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AI  Krompirjev virus Y (PVY) je najpomembnejši virusni povzročitelj bolezni na 

krompirju. Na listih povzroča znamenja mozaika, nekroze, rumenenje, odpadanje 

listov ter nekroze na površini gomoljev. Bolezen imenujemo obročkasta nekroza 

gomoljev krompirja (PTNRD) zaradi katere so gomolji neuporabni za prodajo. 

Različke PVY razvrščamo v skupine glede na genetske, serološke in molekulske 

lastnosti. Primerjali smo dve najnovejši molekulski metodi za razlikovanje med 

različki, s poudarkom na detekciji PVY
NTN

 različkov, ki povzročajo PTNRD. 

SNaPshot metoda (Rolland in sod. 2008) je razlikovala med več različnimi 

skupinami različkov kot metoda veriţnega pomnoţevanja z reverzno transkripcijo 

v realnem času (RT-qPCR) (Kogovšek in sod., 2008), ki je bolj zanesljivo 

določala PVY
NTN

 različke. Z določanjem nukleotidnih zaporedij in molekulskimi 

metodami smo analizirali 24 slovenskih izolatov in ocenili, da v Sloveniji tako 

kot drugod po Evropi prevladujejo PVY
NTN

 različki. Z bayesiansko analizo 

velikega nabora nukleotidnih zaporedij plaščnega proteina PVY smo pokazali, da 

geografski izvor in prilagoditev na gostitelja pomembno vplivata na evolucijo 

virusnega proteina CP, vendar pa ne pojasnjujeta celotne pestrosti. V genu CP 

nismo našli determinant za klasifikacijo različkov glede na gostitelja ali 

geografsko poreklo. Razvili smo novo metodo čiščenja filamentoznih virusnih 

delcev PVY z monolitno kromatografijo. Metoda dosega primerljiv izkoristek in 

čistost kot klasična metoda izolacije, očiščeni delci so nepoškodovani in 

infektivni. Čas izolacije smo skrajšali s 4 dni na 2. Metoda je tudi enostavnejša in 

bolj dostopna, saj ne zajema korakov ultracentrifugiranja. S tehniko infektivnih 

klonov smo pripravili z zelenim fluorescentnim proteinom (GFP), označen PVY. 

Potrdili smo, da označen virus povzroča enako močna bolezenska znamenja in v 

rastlini dosega primerljive koncentracije kot neoznačen PVY, zato je primeren za 

opazovanje širjenja PVY. Prvič smo opazovali širjenje PVY v rastlini in vivo ter 

prvič določili hitrost širjenja PVY med celicami. 
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AB Potato virus Y (PVY) is the most important viral pathogen in potato, causing 

mosaic, yellowing and leaf drop symptoms on the leaves and necrosis on tubers. 

The disease was named Potato Tuber Necrotic Ringspot Disease (PTNRD). PVY 

strains are classified into several groups according to their genetic, serological 

and molecular properties. We have assessed two state of the art molecular 

methods for PVY sub-group classification with the emphasis on detection of 

PVY
NTN

 strains, which cause PTNRD. SNaPshot method (Rolland et al., 2008) 

was able to distinguish more isolates than real-time reverse transcription 

polymerase chain reaction method (RT-qPCR) (Kogovšek et al., 2008) however 

the latter detected PVY
NTN

 more accurately. With sequencing and molecular 

characterisation of Slovenian isolates we estimated that PVY
NTN

 is the prevalent 

strain in Slovenia, as reported for other European countries. Bayesian based 

analysis was applied to a large set of PVY coat protein sequences. We 

demonstrated that the evolution of CP protein is greatly influenced by the 

geographical origin and host driven adaptation, but the two factors do not explain 

the overall diversity. Reliable molecular determinants for classification of isolates 

according to the host or geographic origin were not found. We have developed a 

novel method for purification of filamentous PVY particles with monolithic 

chromatography. The method achieves comparable yield and purity as the 

conventional isolation method; the purified particles are intact and infectious. 

Isolation time was greatly reduced. The method is simple and available to wider 

research laboratories, since no ultracentrifugation steps are required. We prepared 

a green fluorescent protein (GFP) labelled PVY infectious clone. The labelled 

virus caused symptoms of comparable severity in reached comparable 

concentrations of PVY RNA in the plants as the unlabelled PVY. Thus it is 

suitable for monitoring the spread of PVY in the host plants in vivo. With the 

GFP labelled PVY we determined the rate of the cell-to-cell spread of PVY for 

the first time. 
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1 PREDSTAVITEV PROBLEMATIKE IN HIPOTEZE  

 

Izziv predloţenega doktorskega dela je omejevanje in razumevanje širjenja 

najpomembnejšega virusnega povzročitelja bolezni na krompirju, krompirjevega virusa 

Y (PVY). Ker edino celostni pristop lahko zagotovi uspešno obvladovanje tovrstne 

problematike, smo raziskovali tako diagnostične pristope za določanje in klasifikacijo 

virusa kot tudi zaporedje genoma virusa, ki omogoča vpogled v virusno evolucijo. 

Razvili smo novo metodo izolacije čiste raztopine virusa ter raziskovali lokalizacijo in 

širjenjem virusa v gostiteljskih rastlinah. 

1.1 SOLANUM TUBEROSUM 

 

Krompir (Solanum tuberosum L.) je v prehrani ljudi tretja najpomembnejša poljščina, 

takoj za riţem in pšenico (Centro Internacional de la Papa, 2010). Bruto vrednost 

proizvodnje krompirja je bila samo v drţavah Evropske unije leta 2011 višja od 15,5 

milijard ameriških dolarjev (Food and Agriculture Organisation, 2014). Odlikuje ga 

široko podnebno območje pridelave. Uspeva namreč od najjuţnejših področij Juţne 

Amerike do Grenlandije, od regij tik nad morsko gladino pa vse do 4700 m nadmorske 

višine v izvornem področju gorovja Andov (Centro Internacional de la Papa, 2010).  

Pridelava krompirja potrebuje do kar sedemkrat manj vode v primerjavi z ţiti, krompir 

pa ima tudi bogato hranilno vrednost. Kuhan krompir je odličen vir ogljikovih hidratov 

z nizko vsebnostjo maščob ter relativno visoko vsebnostjo proteinov (2,1 odstotek sveţe 

mase, kar je več kot koruza), vitamina C, kalcija, ţeleza in drugih esencialnih 

mikroelementov ter vlaknin. Pridelava krompirja postaja globalno vse pomembnejša, saj 

je krompir temeljni element prehranske varnosti v razvijajočih se drţavah Juţne 

Amerike, Afrike in Azije (Centro Internacional de la Papa, 2010). 

Pridelavo krompirja ogroţa širok spekter bolezni in škodljivcev, od koloradskega hrošča 

(Leptinotarsa decemlineata), ogorčic (Globodera pallida in G. rostochiensis), gliv 

(Phytophthora infestans), bakterijskih gnilob (Ralstonia solanacearum, Clavibacter 

michiganensis pv. sepedonicus, Dickea spp.) in virusnih okuţb (Centro Internacional de 

la Papa, 2010).  

V tej doktorski nalogi smo preučevali kompleksno problematiko enega izmed 

najpomembnejših virusnih patogenov krompirja, krompirjevega virusa Y (Potato virus 

Y, v nadaljevanju PVY). PVY na krompirju povzroča številna bolezenska znamenja, 

katerih videz in jakost sta močno odvisna od kultivarja krompirja, različka virusa, ki ga 

okuţuje, tipa okuţbe e.g. primarna (z ţuţelčjim vektorjem v rastni sezoni) ali 

sekundarna okuţba (preko okuţenih semenskih gomoljev), pojavnost znamenj pa je 

odvisna tudi od klimatskih pogojev. Najpogostejša bolezenska znamenja so: mozaik, 

pegavost, nagubanost in nepravilna rast listov, lokalne in sistemske nekroze na listih, ki 

jih pogosto spremlja rumenenje in odpadanje listov. Rast rastlin je lahko zmanjšana in 
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zakrnela. Nekateri različki povzročajo tudi nekroze na površini gomoljev, ki so značilno 

obročkaste oblike, v začetni fazi izbočene, nato pa močno vbočene. Bolezen imenujemo 

obročkasta nekroza gomoljev krompirja (Potato Tuber Necrotic Ringspot Disease ali 

PTNRD), zaradi katere so gomolji neuporabni za prodajo (Karasev in Gray, 2013). 

Pojav PTNRD je podobno kot bolezenska znamenja na listih močno odvisen od 

kultivarja in od pogojev rasti (Singh in sod. 2008), pogosto pa se pojavi šele med 

skladiščenjem gomoljev. PVY močno vpliva na proizvodnjo krompirja, saj zmanjša 

obseg pridelka za 40-70% (Nolte in sod., 2004), vrednost preostalega pridelka pa je 

lahko še dodatno zmanjšana zaradi bolezenskih znamenj (Beczner in sod., 1984; Le 

Romancer in sod., 1994). 

1.2 KROMPIRJEV VIRUS Y 

1.2.1 Osnovne značilnosti krompirjevega virusa Y 

 

PVY je RNA virus predstavnik rodu Potyvirus druţine Potyviridae, katerega virusni 

delec je sestavljen iz pribliţno 10 kb dolge enoveriţne pozitivno usmerjene RNA 

molekule, obdane s cca. 2000 molekulami proteina plašča. Na 5' konec RNA molekule 

je kovalentno vezan en protein VPg. Virusni delec ima filamentozno obliko in meri cca 

740 nm v dolţino in 11 nm v preseku (Kerlan, 2006). Virusna RNA kodira 340-360 kDa 

velik poli-protein, ki se po translaciji razreţe v 10 manjših večfunkcijskih proteinov 

(Urcuqui-Inchima in sod., 2001). Trije izmed njih imajo proteazno aktivnost (P1, Hc-

PRO in NIa), protein plašča (CP) sestavlja virusni delec, sodeluje pa tudi v prenosu z 

vektorji. Protein NIb je virusna RNA polimeraza. Proteini P3, 6K1, CI, 6K2 in VPg 

sodelujejo pri premikanju virusa po rastlini, pomnoţevanju RNA in translaciji proteinov 

(povzeto po Blanchard in sod., 2008; Grangeon in sod., 2013; Quenouille in sod., 2013). 

V območju genoma, kjer je kodiran protein P3 pa se v +2 odprtem bralnem okviru 

nahaja ali bolje rečeno »skriva« še enajsti protein t.i. PIPO (ali P3N-PIPO) (Chung in 

sod., 2008). Nastane zaradi zamika bralnega okvira pri translaciji in je nujno potreben 

za premikanje virusa med celicami (Vijayapalani in sod., 2012; Wei in sod., 2010). 

PVY ima širok krog gostiteljskih rastlin, večinoma iz druţine razhudnikovk 

(Solanaceae), med katerimi sta ekonomsko najpomembnejši vrsti krompir (Solanum 

tuberosum) in tobak (Nicotiana tabaccum). PVY je razširjen po celem svetu, v naravi ga 

prenaša vsaj 40 vrst listnih uši (primarna okuţba), poleg tega se preko gomoljev prenaša 

še z materinske na hčerinsko rastlino (sekundarna okuţba) in mehansko z rastlinskim 

sokom. Na lestvici desetih najpomembnejših rastlinskih virusov na svetu zaseda peto 

mesto predvsem zaradi ekonomskega vpliva v proizvodnji krompirja, tobaka ter paprike 

in paradiţnika. 
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1.2.2 Kompleksna raznolikost različkov PVY in metode določanja 

 

Poznamo veliko različkov virusa PVY, ki jih ločimo na podlagi molekulskih in 

genetskih kriterijev. Glede na njihovo zmoţnost izzvati izraţanje obrambnih genov N v 

različnih kultivarjih krompirja jih delimo v pet skupin (Blanchard in sod., 2008; 

Karasev in Gray, 2013), t.i. genetska klasifikacija. Različki iz skupin PVY
O
 sproţijo 

preobčutljivostno reakcijo v kultivarjih, ki imajo gen za odpornost Nytbr (pentland 

crown, désireé),
 
PVY

C
 v kultivarjih z genom Nc (king edward), PVY

Z
 pa v kultivarjih z 

domnevnim genom Nz. Različki iz skupin PVY
O
, PVY

C
 in PVY

Z
 v večini neodpornih 

sort krompirja povzročajo močne nekroze na listih, odpadanje listov in pegavost. 

Različki iz skupine PVY
N
 ne sproţijo preobčutljivostne reakcije proti genom Nytbr, Nc 

in Nz, večinoma povzročajo le mila znamenja mozaika na listih krompirja, povzročajo 

pa močne nekroze ţil na tobaku. Bolezenske znamenja na tobaku uporabljamo le kot 

dodatno informacijo za pomoč pri razvrščanju. Skupina PVY
E 

ima nekaj lastnosti PVY
O
 

in PVY
N
 različkov, ne povzroča nekroz ţil na tobaku, premosti pa rastlinsko odpornost 

pogojeno z vsemi tremi geni (Nytbr, Nc, Nz) (Blanchard in sod., 2008). Genetska 

karakterizacija omogoča najbolj neposredno in s tem relevantno klasifikacijo različkov 

v skupine s podobnim biološkim vplivom na gostitelja. Prav razlikovanje med biološko 

različnimi izolati nam omogoča določitev optimalnih ukrepov za obvladovanje 

posameznih različkov. Navkljub veliki informativnosti genetskih testiranj na testnih 

rastlinah se tovrstne metode klasifikacije redko uporabljajo, predvsem ker so: i) 

dolgotrajne (priprava rastlin, inokulacija, opazovanje bolezenskih znamenj), ii) 

zahtevajo veliko prostora v rastlinjakih ali rastnih komorah (inokulirati moramo več 

rastlin (5-10), najmanj treh kultivarjev krompirja in vzporedno gojiti kontrolne/slepo 

inokulirane rastline), iii) pojav bolezenskih znamenj je odvisen od pogojev rasti 

(temperatura, vlaga, osvetlitev), zato ima tovrstna tipizacija slabo ponovljivost med 

Slika 1. Filamentozni virusni delci PVY (presevna elektronska mikroskopija, foto: Rupar, M.) 

Figure 1. Filamentous virus particles of PVY (transmission electron microscopy, photo: Rupar, M.) 
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laboratoriji, iv) sama izvedba testiranja ni standardizirana med laboratoriji (uporablja se 

različne kultivarje z N geni, različne postopke inokulacije, ipd).   

Razvoj hibridoma tehnologije je omogočil razvoj serološkega določanja in klasifikacije 

PVY z monoklonskimi protitelesi. S tem se je razvila tudi serološka klasifikacija. S 

pomočjo protiteles proti proteinu plašča (CP) lahko izolate razvrstimo v dve serološki 

skupini, O in N. Izolatov PVY s serološkimi tehnikami ne moremo natančno ločevati, 

saj je znotraj obeh seroloških skupin več podskupin z različnimi lastnostmi, ki jih lahko 

ločimo le z molekulskimi metodami. S protitelesi proti O tako zaznamo, ne pa tudi 

ločimo med izolati iz skupin PVY
O
, PVY

N:O
 in PVY

N-Wi
. S protitelesi proti N pa 

zaznamo izolate iz skupin PVY
N
 in PVY

NTN
. Velika večina izolatov, ki povzroča 

PTNRD, pripada serološki N skupini, kar pomeni, da je serološka lastnost še vedno 

precej dober pokazatelj za uporabo v diagnostiki. (Nikolaeva in sod., 2012). Problem 

seroloških testov je tudi njihova občutljivost, saj ne omogočajo zanesljivega določanja 

nizkih koncentracij virusa v vzorcih, npr. v primeru zdruţenih vzorcev več gomoljev, 

kjer je le 1 okuţen. Kljub pomanjkljivostim imajo serološke tehnike na čelu z 

encimsko-imunskim testom (ELISA) tudi prednosti. ELISA je enostavna za uporabo, 

omogoča delno avtomatizacijo in s tem visoko zmogljivost, poleg tega pa je stroškovno 

učinkovita. Spričo teh lastnosti se ELISA še vedno veliko uporablja za diagnostiko, npr. 

za določanje PVY v programih certificiranja semenskega materiala (Karasev in Gray, 

2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2. Prikaz genomske strukture, seroloških lastnosti in pomembnejših bolezenskih znamenj vseh 

devetih skupin različkov virusa PVY, povzeto po Karasev in Gray (2013). Kratice: n.o., gen ne obstaja ali 

pa je neznan; M, mozaik; BŢ, bledenje ţil; NŢ, nekroza ţil.  

Figure 2. Genomic structure, serological properties and symptoms induced by nine different PVY 

subgroups, adopted from Karasev and Gray (2013). Acronyms: n.o., gene not existing or unknown; M, 

mosaic; BŢ, vein clearing; NŢ, vein necrosis. 
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Napredek na področju sekvenciranja je omogočil določitev nukleotidnih zaporedij 

velikega števila različkov PVY in s tem razvoj molekularnih metod določanja in 

karakterizacije PVY. Glede na sorodnost nukleotidnih zaporedij razvrščamo različke v 

devet skupin (slika 2). Štiri skupine, katerih genom ni rekombiniran: PVY
O
, PVY

N
, 

PVY
NA-N

 in PVY
C
. Med njimi na krompirju najpogosteje najdemo izolate iz skupin 

PVY
N
 in PVY

O
, poročila o izolatih iz skupin PVY

NA-N 
in PVY

C
 pa so precej manj 

pogosta. Poznamo tudi pet rekombiniranh skupin različkov: PVY
Z
, PVY

N:O
, PVY

N-Wi
, 

PVY
E
 in PVY

NE-11
. V Evropi prevladujejo različki PVY

Z
, ki so posledica rekombinacij 

genomov iz skupine PVY
O
 in PVY

N
 (Blanchard in sod., 2008; Karasev in Gray, 2013). 

Najpogostejši so različki tipa PVY
NTN

 (slika 2), ki imajo tri ali štiri mesta rekombinacije 

(v genih za proteine P1, P3, VPg in CP) (Boonham in sod., 2002; H. Barker in sod., 

2009; Glais in sod., 2002). V pridelavi krompirja so najpomembnejši prav različki 

PVY
NTN

, saj vsi povzročajo PTNRD (Rupar in sod., 2013a). Nekroze na gomoljih lahko 

povzročajo tudi nekateri različki, ki imajo v genomu le eno do dve mesti rekombinacije 

med PVY
O
 in PVY

N
 in jih imenujemo PVY

N:O
 in PVY

N-Wi
 (Piche in sod., 2004; Chikh 

Ali in sod., 2007; Schubert in sod., 2007). Ti so manj pogosti kot PVY
NTN

. Najdeni so 

bili tudi nerekombinirani različki PVY
N
 in PVY

O
, ki povzročajo nekrozo gomoljev (Nie 

in Singh, 2003; Glais in sod., 2005), vendar pa so le ti zelo redki.  

Za preučevanje epidemiologije in načrtovanje preventivnih ukrepov za preprečevanje 

širjenja nekrotičnih različkov nujno potrebujemo učinkovito določanje in karakterizacijo 

različkov. Serološki test ELISA je sicer hiter, cenovno dostopen, nudi določevanje in 

razlikovanje med izolati z O in N serotipom, vendar pa ne loči PVY
N
 in PVY

NTN
 

izolatov. Obstajajo sicer monoklonska protitelesa za razlikovanje med PVY
N
 in PVY

NTN
 

(Ceřovská, 1998), ki pa niso dovolj zanesljiva. 

Hitra evolucija in adaptacija je ena izmed značilnosti PVY, zaradi česar je razvoj 

zanesljivih metod za določanje zelo oteţen. Za natančnejše razlikovanje in boljše 

poznavanje pestrosti izolatov PVY potrebujemo njihova nukleotidna zaporedja. S 

pomočjo informacije o nukleotidnih zaporedjih so bila razvita molekulska orodja, ki na 

podlagi razlik v nukleotidnih zaporedjih zanesljivo ločijo med različki PVY. Do sedaj 

so bile razvite metode veriţne reakcije s polimerazo z reverzno transkripcijo (RT-PCR) 

z enim in več pari nukleotidnih začetnikov (Boonham in sod., 2002; Nie in Singh, 2002; 

Moravec in Cerovska 2003; Lorenzen in sod., 2006; Schubert in sod., 2007), RT PCR v 

kombinaciji z analizo restrikcijskih fragmentov (Glais in sod. 1996; Rosner in Maslenin, 

1999) ter AmpliDet RNA testom (Szemes in sod., 2002). Najnovejši in najnaprednejši 

metodi za razlikovanje pa sta SNaPshot (Rolland in sod., 2008), ki različke ločuje na 

podlagi točkovnih polimorfizmov preko celotnega genoma, in RT-PCR v realnem času 

(RT-qPCR) (Agindotan in sod., 2007; Balme-Sinibaldi in sod., 2006; Kogovšek in sod., 

2008), ki poleg ločevanja med različki omogoča tudi kvantifikacijo števila kopij 

virusnega genoma.  
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Do sedaj je bilo določeno le eno zaporedje genoma virusa PVY, izoliranega v Sloveniji, 

zato je potrebno pridobiti več informacij o genetski pestrosti, s katerimi bi omogočili 

izboljšano diagnostiko. Z naborom večjega števila nukleotidnih zaporedij lahko nato 

raziskujemo, kateri deli genoma so vključeni v procese adaptacije na gostiteljsko 

rastlino, katere aminokisline so podvrţene pozitivnim in negativnim evolucijskim 

pritiskom in tako ocenimo, kateri molekularni označevalci so bolj ali manj primerni za 

uporabo v molekulski diagnostiki (Cuevas in sod., 2012b). Zaporedje gena za CP je eno 

izmed najpogosteje raziskovanih delov genoma PVY (Moury in Simon, 2011), pogosto 

uporabljeno za filogenetske študije in klasifikacijo različkov (Chikh Ali in sod., 2010a; 

Kogovšek in sod., 2008; Lorenzen in sod., 2006; Moravec in sod., 2003; Schubert in 

sod., 2007), CP je direktno povezan tudi s serološkim določanjem PVY, saj lahko 

točkovne mutacije v CP genu spremenijo serološki značaj izolata in s tem povzročijo 

napačno klasifikacijo (Chikh Ali in sod., 2007; Karasev in sod., 2009). Potivirusni CP je 

primer večfunkcionalnega virusnega proteina, ki pomembno vpliva na povzročanje 

bolezenskih znamenj pri različnih gostiteljih (Andrejeva in sod., 1999; Hu in sod., 2011; 

Ullah in Grumet, 2002), udeleţen je pri prenosu virusa z vektorjem med rastlinami 

(Peng in sod., 1998), pri čemer je za prenos z ušmi še posebno pomemben DAG motiv v 

N- terminalnem delu CP (Atreya in sod., 1991, 1995). Pokazali so tudi njegove 

interakcije s protivirusnim proteinom Hc-Pro (Seo in sod., 2010) in z veliko podenoto 

encima RubisCO (Feki in sod., 2005).  

1.2.3 Čista raztopina virusnih delcev PVY: zakaj in kako? 

 

Hitra evolucija virusnega genoma in s tem tudi proteina CP vpliva na učinkovitost 

seroloških metod določanja PVY. Posledica mutacij ali rekombinacij je slabše ali pa 

popolnoma onemogočeno določanje. V ta namen je potrebno sprotno proizvajati 

protitelesa proti novo nastajajočim različkom. Za postopke imunizacije pri pridobivanju 

novih monoklonskih protiteles potrebujemo suspenzijo očiščenih virusnih delcev. 

Suspenzije čistih virusnih delcev so poleg imunizacije potrebne tudi za študije interakcij 

virusnih delcev s protitelesi in z drugimi proteini (Gutiérrez-Aguirre in sod., 2014) ter 

za študije in-vitro prenosa z vektorji (Huet in sod., 1994; Peng in sod., 1998).  

Klasična izolacija čistih virusnih delcev PVY iz rastlinskega materiala je navadno 

teţaven proces, ki traja 4-5 dni in vključuje več korakov čiščenja: i) homogenacija 

rastlinskega materiala v nevtralnem pufru z dodatki za preprečevanje agregacije 

(EDTA, urea, citrat, Triton X-100…); ii) bistrenje homogenata s kloroformom, 

dietiletrom, ogljikovim tetrakloridom, centrifugiranjem, ipd.; iii) čiščenje: z obarjanjem 

z amonijevim sulfatom, z ultracentrifugiranjem skozi saharozni gradient ter gradient 

cezijevega klorida in frakcioniranje gradienta; iv) dializa in zamenjava pufra (Leiser in 

Richter, 1978). Proces zahteva zelo izurjeno ter specializirano osebje z veliko 

izkušnjami ter drago opremo, kot so ultarcentrifugirne naprave, zato je mnogim 

laboratorijem nedostopen.  
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Za premostitev zgoraj omenjenih pomanjkljivosti klasične izolacije smo v tej nalogi 

razvili bolj dostopno metodo čiščenja na podlagi ionsko izmenjevalne kromatografije na 

monolitnih nosilcih Convective Interaction Media
®
 (CIM) (Rupar in sod., 2013b). 

Metakrilatni monolitni kromatografski nosilci so se izkazali kot zelo uporabni pri 

izolaciji in čiščenju večjih organskih molekul. Njihova prednost pred klasičnimi 

kromatografskimi kolonami je v tem, da imajo izjemno veliko skupno površino za 

vezavo in hkrati relativno velike pore/kanalčke (800-1200 µm), ki omogočajo vstop 

velikih biomolekul v kolono. Vsi kanalčki so med seboj povezani, kar pomeni, da je vsa 

površina kolone dostopna za vezavo, ne da bi bila za to potrebna difuzija delcev v 

»slepe ulice« kolone, kot je to v primeru klasičnih kromatografskih kolon. S tem je 

število dostopnih mest za vezavo (dinamična kapaciteta kolone) neodvisno od pretoka 

skozi kolono, kar omogoča delo z večjimi volumni vzorcev (Podgornik in Strancar, 

2005). Metakrilatni monolitni kromatografski nosilci pod trţnim imenom CIM
®
 

(BiaSeparations, Slovenija) so bili ţe uspešno uporabljeni za koncentriranje virusa 

mozaika tobaka (TMV) (Kramberger in sod., 2004), za čiščenje rigidnih paličastih 

delcev virusa mozaika paradiţnika (ToMV) iz rastlinskega materiala (Kramberger in 

sod., 2007), dvo-veriţne RNA (dsRNS) in satelitne RNA virusa mozaika kumar 

(Krajacić in sod., 2007), hipovirusne dsRNA iz glive Cryphonectria parasitica (Perica 

in sod., 2009) ter viroida vretenatosti krompirjevih gomoljev (PSTVd) (Ruščić in sod., 

2013). S CIM so bili uspešno koncentrirani rotavirusi iz pitne in rečne vode (Gutiérrez-

Aguirre in sod., 2009, 2011) in virus hepatitisa A iz ustekleničene vode (Kovac in sod., 

2009), virus gripe (Peterka in sod., 2008); bakteriofagi (Kramberger in sod., 2010; 

Smrekar in sod., 2008), virusom podobni delci (Urbas in sod., 2011), plazmidne in 

genomske DNA (Forcic in sod., 2005; Krajnc in sod., 2009) in celo ribosomi (Trauner 

in sod., 2011). CIM monoliti se do sedaj še niso uporabljali za izolacijo filamentoznih 

virusov. Izolacija s CIM monoliti močno skrajša čas izolacije (iz nekaj dni na nekaj ur ), 

ne potrebuje korakov ultracentrifugiranja, odlikujejo pa jo tudi visoki izkoristki, visoka 

resolucija ločbe in enostavno povečevanje kapacitete čiščenja (scale up), saj imajo vse 

velikosti kolon od 0,1 ml do 8 l enake pore in enako dinamiko vezave. 

1.2.4 Infektivni kloni PVY: kaj, kako in zakaj? 

 

Poleg poznavanja nukleotidnega zaporedja je za uspešno določanje in preučevanje 

interakcij potrebno poznati tudi, kje se virus v rastlini nahaja in kako se po rastlini širi.  

Močno raziskovalno orodje virologov so infektivni kloni, kjer je celoten genom 

vstavljen v enega ali več plazmidov, primernih za pomnoţevanje izven gostiteljske 

rastline, npr. v E. coli ali S. cerevisiae (Desbiez in sod., 2012; Gao in sod., 2012; Lee in 

sod., 2011; López-Moya in García, 2000) pri čemer virus obdrţi infektivnost v rastlini. 

Uporabljeni so bili tako za študije funkcionalne analize virusnih in rastlinskih genov kot 

tudi za spremljanje širjenja virusov po rastlini (natančneje opisano v nadaljevanju). 

Problem priprave infektivnih klonov PVY je predvsem v tem, da lahko pride do 
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translacije virusnih proteinov ţe v E. coli. Zaporedje PVY namreč vsebuje kriptične 

promotorje, zaradi katerih pride do izraţanja proteinov, ki so za bakterijo toksični 

(Jakab in sod., 1997). Infektivni kloni omogočajo tarčno spreminjanje virusnega 

genoma in opazovanje sprememb virusnega fitnesa (patogenost, hitrost pomnoţevanja 

in širjenja po rastlini, prenos z vektorji) zaradi sprememb genoma. Prvi infektivni klon 

PVY so razvili Jakab in sod., (1997). Genom PVY-N605 (Švicarski nekrotični izolat) so 

prepolovili v proteinu CI tako, da so dobili 5' in 3' polovico genoma, nato pa vsak del 

posebej vstavili v plazmid. Tako so  dobili dva manjša klona, ki nista toksična za E. 

coli, se v bakteriji hitro in stabilno pomnoţujeta in omogočata enostavno spreminjanje 

genoma PVY. Klona je potrebno pred biolistično inokulacijo v gostiteljsko rastlino 

ligirati tako, da dobimo celoten genom PVY. Z uporabo omenjenega infektivnega klona 

so Tribodet in sod. (2005) pripravili paleto kimernih PVY genomov med nekrotičnim 

različkom PVY-N605 (ţilne nekroze na tobaku) in milejšim PVY O139, ki povzroča na 

tobaku le znamenja mozaika. Z uporabo kimer so ugotovili, kateri del genoma PVY je 

odgovoren za bolezensko znamenje nekroz ţil in celo določili dve aminokislinski 

determinanti, odgovorni za nastanek ţilnih nekroz:  K400 in E/G419, ki se nahajata v C-

terminalnem delu proteina HcPro (zaporedna št. aminokisline kot v Jakab in sod., 

(1997)). Temu je sledilo še odkritje tretje aminokisline,  odgovorne za nastanek nekroz 

ţil v N-terminalnem delu proteina HcPro (N339) (Faurez in sod., 2012). V isti študiji so 

identificirali še dve regiji med proteinoma CI in NIaPro, ki sodelujeta pri nastanku in 

modifikaciji jakosti nekroz ţil v tobaku. 

 Kasneje je bil genom PVY-N605 različka vstavljen tudi v celoti v plazmid brez 

razpolovitve, pri čemer je bil stabiliziran s tremi introni v domnevno toksičnih genih i.e. 

klon PVY 123 (Bukovinszki in sod., 2007). Klon je bil uporabljen za pripravo kimere 

(PVY
O
 namesto PVYN zaporedja C-terminalnega dela proteina NIb, CP in 3' UTR 

regije), s katero so opazovali vpliv spremenjenega proteina CP na nastanek bolezenskih 

znamenj na N. benthamiana, N. tabacum cv. Xanthi, N. glutinosa, Solanum tuberosum 

cv. Russet Burbank, Physalis pubescens in P. floridana. Obstaja tudi infektivni klon, pri 

katerem je celoten PVY genom v enem plazmidu stabiliziranem preko točkovnih 

mutacij v regijah ki kodirajo kriptične prokariotske promotorje. Ta klon je drugačen od 

prej omenjenih, še v tem, da pripada rekombinantni skupini PVY
Z
 (PVY

NTN
 iz Sirije) 

(Chikh Ali in sod. 2011).  

Uporaba infektivnih klonov je tudi edini način, s katerim lahko viruse označimo s 

fluorescentnimi in drugimi označevalci, kar omogoča sledenje premikanju virusa med 

celicami in sistemsko po rastlini. Poročali so ţe o konstrukciji prenekaterih rastlinskih 

virusov, označenih s fluorescentnimi proteini. Prvi med njimi je bil označen virus X 

krompirja (PVX) (Baulcombe in sod., 1995), ki je stabilno izraţal zeleni fluorescentni 

protein (GFP) v N. benthamiana in s tem omogočil spremljanje vzorcev širjenja. Tej 

raziskavi je sledilo še več drugih, npr. virus mozaika tobaka (TMV) (Cheng in sod., 

2000) in virus pegavosti paprike (PepMoV) (Lee in sod., 2011) sta bila označena z GFP 
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za sledenje sistemske okuţbe v N. benthaminana. Virus pritlikavosti in mozaika 

navadnega fiţola (BDMV) z GFP označevalcem je bil uporabljen za analizo procesa 

virusne okuţbe v gostiteljskih in negostiteljskih vrstah (Wang in sod., 1999). Za 

infektivne klone treh tobravirusov, označenih z GFP, virus šelestenja tobaka (TRV), 

virus zgodnjega rjavenja navadnega graha (PEBV) in virus obročkaste pegavosti 

paprike (PepRSV) so poročali o zelo širokem razponu gostiteljev, v katerih je bil GFP 

izraţen tudi v koreninah (MacFarlane in Popovich, 2000).  

Fluorescentno ter z drugimi označevalci je bilo označenih tudi nekaj virusov iz rodu  

Potyvirus, kateremu pripada tudi PVY. Krompirjev virus A (PVA) (Rajamäki in sod., 

2005) in virus zdruţevanja ţil in mozaika tobaka (TVBMV) (Gao in sod., 2012) sta bila 

označena z GFP v N. benthamiana . Z GFP je označen virus šarke (PPV), ki je bil 

uporabljen za študij  interakcij med PPV in gostiteljskimi rastlinami na ravni cele 

rastline ter tudi na celični ravni (Lansac in sod., 2005).  Virus lisavosti ţil tobaka 

(TVMV),  virus rumenih ţil detelje (ClYVV) in PPV označeni z GFP in dsRed so bili 

uporabljeni za raziskovanje sočasne okuţbe celic z različnimi virusi (Dietrich in Maiss, 

2003). Virus razjed tobaka (TEV) in virus mozaika repe (TuMV) sta bila pred kratkim 

označena z Ros1 transkripcijskim faktorjem, ki sproţi sintezo antocianov v okuţenih 

celicah in s tem omogoča in vivo sledenje v N. tabacum, N. benthaminana  in 

Arabidopsis thaliana (Bedoya in sod., 2012). Obstaja tudi z GFP označen PVY, ki je bil 

konstruiran na bazi infektivnega klona PVY 123 (Bukovinszki in sod., 2007) in je bil 

omenjen v študiji proteinsko-proteinskih interakcij med PVY in N. tabacum (Hofius in 

sod., 2007).V tej študiji pa ni bilo navedenih nobenih podatkov o bioloških značilnostih 

ali stabilnosti konstrukta. 
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1.3 RAZISKOVALNA VPRAŠANJA IN HIPOTEZE 

 

Za uspešno omejevanje širjenja PVY in odpravljanja njegovih socio-ekonomskih ter 

okoljskih vplivov je potrebno poznavanje številnih vidikov njegove problematike. 

  

Zanimale so nas metode določanja PVY, njihove prednosti in pomanjkljivosti v smislu 

specifičnosti in občutljivosti ter njihove uporabnosti za diagnostiko v oziru na hitro 

evolucijo PVY v naravi. V primeru PVY pa ni pomembno le določanje, temveč tudi 

klasifikacija različkov, saj posamezni različki povzročajo različna bolezenska znamenja 

in zahtevajo specifične ukrepe. Trenutno obstaja veliko število objav molekularnih in 

drugih orodij za določanje in klasifikacijo PVY, katerih diagnostična uporaba ni vedno 

jasno razvidna. V tej nalogi smo pod drobnogled vzeli dve najsodobnejši molekularni 

orodji (SNaPshot in RT-qPCR) ter ju preizkusili na vzorcih iz polja. Predvsem nas je 

zanimalo, katera je bolj uspešna v natančnem zaznavanju PVY
NTN

 različkov, ki 

povzročajo PTNRD.  

Prva hipoteza: 

Z metodo veriţnega pomnoţevanja z reverzno transkripcijo v realnem času (Kogovšek 

in sod. 2008) bomo zanesljiveje ločili med PVY
N
 in PVY

NTN
 različki. Metoda ne bo 

tako občutljiva za točkovne mutacije kot SNaPshot metoda (Rolland in sod. 2008), s 

katero bomo določili vse različke tudi v mešanih okuţbah. 

 

 

Ker je bilo do sedaj na voljo le eno nukleotidno zaporedje slovenskega izolata PVY, 

smo ţeleli določiti nukleotidna zaporedja dodatnih izolatov, najdenih na rastlinah v 

Sloveniji, da bi laţje ocenili, kakšna je njihova raznolikost na nivoju nukleotidnih 

zaporedij. V ta namen smo izvedli sekvenciranje in primerjavo nukleotidnih zaporedij. 

Z zbranimi nukleotidnimi zaporedji pa smo nato lahko raziskovali tudi evolucijo 

genoma PVY.  

Druga hipoteza:  

Z določitvijo nukleotidnih zaporedij izbranih genov virusa PVY bomo ugotovili 

prisotnost več različkov PVY v Sloveniji.  
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Klasični postopek izolacije PVY je zelo zamuden, zapleten in tudi teţko dostopen 

veliko laboratorijem, saj nimajo vsi na razpolago naprav za ultracentrifugiranje. Zato 

nas je zanimalo, če lahko postopek poenostavimo z uporabo CIM monolitnih nosilcev. 

Uporaba le teh za ločevanje bioloških makromolekul je bila ţe pokazana, vendar pa še 

nikoli na tako velikem in gibljivem delcu kot je PVY.  

Tretja hipoteza: 

Monolitno tehnologijo CIM bo moţno uporabiti za izboljšano čiščenje infektivnih 

virusnih delcev filamentoznega virusa PVY. 

 

 

Do sedaj imamo podatke o razporeditvi in širjenju PVY v gostiteljskih rastlinah na 

podlagi opazovanja virusnih inkluzij, koncentracije virusne RNA, bolezenskih znamenj, 

ne moremo pa opazovati metabolno aktivnega virusa in vivo. V ta namen bomo razvili 

infektivne klone virusa PVY označene z proteinom GFP. 

Četrta hipoteza 

Z GFP označenimi infektivnimi kloni virusa PVY bomo opazovali razporeditev virusa 

PVY v gostiteljskih rastlinah in potrdili hipotezo, da metabolna aktivnost virusa ne 

korelira s pojavom vidnih bolezenskih znamenj.  
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2 ZNANSTVENA DELA  

2.1 OBJAVLJENA ZNANSTVENA DELA  

2.1.1 Ugotavljanje primernosti metod SNaPshot in RT-qPCR za razločevanje 

skupin različkov krompirjevega virusa Y (PVY) 

 

Assessment of SNaPshot and single step RT-qPCR methods for discriminating Potato 

virus Y (PVY) subgroups 

Matevţ Rupar, Polona Kogovšek, Maruša Pompe-Novak, Ion Gutiérrez-Aguirre, Agnes 

Delaunay, Emmanuel Jacquot, Maja Ravnikar 

Journal of Virological Methods, 2013,vol. 189, no, 1, pp 93–100 

Izvleček: 

Krompirjev virus Y (PVY) je najpomembnejši virus, ki okuţuje krompir (Solanum 

tuberosum L), saj povzroča obročkasto nekrozo na gomoljih krompirja (Potato Tuber 

Necrosis Ringspot Disease-PTNRD) in s tem močno vpliva na pridelavo semenskega 

krompirja. Po svetu kroţijo številne skupine različkov z različno patogenostjo in 

posledično različnim gospodarskim vplivom. Orodja za natančno in zanesljivo 

odkrivanje in razlikovanje skupin PVY so zato bistvenega pomena za uspešno 

obvladovanje bolezni. V tej študiji smo ocenjevali dve najsodobnejši orodji za 

karakterizacijo, ki temeljita na določanju  molekularnih označevalcev: RT-qPCR 

(Kogovšek in sod., 2008) in SNaPshot (Rolland in sod., 2008). Ocenjevali smo njihovo 

sposobnost natančnega razlikovanja in dodeljevanja različkov v pravo skupino. 

Rezultate smo potrdili z biološkimi testi, ELISA metodo ter in silico analizo 

nukleotidnih zaporedij. SNaPshot metoda je razlikovala med več različnimi skupinami 

različkov kot RT-qPCR, vendar je RT-qPCR bolj zanesljivo določal različke PVY
NTN

, 

ki so po večini odgovorni za PTNRD. Razlike v določanju so bile posledica dejstva, da 

metodi uporabljata različne molekularne označevalce za določanje različkov. Obe orodji 

sicer uporabljata genotipske determinante za določanje PVY
NTN

 in ne bioloških. 

Nadaljnji razvoj se mora osredotočiti na ugotavljanje genomskih determinant za 

PTNRD. Dokler determinante ne bodo znane, pa ostajata metodi RT-qPCR in SNaPshot 

najmočnejši diagnostični orodji za karakterizacijo PVY različkov v Evropi. 
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2.1.2 Molekularna evolucija in filogeografija PVY na osnovi gena za protein 

plašča (CP)  

 

Molecular evolution and phylogeography of potato virus Y based on the CP gene 

José M. Cuevas, Agnes Delaunay, Matevţ Rupar, Emmanuel Jacquot, Santiago F. Elena 

Journal of General Virology, 2012, vol: 93, pp 2496–2501 

Izvleček: 

Krompirjev virus Y (PVY) je pomemben rastlinski virus s široko paleto gostiteljskih 

rastlin, med drugim okuţuje krompir, tobak, paradiţnik in papriko. Protein plašča (CP) 

PVY se pogosto uporablja v filogenetskih študijah za razvrščanje izolatov. V tej študiji 

smo uporabili nabor 292 CP nukleotidnih zaporedij iz izolatov, zbranih po vsem svetu. 

Po določanju in odstranjevanju rekombinantnih zaporedij smo uporabili bayesianske 

tehnike za preučevanje vpliva geografskega porekla in vrste gostiteljske rastline na 

strukturo populacije CP in njeno dinamiko. Opravili smo tudi analizo selekcije in 

kovariacije specifičnih aminokislin, ki sodelujejo pri prilagajanju. Naši rezultati kaţejo, 

da je pestrost proteina CP virusa PVY signifikantno odvisna tako od geografskih 

adaptacij, kot tudi od prilagoditev na gostiteljske rastline. Pozicije aminokisline 

podvrţene pozitivni selekciji so bile zgoščene v N-terminalni regiji proteina. Nekatere 

izmed teh pozicij omogočajo razlikovanje med  skupinami PVY različkov in v veliko 

manjši meri med izolati, najdenimi na krompirju, in tistimi, najdenimi na drugih 

gostiteljskih rastlinah. 
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2.1.3 Hitro čiščenje filamentoznega krompirjevega virusa Y z monolitnimi 

kromatografskimi nosilci  

 

Fast purification of the filamentous Potato virus Y using monolithic chromatographic 

supports 

Matevţ Rupar, Maja Ravnikar, Magda Tušek-Ţnidarič, Petra Kramberger, Laurent 

Glais, Ion Gutiérrez-Aguirre 

Journal of Chromatography A, 2013, vol. 1272, no. 11, pp33– 40  

 

Izvleček: 

Pridobivanje čiste raztopine virusnih delcev je bistven korak v mnogih aplikacijah, kot 

so proizvodnja cepiv, proizvodnja protiteles, priprava z virusi obogatenih vzorcev za in 

vitro karakterizacijo in drugih. Postopki čiščenja so običajno sestavljeni iz dolgotrajnih 

in zapletenih protokolov, ki vključujejo več korakov ultracentrifugiranja. Kompleksnost 

čiščenja je še posebej očitna v primeru rastlinskih virusov, kjer je potrebno virusne 

delce izolirati iz zelo kompleksnega rastlinskega homogenata. Monolitni kromatografski 

nosilci Convective Interaction Media (CIM) so bili uspešno uporabljeni za čiščenje 

velikih biomolekul, kot so virusi, virusom podobni delci in plazmidi iz različnih 

vzorcev. V tej študiji smo razvili metodo za hitro čiščenje nitastega krompirjevega 

virusa Y (PVY) (velikost virusnih delcev 740 nm × 11 nm) iz rastlinskega tkiva na 

osnovi CIM monolitnih nosilcev. PVY je eden od najbolj pomembnih rastlinskih 

virusov in povzroča veliko gospodarsko škodo v pridelavi krompirja. Preizkušene so 

bile različne mobilne faze, kemije vezave in tehnike priprave vzorca. Prisotnost virusa v 

kromatografskih frakcijah smo spremljali preko kvantifikacije virusne RNA (RT-

qPCR), čistost virusnih proteinov smo ocenili z metodo SDS–PAGE, integriteto delcev 

pa smo spremljali s presevno elektronsko mikroskopijo. Optimiziran postopek čiščenja 

vključuje začetne korake bistrenja, ki jim sledijo kromatografija na CIM kvartarni amin 

(QA) monolitni koloni. Razvita metoda dosega primerljiv donos, koncentracijo in 

čistost v primerjavi s klasičnim postopkom čiščenja, ki vključuje ultracentrifugiranje v 

gradientu saharoze in cezijevega klorida. Rastlinske nukleinske kisline so bile prav tako 

uspešno odstranjene. Nova metoda je dobro ponovljiva in poleg tega skrajša čas 

čiščenja iz štirih delovnih dni, potrebnih za klasično čiščenja, na dan in pol. To je prva 

študija, kjer je bil filamentozni virus uspešno očiščen z uporabo CIM monolitnih 

nosilcev. Zaradi svojih prednosti je postopek privlačen v proizvodnji seroloških 

diagnostičnih orodij, ki zahteva čisto raztopino virusnih delcev v koraku imunizacije. 

Rezultati te študije so izhodišče za izboljšanje metod čiščenja drugih pomembnih 

nitastih virusov. 
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2.2 OSTALO POVEZOVALNO ZNANSTVENO DELO  

2.2.1 Delo v postopku objavljanja: Fluorescentno označeni krompirjev virus Y: 

vsestransko orodje za funkcionalno analizo interakcij med rastlino in 

virusom  

 

Fluorescently labelled Potato virus Y: a versatile tool for functional analysis of plant – 

virus interaction  

Matevţ Rupar, Florence Faurez, Michel Tribodet, Ion Gutiérrez-Aguirre, Agnes 

Delaunay, David Dobnik, Kristina Gruden, Emmanuel Jacquot, Maja Ravnikar 

Delo je trenutno v fazi vstavljanja popravkov vseh soavtorjev pred pošiljanjem v objavo 

v revijo Molecular Plant-Pathogen Interactions. 

 

Izvleček: 

Krompirjev virus Y (PVY) je gospodarsko pomemben virus, ki okuţuje poljščine iz 

druţine Solanaceae, kot so tobak, krompir in paprika. Do zdaj so bile študije o širjenju 

in lokalizaciji PVY v rastlinah omejene na določanje virusne RNA ali beljakovin ex 

vivo . V tej študiji je bil z zelenim fluorescentnim proteinom (GFP) označen sev PVY 

N605. Temeljita karakterizacija na rastlini Nicotiana tabacum je pokazala, da je PVY 

N605-GFP konstrukt biološko primerljiv z neoznačenim virusom. Izkazal se je kot 

stabilen v vsaj treh pasaţah iz rastline na rastlino in 4 mesece v okuţeni rastlini. Signal 

GFP je bila zaznan 2 dni pred pojavom bolezenskih znamenj, intenzivnost  signala pa je 

korelirala s koncentracijo RNA. PVY N605-GFP je omogočil in vivo sledenje širjenju 

virusa med celicami in sistemsko. Še več, s pomočjo PVY N605-GFP smo lahko ocenili 

hitrost širjenja PVY na inokuliranem listu. Poleg N. tabacum je PVY N605 GFP 

uspešno okuţil tudi vrsto Nicotiana benthamiana, različne kultivarje krompirja 

(Solanum tuberosum L.) ter divje sorodnike krompirja. PVY N605-GFP je torej močno 

orodje za prihodnje študije interakcij rastlin z virusom, npr. funkcionalno analizo 

virusnih in rastlinskih genov, ki sodelujejo pri širjenju virusa po rastlini, kjer je sledenje 

in/ali točna lokalizacija virusa ključnega pomena za poglabljanje razumevanja 

molekulskih mehanizmov med rastlino in virusom. 
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3 RAZPRAVA IN SKLEPI 

3.1 RAZPRAVA 

 

 Za uspešno omejevanje širjenja je potrebno hitro in občutljivo določanje virusa 

predvsem v semenskem materialu krompirja. Odstotek okušenih gomoljev namreč 

prispeva največji deleţ k širjenju virusa in k zmanjšanju obsega in kakovosti pridelka 

(Karasev in Gray, 2013). V študiji vpliva PVY na pridelek krompirja so namreč 

izračunali, da se za vsak odstotek okuţenega semenskega materiala obseg pridelka 

zmanjša v povprečju za cca 130 kg/ha polj ne glede na občutljivost kultivarja (Nolte, 

2013, osebna komunikacija). Kar pomeni, da če posejemo 10 % okuţenih gomoljev, 

izgubimo cca 1,3 t/ha pridelka, pri tem pa je treba upoštevati še dodatno zmanjšane 

kakovosti preostanka pridelka v primeru okuţbe z PVY
NTN

 različki. V primeru okuţbe s 

PVY je problematično tudi določanje bolezenskih znamenj na polju in posledično 

odstranjevanje okuţenih rastlin, saj nekateri kultivarji ne kaţejo močnih bolezenskih 

znamenj, čeprav je koncentracija virusa v le teh enaka ali celo višjo kot v 

simptomatičnih kultivarjih (Hamm in sod., 2009). Prav zaradi različnega vpliva 

različnih PVY različkov na različne kultivarje je potrebna natančna, hitra in robustna 

diagnostična metoda za določanja in karakterizacijo različkov. 

3.1.1 Primerjava metod za določanje PVY 

 

V prvem delu te naloge smo najprej naredili pregled razvoja obstoječih načinov 

določanja in klasifikacije izolatov PVY, od bioloških testov in seroloških metod 

določanja do širokega nabora molekularnih metod na podlagi PCR in drugih. 

Klasifikacija PVY je precej kompleksna zaradi hitrega spreminjanja virusov in 

neenotnega  pristopa k analizi različnih lastnosti (genetskih, seroloških, molekulskih) 

(Singh in sod., 2008). Največji problem predstavlja zdruţitev ali sinhronizacija 

bioloških in molekularnih skupin, saj so znane le molekularne determinante bolezenskih 

znamenj na tobaku (Faurez in sod., 2012) ne pa tudi na krompirju, na katerem temelji 

genetska klasifikacija na različnih kultivarjih. Na podlagi do sedaj znanih dejstev je bilo 

predlagano dvojno poimenovanje različkov, ki obsega tako biološko skupino kot tudi 

molekularni značaj, npr. PVY 
Z/NTN

 izzove preobčutljivostjo reakcijo na kultivarjih 

krompirja, ki imajo hipotetični gen Nz, molekularno pa so rekombinantni med PVY
O
 in 

PVY
N
 s tremi ali štirimi mesti rekombinacije (Kehoe in Jones, 2011). Zadnji poskus 

zdruţitve vseh različic karakterizacije je prikazan na sliki 2 in opisan v objavi Karasev 

in Gray (2013).  

Uporaba testnih rastlin za klasifikacijo je edina metoda, ki lahko razvrsti vse izolate 

glede na njihov biološki vpliv na gostitelja (Kerlan in sod., 2011), ni pa primerna za 

testiranje velikega števila vzorcev, saj gojenje rastlin in opazovanje bolezenskih 

znamenj potrebuje ogromno prostora in časa. Še večji problem pa predstavlja dejstvo, 
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da je odziv rastlin odvisen od razmer, v katerih rastline rastejo. Metoda bi morala biti 

dobro medlaboratorijsko standardizirana (temperatura, svetloba, vlaga in uporabljeni 

kultivarji), da bi omogočala primerljive rezultate. Določanje proteina plašča PVY z 

monoklonskimi protitelesi (serološko določanje npr. z ELISA metodo), omogoča 

procesiranje večjega števila vzorcev ob znatno niţji ceni kot biološki testi. Največja 

slabost metode je pomanjkanje dobre korelacije med serološkimi in biološkimi 

lastnostmi, kar je najbolj očitno v primeru različkov PVY
N-Wi 

(Chrzanowska, 1991) 

PVY
N:O 

(Gray in sod., 2010), ki serološko spadajo v skupino PVY
O
, biološko pa v 

PVY
N
 ali PVY

Z
, saj povzročajo nekroze ţil pri tobaku, nekateri pa tudi PTNRD (slika 

2) (Piche in sod., 2004; Schubert in sod., 2007). Problem pa se je poglobil z odkritjem 

novih izolatov z nekonvencionalnim serotipom, kot je npr. PVY
NTN-NW 

(O serotip, 

povzroča PTNRD in nekroze ţil). Tovrstne izolate bi z ELISA testom razvrstili v 

skupino PVY
O
 in napačno označili kot manj agresivne (Chikh Ali in sod., 2010b). 

Najden je bil tudi izolat PVY
O-05

, ki reagira tudi z nekaterimi monoklonskimi protitelesi 

proti PVY
N
 (Karasev in sod., 2011). Serološke metode tudi ne omogočajo ločevanja 

PVY
N
 in PVY

NTN
. 

Ker molekularne metode nudijo največjo občutljivost v smislu določanja prisotnosti 

nizkih koncentracij PVY (Kogovšek in sod., 2008) ter hkrati nudijo največjo ločljivost 

določanja različkov PVY, smo se osredotočili na natančnejšo analizo le teh. 

Molekularne metode le izjemoma zaznavajo biološko signifikantna zaporedja/mesta v 

genomu PVY. Večina jih bazira na metodi PCR z nukleotidnimi začetniki, ki se 

hibridizirajo v odsekih, značilnih za PVY
O
, PVY

N
 ali njune rekombinante (Boonham in 

sod., 2002b; Chikh Ali in sod., 2010a; Nie in Singh, 2002; Rigotti in Gugerli, 2007). 

Tehnika PCR v realnem času (qPCR) je še dodatno izboljšala občutljivost ter omogočila 

kvantifikacijo posameznih PVY različkov (Agindotan in sod., 2007; Balme-Sinibaldi in 

sod., 2006; Kogovšek in sod., 2008). Odkritje molekularnih determinant PVY, direktno 

povezanih s povzročanjem nekroz ţil na tobaku (Tribodet in sod., 2005), je omogočilo 

razvoj metode, ki poleg genetskih označevalcev specifično zaznava tudi polimorfizme 

posameznih nukleotidov, odgovorne za povzročanje nekroz ţil, SNaPshot (Rolland in 

sod., 2008). Znanje o molekulskih determinantah nekroz ţil na tobaku je bilo pred 

kratkim razširjeno z dodatnimi determinantami (Faurez in sod., 2012).  

 V raziskavi smo izbrali dve molekularni metodi določanja in klasifikacije PVY, 

enokoračni RT-qPCR (Kogovšek in sod., 2008) in SNaPshot (Rolland in sod., 2008) ter 

analizirali njuno delovanje s poudarkom na učinkovitem in natančnem zaznavanju 

PVY
NTN

 različkov (Rupar in sod., 2013a). V študiji smo uporabili slovenske izolate 

PVY, ki smo jih najprej okarakterizirali z biološkim testom na rastlinah krompirja 

(Solanum tuberosum cv. igor) in tobaka (Nicotiana tabacum cv. xanthii). Kultivar 

krompirja igor je sluţil za določanje, ali izolati povzročajo PTNRD, saj je zelo 

občutljiva sorta. Spričo tega dejstva je tudi popolnoma izginil iz pridelave po prihodu 

PVY
NTN

 različkov na območje Slovenije, čeprav je igor slovenska avtohtona sorta 
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krompirja (Kus, 1995). Vsi izolati, testirani v tej nalogi, so povzročali tako PTNRD kot 

tudi nekroze ţil na tobaku. Izolate smo nato testirali še s serološkim ELISA testom z 

obema izbranima molekularnima metodama; nekatere izolate pa smo še dodatno 

preverili in analizirali z določevanjem nukleotidnega zaporedja. Obe izbrani metodi sta 

detektirali vse izolate, vendar pa sta se razlikovali prav v zanesljivem določanju 

PVY
NTN

 različkov. Enokoračni RT-qPCR je pravilno razvrstil vse PVY
NTN

 različke, 

medtem ko je SNaPshot nekatere razvrstil med PVYN namesto PVY
NTN

. Vzrok smo 

natančneje preučili s pomočjo določanja nukleotidnih zaporedij in ugotovili, da metodi 

zaznavata različne molekulske označevalce (polimorfizme posameznih nukleotidov 

(SNP), značilne za PVY
N
 in PVY

O
. Tako enokoračni RT-qPCR zaznava SNP mesta, ki 

so bolj značilna za rekombinacijo v genomu PVY in s tem za PTNRD, kot tista, ki jih 

zaznava SNaPshot. Dejstvo, da metoda SNaPshot zaznava le po eno nukleotidno mesto 

v določeni regiji genoma PVY naenkrat, kar pomeni, da je tudi bolj občutljiva na 

točkovne mutacije kot RT-qPCR, katerega sonda naenkrat pokrije več značilnih SNP 

mest. SNaPshot pa ima tudi svoje prednosti, saj poleg zaznavanja bioloških determinant 

tudi bolj zanesljivo zazna mešane okuţbe, zazna pa tudi različke tipa PVY
N-Wi

, katerih 

RT-qPCR ne loči od različkov PVY
O
. Po drugi strani pa RT-qPCR omogoča poleg 

določanja in karakterizacije tudi natančno kvantifikacijo ter s tem uporabo tako v 

diagnostiki kot tudi za raziskave. Po natančni analizi obeh metod smo nato predlagali 

tudi izboljšave v smeri bolj zanesljivega določanja in karakterizacije (Rupar in sod., 

2013a).   

Do sedaj je bilo znano le eno zaporedje slovenskega izolata PVY (Barker in sod., 2009), 

in sicer iz skupine PVY
NTN

, zato smo določili delna nukleotidna zaporedja šestim novim 

izolatom (cca 60-75 % celotnega genoma). Štirje izolati so bili iz skupine PVY
NTN

, ki v 

Sloveniji prevladuje od 90ih let prejšnjega stoletja dalje (Kus, 1995), določili pa smo 

tudi zaporedja slovenskih izolatov iz skupin PVY
O
 in PVY

N-Wi
. Zbrana zaporedja smo 

uporabili v širši študiji evolucije gena CP PVY (Cuevas in sod., 2012a). Z 

molekulskimi, biološkimi in serološkimi metodami smo analizirali skupno 24 izolatov 

(Rupar in sod., 2013a). S tem smo ocenili prisotnost različnih skupin različkov v 

Sloveniji. Čeprav bi za dobro oceno bilo potrebno testirati večje število vzorcev, lahko 

ţe na manjšem številu vzorcev opazimo, da v Sloveniji močno prevladujejo različki iz 

skupine PVY
NTN

, kar sovpada s podatki iz Nemčije in Francije (Blanchard in sod., 

2008) ter najnovejšimi podatki iz Zdruţenih drţav Amerike (Karasev in Gray, 2013).  

3.1.2 Virus se spreminja in adaptira: evolucija gena za protein plašča PVY (CP) 

 

Zaradi velike pomembnosti CP proteina smo preučili njegovo evolucijo. Z uporabo 

bayesianskih statističnih orodij smo analizirali 212 nerekominantnih CP zaporedij in 

skušali poiskati aminokislinska mesta (kodone), izpostavljenim pozitivnim in 

negativnim evolucijskim pritiskom, ter mesta, ki se hkrati spreminjajo (kovarianca). 

Obliko filogenetskega drevesa vseh zbranih zaporedij gena CP smo pojasniti tudi preko 
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i) geografskega izvora izolatov, ii) gostiteljske rastline, na kateri so bil najdeni in iii) 

klasifikacijske skupine PVY, kateri pripadajo (Cuevas in sod., 2012a). Vsi izolati so se 

na filogenetskem drevesu razporedili v tri najbolj tipične skupine (PVY
O
, PVY

N
, 

PVY
C)

, čeprav razmejitev med PVY
O
 in PVY

C
 ni bila dobro podprta. Največ izolatov je 

pripadalo PVY
O
 skupini. Podpora razmejitvam znotraj PVY

O
 skupine je bila globalno 

slaba, kar nakazuje na genetsko homogeno skupino z nedavnim nastankom in 

minimalnim vplivom selekcije. Edine dobro podprte veje v podskupini PVY
O
 so bile 

tiste, v katerih so bili izolati s skupnim geografskim izvorom. Podoben trend je bil 

opaţen tudi v skupini PVY
N
, kjer so se izolati razvrstili v dve glavni podskupini 

evropskih in severnoameriških izolatov. Signifikanten vpliv na obliko filogenetskega 

drevesa smo lahko pripisali tudi gostiteljski rastlini, na kateri je bil izolat najden. 

Opazili smo tri podskupine v našem drevesu, ki so pripadale izolatom iz krompirja, 

tobaka in paprike. Drugim gostiteljem nismo mogli pripisati večjega vpliva zaradi 

premajhnega števila vzorcev. Večina vzorcev, ki niso bili izolati iz krompirja, je hkrati 

pripadalo tudi PVY
C
 podskupini, kar nakazuje vpliv gostitelja na adaptacijo virusa. 

Podobno so poročali tudi ţe Schubert in sod. (2007). Moţno je tudi, da so agresivnejši 

rekombinantni različki, kot npr. PVY
NTN

, izpodrinili PVY
C
 iz krompirja. Obstajajo 

namreč poročila o tem, da se PVY
NTN

 bolje prenaša z listnimi ušmi, s PVY
NTN

 okuţene 

rastline imajo manj simptomov na listih in več okuţenih gomoljev ter se tako hitreje 

širijo v naravi (Karasev in Gray, 2013). Kljub temu nismo našli aminokislinskega 

mesta, ki bi bilo značilno za določenega gostitelja. Za večino kodonov v CP se je 

izkazalo, da so evolucijsko nevtralni ali pa izpostavljeni vplivom negativnega pritiska, 

t.i. purifikacijske selekcije v vseh gostiteljskih rastlinah. To nakazuje na dobro 

prilagojenost PVY na trenutne gostitelje in daljšo skupno evolucijo. Uporabili smo več 

različnih metod določanja kodonov, izpostavljenim pozitivnim selekcijskim pritiskom 

(FEL, IFEL, MEME) (Cuevas in sod., 2012b), in našli le eno mesto, ki je bilo skupno 

vsem trem metodam, kodon 1. Našli smo tudi nekaj mest, na katerih je v določeni 

skupini (PVY
N
, PVY

O
, PVY

C
) prevladovala specifična a.k. Za posamezen različek 

značilna dominantna aminokislina pa je bila vedno najdena tudi pri drugih skupinah 

različkov, vendar s precej manjšo frekvenco. Še najbolj primerni sta a.k. 187, na podlagi 

katere lahko dokaj dobro ločimo PVY
N
 od PVY

O
 in PVY

C
, ne pa tudi med PVY

O
 in 

PVY
C
 ter a.k. 193, ki zanesljivo ločuje med PVY

N
 in PVY

O
, vendar se a.k., značilne za 

omenjene skupine, pojavljajo tudi v PVY
C
 skupini.  

S to študijo smo ţeleli ugotoviti tudi, ali v proteinu CP obstajajo mesta, ki so značilna 

za i) geografsko območje, od koder izolat prihaja, ii) gostitelja, iz katerega prihaja. Na 

podlagi teh podatkov bi lahko sledili izvoru izolatov in širjenju na nova področja. Te 

informacije lahko uporabimo za epidemiološke študije in pri načrtovanju ukrepov za 

omejevanje širjenja PVY. Študija je pokazala, da v genu CP ni posameznih popolnoma 

zanesljivih molekulskih determinant niti za klasifikacijo različkov niti značilnih za 

posameznega gostitelja ali geografsko poreklo. To lahko pomeni, da evolucijske sile, ki 

oblikujejo CP, delujejo neodvisno od gostitelja in geografskega porekla, kar precej oteţi 
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sledenje širjenja različkov. Druga razlaga, zakaj nismo našli zanesljivih determinant, je 

lahko tudi, da ne poznamo natančno, koliko časa je bil nek izolat na področju/na 

gostiteljski rastlini, na kateri je bil najden. Obstaja moţnost, da je bil izolat prenesen na 

novo območje/gostitelja pred kratkim, kar bi pomenilo, da ima še vedno determinante, 

značilne za prejšnje geografsko področje/gostitelja. Edini najdeni kodon, izpostavljen 

pozitivni selekciji, pojasnjuje tudi rezultate prejšnje študije, kjer smo ugotovili, da 

metoda SNaPshot manj natančno zaznava PVY
NTN

 različke. SNaPshot namreč cilja prav 

prvi nukleotid v prvem kodonu CP gena, za katerega sedaj vemo, da se v populaciji 

diverzificira in je zato manj primeren za zanesljivo uporabo v diagnostiki. 

3.1.3 Kako virusne delce osamiti iz kompleksnega vzorca? 

 

Specifična in občutljiva monoklonska protitelesa so ključna za dobro serološko 

določanje ter klasifikacijo PVY. Za pripravo monoklonskih protiteles (Mab) proti 

novonastajajočim izolatom PVY je najprej priprava raztopine čistih virusnih delcev, ki 

jo uporabimo v koraku imunizacije (Ohshima in sod., 1990; Sanz in sod., 1990). 

Raztopino virusnih delcev lahko nato uporabimo za evalvacijo protiteles. Z metodo 

površinske plazmonske resonance (SPR) lahko namreč opazujemo specifičnost 

interakcij med virusnimi delci različnih izolatov PVY in Mab. Merimo lahko afiniteto 

vezave Mab na virusne delce, opazujemo pa lahko tudi, ali različna Mab zaznavajo iste, 

prekrivajoče ali popolnoma neodvisne epitope (Gutiérrez-Aguirre in sod., 2014). S 

tovrstnimi informacijami lahko nato pripravimo mešanico Mab, ki z visoko afiniteto 

zaznajo različne epitope. V primeru, da se en izmed tarčnih epitopov spremeni zaradi 

hitre virusne evolucije lahko virus zaznamo z ostalimi monoklonskimi protitelesi v 

mešanici. Tako lahko bolj zanesljivo zaznamo vse različke PVY.  

Zaradi njihove uspešne in enostavne uporabe za čiščenje bioloških makromolekul smo v 

tretjem delu te doktorske naloge CIM monolitne nosilce implementirali v razvoju hitre 

in enostavne metode za pridobivanje čistih delcev PVY (Rupar in sod., 2013b). 

Preizkusili smo anionske kolone z različno kemijsko sestavo vezavne površine (QA in 

DEAE), različne puferske sisteme za optimalno vezavo virusnih delcev na kolono. Nato 

smo optimizirali še postopke čiščenja pred uporabo kolone in postopke spiranja virusnih 

delcev iz kolone. Vse korake optimizacije smo analizirali z več različnimi metodami, na 

podlagi katerih smo nato vodili postopke optimizacije. Z metodo enokoračnega RT-

qPCR smo spremljali tako koncentracijo virusne RNA kot tudi prisotnost rastlinskih 

nukleinskih kislin. S tem smo lahko spremljali izkoristke kromatografske ločbe ter 

postopkov predčiščenja glede na vsebnost PVY v začetnem materialu. Opazovali pa 

smo lahko tudi prisotnost neţelenih rastlinskih nukleinskih kislin v frakcijah očiščenega 

virusa PVY. Čistost virusa v posameznih korakih smo spremljali z metodo SDS-PAGE, 

kjer smo prisotnost PVY potrjevali s prenosom na membrano in določanjem s 

poliklonskimi protitelesi proti PVY i.e. metoda »Western Blot«. Zaradi filamentozne 

oblike in velike fleksibilnosti delcev bi se le ti lahko v postopku čiščenja poškodovali, 
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česar ne moremo opaziti niti z RT-qPCR niti z SDS-PAGE metodo. V ta namen smo 

obliko in integriteto delcev v posameznih korakih opazovali z metodo presevne 

elektronske mikroskopije. Določili smo tudi vpliv čiščenja na infektivnost PVY. 

Inokulirali smo rastline Nicotiana tabacum cv. xanthii in opazovali razvoj bolezenskih 

znamenj na rastlinah. Kombinacija kvantitativnih in kvalitativnih metod za opazovanje 

prisotnosti PVY v posameznih korakih je ključna, saj je v rastlini poleg virusnih delcev 

prisotno tudi veliko proste virusne RNA in proteinov CP, ki niso del virusnega delca. Z 

uporabo npr. RT-qPCR metode ali SDS PAGE metode posamično ne bi mogli 

zanesljivo spremljati prisotnosti virusnih delcev skozi korake izolacije. Spremljanje 

infektivnosti in posledično optimizacije čiščenja k večji infektivnosti je v primeru 

rastlinskih virusov zelo teţavno in dolgotrajno, saj nimamo na voljo metod, kot je npr. 

analiza pojavljanja plakov pri ţivalskih virusih (Gerster in sod., 2013) ali bakteriofagih 

(Monjezi in sod., 2010; Smrekar in sod., 2008). Zato je bilo potrebno kombinirati 

presevno elektronsko mikroskopijo, s katero smo potrdili, da so delci dovolj veliki in 

večinoma nepoškodovani, z inokulacijo na rastlinah.  

Izkoristki CIM čiščenja so bili v tej študiji niţji kot v primeru čiščenja virusa ToMV 

(Kramberger in sod., 2007), koncentriranja rotavirusov (Gutiérrez-Aguirre in sod., 

2009) ali čiščenja bakteriofagov (Smrekar in sod., 2008). To dejstvo lahko deloma 

pojasnimo z načinom kvantifikacije virusa, kompleksnostjo izhodnega materiala in 

obliko virusa. V tej študiji smo za to uporabili za kvantifikacijo metodo RT-qPCR, ki 

zazna poleg RNA v delcih tudi prosto virusno RNA v začetnem vzorcu. V postopku 

čiščenja na CIM koloni eluiramo le virusne delce in kvantificiramo RNA, ki je v njih. 

Prosta RNA se namreč veţe na kolono mnogo močneje od delcev in se eluira kasneje. S 

tem podcenimo dejanski izkoristek izolacije delcev. V primeru izolacije ToMV 

(Kramberger in sod., 2007) je bil izkoristek določen preko semikvantitativnega ELISA 

testa, ki je veliko manj natančen kot RT-qPCR. Pri koncentriranju rotavirusov iz pitne 

in rečne vode (Gutiérrez-Aguirre in sod., 2009) so izkoristke določali enako kot v tej 

študiji, vendar pa je bil začetni vzorec veliko manj kompleksen, virusni delci pa veliko 

manjši in bolj primerne oblike (kroglasti) za čiščenje na kromatografski koloni, 

posledično tudi izkoristki okoli 100 %. Dolg, gibljiv filamentozni delec PVY se laţje 

veţe na druge delce, prisotne v homogenatu, se hitreje poškoduje na koloni, zato je 

njegova izolacija teţavnejša in z niţjim izkoristkom. Kljub vsem oviram je postopek 

izolacije PVY s CIM monoliti primerljiv s klasičnim postopkom izolacije PVY (Leiser 

in Richter, 1978), tako v smislu čistosti kot tudi izkoristka. 

Čiščenje s CIM monoliti skrajša postopek iz štirih na manj kot dva dni brez uporabe 

ultracentrifugiranja v gradientu saharoze in cezijevega klorida. V primeru, da 

potrebujemo večjo količino čiste virusne suspenzije, lastnosti CIM monolitov 

omogočajo enostavno povečanje obsega čiščenja v enakem času brez spreminjanja 

pogojev čiščenja. V postopku čiščenja s CIM monoliti odstranimo tudi 99,99 % vseh 

prostih nukleinskih kislin, o čemer so poročali tudi v primeru izolacije ToMV 
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(Kramberger in sod., 2007) in virusom podobnih delcev (VLP) (Urbas in sod., 2011). 

Odstranjevanje prostih nukleinskih kislin s pridom uporabimo v pripravi knjiţnic 

virusnih nukleinskih kislin virusov za sekvenciranje nove generacije (NGS). Nukleinske 

kisline v enkapsidiranih virusnih delcih lahko predstavljajo le nekaj odstotkov vseh 

nukleinskih kislin, ki jih izoliramo iz rastline, zato večina odčitkov NGS pripada 

gostiteljski rastlini. Z odstranitvijo nukleinskih kislin gostitelja izboljšamo verjetnost 

detektiranja celotnih genomov enkapsidiranih virusov, poenostavimo pa tudi obdelavo 

podatkov (Steyer in sod., 2013). 

3.1.4 Kako slediti virusu v gostiteljski rastlini?  

 

Spremljanje premikanja virusa v gostiteljskih rastlinah nam omogoča raziskovanje 

interakcij med gostiteljem in virusom. Omogoča nam funkcionalno analizo tako 

virusnih (Fedorkin in sod., 2000; Lansac in sod., 2005; Lucas, 2006; Oparka in sod., 

1996) kot tudi rastlinskih proteinov (Hofius in sod., 2007; Vijayapalani in sod., 2012; 

Wei in sod., 2010), udeleţenih v procesu širjenja virusne infekcije v gostitelju. Prav 

tako lahko pomaga osvetliti mehanizme prepoznave, signalizacije in rastlinske 

odpornosti na viruse (Carr in sod., 2010) 

Lokalizacijo in premikanje virusa PVY v gostiteljskih rastlinah smo do sedaj lahko 

raziskovali s kombiniranjem naslednjih metod: i) opazovanje pojavljanja bolezenskih 

znamenj (Mehle in sod., 2004), ii) določanje prisotnosti virusnih proteinov s tehnikami 

imunolokalizacije s svetlobno in elektronsko mikroskopijo ter z ELISA testom 

(Kogovšek in sod., 2011; Mehle in sod., 2004; Rajamäki in Valkonen, 2003) iii) ter z 

določanjem in kvantifikacijo virusnih nukleinskih kislin z metodo RT-qPCR (Kogovšek 

in sod., 2011). Metode zaznajo le posamezne virusne elemente (proteine, nukleinske 

kisline), ne pa metabolno aktivnega virusa ali z drugo besedo celic, kjer se virus aktivno 

namnoţuje. Dodatna pomanjkljivost večine naštetih metod (razen opazovanja bol. 

znamenj) je tudi ta, da omogočajo le ex-vivo opazovanje s predhodnim vzorčenjem. Ker 

z vzorčenjem rastline poškodujemo, zahtevajo te metode uporabo večjega števila rastlin 

pri poskusih, kjer spremljamo širjenje virusa po rastlini skozi čas. Za izboljšanje študij 

širjenja PVY v gostiteljskih rastlinah in interakcij med virusom in rastlino zato 

potrebujemo orodje za in vivo opazovanje širjenja PVY. 

V zadnjem delu doktorske naloge smo s pomočjo infektivnih klonov PVY N605 izolata 

(Jakab in sod., 1997) skonstruirali z zelenim fluorescentnim proteinom označen PVY 

(PVY N605-GFP). Natančno smo analizirali njegove biološke parametre in stabilnost 

ter ga uporabili za in vivo sledenje širjenju virusa in za prvo oceno hitrosti širjenja med 

celicami.  

Gen za protein GFP smo vstavili v genom PVY med gena, ki kodirata proteina NIb in 

CP. Na N- in C-terminalnem koncu smo ga obdali s prepoznavnima mestoma za 

proteinazo NIa, ki GFP po translaciji odcepi iz poliproteina. Fluorescenco GFP zato 
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zaznamo v citoplazmi celic, kjer se virusni proteini aktivno sintetizirajo. Da lahko PVY 

N605-GFP uporabljamo kot orodje za opazovanje širjenja PVY med celicami, moramo 

najprej potrditi njegovo biološko primerljivost z neoznačenim PVY N605 izolatom. 

Potrdili smo, da PVY N605-GFP ob enakem času po inokulaciji povzroča enako močna 

bolezenska znamenja kot neoznačen PVY N605. S tehniko RT-qPCR (Kogovšek in 

sod., 2008) smo potrdili, da oba dosegata primerljivo koncentracijo virusnih nukleinskih 

kislin v sistemsko okuţenih listih. Fluorescentni označevalec torej ne vpliva na fitnes 

PVY N605. Tekom pomnoţevanja virusnega genoma v gostitelju nastaja veliko število 

tako mutacij kot tudi rekombinacij (Chare in Holmes, 2006; Guo in sod., 1998; Regoes 

in sod., 2012; Routh in sod., 2012). Vsak neesencialen gen, ki predstavlja za PVY 

dodatno genetsko breme, se zato lahko hitro odstrani iz genoma (Seaberg in sod., 2012). 

Za uspešno sledenje fluorescentno označenega virusa je stabilnost vstavljenega 

fluorescentnega gena ključna.  V primeru, da se gen izreţe ali poškoduje, namreč ne 

moremo več zanesljivo zaznati lokalizacije virusa, saj ne vemo, ali deli rastline brez 

GFP signala označujejo mesta, kjer se virus ne namnoţuje, ali mesta, kjer je izgubil gen 

za GFP. Stabilnost gena za GFP protein v genomu PVY N605 smo določili s 

kombinacijo treh specifičnih RTq-PCR testov: i) kvantificirali smo količino gena za 

GFP (Wang in sod., 2004), ii) količino vseh genomov PVY (Kogovšek in sod., 2008) 

ter iii) specifično kvantificirali količino genomov z izrezanim genom za GFP. Ugotovili 

smo, da sta koncentracija vseh virusnih genomov in koncentracij gena za GFP skoraj 

enaki v vseh vzorcih. Manjša odstopanja od razmerja 1:1 so bila opaţena v obeh smereh 

(več GFP kot vseh virusnih genomov in obratno), kar lahko pripišemo napaki meritve. 

Rezultati kaţejo na to, da se GFP pomnoţuje stabilno in ekvimolarno skupaj z virusnim 

genomom. V skoraj polovici od 164 analiziranih vzorcev nismo našli genomov brez 

gena za GFP. V vzorcih, kjer pa smo take genome zaznali, le ti niso presegli 0,05 % 

celotne populacije PVY genomov. Še več, njihova koncentracija se ni povečevala tekom 

trajanja okuţbe, temveč so se vzorci, kjer smo zaznali PVY N605 brez GFP gena, 

pojavljali naključno v vseh testiranih dnevih po inokulaciji. Spričo hitre virusne 

evolucije torej nastane PVY N605 brez gena za GFP, vendar pa le ti ne izpodrinejo 

PVY N605-GFP v Nicotiana tabacum cv. xanthii. Posebej smo namreč analizirali tudi 

mesta brez fluorescence GFP, ki so se nahajala v bliţini flourescentnih območij. Tudi v 

teh delih smo dobili razmerje med genom za protein GFP in vsemi virusnimi genomi 

1:1, zato domnevamo, da se gen za GFP ni izrezal, temveč protein še ni prisoten v 

zadostni koncentraciji za detekcijo z mikroskopsko metodo, medtem ko se je RNA ţe 

namnoţila do stopnje, ko jo lahko zaznamo z RT-qPCR. Tovrstna natančna analiza 

biološke primerljivosti in stabilnosti fluorescentno označenega virusa do sedaj še ni bila 

izvedena.  

Dobro okarakteriziran PVY N605-GFP smo nato uporabili za sledenje PVY v rastlinah 

Nicotiana tabacum cv. xanthii. Fluorescenco smo opazovali s pomočjo avtoma-

tiziranega fluorescentnega mikroskopa, s katerim smo zaporedoma zajeli več sto slik 

visoke resolucije pri 40x povečavi in jih sestavili v detajlne slike fluorescence velikih 
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delov lista ali celo celotnega lista naenkrat. Tako smo najprej opazovali potek širjenja 

PVY med celicami na inokuliranih listih, kjer smo drobna območja (nekaj 10 celic) z 

GFP fluorescenco označenega virusa zaznali ţe po dveh do treh dneh po inokuolaciji. 

Kot smo predpostavljali, smo prva bolezenska znamenja zaznali šele tri do štiri dni 

potem, ko smo zaznali širjenje PVY preko fluorescence. Za sledenje virusa in vivo smo 

prilagodili tehniko gojenja rastlin tako, da smo lahko inokulirane in sistemsko okuţene 

liste brez poškodb vsak dan pregledali. Tako smo lahko spremljali širjenje virusa med 

celicami inokuliranega lista ter sistemsko širjenje po rastlini. Pri inokulaciji enega lista 

na rastlino smo opazili trend, ki kaţe na to, da se virus hitreje razširi v višje liste nad 

inokuliranim kot v list točno nad inokuliranim. Fluorescenco smo zaznali v višjih 

sistemsko okuţenih listih ţe po 4 dneh po inokulaciji, najprej v ţilah in njihovi okolici, 

nato pa po celem listu. V listu točno nad inokuliranim smo fluorescenco zaznali le v 

nekaj primerih in še to pri bazi lista. Ta opaţanja lahko razloţimo s tokom fotosintetskih 

asimilatov iz razvitih v razvijajoče se liste (»source to sink flow«), katerim se virus 

sistemsko širi po rastlini (Roberts in sod., 1997). Tok asimilatov in s tem virusa je 

najmočnejši iz razvitega inokuliranega lista proti mladim višjim listom, ki se zato 

najhitreje okuţijo. Listi se razvijejo iz porabnikov asimilantov v proizvajalce v 

bazipetalni smeri, najprej vrh, nato sredina in baza lista (Meng in sod., 2001). Ob času 

inokulacije je bil prvi list nad inokuliranim deloma ali pa ţe v celoti razvit, zato smo 

zaznali fluorescenco GFP označenega virusa le takrat, ko je bila baza lista še v fazi 

porabnika fotosintetskih asimilatov, s katerimi se je virus tja razširil. Zajeli smo slike 

istih mest okuţbe na inokuliranih listih ob različnih dnevih po okuţbi. Tako smo lahko 

določili hitrost širjenja PVY med celicami v tobaku. Opazili smo, da se virus širi 

pospešeno, saj je drugi dan okuţil več novih celic (v povprečju 9 celic na uro) kot prvi 

dan (v povprečju 6,5 celic na uro) opazovanja. Tovrsten trend smo opazili pri vseh 

opazovanih mestih okuţbe. V literaturi do sedaj še ni bilo natančnega podatka o tem, 

kako hitro se PVY širi med celicami.   

Poleg tobaka smo s PVY N605-GFP uspešno okuţili tudi štiri kultivarje krompirja 

(Solanum tuberosum L.), désireé, NagG-désireé, bea in bintje. Preliminarni podatki 

kaţejo na to, da se PVY širi v krompirju počasneje in tudi z drugačnim vzorcem kot v 

tobaku. V sistemsko okuţenih listih smo fluorescenco GFP zaznali med 18-22 DPI, 

medtem ko smo jo pri tobaku ţe pri 5 DPI. V tobaku se je fluorescenca GFP 

enakomerno širila iz vseh ţil preko celotnega lista, medtem ko smo na sistemsko 

okuţenih listih kultivarjev krompirja zaznali le manjša med seboj ločena območja z 

GFP fluorescenco. Testirali smo tudi dovzetnost divjih sorodnikov krompirja na okuţbo 

s PVY N605-GFP. Fluorescenco GFP smo zaznali na inokuliranih listih vseh desetih 

testiranih vrst, v vrstah Solanum mochiquense, Solanum papita in Solanum venturii pa 

tudi sistemsko. Divji sorodniki omogočajo laţjo prehodno transformacijo z 

Agrobacterium tumefaciens ter so genetsko sorodni kultiviranemu krompirju, zato jih 

uporabljamo kot nadomestni model za študij interakcij med PVY in krompirjem.  
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Zanesljivo in natančno orodje za in vivo lokalizacijo PVY bo pripomoglo k študijam 

funkcionalne analize rastlinskih in virusnih genov, udeleţenih pri okuţbi in premikanju 

znotraj rastline. Fluorescentno označen virus je uporaben tudi pri študijah transkriptoma 

okuţenih rastlin. Brez poznavanja lokacije PVY lahko slepo vzorčimo dele rastlin, ki so 

okuţeni, skupaj s tistimi, ki niso, in tako nevede »razredčimo« okuţen material. S tem 

zabrišemo razlike v izraţenju genov med zdravimi in okuţenimi rastlinami. PVY N605-

GFP omogoča ločeno vzorčenje delov rastline, kjer se virus aktivno pomnoţuje, od 

tistih, kjer metabolno aktiven virus še ni prisoten. S tem povečamo občutljivost 

zaznavanja razlik v izraţanju genov, ki so udeleţeni pri obrambi rastline proti PVY.  

3.2 SKLEPI  

 

V nalogi smo prikazali različne načine, s katerimi lahko določamo in razvrščamo izolate 

PVY v skupine različkov. Natančneje, primerjali smo zanesljivo določevanje različkov, 

ki povzročajo PTNRD t.i. PVY
NTN

 z dvema najmodernejšima molekularnima 

metodama, enokoračni RT-qPCR (Kogovšek in sod., 2008) in SNaPshot (Rolland in 

sod., 2008). RT-qPCR se je izkazal za bolj zanesljivo metodo pri določanju PVY
NTN

 

različkov, vendar pa z njo ni mogoče razločevati nekaterih drugih skupin. SNaPshot je 

razlikoval med vsemi skupinami različkov, kljub vsemu pa je nekatere izolate pripisal 

PVY
N
 namesto PVY

NTN
 skupini. Za obe metodi smo predlagali nekaj izboljšav. Dokler 

metode ne bodo ciljale molekulskih determinant, zaradi katerih PVY povzroča PTNRD, 

ostajata testirani metodi najbolj zanesljivi orodji za klasifikacijo PVY. 

 

S sekvenciranjem nukleotidnih zaporedij slovenskih izolatov PVY smo opazovali 

pestrost PVY v Sloveniji. Ugotovili smo, da so v Sloveniji prisotni večinoma zelo 

sorodni PVY
NTN

 različki, našli pa smo tudi izolata iz skupin PVY
O
 in PVY

N-Wi
. 

 

Zbrana zaporedja virusnega proteina CP smo zdruţili z več kot 200 drugimi zaporedji iz 

celega sveta ter preko bayesianske analize in filogenetskih primerjav opazovali vpliv 

geografskega porekla in gostitelja na evolucijo CP. Razporeditev vej filogenetskega 

drevesa je najbolj sovpadalo s skupinami različkov. Znotraj veje PVY
N
 različkov sta bili 

jasno ločeni veji evropskih in severnoameriških izolatov. Jasno so bile tudi ločene tudi 

skupine izolatov iz Azije in juţne Afrike. Ločene veje na filogenetskem drevesu smo 

zaznali tudi zaradi evolucijske prilagoditve na gostiteljsko rastlino. Formirale so se 

ločene veje izolatov iz krompirja, tobaka in paprike. Raziskali smo tudi, kateri kodoni v 

proteinu CP so pod pozitivnim in negativnim evolucijskim pritiskom. Našli smo en sam 

kodon pod signifikantno pozitivnim evolucijskim pritiskom ter nekaj aminokislinskih 

mest, značilnih za določeno skupino različkov. Virusni protein CP je večinoma pod 

negativnim evolucijskim pritiskom. Ugotovili smo, da geografski izvor in prilagoditev 
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na gostitelja pomembno vplivata na evolucijo proteina CP, vendar pa s tem ne moremo 

pojasniti celotne pestrosti.  

 

Namesto dolgotrajnih in zamudnih klasičnih postopkov čiščenja virusnih delcev PVY 

smo razvili hitro in učinkovito metodo na podlagi ionsko izmenjevalne kromatografije z 

monolitnimi CIM nosilci. Metoda skrajša postopek iz štirih na manj kot dva dni, dosega 

primerljivo čistost in izkoristek čiščenja kot klasična metoda, vendar brez uporabe 

dragih naprav za ultracentrifugiranje. Po čiščenju so virusni delci nepoškodovani in 

infektivni, metoda pa omogoča tudi hitro in enostavno povečanje kapacitete čiščenja.  

 

S pomočjo infektivnih klonov PVY smo skonstruirali z GFP označen PVY. Konstrukt je 

stabilen in biološko primerljiv z neoznačenim virusom. Omogoča in vivo sledenje 

metabolno aktivnega virusa na inokuliranih listih in sistemsko. Uspešno okuţuje rastline 

tobaka Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana, različne kultivarje krompirja 

Solanum tuberosum L. ter divje sorodnike krompirja. S fluorescentno označenim 

virusom smo opazovali širjenje virusa med celicami in vivo ter ocenili hitrost 

napredovanja okuţbe. Z GFP označen PVY lahko uporabimo za funkcionalno analizo 

virusnih in rastlinskih genov, udeleţenih v širjenju virusa in v rastlinski obrambi proti 

PVY. 
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4 POVZETEK (SUMMARY)  

4.1 POVZETEK  

 

Izziv predloţenega doktorskega dela je razumevanje širjenja najpomembnejšega 

virusnega povzročitelja bolezni na krompirju, krompirjevega virusa Y (Potato virus Y, v 

nadaljevanju PVY). Krompir (Solanum tuberosum L.) je v prehrani ljudi tretja 

najpomembnejša poljščina, ima široko podnebno območje pridelave. Uspeva namreč od 

najjuţnejših področij Juţne Amerike do Grenlandije, od regij tik nad morsko gladino pa 

vse do 4700 m nadmorske višine. Pridelavo krompirja poleg PVY ogroţa še širok 

spekter bolezni in škodljivcev: koloradski hrošč, ogorčice, glivne in bakterijske gnilobe 

ter druge virusne okuţbe. Krompirjev virus Y povzroča številna bolezenska znamenja, 

katerih tip in jakost sta močno odvisna od kultivarja krompirja, različka virusa in tipa 

okuţbe (primarna ali sekundarna). Pojavnost znamenj je odvisna tudi on klimatskih 

pogojev. Najpogostejša bolezenska znamenja na listih so: mozaik, pegavost, nagubanost 

in nepravilna rast listov, lokalne in sistemske nekroze ter rumenenje in odpadanje listov. 

Nekateri različki povzročajo tudi nekroze na površini gomoljev, ki so značilno 

obročkaste oblike. Bolezen imenujemo obročkasta nekroza gomoljev krompirja (Potato 

Tuber Necrotic Ringspot Disease ali PTNRD), zaradi katere so gomolji neuporabni za 

prodajo. Rast rastlin je lahko zaradi PVY zmanjšana in zakrnela. 

PVY je predstavnik rodu Potyvirus druţine Potyviridae. PVY je RNA virus, katerega 

filamentozni virusni delec (dolg 740 nm in 11 nm v preseku) je sestavljen iz pribliţno 

10 kb dolge enoveriţne pozitivno usmerjene RNA. Virusna RNA kodira velik poli-

protein, ki se po translaciji razreţe v 10 manjših proteinov. V 2+ odprtem bralnem 

okviru se nahaja enajsti protein. PVY ima širok krog gostiteljskih rastlin, večinoma iz 

druţine razhudnikovk (Solanaceae), med katerimi sta ekonomsko najpomembnejši vrsti 

krompir (Solanum tuberosum) in tobak (Nicotiana tabaccum). PVY je razširjen po 

celem svetu, v naravi ga prenaša vsaj 40 vrst listnih uši (primarna okuţba), prenaša se iz 

materinske na hčerinsko rastlino preko gomoljev (sekundarna okuţba) in mehansko z 

rastlinskim sokom.  

Poznamo veliko različkov virusa PVY, ki jih ločimo na podlagi molekulskih in 

genetskih kriterijev. Glede na zmoţnost različkov izzvati izraţanje obrambnih genov N 

v različnih kultivarjih krompirja jih delimo v pet skupin (genetska klasifikacija): PVY
O
, 

PVY
N
,PVY

C
, PVY

E
 in PVY

Z
. Genetska karakterizacija omogoča najbolj neposredno in 

s tem relevantno klasifikacijo različkov v skupine s podobnim biološkim, vendar pa je 

genetska metoda klasifikacije dolgotrajna (priprava rastlin, inokulacija, opazovanje 

bolezenskih znamenj), zahteva veliko prostora in je teţavna za dobro medlaboratorijsko 

standardiziranje. Mnogo hitrejše in enostavnejše so metode serološkega določanja in 

klasifikacije PVY z monoklonskimi protitelesi. S pomočjo protiteles proti proteinu 

plašča (CP) lahko izolate razvrstimo v dve serološki skupini, serotip O in N. Izolatov 
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PVY s serološkimi tehnikami ne moremo natančno ločevati, saj je znotraj obeh 

seroloških skupin več podskupin z različnimi lastnostmi, ki jih lahko ločimo le z 

molekulskimi metodami. Velika večina izolatov, ki povzroča PTNRD, pripada serološki 

N skupini, kar pomeni, da je serološka lastnost še vedno precej dober pokazatelj za 

uporabo v diagnostiki.. Problem seroloških testov je tudi njihova občutljivost, saj ne 

omogočajo zanesljive določanje nizkih koncentracij virusa. Določitev nukleotidnih 

zaporedij velikega števila različkov PVY je omogočil razvoj molekularnih metod 

določanja in karakterizacije PVY. Glede na sorodnost nukleotidnih zaporedij 

razvrščamo različke v devet skupin različkov. Štiri skupine, katerih genom ni 

rekombiniran: PVY
O
, PVY

N
, PVY

NA-N 
in PVY

C
; in pet rekombiniranh skupin različkov: 

PVY
Z
, PVY

N:O
, PVY

N-Wi
, PVY

E
 in PVY

NE-11
. V Evropi prevladujejo različki PVY

Z
 

podskupine PVY
NTN

, ki so posledica rekombinacij genomov iz skupine PVY
O
 in PVY

N
. 

V pridelavi krompirja so najpomembnejši prav različki PVY
NTN

, saj vsi povzročajo 

PTNRD. Hitra evolucija in adaptacija je ena izmed značilnosti PVY, zaradi česar je 

razvoj zanesljivih metod za določanje zelo oteţen. Za natančnejše razlikovanje in boljše 

poznavanje pestrosti izolatov PVY potrebujemo vedno nova nukleotidna zaporedja. S 

pomočjo informacije o nukleotidnih zaporedjih so bila razvita številna molekulska 

orodja, ki zanesljivo ločijo med različki PVY.  

V tej nalogi smo primerjali dve najnovejši metodi za razlikovanje med različki PVY, 

SNaPshot (Rolland in sod., 2008), ki različke ločuje na podlagi točkovnih 

polimorfizmov preko celotnega genoma, in metodo veriţnega pomnoţevanja z reverzno 

transkripcijo v realnem času (RT-qPCR) (Kogovšek in sod., 2008), ki poleg ločevanja 

med različki omogoča tudi kvantifikacijo števila kopij virusnega genoma. Raziskavo 

smo usmerili predvsem v zanesljivo določanje PVY
NTN

 različkov. Sklepali smo, da 

bomo z metodo RT-qPCR zanesljiveje ločili med PVY
N
 in PVY

NTN
 različki in da 

metoda ne bo tako občutljiva za točkovne mutacije kot  SNaPshot metoda, za katero 

pričakujemo, da bo določila vse različke tudi v mešanih okuţbah. Obe metodi smo 

uporabili za karakterizacijo več kot 20 slovenskih izolatov PVY. Rezultate smo potrdili 

z biološkimi testi, ELISA testom in določanjem nukleotidnih zaporedij. Snapshot 

metoda je razlikovala med več različnimi skupinami različkov, vendar pa je veliko 

izolatov napačno razvrstila v skupino PVYN namesto v PVY
NTN

, medtem ko smo z RT-

qPCR pravilno določili vse PVY
NTN

 različke. Metoda pa ne more razlikovati med PVY
O
 

in PVY
N-Wi

. Z analizo nukleotidnih zaporedij smo ugotovili, da gre razlike v določanju 

pripisati različnim molekulskim označevalcem, ki jih metodi zaznavata. RT-qPCR cilja 

za PVY
NTN

 bolj značilne molekulske označevalce ter je tudi manj podvrţen napačni 

identifikaciji zaradi hitre virusne evolucije, ker cilja s sondo več označevalcev hkrati. Za 

obe metodi smo predlagali izboljšave v smislu zanesljivejšega določanja PVY 

različkov.  

Do sedaj je bilo določeno le eno zaporedje genoma virusa PVY izoliranega v Sloveniji, 

in sicer iz skupine PVY
NTN

. Sklepali smo, da bomo z določitvijo nukleotidnih zaporedij 
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izbranih genov virusa PVY ugotovili prisotnost več različkov PVY v Sloveniji. Določili 

smo delna nukleotidna zaporedja šestim novim izolatom (cca 60-75% celotnega 

genoma), z molekulskimi metodami pa analizirali še dodatnih 18 izolatov. Večina 

slovenskih izolatov (22/24) so pripadali skupini PVY
NTN

, ki v Sloveniji prevladuje od 

90ih let prejšnjega stoletja dalje, določili pa smo tudi zaporedja slovenskih izolatov iz 

skupin PVY
O
 in PVY

N-Wi
. Za boljšo sliko sestave različkov v Sloveniji bi potrebovali 

večje število vzorcev, vendar pa rezultati sovpadajo s podatki iz Nemčije, Francije kjer 

prav tako prevladujejo različki PVY
NTN

. 

Z naborom večjega števila nukleotidnih zaporedij iz različnih gostiteljev in geografskih 

področij lahko nato raziskujemo, kateri deli genoma so vključeni v procese adaptacije 

na gostiteljsko rastlino, katere aminokisline so podvrţene pozitivnim in negativnim 

evolucijskim pritiskom in tako ocenimo, kateri molekulski označevali so bolj ali manj 

primerni za uporabo v molekulski diagnostiki. Zaporedje gena za CP je eno izmed 

najpogosteje študiranih delov genoma, saj se pogosto uporablja za filogenetske študije 

in klasifikacijo PVY različkov, direktno pa je povezan tudi s serološkim določanjem 

PVY. Potivirusni CP je primer večfunkcionalnega virusnega proteina, ki sodeluje pri 

izraţanju bolezenskih znamenj, pri prenosu virusa z vektorji, sodeluje pri interakcijah s 

potivirusnim proteinom Hc-Pro in z veliko podenoto encima RubisCO. Zaradi velike 

pomembnosti proteina CP smo preučili njegovo evolucijo. Z uporabo bayesianskih 

statističnih orodij smo analizirali CP zaporedja in skušali poiskati aminokislinska mesta 

(kodone) izpostavljenim pozitivnim in negativnim evolucijskim pritiskom ter mesta. ki 

se hkrati spreminjajo, (ko-varianca). Izolati so se na filogenetskem drevesu razporedili v 

tri najbolj tipične skupine, PVY
O
, PVY

N
, PVY

C
. Dobro so bile podprte tudi veje v 

skupinah PVY
O
 PVY

N
, kjer so bili izolati s skupnim geografskim izvorom. V skupini 

PVY
N
 so se izolati razvrstili v dve glavni podskupini evropskih in severnoameriških 

izolatov. Na obliko filogenetskega drevesa je vplivala tudi gostiteljska rastlina, opazili 

smo namreč podskupine, ki so pripadale izolatom iz krompirja, tobaka in paprike. 

Zanesljivega aminokislinskega mesta, ki bi bilo značilno za določenega gostitelja, 

nismo našli. Za večino kodonov v CP se je izkazalo, da so evolucijsko nevtralni ali pa 

izpostavljeni vplivom negativne selekcije. To nakazuje na dobro prilagojenost PVY na 

trenutne gostitelje in daljšo skupno evolucijo. Uporabili smo več različnih metod (FEL, 

IFEL, MEME) določanja kodonov, izpostavljenim pozitivnim selekcijskim pritiskom 

Prvi kodon v CP genu je bil edino mesto, ki je bilo skupno vsem trem metodam. S tem 

lahko pojasnimo tudi rezultate prejšnje študije. SNaPshot namreč cilja prav prvi 

nukleotid v prvem kodonu CP gena, za katerega sedaj vemo, da se v populaciji 

diverzificira in je zato manj primeren za zanesljivo uporabo v diagnositki. S to študijo 

smo ţeleli ugotoviti, ali v proteinu PC obstajajo mesta, ki so značilna za i) geografsko 

območje, od koder izolat pridaja, ii) gostitelja, iz katerega prihaja. Na podlagi teh 

podatkov bi lahko sledili izvoru izolatov in širjenju na nova področja. Ugotovili smo, da 

geografski izvor in prilagoditev na gostitelja pomembno vplivata na evolucijo virusnega 

CP proteina, vendar pa s tem ne moremo pojasniti celotne pestrosti. Pokazali smo, da v 
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genu CP ni posameznih popolnoma zanesljivih molekulskih determinant niti za 

klasifikacijo različkov niti značilnih za posameznega gostitelja ali geografsko poreklo. 

Hitra evolucija virusnega genoma zahteva potrebno sprotno proizvajanje protitelesa 

proti novo nastajajočim različkom PVY. Za pridobivanju novih monoklonskih protiteles 

potrebujemo suspenzijo očiščenih virusnih delcev, ki pa je uporabna tudi za študije 

interakcij virusnih delcev s protitelesi ter za študije in-vitro prenosa z vektorji. Klasična 

izolacija čistih virusnih delcev PVY iz rastlinskega materiala je navadno dolg (4-5 dni) 

in teţaven proces, ki vključuje homogenacijo, bistrenje homogenata, čiščenje z 

ultracentrifugiranjem skozi gradient saharoze in cezijevega klorida, frakcioniranje 

gradienta in dializo. Proces zahteva izurjeno osebje ter drago opremo, kot so 

ultarcentrifuge, zato je mnogim laboratorijem nedostopen. Metakrilatni monolitni 

kromatografski nosilci imajo zelo veliko skupno površino za vezavo in hkrati relativno 

velike pore/kanalčke (800-1200 µm), ki so med seboj povezani, kar pomeni, da je vsa 

površina kolone dostopna za vezavo, ne da bi bila za to potrebna difuzija delcev. Tako 

je ločljivost kromatografske ločbe neodvisna od velikosti kolone in pretoka 

Kromatografski nosilci pot trţnim imenom CIM® (BiaSeparations, Slovenia) so bili ţe 

uspešno uporabljeni za koncentriranje in čiščenje paličastih in kroglastih rastlinskih in 

ţivalskih virusov in viroidov, nukleinskih kislin in celo ribosomov, ne pa tudi 

filamentoznih virusnih delcev. Izolacija s CIM monoliti močno skrajša čas izolacije, ne 

potrebuje korakov ultracentrifugiranja, odlikujejo pa jo tudi visoki izkoristki, visoka 

resolucija ločbe in enostavno povečevanje kapacitete čiščenja (scale up).  

Na podlagi dosedanjih izkušenj smo predpostavljali, da je CIM monolitno tehnologijo 

moţno uporabiti za izboljšano čiščenje infektivnih virusnih delcev filamentoznega 

virusa PVY. V postopkih optimizacije kromatografskega čiščenja smo preizkusili 

anionske kolone (QA in DEAE) in različne puferske sisteme. Nato smo optimizirali še 

postopke čiščenja pred uporabo kolone in postopke spiranja virusnih delcev iz kolone. 

Izkoristke kromatografske ločbe ter postopkov predčiščenja smo analizirali z metodo 

enokoračnega RT-qPCR (spremljali smo koncentracijo virusne RNA in rastlinskih 

nukleinskih kislin). Čistost virusa v posameznih korakih smo spremljali z metodo SDS-

PAGE, kjer smo prisotnost PVY potrdili z metodo»Western Blot«. Obliko in integriteto 

delcev v posameznih korakih smo opazovali z metodo presevne elektronske 

mikroskopije. Določili smo tudi infektivnost očiščenih delcev PVY z inokulacijo rastlin 

Nicotiana tabacum cv. xanthii.. Pri izolaciji intaktnih filamentoznih delcev PVY (RNA 

in proteini) iz zelo kompleksnega rastlinskega homogenata je kombinacija 

kvantitativnih in kvalitativnih metod za opazovanje prisotnosti PVY ključna, saj s 

posamičnimi metodami ne dobimo dovolj dobrih podatkov o kvaliteti ločbe. Čiščenje s 

CIM monoliti skrajša postopek iz štirih na manj kot dva dni brez uporabe 

ultracentrifugiranja v gradientu saharoze in cezijevega klorida. Metoda dosega 

primerljiv izkoristek in čistost kot klasična metoda izolacije, odstrani 99,99 % vseh 

prostih nukleinskih kislin, očiščeni delci so intaktni in infektivni, metoda pa omogoča 
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tudi enostavno povečanje obsega čiščenja v enakem času brez spreminjanja pogojev 

čiščenja. S CIM očiščene delce lahko uporabimo za opazovanje interakcij med delci in 

protitelesi ter za sekvenciranje nove generacije, kjer z odstranitvijo nukleinskih kislin 

gostitelja poenostavimo obdelavo podatkov.  

Poleg poznavanja nukleotidnih zaporedij, je za uspešno določanje in preučevanje 

interakcij potrebno tudi poznati, kje se virus v rastlini nahaja in kako se po rastlini širi. 

V ta namen smo pripravili z zelenim fluorescentnim proteinom (GFP) označen PVY 

infektivni klon. Predvidevali smo, da bomo lahko z GFP označenimi infektivnimi kloni 

virusa PVY opazovali razporeditev PVY v gostiteljskih rastlinah ter da metabolna 

aktivnost virusa ne bo korelirala s pojavom vidnih bolezenskih znamenj.  

Infektivni kloni omogočajo tarčno spreminjanje virusnega genoma in opazovanje 

sprememb virusnega fitnesa (patogenost, hitrost pomnoţevanja in širjenja po rastlini, 

prenos z vektorji) zaradi sprememb genoma. Problem priprave infektivnih klonov PVY 

je predvsem v tem, da lahko pride do izraţanja toksičnih proteinov v E. coli, kar 

onemogoča postopke kloniranja. Prvi infektivni klon PVY so razvili Jakab in sod. 

(1997). Genom PVY-N605 (Švicarski nekrotični izolat) so prepolovili v proteinu CI 

tako, da so dobili dva manjša klona, ki nista toksična za E. coli. Z omenjenim 

infektivnim klonom so ugotovili, kateri del genoma PVY je odgovoren za bolezensko 

znamenje nekroz ţil na tobaku.  

Uporaba infektivnih klonov je tudi edini način, s katerim lahko viruse označimo s 

fluorescentnimi in drugimi označevalci, kar omogoča sledenje premikanju virusa med 

celicami in sistemsko po rastlini. Fluorescentno ter z drugimi označevalci je bilo 

označenih ţe nekaj virusov iz rodu Potivirus, npr.: krompirjev virus A (PVA), virus 

zdruţevanja ţil in mozaika tobaka (TVBMV), virus šarke (PPV) in drugi. Obstaja tudi z 

GFP označen PVY in je bil omenjen v študiji proteinsko-proteinskih interakcij med 

PVY in N. tabacum, vendar pa ni bil okarakteriziran niti biološko niti s stališča 

stabilnosti.  

V nalogi smo gen za protein GFP vstavili v genom PVY med gena, ki kodirata proteina 

NIb in CP tako, da se po translaciji odcepi iz poliproteina. Fluorescenco GFP zato 

zaznamo v citoplazmi celic, kjer se virusni proteini aktivno sintetizirajo. Najprej smo 

potrditi njegovo biološko primerljivost z neoznačenim PVY N605 izolatom. Potrdili 

smo, da PVY N605-GFP ob enakem času po inokulaciji povzroča enako močna 

bolezenska znamenja kot neoznačen PVY N605. S tehniko RT-qPCR (Kogovšek in 

sod., 2008) smo potrdili, da dosegata primerljivo koncentracijo virusnih nukleinskih 

kislin v sistemsko okuţenih listih. Protein GFP torej ne vpliva na fitnes PVY N605. 

Tekom pomnoţevanja virusnega genoma v gostitelju nastaja veliko število tako mutacij 

kot tudi rekombinacij, preko katerih se gen za GFP lahko odstrani iz genoma. Za 

uspešno sledenje fluorescentno označenega virusa je stabilnost vstavljenega 

fluorescentnega gena ključna. Stabilnost gena za protein GFP v genomu PVY N605 

smo določili s kombinacijo treh specifičnih RT q-PCR testov: i) kvantificirali smo 
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količino gena za GFP, ii) količino vseh genomov PVY ter iii) specifično kvantificirali 

količino genomov z izrezanim genom za GFP. Koncentracija vseh virusnih genomov in 

koncentracija gena za GFP sta bili skoraj enaki v vseh vzorcih. Rezultati kaţejo na to, 

da se GFP pomnoţuje stabilno in ekvimolarno skupaj z virusnim genomom. Genomi 

PVY z izrezanim genom za GFP smo našli v nekaj vzorcih, vendar pa je bil njihov deleţ 

večinoma niţji od 0,05 % in se po času od okuţbe ni povečeval. Spričo hitre virusne 

evolucije torej nastanejo PVY N605 brez gena za GFP, vendar pa le ti ne izpodrinejo 

PVY N605-GFP v Nicotiana tabacum cv. xanthii. Tovrstna natančna analiza biološke 

primerljivosti in stabilnosti fluorescentno označenega virusa do sedaj še ni bila 

izvedena. Okarakteriziran PVY N605-GFP smo nato uporabili za sledenje PVY v 

rastlinah Nicotiana tabacum cv. xanthii. Detajlne slike fluorescence velikih delov lista 

ali celo celotnega lista naenkrat smo opazovali s pomočjo avtomatiziranega 

fluorescentnega mikroskopa. Najprej smo opazovali potek širjenja PVY med celicami 

na inokuliranih listih, kjer smo drobna območja (nekaj 10 celic) z GFP fluorescenco 

označenega virusa zaznali ţe po dveh do treh dneh po inokuolaciji. Kot smo 

predpostavljali, smo prva bolezenska znamenja zaznali šele tri do štiri dni potem, ko 

smo zaznali širjenje PVY preko fluorescence. Za sledenje virusa in vivo smo prilagodili 

tehniko gojenja rastlin tako, da smo lahko inokulirane in sistemsko okuţene liste brez 

poškodb vsak dan pregledali. Fluorescenco smo zaznali v višjih sistemsko okuţenih 

listih ţe po 4 dneh po inokulaciji, najprej v ţilah in njihovi okolici, nato pa po celem 

listu. V listu točno nad inokuliranim smo fluorescenco zaznali le v nekaj primerih in še 

to pri bazi lista. Zajeli smo slike istih mest okuţbe na inokuliranih listih ob različnih 

dnevih po okuţbi. Tako smo lahko določili hitrost širjenja PVY med celicami v tobaku. 

Opazili smo, da se virus širi pospešeno, saj je drugi dan okuţil več novih celic (v 

povprečju 9 celic na uro) kot prvi dan (v povprečju 6,5 celic na uro) opazovanja. 

Tovrsten trend smo opazili pri vseh opazovanih mestih okuţbe. V literaturi do sedaj še 

ni bilo natančnega podatka o tem, kako hitro se PVY širi med celicami. Poleg tobaka 

lahko PVY N605-GFP uspešno sistemsko okuţi tudi štiri kultivarje krompirja (Solanum 

tuberosum L.): désireé, NagG-désireé, bea in bintje; ter divje sorodnike krompirja 

(Solanum mochiquense, Solanum papita in Solanum venturii). Divji sorodniki 

omogočajo laţjo prehodno transformacijo z Agrobacterium tumefaciens ter so genetsko 

sorodni kultiviranemu krompirju, zato jih uporabljamo kot nadomestni model za študij 

interakcij med PVY in krompirjem. Zanesljivo in natančno orodje za in vivo lokalizacijo 

PVY bo pripomoglo k študijam funkcionalne analize rastlinskih in virusnih genov 

udeleţenih pri okuţbi in premikanju PVY po rastlini. 
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4.2 SUMMARY  

 

The aim of this doctoral thesis was to understand the spread of the most important viral 

pathogen infecting potato, Potato virus Y (PVY). Potato (Solanum tuberosum L.) is the 

third most important crop according to human consumption; it has a wide climate range 

of production. Potato thrives from the southernmost areas of South America to 

Greenland, from the regions just above the sea level and all the way to 4700 m above 

the sea. In addition to PVY, potato production is damaged by a wide range of diseases 

and pests: the Colorado potato beetle, nematodes, fungal and bacterial rots and other 

viral infections. Potato virus Y causes a number of symptoms of which type and 

strength are strongly dependent on the potato cultivar, variant of the virus infecting and 

type of infection (primary or secondary). The incidence of symptoms is dependent on 

the climatic conditions as well. The most common symptoms on leaves are: mosaic, 

rugose, mottling, irregular growth of leaves, local and systemic necrosis, yellowing and 

leaf drop. Some variants of PVY are causing necrosis on the surface of the tubers, 

which are characteristic ring shaped. The disease is called Potato Tuber Necrotic 

Ringspot Disease (PTNRD), due to which the tubers are unfit for sale. Plant growth 

may be reduced and stunned due to PVY as well. 

PVY is representative of the genus Potyvirus family Potyviridae. It is an RNA virus 

with a filamentous virus particle (740 nm in length and 11 nm in cross-section) is 

composed of approximately 10 kb long single-stranded positive-sense RNA molecule. 

The viral RNA encodes a large poly-protein which, is cut into 10 smaller proteins after 

translation. The 11
th

 protein is located in the +2 open reading frame. PVY has a wide 

host range, mostly from the Solanaceae family.  Economically most important are 

potato (Solanum tuberosum L.) and tobacco (Nicotiana tabaccum). PVY is present 

worldwide. It is transmitted from plant to plant by at least 40 species of aphids (primary 

infection), from a mother to daughter plant through the tubers (secondary infection) and 

mechanically with the plant sap. 

There are many variants of the PVY, which are classified on the basis of the molecular 

and genetic criteria. Depending on their ability to induce defence N genes in different 

potato cultivars we classify PVY isolates into five strain groups (genetic classification): 

PVY
O
, PVY

N
, PVY

C
, PVY

E
 and PVY

Z
. Genetic characterization enabled the most 

direct biologically relevant classification of isolates into strain groups with similar 

biological properties. However the methodology is time-consuming (preparation of 

plants, inoculation, observation of symptoms), requires a lot of space and it is difficult 

to standardize between the laboratories. Serological methods of detection and 

classification of PVY with monoclonal antibodies are faster and easier to use. We can 

distinguish between two serotypes using antibodies against coat protein (CP), serotype 

O and N. All strain groups of PVY cannot be distinguished with serological techniques, 

since more sub-groups with different characteristics are present within the two 
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serotypes. Those can be distinguished only by molecular methods. The vast majority of 

isolates causing PTNRD belongs to serological group N. Therefore this serological 

property is still a valuable indicator for the use in diagnostic tests. The problem of 

serological tools is also their low sensitivity which does not allow reliable detection and 

characterisation of PVY in low concentrations. Availability of the nucleotide sequences 

of a large number of PVY isolates has enabled the development of molecular methods 

for detection and characterization of PVY. On the base of the similarity of the 

nucleotide sequences strains are classified into nine groups: four groups with non-

recombinant genome: PVY
O
, PVY

N
, PVY

NA-N
 and PVY

C
; and five groups with 

recombinant genome: PVY
Z
, PVY

N:O
, PVY

N-Wi
, PVY

N
 , PVY

E
 and PVY

NE-11
. The 

prevalent strain group in Europe is PVY
Z
 more specifically sub-group PVY

NTN
 which 

genome is a result of recombination between genomes from the PVY
O
 and PVY

N
 

groups. The isolates from PVY
NTN

 sub-group are also the most important in potato 

production since they all cause PTNRD. The rapid evolution and adaptation is one of 

the characteristics of PVY, which makes the development of reliable molecular methods 

for detection and classification very difficult. For a more precise distinction and a better 

understanding of the diversity of isolates of PVY, their recent nucleotide sequences are 

needed. On the base of nucleotide sequences many molecular tools that reliably 

distinguish between versions of the PVY have been developed. 

In this study we compared two most recent methods for detection and classification of 

PVY, SNaPshot (Rolland in sod., 2008), which separates variants based on single 

nucleotide polymorphisms (SNP) present across the PVY genome, and the method 

based on the real-time polymerase chain reaction with reverse transcription (RT-qPCR) 

(Kogovšek in sod., 2008), which in addition to the classification of the isolates into the 

sub-groups enables also the quantification of PVY. We focused our research on accurate 

detection of isolates from the PVY
NTN

 sub-group. Our hypothesis was that RT-qPCR 

would reliably distinguish between PVY
N
 and PVY

NTN
 strain groups, and that the 

method will not be less sensitive to point mutations than SNaPshot method, for which 

we expect to distinguish between all strain groups even in mixed infections. Both 

methods were used to characterize more than 20 Slovenian isolates of PVY. The results 

were confirmed by biological tests, ELISA and by analysis of nucleotide sequences. 

Snapshot method indeed distinguished betted between all different PVY sub-groups, but 

many isolates were incorrectly classified in the group PVY
N
 instead of PVY

NTN
. The 

RT-qPCR method on the other side correctly classified all PVY
NTN

 variants, but is not 

able to distinguish between PVY
O
 and PVY

N-Wi
 sub-groups. The analysis of the 

nucleotide sequences revealed that difference in the classification accuracy between the 

methods lied in the different molecular markers targeted by the two methods. The RT-

qPCR targeted more stable and reliable molecular markers for PVY
NTN

 than SNaPshot. 

It is also less prone to false identification due to the SNP mutations induced by rapid 

viral evolution, because the qPCR probe targeted several markers at the same time. For 
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both methods we proposed improvements for more reliable discrimination between of 

PVY sub-groups. 

Only one sequence of the PVY genome isolated from Slovenia was available till now, 

the sequence of one Slovenian PVY
NTN

 isolate. We proposed that with sequencing of 

more Slovenian PVY isolates will reveal the presence of several PVY sub-groups in 

Slovenia. 

We determined the partial nucleotide sequences of six new isolates (appx. 60-75 % of 

the total genome) and analyzed additional 18 isolates with molecular methods. Majority 

of the isolates were from the PVY
NTN

 sub-group which is the dominant subgroup in 

Slovenia since the 1990s. We have also detected and sequenced Slovenian isolates from 

sub-groups PVY
O
 and PVY

N-Wi
. To elucidate the variability of Slovenian isolates more 

accurately we would need to test more samples, however the results correspond to the 

ones from Germany, France, where PVY
NTN

 is the prevalent sub-group as well. 

With a wide range of PVY sequences from different plant hosts and geographical 

regions we are able to investigate which parts of the genome are involved in the 

processes of adaptation to the host plant, which amino acids are subjected to positive 

and negative evolutionary pressure and thus assess which molecular markers are more 

or less suitable for targeting with molecular methods. The sequence of the CP gene is 

one of the most studied parts of the PVY genome since it is often used for phylogenetic 

studies and classification of PVY subgroups and directly related to the serological 

determination of PVY. Potyviral CP is an example of a multi-functional viral protein 

that is involved in the expression of the symptoms, transmission of the PVY by vectors, 

it interacts with potyviral HC- Pro protein and also with the large subunit of RubisCO. 

Due to the great importance of the CP protein, we examined its evolution. By using 

Bayesian statistical tools we have analyzed the CP sequence and tried to find amino 

acid sites (codons) under positive and negative evolutionary pressure and the positions 

exhibiting co-variance. We constructed phylogenetic tree where isolates clustered in the 

three most typical groups PVY
O
, PVY

N
 and PVY

C
. Well were supported branches 

within the PVY
O
 and PVY

N
 groups contained isolates with a common geographical 

origin. The isolates in the group PVY
N
 were classified into two major subgroups, 

European and North American. The branching of the phylogenetic tree was also 

influenced by the host plant. We have observed subgroup on the tree with isolates from 

potato, tobacco and pepper. Amino acid sites characteristic for a particular host were not 

found in the PVY genome.  

The majority of the codons in the CP were under neutral or purifying evolutionarily 

selection, which indicates good adaptation of PVY on the current hosts and extended 

common evolution. We have used several methods (FEL, IFEL, MEME) to determine 

the codons under positive selection pressure. The first codon of the CP gene was the 

only position that was detected by all methods. This may explain the why SNaPshot 

method was less accurately detecting PVY
NTN

 strains (first part of this study). The 
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method detects the recombinant isolates with the SNP of the first position in the first 

codon of the CP gene, for which we know that is diversifying in the population and is 

therefore less suitable for reliable use in diagnostics. The aim was also to determine if 

there are any positions in CP gene characteristic for i) the geographical area in which 

the isolate was found, ii ) the host from which it was isolated from. These data could 

enable tracing the origin of the isolates and their spread to new areas. We haven‟t found 

any individual reliable molecular determinants nor for the classification of sub-groups, 

neither specific to a particular host or geographic origin We found that geographical 

origin and adaptation to the host have a major impact on the evolution of the CP protein, 

but the two parameters do not explain the overall diversity observed.  

Due to the rapid evolution of the virus genome continuous production of antibodies 

against newly emerging variants of PVY is required. Production of new monoclonal 

antibodies requires suspensions of purified viral particles for immunisation procedures. 

Pure viral particle solutions are also used for the study of interactions between viral 

particles and antibodies and for studies in vitro transmission of PVY by vectors. 

Classical isolation of pure PVY particles from plant material is usually long (4-5 days) 

and laborious process that involves homogenisation, clarification of the homogenate, 

cleaning by ultracentrifugation through a sucrose gradient and caesium chloride 

gradient, fractionation and dialysis. The process requires trained personnel and 

expensive equipment, such as ultracentrifuge, thus inaccessible to many laboratories. 

Methacrylate monolithic chromatographic supports have a very large total binding 

surface area and relatively large pores / channels (800-1200 μm) at the same time. The 

pores are all connected to each other therefore the whole binding area of the column is 

accessible to the solutes in the flow without the diffusion of solutes as in classical 

columns. Thus, the resolution of the chromatographic separation is independent of 

column size and flow rate. Chromatographic supports with the trade name Convective 

interaction media
®
 (CIM) (BiaSeparations, Slovenia) have already been successfully 

used for the concentration and purification of the rod-like and spherical plant and 

animal viruses, viroids, nucleic acids and even ribosomes, but not filamentous virus 

particles. Isolation of the CIM monoliths significantly shorten the time of isolation, 

isolation does not require ultracentrifugation steps, enables high recovery and resolution 

of separations and simple scale up of the method. 

Based on previous experience, we assumed that the CIM monolithic technology can be 

used for improving purification of infective filamentous viral particles of PVY. In the 

optimization procedure different anion columns (QA and DEAE) and various buffer 

systems were tested. Then we optimized the sample preparation steps preceding the 

chromatography and the elution of the virus particles from the column. Recovery of the 

PVY in the chromatographic separation was analyzed with single step RT- qPCR (we 

tracked the concentration of viral RNA and plant nucleic acids as well). The purity of 

the virus in the individual steps was monitored by SDS-PAGE, wherein the presence of 
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PVY was confirmed with "Western Blot". The shape and the integrity of the particles in 

the individual purification were observed by transmission electron microscopy. We 

determined the infectivity of purified PVY particles by inoculating test plants of 

Nicotiana tabacum cv. Xanthii. A combination of quantitative and qualitative methods 

monitoring the filamentous PVY particles (composed of RNA and proteins) is required 

during the optimisation of purification from a complex plant homogenate since 

individual methods do not provide sufficient data regarding the quality of separation of 

the particles. Cleaning with CIM monoliths shorten the process from four to less than 

two days, without the use of gradient ultracentrifugation in sucrose and caesium 

chloride. The method achieves comparable yield and purity as a conventional isolation, 

method removes 99.99% of all free nucleic acids and purified particles remain intact 

and infectious as well. Method also allows simple scale up of the purification without 

changing the conditions of the purification or time required. The CIM purified particles 

can be used for observing the interactions between the particles and the antibodies, and 

for the next generation sequencing, where the removal of the host nucleic acids of 

simplifies the data processing. 

In addition to the PVY sequence information, the knowledge on localisation and 

movement of PVY in the plant is necessary for a successful detection and study of 

interactions. To enable the study of localisation we have prepared PVY infective clone 

labelled with a green fluorescent protein (GFP). We assumed that we can use the GFP 

labelled PVY infective clones to observe the distribution the virus in host plants and 

that of the metabolic activity of the virus will not correlate with the appearance of 

visible symptoms.  

With the infectious clone strategy we are able to modify the viral genome and observe 

the changes in viral fitness (pathogenicity, rate of amplification and spread in the plant, 

efficiency of the vector transmission) due to changes in the genome. The main difficulty 

of the PVY infectious clone development is the fact that some proteins are being 

expressed in E. coli, which impairs the cloning procedures. The first infectious clone of 

PVY was developed by Jakab in sod. (1997). The genome of PVY-N605 (Swiss 

necrotic isolate) was split in two halves in the CI protein, resulting in get two smaller 

clones, which are not toxic for E. coli. This infective clone was used to elucidate the 

exact positions in the PVY genome responsible for the vein necrosis symptom on 

tobacco. 

The use of infectious clones is the only technique by which viruses can be labelled with 

fluorescent and other markers, for tracking the movement between cells and 

systemically through the plant. Fluorescent and other markers have used to label for 

several potyviruses eg.: Potato virus A (PVA), Tobacco vein banding mosaic virus 

(TVBMV), Plum pox virus (PPV) and others. The GFP labelled PVY was already 

mentioned in the study of protein-protein interactions between PVY and N. tabacum, 
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however the construct was not characterised in terms of stability and biological 

suitability for localisation studies.  

In this study the GFP protein was inserted into the PVY genome between the genes for 

NIb and CP proteins. The GFP protein is cut out of the polyprotein after translation. 

Fluorescence of GFP is detected in the cytoplasm of the cells, where PVY proteins are 

being actively synthesized. First, we confirm the biological comparability of the 

construct in comparison to non-labelled PVY N605 isolate. We confirmed that PVY 

N605-GFP causes the same symptoms, with similar severity and at the same time pos 

inoculation as non-labelled virus. With the RT-qPCR technique (Kogovšek in sod., 

2008), we confirmed that the PVY N605-GFP reached comparable levels of viral 

nucleic acids in systemically infected leaves. The addition of the GFP protein did not 

affect the fitness of PVY N605. Stability of the inserted fluorescent gene is crucial in 

order to reliably follow fluorescently labelled virus. During the amplification of the 

viral genome in the host, high frequency of mutation and recombination can occur, 

resulting in the removal of the GFP gene from the PVY genome. The stability of the 

gene GFP in the PVY N605 genome was determined by a combination of three specific 

RT-qPCR tests. We quantified i)the amount of the gene for GFP, ii) the amount of all 

PVY genomes, and iii ) the amount of the genomes that have lost the gfp gene. The 

concentration of the gene for GFP was nearly identical to the concentration of all viral 

genomes in all samples. The results indicate that the gfp gene replicates stably and and 

in equimolar concentrations with the viral genome. PVY genomes with the gfp gene cut 

out of the genome were detected in some samples, but their amount was lower than 

0.05% and it did not increase with the time after infection. Rapid viral evolution 

resulted in the lost of thgfp gene in some cases, however the variants without the gfp 

gene did not displace the labelled PVY N605-GFP in Nicotiana tabacum cv. Xanthii. 

The detailed biological and stability analysis of the fluorescently labelled virus was not 

carried out before.  

The characterized PVY N605-GFP was then used for tracking the PVY in Nicotiana 

tabacum cv. Xanthii . Detailed images of GFP fluorescence in the large sections of the 

leaves or even the whole leaves were taken with automated fluorescence microscope. 

First, we observe the movement of PVY between the cells in the inoculated leaves, 

where small areas of infected GFP fluorescent cells (cca 10 cells) were observed already 

at two to three days after the inoculation. As we assumed, the first symptoms appeared 

three to four days after we detected the spread of PVY with fluorescence. We adapted 

the plant growing technique to follow the movement of PVY in inoculated and 

systemically infected leaves in vivo without damaging the plant. The fluorescence was 

detected in higher systemic infected leaves as early as 4 days post inoculation. PVY was 

first detected in the veins and their surroundings, then across the whole leaf lamina. In 

the leaf directly above the inoculated leaf the fluorescence was detected only in a few 

cases and mostly at the base of the leaf. Images of the same infection sits taken at 
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different days post inoculation, enabled the estimation of the rate of movement of PVY 

between the cells in tobacco. It was observed that the virus movement accelerates 

during the initial steps of infection. The movement rate was on average 6.5 cells per 

hour in the first day and on average of 9 cells per hour in the second day. Similar trend 

was observed in all analysed sites of infection. This is the first estimation of cell-to-cell 

movement rate for PVY. In addition to tobacco, PVY N605-GFP could successfully 

systemically infect four cultivars of potato (Solanum tuberosum L.): Désireé, NagG-

Désireé, Bea and Bintje, as well as wild potato relatives (Solanum mochiquense, 

Solanum papita and Solanum venturii). Wild potato relatives facilitate transient 

transformation with Agrobacterium tumefaciens and are genetically related to cultured 

potatoes thus, we can use them as a surrogate model to study the interactions between 

PVY and potato. Reliable and accurate tool for the in vivo localization of PVY will 

contribute to the study of functional analysis of the plant and viral genes involved in 

PVY infection and movement through the plant. 
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