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Izvlecek

Neoporecnost vode za uporabo v kmetijstvu v zadnjih desetletjih ogrozajo
negativni okoljski vplivi, med katere uvr§¢amo tudi kontaminiranost z rastlinskimi
patogeni. Vse tezji dostop in pomanjkanje vode sta vodila v spremembe nacinov
pridelave rastlin za namen prehrane. Uveljavljajo se namakalni sistemi,
hidroponska vzgoja, vzgoja rastlin brez substratov ter Stevilne druge, pri cemer se
uporabljajo vodni viri kot so potoki, reke, jezera ali pa sistemi krozenja hranilne
raztopine za namen pridelave rastlin. Taksni vodni viri so pogosto pot prenosa
rastlinskih patogenov, kot so rastlinski virusi in viroidi, ki lahko povzroc¢ajo izpad
pridelka. Rastlinski virusi in viroidi so v vodnih sistemih pogosto prisotni v nizkih
koncentracijah, kar otezuje njihovo zaznavanje z obicajnimi tehnikami. Tako so se
tekom tehnoloskega in znanstvenega napredka razvile obcutljivejSe in specifi¢ne
diagnosti¢ne metode detekcije virusov in viroidov v vodi, ki omogocajo kontrolo in
s tem tudi preprecevanje Sirjenja z vodnimi sistemi.

Kljuéne besede: detekcija, prenos z vodo, rastlinski virusi, viroidi

PLANT VIRUSES AND VIROIDS IN WATER

Abstract

In recent decades water quality is threatened by different environmental impacts,
like contamination with plant pathogens. Because of harder water acces and water
scarcity, crop production in soilless cultures, using closed or open hydroponic
systems, has been increasing worldwide. Those types of crop production can be
sourced from surface water supplies such as ponds, lakes, rivers, and reservoirs
and, as such, can harbour diseasecausing microorganisms, including several plant
viruses and viroids, whitch causes many symptoms on plants and leads to
production loss. Water contamination with plant pathogens is difficult to detect and
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confirm without efficient diagnotic methods, so with technological and scientific
diagnotic methods would plant production be more controled and efficient.
Key words: detection, plant viruses, transmission with water, viroids

1 UvOD

Kvaliteta vode je vse bolj podvrzena vplivom globalnega segrevanja, suse in
onesnazevanja. ProuCevanje prisotnosti in prenosa virusov v vodi je aktivno
prisotno ze 50 let, vendar je bilo v preteklosti posveceno predvsem patogenom, ki
negativno vplivajo na zdravje ljudi. Zavedanje, da je pri prisotnosti in prenosu
rastlinskih virusov posredno ogrozeno tudi zdravje in kvaliteta zivljenja ljudi, je pri
raziskovalcih in $irSi mnozici prisotno le krajsi Cas (Gosalves in sod., 2003).
Rastlinski virusi in viroidi so prisotni v morju, jezerih, rekah, potokih, namakalnih
in drenaznih vodah, izvirih in podtalnih vodah (Panayotou in sod., 1997).
Prisotnost rastlinskih patogenov v vodah je pomemben dejavnik onesnazenja in
povzro€a njihovo razSirjanje med kmetijskimi povrSinami, kar lahko privede do
vecjih ekonomskih izgub in pojava novih gostiteljev (Erdiller in sod., 1994).
Kontrola nadzora nad patogeni v vodah bi tako morala obsegati predvsem vodne
vire, namakalne sisteme, vode pri pridelavi rastlin brez tal in hranilne raztopine za
hidroponsko vzgojo rastlin, kjer lahko voda predstavlja glavni vir kontaminacije
(Sevik, 2011). Z vodotoki se lahko rastlinski virusi razsirjajo na daljSe razdalje in
okuzijo vecje Stevilo pridelovalnih povrSin. Prisotnost virusov Tobacco mosaic
virus (TMV) in Cucumber mosaic virus (CMV) so dokazali v vodnih vzorcih
Donave in Save, ki so bile vir namakanja za okoliske pridelovalne povrsine (Tosic
in Tosic, 1984). V vodnih vzorcih na obmocju Ankare so dokazali prisotnost
virusov Alfalfa mosaic virus (AMV), Tomato black ring virus (TBRV),
Watermelon mosaic virus-2 (WMV-2), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) in
Cucumber mosaic virus (CMV) (Erdiller, 1994). V Sloveniji so med letoma 2004
in 2006 vzorcili gramoznice iz rastlinjakov, v katerih so bile okuzene rastline ter
zaznali prisotnost virusa ToMV (Tomato mosaic virus) (Boben in sod., 2007).
Koncentracija virusov v vodah je lahko zelo nizka, kljub temu pa je njihova
infektivnost za okuzbo rastlin visoka, zato jih je brez prehodnega koncentriranja
tezko zaznati (Mehle in Ravnikar, 2012), kar velja tudi za viroide (Rus¢i¢ in sod.,
2013). Kontaminacija vode z virusi in viroidi je problemati¢na, v kolikor le-ti
okuzijo rastline, na katerih se pojavijo bolezenska znamenja in zaradi katerih se
zmanjsa kvaliteta in koli¢ina pridelka. V celotnem procesu od kontaminacije vira
do pojava bolezenskih znamenj je najpomembnejSa sposobnost infektivnosti
patogena, ki jo dokazujemo z mehansko okuzbo gostiteljskih rastlin in tudi
potencialnih novih gostiteljev. Bioloski testi so bili v preteklosti kljucni za
detekcijo in determinacijo rastlinskih patogenov, danes pa se glede na vrsto
patogenov uporabljajo Stevilne seroloske in molekularne metode (Legrand, 2015).
Najpogosteje uporabljena seroloska metoda v diagnostiki rastlinskih virusov je
ELISA (angl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay) test (Clark in Adams, 1977).
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Med obcutljive in specificne molekularne metode za diagnostiko rastlinskih
virusov in viroidov pa uvr§¢amo kot najpogosteje uporabljene metode na osnovi
verizne reakcije s polimerazo (PCR) za DNA viruse ter reverzno transkripcijo s
PCR za RNA viruse in viroide (RT-PCR) (Candresse in sod., 1998).

2 ZNACILNOSTI RASTLINSKIH VIRUSOV IN VIROIDOV

2.1 Rastlinski virusi

Rastlinski virusi sodijo v skupino najmanjsih patogenov, ki povzroc¢ajo bolezenska
stanja na rastlinah. Viruse sestavljajo nukleinske kisline v obliki DNA ali RNA,
obdane s kapsido, redkeje tudi z lipidno ovojnico. Najpogosteje so nitaste,
palicaste, izometri¢ne ali bacilaste oblike, velikosti od 18—1000 nm (ICTV, 2012).
Virusi imajo razli¢ne spektre gostiteljev, saj nekatere vrste okuzujejo le posamezno
rastlinsko vrsto, spet drugi imajo Stevilne vrste gostiteljev. V gostitelja vstopijo
skozi rane ali preko vektorjev. Prenos najpogosteje poteka z vegetativnim
razmnozevanjem, cvetnim prahom, s semeni, mehansko in z vektorji. Na rastlinah
povzrocajo ekonomsko $kodo v obliki zmanjSanja kvalitete in kvantitete pridelka,
manjSe kaljivosti semen, rasti sejancev in mladih rastlin, slabsega Kklitja.
Bolezenska znamenja, rast in razvoj rastlin so odvisni od seva in vrste virusa, sorte,
starosti in kondicijskega stanja samega gostitelja ter Casa izpostavljenosti okuzbi
(Hull, 2009). Bolezenska znamenja se lahko pojavijo lokalno ali sistemsko in so
izrazena kot mozai¢ni vzorci na listih, kloroti¢ne in nekroti¢ne lezije, rumenenje,
razbarvanost v obliki ¢rt in prog, vihanje listov, zaostanek v rasti, spremenjena
zgradba plodov, tumorji (Gergerich in Dolja, 2006). Za zatiranje bolezni, ki jih
povzrocajo rastlinski virusi, na trzi§¢u ni pripravkov, zato njihovo zatiranje temelji
na uporabi zdravega sadilnega materiala, zatiranju vektorjev, sajenju odpornih sort
in uni¢evanju okuzenih rastlin (Virs¢ek Marn, 2016).

2.2 Viroidi

Viroidi so najmanj$i znani povzroc€itelji bolezni na rastlinah. So krozne molekule
RNA z izrazito sekundarno strukturo z dolzino 246—401 baznih parov, ki ne
kodirajo peptidov ali proteinov (Flores in sod., 2005). Izvor viroidov je Se vedno
nepojasnjen, zanimivo pa je, da so agresivni bolezenski izbruhi, za katere so
kasneje kot povzrocitelje potrdili viroide, opisani Sele v 20. stoletju. Kljub temu
obstajajo posredni dokazi, da so bile nekatere viroidne bolezni prisotne Ze pred
tisoCletji, in da viroidi predstavljajo celo Zive fosile prvih RNA molekul (Bar
Joseph, 2003; Di Serio in sod., 2017). Vecina danes poznanih viroidov povzroca
bolezni na ekonomsko pomembnih kmetijskih in okrasnih rastlinah, ki jim je
skupno predvsem vegetativno razmnozevanje (Kovalskaya in Hammond, 2014).
Patogeneza viroidov je kompleksen fenomen, saj se lahko razli¢ni viroidi na istem
gostitelju izrazijo latentno ali s Stevilnimi bolezenskimi znamenji. OkuZene rastline
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imajo pogosto zavrto rast, pojavlja se rumenenje in vihanje listov, deformacija in
zaostala rast cvetov in sadezev ter trohnenje koreninskega sistema (Kovalskaya in
Hammond, 2014). Bolezenska znamenja so posledica interakcije med viroidom,
gostiteljem in okoljem (Ding in Itaya, 2007). Hitro Sirjenje viroidne okuzbe
preprecuje popolno uni¢enje nadzemnih in podzemnih delov okuzenih rastlin,
razkuzevanje delovnih strojev in opreme, redno pregledovanje nasadov in
nadzirano gojenje zdravega mati¢nega rastlinskega materiala (Hammond in Owens,
2006; Radisek in sod., 2017).

3 VIRUSI IN VIROIDI V VODAH

3.1 Izvor in prisotnost v okoljskih vodah

Za rastlinske patogene, kot so virusi in viroidi, je znano, da se v okoljske vode
sprosc¢ajo iz poskodovanih ali razpadajocih korenin okuzenih rastlin, posledi¢no
lahko tudi iz komposta (Yarwood, 1960; Mehle in sod., 2017). Za Stevilne
rastlinske viruse, ki okuzujejo gojene rastline v hidroponskih sistemih, je znano
njihovo sproscanje v hranilno raztopino iz zivega koreninskega sistema (Koenig,
1986). Kon¢ni cilj kanalizacijskih in drenaznih vod so pogosto potoki, reke, jezera
in morja, kamor se skupaj z odpadno vodo stekajo tudi Stevilni rastlinski patogeni,
s tem pa se $iri pot prenosa (Koenig in sod., 1988). Med prvimi je viruse v
okoljskih vodah prouceval Yarwood in leta 1960 dokazal prisotnost virusov
Tobacco necrosis virus (TNV) in Tobacco mosaic virus (TMV) v drenaznih vodah.
Virusa sta se v drenazne vode izlocala iz korenin okuzenih rastlin trnate kleome
(Cleome spinosa) in tobaka (Nicotiana tabacum) (Yarwood, 1960). V zadnjih
dvajsetih letih pa se Stevilo raziskav na podrocju prenosa rastlinskih virusov z vodo
povecuje, v kanalih, rekah, jezerih, vodotokih, ribnikih in oceanih so zasledili
rastlinske viruse iz vsaj sedem razliénih rodov, med drugimi rodove
(Carmoviruses, Cucumoviruses, Diathoviruses, Tobamoviruses, Necroviruses,
Potexviruses in Tombusviruses) (Mehle in Ravnikar, 2012). Kljub temu, da so
virusi in viroidi v vodah prisotni v nizkih koncentracijah, so stabilni, kar jim
omogoca uspesno okuzbo rastlin. Mehle in sod. (2014) so dokazali kontaminacijo
vode z virusom Potato virus Y (PVY) in viroidom Potato spindle tuber viroid
(PSTVd), pri ¢emer imata patogena vecji vpliv v hidroponskih sistemih, kjer
kontaminirana hranilna raztopina krozi v sistemu in so s tem gojene rastline
kontinuirano podvrzene prisotnosti patogena, zato je moznost okuzbe povecana.

3.2 Prezivetje virusov in viroidov v vodi

Za vecino rastlinskih virusov, ki so jih zaznali v okoljskih vodah kot so ToMV,
TMYV, Tomato bushy stunt virus (TBSV), Carnation mottle virus (CaRMV), velja
visoka stabilnost. In vitro so virusi stabilni kar 50—3000 ur (Burt in sod., 1996). Za
virus TNV je znano, da je stabilnejSi v vlaznem kot v suhem okolju (Yarwood,
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1960). Poleg stabilnosti virusov in viroidov je pomembna tudi njihova infektivnost.
Pares in sod. (1992) so zaznali, da virusa ToMV in Pepper mild mottle virus
(PMMoV) v hranilni raztopini ohranita infektivnost do Sest mesecev. Za virus
Pepino mosaic virus (PepMV) so Prezelj in sod. (2009) dokazali stabilnost do treh
tednov pri temperaturi 20°C. Mehle in sod. (2014) so dokazali prezivetje virusa
PVYNTN kar deset tednov. Za viroide je znacilna izrazita sekundarna struktura
RNA krozne molekule, zato se zanje predvideva visoka stabilnost v vodnih okoljih
(Rus¢i¢ in sod., 2013).

33 Prenos z vodo v kmetijstvu

Rastlinski virusi in viroidi, ki se sprosc¢ajo v okoljske vode, se lahko razsirjajo na
daljSe razdalje (Castello in sod., 1995), k temu pa doprinesejo tudi nekatere
kmetijske dejavnosti, kot so namakalni sistemi in hranilne raztopine (Park in sod.,
1999). Prisotnost teh patogenov ima velik pomen, v kolikor kontaminiranost vode
povzroci tudi okuzbo samih rastlin. Semena fizola pred sejanjem namakajo v vodi,
pri ¢emer sta Teakle in Morris (1981) ugotovila, da iz semen, namocenih v vodi,
kontaminirani z virusom Southern bean mosaic virus (SBMV), zrastejo okuZene
rastline. Virusi pa lahko iz kontaminiranih vodnih matriksov v rastline vstopijo
skozi njihov koreninski sistem. Prenos virusov iz vode v rastline je uc¢inkovitejsi, v
kolikor imajo rastline poskodovane koreninske laske ali koreninski sistem zaradi
same rasti (Koenig, 1986). Okuzba poganjkov pa je odvisna od koncentracije
patogenov v vodi in uspesnosti okuzbe, kar so potrdili pri virusu ToMV (Pares in
sod., 1992). Prenos z namakalno vodo je opisala Koenig (1988) na primeru virusa
nekroze in rumenih Zil pese (Beet necrotic yellow vein virus; BNYVV). Sirjenje
rastlinskih virusov v hidroponskih sistemih so dokazali Biittner in sod. (2008) kot
so virus pegavosti in uvelosti paradiznika (Tomato spotted wilt virus; TSWYV),
virus mozaika repnjaka (Arabis mosaic virus, ArMV), virus kodravosti listov
pelargonije (Pelargonium leaf curl virus;, PLCV) in virus linijskega vzorca
pelargonije (Pelargonium line pattern virus; PLPV). Zaradi kroZenja hranilne
raztopine v hidroponskem sistemu je s tem lahko ogrozena celotna pridelava.

4 DOLOCANJE VIRUSOV IN VIROIDOV V VODI

4.1 Metode koncentriranja in izolacije

Izolacija nukleinskih kislin je prva stopnja determinacije prisotnega patogena v
vzorcu. Pri vodi je izolacija odvisna od tipa vodnega vzorca. Pri virusih, ki so
prisotni v nizkih koncentracijah, kot so na primer enteri¢ni virusi, tipi¢na izolacija
poteka z uporabo adsorpcijsko-elucijskih  metod z elektronegativnimi
membranskimi filtri, ki jih pogosto spremlja tudi koncentriranje eluata s PEG
precipitacijo ali s centrifugiranjem. Alternativna metoda je tudi ciScenje
nukleinskih kislin direktno z metodo elektronegativnih membranskih filtrov,
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uporabljenih v adsorpcijsko-elucijskih metodah. Koncentriranje s centrifugalnimi
filtri se prav tako uporablja kot direktna metoda pri koncentriranju manjsih
volumnov (manj kot 20 ml) pri vodnih vzorcih, ki imajo visoke koncentracije
patogenov. Za viruse, ki so prisotni v vec¢jih volumnih (ve¢ kot 30 I), kot je
testiranje podtalnice in pitne vode, so v uporabi postopki koncentriranja z
Nanoceram filtri, filtri iz steklene volne, celulozno-estrski filtri in ultrafiltri z
votlimi vlakni (Symonds in sod., 2018). Opisane metode koncentracije rastlinskih
patogenov iz vodnih vzorcev so dolgotrajne, z visokimi finan¢nimi vlozki, zato je v
zadnjem Casu najpogosteje Vv uporabi ucinkovitejSa metoda monolitnih
kromatografskim nosilcev (CIM). Metoda CIM temelji na vezavi virusa na
monolitski kromatografski nosilec, ki se eluira s pufrom, le-ta pa vsebuje visoko
koncentracijo soli (Branovi¢ in sod., 2003). S CIM metodo so uspesno
koncentrirali virus ToMV (Boben in sod., 2007), PVY (Rupar in sod., 2013) in
viroid PSTVd (Rusci¢ in sod., 2013) iz razlicnih tipov vodnih vzorcev. Po
koncentriranju rastlinskih patogenov je nato mozna doloCitev le-teh z razlicnimi
metodami. Za izolacijo RNA virusov in viroidov iz vodnih matriksov so v uporabi
razli¢ni komercialni kompleti. Rutjes in sod. (2005) so primerjali dve izolacijski
metodi pri izolaciji RNA iz velikih volumnov vodnih vzorcev. Ugotovili so, da je
konvencionalna metoda, ki vsebuje korake ultrafiltracije, dvofazne separacije in
gelsko kromatografijo, manj obcutljiva in zanesljiva kot metoda izolacije s
komercialnim kitom, pri kateri je izplen RNA vecji, prav tako pa med postopkom
odstrani mozne inhibitorje. S komercialno metodo izolacije so uspeli detektirati le
dva od petih pozitivnih vzorcev, pri ¢emer so z metodo s komercialnim kitom
detektirali stiri od petih pozitivnih vzorcev.

4.2 Metode detekcije

Bioloski testi temeljijo na sposobnosti indikatorskih rastlin, da se po umetni
mehanski inokulaciji ali cepljenju z dolo¢enim patogenom, razvijejo znacilna
bolezenska znamenja. Uporabljajo se za namen detekcije rastlinskih patogenov,
predvsem virusov in viroidov. V preteklosti so bili bioloski testi klju¢nega pomena
za detekcijo rastlinskih patogenov, zaradi nespecificnosti pa jih izpodrivajo drugi
laboratorijski testi in metode (Legrand, 2015). Kljub temu pa imajo dandanes
bioloski testi Se vedno velik pomen pri detekciji novih sevov patogenov in odzivu
indikatorskih rastlin, ki jih z modernimi metodami ni mogocCe potrditi
(EPPO, 2006). Uspesnost inokulacije in razvoja okuzbe gostitelja je odvisna od
stabilnosti in koncentracije patogena, obcutljivosti gostiteljske rastline in okoljskih
razmer (Legrand, 2015). Rastlinske viruse so v vodah po koncentriranju dokazovali
z mehansko okuzbo testnih rastlin (PleSe in sod., 1996), ki so pogosto pripomogle
tudi namnozevanju virusa za poznejSo analizo z drugimi specifi¢énimi testi (Koenig
in sod., 2004). Medtem, ko je bila pred casom najbolj razsirjena metoda za
detekcijo DNA virusov metoda ELISA, jo danes Ze izpodrivajo molekularne
metode, ki omogocajo doloCevanje prisotnosti nukleinskih kislin, kar pa je
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skupnega zgradbi virusov in viroidov. Med temi se za zaznavanje virusov v vodi
uporabljajo predvsem metode na osnovi PCR tehnik. Tako so Gosalves in sod.
(2003) za namen detekcije virusa Melon necrotic spot virus (MNSV) v rastlinah,
namakalnih vodah in hidroponski hranilni raztopini razvili metodo reverzne
transkripcije verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR), ki je virus zaznal pri nizjih
koncentracijah kot seroloska metoda ELISA. Podobno so Castello in sod. (1999) z
RT-PCR in z dolocanjem nukleotidnega zaporedja produktov PCR dokazali
prisotnost virusa ToMV v oblakih, megli in ledu. Zelo pomembno raziskavo so
izvedli tudi slovenski raziskovalci, ki so na osnovi koncentriranja vodnih vzorcev s
pomocjo monolitnih kromatografskih kolon in RT-qPCR razvili metodo za
zaznavanje Pepino mosaic virusa (PepMV) and Potato spindle tuber viroida
(PSTVd) (Mehle in sod., 2017).

5 SKLEPI

V razli¢nih okoljskih vodah, kot so drenazne vode, reke, potoki, jezera in oceani so
identificirali Stevilne stabilne rastlinske viruse, ki so se ohranjali zunaj zivih celic
dlje casa in okuzujejo $irsi spekter gostiteljev. V okoljske vode se sprosc¢ajo skozi
poskodovan koreninski sistem ali iz razpadajocih organskih ostankov rastlin, prav
te vode pa so pogost vir namakalnih sistemov. Kontaminacija vode z rastlinskimi
patogeni predstavlja pomembno pot prenosa na ve¢je razdalje, povecuje moznost
razSirjanja okuzbe na SirSem podrocju pridelovalnih povrsin, kar lahko privede do
novih, do sedaj neznanih gostiteljev za posamezni rastlinski patogen. Sirjenje
okuzbe z vodo je mogoce tudi v primeru zaprtih vodnih sistemov, kot je
hidroponika, kjer lahko vir okuzbe predstavlja vnos okuzenih sadik, s katerimi se
lahko virusi in viroidi spros¢ajo v hranilno raztopino. Velik izziv predstavlja tudi
detekcija, saj so koncentracije virusov in viroidov v vodnih sistemih izredno nizke.
Pri tem ovire premagujemo z metodami koncentriranja, novimi metodami izolacije,
predvsem pa s tehnikami molekularnih metod (PCR tehnike), ki jih odlikuje visoka
stopnja obcutljivosti.
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