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Fitoplazme so bakterije brez celi¢ne stene, ki naseljujejo floem rastlin ter zuzelke in
spadajo v razred Mollicutes. Povzroc¢ajo bolezni rastlin, v naravi pa jih prenasajo in
razSirjajo ZuZelke, ki se hranijo s floemom okuzenih rastlin. Metlicavost jablan je
karantenska bolezen, ki jo povzroca fitoplazma 'Candidatus Phytoplasma mali'.
Okuzbe s fitoplazmo v sadovnjakih predstavljajo velik problem sadjarjem, saj
negativno vplivajo na koli¢ino pridelka in posledicno povzroc¢ajo ekonomsko
Skodo. V magistrski nalogi smo s sekvenciranjem ugnezdenih produktov PCR
analizirali slovenske izolate 'Ca. P. mali' in jih uvrstili v eno od genskih podskupin
ter proucili ali obstaja povezava med tipom fitoplazme in njegovo geografsko
razsirjenostjo. Ugotovili smo, da na podlagi gena aceF razlikujemo v Sloveniji pet
genotipov, na podlagi gena secY Sest, na podlagi gena pnp tri ter na podlagi gena
imp sedem genotipov. Z analizo zaporedij ve¢ lokusov pa smo odkrili 16 razli¢nih
haplotipov. Ker se vecina haplotipov pojavlja po vsej Sloveniji, nekateri pa le
enkrat, tezko govorimo o njihovi geografski specificnosti. Na podlagi naSih
rezultatov lahko zaklju¢imo, da je genska raznolikost 'Ca. P. mali' v Sloveniji
visoka.
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Phytoplasmas are phloem-restricted wall-less bacteria belonging to the class
Mollicutes. They are associated with plant diseases and transmitted from plant to
plant by sap feeding insects. ‘Candidatus Phytoplasma mali’ is a causative agent of
apple proliferation which is a quarantine disease affecting apple growing regions in
Europe. The disease causes severe yield damage and therefore economic loss.
Slovenian ‘Ca. P. mali’ isolates were analysed by using molecular tools
(sequencing of the nested PCR products) in order to obtain information about
genetic diversity of ‘Ca. P. mali’ in Slovenia. Furthermore, the correlation between
phytoplasma genotype and its geographic distribution was tried to be established. In
Slovenia five different ‘Ca. P. mali’ genotypes can be distinguished based on aceF
gene, six genotypes based on secY gene, three genotypes based on pnp and seven
different genotypes based on imp gene. In addition, multi locus sequence analysis
was made and it showed that 16 different haplotypes are present in Slovenia. We
could not establish the correlation between haplotype and its geographic
distribution since most of the haplotypes can be observed in different Slovenian
areas or they are present only once. All in all, molecular diversity of ‘Ca. P. mali’
in Slovenia is high.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AP skupina filogenetska skupina treh fitoplazem- 'Candidatus phytoplasma
mali’, 'Candidatus phytoplasma pyri' in ‘Candidatus phytoplasma
prunorum'’

APf fitoplazma, ki povzroca bolezen metlicavost jablan- 'Candidatus

phytoplasma mali’

Acc. No. Stevilka dostopnosti
(ang. Accession number)

DNA deoksiribonukleinska kislina
EDTA etidijev bromid

PCR verizna reakcija s polimerazo
rRNA ribosomska ribonukleinska kislina

ML metoda najvecjega verjetja
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SLOVARCEK

MLSA analiza zaporedij ve¢ lokusov
(ang. multilocus sequence analysis)

NCBI genska banka
(ang. National Center for Biotechnology Information)

RFLP polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov
(ang. restriciton fragment lenght polymorphism)

SSPC analiza polimorfizmov zaporedij
(ang. single strand confirmation polymorphism)

ML Metoda najvecjega verjetja
(ang. maximum likelihood)
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1 UVvOD

Okuzbe v sadovnjakih predstavljajo velik problem sadjarjem, saj negativno vplivajo na
koli¢ino pridelka in posledicno povzrocajo ekonomsko Skodo. MetliCavost jablan je
karantenska bolezen, ki jo povzroc¢a fitoplazma 'Candidatus Phytoplasma mali' (‘Ca. P.
mali'). Bolezen je razSirjena po velini najpomembnejSih regij v Evropi, kjer poteka
pridelava jabolk (Casati in sod., 2011). Bolezenska znamenja, ki jih opazimo na drevesih
okuzenih s 'Ca. P. mali', so metlicavost stranskih poganjkov, povecani prilisti, razbarvani
listi in zmanjSani plodovi. Okuzena drevesa obicajno ne propadejo, bolezenska znamenja
lahko izginejo iz povrSinskih delov, vendar korenine ostanejo okuzene (Seemueller in sod.,
2008).

Fitoplazma 'Ca. P. mali' se lahko prenasa z razmnoZzevalnim in sadilnim materialom, preko
koreninskih mosti¢ev in z Zuzel¢jimi prenasalci iz rodu Cacopsylla. Glavna prenasalca sta
bolsici Cacopsylla picta (Foerster) in Cacopsylla melanoneura (Foerster), prenasa pa jo
lahko tudi Skrzatek Fieberiella florii (Stal) (Ciccoti in sod., 2007; Lesnik in sod., 2008;
Tedeschi in sod., 2007).

'Ca. P. mali' je vrsta v ozjem sorodstvu z vrstama 'Ca. P. pyri', ki povzro¢a umiranje hrusk
in 'Ca. P. prunorum’, ki povzroca leptonekrozo kosc¢icarjev. Nasteti patogeni imajo ve¢ kot
97.5 % podobno gensko zaporedje 16S rRNA in spadajo v skupino AP o0z. 16Sr-X

(Schneider in Seemueller, 2009).

Z molekulskimi analizami genomskih neribosomskih obmo¢ij PR-1, PR-2, PR-3, genov
16S/23S rDNA, rplV-rpsC, aceF, secY, pnp, imp in hflB so prikazali veliko genetsko
pestrost '‘Ca. P. mali'. Pri doloCenih genotipih lahko opazimo specificno geografsko in
epidemiolosko razSirjenost, prav tako pa je moc¢ opaziti razlike v virulenci posameznih
izolatov (Casati in sod., 2011; Danet in sod., 2011; Franova in sod., 2013; Schneider in
sod., 2009). Za Slovenijo nimamo podatkov o raznolikosti 'Ca. P. mali'.
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1.1 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE

V nalogi bomo z molekularnimi metodami analizirali slovenske izolate 'Ca. P. mali' in jih
uvrstili v eno od genskih podskupin ter proucili ali obstaja povezava med tipom fitoplazme
in njegovo geografsko razsirjenostjo.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
e Molekulska pestrost fitoplazme 'Ca. P. mali' v Sloveniji je visoka.

e Pricakujemo da bo, podobno kot so ugotovili Danet in sod. (2011), analiza
zaporedij genov aceF in imp prikazala visjo gensko raznolikost fitoplazme 'Ca. P.
mali’, kakor analiza zaporedij genov secY in pnp.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPLOSNO O FITOPLAZMAH IN ZGODOVINSKO OZADJE

Fitoplazme so bakterije brez celi¢ne stene, ki naseljujejo floem rastlin ter Zuzelke in
spadajo v razred Mollicutes. Povzrocajo bolezni rastlin, v naravi pa jih prenasajo in
razsirjajo zuzelke, ki se hranijo s floemom okuzenih rastlin (Lee in sod., 2000). Ker
fitoplazem ne znamo rutinsko gojiti v razmerah in vitro brez prisotnosti gostitelja,
oznacujemo njihovo ime rodu 'Candidatus’ (Firrao in sod., 2005). V¢asih so prepoznavali
in uvrscali fitoplazme v sistem na podlagi bioloSkih lastnosti kot so bolezenska znamenja
okuzenih rastlin, razsirjenost fitoplazem na gostiteljskih rastlinah in odnosov fitoplazem z
zuzel¢jimi prenasalci. Raziskave na molekularnem nivoju pa nam danes omogocajo bolj
natan¢no prepoznavanje in dolo¢anje posameznih skupin fitoplazem (Lee in sod., 2000).

Fitoplazme so od odkritja leta 1967 na Japonskem prepoznane kot edinstvena skupina
rastlinskih patogenov. Bolezni rastlin, kot so »rumenenje« so opazili Ze ob koncu 19.
stoletja in jih povezovali z virusi, vendar se je izkazalo, da mnoge izmed teh bolezni ne
povzrocajo virusi, temve¢ fitoplazme (Weintraub in Jones, 2010). Fitoplazme in virusi so
si podobni v nacinu S$irjenja okuzbe, bolezenskih znamenjih, ki jih povzrocajo in dejstvu,
da oboje lahko prenasajo zuzelke. Morfoloske in ultrastrukturne znacilnosti pa fitoplazme
povezujejo z mikoplazmami, zato so fitoplazme vcasih imenovali 'mikoplazmam podobni
organizmi' (Bertaccini in Duduk, 2009). Tako kot fitoplazme, tudi mikoplazme spadajo v
razred Mollicutes. Za razliko od mikoplazem, ki so zivalski in ¢loveski patogeni,
fitoplazem ne znamo gojiti in vitro (Lee in Davis, 1986). Ime fitoplazme se je uveljavilo
leta 1994, od leta 1997 (ICSBS, 1997) pa jih taksonomsko uvr§¢éamo med 'Candidatus
Phytoplasma'.

2.1.1 Morfoloske znaéilnosti

Doi in sodelavci so leta 1967 prvi¢ opisali morfolosko zgradbo fitoplazem. To so celice
pleomorfnih oblik, podobno velike kot mikoplazme. So brez celi¢ne stene, obdane z
enojno enotno celicno membrano in SO obcutljive na antibiotik tetraciklin. Prvim
ugotovitvam, da so fitoplazme pleomorfne celice, katerih velikost je lahko od 200-800 pm,
so sledila spoznanja o filamentozni morfologiji fitoplazem. Z mikroskopijo v temnem polju
lahko vidimo, da v prosojnih prevajalnih tkivih rastlin okuzenih s fitoplazmami,
prevladujejo filamentozna telesca (Lee in Davis, 1992).

2.2 DETEKCUA IN KLASIFIKACIJA FITOPLAZEM

2.2.1 Taksonomija fitoplazem

Molekularne analize (PCR- verizna reakcija s polimerazo, nested PCR- ugnezdena verizna
reakcija s polimerazo, RFLP- analiza polimorfizmov dolzin restrikcijskih fragmentov,
sekvenciranje, MLSA-ve¢ lokusna analiza zaporedij) so veliko bolj zanesljive za dolo¢anje
in identifikacijo fitoplazem kot bioloski kriteriji (podobnost in raznolikost bolezenskih
znamenyj, rastlinski gostitelj, zuzel¢ji prenasalec).

Gensko zaporedje 16S rRNA je visoko ohranjeno zaporedje in je zanesljivo orodje za
klasifikacijo fitoplazem (Lee in sod., 2000). Analiza genov, ki dolocajo zaporedje 16S
rRNA prikazuje, da so se fitoplazme razvile in imajo skupen evolucijski izvor z bakterijsko
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skupino Bacillus-Clostridium. Za obe skupini je znacilno, da imata nizko vsebnost G+C
baznih parov ter sta pozitivni po Gramu (Weisburg in sod., 1989). Fitoplazme so se nato
znotraj razreda Mollicutes razvile v samostojno skupino. Stevilni divergentni sevi znotraj
te skupine pa so posledica nadaljnje evolucije in prilagoditve na Sirok razpon bioloskih in
geografsko-ekoloskih ni§ (Gundersen in sod., 1994; Lee in sod., 2000).

Z molekularnimi analizami (PCR, RFLP) zaporedja 16S rRNA fitoplazme razdelimo v 30
razli¢nih skupin, imenovanih 16Sr skupin (Weintraub in Jones, 2010). Danes velja, da
nove vrste fitoplazem definiramo na podlagi neujemanja zaporedja 16S rDNA z ostalimi
fitoplazmami. Doloc¢ili so arbitrarno mejo za opis nove vrste fitoplazme. Nova vrsta se
mora od ze opisanih vrst razlikovati za 2,5 %, poleg tega pa moramo poznati ve¢ kot 1200
bp dolgo gensko zaporedje (Firrao in sod., 2004). Za dolocitev nove vrste moramo
upostevati tudi edinstvene bioloske lastnosti kot sta gostiteljska specifi¢nost in prenasalci.

Pogosto se zgodi, da so si ozko sorodni sevi tako zelo podobni, da med njimi ne moremo
razlikovati na podlagi analize zaporedja 16S rRNA. Zato je potrebna analiza dodatnih
genskih markerjev, na primer analiza genov tuf, 16/23S rRNA z vmesno regijo, secY
(Weintraub in Jones, 2010). Dodati velja, da razli¢ni genski markerji razli¢no razlikujejo
med podskupinami skupine fitoplazem (Lee in sod., 2000).

2.2.2 Analiza genoma

V bazi NCBI (NCBI, 2015) je celotno nukleotidno zaporedje objavljeno za 13 vrst
fitoplazem. Odkrili so, da se genomi med seboj razlikujejo v velikosti, sestavi, prisotnosti
0z. odsotnosti metabolnih poti in Stevilu ponovitev genskih odsekov. Fitoplazme so
podvrZene hitri genomski evoluciji in se stalno spreminjajo, kar je posledica njihovega
zivljenjskega cikla in prilagajanja. V naravi stalno krozijo med rastlinsko gostiteljico in
prenasalci, od njih je namre¢ odvisno njihovo prezivetje in razSirjanje. Sekvenciranje
genoma je znanstvenikom omogocilo, da so odkrili Stevilne proteine, s katerimi so lahko
opisali, kako fitoplazme vplivajo na delovanje rastlin in prenasalnih Zuzelk. To so proteini,
namesSc¢eni na celiéno povrsino fitoplazem, ki omogocajo vezavo z mikrofilamenti v
Zuzel¢jem Crevesju in s proteini, katerih tarca so celi¢na jedra rastlinskih celic (Weintraub
in Jones, 2010).

2.2.3 Primerjava genomov

S primerjavo §tirih genomov (‘Ca. P. asteris' liniji OY-M in AY-WB, 'Ca. P. australiense’,
in 'Ca. P. mali') so Kube in sodelavci (2012) prikazali dolo¢ene podobnosti med
fitoplazmami. Vse fitoplazme imajo z AT bogat genom, podobno Stevilo tRNA genov in
dve kopiji rRNA operona. Zaradi majhnega Stevila genov, ki zapisujejo reducirano Stevilo
metabolnih poti glede na ostale bakterije, je genom fitoplazem majhen (pod 900 kbp). To
pa je posledica evolucijske prilagoditve na okolje, ki je bogato s hranili in povisane
odvisnosti od gostitelja. Metabolne poti, ki pa so $e vedno ohranjene, so prisotne pri vecini
fitoplazem. Fitoplazme imajo relativno veliko Stevilo transportnih sistemov, glede na
njihovo velikost genoma. Med skupinami obstajajo tudi razlike. Pri fitoplazmi 'Ca. P. mali’
zasledimo linearen kromosom, pri ostalih treh fitoplazmah pa je kromosom krozen. Prav
tako pri fitoplazmi 'Ca. P. mali' opazimo najmanj kodirajocih zaporedij pa tudi nepopolne



Milinar P. Molekulska raznolikost izolatov fitoplazme, povzrotiteljice metlicavosti jablan.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2015

ponovitve zaporedij, ki bi omogocale transpozicijo in zato je pri¢akovano njen genom
najbolj ohranjen.

2.3 OKUZBA RASTLIN IN RAZVOJ BOLEZNI

2.3.1 Bolezenska znamenja

Fitoplazme povzrocajo okuzbe na Stevilnih poljs¢inah, zelenjadnicah, okrasnih rastlinah,
sadnem drevju ter vinogradih in tako povzrocajo ogromno ekonomsko skodo. Bolezenska
znamenja okuzenih rastlin so zelo razli¢éna. Odvisna so od vrste fitoplazme in stopnje
okuzbe in so posledica porusenega hormonskega ravnovesja rastline ali motnje delovanja
rastnih regulatorjev v rastlini. Razlikujemo med specificnimi in nespecificnimi
bolezenskimi znamenji. Med specifi¢na sodijo virescenca ali razbarvanje listov, filodija ali
razvoj cvetnih delov v listu podobne strukture, sterilnost cvetov, metli¢avost stranjskih
poganjkov, podaljSevanje internodijev, povecana tvorba floema. Fitoplazme vefinoma
negativno vplivajo na rastline, kljub temu pa poznamo nekaj vrst rastlin, ki so odporne ali
pa tolerantne na okuzbo s fitoplazmo. Taks$ne rastline ne izrazajo bolezenskih znamenj ali
pa so bolezenska znamenja prisotna v milejSi obliki in jih imenujemo nespecificna
bolezenska znamenja. Nespecifiéna bolezenska znamenja so najbolj pogosta pri lesnatih
rastlinah in vkljucujejo zvijanje in zmanjSanje listov, povecevanje zil, zmanjSano velikost
plodov, prezgodnje jesensko obarvanje (Lee in sod., 2000).

2.3.2 Prenasalci okuzbe

Fitoplazme se lahko $irijo z razmnozevalnim in sadilnim materialom ter z zuzelkami, ki SO
se prej hranile s floemom okuzenih rastlin. Fitoplazme lahko prezimijo v prenasalnih
7uzelkah ali v trajnicah, ki jim omogocajo razsirjanje naslednjo pomlad (Lee in sod.,
2000).

2.3.3 Razvoj bolezni in odziv rastline

Fitoplazme v rastlinah Zivijo in se razmnozujejo izkljuéno v floemu. S tem oslabijo
delovanje sitastih cevi, pri ¢emer pride do motenj prenosa hranilnih snovi (Marcone in
sod., 2009). Zaradi omejenega prenosa hranilnih snovi, rastline kopicijo ve¢je koli¢ine
ogljikovih hidratov v zaloznih listih, posledi¢no jim primanjkuje zalog energije v mladih
listih in koreninah (Maust in sod., 2003). Prav tako je ob okuzbi s fitoplazmo v rastlini
oviran prenos aminokislin, ki je prav tako omejen na floem, kar povzroc¢i zmanj$ano rast in
razvoj rastlin (Lepka in sod., 1999). Prisotnost fitoplazem oslabi tudi fiziolosko delovanje
rastlin: zmanjsa se ucinkovitost fotosinteze, prevodnost rez, respiracija korenin, spremeni
se sekundarni metabolizem ter nastopi hormonsko neravnovesje v rastlini (Maust in sod.,
2003).

2.3.4 Dejavniki, ki vplivajo na razvoj bolezni

Razvoj bolezenskih znamenj je odvisen od stopnje okuzbe oz. virulence razli€nih sevov
fitoplazme. Ob nizji virulenci seva se izrazijo milejSe oblike bolezenskih znamenj ali pa se
le-ta sploh ne izrazijo. Ob vis§ji virulenci seva so bolezenska znamenja bolj ocitna in lahko
popolnoma spremenijo rast in razvoj rastline (Seemiiller in Schneider, 2007). Na razvoj
bolezni vpliva tudi odnos vecih sevov istega taksona znotraj gostiteljske rastline.
Predvidevajo, da lahko interakcija med razliénimi sevi znotraj istega gostitelja v naravi
povzroci, da se izrazijo bolezenska znamenja prevladujocega seva ali vseh sevov. Lahko pa
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se bolezenska znamenja izrazijo v blagi obliki ali se sploh ne izrazijo, pri ¢emer ne-
virulenten sev onemogoc¢i okuzbo virulentnemu sevu (Berges in Seemiiller, 2002). Med
razli¢nimi vrstami rastlin je koncentracija fitoplazem razli¢na, visja je predvsem pri
trajnicah in drugih zelnatih rastlinah, medtem ko so nizke koncentracije znacilne za lesnate
rastline. Stopnja okuzbe rastlin ima kvalitativen in ne kvantitativen izvor, koncentracija
tako ni odvisna od virulence seva. V rastlini imajo sevi, ki niso ali pa so manj virulentni,
enako stopnjo prezivetja in razSirjenja kot sevi, ki so bolj virulentni (Seemiiller in
Schneider, 2007).

2.3.5 Odpornost rastlin

Nekatere rastline se uspeSno branijo proti okuzbi s fitoplazmami. Ozdravijo tako, da
povecajo tvorbo obrambnih proteinov ali povecajo tvorbo fenolnih spojin ali tvorijo
signalne molekule kot sta na primer Ca®" in H,O,. Z opazovanjem jablan, trte in marelic so
odkrili povezavo med rastlinami, ki so prebolele okuzbo s fitoplazmami in njihovo
povecano tvorbo H20, v floemu. Posamezne rastline, ki so kazale bolezenska znamenja
okuzbe in zdrave kontrolne rastline niso tvorile H2O, v presezkih. Prav tako imajo jablane,
ki so prebolele okuzbo, povisano koncentracijo Ca®* v citosolu, medtem ko pri jablanah, ki
so okuzena 0z. zdrava, povisane koncentracije Ca?* v citosolu ni mo¢ opaziti (Musetti in
Favali, 2003; Musetti in sod., 2004; Musetti in sod., 2005).

2.4 POVEZAVA MED FITOPLAZMAMI, PRENASALCI IN GOSTITELISKIMI
RASTLINAMI

2.4.1 Taksonomske skupine prenasalcev

Ker so fitoplazme omejene na floem rastlin, do njih lahko pridejo in jih razsirjajo le
zuzelke, ki se prehranjujejo s floemom. Najpomembnejse prenasalke fitoplazem spadajo v
red polkrilcev (Hemiptera). To so hemimetabolne Zuzelke (odrasli osebki in nimfe imajo
isti nacin prehranjevanja), ki se selektivno hranijo na to¢no dolo¢enem tkivu in med
prehranjevanjem ne ranijo tkiva rastline. Imajo tudi obligatne simbionte, ki se preko
ovarijev prenasajo na potomce ravno na takSen nacin kot Se nato na potomce prenasajo
fitoplazme. Med najpogostejSe Zuzelcje prenasalce sodijo Skrzatki (Cicadellidae) in bolSice
(Psyllidae) (Weintraub in Beanland, 2006).

2.4.2 Prenos fitoplazme preko prenasalca

Ko se neokuzena zuzelka hrani s floemskim sokom, v katerem so proste aminokisline in
sladkorji, okuZene rastline, zauzije tudi delce fitoplazem. Cas hranjena, ki je potreben, da
7uzelka pridobi zadostno koli¢ino fitoplazem v svoje telo se imenuje obdobje pridobitve
oz. anglesko 'acquisition access period- AAP' in navadno traja nekaj ur (Purcell, 1982).
Znotraj zuzelke se zauziti delci fitoplazem prenesejo od celic srednjega Crevesja do
hemocela. Naprej se po celotnem telesu prenasajo s hemolimfo do celic zlez slinavk, kjer
se fitoplazme lahko namnoZijo. Sledi obdobje inkubacije v katerem fitoplazme naselijo
celotno zuzelko in se dodatno namnozijo, kar traja od 10 dni do 3 tedne. Ko se zuzelka
nato hrani s floemom zdrave gostiteljske rastline, jo okuzi z okuzeno slino. Obdobje, Ki
preteCe od zacetne pridobitve, do obdobja, ko okuzbo lahko Zuzelka prenese na druge
rastline, imenujemo latentno obdobje 0z. anglesko 'latent period- LP'. Ko se konca latentno
obdobje, ki je razlicno dolgo in odvisno od gostiteljske rastline, se na rastlini za¢no
pojavljati bolezenska znamenja. Ko se v rastlini fitoplazme namnozijo do dovolj visoke
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koncentracije, jih lahko Zuzelke prenaSajo naprej na naslednje rastlinske gostitelje
(Weintraub in Jones, 2010).

2.4.3 Odnos med prenasalcem, fitoplazmo in rastlino

Specifi¢nost prenosa fitoplazme s prenasalcem na gostiteljsko rastlino je odvisen od
geografskega obmogja razsirjenosti vseh treh. Zuzelke ne morejo biti prenasalke okuzb, e
so omejene na obmogja, kjer ni fitoplazem. Ce pa se ZuZel&ji prenasalci pojavijo v novem
geografskem obmodcju, Kjer lahko pridejo v stik s fitoplazmo, lahko sledi hitra Siritev
bolezni (Weintraub in Jones, 2010).

Fitoplazme imajo koristen, Skodljiv ali nevtralen vpliv na ZuZel¢je prenaSalce. S tem ko
okuzijo zuzelko vplivajo na stopnjo in razsirjenost bolezni. Zuzelke, ki bodo Zivele dlje
Casa, bodo lahko okuzile ve¢ rastlin in imele ve¢ potomcev za njihovo nadaljnje
razsirjanje. Cas evolucijskega razvoja odnosa fitoplazem in Zuzelk, pri katerih okuZba
pomeni zmanj$ano moznost prezivetja zuzelk, je bil po vsej verjetnosti prekratek, saj
selekcija Se ni iznicila negativnih posledic okuzbe (Weintraub in Beanland, 2006).

Posamezen Zuzelcji prenasalec je lahko okuzen z ve¢ razli¢nimi sevi fitoplazem in tako
lahko prenese tudi po ve¢ razliénih sevov na rastline (Weintraub in Beanland, 2006).
Pomemben je tudi odnos med prenasalcem in gostiteljsko rastlino. Polifagni prenasalci
lahko okuzijo ve¢ razli¢nih rastlinskih vrst, uspesnost okuzbe pa je odvisna od odpornosti
rastlin (Bosco in sod., 1997). Fitoplazme lahko ob okuzbi tudi spremenijo delovanje
rastlin. PovzroCijo, da rastline postanejo ¢im bolj primerne gostiteljice Zuzelcjih
prenasalcev - rastline zmanjSajo sintezo kemijskih snovi, ki sicer preprecujejo hranjenje z
njihovim floemom, lahko pa rastline zaradi okuZzbe povecajo sintezo lazje prebavljivih
nutrientov, ki so hrana za prenasalce in jih tako dodatno privabljajo (Weintraub in
Beanland, 2006).

2.5 EKOLOGIJA, EKONOMSKI VPLIV IN DIAGNOSTIKA OKUZB S
FITOPLAZMO

2.5.1 RazSirjenost fitoplazem

Fitoplazme se pojavljajo po vsem svetu in povzro¢ajo bolezni na Stevilnih rastlinskih
vrstah (iz 98 druzin) in $tevilnih zuzelkah polkrilcev (Lee in sod., 2000). Dokazali so, da
lahko razli¢ni sevi fitoplazem povzrocajo podobna bolezenska znamenja, prav tako lahko
ozko sorodne vrste fitoplazem povzrocajo razlicne oblike bolezenskih znamenj (Davis in
Sinclair, 1998). Geografska izolacija fitoplazem sovpada z razSirjenostjo gostiteljskih
rastlin in ZuZel¢jih prenasalcev, ki so znacilni le za doloc¢eno regijo (Lee in sod., 2000;
Davis in sod., 1988; Harrison in sod., 1996). Ker pa spreminjamo tako mikro kot makro
ekosisteme s tem, da vnasamo tujerodne rastline in zuzelke, omogoCamo prisotnost in
raz§irjenost fitoplazem na novih obmogjih. Tako so se lahko nekatere fitoplazme razsirile
preko vseh kontinentov, druge pa so ostale izolirane v posameznih ekoloskih nisah, Kjer se
neodvisno razvijajo naprej iz starSevskih linij (Lee in sod., 2000).

2.5.2 Zasedanje ekoloskih ni$
Fitoplazme, ki povzrocajo okuzbe na ve¢ razlicnih rastlinskih gostiteljih in zuzelcjih
prenasalcih, lahko v naravi zasedajo Stevilne ekoloske niSe. Kadar si ve¢ razlicnih sevov
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deli iste rastlinske gostitelje ali prenasalne zuzelke je v gostitelju prisotna meSanica sevov.
Ob &irjenju okuzbe lahko tako posamezni sevi prehajajo na druge gostitelje. Ce je
koncentracija posameznega seva v eni ekoloSki nisi nizka, se lahko zgodi, da mu nova
ekoloska nisa bolj ustreza in njegova koncentracija se povisa. Prav tako je lahko mesanica
sevov Vv gostitelju razlog, da pride do izmenjave genetske informacije med sevi, kar
povzro¢i evolucijski razvoj fitoplazem. Na novo nastali sevi imajo lahko specifi¢ne
zahteve do okolja in so lahko omejeni le na dolocCen Zivljenjski prostor. Torej, pogosti stiki
med posameznimi populacijami fitoplazem in izolacije posameznih sevov so lahko
izhodis¢e povecanja pestrosti raznolike skupine fitoplazem (Lee in sod., 1992; Lee in sod.,
2000).

2.5.3 Ekonomski vpliv in kontrola bolezni

Stevilo bolezni, ki jih povzro¢ajo fitoplazme $e vedno narai¢a. OkuZbe s fitoplazmo
globalno omejujejo in zmanjsujejo pridelek poljscin, sadnih in okrasnih rastlin in tako
povzro€ajo ogromno ekonomsko Skodo (Lee in sod., 2000). Ko nastopi bolezen, lahko
razlikujemo 0z. imamo dve epidemioloski stanji-epidemi¢no in ne-epidemic¢no. Nekatere
bolezni ne povzrocajo epidemij na samih poljS¢inah, saj so poljs¢ine le epidemioloski
kon¢ni gostitelji fitoplazme. To se zgodi, kadar so rezervoar fitoplazem divje rastline kot
so npr. pleveli in kadar prenasalne zZuzelke Zivijo v naravnih in ne umetnih ekosistemih, kot
je npr. njiva. Ker se prenasalne zuzelke le obCasno hranijo na poljs¢inah, povzrocajo
monocikli¢ne epidemije. V takem primeru sta izguba pridelka in ekonomska $koda odvisni
od gostote in infektivnosti prenasalnih zuzelk. Tak$ne bolezni ve¢inoma niso karantenske
bolezni, med ukrepe zatiranja sodi odstranjevanje glavnega rezervoarja fitoplazem- plevela
(Weintraub in Jones, 2000).

O policikli¢ni epidemiji pa govorimo, ko zuzel¢ji prenasalci prenasajo bolezen od poljscine
do poljscine, takrat poljS¢ine predstavljajo glavni rezervoar fitoplazem, zuZel¢ji prenasalci
pa zakljucijo svoj Zivljenjski krog na okuzeni rastlini. Bolezni, ki se $irijo na takSen nacin
se vecinoma pojavljajo na trajnicah in polj$¢inah. V primeru, da so uvrs¢ene na seznam
karantensko Skodljivih organizmov je obvezno odstranjevanje in unic¢evanje okuzenih
rastlin, popis sadilnega materiala in izvedba kemi¢ne kontrole nad prenaSalnimi zuzelkami.
Poleg izgubljenega pridelka imamo Se vecjo ekonomsko Skodo, zaradi dragih kontrolnih
ukrepov- uporaba pesticidov, poljske raziskave (Weintraub in Jones, 2010).

Pri omejevanju nastanka in Sirjenja bolezni s fitoplazmami moramo najprej poskrbeti, da
preprecimo nastanek bolezni. To storimo tako, da nasadimo zdrave oz. neokuZzene vrste ali
vrste ki so odporne na okuzbo s fitoplazmami. Nadzorovati moramo tudi prisotnost
zuzel¢jih prenasSalcev in naSe tehnike gojenja morajo prepreciti stik s fitoplazmami
(Carraro in sod., 1989; Sinclair in sod., 1997).

2.5.4 Metode zaznavanja fitoplazem

V naravi zaznavamo okuZbe s fitoplazmami z vizualno zaznavo bolezenskih znamenj, v
laboratorijih pa lahko izvajamo diagnosticne teste, kot npr. seroloski test ELISA,
nespecificna metoda barvanja DNA z barvilom DAPI ali uporabimo bolj specifi¢ne in
zanesljivejse molekularne metode (Brzin in sod., 2005). Med najpogostejse molekularne
metode zaznavanja okuzb s fitoplazmo Stejemo PCR, ugnezdeno PCR in analizo RFLP,
(uporabljamo jih tudi za ugotavljane molekulske raznolikosti). Danes pa omenjene metode
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nadomesc¢a PCR v realnem casu, ki je hitrejSi in bolj obcutljiv kot prej naStete metode
(Nikoli¢ in sod., 2010). Za zaznavanje in diagnosticiranje fitoplazem na terenu pa je
primerna nova metoda izotermalnega pomnozevanja-LAMP (Kogovsek in sod., 2014).

2.6 SKUPINA AP

2.6.1 ‘'Candidatus Phytoplasma mali’, '‘Candidatus Phytoplasma pyri* in ‘Candidatus
Phytoplasma prunorum'

Metlicavost jablan (AP), umiranje hrusk (PD) in leptonekroza kos¢icarjev (ESFY) spadajo

med ekonomsko najpomembnej$e bolezni sadnega drevja. Metlicavost jablan povzroca

fitoplazma 'Ca. P. mali', umiranje hrusk 'Ca. P. pyri' in leptonekrozo koscicarjev 'Ca. P.

prunorum'. Vrsti 'Ca. P. mali' in 'Ca. P. pyri' uvr§¢éamo med karantenske organizme v

Evropski uniji in sta na seznamu LA.Il iz priloge I. del A Direktive Sveta Evrope st.

2000/29/Es in listi karantensko $kodljivih organizmov A2 organizacije EPPO.

S filogenetsko analizo zaporedij 16S rDNA so dokazali, da so si vse tri fitoplazme med
sabo skoraj identi¢ne in spadajo v skupino AP 0z. 16Sr-X (Seemiiller in Schneider, 2004).
Zaporedja se ujemajo 98.6 % do 99.0 %, kar je nad arbitrarno mejo za razlikovanje med
fitoplazmami, ki znasa 97.5 % (Firrao in sod., 2004). Razlikujemo pa jih lahko na podlagi
drugih genskih markerjev (na primer genov, Ki nosijo zapis za sintezo proteinov ali genov
16S-23S rDNA z vmesno regijo) ter njihovih bioloskih in ekoloskih znacilnostih.

Za vsako vrsto fitoplazme so znacilne gostiteljske rastline in bolezenska znamenja, ki jih
fitoplazma povzro¢i na tej rastlini. Prav tako pa vsako fitoplazmo prenasajo specifi¢ne
zuzelke (Seemiiller in Schneider, 2004).

Za detekcijo in razlikovanje med vrstami skupine 16Sr-X lahko uporabimo metodi PCR in
RFLP. Za hitrejSo zaznavo fitoplazem pa uporabimo PCR v realnem c¢asu, ki je zelo
obcutljiva, specifi¢na in zanesljiva metoda (Nikoli¢ in sod., 2010). V Sloveniji so vse tri
vrste potrjeno prisotne (Mehle in sod., 2011).

2.6.2 'Candidatus Phytoplasma pyri’

Umiranje hrusk (PD), ki jo povzro¢a 'Ca. P. pyri', je ena izmed najbolj pomembnih bolezni
hrusk (Pyrus communis). Okuzba s fitoplazmo povzroci bolj ali manj hiter propad drevesa
(Weintraub in sod., 2010). 'Ca. P. pyri' povzroca Sirok spekter nespecificnih bolezenskih
znamenj, med katere spadajo razbarvanje listov, prisotnost zmanjsanih bledo zelenih listov,
zvijanje listov, prezgodnje odpadanje listov, zmanjSana velikost plodov, zmanjSana rast
rastline kateri sledi propad rastline (Seemiiller in sod., 2009). Okuzbo s fitoplazmo
prenaSata zuzelki dveh vrst - Cacopsylla pyricola in Cacopsylla pyri (Carraro in sod.,
1998). Sirjenja bolezni ne moremo uéinkovito zaustaviti; bolezni se lahko izognemo tako,
da posadimo rastline, ki so tolerantne na okuzbo s fitoplazmo (Seemiiller in sod., 2009). O
bolezni so porocali v Evropi, Severni Ameriki, Mali Aziji in na Tajvanu. V posameznih
zveznih drzavah ZDA je bolezen zmanjSala pridelek hrusk za polovico, v Italiji pa je v letu
1940 povzrocila propad 50 000 dreves (Weintraub in sod., 2010). V Sloveniji so opisali
visoko molekulsko pestrost fitoplazme 'Ca. P. pyri' (Pavsi¢ in sod., 2014).
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2.6.3 'Candidatus Phytoplasma prunorum’

Leptonekroza kosc¢icarjev je ime za bolezen kosc¢icarjev (Prunus), ki jih povzroca 'Ca. P.
prunorum'. Bolezen povzro¢a ekonomsko $kodo na marelici (P. armeniaca), japonski slivi
(P. salicina), breskvi (P. persica), pa tudi nekaterih divjih kos¢icarjih (na primer P.
spinosa in P. serratina). Nekatere vrste kot na primer sliva (P. domestica) so tolerantne na
okuzbo s fitoplazmo in kljub okuzbi ne kazejo bolezenskih znamenj, nekatere vrste pa so
odporne na okuzbo, na primer ¢e$nja (P. avium) (Carraro in sod., 2002). Bolezenska
znamenja, ki nastopijo ob okuzbi s 'Ca. P. prunorum'’ so lahko rumenenje in zvijanje listov,
kateremu sledi razbarvanje listov; zmanjSanje in zaviranje dormance, Ki lahko vodi do
poskodb rastlin ob zmrzali; nekroza in posledi¢na smrt rastline. Posledica okuzbe sta tudi
rast izven sezone in prezgodnje olistanje dreves pred cvetenjem (Carraro in Osler, 2003,
Jarausch in sod., 1998 ). Cacopsylla pruni je edina znana Zuzel¢ja prenasalka bolezni. Ker
se v praksi okuzbe s fitoplazmo ne da ozdraviti, moramo izvajati preventivne ukrepe, kot
S0 sajenje zdravega sadilnega materiala. V okoljih, kjer je visoka stopnja tveganja okuzbe
(okolja, kjer so prisotne divje rastline) pa moramo posaditi tolerantne ali odporne vrste. Z
leptonekrozo kosc¢icarjev imamo tezave predvsem v Evropi in na Mediteranu (Carraro in
Osler, 2003).

2.7 'CANDIDATUS PHYTOPLASMA MALI

2.7.1 Metli¢avost jablan

'Ca. P. mali' povzro¢a metliCavost jablan (AP) in je ena najbolj unicujocih bolezni jablan
(Malus x domestica) v Evropi (Seemiiller in Schneider, 2004). Povzroc¢a velike izgube
pridelkov in je ne moremo zatreti z biocidnimi in kemi¢nimi sredstvi (Le$nik in sod.,
2009). Bolezenska znamenja, ki nastopijo ob okuzbi in so jasno vidna so metli¢avost
stranskih poganjkov, povecani prilisti, razbarvanje listov in zmanjSani plodovi. OkuZena
drevesa navadno ne propadejo, bolezenska znamenja lahko celo izginejo, vendar njihove
korenine ostanejo okuzene (Seemiiller in sod., 2008). Prikrite oziroma latentne okuzbe tako
dokazujemo z laboratorijskimi testi korenin, kar pa je bistveno pri nadziranju $irjenja
bolezni (Brzin in sod., 2003).

V 60. letih 20. stoletja so 'Ca. P. mali' prvi¢ opazili v severni Italiji, do danes so njeno
prisotnost potrdili v ve€ini evropskih drzav, Kjer so prisotni mati¢ni nasadi in drevesnice za
gojenje jablan. V najvecjem obsegu je fitoplazma prisotna v zmernih klimatskih obmocjih
srednje, vzhodne, zahodne in juzne Evrope, v zadnjih letih pa je bila njena prisotnost
potrjena tudi v azijskem delu Tur¢ije (Weintraub in Jones, 2010; Canik in Ertunc, 2007). V
Sloveniji so leta 1985 v okolici Ormoza prvi¢ opazili bolezenska znamenja AP, od tedaj
naprej stalno poro&ajo o njeni prisotnosti (Sari¢ in Cvjetkovié, 1985; Brzin in sod., 2005;
Lesnik in sod., 2009; Mehle in sod., 2011).

Primarni gostitelji fitoplazme so bolSice medtem ko so rastline le naklju¢ni sekundarni
gostitelj (Lesnik in sod., 2009). Naravne prenaSalke okuzbe so Zuzelke bolSic iz rodu
Cacopsylla (Hemoptera: Psyllidae) (Purcel, 1982). AP lahko prenasamo tudi z
razmnozevalnim in sadilnim materialom (s cepljenjem). Obstajajo pa tudi porocila, da se
okuzba lahko prenasa preko koreninskega sistema med sosednjimi gostiteljskimi drevesi
(Lesnik in sod., 2008).
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2.7.2 Sirjenje AP z ZuZel¢jimi prenasalci

Glavni prenaSalki 'Ca. P. mali' sta C. picta (Foerster) in C. melanoneura (Foerster)
(Frisinghelli in sod., 2000). Tedeschi in sodelavci (2006) pa so v nadzorovanem
laboratorijskem poskusu ugotovili, da lahko 'Ca. P. mali' prenasa tudi Skrzatek Fieberiella
florii (Stal).

Generacijski ¢as C. melanoneura je eno leto. Odrasli okuzeni osebki prezimijo na
sekundarnih gostiteljskih rastlinah, obi¢ajno na iglavcih, ob koncu zime pa kolonizirajo
nasade sadnih dreves. Ko se spomladi hranijo na glavnih gostiteljskih rastlinah-jablanah,
jih lahko okuzijo (Tedeschi in sod., 2002). Spomladi bolSice tudi odlozijo jajéeca na sadnih
drevesih, iz katerih se nato razvijejo nimfe in kasneje novi odrasli osebki. Pozno pomladi
ali zgodaj poleti pa novi odrasli osebki migrirajo na alternativne gostiteljske rastline, kjer
ostanejo do konca zime (Tedeschi in sod., 2002).

Bolsica C. picta je prisotna le v Evropi in se prehranjuje zgolj na rastlinah iz rodu Mallus
spp. Kljub razlicno velikim populacijam v razlicnih regijah, imajo vse populacije isto
populacijsko dinamiko (Jarausch in sod., 2011). Posamezna bolSica zaklju¢i zivljenjski
krog v enem letu in kot odrasel osebek prezimi na iglavcih. Z dreves, na katerih prezimi ob
koncu zime, migrira na drevesa jablan, kjer odlozi jajceca. Osebki, ki se na novo razvijejo
iz jajcec ostanejo in se hranijo na jablanah do zacetka julija, takrat pa kot odrasli osebki
migrirajo na prezimovalis¢a (Jarausch in sod., 2011; Tedeschi in sod., 2009). Stopnja
okuzbe s fitoplazmo 'Ca. P. mali' je visoka na obmogjih, kjer je visoka gostota populacij C.
picta. Koncentracija fitoplazem v prezimlih osebkih C. picta je visoka, saj se fitoplazme
¢ez zimo Vv bolSici dodatno namnoZijo in lahko okuZzbo prenesejo tudi na svoje potomce.
Primarna okuzba novih osebkov C. picta pa je posledica prehranjevanja na okuzenih
drevesih jablan. Prisotnost mo¢no okuzenih osebkov C. picta ne pomeni visje stopnje
okuzenosti nasada in tip nasada ne vpliva na pogostost zuzel¢jih prenasalcev. Stanje
nasada je tako lahko odvisno od razli¢nih dejavnikov kot so gostota populacije C. picta,
vira inokuluma $irSega obmocja in kmetijske dejavnosti obmoc¢ja (Jarausch in sod., 2011).

Za vrsto C. melanoneura je prav tako kot za vrsto C. picta znacilno, da zakljuci
generacijski ¢as v enem letu. Obe vrsti imata podoben zivljenjski krog, vendar je C.
melanoneura na jablanah prisotna od konca januarja do zacetka junija, za razliko od C.
picta, ki jo zasledimo na jablanah od marca do julija (Mattedi in sod., 2007). C.
melanoneura je palearkti¢no raz§irjena in je oligofag druzine roznic (Rosaceae). Prisotna je
lahko na glogu (Crataegus), jablani (Malus) in hruski (Pyrus spp.), pri ¢emer je glavna
gostiteljska rastlina bolSice enovrati glog (Crataegus monogyna), ki je v bliznjem
sorodstvu z jablano in pogosto raste blizu nasadov jablan (Tedeschi in sod., 2009).

V preteklih raziskavah so prisli do spoznanj, da sta lahko na vecini opazovanih obmocjih
prisotni obe bolsici (Jarausch in sod., 2011; Mayer in sod., 2009, Tedeschi in sod., 2002),
na nekaterih obmocjih pa je prisotna le ena vrsta (Tedeschi in sod., 2002). V severni Italiji
in Nemcdiji je glavna prenasalka 'Ca. P. mali' C. picta (Frisinghelli in sod., 2000; Jarausch
in sod., 2011). V severozahodni Italiji je glavna prenaSalka bolezni C. melanoneura
(Tedeschi in sod., 2002), nemska populacija C. melanoneura pa se redko okuzi s
fitoplazmo ob prehranjevanju na okuzeni jablani in ne more prenasati okuzbe (Mayer in

sod., 2009). V Nemciji sicer enovrati glog predstavlja glavno gostiteljsko rastlino za C.
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melanoneura, vendar le-ta navadno ni okuzen s fitoplazmo. Italijanska populacija C.
melanoneura pa se lahko pomika med enovratim glogom in jablano, pri ¢emer je enovrati
glog okuzen s fitoplazmo, kar najverjetneje vpliva na epidemiologijo obmocja AP
(Tedeschi in sod., 2009).

Kot Ze omenjeno zgoraj, naj bi fitoplazmo 'Ca. P. mali' prenasal tudi skrzatek Fieberiella
florii (Stal). Verjetnost da bi Skrzatki v naravi okuzili jablane je nizka, saj je njihova
gostota prenizka. Ker je Skrzatek polifagna vrsta, lahko prenasa bolezen na druge rastline
in tako vpliva na Sirjenje epidemiologije metlicavosti jablan (Tedeschi in Alma, 2006).

V Sloveniji je potrjena prisotnost znanih (C. picta in C. melanoneura) in domnevnih (F.
florii) prenasalcev AP. ZabeleZena pa je tudi prisotnost dveh domnevnih prenasalcev AP
Philaenus spumarius in Artianus manderstjernii (Mehle in sod., 2011). Sirjenje fitoplazem
v naravi se povecuje, saj se povecCuje Stevilénost naravnih prenasalcev, zaradi ekoloske in
integrirane pridelave sadja (LeSnik in sod., 2009).

2.7.3 Kako prepreciti Sirjenje bolezni

Poskrbeti moramo, da ne pridelujemo in sadimo okuzenih sadik. Zato je potrebno nadzirati
pridelavo sadilnega in razmnoZevalnega materiala v drevesnicah, mati¢nih nasadih in
zarodis¢ih podlag (Lesnik in sod., 2009). Ucinkoviti metodi sta sajenje odpornih rastlin in
izruvanje obolelih dreves (Seemiiller in sod., 2008). Okuzbe vec¢inoma povzro¢ajo zuzeldji
prenaalci, katerih Sirjenje tezko nadzorujemo. Skropljenje z insekticidi ni vedno
popolnoma ucinkovito, saj med cvetenjem ne smemo Skropiti rastlin. Jarausch in sodelavci
(2011) svetujejo preprecevanje Sirjenja bolezni na SirSem regijskem obmocju. Pri cemer
moramo spomladi zaustaviti preseljevanje zuzel¢jih prenasalcev, prepreciti moramo razvoj
novih osebkov Zuzel¢jih prenasalcev in onesposobiti mobilnost odraslih osebkov.

Obstajajo tudi alternativne metode preprecevanja Sirjenja bolezni kot so uporaba bioloskih
pasti, katerih delovanje temelji na spros¢anju informacijskih kemikalij. BolSico C. picta
privablja vonj, ki ga oddajajo s 'Ca. P. mali' okuZene jablane. OkuZene jablane za razliko
od neokuzenih spro$c¢ajo hlapni B- kariofilen. Z uporabo lepljivih plos¢, odisavljenih z B-
kariofilenom, ki privabljajo tako samce kot samice, lahko ulovimo in omejimo prisotnost
bolsic C. picta. Metodo lahko uporabimo ne glede na to kaksen tip nasada imamo, kak$no
obdelovalno prakso vr§imo, obmocje ki na nas obdaja in ne glede na okoljevarstvene
zahteve obmocja (Mayer in sod., 2008).

V laboratoriju so tudi uspesno izvedli poskus, kjer so z vibracijskimi signali vplivali na
vedenje Skrzatkov tako, da so zmotili njihovo parjenje. Eksperiment so sicer izvedli na
ameriskem skrzatku (Scaphoideus titanus), ki je prenasalec fitoplazme povzrociteljice zlate
trsne rumenice (Flavescence dorée). S to metodo bi lahko znizali $tevil¢nost prenasSalcev in
tako posredno vplivali in zmanjsali razsirjenost fitoplazem (Mazzoni in sod., 2009). Da je
metoda uspesna so potrdili tudi poskusi v naravi, kjer so z umetnimi vibracijskimi signali
prekinili parjene skrzatkov (Eriksson in sod., 2012).

2.7.4 Genom 'Ca. P. mali* in dosedanje raziskave

'‘Ca. P. mali' ima linearen kromosom, za razliko od veéine fitoplazem, ki imajo krozen
kromosom. Linearen kromosom imata tudi ozko sorodni vrsti 'Ca. P pyri' in 'Ca. P.
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prunorum' (Kube in sod., 2008). Kromosom 'Ca. P. mali' je majhen, s $tevilnimi kon¢no
obrnjenimi ponovitvami, kovalentno zaprtimi konci lasnic ter z nizko vsebnostjo gvanina
in citozina. Za kromosom je znacilno majhno Stevilo paralognih genov, majhno Stevilo
insercij za potencialne mobilne elemente DNA ter mocno zreducirano Stevilo
transporterjev ABC aminokislin. Lastnosti kromosoma opredeljujejo mocno okrnjen
metabolizem fitoplazme (Kube in sod., 2008). Pri 'Ca. P. mali' so odkrili, da je ena najbolj
pomembnih poti pridobivanja energije, glikoliza, nepopolna. Predvidevajo da fitoplazma
izkoris¢a maltozo in malat kot vir ogljika in energije. Vendar celotne poti pridobivanja
ATP-ja za 'Ca. P. mali' $e niso identificirali (Kube in sod., 2008).

Z genetskimi analizami lahko prikazemo kako 'Ca. P. mali' vpliva na okuZene rastline.
Musetti in sodelavci (2012) so raziskali in primerjali, kako se izrazajo Stevilni obrambni
geni zdravih, s 'Ca. P mali' okuzenih in ozdravljenih jablan. Ugotovili so, da se geni v
listnih tkivih jablan izrazajo razli¢no glede na zdravstveno stanje rastline. V listih jablan
okuzenih s 'Ca. P. mali' in listih jablan z izoblikovanimi bolezenskimi znameniji je izrazito
poviSana sinteza S patogenostjo povezanih proteinov MdPR1, MdPR2 in MdPRS, ¢esar pri
zdravih oz. ozdravljenih rastlinah ni. Po drugi strani pa so odkrili, da se poveca izrazanje
genov povezanih z jasmonatno metabolno potjo v listih ozdravljenih rastlin.

Z genetskimi analizami lahko prikazujemo tudi molekulsko pestrost fitoplazme 'Ca. P
mali'. Z analizo zaporedja gena hflB so prikazali polimorfizem znotraj taksona (Schneider
in Seemiiller, 2009). Za gen hfIB sumijo, da vpliva na virulenco posameznega genotipa,
sodeluje pri membranskem transportu in zavira delovanje proteinov kot je na primer SecY.
V genomu fitoplazem je lahko do 24 kopij gena, za razliko od ostalih bakterij, ki imajo
navadno eno kopijo gena hflB. Analizirali so 44 vzorcev rastlin iz Nemdije, Italije in
Francije, pri katerih je bila prisotna metli¢avost jablan. Z SSCP analizo, katero so podprli s
sekvenciranjem PCR produktov istih vzorcev, so ugotovili, da lahko na podlagi gena hflB
lo¢ujemo med dvajsetimi razliénimi profili znotraj taksona. Homologija nukleinskih kislin
med profili 'Ca. P mali' je znasala 94,2-100 %.

Casati in sodelavci (2011) so prisotnost fitoplazme 'Ca. P. mali' v nasadih razli¢nih
obmocij SV Italije potrdili z metodo RFLP ob zaznavi PCR pomnoZene 16S rDNA izolata.
Za razlikovanje znotraj taksona so izvedli analizo MLSA na podlagi razreza produktov
Stirih razliénih segmentov kromosoma izolatov (16S/23S rDNA, PR-1, PR-2, PR-3
neribosomsko obmocje, geni za ribosomske proteine rplV- rpsC in gen secY). lzmed 60
izolatov so definirali 12 specificnih haplotipov. Ugotovili so, da sta obmog;ji z genetskimi
zaporedji 16S/23S rDNA in rplV- rpsC bolj informativni kot PR-1, PR-2, PR-3
neribosomsko obmocje in gen secY. Ugotovili so tudi, da je genetska pestrost 'Ca. P mali' v
razli¢nih geografskih obmocjih SV Italije razli¢na in da se dolo¢eni genotipi pojavljajo le v
dolocenih regijah.

Podobno so tudi na Ceskem z RFLP analizo produktov PCR prikazali raznolikost 'Ca. P.
mali'. Za potrditev pravilno izvedenega dela so izvedli se sekvenciranje produktov PCR.
16S rRNA je mocno ohranjen gen in zato neprimeren gen za razlikovanje linij znotraj
taksona 'Ca. P. mali'. Polimorfizem taksona so potrdili z analizo 16S-23S rDNA z vmesno
regijo, pri cemer so definirali 2 razli¢na genotipa. Z analizo ribosomskih genov za proteine
so razlikovali med Stirimi razlicnimi genotipi. Z genom za nitroreduktazo in kot-
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rodonaznim genom pa so pokazali pestrost dodatnih treh genotipov. Ugotovili so tudi, da
lahko razliéne populacije fitoplazem okuzijo posamezne jablane, zaradi ¢esar lahko na
posamezni jablani zaznamo ve¢ razli¢nih genotipov 'Ca. P. mali' (Franova in sod., 2013).

Na podlagi analize genov imp, aceF, secY in pnp, z ugnezdeno metodo PCR, Kateri je
sledilo sekvenciranje in analiza MLSA so prikazali genetsko pestrost izolatov celotne
skupine 16SrX po Evropi (Danet in sod., 2011). Gena aceF in pnp sodelujeta pri
metabolizmu ogljika in nukleotidov. Gena imp in secY pa imata zapis za imuno
dominantna povrSinska proteina SecY in Imp, Ki sodelujeta pri sekreciji proteinov.
Filogenetska analiza gena aceF jim je omogocila razlikovanje med 24 genotipi, gena pnp
med 15 genotipi, gena secY med 12 genotipi in gena imp med 30 genotipi celotne skupine
(testirali so 197 izolatov). Identificirali so 73 razli¢nih haplotipov skupine, pri ¢emer niso
odkrili povezave med geografsko razsirjenostjo fitoplazme, gostiteljsko rastlino in
prenasalno zuzelko. Pri analizi 39 izolatov 'Ca. P. mali' so ugotovili, da z genom aceF
razlikujejo med Sestimi genotipi, genom pnp med petimi genotipi, genom secY med Stirimi
genotipi in genom imp med sedmimi razli¢nimi genotpi. Filogenetska analiza genov je med
drugim prikazala, da naj bi med 'Ca. P. pyri' in 'Ca. P. prunorum' v preteklosti priSlo do
rekombinacije, iz ¢esar lahko sklepamo da je 'Ca. P. pyri' inter- specifi¢na rekombinanta.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 SHEMATICEN PRIKAZ POSTOPKA

Postopek dolo¢anja molekulske raznovrstnosti slovenskih izolatov 'Ca. P. mali' (v
nadaljevanju APf) je prikazan na sliki 1 in podrobno opisan v nadaljevanju.

izoli PCR
izolirana DNA fitoplazme ‘ » ugnezdena PCR
APf (aceF, sec, pnp, imp)

agarozona gelska posiljanje ocis¢enih
elektroforeza produktov | ——| c¢iscenje produktovPCR |——> produktov PCR na
PCR sekvenciranje

racunalniska obdelava in
analiza zaporedij

Slika 1: Shema dolo¢evanja nukleotidnega zaporedja fitoplazme APf za gene aceF, secY, pnp, imp
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3.2 MATERIALI

3.2.1 PCRinugnezdena PCR

Molekulsko raznovrstnost slovenskih izolatov fitoplazme APf smo dolocali na vzorcih
DNA, ki so bili predhodno izolirani in doloceni kot pozitivni na fitoplazmo APf v okviru
pregleda stanja okuZenosti sadnega drevja s fitoplazmami v Sloveniji. Seznam vseh
vzorcev uporabljenih v nalogi je v preglednici 16.

V preglednici 1 in 2 je seznam laboratorijske opreme in pripomockov, v preglednici 3 in 4
pa seznam kemikalij in oligonukleotidnih zacetnikov, ki smo jih uporabili pri delu.

Preglednica 1: Laboratorijska oprema, ki smo jo uporabili pri delu

Naziv Oznaka modela
zamrzovalnik Liebherr 02255
vrtinénik Vibromix 10

namizna centrifuga za eppendorfove epruvete
naprava za centrifugiranje in vrtinCenje

komora za pripravo reakcijskih mesanic PCR

komora za dodajanje DNA v reakcijsko
meSanico PCR

komora za dodajanje produktov PCR v
reakcijsko meSanico PCR

PCR System 9700 GeneAmp® PCR Cycler

Eppendorf MiniSpin® plus
Centrifuge/Vortex Multi Spin MSC-3000
BIOSAN DNA/RNA cleaner UVT-S-AR

BIOSAN DNA/RNA cleaner UVC/T-M-AR
EHRET, Biosafe 2

Perkin Elmer

Preglednica 2: Ostali laboratorijski pripomocki, ki smo jih uporabili pri delu

Naziv

rokavice brez smukca

odstranjevalec DNA: DNA remover™,Minerva Biolabs GmbH, Cat. St. 152D1054

papirnate brisace

odpirac eppendorfovih epruvet
polistirenska posoda za led
stojalo za eppendorfove epruvete
mikrocentrifugirke za PCR

sterilne eppendorfove epruvete (200 uL, 0.5 mL,1.5 mL, 2 mL)

avtoklavirana bidestilirana H,O
pipete (10 uL, 100 pL, 200 pL, 1000 pL)

sterilni nastavki s filtrom za pipete (10 pL, 100 pnL, 200 puL, 1000 pL)

odlagalnik odpadnega materiala
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Preglednica 3: Kemikalije, ki smo jih uporabili pri delu

Naziv Proizvajalec (kataloska Stevilka)
10x High Fidellity Buffer Invitrogen (11304011)

MgSO, Invitrogen (11304011)

dNTP-ji Applied Biosystems (632275)
Platinum® Taq DNA Polymerase High Invitrogen (11304011)

Fidelity, 5U/ uL, Invitrogen

oligonukleotidni zacetniki (glej Preglednica 4)  Eurofins [za: aceF, secY, imp], IDT [za: imp]

Preglednica 4: Oligonukleotidni zacetniki (povzeto po Danet in sod., 2011)

Tar¢ni Oligonukleotidni Nukleotidno zaporedje (5' — 3"

gen zacetnik

acef AceFfl TAAAATTCGCTGATGTTGGCG
AceFrl CATCTTTCAATTCATTAAAACTAG
AceFf2 AGGTATTGAAGAAGGAACTG
AceFr2 CAACCGCTTTCATAATAAAAG

secY SecYMalF1 TTAGGACGTAGTATACAAATCCCNTT
SecYMalR1 ACAATAATTAAAAATCCTGTNCC
SecYMalF2 AAGAATGGCGTGAACARGGNGA
SecYMalR2 GCATCTTGTTTAGATAAATGTTC

pnp Pnpfl GAAGTTGGTATTACTGCTTTAC
Pnprl GATAAATCTATTTGACCGCG
Pnpf2 TACAATTAGATATTAAAGTTAAAGG
Pnpr2 ATTAATTTTAATACATTTCGC

imp IMPF1 CAAATGATAAAGCTGATCAA
IMPR1bis CAAGACCTTTAAGGCCACATC
IMPF3 GTTTTATGTTATAATAAACAGTG

IMPR3mal CAAACTATAGTTAAAATTAAAGC
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3.2.2 Agarozna gelska elektroforeza
Za agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili produkte ugnezdene reakcije PCR.

V spodnjih preglednicah je seznam naprav (preglednica 5) in ostalih pripomoc¢kov

(preglednica 6) ter kemikalij (preglednici 7 in 8), ki smo jih rabili za agarozno gelsko
elektroforezo.

Preglednica 5: Naprave, ki smo jih uporabili v elektroforeznici

Naprava Naziv
vir elektri¢ne napetosti Biorad Powepack 3000
mikrovalovna pecica Sharp

racunalnik povezan z aparaturo za Biosystematica, UVI Prosystem
fotografiranje gelov v UV spektru

Preglednica 6: Ostali pripomocki za delo v laboratoriju in elektroforeznici

Naziv

rokavice brez smukca

tehtnica (Sartorius, BP 310 S)
laboratorijski pribor

aluminijasta folija

nitrilne rokavice

erlenmajerica

nosilci za gel, Biorad (8x8cm, 15x10cm)
glavnic¢ki, Biorad (8, 15, 20 jamic)
banjica za elektroforezo

pipeta (10uL in 100 pL)

nastavki za pipeto

parafilm

bidestilirana voda

Skarje

Preglednica 7: Kemikalije in raztopine, ki smo jih uporabili v elektroforeznici

Kemikalija Proizvajalec (kataloska Stevilka)
agaroza Sigma (A-9539)

1x TAE (Preglednica 8)

modificiran TAE Milipore (2395917)

EDTA Sigma (E-5140)

nanasalni pufer 6x Loading Dye MBI Fermentas

oznacevalec dolzine fragmentov- GeneRuler MBI Fermentas (SM0321)
100bp DNA ladder
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Preglednica 8: Pregled sestavin 50x pufra TAE (za 1000 mL)

Kemikalija Koli¢ina

Tris — Base 242 ¢

Ledocetna kislina 57,1 mL

0.5 M EDTA (ph=8.0) 100 mL

bd H,0O dopolnimo do konénega volumna 1000 mL

3.2.3 Cis¢enje produktov PCR
V preglednici 9 je seznam kompletov, ki smo jih preizkusili in uporabili za ¢iscenje
produktov PCR, v preglednici 10 pa ostali laboratorijski pripomoc¢ki uporabljeni za

Wt w v

¢is¢enje produktov PCR.

NI

Preglednica 9: Kompleti za ¢is¢enje produktov PCR

Komplet Kataloska Stevilka
DNA Gel Extraction Kit, Millipore Corporation, LSKGELO 50
Bedford, MA

MiniElute® PCR purification kit, Qiagen 28004

Diffinity RapidTip®, Sigma-Aldrich Co. LLC. D1947

Rapid PCR Cleanup Enzyme Set, New England 0011411
Biolabs®

NS

Preglednica 10: Ostali pripomo¢ki in naprave za ¢i§¢enje produktov PCR

Naziv

nitrilne rokavice

UV transiluminator

ocala za gledanje modre svetlobe

skalpel

namizna centrifuga, Eppendorf 5417R

rokavice brez smukca

stojalo za eppendorfove epruvete

odpirac eppendorfovih epruvet

pinceta

eppendorfove epruvete z varnostnim zapiralom in brez varnostnega zapirala (200 pL, 0.5 mL,
1.5mL,2mL)

pipeta (10 puL, 100 uL, 200 uL, 1000 pL)

nastavki s filtrom za pipeto (10 uL, 100 pL, 200 pL, 1000 uL)
natrijev acetat

PCR System 9700 GeneAmp PCR Cycler

Skarje

parafilm

samolepilni trak

odlagalnik odpadnega materiala

nalepke za oznacevanje eppendorfovih epruvet
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3.2.4 RacunalniSka obdelava nukleotidnih zaporedij

Nukleotidna zaporedja smo analizirali z racunalniS$kim programom Vector NTI Suite 9
(uporabljena orodja: Contig Express in Align X).

3.3 METODE

3.3.1 PCRinugnezdena PCR
Analizirali smo $tiri genomska obmocja vsakega izolata S PCR in ugnezdeno PCR.

Izolirano DNA smo odtalili, zvrtin¢ili in centrifugirali. Pripravili smo desetkratne red¢ine
DNA (45 pL bidestilirane vode in 5 pL izolirane DNA). Red¢ene vzorce smo zvrtinéili in
centrifugirali.

PCR mes$anico smo pripravili v komori za pripravo mesanic PCR. Za vsak izolat smo
secY, pnp, imp). MeSanice so se razlikovale v oligonukleotidnih zacetnikih, vsak gen ima
specificen smiselni in proti-smiselni oligonukleotidni zacetnik (preglednica 4, prva dva
zaCetnika za vsak gen), ostale kemikalije pa so bile iste za vse reakcije. Pred pripravo
mesanice PCR smo vse kemikalije razen polimeraze odtajali, zvrtin¢ili in centrifugirali.
Polimerazo smo odtajali in centrifugirali, tik pred dodajanjem v meSanico PCR. Imena
kemikalij, njihove konéne koncentracije in volumen, ki bi ga uporabili za pripravo ene
reakcije, so zbrani v preglednici 11. Zaradi moznosti napake pri pipetiranju smo vedno
pripravili deset procentov vec reakcijske meSanice, kot smo jo dejansko potrebovali za
doloceno stevilo reakcij. Pripravljeno reakcijsko mesanico smo zvrtinéili ter centrifugirali,
nato pa razdelili (po 48 pL) v oznaene 200 pL eppendorfove epruvete. Reakcijske
meSanice smo do analize hranili na ledu.

Preglednica 11: Kemikalije, njihove koncentracije in konéni volumen 1 reakcije

Kemikalija kon¢na koncentracija volumen za 1 reakcijo [uL]
bidestilirana H.O 35.7

10 x High Fidelity pufer 1x 5
MgSO4 (50 mM) 2 mM 2
dNTP-ji (10mM) 200 pM 1
smiselni za¢etnik 400 nM 2
protismiselni zacetnik 400 nM 2

High Fidelity Taq polimeraza 0.03 U/ uL 0.3

(5 U/uL)

V komori za dodajanje DNA smo mesanici PCR dodali dva pL desetkrat redéenega vzorca
DNA, ter jih zvrtin¢ili in centrifugirali.
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Reakcije PCR smo izvajali v termociklerju PCR System 9700 GeneAmp® PCR Cycler po
protokolu, kot je navedeno v preglednici 12.

Preglednica 12: Pogoji reakcije PCR

predhodna denaturacija 3 minute pri 94°C 1 cikel
denaturacija 30 sekund pri 94°C

vezava zaéetnikov 30 sekund pri 50°C 30 ciklov
podaljSevanje 1 minuta pri 68°C

kon¢no podaljsevanje 7 minut pri 68°C 1 cikel
konéna inkubacija o0 4°C 0

Reakciji PCR je sledila priprava meSanice PCR za ugnezdeno PCR. MeSanico smo
pripravili na isti naCin kot meSanico za PCR, razlika je le v izbiri oligonukleotidnih
zacetnikov. Uporabljeni zacetniki so zapisani v preglednici 4 kot tretji (Smiselni) in Cetrti
(protismiselni) zacetnik vsakega gena.

V komori za dodajanje produktov PCR smo mesanici za ugnezdeno PCR (48 uL) dodali 2
uL produkta PCR, zvrtinéili in centrifugirali.

Pogoji ugnezdene PCR so nekoliko razlikujejo od pogojev PCR in so opisani v preglednici
13.

Preglednica 13: Pogoji ugnezdene PCR reakcije

predhodna denaturacija 3 minute pri 94°C 1 cikel
denaturacija 30 sekund pri 94°C

vezava zaéetnikov 30 sekund pri 50°C 35 ciklov
podaljSevanje 1 minuta pri 68°C

konéno podaljSevanje 7 minut pri 68°C 1 cikel
koncna inkubacija o0 4°C )

V vsaki seriji reakcij PCR smo imeli pozitivno in negativno kontrolo reakcije. S pozitivno
kontrolo reakcije PCR (vzorec DNA predhodno potrjen kot pozitiven z ugnezdeno PCR)
smo preverjali pravilnost izvedbe reakcije PCR (priprave meSanice in poteka reakcije). Z
negativno kontrolo (namesto DNA vzorca dodali 2 pL avtoklavirane, bidestilirane vode)
pa smo preverjali morebitno kontaminacijo meSanice in postopka med pripravo.
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3.3.2 Agarozna gelska elektroforeza

Z 1 % agarozno gelsko elektroforezo smo analizirali uspe$nost pomnozitve DNA v reakciji
PCR. Koli¢ina kemikalij za agarozno elektroforezo je bila odvisna od velikosti nosilca za
katerega smo pripravili gel (preglednica 14). Velikost nosilca pa smo izbrali glede na
stevilo produktov PCR, ki smo jih hoteli preveriti na gelu.

Preglednica 14: Mase in volumni sestavin za pripravo gela glede na nosilec

nosilec agaroza [g] 1x TAE [mL] Etidijev bromid [pL]
manjsi za manjso banjico 0.4 40 2
vedji za srednjo banjico 1 100 4

Priprava gela je potekala v elektroforeznici. Glede na kasnejSo metodo c¢is¢enja smo
uporabili bodisi modificiran pufer TAE, bodisi navaden pufer TAE. Modificiran pufer
TAE smo uporabili za produkte PCR katerih nadaljnje ¢is¢enje je vkljucevalo, neposredni
izrez produktov PCR iz gela. Navaden pufer TAE pa smo uporabili pri agarozni gelski
elektroforezi vzorcev, kjer smo z elektroforezo le preverjali uspesnost reakcij PCR,
¢is¢enje produktov PCR pa ni vklju¢evalo izrezovanja produktov z gela. Agarozo in pufer
TAE (1x TAE pripravljen iz zaloZzne raztopine 50x TAE) smo zmes$ali v erlenmajerici in ju
raztopili v mikrovalovni pecici. Ohlajeni raztopini agaroze smo dodali etidijev bromid, jo
razlili po nosilcu z glavnickom in pocakali, da se strdi.

Ko se je agarozni gel strdil smo ga prenesli v banjico za elektroforezo, dolili pufer 1x TAE
in z njim prekrili agarozni gel. Nato smo odstranili glavnicek.

Pred zacetkom nanaSanja produktov PCR smo priklopili vir elektri¢éne napetosti Biorad
Powerpack 3000. Na parafilm smo nanesli kapljice nanasalnega pufra (6x loading dye in
50% glicerol). Eni kapljici smo dodali kapljico vode in 1 pL dolzinskega oznacevalca
(Gene Ruler® 100 bp DNA Ladder Plus), premesali ter prenesli v prvo luknjico na gelu.
Ostalim kapljicam pa smo dodali po 2 uL produkta PCR (20 uL za vzorce, kjer smo
uporabili modificiran 1 x TAE), s pipeto dobro premesali in prenesli v preostale luknjice
na gelu. Ko smo nanesli vse pripravljene produkte PCR na gel, smo elektroforezno banjico
prekrili s pokrovom, ki je povezan z virom elektricne napetosti. Aparat smo nastavili na
napetost 100 V in ga pustili delovati 30 minut. Preostanek raztopin produktov PCR smo
shranili v zamrzovalniku in jih kasneje o€istili.

Po 30 minutah, ko je bila elektroforeza koncana, smo v UV-transiluminatorju preverili
prisotnost produktov PCR na gelu in s pomo¢jo programa UVI Photo MW posneli
fotografijo gela.

Za vzorce, katerih 1 % agarozno gelsko elektroforezo smo pripravili z modificiranim 1 x
TAE, je v elektroforeznici sledilo $e izrezovanje produktov ugnezdene PCR iz gela. 1z gela
smo z uporabo skalpela izrezali produkt ugnezdene PCR ter ga ocistili s pomocjo kita
DNA Gel Extraction kot je opisano v tocki 3.3.3.
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3.3.3 Cistenje produktov PCR

Za prve vzorce smo za CiSCenje, pred poSiljanjem v sekvenciranje, uporabili komplet
»DNA Gel Extraction Kit«, ki pa se je izkazal kot neprimeren za nase vzorce, zato smo v
nadaljevanju produkte PCR odistili s kompletom »MiniElute® PCR purification Kit«.
Cis¢enje produktov PCR z »MiniElute® PCR purification kit-om« smo izvedli z nekoliko

modificiranim postopkom kot ga priporoca proizvajalec in sicer Smo ocisc¢en produkt PCR
eluirali dvakrat v 10 pL pufra EB, ki je prisoten v kitu.

Poleg ciscenja s kompletom »MiniElute® PCR purification kit«, smo na Sestih vzorcih
preizkusili ¢ kompleta »Diffinity RapidTip®« in »Rapid PCR Cleanup Enzyme Set« vV
skladu z navodili proizvajalca.

3.3.4 Posiljanje vzorcev na sekvenciranje in analiza dobljenih zaporedij

Ociscene produkte PCR smo poslali na sekvenciranje k ponudniku GATC Biotech (5 pL
ocis¢enih produktov PCR + 5 uL 5 uM zacetnega oligonukleotida). Ker so bili rezultati
sekvenciranja nekvalitetni smo zamenjali ponudnika sekvenciranja.

Sekvenciranje produktov PCR je bilo uspesnejse pri ponudniku Macrogen Europe. Kadar
je bilo sekvenciranje prvi¢ neuspesno (nekvalitetna zaporedja), smo pri ponudniku prosili,
da so postopek sekvenciranja ponovili pri ¢emer so uporabili drug protokol za pripravo na
sekvenciranje. Ce so bili rezultati sekvenciranja tudi drugi¢ neuspe$ni, smo ponovili PCR
in ugnezdeno PCR ter jih ponovno poslali na sekvenciranje. Na sekvenciranje smo
ponovno poslali tudi vzorce, katerih zaporedja smo v celotni analizi dobili le enkrat in tako
potrdili njihovo edinstvenost (Priloga E).

Dobljena nukleotidna zaporedja smo analizirali z Vector NTI. Za vsak vzorec smo dobili
dve zaporedji, ki smo ju s pomocjo programa Contig Express zlozili tako, da smo dobili
nukleotidno zaporedje odseka, ki je bil prebran v smiselni in protismiselni smeri. Ce je
med smerema prislo do neujemanja, smo neujemanje preverili s pomoc¢jo kromatograma,
in ¢e je bilo mogoce, ustrezno popravili. Kon¢no nukleotidno zaporedje posameznega
vzorca je tako konsenz dveh zaporedij prebranih v razlicni smeri. Ko smo dobili
nukleotidna zaporedja vseh vzorcev za en gen, smo jih poravnali s programom Align X.
Enaka zaporedja, smo poimenovali kot en genotip. Zaporedje, ki se je od ostalih zaporedij
razlikovalo v vsaj enem nukleotidu pa smo poimenovali kot nov genotip. Nato smo vse
dobljene genotipe primerjali z Ze objavljenimi genotipi v NCBI s pomocjo orodja Blast. Na
ta nacin smo ugotovili ali imamo genotipe, ki so jih Ze opisali drugi avtorji ali pa so nasi
genotipi Se neobjavljeni. S pomocjo programa MEGA 6.06 smo izrisali filogenetska
drevesa (zaporedja smo poravnali s pomocjo orodja Maft) za prikaz evolucijskih odnosov
genotipov. Tako smo analizirali nukleotidna zaporedja vseh vzorcev za §tiri razlicne gene.
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4 REZULTATI

Sledeci rezultati so predstavljeni v obliki slik, diagramov, grafikonov, preglednic in
filogenetskih dreves, bolj podrobni rezultati in podatki pa so podani v poglavju Priloge.
Najprej so podani primer rezultata agarozne gelske elektroforeze in rezultati razli¢nih
nacinov ¢is¢enja produktov PCR, nato pa sledijo rezultati o raznolikosti AP v Sloveniji.

4.1 PREVERJANIJE USPESNOSTI REAKCIJ PCR Z AGAROZNO GELSKO
ELEKTROFOREZO

Pred posiljanjem vzorcev na sekvenciranje smo z agarozno gelsko elektroforezo preverili
uspesnost ugnezdene PCR. Viden produkt PCR na gelu je potrditev uspe$ne namnozitve
produkta v reakciji PCR.

Velikost ugnezdenega produkta PCR za gen aceF je priblizno 800 bp, za secY 700 bp, za
pnp 500 bp in za imp 700 bp (slika 2).

T ach SelCY
1000 g [ | { !
= ~ e e e e -
500 s - - B —— — -
D415/12 pi108/12 D48-2/15  pg D415/12 D1108/12  D48-2/15 PK
D417/12  D47/15 NKP D417/12  D47/15 NKP
M
pnp imp
[bp] |
1000 g [ | [ \
ST} S —— - B - )
D4a15/12  D1108/12  p4g-2/15  pg D415/12 pyipg/12 ~ D48-2/15 PK
% D417/12  D47/15 NKP D417/12  D47/15 NKP

Slika 2: Primer 1 % agarozne gelske elektroforeze ugnezdenih produktov PCR. NKP - negativna kontrola
ugnezdene PCR reakcije; PK - pozitivna kontrola; M — marker (Gene Ruler TM 100 bp Plus DNA Ladder,
Fermentas); D — oznake vzorcev.

4.2 PRIMERJAVA RAZLICNIH METOD CISCENJA PRODUKTA PCR

Sest oz. §tiri vzorce produktov PCR za gen imp smo ogistili na tri nagine in nato na podlagi
dolzin zaporedij (konsenzus prebranith zaporedij v smiselni in protismiselni smeri)
primerjali ucinkovitost posameznega ¢is¢enja. Ocenili smo tudi ¢as potreben za izvedbo
postopka ¢iséenja (preglednica 15).

Po ¢iséenju z Rapid PCR Cleanup Enzyme Set sekvenciranje ni bilo uspesno v nobenem
primeru. Sekvenciranje po c¢is¢enju z metodama Diffinity Rapid Tip in MinElute
Purification Kit pa je bilo uspesno Vv petih od Sestih primerov. Pri prvi metodi sta bili

dobljeni zaporedji dolgi od 510-627 bp, pri drugi od 523-567 bp. Za ¢is¢enje Stirih vzorcev
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z Rapid PCR Cleanup Enzyme smo potrebovali 25 minut, z Diffinity Rapid Tip smo
potrebovali 10 minut, s kompletom MinElute Purification Kit pa smo stiri vzorce o¢istili v
20 minutah. Navadno smo ocistili po 12 vzorcev naenkrat, za kar smo z metodo MinElute
Purification Kit porabili priblizno 35 minut, ocenimo pa, da bi za tak$no Stevilo vzorcev z
metodo Diffinity Rapid Tip potrebovali 40 minut, z metodo Rapid PCR Cleanup Enzyme
Set pa 75 minut.

Preglednica 15: Primerjava treh razli¢nih metod ¢i¢enja PCR produkta s ¢asovnim okvirom

MinElute PCR Diffinity Rapid Rapid PCR
izolat Purification Kit Tip Cleanup Enzyme
(za gen imp) [bp] [bp] Set
[op]
D912/13 567 neuspesno neuspesno
sekvenciranje sekvenciranje
D913/13 548 535 neuspesno
sekvenciranje
D914/13 560 594 neuspesno
sekvenciranje
D940/13 523 627 neuspesno
sekvenciranje
D140-2/13 567 552 nismo testirali
D140-3/13 neuspesno 510 nismo testirali
sekvenciranje
Cas (iS€enja $tirih
vzorcev 20/35 10/40 25/75
/ predviden ¢as
¢iS¢enja za 12
vzorcev [min]
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4.3 RAZNOLIKOST STIRIH RAZLICNIH GENOV ZA AP

Z analizo genov aceF, secY, pnp in imp smo proucili gensko pestrost izolatov APf v
Sloveniji. Slovenske genotipe APf smo primerjali po krajevni in ¢asovni razporeditvi in z
genotipi iz genske banke NCBI ter tako proucili evolucijski odnos med njimi.

4.3.1 Rezultati analize genov aceF, secY, pnp in imp

Analizirali smo 37 razli¢nih izolatov DNA, ki so bili vzoréeni Vv letih 2012-2015 v osmih
razli¢nih krajih v Sloveniji (Selo na Gori¢kem [14 vzorcev], Kasaze [13 vzorcev], Selo pri
Prosenjakovcih [2 vzorca], Grahovo ob Baci [4 vzorci], in po en vzorec iz Zagorcev,
Zvarulj, Dr¢, Fokovcev). 31 izolatov je bilo izoliranih iz vzorcev jablan (14 razli¢nih sort,
pri treh izolatih pa sorta ni poznana), Sest pa iz vzorcev zuzelk (C. picta in C.
melanoneura). Z analizo genov aceF, secY, pnp in imp smo dolo¢ili genotipe za vse Stiri
gene pri 35 izolatih, pri dveh izolatih (D677/14 in D199/12) pa nismo mogli doloditi
genotipov za gen imp (preglednica 16). Za gen aceF smo za dolo¢itev genotipov primerjali
zaporedje dolgo 593 bp, za gen secY 494 bp, za gen pnp 400 bp in za gen imp 510 bp. Na
ta nacin smo za gen aceF dolocili 5 razli€nih genotipov, ki smo jih oznacili z A1-A5, za
gen secY 6 razli¢nih genotipov oznacenih S1-S6, za gen pnp 3 razli¢ne genotipe oznacene
P1-P3 ter za gen imp 7 razli¢nih genotipov, ki smo jih oznacili od I1-17. Celotna dobljena
zaporedja posameznih genotipov so zapisana v prilogah A, B, C in D.

Preglednica 16: Podatki o izolatih z genotipi za gene aceF, secY, pnp in imp ter njihovi genotipi

izolat kraj leto | vzorec | sortaoz. aceF secY pnp imp
vzor¢- | vzoré vrsta genotip | genotip | genotip | genotip
enja -enja Zuzelke
D142/14 | Selo na 2014 | jablana | idared Al S2 P3 13
Goric-
kem
D143/14 | Selo na 2014 | jablana | idared Al S2 P3 13
Goric-
kem
D178/13 | Selo na 2013 | jablana | idared Al S1 P1 14
Goric-
kem
D940-13 | Selo na 2013 | jablana | zlati A4 S6 P1 12
Goric- delises
kem
D140- Selo na 2013 | jablana | idared Al S1 P1 15
2/13 Goric-
kem
D140- Selo na 2013 | jablana | idared Al S1 P1 15
3/13 Gori¢-
kem
D145- Selo na 2013 | jablana | R.B.Se Al S1 P1 15
2/13 Gori¢-
kem

se nadaljuje
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Nadaljevanje Preglednice 16: Podatki o izolatih z genotipi za gene aceF, secY, pnp in imp ter njihovi genotipi.

D157- Selo na 2013 | jablana | granny A2 S4 P2 15
5/13 Goric- smith
kem
D401/12 | Selo na 2012 | jablana | jonagold- A3 S5 P1 12
Goric- decosta
kem
D406/12 | Selo na 2012 | jablana | jonagold Al S1 P1 15
Goric-
kem
D411/12 | Selo na 2012 | jablana | jonagold Al Sl P1 15
Goric-
kem
D415/12 | Selo na 2012 | jablana | mutsu Al S1 P1 14
Goric-
kem
D417/12 | Selo na 2012 | jablana | granny Al S1 P1 13
Goric- smith
kem
1108/12 | Selona 2012 | jablana | zlati A2 S1 P2 15
Goric- delises
kem
D677/14 | Kasaze 2014 | jablana | elstar, Al S1 P1 /
jonagold
D634/14 | Kasaze 2014 | jablana | braeburn Al S1 P1 13
D678/14 | Kasaze 2014 | jablana | close A2 S4 P2 15
D679/14 | Kasaze 2014 | jablana | jonagold A3 S1 P2 12
D904/13 | Kasaze 2013 | jablana | melrose Al S1 P1 14
D910/13 | Kasaze 2013 | jablana | boskop Al S1 P3 13
D911/13 | Kasaze 2013 | jablana | boskop Al S1 P1 14
D912/13 | Kasaze 2013 | jablana | braeburn Al S2 P3 11

se nadaljuje




Milinar P. Molekulska raznolikost izolatov fitoplazme, povzrotiteljice metlicavosti jablan.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2015

Nadaljevanje Preglednice 16: Podatki o izolatih z genotipi za gene aceF, secY, pnp in imp ter njihovi genotipi

D913/13 | Kasaze 2013 | jablana | bobovec A2 S1 P2 15
D914/13 | Kasaze 2013 | jablana | bobovec A2 S1 P2 15
D199/12 | Kasaze 2012 | jablana | ni znan Al S4 P3 /
D200/12 | Kasaze 2012 | jablana | ni znan Al S4 P1 15
D201/12 | Kasaze 2012 | jablana | ni znan A5 S3 P3 16
D45/15 | Selo pri 2015 | zuzelka | Cacopsy- Al S1 P1 15
Prosenjak Ila picta
-ovcih
D47/15 | Selo pri 2015 | zuzelka | Cacopsy- A2 S4 P2 15
Prosenjak Ila picta
-ovcih
D48-2 Grahovo | 2015 | zuzelka | Cacopsy- A2 S4 P2 17
/15 ob Baci lla
melanon
eu-ra
D49- Grahovo | 2015 | zuzelka | Cacopsy- Al S1 P1 13
1/15 ob Baci Ila picta
D49- Grahovo | 2015 | zuzelka | Cacopsy- A2 S1 P2 15
2/15 ob Bac¢i Ila picta
D49- Grahovo | 2015 | zuzelka | Cacopsy- Al S1 P2 15
3/15 ob Baci lla picta
D37/15 | Fokovci | 2015 | jablana | ni znan Al S1 P1 13
D680/14 | Zagorci 2014 | jablana | idared Al S1 P1 15
D695/14 | Zvarulje | 2014 | jablana | sampan- Al S1 P1 13
jska
reneta
D697/14 | Drca 2014 | jablana | spartan Al S3 P3 11
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4.3.2 Raznolikost gena aceF APf v Sloveniji

V Sloveniji je prisotnih pet razli¢nih genotipov gena aceF AP (slika 3a). Genotip Al je
prisoten najveckrat in sicer 25-krat, sledi A2, ki je prisoten osemkrat, A3 dvakrat, genotipa
A4 in A5 pa po enkrat. Za vzorca, ki sta imela genotip A4 in A5, smo ponovili analizo in
potrdili njuno edinstvenost (priloga E). Raznolikost znotraj genotipov je prikazana v
preglednici 17. Najbolj podobni genotipi imajo 99,8 % enak genotip, najbolj raznoliki
genotipi pa so si podobni v 99,3 %. Najbolj podobni so si genotipi Al in A2, Al in A4, A3
in A4, najbolj pa se med sabo razlikujeta genotipa A3 in A5.

Preglednica 17: Primerjava stopnje podobnosti nukleotidnega zaporedja med genotipi A1-A5 (primerjava je
narejena za dolzino 593 bp, v oklepaju je podano Stevilo neujemanj)

Al A2 A3 Ad AB

AL 100 % (0) 99,8 % (1) 99,5 % (3) 99,8 % (1) 99,7 % (2)
A2 / 100 % (0) 99,5 % (3) 99,7 % (2) 99,5 % (3)
A3 / / 100 % (0) 99,8 % (1) 99,3 % (4)
Ad / / / 100 % (0) 99,5 % (3)
A5 / / / / 100 % (0)

Raznolikost gena aceF za APf po posameznih krajih in po letih je prikazana na sliki 3b,c.
V krajih Zagorci, Zvarulje, Dréa in Fokovci je prisoten genotip Al. V kraju Grahovo ob
Baci sta prisotna dva razli¢na genotipa-Al in A2 (vsak je prisoten dvakrat), prav tako sta v
kraju Selo pri Prosenjakovcih prisotna dva razli¢na genotipa-Al in A2 (vsak je prisoten po
enkrat). V kraju Selo na Gori¢kem S0 §tirje razli¢ni genotipi (Al, A2, A3 in A4). Genotip
Al je prisoten desetkrat in je najpogostejsi, A2 je prisoten dvakrat ter A3 in A4 sta prisotna
po enkrat. Genotip A4 se pojavi le v Selu na Gorickem. V kraju Kasaze razlikujemo med
stirimi razliénimi genotipi (Al, A2, A3 in A5). Genotip Al je najpogostejsi in je prisoten
osemkrat, A2 je prisoten trikrat, genotipa A3 in A5 pa sta prisotna po enkrat. Genotip A5
se pojavi le v Kasazah.

Iz leta 2012 smo analizirali 9 vzorcev, v katerih smo potrdili prisotnost $tirih razli¢nih
genotipov gena aceF (A1, A2, A3 in A4), pri ¢emer je bil genotip Al zastopan osemkrat,
ostali genotipi pa so bili prisotni po enkrat. Iz leta 2013 smo potrdili prisotnost treh
genotipov v 12 analiziranih vzorcih: Al (osemkrat), A2 (trikrat) in A4 (enkrat). V letu
2014 so bili prav tako prisotni trije genotipi (analiziranih 9 vzorcev): Al (sedemkrat), A2
in A3 pa po enkrat. V letu 2015 smo v 7 analiziranih vzorcih ugotovili prisotnost dveh
genotipov: Al (Stirikrat) in A3 (trikrat). V Stirih letih sta bila tako genotipa A4 in A5
prisotna le enkrat (v letih 2013 oz. 2012), ostali genotipi pa veckrat in v ve¢ letih-
najpogosteje je bil prisoten genotip Al (26-krat, prisoten je bil vsako leto). Najvecja
pestrost genotipov je bila v letu 2012 (Stirje razlicni genotipi od devetih analiziranih),
najmanj$a pa leta 2015 (dva razli¢na genotipa od sedmih analiziranih).
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Slika 3: Raznolikost genotipov gena aceF za APf v Sloveniji (a) ter pogostost in raznolikost genotipov gena
aceF po posameznih krajih (b) in v letih 2012-2015 (c) v Sloveniji.
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4.3.3 Raznolikost gena secY APf v Sloveniji

V Sloveniji je prisotnih Sest razli¢nih genotipov gena secY AP (slika 4a). Genotip S1 je
prisoten najveckrat in sicer 24-krat, sledi S4, ki je prisoten Stirikrat, S2 trikrat, S3 dvakrat,
genotipa S5 in S6 pa po enkrat. Za vzorca, ki sta imela genotip S5 in S6, smo ponovili
analizo in potrdili njuno edinstvenost (priloga E). Raznolikost znotraj genotipov je
prikazana v preglednici 18. Najbolj podobni genotipi so si podobni 99,4 % (S1 in S2, S2 in
S3, S2 in S4, S5 in S6), najbolj raznoliki genotipi pa so si podobni 98,4 % (S3 in S4, S3 in
S5).

Preglednica 18: Primerjava stopnje podobnosti nukleotidnega zaporedja med genotipi S1-S6 (primerjava je
narejena za dolzino 494 bp, v oklepaju je podano Stevilo neujeman;j)

S1 S2 S3 S4 S5 S6

S1 100% (0) | 99,4% (3) | 98,6% (7) | 99,0% (5) | 98,8% (6) | 99,2 % (4)
S2 / 100% (0) | 99,4% (3) | 99,4% (3) | 99,0%(5) | 98,6 % (7)
S3 / / 100% (0) | 98,4%(8) | 98,4%(8) | 98,6 % (7)
S4 / / / 100% (0) | 99,2% (4) | 99,0 % (5)
S5 / / / / 100% (0) | 99,4 % (3)
S6 / / / / / 100 % (0)

Raznolikost gena secY za APf po posameznih krajih in po letih je prikazana na sliki 4b,c. V
Zagorcih, Zvaruljah, Fokovcih smo potrdili genotip S1, v Dréah genotip S3. V kraju
Grahovo ob Baci sta prisotna dva razli¢na genotipa-S1 in S4 (prvi je prisoten trikrat, drugi
enkrat), prav tako sta v kraju Selo pri Prosenjakovcih prisotna dva razli¢na genotipa-S1 in
S4 (vsak je prisoten po enkrat). V kraju Selo na Gorickem je pet razli¢nih genotipov (S1,
S2, S4, S5 in S6). Genotip S1 je najpogostejsi, prisoten je devetkrat, genotip S2 je prisoten
dvakrat, genotipi S4, S5 in S6 pa so prisotni po enkrat. Genotipa S5 in S6 sta prisotna le v
Selu na Gorickem. V kraju Kasaze razlikujemo med Stirimi razli¢nimi genotipi (S1, S2, S3
in S4). Najpogostejsi genotip je S1, Ki je prisoten osemkrat, genotip S4 je prisoten trikrat,
genotipa S2 in S3 pa sta prisotna po enkrat.

V letu 2012 (analiziranih 9 vzorcev) so bili prisotni Stirje razli¢ni genotipi gena secY (S1,
S3, S4 in S5), pri ¢emer je bil genotip S1 zastopan najpogosteje-petkrat, ostali genotipi pa
so bili prisotni po enkrat (S3 in S5) oz. dvakrat (S4). V letu 2013 (analiziranih 12 vzorcev)
so bili prisotni Stirje genotipi: S1 (devetkrat), S2, S4 in S6 pa po enkrat. V letu 2014
(analiziranih 9 vzorcev) so bili prav tako prisotni stirje genotipi: S1 (petkrat), S2 (dvakrat),
S3 in S4 pa po enkrat. V letu 2015 smo v 7 analiziranih vzorcih potrdili prisotnost dveh
genotipov: S1 (petkrat) in S4 (dvakrat). V stirih letih sta bila tako genotipa S5 in S6
prisotna le enkrat (v letih 2012 oz. 2013), ostali genotipi pa veckrat in v vec letih-
najpogosteje je bil prisoten genotip S1 (24-krat, prisoten je bil vsako leto). Najvecja
pestrost genotipov je bila v letih 2012, 2013 in 2014 (po stirje razli¢ni genotipi), najmanjsa
pa leta 2015 (dva razli¢na genotipa).
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Slika 4: Raznolikost genotipov gena secY za AP v Sloveniji (a) ter pogostost in raznolikost genotipov gena
secY po posameznih krajih (b) in v letih 2012-2015 (c) v Sloveniji.
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4.3.4 Raznolikost gena pnp APf v Sloveniji

V Sloveniji so prisotni trije razli¢ni genotipi gena pnp APf (slika 5a). Genotip P1 je
prisoten najveckrat in sicer 20-krat, sledi P2, ki je prisoten desetkrat in na koncu Se P3, ki
je prisoten sedemkrat. Raznolikost znotraj genotipov je prikazana v preglednici 19. najbolj
podobna sta si genotipa P1 in P3 (99,8 %), sledita P1 in P2 (99,5 %), najmanj pa sta si
podobna genotipa P2 in P3 (99,3 %).

Preglednica 19: Primerjava stopnje podobnosti nukleotidnega zaporedja med genotipi P1-P3 (primerjava je
narejena za dolzino 400 bp, v oklepaju je podano Stevilo neujeman;j)

P1 P2 P3
P1 100% (0) | 995%(2) | 99,8 % (1)
P2 / 100% (0) | 99,3 % (3)
P3 / / 100 % (0)

Raznolikost gena pnp za APf po posameznih krajih in po letih je prikazana na sliki 5b, c. V
Zagorcih, Zvaruljah in Fokovcih je prisoten genotip P1, v Dréah pa P3. V kraju Grahovo
ob Baci sta prisotna dva razli¢na genotipa-P1 in P2 (prvi je prisoten enkrat, drugi trikrat),
prav tako sta v kraju Selo pri Prosenjakovcih prisotna dva razli¢na genotipa-P1 in P2 (vsak
je prisoten po enkrat). V kraju Selo na Gori¢kem $o trije razli¢ni genotipi (P1, P2 in P3)
prisotni 14-krat. Najpogostejsi je genotip P1, Ki je prisoten desetkrat, genotipa P2 in P3 pa
sta prisotna po dvakrat. V kraju Kasaze tudi razlikujemo med tremi razli¢nimi genotipi
(P1, P2 in P3), ki so prisotni 13-krat. Najpogostejsi genotip je P1, ki je prisoten petkrat,
genotipa P2 in P3 pa sta prisotna po stirikrat.

V letu 2012 (analiziranih 9 vzorcev) so bili prisotni trije razli¢ni genotipi gena pnp (P1, P2
in P3), pri ¢emer je bil genotip P1 zastopan najpogosteje-Sestkrat, ostala genotipa pa sta
bila prisotna po enkrat (P2) oz. dvakrat (P3). V letu 2013 (analiziranih 12 vzorcev) so bili
prisotni trije genotipi: P1 (sedemkrat), P2 (trikrat) in P3 (dvakrat). V letu 2014
(analiziranih 9 vzorcev) so bili prav tako prisotni trije genotipi: P1 (Stirikrat), P2 (dvakrat)
in P3 (trikrat). V letu 2015 (analiziranih 7 vzorcev) sta bila prisotna dva genotipa: P1
(trikrat) in P2 (stirikrat). V stirih letih je bil genotip P1 prisoten najveckrat (dvajsetkrat),
pojavil se je vsako leto. Genotip P2 je bil prisoten desetkrat in se je prav tako pojavil vsako
leto, genotip P3 pa je bil prisoten sedemkrat in se je pojavil v letih 2012-2014.
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Slika 5: Raznolikost genotipov gena pnp za APf v Sloveniji (a) ter pogostost in raznolikost genotipov gena
pnp po posameznih krajih (b) in v letih 2012-2015 (c) v Sloveniji.
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4.3.5 Raznolikost gena imp APf v Sloveniji

V Sloveniji je prisotnih sedem razli¢nih genotipov gena imp APf (slika 6a). Genotip I5 je
prisoten najveckrat in sicer 16-krat, sledi 13, ki je prisoten osemkrat, 14 stirikrat, 12 trikrat,
I1 dvakrat, genotipa 16 in 17 pa po enkrat. Za vzorca, ki imata genotip 16 in 17, smo
ponovili analizo in potrdili njuno edinstvenost (priloga E). Raznolikost znotraj genotipov je
prikazana v preglednici 20. Najbolj podobni genotipi so si podobni v 99,8 % (14 in 15, 15 in
16, 15 in 17), najmanj podobna pa sta si genotipa, ki se ujemata v 85,7 % (12 in 14).

Preglednica 20: Primerjava stopnje podobnosti nukleotidnega zaporedja med genotipi 11-17 (primerjava je
narejena za dolzino 510 bp, v oklepaju je podano Stevilo neujemanj)

I 12 13 14 5 16 17

11 100 % (0) 912% (45) | 892%(55) | 89,2%(55) | 89,0% (56) | 89,0% (56) | 89,0 % (56)
12 / 100 % (0) 859% (72) | 857%(73) | 859%(72) | 859%(72) | 859% (72)
13 / / 100 % (0) 99,6 % (2) 99,6 % (2) 99.4% (3) 99,4 % (3)
14 / / / 100 % (0) 99,8 % (1) 99,6 % (2) 99,6 % (2)
B / / / / 100 % (0) 99,8 % (1) 99,8 % (1)
16 / / / / / 100 % (0) 99,6 % (2)
17 / / / / / / 100 % (0)

Raznolikost gena imp za APf po posameznih krajih in po letih je prikazana na Sliki 6b, c.
V Zagorcih smo dokazali prisotnost genotipa 15, v Zvaruljah in Fokovcih 13, v Dréi pa I1.
V kraju Grahovo ob Badi so prisotni trije razli¢ni genotipi-I3, 15 in 17 (prvi in tretji sta
prisotna enkrat, drugi dvakrat), pri ¢emer je 17 prisoten le v tem kraju. V kraju Selo pri
Prosenjakovcih je prisoten en genotip 15 (dvakrat). V kraju Selo na Gori¢kem so Stirje
razli¢ni genotipov (12, I3, 14 in I5) prisotni 14-krat. Najpogostejsi je genotip 15, ki je
prisoten sedemkrat, 13 je prisoten trikrat, 12 in 14 pa po dvakrat. V kraju Kasaze
razlikujemo med Sestimi razli¢nimi genotipi (I1, 12, 13, 14, 15 in 16), ki so prisotni 11-krat.
Najpogostejsa genotipa sta 13 in 15, ki sta prisotna po trikrat. Genotip 14 je prisoten
dvakrat, genotipi 11, 12 in 16 pa so prisotni po enkrat. Genotip 16 je prisoten le v Kasazah.

V letu 2012 (analiziranih 8 vzorcev) je bilo prisotnih pet razli¢nih genotipov gena imp (12,
13, 14, 15 in 16), pri ¢emer je bil genotip 15 zastopan najpogosteje-stirikrat, ostali genotipi
pa so bili prisotni po enkrat (12, 13, 14 in 16). V letu 2013 je bilo potrjenih pet genotipov v
12 analiziranih vzorcih: 15 (Sestkrat), 14 (trikrat), 11, 12 in 13 pa po enkrat. V letu 2014 smo
analizirali 8 vzorcev in potrdili prisotnost Stirih genotipov: I3 (Stirikrat), 15 (dvakrat), 11 in
12 pa po enkrat. V letu 2015 (analiziranih 7 vzorcev) so bili prisotni trije genotipi: 15
(Stirikrat), 13 (dvakrat) in 17 (enkrat). V Stirih letih sta bila tako genotipa 16 in 17 prisotna le
enkrat (v letih 2012 oz. 2015), ostali genotipi pa veckrat in v ve¢ letih-najpogosteje je bil
prisoten genotip 15 (16-krat, prisoten je bil vsako leto). Najvecja pestrost genotipov je bila
v letih 2012 in 2013 (po pet razli¢nih genotipov), sledi leto 2014 (Stirje razli¢ni genotipi),
najmanjsa pestrost pa je bila leta 2015 (trije razli¢ni genotipi).
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Slika 6: Raznolikost genotipov gena imp za APf v Sloveniji (a) ter pogostost in raznolikost genotipov gena
imp po posameznih krajih (b) in v letih 2012-2015 (c) v Sloveniji.
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436 Primerjava slovenskih genotipov APf z genotipi genske banke NCBI

S filogenetskimi drevesi postavljamo hipoteze o evolucijskem razvoju o0z. odnosih
dolo¢ene taksonomske skupine. Ob izrisu filogenetskega drevesa z metodo najvecjega
verjetja (ang. Maximum Likelihood oz. ML) dobimo drevo, ki vkljuCuje verjetnost
sprememb oz. mutacij. Pri izrisu filogenetskih dreves smo v programu MEGA 6.06 pri
izbrani metodi uporabili test samo-vzor¢enja (200 ponovitev). Na ta naéin je program
izmed 200 filogentskih dreves izbral drevo, ki je najkrajse v smislu evolucijskih korakov.
Evolucijski odnosi med slovenskimi genotipi APf in genotipi iz genske banke NCBI so
prikazani na slikah 7-10.

Na sliki 7 so prikazani evolucijski odnosi med slovenskimi genotipi aceF APf in genotipi
iz genske banke NCBI. Genotip Al je identi¢en genotipu FN598184, genotip A2 je
identicen genotipu FN598186, genotip A4 je identicen FN598187, genotipa A3 in A5 pa v
drugih drzavah do sedaj $e nista bila opisana. Poravnave zaporedij so prilozene v prilogi A,
kjer je tudi razvidno ali so si zaporedja identicna oz. je razvidno na katerih mestih se
zaporedja razlikujejo med seboj. Opis genotipov iz genske banke pa je podan v prilogi F.

65 O A2
54 | EN598186
L] A1
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Slika 7: Evolucijski odnos slovenskih genotipov aceF APf in genotipov iz genske banke NCBI. Nad vejami
so oznaceni odstotki, kolikokrat so se med 200 ponovitvami testa samo-vzorcenja genotipi zdruzili v dane
skupine ob uporabi metode najvecjega verjetja. Slovenski genotipi so oznadeni s kvadrati. S érnim kvadratom
so oznaceni genotipi, ki S0 prisotni zgolj v Sloveniji.
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Na sliki 8 so prikazani evolucijski odnosi med slovenskimi genotipi secY APf in genotipi iz
genske banke NCBI. Genotip S1 je identien genotipu HM237294, S3 je identien
HM237289 in FN598213, S4 je identicen FN598214, S2, S5 in S6 pa do sedaj $e niso bili
opisani v drugih drzavah. Poravnave zaporedij so prilozene v prilogi B, Kjer je tudi
razvidno ali so si zaporedja identicna oz. je razvidno na katerih mestih se zaporedja
razlikujejo med seboj. Opis genotipov iz genske banke pa je podan v prilogi G.
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Slika 8: Evolucijski odnos slovenskih genotipov secY APf in genotipov iz genske banke NCBI. Nad vejami
so oznaceni odstotki, kolikokrat so se med 200 ponovitvami testa samo-vzorcenja genotipi zdruzili v dane
skupine ob uporabi metode najvecjega verjetja. Slovenski genotipi so oznaceni s kvadrati. S ¢rnim kvadratom
so oznadeni genotipi, Ki so prisotni zgolj v Sloveniji.
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Na sliki 9 so prikazani evolucijski odnosi med slovenskimi genotipi pnp APf in genotipi
genske banke NCBI. Genotip P1 je identi¢en FN598202 in se v eni mutaciji razlikuje od
FN598204, genotip P2 je identic¢en FN598203 ter P3 je identi¢en FN598200. Poravnave
zaporedij so prilozene v prilogi C, Kkjer je tudi razvidno na katerih mestih se zaporedja
razlikujejo med seboj. Opis genotipov genske banke pa je podan v prilogi H.
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Slika 9: Evolucijski odnos slovenskih genotipov pnp APf in genotipov iz genske banke NCBI. Nad vejami so
oznaceni odstotki, kolikokrat so se med 200 ponovitvami testa samo-vzorCenja genotipi zdruzili v dane
skupine ob uporabi metode najvecjega verjetja. Slovenski genotipi so oznaceni s kvadrati.
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Na sliki 10 so prikazani evolucijski odnosi med slovenskimi genotipi imp APf in genotipi
iz genske banke NCBI. Genotip 11 se v eni mutaciji razlikuje od FN600736 in je identi¢en
FN600733, genotip I3 je identicen FN600732, 14 je identic¢en FN600731, genotip 15 je
identi¢en FN600730, genotipi 12, 16 in 17 pa do sedaj Se niso bili opisani v drugih drzavah.
Poravnave zaporedij so priloZzene v prilogi D, kjer je tudi razvidno ali so si zaporedja
identi¢na oz. je razvidno na katerih mestih se zaporedja razlikujejo med seboj. Opis
genotipov genske banke pa je podan v prilogi I.

a0 O115
7
FMNGDO730

61 M5
14
FNGOOT31
O3
FN600732
100 e
L FN600734

&1

100

On
1m[FNE~[}{]?33
L

FNE00T36

0.01
verjetnost mutacij

Slika 10: Evolucijski odnos slovenskih genotipov imp APf in genotipov iz genske banke NCBI. Nad vejami
so oznaceni odstotki, kolikokrat so se med 200 ponovitvami testa samo-vzorcenja genotipi zdruzili v dane
skupine ob uporabi metode najvejega verjetja. Slovenski genotipi so oznaceni s kvadrati. S ¢rnim kvadratom
so oznaceni genotipi, ki so prisotni zgolj v Sloveniji.
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44 HAPLOTIPI APF PRISOTNI V SLOVENUI

Za dodatno analizo genetske pestrosti APf v Sloveniji smo prouc¢ili haplotipe posameznih
krajev. Na podlagi haplotipov smo zeleli prikazati obmocje razsirjanja ter izvor APf, s
filogenetskim drevesom pa evolucijski odnos med posameznimi haplotipi.

4.4.1 Raznolikost haplotipov v Sloveniji

V Sloveniji je prisotnih 16 razli¢nih haplotipov, ki smo jih dolo¢ili na podlagi razli¢nih
kombinacij genotipov (preglednica 21). Genotipi, ki dolocajo najve¢ haplotipov so: Al
(devet), S1 (sedem), P1 (Sest), P2, P3 in I5 (pet). Ostali genotipi pa dolo¢ajo od enega do
tri haplotipe. Haplotip H1 je prisoten najveckrat-sedemkrat, H4 je prisoten petkrat, H3 in
H6 po stirikrat, HS trikrat, H2 dvakrat, ostali haplotipi pa po enkrat (slika 11). Podatki o
vrstah haplotipov ter njihovi pogostosti po posameznih krajih v Sloveniji so zbrani v
preglednici 21. V kraju Selo na Gorickem je prisotnih osem razli¢nih haplotipov. H1 se
pojavi petkrat, H2 in H3 se pojavita dvakrat, H4, H5, H6, H7 in H8 pa se pojavijo po
enkrat. V Kasazah je prisotnih devet razli¢nih haplotipov: H3 in H6 sta prisotna dvakrat,
H4, H5, H9, H10, H11, H12, in H16 pa po enkrat. V' Selu pri Prosenjakovcih sta po enkrat
prisotna haplotipa H1 in H5, v kraju Grahovo ob Baci pa so prav tako po enkrat prisotni
haplotipi H4, H6, H14 in H15. V Zagorcih je prisoten H1, v Zvaruljah H4, v Dréah H13 in
v Fokovcih H4.
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Preglednica 21: Dologitev haplotipov in njihova raznolikost ter pogostost po posameznih krajih v Sloveniji

Haplotip izolat aceF secY pnp imp | kraj vzorcenja
[genotip] | [genatip] | [genotip] | [genotip]

H6 D1108/12 | A2 S1 P2 15
H7 D401/12 | A3 S5 P1 12
H8 D940-13 | A4 S6 P1 12

__H9_|D910/13 AL |S1 P33 |

H10 D912/13 | Al S2 P3 11
H11 D200/12 | Al S4 P1 15
H6 D913/13 | A2 S1 P2 15
H6 D914/13 | A2 S1 P2 15

| H5 |peren4 (A2 [s4 P2 fi5 | ]
H12 D201/12 | A5 S3 P3 16
H16 D679/14 | A3 S1 P2 12

H14 D49-3/15 | Al S1 P2 15
H15 D48-2/15 | A2 S4 P2 17
H6 D49-2/15 | A2 S1 P2 15

H13 D697/14 | Al S3 P3 11 Drca
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Slika 11: Raznolikost haplotipov APf v Sloveniji
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4.4.2 Kartografski prikaz raznolikosti haplotipov v Sloveniji

Na sliki 12, ki predstavlja zemljevid Slovenije, vidimo, da je najveéja pestrost haplotipov v
krajih Selo na Gori¢kem in Kasaze. 1zolati H3, H4, H5 in H6 se pojavijo v obeh krajih.
Haplotip H4 se poleg omenjenih krajev pojavi $e v krajih Grahovo ob Ba¢i, Zvarulje, in
Fokovci. Haplotip H6 pa je poleg Sela na Gorickem in Kasaz prisoten tudi v kraju Grahovo
ob Baci. H1 se pojavi le v vzhodnem delu Slovenije in sicer v Selu na Gorickem, Zagorcih
in Selu pri Prosenjakovcih. H5 pa poleg Sela na Gorickem in Kasaz zasledimo $e v Selu
pri Prosenjakovcih. Ostali haplotipi so omejeni le na en kraj vzoréenja.

Selo na Gorickem
(=]

Selo pri Prosenjakovcih . @ Fokovci

Grahovo ob Baci Kasaze

(i s > © Zmtng ®

Dréa

Slika 12: Razporejenost haplotipov po posameznih krajih v Sloveniji
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4.4.3 Filogenetski odnos haplotipov APf v Sloveniji

Na sliki 13 smo z metodo najveéjega verjetja, prikazali evolucijski odnos med haplotipi v
Sloveniji. V prvo skupino najozjih evolucijskih odnosov sodijo haplotipi H6, H14, H1, H3,
H4, H9 in H2. V drugo skupino haplotipi H12, H11, H5 in H15. V trejo skupino haplotipa

H10 in H13, haplotipi H7, H16 in H8 pa v Cetrto skupino podobnosti.
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Slika 13: Filogenetski odnosi haplotipov APf v Sloveniji. Oznake nad vej
primerih je med testom samo-vzoréenja (200 ponovitev) prislo do tak$nega
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5 RAZPRAVA

V magistrski nalogi smo proucevali molekulsko pestrost fitoplazme 'Candidatus
phytoplasma mali' v Sloveniji. To je druga analiza (Pavs$i¢ in sod., 2014) za skupino v
Sloveniji in ena redkih na svetovni ravni (Danet in sod., 2011). Osredotocili smo se na
gene aceF, secY, pnp in imp. Genotipe smo primerjali z ze objavljenimi genotipi APf. Za
laZje nadaljnje proucevanje fitoplazem smo tekom eksperimentalnega dela proudili tudi,
katera metoda ¢iSCenja je najbolj primerna za ¢iS¢enje produktov PCR fitoplazem.

51 PRIMERJAVA RAZLICNIH METOD CISCENJA PRODUKTA PCR

S primerjavo razli¢nih metod ¢iS€enja produktov PCR smo ugotovili, da metoda Rapid
PCR Cleanup Enzyme Set ni primerna za ¢iS¢enje produktov PCR pred sekvenciranjem,
metodi Diffinity Rapid Tip in MinElute PCR Purification Kit pa sta po uéinkovitosti
primerljivi, saj smo po sekvenciranju istih vzorcev za gen imp za obe metodi dobili
zaporedja primerljivih dolzin za pet vzorcev od Sestih. Za ¢iS€enje Stirih vzorcev z
Diffinity Rapid Tip smo potrebovali manj ¢asa (deset minut) kot za ¢is¢enje z MinElute
PCR Purification Kit (20 minut). Ocenili pa smo, da bi za ¢i$¢enje vecjega Stevila vzorcev

A

minut, z Diffinity Rapid Tip pa 40 minut). Zaklju¢imo lahko, da je najprimernejSa metoda
¢is¢enja PCR produktov s kompletom Diffinity Rapid Tip, njej zelo primerljiva pa je
metoda CiS¢enja s kompletom MinElute Purification Kit, ki pa je z vidika izvedbe bolj

primerna v primeru ko moramo ocistiti vecje Stevilo produktov PCR.

5.2 RAZNOLIKOST APF V SLOVENUI

Z analizo 37 izolatov pozitivnih na APf smo dolo¢ili genotipe za gene aceF, secY, pnp in
imp. Izolati so bili vzor¢eni v letih 2012-2015 v osmih razli¢nih krajih v Sloveniji. In sicer
iz krajev v zahodni (Grahovo ob Bagi), jugovzhodni (Dréa), vzhodni (Zvarulje in Kasaze)
ter iz krajev v severovzhodni Sloveniji (Selo na Gorickem, Selo pri Prosenjakovcih,
Fokovci, Zagorci). Najve¢ izolatov smo analizirali iz kraja Selo na Gorickem (14), sledijo
Kasaze (13), Grahovo ob Baci (Stir1), Selo pri Prosenjakovcih (dva). 1z krajev Fokovci,
Zagorci, Zvarulje in dréa smo analizirali po en izolat. V krajih, kjer smo analizirali
najvecje Stevilo izolatov in je prisotnih najve¢ razli¢nih sort jablan je po pricakovanju
pestrost genotipov in haplotipov '‘Ca. P. mali' najvisja. DNA fitoplazme APf je bila
izolirana iz vzorcev jablan (Malus x domestica) in zuzelk (Cacopsylla picta in Cacopsylla
melanoneura). Povezave med kraji in genotipi s sortami jablan ne zaznamo. Isti genotipi v
posameznih krajih so prisotni pri razli¢nih sortah, prav tako So isti genotipi, ki so prisotni v
razli¢nih krajih prisotni na razli¢nih sortah. Za dva izolata (D677/14 in D199/12) izolirana
iz vzorcev jablan, Kljub trikratni ponovitvi nismo mogli dolo€iti genotipa za gen imp.
Glede na rezultate predhodne analize vzorcev s PCR v realnem casu (priloga J) ter vidnega
produkta ugnezdene PCR (rezultatov ugnezdene PCR nismo prilozili), sklepamo da razlog
ni v koli¢ini fitoplazemske DNA v vzorcu, temveC najverjetneje v prisotnosti razli¢nih
izolatov fitoplazme AP v vzorcu. Da bi omenjeno trditev preverili, bi morali sekvencirati
vecje Stevilo klonov produktov PCR pridobljenih iz omenjenih vzorcev.

Po poravnavi zaporedij sekvenciranja smo dobili zaporedja za gene aceF v velikosti
593bp, za secY 494bp, za pnp 400bp in za imp 510bp. Dobljena zaporedja so krajsa kot so
jih dobili Danet in sod. (2011) (aceF-797 bp, secY-664 bp, pnp-549 bp in imp-670 bp), kar
je najverjetneje posledica slabse kvalitete produktov PCR, na kar so opozorili Ze Schneider



Milinar P. Molekulska raznolikost izolatov fitoplazme, povzrotiteljice metlicavosti jablan.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2015

in Seemiiller (2009) ali pa slabse kvalitete sekvenciranja. Vendar so naSa zaporedja Se
vedno dovolj dolga za relevantno primerjanje med seboj in z zaporedji iz genske banke
NCBI.

5.2.1 Raznolikost gena aceF za APf v Sloveniji

V Sloveniji razlikujemo med petimi razli¢nimi genotipi APf za gen aceF. Genotip Al je
najbolj pogost, sledita A2 in A4, A3 in A5 pa sta prisotna le po enkrat. Genotipi se med
seboj razlikuje v 1-4 nukleotidih, do razlik pa prihaja na Sestih razlicnih mestih znotraj
zaporedij (priloga A). Danet in sod. (2011) so z analizo 34 izolatov fitoplazme APT iz
Francije, Italije, Romunije, Avstrije in Nemcije razlikovali med Sestimi razli¢énimi genotipi
aceF, ki so se razlikovala v 1-3 nukleotidih. Najbolj pogost v omenjeni $tudiji je bil
genotip A13 (FN598184), ki je identic¢en genotipu Al iz Slovenije. Slovenskemu genotipu
A2 je iz njihove Studije identicen genotip Al5 (FN598186), genotipu A4 je identiCen
genotip, ki so ga poimenovali A16 (FN598187). Genotipa, ki smo jih oznacili kot A3 in A5
pa v drugih drzavah Se nista bila opisana. Genotip A3 se v enem nukleotidu razlikuje od
genotipa FN598187 (oznaka genotipa po Danet in sod. (2011): A16), A5 pa v dveh
nukleotidih od FN598184 (oznaka genotipa po Danet in sod. (2011): A13) (priloga A in F).

Z analizo raznolikosti gena aceF po posameznih krajih, smo ugotovili, da je najvecja
raznolikost gena v krajih Selo na Gorickem in Kasaze, vendar velja dodati, da smo v
omenjenih krajih analizirali najvec izolatov (14 oz. 13). V obeh krajih so prisotni po Stirje
razliéni genotipi. Genotipi Al, A2 in A3 so prisotni v obeh krajih, A4 pa le v Selu na
Gori¢kem in A5 le v Kasazah. Genotipa A4 in A5 sta se pojavila samo enkrat in samo v
omenjenih krajih, genotip A1 pa se je v obeh krajih pojavil najveckrat. Genotip Al pa se je
kot edini genotip pojavil v prav vseh proucevanih krajih. Po dva razli¢na genotipa smo
zasledili tudi v krajih Selo na Gorickem (A1l in A2) in Grahovo ob Bac¢i (Al in A2). V
krajih Zagorci, Zvarulje, Dréa in Fokovci pa je bil prisoten genotip Al.

Raznolikost gena aceF je v letih 2012-2015 upadla. V letu 2012, smo razlikovali med
najvecjim Stevilom razli¢nih genotipov-med Stirimi (A1, A2, A3 in AS). V letih 2013 in
2014 smo razlikovali med tremi genotipi, obakrat sta bila prisotna genotipa Al in A2,
genotip A4 je bil prisoten leta 2013, A3 pa leta 2014. Leta 2015 pa razlikujemo le med
dvema genotipoma. Genotipa, ki sta bila prisotna le enkrat (A5 in A4) sta se pojavila v
letih 2012 o0z. 2013. Pestrost genotipov je najmanjsa leta 2015, kar je gotovo povezano s
tem, da smo v tem letu analizirali najmanjse Stevilo izolatov (7). Kljub najvecjemu Stevilu
analiziranih vzorcev v letu 2013 (12) pa takrat pestrost ni bila najvisja. Genotipa Al in A2
sta se pojavila prav v vseh stirih letih in sta tako najbolj dominanta genotipa v Sloveniji.

5.2.2 Raznolikost gena secY za APf v Sloveniji

Z analizo 37 izolatov smo ugotovili, da imamo v Sloveniji Sest razli¢nih genotipov gena
secY: S1, S2, S3, S4, S5 in S6. Najveckrat je prisoten genotip S1, sledijo mu S4, S2 in S3,
genotipa S5 in S6 pa sta prisotna po enkrat. Genotipi se razlikujejo med sabo v 3-7
nukleotidih, na do 16 razlicnih mestih znotraj zaporedij (priloga B). Danet in sod. (2011)
pa so pri 16 izolatih iz Nemcije, Italije, Avstrije, Francije in Romunije razlikovali med
Stirimi razli¢nimi genotipi secY. Pri njih je bil najbolj pogost genotip S12 (FN598216), ki
ga v Sloveniji nismo zasledili. Slovenskemu genotipu S3 je iz njihove Studije identien
genotip S9 (FN598213), slovenskemu genotipu S4 pa je iz njihove Studije identien



Milinar P. Molekulska raznolikost izolatov fitoplazme, povzrotiteljice metlicavosti jablan.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2015

genotip S10 (FN598214). Prisotnost slovenskih genotipov S1 in S3 so prav tako potrdili v
Italiji (Casati in sod., 2011), Kkjer je bil genotip S1 poimenovan AP15 (HM237294), S3 pa
kot AT (HM237289). Slovenski genotipi S2, S5 in S6 v literaturi Se niso opisani, kar
prikazuje tudi filogenetska analiza. S2 se v treh nukleotidih razlikuje od HM237294
(oznaka genotipa po Casati in sod. (2011): AP15), S5 v treh nukleotidih od FN598214
(oznaka genotipa po Danet in sod. (2011): S10) in S6 v stirih nukleotidih od HM237294
(oznaka genotipa po Casati in sod. (2011): AP15) (Priloga B in G).

Raznolikost gena secY je prav tako kot za gen aceF najvisja v krajih Selo na Gori¢kem in
Kasaze, kar sovpada s Stevilom analiziranih vzorcev. V Selu na Gori¢kem razlikujemo med
petimi in v Kasazah med Stirimi genotipi. Genotip S1 se pojavi povsod razen v Drc¢ah, sledi
mu S4 ki se pojavi v vseh stirih krajih, kjer smo analizirali ve¢ kot en izolat. Genotipi, ki
so unikatni za Slovenijo se pojavijo v Selu na Gori¢kem (S2, S5 in S6) ter Kasazah (S2).

V letih 2012-2014 je bila pestrost gena secY v Sloveniji podobna, v letu 2015 pa glede na
malo Stevilo analiziranih vzorcev pri¢akovano manj$a. Genotipa S1 in S2 ostajata v
Sloveniji prisotna vsa leta. Genotipa, ki sta se pojavila le enkrat, sta bila prisotna v letih
2012 (S5) in 2013 (S6). Prav tako kot pri genu aceF tudi pri genu secY opazimo, da se
genotipi, ki so prisotni le enkrat pojavijo v letih 2012 in 2013 (A5 in S5 leta 2012 ter A4 in
S6 leta 2013).

5.2.3 Raznolikost gena pnp za APf v Sloveniji

Z analizo 37 izolatov smo potrdili prisotnost treh razli¢nih genotipov za gen pnp za APf v
Sloveniji. Najpogostejsi je genotip P1, sledi mu P2, genotip P3 pa je prisoten najmanjkrat.
Na S$tirih razlicnih mestih zaporedij se genotipi med sabo razlikujejo v 1-3 nukleotidih
(priloga C). Danet in sod. (2011) pa so izmed 17 izolatov iz Nemcije, Francije, Italije,
Svice, Romunije in Avstrije razlikovali med petimi razliénimi genotipi. Genotip P11
(FN598202) je identicen slovenskemu P1, genotip P12 (FN598203) je identicen
slovenskemu P2 in genotip P9 (FN598200) je identic¢en slovenskemu P3 (priloga C in H).
Z genom pnp je razlikovanje med fitoplazmami AP nizko in za gen pnp ne moremo opisati
edinstvenih genotipov za Slovenijo.

V krajih Selo na Gorickem in Kasaze, kjer smo analizirali najvecje Stevilo izolatov, so
prisotni vsi trije genotipi-P1, P2 in P3. Najpogostejsi genotip je P1, ki se pojavi v sedmih
krajih, sledi mu genotip P2, ki se pojavi v stirih krajih. Podobno Danet in sod. (2011)
porocajo, da je v Svici, Franciji, Italiji in Romuniji najpogostej§i genotip P11, ki je enak
slovenskemu P1.

Raznolikost genotipov pnp v letih 2012-2015 je konstantna, saj smo v letih 2012-2014
dolo¢ili vse tri razliéne genotipe pnp (P1, P2 in P3), v letu 2015 pa je bil odsoten genotip
P3, vendar smo za to leto analizirali najmanjse Stevilo izolatov. V vseh letih je najveckrat
zastopan genotip P1, razen v letu 2015, ko je najveckrat zastopan genotip P2.
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5.2.4 Raznolikost gena imp za APf v Sloveniji

35 izolatov APf smo dolo¢ili sedem razli¢nih genotipov gena imp in jih poimenovali 11, 12,
13, 14, 15, 16 in 17. Najbolj pogost je genotip I5 (prisoten 16-krat), sledijo 13 (prisoten
osemkrat), 14 (prisoten Stirikrat), I2 (prisoten trikrat), I1 (prisoten dvakrat) ter 16 in 17 (oba
po enkrat). Raznolikost zaporedij je visoka, zaporedja niso ohranjena tako visoko kot
zaporedja prej$njih treh genov in se tako med sabo lo¢ijo na 85 razli¢nih mestih (priloga
D), razlikujejo pa se v 1-73 nukleotidih. Danet in sod. (2011) z analizo v Franciji, Avstriji,
Italiji, Nemciji in Romuniji prav tako razlikujejo med sedmimi razli¢énimi genotipi APf za
gen imp in sicer med 24 izolati. Stirje izmed sedmih genotipov so identi¢ni med
slovenskimi in prej nastetimi drzavami, trije pa so unikatni bodisi za Italijo oz. Nemcijo ter
trije za Slovenijo. Genotip 124 (FN600733) je identi¢en slovenskemu 11, 123 (FN600732)
je identicen slovenskemu I3, 122 (FN600731) je identi¢en slovenskemu I4 in genotip 121
(FN600730) je identic¢en slovenskemu 15. Genotipi 12, 16 in 17 so unikatni za Slovenijo
(priloga D in 1). Tako kot za Slovenijo je za drzave Francija, Avstrija, Nemcija in Italija
najbolj pogost genotip I5 (I5 ustreza 121 po Danet in sod.,2011). Med vsemi S$tirimi
analiziranimi geni za analizo APf gen imp omogoca najvecje razlikovanje genotipov APT,
kar soupada z ugotovitvami Danet in sod. (2011).

V krajih Selo na Gorickem in Kasaze je prisotnih §tiri oz. Sest razli¢nih genotipov APf za
gen imp. Najbolj pogosta genotipa sta 13 in I5, ki se pojavita v petih razli¢nih krajih,
genotipa 16 in 17 pa se pojavita le enkrat in sicer v Kasazah oz. Grahovem ob Baci.
Genotipi, ki so unikatni za Slovenijo pa se pojavijo v krajih Selo na Gorickem (12), Kasaze
(I2 in I6) ter Grahovo ob Baci (17).

Raznolikost gena imp v letih 2012-2015 upada. V letih 2012 in 2013 je bilo prisotnih po
pet razlicnih genotipov, leta 2014 Stirje in leta 2015 trije razli¢ni genotipi. Leta 2015 je
pestrost najverjetneje najmanjsa zaradi najmanjSega Stevila analiziranih izolatov, sicer pa
je bilo najvecje Stevilo izolatov analiziranih leta 2013 (12). Genotip I5 je prav tako kot
genotip 13 prisoten v vseh §tirih letih, vendar je genotip 15 bolj pogost. Genotipa 16 in 17, ki
sta se pojavila le enkrat sta se pojavila v letih 2012 oz. 2015.
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5.3 RAZNOLIKOST SLOVENSKIH HAPLOTIPOV APF

V Sloveniji je prisotnih 16 razli¢nih haplotipov APf, ki smo jih dolo¢ili z analizo MLSA za
gene aceF, secY, pnp in imp. Najpogoste;jsi je haplotip H1 (prisoten sedemkrat), sledijo H4
(petkrat), H3 in H6 (Stirikrat), H5 (trikrat), H2 (dvakrat), ostali haplotipi pa so prisotni po
enkrat.

Casati in sod. (2010) so z metodo PCR in RFLP ter analizo MLSA genov (16S/23S rDNA,
PR-1, PR-2, PR-3 neribosomsko obmocje, geni za ribosomske proteine rplV- rpsC) in
enega istega gena (secY) kot mi ugotovili, da v Italiji pri 60 analiziranih izolatih razlikujejo
med 12 razlicnimi haplotipi. 1z tega lahko zaklju¢imo, da je molekulska raznolikost
fitoplazme APTf v Sloveniji velika, kar je lahko posledica specificnih ekoloskih razmer,
selekcije, razlicnih geografskih regij, raznolikih gostiteljskih rastlin in prenasalnih Zuzelk
(Casati in sod., 2011).

5.3.1 Raznolikost haplotipov APf po posameznih krajih v Sloveniji

V kraju Selo na Gorickem, Kjer je bilo analiziranih 14 vzorcev, razlikujemo med osmimi
razli¢nimi haplotipi, v Kasazah smo odkrili devet razli¢nih haplotipov (11 analiziranih
vzorcev), v Selu pri Prosenjakovcih dva (dva analizirana vzorca), V Grahovem ob Baci pa
Stiri (Stirje analizirani vzorci).

Haplotip H4 se pojavi v petih razli¢nih krajih v razli¢nih predelih Slovenije, H1 pa le v
Prekmurju v treh razli¢nih krajih. H5 je prisoten na Stajerskem in v Prekmurju (Kasaze,
Selo na Gori¢kem in Selo pri Prosenjakovcih), H6 pa na Stajerskem, v Prekmurju in na
Primorskem. Haplotip H3 je prisoten v dveh razli¢nih krajih na Stajerskem in v Prekmurju,
preostali haplotipi pa se pojavijo le po enkrat in le v enem kraju. Zaklju¢imo lahko, da je
haplotip H4 najbolj razsirjen haplotip v Sloveniji, njegovega izvora ne moremo opredeliti,
saj se v vsakem kraju pojavi po enkrat. Najbolj pogost haplotip-H1 je omejen le na
Prekmurje. Ocitne povezave med izvorom ostalih haplotipov APf in krajev ne zaznamo.

Haplotipi, ki so prisotni v razlicnih predelih Slovenije so lahko posledica Sirjenja z
okuzenim sadilnim materialom, ali pa zaradi $irjenja z zuzel¢jimi prenaSalci. Haplotipi, ki
so prisotni po enkrat pa so najverjetneje posledica mutacij. Lahko pa tudi kombinacije
razli¢nih dejavnikov vplivajo na raznolikost haplotipov (Pavsic€ in sod., 2014).

5.3.2 Filogenetski odnosi haplotipov APf v Sloveniji

Filogenetski odnosi haplotipov prikazujejo, da se slovenski haplotipi zdruzujejo v Stiri
skupine. V najve¢ji skupini je prisotnih sedem haplotipov, sledi mu skupina s $tirimi in
tremi haplotipi, najmanjsa pa je skupina z dvema haplotipoma. Skupini s po sedmimi oz.
Stirimi haplotipi sta si najbolj sorodni, Stevilo mutacij med njima je nizje kot med
skupinama s po tremi oz. dvema haplotipoma. Znotraj skupin pa je raznolikost najvisja v
skupini s po tremi in v skupini z dvema haplotipoma. Vidimo, da se med najbolj sorodnimi
haplotipi vsi razen haplotipa H14 v Sloveniji pojavijo ve¢ kot enkrat, vsi haplotipi v
preostalih skupinah razen haplotipa H5 pa se v Sloveniji pojavijo le enkrat. Haplotipi, ki se
v Sloveniji pojavljajo veckrat in v razli¢nih krajih so bolj ozko sorodni med sabo, kot
haplotipi, ki si prisotni le enkrat. V posameznih krajih pa se pojavljajo tako manj sorodni
kot ozko sorodni haplotipi.
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6 SKLEPI
Iz rezultatov magistrske naloge lahko sklepamo:

Metodi Diffinity Rapid Tip in MinElute PCR Purification Kit sta u¢inkoviti metodi
za Cis¢enje PCR produktov.

Pestrost genotipov oziroma haplotipov APf v Sloveniji je visoka. Za gen aceF
razlikujemo med petimi, za gen secY med Sestimi, za gen pnp med tremi in za gen
imp med sedmimi genotipi. Le-ti oblikujejo 16 razli¢nih haplotipov.

V Sloveniji je prisotnih osem genotipov AP, ki do sedaj $e niso bili opisani.
Povezave med kraji in genotipi s sortami jablan ne zaznamo.

Med leti 2012-2015 ostaja raznolikost AP v Sloveniji bolj ali manj konstantna,
najbolj Steviléni genotipi pa se pojavijo vsako leto.

Gena imp in secY sta v Sloveniji bolj informativna in bolj primerna za razlikovanje
fitoplazem AP kot gena aceF in pnp.

Genotipi Al, P1 in I5 so najpogostejsi genotipi v Sloveniji in tudi v drugih
evropskih drzavah. Najpogostejsi genotip za gen secY je v Sloveniji S1 (slednji je
bil opisan tudi v Italiji), najpogoste;jsi haplotip pa H1.

Filogenetski odnosi prikazujejo razvrs¢anje slovenskih haplotipov v §tiri skupine.
Ozko sorodni haplotipi se pojavijo veckrat in v razli¢nih krajih.



Milinar P. Molekulska raznolikost izolatov fitoplazme, povzrotiteljice metlicavosti jablan.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2015

7 POVZETEK

V magistrski nalogi smo proucili molekulsko raznolikost fitoplazme povzroditeljice
metliavosti jablan 'Candidatus Phytoplasma mali'. Raznolikost smo proucili na podlagi
sekveniranja produktov ugnezdene PCR. Z analizo dobljenih zaporedij smo definirali
prisotnost genotipov, z metodo MLSA smo raziskali Se prisotnost haplotipov APf v
Sloveniji.

Molekulsko raznolikost APf smo dolo¢ili na podlagi analiz genov aceF, secY, pnp in imp.
Ugotovili smo, da sta gena imp in secY manj ohranjena kot gena aceF in pnp in posledi¢no
omogocata lazje razlikovanje med fitoplazmami APf. Na podlagi gena imp smo definirali
sedem razli¢nih genotipov, gena SecY Sest genotipov, gena aceF pet genotipov in na
podlagi gena pnp tri razliéne genotipe. V krajih Selo na Gorickem in Kasaze, od koder smo
analizirali vecje Stevilo vzorcev, smo opazili veliko molekulsko raznolikost APT.
Analizirali pa smo tudi raznolikost APf po posameznih letih in ugotovili, da raznolikost z
leti ostaja bolj ali manj konstantna.

Z metodo MLSA smo ugotovili, da je v Sloveniji prisotnih 16 razli¢nih haplotipov APT.
Najvedja raznolikost je na obmo&ju Stajerske in Prekmurja. Filogenetska analiza je
pokazala, da so glede na sorodnost haplotipi razvrséeni v §tiri razliéne skupine. Za ve¢ino
haplotipov je znacilno, da se nahajajo Sirom Slovenije ali pa se v Sloveniji pojavijo le
enkrat, zato tezko govorimo o njihovi geografski specifi¢nosti.

Na podlagi rezultatov raziskave lahko potrdimo, da je raznolikost APf v Sloveniji visoka,
ne moremo pa potrditi ugotovitev Daneta in sod. (2011), da je poleg gena imp gen aceF
najbolj informativen gen, kar se ti¢e polimorfizma zaporedij APf, saj je v naSem primeru
gen secY nekoliko boljsi pokazatelj raznolikosti zaporedij kot gen aceF. Kot smo pravilno
predpostavili glede na predhodne raziskave (Danet in sod., 2011), pa za gen pnp velja
majhna genska raznolikost tudi za slovenske izolate.
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PRILOGE

Priloga A: Poravnava dobljenih zaporedij (A1, A2, A3, A4 in A5) in zaporedij iz baze podatkov NCBI (FN598186, FN598184, FN598187,FN598188) za gen aceF.
Z rumeno je oznacen odsek, ki smo ga primerjali za dolo€itev genotipov Al, A2, A3, A4 in AS.

—
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GATATTTTAGTTACAGTAGALACAGATARAGTAAATGC AGATTTACCAGC TCCARTARATGGTGTTATTAC TALATTAGGAGTTARLGAAGGTGALATGATCCATGTTGGTGATATGGTAGC TATAATAGS

1
1
AD 1 TTACAGTAGALACAGATAAAGTALATGC AGATTTACCAGC TCCARTAR ATGGTGTTATTACTAAATTAGGAGTTAAAGAAGGTGALATGATCCATGTTGGCGATATGGTAGC TATALTAGS”
A2 1 TTACAGTAGALACAGATAAAGTALATGC AGATTTACCAGC TCCARTAR ATGGTGTTATTAC TAAATTAGGAGTTAAAGAAGGTGALATGATCCATGTTGGTGATATGGTAGC TATALTAGS”
FN598186 1 TTTARAAGTATATTTTCALATCGGTGATALAGTTAAAGAAGGEGATATTTTAGT TACAGTAGAALC AGATAALGTAL A TGO AGATTTACC AGC TCCARTA L ATGGTGTTATTAC TAAATTAGGAGTTAALGRAGETGALATGATCCATGTTGGTGATATGGTAGC TATALTAGH
FN598184 1 TTTARAAGTATATTTTCALATCGGTGATALAGTTAAAGAAGGEGATATTTTAGT TACAGTAGAALC AGATAALGTAL A TGO AGATTTACCAGC TCCARTA L ATGGTGTTATTAC TAAATTAGGAGTTAALGAAGGTGLLATGATCCATGTTGGTGATATGGTAGC TATALTAGH
A3 1 GATATTTTAGT TACAGTAGALACAGATARAGTALATGC AGATTTACCGSCTCCAGTARATGGTGTTATTAC TALATTAGGAGTTARLGAAGGTGALATGATCCATGTTGGTGATATGGTAGC TATAATAGS
A4 1 GATATTTTAGTTACAGTAGALACAGATARAGTALATGC AGATTTACCGSCTCCARTARATGGTGTTATTAC TALATTAGGAGTTARLGAAGGTGALATGATCCATGTTGGTGATATGGTAGC TATAATAGS
FN598187 1 TTTALALGTATATTTTCALATCGGTGATALAGTTAAAGAAGGEGATATTTTAGT TAC AGTAGRALC AGATAALGTALLTGC AGATTTACC GGCTCCARTALATGGTGTTATTAC TAAATTAGGAGTTALLGRAGGTGLALTGATCCATGTTGGTGATATGGTAGC TATARTAGS
FN538188 1 TTTALALGTATATTTTC AL ATCGGTGATALAGTTAAAGAAGGEGATATTTTAGT TAC AGTAGAALC AGATAALGTALLTGC AGATTTACC AGE TCCARTA L ATGGTGTTATTAC TALATTAGGAGTTALLGRAGGTGLALTGATCCATGTTGGTGATATGGTAGC TATARTLGS

175 180 150 200 210 220 230 240 250 260 270 250 EE 300 310 320 330 340
ﬁ T3 TGATGLAATTCATGALACTGAATTALLALLAGCAGATALAGALGATGATGCAGGAGTAGTCGGAGATTTAGAALATTCTTCTCAAATTATAGALACATTTALTGATALCC ATGTTTTALATGARATTALTTTAAGTGALLALELAATTCTARCCACTCCTTTAGTACGTT!
A5 | 122 TGATGAAATTCATGARLCTGALTTALRALLAGCAGATARAGLAGATGATGC AGGAGTAGTCGGAGATTTAGALLATTCTTC TC ARATTATAGRLACATTTAATGATALCCATGTTTTALATGARATTAATTTALGTGARA LA LR AATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTT:

A2| 122 TGATGAAATTCATGALLCTGAATTALRALLAGCAGATARAGLAGATGATGCAGGAGTAGTCGGAGATTTAGAAAATTCTTCTCARATTATAGAAACATTTAATGATALGCATGTTTTARATGARATTAATTTALGTGARALLARAATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTT:
FN598186 | 175 TGATGAAATTCATGAAACTGAATTALAAALAGCAGATALAGALGATGATGCAGGAGTAGTCGGAGATTTAGAAAATTCTTC TCAAATTATAGALACATTTALTGATARCCATGTTTTARATGARATTAATTTAAGTGAALLARARATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTT
FN538184 | 175 TGATGALATTCATGALACTGAATTALLALLAGC AGATALAGALGATGATGC AGGAGTAGTCGGAGATTTAGAALATTCTTC TCAAATTATAGALACATTTALTGATALCC ATGTTTTALATGARATTAATTTAAGTGALLALALEATTCTARCCACTCCTTTAGTACGTT!
A3| 133 TGATGALATTCATGARLCTGALTTALRALLAGCAGATARAGLAGATGATGC AGGAGTAGTCGGAGATTTAGALLATTCTTCTC ARATTATAGRLACATTTAATGATALCCATGTTTTALATGARATTAATTTALGTGARA LA LR AATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTT:

A4 | 133 TGATGAAATTCATGAAACTGAATTAARALLAGCAGATARAGLAGATGATGCAGGAGTAGTCGGAGATTTAGAAAATTCTTCTCARATTATAGEAACATTTAATGATALCCATGTTTTALATGARATTAATTTALGTGARALLARAATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTT
FN598187 | 175 TGATGAAATTCATGAALCTGAATTALAARLAGCAGATALAGALGATGATGCAGGAGTAGTCGGAGATTTAGAAAATTCTTC TCAAATTATAGALACATTTALTGATARCCATGTTTTARATGARATTAATTTAAGTGAALLARARATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTT
FN538188 | 175 TGATGARATTCATGALACTGAATTALRALLAGCAGATALAGALGATGATGCAGGAGTAGTCGGAGATTTAGAALATTCTTCTCAAATTATAGALACATTTALTGATAATCATGTTTTARATGARATTAATTTAAGTGALLARALAATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTT!

345 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 450 430 500 510
w 303 CTATGGCTAAGALGTTAGGAATAGATTTALATALTGTTAATGOTAGTGGGATTAATGGCALAATCTTGALAGALGATGTCGAAAGATATCARAATGAAAATTTARAALATTCAACTTC AACAATACARAAACARAATATAAAAGAACARCAATCATTARATALTCTTGATTTTAG
A5 | 292 CTATGGCTAAGAAGTTAGGAATAGATTTALATAATGTTAATGCETAGTGGGATTAATGGEALAATCTTGALAGAAGATGTTGARACATATCAALATGAARATTTAALALATTC AACTTCAACAATACARARACARAATATARALGARCAACAATCATTARATAATCTTGATTTTAG
A2 | 292 CTATGGCTAAGAAGTTAGGAATAGATTTALATAATGTTAATGCETAGTGGGATTAATGGTALAATC TTGALAGAAGATGTCGARACATATCAALATGAARATTTAALALATTC AACTTCAACAATACARARACARAATATARALGARCAACAATCATTARATAATCTTGATTTTAG
FN598186 | 345 CTATGGCTAAGALGTTAGGAATAGATTTALATAATGTTAATGGTAGTGGGATTAATGGTALAATCTTGARAGAAGATGTC GAAAGATATCAALATGARAATTTAALAAATTCARCTTCAACAATACAALAACAARATATAARAGALCAAC AATCATTARATAATCTTGATTTTAG
FN598184 | 345 CTATGGCTAAGALGTTAGGAATAGATTTALATAATGTTAATGGTAGTGGGATTAATGGC AL ATCTTGARAGALGATGTC GAAAGATATCAARATGARAATTTAALALATTCARCTTCAACAATACAALAACAARATATAARAGAACAAC AATCATTARATAATCTTGATTTTAG
A3 | 303 CTATGGCTAAGAAGTTAGGAATAGATTTALATAATGTTAATGOTAGTGGGATTAATGGCALRATCTTGALAGAAGATGTCGARACATATCAALATGAARATTTAALALATTC AACTTCAACAATACARARACAAAATATARALGARCAACAATCATTARATAATCTTGATTTTAG
A4 | 303 CTATGGCTAAGAAGTTAGGAATAGATTTALATAATGTTAATGOTAGTGGGATTAATGGCALAATCTTGALAGAAGATGTCGARACATATCAALATGAARATTTAALALATTC AACTTCAACAATACARARACAAAATATARALGARCAACAATCATTARATAATCTTGATTTTAG
FN598187 | 345 CTATGGCTAAGALGTTAGGAATAGATTTALATAATGTTAATGGTAGTGGGATTAATGGC AL ATCTTGARAGALGATGTC G AAAGATATCAALATGARAATTTAALALATTCARCTTCAACAATACARLAACAARATATAALAGALCAAC AATCATTARATAATCTTGATTTTAG
FN598188 | 345 CTATGGCTAAGALGTTAGGAATAGATTTALATAATGTTAATGGTAGTGGGATTAATGGCALAATCTTGARAGAAGATGTCGAAAGATATCAARATGARAATTTAALAAATTCARCTTCAACAATACARLAACAARATATAARAGALCAACAATCATTARATAATCTTGATTTTAG
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bl sl S i

478 TAGTTTTGATAGTGALGTTATTALLATTTC TCGT TTAAGARLAGC TATTTCAGAAC AL TGRRLATTTC AR AR TGC TATTGTTCC TAC TACTTTATTALLTGARATTAATATTGATAATTTGATLGE
A5 | 467) TAGTTTTGATAGTGAAGTTATTALAATTTC TCGTTTAAGAAAAGC TATTTCAGAAC RAATGARRLTTTCARARAATGCTATTGTTCCTAC TACTTTATTALATGARATTARTATTGATALTTTGATAG
A2 | 467 TAGTTTTGATAGTGAAGTTATTARLATTTC TCSTTTAAGALLAGC TATTTCAGAAC AAATGAARATTTCARARAATGCTATTGTTCCTAC TACTTTATTAAATGAAATTAATATTGATAATTTGATAGE
FN598186 | 520) TAGTTTTGATAGTGAAGTTATTARLATTTC TCSTTTAAGALLAGC TATTTCAGAAC AAATGAARATTTCARARAATGCTATTGTTCC TAC TAC TTTATTAAATGAAATTAATATTGATALTTTGATAGCATTTAGGALAARATTARAATTTGARGC AGATTC TARRAATATTARLT
FN598184 | 520) TAGTTTTGATAGTGAAGTTATTARLATTTC TCGTTTAAGALLAGC TATTTCAGAAC AAATGAARLATTTCARARAATGCTATTGTTCCTAC TAC TTTATTAAATGAAATTAATATTGATALTTTGATAGCATTTAGGALAAALTTARAATTTGAAGC AGATTC TARRAATATTARLT
A3 | 478 TAGTTTTGATAGTGAAGTTATTALLATTTCTCGTTTALGAALAGCTATTTCAGAAC AR ATGLARATTTCALLE A ATGCTATTGTTCOTAC TAC TTTATTALATGAAATTAATATTGATLATTTGATAGS
A4 | 478 TAGTTTTGATAGTGAAGTTATTALLATTTC TCGTTTALGALLAGC TATTTCAGAAC AR TGLAR R TTTCARLE A TGCTATTGTTCC TAC TACTTTATTALATGAARTTAATATTGATLATTTGATAGE
FN538187 | 520) TAGTTTTGATAGTGALGTTATTALLATTTC TCGTTTALGALLAGC TATTTC AGAAC A ATGLAR R TTTCALLE TGO TATTGTTCC TAC TAC TTTATTALATGAARTTAATATTGAT AL TTTGATAGCATTTAGGAALARATTARAATTTGAAGC AGATTC TAARAATATTAALT
FN598188 | 520| TAGTTTTGATAGTGAAGTTATTARLATTTC TCGTTTAAGAALAGC TATTTCAGAAC AAATGAARLTTTCALARAATGC TATTGTTCCTAC TAC TTTATTAAATGAAATTAATATTGATALTTTGATAGEATTTAGGAAAARLTTARAATTTGAAGC AGATTC TARRAATATTARLT
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Priloga B: Poravnava dobljenih zaporedij (S1, S2, S3, S4,S5 in S6) in zaporedij iz baze podatkov NCBI (HM237289, FN598213, HM237294, FN598214) za gen
secY. Z rumeno je oznacen odsek, ki smo ga primerjali za dolocitev genotipov S1, S2, S3, S4,S5 in S6.
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FN598213 BAAAGCAGTTAAAAAAGAGAAGAALATTATTARACARACAAAAARR TR TTCCTALATTAGTAGATATACTALTAAACTCTATAATTTTATCTTTACATTTTAATTGATTALLLAATGGTATATTATTAATACARRACATALLLAATGCTTGCATTGTGGATGTTALLATAATTG
53 1 ATARTTCCTALATTAGTAGATATACTAAT AR A CTC TATAATTTTATC TTTAC AT T TALTTGAT TARARRRTGGTATATTATTARTACAARACATARAARRTGCTTGCATTGTGGATGTTALLATLLTTG
HM237289 | 220) AARAGCAGTTAAARLLGAGAAGAARATTATTARAC AR ACAA AR AL TEATTCCTALATTAGTAGATATACTAAT AL ACTCTATALTTTTATC TTTACATTTTAATTGAT TAALLAATGGTATATTATTAATAC AAARCATALLARATGCTTGCATTGTGGATGTTARLATALTTG
FN598214 20| AALAGCAGTTARAAAAGAGAAGRARITTATTAARCALACAARAARARTARTTCOTALATTAGTAGATATACTAATAAACTCTATAATTTTATCTTTACATTTTAATTTATCAARL AR TGGTATATTATTAATACAARACATALALAATGCTTGCATTGTGGATGTTAALATALTTG
54 1 ATAATT e TA L AT TAGTAGATATAC TAAT A A A C T TAT A AT TTTATC TTTAC AT TT TALTTTATC AR AR ATGGTATATTATTAATACAARACATARAARRTGCTTGCATTGTGGATGTTALLATLLTTG
55 1 ATAATTCCTAL AT TAGTAGAT AT ACTAAT AR A C T TAT A AT TTTATC TTTAC AT T T TALTTTATC AL ATGGTATATTATTARTAC ARRRCATALLALRATGCTTGCATTGTGGATGTTALLATLLTTG
52 1 ATAATTCC T AL AT TAGTAGATATAC T AL T A A A T TAT A AT TTTATC TTTAC AT T TA AT TTATC AR A A ATGGTATATTATTAATACAAAACATARAAAATGCTTGCATTGTGGATGTTALLATLLATTG
HHM237294 | 213 AARAGCAGTTAAARAAGAGAAGAARATTATTALAC AR ACAARAAAAATEATTCCTALATTAGTAGATATAC TAATARACTCTATAATTTTATC TTTACATTC TAATTTATARALLLAATGGTATATTATTAATACAAARCATARLARATGCTTGC ATTGTGGATGTTARLATALTTG
1 ATAATTCCTALATTAGTAGATATACTALT AR A C TC TATAATTTTATC TTTAC AT TC TALTTTATARARR A TGGTATATTATTARTACARARCATALALRATGCTTGCATTGTGGATGTTALLATLLTTG
1) ARG AGTT AR R I GAGAAGA AR A TTAT TALAC AR AC AN R AR TAATTCC TR AT TAGTAGATATAC TALTA R ACTCTATAATTTTATC TTTACATTC TAATTTAT AR L A A TGGTATATTATTALTACLAAACATARRARATGCTTGC ATTGTGGATGTTALALTLATTG
396 400 410 420 430 440 450 480 470 480 450 ] 510 520 530 540 550 560 5
204 GCAATACACCAGGARCATTARTTTTTAAAGGAATATALTTTTCTACTTGACTTTT T T TAT TAGGATAAATAATAGGALTTTTTALAGTAGC TARATALRCTATAATAGTAGATATTARRRTAAATAATALLIAALACAATAAAGCALARLATTTAATTETGTCTGTATTCCAALL
131 GCAATACACCAGGEAACATTAATTTTTALAGG AR TATAATTTTC TAC TTGAC TTTTTTTAT TAGGATAL A TAATAGGAATTTTTALAGTAGC TAAATALACTATAATAGTAGATATTAAAAT LA TAATAR AR RCANTARAGCALRARATTTARTTITGTCTGTATTCCALLL
HM237289 | 396 GCAATACACCAGGAACATTAATTTTTAAAGGAATATAATTTTCTACTTGACTTTTTTTATTAGGATALATAATAGGAATTTTTALLGTAGC TAAATALACTATAATAGTAGATATTARAATAAATAATARAARAARCARTARAGCALRARATTTARATTEITGTCTGTATTCCALLL
FN538214 [ 204 GCAATACACCAGGRACATTAATTTTTAARGGARTATAATTTTC TACTTGAC TTTTTTTAT TAGGATAAATAATAGGGATTTTTALAGTAGC TARATAAACTATAATAGTAGATATTARAATAAATAATARLAGAARC AATARAGCAAARLATTTAATTETGTCTGTATTCCAARL
54| 13| GCAATACACCAGGAACATTAATTTTTARAGGAATATAATTTTCTACTTGAC TTTTTTTATTAGGATALATAATAGGGATTTTTAARGTAGC TAALTALACTATAATAGTAGATATTALARTALATAATALARGARAC AATALLGCARAALATTTARTTETGTCTGTATTCCALLL
55| 13| GradTACACCAGGAACATTARTTTTTARAGGAATATAATTTTC TACTTGAC TTTTTTTATTAGGATAALTAATAGGGATTTTTAARGTAGC TALATLAACTATAATAGTAGATATTAAAATALATAATA LA NAR A CARTALLGCARAARATTTAATTCTGTCTGTATTCCALLL
52| 131 GCAATACACCAGGAACATTAATTTTTAAAGGLATATALTTTTCTACTTGAC TTTTTTTATTAGGATAAATAATAGGGATTTTTALAGTAGCTAAATAAACTATAATAGTAGATATTAAALTARATAATAAAAGARACAATAARGCARARLATTTAATTCTGTCTGTATTCCALLL
HM237294 [ 389 GOAATACACCAGGAAC ATTAATTTTTAAAGGARTATAATTTTC TACTTGAC TTTTTTTATTAGGATAAATAATAGGGATTTTTALAGTAGC TARATAAACTATAATAGTAGATATTAARATAAATAATARLRARAACAATARAGCALARLATTTAATTCTGTCTGTATTCCAALL
51| 13| GCAATACACCAGGARCATTAATTTTTARAGGAATATAATTTTCTACTTGAC TTTTTTTATTAGGATARATAATAGGGATTTTTARRGTAGC TAARTALACTATAATAGTAGATATTALAATALATAATAAARRARAC AR TALAGCARLARATTTARTTCTGTC TGTATTCCALLL
56| 177 GCRATACACCAGGAACATTAATTTTTARAGGAATATAATTTTCTACTTGAC TTTTTTTATTAGGATALATAATAGGGATTTTTAARGTAGC TAALTALACTATAATAGTAGATATTALARTALATAATALARRARLC AATALLGCARAAAATTTARTTCTGTCTGTATTCCALLL

&72p0 580 550 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
m 380 GCAAATATTTTTTGAARAGTAGTAATTACTCCAC TACTCATTCCARCCATAATTARRATTGAAGTTCCATTACCARCCCCTTTGGC TGTAATTARATC AGATAACC AARTAGC AATAGC TG TTCCGGTAGC TARALLRAACGATATATATAACTTITC TCCAATARATATCTCAGC
53| 307 GCARRTATTTTTTGARLAGTAGTAATTACTCCACTACTCATTCCAACCATARTTARAATTGARGTTCCATTACCAACCCCTTTGGCTGTARTTALATCAGATALCCARATAGCAATAGC TGTTCCGGTAGC TAARALARACGATATATATARC TTITCTCCARTAAATATCT-———
HM237289 | 572 GCAAATATTTTTTGAAAAGTAGTAATTACTCC ACTACTCATTCCAACCATAATTARARTTGAAGTTCCATTACCAACCCCTTTGGCTGTAATTALATCAGATAACCARATAGCAATAGCTGTTCOGGTAGCTALALAALACGATATATATAACTTTITCTCCAATARATATCTCACC
FN538214 | 380| GCAAATATTTTTTGARAAGTAGTAATTACTCC AC TACTCATTC CARCCATAATTARRATTGAAGTTCCATTACCARTCCCTTTGGC TGTAATTARATC AGATAACCARATAGC AATAGCTGTTCOGGTAGCTARALLRAACGATATATATAACTTTITC TGGAATC AATATCTCAC
54| 307 GCAARTATTTTTTGARLAGTAGTAATTACTCCACTACTCATTCCARCCATARTTARAATTGARGTTCCATTACCAATCCCTTTGGC TGTARTTAAATC AGATALCC ARATAGCAATAGC TGTTCCGGTAGC TAARLLARACGATATATATARC TTTITC TGGARTC AATATCT-———
55| 307 GCAAATATTTTTTGAAAAGTAGTAATTACTCCAC TAC TCATTCCAACCATAATTARRATTGARGTTCCATTACCAATCCCTTTGGC TG TALTTALATC AGATARCCARATAGCAATAGC TGTTCCGGTAGC TALRAR LA RCGATATATATARC TTITC TGGALTATATATCT-———
52| 307 GCAARTATTTTTTGARRAGTAGTAATTACTCCACTACTCATTCCAACCATARTTARAATTGAAGTTCCATTACCAATCCOTTTGGC TGTARTTAAATCAGATALCCARATAGCAATAGC TGTTCCGGTAGC TAARALARACGATATATATALC TTGTC TGGATAATC TATCT-———
HM237294 | 5E5| GCALATATTTTTTGAAAAGTAGTAATTACTCC AC TACTCATTCCARCCATAATTARAATTGAAGTTCCATTACCARTCCCTTTGGC TGTAATTARLTC AGATALCCARATAGC AATAGC TG TTCCGGTAGC TARLLLAARCGATATATATAACTTGTC TGGATARTC TATCTTAST
51| 307 GCAARTATTTTTTGARAAGTAGTAATTACTCCACTACTCATTCC AACCATAATTARAATTGAAGTTCCATTACC LATCCOTTTGGC TGTAATTALATCAGATALCCARATAGCALTAGC TGTTCC GGTAGC TAL AL AR ACGATATATATALC TTGTC TGGATALTC TATCT-———
56| 353 GCAARTATTTTTTGARRAGTAGTAATTACTCCACTACTCATTCCAACCATAATTARAATTGAAGTTCCATTACCAATCCCTTTGGC TGTAATTALATC AGATARCCARATAGCAATAGC TGTTCCGGTAGC TAALALARACGATATATATARC TTGTCTAGTTCATTTATCTCACT
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Priloga C: Poravnava dobljenih zaporedij (P1, P2 in P3) in zaporedij iz baze podatkov NCBI (FN598202, FN598204, FN598203,FN598200) za gen pnp. Z rumeno
je oznacen odsek, ki smo ga primerjali za dolo¢itev genotipov P1, P2 in P3.
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AL TTARAGGCATTACATTAGAAATTTTTGAAARAGTTTTAGAACAAGCALRLAAAGATAGALTAAAGATTTTAAATGRAALTGGARLLAGTAATTALTAAGTCTCGC AL TGAAGT TTCCARATATGC TCC TAMAGTARRGATGATTTTALTTAARCCAGALAARALTACGCGATATTR
B ATGA A AT GGAL LA A G TAATTAATAAGTC TG AR TGLAGTTTCCALATATGC TCC TARAGTAAAGATGATTTTAATTAAACCAGRARRAATACGCGATATTA

| FN538200

1
1
P3 1
FN598202 1 ARG TTAAAGGC AT TACATTAGAAATTTTTGAL LA AGTTTTAGAACAAGC AL L AR RGATAGRATA L AGATTTTALLATGALATGGAARLAGTAATTALTAAGTCTCGC AATGAAGTTTCCALATATGC TCCTARAGTALAGATGATTTTAATTALACCAGRRAARAATACGCGATATTL
FN598203 1| AAGTTAAAGGCATTACATTAGAAATTTTTGAALAAGTTTTAGAACAAGCALALAAAGATAGRATALAGATTTTALATGALATGGAARLAGTAATTALTAAGTCTCGCARTGAAGTTTCCALLTATGC TCCTARAGTALAGATGATTTTAATTARACCAGRARDAATACGCOGATATTE
P2 1 BAATGAARTGGALL ARG TAATTAATAAGTC TG AR TGAAGTTTCCALATATGC TCC TARAGTAAAGATGATTTTAATTAALC CAGRRARAAATACGCGATATTA
FN598204 1| G TTA A GGC AT TAC AT TAGA AT TTTTGAL L A G TTTTAGLAC A RGC AR L A DA GATAGA LT AN TATTTTA LA TGAA R TGGAL L RGTALTTALTAAGTC TOGC AR TGARGTTTCCALATATGC TCCTARAGT LA RGATGATTTTALTTAALCCAGALARAATACGCGATATTL
P1 1 BAATGAAATGGALAAAGTAATTAATAAGTCTCGC AATGAAGTTTCCALATATGC TCCTARAGTAAAGATGATTTTAATTAALCCAGARAAAAATACGCGATATTA

177 LaD 150 200 210 220 230 Z40 250 Z60 270 Z80 230 300 310 320 330 340 350
CEFIE 177] ATTGGTAGTGGTGGTALAATARTTAATCARATTATTGAARAAC ATGATARTGTTARAATTGACATTATGC RAGATGGRARARATTTATATTATGC ATCAARATATGGARATTGTTGATTTARC AGTTACTTACATTC AARATTTTTTALRAALARTTRARGTAGALARTGTATATGA

P3| 104 ATTGGTAGTGGTGGTAARLTARTTALTCALATTATTGALALLC ATGAT AL TGTTARLATTGAC ATTATGC AAGATGGARAAATTTATATTATGC ATCARARTATGGAALTTGTTGATTTALC AGTTACTTACATTCARRATTTTTTALLARLRATTARAGTAGARAATGTATATGE
FN598202 | 177 ATTGGTAGTGGTGETALLATAATTAATCALATTATTGAARAAC ATGATALTGTTAALLTTGACATTATGCAAGATGGAAL LA TTTATATTATGCATCARAATATGGALATTGTTGATTTARC AGTTACTTACATTCALAATTTTTTALAARAAATTARAGTAGALARTSTATATGL
FN538203 [ 177 ATTGGTAGTGGTGGTARAATAATTAATCAAATTATTGAARALC ATGATALTGTTARAATTGACATTATGC AAGATGGGAARLTTTATATTATGC ATCARRATATGGARATTGTTGATTTAAC AGTTGC TTACATTCALAATTTTTTAARAAALATTARAGTAGALAATGTATATGA
P2 | 104) ATTGGTAGTGGTGETALELTAATTAATCARATTATTGAAARRLCATGATALTGTTARAATTGACATTATGC AAGATGGGAALATTTATATTATGC ATCALL A TATGGALATTGTTGATTTALC AGTTGCTTACATTC AR ATTTTTTALL AR R AT TARAGTAGLARATGTATATGE
FN598204 | 177 ATTGGTAGTGGTGGTALRATAATTARTCAAATTATTGARARACACGATAATGTTARRATTGACATTATGC ARG ATGGHARAATTTATATTATGC ATCARARTATGGAARTTGTTGATTTAAC AGTTACTTACATTCAAAATTTTTTALARAARATTARAGTAGARAATGTATATGE
P1| 104) ATTGGTAGTGGTGGTALL LT AR TTAATC AL ATTATTGARARLC ATGATALTGTTARALTTGACATTATGC AAGATGGARA LA TTTATATTATGC ATCARLATATGGAAATTGTTGATTTALC AGTTACTTACATTC AR ATTTTTTAALARARATTARAGTAGAARATGTATATGL
57[0 360 370 380 330 400 410 4z0 430 440 450 460 470 450 430 500
WEECEINE o27| AAGTALLLATTTTGCGTTTTGTTARAGATAARATGGATALLLCATTTGGAGC TATAGCAGARATTTTTCCAGGTATTGAAGGTTTTATTCATATTAGTALATTAGAALATTATARARGTTGATARAGTTGAAGATGTTTTALLAATAGGTCA
r P3| 254|:RAGTARALATTTTGCGTTTTGTTALAGATARLATGGATALRACATTTGGAGC TATAGC AGALATTTTTCCAGGTATTGAAGGTTTTATTCATATTAGTALATTAGALLATTATA
FNS98202 | 327|-AAGTALL A ATTTTACGTTTTGTTALAGATAAAATGGATARAACATTTGGAGC TATAGC AGALATTTTTCC AGGTATTGAAGGTTTTATTCATATTAGTALATTAGALLATTATARAGTTGATALAGTTGAAGATGTTTTALARATAGGTCL
FNS982073 | 327|AAGTALLLATTTTACGTTTTGTTALAGATAALATGGATARAACATTTGGAGC TATAGC AGALATTTTTCC AGGTATTGAAGGTTTTATTCATATTAGTALATTAGALLATTATAAAGTTGATALAGTTGAAGATGTTTTALARATAGGTCA
P2 | 254|:AAGTARALATTTTACGTTTTGTTALAGATARLATGGATALAACATTTGGAGC TATAGC AGAAATTTTTCCAGGTATTGAAGGTTTTATTCATATTAGTALATTAGALLATTATA
FN598204 | 327|+AAGTALLLATTTTACGTTTTGTTALAGATALLATGGATARAACATTTGGAGC TATAGC AGALATTTTTCC AGGTATTGAAGGTTTTATTCATATTAGTALATTAGALLATTATARAGTTGATARAGTTGAAGATGTTTTALARATAGGTCL
P1 | 254|1AAGTARALATTTTACGTTTTGTTALAGATARLATGGATALAACATTTGGAGC TATAGC AGALATTTTTCCAGGTATTGAAGGTTTTATTCATATTAGTALATTAGALLATTATA
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Priloga D: Poravnava dobljenih zaporedij (11, 12, 13, 14, 15, 16 in 17) in zaporedij iz baze podatkov NCBI (FN600733, FN600736, FN600734, FN600730,
FN600731) za gen imp. Z rumeno je oznacen odsek, ki smo ga primerjali za dologitev genotipov 11, 12, 13, 14, 15, 16 in I7.
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n
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TTATTATAATTTARTATAAARALTT-ATTTARLAAAAAGGAGAALAANATAATGGANGCAAATCAACAARAAL AR TACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGTGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGC TTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCARAAAGTAALCALE,
TTATTATAATTTARTATAAARALTT-ATTTARLLALAAGGAGAALAANATLATGGANGCLAATCANCAL AR AR TACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGIGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCARARAGTAALCALE,
TTATTATAATTTARTATAAARALTT-ATTTARAAAAAAGGAGAALAANATAATGGANGCAAATCAACAARAAL AR TACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGTIGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGC TTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCARAAAGTAALCALE,
TTATTATAATTTALTATAAARALTT TATTTALLAAAAAGGAGAAAARNATLATGGAAGCLAATCAACLLRANA N RTACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGIGCTTTAGTTTTATAT TTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCACAALGTALACALG.
TAATGGAAGCARATCAACAARAR AR AR TACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGTGC TTTAGTTTTATATTTAATTTTAGC TTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCACAALGTALLC AAG,
TTATTATAATTTARTATAAARALTT TATTTALLAALAAGGAGAAAARNATLATGGAAGCLAATCAAC LA AN AR TACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGIGCTTTAGTTTTATAT TTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCACAALGTALACALG.
TTATTATAATTTALTATAAARALTT-ATTTARAAAAAAGGAGAAAAANATAATGGAMGCAAATCAACAARAAR AR TACTTATAGGTGTTGGT TCAGTTGTTGGCGCTTTAGTTTTATAT TTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCACAAAGTALACALG.
TTATTATAATTTARTATAAARALTT-ATTTARLAALAAGGAGAAAARNATLATGGAAGCLAATCAACLLRANA N R TACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGCGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCACAALGTALACALG.
——ATATAAARARTT-ATTTARAAAAAAGGAGAALAANATAATGGANGCAAATCAACAAAAAARARTACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGIGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGC TTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCARAAAGTALLCALE,
AARTT-ATTTARLA AL A AGGAGAA LA T LA TGGARGC LA A TCANCAR A A AN TACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGTGC TTTAGTTTTATATTTAATTTTAGC TTGGTC TATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCARLRAGTAARCLAE,
ACAAR AR AR TAC T TATAGGTGTTGGTTCAGT TG T TGS TG TTTAGTTTTATATTTAATTTTAGC TTGGTC TATTAGTTTC TGGCCTTTTTCATCARAALGTAALC AL,
TTGGTTCAGTTGTTGGTGC TTTAGTTTTATATTTAATTTTAGC TTGGTC TATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCARALAGTARACALC,
GAAGCAAATCAACAAR AL AR AR TACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGIGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGC TTGGTC TATTAGTTTC TGGCCTTTTTCATCARAALAGTAALCALE,

19240 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360

BUTITFETE 186] 22 i TTTTTACTGATGIATTTAGC A——— 4 A A TAACATTTGAC AC TGARGTAGC AGAL AC L LA TGCCATTTTTAAT A A M ACACT ACCAGCTGATAGALTCL L ATATTTTAALGLAGATTTTATGGE TALAA A AGTTALTA LA TTGGTCGAATGGGCTGATCLLTTAATTGALCT
FNBOD731 | 188) L0 TTTTTACTGATGLATTTAGC A——— LA R TRACATTTGAC AC T ARG TAGC AGALAC LR A TGC CATTTTTAAT AL B ACAC T ACCAGC TGATAGLATC LR A TATTTTALLGLAGATTTTATGGE TALA LA RGTTAATALLTTGGTCGAATGGGCTGATCLATTAATTGAACT
FNBO0732 | 188) AAATTTTTACTGATGAATTTAGC A———AAATAACATTTGAC AC TGARGTAGC AGAAACARATGC CATTTTTAATALLAACACT ACCAGC TGATAGAATCALATAT TTTALAGAAGATTTTATGGE TALAAAAGT TAATALATTGGTCGALTGGGCTGATCALTTAATTGALCT
FNBOO733 | 190) ARATTTTT-——GATGATC TTAGCA———AAATAACATTTGAARATGARGTAGC AGAAACARATAC CATTTTTAGTALAAC ——- AGCAAC TGAGAGAAARL LA —— TTTALAGAAGAATTTATAGATALAAAAGTTAATALATTGGTCGAATTGGCTAATALATTAATAACACT
[ 127 ARATTTTT-——GATGATC TTAGC A———AAATARCATTTGAARATGAAGTAGCAGALACAAATACCATTTTTAGTAAAAC —— - AGCAAC TGAGAGARAALAL - —— TTTAAAGAAGAATTTATAGATALARAAGTTAATAAATTGGTEGAATTGGCTARTAAATTAATAACACT
FNBOOY36 | 192 AAATTTTT-——GATGATC TTGGoA———AAATAACATTTGAARATGARGTAGC AGAAACARATAC CATTTTTAGTALLAC ——- AGCAACTGAGAGAAARLAA-—— TTTARLAGAAGAATTTATAGATALAAAAGTTAATALATTGGTCGAATTGGCTAATALATTAATARCACT
FNBOD734 | 19| A2 TTTTT-——-GATGATC TTAGC A——— A A A TAACATTTTCARE TGACTTAGAAGAL ACA LA TACCATTTTTAATAAAGT-—- AGCAACTGAGAGAL AR LB ACAATTTAAAGLAGGATTTATGGATALCAAAGTTALTA LA TTTGTTGAATTGGCTALTALATTARACGACACT
12 [ 175 LRATTTTT-—-GATGATC TTAGC AGCARL ATARCATTTTCAACTGACTTAGA LG AIC LA R TACCATTTTTART LA AGE—— - AGCAACTGAGAGRA A AL A RC A TTTALAGARGGATTTATAGATALC AR AGTTAATALATTGGTTGAATTGGCTARTALATTALCGACLCT

13 [ 162) LA TTTTTRACTGATGART TTAGC A——— LA TARC ATTTGAC AC TG ARG TAGE MG A AC LA R TGCCATTTTTART L LA RC AC T AC CAGC TGATAGAATC LA TATTTTALAGAAGAT TTTATGGC TALA L A AGTTAATRLATTGGTCGALTGGGC TGATCLATTALTTGRLCT

14 [ 155 ARATTTTTACTGATGAATTTAGC A———RAATARC ATTTGAC AC TGAAGTAGCAGALAC AARTGCCATTTTTARATAAAACACTAC CAGC TGATAGAATCAAATATTTTALAGAAGATTTTATGGC TALARAAGTTAATALATTGGTEGAATGGGCTGATCAATTALTTGALCT

16 [ 111 ARATTTTTACC GATGAATTTAGC A———AAATARC ATTTGAC AC TGAAGTAGCAGAALAC AAATGCCATTTTTAATAAAACACTAC CAGC TGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGC TALARAAGTTAATAAATTGGTEGAATGGGCTGATCAATTAATTGALCT

15| 89 AAATTTTTACTGATGAATTTAGC A———AAATARC ATTTGAC ACTGAAGTAGCAGALACAAATGCCATTTTTAATAAAACACTAC CAGC TGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGC TALARAAGTTAATALATTGGTEGAATGGGCTGATCAATTAATTGALCT

17 [ 122) AR ATTTTTACTGATGAATTTAGC A———RAATARC ATTTGAC AC TGAAGTAGCAGALAC AAATGCCATTTTTAATAAAATACTAC CAGC TGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGC TALARAAGTTAATAAATTGGTEGAATGGGCTGATCAATTAATTGALCT

364 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530

355 RARRATTAC TGARGGCGATARL LG ATC TT I TGATTTAGCC TTTGAATC ATTGEGAR AL L TT AR LGTC A LCCAAGEATTATTAGC LR AC A TGACGAATC TTTTTIGALAGC AGAC ACTALT AL NGC CACAGTTC AAGGTGALATAL LA ATTATCATTGACGALTACCC LA,
FNBOO731 | 357) ARARATTAC TGARGGCGATAAL ARG ATC TTITGATTTAGCCGTTGAATC ATTGGGEARAAATTARAGTC AACCARGAATTATTAGCARARC ATGACGAATC TTTTTTGAARGCAGACACTARTAAAGC CACAGTTCARGGTGAAATARLAATTATCATTGACGAATACCCAA
FNBO0Y32 | 357) ARARATTAC TGARGGCGATAALRAAGC ATC TTITGATTCAGCCC TTGAATC ATTGGGARAAATTARAGTC AACCARGAATTATTAGCAAARC ATGACGAATC TTTTTTGAARGCAGAC ACTARTAAAGC CACAGTTCARGGTGAAATARLAATTATCATTGACGAATACCCAA
FNB00733 | 350) ARRn i TTAC TGARGGCGATALAAC AACATC TTATALTTCAGCCGTTGAATC ATTGARARA L R TTACAGAC AACCARA LA TCATTAGTAGARC ATARCGACGATTTTTGGLALGC AGACAC TARTALARCCGCAGTTCARALTGALATARARATTATCATTGAAGALTACCC LA,
| 287] AAARATTACTGAAGGCGATALLACARCATC TTATAATTCAGCCGTTGAATC ATTGAARARAATTACAGACARCCARARATCATTAGTAGAACATAACGACGATTTTTGGEARAGCAGACACTAATALAACCGCAGTTC AAARTGARATALLAATTATCATTGAAGARTACCCAR
FNBOOY36 | 352) ARARATTAC TGARGGCGATAALRC AACATC TTATAATTCAGCCGTTGAATC ATTGARARAAATTACAGAC AACCARAAATC ATTAGTAGARC ATARCGACGATTTTTGGAARGCAGAC ACTARTARARC CGCAGTTCARAATGAAATARAAATTATCATTGAAGRAATACCCAA
FNB00734 | 354) a0 d ATTACTGACGGCGATALR AR ACATC TTETGATTCAGCC TCTGCATCATTGALARA A A TTACAGACAACCAR AR AT A TTAGTAGACCATALCGACGATTTTTGGLALGCAGACACTARTALAACCACAGTTCAAGGTGAAATALALAATATCATTGACGAATACGTLC
12 [ 341 AAARATTACTGACGGCGATALLRAARCATC TTITGATTCAGCC TCTGCATC ATTGAAAGAAAT TACAGAC ARCCARAC ATTATTATTARACCATAATGACGATTTTTGGARAGCAGAAAC TAATALAACCAC AGTTC AAGGTCGARATALLALARATCATTGACGCATACGTAC,

13| 331 AARRATTACTGRAGGC GATALLRAAGC ATC TTITGATTCAGCCCTTGAATC ATTGEGAARAATTAARGTCARCCARGAATTATTAGC AARACATGACGAATCTTTTTTGALAGCAGACACTAATALAGC CACAGTTC AAGGTCARATALLAATTATCATTGACGALTACCCAR

14| 324 280 AdTTACTGAAGGCGATALL LAAGCATC TTITGATTTAGCCGTTGALTCATTGEGAAL LA TTIARGTCALCCAMGARTTATTAGC AR MACATGACGEATCTTTTTTGALAGCAGACACTAATARAGCCAC AGTTC AAGGETGALATAALARTTATCATTGACGALTACCCAR

16 | 280 Ao h TTACTGRAGGCGATAL LR MAGC A TCTTITGATTTAGCC TTTGAATC ATTGGEG AL AT TR RGTC ARCCAAGARTTATTAGC AR AC ATGACGAATC TTTTTIGALAGCAGACACTAAT AL GCCAC AGTTC LAGGTGARATAALARTTATCATTGACGARTACCCAR,

15| 258 AARARATTACTGRAGGC GATALLRAAGCATC TTITGATTTAGCC TTTGAATC ATTGEGAARAATTAARGTCARCCARGAATTATTAGC AALAC ATGACGAATCTTTTTTGALAGCAGACACTAAT ARG CACAGTTC AAGGTCARATALLAATTATCATTGACGALTACCCAR

17 291 AR A TTACTGAAGGCGATALLARIGCATCTTTITGATTTAGCC TTTGAATCATTGGEAAA LA TTARAGTCALCCAAGAATTATTAGCALAAC ATGACGAATCTTTTTTGLALGCAGACACTAATALAGCCACAGTTCALGGTGALATALLALMTTATCATTGACGALATACCCAR

FHGOOF31
FHGEOOF3I2
FHNEOOF3I3E
[ ]

E] soo0 510 szZ0 530 540 550 se0 570 ss0 550 500 610 620 630 &40 651

CRCAGTTC ARG TGAL L TR A T T AT C AT TG A G AR T A C AR AT T T AR A A A C R A AT AR A TG e T T TA R A T T T G A A T AT T T T TA A T AT TAAT AT TTA R AR TA L R A L e A T A TR A TA A A TATATATTTATTTTTAATAALTATAGTATTAG
A86| CACAGTTCAMGG TGALAT AL A A T T ATCAT TG A GALTACC C AL AT TTAL R A C A A AT AL A TGC T T T AR AT T TG A AT A A T T T T T A AT AT TA AT AT TTA A A AT AL L A A AT AC TAAC TALATATATATTTATTTTTALTAAATATAGTATTAG
A86| CACAGTTCAAGGTGALAT AR LA ATTATCATTGACGARTACCC AL AT TT AL ACACALAT AL A AC TGCTTTAAAT T TG AT AL R TTTTTAAT AT TAAT AT TTARAATALLA AR ATAC TAACTALATATATATTTATTTTTAATAAATATAGTATTAG
A7FA| CGCAGTTCARAATGAAATARAAATTATCATTGAAGALTACCCARALTTTAARACACAAATAARAACTGCTTTAGATTTGAAATARATTTTTAATATTAATATTTARAATAAAAAAATACTAACTAAATATATATTTATTTTTAATARATATAGTATTAG
A16| CGCAGTTCALAATGALATAR A A TTATCAT TGAAGAATACCCAAART TTAARACACAA A TARAAACTGC T TTAGAT TTGAAAT AL AT TTT TAATAT TAATATTTAAAATALAAARATAC TAACTARATATATATTTATTTTTAATARATATAG —————

FHNEOOF3IE A8 || CGCAGTTCALAATGALATAR A A TTATCAT TGAAGAATACCCAAA AT TTAARACAC AL A TAR R A ACTGC TTTAGATTTGAAAT AL AT TTT TAATAT TAATATTTAAAATARAAARATAC TAAC TARATATATATTTATTTTTAATARAATATAGTATTAG
FMNEOOF3AS AB3| CACAGTTCAMGG TGALAT AL A AT A TCAT TG A GA A TACG T A A AT T T AL R A A A AT AL A TGC T T T A A T T TG A AT A A T T T T T A AT AT TA AT AT TTA A A AT AL L A A A AT AC TAAC TALATATATATTTATTTTTALATAAATATAGTTTTAG
12 | 470 CACAGTTCAMGGTGARATALAALAALTCATTGACGCATACGTACAATTTARLACACAAATARLAACTGCTTTAGATTTGARATALATTTTTAATATTAATATTTALAATALLAARATACTAACTARATATATATTTATTITTTARTAAATATAGT TITAG
13 | 480| CACAGTTCAAGGTGARATALLALTTATCATTGACGAATACCE AN A ATTTALAACACAAATAALAACTGCTTTARATTTGCAATALATTTTTAATATTAATATTTALAATAARAAAATACTAACTARATATATATTTATTTTTARTARATA ——
14 AS3| CACAGTTCALGETGALATAR LA TTATCATTGACGAATACCCAAART TTAARACACALATARAAACTGC TTTARATTTGCAATALATTTTTAATAT TAATATTTAAAATARAAARATACTAACTARATATATATTTATTTTTARA ——— -
16 A09| CACAGTTCALGGTGALATAR A A TTATC AT TGACGAATACCCAAA AT TTAARACACAAATARAAACTGC T T TARATTTGCAAT AL AT TTTTAAT AT TAATATTTAAAATARAAARATACTAACTARATATATATTTATTTTTAATALL. -
[ =1 27| CACAGTTCAAGGTGALATAR A A TTATCATTGACGALTACCCAAARTTTARRACACAAATALRAACTGC TTTARATTTGCAAT AL AT TTTTAAT AT TAATATTTALAATARAAARATACTAACTARATATATATTTATTTTTAATARATA———

F | 420| caCAGTTCAAGETGAAATALALATTATCATTGACGALTACCCAALATTTARAACACAAATARAALCTGCTTTAARTTTGCAATAARTTTTTAATATT:
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Priloga E: Poravnave prvih dobljenih zaporedij genotipov z zaporedji po ponovnem sekveniranju novih produktov ugnezdene PCR. Primerjava je bila narejena le
na vzorcih (D201/12/imp, D48-2/15/imp, D940/13/aceF, D201/12/aceF, D401/12/secY, D940/13/secY) kjer smo odkrili edinstveno zaporedje- zaporedje odkrito le
pri enem vzorcu

D4B_2 15 imp | 1 A AR A TR T TR TG T T TG T T A T TG T TG TG TT T A T T T T A TAT T T A T T T TAGC T TG T TAT TG T T TC TG TT T T TCATC AARAAGTARAC AACARATTTTT, TEAATTTAGC AAAATARCATTTGACACTGAAGTAGC AGARL
w l.Cl.l.Lu.i.i.LlTl.tﬂlTjﬁG-TG‘ﬁGGﬁc mmﬂmmmﬂnTimummﬂmTlﬂmﬂﬁmwtﬁ l.l.i.i..lG-Tl.i..lll: l.l.t.l.h.lﬂ"l“l"]‘ lTG.LL'J"ITj.GI: l.i.LLTl.i.l,‘. LﬂTGlJ:tﬂG-uGﬂ.ECU.‘.]._I.IJ

D201_12_imp KL l.cmrc-currrrru'rm:mmcmmrmuﬁmnrmmrmxmrmurmmmﬁmmmunumm:muﬂnmumnmlmmmuﬂlm
16| VBl LA ATGCCATTTTTAATARRRC A TACCAGC T AT G AT AR TATT T TAAAG ARG A TTTTATGOC TAL AL LA TTARTA LA TTCC TG A TOGGC TOATC AR TTAATTOAACC A AR AL TTACTEARGGCGATAAAARAGC ATCTTTTGATTTAGCC TTTGARTCATTRGGA
D4E_2_15_mmp | 175 mmmccarrmuTmmmmnrmuwmurmmmﬂarmamcrmurmﬂmmmmuﬂummcmuﬁmmmnm;mmmrﬂm
17| V75 ACAAATOCCATTTTTAAT, A G T O AT G AT AR A TR T T T ARG ARG AT T T TAT GO TAR LA LA T T AR TA LA T TR TC AR TGO TEATC AR TTAAT TR AAC CAR AL AT TAC TGO AAGOCGAT AAAA ARG ATCTTTTOATTTAGCCTTTOAATCATTGRGA

D201 _12_imp mtﬁumrcmcu.ﬁuﬂxﬂmJm;au:au'rcrrﬂ'n'c—umzﬁLcu:'ru'rumcclr.mrrnwcmuﬂ.uuﬂxﬂ1nc.mzﬂoccuumummuﬂmucmcmmﬂmcunuﬂﬂruﬂ

16| 23 AAAATT ARG TEARCCAG AR TTATTAGC A ALE A TGRS G AN TCTTTT T T ARAGE LG AC AC TARTAAAGCC A RS TTE ARG TEAAAT A A TTATC AT TOACGAATACCC AAARTTTALAAC ACARATARAALC TGE TTTAMATTTGCAATAAATTTTTAATA'
D48_2_15_imp [ HA AAAATTAAAGTCARCCANGARTTATTAGCALALC ATGACGAATCTTTTTTGARAGC AGAC AC TARTAAAGCC AC AGTTCANGGTGAAATAMAAATTATC ATTOACGAATACCC AAARTTTALAAC AC ARATALLALC TGC TTTAMATTTGCAATAAATTTTTARTATT
IT| M AT TG T AR AL L TT AT T A AL AT A AT TTTT T TG ARG AG AT A TAATA A A AT AT A A A T AR AT T AT AT TG AC GALTACCC AAAATTTALLAC R A AATAL AL L TCCTTTALATTTGCAATAAATTTTTAATATT

Ad 3 'I'I'I.CTI.CI ARAC AATARAGTARATO MIATTTACCR CALTARATSITD nﬂmmﬂm tmumm-mm‘m: ATOTTOORIATATIO TAGC TATALTAOOTOATIARATTC ATOAMACTOARTTARARAAAGCAGATLLLOARATATIATIC,

DS40_13_acef_P|( 21} TTACAGTAGARACAGATARAGTALATG. AGATTTACC) CAATARAT O TOTTATTACTARATTAGGAGTTAALG ARG TG ARA TG AT C AT TT GG ATATO O TAG. TATAATAGG TEATGAMATTCATGAALCTGAATTARRARAAGT AGATALAGAAGATGATGC.
A T S TG A T T T G AT T T G T A T A A TG T T T A T T AL TALA T T A A T TG A LS E TS AR ATGATCCATGTTGGC GATATGGTAGC TATAATAGG TEATGARATTCATGAAMC TGAATTAARA R ARGCAGATALLGARAGATGATSE.

DHA_12_aceF _P| 25 TTACAOTAOARACAOATARAGTARATS LIATTTACCAGE TCC AR TALATOOTOTTATTAC TARATTAGI AN TTAA LI ARG T AR A TG ATCC A TG TTGGCGATATGG TAGE TATAATAGG THATGARATTCATGAAAC TGAATTARAAAAAGT AGATALAGRAGATGATGE,

Ad TG TC R AGATT TAGAA AT TR T AAATTATAGLAAC AT TARTGATARCC AT T T T AAATGARATTAATTTAAGT "GAAAAAAALATTC TAACC ACTCCTTTAGTACGTTC TATGGC TAAGAAGTTAGGAATAGATTT AAATAATGTTAATIGTAGTGOTATT.
| e T T AT T T R A A A T T T T A T T T A A T T T T A T T T T T AR T AT T A AT T TAAG T M A A AR R A A A T T T AR A T T T T A TAC T T TAT S C TA A AR TTAG AL TACATTTARAT AATE TTAATISTASTOROIATT.
A5 | T GGG TR TGO AT T TG A AR T T TE AR TTAT A G AR AT TT AR TG A TARCC AT T TTTAAL TG ARATTAATTTAAGT G A AL R A A L R TTC TAAC A TC T T TAG TACG T T TATGGC TARGALGTTAGGAATAGATTTARAT RATGTTAATGGTAGTGGGATT,

¥ ;wmmnn-rmlurnmcmurr;—;.mw;|mu1|uTu-;uwn11;.um|nnmuwmm1.m1.um'rmv:mmm‘rm'rmmrrmochmnlmlmuTm;mu.nuwﬂumrmrr.

[ LATGOCLALATCTTOAALO ARG ATOTCOLAADATATC LALATCAALATTTALALLATTC LM TTC AACLATAC AAALAC LAART ATAARAGAACAACARTCATTALATAATCTTCATTTTAGTAGTTTTGATACTGAAGTTATTALLATTTCTCOTTTARGALARGCTATTTY
DI40_13_scnf P | 3B LATEGCARLATCTTGAALGARGATOTOGAARGATATC ARARTGARARTTTARKARATTC AR TTC AR AR TAC AR AT AT AR A LG AR AL A AT AT T AL A T A AT T T AT T T T A TAC T T TTEATAG TG ARG TTATTAALL TTTCTCOTTTAAGALRAGCTATTT

AS | W LATGGC AR TC TTHAALGARGATS] A T T TG A T T T A A T T A T A A A T A AR A A AT AT AR A G A R A R AT AT T A T A T T T AT T T T A TAG T T T TEAT A TG ARG T TAT TAALA TTTCTCOTTTAAGALRRGCTATTT
D_12_sceF_P [ 34 LATCOCLALRTCTTOAARIARIATS ﬂ'n:u.u'mu.l.l-mmmmmmmuruuuuuur.nmmuuﬂu'n.'unnﬂmnmmrmnﬂaﬂuuﬁaﬁ.uu'rmr:-:ﬁnmaumam

AGAMCARATOAMRATTTCARMAARAATICTATTOTTCC Tl.CTmﬂTlﬂmTﬂmﬂllTlmTlhmlTl
AGARC ARATGARRRTTTCARRARATGC TATTGTITCC TACTAC TTTATTARATGAAATTAATATTGATAATTTGATA
A5 AGARC RRATGAR LR T T T AR R AR A TG TAT TG T TCC TAC TAC T T TAT TARATGAAATTRATATTGATAAT T TGATAG
DA 12 acell P ACARC RRATOARRATTTC AR AR ATOC TATTO T TCC TAC TAC TTTATTARATCAAATTAATATTCOATAATTTOATACI
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55
DHO_NI_snch F| & ATALTTCCTAALTTAGTAGATATAC TART AR T TATARTTTTATC TTTACATTC TAATTTATAAARRAATGOTATATTATTAATAC AL AAC ATALRA AR TGO TTGC ATTOTGOATOTTALAATAATTOGC LATAC ACC ROGAAC ATTARTTTTTALRGOAATATAALTTTT
56 AT AT T T AR T A TAG AT AT T T A T T AT T TTTATC T TAC ATTC TAATTTATARARARA TGO TATATTATT AL TAC AL AAC ATA LKA LA TGC TTGC AT TO TG ATE TTALRAT AT TOOC LATACACC AGG LA ATTARTTTTTALACC RATATALTTTT

CATTCCAACCATAATTALAATTGAAGTTZCATTACCAATCCCT TTOGC TOTARTTAAATC AGATAACC AMATAGCAATAGCTOT
CATTCCAACCATARTT AR TTEAAGTTCCATTACCAATCCCTTTGGS TOTAATTAAATC AGATARC RAATAGCAATAGC TGT FECHGTAGCTLALALALACGATATATAT.
CATTC A AT AT A T T AT T A TT A C AT CTTTOGC TOTAATTAAATC AOATAACCAATAGC LATARCTOT POCGETAGCTAALALALACGATATATATAACTTGTCTAG
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Priloga F: Primerjava slovenskih genotipov aceF z genotipi iz genske banke NCBI.

slovenski Genotipi iz genske banke NCBI ujemanje
genotip acc.no. izvor - drzava izvor - ime slovenskih
gostitelj genotipa | genotipov
po Danet aceF z
insod. | objavljeni-
(2011) | mi genotipi
Al FN598184 | np Catharanthus | A13 100%
roseus
FN598188 | Italija Catharanthus | A22 99%
roseus
A2 FN598186 | np np Al5 100%
FN598184 | np Catharanthus | A13 99%
roseus
A3 FN598187 | np np Al6 99%
FN598184 | np Catharanthus | A13 99%
roseus
A4 FN598187 | np np Al6 100%
FN598184 | np Catharanthus | A13 99 %
roseus
A5 FN598184 | np Catharanthus | A13 99%
roseus

np — ni podatka
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Priloga G: Primerjava slovenskih genotipov secY z genotipi iz genske banke NCBI

slovenski Genotipi iz genske banke NCBI ujemanje
genotipi sloven-
skih
i i i i genotipov
acc.no. izvor- izvor- ime ime secY z
driava | gostitelj | genotip- | genotipa | gpjavljeni
apo | po Casati -mi
Danet in sod. genotipi
in sod. (2011)
(2011)
S1 HM237294 | Italija Catharant |/ AP15 100%
-hus
roseus
FN598216 | np np S12 / 100%
FN598214 | np np S10 / 99%
S2 HM237294 | Italija np / AP15 99%
S3 HM237289 | Nem¢ija | Catharant |/ AT 100%
-hus
roseus
FN598213 | Nem¢ija | Catharant | S9 / 100%
-hus
roseus
FN598214 | np np S10 / 98%
S4 FN598214 | np np S10 / 100%
HM237289 | np Catharant |/ AT 98%
-hus
roseus
S5 FN598214 | np np S10 / 99%
S6 HM237294 | Italija Catharant |/ AP15 98%)
-hus
roseus

np- ni podatka
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Priloga H: Primerjava slovenskih genotipov pnp z genotipi iz genske banke NCBI

slovenski Genotipi iz genske banke NCBI ujemanje
genotip slovenskih
acc.no. izvor- izvor- ime genotipov pnp
driava gostitelj genotipa z objavljeni-
po Danet mi genotipi
in sod.
(2011)
P1 FN598202 | np np P11 100%
FN598204 | Italija np P13 99%
P2 FN598203 | np np P12 100%
FN598202 | np np P11 99%
P3 FN598200 | np Catharanthus | P9 100%
roseus
FN598202 | np np P11 100%

np- ni podatkov




Mlinar P. Molekulska raznolikost izolatov fitoplazme, povzroditeljice metliCavosti jablan.
Mayg. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2015

Priloga I: Primerjava slovenskih genotipov imp z genotipi iz genske banke NCBI

slovenski Genotipi iz genske banke NCBI ujemanje
genotip slovenskih
acc.no. izvor- izvor-gostitel] ime genotipov
drZava genotipa imp z
po Danet | objavljeni-
in sod. mi genotipi
(2011)
11 FN600733 np Catharanthus 124 100 %
roseus
FN600736 np np 130 99 %
12 FN600734 np np 125 97 %
13 FN600732 np np 123 100 %
FN600731 np np 122 99 %
14 FN600731 np np 122 100 %
FN600730 np np 121 99 %
15 N600730 np np 121 100 %
FN600731 np np 122 99 %
16 FN600730 np np 121 99%
17 FN600730 np np 121 99%

np — ni podatka
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Priloga J: Vrednosti Ct izolatov dolo¢ene z metodo PCR v realnem ¢asu (vir podatkov: NIB arhiv)

izolat Ct

D199/12 26,9
D200/12 25,3
D201/12 27,7
D401/12 24,5
D406/12 21,9
D411/12 23
D415/12 22,7
D417/12 23,6
D1108/12 24,9
D140-2/13 23,7
D140-3/13 27,4
D145-2/13 23,8
D157-5/13 22,9
D178/13 24,4
D904/13 29,3
D910/13 26,4
D911/13 25,5
D912/13 24,6
D913/13 29,6
D914/13 30,4
D940-13 23,1
D142/14 24
D143/14 24,3
D634/14 22,9
D677/14 23,6
D678/14 22,1
D679/14 23,7
D680/14 26,6
D695/14 24,7
D697/14 26,8
D37/15 22,5
D45/15 25,57
D47/15 27
D48-2 /15 26,5
D49-1/15 25
D49-2/15 26,09
D49-3/15 26,8




