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IZVLECEK

Virus nekroti¢nega rumenenja listnih zil pese (Beet necrotic yellow vein furovirus - BNYVV) je
povzrocitelj rizomanije, bolezni ki povzro€a veliko ekonomsko Skodo pri pridelavi sladkorne pese.
Okuzba zniza pridelek sladkorja, saj je nizja koli¢ina pridelka in/ali vsebnost sladkorja. Pridelek se
lahko zmanjSa na Cetrtino normalnega pridelka. Zaradi velikega gospodarskega pomena virusne
okuzbe in ker je vnos virusa in njegovo Sirjenje v zavarovanih obmodjih prepovedano, je
pomembna njegova zgodnja in zanesljiva detekcija. Za detekcijo virusa v korenih pese in pri
ugotavljanju virusa v tleh se navadno Se vedno uporablja seroloski test ELISA. Ker pa je predvsem
testiranje tal zelo dolgotrajno, se v zadnjem &asu uporabljajo za detekcijo tudi metode na osnovi
verizne reakcije s polimerazo (PCR). Te lahko skraj$ajo ¢as analize skoraj na polovico. Ze v
predhodnih raziskavah smo ugotovili, da so molekulsko bioloSke metode precej obéutljivejSe od
seroloskih, opazili pa smo tudi razlike v obéutljivosti razli¢nih oblik reverzne transkripcije in PCR po
predhodni imunski vezavi virusa (IC RT-PCR). V prispevku so opisani rezultati primerjave
obcutljivosti metod.
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ABSTRACT

COMPARISON OF DIFFERENT METHODS FOR THE DETECTION OF BEET NECROTIC
YELLOW VEIN VIRUS (BNYVV)

BNYVV is a causal agent of rhizomania, serious disease of sugar beet. It can cause large scale
reductions in yield through reduction of root weight and/or sugar content. Sugar beet varieties
tolerant to rhizomania are available, but their use is limited because of lower yield. Early and
reliable detection of infection is necessary because of big economic impact of the disease and
because the introduction of the virus into and spread within protected zones is banned by the law.
Serological test ELISA is usually used for detection of the virus in sugar beet and in soil but
because the testing of the later lasts about 6 weeks molecular methods based on polymerase
chain reaction (PCR) are being used in last years. They can significantly reduce testing time. In the
preliminary research differences in the sensitivity between ELISA and molecular methods and also
between different immuno-capture reverse transcription PCR (IC RT-PCR) protocols were
observed. The results of the further study are presented.
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1 uvoD

BNYVV je povzrocitelj rizomanije, bolezni ki povzroca veliko ekonomsko skodo pri
pridelavi sladkorne pese (Beta wvulgaris L. var. saccharifera). Okuzba zniza pridelek
sladkorja, saj je nizja koli¢ina pridelka in/ali vsebnost sladkorja. Pridelek se lahko zmanjSa
iz 8-10 t/ha na samo 2-3 t/ha (Putz et al., 1990). Virus prenasa gliva Polymyxa betae,
obligatni parazit sladkorne pese, ki zivi v tleh. Cistosori glive prezivijo v tleh vec let (vsaj
15), zato se ob setvi sladkorne pese na okuzenem zemljiscu bolezen lahko pojavi tudi, ¢eta
poljs¢ina ni bila gojena na lokaciji vec let. NaBNY VYV popolnoma odpornih sort sadkorne
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pese zazda] Se ni, delno odporne sorte pa dajejo na okuzenih tleh nizji pridelek kot
obc¢utljive sorte na neokuzenih tleh. Virus okuzuje poleg sladkorne pese Se krmno peso,
rdeco peso, blitvo, Spinaco in druge vrste iz druzine Chenopodiaceae.

Za detekcijo virusa v korenih pese in pri ugotavljanju virusa v tleh se navadno Se vedno
uporablja seroloski test ELISA. Ker pa je predvsem testiranje tal zelo dolgotraino (Rush in
Heidel, 1995), se v zadnjem ¢asu uporabljajo za detekcijo tudi metode na osnovi verizne
reakcije s polimerazo (PCR) (Koenig in Lennefors, 2000; Morris et al., 2001). Te lahko
skraj&ajo ¢as analize skorgj na polovico. Ze v predhodnih raziskavah smo ugotovili, da so
molekulsko bioloske metode precej ob¢utljivejSe od seroloskih, opazili pa smo tudi razlike
v ob¢utljivosti razlicnih oblik reverzne transkripcije in PCR po predhodni imunski vezavi
virusa (IC RT-PCR). V prispevku so opisani rezultati primerjave obcutljivosti razlicnih
metod za detekcijo BNY VYV v korenih sladkorne pese.

2 MATERIAL IN METODE
2.1 Rastlinski material

V raziskavi smo uporabili korene sladkorne pese, shranjene na -20°C. Vsi pozitivni vzorci so bili
testirani z ELISA testom, negativni pa s PCR z notranjimi zacetnimi oligonukleotidi (nested PCR).
Pozitivne vzorce smo redCili s sokom negativnih vzorcev ali z ekstrakcijskim pufrom. OkuZene
vzorce smo strli v ekstrakcijskih vreCkah (Bioreba) z ekstrakcijskim pufrom v razmerju 1/4. To
razredCitev smo oznadili kot 1/1. Nato smo pripravili 10-kratne serijske razredcCitve z ekstrakcijskim
pufrom ali sokom neokuZenih rastlin do konéne razredcitve 10°.

2.2 ELISA

Za serolosko detekcijo BNYVV smo uporabljali DAS-ELISA test s protitelesi proizvajalca Bioreba.
Test smo izvedli v skladu z navodili proizvajalca. Ista protitelesa smo uporabili tudi za vezavo
virusa v prvem koraku molekulsko bioloskih metod.

2.3 Nested PCR

Po predhodni vezavi virusa v mikrotitrskih plos€icah smo izvedli reverzno transkripcijo in verizno
reakcijo s polimerazo (RT-PCR) in nested PCR po objavljenem protokolu (Morris et al., 2001) z
manjSimi spremembami. Uporabljali smo kemikalije proizvajalca Promega. Test smo izvedli v treh
korakih. Najprej smo izvedli reverzno transkripcijo pri 42°C, 60 min, nato smo 10ul produkta
uporabili v prvi PCR reakciji, 0.5yl tega produkta pa smo uporabili v drugi PCR reakciji. Uspe3nost
pomnoZzevanja smo opazovali na 1% agaroznem gelu z etidijevim bromidom.

2.4 RT-PCR

Po predhodni vezavi virusa v mikrotitrskih plos€icah smo izvedli RT-PCR z zacetnima
oligonukleotidoma Rhzn15 in Rhznl7 (Morris et al., 2001). V PCR reakciji smo uporabili 2 pl
produkta reverzne transkripcije. UspesSnost pomnoZevanja smo opazovali na 1% agaroznem gelu z
etidijevim bromidom.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Pri red¢enju pozitivnih vzorcev z ekstrakcijskim pufrom ali s sokom negativnih vzorcev,
pri ELISA testu nismo opazili bistvenih razlik v ob¢utljivosti detekcije. Navadna RT-PCR
reakcija se je izkazala le za 10-krat (za eno stopnjo pri serijskem redcenju) bolj obéutljivo
kot seroloski test, medtem ko je bila ob¢utljivost nested PCR bistveno vigja (Preglednica
1). V vegini primerov je bila slednja obutljivej$a za faktor 10° do 10°, pri Gemer smo kot
zadnjo upostevali najvi§jo razredcitev, pri kateri smo na gelu lahko opazili produkt. Pri
obicginem PCR smo opazili, da se pomnozujeta dva produkta. Manjsi, velikosti okrog
350bp ustreza pricakovanemu produktu 326bp, medtem ko bi bil vecji produkt, velikosti
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okrog 450bp, lahko nespecifi¢ni produkt reakcije. Vendar pa smo po sekvenciranju tega
produkta in primerjavi njegove sekvence s sekvencami v EMBL banki ugotovili, da je tudi
ta produkt pomnozeni del genomaBNYVYV.

Preglednica 1: Primerjava obcutljivosti metod pri treh analiziranih vzorcih sladkorne pese

Tablel: Sensitivity of detection methods for three sugar beet samples
vzorec 1 vzorec 2 vzorec 3

razred¢itev  ELISA PCR nPCR ELISA PCR nPCR ELISA PCR nPCR
1 + / + + + + + + +
10? - / + + + + + + +
10° - / + + + + + + +
103 - / + - + + - + +
10 - / - - - + - - +
10° - / + - - + - - +
10° - / - - - + - - +
107 - / - - - + - - +
10° - - + - - +
10° - - + - - -

- negativno; + pozitivno; / vzorec ni bil testiran s to metodo; NnPCR nested PCR
- negative, + positive; / not tested; nPCR nested PCR

Pri analizi rezultatov nested PCR smo zaznali nenavaden pojav. Opazili smo, da pri vecjih
razredcéitvah izgubimo pomnozeni specificni produkt, ki pa se pri naslednji razredcitvi
zopet pojavi. V enem primeru pa smo opazili, da je prislo do ve¢jega pomnozevanja pri
zadnji Se pozitivni razredcitvi, kot pri predzadnji. Mozna razlaga tega pojava bi bila
zastopanog inhibitorjev v soku z virusom okuzene sladkorne pese. Domnevamo, da pri
visokih koncentracijah virusa ti inhibitorji ne vplivajo bistveno na pomnozevanje, medtem
ko pri dolo¢enem razmerju virus - inhibitor slednji prepreci oziroma zavre pomnozevanje
do take mere, da produkta na gelu ne opazimo. Pri naslednji razredcitvi je to razmerje
zopet drugacno, in pomnozevanje lahko normalno poteka. Do tega pojava je prislo tako pri
redéenju soka okuzenih rastlin z ekstrakcijskim pufrom, kot tudi pri redéenju s sokom
neokuzenih vzorcev.

Rezultati raziskave kazejo velike razlike v obcutljivosti uporabljenih metod za detekcijo
BNYVV. Predvsem se te razlike kazejo pri primerjavi nested PCR z ostalima
uporabljenima metodama. Navadno je koncentracija virusa v korenih okuzene sladkorne
pese visoka, zato je pri pravilnem vzoréenju in nadaljnji pripravi vzorca ELISA test Se
vedno dovolj obcutljiv. Pri testiranju pomembnejSih vzorcev in pri testiranju vzorcev tal
pa priporocamo uporabo nested PCR, ki je za faktor 10” do 10° ob¢utljivej$a od ELISA
testa. Testiranje tal z bioticnim testom je namrec zelo dolgotraino, saj se morgjo v okuzena
tla posajene rastlinice najprej okuziti, nato pa mora koncentracija virusa narasti na tako
koli¢ino, da ga lahko zaznamo z ELISA testom (Rush in Heidel, 1995). Z uporabo nested
PCR pa lahko v izbranih vzorcih zaznamo izredno nizke koncentracije virusa, kar nam
omogocatudi skrajSanje prej omenjenega dolgotrajnega testiranja zemlje.

4 SKLEPI

V raziskavi smo primerjali obcutljivost treh metod za detekcijo BNYVV, seroloski test
ELISA, RT-PCR in nested PCR. Ugotovili smo, da je ngjobcutljivejSi test nested PCR, ki
je kar za faktor 10" do 10°® obcutljiveja od ELISA testa, ki se navadno uporablja za
detekcijo BNYVV, medtem ko je RT-PCR le 10-krat ob¢utljivejSi od le-tega. Ker pa je
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obi¢ajno koncentracija virusa v korenih okuzene sladkorne pese visoka, je pri pravilnem
vzoréenju in nadaljnji pripravi vzorca ELISA test Se vedno dovolj obcutljiv, medtem ko
priporocamo uporabo nested PCR za pomembnejSe vzorce in za testiranje vzorcev zemlje
na okuzbo z BNYVV.
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