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IZVLECEK

Za detekcijo posameznih fitopatogenih in fitofagnih organizmov ter njihovih biologkih
ras, sojev ali razlickov uvajamo na Kmetijskem institutu Slovenije razlitne moleku-
larne tehnike, osnovane na polimerazni veriZni reakciji (PCR). Tako smo uvedli
metodiko, ki je kombinacija tehnik immunocapture in RT-PCR, s katero lahko hitro in
zanesljivo dolo¢imo zastopanost PVY™" razlicka krompirjevega virusa Y. IC-PCR
metodo vpeljujemo tudi za razlikovanje dveh virulentnih sevov ¢edpljeve sarke (PPV),
seva D in M, ki se razlikujeta tudi po svoji epidemiologiji. Z uporabo specifi¢nih
zatetnih oligonukleotidov dolotamo bakterijo Agrobacterium vitis, ki povzroca bak-
terijski rak koreninskega vratu na vinski trti, hkrati pa razlikujemo tudi njene biovar-
je. Za detekcijo krompirjevih ogoréic, Globodera rostochiensis in Globodera pallida
smo uvedli multipleks PCR metodo.

Klju¢ne besede: Agrobacterium vitis, Globodera rostochiensis, Globodera pallida,
immunocapture, polimerazna verizna reakcija, PPV, PVYY™, RT-PCR

ABSTRACT

THE USE OF PCR-BASED METHODS FOR DETECTION
OF PLANT PATHOGENS

For detection of certain phytopathogenous and phytophagous organisms, their strains,
pathotypes or races different molecular methods, based on the polymerase chain reac-
tion (PCR) are being introduced at the Agricultural Institute of Slovenia.
Immunocapture RT-PCR method was applied as a quick and reliable method for detec-
tion of NTN strain of potato virus Y. IC-PCR is tested for distinguishing two virulent
strains of plum pox virus (PPV), strains M and D. With the use of specific primers the
causal agent of crown gall disease of grape, Agrobacteriumn vitis and its biovars can be
identified. For detection of potato nematodes Globodera rostochiensis and Globodera
pallida multiplex PCR method was introduced.

Key words: Agrobacterium vitis, Globodera rostochiensis, Globodera pallida,
immunocapture, polymerase chain reaction, PPV, PVY™™, RT-PCR
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1. UVOD

Molekularne tehnike, osnovane na polimerazni verizni reakciji (PCR), se v zadnjem
¢asu veliko uporabljajo tudi za diagnostiko rastlinskih patogenov. Prednosti teh metod
pred tradicionalnimi metodami diagnostike so predvsem v njihovi hitrosti in
obtutljivosti detekcije. Z njimi lahko dolo¢imo tudi razlicke, katerih sploh ni mogote
dolocati z drugimi metodami, oz. je doloanje s tradicionalnimi metodami (razli¢ne
morfometrijske in biologke metode) ali s serolodkimi metodami dolgotrajnejse in/ali
manj zanesljivo.

2. KROMPIRJEV VIRUS PVY™™

Leta 1987 se je v Sloveniji pojavil nov razliéek krompirjevega virusa Y (PVY), oznacen
kot PVY™™ in se je razlikoval od do tedaj znanega razlicka PVY™. PVY™™ ki je od vseh
razlitkov Y virusa najbolj virulenten, povzroga nekrotitne pege na gomoljih (slika 1).
Po letu 1988 je skoraj onemogocil semensko pridelavo krompirja v Sloveniji ter
povzrodil spremembo sortne sestave (Dolnicar, 1998). Eden od najpomembnejsih cil-
jev sedanjega programa Zlahtnjenja krompirja na institutu je vzgoja sort, odpornih
proti PVY™™,

Razlikovanje PVY® od PVY™™ ni mozno z vpeljanimi serologkimi metodami. Za detek-
cijo virusa pri odbiri odpornih klonov v procesu Zlahtnjenja ter pri pregledu
uvoZenega in domacega sadilnega materiala pa je potrebna zanesljiva in hitra metoda.
Zato smo uvedli metodiko, ki zdruZuje tehniki immunocapture in RT-PCR (Dedi¢ in
Ptagek, 1998). Virus izoliramo s specifi¢nimi protitelesi (IgG, Bioreba) na elisa plo3¢ici
ali v mikrocentrifugirki, kjer izvedemo tudi postopek reverzne transkripcije. V
polimerazni veriZzni reakciji uporabimo specifitna zacetna oligonukleotida S3 in S4
{Weilguny in Singh, 1998). Najboljse rezultate dobimo, &e izoliramo RNA iz sveZih ali
zamrznjenih listov oz. rastlinic iz tkivne kulture. Intenzivnost ¢rt na gelu je slabsa
(slika 2), e kot izhodis¢ni material uporabimo gomolje z nekrozami, zato je potrebno
postopek v tem primeru optimizirati.

Slika 1: Nekroti¢ni obro¢ki na gomolju krompirja, ki jih povzroca virus Y¥™.
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Slika 2: Elektroforetski prikaz rezultata RT-PCR reakcije 11 analiziranih vzorcev
krompirja (M - lestvica, 1 - negativna kontrola, 2, 5, 12 — gomolji z nekrozami sorte
‘Igor’, 3, 4, 6-11 — listi pozitivnih rastlin razlignih sort iz postkontrole).

M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

3. BAKTERIJSKI RAK KORENINSKEGA VRATU NA VINSKI TRTI
(AGROBACTERIUM VITIS)

Razvoj tumornih izrastkov (slika 3) lahko inducirajo le agrobakterije, ki imajo Ti plaz-
mid. Del dedne informacije s Ti plazmida {T-DNA} agrobakterije se prenese v kromosom
rastlinske celice. Tako spremenjena rastlinska celica tvori rastlinske rastne hormone, ki
pospesujejo rast in razmnoZevanje spremenjenih in okoligkih celic in s tem tvorbo
tumorjev. Hkrati spremenjene rastlinske celice tvorijo tudi specifiéne snovi, opine, ki
olaj§ajo razmnoZevanje agrobakterij v tumorjih. Razli¢ni sevi agrobakterij lahko induci-
rajo sintezo razli¢nih opinov: oktopina, nopalina ali vitopina (Burr ef al., 1998).

Z verizno reakcijo s polimerazo lahko z uporabo specifi¢nih zagetnih oligonukleotidov
dolo¢imo zastopanost znacilnih sekvenc na T-DNA (slika 4}. Zagetni oligonukleotid Ia
omogoda namnoZitev dela acs gena nopalinskih in oktopinskih sevov v dolzini 421 bp,
zadetni oligonukleotid V/Ib pa dela vis/6b regije vitopinskih sevov A. vitis v dolZini
571 bp. Z uporabo molekularne metode po protokolu, ki so ga opisali Schultz et al.
(1993), tako lahko identificiramo izolirane bakterije kot A. vitis in dokaZemo, da imajo
Ti plazmid in del potrebnih genov za indukcijo tvorbe tumorjev ter hkrati razlikujemo
oktopinske/nopalinske seve od vitopinskih. Dobljene rezultate potrjujemo s testiran-
jem patogenosti na testnih rastlinah in dolotanjem vrste opina, ki ga vsebujejo
tumorni izrastki s papirno elektroforezo (Otten in Schilperoot, 1978).

Slika 3: Tipi¢na bolezenska znamenja so tumorni izrastki, ki se najprej pojavijo okoli
cepljenega mesta.
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Slika 4: S PCR namnozZeni znacilni fragmenti dokazujejo zastopanost genov na T-DNA
delu Ti plazmida izoliranih bakterij: fragment dolzine 421 bp zastopanost gena acs pri
izoliranih oktopinskih in nopalinskih sevih, 571 bp pa zastopanost regije vis/6b pri
vitopinskih sevih A. vitis)

4. SARKA - PPV (PLUM POX VIRUS)

V Evropi prevladujeta dva seva 3arke, sev M in sev D. Sev M se z ugmi prenasa hitre-
je od seva D in povzroCa resnejde simptome na breskvah. Sev D okuZuje predvsem
slive in marelice in se s teh gostiteljev redko prenasa na breskve (Lépez-Mova et al.,
2000). Razlikovanje med tema dvema sevoma je pomembno zaradi razlik v njuni epi-
demiologiji.

Za potrebe raziskovalnega dela in kot dopolnilno metodo za potrjevanje in preverjan-
je rezultatov serologkega testiranja (ELISA) uvajamo metodo IC-PCR (immunocapture
PCR) po Corvo in Sousa Santos (1995). V primerjavi z ELISA testi so metode na pod-
lagi PCR obcutljiveje. Pri metodi IC-PCR v postopku ekstrakcije za vezavo virusa
uporabljamo za PPV specifigna protitelesa. Po reverzni transkripciji uporabljamo za
namnoZevanje specifi¢nih fragmentov zatetne oligonukleotide PPV 1 in PPV 2 po
Wetzel et al. (1991). Z restrikcijsko analizo namnoZenih fragmentov z endonukleazo
Rsa I'lahko razlikujemo sev M od seva D. Pri sevu M dobimo po restrikciji 2 &rti (okrog
60 bp in okrog 180 bp), pri sevu M pa ostane ena &rta s 243 bp.

5. KROMPIRJEVE OGORCICE, GLOBODERA ROSTOCHIENSIS IN GLOBODERA
PALLIDA

Krompirjevi ogorcici, Globodera rostochiensis (GRO) (slika 5) in Globodera pallida
(GPA) sta karantenska 8kodljivca, ki lahko povzrogita veliko gkodo v krompirjevih
nasadih (Urek, 1998). Rezim uporabe kontaminiranih zemljist za nadaljnjo pridelavo
krompirja je odvisen od vrste krompirjeve ogortice, ki povzroza gkodo.

Poleg klasi¢nih morfometri¢nih metod je za detekcijo in diferenciacijo na voljo vrsta
imunokemi&nih, biokemiénih ter molekularnih metod. Vetina le-teh je kompleksnih ali
dolgotrajnih. Uvedli smo multipleks PCR metodo, ki je primerna za nase razmere ter je
relativno hitra in natan¢na (Mullholland et al., 1996; Zouhar et al., 2000). Zado&a Ze
DNA, ekstrahirana iz ene ciste. GRO in GPA razlikujemo s pomodjo specifiénih zadetnih
oligonukleotidov, ki se veZejo na regijo med ITS1 in 5.8S rRNA genom. Amplifikacija
GPA da fragment dolzine 391 bp, GRO pa fragment dolZine 238 bp (slika ).
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Slika 5: Rumena krompirjeva ogoréica, ciste na korenini.

Slika 6: Determinacija s pomoc¢jo PCR: vzorec 1 in 2 sta kontroli GPA in GRO, vzorec
3 GPA in vzorec 4 GRO iz cist ekstrahiranih iz okuZenega vzorca prsti.

6. SKLEP

Predstavljene metode na osnovi polimerazne veriZne reakcije, ki smo jih uvedli oz. jih
uvajamo na Kmetijskem ingtitutu Slovenije, nam omogodajo hitro in zanesljivo detek-
cijo nekaterih rastlinskih virusov (krompirjev virus YNTN, &edpljeva Sarka: sev M in
sev D), bakterij (Agrobacterium vitis) in ogor¢ic (Globodera rostochiensis in Globodera
pallida ) ter njihovih razlickov ali sevov, ki jih z drugimi metodami ni mogote lociti,
oz. je doloZanje z njimi dolgotrajnejge ali manj zanesljivo. Uporabljamo jih tako za
raziskovalne kot za diagnosti¢ne namene.
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