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IZVLECEK

Identifikacija povzrocCiteljev hmeljeve uvelosti je izrednega pomena pri odlo¢anju o nacinu
izvajanja fitosanitarnih ukrepov in v procesu zlahtnjenja odpornih sort. Klasi¢na diagnostika
temelji predvsem na osnovi morfoloskih lastnosti, uporabi selektivnih gojis¢, patogenih testih
in analizah vegetativne kompatibilnosti. Nekatere od teh metod so delovno zahtevne,
dolgotrajne in podvrzene vplivom okolja, kar otezuje zanesljivost identifikacije. V prispevku je
predstavljen razvoj in vpeljava novih diagnosti¢nih metod z uporabo molekulskih tehnik,
katerih vrednost se izraza predvsem v hitrosti, obcutljivosti in zanesljivosti analize.

Kljuéne besede: molekularni markerii, Verticillium albo-atrum, PCR

DEVELOPMENT OF NEW DIAGNOSTICS METHODS FOR
IDENTIFICATION OF HOP WILT INDUCERS

ABSTRACT

Identification of hop wiltinducers is very important for deciding how to carry out phytosanitary
measures and for resistance breeding of new hop varieties. Traditional diagnostics is primary
based on morphological features, selective media, pathogenicity tests and analysis of
vegetative compatibility. Some of these methods are laborious, time consuming and
influenced by environmental conditions that could hinder the reliability of identification. The
article presents the development and introduction of new diagnostic methods using
molecular techniques, which enable faster, more sensitive and reliable analysis.
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1 uvobD

Hitra in zanesljiva identifikacija povzrociteljev bolezni predstavlja osnovo pri preprecevanju
Sirjenja bolezni, tako v humanem, zivalskem kot v rastlinskem svetu. V Sloveniji smo na
podrocju hmeljarstva s pojavom letalne oblike hmeljeve uvelostiv letu 1997 veliko pozornosti
namenili identifikaciji izolatov talnih gliv V. albo-atrum in V. dahliae. Omenjeni traheomikotic¢ni
glivici spadata med povzrociteljici uvelosti mnogih rastlin, med katerimi v Evropi naredita
najve¢ skode na hmelju. Za hmeljevo uvelost sta znacilna dva bolezenska sindroma in sicer
blaga in letalna oblika, katerih bistvena razlika je v tem, da letalna oblika povzro¢a odmiranje
rastlin, pri blagi pa se rastline opomorejo in naslednje leto normalno odzenejo. Gliva V.
dahliae je znana kot razmeroma redek povzrocitelj blage oblike hmeljeve uvelosti, medtem
ko V. albo-atrum povzroc¢a vecino okuzb na hmelju v obeh bolezenskih oblikah. Razvoj blage
ali letalne oblike je odvisen predvsem od virulence povzroditelja, velik vpliv na izrazanje
bolezni paimajo tudi ekoloski dejavnikiin odpornost sort [101, kar oteZuje zanesljivo dolocitev
bolezninapolju.

Identifikacija povzroditeljic hmeljeve uvelosti je izrednega pomena pri odlo¢anju o nacinu
izvajanja fitosanitarnih ukrepov in v procesu zlahtnjenja odpornih sort. Klasicna diagnostika
temelji predvsem na osnovi morfoloskih lastnosti glivic, uporabi selektivnih gojis¢, patogenih
testih, analizah vegetativne kompatibilnosti in razlikah v biokemi¢nih lastnostih. Omenjene
metode so ve¢inoma delovno zahtevne, dolgotrajne in podvrzene vplivom okolja, kar otezuje
zanesljivost identifikacije. Za dolocitev vrste na osnovi morfoloskih lastnosti je pri glivah V.
albo-atrumin V. dahliae potrebnavsaj 2 tedenska inkubacija. Pravtako dolo¢anje patotipov s
patogenimi testi Casovno zahteva najmanj 2-3 mesec¢no analizo. Vpeljava molekulskih tehnik,
ki omogocajo hitrejSo in neposredno analizo genoma prou¢evanega organizma, pomeni
pomembno dopolnitev obstojecih analiticnih metod. Tako se pri molekulski identifikaciji
posameznih vrst iz rodu Verticillium najpogosteje uporablia PCR tehnika z uporabo
specificnih zacetnih oligonukletidov, ki zaznajo razlike v ITS regijah rDNA genov [5,8]. Poleg
identifikacije pa imajo te tehnike veliko prednost pri omogoc¢anju dolo¢anja prisotnosti
omenjenih glivneposrednovrastlinah, tleh in vodi.

V Sloveniji smo pri prou¢evanju hmeljnih izolatov glive V. albo-atrum s pomocjo patogenih
testov in molekulske tehnike AFLP (amplified fragment lenght polymorphism) dokazali
prisotnost dveh razlicno virulentnih skupin izolatov oz. patotipov, od katerih PG1 povzroca
blago obliko, PG2 pa letalno obliko hmeljeve uvelosti [6]. Z identifikacijo 17 patotipsko
specificnih fragmentov se je AFLP analiza izkazala kot izredno dobra tehnika za iskanje
genetskih razlik med ozko sorodnimi izolati, vendar pa je zaradi delovne zahtevnosti manj
primerna za rutinske analize. Iz omenjenega smo raziskavo nadaljevali s pretvorbo patotipsko
specificnih AFLP fragmentov v SCAR diagnosti¢ne markerje, ki bi omogocili enostavnejse in
hitrejSe dolo¢anje omenjenih hmeljnih patotipov.
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2 MATERIAL IN METODE
2.1 Kulture izolatov

V raziskavo smo skupno zajeli 92 izolatov gliv iz rodu Verticillium iz razli¢nih gostiteljskih
rastlin in geografskih obmocij Evrope in Severne Amerike, ter izolate nekaterih pogosteje
zastopanih talnih gliv iz rodov Alternaria, Armillaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Monillia, Penicillium in Trichoderma. Najvedji delez so predstavljali izolati V. albo-atrum iz
hmelja od katerih smo jih 34 izolirali na obmocju Slovenije, medtem ko smo ostale izolate
pridobiliiz Anglije (15), Nemcije (5) in Poljske (1). Od 34 slovenskih izolatov jih je 27 pripadalo
letalnemu patotipu PG2, 7 pa blagemu patotipu PG 1. Vsiizolati v tej raziskavi predstavljajo del
mikoloske zbirke Instituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) in se hranijo v
duplikatih monospornih kultur na krompirjevem dekstroznemu agarju (PDA-potato dextrose
agar; Fluka, Svica) na temperaturi 4°C in v tekocem gojiséu »General fungal medium«[13] z
20 % koncentracijo glicerola pritemperaturi -80°C.

2.2 IzolacijaDNA

Pred izolacijo DNA iz micelija smo izolate najprej namnozili v ze omenjenem tekocem gojiscu.
Kulture smo 4-5 dni inkubirali v temi pri sobni temperaturi na rotacijskem stresalniku (50
vrt./min). Po inkubaciji smo micelij iz gojiS¢a odstranili z veckratnim centrifugiranjem (5 min
pri 2500 x g) in sprotnim spiranjem s sterilno bidestilirano vodo. Sledila je izolacija DNA po
vpeljanem SDS protokolu, ki sta garazvila Lee in Taylor [3], z nekaterimi modifikacijami[7]. Za
izolacijo DNA iz prevodnega tkiva rastlin smo uporabili CTAB metodo [2].

2.3 Izolacija AFLP fragmentov in dolo¢anje nukleotidnega zaporedja

Patotipsko specificne AFLP fragmente smo pri treh izolatih vsakega PG1 in PG2 patotipa
namnozili z ustreznimi AFLP kombinacijami zac¢etnih oligonukleotidov in jih nato logili z
denaturacijsko poliakrilamidno elektroforezo ter detektirali s srebrom. Sledil je takojsnji izrez
fragmentov iz gela in ponovno namnozevanje z ustreznimi zacetnimi oligonukleotidi.
Reamplificirane PCR produkte smo nanesli na 1,2 % agarozni gel, ki je omogocil locitev
zelenega fragmenta od nespecificnih PCR produktov. Nadaljnje cisc¢enje fragmentov iz
agaroznega gela smo izvedli po metodi, ki sta jo razvila Boyle in Lew [1]. Postopek smo
nadaljevali s kloniranjem fragmentov v plazmidni vektor pPCR-Script™ Amp SK(+)
(Stratagene, La Jolla, USA). Rekombinatne plazmide smo iz bakterijskih kultur izolirali s
komercialnim kompletom NucleoSpin® Plasmid (Macherey Nagel) in jim na osnovi dideoksi
sekvencne reakcije (Thermo Sequenase Primer Cycle Sequencing Kit, Amersham
Biosciences) ter avtomatske laserske naprave (ALFexpress Il DNA Analysis System,
Amersham Biosciences) dolodili nukleotidno zaporedije.

2.4 Izdelava SCAR markerjev in specificnost PCR namnozZevanja

Za vsako nukleotidno zaporedje smo z uporabo programa Primer3 [9] izdelali dva para
zacetnih oligonukleotidov, od katerih je prvi par temeljil na terminalnem delu, drugi pa na
notranjem delu sekvence. Pri dolo¢anju optimalnih pogojev PCR namnozevanja in v
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zaCetnem pregledu specifi¢nosti zacetnih oligonukleotidov smo v analizo vkljucili genomsko
DNA 4 izolatov vsakega od hmeljnih patotipov PG1 in PG2, dve negativni kontroli (voda in
genomska DNA hmelja) in pozitivno kontrolo (plazmidna DNA z ustreznim fragmentom).
Optimizacija je potekala s spreminjanjem temperature prileganja po 2°C (vobmocju od 50°C
do 65°C) navzgor ali navzdol od teoreti¢ne temperature prileganja in v povecevanju ali
zmanjSevanju Stevila PCR ciklov (od 30 do 35 ciklov). Reakcijske mesanice (20 ul) so
vsebovale 1X PCR pufer, 0,2 mM vsakega dNTP-ja, 0,5 uM vsakega zacetnega
oligonukleotida, 1,5 mM MgCl, in 0,6 enote encima Tag DNA polimeraze in 20 ng genomske
DNA izolatov. V primeru kontrolnih reakcij smo namesto DNA izolatov, uporabili 2 ul sterilne
vode, 20 ng genomske DNA hmelja in 1 ng plazmidne DNA. Reakcije smo izvajali v PCR
napravi MWG Primus 96 po naslednjem temperaturnem profilu: zadetna 4 minutna
denaturacija pri 94°C, A st. ciklov [94°C (45 s), A temperatura prileganja zacetnih
oligonukleotidov (30 s) in 72°C (60)]. Vzorce smo loc¢evali z 1,6 % agarozno gelsko
elektroforezo. Po dolocitvi optimalnih pogojev smo specificnost SCAR markerjev preizkusili
Se naostalihizolatih vklju¢enih v raziskavo.

2.5 Multipleks PCR analiza

Multipleks PCR analizo smo izvedliv 20 pl reakcijski mesanici, ki je vsebovala tri razlicne pare
SCAR zacetnih oligonukleotidov (Preglednica 1): 0.25 uM (9-2I-For/9-2I-Rev), 0.5 uM (9-
1E-Rev/9-1I-For) in 0.5 uM (11-For/1l-Rev), 1 PCR pufer, 0,2 mM vsakega dNTP-ja, 2,75
mM MgCl,, 0,6 enote encima Tag DNA polimeraze in 20 ng genomske DNA izolatov.
Reakcija je potekala po naslednjem temperaturnem profilu: zacetna 4-minutna denaturacija
pri 94° C, ki ji sledi 30 ciklov pri 94°C (45 s), 60°C (30 s) in namnozevanje pri temperaturi
72°C(70s). Vzorce smo locevali z 2 % agarozno gelsko elektroforezo.

2.6 Sidrna (nested) PCR analiza

Sidrno PCR analizo smo uporabili za neposredno dolocanje letalnega patotipa PG2 v
okuzenem tkivu. Prvo PCR reakcijo smo izvedli z za¢etnimi oligonukleotidi 9-1E-For/9-1E-
Rev, kitemeljijo naterminalnem delu fragmenta AFLP 9-1. Po namnozevanju smo PCRvzorce
10 x razredcili s sterilno vodo in 1l razred¢ene raztopine prenesli v nove mikrocentrifugirke,
kjer je sledila druga PCR reakcija z notranjimi zac¢etnimi oligonukleotidi 9-1I-For/9-1I-Rev
fragmenta AFLP 9-1. Reakcijski pogoji so bili enaki kot za analizo izolatov (poglavje 2.4) z
modifikacijo v zmanjsanju koncentracije zacetnih oligonukleotidov na 0,25 yM in stevilu
ciklovna 20 v prvi PCR reakciji.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA
3.1 Razvoj SCAR markerjev

Pretvorba specifi¢nin AFLP fragmentov v SCAR diagnosti¢ne markerje omogoca razsiritev
njihove uporabnosti v smeri hitrejSe, delovno manj zahtevne in ob¢&utljive analize, ki je lokusno
specificna [14]. Od 17 namnozenih AFLP fragmentov smo uspesno reamplificirali 11
fragmentov, medtem ko smo pri ostalih dobili nespecificne PCR produkte, ki so onemogocali
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nadaljnje delo. Uspesno reamplificirane fragmente smo klonirali in jim doloc¢ili nukleotidno
zaporedje, pri ¢emer smo v primeru treh fragmentov dobili razlicne sekvence, ki so se
razlikovale v razmerju velikosti od 0-2 nukleotidov. Vzrok za pojav razlicnih nukleotidnih
zaporedij lahko iS¢emo v kontaminaciji med izolacijo fragmentov iz poliakrilamidnih gelov o
¢emer poroc¢ajo Xu in sod., [14] in v prisotnosti razlicnih sekvenc enakih velikosti v
posameznem fragmentu na gelu, kar je posledica metodologije AFLP tehnike [12]. Skupno
smo tako pri dolo¢anju nukleotidnega zaporedija iz 11 AFLP fragmentov dobili 16 razli¢nih
sekvenc, pri ¢emer so vse imele prisotna ustrezna nukleotidna zaporedja AFLP zacetnih
oligonukleotidov. Z namenom ohranitve specificnosti smo za vsako izmed 16 nukleotidnih
zaporedij izdelali po dva para za¢etnih oligonukleotidov. Prvi par smo izdelali iz terminalnega
dela sekvence, ki je vkljuc¢eval EcoRIl/Mspl prepoznavno mesto, selektivhe nukleotide in
naslednje nukleotide AFLP sekvence do dolzine 23 baznih parov (bp). Drugi par pa smo
izdelaliiz notranjega dela sekvence.

Po zacetni optimizaciji PCR namnozevanja z izdelanimi zacetnimi oligonukleotidi smo njihovo
specificnost preizkusili na 92 izolatih rodu Verticillium in ostalih izolatih, ki so bili vklju¢eni v
raziskavo. Pri tem sta se med PG2 specificnimi SCAR markerji, S-9-1INT in S-9-1EXT
(Preglednica 1), ki izhajata iz fragmenta AFLP-9-1, namnozila samo pri izolatih PG2 patotipa,
kar potrjuje predhodne rezultate AFLP analize o specificnosti tega fragmenta. Visoko
specificnost za patotip PG2 so prav tako ohranili SCAR markerji S-9-2INT, S-11EXT in S-
11INT (Preglednica 1). V primeru SCAR markerjev specificnih za manj virulentni hmeljni
patotip PG1 so ti izrazili manjso stopnjo specifi¢nosti, saj so se poleg izolatov patotipa PG1
PCR produkti namnozili tudi pri nekaterih izolatih ostalih gostiteljskih rastlin V. albo-atrumin V.
dahliae.

Preglednica 1: Specificnost, nukleotidno zaporedje, temperatura prileganja in dolzina produktov
visoko specificnin SCAR markerjev

Table 1: Specificity, nucleotide sequences, annealing temperatures, and product length of
highly specific SCAR markers

Patotip SCAR SCAR zacetni oligonukleotidi in nukleotidno zaporedje Dolzina T. (°C)
marker (5-3) produkta
S-1EXT 1E-For ATTCGAGGCTCCGAGCATCC 241 bp 59
PG1 1E-Rev GGATAGGCCGCACCTTGAGAA
S-1INT 1l-For CGAGCATCCGATGACACAG 175 bp 60
1I-Rev AAGAGATCAATAGTCGTTTGCC
S-9-1EXT 9-1E-For GGTAAGACTCCTTACCGATGCTG 248 bp 9
PG2 9-1E-Rev ATTCACACGCTACATATCAAACA
S-9-1INT 9-1l-For CGATGCTGGATCTGACCAATTAC 198 bp 65
9-1l-Rev ATAAGGGCAGGCAAGGCAC
S-9-2EXT 9-2E-For ATTCACCATCAGCCTGTGC 190 bp 60
PG2 9-2E-Rev GGTAATCCTTGACAACAATATTC
S-9-2INT 9-2I-For CAGCGATGCACCTTCAGTG 163 bp 60
9-2|-Rev TGACAACAATATTCTCGAAGCCA
S-11EXT 11E-For ATTCTCGCCGATCGTTACTC 216 bp 63
PG2 11E-Rev  GGTACAGCAGCAGTTCCTG
S-T1INT 11-For ~ GCCATCGCCAAAGTACCAT 169bp 63

111-Rev GCCAGATCATATACCCATTGTC
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3.2 Uporaba SCAR markerjev vdiagnostiki

Z namenom razvitja zanesljivejSega diagnosti¢nega testa za identifikacijo PG1 in PG2
patotipov glive V. albo-atrum smo uporabili tehniko hkratnega namnozevanja ve¢ SCAR
markerjev v eni PCR reakciji. Pri tem smo v metodo vkljugili tri pare SCAR zacetnih
oligonukleotidov 9-1E-Rev/9-1I-For, 9-2I-For/9-2I-Rev, 1|-For/1|-Rev. Prva dva para sta
specificna za patotip PG2, pri Eemer smo zaradi doseganja enotne temperature prileganja
60°C v PCR reakciji, sestavili prvi par iz kombinacije zacetnih oligonukleotidov SCAR
markerjev S-9-1EXE in S-9-1INT, ki namnozuje fragment dolzine 233 bp. V prvih analizah
smo opazili slabse namnozevanje enega izmed PG2 specifi¢nih fragmentov, kar smo resili z
dolocitvijo razmerja koncentracij med pari zacetnih oligonukleotidov in spreminjanjem
koncentracije MgCl,. Po optimizaciji reakcijskih pogojev smo multipleks PCR tehniko
preizkusili na razlicnih izolatih, kjer se je pokazala kot zelo ucinkovito in zanesljivo orodje
dolo¢anja obeh omenjenih patotipov. Metodo smo ocenili kot delovno manj zahtevno,
primerno za testiranje vecCjega Stevila vzorcev in Casovno izvedljivo v enem dnevu ob
predhodni 3-4 dnevniinkubaciji izolatov vtekocem gojiscu.

Visoko specificna SCAR markerja S-9-1EXE in S-9-1INT smo uporabili tudi pri neposrednem
doloc¢anju patotipa PG2 v rastlinskem tkivu. Metodo smo razvijali na genomski DNA umetno
okuzenih hmeljnih rastlin z vpeljavo nested PCR tehnike, ki se zaradi visoke obcutljivosti
detekcije uporablja pri dolo¢anju prisotnosti organizmov v razli¢nih medijih kot so tla, voda in
rastline [11]. Nested PCR analizo smo vpeljali po postopku, ki so ga opisali Mercado-Blanco
in sod., [4] in pritem v prvi PCR reakciji uporabili zacetne oligonukleotide 9-1E-For/9-1E-
Rev, ki izhajajo iz terminalnega dela fragmenta AFLP-9-1, druga PCR reakcija pa je
vkljuCevala zaCetne oligonukleotide izdelane iz notranjega dela sekvence omenjenega
fragmenta. Analiza je pokazala visok nivo detekcije pri vseh okuzenih rastlinah ne glede na
razlicno odporne sorte. Pri tem smo tehniko ocenili kot delovno zahtevno, obdutljivo na
kontaminacijo s tujo DNA, primerno za testiranje manjSega Stevila vzorcev in ¢asovno
izvedljivovenem dnevu.

4 ZAKLJUCEK

V raziskavi smo uspesno izkoristili predhodno identificirane AFLP fragmente specificne za
hmeljna patotipa PG1 in PG2 glive V. albo-atrum in jih pretvorili v SCAR markerje, ki imajo
visjo aplikativno vrednost v smislu hitrosti in enostavnosti analize. 1zdelane SCAR markerje
smo preizkusili na velikem stevilu izolatov rodu Verticillium in nekaterih pogosteje zastopanih
saprofitskih glivah. Pri tem sta markerja S-9-1EXE in S-9-1INT ohranila specificnost samo za
doloc¢anje patotipa PG2, medtem ko so bili ostali markerji manj specifi¢ni. Visoko specificne
markerje smo nadalje uporabili pri razvitju multipleks in nested PCR analize, ki predstavljata
pomembno dopolnilo obstoje¢im diagnosti¢nim tehnikam. Poleg omenjenega imajo izdelani
SCAR markerji potencialno vrednost pri nadalnjih genetskih analizah izolatov iz rodu
Verticillum, predvsem v smislu prou¢evanjavirulence.
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