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Virus razbrazdanja lesa rupestrisa (Rupestris stem pitting associated virus, RSPaV) je
najverjetneje povezan z nastankom bolezni razbrazdanja lesa rupestrisa (RSP), vendar Se ni
dokazano, da je povzrocitelj te bolezni. Bolezen RSP povzroca pocasnejSo rast vinske trte
(Vitis vinifera L.), zato so po nekaj letih bolni trsi opazno manjsi od zdravih. Najboljsi
indikator za ugotavljanje bolezni RSP je rupestris (Vitis rupestris Scheele) sorte St. George,
ki tvori najbolj izrazite jamice pod cepljenim mestom, kar je znak omenjene bolezni. Cilj
diplomskega dela je bil ugotoviti, ali virus RSPaV povzroca ultrastrukturne spremembe na
rupestrisu sorte St. George, ki ga okuZuje. Za opazovanje smo izbrali zelene dele rastlin, brez
vidnih bolezenskih znamenj. Z metodo ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) smo v
izbranih rastlinah dokazali odsotnost 9 virusov, ki najpogosteje okuzujejo vinsko trto, z
metodama RT-PCR (reverse transcription and polymerase chain reaction) in imunsko
elektronsko mikroskopijo (immuno electron microscopy, IEM) pa smo analizirali prisotnost
RSPaV v izbranih rastlinah rupestrisa sorte St. George. Z metodama RT-PCR in IEM smo
potrdili, da lahko virus vedno dolo¢imo v floemu stebla rastlin in da v listnih ploskvah ni
enakomerno razporejen. Na ultrastrukturnem nivoju smo na poltankih rezinah opazili zoZane
ksilemske elemente pri okuZenih rupestrisih, v primerjavi z zdravimi. Na ultratankih rezinah
smo videli razlike med zdravim in z RSPaV okuZenim rupestrisom v mezofilu listov in v
zrelih celicah sitastih cevi. V mezofilu smo v okuZenih rupestrisih opazili ve¢ kloroplastov s
podolgovatimi deformacijami, v celicah sitastih cevi pa smo nasli stozZ¢aste snope filamentov
premera priblizno 15 nm, filamente premera priblizno 25 nm, elektronsko gosto snov ob
porah sitaste plos¢e, membranske vkljucke in vecjo koli¢ino fibrilarne snovi kot pri zdravih
rastlinah. Da bi ugotovili, ali omenjene strukture kodira virus ali rastline, bi bilo potrebno
opraviti imunolokalizacijo virusnih proteinov v tkivu rupestrisa.
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AB Rupestris stem pitting associated virus (RSPaV) is most probably affiliated with rupestris

stem pitting disease (RSP) although it is not yet proven that RSPaV is its causing agent. RSP
disease causes slower growth of grapevine (Vitis vinifera L.) which is why infected vines are
significantly smaller than healthy ones. The best indicator of RSP is rupestris (Vitis rupestris
Scheele) cultivar St. George featuring the most distinct pits under inoculation spot. Goal of
our research was to determine whether RSPaV causes ultrastructural changes on infected
plants. Green parts without signs of disease were selected for examination. Enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) was used to prove absence of 9 most frequent grapevine
viruses. Selected plants of cultivar St. George were analyzed with reverse transcription and
polymerase chain reaction (RT-PCR) and immuno electron microscopy (IEM) to prove
presence of RSPaV. RT-PCR and IEM methods were used to confirm that virus is always
detectable in stem phloem and that in leaves it is not evenly distributed. On the
ultrastructural level the semi-thin slices showed narrowed xylem elements in infected plants
compared to healthy ones. Ultra-thin slices showed differences in leaf mesophyll and mature
sieve-tube cells. Mesophyll of infected plants had more chloroplasts with oblong
deformations whereas sieve-tube cells showed conical sheaves of filaments of diameter
around 15 nm, filaments of diameter around 25 nm, electron-dense material near sieve plate
pores, membrane inclusions and larger amount of fibrous material than in healthy plants. To
determine whether the structures mentioned above are coded by either the virus or the plant
itself would require immunolocalization of virus proteins in rupestris tissues.
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KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1: Seznam testiranih rupestrisov sorte St. George z rezultali imunske elektronske
mikroskopije. (+) pomeni 1 - 3 virusi na 10 - 15 okenc mreZice, (++) pomeni 4
- 7 virusov na 10 — 15 okenc mreZice, (+++) pomeni 8 in veC virusov na 10 —
15 okenc mreZice, (—) pomeni, da na mreZici nismo nasli virusov.

Preglednica 2: Seznam testiranih RefoSkov. Rezultali imunske elektronske mikroskopije. (+)
pomeni 1 - 3 virusi na 10 - 15 okenc mrezice, (++) pomeni 4 - 7 virusov na 10
— 15 okenc mrezice, (+++) pomeni 8 in ve¢ virusov na 10 — 15 okenc mreZice,
(=) pomeni, da na mreZici nismo nasli virusov, (/) pomeni, da teh delov nismo
testirali.
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1 UVOD

1.1 UTEMELJITEV PREDLAGANE RAZISKAVE

Za virusne bolezni na vinski trti (Vitis vinifera L.) je znalilen kompleks bolezenskih
sprememb, ki so odvisne od vrste virusa ali kombinacije ve¢ virusov, od rastline in tudi od
okolja. Virusne bolezni vinske trte so pomembne iz gospodarskega vidika, saj vplivajo na
koli¢ino in kakovost pridelka.

Se poseben problem predstavljajo povzroditelji bolezni, ki povzro¢ajo razbrazdanje lesa
vinske trte (Grapevine rugose wood desease, RW) in posledi¢no propadanje trsov. Bolezen
RW, tipa razbrazdanje na rupestrisu (Rupestris stem pitting, RSP), povzro€a pocasnejSo rast
Zlahtne trte, zato so po nekaj letih bolni trsi opazno manjsi od zdravih. Na lesu bolnih trsov se
po 2 - 3 letih po okuzbi pojavijo majhne jamice in brazde pod cepljenim mestom. Najboljsi
indikator za ugotavljanje bolezni RSP je rupestris (Vitis rupestris Scheele) sorte St. George, ki
tvori najbolj izrazite jamice. S to boleznijo povezujejo virus razbrazdanja lesa rupestrisa
(Rupestris stem pitting associated virus, RSPaV) iz rodu Foveavirus, ki je zelo razsirjen. Ni Se
dokazov, da je RSPaV povzrocitelj bolezni razbrazdanja lesa, vendar je moZen kandidat za
nastanek omenjene bolezni. Na nastanek bolezenskih znamenj (tudi pri indikatorjih) lahko
poleg okuzbe vplivajo tudi drugi, za enkrat Se nepoznani dejavniki. Virus RSPaV na listih
vinske trte ne povzroca vidnih bolezenskih znamenj.

Lokalizacija RSPaV v celicah okuzenih rastlin je bila do sedaj le beZno opisana, prav tako ne
poznamo sprememb v ultrastrukturi, ki se morda pojavljajo v okuZenih celicah in nam lahko
posredujejo informacije, pomembne za lazjo razlago interakcije med virusom in rastlino ter
potekom bolezni.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Raziskave bomo opravili na vinski trti (Vitis vinifera L.) za katero vemo, da na zelenih delih
rastline RSPaV ne povzroca bolezenskih znamenj, kot tudi na rupestrisu (Vitis rupestris
Scheele) sorte St. George, kjer so znamenja pogosto prisotna na olesenelem steblu. Kot zacetni
material za opazovanje bomo uporabili zelene dele rastlin, kjer ni opaznih vidnih bolezenskih
znamenj. Pricakujemo da bo koli¢ina virusnih delcev nizka in da bo virus tezko detektirati.
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Na podlagi dosedanjih raziskav predvidevamo, da bomo virus zasledili vsaj v floemu mladih
poganjkov in listov, kjer je do sedaj dokazana najvisja koncentracija virusa.

Kljub predvideni nizki koli¢ini virusa pa pri¢akujemo, da bomo z opazovanjem ultratankih

rezin z elektronskim mikroskopom identificirali morebitne spremembe v ultrastrukturi rastlin
iz rodu vinske trte, okuzenih z RSPaV.

1.3 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela:

- je izbrati ustrezne rastline vinske trte sorte Refosk in rupestrisa sorte St. George za
analize RSPaV,

- ugotoviti v katerih delih okuZenega rastlinskega tkiva lahko dolofimo najvecjo
koli€ino virusa

- 1n na podlagi tega izbrati primerne dele rastline za ugotavljanje morebitnih sprememb
v ultrastrukturi okuZenih rastlin.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PREGLED BOLEZNI VINSKE TRTE

Tako kot vse druge rastline je tudi vinska trta izpostavljena vplivom okolja ter boleznim in
Skodljiveem, ki nenehno ogrozajo koli¢ino in kakovost pridelka. Vinska trta sodi med zelo
obcutljive rastline, njena naravna odpornost za bolezni in Skodljivce pa se je z Zeljo po velikih
pridelkih in hitrem mladostnem razvoju vinograda, z uporabo hormonov in drugih
pospesSevalcev razvoja, pretiranim gnojenjem in slabSo kakovostjo okolja, Se zmanjSala.
Posledi¢no si sodobnega vinogradniStva brez ustreznega varstva vinske trte pred boleznimi in
Skodljivci skoraj ne moremo predstavljati (Colnari¢, 1980; VrS$ic in LeSnik, 2005).

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 bolezenska znamenja, ki jih povzrocajo abiotski dejavniki, kot
so neravnoteZje hranil, okoljski stres ali kemi¢na toksi¢nost (Pearson in Goheen, 1998).

Znamenja okuzb pri glivicnih boleznih so dokaj enostavno razpoznavna, saj na okuZenih
organih skoraj vedno opazimo prevleke micelijev in trosonoscev s trosi. Med glivicne bolezni
in njene povzrocitelje na vinski trti spadajo:
- peronospora vinske trte, ki je v slovenskih podnebnih razmerah gospodarsko
najpomembnejSa glivicna bolezen vinske trte in jo povzroc€a gliva Plasmopara viticola
Berl. & de Toni,
- pepelovka ali oidij, ki jo povzroca gliva Uncinola necator (Schwein.) Burr.,
- siva plesen ali grozdna gniloba, ki jo povzroca gliva Sclerotinia fuckeliana (de Bary)
Fuck,
- Crna pegavost vinske trte, ki jo povzro€a gliva Phomopsis viticola Sacc.,
- rdeci listni oZig, ki ga povzro€a gliva Pseudipeziza tracheiphila Miiller,
- Crna grozdna gniloba, ki jo povzro¢a Guignardia bidwellii (Ell.) Viala & Ravaz,
- ¢rni pikec ali antraknoza, ki jo povzroca Elsinoé ampelina Shear,
- kap ali apopleksija ali evtipoza, ki jo povzroca gliva Eutypa lata Pers.,
- eska propadanje ali eskarioza, ki jo povzrocajo glive Phaeoacrenonium sp., Phellinus
sp. Stereum sp. (Vi€ in LeSnik, 2005).
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Bolezni bakterijskega izvora so najmanj Stevilne izmed bolezni trte. Velja omeniti bakterijski
ozig mladik vinske trte, ki ga povzrocCata Xylophilus ampelinus Panagopolus, Xylella
fastidiosa in bakterijski rak koreninskega vratu trte, ki ga povzro¢a Agrobacterium
tumefaciens Smith (Vrsi¢ in LeSnik, 2005).

Bolezeni imenovane trsne rumenice 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).

Virusne bolezni vinske trte povzrocajo hiranje, slabSo rodnost in izrojevanje vinske trte.
Pomembnejse virusne bolezni trte so:

- kuzno izrojevanje (fanleaf),

- rumeni mozaik (yellow mosaic),

- virusno zvijanje listja vinske trte (grapevine leafroll),

- razbrazdanost ali oplutenelost lesa vinske trte (rugose wood) (VrSic in LeSnik, 2005).
Njpomembnejsi virusi, ki jih povezujejo z boleznimi na vinski trti, so iz rodov Nepovirus,
Closterovirus, Ampelovirus, Maculavirus, Vitivirus in Foveavirus.

Vinska trta gosti tudi veliko Skodljivcev, vendar so le redki gospodarsko pomembni. Najvec je
7zuzelk (Skodljive vrste metuljev, Skrzatov, kaparjev, usi, stenic, resarjev, hroscev, itd.), prsic
in ogreev (li¢éinke hrod¢ev). Skodljivci objedajo ali izsesavajo nadzemne ali podzemne organe
trte ter s tem povzrocajo neposredno Skodo na rastlini. O posredni Skodi govorimo, kadar so
Skodljivei prenaSalci glivicnih, virusnih in fitoplazemskih bolezni (VrSi€ in Lesnik, 2005).
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2.2 VIRUSI, KI NA VINSKI TRTI POVZROCAJO NAJVEC SKODE

Virusne bolezni vinske trte so razsirjene po celem svetu, kjerkoli vinska trta (Vitis sp.) uspeva.
Na vinski trti je odkritih Ze 55 virusov, ki so razvrs¢eni v 17 rodov (Martelli, 2003). Med njimi
so najbolj Skodljivi virusi iz rodu Nepovirus, Closterovirus, Ampelovirus, Maculavirus,
Vitivirus in Foveavirus (Martelli, 2000; Fauquet in sod., 2005).

2.2.1 Rod Nepovirus

Rod Nepovirus zajema poliedri¢ne viruse, ki se Sirijo s talnimi ogorcicami. Ti dve lastnosti sta
zaznamovali tudi poimenovanje rodu (NEmatodi, POliedri¢ni virusi). Spadajo v druZino
Comoviridae (Bovey in sod., 1980). Genom nepovirusov je sestavljen iz dveh verig linearne
pozitivno polarne enoverizne RNA (RNA1 in RNA?2). Nekateri nepovirusi lahko vsebujejo Se
linearno ali kroZno satelitsko RNA (Fauquet in sod., 2005). RazSirjeni so predvsem v zmerno
toplih obmo¢jih. Lahko okuZujejo le eno rastlinsko vrsto, lahko pa Sirok krog rastlinskih vrst,
odvisno od virusa (Fauquet in sod., 2005).

NajpomembnejSa virusna povzrocitelja bolezni, ki spadata med nepoviruse sta virus
pahljacavosti listov vinske trte (Grapevine fanleaf virus, GFLV) in virus mozaika repnjaka
(Arabis mosaic virus, ArMV).

GFLV je ekonomsko najpomembnejsi nepovirus. V naravi okuZuje le rastline iz rodu Vitis.
Bolezen, ki lahko zmanjSa letni pridelek grozdja tudi za 80 %, imenujemo kuZno izrojevanje
vinske trte (Macek, 1986; Pearson in Goheen, 1998). V naravi se prenasa z ogorcico
Xiphinema index. Za okuzbo z GFLV je opisana vrsta bolezenskih znamenj, med
najznacilnejSimi so: deformacije listov, ki lahko dobijo izgled pahljacavosti ali peterSiljavosti,
rumenenja razlicnih oblik medzilnih prostorov listov, deformacije poganjkov v obliki
krajSanja medclenkov in dvojnih ¢lenkov ter posledi¢no 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
caespiticola. Bolezenska znamenja na okuzeni trti so zelo podobna tistim, ki jih kaze okuzba z
GFLV (Bovey in sod., 1980).



Cepin U. Analiza virusa razbrazdanja lesa rupestrisa (RSPaV) v rastlinah iz rodu vinske trte (Vitis sp.).
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

Mnoge divje rastline ob okuZzbi z nepovirusi ne razvijejo bolezenskih znamenj, kar kaze na
zmoznost prilagoditve rastline na virus. Pojav in vrsta bolezenskih znamenj je odvisna od vrste
rastline in virusa, od letnega Casa ter mnogih drugih dejavnikov (Kurstak, 1981).

Ultrastrukturne spremembe, ki jih povzro€ajo virusi iz rodu Nepovirus so citoplazemski
vkljucki ob jedru, ki vsebujejo elemente endoplazemskega retikla, membranskih veziklov in
ribosomov, lahko tudi skupke virusnih delcev. Verjetno so mesto zbiranja virusnih delcev in
sinteze RNA. Druga znacilnost so citoplazemski membranski tubuli, ki lahko prehajajo skozi
plazmodezme (Kurstak, 1981).

2.2.2 Rodova Closterovirus in Ampelovirus

Rodova Closterovirus in Ampelovirus uvrs¢amo v druzino Closteroviridae. Virusi obeh rodov
so dolge nitaste oblike. Genom je sestavljen iz enojne linearne pozitivno polarne enoverizne
RNA. Nekatere viruse prenasajo listne usi, kaparji razli¢nih vrst in druge ZuZzelke. Pogost je
tudi prenos virusov s cepljenjem trsov, medtem ko se redko prenaSajo s semeni (Fauquet in
sod., 2005). V druzino Closteroviridae spadajo virusi zvijanja listov vinske trte (Grapevine
leafroll associated virus, GLRaV). GLRaV-2 uvr§s¢amo 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).

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 B, GVB) ter tudi izometri¢ne virusne delce (Suti¢ 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 oc€itna pri vseh (Bovey in sod., 1980; Pearson in Goheen, 1998). Bolezenska znamenja
so najbolj jasno vidna pri rdecih sortah vinske trte. Spomladi se bolne rastline ne locijo
bistveno od zdravih, poleti pa se na okuZenih listih pojavijo rdeCe pike. Rdecenje se kasneje
razSiri po celotni povrSini lista, vendar glavne Zile ostanejo zelene. Pozno poleti in jeseni je
znalilno zvijanje listov. Posledica bolezni je tudi zakasnjeno in neenakomerno dozorevanje
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jagod. Grozdi so obi¢ajno manjsi, oblika grozdov in posameznih jagod pa ostane primerljiva z
zdravimi trtami (Bovey in sod., 1980; Pearson in Goheen, 1998).

Viruse iz druzine Closteroviridae ponavadi najdemo v floemu (celicah sitastih cevi, celicah
spremljevalkah, floemskih parenhimskih celicah), ob¢asno tudi v epidermu in mezofilu listov.
Ultrastrukturne spremembe, ki se lahko pojavijo so: vezikulacija kloroplastov, proliferacija
membrane, degeneracija in vezikulacija mitohondrijev ter nastanek vkljuckov. Vkljucki, ki so
glavna znacilnost druzine Closteroviridae, so sestavljeni iz skupkov virusnih delcev,
membranskih veziklov, ki nastajajo iz endoplazemskega retikla ali iz perifernih veziklov
mitohondrijev. Vezikli vsebujejo mrezasto fibrilarno snov povezano z virusnimi delci,
ribosomi in madezi granuliranega elektronsko-gostega materiala. Virusi se povezujejo v jasne
pre¢no progaste vlaknaste strukture ali, Se pogosteje, v bolj ali manj razpuScCene sveZnje,
pomeSane s posameznimi membranskimi vezikli ali skupki veziklov (Fauquet in sod., 2005;
Kurstak, 1981).

2.2.3 Rod Maculavirus

Rod Maculavirus pripada druZini Tymoviridae. V omenjeni rod spadata virus Grapevine red
globe virus (GRGV) in Se nedavno neuvrS€eni virus Grapevine fleck virus (GFkV). Sta
izometricne oblike ter vsebujeta enojno linearno pozitivno polarno enoverizno RNA. Vektor
zaenkrat ni znan, vefinoma pa se prenaSa le z okuZenim razmnoZevalnim rastlinskim
materialom. Oba okuZujeta izklju¢no rastline iz rodu vinske trte, kjer sta latentna, z izjemo na
rupestrisu, pri katerem GFkV na mladih listih povzroca rahlo prosojne pike ali lise (Fauquet in
sod., 2005). 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
rupestrisu se bolezenska znamenja, ki jih povzroc¢a GFkV, pogosto zamenjujejo s tistimi, ki jih
povzro¢a GFLV, sploh ¢e je indikator okuZen z obema virusoma (Bovey in sod., Martelli,
1993).

Obe vrsti lahko najdemo le v floemskih celicah. Mitohondriji z GFkV okuZenih trt se
preoblikujejo v multivezikularna telesca.
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2.2.4 Rodova Vitivirus in Foveavirus

Rodova Vitivirus in Foveavirus spadata v druZino Flexiviridae. Virusi obeh rodov so nitaste
oblike, dolgi priblizno 800 nm in debeli 12-15 nm. Njihov genom predstavlja enojna linearna
pozitivno polarna enoverizna RNA. RazSirjeni so povsod, kjer raste vinska trta. 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 uvrS€amo virus razbrazdanja lesa rupestrisa (Rupestris
stem pitting associated virus, RSPaV). Vsi trije omenjeni virusi se prenaSajo z okuZenim
sadilnim materialom, GVA in GVB se prenaSata Se s kaparji iz rodov Pseudococcus in
Planococcus. (Fauquet in sod., 2005). Vse tri viruse povezujejo z boleznijo razbrazdanja lesa
(RW) na vinski trti, ki so jo najprej povezovali z okuzbo z virusi iz rodu Closterovirus (Conti
in sod., 1980).

Posameznih bolezni RW v naravi zaradi pomanjkanja razlikovalnih bolezenskih znamenj
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 razlicne genotipske variante (Goszczynski in Jooste, 2003; Shi in sod., 2004; Nolasco
in sod., 2006).

OkuZene celice z virusi iz rodu Vitivirus so lahko poSkodovane v razlicnem obsegu.
Oblikujejo se vezikularne evaginacije tonoplasta, ki vsebujejo drobno fibrilarno snov,
verjetno replikativno virusno RNA. V vinski trti se virusi nahajajo le v floemu, pri zelnatih
rastlinah pa vdrejo tudi v parenhim. Virusi se akumulirajo v citoplazmi v sveZnjih ali
parakristalnih skupkih.

V rod Foveavirus uvr§¢amo tudi virus razbrazdanja lesa jablane (Apple stem pitting virus,
ASPV) in virus zelene obrockavosti CeSnje (Cherry green ring mottle virus, CGRMV), ki
okuZujeta jablano in c¢eSnjo. Prvi povzro€a nepravilnosti v okuZenih celicah, vendar ne
povzroca nastanka nobenih specifi¢nih struktur ali vkljuckov. Virusni delci obeh virusov pa se
zdruZujejo v sveznje v citoplazmi mezofilnih celic lista in kaZejo tendenco zdruZevanja s
konci (Fauquet in sod., 2005).
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2.3 BOLEZEN RAZBRAZDANIJA LESA VINSKE TRTE

Bolezeni razbrazdanja lesa vinske trte (Grapevine rugose wood desease, RW) ne morejo
povezati z glivicnimi ali bakterijskimi okuzbami. Ker se prenasSajo s cepljenjem, domnevajo,
da jih povzroca virus (Azzam in sod., 1991).

Cepljenje trsov povecuje moznost za nastanek bolezenskih znamenj razbrazdanja lesa. Vzrok
temu je lahko okuZzenost podlage in cepica z razlinimi virusi, kar pripelje do meSane okuzZbe,
kjer so znaki virusnih bolezni veliko bolj izraZeni kot pri okuzbi z enim samim virusom
(Bonfiglioli in sod., 1998). Lahko je virus v podlagi v latentni obliki, vendar, ko se pri
cepljenju prenese v cepi¢ obcutljive sorte, povzroc¢i veliko skodo (Savino in sod., 1991).
Golino (1993) je ugotovil, da je lahko virus v Zlahtnem delu trsa, ki je cepljen na eno podlago,
v latentni obliki, medtem ko bi na drugi podlagi lahko povzrocil propadanje trsov. Iz tega
izhaja nekompatibilnost med posameznimi podlagami in Zlahtnimi trtami (Bonfiglioli in sod.,
1998).

Bolezni se izrazijo s tvorbo jamic in brazd pod lubjem ali drugih nepravilnosti (zmanjSanje
ksilemskih prevodnih cevi, hipertrofija parenhimskih celic v ksilemu in floemu in lahko tudi
bulaste tvorbe v jamicah), ki ovirajo pretok hranilnih snovi in vode po rastlini. Pojavijo se na
lesu Zlahtnega dela trsa, na podlagi ali na obeh (KoroSec, 1982). Posledice so zakasnjen razvoj
popkov ter propadanje in smrt vinske trte (Martelli, 1993).

Glede na to ali se bolezenska znamenja po cepljenju pojavljajo na eni ali ve¢ izmed treh
indikatorskih vrst iz rodu vinske trte:

- Kober 5BB, ki je krizanec med Vitis berlandieri Planch. in Vitis Riparia Michx.,

- LN 33, ki je krizanec med krizancema Courderc 1613 in Thompson Seedless ter

- Vitis rupestris sorte St. George,
lo¢imo S§tiri bolezni:

- razbrazdanje lesa tipa kober (Kober stem grooving, KSG),

- bolezen plutavosti lesa (Corky bark, CB),

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

- razbrazdanje na rupestrisu (Rupestris stem pitting, RSP) (Martelli, 1993; Minafra,

2000).
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V Sloveniji so leta 1979 ugotovili Stevilni propad in suSenje 3 - 4 leta starih trsov v
vinogradih, posajenih s sorto Refosk. V povprecju je propadlo 17% trsov, v nekaterih
vinogradih tudi do 50%. Ugotovili so ve¢ vrst razbrazdanja, ki so ga odkrili na Stirih podlagah:
Kober 5BB, rupestris sorte St. George, SO 4 in 420 A (Vitis berlandieri x Vitis riparia),
slednja sta indikatorja za bolezen 'legno riccio', razbrazdanje pa so ugotovili tudi na Zlahtnem
delu trsov pri sorti Refosk. Najvecji delez okuZzbe je bil na trsih cepljenih na podlago SO 4. K
tako Stevilénemu propadu je pripomoglo tudi takratno su$no obdobje (KoroSec-Koruza, 1992).

2.3.1 Kober stem grooving

Za bolezen KSG je znacilno razbrazdanje lesa na indikatorkih rastlinah Kober SBB, vendar ne
na rupestrisu sorte St. George in LN 33 (Martelli, 1993; Meng in sod., 1999). KSG verjetno
povzroca virus GVA (Garau in sod.,1994; Credi, 1997).

2.3.2 Corky bark

Indikatorja za CB sta LN 33 in rupestris sorte St. George. Bolezen CB je razSirjena povsod,
kjer uspeva trta. Listi bolnih trsov se jeseni zvijajo, rdeCijo in rumenijo ter lahko ostanejo dlje
Casa pritrjeni, medtem ko pri zdravih trsih Ze davno odpadejo. Znacilne so brazde razli¢nih
dolZin na lesu pod skorjo, ki se zelo redko pojavijo pri Zlahtni trti. Pri zelo obcutljivem
indikatorju LN 33 se lahko internodiji rozg zadebelijo, kar je posledica plutastega razrasta
skorje, ki vzdolZzno popoka. Pod skorjo se pojavijo globoke brazde in luknjice. Indikatorji LN
33 kmalu po okuZzbi pogosto propadejo (Marteli, 1993; Pearson in Goheen, 1998; Bovey in
sod., 1980). Z boleznijo plutavosti lesa skuSajo povezati virus GVB, domnevajo pa tudi, da
verjetno ni edini povzrocitelj te bolezni (Boscia s sod., 1995b; Minafra, 2000). V Avstraliji so
Shi in sodelavci (2004) preucevali virus GVB, vendar na nobenem od 232 z GVB okuzZenih
trsov niso nasli znamenj bolezni CB. Prav tako niso zaznali bolezenskih znamenj na
indikatorju LN 33. Tudi oni so mnenja, da je CB kompleksna bolezen, ki jo povzroca vec
virusov. Namba in sod. (1991) so iz trsov, obolelih s CB, izolirali virus, ki so ga imenovali
virus pocrnelosti lesa vinske trte (Grapevine corky bark-associated virus, GCBaV), ki naj bi
povzrocal CB, kasneje pa so ugotovili, da virus ne povzro¢a CB in je enak GLRaV-2,
izoliranem v Franciji (Zimmermann in sod., 1990), zato so ga preimenovali v GLRaV-2
(Boscia in sod., 1995a).
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CB pogosto zamenjujejo z boleznijo 'legno riccio', ki je razSirjena v Italiji. Bolezen 'legno
riccio' je bolj kompleksna, na lesu se izrazijo jamice in brazde. Morda gre pri njej za dvojno
okuzbo, okuzbo s povzrocitelji bolezni CB in RSP (Goheen, 1988a). Bonavia in sod. (1996)
lo¢ijo Se razbrazdanje lesa imenovano plutavost in razbrazdanje lesa (Corky rugose wood,
CRW), za katerega je znacilna nepravilna tvorba plute nad cepljenim mestom in slabSa rast
trsov.

Conti in Milne (1985) sta ugotovila, da v trsih z znaki rdecenja in zvijanja listov, kot tudi v
trsth z znaki razbrazdanja, pogosto nastopata skupaj virus vinske trte A (Grapevine virus A,
GVA) in virus vinske trte B (Grapevine virus B, GVB).

2.3.3 LN 33 stem grooving

Pri bolezni LNSG se pojavijo na indikatorju LN 33 brazde razli¢nih dolZin, podobno kot pri
bolezni CB, le da tu ne pride do tvorbe plute in razbarvanja listov. Ta bolezen ne povzroca
tvorbe brazd na rupestrisu sorte St. George in Kober SBB (Martelli, 1993).

2.3.4 Rupestris stem pitting

Bolezen RSP je najpogostejsa bolezen kompleksa razbrazdanja lesa, ki se pojavlja Sirom po
svetu (Meng in sod., 2003). Odkrili so jo leta 1976 v Kaliforniji na trsih, ki so jih uvozili iz
zahodne Evrope in Avstralije (Goheen, 1988b; Zhang in sod., 1998)

Na lesu bolnih trsov se po 2 - 3 letih po okuzbi pod cepljenim mestom pojavijo brazde in
podolZne jamice — Zlebici, ki lahko segajo tudi do nekaj cm globoko v les. Najboljsi indikator
za ugotavljanje bolezni RSP je rupestris sorte St. George, ki tvori najbolj izrazite jamice,
vendar se znaki lahko pokazejo tudi na drugih ameriSkih podlagah, ne pa na LN 33, ki je
indikator za bolezeni CB in LNSG (Pearson in Goheen, 1998). Rupestris sorte St. George
izhaja iz juZnega in zahodnga dela ZDA. Verjetno je najbolj znana sorta rupestrisa, ki se na
veliko uporablja za gojenje francosko-ameriskih hibridov in predvsem kot podlaga, na katero
cepijo zlahtne sorte (http://en.wikipedia.org/wiki/Vitis_rupestris).

Bolezen RSP lahko povzrofa pocasnejSo rast Zlahtne trte, zato so po nekaj letih bolni trsi
opazno manjsi od zdravih (Goheen, 1988b).
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Credi (1997) je z indeksiranjem in ELISA ugotovil, da bolezen RSP ni povezana z virusi:
GFLV, ArMV, GLRaV -1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-5, GVA in GFkV. Pri trsih z
bolezenskimi znamenji RSP so obi€ajno odkrili virus RSPaV, vendar ni nujno, da vsi trsi,
okuZeni z RSPaV, izrazajo znamenja omenjene bolezni (Nolasco in sod., 2006; TomaZic,
2002). Tomazi¢ (2002) je naSla tudi trto z znamenji razbrazdanja, ki je bila okuZena s
fitoplazmami, vendar ne z RSPaV. Bonfigioli in sod. (1998) namugujejo, da na nastanek
bolezni RSP vpliva kombinacija virusov GVA in RSPaV. Na bolezenska znamenja pa lahko
poleg okuzbe vplivajo tudi drugi, sedaj Se nepoznani dejavniki (Goheen, 1988b; Meng in sod.,
2003; Korosec, 1982).

2.4 VIRUS RSPaV

24.1 Splosne znacilnosti virusa RSPaV

Virus razbrazdanja lesa rupestrisa (Rupestris stem pitting associated virus, RSPaV) povezujejo
z boleznijo razbrazdanja lesa vinske trte (Grapevine rugose wood desease, RW) tipa
razbrazdanje na rupestrisu (Rupestris stem pitting, RSP), vendar za enkrat Se ni dokazov, da bi
bil omenjeni virus povzrocitelj te bolezni. Zaradi podobnosti z virusom ASPV ga uvr§¢amo v
rod Foveavirus (Goheen, 1988b; Martelli in Jelkmann, 2000; Meng in sod., 1999a; Meng in
sod., 2003).

Na listih vinske trte RSPaV ne povzroc¢a vidnih bolezenskih znamenj (Goheen, 1988b).

Meng in sod. (1998) so v trsih z znamenji bolezni RSP odkrili dSRNA z dolZino 8,7 kbp.
Izolirano dsRNA so s pomocjo reverzne transkriptaze prevedli v ¢cDNA, ki so jo potem
klonirali v Lambda ZAP II vektorju, nakar so dolocili sekvenco virusa povezanega z RSP in
ga imenovali RSPaV-1. PribliZzno v istem ¢asu so Zang in sod. (1998) klonirali in sekvencirali
dsRNA virusa, ki so ga imenovali Grapevine rupestris stem pitting associated virus (GRSPaV)
in ga prav tako povezovali z boleznijo RSP. Sekvenca GRSPaV virusa kaze 98 % podobnost z
virusom RSPaV-1 (Meng in sod., 1999a). Sedaj ta virus imenujemo RSPaV.

Genom RSPaV virusa sestavlja 8726 nukleotidov in poli A rep na 3' koncu. Virus ima 5
bralnih okvirjev (open reading frame, ORF). ORFIl nosi zapis za virusno replikazo
(predvidena velikost encima je 244 kDa) in se nahaja med 62-im in 6547-im nukleotidom.
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ORF5 (med nukleotidi 7770 in 8549) predstavlja zapis za plas¢no beljakovino (coat protein,
CP) velikosti 28 kDa. Med njima pa se nahaja trojni genski blok ORF2-ORF4, ki naj bi imel
nalogo pri prehajanju virusa med celicami (Meng in sod., 1998; Gonsalves in Meng., 2000;
Regenmortel in sod., 2000 ).

TRILPLEGENE
REPLICASE slock . CF
8.4K
ORF1 244K 244K 28K
AR si3sssssssssrsssstasssansessnsessnse £

Poly(R)

Slika 1: Struktura genoma RSPaV virusa (Gonsalves in Meng, 2000).

Meng in sod. (2005) so s sekvencno analizo klonov cDNA, ki ustrezajo reprezenativnim
regijam virusnega genoma, dokazali tri nove genomske variante virusa RSPaV v vzorcih
indikatorske rastline rupestris sorte St. George. Struktura genoma teh genomskih variant je
enaka (pet bralnih okvirjev). Za prevladujo¢o genomsko varianto virusa se je izkazala RSPaV-
SG1, ki, kot kaze, ne povzroCa bolezenskih znamenj razbrazdanja lesa rupestrisa. Z RSPaV-1
ima 87,3% podobnost zaporedja nukleotidov. Obe omenjeni genomski varianti virusa sta manj
sorodni (priblizno 84%) s tretjo, imenovano RSPaV-BS, ki so jo sekvencirali iz francosko-
ameriSke hibridne trte Bertille Seyve 5563. Razli¢ne regije genoma so razlicno ohranjene,
odvisno od evolucijskih selekcijskih pritiskov. Najbolj ohranjeni regiji predstavljata ORF1 z
zapisom za replikazo in ORF5 z zapisom za CP. CP genomske variante imajo zelo podobne
antigenske lastnosti, kar kaze na njihovo serolosko podobnost. (Meng in sod., 1999b).

Santos in sod. (2003) ter Nolasco in sod. (2006) so odkrili 4 genomske variante virusa glede
na variabilnost CP. Oznacili so jih z Gpl, Gp2a, Gp2b in Gp3. Zadnje tri so prisotne v
razlicnih drzavah po svetu, Gpl pa so nasli le na Portugalskem. Obstoj le treh skupin (po
raziskavah drugih avtrojev) razlagajo z majhno verjetnostjo, da bi nasli skupino Gpl. Drugi
vzrok bi pa lahko bil, da uvr§¢ajo skupini Gp2a in Gp2b v eno, zaradi njune vecje sorodnosti.
Opazili niso nobene povezave med genomskimi variantami virusa RSPaV in razli¢nimi
sortami vinske trte, ki jih virusi okuZujejo; prav tako niso opazili nobene povezave med
genomskimi variantami virusa in njihovimi geografskimi lokacijami.
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2.4.2 Metode za dolo¢anje virusa RSPaV

Reverzna transkripcija in verizna reakcija s polimerazo (reverse transcription and polymerase
chain reaction, RT-PCR) metoda je pomembno izboljsala diagnostiko RSPaV. Izdelan je
poenostavjen protokol za izolacijo RNA iz vinske trte, ki se uspeSno dopolnjuje z RT-PCR
metodo. Za genom RSPaV obstaja veliko razli¢nih parov zacetnih oligonukleotidov, ki
nalegajo na razlicna mesta plaS¢ne beljakovine in replikaze (Meng in sod., 1999a; Meng in
sod., 2003). S to metodo so tudi potrdili hipotezo, da obstaja ve¢ genomskih variant sekvence
genoma RSPaV, obenem pa nakazujejo moznost, da je lahko en trs hkrati okuZen z vec
genomskimi variantami virusa (Meng in sod., 1999b; Meng in sod., 2005; Nolasco in sod.,
2006). Laboratorijske diagnosti¢ne metode so pomembne tudi zaradi ugotovitve, da je vecina
indikatorjev rupestrisa sorte St. George okuZenih z virusom RSPaV (Petrovi€ in sod., 2000b).

Za razvoj seroloSkih diagnosticnih metod je bilo potrebno izdelati u¢inkovito protitelo. Virus
se nahaja v okuZenih trsih v nizkih koncentracijah (Tzeng in sod., 1993), zato izolacija virusa
in pridobitev protiteles po klasi¢ni metodi ni bila mogoca. Na podlagi znanega nukleotidnega
zaporedja genoma RSPaV so izdelali rekombinantna protitelesa. Gen za plas¢no beljakovino
so izrazili v bakteriji Escherihia coli in nato proizvedli protitelesa proti izraZzeni plaScni
beljakovini (Meng in sod., 2003). V bakteriji Escherihia coli se je izrazala rekombinantna
fuzijska beljakovina (MBP/CP RSPaV), ki je sestavljena iz beljakovine, ki veze maltozo
(maltose binding protein, MBP) in plascne beljakovine (coat protein, CP) virusa RSPaV. Iz
grobega beljakovinskega ekstrakta so jo izolirali s pomocjo afinitetne kromatografije, pri
¢emer so uporabili amilozno kromatografsko kolono. Z ocis¢eno rekombinantno beljakovino
so imunizirali kunca, iz krvi katerega so pridobili poliklonska protitelesa imenovana As7-276
(Meng, 1999). S tako pridobljenimi protitelesi so se lahko zacela proucevanja virusa RSPaV
tudi s seroloSkimi tehnikami. Ucinkovita poliklonska protitelesa so uporabili za dokaz
variabilnosti genotipa virusa RSPaV pri razli¢nih tkivih vinske trte z metodo Western blot in
ELISA. Tako so razvili metodo, ki je hitrejSa, cenejSa, enako zanesljiva in bolj prikladna za
analizo vecjega Stevila vzorcev, kot je metoda bioloSkega indeksiranja (Meng in sod., 2000;
Meng in sod., 2003; Petrovic, 2003).

Petrovi€ in sod. (2003) so prvi€ uporabili omenjena protitelesa za vizualizacijo virusnih delcev
RSPaV z metodo lovljenja virusov s protitelesi (immuno-sorbent electron microscopy, ISEM,
trapping) in dekoracijo s protitelesi. V rastlinskem soku vinskih trt, okuzenih z RSPaV, so
videli ukrivljen, 723 nm dolg palicast virusni delec, ki ga v kontrolnih zdravih rastlinah ni



. 15
Cepin U. Analiza virusa razbrazdanja lesa rupestrisa (RSPaV) v rastlinah iz rodu vinske trte (Vitis sp.).

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

bilo. Ugotovitve, da gre za virus RSPaV, so potrdili tudi z metodami RT-PCR, Western blot in
ELISA, ki so jih naredili na istem rastlinskem materialu.

4,.-‘

Slika 2: Virus RSPaV brez dekoracije. Merilo = 100 nm (Petrovic¢ in sod., 2003).

2.4.3 Lokalizacija virusa RSPaV v vinski trti

Ugotovili so sezonska nihanja koncentracij virusa RSPaV v listih vinske trte. Visje
koncentracije so bile od pomladi (marca) do konca poletja (zacetek septembra), od takrat dalje
so opazili upad koncentacije RSPaV, ki ga proti koncu sezone (konec oktobra) niso vec
zaznali. To se ¢asovno sklada z zac¢etkom in koncem rastne sezone vinske trte (Meng in sod.,
2003; Steward in Nassuth, 2001; Petrovi¢ in sod., 2003). Te ugotovitve se ne ujemajo z
ugotovitvami Minafra in sod. (2000), da so koncentracije virusa v vseh tkivih okuZenega
rastlinskega materiala med junijem in oktobrom nespremenjene. Vzrok za to bi lahko bil v
uspevanju trt na razli¢nih geografskih lokacijah in s tem razli¢nih klimatskih razmerah v Italiji
in New Yorku.

Koncentracije virusa RSPaV so v trtah zelo nizke. Najvecje so dokazali na zacetku poletja, v
aktivno rastoc¢ih mladih tkivih, kot so stebla mladih zelenih poganjkov, lamine in petiole
aktivno rasto€ih mladih listov, in v vseh organih (listi, steblo in korenine) mlade rastlinice v
tkivni kulturi. Iz naStetih delov rastline dobimo najzanesljivejSe rezultate o prisotnosti RSPaV.
Virusov niso nasli v starejSih listih ne glede na letni Cas ter v popkih zelenih poganjkov,
nabranih poleti (Steward in Nassuth, 2001; Petrovi¢ in sod., 2003; Meng in sod., 2003).
Petrovi€ in sod. (2003) v kambiju dormantnih poganjkov rupestrisa sorte St. George niso nasli
virusov kljub temu, da so le-ti bili v zelenih poganjkih iste rastline. Tu se razhajajo z izsledki
Minafra in sod. (2000), da je mogoce v kambiju dormantnih poganjkov dokazati virus tudi
izven vegetativne sezone.
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Steward in Nassuth (2001) sta v semenih testiranih rastlin vinske trte dokazali prisotnost
RSPaV, ceprav je znano, da se RSPaV ne prenaSa s semeni. To nima pomena za
vinogradniStvo, saj se vinska trta razmnoZuje vegetativno s sadilnim materialom in ne vzgaja
iz semen.
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2.5 ULTRASTRUKTURNE SPREMEMBE, KI JIH LAHKO POVZROCAJO VIRUSI NA
RASTLINSKEM TKIVU

Virusi lahko na rastlinskem tkivu povzrocajo razli¢ne ultrastrukturne spremembe celic.
Spremembe se lahko pojavijo na kloroplastih, mitohondrijih, v vakuoli, jedru in najveckrat v
citoplazmi.

2.5.1 Viroplazme

Viroplazma je vkljucek v jedru ali v citoplazmi s temnejSimi in svetlejSimi podrocji, kjer
poteka replikacija in sestavljanje virusov. Nasli so jih v koreninskih celicah rastline Nicotiana
clevelandii, okuZene z virusom aspermije paradiznika (Tomato aspermy virus, TAV) in koruze
(Zea mays), okuzene z virusom hrapave pritlikavosti koruze (Maize rough dwarf virus,
MRDYV), v celicah §iske sladkornega trsa (Saccharum spp.), okuZenega z virusom Fiji (Fiji
disease virus, FDV) in v celicah listov kapusa (Brassica oleracea), okuZenega z virusom

mozaika cvetate (Cauliflower mosaic virus, CaMV)
(Francki in sod., 1985) (Sliki 3 in 4).

Slika 3: Koreninske celice koruze, okuZene z MRDV. Tipi¢na

viroplazma s svetlo (L) in temno (D) kontrastiranimi polji. Slika 4: Celice listov kapusa, okuzenega
Virusni delci v citoplazmi so lahko v kristalni obliki (Cr) ali pa s CaMV. A, Viroplazma v jedru (P) in
so naklju¢no razporejeni. Merilo = lum (Francki in sod., virusni delci v citoplazmi. B, Virusni
1985). delci v jedru (1) in viroplazma (P) v

citoplazmi. Merilo = 500 nm (Francki in
sod., 1985).
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2.5.2 Ultrastrukturne spremembe jedra

Fibrilarne regije v obliki manjsih ali ve¢jih obro€ev v jedru se pojavljajo pri navadnem fiZolu
(Phaseolus vulgaris), okuzenem z virusom zlatega mozaika fizola (Bean golden mosaic virus,

GMYV) (Francki in sod., 1985) (Slika 5).
%, & e, a o LR ;)@

Slika 5: Celica lista navadnega
fizola, okuzenega z BGMV. A,
Majhni fibrilarni obroc¢i v jedru
v zgodnji fazi okuzbe. B, Velik
fibrilarni obro¢ (F) v jedru v
pozni fazi okuZbe. Jedrce (Ni).
Merili = 500 nm (Francki in
sod., 1985).

Vezikli s fibrilarno vsebino se pojavljajo v perinuklearnem prostoru celic spremljevalk rastline
Physalis floridana, okuZene z virusom zvijanja listov krompirja (Potato leafroll virus, PLRV),
in krmne pese (Beta vulgaris), okuZene z virusom zahodne rumenice pese (Beet western
yellows virus, BWYV) (Francki in sod., 1985) (Slika 6).

Slika 6: Floemska celica lista rastline krmne
pese, okuzene z BWYV. Vezikel s fibrilami
lociran v prostoru med jedrnima membranama
(puscica). Merilo = 500 nm (Francki in sod.,
1985).
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Vezikulacijo zunanje jedrne membrane so opazili pri bobu (Vicia faba), okuZzenem z virusom
progastega mozaika boba (Broad bean mottle virus, BBMV) (Francki in sod., 1985) (Slika 7).

Slika 7: Celica lista boba, okuZenega z BBMV, z odstranjenimi
ribosomi, tretiran z RNazami. A, Citoplazma zapolnjena z
virusnimi delci in vezikulacija zunanje jedrne membrane. Merilo
= 500 nm. B, Virusni delci v jedru (1) in v citoplazmi. Merilo =
100 nm (Francki in sod., 1985).

Zelo nagubana jedrna povrSina je znaCilna za rastlino Nicotinia clevelandii, okuzeno z
virusom mozaika lucerne (Alfalfa mosaic virus, AMV) (Francki in sod., 1985) (Slika 8).

Slika 8: Celica lista rastline Nicotinia clevelandii, okuZene z AMV. Virusni
delci v citoplazmi (C) in izrazito nagubana povrsina jedra (N). Merilo =
500 nm (Francki in sod., 1985).
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2.5.3 Ultrastrukturne spremembe mitohondrija

Mitohondriji celic spremljevalk vsebujejo vakuolo in periferne vezikle s fibrilarno snovjo. Te
spremembe najdemo pri navadnem korenju (Daucus carota), okuZzenem z virusom rdecenja
listov korenja (Carrot red leaf virus, CaRLV) (Francki in sod., 1985) (Slika 9).

Slika 9: Celica sitaste cevi lista korenja, okuZenega s CaRLV.
Nenormalni mitohondriji z vakuolo in perifernimi vezikli, ki
vsebujejo fibrilarno snov (1). S tretiranjem z RNazami so odstranjeni
ribosomi. Merilo = 500 nm (Francki in sod., 1985).

Mitohondriji z vezikli se pojavljajo pri navadni kumari (Cucumis sativus), okuZeni s
kumari¢nim virusom 4 (Cucumber virus 4, CV4) in pri Nicotiana clevelandii,okuZeni z
andskim latentnim virusom krompirja (Andean potato latent virus, APLV), virusom rumenenja
zil Clitorie (Clitoria yellow vein virus, CYVV) ali virusom mozaika jajéevca (Eggplant
mosaic virus, EMV) (Francki in sod., 1985) (Slika 10).

Slika 10: Celica lista navadne kumare, okuzene s CV4. Mitohondriji z
vezikli nepravilnih oblik in skladovnice virusnih delcev (1 kaZejo prec¢no
prerezane skladovnice). Merilo = 500 nm (Francki in sod., 1985).
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Uniceno vsebino mitohondrija, ki ga obdajajo virusi, so videli pri navadnem tobaku (Nicotiana
tabacum), okuzenem s Tobacco rattle virus (TRV) (Francki in sod., 1985) (Slika 11).

Slika 11: Celice lista navadnega
tobaka, okuZenega s TRV (serotip I-II).
Unicen mitohondrij, ki ga obkrozajo, a
se nanj ne pritrjajo, virusni delci v
citoplazmi. Merilo = 100 nm (Francki
in sod., 1985).

Mitohondrije v obliki podkve z zrni v matriksu, ki za elektrone niso prepustna, so nasli pri
navadnem fizilu, okuZenem z virusom lisavosti plodov fiZzola (Bean pod mottle virus, BPMV)
(Kim in Fulton, 1972).

Mitohondrije, ki vsebujejo koncentri¢ne lamine, ki verjetno nastanejo iz ovojnice mitohondrija
in znotraj katerih je granulirana elektronsko gosta snov, najdemo v mezofilnih celicah
navadnega kristavca (Datura stramonium), okuzZenega z virusom razraS¢anja pritlikavosti
paradiznika (Tomato bushy stunt virus, TBSV) in v navadnem fiZolu, okuzenem z BPMV
(Kim in Fulton, 1972; Russo in Martelli, 1972).

2.5.4 Ultrastrukturne spremembe citoplazme

Tubuli ali zvitki s triplastno strukturo se pojavljajo v citoplazmi pri koruzi okuzeni z MRDV
ali z virusom sterilne pritlikavosti ovsa (Oat sterile dwarf virus, OSDV) (Francki in sod.,
1985) (Slika 12).

Slika 12: Celica SiSke koruze, okuzene z OSDV. Virusni delci
so lahko vidni v pre¢nem prerezu kot tubuli (t) ali odprti zvitki
(z) s triplastno strukturo (7). Merilo = 100 nm (Francki in sod.,
1985).
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Membranski tubuli nepravilnih oblik se pojavijo pri navadnem kristavcu, okuZenem z virusom
pegavosti in uvelosti paradiznika (Tomato spotted wilt virus, TSWV) (Francki in sod., 1985)
(Slika 13).

Slika 13: Celica lista navadnega kristavca, okuzenega s TSWV. Membranski

wgéi tubuli. Merilo = 100 nm (Francki in sod., 1985).

Mikrotelesca z nenormalno temnimi predeli in palicastimi ali ploS¢atimi strukturami brez
znane funkcije se pojavljajo pri jeCmenu (Hordeum vulgare), okuZenem z virusom
je€menovega progastega mozaika (Barley stripe mosaic virus, BSMV) (Francki in sod., 1985)
(Slika 14).

Slika 14: Celica je¢mena, okuZenega z BSMV. Mikrotelesce, ki vsebije
elektronsko gosta polja in palicaste ali plosCate strukture z neznano funkcijo.
Virusni delci v citoplazmi. Merilo = 500 nm (Francki in sod., 1985).

Stozc¢aste filamentozne strukture ob celi€ni mambrani se ponavadi nahajajo ob plazmodezmah
med celico spremljevalko in celico sitaste cevi rastline Nicotiana benthamiana, okuZene z
virusom infektivnega rumenenja solate (Lettuce infectious yellows virus, LIYV). Z
imunolokalizacijo so dokazali, da gre za bolj ali manj vzporedno zdruZene virusne delce,
orientirane skoraj pravokotno na celi¢no membrano (Medina in sod., 2005) (Slika 15).

Slika 15: Floemska celica rastline Nicotiana benthamiana, okuZene z LIYV.
Temne stoZcaste strukture so izloCki plazmaleme (PLD) in virusi LIYV, ki
izgledajo kot filamentozne strukture. Merilo = 0,58 um. Plazmodezma (P)
(Medina in sod., 2005).
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Multivezikularna telesa v citoplazmi se pojavljajo pri navadnem kristavcu, okuzenem s TBSV
in pri navadnem fiZolu, okuZenem z virusom mozaika Galinsoge (Galinsoga mosaic virus,
GaMV) (Francki in sod., 1985) (Slika 16).

A ek

Slika 16: Listna celica navadnega fizola, okuZenega z GaMV. A, Velika
multivezikularna telesa v citoplazmi. Merilo = 500 nm. B, Periferni vezikli
multivezikularnih teles s fibrilarno snovjo, ki spominja na nukleinske
kisline (7). Merilo = 100 nm (Francki in sod., 1985).

Granulirane plasti v citoplazmi lahko opazimo pri navadnem tobaku, okuZenem s
krompirjevim virusom X (Potato virus X, PVX) (Francki in sod., 1985) (Slika 17).
% T 3 i

Slika 17: Listna celica navadnega tobaka, okuZenega s PVX.
Granulirane plo$¢e prerezane precno in virusni delci (1) v

Vezikli z dvojno membrano se pojavljajo pri navadnem kristavcu, okuZzenem s TSWV
(Francki in sod., 1985) (Slika 18).
W \74 &
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Slika 18: Celice lista navadnega kristavca, okuzenega s TSWV.
Vezikli z dvojno membrano, med katerima je elektronsko gosta
snov. Merilo = 100 nm (Francki in ost., 1985).
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VKkljucki, ki so prerezani vzdolZzno, izgledajo kot snopi, pre¢no pa kot veternice in obrocki, so
znacilni za Potiviridae. Tak$ne posebnosti najdemo pri raslini Nicotiana glutinosa, okuzeni s
krompirjevim virusom Y (Potato virus Y, PVY), pri bobu, okuZenem z virusom rumenega
fizolovega mozaika (Bean yellow mosaic virus, BYMV), pri koruzi, okuZeni z virusom
mozaika sladkornega trsa (Sugarcane mosaic virus, SCMV), pri navadnem fiZolu, okuZenem z
virusom navadnega mozaika fizola (Bean common mosaic virus, BCMV), pri krmni repi,
okuZeni z virusom mozaika pese (Beet mosaic virus, BtMV), pri njivskem grahu (Pisum
arvense), okuzenem z BYMV in pri navadni kumari, okuZeni z virusom rumenega mozaika
buck 1 (Watermelon mosaic virus 1, WMV1) (Francki in sod., 1985) (Slika 19).

Slika 19: Celica lista rastline Nicotiana glutinosa, okuZene s PVY. A,
Cilindri¢ni vkljucek odrezan vzdolZzno izgleda kot snop (b) in precno
prerezan kot vetrnica (p). B, vetrnica (a) in obrocek (s). Merili = 100 nm
(Francki in ost., 1985).

Satelitno telo ob jedru lahko najdemo pri krmni pesi, okuzeni z BtMV. Starejsa satelitna telesa
imajo znacilno vakuolizacijo (Francki in sod., 1985) (Slika 20).

Slika 20: Celica lista krmne pese, okuZene z BtMV. A, Razvijajoce satelitno
telo ob jedru (Nu). B, StarejSe satelitno telo z znacilnimi vakuolami. C,
Skupek tubulov povezan s satelitnim telesom. Merila = 500 nm (Francki in
sod., 1985).
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Virusno specifi¢ne fibrile v citoplazmi in v citoplazemskih veziklih najdemo pri navadnem
fizolu, okuzenem s Southern bean mosaic virus (SBMV), pri rastlini Nicotiana clevelandii,
okuZeni z Velvet tobacco mottle virusom (VITMoV) in pri metliki (Chenopodium quinoa),
okuZeni s Sowbane mosaic virus (SoMV) (Francki in sod., 1985) (Slika 21).

- ,fj: Slika 21: Celica lista metlike, okuzZene s SoMV. Virusne specificne fibrile v
7% ,“»;f.,(nﬁ citoplazmi. (Odstranjeni ribosomi, tretiranje z RNazami). Merilo = 500 nm.
(Francki in sod., 1985)

Amorfna polja elektronsko goste snovi v citoplazmi se pojavijo pri rastlini Nicotiana
clevelandii, okuzeni z APLV, CYVV ali EMV, pri Nicotiana x edwardsonii, okuZeni z
virusom nekroze tobaka (Tobacco necrosis virus, TNV), pri navadni buci (Cucurbita pepo),
okuZeni z virusom mozaika bu¢ (Squash mosaic virus, SQMV), pri Nicotinia clevelandii,
okuzeni z virusom nekrotinega mozaika rdeCe detelje (Red clover necrotic mosaic virus,
RCNMYV) in pri bobu, okuZenim z BBMV (Francki in sod., 1985) (Slika 22).

Slika 22: Celica lista boba, okuzenega z BBMV. Citoplazma vsebuje
polja elektronsko goste amorfne snovi in vezikle s fibrilarno vsebino
(7). S tretiranjem z RNazami so odstranjeni ribosomi. Merilo = 500 nm
(Francki in sod., 1985).
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Proliferacija membrane v citoplazmi je vidna kot vezikli, ki imajo lahko fibrilarno vsebino, ki
spominja na nukleinske kisline. Pri nekaterih lahko vidimo izvor veziklov iz jedrne membrane.
Te stukturne spremembe vidimo pri: Physalis floridana, okuzeni s PLRV, krmni pesi, okuZeni
z BWYV, navadni kumari, okuZeni z virusom obrockaste gnilobe tobaka (Tobacco ringspot
virus, TRSV), navadnem grahu (Pisum sativum), okuZenem s Pea enation mosaic virus
(PEMV), bobu, okuzenem z BBMV ali z virusom obarvanja boba (Broad bean stain virus,
BBSV), Nicotiana clevelandii, okuZeni z virusom venenja boba (Broad bean wilt virus,
BBWYV), krmni pesi, okuZeni z BtMV ali z virusom rumenice pese (Beet yellows virus, BYV),
rastlinah iz rodu Citrus, okuZenih z virusom citrus tristeza (Citrus tristeza virus, CTV) in
navadni rukvici (Eruca sativa), okuZeni z Radish mosaic virus (RaMV) (Francki in sod., 1985)
(Slika 23, 24 in 25).

Slika 23: Mezofilna celica lista navadne rukvice, okuzene
z RaMV. Celica je zapolnjena z mambranskimi vezikli,
ki so znadilni za okuzbo z virusi iz rodu Comovirus.
. Merilo =500 nm (Francki in sod., 1985).

5 S RS

Slika 24: Rastoca celica sitaste cevi rastline iz rodu Slika 25: Listna celica navadnega graha, okuZenega s
Citrus, okuzene s CTV. "BYV"-tip veziklov (1) s PEMV. Vezikli s fibrilarno vsebino nastajajo iz jedrne
fibrilami, ki spominjajo na nukleinske kisline. membrane (1 kaZejo nadaljevanje zunanje jedrne
merilo = 100 nm (Francki in sod., 1985). membrane z vezikularno membrano). Merilo = 500

nm (Francki in sod., 1985).
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2.5.5 VUltrastrukturne spremembe kloroplastov

Nabrekli okrogli kloroplasti s Stevilnimi perifernimi vezikli z dvojno membrano in fibrilarno
vsebino se pojavljajo v mezofilnih celicah listov pri: kitajskem zelju (Brassica pekinensis),
okuZenem z virusom rumenega mozaika repe (Turnip yellow mosaic virus, TYMV), Nicotiana
glutinosa, okuzeni z EMV, navadnem fiZolu, okuZzenem z GaMV in navadnem grahu, okuZenem
s Kennedya yellow mosaic virus (KYMYV) (Francki in sod., 1985) (Slika 26).

Slika 26: Mezofilna celica lista kitajskega zelja, okuZenega s TYMV. A,
Nabrekli in okrogli kloroplasti s Stevilnimi perifernimi vezikli. Merilo =
500 nm. B, Kloroplastni periferni vezikli z dvoplastno membrano in
fibrilarno vsebino (7). Merilo = 100 nm (Francki in sod., 1985).

V kloroplastih lahko nastanejo vakuoli podobni vezikli verjetno iz vgreznjenih veziklov na
notranji povrSini membrane kloroplasta. TakSne ultrastrukturne spremembe najdemo pri
Nicotiana clevelandii,okuzeni z APLV, CYVV ali z EMV in navadnem grahu, okuZenem s
KYMYV (Francki in sod., 1985) (Slika 27).

e C

i [ Slika 27: Mezofilna celica navadnega graha, okuZenega s
s R KYMV. V pozni fazi okuzbe se pokazejo okrogli kloroplasti z
velikimi vakuolami in Stevilnimi perifernimi vezikli. Merilo =

500 nm (Francki in sod., 1985).
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Kloroplasti so manjsi, s slabo razvitimi granami in majhnimi Skrobnimi zrni. TakSne
ultastrukturne spremembe se pojavljajo pri Nicotinia clevelandii,okuzeni z virusom mozaika
kumar (Cucumber mosaic virus, CMV-U, T, M veriga) (Francki in sod., 1985) (Slika 28).

Slika 28: Levo in desno - Celica iz lista
rastline Nicotiana clevelandii, okuZene s
CMV. Manjsi kloroplasti s slabo razvitimi
granami in majhnimi Skrobnimi zrni. Merilo
= 500 nm (Francki in sod., 1985).

Tilakoide kloroplasta so delno lo¢ene pri bobu, okuZzenem z BBMV (Francki in sod., 1985)
(Slika 29).

ﬁ

Slika 29: Listne celice boba, okuZenega z BBMV. Tilakoide kloroplasta so delno
razmaknjene. Merilo = 500 nm (Francki in sod., 1985).

2.5.6 Ultrastrukturne spremembe vakuole

Na notranji povrsini tonoplasta so majhni vezikli, v katerih lahko vidimo fibrilarno snov, ki
spominja na nukleinske kisline. Te ultrastrukturne spremembe se pojavijo pri: rastlini Nicotiana
x edwardsonii,okuzeni s TNV, navadnem tobaku, okuzenem s TAV in rastlini Nicotiana
glutinosa, okuzZeni z virusom mozaika pepina (Pepino mosaic virus, PepMV) (Francki in sod.,
1985) (Slika 30).

e o O

Slika 30: Listne celice rastline Nicotiana x edwardsonii, okuZene s TNV. Majhni vezikli
s fibrilarno vsebino, povezani z notranjo povrsino tonoplasta, ob katerem je ER. Merilo =
500 nm (Francki in sod., 1985).
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2.6 TRANSMISIJSKA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA

Danes se za dokazovanje prisotnosti virusa, ki je povzrocitelj razbrazdanja lesa v rastlinskem
materialu, uporabljajo metode, ki temeljijo na seroloskih lastnostih (ELISA), na infektivnosti (s
testnimi rastlinami, na katere inokuliramo sok okuZene rastline), na lastnostih nukleinskih kislin
virusa, ter na morfologiji virusa. NajhitrejSe in najucinkovitejSe od teh so molekularne metode,
ki temeljijo na lastnostih nuklinskih kislin virusa in transmisijska elektronska mikroskopija, ki
temelji na morfologiji virusa in njegovih seroloskih lastnostih.

Molekularna metoda, s katero dobimo najve¢ podatkov o virusnem genomu in s Kkatero
neposredno in nedvoumno dokaZemo virusne nukleinske kisline, je metoda dolocevanja
nukleotidnega zaporedja. Med posredne molekularne metode pa uvrS€amo hibridizacijske
metode (fluorescentna in situ hibridizacija ali FISH, hibridizacija po Southernu, hibridizacija po
Northernu, dot-blot hibridizacija, mikromreze) in metode pomnoZevanja delov nukleinskih
kislin (veriZna reakcija s polimerazo — PCR in PCR v realnem casu) (Poljak, 1998).

Svetlobni mikroskop se v virologiji uporablja le pri opazovanju znotrajceli¢nih sprememb,
predvsem vkljuckov, ki se znacilno pojavljajo v gostiteljski celici pri okuzbah z doloCenimi
virusi (Edwardson, 1993). Uporablja pa se tudi za pregledovanje poltankih rezin, kot orientacija
pri rezanju ultratankih rezin.

TEM je po konstrukciji zelo podoben svetlobnemu mikroskopu. Elektronski Zarek prihaja iz
elektronske puske v kateri je katoda — filament (vorframova Zarilna nitka) ali kristal, ki oddaja
elektrone. Elektrone pospesujemo v vakumu s pomo&jo anode. Zarek elektronov gre najprej
skozi tanko odprtino v anodi, nato pa ga posebne elektromagnetne leCe zberejo v razli¢nih
ravneh. V objektu pride do interakcije elektronov Zarka in razli¢nih delov preparata. Elektroni
se elasti¢no in neelastino sipajo in odbijajo, tisti, ki gredo skozi, pa se zberejo v ZariS¢ni
ravnini in tako dobimo sliko. Zaradi sipanja elektronov so na sliki gosta mesta preparata temna,
ker so to predeli z zmanjSanim elektronskim tokom (Strus, 1996).

Preparat za TEM mora biti dovolj tanek, da Zarek lahko prehaja skozenj. V primeru negativnega
kontrastiranja virusov so virusi dovolj majhni, ¢e pa Zelimo gledati tkivo, morajo biti rezine zelo
tanke (okoli 70 nm).
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2.6.1 Rezine za opazovanje ultrastrukture

Rastlinski material je za elektronsko mikroskopijo teZavnejSi od Zivalskega materiala. Debele
celiCne stene, pogosto slabsa prepustnost plazmaleme, visoka stopnja hidratacije celic (zaradi
velike vodne vakuole), pogosta prisotnost zraka v medceli¢nih prostorih in pogosto hidrofobna
povrsina rastlin so vzrok, da fiksativi in smole za elektronsko mikroskopskopijo teZje prodirajo
v rastlinske celice. Zato so tudi Casi inkubacije rastlinskega tkiva daljSi od €asov inkubacije
Zivalskega tkiva. Izjeme so le pri zelo mladih rastlinskih tkivih, kot so meristemske celice,
mladi listi, laski in gamete (Robards in Wilson, 1993).

2.6.1.1 Fiksacija

S TEM, ki deluje v visokem vakumu, ne moremo opazovati Zivih objektov. Vzorce moramo
zato najprej mehansko (zmrzovanje) ali kemijsko (fiksirna sredstva kot so formaldehid,
glutaraldehid, osmijev tetroksid) fiksirati. Pomembno je, da vsaka celica ¢im hiteje pride v stik s
fiksativom, saj s tem stabiliziramo celi¢ne strukture, tako da ustavimo proces avtolize in da
ohranimo stanje ¢imbolj podobno stanju v Zivi celici (Strus, 1996). Da ne pride do odstopanja
plazmaleme od celi¢ne stene je med drugim pomembna osmolarnost raztopine fiksativa v pufru.
NajboljSe rezultate dajo rahlo hipertoni¢ne raztopine (Bullock, 1983). Pri rastlinskem tkivu se
kot fiksativ ponavadi uporablja meSanica glutaraldehida in formaldehida v fosfatnem pufru
(Hayat, 2000).

2.6.1.1.1 FORMALDEHID

Formaldehid je monoaldehid in je najenostavnejSi aldehidni fiksativ. Je brezbarven plin, ki se
topi v vodi, s katero reagira v metilenglikol. Pri koncentraciji, visji od 2% polimerizira in tvori
polioksimetilenglikolne molekule. Metilenglikol v celici reagira z amino, amidnimi in
sulfihidrilnimi skupinami, da nastane metilenski most. Polioksimetilenglikolne molekule so pri
zamrezenju hitrejSe od metilenglikolnih (Griffiths, 1993). Formaldehid hitreje prehaja v celice
tkiva, vendar slabSe zamreZi beljakovine, zato se uporablja v kombinaciji z glutaraldehidom za
fiksiranje kompaktnejSega tkiva (semena), v katerega glutaraldehid zelo teZzko prehaja (Hayat,
2000).
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2.6.1.1.2 GLUTARALDEHID

Glutaraldehid je alifatski dialdehid s petimi ogljiki. Ima relativno majhno viskoznost in je topen
v vodi ter organskih topilih. Glutaraldehid je molekula brez naboja z molekulsko maso 100
g/mol, kar ji omogoca prehajanje skozi membrane, Ceprav zaradi svoje velikosti potuje po tkivu
nekoliko pocasneje. Med fiksativi je najucinkovitejSi pri ohranjanju ultrastruktur, ker hitro,
ucinkovito in ireverzibilno zamreZi beljakovine. S tem stabilizira celi¢ni sistem mikrotubulov in
mikrofilamentov ter celi¢ne organele (Hayat, 2000).

2.6.1.1.3 OSMIJEV TETROKSID

Molekula OsOy4 je simetri¢ne tetraedricne oblike in je zato nepolarna. Ta lastnost ji omogoca
prehajanje skozi nabite povrSine tkiv, celic in organelov, zaradi ¢esar je zelo uporabna, kadar
nas zanima znotrajceliCna struktura. Najveckrat se uporablja pri sekundarni fiksaciji za
stabilizacijo lipidnih membran, pri ¢emer reagira z dvojnimi vezmi nenasi¢enih maScobnih
kislin (Griffiths, 1993). Zaradi visoke molekulske mase izboljSa kontrast, kar je njegova velika
prednost pred ostalimi fiksativi. Njegova slaba lastnost je po€asno prehajanje v tkivo, in
nesposobnost zamrezenja vecine proteinov ter neohranjanje ogljikovih hidratov. Zaradi teh
lastnosti se lahko ultrastruktura tkiva med fiksacijo bistveno spremeni. Ker zakrije tudi antigene,
ga ne uporabljamo, kadar Zelimo na rezinah imunocitokemijsko oznaciti antigene (Hayat,
2000).

2.6.1.2 Dehidracija

Dehidracija pomeni izmenjavo vode z organskimi topili kot sta aceton in etanol. Dehidracija
tkiva je potrebna zaradi narave nekaterih smol za vklapljanje, ki se ne meSajo z vodo in zato, ker
bi voda iz tkiva v okolju zniZanega tlaka v elektronskem mikroskopu izparevala ter tako motila
zarek elektronov.

Za dehidracijo navadno uporabljamo naraS¢ajoCo alkoholno vrsto. Etanol skoraj ne povzroca
razgradnje proteinov, pri visoki koncentraciji pa lahko pride do spiranja lipidov. Ker je
epoksidna smola higroskopska, je treba Se posebej paziti, da ne pride do stika z vodo, zato
moramo pred vklapljanjem v smolo Agar 100 zamenjati etanol Se z acetonom (Hayat, 2000).
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2.6.1.3 Vklapljanje v epoksidno smolo

Ker tkiva niso dovolj ¢vrsta, da bi jih lahko rezali na zelo tanke rezine, jih vklapljamo v
primerno trd material, ki nam to omogoca. Obstaja zelo malo tak$nih materialov, epoksidne
smole so ene najboljSih. Monomeri epoksidnih smol imajo znacilno epoksidno skupino, ki tvori
obro€ iz dveh ogljikovih in enega kisikovega atoma. Ker reagirajo z molekulami celic, dobro
ohranjajo strukturo, kar je primerno za opazovanje znotrajceli¢nih struktur (Luft, 1973; Hayat,
2000).

Polimerizacija epoksidnih smol poteka pri visokih temperaturah (35 - 60°C), pri cemer se tkivo
lahko malo skr¢i (~ 2%). Mehanizem zamreZenja tkiva s smolo je odvisen od trdilcev in
pospesevalcev. Trdilci, kot so organski anhidridi, reagirajo z vmesnimi hidroksilnimi skupinami
molekul smole in med njimi oblikujejo povezave. Ker je rakcija med trdilcem in smolo
obi¢ajno pocasna in zahteva visoko temperaturo, dodamo pospesevalec, ki pospeSuje cepitev
epoksidnih obrocev, pri ¢emer se sproS€a energija, ki omogoca polimerizacijo monomernih
molekul smole pri nizjih temperaturah (Hayat, 2000).

Epoksidne smole so manj uporabne za imunsko oznaCevanje antigenov, ker se pri rezanju
epoksidnih smol naredi prenizek relief in ker so preve¢ hidrofobne, zaradi Cesar povzrocajo
preveliko ozadje (Kellenberger s sod., 1987; Causton, 1984). Za imunolokalizacijo so
primernejSe metakrilatne smole, ki ne reagirajo s celicnimi beljakovinami. Ker je rezanje lom po
liniji najmanjSega odpora, gre lom v celici po stiku smole in beljakovine, pri ¢emer se lahko
izpostavi do 6 nm viSine beljakovine (Kellenberger s sod., 1987).

2.6.1.4 Rezanje ultratankih rezin

Za prehod elektronov skozi preparat je pomembno, da je preparat za opazovanje ¢im tanjsi. Sele
s konstrukcijo prvega ultramikrotoma (Palede in Blim, 1953) so bile dane moZnosti za pripravo
ultratankih rezin (Strus, 1996).

Diamantni noZ ima za rezanje veliko prednosti pred steklenimi noZi. Prihrani nam ogromno
Casa, ker se z rezanjem kvaliteta ne slabSa in ga ni potrebno menjevati; omogoca rezanje
ekstremno tankih rezin (1 - 2 nm) za visoko resolucijo elektronske mikroskopije. Diamant je
najtrSi znan material, kar pomeni, da je odporen na strganje in drgnjenje. Ni pa tako odporen na
lomljenje, zato je treba biti pri njegovi uporabi Se posebej pazljiv (Hayat, 2000).



. 33
Cepin U. Analiza virusa razbrazdanja lesa rupestrisa (RSPaV) v rastlinah iz rodu vinske trte (Vitis sp.).

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

2.6.1.5 Kontrastiranje rezin

Kontrast pri TEM nastane zaradi elasti¢nega in neelasti¢nega sipanja in odbijanja elektronov, ki
zadanejo v atome tkiva. Elasti¢no sipanje elektronov se dogaja, ko se elektroni pribliZajo jedru
atoma in se zaradi elektrostaticnega privlaka odklonijo za nekaj stopinj, zaradi Cesar jih vecina
zgreSi objektiv, pri tem pa ne izgubijo energije. Pri neelasticnem sipanju gre za interakcijo
elektronov z elektroni iz orbitale atoma v vzorcu. V tem primeru elektroni izgubijo toliko
energije, da ne pridejo do objektiva, njihovi odkloni pa so manj$i od pol stopinje, zato bi se
teoreticno Se ujeli v objektiv. Na delih, kjer se elektroni elasti¢no in neelasti¢no sipajo, vidimo
temna polja. Elektroni, ki pridejo neovirano skozi vzorec, se zberejo v Zari§¢ni ravnini kot svetla
polja.Tako dobimo ¢rno-belo sliko.

Tezke kovine s svojo visoko atomsko maso omogocajo vecji opisani ucinek in zato boljsi
kontrast kot atomi organskih snovi (ogljik, kisik, vodik, du$ik) z manjSo atomsko maso.
Kontrast lahko povecujemo tudi z zmanjSevanjem napetosti zaradi Cesar se elektroni gibljejo
pocasneje in se tako sipajo pod vecjim kotom.

Obstajajo specificna kontrastirna sredstva, ki se vezejo samo na doloCene strukture, pa tudi
univerzalna kontrastirna sredstva, ki se vezejo na vse strukture v tkivu (Hayat, 2000).

2.6.1.5.1 URANIL-ACETAT

Uranil-acetat je ena najpogosteje uporabljenih soli za pozitivno kontrastiranje ultratankih rezin
rastlinskega tkiva. VezZe se na nukleinske kisline in proteine, z njimi pa se slabse kontrastirajo
membrane (Robards in Wilson, 1993).

2.6.1.5.2 SVINCEV CITRAT

Svencev citrat ima visoko afiniteto vezave na lipide in glikogen. Reagira z ogljikovim
dioksidom iz zraka, pri ¢emer se tvori oborina svinfevega karbonata, zato ga je treba
shranjevati v zaprtih epruvetah ter ga tik pred zacetkom kontrastiranja prefiltrirati ali prevreti,
da se odstrani ves CO, (Robards in Wilson, 1993).
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2.6.2 Negativni kontrast

Metoda negativnega kontrastiranja se uporablja za identifikacijo virusov v soku okuZenih
rastlin. Zgradba nekaterih virusov je tako znacilna, da jih po morfoloSkih posebnostih lahko
uvrstimo v doloCeno druzino. Pogoj za optimalno opazovanje virusov je zadostno Stevilo
njihovih delcev, kar v€asih predstavlja omejitev (Mavri€ in Ravnikar, 1998).

2.6.2.1 Priprava mreZzic

Za negativno kontrastiranje so priporocljive mrezice z gosto mrezo s 400 okni, ker imajo lahko
zaradi dobre opore tanjSo folijo iz formvarja, s tem pa sta kontrast in resolucija boljsa (Milne,
1993). Mrezice je dobro napariti z ogljikom, ker so ogljikovi atomi zaradi relativno nizke
atomske mase zelo dobro prepustni za elektronski Zarek. Tako lahko zaradi Cistega ozadja lepSe
vidimo detajle vzorca, ki ga opazujemo (Hayat, 2000).

2.6.2.2 Homogenizacija rastlinskega materiala

Za opazovanje RSPaV iz tkiva vinske trte je zelo pomembno, da se pri homogenizaciji
uporablja fosfatni pufer s PVP, saj virusov niso nasli v vzorcih homogeniziranih s fosfatnim
pufrom brez PVP (Petrovic in sod., 2003).

2.6.2.3 Lovljenje virusov s protitelesi

Ce so koncentracije virusov v rastlinskem soku zelo nizke, si pomagamo z metodo imunske
elektronske mikroskopije (Immuno electron microscopy, IEM), ki neposredno povezuje
serologijo z elektronsko mikroskopijo. Prednost metode lovljenja virusov s potitelesi (immuno-
sorbent electron microscopy, ISEM, trapping) pred ELISA testom je predvsem v tem, da z
elektronskim mikroskopom opazujemo imunsko reakcijo. Tako se lahko prepri¢amo, da gre res
za reakcijo protiteles z virusom in ne za reakcijo s kakSno drugo celi¢no komponento. To je tudi
vzrok, da se ISEM uporablja za testiranje tistih vzorcev, ki kazejo pri ELISA testu mejno
vrednost. Pri metodi lovljenja virusov s potitelesi mrezice prekrijemo s protitelesi in jih nato
inkubiramo z rastlinskim sokom, v katerem iS¢emo viruse. Na ta nacin koncentriramo virusne
delce (Van Regenmortel in Dubs, 1993; Mavri€ in Ravnikar, 1998).
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2.6.2.4 Dekoracija virusov s protitelesi

Z dekoracijo izboljSamo metodo ISEM, kar pomeni, da na mreZico adsorbirane viruse oznacimo
s Se enimi protitelesi, ki so specifi¢ni za virusno plas¢no beljakovino. S protitelesi dekorirane
viruse pod elektronskim mikroskopom zlahka lo¢imo od nedekoriranih (Van Regenmortel in
Dubs, 1993; Mavric¢ in Ravnikar, 1998; Petrovic in sod., 2003).

2.6.2.5 Kontrastiranje z uranil-acetatom

Negativno kontrastiranje povecuje sipanje elektronov zaradi prisotnosti atomov tezkih kovin v
hidrofilnih podro¢jih vzorca, kar izboljSuje kontrast. Vzorec in kontrastno sredstvo povzrocata
razlicno sipanje elektronov, kar vidimo kot svetli vzorec in temno kontrastno sredstvo. V
prisotnosti uranil-acetata (U-Ac) se delci dobro primejo na formvar folijo in so relativno dobro
negativno kontrastni, saj U-Ac ne povzroCa vecje granulacije ozadja. Le-ta se povecuje v
prisotnosti elektronskega Zarka. U-Ac se uporablja pri pH 2 - 5. Pri vi§jem pH in tudi v
prisotnosti fosfatnega pufra se obarja v kristalno obliko. Na svetlobi in v prisotnosti kisika
razpada. Vzorci, pripravljeni z U-Ac so stabilni in jih lahko shranimo za dalj ¢asa (Hayat,
2000).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 RASTLINSKI MATERIAL

Izbrali smo dve zdravi in dve z RSPaV okuZeni rastlini rupestrisa (Vitis rupestris Scheele):

- rupestris sorte St. George 8, ki je bil cepljen z okuzenim trsom vinske trte (Vitis vinifera
L.) sorte Refosk (6 11/18)

- rupestris sorte St. George 8

- rupestris sorte St. George 5, ki je bil cepljen z okuZenim trsom vinske trte sorte Refosk
(38 VIII/44)

- rupestris sorte St. George 5

Rastline so rastle v rastlinjaku pri relativni vlaznosti 50% (poleti) ali 30% (pozimi) in
temperaturi 20 - 22°C ali ve¢ (poleti). Rastline so rastle pri son¢ni svetlobi in naravni
fotoperiodi. V decembru smo rastline porezali in jih za en mesec prestavili v mra¢ni prostor s
temperaturo 2 - 10°C.

Poleg tega smo v zacetku julija v selekcijskem vinogradu v Komnu na Krasu, ki je bil posajen v
letih od 1989 do 1991 z namenom izbrati ustrezne elite za klonsko selekcijo in odbiro zdravih
cepljenk ter obdrzati stare tipe sorte Refosk (Tomazic, 1999), nabrali zelene poganjke 12 trsov
vinske trte sorte Refosk:

- vinska trta sorta Refosk 3 1/49

- vinska trta sorta Refosk 4 1/90

- vinska trta sorta Refosk 6 1I/18

- vinska trta sorta Refosk 16 IV/8

- vinska trta sorta Refosk 26 VI/1

- vinska trta sorta Refosk 26 V1/3

- vinska trta sorta Refosk 26 V1/5

- vinska trta sorta Refosk 28 V1/41

- vinska trta sorta Refosk 38 VII/44
- vinska trta sorta Refosk 43 VIII/113
- vinska trta sorta Refosk 48 IX/43

- vinska trta sorta Refosk 63 VII/120
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3.2 ANALIZA VZORCEV

Z razli¢nimi metodami smo preverili prisotnost 10 razli¢nih virusov v izbranih vinskih trtah,
med njimi tudi prisotnost virusa RSPaV.

3.2.1 ELISA

3.2.1.1 Homogenizacija rastlinskega materiala za test ELISA

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

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

TRIS 264 mM
TRIS-HCl 236 mM
NaCl 137 mM

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

3.2.1.2 Test ELISA

S testom ELISA smo dokazovali 9 najpogosteje prisotnih virusov pri vinski trti: GFLV, GFkV,
ArMV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GLRaV-6, GVA in GVB. Uporabili smo dve razli¢ni
tehniki: neposredno metodo dvojni sendvi¢ (DAS ELISA) in posredno metodo (indirect PTA
ELISA). V obeh primerih smo na mikrotitrske ploS¢ice 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,PO, 1,5 mM
NazHPO4 8 mM
KCl 3 mM
Tween 20 0,05 %

Karbonatni pufer za ELISA (pH 9,6):
N32CO3 15 mM
NaHCOs 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
KCl 3 mM

3.2.1.2.1 NEPOSREDNA METODA DVOJNI SENDVIC (DAS ELISA)

Test DAS ELISA smo uporabili za analizo prisotnosti virusov 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, razredéenith v karbonatnem pufru v razmerju 1 : 1000. Plos¢ico smo
inkubirali ¢ez no¢ v hladilniku pri temperaturi 4 °C ter nato vdolbinice 4-krat sprali s pufrom za
izpiranje.
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V vdolbinice na mikrotitrski ploS¢ici smo odpipetirali po 190 pl 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 pl protiteles proti
doloCenemu virusu konjugiranih z alkalno fosfatazo (Bioreba), razredCenih 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 pl p-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 prisotnost virusa, odcitali
spektrofotometricno pri 405 nm. Uporabili smo ¢italec mikrotitrskih plos¢ic Dynatech MR5000
in program BioLinx 2.20.

3.2.1.2.2 POSREDNA METODA (INDIRECT PTA ELISA)

S posredno metodo ELISA smo analizirali prisotnost virusa GVB.

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 specifi¢nih protiteles proti GVB. Specifi¢na protitelesa
proti virusu GVB (Agritest) smo nanesli razred¢ena v konjugatnem pufru v razmerju 1 : 1000.
Po dveh urah inkubacije pri 37 “C smo plos¢ico 4-krat sprali s pufrom za izpiranje. V vdolbinice
smo nato odpipetirali po 180 ul protiteles, konjugiranih z alkalno fosfatazo, razred¢enih v
konjugatnem pufru v razmerju 1 : 1000 za GVB (Agritest). 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 Citalcem mikrotitrskih plos¢ic Dynatech MR5000 in programom BioLinx
2.20 izmerili absorpcijo pri 405 nm.

3.2.1.2.3 OBDELAVA PODATKOV TESTA ELISA

Podatke smo obdelali z racunalniS$kim programom Microsoft Excel. Za vsak vzorec smo iz
ponovitev izracunali povprecno vrednost od¢itkov. Za vsako ploS¢ico smo narisali grafikon iz
spektrofotometri¢nih odcitkov vzorcev. 1z grafikonov smo na podlagi poviSanih in nizkih
fotometri¢nih vrednosti vzorcev dolocili mejo med pozitivnimi (okuZenimi) in negativnimi
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(neokuZenimi) vzorci. Za pozitivne smo vecinoma Steli vzorce, pri katerih je bila absorpcija po
eni ali dveh urah inkubacije 2-krat do 3-krat vecja kot absorpcija referen¢ne negativne kontrole.
Ta nacin dolo¢anja meje med pozitivnimi in negativnimi vzorci se uporablja tudi v rutinskem
testiranju.

3.2.2 RT-PCR

3.2.2.1 Izolacija celokupne RNA

Za izolacijo celokupne RNA smo od vsake rastline vzeli po tri razlicne dele poganjka (mlade
liste, starejSe liste ter zdruZena zeleni del stebla in nastrgan floem olesenelega dela poganjka).

Za 1izolacijo celotne RNA smo uporabili kit RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). V
mikrocentrifugirko, ki je vsebovala 200 mg v teko¢em duSiku homogeniziranega vzorca, smo
dodali 900 pl pufra RLT, ki vsebuje gvanidinjev izotiocianat, ki inaktivira RNaze. Vzorec smo
dobro premesali in inkubirali 3 minute na 56°C. Lizat smo nato prenesli v kolono QIAshreeder
(namesS¢eno v mikrocentrifugirki) in centrifugirali 2 minuti pri 13000 rpm. Supernatant smo
prestavili v novo mikrocentrifugirko, mu dodali 0,5 volumna etanola in dobro premesali. Vzorec
smo prenesli v kolono RNeasy mini spin (namesSceno v mikrocentrifugirki) in centrifugirali 20
sekund pri 10000 rpm. Kolono smo spirali tako, da smo vanjo zaporedoma dodali 700 pl pufra
RW1 in centrifugirali 20 sekund pri 10000 rpm, dodali 500 pl pufra RPE in centrifugirali 20
sekund pri 13000 rpm, dodali 500 pl pufra RPE in centrifugirali 2 minuti pri 13000 rpm. Po
vsakem centrifugiranju smo kolono RNeasy mini spin prestavili v novo mikrocentrifugirko.
RNA smo iz kolone RNeasy mini spin izprali z zaporednim nanosom vode na kolono. 20 pl
vode smo inkubirali 1 minuto, centrifugirali 1 minuto pri 10000 rpm, za tem dodali Se 20 pl
vode, inkubirali 1 minuto in centrifugirali 2 minuti pri 10000 rpm. Iz posamezne kolone smo
tako dobili 40 pl celotne RNA, ki smo jo shranili pri -80 °C.
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3.2.2.2 Postopek RT-PCR

3.2.2.2.1 DENATURACIJA RNA

Po 10 pl dsRNA od vsakega vzorca smo denaturirali 5 minut pri 94°C v termobloku.

3.2.2.2.2 SINTEZA cDNA

Za sintezo komplementarne verige (cDNA) smo pripravili reakcijsko meSanico, ki je vsebovala:
- 2,5 pul avtoklavirane ddH20
- 4 ul 10 x PCR pufer (ABI)
- 2ul25 mM MgCl, ( ABI)
- 8 ull0 mM dNTP (ABI)
- 0,5 ul RNAze inhibitor (ABI)
- 1 ul MMLYV reverzna transkriptaza (Promega)
- 1 pl zacetni oligonukleotidi 1
- 1 pl zacCetni oligonukleotidi 2

K 20 pl reakcijske meSanice smo dodali 5 pl denaturirane celokupne RNA. Vzorce smo
inkubirali v aparaturi za PCR (Prekin Elmer 9700) 1 h pri 42°C.

Uporabili smo dva para zacetnih oligonukleotidov:

- RSP52 5’-TGAAGGCTTTAGGGGTTAG-3’

- RSP53 5’-CTTAACCCAGCCTTGAAAT-3’

- RSP 48 5’-AGCTGGGATTATAAGGGAGGT-3’
- RSP 49 5’-CCAGCCGTTCCACCACTAAT-3’

Par zacetnih oligonukleotidov RSP 52 in RSP 53 pomnoZuje 905 bp dolg del virusnega genoma,
ki zajema celo virusno plas¢no beljakovino (od nukleotida 7709 do nukleotida 8595) (Nolasco
in sod., 2000).
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Par zacetnih oligonukleotidov RSP 48 in RSP 49 pomnoZuje 330 bp dolg del virusnega genoma,
ki kodira osrednji del virusne plascne beljakovine (od nukleotida 8178 do nukleotida 8507)
(Nolasco in sod., 2000).

3.2.2.2.3 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO (PCR)
Za veriZno reakcijo s polimerazo smo pripravili reakcijsko meSanico, ki je vsebovala:

- 29 pl avtoklavirane ddH20

- 4 ul 10 x PCR pufer (ABI)

- 2 ul25mM MgCl, (ABI)

- 3,2ul 10 mM dNTP (ABI)

- 0,2 ul Taq DNA polimeraza (ABI)
- 0,8 ul zacetni oligonukleotidi 1

- 0,8 ul zacetni oligonukleotidi 2

K 40 pl meSanice za verizno reakcijo s polimerazo smo dodali 5 pl ¢cDNA. Vzorce smo
inkubirali v aparaturi za PCR (Prekin Elmer 9700):

94°C 3 min

94°C 50s

55°C 50s 40 ciklov
72°C 1,5 min

72°C 10 min

3.2.2.2.4 GELSKA ELEKTROFOREZA

Produkte veriZne reakcije s polimerazo smo preverili z elektroforezo na 2% agaroznem gelu. 5 g
agaroze (Agaroze for Routine use) in 250 ml pufra TAE smo v erlenmajerici segrevali do vretja,
ohladili na 50°C, dodali 10 ul EtBr, premesali in nalili v nosilec za gel. Na gel smo nanesli 20 pl
cDNA, zmeSane s 4 pl nanaSalnega pufra za elektroforezo. Uporabili smo 1 pl oznacevalca
velikosti (Marker Gene Ruler™ 100 bp). Elektroforeza je potekala 90 minut pri napetosti 100V.
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3.2.3 Testiranje prisotnosti RSPaV z elektronskim mikroskopom

Na prisotnost virusa RSPaV smo testirali tri razlicne dele mladega poganjka (starejsi listi, mladi
listi, floem mladega poganjka) Stirih rastlin rupestrisa sorte St. George in 12 rastlin vinske trte
sorte Refosk.

3.2.3.1 Priprava mreZic za elektronsko mikroskopijo

Uporabljali smo mreZice za elektronsko mikroskopijo proizvajalca Agar Scientific s premerom
3 mm, gosto mrezo (400 okenc), prevleCene s formvar folijo in naparjene z ogljikom, ki nudi
virusom in drugim strukturam povr$ino, na katero se lahko adsorbirajo.

3.2.3.2 Priprava raztopin

0,1 M fosfatni pufer (PB) za elektronsko mikroskopijo

raztopina A:
0,2 M NaH,PO,4 X 2H,0 6,24 g
dd H,O 200 ml

raztopina B:
0,2 M NaH2P04 7,5 g
dd H,O 300 ml

Za 11 0,1 M PB za elektronsko mikroskopijo smo zmesali:

raztopina A 200 ml
raztopina B 300 ml
dd H,O 500 ml

Umerili smo pH na 6,8 in hranili v hladilniku.

Ekstrakcijski pufer za vinsko trto (0,1 M PB z 2% PVP):

0,1 M PB za EM virusov 100 ml
PVP (polivinil-pirolidin) 2g
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1% uranil-acetat

(CH3CO0),U0O; x 2H,0 lg
dd H,O 100 ml

3.2.3.3 Ekstrakcija

V mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 300 ul ekstrakcijskega pufra za vinsko trto. 1z delov
lista z bolezenskimi znaki smo z britvico izrezali 3 x po 2 mm® velike kostke. Iz olesenelih
delov smo s skalpelom odstranili les in nastrgali notranje plasti. Vzorce smo prenesli v
mikrocentrifugirke s pufrom, kjer smo jih s palckami strli. Za vsak vzorec smo uporabili drugo
palcko.

3.2.3.4 Lovljenje virusov s protitelesi (ISEM) in dekoracija

Za dolocanje prisotnosti virusa v vzorcih smo izbrali metodo lovljenja virusov s protitelesi, ker
so koncentracije virusa zelo nizke. Da smo dokazali, da so virusni delci, ki so se ulovili na
mrezico za EM res RSPaV, smo virusne delce dekorirali s protitelesi.

Na kapljico nepreciS¢enih poliklonskih protiteles As7-276 (15 - 20 pl na parafilmu), redCenih
1:1000 v 0,1 M PB, smo polozili mrezico s stranjo s formvar folijo in naparjenim ogljikom
navzdol, kamor so se v ¢asu 15 minutne inkubacije adsorbirala protitelesa. MreZico smo sprali s
priblizno 40 kapljicami 0,1 M PB in popivnali s filter papirjem. Zatem smo jo poloZili na
kapljico vzorca in inkubirali 60 minut, popivnali s filter papirjem in jo sprali s priblizno 40
kapljicami 0,1 M PB. MrezZico smo nato polozili na kapljico nepreciS€enih poliklonskih
protiteles As7-276, redCenih 1:50 v 0,1 M PB in inkubirali 15 min. Ostanek protiteles smo
popivnali s filter papirjem in mreZico sprali s priblizno 40 kapljicami bidestilirane vode.
MreZzico smo kontrastirali s 7 kapljicami 1% uranil-acetata, s filter papirjem popivnali
preostanek U-Ac in jo poloZili na papir, da se je dobro posusila na zraku.

3.2.3.5 Pregledovanje mreZic

Mrezice smo pregledali s pomocjo transmisijskega elektronskega mikroskopa (Philips CM 100)
pri 80 kV, pri povecavah od 15000-krat do 92000-krat.



. 45
Cepin U. Analiza virusa razbrazdanja lesa rupestrisa (RSPaV) v rastlinah iz rodu vinske trte (Vitis sp.).

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

3.2.3.6 Lokalizacija in kvantifikacija RSPaV v poganjku

Prisotnost RSPaV smo z metodama trapping in dekoracijo preverjali v razli¢nih delih zelenega
poganjka (floem, listna ploskev in listne Zile) (Slika 31) rupestrisa sorte St. George in vinske trte
sorte Refosk. Pri nekaterih trtah sorte RefoSk smo preverili prisotnost RSPaV le v floemu. Na
vsaki mreZici s 400 okenci smo pregledali od 10 do 15 okenc in presteli vse viruse RSPaV, ki
smo jih na njih videli. Za lazjo predstavo smo Stevila pretvorili v znake: (+) pomeni 1-3 viruse,
(++) pomeni 4-7 virusov, (+++) pomeni 8 in ve¢ virusov, (-) pa pomeni, da virusov na povrsini

10-15 okenc nismo nasli.

Slika 31: Prikaz delov zelenega poganjka ([]), v katerih smo
preverjali prisotnosti virusa z imunsko elektronsko mikroskopijo.

3.3 PRIPRAVA PREPARATOV ZA OPAZOVANJE ULTRASTRUKTURE Z
ELEKTRONSKIM MIKROSKOPOM

3.3.1 Priprava raztopin

0,1 M fosfatni pufer (PBS):

NaCl 8¢g
KCl 02¢g
Na,HPO, x 12H,0 2,89 ¢
KH,PO4 02¢g
dd H,O 11
pH=7

0,08 M fosfatni pufer (PBS):
0,1 M PBS 400 ml
dd H,O 100 ml
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4% paraformaldehid (PA ):

PA (Agar Scientific) 1,6 g
PBS 40 ml
Mesali smo ¢ez no¢, ker se zelo pocasi topi.
pH=7

Fiksativ (2% PA in 3% GA):

4% PA 10 ml
25% glutaraldehid (GA) (Agar scientific) 1,8 ml
0,08 M PBS 8,2 ml

Trdni (Hard) Agar 100 (Agar scientific):

Agar 100 epoxy smola 20 ml
DDSA trdilec 9ml

MNA trdilec 12 ml
BDMA akcelerator 1,2 ml

Dodali smo ga tik preden smo vzorcke vstavili v modelcke.

3% vodni uranil-acetat

uranil-acetat (MERCK) 03¢g
dd H,O 10 ml
1% OSO&

2% vodna raztopina OsOs (Agar scientific) 10 ml
PBS 10 ml

Svencev citrat
Pb; (C¢Hs507), X 3H,0 (Agar scientific) 0,04 g
1 M NaOH 10 ml



. 47
Cepin U. Analiza virusa razbrazdanja lesa rupestrisa (RSPaV) v rastlinah iz rodu vinske trte (Vitis sp.).

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

3.3.2 VKklapljanje rastlinskega tkiva v smolo Agar 100

Smolo Agar 100 smo pred zacetkom vklapljanja zmeSali iz posameznih komponent po
navodilih proizvajalca za trdo (hard) smolo, brez akceleratorja.

Celoten postopek fiksacije, dehidracije in infiltracije smo izvedli v mikrocentrifugirkah pri
sobni temperaturi med stalnim meSanjem na vrtljivem kolesu.

3.3.2.1 Primarna fiksacija

Od vsake rastline smo vzeli mlade liste, stare liste in mlado zeleno stebelo, iz katerih smo
neposredno v fiksativu v petrijevki narezali koScke tkiva in jih hitro prenesli v
mikrocentrifugirke s fiksativom. Fiksacija je potekala 2 h. Po fiksaciji smo odstranili fiksativ in
njegove ostanke sprali 3-krat po 10 min s PBS.

3.3.2.2 Sekundarna fiksacija

Koscke tkiva smo dali za 1 h v 1% OsO4, Po koncani sekundarni fiksaciji smo odstranili fiksativ
in njegove ostanke spirali 3-krat po 5 min z 0,08M PBS.

3.3.2.3 Dehidracija

Fiksirane koScke tkiva smo dehidrirali v naraS¢ajoci alkoholni vrsti, nato pa etanol zamenjali z
acetonom. Prva stopnja dehidracije je potekala 20 min v 30% etanolu, druga prav tako 20 min,
tokrat v 50% etanolu. V 70% etanolu smo koScke tkiva pustili ¢ez no¢. Naslednji dan smo jih
dali v 90% etanol za 20 min in nato 2-krat po 20 min v absolutni etanol. Etanol smo z acetonom
zamenjali postopno. Najprej smo dali koScke tkiva za 20 min v meSanico absolutnega etanola in
acetona v razmerju 1:1, nato pa 2-krat za 20 min v aceton.
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3.3.2.4 Infiltracija

Tudi infiltracija smole v tkiva je potekala postopno. Kosc¢ke tkiva smo dali najprej za 2 h v
meSanico acetona in smole Agar 100 v razmerju 1:1, nato za 1 h v ¢isto smolo. Potem smo
smolo zamenjali in inkubirali ¢ez no¢. Naslednji dan smo dali koScke tkiva Se enkrat v Cisto
smolo za 1 h.

3.3.2.5 Polimerizacija

Smoli smo najprej dodali akcelerator ter jo mesali, da se ni prehitro trdila. V modelcke za
plosko vlaganje smo dali najprej malo smole, nanjo polozili kosc¢ke tkiva, jih poravnali in
modelcke do vrha napolnili s smolo. Pazili smo, da ni bilo mehurckov zraka.

Polimerizacija je potekala 3 dni pri 65°C. V smolo vklju¢ene koscke tkiva smo nato vzeli iz
modelckov in jih pred zacetkom rezanja pustili stati najmanj 1 teden.

3.3.3 Poltanke rezine

3.3.3.1 Rezanje poltankih rezin

Poltanke rezine debeline 0,6 - 0,7 um, smo rezali s steklenim noZem na ultramikrotomu
(Reichert Ultracut S). Steklene noZe smo naredili s pripravo za izdelovanje steklenih nozev
(Reichert Knifemaker).

3.3.3.2 Barvanje poltankih rezin

Poltanke rezine smo z vodne povrSine kadicke na steklenem nozu prenesli v kapljico 30%
raztopine acetona na objektno stekelo. Raztopino acetona smo posusSili nad gorilnikom, da so se
rezine prilepile na steklo. Vzorcke smo barvali s toluenskim modrilom, pripravljenim iz 2%
toluenskega modrila, 2% boraksa in bidestilirane vode v razmerju 1:1:2. Kapljo barvila smo
kanili na rezine, malo segreli in nato sprali s curkom vode.
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3.3.3.3 Opazovanje poltankih rezin

Poltanke rezine smo opazovali s svetlobnim mikroskopom (Nikon) pri povec¢avah od 10-krat do
40-krat.

3.3.4 Ultratanke rezine

3.3.4.1 Rezanje ultratankih rezin

Ultratanke rezine debelin 70 nm smo rezali z diamantnim noZem (Du Pont Instruments
Diamond Knife) na ultramikrotomu (Reichert Ultracut S.). Z vodne povrSine kadicke
diamantnega noza smo ultratanke rezine pobrali na mreZice prevleCene s formvar folijo.
Vecinoma smo uporabljali mreZice z eno vecjo luknjico (slot), pa tudi mreZice s 75 okni (75
mash) in mrezice s 150 okni (150 mash).

3.3.4.2 Kontrastiranje ultratankih rezin

Pred opazovanjem pod elektronskim mikroskopom smo rezine kontrastirali najprej 35 min s 3%
vodnim uranil-acetatom, sprali z vodo in nato konstrastirali Se 8 - 10 min s svin¢evim citratom.
Mrezice smo Se enkrat sprali z vodo, jih posusili na zraku in shranili v Skatlici.

3.3.4.3 Opazovanje ultratankih rezin z elektronskim mikroskopom

Ultratanke rezine smo opazovali s transmisijskim elektronskim mikroskopom (Philips CM 100)
pri 80 kV, pri pove€avah od 2600-krat do 130000-krat.
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4 REZULTATI

4.1 RASTLINSKI MATERIAL

Zdravi (Sliki 32 in 34) in z RSPaV okuZeni (Sliki 33 in 35 ) rastlini rupestrisa sorte St. George
sta bili v primerljivem fizioloSkem stanju. Na okuZenih rastlinah (Sliki 33 in 35) ni bilo vidnih
bolezenskih znamenj. Ker smo rastline rupestrisa 8 vzorcili v zacetku maja, rastline rupestrisa 5

pa sredi julija, so bili poganjki rupestrisov 8 mlajsi, bolj zeleni in manj oleseneli (Sliki 32 in 33),
kot poganjki rupestrisov 5 (Sliki 34 in 35).

Slika 32: Zdrava rastlina rupestrisa sorte St. George 8. A, cela rastlina; B, steblo poganjka; C, starejsi list; D, mlajsi
list.

Slika 33: Z RSPaV okuzZena rastlina rupestrisa St. George 8 (6 II/18). A, cela rastlina; B, stebelo poganjka; C,
starejsi list; D, mlajsi list.
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Slika 34: Zdrava rastlina rupestrisa sorte St. George 5. A, cela rastlina; B, poganjek s stebelom; C, starejsi list; D,
mlajsi list.

Slika 35: Z RSPaV okuZena rastlina rupestrisa sorte St. George 5 (38 VIII/44). A, cela rastlina; B, poganjek s
stebelom; C, starejsi list; D, mlajsi list.

4.2 ELISA

S testom ELISA smo preverili prisotnost 9 virusov (GFLV, GFkV, ArMV, GLRaV-1, GLRaV-
2, GLRaV-3, GLRaV-6, GVA in GVB), ki najpogosteje okuzujejo rastline iz rodu vinske trte, v
Stirih izbranih rastlinah rupestrisa. S testom ELISA smo dokazali, da nobeden od zgoraj naStetih
virusov ni bil prisoten v nobeni od analiziranih rastlin in s tem zmanjSali moZnost, da smo
dokazovali ultrastrukturne spremembe povzrocene s kakSnim drugim virusom.



y 52
Cepin U. Analiza virusa razbrazdanja lesa rupestrisa (RSPaV) v rastlinah iz rodu vinske trte (Vitis sp.).

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

43 RT-PCR

Z metodo RT-PCR smo potrdili prisotnost virusa RSPaV v rupestrisu 5 (38 VIII/44) in
rupestrisu 8 (6 1I/18), ter odsotnost virusa v rupestrisu 5 in rupestrisu 8. Ker smo od vsake
rastline pregledali razli¢ne dele poganjka, smo ugotovili, da je bilo virusa najve¢ v mladem
steblu in floemu olesenelega dela stebla v okuzenih rastlinah. Najmanj virusa je bilo v mladih
listih okuZenih rastlin. V mladih listih rupestrisa 8 (6 1I/18) skoraj nismo zaznali virusa, v
mladih listih rupestrisa 5 (38 VIII/44), od katere smo uporabili starejsi poganjek, pa smo zaznali
zelo malo virusa. Virus smo dokazali tudi v starejSih listih obeh okuZenih rastlin (Sliki 36 in
37).
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Slika 36: Elektroforeza produkta PCR na agaroznem gelu, uporabljen par zacetnih olugonukleotidov RSP 52 in
RSP 53. Rup. pomeni rupestris sorte St. George, Stevili 5 in 8 predstavljata dva razli¢na izvora rupestrisa, v
oklepajih so oznake okuZenih rastlin sorte Refosk, ki so bile cepljene na rupestris. M - mlajsi listi, L - starejsi listi
in S - zeleni del stebla in nastrgan floem olesenelega dela stebla.
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Slika 37: Elektroforeza produkta PCR na agaroznem gelu, uporabljen par zacetnih olugonukleotidov RSP 48 in
RSP 49. Rup. pomeni rupestris sorte St. George, Stevili 5 in 8 predstavljata dva razlicna izvora rupestrisa, v
oklepajih so oznake okuZenih rastlin sorte Refosk, ki so bile cepljene na rupestris. M - mlajsi listi, L - starejsi listi
in S - zeleni del stebla in nastrgan floem olesenelega dela stebla.



“ 54
Cepin U. Analiza virusa razbrazdanja lesa rupestrisa (RSPaV) v rastlinah iz rodu vinske trte (Vitis sp.).

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

44 IEM

Z imunsko elektronsko mikroskopijo (IEM) smo prav tako potrdili prisotnost virusa RSPaV
(Slika 38) v okuZenih rastlinah rupestrisa 5 (38 VIII/44) in rupestrisa 8 (6 II/18). V soku
neokuZenih rastlin rupestrisa 5 in rupestrisa 8 virusov nismo na$li. V okuZenih rastlinah smo
viruse vedno nasli v floemu stebla, kar ustreza naSim pri¢akovanjem. V listih virusa nismo

vedno dolo¢ili (Preglednica 1 in 2). V okuZenem rupestrusu 8 (6 II/18) je bil virus prisoten v
listnih Zilah, v listni ploskvi pa ga ni bilo, v okuZenem rupestrisu 5 (38 VIII/44) je bila situacija
ravno nasprotna (Preglednica 1).

Slika 38: Virus RSPaV.

Preglednica 1: Seznam testiranih rupestrisov sorte St. George z rezultali imunske elektronske mikroskopije. (+)
pomeni 1 - 3 virusi na 10 - 15 okenc mreZice, (++) pomeni 4 - 7 virusov na 10 — 15 okenc mreZice, (+++) pomeni 8
in ve¢ virusov na 10 — 15 okenc mreZice, (—) pomeni, da na mreZici nismo nasli virusov.

DEL POGANJKA floem listna
stebla listne Zile ploskev
RUPESTRIS
St. George 5 (38 VIII/44) + = 4+
St. George 5 = — _
St. George 8 (6 11/18) + ++ —
St. George 8 = = _
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Razporeditev virusa RSPaV smo z metodo imunske elektronske mikroskopije opazovali tudi v
12 trsih vinske trte sorte Refosk iz vinograda v Komnu. Prisotnost virusa v floemu smo potrdili
v 11 rastlinah, v listih pa pri 4 rastlinah. Zanimivo je, da je bilo v vecini primerih, kjer smo vec
virusov nasli v floemu stebla, manj virusov v listih in obratno. Kjer so virusi bili v listih, smo jih
vedno nasli v listni ploskvi (pri 4 rastlinah), medtem ko smo jih le v dveh rastlinah naSli tudi v
listnih Zilah (Preglednica 2).

Preglednica 2: Seznam testiranih Refoskov. Rezultali imunske elektronske mikroskopije. (+) pomeni 1 - 3 virusi na
10 - 15 okenc mreZice, (++) pomeni 4 - 7 virusov na 10 — 15 okenc mreZice, (+++) pomeni 8 in ve¢ virusov na 10 —
15 okenc mreZice, (—) pomeni, da na mreZici nismo nasli virusov, (/) pomeni, da teh delov nismo testirali.

DEL POGANJKA floem listna
SORTA stebla listne zile | ploskev
VINSKE TRTE
Refosk 3 1/49 + / /
Refosk 4 1/90 +++ / /
Refosk 16 IV/8 + / /
Refosk 26 VI/5 ++ / /
Refosk 26 VI/1 + / /
Refosk 28 V1/41 +++ / /
Refosk 26 V1/3 = _ _
Refosk 6 11/18 + ++ ++
Refosk 38 VII/44 n = it
Refosk 48 1X/43 + - +
Refosk 43 VIII/113 +++ ++ +
Refosk 63 VII/120 +++ - =
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4.5 POLTANKE REZINE

Iz vsakega koScka tkiva smo najprej narezali nekaj poltankih rezin, jih pobarvali s toluenskim
ali metilenskim modrilom in pogledali pod svetlobnim mikroskopom. Poltanke rezine smo
rezali toliko ¢asa, da smo prisli do ustreznega mesta v koS¢ku tkiva, iz tega dela pa smo narezali
ultratanke rezine.

Opazili smo nekaj razlik med zdravo in z RSPaV okuZeno rastlino, ter med starejSo in zdravo
rastlino, vendar nismo imeli statisticno reprezentativnih vzorcev, da bi opaZeno lahko tudi v
sploSnem trdili.

4.5.1 Listi zelenega poganjka

Na poltankih razinah smo pri starejSih listih zdravih in z RSPaV okuZenih rupestrisov (Slika 39
levo) v gobastem in palisadnem tkivu opazili ve¢je medceli¢ne prostore, kot pri mlajsih listih
(Slika 39 desno) zdravih in z RSPaV okuZenih rupestrisov.

Slika 39: Levo — Prec¢ni prerez starejSega lista zdravega rupestrisa sorte St. George 5. Desno — Precni prerez
mladega lista zdravega rupestrisa sorte St. George 5.
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Na poltankih rezinah pre¢nih prerezov Zil mlajSih in starejSih listov smo opazili, da so imeli
ksilemski elementi Zil v listih zdravih rupestrisov vecji premer (Slika 40 levo) kot v listih z
RSPaV okuZenih rupestrisov (Slik 4 desno). ZmanjSanja Stevila ksilemskih elementov pri z

RSPaV okuZenih rupestrisih nismo opazili.

Slika 40: Levo — Precni prerez Zil starejSega lista zdrave rastline rupestrisa sorte St. George 5. Desno - Pre¢ni
prerez Zil starejSega lista z RSPaV okuZenega rupestrisa sorte St. George 5 (38 VIII/44).

4.5.2 Steblo zelenega poganjka

Tudi v Zilah stebla z RSPaV okuZenih rupestrisov sorte St. George (Slika 41 levo) smo opazili
zozanje ksilemskih elementov, v primerjavi z zdravimi (Slika 41 desno).

Slika 41: Levo — Precni prer
Precni prerez Zil stebla zdrave rastline rupestrisa sorte St. George 5.
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4.6 ULTRATANKE REZINE

Razlike v ultrastrukturi med zdravimi in z RSPaV okuZenimi rastlinami rupestrisa smo opazili v
floemu zil v listih in steblu ter v celicah mezofila. Razlike smo najlepSe videli na vzdolZnih
prerezih floemskih celic, predvsem v sitastih ceveh. Ve€ razlik smo opazili med zdravimi in z
RSPaV okuzZenimi rastlinami rupestrisa 5, od katerega smo pregledovali starejSa poganjka, kot
pri rupestrisu 8, od katerega smo pregledovali mlajSa poganjka.

Med mlajSimi in starejSimi rastlinami, ter med mlajSim in starejSim listom so prisotne le naravne
starostne razlike. V rupestrusu 5 (starejSi poganjek) smo videli ve¢ Ze diferenciaciranih
floemskih celic in manj ksilemskih celic v nastajanju kot v rupestrisu 8 (mlajSi poganjek).

V epidermalnih celicah listov in zelenega stebla nismo opazili razlik v ultrastukturi med zdravo
in okuZeno rastlino. Prav tako ni bilo vidnih ultrastrukturnih razlik v ksilemu Zil, parenhimskih
celicah skorje stebla ter obZilnih parenhimskih celicah.

4.6.1 Floem stebla zelenega poganjka in listnih zil

Najbolj znacilna razlika v ultrastrukturi zdravega in z RSPaV okuZenega rupestrisa je bila v
prisotnosti filamentoznih struktur v okuzenih rastlinah. V celicah sitastih cevi floema z RSPaV
okuZenega rupestrisa smo nasli filamentozne strukture debelin ~15 nm (Slike 42, 43 in 44) in
~25 nm (Sliki 45 in 46), ki so se ve¢inoma nahajale ob celi¢ni steni. Izjemoma posamezni snopi
niso bili povezani s celiCno steno, vendar so se nahajali tik ob njej (Slika 47).

Pri zdravih in z RSPaV okuzenih rastlinah smo videli nekaj celic s zgoS$¢enimi filamenti (Sliki
48 in 49), ki so podobni P-proteinu (protein floema) (Cronshaw in Esau, 1967).

Pri zdravih in z RSPaV okuZenih rastlinah rupestrisa smo na$li celice sitastih cevi, ki so
vsebovale fibrilarno snov, verjetno P-protein (Sliki 50 in 51). Tak3nih celic je bilo v okuzenih
rastlinah vsaj Se enkrat ve¢ v primerjavi z zdravimi rastlinami. Celic, ki so vsebovale fibrilarno
snov, smo videli ve¢ tudi v starejSih poganjkih kot v mlajSih. Med zgoraj omenjenimi celicami
smo pogosto opazili tudi pore v sitasti plosci (Slika 52), skozi katere je fibrilarna snov potovala
po sitastih ceveh (Slika 53).

Ob porah med celicami sitastith cevi smo pri okuZenih rastlinah pogosto opazili elektronsko
gosto snov, Cesar pri zdravih rastlinah nismo videli (Slika 54).
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V celicah sitastih cevi s fibrilarno snovjo smo pri okuZenih rastlinah velikokrat opazili
membranske strukture, katerih vloge ne poznamo. Nekoliko so spominjali na avtofagne
vkljucke pri Zivalskih celicah in vedno so se nahajali ob celi¢ni steni (Slika 55).

L
Slika 42: Snopi filamentoznih struktur (FS) ob celi¢ni steni (S) celice sitastih cevi stebla z RSPaV okuZenega
rupestrisa sorte St. George 5 (38 VIII/44). Fibrilarna snov (F), verjetno P-protein, citoplazma (C).
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Slika 43: Snopi filamentoznih struktur premera ~15 nm (FS) ob celi¢ni steni (S) celice sitastih cevi stebla z RSPaV
okuzenega rupestrisa sorte St. George 8 (6 1I/18).

e e 3 et <]
Slika 44: Snopi filamentoznih struktur premera ~15 nm (FS) ob celi¢ni steni (S) celice sitastih cevi stebla z
RSPaV okuZenega rupestrisa sorte St. George 8 (6 11/18).
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Slika 45: Snpi filamentoznih struktur premra ~25m (FS) ob celi¢ni steni (S) celice sitastih cevi stebla z RSPaV
okuzenega rupestrisa sorte St. George5 (38 VIII/44). Citoplazma (C).

Sllka 462 .S'riopl filamentoznih giktur premerar ~25 nrﬂ (FS) ob celic¢ni steni (S) celice sitastih cevi stebla z RSPaV
okuZenega z RSPaV okuZenega rupestrisa sorte St. George 8 (6 1I/18).
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Shka:pi filamentoznih struktur (F§) v celici sitastih cevi stebla z RSPaV okuZenega rupestrisa sorte St.
George 5 (38 VIII/44).

Slika 48: Floemska celica zdravega rupestrisa sorte St. George 8 z zgos$cenimi fibrilarnimi strukturami verjetno iz
P-proteina (P). Citoplazma (C), mitohondrij (M), celi¢na stena (S).
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Slika 49: Zgoéé fibrilarne struktura veetn iz —i;rotelﬁa (P) v citoplazmi (C) nezrele floemske celice
rupestrisa sorte St. George 8.

Slika 50: Floemske celice stebla z RSPaV okuZenega rupestrisa sorte St. George 5 (38 VIII/44). Celica
spremljevlka (Cs) z jedrom (J) ob celici sitaste cevi (Si) s fibrilarno snovjo (F). Celi¢na stena (S).
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Slika 51: Fibrilarna snov (F)V osredm delu celice sitaste cevi stebla z RSPaV okuZenega rupestrisa sorte St.
George 5 (38 VIII/44).

Slika 52: Celica sitaste cevi stebla z RSPaV okuZenega rupestrisa sorte St. George 5 (38 VIII/44). Fibrilarna snov
(F) potuje skozi pore (Z) sitaste plo§¢e. Membranska struktura ob celi¢ni steni (O), citoplazma (C), celi¢na stena

(S).
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Slika 53: Fibrilarna snov (F), ki potuje skozi poro (Z) sitaste ploS¢e med celicami sitaste cevi stebla z RSPaV
okuzenega rupestrisa sorte St. George 5 (38 VIII/44). Celi¢na stena (S).

Slika 54: Celice sitastih cevi s ﬁrllno Sl’lOV]O(F), ki prehaja skozi pore (Z) sitaste ploSce okrog katere je
elektronsko gosta snov (G). Zila v steblu z RSPaV okuZenega rupestrisa sorte St. George 5 (38 VIII/44). Celi¢na
stena (S).
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ShkaHSISZ Meﬁlbranska stfﬁl;tﬁra (O) ob celi¢ni steni (S) ceiice sitaste cevi stebla rupestrisa sorte St. George 8 (6
11/18).

4.6.2 Mezofil mlajSega in starejSega lista zelenega poganjka

V celicah mezofila smo nasli kloroplaste najrazli¢nejSih oblik. Nekateri so vsebovali manjSa
Skrobna zrna (Slika 57), drugi vecja (Slika 56), nekateri pa so vsebovali tudi mascobne kapljice
(Sliki 58 in 59). V celicah mezofila okuZenih rastlin smo videli ve¢ kloroplastov s
podolgovatimi deformacijami (Slika 57) kot v enakih celicah zdravih rastlinah, Cesar pa ne bi
mogli trditi za epidermalne celice, kjer so se takSni kloroplasti pojavljali pri okuZenih in
neokuZenih rastlinah podobno pogosto.
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Slika 56: Celica obastea tkiva mezofila e lista zdrvega rupestrisa sorte St. George 5. Kloroplast z velikim
Skrobnim zrnom (K), mitohondrij (M), citoplazma (C), vakuola, ki vsebuje elektronsko gosto snov (V).

!
Slika 57: Celici palisadnega tkiva starejSega lista z RSPaV okuZenega rupesrtisa sorte St. George 8 (6 11/18).
Kloroplast z repkom in s Skrobnimi zrni (K), citoplazma (C), vakuola polna elektronsko goste snovi (V), jedro (J),

celi¢na stena (S).
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Slika 58: Mezofilni celici tarejga lista z RSPaV kuienega pestrisa sorte St. George 5 (38 VIII/44). Kloroplast
s Skrobnim zrnom (svetlo) in/ali mas¢obnimi kapljicami (temno) (K), celi¢na stena (S), citoplazma (C), medceli¢ni
prostor (Mc).

Slika 59: Celic ZiTﬁega parenhima starejSega lista z RSPaV okuZenega rupestrisa St. George 5 (38 VIII/44).
Kloroplast (K) z vidnimi membranami tilakoid, Skrobnim zrnom (svetlo) in mas¢obnimi kapljicami (temno), jedro
(), celi¢na stena (S), citoplazma (C).
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4.6.3 Epidermalne celice listov in stebla

Epidermalne celice mladih listov so bile ve¢inoma malo aktivne, skoraj brez celi¢nih struktur
(Slika 60 levo), medtem ko so bile epidermalne celice starejsih listov in stebla polne organelov
in ostalih celi¢nih struktur (Slika 60 desno). Med zdravo in z RSPaV okuzeno rastlino v
epidermalnih celicah ni bilo razlik. Pri nekaterih epidermalnih celcah stebla in starejSega lista so

se pojavljali vkljucki v kloroplastih (Slika 60 desno).

Slika 60: Levo - Epideriﬁalﬁi celici mladega lista zdravega rupstrisa sorte St. George 5. Celi¢na stena (S). Desno -
Epidermalni celici starejSega lista rupestrisa sorte St. George 8. Kloroplast (K) z ovalnim vklju¢kom (Vk),
citoplazma (C), celi¢na stena (S), vakuola (V).
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

RSPaV smo v tkivu okuZenega rupestrisa lokalizirali z metodama RT-PCR in imunsko
elektronsko mikroskopijo. Ceprav PCR ni kvantitativna metoda, smo opazili, da je bilo najved
virusa prisotnega v steblu, manj v starejSih listih in najmanj v mladih listih (Sliki 36 in 37). Ti
rezultati se ne ujemajo z izsledki Steward in Nassuth (2001), Petrovi¢ in sod. (2003) in Meng in
sod. (2003), ki so dokazali najve¢je vsebnosti virusa na zaCetku poletja, v aktivno rastocih
mladih tkivih, kot so stebla mladih zelenih poganjkov in aktivno rasto¢i mladi listi, virusov pa
niso nasli v starejSih listth ne glede na letni Cas. Razli¢ni rezultati so verjetno posledica
opazovanja razli¢no starih rastlin, saj so zgoraj omenjeni avtorji vzorcili iz starih vinskih trt, pri
katerih so dokazali odsotnost virusov v velikih, starih listih. NaSe testne rastline pa so bile Se
tako mlade, da pravih velikih starih listov niso imele. Stebla mladih zelenih poganjkov in mladi
listi so za zgoraj omenjene avtorje predstavljali isto, kot je pri nasih testnih rastlinah predstavljal
cel mlad poganjek. V tem primeru smo vsi dokazali, da je virus prisoten v steblu in listih
mladega zelenega poganjka. Mi pa smo opazovali prisotnost virusa v razlicnih delih mladega
zelenega poganjka. Zelo majhna vsebnost virusa v najmlajsih listih je lahko posledica nizke
koncentracije virusa, moZzno pa je tudi, da je bilo pomnozevanje nukleinskih kislin inhibirano,
saj le-tega nismo kontrolirali.

Z imunsko elektronsko mikroskopijo smo vzorce pregledali Se bolj podrobno kot z metodo RT-
PCR, saj smo locili listne zile in listno ploskev. Z IEM smo gledali virusne delce, medtem ko
smo z RT-PCR dokazovali prisotnost virusne RNA. Zaradi omenjenega rezultati IEM niso
ponovitev rezultatov dobljenih z RT-PCR, ampak jih dopolnjujejo. Viruse smo pri vecini
testiranih raslin nasli v floemu, medtem ko v listih niso bili vedno prisotni. Tudi v listih, kjer so
bili virusi prisotni, jih nismo nasli v vseh delih lista (Preglednici 1 in 2). V okuZenem rupestrusu
8 (6 1I/18) so bili virusni delci prisotni v listnih Zilah in jih v listni ploskvi ni bilo, v okuZenem
rupestrisu 5 (38 VIII/44) pa je bila situacija ravno nasprotna (Preglednica 1). V listih vinske trte
sorte Refosk smo virusne delce pogosteje nasli v listni ploskvi kot v listnih Zilah (Preglednica
2). Vzrok temu bi lahko bila ve¢ja povrSina floemskih elementov v listni ploskvi z razvejanimi,
drobnimi Zzilicami, v primerjavi z velikimi listnmi Zilami ali pa v koncentraciji virusov, saj
vsebujejo vecje Zile ve€ vode kot listna ploskev. Vsebnost virusa v listih je bila vecja pri vseh
testiranih rastlinah, ki so imele manj virusa v floemu. Rastline, ki so imele ve¢jo vsebnost virusa
v floemu, so imele manj virusa v listih (Preglednica 2). Iz tega lahko sklepamo, da se virus po
listih in po rastlini prerazporeja in da je kljub temu stalno prisoten v floemu.



. 71
Cepin U. Analiza virusa razbrazdanja lesa rupestrisa (RSPaV) v rastlinah iz rodu vinske trte (Vitis sp.).

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

Glede na to, da so bili testirani rupestrisi okuZeni z virusom RSPaV, ki je v latentni obliki, torej
ne povzroca vidnih bolezenskih znamenj, ocitnih sprememb na poltankih rezinah nismo
pricakovali. Vendar smo kljub temu opazili zoZanje ksilemskih elementov pri z RSPaV
okuZzenih raslinah rupestrisa sorte St. George, v primerjavi z zdravimi (Sliki 39 in 40). Teh
opazanj se ne da posplositi, saj je Slo le za preliminarna opazovanja z zelo majhnim Stevilom
vzorcev. Tzeng in sod. (1993) so s svetlobnim mikroskopom dokazali zmanjSanje in tudi propad
ksilemskih elementov v Zilah, posebej tistih ob tkivu Zilnega kambija v vinskih trtah z boleznijo
RSP, in sicer le pri nekatrih sortah (Pinot Noir, White Riesling in Sylvaner). Pri sortah Cabernet
Franc, Dattier, Gewurztraminer, Malbec in LN-33 sprememb niso opazili. Propada ksilemskih
elementov v nasem delu nismo opazili, mogoce bi pri pregledu vecjega Stevila vzorcev opazili
tudi to razliko.

Na ultratankih rezinah smo opazili nekaj razlik med zdravimi in z RSPaV okuZenimi rastlinami
rupestrisa. Mezofilne celice mladih in starejSih listov okuzenih rastlin so vsebovale veliko vec
kloroplastov s podolgovatimi deformacijami (Slika 59), kot mezofilne celice zdravih rastlin.
Glede na to, da se takSne modifikacije kloroplastov pojavljajo v epidermalnih celicah in
parenhimskih celicah enako pogosto pri zdravih in okuZenih rastlinah, so o€itno naravni pojav v
celicah vinske trte. Znano je, da lahko virus pospeSuje naravni metabolizem in naravne celi¢ne
pojave, zato sklepamo, da je virus posredno vplival na modifikacije kloroplastov v mezofilnih
celicah listov. Vloga podolgovatih deformacij na kloroplastih Se ni znana.

Tzeng in sod. (1993) so opazovali tudi ultrastrukturne spremembe v celicah skorje stebla mladih
poganjkov in celicah Zil v listih vinske trte z boleznijo RSP, dokazano z indeksiranjem, v
primerjavi z zdravimi rastlinami. V floemu mladega poganjka sorte Sylvaner so opazili dolge,
ukrivljene, paliCaste virusne delce, ki so se povezovali v skupke, vzporedne z Zilnimi snopi
(slika 61). Virusni delci so merili v premeru 7 - 8 nm. Koncentracija virusov v okuZenih celicah
je bila zelo nizka, le pribliZno tri celice v prerezu Zilnega snopa so ponavadi vsebovale po en
skupek virusov. V nasi raziskavi nismo opazili takSnih snopov, lahko pa Ze iz debeline virusa
sklepamo, da je Slo v njithovem primeru za okuZbo z drugim virusom, saj debelina 7 - 8 nm ne
ustreza virusom iz druZine Foveavirus. Virusni delci so bili prisotni predvsem v citoplazmi,
nasli pa so jih tudi v jedru okuZenih celic (slika 62), ki so imele nespremenjene organele. Jedra,
ki so vsebovala virusne delce, so bila ponavadi amorfna, krpaste oblike in mo¢no kontrastirana
(Slika 62).

Med celi¢no steno in plazmalemo so Tzeng in sod. (1993) nasli tubule (slika 63) tudi v celicah,
ki niso vsebovale virusnih skupkov, vendar pa je bilo v teh celicah veliko manj tubulov, kot v
celicah z virusnimi skupki. Mogoce je, da tubuli predstavljajo aktivni membranski sistem, ki je
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potreben za virusno prepisovanje, kar je dokazano pri tubulih v rastlinskih celicah, okuZenih z
BPMYV (Kim in Fulton, 1971). Tzeng in sod. (1993) so v okuZenem tkivu opazili tudi razkroj
celi¢nih organelov, Se posebej membranskih struktur (slika 64). Podobne celi¢ne ultrastrukturne
spremembe so dokazali tudi pri sortah White Riesling in Dattier kljub temu, da virusnih delcev
pri njih niso nasli. V nasi raziskavi nismo opazili nobenih podobnih ultrastrukturnih sprememb,
kar spet potrjuje ugotovitve, da smo opazovali razli¢na virusa.

Prisotnost drugega virusa pri bolezni RSP postavlja pod vprasaj povezavo med boleznijo RSP in
virusom RSPaV. Ker Tzeng in sod. (1993) niso izkljucili okuzbe z drugimi virusi, misel, da

bolezen RSP povzroca vec virusov, ni izkljucena.

Slika 61: Floemska parenhimska celica vinske trte sorte Sylvaner z boleznijo RSP. Virusni delci (V) lezijo
vzporedno z Zilnim snopom (Tzeng in sod., 1993). Celi¢na stena (W).
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Slika 62: Virusni delci (V) v jedru (N) okuZenih celic. Jedro ima deformirano krpasto obliko in je elektronsko
gostejse (Tzeng in sod., 1993). Jedrna mambrana (Nm), Celi¢na stena (W).

iko tubulov (T) se nahaja med plazmalemo (Pm) in celi¢no steno (W) v floemskih parenhimskih
celicah okuZenih z RSP. Virusni skupki (V) so med $tevilnimi nenormalnimi vezikli (Ve) (Tzeng in sod., 1993).

Slika 63: Vel



y 74
Cepin U. Analiza virusa razbrazdanja lesa rupestrisa (RSPaV) v rastlinah iz rodu vinske trte (Vitis sp.).

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2006

Slika 64: Razkroj menibran (dM) in nenormalo oblikovani vezikli (Ve) v okuZenih floemskih celicah (Tzeng in
sod., 1993). Virusi (V), celi¢na stena (W), tubuli (T).

V naS$i raziskavi smo najve¢ ultrastrukturnih posebnosti v okuZenih rastlinah videli v floemskih
celicah (Slika 52). Strukture, ki nastajajo pod vplivom virusne okuzbe, so lahko zelo podobne
strukturam, ki se pojavljajo pri nastanku floema, zato je teZko locevati katere strukture so
posledica okuzbe. Tak primer so filamentozne strukture v celicah sitastih cevi, ki so prisotne v
zdravih in okuZenih rastlinah, le da smo jih v okuZenih rastlinah nasli vec.

V citoplazmi nediferenciranih celic sitastith cevi okuZzenih in zdravih rastlin smo opazili
kompaktne strukture (Sliki 48 in 49), verjetno iz filamentov P-proteina. Med diferenciacijo
sitastih elementov kompaktne strukture iz P-proteina zaCnejo razpadati hkrati z razpadom
tonoplasta in jedra, dokler ne ostanejo po vsej floemski celici razprSeni filamenti P-proteina
(Slika 51) (Cronshaw in Esau, 1967). Vloga P-proteina Se ni Cisto znana, Fanson (1972) in
Thaine (1969) predvidevata, da ima P-protein aktivno vlogo pri translokaciji fotosintetskih
produktov (sladkorjev) skozi sitaste cevi. Vzrok, da smo zrelih celic sitastih cevi s filamentozno
snovjo videli ve¢ v okuzZenih kot v zdravih rastlinah, bi bil lahko ta, da so virusni proteini na
izgled podobni P-proteinu in da se prav tako nahajajo v celicah sitastih cevi, skozi katere se
transportirajo.
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Plazmodezme med celicami sitaste cevi se med diferenciacijo pretvorijo v velike sitaste pore na
sitasti plosci. Pri nastanku por sodeluje kaloza, ki je prisotna v celi¢ni steni okrog plazmodezme,
da razmakne celulozne mikrofibrile. Ko se kaloza razgradi, ostanejo v sitasti plosci velike pore.
Kaloza nastane tudi kot odgovor na ranitev floema (Sjolund, 1997). Mogoce so povrSine
elektronsko goste snovi, ki smo jih videli ob porah okuZenih rastlin (Slika 54), povezane z
nalaganjem kaloze, kar so opazili tudi pri okuZenih rastlinah s fitoplazmami (Brzin, osebna
komunikacija).

Pore med sitastimi celicami, so bile zapolnjene s fibrilarno, proteinsko snovjo, na nekaterih
delih pa je izgledalo, da ta snov prehaja v citoplazmo (Sliki 52 in 53). Ne vemo, kakSnega
nastanka je ta proteinska snov, mozno pa je, da gre za virusni protein, kar so dokazali pri okuZzbi
pese z BYV. Pore, zapolnjene s fibrilarno snovjo so lahko posledica fiksacije, pri kateri se
proteini v porah denaturirajo (Cronshaw in Esau, 1967).

V odraslih celicah sitaste cevi s fibrilarno snovjo smo pri okuZenih rastlinah opazili
membranske vkljucke (Slika 55), ki bi lahko bili spremenjeni mitohondriji ali posledica zlaganja
endoplazemskega retikla. Slednji se namre¢ pogosto nahaja ob celiCni steni in se po
diferenciaciji v odraslo celico sitaste cevi reorganizira tako kot tudi ostale membranske strukture
celice (Cronshaw in Esau, 1967). Glede na to, da takSnih struktur nismo nasli v zdravih
rastlinah, lahko ima pri nastanku teh vkljuc¢kov posredno vlogo virus v povezavi z omenjenimi
procesi.

Zelo ocitni in drugacni od znanih struktur zdravih celic so filamentozni snopi ob celi¢ni steni
odrasle celice sitaste cevi. StoZ€asti snopi filamentov premera priblizno 15 nm (Slike 42, 43 in
44) mocno spominjajo na stoZCaste strukture ob celiéni membrani, ki so jih naSli ob
plazmodezmah med celico sitaste cevi in celico spremljevalko pri rastlini N. benthamiana,
okuzeni z LIYV (Slika 15). V tem primeru so z imunolokalizacijo dokazali, da so stoZCaste
filamentozne strukture in filamentozna snov v sitastih celicah virusnega izvora (Medina in sod.,
2005).

Filamenti Sirine priblizno 25 nm se niso zlagali v stozfaste strukture, vendar so se velikokrat
postavili v snope pravokotno ob celi€no steno ali pa so bili potisnjeni vzporedno ob celi¢no
steno (Sliki 45 in 46), kar so opazili tudi pri rastlini Streptanthus tortuosu, kjer so ugotovili, da
gre za gladki endoplazemski retikel, ki v celicah sitastih cevi lahko obdaja tudi mitohondrije
(Sjolund, 1997). Najverjetneje gre tudi v naSem primeru za nekaj podobnega.
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Iz do sedaj znanih rezultatov ne moremo trditi, katere od opaZenih struktur so virusnega izvora.
Da bi to potrdili, bi bilo potrebno opravili imunolokalizacijo virusnih proteinov, podobno kot so
to naredili Medina in sod. (2005) pri rastlini N. benthamiana, okuZeni z LIYV. Pri tem nam bo v
pomoc¢, da proti virusu RSPaV obstajajo poliklonska protitelesa As7-276, ki so jih naredili v
Ameriki na Cornellu (Meng in sod., 2003), jih preverili, da delujejo v metodi ISEM (Petrovi€ in
sod., 2003) ter jih uporabili za raziskavo variabilnosti genoma RSPaV (Nolasco in sod., 2006).
Omenjena protitelesa se veZejo na plas¢ni protein, vendar prav tako na beljakovino, ki veze
maltozo (MBP), kar nekoliko oteZuje imunolokalizacijo virusa RSPaV.
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5.2 SKLEPI

S pomocjo metod ELISA in RT-PCR smo izbrali dve zdravi in dve z RSPaV okuZeni rastlini
rupestrisa sorte St. George.

Z metodama RT-PCR in IEM smo potrdili, da RSPaV lahko vedno dolo¢imo v floemu stebla ter
ugotovili da virus v listnih ploskvah ni bil enakomerno porazdeljen in da se je prerazporejal po
rastlini. Hkrati pa smo opazili, da je bilo ve¢ virusa v starejSih kot v mlajSih listth mladega
poganjka.

Kljub temu, da na okuZenih rastlinah ni bilo vidnih bolezenskih znamenj, smo v statisticno
nereprezentativom vzorcu opazili zoZanje ksilemskih elemetov v Zilah listov in stebla z RSPaV
okuZenih rupestrisov sorte St. George.

Najvec razlik v ultrastrukturi je bilo v celicah sitastih cevi, kjer so bili prisotni filamenti premera
priblizno 25 nm, stoZc€asti snopi iz filamentov premera priblizno 15 nm, povrSine elektronsko
goste snovi ob porah sitaste plosce ter membranski vkljucki ob celi¢nih stenah. Celice sitastih
cevi z RSPaV okuzenih rupestrisov so vsebovale tudi veliko ve¢ fibrilarne snovi kot enake
celice zdravih rupestrisov.

Filamenti Sirine priblizno 25 nm, zloZeni v snope ob celi¢ni steni celic sitastih cevi, so verjetno
gladki endoplazemski retikel. StoZCasti snopi iz filamentov premera priblizno 15 nm v zrelih
celicah sitastih cevi bi lahko bili virusnega izvora.

Fibrilarna snov v zrelih celicah sitastih cevi pri zdravih rastlinah je verjetno P-protein, medtem
ko bi pri okuZenih rastlinah lahko del fibrilarne snovi predstavljali tudi virusni proteini.

PovrSine elektronsko goste snovi ob porah sitaste plos¢e okuZenih rupestrisov sorte St. George
so mogoce povezane z nalaganjem kaloze, kar so opazili pri okuZzbi rastlin s fitoplazmami.

Membranski vkljucki v zrelih celicah sitastih cevi, ki smo jih videli le pri okuZeni rastlini bi
lahko bili posledica posrednega delovanja virusa na membrane endoplazemskega retikla,
mitohondrije ali kak$ne druge membranske strukture, med procesom diferenciacije floemskih
celic.

Da bi nase domneve lahko potrdili, bi bilo potrebno opraviti imunolokalizacijo proteinov virusa
RSPaV v tkivu vinske trte, pri ¢emer bi si pomagali s poliklonskimi protitelesi As7-276, ki se
veZzejo na plascni protein virusa RSPaV.
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6 POVZETEK

Virus razbrazdanja lesa rupestrisa (Rupestris stem pitting associated virus, RSPaV) je
najverjetneje povezan z nastankom bolezni razbrazdanja lesa rupestrisa (RSP) ceprav Se ni
dokazano, da je povzrocitelj te bolezni. Bolezen RSP povzroca pocasnejSo rast vinske trte (Vitis
vinifera L.), zato so po nekaj letih bolni trsi opazno manjsi od zdravih. Najbolj$i indikator za
ugotavljanje bolezni RSP je rupestris (Vitis rupestris Scheele) sorte St. George, ki tvori najbolj
izrazite jamice pod cepljenim mestom, kar je znak omenjene bolezni.

Cilj diplomskega dela je bil ugotoviti, ali virus RSPaV povzroc¢a ultrastrukturne spremembe na
rupestrisu sorte St. George, ki ga okuZuje. Izbrali smo dva z RSPaV okuzZena rupestrisa in dva
zdrava rupestrisa. Z metodo ELISA smo v izbranih rastlinah dokazali odsotnost 9 virusov, ki
najpogosteje okuzujejo vinsko trto, z metodama RT-PCR in IEM pa smo analizirali prisotnost
RSPaV v izbranih rastlinah rupestrisa sorte St. George.

Za opazovanje smo izbrali zelene dele rastlin, brez vidnih bolezenskih znamenj. Z metodama
RT-PCR in IEM smo potrdili, da se virus stalno nahaja v floemu rastlin in da v listnih ploskvah
ni stalno enakomerno razporejen.

RSPaV je bil v testiranih rastlinah v latentni obliki, torej ni povzrocal vidnih bolezenskih
znamenj, zato oc€itnih sprememb, vidnih na poltankih rezinah, nismo pricakovali. Kljub temu
smo, na sicer statisti¢no nereprezentativnem vzorcu, opazili zoZanja ksilemskih elementov pri z
RSPaV okuZenih rastlinah rupestrisa sorte St. George v primerjavi z zdravimi.

Na ultrastrukturnem nivoju smo opazili razlike med zdravimi in z RSPaV okuZenimi rupestrisi v
mezofilu listov in na vzdoZnih prerezih zrelih celic sitastih cevi, kjer so bile razlike tudi najlepse
vidne. V mezofilu smo v okuZenih rupestrisih opazili ve¢ kloroplastov s podolgovatimi
deformacijami, v celicah sitastih cevi pa smo nasli stoZ¢aste snope filamentov premera priblizno
15 nm, filamente premera priblizno 25 nm, elektronsko gosto snov ob porah sitaste plosce,
membranske vkljucke in vecjo koli¢ino fibrilarne snovi, kot pri zdravih rastlinah.

Filamenti Sirine priblizno 25 nm, zloZeni v snope ob celi¢ni steni celic sitastih cevi so verjetno
gladki endoplazemski retikel. StoZCasti snopi iz filamentov premera priblizno 15 nm v zrelih
celicah sitastih cevi bi lahko bili virusnega izvora.

Fibrilarna snov v zrelih celicah sitastih cevi pri zdravih rastlinah je verjetno P-protein, medtem
ko bi pri okuZenih rastlinah lahko del fibrilarne snovi predstavljali tudi virusni proteini.
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PovrSine elektronsko goste snovi ob porah sitaste plos¢e okuzenih rupestrisov sorte St. George
so mogoce povezane z nalaganjem kaloze, kar so opazili pri okuZzbi rastlin s fitoplazmami.

Membranski vkljucki v zrelih celicah sitastih cevi, z RSPaV okuZenih rastlin, so Se najbolj
podobni moc¢no spremenjenim membranam endoplazemskega retikla, mitohondrijev ali drugih
membranskih struktur in so najverjetneje nastali pod vplivom virusa RSPaV med procesom
diferenciacije floemskih celic.

Samo na podlagi ultrastrukture ni mogoce trditi, da zgoraj opisane spremembe kodira RSPaV.
Da bi lahko naSe domneve potrdili, bi bilo potrebno opraviti imunolokalizacijo virusnih
proteinov v tkivu vinske trte, pri cemer bi lahko uporabili poliklonska protitelesa As7-276.
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