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Izvle¢ek

Z namenom dolocitve najboljSega nacina okuzevanja hmelja s CBCVd smo
primerjali razli¢ne nacine vnosa inokuluma na razli¢nih testnih rastlinah in hmelju.
Na dveh sortah paradiznika in kumar, jajéevcu in hmelju smo rastline okuzili z
razmazom in injiciranjem. Kot najbolj uspeSen nacin okuzbe hmelja s CBCVd smo
dolo¢ili injiciranje celokupnih nukleinskih kislin v steblo. Med testnimi rastlinami
je bila stopnja okuzbe najvisja pri paradizniku sorte Heinz 1370. Preizkusali smo
tudi razli¢ne pufre, ki se uporabljajo za stabilizacijo rastlinskega ekstrakta, vendar
se je uporaba le-teh izkazala za neuspeSno. Z analizo porazdelitve CBCVd po
rastlini smo zaznali viroide v listih, steblu, koreninah in plodu, razen v starejSem
tkivu in tanjSih koreninicah ne. Vzpostavljena metoda za umetno okuZevanje
rastlin z viroidi omogocCa testiranje gostiteljske specifi¢nosti, odpornosti sort,
epidemioloske Studije in analizo interakcij med rastlinami in patogeni.

Kljuéne besede: viroidi, patogeni testi, gostiteljska specifi¢nost

TESTING OF DIFFERENT METHODS FOR MECHANICAL
INOCULATION OF PLANTS WITH CBCVd

Abstract

In order to determine the best way to infect hops with CBCVd, we compared
different means of inoculation on different test plants and hop. On two varieties of
tomatoes and cucumbers, eggplant and hop, the plants were infected by smearing
and 1njection. Injection of whole nucleic acids into the stem has been identified as
the most successful way of hop infection with CBCVd. Among test plants, the
infection rate was the highest in tomato variety Heinz 1370. At the same time, the
effect of different buffers, which are used for stabilization of the plant extract, was
tested, but their use proved as unsuccessful. By analyzing the distribution of
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CBCVd in plant, viroids were detected in leaves, stem, roots and fruits, except in
older tissue and thinner roots. The described method for artificial infection of
plants with viroids enables biological indexing of host plants, resistance screening,
epidemiological studies and analysis of plant-pathogen interactions.

Key words: viroids, biological indexing, host specificity

1 UvVOD

CBCVd spada v skupino osmih viroidov, ki so bili do sedaj odkriti na agrumih
(Wang in sod., 2018), okuzbe pa so bile potrjenje tudi v nasadih hmelja (JakSe in
sod., 2015) in pistacije (Al Rwahnih in sod., 2018). Poleg omenjenih rastlin je bilo
z umetnimi okuzbami potrjeno, da lahko okuZzuje tudi paradiznik, kumare in
nekatere okrasne rastlin (Semancik in Vidalakis, 2005). CBCVd je bil odkrit leta
1988 v Kaliforniji pri raziskavi doloCanja povzrocCiteljev bolezni eksokortis
agrumov (Duran-Vila in sod., 1988). Najpogosteje se pojavlja v obliki meSanih
okuzb z drugimi viroidi, pri ¢emur na vecini sort agrumov in pistaciji ne povzroca
vidnih bolezenskih znamenj, zato spada med manj proucene viroide (Semancik in
Vidalakis, 2005; Wang in sod., 2018; Al Rwahnih in sod., 2018).

Z odkritjiem CBCVd v hmelju v Sloveniji (JakSe in sod., 2015) in povzrofanjem
agresivnih bolezenskih znamenj se je uvrstil med pomembne patogene s statusom
karantenskega organizma na hmelju v skladu z Odlo¢bo o nujnih ukrepih za
preprecevanje vnosa in Sirjenja viroidnih zakrnelosti hmelja (Uradni list RS, St.
21/15). Hkrati je CBCVd v Evropi prepoznan kot Skodljiv organizem, ki lahko
mocno prizadene celotno evropsko hmeljarstvo in je kot tak uvrS€en na opozorilno
listo Evropske organizacije za varstvo rastlin (EPPO). CBCVd je v letth 2007-2018
v Sloveniji prizadel ve¢ kot 150 ha hmeljis¢, v letu 2019 pa so bile okuzbe zaznane
tudi v nasadih hmelja v Nemciji (EPPO, 2019).

Umetne okuzbe (bioloski testi) rastlin z viroidi se uporabljajo za identifikacijo
bolezni in njihovih povzrociteljev v gostiteljih z vidnimi bolezenskimi znamenji ter
doloCanje gostiteljske specifiCnosti. Osnova je uporaba testnih rastlin, ki
omogocajo vizualizacijo bioloske aktivnosti, potrditev infektivnosti in analizo
agresivnosti viroidov (Singh in Ready, 2003). Omogocajo tudi Studije vpliva
posameznih viroidov, kjer z uporabo specifi¢nih gostiteljskih rastlin, ki jih lahko
okuzi samo posamezen viroid, dobimo inokulum za nadaljnje umetno okuZevanje.
Omenjeni postopki lahko vzamejo veliko casa in vkljuCujejo vecje Stevilo
gostiteljskih rastlin (Singh in Ready, 2003). Za okuZevanje rastlin s posameznimi
viroidi se zato pogosteje uporabljajo cDNA konstrukti monomerov in dimerov
viroidov (Cress in sod., 1983; Verhoeven in sod., 2009; Adkar-Purushothama in
sod., 2015; Gucek in sod., 2017). Testne rastline se najveckrat okuzi mehansko, ker
se tudi v naravi viroidi najpogosteje Sirijo z mehanskim kontaktom. Za mehanski
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prenos viroidov v rastline se najpogosteje uporablja inokulum na osnovi
rastlinskega soka, celokupnih nukleinskih kislin, o¢is§¢ene RNA, prepisov viroidne
cDNA ali RNA (Cress in sod., 1983; Verniere in sod., 2006; Verhoeven, 2010;
Verhoeven in sod., 2010; Adkar-Purushothama in sod., 2015). Metode za vnos
viroida v rastlino so lahko razlicne, od cepljenja, rezanja, injiciranja, razmaza
inokuluma, agroinokulacije do biolistike (MatouSek in sod., 2004; Barbosa in sod.,
2005; Verhoeven in sod., 2010; Pallas in sod., 2012). Na potek okuZbe vplivajo
Stevilni faktorji, kot so stabilnost, koncentracija in razli¢ica viroida, obcutljivost
testne rastline (kultivar, starost rastline), metoda vnosa inokuluma, so¢asne okuzbe
z ve¢ viroidi in virusi, okolje (temperatura, svetilnost, dolZina dneva, koli¢ina
hranil v zemlji) in ¢as da pride do razvoja bolezenskih znamenj (Singh in Ready,
2003). Viroidi preferirajo visoke temperature in veliko svetlobe, do okuzbe pa
pogosteje pride ob uporabi rezanja in injiciranja inokuluma, kot v primeru razmaza
na listno povrsino (Singh in Ready, 2003; Nie in Singh, 2017).

Zaradi velike variabilnosti viroidov in pogostih so¢asnih okuzb z ve¢ viroidi lahko
pride do sprememb v izraZanju bolezenskih znamenj (Reanwarakorn in Semancik,
1999; Kovalskaya in Hammond, 2014). Po drugi strani pa lahko razli¢ni viroidi na
istem gostitelju izrazajo podobna bolezenska znamenja (Malfitano in sod., 2005).
Uporaba umetnih okuzb spada med dolgotrajnejSe metode, predvsem zaradi
vectedenske dobe, ki je potrebna za namnozitev viroidov do meje detekcije ali pa
do pojava bolezenskih znamenj, ki lahko traja tudi ve¢ mesecev (Nie in Singh,
2017). V preteklosti so se bioloski testi uporabljali za doloCanje viroidov v
rastlinah, danes se vefinoma uporabljajo kot podpora epidemioloskim in
interakcijskim Studijam (Singh in Ready, 2003).

2 MATERIAL IN METODE

V okviru preizkuSanja razli€énih metod za umetno okuZevanje rastlin z viroidi smo
zeleli izbrati zanesljiv naCin umetnega okuZevanja s CBCVd na hmelju in hkrati
doloc¢iti najboljSo testno rastlino za CBCVd. V prvem poskusu smo tako
preizkusali razlicne nadine okuzevanja testnih rastlin na razlicnih sortah iste
rastlinske vrste. Testirali smo razli¢ne nacine okuZevanja in kot inokulum uporabili
rastlinske ekstrakte in nukleinske kisline. V okviru prvega poskusa smo analizirali
tudi kolonizacijo viroidov v posameznih delih rastlin. V drugem poskusu smo
preizkuSali razli€ne pufre, ki omogocajo stabilizacijo rastlinskega ekstrakta in
preprecijo delovanje inhibitorjev. V tretjem poskusu pa smo preizkusali razli¢ne
nacine okuZevanja za hmel;.

2.1 Rastlinski material

Hmelj in testne rastline smo vzgajali v rastni komori pri temperaturi 25°C v ¢asu
osvetljevanja in 18°C v Casu teme. Rastline smo redno gnojili in zalivali z
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vodovodno vodo. Testne rastline smo vzgojili iz semen, hmelj] pa iz sadik A
certifikata (IHPS). Vpliv posameznih nacinov okuzevanja smo analizirali na
hmelju sorte Celeia. Vir inokulov za okuZevanje so predstavljale naravno okuZene
rastline hmelja iz hmeljisc¢a, ki so bile glede na RT-PCR pozitivne na HLVd in
CBCVd. Zaradi moznih razlik v obcutljivosti rastlin smo okuzili 10 rastlin
posamezne rastlinske vrste glede na obravnavanje. Rastline smo okuzili v fenoloski
fazi 4-6 pravih listov. Inokulirane rastline smo po okuZevanju vzdrzevali v rastni
komori, opazovali pojavljanje bolezenskih znamenj ter jith po 8-16 tednih
analizirali. Vzorcili smo mlajSe liste (3-4), ki so se po moZnosti razvili po
inokulaciji. Vzorce smo izolirali z uporabo CTAB metode in testirali na CBCVd z
RT-PCR. V testiranje smo vkljucili tudi kontrolne rastline, ki smo jih okuzili z
destilirano vodo in so sluzile kot osnova za dolo¢anje bolezenskih znamen;.

2.1.1 Testne rastline

Z namenom izbora najbolj uspesne umetne okuzbe rastlin s CBCVd smo analizirali
naslednje testne rastline (10 rastlin/obravnavanje):

a) kumara (Cucumis sativus), sorta Pariski korniSon

b) kumara (Cucumis sativus), sorta Levine Fi

c) paradiznik (Solanum lycopersicum), sorta Heniz 1370

d) paradiznik (Solanum lycopersicum), sorta Marmande

e) jajCevec (Solanum melongena), sorta Halflange Violette

2.2 Prvi poskus: PreizkuSanje razli¢nih na¢inov okuZevanja testnih rastlin

Na testnih rastlinah smo analizirali infektivnost 4 razli€nih inokulov v okviru
naslednjih obravnavan;:

1. razmaz surovega rastlinskega soka,

2. razmaz rastlinskega soka v fosfatnem pufru,

3. injiciranje ekstrakta celokupnih nukleinskih kislin (TNA),

4. 1injiciranje ekstrakta celokupne RNA.

V primeru inokulov na osnovi rastlinskega materiala (1 in 2) smo rastline okuzili z
razmazom inokula preko listov, v primeru inokulov na osnovi nukleinskih kislin (3
in 4) pa z injiciranjem inokuluma v steblo rastlin. Omenjena obravnavanja smo
izbrali glede na v literaturi najpogosteje uporabljene metode umetnega okuzevanja,
s poudarkom na posnemanju naravnega poteka Sirjenja viroidov. V primeru
razmaza smo liste posipali s karborundom (SiC z granulacijo 180) in s tem
povzrocili mikroposkodbe, ki viroidom olajSajo vstop v rastlinske celice. Na prve
tri prave liste tretirane s karborundumom smo s kapalko nanesli 3-4 kapljice
inokuluma in jih s prstom razmazali tako, da je bil s sokom prepojen cel list. Po 15
minutah smo liste neZzno sprali z destilirano vodo in rastline za dva dni pokrili s
prozorno vrecko, da smo povisali vlago. V primeru injiciranja smo TNA oziroma
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RNA v indikatorske rastline vnesli tako, da smo v steblo na 2-4 mestih po sredini
navpi¢no zarezali s skalpelom in v posamezno zarezo s pipeto vnesli 15 pL
TNA/RNA. V posamezno indikatorsko rastlino smo vnesli ~80 ug TNA/RNA.
Vstopna mesta smo zavili s parafilmom, da je inokulum ostal v steblu in da se rana
ni izsusila.

Z namenom, da bi analizirali kolonizacijo viroida CBCVd smo pri paradizniku
dolo¢ili prisotnost viroida v posameznih delih rastline. Po okuZevanju smo zato
rastline paradiznika sorta Heniz 1370 testirali na prisotnost viroida CBCVd tako v
zelenih, mlaj$ih listih, kot tudi starejSih, rumenih. V primeru, da je bil po RT-PCR
analizi v rastlini viroid CBCVd prisoten, smo vzor¢ili e preostali del rastline, od
stebla, listov, plodov do korenin. Po vzor€enju smo izvedli izolacijo celokupnih
nukleinskih kislin z uporabo CTAB metode (Kump in Javornik, 1996) in vzorce
analizirali z RT-PCR na prisotnost CBCVd.

2.2.1 OkuZevanje z razmazom surovega rastlinskega soka

Tkivo donorske okuZene rastline hmelja smo zmleli z uporabo stiskalnice z
avtomatsko pipeto (Meku, Nemcija) v vodi brez RNaz v razmerju 1:5. Rastlinski
sok smo precedili skozi gazo in tako pridobili homogen inokulum, ki smo ga v
rastline vnesli z razmazom.

2.2.2 OkuZevanje z razmazom rastlinskega soka v fosfatnem pufru

Fosfatni pufer smo pripravili po protokolu Verhoeven in Roenhorst (2000) (0.02 M
fosfatni pufer, pH 7.4, 2% (w/v) polivinilpirolidon (PVP; MW 10000)). Tkivo
donorske okuzene rastline hmelja smo zmleli z uporabo stiskalnice z avtomatsko
pipeto v fosfatnem pufru v razmerju 1:5. Rastlinski sok v fosfatnem pufru smo
precedili skozi gazo in tako pridobili homogen inokulum, ki smo ga v rastline
vnesli z razmazom.

2.2.3 OkuZevanje z injiciranjem ekstrakta celokupnih nukleinskih kislin

Inokulum na osnovi celokupnih nukleinskih kislin (TNA) smo iz donorskih
okuzenih rastlin hmelja izolirali z uporabo CTAB metode (Kump in Javornik,
1996). Za posamezno izolacijo smo uporabili 100 mg listov in pelet raztopili v 50
ul vode brez RNaz (Sigma-Aldrich, ZDA). TNA smo v rastline vnesli z
Injiciranjem.

2.2.4 OkuZevanje z injiciranjem ekstrakta celokupne RNA

Inokulum na osnovi RNA ekstrakta (RNA) smo iz okuzenih rastlin hmelja izolirali
z uporabo kompleta Spectrum® Plant Total RNA Isolation Kit (Sigma-Aldrich,
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ZDA). Za posamezno izolacijo smo uporabili 100 mg listov in pelet raztopili v 50
ul vode brez RNaz. Inokulum na osnovi RNA smo v rastline vnesli z injiciranjem.

2.3 Drugi poskus: PreizkuSanje okuZevanja z rastlinskim sokom v
razli¢nih pufrih

Z namenom izbora najbolj infektivnega inokuluma rastlinskega soka v pufru smo
primerjali tri razliéne pufre, ki se uporabljajo za mehansko okuZevanje rastlin z
viroidi. Pufri se uporabljajo za stabilizacijo in uravnavanje pH rastlinskega soka in
tako preprecijo negativen vpliv inhibitorjev.

Primerjali smo naslednje pufre:

a) fosfatni pufer (0.02 M fosfatni pufer, pH 7.4, 2% (w/v) polivinilpirolidon
(PVP; MW 10000)) (Verhoeven in Roenhorst, 2000),

b) TKM pufer (10 mM Tris, 10 mM KCI, 0,1 mM MgCl) (Skori¢, 2015),

c) kalijev pufer (0,01 M kalijev fosfatni pufer, 0,01 M B-merkaptoetanol, 0,2
% Na>SO3; 7H20) (Bogaert in sod., 2015).

Tkivo donorske okuZene rastline hmelja smo zmleli z uporabo stiskalnice z
avtomatsko pipeto v posameznem pufru v razmerju 1:5. Rastlinski sok v pufru smo
precedili skozi gazo in tako pridobili homogen inokulum. Kot testne rastline smo
uporabili paradiznik sorte Heinz 1370, ki smo ga pred okuzevanjem zalili in ranili s
karborundumom. Okuzili smo 10 rastlin na posamezen pufer. Na prve tri prave
liste tretirane s karborundumom smo s kapalko nanesli 3-4 kapljice rastlinskega
soka in jih s prstom razmazali tako, da je bil s sokom prepojen cel list. Inokulum
smo v rastlino vnesli tudi preko stebla, tako da smo steblo na 2 mestih po sredini
navpi¢no zarezali s skalpelom in v posamezno zarezo s pipeto vnesli 50 pL
inokuluma. Vstopna mesta smo zavili s parafilmom, da je inokulum ostal v steblu
in da se rana ni izsuSila. Po 15 minutah smo liste nezno sprali z destilirano vodo in
rastline za dva dni pokrili s prozorno vrecko, da smo povisali vlago.

2.4 Tretji poskus: PreizkuSanje razlicnih nacinov okuzZevanja za hmelj

Z namenom izbora optimalnega nacdina okuzevanja hmelja s CBCVd, smo
analizirali vpliv na¢ina vnosa inokuluma.
V ta namen smo uporabili 4 razli¢ne vrste inokuluma (poglavje 2.2):

- surov rastlinski sok,

- rastlinski sok v fosfatnem pufru,

- ekstrakt celokupnih nukleinskih kislin (TNA),

- ekstrakt celokupne RNA.
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Inokulum smo v rastline vnesli na dva nac¢ina:

a) zinjiciranjem

V primeru injiciranja smo rastlinski sok oziroma nukleinske kisline v steblo vnesli
tako, da smo steblo na 4 mestih po sredini navpi¢no zarezali s skalpelom in v
posamezno zarezo s pipeto vnesli 15 plL. inokuluma. Rastlini smo odrezali vrh in
iglo s sokom zapicili v steblo ter v njegovo notranjost spustili 15 pL. inokuluma.
Vstopna mesta smo zavili s parafilmom, da je inokulum ostal v steblu (slika 1).

y

Slika 1: Injiciranje inokuluma v steblo hmelja. Levo: prerez stebla s skalpelom.
Sredina: Vnos inokuluma v steblo s pipeto. Desno: vnos inokuluma v steblo z iglo.

b) zrazmazom

V primeru razmaza smo rastline predhodno po listih posipali s karborundum. Na
prve tri prave liste tretirane s karborundumom smo s pipeto nanesli inokulum (100
uL soka/ 15 pL nukleinskih kislin) in jih s prstom razmazali tako, da je bil z
inokulum prepojen cel list. Po 15 minutah smo liste neZno sprali z destilirano vodo
in rastline za dva dni pokrili s prozorno vrecko, da smo povisali vlago.

2.5 RT-PCR in agarozna gelska elektroforeza

Obratno prepisovanje in PCR smo izvajali v enem koraku (RT-PCR) s kompletom
One Step RT-PCR (Qiagen, Nemcija) v inStrumentu Mastercycler nexus GSX1
(Eppendorf, Nemcija). Z RT-PCR smo s specifiénimi zafetnimi oligonukleotidi
analizirali prisotnost CBCVd v rastlinah (preglednica 1) (Gucek in sod., 2019).
Namnozene produkte smo analizirali z elektroforezo na 2 % agaroznem gelu v 1x
TBE pufru obarvanem z etidijevim bromidom (0,5 pg/ml) pod UV lucjo (Syngene,
ZDA). Pogoji med elektroforezo so bili naslednji: 160 V in 180 mA.
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Preglednica 1: Zacetni oligonukleotidi za pomnozevanje CBCVd iz hmelja z RT-
PCR

Zaketni Velikost
Viroid . ., Zaporedje5 -3 produkta  Vir

oligonukleotid bp]
Viroid CVA-IV-F1 1 GGGGAAATCTCTTCAGAC spremenjeno

. TC glede na

razpokanosti 284 (Bernad in
skorje agrumov 4 1y R GGGGATCCCTCTTCAGGT Duran-Vila,
(CBCVd) 2006)
3 REZULTATI Z RAZPRAVO
3.1 Prvi poskus: PreizkuSanje razli¢nih na¢inov okuZevanja testnih rastlin

V okviru prvega poskusa smo primerjali v literaturi najbolj pogosto uporabljene
metode mehanske inokulacije in inokulum na osnovi surovega rastlinskega soka in
celokupnih nukleinskih kislin (Hadidi in sod., 2003). Testne rastline smo izbrali
glede na rezultate predhodnih testiranj gostiteljske specificnosti CBCVd (Duran-
Vila in Semancik, 2003; Semancik in Vidalakis, 2005). Glede na rezultate
okuzevanja (preglednica 2) lahko sklepamo, da je za CBCVd najboljsa
indikatorska rastlina paradiznik Heinz 1370 in zanj najboljSa metoda okuZevanja
injiciranje z uporabo RNA ekstrakta.

Preglednica 2: Primerjava metod za umetno okuzevanje s CBCVd na kumarah,
paradizniku in jajcevcu.

Stevilo uspe§no okuzZenih rastlin/ $tevilo vseh okuZenih rastlin

St. uspesno
Kumare  Kumare V. o Jajcevec okuZenih
Obravnavanje Pariski Levine Il;afsdllz ;1;13 i;::il;::ik Halflange  rastlin/ §t.
korniSon F; emnz ¢ Violette vseh okuZenih
rastlin
Razmaz surovega 2/10 1/10 2/10 1/10 1/10 7/50
rastlinskega soka
Razmaz rastlinskega 1) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/50
soka v fosfatnem pufru
Injiciranje celokupnih
nukleinskih kislin 0/10 0/10 2/10 1/10 0/10 3/50
(TNA)
Injiciranje ckstrakta 0/10 0/10 3/10 2/10 0/10 5/50
celokupne RNA
Stevilo vseh uspesno
okuzenih rastlin/ 2/40 1/40 7/40 4/40 1/40 15/200

Stevilo vseh okuZenih
rastlin
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Skupno je bila za testne rastline najboljSa metoda okuZevanja z razmazom
surovega rastlinskega soka, kjer smo uspeSno okuzili kumare, paradiznik in
jaj¢evcee. Pri paradizniku se je kot enako uspeSna izkazala metoda okuzevanja z
uporabo TNA in kot neprimerna uporaba soka v fosfathem pufru. Skupno smo od
okuzenih 200 rastlin uspeSno okuzili 15 rastlin, od tega 2 kumari sorta Pariski
korniSon, 1 kumaro sorta Levine Fi, 7 paradiznikov sorta Heinz 1370, 4
paradiznike sorta Marmande in 1 jajcevec sorta Halflange Violette. V primeru
rastlinskega soka v fosfatnem pufru nismo bili uspe$ni, vzrok je bil mogoce
neustrezen pH. Za nadaljnjo okuzevanje s CBCVd je tako primerna uporaba tako
razmaza kot injiciranja, medtem ko se za indikatorsko rastlino lahko uporablja
paradiznik sorte Heinz 1370. Vse kontrolne rastline so bile vzorcene in na CBCVd
testirane kot negativne.

Rastline smo spremljali 16 tednov po okuzbi in v tem Casu nismo zaznali vidnih
bolezenskih znamenj, tako da so bile vse rastline glede na skalo ocenjene z 0. Pri
kumarah smo na plodovih opazili nenavadno zbitost, zgubanost in zvijanje, vendar
so bili omenjena bolezenska znamenja prisotna tudi pri na CBCVd negativnih
rastlinah, tako da znamenja pripisujemo fizioloSkemu stresu v rastlinjaku. Pri
paradiZzniku sorta Heinz 1370 prav tako nismo zaznali vidnih bolezenskih znamenj,
kar v primeru indikatorskih rastlin ni optimalno, vendar ne glede na to uporaba
paradiznika glede na hmelj zaradi moznosti gojenja ¢ez celo leto in hitrejSe rasti
omogoca lazje izvajanje raziskav.

Po okuzbi paradiznika Heinz sorta 1370, smo pozitivne rastline vzor¢ili po delih:
liste, stebla, plodove in korenine. V posameznih rastlinah pozitivnih na CBCVd
smo zaznali razliko med mladimi zelenimi listi, ki so imeli nedvoumne pozitivne
signale pomnoZenih fragmentov in starejSimi, rumenimi listi, ki so bili na CBCVd
negativni. Zaradi omenjenih razlik smo naknadno pri pozitivnih rastlinah vzor¢ili
Se preostale dele, tako da smo analizirali celo rastlino (preglednica 3, slika 2).
Ugotovili smo, da je viroid prisoten po celi rastlini v vseh zelenih in mladih delih,
medtem ko ga v rumenih (starejSih) listih ne zaznamo, prav tako pa ga nismo
zaznali v stranskih nediferenciranih koreninicah. Viroid je bil prisoten tudi v
zelenem plodu. Iz omenjenih rezultatov lahko sklepamo, da so viroidi homogeno
razporejeni po celotnem zelenem delu rastline in da jih v starejSih tkivih ne
moremo veC zaznati, ker RNA razpade oziroma se dusik vsebujoce molekule s
sokom prenesejo v druge dele rastline (Hadidi in sod., 2003). To je lahko posledica
fizioloSkega stanja rastline, ki je vse hranilne snovi usmerila v rast listov in razvoj
plodov, kjer smo lahko tudi zaznali viroide. V primeru ko se rastline, kot je hmelj,
pripravljajo na dormanco, se sokovi vrnejo v korenine in zato lahko takrat
najverjetneje viroide zaznamo po celem koreninskem sistemu. Problem detekcije
pa lahko predstavlja tudi samo koreninsko tkivo, ki vsebuje veliko inhibitorjev, ki
lahko motijo RT-PCR analize.
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Preglednica 3: Prisotnost viroida CBCVd v posameznem delu rastlin paradiznika
sorta Heinz 1370. (+) viroid je prisoten v delu rastline; (-) viroid v delu rastline ni
prisoten

Del rastline CBCVd
steblo +

. list (od spodaj navzgor) - rumen
. list- zelen

. list - zelen

. list - zelen

. list - zelen
. list - zelen

~N N D AW~

. list — vrh, mlado tkivo
zelen plod
glavna korenina

4+ +

stranske nediferencirane korenine

3.2 Drugi poskus: PreizkuSanje okuZevanja z rastlinskim sokom v
razli¢nih pufrih

Zaradi prisotnosti inhibitorjev v rastlinskih ekstraktih se za stabilizacijo viroidnega
inokuluma uporabljajo razli¢ni pufri in ustrezen pH (Verhoeven in Roenhorst,
2000). Rastlinski sok smo v naSem primeru stabilizirali z uporabo fosfatnega, TKM
in kalijevega pufra (poglavje 2.3). Okuzili smo paradiznik sorta Heinz 1370 z
razmazom in injiciranjem rastlinskega soka v posameznem pufru. Kljub temu, da
smo posamezno rastlino okuzili z ve€ kot 100 pL inokuluma, v nobenem primeru
ni prislo do okuzbe. Svez rastlinski sok je z dodanim pufrom najverjetneje pridobil
neustrezen pH.

Slika 2: Posamezni deli rastlin paradiznika sorta Heinz 1370 okuzeni s CBCVd.:
listi, zelen plod in korenine
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33 Tretji poskus: PreizkuSanje razlicnih nacinov okuzZevanja za hmelj

V okviru tretjega poskusa smo okuzbo z razli¢nimi vrstami inokuluma testirali na
hmelju z uporabo injiciranja in razmaza (preglednica 4).

Preglednica 4: Rezultati okuzevanja hmelja s CBCVd z injiciranjem in razmazem

St. uspeSno okuZenih rastlin/ 3t. vseh
okuZenih rastlin

60 dpi* 120 dpi

Inokulum Injiciranje Razmaz Injiciranje Razmaz
Surov rastlinski sok 1/10 0/10 1/10 0/10
Rastlinski sok v fosfatnem pufru 0/10 0/10 0/10 0/10
Celokupne nukleinske kisline

(TNA) 6/10 1/10 10/10 1/10
Ekstrakt celokupne RNA 3/10 0/10 10/10 0/10

St. vseh uspesno okuZenih 10/40 1/40 21/40 1/40

rastlin/ §t. vseh okuZenih rastlin
*dpi, Stevilo dni po okuzbi (ang. days post infection)

Omenjene rastline so bile dvakrat vzoréene, prvi¢ 2 meseca (60 dpi) in drugi¢ 4
mesece (120 dpi) po okuzbi. Po 2 mesecih je bilo s TNA okuzenih 6/10 in z RNA
3/10 rastlin. V primeru injiciranja smo z uporabo rastlinskega soka uspesno okuzili
1/10 rastlin, v primeru uporabe rastlinskega soka v fosfatnem pufru nam okuzba ni
uspela. V primeru TNA in celokupne RNA pa je bila po 4 mesecih okuzba 100 %
(slika 3), kar pomeni, da je za uspesno potrditev okuzbe rastline potrebno vzor¢iti 4
mesece po okuzbi. V primeru razmaza je bila okuzba s CBCVd uspe$na samo s
TNA pri 1/10 (preglednica 4). Iz rezultatov lahko sklepamo, da je za hmelj
primernejSa uporaba injiciranja kot razmaza in inokuluma na osnovi nukleinskih
kislin (TNA oziroma RNA). Pridobljeni rezultati se ujemajo s predhodnimi
raziskavami, ki pri hmelju preferirajo uporabo injiciranja (Adams in sod., 1996).

4 ZAKLJUCEK

Bolezen huda viroidna zakrnelost hmelja predstavlja za pridelovalce hmelja veliko
tezavo, ker negativno vpliva na koli¢ino pridelka in s hitro dinamiko Sirjenja
pomeni odmiranje velikega Stevila rastlin in posledicno kréenje pridelovalnih
povrsin hmel;jis¢. V letu 2019 se je bolezen zelo razsirila in bila prvi¢ potrjena tudi
izven meja Slovenije, v Nem¢iji (EPPO, 2019). Da bomo lahko bolezen omejili in
preprecili njeno nadaljnje Sirjenje moramo poznati biologijo viroida CBCVd, pri
¢emer je Se posebej pomembno poznavanje njegove infektivnosti. V ta namen smo
razvili metodo za umetno okuZevanje hmelja s CBCVd, da bomo lahko izvajali
epidemioloSke Studije, Studije odpornosti sort, testirali gostiteljsko specifi¢nost in
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interakcije med rastlinami in viroidi. Dolo¢ili smo tudi testno rastlino, ki je
paradiznik sorta Heinz 1370 in hkrati analizirali tudi razporeditev viroidov po
rastlini, kar je kljuénega pomena za pravilno izvajanje vzorcen;.

2 10 11 12 13 14 15 16

Zdrav hmelj 1. Obravnavanje: SOK

1418 19 20 21 22 23 24 25 26

2. Obravnavanje: SOK + PUFER 3. Obr.: CTAB

39 40 41 42 43

3. Obr.: CTAB

Slika 3: Analiza RT-PCR rezultatov na 2 % agaroznem gelu za hmelj okuzen s
CBCVd z injiciranjem viroidnega inokuluma 120 dpi. Pozitiven signal je pomnozen
fragment viroida CBCVd velikosti 284 bp. Ostali fragmenti so nespecificni
pomnozki. Od 1-7: zdrav hmelj. Od 8-17: hmelj okuzen z injiciranjem rastlinskega
soka (1 okuzena rastlina). Od 18-27: hmelj okuzen z injiciranjem rastlinskega soka
v fosfatnem pufru (brez okuzbe). Od 28-37: hmelj okuzen z injiciranjem TNA
izoliranih po CTAB metodi (100 % okuzba). Od 38-47: hmelj okuzZen z injiciranjem
celokupne RNA (100 % okuzba). Oznaka 48: pozitivna kontrola reakcije. Oznaka
49: negativna kontrola reakcije.
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S preizkuSanjem razlicnth metod okuZevanja smo dolocili zanesljiv nacin
okuzevanja hmelja s CBCVd in dolocili testno rastlino, ki nam bo olajSala
nadaljnje raziskave. Za prihodnost hmeljarstva bo zelo pomembno poznavanje sort,
ki so na viroid CBCVd odporne, kot tudi rastlin, ki so lahko njegovi gostitelji in
pomenijo nevarnost za nenadzorovano Sirjenje. Uporaba omenjenih metod
umetnega okuzevanja bo zato za nadaljnje raziskave klju¢nega pomena.
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