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lzvod

Bolesti gajenih biljaka ¢iji su prouzrokovaci fitopatogeni virusi, pred-
stavljaju grupu bolesti (viroze), koje mogu prouzrokovati znacajne eko-
nomske gubitke i postati ograni¢avajuci faktor u postizanju pune rodnosti
i dobijanja kvalitetnog prinosa. Nacini prenoSenja virusa su visestruki, a
glavni nagin borbe protiv ovih oboljenja je proizvodnja, odnosno korisé¢enje
zdravog semena i bezvirusnog sadnog materijala. Budué¢i da virusi najve-
¢e Stete ispoljavaju na drvenastim biljkama, voc¢u i vinovoj lozi, vazno je
sprovesti proveru sadnog materijala na prisustvo virusa, kako ne bi doslo
do viSestrukih Stetnih efekata, kako u materijalnom aspektu tako i u aspektu
vremena koje je potrebno da ove biljne vrste stasaju i postignu punu rod-
nost. Jedan od najées¢ih virusa koji inficira kosti¢ave vocne vrste i na nji-
ma pricinjava znacajne ekonomske Stete je virus krzljavosti Sljive (PDV).
Imajuci u vidu opste prisustvo u svetu i visok destruktivni potencijal PDV
virusa, metode njegove dijagnostike i identifikacije detaljno su opisane u
ovom radu.
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Zahvaljujuci trgovinskoj povezanosti i distribuciji biljnog materijala izmedu ra-
zlicitih drZzava i regiona, viroze biljaka su Siroko rasprostranjena oboljenja prisutna
na svim kontinentima. U savremenoj poljoprivrednoj proizvodnji virusi kao parazit-
na oboljenja biljaka, mogu prouzrokovati viSestruke negativne efekte. Sposobnost
virusa da se akumuliraju u vegetativnom sadnom materijalu razlikuje ih od ostalih
prouzrokovaca bolesti, te se na taj nacin oni prenose na sve buduée generacije bi-
ljaka. Takode, virusi se mogu prenositi i kalemljenjem, semenom i polenom, kao i
razli¢itim vrstama insekatskih vektora. Navedene ¢injenice pokazuju Sirok spektar
mogucnosti zaraze biljaka fitopatogenim virusima, dok je njihovo suzbijanje nakon
infekcije i pojave simptoma na gajenim biljakama nemoguce. Zbog navedenih ka-
rakteristika, virusi se razlikuju od fitopatogenih gljiva i bakterija, te je proizvodnja
i promet bezvirusnog sadnog materijala glavni vid borbe i zatite od viroza. Dobi-
janje zdravog biljnog materijala postiZe se i u laboratorijskim uslovima primenom
hemoterapije i termoterapije, odnosno takozvanom metodom kulture tkiva. lako
su navedene mere pokazale pozitivan efekat u proizvodnji zdravog biljnog mate-
rijala, neophodno je pribegnuti merama ispitivanja sadnog i setvenog materijala
na ekonomski znacajne viruse, pre podizanja zasada (Bagi i sar., 2016). Jedan od
ekonomski najznacajnijih virusa koji pric¢injavaju Stete na koSticavim voénim vr-
stama (Prunus sp.) je virus krzljavosti Sljive (PDV), te je ispitivanje na prisustvo
ovog Vvirusa vrlo vazno, narocito u selekciji vegetativnih podloga za visnju i tresSnju
(Jarosova i Kundu, 2010). Uzimajuéi u obzir opStu prisutnost navedenog virusa, te
osetljivost vocarskih kultura iz roda Prunus, sa ekonomskog stanovista proizvod-
nje, navedeni virus moZze da pricini Stete u opsegu od 35% pa ¢ak do 90% (Bagi i
sar., 2016). Najvece Stete viroze uzrokuju na viSegodisnjim zasadima, narocito u
voc¢njacima ili vinogradima. Zbog visoke cene podizanja, kao i zbog vremena koje
je potrebno za njihovo stasavanje, sadni materijal zarazen virusima moze imati
limitiraju¢u ulogu u podizanju, kao i opstanku postojecih zasada.

DETEKCIJA | IDENTIFIKACIJA VIRUSA KRZLJAVOSTI SLJIVE

Virus krzljavosti Sljive (Prune Dwarf Virus- PDV) je jedan od ekonomski naj-
znacajnijih virusa koji su prisutni u svim delovima sveta, naroc¢ito u onim gde se
kao vocarske kulture gaje trednja ili visnja (Youssef i sar., 2002). Virus se na pri-
rodan nacin prenosi inficiranim polenom, ali uvodenje razlicitih sorti koSti¢avog
voca i distribucija njihovih germplazmi po svim delovima sveta, glavni su razlog
njegovog opsteg Sirenja. Zbog toga PDV virus predstavlja medunarodni problem,
te je neophodno uspostaviti mere uspeSne kontrole kako bi se utvrdilo da li je ger-
mplazma koja se unosi, oslobodena prisustva datog virusa i na taj nacin spreciti
ekonomske gubitke u industriji odredenih zemalja.
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Najstarija metoda detekcije PDV virusa svakako je primena biotestova. Pored
prirodnih domacina, svaki virus ima i svoj eksperimentalni krug domacina, odno-
sno biljke koje nisu u prirodi opisane kao domacini, ali su u laboratorijskim uslo-
vima osteljive prema datom virusu i soju i ispoljavalju tipi¢ne simptome. Takode,
ova metoda je zahtevna u pogledu vremena, uzgoja test biljaka i obezbedivanja
zaSti¢enog prostora, koji je izolovan od mogucnosti virusnih infekcija. Kao veoma
pogodne test biljke za ispitivanje prisustva PDV virusa pokazale su se mlade biljke
krastavca (Cucumis sativus L.). lako nije prirodni domacin, ve¢ sedam dana nakon
inokulacije ovih biljaka javljaju se karakteristicni simptomi hloroze lista i nerava.
Takode, na biljci se pojavljuju lisne deformacije, pri ¢emu se virus najvise lokalizu-
je u sunderastim celijama mezofila, te u naznacenim celijama naruSava biohemijske
funkcije i dovodi do promene u strukturi ¢elijskih organela. Navedene promene u
biljnom tkivu su dokazane prac¢enjem CP proteina (koji ulazi u sastav omotaca viru-
sa) pomoc¢u metode imunofluoroscencije (Koziel i sar., 2018). Kao eksperimentalni
domacini za PDV virus, navodi se jos 15 razlicitih rodova dikotiledonih biljaka, ali
kao dve najcesce vrste koje se koriste za odrZavanje i razmnoZavanje ovog virusa
navode se biljke (Cucurbita maxima) bundeva i (Nicotiana occidentalis) divlji du-
van (Fulton, 1985; Brunt i sar., 1996). Takode je vaZzno napomenuti da simptomi
koji nastaju kao posledica infekcije PDV virusom nisu isti na svim test biljkama.
Tako se na bundevi simptomi manifestuju u vidu svetlo zutih pega i svetlo Zute
nervature na listu, dok se na biljci Sesbania exaltata simptomi vide kao ulegle,
crvene lezije na kotiledonima, odnosno kao izrazene hloroti¢ne linije i prstenovi,
kod test biljke Tithonia speciosa (Caglayan i sar., 2011). Za inokulaciju indikator
biljaka koristi se biljni materijal koji se testira, a naj¢eS¢i nacini prenoSenja virusa
su mehanic¢kim putem i tehnikom kalemljenja (Bagi i sar., 2016). Nakon inokulaci-
je, potrebno je ostaviti indikator biljke na inkubaciju sve dok se na njima ne pojave
jasni simptomi, na osnovu ¢ijih se osobina dokazuje prisustvo ispitivanog virusa.

Primena ELISA testa u detekciji PDV virusa

Enzimatski imunoadsorbcioni test (ELISA) Siroko je rasprostranjena metoda is-
pitivanja prisustva virusa u semenu i sadnom materijalu, te predstavlja prvi korak u
njihovoj detekciji radi kasnije dalje karakterizacije. Za razliku od detekcije virusa
pomocu biotest biljaka ova metoda je mnogo pouzdanija i brZa, te se za kratko
vreme moze testirati veliki broj uzoraka. Ova seroloSka metoda je zasnovana na
medusobnom prepoznavanju antigena i antitela i predstavlja prvu metodu u evolu-
ciji detekcije i identifikacije biljnih patogena (Rowhani i sar., 2005).

Postoji nekoliko tipova ELISA testova za ipistivanje PDV virusa, ali svakako
najprimenjeniji je DAS ELISA-test (Double Antibody Sadnwich). Navedeni test
se izvodi pomoc¢u komercijalnih seroloskih kitova koji sadrze poliklonska anti-
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tela PDV virusa i metode Clark i Adams (1977), a navedeni test se izvodi po veé
ustaljenom redosledu. U otvore na ¢vrstim polistirenskim plo¢icama u rupice,
odnosno bunarcice se dodaju specijalni reagensi. Prvi korak je oblaganje plocice
sa antitelom koje se razblazuje sa puferom u propisanom odnosu, i inkubira preko
noc¢i na temperaturi od 4 °C. Nakon toga, plocica se ispira PBST puferom tri puta
na svaka tri minuta. Uzorci sa biljnim tkivom, iz koga se izoluje PDV virus, pota-
paju se u te¢ni azot i meSaju se sa 1 ml ekstrakcionog pufera, i dodaje se 200 ml
homogenata u bunarcice. Takva plo¢a se ponovo inkubira pri 4 °C i ispira pet puta
sa PBST puferom. Nakon toga sledi ponovno oblaganje plocice sa alkalin-fosfa-
taza konjugovanim antitelom, razblaZzenim u konjugovanom puferu u odgova-
rajucoj razmeri, i takva plo¢a se ostavlja preko no¢i u termostat na inkubaciju
pri 37 °C. Poslednji korak u pripremi predstavlja dodavanje 4-nitrofenilfosfata
razblazenog puferom, u bunaréi¢e. Ovaj korak treba izvoditi na tamnom mestu
i pri sobnoj temperaturi, a dodati sadrZaj treba ostaviti u bunarci¢ima od 30-60
min, te se pozitivna reakcija detektuje na 405 nm pomoc¢u odgovarajuceg ELISA
¢itaca. Navedeni postupak je detaljno prikazan u radu (Soltani i sar., 2013), gde
je ispitivano prisustvo PDV virusa u kosticavom voéu u odredenim regionima na
teritoriji Irana, DAS ELISA metodom.

Jos§ jedan ¢esto primenjivan metod za detekciju PDV virusa iz biljnog tkiva sva-
kako je i TAS ELISA (Triple Antibody Sandwich), pri ¢emu se poliklonska antitela
zeca koriste za vezivanje, a monoklonska antitela za detekciju virusa. Reaktivnost
navedenog testa sa PDV virusom je vrlo visoka. Opticka gustina na 405 nm se
kre¢e od 0.900-3.000 u zavisnosti od titra virusa u ispitivanim uzorcima. Takode,
dobra strana ovog testa je i to $to ne postoji unakrsna reakcija sa zdravim biljnim
tkivom breskve, Sljive, kajsije i ostalih prirodnih domacina, te je pozadina negativ-
na u svim ispitivanim kontrolnim bunaré¢i¢ima (Paduch-Cichal, 2011).

Karakterizacija PDV virusa primenom PCR tehnike

Lancana reakcija polimeraze (PCR) napravila je revoluciju u molekularnoj
dijagnostici i sistematici. Ova tehnika predstavlja in vitro umnozavanje (ampli-
fikaciju) odredenih DNK sekvenci ili lokusa, pomocu specifi¢nih ili arbitarnih oli-
gonukleotidnih sekvenci (prajmera) i termostabilne DNK polimeraze (Zivkovié,
2007). Ukoliko se tokom detekcije pomocu dva oligonukletida (tzv. prajmera) koji
su komplementarni pocetku i kraju datog karakteristi¢cnog regiona, uspe inicirati
stvaranje komplementarne replike datog regiona i umnoziti ga u velikom broju,
tada smo dokazali da je ispitivani organizam isti kao organizam na osnovu kojih
su sintetizovani prajmeri, odnosno izvrSili smo pozitivnu identifikaciju (Bagi i
sar., 2016). Rezultat PCR reakcije ocitava se metodom elektroforeze na agaro-
znom gelu, gde se ispitivana sekvenca javlja kao traka iste duZine i molekularne

176 BILJNI LEKAR / PLANT DOCTOR, 47, 3/2019



mase kao i ciljna sekvenca virusa. Posto vecina biljnih virusa u svom sastavu
sadrzi samo RNK, neophodno je prvo ekstrahovanu RNK iz biljnog tkiva prevesti
u DNK, kako bi se izvrsila identifikacija PCR metodom. Ovaj proces se naziva
reversna transkripcija, a PCR metoda koja se izvodi na taj na¢in RT-PCR. Na-
pretkom tehnike i metoda za molekularnu karakterizaciju i identifikaciju, pomocu
mulitiplex-PCR tehnike moguce je izvrSiti proveru prema vise ciljanih virusa i na
osnovu rezultata utvrditi o kom virusu je re¢. Danas najprimenjeniji oblik identifi-
kacije i dijagnostike fitopatogenih virusa na molekularnom nivou predstavlja Real
Time-PCR tehnika, pomoc¢u koje se moze odmah oditati i kvantifikacija ispitiva-
nog virusa (Alemu, 2015)

Prvi korak, u bilo kojoj od navedenih PCR metoda detekcije, svakako je ek-
strakcija RNK ispitivanog virusa iz biljnog tkiva. Ekstrakcija se vrsi po standar-
dnom protokolu (BIO 101, Carlsbad, CA), uz pomo¢ odgovarajué¢ih mini setova
za ekstrakciju preporucenih od strane proizvodaca (Youssef i sar., 2002). Ekstra-
hovana RNK, odnosno njena koncetracija i ¢istoca se ispituju pomocu spektrofo-
tometra, merenjem stepena absorbcije (230-280 nm), a nakon toga se razblazu-
je do definisanog nivoa. PDV virus ima tripartitivni jednoclani, pozitivan oblik
RNK genoma i pripada rodu Illarvirus, te se prajmeri za PDV virus dizajniraju na
osnhovu nukleotidnih sekvenci gena proteinskog omotaca (Bachman i sar., 1994).
Nakon toga, izolovani molekul RNK podleze procesu reversne transkripcije i pre-
vodi se u DNK molekul, pomocu posebnih specijalizovanih prajmera i reversne
transkriptaze (Jarosova i Kundu, 2010). Mikrotube sa dobijenim DNK molekuli-
ma i ostalim neophodnim, standardnim reagensima (prajmeri, slobodni nukleoti-
di, DNK polimeraza) koji u¢estvuju u izvodenju PCR reakcije, postavljaju se u
specijalizovane uredaje Termocycler-e u kojima se navedena reakcija izvodi. U
toku trajanja PCR reakcije, DNK moleklul ciljanog organizma prolazi kroz faze
denaturacije, hibridizacije i elongacije, a nakon izvodenja dobijeni rezultati se o¢i-
tavaju u zavisnosti od primenjene PCR tehnike. Ocitavanje se moze vrSiti pomocu
tehnike elektroforeze na agaroznom gelu, posmatranjem umnoZenih produkata i
uporedivanjem njihove veli¢ine sa markerom, ili direktnim ogitavanjem kvantifi-
kacije Real Time-PCR metodom. Kao najbolji nacin za identifikaciju PDV virusa
u biljnim tkivima, preporucuje se koris¢enje dva ,,housekeeping” gena, aktin i 18S
ribozomalnog gena, te ovaj nacin predstavlja visoko tacan i pouzdan metod kvan-
tifikacije navedenog virusa u biljnim tkivima (Jarosova i Kundu, 2010).
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ZAKLJUCAK

Virus krzljavosti Sljive je jedan od ekonomski najstetnijih virusa koSti¢avog
voca, te kao takav ne bi trebao biti zanemaren. Vrlo je vazno ispitivanje pod-
loga i sadnog materijala na prisustvo ovog virusa, pre podizanja zasada, $to
predstavlja prvu i osnovnu meru borbe protiv ovog biljnog patogena. Metode
dijagnostike i identifikacije koje ukljucuju biotestove na indikator biljkama, en-
zimatsko imunoadsorpcione testove i molkularnu karakterizaciju pomoéu PCR
tehnike, detaljno su opisane u radu, te predstavljaju ta¢ne i pouzdane metode
detekcije navedenog virusa.
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Abstract

METHODS FOR DIAGNOSTIC
OF PRUNE DWARF VIRUS
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Plant diseases caused by phytopathogenic viruses represent a group of
diseases (virosis) that can cause high economic losses and become a limi-
ting factor in achieving full fertility and a quality yield. The transmitting
ways of the viruses are multiple, and the main way to combat these diseases
is the production, or use of healthy, virus-free seed and planting material.
Since viruses cause the most significant damage on woody plants, fruits and
vines, it is important to carry out a plant virus screening test in order to avo-
id multiple harmful effects in both aspects, the material and in the aspect of
the time it takes for these plant species to grow and achieve a full fertility.
One of the most common viruses infecting stone fruit species and causing
significant economic damages is the Prune dwarf virus (PDV). Given the
general presence in the world and high destructive potential of PDV, its
diagnostic and identification methods are described in detail in this study.

Key words: viruses, diagnostic and identification, PDV virus, economic
losses
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