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Z metodo kvantitativnega PCR v realnem ¢asu smo med rastno sezono spremljali koli¢ino
fitoplazme Flavescence dorée (FDf) v razli¢nih tkivih vinske trte. Njeno prisotnost smo
prvi¢ dokazali v cvetovih in viticah, visok titer pa smo dolo¢ili v jagodah. Med rastno
sezono je titer FDf v tkivih z bolezenskimi znamenji naras¢al. Ugotovili smo, da FDf lahko
detektiramo ze v zacetku rastne sezone, pred pojavom bolezenskih znamenj, kadar je
infekcijski pritisk velik. Studija izrazanja izbranih §tirinajstih genov med rastno sezono je
pokazala statisti¢no znacilno razli¢no izrazanje genov v zdravih in s FDf okuZenih rastlin
avgusta, v ¢asu bolezenskih znamenj. Izrazanje je bilo podobno kot v predhodnih
raziskavah interakcije trte s fitoplazmo Bois noir (BNf). Statisticna analiza PCA je
pokazala, da na podlagi izraZanja izbranih genov lahko poleti lo¢imo rastline glede na
njihov zdravstveni status. V ¢asu bolezenskih znamenj smo v listih rastlin okuzenih s
ftioplazmama BNf ali FDf pokazali povecano koli¢ino sladkorjev, predvsem saharoze in
Skroba. V rastlinah okuzenih s FDf smo pokazali tudi vi§jo aktivnost encima saharoza
sintaza (SUSY), ne pa tudi spremenjene aktivnosti encimov ADP-glukoza pirofosforilaza
(AGPaza) in nevtralana invertaza (nINV). S pomocjo tehnike GC-MS smo ugotovili, da
fitoplazmi BNf in FDf povzrocata razlicen metabolni profil, ki pa je lahko posledica
razlicne sorte trte pri obeh interakcijah in/ali razlicnega tipa fitoplazme. Na podlagi
koli¢ine vseh metabolitov je analiza PCA pokazala, da se rastline lahko lo¢ijo glede na
njihov zdravstveni status, vendar pa so metaboliti, kljucni za loCevanje, razlicni pri obeh
interakcijah. Pri obeh interakcijah pa smo pokazali statisticno znacilno visjo vsebnost
heksoza 6-fosfatov, ki so kot zacetne komponente glikolize domnevni vir energije za
fitoplazme. Predpostavljamo, da je patogenost fitoplazem med drugim posledica slabsega
nalaganja saharoze v floem, kar zmanjSa transport sladkorjev do drugih ponornih tkiv,
predvsem jagod, ki ne morejo kopiciti zadostne koli¢ine sladkorjev.
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Quantitative real time PCR was used to follow the seasonal changes of the Flavescence
dorée phytoplasma (FDp) titre in different grapevine tissues. FDp presence was determined
in flowers and tendrils with a high concentration in berries. In tissues with symptoms a
trend of an increasing FDp titre throughout the growing season was recorded. Early
detection of FDp in symptomless tissues was possible and positively correlated with high
infection pressure. A gene expression analysis of fourteen selected genes during the
growing season revealed that statistically significant differences between healthy and FDp
infected plants occur in August at the time of symptoms. At this time the gene expression
was similar to previous studies on the grapevine - Bois noir phytoplasma (BNp) interaction.
From gene expression profiles we could distinguish the health status of plants sampled in
summer. In August we determined higher amounts of sugars, mainly sucrose and starch, in
BNp and FDp infected plants compared to healthy plants. Additionaly, we determined
higher activity of the sucrose synthase (SUSY) enzyme but unchanged activity of the ADP-
glucose pyrophosphorylase (AGPase) and neutral invertase (nINV) enzymes in FDp
infected plants. Using the GC-MS technique we determined that both phytoplasmas (BNp
and FDp) cause a different metabolic fingerprint, which can be the consequence of a
different grapevine cultivar used in the interaction study and/or a different phytoplasma
type. The PCA analysis based on all metabolites showed a separation of healthy and
phytoplasma infected samples. The main metabolites responsible for the health status
separation are however different in both interactions. Both phytoplasmas induce higher
levels of hexose 6-phosphates, which as the starting molecule of glycolysis could be the
main energy source for phhytoplasmas. Phytoplasma pathogenicity is presumably due to a
decreased sucrose loading in phloem, which slows down sugar transport to sink tissues, this
leading to an insufficient sugar accumulation in berries and harvest loss.
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1 UVvOD

Fitoplazme so bakterije brez celi¢ne stene iz razreda Mollicutes. Imajo zelo majhen genom
(530-1350 kbp), v katerem ni genov za nekatere klju¢ne metabolne poti (Lee in sod.,
2000). Zaradi okrnjenega genoma so fitoplazme obligatni zajedavci, katerih prezivetje in
pomnozevanje je odvisno od dveh zelo razli¢nih gostiteljev — rastlin in zuzelk iz reda
enakokrilcev (Homoptera). Slednji se hranijo s floemskim sokom rastlin in okuzenega
prenasajo na zdrave rastline. Po okuzbi se fitoplazme premikajo po rastlini s floemskim
sokom, v katerem tudi Zivijo in se razmnozujejo. V rastlinskih gostiteljih so fitoplazme
neenakomerno razporejene, njihova koncentracija v floemu pa je nizka (Firrao in sod.,
2007). Temeljno znanje o fitoplazmah je zelo pomanjkljivo, saj so bile kot organizmi,
podobni mikoplazmam, prepoznane Sele leta 1967 in kot fitoplazme v devetdesetih letih
prej$njega stoletja (Lee in sod., 2000). Ker fitoplazem Se ne znamo gojiti v ¢isti kulturi, jih
na podlagi biokemi¢nih in fizioloskih lastnosti ne moremo dolociti in uvrscati v sistem.
Zato so za take bakterije leta 1995 vpeljali koncept Candidatus. V skladu s tem je bila leta
2004 za fitoplazme predlagana taksonomska skupina 'Candidatus Phytoplasma' (IRPCM,
2004). Z uporabo sodobnih molekulskih pristopov je bil v zadnjem ¢asu narejen velik
napredek pri klasifikaciji in ekologiji fitoplazem, Se vedno pa vemo zelo malo o
mehanizmih njihove patogenosti in njihove fizioloSke ter genetske lastnosti le slabo
razumemo.

Fitoplazme okuzujejo Stevilne ekonomsko pomembne rastline, kot so vinska trta, sadno
drevje, koruza, riz, kokosova palma (Bertaccini in Duduk, 2009) paradiznik, krompir
(Arocha in sod., 2007) in mnoge druge. Na vinski trti fitoplazme povzroc¢ajo bolezni trsnih
rumenic, ki so prisotne v vecini vinorodnih deZel po vsem svetu. Obicajna bolezenska
znamenja trsnih rumenic so uvihavanje listnih robov navzdol, listi postanejo krhki, pojavi
se rdeéenje pri rdecih in rumenenje pri belih sortah, neenakomerna olesenelost poganjkov,
odsotnost cvetenja, ne dozorevanje in odpadanje grozdov. Bolezenska znamenja se na trtah
zacnejo pojavljati v juniju in se do trgatve stopnjujejo. Zadnja stopnja bolezni je odmiranje
in propad trsov, kar vodi v zmanjsan obseg in kakovost pridelka. Razporeditev fitoplazem
po rastlinah nac¢eloma velja za neenakomerno, malo pa je znanega o njihovi prisotnosti v
razli¢nih tkivih vinske trte tekom rastne sezone.

Glavni povzro€iteljici trsnih rumenic v Evropi sta fitoplazmi, ki povzrocata navadno trsno
rumenico ali pocrnelost lesa (Bois Noir, BN) in zlato trsno rumenico (Flavescence dorée,
FD) (Boudon-Padieu, 2003). Fitoplazemski povzrociteljici BN in FD sta Candidatus
Phytoplasma solani (v nadaljevanju BNf) in fitoplazma FDf. Povzrocata enaka bolezenska
znamenja, vendar pa je slednja bolj agresivna, se hitreje $iri in povzro¢a veéjo ekonomsko
Skodo. Fitoplazma FDf je kot karantenski Skodljivi organizem uvrS¢ena v prilogo 11A2
direktive Sveta 2000/29/ES (FURS) in na seznam patogenov A2 Evropske organizacije za
zasCito rastlin (European Plant Protection Organization —
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http://www.eppo.org/QUARANTINE/listA2.htm). Ker karantenski status fitoplazme FDf
zahteva takojs$njo odstranitev okuzenih trsov (FURS - http://www.furs.si), so §tudije njene
interakcije z vinsko trto zelo omejene. Posledi¢no je biologija te fitoplazme prakti¢no
neznana. Zaradi enake simptomatike in domnevno podobnega metabolizma med
fitoplazmama FDf in BNf, so kot poskusni model uporabili vinsko trto, okuZeno s
fitoplazmo BNf. Rezultati transkriptomskih studij listov vinske trte, okuzene s fitoplazmo
BNf, so pokazali, da okuzba povzro¢i diferencialno izraZanje obrambnih genov, genov
metabolizma ogljikovih hidratov in fotosinteznih genov (Hren in sod., 2009a; Albertazzi in
sod., 2009). Na nivoju proteoma sta Studiji interakcije vinske trte s FDf pokazali
spremenjen profil proteinov v okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi (Margaria in
Palmano, 2011; Margaria in sod., 2013). Za boljse razumevanje, kako se produkti teh in
drugih metabolnih poti presnavljajo pri interakcijah vinske trte s fitoplazmami, so potrebne
dodatne Studije na ravni metaboloma in na ravni aktivnosti encimov sladkornega
metabolizma. Studij metaboloma s fitoplazmami okuZenih rastlin je trenutno zelo malo,
zato smo v doktorsko nalogo vkljucili Studijo metaboloma rastlin vinske trte okuzenih s

fitoplazmo BNf oziroma FDf. Pri proucevanju interakcije rastlin vinske trte s fitoplazmo
FDf smo se osredotocili na sladkorni metabolizem, kjer smo spremljali izrazanje izbranih
genov med rastno sezono in v poletnih mesecih dolocali aktivnost nekaterih encimov
sladkornega metabolizma ter vsebnost sladkorjev. Nova znanja bi pripomogla k boljsemu
razumevanju interakcije in k uspesnejsi vinogradniski praksi.


http://www.eppo.org/QUARANTINE/listA2.htm
http://www.furs.si/svn/zvr/POSNadzori/Rumenice/RumenicePosObv/RumenicePosObv.asp
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2 PREGLED OBJAV
2.1. VINSKA TRTA

Vinska trta (Vitis vinifera L.) je plezalka in spada v druzino vinovk (Vitaceae). Znotraj
druzine je priblizno 1000 vrst razdeljenih v 17 rodov, ki so tipi¢no grmicevje ali olesenele
ovijalke/plezalke. Vse gojene trte spadajo ali v rod Muscadinia ali pa v rod Vitis. Vitis
vinifera L. je edina evropska predstavnica tega rodu in je danes med najpomembnejSimi
gojenimi rastlinami (Markus Keller, 2010).

Vinsko trto, kot jo poznamo, so najbrz udomacili ze 4000 let pr.n.st. iz divje vrste trte, V.
silvestris, in sicer na obmo¢ju od danasnjega severo-vzhodnega Afganistana do juga
Crnega in Kaspijskega morja. Kasnejie arheoloske najdbe v Iranu pa so to obdobje
premaknile $e nekoliko bolj nazaj v zgodovino (5400-5000 let pr. n. §t.). Najbolj zgodnji
dokazi 0 gojenju vinske trte in uporabi grozdja segajo v zgodnjo bronasto dobo (3500 do
2300 let pr. n. §t.) v dolino reke Jordan, kjer so nasli dokaze o uporabi svezega grozdja,
rozin, grozdnega soka in pijaCe iz fermentiranega grozdnega soka, vina. Od tu se je v
naslednjih 2000 letih gojenje vinske trte razSirjalo vzdolz starih trgovskih poti in z
migracijo plemen v vzhodne, severne in zahodne dele Evrazije, vse do severne Afrike
(Aradhya in sod., 2003).

Vinska trta je ve¢ letna rastlina, katere starost lahko presega ve¢ 100 let. Najstarejsa
slovenska trta na Lentu v Mariboru naj bi imela ¢ez 450 let (sorta zametna ¢rnina). Trto
sestavljajo vegetativni organi (korenine, deblo, poganjki, listi in vitice) in reproduktivni
organi (socvetja in jagode). Floem vinske trte se obnavlja na dve leti. Glavne faze rasti
vinske trte po skali BBCH vkljucujejo odganjanje in razvoj brstov, razvoj listov, pojav
socvetij, cvetenje, razvoj plodicev, zorenje jagod in senescenca po trgatvi (Coombe, 1995).

Danes obstaja ve¢ kot 6000 sort, pridobljenih s klonskim razmnozevanjem. Polovica od teh
je belih, polovica rde¢ih sort grozdja. Razlika med rdecimi in belimi jagodami je v
prisotnosti, 0z. odsotnosti sinteze antocianov v slojih celic, ki sestavljajo kozo grozdne
jagode. Pri V. vinifera sintezo antocianov v kozi jagod nadzirata dva gena, Vv_MYBAL in
Vv_MYBA2 iz druzine regulatorjev transkripcije MYB, ki lezita na istem lokusu. V belih
sortah sta oba gena nefunkcionalna, zato je sinteza antocianov onemogocena (Walker in
sod., 2007). Rezultati te Studije so pokazali, da imajo vse bele sorte vinske trte skupen
izvor in, da sta dve redki mutaciji na dveh blizu leze¢ih genih odgovorni, da lahko danes
uzivamo ob belem vinu in belem jedilnem grozdju.
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2.2. OGLJIKOVI HIDRATI V RASTLINAH

Ogljikovi hidrati v rastlinah nastajajo v procesu fotosinteze in se nato po floemu
transportirajo do porabniSkih tkiv. Poleg njihove vloge kot vira energije in ogrodja za
izgradnjo molekul, pa v rastlinah neposredno ali posredno nadzorujejo Stevilne procese,
vklju¢no s fotosintezo, transportom sladkorjev, vnosom dusika, obrambo rastlin,
sekundarnim metabolizmom in hormonskim ravnotezjem (Smeekens in sod., 2010).
Nadzor temelji predvsem na uravnavanju izrazanja genov, lahko pa vplivajo tudi na
stabilnost mRNA in translacijo ter stabilnost proteinov (Lecourieux in sod., 2013).
Monosaharidi (glukoza, fruktoza, manoza ali galaktinol) in disaharidi (saharoza, trehaloza
in analogi saharoze) lahko vplivajo na izrazanje Stevilnih genov. Med njimi so geni, Ki
kodirajo transporterje sladkorjev, komponente fotosistema (vezavni protein za klorofil a/b,
plastocianin), encime metabolizma ogljikovih hidratov (majhno podenoto encima rubisko,
a-amilazo, invertazo, saharoza sintazo in ADP-glukoza-pirofosforilazo), encime
sekundarnega metabolizma (fenilalanina amonijeva liaza in drugi encimi fenil propanoidne
poti) in transkripcijske dejavnike (Koch, 1996; Roitsch, 1999; Smeekens, 2000; Belhadj in
sod., 2008; Agasse in sod., 2009; Smeekens in sod., 2010; Nicolas in sod., 2013; Tognetti
in sod., 2013).

Saharoza je nereducirajo¢i disaharid iz molekule glukoze in fruktoze, ki sta povezani z a-
1,2 glikozidno vezjo. Nastaja kot kon¢ni produkt fotosinteze in je pri ve€ini rastlin glavna
transportna oblika sladkorja. Saharoza se sintetizira v citosolu iz v fotosintezi vezanega
ogljika, iz zalog skroba ali iz lipidov. V sintezo saharoze so vkljuceni encimi saharoza
fosfat sintaza (SPS), ki katalizira pretvorbo UDP-glukoze in fruktoze-6-fosfat v saharoza-
6-fosfat, encim saharoza fosfataza (SPP) pa pretvori saharoza-6-fosfat v saharozo. Poleg
omenjenih encimov lahko saharozo iz UDP-glukoze in fruktoze sintetizira tudi encim
saharoza sintaza (SUSY), vendar pa je enim ve¢inoma prisoten v tkivih ponora in katalizira
obratno reakcijo, razgradnjo saharoze (Wind in sod., 2010). Saharoza, ki nastane v
fotosintezno aktivnih tkivih se lahko transportira do drugih tkiv, shrani v vakuoli ali pa
metabolizira.

2.2.1. Floem in transport saharoze

Floem je del zilnega sistema rastlin, po katerem poteka transport fotoasimilatov od vira
(fotosintezno aktivnih tkiv) do ponora (porabniska tkiva). Vsi listi za¢nejo svoje zivljenje
kot ponorno tkivo, saj morajo najprej ojacati fotosintezni aparat, preden lahko tvorijo
dovolj sladkorjev za svoje potrebe in za transport v druga porabniska tkiva. Prehod listov
iz ponornega v izvorno tkivo je postopen. Obi¢ajno zacne list izvaZati asimilate ko doseze
priblizno 1/3 konéne velikosti, sprejema pa jih vse do takrat, ko doseze priblizno 1/2
kon¢ne velikosti. List je popolnoma izvorni, ko je na poganjku priblizno 5-6 od njega
mlajsih listov (Markus Keller, 2010).
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Floem je sestavljen iz celic sitastih cevi (sitast element) in celic spremljevalk, ki so med
seboj povezane s plazmodezmami. Celice sitastih cevi so relativno velike, brez jedra in
vakuole ter z zmanjSanim Stevilom Golgijevih cistern, ribosomov in elementov citoskeleta.
Celice sitastih cevi se povezejo preko kompleksa por v celi¢nih stenah, imenovanega
sitaste plosce. Celice sitastih cevi in celice spremljevalke povezujejo posebne poraste
plazmodezme in tako slednje oskrbujejo in omogocajo delovanje prvih. Celice
spremljevalke pa so preko plazmodezem na drugi strani povezane tudi s parenhimskimi
celicami.

Floem sestavljajo tri funkcionalne enote: zbiralni floem, transportni floem in odlagalni
floem. Zbiralni floem je v majhnih zilah izvornih listov in je odgovoren za vstop saharoze
v listne zile. Odlagalni floem je v tkivih ponora asimilatov in iz njega saharoza izstopi v
okolisko tkivo za shranjevanje, sintezo molekul ali za pretvorbo v energijo. Zbiralni in
odlagalni floem sta povezana s transportnim floemom (Van Bel, 2003).

Princip transporta po floemu kot tok pod tlakom je postavil ze Ernest Muench leta 1930. V
floemu sok te¢e od mesta z visokim turgorskim tlakom do mesta z nizkim turgorskim
tlakom. Saharoza vstopi v zbiralni floem in zaradi povecane koncentracije vstopi v celice
sitastih cevi voda iz ksilema, kar dvigne turgorski tlak. Sok ste¢e do ponora saj se saharoza
tam odstranjuje in z njo (zaradi ozmoze) tudi voda in je turgorski tlak posledicno niZji
(Slika 1). Ponorna tkiva tekmujejo za asimilate tako, da znizajo tlak v celicah sitastih cevi,
oziroma da zniZajo koncentracijo asimilatov (osmotsko generirana razlika v tlaku) (Markus
Keller, 2010).
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Slika 1: Sestava floema in transport saharoze.
Figure 1: Phloem composition and sucrose transport.
Vir: predavanje prof. dr. Dominik VVodnik
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Saharoza, namenjena izvozu iz mezofilnih celic izvornih listov, potuje simplasti¢no preko
plazmodezem do parenhimskih celic floema (citoplazme vseh celic so s plazmodezmami
povezane v simplast). Predpostavljeni so trije mozni nacini, kako se saharoza nato nalaga v
zbiralni floem listov izvora. Eden od moznih nacinov je simplasti¢no nalaganje saharoze,
kjer ta potuje iz parenhimskih celic floema Se naprej preko plazmodezem v celice sitastih
cevi zbiralnega floema. Po predpostavki, da je koncentracija saharoze znotraj floema
manjsih zil nizja kot v okoliskih mezofilnih celicah, gre za pasivno nalaganje saharoze saj
ta potuje v smeri koncentracijskega gradienta in transport ne potrebuje energije. Drugi
mozni nacin nalaganja saharoze v zbiralni floem pa je apoplasti¢no nalaganje. Apoplast je
ekstracelularni prostor zunaj simplasta, ki je obdan s plazmalemo in vkljucuje celi¢no
steno in medceli¢ni prostor. Iz parenhimskih celic se saharoza najprej transportira v
apoplast s pomocjo transportnih proteinov SWEET, nato pa jo celice spremljevalke
importirajo s pomocjo transportnih proteinov SUC. Iz celic spremljevalk gre saharoza nato
preko plazmodezem v celice sitastih cevi zbiralnega floema, od Kkjer se transportira do
ponornih tkiv. Zaradi izjemno velike razlike v koncentraciji saharoze med apoplastom in
floemom, je za apoplasticno nalaganje saharoze proti koncentracijskemu gradientu
potrebna energija v obliki ATP. Kot tretji nacin nalaganja saharoze se omenja tako
imenovano ujetje polimerov (ang. polymer trapping), Kjer naj bi saharoza iz parenhimskih
celic presla v posebne celice spremljevalke preko plazmodezem, nato pa bi se sintetizirala
v rafinozo ali stakihozo. Slednje postanejo prevelike za difuzijo nazaj v parenhimske celice
in se transportirajo preko floemskih plazmodezem (ki so vecje) v zbiralni floem in nato do
ponornih tkiv (Braun in sod., 2014). Glavni transportni sladkor pri vinski trti je saharoza,
zato je zadnji nacin nalaganja saharoze vprasljiv (Markus Keller, 2010). Vsekakor pa je
verjetno, da rastline so¢asno uporabljajo ve¢ kot samo en tip nalaganja saharoze v zbiralni
floem, tudi znotraj ene zile (Braun in sod., 2014).

Proteini SWEET (SUGARS WILL EVENTUALLY BE EXPORTED TRANSPORTERS)
so novo identificirana druZina transporterjev sladkorjev, ki omogo€ajo njihov prenos preko
celiéne membrane proti koncentracijskem gradientu v apoplast (Chen in sod., 2010, 2012).
V navadnem repenjakovcu (Arabidopsis thaliana) je 17 genov za proteine SWEET, pri
rizu pa je 21 genov. Glede na navadni repnjakovec so pri vinski trti nasli 16 homologov
SWEET proteinov (Lecourieux in sod., 2013). Pri navadnem repnjakovcu so identificirali 6
proteinov AtSWEET10 do 15, ki transportirajo saharozo skozi plazmaleme. Od teh se dva
zelo sorodna gena, AtSWEET11 in AtSWEET12, preferenc¢no izrazata v parenhimskih
celicah floema. Soc¢asna mutacija obeh genov povzroc¢i akumulacijo sladkorjev v listih in
slabso rast rastlin (Chen in sod., 2012).

Proteini SUC (oziroma SUT) vsebujejo 12 transmembranskih domen, ki tvorijo pore v
membrani in omogoc¢ajo prenos saharoze. Gre za protonske simporterje, ki prenasajo
saharozo s pomocjo energije v obliki gradienta protonov skozi membrane. Proteine SUC
kodira multigenska druZzina in primerjave zaporedij genov za proteine SUC so razlikovale
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Stevilne klade teh proteinov. Studije so pokazale, da je izrazanje proteinov SUC na
plazmalemi zelo kriti¢no pri rastlinah s prevladujo¢im apoplasticnim nalaganjem saharoze
(povzeto po Braun in sod., 2014). Proteini SUC so na tonoplastu in so pomembni tudi pri
transportu sladkorjev iz vakuole (Ludewig in Fliigge, 2013). Vinska trta naj bi imela $tiri
transporterje saharoze SUC. Tri transporterje so klonirali iz trt sorte shiraz in cabernet
sauvignon in jih dolo¢ili kot protonsko odvisne transporterje saharoze: VvSUCL11,
VvSUC12 in VWSUC27 (povzeto po Lecourieuxv in sod., 2013). Protein SUC27 je najbolj
podoben (59 %) transporterju saharoze SUC2 pri navadnem repnjakovcu in naj bi bil
oznacevalec floema listov (povzeto po Santi in sod., 2013a).

Po vstopu saharoze v floem ta skupaj z drugimi asimilati, aminokislinami in minerali
potuje do ponornih tkiv. Hitrost transporta je odvisna tako od sinteze in koli¢ine saharoze v
izvornih listih kot od sposobnosti njenega odstranjevanja iz floema v ponornih tkivih.
Transportni floem zaradi prisotnosti plazmodezem pus¢a in del asimilatov se pocasi
spros¢a v parenhimske celice ob floemu. Od tukaj pa se lahko asimilati tudi aktivno
povrnejo nazaj v floem. Ko saharoza prispe do ponornih tkiv, se transportira iz odlagalnega
floema. Odlaganje saharoze lahko poteka simplastiéno preko plazmodezem saj je
koncentracija saharoze v floemu vis§ja kot v parenhimskih celicah ponora. Lahko pa je
odlaganje tudi apoplastiéno s pomocjo transportnih proteinov SUT ali pa s pomocjo
simporterjev proton/heksoza, ki transportirajo heksoze po hidrolizi saharoze s pomocjo
invertaze celi¢ne stene (Ruan in sod., 2010). Grozdne jagode so posebno tkivo ponora, kjer
najprej poteka simplasticno odlaganje saharoze, ki v €asu zorenja (ko jagode pri¢nejo
spreminjati barvo) preide v apoplasticno odlaganje. Preskok v apoplasti¢no odlaganje se
pricne, ko se v jagodah pricnejo kopiciti heksoze (Ludewig in Fligge, 2013). V
posameznem celicnem organu lahko potekata so¢asno oba nacina odlaganja saharoze
(Braun in sod., 2014).

Ko saharoza prispe v celice ponora se po odlaganju iz floema s pomocjo encima invertaze
(INV) hidrolizira v glukozo in fruktozo ali pa se razgradi s pomocjo encima SUSY. Encim
INV je lahko na celi¢ni steni (cwINV), v vakuoli (VINV) ali pa v citosolu (nINV).
Posamezne INV Kodirajo razliéni geni. Encim nINV je prisoten v citosolu, in tudi v
kloroplastih, mitohondrijih in jedru (Wang in Ruan, 2013). Encim SUSY naj bi bil
biokemijski oznacevalec jakosti ponora (Braun in sod., 2014). Poleg celic spremljevalk so
pokazali, da je encim prisoten tudi v sitastih celicah floema, kjer predvsem razgrajuje
saharozo v razmerah, ko je koncentracija kisika nizja (Koch, 2004). V primerjavi z INV je
razgradnja saharoze s SUSY energetsko manj potratna, saj tvori Ze fosfatni sladkor.

2.3. FITOPLAZME

Fitoplazme so odkrili leta 1967 (Doi in sod., 1967), vendar so jih takrat imenovali
mikoplazmam podobni organizmi (angl. mycoplasma like organisms — MLO). Izraz MLO
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so leta 1994 spremenili v trivialno ime »fitoplazme« (IRCPM, 2004) in se uporablja kot
skupen izraz za rastlinske patogene bakterije, brez celi¢ne stene iz razreda Mollicutes
(Slika 2). Fitoplazme so tako po velikosti celic (premer od 200 — 800 nm), kakor tudi po
velikosti njihovega genoma (530 — 1350 kbp) med najmanjsimi bakterijami.

Fitoplazme so obligatni zajedavci, katerih preZivetje in pomnozevanje je odvisno od dveh
zelo razli¢nih gostiteljev — rastlin in zuzelk iz reda enakokrilcev (Hemiptera). Fitoplazme v
rastlinah naseljujejo skoraj izkljuno sitaste celice floema. Po okuzbi zelnih rastlin s
pomocjo zuzel¢jega prenasalca se fitoplazme usmerijo proti aktivno rasto¢im obmoc¢jem v
rastlini, kamor je usmerjen tudi tok hranilnih snovi in metabolitov. S€asoma se lahko
razsirijo po celotni rastlini. Sirjenje in konéna razporeditev fitoplazem po tkivih gostitelja
sta pomembni informaciji za razumevanje interakcije in igrata pomembno vlogo pri
izrazanju bolezenskih znamenj (povzeto po Marcone in sod., 2009). Lokacija in titer
fitoplazem se pri razli¢nih fitoplazmah in gostiteljskih rastlinah razlikujeta.

Slika 2: Elektronska mikrografija fitoplazem v sitastih ceveh floema madagaskarskega zimzelena
(Catharanthus roseus) (Fotografiji: M. Tusek Znidarig).

Figure 2: Electron micrography of phytoplasma in phloem sieve tube cells of periwinkle (Catharanthus
roseus) (Photography: Magda Tusek Znidari¢).

Do danes so raziskovalci identificirali razlicne vrste fitoplazem v vseh druZinah
kritosemenk. Pri mnogih, vkljuéno s S$tevilnimi gospodarsko pomembnimi rastlinami,
povzro¢ajo znaCilna bolezenska znamenja. NajpogostejSa so: virescenca (zelenenje
cvetov), tvorba filodijev (razvoj cvetnih delov v listom podobne organe), sterilnost,
podaljSanje internodijev, spremembe na cvetovih, rumenenje ali rdecenje listov, pove€ana
razvejanost aksilarnih poganjkov, ¢arovniske metle (bujna rast poganjkov iz ene tocke in je
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znacilno za lesne rastline), vihanje listov in slabsa rast rastline. Uc¢inek fitoplazem je v
sploSnem na rastline zmeraj Skodljiv (Choi in sod., 2004; Lee in sod., 2004a; Kakizawa,
2008), lahko pa so znamenja pri razli¢nih negojenih rastlinah tudi prikrita in take rastline
predstavljajo rezervoar okuzbe za gojene rastlinske vrste.

Fitoplazme ostajajo ene izmed najslabSe okarakteriziranih rastlinskih patogenov, kar je
verjetno posledica nezmoznosti gojenja fitoplazem v Cisti kulturi. Koncept vrste
Candidatus so vpeljali za bakterije, ki jih ni mogoc¢e gojiti v Cisti kulturi. Predstavlja vrste,
dolocene le na podlagi molekularnih metod, npr. na podlagi podobnosti nukleotidnega
zaporedja gena za 16S rRNA in primerjave vzorca fragmentov s polimorfizmom dolzin
restrikcijskih fragmentov (RFLP) na 16S rRNA. Tako so trenutno fitoplazme razvrscene v
28 filogenetskih skupin (npr. 16Srl, 16Srll...) (Lee in sod., 2000; IRPCM, 2004) znotraj
katerih je skoraj tridesetim fitoplazmam pripisan status Candidatus (Lee in sod., 1998).

Do danes so znani le Stirje celotni genomi fitoplazem in sicer Candidatus Phytoplasma
asteris (skupina 16Srl) seva OY-M (853 kb) in AY-WB (707 kb), Ca. P. australiense
(skupina 16SrX11-B) (880 kb) in Ca.P. mali (skupina 16SrX-A) (602 kb) (Oshima in sod.,
2004; Bai in sod., 2006; Kube in sod., 2008; Tran-Nguyen in sod., 2008). Za nekaj
fitoplazem pa so na voljo osnutki celotnih genomskih zaporedij, med njimi tudi za
fitoplazmo Ca. P. solani (BNf) (skupina 16SrXI1I-A) (Mitrovi¢ in sod., 2014).

Studije genoma so pokazale prisotnost §tevilnih mobilnih genskih elementov kot so
plazmidi, bakteriofagi, potencialne mobilne enote (PMU), geni za transpozaze in
insercijska zaporedja (Nejat in Tan, 2014). Genomske $tudije so pokazale, da morajo
fitoplazme od gostitelja pridobiti zelo veliko molekul, saj jim zaradi reduktivne evolucije
genoma manjkajo geni za Stevilne metabolne poti. Med drugimi nimajo genov za pentoza-
fosfatni cikel in genov, povezanih s sintezo aminokislin, mas¢obnih kislin in nukleotidov.
Fitoplazme so prvi odkriti organizmi, ki ne vsebujejo niti enega gena za katero od podenot
ATP-sintaze (Oshima in sod., 2004). Manipulacija fiziologije gostiteljskih rastlin preko
izlo¢anja efektorskih molekul omogoca fitoplazmam prezivtje. Efektorske molekule so
odkrili s pomoc¢jo analize zaporedij genoma in s pristopom funkcionalne genomike (Bai in
sod., 2009; Hoshi in sod., 2009). Do sedaj odkriti efektorji vplivajo na spremenjeno
delovanje transkripcijskih faktorjev, kar na koncu vodi do bolezenskih znamenj (Sugio in
sod., 2014).

2.3.1. Fitoplazme vinske trte

Trsne rumenice (angl. grapevine yellows — GY) so izraz za skupino bolezni, ki jih
povzrocajo razli¢ne fitoplazme, vendar imajo enaka bolezenska znamenja. Pojav bolezni
trsnih rumenic so prvi¢ opazili na vinski trti v Franciji v petdesetih letih prejSnjega stoletja
(Bonfils in Schwester, 1960). Od odkritja so o tej bolezni vinske trte porocali v Nem¢iji,
povsod v Franciji, Italiji, tudi v Sloveniji in nekaterih drugih evropskih drzavah, lzraelu,
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Avstraliji in ZDA. Naravno §irjenje GY je odvisno od Zuzeléjih prenasalcev. Zuzelka lahko
pridobi fitoplazmo iz alternativnega gostitelja ali okuzene vinske trte, ko se hrani s
floemskim sokom teh rastlin. Do okuzbe pa pride, ko se taka zuzelka hrani na zdravi trti.
Prenos fitoplazme in z njo bolezni trsnih rumenic je mogo¢ tudi s cepljenjem okuzenih
rozg na zdrave podlage, torej s sadilnim materialom, vendar pa je prenos zelo slab (Izsledki
projekta CRP V4-1103: Trsne rumenice: metode zgodnjega odkrivanja in obvladovanja).

V Evropi sta glavni povzrociteljici GY fitoplazma FDf, ki povzroca bolezen zlato trsno
rumenico (Flavescence dorée) in spada v taksonomsko skupino 16SrV (Martini in sod.,
2002; Duduk in sod., 2003; Boudon-Padieu, 2005) ter fitoplazma Ca. P, solani (Quaglino
in sod., 2013) (v nadaljevanju BNf), ki povzroca bolezen navadno trsno rumenico (Bois
noir) in spada v skupino 16SrXII-A (skupina stolbur) (Boudon-Padieu, 2005). Filogenetske
Studije skupine 16SrV so pokazale, da obstaja ve€ razli¢nih sevov FDf, ki jih razvr§¢amo v
tri skupine. V skupini FD1 je sev FD70 prisoten v Franciji. Skupino FD2 sestavljajo sevi
FD88 in FD92 iz Francije ter sev FD-D iz Italije. V skupino FD3 pa sodi sev FD-C, ki
izvira iz Italije (Lee in sod., 2004b). FDf je edina fitoplazma trsnih rumenic, ki je uvrs¢ena
na IIAIIl listo karantenskih Skodljivih organizmov Evropske skupnosti (EPPO/CABI,
2003). Ftoplazmo BNf prenasa predvsem Hyalesthes obsoletus Signoret (Sforza in sod.,
1999), kot mozni prenasalec pa se je pokazal tudi Reptalus panzeri (Cvrkovi¢ in sod.,
2014). H. obsoletus je polifagni prenasalec in hranjenje na vinski trti pomeni zanj slepo
ulico, saj na njej ne more preziveti dolgo (Lessio in sod., 2007) in je Sirjenje BN povezano
s prenosom BNf iz plevelnih rastlin, kot so koprive in slak, na vinsko trto (Sforza in sod.,
1999). Prenasalec FDf pa je monofagni ameriski Skrzatek (Scaphoides titanus Ball), ki se
hrani samo z vinsko trto in Siri bolezen FD med trtami. Obvladovanje bolezni trsnih
rumenic danes temelji predvsem na zatiranju in obvladovanju prisotnosti prenasalcev
fitoplazemskih povzrociteljic trsnih rumenic.

2.4. INTERAKCUA FITOPLAZEM Z RASTLINSKIMI GOSTITELJI

Zaradi narave fitoplazem so sistemske S$tudije interakcije tezavne predvsem zaradi
omejenih moznosti inokulacije rastlin s fitoplazmami. V primerjavi z drugimi rastlinskimi
patogeni, npr. virusi, kjer je moZna enostavna mehanska inokulacija rastlin, je inokulacija
rastlin s fitoplazmami bolj zapletena. Najveckrat se uporabljata sistema cepljenja okuzenih
poganjkov na zdrave poganjke in inokulacija rastlin z okuzenimi zuzel¢jimi prenasalci. V
prvem primeru rastlino zelo mo¢no ranimo in v njej induciramo odziv na ranitev, ki lahko
zamegli odziv rastline na fitoplazmo. Drugi nacin pa je manj nadzorovan in ima zelo slabo
in nepredvidljivo u¢inkovitost prenosa. Posledi¢no je tezko nacrtovati poskuse, Kjer bi v
nadzorovanih razmerah primerjali zdrave in okuZene rastline. Studije interakcij fitoplazem
z gospodarsko pomembnimi rastlinami tako pogosto izvajamo v obliki poljskih poskusov,
ki pa nam na drugi strani omogocajo so¢asno proucevanje vpliva okolja na interakcijo.
Poskusi v bolj nadzorovanih pogojih, v rastnih komorah, vkljucujejo gostiteljsko rastlino
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madagaskarski zimzelen (Chataranthus roseus), v kateri se fitoplazme v veliki meri
namnozijo in je njihov prenos s cepljenjem uspesen.

Odziv rastlin na okuzbo s fitoplazmami je razmeroma slabo raziskan. Prve Studije SO
proucevale posamezne metabolite, predvsem sladkorje. Pri rastlinah, okuzenih s
fitoplazmami so histoloske Studije pokazale povecano nalaganje kaloze na sitastih plosc¢ah
celic sitastih cevi (Brzin in sod., 2004). Odvisno od tipa fitoplazme in obcutljivosti
gostitelja na okuzbo, lahko celice sitastih cevi nekrotizirajo, kar inhibira transport po
floemu (Catlin in sod., 1975; Braun & Sinclair, 1976; Sinclair in Braun, 1978; Kartte in
Seemiiller, 1991). Na modelni rastlini fizola, okuzeni s FDf so pokazali, da fitoplazma
vpliva na vdor kalcijevih ionov v sitaste celice floema kar privede do nalaganja kaloze
(Musetti in sod., 2013). Nalaganje kaloze v celicah sitastih cevi in povecano izrazanje gena
za encim kaloza sintaza v listih vinske trte okuzene z BNf so pokazali tudi Santi in sod.
(2013). Studije na rastlinah madagaskarskega zimzelena (Lepka in sod., 1999; Choi in
sod., 2004), papaje (Guthriev in sod., 2001), kokosove palme (Maust in sod., 2003), koruze
(Jungueira in sod., 2004) in vinske trte (Bertamin in Nedunchezhain, 2001) so pokazale, da
se v zrelih listih okuzenih rastlin kopic¢ijo sladkorji, kar je lahko posledica okrnjenega
delovanja floema. Da fitoplazme vplivajo na spremenjen metabolizem ogljikovih hidratov
gostiteljske rastline kazejo tudi Studije interakcije paradiznika in madagaskarskega
zimzelena s fitoplazmo BNT, kjer so pokazali spremenjeno encimsko delovanje razli¢nih
invertaz (Machenaud in sod., 2007). Encimsko delovanje encima saharoza sintaza se je
spremenilo pri koruzi, okuZeni s fitoplazmo grmicaste pritlikavosti koruze (Brzin, 2004).
Transkriptomska Studija interakcije fitoplazme BNf z vinsko trto je pokazala povecano
izraZanje genov za encima vakuolna invertaza in saharoza sintaza v okuzenih listih (Hren
in sod., 2009a). Pomembnejsa encima, udeleZenca v modelu, naj bi bila saharoza sintaza in
alkoholna dehidrogenaza I (Hren in sod., 2009b).

Spremenjen metabolizem ogljikovih hidratov s fitoplazmami okuzenih rastlin je povezan s
koli¢ino klorofila v listih (Musetti, 2010). Zmanjsano koli¢ino klorofila so opazili pri
okuzenih rastlinah vinske trte (Bertamin in Nedunchezhian, 2001), madagaskarskega
zimzelena (Tan in Whitlow, 2001) in pri koruzi (Junqueira in sod., 2004). Rastline vinske
trte, okuzene s fitoplazmo BNf, so imele zmanjsno izrazanje fotosinteznih genov (Hren in
sod., 2009a), pokazali pa so tudi inhibicijo fotosistema Il (Bertamini in sod., 2002b).

Fitoplazme vplivajo tudi na spremembo sekundarnih metabolitov v okuZenih rastlinah. Pri
vinski trti, okuzeni s fitoplazmo BNf, so opazili povefano izrazanje nekaterih encimov
flavonoidne poti (Hren in sod., 2009a). Biokemic¢ne analize so pokazale povecano vsebnost
polifenolov v okuzenih rastlinah sliv, jablan (Musetti in sod., 2000) in koruze (Junqueira in
sod., 2004). Studija metabolnega profila zdravih in s fitoplazmami okuZenih rastlin
madagaskarskega zimzelena z uporabo 1H-NMR spektroskopije je pokazala, da fitoplazme
lahko povzrocijo povecano vsebnost metabolitov fenilpropanoidne biosintezne poti in



Prezelj N. Molekulske interakcije fitoplazemskih povzro€iteljic trsnih rumenic z vinsko trto (Vitis vinifera L.). 12
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

terpenoid indol alkaloidov. Njihovo vlogo avtorji povezujejo z obrambnimi mehanizmi
rastline proti fitoplazmi (Choi in sod., 2004).

Znano je, da se pri biotskem in abiotskem stresu inducirajo proteini povezani s patogenezo
(proteini PR). Njihovo izrazanje v rastlinah inducirajo tudi fitoplazme (Zhong in Shen,
2004; Hren in sod., 2009a; Albertazzi in sod., 2009; Nikoli¢, 2011, Margaria in Palmano,
2011; Margaria in sod., 2013).

Bolezenska znamenja, ki jih povzroca okuzba s fitoplazmami kaZejo na motnje v
hormonalnem ravnovesju, delovanju floema in/ali spremenjeno sestavo floemskega soka
(Lee in sod., 2000). Analiza genov povezanih z razraSanjem bozi¢ne zvezde, ki ga
povzroc¢a fitoplazma, je pokazala mozno vlogo prenaSalca fosforja, ki vsebuje histidin.
Encim naj bi bil povezan s histidinskimi kinaznimi receptorji rastlinskin hormonov
citokininov (Sheen, 2002; Nicolaisen in Christensen, 2007).

Metabolizem ogljikovih hidratov igra pomembno vlogo tudi pri patogenosti bakterije
Spiroplasma citri, ki tako kot fitoplazme spada v razred Mollicutes, kjer je glavna
sladkorna komponenta fruktoza (Renaudin, 2006). Katera oblika sladkorja je preferen¢na
za fitoplazme in kaksna je vloga sladkorjev pri interakciji fitoplazem z gostitelji Se ni
popolnoma znano. Brzin in sod. (2011) so predlagali model patogeneze fitoplazem, kjer
opisujejo kompeticijo med fitoplazmami in gostiteljem za fruktozo. Posledica naj bi bil
povisan metabolizem sladkorjev, ki vodi v pomanjkanje kisika v floemu. Prav tako je
pomanjkljivo znanje o biokemi¢nih spremembah in njihovo sosledje, ki vodi v razvoj
bolezenskih znamenj. Uporaba razli¢nih tehnik metabolomike za dolo¢anje velikega Stevila

metabolitov (metabolnega profila) omogoca pregled nad biokeminim stanjem rastlin
(Choi in sod., 2004).

Poleg neznanih vzorcev patogeneze fitoplazem, je prav tako malo znanega o0 mehanizmih
odpornosti, ki so vklju€eni v interakcije med fitoplazmo in gostiteljsko rastlino. Eden od
takih mehanizmov je pojav okrevanja rastline ali spontana izguba bolezenskih znamenj v
bolni rastlini. Poleg odsotnosti bolezenskih znamenj pa fitoplazem pri rastlinah v
okrevanju tudi ne moremo vec¢ detektirati. Okrevanje so opazili v simptomati¢nih trtah, ki
so bile okuzene tako s fitoplazmo FDf kot z BNf, okrevale so tudi jablane in marelice,
okuzene s fitoplazmami (Osler in sod., 1993; Carraro in sod., 2004; Musetti in sod., 2004).
Naravno okrevanje so zasledili v razli¢nih sortah vinske trte v razli¢nih vinorodnih dezelah
(Garau in sod., 2004; Romanazzi in Murolo, 2008; Riedle-Bauer in sod., 2010). Okrevanje
pa lahko tudi sproZimo z izkoreninjenjem obolele rastline in njeno presaditvijo (Osler in
sod., 1993; Romanazzi in Murolo, 2008), z obseznejSim obrezovanjem rastline (Borgo in
Angelini, 2002; Zorloni in sod., 2002; Riedle-Bauer in sod., 2010) ali z eksperimentalnim
Skropljenjem s kemi¢nimi pripravki (Romanazzi in sod., 2009). Okrevanje rastlin
povezujejo s kopicenjem vodikovega peroksida v rastlinah (Musetti in sod., 2004, 2007,
2011; Santi in sod., 2013b; Gambino in sod., 2013). Vodikov peroksid, skupaj s
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superoksidnim in hidroksilnim radikalom, spada med reaktivne kisikove spojine (ROS), ki
se v rastlinah inducirajo med biotskim in abiotskim stresom. Studije interakcij rastlin trte s
fitoplazmami so pokazale spremenjeno izrazanje Stevilnih genov metabolizma ROS v
okuzenih in v okrevanih rastlinah (Musetti in sod., 2007; Hren in sod., 2009a; Albertazzi in
sod., 2009; Gambino in sod., 2013).

2.5. SIRJENJE IN RAZPOREDITEV FITOPLAZEM V RASTLINAH

Pri spremljanju Sirjenja fitoplazme FDf po testni rastlini boba, so fitoplazmo Se pred
pojavom bolezenskih znamenj zaznali v koreninah, kasneje pa se je razsirila po vsej rastlini
in dosegla najve¢jo koncentracijo v zgornjih delih aksilarnih poganjkov (Lherminier in
sod., 1994). Kasnejsa $tudija kinetike razmnozevanja FDf v fizolu je pokazala, da ima
temperatura pomemben vpliv na razmnozevanje FDf in je le to hitrejSe pri 25 °C v
primerjavi z 20 °C (Salar in sod., 2012).

V Auvstraliji okuzujeta vinsko trto 'Ca. Phytoplasma australiense (CPA) in fitoplazma
tomato big bud (TBB). CPA je uvr$éena v taksonomsko skupino 16SrXII-B in je sorodna
fitoplazmi BNT, ki je prisotna na vinski trti v Evropi in uvrs¢ena v taksonomsko skupino
16SrXI1I-A. Constable in sod. (2003) so dve leti spremljali pojavljanje CPA in TBB v
koreninah, deblu, kordonih in listih ter steblih poganjkov posameznih trsov. Fitoplazmi so
detektirali v vseh tkivih, vendar nobeno od testiranih tkiv ni bilo pozitivno v vseh
vzorcenjih v celotni sezoni in redko so bila vsa tkiva trsa enega vzorcenja pozitivna. To
kaze na sistemsko, a neenakomerno razporeditev fitoplazem po rastlini. Poleti so bili
simptomaticni poganjki bolj zanesljiv vir detekcije fitoplazme v primerjavi z
nesimptomati¢nimi poganjki, pozimi in spomladi pa je bila najbolj zanesljiva detekcija v
kordonih in v deblu. Najmanj zanesljiva je bila detekcija v koreninah. Razsirjenost
fitoplazme BNT po rastlini vinske trte sta skozi celotno rastno sezono opazovala Terlizzi in
Credi (2007). Poleti je bila detekcija fitoplazme najbolj zanesljiva v listih simptomati¢nih
poganjkov, nasprotno pa je bila prisotnost fitoplazme BNf potrjena le v posameznih
vzorcih nesimptomati¢nih listov. Pozimi je bil delez pozitivnih trsov zelo majhen (19 %) in
fitoplazma BNf je bila prisotna le v dormantnih poganjkih, kordonu in koreninah. V deblu
fitoplazma BNTf ni bila nikoli potrjena. Tudi v tej Studiji noben simptomaticen trs v vseh
tkivih enega vzorCenja ni bil pozitiven na prisotnost fitoplazme BNf. Da je detekcija
fitoplazme BNf v koreninah trsov slaba, so pokazali tudi Skori¢ in sod. (1998), saj nobeden
od okuzenih trsov ni bil pozitiven na prisotnost BNf v tem tkivu. Od testiranih tkiv listnih
zil, korenin, poganjkov in lesa pod mestom cepitve je bila prisotnost fitoplazme BNf
najveckrat potrjena v listnih Zilah, velikokrat pa so bile dolo¢ene tudi v sekundarnem
floemu. Kljub temu, da so bile fitoplazme v nesimptomati¢nih tkivih zaznane redkeje in
manj zanesljivo kot v simptomatic¢nih tkivih, njihova prisotnost nakazuje, da razSirjenost
simptomaticnih rastlin v vinogradu ne odraza tudi dejanskega stanja prisotnosti fitoplazem
in okuzenosti rastlin.
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Za enkrat ni znano ali so fitoplazme vinske trte prisotne tudi v cvetovih, jagodah ali
viticah. Prav tako ni znano ali so morda to tkiva, v katerih se fitoplazme lahko kopicijo
preden povzrocijo nastanek bolezenskih znamenj. Moznost detekcije fitoplazem pred
pojavom bolezenskih znamenj bi prispevala k bolj realni sliki okuzenosti vinograda in k
bolj uc¢inkovitem obvladovanju bolezni.

2.6. CILJI DOKTORSKE NALOGE

Spremljati titer fitoplazme FDf v Casu rastne sezone v razli¢nih tkivih vinske trte
kot so listni peclji, listne zile, listna lamina, floem enoletnega in dvoletnega lesa,
vitice, cvetovi, grozdni pecelj, jagodni pecelj, cele jagode, jagodna koZica in
sredica.

Ugotoviti, kako zgodaj v rastni sezoni lahko detektiramo FDf v okuZenih rastlinah
in ali je mozna detekcija FDf v tkivih, ki ne kaZejo bolezenskih znamen;.

Ker so znamenja bolezni posledica spremenjenega delovanja metabolizma in so
tista, ki jih povzro¢ata BNf in FDf enaka, preveriti na ravni metaboloma in na
nivoju izraZanja izbranih genov ali FDf sproza podoben fizioloski odziv trte kot
BNf. Poleg tega smo Zzeleli preveriti ali se spremenjen metabolizem ogljikovih
hidratov okuzenih rastlin odraza v spremenjeni aktivnosti izbranih encimov
metabolizma ogljikovih hidratov.

2.7. DELOVNE HIPOTEZE DOKTORSKE NALOGE

Fitoplazme so v najvec¢ji meri prisotne v tkivih, kamor je usmerjen tok hranilnih
snovi in metabolitov, zato predvidevamo, da je njihova koncentracija v tkivih kot
so cvetovi ali grozdne jagode velika.

Pri okuzbi vinske trte s fitoplazmama FDf in BNf se spremeni metabolizem
ogljikovih hidratov, kar zaznamo na ravni diferencialno izrazenih genov,
vkljucenih v ta metabolizem, kot tudi na ravni spremenjenih aktivnosti encimov, Ki
so povezani s tem metabolizmom, kot sta npr. ADP-glukoza-pirofosforilaza in
saharoza sintaza.

Trsi, okuzeni s fitoplazmo FDf ali BNf, imajo spremenjen metabolni profil v
primerjavi z neokuzZenimi trsi.

V trsih, okuzenih s fitoplazmo FDf, so geni, povezani s fenolnim metabolizmom,
diferencialno izrazeni v primerjavi z zdravimi rastlinami.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1. MATERIAL VINSKE TRTE

Za raziskave smo vzorce vinske trte nabrali v treh delujo¢ih vinogradih, iz razli¢nih
vinorodnih dezel Slovenije, z razlicno sorto vinske trte ter prisotnostjo razlicnih fitoplazem
trsnih rumenic (Slika 3).
e Vinograd v Vipolzah (GoriSka Brda, 45°58' N, 13°32' E), primorska regija, sorta
charddonay, okuzba s fitoplazmo Ca. P. solani (BNf).
Na Nacionalnem inStitutu za biologijo, oddelku za biotehnologijo in sistemsko
biologijo so spremljali interakcijo rastlin vinske trte z BNf v vinogradu Ze od leta 2004
naprej (Nikoli¢, 2011). Tako smo v raziskave vkljucili rastline, katerih zgodovina
okuzbe je poznana in po potrebi vkljucili nekaj novih rastlin, okuzenih z BNf. Na vsaki
rastlini smo vzor¢ili lo¢eno dva poganjka. V rastni sezoni 2009 smo vzor¢ili avgusta v
casu bolezenskih znamenj, v sezoni 2010 pa smo vzor¢ili junija pred pojavom
bolezenskih znamenj in avgusta.
e Vinograd v lzoli (Primorska, 45°31" N, 13°40" E), primorska regija, sorta refosk,
okuzba s FDT.
V rastni sezoni 2010 so na Nacionalnem inStitutu za biologijo v okviru strokovne
naloge s podro¢ja varstva rastlin za naro¢nika Ministrstva za kmetijstvo in okolje,
uprava RS za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin potrdili prisotnost fitoplazme
FDf v vinogradu. Rastline z bolezenskimi znamenji je moral lastnik vinograda sicer
odstraniti, a smo se, glede na pri¢akovan Visok infekcijski pritisk FDf, odlo¢ili
spremljati vinograd tudi v sezoni 2011. Prvi¢ smo v rastni sezoni vzor¢ili rastline
vinske trte februarja, nato pa smo od meseca maja do avgusta vzorcili vsak mesec.
Vzorenje je v zacetku rastne sezone, ko Se ni bilo vidnih izrazitih bolezenskih
znamenj na listih, potekalo nesistemati¢no. Izkazalo se je, da smo v tem casu vzor¢ili
manjse $tevilo zdravih?! rastlin kot smo pri¢akovali, saj so se na vecini rastlin zaradi
izjemno visokega infekcijskega pritiska kasneje pojavila bolezenska znamenja.
e Vinograd v Strazi (Dolenjska, 45°47' N, 15°4’ E), posavska regija, sorta modra
frankinja, okuzba s FDf
V vinogradu v Strazi smo v sezoni 2010 izbrali eno vrsto rastlin, v kateri smo v §tirih
rastlinah potrdili prisotnost FDf. Preko cele vrste rastlin smo z dovoljenjem
fitosanitarne uprave republike Slovenije postavili karantenski mreznik in tako
preprecili obvezno izkoreninjenje okuZenih rastlin ter omogocili njihovo opazovanje v
naslednjih rastnih sezonah. V sezoni 2010 smo vzor¢ili julija, avgusta in oktobra, v
sezoni 2011 pa smo vzorcili marca in nato od maja do avgusta vsak mesec.

! Izraz »zdrava rastlina« pomeni v nadaljnjem besedilu rastlino, v kateri je bila koli¢ina fitoplazme FDf pod
mejo detekcije z metodo PCR v realnem ¢asu. V takih rastlinah so bili lahko prisotni virusi.
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Slika 3: Vinorodne dezele Slovenije (vir: http://www.krasevka.si/ponudba/vina/).

Figure 3: Slovenian grapevine growing regions (source: http://www.krasevka.si/ponudba/vina/).

Za razlicne raziskave smo v posameznih vinogradih vzor€ili razli¢na tkiva rastlin na
razli¢en nacin (Preglednica 1). Vzor¢ili smo zdrave (H) in s fitoplazmami okuzene rastline

().

Za Studijo izrazanja izbranih genov in za metabolomiko samo vzorcili glavne
listne Zile iz tretjega do petega lista s konca poganjka, ki so bili Ze popolnoma
razviti in primerno veliki. Zile smo Ze na terenu s skalpelom izrezali iz listne
ploskve in jih takoj zamrznili v teko¢em dusiku. Za vsak vzorec smo uporabili svoj
skalpel in par rokavic. Vsi vzorci trt so bili nabrani na isti dan med 10:00 in 13:00 v
roku dveh ur, 1-2 m nad tlemi na osongeni strani.

Za dolocanje vsebnosti sladkorjev in merjenje encimskih aktivnosti smo
vzor¢ili cele liste v velikosti dlani, 1-2 m nad tlemi na osonceni strani. Vsi vzorci
trt so bili nabrani na isti dan med 10:00 in 13:00 uro in smo jih takoj zamrznili v
tekocem dusSiku.

Za dolocanje titra in razsirjenosti FDf po rastlini vinske trte med rastno
sezono smo vzor¢ili le okuzene rastline. V vsakem vzor¢enju smo vzor¢ili razli¢na
tkiva glede na njihovo razpolozljivost med sezono (Preglednica 10). Vsa tkiva ene
rastline so bila v posameznem vzor¢enju naceloma vzor¢ena iz istega poganjka in
kadar je bilo mogoce smo vzoréili loeno poganjke brez in z bolezenskimi
znamenji (z izjemo julija 2010, kjer smo v vinogradu v Strazi jagodna tkiva na
poganjkih brez in z bolezenskimi znamenji vzor¢ili skupaj). FDf smo dolocali v
listnih pecljih, glavnih treh listnih Zzilah, listni lamini, v floemu enoletnega in
dvoletnega lesa, viticah, cvetovih, grozdnem peclju, jagodnem peclju, v celih
jagodah, v jagodni kozici in sredici. Priblizno 10 jagod smo nabrali naklju¢no po
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izbranem jagodnem grozdu. Locili smo jagodne peclje od celih jagod. Polovico
jagod (5) je predstavljalo vzorec celih jagod, iz druge polovice pa smo naredili
vzorca jagodne koZice in jagodne sredice, kjer smo slednjo preprosto iztisnili iz
kozice. Pri vzorcenju smo med tkivi menjali skalpele in/ali rokavice. Vsa tkiva smo
na terenu spravili v hladilne torbe in jih nato do analize shranili na -80°C.
Celokupno smo vzor¢ili in analizirali 528 tkivnih vzorcev iz vinogradov v Strazi in
Izoli.

Preglednica 1: Vzor¢enje rastlin vinske trte tekom rastnih sezon v posameznih vinogradih
Table 1: Grapevine plants sampling during the growing seasons in individual vineyards

BNf-Chardonay FDf-Modra frankinja FDf-Refosk
(vinograd Vipolze) (vinograd Straza) (vinograd lIzola)
Izrazanje genov 2011/5-8: 6xH, 4xlI 2011/5-8: 4xH, 6l
Metabolomika 2010/8: 11xH, 7xl 2010/7: 4xH, 4xI
Sladkorji 2009/8: 4xH, 3xI 2010/7: 3xH, 4xI 2011/8: 3xH, 4xI

2010/6: 3xH, 4xI
2010/8: 13xH, 7xl

Encimska aktivnost 2010/7: 3xH, 4xI 2011/8: 3xH, 4xI
Titer in razsirjenost 2010/7-8, 10: 4xI
fitoplazem 2011/3, 5-8: 4xI 2011/2, 5-8: 6-10XI

V preglednici je navedeno leto in mesec vzorcenja ter Stevilo zdravih (H) in Stevilo okuzenih (I) vzorcenih
rastlin.

Za vsako vzorceno rastlino v raziskavi smo preverili njeno zdravstveno stanje, to je
okuZenost s fitoplazmami in virusi. V ta namen smo avgusta, v ¢asu bolezenskih znamenj,
dodatno vzor¢ili liste na poganjkih in jih spravili v hladilne torbe ter kasneje na -20 °C za
ELISA testiranje na prisotnost virusov in izolacijo DNA ter doloCanje prisotnosti
fitoplazem s qPCR.

3.2. IZRAZANJE GENOV
3.2.1. lzolacija RNA

Celokupno RNA smo izolirali s pomoc¢jo kompleta RNeasy Plant Mini (Qiagen) z
modifikacijami, ki omogocajo ucinkovito izolacijo RNA iz listov vinske trte. VVzorce smo
najprej v teko¢em dusiku in terilnicah strli v prah. Sledila je inkubacija v pufru za lizo. Le
ta vsebuje gvanidijev izotiocianat, ki de aktivira RNaze. Sledi odstranjevanje delcev na
kolonah QIAshredder, obarjanje proteinov z absolutnim etanolom, reverzibilna vezava
RNA na silikagelno membrano kolone RNeasy Mini, spiranje necisto¢ in nazadnje
raztapljanje RNA v vodi.

Opis postopka: 100-150 mg zmletega tkiva smo dodali 1 mL modificiranega pufra za lizo
RLC, premesali in inkubirali 3 min pri 56 °C. Pufer RLC smo pred uporabo modificirali,
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tako da smo mu dodali 10 mg PVP Mw 40000 (SIGMA) za vsak mL pufra RLC ter ga
segreli na 65 °C. Modifikacija se je izkazala za nujno zaradi visoke vsebnosti polifenolov v
vzorcih vinske trte, ki motijo izolacijo RNA. Sledilo je centrifugiranje 1 min pri 20000 rpm
(obratih na minuto), prenos supernatanta na kolono QIAshredder v dveh korakih in
centrifugiranje 2 min pri 14000 rpm. Filtrat obeh centrifugiranj smo prenesli v novo 2 mL
mikrocentrifugirko, dodali polovico volumna absolutnega etanola in vzorec nanesli na
kolono RNeasy Mini. Po centrifugiranju 20 s pri 10000 rpm smo supernatant zavrgli.
Korak smo zaradi vecje koli¢ine materiala ponovili $e enkrat. Po spiranju s pufroma RW1
(1x 700 pL) in RPE (2x 500 pL) smo na kolono nanesli 30 pL segrete DEPC vode in
inkubirali 5 min pri sobni temperaturi. RNA smo nato raztopili z 2-minutnim
centrifugiranjem pri 10000 rpm. Korak smo $e enkrat ponovili. Izolirano RNA smo shranili
pri -80 °C.

3.2.2. Odstranitev genomske DNA

Pri izolaciji RNA se poleg RNA izolira tudi nekaj genomske DNA. Le ta lahko moti
nadaljnje analize in jo je zato potrebno odstraniti. V ta namen smo uporabili encim DNazo
(Invitrogen).

Na ledu smo pripravili 40 pL reakcijske meSanice (Preglednica 2).

Preglednica 2: Reakcijska meSanica za reakcijo razgradnje genomske DNA v vzorcih RNA.
Table 2: Reaction mix for the genomic DNA digestion in RNA samples

Reagent/Material Volumen
RNA 20 puL
10x pufer 4 uL
DEPC voda 15,5 ul
DNaza I (1U/uL) 0,5 uL
Skupaj 40 uL

Reakcija razgradnje DNA je potekala pri sobni temperaturi. Po 15 min smo jo prekinili in
inaktivirali encim z dodatkom 1 puL 25 mM EDTA v vsak vzorec RNA in 10-minutno
inkubacijo pri 65 °C.

3.2.3. Kontrola kakovosti RNA

Koli¢ino izolirane RNA smo vzorcem izmerili z in§trumentom NanoDrop 1000 (NanoDrop
Techologies) po navodilih proizvajalca. Za vsako analizo smo porabili 1,5 uLL RNA.

Za vsak vzorec smo kakovost in koli¢ino RNA obdelano z DNazol preverjali tudi z
agarozno gelsko elektroforezo. Pripravili smo 1,2 % agarozni gel v pufru TAE
(Preglednica 3) z 10 mg/mL etidijevega bromida — EtBr (Sigma) za vizualizacijo
nukleinskih kislin. Gel smo razlili na nosilec in pocakali, da se je strdil.



Prezelj N. Molekulske interakcije fitoplazemskih povzro€iteljic trsnih rumenic z vinsko trto (Vitis vinifera L.). 19
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Preglednica 3: Sestava 50-kratnega pufra TAE.
Table 3: 50 x TAE buffer composition.

50 x TAE pufer

Tris Base 242 ¢

Ledocetna kislina 57,1 mL

0,5M EDTA (pH 8) 100 mL

bd H,O dopolnimo do konénega volumna
Skupaj 1000 mL

Mesanico RNA (2 pL), nanaSalnega pufra (6 uL) (Preglednica 4) in vode DEPC (4uL) smo
nanesli v jamice gela. Za kontrolo smo v prvo in zadnjo jamico na gelu nanesli 1 pL
oznacevalca velikosti DNA 100 bp (MBI Fermentas) zmeSanega z enako koli¢ino
nanaSalnega pufra in vode. RNA smo loc¢evali 30 min pri napetosti 100 V. Uporabili smo
napajalnik POWER / PAC 1000 (BIO-RAD). Po koncu loc¢evanja z elektroforezo smo gel
slikali s sistemom GelDoc Mega (program: UVI Photo MW, Biosystematica).

Preglednica 4: Sestava nanasalnega pufra.
Table 4: Loading buffer composition.

6 x nanasalni pufer

bromfenol modro 0,05¢
ksilen cianol FF 0,05¢g
glicerol 4,76 mL
bd H,O 20 mL

3.2.4. Obratno prepisovanje RNA

Z uporabo kompleta High Capacity Reverse Transcription kit (Applied Biosystems) smo
celokupno RNA, obdelano z DNazol, prepisali v cDNA. Uporabili smo naklju¢ne
oligonukleotidne zacetnike, ki omogocajo prepisovanje RNA neodvisno od nukleotidnega
zaporedja matri¢ne molekule RNA.

Na ledu smo pripravili 20 pL reakcijske mesanice (Preglednica 5). Sledila je denaturacija
RNA (5 min na 80 °C). Takoj za tem smo reakcijsko meSanico zdruzili s 30 pL
denaturirane RNA. Reakcija RT je potekala 10 min pri 25 °C in nato 120 min pri 37 °C.
Reakcijo smo izvedli v aparaturi GeneAmp® PCR System 9700HT (Applied Biosystems).
Po koncani inkubaciji smo dobljeno cDNA shranili pri -20 °C.
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Preglednica 5: Reakcijska me$anica za reakcijo obratnega prepisovanja RNA v cDNA.
Table 5: Reaction mix for the reverse transcription RNA in to cDNA.

Reagent/Material Volumen
DEPC voda 4,5 uL
10 x RT pufer SuL

25 X dNTP (4mM) 2 uL

10 x nakljucni heksameri (5 uM) 5ulL
Inhibitor RNase* (1U/ uL) 1 ulL
Mul V transkriptaza (5U/ pL) 2,5 uL
Skupaj mesanica 20 puL
RNA (denaturirana: 5 min 80°C) 30 uL
Skupaj 50 uL

* Reagent ni vkljucen v komplet. Proizvajalec je Applied Biosystems.

3.2.5. lzbor genov

V predhodni raziskavi na vinski trti, okuzeni s fitoplazmo BNf, je bilo z
oligomikromrezami pregledano izrazanje 15 000 genov (Hren, 2007). Na osnovi analize
rezultatov te raziskave so bili izbrani geni iz razliénih metabolnih poti, ki so bili najbolj
diferencialno izrazeni v zdravih in okuZenih rastlinah ter natan¢neje analizirani z metodo
PCR v realnem casu (qPCR) na rastlinah trte okuzene z BNf (Nikoli¢, 2011). Ker
fitoplazmi BNf in FDf povzrocata enaka bolezenska znamenja smo zeleli preveriti ali
povzrocata tudi enak odgovor rastline na okuzbo. V ta namen smo iz raziskav rastlin
vinske trte okuzene z BNf izbrali v testiranje gene ADP-glukoza pirofosforilazo
(VWAGPL), Downey mildew resistant gene 6 (VVDMR6), protein za prenos fosfata, ki
vsebuje histidin in je vkljucen v citokininsko signalno transdukcijo (VVHP), osmotinu
podoben protein (VvVOLP), askorbat peroksidazo (VVAPX), glutation peroksidazo (VvGPX),
glukanazo 2 (VvGLC2), vakuolno kislo invertazo 2 (VVINV2) in gen za saharoza sintazo
(VvSUSY) (Hren, 2007; Nikoli¢, 2011). Dodatno smo izbrali tudi gena za flavanon 3-
hidroksilazo (VvF3H1 in VvF3H2) (Gutha in sod., 2010) in gene za membranske
transporterje  sladkorjev (VWSWEET1, VVSWEET10-15, VVSWEET16/17) (Marko
Chersicola, NIB).

3.2.6. Kvantitativni PCR v realnem ¢asu (qPCR)

Za spremljanje izrazanja izbranih genov v vzorcih vinske trte smo izbrali metodo
kvantitativnega PCR v realnem casu (angl. "real-time polymerase chain reaction” ali
"quantitative polymerase chain reaction”, gPCR). Metoda temelji na pomnozevanju
manjSega odseka cDNA z verizno reakcijo s polimerazo. Z razliko od navadne reakcije
PCR zaznavamo pri qPCR nastajanje produktov med samo reakcijo pomnoZzevanja DNA, v
realnem cCasu. Detekcija poteka na osnovi merjenja sproscanja fluorescence, Ki se med
reakcijo povecuje ali zmanjSuje, odvisno od kemije reakcije. Zaradi fluorescencnega
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oznacevanja nastajajocih produktov PCR, je njihova koli¢ina sorazmerna izmerjeni
fluorescenci. In ker fluorescenco merimo ves ¢as poteka reakcije, lahko izriSemo Krivuljo,
ki podaja odvisnost jakosti fluorescence od Stevila ciklov pomnoZevanja amplikona.
Racunalniski program preracuna spremembo v signalu fluorescence (ARn) po enacbi ARn
= Rn+ - Rn-, kjer je Rn+ fluorescenca produkta v katerikoli ¢asovni tocki med
pomnoZevanjem, Rn- pa fluorescenca ozadja v isti Casovni tocki. Tocko, pri kateri
fluorescenca vzorca (ARn) preseze fluorescentni prag, imenujemo Cq (gantification cycle).
Ve kot je taréne cDNA/DNA, ki jo pomnozujemo v vzorcu, prej je presezen fluorescencni
prag pomnozevanja in nizje so vrednosti Cq.

Za zaznavanje produkta PCR se najpogosteje uporabljata dve kemiji: nespecifi¢na
fluorescen¢na barvila (npr. SYBR Green), ki se neodvisno od nukleotidnega zaporedja
vezejo na dvoverizno DNA (dsDNA) in ob vezavi za¢nejo oddajati fluorescenco. Druga kemija
pa so s fluorescen¢nimi barvili oznafene sonde ali zacetni oligonukleotidi, ki se specificno
vezejo na nukleotidno zaporedje taréne DNA (najbolj znana in najpogosteje je uporabljena
kemija TagMan).

V vsakem vzorcu cDNA smo preverili izraZzanje vseh tar¢nih genov (3.2.5, Preglednica 6)
in notranjih kontrolnih genov, ki smo jih v procesu relativne kvantifikacije uporabili kot
normalizatorje. Za kontrolne gene smo izbrali gen za 18S ribosomalno RNA (18S,
Eucaryotic 18S rRNA Applied Biosystems) in gen za citokrom oksidazo (COX) (Weller in
sod., 2000), preizkusili pa smo tudi gen za ubikvitin konjugacijski faktor (VvVUBICF)
(Castellarin in sod., 2007). Izrazanje genov VVOLP, VVvHP, VvDMR6, VVAGPL,
VWSWEET10-15, VWUBICF, VvF3HL1 in VVF3H2 smo v reakciji gPCR preverjali s kemijo
SYBR Green, izrazanje ostalih genov 18S, COX, VWSWEET1, VWSWEET16/17, VWAPX,
VVGPX in VWGLC2 pa s kemijo TagMan. Za vsak vzorec smo z amplikonom FDgen (Hren
in sod., 2007) dolo¢ili tudi prisotnost fitoplazme FD.

Ne glede na uporabljeno kemijo detekcije g°PCR (SYBR Green, TagMan) smo uporabljali
5 uL reakcije, ki so vsebovale 2 uL ustrezno razred¢ino ¢cDNA in 3 pL reakcijske
meSanice. V primeru kemije SYBR Green smo uporabili Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), v primeru kemije TagMan pa TagMan Universal PCR
Master mix (Applied Biosystems). Oba reagenta vsebujeta barvilo ROX™ kot pasivno
referenco, ki se uporablja za normalizacijo fluorescence reporterskega barvila SYBR
Green 0z. barvila sonde. Vsi oligonukleotidni zacetniki so bili proizvedeni pri MWG
Biotech in sonde pri Applied Biosystems. Koncentracije oligonukleotidnih zacetnikov so
bile v primeru kemije SYBR 300 nM, v primeru kemije TagMan pa 900 nM, sonde pa 250
nM.
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Preglednica 6: Lastnosti oligonukleotidnih zaéetnikov in sond uporabljenih za pomnoZevanje PCR v
realnem Casu.
Table 6: Primer pair / probe characteristics for real-time PCR amplification.

Orientacija . . Koncna .
Gen oliga Nukleotidno zaporedje (5°-3°) koncentracija Referenca
(nM)

Zagetni ATACTGTACGCCATCTACTGCAAAA 900

VWSWEET1* Konéni CATGTCCACCGGCTTGTCT 900 Marko Chersicola
Sonda FAM CAGCGGCCAGATTC 5 NFQ 250 (NIB)
Zagetni TATCTGCGGATTCGGTTCCA 300 Marko Chersicola

VWSWEET10-15  Konéni ACGCTTAGCGAGAACACGAGAC 300 (N1B)
Zadetni CCTCATATACGCACCGGCAAAA 900
Konéni GCTAGAAACCCCACATCCAAGAG 900 Marko Chersicola

VWSWEET16/17*  Sonda FAMCAGAGCGACGGTTTTG 5NFQ 250 (N1B)
Zadetni TGTTAAGGCTCCTGGATTTCAATTA 900

VWSUSY Konéni AGCCAAATCTTGGCAAGCA 900 Hren, 2007
Zagetni GAGTGTAGTTTGGAAGACGATG 300

VWAGPL Konéni ACAGGACAGATACCACTTGC 300 Nikolié, 2011
Zadetni AGCAACAAATTTTGGCAGC 300

VWHP Konéni GCCATTTGTCCTCTTGCTC 300 Nikolié, 2011
Zagetni GCAGGCTCTATGGTTTTTTCC 300

VWDMR6 Konéni GCTTCATCTTCTCCTCCACC 300 Nikolié, 2011
Zatetni CCAACCAAGGCGATCTATG 900
Konéni TTGAGGCAGTGATGCTGG 900

WINV2 Sonda AGCTCAGCTCTATGTCTTCAACAATGCTAC 100 Nikolié, 2011
Zatetni TCGCCAGTCTAAACTACTAGG 300

WWOLP Konéni CGTAGAAAAGTTGTTGCATGAG 300 Nikolié, 2011
Zatetni CCATCATCAGCTTCCTGGTCAAAA 900
Konéni GTCCCGGGTGTTACCAATGTA 900

WGLC2 Sonda CCCCACTGCTTGTTAAC 250 Nikolié, 2011
Zagetni TCGAAGATTTCAAGAATGCCTACATCA 900
Konéni CTGTTGAAACGTTGTTGTTCAGGAAT 900

WWAPX Sonda TTGCACCAGAATTCAC 250 Nikolié, 2011
Zagetni CGTGTAAATGGCCCTGATGCT 900
Konéni CCAAGAAATCCACTTTTGTGTGCTT 900

WGPX Sonda CCAGTCTACAAATTCC 250 Nikolié, 2011
Zagetni CCAATCATAGCAGACTGTCC 300

VWF3HL Konéni TCAGAGGATACACGGTTGCC 300 Gutha in sod., 2010
Zagetni CTGTGGTGAACTCCGACTGC 300

VWF3H2 Konéni CAAATGTTATGGGCTCCTCC 300 Gutha in sod., 2010

* — proizvajalec in oblikovalec oligov in sond — Applied Biosystems
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gPCR smo izvedli na instrumentu ViiA7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Vse reakcije smo izvedli v opti¢nih plos¢icah formata 384 (384 Well Clear Optical
Reaction Plates, Applied Biosystems) prekritimi z opticnimi adhezivnimi folijami (Optical
Adhesive Covers, Applied Biosystems) pri univerzalnih razmerah: 2 minuti pri 50 °C in 10
minut pri 95 °C (aktivacija polimeraze) ter nato 40 ciklov pri pogojih: 10 sekund pri 95 °C
in 1 minuta pri 60 °C. V primeru SYBR Green kemije smo na koncu reakcije dodali Se
korak za analizo disociacijske krivulje: 15 s pri 95 °C, 15 s pri 60 °C in 15 s pri 95 °C, da
bi preverili specificnost nastalih produktov ter morebitno pojavljanje dimerov
oligonukleotidnih zacetnikov. Vsak vzorec cDNA smo za vsak amplikon testirali v dveh
razred¢inah in dveh ponovitvah (Stiri reakcije pomnoZevanja). Za namen relativne
kvantifikacije smo pripravili serijo desetkratnih in/ali petkratnih razred¢in izbranega
standardnega vzorca in jih nanesli na vsako plos¢ico za vsak amplikon. Standardni vzorec
je bil sestavljen iz enakovrednih delov vseh vzorcev cDNA.

Zacetno analizo podatkov PCR v realnem ¢asu smo izvedli v programu ViiA™ 7 RUO
Software v1.2.2 (Applied Biosystems). Za nastavitev bazne linije (vrednost cikla pred
dvigom fluorescence nad vrednost ozadja) in za doloCitev fluorescencnega praga
(intenziteta fluorescence, ki je znacilno visja od ozadja) smo izbrali avtomatsko opcijo. Za
vsak amplikon smo preverili ali je fluorescencni prag postavljen v eksponentnem delu
krivulje pomnozevanja. Vrednosti Cq smo iz programa ViiA™ 7 RUO Software v1.2.2
(Applied Biosystems) izvozili v program Microsoft Excel, kjer smo izvedli nadaljnjo
obdelavo podatkov.

3.2.6.1. Relativna kvantifikacija

V procesu relativne kvantifikacije smo z uporabo programa NormFinder (dodatek za
Excel, (Andersen in sod., 2004)) najprej preverili stabilnost izrazanja kontrolnih genov
18S, COX in UBICF.

Uporabili smo metodo relativne kvantifikacije z uporabo standardne umeritvene krivulje.
Za vsak amplikon kontrolnega gena smo iz serije razred¢in standardnega vzorca izrisali
umeritvene krivulje in sicer smo nanesli vrednosti Cq v odvisnosti od logio koli¢ine
kontrolne cDNA. Za to ne potrebujemo absolutne zacetne koli¢ine kontrolne cDNA v
standardnem vzorcu, ampak lahko izberemo arbitrarne koli¢ine, pomembno je le, da se
zacetna koli¢ina kontrolne cDNA med redcenji zmanjSuje s faktorjem red¢itve. Dolo¢ili
smo uc¢inkovitost pomnozevanja (enacba 1) in naklon premice pomnoZevanja. Slednjo smo
dolocili tudi za posamezen vzorec cDNA (iz dveh razred¢in).

E — 10(1/ naklon B (1)
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Iz enacbe premice umeritvene krivulje in izmerjene vrednosti Cq v posamezni reakciji
vzorca (2 razred¢ini po 2 paralelki) Smo dolocili relativno $tevilo kopij kontrolne cDNA
za posamezno razredc¢ino vzorca (naredili smo povprecje obeh paralelk). Po enac¢bah 2 in 3
smo na koncu za posamezno razred¢ino vsakega vzorca dolodili referen¢no $tevilo kopij,
kjer je povprecno Stevilo kopij 18S in COX povprecje relativnega Stevila kopij posamezne
kontrolne cDNA vseh vzorcev.

relativnosz. kopij18S * povprecnost. kopijCOX

relativnosz. kopij18S(norm) = —
povprecnost. kopij18S

(2

relativnosz.kopij18S(norm) + relativnost.kopijCOX
2

ref. st kopij = ..(3)

Za vsak amplikon tar¢nega gena smo za posamezno razred¢ino vsakega vzorca dolocili
relativno koli¢ino tar¢ne cDNA na enak nacin kot smo to dolo¢ili za prej opisane kontrolne
gene. Relativno Stevilo kopij tarcne ¢cDNA za posamezno razred¢ino vzorca Smo nato
normalizirali, tako, da smo vrednost delili z referen¢nim Stevilom kopij ustreznega vzorca.
Iz povprecja normaliziranih vrednosti dveh razred¢in posameznega vzorca smo dobili tako
imenovano normalizirano relativno stevilo kopij taréne cODNA v vzorcu.

Pri kvantifikaciji smo upoStevali naslednje kriterije:

e Za vsak amplikon razlika v vrednosti Cq med paralelkami posamezne razred¢ine
cDNA vzorca ne sme biti ve¢ja od 0,5 oziroma mora biti naklon premice
pomnozevanja iz treh reakcij od stirih v mejah od -2,8 do -4,2.

e Za posamezen amplikon razlika v naklonu premic med umeritveno krivuljo in
vzorcem ne sme biti vecja od 0,6.

e Za vsak amplikon smo s pomocjo umeritvene krivulje dolocili tudi limito
kvantifikacije (LOQ). LOQ predstavlja vrednost Cq visje razred¢ine, kjer je
ucinkovitost pomnozevanja med zaporednima razred¢inama med 2,28 in 1,73.
Idealna 100 % ucinkovitost pomnozevanja predstavlja E vrednost 2.

e Kadar so vrednosti Cq nizje razred¢ine nad LOQ in paralelke ustrezne, vrednosti
Cq visje razred¢ine pa so pod LOQ, upostevamo rezultat samo nizje razredcine.

e Kadar so vrednosti Cq obeh razred¢in pod LOQ uporabimo relativno Stevilo kopij
tarne cDNA za vzorec iz umeritvene krivulje in sicer uporabimo vrednost, ki je
ena pod LOQ), in jo delimo z referen¢nim $tevilom kopij vzorca.

3.2.6.2. Statisti¢na analiza podatkov

Z ne parametricnim statisticnim testom Mann-Whitney smo izracunali ali so bile razlike v
relativnem izrazanju posameznega gena med zdravimi in okuZenimi vzorci v posamezni
¢asovni tocki (za posamezno sorto vinske trte) statisti¢no znacilne (p<0.05).
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Podatke relativne kvantifikacije smo analizirali z metodo dvosmerna ANOVA (two-way
ANOVA), kjer smo ugotavljali ali je izraZzanje genov odvisno od dveh dejavnikov, okuzbe
s FDf in casa ter ali obstaja interakcija med obema dejavnikoma, ki vpliva na izrazanje
genov. Pred obdelavo podatkov (normalizirana relativna Stevila kopij tarcnih cDNA v
posameznih vzorcih) smo vrednosti transformirali z log2, da smo se priblizali normalni
porazdelitvi. Analizo dvosmerne ANOVA smo izvedli v programu OriginPro8 (OriginLab
Corporation), kjer smo uporabili test Tukey in mejo signifikantnosti 0,05. Pri analizi vpliva
dejavnika ¢asa smo primerjali izrazanje posameznega gena v vseh rastlinah (zdrave in s
FDf okuzene) med posameznimi ¢asovnimi tockami. Pri analizi vpliva dejavnika okuzbe
pa smo primerjali zdrave rastline s FDf okuzenimi rastlinami iz vseh ¢asovnih tock skupaj.

Podatke relativne kvantifikacije smo analizirali tudi z metodo glavnih komponent (ang.
principal component analysis — PCA). Namen metode glavnih komponent je opisati dani
sistem z manj$im Stevilom spremenljivk (s faktorji oz. glavnimi komponentami oz. eigen
vektorji), ki so linearne kombinacije izvornih spremenljivk. Tako znizamo
dimenzionalnost podatkov, hkrati pa ohranimo ¢im vecjo koli¢ino informacij iz izhodnih
podatkov. Prva glavna komponenta - PC1 vsebuje najve¢ variabilnosti, druga glavna
komponenta - PC2, ki je pravokotna na PC1, nekoliko manj, tretja in naslednje
komponente $e manj. Tako vse podatke reduciramo v manj-dimenzionalni prostor in pri
tem izgubimo le malo informacij. Ugotavljali smo ali lahko lo¢imo zdrave rastline od
okuZzenih na podlagi rezultatov izrazanja izbranih genov (spremenljivk). PCA analizo smo
izvedli z uporabo programa XLSTAT (Addinsoft), ki je dodatek za progam Excel. Pred
analizo smo podatke transformirali z log2.
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3.3. METABOLOMIKA

Za analizo metaboloma vinske trte smo uporabili tehniko GC-MS, ki je kombinacija dveh
analiznih tehnik. Molekule v vzorcu se s pomocjo plinske kromatografije (GC) lo¢ijo po ¢asu,
masni spektrometer (MS) pa prispeva informacijo o masi, ki nam pomaga pri strukturni
identifikaciji molekul oz. komponent (Slika 4). Metoda je omejena na analite, ki so hlapni
oziroma jih lahko z derivatizacijo pretvorimo v hlapne.
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Slika 4: Shematski prikaz GC-MS.
Figure 4: The block diagram of a typical GC-MS.

Ko vzorec potujejo skozi kromatografsko kolono, se molekule zaradi svojih kemijskih
lastnosti in razliéne afinitete za stacionarno fazo kolone med seboj loc¢ijo. Masni
spektrometer, postavljen za kolono molekule ionizira, pospesi in lo¢i glede na njihovo
razmerje mase z nabojem (m/z).

Pri GC-MS sta v uporabi predvsem dva nacina ionizacije, ionizacija s trkom elektronov (angl.
"electron impact”, EIl) in kemijska ionizacija (angl. "chemical ionisation”, CI). Pri El z
elektroni obstreljujemo preiskovane molekule, ki pri tem na ponovljiv nacin razpadejo na
specificne pozitivno nabite fragmente. Molekule tvorijo unikatne vzorce fragmentacije, katere
skupaj z njihovimi retencijskimi Casi (tr ¢as od injiciranja do detekcije) omogocajo kvalitativno
in kvantitativno identifikacijo.

Za loCevanje ionov glede na njihovo razmerje mase z nabojem (m/z) je na voljo vec
masnih analizatorjev med katerimi so pogosto uporabljeni kvadrupolni. Kvadrupol
sestavljajo Stiri vzporedne kovinske cevi, ki ustvarijo elektricno polje, v katerem potujejo
ionizirani fragmenti. Pri doloceni elektri¢ni napetosti dosezejo detektor samo ioni z dolo¢enim
m/z. Kvadropol deluje kot filter za dolocene ione, pri katerem lahko z zveznim spreminjanjem
napetosti pregledamo celotno obmoc¢je m/z vrednosti.
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3.3.1. Ekstrakcija polarnih metabolitov

Vzorce smo v terilnicah v tekocem dusSiku strli v prah. 80 mg tkiva smo dodali 1| mL MCW
mesanice (meSanica vode, metanola in kloroforma v razmerju 5:2:1), premesali in
inkubirali 8 minut na ledu. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 4 minute pri 4 °C in
14000 g. Supernatant smo prenesli v svezo mikrocentrifugirko in dodali 500 puL vode.
Ponovno smo premesali in centrifugirali 2 minuti pri 4°C in 14000 g. Po 500 puL zgornje
faze vzorca (spodaj ostane kloroform) smo prenesli v dve svezi mikrocentrifugirki. Vzorce
smo posusili na evaporatorju (EZ-2PLUS, GeneVac) in jih do nadaljnjega shranili na -80
°C.

Pred derivatizacijo smo vzorcem dodali 5 uL standarda **C-sorbitol (0,1 g/L) (Sigma-
Aldrich, ZDA) in jih ponovno posusili na evaporatorju.

3.3.2. Derivatizacija

Komponente v vzorcu smo z derivatizacijo kemijsko spremenili v nove komponente z
veéjo hlapnostjo primerno za analizo z GC-MS. Z derivatizacijo smo zmanjsali
kompleksnost sladkorjev, stabilizirali karbonilne skupine in zmanjsali polarnost polarnih
skupin (amino-, karbonil-, karbosksil-,...) in tako povecali njihovo hlapnost.

Vzorce smo najprej termostatirali na sobno temperaturo. Sledila je metoksiaminacija, Kjer
smo vzorce raztopili v 20 pL 40 % metoksiaminhidroklorida (Sigma-Aldrich, ZDA) (w/v)
raztopljenega v piridinu. MeSanico smo inkubirali 90 minut pri 30 °C. Po inkubaciji je
sledila sililacija, kjer smo vzorcem dodali 80 pL reagenta MSTFA (N-Methyl-N-
(trimethylsilyl) trifluoroacetamide; Sigma-Aldrich, ZDA) in inkubirali meSanico 30 minut
pri 37 °C. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali na sobni temperaturi 2 minuti pri 14000
g. 50 pL supernatanta smo prenesli v GC-mikroviale in jih pokrili s pokrovcki (crimp
caps).

3.3.3. Analiza vzorcev z GC-MS

Analizo vzorcev smo izvedli kot opisujejo Mari in sod. (2013). Uporabili smo plinski
kromatograf TRACE™ Ultra Gas Chromatograph (Thermo Scientific, ZDA) sklopljen z
masnim spektrometerom TSQ Quantum GC™ (Thermo Scientific, ZDA). S pomogjo
avtomatskega injektorja smo injicirali 1 uL derivatiziranega vzorca V injektor pri
konstantni temperaturi 230 °C v nacinu "split" z razmerjem 10:1. Nekatere derivatizirane
vzorce smo poleg injiciranja split 10 najprej red¢ili 1:10 in nato injicirali 1 uL pri
konstantni temperaturi 230 °C v nacdinu "split" z razmerjem 50:1. Separacija je potekala na
kapilarni koloni HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) pri konstantnem pretoku He 1 mL/min. Uporabili smo naslednji temperaturni
program: zacetno temperaturo pri 70 °C smo drzali 1 min, sledilo je prvo segrevanje na
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temperaturo 76 °C s hitrostjo 1 °C/min in nato drugo segrevanje na temperaturo 350 °C s
hitrostjo 6 °C/min. Kon¢no temperaturo smo drzali 1 min. Temperatura povezovalne linije
(transfer line) je bila 340 °C, temperatura po koncani analizi je bila nastavljena na 325 °C
za 10 minut. Masni analizator je deloval v na¢inu »full scan«, v obmo¢ju m/z 40-800 in s
hitrostjo zajemanja podatkov 4 posnetke na sekundo. Nacin ionizacije je bil El pri 70 eV,
temperatura izvora ionov pa je bila nastavljena na 250 °C.

3.3.4. Obdelava GC-MS podatkov

Rezultat GC-MS analize so kromatogram polnega ionskega toka (angl. "total ion current
chromatogram”, TIC) in masni spektri posneti za vsako to¢ko na kromatogramu.
Kromatogram TIC kaze vsoto intenzitete ionskega toka vseh ionov v odvisnosti od
retencijskega ¢asa. Komponente, ki jih predstavljajo loceni kromatografski vrhovi, lahko
identificiramo na podlagi masnih spektrov. Za identifikacijo kromatografskih vrhov se
uporabljajo avtenti¢ni standardi ter knjiznice masnih spektrov.

Za analizo podatkov GC-MS smo uporabili tri programe: AMDIS (Stein, 1999), LCquan
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) in Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, ZDA). S pomocjo
programa AMDIS smo izvedli dekonvolucijo (lo¢evanje komponent, ki se istoCasno
eluirajo, imajo enak retencijski ¢as). Z uporabo programov AMDIS in Xcalibur smo nato
posamezne vrhove identificirali s pomocjo knjiznic NIST (ZDA), Golm Metabolite
Database (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/) in interne knjiznice oddelka Mosys (fakulteta za
zivljenjske vede na Dunaju). Posamezen derivat metabolita (komponenta) je bil opredeljen
kot identificiran, ¢e je imel faktor zadetka spektra v knjiznici vecji od 800 in njegov
retencijski indeks ni odstopal za ve¢ kot 20 na zacetku kromatograma oz. 50 na koncu
kromatograma. Retencijski indeks (RI), predstavlja standardizirano vrednost tr dolocene
spojine izracunane na podlagi trR n-alkanov lo¢enih na isti koloni (kalibracija z retencijskim
indeksom).

Kvantifikacija je potekala v programu LCquan, kjer smo za vsak poskus (Preglednica 1)
postavili metodo za vse komponente (kromatografske vrhove) detektirane v programu
AMDIS. Za vsako komponento smo definirali naslednje parametre:

e kvantitativni ion (quant ion) oziroma vrednost m/z, ki je znacilna za dolo¢eno
komponento. Preferen¢no smo izbrali takega, ki ni prisoten v sosednjih vrhovih in
ga ni v prebitku)

e retencijski ¢as in ¢asovno okno, znotraj katerega se mora komponenta nahajati

e minimalno razmerje med signalom in Sumom (S/N 50 za vse komponente)

e ICIS algoritem za integracijo vrhov

e Kalibracija glede na interni standard *3C-sorbitol


http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
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Avtomati¢no prepoznavo in integracijo vrhov za vsako komponento smo v vseh vzorcih
znotraj poskusa tudi ro¢no pregledali in popravili neskladnosti.

Definirali smo metodo za kvantifikacijo vrha internega standarda (ISTD, *3C-sorbitol) in
povrsini pod krivuljo (AUC) za ISTD pripisali vrednost 1. Za posamezno komponento smo iz

povrsine pod vrhom s pomocjo programa izracunali faktor odziva (response ratio) po formuli:
Faktor odziva = AUC(komponente)/AUC(ISTD).

Za vsak vzorec smo faktor odziva posamezne komponente normalizirali tako, da smo ga
delili s povpre¢nim faktorjem odziva te komponente v vseh vzorcih. Na koncu smo tako
normalizirane vrednosti posameznih komponent primerjali med vzorci znotraj poskusa.

Pri enakih metabolitih, ki so se pojavili v ve¢ vrhovih, smo izbrali le enega, pri metabolitih
z razli¢no obsezno derivatizacijo (razli¢no $tevilo TMS (tri-metil-silil) skupin vezanih na
molekulo) pa smo le te med seboj sesteli.

3.3.5. Statisti¢na analiza podatkov

S studentovim t-testom smo izracunali ali so bile razlike v vrednosti posameznega analita
med zdravimi in okuzenimi vzorci (za posamezno sorto vinske trte) statisticno znacilne

(p<0.05).

Podatke relativne kvantifikacije smo analizirali tudi z metodo glavnih komponent (PCA),
kot opisano v poglavju 3.2.6.2. Ugotavljali smo ali lahko lo¢imo zdrave rastline od
okuzenih na podlagi rezultatov prisotnosti/koli¢ini metabolitov (spremenljivk). PCA
analizo smo izvedli z uporabo programa XLSTAT (Addinsoft), ki je dodatek za progam
Excel.

3.4. DOLOCANJE VSEBNOSTI OGLJIKOVIH HIDRATOV
3.4.1. Dolocanje topnih sladkorjev

Vzorce listov smo v terilnicah s teko¢im dusikom strli v prah. Topne sladkorje smo
ekstrahirali s pomocjo mesanice MCW. 100 mg vzorca prahu smo dodali 500 uL MCW
mesanice, premesali in inkubirali 8 minut na ledu. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali
4 minute pri 4 °C in 14000 g. Supernatant smo prenesli v sveZzo mikrocentrifugirko in
dodali 250 puL vode. Ponovno smo premesali in centrifugirali 2 minute pri 4°C in 14000 g.
Zgornjo polarno fazo vzorca smo prenesli v svezo mikrocentrifugirko in v njej dolocili
vsebnost sladkorjev glukoze, fruktoze in saharoze s pomocjo komercialnega kompleta K-
SUFRG (Megazyme International, Irska). Delovanje kita temelji na sklopljenih encimskih
reakcijah, kjer pri pretvorbi sladkorjev s pomocjo encimov B-fruktozidaze, heksokinaze
(HK), glukoza6fosfat-dehidrogenaze (G6P-DH), fosfoglukoizomeraze (PGI) in nastaja
NADPH. Koli¢ino nastalega NADPH, ki je sorazmerna zacetni koli¢ini sladkorja,
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dolo¢amo spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 340 nm. Encimske reakcije smo izvedli
pri sobni temperaturi v kivetah po protokolu kompleta, kjer smo za vsak vzorec pripravili
dve reakcijski mesSanici, eno za saharozo in eno za glukozo in fruktozo (Preglednica 7). Za
vsako serijo meritev smo za vsak merjeni sladkor izvedli tudi slepo reakcijo, brez vzorca
ter reakcijo s standardno koli¢ino sladkorja. Meritve absorbance so bile narejene na
spektrofotometru Shimadzu UV-1800.

Preglednica 7: Reakcijske meSanice za dolo¢anje glukoze, fruktoze in saharoze s SUFRG kitom.
Table 7: Reaction mixes for glucose, fructose and sucrose determination with SUFRG Kkit.

Glukoza/Fruktoza (G/F) Saharoza (S)
B-fructozidaza / 100 uL
vzorec 20 uL 20 uL
premesaj in inkubiraj 5 minut
dH20 1080 uL 980 uL
Imidazolni pufer 50 uL 50 uL
NADP+ ATP 50 uL 50 uL
od¢itaj absorbanco Al po 3 od¢itaj absorbanco A4 po 3
minutah minutah
HK/G6P-DH 10 uL 10 uL
od¢itaj absorbanco A2 po 5 od¢itaj absorbanco A5 po 5
minutah minutah
PGI 10 uL
odcitaj absorbanco A3 po
10 minutah

Koncentracijo sladkorjev smo izracunali kot mg/g svezZe teZe po naslednjih enacbah:

Vk * Mw(glu) * (A2 — Al)vzorca — (A2 — Al)slepa)

Glukoza = ..(4)
e*d*W*Fw
Frukioza — VK * Mw( fru) * ((A3— A2)vzorca — (A3 — A2)slepa) .(5)
e*d*VW*Fw
* * _ _ _ _ _ _ _
Saharoza - Vk*Mw(sah)* (((A5— Ad)vzorca— (A5 — Ad)slepa) — ((A2 — Al)vzorca— (A2 — Al)slepa)))

e*d*W*Fw
..(6)

kjer je VK kon¢ni volumen reakcije v kiveti, Vv volumen dodanega vzorca, € ekstinkcijski
koeficient NADPH pri 340 nm, d dolzina svetlobne poti, Mw(glu) molska masa glukoze,
Mw(fru) molska masa fruktoze, Mw(sah) molska masa saharoze, Fw sveza teza in A1-Ab
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meritve absorbance (Preglednica 7). Rezultat vzorca predstavlja povprecje treh ponovitev
ekstrakcije vzorca.

S studentovim t-testom (dvostranski t-test ob predpostavki enake variance v obeh skupinah)
smo izracunali ali so bile razlike v vsebnosti sladkorjev med zdravimi in okuZenimi vzorci
(za posamezno sorto vinske trte) statisti¢no znacilne (p<0.05).

3.4.2. Dolocanje Skroba

Vzorce listov smo v terilnicah s teko¢im dusikom strli v prah. Skrob smo dolocali s
pomocjo komercialno dostopnega kompleta K-TSTA (Megazyme International, Irska) po
navodilih proizvajalca. Komplet temelji na uporabi encima termo stabilne a-amilaze, ki
razgradi §krob v maltodekstrine in encima amiloglukozidaze, ki maltodekstrine pretvori v
D-glukozo. D-glukozo z encimom glukoza oksidaza nato pretvorimo v D-glukonat in
vodikov peroksid. Koli¢ino slednjega kvantitativno doloéamo v kolorimetriéni reakciji s
pomocjo encima peroksidaza in nastajanja kinoniminskega barvila.

Vzorce smo najprej sprali z etanolom, da smo odstranili topne sladkorje (glukozo,
fruktozo, maltodekstrine). In sicer smo 100 mg vzorca prahu dodali 5 mL 80 % etanola,
premesali in inkubirali 5 minut na 80-85 °C. Po koncani inkubaciji smo premesali in dodali
Se 5 mL 80 % etanola. Vzorce smo centrifugirali 10 min pri 18000 g. Supernatant smo
odlili, oborini dodali 10 mL 80 % etanola ter premesali in centrifugirali 10 minut pri
18000 g. Ponovno smo previdno odlili stran supernatant, oborini pa smo dodali 3 mL
raztopine termo stabilne o-amilaze. Sledila je 10 minutna inkubacija v vreli vodi. Med
inkubacijo smo obcasno premeSali vzorce. Po inkubaciji smo vzorce ohladili v vodni
kopeli na 50 °C ter jim dodali 4 mL 200 mM natrij acetatnega pufra (pH 4,5) in 100 uL
encima amiloglukozidaze. Vzorce smo premesali in inkubirali 30 minut v vodni kopeli na
50 °C. Po inkubaciji smo s pomoc¢jo merilnih buck volumen vzorcev dopolnili z vodo na
10 mL. Vzorce smo prenesli v sveze centrifugirke in jih centrifugirali 10 minut na 1800 g.
V dveh paralelkah smo 100 pL raztopine vzorca prenesli v epruveto in dodali 3 mL
reagenta GOPOD ter premesSali. Pripravili smo tudi 100 pL standardne raztopine glukoze
in 100 uL slepega vzorca vode ter jima dodali po 3 mL reagenta GOPOG. Reakcijske
meSanice smo inkubirali 20 minut v vodni kopeli na 50 °C da se je razvila barva. Po
konc¢ani inkubaciji smo Vv Kivetah s pomocjo spektrofotometra Shimadzu UV-1800 pri
valovni dolZini 510 nm izmerili absorbanco vzorcev proti slepemu vzorcu.

Koncentracijo Skroba smo izracunali kot mg/g svezZe teZe po nasledn;ji enacbi:

A*F *(10mL/0,1mL) * (162/180)
Fw

Skrob =

(7



Prezelj N. Molekulske interakcije fitoplazemskih povzro€iteljic trsnih rumenic z vinsko trto (Vitis vinifera L.). 32
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

kjer je A absorbanca vzorca, Fw sveza teza vzorca, F predstavlja 100 g
glukoze/absorbanca standarda, 162/180 predstavlja prilagoditev iz proste D-glukoze v
anhidrid glukoze, kot se pojavlja v Skrobu. Rezultat vzorcev predstavlja povprecje dveh ali
treh ponovitev ekstrakcije vzorca.

S studentovim t-testom (dvostranski t-test ob predpostavki enake variance v obeh skupinah)
smo izracunali ali so bile razlike v vsebnosti $kroba med zdravimi in okuzenimi vzorci (za
posamezno sorto vinske trte) statisti¢no znacilne (p<0.05).

3.5. AKTIVNOST ENCIMOV METABOLIZMA OGLJIKOVIH HIDRATOV

V vzorcih celih listov smo dolocali aktivnost encimov saharoza-sintaza (SuSy) in ADP-
glukoza-pirofosforilaza (AGPaza). Uporabili smo kontinuirno metodo, kjer smo spremljali
nastajanje produkta skozi Cas. Pri obeh encimskih testih (SuSy in AGPaza) smo s pomocjo
pomoznih encimov, dodanih v reakcijske meSanice, spremljali nastajanje produkta preko
redukcije NAD* v NADH, ki absorbira svetlobo pri valovni dolzini 340 nm (Slika 5, Slika
6). Encimske teste za uporabo na vinski ftrti je razvila dr. Elizabeth Covington v
laboratoriju NIB (delo v pripravi za objavo).

3.5.1. Ekstrakcija encimov

Vzorce listov smo v terilnicah s teko¢im dusikom strli v prah. V centrifugirko smo
natehtali 500 mg vzorca prahu, dodali 3 mL ekstrakcijskega pufra in premesali z
obracanjem. Sledila je inkubacija 10 minut na ledu, med katero smo vzorec obcasno
premesali z obracanjem centrifugirke. Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali 10 minut pri
13000 rpm in 4 °C. Supernatant smo prenesli v ohlajene sveze mikrocentrifugirke in
ponovno centrifugirali 3 minute pri enakih razmerah. Supernatant, ki predstavlja grobi
ekstrakt (G-ekstrakt), smo prenesli v ohlajene sveze mikrocentrifugirke. 1 mL G-ekstrakta
smo v nadaljevanju odistili necisto¢ z razsoljevanjem na PD Miditrap G-25 kolonah (GE
Healthcare). Cis¢enje smo izvedli z gravitacijskim protokolom, kjer smo uporabili 20 mM

W v W

K-PO4 pufer za uravnotezenje kolone in za elucijo. Dobili smo ocisc¢en R-ekstrakt.

Sestava ekstrakcijskega pufra za vinsko trto (pH 7,5):

Osnova:

MOPS (Sigma, Nemcija) 0,5M
MgCl>*6H20 (Merck, nemcija) 5mM
BSA (Sigma, Nemcija) 0,5 mg/mL

Triton X-100 (Merck, Nemcija) 0,05 %
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Na dan ekstrakcije smo na 3mL osnove dodali 90 mg PVP 40000. Premesali z obrac¢anjem
in inkubirali na ledu 30-60 min. PVP v ekstrakcijskem pufru lahko nadomestimo z PEG,
¢igar vloga v pufru in vpliv na ekstrakcijo sta enaka.

Tik pred ekstrakcijo dodamo na 3 mL osnove:

DTT (Sigma, Nemcija) 7,5 uL 10 mM
PMSF (Sigma, Nemcija) 3 uL 100 mM
benzamidine (Roth, Svica) 30 uL 100 m

3.5.2. Test aktivnosti AGPaza

Encimsko aktivnost AGPaze smo dolocali v grobem ekstraktu (G-ekstrakt). Ker je encim
AGPaza nestabilen, je potrebno encimsko aktivnost izmeriti takoj po ekstrakciji. Vzorcev
ne smemo zamrzniti. Vsak ekstrakt vzorca smo testirali v triplikatih. Pri vsakem testiranju
ekstrakta smo pripravili tudi slepo reakcijo brez substrata ter kontrolno reakcijo brez
ekstrakta.

ADP-glukoza
pirofosforilaza
ADP-glukoza < glukoza-1-fosfat

PPi  ATP

ATP
Fosfoglukomutaza

ADP

glukoza-6-fosfat

NAD-
Glukoza-6-fosfat 5 b
dehid ADH) absorbance
ehidrogenaza NADH/H absorbance
—— (340 nm)

6-fosfoglicerat

Slika 5: Shematski prikaz encimskih reakcij v testu AGPaza.
Figure 5: A schematic view of the enzymatic reactions in the AGPase assay.

V mikrotiterskih plos¢icah (UV-compatible Corning 96 well plate) smo pripravili 160 uL
reakcije. Zaradi prisotne velike reakcije ozadja, ki lahko zamaskira rezultat aktivnosti
encima, smo najprej pripravili pred-mesanico kateri manjka samo substrat (ADP-glukoza),
in pustili, da reakcija ozadja potece. Pred-mesanica je sestavljena iz 135 pL meSanice 1 in
15 uL G-ekstrakta (Preglednica 8). Inkubirali smo jo 15 minut pri 30 °C. Po inkubaciji smo
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dodali substrat in takoj pric¢eli z meritvami Kinetike. Absorbanco pri 340 nm smo merili s
spektrofotometrom Synergy Mx (BioTek Instruments) pri 30 °C vsako minuto eno uro.

Preglednica 8: Reakcijske meSanice za test aktivnosti AGPaza.
Table 8: Reaction mixes for AGPase assay.

Kemikalije delovna konc. kon¢na konc. Volumen (uL.). za
(mM) (mM) 160 pL reakcijo
H20 74.8
Tris-HCI, pH 8.0 500 100 32
EDTA 250 0.44 0.28
MgCI2 1000 5 0.8
BSA 10% 0.10% 1.6
Mesanical PPi 100 15 24
NADP 10 1 16
3-PG 50 2 6.4
G6PDH 5670 U/ml 1.28 U/reakc. 0.23
PGM 884.8 U/ml 0.432 U/reakc. 0.49
Ekstrakt G- ekstrakt 15
Substrat ADP-glukoza 50 3.125 10

3.5.3. Test aktivnosti SuSy

Test aktivnosti SuSy je sestavljen iz dveh delov. V enem delu merimo encimsko aktivnost
nevtralne invertaze (nINV) s saharozo kot edini substrat, v drugem delu pa merimo skupno
encimsko aktivnost nINV in SuSy s substratoma saharoza in UDP (Slika 6). Aktivnost
encima SuSy je razlika med obema aktivnostima.

Encimsko aktivnost SuSy smo dolocali v o¢is¢enem ekstraktu (R-ekstrakt). Ker je encim
SuSy nestabilen, je potrebno encimsko aktivnost izmeriti takoj po ¢iS€enju ekstrakta in
vzorcev ne smemo zamrzniti. Vsak ekstrakt vzorca smo testirali v triplikatih za test
aktivnosti nINV (vsebuje samo substrat saharoza), v triplikatih za test aktivnosti nINV in
SuSy (vsebuje substrata saharoza in UDP). Pri vsakem testiranju ekstrakta smo pripravili
tudi slepo reakcijo brez obeh substratov ter kontrolno reakcijo brez ekstrakta.
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Slika 6: Shematski prikaz encimskih reakcij v testu SuSy.
Figure 6: A schematic view of the enzymatic reactions in the SuSy assay.

V mikrotiterskih ploS¢icah (UV-compatible Corning 96 well plate) smo pripravili 160 pL
reakcije (Preglednica 9). Zaradi prisotnih reakcij ozadja (reakcije med komponentami
ekstrakta in meSanico 1 v odsotnosti substrata in reakcij zaradi glukozne kontaminacije v
saharozi v odsotnosti ekstrakta), ki lahko zamaskirajo rezultat aktivnosti encima,
pripravimo pred-mesanice v katerih pustimo, da reakcije ozadja potecejo preden sestavimo
popolno reakcijsko meSanico.

Pripravimo kontrolne pred-mesanice:
e +UDP:34 uL meSanice 1, 40 puL saharoze, 16 uL. UDP
e -UDP: 34 uL mesanice 1, 40 puL saharoze, 16 uL H20
e Slepa: 34 pL mesanice 1, 56 pL H20

Pripravimo pred-mesanico ekstrakta: 20 uL. R-ekstrakta in 50 uL meSanice 1.

Pred-mesanice inkubiramo 30 minut pri 30 °C. Po inkubaciji zmeSamo 90 uL ustrezne
kontrolne pred-mesanice in 70 uL ustrezne pred-mesanice ekstrakta ter takoj pricnemo z
meritvami kinetike. Absorbanco pri 340 nm smo merili na spektrofotometru Synergy Mx
(BioTek Instruments) pri 30 °C vsako minuto eno uro.
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Preglednica 9: Reakcijske meSanice za test aktivnosti SuSy.
Table 9: : Reaction mixes for SuSy assay.

Kemikalije delovna konc. kon¢na konc. Volumen (uL) za
(mM) (mM) 160 uL reakcijo
H20 69.3
Hepes/NaOH pH7.0 1000 50 8
EDTA 250 1 0.64
MgCI2 1000 2 0.32
DTT 100000% 500.00% 0.8
Mesanical ATP 100 1.3 2.08
NAD 50 0.5 1.6
G6PDH 5670 U/ml 0.32 U/rxn 0.056
HXK 1500 U/ml 0.672 U/rxn 0.448
PGl 700 U/ml 0.56 U/rxn 0.8
Ekstrakt R-ekstrakt 20
Substrata Saharoza 1000 250 40
UDP 10 1 16

3.5.4. TIzracéun encimske aktivnosti

Rezultate meritev absorbance (Asso) skozi ¢as smo prenesli v programsko okolje Excel
(Microsoft). Za vsako reakcijo smo izrisali graf Azso v odvisnosti od ¢asa. Az4o je direktno
proporcionalna koncentraciji NADH ali NADPH. Iz naklona linearnega dela krivulje

izraCunamo hitrost encimske reakcije po Beer Lambertovem zakonu:

AC /At =naklon/(e*1)

.(8)

kjer je € ekstinkcijski koeficient za NADH in 1 dolzina poti svetlobe. Pri doloc¢anju
encimske aktivnosti SuSy moramo za vsak vzorec naklon premice reakcije brez substrata
UDP (-UDP) odsteti od naklona premice reakcije z obema substratoma (+UDP).
Encimsko aktivnost dolo¢imo kot nanokatal na gram sveze teze (nkat/g Fw):

Encimska aktivnost =

AC [ At *Vreakcije

Fw

kjer je Fw=0,5 g/3 mL*Vvzorca v reakciji.

..(9)

Na koncu encimski aktivnosti vzorca ekstrakta odStejemo encimsko aktivnost slepega
vzorca (isti ekstrakt, brez substrata).



Prezelj N. Molekulske interakcije fitoplazemskih povzro€iteljic trsnih rumenic z vinsko trto (Vitis vinifera L.). 37
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

S studentovim t-testom (dvostranski t-test ob predpostavki enake variance v obeh skupinah)
smo izracunali ali so bile razlike v vsebnosti sladkorjev med zdravimi in okuZenimi vzorci
v (za posamezno sorto vinske trte) statisticno znacilne (p<0.05).

3.6. DOLOCANIJE TITRA IN RAZSIRJENOSTI FDf PO RASTLINI MED RASTNO
SEZONO

3.6.1. lzolacija DNA

S teko¢im dusikom smo posamezna tkiva vinske trte v terilnicah strli v prah. DNA smo
izolirali s komercialno dostopnim kompletom QuickPick™ SML Plant DNA Kit
(Bionobile, Finska), katerega osnovno delovanje temelji na vezavi nukleinskih kislin na
magnetna zrna. Izolacijo smo izvedli s pomo¢jo aparature King Fisher mL (Thermo Fisher
scientific, ZDA) in je potekala po protokolu Pirc in sod. (2009) z nekaj modifikacijami.
100-200 mg tkiva smo dodali pufer za lizo v razmerju 1/3 (m/V) in 25 pL proteinaze K ter
premesali. Po 30 minutni inkubaciji na 65 °C in centrifugiranju pri 6000 g smo 220 pL
ekstrakta uporabili za izolacijo DNA. Ob koncu izolacije smo DNA eluirali v 200 pL vode.

3.6.2. Detekcija in kvantifikacija FDf

Detekcijo in kvantifikacijo fitoplazme FDf smo izvedli z metodo gPCR (Mehle in sod.,
2013). Poleg amplikona za FD gen smo za namen kvantifikacije v vsakem vzorcu
pomnozevali tudi kontrolni rastlinski gen za 18S rRNA (18S, Eucaryotic 18S rRNA
Applied Biosystems). V opti¢ni plosc¢ici formata 384 (384 well white PCR plates, Roche
Applied Systems, ZDA) smo pripravili 10 puL reakcije, ki so vsebovale 2 pL ustrezno
razred¢enega vzorca DNA ter za amplikon FDgen 1x Maxima Probe qPCR master mix
(Fermentas), 900 nM oligonukleotidne zacetnike in 250 nM sonde in za 18S rRNA
amplikon 1x primer probe mix (AB-Applied Biosystems). Pomnozevanje je potekalo na
aparaturi Roche LightCycler 480 (Roche Applied Systems, ZDA) pri univerzalnih
razmerah: 2 minuti pri 50 °C in 10 minut pri 95 °C (aktivacija polimeraze) ter nato 45
ciklov pri pogojih: 10 sekund pri 95 °C in 1 minuta pri 60 °C.

Vsak vzorec DNA smo za vsak amplikon testirali v dveh razred¢inah in dveh ponovitvah
(Stir1 reakcije pomnozevanja). Za namen relativne kvantifikacije smo pripravili serijo
desetkratnih in/ali petkratnih razred¢in izbranega standardnega vzorca in jih nanesli na
vsako plos¢ico za vsak amplikon. Za standardni vzorec smo izbrali vzorec, ki je vseboval
DNA FDf in 18S rRNA.

Zacetno analizo podatkov PCR v realnem casu smo izvedli v programu LightCycler 480
SW 150 SP3 (Roche Applied Systems, ZDA). Vizualno smo pregledali krivulje
pomnozevanja DNA. Za izratun vrednosti Cq smo pri obeh amplikonih uporabili metodo
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maksimuma drugega odvoda, podatke izvozili v tekstovno obliko in analizirali v programu
Microsoft Excel.

Uporabili smo metodo relativne kvantifikacije z uporabo standardne krivulje kot opisano v
poglavju 3.2.6.1., le da smo namesto cDNA imeli DNA in le en kontrolni gen (18S rRNA)
in en tar¢ni gen (FDgen). S pomoc¢jo umeritvenih krivulj smo za posamezno razred¢ino
vzorca dolocili relativno Stevilo kopij gena FD in gena 18S rRNA. Relativno Stevilo kopij
FDgena za posamezno razred¢ino vzorca smo nato normalizirali, tako, da smo vrednost
delili z relativnim Stevilom kopij 18S rRNA gena ustreznega vzorca. Iz povprecja
normaliziranih vrednosti dveh razred¢in posameznega vzorca smo dobili tako imenovano
normalizirano $tevilo kopij FDgena v vzorcu.

Pri kvantifikaciji smo uporabili enake kriterije kot so opisni v poglavju 3.2.6.1. Dolo¢ili
smo limito kvantifikacije (LOQ) in limito detekcije (LOD) (Hren in sod., 2007). Da smo
lahko izvedli primerjalne analize, smo:

e Vzorcem, ki so imeli vrednosti Cq pod LOQ in nad LOD dolo¢ili relativno Stevilo
kopij gena FD glede na umeritveno krivuljo in jo delili s povprecnim relativnim
Stevilom kopij gena 18S rRNA v vseh negativnih vzorcih in vzorcih pod LOQ.

e Negativnim vzorcem (zdravi vzorci brez gena FD) pripisali umetno Stevilo kopij
gena FD. In sicer smo relativno Stevilo kopij gena FD, ki je bilo 25-krat nizje od
Stevila kopij pri LOQ delili s povprec¢nim relativnim Stevilom kopij 18S rRNA gena
v vseh negativnih vzorcih in vzorcih pod LOQ.

Normalizirana relativna $tevila kopij gena FD smo nato logaritmirali (log2) in primerjali
med vzorci.

3.7. PREVERJANJE ZDRAVSTVENEGA STANJA RASTLIN
3.7.1. Dolo¢anje prisotnosti fitoplazem

V vseh rastlinah vzor¢enih v raziskavi smo preverili prisotnost fitoplazem z uporabo
metode qPCR na vzorcih izolirane DNA (postopek 3.2.2.). Z amplikonoma BNgen in
FDgen (Hren in sod., 2007) smo preverjali prisotnost fitoplazem BNf in FDf, z
amplikonom UniRNA (Hren in sod., 2007) pa morebitno prisotnost kake druge fitoplazme.
Nobena rastlina vzor¢ena v vinogradu v Izoli ali Strazi ni bila okuzena z BNf ter nobena
rastlina vzoréena v Vipolzah ni bila okuzena s FDf. V vseh rastlinah vinske trte, okuzenih s
FDf, je bil dolocen tip fitoplazme FD-D.
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3.7.2. Dolo¢anje prisotnosti virusov

V vseh rastlinah smo s testom ELISA preverjali prisotnost najpogostejSih virusov vinske
trte: GFLV, GFkV, ArMV, GVA, GVB, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3 in GLRaV-4-9.
ELISA test smo izvedli kot opisujejo Cepin in sod. (2010), kjer smo za dolo¢anje vseh
virusov uporabili protitelesa od proizvajalca Bioreba, le za dolo¢anje prisotnosti virusa
GVB smo uporabili komplet Agritest. Merjenje opti¢ne gostote pri 405 nm smo izvedli na
aparaturi Tecan Sunrise (Tecan Trading AG, Switzerland) 30 min, 1 h in 2 h po inkubaciji
s substratom p-nitrofenilfosfat (Sigma Aldrich, ZDA). Podatke smo obdelali z
racunalniSkim programom Excel (Microsoft, ZDA). Za pozitivne smo $teli vzorce, pri
katerih je bila absorpcija po dveh urah inkubacije vsaj 2-krat vecja kot absorpcija
referenéne negativne kontrole. Rezultati testiranja trsov na prisotnost virusov vinske trte so
v prilogi (Priloga A, Priloga B, Priloga C).
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4 REZULTATI
4.1. TITER IN RAZSIRJENOST FDf PO RASTLINI MED RASTNO SEZONO

Raziskavo smo izvedli v dveh rastnih sezonah v vinogradu v Strazi in v eni sezoni v
vinogradu v lzoli (Preglednica 1). Med rastno sezono smo v obeh vinogradih podrobno
spremljali razvoj bolezenskih znamenj, v vinogradu v lIzoli pa smo spremljali tudi obseg
rastlin z bolezenskimi znamenji po vinogradu. Detekcijo in kvantifikacijo fitoplazme FDf
smo izvedli z metodo qPCR kot objavljeno:

MEHLE, Natasa, PREZELJ, Nina, HREN, Matjaz, BOBEN, Jana, GRUDEN, Kristina, RAVNIKAR,
Maja, DERMASTIA, Marina. A real-time PCR detection system for the bois noir and flavescence dorée
phytoplasmas and quantification of the target DNA. V: DICKINSON, Matthew (ur.), HODGETTS,
Jennifer (ur.). Phytoplasma : methods and protocols, (Methods in Molecular Biology, ISSN 1064-3745,
vol. 938), (Springer Protocols). New York: Humana Press, 2013, str. 253-268. [COBISS.SI-ID

2614351]

Rezultati raziskave so objavljeni v znanstvenem ¢lanku:

PREZELJ, Nina, NIKOLIC, Petra, GRUDEN, Kristina, RAVNIKAR, Maja, DERMASTIA, Marina.
Spatiotemporal distribution of flavescence dorée phytoplasma in grapevine. Plant Pathology, ISSN
0032-0862, 2013, vol. 62, no. 4, str. 760-766. http://onlinelibrary.wiley.com/d0i/10.1111/j.1365-
3059.2012.02693.x/pdf, doi: 10.1111/j.1365-3059.2012.02693.x. [COBISS.SI-ID 2656079], [JCR,
SNIP, WoS do 14. 5. 2014: st. citatov (TC): 1, Cistih citatov (CI): 1, Cistih citatov na avtorja (CIAu):
0.20, normirano §t. Cistih citatov (NC): 1, Scopus do 30. 4. 2014: st. citatov (TC): 2, Cistih citatov (CI):
2, Cistih citatov na avtorja (CIAu): 0.40, normirano st. Cistih citatov (NC): 2] kategorija: 1A1 (Z1, A',
Al/2)

Uporabnost jagodnega tkiva za detekcijo FDf na terenu s pomodjo reakcije izotermalnega
pomnozevanja (LAMP, ang. loop-mediated isothermal amplification) je objavljena v
¢lanku:

KOGOVSEK, Polona, HODGETTS, Jennifer., HALL, Jayne, PREZELJ, Nina, NIKOLIC, Petra,
MEHLE, Natasa, LENARCIC, Rok, ROTTER, Ana, DICKINSON, Matt, BOONHAM, Neil,
DERMASTIA, Marina, RAVNIKAR, Maja. LAMP assay and rapid sample preparation method for on-
site detection of flavescence dorée phytoplasma in grapevine. Plant Pathology. doi: 10.1111/ppa.12266.

4.1.1. Razvoj bolezenskih znamenj

V vinogradu v Strazi smo v rastni sezoni 2010 potrdili prisotnost FDf v §tirih rastlinah
vinske trte. Rastline so v poletnih mesecih kazale bolezenska znamenja, tipi¢na za okuzbo
s trsnimi rumenicami: vihanje listov navzdol, izrazito rdecenje in krhkost listov ter
zmanjSano Stevilo jagod na trsih. V naslednji rastni sezoni (2011) smo rastline zaceli
opazovati ze konca zime tako v vinogradu v Strazi kot v vinogradu v Izoli (Slika 7).
Marca, v Casu obrezovanja vinske trte, je les okuzenih rastlin slabSe dozorel v primerjavi z
zdravimi rastlinami. Posledi¢no so meseca maja okuzene rastline kazale zmanjSano oz.


http://cobiss.izum.si/scripts/cobiss?command=DISPLAY&base=COBIB&RID=2614351
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-3059.2012.02693.x/pdf
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-3059.2012.02693.x/pdf
http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-3059.2012.02693.x
http://cobiss.izum.si/scripts/cobiss?command=DISPLAY&base=COBIB&RID=2656079
http://www.cobiss.si/scripts/cobiss?command=SEARCH&base=jcr&select=(sc=0032-0862+and+PY=2012)
http://www.cobiss.si/scripts/cobiss?command=SEARCH&base=snip&select=(sc=0032-0862+and+PY=2012)
http://gateway.isiknowledge.com/gateway/Gateway.cgi?GWVersion=2&SrcAuth=Alerting&SrcApp=Alerting&DestApp=WOS&DestLinkType=FullRecord&UT=000321341900005
http://www.scopus.com/inward/record.url?partnerID=2dRBettD&eid=2-s2.0-84880304647
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/ppa.12266/abstract
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pocasnejs$o rast z manjSim Stevilom cvetnih skupkov. Prva bolezenska znamenja v obliki
rdecenja listov so se na okuzenih rastlinah razvila junija, takoj po cvetenju. Soc¢asno so na
okuzenih rastlinah priceli odpadati cvetni grozdi. Meseca julija so bila bolezenska
znamenja na listih okuZenih rastlin bolj izrazita. Poleg intenzivnejSega rdecenja listov so se
ti priceli vihati navzdol. Avgusta je izrazito rdecenje listov preslo v rde€e-vijoli¢no barvo.
V primerjavi z zdravimi rastlinami je bilo Stevilo grozdov na okuZenih rastlinah obcutno
manjse, jagode so se susile in odpadale. Zanimivo pa v vinogradu v Strazi avgusta 2011
dve od stirih okuzenih rastlin nista kazali bolezenskih znamenj na novo razvitih listih.

MARCH

MAY

JUNE

JULY

AUGUST

Slika 7: Razvoj bolezenskih znamenj rastlin tekom rastne sezone.
Figure 7: Symptom development during the growing season.
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4.1.2. Obseg bolezni zlate trsne rumenice v vinogradu v lzoli

Vinograd v 1zoli je obsegal priblizno 1800 rastlin vinske trte. V rastni sezoni 2010 je 26
rastlin v prvih Stirth vrstah kazalo izrazita bolezenska znamenja okuzbe s trsnimi
rumenicami (1,4 %). V okviru uradnega inspektorskega pregleda zdravstvenega varstva
rastlin je bila potrjena okuzba s FDf. V rastni sezoni 2011 je Stevilo rastlin z bolezenskimi
znamenji naraslo na ve¢ kot 1000 (Slika 8), kar predstavlja skoraj 60 % vseh rastlin
oziroma 40-kratni porast od leta 2010 do leta 2011. Zaradi velikega obsega okuzbe, je bil
vinograd konec sezone 2011 izkoreninjen.
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Slika 8: Obseg okuzenosti vinograda v Izoli v Avgustu 2010 (a) in Avgustu 2011 (b).
Figure 8: State of FDp infection in vineyard in Izola in August 2010 (a) and in August 2011 (b).

Predstavljene so prve §tiri vrste v vinogradu, kjer se je zlata trsna rumenica najprej pojavila. Vsak kvadrat
predstavlja posamezno rastlino. Bel kvadrat predstavlja zdravo rastlino, temno siv kvadrat predstavlja rastlino
z znailnimi bolezenskimi znamenji trsnih rumenic, svetlo siv kvadrat predstavlja rastlino z netipi¢nimi
bolezenskimi znamenji, ¢rni kvadrat pa predstavlja mrtvi trs.
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4.1.3. Detekcija FDf v vinogradu v Strazi

Poleti, v sezoni 2010, smo v vinogradu v Strazi potrdili prisotnost FDf v vseh tipih tkiv
FDf smo dolo¢ili avgusta v jagodni kozici (Preglednica 11) in v primerjavi z julijem, je bil
relativni titer FDf, v vec€ini tkiv vi§ji v avgustu (Preglednica 11). Na poganjkih z
bolezenskimi znamenyji je bil relativni titer FDf avgusta 2010 vi§ji v jagodah v primerjavi z
listnimi zilami (p = 0,034) in viticami (p = 0,00038; Preglednica 11). Relativni titer FDf je
bil v vseh jagodnih tkivih vzorcenih na poganjkih z bolezenskimi znamenji zelo primerljiv,
z izjemo grozdnega peclja, kjer je bila koli¢ina FDf znacilno nizja (p = 0,0023;
Preglednica 11). Fitoplazmo FD smo dolo¢ili tudi v jagodnih tkivih vzoréenih na poganjku
brez bolezenskih znamenj ene rastline, ki ni imela jagod na poganjkih z bolezenskimi
znamenji (Preglednica 10). Njihov relativni titer pa je bil 10 do 10*krat niZji (p =
0,000046) v primerjavi s tistim na poganjkih z bolezenskimi znamenji (Preglednica 11).

Detekcija FDf v floemu lesa je bila slaba. FDf smo komaj zaznali julija in avgusta 2010 v
floemu 1 letnega lesa poganjka z bolezenskimi znamenji (Preglednica 10, Preglednica 11).
Ob koncu rastne sezone 2010, oktobra, smo FDf zaznali v floemu 2 letnega lesa le v dveh
od stirih rastlin (Preglednica 10). Marca 2011 pa je bil relativni titer FDf v floemu dve- in
tri-letnega lesa pod limito detekcije (Preglednica 10).

Meseca maja 2011, v €asu cvetenja, rastline niso kazale bolezenskih znamenj na listih in
FDf nismo zaznali v nobenem vzor¢enem tkivu. Prvi¢ smo v rastni sezoni 2011 zaznali
FDf junija, ko so se pojavila bolezenska znamenja na eni od Stirih predhodno okuZenih
rastlin. V tej rastlini smo v listnih zilah, listnem peclju in viticah vzorcenih na poganjku z
bolezenskimi znamenji dolo¢ili nizke koli¢ine FDf (Preglednica 10, Preglednica 11). FDf
pa smo zaznali tudi v listnih zilah, listnem peclju, viticah in cvetovih rastlin brez
bolezenskih znamenj (Preglednica 10, Preglednica 11). Julija 2011 so se na vseh S§tirih
rastlinah pojavila bolezenska znamenja na listih. V vseh rastlinah smo dolo¢ili prisotnost
FDf v listnih Zilah in listnem peclju vzor¢enih na poganjkih z bolezenskimi znamenji
(Preglednica 10). Prav tako smo na vseh rastlinah z jagodami na poganjkih z bolezenskimi
znamenji dolocili prisotnost FDf v celih jagodah in jagodnih pecljih. V skladu z milejSimi
bolezenskimi znamenji v avgustu 2011 je bil tudi relativni titer FDf v jagodnih tkivih na
poganjkih z bolezenskimi znamenji v povprecju niZji v primerjavi z avgustom 2010 (p =
0.0016; Preglednica 11, Slika 8). Do avgusta 2011 sta samo dve rastlini obdrzali
bolezenska znamenja na listih in FDf smo zaznali v listnih in jagodnih tkivih vzoréenih na

ey

FDf smo dolocili v jagodnih pecljih (Preglednica 11).

V sploSnem smo v obeh rastnih sezonah opazili trend naras¢anja relativnega titra FDf na
poganjkih z bolezenskimi znamenji od junija do avgusta (Preglednica 11, Slika 8). Zaradi



Prezelj N. Molekulske interakcije fitoplazemskih povzro€iteljic trsnih rumenic z vinsko trto (Vitis vinifera L.). 44
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

visoke variabilnosti in/ali majhnega Stevila rastlin pa opazeni trend ni statisti¢no znacilen.
Statisticno znacilno je naras¢anje relativnega titra FDf od julija do avgusta v listnih zilah (p
=0.0039) in listni lamini (p = 0.005) vzor¢enih na poganjkih z bolezenskimi znamenji.

Preglednica 10: Zanesljivost detekcije FDf v posameznih tkivih tekom rastnih sezon.
Table 10: Reliability of FDp detection in individual tissues observed during the growing seasons.

Preglednica vkljuuje podatke obeh vinogradov. Predstavljeno je Stevilo rastlin v katerih smo dolodili
prisotnost FDf deljeno s §tevilom okuZenih rastlin, ki smo jih testirali na prisotnost FDf. Barvno je
predstavljen delez rastlin s potrjeno prisotnostjo FDf (rde¢a 100 %, rumena 60-99 %, zelena 1-59 % bela O
%). Prazni kvadrati pomenijo, da v tem ¢asovnem obdobju nismo vzor¢ili dolocenega tkiva. Oznaka S
pomeni tkiva z in AS tkiva brez bolezenskih znamenj. V prvem vzorCenju julija 2010 tkiv z in brez
bolezenskih znamenj niso bila vzoréena lo¢eno.

Vinograd v Strazi Vinograd v Izoli
Okt Mar Maj Jun Jul Avg Feb Maj Jun Jul Avg
2010 | 2011 | 2011 | 2011 | 2011 | 2011 | 2011 | 2011 | 2011 | 2011 | 2011
Listne
zile  As 04 | 204 | 14 | 04 5/9 206 | 3/6
(z Listna S
= lamina
Listni 5/6
pecelj 0/4 59 | s/6 | 15 | 306
Cele 0/1
jagode 0/4 1/4
Jagodna 0/1
Ko
w 0zica 2/5 1/4
8 Jagodno 0/1
g meso 02 | o3 25 | 13
S
Grozdni 0/1 0/0
pecelj 13 13 | 14
Jagodni 22 [ 22 |
pecelj 02 | o3 35 | 14
CVET 0/4 3/4 5/7 5/6*
. 0/1 0/4 1/2 3/4
s 1-letni
v W 0/3 0/4 0/4 5/6
wo .
- ﬁ 2-letni 2/4 0/4
3-letni 0/4
VITICE L =&
AS 0/2 0/4 0/4 1/3 1/4 0/4 4/8 5/6 2/5 1/4

* En vzorec je bil vzorcen na poganjku z bolezenskimi znamenji.
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Preglednica 11: Relativna kvantifikacija FDf v razli¢nih tkivih z (S) in brez (AS) bolezenskih znamenj v
sezoni 2010 in 2011 v vinogradu v Strazi.
Table 11: Relative quantification of FDp in different symptomatic (S) and asymptomatic (AS) tissues in
2010 and 2011 in vineyard in Straza.

Relativno Stevilo kopij FDf je normalizirano na relativno Stevilo kopij 18S rRNA gena. Za oceno
povedanja/zmanj$anja relativne koli¢ine FDf, smo negativnim vzorcem glede na umeritveno Krivuljo pripisali
relativno $tevilo kopij FDf. Rezultati predstavljajo povpregje log, Stevila kopij FDf + SE. Stevilo vzorcev v
testiranju je razvidno iz Preglednica 10.

S/AS Julij 2010 Avgust 2010 Junij 2011 Julij 2011 Avgust 2011
List Zile S 5.182° 12.043 +0.651  5.383° 7.083 £1.607 11.098 +£0.0127
AS 0.538¢ 0.770¢ 1.900°£0.670 1.4127°+0.580  1.052¢
Lamina S 1.699 £0.670 11.990£2.337 NA NA NA
AS 0.538¢ 0.770¢ NA? NA NA
Pecelj S 5.481 +£1.024 6.918 £1.622 7.85 5.476° 6.202 +£0.506
AS 0.538¢ 0.770¢ 1.900°+£0.670 0.832¢ 1.633°+0.580
Jagode Cele Sb 4.836° +0.774 15.943 £1.047 NA 8.947 £5.793 10.312 +4.616
jagode AS®  4.836°+0.774  1.350°+0.580 NA 0.832¢ 1.052¢
Jagodna Sb 2.860 +£1.341 17.770 £1.581 NA 6.067 £5.235 8.658 £2.961
koZica AS®  2.860+1.341 5.389 +4.619 NA 0.832¢ 1.052¢
Jagodno Sh 3.634° +£1.548 16.882 £0.541 NA 7.849 £7.016 10.192 +4.495
meso ASP  3.634°+1.548  4.838 +4.068 NA 0.832¢ 1.052¢
Jagodni sb 4.920 £2.458 15932+ 0.890 NA 15.279 £5.401  14.889 £2.559
pecelj AS® 492042458  4.255°+3.485 NA 0.832¢ 1.052¢
Grozdni sb 6.064 +£2.763 6.804 £0.811 NA NA 1.052¢
pecelj
AS®  6.064 £2.763 1.931 +1.161 NA NA 1.826¢ +0.774
Vitice S 2.860°+0.948  1.544°+0.774 3.061° 1.993°+1.161 3.374°
AS 0.538¢ 0.770¢ 2.287°+1.548 1.413°+0.580  1.052¢
Les Sekundarni S 3.441°+£0.580  5.938+1.814  0.739¢ 0.832¢ 2.213¢+1.161
floem AS 0.538¢ 0.770¢ 0.739¢ 0.832¢ 1.052¢

Oznaka S pomeni tkiva z in AS tkiva brez bolezenskih znamenj.
2NA,; tkivo ni bilo na voljo za vzoréenje oz. testiranje
®Juija 2010 jagode na poganjkih z in brez bolezenskih znamenj niso bile vzor&ene lo¢eno.

®Koli¢inaFDf pod limito kvantifikacije (<LOQ)
dPripisana koli¢ina FDf, FDf nismo detektirali
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Slika 9: Relativna kvantifikacija FDf v listnih zilah in celih jagodah tekom rastnih sezon 2010 in 2011 v
vinogradu v Strazi.

Figure 9: Relative quantification of FDp in leaf veins and whole berries during the groving seasons 2010 and
2011 in vineyard in StraZa.

4.1.4. Detekcija FDf v vinogradu v Izoli

V Casu obrezovanja, februarja 2011, smo FDf zaznali v floemu dve-letnega lesa v vseh treh
vzorcenih rastlinah (Preglednica 10). Fitoplazmo smo ponovno potrdili maja, pred
pojavom bolezenskih znamenj, v listnih tkivih, cvetovih in viticah v veini vzoréenih
rastlin (Preglednica 10). Ko so se junija 2011 razvila prva bolezenska znamenja, smo
dolo¢ili prisotnost FDf v listnih Zilah vseh vzorcenih poganjkov, tako z kot brez
bolezenskih znamenj. FDf smo dolocili v listnem peclju na poganjkih z bolezenskimi
znamenji v vseh rastlinah, v 83 % v listnem peclju brez bolezenskih znamenj, v 80 % v
cvetovih na poganjkih brez bolezenskih znamenj, v vseh viticah na poganjkih z
bolezenskimi znamenji in v 83 % v viticah na poganjkih brez bolezenskih znamenj
(Preglednica 10). V visokem delezu rastlin smo prisotnost FDf potrdili tudi floemu lesa
(Preglednica 10). Kljub veliki variabilnosti med rastlinami je bila detekcija FDf v tkivih
vzorCenih na poganjkih brez bolezenskih znamenj relativno zanesljiva (Preglednica 12).
Junija, ko so se jagode pricele razvijati, je bil relativni titer FDf v poganjkih brez
tistim v listnih zilah, vzoréenih na poganjkih z bolezenskimi znamenji (Preglednica 12).
Zanimivo je, da je bil povprecni relativni titer FDf v jagodah vzorc¢enih na poganjkih brez
bolezenskih znamenj 304-krat vi§ji v primerjavi z relativnim titrom FDf v jagodah
vzoréenih na poganjkih z bolezenskimi znamenji (Preglednica 12, Slika 10). Zanimivo je
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tudi znizanje (207-krat) relativnega titra FDf od junija do julija v jagodah na poganjkih
brez bolezenskih znamenj (p = 0.03) z le rahlim porastom avgusta (Preglednica 12, Slika
10). Na drugi strani pa smo opazili poviSanje (105-krat) relativnega titra FDf od junija do

julija v jagodah vzoréenih na poganjkih z bolezenskimi znamenji (Preglednica 12, Slika
10).

Tako kot pri jagodah, smo tudi pri ostalih tkivih vzoréenih na poganjkih brez bolezenskih
znamenj opazili znizanje relativnega titra FDf od junija do julija (Preglednica 12).
Relativni titer FDf v listnih tkivih, vzorcenih na poganjkih z bolezenskimi znamenji, pa je
ostal relativno stabilen tekom rastne sezone (Preglednica 12, Slika 10).

Preglednica 12: Relativna kvantifikacija FDf v razli¢nih tkivih z (S) in brez (AS) bolezenskih znamenj v
sezoni 2011 v vinogradu v lzoli

Table 12: Relative quantification of FDp in different symptomatic (S) and asymptomatic (AS) tissues in
2011 in vineyard in lzola.

Relativno Stevilo kopij FDf je normalizirano na relativno S$tevilo kopij 18S rRNA gena. Za oceno
povecanja/zmanjSanja relativne koli¢ine FDf, smo negativnim vzorcem glede na umeritveno krivuljo pripisali
relativno $tevilo kopij FDf. Rezultati predstavljajo povpredje logz $tevila kopij FDf + SE. Stevilo vzorcev v

testiranju je razvidno iz Preglednica 10.

AS/S Junij Julij Avgust
List Zile S 14.032 +0.865 14.900 +0.238 15.360 +£0.137
AS 8.880 +£1.401 1.387¢+0.464 6.182 £2.273
Pecelj S 14.680 +0.729 13.300 £2.429 15.617 £0.351
AS 10.152 £2.471 3.086 £2.164 6.669 +2.556
Jagode Cele S 0.373¢ 17.348 +0.304 18.968 £0.948
jagode AS 8.622 +3.003 0.922¢ 1.945¢ £0.580
Jagodna S 0.373¢ 17.402 £0.336 20.066 £0.894
kozica AS 7.800 +£5.105 4.373 £2.905 1.945¢+0.580
Jagodno S 0.373¢ 18.636 +£0.627 18511 +1.144
meso AS 8.318 £3.301 4.551 £3.81 2.136° +0774
Jagodni S 2.695¢ 18.507 £ 0.465 18.542 +£0.303
pecelj AS 12.799 +1.831 5.259 £3.218 3.068 +1.703
Grozdni S NA 15.539 +£0.384 13.054 +4.257
pecelj AS 10.482 1.696° +0.774 1.945° +£0580
Vitice S 12.476 £0.582 11.110 +1.674 12.472 £3.793
AS 8.714 +1.839 1.503°+0.580 2.525¢+1.161
Cvetovi AS 9.240 +2.893 NA NA

Oznaka S pomeni tkiva z in AS tkiva brez bolezenskih znamenj.

aNA; tkivo ni bilo na voljo za vzorcenje oz. testiranje

®Koli¢inaFDf pod limito kvantifikacije (<LOQ)
dPripisana koli¢ina FDf, FDf nismo detektirali
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Slika 10: Relativna kvantifikacija FDf v listnih zilah in celih jagodah tekom rastne sezone 2011 v vinogradu
v Izoli.

Figure 10: Relative quantification of FDp in leaf veins and whole berries during the groving season 2011 in
vineyard in Izola.



Prezelj N. Molekulske interakcije fitoplazemskih povzro€iteljic trsnih rumenic z vinsko trto (Vitis vinifera L.). 49
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

4.2. TZRAZANIJE GENOV
4.2.1. lzolacija RNA

Uspesnost izolacije RNA smo preverjali z inStrumentom NanoDrop 1000 (NanoDrop
Techologies) in z agarozno gelsko elektroforezo (Slika 11). lzolacija RNA je z
napredovanjem rastne sezone postajala tezja zaradi vse vecje prisotnosti sekundarnih
metabolitov, ki motijo izolacijo.

MAJ2011 JUNIJ2011
M 82 83 84 8/5 87 88 8/9 810 8/12 8/13 8/2 8/3 8/4 8/5 87 8/8 8/9 8/10 8/12 8/13 M

e v
e
_—— ‘ -— -— “ : 23S rRNA
- o - - —_—— - 185 rRNA
- =
—
e

JULIJ2011 AVGUST2011

M 82 83 84 85 87 88 89 810 8/128/13 82 8/3 8/4 é[’é’ 8/7. 8/8 8/9 8/10 8/12 8/13 M

-

— 23S rRNA
—-— ' b - - 18S rRNA

Slika 11: lzolacija RNA iz vzorcev listnih zil vinske trte vzoréenih med rastno sezono v vinogradu v Strazi,
vizualizirane pod UV svetlobo po agarozni gelski elektroforezi.

Figure 11: RNA extraction from leaf veins of grapevine plants sampled in vineyard in Straza during the
growing season. As visualised under UV-light after agarose gel electroforesis.

M = oznadevalec velikosti DNA, ostalo so vzorci RNA tretirani z DNazo. Zgornja lisa pri vzorcih predstavlja
23S rRNA, spodnja lisa pa 18S rRNA. Vzorci so razdeljeni v §tiri sklope, glede na mesec vzoréenja: zgoraj
levo so vzorci vzorceni maja, zgoraj desno so vzorci vzorceni junija, spodaj levo so vzorci vzorceni julija in
spodaj desno so vzorci vzorCeni avgusta 2011.

4.2.2. Stabilnost izrazanja referen¢nih genov

Z uporabo programa NormFinder (Andersen in sod., 2004) smo najprej preverili stabilnost
izrazanja kontrolnih genov 18S, COX in UBICF. Dobri kontrolni geni so tisti, katerih
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izrazanje se pri razli¢nih pogojih in stanjih ne spreminja. Rezultat programa je preglednica
z vrednostmi stabilnosti za posamezne gene. Manjsa kot je vrednost, bolj stabilno je
izrazanje gena. Kot najbolj stabilen gen se je pokazal gen za 18S (Preglednica 13) in na
podlagi rezultatov smo se odlocili, da za normalizacijo izrazanja tarCnih genov v
nadaljevanju uporabimo kontrolna gena 18S in COX.

Preglednica 13: Ocena stabilnosti izrazanja genov.
Table 13: Evaluation of reference genes stability.

Vrednost Standardna
Ime gena stabilnosti napaka
UBICF 0.388 0.029
COX 0.247 0.026
18S rRNA 0.051 0.093

4.2.3. StatistiCne analiza izraZanja genov

Analizo izrazanja genov smo izvedli na vzorcih vinske trte, okuzenih s fitoplazmo FDf.
Spremljali smo izrazanje genov med rastno sezono v listnih zilah zdravih in s FDf
okuzenih rastlin, vzor¢enih v vinogradu v Izoli in v vinogradu v Strazi (Preglednica 1).

Z metodo dvosmerna ANOVA smo ugotavljali ali je izrazanje posameznih genov odvisno
od dveh dejavnikov, okuzbe s FDf in Casa ter ali obstaja interakcija med obema
dejavnikoma, ki vpliva na izrazanje genov (Preglednica 14).

Preglednica 14: Rezultati analize dvosmerna ANOVA.
Table 14: Two-way ANOVA results.

Preglednica vkljucuje p-vrednosti za prikaz statisti¢no znaéilnih razlik v izraZanju posameznega gena tekom
rastne sezone (dejavnik Cas), v izrazanju gena med zdravimi in s FDf okuZenimi rastlinami vinske trte
(dejavnik FDf), ter statisticno znacilno izrazanje posameznega gena zaradi interakcije obeh dejavnikov. Z
zvezdicami so oznadene statisti¢no znacilne vrednosti: * (p < 0,05).

VINOGRAD V IZOLI VINOGRAD V STRAZI
5 intgrakcij 5 i pterakcija

GEN Cas FDf a Cas:FDf | Cas FDf Cas:FDf
VWWGLC2 0.58084 0.01494* 0.26911 0.28043 0.10556 0.63822
WAGPL 0.38095 0.01126* 0.00803* | 0.01427* 0.00289* 0.00175*
VvSUSY 5.76407E-08*  0.01439* 0.03964* | 1.83313E-10* 0.00609* 0.0014*
VVINV2 0.0166* 0.05149 0.28657 4.78518E-05* 0.00111* 0.02894*
VWSWEET1 0.07478 0.71668 0.25819 0.03441* 0.38999 0.39759
VVSWEET10-15 | 2.81927E-06* 0.00515* 0.00423* | 9.45449E-08* 0.48187 0.9148
VWSWEET16/17 | 0.44041 0.99735 0.43688 5.29669E-06* 0.000102* 0.60556

se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 14: Rezultati analize dvosmerna ANOVA

VINOGRAD V I1ZOLI VINOGRAD V STRAZI
5 interakcija | interakcija

GEN Cas FDf Cas:FDf Cas FDf Cas:FDf
VWDMR6 0.0337* 2.26099E-06* 0.00912* | 0.00188* 0.00151*  0.30805
VWF3H1 5.60871E-06* 0.04975* 0.0273 1.67934E-08*  0.01402*  0.00103*
VWF3H2 1.96484E-05*  0.32246 0.49184 1.78029E-05*  0.04853*  0.05766
VWAPX 0.00015241*  0.00395* 0.73616 0.28986 0.26414 0.86988
VWGPX 1.36231E-06*  0.44692 0.50154 0.00393* 0.2128 0.7125
VWOLP 0.09667 2.58418E-05* 0.04235* | 0.000220121*  0.00203*  0.23174
VVHP 0.49247 0.06866 0.13754 0.0012* 0.00133*  0.01204*

Naredili smo tudi ne-parametri¢ni test Mann-Whitney, ki je pokazal kateri geni se v
posamezni ¢asovni tocki v posameznem vinogradu statisti¢no znacilno razli¢no izrazajo v
okuzenih in zdravih rastlinah (Preglednica 15). V vinogradu v Izoli smo v mesecu maju
imeli zelo majhno $tevilo zdravih rastlin, zaradi ¢esar je bila statisti¢na obdelava podatkov
velikokrat nemogoca.

Preglednica 15: Mann-Whitney neparametri¢ni test.
Table 15: Nonparametric Mann-Whitney test.

Preglednica vkljucuje p-vrednosti za prikaz statisticno znacilnih razlik v izrazanju posameznega gena v
posamezni ¢asovni tocki med zdravimi in s FDf okuzenimi rastlinami vinske trte. Z zvezdicami so oznaéene
statisti¢no znacilne vrednosti (p < 0,05).

VINOGRAD V IZOLI VINOGRAD V STRAZI
GEN maj junij julij avgust maj junij julij avgust
VWWGLC2 0.40466  0.07364  0.03689* 0.01421* | 0.12361  0.31232  0.53339  --
VWAGPL -- -- 0.33292  0.02819* | 0.74912  0.91511  0.89728  0.03038*
WWSUSY -- 0.56128  -- 0.02819* | 0.74912  0.69854  0.45555  0.01421*
WINV2 -- 0.56128  0.16452  0.03689* | 0.10982  0.74912  0.33736  0.01421*
VWSWEET1 -- 0.84645  0.45555  0.02819* | 0.06995  0.91511  0.51861  0.7133
VWSWEET10-15 | 0.08136  -- 0.37109  0.02819* | 0.85968 1 0.86763  0.7133
VWSWEET16/17 | 0.84645  0.13604  0.15558  0.02518* | 0.06995  0.16581  0.16581  0.06995
VWDMR6 -- 0.33292  0.01996* 0.08136 | 0.03734* 0.31232  0.47049  0.74912
VWF3H1 -- 0.84645  -- 0.09329 | 0.59403  0.59403  0.89728  0.02518*
VWF3H2 -- 0.56128  0.24528  0.24528 | 0.59403  0.91511  0.69854  0.01996*
VWAPX -- -- 0.10519  -- 0.91511  0.59403  0.90252  0.23304
WGPX -- 0.81696  0.51861  0.24528 | 0.04283* 1 0.59403  0.74912
VWOLP -- 0.56128  0.06675  0.01421* | 0.40466  0.10982 1 0.24095
VVHP -- - 0.03038* 0.01421* | 0.74912  0.59403  0.11135  0.03689*
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Izrazanje gena VVGLC2 se v obeh vinogradih med rastno sezono ni statisti¢no znacilno
spreminjalo (Preglednica 14, Slika 12). Glede na rezultate dvosmerne ANOVA ima
dejavnik okuzbe FDf statistiéno znacilen vpliv na izrazanje gena glc2 le v vinogradu v
Izoli (Preglednica 14). Interakcije med obema dejavnikoma ni. Po pregledu posameznih
¢asovnih tock je julija in avgusta le v vinogradu v Izoli statisti¢no znacilno veéje izrazanje
gena Vv okuzenih rastlinah (Preglednica 15, Slika 14).

Rezultati dvosmerne ANOVA kazejo, da ima na izrazanje gena VVAGPL v obeh
vinogradih vpliv dejavnik okuzbe FDf, v vinogradu v Strazi pa tudi ¢asovni dejavnik. Prav
tako je pri obeh vinogradih statisti¢no znacilna tudi interakcija med obema dejavnikoma,
kjer je Casovno izrazanje gena statisticno znacilno druga¢no pri zdravih kot pri okuzenih
rastlinah (Preglednica 14). Pri zdravih rastlinah se izrazanje gena do konca rastne sezone
avgusta zmanjSa, medtem ko pri okuzenih rastlinah izraZzanje gena med rastno sezono
naras¢a (Slika 13). Po pregledu posameznih ¢asovnih tock je avgusta v obeh vinogradih
statisticno znacilno vecje izrazanje gena v okuzenih rastlinah (Preglednica 15, Slika 13).

FDf-
25 - — FDf+

20_- %/%L@
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- =i éﬁ
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Slika 12: Grafikoni kvantilov za izraZanje gena VVGLC2 v vzorcih vinske trte vzor¢enih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v StraZzi (desno).

Figure 12: Boxplots showing relative expression of VVGLC2 gene in grapevine samples from vineyard in
I1zola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznacuje zdrave rastline (oznaka FDf-) in rdeca rastline okuzene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.
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Slika 13: Grafikoni kvantilov za izrazanje gena VVAGPL v vzorcih vinske trte vzor¢enih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 13: Boxplots showing relative expression of VVAGPL gene in grapevine samples from vineyard in
Izola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

Izrazanje gena VVSUSY je v obeh vinogradih odvisno tako od dejavnika okuzbe FDf kot
od dejavnika casa (Preglednica 14). Interakcija med obema dejavnikoma oziroma ¢asovno
izrazanje gena med zdravimi in okuzenimi rastlinami je statisti¢no znacilno razli¢no v obeh
vinogradih (Preglednica 14). V vinogradu v lzoli se izrazanje gena med rastno sezono
zmanjSuje tako v zdravih kot v okuzenih rastlinah (Slika 14). V vinogradu v Strazi
izrazanje gena med rastno sezono pada v zdravih rastlinah, v okuZenih rastlinah pa se
izrazanje gena od julija do avgusta bistveno ne spremeni (Slika 14). Po pregledu
posameznih ¢asovnih tock je avgusta v obeh vinogradih statisticno znacilno vecje izraZanje
gena Vv okuzenih rastlinah (Preglednica 15, Slika 14).
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Slika 14: Grafikoni kvantilov za izrazanje gena VVSUSY v vzorcih vinske trte vzoréenih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 14: Boxplots showing relative expression of VvSUSY gene in grapevine samples from vineyard in
I1zola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

Izrazanje gena VVINV2 je v vinogradu v Strazi odvisno tako od dejavnika okuzbe FDf kot
od dejavnika casa, v vinogradu v Izoli pa le od slednjega (Preglednica 14). Interakcija med
obema dejavnikoma je statisticno znacilno razli¢na le v vinogradu v Strazi (Preglednica
14). Izrazanje gena v zdravih rastlinah se postopno zmanjSuje med rastno sezono, V
okuzenih rastlinah pa se izrazanje gena od julija do avgusta rahlo poveca (Slika 15). Po
pregledu posameznih ¢asovnih tock je avgusta v obeh vinogradih statisticno znacilno vecje
izrazanje gena Vv okuzenih rastlinah (Preglednica 15, Slika 15).
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Slika 15: Grafikoni kvantilov za izraZanje gena VVINV2 v vzorcih vinske trte vzor¢enih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 15: Boxplots showing relative expression of VVINV2 gene in grapevine samples from vineyard in
Izola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

Izrazanje gena VVSWEET1 je, glede na analizo dvosmerne ANOVA, odvisno le od
dejavnika casa v vinogradu v Strazi (Preglednica 14). IzraZzanje gena v okuZenih rastlinah
se postopno zmanjSuje med sezono, izrazanje gena v zdravih rastlinah pa niha (Slika 16).
Dejavnik okuzbe FDf ni statistino znacilno razli¢en, kar pomeni da se izrazanje gena v
vseh zdravih rastlinah ne razlikuje od izrazanja gena v vseh okuzenih rastlinah. Kljub temu
pa je statisti¢no znacilna razlika v izraZzanju gena med zdravimi in okuZenimi rastlinami
avgusta v vinogradu v Izoli (Preglednica 15, Slika 16).

Izrazanje gena VWSWEET10-15 je v vinogradu v 1zoli odvisno tako od dejavnika okuzbe
FDf kot od dejavnika ¢asa, v vinogradu v Strazi pa le od slednjega (Preglednica 14).
Casovno izrazanje gena med zdravimi in okuZenimi rastlinami je statistiéno znacilno
razli¢no le v vinogradu v Izoli (Preglednica 14), kjer se izrazanje gena od maja do julija
zelo poveca pri zdravih rastlinah nato pa se ustali, pri okuzenih rastlinah pa opazimo
povecano izrazanje gena od junija do avgusta (Slika 17). V vinogradu v Strazi izrazanje
gena tako pri zdravih kot pri okuzenih vzporedno naras¢a (Slika 17). Po pregledu
posameznih ¢asovnih tock je statisti¢no znacilna razlika v izrazanju gena med zdravimi in
okuzenimi rastlinami avgusta v vinogradu v Izoli (Preglednica 15).
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Slika 16: Grafikoni kvantilov za izraZanje gena VVSWEET1 v vzorcih vinske trte vzoréenih v vinogradu v
Izoli (Ievo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 16: Boxplots showing relative expression of VVSWEET1 gene in grapevine samples from vineyard in
Izola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice oznac¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.
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Slika 17: Grafikoni kvantilov za izrazanje gena VVSWEET10-15 v vzorcih vinske trte vzor¢enih v vinogradu
v Izoli (levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 17: Boxplots showing relative expression of VSWEET10-15 gene in grapevine samples from
vineyard in Izola (left) and vineyard in Straza (right).
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Zelena barva oznacuje zdrave rastline (oznaka FDf-) in rdeda rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice oznacujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

Izrazanje gena VVSWEET16/17 v vinogradu v Izoli ni odvisno ne od dejavnika ¢asa ne od
dejavnika okuzbe FDf in med obema dejavnikoma ni statisticno znalilne interakcije
(Preglednica 14). Ne-paralelnost opazena na sliki 18, je posledica velike variabilnosti v
izrazanju gena med rastlinami. Med rastno sezono se je izrazanje gena zmanjSevalo tako v
zdravih kot v okuzenih rastlinah (Slika 18). Avgusta smo opazili statisti¢no znacilno vecje
izrazanje gena v okuzenih v primerjavi z zdravimi rastlinami (Preglednica 15, Slika 18).
Nasprotno pa imata v vinogradu v Strazi na izrazanje gena vpliv tako dejavnik ¢asa kot
dejavnik okuzbe FDf (Preglednica 14). Interakcije med obema dejavnhikoma ni, saj je
¢asovno izrazanje gena pri zdravih in okuzenih rastlinah enako in se med rastno sezono
zmanjSuje (Slika 18). Kljub temu pa v posameznih ¢asovnih to¢kah ni nobenih razlik v
izrazanju gena med zdravimi in okuZenimi rastlinami (Preglednica 15).
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Slika 18: Grafikoni kvantilov za izraZzanje gena VVSWEET16/17 v vzorcih vinske trte vzoréenih v vinogradu
v Izoli (levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 18: Boxplots showing relative expression of VWSWEET16/17 gene in grapevine samples from
vineyard in Izola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznacuje zdrave rastline (oznaka FDf-) in rdeca rastline okuZzene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

Rezultati dvosmerne ANOVA kazejo, da imata na izrazanje gena VVDMRG6 v obeh
vinogradih vpliv tako dejavnik okuzbe FDf kot casovni dejavnik (Preglednica 14).
Interakcija med obema dejavnikoma je statisticno znacilno razli¢na le v vinogradu v Izoli,
kjer je izrazanje gena med rastno sezono v okuzenih rastlinah priblizno konstantno in vecje
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kot pri zdravih rastlinah, v zdravih rastlinah pa izrazanje niha (pade od junija do julija in
nato naraste od julija do avgusta) (Slika 19). Enako ¢asovno izrazanje gena v zdravih
rastlinah opazimo tudi v vinogradu v Strazi, pri okuzenih rastlinah pa imamo vecjo
variabilnost v izrazanju gena (Slika 19). Po pregledu posameznih ¢asovnih tock je
statisticno znacilna razlika v izrazanju gena med zdravimi in okuZenimi rastlinami v
vinogradu v Izoli julija, v vinogradu v Strazi pa meseca maja (Preglednica 15).
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Slika 19: Grafikoni kvantilov za izraZanje gena VVDMRG6 v vzorcih vinske trte vzoréenih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 19: Boxplots showing relative expression of VVDMRG6 gene in grapevine samples from vineyard in
Izola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (oznaka FDf-) in rdea rastline okuzene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

Izrazanje gena VVF3HL1 je v obeh vinogradih odvisno od dejavnika okuzbe in od dejavnika
Casa, v vinogradu v Strazi pa med obema dejavnikoma opazimo tudi statisti¢no znacilno
interakcijo (Preglednica 14, Slika 20). V obeh vinogradih se izrazanje gena med rastno
sezono zmanjSuje tako v zdravih kot v okuZzenih rastlinah, padec v izraZanju pa je od julija
do avgusta ve¢ji v zdravih rastlinah v primerjavi z okuzenimi (Slika 20). Po pregledu
posameznih ¢asovnih tock je statistiéno znacilna razlika v izrazanju gena med zdravimi in
okuzenimi rastlinami avgusta le v vinogradu v Strazi (Preglednica 15).

Izrazanje gena VVF3H2 je v obeh vinogradih odvisno od dejavnika ¢asa, v vinogradu v
Strazi pa tudi od dejavnika okuzbe FDf (Preglednica 14). Statisticno znacilne interakcije
med obema dejavnikoma ni. Casovno izrazanje gena pri zdravih in okuZenih rastlinah je v
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primerjavi s Casovnim izrazanjem gena VVF3H1 v vinogradu v Strazi podobno, Vv
vinogradu v Izoli pa razlicno (Slika 20, Slika 21). V vinogradu v lzoli se izrazanje gena
VWWF3H2 zmanjSuje in se julija ustali. Razlicno ¢asovno izrazanje genov VVF3HL1 in
VWF3H2 v vinogradu v Izoli je lahko posledica vecje variabilnosti med rastlinami v
slednjem. Po pregledu posameznih ¢asovnih tock je statisticno znacilna razlika v izraZanju

gena med zdravimi in okuzenimi rastlinami avgusta le v vinogradu v Strazi (Preglednica
15).
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Slika 20: Grafikoni kvantilov za izrazanje gena VVF3HL1 v vzorcih vinske trte vzoréenih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 20: Boxplots showing relative expression of VVF3H1 gene in grapevine samples from vineyard in
I1zola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.
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Slika 21: Grafikoni kvantilov za izraZanje gena VVF3H2 v vzorcih vinske trte vzoréenih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 21: Boxplots showing relative expression of VVF3H2 gene in grapevine samples from vineyard in
Izola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povpreéna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

V vinogradu v Strazi izrazanje gena VVAPX ni odvisno ne od dejavnika casa, ne od
dejavnika okuzbe FDf in med dejavnikoma tudi ni statisticno znacilne interakcije
(Preglednica 14). Izrazanje gena v zdravih in okuzenih rastlinah je podobno v vseh
casovnih toc¢kah in se med sezono ne spreminja (Preglednica 15, Slika 22). V vinogradu v
Izoli pa na izrazanje gena vpliva tako dejavnik ¢asa kot dejavnik okuzbe FDf (Preglednica
14). Casovno izrazanje gena je pri zdravih in okuZenih rastlinah enako in pada tekom
sezone (Preglednica 14, Slika 22). V primerjavi z zdravimi rastlinami je izraZzanje gena
nizje v okuzenih rastlinah, vendar zaradi majhnega Stevila rastlin v nobeni ¢asovni tocki
razlika ni statisti¢no znacilna (Preglednica 15).
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Slika 22: Grafikoni kvantilov za izrazanje gena VVAPX v vzorcih vinske trte vzor¢enih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 22: Boxplots showing relative expression of VVAPX gene in grapevine samples from vineyard in
Izola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

Izrazanje gena VVGPX je v obeh vinogradih odvisno le od dejavnika casa (Preglednica 14).
in se med sezono zmanjSuje tako v zdravih kot v okuZenih rastlinah (Slika 23). Po pregledu
posameznih Casovnih to€k je statisticno znacilna razlika v izrazanju gena med zdravimi in
okuzenimi rastlinami le maja v vinogradu v Strazi (Preglednica 15).
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Slika 23: Grafikoni kvantilov za izrazanje gena VVGPX v vzorcih vinske trte vzoréenih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 23: Boxplots showing relative expression of VVGPX gene in grapevine samples from vineyard in
Izola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

Rezultati dvosmerne ANOVA kazejo, da ima na izrazanje gena VVOLP v obeh vinogradih
vpliv dejavnik okuzbe FDf, v vinogradu v Strazi pa tudi dejavnik ¢asa (Preglednica 14).
Interakcija med obema dejavnikoma je statisticno znacilno razli¢na le v vinogradu v 1zoli
(Preglednica 14), kjer izrazanje gena v zdravih rastlinah pade do meseca julija, nato pa
zopet naraste, v okuzenih rastlinah pa je trend ravno nasproten (Slika 24). Trend Casovnega
izrazanja gena pri zdravih rastlinah je v vinogradu v StraZi podoben kot v vinogradu v
Izoli, ni pa tudi statisticno znacilno razli¢en od Casovnega izrazanja gena v okuzenih
rastlinah v vinogradu v Strazu (ni interakcije med obema dejavnikoma) (Preglednica 14,
Slika 24). Izrazanje gena je v obeh vinogradih v vseh ¢asovnih toc¢kah visje v okuzenih
rastlinah v primerjavi z zdravimi rastlinami (Slika 24), vendar pa je razlika statistino
znacilno razli¢na le avgusta v vinogradu v Izoli (Preglednica 15).
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Slika 24: Grafikoni kvantilov za izrazanje gena VVOLP v vzorcih vinske trte vzoréenih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 24: Boxplots showing relative expression of VVOLP gene in grapevine samples from vineyard in
I1zola (left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

Izrazanje gena VVHP v vinogradu v Izoli ni odvisno ne od faktorja ¢asa, ne od dejavnika
okuzbe FDf in med obema dejavnikoma tudi ni znacilne interakcije (Preglednica 14).
Nasprotno pa je izrazanje gena v vinogradu v Strazi odvisno od obeh dejavnikov in tudi
Casovno izraZzanje gena je statistiéno znacilno razliéno med zdravimi on okuZenimi
rastlinami (Preglednica 14, Slika 25). V zdravih rastlinah izrazanje gena pada od meseca
junija naprej, v okuzenih rastlinah pa zaznamo od junija do julija rahel padec nato pa se
avgusta izraZanje gena pribliza nazaj junijskih vrednostim. V vinogradu v Izoli je trend
Casovnega izrazanja gena razli¢en kot v vinogradu v Strazi, saj Se izrazanje gena v
okuzenih rastlinah zmanjSuje od maja do junija in nato naraSca do avgusta, pri zdravih
rastlinah pa opazimo nihanje skozi mesece (narascanje od maja do junija, padec od junija
do julija in ponovno naraséanje od julija do avgusta) (Slika 25). Po pregledu posameznih
casovnih tock je statisti€no znacilna razlika v izrazanju gena med zdravimi in okuzenimi
rastlinami avgusta v obeh vinogradih ter julija v vinogradu v Izoli (Preglednica 15).
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Slika 25: Grafikoni kvantilov za izrazanje gena VVHP v vzorcih vinske trte vzor¢enih v vinogradu v Izoli
(levo) in v vinogradu v Strazi (desno).

Figure 25: Boxplots showing relative expression of VVHP gene in grapevine samples from vineyard in Izola
(left) and vineyard in Straza (right).

Zelena barva oznaCuje zdrave rastline (0znaka FDf-) in rdea rastline okuZene s FDf (oznaka FDf+).
Linearna ¢rta povezuje povprecna relativna Stevila kopij (log2) zdravih (zelena) in s FDf okuzenih (rdeca)
rastlin med rastno sezono. Zvezdice ozna¢ujejo minimalne in maksimalne vrednosti.

V nadaljevanju smo Zeleli ugotoviti, ali lahko na osnovi relativne kvantifikacije izbranih
14 genov lo¢imo rastline glede na njihov status okuzbe s FDf (okuzene in zdrave rastline)
in glede na ¢as vzoréenja (maj-avgust), ter kateri geni najbolj vplivajo na razdelitev.
Rezultate smo analizirali z metodo glavnih komponent (PCA).

Naredili smo analizo PCA za vzorce iz vinograda v 1zoli (Slika 26). Odstotek variabilnosti,
ki jo opisujeta prvi dve komponenti je 64,36 %, skupaj s tretjo komponento pa 75,99 %.
Opazili smo locevanje vzorcev v 3 skupine. V eni skupini so vzorci zdravih rastlin,
vzorcenih poleti (julija in avgusta), v drugi skupini so vzorci okuzenih rastlin prav tako
vzorceni poleti, v tretji skupini pa so vzorci tako zdravih kot okuzenih rastlin vzorcenih
spomladi (maja in junija), pred pojavom bolezenskih znamenj. Le en okuzen vzorec
vzorcen maja se je razvrstil k zdravim rastlinam vzorcenih poleti.

Iz grafa PCA za spremenljivke (Slika 27) lahko vidimo, kateri so tisti geni, ki na podlagi
svojega izrazanja v vseh vzorcih, najve¢ vplivajo na locevanje vzorcev. Najvecji prispevek
na postavitev prve komponente imajo geni VvSUSY, VWF3H1, VVF3H2, WINV in VWGPX,
na drugo komponento pa najbolj vplivajo geni VVAPX, VWGLC2, VVAGPL in VWVSWEET10-
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15. Gen WAPX je statisticno znacilno (p < 0,01) pozitivno koreliran z genom VVGPX in
negativno koreliran z geni VVSWEET10-15, VVAGPL in VVGLC2. Statisticno znacilno so
med seboj pozitivno korelirani geni VVDMR6, VVOLP in VVHP ter v drugi skupini geni
VVSUSY, WF3H2, VWF3H1, WINV in VVGPX.

Observations (axes F1 and F2: 64.36 %)

F2(26.12%)

F1(38.24 %)

Slika 26: Analiza glavnih komponent (PCA) vzorcev na transkriptomskih podatkih vzorcev iz vinograda v
1zoli.

Figure 26: Sample principal component analysis (PCA) of transcriptomic data on grapevine samples from
vineyard in lzola.

Na razsevnem diagramu je prikazana komponenta 1 (F1) v odvisnosti od komponente 2 (F2). Podatki o
izrazanju genov so transformirani z logy. Vzorci so oznaceni z mesecem vzorCenja (leva Stevilka) in z
zdravstvenim statusom (desna Stevilka), kjer so zdrave rastline oznacene z vrednostjo 0, okuzene pa z 1.
KrozZnice ponazarjajo priblizno lego vsake izmed skupin vzorcev.
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Variables (axes F1 and F2: 64.36 %)
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Slika 27: Analiza glavnih komponent 14 genov na vzorcih vinske trte iz vinograda v 1zoli.
Figure 27: Principal component analysis on 14 genes on grapevine samples from the vineyard in lzola.

Na razsevnem diagramu je prikazana komponenta 1 (F1) v odvisnosti od komponente 2 (F2). Podatki o
izrazanju genov so transformirani z logy. DolZina vektorja izraza variabilnost oziroma prispevek gena k
formaciji glavne komponente (faktorja).

Okuzeni in zdravi vzorci vzor€eni poleti se najbolje loc¢ijo po drugi komponenti, kjer je
izrazanje genov VVGLC2, VVAGPL in VVSWEET10-15 avgusta statisticno znacilno vi§je v
okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi (Preglednica 15, Slika 12, Slika 13 in Slika 17).
Izrazanje gena VVAPX je nizje v okuZenih v primerjavi z zdravimi rastlinami (Slika 22)
zato tudi negativna korelacija gena z ostalimi.

Spomladanski in poletni vzorci se najbolje lo€ijo po prvi komponenti, kjer izrazanje genov
WSUSY, WINV, WF3H1, F3H2 in VVGPX med rastno sezono pada (Slika 14, Slika 15,
Slika 20, Slika 21 in Slika 23). Glede na rezultate dvosmerne ANOVA je izrazanje teh
genov statisti¢no znacilno odvisno od faktorja ¢asa (Preglednica 14).

Rezultat analize PCA za vzorce iz vinograda v Strazi je na Slika 28. Odstotek variabilnosti,
ki jo opisujeta prvi dve komponenti je 63,56 %, skupaj s tretjo komponento pa 79,7 %.
Tudi tukaj bi lahko rekli, da se vzorci lo¢ijo v 3 skupine na enak nacin kot vzorci iz
vinograda v lzoli (zdrave rastline vzorCene poleti, okuzene rastline vzorcene poleti in
rastline vzorcene spomladi). Vendar pa je lo¢evanje slabse saj imamo vecje Stevilo rastlin,
ki se razporedijo drugace. To je lahko posledica dejstva, da dve okuZeni rastlini avgusta
nista ve¢ kazali bolezenskih znamenj na listih, pridelka pa kljub vsemu ni bilo. Po
podrobnejsem pregledu vzorcev, ti dve rastlini nista vkljuceni pri ostalih okuzenih rastlinah
vzorcenih poleti.



Prezelj N. Molekulske interakcije fitoplazemskih povzro€iteljic trsnih rumenic z vinsko trto (Vitis vinifera L.). 67
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Observations (axes F1 and F2: 63.56 %)

F2(17.93%)
o

F1(45.63 %)

Slika 28: Analiza glavnih komponent (PCA) vzorcev na transkriptomskih podatkih vzorcev iz vinograda v
Strazi.

Figure 28: Sample principal component analysis (PCA) of transcriptomic data on grapevine samples from
vineyard in Straza.

Na razsevnem diagramu je prikazana komponenta 1 (F1) v odvisnosti od komponente 2 (F2). Podatki o
izrazanju genov so transformirani z logy. Vzorci so oznaceni z mesecem vzorcCenja (leva Stevilka) in z
zdravstvenim statusom (desna Stevilka), kjer so zdrave rastline oznacene z vrednostjo 0, okuzene pa z 1.
Kroznice ponazarjajo priblizno lego vsake izmed skupin vzorcev.

Glede na oddaljenost lege gena od sredis¢a koordinatnega sistema, nam je analiza PCA za
gene (Slika 29) povedala, kateri so tisti geni, ki na podlagi svojega izrazanja v vseh vzorcih
iz vinograda v Strazi vplivajo najve¢ na njihovo razporejanje. Najvecji prispevek na
postavitev prve komponente imajo geni VVF3H1, VvSUSY, VWF3H2, VVGPX in WINV, na
drugo komponento pa najbolj vplivajo geni VWAGPL, VVSWEET1, VVAPX, VVHP in
VVGLC2. Gen apx je statisti¢no znacilno (p < 0,01) negativno koreliran z genom VVAGPL
in pozitivno koreliran z genoma VVSWEETL1 in VVGPX. Statisti¢no znacilno so med seboj
pozitivno korelirani geni VWDMR6, VvOLP, VVSWEET10-15 in VVGLC2 ter v drugi
skupini geni VWSUSY, VWF3H2, VVF3H1,VVSWEET16/17 in VVINV.

Okuzeni in zdravi vzorci vzoréeni poleti se najbolje locijo po drugi komponenti, kjer je
izrazanje gena VVAGPL avgusta statisticno znacilno vi§je v okuZenih rastlinah v primerjavi
z zdravimi (Preglednica 15, Slika 13).

Spomladanski in poletni vzorci se najbolje lo¢ijo po prvi komponenti, kjer izrazanje genov
WSUSY, WINV, WF3H1, VWF3H2 in VVGPX v ¢asu rastne sezone pada (Slika 14, Slika
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15, Slika 20, Slika 21 in Slika 23). Glede na rezultate dvosmerne ANOVA je izrazanje teh
genov statisticno znacilno odvisno od faktorja ¢asa (Preglednica 14).

Variables (axes F1 and F2: 63.56 %)
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Slika 29: Analiza glavnih komponent 14 genov na vzorcih vinske trte iz vinograda v Strazi.
Figure 29: Principal component analysis on 14 genes on grapevine samples from the vineyard in Straza.

Na razsevnem diagramu je prikazana komponenta 1 (F1) v odvisnosti od komponente 2 (F2). Podatki o
izrazanju genov so transformirani z log> Dolzina vektorja izraza variabilnost oziroma prispevek gena k
formaciji glavne komponente (faktorja).
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4.3. METABOLOMIKA

Metabolomsko analizo smo izvedli na vzorcih rstlin vinske trte sorte chardonnay okuzene s
s fitoplazmo BNf (vinograd v Vipolzah) in na vzorcih rastlin vinske trte sorte modra
frankinja okuZene s fitoplazmo FDf (vinograd v Strazi) (Preglednica 1). Pri obeh
interakcijah smo iskali razlike v vsebnosti in koli¢ini metabolitov v listnih Zilah med
zdravimi in s posamezno fitoplazmo okuzenimi rastlinami. Primerjali smo tudi vsebnost in
koli¢ino metabolitov v zdravih rastlinah vinske trte obeh sort (Preglednica 16).

Preglednica 16: Seznam identificiranih metabolitov, katerih vrednosti se statisti¢no znacilno razlikujejo med
zdravimi in okuzenimi vzorci trte v posamezni interakciji oziroma med zdravimi rastlinami razli¢nih sort
vinske trte.

Table 16: List of components which are statistically different in healthy and infected grapevine leaves in
individual interaction or between healthy plants of different grapevine cultivar.

Oznake t-retencijski ¢as, m/z-ion za kvantifikacijo, RI-retencijski indeks, vprasaj pred imenom pa oznacuje
le morebitno identifikacijo. Zdrave/FDf vrednosti predstavljajo razmerje med koli¢ino metabolita med
zdravimi in s FDf okuZenimi rastlinami, zdrave/BNf vrednosti pa razmerje med koli¢ino metabolita med
zdravimi in z BNf okuZenimi rastlinami. Vrednosti frankinja/chardonnay predstavljajo razmerje med koli¢ino
metabolita med sortama modra frankinja in chardonnay v zdravih rastlinah. Koli¢ina metabolita je
predstavljena z normalizirano vrednostjo faktorja odziva. Samo obarvana razmerja so statisti¢no znacilno
razlicna med zdravimi in okuzenimi rastlinami. Zelena barva oznacuje vecjo koli¢ino metabolita pri zdravih,
oranzna pa pri okuzenih rastlinah. Vijoli¢na barva oznacuje visjo koli¢ino metabolita v rastlinah sorte modra
frankinja, modra barva pa visjo koli¢ino metabolita v rastlinah sorte chardonnay.

Interakcija Interakcija  Zdrave:

Ime komponente m/z tr RI frankinja: chardonnay: frankinja/
Zdrave/ FDf  Zdrave/ BNf chardonnay
2-oksoglutarat 288 22,41 1589 0,4149 0,9904 0,588882
citrat 273 27 1843,4 0,8362 0,6295 1,140501
malat 335 20,68 1506 0,7105 0,6838 0,950312
sukcinat 247 16,58 1323,9 0,6735 0,6881 0,961193
piruvat 174 9,34 1066,7 0,2463 1,1305 0,377678
citramalat 247 20,3 14879 0,6100 1,4542 0,656323
aspartat (2TMS) 160 19,09 1430,6 0,5676 0,3180
beta-alanin 248 19,2 1435 0,4416 0,9426 0,628636
glutamin 156 26,05 1786,7  2,2468378 /
serin (2TMS) 219 15,21 1268,7 0,6655 1,1652 0,75063
treonin (2TMS) 130 16,18 1308 0,6396 0,4968 1,118789
valin (2TMS) 144 14,13 12259 0,6605 0,5362 1,090441
leucin (2TMS) 158 15,62 1285,6 0,5809 0,3448 1,333353
fenilalanin (2TMS) 192 2327 16357 04575 / I
katehin 355 41,74 2917 0,6061 0,3827 1,276537

se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 16: Seznam identificiranih metabolitov, katerih vrednosti se statisti¢no znaéilno razlikujejo
med zdravimi in okuzenimi vzorci trte v posamezni interakciji oziroma med zdravimi rastlinami razlicnih sort vinske

trte.

Ime komponente

epikatehin
neoklorgena kislina
flavonoid 1
fruktoza

glukoza

?rafinoza
galaktinol
galaktoza/manoza
glikolat
maltotrioza
?fukoza/ramnoza 1
?fukoza/ramnoza 2
?fukoza/ramnoza 3
disaharid 1
disaharid 2
disaharid 3
disaharid 7
disaharid 8
disaharid 10
fruktoza-6-P
heksoza-6-P
heksoza-6-P
hidroksilamin
aldopentoza 1
aldopentoza 2
aldopentoza 3
eritronska kislina
ribonska kislina
?vinska kislina
dehidroaskorbat
piroglutamat
etanolamin
glicerol
?glicerofosfoglicerol
glicerat

salicilna kislina

salicilna kislina-glukopiranozid
butanojska kislina-4-amino
2,4-dihidroksi-butanojska kislina
eritronska kislina 1,4-lakton

m/z

355
345
559
189
233
437
217
318
177
361
160
160
160
204
204
204
361
204
297
315/387
315/388
315/389
133
307
307
307
292
333
423
157
258/156
174
218
445
117
267
267
100
103
103

tr

41,46
45,26
43,78
28,1

28,53
47,62
43,29
28,38
9,93

48,45
25,17
25,3

25,4

39,47
39,59
39,74
40,49
40,65
41,06
34,86
35,03
35,27
11,12
24,02
24,2

24,31
21,92
25,96
23,86
27,45
21,22
15,42
15,81
33,1

17,15
20,99
38,25
21,35
19,03
19,32

RI

2892,5
3247,3
3105,5
1910

1935,2
3489,1
3059,1
1926,7
1085,5
3576

1739,6
1746

1751,8
2720,8
2730,8
2743

2805,5
2819,3
2856,1
2360

2372

2389

1123,6
1676,5
1686,2
1692,5
1566,5
1782,8
1669,5
1870,2
1532,6
1277,5
1292

2234

1347,2
1519,6
2618,6
1538,8
1426,8
14416

Interakcija
frankinja:
Zdrave/ FDf

0,4778
0,9196
1,3579
0,8159
0,8414
0,4702
1,3519
0,6884
1,0494
0,7430
0,6764
0,9863
0,7100
1,4086
1,3232
2,5000
0,6132
0,7239
0,2773
0,5732
0,5701
0,7113
0,911645
0,8601
0,7465
0,6885
0,9795
0,5216
1,6096
0,9058
0,5241
0,5077
0,5783
0,2747
1,1081
0,0761512
0,1328

0,6205
1,4465

Interakcija

Zdrave:

chardonnay: frankinja/
Zdrave/ BNf  chardonnay

/

/

0,3466 1,169006
L

0,4702 1,707857
0,5205

0,4077

0,5791 0,838977
0,6274 1,442211
0,3072 1,603467

T

0,3040 1,689109
0,5670 1,071057
0,5640

0,4223

1,4735 1,008558
1,8832 0,910171
1,8739 1,143053
0,5531 1,023522
0,5601 1,122527
0,5280 0,600506
0,3380 1,340314
0,3616 1,275592
0,3682 1,442558

0,3464 1,672743
0,3291

0,4611 1,223936
2,9926 0,707252
0,6768 0,825883
0,5699

1,3677 0,841047
0,3859 1,156825
1,2923 0,605633
0,7273 0,850517
1,5636 0,888862
0,0388

0,8450 /

1,3424 0,682124
2,0947 1,452565

se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 16: Seznam identificiranih metabolitov, katerih vrednosti se statisti¢no znacilno razlikujejo
med zdravimi in okuzenimi vzorci trte v posamezni interakciji oziroma med zdravimi rastlinami razlicnih sort vinske
trte.

Interakcija Interakcija ~ Zdrave:

Ime komponente m/z tr RI frankinja: chardonnay: frankinja/
Zdrave/ FDf  Zdrave/ BNf chardonnay

malonska kislina 233 13,87 12145 0,5703 /

palmitinska kislina 313 30,28 2044,8  2,3538519 /

pentahidroksiheksanojska kislina2 292 30,14 2035 1,2596 /

pentahidroksiheksanojska kislina3 277 30,45 2056 1,6601 0,9069782 1,303015

pentahidroksiheksanojska kislina4 333 30,86 2083 1,4670 0,2607

pentahidroksiheksanojska kislina-

1,4-lakton 361 28,2 19144 1,3103 1,0257

pentoza alkohol 1 307 25,16 1738 0,825078 /

pentoza alkohol 2 189 25,46 1755,6 1,0674 1,6117 0,86466

pentoza alkohol 3 307 25,36 17497 | 0,9271 /

?2-metil-1,2-propandiol 292 18,6 1406 0,3850 1,0167 0,630999

2-metil1,3-butandiol 306 18,23 1390 0,5727 1,4212 0,635785

?lavrinska kislina 257 23,6 1653 1,0540314 /

?ketoheksoza 217 27,6 1879,3  0,2317347 /

?nonanojska kislina 215 17,56 1363,5  0,8491421 /

?2-ketooktanojska kislina 287 19,85 1467 0,5375021 /

4.3.1. Interakcija trte sorte modra frankinja s FDf

Po obdelavi podatkov smo dolo¢ili 247 komponent, identificirali pa smo jih 58. Velikokrat
sicer nismo mogli nedvoumno identificirati posamezne komponente, lahko pa smo dolo¢ili
v katero skupino spada (na primer da je disaharid, heksoza-6-fosfat in podobno). S
studentovim t-testom smo dolo¢ili 41 komponent, katerih koli¢ina se statisti¢no znacilno (p
< 0.05) razlikuje med zdravimi in okuzenimi rastlinami (Preglednica 16). Med njimi je Sest
aminokislin, katerih koli¢ina je statisticno znacilno vi§ja v okuZenih v primerjavi z
zdravimi rastlinami rastlinami. Prav tako je v okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi
statisti¢no znacilno viSja vsebnost fruktoze-6-fosfata in ostalih dveh heksoz-6-fosfat, nizja
pa je vsebnost penta-hidroksi-heksanojskih kislin. Vsebnost dveh metabolitov, 2-
oksoglutarat in sukcinat, vkljucenih v cikel citronske kisline je vi§ja v okuZenih rastlinah v
primerjavi z zdravimi. Vsebnost metabolitov etanolamina, glicerola in glicero-
fosfoglicerola, ki so vkljueni v metabolizem lipidov, je prav tako vi§ja v okuZenih
rastlinah v primerjavi z zdravimi.

Rezultate smo analizirali tudi z metodo PCA, kjer smo Zeleli ugotoviti ali se na podlagi
metabolnega odtisa rastline lahko lo¢ijo glede na njihov zdravstveni status (Slika 30).
Odstotek variabilnosti, ki jo opisujeta prvi dve PCA komponenti je 63,85 %, skupaj s tretjo
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komponento pa 77,49 %. Opazili smo, da se zdrave in okuzene rastline med sabo lepo
lo¢ijo glede na prvo komponento.

Iz grafa PCA za spremenljivke (Slika 31) lahko vidimo, Kkateri so tisti
metaboliti/komponente, katerih vsebnost v vseh vzorcih, najve¢ vpliva na loCevanje
vzorcev. Med identificiranimi metaboliti imajo najvecji prispevek na postavitev prve PCA
komponente palmitinska kislina, pentahidroksi heksanojska kislina, Sikimat, stearinska
kislina, disaharida 3 in 6, kafeat, serin in piruvat. Na postavitev druge PCA komponente pa
najbolj vplivajo fruktoza, citrat, disaharid, glukoza, eritronska kislina, izocitrat, askorbat in

maltotrioza.
Observations (axes F1 and F2: 63.85 %)
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Slika 30: Analiza glavnih komponent (PCA) vzorcev na metabolomskih podatkih interakcije vinske trte s
FDf.
Figure 30: Sample principal component analysis (PCA) of metabolomic data on grapevine-FDp interaction.

Na razsevnem diagramu je prikazana komponenta 1 (F1) v odvisnosti od komponente 2 (F2). Metabolomski
podatki so transformirani z log,. Okuzeni vzorci so oznaceni z rde¢no, zdravi pa z zeleno barvo.
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Variables (axes F1 and F2: 63.85 %)
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Slika 31: Analiza glavnih komponent 247 komponent na vzorcih interakcije vinske trte s FDf
Figure 31: Principal component analysis on 247 components on samples from grapevine-FDf interaction.

Na razsevnem diagramu je prikazana komponenta 1 (F1) v odvisnosti od komponente 2 (F2). Dolzina
vektorja (oz. razdalja od sredi§¢a do tocke) izraza variabilnost oziroma prispevek metabolita k formaciji
glavne komponente (faktorja). Prikazani so le identificirani metaboliti, ki najve¢ prispevajo k formaciji
glavne komponente.

4.3.2. Interakcija trte sorte chardonnay z BNf

Po obdelavi podatkov smo dolocili 202 komponenti, identificirali pa smo jih 55. S
studentovim t-testom smo dolo¢ili 80 komponent, katerih koli¢ina se statisti¢no znacilno (p
< 0.05) razlikuje med zdravimi in okuzenimi rastlinami (Preglednica 16). Z razliko od
metabolomskih rezultatov interakcije vinske trte s FDf pri interakciji trte z BNf nismo
dolocili nobene aminokisline, katere koli¢ina bi bila statisticno znacilno razlicna med
zdravimi in okuZenimi rastlinami. Dolo¢ili smo dva metabolita, citrat in malat, vklju¢ena v
cikel citronske kisline, katerih koli€ina je statisti¢éno znacilno vi§ja v okuZenih rastlinah v
primerjavi z zdravimi. Statisti¢no znacilno visjo koli¢ino metabolitov katehin, epikatehin
in ne identificiranega flavonoida (metabolizem flavonoidov) smo dolocili v okuzenih
rastlinah v primerjavi z zdravimi. Z izjemo treh disaharidov (1-3) je bila statisti¢no
znaCilna koli¢ina ostalih metabolitov sladkornega metabolizma vi§ja v okuZenih v
primerjavi z zdravimi rastlinami. Tako kot pri interakciji trte s FDf, je bila tudi pri
interakciji z BNf koli¢ina glicerola, metabolita vkljuenega v metabolizem lipidov,
statisti¢no znacilno visja v okuzenih v primerjavi z zdravimi rastlinami. Dehidroaskorbat in
piroglutamat sta metabolita vklju¢ena v redoks regulacijo. Koli¢ina prvega je bila
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statisticno znacilno vi§ja v zdravih rastlinah v primerjavi z okuzenimi, koli¢ina zadnjega pa
ravno obratno. Identificirali smo tudi glukopiranozid salicilne kisline, ki je vpleten v
metabolizem hormona salicilne kisline in Cigar koli¢ina je bila statisticno znacilno visja v
okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi.

Rezultate smo analizirali z metodo PCA. Na Slika 32 vidimo, da se zdravi vzorci po prvi
PCA komponenti lepo lo¢ijo od vzorcev okuzenih z BNf. Odstotek variabilnosti, ki jo
opisujeta prvi dve PCA komponenti je 57,35 %, skupaj s tretjo komponento pa 66,79 %.
Med identificiranimi metaboliti imajo najvecji prispevek na postavitev prve PCA
komponente vse tri heksoze-6-fostat (fruktoza-6-fosfat, glukoza-6-fosfat in manoza-6-
fosfat; za zadnji dve ne moremo nedvoumno dolo€iti kateri od dveh kromatografski vrhov
pripada kateri) (Slika 33). Poleg heksoz-6-fosfat prispevajo k prvi PCA komponenti Se
katehin in dve aldopentozi. Na postavitev druge PCA komponente pa najbolj vplivajo
arabinonska kislina, treonat in treonska kislina-1,4-lakton.

Observations (axes F1 and F2: 57.35 %)
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Slika 32: Analiza glavnih komponent (PCA) vzorcev na metabolomskih podatkih interakcije vinske trte z
BNTf.
Figure 32: Sample principal component analysis (PCA) of metabolomic data on grapevine-BNp interaction.
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Varibales (axes F1and F2: 5735 %)
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Slika 33: Analiza glavnih komponent (PCA) 202 komponent na vzorcih interakcije vinske trte z BNf.
Figure 33: Principal component analysis on 202 components on samples from grapevine-BNp interaction.

Na razsevnem diagramu je prikazana komponenta 1 (F1) v odvisnosti od komponente 2 (F2). Dolzina
vektorja (oz. razdalja od sredis¢a do tocke) izraza variabilnost oziroma prispevek metabolita k formaciji
glavne komponente (faktorja). Prikazani so le identificirani metaboliti, ki najve¢ prispevajo k formaciji
glavne komponente.

4.3.3. Primerjava sorte chardonnay in modra frankinja

V listnih Zilah rdece sorte modra frankinja smo dolocili 247 komponent, v beli sorti
chardonnay pa 202 komponenti. 56 komponent smo dolocili le v sorti modra frankinja in
11 komponent le v sorti chardonnay. Z analizo PCA so se vzorci zdravih trt po prvi PCA
komponenti lepo locili glede na njihovo sorto (Slika 34). Odstotek variabilnosti, ki jo
opisujeta prvi dve PCA komponenti je 53,1 %, skupaj s tretjo PCA komponento pa 65,13
%. Kot pricakovano imajo najvecji prispevek na postavitev prve PCA komponente
metaboliti oziroma komponente, katerih prisotnost smo dolo¢ili le v posamezni sorti vinske
trte (Slika 35). Mednje sodijo neoklorgena kislina, malonska kislina, palmitinska kislina,
pentahidroksiheksanojska kislina 2 in ?lavrinska kislina, katerih prisotnost smo dolocili
samo V trti sorte modra frankinja. Poleg pa sodi tudi glukopiranozid salicilne kisline, Ki
smo ga dolocili tudi v trti sorte chardonnay a je bila njegova vsebnost statisti¢no znacilno
niZja v beli sorti.
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Observations (axes F1 andF2:53,06%)
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Slika 34: Analiza glavnih komponent (PCA) vzorcev na metabolomskih podatkih zdravih rastlin vinske trte

sort chardonnay in modra frankinja.
Figure 34: Sample principal component analysis (PCA) of metabolomic data on healthy grapevine samples

of chardonnay and modra frankinja cultivars.
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Slika 35: Analiza glavnih komponent (PCA) 258 komponent na zdravih vzorcih vinske trte sort chardonnay

in modra frankinja.
Figure 35: Principal component analysis on 258 components on healthy grapevine samples of chardonnay

and modra frankinja cultivars.
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4.4. VSEBNOST OGLJIKOVIH HIDRATOV

Vsebnost sladkorjev smo dolocali v celih listih vinske trte, vzoréenih v treh delujocih
vinogradih, z razli¢no sorto vinske trte in prisotnostjo razli¢ne fitoplazme trsnih rumenic
(Preglednica 1).

V vinogradu v VipolZzah smo na rastlinah vinske trte sorte Chardonay potrdili prisotnost
fitoplazme BNf. Dolocali smo vsebnost sladkorjev glukoze, fruktoze in saharoze v zdravih
in s fitoplazmo BNf okuzenih rastlin. Avgusta 2009 je bila koli¢ina vseh treh merjenih
sladkorjev v okuzenih rastlinah vis§ja v primerjavi z zdravimi, vendar je razlika statisticno
znacilna le za saharozo (Slika 36). Junija 2010, v zacetku pojavljanja blagih bolezenskih
znamenj trsnih rumenic, je bila vsebnost glukoze in fruktoze v okuzenih in zdravih
rastlinah primerljiva. Prav tako med zdravimi in okuzenimi rastlinami nismo opazili
statistiéno znacilnih razlik v vsebnosti saharoze (Slika 36). Avgusta 2010, ko so bila
bolezenska znamenja na okuZenih rastlinah izrazita pa so bile vsebnosti vseh treh
sladkorjev v okuzenih rastlinah statisticno znacilno visje v primerjavi z zdravimi rastlinami

(Slika 36).
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Slika 36: Graf kvantilov vsebnosti sladkorjev v vzorcih vinske trte iz vinograda v Vipolzah, kjer je prisotna
fitoplazma BNT.

Figure 36: Boxplot of sugar amount in grapevine samples from vineyard in VipolZe, where BN phytoplasma
is present.
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V vinogradu v lzoli je na rastlinah vinske trte sorte refosk prisotna fitoplazma FDf, v
vinogradu v Strazi pa imamo FDf na rastlinah vinske trte sorte modra frankinja. Vsebnost
glukoze, fruktoze in saharoze smo dolocali v zdravih in s fitoplazmo FDf okuZenih
rastlinah, vzoréenih v vinogradu v Izoli avgusta 2011 in v vinogradu v Strazi julija 2010.
Koli¢ina vseh treh merjenih sladkorjev je bila v obeh vinogradih v okuzenih rastlinah visja
v primerjavi z zdravimi, vendar je v vinogradu v lIzoli razlika statisticno znacilna le za
glukozo, v vinogradu v Strazi pa za saharozo (Slika 37).
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Slika 37: Grafi kvantilov vsebnosti sladkorjev v vzorcih vinske trte iz vinogradov v Strazi (levo) in lIzoli
(desno), kjer je prisotna fitoplazma FDf.

Figure 37: Boxplots of sugar amount in grapevine samples from vineyards in Straza (left) and Izola (right),
where FD phytoplasma is present.

V obeh opazovanih vinogradih, Kkjer je prisotna fitoplazma FDf, smo v zdravih in okuzenih
rastlinah dolocali tudi vsebnost Skroba. Le ta je bila v obeh statisticno znacilno vi§ja v
okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi (Slika 38).
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Slika 38: Grafi kvantilov za vsebnost $kroba v vzorcih vinske trte iz vinogradov v Izoli in Strazi, kjer je
prisotna fitoplazma FD.
Figure 38: Boxplots of starch amount in grapevine samples from vineyards in Izola and Straza), where FD
phytoplasma is present.

4.5. ENCIMSKA AKTIVNOST

Encimsko aktivnost AGPase in SuSy smo dolocali v celih listih vinske trte, vzoréenih v
vinogradu v Izoli in v vinogradu v Strazi, Kjer je prisotna zlata trsna rumenica (Preglednica
1). Pri obeh encimskih testih smo uporabili kontinuirno metodo, kjer smo spremljali
nastajanje produkta (NADH) skozi ¢as (Slika 39, Slika 40).
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Slika 39: Kinetika encima AGPaze.
Figure 39: AGPase enzyme kinetics.

Slika prikazuje hitrost encimske reakcije izbranega vzorca, ter v slepem vzorcu brez substrata.
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Slika 40: Kinetika encima SuSy.
Figure 40: SuSy enzyme kinetics.

Slika prikazuje hitrost encimskih reakcij izbranega vzorca, Kjer sta dodana oba substrata (+UDP), Kjer je od
substratov prisotna le saharoza (-UDP), ter brez obeh substratov (slepa).

V vinogradu v Izoli je bila aktivnost encima AGPaza v zdravih rastlinah rahlo vi§ja v
primerjavi z okuZenimi rastlinami, medtem ko je bilo v vinogradu v Strazi ravno obratno
(Slika 41). Razlike niso statisti¢no znacilne.

Aktivnost encima SuSy je bila v obeh vinogradih statisticno znacilno vi§ja v okuzenih
rastlinah v primerjavi z zdravimi rastlinami (Slika 41), aktivnost nINV pa je bila v obeh
vinogradih primerljiva med zdravimi in okuZenimi rastlinami (Slika 41).
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Slika 41: Encimska aktivnost encimov AGPaza (zgoraj), SuSy (na sredini) in nINV (spodaj) v zdravih in z
FDf okuzenih vzorcih vinske trte vzoréenih v vinogradu v Izoli (levo) in v vinogradu v Strazi (desnno).
Figure 41: Enzyme activities of AGPase (upper), SuSy (middle) and nINV (bottom) in healthy and FDp
infected grapevine samples from vineyard in Izola (left) and vineyard in Straza (right).
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5 RAZPRAVA

Studije interakcije fitoplazem trsnih rumenic z vinsko trto potekajo vedinoma na sistemih
postavljenih v delujo¢ih vinogradih, kjer pa je poleg naravne variabilnosti preucevane
populacije rastlin prisotna Se variabilnost, ki je posledica okoliskih dejavnikov. Razloga za
poljske poskuse interakcije pa sta predvsem dva. Eden je dejstvo, da fitoplazem Se ne
olesenele rastline kot je vinska trta. Studija prenosa FDf s cepljenjem okuzenih rozg na
zdrave podlage je bila jeseni neuspesna, spomladi pa je bil delez uspesnega prenosa le 1,4
% (rezultati projekta CRP V4-1103 trsne rumenice: metode zgodnjega odkrivanja in
obvladovanja). Posledi¢no je znanje o fiziologiji interakcij fitoplazem z gostitelji na
splosno in za vinsko trto specifi¢no zelo rudimentarno.

Studijo interakcije vinske trte z BNf smo izvedli v delujoéem vinogradu v Vipolzah, kjer je
posajena trta sorte chardonay. Studije interakcije vinske trte s FDf pa smo izvedli v dveh
delujocih vinogradih v razli¢nih vinorodnih dezelah z razlicnim podnebjem in zasajenih z
razli¢nima sortama vinske trte. Tako v vinogradu v Strazi (sorta modra frankinja) kot v
vinogradu v lzoli (sorta refosk) pa je bil prisoten isti tip fitoplazme FDf, tip D. Vse rastline
vinske trte smo testirali tudi na prisotnost virusov. V §tudijo izraZzanja genov in Studijo
sezonskega spremljanja titra FDf v razli¢nih tkivih vinske trte smo vkljucili le trse brez
virusne okuzbe oziroma trse, ki so vsebovali le virus GfKV. V vinski trti je ta virus
latenten in ne povzroca bolezenskih znamenj (Sabanadzovic in sod., 2000). Iz vinograda v
Vipolzah pa smo zaradi pomanjkanja rastlin v Studije vklju¢ili tudi z virusi okuZene trse.
Predhodna vecletna S$tudija interakcije trte z BNf iz istega vinograda v Vipolzah je
pokazala, da ni statisti¢no znacilne povezave med prisotnstjo virusov in okuzbo z BNf
(osebni razgovor z dr. Ano Rotter).

Zaradi karantenskega statusa FDf, ki zahteva odstranitev vseh okuzenih rastlin, so Studije
njene interakcije z vinsko trto zelo tezavne. V vinogradu v Strazi smo z dovoljenjem
Uprave Republike Slovenije za veterinarstvo, varno hrano in varstvo rastlin postavili
karantenski mreznik, ki nam je omogocal dolgoro¢no $tudijo interakcije. Nasprotno pa smo
v vinogradu v lzoli ze v zacetku rastne sezone vzorcili nesistemati¢no, s pricakovanjem
pojava okuzbe, zaradi prisotnosti FDf in njenega prenasalca ameriSkega Skrzatka v pretekli
sezoni. Proti koncu rastne sezone se je izkazalo, da je bilo zaradi velikega obsega bolezni
(60 % rastlin z bolezenskimi znamenji) (Slika 8) tezje v analizo vkljuciti zdrave vzorce
vinske trte kot pa okuzene s FDf. Tako v vinogradu v Strazi, kot v vinogradu v Izoli smo
imeli zaradi omenjenih dejavnikov na voljo manjSe Stevilo bioloSkih ponovitev kot bi si
zeleli za statisti¢éno dobro podprto analizo.



Prezelj N. Molekulske interakcije fitoplazemskih povzro€iteljic trsnih rumenic z vinsko trto (Vitis vinifera L.). 83
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

5.1. TITER IN RAZSIRJENOST FDF PO RASTLINI V CASU RASTNE SEZONE

Sezonsko razporeditev FDf po rastlinah vinske trte v vinogradu v Izoli je spremljal zelo
mocan infekcijski pritisk. Ta je bil verjetno posledica odsotnosti nadzorovanja prenaSalca
FDf ameriskega Skrzatka v letu 2010. Ocenili smo, da se je bolezen FD v vinogradu od
leta 2010 do leta 2011 Sirila s faktorjem 40 (Slika 8), kar je hitreje od napovedi oceni
tveganja, ki so jo pripravili Steffek in sod. (2006).

V vinogradu v Strazi smo v okuzenih rastlinah znotraj mreznika opazili rahlo znizanje
povprecnega titra FDf med obema opazovanima rastnima sezonama in sicer 7,8 % zniZanje
v listih z bolezenskimi znamenji in 35,32 % znizanje v celih jagodah na poganjkih z
bolezenskimi znamenji (Slika 9). Konec sezone 2011 novo razviti listi dveh rastlin niso ve¢
kazali bolezenskih znamenj in v njih prisotnosti FDf nismo uspeli ve¢ potrditi. V letu 2012
smo prisotnost FDf dokazali le Se v eni rastlini. Vzrok je lahko odsotnost prenasalca zaradi
obdelave rastlin z ustreznimi insekticidi in/ali prisotnosti mreznika, ki je fizi¢no
onemogocal dostop prenasalcem do rastlin. Domnevajo, da v odsotnosti ponovne
inokulacije s prenasalcem lahko pride do okrevanja rastlin (Caudwell, 1961, 1964) .

Prisotnost FDf smo dokazali v vseh testiranih tkivih, med njimi prvi¢ tudi v cvetovih
vinske trte (Table 10). Nekatere druge fitoplazme so Ze dokazali v cvetovih papaje, oljne
repice, kokosove palme in madagaskarskega zimzelena (Siddique in sod., 1998; Azadvar in
sod., 2011; Oropeza in sod., 2011; Su in sod., 2011). V tkivih brez bolezenskih znamenj
smo zgodaj v sezoni uspesno detektirali FDf v vinogradu v Izoli. V mesecu maju je bila
detekcija 50 -70 % (Preglednica 10). Junija je bila detekcija FDf v tkivih brez bolezenskih
znamenj v pozitivni korelaciji s celokupnim titrom FDf v rastlini. Verjetnost detekcije FDf
v tkivih brez bolezenskih znamen;j je bila nizja v vinogradu v StraZi v primerjavi z
vinogradom v Izoli, kjer smo v poganjkih z bolezenskimi znamenji junija dolo¢ili tudi visji
povprecni titer FDf (priblizno 6,8-krat vi§ji). Bulgari in sod. (2011) v svoji Studiji na
rastlinah vinske trte sorte Barbera niso uspeli detektirati FDf pred mesecem julijem.
Opazene spremembe v titru FDf so lahko povezane s ¢asom pojava primarne okuzbe,
podnebnimi razmerami, na¢inom gojenja ali pa S0 kombinacijo vecih dejavnikov.

V Casu rastne sezone smo opazili narascanje titra FDf v listih vinske trte z bolezenskimi
znamenji in v jagodah vzoréenih na poganjkih z bolezenskimi znamenji (Slika 9 in 10).
Ceprav je to prva sistematiéna $tudija o prisotnost FDf v razli¢nih tkivih vinske trte, njena
prisotnost v jagodah ni presenetljiva. Mikoplazmam podobne strukture so ze opazili v
celicah floema jagodnega in grozdnega peclja rastlin vinske trte z znaki motnje prezgodnje
dehidratacije jagod (Matus in sod., 2008). Narascanje titra FDf med rastno sezono so
pokazali tudi Bulgari in sod. (2011). Zanimivo je, da smo v vinogradu v Izoli v vseh tkivih
brez bolezenskih znamenj opazili znizanje titra FDf od junija do julija. Enako smo opazili
na manjSem Stevilu rastlin v vinogradu v Strazi. Nizek titer fitoplazme junija v poganjku
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brez bolezenskih znamenj lahko naraste in vodi do razvoja bolezenskih znamenj v
kasnejsih mesecih.

Jakost bolezenskih znamen;j je bila ve¢inoma v pozitivni korelaciji s koli¢ino fitoplazem.
Tako je bila zanesljiva detekcija FDf v ¢asu, ko se na rastlinah pojavijo bolezenska
znamenja, v skladu z dosedanjimi raziskavami na razli¢nih trsnih rumenicah (Del Serrone
in Marina, 1996; Gibb in sod., 1999; Constable in sod., 2003; Terlizzi in sod., 2007).
Rezultati nase $tudije pa so pokazali tudi moznost detekcije FDf zgodaj v rastni sezoni,
pred pojavom bolezenskih znamenj. Ker je to tudi ¢as pred pojavom odraslih osebkov
ameriskega Skrzatka, bi ta ugotovitev lahko pripomogla k boljsi zgodnji diagnostiki bolezni
in odstranjevanju okuzenih rastlin. VV primeru visokega infekcijskega pritiska smo lahko
FDf zaznali v floemu lesa ze februarja, maja pa tudi v drugih tkivih brez bolezenskih
znamenj kot so cvetovi in vitice. Nase ugotovitve o mozni detekciji FDf Ze pred pojavom
bolezenskih znamenj v ¢asu cvetenja so na vzorcih listov potrdili tudi Roggia in sod.
(2014). V nasi raziskavi smo dodatno ugotovili, da zanesljivo tkivo za detekcijo FDf niso
samo listne Zile poganjkov z bolezenskimi znamenji, ki se trenutno najpogosteje
uporabljajo v diagnostiki, temve¢ tudi jagode vzoréene na poganjkih z bolezenskimi
znamenji. Zaradi relativno visoke vsebnosti FDf in enostavne homogenizacije brez
potrebne izolacije DNA so se jagode izkazale za tkivo izredno primerno za detekcijo FDf
na terenu s pomocjo reakcije izotermalnega pomnozevanja (LAMP, ang. loop-mediated
isothermal amplification) (Kogovsek in sod., 2014).

5.2. SPREMENJEN METABOLIZEM OKUZENIH RASTLIN VINSKE TRTE

Fitoplazmi BNf in FDf povzrocata na vinski trti enaka bolezenska znamenja, zato okuzbe s
posamezno fitoplazmo ne moremo doloc¢iti le na podlagi vizualnega pregleda rastlin. Ker
so bolezenska znamenja posledica spremenjenega delovanja metabolizma rastlin, nas je
zanimalo ali obe fitoplazmi povzrocata enak odgovor rastline na okuzbo na ravni izrazanja
genov in na ravni metaboloma. Ker fitoplazme naseljujejo celice sitastih cevi floema, smo
vzorcili listne zile. Gene, Katerih izrazanje smo spremljali na rastlinah vinske trte, okuzener
s FDf med rastno sezono od maja do avgusta, smo izbrali glede na rezultate predhodnih
raziskav interakcije vinske trte s fitoplazmo BNf (Hren in sod., 2007, Nikoli¢, 2011).
Izbrani geni so vkljuceni v metabolne poti primarnega in sekundarnega metabolizma.

Na interakcijah fitoplazem trsnih rumenic z vinsko trto je bilo opravljenih nekaj
transkriptomskih Studij rastlin okuzenih z BNf (Hren in sod., 2009a,b; Albertazzi in sod.,
2009) in dve S$tudiji proteoma rastlin, okuzenih s FDf (Margaria in Palmano, 2011;
Margaria in sod., 2013). Interakcija fitoplazem trsnih rumenic z rastlinami vinske trte na
ravni metaboloma pa je Se neraziskana. Do sedaj sta bili objavljeni objavljeni dve studiji
metabolomskih interakcij fitoplazem z madagaskarskim zimzelenom (Choi in sod., 2004)
in murvo (Gai in sod., 2014). Metaboliti so konéni produkt celicnih procesov zato
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spremembe njihove koli¢ine lahko predstavljajo glavne lastnosti odziva rastline na okuzbo
in na okolje (Fiehn, 2002). V primerjavi z nukleinskimi kislinami, kjer je DNA sestavljena
iz 4 nukleotidov in proteinov iz priblizno 20 aminokislin, so metaboliti precej bolj
kompleksne molekule. Z eno analizno metodo danes ne moremo pokriti celotnega
metaboloma preucevanega sistema (Fernie in Stitt, 2012).
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Slika 42: Shema diferencialno akumuliranih metabolitov in diferencialno izrazenih genov izbranih
metabolnih poti primarnega metabolizma vinske trte, glede na analizo metaboloma (Preglednica 16) in
analizo izrazanja genov (Preglednica 15).

Figure 42: Presentation of differentially accumulated metabolites and differentially expressed genes from
selected metabolic pathways of primary metabolism of grapevine according to metabolome (Table 16) and
gene expression analysis (Table 15).
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Na sliki so z barvanimi kvadratki prikazani identificirani metaboliti iz interakcije trte s posamezno
fitoplazmo (FDf —zgornji kvadrat in BNf-spodnji kvadrat). Prav tako so prikazani diferencialno izraZeni geni
(WAGPL, WAPX, VWWSUSY in VINV) iz interakcije trte s fitoplazmo FDf avgusta iz vinograda v Strazi. Vsak
obarvan kvadrat predstavlja razmerje koli¢ine metabolita oziroma razmerje v izrazanju gena med zdravimi in
okuZenimi rastlinami, kjer rdeCa barva pomeni visjo, zelena pa nizja vrednost v okuzenih rastlinah glede na
zdrave, bela pa nespremenjeno vrednost. Z zvezdicami so oznaceni statistiéno znaéilne razlike med zdravimi
in okuzenimi rastlinami (*p < 0,05, ** p < 0,0005).

5.2.1. Oksidativni metabolizem

Ena najhitrejSih obrambnih reakcij proti napadu mikroorganizma je oksidativni izbruh, v
katerem se kopicijo reaktivne kisikove spojine (ROS), predvsem superoksid in vodikov
peroksid (Mendoza, 2011). ROS lahko na patogena delujejo neposredno, lahko prispevajo
k tvorbi fizi¢ne bariere v obliki papile (Voigt, 2014), predstavljajo pa tudi pomembne
signalne molekule, ki usmerjajo aktivacijo obrambnih odgovorov (Mendoza, 2011). Kljub
temu, da so ROS koristne molekule, pa so za celico tudi toksi¢ne, poskodujejo lahko
bioloske molekule, vkljuéno z nukleinskimi kislinami, lipidi in proteini. Njihovo vsebnost
morajo celice dobro nadzorovati. Za zasCito pred oksidativnimi poskodbami ROS, so
rastline razvile razlitne neencimske in encimske sisteme. Glavni sestavni deli
neencimskega sistema so karotenoidi, tokoferoli in glutation; encimskega pa superoksid
dismutaza, katalaza, glutation reduktaza, S$tevilni encimi, ki reducirajo NADP* in
peroksidaze (Dixon in sod., 2002; Mittler, 2002). Glutation peroksidaza (GPX) je splosno
ime za druZino encimov s peroksidazno aktivnostjo, katerih glavna bioloSka vloga je
zaScita organizmov pred oksidativnimi poskodbami. GPX reducirajo lipidne perokside do
odgovarjajocih alkoholov in reducirajo toksi¢ni vodikov peroksid do vode. Askorbatne
peroksidaze pa pretvarjajo vodikov peroksid v vodo, pri ¢emer kot substrat uporabljajo
askorbat. Reakcija, ki jo katalizirajo askorbatne peroksidaze, je prenos elektronov iz
askorbata na peroksid. V njej nastajata dihidroaskorbat in voda.

V vinogradih v Strazi in Izoli se je izrazanje genov za askorbat peroksidazo (VVAPX) in
glutation peroksidazo (VVGPX) med rastno sezono znizevalo tako v zdravih kot v s FDf
okuzenih rastlinah (Slika 22, Slika 23). Dejavnik casa je imel statisti¢no znacilen vpliv na
izrazanje obeh genov v vinogradu v Izoli, v vinogradu v StraZi pa le na gen VVGPX.
Izrazanje VVAPX je bilo praviloma niZje v okuZenih rastlinah v primerjavi z zdravimi in v
vinogradu v lzoli je bil dejavnik okuzbe s FDf statisticno znacilno razli¢en. Zanimivo je
analiza glavnih komponent PCA pokazala, da izrazanje gena VVAPX zelo prispeva k
lo¢evanju okuzenih in zdravih rastlin trte, vzorcenih poleti (Slika 27 in Slika 29). Koli¢ina
substrata encima APX je bila tako v rastlinah okuzenih s FDf kot v rastlinah okuzenih z
BNf vi§ja v primerjavi z zdravimi rastlinami (Slika 42). Skladno je bila koli¢ina produkta
dehidroaskorbata statisticno znacilno nizja v rastlinah, okuzenih z BNf, v primerjavi z
zdravimi rastlinami. V vinogradu v Strazi smo v rastnih sezonah ob odsotnosti prenasalca
opazili okrevanje treh rastlin, okuzenih s FDf .
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V studiji interakcije trte sorte chardonnay, okuzene z BN, sta bila gena za obe peroksidazi
avgusta bolj izrazeni v zdravih kot v okuzenih vzorcih (Nikoli¢, 2011). Povecano izrazanje
VWAPX v zdravih rastlinah trte sorte manzoni bianco v primerjavi z BNf okuZzenimi
rastlinami so dolocili tudi Albertazzi in sod., 2009. Na ravni proteinov je Studija interakcije
vinske trte sorte nebbolo s FDf pokazala povecano koli¢ino proteina APX v okuZenih
rastlinah (Margaria in Palmano, 2011), pri interakciji trte sorte barbera s FDf pa je bila
koli¢ina APX nizja v okrevanih rastlinah v primerjavi z zdravimi (Margaria in sod., 2013).
Studija interakcije vinske trte sorte proseco s FDf v listih je pokazala primerljivo aktivnost
encima APX med zdravimi in okuzenimi rastlinami. lzmerjena encimska aktivnost pa je
bila statisti¢no znacilno vi§ja v primerjavi z okrevanimi rastlinami, v katerih so pokazali
statisticno znacilno vi§je koli¢ine vodikovega peroksida v primerjavi z zdravimi in
okuzenimi rastlinami (Musetti in sod., 2007). Koli¢ina vodikovega peroksida je bila visja
tudi v rastlinah sorte barbera, ki so okrevale po predhodni okuzbi s FDf (Gambino in sod.,
2013) Povisano koli¢ino vodikovega peroksida povezujejo z zniZzanim izrazanjem
peroksidaz kar naj bi vodilo v stanje okrevanja rastline. Ce ne pride do okrevanja, je
mozno odstranjevanje vodikovega peroksida po drugih metabolnih poteh oziroma njegova
reakcija z drugimi komponentami. H kopic¢enju vodikovega peroksida bi lahko prispevala
tudi visja aktivnost encima superoksid dismutaze, ki v celicah pretvarja bolj reaktiven
superoksidni ion v vodikov peroksid. V rastlinah limete je bila aktivnost superoksid
dismutaze visja v s fitoplazmo okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi (Zafari in sod.,
2011). V nasi raziskavi koli¢ine vodikovega peroksida nismo spremljali, ¢eprav bi se ta
lahko kopicil na racun nizje aktivnosti APX. Posledica tega bi bilo lahko okrevanje treh
rastlin po okuzbi s FDf ob odsotnosti ameriSkega SkrZzatka v mreZniku vinograda v StraZi.

5.2.2. lzrazanje genov povezanih z obrambo in patogenezo

Proteini povezani s patogenezo (proteini PR) se v rastlinah inducirajo ob biotskem in
abiotskem stresu. Glede na njihove lastnosti in funkcije jih trenutno razvrscajo v 17
razredov (PR-1 do PR-17). Nekateri od proteinov PR delujejo protimikrobno, nekateri so
vklju€eni v signalizacijo, nekateri pa sodelujejo pri precnem povezovanju molekul celi¢ne
stene in kopicenju lignina, kar tvori fizicno prepreko za patogene (Hegde in Keshgond,
2013).

V studiji smo spremljali izrazanje gena za taumatinu in osmotinu podobnemu proteinu
WWOLP iz skupine PR-5. Podobno kot v raziskavah interakcije trte sorte Chardonnay z
BNT, kjer je bilo izrazanje gena vi§je v okuZenih rastlinah v primerjavi z zdravimi (Hren in
sod., 2009a; Albertazzi in sod., 2009; Nikoli¢, 2011), je bilo izrazanje gena visje tudi v
rastlinah, okuzenih s FDf, v primerjavi z zdravimi. Pri¢akovano je analiza dvosmerne
ANOVA pokazala, da ima dejavnik okuzbe statisti¢no znacilen vpliv na izrazanje gena v
obeh vinogradih. V vinogradu v Izoli je bila razlika v izrazanju statisti¢no znacilna tudi
meseca avgusta. Proteomska Studija na trti okuZeni s FDf je pokazala kopicenje taumatinu
in osmotinu podobnih proteinov (Margaria in Palmano, 2011; Margaria in sod., 2013).
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Povecano izrazanje genov za proteine iz skupine PR-5 so zasledili tudi pri Chrysanthemum
coronarium okuzenim s fitoplazmo Ca. P. asteris, sev OY-M (Zhong in Shen, 2004).
IzraZanje gena pa je bilo povecano tudi na vinski trti okuzeni z glivnimi patogeni (Camps
in sod., 2010; Spagnolo in sod., 2012). Sklepamo lahko, da se proteini PR-5 niso inducirali
kot odgovor na specificnega patogena, pac¢ pa so del sploSnega odgovora rastline na biotski
stres.

Glukanaze uvrs¢amo med proteine, povezane s patogenezo razreda 2 (PR-2) zaradi njihove
obrambne vloge. B-1,3 glukanaze hidrolizirajo $-1,3 glukan kot je kaloza, hidrolizirajo pa
lahko tudi glivne celiéne stene (Hegde in Keshgond, 2013). Predhodne raziskave
interakcije vinske trte sorte Chardonnay z BNf so pokazale poveCano izrazanje gena za
glukanaze v okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi rastlinami (Hren in sod., 2009a
Albertazzi in sod., 2009; Nikoli¢, 2011). Predpostavljajo, da je pove¢ano izrazanje B-1,3
glukanaz povezano z okuzbo trte s fitoplazmami, kjer naj bi le te uporabljale razgradne
produkte kaloze in/ali si tako omogocale tudi pot za Sirjenje po rastlini (Hren in sod.,
2009a). V nasi $tudiji je bilo izrazanje gena VVGLC2 v rastlinah okuzenih s FDf visje v
primerjavi z zdravimi rastlinami le v vinogradu v Izoli (Slika 12). V vinogradu v Strazi ni
bilo statisticno znacilnih razlik v izrazanju gena med zdravimi in s FDf okuzenimi
rastlinami. VVzrok bi lahko bilo okrevanje treh od Stirih okuZenih rastlin v slede¢i rastni
sezonl.

5.2.3. OKkuzba vinske trte s fitoplazmo spremeni metabolizem ogljikovih hidratov

Vedno ve¢ je dokazov, da fitoplazme vplivajo na metabolizem ogljikovih hidratov
gostiteljskih rastlin. Studije razli¢nih interakcij fitoplazem z rastlinami so pokazale
povecano raven reducirajoCih sladkorjev in saharoze v fotosinteznih listih (izvor
asimilatov) okuzenih rastlin, manj$o koli¢ino v ponornih listih okuzenih rastlin, v
koreninah pa naj bi sladkorjev zacelo primanjkovati (Lepka in sod., 1999; Guthrie in sod.,
2001; Maust in sod., 2003; Choi in sod., 2004; Junqueira in sod., 2004). Do podobnih
rezultatov smo prisli z dolo¢anjem sladkorjev v celih, fotosintezno aktivnih listih vinske
trte okuzene z BNf in FDf. Avgusta, v ¢asu bolezenskih znamenj, je bila vsebnost glukoze,
fruktoze, in saharoze visja v okuZzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi. Statisti¢no
znacilna razlika je bila v vinogradu v 1zoli samo na ravni glukoze, v vinogradu v Strazi
samo na ravni saharoze, v vinogradu v Vipolzah pa na ravni vseh treh sladkorjev (Slika 36,
Slika 37). Analiza metaboloma interakcije trte s FDf in BNf ni potrdila vi§je vsebnosti
saharoze v okuZzenih rastlinah (Slika 42). Ker je saharoza glavna komponenta floema, njena
vsebnost v vzorcu listnih Zil prevladuje nad drugimi analiziranimi komponentami in je
prevelika, da bi z uporabo iste metode GC-MS omogocala zanesljivo kvantifikacijo. Za
bolj zanesljivo kvantifikacijo saharoze bi lahko naredili dodatno metodo za tar¢no
detekcijo saharoze (npr. metodo SRM; selected reaction monitoring). Razlika v rezultatih
pa je seveda lahko posledica dejstva, da smo uporabili drugacen izhodis¢ni material; listne
zile za §tudijo metaboloma in cele liste za dolodanje sladkorjev. Studija metaboloma
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robidnic okuZzenih s fitoplazmo, je pokazala drugac¢en metabolni odziv rastline v celih listih
v primerjavi s sokom floema (Gai in sod., 2014). Nasi metabolomski rezultati za glukozo
in fruktozo pa so skladni z dolo¢anjem sladkorjev v celih listih. Poleg reducirajo¢ih
sladkorjev smo v celih listih, vzorenih avgusta, doloc¢ali tudi vsebnost skroba, ki je bila
statisti¢no znacilno vi$ja v listih rastlin, okuzenih s FDf (Slika 38). V ¢asu pred pojavom
bolezenskih znamenj, junija, pa koli¢ina sladkorjev v trti okuzeni z BNf ni bila vi§ja v
primerjavi z zdravimi rastlinami (Slika 36). Studija spremljanja titra FDf med rastno
sezono je pokazala trend naras¢anja titra fitoplazme v listih z bolezenskimi znamenji (Slika
9, Slika 10). Sklepamo, da so fitoplazme usmerjene v tkiva bogata s sladkorji, saj smo jih v
visoki koncentraciji dolocili tudi v jagodah. Tam se nato razmnozijo in vplivajo na
metabolizem sladkorjev tako, da se v listih porusi sistem izvor/ponor fotosinteznih
asimilatov. Maust in sod. (2003) so predlagali, da naj bi fizi¢na prisotnost fitoplazem v
rastlinah blokirala transport reducirajo¢ih sladkorjev proti ponornim organom, ali pa bi bil
ta oviran zaradi odlaganja kaloze s strani rastline kot odziva na okuzbo ali zaradi
zmanjS$anega odlaganja saharoze v floem.

Fitoplazme naseljujejo skoraj izkljuéno celice sitastih cevi floema in se skozi sitaste pore
lahko translocirajo po rastlini po principu izvor/ponor toka floemskega soka. Floemski sok
je bogat s hranili in pod visokim hidrostatskim tlakom, zaradi ¢esa predstavlja ugodno
okolje za Stevilne patogene. Glavna komponenta, ki se prenasa po floemu trte so sladkorji,
predvsem saharoza, ki prispeva 50-70 % osmotskega tlaka floemskega soka. Saharoza,
katere izvor so fotosintezni listi, predstavlja vir energije. Genomske $tudije so pokazale, da
imajo fitoplazme gene za Stevilne ABC transporteje (Kube in sod., 2012). Med drugim
imajo MalEFGK ABC transportni sistem katerega vezavni protein naj bi imel afiniteto za
vezavo maltoze, trehaloze, saharoze in palatinoze (Silva in sod., 2005). Razen fitoplazme
Ca. P. mali, vsebujejo genomi ostalih fitoplazem vse gene za glikolizo, ki je glavna pot
pridobivanja energije, manjka jim samo gen za fosfotransferaze (heksokinaze), ki
fosforilirajo sladkorje. Gen za encim saharoza-fosforilaza, ki pretvarja saharozo v fruktozo
in glukoza-1-fosfat sicer imajo, vendar je le ta, razen pri Ca. P. australiense okrnjen,
nefunkcionalen. Osnutek genomskega zaporedja Ca. P. solani je pokazal okrnjenost tega
gena tudi pri BNf, poleg tega pa niso nasli gena, ki bi glukoza-1-fosfat pretvoril v glukoza-
6-fosfat (Mitrovi¢ in sod., 2014). Prisotnost funkcionalnega gena pri FDf $e ni znana. Ker
fitoplazmam manjkajo tudi geni za encime fosfotransferaznega sistema (PTS), s pomocjo
katerih se sladkorji ob vnosu v celico fosforilirajo, sklepajo, da fitoplazme potrebujejo ze
fosforilirane oblike sladkorjev, ki nato neposredno vstopajo v glikolizo. Kandidati za
fosforilirane sladkorje bi bili trehaloza-6-fosfat, saharoza-6-fosfat in fruktoza-6-fosfat
(povzeto po Kube in sod., 2012). Energetsko najucinkovitejse bi bilo, ¢e bi fitoplazme
lahko sprejele kar fruktoza-6-fofat. Rezultati metabolomske Studije na vinski trti, okuzeni s
FDf ali z BNf so pokazali, da je vsebnost fruktoza-6-fosfat v listnih zilah statisti¢no
znacilno visja v okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi (Slika 42). Poleg fruktoza-6-
fosfata pa sta bili tudi koli¢ini glukoza-6-fosfata in manoza-6-fosfata statisticno znacilno
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visji v okuzenih rastlinah (Preglednica 16). Analiza glavnih komponent PCA je pokazala,
da vsi trije heksoza-6-fosfati vplivajo na lo¢evanje zdravih in z BNf okuzenih rastlin trte
oziroma dolocajo zdravstveni status rastlin (Slika 33).

V primeru, da so fitoplazme zmozne vnosa fosforiliranih oblik sladkorjev, pa jih morajo
rastline predhodno fosforilirati. Studiji interakcije BNf z vinsko trto sta pokazali
spremenjeno izrazanje genov, ki so vkljuCeni v pretvorbe med oblikami fosforiliranih
sladkorjev (Hren in sod., 2009a; Albertazzi in sod., 2009), studija na rastlinah jablan,
vzgojenih z mikropropagacijo in vitro pa je pokazala povecano izrazanje heksokinaze v S
fitoplazmo okuzenih v primerjavi z zdravimi rastlinami (Giorno in sod., 2013). Studija
proteoma limete okuzene s fitoplazmo Ca. P. aurantifolia je pokazala povecano koli¢ino
encima fruktokinaze v okuZenih rastlinah v primerjavi z zdravimi (Monavarfeshani in sod.,
2013). Ker je saharoza glavna oblika transportnega sladkorja in jo je v floemu najvec,
predstavlja izhodis¢e za pripravo fosforiliranih sladkorjev. V rastlinah sta znana dva
encima, ki cepita saharozo. Prvi je invertaza, ki cepi saharozo v glukozo in fruktozo, drugi
pa je saharoza sintaza, ki reverzibilno cepi saharozo v UDP-glukozo in fruktozo. V vinski
trti sta dva gena za kislo vakuolno invertazo (VVINV1 in VWINV2) z 62 %-identi¢nostjo
zaporedja, vendar popolnoma razli¢nim vzorcem izrazanja. VVINV1 najdemo predvsem v
jagodah, medtem ko je VVINV2 najmocneje izrazena v mladih listih (Davies in Robinson,
1995). Ugotovili smo, da se izrazanje gena VVINV2 v zdravih rastlinah postopno zmanjsuje
med rastno sezono, v okuzenih rastlinah pa se od julija do avgusta rahlo poveca (Slika 15).
Po pregledu posameznih ¢asovnih tock je statisticno znacilna razlika v izrazanju VVINV2
med zdravimi in okuzenimi rastlinami avgusta v obeh vinogradih (Preglednica 15, Slika
15). Povecano izrazanje VVINV2 poleti v listih vinske trte, okuzene z BNf so pokazali tudi
Hren in sod. (2009a), Albertazzi in sod. (2009) in Nikoli¢ (2011). Spremembo izrazanja
WINV za vakuolno invertazo so opazovali tudi v listih madagaskarskega zimzelena in
paradiznika, okuzenega s fitoplazmo stolbur. Zanimivo je, da spremembe v izrazanju niso
zaznali, a v okuzenih listih se je povecala aktivnost nevtralne invertaze (Machenaud in
sod., 2007). V nasi analizi je bila aktivnost nevtralne invertaze med zdravimi rastlinami
vinske trte in rastlinami, okuzenimi S FDf, primerljiva tako v vzorcih vzorcenih v
vinogradu v Izoli kot v tistih vzor¢enih v vinogradu v Strazi (Slika 41). V raziskavo smo
vkljucili tudi encim za saharoza sintazo (SUSY), ki je v floemu prisoten tako v celicah
spremljevalkah kot tudi v celicah sitastih cevi (Koch, 2004). Casovno izrazanje VvSUSY
med zdravimi in okuzenimi rastlinami je bila statisticno znacilno razlicno v obeh
vinogradih okuzenih s FDf (Preglednica 14, Slika 14). Izrazanje gena je bilo v vinogradu v
Izoli vi§je v okuZenih rastlinah v primerjavi z zdravimi, vendar je bila razlika statisti¢no
znacilna le avgusta. V vinogradu v Strazi pa je bilo spomladi izrazanje VvSUSY med
zdravimi in okuzenimi rastlinami primerljivo, avgusta pa je statisticno znacilno visje v
okuzenih rastlinah. Predhodne $tudije izrazanja VVSUSY v trti, okuzeni z BNf so prav tako
pokazale povisano izrazanje gena v okuzenih rastlinah v ¢asu bolezenskih znamenj (Hren
in sod., 2009a,b; Albertazzi in sod., 2009) in nespremenjeno izrazanje pred pojavom
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bolezenskih znamenj in kadar so bila le-ta Sibka (Nikoli¢, 2011). Poleg tega naj bi na
izrazanje gena VvSUSY vplivala tudi okuzba z virusoma GLRaV in GFLV (Nikoli¢, 2011),
vendar pa smo v na$o Studijo izbrali le trse, ki s tema virusoma niso bili okuzeni. Skladno s
povecanim izrazanjem gena VVSUSY je bila tudi encimska aktivnost SUSY v rastlinah
vinske trte, okuzenih s FDf, avgusta statisti¢éno znacilno visja v primerjavi z zdravimi
rastlinami (Slika 41). Visjo aktivnost SUSY so pokazali tudi na vzorcih vinske trte,
okuzene z BNf (neobjavljeno delo dr. Elizabeth Covington).

Saharoza deluje tudi kot signalna molekula in med drugim vpliva na sintezo $kroba. Ko
hitrost fotosinteze preseze transport saharoze, oziroma se koli¢ina saharoze poveca, se v
Kloroplastih sintetizira Skrob. Glavni regulatorni encim v sintezi $kroba je ADP glukoza
pirofosforilaza (AGPaza), ki je sestavljen iz dveh velikih in dveh majhnih podenot. Kljub
temu da naj bi imela katalitiéno aktivnost manj$a podenota pa naj bi bila za optimalno
kataliti¢no in regulatorno aktivnost encima potrebna sinergija obeh tipov podenot (Cross in
sod., 2004; Hwang in sod., 2005; Ventriglia in sod., 2008). Poleg izrazanja gena VVAGPL,
ki kodira veliko podenoto encima AGPaza, smo avgusta spremljali tudi aktivnost encima.
Kljub temu, da smo avgusta v celih listih dolo¢ili statisti¢no znacilno visjo koli¢ino $kroba
v rastlinah vinske trte, okuzene s FDf, v primerjavi z zdravimi rastlinami, pa je bila
aktivnost encima primerljiva (Slika 41). Izrazanje gena VVAGPL se je v zdravih rastlinah
od julija do avgusta znizevalo, Vv rastlinah, okuzenih s FDf, pa je narascalo in je bilo
avgusta statistiéno znacilno vi§je v primerjavi z zdravimi rastlinami v obeh vinogradih
(Slika 13). Interakcija vinske trte s fitoplazmo BNf je ravno tako pokazala povisano
izrazanje VVAGPL (Hren in sod., 2009a), ki pa ni bilo povezano z vi§jo encimsko
aktivnostjo (raziskava dr. Elizabeth Covington, v pripravi za objavo). Ravno nasprotno pa
so ugotovili Gamm in sod. (2011), kjer je bilo izrazanje gena VVAGPL nizje v rastlinah trte
okuzene z oomiceto Plasmopora viticola, encimska aktivnost pa je bila visja. Razlike v
izrazanju gena in aktivnosti encima bi lahko bile posledica uravnavanja na razli¢nih
ravneh. Opisani so trije mehanizmi uravnavanja aktivnosti AGPaze: uravnavanje na ravni
transkripcije, alosteri¢éno uravnavanje z glicerat 3-fosfatom (aktivator) in anorganskim
fosfatom (inhibitor) ter post translacijska redoks modifikacija kot odgovor na sladkorje
(Akihiro in sod., 2005). V nasi raziskavi smo spremljali le izrazanje velike podenote
encima, za kataliticno aktivnost pa naj bi bila pomembnejsa majhna podenota (Hwang in
sod., 2005). Povecana koli¢ina Skroba v okuzenih listih bi lahko bila tudi posledica nizjega
izraZzanja genov in/ali niZje aktivnosti encimov za razgradnjo Skroba, kot so ugotovili Gai
in sod. (2014) pri studiji interakcije robidnice s fitoplazmo. Vsekakor pa se je izrazanje
gena VWAGPL pokazalo za izredno zanimivo, saj je zelo veliko prispevalo k lo¢evanju
zdravstvenega statusa rastlin poleti (Slika 27, Slika 29).

Znano je, da patogeni lahko prestrezejo sistem iztekanja sladkorjev in tako pridobijo
gostiteljeva hranila, ki jih potrebujejo za svojo rast. Studije na novo identificiranih
eksporterjih sladkorjev, proteinih SWEET, so pokazale, da v navadnem repnajkovcu tako
bakterija Pseudomonas syringae kot gliva Golovinomyces cichoracearum povzrocita
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povecano izrazanje gena AtSWEET11, ki kodira transporter saharoze (Chen in sod., 2010).
Poleg transporterja saharoze sta oba patogena sprozila izrazanje razlicnega kompleta
drugih genov za proteine SWEET. Pri rizu je dominantni gen OsSWEETI11, ki je ortolog
genov AtSWEET11 in 12, mo¢neje izrazen med okuZzbo z bakterijo Xanthomonas oryzae
(Chen in sod., 2012). Da bi preverili ali tudi fitoplazme vplivajo na transport sladkorjev
smo v raziskavo vkljuéili gene za proteine SWEET. Po prileganju 17 zaporedij mRNA iz
navadnega repnjakovca za proteine SWEET, smo v genomu vinske trte nasli 16 razli¢nih
proteinov SWEET (Marko Chersicola, NIB in Lecourieux in sod., 2013). Izbrali smo tri
gene in sicer VVSWEET1, ki je najbolj podoben AtSWEETL in kodira transporter glukoze
(Chen in sod., 2010), VVSWEET10-15, ki je podoben proteinom AtSWEET10 do 15 in so
transporterji saharoze (Chen in sod., 2012) ter VVSWEET16/17, ki je podoben proteinoma
AtSWEET16 in 17, od katerih je slednji domnevni transporter fruktoze na tonoplastu (Guo
in sod., 2014). V nasi raziskavi se je izrazanje gena VVSWEET1 med sezono rahlo
zmanjSevalo. Avgusta je bilo izrazanje gena statisticno znacilno niZje v trsih, okuzenih s
FDf, v primerjavi z zdravimi rastlinami samo v vinogradu v lIzoli (Slika 16). Nedavna
Studija, kjer so pri navadnem repnjakovcu spremljali vpliv efektorske molekule SAP11 iz
fitoplazme Ca. P. asteris, sev WB, pa je pokazala povecano izrazanje gena SWEET1 v
trasnformiranih rastlinah v primerjavi z divjim tipom (Lu in sod., 2014). Nasprotno od
izrazanja gena VWSWEET1 pa je izrazanje gena VVSWEET10-15 narasc¢alo med sezono in je
bilo statisti¢no znacilno visje v rastlinah okuzenih s FDf, v primerjavi z zdravimi zopet
samo avgusta v vinogradu v lzoli (Slika 17). Povecano izraZanje gena med sezono bi lahko
bilo povezano s povefanim potrebam ponornih tkiv, jagod, za sladkorje. Povecano
izrazanje gena avgusta v okuZenih rastlinah pa bi lahko vodilo do vecje koli¢ine saharoze v
apoplastu floema okuZzenih rastlin. Ker so fitoplazme v celicah sitastih cevi floema in ne v
apoplastu, bi bilo potrebno raziskati tudi izrazanje transportnih proteinov SUC, ki
transportirajo saharozo iz apoplasta v celice spremljevalke, od koder gre naprej v sitaste
celice floema. Studiji interakcije fitoplazme BNf z vinsko trto sorte chardonay sta pokazali
nizje izrazanje vseh treh transportnih proteinov SUC (SUCI11, SUCI2 in SUC27), ki
prenasajo saharozo, v okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi (Santi in sod., 2013b,a).
Santi in sod. (2013a) so s pomocjo laserske mikrodisekcije pokazali, da je izraZanje
transporterja SUC27 specificno za floem (skupek celic sitastih cevi, celic spremljevalk in
parenhimskih celic floema) in je razlika v izrazanju med zdravimi in z BNf okuZenimi
rastlinami Se vec¢ja. Rezultati kaZejo na slabse nalaganje saharoze v floem in kopicenje le-
te v apoplastu.

5.2.4. Spremembe metabolitov cikla TCA

Glavni organski kislini, ki sestavljata floem vinske trte sta malat in citrat. Obe molekuli sta
komponenti cikla citronske kisline (TCA; tricarboxylic acid cycle). Poleg sladkorjev bi kot
vir ogljika za sintezo ATP fitoplazme lahko uporabile malat. Genomi vseh S$tirih
fitoplazem kot tudi osnutek genoma fitoplazme BNf (Mitrovi¢ in sod., 2014) vsebujejo pot
za pretvorbo malata v acetat, pri cemer nastaja ATP (Kube in sod., 2012). Poleg tega so v



Prezelj N. Molekulske interakcije fitoplazemskih povzro€iteljic trsnih rumenic z vinsko trto (Vitis vinifera L.). 93
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

vseh omenjenih genomskih zaporedjih fitoplazem pokazali prisotnost simporterja malat ali
citrat/Na+ (MleP) za vnos malata oziroma citrata (Kube in sod., 2012). Ta alternativna pot
pridobivanja energije je $e posebno prikladna za fitoplazmo Ca. P. mali, saj ji manjkajo
nekateri geni glikolize (Kube in sod., 2008). Spekulirali so ali se vsebnost malata in citrata
spremeni ob okuzbi s fitoplazmami. NaSa metabolomska Studija je pokazala, da je v
rastlinah trte okuzene s fitoplazmo BNf vsebnost obeh komponent statisticno znacilno visja
v primerjavi z zdravimi rastlinami (Slika 42). Vsebnost obeh komponent je vi§ja tudi v
trtah, okuzenih s fitoplazmo FDf, vendar pa razlika med okuzenimi in zdravimi rastlinami
ni statisticno znacilna. Zanimivo pa so trte okuzene s FDf imele v primerjavi z zdravimi
rastlinami statisticno znacilno visjo vsebnost sukcinata in 2-oksoglutarata, ki sta prav tako
komponenti cikla TCA. Visjo vsebnost sukcinata v rastlinah madagaskarskega zimzelena,
okuZenega s fitoplazmo iz skupine stolbur so pokazali tudi Choi in sod. (2004). Studija
proteoma limete je v rastlinah, okuzenih s fitoplazmo Ca. P. aurantifolia, pokazala
zmanj$ano koli¢ino encima sukcinat dehidrogenaze, ki pretvarja sukcinat v fumarat
(Monavarfeshani in sod., 2013). Poleg tega so v okuzenih rastlinah pokazali tudi vi§jo
vsebnost proteinov piruvat dehidrogenaze in citrat sintaze, ki piruvat pretvarjata v citrat.
Skupni rezultati tako nakazujejo, da fitoplazme povecajo tok metabolne poti cikla TCA.

5.2.5. Vpliv fitoplazem na vsebnost aminokislin

V rastlinah vinske trte, okuzenih s FDf, je bila statisti¢no znacilna visja vsebnost piruvata.
Pretvorba piruvata v acetat bi lahko bila vir energije za fitoplazme, poleg tega pa je piruvat
vkljuCen tudi v mnoge druge metabolne poti, med drugim v sintezo aminokislin.
Genomske Studije so pokazale, da fitoplazmam manjkajo geni za sintezo Stevilnih
aminokislin, vsebujejo pa transporterje za njihov vnos (Kube in sod., 2012). Primerjalna
analiza genoma treh fitoplazem (Ca. P. australiense, Ca. P. asteris seva OY-M in AY-WB)
je pokazala, da vsem trem manjkajo geni za sintezo fenilalanina, glutamina, glutamata,
arginina, ornitina, alanina in glutationa (Tran-Nguyen in sod., 2008). Visjo vsebnost
celokupnih aminokislin v okuzenih listih so pokazale Studije interakcije madagaskarskega
zimzelena s fitoplazmo Ca. P. asteris in interakcije tobaka in jablane s fitoplazmo Ca. P.
mali (Lepka in sod., 1999; Bertamini in sod., 2002a). Nespremenjeno vsebnost aminokislin
pa so pokazali na interakciji madagaskarskega zimzelena s fitoplazmami trsnih rumenic
(Lepka in sod., 1999). Studija metaboloma robidnice, okuZene s fitoplazmo mulberry
yellow dwarf je pokazala visjo vsebnost celokupnih aminokislin tako v celih listih kot v
soku floema okuZenih rastlin v primerjavi z zdravimi rastlinami, vendar pa je bila razlika
statistiéno znacilna le v soku floema (Gai in sod., 2014). Raziskavo metaboloma trte,
okuzene s fitoplazmama BNf in FDf, smo izvedli v vzorcih listnih zil, ki vsebujejo s
parenhimskimi celicami razred¢en floem. Ugotovili smo, da so statisti¢no znacilne razlike
v vsebnosti aminokislin prisotne le v rastlinah okuzenih s FDf in so visje v primerjavi z
zdravimi rastlinami (Slika 42, Slika 43, Preglednica 16). S FDf okuzene rastline so imele
vi§jo vsebnost beta-alanina, serina, treonina, valina, leucina in fenilalanina. Gai in sod.
(2014) so v soku floema s fitoplazmo okuzenih robidnic pokazali vi§jo vsebnost serina in
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valina, vsebnost treonina pa je bila nizja v primerjavi z zdravimi rastlinami. lzgleda, da je
vpliv fitoplazem na vsebnost aminokislin odvisen od tipa fitoplazme in gostitelja in je
razli¢en pri posameznih interakcijah.

5.2.6. Spremembe sekundarnega metabolizma

Flavonoidi so pomembna barvila v cvetovih, plodovih, semenih in listih. Vkljuceni so v
Stevilne fizioloSke in biokemijske procese v rastlinah, od zaSite pred sevanjem UV,
privabljanja opraSevalcev, obrambe pred herbivori do simbioti¢nih reakcij (Peters in
Constabel, 2002; Koes in sod., 2005). Pogosto se sintetizirajo v stresnih razmerah, Ki
vkljucujejo tudi okuzbe s patogeni (Dixon in Paiva, 1995; Chalker-scott, 1999; Hernandez
in sod., 2009; Gutha in sod., 2010). V raziskavo izraZzanja genov med rastno sezono smo
vkljucili dva izogena VVF3HL1 in VVF3H2, ki kodirata encim flavanon 3-hidroksilazo in
gen VWDMR6 z neznano funkcijo iz genske super druzine oksigenaz 2-oksoglutartat
(20G)-Fe(Il). Zaporedje gena VVDMRG6 kaze 69 % podobnost zaporedju gena DMR6 iz
navadnega repnjakovca (At5924530) in kodira protein podoben flavanon 3-hidroksilazi.

Rezultati dvosmerne ANOVA so pokazali, da imata na izrazanje gena VVDMR6 v obeh
vinogradih vpliv tako dejavnik okuzbe s FDf kot ¢asovni dejavnik. Izrazanje gena je bilo
vi§je v rastlinah, okuZzenih s FDf, v primerjavi z zdravimi. Ceprav je zaradi pomanjkanja
rastlin, vkljuenih v raziskavo, razlika v izrazanju v zaCetku rastne sezone statisti¢no
znacilna le v vinogradu v Strazi, bi gen lahko predstavljal potencialni oznacevalec okuzbe
pred pojavom bolezenskih znamenj. Vecletna Studija interakcije vinske trte z BNf je
pokazala povecano izraZanje gena v okuZenih rastlinah tako poleti kot junija pred pojavom
bolezenskih znamenj in ne glede na spremenjene podnebne razmere v ve¢ zaporednih letih
(Nikoli¢, 2011 (DMR6 tam oznacen kot F3H)). Preveriti bi bilo potrebno $e njegovo
izrazanje v trtah okuzenih z drugimi patogeni. Pokazali so Ze, da mutacija gena DMR6
povzro¢i odpornost navadnega repnjakovca na oomiceto Hyaloperonospora parasitica
(van Damme in sod., 2008).

Gen F3H uravnava sintezo cianidinskih antocianov in predstavlja enega od zgodnjih genov
v sintezni poti. Raziskave izrazanja gena F3H S0 vecinoma povezane z grozdnimi
jagodami, saj je tu najvecja sinteza antocianov. V nasi raziskavi listnih zil se je izrazanje
obeh izogenov VVF3H1 in VVF3H2 med sezono zmanjSevalo. Avgusta je bilo njuno
izrazanje visje v rastlinah, okuzenih s FDf, v primerjavi z zdravimi, razlika pa je bila
statistino znacilna le pri sorti modra frankinja v vinogradu v Strazi (Slika 20, Slika 21).
Studija interakcije trt sorte barbera in nebbiolo s FDf pa je pokazala trend narai¢anja
izrazanja gena F3H2 v listih med sezono vse do avgusta in nato padec izrazanja (Margaria
in sod., 2014). Izrazanje gena je bilo vi§je v okuzenih rastlinah v primerjavi z zdravimi
rastlinami. Povecano izrazanje gena F3H so pokazali tudi v rastlinah trte okuzene z BNf
(Albertazzi in sod., 2009; Landi in Romanazzi, 2011), povecana pa je bila tudi encimska
aktivnost (Rusjan in sod., 2012). Poleg fitoplazem na povecano izrazanje gena za F3H v
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trti vplivajo tudi virus GLRaV-3 (Gutha in sod., 2010) in oomiceti Plasmopora viticola in
Pseudoperonospora cubensis (Kortekamp, 2006).

Izrazanje obeh izogenov VVF3H1 in VWF3H2 ter gena VVDMRG6 je bilo avgusta visje v
rastlinah, okuzenih s FDf. Prav tako je bila v njih vi§ja tudi vsebnost 2-oksoglutarata, ki je
eden od substratov za vse te proteine.
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Slika 43: Shema diferencialno akumuliranih metabolitov in diferencialno izrazenih genov izbranih
metabolnih poti sekundarnega metabolizma, glede na analizo metaboloma (Preglednica 16) in analizo
izrazanja genov (Preglednica 15).

Figure 43: Presentation of differentially accumulated metabolites and differentially expressed genes from
selected metabolic pathways of secundary metabolism according to metabolome (Table 16) and gene
expression analysis (Table 15).

Na sliki so z barvanimi kvadratki prikazani identificirani metaboliti iz interakcije trte s posamezno
fitoplazmo (FDf —zgornji kvadrat in BNf-spodnji kvadrat). Prav tako so prikazani diferencialno izrazeni geni
iz interakcije trte s fitoplazmo FDf avgusta iz vinograda v Strazi. Vsak obarvan kvadrat predstavlja razmerje
koli¢ine metabolita oziroma razmerje v izrazanju gena med zdravimi in okuZzenimi rastlinami, kjer rdeca
barva pomeni vi§jo, zelena pa nizja vrednost v okuzenih rastlinah glede na zdrave, bela pa nespremenjeno

vrednost. Z zvezdicami so oznaceni statistiéno znacilne razlike med zdravimi in okuzenimi rastlinami (*
p<0,05, ** p<0,0005).

Fitoplazmi BNf in FDf v vinski trti inducirata povecano nastajanje dveh izomerov katehina
in epikatehina, vendar pa je povecano nastajanje statistino znacilno le v primeru okuzbe z
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BNTf (Slika 43). Oba izomera spadata v skupino flavan-3-ol iz druzine flavonoidov in imata
antioksidantne lastnosti. Vsebnost flavanolov v listih vinske trte sorte chardonnay je bila
poleti v ¢asu bolezenskih znamenj visja v rastlinah okuzenih z BNf v primerjavi z zdravimi
rastlinami  (Rusjan in sod., 2012) Povefano koli¢ino flavanolov, akumulacijo
proantocianidinov in antocianinov pa so pokazali tudi v rdecih sortah trt okuzenih s
fitoplazmo FDf (Margaria in sod., 2014) in virusom GLRaV3 (Gutha in sod., 2010).

5.2.7. Domnevna patogeneza fitoplazem povezana s spremenjenim sladkornim
metabolizmom gostitelja (Slika 44)

Fitoplazme so obligatni paraziti saj je njihovo prezivetje in razmnoZevanje odvisno od
gostiteljev. Parazitizem je posledica dejstva, da nimajo genov za sintezo aminokislin, za
sintezo mascobnih kislin, genov cikla TCA in oksidativne fosforilacije. Prav tako v
njihovem genomu niso nasli genov za podenote ATPaze, zato je glikoliza verjetno glavni
nacin pridobivanja energije (Oshima in sod., 2004; Bai in sod., 2006; Kube in sod., 2008;
Tran-Nguyen in sod., 2008, Mitrovi¢ in sod., 2014). Poleg glikolize pa lahko fitoplazme
pridobijo energijo preko katabolizma karboksilnih kislin, predvsem iz malata in citrata
(Kube in sod., 2012).

Fitoplazme so v sitastih celicah floema, kjer je njihova patogenost verjetno povezana z
izrabljanjem sladkornega metabolizma rastlin, za pridobivanje energije za svoje potrebe.
Preko poveCanega izrazanja transporterjev saharoze SWEET in zmanjSanega izrazanja
transporterjev saharoze SUT (Santi in sod., 2013b, a) vplivajo fitoplazme na slabse
nalaganje saharoze v floem zaradi Cesar se ta akumulira v apoplastu. Nalaganje saharoze v
floem verjetno poteka tudi simplasticno, vendar je celokupno nalaganje upocasnjeno.
Delez saharoze, ki pride v sitaste celice floema bi lahko porabile fitoplazme. Ker pa nimajo
encimov za razgradnjo saharoze, verjetno presnavljajo glukozo in fruktozo. Za pridobitev
heksoz vplivajo na povecano izrazanje gena in povecanje encimske aktivnosti SUSY, ki
ima glavno vlogo pri presnovi saharoze v floemu in nastajanju fruktoze in UDP-glukoze.
Poveca pa se tudi izrazanje vakuolne invertaze, ki tvori fruktozo in glukozo. Ker
fitoplazmam za glikolizo manjkajo samo geni za heksokinaze, ki fosforilirajo sladkorje, bi
bil vnos fruktoza-6-fosfata, kot izhodisc¢a za glikolizo, zanje energetsko najucinkovitejsi.
Povecano vsebnost fruktoza 6-fosfata, glukoza 6-fosfata in manoza 6-fosfata smo dolocili
v rastlinah, okuzenih s FDf in BNf (Slika 44). Ob predpostavki, da se saharoza nalaga v
apoplastu, fitoplazme pa so v sitastih ceveh floema, bi bilo zanimivo preveriti tudi
izrazanje invertaze celi¢ne stene, ki v apoplastu razgradi saharozo v fruktozo in heksozo, ki
se nato preko heksoza transporterjev preneseta v sitaste celice floema za potrebe
fitoplazem. Ker se koli¢ina saharoze v nalagalnem floemu listov zmanjSa, se spremeni
njihov status iz izvora v ponor. Posledi¢no se zmanjSa transport sladkorjev do drugih
ponornih tkiv. Jagode tako ne morejo kopiciti zadostne koli¢ine sladkorjev, ne dozorevajo
in vinogradniki ostanejo brez pravega pridelka. Poleg slabSega prenosa sladkorjev po
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floemu je okrnjen prenos tudi drugih asimilatov. Sladkorji se ne kopicijo samo v apoplastu
pac pa tudi v mezofilnih celicah, kar inhibira fotosintezo in poveca sintezo Skroba. Poleg
tega vplivajo sladkorji tudi na izraZzanje genov sinteze antocianov. Razgradnja klorofila in
sinteza antocianov pa vodi do pojava znaéilnih bolezenskih znamenj na listih.

5.2.8. Razlike med fitoplazmama BNf in FDf

Studija izrazanja genov na interakciji trte s FDf je pokazala podoben trend izraZzanja
izbranih genov kot pri interakciji trte z BNf. Za ugotavljanje razlik med obema
fitoplazmama, bi bilo na interakciji trte s FDf potrebno narediti $tudijo celotnega
transkriptoma ali z uporabo mikromreZz ali pa z novimi metodami sekvenciranja. Na ravni
metaboloma smo ugotovili, da imata interakciji trte s FDf in trte z BNf drugac¢en metabolni
profil. Obe fitoplazmi povecata tok cikla TCA, vendar pa so med zdravimi in okuzenimi
rastlinami pri obeh fitoplazmah znacilno razli¢ni drugi metaboliti. V primerjavi s FDf,
spremeni fitoplazma BNf vsebnost ve¢jega Stevila razli¢nih sladkorjev. Na drugi strani pa
fitoplazma FDf vpliva na povefano vsebnost aminokilsin, kar nismo zaznali pri BNf
(Preglednica 16). Kljub temu, da smo pri obeh fitoplazmah primerjali razlike v
metabolnem profilu med zdravimi in okuzenimi rastlinami, pa so razlike lahko tudi
posledica dejstva, da smo imeli v poskusih razli¢ni sorti vinske trte — rde¢o modro
frankinjo v interakciji s FDf in beli chardonnay v interakciji z BNf. Posamezne sorte so
razli¢no obcutljive na okuzbo s fitoplazmami in sorta chardonnay velja za bolj obcutljivo
(Landi in Romanazzi, 2011). Z analizo PCA smo pokazali, da se na podlagi vsebnosti
metabolitov zdrave rastline lepo lo¢ijo glede na njihovo sorto (Slika 34). Klju¢ni metaboliti
za loCevanje pa so bili, razen palmitinske kisline, razli¢ni od tistih, ki so v posameznih
intrakcijah lo¢evali zdrave rastline od rastlin okuzenih s fitoplazmama (Preglednica 12).
Sem sodijo predvsem razli¢ne kisline iz sekundarnega metabolizma rastlin. Vsekakor pa je
zanimivo, da je pri obeh interakcijah prislo do znacilnega poviSanja vsebnosti fosforiliranih
sladkorjev, heksoza-6-fosfatov, kot potencialnim virom energije za fitoplazme. Vsebnost
heksoza-6-fosfatov se med posameznima sortama ni znacilno razlikovala.
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6 SKLEPI

V studiji spremljanja titra FDf med rastno sezono smo pokazali, da je fitoplazma prisotna v
vseh testiranih tkivih vinske trte. Prvi¢ smo pokazali njeno prisotnost v viticah in cvetovih,
visok titer pa smo dolo¢ili v jagodnih tkivih in s tem potrdili naSo hipotezo. Titer FDf je v
tkivih z bolezenskimi znamenji med sezono narascal. Fitoplazmo FDf pa smo uspesno
zaznali tudi v zaCetku rastne sezone, pred pojavom bolezenskih znamenj.

Ocenili smo, da se je bolezen FD v vinogradu v Izoli Sirila hitreje od teoreticnih napovedi
in sicer s faktorjem 40.

Pri spremljanju s FDf okuzenih rastlin v mrezniku, smo opazili pojav okrevanja rastlin v
odsotnosti ponovne inokulacije s prenasalcem ameriskim Skrzatkom.

Trend izrazanja vecine izbranih genov pri interakciji trte s FDf je bil podoben v obeh
vinogradih, Izoli in StraZi. Za vecino genov je bilo izraZanje med zdravimi in s FDf
okuzenimi rastlinami statisti¢cno znacilno razli¢no avgusta v ¢asu bolezenskih znamenj in
je bilo podobno kot v predhodnih raziskavah interakcije trte z BNf. Statisti¢na analiza PCA
je pokazala, da na podlagi izrazanja izbranih genov lahko poleti lo¢imo rastline glede na
njihov zdravstveni status. Kljucni geni za lo¢itev so VVAGPL, VVAPX in VVGLC2.

V primerjavi z zdravimi rastlinami smo v listih rastlin, okuzenih s ftioplazmama BNf ali
FDf, pokazali povecano koli¢ino sladkorjev, predvsem saharoze in Skroba.

Poleg vsebnosti sladkorjev smo v rastlinah, okuzenih s FDf, pokazali tudi visjo aktivnost
encima saharoza sintaza (SUSY).

Skupni rezultati transkriptomske ina biokemicne analize so potrdili nasa predvidevanja, da
fitoplazemska okuzba vpliva na spremenjen sladkorni metabolizem.

Transkriptomska analiza je skupaj z analizo metaboloma pokazala povezanost
fitoplazemske okuzbe s fenolnim metabolizmom in odkrila gen VVDMRG6 s Se neznano
vlogo kot pomemben dejavnik okuzbe.

Metabolomska $tudija interakcije trte s FDf in BNf je pokazala, da fitoplazmi povzrocata
razli¢en metabolni profil. Delno je to posledica razli¢ne sorte trte pri obeh interakcijah,
delno pa posledica razli€nega tipa fitoplazme. Na podlagi koli¢ine vseh metabolitov je
analiza PCA pokazala, da se rastline lahko lo¢ijo glede na njihov zdravstveni status, vendar
pa so metaboliti, klju¢ni za loCevanje, razli¢ni pri obeh interakcijah. Pri obeh interakcijah
smo pokazali statisticno znacilno vi§jo vsebnost heksoza-6-fosfatov, ki so kot zadetne
komponente glikolize domnevni vir energije za fitoplazme. Obe fitoplazmi tudi povecata
tok cikla TCA.
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7 POVZETEK
7.1. POVZETEK

Fitoplazme so znotrajceli¢ne bakterije brez celine stene iz raznolikega razreda Mollicutes.
Med vsemi bakterijami imajo najmanjSi genom, v katerem ni genov za Stevilne kljuc¢ne
metabolne poti. To pomanjkanje uspe$sno nadomestijo z izrabljanjem metabolizma
gostiteljev, ki so tako rastline kot zuzelke. V rastlinah so v celicah sitastih cevi floema in se
lahko skozi plazmodezme s floemskim tokom Sirijo po rastlini.

Trsne rumenice (angl. grapevine yellows — GY) so skupina bolezni, ki jih na vinski trti
povzro¢ajo razlicne fitoplazme. Pri nas sta najpogostejsi fitoplazmi BNf, ki povzroca
navadno trsno rumenico (Bois noir) in FDf, ki povzroca zlato trsno rumenico (Flavescence
dorée). Na podlagi vizuelnega pregleda okuzenih trt ne moremo lociti posameznih
fitoplazem trsnih rumenic, saj povzrocajo enaka bolezenska znamenja. Zaradi svojega, na
trto specializiranega monofagnega prenasalca, ameriSkega Skrzatka, pa fitoplazma FDf
lahko povzroci veliko gospodarsko Skodo in ima karantenski status (seznam EPPO A2).
Slednji dodatno oteZuje Studije interakcije vinske trte s fitoplazmo FDf, saj je potrebno
zakonsko vse okuzene rastline iz vinograda odstraniti. V ta namen smo v vinogradu v
Strazi postavili karantenski mreznik, ki nam je omogocal vecletno spremljanje okuzbe s
FDf.

Z metodo kvantitativnega PCR v realnem casu smo v dveh razliénih vinogradih, z
razliénima sortama vinske trte, med rastno sezono spremljali koli¢ino fitoplazme FDf v
razli¢nih tkivih vinske trte. Njeno prisotnost smo dokazali v vseh tipih tkiv, visok titer pa
smo dolocili v jagodah. Med rastno sezono je titer FDf v tkivih z bolezenskimi znamenji
nara$¢al. Ugotovili smo, da FDf lahko detektiramo Ze v zacetku rastne sezone, pred
pojavom bolezenskih znamenj, kadar je infekcijski pritisk velik. Zgodnja detekcija FDf bi
lahko pripomogla k boljSemu obvladovanju Sirjenja bolezni.

Fitoplazem danes Se ne znamo gojiti izven gostitelja, v Cisti kulturi, kar otezuje njihovo
proucevanje. Poleg tega je njihov prenos na gostiteljske rastline zelo slab in nekontroliran.
Posledi¢no je fiziologija patogeneze fitoplazem zelo slabo raziskana.

Ker so znamenja bolezni posledica spremenjenega delovanja metabolizma in so tista, ki jih
povzro¢ata BNf in FDf enaka, smo Zeleli preveriti na ravni metaboloma in na ravni
izrazanja izbranih genov ali FDf sproZa podoben fizioloski odziv trte kot BNf.

Izbrali smo 14 genov, ki so vklju€eni v razlicne metabolne poti: sladkorni metabolizem,
sekundarni metabolizem, metabolizem reaktivnih kisikovih zvrsti, poti vkljucene v
obrambo rastline proti patogenom in druge. Njihovo izrazanje smo opazovali med rastno
sezono v rastlinah, okuzenih s FDf, in v zdravih rastlinah iz dveh vinogradov z razli¢nima
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lokacijama in razli¢nima rde¢ima sortama vinske trte. V obeh vinogradih, Izoli in Strazi, je
bil trend izrazanja vecine genov podoben. Statisticno znacilne razlike v izrazanju genov
med zdravimi rastlinami in rastlinami okuzenimi s FDf so bile avgusta, v ¢asu bolezenskih
znamenj in so bile podobne kot pri interakciji vinske trte z BNf. Ugotovili smo, da lahko iz
podatkov profila izrazanja izbranih genov poletnih vzorcev predvidimo bolezensko stanje
rastlin. Po statisti¢ni analiza PCA so klju¢ni geni za lo¢itev VVAGPL, VVAPX in VVGLC2.

Fitoplazme vplivajo na metabolizem ogljikovih hidratov gostiteljskih rastlin, zato smo
preverili vsebnost posameznih sladkorjev in aktivnost nekaterih encimov metabolizma
ogljikovih hidratov. V casu bolezenskih znamenj smo v listih rastlin okuzenih s
ftioplazmama BNf ali FDf pokazali povecano koli¢ino sladkorjev, predvsem saharoze in
Skroba. Poleg vsebnosti sladkorjev smo v rastlinah, okuzenih s FDf, pokazali tudi visjo
aktivnost encima saharoza sintaza (SUSY), ne pa tudi spremenjene aktivnosti encimov
ADP-glukoza-pirofosforilaza (AGPaza) in nevtralna invertaza (nINV).

S tehniko GC-MS smo ugotavljali razlike v metabolnem profilu zdravih rastlin in z BNf
oziroma FDf okuzenih rastlin vinske trte. Fitoplazmi povzrocata razlicen metabolni profil,
ki pa je lahko posledica razli¢ne sorte trte pri obeh interakcijah in/ali razli¢nega tipa
fitoplazme. Na podlagi koli¢ine vseh metabolitov je analiza PCA pokazala, da se rastline
lahko loc¢ijo glede na njihov zdravstveni status, vendar pa so metaboliti, klju¢ni za
lo¢evanje, razli€ni pri obeh interakcijah. Pri obeh interakcijah smo pokazali statisticno
znacilno viSjo vsebnost heksoza 6-fosfatov, ki so kot zacetne komponente glikolize
domnevni vir energije za fitoplazme. Obe fitoplazmi tudi povecata tok cikla TCA.

Fitoplazme so v sitastih celicah floema, kjer je njihova patogenost verjetno povezana z
izrabljanjem sladkornega metabolizma rastlin, za pridobivanje energije za svoje potrebe.
Predpostavljamo, da fitoplazme vplivajo na slabse nalaganje saharoze v floem. Njena
koncentracija v nalagalnem floemu listov se zmanj$a kar spremeni njihov status iz izvora v
ponor. Posledi¢no se zmanj$a transport sladkorjev do drugih ponornih tkiv, jagode ne
morejo kopiciti zadostne koli¢ine sladkorjev, ne dozorevajo in vinogradniki ostanejo brez
pravega pridelka.
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7.2. SUMMARY

Phytoplasmas are intracellular pathogenic bacteria, lacking cell wall and belong to the
class Mollicutes. They have the smallest genome among bacteria, lacking genes for key
metabolic pathways. To compensate this scarcity they manipulate their host metabolism.
Phytoplasmas live and reproduce in phloem sieve tubes in plants and in insects, which are
the main vectors of transmission. In plants they move with the phloem sap through the
plasmodesmata.

Grapevine yellows (GY) are a group of diseases, caused by different phytoplasmas. In
Europe the most common phytoplasmas on grapevine are BNp phytoplasma causing Bois
noir disease and FDp phytoplasma causing Flavescence dorée. As they cause similar
symptoms one cannot distinguish with which phytoplasma plant is infected. However due
to its specialized monophagous vector, Scaphoideus titanus, FDp can cause great economic
damage and is listed as a quarantine pest (EPPO A2 list of pests). This quarantine status of
FDp additionally hinders their studies as all infected plants have to be removed from the
vineyard. For long term observation of the grapevine FDp interaction a quarantine net was
set up.

Quantitative real-time PCR was used to follow the seasonal changes of FDp titre in two
different grapevines with different cultivars. Besides its known presence in the leaf veins,
FDp was also detected in all tissue types with high titre determined in berries. A trend of
increasing FDp titre throughout the growing season in tissues with symptoms was
recorded. Early detection of FDp in symptomless tissues was possible and positively
correlated with high infection pressure. The results of this study may result in more reliable
and accurate diagnostics of FDp, allowing better disease management.

Research of phytoplasma biology is very difficult. The main obstacle presents the inability
of phytoplasma cultivation in artificial media without the presence of their hosts.
Furthermore, phytoplasma transmission to host plants is very difficult and uncontrollable.
This problems presents a great obstacle in research of the phytoplasma — plant interaction
and the research work on physiology of the pathogenesis, which all therefore remains
poorly understood.

As phytoplasmas BNp and FDp cause similar disease symptoms, which are the
consequence of changing plant metabolism, we were trying to determine if they cause
similar physiological response on the level of gene expression and metaboloma level.

A set of 14 genes from different metabolic pathways was selected, including sugar
metabolism, secondary metabolism, metabolism of reactive oxygen species, pathogen
assisted proteins and others. During the growing season, their expression was observed in
healthy and FDp infected plants from two different vineyards with different red cultivars.
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The trend of gene expression was similar in both vineyards for most of the genes.
Statistically significant differences between healthy and FDp infected plants were observed
in august in time of pronounced symptoms and were similar to differenced observed in
BNp-grpevine interaction from previous studies. From gene expression profiles we could
distinguish the health status of plants sampled in summer. According to PCA analysis the
main genes responsible for the separation are VVAGPL, VVAPX in VVGLC2.

Using GC-MS technique we assessed the differences in metabolic fingerprint of healthy
and BNp or FDp infected grapevine samples. Both phytoplasmas cause different metabolic
fingerprint, which can be the consequence of different grapevine cultivar used in the
interaction study and/or different phytoplasma type. PCA analysis based on all metabolites
showed separation of healthy and phytoplasma infected samples however the main
metabolites responsible for the health status separation are different in both interactions.
Both phytoplasmas induce higher levels of hexose 6-phosphates, which could be as the
starting molecule of glycolysis the main energy source for phhytoplasmas.

Phytoplasmas are present in phloem sieve tubes where their pathogenicity could be related
with the manipulation of plant sugar metabolism to gain energy for their life. Phytoplasmas
presumably decrease sucrose loading in phloem. Consequentially sucrose concentration in
loading phloem of source leaves decreases turning leaves to sink. Sugar transport to other
sink tissues is slowed down, leading to insufficient sugar accumulation in berries and loss
of the harvest.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultat testiranja trsov iz vinograda v 1zoli na prisotnost virusov vinske trte.

Appendix A: Results of grpevine virus testing on plants from vineyard in Izola.

Virus/
Trs

GVA

GFLV

ArMV

GFkV

3/3

GLRa
V1

GLRa
V2

GLRa
V3

GLRa
V4-9

GVB

4/20

2/30

2/58

3/75

1/66

3/92

3/94

3/109

3/64




Priloga B: Rezultat testiranja trsov iz vinograda v Strazi na prisotnost virusov vinske trte.

Appendix B: Results of grpevine virus testing on plants from vineyard in Straza.

Virus/
Trs

GVA

GFLV

ArMV

GFkV

GLRaV

GLRaV

GLRaV

GLRaV
4-9

GVB

8/2

8/3

8/4

8/5

8/7

8/8

8/9

8/10

8/12

8/13




Priloga C: Rezultat testiranja trsov iz vinograda v Vipolzah na prisotnost virusov vinske trte.

Appendix C: Results of grpevine virus testing on plants from vineyard in Vipolze.

Virus/
Trs

GVA

GFLV

ArMV

02

03

05

08

13

GFkV

GLRaV

GLRaV

GLRaV

GLRaV
4-9

GVB

22

29

30

35

36

37




