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Sazetak

Diplomskog rada studentice Kristine Nikoli¢, naslova

DETEKCIJA I DJELOMICNA MOLEKULARNA KARAKTERIZACIJA H-VIRUSA
VINOVE LOZE 1Z AUTOHTONIH SORATA VINOVE LOZE

Vinova loza (Vitis vinifera L.) poznata je kao kultura s najve¢im brojem poznatih viroza, a
samo manji broj virusa ima ekonomsku vaznost te Se oni povezuju s najvaznijim skupinama
bolesti vinove loze, a jedna od njih je i naboranost drveta vinove loze. Kompleks naboranosti
drveta vinove loze povezan je s vrstama roda Vitivirus u koje se ubraja i H-virus vinove loze
(grapevine virus H, GVH). Istrazivanje u kojem je testirano 113 trsova vinove loze,
provedeno je na autohtonim sortama iz kolekcijskog nasada smjestenog na vinogradarsko-
vinarskom pokusalistu Jazbina. Detekcija virusa provedena je uporabom PCR metode u
stvarnom vremenu te je potvrdena konvencionalnom RT-PCR metodom c¢iji su produkti
vizualizirani nakon provedbe horizontalne gel elektroforeze. U ovom radu eksperimentalno je
po prvi puta u Hrvatskoj dokazana prisutnost GVH u postotku zaraze od ~8% na sortama
Gustopupica, Malvazija istarska, Muskatel, Babica plosnata, Brajdica bijela, Plav¢ina,
Bljuzgavac, Svrdlovina crna i Kozak. Izolati su sekvencirani u oba smjera i to u dva podrucja
genoma (RNA ovisna RNA polimeraza (RdRp) i protein omotaca (CP)) te je njihova
medusobna usporedba, kao i usporedba sa stranim izolatima, pokazala razlikovanja na
nukleotidnoj i aminokiselinskoj razini. Unutar sekvenci hrvatskih izolata RdRp podrucja
pronadena je slicnost izmedu 95.5 do 99.15% na nukleotidnoj te 95.76 do 100% na
aminokiselinskoj razini, dok je unutar CP podrucja sli¢nost varirala od 97.47 do 99.43% na nt
i od 98.3 do 100% na ak razini. Filogenetskom analizom utvrdeno je grupiranje izolata prema
geografskom podrijetlu samo kod sekvenci RdRp podruc¢ja genoma.

Kljuéne rije¢i: vinova loza, H-virus vinove loze, GVH, PCR, sekvenciranje



Summary

Of the master’s thesis — student Kristina Nikoli¢, entitled

DETECTION AND PARTIAL MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
GRAPEVINE VIRUS H FROM AUTOCHTHONOUS VINE VARIETIES

Grapevine (Vitis spp.) is known as the cultivated crop with the highest number of known
viruses. Only a small number of them are of economic importance and they are associated
with the most important groups of grapevine diseases, one of them is rugose wood complex.
The rugose wood complex is associated with species of the genus Vitivirus, which also
includes the grapevine virus H (GVH). The research, in which 113 grapevine plants were
tested, was carried out on autochthonous varieties from a collection plantation located on the
Jazbina viticultural-winemaking trial ground. Detection of the virus was performed by
conducting real-time PCR method and subsequently confirmed by horizontal agarose gel
electrophoresis of conventional RT-PCR amplified products. In this paper, the presence of
GVH in the percentage of infection of ~8% was experimentally proven for the first time in
Croatia in grapevine varieties Gustopupica, Malvazija istarska, Muskatel, Babica plosnata,
Brajdica bijela, Plav¢ina, Bljuzgavac, Svrdlovina crna and Kozak variety. Two regions of the
genome (RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) and coat protein (CP)) of isolates were
sequenced in both directions and by comparing them mutually and with foreign isolates,
differences at the nucleotide and amino acid levels were shown. Sequences of 9 Croatian
isolates of GVH in RdRp region showed a similarity between 95.5 and 99.15% at the
nucleotide level and 95.76 to 100% at the amino acid level, while the sequence identity within
the CP region ranged between 97.47 and 99.43% nt and 98.3 to 100% aa. Phylogenetic
analysis revealed grouping of isolates by geographical origin only in the sequences of the
RdRp region of the genome.

Keywords: grapevine, grapevine virus H, GVH, PCR, sequencing



1. Uvod

Vinova loza (Vitis vinifera L.), kao jedna od najuzgajanijih i gospodarski znacajnih
drvenastih kultura podruc¢ja umjerene klime, izloZena je napadu velikog broja patogena medu
kojima se virusi izdvajaju kao jedni od vaznijih (Martelli 2014a). Jedan od glavnih uzroka
Siroke rasprostranjenosti virusa vinove loze je medunarodna razmjena i prometovanje
zarazenim sadnim materijalom pri ¢emu se virusi prenose iz zarazene podloge u plemku ili
obrnuto, a poseban problem predstavlja ¢injenica da se jednom zarazen trs ne moze nikada
izlijeciti (Subi¢ i Cvjetkovié 1996.). Do danas je poznato da vinovu lozu napada 86 vrsta
virusa koji su povezani s vaznim skupinama bolesti vinove loze poput infektivne
degeneracije, uvijenosti lista vinove loze i naboranosti drveta vinove loze, a za neke od tih
virusa dokazan je prijenos vektorima iz porodica Pseudococcidae, Coccidae, Aphididae,
Longidoridae (Fuchs 2020.). Simptomi ekonomski znacajnih virusnih oboljenja variraju od
diskoloracija listova, pojava pjega, kloroza i nekroza, kovrc¢anja listova, pa sve do naboranosti
1 jamiCavosti drveta te zadebljanja na mjestu cijepljenja te na ovaj nacin znacajno utjecu na
razvoj biljke izazivajuéi kasnije sazrijevanje, povecan sadrzaj kiselina u grozdu i smanjenje
prinosa (Meng i sur. 2017.). Poznato je da niti jedna druga kultura nema veci broj
intracelularnin patogena (Martelli 2014.a), stoga zastita vinove loze predstavlja vrlo
kompleksan zadatak u kojem detekcija virusa igra vaznu ulogu. Velik napredak i novu
perspektivu u detekciji virusa donjela je metoda sekvenciranja nove generacije (eng. next
generation sequencing, NGS) ili sekvenciranje visoke propusnosti (eng. high throughput
sequencing) koja je omogucila identifikaciju novih virusa, ali i uvid u njihovu bioraznolikost,
ekologiju i odnos s domacinom (Saldarelli i sur. 2017.). U posljednjih nekoliko godina,
primjenom ranije spomenute tehnike sekvenciranja visoke propusnosti, otkriven je velik broj
novih virusa, a neki od njih su virus Pinot-a sivog (grapevine Pinot gris virus, GPGV)
(Giampetruzzi i sur. 2012.), virus povezan s promjenom boje lis¢a sorte Roditis (grapevine
Roditis leaf discoloration-associated virus, GRLDaV) (Maliogka i sur. 2015.), badnavirus
vinove loze 1 (grapevine badnavirus 1, GBV-1) (Voncina i Almeida 2018.), G-virus vinove
loze (grapevine virus G, GVG) (Blouin i sur. 2018.), a medu njima je i H-virus vinove loze
(grapevine virus H, GVH) otkriven 2018. godine u Portugalu na vinovoj lozi nepoznate sorte
(Candresse i dr 2018.).

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je istraziti pojavnost H-virusa vinove loze u kolekcijskom nasadu
autohtonih sorata vinove loze koji se nalazi u sklopu vinogradarsko-vinarskog pokusalista
Jazbina te napraviti njegovu djelomi¢nu molekularnu karakterizaciju sekvenciranjem dijela
genoma. Ovo istrazivanje ima dvije hipoteze:

1. U kolekcijskom nasadu autohtonih sorata vinove loze koji se nalazi u sklopu
vinogradarsko-vinarskog pokusaliSta Jazbina prisutan je H-virus vinove loze.

2. Hrvatski izolati H-virusa vinove loze razlikuju se medusobno te u odnosu na druge (strane)
izolate navedenog virusa na molekularnoj (nukleotidnoj i aminokiselinskoj) razini.



2. Pregled literature

2.1. Rod Vitivirus

Povijest virusa kao patogenih uzroc¢nika bolesti na vinovoj lozi proteze se daleko u
proslost kroz koju su se prilagodavali promjenama i evoluirali zajedno s vinovom lozom kao
domacinom (Gibbs i sur. 2010, preme Minafra i sur., 2017.). Vinova loza jedna je od
najstarijih uzgajanih kultura u svijetu te je izloZzena napadu velikog broja Stetnika i uzro¢nika
raznih bolesti (Diaz-Lara i sur. 2018.). S preko 80 vrsta virusa za koje je dosadasnjim
istrazivanjima utvrdeno da inficiraju vinovu lozu, od kojih manji broj ima ekonomsku
vaznost, smatra se da je vinova loza drvenasta kultura s najve¢im brojem poznatih viroza
(Mannini i Digiaro 2017.).

Nakon §to je Hewitt 1954. u Kaliforniji opisao bolest koja je uzrokovala otvrdnjavanje
kore drveta, §to je nalikovalo virusnoj bolesti, 1961. godine Graniti i Ciccarone su po prvi
puta zabiljezili simptome naboranosti drveta vinove loze (grapevine rugose wood, RW) u
juznoj Italiji (Martelli i Boudon-Padieu 2006.). Naboranost drveta vinove loze se nakon
nalaza u Madarskoj 1967. prestala smatrati samo lokalnim problemom te je danas poznato da
se pojavljuje u cijelom svijetu (Martelli 2014a). Nakon tih otkri¢a, sve viSe dokaza je
povezivalo kompleks naboranosti drveta s virusima koji su danas poznati kao pripadnici roda
Vitivirus (Meng isur. 2017.).

Rod Vitivirus pripada porodici Betaflexiviridae (potporodica Trivirinae) koja je svrstana
u red Tymovirales, a nazvan je prema rodu Vitis, domacinu svog glavnog predstavnika - A-
virusa vinove loze (Grapevine virus A, GVA) (Blouin i sur. 2018.). Nakon §to je u Italiji
1980. prvi puta zabiljezen GVA te 1993. B-virus vinove loze (Grapevine virus B, GVB), u
sljede¢ih nekoliko godina pronaden je veéi broj danasnjih predstavnika roda Vitivirus, a 2018.
godine su zabiljezena ¢ak Cetiri nova virusa iz istog roda (Maree i sur. 2020.). Radi genetskih
i morfoloskih sli¢nosti viriona kao i nekih drugih karakteristika, rod Vitivirus je nekoc
pripadao porodici Flexiviridae (du Preez i sur. 2011.). Porodica Flexiviridae kasnije je
podijeljena na dvije nove porodice, Alphaflexiviridae i Betaflexiviridae (King i sur. 2012.,
preme Meng i Rowhani, 2017.). Prema zadnjem izvje$¢u Medunarodnog odbora za
taksonomiju virusa (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV, 2020.), osim
roda Vitivirus, u porodicu Betaflexiviridae svrstano je jo§ 9 drugih rodova, ukljucujuéi i rod
Trichovirus. GVA, GVB i D-virus vinove loze (Grapevine virus D, GVD) najprije su
okarakterizirani kao Cestice slicne virusima roda Closterovirus i pripadali su rodu Trichovirus,
no kasnije je sekvenciranje njihovog citavog genoma pokazalo razlicitosti s ostalim
pripadnicima roda, te su 1997. godine svrstani u novi rod, Vitivirus (Maree i sur. 2020.).
Trenutno rod Vitivirus sluzbeno obuhvaca 15 vrsta, a njih 9 su virusi vinove loze. Osim GVA,
GVB i GVD-a, vinova loza domacin je i E-virusu vinove loze (Grapevine virus E, GVE), F-
virusu vinove loze (Grapevine virus F, GVF), G-virusu vinove loze (Grapevine virus G,
GVG), H-virusu vinove loze (Grapevine virus H, GVH), I-virusu vinove loze (Grapevine
virus I, GVI) te J-virusu vinove loze (Grapevine virus J, GVJ) (ICTV, 2020; MSL #36). Od
2019. predloZeni su i novootkriveni L-virus vinove loze (Grapevine virus L, GVL) i M-virus
vinove loze (Grapevine virus M, GVM) kao pripadnici roda Vitivirus (Diaz-Lara i sur. 2020.).



Du Preez i sur. (2011.) navode kako etioloska uloga Vitivirus vrsta nije sasvim jasna,
premda je poznato da su povezani s nekoliko vaznih bolesti vinove loze. Sve ucestalija
uporaba novih metoda detekcije patogenih organizama rezultira ¢estim izvjeStajima o novim
oboljenjima vinove loze koja su tek otkrivena ili tek prvi puta zabiljezena na odredenom
podrucju. Neka od tih oboljenja izazivaju od prije poznati virusi, dok su neki tek otkriveni, $to
je sve Cesci slucaj zadnjih godina (Golino 2003.).

2.1.1. Morfologija i organizacija genoma

Za viruse roda Vitivirus karakteristi¢na je fleksibilna i nitasta grada Cestica dimenzija od
725-785 nm x 12 nm (Slika 2.1.1.1.). Virusna Cestica nije omotana lipidnim dvoslojem, a
kapsida virusa je popre¢no prugasta, nalik uzetu (du Preez i sur. 2011.). Genom virusa graden
je od jednolancane, pozitivno orijentirane molekule RNA ¢ija relativna molekulska masa
iznosi od 2.6-3.05 x 10° i time ¢&ini 5% ukupne tezine &estice virusa (King i sur. 2012.).
Veli¢ina podjedinica proteina omotaca je jednaka i relativne molekulske mase od 22-28 kDa
(Martelli 2014a). Posto je Cestica virusa ,,gola®, odnosno ne posjeduje lipidni omotac, svi
predstavnici roda Vitivirus imaju umjerenu otpornost na visoke temperature tako da do
inaktivacije dolazi kod 60 °C, a posjeduju i umjerenu otpornost na organska otapala (King i
sur. 2012). Genom svih virusa sastoji se od 7400 do 7600 nukleotida (Blouin i sur. 2018.), a
za razliku od predstavnika roda Trichovirus, ima karakteristi¢nih pet otvorenih okvira Citanja
(eng. open reading frame, ORF). ORF 1 (194 kDa) kodira za poliprotein potreban za
replikaciju, ORF 3 (31 kDa) kodira za protein odgovoran za kretanje virusa, dok za protein
omotaca kodira ORF 4 (21.5 kDa) (Hull 2002.). Za produkt od 10 kDa za koji kodira ORF 5,
smatra se da ima ulogu RNA-vezivnog proteina, dok za sada jo$ nije poznata funkcija
produkta za koji kodira ORF 2 (19 kDa) (Galiakparov i sur. 2002).

Slika 2.1.1.1. Prikaz grade virusa iz roda Vitivirus

Izvor: ViralZone, Swiss Institute of Bioinformatics
https://viralzone.expasy.org/270 - pristup 24.07.2021.



https://viralzone.expasy.org/270

2.1.2. Nacin prijenosa

Za Vitivirus vrste je poznato da se prenose mehanicki, a u zarazenim biljkama vinove
loze nalaze se u floemu (Martelli 2014a). Pretpostavlja se da je bolest naboranosti drveta
vinove loze koju se povezuje s Vitivirus vrstama, potekla iz podru¢ja "Starog svijeta",
odnosno kontinenata poznatih prije otkrica Amerike te da se prosirila po cijelom svijetu
trgovinom i sadnjom zarazenog materijala. Tako se trgovina i transport zarazenog materijala
smatra najvaznijim nac¢inom Sirenja virusa ovog roda, a time i kompleksa naboranosti drveta
(Martelli i Boudin-Padieu 2006.). Osim prijenosa zarazenim sadnim materijalom, prenose se i
kukcima. Nekoliko rodova kukaca prenose GVA, GVB 1 GVE na semiperzistentan nacin, to
su rodovi: Pseudococcus, Planococcus, Heliococcus, Neopulvinaria, Parthenolecanium, a
heracleum latent virus (HLV) i mint virus 2 (MV-2) kao druge predstavnike roda Vitivirus
prenose lisne usi roda Cavariella i vrsta Ovatus crataegarius (du Preez i sur. 2011.; Maree i
sur. 2020.). Vrijeme akvizicije i prijenosa GVA pomocu vrste Pseudococcus longispinus
eksperimentalno su istrazivali La Notte i sur. (1997.). Utvrdili su da je nakon hranjenja na test
biljci Nicotiana clevelandii, period akvizicije trajao od 15 do 180 minuta, dok je period
retencije trajao od 15 do 48 sati nakon ¢ega je virus uspjesSno preneSen na zdrave biljke bez
perioda latencije (Koch i sur. 2020). Mogucu povezanost GVA i virusa uvijenosti lista vinove
loze (Grapevine leafroll-associated virus-1, GLRaV-1) prilikom prijenosa vrstom
Parthenolecanium corni, zabiljezili su Hommay i sur. 2007. nakon uspje$nog prijenosa na
vinovu lozu (Vonéina 2011.). Za sada je poznato da GVA prenose vrste H. bohemicus,
Planococcus citri, Pl. ficus, Pseudococcus comstocki, P. longispinus, P. affinis,
Parthenolecanium corni, Neopulvinaria innumerabilis i Phenacoccus aceris (Engelbrecht i
Kasdorf 1990; Garau i sur. 1995; Fortusini i sur. 1997; Goszczynski i Jooste 2003; Nakano i
sur. 2003; Zorloni i sur. 2006; Hommay i sur. 2008; Le Maguet i sur. 2012., preme Meng i
sur., 2017.). GVB ima manji broj vektora, odnosno pet vrsta: PI. ficus, Ps. longispinus, Ps.
affinis, Phenacoccus aceris te Planococcus citri (Martelli 2010; Velasco i sur. 2006.). Nakune
I sur. su 2008. eksperimentalno dokazali prijenos GVE pomocu P. comstocki, koji je za sad
jedini poznati vektor (Nakune i sur. 2008.), dok za GVD i GVF jos uvijek nema poznatih
vektora (Herrbach i sur. 2017.).

Uz vinovu lozu, do sada je poznato jo$ njih Sest, ve¢inom drvenastih biljaka domacina
na kojima vrste roda Vitivirus vrSe zarazu. Veéinu domacina i vektora dijele s virusima iz
porodice Closteroviridae, koji se ¢esto pronalaze u zaraZzenim biljkama zajedno s Vitivirus
vrstama (Maree 2020.). Postoji i nekoliko zeljastih biljaka koje se koriste za propagaciju i kao
test biljke u eksperimentima: Nicotiana benthamiana, N. occidentalis te Chenopodium spp.
(du Preez i sur. 2011.).



2.1.3. Stetnost

Dosad je velik broj istrazivanja utvrdio postojanje povezanosti predstavnika roda
Vitivirus s kompleksom naboranosti drveta vinove loze (Rugose wood complex, RW).
Kompleks naboranosti drveta, koji podrazumijeva vise bolesti/uzro¢nika, jedna je od
najrasprostranjenijih skupina virusnih oboljenja vinove loze prenosivih cijepljenjem (Nakune
2008.). U skladu s tim, simptomi bolesti se o¢ituju na europskoj vinovoj lozi koja je cijepljena
na podlogu dok su na europskoj lozi uzgajanoj na vlastitom korijenu, ameri¢kim Vitis vrstama
i na hibridnima simptomi latentni, odnosno nisu vidljivi (Martelli i Boudon-Padieu 2006.).
Klimatske prilike te kombinacija podloge i plemke imaju utjecaj na jacinu simptoma (Martelli
2014a), a istovremena infekcija s viSe virusa izaziva vece Stete (Rosa i sur. 2011.). Kod
zarazenih biljaka vegetacija je odgodena odnosno kasni, dolazi do smanjenja vigora i pojave
spuzvastih zadebljanja na mjestu srastanja cijepova, a na centralnom cilindru drveta vidljive
su jamice i1 brazde te biljka ¢esto ugiba nekoliko godina nakon sadnje (Voncina 2021.). Prema
Martelliju (2014b), kompleks naboranosti drveta dijeli se na Cetiri bolesti koje se prepoznaju
na indikatorima (Vitis rupestris, LN 33 i Kober 5BB). Plutavost kore (Corky bark) stvara
udubine i brazde na drvetu V. rupestris i LN33 na kojoj se jo§ pojavljuje uvijanje i crvenilo
lis¢a te zadebljanje mladica na internodijima, dok u sluaju Kober 5SBB nema simptoma.
IZ]jebljenost drveta Kobera (Kober stem grooving) nazvana prema glavnom simptomu na
drvetu podloge Kober 5BB, prepoznaje se po Zljebovima, a dva spomenuta indikatora (V.
rupestris i LN33) ne razvijaju simptome. Izljebljenost drveta hibrida LN33 (LN33 stem
grooving) nema simptoma na V. rupestris i Kober 5BB, ali izaziva pojavu brazda na stablljici
hibrida LN33 koje su nalik brazdama nastalim zarazom plutavosti kore na istom hibridu.
Martelli (2014b) jos navodi i naboranost drveta (Rupestris stem pitting), medutim ova bolest
se ne povezuje s Vitivirus vrstama, ve¢ se uzro¢nikom smatra Grapevine rupestris stem
pitting-associated virus (GRSPaV), a simptome razvija jedino V. rupestris u vidu nabora i
udubina. Nakon detekcije GVE u vinogradima u Japanu koji su pokazivali simptome zaraze,
ovaj predstavnik roda Vitivirus se takoder dovodi u vezu s kompleksom naboranosti drveta
vinove loze (Nakaune i sur. 2008). Kod GVD je zapazen utjecaj na smanjen rast kod podloge
Freedom nakon cijepljenja plemkama zarazenim s GVA i GVD (Rosa i sur. 2011.). GVA se
takoder smatra uzro¢nikom bolesti Shiraza (Shiraz disease, SD) koja u Juznoj Africi izaziva
velike probleme na sortama Shiraz i Merlot zbog slabog odrvenjavanja (Goszczynski i Habili
2011.). Kompleks naboranosti drveta u vinogradima moze utjecati na smanjenje prinosa za 20
do 30%, dok je kod stolnih sorata poput Thompson seedless mogu¢ gubitak do ¢ak 93%
(Mannini i Digiaro 2017.). U Juznoj Africi 1 Italiji zabiljezen je pad prinosa od 14 do 35%
(Engelbrecht 1973; Garau i sur. 1984., preme Krake i sur., 1999.).



2.1.4. Detekcija

Indikatorske biljke poput vrste V. rupestris i hibrida Kober 5BB i LN33 koriste se u
dokazivanju prisutnosti vitivirusa indeksiranjem, odnosno nacijepljivanjem plemke kod koje
se provjerava prisutnost virusa, na zdravu podlogu ili obrnuto (Garau i sur. 1989; Savino i sur.
1989; Castillo 1975.). Boscia i sur. (1993.) su koristili Nicotiana occidentalis i N. cavicola
koje su mehanicki inokulirane izolatima GVB iz viSe vinograda s podrucja juzne Italije.
Posljedi¢no je ustvrdena pojava simptoma u vidu kloroticnih i nekroti¢nih lezija te
prosvijetljavanja zila i blaZzeg kovréanja listova. Pracenje pojave simptoma najéeS$ce nije
najpouzdanija metoda detekcije virusa (Agrios 2005; Jones i sur. 2015., preme Jones, 2016.),
s obzirom na ve¢ ranije spomenute primjere poput zaraze hibrida Kober 5BB s GVA pri ¢emu
se simptomi vide u obliku pojave zljebova na drvetu podloge, a na LN33 i Vitis rupestris se
ne primjecuju (Savino i sur. 1989.). Za detekciju GVA i GVB koristi se i imunosorbentna
elektoronska mikroskopija (Immunosorbent electron microscopy, ISEM) (Credi i Giunchedi
1996; Buzkan i sur. 2001.), a metoda detekcije ELISA (eng. enzyme-linked immunosorbent
assay) uz koristenje poliklonskih i monoklonskih protutijela se uspjesno koristi u detekciji
GVA ve¢ duze vrijeme (Monette 1 James 1990.). Ranije spomenute zeljaste domacéine GVB
(N. cavicola i N. occidentalis) potvrdili su i Von¢ina i sur. (2013.) uporabom dvostruke
protutijelne sendvi¢ indirektne ELISA uz direktno vezanje antigena, a takoder su 1 zapaZeni
novi simptomi u vidu uvijanja listova prema licu ili nali¢ju, mjehuravosti lista i rozetastog
rasta. Za brzu i osjetljiviju detekciju koristi se lanc¢ana reakcija polimerazom nakon obrnutog
prepisivanja (eng. reverse transcription PCR, RT-PCR) pri ¢emu se koriste specifi¢ne
pocetnice za virus koji se testira (Minafra i sur. 1992., preme Minafra i sur., 2017.), a postoje i
drugaciji oblici iste metode poput IC-RT-PCR (eng. immunocapture-reverse transcription-
PCR) koja se smatra 1000x osjetljivijom metodom u usporedbi s metodom ELISA (Martelli
2014a). Detekcija veéine novijih Vitivirus vrsta ve¢inom se oslanja na molekularne metode
budu¢i da su ELISA pribori trenutno komercijalno dostupni samo za GVA i GVB. Za novije
viruse spomenutog roda poput GVE i GVF, trenutno je manjak nacina detekcije i opcenito
podataka o tim virusima pa su Elbeaino i sur. (2019.) po prvi put uporabili novosintetizirane
degenerirane pocetnice u RT-PCR analizi izolata GVB, GVD, GVE 1 GVF iz viSe zemalja
Mediteranske regije. Diaz-Lara i sur. (2020.) su nedavno razvili univerzalni RT-PCR esej koji
se moze koristiti za detekciju svih do sad poznatih vrsta roda Vitivirus koje vrSe infekciju
vinove loze (A, B, D, E, F, G, H, I, J, L i M-virus vinove loze), a tako i potencijalnih novih
vrsta istog roda. Nadalje, Osman i sur. (2008.) su eksperimentalno dokazali ve¢u pouzdanost i
osjetljivost TagMan® RT-PCR metode u stvarnom vremenu i njene modificirane verzije,
TagMan® Low-Density Arrays metode (LDA, Applied Biosystems, USA), u usporedbi s
prethodno spomenutom konvencionalnom RT-PCR metodom. U zadnjih nekoliko godina
koriste se 1 novije metode detekcije virusa kao Sto je sekvenciranje visoke propusnosti (eng.
high-throughput sequencing, HTS) (Diaz-Lara i sur. 2018.). Ova metoda se Koristi za
otkrivanje novih sekvenci genoma bez prethodnog poznavanja sekvence pri ¢emu je iznimno
korisna i uspje$na (Oliveira i sur. 2017.).



2.1.5. H-virus vinove loze

H-virus vinove loze (Grapevine virus H, GVH) sedmi je po redu virus otkriven na
domacinu vinovoj lozi, koji pripada rodu Vitivirus (ICTV, 2020; MSL #36). Virus je otkriven
2018. godine u Portugalu na nepoznatoj sorti vinove loze koristenjem Illumina tehnologije,
odnosno sekvenciranjem visoke propusnosti (high-throughput sequencing, HTS) (Candresse i
dr 2018.). GVH je ubrzo, vec sljedece godine detektiran i U istrazivanju koje su proveli Diaz-
Lara i sur. (2019.) kako bi se utvrdila prisutnost vise novih vrsta virusa iz roda Vitivirus u
vinogradima s nekoliko lokacija u Kaliforniji. Istrazivanje je provedeno uporabom RT-PCR-a
pri ¢emu su koriStena dva razliCita seta pocCetnica koje ciljaju na dva razli¢ita podrucja
genoma (Diaz-Lara i sur. 2019.). Virus je zatim ponovno detektiran u Gr¢koj u jesen 2020., u
istrazivanju prisutnosti virusa u komercijalnom vinogradu u kojem se uzgaja sorta Assyrtiko,
uporabom sekvenciranja visoke propusnosti u NovaSeq6000 platformi Illumina inc.
(Panailidou i sur. 2021.). Nakon prvog nalaza i sekvenciranja GVH provedenog u Portugalu,
analizom kompletnog genoma utvrdena je karakteristi¢na organizacija genoma s pet otvorenih
okvira c¢itanja, prikazana na Slici 2.1.5.1., koju imaju i ostali pripadnici roda Vitivirus
(Candresse i sur. 2018.). Istrazivanje u Kaliforniji je pokazalo da je GVH &esto prisutan virus
i jedini detektiran iz izolata iz NCGR-a (National Clonal Germplasm Repository), a
zaklju€eno je 1 da je za lokalni prijenos virusa najvjerojatnije odgovoran za sada nepoznat
vektor (Diaz-Lara i sur. 2019.). U sva tri dosadasnja istrazivanja o GVH nije se utvrdila
povezanost virusa s oboljenjem vinove loze s obzirom da je u Portugalu virus izoliran iz
uzoraka s asimptomatskih trsova te je u kalifornijskom istrazivanju donesen isti zakljucak,
dok je u Grckoj virus detektiran u koinfekeiji s 18 drugih virusa na trsovima koji su
pokazivali simptome uvijenosti lista vinove loze (Candresse i sur. 2018; Diaz-Lara i sur.
2019; Panailidou i sur. 2021.).

ORF1 (REP) ORF3 (MP) ORF5 (NABP)

o | A3

7,446 nt

ORF2 ORF4 (CP)

Slika 2.1.5.1. Prikaz organizacije genoma H-virusa vinove loze
Izvor: Candresse i sur. (2018.)



2.2. Nove tehnike u otkrivanju biljnih virusa

Sekvenciranje visoke propusnosti, jo§ poznato i kao sekvenciranje nove generacije
(high-throughput sequencing, HTS), odvelo je detekciju patogena na novu razinu. Nakon §to
je Sanger 1977. razvio prvu generaciju sekvenciranja, kroz sljede¢ih 30 godina razvila se i
druga generacija sekvenciranja koju se danas naziva sekvenciranjem visoke propusnosti, a u
zadnjih 10 godina razvija se i tre¢a generacija sekvenciranja (Ambardar i sur. 2016.). Osim
Sto se pomocu ove metode detekcije mogu otkriti novi virusi, moguce je 1 dubinski analizirati
specificne varijante virusa (du Preez 1 sur. 2011.). Sekvenciranje visoke propusnosti
omogucava analizu velikog broja fragmenata nukleinskih kiselina istovremeno te analizu
njihove povezanosti (Ambardar i sur. 2016.). Trenutno je sekvenciranje visoke propusnosti
najucinkovitija metoda detekcije vitivirusa s obzirom da pri uporabi indikatora simptomi
¢esto nisu vidljivi, dok molekularne metode, poput RT-PCR, mogu biti neuspjesne u detekciji
virusnih varijanti u slu¢ajevima razlikovanja u sekvencama na podruc¢jima vaznima za vezanje
pocetnica (Diaz-Lara i sur. 2020.). Na vinovoj lozi je prvi put upotrijebljena pri prouc¢avanju
etiologije bolesti sorte Shiraz (Al Rwahnih i sur. 2009, preme Zherdev i sur., 2018.), a danas
se ovom metodom otkriva sve veci broj virusa te se smatra da je sekvenciranje visoke
propusnosti buducnost detekcije virusa (du Preez i sur. 2011.).



3. Materijali i metode

3.1. Materijali

U ovom istraZivanju koriSten je biljni materijal iz kolekcijskog nasada autohtonih sorata
vinove loze koji se nalazi u sklopu vinogradarsko-vinarskog pokusalista Jazbina. Uzorci
rozgve sa trsova razliCitih autohtonih sorata prikupljeni su 2020. godine u razdoblju
mirovanja vegetacije (Slika 3.1.1.). Svaki uzorak je oznacen analitickim brojem te zapakiran i
skladisten u hladnjaku na 4 °C do provodenja izolacije ukupnih nukleinskih kiselina. U
istrazivanju je obuhvaceno 113 uzoraka uzetih s autohtonih sorata vinove loze ¢iji su nazivi
zajedno s pripadaju¢im analitickim brojevima, prikazani u Tablici 3.1.1.. Laboratorijski dio
istrazivanja proveden je na Zavodu za fitopatologiju (SveuciliSte u Zagrebu Agronomski
fakultet, AFZ).

Slika 3.1.1. Trsovi autohtonih sorata na vinogradarsko-vinarskom pokusalistu Jazbina



Tablica 3.1.1. Analiti¢ki brojevi uzoraka i imena autohtonih sorata (brojka predstavlja sadno
mjesto) obuhvacenih istrazivanjem

Anabr. Naziv uzorka Ana br. Naziv uzorka Ana br. Naziv uzorka
(sorta) (sorta) (sorta)
3196 Posip crni 2 3234 Bak 4 3272 Topol 3
3197 Marastina 1 3235 Rudez 3 3273 Prsljivka 1
3198 Dugovrst 3 3236 Plavac mali crni 2 3274 Muskat ruza 2
3199 Babic¢ 3 3237 Zlatarica blatska 3 3275 Frment 3
3200 Vranac 2 3238 Gustopupica 0031 3 3276 Vranac (15. red) 2
3201 Cibib 1 3239 Kujundzusa 2 3277 Teran 1
3202 Zlatarica vrgorska 3 3240 Pr¢ 7 3278 Bijeli debejan 1
3203 Crljenak kastelanski 3241 Ninska crvena 5 3279 Plavec zuti 5
1302
3204 Crljenak kastelanski 3242 Crljenak viski 1 3280 Posip 3
0791
3205 Ruza bijela 1l 4 3243 Malvazija 3281 Primitivo 2
dubrovacka bijela 2
3206 Palaru$a hvarska 5 3244 Sarica tri§njevica 1 3282 Glavanjusa 7
3207 Dobri¢i¢ 1 3245 Troj$¢ina 1 3283 Brajdica bijela 1
3208 Grk 1 3246 Divjaka 1 3284 Petovka 5
3209 Drnekusa mala 5 3247 Malvazija istarska 6 3285 Gegic 2
3210 Zadarka 6 3248 Moslavac 2 3286 Drnekusa mala 2
3211 Nincusa 3 3249 Silozder 6 3287 Oskorusica 1
3212 Kadarun 6 3250 Muskatel 1 3288 Kué bijeli 1
3213 Lasina 1 3251 Bogdanusa 5 3289 Razaklija 6
3214 | Dieéa ranina 3252 Cipar 1 3290 Crnka 3
3215 Plavac mali sivi Il 4 3253 Garganja 4 3291 Lipovina24 1
3216 Zinfandel 4 3254 Lun3 3292 Plavéina 1
3217 Vlaski crljenak 4 3255 Krsticevica 1 3293 Rogoznicka 4
3218 Medna 1 3256 Krivaja crvena 1 3294 Bratkovina crvena 3
3219 Zilavka 1 3257 Mijajusa 3 3295 Sljiva 4
3220 Zumié 2 3258 Mekuja 1 3296 Tanetova 4
3221 Muskat bijeli omiski 5 3259 Cetinka 2 3297 Bljuzgavac 2
3222 Pavici¢ 4 3260 Babica plosnata 2 3298 Debejan crni 5
3223 Palarusa viska 4 3261 Plavac mali sivi 6 3299 Kurtelaska 4
3224 Jarbola 1 3262 Ruza bijela | 1 3300 Bratkovina bijela 3
3225 Susac 1 3263 Stajerka 6 3301 Svrdlovina 6
3226 Malvazija zupska 1 3264 Marinkovica grozje 3302 Kozak 2
1
3227 Bilan bijeli 3 3265 Pribidrag 4 3303 Mladenka 4
3228 Beret 2 3266 Kadarka 3 3304 Sipelj 1
3229 Semperinka 1 3267 Debit 5 3305 Svijetljak 1
3230 Gustopupica 5 3268 Palagruzonka 1 3306 Glavinusa 1
3231 Lelekus 2 3269 Zlahtina 5 3307 Babica 1
3232 Galac 3 3270 Stradunska 3 3308 Ljutun 4
3233 Stara brajda 1 3271 Silbijanac 1
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3.2. Metode

3.2.1. Izolacija ukupnih nukleinskih kiselina

Za izolaciju ukupne RNA, sa uzoraka rozgvi prikupljenih na pokusalistu Jazbina
sastrugano je i odvagano 0.1 g biljnog materijala. Sastrugani biljni materijal svakog uzorka je
nakon vaganja premjesten u sterilni tarionik gdje je tu¢kom (Slika 3.2.1.1.) najprije usitnjen te
je u njega dodana mjerica tekuceg dusika (ca 5 ml), nakon ¢ega je materijal dodatno usitnjen
tuckom do stvaranja finog praha kako bi se biljni materijal Sto bolje homogenizirao.
Suspenzija biljnog praha 1 tekuc¢eg duSika zatim je premjeStena u ohladene Eppendorf
mikroepruvete s odgovaraju¢om oznakom uzorka te je nakon isparavanja dusika u tubice
dodano 1.8 ml GGB pufera (0,015 M Na.COs, 0.035 M NaHCO3, 0.0005 M PVP 40, 1 g/500
ml albumina govedeg seruma, 0.25 g/500 ml Tween 20, podesen pH na 9.6 s octenom
kiselinom) za ekstrakciju ukupne RNA. Mikroepruvete su zatim centrifugirane na 13,200
okretaja u minuti kroz 10 minuta, nakon ¢ega je supernatant pipetiranjem premjesten u nove
mikroepruvete volumena 2 ml. Daljnja priprema uzoraka izvrSena je u digestoru gdje je
pomocu mikropipete po 8 I svakog uzorka (supernatanta) dodano u 100 pl GES mastermiksa
(0.1 M glicina, 0.05 M NaCl, 0.001 M EDTA, 0.5% Triton X, 1 % p-merkaptoetanola,
podesen pH na 9.0 s NaOH) po mikroepruveti. Uslijedila je denaturacija uzoraka u
termocycleru na 10 minuta na temperaturi od 95 °C. U slijede¢em koraku, Cistoca i kvaliteta
izolirane RNA izmjerena je spektrofotometrijski (A260/A280 i A260/A230), pri ¢emu je
koristen spektrofotometar NanoPhotometer P330 (Implen, Miinchen, Njemacka).

Slika 3.2.1.1. Oznacene epruvete i sterilno posude koriSteno pri usitnjavanju biljnog
materijala
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3.2.2. Detekcija koristenjem metode PCR u stvarnom vremenu (qPCR)

U pripremi qPCR eseja koriStene su pocetnice i probe navedene u tablici 3.2.2.1..
Umnozavano je podru¢je enzima RNA ovisne RNA polimeraze (RdRp), a za internu kontrolu
izolirane RNA koristena je 18S rRNA. Reakcijska smjesa za qPCR pripremljena je u
volumenu od 20 pl. Prema preporuci proizvodaca, mastermiks je pripremljen dodavanjem i
mijeSanjem 0.4 uM pocetnica, 0.150 uM probe, 5 ul TagMan™ Fast Virus 1-Step Master
Mix enzima te 10.6 pL ultraiste vode (UPW) u mikroepruveti za mastermiks. U
mikrotitarsku plo¢icu za qPCR, pipetiranjem je ispusteno po 18 pl pripremljene mastermiks
smjese u svaku jazicu (Slika 3.2.2.1.) u koje je zatim dodano po 2 pl uzorka s denaturiranom
RNA. U sljede¢em koraku, pripremljeni uzorci premjesteni su u PCR uredaj Thermo Fisher
Scientific 7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, USA) gdje su reakcijski uvjeti
bili: pocetna denaturacija na 95 °C na 10 minuta, 40 ciklusa denaturacije na 94 °C po 15
sekundi, te produljivanje lanaca na 60 °C na 1 minutu.

Tablica 3.2.2.1. Podetnice i sonde za GVH i 18 S rRNA

Ciljani
. . . J e (0. GT Velicina .
Meta Pocetnica Smjer dio Sekvenca pocetnice 5'-3 Literatura
produkta
genoma
GVH-F1 | Uzvodni - Al Rwahnih i
wahnih i
GVH-R1 | Nizvodni - .
Diaz-Lara
GVH [TGVH-F2 | Uzvodni | RdRp - 136 pb (usmena
GVH-P Proba -
183422:;? A Uzvodni GTGACGGAGAATTAGGGTTCGA
Osman i
185 ) 185 rRNA Nizvodni 185 CTGCCTTCCTTGGATGTGGTA 70 pb Rowhani
rRNA 498r rRNA (2006.)
18S rRNA '
475p Proba CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGG

Slika 3.2.2.1. Pipetiranje mastermiks smjese u mikrotitarsku plo¢icu za qPCR reakciju
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3.2.3. Detekcija koristenjem konvencionalne RT-PCR metode

Konvencionalna RT-PCR metoda provedena je u svrhu potvrdivanja rezultata metode
PCR u stvarnom vremenu te kao priprema uzoraka za sekvenciranje. Pocetnice KoriStene u
pripremi RT-PCR eseja su GVH-RDRP-F1 i GVH-RDRP-R1 za umnozavanje gena RdRp
enzima (eng. RNA-dependent RNA polymerase) te GVH-CP-F1 i GVH-CP-R1 za
umnozavanje dijela genoma koji kodira za protein omotaca (eng. coat protein, CP) (Tablica
3.2.3.1.). Reakcijska smjesa je pripremljena u volumenu od 10 pl te je u pripremi koristen
OneStep RT-PCR pribor (Qiagen, Njemacka). Mastermiks je pripremljen od sljedecih
sastavnica: 0.5 uM pocetnica, 2 Ul 5X pufera, 0.4 pl smjese enzima, 0.4 ul dNTP smjese i 5.7
pl ultraciste vode. Mastermiks smjesa je pipetiranjem premjestena u mikroepruvete i zatim je
u svaku dodano po 2 ul denaturirane RNA. Reakcijski uvjeti su bili: reverzna transkripcija na
52 °C u trajanju od 30 min, pocetna aktivacija na 5 °C na 15 min; 35 ciklusa denaturacije na
94 °C na 30 sec, sparivanje pocetnica i kalupa na 55 °C u trajanju 45 s te sinteza
komplementarnih lanaca na 72 °C u trajanju 1 min; dok je zavrsna sinteza lanaca provedena
na 72 °C u trajanju od 7 min (Diaz-Lara i sur. 2019.). Nakon provedene RT-PCR reakcije,
rezultati su vizualizirani na 2%-tnom agaroznom gelu pripremljenom u 1 X TBE puferu i
analiziranom u horizontalnoj gel elektroforezi s dodatkom GelRed fluorescentne boje za
nukleinske kiseline (Olerup, Svedska).

Tablica 3.2.3.1. Pocetnice koriStene u pripremi PCRcon eseja

Virus Pocetnica Sekvenca' plocetnlce Podrucje Velic¢ina Literatura
5-3 genoma produkta
GVH-RDRP-
1 ACTTGCGCAATTCCTTCAAGTC Replikaza 400 pb
GVH-RDRP- (RdRp)
GVH R1 ACCTCAGGTTTGACATGTACCC Diaz-Lara i
GVH-CP-F1 | ATCTCGAAACCATCTTCGGGTA Protein sur. (2019.)
omotaca 400 pb
GVH-CP-R1 | TTCAGACCTTGGATCACAGTCG (CP)

13



3.2.4. Elektroforeza umnozenih fragmenata u agaroznom gelu

Za provjeru prisutnosti i veli¢ine umnozenih RT-PCR produkata, provedena je
elektroforeza u 2%-tnom agaroznom gelu. Za pripremu agaroznog gela, najprije je odvagano
2 g agara koji je pomijesan sa 100 ml 1X TBE pufera (40 mM Tris baze, 20 mM natrijeva
acetata, 1 mM EDTA (pH 8,0)) te zagrijavanjem otopljen do potpune prozirnosti tekuc¢ine. U
tako zagrijanu otopinu, dodana je kapljica GelRed boje (Olerup, Svedska) nakon &ega je
sadrzaj premjeSten u kadicu. Nakon hladenja agaroznog gela, po 5 ul svakog RT-PCR
produkta izmijeSano je mikropipetom sa DNA vezivnom bojom (Takara, Japan) i ispusteno u
jazice unutar gela. U prvu i zadnju jazicu agaroznog gela stavljen je DNA marker, odnosno
ljestvica (Qiagen, Njemacka). Elektroforeza je provedena pomoc¢u uredaja Power pac 300
(Bio-Rad, SAD) u trajanju od 60 minuta pri naponu od 70 V (Slika 3.2.4.1.), a potom je gel
prenesen na UV-transiluminator 2000 (Bio-Rad, SAD) radi vizualizacije rezultata.

Slika 3.2.4.1. Prikaz elektroforeze na 2%-tnom agaroznom gelu u provedbi

3.2.5. Sekvenciranje

Nakon vizualizacije dobivenih RT-PCR produkata, provedena je jo§ jedna RT-PCR
reakcija na ranije navedeni nacin, ali u reakcijskom volumenu od 25 pl s ciljem pripreme
odabranih uzoraka za sekvenciranje. Uzorci su premjeSteni u mikroepruvete i osigurani
parafilmom te poslani u Macrogen Europe B.V. (Amsterdam, Nizozemska) gdje je provedeno
sekvenciranje u oba smjera. Rezultati dobiveni sekvenciranjem pregledani su i obradeni u
programu Bioedit 7.2. (Hall 1999.) te u Mega-X programu za obradu sekvenci (Kumar i sur.
2018.). Prilikom obrade sekvenci uklonjene su pocetnice S ciljem dobivanja sekvenci duljine
od 356 nukleotida. Odredene sekvence s razlikama u o€itanim nukleotidima provjerene su
pregledom kromatograma u programu Bioedit 7.2, nakon ¢ega su sve sekvence medusobno
poravnate (eng. multiple alignment) pomoc¢u ClustalW alata za visestruko sravnjivanje u
Mega-X programu. Potom su dobivene sekvence nukleotida usporedivane medusobno i sa
sekvencama drugih (stranih) izolata, dostupnih u GenBank bazi podataka (NCBI), koji su
navedeni u Tablicama 3.2.5.1.13.2.5.2..
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Tablica 3.2.5.1. Strani izolati koristeni za usporedbu sekvenci nukleotida dostupni u GenBank
bazi podataka (usporedivano podruc¢je RNA ovisne RNA polimeraze - RARp)

lzolat Podrijetlo Kultivar _GenBa}nk .
pristupni broj

GT5468 Njemacka Gamay Toma MKO017760.1
GC5462 Rumunijska Grassa de Cothari MKO017758.1
BA5076 Pakistan Bargoon MKO017757.1
CA4881 USA Canner MKO017753.1
TG4470 Turska Turkish Grape MKO017752.1
TB6385 Francuska Terret blanc MKO017750.1
SM5410 Srbija Smederevka MKO017749.1
ME5390 Austrija Mezes MKO017746.1
KO5386 Grcka Kokinostaphylo MKO017744.1
PC4591 Italija Perla di Csaba MKO017743.1
BH4436 Danska Black Hamburg MKO017741.1
AV5541 Portugal Alicante Vermelho MK017736.1
PM4595 Juzna Afrika | Precoce de Malingre MKO017735.1

Tablica 3.2.5.2. Strani izolati koriSteni za usporedbu sekvenci nukleotida dostupni u GenBank

bazi podataka (usporedivano podrucje genoma koji kodira za protein omotaca - CP)

Izolat Podrijetlo Kultivar _GenBa}nk .
pristupni broj

TT2016-3 Portugal - NC 040545.1
GT5468 Njemacka Gamay Toma MK838928.1
GCb5462 Rumunjska Grassa de Cothari MK838926.1
BA5076 Pakistan Bargoon MK838925.1
CA4881 USA Canner MK838921.1
TG4470 Turska Turkish Grape MK838920.1
TB6385 Francuska Terret blanc MK838918.1
SM5410 Srbija Smederevka MK838917.1
ME5390 Awustrija Mezes MK838914.1
KO5386 Gréka Kokinostaphylo MK838912.1
PC4591 Italija Perla di Csaba MK838911.1
BH4436 Danska Black Hamburg MK838909.1
PM4595 Juzna Afrika | Precoce de Malingre MK838903.1
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3.2.6. Filogenija

Filogenetska analiza obradenih sekvenci dobivenih eksperimentalno te sekvenci
stranih izolata, provedena je za oba proucavana podru¢ja genoma (RARp i CP). U programu
Mega-X najprije je odabran najoptimalniji evolucijski model prema Bayesian informacijskom
kriteriju (eng. Bayesian information criterion, BIC), pri ¢emu je od ponudenih modela
odabran model s najnizom BIC ocjenom budu¢i da najbolje opisuje obrazac izmjena u
sekvencama nukleotida tijekom evolucijske proslosti (Tablica 3.2.6.1.). Procjena
filogenetskih odnosa je izvrSena uporabom statisticke metode najvee vjerojatnosti (eng.
maximum likelihood, ML) prema odabranom Kimura-2 supstitucijskom modelu uz G (gama)
distribuciju. Za izra¢un ocjene pouzdanosti rekonstruiranog stabla koriStena je statisticka
metoda samoucitavanja (eng. bootstrap) s 1000 ponavljanja kao podr$ka grananja unutar
stabala izrazena u postocima. Filogenetsko stablo odabrano je uporabom Nearest-Neighbor-
Interchange (NNI) algoritma, a inicijalno stablo dobiveno je metodom susjednog sparivanja
(eng. neighbor joining method, NJ).

Tablica 3.2.6.1. Koristeni evolucijski modeli s BIC ocjenama

Podrudje ) o .
sekvence BIC ocjena Evolucijski model Literatura
RdRp 2130.339 K2+G _
Kimura 1980.
CP 1708.389 K2
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4. Rezultati

4.1. lzolacija ukupnih nukleinskih kiselina

Cistoca i kvaliteta RNA provjerena je spektrofotometrijski (A260/A230 i A260/A280)
pomoc¢u NanoPhotometra P330 (Implen, Njemacka). Koncentracije izolirane RNA i njihove

vrijednosti pri A260/A280 te A260/A230 ocitanjima prikazane su u Tablici 4.1.1..

Tablica 4.1.1. Koncentracije izolirane RNA te vrijednosti oCitanja pri A260/280 i A260/A230

Ana. KONC  ros0a280  A260/Aa230 AN KONC - oenia280  A260/ A230
br. (ng/ul) br. (ng/ul)
3196 19,6 1,256 0,255 3253 7,6 1,727 0,333
3197 8 1,429 0,026 3254 10,8 1,688 0,245
3198 9,6 1,846 0,1 3255 17,2 0,956 0,467
3199 9,2 1,769 0,211 3256 4 1,429 0,132
3200 9,2 1,533 0,063 3257 9,2 1,769 0,112
3201 6,4 1,455 0,057 3258 10,4 1,733 0,114
3202 8,4 1,5 0,176 3259 13,6 1,619 0,442
3203 6,4 1,6 0,246 3260 7,6 1,727 0,244
3204 6,4 1,6 0,092 3261 11,6 1,611 0,199
3205 6,8 1,7 0,152 3262 7,6 1,583 0,302
3206 11,6 1,318 0,264 3263 8,4 1,615 0,149
3207 5,2 1,857 0,056 3264 8,8 1,833 0,173
3208 7,6 1,9 0,014 3265 7,6 1,727 0,339
3209 7,6 1,9 0,061 3266 8,8 1,571 0,333
3210 15,2 1,652 0,339 3267 52 1,444 0,228
3211 15,6 1,773 0,101 3268 10,8 1,688 0,213
3212 23,2 1,813 0,063 3269 8 1,818 0,116
3213 4.8 1,2 0,055 3270 8,4 15 0,253
3214 10,4 1,368 0,097 3271 8 1,667 0,29
3215 7,6 1,727 0,073 3272 12,4 1,722 0,383
3216 7,2 1,636 0,041 3273 10,4 1,04 0,351
3217 9,2 1,643 0,343 3274 8,4 1,615 0,171
3218 20,4 1,821 0,554 3275 15,2 1,652 0,373
3219 9,2 1,533 0,089 3276 8,4 1,75 0,154
3220 8 1,429 0,168 3277 8 1,818 0,339
3221 11,2 1,556 0,124 3278 17,2 1,87 0,219
3222 10,4 1,3 0,19 3279 10,4 1,733 0,317
3223 9,6 1,714 0,049 3280 18,4 1,586 0,343
3224 8 1,667 0,03 3281 8,4 1,909 0,25
3225 4.8 1,714 0,185 3282 18,8 1,88 0,435
3226 4 2 0,014 3283 16,4 1,864 0,554
3227 6 1,5 0,211 3284 13,2 1,737 0,407
3228 9,2 1,769 0,211 3285 8,4 15 0,259
3229 8,4 1,75 0,109 3286 11,2 1,647 0,326
3230 8 1,818 0,217 3287 10,4 1,529 0,248
3231 4.8 1,714 0,222 3288 10,4 1,529 0,342
3232 3,2 1,6 0,19 3289 12 1,667 0,345
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3233 5,2 1,857 0,277 3290 54,4 1,7 0,591
3234 12,4 1,476 0,352 3291 22,4 1,6 0,444
3235 7,2 1,8 0,138 3292 38 1,979 0,848
3236 13,2 1,737 0,303 3293 12,4 1,938 0,124
3237 12 1,579 0,278 3294 216 2,049 1,174
3238 8 1,667 0,263 3295 13,2 1,737 0,306
3239 6,8 1,7 0,093 3296 11,6 1 0,168
3240 5,6 1,556 0,09 3297 9,6 1,6 0,348
3241 4,4 1,833 0,039 3298 16,4 1,783 0471
3242 10,8 1,688 0,329 3299 10 1,667 0,269
3243 11,6 1,318 0,218 3300 8,4 1,909 0,176
3244 10 1,471 0,266 3301 19,6 1,633 0,348
3245 10,8 1,588 0,321 3302 3,6 15 0,25
3246 4 1,667 0,312 3303 2,8 2,333 0,292
3247 7,6 1,9 0,029 3304 3,6 15 0,041
3248 6,4 1,6 0,13 3305 13,2 1,737 0,306
3249 6,8 1,417 0,254 3306 11,6 1 0,168
3250 6,4 1,231 0,172 3307 9,6 1,6 0,348
3251 52 1,857 0,106 3308 16,4 1,783 0,471
3252 6 15 0,211

4.2. Detekcija koriStenjem metode PCR u stvarnom vremenu (qPCR)

Rezultati testiranja provedenog metodom PCR u stvarnom vremenu na 113 uzoraka
uzetih s trsova razlic¢itih autohtonih sorata, potvrdili su zarazu kod 9 trsova $to predstavlja
postotak zaraZzenosti od 7.96%. Prema redosljedu testiranja pozitivni uzorci su bili; uzorak
analitiCkog broja (ana. br.) 3238 - sorta Gustopupica, 3247 - sorta Malvazija istarska, 3250 -
sorta Muskatel, 3260 - sorta Babica plosnata, 3283 - sorta Brajdica bijela, 3292 - sorta
Plav¢ina, 3297 - sorta Bljuzgavac, 3301 - sorta Svrdlovina crna te uzorak 3302 - sorta Kozak.
Na Slikama 4.2.1., 4.2.2. i 4.2.3. prikazane su amplifikacijske krivulje gPCR reakcije svih 9
uzoraka. U Tablici 4.2.1. vidljivi su analiticki brojevi svih uzoraka te pripadajuci nazivi
uzoraka (sorte) i Cq vrijednosti dobivene testiranjem, a na Slici 4.2.4. prikazani su polozaji
trsova pozitivnih na H-virus vinove loze u vinogradarsko-vinarskom pokusalistu Jazbina.
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Amplifikacijske krivulje gPCR reakcije na prisutnost GVH
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Slika 4.2.1. Amplifikacijske krivulje gPCR reakcije. Plava krivulja - uzorak ana. br. 3238.;
Crveni kvadrat - grani¢ni broj ciklusa (Cq vrijednost)

Amplifikacijske krivulje gPCR reakcije na prisutnost GVH
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Slika 4.2.2. Amplifikacijske krivulje gPCR reakcije. Plave krivulje - uzorci ana. br. 3247,
3250 i 3260; Crveni kvadrat - grani¢ni broj ciklusa (Cq vrijednost)
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Amplifikacijske krivulje gPCR reakcije na prisutnost GVH
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Slika 4.2.3. Amplifikacijske krivulje gPCR reakcije. Plave krivulje - uzorci uzorci ana. br.
3283, 3292, 3297, 3301 i 3302; Crveni kvadrat - grani¢ni broj ciklusa (Cq vrijednost)

Tablica 4.2.1. Analiticki brojevi uzoraka i imena sorti s pripadaju¢im Cq vrijednostima
dobivenim metodom qPCR

Ana. br. Sorta Polozaj trsa Cq
3238 Gustopupica 4-1 28.845
3247 Malvazija istarska 9-D 28.279
3250 Muskatel 3-1 28.247
3260 Babica plosnata 9-L 26.939
3283 Brajdica bijela 2-J 26.382
3292 Plav¢ina 10-B 26.086
3297 Bljuzgavac 27-B 30.775
3301 Svrdlovina crna 27-A 26.516
3302 Kozak 33-A 28.108

20



« N

. .
' > 7 e e T - \ - :
- MR s (T P P
- - - P ra -
TR d;,..u:..«.nucti.._.
FID i mes Nope roann @

gt ¥ g A g i A ..\
e

- A el s -

.
..c

e —

R .

B

trs pozitivan na GVH; Crvena slova i brojevi - oznake

v

Slika 4.2.4. Polozaji trsova pozitivnih na H-virus vinove loze u vinogradarsko-vinarskom
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4.3. Detekcija koriStenjem konvencionalne RT-PCR metode

Konvencionalnom RT-PCR metodom testirano je svih 9 pozitivnih uzoraka dobivenih
metodom qPCR s ciljem potvrdivanja rezultata metode PCR u stvarnom vremenu te kao
priprema uzoraka za sekvenciranje. Umnozavana su dva podrucja gena (RdRp i CP). Kod
svih 9 uzoraka dobiveni su fragmenti o¢ekivanih duljina od 400 parova baza. Prikazi izolata
analitickih brojeva 3238 (sorta Gustopupica), 3247 (Malvazija istarska), 3250 (Muskatel),
3260 (Babica plosnata), 3283 (Brajdica bijela), 3292 (Plav¢ina), 3297 (Bljuzgavac), 3301
(Svrdlovina crna) i 3302 (Kozak) koji su vizualizirani na UV-transiluminatoru nakon
provedbe horizontalne gel elektroforeze na 2%-tnom agaroznom gelu, vidljivi su na Slikama
431.14.32..

M P12 345 67 8 9N M

Slika 4.3.1. Rezultati testiranja metodom RT-PCR na prisutnost H-virusa vinove loze.
Produkti su dobiveni koriStenjem GVH-RDRP-F1 i GVH-RDRP-R1 pocetnica i RNA
izolirane iz razli¢itih autohtonih sorata vinove loze. Prikazani fragmenti odgovaraju duljini od
400 parova baza. Oznake od 1-9 predstavljaju uzorke ana. br. po redu 3238, 3247, 3250,
3260, 3283, 3292, 3297, 3301 i 3302. Oznaka P — pozitivna kontrola; N — negativna kontrola;
M — standard za odredivanje molekularne mase (DNA marker).
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Slika 4.3.2. Rezultati testiranja metodom RT-PCR na prisutnost H-virusa vinove loze.
Koristene su pocetnice GVH-CP-F1 i GVH-CP-R1 i RNA izolirana iz uzoraka razli¢itih
autohtonih sorti vinove loze. Dobiveni fragmenti odgovaraju duljini od 400 parova baza.
Oznake od 1-9 predstavljaju uzorke ana. br. po redu 3238, 3247, 3250, 3260, 3283, 3292,
3297, 3301 i 3302. Oznaka P — pozitivna kontrola; N — negativna kontrola; M — standard za
odredivanje molekularne mase (DNA marker).

4.4. Sekvenciranje

Nakon $to su dobivene sekvence medusobno poravnate (eng. multiple alignment)
pomoc¢u ClustalW alata u MEGA-X programu, utvrden je broj ofuvanih (eng. conserved
sites), varijabilnih (eng. variable sites) te parsimonijski informativnih mjesta (eng. parsimony
informative sites). Unutar slijeda od 356 nukleotida 9 sekvenci hrvatskih izolata GVH RdRp
podrucja utvrdeno je 331 konzervirano mjesto, 25 varijabilnih mjesta te 9 parsimonijski
informativnih mjesta te se utvrdena medusobna sli¢nost sekvenci kretala izmedu 95.5 i
99.15%. Usporedbom hrvatskih sekvenci sa stranima uz pomo¢ on-line programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul i sur. 1990.), kod svih sekvenci hrvatskih
izolata utvrdena je najveca sli¢nost od 96.63% do 99.15% sa stranim izolatom BD5154 iz
SAD-a (GenBank: MK017733.1). Kod sekvenci CP podrué¢ja uocena je manja raznolikost
nukleotidnog slijeda s obzirom da je nadeno 339 o¢uvanih, 17 varijabilnih i 5 parsimonijski
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informativnih mjesta od 356 nukleotida te je sli¢nost sekvenci varirala od 97.47 do 99.43%,
dok je sa stranim izolatom GT5468 iz Njemacke (GenBank: MK838928.1) pronadena najveca
sli¢nost od 98.88 do 99.72% kod 5/9 sekvenci hrvatskih izolata. Na Slikama 4.4.1. i 4.4.3.,
prikazan je Citav slijed nukleotidnih sekvenci oba istrazivana podruc¢ja genoma za svih 9 GVH
izolata.

Sekvence 9 hrvatskih izolata GVH dobivene ovim istrazivanjem, takoder su visestruko
poravnate i sa sekvencama 13 stranih izolata iz GenBank baze podataka te prepisane u
aminokiselinske slijedove, nakon ¢ega su utvrdena razlikovanja na aminokiselinskoj razini
(Slike 4.4.2. 1 4.4.4.). U RdRp regiji hrvatskih i stranih sekvenci utvrdeno je 12 varijabilnih
mjesta unutar slijeda od 118 aminokiselina, a 8 podrucja je parsimonijski informativno.
Unutar 9 hrvatskih sekvenci aminokiselina utvrdena sli¢nost je iznosila izmedu 95.76 1 100%,
a najveca slicnost kod 5/9 hrvatskih sekvenci, sa stranim izolatom MMG6674 iz SAD-a
(GenBank: QBF44475.1), kretala se od 97.46 do 99.15%. Nadalje, kod aminokiselinskog
slijeda CP podrucja hrvatskih i stranih sekvenci pronadeno je 2 varijabilna i samo jedno
parsimonijski informativno mjesto te se utvrdena sli¢nost 9 hrvatskih sekvenci aminokiselina
kretala izmedu 98.3 i 100%, pri ¢emu je najveca slicnost utvrdena kod 6/9 sekvenci hrvatskih
izolata sa stranim izolatom BD5154 iz SAD-a (GenBank: QDZ36440.1) u iznosu od 99.15 do
100%.
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Species/Abbry w|e| |a|x|2|e|e| |2|e|e|e|x|x|a]|e|n|e|n|e|e]|a| [2|a|e|e|a|e]e|n| |2|e]|x|x|e| |&|2|e|e|e|a|e|a|a|e]|a|a|e|e|e|e|n|n]|e|n|n|n|a|e]|n|a|a]|n|e|a|a|e]|e|n|e|e|e]|e|e|n|e|e||s

1. GVH 3238 izolat
2. GVH 3247 izolat
3. GVH 3250 izolat
4. GVH 3260 izolat
5. GVH 3283 izolat
6. GVH 3292 izolat
7. GVH 3297 izolat
8. GVH 331 izolat
8. GVH 3302 izolat

Slika 4.4.1. Potpuni prikaz visestruko poravnatih slijedova nukleotida RdRp podruc¢ja genoma 9 hrvatskih GVH izolata (duljina od 356
nukleotida). Iznad podruéja identi¢nosti nalazi se oznaka *.
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Species/Abbrv

GVH GT5468 izolat
GVH GCH462 izolat
GVH BA5076 izolat
GVH CA4881 izolat
GVH TG4470 izolat
GVH TB6385 izolat
GVH 5M5410 izolat
GVH MES390 izolat
GVH KO5386 izolat
10. GVH PC4591 izolat
11. GVH BH4436 izolat
12. GVH AV5541 izolat
13. GVH PM4535 izolat
14. GVH 3238 izolat
15. GVH 3247 izolat
16. GVH 3250 izolat
17. GVH 3260 izolat
18. GVH 3283 izolat
19. GVH 3292 izolat
20. GVH 3297 izolat
21. GVH 3301 izolat
22. GVH 3302 izolat

<
=
=
2]

@0 =@ MR

I I I IIIIIIIIIIIIIIIIIICI
T ¥ P T P T ¥ P P PP PP PRI
m M m M T m M T T M T Mmoo oo m
M M MM T T M M T T T T T T T T T T T T T M
< < = < < < < < < < < < < < << << < < < <
< < = < < < < < < < < < < < < < << < < < <
— s — s s s —— ===~ — == <
rrrrrrrr -~~~ "™~ *™- - *C K
<~ < = < = =% <= %< <=2 <2< <= =< <
M M M T T M T Tm Tm T T T T T T T T T T T M
L e e e S S S Y e i e e e e el e S B B
< < = < < < < < < < < < << <=<=<=<=< << <
=Z=E==z=======Z======Z=Z == ==

v
v
v
v
W
W
v
v
v
v
v
Vv
W
v
v
v
v
v
W
W
v

c s s s s cccCccCss<C<<< S < <<
L Lt e st e o o e St i et e i i
0O00 0000000000000 00000

Slika 4.4.2. Potpuni prikaz aminokiselinskih slijedova RdRp podruc¢ja genoma 9 hrvatskih i 13 stranih GVH izolata (duljina od 118
aminokiselina). Iznad podrucja identi¢nosti nalazi se oznaka *.
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Species/Abbry 22| e|e|2|2|n||2|e|2|2|2|2 PIEIEIEIE] BEIEIEIEIE] w|e| ||| 22|22 2|e|e|e|n|e|2|e]|e|e|2|e|n|e|e|e|x|e|2||e|e|2||2|e|e|e|2|e|2|e|n|e|e|e|e|e|n|e|e|le|e|e |||t n|n|e|le|x|e 2|z el

1. GVH 3238 izolat
2. GVH 3247 izolat
3. GVH 3250 izolat
4. GVH 3260 izolat
5. GVH 3283 izolat
6. GVH 3292 izolat
7. GVH 3297 izolat
8. GVH 3301 izolat
8. GVH 3302 izolat

Slika 4.4.3. Potpuni prikaz visestruko poravnatih slijedova nukleotida CP podrucja genoma 9 hrvatskih GVH izolata (duljina od 356 nukleotida).
Iznad podrudja identi¢nosti nalazi se oznaka *.
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Species/Abbry E x|
1. GVH TT2016-3 izolat
2. GVH GT5468 izolat
3. GVH GC5462 izolat
4. GWH BAS0TE izolat
5. GWH CA4881 izolat
6. GWH TG4470 izolat
7. GVH TB6385 izolat
8. GVH SM5410 izolat
9. GVH MES390 izolat
10. GVH KO5386 izolat
11. GVH PC4591 izolat
12. GVH BH4436 izolat
13. GVH PM4585 izolat
14. GVH 3238 izolat
15. GVH 3247 izolat
16. GVH 3250 izolat
17. GVH 3260 izolat
18. GVH 3283 izolat
19. GVH 3292 izolat
20. GVH 3257 izolat
21. GVH 3301 izolat
22. GVH 3302 izolat
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Slika 4.4.4. Potpuni prikaz aminokiselinskih slijedova CP podrucja genoma 9 hrvatskih i 13 stranih GVH izolata (duljina od 118 aminokiselina).
Iznad podrucja identi¢nosti nalazi se oznaka *.
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4.5. Filogenija

Filogenetskom analizom pri kojoj je koriStena statisticka metoda najvece vjerojatnosti
(eng. maximum likelihood, ML), kojom je istrazivana varijabilnost unutar sekvenici 9 GVH
izolata i 13 stranih izolata, dobivena su dva neukorijenjena stabla; jedno za podrucje gena
replikaze i drugo za podrucje gena proteina omotaca. Grane stabala s niskom statistickom
podrskom (<50%) su uklonjene te su u rezultatima prikazana kondenzirana stabla.

Stablo koje je rekonstruirano iz sekvenci podru¢ja gena replikaze, rezultiralo je
prikazom dvije glavne grane. Unutar prve grane, 5 stranih izolata grupiralo se u istu skupinu,
a C¢vor koji predstavlja najblizeg hipotetskog zajedni¢kog pretka, pokazao je vrijednost
statistiCke podrske (eng. bootstrap) od 100%, dok je unutar iste grane vidljiva monofiletska
grupa s nekoliko ogranaka s razli¢itim vrijednostima podrske. Svih 9 GVH izolata ukljucujuci
i dva strana izolata (BA5076 i TB6385), grupirali su se na drugoj grani kod koje je prikazana
vrijednost statisticke podrske od samo 51%.

Izolati u stablu rekonstruiranom iz sekvenci podrucja gena proteina omotaca nisu se
grupirali u skupine sa znacajnijim postotkom statisticke podrske. Rezultati filogenetskih
analiza prikazani su na slici 4.6.1..
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Slika 4.6.1. Filogenetska stabla rekonstruirana metodom najvece vjerojatnosti (ML) koriStenjem sekvenci 9 GVH izolata dobivenih u ovom
istrazivanju i sekvenci 13 stranih izolata iz GenBank baze podataka. A) podrucje gena replikaze (RdRp) — kondenzirano stablo; B) podrucje gena
replikaze (RdRp) — nekondenzirano stablo; C) podruéje gena proteina omotaca (CP) — kondenzirano stablo; D) podruéje gena proteina omotaca
(CP) - nekondenzirano stablo; Evolucijska vremenska skala predstavlja duzinu grana - 0.0050
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5. Rasprava

Ovim istrazivanjem prvi put je potvrdena prisutnost H-virusa vinove loze u
autohtonim sortama vinove loze na podruc¢ju Hrvatske. GVH je detektiran metodom PCR u
stvarnom vremenu (qPCR) uporabom specifi¢nog seta pocetnica kojeg su razvili Al Rwahnih
I Diaz-Lara, a dobiveni rezultati potvrdeni su pomocu konvencionalne RT-PCR metode nakon
Cega su vizualizirani na 2%-tnom agaroznom gelu nakon provodenja horizontalne gel
elektroforeze. Zaraza je utvrdena u 9 od 113 testiranih uzoraka dobivenih izolacijom RNA iz
rozgve biljaka vinove loze ¢iji sanitarni status prethodno nije bio poznat. Shodno tome,
postotak zaraze testiranih uzoraka iznosi gotovo 8% (7.96%). GVH je prethodno otkriven po
prvi puta u Portugalu (Candresse i sur. 2018), a zatim su ga detektirali i Diaz-Lara i sur. u
Kaliforniji 2019. godine te u Grckoj (Panailidou i sur. 2021). Virus je u Portugalu i Grékoj
detektiran uporabom tehnologije sekvenciranja visoke propusnosti, dok je u Kaliforniji
koriStena metoda konvencionalnog RT-PCR-a. Stope zarazenosti u tri dosadasnja istrazivanja
su iznosila; Portugal 30% (6 pozitivnih uzoraka od 20 testiranih), Kalifornija ~1.5% (1.47%)
(36/2,436 pozitivnih uzoraka) i Gréka 55.5% (5/9 pozitivnih uzoraka). Prema spomenutim
podacima, postotak zaraze najveéi je bio u Grckoj, no uzevsi u obzir da je testiran manji broj
uzoraka, moze se zakljuCiti da je zaraza H-virusom vinove loze popriliéno visoka i U
Portugalu, dok je u Hrvatskoj ipak nesto manja u usporedbi sa navedenim zemljama. GVH je
u Kaliforniji pronaden jedino u uzorcima iz NCGR-a (National Clonal Germplasm
Repository) pri ¢emu je svih 36 uzoraka bilo pozitivno pa je stopu zarazenosti moguce
promatrati i iz tog gledista. U usporedbi, pojavnost drugih predstavnika roda Vitivirus u
Hrvatskoj smatra se sve viSom te su tako Voncéina i sur. 2019. proveli istrazivanje distribucije
9 virusa kod 14 autohtonih sorata u Dalmaciji, medu kojima su bili i GVA i GVB. U detekciji
virusa pomoc¢u metode ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) testirano je 1,116 trsova
te je potvrdena prisutnost GVA (61.4%) i GVB (3.1%). U drugom istrazivanju koje su proveli
Voncina i sur. (2017.) u priobalnom podruc¢ju Hrvatske, GVA je takoder detektiran u visokom
postotku zaraze od 91.7%, dok je GVB detektiran u znatno manjem postotku (20.8%). U
istom istrazivanju pronadeni su i GVD (14.6%), GVE (8.3%) 1 GVF (22.9%) po prvi put u
Hrvatskoj, pa se postotak zaraze H-virusom vinove loze od 8%, utvrden ovim istraZivanjem,
moze smatrati manjim u usporedbi, no ovi nalazi ipak upuéuju na sve vecu pojavnost
vitivirusa u Hrvatskoj kao 1 na sve loSiji sanitarni status hrvatskih autohtonih sorata vinove
loze.

Nadalje, molekularne metode poput konvencionalnog RT-PCR-a i metode PCR u
stvarnom vremenu (qPCR) koriStene u ovom istrazivanju, danas su jedne od najcesce
koristenih metoda detekcije virusa. Konvencionalni RT-PCR ima nedostatak u vidu moguce
kontaminacije uzoraka te mogucih lazno pozitivnih rezultata (Zherdev i dr 2018.). Ovi
problemi se djelomi¢no rjesavaju provodenjem PCR metode u stvarnom vremenu (qPCR)
koja je i koriStena kao primarni naéin detekcije GVH u ovom istrazivanju, dok je RT-PCR
metoda sluzila kao potvrda dobivenih rezultata. Samim time, pouzdanost PCR metode u
stvarnom vremenu (qPCR) smatra se popriliéno visokom, s obzirom na njezinu vecu
osjetljivost i1 specificnost pri detekciji virusa (Osman i sur. 2008.). Metoda sekvenciranja
visoke propusnosti, koriStena u portugalskom i grékom istrazivanju, je visoko ucinkovita i
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pouzdana jer ne samo da omogucava detekciju sasvim novog virusa ve¢ daje i uvid u
strukturu njegovog genoma te informacije o svim drugim virusima prisutnim u uzorku.

U ovom istrazivanju takoder su sekvencirani fragmenti genoma podru¢ja RNA-ovisne
RNA polimeraze (RdRp) i proteina omota¢a (CP) pri ¢emu su utvrdena razlikovanja na
nukleotidnoj i aminokiselinskoj razni usporedbom uzoraka medusobno te sa sekvencama
stranih izolata iz GenBank baze podataka. Kod RdRp podrucja utvrdena je veéa varijabilnost
u odnosu na CP regiju usporedbom sekvenci 9 hrvatskih GVH izolata medusobno, ali i sa
sekvencama 13 stranih izolata. Isti zakljucak je donesen nakon prepisivanja nukleotidnih
sekvenci u aminokiselinske sekvence te se podudara s otprije dokazanim nalazima da je RdRp
podrucje genoma vrlo varijabilno (Shi i sur. 2004.), dok je za CP podrucje genoma poznata
visoka konzerviranost (Osman i sur. 2008.).

Tako je unutar sekvenci 9 GVH izolata RdRp podruéja veli¢ine od 356 nukleotida
pronadeno 25 varijabilnih mjesta, a nakon visestrukog poravnavanja sa sekvencama 13 stranih
izolata i prepisivanja u aminokiselinske slijedove, utvrdeno je ukupno 12 varijabilnih mjesta
od 118 aminokiselina. Kao §to je ranije spomenuto, unutar CP podru¢ja uocena je manja
raznolikost s obzirom da je nadeno 17 varijabilnih mjesta kod nukleotidnih slijedova te samo
2 varijabilna mjesta nakon prepisivanja u aminokiseline. Usporedbom nukleotidnih sekvenci s
aminokiselinskim, moze se zakljuciti da je doslo do sinonimne supstitucije nukleotida u CP
podru¢ju budu¢i da je prepisivanjem u aminokiselinselinski slijed uocen manji broj
varijabilnih podrucja u odnosu na nukleotidni slijed $to ukazuje da je supstitucija nukleotida u
odredenim podru¢jima rezultirala istom aminokiselinom. Shodno tome, razlikovanja u
slijedovima aminokiselina u CP podrucju gena uo€ena su samo kod sekvenci 3 hrvatska GVH
izolata, dok u ostalim sekvencama (hrvatskim i stranim) nije opazena izmjena na
aminokiselinskoj razini u odnosu na nukleotidnu.

Shodno tome, sekvence 9 hrvatskih izolata GVH RdRp podruéja pokazale su
medusobnu sli¢nost koja je varirala od 95.5 do 99.15% na nukleotidnoj razini te od 95.76 do
100% na aminokiselinskoj razini. Nakon usporedbe s podacima iz GenBank baze podataka
pomocu on-line programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul i sur.
1990.), sve sekvence hrvatskih izolata pokazale su najvecu sli¢nost na nukleotidnoj razini sa
stranim izolatom BD5154 iz SAD-a (GenBank: MK017733.1) (96.63 do 99.15% nt sli¢nosti),
dok je najveca sli¢nost na aminokiselinskoj razini kod 5 od 9 hrvatskih sekvenci varirala od
97.46 do 99.15% s izolatom MM6674 iz SAD-a (GenBank: QBF44475.1).

Medusobna sli¢nost sekvenci CP podruéja hrvatskih izolata kretala se od 97.47 do
99.43% na nukleotidnoj razini te od 98.3 do 100% na aminokiselinskoj razini. Nadalje,
usporedba uz pomo¢ programa BLAST (Altschul i sur. 1990.) pokazala je najvecu sli¢nost U
varijaciji od 98.88 do 99.72% na nukleotidnoj razini s izolatom GT5468 iz Njemacke
(GenBank: MK838928.1) kod 5/9 sekvenci hrvatskih izolata, a kod 6/9 sekvenci hrvatskih
izolata, na aminokiselinskoj razini je utvrdena najveca sli¢nost s izolatom BD5154 iz SAD-a
(GenBank: QDZ36440.1) u iznosu od 99.15 do 100%. Usporedba sli¢nosti sekvenci izolata na
nukleotidnoj, ali i aminokiselinskoj razini medusobno i sa sekvencama stranih izolata,
dodatno je potvrdila podatak o vecoj razini konzerviranosti CP podrucja genoma, a zanimljiva
je 1 Cinjenica da se strani izolat BD5154, podrijetlom iz SAD-a pokazao kao najsli¢niji
hrvatskim izolatima 1 u RdRp podru¢ju genoma na nukleotidnoj razini te u CP podrucju
genoma na aminokiselinskoj razini.
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Rekonstrukcijom filogenetskih stabala iz sekvenci obaju spomenutih podrucja
genoma, zakljuceno je da su kod RdRp podruéja hrvatski GVH izolati izdvojeni u posebnu
grupu od izolata stranog podrijetla uz iznimku izolata podrijetlom iz Pakistana i Franuske koji
su takoder prisutni u istoj skupini. Geografska korelacija izmedu izolata u stablu
rekonstruiranom iz sekvenci podru¢ja gena proteina omotaca, ¢ini se vrlo malom budu¢i da
vrijednosti statisticke podrske (bootstrap vrijednost) variraju od 51% do 68% na ¢vorovima 5
grana, dok ostali izolati nisu grupirani u srodnije skupine. Kod obje grane stabla koje
sadrzavaju po dva strana izolata, bootstrap vrijednost je iznosila 66%. Filogenetska analiza
sekvenci CP podrucja genoma, pokazala je manju povezanost podrijetla izolata s njihovom
grupacijom u stablu te se ovdje moze povuci paralela s topologijom stabla rekonstruiranog u
ranije spomenutom kalifornijskom istrazivanju iz 2019. godine, gdje se izolati GVH kod
nijednog od dva spomenuta podru¢ja genoma nisu grupirali prema geografskom podrijetlu.
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6. Zakljucak

1)

2)

3)

4)

Istrazivanjem provedenim u ovom radu, doneseni su sljedeci zakljucci:

H-virus vinove loze prisutan je u kolekcijskom nasadu autohtonih sorata vinove loze
koji se nalazi u sklopu vinogradarsko-vinarskog pokusali§ta Jazbina te je detektiran
uporabom RT-PCR metode u stvarnom vremenu, a potvrden metodom
konvencionalnog RT-PCR-a u postotku zaraze od 7.96%.

Prisutnost H-virusa vinove loze utvrdena je u uzorcima trsova sljede¢ih autohtonih
sorata: Gustopupica, Malvazija istarska, Muskatel, Babica plosnata, Brajdica bijela,
Plav¢ina, Bljuzgavac, Svrdlovina crna i Kozak.

Nukleotidni sljedovi hrvatskih GVH izolata u podru¢ju RNA-ovisne RNA polimeraze
(RARp) pokazali su sli¢nost U iznosu 95.5% do 99.15% te najvecu sli¢nost sa Stranim
izolatom BD5154 podrijetlom iz SAD-a (GenBank: MK017733.1) (96.63 do 99.15%
nt sli¢nosti). Na aminokiselinskoj razini, sli¢nost hrvatskih izolata je varirala od 95.76
do 100% uz najvecu sli¢nost od 97.46 do 99.15% kod 5 od 9 hrvatskih sekvenci s
izolatom MM6674 iz SAD-a (GenBank: QBF44475.1).

Nukleotidni sljedovi podru¢ja genoma proteina omotaca (CP) hrvatskih GVH izolata
pokazali su medusobnu sli¢nost u rasponu od 97.47 do 99.43%, a najvecu sli¢nost sa
stranim izolatom GT5468 iz Njemacke (GenBank: MK838928.1) kod 5/9 sekvenci
hrvatskih izolata (98.88 do 99.72% nt sli¢nosti). Usporedbom na aminokiselinskoj
razini, utvrdena je medusobna sli¢nost sekvenci hrvatskih izolata u rasponu od 98.3 do
100% sli¢nosti te je najveca sli¢nost kod 6/9 sekvenci hrvatskih izolata sa stranim
izolatom BD5154 iz SAD-a (GenBank: QDZ36440.1), iznosila izmedu 99.15 i 100%.
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