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Virus pahljacavosti listov vinske trte (GFLV) povzro¢a bolezen, imenovano kuzno
izrojevanje vinske trte, ki se kaze na vinski trti z razli¢nimi bolezenskimi znamenji in je
odgovorna za zmanjsanje koli¢ine in kakovosti letnega pridelka. Standardna metoda za
doloc¢anje virusa GFLV je DAS-ELISA, ki pa v primeru nizke koncentracije virusa ni
vedno dovolj obcutljiva. Zaradi tega je prislo do razvoja obcutljivejsih molekularnih metod
kot sta: metoda veriZne reakcije s polimerazo (PCR) in PCR v realnem &asu (PCR-RC). V
okviru diplomske naloge smo za doloCanje virusa GFLV uporabili molekularno metodo
RT-PCR-RC, s katero smo kvalitativno in kvantitativno dolo¢ali virus GFLV v razli¢nih
vzorcih vinske trte. Rastlinski material vinske trte smo najprej homogenizirali in iz njih
izolirali RNA, ki smo jo nato prepisali v cDNA in pomnozevali s PCR-RC. Ugotovili smo,
da je homogenizacija s sistemom Bioreba priro¢nejSa in primernejSa za prepreCevanje
navzkrizne okuzbe med vzorci kot homogenizacija s sistemom TissueLyser. Pri primerjavi
razlicnih nacinov izolacije virusne RNA smo ugotovili, da je izolacija virusne RNA s
kompletom RNeasy Plant Mini Kit u¢inkovitejSa v primerjavi z izolacijo virusne RNA z
lovljenjem virusov na protitelesa (IC) in s spros¢anjem virusov po testu ELISA (post-
ELISA virus release). Dokazali smo, da je metoda RT-PCR-RC obgutljivejsa in hitrejsa kot
metoda DAS-ELISA, kar je izredno pomembno pri diagnosti¢nem delu. Pri izolaciji RNA s
kompletom RNeasy Plant Mini Kit se je pufer RLC z dodanim PVP po pri¢akovanjih
izkazal za u¢inkovitejSega kot ekstrakcijski pufer za vinsko trto, ki se obicajno uporablja za
homogenizacijo rastlinskega materiala pri dolo¢anju virusa GFLV z metodo DAS-ELISA.
Z metodo RT-PCR-RC nam je uspelo relativno kvantificirati virus GFLV v floemskem
tkivu razliénih vzorcih vinske trte v razlicnih mesecih rastne sezone. Dolocanje virusa
GFLYV je v zgodnjem poletnem casu bolj zanesljivo kot v zimskem casu.
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Grapevine fanleaf virus (GFLV) is the causal agent of grapevine fanleaf degeneration
disease, which shows different symptoms on infected grapevines and it is responsible for
lower yield and fruit quality. The conventional diagnostic assay for GFLV detection is
DAS-ELISA, which in the case of low concentration of virus is not always enough
sensitive. Hence molecular methods of higher sensitivity have been developed, such as
polymerase chain reaction (PCR) and real-time PCR. In our research the molecular method
real-time RT-PCR was used for GFLV detection, suitable for qualitative and quantitative
determination of GFLV in different samples of infected grapevines. Collected samples of
grapevines were first homogenized, then RNA was extracted, transcribed to cDNA and
amplified with real-time PCR. Our observations showed that homogenisation with Bioreba
system was more convenient and suitable according to prevention of contamination
between samples as homogenisation with TissueLyser system. In addition, RNA isolation
with Rneasy Plant Mini Kit was more effective that isolation of viral RNA with post-
ELISA virus release and Immunocapture (IC). We demonstrated that real time RT-PCR is
more sensitive and faster than DAS-ELISA, which is very important for diagnostic work.
Isolation of RNA with RNeasy Plant Mini Kit was more effective when used with RLC
extraction buffer, containing additional PVP, as expected than with extraction buffer for
homogenisation of grapevine material for GFLV detection with DAS-ELISA. Furthermore,
real-time RT-PCR was also successfully used in relative quantification of GFLV in phloem
samples of different grapevines during the season. Detection of GFLV was more reliable in
early summer than in winter time.
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ArMV virus mozaika repnjaka (Arabis mosaic virus)
bdH,O deionizirana voda
BMMV virus blagega mozaika je¢mena (Barley mild mosaic virus)
BNYW virus nekrotiénega rumenenja listnih zil pese (Beet necrotic yellow vein
virus)
BYMV virus rumenega mozaika je¢mena (Barley yellow mosaic virus)
cDNA komplementarna DNA
COX citokrom oksidaza
CP plas¢ni protein (coat protein)
Ct cikel, pri katerem ARn preseze dolocen prag (threshold cycle)
DNA deoksiribonukleinska kislina (deoxyribonucleic acid)
dNTP deoksiribonukleotid

DAS-ELISA metoda dvojnega sendvica ELISA (double antibody sandwich ELISA)
DASI-ELISA indirektna DAS-ELISA (indirect DAS-ELISA)

DB direktna vezava (direct binding)

E uc¢inkovitost pomnoZevanja v reakciji PCR-RC

ELISA encimsko imunosorpcijski test (enzyme linked immunosorbent assay)
FAM 6-karboksifluorescin

GFkV flek virus (Grapevine fleck virus)

GFLV virus pahljacavosti listov vinske trte (Grapevine fanleaf virus)

FP zacetni oligonukleotid (forward primer)

RP zacetni oligonukleotid (reverse primer)

GLRaV virus zvijanja listov vinske trte (Grapevine leafroll associated virus)
GVA virus vinske trte A (Grapevine virus A)

GVB virus vinske trte B (Grapevine virus B)

GRGV Grapevine red glose virus

GVCC kompleks razbarvanja zil vinske trte (grapevine vein-clearing complex)
IC lovljenje virusa na protitelesa (immunocapture)

MGB molekula, ki se veZze na DNA (minor groove binder)

MP gibalni protein (movement protein)

ORF odprt bralni okvir (open reading frame)

OD opticna gostota (optical density)

NTC kontrola navzkrizne okuZzbe reakcijske meSanice (no template control)
PCR verizna rekcija s polimerazo (polymerase chain reaction)

PCR-RC PCR v realnem &asu (real-time PCR)

PPV virus »Sarke« (Plum pox virus)

PVY krompirjev virus Y (Potato virus Y)

R relativna koli¢ina virusne RNA

R’ koeficient linearne regresije



Balazic L. Kvalitativno in kvantitativno dolocanje virusa... (GFLV) z metodo PCR v realnem casu. XI

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. studija mikrobiologije, 2010

RNA
RSPaV
RT
RW

TAMRA
Taq
ToMV
ToRSV
ARn

ribonukleinska kislina (ribonucleic acid)

virus razbrazdanja lesa rupestrisa (Rupestris stem pitting associated virus)
obratno prepisovanje (reverse transcription)

bolezen razbrazdanja lesa vinske trte (rugose wood)

naklon umeritvene krivulje

6-karboksi-tetra-metilrodamin

polimeraza iz organizma Thermophilus aquaticus

virus mozaika paradiznika (Tomato mosaic virus)

virus obrockaste pegavosti paradiznika (Tomato ringspot virus)
sprememba v signalu fluorescence
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1 UVOD

1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Virus pahljacavosti listov vinske trte (Grapevine fanleaf virus, GFLV) spada v rod
Nepovirus in povzroCa bolezen, imenovano kuzno izrojevanje vinske trte, ki je danes
razSirjena po celem svetu. Ta bolezen lahko moc¢no zmanjsa letni pridelek vinske trte,
lahko pa povzro¢i tudi popolno izgubo letnega pridelka. Produktivna zivljenjska doba z
GFLV okuZenih vinogradov se zmanjsa, pridelek pa lahko upade do 80 %. Za dolocanje
virusa GFLV je bilo do sedaj uporabljenih vec razli¢nih metod, ki temeljijo na razli¢nih
lastnosti virusa.

Standardna metoda za dolocanje virusa GFLV je metoda dvojnega sendvica ELISA (DAS-
ELISA), ki pa v primeru nizke koncentracije virusa ni vedno dovolj obc¢utljiva. Znano je,
da se koli¢ina virusa GFLV spreminja skozi sezono in v nekaterih primerih pade pod mejo
dolocljivosti. Zaradi tega so se razvile obcutljivejSe molekularne metode kot sta: metoda
verizne reakcije s polimerazo (PCR) in PCR v realnem ¢asu (PCR-RC). Opisanih je veé
metod PCR za dolocanje virusa GFLV, vendar so vse primerne le za doloanje manjSega
Stevila GFLV izolatov. Metoda RT-PCR-RC, ki smo jo uporabili v diplomski nalogi, je
primerna za doloCanje vecine do zdaj znanih izolatov GFLV. Obcutljivost metode RT-
PCR-RC smo primerjali z obéutljivostio metode DAS-ELISA. Poleg tega smo izbrali
najucinkovitejSo metodo za izolacijo virusne RNA iz tkiva vinske trte. Z metodo RT-PCR-
RC smo kvantificirali virus GFLV v tkivu vinske trte.

1.2 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela:

- primerjava ucinkovitosti homogenizacije rastlinskega materiala vinske trte s
sistemoma TissueLyser in Bioreba,

- primerjava ucinkovitosti izolacije virusne RNA iz tkiva vinske trte s kompletom
RNeasy Plant Mini Kit, z lovljenjem virusov na protitelesa (Immunocapture, IC) in
s sprostitvijo virusov po testu ELISA (post-ELISA virus release),

- primerjava ob¢utljivosti metod RT-PCR-RC in DAS-ELISA,

- primerjava razlicnih ekstrakcijskih pufrov za izolacijo RNA iz tkiva vinske trte s
kompletom RNeasy Plant Mini Kit,

- relativna kvantifikacija virusa GFLV v floemskem tkivu vinske trte skozi sezono
(junij, julij, avgust, september in januar),

- primerjava koncentracije virusa GFLV v zelenih listih (junij) in floemskem tkivu
(januar) vinske trte.
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavljamo, da:

bodo razli¢ni sistemi homogenizacije rastlinskega materiala vinske trte razlicno
ucinkoviti,

bodo razlicne metode izolacije virusne RNA iz tkiva vinske trte razli¢no
ucinkovite,

bomo dokazali, da je metoda RT-PCR-RC bolj obéutljiva kot metoda DAS-ELISA,
bodo razli¢ni ekstrakcijski pufri razlicno u€inkoviti pri izolaciji RNA s kompletom
RNeasy Plant Mini Kit,

bomo z metodo PCR-RC uspeli relativno kvantificirati virus GFLV v floemskem
tkivu vinske trte skozi sezono,

bo koncentracija virusa GFLV v mladih zelenih listih vinske trte junija vecja kot v
floemskem tkivu vinske trte januarja.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 VIRUSI, KI POVZROCAJO NAJVEC SKODE NA VINSKI TRTI

Vinska trta je gojena rastlina, ki uspeva v mnogih drzavah po svetu. Tako kot vse druge
rastline je tudi vinska trta izpostavljena vplivom okolja, boleznim in razli¢nim skodljivcem
(Vrsi¢ in Lesnik, 2005). Virusne bolezni veljajo za najbolj gospodarsko unicujoce med
vsemi boleznimi vinske trte, saj ko je vinska trta enkrat okuZena, je ni ve¢ mogoce
ozdraviti (Suti¢ in sod., 1999). Virusi, ki okuZujejo vinsko trto, se lahko prenasajo na
zdrave rastline z vegetativnim razmnoZevanjem in s prenasalci (Vrsi¢ in Lesnik, 2005;
Pearson in Goheen, 1998). Vinsko trto okuzuje vsaj 60 do zdaj znanih virusov (Martelli,
2009). Med njimi so najbolj Skodljivi virusi iz rodu Nepovirus, Closterovirus,
Ampelovirus, Maculavirus, Vitivirus in Foveavirus (Fauquet in sod., 2005).

V rod Nepovirus spadajo poliedri¢ni virusi, ki se $irijo s talnimi ogor¢icami (Bovey in sod.,
1980). Spadajo v druzino Comoviridae. Genom nepovirusov je sestavljen iz dveh verig
pozitivno polarne enoverizne RNA (RNA1 in RNA 2), nekateri nepovirusi pa lahko poleg
genomske RNA vsebujejo Se linearno ali krozno satelitno RNA (Fauquet in sod., 2005).
Najpomembnejsa virusna povzrocitelja bolezni, ki spadata med nepoviruse, sta virus
pahljacavosti listov vinske trte (Grapevine fanleaf virus, GFLV) in virus mozaika repnjaka
(Arabis mosaic virus, ArMV). GFLV se v naravi prenasa z ogoréico Xiphinema index,
ArMV pa prenasajo ogorcice Xiphinema diversicatum, Xiphinema coxi in Longidorus
caespiticoli. V naravi GFLV okuzuje predvsem rastline iz rodu Vitis (Pearson in Goheen,
1998; Martelli in Boudon-Padieu, 2006), medtem ko ArMV lahko okuzuje Sirok krog
naravnih gostiteljev (Bovey in sod., 1980). Bolezen, ki jo povzro¢a GFLV, imenujemo
kuzno izrojevanje vinske trte (Macek,1990). Za okuzbo z GFLV so znacilna Stevilna
bolezenska znamenja, med najznacilnejSimi so deformirani listi, rumenenje listov,
deformacije poganjkov v obliki dvojnih ¢lenkov in skrajsanih med¢lenkov ter posledicno
metlast videz trsa (Pearson in Goheen, 1998). Bolezenska znamenja pri okuzbi vinske trte
z ArMV so zelo podobna tistim, ki jih povzroca okuzba z GFLV (Bovey in sod., 1980).

Rodova Closterovirus in Ampelovirus uvrs¢amo v druzino Closteroviridae. Virusi obeh
rodov so dolge nitaste oblike in vsebujejo enojno linearno pozitivno polarno enoverizno
RNA. Nekatere viruse prenasajo kaparji razlicnih vrst in druge Zuzelke, pogost pa je tudi
prenos virusov s cepljenjem trsov (Fauquet in sod., 2005). V omenjeno druzino spadajo
virusi zvijanja listov vinske trte (Grapevine leafroll associated virus, GLRaV), ki so
uvrséeni v rod Closterovirus ali Ampelovirus (Fauquet in sod., 2005). Vseh devet do sedaj
odkritih virusov GLRaV (GLRaV-1 do GLRaV-9) povezujejo z boleznijo zvijanja listov
vinske trte (Martelli in sod., 2002; Alkowni in Rowhani, 2003).
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Rodova Vitivirus in Foveavirus spadata v druzino Betaflexiviridae (Martelli, 2009). Virusi
obeh rodov so nitaste oblike. Genom je sestavljen iz enojne linearne pozitivno polarne
enoverizne RNA. V rod Vitivirus spada virus vinske trte A (Grapevine virus A, GVA) in
virus vinske trte B (Grapevine virus B, GVB), v rod Foveavirus pa virus razbrazdanja lesa
rupestisa (Rupestis stem pitting associated virus, RSPaV). Vsi omenjeni virusi se prenasajo
z okuzenim sadilnim materialom, GVA in GVB pa prenasajo Se kaparji iz rodov
Pseudococcus in Planococcus (Fauquet in sod., 2005). Vse tri viruse povezujejo z
boleznijo razbrazdanje lesa (RW) (Martelli, 1993; Nakaune in sod., 2007). Posameznih
bolezni RW v naravi zaradi pomanjkanja razlikovalnih bolezenskih znamenj zaenkrat ne
moremo uspesno locevati med seboj (Martelli, 1993).

Rod Maculavirus pripada druzini Tymoviridae. Virusi tega rodu so izometricne oblike in
vsebujejo linearno pozitivno polarno enoverizno RNA. V omenjeni rod spadata Grapevine
red globe virus (GRGV) in flek virus (Grapevine fleck virus, GFkV), ki sta Se poleg drugih
virusov iz druzine Tymoviridae povzrocitelja skupine bolezni, imenovane “fleck complex”.
Ti virusi okuzujejo le vinsko trto in se nahajajo le v floemu okuzene vinske trte (Martelli in
Boudon-Padieu, 2006).

2.2 KUZNO IZROJEVANIE VINSKE TRTE

Bolezen, imenovano kuzno izrojevanje vinske trte (Macek, 1990) povzroca virus GFLV in
je danes razsirjena po celem svetu (Bovey in sod., 1980; Martelli, 1993; Pearson in
Goheen, 1998; Martelli in Boudon-Padieu, 2006). V Evropi je bila ta bolezen prisotna Ze
pred prinesenimi ameriski hibridi. Gre za najstarejSo virusno bolezen na vinski trti, ki naj
bi bila prisotna na obmocju Sredozemlja in na bliznjem Vzhodu Ze od zacetka gojenja
vinske trte (Pearson in sod., 1998; Martelli in Boudon-Padieu, 2006).

KuZno izrojevanje se na vinski trti kaze z razlicnimi bolezenskimi znamenji, kar je
posledica razli¢nih genotipskih variant virusa (Bovey in sod., 1980), razli¢ne ob¢utljivosti
sort vinske trte (Pearson in Goheen 1998; Martelli in Boudon-Padieu, 2006), starosti trsa,
pri kateri je prislo do okuzbe in moznih interakcij z drugimi virusi, ki povzroc¢ajo podobna
bolezenska znamenja (Sutié in sod., 1999).

Na razlicne sorte vinske trte bolezen razlicno vpliva. Pri tolerantnih sortah ne vpliva zelo
na kakovost pridelka, medtem ko pri obcutljivih sortah lahko precej zmanjsa letni donos
grozdja (lahko za ve¢ kot 80 %) in povzroci slabSo kakovost pridelka. Pri obcutljivih
sortah se moc¢no skrajSa tudi zivljenjska doba trsov, poveca se nezdruzljivost cepicev s
podlago, sadilni material se tezje ukorenini in poveca se obcutljivost trsov na podnebne
spremembe (Pearson in Goheen, 1998; Martelli in Boudon-Padieu, 2006).
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Bolezenska znamenja se lahko razvijejo na vseh organih vinske trte. Na trsih in poganjkih
so lahko vidne razlicne deformacije kot so kratki med¢lenki (internodiji), ki dosezejo
kve¢jemu polovico dolzine zdravih, dvojni c¢lenki oz. nasproti lezeCe oko, zraslost
poganjkov (slika 1), nenormalna razvejanost, kot so bifurkacije in rast cik-cak (Bovey in
sod., 1980, Macek in sod., 1990; Martelli, 1993; Pearson in Goheen, 1998; Suti¢ in sod.,
1999; Martelli in Boudon-Padieu, 2006). Ta bolezenska znamenja niso specificna za kuzno
izrojevanje, saj jih lahko povzrocijo tudi drugi virusi izven rodu Nepovirus. Poleg tega pa
lahko tudi pri zdravi vinski trti opazimo zraslost poganjkov, dvojne ¢lenke in kratke
medclenke (Bovey in sod., 1980). S skrajSanjem medc¢lenkov se rast mo¢no zmanjsa, tako
da trsi dobijo grmicast videz, lahko pa spominjajo tudi na brezovo metlo, Se posebej, ko
odpadejo listi (Macek, 1990). Na okuzenih trsih lahko opazimo tudi viliCasto razrast
(bifurkacijo) (Vrsi¢ in Lesnik, 2005) in v primerjavi z zdravimi slabse razvit koreninski
sistem (Bovey in sod., 1980; Pearson in Goheen, 1998; Suti¢ in sod.,1999).

Slika 1: Zraslost poganjkov na vinski trti, okuzeni z GFLV.

Pri okuzenih vinskih trtah so na listih opazna Stevilna bolezenska znamenja, ki se kazejo
kot deformirani listi, odprti sinusi ob listnem peclju, ostro neenakomerno nazobc¢ani robovi
listov (petersiljavost listov), nesimetri¢ni listi (listni polovici nista enakomerno razviti),
kloroze (rumenenje) zil (slika 2), kloroze medzilnih prostorov v obliki rumenih pik,
obrocev ali lis ter rumenenje listov po celotni povrsini (slika 2) (Bovey in sod., 1980;
Martelli, 1993; Pearson in Goheen, 1998; Martelli in Boudon-Padieu, 2006). Pri listih se
lahko ob okuzbi z GFLYV listne zile razporedijo v obliki pahljace (Macek, 1990).
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Slika 2: Bolezenska znamenja na listih vinske trte. Levo — rumenenje celotnih listov, desno — rumenenje

listnih zil.

Bolezen vpliva tudi na razvoj grozdov, ki so lahko manjsi in redke;jsi (slika 3) kot pri
zdravih vinskih trtah (Bovey in sod., 1980; Martelli, 1993; Martelli in Boudon-Padieu,
2006). Pogosto pride po cvetenju do osipa jagod. Na grozdu lahko ostane le tretjina jagod,
izmed katerih je nekaj zelo debelih in veliko zelo drobnih, pogosto pa so jagode brez peck
(Macek, 1990; Vrsi¢ in Lesnik, 2005). Posledi¢no je letni pridelek manjSi in slabSe
kakovosti (zmanjSana vsebnost sladkorjev v grozdju) (Andret-Link in sod., 2004a) ali pa
ga sploh ni (Raski in sod., 1983). Produktivna Zivljenska doba z GFLV okuzenih
vinogradov se lahko zmanjsa s 30-40 let, na 15-20 let (Andret-Link in sod., 2004a).

Slika 3: Redkejsi grozdi pri vinski trti, okuZzeni z GFLV.
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2.3 VIRUS GFLV

2.3.1 Splosne znadilnosti virusa GFLV

Virus pahljacavosti vinske trte (Grapevine fanleaf virus, GFLV) je eden izmed
najpomembnejsih virusov, ki okuzujejo vinsko trto (Bovey in sod., 1980). Poimenovanje
virusa izhaja iz posebne oblike listov okuzene vinske trte, ki dajejo videz odprte pahljace.
Glavni gostitelj] GFLV v naravi so rastline iz rodu Vitis (Pearson in Goheen, 1998; Martelli
in Boudon-Padieu, 2006). GFLV so v naravi odkrili tudi v rastlinah Aristolochia clematitis,
Lagenaria siceraria in Cynodon dactylon (Horvath in sod., 1994, cit. po Izadpanah in sod.,
2003; Izadpanah in sod., 2003).

V vinogradih se prenasa GFLV z ektoparazitno ogorCico Xiphinema index in okuzenim
sadilnim materialom (Pearson in Goheen, 1998; Martelli in Boudon-Padieu, 2006).
Ogorcice X. index se hranijo na konicah korenin vinske trte in Zivijo prosto v tleh. Med
hranjenjem ogorc€ica X. index na okuzeni trti poleg rastlinskih sokov zauzije tudi virusne
delce GFLV, ki se vezejo na specifi¢na mesta v prebavnem traktu ogorcice. Ko se okuzena
ogorcica hrani na koreninah zdrave trte, se virusni delci sprostijo iz mest v prebavnem
traktu in prenesejo v vinsko trto (Urek in Hrzi¢, 1998; Belin in sod., 2001).

Odnos med X. index in GFLV je zelo specifiCen. Za specificno vezavo in zadrzevanje
GFLV v prebavilu ogorcice je odgovoren virusni plascni protein, ki je zapisan na RNA?2.
Determinante, s katerimi se GFLV veZe na specificna mesta v prebavilu ogorcice, so
verjetno names$cene na zunanji povrSini virusne kapside, vendar natan¢en mehanizem
pritrjevanja Se ni znan (Andret-Link in sod., 2004b).

GFLV se s X. index prenasa le na krajSe razdalje, medtem ko se na daljSe razdalje GFLV
prenasa z okuzenim sadilnim materialom. Sirjenje GFLV s sadilnim materialom po svetu
se je pospesilo z uporabo ameriskih podlag v Evropi, ki so odporne na listno us. Pred tem
se je verjetno GFLV S&iril predvsem z ogorCicami na omejenih obmocjih (Pearson in
Goheen, 1998).

V laboratoriju lahko GFLV prenesemo z mehansko inokulacijo iz okuZenega materiala
vinske trte Se na nekatere druge zelnate rastline npr. Chenopodium quinoa, C.
amaranticolor, Gophrena globosa (Pearson in Goheen, 1998; Martelli in Boudon-Padieu,
20006).

GFLV povezujejo tudi z boleznijo, imenovano kompleks razbarvanja zil vinske trte
(grapevine vein-clearing complex, GVCC), ki so jo odkrili na sorti Chardonnay. Gre za



Balazic L. Kvalitativno in kvantitativno dolocanje virusa... (GFLV) z metodo PCR v realnem casu. 8

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. studija mikrobiologije, 2010

bolezen, ki naj bi jo povzrocal kompleks treh virusov: GFLV, virusa obrockaste pegavosti
paradiznika (Tomato ringspot virus, ToORSV) in virusa GRSPaV. Bolezenska znamenja, ki
so znacilna za GVCC, so razbarvanje zil (translucent vein-clearing), kloroze in mozaik na
listih. Za okuzene rastline so znacilni tudi kratki medclenki in rast cik-cak (Lunden in sod.,
2010).

2.3.2 Organizacija genoma in izraZanje genov

Genom GFLYV je sestavljen iz dveh molekul pozitivno polarne enoverizne RNA, RNAT1 in
RNA2 (Pinck in sod., 1988), ki vsebujeta vsaka po en odprt bralni okvir (open reading
frame, ORF) (Ritzenhalter in sod., 1991; Serghini in sod., 1990). Vsaka izmed obeh
genomskih RNA se prepiSe v posamezen poliprotein, ki ga nato specificna proteaza,
kodirana na RNAI, razcepi v funkcionalne proteine (Andret-Link in sod., 2004b). Obe
genomski RNA imata na 5' koncu vezan virusni protein (VPg), na 3' pa se koncata s poliA
repom (Pinck in sod., 1988) (slika 4).

RNA 1 (7342 nt)

se] 1A | 1B l1ic [ 1D | 1E (&) 3’
RNA 2 (3774 nt)
5'gi| 2A | 2B 2C  |<An 3

Slika 4: Shematski prikaz zgradbe genoma GFLV in razporeditev genov na RNA1 in RNA2 (Andret-Link in
sod., 2004a).

RNAT1 je dolga 7342 nukleotidov. Prepise se v poliprotein P1 z molekulsko maso 253 kDa,
ki se razcepi v funkcionalne proteine: 1A (proteazni kofaktor), 1B (NTP vezavni protein,
ki deluje kot helikaza), 1C (VPg), 1D (cisteinska proteaza) in 1E (od RNA odvisna RNA
polimeraza) (Ritzenthaler in sod., 1991; Pinck in sod., 1991).

RNA2? je zgrajena iz 3774 nukleotidov in kodira poliprotein P2 velikosti 122 kDa. P2 s
proteolitskim rezanjem razpade na tri funkcionalne proteine: 2A, 2B in 2C (Serghini in
sod., 1990). Protein 2A sodeluje pri podvojevanju verige RNA2 skupaj s kompleksom
proteinov podvojevanja, ki jih kodira RNA1 (Gaire in sod., 1999). Protein 2B je gibalni
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protein (movement protein, MP), ki sodeluje pri tvorbi tubularnih struktur, s katerimi
virusni delci prehajajo iz okuzene v sosednje neokuzene celice (Ritzenhaler in sod., 1995).
Protein 2C je plascni protein (coat protein, CP), ki sestavlja kapsido (Serghini in sod.,
1990), poleg tega pa je odgovoren za specificnost prenosa GFLV z ogor¢ico X. index
(Andret-Link in sod., 2004b).

Pri genotipski varianti GFLV F13 so odkrili Se dodatno, satelitno RNA, ki ima enako kot
RNAT1 in RNA2 na 5' koncu vezan virusni protein (VPg), na 3' koncu pa poliA rep (Pinck
in sod., 1988; Fuchs in sod., 1989). Satelitna RNA je dolga 1114 nukleotidov in vsebuje 1
ORF, ki nosi zapis za protein P3 z molekulsko maso 37 kDa (Fuchs in sod., 1989). Protein
P3 sodeluje pri podvojevanju satelitne RNA (Hans in sod. 1993).

2.3.3 Genetska variabilnost GFLV

GFLV ima teoreti¢no visok potencial za genetske variacije, ki so posledica dolgega
zadrzevanja virusa v naravnem gostitelju, nenatancne od RNA-odvisne polimeraze in
odsotnosti popravljalnih mehanizmov ter rekombinacijskih dogodkov med razli¢nimi
genotipskimi variantami virusa. Vse to omogoca nastanek novih genotipskih variant ali
navideznih vrst (quasispecies) (Andret-Link in sod., 2004a). Tako lahko posamezna
rastlina hkrati vsebuje ve¢ razlicnih genotipskih variant istega virusa (Naraghi in sod.,
2001; Vigne in sod., 2004b; Pompe-Novak in sod., 2007; Liebenberg in sod., 2009), kar je
lahko posledica ponavljajocega prenosa posameznih variant z ogorCico X. index,
dolgotrajne izpostavljenosti vinske trte prenasalcu X. index ali prenosa razlicnih variant
GFLYV s cepljenjem (Vigne in sod., 2004b).

Med genotipskimi variantami istega virusa ali med sorodnimi virusi v rastlini lahko pride
do rekombinacije. Rekombinacija je izmenjava genetskega materiala med procesom
podvojevanja (Garcia-Arenal, 2003). Loc¢imo tri tipe rekombinacije: natan¢no homologno,
nenatancno homologno (aberrant homologous) in nehomologno rekombinacijo. Do
homologne rekombinacije pride med dvema verigama RNA z enakim ali podobnim
zaporedjem. Pri natan¢ni homologni rekombinaciji se verigi prekrizata na to¢no dolo¢enem
homolognem mestu, pri nenatan¢ni homologni pa na drugih mestih, kar privede do
nastanka hcerinske verige z delecijami, duplikacijami in insercijami. Slednja je znacilna le
za rekombinacije RNA. Nehomologna rekombinacija se pojavi med dvema razlicnima
verigama RNA in je zelo redka pri rekombinacijah RNA (Lai, 1992).

Naraghi-Arani in sodelavei (2001) so na podlagi nukleotidnega zaporedja gena 2C
dokazali prisotnost razliénih genotipskih variant virusa GFLV v posameznih trtah v
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kalifornijskih vinogradih, ki so se v nukleotidnem zaporedju gena 2C razlikovale za 11-13
% in v aminokislinskem zaporedju za 4-9 % (Naraghi in sod., 2001).

Na podlagi nukleotidnega zaporedja gena 2C so tudi Liebenberg in sodelavci leta 2009
dolocili genetsko variabilnost izolatov GFLV iz vinogradov Juzne Afrike. Dokazali so, da
so si na nukleotidnem nivoju izolati podobni v 86-99 %, na aminokislinskem pa v 94-99 %
(Liebenberg in sod., 2009).

Genetsko variabilnost virusa GFLV so preucevali tudi Vigne in sodelavci (2004 a,b), ki so
z analizo gena 2C 347 izolatov iz gensko spremenjenih in nespremenjenih trt dokazali, da
priblizno polovica izolatov vsebuje veC kot eno genotipsko varianto GFLV. Z dolocitvijo
nukleotidnega zaporedja 93 genotipskih variant in filogenetsko analizo so ugotovili, da 5
genotipskih variant, ki so jih izolirali iz gensko nespremenjenih trt, izstopa v filogenetskem
drevesu. Pri vseh petih so dokazali, da so nastale z rekombinacijo na razlicnih mestih v
kodirajoci regiji gena 2C. Gre za prvo odkritje pojava rekombinacije v kodirajoci regiji pri
nepovirusih v naravnem gostitelju ob odsotnosti selekcijskega pritiska, ki ga obicajno
povzrocijo eksperimentalne razmere.

Pri 93 genotipskih variantah so ugotovili, da je variabilnost na nukleotidnem nivoju
znasala 0,2-13,8 %, pri aminokislinskem zaporedju pa le 0,2-6,9 %. Za gen 2C je torej
znacilna precejSnja genetska stabilnost. Odkritje rekombinacije v genu 2C je verjetno
povezano s tem, da aminokisline, ki so potrebne za funkcionalnost plasénega proteina, niso
bile prizadete (Vigne in sod., 2004a,b).

V nadaljnih raziskavah so Vigne in sodelavci (2005) preucevali bioloSke lastnosti
rekombinantega izolata A17b, ki je eden izmed petih odkritih rekombinantnih izolatov, in
jih primerjali z bioloskimi lastnostmi nerekombinantnih izolatov GFLV. Izolat A17b so
prenesli iz vinske trte v testno rastlino Gomphrena globosa in nato naprej z zaporednimi
pasazami v Chenopodium quinoa. Na podlagi preucevanja nukleotidnega zaporedja gena
2C rekombinantnega izolata A17b v obdobju petih let, izoliranega iz vinske trte kot iz
testnih rastlin, se zaporedje gena 2C ni kaj dosti spremenilo. S tem so potrdili stabilnost
gena 2C. Za rekombinantni izolat A17b so dokazali tudi, da se prenasa s cepljenjem in
ogorcico X. index ter povzroca enaka bolezenska znamenja kot nerekombinantni izolati
GFLV. Rekombinantni izolat A17b v primerjavi z nerekombinantnimi izolati GFLV torej
ni kazal razlik v bioloskih lastnostih.

Pri dolo¢itvi nukleotidnega zaporedja celotne kodirajoce regije RNA2 rekombinantnega
izolata A17b so ugotovili, da je poleg rekombinacije v genu 2C verjetno prislo tudi do
rekombinacije na obmocju gena 2A, vendar te niso uspeli dokazati. Z analizo nukleotidnih
zaporedij so odkrili, da velikost gena 2A najbolj variira (765-774 nukleotidov in 255-258
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aminokislin) glede na gena 2B in 2C. Aminokislinska podobnost je za gen 2A znaSala 85-
91 %, za gen 2B 98-99 % in za gen 2C 95-96 % (Vigne in sod., 2005).

Pompe-Novak in sodelavci (2007) so ugotavljali genetsko variabilnost GFLV na podlagi
celotnega bralnega okvirja (ORF) RNA2 v 9 vzorcih vinske trte, sorte Volovnik. S
sekvencno analizo ORF RNA2 so dokazali, da je bilo v nekaterih vzorcih prisotnih ve¢
razlicnih genotipskih variant GFLV. Variabilnost na nukleotidnem nivoju RNA2 je bila
razlicna in sicer najvecja pri genu 2A in 2C ter najmanjsa pri genu 2B. V treh vzorcih so
dokazali rekombinacijo znotraj gena 2A na mestu 220-225 (Pompe-Novak in sod., 2007).

GFLV in ArMV imata podobno organizacijo genoma (Vigne in sod., 2008), vendar sta si
serolosko razlicna. Skupaj pogosto povzroCata meSano okuzbo v vinogradih Srednje
Evrope (Bovey in sod., 1980). Vigne in sodelavci (2008) so preucevali pojav rekombinacij
med variantama GHu virusa GFLV (GFLV-GHu) in Ta virusa ArMV (ArMV-Ta), ki so ju
izolirali iz vinske trte. Rekombinacijo med GHu-GFLV in Ta-ArMV so odkrili na
molekuli RNA2 in sicer na nekodirajoci regiji na 5' koncu, genu 2A in 2B, medtem ko do
rekombinacije ni priSlo na genu 2C in nekodirajo¢i regiji na 3' koncu. To kaze na
dinamic¢en odnos med sorodnima virusoma GFLV in ArMV ter razlien selekcijski pritisk
na nestrukturne in strukturne proteine, ki jih kodira RNA2 (Vigne in sod., 2008).
Rekombinacija med razliénima vrstama virusa lahko vpliva na evolucijo populacije
virusov in lahko vodi do pojava novih virusov in posledi¢no novih bolezni (Worobey in
sod., 1999).

Vigne in sodelavci (2009) so v vinogradih, okuzenih z GFLV, testirali vinske trte, ki so jih
za obdobje 12 let navzkrizno zascitili z manj virulentnima sevoma GFLV-GHu in ArMV-
TA. Preucevali so genetsko variabilnost populacij virusov na podlagi RNA2 molekule in
pojav rekombinacij med izolati virusa GFLV in GFLV-GHu ter med izolati GFLV in
ArMV-Ta. Pri ArtMV-Ta in GFLV-GHu se v obdobju 12 let nukleotidno zaporedje RNA2
ni kaj dosti spremenilo (0,1-1,1 % za ArMV-Ta in 0,1-1,2 % za GFLV-GHu). Pri izolatih
GFLYV je variabilnost RNA2 na nukleotidnem nivoju znaSala 0,2-13 %. Rekombinacijo so
dokazali med izolati GFLV, ne pa tudi med izolati GFLV in GFLV-GHu ter izolati GFLV
in ArMV-Ta. Rekombinacije niso zaznali tudi v gensko spremenjenih rastlinah (Vigne in
sod., 2004a,b). To je lahko posledica utisSanja RNA (Voinnet, 2008), ki je lahko aktivna v
obeh tipih rastline, vendar so Se potrebne raziskave, da bi to dokazali (Vigne in sod., 2009).

2.3.4 Kontrola in omejevanje Sirjenja okuzbe z GFLV

Za kontrolo in omejevanje Sirjenja okuzbe z GFLV obstajajo razli¢ni nacini. Eden izmed
nac¢inov omejevanja Sirjenja GFLV je zatiranje ogorCice X. index, vendar je to v
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obstojeCem vinogradu tezje izvedljivo (Pearson in Goheen, 1998). Pomembnejsa je izbira
neokuzene povrsine pred zasaditvijo vinograda in zdravega materiala (Pearson in Goheen,
1998; Andret-Link in sod., 2004a). Pri saditvi vinograda na povrsino izkréenega okuzenega
vinograda, kjer so dokazali prisotnost z GFLV okuzene ogorcice, je pomembna vsaj 10-
letna doba mirovanja tal, saj lahko z GFLV okuZene X. index prezivijo vec let tudi ob
odsotnosti gostitelja (Demangeat in sod., 2005). Zatiranje ogor¢i¢ je mozno z uporabo
kemicnih sredstev - nematicidov, ki velikokrat niso najbolj ucinkoviti zaradi narave
ogorcic (bivanje globoko v tleh) in globine trsnih korenin (Urek in Hrzi¢, 1998) ter tudi z
ekoloSkega staliS¢a niso najbolj sprejemljivi.

Sirjenje virusa GFLV lahko omejimo tudi z vzgojo in razirjanjem brezvirusnega
(zdravega) sadilnega materiala (Urek in Hrzi¢, 1998). Brezvirusni sadilni material lahko
dobimo s toplotno obdelavo (na 38-40 °C najmanj za Stiri tedne), z in vitro meristemsko
kulturo ali s somatsko embriogenezo (Martelli in Boudon-Padieu, 2006). Somatska
embriogeneza se je izkazala kot uspeSen nacin omejitve Sirjenja GFLV, saj je bila
ucinkovitost pri vzgoji brezvirusnega materiala skoraj 100 % (Gambino in sod., 2009).

Za vzgojo odpornih podlag na GFLV in X. index so uporabili nekatere divje vrste iz rodov
Vitis in Muscadinia, ki so odporne na GFLV in njegovega prenasalca, ogorCico X. index
(Pearson in Goheen, 1998).

Za omejitev Sirjenja virusa so preucevali tudi moznost navzkrizne zascite z virusoma
GFLV in ArMV. Komar in sodelavci (2008) so primerjali moznost okuZzbe ter kvaliteto in
koli¢ino letnega pridelka pri kontrolnih zdravih trtah in pri trtah, okuzenih z manj
virulentnim sevom GFLV-GHu ali ArMV-Ta. Pri trtah, ki so bile okuzene z GFLV-GHu
ali ArMV-Ta je bila moZnost okuzbe veliko manjsa kot pri testnih trtah, vendar je bila tudi
kvaliteta in koli¢ina letnega pridelka teh trt manjSa, zaradi ¢esar navzkrizna zasCita ni
najbolj uporabna metoda za omejevanje Sirjenja virusa GFLV (Komar in sod., 2008).

Novejsa moznost omejevanja Sirjenja GFLV je uporaba gensko spremenjenih rastlin vinske
trte, odpornih na GFLV. Obstaja Ze nekaj podlag, odpornih na GFLV, ki imajo v rastlinski
genom vstavljen gen za plascni protein GFLV (Xue in sod., 1999; Vigne in sod., 2004a).
Ena izmed nevarnosti uporabe gensko spremenjenih rastlin je moznost rekombinacije med
genom za plascni protein, vstavljenim v rastlinski genom, in RNA virusi, ki so naravno
prisotni v vinogradu. Fuchs in sodelavci (2007) so preucevali oceno tveganja uporabe
gensko spremenjenih rastlin v naravnem okolju in oceno rekombinacij med genom za
plaséni protein, vnesenim v rastlino in virusom, ki okuzuje gensko spremenjeno rastlino.
Med gensko spremenjenimi trsi, ki so izrazali plascni protein GFLV in so bili okuZeni z
homolognim ali heterolognim virusom, ni bil odkrit noben rekombinanten virus, ¢eprav so
bile v omenjenih trsih prisotne velike koli¢ine transkriptov vnesenega gena. Med 3-letnim
trajanjem poskusa ni bilo zaznanega vpliva gensko spremenjenih trsov na populacije
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virusov. Gre za prvo raziskavo o uporabi gensko spremenjenih trt pod naravnimi
razmeramu na razli¢nih lokacijah.

2.4 METODE ZA DOLOCANJE VIRUSA GFLV V RASTLINSKEM MATERIALU

Za doloc¢anje virusa GFLV v rastlinskem materialu je bilo do sedaj uporabljenih vec
razlicnih metod, ki temeljijo na razli¢nih lastnostih virusa. Na infektivnosti virusa temelji
indeksiranje, t.j. dokazovanje virusov preucevane vinske trte z doloCenimi sortami vinske
trte ali zelnatimi testnimi rastlinami, ki se znacilno in vedno odzovejo na okuzbo z
dolocenim virusom. Na okuzbo z GFLV se tipi¢no odzove vrsta Vitis rupestris sorte St.
George (Martelli in sod., 1993), ki po 3-4 tednih po inokulaciji razvije bolezenska
znamenja, ki so vidna kot kloroze v obliki pik, lis ali ¢rt in kot lokalizirane kloroze na
listih. Kasneje se lahko razvijejo tudi kroni¢na bolezenska znamenja, ki se kazejo kot
zmanj$ana rast, mo¢no nazobcani listi, rumenenje in deformacije listov. Testne rastline, ki
se uporabljajo za dokazovanje GFLV so: Chenopodium quinoa, C. amaranticolor,
Gomphera globosa, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, kumare Cucumis sativus in
fizol Phaesolus vulgaris (Martelli in sod., 2001).

Med seroloSkimi metodami se najpogosteje uporablja neposredni sistem dvojnih protiteles
t.i. metoda dvojnega senvica ELISA (double antibody sandwich, DAS-ELISA) (Huss in
sod., 1986; Walter in Etienne, 1987; Rowhani in sod., 1992; Cepin in sod., 2009;
Liebenberg in sod., 2009), ki je standardna metoda za dolo¢anje GFLV (Nolasco, 2003).
Zaradi slabe obcutljivosti ta metoda za doloc¢anje virusa GFLV ni vedno zadovoljiva, saj je
njegova koncentracija, v razlicnih organih vinske trte in v razlicnem obdobju rastne
sezone, razlicna (Walter in Etienne, 1987; Rowhani, 1992; Bouyahia in sod., 2003; Cepin
in sod., 2009). Med seroloskimi metodami za dolocanje GFLV pa poznamo tudi test
ImmunoStrip, ki je hitrejSi in enostavnejSi za interpretacijo kot test DAS-ELISA
(Liebenberg in sod., 2009).

Zaradi slabe obcutljivosti serolo§kih metod je prislo do razvoja molekularnih metod, ki
temeljijo na nukleinskih kislinah virusa. Najprej so se za doloc¢anje virusa GFLV razvile
hibridizacijske metode z radioaktivno ali z dioksigeninom oznaceno cDNA sondo (Fuchs
in sod., 1991; Gemmrich in sod., 1993). Kasneje je prislo do razvoja RT-PCR, ki se sestoji
iz dveh reakcij: reakcije obratnega prepisovanja (reverse transcription, RT) in verizne
reakcije s polimerazo (polymerase chain reaction, PCR). Metoda RT-PCR je primerna za
dolocanje rastlinskih virusov, ki so prisotni v nizkih koncentracijah ali so neenakomerno
razporejeni v rastlinskem tkivu (Wetzel in sod., 2002), zato je bilo do zdaj razvitih ze
veliko RT-PCR metod za doloc¢anje virusa GFLV v tkivu vinske trte, od katerih vecina
pomnozuje najbolje preucen 2C gen RNA2 molekule (Rowhani in sod., 1993; Fattouch in
sod., 2001; Wetzel in sod., 2002; Buzkan in Walker, 2004; Gambino in sod., 2006; Osman
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in Rowhani, 2006; Osman in sod., 2008 Liebenberg in sod., 2009). Zaradi specifi¢nosti,
obcutljivosti in mnogostranskosti metoda RT-PCR omogoca rutinsko doloc¢evanje GFLV v
okuzeni vinski trti (Buzkan in Walker, 2004).

V zadnjem &asu avtorji poro¢ajo o razvoju RT-PCR v realnem ¢asu (RT-PCR-RC) (Osman
in Rowhani, 2006; Blahova in Pidra, 2009), ki je hitrejSa, bolj specificna in obcutljivejSa
metoda v primerjavi z ostalimi molekularnimi metodami ter omogoca sprotno spremljanje
koli¢ine PCR produkta (Gachon in sod., 2004).

RT-PCR-RC so nadgradili z metodo, imenovano low density arrays (LDA), ki omogoca
socasno dolocanje razli¢nih rastlinskih virusov v vzorcu v eni sami reakciji. V primerjavi z
RT-PCR-RC je metoda LDA hitrej$a in cenejia pri dolodanju razli¢nih rastlinskih virusov
(Osman in sod., 2008).

2.5 IZOLACIJA RNA 1Z OKUZENEGA RASTLINSKEGA MATERIALA

Dolocanje prisotnosti virusov z RT-PCR v rastlinskem materialu je pogosto ovirano oz.
onemogoceno zaradi inhibitorjev, ki so prisotni v rastlinskih ekstraktih in inhibirajo
aktivnost encimov reakcije RT-PCR (Rowhani in sod., 1995; Osman in Rowhani, 2006).
To lahko vpliva na omejitev uporabe RT-PCR zaradi zmanjSane obcutljivosti metode
(Wetzel in sod., 2002). Za odstranitev inhibitorjev oz. zmanjSanje njihove aktivnosti je zelo
pomembna ucinkovita metoda izolacije RNA iz rastlinskega materiala. Do danes je razvitih
ze kar nekaj metod izolacije RNA, ki odstranijo ali vsaj zmanjsajo prisotnost inhibitorjev
reakcije RT-PCR.

Ena izmed nacinov izolacije RNA je imobilizacija virusov, ki je lahko nespecificna ali
specifi¢na. Pri nespecifiéni vezavi se virusi iz okuZenih rastlinskih ekstraktov direktno
vezejo na trden nosilec (direct binding, DB), pri specificni pa na specificna protitelesa
vezana na nosilec (immunocapture, IC). S spiranjem s pufrom odstranimo inhibitorje, kar
omogoca ucinkovitejSo dolocitev virusov z reakcijo RT-PCR. Rowhani in sodelavci (1995)
so s primerjanjem obcutljivosti DB-RT-PCR in IC-RT-PCR postopkov dokazali, da je I1C-
RT-PCR obcutljivejsa metoda za dolocanje rastlinskih virusov (Rowhani in sod., 1995).

Za izolacijo RNA in uspesno odstranitev inhibitorjev so na voljo tudi komercialni kiti
razlicnih proizvajalcev. MacKenzie in sodelavci (1997) so za izolacijo RNA razli¢nih
virusov iz okuZenega rastlinskega materiala uporabili nekoliko prilagojen postopek za
RNeasy Plant Mini Kit proizvajalca Qiagen. Ta metoda ucinkovito odstrani polifenole in
druge inhibitorje brez uporabe organskih topil, poleg tega pa je izredno hitra. Osman in
sodelavci (2008) so primerjali izolacijo RNA z RNeasy Plant Mini Kit-om (metoda 1),
avtomatsko izolacijo RNA z X-Tractor Gene ™ (metoda 2) ter 6700 Automated Nucleic
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Acid Workstation (metoda 3). Pri slednji so uporabili razli¢no koncentracijo liznega pufra
(1x ali 2x). Za najbolj u¢inkovito metodo se je izkazala metoda 3, pri kateri so uporabili 2x
lizni pufer, sledila je metoda 1 in nato metoda 3 z 1x liznim pufrom ter metoda 2, ki je bila
najmanj ucinkovita.

Harju in sodelavci (2005) so izolirali RNA z metodo sprostitve virusov po testu ELISA
(post-ELISA virus release) za dolocitev virusa nekroticnega rumenenja listnih zil pese
(Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV) z RT-PCR-RC. Uporaba sprostitve virusov po
testu ELISA v povezavi z RT-PCR-RC omogoca potrditev pozitivnih rezultatov testa
ELISA brez ponovne priprave vzorcev in celotne izolacije RNA. Ceprav je sprostitev
virusov po testu ELISA v primerjavi z izolacijo celokupne RNA z CTAB manj obcutljiva,
pa je sprostitev virusov po testu ELISA ¢asovno precej manj zamudna kot izolacija RNA s
CTAB (Harju in sod., 2005).

Za izolacijo RNA so razvili metodo lovljenja virusne RNA na sondo (RNA oligoprobe
capture). Pri tej metodi se virusna RNA veze na specificno sondo, ki je pritrjena na
membrano. Po fazi pritrjanja sledi spiranje, pri ¢emer se vezana virusna RNA sprosti v
raztopino. Metoda RNA oligoprobe capture-RT-PCR je v primerjavi z IC-RT-PCR bolj
obcutljiva in omogoca doloCanje prisotnosti virusov tudi takrat, ko ne poznamo specifi¢nih
protiteles virusov (Fattouch in sod., 2001).

Buzkan in Walker (2004) sta primerjala dve metodi izolacije RNA iz vinske trte, okuzene z
GFLV in sicer ekstrakcijo s fenolom in kloroformom ter ekstrakcijo s suspenzijo
kremenovih delcev. Pri slednji se fenoli iz rastlinskega ekstrakta vezejo na kremenove
delce, ki jih odstranimo iz raztopine z dodatkom etanola. Ekstrakcija RNA s fenolom in
kloroformom se je izkazala za neucinkovito pri pomnozevanju s PCR, poleg tega pa je pri
delu s fenolom in kloroformom potrebna velika previdnost zaradi njihove toksi¢nosti na
zdravje Cloveka. Za razliko od ekstrakcije s fenolom in kloroformom se je ekstrakcija s
suspenzijo kremenovih delcev izkazala za enostavno, Casovno nezamudno in uspe$no
metodo ekstrakcije majhnih kolic¢in RNA iz rastlinskega tkiva. Poleg tega je ta metoda tudi
cenejSa v primerjavi s komercialnimi kiti za ekstrakcijo RNA (Buzkan in Walker, 2004).

Enostavno in hitro izolacijo RNA iz okuzenega rastlinskega materiala sta leta 2006 razvila
Osman in Rowhani. Pripravljene rastlinske ekstrakte sta nanesla na najlonske in FTA"™
membranske diske, ki sta jih posusSila pri sobni temperaturi. Diske iz najlonskih membran
sta sprala s pufrom GES in jih temperaturno obdelala, da se je sprostila RNA, ki sta jo nato
dodala v reakcijsko me$anico za PCR. FTA® membranske diske sta sprala z reagentom
FTA® in pufrom TE, jih posusila in dodala reakcijsko me$anico za PCR. Tak nagin
izolacije RNA se je izkazal za uspeSnega pri obeh preu¢evanih metodah, RT-PCR in RT-
PCR-RC, za dolo¢anje patogenih mikroorganizmov v rastlinskem materialu.
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2.6 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU

Verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (PCR-RC) predstavlja nadgradnjo klasi¢ne
metode PCR. Princip PCR-RC temelji na sprotnem dolodanju in vizualizaciji
pomnozenega odseka nukleinske kisline na podlagi fluorescence (Bustin in sod., 2005).
Glede na kemijsko reakcijo lo¢imo dve skupini molekul za dolo¢anje pomnozenega dela
nukleinske kisline. Prva skupina molekul so fluorogene molekule (npr. etidijev bromid,
SYBR Green I), ki se nespecificno vezejo v dvojno vijatnico DNA, drugo skupino pa
predstavljajo oligonukleotidne sonde s fluorescentnim barvilom in duSilcem (npr.
TagMan), ki omogocajo bolj specificno dolo¢anje DNA (Arya in sod., 2005).

SYBR Green I se veze v dvojno vijacnico DNA in ob tem mocno fluorescira (slika 5).
Intenziteta fluorescence je odvisna od koli¢éine dsDNA, ki je prisotna v reakciji.
Pomanjkljivost SYBR Green 1 je nespecificna vezava zaradi Cesar poleg specificnih
produktov zaznamo tudi nespecificne produkte in dimere zacetnih oligonukleotidov
(Gachon in sod., 2004; Arya in sod., 2005).

QR S

O 00
o0
SYBE Green I

Slika 5: Princip PCR-RC s fluorogeno molekulo SYBR Green I (Arya in sod., 2005: 212).

Med fluorescentnimi oligonukleotidnimi sondami se najpogosteje uporablja TagMan
sonda, ki se specificno veze na tar¢no zaporedje (slika 6). TagMan kemija temelji na 5' —
3' eksonukleazni aktivnosti 7aq polimeraze, ki se v reakciji PCR uporablja za
pomnozevanje odsekov nukleinske kisline. TagMan sonda ima kovalentno vezani dve
fluorescentni barvili. Na 5' koncu je vezana porocevalska molekula (npr. 6-
karboksifluorescein: FAM), ki fluorescira, na 3' koncu pa dusilec (npr. 6-karboksi-tetra-
metilrodamin: TAMRA), ki oddano fluorescenso zadusi. Med podaljSevanjem verige DNA
s Taq polimerazo, ki zaradi svoje eksonukleazne aktivnosti razgradi sondo, pride do locitve
porocevalske molekule od dusilca. Posledica locitve je nemoteno oddajanje fluorescence
porocevalske molekule (Arya in sod., 2005).
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Slika 6: Princip PCR-RC s dvojno oznageno oligonukleotidno TaqMan sondo (Arya in sod., 2005: 210).

Na TagMan kemiji temeljijo tudi novejSe MGB sonde, ki imajo na 3' koncu namesto
dusilca vezano MGB (minor groove binder) molekulo, ki deluje kot duSilec, hkrati pa
mocno poveca stabilnost vezave sonde na komplementarno verigo oz. tarCno zaporedje
DNA. Zaradi tega so MGB sonde krajsSe in bolj specifi¢ne v primerjavi z drugimi sondami
in tako zmanjsajo ozadje fluorescence, ki je posledica nespecifi¢ne fluorescence (Kutyavin
in sod., 2000).

V vsakem ciklu pomnoZevanja taréne molekule s PCR-RC racunalniski program zabelezi
jakost fluorescentnega signala (Valasek in Repa, 2005). Krivulja pomnoZzevanja, ki jo pri
tem izriSe, predstavlja odvisnost spremembe jakosti fluorescence (ARn) od Stevila ciklov
reakcije PCR (slika 7). ARn je razlika med fluorescenco produkta v katerikoli casovni tocki
med pomnozevanjem in fluorescenco bazne linije (fluorescencno ozadje). V prvih ciklih
pomnozevanja signal fluorescence produkta ne preseze praga (ang. »threshold«). Prag je
dolocen v linearnem delu krivulje, kjer je najbojsa u¢inkovitost pomnoZevanja. Ct vrednost
predstavlja Stevilo ciklov potrebnih, da fluorescenca doseze prag detekcije (Arya in sod.,
2005). Cim veg je kopij taréne molekule na zadetku v vzorcu, tem hitreje bo narasdala
jakost fluorescence in Ct bo manjsi (Bustin in sod., 2005). PomnoZevanje tar¢ne molekule
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poteka uc€inkovito do plato faze, kjer se reakcija upoc€asni zaradi zmanjSanja koncentracije
zacetnih oligonukleotidov in encimov ter kopicenja inhibitorjev reakcije PCR (Mackay,
2004).

_plato faza

'
vZorec /
ARn

F.

.'IlI
/ eksponentna faza
/

prag Ct

[

I

fluorescenino ozadje
I I
0 20 40

stevilo ciklov PCR

Slika 7: Graf pomnoZevanja taréne molekule z metodo PCR-RC (Arya in sod., 2005: 211).

Metoda PCR-RC omogoda dologevanje koli¢ine pomnoZene taréne molekule v vzorcu
(kvantitativni PCR-RC) (Ginzinger, 2002; Arya in sod., 2005). Lo¢imo dve wvrsti
kvantifikacije: absolutno in relativno.

Absolutna kvantifikacija omogoc¢a dolocanje koli¢ine taréne molekule v neznanem vzorcu
iz umeritvene (standardne) krivulje (Arya in sod., 2005), ki odraza linearno razmerje med
vrednostmi Ct in logaritemskimi vrednostmi teoretinih koncentracij tar¢nega zaporedja
standarda (Ginzinger, 2002; Wong in Mendrano, 2005).Umeritvena krivulja se izriSe na
podlagi redCitev tarénega zaporedja standarda do stopnje, kjer pride do stohasti¢nega
efekta, kar pomeni, da zaradi zelo nizke koncentracije tar¢nega zaporedja dobimo zelo
razlicne vrednosti Ct ali pa virusa ne dolo¢imo vec. Iz tega sklepamo, da je v reakciji
prisotnih 1-10 molekul tar¢nega zaporedja virusa. Na podlagi tega se doloCi teoreticna
koncentracija tarCnega zaporedja standarda v vseh ostalih redcitvah. Teoreti¢na
koncentracija nam pove Stevilo tar¢nih molekul virusa na reakcijo (Ellison in sod., 2006).
Iz umeritvene krivulje lahko dobimo tudi naklon krivulje in koeficient linearne regresije
(Rz). R’ nam pove, kako dobro se meritve prilegajo idealni premici (idealen je 1). Iz
naklona krivulje pa lahko dolo¢imo uc¢inkovitost pomnoZevanja, ki je v idealnih razmerah
(ob naklonu krivulje -3,32) 100 %, kar pomeni, da z vsakim ciklom reakcije nastane
dvakrat ve¢ produkta (Ginzinger, 2002; VanGuilder in sod., 2008). Ucinkovitost
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pomnozevanja je pogosto manjSa, kar moramo upoStevati pri zacetne koliine tar¢ne
molekule v vzorcu.

Pri relativni kvantifikaciji primerjamo spremembo koli¢ine tar¢ne molekule v neznanem
vzorcu s spremembo koli¢ine taréne molekule v referenénem vzorcu (Livak in sod., 2001).
Prednost relativne kvantifikacije v primerjavi z absolutno kvantifikacijo je, da pri relativni
kvantifikaciji ne potrebujemo absolutne umeritvene krivulje. Za relativno kvantifikacijo
uporabljajo razlicne matematicne modele, na podlagi katerih dolo¢imo koli¢ino tar¢ne
molekule (Wong in Mendrano, 2005).

Pri rastlinah se metoda PCR-RC uporablja predvsem za odkrivanje in dolo¢anje razliénih
rastlinskih simbiontov in povzrociteljev bolezni, za ugotavljanje okuzbe zivilskih
proizvodov, za ugotavljanje koli¢ine transgenov, vklju¢enih v rastlinski genom in za
ugotavljanje izrazanja genov. Za zelo razsirjeno velja tudi uporaba PCR-RC v povezavi z
mikrocipi (Gachon in sod., 2004).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 VINOGRADI IN RASTLINSKI MATERIAL

Rastlinski material vinske trte (Vitis vinifera L.) smo nabrali v vinogradih na razli¢nih
lokacijah na Krasu (Dutovlje, Komen, Malinkovci in Tomaj) in v Vipavski dolini (LozZe)
(preglednica 1). Liste in rozge vinske trte smo vzor€ili skozi celo rastno sezono 2008
(junij, julij, avgust in september) in julija 2009, medtem ko smo izven rastne sezone
(januar 2009) vzorcili le olesenele rozge. Nekaj rastlinskega materiala (liste) smo nabrali
maja 2009 v rastlinjaku na Nacionalnem institutu za biologijo (NIB) (preglednica 2). V
raziskavo smo vkljucili tako z virusom GFLV okuZzene trse, kot tudi zdrave oz. z virusom
GFLV neokuzene trse.

Trsi v vinogradih so oznaceni z kratico sorte, ki ji v nekaterih primerih sledi kratica
vinograda ali elita (ime mati¢ne rastline), nato pa Stevilka vrste, v kateri se trs nahaja, ter
zaporedna Stevilka trsa v tej vrsti (npr. Volovnik 2/52 ali Refosk KV20 11/10).

Preglednica 1: Seznam vzorcev vinske trte iz vinogradov na Krasu (Dutovlje, Komen, Malinkovci in Tomaj)

in v Vipavski dolini (Loze).

Oznaka vzorca | Sorta vinske trte | Kratica Kraj vinograda | Stevilka Stevilka trsa v
vinske trte vinograda vrste v | vrsti
ali elita vinogradu | vinograda
Ref DU 2b/54 Refosk DU Dutovlje 2b 54
Ref DU 2/19 Refosk DU Dutovlje 2 19
Ref DU 3/13 Refosk DU Dutovlje 3 13
Ref DUK 1/23 Refosk DUK Dutovlje-kapelica | 1 23
Ref92/71 Refosk 9 Komen 2 71
Ref 26 6/2 Refosk 26 Komen 6
Ref 26 6/4 Refosk 26 Komen 6
Ref 56 11/18 Refosk 56 Komen 11 18
Ref KV20 11/10 | Refosk KV20 Malinkovci 11 10
Ref TO 5/8 Refosk TO Tomaj 5 8
Vol 2/52 Volovnik Loze 2 52
Vol 2/54 Volovnik LoZe 2 54
Vol 2/55 Volovnik Loze 2 55
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Preglednica 2: Seznam vzorcev vinske trte iz rastlinjaka na Nacionalnem institutu za biologijo (NIB) v
Ljubljani. Ref DU 1/1 (Refosk, Dutovlje, vrsta 1, trs 1), Ref 51 11/69 (Refosk, elita 51, vrsta 11, trs 69), Ref
61 12/68 (Refosk, elita 61, vrsta 12, trs 68) so trsi, ki so bili preneseni iz vinogradov v rastlinjak in imajo

enake oznake kot v vinogradih.

Oznaka vzorca vinske trte Sorta vinske trte
Rebula Rebula

Ref DU 1/1 Refosk

Ref 51 11/69 Refosk

Ref 61 12/68 Refosk

Vol 10 Volovnik

3.2 ANALIZA VZORCEV

3.2.1 Homogenizacija rastlinskega materiala
3.2.1.1 Homogenizacija rastlinskega materiala za ekstrakte za test ELISA

V ekstrakcijske vretke z membrano na sredini (Bioreba, Svica) smo natehtali 0,5 g listov
posameznega vzorca vinske trte in jih homogenizirali v 5 ml ekstrakcijskega pufra za
vinsko trto (1:10) s homogenizatorjem Homex Bioreba (Bioreba, Svica). Po enakem
postopku smo zatehtali 0,5 g nastrganega floemskega tkiva rozg vinske trte in ga
homogenizirali v 7 ml ekstrakcijskega pufra za vinsko trto (1:14). Homogeniziran
rastlinski material smo s plasti¢nimi pasteurjevimi pipetami prenesli iz ekstrakcijskih vreck
v mikrocentrifugirke in shranili na -80 °C do uporabe.

Sestava ekstrakcijskega pufra za vinsko trto (pH 8,2)

TRIS (Sigma, Nemcija) 264 mM
TRIS-HCI (Sigma, Nemcija) 236 mM
NaCl (Merck, Nemcija) 137 mM
PVP K25 (Fluka, Nemcija) 2%
PEG 6000 (Merck, Nemcija) 2 mM

Tween 20 (Sigma, Nemcija) 0,05 %
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3.2.1.2 Homogenizacija rastlinskega materiala za ekstrakte v pufru RLC

Rastlinski material za ekstrakte v pufru RLC smo homogenizirali na dva nacina: s
homogenizatorjem Homex Bioreba (Bioreba, Svica) in s homogenizatorjem TissueLyser
(Qiagen, ZDA).

Pri prvem nacinu homogenizacije smo v ekstrakcijske vre¢ke z membrano (Bioreba, Svica)
natehtali 0,25 g listov posameznega vzorca vinske trte in jih homogenizirali v 2,5 ml
modificiranega in segretega pufra RLC (1:10) s homogenizatorjem Homex Bioreba
(Bioreba, Svica). Po enakem postopku smo zatehtali 0,25 g nastrganega floemskega tkiva
rozg vinske trte in ga homogenizirali v 3,5 ml modificiranega in segretega pufra RLC
(1:14). Homogeniziran rastlinski material smo s plasticnimi pasteurjevimi pipetami
prenesli iz ekstrakcijskih vreck v mikrocentrifugirke in shranili pri -80 °C do uporabe.

Pri drugem nacinu homogenizacije smo v 2 ml mikrocentrifugirke zatehtali 0,1 g listov
posameznega vzorca vinske trte in v vsako mikrocentrifugirko dodali sterilno kovinsko
kroglico. Na vrhu vsake mikrocentrifugirke smo naredili luknjico s sterilno iglo in jih
zamrznili v tekocem duSiku. Zamrznjen rastlinski material smo homogenizirali 1 minuto
pri 30 Hz s homogenizatorjem TissueLyser (Qiagen, ZDA). Zmletemu rastlinskemu
materialu smo dodali 1 ml modificiranega in segretega pufra RLC (1:10) ter takoj moc¢no
zmesali z vibracijskim meSalnikom.

Modificiran pufer RLC smo pripravili tako, da smo k 1 ml pufra RLC (Qiagen, ZDA)
dodali 10 mg PVP Mw 40000 (Sigma, Nemcija) in ga v vodni kopeli segreli na 56 °C.

3.2.2 Redcenje okuZenega rastlinskega materiala v zdravem rastlinskem materialu

Homogenat okuzenega rastlinskega materiala, pripravljenega s homogenizatorjem Homex
Bioreba (Bioreba, Svica), smo red¢ili v homogenatu zdravega rastlinskega materiala v
razmerju 1:10 do red¢itve 107

3.2.3 Test DAS- ELISA

V vdolbinice mikrotitrske plosc¢ice Greiner (Greiner Bio One, Nemcija) smo odpipetirali
po 200 ul protiteles proti virusu GFLV (Bioreba, Nemcija), razredCenih v karbonatnem
pufru v razmerju 1:1.000. Plos¢ico smo pokrili in jo inkubirali 4h pri temperaturi 30 °C. Po
inkubaciji smo vdolbinice 4-krat sprali s pufrom za izpiranje.
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V vdolbinice na mikrotitrski ploscici smo odpipetirali po 195 ul ekstraktov za test ELISA,
med drugim tudi kontrole: pozitivno in negativno kontrolo (homogenat zdravega
rastlinskega materiala in ekstrakcijski pufer). Vse vzorce smo nanesli v duplikatu. Ploscico
smo inkubirali ¢ez no¢ pri 4 °C. Po inkubaciji ¢ez no¢ smo plos¢ico 5-krat sprali s pufrom
za izpiranje.

Po izpiranju smo v vdolbinice odpipetirali po 190 pl protiteles proti virusu GFLV
(Bioreba, Nemcija), konjugiranih z alkalno fosfatazo (Loewe Biochemica GmbH,
Nemcija), razred¢enih v konjugatnem pufru v razmerju 1:1.000 in inkubirali 5h v pecici pri
30 °C. Po inkubaciji smo ploscico 4-krat sprali s pufrom za izpiranje.

V vdolbinice smo odpipetirali po 200 ul substrata p-nitrofenilfosfat s koncentracijo 1 mg/
ml, raztopljenega v substratnem pufru. Plosc¢e smo inkubirali pri sobni temperaturi ter po
30 minutah, 1 uri in 2 urah spektrofotometri¢no odcitali absorpcijo pri 405 nm. Uporabili
smo citalec mikrotitrskih plos¢ic Dynatech MR5000 in program BioLinx 2.20.

Pri testu ELISA smo uporabili naslednje pufre:

Pufer za izpiranje (pH 7,4)

NaCl (Merck, Nemcija) 137 mM
KH,PO4 (Merck, Nemcija) 1,5 mM
Na,HPO4 (Merck, Nemcija) 8§ mM
KCI (Merck, Nemcija) 3mM
Tween 20 (Sigma, Nemcija) 0,05 %

Karbonatni pufer (pH 9,6)
Na,CO; (Merck, Nemcija) 15 mM
NaHCO; (Merck, Nemcija) 35 mM

Substratni pufer (pH 9,8)
Dietanolamin (Sigma, Nemcija) 9,7 %

Konjugativni pufer (pH 7,4)

TRIS (Sigma, Nemcija) 20 mM
NaCl (Merck, Nemcija) 137 mM
PVP K25 (Fluka, Nemcija) 2%
Tween 20 (Sigma, Nemcija) 0,05 %
BSA (Sigma, Nemcija) 0,2 %

MgCL*6H,0 (Merck, Nemcija) 1 mM
KCI1 (Merck, Nemcija) 3 mM
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3.2.3.1 Obdelava podatkov testa DAS-ELISA

Podatke smo obdelali z racunalniskim programom Microsoft Excel (Microsoft, ZDA). Za
vsak vzorec smo iz ponovitev izracunali povpre¢no vrednost od¢itkov. Za pozitivne smo
Steli vzorce, pri katerih je bila absorbcija po eni oz. dveh urah inkubacije 2-krat vec¢ja kot
absorpcija referencne negativne kontrole.

3.2.4 Izolacija RNA

Po homogenizaciji smo iz tkiva vinske trte izolirali RNA s tremi razlicnimi metodami.

3.2.4.1 Lovljenje virusov na protitelesa (Immunocapture, IC)

Virusno RNA smo izolirali iz rastlinskega materiala vinske trte, ki smo ga predhodno
homogenizirali v ekstrakcijskem pufru za vinsko trto (ekstrakti za test ELISA). Uporabili
smo enake pufre kot pri testu DAS-ELISA.

V vdolbinice mikrotitrske plos¢ice Nunc Maxi Sorp (Nunc Brand Products, Danska) smo
odpipetirali po 100 pl protiteles proti virusu GFLV (Bioreba, Nemcija), razredcenih v
karbonatnem pufru v razmerju 1:100. Plos¢ico smo pokrito inkubirali 3h pri 37 °C in jo po
inkubaciji 3-krat sprali s pufrom za izpiranje.

V vdolbinice mikrotitrske plosc¢ice smo odpipetirali po 100 pl ekstrakta za test ELISA,
med drugim tudi pozitivno in negativno kontrolo (ekstrakt zdravega rastlinskega materiala
in ekstrakcijski pufer). Plos¢ico smo inkubirali 16h pri 4 °C. Po inkubaciji smo jo 4-krat
sprali s pufrom za izpiranje.

Po izpiranju smo v polovico vdolbinic mikrotitrske plos¢ice nanesli po 10 pl 1 % TritonX-
100 (Sigma, Nem¢ija), v drugo polovico pa po 10 ul bdH,O brez RNaz (Sigma, Nemcija).
Ploscico smo pokrili s folijo in inkubirali 10 min pri 70 °C. Po inkubaciji smo plos¢ico
ohladili na ledu in nato v vdolbinice mikrotitrske plos¢ice odpipetirali po 90 ul bdH,O brez
RNaz (Sigma, Nemcija) ter jo postavili nazaj na led. Iz vdolbinic mikrotitrske plos€ice smo
vzorce odpipetirali v mikrocentrifugirke in jih shranili pri -80 °C do uporabe.



Balazic L. Kvalitativno in kvantitativno dolocanje virusa... (GFLV) z metodo PCR v realnem casu. 25

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. studija mikrobiologije, 2010

3.2.4.2 Sprostitev virusov po testu ELISA (post—-ELISA virus release)

Po opravljenjem testu DAS-ELISA smo mikrotitsko ploscico sprali (3x5 minut) s pufrom
za izpiranje. Po izpiranju smo v polovico vdolbinic mikrotitrske plos¢ice nanesli 50 ul 1 %
TritonX-100 (Sigma, Nemcija), v drugo polovico pa po 50 ul bdH,O brez RNaz (Sigma,
Nemcija) in inkubirali 10 min pri 70 °C, da je priSlo do sprostitve virusne RNA iz virusnih
delcev, pritrjenih na protitelesa na dnu vdolbinice mikrotitrske ploscice. 1z vdolbinic
mikrotitrske plos¢ice smo vzorce odpipetirali v mikrocentrifugirke in jih shranili pri -80 °C
do uporabe.

3.2.4.3 Izolacija RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit

Za izolacijo RNA smo uporabili komplet RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, ZDA). RNA
smo izolirali iz rastlinskega materiala, ki smo ga homogenizirali v ekstrakcijskem pufru za
vinsko trto (ekstrakti za test ELISA) in iz rastlinskega materiala, homogeniziranega v
modificiranem pufru RLC (ekstrakti v pufru RLC) s homogenizatorjem Homex Bioreba
(Bioreba, Svica).

Homogeniziran rastlinski material smo prenesli v mikrocentrifugirke in inkubirali 3 minute
pri 56 °C, ter centrifugirali 30s pri 10.000 rpm (obrati/min) pri sobni temperaturi (23 °C).
Lizat (supernatant) smo prenesli na kolono QIAshredder (nameSceno na
mikrocentrifugirki) v dveh korakih po 500 pl in centrifugirali 2 minuti pri 14.000 rpm.
Filtrat obeh centrifugiranj smo prenesli v novo 2ml mikrocentrifugirko in dodali polovico
volumna absolutnega etanola (Sigma, Nemcija) ter dobro premesali.

Vzorec smo prenesli na kolono RNeasy Mini spin (name$¢eno na mikrocentrifugirki) in
centrifugirali 20 sekund pri 10.000 rpm. Po centrifugiranju smo zavrgli filtrat
(flowthrough) in prestavili kolono na novo zbirno mikrocentrifugirko. Kolono smo spirali
tako, da smo dodali 700 pl pufra RW1 in centrifugirali 20 sekund pri 10.000 rpm, zavrgli
filtrat, vstavili kolono na isto zbirno mikrocentrifugirko, dodali 500 pl pufra RPE,
centrifugirali 20 sekund pri 10.000 rpm, zavrgli filtrat, vstavili kolono na isto zbirno
mikrocentrifugirko, ponovno dodali 500 pl pufra RPE, centrifugirali 20 sekund pri 10.000
rpm, zavrgli zbirno mikrocentrifugirko s filtratom vred in prestavili kolono na novo
mikrocentrifugirko. Centrifugirali smo Se 1 minuto pri 10.000 rpm, da se je filter kolone
popolnoma posusil, ter jo prenesli na novo mikrocentrifugirko.

RNA smo iz kolon RNeasy Mini spin sprostili z zaporednim nanosom vode brez RNaz
(Sigma, Nemcija), segrete na 65 °C, tako da smo dodali 30 pl vode, inkubirali 5 minut pri
sobni temperaturi in centrifugirali 1 minuto pri 10.000 rpm ter za tem dodali Se 30 pul vode
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in ponovili postopek. Iz posamezne kolone smo tako dobili 60 ul RNA, ki smo jo shranili
pri -80 °C do uporabe.

3.2.5 RT-PCR v realnem ¢asu (RT-PCR-RC)

Metodo RT-PCR v realnem ¢&asu (RT-PCR-RC) smo uporabili za kvalitativno in
kvantitativno dolocanje virusa GFLV v razli¢nih vzorcih vinske trte. Po homogenizaciji in
izolaciji RNA smo RNA z reverzno transkripcijo (RT) prepisali v cDNA in pomnoZili s
PCR v realnem &asu (PCR-RC). Uporabili smo dve razli¢ni tehniki, enostopenjski RT-
PCR-RC (one-step RT-PCR-RC) in dvostopenjski RT-PCR-RC (two-steps RT-PCR-RC).
Pri enostopenjskem RT-PCR-RC je sinteza cDNA potekala skupaj z reakcijo
pomnoZevanja, medtem ko je pri dvostopenjskem RT-PCR-RC sinteza cDNA potekala
lo¢eno od reakcije pomnozevanja.

Z metodo RT-PCR-RC smo pomnoZevali fragment virusa GFLV 2z zaletnima
oligonukleotidoma GFLV-FP in GFLV-RP ter GFLV-sondo (preglednica 3), ki je bila na
5' koncu oznacena s porocevalsko molekulo FAM in na 3' koncu z nefluorescirajoco
molekulo MGB. Za primerjavo dveh razlicnih nacinov homogenizacije rastlinskega
materiala in relativno kvantifikacijo virusa GFLV v floemskem tkivu rozg vinske trte skozi
sezono smo z metodo RT-PCR-RC dolo¢ili kontrolni gen COX (gen za citokrom
oksidazo), ki smo ga pomnozevali z zaetnima oligonukleotidoma COX-FP in COX-RP ter
COX-sondo, ki je bila na 5' koncu oznacena s s porocevalsko molekulo FAM in na 3'
koncu z duSilcem TAMRA (preglednica 4). Kontrolni gen COX je predstavljal kontrolo
ucinkovitosti izolacije RNA. 10x in 100x redc¢itve vzorcev RNA smo naredili zato, da smo
izklju¢ili napa¢ne Ct vrednosti, ki so bile posledica inhibicije reakcije RT-PCR-RC.

Preglednica 3: Zacetni oligonukleotidi in sonda za dolo¢itev virusa GFLV z metodo RT-PCR-RC.

Ime zacetnega Polozaj glede na Velikost

""g"/“s‘(')ll‘ll(;’;’“da Nukleotidno zaporedje (5’ — 3°) erlf;r:e“;j‘:’R‘;‘ze‘g;’L“{’, amplikona
izolata F13

GFLV-FP AGCTGCGGCACTYTTTGC 676693

GFLV-sonda FAM-TGCTCAARCATACCACTTG-MGB 759-777 128 bp

GFLV-RP TCATCACTRGTGTCATACCACTTCCT 779-804

Preglednica 4: Zagetni oligonukleotidi in sonda za dolo¢itev kontrolnega gena COX z metodo RT-PCR-RC.

i Nuklnidne sporedie
COX-FP CGT CGC ATT CCA GAT TAT CCA
COX-sonda FAM-TGC TTA CGC TGG ATG GAA TGC CCT-TAMRA
COX-RP CAA CTA CGG ATA TAT AAG RRC CRR AAC TG
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3.2.5.1 Enostopenjski RT-PCR-RC

Za enostopenjski RT-PCR-RC smo uporabili komplet RNA UltraSense™ One-Step
Quantitative RT-PCR System (Invitrogen, ZDA) in AgPath-ID OneStep RT-PCR Kit
(Ambion, ZDA). Pred RT-PCR-RC smo RNA denaturirali 5 minut pri 85 °C ter inkubirali
na ledu.

Pri uporabi kompleta RNA UltraSense™ One-Step Quantitative RT-PCR System
(Invitrogen, ZDA) smo pripravili 8 pl reakcijske meSanice, ki je vsebovala 0,5 pul mesanice
encimov RNA UltraSense™, 2 pl 5x pufra RNA UltraSense™, 0,9 pl zaletnih
oligonukleotidov GFLV-FR in GFLV-RP (10 uM), 0,5 pul GFLV-sonde (5 uM ), 0,2 pl
referencnega barvila ROX in 3 ul H,0 brez RNaz.

Pri uporabi kompleta AgPath-ID OneStep RT-PCR Kit (Ambion, ZDA) za dolocCanje
virusa GFLV, smo pripravili 8 ul reakcijske mesanice, ki je vsebovala 5 ul 2x pufra RT-
PCR, 0,4 pl 25x meSanice encimov RT-PCR, 0,9 pul zacetnih oligonukleotidov GFLV-FR
in GFLV-RP (10 uM), 0,5 ul GFLV-sonde (5 puM) in 0,3 pl H,O brez RNaz. Reakcijska
mesSanica za dolocCanje rastlinskega gena COX pa je namesto zaCetnih oligonukleotidov
GFLV-FP in GFLV-RP ter GFLV-sonde vsebovala 0,9 ul zacetnih oligonukleotidov COX-
FR in COX-RP (10 uM) ter 0,8 ul COX-sonde (2,5 uM).

Na opti¢no ploscico (Applied Biosystems, ZDA) smo nanesli po 8 pl pripravljene
reakcijske meSanice in v vsako vdolbinico dodali po 2 pl neredcene, 10x redCene ali 100x
red¢ene RNA posameznega vzorca.

3.2.5.2 Dvostopenjski RT-PCR -RC

Pri dvostopenjskem RT-PCR-RC smo cDNA sintetizirali lo¢eno, z uporabo kompleta High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, ZDA). K 2 pl celokupne
RNA smo dodali 2 pl deoksiribonukleotidov (ANTP) in 5 pl 10x koncentrirane raztopine
naklju¢nih heksamerov ter denaturirali 5 minut pri 85 °C, po denaturaciji pa 2 minuti
inkubirali na ledu. Nato smo dodali 1 pl RNaznega inhibitorja, 5 ul 10x pufra RT, 2,5 ul
reverzne transkriptaze MultiScribe in vodo brez RNaz do kon¢nega volumna 50 pl.
Reakcijsko mesanico smo inkubirali 10 minut pri 25 °C, 120 minut pri 37 °C in 5 sekund
pri 85 °C.

Za dvostopenjsko reakcijo RT-PCR-RC za dolo¢anje virusa GFLV smo uporabili
reakcijsko meSanico TagMan® (Applied Biosystems, ZDA), ki smo jo pripravili iz 5 pl 2x
mesanice Master Mix, ki je vsebovala referencno barvilo ROX™ 0,7 ul H,O brez RNaz,
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0,9 pl zacetnih oligonukleotidov GFLV-FP in GFLV-RP (10 uM) in 0,5 pl GFLV sonde (5
uM). Reakcijska meSanica za doloCanje rastlinskega gena COX je namesto zacetnih
oligonukleotidov GFLV-FP in GFLV-RP ter GFLV-sonde vsebovala 0,9 ul zacetnih
oligonukleotidov COX-FR in COX-RP (10 uM) ter 0,8 ul COX-sonde (2,5 uM).

Na opti¢no ploscico (Applied Biosystems, ZDA) smo nanesli po 8 ul pripravljene
reakcijske meSanice in v vsako dodali po 2 pl neredc¢ene, 10x redcene ali 100x redCene
cDNA posameznega vzorca.

3.2.5.3 Kontrole in razmere RT-PCR-RC

Vsak vzorec smo na plos¢ico nanesli v dveh ali treh ponovitvah. V dve vdolbinici z
reakcijsko meSanico smo namesto vzorca dodali sterilno bdH,O (Sigma, Nemcija), ki je
sluzila kot kontrola navzkrizne okuzbe reakcijske meSanice (no template control, NTC).
Potencialno navzkrizno okuzbo vzorcev med procesom izolacije RNA smo preverili s
testiranjem ekstrakcijskega pufra, ki je presel cel proces RNA izolacije. PlosCico smo
pokrili z lepljivo folijo, centrifugirali 1 minuto pri 1.000 g in jo vstavili v aparaturo
ABIPRISM 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems, ZDA).

PomnoZzevanje nukleotidnega zaporedja je potekalo pri standardnih razmerah:
e 30 min, 48 °C (to stopnjo smo uporabili le pri enostopenjskem RT-PCR-RC).
e 2 min, 50 °C
e 10 min, 95 °C
e 45 ciklov: -15s,95°C
- 1 min, 60 °C

3.2.5.4 Analiza rezultatov RT-PCR-RC

Reakcije RT-PCR-RC smo analizirali s programom SDS 2.3 (Applied Biosystems, ZDA).
Program je izrisal graf pomnozevanja produkta PCR, na katerem je bilo na osi x Stevilo
ciklov PCR, na osi y pa so bile vrednosti fluorescencnega signala (ARn). V programu smo
nastavili avtomatsko bazno linijo, medtem ko smo prag nastavili ro¢no (dvostopenjska RT-
PCR-RC: 0,065 in enostopenjska RT-PCR-RC: 0,04 pri 100 nM koncentraciji sonde ter
0,065 pri 250 nM koncentraciji sonde). Na podlagi tega je program za vsako reakcijo
posebej izracunal, v katerem ciklu je ARn presegel nastavljeni prag (threshold cycle, Ct).
Vrednost Ct je bila obratno sorazmerna zacetni kolicini taréne cDNA/RNA, zato smo jo
lahko uporabimo za izracun zaletne koli¢ine cDNA oz. RNA dolo¢enega amplikona v
VZOrcu.
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Vrednosti Ct smo prenesli v program Microsoft Excel (Microsoft, ZDA), kjer smo
izraCunali povprecne vrednosti Ct vzorca iz dveh oz. treh ponovitev in razliko vrednosti Ct
med dvema zaporednima red¢itvama (ACt), ki nam je povedala, ¢e je bila prisotna
inhibicija pomnoZevanja.

Pri dolocanju teoreticne koncentracije virusa smo na podlagi redCitvene vrste izrisali
umeritveno krivuljo, kjer smo na os x nanaSali logaritemske vrednosti teoreticne
koncentracije tarCnega zaporedja standarda, na os y pa vrednosti Ct. Iz umeritvene krivulje
smo za vsak vzorec odcitali logaritemske vrednosti teoreticne koncentracije tarcnega
zaporedja in iz enaCbe krivulje izraCunali teoreticno koncentracijo tarcnega zaporedja
virusa v dolo¢enem vzorcu:

-y .. log(teoreticne k tracije
Teoreticna koncentracija = ](/°8(<reiicne koncentracije) (D

Na podlagi vrednosti naklona (slope, S) umeritvene krivulje smo dolocili ucinkovitost
pomnozevanja (efficiency, E) tar¢nega zaporedja po formuli:

E=10"%-] . (2
Iz umeritvene krivulje smo dobili tudi podatke o koeficientu linearne regresije (R?).

Za relativno kvantifikacijo virusne RNA v posameznem vzorcu, glede na koli¢ino virusne
RNA v dolo¢enem referencnem vzorcu, smo uporabili formulo, ki temelji na 2
predpostavkah:
(1) uc¢inkovitost reakcije je 100 % (E = 100181 = 2) , kar pomeni, da se v vsakem ciklu PCR
tar¢no zaporedje podvoji;
(2) izrazanje gena za COX je konstantna pri vseh vzorcih (Pfaffl, 2001; VanGuilder in
sod., 2008).

R= 21 orea ! veference .. (3)

R= 2lac
R - relativna koli¢ina virusne RNA, ACtyzca - razlika vrednosti Ct med tarCnim

zaporedjem GFLV in COX v posameznem vzorcu, ACtreference - razlika vrednosti Ct med
tarénim zaporedjem GFLV in COX v izbranem referenénem vzorcu (Pfaffl,2001).
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4 REZULTATI

4.1 UMERITVENA KRIVULJA ZA DOLOCANIJE TEORETICNE
KONCENTRACIJE VIRUSA GFLV

Za pripravo umeritvene krivulje smo RNA, izolirano iz listov vinske trte ( Vitis vinifera
sp.), okuzene z izolatom GFLV F13, zaporedoma redéili v razmerju 1:10 do redgitve 107,
prepisali v cDNA in pomnozili z enostopenjskim RT-PCR-RC. Pri redéitvi 10 je prislo do
stohasticnega efekta.

Na podlagi naklona umeritvene krivulje (S = -3,3013) smo izracunali ucinkovitost
pomnoZzevanja tar¢nega zaporedja izolata GFLV F13, ki je znaSala 1,009, kar pomeni 100
% uéinkovitost. Koeficient linearne regresije (R?) je znasal 0,9987, kar je pomenilo dobro
korelacijo med vrednostmi Ct in koli¢ino virusne RNA (slika 8).

Preglednica 5: Podatki za umeritveno krivuljo izolata GFLV F13. ACt je razlika povprecnih vrednosti Ct med

dvema zaporednima red¢itvama. Povpreéni Ct smo izracunali iz vrednosti Ct treh ponovitev.

Teoreti¢na koncentracija Logaritem Redgitev
(St. molekul virusne teoreti¢ne RNA Ct Povprecni Ct ACt
RNA/reakcijo) koncentracije

15,98
10.000.000 7 neredéena 16,15 16,08
16,12
19,42
1.000.000 6 10" 19,40 19,54 3,45
19,79
22,79
100.000 5 107 22,93 22,83 3,30
22,78
25,54
10.000 4 10° 25,75 25,62 2,78
25,56
29,46
1.000 3 10 29,60 29,35 3,74
29,00
32,52
100 2 10° 33,04 32,83 3,48
32,94
39,10
10 1 10° 36,76 37,39 4,55
36,31
negativno
1 107 negativno
negativno
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Slika 8: Umeritvena krivulja, izrisana iz rezultatov red¢itev RNA izolata GFLV F13. Vsaka tocka na premici

predstavlja vrednosti Ct treh ponovitev.

4.2 PRIMERJAVA UCINKOVITOSTI DVEH RAZLICNIH METOD
HOMOGENIZACIJE RASTLINSKEG MATERIALA

Liste vinske trte smo homogenizirali na dva razlicna nacina: s sistemom Bioreba in
sistemom Tissuelyser. Iz homogeniziranih listov smo nato izolirali RNA s kompletom
RNeasy Plant Mini Kit, jo prepisali in pomnoZili z dvostopenjskim RT-PCR-RC.

Ucinkovitost homogenizacije s sistemom Bioreba je bila zelo primerljiva z ucinkovitostjo
homogenizacije s sistemom TissueLyser, saj se v uCinkovitosti homogenizacije obe metodi
(ACt (B-T)) razlikujeta le za 0,5 do 1 cikla pri obeh amplikonih, za COX (preglednica 6) in
GFLV (preglednica 7).

Za nadaljnje poskuse smo se odlocili za homogenizacijo z sistemom Bioreba, saj je
enostavnejsi in primernej$i za preprecevanje navzkrizne okuzbe med vzorci vinske trte v
primerjavi s homogenizacijo s sistemom TissueLyser.
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Preglednica 6: Rezultati RT-PCR-RC za dologanje gena COX v listih vzorca vinske trte (Vol 2/54), ki smo
jih vzor¢ili junija 2008 in homogenizirali s sistemom TissueLyser (T) in Bioreba (B). ACt COX je razlika
povpre¢nih vrednosti Ct COX med dvema zaporednima red¢itvama. ACt (B-T) COX je razlika povprecnih
vrednosti Ct COX med B in T. Povprecni Ct COX smo izracunali iz vrednosti Ct COX treh ponovitev.

Vol 2/54
Homogenizacija TissueLyser (T) Bioreba (B)
Redtitev cDNA | Ct COX P"V"Cr(e);;“ Ct CAS; Ct COX P“’gg;‘ Ct CAS; ACCt (()];T)
16,42 17,29
neredCena 16,17 16,33 17,28 17,32 0,99
16,40 17,40
20,03 20,77
10" 19,83 19,97 3,64 20,86 20,84 3,52 0,87
20,05 20,89
23,25 2425
107 23,22 23,32 3,35 24,26 24,28 3,44 0,96
23,48 24,34

Preglednica 7: Rezultati RT-PCR-RC za dologanje virusa GFLV v listih vzorca vinske trte (Vol 2/54), ki smo
jih vzor¢ili junija 2008 in homogenizirali s sistemom TissueLyser (T) in Bioreba (B). ACt GFLV je razlika
povpre¢nih vrednosti Ct GFLV med dvema zaporednima redéitvama. ACt (B-T) GFLV je razlika povpre¢nih
vrednosti Ct GFLVmed B in T. Povprec¢ni Ct GFLV smo izracunali iz vrednosti Ct GFLV treh ponovitev.

Vol 2/54
Homogenizacija: TissueLyser (T) Bioreba (B)
e Povprecni A Ct Povprecni Ct | ACt | ACt (B-T
Redtitev cDNA | CtGFLY | |(WPreftt | &0 | et gLy e | iy GF(LV)
12,92 13,49
nered¢ena 12,87 12,93 13,29 13,42 0,49
12,98 13,47
16,79 17,28
10" 16,87 16,85 3,93 17,41 17,43 4,01 0,58
16,90 17,60
20,40 21,17
102 20,58 20,53 3,68 21,32 21,28 3,85 0,75
20,61 21,36
24,24 25,02
10° 24,46 24,32 3,79 2521 25,19 3,91 0,87
2427 2534
28,15 28,64
10 28,19 28,17 3,85 28,72 28,73 3,55 0,56
28,18 28,85
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43 IZOLACIJA RNA

4.3.1 Primerjava izolacije virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit in z

lovljenjem virusov na protitelesa (IC)

Za primerjavo izolacije virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit in z lovljenjem
virusov na protitelesa (IC) smo uporabili liste okuzenega (Vol 10) in zdravih vzorcev
vinske trte (Ref mix je sestavljen iz listov zdravih vzorcev vinske trte Ref DU 1/1, Ref 51
11/69, Ref 61 12/68), pri cemer smo homogenat listov okuzenega vzorca vinske trte red¢ili
v homogenatu listov zdravih vzorcev vinske trte ter iz posameznih red¢in izolirali RNA.
Le-to smo nato prepisali in pomnozZili z enostopenjskim RT-PCR-RC.

Pri izolaciji virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit se je ekstrahiralo vec
virusne RNA kot pri lovljenju virusov na protitelesa (IC). Pri dodatku vode brez RNaz za
sprostitev virusne RNA pri metodi IC smo virus GFLV dolo¢ili do red¢itve 107, pri
dodatku 1 % TritonX-100 pa do redgitve 10, Pri virusni RNA, ki smo jo izolirali s
kompletom RNeasy Plant Mini Kit, smo zaznali virus GFLV do red¢itve 10°, vendar smo
pri nered¢enem vzorcu zaznali inhibicijo (preglednica 8).
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Preglednica 8: Primerjava izolacije virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit in z lovljenjem

virusov na protitelesa (IC). Liste smo vzor¢ili maja 2009 v rastlinjaku (NIB).

Vol 10 (+) v Ref mix (-)

RedCitev RT-PCR-RC (Ct)"

(okuZen : neokuZen *) Rneasy ¢ IC (TritonX-100) ° IC (H,0) ¢
1:0 + (17,13) + (19,66) + (19,67)
1:10 + (18,72) + (22,98) + (24,07)
1:100 + (21,84) + (25,98) + (25,77)

1:1.000 + (25,11) + (30,48) + (29,60)
1:10.000 + (29,11) + (34,12) -
1:100.000 + (32,60) - -
1:1.000.000 - - -
1:10.000.000 - - -
0:1 - - -

* Homogenat listov vzorca vinske trte, okuzen z GFLV (Vol 10) in red¢en v homogenatu listov zdravih
vzorcev vinske trte (Ref mix).

P Ct pridobljen z enostopenjskim RT-PCR-RC in podan kot povpre¢na vrednost Ct treh ponovitev.

¢ Izolacija virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit.

4 Izolacija virusne RNA z lovljenjem virusov na protitelesa (IC), pri ¢emer smo za sprostitev virusne RNA
uporabili 1 % TritonX-100.

¢ Izolacija virusne RNA z lovljenjem virusov na protitelesa (IC), pri ¢emer smo za sprostitev virusne RNA
uporabili vodo brez RNaz.

- Virus ni bil dolocen.

4.3.2 Primerjava izolacije virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit in s

sprostitvijo virusov po testu ELISA

Virusno RNA iz listov razli¢nih vzorcev vinske trte smo izolirali z dvema razlicnima
metodama, kompletom RNeasy Plant Mini Kit in sprostitvijo virusov po testu ELISA. Po
izolaciji smo virusno RNA prepisali in pomnoZili z enostopenjskim RT-PCR-RC. Celotna
tabela rezultatov je prilozena (priloga A).

Pri primerjavi izolacije virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit in s sprostitvijo
virusov po testu ELISA iz listov razli¢nih vzorcev vinske trte smo kot primeren rezultat
izbrali 10x redCitev RNA, saj je pri neredéenem vzorcu RNA v veliko primerih prislo do
inhibicije reakcije. Rebula je zdrav vzorec, ki dokazuje, da pri nobeni izolaciji ni prislo do
navzkrizne okuzbe, medtem ko je Ref 56 11/18 vzorec z mejno, zelo nizko koncentracijo
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virusa, ki smo jo uspeli zaznati le, ko smo RNA izolirali s kompletom RNeasy Plant Mini
Kit.

Pri izolaciji virusne RNA z kompletom RNeasy Plant Mini Kit je bila ugotovljena
koncentracija virusa GFLV v listih razli¢nih vzorcev vinske trte od 3 do 60.000x vecja kot
pri izolaciji virusne RNA s sprostitvijo virusov po testu ELISA, kar pomeni, da se je pri
izolaciji s kompletom RNeasy Plant Mini Kit ekstrahiralo ve¢ virusne RNA. Pri dodatku
vode v luknjice mikrotitrske ploSCice pri sprostitvi virusov po testu ELISA je bila
ugotovljena koncentracija virusa GFLV od 2 do 4 x vecja kot pri dodatku 1 % TritonaX-

100. TritonX-100 najverjetneje inhibira encime reakcije pomnozevanja. (slika 9, priloga
A).
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Slika 9: Primerjave izolacije virusne RNA s sprostitvijo virusov po testu ELISA in s kompletom RNeasy
Plant Mini Kit iz listov razli¢nih vzorcev vinske trte, vzoréenih julija 2009. Triton — izolacija virusne RNA s
sprostitvijo virusov po testu ELISA, pri ¢emer smo uporabili 1 % TritonX-100. Voda - izolacija virusne RNA
s sprostitvijo virusov po testu ELISA, pri ¢emer smo uporabili vodo brez RNaz. RNeasy — izolacija virusne

RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit. Rebula ja negativna kontrola.
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44 PRIMERJAVA METOD DAS-ELISA IN RT-PCR-RC

4.4.1 Primerjava ob¢utljivosti metod DAS-ELISA in RT-PCR-RC

7 metodo DAS-ELISA smo zaznali prisotnost virusa GFLV do red¢itve 1:100, medtem ko
z metodo RT-PCR-RC do redgitve 1:100.000 (preglednica 9), kar kaZe na to, da je metoda
RT-PCR-RC 1.000x obéutljivejia od metode DAS-ELISA.

Preglednica 9: Primerjava ob&utljivosti metod DAS-ELISA in RT-PCR-RC. Liste smo vzoréili maja 2009 v
rastlinjaku (NIB).

Vol 10 (+) v Ref mix (-)
Redtitev DAS-ELISA (OD)® | RT-PCR-RC
(okuZen : neokuZen *) (Ct°©

1:0 +(3,00) + (17,13)
1:10 +(3,00) + (18,72)
1:100 +(0,49) + (21,84)
1:1.000 - + (25,11)
1:10.000 - + (29,11)
1:100.000 - + (32,60)

1:1.000.000 - -

1:10.000.000 - -

0:1 - -

* Homogenat listov vzorca vinske trte, okuZzen z GFLV (Vol 10) in red¢en v homogenatu listov zdravih
vzorcev vinske trte (Ref mix).

° OD (opti¢na gostota) izmerjena po 2h inkubacije v ELISA substratnem pufru. Rezultat je pozitiven, ko je
vrednost OD > 0,13 (2x vrednost negativne kontrole).

¢ Ct dobljena z enostopenjskim RT-PCR-RC in podana kot povpre&na vrednost Ct vzorca iz treh ponovitev.

- Virus ni bil dolo¢en.
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4.4.2 Primerjava izolacije RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit v primeru
uporabe ekstraktov za test ELISA in ekstraktov v pufru RLC

S kompletom RNeasy Plant Mini Kit smo RNA izolirali iz ekstraktov listov za test ELISA

in iz ekstraktov listov v pufru RLC, ki smo jo prepisali in pomnoZili z enostopenjskim RT-
PCR-RC.

Kot primeren rezultat smo izbrali 10x red¢itev RNA, saj je pri nered¢enem vzorcu RNA v
veliko primerih priSlo do inhibicije reakcije. Celotna tabela rezultatov in izracunov je
prilozena (priloga B in C).

Pri listih razli¢nih vzorcev vinske trte, ki smo jih vzorcili v vinogradih, se je pufer RLC
izkazal za mnogo boljSega, kar pomeni, da se je pri ekstraktih v pufru RLC izoliralo ve¢
RNA (slika 10). Vzorec Ref 26 6/1 ni bil okuzen z virusom GFLV, kar je bilo predhodno
dokazano s testom DAS-ELISA (Vojvoda, 2005). Z metodo RT-PCR-RC smo potrdili, da
vzorec Ref 26 6/1 ni bil okuzen z virusom GFLV. Tako smo dokazali, da ekstrakcijski
pufri niso bili navzkrizno okuzeni.

800.000

600.000 ~

M@ ekstrakt listov za test

O ekstrakt listov v pufiu

RLC
200.000 - ﬂ
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vzorci vinske trte

Slika 10: Grafi¢ni prikaz teoreticne koncentracije virusa GFLV v ekstraktih listov za test ELISA in ekstraktih
listov v pufru RLC razli¢nih vzorcev vinske trte, ki smo jih vzor¢ili septembra 2008 in testirali z metodo RT-
PCR-RC.
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4.5 DOLOCITEV VIRUSA GFLV V TKIVU VINSKE TRTE Z RT-PCR-RC

4.5.1 Doloditev virusa GFLV v floemskem tkivu vinske trte skozi sezono

Z enostopenjskim RT-PCR-RC smo v floemskem tkivu izbranih vzorcev vinske trte
dolocili virus GFLV v razliénih mesecih sezone. Celotna tabela rezultatov in izracunov je
priloZena (priloga D).

Glede na rezultate reakcije RT-PCR-RC smo se odlogili za 100x red¢itev RNA, saj je bil
pri tej red¢itvi uCinek inhibicije reakcije odpravljen.

Na podlagi izraCunov relativne koliCine virusne RNA (R) lahko ocenimo, da je v
floemskem tkivu pri vseh vzorcih vinske trte najvec virusne RNA bilo prisotne na zacetku
rastne sezone (junij), medtem ko je najmanj virusne RNA v floemskem tkivu razli¢nih
vzorcev vinske trte bilo prisotne v drugih delih rastne sezone (julij, avgust, september) ter
izven rastne sezone (januar) (slika 11).
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Slika 11: Grafi¢ni prikaz relativne koli¢ine virusne RNA (R) v floemskem tkivu razli¢nih vzorcev vinske trte
skozi rastno sezono 2008 (junij, julij, avgust in september) in izven rastne sezone 2009 (januar). Vzorca Ref

DU 2/19 in DU 3/13 januarja nista bila testirana.

4.5.2 Primerjava koncentracije virusa GFLYV v listih (v rastni sezoni) in floemskem

tkivu (izven rastne sezone) vinske trte

Rastlinski material vinske trte, okuzen z GFLV, ki smo ga vzor¢ili junija in januarja, smo
homogenizirali s sistemom TissueLyser. Iz homogeniziranega rastlinskega materiala smo
nato izolirali RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit, jo prepisali in pomnozili z
dvostopenjskim RT-PCR-RC.

V mladih zelenih listih vinske trte, vzor€enih junija, je bila koncentracija virusa GFLV
precej vi§ja (priblizno 100x) kot v nastrganem floemskem tkivu dormantnih poganjkov
vinske trte, vzorCenih januarja (preglednica 10). Iz ACt (priloga E) je razvidno, da ni bilo
inhibicije pomnozevanja neglede na to, ali je bila RNA izolirana iz listov ali iz floemskega
tkiva dormantnih poganjkov. Kljub temu pa smo po izraCunu povprecne teoreticne
koncentracije vseh redcitev opazili do 4x odstopanja med redcitvami, kar pripisujemo
vplivu razlicnih ucinkovitosti med reakcijami posameznih vzorcev, predvsem med
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vzorcem, uporabljenim za umeritveno krivuljo in vzorci, za katere smo na podlagi
umeritvene krivulje racunali teoreticne koncentracije virusa.

Preglednica 10: Teoreti¢na koncentracija virusa GFLV v listih vzorca vinske trte (Vol 2/54), ki smo jih
vzordili junija 2008 (rastna sezona) in v floemskem tkivu vzorca vinske trte (Vol 2/54), ki smo ga vzordili
januarja 2009 (izven rastne sezone). Prikazane so povpreéne vrednosti teoreti¢nih koncentracij, izratunane iz

treh ponovitev.

Povprecna teoreti¢na koncentracija
Redditev (St. molekul virusne RNA/reakcijo)

RNA Listi - junij Floem - januar
neredcéena 87.382.317 1.293.193
107! 5.646.847 84.324
10” 435.168 5.439
107 30.917 310
10" 2.105 18
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Za doloGanje virusa GFLV smo uporabili molekularno metodo RT-PCR-RC. Z metodo
RT-PCR-RC smo kvalitativno in kvantitativno dolo¢ili virus GFLV v tkivu vinske trte.
Rastlinski material vinske trte smo najprej homogenizirali in iz njih izolirali RNA, ki smo
jo nato prepisali in pomnoZevali z RT-PCR-RC.

Metoda RT-PCR-RC je izredno obcutljiva metoda, zato moramo biti med samim
eksperimentalnim delom zelo natan¢ni, da prepre¢imo navzkrizno okuzbo med vzorci. Za
preprecitev navzkrizne okuzbe smo uporabljali sterilne pripomocke, nastavke s filtri za
pipete in rokavice, ki smo jih pogosto menjevali. Pomemben je tudi izbor ucinkovite
metode za izolacijo RNA iz tkiva vinske trte, saj so v rastlinskem materialu pogosti
inhibitorji reakcije RT-PCR, kar lahko zmanjSa obcutljivost same metode. Napacne Ct
vrednosti, ki so posledica inhibicije RT-PCR-RC reakcije, smo spremljali tako, da smo
RNA red¢ili 10x in 100x, pri ¢emer so se inhibitorji razred€ili in niso imeli vec
negativnega ucinka na reakcijo.

5.1.1 Homogenizacija rastlinskega materiala

Primerjali smo dva nacina homogenizacije: sistem Tissuelyser in sistem Bioreba, z
namenom, da najdemo nacin, kjer ne bi bila potrebna uporaba tekocega dusika. Le ta je
zelo neprakticna in lahko predstavlja vir navzkriznih okuzb, ki so bile pogoste pri
homogenizaciji s sistemom Tissuelyser, kjer smo za ohranitev vzorcev potopili
mikrocentrifugirke z vzorci v teko¢i dusik. Predvidevamo, da je bil problem v luknjicah na
pokrovckih mikrocentrifugirk, ki so potrebne za izenacitev pritiska ob potopitvi
mikrocentrifugirke v teko¢i dusik, pri ¢emer je verjetno prihajalo do manjSega prenosa
rastlinskega materiala med vzorci. Prav tako je sistem, kjer je potrebno vzorce shranjevati
v mikrocentrifugirke (TissueLyser) veliko manj prakticen kot sistem shranjevanja v vrecke
(Bioreba). Po ucinkovitosti se je homogenizacija z sistemom Bioreba izkazala za zelo
primerljivo s sistemom Tissuelyser, kar je veljalo za oba testirana amplikona za COX
(preglednica 6) in GFLV (preglednica 7), zato smo se pri nadaljnjih poskusih odlocili za
uporabo homogenizacije s sistemom Bioreba, ki je priro¢nejsi in primernejSi z vidika
navzkriznih okuzb med vzorci.

Pri opisanem poskusu je Slo za preliminarni rezultat, zato smo testirali le en vzorec. V
nadaljevanju bi bilo smiselno izbrati in testirati vecje Stevilo vzorcev.
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5.1.2 Izolacija RNA

Ucinkovitost izolacije RNA je zelo pomembna pri dolocanju rastlinskih virusov z RT-
PCR-RC, saj lahko s primerno metodo izolacije odstranimo ali vsaj zmanj$amo prisotnost
inhibitorjev v rastlinskem materialu, ki lahko ovirajo reakcijo RT-PCR-RC. Za izolacijo
RNA (vkljuéno z virusno) smo uporabili komplet RNeasy Plant Mini Kit, za izolacijo
pretezno virusne RNA pa lovljenje virusov na protitelesa (IC) in sprostitev virusov po testu
ELISA (post-ELISA virus release).

Pri primerjavi izolacije virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit in z IC, pri
¢emer smo uporabili homogenat listov okuZenega vzorca vinske trte, razlicno red¢enega v
homogenatu listov zdravih vzorcev vinske trte, smo dolocili 10-100x razliko v prid
izolaciji virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit (preglednica 8). Virusno RNA
iz listov vinske trte smo izolirali tudi s sprostitvijo virusov po testu ELISA ter jo primerjali
z izolacijo virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit. Slednja se je izkazala za
ucinkovitej$o, saj smo z njo izolirali od 3 do 60.000x ve¢ virusne RNA iz listov vinske trte
(slika 9). Razlog bi lahko bil v tem, da z metodama IC in s sprostitvijo virusov po testu
ELISA zajamemo le viruse, ki so se s svojim proteinskim plas¢em prijeli na protitelesa,
povrsina luknjic, obdana s protitelesi, pa je zelo omejena v primerjavi z volumnom tkiva,
iz katerega smo izolirali virusno RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit. Prav tako
zajamemo le RNA, ki je bila zaprta v virusni proteinski plas¢, tako v primeru razpada
virusa zaradi kakrS$nihkoli razlogov, ne bi dobili virusne RNA, saj bi se posamezne
podenote proteinskega plas¢a vezale na protitelesa brez RNA. V vsakem primeru se je
izolacija virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit izkazala za veliko
ucinkovitejSo kot z IC in s sprostitvijo virusov po testu ELISA, kar so potrdili tudi pri
dolocanju krompirjevega virusa Y (Potato virus, PVY) (Kogovsek in sod., 2008).

Izolacija virusne RNA z IC se je izkazala za ucinkovitejSo kot izolacija virusne RNA s
sprostitvijo virusov po testu ELISA (slika 12). To si lahko razlagamo na dva nacina. Pri
metodi IC smo izvedli denaturacijo v 10ul tekoine in Sele nato dodali ostalih 90 pl,
medtem ko smo pri sprostitvi virusov po testu ELISA izvedli sprostitev direktno v 50 pl.
Predvidevamo, da se manjsa koli¢ina tekocCine v istem Casu prej segreje in dlje uCinkuje na
sprostitev virusne RNA, ki je zato ucinkovitejSe. Drug bolj verjeten razlog pa je, da se je
med intenzivnimi veckratnimi spiranji, ki so del testa ELISA veliko virusov spralo in smo
jih potem s spros¢anjem virusov po testu ELISA uspeli manj izolirati kot pri IC.



Balazic L. Kvalitativno in kvantitativno dolocanje virusa... (GFLV) z metodo PCR v realnem casu. 43

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. studija mikrobiologije, 2010

5.1.3 Primerjava razlicnih metod izolacije virusne RNA

Za najbolj ucinkovito metodo izolacije virusne RNA iz tkiva vinske trte se je izkazala
izolacija virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit iz ekstraktov v pufru RLC,
sledila je izolacija virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit iz ekstraktov za test
ELISA, nato izolacija virusne RNA z IC. Za najmanj u¢inkovito metodo izolacije virusne
RNA pa se je izkazala metoda sprostitve virusov po testu ELISA (slika 12).
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Slika 12: Primerjava u¢inkovitosti razli¢nih metod izolacije virusne RNA iz tkiva vinske trte. Pri IC in

sprostitvi virusov po testu ELISA smo uporabili ekstrakte za test ELISA.

5.1.4 Primerjava metod DAS-ELISA in RT-PCR-RC

Metoda DAS-ELISA je hitra, enostavna in poceni, vendar pa so pri dolofanju virusa
GFLV ugotovili, da je manj obcutljiva, zaradi Cesar je primernej$a uporaba bolj obcutljivih
metod kot je npr. RT-PCR-RC. Metodi se tudi v osnovi zelo razlikujeta, saj gre pri DAS-



Balazic L. Kvalitativno in kvantitativno dolocanje virusa... (GFLV) z metodo PCR v realnem casu. 44

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. studija mikrobiologije, 2010

ELISA za dologanje virusnega plastnega proteina, medtem ko gre pri RT-PCR-RC za
dolocanje virusne RNA.

Obéutljivost metode DAS-ELISA smo primerjali z ob&utljivostio RT-PCR-RC. Dokazali
smo, da je metoda RT-PCR-RC 1.000x bolj ob&utljiva kot metoda DAS-ELISA, saj smo z
DAS-ELISA zaznali prisotnost virusa GFLV le do red¢itve 1:100, z metodo RT-PCR-RC
pa do redcitve 1:100.000 (preglednica 9). Olmos in sodelavci (2005) prav tako porocajo o
1.000x vegji ob&utljivosti RT-PCR-RC v primerjavi z indirektno metodo dvojnega
sendvica (DASI)-ELISA pri dolo¢anju virusa »Sarke« (Plum pox virus, PPV), medtem ko
Boonham in sodelavci (2000) poro¢ajo o 100x do 10.000x vegji obéutljivosti RT-PCR-RC
v primerjavi s testom ELISA pri dolo¢anju razli¢nih virusov krompirja. Tudi pri doloCanju
virusa rumenega mozaika jeCmena (Barley yellow mosaic virus, BYMV) in virusa blagega
mozaika je¢mena (Barley mild mosaic virus, BMMV) (Mumford in sod., 2004) ter
kvantitativnem doloCanju virusa mozaika paradiznika (Tomato mosaic virus, ToMV)
(Boben J., 2006) so ugotovili 1.000x ve&jo obéutljivost RT-PCR-RC v primerjavi s testom
DAS-ELISA.

V primerjavi z DAS-ELISA se je RT-PCR-RC izkazal za hitrej$o metodo, kar je izredno
pomembno pri diagnosti¢nem delu.

Test DAS-ELISA se uporablja za doloCanje Stevilnih virusov vinske trte, med drugim tudi
za doloCanje virusa GFLV, zato nas je zanimalo, ali lahko uporabimo ekstrakte za test
ELISA tudi za dolo¢anje GFLV z RT-PCR-RC. Tako bi se izognili ponovni
homogenizaciji rastlinskega materiala in prihranili ¢as. Pri primerjavi izolacije RNA s
kompletom RNeasy Plant Mini Kit iz ekstraktov listov, pripravljenih s pufrom RLC in iz
ekstraktov listov za test ELISA, smo ugotovili, da je izolacija RNA iz ekstraktov listov,
pripravljenih s pufrom RLC uspesnejSa pri odstranitvi inhibitorjev in od 2 do 90x bolj
uc¢inkovita kot izolacija RNA iz ekstraktov listov za test ELISA (slika 10). Zaradi tega je
za homogenizacijo rastlinskega materiala za RT-PCR-RC bolje uporabiti pufer RLC,
vendar je tudi pufer za test ELISA dovolj dober v primeru, da je koliCina virusa nad
mejnimi koncentracijami.

5.1.5 Dologitev virusa GFLV v tkivu vinske trte z RT-PCR-RC

Z metodo RT-PCR-RC smo relativno kvantificirali virus GFLV v floemskem tkivu
razliénih vzorcev vinske trte v razli¢nih mesecih sezone. Iz rezultatov RT-PCR-RC je
razvidno, da je bilo najvec virusa v floemskem tkivu vinske trte doloCenega na zacetku
rastne sezone (junij), medtem ko je bila koncentracija virusa v drugih delih rastne sezone
(julij, avgust, september) ter izven rastne sezone (januar), pri razli¢nih vzorcih vinske trte
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manjia (slika 11). Na podlagi predhodnih rezultatov (Rowhani in sod., 1992; Cepin, ustni
vir) bi to lahko pripisali dejavnikom: manj padavin, ve¢ son¢nega obsevanja, razlikam v
znalilnostih posameznih sort ter razlicnim genotipom virusa GFLV, ki posamezne trte
okuZzujejo.

Rezultate relativne kvantifikacije z RT-PCR-RC smo primerjali z rezultati testa DAS-
ELISA. S testom DAS-ELISA je bilo najve¢ virusa GFLV v floemskem tkivu vinske trte
dolocenega na zacetku rastne sezone (junij) in izven rastne sezone (januar), najmanj pa
sredi rastne sezone (avgust in september) (slika 13) (Cepin in sod., 2009). Rezultati obeh
metod se skladajo glede najvecje koliCine virusa GFLV v floemskem tkivu na zacetku
sezone (junij) in izrazitega zmanjSanja koncentracije virusa GFLV v floemskem tkivu sredi
rastne sezone. Na drugi strani pa se rezultati obeh metod razhajajo na koncu rastne sezone,
ko so zaznali povecanje koli¢ine virusnega plas¢nega proteina s testom DAS-ELISA in Se
vedno zelo nizko koli¢ino virusne RNA z RT-PCR-RC. To bi lahko pripisali tvorbi
plas¢nega proteina virusa proti koncu in izven rastne sezone.

3,5 4
3 |
2,5 Ref 26 6/2
=
2 Ref 26 6/4
5 2] Ref DU 2/19
= 15 Ref DU 3/13
8 Vol 2/52
1 Vol 2/55
0,5 -
0
jun jul avg sept jan
meseci

Slika 13: Grafi¢ni prikaz koli¢ine virusa GFLV, doloc¢enega z DAS-ELISA, v floemskem tkivu razli¢nih
vzorcev vinske trte skozi rastno sezono 2008 (junij, julij, avgust in september) in izven rastne sezone 2009
(januar). Prikazani so spektrofotometri¢ni od¢itki (OD vrednosti) testa DAS-ELISA, izmerjeni 2 uri po
dodatku substratnega pufra. Vzorca Ref DU 2/19 in Ref DU 3/13 januarja nista bila testirana (Cepin in sod.,
2009).



Balazic L. Kvalitativno in kvantitativno dolocanje virusa... (GFLV) z metodo PCR v realnem casu. 46

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. studija mikrobiologije, 2010

Koncentracija GFLV v mladih zelenih listih, vzorcenih junija, je bila priblizno 100x visja
kot v nastrganem floemskem tkivu rozg, ki smo jih vzor¢ili januarja (preglednica 10), kar
nakazuje na to, da je dolocanje virusa GFLV v zgodnjem poletnem ¢asu bolj zanesljivo kot
v zimskem casu. Do enakih zaklju¢kov so prisli tudi Rowhani in sodelavci (1992) ter
Cepin in sodelavci (2009), ki so za doloGanje virusa GFLV uporabili metodo DAS-ELISA.
Pri opisanem poskusu je §lo za preliminarni rezultat, zato smo testirali le en vzorec. V
nadaljevanju bi bilo smiselno izbrati in testirati vecje Stevilo vzorcev.
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5.2  SKLEPI

Z uporabo metode RT-PCR-RC pri dolo¢anju virusa GFLV v tkivu vinske trte smo prisli
do naslednjih ugotovitev:

e Homogenizacija s sistemom Bioreba je bila po ucinkovotosti primerljiva s
homogenizacijo s sistemom TissueLyser, vendar je enostavnej$a in primernejsa za
preprecevanje navzkrizne okuzbe med vzorci vinske trte.

e Izolacija virusne RNA iz tkiva vinske trte s kompletom RNeasy Plant Mini Kit se je
izkazala za ucinkovitejSo v primerjavi z izolacijo virusne RNA z metodama IC in
sprostitvijo virusov po testu ELISA.

e Metoda RT-PCR-RC je bila 1.000x bolj ob&utljiva od DAS-ELISA metode.

e Pri izolaciji RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit je bil pufer RLC s PVP
ucinkovitejsi kot ekstrakcijski pufer za vinsko trto, ki se obicajno uporablja za
homogenizacijo rastlinskega materiala vinske trte pri doloCanju virusa GFLV z
metodo DAS-ELISA.

e Z metodo RT-PCR-RC nam je uspelo relativno kvantificirati virus GFLV v
floemskem tkivu vinske trte v in izven rastne sezone. Najve¢ virusa GFLV smo
dolocili na zaCetku rastne sezone (junij), med rastno sezono (julij, avgust,
september) pa je koli¢ina virusne RNA izrazito padla ter ostala na istem nivoju tudi
izven rastne sezone (januar).

e Koncentracija virusa GFLV v vinski trti je bila junija (v rastni sezoni) v mladih
zelenih listih vecja kot v floemskem tkivu rozg januarja (izven rastne sezone) .
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6 POVZETEK

Virus pahljacavosti vinske trte (Grapevine fanleaf virus, GFLV) povzroc¢a bolezen,
imenovano kuzno izrojevanje vinske trte (grapevine fanleaf degeneration), ki se lahko kaze
na vinski trti kot mo¢no zmanjSanje, v skrajnih primerih pa celo kot popolna izguba
letnega pridelka vinske trte. Standardna metoda za dolocanje virusa GFLV je DAS-ELISA,
ki pa v primeru nizke koncentracije virusa ni vedno dovolj obcutljiva, zato je priporocljiva
uporaba bolj obcutljivih molekularnih metod.

Za dolocanje virusa GFLV smo uporabili molekularno metodo RT-PCR-RC, s katero smo
kvalitativno in kvantitativno dolo€ili virus GFLV v razli¢nih vzorcih vinske trte. Nabrani
rastlinski material vinske trte smo najprej homogenizirali in iz njih izolirali RNA, ki smo
jo nato prepisali in pomnozevali z RT-PCR-RC.

Pri primerjavi dveh nac¢inov homogenizacije, sistem TissueLyser in sistem Bioreba, se je
za priro¢nejSo in primernejSo z vidika navzkrizne okuzbe med vzorci izkazala
homogenizacija s sistemom Bioreba, zato smo se pri nadaljnjih poskusih odlocili za
uporabo homogenizacije s sistemom Bioreba.

Izolacija virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit se je v primerjavi z izolacijo
virusne RNA z IC in s spro$¢anjem virusov po testu ELISA izkazala za ucinkovitejSo. Pri
IC oz. pri sproscanju virusov po testu ELISA smo namre¢ zajeli le viruse, ki so se s svojim
proteinskim pla§¢em prijeli na protitelesa, in le RNA, ki je bila zaprta v virusni plas¢ni
protein.

Izolacija virusne RNA z IC se je izkazala za ucinkovitejSo v primerjavi z izolacijo virusne
RNA s sprostitvijo virusov po testu ELISA.

Obéutljivost metode DAS-ELISA smo primerjali z obéutljivostjo RT-PCR-RC in dokazali,
da je metoda RT-PCR-RC 1.000x obcutljivejia od metode DAS-ELISA. V primerjavi z
DAS-ELISA se je RT-PCR-RC izkazal za hitrej$o metodo, kar je izredno pomembno pri
diagnosti¢nem delu.

Pri izolaciji RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit smo primerjali uinkovitost
izolacije v primeru, da smo za pripravo homogenata rastlinskega materiala vinske trte
uporabili ekstrakcijski pufer za test ELISA ali pufer RLC z dodatkom PVP. Izkazalo se je,
da je za homogenizacijo rastlinskega materiala za RT-PCR-RC bolje uporabiti pufer RLC,
vendar je tudi pufer za test ELISA dovolj dober v primeru, da je koli¢ina virusa nad
mejnimi koncentracijami testa ELISA.
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Z metodo RT-PCR-RC smo relativno kvantificirali virus GFLV v floemskem tkivu
razli¢nih vzorcev vinske trte v razlicnih mesecih sezone. Najve¢ virusa smo dolocili na
zacetku rastne sezone (junij), medtem ko je bila koncentracija virusa manjsa v drugih delih
rastne sezone (julij, avgust, september) ter izven nje (januar).

Rezultate relativne kvantifikacije smo primerjali z rezultati testa DAS-ELISA. Rezultati
obeh metod se skladajo glede najvecje koliCine virusa v floemskem tkivu vinske trte na
zacetku sezone (junija) in izrazitega zmanjSanja koncentracije virusa GFLV sredi rastne
sezone. Na drugi strani pa se se rezultati obeh metod razhajajo v koncu rastne sezone, ko
so zaznali povecanje koli¢ine virusnih proteinov s testom DAS-ELISA, in Se vedno zelo
nizko koli¢ino virusne RNA z RT-PCR-RC, kar bi lahko bila posledica tvorbe plasénega
proteina virusa.

Pri primerjavi koncentracije virusa GFLV v mladih zelenih listih v rastni sezoni in
floemskem tkivu vinske trte izven rastne sezone smo ugotovili, da je doloCanje virusa
GFLV v zgodnjem poletnem casu bolj zanesljivo kot v zimskem casu.
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PRILOGE

Priloga A: Primerjava izolacije virusne RNA s sprostitvijo virusov po testu ELISA in
s kompletom RNeasy Plant Mini Kit iz listov razli¢nih vzorcev vinske trte, ki smo jih
vzordili julija 2009 in testirali z enostopenjskim RT-PCR-RC. Povpretni Ct smo
izracunali iz vrednosti Ct dveh ponovitev.

Sprostitev virusov po testu ELISA (50 ul 1 % Triton X-100) *

Povprecna
- Preracunana log konc. Teoreti¢na teoretlcEa -
. Povpreéni : " koncentracija (St.
Vzorec vinske trte Ct Ct glede na umeritveno koncentracija .
krivuljo (antilog) molekul Vlrl}'sne
RNA/reakcijo)
29,03 3,06 1.155
) 29 1 )
Ref TO 5/8 2908 9,16 2.99 970 1.063
24,66 4,39 24.353
Ref DU 2b/54 : 24,52 . .
ef DU 2b/5 2438 : 447 29.728 27.041
29,41 2,95 888
Ref KV20 11/10 30.05 29,73 2.75 567 728
39,59 -0,13 1
Ref 9 2/71 > 36,88 >
ef 9217 34,17 : 1,51 32 16
35,70 1,04 11
Ref DUK 1/23 35.00 35,36 1.25 13 14
Ref 56 11/18 negativio
negativno
Rebula negaqvno
negativno
Sprostitev virusov po testu ELISA (50 ul vode) b
26,98 3,68 4.820
: 27,03 ; :
Ref TO 5/8 27.07 7, 3.66 455] 4.686
Ref DU 2b/54 26| 5356 472 52.670 52.670
negativno
28,02 3,37 2.340
Ref KV20 11/10 28.06 28,04 336 2274 2.307
32,96 1,87 75
Ref 9 2/71 33.84 33,40 Lol 20 57
34,07 1,54 34
Ref DUK 1/23 34.24 34,15 1.49 31 32
Ref 56 11/18 negativio
negativno
Rebula negaqvno
negativno

* Izolacija virusne RNA s sprostitvijo virusov po testu ELISA, pri ¢emer smo za sprostitev virusne RNA
uporabili 1 % TritonX-100.

® Izolacija virusne RNA s sprostitvijo virusov po testu ELISA, pri Gemer smo za sprostitev virusne RNA

uporabili vodo brez RNaz.

se nadaljuje
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Nadaljevanje

Priloga A: Primerjava izolacije virusne RNA s sprostitvijo virusov po testu ELISA in
s kompletom RNeasy Plant Mini Kit iz ekstraktov listov razli¢nih vzorcev vinske trte,
ki smo jih vzor¢ili julija 2009 in testirali z enostopenjskim RT-PCR-RC. Povpreéni Ct
smo izracunali iz vrednosti Ct dveh ponovitev.

Rneasy ¢
Povprecna
< . teoreti¢na
- Preracunana log konc. Teoreti¢na ee oy
v . Povpreéni : s koncentracija (St.
zorec vinske trte Ct Ct glede na umeritveno koncentracija .
krivuljo (antilog) molekul Vl“_l.sne
RNA/reakcijo)
25,30 4,19 15.552
: 25,45 > .
Ref TO 5/8 25.60 , 2.10 12.700 14.126
17,94 6,42 2.643.873
: 17,91 : JT11.
Ref DU 2b/54 17.87 , 644 2779 536 2.711.705
18,95 6,12 1.306.546
> 19,29 : - .059.
Ref KV20 11/10 19.63 , 591 811,569 1.059.057
23,35 4,79 60.998
. 23,20 . - .
Ref 9 2/71 23.05 , 487 74785 67.891
18,37 6,29 1.956.936
. 18,32 . - .030.
Ref DUK 1/23 18.27 , 6.32 2 104.609 2.030.773
31,83 2,22 164
. 31,81 .
Ref 56 11/18 31.79 , 223 169 166
Rebula negat?vno
negativno

“Izolacija virusne RNA s kompletom RNeasy Plant Mini Kit.
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Priloga B: Izolacija RNA iz ekstraktov listov razli¢nih vzorcev vinske trte za test
ELISA, ki smo jih vzor¢ili septembra 2008 in testirali z enostopenjskim RT-PCR-RC.
Povprecni Ct smo izracunali iz vrednosti Ct treh ponovitev.

EKSTRAKT LISTOV za test ELISA

Povpreéna
. .| Preracunana log konc. Teoreti¢na teoretiénz.l.
Vzorec vinske trte Ct Povl():rtecm glede na 'umtfritveno koncen.tracija k((;ltlcle;l(:lret:ljla
krivuljo (antilog) ..
virusne
RNA/reakcijo)

26,79 3,74 5.511

Ref DU 2b/6 26,97 26,88 3,69 4.876 5.175
26,89 3,71 5.139
25,56 4,11 12.996

Ref 26 6/2 25,74 25,64 4,06 11.495 12.353
25,61 4,10 12.570
25,76 4,05 11.335

Ref 26 6/6 25,89 25,83 4,01 10.347 10.813
25,83 4,03 10.756
26,23 3,91 8.160

Vol 2/49 26,27 26,28 3,90 7.913 7.892
26,33 3,88 7.604
25,50 4,13 13.555

Vol 2/51 25,57 25,57 4,11 12.935 12.957
25,63 4,09 12.380
23,39 4,77 59.106

Vol 2/52 23,56 23,50 4,72 52.667 54.968
23,54 4,73 53.129

negativno
Ref 26 6/1 negativno
negativno
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Priloga C: Izolacija RNA iz ekstraktov listov v pufru RLC razli¢nih vzorcev vinske
trte, ki smo jih vzor¢ili septembra 2008 in testirali z enostopenjskim RT-PCR-RC.
Povprecni Ct smo izracunali iz vrednosti Ct treh ponovitev.

EKSTRAKT LISTOV v pufru RLC

Povprecna
teoreti¢na
‘ Povpretni Preraunana log konc. Teoretiénﬁ koncentracija
Vzorec vinske trte Ct Ct glede na umeritveno koncentracija (St. molekul
krivuljo (antilog) virusne
RNA/reakcijo)
24,12 4,55 35.415
Ref DU 2b/6 23,89 24,00 4,62 41.848 38.773
23,98 4,59 39.057
24,63 4,40 24.953
Ref 26 6/2 24,76 24,76 4,36 22.797 22.740
24,91 4,31 20.470
24,47 4,44 27.753
Ref 26 6/6 24,39 24,44 4,47 29.491 28.352
24,47 4,44 27.812
19,84 5,85 702.760
Vol 2/49 1979 | 19,84 5.86 728.179 704.476
19,88 5,83 682.489
21,27 541 259.690
Vol 2/51 21,32 21,34 5,40 250.521 247.641
21,43 5,37 232.711
22,22 5,13 133.630
Vol 2/52 22,28 22,27 5,11 128.050 128.836
22,32 5,10 124.829
negativno
Ref 26 6/1 negativno
negativno
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Priloga D: Relativna kvantifikacija virusa GFLV v floemskem tkivu razli¢nih vzorcev
vinske trte, ki smo jih vzor¢ili skozi rastno sezono 2008 in izven rastne sezone 2009.
ACt COX je razlika vrednosti Ct COX med dvema zaporednima red¢itvama. ACt
GFLYV je razlika vrednosti Ct GFLV med dvema zaporednima red¢itvama. E pomeni
ucinkovitost pomnoZevanja, R pa relativno koli¢ino virusne RNA.

ACt ACt
VZOREC mesec rediitey | CLCOX| cox | B | CtGFLV Iopiy| E R
20,89 20,85 61,56
Ref26 6/2 6 10 \ 284 | 225 , 374 | 18 ,
Ref 26 6/2 6 100 23,73 24,59 40,92
20,05 25,49 138
Ref 26 612 7_10 298 | 2,16 326 | 2,03
Ref 26 6/2 7 100 23,03 28,75 1,41
19,70 25,61 1,00
Ref 26 62 8_10 ’ 316 | 2,07 ’ 347 | 194 2
Ref 26 6/2 8 100 22,87 29,08 1,00
1 23.82 1
Ref26 6/2 9 10 888 | 137 | 202 3,8 360 | 187 96
Ref 26 6/2 9 100 22,15 27,51 1,81
18,85 24.96 0,87
Ref266/2 1 10 3,00 | 2,11 357 | 191
Ref 26 6/2 1 100 21,94 28,53 0.77
Ref 26 6/4 6 10 22,10 257 245 24,63 3.10 2.10 10,45
Ref 26 6/4 6 100 24,67 27,72 8,96
23,05 28,46 1,42
Ref 26 6/4 7_10 264 | 239 3,05 | 2,13
Ref 26 6/4_7 100 25,70 31,50 1,33
21,95 3535 0,01
Ref 26 6/4_8_10 275 | 231 1,9 | 336
Ref 26 6/4 8 100 24,70 37,25 0,01
21,28 25,66 2,87
Ref 26 6/4 9_10 2,70 | 235 335 | 199
Ref 26 6/4 9 100 23,98 29,01 2.26
19,72 28,77 0,11
Ref26 6/4 1 10 3,08 | 2,11 3,02 | 2,14
Ref 26 6/4 1 100 22,80 31,79 0.15
1 1 2
Ref DU 2/19 6 10 867 | 513 | 200 385 | 256 | 1o 52,98
Ref DU 2/19 6 100 21,80 22.41 48,67
2252 2,44 26,75 321
Ref DU 2/19 7 10 250 iz | 200
Ref DU 2/19 7 100 25,11 29,87 2,74
21,00 24,61 494
Ref DU 2/19 8 10 , 285 | 224 , 332 | 200 9
Ref DU 2/19 8 100 23,86 27,93 4,43
18,79 21,57 8,70
Ref DU 2/19 9 10 16 | 207 aod | 17
Ref DU 2/19 9 100 21,95 25,61 5,86
Ref DU 3/13 6 10 20,97 273 232 22,95 3.51 1.93 15,20
Ref DU 3/13 6 100 23,70 26,46 10,94
19,26 23,48 3,22
Ref DU 3/13 7 10 , 32 | 204 , 339 | 197 ,
Ref DU 3/13 7 100 22,48 26,87 3,53
2122 2371 1
Ref DU 3/13 8 10 , 273 | 23 3,7 323 | 208 0,68
Ref DU 3/13 8 100 23,96 26,94 9,38
2035 2438 3,69
Ref DU 3/13 9 10 288 | 222 343 | 196
Ref DU 3/13 9-100 23,24 27,81 313
Vol 2/52 6 10 20,02 294 2.19 21,99 3.14 2,08 15,36
Vol 2/52 6 100 22,97 25,13 16,61

se nadaljuje
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Nadaljevanje

Priloga D: Relativna kvantifikacija virusa GFLV v floemskem tkivu razli¢nih vzorcev
vinske trte, ki smo jih vzor¢ili skozi rastno sezono 2008 in izven rastne sezone 2009.
ACt COX je razlika vrednosti Ct COX med dvema zaporednima red¢itvama. ACt
GFLYV je razlika vrednosti Ct GFLV med dvema zaporednima red¢itvama. E pomeni
ucinkovitost pomnoZevanja, R pa relativno koli¢ino virusne RNA.

ACt ACt
VZOREC mesec redtitey | CTCOX| cox | B | COGFLV Iopy| E R
19,82 23,77 3,87
Vol 2/52 7 10 , 315 | 208 , 354 | 192 ,
Vol 2/52 7 100 22,97 27,31 3,66
20,11 25725 3,41
Vol 2/52 8 10 , 306 | 212 , 325 | 203 ,
Vol 2/52 8 100 24,18 28,50 3,71
2 2 1
Vol 2/52 9 10 039 | 51 | a0 630|150 | 203 00
Vol 2/52 9 100 23,51 29,54 1,13
18,12 23,55 1,40
Vol 2/52 1 10 338 | 198 317 | 2,07
Vol 2/52 1 100 21,50 26,72 2.00
18,71 2 1
Vol 2/55 6 10 8,7 310 | 206 066 | 15 | 103 5,56
Vol 2/55_6_100 21,91 24,18 15,40
20,33 2311 8,74
Vol 2/55 7 10 , 303 | 214 , 382 | 183 ,
Vol 2/55 7 100 23,37 26,93 6,28
21,67 2436 927
Vol 2/55 8 10 , 207 | 217 , 338 | 198 ,
Vol 2/55 8 100 24,64 27,74 8,64
2,17 2834 0,84
Vol 2/55 9_10 275 | 231 330 | 2,01
Vol 2/55 9 100 24,92 31,64 071
17,82 21,55 451
Vol 2/55 1 10 3,53 1,92 311 | 2,10
Vol 2/55 1 100 21,34 24,67 743

REFERENCNI VZOREC Ref2/6 8

redcitev Ct COX ACt COX
10! 19,70
102 22,87 3,16

redcitev Ct GFLV ACt GFLV

10 25,61

10 29,08 3,47
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Priloga E: Teoreti¢na koncentracija virusa GFLV v listih vzorca vinske trte (Vol
2/54), ki smo jih vzorcili junija 2008 (rastna sezona) in v floemskem tkivu vinske trte
(Vol 2/54), ki smo ga vzor¢ili januarja 2009 (izven rastne sezone). ACt je razlika
povprecnih vrednosti Ct med dvema zaporednima red¢itvama. Povprecéni Ct smo
izracunali iz vrednosti Ct treh ponovitev.

Vol 2/54 — LISTI (junij 2008)

Preracunana log

Povprecna teoreti¢na

Redcitev Ct Povprecni ACt konc. g}eda na k::::{f:;;t;ﬂ koncentrac.ij a (St.
cDNA Ct ume.rlterno (antilog) molekul virusne
krivuljo RNA/reakcijo)
12,92 7,94 87.517.872
neredcena | 12,87 12,93 7,96 90.674.134 87.382.317
12,98 7,92 83.954.946
16,79 6,77 5.900.437
10" 16,87 16,85 3,93 6,75 5.579.597 5.646.847
16,90 6,74 5.460.506
20,40 5,68 474.928
107 20,58 | 20,53 3,68 5,62 419.743 435.168
20,61 5,61 410.833
24,24 4,51 32.603
10°  [24,46| 2432 3,79 4,45 28.067 30.917
24,27 4,51 32.082
28,15 3,33 2.144
10" 28,19 28,17 3,85 3,32 2.083 2.105
28,18 3,32 2.088
Vol 2/54 - FLOEM (januar 2009)
Preracunana log . Povprecna teoreti¢na
Redcitev Ct Povpre¢ni ACt konc. glede na kTeoretlcn'i koncentracija (§t.
cDNA Ct umeritveno oncen.tracua molekul virusne
krivuljo (antilog) RNA/reakcijo)
18,99 6,11 1.276.240
neredcena | 18,92 18,97 6,13 1.334.031 1.293.193
18,99 6,10 1.269.306
22,72 4,97 94.209
10" 22,92 22,89 3,92 4,91 81.945 84.324
23,01 4,89 76.818
26,78 3,75 5.572
10 26,87 | 26,81 3,93 3,72 5.220 5.439
26,79 3,74 5.524
31,08 2,44 277
107 30,98 | 30,93 4,12 2,47 296 310
30,72 2,55 356
34,62 1,37 23
10 3496| 35,02 4,09 1,27 18 18
35,48 1,11 13




