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Pridelava kmetijskih rastlin na hidroponijah in intenzivno namakanje se v
kmetijstvu veliko uporablja. Tak nac¢in pridelave lahko povzro¢i hitro Sirjenje
razli¢énih mikrobov z vodo po nasadu. Za mnoge viruse, ki so bili dokazani v
vodi, moznost prezivetja in Sirjenje z vodo oziroma s hranilno raztopino ni
raziskano, predvsem zaradi dolgotrajnih in kompliciranih poskusov ter zaradi
pomanjkanja obcutljivih diagnosticnih metod v preteklosti. Vlogo vode kot
moznega Vvira okuzbe rastlin z virusi smo proucevali na primeru mehansko lahko
prenosljivih in ekonomsko pomembnih povzrociteljev bolezni paradiznika in
krompirja, kot so virus mozaika pepina (PepMV), krompirjev virus Y (PVY) in
viroid vretenatosti gomoljev krompirja (PSTVd). Dokazali smo, da lahko
PSTVd prezivi v vodi, na temperaturi 20 = 4 °C, do sedem tednov in da se
PepMV-Ch2, PVYN™ in PSTVd sproi¢ajo iz korenin v hranilno raztopino.
PepMV-Ch2 in PVYN™ lahko nato okuzita zdrave rastline v hidroponskem
sistemu preko korenin, pri ¢emer je bila okuzba nadzemnih delov rastlin potrjena
z nekajmese¢no zakasnitvijo. Za PSTVd smo dokazali, da so gomolji, ki se
razvijejo na rastlinah, ki jih zalivamo z vodo, okuzeno s PSTVd, vir novih
okuzb. Glede na rezultate lahko zaklju¢imo, da je Sirjenje izbranih virusov in
viroida z vodo mozno. Ceprav je manj uéinkovito od §irjenja z vektorji ali
mehansko preko listov, je epidemiolosko pomembno, zato ga je v nadaljnjih
Studijah epidemiologije in ocenah tveganja treba upostevati.
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SURVIVAL IN AND TRANSMISSION BY WATER OF POTATO VIRUS Y,
PEPINO MOSAIC VIRUS, AND POTATO SPINDLE TUBER VIROID
Doctoral Dissertation
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Hydroponic systems and intensive irrigation are used widely in horticulture, and
thus have the potential for rapid spread of water-transmissible plant pathogens.
Numerous plant viruses have been reported in aqueous environments, although
information on their survival and transmission is minimal, due mainly to the lack
of effective detection methods and to the complexity of the required
transmission experiments. We have assessed the role of water as a source of
plant infection using three mechanically transmissible plant pathogens that
constitute a serious threat to tomato and potato production: Pepino mosaic virus
(PepMV), Potato virus Y (PVY) and Potato spindle tuber viroid (PSTVd).
PSTVd remains infectious in water at 20 + 4 °C for up to seven weeks.
Experiments using a hydroponic system show that PepMV (Ch2 genotype), PVY
(NTN strain) and PSTVd can be released from plant roots into the nutrient
solution. PepMV-Ch2 and PVY"N™ can infect healthy plants through their roots,
ultimately spreading to the green parts, where they can be detected after a few
months. In addition, tubers developed on plants grown in substrate watered with
PSTVd-infested water were confirmed to be the source of viroid infection. Our
data indicate that although well known pathways of virus spread are more rapid
than water-mediated infection, like insect or mechanical transmission through
leaves, water is a route that provides a significant bridge for rapid virus/viroid
spread. As souch, water should be taken into account in future epidemiology and
risk-assessment studies.
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1 UVvOD

Za namakanje v kmetijstvu se uporabljajo vedno vecje koli¢ine vode. V drzavah v
razvoju namakanje pogosto presega 80 odstotkov skupne porabe vode (Riley in sod.,
2011). Voda postaja drazja in tezje dostopna, zato je treba uporabljati njene vire bolj
odgovorno, na primer z uporabo reciklirane vode za namakanje v proizvodnih nasadih
rastlin in rastlinjakih. Po vsem svetu vse ve¢ rastlin gojijo na hidroponijah. Rast rastlin
na hidroponijah pomeni veliko prednost za proizvodnjo, vendar lahko, ¢e voda v
sistemu kroZi, pride do hitre Siritve povzrociteljev bolezni, saj se lahko mikrobi Sirijo iz
ene rastline preko hranilne raztopine v druge rastline (Stewart-Wade, 2011). V vodah so
potrdili prisotnost Stevilnih gliv, oomicet, bakterij, ogor¢ic in tudi rastlinskih virusov. Z
razvojem metod sekvenciranja (doloCanja nukleotidnega zaporedja) naslednje
generacije (NGS) se seznam rastlinskih virusov, najdenih v vodnih virih, ob¢utno daljsa
(Roossinck, 2012). Mozne vire okuzbe vod z rastlinskimi virusi, znane podatke o
prezivetju virusov v vodah ter moznost okuzbe rastlin z vodo in ukrepe za
prepreéevanje Sirjenja virusov z vodo smo zbrali in opisali v preglednem ¢lanku (Mehle
in Ravnikar, 2012).

Prisotnost virusov v vodah ima epidemioloski pomen, ¢e le-ti vstopijo v rastlino, na
primer preko listov ali drugih delov rastline zaradi namakanja s Skropljenjem ali v ¢asu
kalitve rastlin (Teakle in Morris, 1981). Stevilni virusi lahko okuzZijo rastline preko
korenin s pomocjo vektorjev, bodisi ogorcic ali gliv (Wyss, 1982; Campbell, 1996).
Sprostitev virusov iz okuzenih korenin v hranilno raztopino in nadaljnja okuzba drugih
rastlin preko korenin, brez dotika rastlin in domnevno brez pomoci vektorjev, je bila
jasno dokazana le za okuzbe paradiznika z virusom mozaika paradiznika (Tomato
mosaic virus; ToMV) (Pares in sod., 1992) in z genotipom EU virusa mozaika pepina
(Pepino mosaic virus genotype EU; PepMV-EU) (Schwarz in sod., 2010) ter pelargonij
z virusom razbarvanja cvetov pelargonij (Pelargonium flower break virus;, PFBV)
(Krczal in sod., 1995). Za stevilne rastlinske viruse, Ki so jih dokazali v vodnih virih,
moznost prezivetja v vodi in njihovo Sirjenje z vodo ni dobro raziskano, predvsem
zaradi dolgotrajnih in kompleksnih raziskav ter pomanjkanja primernih diagnosti¢nih
metod v preteklosti.

Rast rastlin na hidroponijah in/ali intenzivno namakanje se pogosto uporabljata v
proizvodnih nasadih paradiznika in krompirja, zato smo se odlo¢ili raziskati, ali je lahko
voda vir okuzbe s tremi razmeroma stabilnimi in kuznimi rastlinskimi povzroditelji
bolezni, ki povzrocajo velike ekonomske izgube na rastlinah paradiznika in krompirja:
genotip Ch2 virusa mozaika pepina (Pepino mosaic virus genotype Ch2; PepMV-Ch2),
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nekroti¢ni razli¢ek krompirjevega virusa Y (Potato virus Y strain NTN; PVYN™) in
viroid vretenatosti gomoljev krompirja (Potato spindle tuber viroid; PSTVd) (Beczner
in sod., 1984; Owens, 2007; Hanssen in Thomma, 2010).

PepMV-Ch2 je eden od stirih znanih genotipov PepMV, ki se je od prve najdbe v
Evropi leta 2005 hitro razsiril po vsej Evropi (Van der Vlugt, 2009). V rastlinskih
ostankih in na okuZenih rastlinah lahko prezivi ve¢ tednov. Podatki o Sirjenju z vodo so
znani le za genotip EU virusa PepMV (PepMV-EU) (Alfaro-Fernandez in sod., 2010;
Schwarz in sod., 2010). Schwarz in sod. (2010) so dokazali, da PepMV-EU v vodi, ki
kroZi po sistemu za gojenje rastlin na hidroponijah, lahko okuzi zdrave rastline ter da
prisotnost glive Pythium aphanidermatum povzro¢i zakasnitev okuzbe s PepMV. V
poskusu Alfaro-Fernandez in sod. (2010) so dokazali okuzbo rastlin paradiZnika S
PepMV-EU le, ¢e so rastline namakali z drenazno vodo, zbrano iz rastlin, okuzenih
soCasno S PepMV-EU in glivo Olpidium virulentus.

PVY"™ povzrota obro¢kasto gnilobo gomoljev krompirja, ki pomeni eno izmed
najvedjih tezav pri pridelavi krompirja (Ahmadvand in sod., 2012). Virus se prenasa
med rastlinami z uSmi in preko gomoljev. Opazili so, da pride do hitre Siritve virusa
tudi, ¢e je populacija uSi majhna. Predvidevajo, da je razlog v ucinkovitejsem
prenaganju novih izolatov PVYN™ z ugmi (Verbeek in sod., 2010), vendar je smiselno
preuciti tudi alternativne poti prenosa.

Podatkov 0 prezivetju viroidov v vodnem okolju ni. Viroidi so najmanjsi znani
povzrocitelji bolezni na rastlinah. Sestavljeni so izkljuéno iz krozne molekule RNA v
velikosti priblizno 250-400 nukleotidov (Flores in sod. 2005). PSTVd se podobno kot
PepMV (Aguilar in sod., 2002) in PVY (Wintermantel, 2011) zlahka prenasa med
rastlinami mehansko — z okuZenim orodjem ali okuzenimi rokami (Seigner in sod.,
2008; Verhoeven in sod., 2010a). Z dosedanjimi raziskavami niso dokazali prenosa
PSTVd na rastline paradiznika preko korenin po enkratnem zalitju le-teh z okuzeno
vodo (Seigner in sod., 2008), niti ¢e so jih zalivali z okuzeno vodo deset dni (Verhoeven
in sod., 2010a). Vendar so v praksi, ¢e za namakanje uporabljamo reciklirano vodo,
korenine rastlin lahko v stiku z okuzeno vodo celotno rastno sezono, zato je smiselno
preuciti dolgotrajno tretiranje z okuzeno vodo.
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1.1 CILJI DOKTORSKE NALOGE

e Ugotoviti moznost spros¢anja PSTVd, PvYN™ in PepMV-Ch2 iz okuzenih
rastlin preko korenin v hranilno raztopino.

e Ugotoviti moznost prezivetja PSTVd v vodi (pri pogojih, ki so primerni za rast
rastlin (na primer v rastlinjaku)).

e Ugotoviti moznost prenosa PSTVd, PVY"™ in PepMV-Ch2 v hidroponskem
sistemu gojenja rastlin: moznost okuzbe zdravih rastlin preko korenin (ter
moznost okuzbe sadilnega materiala).

e Ugotoviti moznost okuzbe rastlin oziroma gomoljev krompirja s PSTVd in
PVYNT™N, &e zalivamo zemljo z okuzeno vodo.

Poznavanje moznosti prezivetja ter Sirjenja ekonomsko pomembnega viroida PSTVd in
virusov, kot sta PVYN™ in PepMV-Ch2, z vodo bo pripomoglo k uspesnemu
preprecevanju Sirjenja bolezni in s tem povezanih velikih izgub za prehrano pomembnih
kmetijskih pridelkov.

1.2 HIPOTEZE

Hipoteza 1
Predvidevali smo, da se lahko PVYN™, PepMV-Ch2 in PSTVd v koreninah okuZenih

rastlin paradiznika oziroma krompirja mo&no namnozijo. Za PVY"'™

smo ze dokazali,
da je v koreninah krompirja lahko prisoten v veliki koncentraciji (Mehle in sod., 2004).
Zato smo predvidevali, da so korenine lahko vir PVYN™, PepMV-Ch2 in PSTVd za

spros¢anje iz okuzenih korenin paradiZnika oziroma krompirja v hranilno raztopino.

Hipoteza 2
Predvidevali smo, da lahko PSTVd prezivi v vodnem okolju, podobno tudi PVY"™ in
PepMV-Ch2, vsaj nekaj dni.

Hipoteza 3

V primeru potrditve zgornjih dveh hipotez smo predvidevali, da obstaja moznost
okuzbe zdravih rastlin z okuZeno hranilno raztopino preko korenin v hidroponskih
sistemih.

Hipoteza 4
Predvidevali smo, da se rastline in gomolji krompirja lahko okuzijo s PSTVd in
PVYN™ &e zemljo namakamo z okuzeno vodo.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 RASTLINSKI VIRUSI IN VIROIDI

Virusi so majhni infektivni delci (virioni), sestavljeni iz plaS¢nega proteina in
nukleinske Kisline. Nekateri virusi so obdani $e z lipidno ovojnico. Viroidi pa so
najmanjsi znani povzrocitelji bolezni na rastlinah. Sestavljeni so izklju¢no iz molekule
RNA. Zunaj gostiteljskih celic virusi in viroidi niso sposobni razmnozevanja. Na z
virusi ali z viroidi okuZenih rastlinah se lahko pojavijo bolezenska znamenja, zato
okuzbe ekonomsko pomembnejsih rastlin z virusi ali viroidi lahko povzrocijo velik
izpad pridelka in posledi¢no veliko gospodarsko in okoljsko skodo (povzeto po Agrios,
2005).

2.1.1 Genom in morfoloske lastnosti

Rastlinske viruse razvr§¢amo v pet skupin glede na naravo genoma
(Fauquet in sod., 2005):
e virusi z enoverizno DNA (ssDNA): sem uvrs¢amo dve druzini rastlinskih
virusov, ki imata majhen krozen genom, pogosto iz dveh ali ve¢ delov
e virusi z reverzno transkriptazo, ki imajo ali dvoverizno DNA (dsDNA) ali
enoverizno RNA (ssRNA): od rastlinskih virusov uvr§¢amo sem eno druzino, ki
ima kroZzno dsDNA in se podvaja preko vmesne RNA
e virusi z dvoverizno RNA (dsRNA): redki rastlinski virusi
e virusi z enoverizno, negativno usmerjeno RNA (-sSRNA): nekateri rastlinski
virusi
e virusi z enoverizno, pozitivno usmerjeno RNA (+ssRNA): vecina rastlinskih
VIrusov

Genom virusov je krozen (vsi znani rastlinski DNA virusi) ali linearen. Stevilo
sestavnih delov genoma je od 1 (potyvirusi) do 11 (nekateri predstavniki nanovirusov),
pri ¢emer je posamezen segment lahko velik od 1 kb (nanovirusi) do 20 kb
(closterovirusi). Vec€ina rastlinskih virusov ima najmanj tri gene: najmanj enega za
podvajanje nukleinske kisline, najmanj enega za Sirjenje med celicami gostitelja in
najmanj enega za strukturni protein — obic¢ajno imenovan plas¢ni protein. Dodatni geni
imajo lahko regulatorno lastnost ali sodelujejo pri prenosu med rastlinami v povezavi s
prenasalcem (Fauquet in sod., 2005).
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Rastlinski virusni delci so razli¢nih oblik in velikosti (Fauquet in sod., 2005):

e izometri¢ni: navidezno okrogli s premerom ve¢ kot 18 nm

e togo palicasti s $irino 20-25 nm in dolzino 100-300 nm ter pogosto z jasno
vidnim centralnim kanalom; nekateri virusi imajo delce dveh ali ve¢ razli¢nih
dolzin, ki vkljucujejo razli¢ne dele genoma

e nitasti, upogljivi: premer je obi¢ajno 12 nm, dolzina je lahko tudi ve¢ kot 100
nm; nekateri virusi imajo delce dveh ali ve¢ razliénih dolzin, ki vkljucujejo
razli¢ne dele genoma

e podvojeni: dva zdruzena izometri¢na delca

e Dbaciliformni: kratke, na koncih zaokrozene palcke, ki so lahko dolge do 300 nm
in Siroke do 30 nm

Viroidi so kovalentno zaprte krozne enoverizne molekule RNA velikosti od 246 do 401
nukleotidov. Ne kodirajo proteinov, zato morajo za pomnozevanje, procesiranje in
transport uporabljati beljakovine gostitelja. Znaéilna sekundarna struktura viroidov,
sestavljena iz zank (neparjeni nukleotidi) in regij s povezanimi nukleotidi
(samokomplementarna podro¢ja v molekuli RNA), naj bi imela klju¢no vlogo pri
bioloski aktivnosti viroidov. Molekula RNA ima pet strukturnih domen: osrednja (CD),
patogena (PD), variabilna (VD), leva kon¢na (TLD) in desna kon¢na (TRD). Za
patogenost ni odgovorna zgolj domena PD, temve¢ tudi druge Stiri (Ding in Itaya,
2007).

Viroide razvr§¢amo v dve druzini (Ding in Itaya, 2007):

e Pospiviroidae: togo palicasta sekundarna struktura; nekateri lahko tvorijo tudi
lasnice. CD domena vkljuuje dva ohranjena odseka, ki tvorita osrednjo
ohranjeno regijo (CCR); en ohranjen odsek pa je v TLD domeni.

e Avsunviroidae: nepravilno palicasta ali razvejena sekundarna struktura. Nimajo
CCR in ne ohranjenih odsekov v TLD domeni. Tvorijo strukturo, imenovano
yrhammerhead«, ki vkljuCuje 11 ohranjenih ostankov in poleg lezecih vija¢nic
ter omogoca samocepitev.

2.1.2 Sinteza novih delcev
Po vstopu virusov in viroidov v gostiteljske celice preko poskodovanih laskov ali drugih

manjsih poskodb na povrhnjici, le-ti izkoristijo mehanizme gostiteljskih celic za
pomnozevanje svoje dedne zasnove ter tvorbo novih delcev.
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Pri virusih se najprej lo¢i nukleinska kislina od proteinskega plaséa. Podvajanje
rastlinskih virusov se razlikuje glede na tip nukleinske kisline, ki jo virus vsebuje
(povzeto po Agrios, 2005):

Virusi s +ssSRNA RNA se podvajajo v citoplazmi. Rastlinska celica sintetizira
virusno RNA polimerazo. Virusna RNA v citoplazmi sluzi kot matrika za tvorbo
komplementarne -sSRNA, ki nato sluzi za sintezo novih virusnih +SSRNA verig.
Za sintezo virusnih proteinov virusi izkori$¢ajo gostiteljske aminokisline,
ribosome in prenasalno RNA (tRNA), del virusnih RNA molekul pa sluzi kot
informacijska RNA (mRNA). Podenote proteinov obdajo virusni genom in
skupaj tvorijo nov virusni delec, ki se lahko transportira v sosednje celice.

Virusi z -sSRNA in tisti z dSRNA vsebujejo zapis za encim transkriptazo, ki v

gostiteljski celici negativno usmerjeno verigo prepise v pozitivho usmerjeno
RNA verigo, ki lahko sluzi kot mRNA.

Nukleinska kislina virusov z dsDNA vstopi v jedro gostiteljske celice, kjer tvori
minikromosom. Nato se prevede v dve enoverizni RNA, ki potujeta v
citoplazmo, kjer manj$a tvori virusno kodiran protein, vecja pa se obda s
plas¢nim proteinom in sluzi kot matrika za reverzno transkriptazo.

Mehanizem namnozitve virusov s sSSDNA ni popolnoma jasen. Predvidevajo, da
se oblikuje nekaksen kotale¢ se krog, ki tvori negativno usmerjene verige, Ki
sluzijo kot matrika za sintezo pozitivno usmerjenih verig. Sinteza virusnih
nukleinskih kislin in proteinov ter zdruZzitev v virione poteka v tem primeru v
jedru gostiteljske celice, nato se Ze oblikovani virusni delci sprostijo v
citoplazmo.

Zaradi razlike v strukturi genoma med predstavniki iz druzine Pospiviroidae in
predstavniki iz druzine Avsunviroidae je razlicno tudi podvajanje. Vstop in izstop
viroidov v jedro in kloroplaste oziroma iz njih je Se precej neraziskan (Ding in Itaya,
2007; Owens, 2007):

Pospiviroidae: razmnozujejo se v celicnem jedru; podvajanje na nacin
kotalecega se kroga je asimetricno (krozna, pozitivho usmerjena RNA se
prepiSe v oligomerno, linearno, negativno usmerjeno RNA, ki nato sluzi kot
matrika za sintezo oligomernih, linearnih, pozitivnho usmerjenih RNA, ki se
razcepijo v monomere in nato ligirajo v krozne molekule RNA). Encimi
gostitelja so vkljuceni v prepisovanje (jedrna od DNA odvisna RNA polimeraza
I1), cepitev (RNaza) in ligacijo RNA (ligaza).
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e Avsunviroidae: razmnozujejo se v kloroplastih; podvajanje na nacin kotalecega
se kroga je simetricno (krozna, pozitivho usmerjena RNA se prepiSe v
oligomerno, linearno, negativno usmerjeno RNA, ki se razcepi v monomere, Ki
se nato ligirajo v krozne molekule RNA. Krozna, negativno usmerjena RNA
nato sluzi kot matrika za sintezo linearnih, oligomernih, pozitivno usmerjenih
RNA, ki se razcepijo v monomere in ligirajo v krozne molekule RNA). Encimi
gostitelja so vklju€eni v prepisovanje (v jedru ali v kloroplastih kodirana RNA
polimeraza) in ligacijo RNA (ligaza). Za cepitev ne potrebujejo encimov
gostitelja, saj jim struktura »hammerhead« omogoc¢a samocepitev oligomernih,
negativno in pozitivno usmerjenih molekul RNA.

2.1.3 Sirjenje po rastlinah

Virusi morajo prepotovati Stevilne celicne tipe in tkiva, da povzroCijo sistemsko
okuzbo, pri Cemer izkoriS€ajo in spreminjajo Ze obstojeCe poti za premikanje
makromolekul znotraj celic, med celicami in med organi. Pri Sirjenju virusov po
rastlinah sodeluje veliko faktorjev gostiteljskih celic, ki so podrobno opisani v nedavno
objavljenem preglednem c¢lanku (Harries in Ding, 2011).

Od celice do celice se virusi, v obliki kompleksa virusne nukleinske kisline in proteinov
(lahko tudi neodvisno) ali intaktnega viriona, §irijo preko plazmodezem, ki povezujejo
sosednji celici. Pri prenosu virusov preko plazmodezem sodelujejo virusni gibalni
proteini, ki se nespecificno veZejo na virusno nukleinsko kislino in ob pomoci
gostiteljevih proteinov prenesejo nukleoproteinski kompleks do plazmodezme, katere
propustnost se poveda. Ce se infekcija zaéne v celicah povrhnjice, se virusi najprej
raz8irijo v celice mezofila. 1z mezofila gredo v zilno ovojnico, nato do floemskega
parenhima in celic spremljevalk, od koder preidejo v sitaste celice (Slika 1). S floemom
se, podobno kot fotoasimilati, tudi virusi vecinsko prenasajo iz spodnjih listov v
korenine in iz zgornjih listov v razvijajo¢e se poganjke (Slika 1). Sirjenje virusov (tudi v
oblikah, ki niso intaktni virioni) po floemu je pasiven proces, zato so ve¢ji gomolji, v
katere se prenese ve¢ fotoasimilatov, pogosto bolj okuzeni kot manjsi (povzeto po
Carrington in sod., 1996; Gilbertson in Lucas, 1996; Oparka in Cruz, 2000).

Izstop virusa iz sitastega elementa in njegov vstop vkljucujeta ve¢ mehanizmov,
odvisnih od tipa virusa, od mesta in od razvojne stopnje gostiteljskega tkiva (Gilbertson
in Lucas, 1996). Potencialno lahko na katerikoli toc¢ki vzdolz funkcionalnega floema
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pride do interakcije med kompleksom virusne nukleinske kisline in endogenimi mesti v
plazmodezmi med sitastim elementom in celico spremljevalko, ki omogoca izstop
virusov. Prenos fotoasimilatov do konice korenin, plodov in semen mora biti u¢inkovit
in hiter. To naj bi bilo dosezeno s StevilénejSimi plazmodezmami, ki naj bi bile bolj
prevodne. Tako je mozno, da virioni lahko tu brez pomoci gibalnih proteinov preidejo iz
sitastih celic v celice spremljevalke (Oparka in Cruz, 2000). Popolna simplasti¢na
zapreka Stevilne reproduktivne organe locuje od materinske rastline, kar zahteva
izklju¢no aktiven prenos snovi po apoplastu s transmembranskimi nosilci. Ta selektivni
prenos snovi v reproduktivne organe onemogoci vstop Stevilnim virusom (Oparka in
Cruz, 2000). Ker PSTVd ni bil dokazan v nekaterih delih cvetov okuzenega paradiZznika
(Zhu in sod., 2001), le-ta najverjetneje onemogoca vstop tudi viroidom.

Sirjenje virusov po floemu lahko prepreéijo §tevilni obrambni mehanizmi rastlin, ki so
povzeti v nedavno objavljenem preglednem ¢lanku (MVuorinen in sod., 2011). Virusi se
lahko razsirijo po rastlini tudi s premikanjem od celice do celice, vendar bistveno

pocasneje kot po floemu (Vuorinen in sod., 2011).

Snovi, raztopljene v vodi, se lahko transportirajo iz koreninske skorje prek endoderma
in pericikla v parenhimske celice floema in od tod aktivno v ksilem. Teoreti¢no bi lahko
tudi virusi izkoris¢ali to pot s penetracijo celi¢cne stene (Slika 1). Drugi mozni nacin
vdora virusov v ksilem je po simplastu iz floema v meristemske celice korenin. Ko te
meristemske celice med dozorevanjem propadejo, se lahko virusi masivno sprostijo v
ksilemski sistem. Osmotski potencial in transpiracija sta gonilna sila za tok po ksilemu.
Moznost, da bi virusi na svoji poti po ksilemu lahko izstopili preko za vodo
nepropustne, lignificirane celi¢ne stene, je majhna. Nasprotno je mozen hiter lateralni
prehod po apoplastu preko radialno orientiranih intercelularjev med Zarkastimi celicami
(povzeto po Nelson in van Bel, 1998).
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Slika 1: Zilni sistem rastline in smer prenosa vode in mineralov po ksilemu (modro) ter fotoasimilatov po
floemu (zeleno) (prirejeno po Gilbertson in Lucas, 1996). Povecano je prikazan vstop virusov v floem
(rdece) v primeru okuzbe lista (zgoraj) in v primeru okuzbe preko korenin (spodaj).

Figure 1: The vascular system of the plant, including the transport pathways for water and mineral
nutrients through the xylem (blue) and photoassimilates through the phloem (green) (adapted from
Gilbertson and Lucas, 1996). An enlarged view of virus entry into the phloem (red) after infection of
leaves (above) or through roots (below) (red).

Oznake v shemi: K — ksilem, F — floem, KM — koreninski meristem, VM — vegetativni meristem.

Viroidi se po rastlinah Sirijo podobno kot virusi: od celice do celice preko
plazmodezem, na dolge razdalje pa s floemom (Ding in sod., 1997; Zhu in sod., 2001,
Ding in Itaya, 2007). V okuZenih rastlinah paradiZnika so viroid vretenatosti gomoljev
krompirja (Potato spindle tuber viroid; PSTVd) dokazali tudi v ksilemu (Zhu in sod.,
2001). Viroidi, v nasprotju z virusi, nimajo gibalnih proteinov. Sirjenje viroidov po
rastlini naj bi bilo odvisno od specificne vezave dela viroida s celiénimi komponentami
gostitelja, na primer vezava lektina PP2 iz floemskih celic kumar z viroidom zakrnelosti
hmelja (Hop stunt viroid; HSVd), vezava VirP1 proteina iz paradiznika z RY motivom
v domeni TRD viroida PSTVd in HSVd (Ding in sod., 2005; Ding in ltaya, 2007
Owens, 2007).
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2.1.4 Odgovor rastlin na okuzbo

Rastline so v naravnem okolju stalno izpostavljene Stevilnim povzrociteljem bolezni.
Kljub temu redko pride do razvoja bolezni, saj so rastline razvile Stevilne obrambne
mehanizme, s katerimi povzroditelje bolezni prepoznavajo in se pred njimi branijo. Tudi
povzrocitelji rastlinskih bolezni se v procesu koevolucije prilagajajo, tako da obidejo
obrambni odgovor rastline (Mysore in Ryu, 2004).

Odgovori rastlin na okuzbo so zelo razlicni. V celicah imunih rastlin (negostiteljski
0dziv) se povzrocitelj bolezni ne mnozi niti v celicah, v Katere je neposredno vstopil, v
gostiteljskih rastlinah pa se razmnozuje. Za okuzbo dovzetne rastline so tiste, v katerih
se povzrocditelj bolezni razmnozuje in sistemati¢no Siri po rastlini. Dovzetne rastline so
na okuzbo lahko obcutljive, kar se izraza v bolezenskih znamenjih, ali so tolerantne, ¢e
ne kazejo znakov okuzbe (latentne okuzbe). V nekaterih primerih gostiteljske rastline
okuzbo omejijo na nekaj celic na mestu, kjer je bil povzrocitelj bolezni vnesen,
najpogosteje s tvorbo dobro vidnih nekroti¢nih lokalnih lezij (hipersenzitivna reakcija)
(povzeto po Agrios, 2005).

Posamezen virus ali viroid lahko okuzi Stevilne rastlinske vrste in pri razli¢nih vrstah
povzroca razli¢na bolezenska znamenja. Odgovor rastlin se razlikuje tudi, ¢e so za
okuzbo odgovorni razli¢ni razlicki istega virusa ali viroida (Xu in sod., 2003; Love in
sod., 2005; Ding in Itaya, 2007; Owens, 2007; Sajnani in sod., 2007; Kogovsek in sod.,
2010).

Rastline se na prisotnost virusa odzovejo z obrambnim odgovorom, ki vkljucuje Stevilne
fizioloske spremembe, ki lahko vodijo v razvoj bolezni. Interakcija med rastlino in
virusom je opisana z dvema modeloma. Ce virus in rastlina tekmujeta za metabolne
snovi v celici, govorimo o kompetitivnem modelu. Pri interakcijskem modelu pa gre za
vmesavanje virusnih produktov v metabolizem rastline (Culver in Padmanabhan, 2007).

V rastlinah, okuZenih z virusi, obi¢ajno opazimo izrazanje genov, povezanih s stresom
(Xu in sod., 2003). Pogosto pride do aktivacije askorbatnih in glutationskih peroksidaz,
katalaz, superoksid dismutaz, glutation reduktaz, glutation S-transferaz in drugih
(Milavec in sod., 2001; Kiraly in sod., 2002; Li in Burritt, 2003; Sajnani in sod., 2007,
Diaz-Vivancos in sod., 2008). Pogosto se spremeni izrazanje -glukanaz, ki so glavni
encim razgradnje kaloze (Ward in sod., 1991; Pompe-Novak in sod., 2006). V okuZenih
rastlinah se zato kopi¢i kaloza in s tem je omejeno premikanje virusov po rastlini
(Iglesias in Meins, 2000; Xu in sod., 2003). Bolezenska znamenja na rastlinah, okuzenih
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z virusi, so obi¢ajno posledica upada fotosinteze (manjSa vsebnost klorofila v listih,
zmanj$ano delovanje fotosistema in manjSa listna povrSina), kopicenja topnih
sladkorjev in netopnih ogljikovih hidratov, manjSe koli¢ine rastnih regulatornih snovi
(hormonov) oziroma veéje koli¢ine rastnih inhibitorjev (Herbers in sod., 1997, 2000).

Viroidna RNA naj bi v gostiteljskih celicah, podobno kot virusna RNA, aktivirala
encim protein Kkinazo, le-ta nato druge celi¢ne encime, kar posledicno vodi v
spremenjeno sintezo proteinov (Agrios, 2005). Na izrazanje bolezenskih znamenj vpliva
tudi struktura viroidne RNA, saj lahko Ze zamenjava enega samega nukleotida na
specificnem mestu povzro¢i, da mil razliek postane agresiven in obratno (Ding in
Itaya, 2007; Owens, 2007). Predvidevajo, da viroidna RNA v gostiteljskih celicah
odigra vlogo mikro RNA ali male interferenéne RNA in s tem vpliva na utiSanje
gostiteljevih genov in posledi¢no na pojav bolezenskih znamenj (Ding in Itaya, 2007).

Na izrazanje bolezenskih znamenj ne vpliva zgolj interakcija med povzrociteljem
bolezni in gostiteljem, temvec tudi Stevilni drugi dejavniki, na primer so¢asna okuzba z
drugimi nesorodnimi virusi. Ker se virusi po rastlini $irijo pasivno s floemom, prenos
fotoasimilatov v zrele liste pa je manjSi kot v razvijajoCe se liste (Seron in Haenni,
1996), in ker je mnozenje virusov popolnoma odvisno od gostiteljske celice, so mlajse
rastline oziroma listi obi¢ajno bolj obcutljivi na virusno okuzbo kot starejsi. Okoljske
razmere, v Kkaterih rastline rastejo pred okuzbo, v ¢asu okuzbe in med razvojem
bolezenskih znamenj, imajo velik vpliv na obcutljivost rastlin. Tako so lahko rastline, ki
so v dolo¢enih razmerah mocno obcutljive, v drugih popolnoma odporne. Visje
temperature, ki so Se v mejah za normalno rast rastlin, obi¢ajno pospesijo mnozenje
virusov in njihovo Sirjenje po rastlini. Se vi§je temperature pa povzro¢ijo upogasnjeno
mnozenje virusov. Visoke temperature povzroCijo inaktivacijo mehanizmov,
odgovornih za odpornost rastline, in tako se lahko po padcu temperature prisotni virusi
moc¢no namnoOzijo tudi v odpornih rastlinah. V toplejsih razmerah, v primerjavi s
hladnejSimi, opazajo tudi ucinkovitejSe mnoZenje viroidov ter mocneje izraZena
bolezenska znamenja na rastlinah, okuzenih z viroidi (Handley in Horst, 1988; Skori¢ in
sod., 2001; Verhoeven in sod., 2010a). Na izraZanje bolezenskih znamenj zaradi okuzbe
z virusi in viroidi vplivata tudi intenziteta svetlobe in fotoperioda. Obicajno sta visja
svetlobna intenziteta in daljsi dan naklonjena podvajanju virusov in viroidov. Za
Stevilne kombinacije gostitel] — virus je dokazan diurnalni cikel obcutljivosti z
maksimumom popoldne in minimumom tik pred zoro. Poleg Ze omenjenih dejavnikov
na izrazanje bolezenskih znamenj vplivajo tudi hranila (obi¢ajno koncentracija, ki je
ugodna za rast rastlin, poveca obcutljivost za okuzbe) in vlaznost (dobro zalite rastline
imajo tanjSo kutikulo in so zato bolj obcutljive za mehansko okuzbo). (povzeto po
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Matthews, 1992).

2.1.5 Razsirjanje med rastlinami

Najpogostejsi in ekonomsko najpomembnejsi nacin prenosa virusov od rastline do
rastline je z zuzelkami. Viruse, ki jih prenasajo zuzelke, delimo na neperzistentne (virus
se prenasa na zuzel¢jem ustnem aparatu; kuznost v tem primeru hitro mine) in
perzistentne ali cirkularne (virus preide v Zuzel¢jo kri, od tod v Zleze, ki izlo¢ajo slino;
zuzelka lahko ostane kuzna do konca zivljenja). Prenasajo se lahko tudi z vegetativnim
razmnozevanjem, S semeni, s pelodom, mehansko z rastlinskim sokom po poskodbi ter
stiku (moc¢an veter, obziranje listov, obdelovanje ...) sosednjih zdravih in okuzenih
rastlin, z li¢inkami iz druzine Eriophyidae, z ektoparazitskimi ogor¢icami, z zoosporami
gliv ali s parazitsko predenico (Cuscuta sp.) (povzeto po Agrios, 2005).

Najucinkovitej$i in najpomembnej$i nacin prenosa viroidov med rastlinami pa je
vegetativno razmnoZevanje (Verhoeven, 2010). Zelo ucinkovito se prenasajo tudi
mehansko z rastlinskim sokom, na primer z okuzenim orodjem (Verhoeven in sod.,
2004; Verhoeven in sod., 2010a). Za Stevilne viroide je dokazan prenos s semeni in s
pelodom, za nekatere tudi prenos z uSmi, Ce je rastlina soCasno okuzena z virusom
zvijanja listov krompirja (Potato leaf roll virus; PLRV) (Querci in sod., 1997; Flores in
sod., 2005; Owens, 2007; Verhoeven in sod., 2009). Poleg usi navajajo Se ¢mrlje kot
mozne prenaSalce nekaterih pospiviroidov, na primer viroida apikalne zakrnelosti
paradiznika (Tomato apical stunt viroid; TASVd) in viroida kloroti¢ne pritlikavosti
paradiznika (Tomato chlorotic dwarf viroid; TCDVd) (Antignus in sod., 2007,
Matsuura in sod., 2010). Obstaja moznost, da le-ti prenasajo viroide zgolj mehansko ali
s prenosom peloda (Verhoeven, 2010).

2.2 KROMPIRJEV VIRUS Y, VIRUS MOZAIKA PEPINA IN VIROID
VRETENATOSTI GOMOLJEV KROMPIRJA

2.2.1 Krompirjev virus Y (Potato virus Y; PVY)

Krompirjev virus Y (PVY) okuzuje Stevilne rastline iz druzine razhudnikovk. Uvr§s¢amo

ga v rod Potyvirus iz druzine Potyviridae. Virusni delci PVY so nitasti in upogljivi,

dolgi 730 nm in Siroki 11 nm (Bokx in Huttinga, 1981). Potivirusi so sestavljeni iz ene
molekule RNA, ki jo obdaja 2000 molekul plas¢nega proteina. Genom potivirusov
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sestavlja linearna, enoverizna, pozitivno usmerjena RNA z dolzino okoli 10.000 baz.
RNA se prevede v en sam 340-370 kDa velik poliprotein, ki se med translacijo in po
njej razreze na naslednje proteine: protein P1 (P1), proteinaza pomozne komponente
(HC-Pro), protein P3 (P3), 6-kDa protein 1 (6K1), valjasto inkluzijsko telesce (Clb), 6-
kDa protein 2 (6K2), protein, povezan z virusnim genomom (VPg), protein a jedrnega
vkljucka (Nla), protein b jedrnega vkljucka (NIb) in plas¢ni protein (CP). Ti proteini
sodelujejo pri cepitvi vezi v poliproteinu (P1, HC-Pro, Nla), razmnozevanju virusa (P3,
Nla), premikanju virusa (Clb, Nla) in vezavi na rastlinsko RNA (NIb). Plas¢ni protein
(CP) tvori plas¢ virusne RNA. Pri okuzbi se plas¢ni protein vezZe na rastlinsko celico,
zato doloca specifi¢nost gostiteljev. Vkljucen je tudi v premikanje virusa po rastlini, v
prenos z listnimi uSmi in Vv regulacijo pomnozevanja virusa. He-Pro zavira delovanje
obrambnega sistema rastline, usmerjenega proti virusni RNA ali pomnoZevanju virusa,
in sodeluje pri prenosu iz rastline v rastlino z listnimi usmi (Urcuqui-Inchima in sod.,
2001).

PVY je stabilen virus, ki lahko pri temperaturi od 18 do 22 °C in vitro prezivi od 1 do
50 dni, mnogo dlje pa v listih, shranjenih na —18 °C ali v teko¢em dusiku ali v
liofilizirani obliki. V posusenih okuzenih vzorcih, ki jih hranimo s kalcijevim kloridom
na 4 °C, PVY ohrani kuznost 15 let. Viri navajajo, da se virus inaktivira z 10-minutnim
gretjem do 56 °C oziroma do 72 °C (Kerlan, 2006).

PVY je razdeljen v pet skupin izolatov, ki se med seboj razlikujejo v bolezenskih
znamenjih, ki jih povzro¢ajo na okuZenih rastlinah: PVY", PVY® PVY® PVY? in
PVYE (povzeto po Singh in sod., 2008). Razlitek PVY"'™ povzroca najvedje izgube v
poljedelstvu. Na obcutljivih sortah krompirja povzro¢a nastanck mozaika kloroz in
obCasno tudi nekroz na listih. Na okuzenih gomoljih obcutljivih sort se razvijejo
obroc¢kaste nekroze, ki vodijo v propad gomoljev, zato je bolezen dobila ime obrockasta
nekroza gomoljev (potato tuber necrotic ringspot disease, PTNRD). PVY"™ naj bi
nastal z rekombinacijo dveh skupin izolatov, PVY" in PVY®, ki sta razsirjena po vsem
svetu, vendar agronomsko nista pomembna, saj ne povzrocata nastanka bolezenskih
znamenj na gomoljih (Boonham in sod., 2002).

PTNRD so prvi¢ zasledili na Madzarskem okoli leta 1980, nekaj let pozneje se je
pojavila tudi v Sloveniji. To je nedvomno ena od bolezni, ki je slovenskim
pridelovalcem krompirja povzrocila najvecjo Skodo. Epidemija krompirjevega virusa
YN™ je skoraj popolnoma unicila pridelavo semenskega krompirja. Bolezen je najbolj
prizadela sorto 'lgor’, ki je takrat pomenila 70 % celotne pridelave jedilnega krompirja v
Sloveniji. Tri leta po pojavu bolezni so to sorto prenehali pridelovati (Kus, 1994).
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Danes je bolezen PTNRD razsirjena po vsej Evropi, na Japonskem in v Severni
Ameriki. Vsi izolati razlicka PVYN™, najdeni v Veliki Britaniji, so rekombinantni in
reagirajo s protitelesi, specificnimi za PVY" (Boonham in sod., 2002). V Severni
Ameriki so bolezen PTNRD povzrocili nerekombinantni razlicki (NA-PVY), ki so
serolosko tudi podobni PVY™. Skupini se med seboj razlikujeta v delu genoma, ki
kodira protein P1 (Piche in sod., 2004). V ZDA je najpogosteje najden razlicek, ki
povzrota bolezen PTNRD, rekombinanten PVY™, ki je sicer glede na zaporedje P1
gena bolj podoben evropskim PVYN™
in sod., 2004). Skupina razli¢kov, ki povzro¢ajo §kodo s sprozitvijo bolezni PTNRD nha

, vendar je serologko prepoznan kot PVY® (Piche

Japonskem, je podobna evropskim, saj se tako seroloSko kot glede na nukleotidno
zaporedje plasénega proteina uvridajo v skupino PVY" izolatov (Ohshima in sod.,
2000).

PVY prenasa ve¢ vrst listnih usi, in sicer na neperzistenten na¢in. Opazili so, da lahko,
¢etudi so populacije usi majhne, pride do hitre $iritve virusa, kar bi bila lahko posledica
uéinkovitejsega prenasanja novih izolatov PVY™'™ z usmi (Verbeek in sod., 2010).
PVY se lahko prenasa tudi z dotikom ter z okuzenim orodjem (Wintermantel, 2011).

2.2.2 Virus mozaika pepina (Pepino mosaic virus; PepMV)

Virus mozaika pepina (PepMV) uvr§éamo v rod Potexvirus iz druzine Alphaflexiviridae
(Mumford in Jones, 2005). Prvi¢ so ga odkrili v Peruju leta 1974 na rastlinah pepina
(Solanum muricatum) (Jones in sod., 1980). Leta 1999 so ga odkrili na Nizozemskem
na paradizniku (van der Vlugt in sod., 2000), pozneje tudi v Stevilnih drugih evropskih
drzavah (EPPO, 2012a) pa tudi v Severni Ameriki (French in sod., 2001) in Aziji
(Zhang in sod., 2003). V Sloveniji prisotnosti PepMV §e nismo potrdili (Ravnikar in
sod., 2013). PepMV je uvrsCen na seznam EPPO A2 (EPPO, 2012a). EPPO A2 je
karantenski seznam organizmov, ki so prisotni, vendar pod nadzorom v EPPO obmoc¢ju.

Naravni gostitelji so lahko, poleg paradiznika in pepina, $e Stevilne plevelne rastline z
bolezenskimi znamenji ali brez njih (Jorda in sod., 2001; Cordoba in sod., 2004) ter
divje vrste iz rodu Lycopersicon (Soler in sod., 2002). PepMV so v Peruju odkrili tudi
na rastlinah krompirja (Jones in sod., 2005). Razli¢ne sorte krompirja so se v poskusih
pokazale kot odporne, tolerantne ali obcutljive za okuzbo s PepMV, vendar niti za
obcutljive sorte ni podatkov, da bi virus povzrocal bolezenska znamenja na gomoljih
oziroma vplival na koli¢ino ali kvaliteto pridelka (Jones in sod., 2005).
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Virusni delci PepMV so nitasti in upogljivi, dolgi 508 nm in Siroki od 11 do 12,5 nm
(Jones in sod., 1980). Genom PepMV je enoverizna, pozitivno usmerjena RNA
(+ssRNA) v velikosti 6410 nukleotidov. Sestavljen je iz petih odprtih bralnih okvirov
(ORF), pri ¢emer se drugi, tretji in Cetrti bralni okvir prekrivajo (Cotillon in sod., 2002).
ORF1 kodira replikazo (metiltransfertaza, NTPaza/helikaza in od RNA odvisna RNA
polimeraza), ki omogoc¢a podvajanje virusa, ORF2-4 kodira proteine trigenskega bloka,
oznacene od 1-3 (TGBp1-3), ki sodelujejo pri Sirjenju virusa od celice do celice, in
ORF5 kodira plaséni protein (CP). Na 5' in 3' koncih sta kratki neprevedljivi regiji
(UTR), na 3' koncu pa rep iz ponavljajoc¢ih se nukleotidov A (poly(A) rep) (Mumford in
Metcalfe, 2001; Aguilar in sod., 2002; Lopez in sod., 2005).

Analiza nukleotidnega zaporedja stevilnih izolatov PepMV kaze na veliko raznolikost
znotraj vrste. Izolate PepMV uvrs€amo v pet genotipov, ki so poimenovani glede na
lokacijo prve najdbe (Mumford in Metcalfe, 2001; Aguilar in sod., 2002; Cotillon in
sod., 2002; Verhoeven in sod., 2003; Lopez in sod., 2005; Maroon-Lango in sod., 2005;
Pagan in sod., 2006; Ling, 2007):

e Perujski [izolat iz Peruja, odkrit leta 1974 na rastlinah pepina (Solanum

muricatum)]

e Evropski paradiznikov (EU) (prvi izolat tega genotipa, najden v Evropi)

e US1 (prvi izolat tega genotipa, najden v ZDA)

e US2 (prvi izolat tega genotipa, najden v ZDA)

e Ch2 (prvi izolat tega genotipa, najden v Cilu)

Stopnja podobnosti nukleotidnega zaporedja izolatov perujskega genotipa z izolati
genotipa EU je ve¢ kot 95 % (Lopez in sod., 2005; Maroon-Lango in sod., 2005), med
izolati genotipa Ch2 in US2 je 91 % (Ling, 2007), med US 1 in US 2 86 % (Maroon-
Lango in sod., 2005), med EU in US1 81-82 % in med EU in US2 oziroma Ch2 78-79
% (Maroon-Lango in sod., 2005; Ling, 2007).

Izolati genotipa Ch2 so bili odkriti v Cilu. V Evropi so bili prvi¢ dokazani leta 2005, od
takrat se je genotip Ch2 hitro razsiril po vsej Evropi (Van der Vlugt, 2009). Izolati
genotipa Ch2 so v Evropi pogosto najdeni v meSanih okuzbah z izolati genotipa EU
(Pagan in sod., 2006; Hanssen in sod., 2008; Hasiow in sod., 2008). V Belgiji so na
rastlinah paradiznika, okuZenih z obema genotipoma, nasli rekombinante med
genotipoma EU in Ch2 (Hanssen in sod., 2008). SocCasna okuzba rastlin z genotipom
Ch2 in EU lahko povzro¢i moc¢neje izraZena bolezenska znamenja (Hanssen in sod.,
2008). V rastlinjakih v ZDA so potrdili izolate genotipa EU, US1, US2 in Ch2 (Ling,
2008). V rastlinah paradiznika so pogosto nasli meSane okuzbe z izolati dveh ali celo
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treh genotipov virusa PepMV (Ling, 2008). Do leta 2010 je v Severni Ameriki
prevladoval genotip EU, leta 2010 so opazili nenadno nadvlado izolatov genotipa Ch2
(Ling in sod., 2013). Leta 2012 pa so v Mechiki okuzbe z izolati genotipa USI1
nadvladale nad okuzbami z izolati genotipa Ch2 (Ling in sod., 2013).

Razli¢ni izolati PepMV se razlikujejo v bioloskih karakteristikah in bolezenskih
znamenjih, ki jih povzro€ajo na razlicnih gostiteljih in kultivarjih (Verhoeven in sod.,
2003). Perujski genotip lahko mehansko prenesemo na paradiznik, vendar na
paradizniku ne povzroci bolezenskih znamenj (Jones in sod., 1980; Lopez in sod.,
2005). V nasprotju z izolati perujskega genotipa izolati genotipa EU, US1, US2 in Ch2
na paradizniku povzrocCijo razlina bolezenska znamenja: rumen ali temno zelen
mozaik, kloroze, rumeni robati ali celo nekrotiéni madeZi, zvijanje in mehurjavost
listov, zelene raze na steblu in venénih listih ter razbarvanje, neenakomerno zorenje in
zmanjSanje velikosti plodov (Cotillon in sod., 2002; Salomone in Roggero, 2002;
Cordoba in sod., 2004; Lopez in sod., 2005; Maroon-Lango in sod., 2005; Mumford in
Jones, 2005; Spence in sod., 2006; Ling, 2007). Bolezenska znamenja so na rastlinah
paradiznika lahko komaj opazna, lahko pa vodijo do velikih ekonomskih izgub — izgube
pridelka in izgube kvalitete plodov (Mumford in Metcalfe, 2001; Aguilar in sod., 2002;
Mansilla in sod., 2003; Spence in sod., 2006).

PepMV je zelo obstojen virus [infektivnost virusa se v soku Nicotiana glutinosa na 20
°C ohrani vsaj tri mesece (Jones in sod., 1980)] in se izredno hitro $iri z dotikom ali z
okuzenim orodjem (Aguilar in sod., 2002). Obleke, ki so bile v stiku z okuzenimi
rastlinami, so lahko vir kontaminacij najmanj 14 dni (Ferguson, 2009). Po podatkih iz
literature specificen zuzel¢ji prenasalec za PepMV ni poznan (Lopez in sod., 2005),
vendar zaradi velike obstojnosti virusa sklepajo, da le-tega lahko prenasajo mehansko
tudi zuzelke, kar je bilo eksperimentalno Ze dokazano za ¢mrlje (Lacasa in sod., 2003).
PepMV so dokazali tudi v semenih paradiznika (Salomone in Roggero, 2002; Ling,
2007). Salomone in Roggero (2002) prenosa virusa s semeni na sadike paradiznika nista
potrdila, nasprotno pa so Cordoba-Sellés in sod. (2007) dokazali, da je bil prenos
PepMV z netretiranimi ali slabo oc¢iS¢enimi semeni paradiZnika na sadike v 1,84 %
primerov. V podobni $tudiji, ki so jo izvedli Hanssen in sod. (2010), je bil prenos s
semeni paradiznika dokazan v 0,026 % od 87.000 analiziranih rastlin. Ne glede na to, da
je moznost prenosa PepMV s semeni nizka, se lahko okuzba ene same rastline hitro
raz§iri na druge rastline. Cordoba-Sellés in sod. (2007) niso dokazali prenosa virusa s
semeni na sadike po tretiranju semen s trinatrijevim fosfatom. Sklepajo, da naj bi bil
virus prisoten na povrsini semen in ne v samih semenih ter da naj bi se sadike okuzile ob
kalitvi z virusnimi delci na povr$ini semen.
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2.2.3 Viroid vretenatosti gomoljev krompirja (Potato spindle tuber viroid;
PSTVd)

Viroid vretenatosti gomoljev krompirja (PSTVd) uvrs¢amo v rod Pospiviroid iz druZine
Pospiviroidae. Molekula RNA je velika od 356 do 361 nukleotidov. Sekundarna
struktura je togo paliCasta in kot taka odporna proti razgradnji z nukleazami in vitro
(Owens, 2007). PSTVd se inaktivira z 10-minutnim gretjem ekstrakta okuzenih listov
krompirja v 0,2 M NaCl pri temperaturi med 75 in 80 °C oziroma pri tretiranju s
fenolom med 90 in 100 °C (Diener in Raymer, 1971).

O bolezenskih znamenjih na krompirju, znacilnih za okuzbo s PSTVd, so porocali iz
ZDA 7Ze leta 1922. Leta 1971 so odkrili, da je povzrocitelj majhna RNA, ki ne kodira
proteinov, a se, v nasprotju s satelitsko RNA, lahko podvaja v celicah gostitelja brez
pomoznega virusa (Diener, 1971). Leta 1973 so s pomocjo elektronske mikroskopije
opazovali delce PSTVd. Leta 1978 so dolo¢ili njegovo celotno nukleotidno zaporedje in
sekundarno strukturo. PSTVd je prvi povzroditelj bolezni evkariontov, ki so mu dolo¢ili
celotno nukleotidno zaporedje genoma (Owens, 2007).

PSTVd je uvri¢en na seznam EPPO A2 (EPPO, 2012b). Ceprav je bil Ze veckrat najden
tudi v Evropski uniji (Puchta in sod., 1990; Verhoeven in sod., 2004; Verhoeven in sod.,
2007), je Se vedno uvr$€en na seznam L. A.I direktive 2000/29/ES. V Sloveniji je bil
prvié¢ potrjen leta 2006 na okrasni rastlini Brugmansia suavolens (FURS, 2008).

Najve¢jo gospodarsko skodo povzro€a na rastlinah krompirja (Pfannenstiel in Slack,
1980) in paradiznika (Verhoeven in sod., 2004). V eksperimentalnih pogojih so
dokazali, da izgube pridelka krompirja zaradi okuzbe s PSTVd lahko doseZejo od 17 do
64 % in izgube pridelka paradiznika od 0 do 50 % (Verhoeven, 2010). Bolezenska
znamenja so zelo razli¢na, odvisno od izolata PSTVd in gostiteljske rastline (Schnolzer
in sod., 1985; Verhoeven in sod., 2004; Owens, 2007). Okuzeni gomolji krompirja so
pogosto majhni in deformirani — vretenasti, lahko tudi grcasti. Nadzemni deli okuzenih
krompirjev so pogosto zakrneli. Listi lahko spremenijo barvo ter so deformirani.
OkuZene rastline paradiznika so zakrnele, njihov vrh je Sopast. V¢asih se pojavijo tudi
vretenasti poganjki. Listi so deformirani, porumenijo ali pordeé¢ijo. Cvetovi pogosto
odpadejo. Plodovi zorijo neenakomerno, so majhni, trdi in pogosto temno zeleni.
Podobna bolezenska znamenja, kot jih povzroca PSTVd na rastlinah paradiznika, lahko
povzroca Se Sest drugih predstavnikov iz rodu pospiviroidov (Verhoeven, 2010). PSTVd
okuzuje tudi avokado (Querci in sod., 1995), pepino (Puchta in sod., 1990) ter Stevilne
okrasne rastline in plevele iz druzine razhudnikovk (Solanaceae), pri katerih so okuzbe
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pogosto prikrite, zato pomenijo vir novih okuzb (Verhoeven in sod., 2010b; Verhoeven
in Roenhorst, 2010).

Najpomembnejsi nacin Sirjenja PSTVd je vegetativno razmnozevanje (z gomolji in
sadikami). Prenasa se tudi s semenom in cvetnim prahom (Diener in Raymer, 1971).
PSTVd se zlahka prenasa z dotikom okuZzenih rastlin in z okuzenim orodjem ter rokami
(Owens, 2007; Seigner in sod., 2008; Verhoeven in sod., 2010a). Dve uri po dotiku
okuzenih rastlin Brugmansia suaveolens in Solanum jasminoides s prsti so PSTVd
uspesno prenesli z dotikom na rastline paradiznika (Verhoeven in sod., 2010a). Ce so
soasno okuzili rastline krompirja s PSTVd in PLRV (virus linijskega vzorca
pelargonije; Pelargonium line pattern virus), se je PSTVd lahko prenesel tudi z listnimi
usmi (Myzus persicae) (Querci in sod., 1997). Verhoeven (2010) navaja, da s poskusi,
ki so jih izvedli v razli¢nih laboratorijih, niso potrdili prenosa PSTVd z okuzenih
okrasnih rastlin na rastline paradiznika s ¢mrlji, ¢ebelami, tripsi in vodo.

23 VODA KOT MOZNA POT PRENOSA VIRUSOV IN VIROIDOV MED
RASTLINAMI

Vode lahko v dolocenih primerih, kot so poplave, potresi, onesnazenje ali teroristi¢ni
napadi, pomenijo pomemben vir okuzbe ¢loveka, zivali in rastlin s patogenimi mikrobi
(Szewzyk in sod., 2000; Khan in sod., 2001; Casteel in sod., 2006; Giinter, 2006;
Gleick, 2006; Costigliola in Quagliata, 2010; Ping, 2010; Abraham, 2011; Knutsson in
sod., 2011). Ta pot okuzbe je dobro znana pri bakterijah. Veliko pozornosti je
posvecene tudi onesnaZzenju vode s ¢loveskimi in zivalskimi virusi (pregledni ¢lanki:
Rudolfs in sod., 1950; Gerba in Schaiberger, 1975; Labelle in Gerba, 1980; Szewzyk in
sod., 2000; Griffin in sod., 2003; Toze, 2006; Reynolds in sod., 2008). Prva opazanja o
prisotnosti rastlinskih virusov v vodah, kot so reke, jezera in morja ter pitne vode, so
stara le 30 let (Koenig, 1986; pregledni ¢lanek: Mehle in Ravnikar, 2012). Po nam
znanih informacijah podatkov o najdbi viroidov v vodnih virih ni.

V vrtnarstvu se intenzivno uporabljajo namakalni sistemi ter v zadnjem ¢asu razli¢ne
oblike gojenja rastlin na hidroponijah, saj je s tem omogocen vecji in kakovostne;jsi
pridelek. Z odkritjem virusov v vodah so se zacela pojavljati Stevilna vprasanja, na
primer kako in od kod virusi vstopijo v vodo, ali lahko v vodi prezivijo in ali se lahko
na ta nain razSirijo na druge rastline. V primeru pritrdilnih odgovorov se pojavi
bojazen, da gojenje rastlin na hidroponiji omogoca hitro Sirjenje rastlinskih virusov.
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2.3.1 Prisotnost rastlinskih virusov v vodnih virih

Leta 1969 je van Dorst porocal o najdbi rastlinskega virusa v vodi za namakanje (Cit. po
Pares in sod., 1992). Prva opazanja o prisotnosti rastlinskih virusov v vodnih virih, kot
so reke in jezera, so iz 80-ih let prejSnjega stoletja. Takrat so se S problematiko
ukvarjale posamezne raziskovalne skupine v Evropi. Zadnjih deset let narasca Stevilo
objav o najdbah rastlinskih virusov v vodi. Do zdaj so v vodnih virih, kot so kanali,
reke, potoki, ribniki, jezera in oceani, nasli infektivne viruse iz vsaj sedmih razli¢nih
rodov (Preglednica 1).

Preglednica 1: Infektivni rastlinski virusi, ki so jih nasli v vodnih virih, kot so kanali, reke, potoki, ribniki,
jezera in oceani (Mehle in Ravnikar, 2012)
Table 1: Infective plant pathogenic viruses found in environmental waters, such as canals, rivers, streams,
ponds, lakes and oceans (Mehle and Ravnikar, 2012)

Rastlinski virus Drzava Vir Metoda Metode dokazovanja Vir
najdbe vodnega koncentriranja prisotnosti virusa informacij
vzorca vodnega vzorca
Carmovirusi:
Virus lisavosti Nemdéija reka Oker ultracentrifugiranje  mehanska okuzba Koenig in
nageljna (200 do 300 ml) testnih rastlin, nato Lesemann,
(Carnation mottle EM in 1985
virus; CarMV) imunodifuzijski test
Weddelski zvodo  Nemcija kanali in ultracentrifugiranje  mehanska okuzba Yiinsod.,
prenosljivi virus potoki v testnih rastlin, nato 1992
(Weddel blizini polj ISEM,
waterborne virus; imunodifuzijski test,
WWBYV), ahlumski SDS-PAGE in
z vodo prenosljivi hibridizacija odtisa
virus (Ahlum northern
waterborne virus;
AWBYV)
Cucumovirusi
Virus mozaika Italija reka centrifugiranje pri mehanska okuzba Piazzolla in
kumare (Cucumber Bradano 50009 (11) testnih rastlin, nato sod., 1986
mosaic virus; ISEM
CMV)
Dianthovirusi
Virus obrockaste Nemcija kanal, ki ultracentrifugiranje  mehanska okuzba Koenig in
pegavosti nageljna povezuje (60 ml) testnih rastlin, nato sod., 1988
(Carnation reki Oker in EM, SDS-PAGE,
ringspot virus; Aue hibridizacija odtisa
CRSV) northern,
hibridizacija dot blot
Nemcija kanali in ultracentrifugiranje  mehanska okuzba Koenig in
drenaze v testnih rastlin, nato sod., 1989
blizini ISEM,
vinogradov imunodifuzijski test
Nemdéija kanali in ultracentrifugiranje  mehanska okuzba Yiinsod.,
potoki v testnih rastlin, nato 1992
blizini polj EMin
ter potok imunodifuzijski test
stran od
polj
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nadaljevanje preglednice 1. Infektivni rastlinski virusi, ki so jih nasli v vodnih virih, kot so kanali, reke, potoki, ribniki, jezera in oceani

Rastlinski virus Drzava Vir vodnega Metoda Metode Vir
najdbe vzorca koncentriranja dokazovanja informacij
vodnega vzorca prisotnosti virusa
Necrovirusi
Virus nekroze Anglija reke Cham, adsorpcija filtrirane mehanska okuzba ~ Tomlinson in
tobaka Temza, Avon  vode na filter (60 I), testnih rastlin, nato  sod., 1983
(Chenopodium S pritoki, nato koncentriranje ISEM
Necrosis virus jezero eluenta z
oziroma Tobacco Esthwaite ultracentrifugiranjem
Necrosis virus;
TNV)
Nemdéija kanali in ultracentrifugiranje mehanska okuzba Koenig in
drenaze v testnih rastlin, nato  sod., 1989
blizini ISEM,
vinogradov imunodifuzijski
test
Virus nekroze Nemcija kanali in ultracentrifugiranje mehanska okuzba Yiin sod.,
tobaka potoki v testnih rastlin, nato 1992
(Chenopodium blizini polj EMin
Necrosis virus imunodifuzijski
oziroma Tobacco test
Necrosis virus;
TNV)
Potexvirusi
Virus X Nemcija ribniki in ultrafiltriranje (50 I) mehanska okuzba Biittner in
krompirja (Potato potoki v testnih rastlin, nato ~ Nienhaus,
virus X; PVX) gozdnih EM in 1989
sestojih imunoprecipitacijs
(Northrhine- ki test
Westfalia)
Tobamovirusi:
Virus mozaika bivsa reka Donava ultracentrifugiranje EM in mehanska Tosi¢ M. in
tobaka (Tobacco  Jugosla- in Sava na 60.000g (11 okuzba testnih Tosi¢ D.,
mosaic virus; vija filtrirane vode) rastlin, nato 1984
TMV) imunodifuzijski
test
Nemcija reka Henne ultracentrifugiranje mehanska okuzba Koenig in
(200 do 300 ml) testnih rastlin, nato  Lesemann,
EMin 1985
imunoprecipitacijs
ki test
Italija reka Lato centrifugiranje pri mehanska okuzba Piazzolla in
5000g (11) testnih rastlin, nato  sod., 1986
ISEM
Hrvaska kanali v ultracentrifugiranje mehanska okuzba  PleSe in sod.,
gozdnih (250 ml) / testnih rastlin, nato 1996
sestojih in centrifugiranje pri imunodifuzijski
potok 4000 g/ brez test, EM in
centrifugiranja svetlobna
mikroskopija
Virus mozaika Nemdija ribniki in ultrafiltracija (50 I) mehanska okuzba  Biittner in
paradiznika potoki v testnih rastlin, nato ~ Nienhaus,
(Tomato mosaic gozdnih EM in 1989
virus; ToMV) sestojih imunoprecipitacijs
(Northrhine- ki test
Westfalia)
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nadaljevanje preglednice 1. Infektivni rastlinski virusi, ki so jih nasli v vodnih virih, kot so kanali, reke, potoki, ribniki, jezera in oceani

Rastlinski Drzava Vir vodnega Metoda koncentriranja  Metode dokazovanja  Vir
virus najdbe vzorca vodnega vzorca prisotnosti virusa informacij
Virus mozaika ZDA potoki in adsorpcija na Zeta EM in mehanska Jacobi in
paradiznika jezerav Plus 50 S membranski  okuzba testnih Castello,
(Tomato gozdnih filter (20 I), nato rastlin, nato EM, 1991
mosaic virus; sestojih v koncentriranje eluenta  imunodifuzijski test,
ToMV) New Yorku in  z ultracentrifugiranjem ELISA
v visokogorju
(Adirondack)
ZDA oblaki (vrh ultracentrifugiranje ELISA, RT-PCR-blot  Castello in
gore (30-290 ml) hibridizacija, sod., 1995
Whiteface), dolo¢anje
megla (obala nukleotidnega
Maine) zaporedja, mehanska
okuzba testnih rastlin
Virus mozaika  Hrvaska dva potoka v ultracentrifugiranje mehanska okuzba Plese in
paradiznika gozdnih (250 ml) testnih rastlin, nato sod., 1996
(Tomato sestojih imunodifuzijski test,
mosaic virus; EM in svetlobna
ToMV) mikroskopija
Slovenija gramoznica koncentriranje s CIM RT-PCR v realnem Boben in
lvanci, reke monolitnimi ¢asu, ELISA, sod., 2007
Drava, Vipava kromatografskimi mehanska okuzba
in Krka nosilci (1 1) (v testnih rastlin, ISEM
nekaterih primerih
koncentriranje vzorcev
ni bilo potrebno)
Tombusvirusi:
Virus Anglija reke Temza, adsorpcija filtrirane mehanska okuzba Tomlinson
grmicavosti in Trent, Cam, vode na filter (60 1), testnih rastlin, nato in sod.,
zakrnelosti Esthwaite nato koncentriranje ISEM, 1983;
paradiznika Water eluenta z imunodifuzijski in Tomlinson
(Tomato bushy ultracentrifugiranjem imunoprecipitacijski in
stunt virus; test Faithfull,
TBSV) 1984
Nemcija reki Elbe in ultracentrifugiranje mehanska okuzba Koenig in
Mosel (200 do 300 ml) testnih rastlin, nato Lesemann,
EM in 1985
imunodifuzijski test
Nemcija ribniki in ultrafiltriranje (50 I) mehanska okuzba Biittner in
potoki v testnih rastlin, nato Nienhaus,
gozdnih EM in 1989
sestojih imunodifuzijski test
(Northrhine-
Westfalia)
Italijanski Nemcija ribniki in ultrafiltriranje (50 I) mehanska okuzba Biittner in
virus potoki v testnih rastlin, nato sod., 1987,
obrockaste gozdnih EM in Biittner in
pegavosti sestojih imunodifuzijski test Nienhaus,
nageljna (Northrhine- 1989
(Carnation Westfalia)
Italian

ringspot virus;
CIRV)
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nadaljevanje preglednice 1. Infektivni rastlinski virusi, ki so jih nasli v vodnih virih, kot so kanali, reke, potoki, ribniki, jezera in oceani

Rastlinski virus Drzava Vir Metoda Metode dokazovanja  Vir
najdbe vodnega koncentriranja prisotnosti virusa informacij
vzorca vodnega vzorca
Virus zvezdastega Nemcija kanali in ultracentrifugiranje mehanska okuzba Koenig,
mozaika petunije drenaze v testnih rastlin, nato 1988; Koenig
(Petunia asteroid vinogradih ISEM, in sod., 1989
mosaic virus; imunodifuzijski test
PetAMV)
Baltsko 200 mstran  ultracentrifugiranje mehanska okuzba Fuchs in sod.,
morje od SV dela (400 ml filtrirane testnih rastlin, nato 1996
plaZe otoka  vode) seroloski test
Helgoland
Alzirski latentni Nemcija kanali in ultracentrifugiranje mehanska okuzba Yi in sod.,
virus vinske trte potoki v testnih rastlin, nato 1992
(Grapevine blizini polj ISEM,
Algerian latent imunodifuzijski test,
virus; GALV) hibridizacija odtisa
northern
Sitkeski z vodo Nemcija kanali in ultracentrifugiranje mehanska okuzba Yiinsod.,
prenosljivi virus potoki v testnih rastlin, nato 1992
(Sitke waterborne blizini polj ISEM,
virus; SWBV) imunodifuzijski test,
SDS-PAGE in
hibridizacija odtisa
northern
Neckarski re¢ni Nemcija reka ultracentrifugiranje mehanska okuzba Koenig in
virus (Neckar Neckar (200 do 300 ml) testnih rastlin, nato Lesemann,
river virus; NRV) EM in 1985
imunodifuzijski test
Havelski re¢ni Nemcija reka Havel, ultracentrifugiranje mehanska okuzba Koenig in
virus (Havel river majhen (500 ml) testnih rastlin, nato sod., 2004
virus; HaRV) potok, ki ISEM, RT-PCR in
teCe skozi dolo¢anje
gozd nukleotidnega
zaporedja

Tobamovirusi, kot sta virus mozaika tobaka (Tobacco mosaic virus; TMV) in virus
mozaika paradiznika (Tomato mosaic virus; ToMV), so zelo stabilni in razsirjeni RNA
virusi, ki okuzujejo Stevilne rastlinske vrste (Hollings in Huttinga, 1976). TMV so
izolirali iz reke Henne v Nemciji (Koenig in Lesemann, 1985), iz reke Lato v Italiji
(Piazzolla in sod., 1986), iz Donave in Save v bivsi Jugoslaviji (Tosi¢ M. in Tosi¢ D.,
1984) ter iz dveh kanalov v gozdnem sestoju in iz potoka na Hrvaskem (Plese in sod.,
1996). Infektivne delce ToMV so izolirali iz vod v gozdnih sestojih na HrvaSkem (Plese
in sod., 1996) in v Nem¢iji, v pokrajini Northrhine-Westfalia (Biittner in Nienhaus,
1989). Dokazan je bil tudi v ve¢ kot 25 % vzorcev vode, zbranih iz rek in jezer, ki
izvirajo v gozdovih v New Yorku, in iz visokogorja Adirondack, Kjer ni nobenega
vpliva kmetijstva (Jacobi in Castello, 1991). Infektivne virusne delce ToMV so nasli
tudi v oblakih in megli (Castello in sod., 1995). Njegovo RNA so potrdili celo na

22



Mehle N. Prezivetje PVY, PepMV in PSTVd in njihov prenos z vodo.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

starodavnih ledenikih (Castello in sod., 1999), ki bi bili lahko abiotski rezervoar teh
virusov (Rogers in sod., 2004). V Sloveniji so ToMV dokazali v sedmih od devetih
analiziranih vzorcev vode; in sicer v reki Krki, Dravi in Vipavi, v gramoznici lvanci in
v vodi iz namakalnih naprav, v kateri je bila okuzba s ToMV na rastlinah paradiznika
potrjena leta 2004 (Boben in sod., 2007).

Poleg tobamovirusov so iz drenaznih vod v gozdovih na podroc¢ju Northrhine-Westfalia
izolirali Se druge viruse, ki povzroc¢ajo bolezni na kmetijskih rastlinah, na primer virus
X krompirja (Potato virus X; PVX) iz rodu Potexvirusov ter virus grmicavosti in
zakrnelosti paradiznika (Tomato bushy stunt virus; TBSV) in italijanski virus
obrockaste pegavosti nageljna (Carnation Italian ringspot virus; CIRV) iz rodu
Tombusvirusov (Biittner in sod., 1987; Biittner in Nienhaus, 1989). Infektivne delce
TBSV so izolirali iz jezer in rek po vsem svetu (povzeto po Koenig, 1986). Druga dva
predstavnika rodu Tombusvirusov, virus zvezdastega mozaika petunije (Petunia
asteroid mosaic virus; PetAMV) in alzirski latentni virus vinske trte (Grapevine
Algerian latent virus; GALV), sta bila izolirana iz nemskih potokov in jarkov (Koenig,
1988; Koenig in sod., 1989; Yi in sod., 1992). PeAMYV so izolirali tudi iz morske vode,
in sicer 200 m stran od obale otoka Helgoland (Fuchs in sod., 1996). Virus lisavosti
nageljna (Carnation mottle virus; CarMV), predstavnika rodu Carmovirusov, so izolirali
iz nemske reke Oker (Koenig in Lesemann, 1985) in prisotnost potrdili v Baltskem
morju (Kontzog in sod., 1988). Infektivne delce virusa nekroze tobaka (Chenopodium
necrosis virus oziroma Tobacco necrosis virus; TNV), predstavnika rodu Necrovirusov,
so potrdili v jarkih, potokih in kanalih v Nem¢iji (Koenig in sod., 1989, Yi in sod.,
1992), v rekah Cam, Temzi, Avon in njihovih pritokih ter v jezeru Esthwaite Water v
Angliji (Tomlinson in sod., 1983). Infektivne delce virusa mozaika kumare (Cucumber
mosaic virus; CMV) iz rodu Cucumovirusov so izolirali v italijanski reki Bradano
(Piazzolla in sod., 1986) ter virus obrockaste pegavosti nageljna (Carnation ringspot
virus; CRSV) iz rodu Diantovirusov v Stevilnih nemskih jarkih ter potokih in v kanalu
Oker-Aue (Koenig in sod., 1988, 1989; Yi in sod., 1992).

V vodnih virih so nasli tudi Stevilne druge viruse, za katere niSta znana naravni gostitelj
oziroma njihova vloga v naravi, jih pa zaradi podobnosti lahko uvr§¢amo v do zdaj
znane rodove rastlinskih virusov; na primer Carmovirusi (Yi in sod., 1992), Potexvirusi
(Koenig in Lesemann, 1985; Biittner in Nienhaus, 1989), Tombusvirusi (Koenig in
Lesemann, 1985; Gallitelli in sod., 1989, Yi in sod., 1992; Koenig in sod., 2004) in
Tobamovirusi (Koenig in Lesemann, 1985). Pogosto so le-te poimenovali po reki ali po
kraju, kjer so jih prvi¢ izolirali, na primer sitkeski z vodo prenosljivi virus (Sitke
waterborne virus; SWBV), ahlumski z vodo prenosljivi virus (Ahlum waterborne virus;
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AWBYV), weddelski z vodo prenosljivi virus (Weddel waterborne virus; WWBYV) (Yi in
sod., 1992), neckarski re¢ni virus (Neckar river virus; NRV) (Koenig in Lesemann,
1985), havelski re¢ni virus (Havel river virus; HaRV) (Koenig in sod., 2004).

V morski vodi (Rosario in sod., 2009b) in v rekah (Hamza in sod., 2011) so dokazali
prisotnost virusa blage lisavosti paprike (Pepper mild mottle virus; PMMoV). Z
razvojem novih generacij dolocanja nukleotidnega zaporedja so v morju (Culley in sod.,
2006), jezerih (Djikeng in sod., 2009) in odpadnih vodah (Rosario in sod., 2009a) nasli
Se Stevilne druge RNA in tudi DNA viruse, ki so znani povzrocitelji bolezni na
kopenskih rastlinah. Bioloski pomen teh novih najdb je Se neznanka.

2.3.2 lzvor virusov v vodnih virih

V razli¢ne okoljske vode naj bi se virusi sproscali preko koreninskega sistema okuzenih
rastlin ter iz poskodovanega ali razpadajocega rastlinskega materiala. Stevilni virusi se
izloCajo iz prebavnega trakta vretencarjev z blatom v kanalizacijo oziroma v gnojevko.
Drenazne in kanalizacijske vode se pogosto stekajo v reke, jezera in potoke, ki se lahko
uporabljajo za namakanje rastlin (Slika 2), ter v morja.

Virusi, ki so znani povzrocitelji bolezni na kmetijskih rastlinah, so lahko v gozdu
prisotni zaradi pogozdovanja kmetijskih povrsin (Fillhart in sod., 1998). Ce gozd ni na
podrocju, kjer so bile v¢asih kmetijske povrsine, so gozdne rastline najverjetneje izvorni
gostitelji (Fillhart in sod., 1998). ToMV bi se lahko S$iril z oblaki s kmetijskih povrSin v
gozdove v visokogorju in od tod z vodo nazaj do kmetijskih povrsin (Castello in sod.,
1995).

2.3.2.1 Sproscanje virusov iz poskodovanega ali razpadajoCega rastlinskega materiala
v vodo

Ze leta 1960 je Yarwood ugotovil, da se TNV in TMV sproiéata v vode iz
poSkodovanih, razpadajoCih oziroma mrtvih korenin (Yarwood, 1960). Sproscanje
virusov iz razpadajocega rastlinskega materiala je bilo dokazano v eksperimentalnih in
naravnih pogojih. Ugotovili so, da so lahko ostanki s ToMV okuzenih rastlin
paradiznika (Lanter in sod., 1982) in bu¢, okuzenih z virusom zelene lisavosti in
mozaika kumare (Cucumber green mottle mosaic virus; CGMMV) (Rao in Varma,
1984), eden pomembnih virov za Sirjenje Virusov. Sproscanje virusa iz propadajocih
korenin v vodo naj bi bil glavni razlog za porast okuzb z virusom pritlikavosti p$enice
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(Wheat dwarf virus; WDV) na poljih pSenice na Madzarskem (Horvath in sod., 1999).
Ker se virusi spro$¢ajo iz razpadajocih rastlinskih tkiv, je lahko tudi kompost
pomemben vir okuzbe. Za CGMMYV je znano, da je v kompostu lahko kuzen ve¢ kot
Sest mesecev (Van Dorst, 1969, cit. po Koenig, 1986).

2.3.2.2 Sproscanje virusov iz koreninskega sistema okuzenih rastlin v vodo

Stevilni virusi, na primer virus nekroze kumare (Cucumber necrosis virus; CNV),
TBSV, CarRSV, ToMV in CGMMYV, se lahko spros¢ajo v hranilno raztopino Vv sistemu
gojenja rastlin na hidroponiji, kar kaze na to, da se lahko spros¢ajo tudi iz zivih korenin
(povzeto po Koenig, 1986).

2.3.2.3 Kanalizacija, gnojevka

Tomlinson in sod. (1982) so bili prvi, ki so opozorili na kanalizacijo kot pomemben vir
rastlinskih virusov. Tomlinson in Faithfull (1984) sta v paradiznikih, rasto¢ih na
primarnem blatu dveh Cdistilnih naprav v Angliji, nasla TBSV, ToMV in CMV.
Predvidevata, da naj bi te rastline paradiznika zrasle iz semen, ki so neposkodovana
potovala skozi ¢loveski prebavni trakt. V vodi iz kanala, ki povezuje nemski reki Oker
in Aue in ki se napaja z izpusti mestnih Cistilnih naprav, so dokazali visoke
koncentracije virusa CarRSV (Koenig in sod., 1988). Virus CarRSV, ki okuZzuje Stevilne
okrasne in plevelne rastline in tudi razli¢ne rastline sadnega drevja, je v vodo prisel ali
iz korenin plevelnih rastlin, rasto¢ih vzdolz kanala, ali s kanalizacijsko vodo. Okuzena
kanalizacijska voda je lahko najprej povzrocila okuzbo plevelnih rastlin, rasto¢ih vzdolz
izpusta, nato pa bi se lahko virusi masovno spro$cali nazaj v kanalizacijsko vodo preko
okuzenih korenin ali rastlinskih ostankov (Koenig in sod., 1988). Veliko razli¢nih
rastlinskih virusov so nasli tudi Zhang in sod. (2006) v blatu izbrane ameriSke
populacije ljudi. Stevilne infektivne rastlinske viruse so nasli tudi v iztrebkih drugih
vretenCarjev. V iztrebkih zajcev in misi so nasli TMV, virus Selestenja tobaka (Tobacco
rattle virus; TRV), CGMMYV, virus mozaika stoklase (Brome mosaic virus; BMV),
virus Crtastega mozaika je¢mena (Barley stripe mosaic virus; BSMV) in virus mozaika
lucerne (Alfalfa mosaic virus; AMV) (Kegler in sod., 1984, cit. po Koenig, 1986).

2.3.3 PreZivetje virusov in viroidov v vodi

Vecina rastlinskih virusov, ki so jih izolirali iz vodnih virov, je stabilna. ToOMV, TMV,
CarRSV, TBSV, CaRMV in PVX ohranijo infektivnost in vitro (ang: longevity of the
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sap infectivity in vitro; LIV) od 50 do 3000 dni. Iz vodnih virov so izolirali tudi manj
stabilne viruse, na primer TNV z LIV od 7 do 28 dni in CMV z LIV med 1 in 10 dni
(podatki o LIV so iz baze podatkov Brunt in sod. (od 1996 dalje)).

Prezivetje virusov in vitro je vsekakor odvisno od eksperimentalnih pogojev. Na primer
LIV za TMV je v bazi podatkov, ki so jih zbrali Brunt in sod. (od 1996 dalje), 3000 dni.
Nasprotno Park in sod. (1999) porocajo, da TMV in vitro prezivi le pet dni. Yarwood
(1960) je dokazal, da se TNV inaktivira hitreje v suhem kot v vlaznem okolju. Ocenjena
razpolovna doba TNV v vodni suspenziji je med 46 in 80 ur. Podatkov o prezivetju
rastlinskih virusov v vodi ali hranilni raztopini v razmerah, ki so primerne za rast rastlin
(na primer v rastlinjaku), je malo. Pares in sod. (1992) so ugotovili, da o¢i$¢eni virusni
delci ToMV in PMMoV v hranilni raztopini lahko ohranijo infektivnost vsaj Sest
mesecev ne glede na to, ali raztopino hranimo pri 4 °C ali v rastlinjaku. Na
Nacionalnem institutu za biologijo smo v predhodnih raziskavah dokazali, da PepMV v
vodi, shranjeni na temperaturi 20 + 4 °C, prezivi tri tedne (Prezelj in sod., 2009),
PVY"™ pa en teden (Vidic, 2011). V vodi je bilo sicer mozno virusno RNA dologiti
tudi pozneje, vendar okuzba testnih rastlin ni bila uspesna, kar kaze na to, da se je
koli¢ina infektivnih virusov zmanjiala pod mejo uspesne okuzbe rastlin. PVYN™ v
vodi, shranjen na temperaturi 4 °C, pa je prezivel kar deset tednov (Mehle in sod.,
2014).

Za zivalske in ¢loveske viruse je znano, da ostanejo v vodi infektivni dlje ¢asa, e so
agregirani ali adsorbirani na trde delce, na primer na glino, silikate, organske ostanke,
bakterije ali alge (Gerba in Schaiberger, 1975; Labelle in Gerba, 1980). Podobno naj bi
tudi adsorpcija rastlinskih virusov na glinene delce ali organsko snov zascitila le-te pred
inaktivacijo v vodi (Koenig, 1986).

Stabilnost Stevilnih rastlinskih virusov, podobno kot velja za cloveske viruse, je izredno
velika (Carter, 2005; Reynolds in sod., 2008). Tomlinson in sod. (1982) so dokazali, da
ocisceni virusni delci TBSV pri prehodu skozi prebavni trakt, kjer so izpostavljeni
delovanju prebavnih encimov, zol¢nih soli, temperaturi 37 °C in spreminjanju pH od 3
do 8,8, ostanejo infektivni. Zhang in sod. (2006) so v blatu izbrane ameri$ke populacije
ljudi nasli 35 razli¢nih rastlinskih virusov. Prevladoval je PMMoV, ki je pogost virus na
papriki v Ameriki. Ugotovili so, da PMMoV iz ¢loveskega blata lahko okuzi testne
rastline. Potrdili so tudi, da PMMoV ohrani infektivnost v procesu predelave hrane, na
primer v omakah in v mleti posuseni papriki. Primerjava koli¢ine virusa v enaki suhi
tezi blata in zauZzite hrane je pokazala, da je bilo v blatu statisticno pomembno vec

virusa kot v zauziti hrani. Predvidevajo, da je to lahko rezultat podvajanja virusov v
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Cloveskem prebavnem traktu, vendar tega niso dokazali. Glede na to, da so koli¢ino
virusa merili z molekularnimi metodami, torej so merili koli¢ino virusne RNA, bi lahko
bila izmerjena vecja koli¢ina virusa v blatu zgolj posledica razgradnje hrane v
prebavilih in s tem spro$¢anja virusne RNA iz rastlin, kar bi lahko omogocilo lazjo
dostopnost virusne RNA za detekcijo ali manjSo inhibicijo. PMMoV so dokazali tudi v
odpadnih vodah ter v morski vodi v blizini izliva odpadnih voda na Floridi (Rosario in
sod., 2009b) in v nemski reki (Hamza in sod., 2011), zato predlagajo, da bi bil PMMoV
indikator fekalnega onesnazenja povrsinskih voda.

Manj stabilni virusi najverjetneje ne morejo preziveti »prosti« v vodi ali pri prehodu
skozi prebavni trakt vretencarjev. Vsaj nekateri od teh lahko prezivijo v glivnih sporah
ali v semenih. PreZivetje virusov v semenih je pomembno zlasti za viruse, ki okuZujejo
enoletnice, in za tiste, ki se §irijo, na primer, s pocasi premikajoc¢imi Se ogorc¢icami, pri
Cemer je potemtakem razsirjanje virusov v semenih z vetrom ali z vodo uc¢inkovitejse
(povzeto po Matthews, 1992). Povezava virusov z dolgo Zive¢imi sporami gliv je
opisana v preglednem ¢lanku, ki ga je napisal Campbell (1996). Virus nekroti¢ne
pegavosti melone (Melon necrotic spot virus; MNSV) se veze na zunanji ovoj zoospor
gliv Olpidium bornovanus in tako v zemlji ostane infektiven ve¢ let (Campbell, 1996).

Podatkov o prezivetju viroidov v vodnem okolju ni. Sekundarna struktura krozne RNA

jim omogoca veliko stabilnost, zato lahko morda dolgo prezivijo tudi v vodi (Rus¢i¢ in
sod., 2013).

2.3.4 OKkuzba rastlin z vodo, okuZeno z virusi oziroma viroidi

Prisotnost rastlinskih virusov v drenaZznih vodah, rekah in jezerih ima epidemioloski
pomen le, ¢e le-ti lahko okuZijo rastline. Rastline se lahko okuzijo z virusi iz vode ali
preko korenin ali preko nadzemnih delov rastline. Do okuzbe lahko pride tudi v ¢asu
kalitve rastlin. Teakle in Morris (1981) sta ugotovila, da iz semen fizola, ki jih pred
sejanjem namakamo v vodi, okuzeni z juznim virusom mozaika navadnega fizola
(Southern bean mosaic virus; SBMV), zrastejo s SBMV okuzene rastline. Okuzba je
bila pri namakanju semen s poskodovano povrhnjico u¢inkovitejsa kot pri namakanju
intaktnih semen.

Stevilni virusi lahko okuZijo rastline preko korenin ob pomo¢i prenasalcev — bodisi

ogorcic ali gliv. Rastline so sposobne sprejeti virusne delce preko koreninskega sistema
tudi brez pomoci prenasalcev. Prenos virusov preko korenin je ucinkovitejsi, ¢e rastline
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rastejo v sterilnem pesku, in manj u¢inkovit, ¢e rastejo v sterilni hranilni raztopini, kar
kaze na to, da virusi vstopajo v rastlino preko poskodovanih koreninskih laskov ali
manj$ih poSkodb, ki nastanejo med rastjo korenin. Za nekatere viruse so ugotovili, da je
njihov prenos preko korenin v rastlino u¢inkovitejsi ob prisotnosti gliv. Okuzba rastlin
preko korenin se pogosto omeji na korenine. Ce se okuZijo poganjki, se to pogosto
zgodi z zamikom in le v nekaterih rastlinah. Poganjki, ki so se okuzili preko korenin,
pogosto niso imeli bolezenskih znamenj. Sicer pa so lahko bolezenska znamenja na
poganjkih rastlin pri okuzbi preko korenin izrazitejsa kot pri okuzbi preko listov.
(povzeto po Koenig, 1986).

Ali se z okuzeno vodo preko korenin okuzijo poganjki in v kakSnem obsegu se okuzba
izrazi, je predvsem odvisno od koncentracije virusov v vodi, kar so potrdili na primeru
ToMV (Pares in sod., 1992). Ne glede na nacin okuzbe na izrazanje bolezenskih
znamenj vplivajo okoljske razmere, na primer temperatura (Schuerger in Hammer,
1995). Ugotovili so, da je vpliv temperature na izrazanje bolezenskih znamenj pri
okuzbi preko korenin podoben, kot ¢e se poganjki okuzijo neposredno. Bolezenska
znamenja so bila na rastlinah paprike, okuzenih s TOMV, najmo¢neje izrazena, ko so le-
te rastle pri temperaturi 24 °C, manj pri temperaturi 32 °C ter najmanj, ¢e so rastle pri
temperaturi 18 °C (Schuerger in Hammer, 1995).

Z dosedanjimi raziskavami niso dokazali prenosa PSTVd na rastline paradiznika preko
korenin po enkratnem zalitju le-teh z okuzeno vodo (Seigner in sod., 2008). Verhoeven
in sod. (2010a) so s pipeto v prst, v kateri so rastle rastline paradiznika, pet oziroma
deset dni dodajali svez inokulum (macerat s PSTVd okuZenih listov, pomesan z vodo
brez RNaz). Po Sestih tednih so z analiziranjem rastlin s PCR v realnem ¢asu ugotovili,
da tudi v njihovem poskusu do prenosa PSTVd preko korenin ni prislo.

2.3.5 MoZen prenos virusov z vodo

Vecina virusov (na primer Carmo-, Tombus-, Diantho-, Tobamo- in Potexvirusi), ki so
jih nasli v zemlji ali vodnih virih, ima sledeée lastnosti (povzeto po Koenig, 1986;
Koenig, 1988):

e nimajo zivalskega vektorja, ki bi jim omogocal Sirjenje na dolge razdalje

e v okuZenih rastlinah se mo¢no namnozijo ter Se nato masovno sproscajo iz

okuzenih korenin
e 50 zelo stabilni, z izjemami (na primer CMV)
e lahko okuzijo rastline preko korenin brez vektorja
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e imajo Sirok krog gostiteljskih rastlin
e po namnozitvi v rastlini se lahko hitro $irijo na sosednje rastline mehansko z
dotikom listov ali preko korenin v tleh

Razsirjanje rastlinskih virusov v potoke, jezera in reke na ta naCin omogoca Sirjenje
virusov na velike razdalje. Glede na to, da so infektivne delce ToMV nasli tudi v
oblakih in v megli, predpostavljajo, da pomembno vlogo pri Sirjenju stabilnih
infektivnih virusov na dolge razdalje igra tudi atmosfera (Castello in sod., 1995). Tudi
¢e le malo virusom uspe na ta nacin okuziti rastline, zaradi zadnjih dveh zgoraj nastetih
lastnosti, to zadostuje za pojav novih izbruhov bolezni na drugih oddaljenih obmogjih.

K Sirjenju dolocenih rastlinskih virusov z vodo pripomoremo tudi ljudje in zivali
(povzeto po Koenig, 1986; Park in sod., 1999):

e 7z namakalni sistemi: namakanje nasadov z okuzeno vodo iz potokov, rek ali
jezer. S transportom sveze vode s tankerji v susne predele, za namene
namakanja, se lahko virusi $irijo na zelo velike razdalje

e 7z gnojenjem polj z gnojevko (Stevilni virusi se v prebavnem traktu vretencarjev
ne inaktivirajo)

e s fecesom po uzivanju z virusi okuzene surove zelenjave in sadja (okuzba
kanalizacijskih vod). S svetovnim trgovanjem rastlinskih produktov lahko
omogoc¢imo transport »tujih« virusov v vode in posledi¢no razsiritev le-teh na
novih podrogjih.

e 7z odlaganjem rastlinskih ostankov na odlagalis¢a ali kompost (spiranje v
drenazne vode)

V zadnjem casu se vse ve¢ pridelovalcev odlo¢a za nadin gojenja rastlin na
hidroponijah. Hidroponika je nacin gojenja rastlin brez prsti. Korenine rastlin lahko
rastejo v razlinih inertnih substratih, kot so kamena volna, ekspandirana glina, Sotni
substrati in pesek. Ob vzdrzevanju velike vlaznosti korenine lahko uspevajo na zraku, in
¢e je prezracevanje dobro, tudi v vodi. Sisteme za gojenje rastlin na hidroponijah v
grobem razdelimo na zaprte in odprte. Za zaprt sistem gojenja rastlin na hidroponiji je
znacilno, da hranilna raztopina v sistemu krozi, medtem ko v odprtem sistemu hranilna
raztopina po uporabi odteka iz sistema.

V rastlinah, gojenih na hidroponijah, so opazili Stevilne bolezni, ki jih povzrocajo
virusi, na primer z velikimi zilami solate povezani virus (Lettuce big-vein associated
virus; LBVaV), virus Mirafiori velikih zil solate (Mirafiori lettuce big-vein virus;
MiLV) in virus kloroti¢ne pegavosti paradiznika (Tomato chlorotic spot virus; TCSV)
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na rastlinah solate (Tomlinson in Faithfull, 1980; Rosales in sod., 2004; Colariccio in
sod., 2004; Colariccio in sod., 2005; Navarro in sod., 2005); MNSV, virus rumenega
mozaika bucke (Zucchini yellow mosaic virus; ZYMV), CGMMV in virus pegavosti
listov kumare (Cucumber leaf spot virus; CLSV) na kumarah (Wong in sod., 1992;
Stanghellini in Rasmussen, 1994a, 1994b; Rosner in sod., 2006); PVY in PepMV v
razli¢nih kultivarjih paradiznika (Crescenzi in sod., 2005; Fakhro in sod., 2011) ter
druge viruse, ki okuzujejo vrtnine in okrasne rastline (Schnitzler, 2004). V rastlinah, ki
so rastle na hidroponiji, so dokazali tudi viroide, na primer PSTVd na rastlinah
paradiznika (Mackie in sod., 2002). Prezivetje teh virusov in viroidov v vodnem okolju
in okuzba rastlin preko korenin sta malo raziskana, saj so za to potrebni kompleksni in
dolgotrajni poskusi (glej 2.3.5.1).

V sistemih za gojenje rastlin na hidroponijah se virusi ne Sirijo zgolj s hranilno
raztopino, temvec tudi z dotikom listov ali korenin, z zuzelkami, z okuzenim sadilnim
materialom ter med obdelovanjem z okuzenim orodjem, rokami, obleko. Za
proucevanje moznosti Sirjenja virusov s hranilno raztopino, kar je nujno za boljSe
razumevanje vpliva in sanacije le-teh v sistemih gojenja rastlin na hidroponijah, so zato
potrebni skrbno nacrtovani in dobro kontrolirani eksperimentalni pogoji.

2.3.5.1 Sirjenje virusov med rastlinami v namakalnih sistemih z vodo ali hranilno
raztopino

Nekateri virusi se v namakalnih sistemih prenasajo s pomocjo vodnih zoospor gliv iz
druzine Chytridiomycetes. Pogosto je tak nacin prenosa mnogo bolj ucinkovit kot
prenos brez pomoci vektorja (Campbell, 1996). V namakalnih sistemih naj bi se s
pomogjo gliv Olpidium spp. sirila LBVaV in MiLV med rastlinami solate, TNV, CNV,
CLSV in MNSV med rastlinami fizola in kumar ter PepMV med rastlinami paradiznika
(Tomlinson in Faithfull, 1980; Tomlinson in Thomas, 1986; Stanghellini in Rasmussen,
1994a; Campbell, 1996; Navarro in sod., 2005; Alfaro-Fernandez in sod., 2010).
Gojenje solate v zaprtem sistemu na hidroponiji omogoca idealne pogoje za nastajanje,
spros¢anje in Sirjenje zoospor glive O. brassicae, kar posledi¢no lahko vodi do okuzbe
vseh rastlin z LBVaV in MiLV (Jones, 2004). V poskusu, ki so ga izvedli Alfaro-
Fernandez in sod. (2010), se je PepMV-EU prenesel na 8 % rastlin paradiznika (cv.
Marmande), ¢e so jih zalivali z drenazno vodo, dobljeno iz rastlin, okuzenih s PepMV-
EU in z glivo O. virulentus. V odsotnosti glive do okuzbe s PepMV v njihovem poskusu
ni prislo. Ce so bile korenine okuzene z glivo Pythium aphanidermatum, so opazili
zakasnitev okuZzbe s PepMV. Vlogo razsirjanja z namakalno vodo na primeru virusa
nekroze in rumenih Zzil pese (Beet necrotic yellow vein virus; BNYVV), povzroditelja
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rizomanije, gospodarsko pomembne bolezni sladkorne, rdece in krmne pese ter $pinace,
je opisala Koenig (1988). Cistosori talne glive Polymyxa betae, ki so vektor za virus
BNYVV, prezivijo v vodi najmanj eno leto, pri ¢emer ne izgubijo sposobnosti prenosa
virusov. Cistosori in tudi BNYVV v njih lahko prezivijo prehod skozi prebavni trakt
goveda in ovac, ki se hranijo z listi pese. Spore, okuzene z BNYVV, naj bi iz tal
pronicale v odtoke, od tod pa z vodo v kanale. Okuzene spore naj bi v kanale prisle tudi
preko odto¢nih cevi iz tovarn, v katerih pred predelavo perejo peso. Z namakanjem in
skropljenjem polj z vodo iz teh kanalov se okuzene spore $irijo na polja.

Virusi se v sistemu gojenja rastlin na hidroponijah lahko sproscajo iz okuZenih korenin
v hranilno raztopino in nato okuZijo druge rastline preko korenin brez dotika ali
mehanskega $irjenja preko zgornjih delov rastlin in, kot predpostavljajo, brez pomoci
prenasalcev. To je bilo dokazano za okuzbo paradiznika s ToMV (Pares in sod., 1992),
pelargonij z virusom razbarvanja cvetov pelargonij (Pelargonium flower break virus;
PFBV) (Krczal in sod., 1995) in paradiznika s PepMV-EU (Schwarz in sod., 2010).
Biittner in sod. (2008) so nakazali moznost, da se v sistemu gojenja rastlin na
hidroponijah tako Sirijjo tudi drugi virusi, na primer virus pegavosti in uvelosti
paradiznika (Tomato spotted wilt virus; TSWV), virus mozaika repnjaka (Arabis mosaic
virus; ArMV), CGMMYV, CMV, virus kodravosti listov pelargonije (Pelargonium leaf
curl virus; PLCV), TMV, TNV in virus linijskega vzorca pelargonije (Pelargonium line
pattern virus; PLPV). Z umetno okuzeno hranilno raztopino so podoben nacin §irjenja
virusov med rastlinami, gojenimi na hidroponskih sistemih, dokazali Se za druge
kombinacije virus-gostitelj, na primer za okuzbo paprike s ToMV (Schuerger in
Hammer, 1995) in koruze z virusom belega linijskega mozaika koruze (Maize white line
mosaic virus; MWLMV) (Louie in sod., 1992). Nasprotno Park in sod. (1999)
tovrstnega nacina prenosa virusov niso potrdili, saj je v njthovem poskusu do okuzbe
rastlin paradiznika, feferonov in tobaka s TMV prislo le, ¢e so se korenine dotikale.
Verhoeven in sod. (2010a) okuzbe rastlin paradiznika s PSTVd iz okuzene prsti ali
hranilne raztopine niso dokazali (glej 2.3.4).

2.3.6 Preprecevanje Sirjenja rastlinskih virusov z vodo
Virusi in viroidi povzrocajo velike ekonomske izgube. Okuzbe paradiznika s TSWV
lahko, na primer, povzro¢ijo 100 % izpad pridelka (Rosell6 in sod., 1996). Ker

okuzenih rastlin ne moremo ozdraviti s kemi¢nimi sredstvi, je reSitev VvV gojenju
odpornih rastlin ali v prepreéevanju okuzb (Slika 2).
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Poleg rednega spremljanja fitosanitarnega stanja semen in sadik z visoko obcutljivimi
diagnosti¢nimi metodami, ki so nujne zlasti pri odkrivanju latentnih okuzb, takoj$njega
odstranjevanja okuZenih rastlin ter ustreznih higienskih ukrepov pri samem delu
(odstranjevanje rastlinskih ostankov, razkuzevanje delovnih orodij in oblac¢il) moramo v
namakalnih sistemih in v sistemih za gojenje rastlin na hidroponijah upostevati tudi
dejstvo, da se rastlinski virusi lahko Sirijo tudi z vodo. Zato je priporocljivo, da
izvajamo sledeCe preventivne ukrepe (povzeto po Koenig, 1986; Schuerger in Hammer,
1995):

e redni monitoring namakalnih vod ter vod, ki se uporabljajo za meSanje s
hranilno raztopino; za monitoring so nujne visoko obcutljive detekcijske
metode, saj je koncentracija virusov v vodah nizka

e (e za meSanje s hranilno raztopino uporabljamo vode iz okolja, v Kkaterih so
lahko prisotni virusi, je priporoc¢ljiva njihova dekontaminacija

e dekontaminacija celotnega sistema za gojenje na hidroponiji po koncu ene rastne
dobe

e Sirjenja rastlinskih virusov z vodo iz okolja ne moremo popolnoma omejiti,
lahko pa omilimo uc¢inke virusov na pridelek z gojenjem proti virusom odpornih
sort (Pategas in sod., 1989; Strange in Scott, 2005)

Ce se pojavi okuZba, je treba odstraniti okuZene rastline in sanirati vso opremo, orodje,
obleko delavcev in celotno strukturo rastlinjaka (Schnitzler, 2004). Pred sajenjem novih
rastlin je treba dekontaminirati celoten sistem za dovajanje hranilne raztopine. Zgolj
odstranjevanje obolelih rastlin v zaprtem sistemu gojenja rastlin na hidroponiji ni
dovolj, saj se virusi lahko sprostijo v hranilno raztopino in razsirijo po celotnem sistemu
pred odstranitvijo obolelih rastlin. Odstranjevanje zgolj obolelih rastlin je upraviceno le,
Ce se sezona pobiranja pridelka bliZza koncu in naknadno razSirjane virusa ne pomeni
vecjega problema. V tem primeru je seveda nujno, da se izvede eradikacija povzrocitelja
bolezni na koncu rastne sezone (Schuerger in Hammer, 1995).

2.3.6.1 Eliminacija rastlinskih virusov iz vode

Moznosti odstranjevanja oziroma inaktivacije mikrobov z namenom pridobivanja pitne
vode so opisane v Stevilnih ¢lankih (na primer: Khan in sod., 2001; Reynolds in sod.,
2008 in Riley in sod., 2011). Podrobno so opisane tudi moznosti dekontaminacije vod
za namakanije rastlin (Schnitzler, 2004; Hong in Moorman, 2005; Stewart-Wade, 2011),
vendar so redke primerne za eliminacijo rastlinskih virusov. Glede na to, da se nekateri
virusi z vodo ucinkovito prenasajo s pomocjo vodnih zoospor, je v takih primerih
seveda potrebno tudi tretiranje vode proti glivam oziroma njihovim sporam (Tomlinson
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in Faithfull, 1980; Tomlinson in Thomas, 1986; Jones, 2004; Stewart-Wade, 2011).
Razli¢ni pristopi imajo razli¢ne prednosti in slabosti (Hong in Moorman, 2005).

Moznosti za eradikacijo rastlinskih virusov v vodi so:

2.3.7

Uporaba dezinfekcijskih sredstev: 30-minutno tretiranje vode s hipokloritom
uspesno uni¢i CLSV (Rosner in sod., 2006). Cas tretiranja in koncentracija
dezinfekcijskega sredstva sta odvisna od virusa, ki ga Zelimo inaktivirati.
Vrocinsko tretiranje: 10 sekund pri 95 °C uni¢i ToMV (Runia, 1995). Segrevanje
vode na 95 °C in nato ohlajanje na temperaturo, primerno za rastline, zahteva
veliko infrastrukturo, zato je to zelo drag nacin. Poleg tega tako ubijemo tudi
koristne mikroorganizme, opazajo pa tudi nezelene uéinke na nekatere kemicne
spojine (Stewart-Wade, 2011).

UV-sevanje: UV-sevanje z mo&jo 200 mJ cm™ uni¢i ToMV zaradi delovanja na
RNA (Runia, 1995). Za uspesno tretiranje vode na ta nacin je treba le-to
predhodno prefiltrirati, zato je to drag nacin. Nastajajo tudi prosti radikali in
ozon, ki lahko negativno vplivajo na rast rastlin (Stewart-Wade, 2011).
Ozonizacija: redoks vrednost 754 mV je ucinkovita za uni¢enje CGMMV
(Runia, 1995).

Filtriranje vode: pocasna filtracija vode skozi pesek je upocasnila Sirjenje PFBV
[Stevilo okuzenih rastlin se je zmanjSalo za priblizno tretjino (Krczal in sod.,
1995)]. Z ultrafiltracijo odpadnih vod so Liu in sod. (1999) odstranili skoraj 100
% delcev ToMV. Uporaba ultrafiltracije ni prakti¢na, saj so stro$ki postavitve
zelo visoki, poleg tega se dragi filtri hitro zamasijo (Stewart-Wade, 2011).
Sedimentacija: elektri¢ni tok proizvaja ione, ki privlacijo pozitivno in negativno
nabite snovi v vodi, te pa potem koagulirajo in se oborijo ter tako tvorijo blato.
Metoda je varna in preprosta za uporabo. Sestava vode ne vpliva na u¢inkovitost
metode. Vendar je vzpostavitev sistema draga, poleg tega je potrebno tudi redno
odstranjevanje blata (Stewart-Wade, 2011).

Elektroliza deionizirane vode: vsebuje nizko koncentracijo soli, hipoklorove
kisline, ima visok oksidacijsko-redukcijski potencial in nizek pH (Kim in sod.,
2000; Stewart-Wade, 2011). Ta metoda je preprosta, ni toksi¢na za rastline, ni
nevarna ne za zdravje ne za okolje, vendar njena uc¢inkovitost v vodi $e ni dobro
raziskana (Stewart-Wade, 2011).

Dolocanje rastlinskih virusov in viroidov v vodi

Virusi so v vodah pogosto prisotni v koncentraciji, ki je pod mejo detekcije, zato jih
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brez predhodnega koncentriranja ne moremo zaznati (Mehle in Ravnikar, 2012). Enako
se predvideva tudi za viroide (Rus¢i¢ in sod., 2013). Infektivnost virusov in viroidov
dokazujemo z mehansko okuzbo testnih rastlin. Najbolj pogosto uporabljena metoda v
diagnostiki rastlinskih virusov je ELISA (encimskoimunski test; Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) (Clark in Adams, 1977). Ob¢utljivost testa ELISA je odvisna od
kvalitete protiteles, pri ¢emer je limita detekcije rastlinskih virusov s testom DAS-
ELISA (double-antibody-sandwich ELISA) 1-10 ng/ml (Bergmayer, 1986). Obstajajo
tudi druge metode dolocanja rastlinskih virusov, na primer RT-PCR, ki je od sto- do
tisoCkrat bolj obc¢utljiv (Candresse in sod., 1998), in v zadnjem ¢asu uveljavljeni PCR v
realnem casu (QPCR) (Mumford in sod., 2000; Boonham in sod., 2000; Lépez in sod.,
2006; Agindotan in sod., 2007; Ling in sod., 2007; Kogovsek in sod., 2008; Gutierrez-
Aguirre in sod., 2009b; Cepin in sod., 2010), ki je $e bolj ob&utljiv (1-10 kopij genoma)
(Gutierrez-Aguirre in sod., 2009b). V diagnostiki viroidov sta se najprej uporabljala R-
PAGE (povratna poliakrilamidna gelska elektroforeza) (Morris in Wright, 1975) in
hibridizacija (Owens in Diener, 1981), pozneje RT-PCR (Shamloul in sod., 1997;
Weidemann in Buchta, 1998; Verhoeven in sod., 2004), v zadnjem ¢asu pa se, podobno
kot pri virusih, vse bolj uveljavlja RT-PCR v realnem ¢asu (RT-gPCR) (Boonham in
sod., 2004; Monger in sod., 2010; Botermans in sod., 2013).

2.3.7.1 Koncentriranje

Poznamo ve¢ nacinov koncentriranja virusov iz vode. Tomlinson in Faithfull (1984) ter
Tomlinson in sod. (1983) so koncentrirali 60-litrske vzorce vode. Vodo so najprej
filtrirali skozi dva filtra: filter s porami velikosti 5 pm in filter s porami velikosti 1 um.
Prefiltrirani vodi so umerili pH na 5,5 in jo filtrirali skozi Zeta-Plus adsorpcijski filter.
Viruse so iz adsorpcijskega filtra eluirali z enoodstotnim govejim ekstraktom, dobljeni
eluat so na koncu koncentrirali z ultracentrifugiranjem. Na podoben nacin sta vodne
vzorce, vendar brez predhodnega filtriranja, koncentrirala Jacobi in Castello (1991). 50-
litrske vodne vzorce so z ultrafiltracijo koncentrirali Biittner in sod. (1987) ter Biittner
in Nienhaus (1989). Koenig in Lesemann (1985), Koenig in sod. (1988, 1989, 2004),
Castello in sod. (1995), Plese in sod. (1996) ter Gosalvez in sod. (2003) so uporabili
metodo ultracentrifugiranja manjsih vodnih vzorcev (na primer 200-300 ul vzorca vode
so centrifugirali 2 uri pri 100.000 g). Podobno so z ultracentrifugiranjem Tosi¢ M. in
Tosi¢ D. (1984) ter Fuchs in sod. (1996) koncentrirali predhodno filtrirane vzorce vode.
Mozen nacin koncentriranja virusov iz vode je tudi precipitacija v polietilenglikolu
(PEG) (Gosalvez in sod., 2003; Hamza in sod., 2011). Piazzolla in sod. (1986) ter Plese
in sod. (1996) so dolocili rastlinske viruse tudi v sedimentu po centrifugiranju pri nizki
hitrosti (5000 g), kar dokazuje, da se virusi adsorbirajo na vecje delce, ki jih s
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filtriranjem odstranimo (Piazzolla in sod., 1986).

Zgoraj opisane metode koncentriranja rastlinskih virusov so dolgotrajne, sestavljene iz
Stevilnih korakov ali pa zahtevajo drago opremo (ultracentrifuga). Poleg tega
analiziranje majhnega volumna vodnega vzorca ni reprezentativno (Riley in sod., 2011).
Branovi¢ in sod. (2003) so razvili novo metodo koncentriranja ¢loveskih virusov z
uporabo CIM (Convective Interacion Media) monolitnih kromatografskih nosilcev. Ni
jasno, ali so koncentrirali virusne delce ali zgolj virusno RNA. Koncentriranje virusnih
delcev s CIM je bilo prvi¢ dokazano na primeru rastlinskega virusa ToMV (Kramberger
in sod., 2004). Uporaba CIM monolitnih kromatografskih nosilcev se je izkazala kot
primerna za koncentriranje ¢loveskih virusov iz vodnih vzorcev (Gutierrez-Aguirre in
sod., 2009a, 2011; Kovac in sod., 2009). Virusi se vezejo na CIM, nato se eluirajo s
pufrom z visoko vsebnostjo soli. ToMV, razred¢en pod mejo detekcije s testom ELISA,
se je s to enokora¢no metodo koncentriral in pri tem ostal infektiven. Koncentriranje
ToMV na ta nacin je bilo uspesno tudi pri koncentriranju vzorcev vod iz rek (Boben in
sod., 2007). CIM monolitni kromatografski nosilci so primerni tudi za koncentriranje
PSTVd (Ruséi¢ in sod., 2013) in PVY (Rupar in sod., 2013). V primerjavi z drugimi
metodami za koncentriranje rastlinskih virusov iz vode je omenjena metoda hitrejsa in
ucinkovitejsa.

Po koncentriranju virusov v vodi je mozna dolocitev le-teh z razliénimi metodami,
pogosto s kombinacijo razli¢nih metod, kar omogoca zanesljivejSo dolocitev virusov v
vodah.

2.3.7.2 Bioloski testi

Z bioloskimi testi dokazujemo infektivne viruse in viroide, ki jih na testnih rastlinah
lahko tudi namnozimo. Ugotovimo lahko spekter gostiteljskih rastlin, vendar brez
kombinacije z drugimi bolj specificnimi metodami natan¢na identifikacija virusa
oziroma viroida ni mozna. Teoretino je za mehansko okuzbo dovolj en sam virusni
delec, vendar jih je obicajno potrebnih celo ve¢ kot 500, da pride do nastanka vidnih
bolezenskih znamenj. Razlog za slabo ucinkovitost prenosa virusov na testne rastline je
najverjetneje v tem, da le majhen del celic povrhnjice poskodujemo tako, da virusi
lahko vstopijo v citoplazmo. Uspesnost prenosa virusov in viroidov z mehansko okuzbo
na testne rastline je odvisna od virusa oziroma viroida (njegove stabilnosti in
koncentracije), od obcutljivosti testne rastline (genotip, starost rastline v ¢asu okuzbe) in
od razmer za rast (temperatura, svetloba, vlaznost, hranilne snovi v zemlji) (povzeto po
Dijkstra in De Jager, 1998; Verhoeven in sod., 2010a).
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Rastlinske viruse so v vodah po koncentriranju dokazovali z mehansko okuzbo stevilnih
testnih rastlin (Jacobi in Castello, 1991; PleSe in sod., 1996) ali z mehansko okuzbo
manjSega Stevila testnih rastlin, na primer z okuzbo testne rastline Chenopodium quinoa
(Tomlinson in sod., 1983; Tomlinson in Faithfull, 1984; Piazzolla in sod., 1986; Koenig
in sod., 1989; Fuchs in sod., 1996) ali C. quinoa in Nicotiana clevelandii (Koenig in
Lesemann, 1985) ali C. amaranticolor, C. murale, N. tabacum cv. Samsun in N.
glutinosa (Tosi¢ M. in Tosi¢ D., 1984) ali C. quinoa, N. benthamiana in N. tabacum
var. Xanthi-nc (Biittner in Nienhaus, 1989). Testne rastline so pogosto sluzile za
dolo¢anje prisotnosti virusov v vodi ali za namnozZitev virusa za poznejSo analizo z
drugimi specifi¢énimi testi (Tomlinson in sod., 1983; Biittner in sod., 1987; Koenig in
Lesemann, 1985; Piazzolla in sod., 1986; Biittner in Nienhaus, 1989; Koenig in sod.,
1988, 1989, 2004) ali kot potrditvena metoda za preverjanje infektivnosti virusov,
izoliranih iz vode (Castello in sod., 1995; Boben in sod., 2007).

2.3.7.3 Dolocanje virusnih proteinov

Po izolaciji virusov iz vode in namnozitvi v propagacijskih rastlinah so le-te ocistili ter
dolo¢ili velikost plasénega proteina ociS¢enih virusnih delcev s SDS poliakrilamidno
gelsko elektroforezo (Koenig in sod., 1988; Yi in sod., 1992). Bolj pogosti nacini za
doloCanje plas¢nega proteina virusov so seroloSke metode. Vse seroloSke metode
temeljijo na reakciji med antigenom (v tem primeru je to pla$¢ni protein virusa) in za
antigen specifiénim protitelesom. Najbolj uveljavljena seroloska metoda je
encimskoimunski test (ELISA; Enzyme Linked Immunosorbent Assay) v razlicnih
izvedbah (Dijkstra in De Jager, 1998). Primernost testa ELISA za dolocanje rastlinskih
virusov sta prva opisala Clark in Adams (1977). Druge seroloSke metode za
dokazovanje prisotnosti rastlinskih virusov so imunodifuzijski test, precipitacija v gelu,
odtis tkiva (Krzymowska in Henning, 1997) in razli¢ni hitri diagnosti¢ni testi, ki
omogocajo dokazovanje virusov v rastlinah tudi na terenu (Salomone in Roggero, 2002;
Danks in sod., 2007).

V zacetku proucevanja rastlinskih virusov v vodah so po okuzbi testnih rastlin z vodo
le-te analizirali z razlicnimi seroloskimi metodami (posredno doloCanje prisotnosti
virusov v vodah), na primer z imunodifuzijo ali/in imunoprecipitacijo (Tomlinson in
sod., 1983; Tomlinson in Faithfull, 1984; Tosi¢ M. in Tosi¢ D., 1984; Koenig in
Lesemann, 1985; Koenig in sod., 1989; Biittner in Nienhaus, 1989; Biittner in sod.,
1987; Yi in sod., 1992; Plese in sod., 1996) in pozneje s testom ELISA (Jacobi in
Castello, 1991). Castello in sod. (1995) ter Boben in sod. (2007) so s testom ELISA
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prisotnost virusov v koncentrirani vodi dolocali neposredno (brez predhodne okuzbe
testnih rastlin).

2.3.7.4 Morfoloske metode

Posamezne virusne delce lahko vidimo z elektronsko mikroskopijo (EM). Z EM
opazujemo morfologijo (obliko in velikost) virusnih delcev in tako dolo¢imo druzino
virusov, ki ji le-ta pripada. V ta namen se vzorci najpogosteje pripravijo z metodo
negativnega kontrastiranja. Locitev nitastih virusnih delcev od celi¢nih ostankov je
lahka. TeZje je lociti majhne izometri¢ne delce, ki jih lahko zamenjamo z majhnimi
celicnimi organeli, na primer ribosomi. EM lahko kombiniramo s specificnimi
seroloskimi testi; govorimo o imunski elektronski mikroskopiji (ISEM). Pri metodi
ISEM mrezice prekrijemo s protitelesi, ki jih nato inkubiramo z rastlinskim sokom, v
katerem iS¢emo viruse. Na ta nacin koncentriramo virusne delce. Izboljsava metode
ISEM je t. i. dekoracija, kar pomeni, da na mrezici adsorbirane viruse ozna¢imo z
dodatnim slojem protiteles. Z ISEM vidimo, ali so v vzorcu prisotni specifi¢ni virusi,
opazimo pa lahko tudi druge viruse, ki so prisotni v rastlinah z meSanimi okuzbami.
Prednost ISEM pred testom ELISA je predvsem v tem, da imunsko reakcijo vidimo in
nas pri interpretaciji rezultatov morebitne nespecifi¢ne reakcije protiteles z rastlinskim
materialom ali sorodnimi virusi manj motijo (Dijkstra in De Jager, 1989).

Rastlinske viruse so z EM v koncentriranih vzorcih vode opazovali direktno (To$i¢ M.
in To$i¢ D., 1984; Jacobi in Castello, 1991), v ve€ini primerov pa indirektno s
pregledom s koncentrirano vodo mehansko okuzenih testnih rastlin (Koenig in
Lesemann, 1985; Koenig in sod., 1988; Biittner in sod., 1987; Biittner in Nienhaus,
1989; Jacobi in Castello, 1991; PleSe in sod., 1996). Plese in sod. (1996) so vzorce
pregledali tudi s pomocjo svetlobnega mikroskopa, pri ¢emer so opazovali celi¢ne
vkljucke, ki nastanejo zaradi okuzbe z virusi. ISEM so Tomlinson in sod. (1983),
Tomlinson in Faithfull (1984), Piazzolla in sod. (1986), Koening in sod. (1989), Yi in
sod. (1992) ter Koenig in sod. (2004) uporabili kot metodo za dokazovanje specifi¢nih
virusov po potrditvi prisotnosti virusov s predhodno opravljenimi testi.

2.3.7.5 Molekularne metode
Z molekularnimi metodami dolo¢amo prisotnost nukleinskih kislin, zato so primerne za
dokazovanje prisotnosti virusov in viroidov. Molekularna metoda, s katero dobimo

najve¢ podatkov o virusnem oziroma viroidnem genomu, je metoda ugotavljanja
nukleotidnega zaporedja. Specificne molekularne metode pa delimo v dve skupini:
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¢ hibridizacijske metode: fluorescentna in situ hibridizacija — FISH, hibridizacija
odtisa southern (hibridizacija sonde s fragmenti DNA, ki smo jih po loCevanju z
agarozno elektroforezo prenesli s kapilarnim prenosom na nosilec), hibridizacija
odtisa northern (za analizo vzorcev RNA), hibridizacija toCkovnega odtisa
(DNA nanesemo neposredno na nosilec (ni predhodne elektroforeze) in nato
hibridiziramo),

e metode pomnozevanja delcev nukleinskih kislin: verizna reakcija s polimerazo
(PCR) oziroma RT-PCR in PCR v realnem ¢asu (qPCR). Omenjeni metodi se v
diagnostiki v zadnjem casu zelo uveljavljata, kar velja zlasti za qPCR, ki velja za
eno najobcutljivejSih metod in omogoca detekcijo velikega Stevila vzorcev v
kratkem ¢asu (Mumford in sod., 2006).

V verizni reakciji s polimerazo pomnozujemo specificni odsek nukleinske kisline (Deng
in sod., 1994). Ponavljajo¢ se proces denaturacije, prileganja in DNA sinteze privede do
ekspotencialnega pomnozevanja DNA odseka, omejenega z zacetnimi oligonukleotidi.
Produkt PCR lahko po koncu reakcije odkrijemo na agaroznem ali poliakriamidnem
gelu (Newton in Graham, 1994). Ce dokazujemo prisotnost RNA virusov ali viroidov,
najprej izvedemo reakcijo obratnega prepisovanja (RT), nato se PCR (French in sod.,
2001; Dovas in sod., 2002; Hartono in sod., 2003; Verhoeven in sod., 2004; Maroon-
Lango in sod., 2005). Produkte PCR lahko nadalje analiziramo z ugotavljanjem
nukleotidnega zaporedja in z analizo polimorfizma dolzin restrikcijskih fragmentov
(RFLP). RFLP temelji na uporabi ustreznih restrikcijskih encimov, ki prepoznajo kratka
zaporedja DNA, na katera se vezejo in prekinejo verigi. Razlike v velikosti fragmentov
oziroma Vv restrikcijskih vzorcih, ki jih vidimo na elektroforeznem gelu, omogocajo
nadaljnje ugotavljanje virusov (Accotto in sod., 2000). V rastlinski virologiji se
uporablja tudi razli¢ica PCR, pri kateri virus najprej lovimo na protitelesa (IC —
immunocapture) in nato nadaljujemo z RT in PCR (immunocapture RT PCR = IC-RT-
PCR). Prednost te metode je, da ni potrebna izolacija RNA (Dijkstra in De Jager, 1998).

Nadgradnja obicajne PCR oziroma RT-PCR je PCR oziroma RT-PCR v realnem ¢asu
(QPCR, RT-gPCR), ki omogoca, v nasprotju z obi¢ajno PCR, tudi kvantifikacijo DNA
oziroma obratno prepisane RNA ali mRNA. Kon¢na analiza pomnozenih produktov
PCR ni potrebna, kajti njihovo nastajanje se spremlja med samim potekom reakcije. S
tem se zmanj$a moznost kontaminacij po poteku reakcije PCR, do katerih lahko prihaja,
kadar analiziramo kon¢ne produkte na agaroznih ali poliakrilamidnih gelih. Detekcija
nastalih produktov PCR je lahko specificna (TagMan kemija, molekularna svetila,
Skorpijonski zaCetni oligonukleotidi, hibridizacijske sonde, svetleCe sonde) ali
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nespecifi¢na (interkalirajoca barvila, na primer SYBR Green I) (Freeman in sod., 1999;
Peters in sod., 2004). PCR v realnem casu je zelo obcutljiva metoda, s katero lahko
dokazujemo nizke koncentracije virusov in viroidov, ki jih pri¢akujemo, na primer v
dormantnih gomoljih krompirja, prenasalcih, zemlji in tudi v vodi (Boonham in sod.,
2004; Mumford in sod., 2006; Boben in sod., 2007).

Koenig in sod. (1988) so po namnozitvi virusov iz vode v propagacijskih rastlinah
(posredno dolocanje prisotnosti virusov v vodah) le-te ocistili, izolirano virusno RNA
pa analizirali s hibridizacijo odtisa northern in s hibridizacijo tockovnega odtisa.
Hibridizacijo odtisa northern so uporabili tudi Yi in sod. (1992). Castello in sod. (1995,
1999) so prisotnost ToMV v oblakih, megli in ledu dokazali z RT-PCR in z dolo¢anjem
nukleotidnega zaporedja produktov PCR. Z RT-PCR in z dolo¢anjem nukleotidnega
zaporedja produktov PCR so tudi Koenig in sod. (2004) v vodnih virih dokazali
prisotnost drugih, neidentificiranih virusov. Gosalvez in sod. (2003) so razvili
molekularno metodo RT-PCR za dolo¢anje MNSV v rastlinah, v namakalni vodi in v
hranilni raztopini. V slednjih dveh je njihov nacin dolocCanja virusa temeljil na
predhodnem koncentriranju vzorca vode, Ki so ga izvedli z ultracentrifugiranjem ali s
precipitacijo v polietilenglikolu (PEG). Vpeljana metoda RT-PCR se je izkazala za bolj
obcutljivo (limita detekcije za okuZzene rastline: 10,2 ng/ml) od specifi¢nega testa DAS-
ELISA (limita detekcije za okuzene rastline: 160 pg/ml).

Boben in sod. (2007) so razvili ob¢utljivo, specifi¢no in kvantitativno metodo RT-PCR
v realnem casu, s katero lahko zaznamo do 4,2 X 1010 mg ml? ToMV v namakalnih
vodah iz okolja. S predhodnim koncentriranjem virusov s CIM monolitnimi
kromatografskimi nosilci so obcutljivost testa povecali za ve¢ velikostnih razredov (od
1 do 6) (Boben in sod., 2007). Celoten postopek, ki so ga razvili, je preprost, hiter in
zelo obcutljiv ter ga je mogoce adaptirati za detekcijo drugih rastlinskih virusov pa tudi
zivalskih in ¢loveskih v razli¢nih vodnih virih. qPCR so uporabili tudi za kvantifikacijo
PMMoV v koncentriranih vzorcih morske vode (Rosario in sod., 2009b) in v vzorcih
vode iz rek (Hamza in sod., 2011).

2.3.7.6 NovejSe metode, primerne za dolo¢anje virusov in viroidov v vodi

Diagnosti¢ni postopki za monitoring vod iz okolja naj bi bili:
¢ visoko specifi¢ni
e zelo obcutljivi
e hitri
e primerni za socasno detekcijo ve¢jega Stevila vzorcev in tar¢
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e poceni
¢ izvedljivi na mestu vzorc¢enja

Trenutne metode, ki jih uporabljamo v diagnostiki virusov in viroidov, obicajno
omogocajo doloCanje enega ali nekaj (multiplex PCR/qPCR) virusov oziroma viroidov
socasno. Dolocanje vec¢jega Stevila rastlinskih povzrociteljev bolezni v eni reakciji bi
bilo zelo primerno, saj bi s tem prihranili pri ¢asu, potrosnem materialu in kemikalijah,
posledi¢no pa bi bila analiza cenejSa. To bi lahko dosegli z uporabo mikromrez, novih
generacij dolo¢anja nukleotidnega zaporedja ali s tehnologijo XxMap.

Mikromreze so relativno nova metoda, ki se uporablja v rastlinski virologiji (Boonham
in sod., 2007), na primer na rastlinah krompirja (Boonham in sod., 2003), bu¢nic (Lee
in sod., 2003) ter tudi za dolocanje drugih povzrociteljev bolezni na rastlinah (Bystricka
in sod., 2005; Kostrzynska in Bachard, 2006). Na eni sami mikromrezi je lahko
razporejenih do 30.000 DNA sond (Boonham in sod., 2003). Sonde so nukleotidna
zaporedja, specifiéna za doloCanje tarée. Mikromreze po izpostavitvi fluorescentno
oznacenim DNA v vzorcu skeniramo in tako ugotavljamo prisotnost razli¢nih tar¢ v
vzorcu (Boonham in sod., 2007). Metoda je za izvedbo relativno zahtevna, in ¢eprav so
jo ze poskusali poenostaviti (Bystricka in sod., 2005), je Se vedno predraga za uporabo v
rutinski diagnostiki.

Van der Vlugt in sod. (2011) so razvili t. i. Luminex XMAP platformo, pri kateri se
kombinirajo seroloski in molekularni pristopi. S seroloskega vidika je ta metoda
sorodna metodi ELISA, vendar je mnogo hitrejSa, saj jo lahko izvedemo v dveh urah in
pri tem ne izgubimo specifi¢nosti in obcutljivosti. Metoda teoreticno omogoca so¢asno

dolocanje Stevilnih kombinacij razli€nih virusov v razli¢nih rastlinah (Van der Vlugt in
sod., 2011).

Sekvenciranje (doloCanje nukleotidnega zaporedja) naslednje generacije (NGS) so
diagnosti¢ne metode, s katerimi lahko hitro dolo¢amo razlicne neznane povzrocitelje
bolezni na rastlinah (Adams in sod., 2009; Roossinck in sod., 2010). Analize
nukleotidnih zaporedij v vzorcu so primerne pri Studijah populacije mikroorganizmov,
na primer v morju (Breitbart in sod., 2002; Angly in sod., 2006; Culley in sod., 2006), v
jezeru (Djikeng in sod., 2009) ter v odpadnih vodah (Rosario in sod., 2009a). Z NGS
dobimo milijone nukleotidnih zaporedij (Mardis, 2008; Pop in Salzberg, 2008; Aw in
Rose, 2012; Studholme in sod., 2011), zato razvijajo bioinformacijska orodja, Ki
omogocajo hitrejSo obdelavo dobljenih nukleotidnih zaporedij (Segerman in sod.,
2011).

40



Mehle N. Prezivetje PVY, PepMV in PSTVd in njihov prenos z vodo.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Obstojece diagnostiéne metode skusajo tudi poenostaviti, da bi lahko dolocili
povzrocitelje bolezni na terenu. S tem bi prihranili ¢as, ki ga sicer izgubimo pri
posiljanju vzorcev v laboratorij, in tako bi bilo mogoc¢e ukrepe za preprecevanje Sirjenja
povzrociteljev bolezni izvesti hitreje. Za ta namen je treba razviti prenosne aparature in
hitre postopke. Gutierrez-Aguirre in sod. (2011) so razvili postopek, primeren za
izvedbo na terenu, ki vkljucuje koncentriranje z wuporabo CIM monolitnih
kromatografskih nosilcev v kombinaciji z RT-qPCR, ki se izvede v prenosnem
ciklicnem termostatu (Gutierrez-Aguirre in sod., 2011). Na ta nacin SO na terenu
uspesno dolocali rotaviruse v vzorcih vode. Metoda se lahko adaptira tudi za dolo¢anje
rastlinskih povzrociteljev bolezni v vodi. V svojem primeru so analize izvedli z
aparaturami, ki niso najbolj optimalne za delo na terenu, zato je razvoj primernejsih
aparatur za delo na terenu, tako za koncentriranje s CIM kot tudi za gPCR, nujen
(Gutierrez-Aguirre in sod., 2011). Postopek pomnozevanja nukleinskih kislin pri
konstantni temperaturi, na primer pri LAMP (metoda izotermalnega pomnoZevanja,
posredovanega z zanko, za doloc¢anje nukleinskih Kislin; loop-mediated isothermal
amplification), omogo¢a pomnozevanje tar¢ne nukleinske kisline v preprostem
termostatu. LAMP se ze uveljavlja v humani medicini (Parida in sod., 2008; James in
sod., 2010; Nemoto in sod., 2010) in tudi za doloCanje povzroiteljev bolezni na
rastlinah, na primer za viroide (Tsutsumi in sod., 2010; Lenar¢i¢ in sod., 2012),
genotipe PepMV (Ling in sod., 2013), bakterije (Kubota in sod., 2008; Bekele in sod.,
2011; Biihlmann in sod., 2013) in glive (Tomlinson in sod., 2010). Produkte, ki jih
dobimo pri LAMP, lahko identificiramo z dolo¢anjem temperature taljenja (Tm) ali z
uporabo t. i. lateral flow device (James in sod., 2010), s ¢imer se metoda Se bolj
poenostavi. LAMP je hitra in za izvedbo preprosta metoda pa tudi manj obcutljiva na
inhibitorje v vzorcu (Bekele in sod., 2011; Francois in sod., 2011).
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INFEKTIVNI VIRUSI _

"‘.v

DOLOCANJE VIRUSOV V VODI /
PREPRECEVANJE SIRJENJA VIRUSOV Z VODO

-

OKUZBA RASTLIN
Z VIRUSI

Slika 2: Sirjenje rastlinskih virusov z vodo (Sliko je narisal dr. Zdravko Podlesek) (Mehle in Ravnikar,
2012)
Figure 2: Pathway of waterborne plant viruses (Figure: Dr. Zdravko Podlesek) (Mehle and Ravnikar,
2012)
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 IZOLATI VIRUSQV IN VIROIDOV

PVYN™ smo pomnozevali v tkivni kulturi stebelnih nodijev rastlin krompirja (Solanum
tuberosum L.) cv. 'Pentland squire”. PepMV-Ch2 in PSTVd (shranjena pri —20 °C v
obliki liofiliziranih okuzenih listov) pa smo namnozili na propagacijskih rastlinah
(Preglednica 2). Propagacijske rastline smo vzgajali in mehansko okuzili, kot je opisano
v to¢ki 3.5.1, z razliko v tem, da smo po listih propagacijskih rastlin premazali
razredCen okuZen rastlinski material. Sok okuZenega rastlinskega materiala smo redcili
v razmerju 1 : 10 (g : ml) z 20 mM fosfatnim pufrom [1,3 ml raztopine A (3,12 g
NaH,PO, x 2H,0, raztopljene v 100 ml dd vode) in 8,7 ml raztopine B (2,84 ¢
Na,HPOQ,, raztopljene v 100 ml dd vode)] za 100 ml pufra; pH = 7,4), ki je imel dodan 2

% PVP 10.000.

Preglednica 2: Karakteristike izolatov iz poskusa
Table 2: Characteristics of viruses and viroid isolates

Virus Oznaka lzvor — lzvor — Oznaka iz Ohranjanje Propagacijske
Iviroid NIB drzava gostitelj tuje zbirke materiala na NIB-u  rastline
(ustanova)
PepMV- NIBV 147 Nizozemska paradiznik PCHO06/104; liofilizirani okuzeni Lycopersicon
Ch2 (PRI) 22-9-2008 listi paradiznika, esculentum
shranjeni pri —20°C  cv.
Moneymaker
PVYN™ NIBV 001 Slovenija krompir  / tkivna kultura Nicotiana
(NIB) stebelnih nodijev tabacum cv.
rastlin Solanum White Burley,
tuberosum cv. Solanum
"Pentland squire’ tuberosum cv.
Igor,
Lycopersicon
esculentum
Cv.
Moneymaker
PSTVd NIBV 095 Anglija ni podatka 16/may/06 liofilizirani okuZeni  Lycopersicon
(FERA) listi paradiznika, esculentum
shranjeni pri —20°C  cv.
Moneymaker
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3.2 UGOTAVLJANJE NAJVECJE RAZREDCENOSTI PSTVd IN PepMV-CH2 V
VODI, DA Z NJO SE LAHKO OKUZIMO TESTNE RASTLINE

V vreckah za ekstrakcijo z mreZico (Bioreba, Svica) smo pripravili ekstrakta iz listov
paradiznika cv. Moneymaker, okuZzenega s PSTVd oziroma s PepMV-Ch2. Ekstrakt s
PSTVd smo pripravili iz svezih listov, ekstrakt s PepMV-Ch2 pa iz listov, zamrznjenih
na —20 °C. Ekstrakta smo red¢ili z vodovodno vodo, tako da smo pripravili razred¢ine
od 10" do 10™ (Slika 3). Vsako razredgino smo analizirali z RT-qPCR ter z njo
mehansko okuzili liste treh (poskus s PSTVd) oziroma S§tirih (poskus s PepMV-Ch2)
testnih rastlin paradiznika cv. Moneymaker. Za kontrolo smo slepo okuzili testne
rastline z vodovodno vodo. Pet (poskus s PSTVd) oziroma S§tiri in Sest (poskus s
PepMV-Ch2) tednov po mehanski okuzbi smo vrSicke testnih rastlin analizirali z RT-
gPCR, specificnim za PSTVd oziroma PepMV.

LI I
YODOVODNA
VODA (9 ral)

7N EN N 7\

mehanska raehanska mehanska mehanska
RT4qPCR clousha RTqPCR clasha RTqPCR lusba - RT4qPCR closha

testnih rastlin testaih rastlin testaih rastlin testnih rastlin

RT4qPCR RTqPCR RTqPCR RT4qPCR

Slika 3: Shematski prikaz poskusa za dolocanje najvecje razredéenosti PepMV-Ch2 in PSTVd v vzorcu
vode, s katerim Se lahko okuzimo testne rastline

Figure 3: The scheme of the experiment for determination of the highest dilution of PepMV-Ch2 and
PSTVd in water samples that can still infect test plants
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3.3 PREVERJANIJE PREZIVETJA PSTVd V VODNEM OKOLJU

11 g listov paradiznika cv. Moneymaker, okuzenega s PSTVd, smo narezali na trakove
in v 500 ml vodovodne vode mesali na mesalu 2 uri. Po dveh urah meSanja smo
rastlinske ostanke precedili ¢ez gazo. Precejeno vodo smo shranili v karantenski
rastlinjak (Slika 4) in jo tik pred vsakim tedenskim preverjanjem dobro premesali.
Tedensko smo preverjali prisotnost viroidne RNA v vodi z RT-qgPCR ter njeno
infektivnost z mehansko okuzbo S$tirih testnih rastlin paradiznika cv. Moneymaker.
Vrsicke testnih rastlin smo pet tednov po mehanski okuzbi analizirali z RT-gPCR.

Vzporedno smo pripravili podoben poskus, ki se je od zgoraj opisanega razlikoval zgolj
v prvem koraku, in sicer smo v 500 ml vodovodne vode dali okuzene liste, zmacerirane
v vreckah za ekstrakcijo (Bioreba, Svica) (Slika 4).

{

Slika 4: Shematski prikaz poskusa za ugotavljanje prezivetja PSTVd v vodi, shranjeni v karantenskem
rastlinjaku

Figure 4: The scheme of the experiment of the survival of PSTVd in water stored in a quarantined
greenhouse

Levo: okuzena voda, shranjena v karantenskem rastlinjaku, peti teden po pripravi (steklenica, oznacena z
A, je iz poskusa, pri katerem smo liste za pripravo okuZene vode narezali na trakove; steklenica, oznacena
z B, pa iz poskusa, pri katerem smo liste za pripravo okuzene vode strli v ekstrakcijski vrecki); Desno:
testne rastline paradiznika cv. Moneymaker tri tedne po mehanski okuzbi (vecje rastline) oziroma tik po
mehanski okuzbi (manjse rastline).
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3.4 POSKUSI SIRJENJA PSTVd, PepMV-CH2 IN PVY"™ Z VODO

Vse poskuse, s katerimi smo zeleli ugotoviti moznost Sirjenja PSTVd, PepMV in PVY z
vodo (Slika 5), smo izvajali v karantenskem rastlinjaku. Razmere rasti v karantenskem
rastlinjaku so bile: 22 = 2 °C v ¢asu osvetljevanja in 19 + 2 °C v Casu teme; fotoperioda
16 ur svetlobe, 8 ur teme. Za kontrolo nenamerne kontaminacije bodisi z vektorji ali
med delom v rastlinjaku smo periodi¢no analizirali zdrave testne rastline z RT-gPCR, ki

so bile v rastlinjaku v blizini in so€asno z rastlinami iz poskusa.

PephV/ —__
PepMV+PYY/

I\ PsTvd | —
paradiznik || RT-GPCR pop dismik I||'|

PepMV - paradiznik
PepMV+PVY- paradizpik
PSTVd - paradiznik

A) RT-qPCR

testne rast, | F R

B) PVY - krompir I\

PSTV -krompic | B | Rrarcn
RT-gPCR ,—
testne rast, /

DODAJANIE
INOKULUMA V
ZEMLIO

) PVY - krompir
PSTVd - krompir

- VIR RASTLINE ZA RASTLINE ZRASLE 1Z
POSKUSI INOKULUMA VABO GOMOLIJEV RAST. ZA VABO

SIRJENIE Z VODO V o7 7

SISTEMU GOJENJA i

RASTLIN NA TN =,

HIDROPONLJI

Slika 5: Shematski prikaz poskusov Sirjenja PepMV, PVY in PSTVd z vodo (sliko je narisal dr. Zdravko

Podlesek) (Mehle in sod., 2014)

Figure 5: Overview of the water-mediated transmission experimental system (Figure: Dr. Zdravko

Podlesek) (Mehle et al., 2014)
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3.4.1 Dodajanje inokuluma v zemljo

V zemljo (Archut Fruhstorfer erde® mit vulkanton aus dem Vogelsberg, Nemcija) smo
posadili zdrave gomolje krompirja cv. Hermes, Donald in Nicola (rastline za vabo). Za
vsak poskus smo posadili stiri gomolje vsake sorte. Vsak gomolj smo posadili v svoj
plasti¢ni lonec (premer lonca 18 cm). V vsak lonec smo v zemljo z injekcijsko iglo
(Sliki 5¢ in 6) dodajali 120-165 ml sveze pripravljene okuzene vode (vir inokuluma).
Okuzeno vodo smo dodajali dva meseca od posaditve gomoljev, in sicer vsak tretji
oziroma Cetrti (v enem primeru Sesti) dan (Priloga F). Ko so gomolji skalili, smo bili pri
zalivanju z okuzeno vodo zelo previdni, da ni priSla nobena kapljica okuzene vode v
stik z listi (Slika 6). Gomolje, ki smo jih imeli za kontrolo kontaminacije v rastlinjaku,
smo na enak nacin zalivali z vodovodno vodo.

Okuzeno vodo smo pripravili na slede¢ nac¢in: PSTVd smo namnozili na rastlinah
paradiznika cv. Moneymaker, PVY"'™™ pa na navadnem tobaku cv. White Burley. V
vreckah za ekstrakcijo z mreZzico (Bioreba, Svica) smo pripravili ekstrakt iz okuZenih
listov, ki smo ga razred¢ili v vodovodni vodi (razmerje redcenja: 0,5 g okuzenih listov +
2 | vodovodne vode). Vzorec okuzene vode smo vsaki¢ po pripravi analizirali z RT-
gPCR.

Dva meseca po zacetku poskusa smo analizirali liste zraslih rastlin z RT-gPCR. Novo
nastale gomolje smo odistili in presadili v nove lonce z neokuzeno zemljo (Sliki 5¢ in
6). Le-te smo nato zalivali z vodovodno vodo. Rastline, ki so zrasle iz teh novo
formiranih gomoljev (v nadaljevanju: rastline zrasle iz gomoljev rastlin za vabo), smo z
RT-gqPCR analizirali 10, 16 in 22 tednov po presaditvi.

RASTLINE ZA VABO RAST. ZRASLEIZ
GOMOLIJEV RAST. ZAVABO

Slika 6: Shematski prikaz poskusa, pri katerem smo inokulum dodajali v zemljo
Figure 6: The scheme of the experimental injection of the inoculum into the substrate
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3.4.2 Poskusi v sistemu gojenja rastlin na hidroponijah

Moznost Sirjenja virusov oziroma viroida z vodo smo proucevali tudi v petih
laboratorijskih poskusih gojenja rastlin na hidroponiji (Slika 5ab). Laboratorijske
poskuse smo poimenovali po povzrocitelju bolezni in po rastlinah, ki smo jih uporabili
v poskusu kot vabo: PepMV-paradiznik, PepMV+PVY-paradiznik, PVY-krompir,
PSTVd-paradiznik, PSTVd-krompir (Preglednica 3).

Rastline, ki smo jih gojili v poskusu kot vir inokuluma, smo prenesli v akvarij 3.
(poskusi: PepMV-paradiznik, PepMV+PVY-paradiznik, PVY-krompir in PSTVd-
paradiznik) ali 28. (poskus PSTVd-krompir) dan po mehanski okuzbi. Te rastline smo
zalivali s svezo, neokuzeno hranilno raztopino (Prilogi E in I; Johnson in sod., 1994).

Od 2 do 10 dni po prenosu mehansko okuzenih rastlin (vir inokuluma) v akvarij (PVY-
krompir: 2 dni; PSTVd-krompir: 5 dni; PSTVd-paradiZznik: 6 dni; PepMV-paradiznik in
PepMV+PVY -paradiznik: 10 dni) smo v lo¢en akvarij prenesli zdrave rastline oziroma
gomolje, ki smo jih uporabili nato v poskusu kot vabo (Preglednica 3). Rastline
paradiznika, ki smo jih uporabili kot vabo, so bile, ko so bile prenesene v akvarij, velike
priblizno 10 cm (4 tedne po sejanju). Rastline krompirja, vzgojene v tkivni kulturi, so
bile v akvarij za vabo prenesene Stiri tedne po presaditvi v zemljo. V poskusu PSTVd-
krompir smo za vabo v akvarij posadili gomolje krompirja. Rastline oziroma gomolje za
vabo smo zalivali s hranilno raztopino, ki smo jo pretoCili iz akvarija z mehansko
okuzenimi rastlinami (Sliki 5ab in 7).
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Preglednica 3: Pregled poskusov, izvedenih v sistemih, podobnih gojenju rastlin na hidroponiji
Table 3: Overview of the experimental hydroponic systems

Ime poskusa ~ Proucevani Mehansko Rastline za vabo Obdobje Testne rastline, ki
virus / viroid okuzene rastline = (3t.) namakanja z smo jih mehansko
vir inokuluma okuzeno okuzili s hranilno
(8t) hranilno raztopino
raztopino
PepMV- PepMV-Ch2 Lycopersicon Lycopersicon 5.8.2010- 14. Nicotiana
paradiznik esculentum cv. esculentum cv. 12. 2010 glutinosa,
Moneymaker (6) Moneymaker (6) Lycopersicon
esculentum cv.
Moneymaker,
Datura
stramonium
PepMV+PVY  PepMV-Ch2 Lycopersicon Lycopersicon 5.8.2010- 14. Lycopersicon
-paradiznik in PVYNTN esculentum cv. esculentum cv. 12. 2010 esculentum cv.
Moneymaker (6) Moneymaker (6) Moneymaker,
Nicotiana
tabacum cv.
White Burley
PVY-krompir  PVYNTN Solanum Solanum 4,2.2011-15.  Nicotiana
tuberosum cv. tuberosum cv. 6.2011 tabacum cv.
Igor — rastline iz Igor — rastline iz White Burley
tkivne kulture (6)  tkivne kulture (6)
PSTVd- PSTVd Lycopersicon Lycopersicon 2.2.2011-13. Lycopersicon
paradiznik esculentum cv. esculentum cv. 6.2011 esculentum cv.
Moneymaker (6) Moneymaker (6) Moneymaker
PSTVd- PSTVd Lycopersicon Solanum 18.7.2012-20. /
krompir esculentum cv. tuberosum cv. 11. 2012
Moneymaker (6) Hermes (4),
Donald (4),
Nicola (4) -
gomolji

RASTLINE ZA VABO .

Slika 7: Pretakanje hranilne raztopine iz akvarija z mehansko okuzenimi rastlinami (vir inokuluma) v
akvarij z zdravimi rastlinami / gomolji (rastline za vabo)
Figure 7: Watering of bait plants/ tubers using the nutrient solution from the tank with the inoculated
plants (the source of the inoculum)

Na sliki je poskus PSTVd-krompir 15. dan po zacetku okuzevanja s hranilno raztopino.
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Pred prenosom rastlin v akvarij smo s korenin z vodovodno vodo sprali delce zemlje. V
akvariju (material akvarija: steklo; dimenzije: 0,6 x 0,4 x 0,4 m) so bile rastline
posajene v mineralno volno (Schiedel, UK), ki je bila polozena v plasti¢ne lonce s
premerom 10 cm. Pri sajenju gomoljev v akvarij je bila mineralna volna dodana na dno
plasti¢nega lonca, gomolji pa so bili posajeni v zemljo. Poskus je bil zasnovan tako, da
je bilo dotikanje med rastlinami za vabo in mehansko okuzenimi rastlinami popolnoma
onemogoc¢en0. PrepreCen je bil tudi kontakt med hranilno raztopino in zelenim delom
rastlin, in sicer s stiroporom (Sirina stiropora: 3 cm; v akvarij je bil polozen na visino
priblizno 3 cm nad dnom) (Slika 7). Hranilno raztopino smo iz akvarija z mehansko
okuzenimi rastlinami precrpavali preko cevi neposredno do korenin rastlin, ki so sluzile
za vabo. ObcCasno smo rahlo, s stekleno palc¢ko ali z roko, ranili korenine rastlin v
poskusu, da bi tako posnemali razmere v pravem sistemu gojenja rastlin na hidroponiji,
kjer do ranitev pride bodisi zaradi rasti korenin skozi substrat ali zaradi organizmov v
sistemu. Rast alg v hranilni raztopini smo preprecili tako, da smo spodnji del akvarija
ovili v aluminijasto folijo. S pregledom naklju¢no izbranih vzorcev korenin (Priloga N)
s svetlobnim mikroskopom (Zeiss) smo potrdili odsotnost glivnih spor, na primer glive
iz rodov Olpidium ali Pythium, ki okuzujejo korenine rastlin.

Periodi¢no smo z RT-gPCR analizirali hranilno raztopino in razli¢ne dele rastlin iz
poskusa (Slika 5ab), nekatere vzporedno tudi s testom ELISA (Prilogi C in D).
Infektivnost hranilne raztopine smo preverjali z mehansko okuzbo testnih rastlin
(Preglednica 3). Periodi¢no smo analizirali tudi svezo hranilno raztopino (Priloga I) ter
Stevilne testne rastline, ki smo jih imeli v rastlinjaku so¢asno z rastlinami iz poskusa
(Priloga J), da bi tako preverili morebitne kontaminacije.

Na koncu poskusa PVY-krompir in PSTVd-krompir smo gomolje, ki so v ¢asu trajanja
poskusa zrasli na rastlinah, ki smo jih uporabili kot vabo, osusili in posadili v
neokuzeno zemljo (Slika 5b). Podobno smo tudi oc¢iséena in osuSena semena, ki so
nastala v plodovih poskusa PSTVd-paradiznik, po desetih mesecih hranjenja v
hladilniku posejali v svezo zemljo. Od 10 do 17 tednov po sejanju semen paradiznika
oziroma sajenju gomoljev krompirja smo zrasle rastline (rastline zrasle iz
semen/gomoljev rastlin za vabo) analizirali z RT-gPCR.

50



Mehle N. Prezivetje PVY, PepMV in PSTVd in njihov prenos z vodo.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

3.5 DIAGNOSTICNE METODE
3.5.1 Mehanska okuzba testnih rastlin

Zdrave testne rastline, ki smo jih potrebovali za preverjanje infektivnosti virusov /
viroidov v vzorcih vode, smo vzgajali v rastni komori pri temperaturi 20 + 2 °C v ¢asu
osvetljevanja in 18 + 2 °C v casu teme. Osvetljevali smo jih z Zarnicami Osram
L36/W77, ki imajo gostoto pretoka fotonov 120-150 pmol m?s™, in fotoperiodo
regulirali na 16 ur svetlobe in 8 ur teme. Relativna zra¢na vlaga v komori je bila 75 + 2
%. Rastline smo zalivali z vodovodno vodo. Posajene so bile v zemlji (Archut
Fruhstorfer erde® mit vulkanton aus dem Vogelsberg, Nemcija).

Dva ali tri liste primerno starih rastlin (v stadiju od treh do Stirih razvitih listov) smo
naprasili s karborundom (0,062 mm, VWR International Prolado) in nato po njem
premazali vzorec vode. Za kontrolo smo mehansko okuzili testne rastline z vodovodno
vodo. Zaradi moznih razlik v ob¢utljivosti rastlin smo vedno okuzili najmanj dve testni
rastlini iste vrste. Karborund sluzi za ranitev rastline in skozi drobne rane, ki jih
naredimo na ta nacin, lahko virus prodre v celico. Po 5 — 10 minutah smo rastline dobro
sprali z vodo.

Mehansko okuZene rastline smo prenesli v karantenski rastlinjak. Razmere rasti v
karantenskem rastlinjaku so bile: 22 + 2 °C v ¢asu osvetljevanja in 19 + 2 °C v ¢asu
teme; fotoperioda 16 ur svetlobe, 8 ur teme. Stiri do pet tednov po mehanski okuzbi smo
opazovali pojavljanje sprememb na rastlinah ter jih nato analizirali z molekularnimi
in/ali seroloskimi testi, ki so opisani v nadaljevanju. Analizirali smo mlajse liste v
vrSicku (liste, ki so se razvili po mehanski okuzbi).

3.5.2 Seroloske metode
3.5.2.1 ELISA

Vzorce rastlin smo analizirali z dvojnim sendvi¢ encimskoimunskim testom (Double
Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay; DAS-ELISA) s
specificnimi protitelesi za dolo¢anje PepMV (PRIME Diagnostics, Nizozemska) ali
PVY (kataloska Stevilka primarnih in konjugiranih protiteles: 112511 in 112521;
Bioreba, Svica), pri ¢emer so bila sekundarna protitelesa konjugirana z alkalno
fosfatazo. Vzorce smo trli v ekstrakcijskem pufru (Priloga A) v U-vreckah za
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ekstrakcijo z mrezico (Bioreba, Svica). Za substrat smo uporabljali p-nitrofenil fosfat
(Loewe Biochemica, D-82054) v koncentraciji 1 mg/ml. Razredéene vzorce, protitelesa
in substrat smo na mikrotitrske plos¢ice dodajali po 200 ul v vsako luknjico. Vse vzorce
smo na ploS¢ico nanasali v dveh ponovitvah. Za negativno kontrolo smo uporabili
ustrezna tkiva zdravih rastlin. Za kontrolo testa smo nanasali Se pufer in pozitivno
kontrolo. Namesto vzorcev in protiteles smo v robne luknjice nanasali bidestilirano
vodo (kontrola ozadja). Mikrotitrske plos¢ice (Greiner F, Greiner Bio One) smo med
inkubacijami pokrivali s prazno mikrotitrsko plos¢ico. Nevezana protitelesa in vzorce
smo po inkubacijah spirali s spiralnikom za ELISA-plos¢ice (Tecan 96PW). Opti¢no
gostoto  smo od¢itavali z ELISA-Gitalnikom Tecan Sunrise™, s programom
Magellan™, pri valovni dolzini 405 nm. Za pozitiven prag smo dolo¢ili dvakratno
vrednost ustrezne negativne kontrole. Vzorce z opti¢no gostoto nad pragom smo
oznacili kot pozitivne, vzorce z opti¢no gostoto pod pragom pa kot negativne. Vzorce,
katerih opti¢na gostota ni dosegla praga, a je bila od ustreznih vrednosti negativnih
kontrol vi§ja za 1,5, smo oznacili kot sumljive. Sestava uporabljenih pufrov je navedena
v poglavju Priloge (Priloga A). Shematski prikaz izvedbe testa ELISA, vklju¢no s
¢asom in temperaturo inkubacije ter razred¢inami protiteles in vzorcev, je v poglavju
Priloge (Priloga B).

3.5.2.2 Hitri diagnosti¢ni testi

Namnozitev PepMV in PVY v propagacijskih rastlinah smo preverili s hitrim
seroloSkim diagnosti¢nim testom proizvajalca Forsite Diagnostics (York, UK). Analize
smo izvedli po navodilih proizvajalca.

3.5.3 Molekularne metode
3.5.3.1 Izolacija RNA iz rastlinskega materiala

Izolacijo celokupne RNA iz rastlinskega materiala smo izvedli s kompletom RNeasy
Plant Mini Kit po nekoliko spremenjenih navodilih proizvajalca (Qiagen, ZDA).
Spremembe so bile sledece: k priblizno 200 mg rastlinskega materiala smo dodali 900 pl
RLT ekstrakcijskega pufra, merkaptoetanola pa nismo dodali. VVzorec smo strli s
pomocjo aparature Fast prep v epicah z matriksom (kremencev pesek in kerami¢na
kroglica). Vzorec smo v RLT pufru po homogenizaciji inkubirali 3 min pri 56 °C. Na
koncu smo RNA izprali dvakrat s 50 ul (skupno 100 pul) vode, ki smo jo predhodno

52



Mehle N. Prezivetje PVY, PepMV in PSTVd in njihov prenos z vodo.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

segreli na 65 °C. Vodo smo pred centrifugiranjem inkubirali na koloni 5 min. Pri vsaki
izolaciji smo vkljucili vsaj eno negativno kontrolo izolacije (NKI; Priloga G). NKI je
kontrola kontaminacije med postopkom izolacije. lzolacijo za NKI smo izvajali
vzporedno in na enak nacin kot za vzorce. Razlika je bila le v tem, da smo namesto
rastlinskega materiala v postopek izolacije vkljucili le pufer. Izolirano RNA smo shranili
pri —20 °C do poteka analize. Pred analizo smo izolirano RNA 10-krat red¢ili v vodi, da
bi preprecili vpliv inhibitorjev. V vseh korakih smo uporabili vodo brez RNaz.

3.5.3.2 lIzolacija RNA iz vzorcev vode

Izolacijo celokupne RNA iz vzorcev vode smo izvedli s kompletom QIlAamp Viral
RNA mini kit po nekoliko spremenjenih navodilih proizvajalca (Qiagen, ZDA;
Gutierrez-Aguirre in Ravnikar, 2011). V 200 pl vodnega vzorca smo pred izolacijo
dodali RNA luciferazo (LUC) (2 ng na vzorec), ki je sluzila za zunanjo kontrolo
izolacije. Pri vsaki izolaciji smo vkljucili vsaj eno NKI (Priloga H). 1zolirano RNA smo
shranili pri —20 °C do poteka analize. Analizirali Smo nerazredéeno RNA.

3.5.3.3 Opbratno prepisovanje in PCR v realnem ¢asu v enem koraku

Obratno prepisovanje in PCR v realnem ¢asu (RT-qPCR) smo izvajali v enem koraku s
kemikalijami kita AgPath-ID™ One-Step RT-PCR mix (Ambion, ZDA). Z RT-gPCR
smo analizirali izolirano RNA, da bi preverili prisotnost PVY, PepMV in PSTVd z
oligonukleotidnimi zacetniki in sondami, navedenimi v Preglednici 4. V istih vzorcih,
pri katerih smo analizirali prisotnost virusov oziroma viroida, smo obenem ugotavljali Se
gen za citokrom oksidazo (COX) oziroma RNA luciferaze (LUC), zaradi kontrole
uspesnosti ekstrakcije RNA. COX je rastlinski gen in kot tak pomeni interno kontrolo
(Preglednica 4).
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Preglednica 4: Oligonukleotidni zaéetniki in sonde za analizo vzorcev z RT-gPCR
Table 4: Primers and probes used in the RT-qPCR

Tarca Namen Koncentracija smiselnega / Vir informacij
protismiselnega zacetnika /
sonde
PSTVd dolo¢anje PSTVd 900 nM /900 nM / 200 nM Boonham in sod., 2004
potrditev dvomljivih 300 nM, 300 nM / 300 nM, Monger in sod., 2010

rezultatov z amplikonom, 300 nM / 100 nM, 100nM
univerzalnim za

pospiviroide
PVY dolo¢anje PVY s 300 nM /300 nM / 150 nM Kogovsek in sod., 2008
PVYuni amplikonom
PepMV dolo¢anje PepMV 200 nM, 200 nM / 200 nM, Ling in sod., 2007
200 nM /400 nM
potrditev dvomljivih 900 nM /900 nM / 200 nM Gutierrez-Aguirre in sod.,
rezultatov z amplikonom 2009b

Eur-cp ali Ch2&US2-cp

Citokrom  kontrola ekstrakcije za 900 nM /900 nM / 200 nM Boonham in sod. (2003)
oksidaza  vzorce rastlin [modificirano po Weller
(COX) in sod. (2000)]

RNA kontrola ekstrakcije za 1000 nM /1000 nM /500 nM  Toplak in sod., 2004
luciferaze  vzorce vode

(LUC)

Kon¢ni volumen RT-gqPCR je bil 10 pl. Sestava reakcijske meSanice je navedena v
poglavju Priloge (Priloga C). Po 8 pul pripravljene reakcijske meSanice smo nanesli na
opticno plos¢ico s 384 luknjicami (Applied Biosystems, ZDA) in v vsako reakcijo
pomnozevanja dodali 2 pul RNA. Vsak vzorec smo na plos¢ico nanesli v treh
ponovitvah. V prvo in zadnjo reakcijsko mesanico smo namesto RNA dodali sterilno
vodo, ki je sluzila kot kontrola kontaminacije (NTC; no template control). Poleg vzorcev
in NTC smo v analizo vedno vkljucili tudi negativno kontrolo izolacije (NKI) in
pozitivno kontrolo PCR (PK).

Plos¢ico smo pokrili z lepljivo folijo, centrifugirali pri 1000 g 2 min in jo vstavili v
detektor ABI PRISM®™ 7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems, ZDA).
Aparatura ABI PRISM® 7900 je v osnovi sestavljena iz aparature za PCR in iz sistema
za zaznavanje nastajajocih produktov PCR.
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RT reakcija in pomnoZevanje specifi¢énega odseka nukleotidnega zaporedja sta potekala
po standardnem protokolu:
e 10 min, 48 °C (obratno prepisovanje RNA v cDNA)
e 10 min, 95 °C (aktivacija polimeraze)
e 45 ciklov:
e 155,95 °C (denaturacija DNA)
e | min, 60 °C (vezava zacetnih oligonukleotidov in prepisovanje DNA
verige)

PCR v realnem cCasu smo analizirali z raCunalniSkim programom SDS 2.3 (Applied
Biosystems, ZDA). Program je izrisal graf pomnoZevanja produkta PCR, na katerem je
bilo na 0s X naneseno $tevilo ciklov PCR in na os y vrednosti ARn. Pri tem velja, da je

ARn = Rn™ - RN’ .. (1)

pri ¢emer je RN’ emisija fluorescence produkta v doloéenem c&asu in Rn” emisija
pasivnega referen¢nega barvila ROX. Med zacetnimi cikli pomnoZevanja vrednosti ARn
niso presegle fluorescence ozadja. Vrednost Cq smo v programu SDS dolocili po
avtomatski nastavitvi bazne linije (vrednost cikla pred dvigom fluorescence nad
vrednost ozadja) in ro¢ni nastavitvi vrednosti praga v eksponentnem obmocju
pomnozevanja (0,8 za amplikon PSTVd in 0,2 za vse druge amplikone). Cq (treshold
cycle) je cikel, pri katerem ARn preseze nastavljeni prag. Vrednost Cq je obratno
sorazmerna zacetni koli¢ini taréne cDNA. Vrednosti Cq smo prenesli v program
Microsoft Excel, v katerem smo izra¢unali povprecne vrednosti Cg. Vzorce smo
ovrednotili kot pozitivne, kadar smo odc¢itali, da so vrednosti Cq manjse od 40 v vsaj
dveh paralelkah od treh. Pripravili smo redc¢itvene vrste obeh virusov in viroida v vodi,
koreninah in listih za dolo¢itev meje detekcije (Priloge K-M). Glede na rezultate analiz z
RT-qPCR, za desetkratne oziroma trikratne razred¢ine pozitivnega vzorca RNA v
negativnem vzorcu RNA (Priloge K-M), bi bil lahko pozitivni prag visji, razen za
analize prisotnosti PSTVd v vzorcih vode in hranilne raztopine. Za negativne kontrole
PCR v nobenem primeru nismo od¢itali signala (undetermined — ni bilo pomnoZevanja).
Z upostevanjem, da je pozitivni prag vrednost Cq manjsa od 40 v vsaj dveh paralelkah
od treh, so vse negativne kontrole poskusov (sveza hranilna raztopine in zdrave testne
rastline, ki so bile v rastlinjaku v blizini in so¢asno z rastlinami iz poskusa) ustrezne -
negativne (Prilogi I in J). V primeru suma na kontaminacijo pri izolaciji PCR (signal za
negativno kontrolo izolacije nad mejo detekcije) smo analize za sumljive vzorce
ponovili (Priloge G-H).
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Relativno koli¢ino virusa oziroma viroida smo zaradi lazje interpretacije nekaterih
rezultatov ocenili z izra¢unom razlike med vrednostma Cq za COX oziroma za LUC in
za virus ter jih antilogaritmirali. VVrednosti Cq amplikona COX so med vzorci zelo
variirale, kar smo pri¢akovali, saj za izolacijo RNA nismo natan¢no tehtali vzorcev. Ker
se je izrazanje COX med razli¢nimi vzorci izkazalo kot stabilno (Baebler in sod., 2009;
Hren in sod., 2009), pricakujemo, da je tako tudi v razli¢nih tkivih, in lahko COX
uporabimo kot normalizator (Kogovsek in sod., 2011). Za vodne vzorce smo kot
normalizator uporabili LUC, ki smo jo dodajali vedno v enaki koli¢ini v enak volumen
vzorca. Na ta nac¢in smo ocenili, koliko je v vzorcu virusne ali viroidne RNA relativno
glede na koli¢ino COX oziroma LUC.
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4 REZULTATI

Izvedli smo poskuse, pri katerih smo ugotavljali, kakSna je najvecja razredcenost
PepMV-Ch2 in PSTVd v vodi, da z njo $e lahko okuzimo testne rastline (glej 4.1). Nato
smo preverili, ali lahko PSTVd v vodnem okolju pri pogojih, primernih za rast rastlin,
prezivi (glej 4.2). Moznost Sirjenja PSTVd, PepMV-Ch2 in PVY"N™ z vodo smo
ugotavljali v razlicno zasnovanih poskusih (Slika 5): ugotavljali smo, ali se lahko
rastline okuzijo s PVY"N™ in's PSTVd, ¢e dodajamo okuzeno vodo v zemljo (glej 4.3.1)
ter ali se lahko PSTVd, PepMV-Ch2 in PVYN™ %irijo s hranilno raztopino v sistemu
gojenja rastlin na hidroponiji (glej 4.3.2). Vecino tu prikazanih rezultatov smo objavili v
Mehle in sod. (2014).

4.1 NAJVECJA RAZREDCENOST PSTVd IN PepMV-CH2 V VODI, DA Z NJO
SE LAHKO OKUZIMO TESTNE RASTLINE

Dolo¢ili smo najvecjo razred¢enost PSTVd in PepMV-Ch2 v vodi, da z njo $e lahko
mehansko okuzimo testne rastline. RT-qPCR je v primerjavi z bioloskim testom bolj
obcutljiv (Preglednica 5). Z RT-gPCR, specifi¢cnim za PSTVd, smo pozitiven signal
odgitali do razred¢ine 10, medtem ko je bila mehanska okuzba testnih rastlin uspesna
do razredgine 107, Pri razred¢ini 10 je bila povpre¢na vrednost Cq vodnega vzorca za
PSTVd 28. PepMV-Ch2 smo z RT-qPCR zaznali do razredgine 10°, z bioloskim
testom pa nedvoumno do razred&ine 107, pri ¢emer je bila povprecna vrednost Cq
vodnega vzorca za PepMV 16. Sest tednov po mehanski okuZbi testnih rastlin smo
prisotnost PepMV dokazali tudi v rastlinah, okuZenih z razredéinama 10° in 10
vendar so rezultati teh analiz vprasljivi, saj so se nekateri listi teh rastlin, v obdobju med
petim in Sestim tednom po mehanski okuzbi, dotikali listov rastlin, ki so bile okuzene z
razred¢ino 107 Glede na kratek Gas po okuzbi (6 tednov) in glede na poskus na
hidroponiji, kjer smo rastline za vabo okuzili s hranilno raztopino, ki je imela Cq 26-29
(glej Prilogo X), lahko sklepamo, da so se rastline okuzile z inokulumom.
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Preglednica 5: Primerjava moznosti dologanja prisotnosti PepMV-Ch2 in PSTVd z RT-qPCR ter z
bioloskim testom
Table 5: RT-gPCR versus biological assay for the detection of PepMV-Ch2 and PSTVd

PepMV-Ch2 PSTVd
Razred- Bioloski test”: analiza Bioloski test”: analiza
gina RT-gPCR?*  testnih rastlin z RT-gPCR RT-gPCR?* testnih rastlin z RT-gPCR
inokuluma Stiri / $est tednov po okuzbi pet tednov po okuzbi
10x + (13) + (14) I nt' +(21) + (20)®
10x + (16) + (15) / nt' +(24) +(19)°
10°x +(19) — 1+ (26)® +(28) +(19)°
10™x +(23) — 1+ (30)%® +(31) -
10°x +(26) —/- +(33) ~
10°x +(29) —/- +(34) -
107"x +(32) —/- +(36) ~
10%x +(33) - +(39) -
10°x +(33) —/- - -
10%% +(38) Sy - - -
Voda — -/ - - -

nt — ni testirano; — negativno; + pozitivno (pri pozitivnih vzorcih so v oklepaju navedene povpreéne
vrednosti Cq treh paralelk). Vrednosti ®Cq za kontrolo izolacije RNA (LUC) so v Prilogah X in Y;
vrednost "Cq za kontrolo izolacije RNA (COX) je bila med 15 in 21; “pozitiven rezultat je vprasljiv
zaradi dotikanja nekaterih listov z rastlinami, okuZenimi z razred¢ino 10°%; %rezultat analize tri tedne
po okuzbi; °rastline so bile manj$e od neokuZenih rastlin; fjasno vidni mehurji na listih rastlin; °na
listih rastlin komaj opazne izbokline.

4.2 PREZIVETIJE PSTVd V VODNEM OKOLJU

V vodi, ki je shranjena pri temperaturi 20 = 4 °C, lahko PSTVd prezivi do sedem tednov
(Preglednica 6). V poskusu A (listi, narezani na trakove) in v poskusu B (listi, strti v
ekstrakcijski vrecki) smo pripravili okuzeno vodo, v kateri je bilo dovolj PSTVd za
uspesno mehansko okuzbo testnih rastlin (Preglednica 6; ¢asovna tocka 0 tednov po
pripravi okuzene vode).

Infektivnost vode iz poskusa B smo potrdili prvi in drugi teden po hranjenju v
karantenskem rastlinjaku. Tretji, Cetrti in Sesti teden ni bila potrjena, vendar potrditev
infektivnosti peti in sedmi teden po zacetku poskusa kaze na to, da lahko PSTVd v vodi
prezivi vsaj do sedem tednov. Prvi, drugi in sedmi teden je bila infektivnost vode
potrjena z vsemi Stirimi testnimi rastlinami, peti teden pa le z dvema od Stirih
(Preglednica 6). S PSTVd okuZene rastline so bile praviloma manj$e od neokuzenih
rastlin (Slika 8).

Uspesnost okuzbe s PSTVd je bila v poskusu A bistveno slabsa kot v poskusu B

(Preglednica 6). Infektivnost vode iz poskusa A smo potrdili le z eno od Stirih testnih
rastlin etrti teden po hranjenju v karantenskem rastlinjaku.
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Preglednica 6: Prezivetje PSTVd v vodi na temperaturi 20 + 4 °C
Table 6: The survival of PSTVd in water at 20 + 4 °C

Poskus A (listi, narezani na Poskus B (listi, strti v
trakove) ekstrakcijski vrecki)
St. tednov po pripravi Infektivnost (t. Infektivnost (St.
okuZene vode okuZenih rastlin okuZenih rastlin
Detekcija v / §t. vseh Detekcija v / §t. vseh
vodi z RT- analiziranih vodi z RT- analiziranih
gPCR? rastlin) ® gPCR? rastlin)
0 +(18) +(4(16-18) /4 +(16) 4 (15-17) 14
1 +(23) 0/4 +(20) 4(17-34) 14
2 +(23) 0/4 +(19) 4 (16-20)/ 4
3 +(22) 0/4 +(20) 0/4
4 +(22) 1(35)/4 +(21) 0/4
5 +(22) nt +(21) 2 (15-26) / 4
6 +(23) 0/4 +(22) 0/4
7 +(24) 0/4 +(22) 4 (16-30)/ 4
8 +(24) 0/4 +(24) 0/4
9 +(24) 0/4 +(23) 0/4
10 +(25) 0/4 +(24) 0/4
11 +(24) 0/4 +(25) 0/4
12 +(26) 0/4 +(25) 0/4
Negativna kontrola - 0/>4 — 0/>4

nt — ni testirano; — negativno; + pozitivno (pri pozitivnih vzorcih so v oklepaju navedene povpreéne
vrednosti Cq treh paralelk). Vrednosti Cq za kontrolo izolacije RNA (LUC) so v Prilogi Y; °rastline
so bile analizirane z RT-gPCR (vrednost Cq za kontrolo izolacije RNA (COX) je bila med 15 in 21).

Slika 8: Rastline paradiznika $tiri tedne po mehanski okuzbi z vodo, okuzeno s PSTVd, ki je bila
shranjena pri temperaturi 20 = 4 °C en teden. Levo: rastline, mehansko okuzene z vodo iz poskusa B
(manjse rastline — v vr$ickih rastlin smo dokazali prisotnost PSTVd); desno: rastline, mehansko okuZene z
vodo iz poskusa A (vegje rastline — v vrsickih le ene rastline smo dokazali prisotnost PSTVd).

Figure 8: Tomato plants four weeks after mechanical inoculation with PSTVd-infested water that was
stored one week at 20 + 4 °C. Left: plants from the experiment B (PSTVd infected); right: plants from the
experiment A (only one plant was infected with PSTVd).
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4.3 MOZNOST SIRJENJA PSTVd, PepMV-CH2 IN PVY"N™ Z VODO

43.1 Okuzba rastlin s PVY"™V in s PSTVd v primeru dodajanja okuZene vode v
zemljo

Gomolji, ki se razvijejo na rastlinah krompirja, ki smo jih zalivali z vodo, okuzeno S
PSTVd, so lahko vir novih okuzb. Moznosti okuzbe rastlin s PVYNN v poskusu, ko smo
dodajali okuzeno vodo v zemljo, nismo potrdili (Preglednica 7).

Povpreéna vrednost Cq inokuluma, ki smo ga dodajali v zemljo, je bila za PVY 20, za
PSTVd pa 24 (podrobni rezultati analiz vzorcev inokuluma so v Prilogi F). Dva meseca
po zacetku zalivanju z okuzeno vodo v zraslih nadzemnih delih rastlin krompirja
(rastline za vabo; Slika 5c) z RT-qPCR nismo dokazali ne okuzbe s PVYN™ in ne s
PSTVd (Preglednica 7). Na rastlinah tudi nismo opazili bolezenskih znamenj (Slika 9).

Preglednica 7: Prisotnost PSTVd / PVYN™ v rastlinah, ki smo jih zalivali z vodo, okuzeno s PSTVd /
PVYN™ in v rastlinah, zraslih iz gomoljev teh rastlin

Table 7: The presence of PSTVd / PVYN™ in plants grown in substrate treated with PSTVd / PVYNTN-
infested water, and in secondary plants germinated from tubers

Rastline zrasle iz gomoljev rastlin za vabo

Rastline za v . . . S . .
astline za vabo (3t. okuZenih rastlin / §t. zraslih rastlin)°

Inokulum jtﬁilrt]“ézrr#;ﬁ:\'/ naodlzgrir?r?ih St. zraslih 10tednovpo  16tednovpo 22 tednov
(Cag" krompirja (st.) delov® gomoljev saditvi saditvi po saditvi
PVYNTN Hermes (4) - 13 0/0 0/4 0/4
(20) Donald (4) - 22 0/4 0/9 0/9
Nicola (4) - 15 0/4 0/6 0/6
PSTVd (24) Hermes (4) - 16 0/1 0/4 0/4
Donald (4) - 11 0/2 3(18-31)/6 nt
Nicola (4) - 19 0/3 2(17-31)/5 nt
Negativna Hermes (1) - 5 0/0 0/2 nt
kontrola Donald (1) - 7 0/3 0/3 nt
Nicola (1) — 2 0/1 0/1 nt

nt — ni testirano; — negativno. ®povprecen rezultat analize vzorcev inokuluma z RT-gPCR (Priloga F);
’rezultat analize z RT-qPCR dva meseca po zacetku poskusa; “analizirani listi z RT-gPCR (pri pozitivnih
vzorcih so v oklepaju navedene povpreéne vrednosti Cq treh paralelk; vrednost Cq za kontrolo izolacije
RNA (COX) je bila med 15 in 21).
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Slika 9: Rastline krompirja, ki smo jih uporabili kot vabo, en mesec po dodajanju inokuluma v zemljo
(levo: PSTV(d, desno: PVY)

Figure 9: Bait potato plants one month after injection of inoculum into the substrate (left: PSTVd,; right:
PVY)

Na rastlinah nismo opazili bolezenskih znamenj. V zemljo, kjer smo imeli rastline za kontrolo, smo
injicirali vodovodno vodo.

Na gomoljih, ki so zrasli na rastlinah za vabo (Preglednica 7), nismo opazili zna¢ilnih
bolezenskih znamenj okuzbe s PVYN™ oziroma s PSTVd (Sliki 10 in 12). Te gomolje
smo nato presadili v neokuzeno zemljo in jih zalivali z neokuzeno vodovodno vodo
(Sliki 5 in 6). Deset tednov po posaditvi gomoljev, ki so zrasli na rastlinah, ki smo jih
uporabili kot vabo, z RT-qPCR okuzbe s PVY"'™ oziroma s PSTVd na rastlinah, zraslih
iz teh gomoljev (Slika 13), nismo potrdili (Preglednica 7). Okuzbe s PVY"™ v nobeni
rastlini zrasli iz gomoljev rastlin za vabo (Slika 11) nismo dokazali niti 22 tednov po
saditvi (Preglednica 7). Okuzbo s PSTVd pa smo dokazali 16. teden po saditvi v 5
rastlinah od 15 rastlin zraslih iz gomoljev rastlin za vabo (Slika 14; Preglednica 7).
Okuzene so bile tri od Sestih rastlin cv. Donald in dve od petih rastlin cv. Nicola. V
nobeni od $tirih rastlin zraslih iz gomoljev rastlin za vabo cv. Hermes okuzbe s PSTVd
nismo dokazali niti 22. teden po saditvi (Preglednica 7). Vse okuzene rastline so kalile v
¢asu med 10. in 16. tednom in so imele, v primerjavi z ve¢ino neokuzenih rastlin zraslih
iz gomoljev rastlin za vabo, mo¢nejsa stebla (Sliki 13 in 14).
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Slika 10: Gomolji, ki so zrasli na rastlinah, ki smo jih zalivali z vodo, okuzeno s PVYN™

Figure 10: Tubers obtained from the potato plants watered with PVY"N™-infested water
Bolezenskih znamenj, znagilnih za okuzbo s PVYN™, na gomoljih ni bilo. Gomolji iz enega okvirja so
zrasli na eni rastlini, ki smo jo uporabili v poskusu kot vabo, in so bili nato presajeni v en lonec.

NICOLA

DONALD

Slika 11: Rastline zrasle 16 tednov po posaditvi gomoljev, ki so zrasli na rastlinah krompirja, ki smo jih
zalivali z vodo, okuzeno s PVYN™

Figure 11: Secondary plants 16 weeks after the planting of tubers obtained from the potato plants watered
with PVY"N™-infested water

Z RT-gPCR v nobeni rastlini zrasli iz gomoljev rastlin za vabo nismo dokazali okuzbe s PVYN™.
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Slika 12: Gomolji, ki so zrasli na rastlinah, ki smo jih zalivali z vodo, okuzeno s PSTVd

Figure 12: Tubers obtained from the potato plants watered with PSTVd-infested water

Bolezenskih znamenj, znacilnih za okuzbo s PSTVd, na gomoljih ni bilo. Gomolji iz enega okvirja so
zrasli na eni rastlini, ki smo jo uporabili v poskusu kot vabo, in so bili nato presajeni v en lonec. Rezultat
analize rastlin, zraslih iz teh gomoljev, je pripisan v desnem spodnjem kotu vsakega okvirja. V' oklepaju
je navedena oznaka vzorca (oznaka rastline zrasle 16 tednov po presaditvi gomoljev iz rastlin za vabo —
glej Sliko 14).

5- neg (N3) feg (Ni)‘ !

HERMES

200N 2 NICOLA

neg (D1) ==

neg (D3) |

Slika 13: Rastline zrasle deset tednov po posaditvi gomoljev, ki so zrasli na rastlinah krompirja, ki smo
jih zalivali z vodo, okuzeno s PSTVd

Figure 13: Secondary plants 10 weeks after the planting of tubers obtained from the potato plants watered
with PSTVd-infested water

Z RT-gPCR v nobeni rastlini zrasli iz gomoljev rastlin za vabo nismo dokazali okuzbe s PSTVd. V
oklepaju je navedena oznaka vzorca (oznaka rastline zrasle 16 tednov po presaditvi gomoljev iz rastlin za
vabo — glej Sliko 14).
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Slika 14: Rastline zrasle 16 tednov po posaditvi gomoljev, ki so zrasli na rastlinah krompirja, ki smo jih
zalivali z vodo, okuzeno s PSTVd

Figure 14: Secondary plants 16 weeks after the planting of tubers obtained from the potato plants watered
with PSTVd-infested water

Rezultat analize RT-gqPCR za PSTVd je pripisan poleg rastline. V oklepaju je navedena oznaka vzorca.

43.2 Sirjenje PepMV-Ch2, PVYN™ in PSTVd s hranilno raztopino v sistemu
gojenja rastlin na hidroponiji

PepMV-Ch2, PVY"™ in PSTVd se lahko sprostijo iz korenin mehansko okuZenih
rastlin v hranilno raztopino. Zdrave rastline se lahko nato okuzijo z okuzeno vodo preko
korenin, s PVYN™ tudi gomolji krompirja (Preglednice 8-16).

4.3.2.1 Sirjenje PepMV-Ch2 s hranilno raztopino v sistemu gojenja rastlin na
hidroponiji

PepMV-Ch2 smo dokazali v koreninah mehansko okuzenih rastlin paradiznika
(Preglednica 8). Z RT-gPCR smo PepMV-Ch2 dokazali tudi v hranilni raztopini.
Koncentracija PepMV-Ch2 v hranilni raztopini je bila, vsaj v nekaterih ¢asovnih tockah,

64




Mehle N. Prezivetje PVY, PepMV in PSTVd in njihov prenos z vodo.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

dovolj visoka, da smo z njo lahko mehansko okuzili testne rastline (Preglednica 8). S
primerjalno analizo izbranih vzorcev smo potrdili, da je obcutljivost testa ELISA, v
primerjavi z molekularnimi metodami, bistveno manjsa (Priloga C).

V koreninah rastlin paradiznika, ki smo jih uporabili kot vabo, smo prisotnost PepMV-
Ch2 potrdili v prvem mesecu po zacetku namakanja z okuzeno hranilno raztopino
(Preglednica 8).

Tri mesece po za¢etku namakanja z okuzeno hranilno raztopino smo PepMV-Ch2 prvi¢
dokazali v nadzemnih delih rastlin paradiznika, ki smo jih uporabili kot vabo
(Preglednica 8). Stiri mesece in pol po za¢etku namakanja z okuZeno hranilno raztopino
smo PepMV-Ch2 dokazali v nadzemnih delih pri 10 od 12 rastlin, ki smo jih uporabili
kot vabo (Preglednici 9 in 10). V rastlinah za vabo, ki so bile okuZene, je bil PepMV-
Ch2 razporejen zelo neenakomerno. Dokazali smo ga bodisi v starejsih listih, v steblu
ali v vrsicku (Preglednici 9 in 10). Okuzba s PepMV-Ch2 je bila potrjena v enem
zrelem plodu, analiziranem 100. dan po zadetku namakanja z okuzeno hranilno
raztopino (Priloga O). Ob koncu poskusa prisotnosti PepMV-Ch2 v nobenem izmed
petih analiziranih plodov nismo potrdili (Preglednici 9 in 10).
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Pregledmica 2: Prisotnost PepMV-Ch2, deloéena z ET-gPCER (vrednosti Cg v oklepajih) in s testnini rastlinami, v mehansko okuZenih rastlinah
(vir inolkuhuma), hranilni raztopini in v rastlinah za vabe

Table &: The prezence of PepMV-Ch2 in the source plants, nutrient solutions and bait plants. ET-gPCE. (Cqg in brackets) and test plants were used
for the the detection

b

Vir inokuhuna (parzdimmik) Hranilna raztopina Fastline za vabo
Ime poszkusa Dini® Lizti Eorenine ET-gPCE St.poz.1ast. STi; Eorenine Nadzem deli
vseh test. rast. rastlin
0-30 +{14) +{13) +{26-29) 2(20-3%)/7 +{29-37) neg
Pen) [V 31-60 nt +{14) +{27-31) 4{27-36)/16 +{18-31) neg
Ep' - _ + 00 LT
paradinik 6100 nt nt (297 0/6 (21) neg )
91-120 nt +{16) +{26-32) 0/6 +{23) +{31-34)/ neg
134 nt +{11-13) +(27) 0/3 +{21-291% +(25-33)/ neg?
Neg. kontrole 0-134 neg neg neg neg neg nsg
0-30 +{12) +(13) +(26-30) 0/12 +({30-33) neg
PepMV-PVY- 31460 nt +(12-15) +(28)/ negt 2(27-34)/12 +(22-25) neg
paradiinik . 1 ST ST
(rezultati za 6100 nt (12} 'L.JJ-'_ D_-l k_EJ neg )
PepMV) 91-120 +{8) +(12) +{26-33) 1(35y/4 +{27) +(36-38)/ neg
134 nt +{12-13) +(27) 0/2 +{23-33¢ +{26-39) /neg®
Neg. kontrole 0-134 nesg neg neg nesg neg nsg

nt — mi testirano; neg negativio; + pozitivno [pn pozitiviih vzorcih so v oklepaju navederni rangl povpreénih (povpredje treh ponovitev) vrednost
Cq]. Rezultati negativnih kontrol so v Prilogi [ in J. %t. dni od zaéetka namakanja z okuzeno hranilno raztopine; ®testne rastline smo analizirali tiri
tedne po mehanski okuzbi s hranilno raztopine; nekateri analizirani vzorci so bili pozitivni, drugi negativni (Prilogi O in B); 9glej Preglednico 9;
2alej Preglednico 10.
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Preglednica 9: Prisotnost PepMV-Ch2 v razli¢énih delih rastlin za vabo iz poskusa PepMV-paradiznik
134. dan od zac¢etka namakanja z okuzeno hranilno raztopino

Table 9: The presence of PepMV-Ch2 in different parts of bait plants 134 days after the initiation of
irrigation with infested nutrient solution in the PepMV-tomato experimental hydroponic system

Spodnji del  Osrednji del

Rastlina Korenine Starejsi listi Vrsicek Plod
stebla stebla
A +(22) neg neg +(29) / neg ® +(33) /neg neg
B +(29) neg neg neg / neg? neg / neg? nt
(o +(29) neg +(30) neg/ neg? neg/ neg? nt
D +(27) +(30) neg +(30; 33)® +(25)/neg®  neg/neg”
E +(21) neg neg +(29) / neg +(25) / neg nt
F +(21) neg neg neg neg / neg? nt

nt — ni testirano; neg negativno; + pozitivno [pri pozitivnih vzorcih so v oklepaju navedene povpreéne
(povpredje treh ponovitev) vrednosti Cq]. Rezultati negativnih kontrol so v Prilogi | in J. Podrobni prikaz
rezultatov je v Prilogi P. ®Analizirana dva vzorca, ki sta bila odvzeta iz razli¢nih delov iste rastline.

Preglednica 10: Prisotnost PepMV-Ch2 v razli¢nih delih rastlin za vabo iz poskusa PepMV+PVY-
paradiZznik 134. dan od zacetka namakanja z okuzeno hranilno raztopino

Table 10: The presence of PepMV-Ch2 in different parts of bait plants 134 days after the initiation of
irrigation with infested nutrient solution in the PepMV+PVY -tomato experimental hydroponic system

Spodnji del Osrednji del

Rastlina Korenine stebla siebla Starejsi listi® Vrsicek® Plod
A +(23) neg +(35) +(31; 35) neg/neg  neg
B +(32) +(26) neg +(37) I neg neg / neg nt
C +(31) +(33) neg +(29) / neg neg / neg nt
D +(26) +(29) neg +(34) / neg neg/neg  neg
E +(29) neg neg +(32) / neg neg / neg nt
F +(33) neg neg +(26; 39) +(29)/neg  nt

nt — ni testirano; neg negativno; + pozitivno [pri pozitivnih vzorcih so v oklepaju navedene povpreéne
(povpredje treh ponovitev) vrednosti Cq]. Rezultati negativnih kontrol so v Prilogi | in J. Podrobni prikaz
rezultatov je v Prilogi S. ®Analizirana dva vzorca, ki sta bila odvzeta iz razli¢nih delov iste rastline.

4.3.2.2 Sirjenje PVYN™ s hranilno raztopino v sistemu gojenja rastlin na hidroponiji

PVY"™ smo dokazali v koreninah mehansko okuZenih rastlin paradiznika in krompirja
(Preglednici 3 in 11). Z RT-qPCR smo PVYN™ dokazali tudi v hranilni raztopini,
vendar je bila koncentracija PVYN™
prenizka za uspe$no mehansko okuzbo testnih rastlin (Preglednica 11). S primerjalno
analizo izbranih vzorcev smo ugotovili, da je obcutljivost testa ELISA, v primerjavi z

v hranilni raztopini, v vseh ¢asovnih tockah,

molekularnimi metodami, bistveno manjsa (Priloga D).

V koreninah rastlin krompirja, ki smo jih uporabili kot vabo, smo prisotnost PVYN™

potrdili v prvem mesecu, v koreninah rastlin paradiznika pa v drugem mesecu po
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zacetku namakanja z okuzeno hranilno raztopino (Preglednica 11).

Tri mesece po zadetku namakanja z okuZeno hranilno raztopino smo PVYN™
dokazali v nadzemnih delih rastlin paradiznika, ki smo jih uporabili kot vabo
(Preglednica 11). Ob koncu poskusa smo z RT-qPCR dokazali prisotnost PVYN™ v 1
od 6 rastlin paradiznika, ki smo jih uporabili kot vabo (Preglednica 12). Z lo¢enim
analiziranjem posameznih delov okuZene rastline smo PVY"N™ potrdili v starejsih listih
in ne v vrsi¢ku, plodovih ali steblu (Preglednica 12).

prvic

V nadzemnih delih rastlin krompirja, ki smo jih uporabili za vabo, smo PVYN™
dokazali 54. dan po zacetku namakanja z okuZeno hranilno raztopino (Preglednica 11,
Priloga U). Nadzemni deli rastlin krompirja so, od tretjega meseca po zacetku
namakanja z okuzeno hranilno raztopino, hitro propadali (Slika 15). Ob koncu poskusa
smo z analiziranjem $e ne popolnoma propadlih delov rastlin krompirja PVYN™
dokazali v dveh rastlinah krompirja od Sestih (Preglednica 13). Z lo¢enim analiziranjem
stebla, starej§ih in mlajsih listov smo prisotnost PVYN'™ potrdili pri eni rastlini v steblu,

pri drugi pa v starejsih listih (Preglednica 13).
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Preglednica 11: Prisotnost PVYYIN dolofena zRT-qPCR (vrednosti Cq v oklepajih)in s testnimi rastlinami, v mehansko ckuzenih rastlinah (vir
inokuluma), hranilni raztopin in v rastinah za vabo
Tahble 11: The presence of PVYY ™ in source plants, nutrient solutions and bait plants. RT-gPCR (Cq in brackets) and test plants were used for the detection

Vir inokuhima Hranilna raztopina B.astline za vabo
Ime poskuza Dmi? Listi Eorenine ET-gPCR St.poz.1a SLIE";' Eorenine MNadzemmni deli rastlin
vseh test. rast.
0-30 +(13) +(22 +{36-39) 0/12 neg neg
PepMV*PVY 3160 nt +(22-25 +(38)/ negt 0/12 +(35-38) neg
paradimik o, g, nt +(20) neg 0/4 +(33) neg
(rezultati za _ _
PVY) 01-120 +{14) +({23) +(36)/ negk 0/4 neg + {30}/ neg
134 nt +{21-23) +(34) 0/2 +(34-374 +(36)/ negt
Neg. kontrole 0-134 neg neg neg neg neg nag
0-30 +{12-20) +{18-29) +{33-39) 0/12 +{36-38)/ negt neg
3160 nt nt +{30-33) 0/12 +{27-37)/ negt +({36)/ negt
PVY krompir 61-90 nt nt +{28-34) 0/12 +{26-37) +{33-30)/ negt
01-120 nt nt +{33-38) 0/3 +{24-36) neg
1531 +{13-18) +{19-22) +(39) nt + {3438y +{35-30)/ neg*
Neg. kontrole 0-131 neg neg neg neg neg nag

nt — ni testirano; neg negativno; + pozittvne [pr pozitiviih vzorcih so v oklepaju navedeni rangl povpreénih (povpredje treh ponovitev) vrednosti Cq].
Eezultati negativinih kontrel so v Prlogi I in J. *3t. dni od zadetka namakanja z okufeno hranilne raztopine; btestne rastline smo analizirali &iri tedne po
mehanski oku#hi s hranilno raztopine; “nekateri analizirani vzorei so bili pozitivni, dmgi negativni (Prilogi 8 in U); 9glej Preglednico 12; ®glej Preglednico 13.
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Preglednica 12: Prisotnost PVYN™ v razli¢nih delih paradiznika za vabo iz poskusa PepMV+PVY-

paradiznik 134. dan od zagetka namakanja z okuzeno hranilno raztopino
Table 12: The presence of PVYN™ in different parts of bait plants 134 days after the initiation of
irrigation with infested nutrient solution in the PepMV+PVY -tomato experimental hydroponic system

Spodniji del Osrednji del

Rastlina Korenine Starejsi listi*  Vrsigek® Plod

stebla stebla
A +(34) neg neg neg / neg neg/neg neg
B +(37) neg neg neg / neg neg/neg nt
C + (36) neg neg neg / neg neg/neg nt
D + (34) neg neg neg / neg neg/neg neg
E +(35) neg neg neg / neg neg/neg nt
F +(37) neg neg +(36)/neg  neg/neg nt

nt — ni testirano; neg negativno; + pozitivno [pri pozitivnih vzorcih so v oklepaju navedene povpreéne
(povprecje treh ponovitev) vrednosti Cq]. Rezultati negativnih kontrol so v Prilogi | in J. Podrobni prikaz
rezultatov je v Prilogi T. *Analizirana dva vzorca, ki sta bila odvzeta iz razli¢nih delov iste rastline.

Preglednica 13: Prisotnost PVYN™ v razli¢nih delih rastlin krompirja za vabo iz poskusa PVY-krompir

131. dan od zacetka namakanja z okuzeno hranilno raztopino
Table 13: The presence of PVYN™ in different parts of bait plants 131 days after the initiation of
irrigation with infested nutrient solution in the PVVY-potato experimental hydroponic system

Spodnji del  Osrednjidel  Zgornji del  Starejsi

Rastlina Korenine stebla stebla stebla listi Visicek
A +(34) neg neg neg neg neg
B + (34) nt nt nt nt neg
C +(34) neg neg neg neg neg
D +(35) neg neg neg +(35) neg
E +(34) +(39) neg neg neg neg
F +(38) neg neg neg neg neg

nt — ni testirano (nadzemni deli rastline so bili posuseni); neg negativno; + pozitivno [pri pozitivnih
vzorcih so v oklepaju navedene povpre¢ne (povprecje treh ponovitev) vrednosti Cq]. Rezultati negativnih
kontrol so v Prilogi | in J. Podrobni prikaz rezultatov je v Prilogi V.
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Slika 15: Rastline krompirja za vabo iz poskusa PVY-krompir 131. dan od zac¢etka namakanja z okuzeno
hranilno raztopino

Figure 15: Bait potato plants from the PVY-potato experimental hydroponic system 131 days after the
initiation of irrigation with infested nutrient solution

Na Sestih mehansko okuzenih rastlinah krompirja (vir inokuluma) iz poskusa PVY-
krompir se je razvilo 11 gomoljev s tipi¢nimi bolezenskimi znamenji za okuzbo s
PVY"™ (Slika 16). 15 tednov po posaditvi teh gomoljev v neokuZeno zemljo je zrasla
ena rastlina krompirja. Ta rastlina krompirja je imela na listih znacilna znamenja okuzbe
z virusi in v njej smo dokazali prisotnost PVY z RT-qPCR (Preglednica 14). Na
rastlinah krompirja, ki smo jih uporabili za vabo, se je razvilo skupno 25 gomoljev, od
katerih jih je sedem imelo bolj ali manj znagilna znamenja za okuzbo s PVY"'™™ (Slika
17). 15 tednov po posaditvi teh 25 gomoljev v neokuzeno zemljo je zraslo sedem
rastlin, od tega pet z znaki okuzbe z virusi na listih (Slika 18). V rastlinah z
bolezenskimi znamenji smo dokazali prisotnost virusa PVY z RT-gPCR, v obeh
rastlinah brez bolezenskih znamenj pa ne (Preglednica 14).
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Preglednica 14: Gomolji, zrasli na mehansko okuzenih rastlinah (vir inokuluma) in na rastlinah za vabo v
poskusu PVY -krompir, ter prisotnost virusa v rastlinah zraslih iz gomoljev teh rastlin

Table 14: Tubers of infected and bait plants from the PVY -potato experiment, and the presence of PVY in
plants grown from these tubers

St. gomoljev z Rastline zrasle iz gomoljev vira inokuluma /
Oznaka bolezenskimi rastlin za vabo
rastline  znamenji / st. vseh St. rastlin z Rezultat analize
zraslih gomoljev bolezenskimi znamenji  listov z RT-qPCR 15
/ §t. vseh rastlin tednov po posaditvi
Vir inokuluma A-F 11/11 1/1 +(15)
Rastline za vabo A-F 7125 517 +(27-32) I neg
Rastline za vabo A 1/4 0/1 neg
(locen prikaz po B 1/2 1/1 +(32)
rastlinah) C 1/3 2/2 +(29)
D 1/3 1/1 +(27)
E 2/4 0/1 neg
F 1/9 1/1 +(28)

neg negativno; + pozitivno [pri pozitivnih vzorcih so v oklepaju navedeni rangi povpre¢nih (povprecje
treh ponovitev) vrednosti Cq]. Rezultati negativnih kontrol so v Prilogi I in J.

Slika 16: Gomolji, ki so zrasli na mehansko okuzenih rastlinah (vir inokuluma) iz poskusa PVY-krompir
Figure 16: Tubers obtained from the potato plants used as the source of inoculum in the PVY-potato
experimental hydroponic system
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Slika 17: Gomolji, ki so zrasli na rastlinah, ki smo jih uporabili v poskusu PVY -krompir kot vabo
Figure 17: Tubers obtained from the bait potato plants of the PVY-potato experimental hydroponic

system
V oklepaju je pripisan rezultat analize listov rastlin, ki so zrasle iz teh gomoljev.
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Slika 18: Rastline zrasle 15 tednov po posaditvi gomoljev, ki so se razvili na rastlini C za vabo iz poskusa
PVY -krompir

Figure 18: Secondary plants 15 weeks after the planting of tubers obtained from bait plant C of the PVY-
potato experimental hydroponic system

4.3.2.3 Sirjenje PSTVd s hranilno raztopino v sistemu gojenja rastlin na hidroponiji

PSTVd smo dokazali v koreninah mehansko okuZzenih rastlin paradiznika (Preglednica
15). Z RT-gPCR smo viroid dokazali tudi v hranilni raztopini, vendar je bila
koncentracija PSTVd v hranilni raztopini, v vseh ¢asovnih tockah, prenizka za uspesno
mehansko okuzbo testnih rastlin (Preglednica 15).

V koreninah rastlin paradiznika in krompirja, ki smo jih uporabili kot vabo, smo
prisotnost PSTVd potrdili v prvem oziroma v drugem mesecu po zacetku namakanja z
okuzeno hranilno raztopino (Preglednica 15). V koreninah enega paradiZznika ter treh
rastlin krompirja cv. Nicola PSTVd ob koncu poskusa nismo potrdili (Prilogi Z in W).
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Tri mesece po zacetku namakanja z okuzeno hranilno raztopino smo PSTVd prvi¢
dokazali tudi v nadzemnih delih rastlin paradiznika, ki smo jih uporabili za vabo
(Preglednica 15). Ob koncu poskusa (4 mesece in pol po zacetku namakanja z okuZzeno
hranilno raztopino) smo z RT-qgPCR dokazali prisotnost PSTVd v 2 od 6 rastlin
paradiznika, ki smo jih uporabili kot vabo (Preglednica 16). Z analizo posameznih delov
rastlin smo ugotovili, da so bili s PSTVd na teh dveh rastlinah okuzeni le poganjki, ki so
izrasCali na novo iz baze stebla (Preglednica 16). PSTVd v nadzemnih delih rastlin
krompirja, ki smo jih uporabili kot vabo, nismo dokazali niti Stiri mesece po zacetku
namakanja z okuzeno hranilno raztopino (Preglednica 15).
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Preglednica 13: Prizotnost PSTVd, dolodena z ET-gPCE (vrednosti Cg v oklepajih) in s testnimi rastlinami, v mehansko okuZenih rastlinah (vir
nokuhuna), hranilni raztopini in v rastlinah za vabo
Table 15: The presence of PETVd in source plants, nutrient solutions and bait plantss. ET-gPCE. {Cqg in brackets) and test plants were used for the detection

Vir mokuluma (paradimik) Hranilna raztopina B.astline za vabo
. » . St. poz. rast./it. . Nadzemmi deli
Ime poskusa Drni® Lizti Korenine ET-gPCR poz.1as sb Eorenine adzermtil e
vseh test rast. rastlin
0-30 +{15-28) +{15-21) +(34) 'negt 0/8 +{37-30)/ negt nt
PSTVd 31-60 nt nt +(31-34) 0/12 +(30-39) neg
paradiz _.]_ 61-90 nt nt +(33-36) 0/12 +{31-33) neg
01-120 nt nt +(33-39) 0/7 +(26-32) +{38)/ negt
141 +({17-22) +{17-20) +(36) nt +{32-39)/ negt +{38)/ negt
Neg. kontrole  0-141 neg neg neg neg neg neg
0-30 nt nt +(33-3T) nt nt nt
— 31-60 nt nt +{34-3T) nt +{32)/ neg" neg
k_mmpj.:r 61-90 +(21) +(25) +(36) nt +(30-31) neg
91-120 +(21) +(24) +(38) nt +(27-32) neg
125 +{1%) +{23) +{38) nt +{32-34) / negt neg
Neg. kontrole  0-123 neg neg neg neg neg neg

nt — mi testirano; neg negativnoe; + pozitiviio [pn pozitiviih vzorcih so v oklepaju navedeni rangl povpreénih {povpredje treh ponovitev) vrednosti Cq].
Rezultati negativnih kontrol so v Prilogi I in J. %t. dni od zaéetka namakanja z okuzeno hranilne raztopine; testne rastline smo analizirali pet tednov po
mehanski oku#bi s hranilno raztopine; “nekaten analizirani vzorci so bili pozitivni, drugi negativni (Priloge Z | Q in W); glej Preglednico 16.
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Preglednica 16: Prisotnost PSTVd v razli¢nih delih rastlin paradiznika za vabo iz poskusa PSTVd-
paradiznik 141. dan od zagetka namakanja z okuzeno hranilno raztopino

Table 16: The presence of PSTVd in different parts of bait plants 141 days after the initiation of irrigation
with infested nutrient solution in the PSTVd-tomato experimental hydroponic system

Novi
Rastlina  Korenine Steblo  Starej$i listi  VrSicek Plod poganjki®

A neg neg neg neg neg neg
B + (35) neg neg neg neg +(38)
C +(39) neg neg neg neg neg
D +(35) neg neg neg neg /neg” neg
E +(31) neg neg neg neg +(38)
F +(33) neg neg neg neg / neg® neg

neg negativno; + pozitivno [pri pozitivnih vzorcih so v oklepaju navedene povpre¢ne (povprecje treh
ponovitev) vrednosti Cq]. Rezultati negativnih kontrol so v Prilogi I in J. Podrobni prikaz rezultatov je v
Prilogi Z. ®analiziran vrsicek poganjka, ki je izrai¢al na novo iz baze stebla; "analizirana dva vzorca, ki sta
bila odvzeta iz razli¢nih delov iste rastline.

Bolezenskih znamenj na rastlinah paradiznika, ki smo jih uporabili v poskusu PSTVd-
paradiznik kot vabo, nismo opazili. Rast rastlin, ki smo jih uporabili kot vabo, je bila v
primerjavi z mehansko okuzenimi rastlinami bujnejsa (Slika 19). Plodovi na rastlinah za
vabo so bili v primerjavi s plodovi mehansko okuzenih rastlin vecji in brez znamen;
okuzbe z viroidi (Slika 20). 30 semen iz plodov mehansko okuzenih rastlin in 33 semen
iz plodov rastlin za vabo smo o€istili, posusili in shranili v hladilniku. Po 9,5 meseca
smo jih posejali v neokuzeno zemljo. Deset tednov po sejanju je iz semen mehansko
okuzenih rastlin zraslo devet rastlin, iz semen rastlin za vabo pa enajst rastlin. Z analizo
z RT-qPCR v vrsickih zraslih rastlin nismo dokazali prisotnosti PSTVd niti v rastlinah,
zraslih iz semen, pridobljenih iz plodov mehansko okuZenih rastlin (podatki niso
prikazani).
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RASTLINE ZA VABO

Slika 19: Poskus PSTVd-paradiznik 141. dan od zagetka namakanja z okuzeno hranilno raztopino
Figure 19: The PSTVd-tomato experimental hydroponic system 141 days after the initiation of irrigation
with infested nutrient solution

Slika 20: Plodovi iz poskusa PSTVd-paradiznik 141. dan od za¢etka namakanja z okuZeno hranilno
raztopino (zgoraj: plodovi rastlin, ki smo jih uporabili kot vabo; spodaj: plodovi mehansko okuzenih
rastlin)

Figure 20: Tomato fruits from the PSTVd-tomato experimental hydroponic system 141 days after the

initiation of irrigation with infested nutrient solution (above: fruit of bait plants; below: fruit of plants
used as the source of inoculum)
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Na rastlinah krompirja, ki smo jih uporabili kot vabo, in na njihovih gomoljih nismo
opazili bolezenskih znamenj, znacilnih za okuzbo s PSTVd (Sliki 21 in 22). Na 12
rastlinah krompirja (po Stiri rastline cv. Nicola, cv. Hermes in cv. Donald), ki smo jih
uporabili za vabo, se je razvilo 55 gomoljev (7 cv. Nicola, 27 cv. Hermes in 21 cv.
Donald) (Slika 22), ki smo jih posadili v neokuzeno zemljo. Po 15 tednih je iz teh
gomoljev zraslo skupno 13 rastlin (6 cv. Nicola, 0 cv. Hermes in 7 cv. Donald), po 17,5
tedna pa skupno 18 rastlin (7 cv. Nicola, 3 cv. Hermes in 8 cv. Donald) (Slika 23). V
nobeni izmed teh rastlin zraslih iz gomoljev rastlin za vabo z RT-gPCR nismo dokazali
prisotnosti PSTVd (Priloga W).

e Y.

B SR 4 : & RASTLINE ZA
RASTLINE ZA A & VIR INOKULUMA » VABO
VABO b e i e RS S A bl e Ol e

Slika 21: Poskus PSTVd-krompir dva meseca od za¢etka namakanja z okuzeno hranilno raztopino

Figure 21: The PSTVd-potato experimental hydroponic system two months after the initiation of
irrigation with infested nutrient solution

Na rastlinah krompirja, ki smo jih uporabili v poskusu kot vabo, nismo opazili bolezenskih znamenj.
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NICOLA

HERMES

DONALD

Slika 22: Gomolji, ki so zrasli na rastlinah za vabo iz poskusa PSTVd-krompir

Figure 22: Tubers obtained from the bait potato plants of the PSTVd-potato experimental hydroponic
system

Bolezenskih znamenj, znacilnih za okuzbo s PSTVd, na gomoljih ni bilo.
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Slika 23: Rastline zrasle 15 tednov (levo) in 17,5 tedna (desno) po posaditvi gomoljev, zraslih na
rastlinah, ki smo jih uporabili kot vabo v poskusu PSTVd-krompir

Figure 23: Secondary plants 15 (left) and 17.5 (right) weeks after the planting of tubers obtained from the
bait planta of the PSTVd-potato experimental hydroponic system
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5 RAZPRAVA

Cilj izvedenih poskusov je bil ugotoviti moznost Sirjenja PepMV-Ch2, PVYN™ in
PSTVd z vodo. V ta namen smo najprej izvedli poskuse, pri katerih smo ugotavljali,
kak$na je najvecja razredCenost PepMV-Ch2 in PSTVd v vodi, da z njo Se lahko
okuzimo testne rastline (glej 4.1). Nato smo preverili, ali lahko PSTVd v vodnem okolju
pri pogojih, primernih za rast rastlin, prezivi (glej 4.2). Moznost Sirjenja PSTVd,
PepMV-Ch2 in PVYN™ z vodo smo ugotavljali v razli¢no zasnovanih poskusih (Slika
5). V prvem sklopu poskusov smo dodajali inokulum v zemljo (glej 4.3.1). V drugem
sklopu poskusov smo moznost Sirjenja z vodo ugotavljali v sistemu, ki je posnemal
gojenje rastlin na hidroponiji (glej 4.3.2). S poskusi na hidroponiji smo preverijali, ali se
lahko omenjeni povzrocitelji bolezni na rastlinah spros¢ajo iz mehansko okuzenih
rastlin preko korenin v vodno okolje, ali lahko v vodnem okolju prezivijo ter ali lahko
okuzijo zdrave rastline preko korenin ali v ¢asu kalitve gomoljev. Preverjali smo tudi
moznost irjenja PSTVd in PVY"™ s semenskim materialom, &e rastline, ki so izvor
semen/gomoljev, namakamo z okuzeno vodo (Slika 5c).

5.1 NAJVECJA RAZREDCENOST PSTVd IN PepMV-CH2 V VODI, DA Z NJO
SE LAHKO OKUZIMO TESTNE RASTLINE

Z dolo¢anjem najvecje razredCenosti PSTVd in PepMV-Ch2 v vodi, ki je $e zmozna
mehanske okuzbe testnih rastlin, smo ugotavljali korelacijo med rezultati analiz z
visoko obcutljivo metodo RT-qPCR in z manj obcutljivim bioloSkim testom. Z RT-
gPCR dolo¢amo prisotnost nukleinskih kislin, tudi tistih, ki niso del infektivnih virusnih
ali viroidnih delcev. Poleg tega je pricakovano, da obstaja neka limita koncentracije
virusnih in viroidnih delcev, ki so potrebni za uspesno okuZzbo testnih rastlin.

Infektivnost razred¢ine macerata listov, okuzenih s PSTVd, v vodi smo potrdili do
razredéenosti, ki je imela pri analizi z RT-qPCR vrednost Cq 28 (Preglednica 5).
Podobne vrednosti Cq (Cq med 25 in 29) za razredéenosti, ki so §e zmozne okuzbe
testnih rastlin, so ugotovili Ze v predhodnih raziskavah, pri katerih so red¢ili macerat
listov, okuzenih s PVYN™, v vodi (Vidic, 2011) ter ogis¢ene delce PepMV-EU v pufru
za mehansko okuzbo (Deli¢, 2010). V podobnem predhodnem poskusu s PepMV-Ch2 je
bila okuzba testnih rastlin uspe$na do razredcenosti okuzenega macerata v vodi z
vrednostjo Cq 18 (Prezelj in Gutierrez Aguirre, osebna komunikacija). Ne glede na to,
da je tezko primerjati vrednosti Cq razlicnih RT-gPCR in vrednosti Cq rezultatov

VW W

poskusa razli¢nih tar¢ (na primer razredCine ociS¢enih virusnih delcev in macerata
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okuzenih listov, razred¢ine v vodi in v pufru, razliéni virusi, razlicki), smo zeleli
rezultate omenjenega predhodnega poskusa za PepMV-Ch2 preveriti, ker so rezultate
zakljucili na podlagi rezultatov testa ELISA na vzorcih, odvzetih iz testnih rastlin dva
tedna po mehanski okuzbi. V preliminarnem poskusu smo namre¢ dokazali, da je
ELISA bistveno manj obcutljiva kot RT-gPCR (Prilogi C in D), kar je znano tudi Ze iz
predhodnih raziskav (Gutierrez-Aguirre in sod., 2009b). Ce okuzimo testne rastline z
nizko koncentracijo virusa, pa je tudi velika verjetnost, da se virus v testnih rastlinah do
meje detekcije namnoZi z zakasnitvijo. Ceprav smo v ponovljenem poskusu testne
rastline z RT-gPCR analizirali $tiri tedne po mehanski okuzbi, smo infektivnost
PepMV-Ch2 v vzorcu vode potrdili le do razredéenosti z vrednostjo Cq 16 (Preglednica
5). Z analizo testnih rastlin Sest tednov po mehanski okuzbi pa smo infektivnost
PepMV-Ch2 v vzorcu vode potrdili do razred¢enosti z vrednostjo Cq 23 (Preglednica
5), kar potrjuje prej navedeno domnevo, da se virus v testnih rastlinah, okuzenih z nizko
koncentracijo virusa, do meje detekcije namnozi z zakasnitvijo. Inokulum za PepMV-
Ch2 smo pripravili iz zamrznjenega rastlinskega materiala, zato je mozno, da so delci
PepMV-Ch2 v ¢&asu hranjenja okuzenih listov na —20 °C postopoma izgubljali
infektivnost, kar pa ne vpliva na detekcijo RNA z RT-gPCR.

5.2 PREZIVETJE PSTVd V VODNEM OKOLJU

Dokazali smo, da PSTVd prezivi v vodi na temperaturi 20 = 4 °C do sedem tednov
(Preglednica 6). Stabilnost PSTVd v vodnem okolju omogoca sekundarna struktura
molekule RNA (glej 2.2.3). V primerjavi z rezultati drugih poskusov (Pares in sod.,
1992; Prezelj in sod., 2009; Vidic, 2011) je PSTVd v vodnem okolju, na temperaturi 20
+ 4 °C, prezivel dlje Gasa kot PepMV (Ch2 in EU genotip) in PVY"™, a manj kot
ToMV in PMMoV. Za oba genotipa PepMV je bilo v podobnem poskusu namrec¢
dokazano, da v vodi na temperaturi 20 + 4 °C prezivita do tri tedne (Prezelj in sod.,
2009), PVYN™ pa en teden (Vidic, 2011). Dokazano prezivetie ToMV in PMMoV v
vodnem mediju, na sobni temperaturi in na 4 °C, pa je vsaj Sest mesecev (Pares in sod.,
1992). Pares in sod. (1992) so 80 in 20 pg ml™ o&is¢enih ToMV in PMMoV dodali v
hranilno raztopino in v 0,06 M fosfatni pufer. Tako pripravljene suspenzije so postavili
v rastlinjak in na 4 °C ter infektivnost preverjali z opazovanjem pojavljanja bolezenskih
znamenj na mehansko okuzenih listih testnih rastlin Nicotiana glutinosa.

Infektivnosti vode, okuzene s PSTVd, nismo dokazali 8-12 tednov po zacetku poskusa,

Ceprav lahko glede na rezultate analize z RT-gPCR v vodi sklepamo, da je bila
koncentracija viroidne RNA nad mejo, ki je potrebna za uspesno okuzbo [primerjava
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relativne koli¢ine PSTVd z rezultati poskusa dolocanja najvecje razredcenosti PSTVd v
vodi, ki je Se zmozna okuzbe testnih rastlin (Slika 24)]. Predvidevamo, da se je viroidna
RNA razgradila ali da je spremenila sekundarno strukturo in s tem izgubila zmoznost
okuzbe rastlin, nasprotno pa razgradnja RNA ali sprememba sekundarne strukture RNA
ne vplivata v tolikSni meri na dolo¢anje z RT-gPCR.
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Slika 24: Relativna koli¢ina RNA PSTVd glede na LUC v vzorcih vode oziroma hranilne raztopine

Figure 24: The amount of PSTVd RNA relative to LUC in positive samples of the water/ nutrient solution
Stevilke na osi y predstavljajo antilogaritem razlike med vrednostma Cq amplikona LUC in PSTVd (skala
je logaritemska z osnovo 2). Rdece tocke oznacujejo vzorce vode, pri katerih smo prisotnost PSTVd
potrdili tudi z mehansko okuzbo testnih rastlin oziroma so se rastline, zalivane z okuzeno vodo, okuzile. Z
modro so oznaceni vzorci, pri katerih prisotnosti PSTVd z mehansko okuzbo testnih rastlin nismo potrdili
oziroma se rastline z okuzeno hranilno raztopino niso okuzile. Manjkajoc¢e tocke pomenijo, da v vzorcu z

RT-gPCR nismo dokazali prisotnosti PSTVd. Podrobne vrednosti so v Prilogi Y.

Infektivnosti vode, okuzene s PSTVd, v poskusu B nismo potrdili tretji, Cetrti in Sesti
teden po zacetku poskusa, ¢eprav je bila potrjena peti in sedmi teden (Slika 24).
Infektivnost vode je bila peti teden potrjena le s polovico testnih rastlin (Preglednica 6).
Podobno kot v poskusu B tudi v poskusu A infektivnosti vode nismo potrdili prvi, drugi
in tretji teden, medtem ko je bila le-ta potrjena Cetrti teden (Slika 24). Razlog za
neuspes$no potrditev infektivnosti vode v vmesnih ¢asovnih tockah bi bil lahko v
razliéni dovzetnosti testnih rastlin za okuzbo (glej to¢ko 2.1.4) ali v neenakomerni
razporejenosti PSTVd v okuzeni vodi kot posledica nezadostnega meSanja vode pred
okuzevanjem testnih rastlin. Neenakomerna razporejenost viroidov v vodi je verjetna
zaradi moznosti vezave le-teh na steno posode ali drobne ostanke v vodi. Mozno je, da
bi lahko dokazali infektivnost viroida tudi po daljSem casovnem obdobju, ¢e bi
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uporabili vecje Stevilo testnih rastlin, kar je razvidno iz preglednice 6.

Prezivetje virusov in tudi viroidov v in vitro pogojih je odvisno od eksperimentalnih
pogojev (glej to¢ko 2.3.3). Predvidevamo, da bi PSTVd pri nizji temperaturi v vodi
prezivel $e dalj Gasa, saj je bilo v podobnem poskusu, na primer za PVYN™
dokazano, da lahko v vodi, shranjeni na 4 °C, prezivi do deset tednov (Mehle in sod.,
2014), medtem ko je na temperaturi 20 + 4 °C prezivel le en teden (Vidic, 2011). Na
prezivetie PSTVd najverjetneje vpliva tudi medij, v katerem je viroid prisoten.

Verhoeven in sod. (2010a) namre¢ navajajo, da so v primeru, ko so v vodi in v pufru

, 7€

zmacerirali okuzene liste, po dolo¢enem ¢asu hranjenja pri 20 °C ugotovili vecjo
koncentracijo PSTVd v vodi kot v pufru. Podrobnih rezultatov tega poskusa (na primer
¢as od maceracije do izvedbe analiz, na¢in preverjanja koncentracije) niso navedli.

Adsorpcija rastlinskih virusov na glinene delce ali organsko snov naj bi zascitila le-te
pred inaktivacijo v vodi (Koenig, 1986). Piazzolla in sod. (1986) razlagajo moznost
prezivetja obcutljivega virusa CMV v vodi z vezavo na sedimentne delce, ki naj bi virus
stabilizirali, vendar naj ne bi vplivali na njegovo infektivnost. V preglednem ¢lanku
avtorice Koenig (1986) so navedeni primeri, ki to teorijo dokazujejo: TBSV, absorbiran
na glinene delce tal, je bolj odporen proti visokim temperaturam (avtoklaviranje) kot
neabsorbirani virusni delci ali virusi v pesku brez koloidov; PeAMV naj bi v zemlji z
glinenimi delci prezivel dvakrat dlje kot v rastlinskem soku; prosti virusni delci virusa
TNV se inaktivirajo po izsusevanju v zemlji v enem dnevu, v ostankih okuZenih korenin
pa ostanejo infektivni vsaj 130 dni; ToMV je mnogo bolj odporen proti vrocini v
odmrlih ostankih rastlin kot v rastlinskem soku. Trdnost adsorpcije rastlinskih virusov
na anorganske in organske snovi naj bi bila odvisna od virusa, adsorbirajocega materiala
in okoljskih pogojev, kot so pH, soli in prisotnost drugih snovi. V naravnih pogojih naj
bi se virusi stalno adsorbirali, deadsorbirali in potem znova adsorbirali. Podobno kot
rastlinske viruse morda tudi adsorpcija viroidov na glinene delce ali organsko snov
zas¢iti viroide pred inaktivacijo v vodi, zato predvidevamo, da bi PSTVd ob prisotnosti
le-teh v vodi prezivel Se dalj Casa.

5.3 MOZNOST SIRJENJA PSTVd, PVYN™ IN PepMV-CH2 Z VODO

S poskusi gojenja rastlin na hidroponiji smo ugotovili, da se lahko PSTVd, PVYN™ in
PepMV-Ch2 sproscajo iz korenin mehansko okuzenih rastlin (vir inokuluma) v hranilno
raztopino in nato okuzijo zdrave rastline (rastline za vabo) preko korenin (Slika 25).
Dokazali smo, da so bili gomolji, ki so zrasli na rastlinah, ki smo jih uporabili v poskusu
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kot vabo, vir novih okuzb s PVY"™. S poskusom, pri katerem smo dodajali inokulum v
zemljo, smo dokazali, da so lahko gomolji, ki se razvijejo na rastlinah, ki jih zalivamo z
okuzeno vodo, vir novih okuzb tudi s PSTVd (Slika 25).

VIR RASTLINE ZA RASTLINE ZRASLE 17

POSKUSI INOKULUMA  VABO GOMOLIEV RAST. ZA VABO

SIRJENJE Z
VODO V
SISTEMU
GOJENJA
RASTLIN NA :
HIDROPONIN | paradiznik

PepMV+
Pvvs  paradiznik|——

PSTVd+

PepMV+
PVY+

DODAJANIJE

INOKULUMA

V ZEMLIO A
PVY+ ‘» :

Legenda: + prisotnost patogenega mikroba; - odsotnost patogenega mikroba

Slika 25: Povzetek rezultatov o dokazanih moznostih irjenja PVYN™, PepMV-Ch2 in PSTVd z vodo
(sliko je narisal dr. Zdravko Podlesek)

Figure 25: Summary of the confirmed results of transmission of PVYN™, PepMV-Ch2 and PSTVd
through water (Figure: Dr. Zdravko Podlesek)
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5.3.1 Okuzba rastlin s PVY"™ in PSTVd v primeru dodajanja okuZene vode v

zemljo

Prve poskuse o moznosti Sirjenja PSTVd z vodo so izvedli Seigner in sod. (2008) ter
Verhoeven in sod. (2010a). V njihovih poskusih so uporabili kot vabo rastline
paradiznika. Inokulum so v zemljo dodali enkrat (Seigner in sod., 2008) ali pet- oziroma
desetkrat (v petih oziroma desetih dneh po zacetku poskusa) (Verhoeven in sod.,
2010a). V nobenem od teh poskusov moznosti Sirjenja PSTVd z vodo niso potrdili, kar
glede na naSe rezultate ni presenetljivo. Tudi v naSem poskusu, pri katerem smo v
zemljo dodali okuzeno vodo 16-krat v dveh mesecih (Priloga F), se rastline krompirja,
ki smo jih uporabili za vabo, niso okuzile (Slika 25). Vendar smo z na$im poskusom
dokazali, da so lahko gomolji, ki se razvijejo na rastlinah, ki jih zalivamo z okuzeno
vodo (na rastlinah za vabo), vir novih okuzb s PSTVd (Preglednica 7, Slika 25). Ker na
nadzemnih delih rastlin za vabo nismo dokazali prisotnosti viroida in ker bolezenskih
znamenj, znacilnih za okuzbo s PSTVd, na gomoljih nismo opazili (Slika 12), je mozno,
da je bila okuZena le povrhnjica gomoljev in SO se rastline, zrasle iz teh gomoljev,
okuzile z viroidom v Casu kalitve. Vse okuzene rastline so kalile Sele po 10. tednu po
saditvi in so imele, v primerjavi z vecino neokuzenih rastlin, mo¢nejsa stebla (Sliki 13
in 14). Kaljenje rastlin po 10. tednu po saditvi z debelejsimi stebli smo opazili tudi pri
rastlinah iz kontrole, zato poznejSe izras¢anje in debelejsa stebla niso posledica okuzbe
s PSTVd. Teoreti¢na verjetnost, da pride do okuzbe s povzrocitelji bolezni, ¢e izras¢ajo
debelejsa stebla iz gomoljev, je ve¢ja. Razlog je v ve¢ji povrsini, ki pri kaljenju predre
povrhnjico gomolja (¢e je bil PSTVd na povrhnjici gomoljev), ali v intenzivnejsem
vsrkavanju hranil iz gomoljev (¢e je bil PSTVd tudi v gomoljih). S PSTVd so bile
okuzene rastline cv. Donald in Nicola, ne pa tudi rastline cv. Hermes, kar je
najverjetneje posledica razli¢ne obcutljivosti sort.

V poskusu s PVYN™ pa okuzbe nismo dokazali niti na rastlinah, zraslih iz gomoljev, ki
so se razvili na rastlinah za vabo (Preglednica 7). Vrednosti Cq inokulumov so bile nizje
kot vrednosti Cq, ki so jih (Vidic, 2011) dolo¢ili za najmanjSe razred¢enosti v vodi, S
katerimi Se lahko mehansko okuzimo testne rastline. Torej ocenjujemo, da je bila
koncentracija PVYN™ v inokulumu dovolj velika, da bi z njo lahko mehansko okuzili
testne rastline. V podobnem predhodnem poskusu (Vidic, 2011) so ugotovili, da se
rastline paradiznika lahko okuzijo preko korenin rastlin, gojenih v zemlji, s PepMV le,
¢e jih zalivamo z mo¢no okuzeno vodo (Cq inokuluma 14). Tak$nega nacina okuzbe S
PepMV niso dokazali, ¢e so bile rastline zalivane z vodo, ki je vsebovala nizje titre
virusa (Cq inokuluma 24 in 30). Da je sistemsko razsirjanje virusov po okuzbi preko
korenin najverjetneje povezano s koncentracijo virusa v hranilni raztopini, so opozarjali
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ze Pares in sod. (1992). Predvidevali so, da bi bila lahko koncentracija ToMV v hranilni
raztopini razlog neujemanja njihovih rezultatov z rezultati iz poskusa, ki ga je izvedel
Paludan leta 1985, v katerem Stevilne rastline paradiznika, ki so se okuzile s TOMV
preko korenin, niso bile sistemsko okuzene. V poskusu, ki so ga izvedli Pares in sod.
(1992) so bile namre¢ vse rastline sistemsko okuzene s TOMV Ze 35. dan poskusa. Zato
predvidevamo, da bi bila okuzba v naSem poskusu s pvy" ™ pa tudi s PSTVd,
ucinkovitejsa, ¢e bi za inokulum uporabili vec¢jo koncentracijo virusa / viroida.

5.3.2 Sirjenje PepMV-Ch2, PVY"N™ in PSTVd s hranilno raztopino v sistemu
gojenja rastlin na hidroponiji

53.2.1 PVYN™  PepMV-Ch2 in PSTVd se v mehansko okuZenih rastlinah

paradiznika oziroma krompirja mo¢no namnozijo

PepMV-Ch2, PVYN™ in PSTVd so se namnozili v nadzemnih delih mehansko
okuzenih rastlin paradiznika oziroma krompirja in v njihovih koreninah (Preglednice 8,
11 in 15). MozZnost namnozitve PVY, PepMV in PSTVd v koreninah paradiznika
oziroma krompirja je bila dokazana tudi v drugih raziskavah (Mehle in sod., 2004;
Soler-Aleixandre in sod., 2007; Khan in sod., 2009). Glede na vrednosti Cq ocenjujemo,
da je bila koncentracija teh povzrociteljev bolezni v nadzemnih delih in v koreninah
mehansko okuzenih rastlin relativno visoka (Slike 27-29).

5.3.2.2 PVYN™ PepMV-Ch2 in PSTVd se sproi¢ajo iz okuzenih korenin paradiznika

oziroma krompirja v hranilno raztopino

Z RT-gqPCR smo oba virusa in viroid dokazali tudi v hranilni raztopini (Preglednice 8,
11 in 15). Nase raziskave so prve, ki dokazujejo, da se PVY"'™, PepMV-Ch2 in PSTVd
spros¢ajo iz okuZenih korenin v hranilno raztopino. MoZnost sproS¢anja nekaterih
drugih virusov, ki povzro¢ajo bolezni na rastlinah, je bila sicer ze dokazana, na primer
za PepMV-EU (Schwarz in sod., 2010), ToMV (Pares in sod., 1992) in PFBV (Krczal
in sod., 1995).

Pares in sod. (1992) so TOMV v krozec¢i hranilni raztopini, z elektronsko mikroskopijo
po koncentriranju s centrifugiranjem, dokazali Ze tretji dan po okuzbi listov, nato se je
koncentracija virusnih delcev v hranilni raztopini postopoma zviSevala. Pares in sod.
(1992) so bili prvi, ki so skuSali kvantificirati viruse v hranilni raztopini, in sicer z
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metodo Stetja delcev, opazenih z elektronsko mikroskopijo. Vecje rastline imajo vec
tkiva, v katerem se ToMV lahko razmnozuje, hkrati imajo tudi vecji koreninski sistem,
skozi katerega se virus lahko spro$¢a v hranilno raztopino. Vecje spros¢anje TOMV v
hranilno raztopino so opazili tudi, ¢e so korenine ranili oziroma v Casu veljega
propadanja korenin. Krczal in sod. (1995) so virus PFBV v hranilni raztopini s testom
ELISA po ultracentrifugiranju zaznali v dveh tednih po mehanski okuzbi. Tudi v
njihovem primeru se je koncentracija virusnih delcev v hranilni raztopini nato dva tedna
postopoma zvisSevala. Koncentracija PepMV-EU v hranilni raztopini pri poskusu, ki so
ga izvedli Schwarz in sod. (2010), je bila nizka, saj so virus v hranilni raztopini po
ultracentrifugiranju zaznali z RT-PCR in s testnimi rastlinami, ne pa z ELISA in IC-RT-
PCR.

V nasem poskusu je bila koncentracija PepMV-Ch2 v hranilni raztopini, vsaj v
nekaterih ¢asovnih tockah, dovolj visoka, da smo z njo lahko mehansko okuzili testne
rastline (Preglednica 8, Slika 26). Nasprotno je bila koncentracija PVYN™ in PSTVd v
hranilni raztopini, v vseh Casovnih toCkah, prenizka za uspe$no mehansko okuzbo
testnih rastlin (Preglednici 11 in 15). Primerjava rezultatov tega poskusa z rezultati
poskusa, opisanega v tocki 4.1, kaze na to, da je bila koncentracija PepMV-Ch2 in
PSTVd v hranilni raztopini pod mejo zmoznosti mehanske okuzbe testnih rastlin (Sliki
24 in 26). Uspesno mehansko okuzbo testnih rastlin s hranilno raztopino iz poskusov
PepMV-paradiznik in PepMV+PVY-paradiznik lahko razlagamo na razli¢ne nacine.
Razlog je lahko v obcutljivosti testnih rastlin (podrobna razlaga v tocki 2.1.4) ali v
mediju, v katerem je bil virus (v poskusu za ugotavljanje najveéje razredCenosti, ki je Se
zmozna okuzbe testnih rastlin, je bil medij voda, v poskusu s hidroponije pa hranilna
raztopina). Vsekakor ne smemo zanemariti bistvene razlike v nacinu okuzbe medija s
PepMV-Ch2: v poskusu za ugotavljanje najvecje razredCenosti, ki je Se zmozna okuzbe,
je bila voda okuzena z dodajanjem macerata okuzenih listov, v poskusu s hidroponije pa
so se virusni delci sproscali iz korenin v hranilno raztopino. Poleg tega je bil macerat
narejen iz zamrznjenih okuzenih listov (glej 5.1), in ne nazadnje se lahko pri maceraciji
listov sproscajo rastlinske substance, kot na primer proteaze, ki morda vplivajo na
infektivnost virusa.

Manjse Stevilo testnih rastlin (obi¢ajno Stiri) smo mehansko okuzili le enkrat, medtem
ko so se na hidroponiji virusi oziroma viroid kopicili dalj ¢asa. Poleg tega so bile
rastline, ki smo jih uporabili kot vabo, kar $tiri mesece nepretrgoma v stiku z okuzeno
hranilno raztopino. Zaradi navedenega so rezultati, o katerih razpravljamo v
nadaljevanju, pri¢akovani.
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Slika 26: Relativna koli¢ina RNA PepMV-Ch2 glede na LUC v vzorcih vode oziroma hranilne raztopine
Figure 26: The amount of PepMV-Ch2 RNA relative to LUC in the positive samples of water / nutrient
solution

Stevilke na osi y predstavljajo antilogaritem razlike med vrednostma Cq amplikona LUC in PepMV
(skala je logaritemska z osnovo 2). Rdece tocke oznaCujejo vzorce, pri katerih smo prisotnost PepMV
potrdili tudi z mehansko okuzbo testnih rastlin, modre pa vzorce, pri katerih prisotnosti PepMV z
mehansko okuzbo testnih rastlin nismo potrdili. Manjkajoce tocke pomenijo, da v vzorcu z RT-qPCR

nismo dokazali prisotnosti PepMV. Podrobne vrednosti so v Prilogi X.

5.3.2.3 Moznost okuzbe zdravih rastlin krompirja oziroma paradiznika s hranilno
raztopino, okuzeno s PVYN™, PepMV-Ch2 in PSTVd, preko korenin v
hidroponskih sistemih

V koreninah rastlin, ki smo jih uporabili kot vabo, smo prisotnost PepMV-Ch2, PVYN™
in PSTVd potrdili v prvem ali najpozneje v drugem mesecu po zacetku namakanja z
okuzeno hranilno raztopino (Preglednice 8, 11 in 15). Po prvem mesecu izvajanja
poskusa je opaZen trend pomnozevanja virusa (manj$anja vrednosti Cq), najbolj o¢itno
v primeru PepMV-Ch2 (Preglednica 8), za vzorce korenin rastlin, ki smo jih uporabili
kot vabo. To kaze na moznost, da je prislo do mnozenja virusa / viroida v koreninah, ali
pa je bilo to zgolj posledica veéje vezave virusa / viroida na povrSino korenin. S
primerjavo razlike med vrednostmi Cq za vzorce korenin (Slike 27-29) lahko trdimo, da
je bila koncentracija obeh virusov in viroida v koreninah rastlin, ki smo jih uporabili kot
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vabo, statisticno pomembno manj$a od koncentracije le-teh v koreninah mehansko
okuzenih rastlin.

V naSih poskusih smo korenine obc¢asno mehansko poskodovali, da bi ¢im bolj
posnemali razmere v naravnem okolju, ker v naravi $tevilni drugi faktorji, na primer
mikrofavna, nematodi, rast korenin skozi substrat itd., lahko poskodujejo korenine in
tako vplivajo na vstop virusov in viroidov v korenine.

Tri mesece po zacetku namakanja z okuzeno hranilno raztopino smo PepMV-Ch2,
PVYN™ in PSTVd prvi¢ dokazali tudi v nadzemnih delih rastlin paradiznika, ki smo jih
uporabili kot vabo (Preglednice 8, 11 in 15). Ob koncu poskusa smo z RT-gPCR
dokazali prisotnost PepMV-Ch2 v 10 od 12 rastlin paradiznika (Preglednica 10),
PVY"™ pa v eni od Sestih (Preglednica 12) in PSTVd v dveh od 3estih rastlin
paradiznika, ki smo jih uporabili kot vabo (Preglednica 16; in sicer v novo zraslih
poganjkih iz baze stebla). V nasem poskusu so se zdrave rastline okuzile s PepMV-Ch2,
PVY"™ in PSTVd preko vode brez prisotnosti glivnih spor (glej tocko 3.4.2). Podobno
kot smo mi dokazali za PepMV-Ch2, so tudi Schwarz in sod. (2010) dokazali okuzbo
zdravih rastlin paradiznika s PepMV-EU preko vode. V podobnem poskusu, ki so ga
izvedli Alfaro-Fernandez in sod. (2010), pa se je PepMV-EU prenesel preko vode na
rastline paradiznika le, ¢e so jih zalivali z drenazno vodo, dobljeno iz rastlin, okuzenih s
PepMV-EU in z glivo O. virulentus. V odsotnosti glive do okuzbe s PepMV, v
njihovem poskusu, ni prislo.

V nadzemnih delih rastlin krompirja, ki smo jih uporabili kot vabo, smo PVYN™
dokazali 54. dan po zacetku namakanja z okuzeno hranilno raztopino (Preglednica 11 in
Priloga U). Ob koncu poskusa sta bili s PVYN™ okuzeni dve rastlini krompirja od estih
(Preglednica 13). PSTVd pa nismo dokazali v nadzemnih delih rastlin krompirja, ki smo
jih uporabili kot vabo, niti $tiri mesece po zacetku namakanja z okuzeno hranilno
raztopino (Preglednica 15).

Prvi, ki so nedvoumno dokazali moznost, da se virusi lahko spros$cajo iz korenin v
hranilno raztopino, kjer lahko prezivijo in nato okuzijo druge rastline preko korenin
brez dotika, so bili Pares in sod. (1992). To so dokazali na primeru okuzbe paradiznika s
ToMV. Deseti dan poskusa so opazili bolezenska znamenja na prej zdravih rastlinah, pri
katerih korenine niso bile v stiku s koreninami mehansko okuzenih rastlin. V vseh
primerih so okuzbo s TOMV na rastlinah, ki so jih uporabili v poskusu kot vabo, najprej
zaznali v koreninah, pozneje pa tudi v listih, pri ¢emer so bile vse rastline sistemsko
okuzene ze 35. dan poskusa. Krczal in sod. (1995) so dokazali prenos PFBV na rastline
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pelargonij s krozeCo hranilno raztopino v sistemu gojenja rastlin na hidroponiji. S
pomocjo crpalke je v njihovem namakalnem sistemu hranilna raztopina zaokrozila
trikrat na dan. Sedem tednov po okuzbi so virus zaznali v prvih poganjkih prej zdravih
rastlin, ki se tudi v tem primeru niso dotikale okuzenih rastlin in so bile hkrati zas¢itene
pred morebitnimi zuzel¢jimi prenasalci. Odstotek okuzenih rastlin se je postopoma
poveceval in 15 tednov po okuzbi so bile okuzene vse rastline.

V poskusu, ki so ga izvedli Schwarz in sod. (2010) v klimatskih komorah, so hranilno
raztopino od rastlin, okuzenih s PepMV-EU, tedensko pretakali do korenin zdravih
rastlin. Tudi v njihovem poskusu so bile zdrave rastline popolnoma lo¢ene od rastlin,
okuzenih s PepMV-EU. PepMV-EU so v koreninah prvotno zdravih rastlin paradiznika
cv. Castle Rock zaznali v ¢asu od enega do petih tednov po zacetku poskusa. V listih in
zelenih plodovih pa PepMV niso zaznali s testom ELISA niti 11 tednov po zacetku
poskusa. Ugotovili so, da se korenine tri tedne starih sadik lazje okuZzijo kot korenine
pet tednov starih sadik. Drug poskus so izvedli v rastlinjaku, kjer je hranilna raztopina
neprestano krozila (hitrost pretoka: 2 1 min™). V tem drugem poskusu so prve okuzbe
Korenin prej zdravih rastlin paradiznika cv. Hildares in Castle Rock zaznali v dveh
oziroma v $estih tednih. Ze en teden po okuzbi korenin so virus potrdili tudi v mlajsih,
ne pa v starejSih listth. V 11. tednu po zacetku poskusa so virus v mlajSih listih
paradiznika cv. Hildares zaznali v 75 %, v starejSih listih pa v 17 %. Enajsti teden so
virus potrdili v vseh zrelih plodovih paradiznika cv. Hildares in 13. teden v 27 % plodov
paradiznika cv. Castle Rock. Bolezenskih znamenj na listih, okuzenih s PepMV preko
korenin, niso opazili, pa¢ pa se je zmanjSal pridelek paradiznika cv. Castle Rock.
Njihovi rezultati kazejo na to, da se je virus iz korenin razsiril s floemskim sokom. Ker
je transport floema intenzivnejSi v razvijajo¢e se dele rastlin (mlajsi listi, plodovi), je
rezultat pricakovan. Velike razlike, kdaj so virus lahko zaznali v koreninah in kaksna je
bila uspeSnost okuzbe nadzemnih delov prej zdravih rastlin, niso pripisali le za virus
razlicno obcutljivim kultivarjem, temve¢ tudi druga¢nim rastnim pogojem in starosti
sadik, ki so v stiku z okuzeno hranilno raztopino.

PepMV-Ch2, PVYN™ in PSTVd so bili v nadzemnih delih rastlin, ki smo jih uporabili
kot vabo, neenakomerno razporejeni. PepMV-Ch2 smo dokazali v razli¢nih
kombinacijah, ali v plodu (Priloga O), steblu, v starejsih ali mlajsih listih (listi v
vr$i¢ku) paradiznika (Preglednici 9 in 10), PVY"™ v starejsih listih paradiznika
(Preglednica 12) oziroma v steblu ali v starejsih listih krompirja (Preglednica 13),
PSTVd pa v poganjkih, ki so izras¢ali na novo iz baze stebla paradiznika (Preglednica
16). PepMV-Ch2 smo v teh rastlinah pogosteje potrdili v starejsih listih v primerjavi z
mlajsimi (Preglednici 9 in 10), kar je v nasprotju z raziskavami, ki so jih opravili
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Schwarz in sod. (2010) na primeru PepMV-EU. Le-ti so prisotnost PepMV-EU bolj
pogosto zasledili v mlajsih listih rastlin, okuzenih preko korenin z vodo, in le ob¢asno
tudi v starejSih listih. Razlike v rezultatih za PepMV-EU in PepMV-Ch2 so lahko
posledica razli¢ne agresivnosti genotipov PepMV (Hanssen in sod., 2008), razli¢nih
kultivarjev in razli¢nih pogojev gojenja.

Ocenjena koncentracija PepMV-Ch2 v nadzemnih delih rastlin paradiznika, ki smo jih
uporabili kot vabo, ni bila statisticno pomembno manj$a od ocenjene koncentracije
PepMV-Ch2 v koreninah teh istih rastlin (Slika 27). Razlika v ocenjenih koncentracijah
PepMV-Ch2 v koreninah mehansko okuzenih rastlin pri poskusu PepMV-paradiznik in
poskusu PepMV+PVY-paradiznik je bila statisticno pomembna, vendar statisti¢no
pomembnih razlik v koncentraciji PepMV-Ch2 na rastlinah, ki smo jih uporabili v obeh
poskusih kot vabo, nismo opazili (Slika 27). Z RT-gPCR smo dokazali prisotnost
PepMV-Ch2 v stirih od $estih rastlin paradiznika za vabo iz poskusa PepMV-paradiznik
ter v vseh (Sestih) rastlinah za vabo iz poskusa PepMV+PVY -paradiznik. V vseh
rastlinah za vabo iz poskusa PepMV+PVY -paradiznik smo PepMV-Ch2 potrdili v
starejSih listih, pri Stirih rastlinah tudi v steblu, medtem ko je bil okuzen vrSic¢ek le ene
rastline. Nasprotno smo z RT-gPCR prisotnost PepMV-Ch2 potrdili v vrsickih kar treh
od S§tirih rastlin za vabo iz poskusa PepMV-paradiznik, pri katerih je bila okuzba s
PepMV-Ch2 potrjena. Prisotnost PepMV-Ch2 je bila v teh rastlinah potrjena tudi v
starejSih listih, v steblu pa smo z RT-gPCR okuzbo s PepMV-Ch2 potrdili le pri dveh
rastlinah. Te razlike so lahko posledica razli¢ne koncentracije PepMV-Ch2 v viru
inokuluma (Slika 27), do katere bi lahko prislo tudi zaradi so¢asne okuzbe rastlin, ki
smo jih imeli v poskusu PepMV+PVY -paradiznik kot vir inokuluma, s PVYN™,
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Slika 27: Relativna koli¢ina RNA PepMV-Ch2 glede na COX v pozitivnih vzorcih 134. dan po zacetku
namakanja z okuzeno hranilno raztopino v poskusu PepMV-paradiznik (modre tocke) in v poskusu
PepMV+PVY -paradiznik (rdece tocke)

Figure 27: The amount of PepMV-Ch2 RNA relative to COX in positive samples from the PepMV-
tomato (blue spots) and PepMV+PVY-tomato (red spots) experimental hydroponic systems 134 days
after the initiation of irrigation with infested nutrient solution

Stevilke na osi y predstavljajo antilogaritem povpre¢ne razlike med vrednostma Cq amplikona COX in
PepMV (skala je logaritemska z osnovo 2). Standarna napaka je prikazana le v primeru, ko so bili za isto
tkivo pozitivni vsaj Stirje vzorci. Vrednosti, oznacene z a, b in ¢, so statisticno pomembno razli¢ne
(p<0,05). Manjkajoc¢e tocke pomenijo, da z RT-gPCR v nobenem vzorcu nismo dokazali prisotnosti
virusa. Podrobne vrednosti in izra¢uni so v Prilogah P in S.
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Slika 28: Relativna kolicina RNA PVYN™ glede na COX v pozitivnih vzorcih 134. dan po zagetku
namakanja z okuzeno hranilno raztopino v poskusu PepMV+PVY -paradiznik (modre to¢ke) in 131. dan v
poskusu PVY-krompir (rdece tocke)

Figure 28: The amount of PVYN™ RNA relative to COX in positive samples from the PepMV+PVY-
tomato (blue spots) and PVY-potato (red spots) experimental hydroponic systems 134/131 days,
respectively, after initiation of irrigation with infested nutrient solution

Stevilke na osi y predstavljajo antilogaritem povpre¢ne razlike med vrednostma Cq amplikona COX in
PVY (skala je logaritemska z osnovo 2). Standarna napaka je prikazana le v primeru, ko so bili za isto
tkivo pozitivni vsaj trije vzorci. Vrednosti, oznacene z a, b, ¢, d in e, so statistiéno pomembno razli¢ne
(p<0,05). Manjkajoc¢e tocke pomenijo, da z RT-gPCR v nobenem vzorcu nismo dokazali prisotnosti
virusa. Mesta, oznacena z X, pomenijo, da ni bilo analizirano. Podrobne vrednosti in izracuni so v
Prilogah T in V.
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Slika 29: Relativna koli¢ina RNA PSTVd glede na COX v pozitivnih vzorcih 141. dan po zacetku
namakanja z okuZeno hranilno raztopino v poskusu PSTVd-paradiznik (modre tocke) in 125. dan v
poskusu PSTVd-krompir (rdece tocke)

Figure 29: The amount of PSTVd RNA relative to COX in positive samples from the PSTVd-tomato
(blue spots) and PSTVd-potato (red spots) experimental hydroponic systems 141/125 days, respectively,
after initiation of irrigation with infested nutrient solution

Stevilke na osi y predstavljajo antilogaritem povpre¢ne razlike med vrednostma Cq amplikona COX in
PSTVd (skala je logaritemska z osnovo 2). Standarna napaka je prikazana le v primeru, ko so bili za isto
tkivo pozitivni vsaj trije vzorci. Vrednosti, oznacene z a, b in ¢, SO statistino pomembno razli¢ne
(p<0,05). Manjkajo¢e tocke pomenijo, da z RT-gPCR v nobenem vzorcu nismo dokazali prisotnosti
viroida. Mesta, oznadena z X, pomenijo, da ni bilo analizirano. Podrobne vrednosti in izraéuni S0 v
Prilogah Z in W.

5.3.2.4 Moznost okuzbe sadilnega materiala z okuzeno hranilno raztopino v sistemu
gojenja rastlin na hidroponiji

Dokazali smo, da so lahko gomolji krompirja, ki zrastejo v okuzenih hidroponskih
sistemih, okuzeni s PVYN™, Ocenjujemo, da je bila koncentracija PVYN™ v rastlinah
zraslih iz gomoljev rastlin za vabo, statisticno pomembno ve¢ja kot v materinih
rastlinah (rastlinah za vabo) (Slika 28).

Gomolji, ki so se formirali na rastlinah, ki smo jih uporabili v poskusu PSTVd-krompir
kot vabo, niso bili okuzeni; vsaj ne v taki meri, da bi iz njih zrasle okuzene rastline.
Razlog bi bil lahko v prenizki koncentraciji viroida v hranilni raztopini. Po oceni (Slika
24) je bila koncentracija viroida v hranilni raztopini manjsa kot v poskusu, pri katerem
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smo v zemljo vbrizgavali okuzeno vodo in pri katerem smo dokazali moznost okuzbe
gomoljev, ki so se razvili na rastlinah, oziroma rastlin, zraslih iz teh gomoljev, s
PSTVd.

V nasem poskusu nismo dokazali moznosti prenosa PSTVd s semeni paradiznika niti,
ko smo posejali semena, pridobljena iz plodov tistih rastlin paradiznika, ki smo jih
okuzili mehansko. Ker Diener in Raymer (1971) navajata, da so lahko tudi semena
paradiznika vir okuzbe s PSTVd, so lahko naSi nepricakovani rezultati posledica
premajhnega Stevila posejanih semen. Mozno je namreé, da se, podobno kot PepMV (v
poskusu, ki so ga izvedli Hanssen in sod. (2010), je bil prenos s semeni paradiznika
dokazan v 0,026 % od 87.000 analiziranih rastlin), tudi PSTVd s semeni S$iri le v
majhnem delezu. V poskusu PepMV-paradiznik smo okuzbo s PepMV-Ch2 potrdili v
enem zrelem plodu iz rastline, ki smo jo uporabili kot vabo, zato lahko sklepamo, da so
bila okuzena tudi semena v njem.

5.4 POMEN SIRJENJA PSTVd, PVYN™ IN PepMV-CH2 Z VODO

Voda kot mozna pot Sirjenja rastlinskih virusov in viroidov je bila v preteklosti
spregledana, najverjetneje zaradi nizke koncentracije teh povzroditeljev bolezni v vodi.
Nizke koncentracije povzrociteljev bolezni so problemati¢ne za dolo¢anje (Mehle in
Ravnikar, 2012), hkrati se rastline z nizkimi koncentracijami okuzijo z zakasnitvijo
(tocka 5.3.2.3). Rastline rastejo na hidroponiji ve¢ mesecev, rastline paradiznika skoraj
vse leto, zato velika stabilnost teh povzrociteljev bolezni v vodnem okolju (toc¢ka 5.2)
lahko omogoci kopicenje le-teh v sistemu. Vsekakor, ¢e bi bila koncentracija PepMV-
ch2, PVYN™ in PSTVd v hranilni raztopini vedja, bi bila ve&ja tudi u&inkovitost
okuzbe rastlin preko korenin. To so ze dokazali Pares in sod. (1992) za ToMV ter Vidic
(2011) v poskusu namakanja rastlin paradiznika z razli¢nimi koncentracijami PepMV-
Ch2.

Dokazali smo, da se lahko PepMV-Ch2, PVYN™ in PSTVd sproscajo iz poskodovanih
korenin v vodno okolje in nato preko korenin okuzijo zdrave rastline v sistemu gojenja
rastlin na hidroponiji. V pogojih nasega poskusa se je okuzba teh rastlin s PepMV-Ch2,
PVY"™ in PSTVd pogosto omejila na korenine. Ce so se okuzili tudi poganjki, je do
okuzbe poganjkov prislo z zakasnitvijo, hkrati je bila okuzba v nadzemnih delih teh
rastlin zelo neenakomerno razporejena. Voda torej ni najpomembnejsi nacin za Sirjenje
PepMV-Ch2, PVYN™ in PSTVd med rastlinami, vendar se lahko okuzba z ene rastline
hitro razsiri na sosednje rastline na druge nacine, na primer mehansko ali z vektorji.
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Poleg tega smo dokazali, da so lahko gomolji, ki se razvijejo na rastlinah, ki jih
zalivamo z okuzZeno vodo, vir novih okuzb s PVYN™ in PSTVd. Zato mozZnosti §irjenja
virusov in viroidov z vodo ne smemo zanemariti, zlasti ne, ¢e rastline gojimo na
hidroponijah, kjer voda v sistemu krozi.
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6 SKLEPI

Dokazali smo, da se lahko PVYN™, PepMV-Ch2 in PSTVd, ekonomsko pomembni
povzrocitelji bolezni na rastlinah paradiznika oziroma krompirja, $irijo tudi z vodo. V
vodno okolje se lahko le-ti spros$¢ajo iz korenin okuzenih rastlin. Za PSTVd smo
dokazali, da v vodi pri temperaturi 20 + 4 °C prezivi do sedem tednov. Iz vode lahko
povzrotitelji bolezni, nedvoumno dokazano vsaj za PepMV-Ch2 in PVYN™, preidejo v
zdrave rastline preko korenin. Dokazali smo, da so lahko gomolji, ki se razvijejo na
rastlinah, ki jih zalivamo z vodo, okuZeno s PSTVd ali PVYN™, vir novih okuzb.
Nedvomno je sirjenje PVYN™, PepMV-Ch2 in PSTVd z vektorji ali preko mehansko
poskodovane listne povrsine uc¢inkovitej$e od Sirjenja z vodo, vendar moznosti $irjenja z
vodo v studijah epidemiologije in pri pripravah ocen tveganja ne smemo zanemariti,
zlasti ne, ¢e rastline rastejo na hidroponijah, kjer voda v sistemu neprestano krozi. Do
okuzbe rastlin z okuzeno vodo lahko pride, tudi ¢e so koncentracije povzrociteljev
bolezni pod mejo detekcije s klasi¢nimi diagnosti¢nimi metodami. Zato je nujna
uporaba metod za koncentriranje vodnih vzorcev ter visoko obcutljivih diagnosti¢nih
metod, ki so primerne za izvajanje monitoringa vod.

98



Mehle N. Prezivetje PVY, PepMV in PSTVd in njihov prenos z vodo.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

7 POVZETEK (summary)

7.1 POVZETEK

V vodah je bila potrjena prisotnost Stevilnih rastlinskih virusov, vendar za Stevilne
viruse, najdene v vodnih virih, moznost prezivetja v vodi in njihovo S$irjenje z vodo
nista raziskana. Razlog je predvsem v tem, da so za to potrebne dolgotrajne in
kompleksne raziskave. V komercialnih proizvodnih nasadih paradiznika in krompirja
pogosto gojijo rastline na hidroponijah ali nasade intenzivno namakajo, zato smo se
odlo¢ili raziskati, ali je lahko voda vir okuzbe s tremi razmeroma stabilnimi in kuznimi
rastlinskimi patogenimi mikrobi, ki povzrocajo velike ekonomske izgube na rastlinah
paradiznika oziroma krompirja: genotip Ch2 virusa mozaika pepina (Pepino mosaic
virus genotype Ch2; PepMV-Ch2), nekroti¢ni razli¢ek krompirjevega virusa Y (Potato
virus Y strain NTN; PVYN™) in viroid vretenatosti gomoljev krompirja (Potato spindle
tuber viroid; PSTVd). Poznavanje teh mozZnosti je nujno za uspe$no preprecevanje
Sirjenja povzrociteljev bolezni in s tem povezanih velikih izgub za prehrano pomembnih
kmetijskih pridelkov, ki bi jih virus / viroid lahko povzro¢il.

Ugotavljali smo moznost prezivetja PSTVd v vodi na temperaturi 20 + 4 °C. Moznost
sirjenja PepMV-Ch2, PVYN™ in PSTVd z vodo preko korenin ali v &asu Kalitve
gomoljev v nadzemne dele rastlin ali v razmnozevalni material smo ugotavljali s
poskusi gojenja rastlin na hidroponiji in s poskusi, pri katerih smo v zemljo dodajali
okuzeno vodo. Prisotnost virusov / viroida v rastlinskih delih in v hranilni raztopini /
vodi smo preverjali z RT-PCR v realnem ¢asu (RT-qPCR), kuznost hranilne raztopine /
vode pa z mehansko okuzbo testnih rastlin. V' preliminarnih poskusih smo preverili,
kaksna je najvecja razredCenost PSTVd in PepMV-Ch2 v vodi, da je okuzba testnih
rastlin Se mozna. V primerjavi z RT-gPCR je bil bioloski test manj obcutljiv za 5-8
velikostnih razredov. Z RT-qPCR dolo¢amo prisotnost nukleinskih kislin, tudi tistih, ki
niso del infektivnih virusnih ali viroidnih delcev. Ne glede na to smo s tem poskusom
dokazali, da obstaja neka limita koncentracije virusnih in viroidnih delcev, ki so
potrebni za uspesno okuzbo testnih rastlin.

Za ugotavljanje prezivetja PSTVd v vodi smo okuZene liste macerirali in inkubirali v
vodi. Precejeno vodo smo shranili v karantenski rastlinjak. Tedensko smo preverjali
prisotnost viroidne RNA v vodi z RT-gPCR ter njeno infektivnost z mehansko okuzbo
testnih rastlin. V nasem poskusu smo dokazali, da je PSTVd zelo stabilen v vodnem
okolju, saj lahko prezivi v vodi na temperaturi 20 = 4 °C do sedem tednov. Z RT-gPCR
pa smo prisotnost viroidne RNA potrdili tudi v poznejsem obdobju.
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V poskusih gojenja rastlin na hidroponiji smo kot vir inokuluma uporabili hranilno
raztopino, v katero so se, iz korenin okuzenih rastlin paradiznika oziroma krompirja,
sproscali PepMV-Ch2, PVYN™ ali PSTVd. S to hranilno raztopino smo 125-141 dni
namakali zdrave rastline paradiznika / krompirja, ki smo jih v poskusu uporabili za
vabo. Poskusi so bili zasnovani tako, da je bilo dotikanje med rastlinami za vabo in
mehansko okuzenimi rastlinami popolnoma onemogoceno. Preprecen je bil tudi kontakt
med hranilno raztopino in zelenim delom rastlin. Ob¢asno smo med poskusom rahlo
ranili korenine rastlin, da bi posnemali razmere gojenja rastlin na hidroponiji, pri
katerem do ranitev pride zaradi rasti korenin skozi substrat ali zaradi organizmov v
sistemu. Periodi¢no smo analizirali hranilno raztopino in razli¢ne dele rastlin iz poskusa
z RT-gPCR ter infektivnost hranilne raztopine preverjali z mehansko okuzbo testnih
rastlin. Na koncu poskusa smo gomolje, ki so zrasli na rastlinah, ki smo jih uporabili v
poskusu kot vabo, posadili v neokuzeno zemljo. V ¢asu od 15 do 17 tednov po sajenju
gomoljev krompirja smo zrasle rastline (rastline zrasle iz gomoljev rastlin za vabo)
analizirali z RT-gPCR. V drugem sklopu poskusov smo sveze pripravljeno vodo z
maceratom iz okuZenih listov dodajali z injekcijsko iglo v zemljo. Z dodajanjem
okuzene vode v zemljo smo zaceli takoj po posaditvi zdravih gomoljev krompirja in, v
intervalih od tri do §tiri dni, na ta na¢in dodajali okuZeno vodo v zemljo dva meseca. Ob
koncu poskusa smo analizirali liste zraslih rastlin (rastline za vabo) z RT-qPCR. Novo
nastale gomolje smo presadili v neokuzeno zemljo, jih zalivali z vodovodno vodo ter
10-22 tednov po posaditvi analizirali z RT-qPCR rastline, ki so zrasle iz teh gomoljev
(rastline zrasle iz gomoljev rastlin za vabo).

Dokazali smo, da se PVYN™, PepMV-Ch2 in PSTVd v mehansko okuZenih rastlinah
paradiznika oziroma krompirja mo¢no namnozijo in da se lahko spros¢ajo iz korenin v
hranilno raztopino. Koncentracija virusa PepMV-Ch2 v hranilni raztopini je bila, vsaj v
nekaterih ¢asovnih tockah, dovolj visoka, da smo z njo lahko mehansko okuzili testne
rastline. Nasprotno je bila koncentracija PVYN™ in PSTVd v hranilni raztopini, v vseh
casovnih tockah, prenizka za uspeSno mehansko okuZbo testnih rastlin. V koreninah
rastlin, ki smo jih uporabili za vabo, smo prisotnost PepMV-Ch2, PVY"™ in PSTVd
potrdili v prvem oziroma v drugem mesecu po zacetku namakanja z okuzeno hranilno
raztopino. V pogojih nasega poskusa se je okuzba rastlin, ki smo jih uporabili kot vabo,
pogosto omejila na korenine. Ce so se okuzili tudi poganjki, je do okuZbe poganjkov
priSlo z zakasnitvijo, hkrati je bila okuzba v nadzemnih delih teh rastlin zelo
neenakomerno razporejena:
- PepMV-Ch2: v nadzemnih delih rastlin paradiznika, ki smo jih uporabili kot
vabo, smo okuzbo s PepMV-Ch2 prvi¢ potrdili tri mesece po zacetku namakanja
z okuzeno hranilno raztopino. Ob koncu poskusa je bilo okuzenih 10 od 12
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rastlin, in sicer je bil okuzen ali le plod ali le steblo oziroma starejsi ali mlajsi
listi.

- PVYN™: v nadzemnih delih rastlin paradiznika, ki smo jih uporabili kot vabo,
smo okuzbo s PVYN™ prvi¢ potrdili po treh mesecih in pol, v krompirju pa e
54. dan po zacetku namakanja z okuzeno hranilno raztopino. Ob koncu poskusa
so bile okuzene ena od Sestih rastlin paradiznika in dve od Sestih rastlin
krompirja. Z analiziranjem stebla, starejSih in mlajsih listov smo okuzbo
dokazali le v steblu ali v starejsih listih. Okuzbo s PVYN™ smo dokazali tudi v
gomoljih Stirih od Sestih rastlin za vabo, saj so iz njih zrasle okuzene rastline.

- PSTVd: v nadzemnih delih rastlin paradiznika, ki smo jih uporabili kot vabo,
smo okuzbo s PSTVd prvi¢ potrdili tri mesece po zacetku namakanja z okuzeno
hranilno raztopino. Ob koncu poskusa je bila okuzba v izredno nizki
koncentraciji potrjena v dveh poganjkih, ki sta izras¢ala na novo iz baze stebla.
Glede na to, da kontaminacij v poskusu in v postopku analize nismo imeli, lahko
zaklju¢imo, da se je malo delcev PSTVd preneslo preko korenin v rastline
paradiznika. PSTVd v nadzemnih delih rastlin krompirja, ki smo jih uporabili
kot vabo, nismo dokazali niti $tiri mesece po zacetku namakanja z okuzeno
hranilno raztopino. Vendar smo za PSTVd dokazali, da so gomolji, ki se
razvijejo na rastlinah, ki jih zalivamo z vodo, okuzeno s PSTVd, vir novih
okuzb.

Voda kot mozna pot Sirjenja rastlinskih virusov in viroidov je bila v preteklosti
spregledana, najverjetneje zaradi nizke koncentracije teh povzrociteljev bolezni v vodi.
Nizke koncentracije povzrociteljev bolezni so problemati¢ne za dolocanje, hkrati Se
rastline v tem primeru okuzijo z zakasnitvijo. Zaradi velike stabilnosti PepMV-Ch2,
PVY"™ in PSTVd v vodnem okolju in ker rastline rastejo na hidroponiji ve¢ mesecev,
rastline paradiznika skoraj vse leto, se lahko le-ti v sistemu, kjer voda krozi, kopiéijo.

Prenos z vodo sicer ni najhitreji nagin za irjenje PepMV-Ch2, PVYN™ in PSTVd med
rastlinami, vendar se lahko patogen mikrob z ene same rastline z vodo nato hitro razsiri
na sosednje rastline na druge nacine, na primer mehansko ali z vektorji. In ker smo
dokazali, da so lahko gomolji, ki se razvijejo na rastlinah, ki jih zalivamo z okuzeno
vodo, tudi vir novih okuzb s PVYN™ in PSTVd, mozZnosti Sirjenja virusov in viroidov z
vodo ne smemo zanemariti, $e zlasti ne, ¢e rastline gojimo na hidroponijah, kjer voda v
sistemu krozi.

Rezultate smo objavili v Mehle in sod. (2014).

101



Mehle N. Prezivetje PVY, PepMV in PSTVd in njihov prenos z vodo.
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

7.2 SUMMARY

A large number of plant viruses have been detected in aqueous environments, although
the documentation concerning their survival in water and their potential for water-borne
infection is scarce. This is mainly because the required studies would be long and
complex. In the commercial production of tomato and potato, hydroponic systems
and/or intensive irrigation are used widely, so we have explored the possibility that
water is a source of infection of these two crops, using three relatively stable and
transmissible plant pathogens: Pepino mosaic virus genotype Ch2 (PepMV-Ch2),
Potato virus Y NTN strain (PVY"™), and Potato spindle tuber viroid (PSTVd). These
pathogens pose a serious threat to tomato and potato production. This knowledge is
necessary for the effective prevention of the spread of the diseases.

In our study, we investigated the survival of PSTVd in water at 20 = 4°C, and the spread
of PepMV-Ch2, PVYN™ and PSTVd through roots and during the sprouting of tubers,
and into the green plant parts, and into tubers that develop on the plants. This was
followed using an experimental hydroponic system and with inoculum injection of the
substrate, to test the hypothesis that water is an alternative pathway to plant infection
with PepMV-Ch2, PVYN™ and PSTVd. Reverse-transcription real-time polymerase
chain reaction (RT-qPCR) was used as the main method for the detection of selected
pathogens in nutrient solution/ water, and in plant tissues. In addition, the infectivity of
the nutrient solution/ water was investigated using mechanical inoculation of test plants.
In preliminary studies, the highest dilution that retained the ability to cause infection
was determined for PSTVd and PepMV-Ch2. In comparison with RT-gPCR, the
biological assay was shown to be five to eight orders of magnitude less sensitive. RT-
gPCR detects the presence of nucleic acids, which are not necessarilly a part of the
infective viral particle. The results indicate that there is a limit of the viral particle
concentration that can no longer infect the plants.

For the survival experiment, infected leaves from test plants were macerated and
incubated in water at 20 + 4°C. The plant debris was removed by passing the samples
through gauze, and the resulting infested water was stored in a quarantined greenhouse.
This infested water was tested weekly for the presence of the viroid using RT-qPCR.
The water infectivity was monitored by mechanical inoculation of test plants. The
development of symptoms was observed, and confirmed with molecular analysis. The
experiment showed that PSTVd is stable in an aqueous environment. It remained
infectious in water at 20 + 4°C for 7 weeks. After the viroid lost its infectivity, it was
still detected by RT-qPCR.
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In the experimental hydroponic system, inoculated tomato or potato plants were used as
a source of PepMV-Ch2, PVYN™ or PSTVd release into the nutrient solution. Healthy
(bait) plants/ tubers were irrigated with the nutrient solution from the tank with the
inoculated plants. Over the 4 months of the experiments, special care was taken to
prevent any contact between the mechanically inoculated plants and the bait plants, and
between the nutrient solution from the inoculate plants and the green parts of the bait
plants. Occasionally, the roots of the inoculated and bait plants were gently stirred with
a glass rod, to imitate the real conditions in a hydroponic system, where injures to the
root systems can be expected, due to the presence of macrobiota and the growth of the
roots through the glass wool. Periodically, the nutrient solution and different parts of
both the inoculated and bait plants were analyzed separately by RT-gPCR. In addition,
the infectivity of the nutrient solution was checked with mechanical inoculation of test
plants. At the end of the experiments, the tubers that developed on the potato bait plants
were planted into substrate. Four months after planting, the newly grown potato plants
were tested by RT-qPCR. For the injection of the inocula into the substrate, PSTVd-
and PVYN™.infested water were prepared by macerating infected leaves in water,
followed by removal of the plant debris. The administration of PSTVd- and PVYN™-
infested water was initiated immediately after the potato seed tubers were planted.
Freshly prepared infested water was added to the substrate with a syringe, every 3 or 4
days. Two months after planting, the upper leaves of the newly grown plants were
tested using RT-gPCR. The cleaned and dried tubers that developed on these plants
were planted into new pots, and watered with non-infested water. Then, 10-22 weeks
after planting, the newly grown potato plants were tested using RT-gPCR.

PepMV-Ch2, PVYN™ and PSTVd were detected in the upper, non-inoculated leaves
and also in the roots of systemically infected tomato/ potato plants, which were
therefore used as the source of the inocula. PepMV-Ch2, PVYN™ and PSTVd can be
released from injured plant roots into the nutrient solution. Both viruses and viroid were
detected in the nutrient solution using RT-gPCR, from the first month after initiation of
irrigation until the end of the study. Interestingly, we failed to confirm the infectivity of
the nutrient solution in almost all cases, as this was only seen for 12% of the test plants
that were mechanically inoculated with PepMV-Ch2-infested nutrient solution. The
presence of viruses/ viroid in root samples of the tomato/ potato bait plants was
confirmed in the first to the second month after initiation of irrigation with infested
nutrient solution. Under our experimental conditions, the infections acquired through
the roots were sometimes restricted to the roots, or, if not, they became systemic in the
shoots after a significant delay, and showed uneven distributions through the plants:

- PepMV-Ch2: in the upper parts of the tomato bait plants, PepMV-Ch2 was
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detected 3 months after initiation of the irrigation with infested nutrient solution.
At the end of the study, a separate analysis confirmed the presence of PepMV-
Ch2 in 10 of 12 bait plants. It was detected in fruit, stems and in old and new
leaves.
- PVY"™: in the upper parts of the tomato bait plants, PVY"™ was detected 3.5
months from the initiation of irrigation with infested nutrient solution, while in
the potato bait plants, it was detected earlier (54 days from the initiation of
irrigation with infested nutrient solution). At the end of the study, a separate
analysis confirmed the presence of PVYN™ in 1 of 6 tomato and in 2 of 6 potato
bait plants. The presence of PVYN™ was confirmed in stems and old leaves, but
not in young leaves. In addition, the presence of PVYN™ was confirmed in
plants grown from the tubers obtained from 4 of 6 potato bait plants.

- PSTVd: this was first observed in the upper green parts of the tomato bait plants
3 months after initiation of irrigation with PSTVd-infested nutrient solution. At
the end of the study, a separate analysis with RT-gPCR confirmed the presence
of PSTVd in 2 of 6 tomato bait plants. Moreover, it was only detected in new
shoots growing from the lower parts of the plants. As no contamination was
observed during either sample analysis or greenhouse manipulation, we can
conclude that PSTVd transmission occurred, although with a low efficiency. In
contrast, PSTVd was not detected in the upper green parts of the potato bait
plants at any time over the 4 months of the study, and it was also not confirmed
in the newly formed tubers of these potato bait plants. However, tubers
developed by plants grown in the substrate watered with PSTVd-infested water
were confirmed to be a source of viroid infection.

Water has been overlooked as a virus/ viroid infection pathway, most probably due to
the low pathogen concentrations in aqueous media. These pathogens are difficult to
detect at low concentrations, although this might also be due to the slower water-
mediated plant infection rather than mechanical transmission between the green parts of
the plants. In hydroponic systems, plants like tomato are typically grown for several
months — tomato, in particular, is grown for almost a year. Therefore, the high stability
of these pathogens in aqueous environments might allow them to accumulate in and on
root systems. Certainly, higher concentrations of PepMV-Ch2, PVY"™ and PSTVd in
the recirculating nutrient solution would result in higher infection rates.

Our data indicate that water appears not to be the most important mode of transmission
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of PepMV-Ch2, PVY"™ and PSTVd between plants. It can, however, enable infection
of individual plants, after which both viruses and viroids can then rapidly and
effectively spread to neighboring plants, either mechanically or by vectors, or in other
ways. In addition, tubers developed on plants grown in substrate/ hydroponic system
watered with PSTVd/PVYN™-infested water were confirmed to be the source of
PSTVdA/PVYN™ infection. For all of these reasons, the potential of water as a
transmission route for plant viruses/ viroids should not be ignored, especially in
hydroponic systems where recycled water is used.

Our results are presented in Mehle et al. (2014).
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PRILOGE
Priloga A

Sestava pufrov za ELISA

KARBONATNI (COATING) PUFER (pH = 9,6; za 1000 ml):
Na,COs 159 g
NaHCO;, 293¢

PBS PUFER ZA SPIRANJE (pH = 7,4; za 1000 ml):

NaCl 8,0¢g
Na,HPO, 1,149
KH,PO, 0,29
KCI 0,29
Tween 20 0,5ml

EKSTRAKCIJSKI PUFER (pH = 7,4):

PBS - Tween pufer 1000 ml
PVP (polivinilpirolidon, viskoznost K40) 20 g
BSA (bovine serum albumin) 29

KONJUGATNI PUFER ZA PVY (pH =7,4):

PBS - Tween pufer 100 ml
PVP (polivinil pirolidon 40.000) 209
MgCl, x 6H,0 0,02¢g

KONJUGATNI PUFER ZA PepMV (pH = 7,4):

PBS - Tween pufer 100 ml
PVP (polivinil pirolidon 40.000) 209¢
BSA (bovine serum albumin) 0,29

SUBSTRATNI PUFER (pH = 9,8; za 1000 ml):
Dietanolamin 97 ml
MgCl, 0,29

Pufre smo hranili v hladilniku pri 4 + 2 °C.



Priloga B

Shematski prikaz izvedbe ELISA za dolo¢anje PepMYV in PVY

Korak pri izvedbi DAS-ELISA

specifikacija

Polnjenje mikrotiterskih ploséic s
primarnimi protitelesi (razred¢ena v
karbonatnem pufru)

Inkubacija

Spiranje

Dodajanje homogeniziranih vzorcev
(razredceni v ekstrakcijskem pufru)
Inkubacija

Spiranje

Dodajanje konjugiranih protiteles
(razredcena v ustreznem konjugatnem
pufru)

Inkubacija

Spiranje

Dodajanje raztopine substrata p-nitrofenil
fosfata
Odcitavanje rezultatov pri 405 nm

protitelesa : pufer = 1: 2000

4 ure pri 37 °C
4 krat po 5 min

vzorec : pufer = 1: 20
¢ez no¢ (od 17 do 19 ur) pri 4 °C

1 krat in nato Se 4 krat po 5 minut
protitelesa : pufer =1 : 2000

4 ure pri 37 °C
5 krat po 5 min

1 mgml?

po 30 minutah, 1 uri, 2 urah




Priloga C

Sestava reakcijskih mesanic za RT-qPCR

Reakcijska meSanica za COX:

Kemikalija / zacetni oligonukleotid / sonda zacetna konéna koli¢ina za 1
koncentracija koncentracija  reakcijo (ul)

Voda brez nukleaz 0,0

RT-PCR pufer* (AgPath) 2X 1x 5,0

COX_F 10 uM 0,9 uM 0,9

COX_RW 10 uM 0,9 uM 0,9

COX_S 2,5 uM 0,2 uM 0,8

RT-PCR encim (AgPath) 25X 1x 0,4

Reakcijska meSanica za LUC:

Kemikalija / zaCetni oligonukleotid / sonda zacetna kon¢na koli¢ina za 1
koncentracija koncentracija  reakcijo (ul)

Voda brez nukleaz 01

RT-PCR pufer* (AgPath) 2X 1x 5,0

Luc_F 10 uM 1 uM 1,0

Luc_R 10 uM 1 uM 1,0

Luc_S 10 uM 0,5 uM 0,5

RT-PCR encim (AgPath) 25X 1x 0,4

Reakcijska meSanica za PVY:

Kemikalija / zaCetni oligonukleotid / sonda zacetna kon¢na koli¢ina za 1
koncentracija koncentracija  reakcijo (ul)

Voda brez nukleaz 1,7

RT-PCR pufer* (AgPath) 2X 1x 5,0

PVY-uni_F 10 uM 0,3 uM 0,3

PVY-uni_R 10 uM 0,3 uM 0,3

PVY-uni_S 5uM 0,15 uM 0,3

RT-PCR encim (AgPath) 25X 1x 0,4

Reakcijska meSanica za PepMV - amplikon s katerim dolo¢amo vse genotipe:

Kemikalija / zaCetni oligonukleotid / sonda zacetna kon¢na koli¢ina za 1
koncentracija koncentracija  reakcijo (ul)

Voda brez nukleaz 1,4

RT-PCR pufer* (AgPath) 2X 1x 50

F1: KL05-48 10 uM 0,2 uM 0,2

R1: KL05-51 10 uM 0,2 uM 0,2

F2: KL05-49 10 uM 0,2 uM 0,2

R2: KL05-52 10 uM 0,2 uM 0,2

S: KL05-50 10 uM 0,4 uM 04

RT-PCR encim (AgPath) 25X 1x 0,4




Reakcijska me$anica za PepMV - amplikona Eur-cp ali Ch2&US2-cp:

Kemikalija / zacetni oligonukleotid / sonda zacetna konéna koli¢ina za 1
koncentracija koncentracija  reakcijo (ul)

Voda brez nukleaz 0,0

RT-PCR pufer* (AgPath) 2X 1x 50

F 10 uM 0,9 uM 0,9

R 10 uM 0,9 uM 0,9

S 2,5 UM 0,2 uM 0,8

RT-PCR encim (AgPath) 25x 1x 0,4

Reakcijska meSanica za PSTVd:

Kemikalija / zagetni oligonukleotid / sonda zacetna koné¢na koli¢ina za 1
koncentracija koncentracija  reakcijo (ul)

Voda brez nukleaz 0,0

RT-PCR pufer* (AgPath) 2X 1x 5,0

PSTVd231F 10 uM 0,9 uM 0,9

PSTVd296R 10 uM 0,9 uM 0,9

PSTVd251T 2,5 uM 0,2 uM 0,8

RT-PCR encim (AgPath) 25X 1x 0,4

Reakcijska meSanica za pospiviroide:

Kemikalija / zaCetni oligonukleotid / sonda zacetna kon¢na koli¢ina za 1
koncentracija koncentracija  reakcijo (ul)

Voda brez nukleaz 0,6

RT-PCR pufer* (AgPath) 2X 1x 5,0

Pospi-F356a 10 uM 0,3 uM 0,3

Pospi-F356b 10 uM 0,3 uM 0,3

Pospi-R96 10 uM 0,3 uM 0,3

Pospi-R102 10 uM 0,3 uM 0,3

Pospi-P12 2,5 uM 0,1 uM 0,4

Pospi-P22 2,5 uM 0,1 uM 0,4

RT-PCR encim (AgPath) 25X 1x 0,4

*RT-PCR pufer (AgPath) vsebuje pasivno referen¢no barvilo ROX in kemikalije potrebne za potek
reakcije RT-qPCR. Toc¢no sestavo pufra proizvajalec ne navaja.



Priloga C

Primerjava obcutljivosti ELISA in RT-qPCR za dolo¢anje PepMYV na vzorcih iz
poskusa PepMV-paradiznik

dni® 0 13 21 34 50 59 79 100
vir inokuluma - listi:

A-F - nt nt nt nt nt nt nt

vir inokuluma - korenine:

hranilna raztopina:
+(27,8)/ +(26,4) +(29,1) +(30,8)/ +(27,1) nt +(28,6) +(26,2)

neg / neg / neg neg / neg / neg / neg
rezultat analize testnih rastlin Stiri tedne po mehanski okuzbi s hranilno raztopino:
1 + (2911) + (3116)

D. stramonium 1 —/ neg nt /neg —/neg  —/neg / neg —/neg —/neg
D.stramonium 2 —/neg nt nt —/neg —/ neg * /(ﬁgé;') —/neg —/neg
N. glutinosa 1 * (ﬁgég) ! nt —4meg nt —/neg —/neg —/neg —/neg
N.glutinosa 2 —/neg nt —/neg nt —/neg —/neg —/neg —/neg
L. esculentum 1 nt nt nt —/neg —/ neg —/neg —/neg
L. esculentum 2 nt nt nt —/ neg —/ neg +(36.2) —/neg —/neg

/ neg

rastline za vabo - korenine:

/ neg / neg neg

rastline za vabo - nadzemni deli rastlin:

+(30,8)

A-F nt —/ neg nt —/ neg —/neg —/neg —/neg / neg

Prva vrednost je rezultat analize z RT-gPCR [- negativno; + pozitivno; v oklepaju je podana vrednost Cq
za pozitivne vzorce (povpredje treh paralelk)], za poSevnico pa rezultat analize z ELISA (neg - negativno;
sum - sumljivo; poz - pozitivno; vzorci analizirani v dveh paralelkah). %t. dni od zagetka namakanja z
okuzeno hranilno raztopino; nt - ni testirano; pomen barvnih oznak:
I oozitiven rezultat z RT-gPCR in z ELISA
negativen rezultat z RT-gPCR in z ELISA
pozitiven rezultat z RT-gPCR, a negativen rezultat z ELISA



Priloga D

Primerjava ob¢utljivosti ELISA in RT-qPCR za dolo¢anje PVY na vzorcih iz
poskusa PepMV+PVY -paradiznik

dni® 0 13

21 34 50 59 79 100

vir inokuluma - listi:

vir inokuluma - korenine:

A-F +(22,1) +(21,6)/ +(24,1) +(245) +(20,2) +(22,5)
- nt nt
/ neg neg / neg / neg / neg / neg
hranilna raztopina:
+(38,2)/ +(38,8) +(36,2) +(37,8)/ ine nt /e +(35,7)
neg / neg / neg neg g g / neg

rezultat analize testnih rastlin Stiri tedne po mehanski okuzbi s hranilno raztopino:

L.esculentum 1 —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg
L. esculentum 2 —/neg —-/neg -/neg —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg
N. tabacum 1 —/neg —/neg —/neg —/ neg —/neg —/neg —/neg —/neg
N. tabacum 2 —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg
rastline za vabo - korenine:

A-F nt _Ineg —/neg +(347)1 +(36,9) +(384) +(346) / neg

neg / neg / neg / neg

rastline za vabo - nadzemni deli rastlin:
A-F nt —/ neg

—/neg —/neg —/neg —/neg —/neg —/neg

Prva vrednost je rezultat analize z RT-gPCR [ negativno; + pozitivno; v oklepaju je podana vrednost Cq
za pozitivne vzorce (povprecje treh paralelk)], za poSevnico pa rezultat analize z ELISA (neg - negativno;
sum -sumljivo; poz - pozitivno; vzorci analizirani v dveh paralelkah). %t. dni od zacetka namakanja z
okuZeno hranilno raztopino; nt - ni testirano; pomen barvnih oznak:

pozitiven rezultat z RT-gPCR in z ELISA

negativen rezultat z RT-gPCR in z ELISA

pozitiven rezultat z RT-gPCR, a negativen rezultat z ELISA



Priloga E
Sestava hranilne raztopine

10 x koncentrirana hranilna raztopina za zalivanje (pH = 5,5; za 1000 ml) (Johnson s sod., 1994):

KNO; 3,03¢g
NH;NO; 29
MgSO,*7H,0 2,455 ¢
KH,PO, 680 mg
HsBO, 13,6 mg
NaFeEDTA 44 mg
MnS0, x H,0 6,8 mg
CuSO, x5H,0 3,9 mg
ZnSO,x 7 H,O 1,07 mg
Na,MoQO, x 2 H,O 0,011 mg

Raztopino smo hranili pri temperaturi 4 + 2 °C.

Zalivali smo z raztopino, ki je bila razred¢ena v vodovodni vodi.



Priloga F

Vzorci okuZene vode, ki smo jo injicirali v zemljo — rezultati analiz z RT-qgPCR

Voda okuzena s PVY Voda okuZena s PSTVd

datum volumen inokuluma
zalivanja na 1 gomolj PVY (Cg) LUC (Cq) PSTVd (Cq) LUC (Cq)
6.7.2012 165 ml 19,6 15,4 26,5 155
10.7.2012 160 ml 18,7 15,5 25,8 15,3
16.7.2012 160 ml 18,8 15,5 24,5 154
20.7.2012 160 ml 20,3 15,2 24,3 15,3
24.7.2012 160 ml 20,4 15,0 24,8 15,2
27.7.2012 160 ml 21,2 15,0 24,1 15,0
31.7.2012 160 ml 21,5 14,6 23,3 14,9
3.8.2012 120 ml 20,8 14,7 22,9 15,2
7.8.2012 120 ml 19,9 14,9 23,6 154
10.8.2012 120 ml 20,2 13,3 22,9 13,5
14.8.2012 120 ml 20,2 13,4 22,2 135
17.8.2012 120 ml 20,4 13,4 23,5 13,1
21.8.2012 120 ml 20,8 13,7 23,9 13,4
24.8.2012 120 ml 20,3 13,3 23,4 13,4
27.8.2012 120 ml 20,7 13,6 24,6 135
31.8.2012 120 ml 19,3 14,0 247 13,3

povprecje 20,2 14,4 241 14,4

najmanj$a vrednost 18,7 13,3 22,2 13,1

najvecja vrednost 21,5 15,5 26,5 15,5

SD 0,8 0,9 11 1,0




Priloga G

Negativne kontrole izolacij z RNeasy Plant Mini kitom (NKI) - rezultati analiz z
RT-gPCR

datum
izolacije

vzorci za
analizo na:

Vrednost Cq za NKI:

PVY

PepMV PSTVd

opombe®

11.10.2010

23.11.2010

9.12.2010

10.12.2010

27.12.2010

28.12.2010a

28.12.2010b

28.12.2010c

25.1.2011

10.2.2011

16.2.2011

21.2.2011

17.3.2011a

17.3.2011b

17.3.2011c

PVY, PepMV

PVY, PepMV

PVY, PepMV

PVY, PepMV

PVY, PepMV

PVY, PepMV

PVY, PepMV

PVY, PepMV

PVY, PepMV

PVY, PSTVd

PVY, PSTVd

PVY, PSTVd

PVY, PSTVd,
PepMV

undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
Undet
40,8

39,4

undet
38,7

undet
38,5

undet
undet
undet
40,5

undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet

undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet

undet
undet
undet

undet
undet
40,8

undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet
40,7

undet
undet
undet
undet
undet
undet
undet

Le dva vzorca iz te serije sta bila analizirana na
prisotnost PVY. Vrednost Cq za PVY je bila za
oba vzorca < 20, zato analize nismo ponavljali.

Vsi vzorci iz te serije, ki so bili analizirani na
prisotnost PVY, in so imeli vrednost Cq > 35,
so bili izkljueni iz analize zaradi suma na
kontaminacijo med izolacijo.

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge G (Negativne kontrole izolacij z RNeasy Plant Mini kitom (NKI)-rezultati analiz z RT-qgPCR)

datum Vvzorci za Vrednost Cq za NKI: a
izolacije ~ analizona:  PVY PepMV PSTVd opombe
17.3.2011c PVY,PSTVd undet undet
undet undet
24.3.2011 PVY, PSTVd, undet undet undet
PepMV undet undet  undet
undet undet  undet
29.3.2011a PVY, PSTVd, undet undet undet
PepMV undet undet  undet
undet undet  undet
29.3.2011b PVY, PSTVd undet 39,4 V tej seriji je bilo na PSTVd pozitivnih 9 vzorcev
undet 40,1 rastlin z vrednostjo Cq < 20; analize za te vzorce
undet 39,4 nismo ponovili. Vzorci rastlin, ki so imeli vrednost
Cq > 35, so bili, zaradi suma na kontaminacijo
med izolacijo, Se enkrat izolirani in analizirani.
30.3.2011a PVY, PSTVd, undet undet undet
PepMV undet undet  undet
undet undet  undet
30.3.2011b PVY, PSTVd, undet undet undet
PepMV undet undet  undet
undet undet  undet
6.5.2011 PSTVd undet
undet
undet
10.5.2011  PVY,PSTVd undet undet
undet undet
undet undet
10.5.2011 PSTVd undet
undet
undet
1252011  PVY,PSTVd undet undet
undet undet
undet undet
30.3.2012 PVY,PSTVd undet undet
undet undet
undet undet
2.4.2012 PVY,PSTVd undet undet
undet undet
undet undet
4.4.2012 PVY undet
undet
undet
6.4.2012 PVY undet
undet
undet
10.4.2012  PVY undet
undet
undet
16.4.2012  PSTVd undet
undet
undet
17.42012 PSTVd undet
undet
undet

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge G (Negativne kontrole izolacij z RNeasy Plant Mini kitom (NKI) - rezultati analiz z RT-qgPCR)

datum vzorci za Vrednost Cq za NKI: be?
izolacije analizo na: PVY PepMV PSTVd opombe
20.4.2012 PSTVd 38,0 V tej seriji je bilo na PSTVd pozitivnih 14
38,6 vzorcev rastlin: 11 vzorcev s Cq < 22,0 in trije
37,0 vzorci s Cq 31-35. Slednji so bili vzorci korenin,
pri katerih je bila prisotnost PSTVd potrjena v
predhodnih analizah, zato analize nismo
ponavljali.
20.4.2012  PSTVd undet
undet
undet
20.4.2012 PSTVd 38,8 Na PSTVd so bili v tej seriji pozitivni Stirje
39,5 vzorci rastlin s Cq med 16,0 in 29,6, zato
undet analize nismo ponavljali.
17.7.2012 PSTVd undet
undet
undet
6.8.2012 PSTVd, PVY  undet undet
undet undet
undet undet
23.8.2012  PSTVd, PVY  undet undet
undet undet
undet undet
7.9.2012 PSTVd, PVY  undet undet
undet 41,0
undet undet
10.9.2012 PSTVd undet
undet
undet
26.9.2012  PSTVd,PVY  undet undet
undet undet
undet undet
30.10.2012 PSTVd, PVY  undet undet
undet undet
undet undet
23.11.2012 PSTVd, PVY  undet undet
undet 41,1
undet 41,6
19.12.2012 PepMV, undet  undet
PSTVd undet  undet
undet  undet
2.1.2013  PepMV, PVY, undet undet 39,0 1z te serije sta bila na PSTVd pozitivna dva
PSTVd undet undet 39,3 vzorca rastlin z vrednostma Cq 19,5
undet undet 38,7 oziroma 21,3, zato analize nismo ponavljali.
3.1.2013  PepMV, PSTVd undet 39,3 Vzorci rastlin, ki so bili pozitivni na PSTVd
undet 40,4 v tej seriji, so imeli vrednosti Cq od 17,0 do
undet  undet 31,3, zato analize nismo ponavljali.
22.2.2013 PVY, PSTVd undet undet
undet undet
undet undet
7.3.2013 PSTVd undet
undet
undet

8Vzorce smo zakljuéili kot pozitivne, kadar smo od¢itali vrednosti Cq manj$e od 40 v vsaj dveh od treh
paralelkah. Negativne kontrole PCR (NTC1 in NTC2) so bile za vse tri tar¢e vedno pod mejo detekcije (ni
bilo pomnozevanja). Undet - okrajSano od undetermined (ni pomnozevanja).



Priloga H

Negativne kontrole izolacij s QIAamp Viral RNA mini kitom (NKI) — rezultati
analizz RT-gPCR

datum vzorci za Vrednosti Cq za NKI:

a
PVY PepMV PSTVd opombe

17.8.2010 PVY, PepMV  undet undet
undet  undet

undet 40,6
15.3.2011 PVY, PSTVd, undet undet undet
PepMV undet undet  undet

undet  undet undet
24.32011a PVY, PSTVd, 38,9 undet undet Na PVY pozitivni in sumljivi vzorci vode iz te
PepMV 38.9 undet undet serije so bili e enkrat izolirani in analizirani.

38,9 undet undet
31.3.2011 PVY, PSTVd, undet undet undet

PepMV undet undet  undet
undet  undet undet
17.5.2012 PSTVd, PVY undet 42,8
undet undet
undet undet
17.7.2012 PSTVd, PVY 38,6 undet Vzorci vode, ki so bili pozitivni na PVY v tej
undet undet seriji, so imeli vrednosti Cq < 20.
undet undet
7.8.2012 PSTVd, PVY  undet undet
undet undet
undet undet
23.8.2012 PSTVd, PVY  undet undet
undet undet
undet undet
11.9.2012 PSTVd, PVY  undet undet
undet undet
undet undet
26.11.2012 PSTVvd, 30,3 undet Vzorci vode za analizo na prisotnost PepMV
PepMV 30,1 undet iz te _ser_ije so bili Se enkrat izolirani in
303 undet analizirani.
21.12.2012 PepMV undet
undet
undet

®Vzorce smo zakljuéili kot pozitivne, kadar smo od¢itali vrednosti Cq manjse od 40 v vsaj dveh od treh
paralelkah. Negativne kontrole PCR (NTC1 in NTC2) so bile za vse tri tar¢e vedno pod mejo detekcije (ni
bilo pomnozevanja).

Undet - okraj$ano od undetermined (ni pomnoZevanja).



Priloga |

Sveza hranilna raztopina (pred dolivanjem v akvarij z mehansko okuZenimi
rastlinami) - rezultati analiz z RT-gPCR

Stevilo dni od zadetka namakanja z okuzeno hranilno raztopino

taréa (poskus) 0-30 31-60 61-90 91-120 120-134

PepMV

(PevaVf undet/undet/undet  undet/undet/undet nt nt undet/undet/undet

paradiznik)

PepMV

(Peva\/'+PVY- undet/undet/undet  undet/undet/undet nt nt undet/undet/undet

paradiznik)

PVY

(PepMV+PVY- undet/undet/undet; undet/undet/undet;

paradiznik) undet/undet/undet undet/undet/undet undet/undet/undet undet/undet/undet undet/undet/undet

PVY (PVY- undet/undet/undet; undet/undet/undet; undet/undet/undet:

krompir) undet/undet/undet; undet/undet/undet; undet/undet/undet nt 40 8/undet/undet’
38,9/undet/undet  undet/undet/undet '

PSTVd .

(PSTVd- undetiundeti40,1;  UMIe39.ondet N N undet/undet/undet;

paradiZnik) 43,9/43,1/undet undet/undet/undet undet/undet/39,0

PSTVd .

(PSTVd- undet/undet/undet unc:jettj/un?jet//un?ljet, undet/undet/undet nt nt

krompir) undet/undet/undet

V preglednici so prikazani rezultati analiz (vrednosti Cqg) vzorcev sveze hranilne raztopine v treh paralelkah
(rezultati posamezne paralelke so lo¢eni s poSevnico; s podpic¢jem so loCeni rezultati analiz razli¢nih vzorcev
sveze hranilne raztopine). Undet - okraj$ano od undetermined (ni pomnoZevanja); nt — ni analizirano.

Opomba: vzorce smo zakljuéili kot pozitivne, kadar smo od¢itali vrednosti Cq manjSe od 40 v vsaj dveh od

treh paralelkah.



Priloga J

Testne rastline, ki so bile v rastlinjaku v bliZini in so¢asno z rastlinami iz poskusov

(negativne kontrole poskusov) — rezultati analiz z RT-gPCR

Stevilo dni od za¢etka namakanja z okuZeno hranilno raztopino

tarCa (poskus) 0-30 31-60 61-90 91-120 120-134
PepMV nt
(PepMV- undet/undet/undet;
paradiznik) undet/undet/undet nt undet/undet/undet nt
PepMV nt nt
;Z(regc'i\i/liz;F))VY_ undet/undet/undet  undet/undet/undet  undet/undet/undet
PVY nt
é:fgcli\i/lz\;;(F;VY_ nt nt undet/undet/undet  undet/undet/undet
E?é; (I;:;/Y' nt undet/undet/undet; undet/undet/undet undet/undet/undet; undet/undet/39,1;

P undet/undet/undet undet/undet/undet  undet/undet/undet
PSTV 41,0/undet/undet;

undet/undet/undet; undet/undet/undet; undet/undet/undet; undet/undet/undet;

(PSTVd- det/undet/und det/undet/und undet/undet/undet det/undet/und det/undet/und
aradiznik) undet/undet/undet;  undet/undet/undet undet/undet/undet  undet/undet/undet
p undet/undet/undet
PSTVd
(PSTVO-
krompir) nt undet/undet/undet  undet/undet/undet  undet/undet/undet undet/undet/undet

V preglednici so prikazani rezultati analiz (vrednosti Cq) vzorcev kontrolnih rastlin v treh paralelkah (rezultati posamezne
paralelke so lo¢eni s poSevnico; s podpi¢jem so loCeni rezultati analiz razli¢nih vzorcev kontrolnih rastlin). Undet -
okrajSano od undetermined (ni pomnoZevanja). Nt — ni analizirano.
Opomba: vzorce smo zakljucili kot pozitivne, kadar smo odg&itali vrednosti Cq manjSe od 40 v vsaj dveh od treh

paralelkah.



Priloga K

Rezultati analiz z RT-qPCR, specifi¢nim za PepMYV (Ling in sod., 2007), za
desetkratne oziroma trikratne razredc¢ine pozitivnega vzorca RNA v negativhem
vzorcu RNA, izoliranem iz vode oziroma hranilne raztopine ter korenin in listov

paradiZnika

vrednost Cq za razredCine pozitivne RNA v
negativnem vzorcu RNA izoliranem iz:

vode in
razredéina PepMV hranilne korenin listov
(RNA) raztopine paradiznika  paradiznika
10x 29,3 28,7 28,6
28,9 28,8 28,8
28,7 28,6 28,7
28,7 28,8 28,8
28,6 28,5 28,8
1072 31,7 32,6 32,5
32,2 32,9 33,2
32,9 32,8 32,7
32,0 32,2 32,9
31,7 32,4 32,6
3x10"2 34,2 38,8 34,1
33,2 35,9 34,3
32,9 35,3 33,9
33,0 33,1 33,1
33,8 34,1 34,3
9x10"2 undet undet undet
40,5 42,2 39,4
34,8 undet undet
undet undet undet
33,6 38,3 undet
2,7x10"3 undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
8,1x10"3 undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
2,4x10M undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge K (Rezultati analiz z RT-qPCR, specifi¢nim za PepMV (Ling in sod., 2007), za desetkratne
oziroma trikratne razredéine pozitivnega vzorca RNA v negativnem vzorcu RNA, izoliranem iz vode oziroma hranilne raztopine ter
korenin in listov paradiznika)

vrednost Cq za razredCine pozitivne RNA v
negativnem vzorcu RNA izoliranem iz:

vode in
razredéina PepMV hranilne korenin listov
(RNA) raztopine paradiznika  paradiznika
negativen vzorec RNA  undet undet undet
(ponovitev 1) undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
negativen vzorec RNA  uyndet undet undet
(ponovitev 2) undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet

vrednost Cq  Vrednost Cq

Kontrole RT-qPCR (ponovitev 1)  (ponovitev 2)
NTC1 undet undet

NTC2 undet undet

Poz PepMV 25,2 24,9

Undet - okraj$ano od undetermined (ni pomnoZevanja).



Priloga L

Rezultati analiz z RT-qPCR, specifi¢énim za PVY (Kogovsek in sod., 2008), za
desetkratne oziroma trikratne razred¢ine pozitivnega vzorca RNA v negativnem
vzorcu RNA, izoliranem iz vode oziroma hranilne raztopine ter korenin in listov

paradiZnika

vrednost Cq za razredCine pozitivne RNA v
negativnem vzorcu RNA izoliranem iz:

razredéina PVY vode in hranilne  korenin listov
(RNA) raztopine paradiznika paradiznika
10x 29,6 29,3 29,5
29,5 29,5 29,4
29,6 29,5 29,3
29,6 29,5 29,4
29,5 29,4 29,3
1072 32,9 32,3 32,3
32,6 32,4 32,7
33,0 32,7 32,4
32,8 32,7 32,8
32,9 32,8 32,7
1013 36,3 36,1 36,4
35,5 35,1 37,2
36,5 36,3 37,3
38,6 35,9 35,9
35,2 undet 40,8
3x10"3 37,5 38,7 undet
36,4 39,6 37,2
38,3 37,5 37,2
37,8 42,6 40,2
39,6 39,4 41,2
9x10"3 43,0 undet undet
37,8 40,2 37,0
undet undet 39,3
38,9 undet undet
39,5 undet 39,7
2,7x10M undet 42,7 38,7
39,2 41,8 40,0
undet 42,3 42,6
undet undet undet
undet undet undet
8,1x10"4 undet undet undet
undet 40,0 undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge L (Rezultati analiz z RT-qPCR, specifi¢nim za PVY (Kogovsek in sod., 2008), za desetkratne
oziroma trikratne razred¢ine pozitivnega vzorca RNA v negativnem vzorcu RNA, izoliranem iz vode oziroma hranilne raztopine ter
korenin in listov paradiznika)

vrednost Cq za razredCine pozitivne RNA v
negativnem vzorcu RNA izoliranem iz:

razredéina PVY vode in hranilne  korenin listov

(RNA) raztopine paradiznika paradiznika

2,4x10"5 undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet

negativen vzorec  undet undet undet

RNA (ponovitev  yndet undet undet

1) undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet

negativen vzorec  undet undet undet

RNA (ponovitev  yndet undet undet

2) undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet

Kontrole RT- vrednost Cq Vrednost Cq

gPCR (ponovitev 1) (ponovitev 2)

NTC1 undet undet

NTC2 undet undet

poz PVY 26,2 26,2

Undet - okraj$ano od undetermined (ni pomnoZevanja).



Priloga M

Rezultati analiz z RT-qPCR, specifi¢nim za PSTVd (Boonham in sod., 2004), za

desetkratne oziroma trikratne razred¢ine pozitivnega vzorca RNA v negativnem

vzorcu RNA, izoliranem iz vode oziroma hranilne raztopine ter korenin in listov
paradiZnika

vrednost Cq za razred¢ine pozitivne RNA v
negativnem vzorcu RNA izoliranem iz:

razred¢ina PSTVd vode in hranilne  korenin listov
(RNA) raztopine paradiznika paradiZznika
10x 29,0 28,5 28,8
28,9 28,7 28,6
28,5 28,6 28,7
28,8 28,5 28,7
28,8 28,7 28,6
1072 31,7 31,5 31,9
31,6 31,6 32,0
32,0 31,7 32,0
31,7 31,7 31,8
31,8 31,6 31,9
103 34,5 34,6 34,6
35,0 35,0 34,9
34,9 34,7 34,6
35,1 34,8 34,8
34,9 34,9 34,9
3x10"3 36,6 37,3
37,5 36,7 37,4
37,5 37,1 37,3
36,8 36,6 37,3
36,9 37,6 38,0
9x10"3 39,3 40,2 41,2
39,8 38,6 38,8
40,0 39,3 40,0
38,9 41,4 40,2
38,5 38,7 39,4
2,7x10M 40,1 undet 43,2
40,1 40,7 421
40,7 42,2 undet
39,6 undet 447
undet 39,8 43,6
8,1x10™M 43,8 undet undet
43,8 undet undet
undet undet undet
41,7 undet 446
43,4 undet 43,3

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge M (Rezultati analiz z RT-qPCR, specifi¢nim za PSTVd (Boonham in sod., 2004), za desetkratne
oziroma trikratne razred¢ine pozitivnega vzorca RNA v negativnem vzorcu RNA, izoliranem iz vode oziroma hranilne raztopine ter
korenin in listov paradiznika)

vrednost Cq za razred¢ine pozitivne RNA v
negativnem vzorcu RNA izoliranem iz:

razred¢ina PSTVd vode in hranilne  korenin listov
(RNA) raztopine paradiznika paradiZznika
2,4x10"5 42,8 undet undet
42,7 undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
7,3x10"5 43,7 undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
2,2x10"6 44,2 undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
negativen vzorec 43,4* undet undet
RNA (ponovitev 1)  yndet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
undet undet undet
negativen vzorec undet undet undet
RNA (ponovitev 2) 43 g* undet undet
undet undet undet
undet undet undet
43,4* undet undet
vrednost Cq Vrednost Cq
Kontrole RT-gPCR  (ponovitev 1) (ponovitev 2)
NTC1 undet undet
NTC2 undet undet
poz PSTVd 254 25,6

Undet - okraj$ano od undetermined (ni pomnoZevanja).
*Negativen vzorec vode in hranilne raztopine smo najverjetneje kontaminirali s PSTVd
med izolacijo RNA.



Priloga N

Vzorci korenin, ki smo jih pregledali s svetlobno mikroskopijo, da bi preverili, ali
so v njih morebiti prisotne glivne spore

Poskus dni® st. pregledanih vzorcev §t. pregledanih
korenin mehansko vzorcev korenin
okuZenih rastlin rastlin za vabo
PVY-krompir 76 1 0
PSTVd-paradiznik 72 0 4
83 3 2
94 0 1
121 0 1
PSTVd-krompir 40 2 2

%t. dni od zadetka namakanja z okuZeno hranilno raztopino



Priloga O

Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PepMV-paradiZznik

dni® 1] 13 21 34 A0 5 T 100 112 134
wir inokuluma - st

+
&F (14.4) nt nt nt nt nt nt nt. nt nt

wit inokuluma - karenine:

+ + glej
AF nt 129 nt 137 nt nt nt - nt Priloan P

hranilha raztopina:

+ + + + + + + + +

nt
(@78 (264 @91 @E0E (271 (288 (A4 Gle @A
rezultat analize testnih rastlin Sin tedne po mehansld oluzhi g hranilnoe raztopino:

D sframonium 1 - fit fit
D sframonium 2 — nt nt
W glufinosa l N ft ft
' (349
W ghutinosa 2 = ft ft
L. esculenfum 1 fit fit fit
L. asculenfum 2 nt nt nt nt

tastline za waho - kotenine:

+ + + glej
RO > cio oo JERN i

rastline za waho - nadzemnd deli rastlin

V oklepaju so podane vrednosti Cq za pozitivne vzorce (povpre¢je treh paralelk). Pomen oznak: +
pozitivno; — negativno; nt ni testirano. ®t. dni od zagetka namakanja z okuzeno hranilno raztopino (od 0-
112 dni: analiziranje kumulativnih vzorcev 6 rastlin (A-F); 134. dan: lo¢eno analiziranje Sestih mehansko
okuZenih rastlin in Sestih rastlin za vabo); “pozitiven zrel plod, negativni listi; “pozitivni starejsi listi,
negativni vrsicki in nezrel plod. Pomen barvnih oznak:

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 15 in 17; vrednosti Cq za LUC med 12 in 14

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 17 in 19

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 19 in 21
- Povpreéne vrednosti Cq za COX med 21 in 23

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 23 in 25




Priloga P

Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PepMV-paradiznik 134.
dan

oznakavzorca  PepMV (Cg)? COX (Cg)? X =CqCOX - CqPepMV

koreninaA 109 16,5 5,6
koreninaB 134 191 5,7
vir inokuluma koreninaC 12,9 17,8 4,9
koreninaD 123 17,9 5,6
koreninakE 12,4 18,2 5,8
koreninaA 22,1 16,5 5,6
koreninaB 29,3 18,6 -10,7
koreninaC 294 19,1 -10,3
koreninaD 27,3 16,7 -10,6
koreninak 20,6 17,5 -3,1
koreninaF 20,7 15,7 -5
steblo sp.A neg 17,4 /
steblo sp.B neg 18,9 /
steblo sp.C neg 17,5
steblo sp.D 30,4 18,6 11,8
steblo sp.E neg 20,3
steblo sp.F neg 18,5
steblo sr.A neg 17,6 /
steblo sr.B neg 18,0 /
rastline za vabo steblo sr.C 30,4 19,2 11,2
steblo sr.D neg 18,4 /
steblo sr.E neg 19,5 /
steblo sr.F neg 19,3 /
stari listiAL 28,7 19,2 -9,5
stari listiA2 neg 18,9 /
stari listiB1 neg 18,6 /
stari listiB2 neg 171 /
stari listiC1 neg 18,8 /
stari listiC2 neg 17,2 /
stari listiD1 29,6 175 -12,1
stari listiD2 333 18,5 -14,8
stari listiEL 28,9 17,2 11,7
stari listiE2 neg 17,0 /
stari listiF neg 16,7 /

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge P (Podrobni prikaz rezultatov analiz vzorcev iz poskusa PepMV-paradiznik 134. dan)

oznaka vzorca PepMV (Cg)* COX (Cgq)? X = CqCOX - CqPepMV

vricekAl 33,3 15,0 -18,3
vrsicekA2 neg 15,8 /
vr§icekB1 neg 16,7 /
vrsi¢ekB2 neg 16,3 /
vr§icekCl1 neg 15,7 /
vriicekC2 neg 16,5 /
vr$icekD1 neg 16,1 /

rastline za vabo vrsicekD2 24,6 15,5 -9,1

vrsicekE1 25,2 16,5 8,7
vriiGekE2 neg 16,1 /
vrsicekF1 neg 15,4 /
vrdicekF2 neg 16,9 /
plodA neg 19,2 /
plodD1 neg 17,9 /
plodD2 neg 18,2 /

povpreéne vrednosti treh paralelk

Povpreéna relativna koli¢ina taréne RNA v pozitivnih vzorcih glede na koli¢ino RNA COX po
posameznih tkivih:

n=it.poz. 3SE= D=5E=x Cimin= Clmax =
thivo £ 5D weoreey 3D /n TINTO05:n-1) ng 205 2YRD) 27E+D)- 2%
vir

molmbima kopemine 55 04 3 0,2 0,4 4588656794 1212007872 16,47099049
koremine  -7.6 3.4 & 1,4 3.5 0,00533609 0,00487736 0,03673320

steblo 115 2 i i 0,00034527 i i

rastline =a

wzho starilisti  -120 2.2 4 1,1 3,5 000023995 0,00021815  0,0024011%9

vifidki -120 3 i i 0,00023356 i i

plodoi i ] i i i i i




Priloga R

Podrobni prikaz rezultatov analiz prisotnosti PepMYV za vzorce iz poskusa
PepMV+PVY -paradiznik

dr® 0 13 21 34 a0 53 749 100 112 134
Wit inokulama - Hsti:
A-F * t t t t t t * t t
- ) 1 ) ) 1 ) ) )
12,1 (%,4)

Wi inokuluma - korenine:

+ + + clej
aF " qam M gag (12,3) Bt prilogo S

hratilnia raztopina:
+ + + + + + +
— ft + (26,
@9 I @e B @y @n  @se Y
tezaltat analize testnih rastlin Stinl tedne po mehansk oluzbi s hranilno raztopino:
+
L. esculenfum 1 - - - - - - - fit -
(27.3)
+
L. esculenfum 2 - - - - - - - fit -
(34,0
M. fabacum 1 — — - — — — — [:3;:1) nt nt
N fabacum 2 — — - — — — — - ft ft
rastline za wabo - korenine:
+ + + gle
A L) @19 @9 M gl

tastline za wabo - nadzemed deli rastlin
+ (36,0 glej

V oklepaju so podane vrednosti Cq za pozitivne vzorce (povprecje treh paralelk). Pomen oznak: +
pozitivno; — negativno; nt ni testirano. t. dni od zadetka namakanja z okuZeno hranilno raztopino (od 0-
112 dni: analiziranje kumulativnih vzorcev 6 rastlin (A-F); 134. dan: lo¢eno analiziranje Sestih mehansko
okuzenih rastlin in Sestih rastlin za vabo); "pozitivni listi, negativen nezrel plod; ®pozitivni starejsi listi,
negativen nezrel plod, steblo z izrastki in vr8i¢ki. Pomen barvnih oznak:

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 15 in 17; vrednosti Cq za LUC med 12 in 14

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 17 in 19

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 19 in 21

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 21 in 23

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 23 in 25

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 25 in 27




Priloga S

Podrobni prikaz rezultatov analiz prisotnosti PepMYV za vzorce iz poskusa
PepMV+PVY -paradiznik 134. dan

oznaka vzorca PepMV (Cq)? COX(Cqg)® X =CqCOX - CqPepMV

koreninaA 12,7 17,3 4,6
koreninaB 13,3 17,8 45
vir inokuluma koreninaC 12d LS 5
koreninaD 12,2 16,7 45
koreninaE 12,9 18,2 53
koreninaF 12,8 17,7 49
koreninaA 23,2 17,5 57
koreninaB 31,5 18,0 -13,5
koreninaC 30,5 17,4 -13,1
koreninaD 25,7 18,3 -7.4
koreninakE 28,8 18,0 -10,8
koreninaF 32,6 18,0 14,6
steblo sp.A neg 17,9 /
steblo sp.B 25,6 17,5 8,1
steblo sp.C 32,5 17,6 -14,9
steblo sp.D 28,5 18,0 -10,5
steblo sp.E neg 17,8 /
steblo sp.F neg 17,9 /
steblo sr.A 34,7 17,6 17,1
ne
rastline za vabo steblo sr.B J 19,0 /
steblo sr.C neg 18,0 /
steblo sr.D neg 18,2 /
steblo sr.E neg 18,7 /
steblo sr.F neg 18,6 /
stari listiAl 30,6 17,9 12,7
stari listiA2 35,1 18,2 -16,9
stari listiB1 37,0 18,6 -18,4
stari listiB2 neg 17,9 /
stari listiC1 28,6 18,3 -10,3
stari listiC2 neg 18,8 /
stari listiD1 34,1 18,0 -16,1
stari listiD2 neg 18,1 /
stari listiEL 31,6 18,1 135
stari listiE2 neg 18,8 /

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge S (Podrobni prikaz rezultatov analiz na PepMV za vzorce iz poskusa PepMV+PVY -paradiznik
134. dan)

oznaka vzorca PepMV (Cqg)* COX (Cg)? X =CqCOX - CqPepMV

stari listiF1 26,3 17,9 -8,4
stari listiF2 38,7 17,7 21
vrii¢ekAl neg 15,6 /
vr$icekA2 neg 15,8 /
vrsiGekB1 neg 16,5 /
vr$icekB2 neg 16,2 /
vriicekC1 neg 15,9 /
rastline za vabo vrsicekC2 e 16,5 /
vriiéekD1 neg 16,3 /
vr$icekD2 neg 15,9 /
vr§i¢ekE1 neg 15,7 /
vrsicekE2 neg 15,3 /

vrsicekF1 29,1 15,9 -13,2
vriicekF2 neg 16,3 /
plodA neg 16,7 /
plodD neg 17,0 /

®povpreéne vrednosti treh paralelk

Povpreéna relativna koli¢ina taréne RNA v pozitivnih vzorcih glede na koli¢ino RNA COX po
posameznih tkivih:

n =3t poz. iE= D=5E = Cirnun= C1ma =
tlive # 5D vmoweer  SDAYn TINWIO,05m-1) 0y g 2 x-D) 203+D)- 2%
koremine 48 073 f 0,1 0,3 2TBSIEIBOT 5 BAS02B30 736508309
korenine -10% 5.6 & 1.5 38 0,00054198  0,00050211 000885645
steble -12,7 4.1 4 20 8.5 000015559 000015388 0,01400939
rastline =a
vaho stard st 14,7 4.2 2 1.5 3.5 000003258 000003522 0,00040628
vtk -132 f 1 ! i 000010627 ! !

plodori i ! a ! i} ! ! !




Priloga S

Podrobni prikaz rezultatov analiz prisotnosti PVY za vzorce iz poskusa

PepMV+PVY -paradiznik

dni* 1] 13 21 34 A0 9 74 100 112 134
wit iokuluma - listi:
+ +
AF (146) nt nt nt nt nt ft (13,7 nt nt
wit iokuluma - korenine:
+ + + i
&F nt @20 nt 2L6) 20.2) - nt Pﬁﬂﬂgjo T
hranilna raztoping
+ + + + ot + 5 +
(354 (3EE) (364 (3TE) (35,7 (34.3)
rezltat analize testnih rastlin Stitl tedne po mehanski okuEbi s hranilho rastopino:
Lesculenfum | — — — - - — — — nt —
L. esculenfum 2 — — — - - - — — ft -
N fabacum 1 - - - - - - - - nt nt
N fabacum 2 — — — - - - — - ft nt
tastlitie za wabo - korenitie:
+ + i
&F nt — (47 (34,6) - nt Pﬁﬂﬂgjo T
tastline Ta vabo - nadzemid deli rastlin:
" .
T e - s

V oklepaju so podane vrednosti Cq za pozitivne vzorce (povprecje treh paralelk). Pomen oznak: +
pozitivno; — negativno; nt ni testirano. %t. dni od zacetka namakanja z okuZeno hranilno raztopino;
®logeno analizirani listi in nezrel plod; pozitivni starejsi listi, negativen nezrel plod, steblo z izrastki in

vr§ic¢ki. Pomen barvnih oznak:

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 15 in 17; vrednosti Cq za LUC med 12 in 14

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 17 in 19
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 19 in 21
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 21 in 23
Povpre¢ne vrednosti Cq za COX med 23 in 25
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 25 in 27



Priloga T

Podrobni prikaz rezultatov analiz prisotnosti PVY za vzorce iz poskusa
PepMV+PVY -paradiznik 134. dan

oznakavzorca PVY (Cq)? COX(Cg)® X=CqCOX-CqPVY

koreninaA 22,0 173 -4,7
koreninaB 23,4 17,8 -5,6
vir inokuluma koreninaC 228 L 3
koreninaD 21,0 16,7 -4,3
koreninak 21,5 18,2 -3,3
koreninaF 22,0 17,7 -4,3
koreninaA 34,0 17,5 -16,5
koreninaB 368 18,0 -18,8
koreninaC 35,5 17,4 -18,1
koreninaD 34,0 18,3 -15,7
koreninak 34,9 18,0 -16,9
koreninaF 36,6 18,0 18,6
steblo sp.A neg 17,9 /
steblo sp.B neg 17,5 /
steblo sp.C neg 17,6 /
steblo sp.D neg 18,0 /
steblo sp.E neg 17,8 /
steblo sp.F neg 17,9 /
steblo sr.A neg 17,6 /
steblo sr.B neg 19,0 /
rastline za vabo steblo sr.C neg 18,0 /
steblo sr.D neg 18,2 /
steblo sr.E neg 18,7 /
steblo sr.F neg 18,6 /
stari listiAl neg 17,9 /
stari listiA2 neg 18,2 /
stari listiB1 neg 18,6 /
stari listiB2 neg 17,9 /
stari listiC1 neg 18,3 /
stari listiC2 neg 18,8 /
stari listiD1 neg 18,0 /
stari listiD2 neg 18,1 /
stari listiEl neg 18,1 /
stari listiE2 neg 18,8 /
stari listiF1 35,8 17,9 -17,9

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge T (Podrobni prikaz rezultatov analiz na PVY za vzorce iz poskusa PepMV+PVY -paradiznik
134. dan)

oznakavzorca PVY (Cg)? COX(Cg)® X=CqCOX-CqgPVY

stari listiF2 neg 17,7 /
vrsicekAl neg 15,6 /
vrsicek A2 neg 15,8 /
vr$icekB1 neg 16,5 /
vrii¢ekB2 neg 16,2 /
vr$icekC1 neg 15,9 /
vriicekC2 neg 16,5 /
rastline za vabo vrigekD1 neg 16,3 /
vricekD?2 neg 15,9 /
vr$i¢ekE1 neg 15,7 /
vr§icekE2 neg 15,3 /
vr$icekF1 neg 15,9 /
vrdicekF2 neg 16,3 /
plodA neg 16,7 /
plodD neg 17,0 /

®povpreéne vrednosti treh paralelk

Povpreéna relativna koli¢ina taréne RNA v pozitivnih vzorcih glede na kolicino RNA COX po
posameznih tkivih:

n=it.poz SE= D=3E= Cimm =2 - Clmax =
thkivo % S0 wmoreev S0 n TINW(OO05m-10 A 25%-I0) 20F+D0)- 2%
vir inolubina
korenme -44 (0.2 & 0.3 0.9 004171375 001875290  0,03408904
korenme -174 1.3 & 0.5 1.3 000000585  0,00000332 0000002359
stebla ! ! 0 ! ) ! ! !
rastline za
vaha stailisti -179  f 1 ! ) 0,0000040% ! !
vriitki ! ! 0 ! ) ! ! !

plodovi ! ! 1] ! ! ! ! !




Priloga U

Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PVY-krompir

doi 4 14 24 34 44 54 ] il 28 97 112 119 136

Wit inokoaluma - lsti:
+ +

A 84 (133 it it fit it nt it fit. it it nt  nt
+ +
E 50 (12,1 nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt  nt
+ +
C 54 (128 nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt  nt
it nt it nt it it 1t it nt it it nt  nt
+ +
E 8T (120) it nt ft nt nt ft nt nt nt nt  nt
F 1921 (141 it nt ft nt nt ft nt nt nt nt  nt
Wit inokuluma - korenitie:
+ +
A nt nt nt nt nt nt nt nt nt  nt
234 @3 m
+ +
E @D | 259 nt it ft it fit fut ft ft fnt ot
[ M - * it fit it nt it fit. it it nt  nt
(23 ED @4 7 @4 2
D (” o) nt nt nt nt nt nt nt nt nt  nt
E nt nt nt nt nt nt nt nt nt  nt
i - ot
F a 8,3j (1?,8) (23’ 4 nt nt nt nt nt nt nt nt nt  nt
hranilnia raztopina:
+ + + + + + + + + + o a
(355 (320 (2% G0 GO G4H (335 G308 @82 (34N (G378
rezultat analize testnib rastlin Stivd tedne po mehansk oluEbi s hranilne raztoping:
N, fabacum 1 - - - - - - - - - nt nt nt nt
N fabacum 2 - - - - - - - - - - it nt  nt
N, fabacum 3 - - - - - - - - - - nt nt nt
N fabacum 4 — - — — — — — — - — it nt  nt
rastline za vabo - korerine:
A ft - — — — — —
+
B ft - - - - - (36,1
o ; + + +
1 _ _ _
(375 2% (35.4)
+
D ft - — — — —
(35.2)
+ + +
E ft - - -
(37.5) (3L (374
F ot + B + B + +
(35,8) (36.5) (25,4 (348

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge U (Podrobni prikaz rezultatov analiz vzorcev iz poskusa PVY-krompir)

dni® 4 14 24 44 54 23] 76 BB a7 112 119 12a
rasthine za wabo - nadzemrd deli rastlin:
A nt fit - - - - - - - —f— —F—- —i-
+
B nt - - — - — - (32.6) - - nt nt
+
C nt - - — - — - /- - -
(34.8)
nt - - - - - - - - - - -
+
(35,8)
+
F nt - - - - - -
(35,5

V oklepaju so podane vrednosti Cq za pozitivhne vzorce (povprecje treh paralelk). Pomen oznak: +
pozitivno; — negativno; nt ni testirano. st. dni od zacetka namakanja z okuZeno hranilno raztopino

(rezultati za 131. dan so v Prilogi V). Pomen barvnih oznak:

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 15 in 17; vrednosti Cq za LUC med 12 in 14
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 17 in 19; vrednosti Cq za LUC med 14 in 16
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 19 in 21
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 21 in 23
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 23 in 25
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 25 in 27
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 27 in 29



Priloga V

Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PVY-krompir 131. dan

oznaka vzorca  PVY (Cq)® COX (Cg)* X=CqCOX-CqgPVY

vrsidekA 12,9 155 2,6
vriiekB 15,8 16,6 08
vrsicekC 16,0 171 11
vrsidekD 153 171 18
vrsicekE 132 16,3 31
vir inokuluma vrsicekF L 21,0 31
koreninaA 20,9 18,4 -2,5
koreninaB 21,6 20,6 -1
koreninaC 20,3 20,5 0,2
koreninaD 19,0 17,1 -1,9
koreninak 18,7 16,6 -2,1
koreninaF 21,9 24,0 2,1
koreninaA 3338 19,0 -14,8
koreninaB 33,9 16,7 -17,2
koreninaC 339 19,7 -14,2
koreninaD 34,5 18,6 -15,9
koreninaE 34,2 18,3 -15,9
koreninaF 3.8 18,0 -19,8
steblo sp.A neg 18,7 /
steblo sp.C neg 19,1 /
steblo sp.D neg 18,3 /
steblo sp.E 39,3 18,4 -20,9
steblo sp.F neg 18,9 /
rastline za vabo steblo sr.A ned 202 /
steblo sr.C neg 21,4 /
steblo sr.D neg 19,2 /
steblo sr.E neg 19,6 /
steblo sr.F neg 21,1 /
steblo zg.A neg 22,2 /
steblo zg.C neg 22,9 /
steblo zg.D neg 19,0 /
steblo zg.E neg 20,7 /
steblo zg.F neg 258 /
stari listiA neg 20,1 /
stari listiC neg 18,5 /
stari listiD 34,8 20,4 -14,4

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge V (Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PV'Y-krompir 131. dan)

oznakavzorca PVY (Cq)® COX (Cg)* X=CqgCOX-CqPVY
stari listiE neg 18,5 /
stari listiF neg 20,0 /
vrsicekA® neg 17,3 /
rastline za vabo vrsicekB® ned 156 /
vriicekC neg 18,4 /
vrsicekD! neg 18,5 /
vrsicekE® neg 20,4 /
vrdicekF neg 17,5 /
vr$icekA neg 18,5 /
_ _ vrsicekB 31,5 21,7 -9,8
ggﬁg;jneevzriill?nlzza visicekC ;:3 19,0 9.8
vabo® viSicekD ' 17,7 -9
vrii¢ekE neg 19,1 /
vrsicekF 284 19,1 9,3

®povpreéne vrednosti treh paralelk; za vriicke rastlin, ki smo jih uporabili v poskusu kot vabo, pa

Eovpreéje vseh analiziranih vzorcev iste rastline.

analizirane rastline zrasle iz gomoljev rastlin, ki smo jih uporabili v poskusu kot vabo, 15 tednov po
posaditvi v neokuZeno zemljo; “analiziran vrsi¢ek poganjka, ki je izra¢al na novo iz baze stebla (vsi
ostali poganjki te rastline so bili posugeni); “logeno analiziranje vrsickov, ki so izra§&ali iz iste baze (na
eno rastlino je bilo le-teh 3-7; posuseni poganjki niso bili analizirani).

Povpreéna relativna koli¢ina taréne RNA v pozitivnih vzorcih glede na kolicino RNA COX po

posameznih tkivih:

n=it. poz. D=ZSE#* Cimm = Clmax =
thive % SD  vmower SDi¥n TINWO0,05ml] 2% 25 2MED) 2D - 2%
vir vriicki 21 1,0 ] 1,1 4 253785058 219451349 455138611
inoloabarna
me korenine -09 17 6 1,3 054841249 039422288 140214368
koremine -163 2.0 ] 2,1 000001259 0,00000250 0,00004078
rastline =a steblo  -20%9 1 ! 000000051 ! !
ah
vane stari listi -14.4 1 i 0,00004626 i i
vriicki ! ] ! ! ! !
rast. zrasle =
gomoljer
rast.za vabo  wriidki -95 0.4 4 0.8 000140521 0,000498035 0,000 78665

2




Priloga Z

Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PSTVd-paradiznik

dhui® 9 21 31 41 52 62 T2 23 94 194 107 121 136

it inokuluma - listi:

+ +

& 2370 (157 nt fit fit it fit fit it it fit nt nt
+

E (26,4 nt tit tat tat fit tit fit it it tat ft it
+ +

z (238 (137 nt tat tat fit tit fit it it tat ft it
+ +

D (230 (150 nt tat tat fit tit fit it it tat ft it
+ +

E 244 (1545 nt it it nt it ft nt nt it nt nt
+

F 248 nt fit fit fit it fit fit it it fit nt nt

it inokuluma - korenine:
+ +

& (196 (175  nt tat tat fit tit fit it it tat ft it
+

B 21,0 nt it it it nt it ft nt nt it nt nt
+ +

C 21,50 (147 nt it it nt it ft nt nt it nt nt
+ +

D (128 (160 nt fit fit it fit fit it it fit nt nt
+ +

E (1210 (135  nt tat tat fit tit fit it it tat ft it
+

F (127 nt tit tut tut fit tit fit fit fit tut it it

hranilna raztopina:

+ + + + + + + + + + +

- @GAD GLe GLY (4D (354 (359 (@30 (353 (B3 ot (T4 (359
rezultat analize testnih rasthin pet tednov po mehanski okuzbi s hrandlno raztopino:

L. esculenfum 1 - - - - - — - - - - it nt nt
L. esculenfum 2 - - - - - - - - - nt nt nt nt
L. esculenfum 3 - - - - - - - - - - it nt nt
I esculenfum 4 — — — — — — — — — — ft nt it
rastline za vabo - korenitie:
+ + + +
& tat (354 30 (308 318 nt fit it tat ft it
+ + + + +
E nt 70 35N (330 3L5% (320 ot it nt nt nt nt
+ + + +
C fit ﬁ 38 (31,2 (3L1 31,0 nt it ft fit nt nt
+ + + +
D fit - 349 (31L% (324 (305 nt fit it fit nt nt
+ + + +
E fit - (3EE (3L% 297 (31,7 nt fit it fit nt ft
+ + + + +
F nt  (E20 (370 (329 (310 (3000 fit fit fit fit fit fit

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge Z (Podrobni prikaz rezultatov analiz vzorcev iz poskusa PSTVd-paradiznik)

dhi® 21 3l 41 52 [ T2 23 104 107 121 136

rastline za wabo - nadzemid deli rasthn:

B nt nt - - - - nt nt - nt - -
E nt it - - - - nt it - ft - -
[ nt nt — — — — nt nt — nt — —
D nt nt — — — — nt nt — nt - —
E nt it - - - - nt it - ft - -

+

F nt nt - - - - it nt (378 - - -

V oklepaju so podane vrednosti

Cq za pozitivne vzorce (povpredje treh paralelk). Pomen oznak: +
pozitivno; — negativno; nt ni testirano. ®t. dni od zacetka namakanja z okuZeno hranilno raztopino
(rezultati za 141. dan so v Prilogi Z). Pomen barvnih oznak:

Povpre¢ne vrednosti Cq za COX med 15 in 17; vrednosti Cq za LUC med 12 in 14

Povpre¢ne vrednosti Cq za COX med 17 in 19; vrednosti Cq za LUC med 14 in 16
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 19 in 21
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 21 in 23
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 23 in 25
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 25 in 27
Povpreéne vrednosti Cq za COX med 27 in 29



Priloga Z

Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PSTVd-paradiznik 141.

dan
oznaka vzorca PSTVd (Cg)® COX (Cqg)? X =CqCOX-CqPSTVd
VridekA 222 194 2.8
vricekB 17.1 173 0,2
VrigekC 189 181 0,8
VritekD 17.9 170 0,9
VIitekE 177 167 1
vr$i¢ekF 191 19,3 0,2
. plod1 209 183 26
vir inokuluma 229
plod2 ' 18,2 -4
koreninaA 19,7 184 -1,3
koreninaB 19,0 16,8 -2,2
koreninaC 19,1 16,9 -2,2
koreninaD 17.4 16,0 -14
koreninaE 18,3 16,2 -2,1
koreninaF 186 17,5 -11
koreninaA neg 16,3 /
- 34,5
koreninaB 16,7 -17,8
koreninaC 39,2 17,6 -21,6
koreninaD 35,2 19,2 -16
koreninaE 314 18,0 -13,4
. 329
koreninaF 18,5 -14.4
stebloA neg 17,7 /
stebloB neg 20,0 /
stebloC neg 18,4 /
stebloD neg 20,1 /
stebloE neg 18,5 /
rastline za vabo stebloF neg 185 /
steblo-izrastkiA neg 17,3 /
steblo-izrastkiB neg 17,1 /
steblo-izrastkiC neg 16,7 /
steblo-izrastkiD neg 16,6 /
steblo-izrastkiE neg 17,8 /
steblo-izrastkiF neg 17,0 /
stari listiA neg 19,8 /
stari listiB neg 19,0 /
stari listiC neg 20,5 /
stari listiD neg 19,5 /
stari listiE neg 20,2 /

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge Z (Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PSTVd-paradiznik 141. dan)

oznaka vzorca PSTVd (Cq)? COX (Cq)*? X =CqCOX-CqPSTVd

stari listiF neg 198 /
vrsicekA® neg 16,5 /
vrsicekB® neg 18,4 /
vrsicekC” neg 18,0 /
vrsicekDP neg 18,7 /
vr$icekE" neg 19,4 /
vr§icekF” neg 18,9 /
plodA neg 17,9 /
plodB neg 17,0 /
plodC neg 17,4 /
rastline za vabo plodD1 neg 19,2 /
plodD2 neg 16,3 /
plodE neg 17,5 /
plodF1l neg 17,5 /
plodF2 neg 18,5 /
novi poganjkiA° neg 16,1 /
novi poganjkiB® 38,3 16,9 -21,4
novi poganjkiC® neg 18,2 /
novi poganjkiD® neg 16,4 /
novi poganjkiE® 37,6 15,2 -22,4
novi poganjkiF* neg 17,8 /

povpreéne vrednosti treh paralelk; za vrsicke rastlin, ki smo jih uporabili v poskusu kot vabo, pa
povpre&je vseh analiziranih vzorcev iste rastline; “vr§icki pobrani na poganjkih, ki so bili vegji od 40 cm;
‘vr§i¢ki vzor&eni na poganjkih, ki so izras¢ali na novo iz baze stebla (velikost teh poganjkov od 5-10 cm).

Povpreéna relativna koli¢ina taréne RNA v pozitivnih vzorcih glede na koli¢ino RNA COX po
posameznih tkivih:

n=it. poz. E= D=35E= Cimm = Clmax =

thive % 5D wveorer  SD/n  TINW0OSm1) 2%  2%- 27RD) 2%x+Di- 2%

_ vatitki 02 11 6 0.4 12 055472474 030529494 067887734
ol Plodovi <33 1,0 2 0,7 : 0,10153155 : !

koremine  -1,7 0.5 6 0.2 0,5 030425082 009332886  0,13462506

koremine  -16§ 3,2 5 1.4 40 0,00000979 0,0000091%  0,00014877
steblo T 0 : : : : !
rastlineza  stari listi fd 0 : : : : !
vabo vrdithi T 0 : : : : !
plodovi fd 0 : : : : !
novipoganjli 219 0.7 2 0,5 : 0,00000026 : !




Priloga Q

Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PSTVd-krompir

wit inolasduma tastline za vabo

dnit h-'fﬂ-'fﬂfﬂﬂ ov. Hetmes cv. Donald ov. Micola
taztopina

listi korenite korenine listi korenine listi korenined listi
n ft ft + (34,7 ft ft ft it ft ft
2 ft ft + (36,7 ft ft ft it ft ft
9 ft ft + (34,7 ft ft ft it ft ft
20 ft ft + (34,60 ft ft ft it ft ft
34 ft ft + (35,3 ft ft ft it ft ft
40 it it +34.40 it it it tit it it
54 nt nt nt +(323 -/ 4518 - e -
55 ft ft + (37,4 ft ft ft it ft ft
0o +eLn EEEN +cs)  +@9 - +GLD - nt -
03 +@LD @D +ETH  +@F - +@DH -~ +@L) S

V oklepaju so podane vrednosti Cq za pozitivhe vzorce (povpre¢je treh paralelk). Pomen oznak: +
pozitivno; — negativno; nt ni testirano. ®t. dni od zacetka namakanja z okuzeno hranilno raztopino
(podroben prikaz rezultatov za 125. dan je v Prilogi W); Plogeno analiziranje vriickov in cvetov; logeno
analiziranje vrsickov in starejsih listov; “koreninski sistem bistveno slabse razvit kot pri rastlinah cv.
Hermes in cv. Donald; ®negativne korenine treh rastlin. Pomen barvnih oznak:

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 15 in 17; vrednosti Cq za LUC med 12 in 14

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 17 in 19; vrednosti Cq za LUC med 14 in 16

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 19 in 21

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 21 in 23

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 23 in 25

Povpreéne vrednosti Cq za COX med 25 in 27



Priloga W

Podrobni prikaz rezultatov analiz za vzorce iz poskusa PSTVd-krompir 125. dan

oznaka vzorca PSTVd (Cg)* COX(Cg)* X=CqCOX-CqgPSTVd

vir inokuluma vrsicek 18,5 18,7 0,2
(paradiznik) korenine 22,9 22,1 -0,8
korenine Hermes 33,6 22,8 -10,8
korenine Donald 32,3 21,0 -11,3
korenine Nicolal neg 24,0 /
korenine Nicola2 neg 28,5 /
korenine Nicola3 neg 26,3 /
rastline za vabo korenine Nicola4 31,5 20,6 -10,9
stari listi Hermes neg 19,9 /
stari listi Donald neg 19,9 /
stari listi Nicola neg 19,1 /
vr§i¢ek Hermes neg 17,0 /
vr$i¢ek Donald neg 17,9 /
vr§icek Nicola neg 18,0 /
rastline zrasle iz vr$i¢ek Hermes neg 14,5 /
gomoljev rabstlin za  vrsicek Donald neg 16,1 /
vabo vr§icek Nicola neg 15,8 /

®povpreéne vrednosti treh paralelk; v primeru rastlin, ki so zrasle iz gomoljev rastlin, ki smo jih uporabili
v poskusu kot vabo, pa povpregje vseh analiziranih vzorcev; “analizirane rastline zrasle iz gomoljev
rastlin, ki smo jih uporabili kot vabo, 17,5 tednov po posaditvi v neokuzeno zemljo.

Povpreéna relativna koli¢ina taréne RNA v pozitivnih vzorcih glede na koli¢ino RNA COX po
posameznih tkivih:

n=it. po= iE = D=5E#* Cirun = Cimae =

thivo x  iD VEOTCEV SDii+n  TINW0,05m-11 2y 20 20ED0 2ME+D0- 2%
vir vriicks 02 T 1 ! ! 1,148889835 ! !
e korerure -08 1 ! ! 05744918 ! !

korerure -110 0.3 3 0,2 (1) 000045528 0,000178&7 0000281777

rastline za

vaho starilisti ! 0 ! ! ! ! !
vrichl ! ! 0 ! ! ! ! !

rast.zrasle @
eomaoljew
rast.zawvabo  vdicki ! ! u] ! ! ! ! !




Priloga X

Podrobni prikaz rezultatov analiz prisotnosti PepMV-Ch2 za vzorce vode in
hranilne raztopine

poskus OZnaKa  pepMV (Ca) LUC (Ca)  Cq LUC - Cq PepMV
107
10
najvedja 10°x 19,2 14,6 4.6
razred¢enost 10™x 22,8 14,3 85
PepMV-Ch2 v 10° =
vodi, da z njo Se _GX
lahko okuzimo 10™x
testne rastline 107x
(tocka 4.1) (o_znaka 10
vzorca = 9
razred¢ina) 107
10"%
Voda neg 14,1 /
poskus PepMV- 0
paradiznik: 21
PepMV-Ch2 v 34
hranilni raztopini
(tocka 4.3.2.1) 50
(oznaka vzorca = 79
St.dni odkza_éetka 100
namakanja) 134
poskus 0
PepMV+PVY-
Y 21
paradiZnik:
PepMV-Ch2 v 34
hranilni raztopini 50 neg 12,8 /
(tocka 4.3.2.1)
79
(oznaka vzorca =
$t.dni od zacetka 100
namakanja) 134

Z rdeco so oznaceni vzorci, V katerih smo prisotnost PepMV potrdili z mehansko okuzbo testnih rastlin, z
modro pa vzorci, ki so bili z RT-qPCR pozitivni, vendar prisotnosti PepMV z mehansko okuzbo testnih
rastlin nismo potrdili. V vzorcih oznagenimi z rumeno je bil pozitiven rezultat mehanske okuzbe vprasljiv
zaradi dotikanja nekaterih listov (v obdobju med petim in Sestim tednom po mehanski okuzbi) z
rastlinami okuzenimi z razredcitvijo 1072,



Priloga Y

Podrobni prikaz rezultatov analiz prisotnosti PSTVd za vzorce vode in hranilne
raztopine

oznaka

vzorca
10
102
103x

najvecja razred¢enost 10"x
PSTVdvvodi,daz  10°x

njo Se lahko okuzimo 16y
testne rastline (to¢ka 3
4.1) (oznakavzorca 107X

poskus PSTVd (Cq) LUC (Cq) CgqLUC - CqPSTVd

= razreddina) 108
10°x neg 13,3 /
10™% neg 13,6 /
Voda neg 13,2 /
0
1
2
3
prezivetje PSTVd v 4
vodnem okolju 5
(tocka 4.2; poskus A)
(oznaka vzorca = §t. 6
tednov po pripravi 7
okuzene vode) )
9
10
11
12
0
1
. . 2
prezivetje PSTVd v
vodnem okolju 3
(tocka 4.2; poskus B) 4
(oznaka vzorca = 5
St.tednov po pripravi 6
okuzene vode)
7
8
9

se nadaljuje



nadaljevanje preglednice iz Priloge Y (Podrobni prikaz rezultatov analiz na prisotnost PSTVd za vzorce vode in hranilne raztopine)

PSTVd (Cq) LUC(Cq) CqLUC - CqPSTVd

oznaka
vzorca

10
11
12

poskus

poskus dodajanja
okuzene vode v povp.
zemljo (to¢ka 4.3.1)

9

21

poskus PSTVd- 31
paradiznik: PSTVd v 411
hranilni raztopini 52

(tocka 4.3.2.3)

(oznaka vzorca = §t. 62
dni od zacetka 72
namakanja) 83

94
104

0

2

poskus PSTVd- 9
krompir: PSTVd v 20
hranilni raztopini 34

(tocka 4.4.2.3)

(oznaka vzorca = §t. 40
dni od zagetka 55
namakanja) 70
103
125

Z rdeco so oznadeni vzorci, pri katerih smo prisotnost PSTVd potrdili z mehansko okuzbo testnih rastlin
oziroma so se rastline zalivane z okuzeno vodo okuzile. Z modro so oznaCeni vzorci pozitivni z RT-
gPCR, pri katerih prisotnosti PSTVd z mehansko okuzbo testnih rastlin nismo potrdili oziroma se rastline
z okuzeno hranilno raztopino niso okuzile.



