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sl

sl/en

Virus pahljacavosti listov vinske trte (GFLV) povzrofa bolezen imenovano kuzno
izrojevanje vinske trte in je odgovorna za zmanjSanje pridelka in njegove kakovosti, ter
tudi propad trsov. GFLV se prenasa s talno ogoréico Xiphinema index, ter z uporabo
okuzenega sadilnega materiala. Klasi¢ni nafin omejevanja S$irjenja virusa temelji na
uporabi neokuzenega sadilnega materiala in na zatiranju ogorcic. Novej$a moznost, ki je Se
vedno v fazi raziskav, je uporaba gensko spremenjene vinske trte, odporne na okuzbo z
virusom GFLV. Za gojenje take vinske trte v vinogradih je potrebna predhodna ocena
tveganja, ki zajema analizo genske variabilnosti virusa GFLV in moznost rekombinacij
med genotipskimi variantami virusa GFLV, ki so prisotne v naravi. Z dosedanjimi
raziskavami so ocenjevali variabilnost virusnih genov, ki se nahajajo na RNA2: 2A
(produkt tega gena najverjetneje sodeluje pri podvajanju RNA2), 2B (gen za gibalni
protein) in 2C (gen za plas¢ni protein). Ugotovili so, da je gen 2A bolj variabilen kot gen
2B ter da sta oba manj variabilna kot gen 2C. V okviru naSe raziskave smo s testom ELISA
testirali trse razlicnih sort in lokacij Primorske na prisotnost 10 najpogosteje prisotnih
virusov pri vinski trti. Ugotovili smo, da je izmed vseh trsov, ki so okuzeni z GFLV, dve
tretjini takih, ki poleg GFLV vsebujejo Se enega ali ve¢ drugih virusov. Na izbranih trsih
razli¢nih sort smo nato skozi rastno sezono opazovali bolezenska znamenja in iskali
morebitne povezave med genotipskimi variantami GFLV ter izrazanjem dolocenih
bolezenskih znamenj. Slednje povezave nismo potrdili na nobenem izmed opazovanih
trsov, smo pa ugotovili, da razli¢ne sorte vinske trte, okuzene samo z GFLV izrazajo
razlina bolezenska znamenja. Z dolocitvijo nukleotidnega zaporedja RNA2 nekaterih
genotipskih variant GFLV in njihovo analizo smo potrdili prisotnost ve¢ genotipskih
variant virusa znotraj ene rastline. Z analizo nukleotidnih zaporedij in primerjavo
rezultatov dobljenih z analizo RFLP iz predhodnih raziskav smo potrdili tudi da je uporaba
encima Styl pri analizi RFLP za gen 2A in 2C ustrezna in zelo dobro opiSe nukleotidno
variabilnost na nivoju teh dveh genov, za gen 2B pa je uporaba Styl neustrezna.
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Grapevine fanleaf virus (GFLV) is the causal agent of disease named grapevine fanleaf
degeneration that causes progressive decline of infected vines, lower yield and low fruit
quality. The virus is spread by its nematode vector Xiphinema index and through the use of
infected planting material. Classical strategies to prevent spread of the disease are use of
healthy planting material and control of nematode vector. One of the new possibilities that
is still in the phase of research is the introduction of transgenic grapevines, resistant to
GFLV. Before the release of transgenic grapevines the environmental risks assessment
must be done. Till now there have been studies based on estimating the genetic variability
of all three genes located on viral RNA2: gene 2A (the product of this gene probably takes
part in RNA2 replication), gene 2B (movement protein gene) and gene 2C (coat protein
gene). They estimated that gene 2A is more variable than gene 2B and that both genes are
less variable than gene 2C. In our study we tested with ELISA grapevine samples of
different cultivars collected in different locations of region Primorska for the presence of
10 most commonly present viruses in grapevine. We found out that among all samples
which contained GFLV, two thirds of them were beside GFLV infected also with one or
more other viruses. Furthermore we observed symptoms on selected grapevines infected
with GFLV and try to find the connection between different genotypic variants of virus
GFLV and expressing defined symptoms. We didnt confirm the latter connection, but we
ascertain that different cultivars of grapevine infected only with GFLV express different
symptoms. We also determined nucleotide sequence of the RNA2 of some genotypic
variants of virus GFLV and confirm the presence of more than one genotypic variants of
GFLYV in one plant. Nucleotide sequence analysis and comparison with previous data from
RFLP analysis comfirmed suitability of use of restriction enzyme Styl in RFLP analysis
and gave a good estimation of genetic variability for genes 2A and 2C, but not for 2B.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

ArMV virus mozaika repnjaka (arabis mosaic virus)

BN rumenica tipa pocrnelosti lesa (bois noir)

BSA goveji serumski albumin (bovine serum albumin)

CB bolezen plutavosti lesa (corky bark)

CCMV cowpea chlorotic mottle virusu

CP plas¢ni protein (coat protein)

DAS ELISA metoda dvojnega sendvica ELISA (double antibody sandwich ELISA)
DNA deoksiribonukleinska kislina

dNTP deoksiribonukleotidi

EcoRI restrikcijski encim

EcoRV restrikcijski encim

ELISA encimsko imunosorpcijski test (enzyme linked immunosorbent assay)

EVOON1 zacetni oligonukleotid
EVOON3 zacetni oligonukleotid

FD zlata trsna rumenica (flavescence doree)
FISH fluorescentna in-situ hibridizacija
GFkV grapevine fleck virus

GFLV 1fw  zacetni oligonukleotid
GFLV 1rv  zacetni oligonukleotid
GFLV 2AF  zacetni oligonukleotid
GFLV 2AR  zacetni oligonukleotid
GFLV 2BF  zacetni oligonukleotid
GFLV 2BR  zacetni oligonukleotid

GFLV virus pahljacavosti listov vinske trte (grapevine fanleaf virus)
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)

GYSVd-1  viroid rumenih madezev vinske trte (grapevine yellow speckle viroid-1)
IC lovljenje virusa na protitelesa (immunocapture)

IEM imunska elektronska mikroskopija

ISEM immunosorbent electron microscopy

KSG razbrazdanje lesa tipa kober (kober stem grooving)

LNSG razbrazdanje lesa tipa LN-33 (LN-33 stem grooving)

MP gibalni protein (movement protein)

ORF odprt bralni okvir (open reading frame)

PCR verizna reakcija s polimerazo (polymerase chain reaction)

pGEMT fwd zacetni oligonukleotid
pGEMT rev  zacetni oligonukleotid
PTA ELISA plate trapped antigen ELISA
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RFLP polimorfizem dolZin restrikcijskih fragmentov

RNA ribonukleinska kislina

RSPaV virus razbrazdanja lesa rupestrisa (rupestris stem pitting associated virus)
RT reverzna transkripcija

RW bolezen razbrazdanja lesa vinske trte (rugose wood)

SSCP polimorfizem konformacije enojne verige

Styl restrikcijski encim

Taq polimeraza iz organizma Thermophilus aquaticus

™V virus mozaika tobaka
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1 UVOD

Virus pahljacavosti listov vinske trte ali Grapevine fanleaf virus (GFLV) povzroca
bolezen, imenovano kuzno izrojevanje vinske trte, ki je razSirjena v vseh vecjih vinorodnih
regijah po vsem svetu. Letni pridelek grozdja se zaradi okuzbe z GFLV lahko zmanjsa tudi
za 80 %, zelo obcutljivim sortam vinske trte pa se lahko obCutno zmanjsa tudi zivljenska
doba. Virus se prenasa s talno ogoréico (Xiphinema index), ki se hrani na koreninah vinske
trte in preko okuzenega sadilnega materiala. Nacini preprecevanja okuzbe so testiranje
trsov v okviru zdravstvene selekcije klonov, uporaba neokuzenega sadilnega materiala ter
tudi zatiranje prenaSalcev. NovejSa moznost je uporaba gensko spremenjene vinske trte, ki
vsebuje zapis za plascni protein GFLV (gen 2C). V predhodnih raziskavah so raziskovali
biolosko raznovrstnost GFLV na nivoju nukleinskih kislin na treh genih 2A, 2B in 2C,
katerih zapisi se nahajajo na RNA2. Dokazali so, da obstaja v naravnih populacijah vecje
Stevilo genotipskih variant virusa. S primerjavo rezultatov RFLP analize genov 2A, 2B in
2C so ugotovili, da je gen 2A (protein 2A verjetno sodeluje pri podvojevanju RNA2) bolj
variabilen kot gen 2B (gibalni protein) in da je izmed treh genov najbolj variabilen gen 2C.
Podatki o raznolikosti genoma GFLV so osnova za sklepanje na pogostost mutacij in
rekombinacij med razlicki virusa v naravi, ter osnova za oceno nevarnosti pri uporabi
gensko spremenjenih rastlin zaradi interakcije med naravnimi populacijami GFLV in
vnesenim genom za plas¢ni protein.

1.1 NAMEN IN HIPOTEZE
1.1.1 Namen dela

Namen dela je popisovanje bolezenskih znamenj na izbranih trsih vinske trte ter iskanje
morebitnih povezav med genotipskimi variantami virusa GFLV in bolezenskimi znamenji.
Predhodne raziskave so potrdile, da je v eni rastlini lahko prisotnih ena ali ve¢ genotipskih
variant virusa (Klari¢, 2004; Vojvoda, 2005). Nas pa je zanimalo tudi, ali Stevilo
genotipskih variant vpliva na izrazanje dolocenih bolezenskih znamenj.

Na seroloSkem nivoju smo s testom ELISA nameravali ugotoviti ali so izbrani trsi poleg z
GFLV okuzeni Se z drugimi virusi.

Na nivoju nukleinskih kislin pa smo zeleli dolociti nukleotidno zaporedje nekaterih
genotipskih variant virusa GFLV in s tem Se bolj natancno analizirati biolosko
raznovrstnost virusa. Preveriti pa smo Zeleli tudi pomen izbranih encimov pri analizi RFLP
za dolocitev genotipskih variant virusa GFLV.
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1.1.2 Hipoteze

Predvidevamo, da se na razli¢nih sortah vinske trte (Vitis vinifera) po okuzbi z virusom
GFLV izrazijo razli¢na bolezenska znamenja.

Pri¢akujemo mesSane okuzbe izbranih trsov, kar pomeni, da so nekateri trsi okuzeni ne le z
GFLV, ampak $e z drugimi virusi.

Z dolocanjem nukleotidnega zaporedja pri¢akujemo potrditev ve¢ genotipskih variant
GFLV na isti sorti vinske trte.



Blas, M. Genska raznolikost virusa pahljacavosti listov vinske trte in opis bolezenskih znamenj na okuzenih rastlinah.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2006

2 PREGLED OBJAV
2.1 PREGLED BOLEZNI VINSKE TRTE

Podobno kakor druge rastline tudi vinsko trto napadajo Stevilne bolezni in Skodljivei, ki
nenehno ogrozajo koli¢ino in kakovost pridelka. Vinska trta sodi med zelo obcutljive
rastline (Colnaric¢, 1980).

Med zive povzrocitelje bolezni ali biotske faktorje, ki napadajo vinsko trto, Stejemo glive,
bakterije, fitoplazme, viruse in Skodljivce (zuzelke, prSice, ogorcice itd.). V teh primerih je
bolezen rezultat interakcij med obcutljivim gostiteljem in Zivim patogenim organizmom.
Na vinski trti se lahko pojavijo tudi nepravilnosti ali tako imenovane nebiotske bolezni, ki
so posledica neravnotezja hranil, okoljskega stresa ali kemicne toksi¢nosti (Pearson in
Goheen, 1998).

Med glivne bolezni in njene povzrocitelje na vinski trti spadajo: peronospora vinske trte
(Plasmopara viticola Berl. & de Toni), pepelovka vinske trte ali oidij (Uncinola necator
(Schwein.) Burr.), siva plesen ali grozdna gniloba (Sclerotinia fuckeliana (de Bary) Fuck),
¢rna pegavost vinske trte (Phomopsis viticola Sacc.), rde¢i listni ozig (Pseudipeziza
tracheiphila Muller), ¢rna grozdna gniloba (Guignardia bidwellii (Ell.) Viala & Ravaz),
atraknoza ali ¢rni pikec (Elsinoe ampelina Shear), kap ali apopleksija (Eutypa lata Pers.)
ter propadanje, imenovano eska ali eskarioza (Phaeoacrenonium sp., Phellinus sp. Stereum
sp.) (Vrsic¢ in Lesnik, 2005; Pearson in Goheen, 1998).

Bolezni bakterijskega izvora so morda najmanj Steviléne izmed bolezni trte. Velja omeniti
bakterijski ozig mladik vinske trte (Xanthomonas ampelina Pagan.) in bakterijski rak
koreninskega vratu trte (Agrobacterium tumefaciens Smith) (Vr$i¢ in Lesnik, 2005).
Bolezeni imenovane trsne rumenice pa povzrocajo fitoplazme razli¢nih tipov, od katerih
sta najpomembnejSa zlata trsna rumenica (Flavescence doree, FD) in rumenica tipa
pocrnelosti lesa (Bois noir, BN) (Petrovic¢ in sod., 2004).

Vinsko trto okuzuje vsaj 55 do zdaj znanih virusov (Martelli, 2003). Najbolj skodljivi med
njimi spadajo v rodove Nepovirus, Closterovirus, Vitivirus, Foveavirus in Maculavirus
(Fauquet in sod., 2005).

Vinska trta gosti tudi veliko Skodljivcev, vendar so le redki izrazito Skodljivi. Najvec je
zuzelk (npr. $krzati, sovke, kaparji, usi itd.), manj pa pric in ogoréic. Skodljivci objedajo
ali izsesavajo nad- ali podzemne organe trte ter s tem povzrocajo neposredno Skodo na
rastlini. O posredni Skodi govorimo kadar so Skodljivei prenasalci gliviénih, virusnih in
fitoplazemskih bolezni (V18i€ in Lesnik, 2005).
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2.2 VIRUSNE BOLEZNI VINSKE TRTE
2.2.1 Rod Nepovirus

Rod Nepovirus zajema poliedri¢ne viruse, ki se $irijo s talnimi ogor¢icami. Ti dve lastnosti
sta zaznamovali tudi poimenovanje rodu (NEmatodi, POliedri¢ni virusi). Spadajo v
druzino Comoviridae (Bovey in sod., 1980). Razsirjeni so predvsem v zmerno toplih
obmocjih. Lahko okuzujejo le eno rastlinsko vrsto lahko pa Sirok krog rastlinskih vrst,
odvisno od virusa (Fauquet in sod., 2005).

Ogorcice sprejmejo virus, ko se prisesajo na korenine okuzenega trsa. Ko se okuZzene
ogorcice hranijo na zdravih trsih prenasajo viruse po vinogradu v obliki koncentri¢nih
krogov. Ostanki korenin po kréenju vinograda lahko ostanejo kuzni ve¢ let (Bovey in sod.,
1980).

Genom nepovirusov je sestavljen iz dveh verig linearne pozitivno polarne enoverizne RNA
(RNA1 in RNA2). Poleg teh lahko nekateri nepovirusi vsebujejo Se linearno ali krozno
satelitsko RNA (Fauquet in sod., 2005).

Najbolj znacilno bolezensko znamenje okuzbe z nepovirusi so obrockaste kloroze na listih,
ki se obi¢ajno pojavijo spomladi. Pogoste so tudi druge oblike kloroz, vidne kot
razbarvanje listov v obliki lis ali tock (Fauquet in sod.,2005; Kurstak, 1981). Mnoge divje
rastline ob okuzbi z nepovirusi ne razvijejo bolezenskih znamenj, kar kaze na zmoZznost
prilagoditve rastline na virus. Pojav in vrsta bolezenskih znamenj je odvisna od vrste
rastline in virusa, od letnega ¢asa ter mnogih drugih dejavnikov (Kurstak, 1981).

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, AtMV).

GFLV je ekonomsko najbolj pomemben nepovirus. V naravi okuZuje le rastline iz rodu
Vitis. Bolezen, ki jo povzro¢a, imenujemo kuzno izrojevanje vinske trte (Macek, 1986). Ta
lahko zmanjsa letni pridelek grozdja tudi za 80 % (Pearson in Goheen, 1998). V naravi se
prenasa z ogor¢ico Xiphinema index. Za okuzbo z GFLV je opisana vrsta bolezenskih
znamenj, med najznacilnejSimi so: deformacije listov, ki lahko dobijo izgled pahljacavosti
ali celo peterSiljavosti, rumenenja razli¢nih oblik medzilnih prostorov listov, deformacije
poganjkov v obliki krajSanja medclenkov in dvojnih ¢lenkov ter posledicno grmast ali
metlast izgled trsa.

ArMV je seroloSko soroden GFLV. Za razliko od GFLV okuZuje Sirok krog naravnih
gostiteljev. Prenasajo ga ogorcice Xiphinema diversicatum, Xiphinema coxi in Longidorus



Blas, M. Genska raznolikost virusa pahljacavosti listov vinske trte in opis bolezenskih znamenj na okuzenih rastlinah.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2006

caespiticola. Bolezenska znamenja na okuzeni trti so zelo podobna tistim, ki jih kaze
okuzba z GFLV (Bovey in sod., 1980). Pogoste so kloroze listov v obliki mozaikov, pik ali
lis, v¢asih se pojavijo tudi nekroze (Murant, 1985).

2.2.2 Rodova Closterovirus in Ampelovirus
Rodova Closterovirus in Ampelovirus uvr§¢amo v druzino Closteroviridae. Virusi obeh

rodov imajo dolge nitaste delce in se v najve¢ji meri nahajajo v floemu okuzenih rastlin.
Genom je sestavljen iz enojne linearne pozitivno polarne enoverizne RNA. Nekatere viruse

prenaSajo kaparji razli¢nih vrst. Pogost 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) (slika 1). Obstajajo Stevilni serolosko locljivi tipi, ki so
jih poimenovali tip 1, 2, 3 itd. do 9. GLRaV-2 spada v rod Closterovirus, GLRaV-1,
GLRaV-3, GLRaV-4, GLRaV-5, GLRaV-6 in GLRaV-8 pa v rod Ampelovirus (Fauquet in
sod., 2005). Ekonomsko najpomembnejsa in tudi najbolj razsirjena sta GLRaV-1 in
GLRaV-3 (Sefc in sod., 2000).

Slika 1: Virus GLRaV (Tzeng in sod., 1999)

Bolezen zvijanja listov vinske trte (grapevine leafroll) je razSirjena povsod po svetu, kjer
uspeva vinska trta. Prizadene lahko vse sorte in podlage, vendar bolezenska znamenja niso
nujno ocitna pri vseh (Bovey in sod., 1980; Pearson in Goheen, 1998). Bolezenska
znamenja so najbolj jasno vidna pri rdecih sortah vinske trte (Bovey in sod., 1980).
Spomladi se bolne rastline ne locijo bistveno od zdravih, poleti pa se na okuzenih listih
rdecih oziroma temnih sort pojavijo rdece pike. RdeCenje se kasneje razsiri po celotni
povrsini lista, vendar glavne Zile ostanejo zelene. Pozno poleti in jeseni je znacilno zvijanje
listov. Posledica bolezni je tudi zakasnjeno in neenakomerno dozorevanje jagod. Grozdi so
obicajno manjsi, oblika grozdov in posameznih jagod pa ostane primerljiva z zdravimi
trtami (Bovey in sod., 1980; Pearson in Goheen, 1998). Pri belih sortah se bolezenska
znamenja razlikujejo od rdecih sort le po tem, da listi ne pordec¢ijo temve¢ porumenijo.
Zaznavanje bolezni zvijanja listov je tako pri belih sortah teZavnejSa (Bovey in sod., 1980;
Pearson in Goheen, 1998).
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Vseh devet dosedaj odkritih virusov GLRaV (GLRaV-1 do GLRaV-9) povezujejo z
boleznijo zvijanja listov vinske trte (Martelli in sod., 2002; Alkowni in Rowhani, 2003).
Vendar pa natancen povzrocitelj bolezni ostaja nepojasnjen, saj so pri trtah z znamenji
bolezni zvijanja listov pogosto odkrili Se virus vinske trte A (Grapevine virus A, GVA) in

virus vinske trte B (Grapevine virus A, GVB) ter tudi izometrine virusne delce (Suti¢ in
sod., 1999).

2.2.3 Rod Vitivirus in Foveavirus

Rodova Vitivirus in Foveavirus spadata v druzino Flexiviridae. Virusi obeh rodov so
nitaste oblike, dolgi priblizno 800 nm. Njihov genom predstavlja enojna linearna pozitivno
polarna enoverizna RNA. V rod Vitivirus uvrs¢amo virus vinske trte A (Grapevine virus A,
GVA) in virus vinske trte B (Grapevine virus B, GVB), v rod Foveavirus pa virus
razbrazdanja lesa rupestrisa (Rupestris stem pitting associated virus, RSPaV). Vsi trije
omenjeni virusi se prenasajo z okuzenim sadilnim materialom, GVA in GVB dodatno $e s
kaparji iz rodov Pseudococcus in Planococcus. Prenasalec GVA je tudi veliki trtni kapar
Neopulvinaria innumerabilis (Fauquet in sod., 2005). Vse tri viruse povezujejo z
razbrazdanjem lesa na vinski trti.

Bolezen razbrazdanja lesa vinske trte (Rugose wood, RW) vkljucuje skupino bolezni, ki se
prenasajo s cepljenjem. RW se na trsih izrazi s tvorbo jamic in brazd ali drugih
nepravilnosti na lesu Zlahtnega dela trsa, podlage ali na obeh. Glede na to, na kateri izmed
treh indikatorskih rastlin se po cepljenju okuZenega trsa pokazejo bolezenska znamenja,
lo¢imo: razbrazdanje lesa tipa kober (Kober stem grooving, KSG), razbrazdanje lesa tipa
LN-33 (LN-33 stem grooving, LNSQG), bolezen plutavosti lesa (Corky bark, CB) ter
razbrazdanje na rupestrisu (Rupestris stem pitting, RSP). Indikatorske rastline pa so: Kober
5BB (Vitis berlandieri Planch. X. V. Riparia Michx.), LN-33 (Courderc 1613 X Thompson
Seedless) in Vitis Rupestris St. George (Vitis Rupestris Scheele St. George) (Martelli,
1993; Minafra, 2000).

Virus GVA verjetno povzroca KSG (Garau in sod.,1994; Credi, 1997), za katero so
znacilne brazde na lesu indikatorskih rastlin kober SBB (Meng in sod., 1999).

Virus GVB sku$ajo povezati z boleznijo plutavosti lesa (Corky bark, CB), domnevajo pa
tudi, da verjetno ni edini povzrocitelj te bolezni (Minafra, 2000). Indikatorja za CB sta LN-
33 in V. Rupestris St. George. Listi bolnih trsov pri CB se jeseni zvijajo, rdecijo in
rumenijo ter lahko ostanejo dlje Casa pritrjeni, medtem ko pri zdravih trsih Ze davno
odpadejo. Rdecenje listov pri rdeCih sortah se pri CB razlikuje od bolezni zvijanja listov
vinske trte po tem, da rdecijo tudi glavne zile. Znacilne so brazde razli¢nih dolzin na lesu
pod skorjo. Pri zelo obcutljivem LN-33 se lahko internodiji rozg zadebelijo, kar je
posledica plutastega razrasta skorje, ki vzdolzno popoka. Pod skorjo se pojavijo globoke
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brazde in luknjice. Indikatorji LN-33 kmalu po okuzbi pogosto propadejo (Marteli, 1993;
Pearson in Goheen, 1998; Bovey in sod., 1980). Virus GVB so preucevali tudi Shi in
sodelavci (2004) v Avstraliji, vendar na nobenem od 232 trsov okuzenih z GVB niso nasli
znamenj bolezni CB. Prav tako niso zaznali bolezenskih znamenj na bioloSkem indikatorju
LN33. Tudi oni so zakljucili, da je CB kompleksna bolezen, ki jo povzro¢a mesanica
virusov.

Razbrazdanje na rupestrisu (Rupestris stem pitting, RSP) kaze znacilna bolezenska
znamenja na indikatorju V. Rupestris. Na njegovem lesu se pojavijo izrazite majhne
jamice. Bolezen lahko povzroca tudi pocasnejSo rast Zlahtne trte, zato so po nekaj letih
bolni trsi opazno manjsi od zdravih. Listi bolnih trsov ne rdec¢ijo kot pri CB ali bolezni
zvijanja listov vinske trte (Pearson in Goheen, 1998). Pri trsih z bolezenskimi znamenji
RSP so obicajno odkrili virus RSPaV, vendar ni nujno, da vsi trsi okuZeni z RSPaV
izrazajo znamenja omenjene bolezni (Nolasco in sod., 2006; Tomazic, 2002).

Posameznih bolezni RW v naravi zaradi pomanjkanja razlikovalnih bolezenskih znamen;j
zaenkrat ne moremo uspesno locevati med seboj (Martelli, 1993). Poleg tega veliko sort in
podlag v naravi kljub okuzbi z omenjenimi virusi ne kaze znacilnih bolezenskih znamenj.
Pri vseh treh virusih, GVA, GVB in RSPaV, so znotraj posamezne vrste nedavno odkrili
tudi Stevilne razli¢ne genotipske variante (Goszczynski in Jooste, 2003; Shi in sod., 2004;
Nolasco in sod., 2006).

2.2.4 Rod Maculavirus

Nedavno Se neuvrSceni virus Grapevine fleck virus (GFkV) danes pripada rodu
Maculavirus in druzini Tymoviridae. Je izometri¢ne oblike ter vsebuje enojno linearno
pozitivno polarno enoverizno RNA. Okuzuje le vinsko trto, nahaja pa se izklju¢no v
floemu okuZenih gostiteljev. Vektor GFkV zaenkrat ni znan, ve¢inoma pa se prenasa z
okuzenim razmnozevalnim rastlinskim materialom (Fauquet in sod., 2005). GFkV je na
vinski trti obi¢ajno latenten, z izjemo V. Rupestris, pri katerem na mladih listih povzroc¢a
rahlo prosojne pike ali lise (Fauquet in sod., 2005; Martelli, 1993). Listi z ve¢jim Stevilom
madezev se lahko nagubajo in zvijajo navzgor. Madezi v dolzino merijo od 1 do 3 mm
(Martelli, 1993; Pearson in Goheen, 1998). Pri indeksiranju na V. Rupestris se bolezenska
znamenja, ki jih povzro¢a GFkV, pogosto zamenjujejo s tistimi, ki jih povzro¢a GFLV,
sploh Ce je indikator okuzen z obema virusoma (Bovey in sod., Martelli, 1993).
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2.3 VIRUS GFLV
2.3.1 Splosne znacilnosti virusa GFLV

Virus pahljacavosti vinske trte (Grapevine fanleaf virus, GFLV) je eden najpomembnejsSih
virusov, ki okuzuje vinsko trto (Bovey in sod., 1980). Bolezen, ki jo povzroca, se imenuje
kuzno izrojevanje vinske trte (Macek, 1986). To je najstarejSa znana bolezen vinske trte
(Vitis vinifera). Bolezenska znamenja, kot so Siroko odprti sinusi ob listnem peclju in
nenormalna, skoraj vzporedna razporejenost glavnih zil, ki daje videz odprte pahljace, so
prispevala k poimenovanju virusa (Pearson in Goheen, 1998). Prvi evropski opisi bolezni
so stari vsaj 200 let. V herbarijih, ki so nastali pred zacetkom uporabe hibridnih ameriskih
podlag odpornih na vinsko us, so nasli liste trte z znacilnimi bolezenskimi znamenji, ki jih
pripisujemo GFLV. Danes je GFLV razsirjen v vseh ve¢jih vinorodnih regijah po vsem
svetu (Pearson in Goheen, 1998; Bovey in sod., 1980).

Glavni gostitelj GFLV v naravi so rastline iz rodu Vitis. Prizadene lahko vse Zlahtne trte in
podlage ter krizance. Z mehansko inokulacijo ga lahko prenesemo Se na nekatere zelnate
rastline. V vinogradih se prenasa z okuzenim sadilnim materialom in ogor¢ico Xiphinema
index (Pearson in Goheen, 1998; Bovey in sod., 1980; Hewitt in sod., 1970).

Zaradi okuzbe z GFLV so letne izgube pridelka grozdja lahko zmerne ali zelo visoke, tudi
do 80 %. To je odvisno od virulence virusnega izolata, obcutljivosti sorte trte in okoljskih
dejavnikov (Pearson in Goheen, 1998; Bovey in sod., 1980).

2.3.2 Zgradba in ekspresija genov virusa
Virusni delci GFLV so izometri¢ne oblike s premerom priblizno 28 nm in niso obdani z

membrano (Pinck in sod., 1988) (slika 2). Kapsida je sestavljena iz 60 strukturnih enot oz.
polipeptidov z molekulsko maso 56 kDa (Fauquet in sod., 2005; Serghini in sod., 1990).

:

Slika 2: Virusni delci GFLV. Merska skala na sliki predstavlja 100 nm (Martelli in sod., 2001).
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Genom virusa je sestavljen iz dveh verig linearne pozitivno polarne enoverizne RNA,
RNAT in RNA2. Pri genotipski varianti F13, izolirani v Franciji, so odkrili Se dodatno,
satelitsko RNA — RNA3. Vse tri RNA imajo na 5' koncu vezan virusni protein (VPg), na 3'
koncu pa se zakljucijo s poliA repom (Pinck in sod., 1988; Fuchs in sod., 1989) (slika 3).
Posamezna veriga RNA je vkljucena v loCen izometric¢en virion (Serghini in sod., 1990).

RNAI1, RNA2 in RNA3 vsebujejo po en odprt bralni okvir (ORF), ki ga obdajata
nekodirajoci regiji (Fuchs in sod., 1989; Serghini in sod., 1990, Ritzenthaler in sod., 1991).
Vsaka izmed verig se prepiSe v posamezen poliprotein, ki ga nato specifi¢na virusna
proteaza, kodirana na RNA1 razcepi v funkcionalne proteine (Viry in sod., 1993).

RNA 1 (7342 nt)

VP
o | 1A | B Jic] 1D IE —aaa..

RNA 2 (3774 nt)

VPg

24 | B | 2C —AAA..

5’UTR 3’UTR

RNA 3 (1114 nt)

VPg
5°UTR 3°’UTR

Slika 3: Shematski prikaz zgradbe genoma GFLV in razporeditve genov na RNA1, RNA2 in RNA3. Z UTR
so oznacena nekodirajoca zaporedja (Belin in sod., 2001; Fuchs in sod., 1989).

RNAT1 je dolga 7342 nukleotidov in kodira poliprotein P1 z molekulsko maso 253 kDa. P1
se razcepi v funcionalne 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). Na RNAI1 je zapis za vse
proteine, ki so potrebni za podvojevanje GFLV (Ritzenthaler in sod., 1991).

Viry in sod. (1993) so in vitro sintetizirali RNA1 in RNA2 ter ju vnesli v testno rastlino
Chenopodium quinoa. Ugotovili so, da se lahko RNA1 v celicah podvaja neodvisno od
RNAZ2, vendar slednjo nujno potrebuje za Sirjenje po rastlini. Nasprotno se RNA2 ob
odsotnosti RNA1 ne more pomnozevati.
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RNA2 je dolga 3774 nukleotidov. PrepiSe se v 122 kDa velik poliprotein P2, ki s
proteolitskim rezanjem razpade na proteine: 2A, 2B in 2C (Serghini in sod., 1990). Protein
2A sodeluje pri podvojevanju verige RNA2. Protein 2A je nujen za podvojevanje RNA2,
ni pa zadosten, saj za to potrebuje Se prisotnost RNAT1 (Gaire in sod., 1999). Protein 2B je
gibalni protein (movement protein, MP). Sodeluje pri Sirjenju virusa iz okuzene v sosednje
neokuzene celice. Vpleten je pri tvorbi tubularnih struktur, s katerimi virusni delci
prehajajo iz ene celice v drugo (Ritzenthaler in sod., 1995). Protein 2C je plas¢ni protein
(coat protein, CP) z molekulsko maso 56 kDa, ki gradi virusno kapsido (Serghini in sod.,
1990). Prisotnost RNA ni pogoj za pravilno sestavljanje virusne kapside, saj nastala
kapsida lahko vsebuje virusno RNA ali pa tudi ne (Belin in sod., 1999). CP je poleg vloge
gradnika kapside odgovoren tudi za specifi¢nost prenosa GFLV z ogorcico (Andret - Link
in sod., 2004b).

RNA3 genotipske razli¢ice GFLV F13 je zgrajena iz 1114 nukleotidov. Na njej je zapis za
protein P3 z molekulsko maso 37 kDa, ki je hidrofilne in bazi¢ne narave (Fuchs in sod.,
1989). P3 naj bi bil odgovoren za podvojevanje RNA3. Poleg tega RNA3 za lastno
podvojevanje in nastanek kapside potrebuje Se prisotnost RNA1 in RNA2 (Hans in sod.,
1993; Andret-Link in sod., 2004a; Fuchs in sod., 1989).

2.3.3 Podvojevanje virusa in Sirjenje med celicami

Veliko rastlinskih virusov s pozitivho polarno enoverizno RNA pri svojem podvojevanju
povzrocijo spremembe in reorganizacijo endomembranskega sistema znotraj gostiteljske
celice. Poleg obseznih morfoloskih sprememb endoplazmatskih retiklov (ER) povzrocijo
tudi njthovo premestitev v perinuklearni prostor. Podoben mehanizem pri svojem
podvojevanju uporablja tudi GFLV (Ritzenthaler in sod., 2002).

Po vstopu v rastlinsko celico virus GFLV najprej odvrZe kapsido in v citoplazmo sprosti
verigi RNA. Tam se pri¢ne prepis v poliproteina P1 in P2. P1 je verjetno odgovoren za
oblikovanje tako imenovanega virusnega podvojevalnega razdelka v blizini jedra rastlinske
celice. Tvorijo ga intracelularne membrane oz. membranski vezikli, ki izvirajo iz ER. Na
membranskih veziklih poteka podvojevanje genomskih RNA (slika 4). Novo nastale RNA
so na racun intracelularnih membran zasSCitene pred razgradnjo s strani gostiteljskih RNaz
(Andret - Link in sod., 2004a; Ritzenthaler in sod., 2002).

Ker je protein 2A potreben za replikacijo RNA2, domnevajo, da je domena 2A na
nastajajoc¢em poliproteinu tista, ki privede kompleks P2-RNA2 do mesta replikacije (Gaire
in sod., 1999). Znotraj virusnega razdelka se zaradi procesiranja poliproteinov P1 in P2 s
proteazo 1D akumulirajo funkcionalni virusni proteini. Izjema je gibalni protein 2B, ki se
po nastanku naglo prenese na celi¢no periferijo (Ritzenthaler in sod., 2002).
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Virion
GFLV
v
[711
= ’;-
Tubul Pd

Slika 4: Shematski prikaz podvojevanja, znotrajcelicnega in medceli¢nega gibanja GFLV. Oznake: GA —
Golgijev aparat, V — vezikli iz GA, MT — mikrotubuli, MP — gibalni protein, Pd — plazmodezma (Andret -
Link in sod., 2004)

Zgodnje faze gibanja GFLV lahko razdelimo na znotrajceli¢no gibanje z objedrnega mesta
podvojevanja RNA in sestavljanja novih virusov do roba celic ter na medceli¢no gibanje
virusov preko celi¢ne stene v sosednje celice (Andret - Link in sod., 2004a) (slika 4).

Domnevajo, da se gibalni protein 2B skupaj s plas¢nim proteinom 2C ali Ze sestavljenimi
virusnimi delci prenese do roba celice na povrsini veziklov, ki izvirajo iz Golgijevega
aparata (GA). Pri transportu verjetno pomagajo tudi gostiteljski mikrotubuli, ki usmerjajo
vezikle GA (Ritzenthaler in sod., 1995; Laporte in sod., 2003). GA se nahajajo v
neposredni blizini virusnega podvojevalnega razdelka (Ritzenthaler in sod., 2002). Ko so
gibalni proteini 2B locirani v blizini plazmodezem, por v celi¢ni steni, se pricnejo
zdruzevati v tubule. Ti imajo bazalni del zasidran v celi¢ni steni, konci pa Strlijo v
citoplazmo. Tubuli rastejo le na bazalnem delu znotraj celicne stene, kamor se dodajajo
nove enote 2B, kar omogoca prodor tubulov v citoplazmo sosednje celice (Andret - Link in
sod., 2004a; Laporte in sod., 2003). Preko tubularnih struktur se na novo nastali virusni
delci prenasajo v sosednje neokuZene celice, kar vodi v sistemsko okuzbo (Gaire in sod.,
1999).

2.3.4 Prenos virusa v vinogradu in Sirjenje okuzbe

2.3.4.1 Prenos virusa z ogor¢icami

GFLV se v naravi prenaSa iz okuzenih rastlin na zdrave z ektoparazitsko ogorc¢ico
Xiphinema index, iz druzine Longidoridae. Za razliko od drugih nematodnih prenasalcev

X. index prenasa le GFLV (Hewitt in sod., 1958, cit. po Andret - Link 2004a; Raski in sod.,
1983, cit. po Andret - Link 2004).
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Ogorcica X. index je s prostim o¢esom komajda vidna in v dolzino meri priblizno 3,5 mm
(Urek in Hrzic¢, 1998) (slika 5).

Slika 5: Xiphinema index (Xiphinema spp., 1998).

Cohn in sodelavci so leta 1970 objavili, da je prenasalec GFLV tudi ogorcica Xiphinema
italiae, Cesar pa kasnejSe raziskave niso nikoli potrdile. Vsekakor je v naravi ogor€ica X.
index dalec bolj uspesen prenasalec od ogorcice X. italiae (Andret - Link in sod., 2004b).

Ogorcice se hranijo na koreninskih laskih vinske trte in zivijo prosto v tleh (Belin in sod.,
2001; Urek in Hrzi¢, 1998). Njihova prehranjevalna naprava je sestavljena iz dolgega
cevastega bodala (odontostileta), ki ga uporabljajo za vbadanje in izsesavanje tkiva mladih
koreninic (Urek in Hrzi¢, 1998). Na mestu vboda se v korenini razvije zadebelitev, v kateri
so vidne povecane, vecjedrne celice z gosto citoplazmo (Belin in sod., 2001).

Ogorcica X. index med hranjenjem na okuzeni trti poleg rastlinskih sokov zauzije tudi
viruse GFLV, ki se vezejo na specificna mesta na kutikuli, ta pa obdaja notranjost
poziralnika. Ko se okuzena ogorc€ica hrani na koreninah zdrave trte, se skupaj z izlocki iz
poziralnih zlez preko odontostileta v rastlinsko tkivo prenesejo tudi virusi GFLV. Izlocki iz
poziralnih Zlez so nujni za prebavo rastlinske celicne vsebine, ki jo ogorcice vsesajo, ko je
ta primerno obdelana (Urek in Hrzi¢, 1998).

X. index je edini prenasalec GFLV v naravi in verjetno je ravno zato odnos med njima ter
prenos med rastlinami tako visokospecifi¢en. Dokazali so, da je za specificno vezavo in
zadrZevanje GFLV v prebavilu ogor¢ice odgovoren virusni pla§¢ni protein. Determinante s
katerimi se GFLV veZe na kutikulo v prebavilu ogoréice X. index, so verjetno nameséene
na zunanji povrSini virusne kapside. Natancen mehanizem pritrjevanja Se ni poznan
(Andret - Link in sod., 2004b). GFLV se ne podvaja znotraj ogorc¢ice in tudi ne vpliva na
njeno razmnozevanje (Das in Raski, 1969, cit. po Demangeat, 2005).
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Demangeat in sod. (2005) so s svojo raziskavo pokazali, da ostanejo ogorcice virulentne v
zemlji brez gostiteljskih rastlin tudi po 4 letih. Vzorce zemlje z ogorc¢icami so hranili pri
temperaturah 4 ° ter 20 °C in po 4 letih so ogor¢ice X. index preZivele in uspele zadrzati
virus. Domnevajo, da v neugodnih razmerah, npr. v odsotnosti gostiteljskih rastlin,
ogorcice preidejo v fazo mirovanja, ko se ne razmnozujejo in hranijo ter posledicno ne
spros¢ajo virusov.

Zanimivo je tudi, da virulentne ogor¢ice X. index, ki so jih hranili na rastlinah, v katerih se
GFLV ne razmnozuje, sprostijo virus in po 12 tednih postanejo nevirulentne (Taylor in
Brown, 1997, cit. po Demangeat, 2005).

Ogorcice Sirijo virus po vinogradu s hitrostjo 1,3—1,5 m na leto (Pearson in Goheen, 1998).
Bolezenska znamenja okuZzbe z GFLV se znadilno pojavljajo v zaplatah ali koncentri¢nih
krogih velikih od nekaj kvadratnih metrov, do nekaj hektarov (Kurstak, 1981).

2.3.4.2 Prenos virusa s sadilnim materialom

Sirjenje GFLV z ogoréico je omejeno na krajse razdalje, saj je maksimalna hitrost Sirjenja
okuzbe le 1,5 m na leto. Virus se na daljSe razdalje prenasa z okuZenim sadilnim
materialom. Skupaj z virusom se na tak nacin lahko $iri tudi njegov prenasalec, ogorcica X.
index (Pearson in Goheen, 1998). Za to vrsto prenosa je znacilna razprSena porazdelitev
obolelih trsov v vinogradu (Kurstak, 1981). ObseZno Sirjenje GFLV s sadilnim materialom
po svetu se je pospesilo po letu 1800. Takrat so namre¢ v Evropi priceli z uporabo na trtno
u$ odpornih ameriskih podlag. Do tedaj se je virus v Evropi verjetno Siril predvsem z
ogorcicami le znotraj omejenih obmocij (Pearson in Goheen, 1998).

Virus GFLV se ne prenasa s semeni (Pearson in Goheen, 1998; Bovey in sod., 1980) in
razen trte nima drugih naravnih rastlinskih gostiteljev. Njegov naravni rezervoar tako
predstavljajo rastline rodu Vitis oziroma njihove z GFLV okuZene korenine. Virus se
namre¢ lahko ohrani v koreninah, ki ostanejo v zemlji viabilne Se nekaj let po odstranitvi
mati¢nega trsa. Ob prisotnosti ogor¢ice X. index se okuzenost tal Se dodatno podaljSuje
(Pearson in Goheen, 1998).

2.3.4.3 Omejevanje Sirjenja okuzbe

Med nepogresljive naCine omejevanja Sirjenja virusa GFLV spada testiranje trsov v okviru
zdravstvene selekcije klonov in posledi¢no uporaba zdravega sadilnega materiala. Namen
zdravstvene selekcije je pridobivanje klonov, ki niso okuzeni s Skodljivimi virusi, z
indeksiranjem na doloCene sorte vinske trte, seroloskim testom ELISA ali celo
molekularnimi testi (Tomazi¢, 1999; Pravilnik, 2005). Zdrav sadilni material lahko
pridobimo tudi s termoterapijo in s tkivno kulturo meristema (Blazina, 1992).
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Eden izmed nacinov omejevanja Sirjenja GFLV je tudi zatiranje prenaSalca, ogorcice X.
index. To je v Ze obstojeCem vinogradu tezko izvedljivo. Pomembnejsa je priprava tal pred
vzpostavitvijo vinograda. Seveda je najbolj priporocljiva nasaditev vinograda na povrsino,
na kateri predhodno niso gojili vinske trte. Ce sadimo vinograd na povriino, kjer je
prisotna samo ogorc¢ica X. index brez GFLV ali obratno, bomo Ze z zasaditvijo zdravih
trsov dosegli izkoreninjenje virusa (Pearson in Goheen, 1998; Andret - Link in sod.,
2004a). Ce pa sadimo vinograd na povr$ino izkréenega starega vinograda, kjer smo
dokazali z GFLV okuZene ogorcice, potem je najprimernejSa predhodna doba mirovanja
tal, ki jo nekateri ocenjujejo celo na 10 let (Vuitenez, 1969 cit. po Andret-Link in sod.,
2004a; Macek, 1986).

Mozna je tudi uporaba kemi¢nih sredstev za zatiranje ogorcic — nematocidov, ki so pogosto
neucinkoviti zaradi slabega prodiranja v globje plasti tal. Povrh vsega so obicajno
neselektivni ter tako strupeni tudi za ostale organizme v tleh. Problem predstavlja tudi
uhajanje nematocidov v podtalnico (Pearson in Goheen, 1998; Urek in Hrzi¢, 1998). Pred
izkréenjem vinograda je alternativa tudi premaz trte z neselektivnim herbicidom, ki unici
korenine, ki predstavljajo rezervoar virusa in vir hrane za ogorcico (Vr3i¢ in LesSnik, 2005).

V okviru omejevanja okuzbe so pomembne tudi nekatere sorte vinske trte in nekatere divje
vrste iz rodov Vitis in Muscadinia, ki so odporne na GFLV in na njegovega prenasalca,
ogorcico X. index. Te so ze uporabili za vzgojo novih odpornih podlag (Pearson in Goheen,
1998).

Preucevali so tudi moznost navzkrizne zascite s serolosko sorodnima virusoma GFLV in
ArMV. Huss in sod. (1989) so okuzili rastline vrste Chenopodium quinoa najprej z
virusom ArMV in nato Se z GFLV ter dokazali, da okuzba z ArMV zmanjsa ali celo
zaustavi sintezo plas¢nega proteina in podvojevanje RNA GFLV. Podobno so pokazali, da
okuzba z manj virulentim sevom GFLV za$¢iti rastlino pred okuZbo z zelo virulentim
sevom istega virusa. Zal je strategija uspe$na le v eksperimentalnih pogojih, v praksi pa se
je izkazala za slabo uporabno (Huss in sod., 1989).

Novej$a moznost je uporaba gensko spremenjenih rastlin vinske trte, odpornih na GFLV.
Danes ze obstaja nekaj podlag, odpornih na GFLV, ki imajo v rastlinski genom vnesen gen
za plascni protein GFLV. Ker obstaja teoreticna moznost, da bi prislo do rekombinacije
med plas¢nim proteinom GFLV, ki se izrazi v transgenih vinskih trtah, in virusi, ki so
naravno prisotni v vinogradu, potekajo Studije, ki bodo osvetlile dejanski pomen in
tveganja povezana s pojavom rekombinacij.
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2.3.5 Bolezenska znamenja

Vinska trta se na okuzbo z virusom GFLV odzove z zelo razlicnimi bolezenskimi
znamenji. To je posledica razlik v obcutljivosti razlicnih sort vinske trte, razlicnih
genotipskih variant virusa (Bovey in sod., 1980, Suti¢ in sod., 1999, Martelli in sod.,
2001), starosti trsa, pri kateri pride do okuzbe z GFLV, moznih interakcij z drugimi virusi
(Suti¢ in sod., 1999) ter tudi vplivov okolja (Bovey in sod., 1980; Blazina, 1992). Vse to
verjetno doprinaSa k temu, da se opisi bolezni med razli¢nimi avtorji razlikujejo.

Razli¢ne sorte se na okuzbo z GFLV razlicno odzovejo. Pri tolerantnih sortah okuzba ne
povzroca pojava bolezenskih znamenj in ne kaze vpliva na kakovost pridelka. Pri zelo
obcutljivih sortah pa lahko kuzno izrojevanje vinske trte zmanjsa letni pridelek grozdja
tudi za 80 %. Poleg tega se Zivljenska doba trsov mocno skrajsa, poveca se nezdruZljivost
cepicev s podlago, sadilni material se tezje ukorenini in poveca se obcutljivost trsov na
podnebne spremembe (Pearson in Goheen, 1998).

KuZzno izrojevanje vinske trte povzroa bolezenska znamenja na vseh organih vinske trte
(Suti¢ in sod., 1999). Bolezenska znamenja so opisana na listih, poganjkih, viticah,
socvetjih, grozdih, steblih in lesu ter kot spremembe izgleda trsa.

Na listih se bolezenska znamenja izrazajo kot deformirani listi, Siroko odprti sinusi ob
listnem peclju, pogosto v kombinaciji z nenormalno oz. vzporedno razporeditvijo glavnih
zil (pahljacavost listov), nesimetricni listi (listni polovici nista enakomerno razviti),
nepravilna nazobcanost robov, kloroze zil (rumenenje zil), kloroze ali rumenenje medzilnih
prostorov v obliki pik, obrockov, ¢rt ali lis ali kot rumenenje celotne povrSine lista
(Pearson in Goheen, 1998; Bovey in sod., 1980; Hewit in sod., 1970). Opisan je tudi pojav,
ko pride do presevnega rumenenja na omejenem obmocju vzdolz zil (obzilno rumenenje)
(Pearson in Goheen, 1998; Bovey in sod., 1980; Hewit in sod., 1970; Macek, 1986). Listi z
obzilnim rumenenjem redko kaZejo Se druge vrste deformiranosti (Pearson in Goheen,
1998).

Stranski sinusi ali zareze so lahko poglobljeni in dajejo videz peterSiljavosti lista ali pa
sinusi skoraj izginejo, kar oblikuje zaobljene liste (Blazina, 1992; Suti¢ in sod., 1999). Listi
so lahko nagubani ali se zvijajo (Pearson in Goheen, 1998; Martelli, 1993). Velikost listov
je lahko zmanjSana na 1/3 do 1/4 normalnih (Macek, 1986). Listi so vcasih krhki in
lomljivi, njihova povr$ina pa hrapava (Suti¢ in sod., 1999). Pojav razbarvanja medzilnih
prostorov listov v razli¢nih oblikah se obicajno pojavi zgodaj spomladi, poleti pa nekatere
vrste razbarvanja izginejo, tako da listi pobledijo in odpadejo ali pa jih prerastejo zeleni
listi in so zato manj opazni (Pearson in Goheen, 1998; Martelli, 1993; Martelli in sod.,
2001). Za obzilno rumenenje porocajo, da se pojavlja pozno poleti, obi¢ajno na omejenem
Stevilu listov (Pearson in Goheen, 1998). Szychowski in sod. (1995) pa so dokazali tudi, da
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se obZilno rumenenje razvije le na trsih, ki so hkrati okuZeni z GFLV in viroidom rumenih
madezev vinske trte (Grapevine yellow speckle viroid-1, GYSVd-1) (Naraghi - Arani,
2000).

Na poganjkih so opazili razlicne deformiranosti kot nenormalno razvejanje poganjkov v
obliki bifurkacij na clenku (vilicasta rast), dvojni Clenki oz. nasproti leZzeca ocesa,
medclenki razliénih dolzin oz. kratki medclenki, zraslost poganjkov in cikcakasto rast
(Bovey in sod., 1980; Pearson in Goheen, 1998; Martelli, 1993; Martelli in sod., 2001).
Kratki medélenki dosezejo kvecjemu polovico dolzine zdravih in so najpogostejsi med 8.
in 12. ¢lenkom (Macek, 1986). Kadar so med¢lenki ekstremno skrajsani, se ¢lenki zdruzijo
v dvojne (Macek, 1986; Suti¢ in sod., 1999). Poganjki lahko rumenijo (Pearson in Goheen,
1998; Martelli, 1993; Martelli in sod., 2001), kar je vcasih opazno tudi pri viticah (Pearson
in Goheen, 1998; Martelli, 1993). Za okuzbo z GFLV so znalilna Se ploscata stebla
(Martelli in sod., 2001).

Bovey opozarja, da so dvojni ¢lenki, kratki med¢lenki in zraslost poganjkov pogosto vidni
pri zdravih rastlinah vinske trte. Pri nekaterih sortah vinske trte, na primer rizlingu in
pinotu, namre¢ pojav dvojnih ¢lenkov in kratkih medc¢lenkov $tejejo med sortne znacilnosti
(Bovey in sod., 1980).

Z GFLV okuzeni trsi v¢asih oblikujejo ve¢ socvetij kot zdravi, vendar je cvetenje lahko
moteno (Macek, 1986), cvetni nastavki pa so pogosto manjsi (Blazina, 1992). Enako kot
listi, poganjki in vitice lahko rumenijo tudi socvetja (Pearson in Goheen, 1998; Martelli,
1993).

Grozdi so manjsteviléni in manjsi z drobnimi jagodami, ki so dostikrat brez semen. Jagode
zorijo neenakomerno in so lahko neenakomerno tudi obarvane (Pearson in Goheen, 1998;
Martelli, 1993; Bovey in sod., 1980; Suti¢ in sod., 1999). Pogost pojav je osipanje jagod,
do katerega lahko pride takoj po cvetenju. Na grozdu lahko ostane le tretjina jagod, med
njimi pa je nekaj zelo debelih in veliko izrazito drobnih (Macek, 1986; Vrsic¢ in Lesnik,
2005). Pridelek je poslediéno majhen in slabe kakovosti (nizja vsebnost sladkorja v
grozdju) (Blazina, 1992; Martelli in sod., 2001) ali ga celo sploh ni (Pearson in Goheen,
1998). Produktivna zivljenska doba z GFLV okuzenih vinogradov se obcutno zmanjsa s
3040 let ali ve¢ na 15-20 let (Andret - Link in sod., 2004a). Osipanje jagod in majhne
jagode sta pogosta pojava, ki pa nista vedno posledica okuzbe z virusom. Vzrok so lahko
neugodne vremenske razmere med cvetenjem (Tomazi¢, 1999).

Hewitt in sodelavci (1970) so porocali, da virus GFLV povzroca tudi razbrazdanje lesa
vinske trte, vendar kasneje tega nihce ni uspel potrditi.
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OkuZeni trsi imajo v primerjavi z zdravimi slabSe razvit koreninski sistem (Bovey in sod.,
1980; Suti¢ in sod., 1999). Cepici iz okuZenih trsov so tezje zdruzljivi s podlago, prav tako
se podlage iz okuZenega materiala teZje ukoreninijo (Martelli in sod., 2001; Suti¢ in sod.,
1999; Pearson in Goheen, 1998).

Zelo izrazito bolezensko znamenje je tudi grmast ali metlast videz trsa. Zaradi moc¢nega
skrajSevanja medc¢lenkov ter njihove cikcakaste razporeditve je rast mladic manjsa in trsi
dobijo grmast videz. Ce k tem bolezenskim znamenjem priStejemo Se viliGasto rast
poganjkov, je trs lahko podoben brezovi metli, $e posebej ko odpadejo listi (Macek, 1986).

Kuzno izrojevanje vinske trte se izraziteje pojavlja pri belih sortah. Na sploSno se
bolezenska znamenja te bolezni pojavljajo najveckrat skupno, zato posameznih
nenormalnosti, ugotovljenih vizualno na trsih, ni mogoce Steti kot zanesljivo znamenje
okuzbe z GFLV (Blazina, 1992).

Ob prerezu olesenelih poganjkov okuZenega trsa so pod mikroskopom opazne
znotrajcelicne precke ali trabakule. Te radialne pregrade precijo lumen epidermalnih,
parenhimskih, floemskih in ksilemskih celic. Zgrajene so iz pektinskega jedra, ki ga
obdajata celuloza in skorja iz lignina, suberina ali kutina, odvisno od vrste tkiva, v katerem
se nahajajo (Pearson in Goheen, 1998). Prisotnost trabakul je uporabno znamenje za
diagnosticne namene, vendar njihova odsotnost ne izkljucuje okuzbe z GFLV (Bovey in
sod., 1980).

Nekatera bolezenska znamenja virusnih okuzb so zelo podobna raznim fizioloSkim
motnjam v razvoju vinske trte ali poskodbam zaradi ekoloskih in kemi¢nih povzrociteljev.
Znamenja virusnih bolezni najpogosteje zamenjujejo z znamenji, ki se na trti pojavijo ob
pomanjkanju mikroelementov (Mg, B, Zn) in makrohranil, ob poskodbah s herbicidi,
pesticidi ali pri nestrokovni uporabi hormonov. Virusno okuZbo pogosto pripisujejo
poskodbam, ki so posledica vremenskih dejavnikov, npr. pozeb, su$ in son¢nih ozganin.
Do zamenjave kuznega izrojevanja vinske trte lahko pride tudi z okuzbami, ki jih
povzro¢ajo drugi virusi ali kombinacija virusov, glive, fitoplazme, bakterije in nekateri
insekti. Podobna bolezenska znamenja lahko nastanejo tudi kot posledica genetskih napak
v genomu vinske trte (Bovey in sod., 1980; Vrsi¢ in Lesnik, 2005). Da na podlagi
opazovanja bolezenskih znamenj ne moremo z gotovostjo trditi, ali gre za doloceno
virusno okuzbo, pripomore Se dejstvo, da se bolezenska znamenja iz leta v leto ali celo
med rastno sezono pogosto izrazajo razlicno znacilno (Vrsi¢ in Le$nik, 2005).

2.4 GENSKA VARIABILNOST RNA VIRUSOV

Populacije rastlinskih virusov so genetsko heterogene. Kot pri vseh Zivih bitjih so rezultat
razmnozevanja posamezniki, ki se genetsko razlikujejo od svojih starSev. Taki potomci se
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imenujejo mutanti ali genotipske variante ali navidezne vrste (quasispecies). Genetska
struktura populacije se s ¢asom spreminja, kar imenujemo evolucija virusa (Garcia -
Arenal in sod., 2003).

Virusi z RNA se hitro spreminjajo oz. so genetsko variabilni predvsem zaradi manjsSe
natan¢nosti podvojevanja in neucinkovitih popravljalnih mehanizmov ali njihove
odsotnosti. Pripomorejo tudi kratki generacijski Casi, velika hitrost podvojevanja in
posledi¢no velika populacija virusov v okuZzenem organizmu (Moya in sod., 2000; Jerman
in Stern, 1999). Najpogostejsi genetski spremembi pri virusih sta mutacija (sprememba
virusnega genetskega materiala) in rekombinacija (izmenjava genetskega materiala med
dvema sorodnima virusoma ali genotipskima variantama).

Mutacije v neki populaciji so primarni vir variabilnosti. Nastanejo zaradi insercije, delecije
ali substitucije nukleotidov. O verjetnosti za utrditev mutacije odloca zlasti njen fenotipski
ucinek, ki bodisi zviSuje zmogljivost organizma (ugoden oz. pozitiven uc¢inek), jo ohranja
(nevtralna mutacija) ali jo zmanj$uje (neugodna oz. negativna mutacija) (Jerman in Stern,
1999: 55). Neznan delez negativnih mutacij (imajo lahko ucinek na aminokislinsko
sestavo) je fenotipsko neugodnih, nekatere npr. onemogocijo razmnozevanje virusa. Te
mutacije se v nadaljevanju s selekcijo izlocijo iz populacije, kar pomeni niZjo pogostost
opazenih sprememb. Ta pa se razlikuje od ocenjene hitrosti mutacij. Omenjena trditev
velja za pogoje, ko selekcijski pritisk ni izrazito okrepljen (Jerman in Stern, 1999: 55;
Drake in sod., 1998).

Hitrost mutacij je pri virusih z DNA in evkariontskih celicah ocenjena na 10® do 107"
nukleotidnih zamenjav na mesto v enem podvojevalnem ciklu, pri RNA virusih pa na 107
do 107 nukleotidnih zamenjav (Koren in Av§i¢ - Zupanc, 1998: 37). Pri rastlinskem RNA
virusu mozaika tobaka (TMV) so na podlagi preuc¢evanja gibalnega proteina hitrost mutacij
ocenili na 1 nukleotidno zamenjavo na genom pri vsaki podvojitvi. 69 % mutacij so
predstavljale insercije in delecije, veckrat celo treh ali vec baz, substitucij pa je bilo le 31
%, kar je ravno obratno kot poroc¢ajo za viruse z DNA. Tretjina vseh mutant je vsebovala
ve¢ kot eno mutacijo (multiple mutante), kar kaze na to, da je ve€ina mutacij v virusu
TMYV — kot verjetno tudi v ostalih rastlinskih virusih z RNA — neadaptivne narave (Malpica
in sod., 2002). Ugotovitev podpira predvidevanja, da je velika hitrost mutacij virusov z
RNA prej posledica teznje po ¢imbhitrejsi replikaciji kemijsko nestabilnega genoma RNA
kot pa evolucijska strategija virusov (Drake in sod., 1999).

Rekombinacija je izmenjava genetskega materiala med procesom podvojevanja in se
pojavi v rastlini, Ce je ta okuzena z dvema ali ve¢ sorodnimi virusi oziroma genotipskimi
variantami istega virusa. Loc¢imo tri osnovne tipe rekombinacij RNA: natan¢no
homologno, nenatanéno homologno (aberrant homologous) in nehomologno
rekombinacijo. Obe homologni rekombinaciji se pojavita med dvema verigama RNA z



19

Blas, M. Genska raznolikost virusa pahljacavosti listov vinske trte in opis bolezenskih znamenj na okuzenih rastlinah.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2006

enakim ali sorodnim zaporedjem. Pri prvi pride do prekrizanja verig na natancno
homolognem mestu, pri nenatan¢ni homologni rekombinaciji pa tudi na drugih mestih, kar
privede do nastanka hcerinske verige z duplikacijami, delecijami ali insercijami.
Nehomologna rekombinacija pote¢e med dvema razlicnima ali nesorodnima verigama
RNA (Lai, 1992). Nagy in Bujarski (1995) sta opozorila na dejstvo, da lahko ze zelo kratko
homologno zaporedje 5 do 15 nukleotidov med dvema nepodobnima RNA molekulama
privede do rekombinacije. Ta ugotovitev zamegli mejo locevanja med homolognimi in
nehomolognimi rekombinacijami RNA (Masuta, 2002).

Vsekakor je najbolj podprt model, po katerem pride do rekombinacije t. i. menjava
matri¢ne verige (»copy choice« ali »template switching model«) (Masuta, 2002; Alejska in
sod., 2001). Verjetno pride do preskoka virusne polimeraze skupaj z delom ze sintetizirane
RNA iz vijacnice RNA enega virusa oz. genotipske variante na vijatnico RNA drugega
virusa oz. genotipske variante Vzrok preskoka so lahko sekundarne strukture na matri¢ni
verigi ali nastanek dupleksa med starSevskima verigama RNA (Masuta, 2002).

Dokazano je bilo, da se rekombinacija pojavlja tudi med virusi, ki okuzujejo gensko
spremenjeno rastlino, in v rastlino vstavljenim virusnim genom. Prvic je bil ta pojav opisan
pri virusu Cowpea chlorotic mottle (CCMV). Virusna mutanta z nepopolnim genom za
plascni protein je z rekombinacijo v gensko spremenjeni rastlini z vstavljenim genom za
plascni protein ponovno pridobila funkcionalen gen (Borja in sod., 1999).

Pomembno je tudi zavedanje, da veliko Stevilo rekombinacij nastalih v eksperimentalnih
pogojih niso realen odsev rekombinacij v naravi. Te so dokaj redke (Masuta, 2002; Lai,
1992). Rekombinacije RNA so za rastlinske viruse zagotovo pomemben mehanizem
evolucije in prilagoditve na novo okolje. Po drugi strani pa imajo rekombinacije RNA v
naravi verjetno pomembno vlogo pri popravljanju mutacij, ki so nastale zaradi nenata¢nosti
virusne replikaze (Masuta, 2002; Lai, 1992). To pa ne pomeni, da rekombinacije v osnovi
ustvarijo funkcionalne molekule RNA brez napak, ki jih povzroci replikaza, saj ni nujno,
da ravno mesta napak izzovejo rekombinacijo. Vsekakor pa z rekombinacijami nastane vec
molekul RNA, izmed katerih je s selekcijo izbrana funkcionalna RNA (Lai, 1992).
Verjetno virusi z RNA uporabljajo mehanizem rekombinacije do stopnje, ki je potrebna za
prezivetje (Masuta, 2002).

Rekombinantni virusi lahko kazejo podobne ali spremenjene bioloske lastnosti kot virusi,
iz katerih so nastali. Poveca se lahko patogenost ali krog gostiteljev in spremeni se lahko
ucinkovitost ali specifi¢nost prenosa z vektorjem (Aaziz in Tepfer, 1999).
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2.4.1 Genska variabilnost GFLV

GFLV ima teoreti¢no velik potencial za genetske variacije. Trditev podpirajo dejstva, da
GFLV okuZzuje vinsko trto, ki je trajnica in se zato virus v njej zadrzuje dlje Casa, da je
polimeraza nenatan¢na ter da so odsotni popravljalni mehanizmi (Andret - Link in sod.,
2004a). Vse to omogoca kopiCenje mutacij in nastanek novih genotipskih variant.
Posamezna rastlina pa tako lahko hkrati gosti vecje Stevilo genotipskih variant istega virusa
(Vigne in sod., 2004Db).

Naraghi - Arani in sod. (2001) so z metodama IC-RT-PCR-RFLP in dolo¢anjem
nukleotidnega zaporedja gena 2C preucevali genetsko variabilnost 14 izolatov GFLV iz 8
kalifornijskih vinogradov. Dokazali so, da je v posameznih vzorcih prisotnih ve¢
genotipskih variant GFLV, ki se v nukleotidnem zaporedju 2C gena razlikujejo za 11-13
%, v aminokislinskem zaporedju pa za 4-9 %.

Izbrane izolate GFLV so z mehansko inokulacijo prenesli tudi na testne rastline
Chenopodium quinoa ter po pojavu bolezenskih znamenj z ekstraktom rastline okuzili
novo zdravo rastlino C.quinoa. Pasaze so veckrat ponovili in ugotovili, da se prvotni
kompleksni restrikcijski vzorec po drugem prenosu spremeni oz. poenostavi in ostane
nespremenjen pri nadaljnih pasazah. Doloceni restrikcijski fragmenti so se izgubili,
pojavili pa so se nekateri novi. Ker pasaze povecajo selekcijski pristisk, so se v novem
gostitelju obdrzale le najbolj prilagojene genotipske variante. Domnevajo, da so nove
genotipske variante prisotne tudi v izvornem ekstraktu vinske trte, vednar so bile zaradi
nizkih koncentracij nezaznavne. Genotipske variante, ki so z zaporednimi prenosi med
testnimi rastlinami izginile, pa naj bi bile na novo okolje manj prilagojene (Naraghi -
Arani, 2000; Naraghi - Arani in sod., 2001).

Vigne in sodelavci (2004a,b) so prav tako preucevali gensko variabilnost virusa GFLV. Z
analizo gena 2C 347 izolatov iz gensko spremenjenih in nespremenjenih trt so dokazali, da
slaba polovica izolatov vsebuje ve¢ kot eno genotipsko varianto virusa. Z dolocitvijo
nukleotidnega zaporedja 93 genotipskih variant in filogenetsko analizo so ugotovili, da pet
genotipskih variant izstopa znotraj svoje filogenetske skupine. Pri vseh petih, ki so jih
izolirali iz gensko nespremenjenih trt, so z raunalniSkim programom pokazali, da so
nastale z rekombinacijo na razli¢nih mestih v kodirajo¢i regiji plas¢nega proteina. To je
pravzaprav prvo odkritje pojava rekombinacije v kodirajoci regiji pri nepovirusih v naravi
ob odsotnosti selekcijskega pritiska, ki ga obic¢ajno ustvarijo eksperimentalni pogoji. Da je
bil selekcijski pritisk res neznaten potrjuje tudi dejstvo, da so bile vse gensko
nespremenjene in vecina gensko spremenjenih trt obcutljivih na okuzbo z GFLV.

Ceprav so pri 93 genotipskih variantah na nukleotidnem nivoju ugotovili 0,2-13,8 %
variabilnost pa je po prevodu v aminokislinska zaporedja variabilnost znaSala 0,2-6,9 %. V
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genu za plaséni protein se torej odraza precejSna genska stabilnost. PlaS¢ni protein ima
namre¢ pomembno vlogo pri interakciji virusa s prenasalcem in pri Sirjenju virusa iz celice
v celico, zato so verjetno tudi zahteve po natan¢ni strukturi in stabilnosti proteina precej
velike. Tako je tudi odkritje rekombinant v genu 2C verjetno povezano z dejstvom da
aminokisline, ki so klju¢ne za funcionalnost plas¢nega proteina, niso bile prizadete.

V nadaljnih raziskavah so Vigne in sodelavei leta 2005 eno izmed petih odkritih
rekombinant, imenovano A17b, izolirali s prenosom iz trte v testno rastlino Gomphrena
globosa in naprej z zaporednimi pasazami v rastlino C. quinoa. Dolo¢ili so nukleotidno
zaporedje celotne kodirajoce regije RNA2 in nepri¢akovano ugotovili, da je poleg ze znane
rekombinacije znotraj gena 2C (na mestu 2234-2264) do te verjetno prislo tudi znotraj
gena 2A (na mestu 826—-837). Izvornih genetskih variant zal niso uspeli izolirati, saj je 2A
del rekombinante A17b precej razli¢en od znanih GFLV izolatov.

Z analizo nukleotidnih zaporedij so odkrili, da glede na gena 2B in 2C velikost gena 2A
najbolj variira (765—774 nukleotidov ali 255-258 aminokislin) s podobnostjo 85-91 % na
aminokislinskem nivoju. Aminokislinska podobnost za gen 2B znaSa 98-99 % in za 2C
95-96 %. Rezultati so v skladu s podatki znanimi za soroden virus ArMV.

Raziskave nukleotidnega zaporedja gena 2C rekombinante A17b v obdobju petih let,
izolirane tako iz vinske trte kot tudi testnih rastlin, so pokazale, da se gen 2C ni opazno
spremenil. S tem so potrdili domnevno stabilnost gena 2C. Za rekombinantni izolat A17b
so dokazali, da je normalno prenosljiv s cepljenjem kot tudi z ogoréico X. index ter da je
kazal enaka bolezenska znamenja, kot nerekombinantni GFLV izolati. Z drugimi
besedami, rekombinanta A17b ni kazala razlik v bioloskih lastnostih v primerjavi z
nerekombinantnimi GFLV (Vigne in sod., 2005).

2.5 METODE ODKRIVANJA VIRUSNIH OKUZB

Za dokazovanje prisotnosti virusa v rastlinskem materialu se uporabljajo metode, ki
temeljijo na infektivnosti, fizikalnih in seroloskih lastnostih ter lastnostih nukleinskih
kislin virusa.

2.5.1 Metode, ki temeljijo na infektivnosti virusa

Diagnosti¢na metoda, ki temelji na infektivnosti virusa, je prenos virusa na testne rastline.
Testne rastline, ki v standardiziranih pogojih razvijejo znacilna bolezenska znamenja kot
odgovor na okuzbo z doloCenim virusom, se imenujejo tudi indikatorske rastline. Metoda
ima zal Stevilne pomanjkljivosti, kot so latentne okuzbe, pri katerih se bolezenska
znamenja sploh ne razvijejo, okuzbe z ve€ razli¢nimi virusi hkrati itd. (Horvath, 1993: 16).
Loc¢imo teste na zelnatih rastlinah in indeksiranje (Colnari€ in sod., 1985:149).
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Indeksiranje pomeni cepljenje cepicev preucevanega trsa na dolocene sorte vinske trte, ki
se znadilno in stalno odzovejo na doloeno virusno okuZbo. Ceprav noben izmed
indikatorjev iz rodu Vitis ni odporen na okuzbo z GFLV, se na virus najhitreje in najbolj
tipicno odzove vrsta Vitis rupestris sorte St. George. Po 3—4 tednih po inokulaciji s
cepljenjem se na listih rastlin V. rupestris sorte St. George pojavijo kloroze v obliki pik, lis
ali Crt, v€asih pa so prisotne tudi lokalizirane nekroze. Omenjena bolezenska znamenja so
prehodne narave. Kasneje, po 2—3 mesecih po inokulaciji, se obi¢ajno razvijejo kroni¢na
bolezenska znamenja, kot so zmanjSana rast, mile deformacije listov ali izrazita
nazobcanost listov (Martelli in sod., 2001).

Indeksiranje se lahko izvaja z okulacijo, cepljenjem zeleno na zeleno ali drugimi postopki.
Indeksiranje se uporablja tudi za ugotavljanje virusnih okuzb, pri katerih povzroditelj Se ni
znan (Tomazic¢, 2002; Martelli in sod., 2001).

Druga metoda, ki temelji na infektivnosti virusa, je dokazovanje virusov s pomocjo
zelnatih testnih rastlin. Za dokazovanje GFLV se uporabljajo rastline: Chenopodium
quinoa, Chenopodium amaranticolor, Gomphrena globosa, Nicotiana benthamiana,
Nicotiana clevelandii, kumare Cucumis sativus in fizol Phaesolus vulgaris. Vsaka izmed
naStetih rastlin kaze znacilna bolezenska znamenja, ki se pojavijo po dolo¢enem c€asu po
mehanski inokulaciji, veCinoma pa so to razli¢na razbarvanja listov (Martelli in sod.,
2001).

2.5.2 Metode, ki temeljijo na seroloskih lastnostih virusa

Seroloski testi temeljijo na vezavi protitelesa s plaS¢nim proteinom virusa, ki predstavlja
antigen.

Najpogosteje uporabljena metoda za dolocanje virusov v rastlinskem materialu je
encimskoimunska metoda ELISA. Test odlikuje visoka obcutljivost, saj v 1 ml vzorca
lahko zaznamo Ze 1 ng virusnega antigena. Zaradi tega in gospodarne uporabe reagentov je
test ELISA zamenjal Stevilne druge seroloSke teste, ki se uporabljajo v rastlinski virologiji.
Loc¢imo posredno in neposredno razlicico testa ELISA. Pri neposredni metodi zaznavamo
antigen s specifi¢nim protitelesom, na katerega je vezan encim. Pri posrednem postopku pa
s sekundarnim encimsko oznacenim protitelesom zaznavamo primarno, za antigen
specifi¢no, protitelo. Pri obeh razli¢icah lahko antigen veZemo na trdno povrSino ali na
predhodno vezana specifi¢na protitelesa (Van Regenmortel in Dubs, 1993).

Ze od svojega prvega opisa leta 1977 se za dokazovanje rastlinskih virusov najpogosteje
uporablja neposredni sistem dvojnih protiteles t. i. metoda dvojnega sendvica (double
antibody sandwich ELISA, DAS ELISA). Pri tej prva neoznacena protitelesa, ki so vezana
na trden nosilec, vezejo antigen, ki ga Zelimo dokazati. Na nastale komplekse protiteles in
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antigena vezemo druga, z encimom oznacena protitelesa. Posredna metoda, pri kateri na
nosilec najprej veZemo antigen, pa se imenuje PTA ELISA (plate trapped antigen ELISA).
Sledi vezava prvih protiteles, proti katerim so usmerjena druga, z encimom oznacena
protitelesa. Po dodajanju primernega substrata ta po delovanju encima spremeni barvo
(Garnsey in Cambra, 1993).

Test ELISA se izvaja na trdnih nosilcih, mikrotitrskih plos¢icah s 96 vdolbinicami. Po
vsaki fazi dodajanja reagentov je zelo pomembno izpiranje, s katerim odstranimo nevezane
snovi. V¢asih je po adsorpciji prve plasti reagentov koristna uporaba pufra za blokiranje, ki
prekrije preostala prosta vezavna mesta v vdolbinicah in tako preprec¢i nespecificno vezavo
sledecih reagentov (Van Regenmortel in Dubs, 1993).

Ostali seroloski testi, ki se uporabljajo v rastlinski virologiji so Se: precipitacijski testi v
tekoCem mediju (precipitacija, aglutinacija), imunodifuzijski testi (precipitacije v gelu),
seroloski testi na trdnih nosilcih (radioimunska metoda, imunofluoresenéna metoda) ter
testi z uporabo imunskega pivnika (immunoblotting) (Van Regenmortel in Dubs, 1993).

2.5.3 Metode, ki temeljijo na morfoloskih lastnostih virusa

Najbolj natancna metoda za neposredno opazovanje virusov v soku okuzenih rastlin je
elektronska mikroskopija. Zgradba nekaterih virusov je tako znacilna, da jih po
morfoloskih posebnostih lahko uvrstimo v dolo¢eno druzino. Pri tem se uporablja metoda
negativnega kontrastiranja. Pogoj za optimalno opazovanje virusov je zadostno Stevilo
njihovih delcev, kar v¢asih predstavlja omejitev. Pri tem je v pomo¢ imunsko elektronska
mikroskopija, ki neposredno povezuje serologijo z elektronsko mikroskopijo. Pri metodi
ISEM (immunosorbent electron microscopy) mrezice prekrijemo s protitelesi, ki jih nato
inkubiramo z rastlinskim sokom, v katerem iS¢emo viruse. Na ta nacin koncentriramo
virusne delce. IzboljSava metode ISEM predstavlja tudi t. i. dekoracija, kar pomeni da na
mrezico adsorbirane viruse oznacimo z Se enimi protitelesi. Z uporabo specifi¢nih
protiteles lahko lo¢ujemo morfolosko enake viruse, s protitelesi dekorirane viruse pa
zlahka lo¢imo od nedekoriranih (Van Regenmortel in Dubs, 1993; Mavri¢ in Ravnikar,
1998).

Svetlobni mikroskop se v virologiji uporablja le pri opazovanju znotrajcelicnih sprememb,
predvsem vkljuckov, ki se znacilno pojavljajo v gostiteljski celici pri okuzbah z
dolocenimi virusi (Edwardson, 1993: 108).

2.5.4 Metode, ki temeljijo na lastnostih nukleinskih Kislin

Izjemen razvoj metod molekularne biologije in njihova postopna poenostavitev sta v
zadnjih dveh desetletjth korenito spremenila nacin raziskovanja virusnih okuzb.
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Dokazovanje in opredelitev virusnega genoma se zacne z njegovo osamitvijo. Za postopek
izolacije RNA je pomembno, da poteka v okolis¢inah, v katerih je moZznost prisotnosti
encimov RNaz zmanjSana na minimum. Osamljeno RNA obi¢ajno prepiSemo v
komplementarno in bolj stabilno DNA (cDNA) z reverzno transkriptazo. Molekularna
metoda s katero dobimo najve¢ podatkov o virusnem genomu in s katero neposredno in
nedvoumno dokazemo virusne nukleinske kisline je metoda dolocevanja nukleotidnega
zaporedja. Ker je slednja Se vedno ¢asovno zamudna, draga in tehni¢no zahtevna se Se ne
uporablja v rutinsko. V ta namen se uporabljajo razlicne bolj ali manj obcutljive in
specifiéne posredne molekularne metode. Delimo jih v dve skupini: hibridizacijske metode
(fluorescentna in situ hibridizacija ali FISH, hibridizacija po Southernu, hibridizacija po
Northernu, dot-blot hibridizacija, mikromreze) in metode pomnozevanja delcev
nukleinskih kislin (verizna reakcija s polimerazo — PCR in PCR v realnem c¢asu) (Poljak,
1998).

Tudi pri dolocanju virusne variabilnosti na nukleotidnem nivoju ima najvecjo informativno
vrednost metoda dolo¢evanja nukleotidnega zaporedja. Danes pogosto uporabljena metoda,
ki je hitra, enostavna in ponovljiva ter nudi okvirno sliko o obstojeci variabilnosti v neki
populaciji, je analiza polimorfizma dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP). Slednja
temelji na uporabi ustreznih restrikcijskih encimov, ki prepoznavajo kratka zaporedja
DNA, kamor se vezejo in prekinejo verigi. Razlike v velikostih fragmentov oz.
restrikcijskih vzorcih, vidnih na elektroforetskem gelu, odrazajo razlike v nukleotidnem
zaporedju dveh DNA. Poleg RFLP se za ocenjevanje genske variabilnosti uporabljajo Se
metode: iskanje prstnih odtisov oz. fingerprinting s ribonukleazo TI1, analiza
konformacijskega polimorfizma enoveriznih DNA (Single Stranded Polymorphism, SSCP)
ter nekatere hibridizacijske metode (Garcia - Arenal in sod., 2003).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 VINOGRADI
3.1.1 Opis vinogradov

V raziskavo smo vkljucili trse razlicnih sort iz vinogradov na razli¢nih lokacijah na
Primorskem. Rastlinski material vinske trte Vitis vinifera L. smo nabirali v kolekcijskem
vinogradu v Lozah, selekcijskem vinogradu v Komnu, kolekcijskem vinogradu v
Malinkovcih, vinogradu v Dutovljah, v Ampelografskem vrtu v Kromberku, petih
vinogradih v Vrhpolju ter vinogradu v Krajni vasi.

Kolekcijski vinograd v Lozah pri Vipavi je bil zasajen leta 1985. Tu je posajenih 22 starih
primorskih sort. To so deloma nase stare domace, deloma pa udomacene sorte, ki se pri nas
gojijo Ze najmanj 200 let (KorosSec - Koruza 1992).

Ampelografski vrt Biotehniske fakultete je bil posajen med letoma 1930 in 1940 v
Kromberku pri Novi Gorici. Deloval je kot prvi slovenski muzejski vinograd. Razli¢ne
stare sorte vinske trte so nabrali v celotni Vipavski dolini. Ker so trse v tem casu tudi
presajali ter vinograd obnavljali, so trsi, ki smo jih vzor¢ili in opazovali, mlajsi od prvotno
posajenih. Tudi trsi, ki danes rastejo v kolekcijskem vinogradu v Lozah, so bili tja
preneSeni iz Ampelografskega vrta v Krombreku. Danes je vinograd v Kromberku
namenjen raznim poskusom, ki potekajo na Biotehniski fakulteti (Klari¢, 2004).

Selekcijski vinograd v Komnu na Krasu je bil posajen v letih od 1989 do 1991. V njem je
od 10 do 20 trsov 78 elit sorte Refosk. Vinograd je bil posajen z namenom izbrati ustrezne
elite za klonsko selekcijo in odbiro zdravih cepljenk ter obdrzati stare tipe sorte Refosk
(Tomazi¢, 1999).

Kolekcijski vinograd v Malinkovcih pri Komnu je bil zasajen leta 1998. V njem smo
nabrali potomke starih mati¢nih trt, ki izvirajo iz vinogradov v Vogljah, Komnu in Krajni
vasi. Maticne trte, ki so stare preko 100 let, so pri predhodnih raziskavah pokazale
pozitiven rezultat na prisotnost GFLV s testom ELISA.

Vinograd v Dutovljah, Krajni vasi in vinogradi v Vrhpolju so v lasti lokalnih
vinogradnikov ter sluzijo za proizvodnjo grozdja.

Trsi v vinogradih so oznaceni z imenom sorte, ki ji sledi Stevilka vrste, v kateri se trs
nahaja, ter zaporedna Stevilka trsa v tej vrsti (npr. volovnik 2/45).
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3.1.2 Nabiranje rastlinskega materiala

Rastlinski material smo nabrali na omenjenih lokacijah na Krasu in v Vipavski dolini
januarja in konec maja 2005. Januarja smo vzorcili rozge, suhe olesenele dele, 183 trt
razli¢nih sort. Za izbor teh trsov smo se odlocili na podlagi opazovanj bolezenskih znamen;j
iz leta 2004, ko so pri vecini trsov opazili znamenja, ki jih pripisujejo okuzbi z GFLV ter
trse s testom ELISA tudi testirali na prisotnost GFLV (Vojvoda, 2005). S pomocjo teh
predhodnih rezultatov smo v Stevilo 183 vzorcev zeleli, poleg okuzenih z GFLV, zajeti
tudi zdrave trse oz. trse, ki niso okuzeni z virusom GFLV.

V ¢asu mladih poganjkov konec maja smo vzorcili vrhnje liste 67 trt razli¢nih sort. Teh 67
vzorcev smo izbrali za natan¢no popisovanje bolezenskih znamenj in fenofaz skozi celo
$ezono.

Glede na rezultate testa ELISA, ki smo ga izvedli januarja 2005 smo v izbor 67 vzorcev
zeleli zajeti trse, ki so okuzeni samo z GFLV, trse okuzene z GFLV in Se enim ali vecC
drugih virusov za opazovanje morebitnih medsebojnih ucinkov razlicnih virusov ter
kontrolne rastline, ki so zdrave ali niso okuzene z GFLV.

3.1.3 Popisovanje bolezenskih znamenj in fenofaz

Bolezenska znamenja in fenofaze, razvojne stadije vinske trte, smo popisovali na izbranih
67 trsih v rastni sezoni od aprila do septembra 2005. Fenofaze smo belezili glede na sistem
fenofaz, ki sta ga leta 1977 razvila W.Eichorn in D.H.Lorenz (priloga A).

Opazovali smo bolezenska znamenja na listih, poganjkih, steblih, socvetjih, grozdih in na
lesu ter celoten izgled trsa. Na listih smo bili pozorni na bolezenska znamenja kot
pahljacavost listov, nesimetri¢ni listi (listni polovici nista enakomerno razviti),
petersiljavost listov, kloroze zil, kloroze medzilnih prostorov v obliki rumenih pik, obrocev
ali krogov in lis, rumenenje celotnih listov, zvijanje ali gubanje listov in rdecenje listov. Na
poganjkih smo popisovali bifurkacije na ¢lenkih (viliasta rast), bifurkacije na med¢lenkih,
dvojne ¢lenke oz. nasproti lezeCa ocesa, zraslost poganjkov, ploScata stebla, cik-cak rast in
metlasto rast poganjkov. Na steblih podlage in zlahtnega dela trte smo iskali morebitna
znamenja razbrazdanja, na grozdih pa bolezenska znamenja kot majhne jagode, majhni
grozdi, osipavanje jagod ter redkejsi grozdi (manjse Stevilo jagod na grozdu). Pri celotnem
izgledu trsa smo opazovali ali so listi manj$i in gosti ter ali ima trs videz grma. Nekaterih
bolezenskih znamenj kot bifurkacije na med¢lenkih, zvijanje ali gubanje listov in rdecenje
listov literatura sicer ne pripisuje okuzbi trte z virusom GFLV, vendar ker smo omenjena
znamenja opazili Zze v prejSnjih rastnih sezonah in so bili opazovani trsi okuzeni tudi z ve¢
virusi hkrati, smo bili na njih prav tako pozorni.
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3.1.3.1 Obdelava podatkov dobljenih s popisovanjem bolezenskih znamen;j

Analizo razvrscanja trsov v skupine glede na izrazanje podobnih bolezenskih znamenj in
graficni prikaz delezev trsov z bolezenskimi znamenji po skupinah smo naredili v
statisticnem programskem okolju R. Za mero podobnosti med spremenljivkami smo
uporabili Sokal-Michenerjevo mero, razvrs¢ali pa smo po hierarhi¢ni Wardovi metodi.

3.2 ANALIZA VZORCEV

3.2.1 Homogenizacija rastlinskega materiala za test ELISA

V primeru rozg smo v ekstrakcijske vrecke z membrano na sredini (Bioreba) zatehtali 0,5 g
nastrganega floemskega tkiva posameznega vzorca. Rastlinski material smo
homogenizirali v 7,5 ml ekstrakcijskega pufra s pomocjo homogenizatorja (Homex
Bioreba). Po enakem postopku smo zatehtali 1 g mladih listov in jih homogenizirali v 10

ml ekstrakcijskega pufra.

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

TRIS 264 mM
TRIS-HCI 236 mM
NaCl 137 mM

PVP K25 2%
PEG 6000 2 mM
Tween 20 0,05 %

3.2.2 Test ELISA

S testom ELISA smo dokazovali 10 najpogosteje prisotnih virusov pri vinski trti: GFLV,
GFkV, ArMV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6, GVA, GVB in RSPaV.
Uporabili smo dve razli¢ni tehniki: neposredno metodo dvojni sendvi¢ (DAS ELISA) in
posredno metodo (indirect PTA ELISA). V obeh primerih smo na mikrotitrske ploscice v
posamezne vdolbinice nanesli negativno in pozitivno kontrolo ter ekstrakcijski pufer. Vse
vzorce smo testirali v dveh ponovitvah.
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Pri obeh metodah smo uporabili enake pufre:

Pufer za izpiranje za ELISA (pH 7,4)

NaCl 137 mM
KH,POy4 1,5 mM
NazHPO4 & mM
KCI 3mM
Tween 20 0,05 %

Karbonatni pufer za ELISA (pH 9,6)

N32C03
NaHCO3

15 mM
35 mM

Substratni pufer za ELISA (pH 9,8)

Dietanolamin

9,7 %

Konjugatni pufer za ELISA (pH 7,4)

TRIS 20 mM
NaCl 137 mM
PVP K25 2%
Tween 20 0,05 %
BSA 0,2 %
MgCl,*6H,0 1 mM
KClI 3mM

3.2.2.1 DAS ELISA

Test DAS ELISA smo uporabili za dokazovanje okuzb z virusi GFLV, GFkV, ArMV,
GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6 in GVA s protitelesi proizvajalca Bioreba.

V vdolbinice mikrotitrske plos¢ice (Greiner) smo odpipetirali po 200 pl protiteles proti
ustreznemu virusu, razred¢enih v karbonatnem pufru v razmerju 1 : 1000. PlosCico smo
inkubirali ¢ez no¢ v hladilniku pri temperaturi 4 °C ter nato vdolbinice 4-krat sprali s
pufrom za izpiranje.

V vdolbinice na mikrotitrski plos¢ici smo odpipetirali po 190 pul v ekstrakcijskem pufru
homogeniziranega rastlinskega materiala. PloS¢ico smo inkubirali ¢ez no€ pri 4 °C in nato
4-krat sprali s pufrom za izpiranje. Po izpiranju smo v vdolbinice odpipetirali po 180 pul
protiteles proti dolo¢enemu virusu konjugiranih z alkalno fosfatazo (Bioreba), razred¢enih
v konjugatnem pufru v razmerju 1 : 1000. Po petih urah inkubacije pri 30 “C smo plos€ico
4-krat sprali s pufrom za izpiranje. V vdolbinice smo nato odpipetirali po 200 pul p-



29

Blas, M. Genska raznolikost virusa pahljacavosti listov vinske trte in opis bolezenskih znamenj na okuzenih rastlinah.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2006

nitrofenilfosfata s koncentracijo 1 mg/ml v substratnem pufru. Plos¢ice smo inkubirali na
sobni temperaturi ter po 30 minutah, 1 uri, 2 urah in 18 urah pojav rumene barve, ki
oznacuje okuzeno rastlino, od¢itali spektrofotometricno pri 405 nm. Uporabili smo Citalec
mikrotitrskih plos¢ic Dynatech MR5000 in program BioLinx 2.20.

3.2.2.2 Neposredni test ELISA (indirect PTA ELISA)
Z neposredno metodo smo dokazovali okuzbo z virusoma GVB in RSPaV.

V vdolbinice mikrotitrske plos¢ice (Greiner) smo odpipetirali po 200 pl v ekstrakcijskem
pufru homogeniziranega rastlinskega materiala ter inkubirali ¢ez no¢ pri 4 °C. Po koncani
inkubaciji smo vdolbinice 4-krat sprali s pufrom za izpiranje.

Nadaljevali smo z dodajanjem 190 pl specificnih protiteles proti dolo¢enemu virusu.
Specifi¢na protitelesa proti virusu GVB (Agritest) smo nanesli razred¢ena v konjugatnem
pufru v razmerju 1 : 1000, prav tako protitelesa proti RSPaV (Gonsalves D., osebna
komunikacija). Po dveh urah inkubacije pri 37 °C smo plosCico 4-krat sprali s pufrom za
izpiranje. V vdolbinice smo nato odpipetirali po 180 ul protiteles proti dolo¢enemu virusu
konjugiranih z alkalno fosfatazo, razred€enih v konjugatnem pufru v razmerju 1 : 1000 za
GVB (Agritest) in 1 : 34000 za RSPaV (Sigma A-3687). Po dveh urah inkubacije pri 37 °C
smo plos¢ico ponovno 4-krat sprali s pufrom za izpiranje. V vdolbinice smo nato
odpipetirali po 200 pl p-nitrofenilfosfata s koncentracijo 1 mg/ml v substratnem pufru. Po
30 minutah, 1 uri, 2 urah in 18 urah smo s ¢italcem mikrotitrskih plos¢ic Dynatech
MRS5000 in programom BioLinx 2.20 izmerili absorpcijo pri 405 nm.

3.2.2.3 Obdelava podatkov testa ELISA

Podatke smo obdelali z racunalniskim programom Excel (Microsoft). Za vsak vzorec smo
iz ponovitev izraCunali povpre¢no vrednost od¢itkov. Za vsako plos¢ico smo narisali
grafikon iz spektrofotometri¢nih od¢itkov vzorcev. 1z grafikonov smo na podlagi povisanih
in nizkih fotometri¢nih vrednosti vzorcev dolo€ili mejo med pozitivnimi (okuzenimi) in
negativnimi (neokuzenimi) vzorci. Za pozitivne smo vecinoma $teli vzorce, pri katerih je
bila absorpcija po eni oz. dveh urah inkubacije 2- do 3-krat vecja kot absorpcija referen¢ne
negativne kontrole. Ta nadin dolo¢anja meje med pozitivnimi in negativnimi vzorci se
uporablja tudi v rutinskem testiranju.

Za primer podajam obdelavo rezultatov za virus GFLV (slika 6), kjer je meja med
pozitivnimi in negativnimi vzorci jasno dolocljiva, ter obdelavo rezultatov za virus GFkV
(sliki 7 in 8). Pri slednjem meja ni tako jasna, zato smo vzorce, ki imajo poviSane
spektrofotometricne vrednosti, vendar so te relativno nizke, oznacili z oznako +?. V takih
primerih smo si pomagali tudi s kasnejSimi odcitki po 18 urah, ko smo preverili, ali so se
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podobnih primerih.

Blas, M. Genska raznolikost virusa pahljacavosti listov vinske trte in opis bolezenskih znamenj na okuzenih rastlinah.

3 euanizod

1/ 910 a18)S

1€/y L138039d

€/ Aeuuopiey)
0€/S Bunzry 1

1€/S Bunzny 1
0€/t SuIzR 1

§/8 Aeuuoprey)
S€/9 Bunzny 1
8¢/b Sunzry 1

/11 Aeuuopier)
T€/9 Bunzry 1

9¢€/9 Burzry 1

€¢/6 BunzRy 1
T6/11 1 O Y8059y
wynd

1/1 exuerdny,

8T/ elizeAreN
6T/ Butizrd 1

€/T dH0Ss are)S

1€/ Sutzry 1

T/ SuzRy 1

/T aU0s drelg

1/¢ exuerdny,

1/ 9HO0S 21815
901/11 SSISOJ
T€/S Butzrd 1

/9 908053y
$€/9 Bulzry 1

€€/9 Sunzny 1
TI/1T 0T A Si805od
TTI/ET TLISOIY
L9/T1 9 Z31 dI8059d
0€/9 Suizry 1
TT A Y8050y
8T/11 9538050
T8/11 01 Z31 80394
1T/11 TT A 8059
61/2 80394

6L/11 380594
88/11 1 O3 Y80J9d
0T A Y8050

/0T 1 331 80594
€6/11 TA JI80JY
0T/ 0T A 03
€/9 9TISOI

3] euanedou
9/8 Aeuuoprey)
/€ Aeuuoprey)

Slika 6: Primer graficnega prikaza spektrofotometri¢nih odcitkov testa ELISA za virus GFLV 60 minut po

dodatku substrata v juniju 2005. Pozitivni vzorci so obarvani rdece, negativni pa sivo.
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Slika 7: Primer grafi¢nega prikaza spektrofotometricnih od¢itkov testa ELISA za virus GFkV 60 minut po
dodatku substrata v januarju 2005. Pozitivni vzorci so obarvani rdece, negativni pa sivo. Z oznako +? je
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Slika 8: Primer graficnega prikaza spektrofotometri¢nih od¢itkov testa ELISA za virus GFkV 18 ur po
dodatku substrata v januarju 2005. Pozitivni vzorci so obarvani rdece, negativni pa sivo. Z oznako +? je
oznacen vzorec, pri katerem je vrednost povisana, vendar relativno nizka.

3.2.3 Verizna reakcija s polimerazo s postopnim zniZevanjem temperature
naleganja zacetnih oligonukleotidov (Touchdown PCR)

Vzorce virusne cDNA, dobljene z metodo lovljenja virusa GFLV na protitelesa
(immunocapture, IC) in reverzno transkripcijo (RT) smo prejeli iz predhodnih raziskav
(Klari¢, 2004; Vojvoda, 2005). Pomnozevali smo 11 vzorcev sorte volovnik.

Verizno reakcijo s polimerazo s postopnim znizevanjem temperature naleganja zacetnih
oligonukleotidov smo za vsak vzorec posebej izvedli z zaCetnima oligonukleotidoma
GFLV 2AF, ki nalega na 5' koncu RNA2, in EVOONI1, ki nalega na 3' koncu RNA2.
Zacetna oligonukleotida smo izbrali tako, da smo pri pomnozevanju dobili fragmente
skupne dolzine vseh treh genov 2A, 2B in 2C (3463 — 3469 bp) (slika 9).

Verizno reakcijo s polimerazo smo izvedli tako, da smo v 200 pl mikrocentrifugirke dali
26 ul vode, 20 pl reakcijske meSanice za verizno reakcijo s polimerazo in 4 pul cDNA. Da
bi povecali specifi¢nost naleganja zacetnih oligonukleotidov, smo v za¢etnih korakih PCR
povisali temperaturo naleganja (60 °C). Pri vsakih naslednjih 4 ciklih pa znizali
temperaturo naleganja za 1 “C. Na ta nacin smo kljub uporabi degeneriranega zafetnega
oligonukleotida povecali specificnost parjenja baz med zafetnim oligonukleotidom in
matricno DNA v zacetnih stopnjah PCR ter zagotovili, da se je v nadaljnih stopnjah res
pomnoZevalo Zeljeno zaporedje. Vzorce smo inkubirali v aparaturi za PCR (Prekin Elmer
9700):
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94 °C 3 min

94 °C 30s

60-55 °C 1 min 4 cikli za vsako T naleganja zacCetnih oligonukleotidov = 24 ciklov
68 °C 5 min

94 °C 30s

55°C 1 min 20 ciklov

68 °C 5 min + 5 s vsak cikel

68 °C 10 min

Sestava reakcijske meSanice za verizno reakcijo s polimerazo (Vigne s sod., 2003):

Sterilna voda 8,6 ul
10X Taq pufer (Promega) S5ul
MgCl; (25 mM, Promega) 3ul
dNTP (10 mM, Promega) 1l
GFLV 2AF (50 pmol/pl) 1wl
EVOON1 (50 pmol/ul) 1l
Taq polimeraza (5 U/ul, Promega) 0,4 ul

Zacetni oligonukleotidi (Degenerirani nukleotidi: Y = C ali T):

GFLV 2AF 5 -CTYTTAYTTTGCGCTTTATTTGYTTAG-3’
EVOONI1 5’-GACTATCTAGACACATATATACACTTGGGTCTTTTAA-3’

SNT INT
2A 7714 bp 2B 104410p 2C 15150p 212bp
3463-3469 bp
GHRYV 2AF EVOON1

Slika 9: Shematski prikaz naleganja zacetnih oligonukleotidov na matricno cDNA med verizno reakcijo s
polimerazo. Zacetna oligonukleotida sta oznacena s pus¢icama, pod katerima je ime posameznega zacetnega
oligonukleotida. Stevilke znotraj okvirjev predstavljajo velikosti genov in nekodirajo¢ih regij v baznih parih.
Stevilka med pus¢icama oznacuje velikost pomnoZenega fragmenta v baznih parih

3.2.3.1 Gelska elektroforeza

Na 1 % agaroznem gelu s TAE pufrom smo preverili velikost pomnoZenih fragmentov.
Elektroforeza je potekala 60 minut pri napetosti 80 V. Po koncani elektroforezi smo iz
forografije gela ocenili kolicino DNA v posameznem vzorcu glede na lestvico znane
velikosti in koncentracije (1kbp DNA Ladder, Promega).
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3.2.4 Izolacija fragmenta iz gela (po navodilih proizvajalca Promega)

Ker so se z verizno reakcijo s polimerazo kljub uporabi razlicice PCR s postopnim
znizevanjem temperature naleganja zacetnih oligonukleotidov poleg specificnega
fragmenta pomnozili Se nespecifi¢ni fragmenti, smo produkte PCR nanesli na gel, locili
fragmente med seboj in specificne fragmente izrezali iz gela. DNA smo ocistili s
kompletom Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Rezine gela smo dali v
predhodno stehtano sterilno mikrocentrifugirko in ponovno stehtali. Na vsakih 10 mg gela
smo dodali 10 pl pufra za vezavo na membrano in inkubirali v termobloku 5 minut pri 60
°C. Ko se je rezina gela popolnoma stopila, smo vsebino mikrocentrifugirke prenesli na
kolono, nameSc¢eno v mikrocentrifugirki, in centrifugirali eno minuto pri 16000 g. Nato
smo dodali 750 pl pufra za izpiranje, centrifugirali 1 minuto pri 16000 g, nanesli 500 pl
pufra za izpiranje in centrifugirali 5 minut pri 16000 g. Kolono smo prestavili v novo
sterilno mikrocentrifugirko, dodali 50 pl sterilne vode in centrifugirali 1 minuto pri 16000

g.

Ociscene produkte PCR smo koncentrirali z obarjanjem DNA. Vzorcu smo dodali 125 pl
absolutnega etanola in 5 pul 3 M Na-acetata (pH 5,2). Vzorce smo inkubirali ¢ez no¢ pri
temperaturi —20 °C. Centrifugo smo ohladili na 4 °C in vzorce centrifugirali 30 min pri
20000 g. Supernatant smo odstranili in dodali 180 pl 70 % etanola. Vzorce smo ponovno
centrifugirali 15 min pri 20000 g. Supernatant smo previdno odstranili in DNA posusili v
odprtih mikrocentrifugirkah na sobni temperaturi. DNA smo raztopili v ustrezni koli¢ini
vode in jo shranili pri —20 °C do uporabe.

3.2.5 Ligacija v pGEM-T Easy vektor (povzeto po navodilih proizvajalca Promega)

Ker je bilo kar nekaj rastlin okuzenih z ve¢ kot eno genotipsko varianto GFLV smo
produkte PCR (3463 — 3469 bp) vnesli v plazmide in z njimi transformirali kompetentne
celice Escherichia coli DH5a.. Tako smo zagotovili, da je vsaka od transformiranih celic
prejela plazmid s produktom le ene izmed genotipskih variant, ki so okuzevale rastlino.

Za vstavljanje ociScenih produktov v plazmidne vektorje smo uporabili komplet pGEM-T
Easy Vector System I (Promega). Plazmidni vektor pGEM-T Easy je lineariziran z
restriktazo EcoRV in ima na obeh 3' koncih dodan timin. Le — ta poveca ucinkovitost
ligacije PCR produktov v vektor, saj imajo ti na 5' koncih dodan en ali dva adenina, ki jih
ustvari izbrana termostabilna Taq polimeraza (Promega).

Za uspesnejso ligacijo smo skusali zagotoviti, da je molarno razmerje med vektorjem in
insertom znasalo 1:3. K 3 pl ocis¢enih in oborjenih PCR produktov smo dodali 5 pl
ligacijskega pufra, 0,5 pul 50 ng/ul plazmidnega vektorja pGEM-T Easy, 0,5 pl sterilne
vode ter 1 pl 3 U/ul DNA-ligaze T4. Vzorce smo inkubirali ¢ez noc¢ pri 4 °C.
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3.2.6 Transformacija celic

Plazmidne vektorje pGEM-T Easy z vstavljenim produktom PCR smo v bakterije
Escherichia coli DH5a vnesli s toplotnim Sokom. Po transformaciji smo bakterije gojili na
trdnem gojis¢u LB/Amp/X-Gal/IPTG. Z modro-belim testom smo izbrali kolonije, ki so
imele v plazmidnem vektorju pGEM-T Easy vstavljene produkte PCR.

Gojisce SOC smo pripravili tako, da smo zmesSali 2 g triptona, 0,5 g kvasnega ekstrakta, 1
ml 1 M NacCl, 0,25 ml 1 M KCl, dolili smo 60 ml vode in sterilizirali z avtoklaviranjem 20
min pri 120 °C. Po sterilizaciji smo dodali 1 ml 2 M Mg*" raztopine in 1 ml 2 M raztopine
glukoze, umerili pH na 7, dolili vodo do 100 ml ter sterilizirali s filtriranjem.

Gojisce SOC (pH 7)

Tripton 2%

Kwvasni ekstrakt 0,5 %

NaCl 10 mM sterilizirano z avtoklaviranjem
KCl 2,5 mM

MgCl, 10 mM

MgSO4 10 mM

Glukoza 20 mM

Tekoce gojis¢e LB/Amp smo pripravili tako, da smo zmesali tripton, kvasni ekstrakt in
NacCl ter dolili vodo. Umerili smo pH na 7 in avtoklavirali. Ko se je gojis¢e ohladilo na 60
°C, smo dodali ampicilin, premesali ter napolnili epruvete do Sml.

Tekoce gojis¢e LB/Amp

Tripton 2%
Kwvasni ekstrakt 0,5 %
NaCl 85 mM
Ampicilin 0,01 %

Trdno gojis¢e LB/Amp/agar smo pripravili tako, da smo zmesali tripton, kvasni ekstrakt,
NaCl in agar ter dolili vodo. Umerili smo pH na 7 in avtoklavirali. Ko se je gojisce
ohladilo na 60 °C, smo dodali ampicilin, premesali in nalili v petrijevke.

Gojisc¢e LB/Amp/agar
Tripton 2%
Kvasni ekstrakt 0,5 %
NaCl 85 mM
Agar 1,5 %

Ampicilin 0,01 %
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Trdno gojis¢e LB/Amp/X-Gal/IPTG smo naredili tako, da smo zmeSali tripton, kvasni
ekstrakt, NaCl in agar ter dolili vodo. Umerili smo pH na 7 in avtoklavirali. Ko se je
gojisc¢e ohladilo na 50 °C, smo dodali ampicilin, X-Gal in IPTG, premesali ter nalili v
petrijevke.

Gojisce LB/Amp/X-Gal/IPTG

Tripton 2%
Kvasni ekstrakt 0,5 %
NaCl 85 mM
Agar 1,5 %
Ampicilin 0,01 %
X-Gal 0,008 %
IPTG 0,05 mM

Suspenzijsko kulturo kompetentnih celic Escherichia coli DH5a shranjeno na —80 °C smo
odtalili na ledu in previdno premesali. 100 pl suspenzijske kulture bakterij smo dodali k 5
ul ligacijske meSanice plazmidnega vektorja pGEM-T Easy z vstavljenimi produkti PCR,
rahlo premesali in inkubirali 20 minut na ledu, 50 sekund v vodni kopeli pri 42 °C in 2
minuti na ledu. Vzorcem smo dodali 900 pl gojis¢a SOC in jih inkubirali s stresanjem pri
300 rpm 90 minut pri 37 “C. Na vsako izmed 6 petrijevk s trdnim gojis¢em LB/Amp/X-
Gal/IPTG smo razmazali po 200 pl posameznega vzorca in inkubirali ¢ez noc¢ pri 37 °C.

Od vsakega vzorca smo izbrali nekaj belih kolonij in jih precepili na trdno gojis¢e LB/Amp
ter inkubirali ¢ez no€ pri 37 “C. Posamezne kolonije smo s trdnega gojis¢a precepili v 5 ml
tekocega gojis¢a LB/Amp in inkubirali s stresanjem ¢ez no¢ pri 37 °C. Prekonoc¢ne kulture
smo prenesli v mikrocentrifugirke, dodali glicerol (30 % konénega volumna) in tako
nastale trajne kulture shranili na —80 °C.

3.2.7 Izolacija plazmidov (po navodilih proizvajalca Promega)

Plazmide smo izolirali s kompletom Wizard SV 96 Plasmid DNA Purification System
(Promega). V globoko mikrotitrsko plos¢ico smo v vsako izmed 96 vdolbinic nacepili 1,5
ml tekoCega gojis¢a LB/Amp in nekaj pl suspenzije bakterij z vklju¢enim plazmidom
posameznega vzorca. Inkubirali smo s stresanjem, 18 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo
mikrotitrsko plos¢ico s 96 vdolbinicami centrifugirali 15 min pri 1500 g, odlili supernatant
in pelete resuspendirali v 250 ul pufra za resuspenzijo. Uporabili smo multikanalno pipeto.
V vdolbinice smo nato dodali 250 pl pufra za lizo celic in previdno premesali. Po 3
minutah smo dodali 350 ul nevtralizacijskega pufra in bakterijske lizate iz posameznih
vdolbinic prenesli v plos¢ico za ¢is¢enje bakterijskih lizatov. To smo postavili na vezavno
plos€ico in obe na poseben podstavek s katerim skupaj z vakuumsko ¢Erpalko odstranili

VW W

bakterijski lizat, plazmidi pa so se vezali na vezavno plosCico. PlosCico za CiSCenje
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bakterijskih lizatov smo zavrgli, v vdolbinice vezavne plosC€ice pa nanesli 500 pl
nevtralizacijskega pufra in ga s prikljucitvijo na vakuum za 1 minuto tudi odstranili. Nato
smo nanesli po 1 ml pufra za izpiranje in sistem prikljucili na vakuum za 1 minuto. Zadnji
korak smo ponovili, le da smo odstranjevanje pufra za izpiranje z vakuumom podaljsali na
10 minut. Vezavno plos¢ico smo namestili na elucijsko plos¢ico in obe na podstavek s
povezavo na vakuumsko crpalko. V vdolbinice vezavne plos¢ice smo nanesli 100 pl
sterilne vode in s pomoc¢jo vakuuma plazmide zbrali v elucijski plos¢ici. Elucijski volumni
so variirali med 60 in 70 pl. Mikrotitrsko elucijsko plos€ico smo pokrili s samolepilno
folijo in plazmide shranili pri —20 °C do uporabe.

3.2.7.1 Gelska elektroforeza izoliranih plazmidov

Na 1 % agaroznem gelu s TAE pufrom smo preverili prisotnost izoliranih plazmidov.
Elektroforeza je potekala 90 minut pri napetosti 120 V.

3.2.8 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Velikost vstavljenih produktov PCR v plazmidni vektor pGEM-T Easy smo preverili z
verizno reakcijo s polimerazo. To smo za vsak vzorec izvedli z zaCetnima
oligonukleotidoma pGEMT fwd in pGEMT rev, ki nalegata na plazmid zelo blizu mesta
insercije fragmentov.

V 200 pl mikrocentrifugirke smo dali 26 pl sterilne vode, 20 pl reakcijske meSanice za
verizno reakcijo s polimerazo (preglednica) in 4 pl 100-krat redC¢enega plazmida. Vzorce
smo inkubirali v aparaturi za PCR (Prekin Elmer 9700):

W o
o K K
oNoNoNeNe

3 min

30s

40 s 30 ciklov
5 min

O

AN N
o0 o0

10 min

Sestava reakcijske mesanice za verizno reakcijo s polimerazo:

Sterilna voda 7l
10X pufer Taq (Promega) Sul
MgCl; (25 mM, Promega) 3ul
dNTP (10 mM, Promega) 2ul
pGEMT fwd (50 pmol/ul) 1l
pGEMT rev (50 pmol/ul) 1wl

polimeraza Taq (5 U/ul, Promega) Il
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Zacetni oligonukleotidi:

pGEMT fwd 5’-ATACGACTCACTATAGGGCG-3’
pGEMT rev 5S’>-ATTTAGGTGACACTATAGAATAC-3’

3.2.8.1 Gelska elektroforeza

Na 1 % agaroznem gelu s TAE pufrom smo preverili velikost produktov PCR oziroma
velikost fragmentov, ki so se vkljucili v plazmidni vektor pGEM-T Easy. Elektroforeza je
potekala 90 minut pri napetosti 120 V.

3.2.9 Vgnezdena verizna reakcija s polimerazo (Nested PCR)

Vgnezdeno verizno reakcijo s polimerazo smo izvedli za vzorce, pri katerih je bil
fragment, ki smo ga zeleli vkljuciti v plazmidni vektor, ustrezne velikosti. Pomnozevali
smo gen 2C, za katerega so v predhodnih raziskavah potrdili, da je najbolj variabilen izmed
treh genov na RNA2. Uporabili smo zacetna oligonukleotida EVOONT in EVOON3.

V 200 pl mikrocentrifugirke smo dali 28 pl sterilne vode, 20 pl reakcijske meSanice za
verizno reakcijo s polimerazo in 2 pl produkta PCR, ki smo ga dobili z namnozevanjem
fragmentov vkljucenih v plazmidni vektor, z za¢etnimi oligonukleotidi, ki so nalegali na
plazmid. Vzorce smo inkubirali v aparaturi za PCR (Prekin Elmer 9700):

94 °C 3 min

94°C 20s

55°C 40s 10 ciklov

68 °C 2 min

94°C 20s

55°C 40s 20 ciklov
68 °C 2 min + 5 s vsak cikel

68 °C 7 min

Sestava reakcijske mesSanice za vgnezdeno verizno reakcijo s polimerazo:

Sterilna voda 8,6 ul
10X pufer Taq (Promega) Sul
MgCl; (25 mM, Promega) 3ul
dNTP (10 mM, Promega) 1w
EVOON3 (50 pmol/ul) 1 ul
EVOONT (50 pmol/pl) 1wl

polimeraza Taq (5 U/ul, Promega) 0,4 ul
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Zacetni oligonukleotidi (Degenerirani nukleotidi: Y = C ali T) (Vigne s sod., 2003):

EVOON3 5’-ACTGTCTAGAGGATTRGCYGGYAGAGGAGT-3’
EVOONI1 5’-GACTATCTAGACACATATATACACTTGGGTCTTTTAA-3’

S'NT 3NT
2A 771774 b 2B 1044 bp 2C 1515bp 212 bp
1573 bp
EVOON3 EVOON1

Slika 10: Shematski prikaz naleganja zacetnih oligonukleotidov na matricno DNA med vgnezdeno verizno
reakcijo s polimerazo. Zacéetna oligonukleotida sta oznacena s pus€icama, pod katerima je ime posameznega
zadetnega oligonukleotida. Stevilke znotraj okvirjev predstavljajo velikosti genov in nekodirajocih regij v
baznih parih. Stevilka med pus¢icama oznacuje velikost pomnoZzenega fragmenta v baznih parih.

3.2.9.1 Gelska elektroforeza in ocenjevanje koli¢ine DNA v vzorcih

Velikost pomnozenih fragmentov (1573 bp) smo preverili na 1 % agaroznem gelu s TAE
pufrom. Elektroforeza je potekala 45 minut pri napetosti 100 V.

Po koncani elektroforezi smo iz fotografije elektroforetskega gela ocenili kolicino DNA v
posameznem vzorcu glede na lestvico fragmentov znane velikosti in koncentracije (1 kbp
DNA Ladder, Promega).

3.2.9.2 Izolacija fragmenta iz gela (po navodilih proizvajalca Promega)

Ker so se z vgnezdeno verizno reakcijo s polimerazo poleg specificnega fragmenta z
velikostjo 1573 bp pomnozili Se nespecifi¢ni fragmenti, smo produkte PCR nanesli na gel,
lo¢ili fragmente med seboj in specificne fragmente izrezali iz gela. DNA smo odistili s
kompletom Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) (glej 3.2.4).

DNA smo po koncentriranju z obarjanjem raztopili v ustrezni koli¢ini vode glede na
ocenjeno koli¢ino DNA v posameznem vzorcu tako, da je bila kon¢na koncentracija 10
ng/ul. Precis¢eno DNA smo shranili pri —20 °C do uporabe.

3.2.9.3 Rezanje DNA z encimoma Styl in EcoRI (povzeto po Vigne s sod., 2003)
Gen 2C smo rezali z encimoma Styl in EcoRI. Encima sta restrikcijski endonukleazi, ki

prepoznavata tarcni zaporedji dolgi Sest baznih parov. Encim Styl reze znotraj zaporedja
CCWWGG, pri ¢emer je W lahko A ali T. Encim EcoRI reze znotraj zaporedja GAATTC.
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K 5 pl ocis¢enih produktov PCR s koncentracijo 10 ng/pl smo dodali 10 pl reakcijske
mesanice za restrikcijo in inkubirali tri ure v vodni kopeli pri 37 °C.

Sestava reakcijske meSanice za restrikcijo z EcoRI:

Sterilna voda 7,75 Wl
10X pufer H (Promega) 1,5 ul
100X BSA (Promega) 0,15 ul
EcoRI (10 U/ul, Promega) 0,6 ul

Sestava reakcijske meSanice za restrikcijo z Styl:

Sterilna voda 7,75 Wl
10X pufer F (Promega) 1,5 ul
100X BSA (Promega) 0,15 ul
Styl (10 U/ul, Promega) 0,6 ul

3.2.9.2.1 Gelska elektroforeza

Po restrikciji smo vzorce nanesli na 2 % agarozni gel v TAE pufru. Elektroforeza je
potekala dve uri pri 120 V.

Na podlagi slike gelov z razlicnimi restrikcijskimi vzorci smo se odlocili, katere trajne
kulture smo poslali na dolo¢anje nukleotidnega zaporedja. Zeleli smo zajeti ¢imved
razli¢nih genotipskih variant virusa GFLV.

3.2.9.3 Obdelava rezultatov analize RFLP

Za vzorce, pri katerih smo popisovali bolezenska znamenja smo, poleg Ze natancno
obdelanih restrikcijskih vzorcev oz. restrikcijskih tipov za gena 2A in 2B (Vojvoda, 2005)
zeleli dolociti restrikcijske tipe tudi za gen 2C.

Slike gelov z restrikcijskimi vzorci za gen 2C (Klari¢, 2004; Tomazi¢, osebna
komunikacija) smo skusali obdelali s pomocjo poskusne verzije racunalniskega programa
Gel-Pro Analyzer (Media Cybernetisc). Za lazjo analizo rezultatov restrikcije smo v spletni
bazi podatkov National Center for Biotechnology (NCBI) na spletni strani
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/ poiskali vsa ze znana nukleotidna zaporedja gena 2C
in s pomocjo programa RestrictionMapper version 3 na spletni strani
http://www.restrictionmapper.org/ simulirali rezanje z encimoma Styl in EcoRI. Tako smo
pridobili podatke o nekaterih restrikcijskih mestih in velikostih fragmentov za gen 2C.
Izkazalo se je, da je za natan¢no obdelavo kompleksnih restrikcijskih vzorcev na gelu
Stevilo restrikcijskih tipov za gen 2C preveliko. Zato smo se osredotoCili na obdelavo
restrikcijskih vzorcev za gen 2C le pri sorti volovnik, za katero smo dolocili tudi
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nukleotidna zaporedja (glej 3.2.10). S pomocjo teh smo po simuliranju rezanja z encimoma
Styl in EcoRI natan¢no dolocili nekatera restrikcijska mesta in velikosti fragmentov in jih
primerjali s fragmenti na gelu.

3.2.10 Doloc¢anje nukleotidnega zaporedja

Nukleotidno zaporedje smo dolocili 32 v plazmide vstavljenim fragmentom iz 10 rastlin
sorte volovnik.

Vzorce smo poslali na dolocanje nukleotidnega zaporedja s Sestimi zaCetnimi
oligonukleotidi (GFLV 2AR, GFLV 2BF, GFLV 2BR, EVOON3, pGEMT fwd in pGEMT
rev) na Max Planck Institute for Chemical Ecology, Jena, Nemcija. Poslali smo v glicerolu
shranjene trajne kulture bakterij, Escherichia coli DH5o z vstavljenim plazmidnim
vektorjem pGEM-T Easy in Zeljenim insertom.

Dobili smo 6 nukleotidnih zaporedij po celotni dolzini fragmenta, ki smo jih za vsak
vzorec posebej sestavili v celoto. Sestavljena nukleotidna zaporedja so bila na dveh
odsekih nezanesljiva, zato smo oblikovali Se dva dodatna zacetna oligonukleotida (GFLV
1fw, GFLV 1rv) in 32 vzorcev ponovno poslali na dodatno dolocanje nukleotidnega
zaporedja v podjetje Macrogen, Korea. Poslali smo liofilizirane plazmide in zaCetna
oligonukleotida v ustrezni koncentraciji (Gutierrez, osebna komunikacija).

Zacetni oligonukleotidi (Degenerirani nukleotidi: Y =C ali T, H=A, T, ali C; M = A ali
C;R=AaliG;K=GaliT;D=A,GaliT;B=C,Gali T)

GFLV 2AR 5’-CAATHGTYTGCCCMCCRGTA-3’

GFLV 2BF 5’-CTACYGGKGGGCARACDATT-3’

GFLV 2BR 5’-GGTTGARCTCARYCTRGGCT-3’

EVOON3 5’-ACTGTCTAGAGGATTRGCYGGYAGAGGAGT-3’
pGEMT fwd 5’-ATACGACTCACTATAGGGCG-3’

pGEMT rev 5S’>-ATTTAGGTGACACTATAGAATAC-3’

GFLV Ifw 5’-CCACTTGGAGGARGTGGTATGAC-3’

GFLV l1rv 5’-GRTGGATRAGCCARTGBGGRAC-3’
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= S s
GFLV 2AF GRY 1fw 2BF EVOON3
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Slika 11: Shematski prikaz naleganja zacetnih oligonukleotidov na fragment (virusna RNA2), ki je vkljucen
v plazmid pGEMT Easy. Zacetni oligonukleotidi so oznaceni s puSCicami, nad/pod katerimi je ime
posameznega zacetnega oligonukleotida. Plazmid in zacetni oligonukleotidi, ki nalegajo nanj so oznaceni z
rdedo. Stevilke znotraj okvirjev predstavljajo velikosti posameznih genov, oznaéena je tudi velikost bralnega
okvirja (ORF) in velikost fragmenta RNA2.

3.2.10.1 Obdelava nukleotidnih zaporedij

Delna nukleotidna zaporedja dobljena z 8 zacetnimi oligonukleotidi smo sestavili v kon¢no
zaporedje za posamezen vzorec s programom Vector NTI Suite 7. Uporabili smo
podprograma ContigExpess za sestavljanje delnih zaporedij in AlignX za poravnavo Ze
sestavljenih kon¢nih zaporedij.
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4 REZULTATI
4.1 TEST ELISA

Od skupno 183 testiranih vzorcev na prisotnost 10 virusov smo virus GFLV dokazali pri
142 vzorcih, GFkV pri 77 vzorcih, GLRaV-3 pri 55 vzorcih, GLRaV-1 pri 37 vzorcih,
GVA pri 26 vzorcih in GLRaV-2 pri 11 vzorcih (preglednice 1-7). S testom ELISA tako
januarja kot junija nismo nasli okuzb z virusi ArMV, GLRaV-6 in GVB. Glede na to, da
sta pri testiranju na prisotnost virusa ArMV obe pozitivni kontroli, tako proizvajalceva kot
tudi predhodno znan pozitiven vzorec iz vinograda (Tomazi¢, 2002), dali visoke
spektrofotometri¢ne vrednosti, ostali vzorci pa so kazali negativne vrednosti, virus verjetno
res ni prisoten v testiranih rastlinah. Za virusa GLRaV-6 in GVB smo imeli le pozitivno
kontrolo proizvajalca, ki je pri obeh dala visoke spektrofotometricne od¢itke, medtem ko
so odcitki preostalih vzorcev po eni ali dveh urah ostali nizki. Pri doloCenih vzorcih so se
pri obeh virusih po 18 urah po dodatku substrata vrednosti zelo rahlo povisale, kljub temu
pa smo zakljucili, da virus ni prisoten v testiranih rastlinah. Pri testiranju prisotnosti virusa
RSPaV nismo imeli pozitivne kontrole, smo pa testirali vzorce, pri katerih so predhodno
dokazali virus (Tomazi¢, 2002), ki pa so vklju¢no z ostalimi testiranimi vzorci reagirali
negativno. MozZno je sicer, da je v vzorcih, v katerih je bil RSPaV potrjen s predhodnimi
testi, virus v nezaznavno nizkih koncentracijah. Verjetneje pa specificna poliklonska
protitelesa proti virusu RSPaV niso delovala in s testom ELISA na prisotnost RSPaV
nismo dobili uporabnih rezultatov. 1z tega razloga smo virus RSPaV izlo€ili iz nadaljne
obdelave rezultatov.

Januarja 2005, ko smo na prisotnost GFLV testirali olesenele rozge, so bile
spektrofotometricne vrednosti nizje od vrednosti, ki smo jih dobili pri testiranju mladih
listov spomladi 2005, vendar Se vedno precej nad mejo med negativnimi in pozitivnimi
vzorci (sliki 12 in 13). Pri ostalih virusih so bili od¢itki pri obeh testiranjih, pozimi in
spomladi, primerljivi.

Junija 2005, ko smo za vecjo zanesljivost rezultatov s testom ELISA ponovno testirali trse,
pri katerih smo opazovali bolezenska znamenja, se je pri 62 od 67 testiranih trsov rezultat
ponovil. Pri trsih chardonnay 8/5 iz vinograda v Vrhpolju (preglednica 4) ter refosk 26 6/4,
refoSk 26 6/6, refosk 55 9/112 in refosk 55 11/108 iz vinograda v Komnu (preglednica 2)
smo junija 2005 dokazali prisotnost virusa GFLV, medtem ko je bil januarja rezultat
negativen. Pri prvih treh trsih so virus GFLV dokazali tudi junija 2004 (Vojvoda, 2005),
trsov refosk 55 9/112 in refosk 55 11/108 pa niso testirali.
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substrata v januarju 2005. Pozitivni vzorci so obarvani rdeCe, negativni pa sivo. Z oznako +? sta oznacena

Slika 12: Grafi¢ni prikaz spektrofotometri¢nih od¢itkov testa ELISA za virus GFLV 60 minut po dodatku
vzorca, pri katerih je bila vrednost povisana, vendar relativno nizka.

Vzorec

Slika 13: Grafi¢ni prikaz spektrofotometri¢nih od¢itkov testa ELISA za virus GFLV 60 minut po dodatku

substrata v juniju 2005. Pozitivni vzorci so obarvani rdece, negativni pa sivo.
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Preglednica 1: Seznam trsov vinske trte iz vinograda v Lozah z rezultati testa ELISA, ki smo ga izvedli
januarja in junija 2005. Vzorci obarvani s sivo, so bili testirani januarja in junija 2005, nepobarvani pa le
januarja 2005. Pozitivni rezultati testa so oznaceni s +, negativni z —, rezultati pri katerih so bile vrednosti
povisane, vendar relativno nizke pa s +? Oznaka / pomeni, da trsa nismo testirali ali pa je odmrl.
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(Se nadaljuje.)
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Preglednica 1 (nadaljevanje): Seznam trsov vinske trte iz vinograda v Lozah z rezultati testa ELISA, ki smo
ga izvedli januarja in junija 2005. Vzorci, obarvani s sivo, so bili testirani januarja in junija 2005,
nepobarvani pa le januarja 2005. Pozitivni rezultati testa so oznaceni s +, negativni z —, rezultati pri katerih so
bile vrednosti povisane vendar relativno nizke, pa s +? Oznaka / pomeni, da trsa nismo testirali ali pa je
odmrl.

- N NG NG
> > > >

2 Z = 2 £ 2 2 < &

SORTA = = = - - =) =) > >

VRSTA/TRS © © < © © © © © ©
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Poljsakica 4/53 + |/ |+ / [l =/ =17 1=1/71]1=1/ /=1
Poljakica 4/54 + |/ /=17 =/ =1/ 1+ /7 |=1/71=1/71=11
Polj3akica 4/55 + /=== == ==
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Zunek 5/14 + |/ =1/ =1/ =1/7 1=/ 1+ /71=1/1=1/71-1/
Zunek 5/15 20/ -1/ =/ =1/71=1/71+1/71=1/71=1/71=1/
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Preglednica 2: Seznam trsov vinske trte iz vinograda v Komnu z rezultati testa ELISA, ki smo ga izvedli
januarja in junija 2005. Vzorci obarvani s sivo, so bili testirani januarja in junija 2005, nepobarvani pa le
januarja 2005. Pozitivni rezultati testa so oznaceni s +, negativni z —, rezultati pri katerih so bile vrednosti
povisane, vendar relativno nizke pa s +? Oznaka / pomeni, da trsa junija nismo testirali. Z rdeco je oznacen

tisti rezultat, ki se je razlikoval med obema testiranjema
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Preglednica 2 (nadaljevanje): Seznam trsov vinske trte iz vinograda v Komnu z rezultati testa ELISA, ki smo
ga izvedli januarja in junija 2005. Vzorci, obarvani s sivo, so bili testirani januarja in junija 2005,
nepobarvani pa le januarja 2005. Pozitivni rezultati testa so oznaceni s +, negativni z —, rezultati pri katerih so
bile vrednosti povisane vendar relativno nizke, pa s +? Oznaka / pomeni, da trsa nismo testirali. Z rdeco je
oznacen tisti rezultat, ki se je razlikoval med obema testiranjema
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Refosk55 11/106 4+ | = — |+ |+ ]| = — |l = =1 =1++|=1=
Refosk55 11/108 — = =N = = (R = (R = = = (= R (= =
Refosk56 11/18 - |/ [l =1/ =1/ =/ =1/ 1=1/1=1/71=-11/
Refosk56 11/19 + |/ =1/ =1/ 1+ /=17 \|=1/71=1/71=-1/71-=1/
Refosk56 11/20 + /| -1/ =/ |+ /| =1/ =17 1=1/71=1/71-=1/
Refosk56 11/28 + |/ | =/ | =/ |+ /| =/ =17 1=1/7|=1/71=1/
Refosk72 13/121 + |\ /= /=1 |+ == =1+ =]
Refosk72 13/122 + /=1 /| =/ 1+ /=) =1/ 1=1/71+1/71=1/
Refosk72 13/124 [ =1/ =1/ + 1/ =1/ =1/ 1=1/ 1+ /]1-=11
Refosk72 13/126 /=1 /| =1/ 1+ /| =1/71=1/71=1/71+1/71=-1/

Preglednica 3: Seznam trsov vinske trte iz vinograda v Dutovljah z rezultati testa ELISA, ki smo ga izvedli
januarja in junija 2005. Vzorci, obarvani s sivo, so bili testirani januarja in junija 2005, nepobarvani pa le
januarja 2005. Pozitivni rezultati testa so oznaceni s +, negativni z —, rezultati pri katerih so bile vrednosti
povisane vendar relativno nizke, pa s +?.

T e ] e | e
> > > >
< % = 2 £ 2 2 < &
SORTA £ = — - - — ] > >
VRSTA/TRS &) &) < (@) @) &) &) &) (@)
) v v v ) [V v ) v ) [V v Vo) ) ) v v Vo)
(e} (e} (@) (e} (e} (@) (e} (e} o (e} (e (e} (e o (e} (e} (e} (e
Z |l Z|Zz|Z| Z Z Z Z | Z| Z Z Z
Z|2|2|8|2|5|2|8|2|8|2|8|2|8|2 8|2|5
Refosk 1/1 — — — — — — _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Refosk 2/19 =+ + — — — — _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Refosk 3/4 +?2 1+ | = | = | = | = + | | = =] = = =/ =1=1]=1=
Refosk 3/13 + + — — _ _ _ _ _ _ _ _ _
Refosk 4/3 + 2N R N BN B RNV U R R I RO R




Blas, M. Genska raznolikost virusa pahljacavosti listov vinske trte in opis bolezenskih znamenj na okuzenih rastlinah.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddelénega $tudija mikrobiologije, 2006

Preglednica 4: Seznam trsov vinske trte iz vinograda v Vrhpolju z rezultati testa ELISA, ki smo ga izvedli
januarja in junija 2005. Vzorci, obarvani s sivo, so bili testirani januarja in junija 2005, nepobarvani pa le
januarja 2005. Pozitivni rezultati testa so oznaceni s +, negativni z —, rezultati pri katerih so bile vrednosti
povisane, vendar relativno nizke pa s +? Oznaka / pomeni, da trsa junija nismo testirali. Z rdeco je oznacen
tisti rezultat, ki se je razlikoval med obema testiranjema. Oznaka * pomeni, da trs ni oznacen s pravim

imenom sorte, ker ta ni znana.
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Preglednica 5: Seznam trsov vinske trte iz vinograda v Kromberku z rezultati testa ELISA, ki smo ga izvedli
januarja in junija 2005. Vzorci, obarvani s sivo, so bili testirani januarja in junija 2005, nepobarvani pa le
januarja 2005. Pozitivni rezultati testa so oznaceni s +, negativni z —, rezultati pri katerih so bile vrednosti
povisane vendar relativno nizke pa s +?. Oznaka / pomeni, da trsa junija nismo testirali.
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Preglednica 6: Seznam trsov vinske trte iz vinograda v Malinkovcih z rezultati testa ELISA, ki smo ga izvedli
le januarja 2005. Pozitivni rezultati testa so oznaceni s +, negativni z —, rezultati pri katerih so bile vrednosti
povisane vendar relativno nizke, pa s +?. Oznaka / pomeni, da trsa junija nismo testirali.

- D e N
> > > >
SORTA VRSTA/TRS | O T Z T} T} T T} o o
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Refosk KE 3 10/1 s =1/ =171 +1/71=-1/71=1/71=-1/71=-171=-1/
Refosk KE 1 10/2 =0 =1 =17 =11 =1s1=171=171=-1/
Refosk KO 1 11/88 + =1/ =1/ 0+l 1=-1/71=-1/71=-1/1x171=-17
Refosk KO 1 11/92 =1/ =0/71=-1/1=1/71=-1/1=-171=17/71=-17/
Refosk KV20 11/10 [ + [ / L=+l =1 =171=1y / /
Refosk KV2011/12 |+ |/ ||/ =1/ [+« /71=17/71=171=171=17/71=17/
Refosk KV22 1121 |+ |/ |- |/ 1/ 1+ /1 =1/1=171=171=17/71=-17
Refosk KZ 6 11/67 =17 =171+« 71=177=171=17 /=17
RefoskKz1011/82 |+ |/ | [/ -1/ 1+1/1=-17 =1 =17 =17
Refosk V 111/93 2l =1/ =171+ =1/71=1/71=-1/71+171=-1/
Refosk 11/97 1/ 1=1/71=17 =T+l =171 =-17/71=-1/
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Preglednica 7: Seznam trsov vinske trte iz vinograda v Kromberku z rezultati testa ELISA, ki smo ga izvedli
le januarja 2005. Pozitivni rezultati testa so oznacCeni s +, negativni z -, rezultati pri katerih so bile vrednosti
povisane vendar relativno nizke, pa s +?. Oznaka / pomeni, da trsa junija nismo testirali.
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Refosk KV 20 + 1/ 0 =177 1=1V/71+1/71=1/71=171=1/71=1/71=11/
Refosk KV 21 20/ =1/ =1/ |=1/71-=1/7\1=1/7 =17 1-=1/71-=1/
Refosk KV 22 + /| = / /| + / — / — / — / / /

Izmed 142 trsov, okuZenih z GFLV je bilo 41 takih, ki so vsebovali samo GFLV, 101 pa
jih je bilo poleg z GFLV okuzenih Se enim ali ve¢ drugimi virusi (slika 14). Med tistimi, ki
so poleg GFLV vsebovali Se druge viruse, je prevladovala kombinacija virusov GFLV in

GFkV (26 trsov) ter GFLV in GLRaV-3 (20 trsov) (slika 15).

101 (71 %)

41 (29 %)

O okuzba z GFLV

@ okuzba z GFLV v
kombinacijiz§e
enimali ve¢
drugimi virusi

Slika 14: OkuZenost testiranih trsov samo z virusom GFLV ali z GFLV in hkrati Se drugimi virusi.
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GFLV + GFKV + GLRaV-1 + GLRaV-2 + GLRaV-3 + GVA
GFLV + GLRaV-1 + GLRaV-2 + GVA
GFLV + GFKV + GLRaV-3 + GVA
GFLV+ GLRaV-3 + GVA
GFLV + GFKV + GLRaV-2
GFLV + GFKV + GLRaV-1
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Kombinacije virusov

Stevilo trsov okuzenih z GFLYV ali dolo¢eno kombinacijo virusov

Slika 15: Okuzenost vseh 101 trsov, ki so bili poleg z GFLV okuzeni $e z enim ali ve¢ razli¢nimi virusi, ter
41 trsov ki so bili okuzeni le z GFLV. Crtkano oznaceno predstavlja Stevilo trsov (55), pri katerih smo
opazovali bolezenska znamenja

Za negativne kontrole pri opazovanju bolezenskih znamenj smo iskali zdrave trse. Ker je
bilo tako zdravih kot okuzenih le z GFLV, malo smo opazovali tudi trse z razlicnimi
kombinacijami virusov. Nasli smo 11 zdravih trsov in 30 trsov brez GFLV, pa¢ pa
okuzenih z enim ali ve¢ drugimi virusi. Med slednjimi so prevladovali trsi, okuzeni le z
GFkV. Opazovali smo tako 8 zdravih trsov ter 4 trse brez GFLV, ki so bili okuzeni z enim
ali dvema drugima virusoma (slika 16).
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‘% GLRaVl + GVA :|
'_g GFkV + GLRaV-2 + GLRaV-3 [ 7]
E GFkV + GLRaV-3 7%\\\\ |
B GFkV Ry
'E brez virusov |

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Stevilo zdravih trsov, trsov okuZenih z dolo¢enim virusom ali njihovo

kombinacijo

Slika 16: Prikaz vseh 42 kontrolnih rastlin, ki so bile bodisi zdrave ali pa okuZene z drugimi virusi in ne z
GFLV. Crtkano oznaceno predstavlja Stevilo trsov (12), katere smo opazovali v okviru popisovanja
bolezenskih znamen;.

4.2 RESTRIKCIJSKI TIPI GENA 2C PO REZANJU Z ENCIMOMA STYI IN ECORI

Pri simulaciji rezanja gena 2C z encimom Styl smo i1z baze podatkov na spletu dobili vec¢
kot 25 razli¢nih restrikcijskih tipov. Pri nekaterih izmed njih so se dolo¢eni fragmenti med
seboj razlikovali le za nekaj baznih parov. Ce poleg tega upostevamo $e moZen pojav
novih restrikcijskih mest in mozne rekombinacije pri RNA virusih je pri genu 2C po
rezanju z encimom Styl mogoce res veliko Stevilo restrikcijskih tipov. Zaradi omenjenih
razlogov smo restrikcijska mesta rezanja z encimom Sty ter tudi EcoRI natan¢no dolocili
le za 11 vzorcev sorte volovnik. Pri teh smo si namre¢ za doloc€itev velikosti fragmentov na
elektroforetskih gelih pomagali tudi z dobljenimi nukleotidnimi zaporedji (glej 4.4).

Pri sorti volovnik smo tako po rezanju gena 2C z encimom Styl ugotovili 9 razli¢nih
restrikcijskih tipov, ki smo jih oznacili s ¢rkami J, M, O, P, R, S, T, V in Z. Zadnjih Sest od
nastetih smo potrdili z nukleotidnimi zaporedji, ostale tri smo dodatno dolocili iz
elektroforetskih gelov. Restrikcijski tip referen¢nega vzorca, gena 2C genotipske variante
F13 virusa GFLV, z znanim nukleotidnim zaporedjem smo po rezanju z encimom Styl
oznacili z oznako F (slika 17).

Po rezanju gena 2C z encimom EcoRI je vseh 11 vzorcev sorte volovnik ostalo
nerazrezanih (oznaka N). Restrikcijski tip referencnega vzorca F13, po rezanju z encimom
EcoRI smo oznacili z oznako F (slika 18).
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Vsa dozdaj znana restrikcijska mesta po rezanju 2C s Sty
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Slika 17: Shematski prikaz restrikcijskih tipov pri rezanju gena 2C z encimom Styl. Leva stran sheme ustreza
5' koncu, desna pa 3' koncu pomnozenega fragmenta, ki vsebuje zapis gena 2C (sheme so orientirane v smeri
5'— 3"). Pokon¢ne Stevilke na okvirjih predstavljajo restrikcijska mesta, izrazena s Stevilom baznih parov, ki
lo¢ijo restrikcijsko mesto od 5' konca pomnoZenega fragmenta. Stevilke znotraj okvirjev oznadujejo velikost
fragmentov, izraZzeno v baznih parih. Na desni strani okvirjev so oznake restrikcijskih tipov.
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Restrikcijski tipi po rezanju 2C z EcoRI
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Slika 18: Shematski prikaz restrikcijskih tipov pri rezanju gena 2C z encimom EcoRI. Leva stran sheme
ustreza 5' koncu, desna pa 3' koncu pomnozenega fragmenta, ki vsebuje zapis gena 2C (sheme so orientirane
v smeri 5' — 3"). Pokoncne Stevilke na okvirjih predstavljajo restrikcijska mesta, izrazena s Stevilom baznih
parov, ki loijo restrikcijsko mesto od 5' konca pomnoZenega fragmenta. Stevilke znotraj okvirjev oznacujejo
velikost fragmentov, izrazeno v baznih parih. Na desni strani okvirjev so oznake restrikcijskih tipov.

Preglednica 8: Velikosti restrikcijskih fragmentov in restrikcijski tipi pri vzorcih sorte volovnik iz vinograda
v Lozah po rezanju gena 2C z encimoma Styl in EcoRI. Velikosti fragmentov so izraZzene v baznih parih

(bp).
. .. .| Restrikcijski o esr e
Vzorec Restrikcijski fragmenti — Styl (bp) RfiStr_lkSctl;sIkl fragmenti — I:ieSt_rlll;s:)J;l;l
P EcoRI (bp) | P
Volovnik 2/45  |1144, 511,392, 387,277, 118, 42 T.Z 1573 N
Volovnik 2/46  |606, 538, 511, 392, 387,277, 118,42 |V, T 1573 N
Volovnik 2/47 ?‘l‘g’ 236’ 538, 511,392, 387,277, 138 1 1573 N
‘ 1144, 786, 606, 538, 511, 392, 387,
'Volovnik 2/49 277,118, 42 J,T,V,Z 1573 IN
Volovnik 2/50  |606, 538, 511, 392, 387,277, 118,42 [T,V 1573 N
Volovnik 2/51  |606, 538, 511, 392, 387,277, 118,42 [T,V 1573 N
Volovnik 2/52  |511, 392,277, 118 T 1573 N
Volovnik 2/53  |511, 392,277, 118 T 1573 N
Volovnik 2/54  |786, 606, 538, 387, 350, 277, 118,42 |S, V 1573 N
‘ 786, 648, 606, 538, 511, 392, 387, 350,
'Volovnik 2/55 277,256, 118, 42 M, T,V 1573 IN
Volovnik 2/57 006 538, 511, 481,387,350, 277, 125, 1573 N
118, 42

Referentni 690, 350, 277, 110, 104, 42 F 1073, 332,168 [F
vzorec F13

Pri vecini vzorcev (9 od 11) smo potrdili meSane okuzbe z ve¢ restrikcijskimi tipi virusa

GFLV, le pri dveh vzorcih samo en restrikcijski tip. Na sploSno sta pri restrikciji gena 2C s
Styl prevladovala restrikcijski tip T (pri 9 vzorcih od 11) ter tip V (pri 8 vzorcih od 11)

(preglednica 8).
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4.3 POPISOVANIJE BOLEZENSKIH ZNAMENJ IN FENOFAZ

Opazovali smo 28 bolezenskih znamenj na 67 izbranih trsih razli¢nih sort vinske trte v
petih vinogradih (preglednice 10, 12, 14, 16, 18).

Vecino bolezenskih znamenj — ne pa vseh — smo na trsih opazovali tudi v rastni sezoni
2004 (Vojvoda, osebna komunikacija). Bolezenska znamenja so se ve¢inoma ujemala v
obeh rastnih sezonah, po pri¢akovanjih pa je prislo tudi do manjs$ih odstopanj med
znamenji pri posameznih trsih.

Pri opazovanju fenofaz razlik med posameznimi trsi iste sorte nismo zaznali. Na dolocen
datum smo opazili odstopanja med fenofazami le med razlicnimi sortami vinske trte
(preglednice 9, 11, 13, 15, 17).
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Preglednica 9: Vzorci vinske trte iz vinograda v Lozah z virusi, dokazanimi s testom ELISA, restrikcijskimi tipi treh genov virusa GFLV po rezanju z encimoma
Styl in EcoRI (Vojvoda, 2005) ter fenofazami, popisanimi na dolocen datum po sistemu, ki sta ga razvila Eichorn in Lorenz (Priloga A). Oznaka / pomeni, da za
dolo¢en gen ni natanéno obdelanih restrikcijskih tipov, prazno polje, da vzorec ni vseboval GFLV, oznaka / pri fenofazah pa oznacuje, da je trs odmrl.

GFLV
Gen 2A Gen 2B Gen 2C FENOFAZE, Datum

2 2= 2 = 2= 2 2= w | w | a| o w | w
Sorta vrsta/trs VIRUSI (ELISA 2005) 52 58 52 ‘58 =2 ‘58 S S o = S
2 <2 m =z Zm =z 2 m (\! Qg 9|8
54 | E 5o | E 2L | E s | 2= &3
g= | S5 | B= | 85 | 8§ | g | S |8 |78 "
Zelenl 2/4 GFkV, GLRaV3 / / / / / / 5 15-17] 32 |35-38| 38
Zelenl 2/5 GFkV, GLRaV3 / / / / / / 2-5 |15-17] 32 |35-38| 38
Zelenl 2/8 GFLV, GFkV B N A N / / 5-7 |15-17| 32 |35-38] 38
Zelenl 2/10 GFLV, GFkV, GLRaV3 NJ N B,F N.A / / 3 15-17] 32 |35-38| 38
Zelenl 2/12 GFLV, GFkV, GLRaV3 N.AK N B.,F N.A / / 5-7 |15-17| 32 |35-38| 38

Zelenl 2/13 GFLV, GFkV B N A N / / 5-7 |15-17| 32 [35-38 |/

Zelenl 2/15 GFLV N N B,F N / / 1 / / /
Zelenl 2/16 GFkV / / / / / / 7 15-17] 32 |35-38| 38
Zelenl 2/18 GFkV / / / / / / 7 15-17| 32 |35-38| 38
Volovnik 2/45 GFLV B.H.I N, A A N T,Z N 2 15-17| 31 |35-38] 38
Volovnik 2/46 GFLV B,H.I N, A A N T,V N 2-3 |15-17] 31 |35-38| 38
Volovnik 2/47 GFLV B,ILN N,A A N O0,T.V N 2-3 |15-17] 31 |35-38| 38
Volovnik 2/49 GFLV H,I N, A A N J,IT.V.Z |N 2-3 |15-17| 31 |35-38| 38
Volovnik 2/50 GFLV H,I N A A N T.V N 2 15-17] 31 |35-38| 38
Volovnik 2/51 GFLV B.H N,A A N T,V N 2 [15-17] 31 [35-38] 38
Volovnik 2/52 GFLV H N A N T N 2 15-17] 31 |35-38| 38
Volovnik 2/53 GFLV H N A N T N 2-3 |15-17] 31 |35-38| 38
Volovnik 2/54 GFLV B.H,I N,A A N S,V N 3 15-17] 31 |35-38| 38
Volovnik 2/55 GFLV B,N.H N,A A N,A JMT,V |N 2-3 |15-17] 31 |35-38| 38

Volovnik 2/57 GFLV B.H A A N P.R)V N / / /
Recigla 4/22 / / / / / / 5-7 17 31 |35-38] 38
Recigla 4/25 GFLV N N B,F N / / 5-7 17 32 |35-38| 38
Recigla 4/30 / / / / / / 7 17 32 |35-38| 38
Steverjana 4/35 / / / / / / 9 17 | 31 [35-38] 38

(Se nadaljuje.)
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Preglednica 9 (nadaljevanje): Vzorci vinske trte iz vinograda v Lozah z virusi, dokazanimi s testom ELISA, restrikcijskimi tipi treh genov virusa GFLV po rezanju
z encimoma Styl in EcoRI (Vojvoda, 2005) ter fenofazami popisanimi na dolocen datum po sistemu, ki sta ga razvila Eichorn in Lorenz (Priloga A). Oznaka /
pomeni, da za dolo¢en gen ni natan¢no obdelanih restrikcijskih tipov, prazno polje, da vzorec ni vseboval GFLV, oznaka / pri fenofazah pa oznacuje, da je trs

odmrl.

GFLV
Gen 2A Gen 2B Gen 2C FENOFAZE, Datum

2 Z ~ 2 = > 2 2 ~ 0 o [T 3 38

Sorta vrsta/trs VIRUSI (ELISA 2005) 52 =g e 53 F e 53 =t =4 = S =3
=29 = m =29 =2 m =z 2 m Q S =T IS T S

CHNNEE W VORI I VO O - R

g | Es | E° | g | £ | fe |8 | R 7R |*

Steverjana 4/36 GFLV / / / / / / 7 17 31 | 3538 | 38
Steverjana 4/37 GFLV A N A N / / 9 17 31 | 35-38 | 38
Steverjana 4/38 GFLV A N A N / / 5 17 31 | 35-38 | 38
Steverjana 4/40 GFLV / / / / / / 5-7 | 15-17 | 31 | 3538 | 38
Cividin 5/51 GFLV E N D.E N / / 5 15-17 | 32 | 35-38 | 38
Cividin 5/52 GFLV E N D.E N / / 2-5 | 15-17 | 32 | 35-38 | 38
Cividin 5/53 GFLV E N D.E N / / 5-7 | 15-17 | 32 | 3538 | 38
Cividin 5/56 GFLV B.E.H.LN |N B.D.E N / / 3 15-17 | 32 | 35-38 | 38
Cividin 5/57 GFLV B.E.H.I N D.E N / / 5-7 | 15-17 ] 32 | 35-38 | 38
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Preglednica 10: Vzorci vinske trte iz vinograda v Lozah z bolezenskimi znamenji, vidnimi v rastni sezoni 2005. Prisotnost bolezenskega znamenja smo oznacili s +.

Sorta vrsta/trs

LISTI

POGANJKI

STEBLO

GROZDI

TRS

Pahljacaasti listi

INesimetri¢ni listi

Petersiljasti listi

Kloroze zil (rumene Zile)

Kloroze

medzilnih

prostorov
obliki

A\

Rumenih pik
Obrocev

Lis

Rumenenje listov

Nagubani listi, zvijanje

listov

Rdecenje listov

Bifurkacija na ¢lenku

(vilicasta rast)

Bifurkacija na medc¢lenku

Dvojni ¢lenki (nasproti

lezecCe oko)
Zraslost poganjkov

Kratki medc¢lenki

Ploscata stebla

Cik-cak rast

Metlasta rast

Razbrazdanje stebla

odlage
Razbrazdanje stebla

Zlahtnega dela

Majhne jagode

Majhni grozdi

Osipavanje jagod

Redke;jsi grozdi
INi pridelka

Grmast videz trsa

Manjsi listi
Gosti listi

Zelenl 2/4

Zelenl 2/5

Zelenl 2/8

+

Zelenl 2/10

Zelenl 2/12

+

Zelenl 2/13

Zelenl 2/16

Zelenl 2/18

Volovnik 2/45

+

Volovnik 2/46

Volovnik 2/47

Volovnik 2/49

+

Volovnik 2/50

Volovnik 2/51

Volovnik 2/52

+ [+ [+ [+ |+

o o R o R B S B

Volovnik 2/53

Volovnik 2/54

Volovnik 2/55

]

Recigla 4/22

Recigla 4/25

e e R R R R e e e e R

Recigla 4/30

(Se nadaljuje.)
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Preglednica 10 (nadaljevanje): Vzorci vinske trte iz vinograda v Lozah z bolezenskimi znamenji, vidnimi v rastni sezoni 2005. Prisotnost bolezenskega znamenja
smo oznacili s +.

LISTI POGANJKI STEBLO GROZDI TRS
< | Kloroze %
'J | medzilnih = - 5 '§
(] < 4 Q < <
g prosto.ro'v v = = =10 % z = = B
2| & obliki Z|R S g = |8 = S |8 2| .. 3
Sortavrsta/trs | = | = | 3| 35 2. Zle ~ =| §|= | = @ P8l 2R B
=gl = e~ =l A ERAREREE Slel ol gy |25 B2 &8 N
= | > = =|'3 o | = S|lsSls|BISES ol 8| 2| =8 So|lal ol o| 5l | = =]
Z12| 2| R| = 2lz |o|TslT 828 a2l EE] Sl B2 22 g2
< - = () 'E‘: > Q g = 9 S Q E >0 () -~ < Y o] N ol N &0 | o0 < 7 T) = R >
>Q Q — N = [5) s |8 =] S w| < AR e |72) 3 = 2| s 5 s © Q| -~ S| =l e e ] b7
S| E|B| o] 8|2 ClEs| 3|2 =2lea8 S| S| 8|S|EEE|E|E|l=|8|cl2lZ|a
= | Z| 8| 5| €| 8 Elamo|l BlB3=223| |28 2| = i S| RIS RE ==l 5| &l g &
'53352:@.&:&‘5-09::5‘:“>>N82.%®§E§w“@'ao-~“0§
_ Slz|&|4|@|0|S|le|lzE8gmEla| a2 |a|0(>|@8exN|55|8|2|Z[5]0]C
Steverjana 4/35
Steverjana 4/36
Steverjana 4/37
Steverjana 4/38
Steverjana 4/40
Cividin 5/51 + + + +
Cividin 5/52 + + + |+ + |+
Cividin 5/53 + + + + + +
Cividin 5/56 + + |+ +
Cividin 5/57 + + + | +
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Preglednica 11: Vzorci vinske trte iz vinograda v Komnu z virusi, dokazanimi s testom ELISA, restrikcijskimi tipi treh genov virusa GFLV po rezanju z encimoma
Styl in EcoRI (Vojvoda, 2005) ter fenofazami popisanimi na dolocen datum po sistemu, ki sta ga razvila Eichorn in Lorenz (Priloga A). Oznaka / pomeni, da za
dolo¢en gen ni natanéno obdelanih restrikcijskih tipov, prazno polje pa, da vzorec ni vseboval GFLV.

GFLV

Gen 2A Gen 2B Gen 2C FENOFAZE, Datum
Sorta (elita) VIRUSI (ELISA 2005) | 25 | £% 2w | £% O R S g |g| 8 |8
vrsta/trs R 23 2w 28 gwm <8 Q Q S Q IS
- - I L U A S-Sl B B N S - N
§% | 3= | 5% | fe | 5% | e | 8 |8 |- & |7
Refosk9 2/71 GFLV C N A N / / 2 15 31 | 35-38 | 38
Refosk26 6/1 / / / / / / 2-3 15 31 | 35-38 | 38
Refosk26 6/2 GFLV C N A N / / 2-3 15 32 | 35-38 | 38
Refosk26 6/3 / / / / / / 3 15 32 | 35-38 | 38
Refosk26 6/4 GFLV C N A N / / 3 15 32 | 35-38 | 38
Refosk26 6/5 / / / / / / 3 15 32 | 35-38 | 38
Refosk26 6/6 GFLV C N A N / / 3 15 32 | 35-38 | 38
Refosk26 6/7 / / / / / / 3 15 32 | 35-38 | 38
Refosk26 5/118 GFLV / / / / / / 2 15-17 | 32 | 35-38 | 38
Refosk26 5/120 GFLV C N A N / / 2 15-17 | 32 | 35-38 | 38
Refosk26 5/122 GFLV / / / / / / 2 15-17 | 31 | 35-38 | 38
Refosk55 9/110 GFLV, GLRaVl1l, GVA C N A N / / 2-3 15-17 | 31 | 35-38 | 38
Refosk55 9/112 GFLV, GLRaVl1l, GVA / / / / / / 3 15-17 | 31 | 35-38 | 38
Refosk55 11/106 GFLV, GLRaV1l, GVA C N A N / / 3-5 15-17 | 31 | 35-38 | 38
Refosk55 11/108 GFLV, GLRaV1, GVA / / / / / / 3 15-17 | 31 | 35-38 | 38
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Preglednica 12: Vzorci vinske trte iz vinograda v Komnu z bolezenskimi znamenji, vidnimi v rastni sezoni 2005. Prisotnost bolezenskega znamenja smo oznacili s
+.

LISTI POGANJKI STEBLO GROZDI TRS
> Klorf)zs? %
T | medzilnih 2 = 5 B
o | prostorov v 8, < |8 2 | 5 2 |g
Sorta (elita) _1glz]| g obliki | & o 5 2 2 & 2 2 |2 2. 2
vrsta/trs 212122 =2 Sl =| 8|2 S| =2 N o3 Zlwsl 2R ~
L - = S| & =@ 2 S wm| @ 5o | =4 ) o - v = - Q @] N | ™ <] QN)
=885 |E 2= |Z2|sC Q|83 2| 2| 2| c|8 |E° | 2lclel mle|go|3
ElElSls|=s] |E|8 |2|98/5| |22 z|=|2|s|8esd a2 al3|2E 2
Sle|®| 8|52 5|2 S|¥ 32| g|BEo S| 8| S| g|ENSE S| E|lz|T|B|= 2
= 7| 8| 5| 5|8 HEHEIEEELE R A M E S A R I R R =
S| 8| 5| 2| 5| 8|2 5|l s|EEE| SN | |X|2|8B LS|zl =|2 £
Elz| |4 &2|0|a|l&|zE2|laZ|a| A8 J|a|0|5|@8ex|5|[5|8|L|2[5]6]6
Refosk9 2/71 + + +
Refosk26 6/1 +
Refosk26 6/2 + | +
Refosk26 6/3 +
Refosk26 6/4 + + + | +
Refosk26 6/5 +
Refosk26 6/6 + |+ | +
Refosk26 6/7
Refosk26 5/118 + | +
Refosk26 5/120 + |+ | +
Refosk26 5/122 + + |+ |+ |+
Refosk55 9/110 + +
Refosk55 9/112 + + +
Refosk55 11/106 + +
Refosk55 11/108 +
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Preglednica 13: Vzorci vinske trte iz vinograda v Dutovljah z virusi, dokazanimi s testom ELISA, restrikcijskimi tipi treh genov virusa GFLV po rezanju z
encimoma Styl in EcoRI (Vojvoda, 2005) ter fenofazami popisanimi na dolocen datum po sistemu, ki sta ga razvila Eichorn in Lorenz (Priloga A). Oznaka /
pomeni, da za dolo¢en gen ni natan¢no obdelanih restrikcijskih tipov, prazno polje pa, da vzorec ni vseboval GFLV.

GFLV
Gen 2A Gen 2B Gen 2C FENOFAZE, Datum

& = 4R & = 4R & = 4R " w || v | @

Sorta vrsta/trs VIRUSI (ELISA 2005) =2 =9 =2 =9 =2 =9 S S = = =
2 A Rt 2 Rt S <3 N. 8 | ]| 9 |9

E . £ E L £ E . 5 = 0 ~ < *

&"3': &"3% &"3': &"3% &"3'4: &"33 & Q — & IS

Refosk 1/1 / / / / / / 2 15-17 | 31 | 35-38 | 38
Refosk 2/19 GFLV C N A N / / 2-3 | 15-17 | 31 | 35-38 | 38
Refosk 3/4 GFLV, GLRaV1 I N A N / / 2-3 | 15-17 | 31 | 35-38 | 38
Refosk 3/13 GFLV N N A N / / 2-3 | 15-17 | 31 | 35-38 | 38
Refosk 4/3 GFLV, GFkV, GLRaV2 C.E N A N / / 2-3 15-17 | 31 | 35-38 | 38

Preglednica 14: Vzorci vinske trte iz vinograda v Dutovljah z bolezenskimi znamenji, vidnimi v rastni sezoni 2005. Prisotnost bolezenskega znamenja smo
oznacili s +.

LISTI POGANJKI STEBLO GROZDI TRS
- | Kloroze Z
= | medzilnih 2 - | 8 kS
9 | prostorov v 8 < 3 § . s | s
- |5} s = 5} [ R o sy © «
2| .~ obliki 2R = Z|E ~ Q Q =a . a
Sorta vrsta/trs | o 2| 3 § 2.5 2 <~ § g5= R @ 2 lol.o| &8 E
Slag|= S~ = |3 R R R S 2l ol gl |25 BB N
=B |lE|=|®8 o | = = |ls Sl =BS5S o | 2| s|8 SOl | ol ol &l s| <
= 17 2 = == oo < S| < . IS0
@ | g 8| N | o = |5 o |'F gl T 8= 2| & @ = - S <| .S Bl S| .~ 2| 2|z S
< = — ) — > 15} — Q = Q E >0 o - < ) 2] N o| N on < A [5) —_— RZ]
> Q| = N =} 5% S|l s | S | < — 172} - 2| s O Q| = SIS s | =] = +
< g | & S S | O o |2 O |~ sl 4| Q| g ol S < < BIE W E | = = O 2B 2| 8
=|Z| 8| 5| E|E Sz 8|E2 B8l 2|2 || c|82SE S| S|& 2| E|F|E
S18|28|2|5|8|z|5|22 2|22 2|EISR B2 |=|353535 2|8 % 32828 E
= @ = = = S| =~ s =
Slz| LIS |2|0|a|&|z2|2|@2|a|d|A8 N |a|0|S|@alex|s5|5|8|2|2|5]0]8
Refosk 1/1
Refosk 2/19 + | +
Refosk 3/4 + + +
Refosk 3/13 + | + + | +
Refosk 4/3 + + + + + +
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Preglednica 15: Vzorci vinske trte iz vinograda v Vrhpolju z virusi, dokazanimi s testom ELISA, restrikcijskimi tipi treh genov virusa GFLV po rezanju z
encimoma Styl in EcoRI (Vojvoda, 2005) ter fenofazami popisanimi na dolocen datum po sistemu, ki sta ga razvila Eichorn in Lorenz (Priloga A). Oznaka /

pomeni, da za gen 2C ni natan¢no obdelanih restrikcijskih tipov.

GFLV
Gen 2A Gen 2B Gen 2C FENOFAZE, Datum

Sorta vrsta/trs VIRUSI (ELISA 2005) "% % | 2% 25 | 2% Z% | 2% | 8|82 8 |8
2 it 2 A <3 g 23 Q|28 9 |9

o | £ Ze | B e | EL 28] 7|2

£ | &8 | &= | B8 | &= | & | 8|87 &=

Zuplanka 1/1 GFLV N,C,P N,B AB,CN |N / / 35 | 16 | 32 [3538] 38
Zuplanka 2/1 GFLV, GLRaV1 C,P N,B B.EN N / / 2-3 | 15 | 32 | 35-38 | 38
Chardonnay 2/3 GFLV, GFkV, GLRaV1, GVA A N N N / / 5-7 | 18 | 32 | 35-38 | 38
Chardonnay 3/4 GFLV A N,A N N / / 5 17 | 32 | 3538 38
Chardonnay 8/5 GFLV, GFkV, GLRaV1 N N,A A N / / 5-7 | 18 | 32 | 35-38 | 38
Chardonnay 8/6 | GFLV, GLRaV1, GVA NA NA AB N / / 37 | 17 | 32 [3538] 38
Chardonnay 11/5 | GFLV, GFkV N,A N,A ABE |N / / 35 | 18 | 32 | 3538 38

Preglednica 16: Vzorci vinske trte iz vinograda v Vrhpolju z bolezenskimi znamenji, vidnimi v sezoni 2005.

Prisotnost bolezenskega znamenja smo oznacili s +.

LISTI POGANJKI STEBLO GROZDI TRS
o Kloroze 2 = s |«
=] Vel s [=1 & > — —_—
= ) medzilnih > o) g S| 2 2 2 - <
o 2} = E 8 > |9 = o] — 7 2 o .— g
S|l=| 2|38 prostorovv | % | .o —_ B R = sl ol .| S8
2 = | & - =R e Ll o 8| = ) o2 B 8| 8| X N
Sorta vrsta/trs =8| == obliki =lz2|lz|8 g < o ,é SNEAEIE IR 28| 2| R| 2 ¢ N
g2 2R LIZE2|=Z|2E22 3|62 2Bl 8 (S22l BBl
S18|=g £ |3 SIES| 2|82 8E ERE g s|ele|NeS8 o253 2|82
87 : — e 172) - e - | =
SIE|EB|S |8 |8 S|EEI3|ES|Es|S|EES|S|S|S|ESEEE|E|E|8| 2|2 3¢
= 3| 2|E0EE| | E|IRE|B|EE|S S| 5|28 E|2| 25N SEEIEIES| S E 2 E
O |= = = Z = 2= Sl oA 3 = —
_ £lz| 4Rz Eo|a|e|lzr|gameld A |a|C|3|@ NS5 |18|2|Z |56
Zuplanka 1/1 + + + + + | + + + |+ | +
Zuplanka 2/1 + + + |+ + + | + + + + + |+ ]+ |+
Chardonnay 2/3 + + + + + + |+ |+
Chardonnay 3/4 + | + + | + I
Chardonnay 8/5 + |+ | + + + + | + + |+ | + + I T
Chardonnay 8/6 + | + + + + + +
Chardonnay 11/5 + 1+ + + + | + + | + + |+ |+ + [+ ]+
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Preglednica 17: Vzorci vinske trte iz vinograda v Kromberku z virusi, dokazanimi s testom ELISA, restrikcijskimi tipi treh genov virusa GFLV po rezanju z
encimoma Styl in EcoRI (Vojvoda, 2005) ter fenofazami popisanimi na dolocen datum po sistemu, ki sta ga razvila Eichorn in Lorenz (Priloga A). Oznaka /
pomeni, da za doloCen gen ni natancno obdelanih restrikcijskih tipov.

GFLYV

Gen 2A Gen 2B Gen 2C FENOFAZE, Datum

e Tz = - = Tz
Sorta vrsta/trs VIRUSI (ELISA 2005) £% iz Z5 2,5 Z5 iz S |8|g|s
27 | 28| 29| 23 | % | 28 | 5 |5|8]¢
j= j= = j= = j= <t e [e)}
Z .2 Z & z e Z A z e 2o | s |52 @
g | &8 | E5 | Ee | 5 | &5 | R |R -
Malvazija 1 GFLV A0 N.B B.N N / / 1 15 | 32 | 38
Malvazija 2 GFLV, GLRaV3 / / / / / / 1 15 | 32 | 38
Malvazija 1/oreh GFLV, GLRaV3 C N.A A N.B / / 1-2 15 | 31 | 38
Malvazija 2/oreh GFLV B N.A A N.B / / 1-2 15 | 31 | 38
Malvazija 3/oreh | GFLV, GFkV, GLRaV3, GVA E N,A C N / / 1-2 15 | 31 | 38
Malvazija 4/oreh GFLV H.I N,A A,B.N N / / 1-2 15 | 31 | 38
Malvazija 5/oreh GFLV N,C.I N.A ABEN |N / / 1-2 15 | 31 | 38
Malvazija 7/oreh | GFLV, GLRaV3, GVA N,A N,A.B B.E.N N / / 1-2 15 | 31 | 38
Sauvignon hia GFLV N,C N.,A,B EN N / / 2 15 | 31 | 38
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Preglednica 18: Vzorci vinske trte iz vinograda v Kromberku z bolezenskimi znamenji, vidnimi v rastni sezoni 2005. Prisotnost bolezenskega znamenja smo
oznacili s +.

LISTI POGANJKI STEBLO GROZDI TRS
=
o) Klovr.oz§ E ~
‘T | medzilnih % - 5 B
3 =
% prostorov v % g ’.% > z %‘ %’ -
s .4 obliki 2R = Z |2 v Q ] 2. &
Sortavrsta/trs | = | 2| 5| § g5 21’5 o g £ | B s 2 |2 J|ol.| S £
Lo =] B =15 2legl gl = | = S| o - |0 o=|3B |l 75| | N N
— =} . — = .= Rl < 0 =N en O 2 177) E a Q o N - 8 . o
=l ol B = (=% L= = |8 S s B ol © - 2 S |3 S| o0l o|lo| &l S| -
‘g = 8| R| o . == o |'5 s| 5 ‘é’ % gl & = s ; = S s .S BlellZl2le]| s
. =] . - 7]
S12|=|8|E| 5B BRI I R R EE R N E I
= E k< <] Q )8 o = )8 = >0 | M= - a ,8 — > Q ‘Q B < E E = = < ~ g =g <
=|z2| 8| 5| E| 2 Elme||lE=l 2| B |90 2|2 Ll e INm RSl | | BB & 5] 2
S8l |S| 2|22l 3|33 |EFE SN B | 8| 2| 28| SE| S| E|B| 3|80
Slz|2|¥|Z|o|a|&Z|zE2|l2|ln2a|4|ARQ|a|0|3|@8ex|Z|S5|8|L|Z2|5|8[8
Malvazija 1 + + + + | + +
Malvazija 2 + + + + | + + +
Malvazija 1/oreh + + + + +
Malvazija 2/oreh + + +
Malvazija 3/oreh + + + +
Malvazija 4/oreh + + + +
Malvazija 5/oreh + + + | + +
Malvazija 7/oreh + + + | +
Sauvignon hisa + + | +
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Izmed 28 bolezenskih znamenj, ki smo jih opazovali na izbranih trsih, v letu 2005 nismo
zaznali rumenenj medzilnih prostorov v obliki obrocev ali krogov ter bifurkacij na
medclenku.

Pri 4 od 8 zdravih trsov smo proti pricakovanjem zasledili tudi znacilnosti, ki so podobne
bolezenskim znamenjem. Na zdravih trsih sorte Refosk smo opazili osipanje jagod, na trsu
sorte Recigla pa tudi kratke medclenke.

Kombinacija virusov GFkV in GLRaV-3, s katero sta bila okuzena dva trsa ni povzrocila
nobenih bolezenskih znamenj na sorti zelen.

Vecino bolezenskih znamenj kot so pahljacasti listi (slika 20), asimetri¢ni listi, peterSiljasti
listi (slika 20), rumenenje medzilnih prostorov v obliki rumenih pik (slika 21) ali lis,
rumenenje celotne povrsine listov (slika 21), dvojni ¢lenki (slika 22), cikcakasta rast (slika
22), razbrazdanje podlage ali zlahtnega dela trte (slika 23), majhni grozdi, odsotnost
pridelka, manj$i listi, gosti listi in grmast videz trsa (slika 23) ter metlasto rast poganjkov
(slika 24) smo zaznali pri trsih, ki so bodisi vsebovali samo GFLV ali pa so poleg GFLV
vsebovali Se en ali ve¢ drugih virusov (slika 19). Tudi redkejsi grozdi, bifurkacije na
Clenkih (slika 24) in rumene lise medZzilnih prostorov so bila pogosto vidna bolezenska
znamenja tako pri trsih, ki so bili okuzeni samo z GFLV, kot tudi pri trsih, ki so bili poleg
z GFLV okuzeni $e z drugimi virusi, nasli smo jih pa tudi pri trsu, ki je vseboval samo
virus GFkV (slika 19).

Ploscata stebla (slika 24), zraslost poganjkov in majhne jagode smo opazili le na trsih, ki
so bili okuZeni le z virusom GFLV (slika 19).

Znamenji, ki sta se kot veCina ostalih pojavili na trsih okuzenih z GFLV in pri trsih z
mesSanico virusov, med katerimi je bil tudi GFLV, ter poleg tega pri manjSem Stevilu
zdravih rastlin, sta bili osipanje jagod (slika 25) in kratki medcClenki (slika 25). KrajSanje
medclenkov je bilo nasploh najpogosteje vidno bolezensko znamenje v rastni sezoni 2005
(slika 19).

Med trsi, ki so kazali znamenja rdecenja in/ali zvijanja listov (slika 26), ni bilo takih, ki bi
bili okuzeni samo z GFLV, temve¢ so poleg GFLV vsebovali tudi druge viruse. Poleg tega
je bilo zvijanje listov opazno tudi pri trsu, ki je bil okuzen samo z GFkV (slika 19). Trsi z
rdec¢enjem listov so vsi vsebovali kombinacijo virusov GFLV, GLRaV-1 in GVA.
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Slika 19: Grafi¢ni prikaz §tevila trsov, ki so izrazali dolocena bolezenska znamenja in so bili zdravi, okuzeni
le z GFLYV, ali poleg z GFLV $e z enim ali ve¢ drugimi virusi, ali pa so vsebovali druge viruse, kot GFkV ali

kombinacijo GFkV in GLRaV-3. Stevilke v oklepaju v legendi predstavljajo absolutno 3tevilo opazovanih

trsov.

Slika 20: Bolezenska znamenja na listih vinske trte. Levo — gosti deformirani

pahljacast list

in petersiljasti listi, desno —
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Slika 21: Bolezenska znamenja v obliki rumenenja listov vinske trte. Levo — rumenenje medzilnih prostorov
v obliki pik, desno — rumenenje celotnih listov

D

Slika 22: Bolezenska znamenja na poganjkih vinske trte. Levo — dvojna ocesa, desno — cik cak rast

N
~

Slika 23: Bolezenska znamenja na poganjkih in lesu vinske trte. Levo — zbitost poganjkov oziroma grmast
videz trsa, desno — razbrazdanje stebla Zlahtnega dela
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Slika 24: Bolezenska znamenja na steblu in poganjkih vinske trte. Levo — metlasta rast poganjkov, desno —
ploscato steblo in bifurkacija ne ¢lenku

Slika 25: Bolezenska znamenja na poganjkih in grozdih vinske trte. Levo — krajSanje medélenkov, na sredini
- mocno osipanje jagod, desno — normalno razvit grozd

Slika 26: Bolezenska znamenja v obliki zvijanja in rdecenja listov vinske trte. Levo — zvijanje listov, desno —
rdecenje listov



70

Blas, M. Genska raznolikost virusa pahljacavosti listov vinske trte in opis bolezenskih znamenj na okuZzenih rastlinah.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega §tudija mikrobiologije, 2006

4.3.1 Razli¢ne sorte vinske trte in bolezenska znamenja

Bolezenska znamenja smo opazovali pri 10 razli¢nih sortah vinske trte in sicer na 9 belih
sortah (zelen, volovnik, cividin, Steverjana, re€igla, malvazija, sauvignon, chardonnay in
zuplanka) ter eni rdeci sorti (refosk).

Glede na rezultate testiranj januarja smo imeli razmeroma majhno Stevilo trsov

posameznih sort, ki so bili okuzeni samo z GFLV ali pa zdravi (negativna kontrola), in

sicer le za sorte recigla, Steverjana in refosk. Tako smo se osredotoCili na opazovanje

bolezenskih znamenj s §tirih zornih kotov:

— opazovanje trsov okuzenih samo z GFLV in primerjava z zdravimi trsi iste sorte

— opazovanje trsov iste sorte, okuzenih samo z GFLV brez primerjave s kontrolnimi
zdravimi rastlinami

— opazovanje trsov okuzenih samo z GFLV in primerjava s trsi iste sorte, ki so bili poleg
z GFLV okuzeni $e z drugimi virusi

— opazovanje trsov okuZenih z GFLV in hkrati Se z enim ali ve¢ drugimi virusi ter
primerjava s trsi iste sorte, ki ne vsebujejo GFLV, temvec enega ali ve¢ drugih virusov

S prvimi tremi pristopi smo ugotavljali, katera bolezenska znamenja so posledica okuZbe z
GFLV na doloceni sorti vinske trte, s tretjim in Cetrtim pristopom pa skusali tudi izlociti,
katerih znamenj ne moremo zagotovo pripisati okuzbi z GFLV.

Trse okuzene samo z GFLV, in zdrave trse smo primerjali pri sortah recigla in Steverjana iz
vinograda v Lozah ter pri sorti refosk iz vinograda v Komnu in Dutovljah. Pri sorti re¢igla
smo izmed 28 bolezenskih znamenj opazili le krajSanje med¢lenkov tako pri trti okuZeni z
GFLV kot tudi pri eni izmed zdravih trt (preglednici 9 in 10). Na sorti Steverjana pri trsih
okuzenih z GFLV in zdravih trsih ni bilo vidnih nobenih bolezenskih znamenj (preglednici
9 in 10).

V vinogradu v Komnu smo pri trsih sorte refosk, okuzenih samo z GFLV, opazili
predvsem bolezenska znamenja na grozdih: osipanje jagod, redkejSe grozde, majhne
jagode in majhne grozde. Na listth smo zaznali rumenenje medzilnih prostorov listov v
obliki pik, pri enem trsu pa tudi bifurkacijo na ¢lenku in kratke medclenke. Zadnji dve
znamenji smo v rastni sezoni 2004 opazili Se dodatno na dveh trsih. Osipanje jagod smo v
letu 2005 zaznali tudi pri treh izmed Stirih zdravih trsov (preglednici 11 in 12).

Podobno kakor v vinogradu v Komnu so bila tudi v Dutovljah na trsih sorte refosk,
okuzenih le z GFLV, opazna predvsem znamenja na grozdih v obliki osipanja jagod in
redkejSih grozdov. Pri enem trsu je bilo vidno rumenenje tako zil kot tudi medzilnih
prostorov listov v obliki pik, vendar za ti dve znamenji ne moremo zagotovo trditi, da sta
posledica okuzbe z GFLV, saj je bil trs, po znamenjih kot jesensko rjavenje listov in
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propad trsa sode¢, okuZen Se drugim nevirusnim povzrociteljem. Deformacij na poganjkih
pri opazovanih trsih v vinogradu v Dutovljah nismo zaznali, zdrav trs pa tudi ni kazal
nobenih znacilnosti podobnih bolezenskim znamenjem (preglednici 13 in 14).

Za opazovanje znamenj, ki so posledica okuzbe samo z GFLV, — nismo jih sicer mogli
primerjati s kontrolnimi zdravimi rastlinami iste sorte — smo se osredotoCili na sorti
volovnik in cividin iz vinograda v Lozah. Na trsih sorte volovnik smo skupno opazili 12
bolezenskih znamenj, ki jih pripisujejo okuzbi z GFLV. Vseh 11 trsov je imelo
deformirane poganjke v obliki ploscatih stebel in kratkih med¢lenkov, ve€ina pa tudi
bifurkacije na ¢lenkih, dvojne Clenke ter metlasto rast poganjkov. Pogosti so bili tudi
nesimetri¢ni listi, pri posameznih trsih pa smo opazili Se kloroze medzilnih prostorov listov
v obliki pik ali lis, zraslost poganjkov, cikcakasto rast, redkejSe grozde ali celo odsotnost
pridelka (preglednici 9 in 10). Zelo podobna bolezenska znamenja kot pri sorti volovnik so
se pojavila tudi pri trsih sorte cividin. Pri slednjih smo na vseh trsih opazili bifurkacije na
¢lenkih, dvojne ¢lenke ter pri Stirih od petih rastlin tudi kratke med¢lenke. Pri posameznih
trsih so se poleg naStetih znamenj pojavili Se nesimetri¢ni listi, kloroze medzilnih
prostorov lista v obliki rumenih lis, zraslost poganjkov, plos¢ata stebla, cikcakasta rast,
metlasta rast, osipavanje jagod ter odsotnost grozdov (preglednici 9 in 10).

Za tretji pristop, to je primerjavo bolezenskih znamenj na rastlinah, okuzenih samo z
GFLYV, z bolezenskimi znamenji na trsih iste sorte, ki so poleg GFLV vsebovali e druge
viruse, smo se odlo¢ili v vinogradih v Vrhpolju, Kromberku, Komnu in Dutovljah.

V vinogradu v Vrhpolju lahko v primeru sorte zuplanka okuzbi z GFLV pripiSemo
bolezenska znamenja kot pahljacavost in peterSiljavost listov, pikCasto rumenenje med
zilami listov, viliasta rast poganjkov, kratki medclenki, dvojni ¢lenki, razbrazdanje stebla
zlahtnega dela, manjsi in gosti listi ter grmast videz trsa. Pri trsu iste sorte, ki je bil poleg z
GFLV okuzen Se z GLRaV-1, so izstopala Se znamenja rumenenja medzilnih prostorov
listov v obliki lis in rumenenje celotnih listov ter gubanje listov.

V istem vinogradu smo na trsu sorte chardonnay, ki je vseboval le GFLV, opazili tako
rumenenje medzilnih prostorov listov v obliki lis kot tudi rumenenje celotnih listov ter
kratke med¢lenke, dvojne ¢lenke in razbrazdanje lesa podlage. Pri trsih iste sorte, ki so bili
poleg z GFLV okuZeni Se z enim ali ve¢ drugimi virusi (GFkV, GLRaV-1, GVA), smo
opazili Se Stevilna druga znamenja, med drugim petersiljaste in pahljacaste, goste in
majhne liste ter rumenenje celotnih listov. Gubanje oziroma zvijanje listov smo opazili pri
3 trsih sorte Chardonnay, ki so vsi v svoji kombinaciji virusov vsebovali GLRaV-1
(preglednici 15 in 16).

V vinogradu v Kromberku smo pri malvazijah, ki so bile okuzene le z GFLV, zaznali
nesimetri¢ne liste, rumenenje listnih povrSin med Zilami v obliki lis, na poganjkih pa
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viliasto rast, kratke medc¢lenke in nasproti lezeCa ocesa ter redkejSe grozde. Nasteta
znamenja tako lahko pripiSemo virusu GFLV. Ta znamenja smo vecCinoma zaznali tudi pri
trsih, ki so poleg GFLV vsebovali Se druge viruse. Pri dveh trsih, okuzenih z GFLV,
GLRaV-3 in GVA, smo na listih opazili zelo poglobljene stranske sinuse, ki spominjajo na
obliko listov petersilja. Morda tudi slednje znamenje povzro¢a virus GFLV ali pa je res
posledica okuzbe trsov poleg z GFLV $e z drugimi virusi (preglednici 17 in 18). Osipanja
jagod zaradi odsotnosti primerjave z zdravimi rastlinami iste sorte in zaradi ugotovitev iz
vinograda v Komnu ne moremo pripisati samo okuzbi z GFLV.

Virus GFLV je na sorti sauvignon povzroc€il kratke medc¢lenke in redkejSe grozde. Da
GFLV povzroca samo ti dve znamenji ne moremo trditi z gotovostjo, saj bi za to morali
opazovati vecje Stevilo trsov. Osipanje jagod pa zaradi pojava pri zdravih trsih pri drugih
sortah tudi pri sorti Sauvignon ne moremo pripisati le GFLV.

Pri sorti refosk iz vinograda v Komnu smo pri Stirih trsih opazili znacilno rdecenje listov
med Zilami in vsi so bili okuZeni s kombinacijo virusov GFLV, GLRaV-1 in GVA
(preglednici 11 in 12). Ker noben izmed opazovanih trsov sorte refosk, ki so bili okuzeni
samo z GFLV, ni izrazal rdecenja listov, lahko to znamenje pripiSemo virusu GLRaV-1,
kar navaja tudi razli¢na literatura (Bovey in sod., 1980; Pearson in Goheen, 1998), ali pa
kombinaciji virusov GLRaV-1 in GVA. Verjetnost za slednjo potrjuje tudi ugotovitev, da
na refosku 3/4 iz vinograda v Dutovljah, ki je bil okuzen s kombinacijo virusov GFLV in
GLRaV-1, nismo zasledili rdecenja listov.

V vinogradu v Lozah na sorti zelen pa smo spremljali znamenja, ki so se pojavljala na
trsih, okuzenih z GFLV in hkrati Se z enim ali ve¢ drugimi virusi, ter jih primerjali s trsi
iste sorte, ki niso vsebovali GFLV temvec enega ali ve¢ drugih virusov. Kratki medclenki
so se pojavili pri trsih, ki so vsebovali samo virus GFkV, GFLV v kombinaciji z GFkV ali
kombinacijo virusov GFLV, GFkV in GLRaV3, nismo pa jih zasledili pri trsih z virusoma
GFkV in GLRaV-3. Pri slednjih dveh trsih nasploh nismo zasledili nobenih bolezenskih
znamenj (preglednici 9 in 10). Na vecini trsov sorte zelen, ki so bili okuzeni z razli¢nimi
kombinacijami virusov, so v rastni sezoni leta 2004 poleg znamenj, vidnih leta 2005,
opazili predvsem ve¢ rumenenja medzilnih prostorov listov.

Podobno kot rdecenja listov tudi zvijanja listov ne moremo pripisati okuzbi z virusom
GFLV, saj se je znamenje pojavilo le pri okuzbah z ve¢imi virusi hkrati, nikoli pa pri trsih,
ki so vsebovali samo GFLV. Skupni faktor pri vseh trsih, ki so kazali znamenja zvijanja
listov, je bila prisotnost bodisi enega izmed virusov GLRaV ali GFkV. Obema pa literatura
(Bovey in sod., 1980; Pearson in Goheen, 1998; Martelli, 1993) pripisuje zvijanje listov.

Na splosno je bilo ve¢ bolezenskih znamenj, ki jih pripisujejo okuzbi z GFLV, opaznih pri
belih sortah (zuplanka, chardonnay, volovnik, cividin, malvazija), predvsem deformacije
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na poganjkih. Te smo na rdec¢i sorti refoSk zaznali le izjemoma. Pri sorti refosk so
prevladovala bolezenska znamenja na grozdih, predvsem redkejSi grozdi ter tudi razna
razbarvanja listov.

4.3.2 Razli¢ne genotipske variante virusa GFLV in bolezenska znamenja

V pomo€ pri iskanju morebitnih povezav med razlicnimi genotipskimi variantami in
izrazanjem dolocCenih bolezenskih znamenj nam je bil tudi dendrogram (slika 27), ki je trse
razdelil v 6 skupin glede na izrazanje podobnih bolezenskih znamenj. Za vsako izmed
skupin je znacilno vsaj eno ali ve¢ skupnih bolezenskih znamenj ali pa so v skupini
razvrsceni le trsi, ki niso izrazali nobenih znamen;j (zeleno obarvani vzorci) (slika 27). Na
sliki 28 so prikazana bolezenska znamenja, ki so prevladovala v posamezni skupini oz.
skupna znamenja na podlagi katerih je program razvrstil trse v Sest skupin.

V prvi skupini (rumeno obarvani vzorci) je pri vseh petih vzorcih skupna lastnost
prisotnost petersiljastih listov, majhnih in gostih listov ter kratkih med¢lenkov, pri vecini
pa se pojavijo tudi pahljacasti listi in grmast videz trsa. V drugi skupini (temno modro
obarvani vzorci) smo pri vseh vzorcih opazili ploscata stebla in viliCasto rast poganjkov,
pogosti so bili tudi kratki medclenki. Skupna lastnost v tretji skupini (rdee obarvani
vzorci) so kratki medclenki in rumenenje medzilnih prostorov listov v obliki lis. V Cetrti
skupini (zeleno obarvani vzorci), kamor so uvrséeni trsi brez bolezenskih znamenj so vsi
predstavniki sorte Steverjana, med drugim dva trsa, ki sta okuzena samo z GFLV in sicer
restrikcijskim tipom A (Styl) in N (EcoRI) za gen 2A in restrikcijskim tipom A (Styl) in N
(EcoRlI) za gen 2B. V peti skupini (vijoli¢no obarvani vzorci) smo pri vseh vzorcih opazili
osipanje jagod. V tej skupini so, kot smo ze ugotovili, tako zdrave rastline kot tudi okuzene
z GFLV. V zadnjo, Sesto skupino (svetlo modro obarvani vzorci) so uvrséeni vzorci, na
katerih smo zaznali bodisi rdecenje listov bodisi kratke med¢lenke. Trsi z rdeCenjem listov,
¢esar ne pripisujemo okuzbi z GFLV, temve¢ okuzbi z GLRaV-1 ali kombinaciji virusov
GLRaV-1 in GVA, znotraj te skupine oblikujejo svojo podskupino.

Eden glavnih namenov naSe raziskave je bilo tudi iskanje povezave med razli¢nimi
genotipskimi variantami in dolocenimi bolezenskimi znamenji, vendar zanesljivih povezav
nismo nasli. Povezavo med genotipskimi variantami in dolo¢enimi bolezenskimi znamenji
smo iskali znotraj sort kot tudi med razli¢nimi sortami. Posebej smo se osredotocili na
sorto volovnik, pri kateri imamo znane restrikcijske tipe za vse 3 gene, ki se nahajajo na
RNAZ2. Odstopanje smo sicer opazili pri trsu volovnik 2/57, ki edini vsebuje restrikcijska
tipa P in R pri rezanju gena 2C z encimom Styl in je odmrl, vendar zaradi pomanjkanja
podatkov o ostalih bolezenskih znamenjih ne moremo trditi, da obstaja povezava med
omenjeno kombinacijo restrikcijskih tipov in odmrtjem rastline. Morda bi lahko povezavo
iskali tudi med restrikcijskima tipoma S ali O po rezanju gena 2C s Styl in redkejSimi



74

Blas, M. Genska raznolikost virusa pahljacavosti listov vinske trte in opis bolezenskih znamenj na okuZzenih rastlinah.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega §tudija mikrobiologije, 2006

grozdi, pri trsih volovnik 2/47 in volovnik 2/54, vendar tudi v tem primeru hipoteze ne
moremo zagotovo podpreti.

Tako v primeru sorte volovnik kot tudi cividin nekateri trsi gostijo vsaj dva ali vec
genotipskih variant nekateri pa le eno varianto virusa GFLV. V obeh primerih je prislo do
izrazanja podobnega Stevila bolezenskih znamenj. Poleg tega izrazajo tudi podobna
bolezenska znamenja, kar je razvidno tudi na dendrogramu, saj se vzorci z enojnim
restrikcijskim tipom kot tudi z ve€imi restrikcijskimi tipi razvrstijo v isto skupino.

Z dendrograma je razvidno tudi, da se posamezne sorte ve¢inoma razvrstijo v posamezne
skupine. Pri trsih dolocene sorte, ki izstopajo iz skupine kamor so razvr$¢eni ostali
predstavniki iste sorte nismo uspeli najti povezave med izrazanjem dolocenega bolezenska
znamenja in restrikcijskimi tipi.
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Zuplanka 2/1, (2As-CP, 2Ae-NB, 2Bs-BEN, 2Be-N)

Chardonnay 2/3, (2As-A, 2Ae-N, 2Bs-N, 2Be-N)

Chardonnay 11/5, (2As-NA, 2Ae-NA, 2Bs-ABE, 2Be-N)

Zuplanka 1/1, (2As-NCP, 2Ae-NB, 2Bs-ABCN, 2Be-N)
Chardonnay 8/5, (2As-N, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-N)

Volovnik 2/52, (2As-H, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N, 2Cs-T, 2Ce-N)
Volovnik 2/50, (2As-HI, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-N, 2Cs-TV, 2Ce-N)
Volovnik 2/47, (2As-BIN, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-N, 2Cs-OTV, 2Ce-N)
Volovnik 2/49, (2As-HI, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-N, 2Cs-NTVZ, 2Ce-N)
Volovnik 2/46, (2As-BHI, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-N, 2Cs-TV, 2Ce-N)
Volovnik 2/55, (2As-BIN, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-NA, 2Cs-MNTV, 2Ce-N)
Cividin 5/53, (2As-E, 2Ae-N, 2Bs-DE, 2Be-N)

Volovnik 2/51, (2As-BH, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-N, 2Cs-TV, 2Ce-N)
Cividin 5/51, (2As-E, 2Ae-N, 2Bs-DE, 2Be-N)

Chardonnay 8/6, (2As-NA, 2Ae-NA, 2Bs-AB, 2Be-N)

Chardonnay 3/4, (2As-A, 2Ae-NA, 2Bs-N, 2Be-N)

Malvazija 7/oreh, (2As-NA, 2Ae-NAB, 2Bs-BEN, 2Be-N)
Malvazija 1/oreh, (2As-C, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-NB)

Malvazija 4/oreh, (2As-HI, 2Ae-NA, 2Bs-ABN, 2Be-N)

Cividin 5/57, (2As-BEHI, 2Ae-N, 2Bs-DE, 2Be-N)

Cividin 5/56, (2As-BEHIN, 2Ae-N, 2Bs-BDE, 2Be-N)

Malvazija 1, (2As-AO, 2Ae-NB, 2Bs-BN, 2Be-N)

Malvazija 5/oreh, (2As-NClI, 2Ae-NA, 2Bs-ABEN, 2Be-N)
Malvazija 2, (/)

Volovnik 2/45, (2As-BHI, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-N, 2Cs-TZ, 2Ce-N)
Cividin 5/52, (2As-E, 2Ae-N, 2Bs-DE, 2Be-N)

Refosk 1/1, zdrava

Refosk26 6/7, zdrava

Steverjana 4/40, (/)

Steverjana 4/38, (2As-A, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Steverjana 4/37, (2As-A, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Steverjana 4/36, (/)

Steverjana 4/35, zdrava

Recigla 4/30, zdrava

Zelen1 2/4, nima GFLV

Zelen1 2/5, nima GFLV

Refosk 3/4, (2As-I, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Refosk 3/13, (2As-N, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Refosk 4/3, (2As-CE, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Refosk9 2/71, (2As-C, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Refosk26 5/122, (/)

Refosk26 6/5, zdrava

Refosk26 6/1, zdrava

Refosk26 6/3, zdrava

Refosk 2/19, (2As-C, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Refosk26 6/2, (2As-C, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Refosk26 5/118, (/)

Refosk26 6/6, (2As-C, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Refosk26 5/120, (2As-C, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Refosk55 9/112, (/)

Refosk55 11/106, (2As-C, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

RefoSk55 9/110, (2As-C, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Refosk55 11/108, (/)

Zelen1 2/18, nima GFLV

Sauvignon hiSa , (2As-NC, 2Ae-NAB, 2Bs-EN, 2Be-N)

Refosk26 6/4, (2As-C, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Volovnik 2/54, (2As-BHI, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-N, 2Cs-SV, 2Ce-N)
Malvazija 2/oreh, (2AsB-, 2Ae-NA, 2Bs-A, 2Be-NB)

Malvazija 3/oreh, (2As-E, 2Ae-NA, 2Bs-C, 2Be-N)

Zelen1 2/10, (2As-NJ, 2Ae-N, 2Bs-BF, 2Be-NA)

Zelen1 2/8, (2As-B, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Zelen1 2/16, nima GFLV

Zelen1 2/12, (2As-NAK, 2Ae-N, 2Bs-BF, 2Be-NA)

Zelen1 2/13, (2As-B, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N)

Volovnik 2/53, (2As-H, 2Ae-N, 2Bs-A, 2Be-N, 2Cs-T, 2Ce-N)
Recigla 4/22, zdrava

Redigla 4/25, (2As-N, 2Ae-N, 2Bs-BF, 2Be-N)

LRl

LT TRy

Slika 27: Grafiéni prikaz (dendrogram) razvrstitve vzorcev v 6 skupin glede na izrazanje podobnih
bolezenskih znamenj. Oznake 2As, 2Bs in 2Cs pomenijo, da smo gene 2A, 2B in 2C rezali z encimom StyI,
zraven oznak pa sledijo restrikcijski tipi. Oznake 2Ae, 2Be in 2Ce pomenijo, da smo posamezne gene rezali z
encimom EcoRI, zraven sledijo restrikcijski tipi.
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Delez trsov z dolo¢enim bolezenskim znamenjem v posamezni skupini

Slika 28: Graficni prikaz bolezenskih znamenj ali njihovih kombinacij, ki prevladujejo v posamezni skupini,
kamor so razvrsceni trsi, na podlagi izrazanja podobnih bolezenskih znamenj. Oznaka n predstavlja Stevilo
vseh trsov v posamezni skupini.

44 DOLOCANJE NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ

Da bi dolocili nukleotidno zaporedje v plazmide vstavljenim fragmentom, smo plazmide
izolirali iz priblizno 8 do 10 belih kolonij za vsako izmed 11 rastlin sorte volovnik. Ceprav
so plazmidi v celici lahko v sprosceni ali dodatno zviti obliki, ki drugace potujejo v
elektricnem polju gelske elektroforeze, smo iz slike gela na katerega smo nanesli izolirane
plazmide lahko videli, da veliko plazmidov ne vsebuje fragmentov Zeljene velikosti (3463—
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3469 bp). Tisti plazmidi, ki so vsebovali iskani fragment, so na gelu potovali do viSine
6000 bp glede na oznacevalec velikosti, ki je oznacen s ¢rko M (slika 29). Da so zares le ti
plazmidi vsebovali fragment zeljene velikosti, smo potrdili tudi z reakcijo PCR, s katero
smo vkljucene fragmente pomnozili s pomocjo zacetnih oligonukleotidov (pGEMT fwd in
pGEMT rev), ki nalegajo na plazmid zelo blizu mesta insercije (slika 30). Glede na Stevilo
belih kolonij je bilo Stevilo polnih plazmidov z Zeljenim vkljuc¢kom relativno majhno. Tako
pri rastlini volovnik 2/46 nismo uspeli vklju€iti fragmenta prave velikosti in posledi¢no
zaporedja virusne RNA?2 iz te rastline nismo poslali na dolo¢anje nukleotidnega zapored;ja.

5 991011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2

(1

6000 bp

3000 bp

2000 bp

Slika 29: Fotografija elektroforetskega gela z izoliranimi plazmidi. M — oznacevalec velikosti; 1 — »volovnik
2/47 3/7«; 2 — »volovnik 2/50 5/11«; 3 — »volovnik 2/47 3/8«; 4 — »volovnik 2/50 5/2«; 5 — »volovnik 2/47
3/10«; 6 — »volovnik 2/50 5/3«; 7 — »volovnik 2/49 4/11«; 8 — »volovnik 2/50 5/4«; 9 — »volovnik 2/49 4/2«;
10 — »volovnik 2/50 5/5«; 11 — »volovnik 2/49 4/3«; 12 — »volovnik 2/50 5/6«; 13 — »volovnik 2/49 4/4«; 14
—»volovnik 2/50 5/10«; 15 — »volovnik 2/49 4/5«; 16 — »volovnik 2/50 5/11«; 17 — »volovnik 2/49 4/6«; 18
—»volovnik 2/50 5/12«; 19 — »volovnik 2/49 D/1«; 20 — »volovnik 2/51 6/1«; 21 — »volovnik 2/49 D/2«; 22
—»volovnik 2/51 6/2«; 23 — »volovnik 2/49 D/3«; 24 — »volovnik 2/51 6/3«
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5000 bp

3000 bp

Slika 30: Fotografija elektroforetskega gela s fragmenti Zeljenih velikosti, ki smo jih dobili pri pomnozevanju
insertov v izoliranih plazmidih s PCR reakcijo in uporabo zacetnih oligonukleotidov, ki nalegajo zelo blizu
mesta insercije. M — oznacevalec velikosti; 1 — »volovnik 2/45 1/9«; 2 — »volovnik 2/47 3/1«; 3 — »volovnik
2/47 3/2«; 4 — »volovnik 2/47 3/4«; 5 — »volovnik 2/47 3/5«; 6 — »volovnik 2/47 3/6«; 7 — »volovnik 2/47
3/8«; 8 — »volovnik 2/47 3/10«; 9 — »volovnik 2/49 4/2«; 10 — »volovnik 2/49 4/3«; 11 — »volovnik 2/49
D/3«; 12 — »volovnik 2/50 5/5«; 13 — »volovnik 2/51 6/1«; 14 — »volovnik 2/51 6/5«; 15 — »volovnik 2/51
6/7«; 16 —»volovnik 2/52 7/11«

Plazmide z Zeljenimi vkljucki vseh ostalih 10 rastlin sorte volovnik smo poslali na
doloc¢anje nukleotidnega zaporedja z 8 zacetnimi oligonukleotidi. Za posamezno rastlino
smo poslali od 1 do 6 plazmidov. Izmed 32 plazmidov z inserti RNA2 virusa GFLV,
poslanih na dolocanje nukleotidnega zaporedja, smo delna nukleotidna zaporedja dobljena
z 8 zacetnimi oligonukleotidi uspesno sestavili v kon¢no zaporedje za 28 insertov. S tem
smo zajeli nukleotidna zaporedja genotipskih variant virusa pri 9 izmed 10 rastlin
(Gutierrez, osebna komunikacija).

Ker so ze iz predhodnih raziskav ugotovili, da ve¢ informacij o variabilnosti genov na
RNA2 pridobimo z encimom Styl (Vojvoda, 2005), v nadaljevanju navajamo rezultate le
za ta encim. Z dolocitvijo nukleotidnih zaporedij 28 virusnih RNA2 smo s simulacijo
rezanja genov z encimom Styl potrdili 3 od 4 restrikcijskih tipov za gen 2A, dobljenih z
RFLP analizo, 1 od 1 za gen 2B, ter 6 od 9 restrikcijskih tipov za gen 2C dobljenih z RFLP
(preglednica 19).
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Preglednica 19: Seznam vzorcev, pri katerih smo dolo¢ili nukleotidno zaporedje RNA2 GFLV (med
zacetnima oligonukleotidoma 2AF in EVOON1) ter restrikcijski tipi treh genov, ki smo jih potrdili s
simulacijo rezanja z encimom Styl.

Restrikeijski tipi Restrikeijski tipi

Vzorec z oznako genov po simulaciji Vzorec z oznako genov po simulaciji

plazmida rezanja s Styl plazmida rezanja s Styl

2A 2B 2C 2A 2B 2C
Volovnik 2/45 1/9 B A Z Volovnik 2/51 5/21 H A T
Volovnik 2/47 3/1 1 A \% Volovnik 2/52 7/11 H A T
Volovnik 2/47 3/4 1 A \% Volovnik 2/54 9/8 B A \%
Volovnik 2/47 3/5 I A \% Volovnik 2/54 8/6 B A S
Volovnik 2/47 3/8 1 A \% Volovnik 2/54 8/7 B A \%
Volovnik 2/47 3/10 1 A \ Volovnik 2/55 9/16 H A T
Volovnik 2/49 4/2 1 A \% Volovnik 2/55 9/20 B A \%
Volovnik 2/49 D/3 I A \% Volovnik 2/55 9/24 B A \%
Volovnik 2/50 5/5 1 A \% Volovnik 2/57 11/4 B A \%
Volovnik 2/50 11/25 I A \% Volovnik 2/57 11/5 B A \%
Volovnik 2/51 6/1 B A \% Volovnik 2/57 11/6 B A \%
Volovnik 2/51 6/5 B A \% Volovnik 2/57 10/10 B A \%
Volovnik 2/51 5/7 H A T Volovnik 2/57 10/12 H A R
Volovnik 2/51 5/20 B A \% Volovnik 2/57 10/18 H A P

S simulacijo rezanja nukleotidnih zaporedij z encimom Styl smo tako za gen 2A kot za 2B
potrdili mesta rezanja encima dobljena z analizo RFLP. Vsak restrikcijski tip, ki smo ga za
posamezno rastlino dokazali z nukleotidnimi zaporedji, smo v predhodnih raziskavah
dobili tudi z RFLP, razen pri dveh rastlinah (volovnik 2/55 in volovnik 2/57) pri genu 2A,
kjer smo dodatno dokazali Se en restrikcijski tip (H), ki ga z RFLP nismo zaznali.

Z dolo¢itvijo nukleotidnih zaporedij smo pridobili podatek tudi o tem, kateri restrikcijski
tip gena 2C se pri posamezni genotipski varianti pojavi v kombinaciji s katerim
restrikcijskim tipom gena 2A.

S poravnavo 28 nukleotidnih zaporedij virusne RNA2 (zaporedje med zaCetnima
oligonukleotidoma 2AF in EVOONT1), izoliranih iz 9 razli¢nih rastlin, smo dobili najmanj
88,1 % ujemanje zaporedij (preglednica 20). Enake odstotke ujemanj na nukleotidnem
nivoju smo dobili tudi pri poravnavi vseh 28 ORF. Pri poravnavi nukleotidnih zaporedij
kjer se nahaja gen 2A (zaporedje med zacCetnima oligonukleotidoma 2AF in 2AR) smo
dobili 88,4 % ujemanje, za gen 2B (zaporedje med zacetnima oligonukleotidoma 2BF in
2BR) 89,0 % ujemanje ter za gen 2C (zaporedje med zacetnima oligonukleotidoma
EVOON3 in EVOONT1) 86,6 % ujemanje.

Pri poravnavi delov gena 2C (med zacetnima oligonukleotidoma EVOON3 in EVOON1)
nukleotidnih zaporedij za posamezen restrikcijski tip (V ali T) smo potrdili najvec 1,1 do
1,7 % razlik na nukleotidnem nivoju. Podobno smo za del, kjer se nahaja gen 2A za
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posamezen restrikcijski tip (B, H ali I) dokazali najve¢ 1,3 do 1,9 % razlikovanje na
nukleotidnem nivoju med posameznimi zapored;ji.

Pri poravnavi delov vseh 28 nukleotidnih zaporedij, kjer se nahaja gen 2B, za katerega smo
dokazali le en restrikcijki tip (A), smo dobili kar 10,9 % razlikovanje med posameznimi
zapored;i.

Ce smo poravnali celotna zaporedja tistih vzorcev, ki so imeli enak restrikcijski tip za vse
tri gene 2A, 2B in 2C, smo dobili 99,0 — 99,7 % ujemanje nukleotidov (preglednica 20).

Velikosti genov 2B in 2C so bile pri vseh dobljenih nukleotidnih zaporedjih enake (1044
bp za gen 2B in 1515 za gen 2C), velikost je variirala le za gen 2A (771 ali 774 bp).

Na sliki 31 so prikazana tri nukleotidna zaporedja RNA2, ki smo jih izolirali iz plazmidov,
ki so vsebovali fragmente RNA2 izolirane iz iste rastline (volovnik 2/54). Nukleotidi,
potemnjeni s sivo, se ujemajo pri vseh treh zaporedjih, obarvani z belo oz. rumeno pa
prikazujejo razlike med zaporedji. Z rde¢imi ¢rkami so oznacena zaporedja, znotraj katerih
reze encim EcoRI, z modrimi ¢rkami pa zaporedja, znotraj katerih re¢e encim Styl. Rdece
usmerjene pus€ice nakazujejo zacetek in konec bralnega okvirja (ORF) ter tudi obseg
posameznih genov (2A, 2B in 2C). Vijoli¢ne pusCice oznacujejo mesto naleganja zacetnih
oligonukleotidov.
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Preglednica 20: Odstotki ujemanja v nukleotidnih zaporedjih vseh 28 RNA2 GFLV izoliranih iz ve¢ rastlin sorte volovnik. Oznaka npr. 2/45 1/9 pomeni trs
volovnik 2/45 plazmid 1/9. S sivo so oznaceni odstotki ujemanj v nukleotidnih zaporedjih treh RNA2 GFLYV, izoliranih iz ene rastline, za katera so prikazana tudi
nukleotidna zaporedja (slika 31). V desnem robu preglednice so prikazani restrikcijski tipi po simulaciji rezanja s Styl za vse tri virusne gene, 2A, 2B in 2C.

2/452/47(2/47 2/47 2/47]2/47|2/49 2/49]2/50|2/50 2/51 2/51|2/51 2/51]2/51|2/52]2/54 2/54|2/54]2/55 2/55]2/55]2/57(2/57]2/57] 2/57 | 2/57  2/57 |GFLV (Styl)

1/9 1 3/1 | 3/4|3/5|3/8 3/10] 4/2 | D/3 | 5/5 [11/25] 6/1 | 6/5 | 5/7 |5/20(5/21|7/11| 9/8 | 8/6 | 8/7 |9/16|9/20(9/24|11/4|11/511/6|10/10/10/12|10/18| 2A [ 2B ] 2C
2/451/9  |10097.8/97.7[97.9197.7]97.9/97,7[97.8]97.7] 98.0 [99.6]99.5/88.4[99.588.4|88.4] 100 |88.3]99.5/88.4/99.4(99.4]99.4/199.3/99.3[99.3 [ 88.3[992 | B | A | Z
2/47 3/1 100 [99,3]99,6/99,3199,5(99,1/99,2/99,0/ 99,3 197,9/97,8(89,7(97,8/89,7(89,7(97,8/89,5/97,6/89,7(97,7/197,7/97,6/97.6/97,6 97,6 [ 89,5 97,5| 1 | A | V
2/47 3/4 100 99,5(99,3199,5/99,0(99,0(99,01 99,2 [97,7(97,7/89,3197,7(89,4/89,597,7/89,2(97,5/89,4/97,6(97.6|97,5/97,4/97,.4| 97,4 | 892|974 | 1 | A | V
2/47 3/5 100 199,4(99,6/99,2199.2(99,1]99.3[97,9/97,9/89,5/97,8/89,6(89,6|97,9/89,4(97,7(89,5/97,7/97,7(97,6|97,6/1 97,6/ 97,6 | 893 [97,5| 1 | A | V
2/473/8 100 [99,5(99,0199,0(99,0( 99,1 97,7/97,8/89,3197,7/89,4/89,4/97,7/89,3197,5(89,3/97,5/97,5(97,5 97,41 97,4/ 97,4 | 89,1 |973| 1 | A | V
2/473/10 100 [99,3[99,2/99.3| 99,4 197,9/98,0(89,6(97,9/89,7/89,797,9(89,6/97,7/89,7(97,7/197,7/97,7197,6|97,6 97,6 | 89,5 97,6 | 1 | A | V
2/49 4/2 100[99,4(99,1]99,3 [97,8]97,8]89,397.8(89,3/89,4]97,7(89,3]97,5/89,3197.697,6/97,5/97,5(97.5/ 97,5 | 89,2 [973 | 1 | A | V
2/49 D/3 100 99,0/ 99,3 97,8(97,8/89,4/97,8/89,3(89,4/97,8]89,2(97,5(89,4/197,6/97,6/97,5/97,5/97,5/ 97,5 89,2 [97.4| 1 | A | V
2/50 5/5 100 | 99,7 197,897.8/89,2/197,7/89,3(89,4(97,7/89,2197,5(89,3/97,5/97,5(97,5 (97,41 97,4/ 97,4 | 892973 1 | A | V
2/50 11/25 100 198,0(98,0(89,5/98,0/89,5/89,6(98,0/89,3197,889,6(97,8/197,8197,7(97,7(97,7/ 97,7 (89,4 97,6 | 1 | A | V
2/51 6/1 100 [99,7/88,5/99,7/88,488,4/99,688,3/99,4(88,4/99,5/99.5(99,5(99,4/99.4/ 99.4 883993 B | A | V
2/51 6/5 100 [88,4]99,6)88,4/88,4(99,5/88,3/99.3/88,4(99,5/99,5/99.5(99.4(99.4/ 99,4 883993 | B | A | V
2/51 5/7 100 |88,4(99,3199,0/88,4/98,8/88,3/99,4|88,3 88,3 /88,4 88,4/88,4/ 88,4 99,1 [882 | H | A | T
2/51 5/20 100 |88,4/88,4/99,5(88,2(99,3/88,4/99,4(99,4/99,3]99,3/99,31 99,3 /88,3 (992 B | A | V
2/51 5/21 100 [99,1/88,4/98,9/88,3(99,3/88,3/88,3/88,4/88,3/88,4/88,3/99,0 (882 H | A | T
2/52 7/11 100 [88,4/98,7/88,3199,0(88,3/88,3/88,3/88,3/88,3/ 88,3 (98,9882 | H | A | T
2/54 9/8 100 |88,3/99,5/88,4/99.4199.4/99.4/199.3199.31993 88,3992 | B | A | V
2/54 8/6 100 |88,2/98,8/88,2/88,2(88,3/88,2/88,2/ 88,2 /98,9 (88,1 | B | A | S
2/54 8/7 100[88,3]99,2/99,2/99,2(99.1(99,1/99,1 [88,2199,0| B | A | V
2/559/16 100 [88,3/88,3/88,3/88,3/88,3/88,3 99,1 882 | H | A | T
2/55 9/20 100 | 100(99,3199,2(99.21992 (88,2991 | B | A | V
2/55 9/24 10099,3]99,2/99.2199,21882199,1| B | A | V
2/57 11/4 1001[99,799,7/99,7 8821996 B | A | V
2/57 11/5 100199,7/99,7 88,2995 B | A | V
2/57 11/6 100]99,7(88,2[99,5 B| A |V
2/57 10/10 100 | 88,2]995 | B | A |V
2/57 10/12 100 882 H | A | R
2/57 10/18 100 H| A | P
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1 GFLV 2AF

CTCTTACTTT GCGCTTTATf:TGCTTAGCAT
CTCTTACTTT GCGCTTTATT TGCTTAGCAT
CTTTTACTTT GCGCTTTATT TGTTTAGCAT

51

AGCTTTCATT
AGCTTTCATT
AGCTTTTATT

101

TATTTTTCCA
TATTTTTCCA
TACTACTCCA

151

TCTAGGGGGT
TCTAGGGGGT
CCTTGGGGGT

201

CCTTCCGCCA
CCTTCCGCCA
CCTTCCGCCA

251

ACGGCTGTCA
ACGGCTGTCA
TCGGCTATCC

301

CCCGGAAAAA
CCCGGAAAAA
CCCGGAAAAA

351

AGCCGTCCCG
AGCCGTCCCG
AGCCGACCGA

401

AAGAAGGTGA
AAGAAGGTGA
AAGAAGGTAG

451

GGCTGTTGGG
GGCTGTTGGG
GGCTGTTGGG

TTGTTT. .CT
TTGTTT. .CT

TTTAT.TTTC
TTTAT.TTTC

TTGTTTTTCT

ACAGGCGTCT
ACAGGCGTCT
ACAGGCGTCT

TCTGTCGAAC
TCTGTCGGAC
TCCATAGAAC

AACTGTTAAG
AACTGTTAAG
AACTGTAAAG

GGATGTTTTC
GGATGTTTTC
GGATGTTTTC

TGTGATTGGC
TGTGATTGGC
TGCGACTGGC

GCCGGTTAAA
GCCGGTTAAA
GCCGGTTAAA

TGACTCCATC
TGATTCCATC
TGATTCCCTC

GCTTTTGCAC
GCTTTTGCAC
GCTTTTGCAC

TTTTTGTTTT

GGCCTGTTGG
GGCCTGTTGG
GGCCTGTTGG

AATGGCTGGC
AATGGCTGGC
AATGGCTGTT

GAGGATGTCC
GAGGATGTCC
GGGGATGTCC

CTGGAAAGTG
CTGGAAAGTG
CTGGAAATTG

ATTTCGTCCT
ATTTCGTCCT
ATTTTGTCCT

GCCGACGAGG
GCCGATGAGG
GCTCATGAGG

GCCACCTCCT
GCCACCTCCT
ACCACCTCCT

CAACCCGGTC
CAACCCGGTC
CAACCAGGTC

50

TTTATTGAGT TTGTTTAAAA
TTTATTGAGT TTGTTTAAAA
CTTGTTAAGT TGTTTTAAAA

CTGCCCTT
CTGCCCTT
CTGCCCTT

ORF, 2A 100
—_——
AT GGGCAAATTT
AT GGGCAAATTT

GCTGCTGGAA
GCTGCTGGAA
GCAGCTGGGA

GGCCATTAGT
GGCCATTAGT
GGCCATTAGT

AGGATAACAA
AGGATAACAA
AGGATAATCG

GGATTCGGGC
GGATTCGGGC
GGATACGGGC

CACGGGCGAG
CACGGGCGAG
CACGGGCGAG

TTGTGGTGGT
TTGTGGTGGT
TTGTGGT . . .

CCCCCAACTC
CC...AACTC
CCCCCAACTC

CGGGTTTGTT
CGGGTTTGTT
CGGGTTTATT

AT GGGCAAATTT
L

150
AGAACCCCCA
AGAACCCCCA
AGAACCCCCA

200
ACTGACCCCT
ACTGACCCCT
ACTGACCCCT

250
ACTGCAGCCT
ACTGCAGCCT
GGATGAGCCT

300
CCATTGACAA
CCATTGACAA
CCACTGATAA

350
AGGCCAACAC
AGGCCAACAC
AGGCCACAGC

400
GCCACAATCG
GCCACAATCG
GCCACAACCG

450
CCTACTTTAG
CCTACTTTAG
CCTACTTTAG

500
CGGGCCACTG
CGGGCCACTG
CGGGCCACTG

Slika 31: Poravnava treh nukleotidnih zaporedij RNA2, izoliranih iz rastline volovnik 2/54. Nukleotidi
potemnjeni s sivo, se ujemajo pri vseh treh zaporedjih, obarvani z belo oz. rumeno pa prikazujejo razlike med
zaporedji. Z rdeCimi ¢rkami so oznacena zaporedja, znotraj katerih reze encim EcoRI, z modrimi ¢rkami pa
zaporedja, znotraj katerih rece encim Styl. Rdece usmerjene puscice nakazujejo zacetek in konec bralnega
okvirja (ORF) ter tudi obseg posameznih genov (2A, 2B in 2C). Vijoline pusCice oznacujejo mesto
naleganja zacetnih oligonukleotidov.
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501

TGGAAAGGCT
TGGAAAGGCT
TGGAAAGACT

551

GCCGAATTGC
GCCGAATTGC
GCCGAATTGC

601

GGCAATGAAG
GGCAATGAAG
GGCGATGAAG

651

ACACTAGTGA
ACACTAGTGA
ACACTAGTGA

701

CCTTCTCCTC
CCTCCTCCTC
CCTCCTCCTC

751

GGAATTCTGC
GGAATTCTGC
GGAGTTCTGC

801

CTCTGGGTCT
CTCTGGGTCT
CTCTAGGTCT

851
TCTGTGTGCT
TCTGTGTGCT

GCTGTGTGCT
-

901

AGAAGCTGAC
AGAAGCTGAC
AGAAGCTGAT

951

GGGCACAATG
GGGCACAATG
GGGCACAATG

2A

CATCCGTGAA
CATCCGTGAA
CACCCGGGAA

CATTGGAGTA
CATTGGAGTA
CATTGGAGTA

TTTGCCATGC
TTTGCCATGC
TTCGCCATGC

TGAGCGCCTC
TGAGCGCCTC
TGAGCGCCTC

CCCCAATCCA
CCCCAATCCA
CCCTAATCCA

AGGATGAAAT
AGGATGAAAT
AGGATGAAGT

CAATAAGGCC
CAATAAGGCC
TAACAAGGCC

2B

—
GTIGCGGATGG
GTIGCGGATGG
GTIGCGGATGG
—

CCTTTGCAAC
CCTTTGCAAC
CCTTTGCAAC

GATCTCCGAG
GATCTCCGAG
GGTCTCCGAG

CGGGAAGAGT
CGGGAAGAGT
CGGGAAGAGT

CCCTCAGGGT
CCCTCAGGGT
TCCTCAAGGT

550
GGCACTCTTT
GGCACTCTTT
GGCACTCTTT

CGAGAGCTGC
CGAGAGCCGC
CGAGAGCTGC

600
AGTTGAGCCT
AGTTGAGCCT
AATTGAGTCT

GCTCCTTTGA
GCTCCTTTGA
GCTCCTTTGA

GFLV Ifw ,, 650

TCAAACATAC
TCAAACATAC
TCAAACATAC

TTGAAGGCTC
TTGAAGGCTC
TTTGAGGCCC

AAGTCCTCCC
AAGTCCTCCC
AAGCCCTCCC

CCTGTGCCAA
CCTGTGCCAA
CCTGCGCCAG

TGGGTGGGTT
CGGGTGGGTT
TGGGTAGGTT

CACTTGGAGG AAGTGGTATG
CACTTGGAGG AAGTGGTATG
CACTTGGAGG AAGTGGTATG

700
TCCTTGTCTT
TCCTTGTCTT
TCCTTGTTTC

ATCCTGGTGG
ATCCTGGTGG
ATCCTGGTGG

750
AGAGGGTTAG
AGAGGGTTAG
AGAGGATAAG

TCTTTTCAAG
TCTTTTCAGG
TCTCTTCAGG

800
TTGGAAACCT
TTGGAAACCT
CTGGAAACCT

GGCTTTTGCC
GGCTTTTGCC
GGCTTTTGCC

850
CCCCAGCACC
CCCCAGCACC
CCCCAGCACT

TGGTAGACAT
TGGTAGACAT
TAGTAGATAT

GFLV 2AR 900

TAGAACTACC GGTGGGCAAA CGATTGCTCA

TAGAACTACC

GGTGGGCAAA CGATTGCTCA

GAGAACTACC GGTGGGCAAA CGATTGCTCA

GFLV 2BF

ATAGAGTCAG
ATAGGGTCAG
ATAGGGTCAG

CGCAGACAGG
CGCAGACAGG
CGCAGACAGG

950
CATATCAGTA GCCCCCGGTA
CATGTCAGTA GCCCCCGGTA
CACATCTGTG GCCCCCGGTA

1000
CTCTGCGAAG GAGAGAGCAA
CTCTGCGAAG GAGAGAGCAA
CTCTGCGTAG GAGAGAGCAG

Slika 31 (nadaljevanje): Poravnava treh nukleotidnih zaporedij RNAZ2, izoliranih iz rastline volovnik 2/54.
Nukleotidi potemnjeni s sivo, se ujemajo pri vseh treh zaporedjih, obarvani z belo oz. rumeno pa prikazujejo
razlike med zaporedji. Z rdecimi ¢rkami so oznacena zaporedja, znotraj katerih reze encim EcoRI, z modrimi
¢rkami pa zaporedja, znotraj katerih rece encim Styl. Rdece usmerjene puscice nakazujejo zacetek in konec
bralnega okvirja (ORF) ter tudi obseg posameznih genov (2A, 2B in 2C). Vijoli¢ne pusice oznacujejo mesto
naleganja zacetnih oligonukleotidov.
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1001

GCAAATAGCT
GCAAATAGCT
GCAAATAGCC

1051

GGCCAGGAAC
GGCCAGGAAC
GGCCAGGAAT

1101

CGCTACTTCC
CGCTACTTCC
CGCTGCTTCC

1151

GGACCCTCAA
GGACCCTCAA
GGACCCTCTA

1201

TCCGACTGGG
TCCGACTGGG
CCCGACTGGG

1251

AAGAGATGGA
AAGAGATGGA
AGGAAATGGA

1301

GCGCTAGAAA
GCGCTAGAAA
GCGCTAGAAA

1351

CTTGACTGTC
CTTGACTGTC
CTTAACTGTT

1401

TTATTGGATC
TTATTGGATC
TTATTGGTTC

1451

TTCTTTCCTG
TTCTTTCCTG
TTCTTTCCTG

TGCAGGGTCT
TGCAGGGTCT
TGCAGGGCCT

GCCTATCTTG
GCCTATCTTG
GCATATCTTG

CCCTCTGCGC
CCCTCTGCGC
CCCTCTACGC

CCAGAGCCAA
CCAGAGCCAA
CCAGAGCCAA

ACAAACACAT
ACAAACACAT
ACAAATACAT

AGAGTACCGG
AGAGTACCGG
AGAGTACTGG

TAGCTATAAA
TAGCTATAAA
TAGCGATAAA

GTGGCAACTT
GTGGCAACTT
GTGGCAACGT

TGCTTCCACA
TGCTTCCACA
TGCCTCCACT

GCTTGCAATA
GCTTGCAATA
GCTTACAATA

TGCTGCTCAG
TGCTGCTCAG
TGCTGCTCAG

GCGCTGCTGA
GCGCTGCTGA
GCGCTGCTGA

AGCGCTTATG
AGCGCTTATG
AGCGCATATG

TTACACGCTT
TTACACGCTT
TTACACATTG

TGGAAATATT
TGGAAATATT
TAGAAATTTT

GACAGAGGCA
GACAGAGGCA
GATAGGGGTA

CCCGTTCGGC
CCCGTTCGGC
TCCATTTGGC

ATGGGCATGA
ATGGGCATGA
ACGGACATGA

TTCTTAGGGA
TTCTTAGGGA
TTCTTGGGAA

TAGTCAGGAG
TAGTCAGGAG
TAGTCAGGAG

ACTGATATGA
ACTGATATGA
ACAGACATGA

CATGATTGAG
CATGATTGAG
TATGATTGAG

CCCCTAGGGG
CCCCTAGGGG
CCCCTAGGGG

GATTTCAGGC
GATTTCAGGC
GATTTTAGGC

GTACAATCCC
GTACAATCCC
GTATAATCCC

TGTCGGCTGT
TGTCGGCTGT
TGTCAGCCGT

ATGCCTGGAA
ATGCCTGGAA
ATGCCTGGTA

ACGTGATATG
ACGTGATATG
GCGTGACATG

ATGGGTTAGC
ATGGGTTAGC
ATGGGCTGGC

GAACCAAGGC
GAACCAAGGC
GAACCAAGGC

1050
CTTTTGAGCA
CTTTTGAGCA
CATTTGAGCA

1100
CAAGGCCTAC
CAAGGCCTAC
CAAGGCCTAC

1150
CTTGTGGAGG
CTTGTGGAGG
TTTGTGGAGG

1200
TCAATGGTAT
TCAATGGTAT
TCAATGGTAT

1250
GTGTCGGAAG
GTGTCGGAAG
GTGTCGGAAG

1300
GGTGGTTGAT
GGTGGTTGAT
GGTAATTGAT

1350
ATCCAACGGA
ATCCAACGGA
ATCCAACGGA

1400
GCGCGTGCCT
GCGCGTGCCT
ACACGTGCCT

1450
TAGAGCCATT
TAGAGCCATT
ACGAGCTATT

1500
GCGAATCTAT
GCGAATCTAT
GCGAATCTAT

Slika 31 (nadaljevanje): Poravnava treh nukleotidnih zaporedij RNAZ2, izoliranih iz rastline volovnik 2/54.
Nukleotidi potemnjeni s sivo, se ujemajo pri vseh treh zaporedjih, obarvani z belo oz. rumeno pa prikazujejo
razlike med zaporedji. Z rdecimi ¢rkami so oznacena zaporedja, znotraj katerih reze encim EcoRI, z modrimi
¢rkami pa zaporedja, znotraj katerih rece encim Styl. Rdece usmerjene puscice nakazujejo zacetek in konec
bralnega okvirja (ORF) ter tudi obseg posameznih genov (2A, 2B in 2C). Vijoli¢ne pusice oznacujejo mesto
naleganja zacetnih oligonukleotidov.
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Slika 31 (nadaljevanje): Poravnava treh nukleotidnih zaporedij RNA2, izoliranih iz rastline volovnik 2/54.
Nukleotidi potemnjeni s sivo, se ujemajo pri vseh treh zaporedjih, obarvani z belo oz. rumeno pa prikazujejo
razlike med zaporedji. Z rdecimi ¢rkami so oznacena zaporedja, znotraj katerih reze encim EcoRI, z modrimi
¢rkami pa zaporedja, znotraj katerih re¢e encim Styl. Rdece usmerjene puscice nakazujejo zacetek in konec
bralnega okvirja (ORF) ter tudi obseg posameznih genov (2A, 2B in 2C). Vijoli¢ne pusice oznacujejo mesto

1501

AATTCGCCTG
AATTCGCCTG
AATTCGCCTA

1551

TCTTGGCGGC
TCTTGGCGGC
TCTTGGCAGC

1601

CACTATCGTA
CACTATCGTA
CACTATCGAA

1651

GACACTCAGG
GACACTCAGG
GGTACTCAGG

1701

GAAGCCTAGT
GAAGCCTAGT
GAAGCCTAGT

1751

TCAAGTATTA
TCAAGTATTA
TCTAGTATCA

1801

AGGGCAAACT
AGGGCGAACT
AGGGCAAATC

1851

GAAATGTTGA
GAAATGTTGA
GAAATGTTGA

1901 2B 2C

TATGTTGCCT
TATGTTGCCT
TATGTTGCTT

CATTAGTGTT
CATTAGTGTT
CATTAGCGTT

CTGTGGCAAA
CTGTGGCGAA
CGGTAGCTAG

GCCACTATGA
GCCACTATGA
GCCACTATGA

CACTGGAACC
CACTGGAACC
TACTGGGACC

GGATGGTGGG
GGATGGTGGG
GGATGGTAGG

TTCTCTATCA
TTCTCTATCA
TTCTCTATCA

TCTTCCTCAA
TCTTCCTCAA
TCTTCCTCAA

CTACTAACGC
CTACTAACGC
CTACTAATGC

GGCACCTTGC
GGCACCTTGC
GGCACTCTGC

TACCGTGCAC
TACCGTGCAC
TACTGTGCAT

TGGGTAATAC
TGGGTAATAC
TGGGTAATAC

CCCGAAGCGA
CCCGAAGCGA
CCTGAAGCGA

ACCTCTGCAA
ACCTCTGCAA
ACCTCTACAA

GAAGTCGCTC
GAAGTCGCTC
GAAGCCGCTC

CTTGAGGCTG
CTTGAGGCTG
CTTGAGGCCG

EVOON3

GTGAGGGGAT TGGCTGGTAG AGGAdTGATT
GTGAGGGGAT TGGCTGGTAG AGGAGTGATT
GTGAGAGGAT TAGCTGGTAG AGGAGTAGTT

+— >

1951

GGCAAATAGG TACTTGGGCA CCCTGAATAT
GGCAAATAGG TACTTGGGCA CCCTGAATAT
GGCAAACAGG TACTTAGGCA CCCTGAACAT

naleganja zacetnih oligonukleotidov.

CACTGTGGAT
CACTGTGGAT
TACTGTAGAC

GTCAACACGT
GTCAACACGT
GTCAACACGT

CAGGCCCAGG
CAGGCCCAGG
CAAGCCCAGG

TGTTGTAGTG
TGTTGTAGTG
TGTTGTAGTG

AAGTCGAAAT
AAGTCGAAAT
GAGTTGAAAT

TGGGAGAGTG
TGGGAGAGTG
TGGGAGAGTG

ACGTTCCGTG
ACGTTCCGTG
ACGATCTGTG

1550
ACTGATTCAA
ACTGATTCAA
ACTGATTCAG

1600
TGGCTCCATG
TGGCTCCATG
TGGTTCCATG

1650
TGCAAGGAAC
TGCAAGGAAC
CGCAAGGTAC

1700
TCACCTGAAG
TCACCTGAAG
TCGCCTGAAG

1750
AGGGGGCGGT
AGGGGGCGGT
AGGGGGTGGT

1800
TAGAGGAACC
TAGAGGAACC
TAGAGGAACC

1850
AGGATTGATA
AGGATTGATA
AGAATTGATA

GFLV 2BR 1900

AGCCCAGATT GAGCTCAACC

AGCCCAGATT
AGCCCAGATT

TATATTCCCA
TATATTCCCA
TACATCCCCA

ACGTGATATG
ACGTGATATG
ACGTGATATG

GAGCTCAACC
GAGCTCAACC
EVOOR3
1950
AGGATTGCCA
AGGATTGCCA
AGGATTGCCA

2000
ATTTCAGATT
ATTTCAGATT
ATTTCAGATT
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2001

TCAAAGGTGT
TCAAAGGTGT
TTAAGGGTGT

2051

ACCTTTAAGA
ACCTTTAAGA
ACTTTCAAGA

2101

GTGGGTGATG
GTGGGTGATG
GTGGGTAATG

2151

CTAGTGCAGA
CTAGTGCAGA
CTAGTGCTGA

2201

CATAAGTTGG
CATAAGTTGG
CATAAGTTAG

2251

TCATGCCATG
TCATGCCATG
CCATGCAATG

2301

TTACGTGTCT
TTACGTGTCT
TCACGTGCCT

2351

GTCGTAGAGC
GTCGTAGAGC
GTTGTTGAGC

2401

ACCAACTTTG
ACCAACTTTG
ACCCACCTTG

2451

TGACTTGCCC
TGACTTGCCC
TGACTTGCCC

TCAGTACGAA
TCAGTACGAA
CCAGTATGAA

TAGTTATTAG
TAGTTATTAG
TAGTTGTTAG

AGCTTTGACG
AGCTTTGACG
AGCTTTGATG

TCCTGTATAC
TCCTGTATAC
TCCTGTGTAT

GTACGTTTTC
GTACGTTTTC
GCACGTTTTC

TAGTTCAAGT
TGGTTCAAGT
TGGTTTAAAT

CACTGGCAAC
CACTGGCAAC
AACTGGCAAT

TATATGCTGA
TATATGCTGA
TCTACGCAGA

GTTTTTGACC
GTTTTTGACC
GTTTTTGACC

TCCCATATTC
TCCCATATTC
CCCCATATTC

AAGTGGATAA
AAGTGGATAA
AAATGGATAA

GCTACCTGCT
GCTACCTGCT
GCTACCTGCA

CTTATAACCG
CTTATAACCG
CTTACAACCG

CTGCAGGACT
CTGCAGGACT
CTGCAGGATT

AATGCTTTTA
AATGCTTTTA
AATGCCTTTA

GATAACTAGT
GATAACTAGT
GATAACTAGT

GFLV 1rv

2050
AGTCATGCCT
AGTCATGCCT
AGTCATGCCT

2100
CTGGATTGAC
CTGGATTGAC
CGGGATTAAC

2150
AGGATTACTA
AGGATTACTA
AGAATCACTA

2200

ACCTTGTCAG “TCCCACACTG GCTTATCCAC

ACCTTGTCAG
ACCCTGTCTG

TTGTGAGGTG
TTGTGAGGTG
TTGTGAGATA

CCACAACTTT
CCACAACTTT
CCACAACATT

AACAAAGAGC
AACAAAGAGC
AATAAAGAGT

ATTGGAAGAA
ATTGGAAGAA
ACTGGAAGAA

CAGGCGTTTT
CAGGCGTTTT
CGGGTGTTTT

TTTGATCTCA
TTTGATCTCA
TTTGATCTAA

TCCCACACTG
TACCGCATTG

GACTACGGAG
GACTACGGAG
GATTATGGAG

TGAATCTCCG
TGAATCTCCG
TGAGTCTCCA

TGGCGGCAGA
TGGCGGCAGA
TGGCAGCAGA

GCTACTTCTT
GCTACTTCTT
GCTACATCCT

TAATGGCAAA
TAATGGCAAA
TGATGGCAAA

CAGCCGTCAC
CAGCCGTCAC
CAGCCGTCAC

GCTTATCCAC
GCTTATCCAT

2250
AGTTGTGTGG
AGTTGTGTGG
AATTGTGTGG

2300
AGACTACATT
AGACTACATT
AGGCTACATT

2350
CTGGCAAGCT
CTGGCAAGCT
CTGGCAAGCT

2400
TTCTTGGGAA
TTCTTGGGAA
TTCTTGGAAA

2450
TTCCAATTCC
TTCCAATTCC
TTTCAGTATT

2500
GGCTCTTAAG
GGCTCTTAAG
GGCTCTTAAG

Slika 31 (nadaljevanje): Poravnava treh nukleotidnih zaporedij RNA2, izoliranih iz rastline volovnik 2/54.
Nukleotidi potemnjeni s sivo, se ujemajo pri vseh treh zaporedjih, obarvani z belo 0z. rumeno pa prikazujejo
razlike med zaporedji. Z rdeCimi ¢rkami so oznacena zaporedja, znotraj katerih reze encim EcoRI, z modrimi
¢rkami pa zaporedja, znotraj katerih re¢e encim Styl. Rde¢e usmerjene puséice nakazujejo zacetek in konec
bralnega okvirja (ORF) ter tudi obseg posameznih genov (2A, 2B in 2C). Vijoli¢ne pus¢ice oznacujejo mesto
naleganja zacetnih oligonukleotidov.
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2501

AGTGCTGGGC
AGTGCTGGGC
AGTGCTGGGC

2551

TTATAATCTA
TTATAATCTA
TTACAACCTA

2601

CTATTAGGGG
CTATTAGGGG
CTAATAAAGG

2651

CTGTGGGTTG
CTGTGGGTTG
TTATGGGTTG

2701

TTTCAAGTAT
TTTCAAGTAT
TTTCAAATAT

2751

AAATTCGCTC
AAATTCGCTC
AAATTCGTTC

2801

AGTCAGAGGG
AGTCAGAGGG
AGCCAGAGGG

2851

CGCTCCTTCG
CGCTCCTTCG
CGCTCCAGCG

2901

AGATTGTGCG
AGATTGTGCG
AGATTGTTCG

2951

GTGTGGGTAG
GTGTGGGTAG
GTGTGGGTAG

TGACGTTGGG
TGACGTTGGG
TGACGTTGGG

AATAGCACTC
AATAGCACTC
AACAGTACTC

AAGGGTGCAC
AAGGGTGCAC
AAAAGTGCAC

TGAGTGAGTG
TGAGTGAGTG
TTAGCGAGTG

CCCGGGGTGT
CCCGGGGTGT
CCCGGGGTGT

TCCATATCAC
TCCATATCAC
TCCGTATCAC

ACATGAGCTC
ACATGAGCTC
ATATGAGCTC

GGTGAGACTG
GGTGAGACTG
GGTGAGACTG

CCCAGACCTC
CCCAGACCTC
CCCAGACCTC

ACTTTTCTGA
ACTTTTCTGA
ACTTTTCTGA

ACAAGTCCCA
ACAAGTCCCA
CCAGGTTCCA

TTGTGAGTTG
TTGTGAGTTG
TTGTGAGCTG

ATTTGTGCGC
ATTTGTGCGC
ATTTGTGCAC

GAACGGGACC
GAACGGGACC
GAACGGGACC

ATGTGGAAGA
ATGTGGAAGA
ATGTGGAAGA

CGAACGCCCG
CGAACGCCCG
CGGACGCCTG

TCTGAATTTC
TCTGAATTTC
TCTGAATTTT

CACGACTTCC
CACGACTTCC
CGCGACTTCC

TCTTTACCAA
TCTTTACCAA
TCCCTACCAA

GTTTACTCTC
GTTTACTCTC
GTTTACTCTT

ATGGTTGGCA
ATGGTTGGCA
ATGGTTGGCA

TGTTCTAGGA
TGTTCTAGGA
TGTTTTGGGT

CAATCTTCTA
CAATCTTCTA
CAATCTTTTA

ACTATGGACT
ACTATGGACT
ACTATGGACT

GGACGGAAGT
GGACGGAAGT
GGATGGAAGC

CTAGATTGCT
CTAGATTGCT
CTAGGTTGCT

TATGCAATAG
TATGCAATAG
TATGCAATAG

TATTGTTGTG
TATTGTTGTG
TGTTGTCGTG

GTTTTGAAGA
GTTTTGAAGA
GTTTTGAAGA

GACAAGGAAG
GACAAGAAAG
GATAAGGAAG

2550
CTACCAAGGT
CTACCAAGGT
CTACTAGGGT

2600
ATGGGAGGAA
ATGGGAGGTA
ATGGGAGGTA

2650
TAGTATAGTG
TAGTATAGTG
AAGTATTGTT

2700
GGAATGAACT
GGAATGAACT
GGAATGAACT

2750
TTTGAAGTTA
TTTGATGTTA
TTTGAAGTTA

2800
TGTCGGCCAA
TGTCGGCCAA
TGCTGGTCAA

2850
CGGGACCTAT
CGGGACCTAT
CAGGGCCCAT

2900
CAGATCGATG
CAGATCGATG
CAAATTGAGG

2950
TGATTACTTC
TGATTACTTC
CGACTATTTT

3000
AAATTGAGAT
AAATTGAGAT
AAATTGAGAT

Slika 31 (nadaljevanje): Poravnava treh nukleotidnih zaporedij RNA2, izoliranih iz rastline volovnik 2/54.
Nukleotidi potemnjeni s sivo, se ujemajo pri vseh treh zaporedjih, obarvani z belo 0z. rumeno pa prikazujejo
razlike med zaporedji. Z rdecimi ¢rkami so oznacena zaporedja, znotraj katerih reze encim EcoRI, z modrimi
¢rkami pa zaporedja, znotraj katerih re¢e encim Styl. Rdece usmerjene puscice nakazujejo zacetek in konec
bralnega okvirja (ORF) ter tudi obseg posameznih genov (2A, 2B in 2C). Vijoli¢ne pus€ice oznacujejo mesto
naleganja zacetnih oligonukleotidov.
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3001

TGGTTCTCGT
TGGTTCTCGT
TGGATCTCGT

3051

GCGAAAACCC
GCGAAAACCC
GAGAAAACCC

3101

GTCCTGGACC
GTCCTGGACC
ATATTAGATC

3151

TAGCGGGAGC
TAGCGGGAGC
CAGCGGGAGC

3201

TGGACGGGCC
TGGACGGGCC
TGGATGGGCC

3251

GAGTTGTTGG
GAGTTGTTGG
GAATTGTTGA

3301

TCTCTATAGT
TCTCTATAGC
CCTCTACAGT

3351

AAGTACTCCG
AAGTACTCCG
AGGTGCTCCG

3401
AGAACCAGTT
AGAACCAGTT

TTCTTTGATT
TTCTTTGATT
TTCTTTGATT

ATTTGCTGCA
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TCAAATTTCA
TCAAATTTCA
TCAAACTCCA
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GTAACTATTA
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ATCTCAGGTT

TTGGGAATTT
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TTGGGAATTT

CGATGGATGG
CGATGGATGG
CGATGGATGG

CGTTTTATGT
CGTTTTATGT
TGTTTTGTGT

TCACTTCAAG
TCACTTCAAG
TTACTTCAAA

ATGATTGCTT
ATGATTGCTT
ATGATTGCTT

ATGGAGTCTG
ATGGAGTCTG
GTGGAGTCTA

CTAAACTGGT
CTAAACTGGT
CGAAGTTGGT

TTTGCCCTAC
TTTGCCCTAC
TTTGCCATAC

TGCAGGAGCA
TGCAGGAGCA
TGCAGGAGCA

CAATTAAACT
CAATTAAACT
CAATTAAACT

AAGCCTCGTC
AAGCCTCGTC
AAGCCTCGTC

ORF, 2C
TCCCAGTCTA G
TCCCAGTCTA G

GGTATCTGA
GGTATCTGA

AACTTGTAGA
AACTTGTAGA
TACTTGTAGG

GCCATGGATT
GCCATGGATT
GTCATGGATT

AACACTGAAT
AACACTGAAT
AATACCGAAT

GGGCGATAAA
GGGCGATAAA
GGGTGATAAA

AAAAGCTAGA
AAAAGCTAGA
GAAAACTGGA

AACCCAAATA
AACCCAAATA
AATCCCAACA

GGATCAAGCT
GGATCAAGCT
GGATCAAGCA

CAGGTTTTAG
CAGGTTTTAG
CAGGTTTCAG

CTTTAAAAGA
CTTTAAAAGA

3050
GTGTCTATGG
GTGTCTATGG
GTTTCTATGG

3100
GCATAGTGGT
GCATAGTGGT
GCATAGCGGT

3150
TTGGCAAGAG
TTGGCAAGAG
TTGGCAAGAG

3200
GCCACGGGTC
GCCACGGGTC
GCCATGGGCT

3250
GGGAGTTTCA
GGGAGTTTCA
GGGAACTACA

3300
CTCATTTTTC
CTCATTTTTC
CTCATTTCTC

3350
AAGAGTATTA
AAGAGTATTA
AAGAGTATTA

3400
TTTTTATGGA
TTTTTATGGA
TTTTTATGGA

3450
CCCAAGTGTA
CCCAAGTGTA
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Slika 31 (nadaljevanje): Poravnava treh nukleotidnih zaporedij RNA2, izoliranih iz rastline volovnik 2/54.
Nukleotidi potemnjeni s sivo, se ujemajo pri vseh treh zaporedjih, obarvani z belo 0z. rumeno pa prikazujejo
razlike med zaporedji. Z rdecimi ¢rkami so oznacena zaporedja, znotraj katerih reze encim EcoRI, z modrimi
¢rkami pa zaporedja, znotraj katerih re¢e encim Styl. Rdece usmerjene puscice nakazujejo zacetek in konec
bralnega okvirja (ORF) ter tudi obseg posameznih genov (2A, 2B in 2C). Vijoli¢ne pus€ice oznacujejo mesto
naleganja zacetnih oligonukleotidov.
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S RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Test ELISA

Test ELISA ima Stevilne dobre lastnosti: je poceni, hiter in obcutljiv; vendar pri nekaterih
virusih ne daje povsem zanesljivih rezultatov.

Ker so pri virusih GLRaV-6 in GVB, pri katerth smo imeli le pozitivnho kontrolo
proizvajalca, doloCeni vzorci pokazali zelo rahlo poviSane vrednosti Sele po 18 urah po
dodatku substrata, kar pa ni zanesljiv dokaz, da je virus res prisoten, smo zakljucili, da so
vsi testirani vzorci negativni. Mozni vzroki za poviSane vrednosti so lahko navzkrizne
reakcije z drugimi manj pogostimi virusi vinske trte, katerih prisotnosti nismo testirali, ali
pa tudi nizke koncentracije iskanih virusov. Prisotnost obeh virusov, GLRaV-6 in GVB, bi
bilo potrebno preveriti z bolj ob¢utljivimi metodami (Western-Blot, RT-PCR). Enako velja
tudi za virus RSPaV.

Pri dokazovanju GFLV s testom ELISA smo pri testiranju rozg dobili obcutno nizje
spektrofotometri¢ne vrednosti vzorcev, pozitivnih na virus, kot pa pri testiranju mladih
listov. Ob upostevanju, da rastlinski material pri testiranjih ni bil razred¢en v pufru v
enakem razmerju, ampak z manjS$imi razlikami in da so bile razlike v spektrofotometri¢nih
vrednostih precej vecje, smo zakljucili, da so listi mladih poganjkov, na katerih so tudi
bolezenska znamenja najbolj oc€itna, bolj primeren rastlinski material od zimskih rozg za
dokazovanje virusa GFLV s testom ELISA.

Pri petih trsih (sorte chardonnay in refosk), pri katerih smo virus GFLV dokazali junija,
medtem ko ga januarja nismo zaznali, je razlog za neskladje verjetno prerazporejanje
GFLV v rastlini ali nizke koncentracije virusa pod mejo zaznave s testom ELISA. Nasteto
potrjuje dejstvo, da so najbolj primeren rastlinski material za dokazovanje GFLV svezi listi
mladic vinske trte.

5.1.2 Bolezenska znamenja, fenofaze in genotipske variante GFLV

Pri opazovanju bolezenskih znamenj, ki jih pripisujejo okuzbi z virusom GFLV, nas je
zanimalo predvsem njihovo izrazanje na razli¢nih sortah, po drugi strani pa morebiten
vpliv razliénih genotipskih variant oz. restrikcijskih tipov virusa GFLV na izraZanje
bolezenskih znamen,;.

Rastni sezoni vinske trte, leta 2004 in 2005, sta bili meteorolosko dokaj razli¢ni. Klimatske
razmere spomladi so bile v obeh letih v mejah dolgoletnega povprecja. Poletje leta 2004 je
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bilo bolj susno in vroce, leta 2005 pa je bilo hladnejSe in precej bolj dezevno. To pojasni
manjSe razlike v izrazanju bolezenskih znamenj pri posameznih trsih med obema letoma.
Med drugim je verjetno to tudi razlog, da za razliko od leta 2004 v letu 2005 nismo opazili
rumenenj medzilnih prostorov listov v obliki obrofev ali krogov ter bifurkacij na
medclenkih.

Razlik med fenofazami med trsi ene sorte nismo zaznali, smo pa zaznali razlike med
razliénimi sortami znotraj enega vinograda. Verjetno bi morali za iskanje odstopanj v
poteku rastnih faz vinske trte znotraj ene sorte trse opazovati v krajSih ¢asovnih intervalih.

Nas prvotni namen je bil opazovanje bolezenskih znamenj na trsih posamezne sorte vinske
trte, okuzenih samo z GFLV, v primerjavi z zdravimi rastlinami iste sorte. Trse, okuzene le
z GFLV, smo lahko primerjali z zdravimi trsi iste sorte le pri treh sortah: Steverjana,
recigla in refoSk in Se pri teh na razmeroma nizkem Stevilu trsov. Zato smo spremljali
bolezenska znamenja na vseh trsih, ki so bili okuzeni le z GFLV, pri tistih sortah, pri
katerih za primerjavo nismo nasli zdravih trsov, pa smo za primerjavo izbrali trse iste sorte
okuzene z drugimi virusi ali njihovimi kombinacijami. Tako smo spremljali tudi znamenja,
ki jih povzroca okuzba z drugimi virusi vinske trte.

Noben izmed trsov sorte Steverjana, ki so bili okuzeni le z GFLV ni izrazal nobenih
opazovanih bolezenskih znamenj. Iz tega lahko predvidevamo, da je sorta Steverjana
morda tolerantna na okuzbo z virusom GFLV. Ker smo pri dveh trsih sorte Steverjana za
gen 2A in 2B potrdili enake restrikcijske tipe, pri drugih dveh trsih pa restrikcijskih tipov
nismo dolocili, je mozen vzrok za odsotnost bolezenskih znamenj pri omenjeni sorti tudi
ta, da ta vsebuje blago genotipsko varianto GFLV.

Pri sorti recigla smo tako pri zdravem kot tudi pri le z GFLV okuZenem trsu zaznali
krajSanje medclenkov. Mozno je, da pri zdravem trsu, pri katerem smo opazili kratke
medclenke, virusa nismo zaznali zaradi nezaznavno nizke koncentracije virusa. Ker pa
smo test ELISA ponovili dvakrat v sezoni in ker so bili junija spektrofotometri¢ni od¢itki
pri vseh ostalih vzorcih razmeroma visoki je veliko bolj verjetno, da krajSanje medclenkov
pri sorti re¢igla ni bolezensko znamenje, ki ga povzroca okuzba z GFLV. Pri sorti recigla
je krajsanje med¢lenkov lahko sortna znacilnost, lahko pa je tudi posledica moc¢ne burje
med intenzivno rastjo trte (Tomazi¢, osebna komunikacija).

Osipanje jagod smo zasledili pri 14 le z GFLV okuzenimi trsi ter tudi pri 3 zdravih trsih
sorte refosk. Osipanje jagod je pri sorti refosk lahko posledica okuzbe z GFLV, lahko pa so
vzrok za obsezno osipanje jagod tudi neugodne razmere v Casu cvetenja (Tomazi¢, 1999).
Vrsic¢ in Lesnik (2005) pa navajata, da je za manjsi pridelek kot posledico osipanja jagod in
slabSo odpornost trte proti boleznim lahko krivo tudi pretirano gnojenje trte.



91

Blas, M. Genska raznolikost virusa pahljacavosti listov vinske trte in opis bolezenskih znamenj na okuZzenih rastlinah.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega §tudija mikrobiologije, 2006

Zanimivo je tudi, da osipanja jagod nismo zaznali pri trsih sorte refosk, ki so bili okuzeni s
kombinacijo virusov GFLV, GLRaV-1 in GVA. To je lahko posledica kombinacije dveh
ali celo vseh treh omenjenih virusov. Pojava osipanja jagod nismo opazili tudi pri dveh
trsih sorte Malvazija, ki sta bila oba okuZena z GFLV, GLRaV-3 in GVA. Oba primera
nakazujeta na to, da ni nujno, da se vecje Stevilo virusov prisotnih v eni rastlini izraza z
vecjim Stevilom bolezenskih znamenj, temvec¢ je mozno, da pri posamezni sorti ne pride do
izrazanja dolo¢enih znamen;.

Majhne jagode, majhni in redkejsi grozdi ter rumenenje listov v obliki pik so bolezenska
znamenja, ki jih okuzba z GFLV povzroca pri sorti refosk, saj so se pojavila le na trsih, ki
so vsebovali samo GFLV. Tudi pojav vilic¢aste rasti in kratkih med¢lenkov na poganjkih
pri sorti refosk lahko pripiSemo okuzbi s preucevanim virusom. Resda so se omenjena
znamenja v sezoni 2005 pojavila le na enem trsu, so se pa pri vsaj treh pojavila tudi v
sezoni 2004.

Pri sortah volovnik in cividin smo opazili razmeroma veliko Stevilo bolezenskih znamenj.
Problem, na katerega smo naleteli pri teh dveh sortah, je bila odsotnost zdravih trsov,
zaradi ¢esar nismo mogli dolociti, katere so ampelografske znacilnosti teh dveh sort in kaj
bolezenska znamenja, ki jih povzroca GFLV. Verjetno pa lahko ve€ino deformacij pri sorti
volovnik, vidnih na poganjkih (bifurkacija na ¢lenkih, kratki medc¢lenki, dvojni ¢lenki,
zraslost poganjkov, ploscata stebla, cikcakasta in metlasta rast), na listih (nesimetri¢ni listi,
kloroze medzilnih prostorov listov v obliki pik ali lis) in na grozdih (redkejsi grozdi ali
odsotnost grozdov) pripiSemo okuzbi z virusom GFLV. Podobno so tudi pri sorti cividin
bolezenska znamenja, ki smo jih zaznali (bifurkacija na ¢lenku, kratki med¢lenki, zraslost
poganjkov, ploscata stebla, cikcakasta in metlasta rast, nesimetri¢ni listi, kloroze medzilnih
prostorov listov v obliki lis in odsotnost pridelka), verjetno v veliki meri posledica okuzbe
z GFLV in ne ampelografske znacilnosti sorte.

Tezava z odsotnostjo zdravih kontrol se je pojavila tudi pri sortah Zuplanka in chardonnay,
ker pa smo pri njih opazili ve¢ bolezenskih znamenj, ki naj bi jih povzrocal GFLV, smo
zakljucili, da sta obe zelo obcutljivi na virus GFLV. Nasploh najve¢ razli¢nih bolezenskih
znamenj na listih (pahljacasti in petersiljasti listi, pikCasto rumenenje med zilami listov) in
poganjkih (vilicasta rast poganjkov, kratki med¢lenki, dvojni ¢lenki, razbrazdanje stebla
Zlahtnega dela, manjsi in gosti listi, ter grmast videz trsa), ki so bila verjetno posledica
okuzbe z GFLV, smo opazili pri sorti zuplanka. Pri sorti chardonnay pa smo zaznali pojav
Se vecCjega Stevila bolezenskih znamenj pri trsih, ki so bili poleg z GFLV okuzeni Se z vec
virusi hkrati, kot pa pri trsu, ki je vseboval le GFLV. Morda v tem primeru pride,
nasprotno od zaviralnega ucinka dveh sorodnih virusov ArMV in GFLV, kot je uspel
dokazati Huss in sod. (1989), do medsebojnega sodelovanja GFLV z drugimi nesorodnimi
virusi in posledi¢no izrazanja vecjega Stevila bolezenskih znamenj. Pri obeh omenjenih
sortah smo opazili tudi razbrazdanje lesa na trsih okuzenih le z virusom GFLV, a ker se to
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znamenje pojavlja res redko in ker ga izmed Stevilnih avtorjev virusu GFLV pripisujejo le
Hewit in sodelavcei (1970), dopus€amo moznost, da na pojav tega bolezenskega znamenja
poleg GFLV vpliva Se kak drug biotski ali celo abiotski dejavnik.

Glede na to, da smo tako pri trsih z ve¢jim Stevilom restrikcijskih tipov oz. genotipskih
variant virusa GFLV kot tudi pri trsih z eno samo genotipsko varianto pri eni sorti zasledili
podobno Stevilo znamenj, lahko trdimo, da ve¢ genotipskih variant virusa ne vpliva na
izrazanje veC bolezenskih znamenj. Poleg tega podobna znamenja pri posameznih sortah
kaZzejo na to, da so bolezenska znamenja bolj odvisna od obcutljivosti sort kot pa od
genotipskih variant GFLV. Res pa je tudi, da so genotipske variante bolj podobne znotraj
sort kot med sortami, kar je verjetno posledica skupnih prednikov rastlin ene sorte, pri
katerih so bili virusi verjetno dalj ¢asa izolirani in se niso prenasali z nematodami med
razli¢nimi sortami. Zares smo prisotnost ogoréice Xipxinema index potrdili le v vinogradu
v Dutovljah, v ostalih vinogradih pa ogorcic nismo zasledili (Vojvoda, 2005).

Nasteta znamenja pri dolo€eni sorti so verjetno res posledica okuzbe z GFLV, vendar pri
nekaterih sortah ne moremo trditi, da smo zares nasteli vsa bolezenska znamenja, ki jih
virus povzroca. Za take zakljucke bi morali v raziskavo vkljuciti vecje Stevilo trsov
posamezne sorte ter jih primerjati z zdravimi rastlinami. H kompleksnosti preucevanja
bolezenskih znamenj v naravi pripomorejo tudi vsako leto spreminjajoci se vplivi okolja
(klimatske razmere, pomanjkanje mikroelementov v tleh, uporaba agresivnih pesticidov,
okuzbe z nevirusnimi povzrocitelji bolezni itd.).

5.1.3 Variabilnost GFLV v vzorcih trsov sorte volovnik iz vinograda v LoZah

V 11 trsih sorte volovnik smo nasli 9 razli¢nih restrikcijskih tipov gena 2C po rezanju z
encimom Styl, v predhodnih raziskavah pa so nasli 4 razli¢ne restrikcijske tipe gena 2A in
le 1 restrikcijski tip gena 2B po rezanju z encimom Styl (Vojvoda, 2005). To se v skladu z
ze veckrat dokazano veliko variabilnostjo virusa GFLV na podro¢ju gena za plascni
protein na nukleotidnem nivoju (Naraghi-Arani, 2000; Vigne in sod., 2003, Vigne in sod.,
2004; Klari¢, 2004)

Enako, kot so v predhodnih raziskavah potrdili za gen 2A, smo tudi za gen 2C pri ve€ini
vzorcev potrdili prisotnost ve¢jega Stevila razlicnih restrikcijskih tipov v posamezni
rastlini.

Obstaja tudi moznost, da pri dolo€enih rastlinah, predvsem pri tistih, ki so bile okuzene z
vecimi genotipskimi variantami hkrati, nismo zaznali vseh restrikcijskih tipov za gen 2C,
saj so dolo¢ene genotipske variante virusa v rastlinah lahko prisotne v zelo nizkih
koncentracijah, poleg tega pa so bili restrikcijski vzorci na gelih po analizi RFLP zares
kompleksni, v plazmide pa smo uspeli ujeti le po 1 do 3 genotipske variante.
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5.1.4 Dolocanje nukleotidnih zaporedij

Glede na veliko Stevilo belih kolonij pri modro-belem testu je bilo Stevilo plazmidov, ki so
vsebovali virusni fragment RNA2 Zelene velikosti (3463-3469 bp), relativno majhno. Pred
ligacijo insertov v plazmid smo iz gela izolirali le inserte ustreznih velikosti, zato vzrok za
prisotnost plazmidov z manjSim insertom ni znan. Morda pride nekje v postopku ligacije
ali transformacije do rekombinacije in izrezovanja dela virusne RNA2, kar posledicno
privede do manjsih vklju¢kov v plazmidu.

Z dolocitvijo nukleotidnih zaporedij in simulacijo restrikcije genov smo ugotovili, da z
analizo RFLP dobimo zelo natancne podatke o restrikcijskih mestih in posledi¢no
restrikcijskih tipih. To Se posebej velja za gena 2A in 2B, pri katerih je Stevilo vseh moznih
restrikcijskih tipov manjSe kot pri genu 2C.

Vse restrikcijske tipe za gen 2B in 2C, ki smo jih dokazali s simulacijo rezanja dobljenih
nukleotidnih zaporedij, smo zaznali tudi iz slike gelov po analizi RFLP. Za gen 2A smo pri
dveh rastlinah s pomoc¢jo nukleotidnih zaporedij dokazali dodatno Se en restrikcijski tip
(H), ki ga z RFLP nismo zaznali. Verjetno je bil omenjen restrikcijski tip v vzorcu obeh
rastlin prisoten v zelo majhnih koncentracijah ter zato na sliki gela po analizi RFLP ni bil
zaznaven.

Z nukleotidnimi zaporedji nismo zajeli vseh moznih restrikcijskih tipov, ki smo jih zaznali
z analizo RFLP. Vzroke lahko iS¢emo v omejenem Stevilu fragmentov, ki smo jih poslali
na dolo¢anje nukleotidnega zaporedja.

Pri 28 genotipskih variantah smo na nukleotidnem nivoju za RNA2 ugotovili najvec 11,9
% variabilnost. Glede na to, da smo za nukleotidna zaporedja pri genih 2A in 2C znotraj
posameznih restrikcijskih tipov po rezanju s Styl dokazali variabilnost manjSo od 2 %
lahko trdimo, da nam analiza RFLP poda zadovoljive podatke o genotipski variabilnosti na
nivoju posameznega gena. S tem potrdimo tudi ustreznost izbire encima Styl za
ugotavljanje variabilnosti genov 2A in 2C z RFLP. Pri poravnavni nukleotidnih zaporedij
dela, kjer se nahaja gen 2B, smo znotraj enega in edinega restrikcijskega tipa (A), torej
vseh 28 zaporedij, zaznali kar 10,9 % variabilnost. To pomeni, da encim Styl ni ustrezen
za oceno variabilnosti gena 2B.

Enako kot Vigne in sod (2005) pri preucevanju virusa GFLV v Franciji, smo tudi v
Sloveniji ugotovili, da izmed treh genov 2A, 2B in 2C velikost v baznih parih (771 ali 774
bp) najbolj variira pri genu 2A.

Ugotovili smo, da nam analiza RFLP z uporabo encima Styl poda dobro oceno o
variabilnosti posameznih genov, Se posebno genov 2A in 2C, z njo pa ne moremo dobiti
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podatka o Stevilu genotipskih variant. Ne pove nam namrec, kateri restrikcijski tip gena 2A
pripada isti RNA2 kot doloCen restrikcijski tip gena 2C in obratno. Ta podatek lahko
pridobimo le z dolo¢anjem nukleotidnega zaporedja celotne RNA2 oz. njene kodirajoce
regije.

Potrebno se je zavedati, da navedeni podatki in ugotovitve veljajo le za nukleotidni nivo
zaporedij, ne pa tudi za aminokislinski, na katerem je variabilnost obi¢ajno manjsa.
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5.2 SKLEPI

Pri testiranju prisotnosti 10 najpogostejSih virusov pri vinski trti s testom ELISA smo
potrdili, da je izmed vseh trsov, ki so okuZeni z GFLV, dobri dve tretjini takih, ki poleg
GFLV vsebujejo Se enega ali ve¢ drugih virusov. Ugotovili smo tudi, da so listi mladih
poganjkov, nabrani spomladi, bolj primeren rastlinski material za dokazovanje virusa
GFLV kot olesenele rozge pozimi.

Pri opazovanju bolezenskih znamenj, ki jih pripisujejo okuzbi vinske trte z virusom GFLV,
smo ugotovili, da se pri razli¢nih sortah izrazajo razlicna znamenja. Bolezenska znamenja
so nasploh bolj izrazita pri belih sortah vinske trte, na katerih je poleg znamenj, vidnih na
listih in grozdih, tudi ve¢ deformacij na poganjkih. Teh je opazno manj pri rdeci sorti
refosk, pri kateri so najbolj izrazita bolezenska znamenja na grozdih. Pri nekaterih sortah
(Steverjana) je okuzba z GFLV lahko latentna in zato ne izraZajo nobenih bolezenskih
znamenj. Opazili smo tudi, da se pri nekaterih sortah (chardonnay) Stevilo bolezenskih
znamenj obcutno poveca, ¢e je rastlina okuzena z ve¢ razliénimi virusi hkrati, pri drugih
sortah (refosk, malvazija) pa vecje Stevilo razlicnih virusov, ravno nasprotno, povzroci
odsotnost dolo¢enih bolezenskih znamen;.

Povezav med razlicnimi restrikcijskimi tipi oz. genotipskimi variantami in dolo¢enimi
bolezenskimi znamenji na trsih iste sorte, ki so bili okuzeni samo z virusom GFLV, nismo
potrdili. Tudi Stevilo prisotnih genotipskih variant GFLV ni vplivalo na Stevilo izraZenih
bolezenskih znamenj na doloenem trsu. Bolezenska znamenja so bolj odvisna od
obcutljivosti sort kot pa od genotipskih variant GFLV.

Z dolocitvijo nukleotidnih zaporedij 28 genotipskih variant virusa GFLV smo skladno s
predhodnimi analizami RFLP dokazali, da je pri isti sorti vinske trte prisotnih vec¢ razli¢nih
genotipskih variant GFLV. Dodatno smo potrdili, da z analizo RFLP za gen 2A in 2B
dobimo natan¢ne podatke o restrikcijskih mestih encima Styl in posledi¢no restrikcijskih
tipih.

S poravnavo nukleotidnih zaporedij 28 genotipskih variant virusa GFLV smo na nivoju
RNAZ2 ugotovili najve¢ 11,9 % variabilnost. Za gen 2A in 2C smo znotraj posameznih
restrikcijskih tipov po rezanju s Styl dokazali variabilnost manjSo od 2 %. S tem smo
potrdili ustrezno izbiro encima za ta dva gena, trdimo pa lahko tudi da nam analiza RFLP
poda dobro oceno o genotipski varibilnosti na nivoju posameznega gena, 2A ali 2C. Za gen
2B smo dokazali veliko varibilnost (do 10,9 %) znotraj edinega restrikcijskega tipa, kar
pomeni, da izbira encima Styl pri metodi RFLP ni ustrezna za oceno variabilnosti tega
gena.
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Z dolocanjem nukleotidnih zaporedij lahko poleg variabilnosti na nukleotidnem nivoju
pridobimo tudi podatke o wvariabilnosti velikosti posameznih genov kot tudi katere
kombinacije restrikcijskih tipov za posamezen gen se zares pojavijo pri doloceni
genotipski varianti virusa.
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6 POVZETEK

Na podlagi predhodnih raziskav smo izbrali 183 trsov razli¢nih sort vinske trte na 7
razli¢nih lokacijah Primorske ter jih s testom ELISA testirali prisotnost 10 najpogosteje
prisotnih virusov pri vinski trti. Ugotovili smo, da je izmed vseh trsov, ki so okuzeni z
GFLV 71 % takih, ki poleg GFLV vsebujejo Se enega ali ve¢ drugih virusov. V nadaljni
izbor trsov pri katerih smo opazovali bolezenska znamenja smo Zeleli zajeti ¢im vec trsov,
ki bi bili okuzeni samo z GFLV ter primerjalne trse, ki bi bili bodisi zdravi ali vsaj
neokuzeni z GFLV. Tako smo za popisovanje bolezenskih znamenj, ki jih pripisujejo
okuzbi z GFLV izbrali 67 trsov 10 razli¢nih sort. Za ve€jo zanesljivost rezultatov smo pri
teh trsih test ELISA ponovili.

Pri testu ELISA smo pozimi testirali olesenele rozge, spomladi pa liste mladih poganjkov.
Izkazalo se je, da so listi poganjkov bolj primeren rastlinski material za dokazovanje virusa
GFLV.

Pri popisovanju bolezenskih znamenj smo bili pozorni na vsa znamenja, ki jih razli¢ni
avtorji pripisujejo okuzbi z GFLV, ter tudi nekatera znamenja, za katere literatura navaja,
da so posledica okuzbe z drugimi virusi, katere smo prav tako potrdili v opazovanih trsih.
Domnevali smo, da se na razli¢nih sortah izrazijo razli¢na bolezenska znamenja. To smo
zares dokazali, saj se na belih sortah na splosno izraza ve¢ bolezenskih znamenj, ki jih
pripisujejo okuzbi z GFLV, kot pri rdeci sorti refosk. Na belih sortah smo opazili pogoste
deformacije poganjkov ter razlicna bolezenska znamenja na listih in grozdih. Pri rdeci sorti
pa so izstopala predvsem bolezenska znamenja, vidna na grozdih, medtem ko je bil pojav
deformacij poganjkov bolj izjema kot pravilo. Opazili smo tudi, da je okuzba z GFLV pri
doloCenih sortah (Steverjana) lahko latentna in zato ne izrazajo nobenih bolezenskih
znamenj. Pri enih sortah (chardonnay) se je Stevilo bolezenskih znamenj obcutno povecalo
e je bila rastlina okuzena z ve¢ razlicnimi virusi hkrati, medtem ko pa je pri drugih sortah
(refosk, malvazija) vecje Stevilo razlicnih virusov, ravno nasprotno, povzrocilo odsotnost
dolocenih bolezenskih znamen;.

Drug namen opazovanja bolezenskih znamenja je bil iskanje morebitnih povezav med
razlicnimi genotipskimi variantami oz. restrikcijskimi tipi in izrazanjem dolocenih
bolezenskih znamenj na trsih, ki so bili okuZeni samo z GFLV. Omenjene povezave nismo
potrdili na nobenem izmed opazovanih trsov. Tudi Stevilo prisotnih genotipskih variant v
doloceni rastlini ni vplivalo na $tevilo bolezenskih znamenj, ki se izrazijo. Zaklju¢imo
lahko, da se je virus na genetskem oz. nukleotidnem nivoju z rekombinacijami ali
mutacijami precej razvijal, bioloska raznolikost pa je ostala majhna. Ob upoStevanju
dejstva, da so genotipske variante znotraj sort bolj podobne kot med sortami pa velja tudi,
da so bolezenska znamenja bolj odvisna od obcutljivosti sort kot pa od genotipskih variant
GFLV.
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Na nivoju nukleinskih kislin smo dolocili nukleotidno zaporedje 28 genotipskih variant
virusa, ki smo jih izolirali iz skupno 9 rastlin sorte volovnik. S tem in predhodnimi
analizami RFLP smo potrdili prisotnost ve¢ genotipskih variant znotraj ene sorte. Za vseh
28 genotipskih variant smo za RNA2 na nukleotidnem nivoju ugotovili najve¢ 11,9 %
variabilnost. Pri poravnavi nukleotidnih zaporedij delov, kjer se nahaja doloCen gen (2A,
2B ali 2C), za posamezen restrikcijski tip, dobljen na podlagi rezanja z encimom Styl, smo
za 2A in 2C dokazali variabilnost manjSo od 2 %, za gen 2B pa celo 10,9 % variabilnost. S
tem smo dokazali, da je uporaba encima Styl pri analizi RFLP za gen 2A in 2C ustrezna in
dobro opiSe variabilnost na nivoju teh dveh genov, za gen 2C pa je raba Styl neustrezna.
To vsaj velja za virus GFLV, ki okuZuje sorto volovnik.

Z dolocitvijo nukleotidnih zaporedij smo dokazali tudi variabilnost velikosti gena 2A (771
ali 774 bp), medtem ko sta bili velikosti genov 2B in 2C pri vseh 28 genotipskih variantah
enake velikosti merjeno v baznih parih. Z analizo nukleotidnih zaporedij smo pridobili tudi
podatek, kateri restrikcijski tipi pri posameznih genih dejansko sestavljajo genotipsko
varianto.
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PRILOGE

Priloga A

Fenoloski razvojni stadiji vinske trte po sistemu, ki sta ga razvila K. W. Eichhorn, D. H.
Lorenz

(00 — neopazovano, 01 — zimsko mirovanje, 02 — napenjanje brstov, 03 — stadij volnenega
ocesca, 05 — brstenje, 07 — prvi list se razpre, 09 — razviti 2 - 3 listi¢i, 12 — razvitih 5 - 6
listiCev, 15 — kabrniki povecani, 17 — kabrniki polno razviti, 19 — zacetek cvetenja, 21 —
odpadlo 25 % cvetnih kapic, 23 — odpadlo 80 % cvetnih kapic, 26 — konec cvetenja, 27 —
nastavek grozdja, 29 — grozdi se poveSajo, 31 — jagode velikosti graha, 33 — zaCetek
zapiranja grozdov, 35 — pricetek barvanja jagod, 38 — polna zrelost trgatev, 41 — koncano
zorenje lesa, 43 — listje zacne odpadati, 47 — konec odpadanja listja)
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