lisne usi zuti mozaik
related to Amazon lily
Anulavirus mild mottle (+)ssRNA  izometri¢an nema nepoznata
virus (ALIMMV)
Bromoviridae Cucumovirus Cu?/lijmgtiémsga'c (+)ssRNA  izometric¢an lisne usi nepoznata
grapevine angular mosaic
virus (GaMoV) rubni mozaik
llarvirus grapevine line pattern (+)ssRNA  izometric¢an nema
virus (GLPV)
grapevine virus S (GVS) crtiCavost
Bunyaviridae Tospovirus tor?/ﬁhoss(ﬁ)%t\t;\a/c\i/;/v il (-)ssRNA  izometric¢an tripsi nepoznata
grapevine vein clearing prosvijetljivanje
virus (GVCV) zila
grapevine badnavirus nepoznata
Caulimoviridae Badnavirus 1 (GBV-1) dsDNA baciliforman lisne usi
grapevine Roditis leaf diskoloracija
discoloration-associated lista sorte
virus (GRLDaV) Roditis
grapevine leafroll- uvijenost listova/
Closterovirus associated virus (+)ssRNA nitast nepoznat inkompatibilnost
2 (GLRaVv-2)
grapevine leafroll-
associated virus
1 (GLRaV-1)
grapevine leafroll-
Closteroviridae associated virus Stitaste uSi  uvijenost listova
Ampelovirus 3 (GLRav-3) (+)ssRNA nitast
grapevine leafroll-
associated virus
4 (GLRaVv-4)
grapevine leafroll-
associated virus nepoznat  uvijenost listova

13 (GLRaV-13)
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Tablica 2.1 Nastavak

Porodica2 Roda

Vrsta2

Genom

Oblik
virionab

Vektore

Bolestd

Closteroviridae Velarivirus

grapevine leafroll-associated
virus 7 (GLRaV-7)

(+)ssRNA

nitast

nepoznat

nepoznata

Endornaviridae Endornavirus

grapevine endophyte
endornavirus (GEEV)

(+)ssRNA

nema

Nema

nepoznata

Begomovirus

grapevine begomovirus
A (GBVA)

ssDNA

upareni
ikozaedri

Stitasti
moljci

nepoznata

Grablovirus
Geminiviridae

grapevine red blotch
virus (GRBYV)

wild Vitis latent virus 1 (WVV-
1)

ssDNA

upareni
ikozaedri

cvréak

crvene mrlje

nepoznat

nepoznata

Unassigned

grapevine geminivirus
A (GGVA)

temperate fruit-decay-
associated virus (TFDaV)

ssDNA

upareni
ikozaedri

nepoznat

nepoznata

Luteoviridae Enamovirus

grapevine enamovirus
1 (GEV-1)

Partitiviridae Deltapartitivirus

grapevine cryptic virus (GCV)

(+)ssRNA

izometri¢an

lisne usi

nepoznata

nema

nepoznata

Phenuiviridae Rubodvirus

grapevine Garan dmak
virus (GGDV)

grapevine Muscat rose
virus (GMRYV)

(-)ssRNA

izometri¢an

nepoznat

nepoznata

nepoznata

Potyviridae Potyvirus

bean common mosaic
virus (BCMV)

potato virus Y (PVY)

(+)ssRNA

nitast

lisne usi

nepoznata

Reoviridae Ne dodijeljen

grapevine Cabernet
Sauvignon reovirus (GCSV)

dsRNA

izometri¢an

cvrécei

nepoznata

Cheravirus

apple latent spherical
virus (ALSV)®

(+)ssRNA

izometri¢an

nepoznat

nepoznata

Fabavirus

broad bean wilt virus (BBMV)

grapevine fabavirus (GFabV)

(+)ssRNA

izometri¢an

lisne usi

nepoznata

Secoviridae
Nepovirus

artichoke Italian latent
virus (AILV)

arabis mosaic virus (ArMV)

blueberry leaf mottle
virus (BBLMV)

cherry leafroll virus (CLRV)

grapevine Anatolian ringspot
virus (GARSV)

grapevine Bulgarian latent
virus (GBLV)

grapevine deformation
virus (GDeV)

grapevine chrome mosaic
virus (GCMV)

grapevine fanleaf
virus (GFLV)

grapevine Tunisian
ringspot virus (GTRV)

peach rosette mosaic
virus (PRSM)

raspberry ringspot
virus (RpRSV)

tobacco ringspot virus (TRSV)

tomato ringspot
virus (TORSV)

tomato black ring
virus (TBRV)

Unassigned

strawberry latent ringspot
virus (SLRSV)

(+)ssRNA

izometri¢an

nepoznat

nematoda

nepoznat

nematoda

nepoznat

nematode

nematode

infektivna
degeneracija
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Tablica 2.1 Nastavak

Oblik

Porodica? Roda Vrsta2 Genom b Vektore Bolestd
viriona
Carmovirus carnation mottle virus (CarMV) (+)ssRNA izometri¢an nema nepoznata
Necrovirus  tobacco necrosis virus D (TNV-D)  (+)ssRNA izometri¢an nema nepoznata
Tombusviridae grapevine Algerian latent
. virus (GALV) . .
Tombusvirus . . . (+)ssRNA izometri¢an nema nepoznata
petunia asteroid mosaic
virus (PAMV)
blackberry virus S (BIVS) nepoznata
grapevine asteroid mosaic- mozaik
Marafivirus assou_ated wrus_(GAMa\_/) (+)ssRNA izometri¢an cvréci 7asterqda
grapevine asteroid mosaic- paperjaste
associated virus (GAMaV) zile
Tymoviridae grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1) nepoznata
grapevine fleck virus (GFkV) pjegavost
Maculavirus grapevine redglobe (+)ssRNA izometric¢an nepoznat nepnoznata
virus (GRGV) P
o grapevine-associated tymo-like . .
Gratylivirus virus (GaTLV) (+)ssRNA izometrican nepoznat nepoznata
grapevine virga-like virus (GVLV)
Virgaviridae Tobamovirus tobacco mosaic virus (TMV) (+)ssRNA Stapicast nema nepoznata
tomato mosaic virus (ToMV)
. raspberry bushy dwarf . . zuta
Idaeovirus virus (RBDV) (+)ssRNA izometrican nema crticavost
Sobemovirus sowbane mosaic virus (SoMV) (+)ssRNA izometri¢an nema nepoznata
Virtovirus grapevine virus satellite (GV-Sat)  (+)ssRNA izometrican kkUk.C'-. nepoznata
Lo ornjasi
Nedodijeljena

grapevine Ajinashika (+)ssRNA izometri¢an nepoznat  nepoznata

virus (GAgV)
Nedodijeljen grapevine labile rod-shaped nitast nepoznat  nepoznata
virus (GLRSV) nepoznat
grapevine stunt virus (GSV) izometri¢an cvréak nepoznata

aNeki od taksonomskih naziva i imena virusa su provizorni, budu¢i da se Cekaju ratifikacije
Medunarodnog odbora za taksonomiju virusa (eng. International Committee on Taxonomy of Viruses,
ICTV).

b Oblici nekih viriona pretpostavljeni su analogijom s drugim virusima istog roda ili iste porodice, a ne
stvarnim promatranjima pomocu elektronske mikrografije.

¢ Neki od vektora su pretpostavljeni analogijom s vektorima drugih virusa istog roda, a ne iz provedenih
testova prijenosa.

dVecina simptoma virusnih bolesti ne moze se pripisati jednoj vrsti virusa, jer su simptomatske loze
pretezno zarazene mjeSovitim infekcijama u vinogradu, osim ako nisu ispunjeni Kochovi postulati.

€ Za latentni sferiCni virus jabuke (eng. apple latent spherical virus, ALSV) eksperimentalno je utvrdeno
da inficira sadnice vinove loze i vinovu lozu uzgojenu u kulturi tkiva (Maeda i sur., 2020). Navedeni
virus nije identificiran u prirodno zarazenim trsovima.
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2.2.1. Ekonomski znacCajne virusne bolesti vinove loze

Tridesetak virusa smatra se uzroCnicima ekonomski znacajnih bolesti (viroza)
vinove loze, koje se jasno ocituju kroz vidljive simptome na/u biljci i Stete koje uzrokuju
(Martelli, 2014). Ekonomski najznacajniji i najbolje prouc€eni virusi mogu se podijeliti u Cetiri
skupine (kompleksa) bolesti koje uzrokuju na vinovoj lozi: (i) infektivna degeneracija
(europski nepovirusi) i propadanje (ameri¢ki nepovirusi), (ii) uvijanje listova (eng. grapevine
laefroll disease, GLD), (iii) nhaboranost drveta (eng. rugose wood, RW) i (iv) pjegavost lista
(Martelli, 2017). UzroCnici su virusi s genomom u obliku pozitivne jednolanane
ribonukleinske kiseline (eng. (+)single-stranded ribonucleic acid, (+)ssRNA) koji su svrstani
u porodice Secoviridae, Closteroviridae, Betaflexiviridae i Tymoviridae, a koji u inficiranim
biljkama induciraju simptome poput degeneracija, uvijanja listova, inkompatibilnosti podloge
i plemke, deformacija i abnormalnosti drva te promjene boje listova (Fuchs, 2020) (Slika
2.2). Virusi uzroCnici navedenih bolesti Siroko su rasprostranjeni u svijetu, a osim sadnim
materijalom i cijeplijenjem, ovisno o skupini/vrsti, prenose se i vektorima, poput Stitastih i
vunastih usSiju (Hemiptera: Pseudococcidae i Coccidae), nematodama (Nematoda:
Longidoridae) i cvrécima (Hemiptera: Membracidae) (Maliogka i sur., 2015a; Fuchs, 2020).

!

Slika 2.2. Simptomi Cetiri virusna kompleksa na vrstama roda Vitis: asimptomatski list —
lijevo, uvijenost i crvenilo lista — desno (A) te slaba obojenost grozda crne sorte vinove loze
uzrokovana infekcijom virusa iz GLD skupine (B); plutavost kore vrste V. labrusca sorte
‘Niagara Rosada' (C) i naboranost drveta podloge Paulsen 1103 (D) uzrokovana virusima
iz RW skupine (asimptomatska podloga — lijevo); simptomi infektivne degeneracije
uzrokovane virusom lepezastog lista vinove loze — GFLV (E); pjegavost lista uzrokovana
infekcijom virusom iz istoimenog kompleksa na vrsti V. rupestris St. George (F) (prema
Basso i sur., 2017).
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U novije vrileme su metodom HTS otkriveni novi virusi svrstani u gore navedene
porodice, za koje je dokazan ekonomski Stetan utjecaj na vinogradarsku proizvodnju. Jedan
od njih je virus Pinota sivog (eng. grapevine Pinot gris virus, GPGV; rod Trichovirus,
porodica Betaflexiviridae), otkriven 2012. godine (Giampetruzzi i sur., 2012), koji se danas
smatra jednim od tri najstetnija novootkrivena virusa vinove loze (Cieniewicz, i sur., 2020).
Takoder, novootkriveni virusi pridruzeni su i u druge porodice za koje se do tada nije znalo
da njihovi predstavnici mogu inficirati vinovu lozu. Primjer za to su ekonomski zna€ajni virusi
s genomom u obliku dvolan€ane deoksiribonukleinske kiseline (eng. double-stranded
deoxyribonucleic acid, dsDNA), poput badnavirusa (rod Badnavirus, porodica
Caulimoviridae) i virusa crvene mrljavosti vinove loze (eng. grapevine red blotch virus,
GRBYV; rod Grablovirus, porodica Geminiviridae), koji zajedno s GPGV predstavljaju veliku
prijetnju globalnom vinogradarstvu (Cieniewicz, i sur., 2020).

2.2.2. Posljedice zaraze i ekonomski gubici

Zaraza ekonomski zna&ajnim virusima vinove loze uzrokuje brojne poremecaje u
biljci. Virusi negativno utje€u na rast, vigor i fiziologiju biljke, $to se posljedi¢no reflektira na
smanjenu i kvantitetu i kvalitetu (kakvoéu) prinosa (Mannini i Digiaro, 2017). U vinovoj lozi
zarazenoj s GFLV (infektivha degeneracija) zabiljezen je pad prinosa sorte “Traminac’ od
93,6 %, dok je u sorti ‘Faber’ inficiranoj s virusom mozaika guSarke (eng. arabis mosaic
virus, ArMV) maksimalan pad prinosa iznosio 77 % (Rudel, 1985). Takoder, zabiljezen je i
znacajan pad prinosa u uzgoju biljaka inficiranim s drugim nepovirusima, poput virusa
kromiranog mozaika vinove loze (eng. grapevine chrome mosaic virus, GCMV) u Madarskoj
od 47 % i virusa prstenaste pjegavosti kupine (eng. raspberry ringspot virus, RpRSV) u
Njemackoj od 30 % i viSe (Lehoczky i Tasnady, 1971; Vuittenez i sur., 1970). U
istrazivanjima vezanim uz utjecaj virusa iz skupine uvijenosti lista (GLD) na vinovu lozu
ustanovljeno je da eliminacija uvijenosti lista pridruzenog virusa 3 (eng. grapevine leafroll-
associated virus 3, GLRaV-3) termoterapijom moze rezultirati pove¢anjem prinosa do 27
%, u odnosu na zarazene kontrolne biljke sorata 'Cabernet Franc’ i ‘Traminac’ (Clingeleffer
i Krake, 1992; Balthazard, 1993). Istrazivanje Komar i sur. (2007) o utjecaju uvijenosti lista
vinove loze pridruzenih virusa 1, 2 i 3 (eng. grapevine leafroll-associated virus 1, 2 and 3,
GLRaV-1, -2, -3) i GVB na vinovu lozu pokazalo je da eliminacija GLRaV-2 ima najveci
pozitivan u€inak na biljke, koji se odrazio na povecanje vegetativhe mase od 21 % te prinosa
grozda od 22 %. Osim prinosa i vigora, virusi vinove loze uzrokuju smanjenje sadrzaja
Secera u soku grozda za 3 do 5 °Brix, smanjuju intenzitet obojenja grozda crnih sorata za
do 35 %, utjeCu na smanjenje ukupnih polifenola za do 38 % te negativno utjecu na

biosintezu tanina, flavonoida, antocijanina, poliamina, aromati¢nih komponenti te ostalih
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metabolita (Basso i sur., 2017). Redukcija navedenih komponenti u grozdu se posljediéno
negativno reflektira i na kvalitetu vina, pri éemu je najveci negativan utjecaj, u pogledu
slabije obojenosti crnih vina i slabije izrazenosti tercijarnih aroma (fra. bouquet), zabiljezen
u biljikama istovremeno zarazenima s GVA (RW) i s GLRaV-3 (GLD) (Mannini i Digiaro,
2017). Virusi imaju utjecaj i na inkompatibilnost, odnosno ne srastanje plemke s podlogom
nakon cijeplienja, $to moze dovesti do iznenadnog ugibanja biljaka. Pirolo i sur. (2009)
pokazali su kako inkompatibilnost pod utjecajem GLRaV-2 ovisi o koristenoj podlozi, s
obzirom da je 83,9 % biljaka uginulo nakon cijepljenja na Kober 5BB, a ni jedna cijepljenjem
na podlogu 420 A.

Uz prethodno navedene negativnhe posljedice, uklju€ujuéi i skradivanje Zzivotnog
vijeka trsa, virusi vinove loze utje€u na rentabilnost i isplativost uzgoja vinove loze
uzrokujuc¢i velike ekonomske gubitke, koji se najvise ocituju u kréenju i nadomjestanju
zarazenih biljaka i cijelih vinograda (Perrone i sur., 2017). Ekonomski gubici najbolje su
istrazeni u slu€aju infekcije s pripadnicima skupine GLD. Gubici od istih su u podrucju
uzgoja savezne drzave New York (SAD) procijenjeni na 25 000 — 40 000 americkih dolara
(%) po hektaru tijekom razdoblja od 25 godina uzgoja sorte ‘Cabernet Franc’ (Atallah i sur.,
2012) te na 29 902 — 226 405 americkih dolara ($) po hektaru (ovisno o stupnju infekcije i
mjerama kontrole) na podrucju uzgojnog podrucja Kalifornije (Ricketts i sur., 2015). Na
Novom Zelandu su gubici procijenjeni na 47 000 dolara/ha tijekom 20 godina uzgoja sorata
‘Sauvignon Blanc’ i ‘Merlot’ (Mannini i Digiaro, 2017). Ekonomski gubici su istrazivani i u
europskim zemljama. U Valaisu (Svicarska) ekonomski udinak virusa iz kompleksa
uvijenosti lista procijenjen je na 5 % godiSnjeg bruto dohotka (Besse i sur., 2009). Na
podrugju Rias Baixas (Spanjolska) je prosjeno 40 % zarazenih trsova utjecalo na oko 20
% ekonomskih gubitaka u vinogradima sorte ‘Albarifio’ (Pesqueira i sur, 2012). Temeljem
navedenih istrazivanja se procjenjuje kako bi globalni ekonomski gubici uzrokovani virusima

u vinogradarstvu mogli iznositi milijune americkih dolara ($) godi$nje (Perrone i sur., 2017).

2.2.3. Rod Vitivirus

2.2.3.1. Taksonomija i nomenklatura

Vitivirusi (rod Vitivirus, porodica Betaflexiviridae) poznati su kao najbrojnija skupina
virusa vinove loze klasificirana unutar istog roda (Maree i sur., 2020). A-virus vinove loze
(GVA) je najstariji otkriveni vitivirus vinove loze, koji je zbog svoje filamentozne grade
prvotno svrstan u skupinu ,klosterovirusima-sli¢nih ¢estica“ (Contii sur., 1980). Nedvojbena
razlika izmedu vitivirusa i drugih virusa slicne morfologije potvrdena je seroloskom

analizom, nakon ¢ega je GVA dobio svoj danasnji naziv (Milne i sur., 1984). Prema Martelli
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(1994), GVA je originalno svrstan u rod Trichovirus, zajedno s kasnije otkrivenim B virusom
vinove loze (GVB) (Boscia i sur., 1993) i prvim otkrivenim vitivirusom nazvanim latentni virus
Sapike (eng. heracleum latent virus, HLV) (Bem i Murant, 1979). Nedugo nakon toga,
zajedno s novootkrivenim D-virusom vinove loze (eng. grapevine virus D, GVD) (Abou-
Ghanem i sur., 1997), navedeni virusi su premjesteni u novi rod Vitivirus (Martelli i sur.,
1997) i to na temelju prethodno sekvenciranih i istrazenih genoma koji su sadrzavali dva
dodatna cistrona koji kodiraju polipeptide (Saldarelli i sur., 1996; Minafra i sur., 1997). Rod
Vitivirus originalno je pridruZen u porodicu Flexiviridae na temelju sli€¢nosti genoma vitivirusa
i morfologije njihovih Cestica s drugim predstavnicima porodice (Adams i sur., 2005). Ubrzo
nakon toga, na temelju razlike u strukturnim i replikacijskim proteinima, virusi iz porodice
Flexiviridae su raspodijeljeni u tri nove porodice Alphaflexiviridae, Gammaflexiviridae te

porodicu Betaflexiviridae kojoj su i danas pridruzeni vitivirusi (Martelli i sur., 2007).

Prema trenutnoj klasifikaciji Medunarodnog vije¢a za taksonomiju virusa (ICTV,
2023a), 15 je priznatih vrsta vitivirusa od kojih devet inficira vinovu lozu: A-, B-, D-, E-, F-,
G-, H-, I- te J-virus vinove loze (grapevine virus A, B, D, E, F, G, H, |, J; GVA, GVB, GVD,
GVE, GVF, GVG, GVH, GVI, GVJ) (Contii sur., 1980; Boscia, i sur., 1993; Abou-Ghanem i
sur., 1997; Nakaune i sur., 2008; Al Rwahnih i sur., 2012a; Blouin i sur., 2017a; Candresse
i sur., 2018; Blouin i sur., 2018; Diaz-Lara i sur., 2018a). Osim vinove loze i Sapike, drugi
predstavnici roda Vitivirus inficiraju kulture poput, kivija, arakace, kupine, mente i agave
(Maree i sur., 2020). Na listu priznatih vitivirusa jo$ nisu dodani novootkriveni vitivirusi
vinove loze, predlozenih imena: K-, L-, M-, N- i O-virus vinove loze (grapevine virus K, L,
M, N, O; GVK, GVL, GVM, GVN, GVO) (Jo i sur., 2017; Debat i sur., 2019; Alabi i sur.,
2019; Read i sur., 2022). Jedan od glavnih uvjeta za priznavanje nove vrste unutar porodice
Betaflexiviridae je podudarnost izmedu izolata koja mora biti manja od 72 % na nukleotidnoj
(eng. nucleotide, nt) i 80 % na aminokiselinskoj (eng. amino acid, aa) razini i to unutar regija
koje kodiraju kapsidni protein (eng. coat protein, CP) i enzim RNA-ovisnu RNA-polimerazu
(eng. RNA-dependent RNA polymerase, RdRp) (Adams i sur., 2004). U tom kontekstu su
GVD, GVJ i GVK razmatrani kao jedna vrsta, buduéi da u CP regiji dijele sliénost od 75,9
% do 87,7 % u nt i 84,3 % do 93,9 % u aa slijedu. Bez obzira na tu visoku podudarnost u
CP regiji genoma, GVJ je, za razliku od GVK, priznat kao zasebna vrsta zbog medusobne
sliénosti od 64 % do 64,3 % nti 65,5 % do 66, 4 % u aa slijedu, unutar regije koja kodira
protein povezan s replikacijom (eng. replication-associated protein, RAP) (Maree i sur.,
2020). S druge strane, GVL i GVM za sada nisu priznati od strane ICTV-a zbog prevelike
sliénosti s GVE, odnosno s GVH, premda joS treba uzeti u obzir RAP regiju u kojoj GVM i
GVH dijele 68 % nt i 74,9 % aa identicnosti (Maree i sur., 2020). Takoder, zbog prevelike

sliénosti s GVG, odnosno s GVE, GVN i GVO jos$ nisu priznati kao nove vrste virusa (Read
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i sur., 2022). Nedavno su Silva i sur. (2022) na osnovu dubinske analize genoma predlozili
nove razlikovne kriterije koji prednost daju proteinu replikaze postavljaju¢i granicu na
aminokiselinskoj razini od 80%, pri ¢emu kod sli¢nosti vrsta izmedu 78-82 % treba ukljuciti

i dodatne kriterije razlikovanja kao $to je CP regija.

2.2.3.2. Morfologija i organizacija genoma

Vitivirusi imaju filamentozan oblik virusne Cestice, duzine 725 — 785 nm i promjera
12 nm, koje prema izgledu podsjec¢aju na uze (Slika 2.3). Genom vitivirusa je (+)ssRNA
molekula, koja se sastoji od priblizno 7,3 — 7,6 kilobaza (eng. kilobase, kb) i karakteristi¢nih
pet otvorenih okvira Citanja (eng. open reading frames, ORF) (du Preez i sur., 2011). Prema
Maree i sur. (2020), ORF1 kodira protein povezan s replikacijom (eng. replication-
associated protein, RAP); uloga ORF2, koji je visoko konzerviran unutar roda Vitivirus, nije
poznata; ORF3 kodira protein za pokretanje (eng. movement protein, MP); ORF4 kodira
kapsidni protein (CP); dok ORFS5 kodira protein koji veZe nukleinsku kiselinu (eng. nucleic-
acid-binding protein, NABP). Prema ICTV (2023b), ekspresija genoma se temelji na
subgenomskim molekulama RNA (eng. subgenomic RNA, sgRNA) koje sluze za ekspresiju
svih ORF-ova, osim ORF5. On se eksprimira izravno s 5'-kraja genoma kao glasni¢ka RNA
(eng. messenger RNA, mRNA). U GVA postoji Sest sgRNA razli¢itih duljina (Slika 2.4.) u
kilobaznim parovima (kb), koje u stanici stvaraju dvolanane RNA molekule (eng. double-
stranded RNA, dsRNA) kao replikativhe forme tijekom infekcije (veli€ine 7,6, 6,48, 5,681 5,1
kbp za GVAi GVD te 7.6, 6,48, 5,68 i 5,1 kbp za GVA) (Slika 2.4).
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Slika 2.3. Filamentozne Cestice GVA nalik na uze snimljene elektronskim mikroskopom.
Oznaka predstavlja veliinu jednaku 100 nm (prema du Preez i sur., 2011).
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Slika 2.4. Organizacija i ekspresija genoma GVA s relativnim pozicijama otvorenih okvira
Citanja (ORF), njihovim transkripcijskim produktima i subgenomskim molekulama RNA.
Kratice: Mtr—metiltransferaza; AlkB—alkan hidroksilaza; Hel-helikaza; RARp—RNA-ovisna
RNA-polimeraza; MP—protein za pokretanje; CP—kapsidni protein. Izvor: ICTV, 2023.
International Committee on Taxonomy of Viruses. Family: Betaflexiviridae
(https://ictv.global/report_9th/RNApos/Betaflexiviridae; pristup 03.10.2022.).

2.2.3.3. Ekologija i epidemiologija vitivirusa vinove loze

Najbolje istrazeni vitivirusi su ujedno i prvi otkriveni vitivirusi koji inficiraju vinovu lozu,
GVA (Conti i sur., 1980) i GVB (Boscia i sur., 1993). Navedeni virusi su identificirani
elektronskom mikroskopijom u zeljastim test biljikama roda Nicotiana nakon §to je dokazana
sposobnost njihovog prijenosa mehani¢kom inokulacijom (Conti i sur., 1980; Boscia i sur.,
1993). To je kasnije dokazano i za GVD (Bonavia i sur., 1996; Abou Ghanem i sur., 1997).
Za razliku od tih vitivirusa, drugi vitivirusi vinove loze otkriveni su metodom HTS u vinovoj
lozi diliem svijeta (Maree i sur., 2020). Osim mehani¢kog prijenosa, potvrden je i
nespecifi¢an i semiperzistentan nacin prijenosa vektorima na vinovu lozu i zeljaste test
bilijke koristenjem kukaca iz skupine stitastih usi (red Hemiptera, porodice Pseudococcidae
i Coccidae). Prema Martelli (2017), kao vektori GVA potvrdeni su Planococcus citri, PI. ficus,
Pseudococcus longispinus, P. affinis, Heliococcus bohemicus, Phenacoccus aceris i
Neopulvinaria innumerabilis; vektori GVB su Ps. longispinus, Ps. affinis, Pl. ficus i Ph.
aceris; dok je vrsta Pseudococcus comstocki dokazani vektor GVE. Nedavno je lozina
Stitasta u$ (Planococcus ficus Sign.) potvrdena kao vektor GVH sa zarazene na bezvirusnu
lozu (Jaguni¢ i sur., 2021). Specificnost prijenosa vitivirusa vektorima karakterizira
koinfekcijski simultani prijenos s ampelovirusima, uzro¢nicima GLD, pri Eemu se smatra da
su ti virusi u sinergistickom odnosu (Rowhani i sur., 2018). Osim u vinovoj lozi, vitivirusi su
detektirani u divljim slobodno zivuéim vrstama lozama Vitis californica i krizancima Vitis
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californica x Vitis vinifera (Klaassen i sur., 2011). Vitivirusi vinove loze smatraju se jednim
od najrasprostranjenijih virusa vinove loze s dokazanom prisutno$¢u u svim vinogradarskim

regijama svijeta (Slika 2.5).

Slika 2.5. Rasprostranjenost GVA u svijetu (ozna¢eno crveno). Izvor: CABI, 2023. Centre
for Agriculture and Bioscience International. Grapevine virus A (grapevine closterovirus)
(https://www.cabi.org/isc/datasheet/26189#toDistributionMaps; pristup: 03.10.2022.).

2.2.3.4. Kompleks naboranosti drveta vinove loze (RW)

Za vitiviruse GVA i GVB se smatra da u necijeplijenim biljkama vinove loze i
ameri¢kim vrstama, odnosno lozama koje se uzgajaju na vlastitom korijenu, ne uzrokuju
bolesti ili ih uzrokuju tek u rijetkim slu€ajevima, ali uz zanemariv utjecaj na vigor biljke i
prinos (Reynolds i sur., 1997; Martelli i Boudon-Padieu, 2006). S druge strane, simptomi
infekcije se manifestiraju nakon cijepljenja inficirane podloge i plemke, zbog ¢ega ih se
Cesto naziva ,bolestima cijeplienja“ (Mannini i Digiaro, 2017). Prema Minafra i sur. (2017),
takva ekspresija i interakcija s lozama upucuje na europsko podrijetlo vitivirusa, pri cemu je
vinova loza mogla razviti tolerantnost na infekciju kroz zajednicki koevolucijski odnos s
vitivirusima. Isti autori navode da najraniji pisani podaci o simptomima na drvu vinove loze,
koji bi mogli biti povezani s vitivirusima, potje€u iz francuske literature s poc€etka 20. st., $to
se poklapa s pocCetkom intenzivnog koriStenja cijeplijenja u svrhu proizvodnje sadnog
materijala. Medutim, zanimljivo je da su virusi takoder detektirani na podrucjima gdje se nije
uvozio biljni materijal iz Amerike (Cipar, greki otoci, Armenija, Jemen i Anatolija), Sto bi
mogao biti dokaz da vitivirusi nisu dosli trgovinom sa zapada (Minafra i sur., 2017). Bolest

povezana s vitivirusima prvi je puta opisana u vinovoj lozi u SAD-u, pod nazivom hrapava
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kora (eng. rough bark) (Hewit, 1954). Slicna bolest je nakon toga opisana u ltaliji i
Madarskoj, gdje je nazvana naboranost drveta (tal. legno riccio) (Graniti i Martelli, 1965;
Martelli i sur., 1967). Simptomi vidljivi na kori, nazvani plutavost kore (eng. corky bark),
opisani su na sjemenjacima LN 33 (Couderc 1613 x Thompson Seedless) u SAD-u
(Beukman i Goheen, 1965.), gdje je kasnije opisana bolest naziva bolest hrapavosti kore i
jamiCavost drveta vinove loze (eng. grapevine bark and wood pitting disease) (Hewitt i Neja,
1971). Sli¢ni nazivi simptoma uod&eni u razli€itim zemljama upucivali su na istu etiologiju
bolesti, medutim ona nije bila poznata sve do otkri¢a virusnih Cestica u vrsti Nicotiana
clevelandii, koja je mehanicki inokulirana biljnim sokom iz loze koja je pokazivala
spomenute simptome (Conti i sur., 1980). Sve promjene na drvu vinove loze koje imaju istu
virusnu etiologiju kasnije su nazvane kompleks naboranosti drveta (eng. rugose wood, RW)
(Martelli, 1993b). Osim vitivirusa GVA, GVB i GVD, uzro&nikom bolesti iz RW skupine
smatra se i virus naboranosti drveta podloge Rupestris (eng. grapevine rupestris stem
pitting-associated virus, GRSPaV) (Meng i sur., 1998), koji je pridruzen u rod Foveavirus

(Martelli i Jelkmann, 1998) unutar iste porodice (Betaflexiviridae).

Danas se RW smatra jednim od Cetiri najvaznija i najrasprostranjenija kompleksa
bolesti vinove loze u svijetu (Sabaghian i sur., 2021; Orfanidou i sur., 2021). Kompleks
naboranosti drveta manifestira se kroz tri glavne bolesti koje se pojavljuju u ovisnosti o
koristenom indikatoru, uklju€ujuéi Vitis rupestris St. George, LN 33 (Couderc 1613 x V.

berlandieri) te Kober 5BB (V. berlandieri x V. riparia). Bolesti su:

i. plutavost kore (eng. corky bark, CB) uzrokovana s GVB ili GVD - internodijalne
promjene na tkivu (ukljuCujuci pucanje mladica) koje se manifestiraju najbrze na LN
33 nakon cijepljenja inokuliranjem dormantnim pupom (eng. chip budding), uz
zaostajanje u rastu, uzljebljenje tkiva i pojavu zutih pjega i crvenila na listovima
(Slika 2.6 A);

ii. naboranost drveta podloge LN 33 (eng. LN 33 stem grooving, LNSG), nespecifi¢na
povezanost — uzljebljenja drveta inokuliranih podloga LN 33, ali bez promjena na
kori tipi¢nih za CB;

iii. uzlijebljenost drveta podloge Kober (eng. Kober stem grooving, KSG) kojeg uzrokuje
GVA - uzljebljenje drveta nakon cijepljenja na podlogu Kober 5BB (Slika 2.6 B);

iv. naboranost drveta podloge V. rupestris (eng. vitis rupestris stem-pitting, VRSP)
uzrokovana s GRSPaV (Martelli, 2017; Minafra i sur., 2017).

Pored RW kompleksa, GVA je povezan s razornim bolestima na vinovoj lozi naziva
bolest Syraha (eng. Shiraz disease, SD), koja je primije¢éena u JAR-u (Engelbrecht i
Kasdorf, 1987; Engelbrecht i Kasdorf, 1990a) te u Australiji, gdje je nazvana Australska
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bolest Syraha (eng. Australian Shiraz disease, ASD) (Habili i Randles, 2004). Simptomi SD-

a podsjecaju na zarazu virusima iz GLD skupine, pri ¢emu dolazi do uvijanja i crvenila

listova, a zaraZzene biljke odumiru kroz nekoliko godina (Slika 2.6 C).

Slika 2.6. Simptomi virusnih bolesti na vinovoj lozi povezani s vitivirusima: simptomi
plutavosti drveta na podlozi LN 33 (A); naboranost i uzljebljenja na drvetu podloge (hakon
skidanja kore) ispod cijepljenog mjesta (B); simptomi bolesti Syraha (SD) na vinovoj lozi
sorte 'Merlot' pred kraj vegetacijske sezone (C) (prema Minafra i sur., 2017).

Stetnost RW kompleksa najprije je vidljiva kroz utjecaj na smanjenje vigora biljke te
posliedi€no smanjenje prinosa kao rezultat otezanog kretanja hranjiva i vode kroz biljku
(Mannini i Digiaro, 2017). Posebno Stethom smatra se koinfekcija s virusima uzro€nicima
GLD, koji se ¢esto pojavljuju zajedno u inficiranim trsovima (Rowhani i sur., 2018). U studiji
Mannini i sur. (1998), GVA je u koinfekciji s GLRaV-1 smanjio prinos za 24 — 30 % u crnoj
sorti ‘Nebbiolo’ u Italiji, dok je koinfekcija GVA i GLRaV-3 uzrokovala naruSavanje kakvoée
grozda kroz smanjenje otopljenih &vrstih tvari u soku te smanjenje koli¢ine antocijana, pri
¢emu je utjecaj na prinos bio zanemariv. Sli¢ni su rezultati dobiveni i u istovremenoj infekciji
s GVA, GLRaV-1 i GRSPaV u navedenoj sorti, gdje je ukupan prinos bio smanjen zbog
smanjene veliine grozdova, koji su ujedno imali poveéan sadrzaj kiselina i sevastrola u
odnosu na neinficirane trsove, ali takoder bez utjecaja na otopljene ¢vrste tvari i fenolni
sastav grozda (Giribaldi i sur., 2011). Za GVB se smatra da utjeCe na prinos, ali joS viSe na
vigor trsa u odnosu na GVA, s obzirom da je u inficiranim trsovima sorata ‘Chardonnay’ i
‘Albarossa’ zabiljezen 35 %, odnosno 14 % slabiji razvoj nadzemne mase (Mannini i Digiaro,
2017).

NajStetniji utjecaj RW kompleksa na vinovu lozu oc€ituje se skradivanjem Zivotnog
vijeka trsova te njihovim odumiranjem. Prema Savino i sur. (1985), Sest godina nakon

cijepljenja plemki zarazenih s RW na Sest razli€itih podloga primije¢eno je 60 % odumrlih
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biljaka ili biljaka bez prinosa, neovisno o koristenom tipu podloge. Takoder, 1998. godine u
sorti ‘Refosk’ u Sloveniji je primijeceno odumiranje simptomatskih trsova u stopi od 17,9 %
po hektaru (trsovi kod koji su se simptomi pojavili na podlozi) te 7,6 % (pojava simptoma na
plemci) u usporedbi s 2,5 % odumrlih biljaka kod kojih nisu primijec¢eni simptomi RW-a

(Tomazic i sur., 2005).

Prema Mannini i Digiaro (2017), utjecaj RW kompleksa na vinovu lozu varira u
ovisnosti o vrsti virusa i soju, o koristenoj kombinaciji podloge i plemke te o klimatskom
podrucju uzgoja vinove loze, s time da su simptomi i utjecaj virusa na vinovu lozu manje
izraZeni u hladnijoj i vlaznijoj klimi. Znacaj podloge dobro je razjaSnjen na primjeru zaraze
s GRSPaV, za kojeg se smatra da podloga ima kljuénu ulogu u ekspresiji simptoma i
Stetnom utjecaju na lozu. Signifikantan utjecaj GRSPaV na prinos i sadrzaj Secera u grozdu
sorte ‘Cabernet Sauvignon’ u Italiji primije¢en je u slu€aju cijepljenja na podloge 110 R i
3309 C, dok cijepljenje na podloge Kober 5BB, 1103 P, 101-14 Mgt i V. rupestris St. George
nije rezultiralo negativnim utjecajem virusa (Golino i sur., 2009). Podloga se takoder smatra
kljuénom u manifestiranju u€inka inkompatibilnosti podloge i plemke nakon cijepljenja. Ovaj
efekt, koji dovodi do odumiranja cijepova, primijecen je prilikom cijeplienja plemke
koinficirane s vitivirusima i ampelovirusima na podloge, a bolest je nazvana “virusima
inducirano odumiranje podloge” (eng. virus-induced rootstock decline, VIRD) (Rowhani i
sur., 2017a). VIRD je manifestiran nakon cijepljenja plemki koinficiranih s GVB i GLRaV-2
na podlogu Freedom (Dogridge x 1613 Couderc), dok se podloga Couderc 1613 pokazala
rezistentnom, a podloge AXR-1 (V. vinifera x V. rupestris) i St. George (V. rupestris) kao
tolerantne na zarazu (Golino i sur., 2003). Inkompatibilnost se nije manifestirala u trsovima
s pojedinaénim infekcijama spomenutih virusa (Golino i sur., 2000). Sli¢na pojava je
primije¢ena u koinfekciji GVA s GLRaV-1 prilikom cijepljenja ,na zrelo® i dormantnim
pupovima na podloge 3309 Couderc, 101-14 Mtg, Freedom i 420A Mgt, pri ¢emu su se
pojavili simptomi tipini za GLD te odumiranje trsova 1 — 2 godine nakon cijepljenja
(Uyemoto i Rowhani, 2003; Golino i sur., 2015). Nadalje, utjecaj soja virusa vidljiv je na
primjeru bolesti Syraha, pri éemu je viSe varijanata GVA izolirano iz simptomatske loze
(Goszczynski i Jooste, 2003a), nakon Cega je ustanovljeno da varijante iz molekularne
grupe Il naspram varijanata iz molekularne grupe Il uzrokuju simptome bolesti SD
(Goszczynski, 2007) i ASD (Goszczynski i Habili, 2012).

Za razliku od spomenutih GVA, GVB i GVD koji su povezani s nekom od bolesti RW
kompleksa, GVE i GVF su takoder detektirani u RW-simptomati¢noj vinovoj lozi, ali njihova
interakcija s vinovom lozom i uloga u razvoju i manifestiranju RW kompleksa joS nije

razjasSnjena (Mannini i Digiaro, 2017).
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2.2.3.5. G-virus vinove loze (GVG)

G-virus vinove loze (eng. grapevine virus G, GVG) otkriven je metodom HTS na
Novom Zelandu 2017. godine u sorti ‘Chardonnay’ podrijetlom iz Francuske (Blouin i sur.,
2017a). Sekvencirani genom izolata VID561 (GenBank pristupni kod — MF405923) bio je
veli€ine 7496 nukleotida organiziranih u 5 ORFova s konzerviranim regijama sli¢nima rodu
Vitivirus u kojega je klasificiran. Najveca slicnost referentnog izolata od 65 % na nukleotidnoj
(nt) 1 67 % na aminokiselinskoj (aa) razini unutar CP regije genoma dobivena je u usporedbi
s virusom lista Agava tequilana (agava tequilana leaf virus, ATLV; rod Vitivirus), dok je u
usporedbi s GVE sli€nost u istoj regiji iznosila 59 % u nt i 55 % u aa (Slika 2.7).

Poslije otkrica na Novom Zelandu, GVG je detektiran metodom HTS u Hrvatskoj
(kao drugi nalaz u svijetu), u autohtonim sortama ‘Ljutun’ (VLJ-178, MF781081), ‘Dobric¢i¢’
(VD-102, MF993574), ‘Vlaska’ (VVL 101, MF993575) i ‘Babica’ (VB-108, MF993573),
podrijetlom iz zbirke virusa vinove loze SZAF. Hrvatski izolati su unutar RARp regije genoma
pokazali medusobnu sli¢nost 95 — 99 % u nt, a u usporedbi s izolatima iz Novog Zelanda
sli¢nost od 73 % (nt) (Voncina & Almeida, 2018). Kao treci nalaz u svijetu GVG je detektiran
u komercijalnim vinogradima okruga Santa Clara (Kalifornija, SAD), u Cetiri trsa sorata 'Pinot
cri' i 'Chardonnay' (Diaz-Lara i sur., 2019). Okarakterizirani izolati (PI8938 — MK017693,
P18936 — MK017692, CH8935 — MK017691 i PI8932 — MK017690) pokazali su medusobnu
nukleotidnu sli€nost od 99 % u RdRp i CP regiji te nukleotidnu slicnost s referentnim
izolatom VID561 (MF405923) iz Novog Zelanda od 78 % u RARp i 92 % u CP regiji (Diaz-
Larai sur., 2019). Slika 2.7 prikazuje filogenetsku analizu do sada poznatih GVG izolata u
CP regiji genoma te njihovo grupiranje u filogenetske grupe prema podrijetlu.

F{ GVG isolte PI8938

1001 L VG isolate PI8932

MF405924
—”EAF«S%QZB
56 L MF405925
S ——— eI
5 MF781081
4100[:{ MF993573
71 MFogas75

Slika 2.7. Filogenetsko stablo konstruirano statistic(kom metodom sparivanja susjeda (NJ)
na osnovi nukleotidnih sekvenci GVG izolata podrijetiom iz SAD-a (P18938, PI18936, P18932,
CH8935), Novog Zelanda (MF405924, MF405923, MF405925) i Hrvatske (MF993574,
MF781081, MF993573, MF993575) u regiji genoma kapsidnog proteina (CP; 507
nukleotida). Mjerna oznaka predstavlja broj supstitucija po nukleotidnom mjestu (prema
Diaz-Lara i sur., 2019).

GVG isolate CH8935

0.0050
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2.2.4. Rod Badnavirus

Badnavirusi (rod Badnavirus, porodica Caulimoviridae) predstavljaju veliku i dugo
poznatu skupinu biljnih dvolan¢anih DNA virusa s reverznom transkripcijom (eng. reverse
transcribing double-stranded DNA viruses, dsDNA-RT) koji inficiraju mono- i dikotiledonske
biljne vrste (Bhat i sur., 2016). Tipi¢ni su predstavnici patogena tropskih i suptropskih kultura
poput: banane (MY virus crtiCavosti banane, eng. banana streak MY virus — BSMYV), crnog
papra (virus Zutog Sarenila papra, eng. piper yellow mottle virus — PYMV), kakaa (virus
zadebljalih izbojaka kakaovca, eng. cacao swollen shoot virus — CSSV), citrusa (virus zutog
mozaika citrusa, eng. citrus yellow mosaic virus — CYMV), Secerne trske (baciliformni virus
Secerne trske, eng. sugarcane bacilliform virus — SCBV), tara (baciliformni virus tara, eng.
taro bacilliform virus — TaBV), jama (Discorea baciliformni SN virus, eng. Dioscorea
bacilliform SN virus, DBSNV) i dr. (Lockhart i Olsweski, 1994; Borah i sur., 2013). Osim
cijepljenjem i sadnim materijalom, badnavirusi se lisnim ili Stitastim u8ima mogu prenositi s
jednog na drugog domacina na kojima uzrokuju ekonomske Stete do 90 % (Bhat i sur.,
2016). Medutim, badnavirusi predstavljaju noviju skupinu virusa patogena vinove loze,
bududi da je prvi badnavirus u vinovoj lozi otkriven tek 2011. godine i to kao prvi predstavnik
porodice Caulimoviridae i opéenito kao prvi DNA virus vinove loze (Zhang i sur., 2011).
Prema zadnjem popisu priznatih virusa (Master Species List — MSL37) ICTV-a (ICTV,
2023a), od 68 vrsta virusa pridruzenih u rod Badnavirus, tri virusa inficiraju vinovu lozu:
GVCV, GRLDaV i GBV-1 (Zhang i sur., 2011; Maliogka i sur., 2015b; Voncina i Almeida,
2018).

Prema Bhat i sur. (2016), badnavirusi imaju jednostavno gradenu virusnu Cesticu
baciliformnog oblika i uniformne Sirine (30 nm) i duzine (120 — 150 nm) (Slika 2.8).
Monopartitni genom badnavirusa je prstenasta dsDNA veli€ine 7,2 — 9,2 kbp. koja se kod
vecine predstavnika sastoji od tri ORF-a (Slika 2.9) te se prevodi preko prijenosne RNA
(eng. transfer RNA, tRNA) dulje od genoma. Takoder, poznato je da badnavirusi mogu biti
prisutni u vidu sekvenci genoma integriranih u genom domacina (tzv. endogeni badnavirusi)
te se aktivirati u stresnim situacijama, kao $to su one izazvane abiotskim ili biotskim

¢imbenicima (Hohn i sur., 2008).
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Slika 2.8. Elektronska mikrografija tipi¢nih baciliformnih &estica badnavirusa na primjeru MY
virusa crtiCavosti banane (eng. banana streak MY virus, BSMYV). lzvor: ICTV, 2023.
International Committee on Taxonomy of Viruses. Family: Caulimoviridae.
(https://ictv.global/report/chapter/caulimoviridae/caulimoviridae; pristup: 04.10.2022.)

7000 O
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3500

Slika 2.9. Prikaz organizacije genoma badnavirusa na primjeru badnavirusa vinove loze 1
(GBV-1; VLJ-178 — MF781082). Prikazana je virusna DNA (crna linija) s pozicijama
otvorenih okvira Citanja (ORF) te funkcionalnim motivima (obojeno) u ORF2 poliproteinu.
Kratice: RNase H-ribonukleaza H; RT—reverzna transkriptaza; Pep A3—peptidaza virusa
mozaika cvjetace; Zn-finger—protein s cinkovim ,prstom* (prema Voncina i Almeida, 2018).
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2.2.4.1. Virus prosvijetljivanja Zila vinove loze (GVCV)

Virus prosvjetljivanja Zila vinove loze (eng. grapevine vein clearing virus, GVCV)
identificiran je 2011. godine u saveznoj drzavi Missouri (SAD) metodom HTS, u sorti
‘Chardonnay’ koja je pokazivala simptome bolesti prosvijetljivanja Zila i odumiranja vinove
loze (eng. grapevine clearing and vine decline disease) (Zhang i sur., 2011). Simptomi
navedene bolesti, s opisima kratkih internodija i deformiranih mladica i listova s
prosvijetlienim Zilama (uz smanjenje vigora i prinosa), su na istom uzgojnom podrucju sorte
'‘Chardonnay" opisani jo§ 2004. Izvorni simptomaticni vinograd je 2007. godine iskréen radi
odumiranja trsova od posljedica zaraze (Qiu i sur., 2007). Prema Qiu i Schoelz (2017), sli¢ni

su simptomi uoc€eni i u 90-im godinama proslog stolje¢a u vinogradima savezne drzave
Arkansas (SAD) u sorti ‘Vidal Blanc’, $to je potvrdeno vizualnim pregledom 2012. godine

nakon otkrica uzro¢nika GVCV. Medutim, Lunden i sur. (2009) su u navedenoj
simptomatskoj lozi detektirali GRSPaV te nepoviruse GFLV i virus prstenaste pjegavosti
rajice (eng. tomato ringspot virus, ToRSV) te je zbog zaklju¢eno da simptomi
prosvjetljivanja Zila ne predstavljaju novu bolest, nego da se radi o kombinaciji vise razlicitih
virusnih uzroénika. Tada je to miSljenje potkrijepljeno i €injenicom da su u vinovoj lozi
sredinom dvadesetog stoljeca uoCeni simptom prosvijetljivanja zila, ali su isti kasnije
pripisani GFLV (Qiu i Schoelz, 2017). Konaéno je 2011. godine navedena bolest pripisana

novootkrivenom badnavirusu GVCV (Zhang i sur., 2011).

Guo i sur. (2014) potvrdili su rasprostranjenost GVCV u vinogradima saveznih
drzava Missouri, lllinois i Indiana, u sortama ‘Cabernet Sauvignon’, ‘Chardonnay’,
‘Chardonel’, ‘Cabernet Franc’ i ‘Riesling’. U istoj je studiji potvrden prijenos virusa
cijeplienjem ,na zeleno® na sorte ‘Vidal Blanc’, ‘Cayuga White’ i ‘Traminette’, ali ne i na sortu
‘Chambourcin’, zbog ¢ega se pretpostavlja da je ona rezistentna na GVCV. Sli¢an je efekt
rezistentnosti primijeéen i u sorti ‘Norton’ (Qiu i sur., 2020). Pored vinove loze, GVCV je
detektiran u divljoj lozi V. rupestris u saveznoj drzavi Oklahoma, prilikom ¢ega je potvrdena
sliénost izmedu tih izolata i izolata iz vinove loze (Beach i sur., 2017). Prema Cieniewicz i
sur. (2020), GVCV je detektiran i u divljim vrstama loza V. cinerea, V. palmata, te V. vulpina,
u uzorcima sakupljenim iz prirodnih stanista. Takoder, utvrdeno je da je GVCV Siroko
rasprostranjen u divljoj vrsti Ampelopsis cordata te je tom prilikom potvrden i prijenos
koristenjem lisnih usi vinove loze (Aphis illinoisensis Shimer) na sortu ‘Chardonel’ (Petersen
i sur., 2019). Nakon toga je potvrdena Siroka rasprostranjenost GVCV u kolonijama i
pojedinacnim jedinkama navedenih lisnih usSi, u kojima su pronadene razliCite varijante

virusa (Uhls i sur., 2021). Danas se GVCV smatra jednim od ekonomski najznacajnijih
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novootkrivenih virusa vinove loze s dokazanom rasprostranjenoSc¢u u Cetirima saveznim

drzavama u SAD-u: Indiana, lllinois, Missouri i Arkansas (Cieniewicz i sur., 2020).

Prema Qiu i Schoelz (2017), simptomi bolesti prosvjetljivanja Zila i odumiranja
vinove loze manifestiraju se u ovisnosti o razdoblju vegetacije, vrsti loze (vinova loza ili divlja
loza) te sorti, a mogu se vidjeti na svim zelenim dijelovima biljke. Glavni dijagnosticki
simptom navedene bolesti je prosvijetljivanje zila mladih listova, a moZe se pojaviti u blagoj
formi (na sorti ‘Vidal Blanc’), normalnoj ili jako izrazenoj formi na cijelom listu (‘Cabernet
Sauvignon’ i ‘Cabernet Franc’). Takoder, prva dva do tri lista na mladici Cesto ostaju
zakrZljala i deformirana, te se, kako listovi stare, simptomi formiraju u mozaik sa Zutim
Sarama te pjegavost i nekrozu na indikatorskim biljkama (Slika 2.10). Prema autorima
simptomi se manifestiraju i "cik-cak" rastom mladica te skracivanjem internodija, ali i
deformacijom i diskoloracijom (smedenje) bobica. Zarazene biljke su smanjenog vigora (Sto
uzrokuje smanjenje prinosa) te odumiru, $to za posljedicu ima kréenje vinograda (Qiu i sur.,
2007).

Slika 2.10. Simptomi bolesti prosvjetljivanja Zila i odumiranja vinove loze koju uzrokuje
GVCV: prosvijetljivanje zila (A) i nekrotictna pjegavost na starim listovima (B) vrste V.
rupestris; prosvjetljivanje zila sa Zuéenjem na sorti 'Vidal Blanc' (C); prosvjetljivanje Zila i
deformacija lista na sorti 'Cabernet Sauvignon' (D) (prema Qiu i Schoelz, 2017).
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2.2.4.2. Virus povezan s diskoloracijom lista sorte 'Roditis' (GRLDaV)

Simptomi virusne bolesti, naziva diskoloracija lista sorte Roditis (eng. Roditis leaf
discoloration, RLD), primije¢eni su u ranim te opisani u kasnim 80-im godinama proslog
stoljeca, na sortama vinove loze ‘Roditis’ i ‘Sevastiano’ u Gr¢koj (Rumbos i Avgelis, 1989).
Prema istim autorima, simptomi RLD-a se pojavljuju krajem ljeta, a mogu se podijeliti u tri
skupine: (i) svijetlo-zelene, Zute i crvene zone na listovima uzduz Zila prvog, drugog i tre¢eg
reda, uz Zucenje rubnih Zila lista; (ii) meduzilna kloroza, Zucenje i crvenilo jednog dijela ili
cijelog lista; (iii) deformacije plojke lista zbog abnormalne enacije popraéene crvenilom i
uvijanjem deformiranog podrucja uz rub lista (najéeS¢e na nali¢ju lista pored peteljke).
Uzro€nik je u istoj studiji uspjedno inokuliran metodom cijeplienja dormantnim pupom (eng.
chip-budding) na sortu ‘Mission’, na kojoj su kasnije primije¢eni simptomi RLD-a, a uspjesan
je bio i mehanicki prijenos na vrste Chenopodium quinoa, Gomphrena globosa i N.
benthamiana. Posljedica zaraze s RLD je smanjena veliCina grozdova uz sporije
dozrijevanje i neobojenost bobica, Sto rezultira smanjenim sadrzajem Seéera u grozdu
(Rumbos i Avgelis, 1989).

Primjenom serolo$kih metoda na simptomatic¢noj vinovoj lozi nastojalo se povezati
simptome bolesti RLD s razli€itim virusnim uzro€nicima. Tom metodom su najprije
detektirani virus iSaranosti karanfila (eng. carnation mottle virus, CarMV) (Avgelis i Rumbos,
1991) te GFLV (Rumbos i Avgelis, 1993), a kasnije GVB (Avgelis i sur., 2006). Prava
etiologija bolesti ostala je nepoznata sve do 2015. godine i otkri¢a badnavirusa primjenom
metode HTS u sorti ‘Roditis’ u Grékoj (Maliogka i sur., 2015b). Na temelju simptoma (Slika
2.11) i domacina, patogen je hazvan virus povezan s diskoloracijom lista sorte Roditis (eng.
grapevine Roditis leaf dicoloration-associated virus, GRLDaV). Tom je prilikom dokazan i
mehanicki prijenos GRLDaV na zeljaste domacine N. benthamiana, N. tabacum, N. rustica,
i Physalis floridana, a osim u sorti ‘Roditis’, virus je detektiran i u sortama ‘Agiorgitiko’ i 'ltalia’
(Maliogka i sur., 2015b).
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Slika 2.11. Simptomi diskoloracije lista sorte ‘Roditis’ (RLD) uzrokovanih badnavirusom
GRLDaV: simptomi bolesti na listovima (A — C); simptomi bolesti na grozdovima (D i E).
Desni grozd (D) pripada nezarazenoj biljci (prema Maliogka i sur., 2015b).

Otkrice  GRLDaV proglaseno je ,fitosanitarnim izazovom za vinogradarstvo
Mediterana“ (CIHEAM, 2015). Iste je godine virus metodom HTS detektiran u
asimptomati¢nom trsu sorte ‘Bombino Nero’ u ltaliji (Chiumenti i sur., 2015). Nakon toga je
uslijedio prvi nalaz u Hrvatskoj (Voncina i Almeida, 2018), Turskoj (Ulubas Serge i sur.,
2018) te Juznoj Africi (Bester i sur., 2021). Potvrden je prijenos GRLDaV lozinom Stitastom
usi PI. ficus (Ekemen, 2021). Zbog navedenih Steta koje uzrokuje u proizvodnji te zbog
opashosti od rasprostranjivanja izvan zemalja u kojima je detektiran (Slika 2.12), EPPO je
GRLDaV uvrstio na listu upozorenja u svrhu bolje kontrole unutar Europe (EPPO, 2022).
Za pouzdanije otkrivanje zaraze prilikom testiranja veéeg broja uzoraka razvijen je protokol
PCR u stvarnom vremenu, koristenjem kojeg je virus detektiran u stitastim usima Pl. citri i
Pseudococcus viburni koje su bile prisutne na zarazenim biljkama (Moran i sur., 2020).
Prema upozorenjima, zemlje poput Ukrajine napravile su analize rizika od unosa i
rasprostranjivanja GRLDaV kao ekonomski Stetnog patogena vinove loze (Klechkovskyi i
sur., 2022). Bez obzira na to, nalazi ovog virusa potvrdeni su i u asimptomati¢nim biljkama
vinove loze (Chiumenti i sur., 2015) kao i u asimptomati¢nim zeljastim test biljkama
Nicotiana benthamiana, N. tabacum i N. rustica nakon provedene mehanicke inokulacije
(Maliogka i sur., 2015b). Zbog navedenog su potrebna dodatna istrazivanja u kojima bi se
jo$ preciznije utvrdila uloga GLRDaV na ekspresiju simptoma GLD te negativan utjecaj na

vinogradarsku proizvodnju.
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Slika 2.12. Rasprostranjenost GRLDaV u svijetu (oznaceno crveno — nije oznacena JAR).
Izvor: CABI, 2023. Centre for Agriculture and Bioscience International. Grapevine Roditis
leaf discoloration associated virus
(https://www.cabi.org/isc/datasheet/11285332#toDistributionMaps; pristup: 05.10.2022.).

2.2.4.3. Badnavirus vinove loze 1 (GBV-1)

Treéi po redu badnavirus vinove loze, nazvan badnavirus vinove loze 1 (eng.
grapevine badnavirus 1, GBV-1), otkriven je metodom HTS u hrvatskim autohtonim sortama
‘Ljutun’ (VLJ-178, MF781082) i ‘Vlaska’ (VVL-101) koji su sastavni dio zbirke virusa vinove
loze SZAF (Voncina i Almeida, 2018). Prema autorima, RT/RNaza H regija genoma virusa
pokazala je najvecu sli€nost na nukleotidnoj razinis GRLDaV od 76 % te je zbog identi¢nosti
manje od 80 % pretpostavljeno da se radi 0 novom virusu. Filogenetska analiza potvrdila je
genetsku razli€itost te se novootkriveni virus pozicionirao u zasebnu grupu na filogenetskom
stablu, pri ¢emu je najvecu sli¢nost pokazao s virusom Zutog mozaika citrusa (eng. citrus
yellow mosaic virus, CiYMV, AF347695), jasno se distancirajuci od ostalih badnavirusa
vinove loze — GVCV te GRLDaV (Slika 2.13).
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Slika 2.13. Filogenetsko stablo pripadnika roda Badnavirus, konstruirano statistickom
metodom najvece vjerojatnosti (ML)
genoma, pokazuje pozicioniranje GBV-1 izolata VLJ-178 (MF81082) u zasebnu grupu od
ostalih badnavirusa koji inficiraju vinovu lozu — posebno naznacen hrvatski GRLDaV izolat
VLJ-178 (MF991952) utvrden u istoj
broj supstitucija po nukleotidnom mjestu (prema Voncina i Almeida, 2018).

na temelju nukleotidnih sekvenci RT/RNaza H regije

lozi u koinfekciji s GBV-1. Mjerna oznaka predstavlja
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2.3. Metode detekcije virusa vinove loze

Istrazivanja vezana uz viruse vinove loze te implementacija mjera kontrole virusnih
bolesti ovise o0 preciznoj dijagnostici virusa u zarazenoj vinovoj lozi, ali i matiénim biljkama
podloga i plemki namijenjenih proizvodnji sadnog materijala. Osjetljivost i/ili uspjeSnost
odabrane/razvijene detekcijske metode, osim o dizajnu, ovisi i o odabiru odgovarajuceg
termina uzorkovanja i biljnog tkiva, s$to je usko povezano s dokazanim sezonskim
varijacijama titra virusa u vinovoj lozi i podlogama (Fiore i sur., 2009; Krebelj i sur., 2015;
Gasparro i sur., 2019; Shabanian i sur., 2020). Metode detekcije virusa dijele se na bioloske
(cijeplienje, mehanicka inokulacija), seroloske (najéesce koriStena imunoenzimska metoda
na Cvrstoj fazi, eng. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) te molekularne (PCR,
HTS).

Biolo3ki testovi smatraju se najstarijim primjenjivanim metodama detekcije virusa, a
uklju€uju prijenos virusa s vinove loze na zeljaste ili drvenaste indikatore koji na virusnu
infekciju u uvjetima plastenika reagiraju tipi€nim simptomima i/ili u kraéem vremenskom
razdoblju u usporedbi s vinovom lozom u nasadu (Rowhani i sur., 2017b). Poznati zeljasti
indikatori su vrste iz roda Nicotiana i Chenopodium, poput N. benthamiana i C. quinoa, koje
se koriste kao test biljke u postupku mehanicke inokulacije virusa vinove loze iz rodova
Nepovirus, Closterovirus i Vitivirus (Nolke i sur., 2009; Liu i sur., 2009; Boscia i sur., 1993).
Na infekciju virusima iz spomenutih rodova zeljasti indikatori mogu reagirati razli€itim
lokalnim i/ili sistemi¢nim simptomima veé¢ unutar 7 — 10 dana (Martelli, 1993c; Rowhani i
sur., 2017). Nasuprot tome, za viruse iz porodica Closteroviridae, Betaflexiviridae,
Tymoviridae i Geminiviridae utvrdeno je pojavijivanje dijagnostiCkin simptoma na
drvenastim indikatorima (vinova loza, ameri¢ke vrste i hibridi) koji se mogu inokulirati
metodama cijepljenja ,na zrelo* (rozgve), cijepljenja ,na zeleno® (mladice), cijeplienja ,na
zrelo® pupovima u mirovanju (Rowhani i sur., 2017b) te cijeplienjem ,zeleno na zrelo®,
odnosno zelenim pupovima tehnikom inokuliranja na T-spoj pod koru (eng. T-budding).
Ovisno o koristenoj metodi, vrsti indikatora i virusu, prvi se simptomi pojavljuju u razdoblju
2 — 6 tjedana, pa sve do 2 godine (Martelli, 1993d). Biolo$ki testovi, za koje nije potrebno
dugotrajno razvijanje metoda detekcije i velika financijska sredstva, koristite se za detekciju
novootkrivenih virusa vinove loze, kao i za viruse koji uzrokuju slabije izrazene simptome ili
latentne zaraze (Gugerli, 2000; Saldarelli i sur., 2015). S druge strane, bioloski testovi nisu
pogodni za studije koje utvrduju sanitarni status vinove loze, niti za detekciju virusa u
velikom broju biljaka (Zherdev i sur., 2018), buduéi da njihova izvedba zahtijeva puno

prostora i strogu higijenu u plasteniku, kao i fizicku odvojenost od neinokuliranih biljaka.
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Izravna detekcija virusa vinove loze iz uzoraka tkiva prvi puta je koriStena u studiji
Clark i Adams (1977), pomoc¢u nedugo prije razvijene imunoenzmske metode ELISA
(Engvall i Perlmann, 1971). Princip detekcije metodom ELISA bazira se na sposobnosti
imunokemijskog povezivanja jednog ili viSe tipova monoklonskih ili poliklonskih protutijela
(ovisno o izvedbi) s virusnim antigenom (Ag) na c¢vrstoj fazi (Zherdev i sur., 2018).
Komercijalni ELISA kompleti razvijeni su za detekciju tri ampelovirusa (GLRaV-1, GLRaV-
3, GLRaV-4), jednog klosterovirusa (GLRaV-2), dva nepovirusa (GFLV i ArMV) i dva
vitivirusa (GVA i GVB) (Blouin i sur., 2017) te se smatraju pristupaénim i dovoljno osjetljivim
protokolima u istrazivanjima rasprostranjenosti navedenih virusa (Rakhshandehroo i sur.,
2005; Voncina i sur., 2019). Glavni nedostaci metode ELISA su nemoguénaost dobivanja
informacija o genomu virusa (sekvenciranje) te veliki troSkovi razvoja metode, koji najviSe
ovise o purifikaciji virusa (Blouin i sur., 2017). Zbog navedenog, detekcija novootkrivenih
virusa usmijerena je na razvoj molekularnin metoda baziranih na lan&anoj reakciji
polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR) koje se smatraju pouzdanijim i barem
se na umnazanju odabranog odsjeCka DNA, ili RNA prethodno prepisane u DNA (eng.
reverse transcription, RT). ZajedniCki korak u detekciji virusa serolo$kim i molekularnim
metodama je dobivanje homogenata biljnog materijala, no za razliku od metode ELISA,
razliCite tvari u tkivu vinove loze mogu znacajno utjecati na izvedbu molekularnih metoda
(Zherdev i sur., 2018).

Molekularne metode detekcije smatraju se visoko sofisticiranim metodama Cdija
osjetljivost ponajprije ovisi o kvaliteti izolirane nukleinske kiseline (Xiao i sur., 2015).
Izolacija nukleinskih kiselina iz tkiva drvenastih domacina, poput vinove loze, predstavlja
izazov zbog velike koncentracije prisutnih polifenolnih i polisaharidnih spojeva koji mogu
inhibirati PCR reakciju preko inhibicije enzima reverzne transkriptaze i Taq polimeraze
(Nassuth i sur., 2000). Stoga je jedan od glavnih zadataka izolacijskih protokola ukloniti iili
inaktivirati navedene spojeve iz kona¢nog produkta, Sto, ovisno o uspjeSnosti, kao
posljedicu ima razli¢itu ucinkovitost detekcije (Osman i sur., 2012). Metode izolacije
nukleinskih kiselina mogu se podijeliti na komercijalne komplete za izolaciju RNA i DNA
(eng. column-based methods) te na konvencionalne metode. Komercijalno dostupni
kompleti sadrze membrane (kolone) sa silicijevim dioksidom koje, pomoc¢u pripremljenih
pufera, filtriraju necistoce iz uzorka omogucavajuéi visok prinos i €isto¢u nukleinskih kiselina
bez upotrebe organskih otapala (Xiao i sur., 2015). Konvencionalne metode smatraju se
jeftinijima, a sastoje od pufera i otopina koji se pripremaju prije izolacije, a obi¢no sadrze
surfaktante, poput natrijevog dodecil-sulfata (eng. sodium dodecyl sulfate, SDS) ili

cetilmetilamonijevog bromida (eng. cetyltrimethylammonium bromide, CTAB), organske
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komponente (kloroform ili fenol) te reduciraju¢e (npr. 2-merkaptoetanol ili ditiotreitol) ili
denaturiraju¢e agense (npr. gvanidinijev izotiocijanat) (Gambino i sur., 2008). Osim
konvencionalnih metoda koje koriste organske komponente za odvajanje necisto¢a od
nukleinskih kiselina, postoje i tzv. ,grube“ metode izolacije (eng. crude methods) kojima se
polifenolni i polisaharidni spojevi inaktiviraju u homogeniziranom ekstraktu, najcesc¢e
koriStenjem vodotopivog polimera polivinilpirolidona (eng. polyvinilpirolidone, PVP). Jedna
od takvih izvedbi izolacije ukupnih nukleinskih kiselina (eng. total nucleic acids, TNA) je
metoda glicin-EDTA-natrij (eng. glycin-EDTA-sodium, GES) (Rowhani i sur., 2000). U
dijagnostici biljnih bolesti molekularne su metode prvotno koriStene u detekciji patogena s
DNA genomom (Hanson i French, 1993), temeljem moguc¢nosti umnazanja DNA metodom
PCR u uvjetima “in vitro” (Mullis i sur., 1986). Medutim, prvotna dijagnostika virusa vinove
loze odnosila se na ranije otkrivene i brojnije RNA viruse, koji su testirani lan¢anom
reakcijom polimerazom nakon obrnutog prepisivanja (eng. reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR) (Rowhani i sur., 1993). Izvedba navedene metode
ovisi 0 enzimu reverzna transkriptaza koji se dodaje u reakcijsku smjesu te prevodi RNA u
komplementarnu DNA (eng. complementary DNA, cDNA). Protokoli temeljeni na metodi
PCR mogu se podijeliti na konvencionalne (koje zahtijevaju vizualizaciju amplificiranih PCR
produkata na agaroznom gelu) te na kvantitativne PCR metode u stvarnom vremenu (eng.
real-time or quantitative PCR, qPCR), u kojima se proizvodnja DNA prati fluorimetrijskim
mjerenjem (Tagman probe) ili interkalarnim bojama (Sybr green) (Rowhani i sur., 2017c).
Tagman probe oligonukleotidni su fragmenti koji su komplementarni DNA fragmentu koji se
umnaza (poput pocetnica), a obiliezene su fluorescentnom molekulom fluoroforom (eng.
reporter). Molekula fluorofora pocinje fluorescirati u trenutku stvaranja novih lanaca DNA,
zbog egzonukleolitickog svojstva Taq polimeraze koja ju odvaja od molekule fluorokroma
(eng. quencher), pri ¢emu se onemogucéava daljnje apsorbiranje svjetlosti od strane te
molekule. S obzirom da se probe mogu obiljeziti razli¢itim bojama (VIC, NED, FAM, itd.),
Tagman izvedba qPCR reakcije pogodna je za detekciju viSe virusa istovremeno, tzv.
viSestruki gPCR (eng. multiplex gPCR), zbog ¢ega se ta metoda Siroko primjenjuje u
detekciji virusa vinove loze (Lépez-Fabuel i sur., 2013; Osman i sur., 2013; Thompson i
sur., 2014).

Zarazliku od metode Sangerovog sekvenciranja (Sanger i sur., 1977), nove metode
poput sekvenciranja visoke protoénosti (eng. high-throughput sequencing, HTS) daju uvid
u kompletni fitosanitarni status biljke te se, u teoriji, mogu detektirati svi virusi u jednoj biljci
(Maree i sur., 2018). Sekvenciranjem kompletne RNA biljke, malih virusnihn RNA kao
posljedica utiSavanja gena ili virusnih dsRNA, moguce je detektirati viruse u simptomaticnim

i asimptomatiénim biljkama, Sto je rezultiralo velikim brojem novootkrivenih virusa vinove
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loze u ovom i posljednjem desetliecu (Zherdev i sur., 2018). S obzirom na potrebnu
opremljenost, struénost i visoke troSkove sekvenciranja i obrade podataka, HTS metoda jo$

uvijek nije primjenjiva u testiranju velikog broja uzoraka.

2.4. Mijere kontrole virusnih bolesti vinove loze

Preporuke ili obveze kontrole virusnih bolesti vinove loze donose se u skladu sa
spoznajama o Stetnim ucincima virusa u biljci i biljnoj proizvodnji. Otprilike 30-ak svih
otkrivenih virusa vinove loze smatra se ekonomski Stetnim patogenima, a ve¢inom su
Clanovi porodica Betaflexiviridae, Caulimoviridae, Closteroviridae i Geminiviridae (Fuchs,
2020). Temeljem njihovih bioloSkih i epidemioloSkih karakteristika koje se razlikuju s
obzirom na tip prijenosa i krug domacina, kontrola virusnih bolesti oslanja se na preventivne
mjere kojima se nastoji sprijeciti ili usporiti rasprostranjivanje virusa unutar vinograda, ali i
izmedu vinograda, zemalja itd. (Maliogka i sur., 2015a). Najucinkovitijom mjerom kontrole
prijenosa virusa na velike udaljenosti smatra se proizvodnja i upotreba certificiranog sadnog
materijala, buduci se virusi u€inkovito prenose vegetativnhom propagacijom i cijeplienjem
podloga americkih vrsta i hibrida te plemki vinove loze (Martelli, 1993a). Certificirani sadni
materijal proizvodi se u skladu s certifikacijskim shemama koje su propisane od strane
Europske i mediteranske organizacije za zastitu bilia (EPPO), a koje nalazu osnivanje
bezvirusnih baznih mati¢njaka podloga i plemki (eng. nuclear stock), koji sluze za oshivanje
bezvirusnih propagacijskin nasada (eng. propagation stock) odakle se uzima materijal
namijenjen proizvodniji certificiranog sadnog materijala (EPPO, 2008). S druge strane,
najucinkovitiji prijenos virusa vinove loze na male udaljenosti odvija se posredstvom
vektora, $to je najbolje prouceno u slu¢aju GLRaV-3. Navedeni virus ima veliku sposobnost
prijenosa s biljike na biliku te je utvrdeno da se zaraza Siri na oko 10 % novih biljaka u
vinogradu godi$nje (Jordan, 1993; Habili i Nutter, 1997; Cabaleiro i Seguera 2006; Golino i
sur., 2008). Odabir metode za ucinkovito suzbijanje vektora (bioloske, kemijske) ovise o
tipu vektora: Stitaste uSi (ampelovirusi, vitivirusi, badnavirusi), eriofidne grinje (GPGV),
nematode (nepovirusi), cvréci (GRBYV), lisne usi (GVCV) (Maliogka i sur., 2015a). Ipak,
kemijske mjere se jo$ uvijek smatraju najucinkovitiim metodama suzbijanja vektora. U
studiji Wallingford i sur. (2015) provedenoj u saveznoj drzavi New York (SAD), koristenjem
sistemi¢nog insekticida na bazi djelatne tvari spirotetramat za 66 — 100 % smanjena je ljetna
populacija Stitaste uSi vrste Pseudococcus maritimus u vinogradima inficiranim s GLRaV-3,
pri Eemu je priblizno upola smanjen prijenos GLRaV-3 u godini dana. S obzirom da su ¢ak
i kemijske mjere ogranic¢eno ucinkovite u suzbijanju populacija vektora, posebno Stitastih
usSi koje su zasti¢ene razliCitim tvarima poput voskova (Slika 2.14), znatnijem usporavanju

rasprostranjivanja GLRaV-3 u vinogradu doprinosi uklanjanje zarazenih biljaka (Pietersen i
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sur., 2013). Takoder, alternativni domacini virusa vinove loze ne smiju se zanemariti jer
mogu biti izvor hrane za vektore, a time i potencijalno izvor inokuluma (Petersen i sur.,
2019). Veliki broj alternativnih domacina u vidu razli€itih rodova zeljastih i drvenastih biljaka
izvan roda Vitis je utvrden za GPGV u samo jednoj studiji u Madarskoj, prilikom ¢ega je
virus detektiran medu vrstama iz rodova Ailanthus, Asclepias, Crataegus, Fraxinus, Rosa,
Rubus i Sambucus (Demian i sur., 2022). Novije studije pokazale su prijenos GPGV i
GLRaV-2 sjemenom vinove loze, na §to treba obratiti paznju i istraziti kao moguéi nacin
prijenosa za druge viruse koji bi se mogli prenositi od majcinskih biljaka u novu generaciju

kroz razliCite oplemenjivacke programe (Zhang i sur., 2022).

Slika 2.14. Stereomikroskopski prikaz (poveéanje 150X) odrasle zenke (lijevo) i muzjaka
(desno) lozine Stitaste usi (Planacoccus ficus Sign.), dokazanog vektora virusa vinove loze
iz rodova Vitivirus, Ampelovirus i Badnavirus. Oznaka oznacava veli¢inu 1 mm.
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2.5. lIstrazivanja virusa vinove loze u Hrvatskoj

IstraZivanja virusa vinove loze u Hrvatskoj uglavhom su do sada bila usmjerena na
ekonomski znacajne viruse. Najstarija istrazivanja bila su vezana uz pojavnost infektivhe
degeneracije u vinogradima u Istri, pri ¢emu je ona oznacena kao ekonomski znacajna
bolest koja dovodi do propadanja vinograda (Sari¢ i Corte, 1959; Sarié Sabado$ i Corte,
1959; Sari¢, 1960). Virus mozaika gusarke (ArMV) je kao uzroénik infektivne degeneracije
prvi puta potvrden u Hrvatskoj nakon provedene seroloSke analize uzoraka zaraZenih
sorata ‘Grasevina’ i ‘Kraljevina’ (Panjan i Sari¢, 1963). Kasnije je najrasprostranjenijim
uzroénikom infektivne degeneracije u vinovoj lozi i podlogama priobalne i kontinentalne
Hrvatske potvrden GFLV (Sarié i Hranueli, 1977). IstraZivanje provedeno 1990. godine u
rasadniku u Jastrebarskom otkrilo je manji postotak infekcije s GFLV u podlogama (1,74 %)
i sorti ‘Rajnski rizling’ (0,98 %) u odnosu na uzro¢nike GLD (2,14 % i 6,06 %) (Topolovec-
Pintari¢, 1990). Prvo opseZnije istrazivanje virusa iz skupine GLD provedeno je naredne
godine u sjeverozapadnoj Hrvatskoj i Sloveniji, pri ¢emu je utvrdena veca prisutnost
GLRaV-1 u odnosu na GLRaV-3 (éaric’: i KoroSec-Koruza, 1991), §to ¢e se potvrditi u svim
narednim istraZivanjima na vinovoj lozi u kontinentalnoj Hrvatskoj (Karoglan Konti¢ i sur.,
2009; Voncina i sur., 2019).

U novijoj Hrvatskoj povijesti su istrazivanja ekonomskih znacajnih virusa (seroloskim i
molekularnim metodama) bila uglavhom usmjerena na analizu zdravstvenog stanja vinove
loze u komercijalnim vinogradima te kolekcijskim nasadima. U istrazivanju Konti¢ i sur.
(2009) provedenom u kontinentalnoj Hrvatskoj, testiranjem 511 uzoraka autohtonih sorata
‘Grasevina’, ‘Skrlet’ i ‘Kraljevina’ na &etiri virusa (GLRaV-1 i -3, GFLV i ArMV) metodom
ELISA, utvrdeno je viSe od 50 % zarazenih biljaka. Najrasprostranjeniji virus bio je GLRaV-
1 detektiran u oko 45 % uzoraka, slijedili su GLRaV-3 (manje od 10 % uzoraka) te GFLV i
GLRaV-3 (0,4 %). Veca zarazenost utvrdena je u priobalnom podrucju gdje se GLRaV-3
pokazao kao najdominantniji virus, prisutan u mjesovitim infekcijama s drugim virusima
(Hancevi¢ i sur., 2021). Istrazivanja seroloskim metodama u Istri (uglavnom na autohtonim
sortama) otkrila su variranja u zarazenosti s GLRaV-3 s rezultatom 50,1 — 72,3 %; 4,3 —
24,3 % s GLRaV-1; 2,8 — 23,9 % s GFLV; 10,6 — 18,3 % s GVA; 7,8 — 13,3 % s virusom
pjegavosti vinove loze (eng. grapevine fleck virus, GFkV); te 0 — 0,3 % s ArMV (Poljuha i
sur., 2004; Poljuha i sur., 2010; Buri¢-Stjepanovi¢, 2021). U ostalim dijelovima priobalne
Hrvatske provedena su istrazivanja zdravstvenog stanja autohtonih sorata vinove loze za
potrebe uklju€ivanja istih u postupke klonske selekcije. ZajedniCka karakteristika tih
istrazivanja je bila vrlo visoka pojavnost ekonomski znac€ajnih virusa. Testiranjem trsova na

Cetiri virusa (GFLV, ArMV, GLRaV-1 i -3) na podru¢ju Dalmacije, bezvirusno je bilo samo
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11 % biljaka, a na podrucju sjevernog Primorja 30 % biljaka (Karoglan Konti¢ i sur., 2009).
IstraZivanje pojavnosti osam virusa (GFLV, ArMV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA,
GVB i GFKkV) pokazalo je jo$ vecéu zarazenost, pri Cemu je na podru&ju Dalmacije bilo samo
8,33 % bezvirusnih biljaka (Vong¢ina i sur., 2019). Kao i u Istri, GLRaV-3 je oznaten kao
najuestaliji virus, detektiran u 79,6 % testiranih biljaka, slijedili su ga GVA (61,4 %),
GLRaV-1 (40,8 %), GFkV (19,9 %), GFLV (19,6 %), GLRaV-2 (4,1 %), ArMV (3,2 %) i GVB
(3,1 %). NajvecCa zaraZenost zabiljeZzena je u vinovoj lozi s podru¢ja Kastela, gdje nije
pronadena ni jedna bezvirusna biljka sorata 'Ljutun’, ‘Glavinusa’, ‘Nincusa’, ‘Vlaska’,
‘Crljenak kastelanski’, ‘Babica’, ‘Dobrii¢’ i ‘Mladenka’ (Karoglan Konti¢ i sur., 2009; Von¢ina
i sur., 2019). Takoder, uzorkovanjem na Sirem podruc¢ju utvrdena je velika zarazenost
biljaka sorte ‘Plavac mali’, od kojih samo 5,7 % (Karoglan Konti¢ i sur., 2009), odnosno 7,4
% (Voncina i sur., 2019) nije bilo nezarazeno s istraZivanim virusima. Na veliku zaraZzenost
te hrvatske najvaznije crne sorte upozoreno je i ranije i to u istrazivanju Zdunic i sur. (2007)
provedenom u kolekcijskom nasadu u Splitu (Institut za jadranske kulture i melioraciju krsa),
u kojem je ustanovljeno 4,3 % nezarazenih biljaka, a dvije godine kasnije i upola manje
(Zduni¢isur., 2009). U istom kolekcijskom nasadu je kasnije detektirano ukupno 16 razlicitih
virusa vinove loze (Carija i sur., 2022). U regiji Dalmacija je potvrdena i velika zarazenost
autohtonih sorata ‘Pr¢ bijel’’, ‘Dobrici¢’ i ‘Babi¢’ (Zduni¢ i sur., 2008; Von¢ina i sur., 20113;
Culjak, 2022). Dominatna pojavnost GLRaV-3 u regiji Dalmacija potvrdena je i u sorti
'Zlatarica vrgorska' s podruéja Vrgorca (59,79 %), medutim u sortama 'Trnjak crni' s
podrucja Vrgorca i sorti 'Kujundzu$a bijela’ s podruc¢ja Imotskog dominantnim je dokazan
GLRaV-1 (47,5 % i 64,26 %) (Andabaka i sur., 2022). Sanitarni status autohtonih sorata
podrijetlom iz Dalmacije najbolje je istrazen u zbirci virusa vinove loze SZAF, koja je nastala
kao rezultat testiranja autohtonih sorata vinove loze u priobalnoj Hrvatskoj, u svrhu njihovog
ukljucivanja u postupke klonske selekcije (Vonc€ina i sur., 2022). Izabrane 44 biljke iz tog
kolekcijskog nasada (sorata ‘Plavac mali’, ‘Babica’, ‘Dobri€i¢’, ‘Ljutun’, ‘Mladenka’ i
‘Vlaska’), podrijetlom iz 20 lokacija/vinograda u Dalmaciji (PeljeSac, otok Hvar, otok Koréula,
otok Vis, otok Solta, Kastela), te 4 biljke (sorata ‘Zlahtina’, ‘Jarbola’ i ‘Sansigot’), podrijetiom
iz tri komercijalna vinograda (otok Krk, Pore¢) testirane su metodom RT-gPCR na prisutnost
26 virusa. U tom je istrazivanju potvrdena velika zarazenost s ekonomski znacajnim
virusima te je joS sedam virusa detektirano po prvi puta u Hrvatskoj: uvijenosti lista vinove
loze pridruzeni virus 4 (eng. grapevine leafroll-associated virus 4, GLRaV-4), GVD, GVE,
GVF, GRBYV, virus Syraha 1 (eng. grapevine Syrah virus 1, GSyV-1) i virus rasperjanih zila
vinove loze (eng. grapevine vein feathering virus, GVFV) (Voncina i sur., 2017). Nakon toga
je na Cetiri biljke iz istog seta uzoraka primijenjena metoda HTS, pri Eemu je GBV-1 otkriven
te su jo$§ Cetiri virusa prvi puta detektirani u Hrvatskoj: GVG, GVK, GVT i GRLDaV (Voncina

i Almeida, 2018). Sirom primjenom metode HTS-a potvrdeni su virusi u 22 biljke, otprije
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detektirani ELISA i RT-gPCR metodom, ali je zaraza utvrdena i u biljkama koje su smatrane
nezarazenima (Voncina i sur., 2022). Testiranjima zdravstvenog stanja u Kolekcijskom
nasadu klonova autohtonih sorata vinove loze — Jazbina (SZAF) potvrdena je najveca
prisutnost GFKkV (28 %), Sto se pripasuje ¢estom izostavljanju ovog virusa iz programa
testiranja (Zrni¢, 2021). U istom je kolekcijskom nasadu potvrdena prisutnost GVH u
Hrvatskoj te je lozina Stitaste u$ (PI. ficus) dokazana kao vektor (Jagunié i sur., 2021).
Dokazan je i prijenos vektorom za GVA i GLRaV-3 na zeljaste test biljke i korove (Jagunic,
2019). Pored istrazivanja pojavnosti i rasprostranjenosti, u Hrvatskoj su se provodili i
bioloSki testovi u svrhu utvrdivanja Stetnosti zaraze virusima. Istrazen je u€inak GLRaV-3
na filometrijske karakteristike, mehanicku strukturu i pH mosta sorte 'Grk’, pri ¢emu su
utvrdene signifikantno manje vrijednosti parametara peteljkovine lista i grozda te viSe
vrijednosti pH mosta u zarazenim, u odnosu na nezarazene biljke (Preiner i sur., 2010).
Ucinak infekcije s GLRaV-3 valoriziran je i mjerenjima parametara nutritivhog statusa,
oksidativnog stresa i primarnog metabolizma vinove loze, u odnosu na nezarazene biljke
sorata ‘Cabernet Franc’, ‘Merlot’, ‘Pinot crni’ i ‘Tribidrag’. U tom je istrazivanju utvrdeno da
se proteini, vodikov peroksid i enzim superoksid dismutaza (eng. superoxide dismutase,
SOD) mogu Koristiti kao stani¢ni markeri infekcije s obzirom da su njihove vrijednosti bile
znacajno vece ili manje u inficiranim biljkama, neovisno o izolatu GLRaV-3, sorti i proteklom
vremenu od infekcije do mjerenja (Han&evié i sur., 2023). Stetan utjecaj GLRaV-3 i drugih
virusa odrazio se i na loSiji rast i prezivljavanje razli€itih autohtonih sorata u uvjetima “in
vitro®, pri ¢emu je utvrden vecéi porast mladica te broj nodija kod nezarazenih biljaka
(Markovic i sur., 2014). Provedeno je i istrazivanje utjecaja GVB na zeljaste test biljke
Nicotiana occidentalis i N. cavicola, pri ¢emu su utvrdene razlike u simptomima (kloroti¢ne
i nekroti¢ne pjege) ovisno o izolatu (Voncina i sur., 2011b), dok mehanicki prijenos GLRaV-
2 nije bio uspje$an (Voncina i sur., 2010). Prou€avana je i sposobnost eliminacije virusa u
uvjetima ,in vitro“ metodom somatske embriogeneze, pri ¢emu su u 30 % slu€ajeva GFLV,
GLRaV-1, GLRaV-3 i GFkV uspjesno eliminirani iz biljaka sorata ‘Babica’ i ‘Plavac mali’
(Malenica i sur., 2020). Ova metoda eliminacije virusa patentirana je od strane
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (PMF) i predstavlja veliki
potencijal za proizvodnju bezvirusnog sadnog materijala hrvatskih autohtonih sorata, za
koje je ustanovljeno loSe zdravstveno stanje po pitanju ekonomskih virusa, ali i
novootkrivenih virusa iji utjecaj na vinovu lozu jo$ nije istrazen (Zdrava loza, 2022). U svrhu
oCuvanja autohtonih sorata i eliminacije virusa testirana je metoda krioprezervacije kulture
tkiva, nakon provedbe koje je zabiljezena puno slabija sposobnost regeneracije autohtonih

(0 — 11 %) u odnosu na introducirane sorte (0 — 70 %) (Markovic i sur., 2015).

42

Ekologija i karakterizacija G-virusa vinove loze i badnavirusa vinove loze 1



Materijali i metode

3. MATERIJALI I METODE

3.1. lzolacija nukleinskih kiselina

3.1.1. Izolacija nukleinskih kiselina koristenjem komercijalnih kompleta

Za izolaciju RNA iz biljnog materijala koriSten je komercijalni komplet RNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka). Prema preporukama proizvodac¢a, 0,1 g biljnog
materijala (peteljke, strugotine floema rozgve ili mladice) smrvljeno je u tarioniku uz dodatak
tekuceg dusika. Nakon toga je homogenizacija izvrSena u mikroepruveti volumena 2 mi
dodatkom 450 uL RLT pufera i 1 % 2-merkaptoetanola. Svi ostali koraci izolacije odradeni
su prema uputama proizvodaca. Na kraju su talozi RNA otopljeni u 30 pL vode slobodne od

ribonukleaza te je RNA uskladiStena na -18 °C do koristenja.

Za izolaciju DNA iz biljnog materijala koriSten je komercijalni komplet DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka). Odvagnuto je 0,1 g biljnog materijala (peteljke,
strugotine floema rozgve ili mladice) koji je smrvljen u tarioniku uz dodatak tekuéeg dusika.
Svi ostali koraci odradeni su prema preporukama proizvodaca uz ponavljanje koraka
ispiranja dodavanjem 100 uL AE pufera u dva navrata. Dobivena otopina DNA je do

koristenja uskladistena na -18 °C.

3.1.2. Izolacija ukupnih nukleinskih kiselina metodom GES

Glicin-EDTA-natrij (eng. glycin-EDTA-sodium, GES) metoda korisStena je u svrhu
izolacije ukupne nukleinske kiseline (eng. total nucleic acids, TNA) iz biljnog materijala
(Rowhani i sur., 2000). Masa od 0,1 g biljnog materijala (peteljke listova, strugotine floema
rozgve ili mladice) usitnjena je u tarioniku uz pomo¢ tucka te dodatkom tekuéeg dusika.
Usitnjeni prah je prebacen u mikroepruvetu volumena 2 mL, u kojoj je homogeniziran
dodatkom 1,8 mL ekstrakcijskog pufera (15 mM Na,COs, 34,88 mM NaHCOs, 0,5 mM PVP
40, 0,2 % govedeg serumskog albumina (eng. bovine serum albumin, BSA), 0,05 % tween
20, pH 9.6). Mikroepruvete su potom centrifugirane na 13 200 rpm u trajanju od 10 min te
je zatim 1 mL supernatanta premjesteno pipetiranjem u nove mikroepruvete volumena 2
mL koje su uskladistene na -18 °C ili je uzorak odmah koriSten u testiranju. Prije testiranja
protokolima temeljenim na metodi PCR, 8 pL supernatanta prebaceno je u mikroepruvetu
volumena 0,2 mL te je zajedno sa 100 uL GES pufera (0,1 M glicina, 50 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0,5 % Triton X, 1 % 2-merkaptoetanola, pH 9,0 podeSen s otopinom NaOH)
denaturiran u uredaju Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) na 95 °C u trajanju

od 10 min (Slika 3.1). Denaturirani uzorak koristen je u volumenu od 2 yL (prema uputama
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proizvodaca) u reakcijskim smjesama (20 yL) za RT-gPCR, dok je volumen denaturiranog
uzorka koristenog u smjesama (10 uL ili 25 yL) za konvencionalni RT-PCR u detekciji GVG

ili konvencionalni PCR u detekciji GBV-1 odreden eksperimentalno.

Slika 3.1. Koraci u provedbi izolacije TNA pomoéu metode GES: homogenizirani biljni
materijal u ekstrakcijskom puferu u mikroepruveti volumena 2 mL (A); suspenzija
supernatanta i GES pufera u mikroepruveti volumena 0,2 mL (B); mikroepruvete (0,2 mL)
s uzorcima u uredaju Mastercycler neposredno prije denaturacije (C).

3.2. Razvoj molekularnih metoda detekcije

3.2.1. Detekcija izolata poznatim protokolima

U svrhu otkrivanja novih GVG i GBV-1 izolata s ciliem razvoja novih pocetnica i
proba, istrazivanje prisutnosti navedenih virusa provedeno je u zbirci virusa vinove loze
SZAF, na ukupno 196 biljaka. RNA je izolirana iz strugotina floema rozgve (33 biljke) ili
peteljki listova (163), a DNA iz peteljki listova pomo¢u RNeasy i DNeasy Plant Mini Kit
(opisano u poglavlju 3.1.1). Koncentracija i Cistoca RNA i DNA provjerena je
spektrofotometrijski i to apsobrancijom pri valnim duljinama 260 nm i 280 nm iz kojih je
dobiven omjer A260/A280 koristenjem uredaja NanoPhotometer P330 Spectrophotometer
(Implen, Minchen, Njemacka). U svrhu detekcije GVG pomoc¢u metode RT-PCR i GBV-1

pomoc¢u metode PCR koriStene su otprije poznate pocetnice (Tablica 3.1).
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Tablica 3.1. Pocetnice koriStene za detekciju GVG i GBV-1 u svrhu otkrivanja novih izolata
za razvoj novih i pouzdanijih molekularnih metoda detekcije.

Veli¢ina produkta

. .- Smjer s _a pozicija - .
Virus Pocetnica po&etnice Sekvenca (5" - 3") Gen 5 -3 u b_aznlm Literatura
parovima (bp)
GVG F12 uzvodna AGCATCCGGCTCTAAAGTCA kapsidni 625830_ Voncina i
protein 7126 - 646 Almeida,
GVG R12 nizvodna ACACCATACCGCTTAGCTCG (CP) 71072 2018
GVG F13 uzvodna AAGGCGCCAAGGGTGTATTC 6970 - D. Von¢ina —
6989
GVG CP T7a69 - 500 osobna
GVG R13 nizvodna CGCACATGCACTGTGTGTTA 74507 komunikacija
GVG-CP-FL  uzvodna  GTCATCAAGGATGGGAGAGGAA 6438 - Diaz-Lara i
6459
CP W 507 sur., 2019
GVG-CP-R2  nizvodna  GAACGGGTAAGCCTAGATATTGCG 6921
GBV-1F2 uzvodna TGAGGCGCTGAGAAGAAGTG 1197~ Vonc¢ina i
. . 1216 -
GBV-1 poliprotein 1908~ 731 Almeida,
GBV-1R2 nizvodna CTGGTGCTGAGTAGCGAACA 1927; 2018

2prema referentnom GVG izolatu VID561 (NC_040616)
bprema referentnom GBV-1 izolatu VLJ-178 (NC_055481)

U svrhu detekcije GVG metodom RT-PCR Kkoristen je reakcijski volumen od 10 pL
(25 L u pripremi za sekvenciranje RT-PCR produkta Sangerovom metodom) sastavljen od
komponenti komercijalnog kompleta One-step RT-PCR kit (Qiagen, Hilden, Njemacka),
prema preporukama proizvodaca: 2 uL 5X pufera, 0,4 uL smjese dNTP, 0,4 yL smjese
enzima, 0,4 uM svake pocetnice, 0,2 puL uzorka RNA (Qiagen) ili eksperimentalno utvrdenog
volumena TNA (GES) te na kraju dopunjeno s vodom slobodnom od ribonukleaza do
ukupnog volumena od 10 uL, odnosno 25 pL za potrebe sekvenciranja. Reakcije su
provedene u uredaju Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Njemacka), pri reakcijskim
uvjetima: reverzna transkripcia na 50 °C u ftrajanju od 30 min, inicijalna aktivacija
HotStarTag DNA polimeraze te istovremena inaktivacija reverzne transkriptaze na 95 °C u
trajanju od 15 min, 34 ciklusa: denaturacija na 94 °C u trajanju od 30 s, prianjanje pocetnica
na 53 °C u trajanju od 30 s i izduzivanje na 72 °C u trajanju od 1 min te zavrs$no izduzivanje
na 72 °C u trajanju od 10 min (Diaz-Lara i sur., 2019).

U svrhu detekcije GBV-1 metodom PCR koriSteni su isti reakcijski volumeni i uredaj
kao za detekciju GVG, uz upotrebu reakcijskog kompleta HotStarTag DNA Polymerase
(Qiagen, Hilden, Njemacka), prema preporukama proizvodaca: 1 pyL 10X reakcijskog
pufera, 2 yL Q-otopine, 0,2 yL smjese dNTP, 0,05 uL Hot start polimeraze, 0,5 uM svake
pocetnice, 0,2 uL uzorka DNA te nadopunjeno s ultra Cistom vodom do ukupnog volumena

od 10, odnosno 25 pL. Uvjeti reakcije bili su sljedeci: po€etna aktivacija na 95 °C u trajanju
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od 15 min; 35 ciklusa: denaturacija na 94 °C u trajanju od 30 s, prijanjanje pocetnica na 52
°C u trajanju od 30 s, izduzivanje na 72 °C u trajanju od 1 min; te zavrSno izduzivanje na 72

°C u trajanju od 10 min (Von¢ina i Almeida, 2018).

Nakon provedenih reakcija, 1 uL PCR produkta je u omjeru 1:5 pomije$ano s bojom
za elektroforezu 6X Loading Buffer (Takara, Tokio, Japan). Smjesa je prebacena u
pripremljene jaZice u 1,5 % agaroznom gelu, sloZzenoga od 1X-tris-borate-EDTA pufera
(TBE; Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) te od jedne kapi fluorescentnog bojila GelRed
(CareDx AB, Stockholm, Svedska). Elektroforetsko razdvajanje PCR produkata provedeno
je u 1XTBE puferu pomoéu uredaja PowerPack 300 (Biorad Hercules, SAD), dok je
vizualizacija PCR produkata provedena na uredaju UV-Transilluminator 2000 (Biorad,
Hercules, SAD). Oc&ekivana veli¢ina PCR produkata vizualno je procijenjena u usporedbi s
koriStenom DNA ljestvicom (markerom): GelPilot Mid Range Ladder ili GelPilot 100 bp Plus
Ladder (Qiagen, Hilden, Njemacka).

3.2.2. Dizajniranje novih pocetnica i proba

Nakon provedenih testiranja biljaka u zbirci virusa vinove loze SZAF ranije opisanim
protokolima te utvrdivanja pozitivnih biljaka, peteljke istih su koriStene za ponovnu izolaciju
ukupnih nukleinskih kiselina prema protokolu Al Rwahnih i sur. (2021) na Institutu
Foundation Plant Services (Sveudilistu Davis, Kalifornija, SAD). Alikvoti izolirane TNA
koristeni su za uklanjanje ribosomske RNA (rRNA) te konstruiranje knjiznice
komplementarne DNA (cDNA) koristenjem komercijalnog kompleta TruSeq Stranded Total
RNA with Ribo-Zero Plant (lllumina, San Diego, SAD). Konstruirane knjiznice su koriStene
u sekvenciranju metodom HTS pomocu sustava NextSeq 500 (llumina, San Diego, SAD),
pri UC-Davis Genome Center (Kalifornija, SAD). 1z dobivenih rezultata uklonjeni su adapteri
i ponavljeni nukleotidni sljedovi (eng. demultiplication) koriStenjem platforme bcl2fastq
Conversion Software (lllumina, San Diego, SAD). Sastavljanje novih sekvenci provedeno
je programom SPADes (Bankevich i sur., 2012). Dobivene sekvence (eng. contigs) su
usporedene s kompletnom neredundantnom bazom virusnih sekvenci preuzetih iz baze
GenBank Nacionalnog centra za biotehnoloSke informacije (eng. National Center for
Biotechnology Information, NCBI) koriStenjem osnovnih alata za pretrazivanje poravnatih
sekvenci i njihove usporedbe na nukleotidnoj i aminokiselinskoj razini (eng. basic local
alignment search tool — nucleotide/x, BLASTn, BLASTX). Grani¢ne sekvence dulje od 500
nukleotida i s identicnoS¢u iznad 80 % na nukleotidnoj ili aminokiselinskoj razini koriStene
su kao granice detekcije virusnih vrsta. 1z baze GenBank preuzeti su ranije poznati izolati

(11 GVG izolata te jedan GBV-1 izolat) (Tablica 3.2), koji su zajedno s novootkrivenim
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hrvatskim GVG i GBV-1 izolatima koridteni u dizajniranju novih pocetnica i proba za
detekciju GVG metodom RT-PCR i GBV-1 metodom PCR ili oba virusa metodom RT-qPCR.
Za poravnavanje sekvenci, trazenje najmanje divergentnih regija genoma te dizajniranje
pocCetnica/proba koridteni su programi Primer 3 (Untergasser i sur., 2012) te Geneious
10.2.6 (Kearse i sur., 2012).

Tablica 3.2. GVG i GBV-1 izolati preuzeti iz baze GenBank te koristeni u dizajniranju novih
pocetnica i proba za molekularne metode detekcije.

Pristupni kod u bazi Sorta vinove loze

Virus Izolat GenBank Podrijetlo (V. vinifera)
VID561 NC_040616 Novi Zeland Chardonnay
VID567 MF405925 Novi Zeland Chardonnay
VID499 MF405924 Novi Zeland Chardonnay
VLJ-178 MF781081 Hrvatska Ljutun
VVL-101 MF993575 Hrvatska Vlaska
GVG VD-102 MF993574 Hrvatska Dobrici¢
VB-108 MF993573 Hrvatska Babica
P18938 MK017693 SAD Pinot crni
P18936 MK017692 SAD Pinot crni
CH8935 MK017691 SAD Chardonnay
P18932 MK017690 SAD Pinot crni
GBV-1 VLI-178 NC_ 055481 Hrvatska Ljutun

3.2.3. Optimizacija koncentracija poCetnica i proba za viSestruki RT-gPCR

Reakcijske smjese za provedbu metode RT-gPCR pripremljene su u 20 pL
reakcijskim volumenima uz koristenje fiksnih volumena sljedeéih komponenti: 5 pL
TagMan™ Fast Virus 1-Step Master Mix — 4X (Applied Biosystems, Thermo Fischer
Scientific, Waltham, SAD), 10.6 L ultra Ciste vode i 2 uL izolirane RNA/DNA/TNA. Reakcije
su odradene u uredaju Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, SAD), uz korisStenje reakcijskih uvjeta prema preporukama
proizvodaca: reverzna transkripcija na 50 °C u trajanju od 2 min, inicijalna aktivacija na 95
°C u trajanju od 10 min, 40 ciklusa denaturacije na 94 °C u trajanju od 15 s te elongacije na

60 °C u trajanju od 1 min.

Budu¢i da je za testiranje velikog broja uzoraka s terena odabrana metoda RT-
gPCR, bilo je potrebno provesti optimizaciju koncentracije poCetnica i proba s ciliem razvoja
protokola koji bi omogucio istovremenu detekciju oba virusa. Optimiranje je najprije
provedeno za pojedinacne (eng. singleplex) RT-gPCR reakcije za GVG, 18S rRNA (interna
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kontrola izolirane RNA) i GBV-1, nakon ¢ega su odabrane koncentracije poc€etnica i proba
provjerene u viSestrukoj (eng. multiplex) RT-gPCR reakciji, prema uputama o optimiranju
za pojedinacne i viestruke reakcije (Thermofisher 2019a i 2019b). Za detekciju GVG i GBV-
1 koridtene su pocCetnice i probe dizajnirane za potrebe ovog istraZivanja (prethodno
poglavije), dok su za 18S rRNA koriSteni od ranije poznati parovi poletnica 449f. 5°-
GTGACGGAGAATTAGGGTTCGA-3" i 498r: 5-CTGCCTTCCTTGGATGTGGTA-3" te
proba 475p: VIC 5-CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGG-3" TAMRA (Osman i Rowhani,
2006). Ukupna TNA izolirana je metodom GES iz biljke sorte 'Ljutun’ (VLJ-178) podrijetlom
iz zbirke virusa vinove loze SZAF, zarazene s GVG i GBV-1. U svim reakcijama koriStene
su i negativne kontrole, testiranjem uzoraka TNA dobivenih od nezaraZzene biljke sorte
‘Plavac mali’. Za svaki od navedenih cilieva (GVG, 18S rRNA i GBV-1) optimizacija
koncentracija pocetnica (uzvodnih i nizvodnih), pri koncentraciji proba od 250 nM,
ukljuCivala je reakcije u tri repeticije za svaku od sljedecih koncentracija (u nM): 75, 150,
300, 450 i 900. Zatim je optimiranje koncentracija proba, pri odabranoj koncentraciji
pocetnica, provedeno istim metodama u tri ponavljanja za svaku od sljedeéih koncentracija
(u nM): 50, 100, 150, 200, i 250. Takoder, uz odabranu koncentraciju proba, odabrana
koncentracija uzvodnih pocetnica kombinirana je s koncentracijom nizvodnih pocetnica od
900 nM i obrnuto. Na kraju pojedinacnih testova za GVG, 18S rRNA i GBV-1 proveden je
viSestruki RT-gPCR test na temelju odabranih koncentracija pocetnica i proba te je

usporeden s pojedinacnim rezultatima detekcije istrazivanih virusa metodom RT-qPCR.

3.2.4. Odredivanje optimalnog volumena uzorka izoliranog metodom GES za
detekciju metodama RT-PCR i PCR

U svrhu provjere uspjeSnosti i osjetljivosti protokola detekcie GVG i GBV-1
metodama RT-PCR i PCR, s obzirom na utjecaj necisto¢a prisutnih u uzorku TNA izoliranog
metodom GES (opisano u poglavlju 3.1.2), optimalni volumen GES uzorka u reakcijskim
smjesama je eksperimentalno odreden. Buduci je metoda GES izvorno testirana na RNA
virusima loze (Rowhani i sur. 2020), u slu€aju GVG pripremliene su RT-PCR reakcije s
rasponom volumena izoliranog uzorka 0,2 — 1,4 pyL uz stopu povecanja od 0,4 uL, dok je
raspon volumena uzorka za detekciju GBV-1 metodom PCR iznosio 0,2 — 1 uL. Buduéi je
GBV-1 DNA virus, testirane su manje promjene volumena uzorka uz porast od 0,2 pL.
Nakon provedenih reakcija, PCR produkti su vizualizirani na 1,5 % agaroznom gelu kako je
opisano u poglavlju 3.2.1. Optimalan volumen GES uzorka u reakcijskim smjesama za RT-
PCR i PCR, utvrden u ovom istrazivanju, koriSten je u svim narednim pokusima detekcije

GVG i GBV-1 navedenim metodama.
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3.2.5. Usporedba osjetljivosti i u€inkovitosti novih protokola detekcije

koriStenjem razli€itih metoda izolacije nukleinskih kiselina

Osijetljivosti razvijenih protokola detekcije, temeljenih na metodama RT-PCR za
GVG, PCR za GBV-1 te RT-gPCR za oba virusa, ispitane su deseterostrukim serijskim
razriedenjima nukleinskih kiselina u rasponu od 1 do 1:100 000 za metode RT-PCR i PCR
te 1:10 000 000 za metodu RT-gPCR. Za procjenu osjetljivosti i medusobne usporedbe
navedenih protokola detekcije koriStene su nukleinske kiseline izolirane koristenjem
komercijalnih kompleta (RNeasy i DNeasy Plant Mini Kit) i koriStenjem TNA izolirane
pomoc¢u metode GES (poglavlja 3.1.1. i 3.1.2). U slu¢aju GVG su RNA i TNA izolirane iz
bilike sorte ‘Vlaska’ (VVL-123), za GBV-1 su DNA i TNA izolirane iz sorte ‘Plavac mal/’
(PMC-313), dok su u slu¢aju negativnih kontrola RNA, DNA i TNA izolirane iz nezarazenih
biljaka istih sorata. Efikasnosti RT-gPCR protokola procijenjene su metodom standardnih
krivulja dobivenih pomoéu programa Applied Biosystems 7500 Software ver. 2.3 (Life
Technologies Corporation, South San Francisco, CA, SAD) te su usporedene prema
koriStenim metodama izolacije nukleinskih kiselina. Rezultati provedenih protokola
detekcije baziranih na metodama RT-PCR i PCR provjereni su na 1,5 % agaroznom gelu,

na nacin kao $to je opisano u poglavlju 3.2.1.

3.3. Istrazivanje sezonske dinamike virusa u vinovoj lozi

Istrazivanje sezonske dinamike GVG i GBV-1 u zarazenoj vinovoj lozi provedeno je
tijekom 2019. godine, u svrhu odredivanja sposobnosti detekcije virusa te odabira
najpovoljnijeg termina i nacina uzorkovanja. Kao izvor biljnog materijala odabrano je 10
zarazenih biljaka iz zbirke virusa vinove loze SZAF: pet biljaka sorte ‘VIaska’ (VVL-112,
VVL-113, VVL-114, VVL-122 i VVL-123) zarazenih s GVG, te pet biljaka sorte ‘Plavac mali’
(PMC-022, PMC-235, PMC-245, PMC-282 i PMC-313) zarazenih s GBV-1. Biljke su
uzorkovane 16 puta, na nacin da su u 12 navrata (svibanj — studeni) sakupljene po tri
peteljke bazalnih listova na mladici, u 3 navrata po tri rozgve u mirovanju vegetacije (studeni
— ozujak) te jednom izboji u kretanju vegetacije (travanj). Prikupljeno biljno tkivo od svake
biljke obradeno je metodom GES, nakon ¢ega su izolirane TNA korisStene u detekciji GVG i

18 S rRNA i GBV-1 pomocu novorazvijenog i optimiranog protokola za viSestruki RT-gPCR.

Dobivene srednje vrijednosti aritmeti¢kih sredina ciklusa kvantifikacije (eng. cycle
guantification, Cq) za GVG i kontrolnu 18S rRNA te za GBV-1 su statistiCki obradene
programskim paketom IBM SPSS Statistics, version 25 (IBM Corp, 2017). StatistiCke

analize provedene su jednosmjernom analizom varijance (eng. one way analysis of
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variance, ANOVA) te su razlike izmedu srednjih Cq vrijednosti varijanata datuma

uzorkovanja i uzorkovanih biljaka evaluirane Tukey testom (p < 0,05) (Tukey, 1949).

3.4. Istrazivanje rasprostranjenosti GVG i GBV-1 u Hrvatskoj

Utvrdivanje rasprostranjenosti GVG i GBV-1 u Hrvatskoj provedeno je tijekom ljetnih
mjeseci (lipanj, srpanj) 2020. i 2021. godine, prilikom ¢ega je sakuplieno 4327 uzoraka
vinove loze iz komercijalnih vinograda i kolekcijskih nasada u kontinentalnoj (vinogradarske
regije Slavonija i hrvatsko Podunavlje te SrediSnja bregovita Hrvatska) i priobalnoj Hrvatskoj
(Hrvatska Istra i Kvarner te Dalmacija) (Tablica 3.3, Slika 3.2). Jedan uzorak sacinjavao je
tri peteljke starih listova sakupljenih s tri razli€ite mladice na trsu autohtonih i introduciranih
sorata. Iz sakupljenih uzoraka je metodom GES izolirana TNA te su uzorci testirani
razvienom metodom viSestrukog RT-qPCR. Broj uzoraka pozitivnih na GVG i GBV-1

izrazen je u postocima prema njihovom podrijetlu i sorti.
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Tablica 3.3.

Popis uzoraka vinove

rasprostranjenosti GVG i GBV-1 u Republici Hrvatskoj.

loze sakupljenih za potrebe

istraZivanja

Broj .
Regija Zupanija Mjesto Lokacija Koordinate testiranih Tebstlr_ag'tle_ slgrte
biljaka (broj biljaka)
45°26'38.8"N
Draga 1 17°37'40.8"E 42
45°26°42.32"N
Velika Draga 2 17°37°36.56'E 15
Slavonija i . 5 Draga 3 45026.39'74..'\] 8
hrvatsko gg\fgzzﬁé 123233835 Gra$evina**
Podunavlje Draga 4 17°37730 53'E 49
. 45°25°37.31"N
Kutievo Mitrovac 1 17°51 :16.72"E 57
Mitrovac 2 45025,34'37“'\‘ 13
17°51°16.35"E
m?)lssi:\c/:gz_ka Popovada Palovine ‘112%2223:\5] 30 Skrlet
li?gg?:tg' SZ\;ec“Elrgtj”ez Komor Zagretski 1’2222232 20 Belina starohrvatska
Pecnjak 1'2%%,233.,2 30 Rajnski rizling*
45°42'55.2"N 30 Rizvanac* (10), Pinot crni*
Veliki Dol 15°38'50.7"E (20), Pinot sivi* (10)
Plesivica 45°43'20.9"N 30 Traminac crveni* (15),
Ispod ize 15°39'15.6"E Portugizac* (15)
45°43'04.6"N 45 Razli¢iti introducirane sorte
o Hrvojka 1 15°39'21.5"E (15), Chardonnay* (30)
Zagrebacka _ 4554301 9'N R
Hrvojka 2 15°39'16 8"E 15 Rajnski rizling*
45°53°49.9"N
Marija Jarakt 15°42719.5°E i Razli¢ite introducirane sorte
Gorica Jarak 2 45°54°10.5"N 16
15°42'38.8"E
Velika Gudci 45°39'35.0"N 17 Centennial Seedless* (8),
Gorica 15°59'08.3"E Rajnski rizling* (9)
Dobrici¢ (8), Babica (11), PoSip
Sredisnja (29), Ninéusa (8), Vugava (16),
bregovita Zbirka virusa 45°49'25.1"N Babi¢ (27), Grk (6), Plavac mali
Hrvatska vinove loze 16°01'43.4“E 196 (41), Ljutun (6), Jarbola (1),
SZAF ) Marastina (11), Plavina (4),
Pusipel (5), Mladenka (4),
Vlaska (16), Glavinusa (3)
110 R (Vitis berlandieri x vitis
Kolekcija vinove rupestris) _(14), LN 33 ((_:ouderc
loze i loznih 45°49'39.0"N 1613 x Vitis bg(landlerl) (_13_),
podioga 16°01‘44.4“E 91 Kc_)t_)er_S BB (Vitis berlandlerl_x
Grad Zagreb ~ Zagreb SZAE ) Vitis riparia) (15), V. rupestris
(13), V. riparia (12), Pinot crni*
(17), Chardonnay* (7)
9 autohtonih hrvatskih sorata
Kolekcija klonova  45°51'28.4"N 478 (Posip, Debit, Plavina, Plavac
SZAF 16°00'18.9"E mali, Marastina, Babic¢,
Kraljevina, Skrlet, Belina)
Nacionalna
kolekcija 45°51'29.0'N 113 autohtonih hrvatskih
autolhtonlh sorata 16°00'06 4"E 113 sorata
vinove loze
SZAF
Ukupno —
kontinent 1319

* introducirana sorta

** sorta nerazjasnjenog podrijetla
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Tablica 3.3. Nastavak

Broj .
Regija Zupanija Mjesto Lokacija Koordinate testiranih T?;:(')r.agi?;g;e
biljaka ) Ol
. 45°12'13.2"N .
Puderica 13°38'03.3"E 25 Malvazija istarska
45°11'27.9"N -
Stariéi 1 13°39'22 6"E 25 Malvazija istarska
s 45°11'30.0"N Chardonnay* (50),
) Starici 2 13°39"12.2'E 75 Malvazija istarska (25)
Istarska Pore¢ EPTeY W
Lokvadi¢ 4571011.7'N 50 Teran
oxvadic 13°37'00.7"E era
« 45°09'59.8"N .
Krsete 13°37'28. 7'E 105 Borgonja
S 45°09'51.4"N Malvazija istarska (25)
H?\sl{arflfa Kaligarici 13°38'45.3"E 75 Merlot* (50)
. 45°04°02.26"N
Kvarner Vrbnik 14°38'32.05"E 49
N 45°04°42.9"N
Pod Mocu 14°39°01 4"E 123
. 45°04°04.7"N
Primorsko- .\ Pod zapo) 14°39°'57.0°E 10 Zlahtina
goranska Do | 45°03'52.1"N 10
o luga 14°40°03.8"E
. 45°04°37.3"N
Sveti Duh 14°39°05.9"E 10
. - 45°04°42.9"N
Luki-Volari¢ 14°38°51.7"E 10
Licko- - 44° 38'78.8"N Sl
senjska otok Pag JakiSnica 14°47'16.0"E 25 Muskat
44°02'19.3"N .
stok Rava Mala Rava 15°03'24 5'E 194 Plavina
Vela Rava 44°01'20.2"N 110 Plavina (107),
15°04'02.3"E Vranac* (3)
44°06'45.2"N . .
Zadar Savarska ul. 15°14'19 7'E 1 Nepoznata introducirana sorta
44°09'41.4"N .
Dol Suhovare 1 15°25'52 7"E 50 Cabernet Sauvignon*
Suhovare 2 44°09'36.4"N 50 Plavina (10),
15°24'49.9"E Cabernet Sauvignon* (40)
. 44°02'46.99"N Plavac mali (20),
Benkovac Nadin 15°29'29 00"E 22 Crijenak kastelanski (2)
44°24'44 5"N .
S adarska Pag 1 15°05'58.0"E 25 Merlot
. 44°24'46.9"N «
Dalmacija Pag 2 15°06'03.7"E 30 Muskatel
Pag 3 44024|47.5“N 58 G_eglc (22), Toppl (3),
15°06'05.0"E Cipar (14), Debit (19)
otok Pag YT m
Pag 4 44°24'46.7"N 30 Paska maradti
44°24'48.5"N Plavina (20),
Pag 5 15°06'07.2"E 41 Debit (21)
44°24'49.7"N .
Pag 6 15°06'05.7"E 16 Merlot
. . . 44°14'43.2"N -
Nin Kralji¢ina plaza 15°10'30.3"E 50 Marastina
. . - 44°05'52.0"N .
Zemunik Zemunik Donji 15°23'28 2"E 50 Plavina
43°34'46.5"N
Sibensko- . Vezac 15°59'52.3"E 10 Babic
kninska Bucavac 43°34'04.0"N 30
15°56'35.1"E
* introducirana sorta
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Tablica 3.3. Nastavak

Broj .
Regija Zupanija Mjesto Lokacija Koordinate testiranih T?;::)rjagiﬁ:fse
biljaka
« . 43°33'18.4"N
Kastel Su¢urac 16°25'48 5"E 50 Mladenka
43°34'11.5"N .
Radun 16°20'36.3"E 54 Ljutun
“ - 43°34'00.5"N A
Kastel Luksi¢ 16°21'07.0"E 50 Glavinusa
. 43°34'21.2"N
Furnaze 16°19'32 6"E 50 Mladenka
Kastela : 43°34'23.3"N «
Marceline 16°19'26 9"E 54 Vlaska
. 43°34'11.0"N
Stomorija 16°19'15. 2"E 50
- 43°33'31.1"N ;
Bristi 1 16°1919 9'E 25 Babica
i 43°33'34.0"N
Bristi 2 16°19'20.6"E 25
“ . 43°33'46.9"N . .
Kastel Stari 1 16°19'51 8"E 40 Ljutun (20), Babica (20)
. . 43°33'50.4"N . « .
Kastel Stari 2 16°19'54 3"E 30 Crljenak kastelanski
. L 43°30'22.5"N autohtone (94) i
Split Kolekcijski nasad 16°29'50.1"E 105 introducirane (11) sorte
. . 43°27°47.02"N :
Glavina Gornja 17°12°48.71"E 33 Trnjak
Poljica-Kljenak - 16
Poljica-Dubrava - 18 Kujundzusa
. Splitsko- Blato - 17
Dalmacija 451 tncka Imotski Banane - 21 Kujundzu$a (20), Trnjak (1)
MOtsKI Pesine njive - 14 Kuiundsusa
Gudelj - 10 J
Raci¢ - 12 Kujundzusa (10), Trnjak (2)
Perici - 12 Kujundzusa (6), Trnjak (6)
Divici - 7 Kujundzusa
Seline - 19 Trnjak
Drum 43025,06'14..'\] 26 Kujundzusa
Podbablje 17°10°14.80"E
Hrscevani 43°24°48.56'N 19 Kujundzusa
17°11°26.37"E )
- 43°28'26.8"N Kujundzusa (22), Trnjak (103),
. Vucija Draga 17°09'49.1"E 135 Posip (10)
Prolozac 43°29'30.65'N
BuSanje 17°9°40.62"E 52 Kujundzusa (50), Trnjak (2)
o 43°23°12,.23"N .
R unovic Runovi¢ 17°14°24.42"E 2 Trnjak
. 43°20°16.89"N L .
Slivno 17°13°53 46"E 12 Kujundzusa (5), Trnjak (7)
. 43°09'48.1"N
Velo vijelo 16°39'48 7'E 50
43°07'32.9"N
ok Hvar Ivan Dolac 1 16°39'08 6"E 50
Ivan Dolac 2 43°07'32.9'N 50 Plavac mali
16°39'08.6"E
. 43°08'16.8"N
Crkvenik 16°35'18.1"E 50
. . 43°01'34.0"N
otok Vis Petricevo 16°08'51 2"E 231
otok Solta
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Tablica 3.3. Nastavak

Broj .
Regija Zupanija Mjesto Lokacija Koordinate testiranih Testirane sorte
. (broj biljaka)
biljaka
. 43°23'39.7"N Posip (20), Plavac mali (20),
Srednje Selo 1 16°16'00.6"E 60 Dobricic (20)
. 43°23'42.4"N -
Srednje Selo 2 16°15'51.3"E 20 Dobrici¢
0ot " Plavac mali (10), Babic¢ (10),
Srednje Selo 3 12%228%2 50 Crljenak kastelanski (10), PoSip
' (10), Dobri¢i¢ (10)
. . 43°21'16.7"N
] jﬂgﬁ'ﬁ;ka otok Solta Gornje Selo 1 16°19'39.9'E 20
Gornje Selo 2 4372126.9°N 10
I 16°19'36.8"E
. 43°21'28.3"N -
Gornje Selo 3 16°19'39 0'E 10 Dobrici¢
. 43°21'37.3"N
Gornje Selo 4 16°20'34.1"E 10
. 43°21'00.1"N
Gornje Selo 5 16°21'19.9"E 1
Dalmacija . 42°58'31.3"N
Bioka 17°13'57 2"E 5
Dingad 42°56'16.4"N 5
Ingac 17°19'36.6"E
- L 42°56'49.8"N ;
PeljeSac Plandiste 17°20'39 0"E 4 Plavac mali
. 42°57'22.1"N
Dubrovacko- Drvenik 17°20'54.8"E 2
neretvanska . 42°57'51.4"N
Kuna Peljeska 17°20'01.5"E 12
. . 42°32°7.43N
Pridvorje 18°20°5.96"E 34
- 42°32°8.13"N - «
Konavle Komaji 1 18°18°9.90"E 5 Malvasija dubrovacka
- 42°32°1.55"N
Komaji 2 18°17°8.60"E 15
Ukupno — priobalje 3008
UKUPNO - kontinent i priobalje 4327
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Slika 3.2. Mjesta uzorkovanja po Zupanijama u Hrvatskoj u blizini kojih su sakupljani uzorci
vinove loze za potrebe utvrdivanja rasprostranjenosti istrazivanih virusa: zelene oznake —
Pozesko-slavonska: 1-Velika, 2—Kutjevo; crna oznaka — Sisatko-moslavacka: Popovaca;
crvena oznaka — Krapinsko-zagorska: Sveti Kriz Zacretje; ljubiaste oznake — Zagrebacka:
1-Plesivica, 2—Marija Gorica, 3—Velika Gorica; plava oznaka — Zagreb; tirkizna oznaka —
Istarska: Porec€; siva oznaka — Primorsko-goranska: otok Krk; tamnoplava oznaka — Licko-
senjska: otok Pag; naranCasta oznaka — Zadarska: 1-otok Rava, 2—Zadar, 3—Poli¢nik, 4—
Benkovac, 5-otok Pag, 6—Nin, 7—Zemunik; tamno-zelena oznaka — Sibensko-kninska:
Primosten; zute oznake — Splitsko-dalmatinska: 1-Kastela, 2-Split, 3—Imotski, 4—
Podbablje, 5-Prolozac, 6-Runoviéi, 7-otok Hvar, 8-otok Vis, 9-otok Solta; smede oznake —
Dubrovacko-neretvanska: 1-PeljeSac, 2—Konavle.

3.5. Sekvenciranje novootkrivenih izolata virusa i filogenetske analize

S vecine lokacija/vinograda u Hrvatskoj u kojima je potvrdena prisutnost GVG i GBV-
1 odabrane su zarazene biljke s ciljem utvrdivanja divergentnosti populacija virusa. Ukupno
je s 19 lokacija sakupljeno 35 uzoraka peteljki listova od biljaka inficiranih s GVG, pri ¢emu
je s devet lokacija (Mala Rava, Vela Rava, Kastel Suéurac, Radun, Marceline, Stomorija,
Bristi 2, zbirka virusa vinove loze SZAF i kolekcijski vinograd u Splitu) odabrano viSe biljaka
(dvije ili tri), kako bi se dobio uvid u divergentnost GVG unutar pojedinih vinograda/lokacija.
S preostalih 10 lokacija (Gornje Selo 2, Srednje Selo 2, Furnaze, Kastel Stari 2, Pod Mocu,
Nin, Bucavac, Nacionalna kolekcija autohtonih sorata vinove loze SZAF, Pag 3 i Zemunik)
odabrana je po jedna zarazena bilka s ciliem utvrdivanja divergentnosti izmedu
vinograda/lokacija. U istrazivanju GBV-1 odabrano je ukupno 50 biljaka podrijetiom s 23
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lokacije: s 9 lokacija (Mala Rava, Vela Rava, Imotski, Kastel Sucurac, Ivan Dolac 1, lvan
Dolac 2, Kastel Luksic¢, Velo Vijelo, Vis) po tri ili Eetiri zaraZene biljke, iz kolekcijskog nasada
u Splitu Sest biljaka, te iz ostalih 13 lokacija (KrSete, Furnaze, Stomorija, Radun, Nacionalna
kolekcija autohtonih sorata vinove loze SZAF, Pag 4, Srednje Selo 2, Gornje Selo 2,
Kralji¢ina plaza, Zemunik Donji, Kastel Stari 2, Bucavac i zbirka virusa vinove loze SZAF)

po jedna biljka.

Izolirana TNA iz ukupno 85 uzoraka peteljki listova je koristena kao kalup u RT-PCR
reakcijama u slu¢aju GVG, odnosno u PCR reakcijama u slu¢aju GBV-1, koje su
pripremljene u reakcijskim volumenima od 25 pL. U detekciji virusa navedenim metodama
koriStene su novodizajnirane pocetnice u CP regiji genoma za GVG i RT regiji za GBV-1.
UspjeSnost reakcija provjerena je vizualizacijom PCR produkata na agaroznom gelu nakon
provedene horizontalne elektroforeze (opisano u poglavlju 3.2.1.). PCR produkti su potom
dvosmjerno sekvencirani Sangerovom metodom u tvrtci Macrogen Europe (Amsterdam,
Nizozemska), a hakon toga su sekvence pregledane u programu Bioedit 7.2. (Hall, 1999).
Od dobivenih uzvodnih i nizvodnih sekvenci za svaki izolat kreirane su konsenzusne
sekvence u programu MEGA 11 (Tamura i sur., 2021), pri ¢emu su uklonjene regije
komplementarne pocetnicama. Dobivene sekvence su zatim usporedene sa sekvencama
iz baze GenBank koristenjem alata BLASTn i BLASTx. U istrazivanju ukupne divergentnosti
GVG izolata koristena su dva izolata sekvencirana metodom HTS u ovom istrazivanju (VVL-
150 i VM-160), 35 izolata sekvenciranih Sangerovom metodom te 11 izolata iz baze
GenBank. U slu¢aju GBV-1, divergentnost je procijenjena na temelju Cetiri izolata
sekvenciranih metodom HTS u ovom istrazivanju (PMC-235, PMC-282, PMC-313 i VG-
102), 50 izolata sekvenciranih Sangerovom metodom i jednog izolata iz baze GenBank
(VLJI-178) (Tablica 3.2). U programu MEGA 11 su sve sekvence najprije poravnate
metodom clustal W te su kreirane matrice udaljenosti (eng. distance matrix) koriStenjem
modela p-udaljenosti (eng. p-distance), pri ¢emu je utvrdena divergentnost unutar
populacija na nukleotidnoj (nt) i aminokiselinskoj (aa) razini. U istom programu kreirana su
filogenetska stabla koriStenjem statisticke metode najvece vjerojatnosti (eng. maximum
likelhood, ML), uz najpogodniji model nukleotidne supstitucije koji je odabran prema
najmanjoj vrijednosti Bayesovog informacijskog kriterija (eng. Bayesian information
criterium, BIC). Za ukorjenjivanje filogenetskog stabla sastavljenog od GBV-1 izolata u RT

regiji genoma koristen je GRLDaV izolat w4 (HG940503) preuzet iz baze GenBank.
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3.6. Utvrdivanje nacina prijenosa
3.6.1. Testovi prijenosa licinkama lozine &titaste usi (Planococcus ficus Sign.)

IstraZivanje prijenosa GVG i GBV-1 provedeno je u uvjetima plastenika koriStenjem
prvog i drugog stadija liinki lozine S&titaste usi (Planococcus ficus), kao potencijalnog
vektora. U tu je svrhu osnovana kolonija stitastih usi na muskatnoj tikvi (Cucurbita moschata
Duch.), na koju je naseljena jedna odrasla Zenka. Determinacija vrste Stitaste usi provedena
je metodom PCR prema protokolu Daane i sur. (2011). Kao izvor inokuluma virusa koristene
Su dvije biljke iz zbirke virusa vinove loze SZAF: biljka sorte ‘Vlaska’ (VVL-112) inficirana s
GVG i GLRaV-3 te biljka sorte 'Plavac mali’ inficirana s GBV-1. Sanitarni status navedenih
biljaka, u pogledu zaraze s drugim virusima, je prethodno potvrden metodom RT-gPCR po
protokolima za GVA i GVB (Osman i Rowhani, 2008), GFkV (Osman i sur., 2008), GLRaV-
1 (Osman i sur., 2007) te GLRaV-3 (Diaz-Lara i sur., 2018b), dok su za potrebe detekcije
ArMV i GFLV koristene pocetnice dizajnirane na Sveucilistu Davis (Plant Service, SAD, Al

Rwahnih — osobna komunikacija)

Test biljke koristene u ovom istrazivanju bile su sjemenjaci vinove loze uzgojeni na
Zavodu za vinogradarstvo i vinarstvo (SZAF) od bezvirusnih biljaka sorata ‘Grk’ x ‘Panonia’
i ‘Zlahtina’. Prethodno testirane neinficirane bilike sluZile su kao izvor sjemena koje je
sakupljeno u fizioloSkoj zrelosti (krajem rujna). Sjeme je najprije povrsinski sterilizirano s 5
%-tnom otopinom lzosan G (Pliva, Zagreb, Hrvatska) te zatim stratificirano u vlaznom
pijesku u hladnjaku na 5 °C u trajanju od 72 dana. Sjeme je potom stavljeno na vlazan filter
papir u Petrijeve zdjelice, nakon €ega je uslijedilo naklijavanje u komori rasta na 25 °C uz
16 sati svjetla. Proklijalo sjeme dezinficirano je 5 %-tnom otopinom Izosan G u trajanju od
15 minuta te namo&eno u otopinu (5 %) Plant preservative mixture (PPM; Plant Cell
Technology, Washington, SAD) u trajanju od Cetiri sata. Sjeme je zatim posijano u
poliesterske kontejnere napunjene supstratom TS-2 medium (Klasmann-Deilmann, Geeste,
Njemacka). U fazi 3 — 5 razvijenih listova sjemenjaci su presadeni u tegle volumena 3 L

(napunjene supstratom) te su koristeni u testovima prijenosa.

Osim sjemenjaka vinove loze, u testovima prijenosa vektorom koriStene su zeljaste
test biljke Eeste u eksperimentalnim prijenosima virusa vinove loze: Chenopodium murale
L. i Nicotiana benthamiana D. Koristene su i jednogodiSnje korovne vrste Ceste u
vinogradima u Hrvatskoj: ostrodlakavi $¢ir (Amaranthus retroflexus L.), ambrozija (Ambrosia
artemisifolia L.), bijela loboda (Chenopodium album L.) i sitnocvijetna konica (Galinsoga
parviflora Cav.). Biljke su uzgojene u plasteniku iz sjemena nezarazenih majcinskih biljaka,

koje su prethodno testirane na GVG i GBV-1. U svrhu prekidanja dormantnosti sjemena

57

Ekologija i karakterizacija G-virusa vinove loze i badnavirusa vinove loze 1



Materijali i metode

prije sjetve u tegle sa supstratom, sjeme biljaka A. retroflexus, A. artemisifolia i C. album je
tretirano 2 %-tnom otopinom KNOs u trajanju od 24 sata. Slika 3.3 prikazuje test biljke u

razli¢itim fazama prijenosa GVG i GBV-1 li€inkama lozine &titaste usi.

Slika 3.3. Test bilike snimljene u stadiju 3 — 5 pravih listova u fazi akvizicije vektora (lijevo)
i u odraslom stadiju u fazi inkubacije (desno): sjemenjak vinove loze sorte ‘Grk’ x ‘Panonia’
(A); zeljaste test biljke Chenopodium murale (B) i Nicotiana benthamiana (C); korovne vrste
Amaranthus retroflexus (D) Ambrosia artemisifolia (E), Chenopodium album (F) i Galinsoga
parviflora (G).
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Dvogodisnji (2020. i 2021.) testovi prijenosa vektorom za oba virusa provedeni su
koristenjem akvizicijskog razdoblja (eng. acquisition access period, AAP) na zaraZenim
lozama u trajanju od 48 sati, a u slu€aju negativnih kontrola akvizicijsko razdoblje odvijalo
se na nezarazenim biljkama vinove loze sorte ‘Plavac mali’, prethodno testiranim na GVG i
GBV-1. Inokulacijsko razdoblje (eng. inoculation access period, IAP) provedeno je na
testnim sjemenjacima vinove loze, zeljastim biljkama i korovima u trajanju od 48 sati, uz
koristenje 10 li¢inki lozine Stitaste usi (PIl. ficus) po bilici (Slika 3.4). Po zavrSetku
inokulacijskog razdoblja test biljlke su tretirane insekticidom na bazi djelatne tvari
imidakloprid (Confidor SL 200 — Bayer AG, Leverkusen, Njemacka) te su ¢uvane u
plasteniku tijekom dvomjesecnog razdoblja. Po isteku navedenog razdoblja peteljke listova
test biljaka su koridtene za izolaciju TNA pomoc¢u metode GES te su izolirane TNA testirane
na istrazivane viruse metodom viSestrukog RT-qPCR. Sljedece vegetacijske sezone,
odnosno devet mjeseci nakon inokulacije, ponovno su sakupljene peteljke listova koriStenih

biljaka vinove loze te su obradene i testirane navedenim metodama, u svrhu jo$ preciznijeg

utvrdivanja sposobnosti prijenosa istrazivanih virusa vektorom.

Slika 3.4. Prikaz li¢inke lozine Stitaste usi (Planococcus. ficus) u razli¢itim fazama testova
prijenosa: li¢inka prvog stadija u usporedbi s dlaCicama kista snimljena pod
stereomikroskopom (povecanje 200X) prije akvizicijskog razdoblja (A); liCinka prvog stadija
snimljena pod stereomikroskopom (povecanje 250X) u fazi akvizicije na nali¢ju lista vinove
loze uz glavnu Zilu (B); li¢inke prvog i drugog stadija tijekom inokulacijskog razdoblja na licu
lista vrste Ambrosia artemisifolia (C).
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3.6.2. Testovi prijenosa mehanickom inokulacijom

U istraZivanju prijenosa GVG i GBV-1 mehani¢kom inokulacijom koridtene su
sliedeée test biljke: sjemenjaci vinove loze sorte ‘Grk’ x ‘Panonia’, zeljaste test biljke C.
murale i N. benthamiana te korovi A. retroflexus, A. artemisifolia, C. album, G. parviflora i
europski mraénjak (Abuthilon theophrasti Medik.). Biljke su uzgojene iz sjemena
neinficiranih maj€inskih biljaka prema metodologiji opisanoj pod 3.6.1. Uzgojene biljke su u
fazi 3 — 5 razvijenih listova koriStene u testovima mehanickog prijenosa, pri ¢emu je njihov

broj ovisio je o broju dobro razvijenih i zdravih biljaka nakon sjetve.

Bilike koristene kao izvori inokuluma u dvogodidnjim testovima prijenosa
mehani¢kom inokulacijom (2020. i 2021.) bile su iste kao i za potrebe prijenosa vektorom
(poglavije 3.6.1.). Petelike zarazenih biljaka sakupliene su u ukupnoj masi od 1 g i
homogenizirane u tarioniku uz pomo¢ tucka te koristenjem tri razli¢ita inokulacijska pufera
u omjeru 1:10 (masa biljnog materijala : volumen pufera). Koristeni su sljedeci puferi: (a)
0,1 M fosfatni pufer (0,039 M KH>PO4 i 0,061 M Na:HPO.; pH 7) (Martelli, 1993c); (b) 2,5
% nikotinski pufer (-Nicotine — Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) (Martelli, 1993c); te (c) fosfat-
nikotin-cistein pufer (3 % (-) Nicotine, 0,01 M KH2PO4 i 0,01 M L-cysteine hydrochloride —
Sigma Aldrich, St. Louis, SAD) (Boscia i sur., 1993). Kao negativnhe kontrole
homogenizirane su petelike nezarazenih biljaka sorte ‘Plavac mali’. Dobiveni homogenizati
biljnog materijala i pufera utrljani su prstom na lice lista testnih biljaka i biljaka negativnih
kontrola, koje su prethodno posipane abrazivhim prahom (karborundum) od 600-mesh
(Bioz, Los-Altos, SAD). Prema Martelli (1993c), inokulirani listovi isprani su destiliranom
vodom odmah nakon provedene inokulacije (Slika 3.5). Inokulirane biljke ¢uvane su tri
mjeseca u plasteniku, nakon ¢ega su sakupljene peteljke listova te su obradene metodom

GES, a dobivene TNA testirane razviienom metodom viSestrukog RT-qPCR.
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Slika 3.5. Prikaz provedbe prijenosa virusa mehani¢kom inokulacijom: odredivanje mase
zarazenog biljnog materijala na analitiCkoj vagi (A); dodatak inokulacijskog pufera u tarionik
s odvaganim biljnim materijalom (B); homogenizacija biljnog materijala uz pomoc¢ tucka (C);
nanoSenje abrazivnog praha na lice lista bezvirusnog sjemenjaka vinove loze (D);
utrljavanje homogenata na plojku lista (E); ispiranje lista s destiliranom vodom (F).

3.6.3. Testovi prijenosa sjemenom vinove loze

Bilike autohtonih hrvatskih sorata vinove loze zarazene s GBV-1 (‘Stara brajda’,
‘Galac cmi’, ‘Gustopupica’, ‘Soi¢ crni’, ‘Mekuja’ i ‘KrstiCevica’ — Nacionalna kolekcija
autohtonih sorata vinove loze SZAF) koriStene su kao izvor sjemena za proizvodnju
siemenjaka (Slika 3.6). U istu svrhu koristeno je pet biliaka sorte ‘Zlahtina’ s lokacije Pod
MocCu (otok Krk) zarazenih s GVG. Protokol proizvodnje sjemenjaka od inficiranih
maijcinskih biljaka bio je isti kao protokol proizvodnje sjemenjaka od bezvirusnih maj€inskih
biljaka opisan u poglaviju 3.6.1. Kao negativne kontrole proizvedeni su sjemenjaci od
nezarazenih biljaka sorte ‘Plavac mali’. Broj koriStenih biljaka ovisio je o broju zdravih biljaka
koje su dospjele u fazu 3 — 5 razvijenih listova (bez kotiledona). U toj fazi rasta sjemenjaka
sakupljene su njihove peteljke te su koriStene za izolaciju TNA metodom GES. Dobiveni
uzorci izolirane TNA testirani su novorazvienom metodom viSestrukog RT-gPCR, kao
potvrda prijenosa GVG i GBV-1 sjemenom vinove loze.

61

Ekologija i karakterizacija G-virusa vinove loze i badnavirusa vinove loze 1



Materijali i metode

Slika 3.6. Prikaz postupka uzgoja sjemenjaka iz sjemena sakupljenog od biljke vinove loze
zarazene s GVG: grozd sorte ‘Zlahtina’ u fiziologkoj zrelosti (A); izdvojeno i osueno sjeme
(B); sjemenke potoplijene u otopinu PPM neposredno prije sjetve (C); sjetva sjemena u
poliesterske kontejnere napunjene supstratom (D); sjemenjak vinove loze u optimalnoj fazi
za testiranje (3 — 5 razvijenih listova).

3.6.4. Testovi prijenosa cijeplijenjem ,na zrelo®

Rozgve biljaka zarazenih s GVG, s GBV-1, s mjeSovitom infekcijom (GVG + GBV-
1) te rozgve neinficiranih biljaka (za potrebe negativnih kontrola) prikupljene su u fenofazi
zimskog mirovanja iz komercijalnih vinograda priobalne Hrvatske. Prije cijeplienja s
nezarazenim podlogama iste su potoplijene u otopinu fungicida na bazi djelatne tvari
fenheksamid (0,15 % pripravak Teldor SC 500 — Bayer AG, Leverkusen, Njemacka) i
propamokarb (0,2 % pripravak Proplant — Agriphar S.A, Ougrée, Belgija). Zarazene i
nezarazene rozgve su zatim cijepliene s rozgvama bezvirusnih indikatora koje su
sakupljene iz kolekcijskog nasada vinove loze i loznih podloga/indikatora SZAF, redom: V.
rupestris, V. riparia, Kober 5BB (V. berlandieri x V. riparia) i LN 33 (Couderc 1613 x V.
berlandieri). Stratifikacija cijepova provedena je u piljevini u trajanju od 30 dana, nakon ¢ega
su cijepovi posadeni u tegle volumena 3 L napunjene s mjeSavinom supstrata Steckmedium
i TS-2 (KlasmannDeilmann, Geeste, Njemacka) (Slika 3.9). Posadeni cijepovi su €uvani u
plasteniku u trajanju od 14 mjeseci, prilikom ¢ega su odbacivani oni kod kojih plemka nije

62

Ekologija i karakterizacija G-virusa vinove loze i badnavirusa vinove loze 1



Materijali i metode

srasla s podlogom. Peteljke listova s nacijepljenih indikatora sakupljene su po zavrsetku
navedenog razdoblja te su testirane na GVG i GBV-1 novorazvijenom metodom viSestrukog
RT-gPCR, uz prethodnu izolaciju TNA metodom GES.

3.6.5. Testovi prijenosa cijepljenjem ,zeleno na zrelo*

Prijenos GVG i GBV-1 cijeplienjem ,zeleno na zrelo® odraden je metodom cijepljenja
zelenih pupova na indikatorske biljke tehnikom okuliranja na T-spoj (eng. T-budding). Kao
najCis¢i izvori GVG i GBV-1 odabrani su sjemenjaci vinove loze, u kojima su virusi
detektirani metodom viSestrukog RT-gPCR nakon provedenih eksperimenta prijenosa
vektorom. Sjemenjaci zarazeni s GBV-1 sadrZzavali su samo navedeni virus, dok su
sjemenjaci zarazeni s GVG u isto vrijeme bili pozitivni i na GLRaV-3. U svibnju su s
jednogodi$njih mladica zarazenih i nezarazenih sjemenjaka (prethodno uzgajanih u
plasteniku) uzeti zeleni pupovi te su cijepljeni (u tri ili Cetiri repeticije) u T-izrez pod koru
(Slika 3.7) dvogodiSnjih ukorijenjenih reznica sljedecih indikatora: Kober 5BB, LN 33, 110
Richter (V. berlandieri x V. rupestris), V. rupestris, V. riparia i biljaka vinove loze sorata
‘Chardonnay’ i ‘Cabernet Sauvignon’. Cijepljeni indikatori su ¢uvani u plasteniku u trajanju
od 5 mjeseci. Primitak cijepljenih pupova i folijarni simptomi na indikatorskim biljkama
praéeni su jednom tjedno. Po isteku navedenog razdoblja sakupljene su peteljke listova
indikatorskih biljaka te su koriStene za izolaciju TNA metodom GES, nakon cega je
metodom viSestrukog RT-gPCR provjerena njihova zarazenost istrazivanim virusima. Po
zavrsetku razdoblja od 5 mjeseci vizualno je pregledano i drvo (centralni cilindar) indikatora

nakon skidanja kore, radi utvrdivanja promjena uslijed infekcije s GVG i GBV-1.

|

Slika 3.7. Postupak provedbe metode cijepljenja ,zeleno na zrelo“: umetanje zarazenog
pupa vinove loze pod koru ukorijenjenog indikatora tehnikom okuliranja na T-spoj (A);
omatanje cijepljenog mjesta parafilmom (B); izboj izrastao iz nacijepljenog pupa 30 dana
nakon cijepljenja (C).
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4. REZULTATI

4.1. lzolacija nukleinskih kiselina

Provedbom spektrofotometrijskog mjerenja DNA i RNA izoliranih komercijalnim
kompletima DNeasy i RNeasy Plant Mini Kit, dobivene su vrijednosti koncentracije i Cistoce
za sve 196 biljke iz zbirke virusa vinove loze SZAF. Koncentracije RNA izoliranih iz rozgve
kretale su se u rasponu 2,00 — 83,20 ng/uL, a iz peteljke 4,00 — 7,60 ng/uL, pri éemu su
srednje vrijednosti iznosile 12,55 ng/uL za rozgvu i 7,19 ng/uL za peteljke listova. Raspon
koncentracija DNA dobivenih izolacijom iz peteljki listova iznosio je 3,00 — 43,50 ng/uL, pri
¢emu je prosjek iznosio 12,55 ng/pL. Omijeri apsorbancije odredeni pri valnim duljinama od
260 nm i 280 nm pokazali su srednju vrijednost Cistoce RNA izolirane iz rozgve od 1,65, a
iz peteljki listova od 2,12. Nasuprot tome, isti omjer apsorbancije imali su srednju vrijednost

Cistoce DNA izolirane iz peteljke od 1,81 (Prilog 1).
4.2. Razvoj molekularnih metoda detekcije

4.2.1. Detekcija izolata poznatim protokolima

Testiranjem izoliranih RNA i DNA otprije poznatim protokolima za RT-PCR (GVG),
odnosno PCR (GBV-1), potvrdeni su novi izolati GVG i GBV-1 u zbirci virusa vinove loze
SZAF. KoriStenjem para pocetnica F13/R13 u CP regiji potvrdena je zarazenost s GVG u
biljci sorte ‘Vlaska’ (VVL-150) (Slika 4.1 A) i ‘Mladenka’ (VM-160), dok je GBV-1, primjenom
para pocetnica F2/R2 u genu za poliprotein, detektiran u tri bilike sorte ‘Plavac mali’ (PMC-
235, PMC.282, PMC-313) i jednoj biljci sorte ‘Glavinusa’ (VG-102) (Slika 4.1 B).

MP 12345 678 9104112 N MP.la2 384 568788 R9810 1112 N

-
750 bp-! -
-

Slika 4.1. Vizualizacija PCR produkata na agaroznom gelu umnozenih metodom RT-PCR
koristenjem parova pocetnica F13/R13 (500 baznih parova) za GVG u regiji genoma
kapsidnog proteina (CP) (A) te metodom PCR koristenjem para pocetnica F2/R2 (731
baznih parova) za GBV-1 u regiji genoma poliproteina (B). Oznake: M—DNA ljestvica
(GelPilot Mid Range Ladder); P—pozitivha kontrola; 1-izolat VVL-150 (A) i VG-102 (B); 2 —
12—uzorci negativni na istraZivane viruse; N—negativna kontrola.
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4.2.2. Dizajniranje novih pocCetnica i proba

Novootkriveniizolati GVG (2) i GBV-1 (4) dodatno su analizirani metodom HTS kako

bi se dobio uvid u $to veci dio genoma. Sekvence novih GVG izolata VVL-150 i VM-160

(Prilog 2) poravnate su zajedno sa sekvencama 11 otprije poznatih izolata preuzetih iz baze

GenBank (Tablica 3.2), pri ¢emu je CP regija genoma utvrdena kao najmanje divergentna.

Nasuprot tome, kao najkonzerviraniji dio genoma GBV-1 utvrdena je RT regija i to nakon
usporedbe &etiri novootkrivena izolata PMC-235, PMC-282, PMC-313i VG-102 (Prilog 3) s
izolatom VLJ-178 iz baze GenBank. Unutar CP i RT regije genoma dizajnirane su nove

pocCetnice i probe za protokole detekcije temeljene na metodi PCR (Tablica 4.1). PolozZaj

novodizajniranih poc€etnica i proba za detekciju GVG i GBV-1 u CP, odnosno RT regiji

genoma virusa prikazan je na Slici 4.2.

Tablica 4.1. Sekvence novaodizajniranih pocetnica i proba koristene u razli¢itim izvedbama

metode PCR za detekciju istrazivanih virusa.

Velic¢ina produkta

Virus PoCetnical Smjer PCR izvedba/gen Sekvenca (5" - 3") u baznim
proba c
parovima (bp)
GVG F1 uzvodna pocetnica AAGGATGGGAGAGGAATCAAAGA
GVG F2 uzvodna pocetnica AAGGATGGGAGAGGAATCCAAG
GVG R1 nizvodna pocetnica RT-gPCR/ TTTAGAGCCGGGTGCTTCAC 73_75
GVG R2 nizvodna pocetnica kapsidni protein TAGAGCCGGATGCTTCACG
GVG GVG R3 nizvodna pocetnica (cP) TTTAGGGCCGGGTGCTTC
GVG P TagMan proba NED-AGCAGTACTGACGCTGCT-MGB
GVG F1 uzvodna pocetnica AAGGATGGGAGAGGAATCAAAGA
GVG F2 uzvodna pocetnica  Konvencionalni RT- AAGGATGGGAGAGGAATCCAAG
GVG Rev- o PCR/CP 606
PCRcon nizvodna pocetnica ACCTCCACAGGTCCTTCGG
GBV-1-F uzvodna pocetnica RT-qPCR/ GGYAAGGAAAGAATGGTCTTCA
GBV-1-R nizvodna pocetnica reverzna TCCATTCTATAGAATCTGGGTGCAT 181
GBV-1 GBV-1-P TagMan proba transkriptaza (RT) FAM-AAGATCAATATAGCCTTCCTGGA-MGB
GBV-1-F uzvodna pocetnica . . GGYAAGGAAAGAATGGTCTTCA
GBV-1- . o Konvencionalni 419
R con Nizvodna pocetnica PCR/RT TTTGTTGGGCTCARGACAAGCC

Y-CiliT; R-Aili G
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A RT-PCR u stvarnom vremenu
Uzvodne pocetnice Proba Nizvodna pocetnica
7031 7049
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B | RT-PCR u stvarnom vremenu

5186 Nizvodna pocetnica 5207

i h

I EI I eI IE I I A IE IR S E IEIE AT ESE TR IR P

N

4789 Uzvodna pocetnica Proba Ni

*| Ik ix x % t;* :]*t*g::::::a:*‘r * k% x % ,“

SpPecieS/ADDIV # x| #fx x| |x/x|x &+ x| x|% x|x|x & x| x[x * x|s]x x|
VLJ-178 (NC_055481) C C
PMC-235

PMC-282

PMC-313

VG-102

1
1
1
1
1
]
!

Konvencionalni PCR

Slika 4.2. Odabrane regije genoma za sintezu pocetnica i proba na osnovu CP regije za GVG (A) te RT regije za GBV-1 (B). Grafi¢ki prikaz je
pripremljen koriStenjem MEGA 11 programa. Isprekidana linija predstavlja izrezani dio CP, odnosno RT regije genoma.
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4.2.3. Optimiranje koncentracije pocCetnica i proba za viSestruki RT-gPCR

Optimiranje koncentracija po€etnica i proba za videstruki RT-gPCR provedeno je
koristenjem peteljki listova biljke VLJ-178 sakupljenim iz zbirke virusa vinove loze SZAF.
Navedena bilika bila je istovremeno zarazena s GVG i GBV-1, dok su kao negativne
kontrole koridteni uzorci dobiveni od nezarazenih biljaka sorte ‘Plavac mali’. KoriStenjem
raspona koncentracija pocetnica od 75 do 900 nM, pri koncentraciji proba od 250 nM u RT-
gPCR reakcijskoj smjesi za GVG, dobiven je raspon u srednjim Cq vrijednostima
(aritmeticka sredina) od 28,61 (75 nM) do 25,40 (900 nM). ZabiljeZen je i raspon u srednjim
amplifikacijskim vrijednostima, s obzirom na povecanje fluorescencije (ARn), od 0,89 (75
nM) do 1,08 (900 nM). Raspon u srednjim Cq vrijednostima testiranjem razli€itih
koncentracija proba (50 — 250 nM), pri odabranoj koncentraciji svake poc¢etnice od 400 nM,
iznosio je od 29,58 (50 nM) do 25,99 (250 nM), a raspon u srednjim amplifikacijskim
vrijednostima od 0,75 (50 nM) do 1,08 (250 nM). Testiranje razli¢itih omjera uzvodnih i
nizvodnih pocetnica (400 nM i 900 nM), pri odabranoj koncentraciji proba od 150 nM, nije

rezultiralo razlikama u srednjim Cq ni srednjim amplifikacijskim vrijednostima (Slika 4.3).

U slucaju detekcije 18S rRNA metodom RT-gPCR, koriStenjem navedenog raspona
koncentracija poCetnica dobiven je raspon srednjih Cq vrijednosti (aritmetiCke sredine) u
iznosu od 12,70 (75 nM) do 11,11 (900 nM) te raspon u srednjim amplifikacijskim
vrijednostima od 0,58 (75 nM) do 1,77 (900 nM). Koristenjem raspona koncentracija proba,
pri odabranoj koncentraciji svake poc€etnice od 400 nM, dobiven je raspon srednjih Cq
vrijednosti u iznosu od 12,29 (50 nM) do 10,96 (250 nM) te raspon u srednjim
amplifikacijskim vrijednostima od 0,44 (50 nM) do 1,63 (250 nM). Kao i u detekciji GVG,
testiranje razli¢itih omjera uzvodnih i nizvodnih pocetnica (400 nM i 900 nM), pri odabranoj
koncentraciji proba od 150 nM, nije rezultiralo razlikama u srednjim Cq vrijednostima ni

srednjim amplifikacijskim vrijednostima za 18 S rRNA (Slika 4.4).

Koristenjem raspona koncentracija pocetnica za GBV-1 dobiven je raspon srednijih
Cq vrijednosti (aritmeticke sredine) u iznosu od 24,370 (75 nM) do 23,907 (900 nM) te
raspon u srednjim amplifikacijskim vrijednostima od 0,47 (75 nM) do 1,98 (900 nM).
Koristenjem raspona koncentracija proba, pri odabranoj koncentraciji svake pocetnice od
400 nM, dobiven je raspon srednjih Cq vrijednosti u iznosu od 24,45 (50 nM) do 22,92 (250
nM) te raspon u srednjim amplifikacijskim vrijednostima od 0,52 (50 nM) do 2,19 (250 nM).
Kao i u detekciji GVG i 18S rRNA, testiranje razliitih omjera uzvodnih i nizvodnih pocetnica
(400 nM i 900 nM), pri odabranoj koncentraciji proba od 150 nM, nije rezultiralo razlikama

u srednjim Cq vrijednostima ni srednjim amplifikacijskim vrijednostima za GBV-1 (Slika 4.5).
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Slika 4.3. Prikaz raspona amplifikacijskih krivulja u tri repeticije u odnosu na granicu detekcije (eng. threshold) — 0,040, u postupku optimiranja
koncentracija pocetnica i probe u detekciji GVG metodom RT-qPCR. Detekcija uz promjenu koncentracija po€etnica (uzvodnih i nizvodnih) u
odnosu na konstantnu koncentraciju probe od 250 nM (A), detekcija uz promjenu koncentracija probe u odnosu na konstantu koncentraciju
pocetnica od 400 nM (uzvodnih i nizvodnih) (B) te detekcija uz promjenu koncentracije uzvodnih i nizvodnih poc¢etnica u odnosu na 150 nM
koncentracije probe (C). Oznake: ARn—povecanje fluorescencije; N—negativna kontrola.
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Slika 4.4. Prikaz raspona amplifikacijskih krivulja u tri repeticije u odnosu na granicu detekcije (eng. threshold) — 0,073, u postupku optimiranja
koncentracija pocetnica i probe u detekciji 18S rRNA metodom RT-qgPCR. Detekcija uz promjenu koncentracija poCetnica (uzvodnih i nizvodnih)
u odnosu na konstantnu koncentraciju probe od 250 nM (A), detekcija uz promjenu koncentracija probe u odnosu na konstantu kon centraciju
pocetnica od 400 nM (uzvodnih i nizvodnih) (B) te detekcija uz promjenu koncentracije uzvodnih i nizvodnih po€etnica u odnosu na 150 nM
koncentracije probe (C). Oznake: ARn—povecanije fluorescencije; N—negativna kontrola.
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Slika 4.5. Prikaz raspona amplifikacijskih krivulja u tri repeticije u odnosu na granicu detekcije (eng. threshold) — 0,051, u postupku optimiranja
koncentracija pocetnica i probe u detekciji GBV-1 metodom RT-gPCR. Detekcija uz promjenu koncentracija pocetnica (uzvodnih i nizvodnih)
u odnosu na konstantnu koncentraciju probe od 250 nM (A), detekcija uz promjenu koncentracija probe u odnosu na konstantu kon centraciju
pocetnica od 400 nM (uzvodnih i nizvodnih) (B) te detekcija uz promjenu koncentracije uzvodnih i nizvodnih pocetnica u odnosu na 150 nM

koncentracije probe (C). Oznake: ARn—povecanje fluorescencije; N—negativna kontrola.
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Na temelju dobivenih rezultata pojedinacnih detekcija GVG, GBV-1 i kontrolne 18S
rRNA metodom RT-gPCR, odabrane su koncentracije svake pocetnice od 400 nM te probe
od 150 nM. Tim je koncentracijama pocetnica i proba testirana mogucnost istovremene
detekcije oba virusa, uz koridtenje 18S rRNA kao kontrole uspjesnosti izolacije nukleinskih
kiselina, primjenom protokola za viSestruki RT-gPCR, pri ¢emu je dobivena uspjesSna

detekcija oba virusa prisutnih u mjesovitoj infekciji (Slika 4.6).
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Slika 4.6. Amplifikacijske krivulje dobivene detekcijom GVG, 18S rRNA i GBV-1 primjenom
optimiranog protokola za viSestruki RT-PCR u stvarnom vremenu (viSestruki RT-gPCR).
Pokus je izvedbe u tri repeticije. Oznaka: ARn—povecanje fluorescencije.

4.2.4. Odredivanje optimalnog volumena uzorka izoliranog metodom GES za

detekciju metodama RT-PCR i PCR

Kako bi se izbjegli eventualni problemi s inhibitorima prisutnima u uzorku TNA
izoliranog metodom GES, provedeni su testovi koriStenja razli¢itih volumena uzorka u RT-
PCR i PCR reakcijskim smjesama. U detekciji GVG metodom RT-PCR, koristenjem TNA u
volumenu raspona od 0,2 uL do 1,4 uL, uspjesna detekcija utvrdena je samo koriStenjem
volumena od 0,2 uL, dok pri volumenima od 0,6 yL, 1 yLi 1,4 pL nije dobiven PCR produkt
(Slika 4.7 A). S druge strane, detekcijom GBV-1 metodom PCR, pripremljenom na bazi
uzorka TNA koji je izoliran metodom GES i koriSten u rasponu volumena od 0,2 do 1 L,
dobiveni su produkti kod svih istrazivanih volumena, osim pri volumenu od 1 uL. Bez obzira

na navedeno, zabiljezen je pad u jacini signala dobivenih PCR produkata od varijante 0,2

do 0,8 (Slika 4.7 B).
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Sukladno dobivenim rezultatima, odluceno je da ¢e se u svim daljnjim protokolima
detekcije, koji se temelje na metodama RT-PCR i PCR, koristiti 0,2 pL izolirane TNA
dobivene metodom GES.

M 02 04 06 08 1

Slika 4.7. Produkti detekcije GVG metodom RT-PCR u regiji genoma kapsidnog proteina
(CP; 606 baznih parova) (A) i detekcije GBV-1 metodom PCR u regiji genoma reverzne
transkriptaze (RT; 419 baznih parova) (B), pri koristenju raspona volumena uzorka TNA
dobivenog metodom GES. Oznake: M—DNA marker (GelPilot 100 bp Plus Ladder); 0,2 —
1,4 — volumen TNA (u yL) u reakcijskoj smjesi od 10 pL.

4.2.5. Osjetljivost i efikasnost razvijenih protokola detekcije s obzirom na

razliCite metode izolacije nukleinskih kiselina

S ciliem razvoja metode koja bi omoguéila dovoljino osjetljivu i pouzdanu te
ekonomski prihvatljivu detekciju oba virusa u testiranju velikog broja uzoraka, provedena je
usporedba osjetljivosti novorazvijenih metoda RT-PCR i RT-gPCR za GVG te PCR i RT-
gPCR za GBV-1, uz koristenjem dva razliCita pristupa izolacije nukleinskih kiselina:
Rneasy/DNeasy Plant Mini kit te metode GES. Usporedba osjetljivosti PCR protokola za
detekciju GVG pokazala je da je metoda RT-gPCR 1000 puta osjetljivija od RT-PCR
protokola, neovisno o metodi izolacije RNA/TNA (Rneasy Plant Mini Kit ili GES). Pri tome
je RT-PCR u stvarnom vremenu mogao detektirati GVG do razriedenja RNA/TNA od 1:100
000, dok je RT-PCR detektirao GVG do razriedenja od 1:100. Bez obzira $to osjetljivost
protokola RT-gPCR nije ovisila 0 metodi izolacije RNA/TNA, razliCite metode izolacije RNA
odrazile su se na efikasnost te metode. RT-gPCR baziran na RNA izoliranoj pomocu
Rneasy Plant Mini Kit pokazao je efikasnost od 103,85 % (uz koeficijent determinacije od
0,995), dok je u slucaju izolacije TNA metodom GES efikasnost iznosila 106,87 % (uz
koeficijent determinacije od 0,994) (Slike 4.8 i1 4.9).
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Slika 4.8. Usporedba osijetljivosti metoda RT-qPCR i RT-PCR u detekciji GVG temeljenim
na RNA izoliranoj koristenjem kompleta RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen): 1—nerazrijedeni
ekstrakt; 1:10 — 1:100 000—deseterostruko serijsko razrjedenje u tri repeticije. (A) Prikaz
serije razriedenja RNA pomoc¢u krivulja amplifikacije dobivenih provedbom metode RT-
gPCR; linije ispod granice detekcije (treshold-crvena linija, 0,018181) prikazuju negativne
kontrole za svako razrjedenje. ARn—povecanje fluorescencije. (B) Efikasnost RT-qgPCR
protokola: Cg—ciklus kvantifikacije; R?>~determinacijski koeficijent; Eff.—efikasnost. (C) PCR
produkti (606 baznih parova) dobiveni metodom RT-PCR na 1,5 %-tnom TBE agaroznom
gelu; M—DNA marker (GelPilot 100 bp Plus Ladder); N—negativna kontrola za nerazrijedeni
uzorak.
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Slika 4.9. Usporedba osjetljivosti metoda RT-qPCR i RT-PCR u detekciji GVG temeljenim
na TNA izoliranoj koristenjem metode GES: 1-nerazrijedeni ekstrakt; 1:10 — 1:100 000—-
deseterostruko serijsko razrjedenje u tri repeticije. (A) Prikaz serije razriedenja TNA pomocu
krivulja amplifikacije dobivenih provedbom metode RT-qPCR; linije ispod granice detekcije
(treshold-crvena linija, 0,030077) prikazuju negativne kontrole za svako razrjedenje. ARn—
povecanje fluorescencije. (B) Efikasnost RT-gPCR protokola: Cg—ciklus kvantifikacije; R2—
determinacijski koeficijent; Eff.—efikasnost. (C) PCR produkti (606 baznih parova) dobiveni
metodom RT-PCR na 1,5 %-tnom TBE agaroznom gelu: M—DNA marker (GelPilot 100 bp
Plus Ladder); N—negativna kontrola za nerazrijedeni uzorak.

Kao i u slu€aju detekcije GVG, provedbom osjetljivosti protokola detekcije GBV-1
dobivena je 1000 puta veca osjetlivost metode RT-qPCR za obje metode izolacije
DNA/TNA (DNeasy Plant Mini Kit i GES), naspram metode PCR. Medutim, obje su metode
u detekciji GBV-1 pokazale 100 puta vecu osjetljivost kada je koriStena DNA izolirana s
kompletom DNeasy Plant Mini Kit, u odnosu na TNA izoliranu metodom GES. Usporedbom
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efikasnosti PCR protokola u stvarnom vremenu u odnosu na metodu izolacije nukleinskih
kiselina, dobivena je bolja efikasnost protokola s DNA izoliranom pomo¢u kompleta DNeasy
Plant Mini Kit u iznosu od 97,908 % (uz koeficijent determinacije vrijednosti 0,998), naspram
107,279 % efikasnosti (uz koeficijent determinacije vrijednosti 0,997) dobivene protokolom
s TNA izoliranom metodom GES (Slika 4.10 i 4.11).
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Slika 4.10. Usporedba osjetljivosti metoda qPCR i PCR u detekciji GBV-1 temeljenim na
DNA izoliranoj koristenjem kompleta DNeasy Plant Mini Kit: 1—nerazrijedeni ekstrakt; 1:10
— 1:10 000 000—deseterostruko serijsko razrjedenje u tri repeticije. (A) Prikaz serije
razriedenja DNA pomoc¢u krivulja amplifikacije dobivenih provedbom metode RT-qPCR,;
linije ispod granice detekcije (treshold-plava linija, 0,111336) prikazuju negativne kontrole
za svako razrjedenje. ARn—povecanje fluorescencije. (B) Efikasnost gqPCR protokola: Cg—
cilkus kvantifikacije; R?>~determinacijski koeficijent; Eff.—efikasnost. (C) PCR produkti (419
baznih parova) dobiveni metodom konvencionalnog PCR na 1,5 %-thom TBE agaroznom
gelu: M—-DNA marker (GelPilot 100 bp Plus Ladder); N—negativna kontrola za nerazrijedeni
uzorak.
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Slika 4.11. Usporedba osjetljivosti metoda qPCR i PCR u detekciji GBV-1 temeljenim na
TNA izoliranoj koriStenjem metode GES: 1-nerazrijedeni ekstrakt; 1:10 — 1:100 000—
deseterostruko serijsko razriedenje u tri repeticije. (A) Prikaz serije razrjedenja TNA pomocu
krivulja amplifikacije dobivenih provedbom metode RT-qPCR; linije ispod granice detekcije
(treshold-plava linija, 0,09573) prikazuju negativne kontrole za svako razriedenje. ARn—
povecanje fluorescencije. (B) Efikasnost gPCR protokola: Cg—ciklus kvantifikacije; R2—
determinacijski koeficijent; Eff.—efikasnost. (C) PCR produkti (419 baznih parova) dobiveni
metodom PCR na 1,5 %-tnom TBE agaroznom gelu: M—DNA marker (GelPilot 100 bp Plus
Ladder); N—negativna kontrola za nerazrijedeni uzorak.

S obzirom na rezultate, metoda RT-PCR u stvarnom vremenu (RT-qPCR), uz
koristenje TNA izoliranih metodom GES, pokazala se kao dovoljno pouzdana i osjetljiva za
detekciju GVG i GBV-1 u velikom broju uzoraka. Pri tome se detekcija oba virusa pokazala
mogucom pri razriedenju TNA i do 1:100 000. Takoder, dobivene su zadovoljavajuce
efikasnosti navedenog protokola detekcije za oba virusa, koje su bile u preporu¢enim
granicama (90 — 110 %).

76

Ekologija i karakterizacija G-virusa vinove loze i badnavirusa vinove loze 1



Rezultati

4.3. Sezonska dinamika virusa u zarazenoj vinovoj lozi

Metodom viSestrukog RT-gPCR baziranim na TNA izoliranima metodom GES, GVG
i 18S rRNA uspjedno su detektirani u svih 16 termina uzorkovanja biljnog materijala od pet
biljaka sorte ‘Vlaska’ (VVL-112, VVL-113, VVL-114, VVL-122, VVL-123), tijekom
vegetacijske sezone 2019. godine. lzuzetak je bila biljka VVL-122 ¢ije rozgve sakupljene 1.
ozujka (zimsko mirovanje) nisu testirane zbog degradacije uslijed neadekvatnog
skladistenja. Najmanja izmjerena Cq vrijednost za GVG iznosila je 21,81, a dobivena je
testiranjem peteljki lista biljke VVL-114 sakupljenih 10. srpnja, dok je najveéa Cq vrijednost
iznosila 33,18, a dobivena je testiranjem peteljki lista biljike VVL-122 sakupljenih 1. lipnja.
Za 18S rRNA najmanja Cq vrijednost od 9,43 izmjerena je uzorkovanjem 4. travnja u
uzorcima mladica biljke VVL-114, dok je najveéa Cq vrijednost od 21,73 zabiljeZzena iz
uzoraka peteljki lista biljke VVL-122 sakupljenih 13. studenog (Grafikon 4.1, Prilog 4).
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Grafikon 4.1. Sezonska dinamika GVG (puna linija) i 18S rRNA (isprekidana linija) iskazana
kroz vrijednosti ciklusa kvantifikacije (Cq) dobivene metodom RT-gPCR u testiranju pet
zarazenih biljaka sorte ‘Vlaska’ (VVL) tijekom 16 datuma uzorkovanja u 2019. godini.
Razli¢iti datumi predstavljaju 16 razdoblja uzorkovanja biljnog materijala koristenog za
izolaciju TNA: mladice—ruzi€asto podrucje, petelike bazalnih listova—neobojeno podrudje,
rozgva—sivo podrucje.
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Rezultati

Provedbom statisticke metode ANOVA i Tukey testom na varijantama razli€itih
termina uzorkovanja biljnog materijala dokazano je da se najvece srednje Cq vrijednosti
(aritmeticke sredine) za GVG od 28,84 i 28,97, dobivene u terminima uzorkovanja 4. travnja
(mladice) i 18. svibnja (peteljke listova), statisti¢ki razlikuju od termina uzorkovanja izmedu
20. lipnja i 1. kolovoza te od varijanata 1. rujna (25,28), 21. rujan (24,83), 23. listopada
(24,84) i 26. studenoga (25,41). S druge strane, nisu uoCene statisticki znacajne razlike u
uzorkovanju izmedu 20. lipnja (24,09), kada je zabiljeZzena najmanja srednja Cq vrijednost
za GVG te 26. studenoga. Takoder, nisu zabiljeZzene statistiCki zna€ajne razlike za GVG ni
za 18S rRNA izmedu srednjih Cq vrijednosti u varijantama tijekom mirovanja vegetacije (26.
studenoga, 15. prosinca i 1. ozujka). U suprotnosti s GVG, 4. travnja utvrdena je
signifikantno najmanja srednja Cq vrijednost za 18S rRNA (10,11) u usporedbi sa svim
ostalim terminima uzorkovanja. S druge strane, najveéa zabiljezena srednja Cq vrijednost
za 18S rRNA iz peteljki listova varijante 13. studenoga (20,98) statisticki se zna&ajno
razlikovala od svih ostalih 15 termina uzorkovanja/varijanata. Takoder, druga se najveca
srednja Cq vrijednost signifikantno razlikovala od svih drugih termina, a dobivena je
testiranjem 23. listopada, kao i tre¢a najvec¢a srednja Cq vrijednost za 18 S rRNA koja je
takoder zabiljezena termin ranije, odnosno 10. listopada. Sli¢no kao i kod GVG, srednje Cq
vrijednosti za 18S rRNA dobivene testiranjem bilinog materijala uzorkovanog izmedu 1.

lipnja i 1. rujna nisu se znacajno razlikovale (Grafikon 4.2).
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Grafikon 4.2. Box-plot dijagrami vrijednosti ciklusa kvantifikacije (Cq) za GVG (A) i 18S
rRNA (B) dobivene metodom RT-gPCR u 16 razli¢itih datuma uzorkovanja biljaka sorte
‘Vlaska’ (VVL) u 2019. godini. Prikazane su najmanje i najvece Cq vrijednosti (okomite
linije), prva i treca kvartila Cq vrijednosti (pravokutnici) te njihove medijane (vodoravne
linije). StatistiCki signifikantne srednje (aritmeticka sredina) Cq vrijednosti za GVG i 18S
rRNA prema varijantama datuma uzorkovanja ozna¢ene su razli¢itim slovima (a, b, c, d, e,
f, g, h, i), a utvrdene su analizom varijence (ANOVA) i Tukey testom na razini p < 0,05.
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Analiza varijance (ANOVA) i Tukey test, provedeni na srednjim Cq vrijednostima
aritmetickih sredina za GVG prema varijantama uzorkovanih biljaka sorte ‘Vlaska’ (VVL),
pokazali su da je srednja Cq vrijednost za biljku VVL-122 od 28,19, dobivena kroz cijelu
sezonu (16 termina uzorkovanja), signifikantno veéa od srednjih Cq vrijednosti ostalih
biljaka koje su se kretale u rasponu od 25,09 (VVL-113) do 26,06 (VVL-114) (Grafikon 4.3).
Suprotno tome, signifikantna razlika nije zabiljezena izmedu srednjih Cq vrijednosti za 18S
rRNA, koje su se kretale u rasponu od 13,16 (VVL-122) do 14,72 (VVL-112).
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Oznaka biljke

Grafikon 4.3. Box-plot dijagram vrijednosti ciklusa kvantifikacije (Cq) za GVG dobivene
metodom RT-gPCR u testiranju pet biljaka sorte 'Vlaska' (VVL) u 16 razli¢itih datuma
uzorkovanja u 2019. godini. Prikazane su najmanje i najveée Cq vrijednosti (okomite linije),
prva i tre¢a kvartila Cq vrijednosti (pravokutnici) te njihove medijane (vodoravne linije).
Statisticki signifikantne srednje (aritmetiCka sredina) Cq vrijednosti za GVG prema
varijantama testiranih biljaka oznaéene su razli¢itim slovima (a, b), a utvrdene su analizom
varijance (ANOVA) i Tukey testom na razini p < 0,05.
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U sluCaju detekcije GBV-1 istom metodom tijekom vegetacijske sezone 2019.
godine u biljkama sorte ‘Plavac mali’ (PMC-022, PMC-235, PMC-245, PMC-282, PMC-
313), navedeni virus uspjesno je detektiran u svih 16 termina uzorkovanja u tri biljke: PMC-
235, PMC-245 i PMC-282. Virus nije detektiran u biljci PMC-022 u uzorkovanju 4. travnja
(uzorak mladica) i 18. svibnja (peteljke listova) te u biljci PMC-313 u uzorkovanju 4. travnja
(mladice). Uzorci biljke PMC-313 nisu testirani nakon uzorkovanja 1. oZujka (zimsko
mirovanje), zbog propadanja sakupljenih rozgvi uslijed neadekvatnog skladiStenja. Najveca
Cq vrijednost od 33,99 izmjerena je iz peteljki listova biljke PMC-235 u terminu uzorkovanja
18. svibnja, dok je najmanja srednja Cq vrijednost iznosila 19,70, a izmjerena je iz rozgvi
biljke PMC-235 sakupljenih 15. prosinca (Grafikon 4.4, Prilog 5).

Datum uzorkovanja (1.03.

01.06.
GBV-1

—PMC-022
—PMC-235

20.06. —PMC-245
—PMC-282

PMC-313

10.07.

20.08.

Grafikon 4.4. Sezonska dinamika GBV-1 iskazana kroz vrijednosti ciklusa kvantifikacije (Cq)
dobivene metodom RT-gPCR u testiranju pet zarazenih biljaka sorte ‘Plavac mali’ (PMC)
tijekom 16 datuma uzorkovanja u 2019. godini. Razli¢iti datumi predstavljaju 16 razdoblja
uzorkovanja biljnog materijala za izolaciju TNA: mladice—ruzi¢asto podrucje, peteljke
bazalnih listova—neobojeno podrucje, rozgva—sivo podrucje.
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Statistickom analizom ustanovljeno je da se srednje Cq vrijednosti za GBV-1,
dobivene u varijantama 16 termina uzorkovanja biljaka sorte 'Plavac mali' (PMC), ne
razlikuju znacajno, pri ¢emu je najmanja srednja vrijednosti iznosila 22,88 (dobivena

testiranjem uzoraka rozgvi sakupljenih 15. prosinca), a najve¢a 28,31 (4. travnja — mladice).

StatistiCkom analizom na srednjim Cq vrijednostima prema varijantama uzorkovanih
biljaka sorte ‘Plavac mali’ (PMC) tijekom 16 termina uzorkovanja 2019. godine, ustanovljeno
je da se najmanja srednja Cq vrijednost dobivena za varijantu PMC-235 u iznosu od 22,91
signifikantno razlikuje od varijanti PMC-022 (28,42), PMC-245 (26,31) i PMC-282 (25,63),
dok se statisti¢ki ne razlikuje od varijante PMC-313 (24,25). Najveca srednja Cq vrijednost
utvrdena za varijantu PMC-022 signifikantno se razlikovala od srednjih Cq vrijednosti svih
ostalih varijanti. Grafikon 4.4 prikazuje rezultate statisticke analize primijenjene na srednjim
Cq vrijednostima za GBV-1 prema varijantama uzorkovanih biljaka sorte Plavac mali
(PMC).
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Grafikon 4.5. Box-plot dijagram vrijednosti ciklusa kvantifikacije (Cq) za GBV-1 dobivene
metodom RT-gPCR u testiranju pet biljaka sorte 'Plavac mali' (PMC) u 16 razliCitih datuma
uzorkovanja u 2019. godini. Prikazane su najmanje i najvece Cq vrijednosti (okomite linije),
prva i tre¢a kvartila Cq vrijednosti (pravokutnici) te njihove medijane (vodoravne linije).
StatistiCki signifikantne srednje (aritmetiCka sredina) Cq vrijednosti za GBV-1 prema
varijantama testiranih biljaka ozna¢ene su razli¢itim slovima (a, b, ¢, d), a utvrdene su
analizom varijance (ANOVA) i Tukey testom na razini p < 0,05.
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4.4. Rasprostranjenost u Hrvatskoj

Testiranjem 878 uzoraka vinove loze podrijetlom iz Cetiri kolekcijska vinograda na
podru€ju grada Zagreba (zbirka virusa vinove loze, nasad vinove loze i loznih podloga,
Nacionalna kolekcija i kolekcija klonova SZAF), 30 (3,42 %) uzoraka je bilo inficirano s GVG
te 25 (2,85 %) uzoraka s GBV-L1. Virusi su detektirani u dvije kolekcije, pri ¢emu je u zbirci
virusa vinove loze bilo zarazeno 11,22 % (22/196) trsova s GVG te 5,10 % (10/196) s GBV-
1. U Nacionalnoj kolekciji autohtonih sorata potvrdeno je 7,08 % (8/113) trsova zarazenih s
GVG te 13,27 % (15/113) zarazenih s GBV-1. Testiranjem biljaka u kolekcijskom nasadu u
Splitu utvrdeno je 4,76 % (5/105) biljaka zarazenih s GVG i 15,24 % (16/105) biljaka
zarazenih s GBV-1. Zaklju¢no, ukupna pojavnost u kolekcijskim nasadima u Hrvatskoj
(kontinent i priobalje) iznosila je 3,56 % (35/983) za GVG te 4,17 % (41/983) za GBV-1.

Testiranjem 257 uzoraka iz komercijalnih vinograda u regiji SrediSnja bregovita
Hrvatska nije potvrdena zaraza s istrazivanim virusima, stoga su postoci zarazenosti u toj
regiji, uzimajuci u obzir u tom djelu smjestenu zbirku virusa vinove loze SZAF te Nacionalnu
kolekciju autohtonih sorata vinove loze SZAF iznosili 2,64 % (30/1135) za GVG i 2,20 %
(25/1135) za GBV-1. S obzirom da virusi nisu potvrdeni ni u 184 uzoraka iz 16 komercijalnih
vinograda u regiji Slavonija i hrvatsko Podunavlje, ti se vinogradi smatraju slobodnima od
GVG i GBV-1. Uzimajuéi u obzir kolekcijske nasade u Zagrebu u kojima su virusi potvrdeni,
ukupna zarazenost u kontinentalnoj Hrvatskoj iznosila je 2,27 % (30/1319) za GVG i 1,90
% (25/1319) za GBV-1.

U suprotnosti s komercijalnim vinogradima kontinentalnog dijela, GVG je u
priobalnoj Hrvatskoj utvrden u komercijalnim vinogradima na 22 lokacije (od 76 ukljuenih
u istrazivanje — 28,95 %), pri ¢emu je 14,50 % (421/2903) uzoraka bilo pozitivho. S druge
strane, GBV-1 je utvrden u ukupno 30 (39,47 %) komercijalnih vinograda/lokacija, gdje je
ukupno potvrdeno 18,53 % (538/2903) pozitivnih trsova. U regiji Hrvatska Istra i Kvarner je
testirano 567 uzoraka s 12 lokacija, pri ¢emu su oba virusa utvrdena samo na po jednoj
lokaciji (8,33 %) i to GVG s pojavnos¢u od 4,1 % na lokaciji Pod Moc¢u (otok Krk) te GBV-1
od 1,9 % na lokaciji KrSete (Pore¢). Ukupna stopa infekcije za tu regiju iznosila je 0,88 %
(5/567) za GVG i 0,35 % (2/567) za GBV-1. U regiji Dalmacija je iz 65 komercijalnih
vinograda testirano 2336 uzoraka, od kojih je 17,81 % (416/2336) bilo pozitivno na GVG i
22,95 % (536/2336) na GBV-1. Uzimajucéi u obzir i pozitivhe uzorke iz Kolekcijskog nasada
u Splitu, ukupni postotak zarazenosti s GVG u regiji Dalmacija je iznosio 17,25 %
(421/2441), a s GBV-1 22,61 % (552/2441) te je ukupna stopa infekcije za priobalnu
Hrvatsku iznosila 14,16 % (426/3008) za GVG i 18,42 % (554/3008) za GBV-1. U tablicama

4.2 14.3 nalazi se pregled rezultata istrazivanja rasprostranjenosti GVG i GBV-1 u Hrvatskoj.
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Tablica 4.2 Rezultati istrazivanja rasprostranjenosti GVG u Hrvatskoj prema lokacijama
uzorkovanja, tipu nasada (komercijalni vinograd—V, kolekcijski nasad—K) i sortama.

; Broj GVG Inficirane
Regija Zupanija Mjesto Lokacija pozitivnih/broj sorte (broj
testiranih biljaka (%) biljaka)
Zbirka virusa Vlaska (16),
vinove loze 22/196 (11,22 %) Mladenka (3),
SZAF (K) Ljutun (3)
Muskatel,
Sredisnja Nacionalna Cipar,
bregovita Grad Zagreb Zagreb kolekcija Silbijanac,
Hrvatska autohtonin 8/113 (7,08 %) Topol,
sorata vinove Petovka,
loze SZAF (K) Gegic,
Bljuzgavac,
Kozjak
Hrvatska Primorsko- >
Istra i otok Krk Pod Mocu (V) 5/123 (4,07 %) Zlahtina
goranska
Kvarner
Mala Rava (V) 64/194 (32,99 %) .
Otk Rava —\o1o Rava (V) 48/110 (43,64 %) Plavina
Pag 2 (V) 16/30 (53,33 %) Muskatel
Gegi¢ (5),
Pag 3 (V) 35/58 (60,34 %) Cipar (14),
otok Pag Dgt;;l((laG)
Zadarska Pag 4 (V) 30/30 (100 %) ey
marastina
Plavina (11),
Pag 5 (V) 14/41 (34,15 %) Debit (3)
Nin Kra""’ﬁ)‘ plaza 2150 (4 %) Marastina
Zemunik  Zemunik Donji o .
Donji W) 1/50 (2 %) Plavina
Sibensko- Primodten Vezac (V) 5/10 (50 %) Babié
kninska Bucavac (V) 1/30 (3,33 %)
KaSte'(\S/)”C”rac 24/50 (48 %) Mladenka
Radun (V) 46/54 (85,19 %) Ljutun
Dalmacija Furnaze (V) 50/50 (100 %) Mladenka
Marceline (V) 54/54 (100 %) Vlaska
Kastela Stomorija (V) 14/50 (28 %) Babica
Bristi 2 (V) 2/25 (8 %) Babica
Rastel Starl (V) 1/40 (2,5 %) Babica
Splitsko- KasteIVStarl 2 6/30 (20 %) karth(Tnakk_
dalmatinska ( )__ . astelanski
Kolekcijski Ci
ipar,
nasad g
. autohtonih i S|Ib|ja|_qgc,
Split . L 5/105 (4,76 %) Gegic,
introduciranih =
. Vlaska,
sorata vinove Mladenka
loze (K)
) Sredné\e/)selo 2 1120 (5 %)
otok Solta Gomie selo 2 Dobrici¢
0,
v V) 1/10 (10 %)
Dobrovacko- b poxac Bioka (V) 1/5 (20 %) Plavac mali
neretvanska
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Tablica 4.3. Rezultati istrazivanja rasprostranjenosti GBV-1 u Hrvatskoj prema lokacijama
uzorkovanja, tipu nasada (komercijalni vinograd—V, kolekcijski nasad—K) i sortama.

Broj GBV-1
. > . . . ozitivnih/broj Inficirane sorte
Regija  Zupanija Mjesto Lokacija testiranih biliaka (broj biljaka)
(%)
Zbirka virusa Ljutun (2), Plavac mali
vinove loze SZAF 10/196 (5,10 %) (5), Vugava (2),
(K) Dobrici¢ (1)
Pavici¢, Gustopupica,
Sredis$nja . Galac, Stara brajda,
bregovita grad Zagreb Zagreb Ns;’g;(?ijlga Ninska crvena, Sarica
Hrvatska autohtonih sorata  15/113 (13,27 %) t}résnj_gwc.a, Muskat.el,
vinove loze SZAF rsticevica, M?I,(uja’
(K) Topzc_)l, Gegié,
Oskorusica, Tanetova
loza, Bljuzgavac
Hrvatska
Istra i Istarska Pore¢ Krsete (V) 2/105 (1,90 %) Borgonja
Kvarner
66/194
otok Rava Mala Rava (V) (34,02 %) Plavina
Vela Rava (V) 85/110 (77,27 %)
Pag 2 (V) 10/30 (33,33 %) Muskatel
Zadarska otok Pag Pag 3 (V) 32/58 (55,17 %) %";g;’r ((:3()),)’132%??;1(%)’
Pag 4 (V) (V) 15/30 (50 %) Paska marastina
Nin Kralji¢ina plaza (V) 48/50 (96 %) Marastina
Zemunik Donji ~ Zemunik Doniji (V) 29/50 (58 %) Plavina
Sibensko- Primogten Vezac (V) 4/10 (40 %) Babié
kninska Bucavac (V) 7/30 (23,33 %)
Kastel Sucurac (V) 6/50 (12 %) Mladenka
Radun 8/54 (14,81 %) Ljutun
Kastel Luksi¢ (V) 22/50 (44 %) Glavinusa
Kastela Furnaze (V) 10/50 (20 %) Mladenka
Stomorija (V) 2/50 (4 %) Babica
Dalmacija Kastel stari 1 (V) 3/40 (7,5 %) Babica
Kastel stari 2 (V) 4/30 (13,33 %) Crljenak kastelanski
Gnjatonja, Plavina,
Plavac mali, Bak,
Gegi¢, Marastina,
Kolekcijski nasad Crna brajda,
Split _ autohto_nih _i 16/105 Gusto_pupica ninska,
introduciranih (15,24 %) Dobrici¢, Drnekusa
sorata (K) vela, Tanetova loza,
Splitsko- Pavicic¢, Tgrin,
dalmatinska KrstiCevica, Sarica
triSnjevica, Pribidrag
Prolozac Vucija Draga (V) 5/135 (3,70 %) Trnjak
Velo vijelo (V) 12/50 (24 %)
Ivan Dolac 1 (V) 48/50 (96 %) .
otok Hvar lvan Dolac 2 (V) 34/50 (68 %) Plavac mali
Crkvenik (V) 24/50 (48 %)
otok Vis Petricevo (V) 32/231 (13,85 %) Plavac mali
Srednje Selo 1 (V) 9/60 (15 %) Posip (1), Dobrici¢ (8)
Srednje Selo 2 (V) 5/20 (25 %) Dobrici¢
ok Softa | SrednieSelo3(V) /50 (10 %) P'g‘;%‘ig?'('?f)z)*
Gornje Selo 2 (V) 2/10 (20 %)
Gornje Selo 3 (V) 2/10 (20 %) Dobrici¢
Gornje Selo 4 (V) 5/10 (50 %)
Dubrovacko- . Bioka (V) 1/5 (20 %) .
neretvanska Peljesac Dingac (V) 1/2 (50 %) Plavac mali
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Uzimajuci u obzir testirane uzorke iz sve Cetiri vinogradarske regije u kontinentalnoj i
priobalnoj Hrvatskoj, uklju€ujuc¢i komercijalne vinograde i kolekcijske nasade, ukupna stopa
infekcije za GVG je iznosila 10,54 % (456/4327), a za GBV-1 13,38 % (579/4327). Pritom
su istrazivani virusi potvrdeni samo u autohtonim hrvatskim sortama vinove loze i to u stopi
infekcije od 12,76 % (456/3575), odnosno 16,20 % (579/3575) od svih testiranih biljaka
autohtonih sorata. Prema tome, virusi nisu utvrdeni ni u jednom uzorku introduciranih
vrsta/sorata (752), koji su uklju€ivali 67 uzoraka loznih podloga 110 Richter (14), LN 33 (13),
Kober 5BB (15), V. riparia (12) i V. rupestris (13) i 24 uzoraka vinove loze sorata
‘Chardonnay’ (7) i 'Pinot crni' (17) iz Kolekcijskog nasada vinove loze i loznih podloga SZAF
te 11 uzoraka introduciranih sorata iz Kolekcijskog nasada autohtonih i introduciranih sorata
u Splitu. Preostalih 650 uzoraka introduciranih sorata odnosilo se na one iz komercijalnih
vinograda, od sorata: ‘Cabernet Sauvignon’ (90), ‘Chardonnay’ (80), ‘Centennial Seedless’
(8), ‘GraSevina’ (nerazjadnjeno podrijetlo, 184), ‘Merlot’ (91), ‘Muskat’ (25), ‘Pinot crni’ (10),
‘Pinot sivi’ (10), ‘Portugizac’ (15), ‘Rajnski rizling’ (54), ‘Rizvanac’ (10), ‘Traminac’ (15) i
‘Vranac’ (3) te 55 uzorka nepoznatih introduciranih sorata. Pored 97 autohtonih hrvatskih
sorata iz kolekcijskih vinograda u Hrvatskoj u kojima virusi nisu detektirani, u ukupno 6
autohtonih sorata iz komercijalnih vinograda pojavnost virusa nije zabiljezena, redom:
‘GraSevina’ (184), ‘Kujundzusa’ (248), ‘Malvasija dubrovacka’ (54), ‘Malvazija istarska’
(100), ‘Skrlet’ (30) i ‘Teran’ (50).

U istrazivanju rasprostranjenosti GVG i GBV-1 u komercijalnim vinogradima, iz istih je
sakupljeno i testirano najviSe uzoraka sorte ‘Plavac mali’ (506), te je utvrdeno 0,20 %
(1/506) zarazenosti s GVG, dok je zarazenost s GBV-1 iznosila 30,43 % (154/506). Najveca
zarazenost s GVG od 100 % (3/3) potvrdena je u sortama ‘Cipar’ na lokaciji Pag 3 (otok
Pag), ‘Paske marastine’ (30/30) na lokaciji Pag 4 (otok Pag) i ‘Vlaske’ (54/54) na lokaciji
Marceline (Kastela). ViSse od 50 % zaraZenosti s GVG zabiljeZzeno je u biljkama sorata
‘Mladenka’ (74 %), ‘Ljutun’ (62,16 %) i ‘Muskatel’ (53,33 %), dok je najmanja zaraZzenost
zabiljezena kod sorte ‘Plavac mali’ (0,20 %). Zarazenost s GBV-1 u svim testiranim biljkama
utvrdena je u sorti ‘“Topol’ (3/3) na lokaciji Pag 3 (otok Pag), dok je viSe od 50 % zarazenosti
tim virusom utvrdeno u uzorcima od sorata ‘Marastina’ (96 %) te ‘Cipar’ (57,14 %), dok je
najmanja zaraZenost utvrdena u sorti ‘Borgonja’ (1,94 %). ZabiljeZzene su takoder i
istovremene infekcije s GVG i GBV-1, pri Eemu je najveci njihov postotak od 57,14 % (8/14)
zabiljezen u sorti ‘Cipar’ na lokaciji Pag 3 (otok Pag), a najveéi broj takvih infekcija (71)
zabiljeZzen je u uzorcima sorte 'Plavina’ sakupljenim na lokacijama Mala Rava i Vela Rava
(otok Rava). Bez obzira na to, mjeSovita infekcija s GVG i GBV-1 u istoj sorti na lokaciji
Zemunik Donji nije utvrdena. Detaljan prikaz zarazenosti s GVG i GBV-1 po sortama,

utvrden u komercijalnim vinogradima priobalnog podrucja, nalazi se na grafikonu 4.6.
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Grafikon 4.6. Broj biljaka autohtonih sorata zarazenih s GVG i GBV-1 te onih bez virusa
uzorkovanih u komercijalnim vinogradima priobalne Hrvatske. U zagradama je naznacen
broj razli€itih lokacija/vinograda s kojih su sakupljeni uzorci peteljki listova za testiranje
metodom viSestrukog RT-qPCR.

U istrazivanje rasprostranjenosti GVG i GBV-1 u Hrvatskoj bilo je ukupno uklju¢eno
12 Zupanija. GVG je detektiran u uzorcima iz vinograda smjestenih unutar 6 zupanija (50
%), pri €¢emu je najveca pojavnost od 28,89 % (210/727) zabiljezena u Zadarskoj zupaniji,
zatim u Sibensko-kninskoj od 15 % (6/40), Splitsko-dalmatinskoj od 12,99 % (204/1570),
Gradu Zagrebu od 3,42 % (30/878), Primorsko-goranskoj zupaniji od 2,36 % (5/212) te u
Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji od 1,27 % (1/79). GVG nije detektiran u zupanijama:
PozeSko-slavonskoj, Sisac¢ko-moslavackoj, Krapinsko-zagorskoj, Zagrebackoj, Istarskoj i
Li€ko-senjskoj (Slika 4.12 A).

U Sest Zupanija utvrdena je i prisutnost GBV-1, s najve¢om pojavnosti u Zadarskoj
Zupaniji od 39,20 % (285/727), zatim u Sibensko-kninskoj od 27,50 % (11/40), Splitsko-
dalmatinskoj od 16,18 % (254/1570), u gradu Zagrebu od 2,85 % (25/878), Dubrovacko-
neretvanskoj od 2,53 % (2/79) te Istarskoj zupaniji od 0,56 % (2/355). GBV-1 nije detektiran
u PoZesko-slavonskoj, Sisako-moslavackoj, Krapinsko-zagorskoj, Zagrebackoj,

Primorsko-goranskoj i LiCko-senjskoj zupaniji (Slika 4.12 B)
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Slika 4.12. Rasprostranjenost GVG (A) i GBV-1 (B) prikazana prema pojavnosti po
Zupanijama u Hrvatskoj; 1-PozeSko-slavonska; 2-Sisacko-moslavacka; 3—-Krapinsko-
zagorska, 4-Zagrebacka; 5-Grad Zagreb; 6-Istarska; 7—Primorsko-goranska; 8-Licko-
senjska; 9-Zadarska; 10-Sibensko-kninska; 11-Splitsko-dalmatinska; 12—-Dubrovagko-
neretvanska. Zupanije oznadene bijelom bojom nisu bile ukljudene u istraZivanje.
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4.5. Sekvenciranje i filogenetske analize

S cillem utvrdivanja genetiCke varijabilnosti istrazivanih virusa izdvojeno je viSe
zarazenih biljaka (35 s GVG i 50 s GBV-1) s viSe razli€itih lokacija. Testiranjem 35 biljaka
zarazenih s GVG metodom RT-PCR u CP regiji genoma dobiveni su produkti veli€ine 606
baznih parova (bp), koji su vizualizirani na agaroznom gelu nakon provedene horizontalne
elektroforeze (Slika 4.13). Nakon provedenog dvosmjernog sekvenciranja Sangerovom
metodom, uklanjanja regija pocetnica te kreiranja konsenzus sekvenci, dobivene su
sekvence veliCine 564 bp. Usporedba navedenih izolata (35 dobivenih Sangerovom
metodom i dva utvrdena metodom HTS — VVL-150 i VM-160) sa 7 izolata preuzetih iz baze
GenBank koji su podrijetlom iz Novog Zelanda i Hrvatske (nisu uzeti u obzir izolati iz SAD
zbog kracih sekvenci), utvrdeno je 79,61 % (449/564) konzerviranih, 20,39 % (115/564)
varijabilnih i 17,73 (100/564) parsimonijski-informativnih mjesta (Prilog 6). Usporedba
pripadajuc¢ih aminokiselinskih sljedova potvrdila je 95,19 % (178/187) konzerviranih, 4,81
% (9/187) varijabilnih i 4,28 % (8/187) parsimonijski-informativnih mjesta (Prilog 7).

MP1 23 4567 891011121314 * * M P 1516 17 18 19 20 21 2223 24 25262728 2930 N M

M P 313233 335 N M

Slika 4.13. Vizualizacija RT-PCR produkata (606 baznih parova) na 1,5 % agaroznom gelu
od 35 GVG izolata odabranih za sekvenciranje u regiji genoma kapsidnog proteina (CP).
Oznake: M-DNA marker (GelPilot 100 bp Plus DNA Ladder, Qiagen, Hilden, Njemacka); 1
— 35—-GVG izolati; P—pozitivha kontrola; N—negativna kontrola; *~nesekvencirani izolat.

Kreirana matrica udaljenosti potvrdila je najveci raspon podudarnosti na nukleotidnoj
razini izmedu hrvatskih izolata u iznosu od 89,01 % do 100 % (Slika 4.14). Takoder, najveci

raspon podudarnosti na aminokiselinskoj razini od 96,79 % do 100 % potvrden je u
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medusobnoj usporedbi hrvatskih GVG izolata. Najmanji raspon podudarnosti na
nukleotidnoj i aminokiselinskoj razini zabiljeZen je u medusobnoj usporedbi novozelandskih
izolata, u rasponu 99,11 — 99,65 % (nt) i 99,47 — 100 % (aa). Podudarnost izmedu hrvatskih
i novozelandskih GVG izolata iznosila je 89,36 — 91,13 % (nt) i 97,33 — 99,47 % (aa).
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Kastela-Kastel Stari 2 (Crljenak kastelanski 15) OM960667 (V)
otok Krk-Pod Mogu (Zlahtina 7) OM960634 (V)
Kastela-Radun (Ljutun 38) OM960645 (V)
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Slika 4.14. Matrica procjene evolucijske udaljenosti, po modelu p-udaljenosti na osnovi
nukleotidnih sekvenci unutar regije genoma kapsidnog proteina (564 nukleotida), izmedu
37 hrvatskih GVG izolata utvrdenih ovim istraZivanjem i sedam izolata preuzetih iz baze
GenBank. Podudaranje na razini nukleotida — ispod dijagonale; podudaranje na razini
aminokiselina — iznad dijagonale. Izolati podrijetlom iz Novog Zelanda oznaceni su imenom
izolata i pripadaju¢im pristupnim brojem u bazi GenBank, dok su hrvatski izolati oznaceni
mjestom, poloZajem, sortom i rednim brojem uzorkovane biljke u komercijalnom vinogradu
(V) ili kolekcijskom nasadu (K) te pristupnim brojem u bazi GenBank.
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Filogenetska analiza 37 novootkrivenih hrvatskih GVG izolata i 11 izolata preuzetih
iz baze GenBank (Tablica 3.2) otkrila je grupiranje izolata u pet filogenetskih grupa
podrzanosti 78 — 99 % (Slika 4.15). Grupa 3 se u potpunosti sastoji od otprije poznata Cetiri
GVG izolata iz SAD-a, dok je grupa 4 sastavljena od izolata podrijetlom iz Novog Zelanda.
Filogenetska grupa 2 objedinjuje otprije poznata Cetiri izolata iz Hrvatske, preuzeta iz baze
GenBank (VLJ-178-MF781081, VVL-101-MF993575, VD-102-MF993574, te VB-108—
MF993573), kao i novootkriveni izolat koristen u razvoju protokola detekcije — VVL-150
(ON000923) te Eetiri novootkrivena GVG izolata podrijetlom iz lokacije Marceline (Kastela,
Vlaska 51, 52, 53 i 54). Za razliku od spomenutih filogenetskih grupa, grupe 1 i 5
predstavljaju dosad nepoznati spektar genetske raznolikosti u CP regiji genoma, bududéi da
se u potpunosti sastoje od novootkrivenin GVG izolata sekvenciranih i filogenetski

obradenih u ovom istrazivanju.

Filogenetska analiza potvrdila je filogenetsku sli¢nost ili podudarnost GVG izolata
podrijetlom iz istih lokacija, buduéi da su se oni grupirali blizu jedan drugome i na iste
ogranke podrzanosti ve¢e od 50 % unutar istih filogenetskih grupa. Pri tome su se svi
analizirani izolati sakupljeni sa Sest lokacija grupirali unutar istih ogranaka, redom Kastel
Suéurac (Kastela, Mladenka 2, 3 i 20), Stomorija (Kastela, Babica 25, 30 i 45), Vela Rava
(otok Rava, Plavina 40, 42 i 55), Marceline (Kastela, Vlaska 51, 52, 53 i 54), Mala Rava
(otok Rava, Plavina 28, 35 i 36) te Bristi 2 (Kastela, Babica 17 i 19). Pritom je na lokacijama
Marceline (Kastela) te Mala Rava (otok Rava) zabiljezeno formiranje podogranaka,
sugerirajuci ve¢u genetsku divergentnost izolata na tim lokacijama u usporedbi s lokacijama
Kastel Suéurac i Stomorija (Kastela), gdje takoder nisu svi izolati bili identi¢ni u analiziranom
fragmentu. Najvecéa divergentnost izolata iz iste lokacije/vinograda zabiljezena je na lokaciji
Radun (Kastela), pri €emu su se dva izolata grupirala zajedno na isti ogranak (Ljutun 53 i
Ljutun 54), dok se izolat podrijetltom od udaljene bilike u istom vinogradu (Ljutun 38)
pozicionirao zasebno u odnosu navedena dva izolata. Bez obzira na to, nije zabiljezeno
grupiranje izolata iz razli¢itih lokacija na iste ogranke podrzanosti vece od 50 %, osim u
slucaju izolata s lokacije zbirke virusa vinove loze SZAF (VM-160 i VVL-150) s izolatima iz
lokacija Kastel Su¢urac i Marceline (Kastela), medutim treba uzeti u obzir da navedeni zolati
iz zbirke virusa potje€u od biljaka podrijetlom iz Kastela. Sve navedeno ukazuje na
medusobnu znacajnu filogenetsku razlicitost GVG izolata podrijetlom iz razliitih lokacija te
identiCnost ili slicnost izolata s istih lokacija u CP regiji genoma, $to bi mogao biti rezultat

lokalnog prijenosa virusa (Slika 4.15).
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VD-102 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) MF993574) K
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otok Rava-Mala Rava (Plavina 36) OM960637 V
Nin (Marastina 9) OM960665 V

Kastela-Bristi 2 (Babica 19) OM960657 V
Kastela-Bristi 2 (Babica 17) OM960656 V
Primosten-Bucavac (Babi¢ 20) OM960668 V P— 1

Split (Cipar) OM960658 K

otok Rava-Mala Rava (Plavina 41) OM960638 V
Nacionalna kolekcija autohtonih sorata SZAF (Silbijanac 1) OM960661 K

VB-108 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) MF993573) K

VLJ-178 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) MF781081) K
8
VVL-101 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) MF993575) K

otok Rava-Mala Rava (Plavina 28) OM960635 V

Zemunik Donji (Plavina 15) OM960666 V

otok Pag-Pag 3 (Gegi¢ 5) OM960662 V

Split (Silbijanac) OM9B0659 K -

et 2

Slika 4.15. Filogenetsko stablo, konstruirano statistitkom metodom najveée vjerojatnosti
(ML) prema Tamura-3-parameter modelu nukleotidne supstitucije i gama raspodjeli (T3 +
G), prikazuje 37 GVG izolata utvrdenih ovim istrazivanjem (dva izolata sekvenciranih
metodom HTS — VVL-150i VM-160 i 35 izolata sekvenciranih Sangerovom metodom) te 11
izolata preuzetih iz baze GenBank, na osnovi nekleotidnih sekvenci unutar regije genoma
kapsidnog proteina (CP; 564 nukleotida). Prikazana je podrzanost ogranaka vec¢a od 50 %.
Izolati opisani ovim istrazivanjem oznaeni su mjestom, poloZajem, sortom i brojem
uzorkovane biljke u komercijalnom vinogradu (V) ili kolekcijskom nasadu (K) te pripadajuéim
pristupnim brojem u bazi GenBank. Mjerna oznaka predstavija broj supstitucija po
nukleotidnom mjestu. Oznake: 1 — 5-filogenetske grupe.
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Detekcija GBV-1 u RT regiji genoma metodom PCR rezultirala je produktima veli€ine
419 bp, koji su vizualizirani na 1,5 % TBE agaroznom gelu nakon provedene horizontalne
elektroforeze (Slika 4.16). Nakon obrade uzvodnih i nizvodnih sekvenci dobivene su
konsenzus sekvence, koje su se bez regija komplementarnih pocetnicama sastojale od 375
nukleotida. Usporedba 54 izolata utvrdenih ovim istraZivanjem (50 sekvenciranih
Sangerovom metodom te Cetiri metodom HTS) te otprije poznatog izolata VLJ-178
(NC_055481) iz baze GenBank, pokazala je 73,33 % (275/375) konzerviranih, 26,67 %
(100/375) varijabilnih te 15,20 % (57/375) parsimonijski-informativnih mjesta (Prilog 8).
Usporedba pripadaju¢ih aminokiselinskih sljedova (124 aa) rezultirala je s 89,52 %
(112/124) konzerviranih, 10,48 % (13/124) varijabilnih i 3,23 % (4/124) parsimonijski-
informativnih mjesta (Prilog 9).

M 123 45 6789 101112131415 N M M 16 17 18 19 202122 23242526272829 3031 N M

M 32 33 34 35 36 37 38 39 40 N M M 41 4243 44454647484950N M

Slika 4.16. Vizualizacija PCR produkata (419 baznih parova) na 1,5 % agaroznom gelu od
50 GBV-1 izolata odabranih za sekvenciranje u regiji genoma reverzne transkripzate (RT).
Oznake: M—DNA ljestvica (GelPilot 100 bp Plus Ladder, Qiagen, Hilden, Njemacka); 1 —
50-razli¢iti GBV-1 izolati; N-negativha kontrola.

Analiza matricom udaljenosti na 54 hrvatska GBV-1 izolata potvrdena u ovom
istrazivanju i jednog izolata VLJ-178 iz baze GenBank, pokazala je medusobnu
podudarnost u rasponu od 94,13 % do 100 % na nukleotidnoj te 92,74 % do 100 % na
aminokiselinskoj razini RT regije genoma. Podudarnost od 100 % na nukleotidnoj razini
zabiljezena je u medusobnoj usporedbi izolata podrijetlom iz istih lokacija, redom: Vucija
Draga (Prolozac, Trnjak 20, 30 i 31), PetriCevo (otok Vis, Plavac mali 27 i 28), lvan Dolac 2

(otok Hvar, Plavac mali 6 i 7) i Kastel LukSi¢ (Kastela, Glavinusa 6, 7 i 19). Najmanja
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podudarnost u nt zabiljeZzena je izmedu izolata s lokacija Mala Rava (otok Rava, Plavina
55) i Crkvenik (otok Hvar, Plavac mali 44), dok je najmanja podudarnost u aa utvrdena
izmedu izolata s lokacija Mala Rava (otok Rava, Plavina 55) i Split (Bak) (Slika 4.17).

ProloZac-Vudija Draga éTrnjak 20) OM320491 (V)
Prolozac-Vuéija Draga (Trnjak 30) OM320492 (V)
Prolozac-Vuéija Draga (Trnjak 31) OM320493 (V)
otok Rava-Vela Rava (Plavina 76) OM320490 (V)
otok Rava-Vela Rava (Plavina 42) OM320487 (V)
Split (Sarica triSnjevica) OM320517 (K)
Zemunik (Plavina 29) OM320528 (V)
otok Rava-Vela Rava (Plavina 3) OM320489 (V)
otok Rava-Mala Rava (Plavina 29) OM320483 (V)
otok Hvar-Velo Vijelo (Plavac mali 23) OM320506 (V)
Split (Dobri¢i¢) OM320519 (K)
PMC-313 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) (K)
otok Hvar-lvan Dolac 1 (Plavac mali 6) OM320497 (V)
otok Hvar-Velo Vijelo (Plavac mali 24) OM320507 (V)
otok Vis (Plavac mali 27) OM320513 (V)
otok Vis (Plavac mali 28) OM320514 (V|
otok Hvar-lvan Dolac 1 gPIavac mali 25) OM320511 (V,
Pore¢-KrSete (Borgonja 61) OM320482 (V,
otok Rava-Vela Rava (Plavina 1) OM320488 (V.
Nin (Marastina 18) OM320527 (V|
Kastela-Kastel Suéurac (Mladenka 34) OM320496 (V.
Kastela-Kastel Suéurac (Mladenka 50) OM320495 (V.
Split (Topol) OM320521 (K
otok Rava-Mala Rava (Plavina 100) OM320485 (V)
otok Rava-Mala Rava (Plavina 101) OM320486 (V)
Kastela-Radun (Ljutun Sg OM320522 (V.

otok Hvar-lvan Dolac_1 (Plavac mali 5) OM320509
otok Hvar-lvan Dolac 2 (Plavac mali 6) OM320497 (V)
otok Hvar-lvan Dolac 2 (Plavac mali 7) OM320498 (V)
otok Hvar-lvan Dolac 2 (Plavac mali 36) OM320499 (V)
otok Solta-Gorry’e Selo 3 (Dobrici¢ 38) OM320526 (V|
Primosten-Bucavac (Babi¢ 2) OM320530 (V,
Zbirka virusa vinove loze SZAF (Plavac mali 22) OM320531 (K
Kastela-Kastel Luksi¢ (Glavinusa 6) OM320500 (V.
Kastela-Kastel Luksi¢ EGIavinuéa 7; OM320501 Evg
Kastela-Kastel Luksi¢ (Glavinusa 19) OM320502 (V)
VG-102 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) (K
Split (Plavina) OM320520 (K)
Kastela-Kastel Sucurac (Mladenka 26) OM320494 (V)
otok Solta-Srednje Selo 3 (Plavac mali 22) OM320525 (V)
PMC-235 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) (K)
otok Hvar-Velo Vijelo (Plavac mali 6) OM320505 (V)
Kolekcija autohtonih sorata SZAF (Galac) OM320523 EK;

otok Vis (Plavac mali 115) OM320515 (V,

Split (nepoznata) OM320518 (K

Kastela-Furnaze (Mladenka 32) OM320503 (V;
Kastela-Kastel Stari 2 (Crljenak kastelanski 1) OM320529

Split_(Bak) OM320516 (K)

4 (Paska marastina 17; 0OM320524 (V,

otok Pag-Pa?
otok Hvar-Velo Vijelo (Plavac mali 46) OM320508 (V
Kastela-Stomorija (Babica 41) OM320504 (V|

PMC-282 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) (K

VLJ-178 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) NC_055481 (K)

otok Rava-Mala Rava (Plavina 55) OM320484 (V
otok Hvar-Crkvenik (Plavac mali 44) OM320512 (V. 11 ] |
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Slika 4.17. Matrica procjene evolucijske udaljenosti, po modelu p-udaljenosti na osnovi
nukleotidnih sekvenci unutar regije genoma reverzne transkriptaze (RT; 375 baznih
parova), izmedu 54 GBV-1 izolata utvrdenih ovim istrazivanjem i izolata VVLJ-178 preuzetog
iz baze GenBank. Podudaranje na razini nukleotida — ispod dijagonale; podudaranje na
razini aminokiselina — iznad dijagonale. |zolati su ozna€eni mjestom, polozajem, sortom i
rednim brojem uzorkovane biljke u komercijalnom vinogradu (V) ili kolekcijskom nasadu (K)
te pristupnim brojem u bazi GenBank.
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Rezultati

Filogenetska analiza u RT regiji genoma od ukupno 55 GBV-1 izolata (50 novo
sekvenciranih izolata Sangerovom metodom, Cetiri izolata sekvencirana metodom HTS —
PMC-235, PMC-282, PMC-313 i VG-102 i izolata VLJ-178 preuzetog iz baze GenBank)
potvrdila je nukleotidnu identiCnost izolata iz istih lokacija, redom Petri¢evo (otok Vis, Plavac
mali 27 i 28), Ivan Dolac 2 (otok Hvar, Plavac mali 6 i 7) i Kastel LukSi¢ (Kastela — Glavinusa
6, 7 i 19) te ih je smjestila u tri odvojena ogranka podrzana od 96 do 99 % (Slika 4.18).
Premda je izolat VG-102 detektiran u zbirci virusa vinove loze SZAF, podrijetlo vinove loze
sorte 'Glavinu$a' iz koje je izoliran je s podrucja Kastela, $to dokazuje njegovo grupiranje
na isti ogranak i nukleotidnu identi¢nost s izolatima iz lokacije Kastel LukSi¢ (Kastela,
Glavinusa 6, 7 i 19). S lokacije Petri¢evo (otok Vis) dva izolata sa susjednih trsova (Plavac
mali 27 i 28) pokazala su se identi¢nima na nukleotidnoj razini, dok se treci izolat, prikupljen
na istoj lokaciji, ali s udaljenijeg trsa (Plavac mali 115), grupirao u zaseban ogranak s
izolatom iz zbirke virusa vinove loze SZAF (Plavac mali 22), koji je podrijetlom s otoka Visa.
Navedeno sugerira filogenetsku heterogenost na lokaciji Vis s podudarnos$éu u
analiziranom fragmentu RT regije genoma izmedu susjednih trsova, a isti je fenomen
primijecen i na lokaciji Ivan Dolac 2 (otok Hvar, Plavac mali 6 i 7 te Plavac mali 36). S druge
strane, filogenetska podudarnost izmedu izolata podrijetlom od susjednih i udaljenih trsova
zabiljezena je na lokacijama Vucija Draga (Prolozac, Trnjak 20, 30 i 31) te Kastel LukSic
(Kastela, GlavinuSa 6, 7 i 19). Premda nisu bili identi¢ni, izolati s lokacije Velo Vijelo (otok
Hvar, Plavac mali 23 i 24) formirali su zasebni ogranak (73 % podrzanosti) u odnosu na
izolat podrijetlom iz udaljenog trsa Plavac mali 46, sugerirajuéi takoder vecu sli¢nost izolata
podrijetlom od susjednih trsova na navedenoj lokaciji. S obzirom da nije zabiljezeno
grupiranje izolata podrijetlom s razli€itih lokacija, sve navedeno sugerira na izrazeni lokalni

prijenos virusa, a posebno medu susjednim trsovima u vinogradu.
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ProloZac-Vugija Draga (Trnjak 30) OM320492 V

Prolozac-Vucija Draga (Trnjak 31) OM320493 V

ProloZac-Vugija Draga (Trnjak 20) OM320491 V

Split (Sarica trisnjevica) OM320517 K

9B | otok Vis (Plavac mali 27) OM320513 V

% otok Vis (Plavac mali 28) OM320514 V

otok Rava-Vela Rava (Plavina 76) OM3204980 V

L_ VLJ-178 (Zbirka virusa vinove SZAF) NC 065481 K
Primosten-Bucavac (Babic 2) OM320530 V

otok Rava-Vela Rava (Plavina 3) OM320489 V

Zemunik Donji (Plavina 29) OM320528 V

I ook Rava-Vela Rava (Plavina 1) OM320488 V

r Nin (Marastina 18) OM320527 V

— Kastela-Kastel Sucurac (Mladenka 34) OM320496 V

L olok Solta-Gornje Selo 3 (Dobricié 38) OM320526 V

{Ij ofok Solta-Srednje Selo 3 (Plavac mali 22) OM320525 V

PMC-235 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) K
Pore¢ -Kréete (Borgonja 61) OM320482 V
r Split (Dobnicic ) OM320519 K
— PMC-313 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) V
otok Rava-Vela Rava (Plavina 42) OM320487 V
— Split (Bak) OM320518 K
{_otok Hvar-lvan Dolac 1 (Plavac mali 6) OM320510 V
otok Hvar-Velo Vijelo (Plavac Mali 6) OM320505 V
olok Pag-Pag 4 (Paska marastina 17) OM320524 V
{l;plil (Topel) OM320521 K
Kastela-Kastel Sucurac (Mladenka 50) OM320495 V
7, otok Hvar-lvan Dolac 2 (Plavac mali 6) OM320497 V
% olok Hvar-lvan Dolac 2 (Plavac mali 7) OM320498 V
—— Kastela-Furnaze (Mladenka 32) OM320503 V
otok Rava-Mala Rava (Plavina 29) OM320483 V
Ef olok Vis (Plavac mali 115) OM320515 V
Zhirka virusa vinave loze SZAF (Plavac mali 22) OM320531 K
Kastela-Kastel Luksi¢ (Glavinusa 19) OM320502 V
B9 | VG-102 (Zbirka virusa vinove loze SZAF) K
Kastela-Kastel Luksi¢ (Glavinusa 6) OM320500 V
Kastela-Kastel Luksi¢ (Glavinusa 7) OM320501 V
— Kastela-Radun (Ljutun 5) OM320522 V
r otok Hvar-lvan Dolac 1 (Plavac mali 5) OM320509 V
—— PMC-282 {Zbirka virusa vinove loze SZAF) K
— Kastela-Stomorija (Babica 41) OM320504 V
ook Rava-Mala Rava (Plavina 55) OM320484 V
— otok Hvar-Velo Vijelo (Plavac mali 46) OM320508 V
— Nacionalna kolekcija autohtonih sorata SZAF (Galac) OM320523 K
— Kastela-Kastel Stani 2 (Crljenak kastelanski 1) OM320529 V
— Kastela-Kastel Sucurac (Mladenka 26) OM320494 V
£0tok Hvar-lvan Dolac 1 (Plavac mali 25) OM320511 V
otok Hvar-lvan Dolac 2 (Plavac mali 36) OM320499 V
{ olok Rava-Mala Rava (Plavina 100) OM320485 V
otok Rava-Mala Rava (Plavina 101) OM320486 V
’7? otok Hvar-Velo Vijelo (Plavac mali 23) OM320506 V
{ ofok Hvar-Velo Vijelo (Plavac mali 24) OM320507 V
otok Hvar-Crkvenik (Plavac mali 44) OM320512 V
Split (Plavina) OM320520 K
Split (nepoznata) OM320518 K
GRLDaV-w4 HG940503

0.02

Slika 4.18. Filogenetsko stablo, konstruirano statistitkom metodom najveée vjerojatnosti
(ML) prema Tamura-3-parameter modelu nukleotidne supstitucije i gama raspodjeli (T3 +
G), prikazuje 54 GBV-1 izolata utvrdenih ovim istrazivanjem te izolat VLJ-178 preuzet iz
baze GenBank, na osnovi nukleotidnih sekvenci unutar regije genoma reverzne
transkriptaze (RT; 375 nukleotida). Prikazana je podrzanost ogranaka veca od 50 %. |zolati
su oznaceni mjestom, polozajem, sortom i brojem uzorkovane biljke u komercijalnom
vinogradu (V) ili kolekcijskom nasadu (K) te pristupnim brojem u bazi GenBank. Za
ukorjenjivanje stabla koriSten je GRLDaV izolat w4. Mjerna oznaka predstavlja broj
supstitucija po nukleotidnom mjestu.
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4.6. Prijenos istrazivanih virusa
4.6.1. Prijenos licinkama lozine $titaste usi (Planococcus ficus Sign.)

U istraZivanju prijenosa virusa vektorom tijekom 2020. i 2021. godine, GVG i GBV-
1 su uspjeSno preneseni licinkama lozine Stitaste usi (PI. ficus) prvog i drugog razvojnog
stadija jedino na sjemenjake vinove loze. U 2020. godini taj je prijenos za GVG ostvaren na
4 od 20 (20 %) koristenih sjemenjaka, dok je za GBV-1 prijenos bio uspjeSan na 9 od 20
(45 %) sjemenjaka vinove loze sorte ‘Grk’ x ‘Panonia’. S obzirom da virusi nisu preneseni
na zeljaste test biljke i korove u 2020. godini, u vektorskom prijenosu 2021. godine koristeni
su samo sjemenjaci vinove loze sorte ‘Zlahtina’. U 2021. godini GVG je metodom
viSestrukog RT-gPCR detektiran u 2 od 21 (9,52 %) koristenih sjemenjaka, $to daje ukupnu
uspjesnost prijenosa GVG na vinovu lozu utvrdenu u dvogodidnjem prijenosu od 14,63 %.
Tijekom 2021. godine GBV-1 je uspjeSno prenesen na 16 od 21 (76,19 %) koriStenih
sjemenjaka $to je rezultiralo s ukupnom uspjesnosc¢u prijenosa kroz dvije godine od 60,98
% (Tablica 4.4).

S obzirom da je bilka sorte 'Vlaska' — VVL-112 (koriStena kao izvor inokuluma u
testovima prijenosa vektorom) uz GVG bila istovremeno zarazena i s GLRaV-3, svi
sjemenjaci zarazeni s GVG nakon testova prijenosa dodatno su testirani i na GLRaV-3

metodom RT-gPCR te je u svima potvrden navedeni virus.

Tablica 4.4. Rezultati prijenosa GVG i GBV-1 na zeljaste test biljke, korove i sjemenjake
vinove loze koristenjem liinki lozine Stitaste uSi (Planococcus ficus) prvog i drugog
razvojnog stadija.

: Godina - - Broj inficiranih biljaka/
Virus prijenosa Koristene biljke Vrsta broj Iiori§tenih bilja]ka (%)
. - Chenopodium murale 0/10
zeljaste test biljke Nicotiana benthamiana 0/20
Amaranthus retroflexus 0/10
GVG 2020 Korovi Ambrosia a_rtemisifolia 0/20
Chenopodium album 0/20
Galinsoga parviflora 0/10
sjemenjaci vinove loze  Vitis vinifera (Grk x Panonia) 4/20 (20%)
2021 sjemenjaci vinove loze Vitis vinifera (Zlahtina) 2/21 (9,52 %)
zeljaste test biljke Chenopodium murale 0/10
Nicotiana benthamiana 0/20
Amaranthus retroflexus 0/10
2020 . Ambrosia artemisifolia 0/20
GBV-1 korovi Chenopodium album 0/20
Galinsoga parviflora 0/10
sjemenjaci vinove loze  Vitis vinifera (Grk x Panonia) 9/20 (45%)
2021 sjemenjaci vinove loze Vitis vinifera (‘Zlahtina’) 16/21 (76,19 %)
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4.6.2. Prijenos mehanickom inokulacijom

Nakon provedenog dvogodiSnjeg istrazivanja prijenosa GVG i GBV-1 mehani¢kom

inokulacijom koristenjem tri razliita inokulacijska pufera (fosfatni, nikotinski te fosfat-

nikotin-cisteinski), ni jedna od 26 zeljastih test biljaka, 43 korovne bilike i 7 sjemenjaka

vinove loze koridtenih u 2020. godini te 127 zeljastih test biljaka i 46 korovnih biljaka

koristenih u 2021. godini nije bila pozitivha na GVG ili GBV-1, nakon provedenog testiranja

metodom videstrukog RT-qPCR (Tablica 4.5).

Tablica 4.5. Rezultati prijenosa GVG i GBV-1 na sjemenjake vinove loze, zeljaste test biljke

i korove mehani¢kom inokulacijom koriStenjem tri razli€ita inokulacijska pufera. Oznake: P—

fosfatni pufer; N—nikotinski pufer; P-N-C—fosfat-nikotin-cisteinski pufer.

Broj inficiranih biljaka/

Virus pﬁj"e‘:]'gga Koristene biljke Vrsta broj koristenih biljaka
P N P-N-C
zeljaste test biljke Chenopodium murale 0/5 0/6 0/6
Nicotiana benthamiana 0/3 0/3 0/3
Amaranthus retroflexus 0/6 0/6 0/6
2020 Korovi Ambrosia artemisifolia 0/3 0/3 0/3
Chenopodium album 0/4 0/3 0/3
Galinsoga parviflora 0/2 0/2 0/2
GVG sjemenjaci vinove loze Vitis vinifera (Grk x Panonia) 0/3 0/2 0/2
UKUPNO 0/26 0/25 0/25
zeljaste test biljke Chenopodium murale 0/38 0/38 0/39
Nicotiana benthamiana 0/4 0/4 0/4
2021 Amaranthus retroflexus 0/5 0/5 0/5
korovi Chenopodium album 0/5 0/5 0/5
Abuthilon theophrasti 0/5 0/5 0/5
UKUPNO 0/24 0/24 0/24
zeljaste test biljke C_her_10podium murale 0/6 0/5 0/6
Nicotiana benthamiana 0/3 0/3 0/3
Amaranthus retroflexus 0/6 0/6 0/6
2020 Korovi Ambrosia artemisifolia 0/3 0/3 0/3
Chenopodium album 0/3 0/3 0/4
Galinsoga parviflora 0/2 0/2 0/2
GBV-1 sjemenjaci vinove loze Vitis vinifera (Grk x Panonia) 0/3 0/2 0/2
UKUPNO 0/26 0/24 0/26
zeljaste test biljke (?her_mpodium murale 0/5 0/5 0/5
Nicotiana benthamiana 0/4 0/4 0/4
2021 Amaranthus retroflexus 0/5 0/5 0/5
korovi Chenopodium album 0/5 0/5 0/5
Abuthilon theophrasti 0/5 0/5 0/5
UKUPNO 0/24 0/24 0/24
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4.6.3. Prijenos sjemenom vinove loze

Uzgojem sjemenjaka iz sjemena sakupljenog od izvoris$nih biljaka zarazenih s GVG
i GBV-1, proizvedeno je ukupno 420, odnosno 100 sjemenjaka koji su dospjeli u fazu 3 — 5
razvijenih listova u kojoj su testirani viSestrukim RT-qPCR. lako su sjemenjaci proizvedeni
od ukupno pet biljaka loze sorte ‘Zlahtina’ inficiranih s GVG te $est razligitih autohtonih
sorata inficiranih s GBV-1, ni jedan od 520 testiranih sjemenjaka nije bio pozitivan na GVG
ili GBV-1. Stoga, sposobnost prijenosa virusa sjemenom nije potvrdena za istrazivane
viruse (Tablica 4.6).

Tablica 4.6. Rezultati prijenosa istraZivanih virusa sjemenom vinove loze. Prisutnost virusa
provjerena je metodom visestrukog RT-gPCR.

. Oznaka Broj inficiranih sjemenjaka/
Virus . L x - Sorta . ST :

izvoriSne biljke broj testiranih sjemenjaka

Krk 37 0/20

Krk 82 0/20

GVG Krk 84 Zlahtina 0/20

Krk 85 0/20

Krk 88 0/20

UKUPNO 0/100

3-L-1 Stara brajda 0/50

4-H-4 Galac crni 0/45

4-1-3 Gustopupica 0/68

GBV-1 5-E-4 Soi¢ crni (primka 1) 0/70

8-E-1 Soi¢ crni (primka 2) 0/63

7-L-1 Mekuja 0/87

8-F-1 Krsticevica 0/37

UKUPNO 0/420

4.6.4. Prijenos cijepljenjem ,na zrelo*

UspjeSan prijenos cijepljenjem ,na zrelo* dokazan je za oba istrazivana virusa (GVG
i GBV-1) i za sve koristene indikatore (Kober 5BB, V. rupestris, LN 33 i V. riparia), bez
obzira na zarazenost jednim ili oba virusa u ishodiSnim biljkama. UspjeSnost prijenosa za
GVG bila je 100 %, dok je uspjeSnost prijenosa za GBV-1 varirala od 44,44 % (Kober 5BB)
do 100 % (V. rupestris) u prijenosu bez GVG te od 57,14 % (Kober 5BB) do 100 % (V.
riparia) u koinfekcijskom prijenosu s GVG. Zabiljezen je neSto uspjesniji ukupni prijenos
GBV-1 u koinfekcijskom prijenosu s GVG od 64,29 %, u odnosu na prijenos od 50 % bez
prisutnosti GVG cijepljenoj plemci. U konacnici, testiranje viSestrukim RT-gPCR potvrdilo je
da su GVG i GBV-1 prenosivi cijeplienjem sa zarazene plemke na podlogu i to u ukupnom
postotku od 100 % za GVG te 57,69 % za GBV-1 (Tablica 4.7). Osim mogu¢nosti prijenosa
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putem cijepljenja ,na zrelo®, ameri€ke vrste V. rupestris i V. riparia te hibridi Kober 5BB i LN

33 identificirani su kao pogodni domacini istrazivanih virusa.

Tablica 4.7. Rezultati prijenosa GVG i GBV-1 cijepljenjem zarazene plemke vinove loze na
podlogu ameri¢kih vrsta i hibrida. Uspjednost prijenosa provjerena je metodom viSestrukog
RT-gPCR.

Broj pozitivnih indikatora/

Virus Indikator broj cijepljenih indikatora (%)
Kober 5BB 36/36 (100 %)
Vitis rupestris 3/3 (100 %)
GVG LN 33 4/4 (100 %)
Vitis riparia 6/6 (100 %)
UKUPNO 49/49 (100 %)
Kober 5BB 419 (44,44 %)
GBV-1 Vitis rupestris 1/1 (100 %)
LN 33 1/2 (50 %)
UKUPNO 6/12 (50 %)
GVG 7/7 (100 %)
Kober 5BB GBV-1 417 (57,14 %)
Vitis rupestris GVG 212 (100 %)
GBV-1 1/2 (50 %)
] GVG 3/3 (100 %)
GVG + GBV-1 LN 33 GBVA 273 (6. 67 %)
Vitis riparia GVG 2/2 (100 %)
GBV-1 2/2 (100 %)
GVG 14/14 (100 %)
UKUPNO GBV-1 o/14 (64,29 %)

4.6.5. Prijenos cijepljenjem ,zeleno na zrelo*

Cijepljenjem zelenih inficiranih pupova zarazenih s GVG tehnikom inokuliranja na T-
spoj pod koru, uspjesno su inokulirane tri od Cetiri biljke nacijepljenih indikatora LN 33 i
Kober 5BB, dvije od Cetiri biljke indikatora 110 Richter te dvije od tri biljke vinove loze sorata
‘Chardonnay’ i ‘Cabernet Sauvignon’, sto je potvrdeno detekcijom virusa viSestrukim RT-
gPCR. U zbroju, GVG je uspjeSno prenesen na 12 od ukupno 30 nacijepljenih biljaka
indikatora, Sto je dalo postotak uspjesnosti prijenosa virusa od 40 %. U suprotnosti s GVG,
GBV-1 je detektiran samo u dvije bilike vinove loze sorata ‘Chardonnay’ i ‘Cabernet
Sauvignon’ od ukupno 21 nacijepljene biljke indikatora i vinove loze, §to je dalo ukupni
prijenos od 9,52 %. U tablici 4.8 nalazi se detaljan pregled rezultata cijepljenja ,zeleno na

zrelo”.
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Tablica 4.8. Rezultati prijenosa GVG i GBV-1 cijepljenjem ,zeleno na zrelo® koriStenjem
drvenastih indikatora i vinove loze. UspjeSnost prijenosa provjerena je metodom
viSestrukog RT-gPCR.

Broj inficiranih indikatora/

Virus Indikator broj cijepljenih indikatora (%)
LN 33 3/4 (75 %)
Kober 5BB 3/4 (75 %)
Vitis rupestris 0/4
Vitis riparia 0/4
GVG 110 Richter 2/4 (50 %)
Vitis vinifera (Chardonnay) 2/3 (67,67 %)
Vitis vinifera (Cabernet Sauvignon) 2/3 (67,67 %)
UKUPNO 12/30 (40 %)
LN 33 0/3
Kober 5BB 0/3
Vitis rupestris 0/3
Vitis riparia 0/3
GBV-1 110 Richter 0/3
Vitis vinifera (Chardonnay) 1/3
Vitis vinifera (Cabernet Sauvignon) 1/3
UKUPNO 2/21 (9,52 %)

Buduci je biljika koristena kao izvor pupova za prijenos GVG bila istovremeno
zarazena i s GLRaV-3, nakon provedene provjere metodom RT-gPCR u svim indikatorima
i vinovoj lozi zarazenima s GVG, potvrden je i prienos GLRaV-3. Na listovima
GVG+GLRaV-3 pozitivnih indikatora, u usporedbi s negativnim kontrolama, primijeceni su
simptomi karakteristi¢ni za GLD, s izuzetkom asimptomatske biljke zarazenog indikatora
110 Richter. Simptomi su ukljudivali: zucenje i uvijanje plojke lista (Kober 5BB i
‘Chardonnay’), crvenilo i uvijanje listova (LN 33) te crvenilo bez uvijanja listova na vinovoj
lozi sorte ‘Cabernet Sauvignon’. Bez obzira na folijarne simptome, na centralnim cilindrima
inficiranih biljaka nakon skidanja kore nisu primijeéene nikakve promjene u odnosu na
neinficirane biljke (Slika 4.19). U suprotnosti sa simptomima primije¢enima u slu¢aju zaraze
s GVG i GLRaV-3, vizualnim pregledom listova i centralnih cilindara biljaka vinove loze

zarazenih s GBV-1 nisu uoceni simptomi infekcije.
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Kober 5BB

110 Richter Chardonnay Cabernet Sauvignon

-

v

Slika 4.19. Razli¢iti simptomi na listovima drvenastih indikatora (Kober 5BB i LN 33) i vinove
loze (‘Chardonnay’ i ‘Cabernet Sauvignon’) inficiranih s GVG i GLRaV-3 pet mjeseci nakon
provedbe cijepljenja ,zeleno na zrelo®, s izuzetkom indikatora 110 Richter koji je bez
simptoma. Na pripadajuéim centralnim cilindrima kambija nisu uoene promjene koje bi
upucivale na virusnu infekciju.
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5. RASPRAVA

5.1. Osjetljivost i uCinkovitost novih molekularnih metoda detekcije

Precizna i pouzdana dijagnostika virusa temelj je za sva ostala istraZivanja u biljnoj
virologiji. Razvoj metoda i protokola koji omoguéavaju detekciju virusa u biljci prvenstveno
proizlazi iz potrebe za kontrolom ekonomski znacajnih bolesti koje uzrokuju veliku Stetu
biljnoj proizvodniji, koja je na globalnoj razini procijenjena na 15 milijardi americkih dolara
($) godisnje (Matthews, 2019). Do danas je identificirano oko 30 ekonomski znacajnih
virusa vinove loze, za vecinu kojih su razvijene metode detekcije bazirane na seroloSkim
i/ili molekularnim metoda (Blouin i sur., 2017; Rowhani i sur., 2017c). Za razliku od
ekonomski znacajnih virusa, za velik broj novootkrivenih virusa vinove loze nije poznata
stvarna uloga u interakciji s biljkama te utjecaj na biljnu proizvodnju, iz razloga §to su mnogi
od njih detektirani u asimptomatskim biljkama vinove loze zahvaljujuéi razvoju i primjeni
metode HTS, pri &emu druga istrazivanja nisu provedena (Saldarelli i sur., 2017). Bududi
da navedena metoda zbog visokih troSkova izvedbe nije primjenjiva za testiranja Sirokih
razmjera, za detaljniju karakterizaciju novootkrivenih virusa potrebno je razviti novi i §to je
moguce pouzdaniji dijagnosticki protokol pogodan za testiranje veéeg broja uzoraka. Prvi
primjenjivani protokoli detekcije virusa vinove loze bili su bioloSki testovi, koji ukljucuju
prijenos istrazivanog virusa (mehani¢kom inokulacijom, cijepljenjem i dr.) na test biljke i
indikatore na kojima je mogucéa pojava dijagnosti¢kih simptoma (Martelli, 1993c) te se zbog
toga koriste u studijama utjecaja virusa na biljku domacina. Medutim, za precizno
utvrdivanje zaraze i rasprostranjenost virusa u kulturi na nekom podruéju koriste se metode
izravne detekcije virusa iz biljnog materijala. Prva takva metoda namijenjena testiranju
velikog broja uzoraka bila je seroloSka metoda ELISA, Ciji protokoli su danas razvijeni za
detekciju osam virusa vinove loze (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-4, GFLV, ArMV,
GVA i GVB) koji se Siroko primjenjuju (Blouin i sur., 2017). Medutim, u kontekstu detekcije
novootkrivenih virusa vinove loze metode ELISA se ne primjenjuju iz razloga $to zahtijevaju
visoke troSkove razvoja, ponajviSe kao posljedica potrebe za purifikacijom virusa iz uzorka,
ali i zbog kompleksne proizvodnje jednog ili viSe tipa protutijela (Blouin i sur., 2017). Zbog
svega navedenog, u danasnje vrijeme se glavnim protokolima detekcije virusa vinove loze,
a posebno onih novootkrivenih, smatraju visoko osjetljive razliCite izvedbe metode PCR.
Glavne prednosti navedene metode su nizi troSkovi razvoja (temeljeni na dizajnu pocetnica
i proba) u odnosu na protokole metode ELISA, ali i moguénost sekvenciranja izolata virusa,
Sto je korisno u genetskim studijama karakterizacije virusa (Rowhani i sur., 2017). Bez
obzira na visoku sofisticiranost i osjetljivost, pouzdanost protokola temeljenih na metodi

PCR ovisi o precizno dizajniranim pocetnicama i probama u ovisnosti o divergentnosti
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izolata u istrazivanoj regiji genoma virusa. Usporedbom vecéeg broja izolata moguce je
pronadi konzerviranije dijelove genoma koji ¢e posluziti kao kalup za dizajniranje pocetnica.
Za vitiviruse vinove loze GVA i GVB pocetnice su razvijane u razli¢itim regijama genoma s
obzirom na divergentnost izolata, poput CP (Minafra i Hadidi, 1994; Goszczynski i Jooste,
2003c; Osman i sur., 2008) i RdRp regije (Saldarelli i sur., 1998; Dovas i Katis, 2003)
Takoder, prvi RT-PCR protokoli za detekciju GVG, objavljeni u studijama iz Novog Zelanda
2017. i Hrvatske 2018. godine, razvijeni su na osnovi vise razli€itih gena: protein povezan
s replikazom (eng. replicase polyprotein), gena za replikazu i CP regije genoma, a koristeni
su kao potvrda rezultata dobivenih HTS metodom (Blouin i sur., 2017a; Von¢ina i Aimeida,
2018). Prvi RT-PCR protokol namijenjen terenskim istraZivanjima detekcije GVG razvijen je
u istraZivanju u SAD-u i to usporedbom sedam tada poznatih izolata (tri iz Novog Zelanda i
Cetiri iz Hrvatske) na bazi dvije regije genoma, uklju€ujuéi gen za replikazu i CP regiju.
Detekcijom virusa u dvije regije nastojali su se izbjeCi laZzno-negativni rezultati uslijed
varijabilnosti u navedenim regijama genoma, koja zbog malog broja tada poznatih izolata
jos nije bila dobro istrazena (Diaz-Lara i sur., 2019). U usporedbi svih do tada poznatih GVG
izolata (SAD, Novi Zeland, Hrvatska) manje varijabilnom se pokazala CP regija genoma, u
kojoj je podudarnost na nukleotidnoj razini bila u rasponu od 88,27 % do 99,80 %, za razliku
od gena za replikazu u kojoj je podudarnost utvrdena u rasponu od 63,53 % do 100 % (Diaz-
Lara i sur., 2019). Konac¢no, u usporedbi dva GVG izolata otkrivena metodom HTS u ovom
istrazivanju (VVL-150 i VM-160) (Prilog 2) s otprije poznatim izolatima iz Novog Zelanda (3)
Hrvatske (4) i SAD-a (4) (Tablica 3.2), CP regija genoma je potvrdena kao najmanje
divergentna za GVG zbog Cega je koriStena u razvoju pocetnica i proba u ovom istrazivanju
(Tablica 4.1, Slika 4.2 A). Za razliku od GVG, GBV-1 je do sada detektiran samo u Hrvatskoj
i to jedan izolat VLJ-178 (NC_055481) u studiji iz 2018. godine (Voncina i Almeida, 2018)
te Cetiri izolata u ovom istrazivanju (PMC-235, PMC.282, PMC-313 i VG-102) (Prilog 3).
Usporedbom navedenih izolata je RT regija genoma utvrdena kao najmanje divergentna
zbog €ega je koriStena u dizajniranju po&etnica i proba za potrebe ovog istrazivanja (Tablica
4.1, Slika 4.2 B). Za druge badnaviruse vinove loze, u svrhu detekcije molekularmnim
metodama, pocetnice su do sada razvijene na osnovi RT-regije za GVCV (Guoi sur., 2014),

dok su za GRLDaV one razvijene na temelju RNaza H regije genoma (Moran i sur., 2020).

Osim metoda RT-PCR za GVG i PCR za GBV-1, u ovom istrazivanju je razvijena
metoda viSestrukog RT-gPCR namijenjena detekciji oba istrazivana virusa istovremeno
(Slika 4.6). U svrhu testiranja veceg broja uzoraka vinove loze GES metoda je odabrana
kao potencijalna metoda za izolaciju TNA iz biljnog tkiva, buduci da je uspjeSno koriStena u
testovima optimiranja novodizajniranih pocetnica i proba za detekciju GVG (Slika 4.3) i
GBV-1 (Slika 4.5) te otprije poznatih poCetnica za kontrolnu 18S rRNA (Slika 4.4) za metodu
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viSestrukog RT-gPCR (Osman i Rowhani, 2006). Metoda GES smatra se jednostavnom i
dostupnom metodom izolacije TNA iz biljnog materijala koja ne eliminira PCR inhibitore iz
konacnog produkta, vec ih inaktivira (Rowhani i sur., 2000). Navedena metoda originalno
je razvijena za izolaciju TNA u svrhu dijagnostike RNA virusa vinove loze te je uspjeSno
koriStena za viruse iz kompleksa naboranosti drveta — RW (Dovas i Katis, 2003; Osman i
Rowhani, 2006; Osman i Rowhani, 2008; Jones i Nita, 2019) i GLD skupine (Osman i
Rowhani, 2006; Osman i sur., 2007; Kumar i sur., 2015; Dumas i sur., 2022). Kasnije je
metoda GES koriStena i za izolaciju TNA u svrhu detekcije GRBV koji pripada DNA virusima
vinove loze (Jones, 2016; Kahl, 2021, Kahl i sur., 2022). U svrhu koridtenja metode GES u
ovom istrazivanju, kao metode izolacije TNA na temelju koje ¢e biti provedena detekcija
GVG i GBV-1 u velikom broju uzoraka razvijenom metodom viSestrukog RT-gPCR, za istu
je procijenjena ucinkovitost testiranjem osjetljivosti navedene metode, naspram osjetljivosti
iste metode detekcije u koriStenju komercijalnih kompleta izolacije RNA i DNA. Komercijalni
kompleti izolacije nukleinskih kiselina, poput onih proizvodaca Life Technologies, Qiagen,
Sigma, Bioneer Norgen, BioTek i dr., smatraju se sofisticiranijim, visoko ucinkovitim i Siroko
primjenjivim metodama koriStenim u vinovoj lozi, pri ¢emu se kompleti tvrtke Qiagen
smatraju jednim od najstarijih i najvise koristenih (Kominek, 2002; Xiao i sur., 2015). Bez
obzira na to, mjerenje koncentracije i Cisto¢e RNA i DNA izolirane iz 196 uzoraka navedenim
Qiagen kompletima u ovom istrazivanju pokazalo je znacajna variranja u prinosu DNA i
RNA te njihovoj Cistoéi. Prinosi RNA izolirane iz rozgvi bili su veéi (najveca vrijednost —
83,20 ng/uL; prosje€na vrijednost — 12,55 ng/uL) od RNA izolirane iz peteljke lista (najveca
vrijednost — 7,60 ng/uL; prosje¢na vrijednost — 7,19 ng/uL), dok su koncentracije DNA
izolirane iz rozgve bile u rasponu 3,00 — 43,50 ng/uL, pri emu je prosjek iznosio 12,55
ng/uL (Prilog 1). S obzirom na referentnu vrijednost Cistoée DNA i RNA za omijer
apsorbancije valnih duljina A260/A280 od > 1,8, odnosno > 2,0 (Held, 2001), zadovoljene
su vrijednosti Cisto¢e za DNA (u prosjeku 1,81) i za RNA (u prosjeku 2,12) izoliranih iz
peteljki listova. Suprotno od toga, isti parametar Gistoc¢e nije zadovoljen za RNA izoliranu iz
rozgve (u prosjeku 1,65), Sto sugerira na kontaminaciju proteinima, fenolima ili drugim
kontaminantima koji apsorbiraju svjetlost valne duljine od 260 nm (Thermofischer.com,
2019c), prisutnost kojih u uzorku moze utjecati na smanjenu sposobnost detekcije virusa
(Osman i sur., 2007).

U usporedbi osjetljivosti novodizajniranih protokola temeljenih na razli¢itim
izvedbama metoda PCR u detekciji GVG baziranim na razliitim metodama izolacije
RNA/TNA (RNeasy Plant Mini Kit i GES), dobivena je jednaka osjetljivost protokola za RT-
gPCR (do razrjedenja uzorka od 1:100 000) i protokola za RT-PCR (1:100) kod obje metode
izolacije RNA/TNA (Slike 4.8 i 4.9). U studiji Osman i Rowhani (2008) provedena je
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usporedba osjetljivosti detekcije virusa iz RW kompleksa (GVA, GVB, GVD i GRSPaV)
metodama RT-PCR i RT-gPCR baziranim na izolaciji TNA metodom GES i kontrolnoj
metodi izolacije RNA koja je uklju€ivala strojno homegeniziranje tkiva pomocu uredaja ABI
PRISM 6700 Automated Nucleic Acid Workstation (Applied Biosystems, Waltham, SAD). U
toj studiji je metoda RT-gPCR, bazirana na TNA izoliranim metodom GES, bila dovoljno
osjetljiva za detekciju do razrjedenja TNA od 1:81 920, Sto je 1,2 puta manja osjetljivost od
one utvrdene u ovoj studiji. Suprotno od toga, metoda RT-PCR je, s detekcijom do
razriedenja TNA od 1:320, pokazala 3,2 puta vecu osjetljivost od osjetljivosti iste metode u
detekciji GVG. Razlog 3,2 puta manje osjetljivosti RT-PCR metode u ovom istrazivanju
moglo bi biti koridtenje manjeg volumena TNA dodanog u reakcijsku smjesu za RT-PCR
(0,2 uL u ukupnom reakcijskom volumenu od 10 pL) naspram istrazivanja Osman i Rowhani
(2008), gdje je koristeno 2 uL TNA u ukupnom reakcijskom volumenu od 12 uL. Medutim,
istrazivanje provedeno u ovoj studiji o utjecaju volumena TNA na uspjeSnost metode RT-
PCR pokazalo je neucinkovitost reakcija na volumenima ve¢im od 0,2 yL (Slika 4.7). Da
povecanje volumena TNA dobivenih metodom GES ima utjecaja na uspjeSnost PCR
reakcije vidljivo je i iz studije Osman i sur. (2007). U toj studiji je provedena detekcija virusa
iz skupine GLD (GLRaV-1,-2,-3,-4,-5 i -9) metodom RT-qPCR baziranoj na izolaciji
metodom GES, pri Eemu je primije¢en nagli rast srednje Cq vrijednosti 22,3 — 39,4, odnosno
opadanje osjetljivosti i efikasnosti reakcija s pove¢anjem volumena TNA od 1 do 8 pL, u
reakcijskom volumenu od 25 L. Taj je negativni efekt pripisan poveéanju ukupnih necistoca
(posebno polisaharidnih i fenolnih spojeva) koje ne moze kompenzirati poveéanje ukupne
TNA u reakcijskoj smijesi. Nec€isto¢e u konacnici mogu dovesti i do inhibicije PCR reakcije,
8to se dogodilo u 50 % slu€ajeva pri volumenu od 10 pL u tom istrazivanju (Osman i sur.,
2007). Osim utvrdivanja osjetljivosti, u ovom istrazivanju je, prema trenutnim saznanjima,
prvi puta za neki RNA virus vinove loze provjerena ucinkovitost metode RT-gPCR bazirane
na izolaciji TNA metodom GES u koristenju metode standardnih krivulja, za razliku od ve¢
provjerene ucdinkovitosti iste metode bazirane na izolaciji RNA koristenjem RNeasy Plant
Mini Kit (Al Rwahnih i sur., 2012b). Bez obzira na loSiju ucinkovitost metode RT-qPCR
bazirane na metodi GES (106,87 %) (Slika 4.9 B) u usporedbi s Qiagen kompletom (103,85
%) (Slika 4.8 B), obje su metode bile dovoljno ucinkovite za pouzdanu detekciju GVG, s
obzirom da im je u€inkovitost bila unutar preporu¢enog raspona 90 — 110 % (Boulter i sur.,
2016).

U istrazivanju osjetljivosti razvijenih PCR protokola za detekciju GBV-1, a s ciljiem
razvoja metode koja bi omogucila istovremenu detekciju oba istrazivana virusa, umjesto
gPCR metode za DNA virus testirana je metoda RT-gPCR. Osjetljivost metoda PCR i RT-
gPCR, za razliku od detekcije GVG, ovisila je o metodi izolacije TNA (GES) i DNA (DNeasy
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Plant Mini Kit). I1zolacija TNA metodom GES pokazala se 100 puta manje osjetljivijom u
detekciji metodom RT-gPCR (detekcija do razrjedenja TNA od 1:100 000) i metodom PCR
(1:100) (Slika 4.11) u usporedbi s kontrolnim izolacijskim kompletom DNeasy Plant Mini Kit
(1:10 000 000, i 1:10 000) (Slika 4.10). U studiji Jones i sur. (2016), detekcijom GRBV,
metodom gPCR baziranoj na TNA izoliranim metodom GES, dobivena je osjetljivost do
razriedenja od 1:1 000 000, sto je 10 puta veca osjetljivost navedenog protokola od onog
za detekciju GBV-1 u ovom istrazivanju. Razlog vec¢oj osjetljivosti gPCR metode u toj studiji
mogao bi biti izostanak koraka reverzne transkripcije (RT), KkoriStenje strojnog
homogeniziranja peteliki pomoéu uredaja Homex 6 (Bioreba, Reinach, Svicarska), ali i
opcenito vedi titar GRBV u biljci u usporedbi s GBV-1 u ovom istraZivanju. Kahl (2021)
navodi kako bi metoda GES mogla biti i pogodnija za DNA viruse, jer u detekciji istih nije
potreban korak reverzne transkripcije koji je neophodan za RNA viruse, a koji moze biti
inhibiran od strane sekundarnih metabolita koji su prisutni u GES uzorku. Da metoda GES
moze biti pouzdana za izolaciju TNA u detekciji GBV-1, pa ¢ak i s ukljuenim korakom
reverzne transkripcije, vidljivo je i iz ovog istrazivanja, u kojem je postignuta jednaka
osjetljivost metode RT-qPCR u detekciji GBV-1 i GVG (1:100 000). Takoder, postignuta je
i visoka ucinkovitost RT-qPCR reakcije od 107,28 % (Slika 4.11 B), §to je loSija uCinkovitost
u usporedbi s 97,91 % ucinkovitosti reakcije bazirane na kontrolnoj metodi izolacije DNeasy
Plant Mini Kit (Slika 4.10 B), ali je unutar granica preporu¢ene ucinkovitosti za pouzdanu
detekciju virusa (Boulter i sur., 2016). Takoder, dobivena je puno bolja efikasnost detekcije
GBV-1 metodom RT-gPCR baziranoj na metodi GES u ovom istrazivanju od efikasnosti
detekcije GRBV metodom gPCR u iznosu od 69,25 % (Jones, 2016). Osjetljivost PCR
protokola mogla bi se i povecati koriStenjem protokola za purifikaciju DNA nakon izolacije
TNA "grubim" metodama, kao sto je GES. Navedeno je vidljivo iz studije o detekciji GRLDaV
u kojoj je, osim koristenja strojnog homogeniziranja pomoéu uredaja Homex 6 homogenizer
(Bioreba, Reinach, évicarska), nakon izolacije TNA PBS metodom (0,2 %
dietilditiokarbamat i 2 % PVP-10) koristeno proci§éavanje DNA s Plant/Fungi DNA isolation
kit (Norgen Biotek Corporation,Thorold, Kanada). To je u konacnici rezultiralo pove¢anjem
osjetljivosti metode qPCR do razrjedenja od 1 : 1 000 000 000 (Moran i sur., 2020), sto
predstavlja 10 000 puta veéu osjetljivost od one dobivene u detekciji GBV-1 u ovom
istrazivanju. S obzirom na dobivene rezultate, razvijena metoda viSestrukog RT-gPCR
baziranog na TNA dobivenim metodom GES, pokazala se zadovoljavaju¢e osjetljivom i

efikasnom za istovremenu detekciju GVG i GBV-1 iz uzorka vinove loze.

Pored ucinkovitih metoda izolacije nukleinskih kiselina te pouzdanih i osjetljivin
protokola detekcije temeljenih na metodi PCR, razdoblje u godini i tip biljnog materijala

vinove loze moze biti od presudne vaznosti za pouzdanu dijagnostiku virusa. Navedeno se
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pripisuje izrazenoj sezonskoj dinamici virusa u inficiranim biljkama (Gasparro i sur., 2019).
Stoga je svrha istrazivanja sezonske dinamike GVG i GBV-1 bila razviti najbolju strategiju
uzorkovanja velikog broja uzoraka kako bi se postigla maksimalna detekcijska sposobnost
metode viSestrukog RT-gPCR, u kombinaciji s TNA izoliranima metodom GES.
Uzorkovanjem peteljki bazalnih listova (u razdoblju aktivhe vegetacije) i rozgvi (u
mirovanju), koji se smatraju najpogodnijim tkivima za dijagnostiku virusa (Shabanian i sur.,
2020) te mladica u razdoblju kretanja vegetacije (4. travnja), GVG je detektiran u svih 16
termina uzorkovanja te u svih pet zarazenih biljaka sorte 'Vlaska' tijekom 2019. godine
(Grafikon 4.1, Prilog 4). Peteljke bazalnih listova su se ve¢ pokazale kao pogodniji materijal
za detekciju vitivirusa GVA metodom ELISA u uzorkovanju od srpnja do listopada
(uspjesnost detekcije 50 %), u usporedbi s peteljkama srednijih i apikalnih listova na mladici
(uspjeSnost detekcije <10 %) (Gasparro i sur., 2019). Medutim, detekcija virusa metodom
PCR moze takoder rezultirati lazno-negativnim rezultatima. Navedeni efekt je vidljiv na
primjeru sezonske detekcije GLRaV-3 istrazene koristenjem metode RT-gPCR, pri ¢emu
su lazno-negativni rezultati dobiveni testiranjem listova sakupljenih u rano proljece (travan;,
svibanj) (Tsai i sur., 2011, Chooi i sur., 2016). U spomenutim istrazivanjima je navedeni
efekt pripisan niskom titru virusa u peteljkama u to doba godine, $to je potvrdeno i u slucaju
GVG u ovom istrazivanju preko znacajno viSih srednjih Cq vrijednosti (> 28) u tom razdoblju.
U suprotnosti s GVG, istrazivanje sezonske dinamike kontrolne 18S rRNA otkrilo je da je
srednja (aritmetiCka sredina) Cq vrijednost dobivena iz uzorkovanja 4. travnja statisticki
manja od srednjih Cq vrijednosti dobivenih tijekom ostalih termina uzorkovanja. Sli¢no kao
i kod GVG, srednje Cq vrijednosti za 18 S rRNA dobivene uzorkovanjem izmedu 1. lipnja i
1. rujna nisu se statisti¢ki razlikovale, medutim nakon toga pocinju rasti $to se poklapa sa
senescencijom lista pred kraj aktivhe vegetacije. Najveéa srednja Cq vrijednost zabiljezena
je u uzorkovanju 13. studenoga, kada je zadnji put uzorkovana peteljka lista, a nakon toga
su se drastiéno smanjile uzorkovanjem rozgve, $to je povezano s veéom koncentracijom
RNA u tom tkivu u usporedbi s listovima pred kraj aktivhe vegetacije. Zanimljivo je da
senescencija lista i smanjenje titra 18S rRNA u peteljkama nije bilo praceno povisenjem Cq
vrijednosti (smanjenjem titra) u detekciji GVG (Grafikon 4.2). Navedeni fenomen je
primijeéen i ranije kada je detekcija GLRaV-2 i GLRaV-3 potvrdila jednako visok titar virusa
u listovima tijekom rujna i listopada (Shabanian i sur., 2020). U suprotnosti s GVG, za RNA
viruse vinove loze poput GFLV i GPGV ustanovljen je najvedi titar virusa u ranijim terminima
uzorkovanja listova (svibanj, lipanj) u usporedbi s kasnijim terminima tijekom vegetacije
(Rowhani i sur., 1992; Krebelj i sur., 2015, Bertazzon i sur., 2016). Sve navedeno upucuje
na razlike medu virusima u sposobnosti, brzini translokacije i zadrzavanju u pojedinim
tkivima, Sto moze utjecati na sposobnost njihove detekcije u razliCitim razdobljima

uzorkovanja i razliCitom biljnom materijalu (Krebelj i sur., 2015). Takoder, usporedba
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sezonske dinamike GVG u razli¢itim bilkkama sorte 'Vlaska' pokazala je najvece Cq
vrijednosti za biljku VVL-112 (u 9 od 16 termina uzorkovanja), pri €emu je i njena srednja
Cq vrijednost bila signifikantno ve¢a od srednjih Cq vrijednosti ostalih biljaka sorte 'Vlaska'
(Grafikon 4.3). Time je potvrdeno statistiCki zna€ajnije sezonsko variranje virusa u ovisnosti

0 zarazenoj biljci, 8to bi se u buduénosti moglo provjeriti i u ovisnosti o sorti.

Zarazliku od GVG, GBV-1 nije detektiran u svim biljikama sorte ‘Plavac mali’ (PMC),
odnosno u svim terminima uzorkovanja. Negativni rezultati dobiveni su 4. travnja
testiranjem mladica biljaka PMC-022 i PMC-313 te 18. svibnja testiranjem peteljki bazalnih
listova biljke PMC-022 (Grafikon 4.4, Prilog 4). Sliéni su rezultati dobiveni u studiji o
sezonskoj dinamici drugog DNA virusa vinove loze, GRBV, u kojoj je dobiven negativan
rezultat u ranom razdoblju uzorkovanja iz peteljki listova koje su isto obradene metodom
GES (Kahl i sur., 2022). Bez obzira na utvrdene negativne rezultate detekcije GBV-1 u
poCetku vegetacije, statistiCka analiza potvrdila je da nema signifikantne razlike izmedu
srednjih Cq vrijednosti u detekciji GBV-1 dobivenim tijekom 16 termina uzorkovanja pet
razliitih biljaka sorte 'Plavac mali'. Tome je vjerojatno djelomiéno pridonijela strategija
uzorkovanja starijin (bazalnih) listova na mladici, s obzirom da je dokazana negativna
korelacija izmedu veliCine lista i dobivene Cq vrijednosti za GRBV, zbog Cega je
preporuceno uzorkovanje vecih (starijih) listova (Setiono i sur., 2018). Osim za DNA viruse,
fenomen veceg titra virusa u bazalnim listovima na mladici u odnosu na srednje i vrSne
listove dokazan je i za RNA viruse vinove loze, poput GLRaV-3 (Chooi i sur., 2016). Bez
obzira §to nije utvrdena statisti¢ki opravdana razlika u srednjim Cq vrijednostima za GBV-1
dobivenih u razli¢itim terminima uzorkovanja, uzorkovanje biljnog materijala u pocetku
kretanja vegetacije (travanj, svibanj), u svrhu testiranja protokolima za PCR, bi trebalo
izbjegavati zbog mogucih negativnih rezultata dokazanih u ovom istrazivanju. Prema
rezultatima ovog istrazivanja, u detekciji GBV-1 u obzir treba uzeti €injenicu da titar virusa
moze znacajno varirati od biljke do biljke uzorkovanjem istog tkiva u istom terminu, Sto

utjeCe na osjetljivost detekcije metodom RT-gPCR (Grafikon 4.5).

5.2. Rasprostranjenost i filogenetika istrazivanih virusa

S obzirom na rezultate sezonske dinamike GVG i GBV-1, kao optimalno razdoblje
za uzorkovanje peteljki listova vinove loze u istrazivanju rasprostranjenosti virusa odabrani
su ljetni mjeseci (lipanj i srpanj). Ukupno je sakupljeno 4327 uzoraka vinove loze i ameri¢kih
vrsta loza (podloge) iz komercijalnih i kolekcijskih vinograda priobalne i kontinentalne
Hrvatske, iz kojih su metodom GES izolirane TNA koriStene u detekciji virusa validiranom
metodom viSestrukog RT-gPCR. Od svih sakupljenih uzoraka vinove loze GVG i GBV-1 su

detektirani samo u uzorcima autohtonih hrvatskih sorata podrijetlom iz Dalmacije, dok ni
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jedan uzorak ostalih testiranih autohtonih ni introduciranih sorata nije bio pozitivan. U skladu
s time, istrazivani virusi su detektirani u komercijalnim vinogradima u priobalnoj Hrvatskoj u
stopi infekcije od 14,16 % za GVG i 18,42 % za GBV-1, dok su komercijalni vinogradi
kontinentalnog dijela bili slobodni od istrazivanih virusa. Uzimajuci u obzir sve testirane
uzorke, ukupna pojavnost u vinovoj lozi u Hrvatskoj bila je slicna te je iznosila 10,54 %
(456/4327) za GVG (Tablica 4.2), odnosno 13,38 % (579/4327) za GBV-1 (Tablica 4.3).
Istrazena pojavnost GVG i GBV-1 usporediva je s pojavhos$c¢u nekih ekonomski znacajnih
virusa vinove loze u Hrvatskoj, prije svega GLRaV-1 i GFLV. U studiji Karoglan-Konti¢ i sur.
(2009), testiranjem 1351 uzorka autohtonih sorata GLRaV-1 je utvrden u njih 16,1 %, pri
¢emu je zarazenost u regiji Dalmacija iznosila 45 %, a u kontinentalnoj Hrvatskoj 13,9 %. U
istoj studiji zarazenost s GFLV u priobalnoj Hrvatskoj je utvrdena u 16 % testiranih uzoraka,
dok je zarazenost u kontinentalnom dijelu iznosila samo 0,39 % (2/511). Za razliku od toga,
puno je veca bila zarazenost s GLRaV-3, koji je detektiran u regiji Dalmacija u 86 %
testiranih trsova, dok je najmanja stopa zarazenosti na razini Hrvatske dobivena za ArMV,
koji je detektiran u 1,7 % testiranih trsova (23/1351). S obzirom da se GFLV smatra
najstarijim i medu najrasprostranjenijim virusima vinove loze (Digiaro i sur., 2017), koji je na
razini EU reguliran certifikacijskim shemama za proizvodnju sadnog materijala slobodnog
od virusa, prema uredbi Europske komisije (2019/2072) (EUR-Lex, 2022), zarazenost s
GVG i GBV-1 u Hrvatskoj se moze smatrati relativno visokom. Sli¢ni rezultati zarazenosti s
GFLV dobiveni su i u studiji Vonc¢ina i sur. (2019), u kojoj je testiranjem autohtonih sorata
vinove loze u Dalmaciji ona utvrdena u visiniod 19,6 %. U usporedbi s pojavno$cu vitivirusa
u studiji Vonc€ina i sur. (2019), pojavnost GVG utvrdena u ovom istrazivanju je bila znatno
manja od pojavnosti GVA (61,4 %) ali zna¢ajno vecéa od pojavnosti GVB (3,1 %). Vecéa
pojavnost virusa u autohtonim sortama priobalne Hrvatske u odnosu na kontinentalni dio
moze se objasniti €injenicom da su u Dalmaciji na raspolaganju vrlo ogranieni izvori
majcinskih biljaka koje se koriste za vegetativho razmnozavanje, ali i praksom cijepljenja,
odnosnho precjepljivanja biljaka na stalnom mjestu, odnosno na postoje¢im podlogama u
vinogradu, $to se primjenjuje kao posljedica toga da za vecinu autohtonih hrvatskih sorata
podrijetlom iz Dalmacije ne postoji proizvodnja certificiranog sadnog materijala (Maletic i
sur., 2015). Takva bi praksa mogla biti povezana s ¢injenicom da je GVG detektiran u svim
testiranim biljkama na lokacijama Pag 4 (otok Pag) te Furnaze i Marceline (Kastela), dok je
GBV-1 detektiran u 50 % ili viSe biljaka na devet razli€itih lokacija: Vela Rava (otok Rava)
Pag 3 i 4 (otok Pag), Kralji¢ina plaza (Nin), Zemunik Doniji, lvan Dolac 1 i 2 (otok Hvar)
Gornje Selo 3 (otok Solta) i Dinga¢ (Pelje$ac). Takoder, visoka zarazenost mogla bi biti i
rezultat prijenosa lozinom Stitastom usSi (PI. ficus) u prirodnim uvjetima, koja je dokazana
kao vektor GVG i GBV-1 u kontroliranim uvjetima plastenika u ovom istraZivanju, a Cesti je

Stetnik prisutan u vinogradima priobalnog podrucja (Masten Milek, 2009). U usporedbi s

110

Ekologija i karakterizacija G-virusa vinove loze i badnavirusa vinove loze 1



Rasprava

visokim stopama zarazenosti na navedenim lokacijama, najmanja zarazenost s GVG
zabiljeZena na lokaciji Zemunik Donji od 2 % (2/50) te Kastel Stari 1 (Kastela) od 2,5 %
(1/40). Zarazenost s GVG na navedenim lokacijama moze se usporediti s pojavnoscu istog
virusa na uzgojnom podrucju Kalifornije (SAD). Na tom je podrucju testirano 2436 uzoraka
vinove loze iz komercijalnih vinograda, kolekcijskog nasada i nasada Foundation Plant
Services (SveuCiliSte Kalifornija-Davis) te nasada Nacionalnog repozitorija klonske
germplazme (eng. National Clonal Germplasm Repository, NCGR), pri ¢emu je utvrdena
ukupna zarazenost s GVG od 0,2 % (4/2436) s pojavno3¢u u komercijalnih vinogradima
okruga Santa Clara, u sortama 'Pinot crni' i ‘Chardonnay' (Diaz-Lara i sur., 2019). Takoder,
pojavnost GBV-1 u ovom istraZivanju usporediva s utvrdenom pojavnod¢éu druga dva
badnavirusa vinove loze. Zarazenost s GVCV je u komercijalnim vinogradima savezne
drzave Missouri (SAD) utvrdena u 8 % od 1600 testiranih trsova (Schoelz i sur., 2020), dok
je GRLDaV utvrden u 23,07 % (15/65) testiranih trsova u uzgojnim podrucjima Atena i Pieria
(Gr¢ka) (Moran i sur., 2020). U ovom je istrazivanju prisutnost GVG i GBV-1 u mjeSovitim
infekcijama zabiliezena u 10 razliCitih autohtonih sorata vinove loze podrijetlom iz
komercijalnih vinograda priobalne Hrvatske: ‘Babi¢’, ‘Cipar’, ‘Debit’, ‘Dobrici¢’, ‘Gegi¢’,
‘Ljutun’, ‘Mladenka’, ‘Muskatel’, ‘Paska marastina’, i ‘Plavina’. lIzuzetak je sorta ‘Zlahtina’ s
lokacije Pod Mocu (otok Krk), gdje je 2,36 % (5/212) biljaka bilo zarazeno s GVG, pri ¢emu
nije zabiljezena zaraza s GBV-1. S druge strane, GBV-1 je detektiran u pet sorata u kojima
nije detektiran GVG, redom: ‘Borgonja’, ‘Glavinusa’, ‘Posip’, Topol’ i ‘Trnjak’. Zanimljivi su
rezultati zarazenosti s GVG i GBV-1 dobiveni za najznacajniju hrvatsku crnu sortu ‘Plavac
mali’, za koju je u prethodnim studijama potvrdeno loSe zdravstveno stanje po pitanju
zarazenosti s ekonomski znacajnim virusima vinove loze (GVA, GLRaV-1, GLRaV-3 i
GFLYV), to je okarakterizirano kao velik problem u klonskoj selekciji te sorte (Zduni¢ i sur.,
2007; Zduni¢ i sur., 2009; Karoglan Konti¢ i sur., 2009; Von¢ina i sur., 2019; Carija i sur.,
2022). Suprotno od oCekivanja, zarazenost sorte ‘Plavac mali’ s GVG iznosila je samo 0,2
% (1/506), pri Eemu je jedna biljka od pet testiranih na lokaciji Bioka (PeljeSac) bila pozitivha
(Grafikon 4.6). S obzirom na mali broj testiranih biljaka na toj lokaciji, istrazivanje bi u
buduc¢nosti trebalo proSiriti uzorkovanjem vise biljaka te sorte na toj, ali i drugim lokacijama
u Hrvatskoj, kako bi se jo$ preciznije odredila pojavnost GVG. S druge strane, zarazenost
iste sorte s GBV-1 bila je mnogo veca te je iznosila 30,43 % (154/506). Razlog vece
zarazenosti s GBV-1 u odnosu na GVG lezi u Cinjenici da je GBV-1 u najvecoj mijeri
detektiran na otocima Hvar (118/200) i Vis (32/231), gdje je i uzorkovano najvise uzoraka

te sorte, a gdje, zanimljivo, GVG nije detektiran.

Filogenetska analiza provedena na 37 izdvojenih hrvatskih GVG izolata, zajedno s

11 izolata preuzetih iz baze GenBank, pozicionirala je izolate u pet jasno definiranih
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filogenetskih grupa. S obzirom da su se izolati iz SAD-a te izolati iz Novog Zelanda
pozicionirali u zasebne grupe 2 i 3, to sugerira njihovu medusobnu evolucijsku udaljenost,
ali i filogenetsku razlicitost naspram hrvatskih izolata u CP regiji genoma (Slika 4.15).
Navedeno filogenetsko pozicioniranje prema podrijetlu za GVG izolate u CP regiji je veé
prije potvrdeno u studiji iz SAD-a, pri ¢emu je isto potvrdeno i za sekvence izolata u genu
za replikazu (Diaz-Lara i sur., 2019). S druge strane, novootkriveni hrvatski GVG izolati
pozicionirali su se u tri medusobno udaljene filogenetske grupe (1, 2 i 5). Zanimljivo je da
grupu 2 €ine sva Cetiri otprije poznata hrvatska izolata (VB-108, VD-102, VLJ-178 i VVL-
101) te pet izolata utvrdena ovim istrazivanjem (VlaSka 51 OM960649, Viaska 52
OM960650, Viaska 53 OM960651, Viaska 54 OM960652 i VVL-150 ON000923), pri ¢emu
su svi izolirani iz biljaka podrijetlom iz okolice Kastela (Hrvatska). Ostali izolati utvrdeni ovim
istrazivanjem raspodijelili su se u grupe 1 i 5, koje predstavljaju dosad nepoznatu genetsku
varijabilnost GVG u CP regiji genoma. Grupa 5 je sastavljena od vecéeg broja izolata, dok
grupa 1 objedinjuje viSe izolata podrijetlom s razli€itih lokacija. Sli€no grupiranje, u Cetiri
filogenetski udaljene grupe, primije¢eno je i za GVB izolate u CP regiji genoma (Hu i sur.,
2014). Jo§ jedna posebnost grupiranja GVG izolata na filogenetskom stablu je blize
pozicioniranje, odnosno grupiranje unutar istih ogranaka visoke podrzanosti onih izolata
podrijetlom iz iste lokacije/vinograda. Navedeno bi moglo sugerirati lokalni prijenos virusa,
Sto podupire spomenutu teoriju o velikoj zarazenosti s GVG na pojedinim
lokacijama/vinogradima kao rezultat lokalnog razmnozavanja biljaka ili prijenosa vektorima

(kukcima).

Bez obzira na usporedbu izolata prema relativno malom fragmentu RT regije
genoma od 375 nukleotida, filogenetska analiza 55 hrvatskih GBV-1 izolata pokazala je
nekoliko zanimljivih €injenica. U pet slu€ajeva formirani su ogranci podrzanosti veé¢e od 50
fragmentu, da imaju evolucijski bliskog zajedni¢kog pretka te moguce lokalno
rasprostranjivanje s obzirom da potjecu iz istih vinograda, na lokacijama Petri¢evo (otok
Vis), Ivan Dolac 2 i Velo Vijelo (otok Hvar) te Kastel Luksi¢ (Kastela). Filogenetska analiza
potvrdila je ograni¢enu genetsku varijabilnost 94,13 — 100 % na nukleotidnoji 92,74 — 100
% na aminokiselinskoj razini (Slika 4.17) te prostornu strukturiranost hrvatskih GBV-1
izolata, Sto bi moglo biti posljedica ograni¢enog broja majcinskih biljaka koji sluze za
propagaciju i proizvodnju sadnog materijala i/ili o ograni¢enom kontaminiranom materijalu
koji se razmjenjuje, odnosno koristi za lokalno razmnozZavanije i cijepljenje. Zanimljivo je da
je do sada ovaj virus utvrden jedino u vinovoj lozi u Hrvatskoj, dok su istraZivanja u drugim
zemljama (JuznoafriCka Republika i Rusija) vezana uz nalaze na smokvama (Ficus carica

L.) (Hans J. Maree, usmena komunikacija; Chirkov i sur., 2022). U istrazivanju Chirkov i sur.
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(2022) GBV-1 je detektiran u smokvi u Rusiji, pri ¢emu se dobiveni izolat Tem64
(OP087317) u filogenetskoj analizi (koridtenjem izolata od 24 razliCite vrste biljnih
badnavirusa) grupirao u zajednicki ogranak s tipiénim predstavnikom patogena smokve,
badnavirusom smokve 1 (eng. fig badnavirus 1, FBV-1), alii s GBV-1 i GRLDaV izolatima
iz vinove loze. Navedeno ukazuje na vecu medusobnu evolucijsku srodnost tih virusa u

odnosu na njihovu srodnost s drugim biljnim badnavirusima.

5.3. Prijenos i alternativni domacini istrazivanih virusa

Studije vezane uz biologiju i epidemiologiju novootkrivenih virusa vinove loze
osnova su za odredivanje njihove stvarne prijetnje za vinogradarsku proizvodnju.
Poznavanje tih karakteristika pridonosi boljem razumijevanju njihovih interakcija u
ekosustavu, ¢ime se omogucuje donoSenje ispravnih mjera za zaustavljanje ili usporavanije
njihovog rasprostranjivanja. Takve su studije ve¢ potvrdile vitiviruse i badnaviruse kao
ekonomski znacajne viruse vinove loze te su predlozile smjernice za njihovu kontrolu. S
obzirom da je za nedavno otkrivene viruse, GVG (Blouin i sur., 2017) i GBV-1 (Von€ina i
Almeida, 2018), potvrdena velika pojavnost u Hrvatskoj, posebno u priobalnom podrucju,
povecan je rizik od njihovog daljnjeg rasprostranjivanja. Jedan od glavnih nacina prijenosa
virusa na kratke udaljenosti odvija se posredstvom vektora, zbog €ega je njihovo suzbijanje
jedan od glavnih nacina kontrole virusa. Suzbijanje vektora posebno je vazno u novim
(mladim) vinogradima podignutim koristenjem bezvirusnog sadnog materijala (Hommay i
sur., 2012; Pietersen i sur., 2013). Buduéi da je prijenos Stitastim uSima (red Hemiptera,
nadporodica Coccoidea) dokazan za vitiviruse poput GVA (Engelbrecht i Kasdorf 1990b;
Garau i sur., 1995; Fortusini i sur., 1997; Goszczynski i Jooste 2003a, b, ¢; Nakano i sur.,
2003; Zorloni i sur., 2006; Hommay i sur., 2008; Le Maguet i sur., 2012; Hommay i sur.,
2022), GVB (Boscia i sur., 1993; Tanne i sur., 1993; Garau i sur., 1995; Maguet i sur., 2012),
GVE (Nakaune i sur., 2008) i GVH (Jaguni¢ i sur., 2021) te za badnavirus GRLDaV
(Ekemen, 2021), isti je tip vektora odabran za eksperimentalni prijenos GVG i GBV-1 u
ovom istrazivanju. Lozina §titasta us (Pl. ficus), potvrdeni vektor GVA, GVB, GVH i GRLDaV
(Rosciglione i sur., 1983; Tanne i sur.,1993; Jagunic¢ i sur., 2021; Ekemen, 2021), odabrana
je za testove prijenosa buduci da je jedna od najzastupljenijih vrsta stitastih usi prisutna u
hrvatskom priobalju (Masten Milek, 2009). Testiranje biljaka metodom viSestrukog RT-
gPCR potvrdilo je prijenos oba virusa s loze na lozu, u ukupnoj stopi od 14,63 % za GVG i
60,98 % za GBV-1 (Tablica 4.4). Kako je ranije navedeno, vektorski prijenos navedenih
virusa mogao bi biti razlog velike pojavnosti virusa na pojedinim lokacijama (do 100 % za
GVG i do 96 % za GBV-1) te velike genetske sli¢nosti izolata s istih lokacija. S obzirom da

virusi nisu detektirani u komercijalnim vinogradima kontinentalnog dijela Hrvatske, buduéa
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istrazivanja bi se trebala orijentirati na koriStenje Stitastih uSi koje nisu tipicne samo za
mediteranski klimat, ¢ime bi se rizik od rasprostranjivanja GVG i GBV-1 mogao objektivnije

procijeniti i za podruc€je kontinentalne Hrvatske.

Osim vinove loze, i druge bi biljne vrste mogle imati ulogu u biologiji i epidemiologiji
GVG i GBV-1, s obzirom da su virusi vinove loze ve¢ potvrdeni u razliCitim divljim i
kultiviranim vrstama koje mogu posluZziti kao izvor inokuluma (Bahder i sur., 2016; Petersen
i sur., 2019). lzuzev drvenastih kultura, i korovi u vinogradu mogu biti pogodni domacini
virusa vinove loze i/ili sluziti kao izvor hrane za vektore, kao $to je to slu¢aj s nematodama,
vektorima uzro€nika infektivne degeneracije (Digiaro i sur., 2017). U ovom istraZivanju su i
prijenos liCinkama lozine &titaste usi i mehanicki prijenos GVG i GBV-1 bili neuspjesni na
tipiCne korove €este u hrvatskim vinogradima (A. retroflexus, A. artemisifolia, Ch. aloum, G.
parviflora i A. theophrasti) (slike 4.4 4.5). Ti su podaci u skladu s €injenicom da za vitiviruse
i badnaviruse vinove loze jo$ nisu objavljena istrazivanja koja navode korove kao pogodne
domacine. To je u skladu i s nedavnom studijom u kojoj je za GVH potvrden prijenos
licinkama lozine Stitaste usi (PI. ficus) s loze na lozu, dok prijenos nije potvrden na korovne
vrste Ceste u hrvatskim vinogradima: Chenopodium murale L., A. theophrasti, A. retroflexus,
A. artemisifolia i Papaver rhoeas L. (Jaguni¢ i sur., 2021). Bez obzira na to, korovi u
vinogradima su ve¢ potvrdeni kao domacini GFLV u Madarskoj (Aristolochia clematitis L. i
Lagenaria siceraria Standl.) (Horvath i sur., 1994) i Iranu (Cynodon dactylon L., Polygonum
spp., Sorghum halepense L., Melilotus spp. i Plantago lanceolata L.) (Izadpanah i sur.,
2003a; lzadpanah i sur., 2003b; Zakiaghl i sur., 2015). Takoder, nedavne studije potvrdile
su prisutnost GPGV u Cestim korovima u vinogradima u ltaliji: Ailanthus, Asclepias,
Crataegus, Fraxinus, Rosa, Rubus i Sambucus (Demian i sur., 2022), dok je GLRaV-3
detektiran u bozuru (Mishchenko i sur., 2022). U suprotnosti s kultiviranim i korovnim
biljkama koje se Cesto istrazuju za potrebe epidemioloskih studija, laboratorijske zeljaste
test biljke, poput vrsta Ch. murale i N. benthamiana koristene u ovom istrazivanju, koriste
se u svrhu precizne detekcije i karakterizacije virusa vinove loze, s obzirom da omogucuju
brzu amplifikaciju i veéi titar virusa u odnosu na vinovu lozu (Martelli, 2018). Nakon
provedene mehanicke inokulacije koristenjem izvoriSne simptomati¢ne loze, GVA, GVB i
GVD su prvi puta identificirani u zeljastim vrstama iz roda Nicotiana (Boscia i sur., 1993;
Contii sur., 1980; Bonavia i sur., 1996; Abou Ghanem i sur., 1997), a kasnije je ustanovljen
i prijenos na iste vrste vektorima, poput PI. ficus (La Notte i sur., 1997; Goszczynski i Jooste,
2003b), P. longispinus (La Notte i sur., 1997), P. affinis (Garau i sur., 1995) i
Parthenolecanium corni (Hommay i sur., 2008). Za GRLDaV je takoder potvrden mehanicki
prijenos na zeljaste test biljke Chenopodium quinoa, Gomphrena globosa, N. benthamiana,

N. tabacum, N. rustica i Physalis floridana (Maliogka i sur., 2015b; Rumbos i Avgelis, 1989).
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Bez obzira na te prijasnje uspjesSne prijenose vitivirusa i badnavirusa vinove loze na zeljaste
test bilike, prijenos GVG i GBV-1 na koriStene vrste Ch. murale i N. benthamiana nije bio
uspjeSan ni putem vektora (Pl. ficus) ni mehaniCkom inokulacijom uz koriStenje tri
inokulacijska pufera (fosfatnog, nikotinskog te fosfat-nikotin-cisteinskog). Nemogucnost
mehanickog prijenosa utvrdena je i za GVE na zeljaste vrste N. benthamiana, N. clevelandii,
N. glutinosa i N. occidentalis (Nakaune i sur., 2008). U istrazivanju Monette i sur. (1990),
uspjeSan prijenos GVA mehani¢kom inokulacijom na vrstu N. benthamiana ostvaren je
koristenjem inokuluma zarazenih eksplantata vinove loze iz "in vitro" uzgoja, naglasavajudi
kako bi uspjeSan mehanicki prijenos mogao biti povezan s visokom koncentracijom virusa
u uzorku za inokulaciju, $to bi se u buduénosti moglo primijeniti i u pokusima prijenosa GVG
i GBV-1.

Bududéi da se vinova loza razmnozava vegetativno, generativno razmnozZavanje ne
predstavlja zna€ajan rizik za prijenos virusa. Bez obzira na to, prijenos virusa sjemenom
moze biti od velikog zna€aja u oplemenjivackim programima vinove loze (Gasparro i sur.,
2016). U ovom istrazivanju prijenos GVG i GBV-1 sjemenom vinove loze nije potvrden,
bududi da virusi nisu detektirani u 100 sjemenjaka dobivenih od pet biljaka sorte ‘Zlahtina’
zarazenih s GVG te u 420 sjemenjaka dobivenih od pet razliCitih autohtonih sorata
zarazenih s GBV-1 (Tablica 4.6). Time su rezultati ovog istrazivanja u skladu s rezultatima
studije Gasparro i sur. (2016), u kojoj prijenos sjemenom vinove loze nije bio uspjeSan za
viruse iz RW skupine (GVA, GVB i GRSPaV), GLD skupine (GLRaV-1, -2 i -3) te za ArMV,
GFLV i GFkV. Ipak, rezultati za GFLV i GRSPaV u spomenutoj studiji nisu u skladu s
rezultatima prethodnih studija u kojima je potvrden njihov prijenos sjemenom (Laimer i sur.,
2009; Lazar i sur., 1990). Takoder, za GRSPaV je dokazan prijenos na sjemenjake vinove
loze sorte ‘Cabernet Sauvignon’, ali ne i na sjemenjake sorte ‘Muscadelle’ i ‘Pinot crni’ (Lima
i sur., 2006). Sve navedeno upucuje na zaklju¢ak kako prijenos virusa vinove loze
sjemenom moze znacajno ovisiti o sorti, kako je predloZzeno u nedavnoj studiji Zhang i sur.
(2022). U navedenoj studiji ostvaren je uspjeSan prijenos GLRaV-2 i GPGV na sjemenjake
vinove loze sorte ‘Moldova’, $to bi moglo utjecati na promjenu opéeprihvaéenog stava o vrlo
ograni¢enoj moguc¢nosti prijenosa virusa vinove loze sjemenom. Sukladno navedenom,
istrazivanje vezano uz prijenos GVG i GBV-1 sjemenom bi se trebalo istraziti koriStenjem

veceg broja razlicitih sorata vinove loze.

Jedan od glavnih nacina prijenosa virusa vinove loze na velike udaljenosti je trgovina
zarazenim sadnim materijalom, buduci da se isti dobiva cijepljenjem koje predstavlja vrlo
uspjesan prijenos virusa s vinove loze (plemka) na americke vrste i hibride (podloga), ali i

obrnuto (Martelli, 1993a, Maliogka i sur., 2015a; Fuchs, 2020). U ovom istrazivanju je
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prijenos GVG cijeplienjem potvrden u stopi od 100 % na sve koriStene indikatore (Kober
5BB, V. rupestris, LN 33 i V. riparia) te na vinovu lozu ('Chardonnay' i '‘Cabernet Sauvignon’).
U suprotnosti s time, uspjednost prijenosa za GBV-1 je varirala od 44,44 % (Kober 5BB) do
100 % (V. rupestris) u prijenosu bez GVG te od 57,14 % (Kober 5BB) do 100 % (V. riparia)
u koinfekcijskom prijenosu s GVG, uz ukupni srednji postotak prijenosa od 57,69 %. U
konacnici, istraZivani virusi su uspjesno preneseni na sve koridtene indikatore (Kober 5BB,
V. rupestris, LN 33 i V. riparia) zbog &ega se oni smatraju pogodnim domacinima
istraZivanih virusa (Tablica 4.7). Zbog toga, kako je ranije spomenuto, visestruko cijepljenje
plemki na iste podloge u vinogradu, bez prethodne kontrole zdravstvenog stanja, moze
znacajno pogodovati rasprostranjivanju GVG i GBV-1. Prijenos virusa cijepljenjem moze se
sprijeCiti trgovinom certificiranog sadnog materijala koji se proizvodi certifikacijskim
shemama od podloga i plemki majc€inskih biljaka kontroliranog bezvirusnog podrijetla
(Golino i sur., 2017). Certifikacijske sheme u EU regulirane su uredbom Europske komisije
EU 2019/2072 (EUR-Lex, 2022), prema certifikacijskim protokolima koje je definirao EPPO
(2008). Bez obzira sto certifikacijske sheme mogu varirati od €lanice do ¢lanice (Maliogka i
sur., 2015a), Hrvatska je uredbu u potpunosti usvojila u ,Zakon o sjemenu, sadnom
materijalu i priznavanju sorti poljoprivrednog bilja“ (NN 110/21). Prema tom zakonu u
Hrvatskoj su regulirani GLRaV-1, GLRaV-3, GFLV i ArMV u podlogama i plemkama te
GFkV samo u podlogama. Za tu nedosljednost vezanu uz ne regulaciju GFkV u plemkama,
bez obzira na drugacCije epidemioloSke spoznaje, upozoreno je u studiji Maliogka i sur.
(2015a). U toj je studiji takoder izrazena zabrinutost zbog nereguliranja GVA i GLRaV-2 kao
ekonomski znac€ajnih virusa vinove loze. U Hrvatskoj nisu do sada regulirani ni GVG ni GBV-
1, buduéi da njihovi ucinci na vinovu lozu jo$ nisu detaljno istrazeni. Neregulacija GVG i
GBV-1 bi u budu¢nosti mogla utjecati na njihovu jo§ vecu rasprostranjenost i pojavnost,
poput GVA, koji je u regiji Dalmacija prisutan u stopi od 61,4 % (Voncina i sur., 2019).
Posebno bi moglo biti zabrinjavaju¢e to sto su GVG i GBV-1 prisutni u kolekcijskim
vinogradima koji su osnovani na temelju klonske selekcije, a koji sluze ili bi mogli sluziti kao

izvori biljaka za proizvodnju sadnog materijala autohtonih sorata (Maleti¢ i sur., 2015).

Pored mehanicke inokulacije koja se koristi za prijenos virusa na zeljaste test biljke,
cijepljenje ,na zeleno® ili ,zeleno na zrelo“ predstavlja bioloSku metodu prijenosa virusa na
drvenaste indikatore, koji sluze za brzi razvoj simptoma i pouzdaniju dijagnostiku virusa u
certifikacijskim shemama (Rowhani i sur., 2017b). Cijeplienjem ,zeleno na zrelo®,
koriStenjem tehnike okuliranja zarazenog zelenog pupa na T-spoj pod koru drvenastih
indikatora i vinove loze, dokazan je uspjeSan prijenos za oba istrazivana virusa. Pri tome je
prijenos GVG ostvaren i na indikatore (LN 33, Kober 5BB i 110 Richter) i na vinovu lozu

(‘Chardonnay’ i 'Cabernet Sauvignon’), dok je GBV-1 prenesen samo na vinovu lozu sorata
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‘Chardonnay i Cabernet Sauvignon' (Tablica 4.8). Pored infekcije s GVG, u svim je
zaraZzenim bilkkama nakon pokusa prijenosa vektorom i cijepljenjem ,zeleno na zrelo®
utvrdena koinfekcija s GLRaV-3. Koinfekcijski i ¢ak sinergistiCki odnos izmedu vitivirusa i
ampelovirusa vec je prije primijecen preko ucestalijeg zajednic¢kog pojavljivanja u inficiranim
biljkama, sto dovodi do veée koncentracije vitivirusa u biljkama i izrazenijih simptoma
(Rowhani i sur., 2018), kao i do simultanog prijenosa &titastim usima (Bertin i sur., 2016).
Simptomi primije¢eni na indikatorima koinficiranima s GVG i GLRaV-3 odgovarali su
tipiCnim simptomima GLD, vidljivi u obliku Zuc¢enja i/ili crvenjenja u kombinaciji s uvijanjem
listova u ovisnosti o sorti (Slika 4.19) (Pathirana i sur., 2005). Medutim, u obzir treba uzeti
¢injenicu da su simptomi sli€ni GLD primijeceni i kod bolesti Syraha (SD) u Juznoj Africi i
Australiji, a pripisuju se GVA, pri ¢emu je u inficiranim biljkama metodom HTS dokazana
odsutnost GLRaV-3 (Wu i sur., 2020). Buduéa istrazivanja trebala bi utvrditi utjecaj GVG u
pojedina¢nim infekcijama na razvoj simptoma GLD. Za razliku od listova, ha centralnim
cilindrima kambija cijepljenih indikatora, na kojima se ina€e pojavljuju dijagnosticki simptomi
infekcije s virusima iz skupine RW, u slu€aju infekcije s GVG+GLRaV-3 nisu uofene
promjene koje bi upucivale na zarazu virusima. Dijagnosti¢ki simptomi za viruse iz RW
kompleksa na tom organu indikatorskih biljaka se mogu podijeliti na: uzlijebljenost drveta
podloge Kober 5BB pod utjecajem GVA (Garau i sur., 1994), naboranost drveta podloge
LN 33 (nespecifitna povezanost) (Savino i sur., 1989), naboranost drveta podloge V.
rupestris pod utjecajem GRSPaV (Meng i sur., 1999) te plutavost kore uzrokovane s GVB
(Martelli, 1993b). Navedena je ekspresija simptoma RW kompleksa na indikatorima
najizrazenija cijepljenjem zarazenih plemki ,na zrelo®, stoga bi se cijeplienjem bezvirusne
podloge i plemke zarazene s GVG mogla provijeriti ova hipoteza. S druge strane, biljke
vinove loze zarazene s GBV-1 nisu pokazivale simptome na listovima ni na centralnim
cilindrima nakon skidanja kore. Potencijalni neutralni u¢inak GBV-1 na vinovu lozu mogao
bi biti razjaSnjen pomoc¢u nedavne studije u kojoj je isti virus detektiran u razli¢itim vrstama
roda Ficus u Rusiji (Chirkov i sur. 2022) te smokvama u Juznoafri¢koj Republici (Hans J.
Maree, usmena komunikacija), ¢ime se otvara mogucnost da vinova loza mozda nije
primarni domadin istrazivanog virusa. U prilog tome govori i €injenica o vrlo Cestoj prisutnosti
stabala smokve unutar ili u neposrednoj blizini vinograda, pri ¢emu su i vinova loza i smokva
pogodni domacini za Stitaste usi, poput lozine Stitaste usi (PI. ficus), koja je dokazani vektor

GBV-1 u ovom istraZivanju.

Provedenim istrazivanjem razvijene su pouzdane metode detekcije za GVG i GBV-
1 kao temelj za buduca istrazivanja njihove biologije i epidemiologije. Takoder, konstatirana
je velika raSirenost istrazivanih virusa u priobalnom podrucju, gdje, zbog koriStenja

ograni¢enog broja mati¢nih biljaka neprovjerenog zdravstvenog statusa za reprodukciju i

117

Ekologija i karakterizacija G-virusa vinove loze i badnavirusa vinove loze 1



Rasprava

primjene drugih ampelotehni¢kih zahvata, postoji realna opasnost od njihovog daljnjeg
rasprostranjivanja. Zbog utvrdenih &estih mjeSovitih infekcija s drugim virusima buduca
istraZivanja trebala bi biti usmjerena na rasvijetljavanje interakcija oba virusa s vinovom
lozom te njihove potencijalne patogene uloge, njihove odnose sa drugim virusima kao i
realan utjecaj na vinogradarsku proizvodnju, pri ¢emu bi se saznanja o njihovim ekolodkim
i epidemioloSkim karakteristikama utvrdena u ovom istraZivanju mogla iskoristiti kao temelj

za razvoj strategija njihove kontrole.
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6. ZAKLJUCCI

1. Provedenim istraZzivanjem razvijene su nove pocCetnice i probe za detekciju
istraZivanih virusa metodama konvencionalnog RT-PCR za GVG i PCR za GBV-1 te
viSestruki RT-gPCR za istovremenu detekciju oba virusa. Navedeni protokoli uspjesno su
testirani na ve¢em broj uzoraka te kroz jednu sezonu rasta i mirovanja vegetacije. S obzirom
na dokazane visoke efikasnosti RT-qPCR reakcija te ucinkovitost konvencionalnih metoda
detekcije, novorazvijeni protokoli smatraju se osjetljivim i pouzdanim metodama detekcije
GVG i GBV-1. Zbog svega nhavedenoga, prihvac¢a se hipoteza da se za GVG i GBV-1 mogu

razviti precizne molekularne metode detekcije.

2. Analizom 4327 uzoraka vinove loze prikupljenih iz 93 komercijalna vinograda i 5
kolekcijskih nasada utvrdena je ukupna zarazenost s GVG od 10,54 % te 13,38 % s GBV-
1. Oba virusa utvrdena su samo u autohtonim sortama vinove loze prisutnima u kolekcijskim
vinogradima kontinentalne i priobalne Hrvatske te u komercijalnim vinogradima priobalne
Hrvatske, ali ne i u komercijalnim vinogradima kontinentalnog dijela. Sukladno
navedenome, djelomi¢no se prihvaéa hipoteza da su GVG i GBV-1 Siroko rasprostranjeni

na podrucju Hrvatske.

3. Od pet testiranih tipova prijenosa u uvjetima plastenika za oba virusa utvrdena je
sposobnost prijenosa li€éinkama lozine Stitaste usi, cijepljenjem ,na zrelo® te cijeplienjem
.Zeleno na zrelo“. Za oba virusa nije potvrdena sposobnost prijenosa sjemenom
prikuplijenim sa zarazenih biljaka te mehani¢kom inokulacijom. Sukladno rezultatima,
djelomi¢no se prihvacéa hipoteza da se GVG i GBV-1, osim zarazenim sadnim materijalom,

prenose sjemenom, mehanicki, cijeplienjem te pomocu Stitastih usi.

4, Osim vinove loze kao pogodni domacini oba virusa u testovima prijenosa
cijeplienjem potvrdene su indikatorske drvenaste biljke iz roda Vitis te njihovi hibridi koji se
Cesto koriste kao podloge u proizvodnji sadnog materijala vinove loze: Vitis rupestris, Vitis
riparia, Kober 5BB (V. berlandieri x V. riparia), LN 33 (Couderc 1613 x V. berlandieri) te
110 Richter (V. berlandieri x V. rupestris). Nisu potvrdeni dodatni domacini istrazivanih
virusa medu zeljastim test biljkama (Nicotiana benthamiana i Chenopodium murale) i
korovima prisutnim u hrvatskim vinogradima (Amaranthus retroflexus, Ambrosia
artemisifolia, Chenopodium album, Galinsoga parviflora i Abuthilon theophrasti). Na osnovi
dobivenih rezultata prihvac¢a se hipoteza da vinova loza nije jedini domacin istrazivanih

virusa.
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Prilozi

PRILOZI

Prilog 1. Spektrofotometrijska o€itanja koncentracije i €istoce izolirane RNA i DNA iz rozgvi
(R) i peteljki listova (P) biljaka podrijetlom iz zbirke virusa vinove loze (SZAF).

RNA DNA
R.br Oznaka Biljni Koncentracija  Cisto¢a Biljni Koncentracija  Cistoc¢a
- biljke materijal (ng/ul) A260/280 | materijal (ng/ul) A260/280
1 VB-132 R 19,60 1,26 P 10,50 1,62
2 VB-135 R 16,00 1,60 P 26,00 1,68
3 ZAG-006 R 8,00 1,43 P 23,50 1,68
4 PUS-1 R 4,80 1,50 P 15,50 1,82
5 PUS-4 R 9,60 1,85 P 23,00 1,84
6 PUS-5 R 6,40 1,78 P 33,50 1,68
7 PUS-2 R 9,20 1,77 P 26,50 1,47
8 PUS-3 R 9,20 1,53 P 6,50 2,17
9 VUG-066 R 6,40 1,46 P 11,50 2,09
10 VUG-112 R 8,40 1,50 P 9,00 1,80
11 VUG-116 R 6,40 1,60 P 11,50 1,77
12 VUG-117 R 6,40 1,60 P 18,50 1,85
13 VUG-107 R 6,80 1,70 P 15,50 1,82
14 VUG-126 R 11,60 1,32 P 24,00 1,85
15 VUG-092 R 5,20 1,86 P 26,50 1,83
16 VUG-115 R 7,60 1,90 P 6,00 2,00
17 VUG-064 R 7,60 1,90 P 11,00 1,83
18 VD-101 R 15,20 1,65 P 4,50 2,25
19 VB-104 R 15,60 1,77 P 10,50 1,91
20 VB-105 R 23,20 1,81 P 35,50 1,78
21 POS3-016 R 6,00 1,50 P 20,00 1,54
22 POS3-022 R 5,20 1,30 P 4,00 1,33
23 POS3-007 R 8,80 1,57 P 5,50 1,57
24 POS3-051 R 11,20 1,47 P 9,50 1,58
25 POS3-009 R 10,40 1,37 P 4,00 2,00
26 POS3-012 R 7,60 1,73 P 43,50 1,48
27 POS3-001 R 6,00 1,50 P 12,50 1,67
28 POS3-046 R 7,20 1,64 P 5,00 1,67
29 POS3-048 R 5,60 1,40 P 6,50 1,44
30 VN-116 R 18,00 1,61 P 4,50 1,50
31 VN-103 R 13,60 1,62 P 10,00 1,67
32 VN-108 R 9,20 1,64 P 4,00 2,00
33 VN-104 R 20,40 1,82 P 5,00 1,43
34 VN-120 R 6,40 1,78 P 15,50 1,63
35 VN-107 R 6,80 1,42 P 4,00 1,60
36 VN-124 R 9,20 1,53 P 8,50 1,89
37 PO3-076 R 8,00 1,43 P 12,50 1,67
38 PO3-080 R 11,20 1,56 P 13,50 1,69
39 POS-075 R 10,40 1,30 P 5,50 1,83
40 POS-084 R 12,80 1,28 P 14,50 1,81
41 POS3-064 R 8,40 1,50 P 6,50 1,86
42 PO3-069 R 6,80 1,55 P 8,50 1,55
43 POS3-059 R 9,60 1,71 P 2,50 2,50
44 POS-066 R 8,00 1,67 P 12,50 1,79
45 POS-077 R 4,80 1,71 P 8,00 1,78
46 VLJ-178 P 4,00 2,00 P 22,50 1,88
47 POS-056 R 6,00 1,50 P 10,50 1,75
48 VG-112 R 9,20 1,77 P 7,50 1,67
49 VVL-122 R 2,00 1,25 P 6,00 2,00
50 VVL-114 R 5,60 1,75 P 5,50 1,83
51 VVL-135 R 6,40 1,60 P 7,50 1,88
52 VVL-123 R 8,40 1,75 P 4,50 1,80
53 VVL-125 R 8,00 1,82 P 7,50 1,88
54 VVL-134 R 4,80 1,71 P 12,50 1,67
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Prilozi

Prilog 1. Nastavak

RNA DNA
Oznaka Biljni Koncentracij Biljni Koncentracija
R.br. biljke matérijal a (ng/pL) ' A260/280 matérijal (ng/pL) J A260/280
55 VVL-131 R 3,20 1,60 P 6,50 1,86
56 VVL-129 R 6,00 1,88 P 6,00 2,00
57 VVL-113 R 6,80 1,55 P 10,00 1,82
58 VUG-002 R 5,20 1,86 P 8,00 1,78
59 VUG-037 R 12,40 1,47 P 7,00 2,00
60 VUG-036 R 7,20 1,80 P 7,50 1,67
61 VUG-013 R 13,20 1,74 P 10,50 1,91
62 VUG-059 R 12,00 1,58 P 4,00 2,00
63 VUG-062 R 8,00 1,67 P 4,50 1,80
64 VUG-014 R 6,80 1,70 P 5,50 1,83
65 VM-154 R 5,60 1,56 P 8,00 2,00
66 VM-148 R 4,40 1,83 P 9,00 1,80
67 VM-160 R 10,80 1,69 P 6,00 2,00
68 VM-116 R 11,60 1,32 P 8,50 1,70
69 VN-112 R 10,00 1,47 P 8,00 2,00
70 PLA-013 R 7,60 1,90 P 5,00 1,43
71 PLA-020 R 220 1,83 P 4,00 1,60
72 PLA-004 R 6,40 1,60 P 11,50 1,77
73 PLA-006 R 6,80 1,42 P 12,50 1,67
74 POS-096 R 6,40 1,23 P 8,50 1,70
75 POS-120 R 5,20 1,86 P 16,00 1,78
76 POS-095 R 6,00 1,50 P 7,50 1,88
77 POS-087 R 7,60 1,73 P 12,00 1,85
78 POS-123 R 10,80 1,69 P 13,00 1,73
79 POS-094 R 6,00 1,88 P 12,00 1,71
80 VB-122 P 6,80 1,13 P 20,00 1,82
81 BAB-076 P 5,20 1,18 P 12,00 1,71
82 POS-124 R 7,60 1,73 P 12,00 1,85
83 POS-102 R 8,00 1,67 P 15,50 1,82
84 POS-100 R 17,20 0,96 P 9,00 1,80
85 POS-109 R 4,00 1,43 P 8,50 1,89
86 PMC-312 R 9,20 1,77 P 21,00 1,91
87 PMC-287 R 5,60 1,75 P 8,00 1,78
88 PMC-313 R 12,00 1,58 P 37,00 1,95
89 PMC-401 R 18,00 1,02 P 3,00 3,00
90 PMC-286 R 10,40 1,73 P 17,00 1,89
91 PMC-235 R 13,60 1,62 P 30,50 1,85
92 MAR-019 R 10,40 1,73 P 11,00 1,83
93 MAR-044 R 6,00 1,67 P 12,50 1,67
94 MAR-037 R 7,60 1,73 P 14,50 1,81
95 MAR-114 R 11,60 1,61 P 11,00 1,83
96 MAR-123 R 7,60 1,58 P 11,00 1,83
97 BAB-035 R 10,00 1,47 P 12,00 1,85
98 BAB-045 R 9,20 1,44 P 9,50 1,58
99 BAB-009 R 9,20 1,53 P 17,00 1,70
100 BAB-018 R 8,40 1,62 P 12,00 1,60
101 BAB-049 R 8,80 1,83 P 11,00 1,83
102 BAB-038 R 7,60 1,73 P 10,00 1,67
103 BAB-002 R 11,60 1,53 P 21,00 1,68
104 BAB-034 R 8,40 1,75 P 12,50 1,79
105 BAB-052 R 12,40 1,63 P 10,50 1,75
106 PMC-178 R 8,80 1,57 P 9,50 1,73
107 PMC-192 R 5,20 1,44 P 7,50 1,88
108 PMC-181 R 10,80 1,68 P 5,50 1,57
109 PMC-124 R 8,00 1,82 P 13,50 1,59
110 PMC-094 R 8,40 1,50 P 11,50 1,77
111 PMC-084 R 10,80 1,69 P 8,50 2,13
112 PMC-159 R 8,40 1,91 P 11,50 1,77
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Prilozi

Prilog 1. Nastavak

RNA DNA
R.br. Oz_n_aka Biljn_@ Koncentracija A260/280 Biljn_@ Koncentracija A260/280
biljke materijal (ng/ul) materijal (ng/ul)
113 PMC-135 R 8,00 1,54 P 7,00 2,00
114 PMC-113 R 8,00 1,67 P 10,50 1,91
115 PMC-189 R 12,40 1,72 P 22,00 1,63
116 PMC-104 R 10,40 1,04 P 13,00 1,73
117 PMC-105 R 8,40 1,62 P 7,00 1,75
118 PMC-085 R 15,20 1,65 P 23,00 1,28
119 VLJ-160 R 7,20 1,80 P 7,00 1,75
120 BAB-065 R 8,40 1,75 P 25,50 1,65
121 BAB-058 R 8,00 1,82 P 12,00 1,71
122 BAB-084 R 17,20 1,87 P 27,00 1,86
123 BAB-072 R 10,40 1,73 P 7,00 1,75
124 BAB-067 R 6,80 1,89 P 14,50 1,81
125 BAB-075 R 8,40 1,75 P 13,00 1,63
126 BAB-068 R 18,40 1,59 P 14,00 1,65
127 BAB-073 R 8,40 1,91 P 9,50 1,90
128 BAB-071 R 18,80 1,88 P 35,50 1,73
129 GRK-009 R 15,60 1,77 P 15,50 1,72
130 GRK-012 R 36,00 1,88 P 17,50 1,75
131 GRK-042 R 6,00 1,67 P 6,50 1,86
132 GRK-008 R 8,80 1,69 P 13,00 1,73
133 GRK-003 R 16,40 1,86 P 11,00 1,83
134 GRK-015 R 13,20 1,74 P 16,00 1,68
135 PMC-282 R 8,40 1,50 P 10,50 1,91
136 PMC-200 R 11,20 1,65 P 15,00 1,77
137 PMC-219 R 10,40 1,63 P 19,50 1,86
138 PMC-234 R 7,60 1,90 P 6,00 1,71
139 PMC-236 R 12,00 1,50 P 9,50 1,73
140 PMC-245 R 10,40 1,53 P 7,00 1,75
141 PMC-243 R 10,40 1,53 P 5,50 1,57
142 PMC-272 R 12,00 1,67 P 6,00 2,00
143 PMC-279 R 54,40 1,70 P 2,50 2,50
144 PMC-275 R 22,40 1,60 P 12,00 1,71
145 PMC-232 R 83,20 1,87 P 4,00 2,67
146 VVL-140 R 15,60 1,86 P 7,50 1,88
147 VVL-142 R 24,00 1,94 P 23,00 1,84
148 VVL-143 R 7,20 1,80 P 6,00 2,00
149 VVL-150 R 38,00 1,98 P 15,50 1,94
150 VVL-147 R 12,40 1,94 P 16,00 1,88
151 PMC-022 R 10,80 1,69 P 7,00 1,75
152 PMC-009 R 22,80 1,84 P 8,50 1,70
153 PMC-082 R 16,40 1,78 P 8,00 2,00
154 PMC-011 R 13,20 1,74 P 17,00 1,89
155 PMC-079 R 11,60 1,00 P 9,50 1,90
156 PMC-013 R 13,60 1,79 P 6,00 2,00
157 PMC-026 R 34,00 1,81 P 5,50 1,83
158 PMC-078 R 26,40 1,69 P 8,50 1,89
159 PMC-010 R 27,20 1,70 P 5,00 2,00
160 PMC-003 R 9,60 1,60 P 6,50 1,63
161 PMC-081 R 16,40 1,78 P 9,50 1,90
162 D-34 R 10,00 1,67 P 12,50 1,67
163 D-30 R 8,40 1,91 P 14,00 1,87
164 D-17 R 19,60 1,63 P 14,50 1,93
165 D-24 R 12,40 1,82 P 20,00 1,91
166 D-21 R 5,60 1,75 P 15,00 1,77
167 VG-102 P 5,60 1,27 P 22,50 1,88
168 BAB-059 P 4,00 1,67 P 12,00 1,85
169 BAB-063 P 3,60 1,50 P 12,00 1,71
170 VVL-141 P 2,80 2,33 P 11,00 2,00
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Prilozi

Prilog 1. Nastavak

RNA DNA
R.br. Oz_n_aka Biljn_@ Koncentracija A260/280 Biljn_@ Koncentracija A260/280
biljke materijal (ng/ul) materijal (ng/ul)
171 VD-102 P 3,60 1,50 P 17,00 1,89
172 MAR-034 P 5,20 1,63 P 22,50 1,73
173 VG-107 P 6,00 1,50 P 10,00 2,00
174 VB-115 P 7,20 1,50 P 19,50 1,86
175 VLJ-103 P 7,20 1,29 P 15,00 1,88
176 BAB-061 P 5,60 1,27 P 8,50 1,89
177 VB-191 P 8,80 1,22 P 11,50 1,92
178 VB-138 P 4,40 1,38 P 13,50 1,69
179 MAR-101 P 5,60 1,75 P 24,00 1,66
180 VB-116 P 5,60 1,17 P 13,00 1,73
181 VB-184 P 7,20 1,39 P 12,00 2,00
182 VB-171 P 9,20 1,44 P 10,00 2,00
183 D-3 P 4,00 1,67 P 14,00 1,87
184 MAR-042 P 3,20 1,60 P 15,50 1,82
185 VVL-112 P 6,40 1,33 P 14,50 1,93
186 MAR-016 P 6,00 1,67 P 23,50 1,96
187 MAR-026 P 7,20 1,50 P 27,00 1,86
188 VLJ-163 P 16,40 1,41 P 19,50 1,86
189 VLJ-139 P 17,60 1,38 P 17,00 1,79
190 Jarbola P 6,80 1,42 P 12,50 1,92
191 BAB-057 P 15,20 9,50 P 20,00 1,74
192 VLJ-119 P 15,60 6,50 P 14,00 1,87
193 MAR-028 P 10,40 8,67 P 24,50 1,82
194 BAB-055 P 4,80 1,20 P 11,00 2,00
195 BAB-054 P 5,60 1,00 P 13,00 1,73
196 BAB-047 P 4,80 0,92 P 13,00 1,63
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CATCCTTTGCTAGTCGTCTCTTATCATTCAACTATGTCTCTGGGTGCAGGAAGTCAACGGAACGCTTATGCTAACGTTATTTCAAATCTGGATGCAGAGTCCAGCTCTA
AGCTCAAGCTTCTAAAGGGTGAGGAGGTCTTAAAAATTGAGTCTGATGCTAATAATCTATATGATTATTATGTATCTGATCAAGTTTATGATTTCCTAGTATCAAAAGGTA
TCCCTCTTTCGAACCAATGCTTTAGAGTGCATTCTCATCCTGCTTCGAAAATAATAGAGAATTATTTTCTTTATAACGTTATTTCTAATCATATAGTTAGTAACACTATTTT
TATTAGTTTAAAGGAGTCTAAACTAGTACAGTTAGGTGTTAGGAAAGCTCATATTAAGGATAATGTTAATTTGATTAATAGATTAATACATGCCAAAGATGCACTTAGATA
TTCTGACCCCGTAAGGAATCTTGATTTCTCCACTTTGAAACCTGAATTCAAGGAGAAATTAAGTTCAGCAAAAAGGGTTGTAATTCACGATGAAGTGCATTATTGGTCA
CTTTTAGATTTTCAAAATTTTTTGGGTTTAATTGATGGGCCTCTGATCTACTCAATCATATACCCCCCTGAGGTTCATATGGGTTATGAAAGCTCCCTTCACCCGGATTT
GTACGAATTCAGGTATATCAAAGATCGCACTGCCTTCATTTGGGCTCCAGATGGGAATTATGGGGCGAGCTACACCCAGCCTGTGAACCCTTGGTTACTCAGCACGA
ACAAGCTTCATGACTCAATGAGCAGAACGTGGACGCTGACCAAGCTCGAAACCATTGGTTCACATCATCTGTTTCTATGCGTGCAGGGCTCAAAAATAGTTGAGGATC
AACACATCTTCACCGATTTTACTCTAGTTGACCCGAAACTCTTTGCATCATACGCGAACAGAAACCCACGTTTAAGGGCGTCATTTGTTCGGAGGACGGCTCATTACCT
AATGGCCCTCAAGAAAGCGGATAGTGCAAGCGCGGTCAGCAAATTGAGACAGCTCTCAAAAAGTGATGAGACAGCTGATGAAATTTTATTCGTTGGTGGCCTCGCAA
AGTGCATCAGTGATCTCAAGTACTTTAACAACGTGTCTGGCCTGCTTGATTTAGGGGAGGTTATCAAGCACTCCATTGAGCATATGTTCTTCAGTGGCCTTGCTCTTTA
TATGGTTGATAAACAAGCATACCACATGGAGAAAATGCGCGTGGATTTGAAGAATCTTGTTACCCCAACATTGGTGGTCGCTTGTGGTTTCAAGGAGTACAAGAGCCT
CAATAGCAAACACTTCATGAGGATTGAGGATTATATTGATAGCAAGTTTGAAGGGGGCCTAACTGGAGAATTTGAACCCCAGTACGCCATGATTCCCATGTTTGAGAG
AGATCCATATTCAAAAACTTTCGCTGAGGGAGAGGAAAGGCTTGTAATTCCAAAGCTGGAGAGGGAGTGTGCTCGCTTCAAGCAGATGCTGGGACCCCCAAGGGTTG
TGGAACAGAAGGCCAAGTACTTCACTGAGCGCCCTGCTGATGGTGAGGATTATGTGTATGTCGAGACTGTGCCCAAATTCTTCATAAAGGTTATGCTTCTAGAGGATG
GCGCGCCACACATTTTGTACCAGGAGGGGCTGATTGGGGCTGATGAGTACATTAAGCGCGCAACATGCCAGAAAAACCAGGATGAACCAGTTGGAGTGGTTGAAGC
TGTTGAAACCACTGTGGATGATGAAGTGCCTGTTGAGGAACAAATGGATCTTGGAGGGACACTTGAAGCCGTTGTAGAGGCGAAAAAGAATCTCTGCCTGCTGAAAC
CACTAAGTGAGCATCTCAAGGTTGAGCATCCAATTTTAGTCGGCCATATGATCAGTATTGATAGTTCATTCGCCAGGTTCTTAAATGAGGATGGTCTAGGGCTCCCAG
GGCTACTCATGATAGCCGCCGCAAAGAACATGACCATGGCTATCTCAAGAAAAGGGGGTGGTTACTTACACATCGATGGAGAGTATAATCCAATTGGGATTGAGATCT
CCTCCAATCATGCCACTCTGGTGCCCTATGAGCGAATAAGGAATTTGCCCTCTGATATGCTTAGAGTCTCTGAAACTTGTGGCACACTGAGTTACACAGTAAAGGCAG
AGAGGGCACTGAGACTGGTGAATGCATTCAAGAAGGGTTTCACTGGCGTCCTACTAAATGAGTTTGTAAAACAATGGGGCAGGGTTGAAACAAGAGTGGTTGGGGAT
CACGAGCTTCAGGTTAGTTCTTTCTTAGGTTTTGCTGGATGTGGAAAAACAACCTTTTTGCTCAAGATGCTCAAGTGCAACACCGGTATTATTGCCTCCGTGGTGAGCC
CTAGAAGGAACTTGGCTGATGAGTGGTCAAAGGATCTAGAAGGAACATCTCATAATGTGTACACTTTTGAGAAATTCTTAAAGGTCTCCGCAAGTTGTGACCTCTTGGT
GGTTGATGAATGTGGCTTGTTCCCCCCTGGTTATCTTGACCTGGTCTTTTTCATGAAGGAATTTAAGCATATTGTTATCCTGGGTGATCCTTTACAGTGCTCGTATTACA
ATGAGAAAGACAACATCGTCTTGAGGGAGAATTCCACGTTATTCAAGGAATTGAGGTTGCCAAAGGTTAACCAGTGCCTCTGTGGTTTATCGCTGGATGTCAAGGACT
ATGTTGGTCCATCTTTTTGTAACATGCCTGGCACTGGTGACAAATTGAAAGGCAGGGATGCCTGGTTCTATAGCAGGAACGGGGAGGGTTACACTTATTCTGGCATAA
AGCACAACTCCAGAGGTTGGCCAGAGAGCCTAGATGAAGTGATCAGAGCTTGCTGTCTGGAACCCCAGTCTTTCGATCATTGCCTAGCTCAGGAGTACTGTGCCGGT
GGCAAGATAGGGTTCCATGCTGACGATGAGAAGTGCTATCCAATCGGAAACCCCATTTTGACTGTGCAGCTAGACGGGGCGTGCCATTTCAGTGTATCCTGTAAGAA
GGGGGCGTCTACATTTGTTCTTGATGGAGCCAAGTATTTCTTAATGCCCAACGGGATGCAGGCAACCCACAAGCACGCTGTTGAAGCTGACAAACCCAGGGCAAGCT
TGACGTTTAGATCCACAAGGCCAGTCACCCTGGAGCAACATTCTGAGTCCACTCTTAAATGCCCATACATGTTGTTTACCAACAGGTTGTCAAGAAAGAATAACGTCTT
TGGGGTTAAGTCACATGGTACTCTTGGTTATGAGGTGAAGGAGATTAATACCTTAAATCATGACCTGCCTACCATATGCTTTTCCAGAGATTATCTTGAAAAGAAGAAG
GAAATGAAAGAAATCATGACAGTTAGCCAATCTCAAGGTCTAAGCAGAAAAATAGTTCAACTGGTCCTTGATACTGGTTCTGTGAGTGCTGAAGATACTAATGTAATCA
CTGCTTTAACCAGGGCCCGCAATGGCATCCACGTCTTCTTTGATGTCGGCAAAGAGACTGTGCTATCTACCGCCAGGAGCAGCATCCTCAAGGCATTCATCAAGAGG
GAGATCATCAGTAAGAAGATGTTAATGTCAATTTTATCCTCCGAGACTAAGATCCCCTTTGAATTCATTGAGGAGAACCACCAGATAGGTTCCACTAGGGCAGAGATTG
AGCAGAAATTAGAAGGTGACCCCGGTCTCAAAGCTATGCTCACTATCTTGGATGCTGAAGAGATGGAGGAGGAATTCATGGAGAAGGAATTAGCCCCAGAGAGTAGC
AGGACACATCTAGCACTTTCTGAGTTTCGGAATGAGCTATTTCCTACAGAGCTCAAAGCCAAAGAAGATCGAGAAGCTCACATCTATGGTCAGGGATACAGTAACCAG
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ATTAGAGATGATGTGCCAAGCGAGAGGATGGCAGGTCCATATGGTCCAAGTAGCATCTACCTTCACCACAGGTCGGAAGATGACATCACCTTCATACTCTCAATCCGGA
AGAGGCTGCGTTTCGCTGATTATGAGAAGAATTGCAGATCATTTGCTCTTAAAGCACACATAGGGGAACAGATATTCGATGTGTTTTCTAGGCGCATCGGATTAGGGCAT
GTACCCCAGGTGGATCCGACTGAATCTGAACTGCAGTTTACTCAGAAAAGAATTGAGAAAAGCGCAGCACTGCTTGAAGCTCACTCAATAAGATCTGACCCTGATTGGC
CATCAAACATTATAAAGATCTTCATAAAGAATCAGTGCTGCACAAAAATGGAGAAAAGAGGTATCGATGCAAAGGCTGGACAGACTATAGCATGCTTCGCCCATTCCGTT
CTCTGCAGGTTCGGGCCCTTAATGAGAAAGACTGAGCTCCAGTTTCGGAGGATGATCCCTGAGCATATTCTTATCTTTTCTCAGAAGAACTACGATGATCTTGATAGATG
GGCCAAAGAGTACTTCTTGGATTTCACCGGGACTGACAGTGACTATGAGGCTTTTGATAGATCGCAAGATGCCACTATCTTAGGCTTCGAAAGGAGTTTCTTGAGGTACT
TCGATTGGCCAGAAGAGATGATCAGTGAATATGTGGAGCTCAAACTTAGAATGGGGGGTACTCTAGGTGACTTGGCCATCATGAGGTTTTCCGGTGAATTCGGTACCTT
TTTCTTCAATACTATTTGTAACATGGCCTTCACCTTCTTGAGGTACAAAATAGGACCTTACCAACCCTTGGCCTTCGCAGGTGATGATATGGTGGCTCCTGGCAAACTTGA
AGTGGATATGGCATACCATGATCTACTTGGTCTCCTACAACTCAAAGCCAAGGTGAATTACAGCGATCAACCGCTCTTCTGCGGATGGAGAGTGAGCCCCTTTGGCATT
GTTAAGGATCCGAACCTTCTCCTGGATAGGCTGGAGATGAAACGTTCTGAAGGCACTCTCCATTTGTGCATCGCAAATTATGCATTGGAGGCGAGTTATGGTTACAGATT
AAGCGATCATCTTCATTTCTTGAATATAGATCTGGATGCTTATCAGGAGTTGGTGAGGAAGATAATCAAGCTCAAAAGCCATCTGCCGGCCAACATCAGTGCGCTGTACT
CTTCCGAAGAGGATATTATCTCAGATGGTGAAGGATGATGGAGGGACTCATCAAGGATAGGTTTAGTTTAGAGGAGCTTGTGAATATTTATAATAATCTAGTGATTAGTGA
TATAGCTATCCCAGATGATTTAGACTTTCTTTTAAGGTTAGGTAGTTCTGATAGTTCTGTGGTAGCTCTGAGGAACTATTTGCTGGGGAATCATTCTGCTCAAGTTCAGAG
CTTCAGCTACTCCCCAACTTTAGTAACTCAGCCTGCTTACCCTGAACTAGGTGATGCCCAGCGGTTAACTGAACTCCTGGGTTTTTCAGTTGTGACTAGTGAAAATCTCAA
ATCTCTTCACAGGTTTTCTGGAGGTAATCTCATGCACCTCTCTGTTTTGAGTGGACAAAGGGTTGTTTTGATGAACTACAAGCTACACAGGATAAACCTCAGCTGCCCACA
CATCCATGATGCTCTCCAAGGCATTAAGATAATATCAAATTGCCTTTTCTTGGTTTAAGGAGCAACCGTAGTTTAATAATGGAGAGGGTGGAGAATAAAGTGTTTAAGGTG
AGGAATCTCAAGAATGGTCTCTCAAACCTCCAAGACTTTGAGAAGATCGTTGATAAAAAGAAGGTCTATGAGCTCGGGGTGCTCGATGAAATTTTTGGGCCAAAGAGGGT
CTTCAAATGTGCGATCTGCAAGGAGCTCACGGTTGAGTCAGGTGAGGTCAATGTACAGATGGATCTATTTTGCGAGGAGACTATGGATGGAATTGACCCTGACGTTTAC
CCATTTATGCACTTTGGCTGTCTCGCTCTGGGCTTTATGGGTCTTGGAAGTAGGCTGGATGGTCAGTATGTAGCCCAGGTCGTTGATACGAGGAGGAAAGAGGGTTCGA
ATGTCCTCTCATCCTTCCGCTTCAGGTGCAAGGATGGTGTCAGCGCGTACATAGATTTTCCAGATTTCTGCGTAGCGACCACTGACATCATGGGGGGCTTCACCATCTC
CATCCGTCTGAGATCTGAGGGCATAGACTTCATGGACGGTTCTCACCCCTTGGCCTTAAACGTGGTAGCACTCTGTCGTTTCATGGATGACAAACTGGAGACAAAGATG
CTCATAAAGAAACACGGGAAGAGAATCTACCAAGCAGTCGGCCAGGTCGAAATTCTTGATCCTGAAATAGGGAATCTCCGTCTCAATGATACTCCAAGTGGAGACACAAT
TGATAAGACTATGTTCGACGTCGCGGAGATAATAAGGAAGATCAGATCAAGTGTCGGTTCAGGGGCAAGTGCAAGCACAAAGGATGGGAGAGGAATCAAAGAGGATGA
GGCTAGCAGTACTGACGCTGCTCAGCGTGAAGCATCCGGCTCTAAAGTCAGAGCCCTCTTCTGATGAGGAAAAAGAACTTAACCATAATATACTTAGTAATATATTTGGT
AATATAGGTATTATAGGTACTAGTGCTAAGATAAGTAACTATCCTGAGTCAATAAAGTGCTATGATCTCTCAGCTGGTCGTTTGAATCCAGCTCTCCTCAAGGGTGAGGAT
ATCAGATTGGGAGAGATTTTAGTCACAATGATAGTGGTCTCTAAGGCTGCTGACGGTCCTCCAATGGGTGGAGCTACACTGCGTCAAATGTGTGAGCCCTTTGCTAATG
AGGCTTACCATTACCTGAAGGCCGCAGCTAATAGTGGTGTTTACACCAATTTGGCAAAGAAGATGACAAGGGCTGGGAATAAGGAACCTCAGGTAATGTTTGACTTTTCT
AAGGGTCTTGCAATATCTAGGTTGACACGCTCTGAGGCCAGTGTCATGCAAGTCATGCATCAACGTGTCTTTCGAACTGAAGGCGCCAAGGGTGTATTCGAAGCTCAAA
GCAACGTGGCCGAAGGACCTGTGGAGGTTTAGCTTAAAGCAGTTAAGAGGATCACTATACTATCAATAATGCAGAGGCTAGGTGAGTCTAAAAGTGCAGCTAAGCGTCG
AGCTAAGCGGTATGGTGTCTGTTATAAGTGTGCTAAGTCAGTTTGCGTTTGTGAGAAAAATAGGGCTAGCTCTTTTGATCGGACTGATTGGAAATGCTATAATGCAATAAG
GATGCCTGCGACTAGATACTTAATCGAAAGCAGAGGTACTTATTTGCACAAAGCATCACAATTAGCTCTCTCCGATCTTGAGGCTATTGGTGTTCTGGGTTATGAGAAATA
TGTTAGGTATAATAAATCAATAAGAGGTTGTAAATCTCCAGAGGAAACTCCAGAGTATTACAATTTCAATTAATAAAGAGGGGACATGCTTAGCCTTCCCCCTTAGTGTATA
GGGCGAAATAACACACAGTGC
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GAAGTGCATTATTGGTCTCTGTTAGATTTCCAGAATTTCTTAGGTTTAATTGAAGGACCATTAATCTACTCGATCATATATCCACCAGAGGTCCACATGGGTTATGAAAG
CTCCCTTCATCCGGATTTATATGAGTTCAGGTACATTAAGGACCGCACAGCATTCATCTGGGCGCCTGATGGCAATTATGGAGCTAGTTATACCCAACCTGTAAACCC
TTGGTTATTGAGCACCAACAAGCTCCATGATTCTACAGGTAGAACATGGACACTCACCAAGCTTGAAACCATCGGTTCACACCATCTGTTTCTGTGTGTTCAGGGGTC
AAAAATTGTGGAGGATCAGCATATTTTCACCGATTTTACATTGGTAGATCCTAGACTCTTCTCCACATATGCCAATAGGAATCCTAGGTTGAGGGCATCGTTCGTGCGC
AGAACAGCTCATTATTTGATGGCCCTCAAAAAGGCTGATAGTGCCAGTGCCGTTAGCAAACTGAGACAACTATCAAAAAGTGATGAGACTGCTGATGAGATACTGTTT
GTGGGGGGTCTAGCAAAATGCATAAGTGACCTCAAGTATTTCAACAATGTTTCTGGCTTATTAGAGTTGGGGGAGGTCATCAAGCATTCAATAGAGCATATGTTCCTTA
GTGGTCTGGCTCTGTACATGGTGGATAAACAGGCTTACCACATGGAGAAGATGCGATTGGATCTTAAGAATCTTGTCACCCCAACTCTAGTGGTGCCATGTAACTTCA
AGGAGTACAAAGGCCTCAACAATAAGCATTTCATGAAGATAGAGGATTACATGGATAACATCTTTGAGGGCGGCCTAACCGGTGAGTTTGATCCACAATTTGCAATGG
TGCCTATGTTTGAAAGAGATCCATATTCCAAAATCTTCTTGGATGGTGAGGAAAGACTCTCGATCCCACAGCTTGAGAGGGAGTGCACTAGATTTAAACAGATGCTTG
GACCACCAAGGGTTGTTGAGCAGAAGGCAGTCTACCATGCTGAACGTCCACTTGACTGTGACGATCATGTGTATATAGAGACCGTGCCTAAGTTTTACATGAAGGTAA
TGCTCCTGGAGGACGGTGAGGATCATGTACTATACCAGGAAGGTTTGATTGGGGTCGATGAGTACATTAGACGTGCCAAACTTTCAGATGCTCAAGTTGCACCTGCA
GAGGTCTCAGAGGTTATACAAGATTTCACTGACCCTGAGGTACCTGTTGAGGAGCAGTTAGATTTGGGGGGATCCCTTGAGGCTGTGGTGGAGGCTAAAAAGAATCT
TTGCTTACTTAAGCCACTCAGTGAGCATCTCAAAGTCGAGCATCCTATTCTGGTGGGGCACATGATCAGTATTGATAGCTCATTCGCCCGATTCCTCAACGAGGATGG
TCTTGGTCTGCCTGGTTTACTCATGATAGCTGCTGCCAAAAATATGACCATGGCCATATCAAGAAAAGGTGGTGGCTACCTGCACATAGAGGGCGAGTACAACCCGAT
TGGCATTGAACTTTCATCCAACCATGCCACACTGGTGCCATATGAGCGGATTAGAAACCTGCCACAGGATATGCTCAGAATCTCAGAAACTTGTGGGACCCTCAATTA
CACAGTTAAGGCAGAACGGGCACTGAGGTTAGTCAATGCATTCAAGAAAGGTTTCACAGGCATCCTGCTGAATGAATTTGTGAAGCAATGGGGCAGAGTTGAATCAA
GAGTGACTGGGGATCATGAGTTGCAGGTAAGTTCTTTCCTAGGATTCGCTGGGTGTGGCAAGACAACTTTCTTGCTCAAGATGTTGAAGTGTAACACCGGGATTACCG
CATCGGTTGTGAGCCCTAGGAGAAACCTCGCTGATGAATGGGTAAAGGATCTAGAAGGCACATCCCACAGTGTTCACACGTTTGAAAAATTCCTGAAAGCATCAGCAA
GTTGTGATCTCTTAGTTATAGATGAGTGTGGCCTATTTCCACCAGGTTATCTTGATCTGGTTTTCTTCATGAAGGAATTCAAACACATAGTGATACTGGGGGATCCTCT
GCAATGCTCATATTACAATGAGAAAGATAACATTGTGCTGAGGGAGAGTTCCGCATTGTTCAAGGAGCTGAGACTGCCGAGTATAAACAAGTGCATTTGTGGTTTACC
CTTGGAGCTCAAAGATTATGACGGTCCTACTTTCTGTAACATGCCTGGGAATGGAGATAAATTGAAAGGAAGAGATGCGTGGTTTTACAGCAGAAATGGTGACGGCTA
CACCTATTCAGGTAAAAAACACGCCTCCAAAGGTTGGCCTCAAACATTAGATGATGTGATTAGGGCCTGCAATTTGGACCCACAATTCTTTGATCATTGTTTGGCTCAA
GAATACAGTGCTGGTGGTAAGATAGGGTTCCACGCGGATGATGAGAAATGTTACCCTATTAACAATCCCATCTTAACTGTACAACTAGATGGGGCCTGTCATTTCAGC
GTATCGTGCAAAAAGGGTACGTCTACGTTCGTTCTTGATGGGGCCAAGTACTTCTTGATGCCCAATGGTATGCAGGCAAATCACAAGCATGCTGTCGAAGCTGACAAA
CCTAGGGCAAGCTTAACTTTCAGATCCACAAAGCCAGTCACTTTGGAGCAACCAGCTGAAGCTGTTTCTGGGTGTCCATACATGCTATTCACCAATAGGCTGTCCAGA
AAGAATTCTGTCTTTGGAGTCAAATCACATGGTACTTTGGGTTATGAGGTGAAGGAGATTAATACCTTAAATCATGATCTACCTACCATCTGCTTCTCCAGAGACTATCT
TGAAAAGAAAAAGGAGATTAAGGAGATAATGACTGTGAGTCAGTCTCAAGGTTTGAGCAGGAAGATCATTCAGTTAGTTCTAGACACTGGCTCAATCAGCGCAGAGGA
CACAAACGTTATCACGGCATTGACCAGGGCTCGAAATGGGATCCATGTGTTCTTTGATGTCGGCAAGGATACTGTGCTGTCAACCGCAAGAAGTGGTGTCCTCAAGA
AGTTTGTTAAAGGGGAAATAATAGATAAGAAAATGTTGATGTCAATCTTATCTGCTGAAACCAAAATCCTTTTTAACTTCATTGAGGAGAACCACCAAATAGGCTCTACC
AGAGCAGAAATTGAGCAAAAATTGGAGGGTGATCCCGGTCTCAAAGCCATGCTGACGATCCTGGAGGCTGAGGAAATGGAGGAGGAGTTCATGGAACCTGAATGTG
CTGAGGAAAATAGTAAGACACACTTGGCACTCTCTGAGTTCCGCAATGAACTGTTCCCAACTGAGCTGAAGGCCAAGGAAGATCGTGAAGCACACATACATAACCAG
GGTTACAGTAATCAGATTAGGGATGATGTGCCCAATGAAAGAATGGCAGGGCCGTATGGTCCCAGTAGCATTTACCTCCACCACAGGTCTGATGATGACATCACATTC
ATACTTTCTATCAGAAAGAGGTTGAGGTTTGCTGATTATGAGAAGAATTGCAGGGCGCTTGCCTCAAAGGGGCATCTGGGAGAGCAGATCTTTGATGTCTTCTCTAGG
CGCATTGGTTTGGGGCATGTACCACAGGTAGATCCAACTGATTCTGAACTGCTCTTCACACAAAAGAGGATCGAGAAAAGTGCAGCATTGTTGGAGGCTCACTCCATA
AGGTCTGATCCTGACTGGCCCTCAAATATAATCAAGATCTTCATAAAGAACCAGTGTTGCACTAAGATGGAGAAAAGAGGCATAGATGCAAAAGCAGGCCAGACCATT
GCATGTTTTGCTCATGCTGTGCTCTGTAGGTTTGGTCCCCTGTTGAGAAAAACTGAGATCCAGTTTCGGAAAATGATCCCAGAGCACATCCTTATCTTTTCTCAGAAGA
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ACTATGATGATCTGGATAAATGGGCTAAGGAGTACTTCCTGGACTTCAGTGGAACTGATAGCGATTATGAGGCTTTCGATAGGTCACAGGATGCCACCATTCTGGGTTTC
GAGAGGAGTTTCTTAAGGTACTTTGATTGGCCGGAAGAGATGATAAATGAGTACGTCGAGCTCAAGCTAAGAATGGGTGGTACTCTGGGTGATTTGGCAATCATGAGGT
TCTCAGGGGAGTTCGGGACCTTTTTCTTCAACACCATCTGCAACATGGCCTTCACATACTTGAGATACAAGATAAGCCCCTTTCAACCCTTGGCCTTCGCTGGAGATGAT
ATGGTAGCACCTGGGAAACTAGAAGTTGATATGGCATACCATGACCTACTCAGTCTGCTTCAACTTAAGGCCAAGGTGAATTACAGTGATCAACCACTATTCTGCGGCTG
GAGGGTAAGTCCTTTTGGAATTGTCAAGGATCCAAATCTTCTTCTTGATCGATTGGAGATGAAACGTGCGGAAGGTACACTTGATCTTTGCATAGCAAATTATGCATTAGA
AGCAAGTTACGGTTACAGATTAAGTGACCACCTCCATTTTCTGAACATAGATTTGGACGCTTACCAGGAGCTGATAAGGAAGATAATCAAGTTAAAAGGCCGTCTGCCAG
CCAATATCAGTGCACTGTACTCGTCTGAGGAGGATATAATTTCTGATGGTGAAGGGTGATGGACAGAGCAATTAGGGATAGGTATACTTTACATGCACTTGTAGATATTTA
TAATAATCTAGTCATTAGTGATATAGCTATACCGGATGATTTGGATTTTCTTTTAAGGTTAGGTAGTTCTGATAGTTCTGTGGTAGCTCTGAGAAACTATCTGTTGGGGAAC
AATCCGGATCAGGTCCGAAATTTCAGTTATTCACCAACTCTAGTAACTCAGCCTGTTTATCCTGAACTAGGTGATGCCCAACGGTTGACTGAACTCTTGGGTTTTTCAGTT
GTGACTAGTGAAAATCTCAGAACTCTCCATCGATTCTCTGGAGGGAACCTCATGCACCTTTCTGTCGTATCTGGCCAAAGAATAGTCCTGATGAATTACAAGTTGCACAG
GGTGAATCTCAATTGTCCACACGTCCACCAAGCTCTCGAGGGTATCAAGGTTTTATCGAACTGTTTATTCTTGGTTTAAGGTTCAACCGTGGTTCAATAATGGAGAGAGT
GGAGAATAAAGTGTTCAAGGTCCGGAACCTGAAGAATGGTCTCTCAAACCTCCAGGATTTCGAGAAGATTGTGGACAAAAAGAAAGTCTACGAACTTGGGGTGCTTGAC
GAAATCTTCGGGCCCAAGAGGGTTTTCAAGTGTGCGATCTGCAAGGAACTCACCGTCGAGTCTGGGGAGGTTAATGTTCAAATGGATCTATTTTGTGAAGAGACTATGG
ATGGAATTGACCCAGAGGCTTATCCGTTTATGCACTTCGGTTGTCTTGCTCTTGGCTTTATGGGTCTTGGAAGTAGGTTGGATGGTCAGTTCATAGCTCAAGTCGTGGAT
ACAAGGAGAACAGAGGGCTCTAATGTTCTCTCATCATTCCGCTTCAAGTGCAAAGATGGGGTTTGTGCATACATAGATTTCCCAGACTTCTGTGTGGCCACGACTGATAT
AATGGGCGGTTTTACCATCTCCATCCGTTTGAAATCTGAAGGTATAGATTTTGTGGATGGTGCCCACCCATTGGCTCTGAATGTGGTCGCTCTTTGTCGTTTCATGGATG
ATAAATTGGAGACAAAGATGCTCATAAAGAAGCATGGGAAGAGGATCTACCAGTCGGTCGGGCAAGTTGAAATTCTTGACCCTGAAATAGGGAATCTCCGTCTCAATGAT
TCTCCAAACGGAGAAAATTTTGATAAGACTATGTTCGACGTCGCGGAGATAATAAGAAAGATCAGGTCAAGTGTTGGAACTGGTGCAAGTGTGACCAAGAAGGATGGGA
GAGGAATCAAAGAGGATGAGGCGAGCAGTACTGACGCTGCTCAGCGTGAAGCACCCGGCTCTAAAAGCAGAGCCCTCTTCTGATGAGGAAAAAGAGCTTAACCATAAT
ATACTTAGTAATATATTTGGCAATATAGGTATAATAGGTACTAGTGCAAAAATAAGTAACTATCCAGAGTCAATAAAGTGCTATGATCTCTCTGCTGGCCGTCTGAACCCAA
ACCTTCTCAAGGGTGAGGACATTAAGCTTGGGGAGATTTTAGTAACTATGATAGTGGTTTCCAAAGCTGCTGACGGTCCTCCGATGGGTGGTGCAACACTACGTCAGAT
GTGTGAACCTTTTGCTAATGAGGCTTACCATTATCTGAAGGCTGCAGCTAATAGCGGAGTTTACACCAACTTGGCAAAGAAGATGACGAGGGCAGGGAACAAGGAGCCC
CAGGTGATGTTTGACTTTTCAAAGGGTCTTGCAATATCTAGGCTCACACGTTCTGAAGCAAGCGTTATGCAGGTCATGCATCAACGTGTCTTTCGAACTGAGGGCGCCAA
GGGTGTATTCGAAGCTCAAAGCAACGTGGCCGAAGGACCTGTGGAGGTTTAGTTTAAGGCAGTTAGGTAGATCACTATATCATTAATAATGGAAAGATTAGGTGAGTCTA
AGAGTGCCGCCAAACGTCGTGCGAAGCGGTATGGTCTCTGTTATAGGTGTGCTAAGTCAGTTTGTGTTTGTGAGAAGAATAATAGTGGCTCTTTTGATCGGACTGATTGG
AAATGCTACAATGCAATAAGGATGCCTGCGACTAGATATCTGATCGAAAGCAGGGGTACTTATTTGCATAAGGCATCACAGTTAGCTCTTGATGATCTTGATGCCATTGG
TATTTCAGGTTATGAAAAATATGTTAAATATAATAAATCCGTAAAGGGTTGTAGATCTCCAGAGGAGACTCCAGAGTTCTATATGTTTAGTAGTTAATGAGGGGACATGCTT
AGCCTTCCCCCTTAGTGTATAAGGCGAAATAACACACAGTGCATGTGCGCCG
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TACAAAATTGGTATAATAATTCCCGAACCATTAAACTTGAGTACCTTGATCTAGCAGAGAGTGAAAAACCTAAACTTAGTCATATTCACAACAACCTAGCAGTACTTTAT
GATAGAGTAAGTTTGTTTAGCAGGGTGAGCATCAAAAATTTCAAAAGTATTTTGGAAAACATAGAGAAGATAGAAGAGCGTCTCAAATCTTTGGAAAAAGGTGTAAAAA
CCTTAACCAGAGAAGTCACGGAAAGCAGGCCCTTAACAGCACAAGAAGTCAAGGCTCTTGTTACAGAGATAGCTAAGCAGCCAAAGTTGGTGGAAGAAGAAGCTTTG
AGGATTTCAGGAGAGTTAAGCCAAAAACTCACAAGAGTTGAGGCTTTACTCCACAGGGTGGAATCTTGGGCTACCACATGAGTAACTACCTTTATTCACAAGGGACAG
TTACTTATAAGGAAGCTATCAAAGCAACCGAGTCCATTGAATCACCAGCCCTTGGTTTTGTAAAACCATCGGACTACAAAGGAGGAATATCTGCACCAACTGCTCAGAT
AAAGCAAAACAACACCCAGCTGCAGATACTTGTAGGGATTTCTGAATCTCTGCGAGATATCAAGGACGATTTGAAGGTAATCAGGGAAAGCCTCAGACAGATTCAGAG
CAAGGAAGGCAGCTCTTCATCATCAGCATTACCTGAAGAGTTAGTAGAGAAGCTTAACAATCTGAGCCTGGGAGAATCAAAACCACCCAGGGAGAAAAGGGGACAGC
TCAGGGTTTTCAAAGATCCTTTGAGAATCCTCGAGGAGGAAAAGGCTAAGCTCAAATGAGTCGAACAGTGACTCAGCAGCTGCCAGCAGCAACAACGGCTACTGCAG
AAAGACATCCTGGTACTCCTCTTTATGAGGACCAAATCAGGGATTACCGCAGAGGGCAGAGAAGAAGGTTTGTAGCAAGGCAAGCGGCAAGAAGGATAGCAAGCAG
GATAACAGGAAGACGGTTCAATCAAACCTTGGAGCAGGTAGTCAACCCAGAGGAAAGCCTGCAGCAGTCTATGCAGGAACGGGCAAACCTAGTTCCAGCAGAAGTC
CTGTACAGATCCAGGAGGGATGATATAAACCATCGAGTTTATAGTCACCGATCAGAAGAAGCAATCCTATGTGTAGATGGACAGCAGCAAGACCGGCTGGTAATACAA
CCAGACAGTTACGAGGTGCTGAGAAGAAGTGGATTTCAGTTTATCCACCTAGGAATTATGCAGGTCAGAATTCAGATCTTGCATAGAGCAGACGAGGGTACAGCTGC
ACTTGTGGTTTTCCGAGACAATAGGTGGCAAGGAGATCAGGCCATCTTTGCAACCATGGAGATAGATCTTACCAGTGGAACACAGCTGGTATATGTCATTCCAGACAC
TATGATGACGCTGAGAGATTTCTACCGAAATATTCAGATCTCAATCCTTACAAGGGGTTATGAAAACTGGCGAAATGGAGAAGCTAATCTCTTGGTCACCCGAGGAGT
GATGGCGCGGTTATCAAATACACCAAATGTTGGATTTGCATACCAGATTCAGCATGTTACTGATCACTTGGAAAGCAAAGGAGTCCGTGCGCTACCGGGAAGGAGATA
CAGTGCTGAACACATACAAGGTCAAAATTGGATTATTCGCCAACCGCAGATCAACATCCCTATGAGGCCATCAGAGGTTGACACAAGAAACCTATATGATGGGAGTGT
TTCAATCCGATTTAGGGATTATGTGCCTACTGATGAGCAAGCAACCCCACAATACAATAAGCATGACGAAGAAATCAATGAAGACGAAGAAGAGTTGATCCAAGAACA
TCATACGATTGCAGTTCTAAAGGAAGAAGAAAGATGGGATACTCTGGGACAGCCATCAGGAAAATATGACTTCTATGTTCGCTACTCGGCACCGGAGTCCTCACAAAT
CCCAATTAGCAGCATTCAGAGTACTGGTTGGGAAGATATGGATGATGCAGTAGAAGAAGATGAATATGACCCTGATGCCAGAATGGCTCTGCTCAATCTCATGGGAC
GCGCCCCAGAACACCAAATCCCAATTTATGATGAATCTGATGCTGAAATAGATGATTTTATCAATCCATTTGCGGAAGGTGGTGGGGAAAGAGGCACTGAAAACAGTG
AAAAACTTTTTGTTTTTCAGGAAGAAGTAGCAGAACCAACACTAGACTACCCAGTCATGAAAAAACTGGAAAAGGTCTACTCAACCAGTGAAGTGACGTCCCGCTATAC
ACCCCCAACTGATGCAGTAATGGGTCCTCCTAGTTATCCACCTGCAAGAAACATCAATGGAGCAGGCACAAGCTATGCAGCAGCATCGCCTCCCAATTTCAATAGAAG
AGTAAACTTCAAAGCAGGCTACAATGATGAACTATGGTCCTTACCACCGGCTCAACAAAAGGGAGGAGCAATGTTCGTAATCCCAGAACAAATCGGGATGTTCCATGA
TGTTTTCTCAAGATGGGAGTCAATAACAAAGAATCATGTCTCTTCTCAAGGTTTTACAGATGTAAGAGACAAGCTAGAATATATGGAGAACTTGCTAGGAGAAGTTGAA
AAACTCCTATGGATTCAATGGCGAATGCAGTATAATGCGGAGTATGAGGAGCTGATTAGAACAGGCGAAGGACGAGAAGGAACTCAAAACATCATATCCCAAATGAGA
AGGGTATTCTCCCTAGAAGATCCAGCACAAGGCTCGACAGTCATCCAGGAGGAAGCATACAGGGACTTGGAGAAGCTTTCATGTGACAACATCAAGTACATAGTTCAA
TACTTGAACCAGTATTTGAGATTGGCAGCTAAGTCAGGAAGAGCCTATGTGGGAATGGAACTCTCTGAGAAGCTGTGGCTTAAAATGCCAGGAGATTTGGGAAATAGG
ATGAAGACAGCCTTCGAAGAAAGATACCCTGGTCTAACGGTAGGGGTAGCACCAAGAATTTTGTTCGCCTACAAATTTCTTGAAGCAGAATGTAAAGAAGCAGCTTTC
AAGAGGTCATTGAAGAATCTATCTTTCTGCAAAGATATCCCAATCCCTGGATATTACAAAGATCAGAAGCGGCTTGGTATCAGGAAATCCCAAAGATATAAAGGGAAAC
CTCATGAAAGCCATGCAAGAATAGAGAAGCGCAAACATCTCATTAGAAATAAGAGGTGTAAGTGCTATCTCTGTGGAGAAGAAGGGCACTTCGCGAGGGAATGCCCT
AATGATCGAAAAAGTTCAAAGAGGGTGGCAATGTTCGAACAACTGGAATTACCAGAAGACTATGATATAGTCTCGGTAAATGAAGGAGAAGATAATAGCGATGCCATT
TATAGTCTTTCAGAAGGAGAAGATGGAATGGAAGATCTGGGACAATCACTGAGGAGTCTCATGATCGCAGAAAAGATGTTCATGCTGGGAGAAGAAGATGGAGGCTG
GAGGCCTAAGATAAAGGTCAATGATGAACAGCTGGCGTGCCAACATGAGTGGGAACACAACGGTGAAATCCAGCAATTTGTATACTTAAAGTGTTTGGGATGCAAATG
CCCAACAATGAAGCGAGCAAGGATACATTGTCCAAGGTGTAAAGCCACGGCATGTAACCTGTGCGGTCCTTATTATTTCAAGAAGGAGGTACCAGTAGCACCACCAC
CACCCACACCAATGAACCCAAGGAAGTTGATCATGGAGCAACAGAATCATATCCAATGGTGTGAAGTTGAGATAGAAAGACTCGAGAAGGAAGTATCCTACTGGAGG
AAACTCTATGAGAACGCCCTAAGAGCAACTGGGGTTATCGAAGATCTTCAGAAGGATTACAAGGAGCTGCTCAGTGAAGATGAAGAAAAAAGGAAAAGAAGAGCAAA
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AGGGGTAATAATCATGGACTCCAAGGAAGAAGGAGAACAGGCCAATTTCTTGCAAGAAGAAAAGGTCCATAAAGTAGCAGTTCAAGAAGAACAAAGACCCAAGAAGATG
GTAAGAAATATGCTGTATAATTTCATTATCAGCATAGACATCCCTGGGGTCGATAAATTCTCAGTCAAAGCTATACTAGATACTGGAGCCACCACATGCTGCATTGATCAG
GAATCAATACCAAAAGAAGCATTGGAGGAAAATACGTATCTGGTTAGGTTCAGCGGAGTTAACTCAACAATGACAGCCAACAAGAAGCTGAAGGGAGGACGTATGTTTAT
TGGTGAAAATATGTTCAGAATTCCGTATACCTACAGTTTCCCTATCAAAATGGAAGATGGAGTCCAAATGATAGTCGGTTGCAATTTCATAAGGGCAATGTACGGAGGAG
TACGAATAGAAGGTAATGTAGTAACCTTCTACAAGAACCTAACAGTGATCAATACGTCCCAGTCAACAGAGATTGCAAGAATGCTTCAAGAGGATGTTGATGACGAAGAA
CTATGGCAGATTCAAGAAGCAGTCTATATCAACATTGGTCAAAGCAGGGAAAGCTTTCTGAGAAAGTTTGAAGCCTTAATCAATCAGCTAAAGGAAGCAGGCTACATAGG
GGAGAATCCTCTTCAACATTGGGAAAAGAACAGGGTAGTATGCCAGCTAGATATCAAAAACCCTGATTTTATCATTGAAGACAAACCCCTAAAGCATCTCACTCCATCAAT
GAAGGAGTCATTCAGAAGACACACTGAGGCACTATTAAAGCTGGGAGTCATAAGACCTAGCAAAAGTCGTCACAGAACAACAGCAATGATAGTCCAGTCAGGAACTGCT
ATAGATCCAGTCACAGGGAAGGAGACTAGGGGCAAGGAAAGAATGGTCTTCAACTATAAAAGGCTTAATGATCTAACCAACAAAGATCAATATAGCCTTCCTGGAATCAG
TACTATCATGAAGAAAGTGGGAAATAGTCGGATTTACTCAAAGTTCGATCTAAAAAGCGGATTCCATCAAGTGGCAATGCACCCAGATTCTATAGAATGGACAGCCTTTTG
GGTTCCTGATGGGCTGTATGAATGGCTTGTTATGCCATTTGGTCTCAAGAATGCCCCTGCAGTTTTTCAGAGAAAAATGGATCATTGTTTCAAAGGCACTGAGGATTTCAT
AGCAGTCTACATAGATGACATCCTGGTTTTCTCAGAAAATGAGCAAGATCATGCCAGACATTTAAAGGTAATGCTTCAGATTTGCAAGGAAAATGGGCTTGTCTTGAGCC
CAACAAAAATGAAGATAGCAGTCCAAGAGATTGAATTTCTCGGGGCAGTAATTGGCAATAGGAAGATTCGACTTCAGCCCCACATCATTTCAAAGATTGCGAGCTTCAAG
GATGAAGAGCTTAAGGAAAAAAAGGGCCTAAGATCTTGGCTCGGGCTACTAAATTATGCGAGAACCTACATCCCAAATTTGGGCCGATTGCTAAGCCCATTATACGCAAA
AACCAGTCCAACAGGCGACAAACGGATGAACTCGCAAGATTGGAAACTAGTGGCCGACATCAAGAATCTTGTACAGAAACTGCCAGACCTGGAGGTCCCACCAGAAAG
TTGCTATATAGTGCTGGAAACAGATGGATGCATGACAGGCTGGGGAGGAATATGCAAATGGAAGATGCTAAAGCATGACCCCAAAAGCAGTGAAAAGATTTGCGCATAT
GCAAGTGGTAAATTCAATCCAGTCAAATCCACAATAGATGCTGAGATCTATGCCGTAATGAACACGCTAGAATCTCTCAAAATCTATTACTTGGATAAGAAGGAAGTCACT
ATCAGGACTGATTGTCAAGCCATTATTTCCTTCTTCAACAAGTCTGCACAGAACAAACCTTCTAGGGTAAGATGGCTATCTTTCACTGACTATATAACCGGAGTCGGAGTC
CCTATAAACTTCGAACACATTGAGGGAAAGGATAATCTACTAGCTGACAACCTGTCAAGACTAGTAAGCACACTTTGCCTAGGATGGAGCACACCGGAGAAGGAGCAAC
AGCTACAATTCCTGGAAACAGCCATGGAAGAAGTAAAACAGAAACCCAACAAGAGCATCTCATTACAACTCAACCAAACAATTGGGAAAATGGTGAGCTTTTTCGAGGCT
ACTCAAACACAATGCAGAGAGGGCATGAACCAGGAGGAATTTCAATGTCAGAATTCACCAAACTCAGAGCCCAGCTTAAGGAAATTGAGTCCCTGGCAATCACACGAGC
GCTCGGATGCCTCAAAGAACTCAGGGATATACACTCAATCAAGTTGGAAGAATGCAGGAAATCAAGCTCCCCAGGAAGAGATGGGAATTACTGGTCAGACCACTACCCA
TCATGTCAACACCATGACAGAAATCTGGAAGAAATCCTTAGCAAGCTGGAAAGGGTAGCAGCAGATGTTCAAAAGTTCTCACTTTAGGCGGAAGTGGTGGACCCTACCA
AAGGCTGAGCCGACCTTCATCATCGGCCTTATCTGTTTGTCTGTGGGATGTGTCAGCCCACTTTGTGTTGTCTGACAATACCATGGGAGCCTCATGTTTTGGCCCCTGGT
TTTCTTTAAGCGGTTTTGCTTTTAATCATCAAAGGGAATCGTCCTTTTGGACTCAAAAGTGGCCGCCCATGTGCCATGATTCCTGTTGTTTGGTCTTCAGTGGAAGTTTGA
GCTGTCGATGGGGCCCAATGAGCACCCGAGCTCCCTTCTATATAAGACCTTCACATATCTCATTGCAGACATCAAGCCAGAAGCTTAGAGTCTACTTTGAGGAAGGAGT
CTTATTATTTCCAGTATTGTGAGTTTTCCTTTGTAAGTTTTTCCTTTGAATGAAATAAAGTCTGTGATTAGTTCCTTATCTTTATTTTGTTTAAAGAAGCCGCGCTTCCATTTA
TGGTATCAGAGCTAGTTTCAGTTATGAGTGGCTAATTTTTTTTAAAGGTATTCAGGTTAAGGGGAAGGTTTTATTATGCCAGTAGTGTATTTCAAGTTCTATTAATCAGATC
TTGTATTTCCAATTATGGTCTGATCCTCTAAGTTGTAGTGCCTAGACAAAAGTATCAAAGCAGCTACCGATAAGGCAGGAGGCCGTGAGATCGGGAATACCTTTGATTGA
GTCTATGAAAGGCATGAGTTATGATCAGAAAATAGTTTGAAATATGAGTCATGTCTGAAAGGTGGGAACAAGAGA
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TACAAAATTGGTATAATAATTCCCGAACCGTAAAACTTGAATATCTTGATTTAGCAGAGAGTGAACAACCTAAACTTAGTCATATTCACAATAACCTAGCAGTACTTTATG
ATAGAGTAAGTTTGTGTAGCAGGGTGAGCATCAAAAATTTCAAAAGTATTTTGGAAAAAATAGAACAGGTAGAAGAGCGTCTCAAATCTTTGGAAAAAGGTGTAAAAAC
CTTAACCAGAGAAGTCACGGAAAGCAGGCCCTTAACAGCACAAGAGGTCAAGACTCTTGTTACAGAGATAGCTAAGCAACCAAAGTTGGTGGAAGAAGAAGCTTTGA
GGATTTCAGGAGAGTTAAGCCAAAAACTTACAAGAGTTGAGGCTTTACTCCACAGGGTGGAATCTTGGGCTACCGCATGAGTAACTACCTTTATTCACAAGGGACAGT
TACTTATAAGGAAGCTATCAAGGCAACTGAGTCCATTGAATCACCAGCCCTTGGTTTTGTAAAACCAGCGGATTATAAAGGAGGAATATCTGCACCGACTGCTCAGATA
AAGCAGAACAATACCCAGCTGCAGATACTTGTAGGAATTTCCGAATCTCTGCGAGACATTAAGGACGATCTGAAGGTGATCAGGGAAAGCCTCAGACAGATTCAGAAC
AAGGAAGGCAGCTCTTCATCATCAGCATTACCTGAAGAGTTAGTGGAGAAACTTAACAATCTAAGCTTGGGAGAATCAAAACCACCCAGGGAGAAAAGGGGACAGCT
TAGGGTTTTCAAAGATCCTTTGAGAATCCTCGAGGAGGAAAAGGCTAAGCTCAAATGAGTCGAACAGTGACTCAGCAGCTGCCAGCAGCAACAACGGCTACTGCAGA
AAGACATCCTGGTACTCCTCTTTATGAGGACCAAATCAGGAATTATCGCAGAGGGCAGAGAAGAAGGTTTGTAGCAAGGCAAGCGGCGAGAAGGATAGCAAGCAGG
ATAACAGGAAGGCGGTTCAATCAAACCTTGGAGCAGGTAGTTAACCCAGAGGAAAGCCTGCAGCAGTCTATGCAGGAACGGGCAAACCTAGTTCCAGCAGAAGTCCT
GTACAGATCCAGAAGGGATGATATAAACCATCGAGTTTATAGTCACCGATCAGAGGAAGCAATCCTATGTGTAGATGGGCAGCAGCAAGACCGGCTGGTAATACAAC
CAGACAGTTATGAGGTGCTGAGAAGGAGTGGATTTCAGTTTATTCACCTAGGGATTATGCAGGTCAGAATTCAGATCTTGCATAGAGCAGATGAGGGAACAGCTGCAC
TTGTGGTTTTTCGGGACAATAGGTGGCAAGGAGATCAGGCCATCTTTGCAACCATGGAGATAGATCTCACCAGTGGAACACAGCTAGTATATGTCATTCCAGACACTA
TGATGACGTTGGGAGATTTCTACCGCAATATTCAAATCTCAATCCTTACAAGGGGTTATGAAAACTGGCGAAATGGAGAAGCTAATCTCTTGGTCACCCGAGGAGTAA
TGGCGCGGTTATCAAATACACCAAATGTTGGATTTGCATACCAGATTCAGCATGTTACTGACCACTTGGAAAGCAAAGGAGTCCGTGCGCTACCAGGAAGGAGATACA
GTGCTGAACAAATACAAGGTCAAAATTGGATTATTCGCCAACCACAGATCAACATCCCTATGAGGCCATCAGAGGTGGACACAAGAAACCTATATGATGGGAGTGTTT
CTATCCGATTTAGGGATTATGTACCTACTGATGAGCAAGCAACCCCAACATACAATAAGCATGACGAGGAAGTCAACGAAGACGAAGAAGAGCTGATCCAAGAACATC
ATACGATAGCAGTTCTAAAGGAAGAACATATATGGGATACTCTGGGACAGCCATCAGGAAAATATGACTTCTATGTTCGCTACTCGGCACCGGAGTCCTCACAAATCC
CAATTAGCAGTATTCAGAGTACTGGATGGGAAGATATGGATGATGCAGTAGAAGAAGATGAATATGACCCTGATGCCAGAATGGCTTTGCTTAATCATATGGGACGCG
CCCCAGAGCACCAAATCCCAATTTATGATGAATCTGATGCTGAAATGGATGATTTTATCAATCCATTTGCAGAAGGTGGTGGGGAAAGAGACAGAGGCAGTGAAAACA
GTGAAAAACTTTTTGTTTTTCAGGAAGAAGTAGCAGAACCAACACTAGACTACCCAGTCATGAAAAAACTGGAAAAGGTCTACTCAACCAGCGAAGTGACGTCCCGCT
ATACACCCCCAACTGATGCAGTAATGGGTCCTCCTAGTTATCCACCTGCAAGAAACATCAATGGAGCAGGCACAAGCTATGCAGCAGCATCGCCTCCCAATTTCAATA
GAAGAGTAAACTTCAAAGCAGGCTACAATGATGAACTATGGTCCTTACCACCGGCTCAACAAAAGGGAGGAGCAATGTTCGTAATCCCAGAACAAATCGGAATGTTCC
ATGATGTTTTCTCAAGATGGGAATCGATCACAAAGAATCATGTCTCTTCTCAAGGTTTTACAGATGTAAGAGACAAGCTAGAATATATGGAGAACTTGCTAGGAGAAGT
TGAAAAACTCCTATGGATTCAATGGCGAATGCAGTATAATGCGGAGTATGAGGAGCTGGTTAGAACAGGCGAAGGACGAGAAGGAACTCAAAACATCATATCCCAAAT
GAGAAGGGTATTCTCCCTAGAAGATCCAGCACAAGGCTCAACAGTCATCCAGGAGGAAGCATACAGGGACTTGGAGAAGCTTTCATGTGACAACATCAAGTACATAG
TTCAATACTTGAACCAGTACTTAAGATTGGCAGCTAAGTCAGGAAGAGCCTATGTGGGGATGGAACTCTCTGAGAAGCTGTGGCTTAAAATGCCAGGAGACTTGGGAA
ACAGGATGAAGACAGCCTTCGAAGAAAGATACCCTGGTCTAACGGTAGGGGTAGCACCAAGAATTTTGTTCGCTTACAAATTCCTTGAAGCAGAATGTAAAGAAGCAG
CTTTCAAAAGGTCATTGAAGAATCTATCTTTCTGCAAAGATATCCCAATCCCTGGATATTACAAGGATCAGAAACGGCTCGGCATCAGGAAATCCCAAAGGTATAAAGG
GAAACCTCATGAAAGCCATGCAAGAATAGAGAAGCGCAAACATCTCATCAGAAATAAGAGGTGTAAGTGCTATCTCTGTGGAGAAGAAGGGCACTTCGCGAGGGAAT
GCCCTAATGATCGAAAAAGCGCCAAGAGGGTGGCAATGTTCGAACAACTGGAATTACCAGAAGACTATGATATAGTCTCGGTAAATGAAGGAGAAGATAATAGTGATG
CCATTTATAGTCTTTCAGAAGGAGAAGATGGAATGGAAGATTTGGGACAATCACTGAAGAGTCTCATGATCACGGAAAAGATGTTCATGCTGGGAGAAGAAGATGGAG
GCTGGAGGCCTAAGATAAAGGTTAGTGATGAACAGCTGGCGTGCCAACATGAGTGGGAACACAACGGTGAAATCCAGCAGTTCGTATACCTAAAGTGTTTGGGATGC
AAATGCCCAACAATGAAGCGAGCAAGGATACACTGTCCAAGGTGTAAAGCCACGGCATGTAACCTGTGTGGCCCTTATTATTTCAAGAAGGAGGTACCAGTAGCACC
ACCGCCACCAACACCAATTAACCCGAGGAAGTTGATCATGGAGCAACAGAATCATATCCAATGGTGTGAAGTTGAGATAGAAAGACTTGAGAAGGAAGTATCCTACTG
GAAGAAACTCTATGAGAACGCCCTAAGAGCAACTGGGGTTATCGAAGACCTTCAGAAGGATTACAAGGAGCTGCTTAGTGAAGATGAAGAAAAGAGGAAAAGAAGAG
CAAAAGGGGTAATGATCATAGACTCCAAGGAAGAAGGAGAACAGGCCAATTTCTTGCAAGAAGAAAAGGTCCACAAAGTAGCAGTTCAAGAAGAGCAAAGACCCAAG
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AAGATGGTAAGAAATATGCTGTATAATTTCATTATCAGCATAGACATCCCTGGGGTCGATAAATTCTCAGTCAAAGCTATACTAGATACTGGAGCCACCACATGCTGCATT
GATCAGGAATCAATACCAAAAGGAGCATTGGAGGAAAACACGTATCTGGTTAGGTTCAGCGGAGTTAACTCAACAATGACAGCCAACAAGAAGCTGAAGGGAGGACGTA
TGTTCATTGGTGAAAATATGTTCAGAATTCCGTACACCTACAGTTTCCCTATCAAGATGGAAGATGGAGTCCAAATGATAGTTGGTTGCAATTTCATAAGGGCAATGTATG
GGGGAGTACGAATAGAAGGCAATGTAGTAACTTTCTACAAGAACCTAACAGTGATCAATACGTCCCAGTCAACAGAGATTGCAAGAATGCTTCAAGAAGATGTTGATGAC
GAAGAACTATGGCAGATTCAAGAAGCAGTCTATATCAATATTGGCCAAAGCAGGGAAAGCTTTTTGAAAAGGTTTGAAGCCTTAATCAATCAGCTAAAAGAAGCAGGCTA
CATAGGGGAGAATCCTCTTCAACATTGGGAAAAGAACAGGGTAGTATGCCAGCTAGATATCAAAAACCCTGA