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Zlata trsna rumenica je gospodarsko pomembna bolezen vinske trte (Vitis vinifera
L.), ki jo povzroca karantenska fitoplazma Flavescence dorée (FD). Diagnosti¢ni
postopki se izvajajo po standardnih protokolih z metodo PCR v realnem casu v
listnih zilah vinske trte z bolezenskimi znamenji. Z diplomsko nalogo smo Zeleli
preveriti nove pristope, ki bi pripomogli k hitrejSemu zagotavljanju zanesljivih
rezultatov v diagnostiki. Vse vzorce nabrane ob koncu rastne sezone smo analizirali
z metodo PCR v realnem casu. Ugotovili smo, da je koncentracija fitoplazem
najvisja v tkivu grozdnih jagod in je do 200-krat vi§ja kot v listnih Zzilah vinske trte.
Jagode bi bile tako lahko optimalno tkivo ne samo za diagnosti¢ne, ampak tudi za
raziskovalne namene. Dokazali smo tudi, da na obstojnost fitoplazemske DNA
odtajanje in ponovno zamrzovanje ne vplivata bistveno. Prav tako se fitoplazemska
DNA ni razgradila po $tirih mesecih hranjenja rastlinskega materiala pri T=-80 °C.
Prvi¢ je bila preverjena ucinkovitost izolacije fitoplazemske DNA iz ekstraktov
jagodnega tkiva ob dodatku destilirane vode in pufra ELISA z uporabo kartic
FTA™ in filtrov Pallflex. Preliminarni poskusi nakazujejo, da je pufer ELISA
primernej$i za izolacijo DNA, v primerjavi z vpeljano metodo z aparaturo
KingFisher® ml.
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The grapevine yellow is economically important disease of Vitis vinifera L., which
is caused by the quarantine phytoplasma Flavescence dorée (FD). Diagnostic
procedures are carried out according standard protocols with the real-time PCR
method in the grapevine symptomatic leaves. With this graduation thesis we wanted
to examine the new accessions, which are to contribute to the faster assurance of the
rebiable results in diagnostics. All samples collected by the end of growing season
are analysed with the real-time PCR. We found out that the concentration of
phytoplasma is 200 times higher in barries tissues compared with the grapevine leaf
midrib. The berries as such represent the optimal tissue not only fot the diagnostics
purposes, but also for the research as well. We have also proved that the stability of
the phytoplasma DNA is not influenced significantly by the effect of defroser and
repeated freeze, and that after four months long storing of the plant material at
temperature -80 °C did not cause its declay. First was examined the efficiency of
isolation of the phytoplasma DNA from the extracts of the grape tissue with the
supplement of the distilled water and ELISA buffer with the use of FTA™ Elute
Cards and Pallflex filters. Results suggest that ELISA buffer is more appropriate for
DNA isolation compare with method which use KingFisher® ml machine.
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LY fitoplazma, ki povzroca letalno rumenenje kokosovih palm
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1UVOD

Zaradi pridelave grozdja v vino je ¢lovek gojil vinsko trto Ze od zacetkov civilizacije. S
primernim varstvom vinske trte je zagotovljen zadosten pridelek grozdja ter ohranjena
njegova kakovost. Ta pomemben kmetijski segment v zadnjih letih, poleg drugih bolezni, v
Sloveniji ogroza tudi zlata trsna rumenica, ki predstavlja resno groznjo evropskemu
vinogradnistvu ze ve¢ kot 20 let. Pojav bolezni ve¢inoma vodi v propad okuZenih trsov,
kar ima za posledico veliko gospodarsko Skodo. Povzroca jo fitoplazma iz skupine
brestovih rumenic (angl. Elm yellow) Flavescence dorée (v nadaljevanju fitoplazma FD),
ki je uvrS¢ena v prilogo II A 2 Direktive Sveta Evrope 2000/29/ES in na seznam
karantenskih Skodljivcev A2 organizacije EPPO. Za fitoplazmo FD je znacilno, da
naseljuje s sladkorji bogat floem ter jo z okuzenih na zdrave trte prenasa ampelofagni
ameriski Skrzatek (Scaphoideus titanus Ball.) ob sesanju rastlinskih sokov. Iz Francije in
Italije se je razsirila tudi v Slovenijo, kjer je bila leta 2005 prvi¢ uradno potrjena. Do danes
pa je bila prisotna v vseh slovenskih vinorodnih dezelah. Ob pojavu bolezenskih znamenj
je zakonsko predpisano uniCenje trsov in uposStevanje drugih zakonskih ukrepov. Ker
fitoplazem zaenkrat ne znamo gojiti v razmerah in vitro in so seroloske metode manj
zanesljive, so diagnosti¢ni postopki mozni le z uporabo molekulskih analiz rastlinskih tkiv.
Diagnostiko otezujeta nizka koncentracija fitoplazem v rastlinskih tkivih in njihova
neenakomerna razporeditev po rastlini. IzboljSava Ze obstojeCih ter postopno uvajanje
novih metod sta nujna za ucinkovit nadzor bolezni.

O fitoplazmah vemo bolj malo, zato predstavljajo tudi velik raziskovalni izziv. Se vedno je
veliko odprtih vpraSanj na katera ne poznamo odgovorov. Vsaka nova ideja, podatek ali
rezultat lahko prispevajo k boljSemu razumevanju zapletenih fitoplazemskih procesov in
pomagajo pri hitrejSi in zanesljivejSi diagnostiki. Rezultati diplomske naloge bodo v
pomoc pri varstvu vinske trte ter pri nadaljnjih raziskavah fitoplazem.

1.1 NAMEN, CILJI IN HIPOTEZE DIPLOMSKE NALOGE

Z diplomsko nalogo smo zeleli dolociti optimalno tkivo vinske trte, okuzeno s fitoplazmo
FD, za diagnosti¢ne in raziskovalne namene, izboljsati metode za ucCinkovitejSo izolacijo
DNA in preveriti stabilnost fitoplazemske DNA. Zeleli smo tudi preveriti hipotezo, da je
koli¢ina sladkorjev v okuzenih listih vinske trte vecja kot v neokuZenih.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 VINSKA TRTA

Vinska trta je uvrs€¢ena v druzino vinikovk (Vitaceae), katere pomembnejsi rod je vinska
trta (Vitis vinifera L.) (Martin¢i¢ in sod., 2007). Vrsta Vitis vinifera izvira iz Evroazije, od
koder jo je €lovek razsiril po vsem svetu in ima svojevrsten pomen ze od davnine. Grozdje
sodi med najokusnejSe plodove, medtem ko je vino zivilo posebne vrste. Vinska trta je
razsirjena na obmocju Sredozemlja, Srednje Evrope in jugozahodne Azije.

Na svetu je bilo v letu 1970 z vinsko trto zasejanih 10,2 milijona hektarov vinogradov, od
tega jih je 61 % na evropskih tleh. Leta 2002 je svetovna povrSina zasejanih vinogradov
znagala 7,9 milijona hektarov. Samo v Italiji, Franciji, Spaniji in na Portugalskem se je
njihova povrsina v zadnjih 30-letih zmanj$ala s 5 na 3 milijone hektarov (Jackson, 2008).

Priblizno 66 % svetovnega in 77 % evropskega grozdnega pridelka je namenjenega
proizvodnji vina, ki letno znasa 270 milijonov hektolitrov. Drzavi, ki skupaj proizvedeta
50 % vseh svetovnih vin sta Italija in Francija (Jackson, 2008).

Vinsko trto, tako kot druge rastline napadajo Stevilni Skodljivci in bolezni, ki ogrozajo
koli¢ino in kakovost pridelkov ter vodijo do velike gospodarske Skode. Eno izmed
gospodarsko najpomembnejsih bolezni vinske trte predstavljajo trsne rumenice, ki mo¢no
zmanjSujejo proizvodnjo vina v Evropi in Avstraliji (Bertaccini in Duduk, 2009).

2.2 FITOPLAZME

2.2.1 Osnovne znacdilnosti

Fitoplazme so velika in raznolika skupina pomembnih rastlinskih $kodljivcev uvrséenih v
razred Mollicutes. Podobne so bakterijam vendar nimajo celi¢ne stene. Povzrocajo vec sto
razli¢nih bolezni pri gospodarsko pomembnih rastlinah po celem svetu. Predstavljajo
posebnost med prokarionti, ker so znotrajceli¢ni paraziti organizmov iz dveh razli¢nih
kraljestev, Plantae in Animalia. Znanje o njihovi biologiji je omejeno zaradi nezmoznosti
gojenja v razmerah in vitro ter nedostopnosti znotraj gostitelja (Christensen in sod., 2005 ).

Celice fitoplazem so obdane z enojno membrano ter vsebujejo eno krozno dvoverizno
DNA molekulo. Genom fitoplazem je velik priblizno 750 kbp in ima nizko vsebnost
baznih parov G-C. Za fitoplazme iz skupine aster (16Srl), stolbur (16SrXII) in X-bolezni
(16SrIlI) je dokazana prisotnost dodatne, plazmidom podobne kromosomske DNA, katere
vloga Se ni razkrita. Tudi Se ni znano kako se gibljejo znotraj gostitelja, ker nimajo genov
za sintezo citoskeletnih elementov in migetalk (Bertaccini, 2007).

Prvi¢ so jih odkrili japonski znanstveniki leta 1967 pri pregledu mladih listov z
bolezenskimi znamenji rumenic. Z uporabo transmisijskega elektronskega mikroskopa so v
celicah sitastih cevi rastlin opazili virusom podobne delce. Takrat so na novo odkrite
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rastlinske patogene mikroorganizme poimenovali mikoplazmam podobni organizmi.
Povezovali so jih z virusi, ker ne rastejo v razmerah in vitro, so obligatni paraziti ter ne
morejo preziveti zunaj gostitelja (Fiarro in sod., 2007). Leta 1994 je bilo na desetem
kongresu o mednarodnih raziskovalnih projektih za primerjalno mikoplazmologijo sprejeto
ime fitoplazme namesto mikoplazmam podobni organizmi (Bertaccini, 2007).

Ugotavljanje nukleotidnega zaporedja genomov Stirih fitoplazem je pokazalo, da so ti
rastlinski patogeni mikroorganizmi doziveli precejs$nje evolucijske izgube genov ter okvaro
ali izgubo pomembnih biosintetskih poti. Te spremembe so lahko posledica njihove
popolne odvisnosti od gostiteljske rastline in zuZel¢jih prenagalcev. Se vedno ni znano
kako izkoris¢ajo s sladkorji bogat floem ter kako sodelujejo s svojim gostiteljem
(Christensen in sod., 2005; Hren in sod., 2009).

2.2.2 Razvrstitev fitoplazem in z njimi povezane bolezni

Prvi sistemi za identifikacijo in razvrstitev fitoplazem so temeljili na elektronskem
mikroskopiranju prevodnega tkiva, specificnosti ZuzelCjega prenaSalca ter na pojavu
bolezenskih znamenj pri gostiteljskih rastlinah. Vendar pa gensko razlicne fitoplazme
lahko povzrocajo podobna bolezenska znamenja pri rastlinah iste vrste. Uporaba
molekulske metode PCR z zacetnimi oligonukleotidi, pridobljenimi iz zaporedja genov za
16S rRNA, SecY ali Tuf ter genov za membransko vezane proteine, je odprlo nove poti za
njihovo razvrscanje (Bertaccini, 2007; Bertaccini in Duduk, 2009).

Analiza 16S rRNA z metodo RFLP/PCR in ugnezdene PCR je razvrstila fitoplazme v 19
skupin in ve¢ kot 40 podskupin. DoloCena so tudi pravila za uvrstitev teh rastlinskih
patogenih mikroorganizmov v samostojen takson Candidatus Phytoplasma (Firrao in sod.,
2005). Epidemije rastlinskih bolezni v zadnjih 40 letih, povezane s fitoplazmami so bile
opisane po vsem svetu. Te vkljucujejo predvsem bolezni sladkornega trsa, kokosove
palme, zelenjave, vinske trte in sadnega drevja. Tako npr. povzrociteljica zlate trsne
rumenice, karantenska fitoplazma FD iz skupine brestovih rumenic (podskupina 16SrV)
povzro¢a propad vinogradov v Evropi. Fitoplazme iz skupine RY (16SrXI) povzrocajo
pritlikavost riza v Aziji, kar ima za posledico velik upad pridelka v tem delu sveta.
Fitoplazme iz skupine AP (16SrX) pa v zadnjih letih unicujejo sadno drevje (hruske, slive,
jabolkov...) v Evropi in ZDA, kar zmanjSuje proizvodnjo in kakovost svezega sadja. Samo
v Franciji beleZzijo letni 5 % propad marelic (Foissac in Wilson, 2010; Bartaccini in Duduk,
2009).

2.2.3 Prenasalci fitoplazem

Fitoplazme med rastlinami prenasajo zuzelke iz reda enakokrilcev (Hemiptera), predvsem
Skrzatki iz druzine Cicadellidae (Christensen in sod., 2005). Prenasajo jih tudi enakokrilci
iz druzin Fulgoromorpha in Psyllidae (Hogenhout in sod., 2008). Fitoplazme so razli¢no
specializirane za svoje prenasalce. Tako npr. fitoplazme iz podskupine 16SrI-B prenasa 24
razli¢nih vrst, tiste iz 16SrV-A pa le ena ali nekaj vrst zuzelk (Lee in sod., 1998).
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Fitoplazme se prenesejo v zuzelko ob hranjenju s floemskim sokom okuzene rastline.
Posledica okuzbe se kaze kot kolonizacija zlez slinavk, crevesja in nekaterih drugih
organov. Ta lahko traja razli¢no dolgo preden je koncentracija fitoplazem dovolj velika za
prenos in okuzbo zdravih rastlin. To prikrito obdobje se lahko razlikuje od vrste
prenaSalca. Fitoplazemska prisotnost pri nekaterih vrstah Zuzelk izzove njihovo smrt v
Casu, ko se hranijo na rastlini in so sposobni okuzbe (Hogenhout in sod., 2008). Pri drugih
se ta izkaze celo za koristno, ker jim omogoca prezivetje pri izpostavitvi nizjim
temperaturam od optimalnih ter ob pomanjkanju glavnega vira hrane (Christensen in sod.,
2005).

Fitoplazme lahko na zdrave rastline prenasa tudi parazitska rastlina predenica (Cuscuta
sp.). Bertaccini in Duduk (2009) porocata o prenosu fitoplazem, uvrscenih v skupine 16Srl,
16SrXII in 16Srll s semeni paradiznika (Lycopersicum esculentum). Fitoplazme se lahko
Sirijjo tudi s cepljenjem okuZzenih rastlin na zdrave.

Studije so pokazale, da so fitoplazme bolj povezane s svojim prenasalcem kot rastlinskim
gostiteljem. Tako so npr. fitoplazme iz razlicnih skupin odgovorne za razvoj podobnih
bolezenskih znamenj pri doloCeni vrsti rastlin. Tiste, ki se z zuzelkami iz iste druzine
prenesejo v razlicne gostiteljske rastline so obicajno uvrScene v isto skupino ali
podskupino (Boudon-Paideu, 2003).

2.2.4 Rastlinski gostitelji in povezava z njihovim sladkornim metabolizmom

Za prezivetje, razmnozevanje in Sirjenje v naravi potrebujejo fitoplazme, poleg Zuzel¢jega
prenasalca, tudi gostiteljsko rastlino. Fitoplazme imajo Sirok spekter rastlinskih gostiteljev,
kar je odvisno od vrste na kateri se hrani prenasalec. Znano je, da najmanj 30 predvsem
polifagnih Zuzelk prenaSa fitoplazme iz skupine 16 Srl, kar ima za posledico okuzbo vec
kot 80 rastlinskih vrst (Hogenhout in sod., 2008). Med gostitelji fitoplazem je veliko
gospodarsko pomembnih rastlin, kot so vinska trta in sadno drevje (Musetti, 2010).

Okuzbe s fitoplazmami imajo negativen vpliv na rastlinskega gostitelja. Bolezenska
znamenja se pojavijo po sedmih dneh do 24 mesecih okuzbe, odvisno od rastline in vrste
fitoplazme. Redki so primeri, ko rastline okuzene s fitoplazmami ne kazejo nobenih
bolezenskih znamenj v vsej zivljenjski dobi (Marcone, 2010).

Fitoplazme se prenesejo s slino Skrzatka v vbodno mesto rastline, od koder se naprej
razs§irijo po njenih tkivih, vendar se nikoli ne pojavljajo v meristemu (Bartaccini in Duduk,
2009). V rastlini naseljujejo celice floema (Christensen in sod., 2005) kjer lahko sprozijo
hudo nekrozo (Hogenhout in sod., 2008). Kot sploSen ucinek okuzbe se v okuzenih
izvornih listih za¢no kopiciti glukoza, fruktoza, saharoza in Skrob. Njihovo kopicenje so
zasledili v listth madagaskarskega zimzelena (Catharanthus roseus), okuzenega z
razlicnimi, taksonomsko nesorodnimi fitoplazmami (Lepka in sod., 1999; Choi in sod.,
2004). Kolicina skroba in glukoze se je povecala v zrelih listih papaje, okuzene s ‘Ca. P.
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australiense' (Guthrie in sod., 2001). Podobno so se topni sladkorji in Skrob povecali v
listih kokosove palme, okuzene s fitoplazmo LY (Maust in sod., 2003). Kolicina
reducirajoCih sladkorjev je bila povecana tudi v listih koruze, okuZene s fitoplazmo
grmicaste pritlikavosti koruze (Junqueira in sod., 2004). Povecane koli¢ine sladkorjev v
gostiteljskih rastlinah naj bi bile fitoplazmam vir energije za rast in razmnoZevanje.

2.3 TRSNE RUMENICE

Trsne rumenice so skupno ime za ve fitoplazemskih bolezni vinske trte, katerih zelo
podobna bolezenska znamenja poznamo ze vec¢ kot 50 let (Boudon-Padieu, 2003).
Fitoplazme, ki se povezujejo z razvojem vecine bolezenskih znamenj trsnih rumenic so
fitoplazma jel$inih rumenic (PGY), Buckland valley fitoplazma trsnih rumenic (BVGY),
Wester X, Flavescence dorée (FD) in Bois noir (BN). Trenutno najvecjo groznjo
evropskem in slovenskem vinogradniStvu predstavljata bolezni zlata trsna rumenica in
navadna trsna rumenica ali pocrnelost lesa, ki ju povzrocata fitoplazmi FD in BN.

Prvi izbruh bolezni, povezan s fitoplazmo FD je zabelezen leta 1950 v jugozahodni
Franciji. O podobnih bolezenskih znamenjih na vinski trti so kasneje porocali tudi iz
drugih delov Evrope. Znamenja okuzbe se kazejo kot rdecenje ali rumenenje listov,
zvijanje listnih robov navzdol, pomanjkljiva ali nepopolna olesenelost poganjkov in propad
jagod. Ceprav se povzrogitelji po genetski sestavi med seboj razlikujejo, so bolezenska
znamenja skoraj identi¢na (Maixner, 2006).

Boljse razumevanje epidemij trsnih rumenic in razvoj novih nacinov za njihovo
obvladovanje zahteva dodatne raziskave na ravni povezanosti med boleznijo in
prenasalcem fitoplazem. Tako npr. Skrzatek Hyalesthes obsoletus Signoret ni edini naravni
prenaSalec BN, ker se bolezen pojavlja tudi na obmocju, kjer ta zuzelka ni razsirjena.
Mozna potencialna prenaSalca za BN sta Pentastiridius beieri in Reptalus quinquecostatus
(Belli in sod., 2010).

Constable in sod. (2003) navajajo, da so se bolezenska znamenja trsnih rumenic pojavila Ze
leta 1976 tudi v Avstraliji. Zaenkrat ni Se znan prenasalec, vendar pojav bolezni v tem
delu sveta povezujejo z avstralskimi fitoplazmami trsnih rumenic (AGYp).

2.4 ZLATA TRSNA RUMENICA

Zlata trsna rumenica se je v Evropi prvi¢ pojavila v Franciji, od koder se je razsirila v
vinograde severno-zahodne Italije. Tam se je leta 1998 pojavil resen izbruh bolezni in od
takrat ogroza gospodarstvo tega tradicionalnega vinorodnega obmocja, kljub izvajanju
posebnih nadzornih ukrepov. Trenutno je ena najhujsih bolezni vinske trte z obCutnimi
gospodarskimi posledicami, zaradi propada celih vinogradov (Morone in sod., 2007).
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2.4.1 Fitoplazma FD in raznolikost sevov

Fitoplazma FD je povzrociteljica bolezni zlata trsna rumenica, ki Ze vec let unicuje
vinograde juzne Francije, severne Italije in Spanije. Uvriena je v skupino brestovih
rumenic (16SrV). V genomu brestovih rumenic je zelo velika podobnost v zaporedjih
genov 165 rRNA in SecY. Pojavlja se v obliki razli¢nih sevov, ki v Evropi, poleg vinske
trte, okuzuje tudi brest, jelSo, robido in druge rastline (Arnaud in sod., 2007).

Molekulska in filogenetska analiza na dveh genskih lokusih map in uvrB-degV skupaj z
genom SecY je razvrstila FD seve v tri genske skupke: FDI1, ki vkljucuje refrencni sev
FD71 in je razsirjena v Franciji; FD2 s sevom FD92 in se pojavlja v Franciji in Italiji ter
FD3, ki so ga najprej nasli v Italiji (Belli in sod., 2010). Gospodarsko so najpomembne;jsi
sevi v genskih skupkih FD2 in FD3, saj so odgovorni za vecino bolezenskih izbruhov v
zadnjih 20 letih (Angelini in sod., 2003). Poleg Italije in Francije so fitoplazme FD iz vseh
treh genskih skupin nasli tudi v vinorodnih dezelah Slovenije (Dermastia in sod., 2010).

Novejse raziskave so potrdile okuzbo navadnega sorbota (Clematis vitalba L) s
fitoplazmami FD3 v severozahodni Italiji in v nekaterih Balkanskih drzavah. Nasli so jih
na podro¢jih, kjer okuzbe vinske trte s to fitoplazmo niso bile nikoli prej zabelezene
oziroma dale¢ stran od vinogradov okuzenih s FD. Te ugotovitve kazejo, da je bil prvotni
naravni gostitelj tega fitoplazemskega izolata morda sorbot, s katerega se je fitoplazma
prenesla na vinsko trto (Filippin in sod., 2007; Filippin in sod., 2009).

Dokazano je, da fitoplazma ALY, ki povzroc¢a jelSino rumenico sorodna fitoplazmi FD ter
je uvrscena v 16SrV skupino (Malembic-Maher in sod., 2007). Med jelsami kot tudi z
okuzenih jel§ na zdravo vinsko trto jo prenasa Skrzatek Oncopsis alni. Pri okuZeni rastlini
se posledi¢no razvijejo bolezenska znamenja, podobna tistim, ki jih povzroca fitoplazma
FD (Maixner in sod., 2000). O pojavu ALY fitoplazem so porocali v Italiji, Franciji,
Avstriji, Svici in Neméiji (Amaud in sod., 2007). Nukleotidna zaporedja izolatov
fitoplazme ALY so tudi zelo podobna zaporedjem izolatov seva PGY (Malembic-Maher in

sod., 2007), za katerega je bilo v Nemciji Ze pokazano, da so jelSe njihov naravni rezervoar
(Maixner in sod., 2000).

2.4.2 Prenasalci fitoplazme FD

Naravni prenasalec fitoplazme FD je ameriski skrzatek Scaphoideus titanus Ball, ki so ga v
petdesetih letih prejSnjega stoletja prenesli iz Severne Amerike v sredozemske evropske
dezele. Njegovo pojavljanje so potrdili v vinorodnih deZelah Spanije, Francije, Italije,
Svice, Slovenije in Hrvaske (Maixner, 2006). Pred kratkim so porocali o njegovi
prisotnosti tudi v Srbiji (Lessio in Alma, 2004).

Za ameriSkega Skrzatka je znacilno, da se hrani le na vinski trti in druge rastlinske
gostiteljice niso znane. Ko se hrani na vinski trti, preidejo fitoplazme skozi njihovo sesalo
v floem ob vbodnem mestu rastline (Marzorati in sod., 2005). Skrzatek letno razvije eno
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generacijo. Samica odlozi jeseni jajceca v lub dveletnega lesa, kjer ta prezimijo. LiCinke se
zacnejo razvijati od sredine maja do sredine julija in se hranijo na spodnji strani listov.
Oderasli Skrzatki se pojavijo sredi junija in so prisotni vse do pozne jeseni. Ni e dokazov o
prenosu fitoplazem z okuZenega odraslega Skrzatka na jajceca (Lessio in Alma, 2004).

Filippini in sod. (2007) navajajo, da je vlogo pri prenosu fitoplazem FD3 s sorbota na
vinsko trto imel skrzatek Dictyophara europaea. Fitoplazme, ki pri vinski trti povzrocajo
bolezen PGY prenasa Skrzatek Oncopsis alni. Eksperimentalno $e ni dokazano, da bi PGY
prenasal Scaphoideus titanus Ball, ker se bolezen pojavlja v vinogradih, kjer ta Skrzatek ni
prisoten (Arnaud in sod., 2007).

2.4.3 Bolezenska znamenja okuzbe

Razvoj bolezenskih znamenj je odvisen od stanja gostiteljske rastline, patogena in njegovih
razli¢nih biotipov, dovzetnosti za mutacije, prisotnosti prenaSalcev ter okoljskih razmer
(Musetti, 2008).

Bolezenska znamenja postanejo jasno vidna v poletnem ¢asu, vendar je obolele trse mozno
prepoznati od pomladi predvsem po manjsi rasti. Najprej se pojavi bledikavost listov, ki pri
rdecih sortah pordeci (slika 1), pri belih porumeni (slika 2). Robovi listov se ob straneh
zvijejo navzdol, postanejo togi in dozorevajo hitreje. Zaradi slabe olesenelosti se rozge
povesijo, postanejo krhke in po zimi odmrejo. Pri bolj odpornih sortah se slaba olesenelost
pojavlja le pri posameznih poganjkih. Prizadeti so tudi cvetovi, ki se pogosto posusijo. V
obdobju dozorevanja jagod se tudi grozdje posusi (slika 3) (Maixner, 2006; EPPO, 2007).

Slika 1: Bolezenska znamenja pri rdeci sorti vinske trte, kot posledica okuZbe z zlato trsno rumenico:
rdecenje ter zvijanje listnih robov navzdol. (Foto: Petra Nikoli¢ in Nina Prezelj)
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Slika 2: Bolezenska znamenja pri beli sorti vinske trte, kot posledica okuzbe z zlato trsno rumenico:
rumenenje ter zvijanje listnih robov navzdol. (Foto: Petra Nikoli¢)

Slika 3: Susenje in propadanje jagod, kot posledica okuzbe z zlato trsno rumenico. (Foto: Maja Ravnikar)

2.4.4 Razporeditev fitoplazem v tkivih vinske trte

Danes je malo znanega o veCini interakcij med gostiteljem in patogenim
mikroorganizmom, kot npr. o razporeditvi fitoplazem in njihovi perzistentnosti v okuzenih
trsih. Za trto s tipicnimi znamenji okuzbe ni nujno, da ima fitoplazme prisotne v
dolocljivih koncentracijah v vseh tkivih v istem vzorénem obdobju (Constable in sod.,
2003). Trenutno dostopni rezultati kazejo, da so fitoplazme BN neenakomerno razporejene
v okuZenih tkivih trsov. V poletnem casu jih najbolj pogosto dokaZejo v listnih vzorcih
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simptomati¢nih poganjkov, medtem ko so redki primeri pozitivnih rezultatov pri
nesimptomaticnih listih (Terlizzi in Credi, 2007; Hren in sod., 2009). Terlizzi in Credi
(2007) navajata pozitivne rezultate okuzbe s fitoplazami BN pri testiranju floema mocno
prizadetih poganjkov. V zimskem obdobju sta jih dokazala v tkivih korenin in rozg,
vendar je bil njihov delez zelo nizek.

2.4.5 Nadzor bolezni

Izbruhe fitoplazemskih bolezni nadzorujemo z nadzorom prenasalca in odstranjevanjem
okuzenih trt. Prvi zascitni ukrep je dokaj okoljsko neprimeren, saj zahteva intenzivno
uporabo insekticidov. Eden izmed glavnih ukrepov za nadzor fitoplazemskih bolezni je
tako zagotavljanje zdravega cepilnega materiala (Bertaccini, 2007).

Ob sumu pojava zlate trsne rumenice je pomembno cCimprej odvzeti vzorce za
laboratorijsko analizo. Ce se potrdi okuzba s fitoplazmami FD, je zakonsko dologena
odstranitev okuzenih trsov iz vinograda. AmeriSkega Skrzatka zatiramo z uporabo
insekticidov ter spremljamo njegovo navzocnost v vinogradu s postavitvijo rumenih
lepljivih plos¢ic (Pravilnik o ukrepih..., 2009). Tassart-Subiratis in sod. (2003) predlagajo
uporabo termoterapevtske metode za pridobivanje neokuzenih cepljenk. Te je potrebno
namociti za priblizno 45 minut v vodo segreto na T = 50 °C.

2.5 DIAGNOSTIKA FITOPLAZEM

Nadzor nad trsnimi rumenicami zahteva nujno poznavanje vrste fitoplazme, ki ga je
mogoce dolociti le z laboratorijskim testiranjem. Diagnostiko fitoplazem ovira
neenakomerna razporeditev, nizka koncentracija in nihanje v tkivih vinske trte skozi leto
(Margaria in sod., 2007). Najvisja koncentracija fitoplazem je dokazna v zrelih listih
(Bertaccini in Duduk, 2009).

Zanesljivi rezutati diagnostike so klju¢nega pomena za odstranjevanje okuzenih trsov in za
nadzor bolezni. Pomanjkanje obcutljivih, zanesljivih in hitrih metod za doloCanje in
identifikacijo fitoplazem lahko predstavlja resno oviro pri prepreCevanju njihovega
nadaljnjega Sirjenja (Bianco in sod., 2004).

Prva metoda za diagnostiko fitoplazem je temeljila na opazovanju okuzenega rastlinskega
tkiva z mikroskopom. V zadnjih letih je bilo, poleg seroloskih, razvitih tudi veliko
molekularnih metod, kot sta hibridizacija in PCR (Lopez in sod., 2009).

2.5.1 Imunolo$Ske metode

Uvedba imunoloskih metod je predstavljala prvo orodje za hitro odkrivanje in molekulsko
razlikovanje med fitoplazmami. Najbolj razsirjena je bila uporaba testa ELISA. Serolosko
doloCanje je predvsem odvisno od razpolozljivih specificnih protiteles pridobljenih iz
fitoplazemskih beljakovin. Za doloCanje fitoplazemskih povzrociteljic bolezni so zato
zaceli hitro proizvajati monoklonska in poliklonska protitelesa. Imunoloski testi so
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relativno enostavni in ucinkoviti vendar imajo tudi svoje pomanjkljivosti. Poliklonska
protitelesa so zmerno uspeSna zaradi visoke reaktivnosti z razli¢nimi rastlinskimi
beljakovinami. Tezava je tudi pridobivanje zelo Ccistih fitoplazemskih antigenov.
Monoklonska protitelesa so primerna za tkivno imunomikroskopijo, s katero ugotavljajo
kje se fitoplazme nahajajo v rastlinah ali Zuzelkah, a zaradi velike raznolikosti
fitoplazemskih sevov niso primerna za rutinsko diagnosti¢no uporabo (Firrao in sod.,
2007).

2.5.2 Molekulske metode

V zadnjih petnajstih letih je uporaba molekulskih tehnik izboljSala nasSe znanje, spremenila
dosedanjo sliko o fitoplazmah in odprla nove poti za razumevanje njihove biologije in
bolezni, ki jih povzrocajo. Molekulske metode so tudi omogocile filogenetske in genetske
raziskave fitoplazem, kljub nezmoznosti njihovega gojenja v laboratoriju. Ena
najpomembnejSih molekulskih metod je verizna reakcija s polimerazo - PCR, ki je bila
razvita leta 1980. Uporablja univerzalne ali za skupino fitoplazmem specificne zacetnike,
pripravljene na osnovi ohranjenih genskih zaporedij. Enostavna in u¢inkovita metoda za
analizo velikega Stevila neznanih fitoplazem in tistih, ki pripadajo razlicnim podskupinam
je ugnezdena PCR v kombinaciji z RFLP. Metoda uporablja restrikcijske endonukleaze, ki
rezejo pomnozeno izhodiséno DNA na manjSe fragmente. Neznane fitoplazme lahko
dolo¢imo tako, da dobljene RFLP profile vsakega znanega vzorca primerjamo z neznanimi
(Bianco in sod., 2004; Musetti, 2008). V zadnjem cCasu je bilo razvitih veliko protokolov na
osnovi novejSe, hitrejSe in bolj obcutljive metode PCR v realnem casu (Lopez in sod.,
2009).

2.5.2.1 Izolacija DNA

Ne glede na uporabljeno detekcijsko metodo, je za njeno natan¢nost in zanesljivost klju¢na
dobra in zadostna izolacija fitoplazemske DNA (Bianco in sod., 2004). V ta namen so
raziskovalci ze preizkusili ve¢ metod, kot je uporaba ultrazvoka, toplote in elektri¢nih
naprav. Metode so razlicno ucinkovite pri uporabi razlicnega rastlinskega materiala.
Novost na tem podrocju predstavljajo posebne naprave za izolacijo DNA, ki temeljijo na
razlicnih pristopih, kot je obsevanje rastlinskega materiala z laserjem ali kapilarna
elektroforeza (Lopez in sod., 2009).

Natanc¢nost molekulske analize za doloCanje patogenih mikroorganizmov v rastlinskem
materialu zahteva u¢inkovite in ponovljive metode za izolacijo nukleinskih kislin. Te so se
zadele razvijati, ko je bila metoda PCR prvi¢ uporabljena v rastlinski patologiji. Ceprav je
veliko objavljenih metod, vse temeljijo na izolaciji preCiScene nukleinske kisline in
odstranjevanju inhibitornih spojin, kot so polisaharidi, fenolne skupine ali huminske
spojine iz rastlin. Danes se v ta namen uporabljajo razli¢ni trzno dostopni kompleti, ki so
narejeni posebej za doloceno vrsto rastlinskega materiala. Enostavni so za uporabo in ne
vsebujejo toksicnih reagentov v celotnem procesu izolacije. NajveC se uporabljajo
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kompleti, kot so DNeasy and RNeasy Plant System, Ultra Clean Plant RNA/DNA kits in
QuickPick™ Plant DNA kit (Lopez in sod., 2009).

Ena izmed prvih metod za izolacijo DNA je temeljila na uporabi pufra CTAB (Ahrens in
Seemuller., 1992). Hren in sod., (2007) opisujejo izolacijo DNA po tem postopku iz tkiva
listnih zil.

Boben in sod. (2007) navajajo, da se z optimizacijo razmer za ekstrakcijo DNA lahko
diagnostika fitoplazem izboljSa. Predlagajo uporabo avtomatiziranega postopka za
izolacijo DNA, ki temelji na uporabi kompleta QuickPick™ Plant DNA in aparata
KingFisher. Ta se v kombinaciji z metodo PCR v realnem ¢asu lahko uporablja za rutinsko
odkrivanje fitoplazem sadnega drevja (REF).

Brune in sod. (2003) porocajo o uporabi kartic FTA™ za izolacijo DNA iz listov
sladkornega trsa, okuzenega s fitoplazmami SCYP. Uspesnost izolacije DNA s pomocjo
kartic FTA™ in pufra CTAB so analizirali z metodo ugnezdene PCR. Na 1 % agaroznem
gelu so v obeh primerih dobili primerljive pozitivne rezultate. Ti potrjujejo ucinkovitost
kartic FTA™, katerih uporaba bistveno zmanjSuje casovno izolacijo DNA iz vzorcev
rastlinskega tkiva. Kartice FTA™ Elute so namenjene shranjevanju in izolaciji nukleinskih
kislin iz bioloskih vzorcev, katerih analiza poteka z metodo PCR v realnem casu. Kartice
so prekrite s posebnimi kemikalijami, ki ob stiku s celicami povzrocijo njihovo lizo in
denaturirajo beljakovine.

2.5.2.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR) v realnem ¢asu

PCR v realnem casu temelji na metodi PCR. Metoda je obcutljiva in natanc¢na ter omogoca
spremljanje produktov v Casu njihovega nastajanja z uporabo posebnih fluorescen¢nih
sond. Obstaja ve¢ vrst barvil, vendar se je dolgo let najpogosteje uporabljalo SYBR green.
Ta fluorescira ob vezavi na novonastalo dvoverizno molekulo DNA; zaradi nespecifi¢ne
vezave pa lahko nastajajo nespecificni produkti. Hidrolizirajo¢e TagMan sonde so bolj
specificne. Oznacene so s porocevalskim barvilom na 5'-koncu (npr. 6-carboxyflorescein -
FAM) in du$ilnim barvilom na 3'-koncu (npr. tetramethyl-6-carboxy rhodamine -
TAMRA). Kadar sta obe barvili v neposredni blizini na sondi, duSilec od porocevalca
absorbira signal. To pomeni, da se sonda ni vezala na komplementarno zaporedje tar¢ne
molekule DNA. Ce se veze, jo med podaljSevanjem verige polimeraza Tag cepi s 5'-3'
endonukleazno aktivnostjo. PoroCevalec in duSilec se locita, kar omogoca sproscanje
fluorescencnega signala dolocene valovne dolzine. Rezultati se izpiSejo v programu v
obliki krivulj in vrednostih Cq (ang. Cycle of quantification). Vrednost Cq predstavlja
cikel, kjer fluorescenca nastalega produkta preseze linijo fluorescencnega praga (slika 4).
Ta je obratno sorazmerna koli¢ini nukleinske kisline v izhodis¢nem vzorcu. Vecja kot je
vrednost Cq, manjsa je zaCetna koli¢ina tar¢ne molekule v izhodi§¢nem vzorcu in obratno.
Relativna kvantifikacija nam omogoca primerjavo Cq vrednosti razli¢nih tar¢nih zapored;i
v enem samem vzorcu. Metoda, ki se najpogosteje uporablja za relativno kvantifikacijo je
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224€4 Uporablja se takrat, ko je uginkovitost pomnoZevanja tarénega zaporedja povsod

enaka, oziroma se pri vsakem PCR ciklu koli¢ina pomnozenega zaporedja podvoji (Mark
in Repa, 2005; VanGuilder in sod., 2008).
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Slika 4: Racunalniski prikaz rezultatov metode PCR v realnem ¢asu v obliki krivulj in vrednosti Cq (Mark in
Repa, 2005: 153)

Hren in sod. (2007) so razvili novo metodo PCR v realnem casu za dolocanje fitoplazem.
V vzorcih je mozno dolociti fitoplazme na splosno ter FD in BN tipa fitoplazme trsnih
rumenic. Za dolocitev pozitivnih vzorcev, okuzenih s FD fitoplazmami, so postavili
zgornjo mejo povprecnih vrednosti Cq 37,3. Taksna metoda se je izkazala za obcutno
hitrejSo in bolj obcutljivo od konvencionalne PCR v kombinaciji z ugnezdeno PCR.

2.6 STABILNOST FITOPLAZEMSKE DNA

Razli¢ni raziskovalci se soocajo s tezavami pri izolaciji fitoplazemske DNA, ki naj bi bile
povezane z njeno nestabilnostjo ob daljSem shranjevanju ali postopkih zamrzovanja in
ponovnega odmrzovanja (osebni razgovori). Kljub temu je objavljenih le nekaj porocil,
kako ti postopki dejansko vplivajo na stabilnost fitoplazemske DNA (Margaria in sod.,
2007).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 RASTLINSKI MATERIAL

3.1.1 Vzorci vinske trte iz vinograda, okuZenega s fitoplazmo FD

Vzorce vinske trte (Vitis vinifera L. cv. Modra frankinja) smo nabrali v vinorodni dezeli
Posavje v vinogradu v Strazi. V vinogradu je bila okuzba s fitoplazmo FD potrjena v letu
2009, za raziskavo pa smo vzorcili v drugi polovici avgusta 2010. Nabrali smo enoletne
poganjke skupaj z grozdnimi jagodami loceno z in brez znacilnih znamenj bolezni zlate
trsne rumenice. Vzor¢ili smo poganjke iz debla trte in v mesecu oktobru tudi dvoletni les
oziroma Sparon. Vse vzorce smo prenesli v laboratorij v hladilnih torbah in jih do nadaljnje
obdelave shranili v hladno sobo na T=4 °C.

V istem vinogradu so bile julija nabrane grozdne jagode simptomati¢nega trsa 8/4.

| |pogled s hriba |

Stevilka

trsov | 10 7 6 5 4 3 2 1 «Vrsta

O 00 N O Ul b WN P

=
o

[y
[

[y
N

Juy
w

efunjuery expow

[N
IS

=
wv

[y
(<)}

[y
~

=
oo

=
o

N
o

N
[

N
N

N
w

N
i

N
wv

N
(<)}

Sur[zia pjsuax

N
~

N
oo

ZIDANICA

Slika 5: Skica vinograda v StraZi v katerem smo nabrali vzorce vinske trte. Z rdeCo je oznacena vrsta, v kateri
smo vzor¢ili.
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3.1.2 Vzorci grozdnih jagod neznanega izvora

Za poskus izolacije DNA iz grozdnih jagod, smo vzorce pripravili iz grozdja kupljenega v
trgovini.

3.2 PRIPRAVA VZORCEV NA HOMOGENIZACIIO

Nabrane poganjke smo razdelili na posamezne dele in sicer na liste, grozdne jagode,
internodij, vitice in ostanek cveta. Liste in grozdne jagode smo nato razdelili Se na vec
podvzorcev. Iz listov smo s sterilnim skalpelom izrezali zile, lamino, listni pecelj in
posebej del peclja z zacetki listnih zil ter lamino. Z internodijev poganjka smo postrgali
floem. Pripravili smo vzorec celih jagod, vzorec z iztisnjeno jagodno sredico in vzorec s
preostalo jagodno kozico (slika 6a, b). Da bi se izognili kontaminacijam smo pri obdelavi
vsakega tkiva redno razkuzevali delovno povrsino s 70 % etanolom, menjavali rokavice in
papirno delavno podlago ter za vsak vzorec uporabili svoj sterilen skalpel. Tako razdeljena
tkiva smo prenesli v sterilne 15 mL-centrifugirke, jih hitro zamrznili v teko¢em dusiku in
spravili v zamrzovalnik pri T =-80 °C.

Pri obdelavi dvoletnega lesa oziroma Sparona smo najprej olupili zunanji del lubja ter s
sterilnim sklapelom pazljivo postrgali sekundarni floem.

Vitis vinifera L.

Slika 6a: Deli vinske trte, uporabljeni za vzorcenje (PFAF, 2010)
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Celejagode

Jagodna koZica

Jagodna sredica

Slika 6b: Vzorceno tkivo razdeljeno na posamezne dele (Foto: Nina Prezelj)

Preglednica 1: Oznake vzorcev vinske trte (Vitis vinifera L. cv. Modra frankinja)

TKIVO Oznaka

listne zile A

lamina B

LIST listni pecelj C
lf.ratek. flel pe(_:lj a z listnimi AC

zilami in lamino

cele jagode D

GROZDNE | jagodna koZica E
JAGODE | jagodna sredica F
grozdni pecelj G

jagodni pecelj H

INTERNODIJ | floem 1
VITICE vitice J
listne zile K

LIST listni pecelj L
PODLAGE hatek fiel pec_lj a z listnimi KL

zilami in lamino

brst M

CVET ostanek cveta ¢}
SPARON sekundarni floem P
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3.2.1 Homogenizacija

Rastlinsko tkivo smo homogenizirali v terilnicah s teko¢im duSikom. Tkivo smo trli do
nastanka prahu. Med homogenizacijo smo ves Cas skrbeli, da se rastlinsko tkivo ni
odmrznilo in po potrebi dodajali teko¢i dusik. Nato smo v predhodno ohlajene 2 mlL-
mikrocentrifugirke (SafeLock, Eppendorf) zatehtali priblizno 200 mg rastlinskega prahu in
ga do nadaljnje uporabe shranili pri T=-80 °C. Za homogenizacijo naslednjega vzorca smo
ocistili delovno povrsino s 70 % etanolom, zamenjali rokavice in vzeli Ciste terilnice.

3.3 IZOLACIJA DNA

3.3.1 1zolacija DNA z metodo KingFisher

Celokupno DNA smo izolirali iz priblizno 200 mg homogeniziranega rastlinskega tkiva
vzorcev vinske trte s QuickPick™ Plant DNA kitom (BioNoble, Finska) in aparaturo
KingFisher® ml (Thermo Scientific, ZDA), ki temelji na uporabi magnetnih delcev.
Izolacijo DNA smo izvedli po naslednjem postopku:

1. 200 mg materiala dodamo 600 pl pufra za lizo (Plant DNA lysis buffer) in 25 pl
proteinase K.
Vzorce vrtin¢imo in nato inkubiramo na 65 °C 30 minut.

3. Med inkubacijo vstavimo v KingFisher® ml aparaturo tipse ter oznacimo in
napolnimo luknjice stripov za KingFisher® ml:

e v prvo damo 20 pl magnetnih delcev (Plant DNA MagaZorb™
magnetic particles) in 500 ul pufra za vezavo (Plant DNA binding
buffer);

e v drugo in tretjo luknjico stripa damo po 800 ul pufra za spiranje
(Plant DNA Wash buffer);
e v Cetrto damo 200 pl elucijskega pufra (Plant DNA elution buffer);
e vpeto 100 ul vode.
Po koncani inkubaciji vzorce centrifugiramo pri sobni temperaturi: 1 min pri 6000 g.
220 pl supernatanta dodamo v prvo luknjico stripa za KingFisher® ml.
Napolnjen strip vstavimo v KingFisher® ml aparaturo.
Program izolacije »QuickPick Plant DNA« poteka po slede¢em protokolu:

N s

e 2-10 minutno mesanje v luknjici 1 (vezava na magnetne delce)

e Prenos magnetnih delcev iz luknjice 1 v luknjico 2

e 10-15 sekundno mesanje v luknjici 2 (izpiranje magnetnih delcev)

e Prenos magnetnih delcev iz luknjice 2 v luknjico 3

e 10-15 sekundno mesSanje v luknjici 3 (dodatno izpiranje magnetnih
delcev)

e Prenos magnetnih delcev iz luknjice 3 v luknjico 4

e 2-10 minutno mesanje v luknjici 4 (elucija iz magnetnih delcev)

e Prenos magnetnih delcev iz luknjice 4 v luknjico 5
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8.  Po koncani izolaciji prenesemo DNA (200 pl) iz cCetrte luknjice stripa v 1,5 ml
oznaceno epico. DNA do analize shranimo na -20 °C.

3.3.2 Izolacija DNA s karticami FTA™ Elute

Ucinkovitost izolacije celokupne DNA z uporabo kartic FTA™ Elute (Whatman®) smo
ugotavljali na vzorcih iz jagod (kupljene grozdne jagode ter vzorci jagod vinske trte 8/4 in
8/5). Vzorce jagod smo homogenizirali po istem postopku, kot je napisano pod metodo
3.2.1. Ekstrakte smo pripravili tako, da smo po 100 mg homogeniziranega zamrznjenega
tkiva vsakega vzorca zmesali s:

a) 300 uL sterilne bdH,O oziroma
b) 300 uL ELISA pufra (Preglednica 2).

Na kartice FTA™ Elute smo nanesli po 40 puL ekstrakta, na eno izmed kartic pa smo iz
vzorca kupljenih jagod direktno iztisnili jagodni sok. Nadaljnji postopek izolacije
celokupne DNA smo izvedli v skladu z navodili proizvajalca Whatman®.

Preglednica 2: Sestavine ELISA pufra

sestavine koncentracija | Kkoli¢ina

TRIS (Trisbase) 264 mM 16 ¢g

TRIS-HC1 236 mM 18,6 g
NaCl 137 mM 4g

PVP K 25 2% 10g
Polietilengliol 2 mM S5g

Tween 20 0,05% 025¢

+ dH20 0,5L

3.3.3 Izolacija DNA z uporabo filtrov Pallflex

Iz ekstraktov omenjenih pod toc¢ko 3.3.2 smo ugotavljali u¢inkovitost izolacije celokupne
DNA tudi z uporabo filtrov Pallflex (Pall Corporation). Filterski trak smo s sterilnim
skalpelom narezali na manjSe koScke in nanje nanesli po 40 pL ekstrakta vsakega vzorca
posebej. Prav tako smo na enega izmed kosckov filter papirja direktno iztisnili jagodni sok
vzorca kupljenih jagod. Nadaljnji postopek izolacije smo izvedli enako kot pri uporabi
kartic FTA™ Elute, s to razliko, da vzorcev nismo inkubirali v termobloku.

Iz vzorca kupljenih jagod smo iz 200 mg homogeniziranega zamrznjenega tkiva izolirali
DNA tudi po postopku, ki je napisan pod metodo 3.3.1. Pri vsaki izolaciji DNA smo imeli
tudi negativno kontrolo izolacije, ki je vsebovala samo uporabljene reagente. UCinkovitost
izolacije smo primerjali z metodo PCR v realnem casu. Ekstrakte jagodnih vzorcev 8/4 in
8/5 smo 10-krat red¢ili v bdH,O in jih neposredno uporabili v reakciji PCR v realnem Casu.



Tesi¢ N. Dolocitev optimalnih razmer za diagnostiko fitoplazemske povzrociteljice zlate trsne rumenice v vinski trti.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega studija mikrobiologije, 2011 18

3.4 METODA PCR V REALNEM CASU

Za detekcijo in relativno kvantifikacijo FD fitoplazem v vzorcih vinske trte smo uporabili
metodo PCR v realnem casu. Za dolo€anje prisotnosti fitoplazem FD smo pomnozevali
taréni gen Sec Y, ki kodira podenoto translokaznega proteina. Za kontrolo izolacije DNA
iz rastlinskega materiala smo pomnozevali referencni gen za evkariontsko 18S rRNA.
Detekcija je temeljila na kemiji TaqMan, s sondami MGB. Uporabljeni zacetni
oligonukelotidi in sonde MGB so natan¢no opisani v Hren in sod. (2007). PCR reakcijo v
realnem Casu smo izvedli v aparaturi LightCycle 480 (Roche).

3.4.1 Izvedba PCR v realnem ¢asu

Izolirano DNA vseh vzorcev smo red¢ili 5-, 10- in/ali 50-krat v bdH,O. Pripravili smo 10
pL reakcije, sestavljene iz 8 pL reakcijske meSanice (preglednica 3) in 2 pL ustrezno
redéene DNA. Z uporabo aparature MultiProbe® II PLUS EX (ParkinElmer) za
avtomatsko pipetiranje smo v luknjice PCR plosc¢ice nanesli po 8 pL reakcijske meSanice
ter 2 uL vzoréne DNA v dveh paralelkah po dve red¢ini za vsak vzorec za vsak amplikon.
Z obema amplikonoma smo testirali tudi naslednje kontrole:

e Negativno kontrolo izolacije (NKI) za preverjanje kontaminacije prostora in
kemikalij uporabljenih za izolacijo DNA

e NTC (no template control) za preverjanje kontaminacije prostora in kemikalij
uporabljenih za pripravo reakcijskih PCR mesanic

e Ucinkovitost reakcije pomnozevanja obeh amplikonov smo ugotavljali s pozitivno
kontrolo, ki je predstavljala umeritveno krivuljo vsake PCR plos¢ice. Pripravili smo
jo iz serije redCin, predhodno dolo¢enega pozitivnega vzorca, med katerimi je bila
5-kratna razlika.

Preglednica 3: Sestava reakcijskih mesanic za posamezna amplikona

Reakcijska meSanica za FDgen

(specificnost: FD tip fitoplazem, EIm kon¢ne konc. V za 1 reakc. (nl)

yellows group, 16SrV)

bd voda 0,2
2x TagMan UMM (Fermentas) 1 x 5,0
FDgen F (10 uM) 900 nM 0,9
FDgen R (10 uM) 900 nM 0,9
FDgen_S (2,5 uM) 250 nM 1,0
SKUPAJ 8,0
Reakcijska meSanica za 18S rRNA,

Applied Biosystems kon¢ne konc. V za 1 reake. (pl)
(specifi¢nost: evkariontska 18S rRNA)

bd voda 2,5
2x TagMan UMM (Fermentas) 1x 5,0
Primer/probe mix (20x) 1x 0,5
SKUPAJ 8,0
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PCR reakcijo pomnozevanja smo izvedli po naslednjem programu:

e 2 min pri 50 °C
e 10 min pri 95 °C
e 45 ciklov: 15 s pri 95 °C, 1 min pri 60 °C

3.4.2 Obdelava podatkov

Po konc¢anem programu smo dobljene podatke PCR analizirali s programom 480 Analysis
Software (LightCycler). Program nam je izrisal grafikon na katerem so bili podatki
prikazani v obliki krivulj in vrednosti Cq. Na osi x grafikona se izpiSe Stevilo PCR ciklov,
na osi y pa fluorescenca specificne valovne dolzine. Dobljene podatke smo prenesli v
program Microsoft Excel, kjer smo izraunali povprecne vrednosti Cq amplikonov obeh
paralelk. Ker smo za vsak vzorec imeli dve redCini, smo izraunali ucinkovitost
pomnoZevanja. UcCinkovitost reakcije pomnozevanja (E) smo izraCunali po naslednji
formuli:

E=5"(1/razlika med povprecnimi vrednostmi Cq dveh redcin) .. (D

Rezultat smo upostevali, ¢e je bila u¢inkovitost pomnoZevanja v obmocju od 1,7-2,2. Za
relativno kvantifikacijo smo uporabili metodo AACq, kjer smo dobljene vrednosti Cq za
amplikon SecY normalizirali na vrednost Cq referencnega gena zal8S rRNA istega vzorca.
Normalizacijo smo naredili tako, da smo od vrednosti Cq amplikona SecY odsteli vrednost
Cq amplikona 18S rRNA.

3.5 PREVERJANJE OBSTOJNOSTI FITOPLAZEMSKE DNA

3.5.1 Ulinek odtajanja in zamrzovanja na obstojnost izolirane DNA

Za preverjanje stabilnosti fitoplazemske DNA, shranjene pri -20 °C smo izbrali DNA
izolirano iz tkiv lamine, celih jagod in jagodne koZice vzorcev pozitivnih na FD, ki so
imeli vrednosti Cq pod zgornjo mejo kvantifikacije (Cq<33). V poskus smo dodatno
vkljucili tudi fitoplazemsko DNA iz jagod vzorca pozitivnega na FD, katerega vrednost Cq
je bila na meji obmocja kvantifikacije. Izolirano DNA vsakega vzorca smo razdelili na vec¢
kontrolnih vzorcev po 10puL in na testni vzorec 60 pL. Slednjega smo nato odmrznili in
inkubirali 1 uro pri sobni temperaturi ter ponovno zamrznili pri T= -20 °C. Postopek smo
ponovili 5-krat v okviru 1 tedna. Z metodo PCR v realnem c¢asu smo nato primerjali
vrednosti Cq testnega odtajanega vzorca z vrednostmi Cq kontrolnega vzorca.

3.5.2 Obstojnost DNA v obliki rastlinskega tkiva shranjenega pri T =-80 °C

Za ugotavljanje obstojnosti fitoplazemske DNA v tkivu (neizolirana DNA) smo po dveh in
Stirth mesecih hranjenja tkiva pri T= -80 °C ponovili izolacijo DNA iz homogeniziranega
rastlinskega tkiva lamine, celih jagod in jagodne koZice vzorcev pozitivnih na FD. Za
izolacijo smo uporabili postopek opisan pod metodo 3.2.1. V poskus smo dodatno vkljucili
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tkivo jagod vzorca pozitivnega na FD, ki je bil vzorcen julija. Razlike v vrednostih Cq smo
preverili z metodo PCR v realnem casu.

3.6 DOLOCANIJE SLADKORJEV

3.6.1 Ekstrakcija sladkorjev

Sladkorje smo izolirali iz priblizno 100 mg okuzenega in neokuZenega homogeniziranega
tkiva lamine in jagodne sredice s pufrom metanol-kloroform-voda (5:2:1). Zatehtanemu
tkivu lamine smo dodali 500 pL pufra, jagodni sredici pa 1000 pL pufra. Vzorce smo
dobro premesali in postavili na led za 8§ minut. Po inkubaciji smo jih kratko vrtin¢ili in
centrifugirali 4 minute pri 14000 obratih pri T= 4 °C. Nato smo pazljivo prenesli
supernatant v nove 1,5 mL-mikrocentrifugirke in dodali 0,5 mL bdH,0. Ponovno smo
vrtin€ili in centrifugirali 2 minuti pri 14000 obratih pri T=4 °C. Zgornjo polarno fazo smo
prenesli v novo 1,5 mL-mikrocentrifugirko in jo zamrznili pri T= -20 °C do nadaljnje
analize.

3.6.2 Spektrofotometri¢no merjenje absorbance

Za dolocanje koncentracije (mg/g sveze teze) izolirane saharoze, glukoze/- in fruktoze smo
uporabili K-SURFG Kit (Megazyme). Sladkorje smo dolocali z merjenjem absorbance pri
valovni dolzini 340 nm z uporabo spektrofotometra UV 180 (Shimazdu). Postopek
spektrofotometricnega dolocanja izoliranih sladkorjev iz ekstraktov je opisan v preglednici
4.

Preglednica 4: Spektrofotometri¢no merjenje absorbance za dolo¢anje koncentracije sladkorjev

Saharoza Glukoza/Fruktoza
Slepi vzorec Vzorec Slepi vzorec Vzorec
sestavine volumen v kiveti (uL) volumen v kiveti (uL)
B-fruktozidaza 100 100
ekstrakt vzorca X X

premesamo in inkubiramo 5 min

dH20 1000 1000-x 1100 1100-x

Imidazolni pufer 50 50 50 50

NADP+ ATP 50 50 50 50
premeSamo

odcitamo Al absorbanco pri 340 nm po 3 minutah
HK/G6P-DH | 10 | 10 | 10 | 10

premeSamo

odc¢itamo A2 absorbanco pri 340 nm po 2 minutah
PGI | | | 10 | 10

premesamo

odc¢itamo A3 absorbanco pri 340 nm po 10 minutah
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Pri dolocanju sladkorjev okuzenih vzorcev lamine smo dodali po 10 pL ekstrakta, pri
neokuzenih pa 20 pL. Za okuzene in neokuzene vzorce jagodne sredice smo dodali 5 puL
0z. 10 pL ekstrakta. Znotraj okuzenih tkiv smo imeli 6 bioloskih ponovitev, pri neokuzenih
pa 5. Vsak vzorec smo naredili v dveh tehni¢nih ponovitvah in dobljene rezultate obdelali
v programu Microsoft Excel. Rezultata vzorca nismo upostevali, kadar je bila sprememba
absorbance, pred in po dodatku encima manjsa od vrednosti 0,05.

Koncentracijo sladkorjev (mg/g sveze teze tkiva) smo izracunali z naslednjimi formulami:
c(g/L) = VI1*4A4 prostega sladkorja*Mw/6300*1*V ... (2)
¢ = c¢(g/L)*Vdodanega pufra/mg zatehtanega tkiva*1000 ...(3)

Pri tem je V1 kon¢ni volumen, AA je razlika v absorbancah dodanega vzorca in slepega
vzorca, Mw molska masa sladkorjev in V2 volumen dodanega vzorca.
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4 REZULTATI
4.1. KONCENTRACIJA DNA

4.1.1 Umeritvena Kkrivulja za analizo vrednosti Cq

Umeritveno krivuljo za analizo vrednosti Cq dobljenih z metodo PCR v realnem ¢asu smo
pripravili iz redCitvene vrste vzorca pozitivnega na fitoplazmo FD. 1z krivulje smo dolo¢ili
zgornjo mejo kvantifikacije, ki je bila 33 Cq (slika 7).

14

RZ=0,9999

12

10 /

v 4 Sec¥

Linear {Sec Y)

20 22 24 26 28 30 32 34

Slika 7: Umeritvena krivulja za amplikon Sec Y narejena z metodo PCR v realnem Casu za vzorec vinske trte
pozitiven na fitoplazmo FD.

4.1.2 Razporeditev fitoplazem FD v posameznih delih tkiv

Pri vseh vzorcih smo dolocili fitoplazmo FD le v simptomati¢nem tkivu posameznih delov
lista (slika 8), medtem ko, za tkivo grozdnih jagod tudi v nesimptomaticnem tkivu vzorca
8/7 (slika 9).
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m3/4

Cq vrednosti

mE/5

m8/7

m3/10

5 M5 5 NS 5 NS 5 NS
listne Zile lamina listni pecelj kratek del peclja z
listrimiZilamiin
lamino

tkivo lista

Slika 8: Ocena razporeditve in koncentracije fitoplazem FD v posameznih delih simptomati¢nega (S) in
nesimptomati¢nega (NS) tkiva lista glede na pomnozevanje amplikona SecY.

40

35

30

25

20

ma/4

15 =8/5

Cqvrednosti

m3/7
10

m3/10

S NS
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tkivo jagod

Slika 9: Ocena razporeditve in koncentracije fitoplazem FD v posameznih delih simptomati¢nega (S) in
nesimptomati¢nega (NS) tkiva grozdnih jagod glede na pomnoZevanje amplikona SecY.
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4.1.3 Doloditev tkiva z najviSjo koncentracijo fitoplazem FD

Za dolocitev tkiva z najvi§jo koncentracijo fitoplazem FD smo izvedli relativno
kvantifikacijo, kjer smo normalizirane vrednosti Cq razli¢nih tkiv primerjali z vrednostmi
Cq v listnih zilah. Slednje smo izbrali kot kontrolno tkivo, ker obstojece diagnosti¢ne
metode za doloCanje fitoplezem v vzorcih vinske trte temeljijo na tem tkivu. Pri poskusu
smo upostevali le rezultate pozitivnih vzorcev katerih povprecna vrednost Cq ni presegala
zgornje meje kvantifikacije dolocene z umeritveno krivuljo.

Pri ucinkovitosti pomnozevanja amplikona SecY smo doloc¢ili obmocje od 1,7 do 2,2 in
upostevali vzorce, ki so bili znotraj tega obmocja oz. povprecno vrednost Cq manjse
redcitve, ¢e so bili izven obmocja. V primeru inhibicije smo upostevali vrednosti Cq,
dobljene pri vecjih redCitvah. Dobljene vrednosti smo =zaradi velikih razlik med
posameznimi tkivi logaritmirali.

Najvi§ja koncentracija fitoplazem FD je bila v tkivu jagod v vseh testiranih okuzenih
rastlinah (slika 10). Najvec fitoplazem FD je bilo v jagodni kozici (slika 10), primerljivo
ali le nekoliko manj pa v jagodni sredici (slika 10). Koncentracija fitoplazem je bila zelo
visoka tudi v vzorcih jagodnega peclja (slika 10), a v primerjavi z listnimi zilami nizja kot
v grozdnem peclju (slika 10). V posameznih tkivih jagod je bila koncentracija
fitoplazemske DNA tudi do 200-krat visja kot v listnih Zzilah.

Povprecno visjo koncentracijo fitoplazem kot v izoliranih zilah smo dolocili tudi v lamini
(slika 10). Koncentracija pa je bila nizja kot v zilah v listnem peclju in viticah.
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Slika 10: Relativna koncentracija fitoplazem FD v posameznih tkivih glede na simptomaticne listne Zile.
Povprecne vrednosti Cq amplikona SecY razli¢nih tkiv so normalizirane na povprecno vrednost Cq
amplikona 18S rRNA. Razlika v koncentraciji fitoplazem FD med posameznimi tkivi in listnimi zilami
vzorcev je oznadena kot log2™*“®. Dobljene vrednosti so logaritmirane. Oznake posameznih tkiv: A-listne
zile; B- lamina; C-listni pecelj; AC- kratek del pecelja z listnimi zilami in lamino; D-cele jagode; E-jagodna
kozica; F-jagodna sredica; G-grozdni pecelj; H-jagodni pecelj; I-sekundarni floem; J-vitice

4.1.4 Nove metode za izolacijo DNA

Preverili smo, kaksna je u€inkovitost izolacije celokupne DNA iz rastlinskega tkiva jagod
pozitivnih vzorcev z uporabo kartic FTA™ Elute in filtrov Pallflex glede na izolacijo z
aparaturo KingFisher® ml (slika 11). Za testiranja smo izbrali jagodno tkivo, v katerem
smo dolocili najvisjo koncentracijo fitoplazem FD (slika 10). Za primerjavo smo uporabili
metodo PCR v realnem casu, kjer smo primerjali vrednosti Cq, dobljene po razli¢nih
nacinih izolacije vzorcev. Visje vrednosti Cq pomenijo manj izhodiS¢ne oziroma izolirane
DNA. Za vsak vzorec smo vrednosti Cq posamezne izolacije odsteli vrednost Cq, ki smo jo
dobili po izolaciji z aparaturo King Fisher. Ve¢ja kot je razlika med vrednostmi Cq, manj
DNA smo izolirali iz ekstraktov s karticami FTA™ Elute in filtri Pallflex glede na
ekstrakcijo z aparaturo KingFisher® ml.

Pri izolirani celokupni DNA smo zaznali pomnozevanje amplikona 18S rRNA (slika 11)
pri obeh pozitivnih vzorcih. Dobljene vrednosti Cq so bile vi§je v primerjavi z izolacijo z
aparaturo KingFisher® ml.

Glede na slabo ali nedolocljivo pomnoZevanje amplikona SecY smo sklepali, da smo iz
vodnega ekstrakta izolirali manj ali nedolocljive koli¢ine fitoplazemske DNA s filtri
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Pallflex in s karticami FTA™ Elute (slika 11). Fitoplazemsko DNA smo uspeli pomnoziti
le po eni ekstrakciji z uporabo filtra Pallflex.

Pri uporabi pufra ELISA za izolacijo fitoplazemske DNA s kartico FTA™ Elute in filtrom
Pallflex smo dobili visje vrednosti Cq v primerjavi z izolacijo z aparaturo KingFisher®
ml. Rezultati tako kazejo, da je ucinkovitost izolacije DNA s filtri Pallflex in s karticami
FTA™ Elute slabsa od metode KingFisher.

Da bi se izognili enemu koraku izolacije DNA smo 10-krat red¢en ekstrakt v pufru ELISA
neposredno dodali v reakcijsko meSanico za PCR v relanem casu. Dobljene vrednosti Cq
so bile nizje v primerjavi z 10-krat red¢eno DNA izolirano z aparaturo KingFisher® ml.
Dobljena razlika med vrednostmi Cq je bila negativna. To pomeni, da je bilo v ekstraktu
ELISA vec¢ izhodis¢ne DNA kot v ekstraktu, pridobljenem z aparaturo KingFisher® ml
(slika 11).
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10 - M Cq 8/4 DM-KF (185 RNA)

W Cq 8/5 DM-KF (185 RNA)

Cq 8/4 DM-KF (Sec Y)

B Cq 8/5 DM-KF (Sec Y)

razlika Cq vredsnoti {ekstrakti-KF)
o)

ekstrakt

Slika 11: Ocena koli¢ine DNA, izolirane iz pozitivnih vzorcev vinske trte z uporabo kartic FTA™ Elute
(DM) in filtrov Pallflex (DM) glede na aparaturo KingFisher® ml (KF), s primerjavo razlik v pomnoZevanju
amplikonov 18S rRNA ali SecY z metodo PCR v realnem éasu. Oznake: kartice FTAT™-izolacija DNA iz
vodnega in ELISA ekstrakta s karticami FTA™ Elute; filter-izolacija DNA iz vodnega in ELISA ekstrakta s
filterskim papirjem; ekstrakt-vodni in ELISA ekstrakt jagodnih vzorcev red¢en 10-krat v bdH,O in
neposredno uporabljen v reakeiji PCR v realnem ¢asu.
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4.1.5 Preverjanje obstojnosti fitoplazemske DNA

4.1.5.1 U¢inek odmrzovanja in zamrzovanja izolirane DNA

Za preverjanje obstojnosti fitoplazemske DNA smo uporabili metodo PCR v realnem ¢asu,
kjer smo primerjali vrednosti Cq 5-krat odtajane in ponovno zamrznjene celokupne DNA
(testni vzorec) s tisto, ki je bila ves cas bila zamrznjena pri T = -20 °C (kontrolni vzorec).
Ugotovili smo, da nekajkratno odtajanje in zamrzovanje ne vplivata bistveno na obstojnost
izolirane DNA (sliki 12 in 13). Ce je vrednost Cq testirane DNA vegja od vrednosti Cq
kontrolnega vzorca, pomeni ve¢ DNA pri kontroli. V tem primeru razliko med njima
opazimo na grafikonu kot pozitivno in obratno. Najvecjo razliko med vrednostjo Cq
testirane DNA in kontrolne DNA pri pomnozevanju amplikona 18S rRNA smo opazili pri
vzorcu 8/5 za tkivo lamine in je znaSala 1,5 Cq (slika 12), pri pomnoZevanju amplikona
SecY pa pri mejnem vzorcu 8/9 (Cq>33) in je znaSala 2 Cq (slika 13). Pri ostalih vzorcih je
bila razlika zanemarljiva.
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W laming

0,5
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3/4 8/5 /10 !

0,5

m celejagode

jagodna koiica

razlika Cq vrednosti (testirana-kontrolna)
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Slika 12: Razlike v vrednostih Cq med testirano in kontrolno DNA, izolirano iz tkiva lamine, celih jagod in
jagodne kozice vzorcev vinske trte pozitivnih na fitoplazmo FD po petkratnem odtajevanju in ponovnem
zamrzovanju (primerjava razlik je glede na pomnoZzevanje amplikona 18 S rRNA).
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Slika 13: Razlike v vrednostih Cq med testirano in kontrolno DNA, izolirano iz tkiva lamine, celih jagod in
jagodne kozice vzorcev vinske trte pozitivnih na fitoplazmo FD po petkratnem odtajevanju in ponovnem
zamrzovanju (primerjava razlik je glede na pomnozevanje amplikona SecY).

4.1.6 Obstojnost fitoplazemske DNA v obliki homogeniziranega rastlinskega tkiva,
shranjenega pri T =-80 °C

Preverili smo, ali fitoplazemska DNA, zamrznjena pri T= -80 °C v obliki
homogeniziranega rastlinskega tkiva, s ¢asom propada. Ce se koli¢ina fitoplazemske DNA
zmanj$a po drugi (po dveh mesecih) oziroma tretji ekstrakciji (po $tirih mesecih) glede na
prvo, jo opazimo kot pozitivno vrednost na grafikonu in obratno.

Pri testiranih vzorcih smo po dveh in Stirih mesecih ponovili izolacijo DNA in s PCR v
realnem Casu preverili njeno koli¢ino s pomnozevanjem amplikona 18S rRNA (slika 14) in
amplikona SecY (slika 15). Pri pomnozevanju amplikona 18S rRNA po izolaciji DNA iz
lamine smo po dveh mesecih dobili za 2 nizje vrednosti Cq in za 2,6 Cq po $tirih mesecih
(slika 14). Razlika 2 Cq pomeni 4-krat slabSo izolacijo. Pri ostalih vzorcih je bila izolacija
nekoliko boljSa oziroma enaka kot na zacetku poskusa. Najvecjo razliko v kolicini
fitoplazemske DNA smo opazili po drugi ekstrakciji za tkivo lamine in je znaSala 1,3 Cq
(slika 15). Pri ostalih vzorcih sprememb v koli¢ini fitoplazemske DNA nismo opazili.
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Slika 14: Razlike v vrednostih Cq med testirano in kontrolno DNA, izolirano iz tkiva lamine, celih jagod in
jagodne koZice vzorcev vinske trte pozitivnih na fitoplazmo FD po dveh (2) in Stirih (4) mesecih (primerjava
razlik je glede na pomnozevanje amplikona 18S rRNA). Vzorci vzoréeni avgusta: 8/4; 8/5; 8/10. Vzorec
vzoréen julija: 8/4 7.7.

M cele jagode

jagodna kozica

M lamina

razlike Cq vrednosti

0_
]2 ‘I4 l2 ‘ 4

8/4 8/5

vzorci

Slika 15: Razlike v vrednostih Cq med testirano in kontrolno DNA, izolirano iz tkiva lamine, celih jagod in
jagodne koZice vzorcev vinske trte pozitivnih na fitoplazmo FD po dveh (2) in §tirih (4) mesecih (primerjava
razlik je glede na pomnoZevanje amplikona SecY). Vzorci vzorceni avgusta: 8/4; 8/5; 8/10. Vzorec vzorcen
julija: 8/4 7.7.
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4.2 KOLICINA SLADKORJEV V OKUZENIH IN NEOKUZENIH TKIVIH

Preverili smo, ¢e se koli¢ina sladkorjev (mg/g sveze teze) razlikuje v okuzenih in
neokuzenih tkivih lamine (slika 16, preglednica 6) in jagodne sredice (preglednica 5).

Ugotovili smo, da okuzeno tkivo lamine vsebuje ve¢jo koli¢ino saharoze glede na
neokuZzeno.

14
*
12
2 l
N 10
’Q.J
]
a 8
=
%0 B FDNEG.
2 ° m FDPOZ.
o
o
5 4 :
o
2
O —
glukoza fruktoza saharoza

Slika 16: Povprecne koncentracije sladkorjev (£ SD) v okuzenih tkivih (FD POZ.) lamine glede na
neokuzeno (FD NEG.)

* Prikazuje statisticno znacilno razliko med negativnimi in pozitivnimi vzorci (t-test, p < 0,05).

V jagodni sredici so bile izmerjene koncentracije saharoze paralelk istega vzorca prevec

razli¢ne (preglednica 5), da bi na njihovi osnovi lahko sklepali o razlikah med zdravimi in
okuzenimi rastlinami.
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Preglednica 5: Koncentracija izolirane saharoze, glukoze/- in fruktoze (mg/g sveze teze) v vzorcih jagodne
sredice (oznaka F), ki so bili pozitivni ali negativni na fitoplazmo FD.

Vzorcei glukoza Standardni | fruktoza Standardni | saharoza Standardni
(mg/gFw) | Povprecje odklon (mg/gFw) | Povprecje | odklon (mg/gFw) | Povprecje | odklon
21,684 17,851 13,039
8/6 F | 25068 21,007 / / /
22,750 | 23,167 | 1,730 18,578 | 19,145 | 1,653 /
29,446 24,991 4,092
= | 88F 27,505 23,638 0,134 / /
2 27,752 23,887 /
g" 27,681 | 28,096 | 0,906 23,745 | 24,065 | 0,625 /
a 27,748 25,629 27,182
8/9F | 34998 32,452 5684 / /
32,040 | 31,595 | 3,645 29319 | 29,133 | 3,416 /
25,816 22,025 15,778
8/13F | 23,142 19,812 12,545 / /
29336 | 26,098 | 3,107 24,755 | 22,197 | 2,476 /
26,574 22,084 8,349
8/4F | 25363 20,584 14,069 | / /
24,532 25490 | 1,027 20,584 | 21,084 | 0,866 5,654
20,294 17,326 16,546
8/5F | 16,817 14,555 7,069 /
22,122 19,744 | 2,695 18,855 | 16,912 | 2,180 /
g 18,572 15,806 15,295
E | 8/7F | 26,803 22,704 3,085 / /
§ 22,773 | 22,716 | 4,116 19,152 19,221 | 3,449 /
P 13,720 10,861 14,178
8/10F | 13,448 10,646 4,202 / /
15,646 | 14271 | 1,198 12,499 | 11,335 | 1,013 /
35 p | 23422 20,396 9,861
18,181 | 20,802 | 3,706 16,143 | 18,269 | 3,007 9,682| 9,772 | 0,127
36 F 25704 19,936 4,508
20,902 | 23,303 | 3,395 16,554 | 18,245 | 2,391 5971| 5,239 | 1,034
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Preglednica 6: Koncentracija izolirane saharoze, glukoze/- in fruktoze (mg/g sveze teze) v vzorcih lamine
(oznaka B), ki so bili pozitivni ali negativni na fitoplazmo FD.

Vzorci glukoza Standardni | fruktoza Standardni | saharoza Standardni
(mg/gFw) | Povpregje odklon (mg/gFw) | Povpreéje | odklon (mg/gFw) | Povprecje | odklon
/ / /
8/2B
0,465 | 0,465 0,310 0,450 0,450 0,280 1,591 | 1,591 0,577
g 3/6 B 1,222 1,477 2,307
g 1,659 1,440 | 0,309 1969 1,723 | 0348 | 2,050| 2,178 | 0,181
2 / / /
N | 88B
= 0,519| 0,519 0,232 0,375| 0,375 0,227 1,907 | 1,907 0,287
/ / /
8/13 B
0,619| 0,619 0,383 0,608 | 0,608 0,391 1,312 1,312 0,619
Q4B 1,984 1,488 7,767
2,065| 2,025 0,057 1,584 | 1,536 0,068 9,492 | 8,630 1,220
/5B 2,307 1,834 7,895
3,952 3,129 1,163 3,397 | 2,615 1,105 6,297 | 7,096 1,129
= /
g /7B 0,841 5,100
] 1,759 | 1,300 0,649 1,366 | 1,366 0,597 2,328 | 3,714 1,960
o
Q.
A | 8108 1,748 1,480 13,879
= 1,817 | 1,782 0,049 1,621 | 1,551 0,100 13,746 | 13,813 | 0,094
3/5B 1,866 1,266 7,702
2,093 | 1,980 0,161 1,308 | 1,287 0,030 7,659 | 7,681 0,031
/
36p |_L159 8,946
1,506 | 1,333 0,245 1,147 | 1,147 0,226 7,000| 7,973 1,376
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Optimalno tkivo za diagnostiko fitoplazem FD

V obstojecih diagnosticnih postopkih dolocanja fitoplazem v simptomati¢nih tkivih
fitoplazemsko DNA dolocamo v listnih Zilah. Terlizzi in Credi (2007) navajata pozitivne
rezultate okuzbe s fitoplazami BN pri testiranju floema moc¢no prizadetih poganjkov.
Zanimivo je, da fitoplazme niso nikoli bile doloc¢ene v tkivih stebla. V zimskem obdobju
jih je moZzno dokazati v pozitivnih tkivih korenin in rozg, vendar je njihov delez zelo nizek.
Glede na porocila, da so fitoplazme v vinski trti razporejene neenakomerno (Constable in
sod., 2003), smo Zeleli ugotoviti, v katerem tkivu vinske trte je koncentracija fitoplazme
FD najviSja. Za analizo ekstraktov izoliranih iz razli¢nih tkiv vinske trte smo uporabili
metodo PCR v realnem ¢asu po postopku, ki so ga razvili Hren in sod. (2007). V tkivih
listov in jagod s tipi¢nimi bolezenskimi znamenji zlate trsne rumenice smo detektirali
fitoplazemsko DNA (sliki 8 in 9). Z naso analizo smo potrdili, da se v posameznih delih
istega okuzenega tkiva koncentracija fitoplazem FD razlikuje. Do sedaj je veljalo, da je
najvecja koncentracija fitoplazem FD v osrednjih rebrih, tako da so ta uporabljena v
diagnosti¢nih postopkih.

V nalogi smo pokazali, da je najvi§ja koncentracija fitoplazem FD v tkivih jagod (slika
10). Ceprav so bile brez bolezenskih znamen;j zlate trsne rumenice, smo fitoplazmo FD
dolocili tudi v jagodah vzorca 8/7 (slika 9). Primerjava relativne koncentracije
fitoplazemske DNA v jagodnem tkivu in osrednjih rebrih je pokazala, da je v jagodah do
200-krat ve¢ fitoplazem (slika 10). S tem smo potrdili zastavljeno hipotezo, da je ob koncu
rastne sezone najvecja koncentracija fitoplazem v tkivih z najvecjo vsebnostjo sladkorjev.
Odkritje je zanimivo in prvi¢ pokazano v tej diplomski nalogi. Za razliko fitoplazem nismo
dolocili v sekundarnem floemu (slika 10), listu podlage in Sparonu okuzenih rastlin ali pa
so bili rezultati nad zgornjo mejo kvanifikacije pozitivnih vzorcev (>37,3 Cq). S tem smo
potrdili, da v vinski trti, s tipicnimi znamenji okuZzbe, fitoplazme niso prisotne v dolocljivi
koncentraciji v vseh tkivih.

5.1.2 Uspesnost kartic FTA™ Elute in filtrov Pallflex za izolacijo DNA

V nalogi smo preverili ali lahko za ekstrakcijo DNA uporabimo pufer ELISA, ki je cenejsi
od pufrov, ki jih potrebujemo za izolacijo DNA z aparaturo KingFisher® mL in bi bila
izolacija z njegovo uporabo tudi Casovno manj zamudna. Primerjavo ekstrakcijskih pufrov
smo izvedli soCasno s preverjanjem uspesnosti izolacije DNA z uporabo kartic FTA™
Elute in filtrov Pallflex. Kartice FTA™ Elute so ze uporabili za izolacijo DNA iz listov
sladkornega trsa, okuzenega s fitoplazmami SCYP (Brune in sod., 2003). Mi smo preverili
njihovo ucinkovitost za izolacijo celokupne in fitoplazemske DNA iz rastlinskega tkiva
grozdnih jagod. Analiza ekstraktov z metodo PCR v realnem cCasu je pokazala, da je
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izolacija DNA boljsa kot s karticami FTA™ Elute ali filtri Pallflex z uporabo kompleta
QuickPick™ Plant DNA kita z aparaturo KingFisher® mL (Boben in sod., 2007) (slika
11). Iz slike 11 je razvidno, da so dobljene vrednosti Cq pri vodnih ekstraktih in ekstraktih
ELISA bistveno visje oz. nedolo¢ljive, ¢e za izolacijo fitoplazemske DNA uporabimo
kartice FTA™ Elute in filtre Pallflex namesto aparature KingFisher® mL (slika 11). Kljub
temu, da je bila ekstrakcija s karticami in filtri slabSa, pa je bila izolacija fitoplazemske
DNA iz ekstraktov ELISA boljsa kot iz vodnih ekstraktov (slika 11).

Pomembna ugotovitev teh poskusov je, da 10-krat redceni ekstrakt ELISA, ki ga
neposredno uporabimo v reakcijski meSanici za PCR v realnem casu, vsebuje vec
fitoplazemske DNA od 10-krat redCenih ekstraktov dobljenih z aparatuto KingFisher® mL
(slika 11).

5.1.3 Obstojnost fitoplazemske DNA

Kljub tezavam z obstojnostjo fitoplazemske DNA, s katerimi se srecujejo nekateri
raziskovalci pri njeni izolaciji (osebni razgovori), je bila po nasih podatkih izvedena le ena
sistematiCna analiza vpliva daljSega shranjevanja ali zamrzovanja in odmrzovanja na
stabilnost DNA fitoplazme FD (Margaria in sod. 2007). V svoji raziskavi so preverili
obstojnost fitoplazemske rRNA z metodo RT-PCR za ekstrakte pridobljene iz listnih
vzorcev vinske trte ali madagaskarskega zimzelena okuZenih s fitoplazmo FD, ki so jih
razlicno dolgo hranili pri T= -20 °C in T= -80 °C. Pri ponovnem testiranju zamrznjenih
celih listov in ekstraktov so fitoplazmo FD dolo¢ili v vseh vzorcih. V nasi raziskavi smo z
metodo PCR v realnem casu zaznali pomnozevanje amplikona 18S rRNA in amplikona
SecY v vseh vzorcih, ki smo jih veckrat odtalili in ponovno zamrznili (sliki 12 in 13).
Edina razlika, ki smo jo opazili je bila pri vzorcu, pri katerem je bila vrednost Cq vecja od
33 in je bila tako koncentracija fitoplazme FD v vzorcu zelo nizka. Ugotovitev je v skladu
z rezultati raziskave Margaria in sod. (2007), ki predvidevajo, da so njihovi pozitivni
rezultati povezani z zelo visoko koncentracijo fitoplazem FD v madagaskarskem
zimzelenu v primerjavi z vinsko trto.

Z ugotovitvami Margaria in sod. (2007) se skladajo tudi rezultati raziskave vpliva
hranjenja ekstraktov pri T= -80 °C (sliki 14 in 15). Kljub manjSim odstopanjem v obeh
smereh, so bili rezultati analize po $tirih mesecih hranjenja primerljivi s tistimi z zacetka
poskusa.

5.1.4 Sladkorji v lamini

Hipoteza nase naloge je bila, da je koli¢ina sladkorjev v s FD okuZzenih listih vinske trte
vecja kot v neokuzenih. Hipotezo smo postavili na osnovi objavljenih porocil, da okuzba s
fitoplazmo grmicaste pritlikavosti koruze, LY in 'Ca. P australinese' povzro¢i kopicenje
sladkorjev v tkivih okuzenih listov (Lepka in sod., 1999; Choi in sod., 2004; Guthrie in
sod., 2001; Maust in sod., 2003; Junqueira in sod., 2004). Zastavljeno hipotezo smo
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potrdili, saj smo po pricakovanjih dobili ve¢je povprecne koncentracije sladkorjev v
okuZenih listih v primerjavi z neokuzenimi (slika 16).

Glede na dobljene rezultate o najvecji koncentraciji fitoplazem FD v grozdnih jagodah, ki
v Casu dozorevanja predstavljajo velik ponor sladkorjev, smo zeleli preveriti, ali se
koncentracija sladkorjev v okuzenih jagodah razlikuje od koncentracije v neokuzenih. Za
izolacijo sladkorjev iz jagod smo uporabili isto metodo kot za izolacijo iz lamine.
Uporabljena metoda se ni pokazala za primerno, saj so bile meritve med posameznimi
paralelkami prevec variabilne. Na osnovi dobljenih rezultatov ne moremo sklepati na
povezanost okuzbe s sladkorji v groznih jagodah. Za ustreznejSe rezultate bi bilo potrebno
metodo optimizirati.

5.2. SKLEPI

V diplomski nalogi smo pokazali da:

e jagodno tkivo ob koncu rastne sezone vsebuje najvecjo koncentracijo fitoplazem
FD in da je kot tak$no optimalno za diagnostiko FD fitoplazem;

e za izolacijo in kasnejSe koli¢insko ovrednotenje fitoplazemske DNA lahko
uporabimo pufer ELISA; z njegovo uporabo postopek detekcije pocenimo in
skrajSamo;

e shranjevanje tkiva vinske trte za dva do §tiri mesece pri T = -80 °C in veckratno
odtajanje in zamrzovanje ekstraktov ne vplivajo na obstojnost DNA fitoplazme FD,
kadar je ta prisotna v razmeroma dovolj visoki koncentraciji;

e fitoplazme kopicijo sladkorje v listnem tkivu;

e poskusi so bili narejeni na 4 vzorcih ene sezone in ene sorte, zato bi jih bilo
potrebno ponoviti v ve¢jem poskusu.
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6 POVZETEK

Fitoplazme so odgovorne za veliko gospodarsko Skodo kmetijsko pomembnih rastlin po
vsem svetu. Popolnoma so odvisne od svojih gostiteljev in prenaSalcev, izven katerih ne
morejo preziveti. Karantenska fitoplazma Flavescence dorée (FD) povzroca nevarno
bolezen vinske trte, ki se imenuje zlata trsna rumenica. Bolezen predstavlja resno groznjo
vinogradni$tvu, saj v primeru okuzbe pride do propada celotne rastline, zato je zakonsko
doloCeno odstranjevanje okuzenih rastlin. Posledi¢no je gospodarska Skoda velika.
Bolezenska znamenja se ne pokaZejo takoj po okuzbi, zato bolezen opazimo Sele po nekaj
mesecih do letih. Fitoplazma FD ima velik epidemioloski potencial v evropskih vinogradih
zaradi razSirjenosti in prisotnosti prenaSalca, ameriSkega Skrzatka (Scaphoideus titanus
Ball), ki fitoplazmo FD prenasa z okuzenih na zdrave trse ob sesanju rastlinskih sokov.

Fitoplazem Se ne znamo gojiti v razmerah in vitro, zato so diagnostic¢ni pristopi zaenkrat
omejeni na uporabo molekulskih analiz. Te v laboratoriju Nacionalnega instituta za
biologijo izvajajo po protokolih z metodo PCR v realnem Casu v osrednjih listnih zilah
vinske trte po pojavu bolezenskih znamenj. Da bi pravocasno odkrili bolezen in s tem
preprecili njeno nadaljnje Sirjenje, iSCejo ucinkovitejSe in Casovno ter cenovno bolj
optimalne postopke.

V diplomski nalogi smo z metodo PCR v realnem casu analizirali ekstrakte izolirane iz
razlicnih tkiv vinske trte, ki smo jih nabrali ob koncu rastne sezone, da bi ugotovili v
katerem tkivu je koncentracija fitoplazem FD najvisja. Analizirana tkiva so imela ali pa ne
izrazena tipiCna bolezenska znamenja zlate trsne rumenice, kot posledice okuzbe s
fitoplazmo FD. Ob koncu rastne sezone je bila najvisja koncentracija fitoplazme FD v
tkivu grozdnih jagod.

Ugotovili smo, da zamrzovanje in odmrzovanje ter Stirimese¢no hranjenje pri T = -80 °C
ne vpliva bistveno na obstojnost izolirane fitoplazemske DNA.

Testiranje kartic FTA™ Elute in filtrov Pallflex je pokazalo, da so te metode manj
ucinkovite pri izolaciji DNA od vpeljane metode z aparaturo KingFisher mL. Ugotovili
smo, da 10-krat red¢en ekstrakt jagodnega tkiva v pufru ELISA lahko neposredno
uporabimo v reakciji z metodo PCR v realnem casu. V takem ekstraktu je tudi ve¢ DNA
kot v 10-krat red¢enem ekstraktu, ki ga dobimo z aparaturo KingFisher® mL. S takim
nac¢inom ekstrakcije lahko celoten postopek izolacije DNA izvedemo ceneje in hitreje.

V laminah listov vinske trte smo izmerili koli¢ino sladkorjev, ki je bila vi§ja v okuzenih
laminah v primerjavi z neokuzenimi.

Dobljeni rezultati diplomske naloge bogatijo dosedanje znanje prisotnosti fitoplazme FD v
razli¢nih tkivih vinske trte, ter lahko pomagajo pri izboljSavi Ze obstojecih ter uvedbi novih
pristopov za diagnostiko in nadzor okuzbe s povzrociteljico zlate trsne rumenice.
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