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Izvlecek

Na hmelju viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) v kombinaciji s hmeljevim
latentnim viroidom (HLVd) povzroéa bolezen hudo viroidno zakrnelost hmelja. Z
namenom omejitve nadaljnjega Sirjenja bolezni v Diagnosticnem laboratoriju za
varstvo rastlin (DL) razvijamo metodo za hitro detekcijo viroida CBCVd na terenu. V
raziskavi smo na vzorcih treh sort hmelja primerjali dva standardna nacina izolacije
nukleinskih kislin in dva nacina »hitre izolacije«. Vzorce smo na prisotnost viroidov
CBCVd in HLVd analizirali s PCR s predhodno reverzno transkripcijo (RT-PCR) in RT-
PCR v realnem ¢asu za socasno doloc¢anje (duplex, duRT-qPCR). V primeru hitre
izolacije smo testirali vpliv inhibicije na obcutljivost reakcije. Dodatno smo testirali
tudi vpliv shranjevanja in rastlinski sok pred analizo dlje ¢asa hranili pri = 70 °C.
Viroid CBCVd in HLVd smo uspesno dologili pri vseh Stirih nacinih izolacije z obema
metodama. Kot pricakovano smo z duRT-qPCR pri hitri izolaciji zaznali inhibicijo in
100-krat manjSo obcutljivost kot pri uporabi standardnih metod. Sorta hmelja in
hranjene vzorcev na rezultate niimelo vpliva. Uporabljena protokola za hitro izolacijo
tako predstavljata dober potencial za uporabo pri detekciji viroidov na terenu. Glede
na rezultate raziskave lahko sklepamo, da je dolocanje viroidov brez izolacije
nukleinskih kislin zelo blizu realnosti in to niso le sanje rastlinskih diagnostikov.
Kljucne besede: CBCVd, HLVd, hitra izolacija, rastlinski sok, RT-PCR, duRT-gPCR

DETECTION OF VIROIDS WITHOUT NUCLEIC ACID ISOLATION:
DREAM OR REALITY?

Abstract

On hops, citrus bark cracking viroid (CBCVd) in combination with hop latent viroid
(HLVd) causes the severe hop stunt disease. In order to limit further spread of the
disease, the Diagnostic Laboratory for Plant Protection (DL) is developing a method
for rapid detection of CBCVd in the field. In the research, we compared two standard
methods of isolation of nucleic acids and two methods of “fast isolation” on
samples of three hop varieties. The samples were analysed for the presence of
CBCVd and HLVd viroids using reverse transcription PCR (RT-PCR) and duplex real
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time RT-PCR (duRT-gPCR). In the case of fast isolation, we tested the influence of
inhibitors on the sensitivity of the reaction. Additionally, we also tested the effect of
storage and stored the crude extract at -70 °C for a longer time period before
analysis. Viroid CBCVd and HLVd were successfully determined in all four isolations
using both methods. As expected, we detected inhibition and 100 times lower
sensitivity with duRT-qPCR for fast isolation than when using standard methods.
The variety of hops and storage had no effect on the results. The used protocols for
fast isolation, thus represents a good potential for use in the detection of viroids in
the field. Based on the results of the research, we can conclude that the
determination of viroids without isolation of nucleic acids is very close to reality and
is not only a dream of plant diagnosticians.

Key words: CBCVd, HLVd, fast isolation, crude extract, RT-PCR, duRT-gPCR

1 uvoD

Pri diagnostiki rastlinskih patogenov predstavlja prvi korak dolocitve patogena
izolacija njegovega genoma (DNA/RNA molekul) iz rastline. Za izbor ustrezne
metode je nujno razumeti lokalizacijo patogena v rastlini in prisotnost rastlinskih
komponent, ki bi lahko inhibirale reakcijo pomnoZevanja (lvanov in sod., 2020).
Izolacija nukleinskih kislin (NA; DNA in RNA) je najpomembnejsa metoda
uporabljena v molekularni biologiji, saj kakovost in integriteta izoliranih NA
neposredno vpliva na rezultat (Tan in Yiap, 2009). Prisotnost viroidov v rastlinah se
dolo¢a na osnovi prisotnosti RNA (lvanov in sod., 2020). Doloc¢anje viroidov je Se
posebej zahtevno, ker je RNA molekula, zaradi prisotnosti RNaz, zelo nestabilna in
ima po izolaciji iz celic zelo kratko obstojnost (Tan in Yiap, 2009).

V primeru rastlin je dostopnost NA za izolacijo odvisna od homogenizacije tkiva, ki
se razlikuje glede trdote tkiva. V primeru mehkih tkiv je dovolj Ze samo stresanje v
ustreznem pufru ali pa uporaba rocnega homogenizatorja in ekstrakcijske vrecke z
mreZzo. V primeru trSih tkiv se lahko uporablja terilnice, kovinske kroglice, naprave za
mletje z rezili. V primeru izotermnih metod pomnoZzevanja (RPA, LAMP, itd.) lahko
ucinkovita homogenizacija iz celic sprosti dovolj NA, da za detekcijo patogenov ni
potrebno dodatno CiSCenje in izolacija. Ne glede na to je za povecCanje koliCine
izoliranih NA potrebno izvesti dodatne postopke ¢i§cenja (Ivanov in sod., 2020).

Dva klju¢na koraka priprave vzorca NA sta liza celic in izolacija NA. V najboljSem
primeru mora metoda omogocati ucinkovito lizo celic in porusiti celicno steno in
organele ter sprostiti znotrajcelicne komponente brez zaviranja nadaljnjih korakov
izolacije in detekcije. Za lizo celic obstajajo Stevilne kemiéne in mehanske metode,
ki imajo svoje prednosti in slabosti. Kemi¢ne metode so enostavne in ne potrebujejo
veliko opreme, vendar pa lahko uporabljeni reagenti zavirajo nadaljnje detekcijske
metode. Za uspesno analizo je zato potrebno izvesti dodatno ¢iscenje. Po drugi
strani pri mehanskih metodah ne potrebujemo reagentov, vendar pa lahko zaradi
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trenja in segrevanja poskodujejo DNA/RNA in za izvedbo potrebujejo vpeljavo
dodatne opreme (Emaus in sod., 2020).

Metode za izolacijo NA najpogosteje temeljijo na ekstrakciji tekoce-tekoce (LLE) in
ekstrakciji v trdni fazi (SPE). Metode so zelo raznolike in za ¢is¢enje in koncentriranje
NA uporabljajo razlicne interakcije (elektrostatske, hidrofobne, vodikove vezi)
(Emaus in sod., 2020). Med prvimi razvitimi LLE metodami je ekstrakcija na osnovi
fenola in kloroforma, ki NA izolira v zgornji vodni plasti, medtem ko hidrofobni lipidi
migrirajo v gostejSo organsko fazo, proteini pa se zberejo vmes (Tan in Yiap, 2009).
Za izolacijo rastlinskih patogenov se tradicionalne uporablja CTAB detergent, ki
omogoca izolacijo iz bakterij, gliv, rastlin in Zivali (Ivanov in sod., 2020). Metoda se
lahko uporablja v kombinaciji s fenol-kloroformom in obsega Stevilne korake (3 in 4
h), vendar zagotavlja visoko koncentracijo izoliranih NA (Gucek in sod., 2020). CTAB
metoda zahteva uporabo centrifuge, vodne kopeli in zdravju Skodljivih reagentov, kar
predstavlja omejitev pri aplikaciji na terenu (lvanov in sod., 2020). V primeru SPE
metod se najpogosteje uporablja kolone na osnovi silika filtrov. Ti kompleti
uporabljajo reagente na osnovi soli, ki prekinejo raztapljanje biopolimera in olaj$ajo
adsorpcijo NA na silicijev dioksid. Adsorbirane NA nato speremo z alkoholom in
speremo s topilom z nizko ionsko mocjo (Emaus in sod., 2020). Za izolacijo RNA iz
rastlin so na voljo Stevilni komercialno dostopni kompleti na osnovi kolon, ki so
razlicno ¢asovno obsezni in zagotavljajo visoko kakovost izoliranih NA (Gucek in
sod., 2020; Ivanov in sod., 2020). Vecina komercialno dostopnih kompletov za
izolacijo NA potrebuje laboratorijsko opremo, kar je za uporabo na terenu
neprakticno. Za uporabo ne terenu ze obstajajo prenosne centrifuge, razvoj pa
poteka tudi v uporabo 3D tiskanja za namene manj$e prenosne opreme (lvanov in
sod., 2020).

Na splosno uspesna izolacija NA zahteva ucinkovito lizo celic, denaturacijo nukleo-
proteinskih kompleksov, inaktivacijo nukleaz (DNaze, RNaze) brez prisotnosti
kontaminacije. Taréne NA morajo biti brez necistoc, kot so proteini, polisaharidi,
lipidi, druge nukleinske kisline (DNA brez RNA in obratno) in metaboliti (Tan in Yiap,
2009). PCR je obcutljiv na inhibitorje, kot so polifenoli, tanini, pektin in ksilen, kar
pogosto vodi v zmanjsanje obcutljivosti in lazno negativne rezultate (Silva in sod.,
2018; Ivanov in sod., 2020). Izotermne metode pomnozevanja uporabljajo druge
encime, ki so odporni na rastlinske inhibitorje, vendar pa lahko reakcijo inhibira
prisotnost drugih NA iz ozadja (lvanov in sod., 2020). Na reakcijo pomnoZevanja
lahko negativno vplivajo tudi reagenti, ki se uporabljajo za izolacijo NA. Ostanki
fenol-kloroforma lahko povzrocijo inhibicijo katerekoli encimske reakcije. Prisotnost
EDTA lahko veze magnezijeve ione in inhibira PCR, RPA in LAMP. Detergenti, kot sta
CTAB in SDS, lahko inhibirajo RPA (Ivanov in sod., 2020). Zato je za pridobitev
zanesljivih in ponovljivih rezultatov klju¢no, da se z metodo izolacije NA odstrani
inhibitorje (Emaus in sod., 2020).

Z razvojem detekcijskih metod je prislo tudi do razvoja zelo razli¢nih metod izolacije
NA, ki med drugim omogocajo izolacijo s pomocjo avtomatizacije, uporabe kolon,
filtrov, kroglic, Cipov in so lahko celo specificne za doloeno zaporedje. V zadnjih
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letih so Stevilne izboljSave privedle k veCjemu izkoristku, zmanjSanju prisotnosti
necisto¢, zmanjsanju Casa priprave vzorca in volumna izolacije NA. Med
pomembnejSimi je razvoj v smeri poenostavitve in avtomatizacije z namenom
testiranja na terenu oziroma izven laboratorija (Emaus in sod., 2020, Ivanov in sod.,
2020). Pri rastlinah je najenostavnej$i nacin, da to dosezemo, z uporabo
ekstrakcijske vreCke z mrezo, rotnega homogenizatorja in ustreznega pufra. Toda
ta metoda ne omogocCa ociScenja NA celicnih komponent, ki lahko inhibirajo
detekcijo patogenov. Prav tako se ucinkovitost izolacije zmanjsa (Ivanov in sod.,
2020). Glede na nase podatke je najhitrejsi nacin izolacije NA iz rastlin, Zivali in
mikrobov z uporabo hitrih testov (lateral flow stick) na osnovi papirnatih diskov, ki
vezejo NA in omogocajo izolacijo NA Ze v 30 s (Zou in sod., 2017).

Z namenom razvoja izotermnih metod pomnozevanja za dolocanje viroida CBCVd
na terenu smo v raziskavi zeleli razviti metodo »hitre izolacije« oziroma priprave
rastlinskega ekstrakta. V ta namen smo primerjali $tiri metode izolacije NA, dve
standardni metodi (CTAB reagent in komercialen komplet reagentov) in dve na novo
razviti metodi hitre izolacije za uporabo na terenu. Trenutno so v DL v uporabi
metode, ki so zamudne, zahtevajo uporabo kakovostnih nukleinskih kislin in drage
opreme, kar je lahko ovira za izvajanje detekcije na terenu. Razvoj novih metod hitre
izolacije nam bo omogocil hitro dolo¢anje viroidov brez dolgotrajnega postopka
izolacije NA in posledi¢no moznost uporabe na terenu.

2 MATERIALI IN METODE
2.1 Rastlinski material

Za analizo primerjave izolacij smo uporabili hmelj sort Celeia (CEL), Aurora (AU) in
Bobek (BO) okuzen z viroidoma CBCVd in HLVd. Kot negativnho kontrolo smo
uporabili rastline divjega hmelja negativne na viroid CBCVd in HLVd. Rastline so del
Referencne zbirke DL in so bile na prisotnost viroidov predhodno testirane z RT-PCR.
Zaradi neenakomerne razporeditve viroidov po rastlini smo vzorCili 4-6
simptomaticnih listov iz razlicnih delov rastline in vzorce zdruzili v en vzorec.
Rastline smo vzorcili na dan analize, do pricetka analize so bili vzorci shranjeni pri
+4 °C.

2.2 Standardna izolacija nukleinskih kislin

V primeru standardne izolacije nukleinskih kislin smo izvedli primerjavo med hiSno
metodo in komercialnim kompletom reagentov. Prva omogoca izolacijo celokupnih
nukleinskih kislin (TNA) z uporabo CTAB reagenta po obseznem protokolu, ki
zahteva 4 ure. Druga pa omogoca izolacijo RNA z uporabo kolon na osnovi silikatov
in zahteva 1,5 ure. Metodi sta v DL v rutinski uporabi in omogocata zanesljivo
dolocanje viroidov (Gucek in sod., 2020). Vse izolacije smo izvedli v dveh tehni¢nih
ponovitvah in hkrati pripravili kontrolne izolacije (PIC, pozitivha kontrola izolacije;
BVV, zdrav hmelj brez virusov in viroidov; NIC, negativna kontrola izolacije).



Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 30 (2023) 9

2.2.1 lzolacija s CTAB reagentom

Kot prvi nacin standardne izolacije smo iz hmelja TNA izolirali z uporabo CTAB
reagenta kot ze predhodno opisano (Kump in Javornik, 1996) z manjSimi
modifikacijami (Pokorn, 2017). Uporabili smo 100 mg tkiva (listi hmelja), ki smo ga
zdrobili v terilnicah. Vzorce smo raztopili v 50 pl TE pufra (10 mM Tris-HCI, TmM
EDTA, pH 8.0) in jih shranili pri -20 °C. Da bi preprecili vpliv inhibitorjev, smo pred
analizo izolirano TNA 10-krat razredcili v vodi brez RNaz (Sigma-Aldrich, ZDA).

2.2.2 lzolacija s komercialnim kompletom reagentov

Kot drugi nacin standardne izolacije smo vzorce hmelja izolirali s komercialno
dostopnim kompletom Spectrum™ Plant Total RNA Isolation Kit (SPT, Sigma-
Aldrich, ZDA), po A-protokolu iz Jaks$e in sod. (2015). Vzorce listov hmelja (100 mg)
smo zdrobili z uporabo terilnice in prilozenega pufra. Izolirano RNA smo shranili pri
-70 °C. Pred analizo smo izolirano RNA 10-krat razredcili v vodi brez RNaz, da bi
preprecili vpliv inhibitorjev. Raziskavo smo izvedli z namenom detekcije viroida
CBCVd in kot dodatno naknadno analizirali prisotnost viroida HLVd, zato rezultati v
primeru SPT za viroid HLVd niso podani.

2.3 »Hitra izolacija« nukleinskih kislin

Pri »hitri izolaciji« nukleinskih kislin oziroma pripravi rastlinskega soka za direktno
doloéanje viroidov CBCVd in HLVd smo primerjali dva protokola (Pl in Pll). Zeleli smo
uporabiti nacine, ki omogocajo ¢im bolj enostavno pripravo rastlinskega soka, brez
zahtevne opreme in daljsih postopkov, da bi uporaba le-teh lahko bila mogoca tudi
na terenu. Protokola sta se razlikovala v uporabi razli¢nih raztopin za drobljenje in
razredéenje vzorcev, hkrati pa smo primerjali tudi vpliv centrifugiranja. V primeru PI
smo izvedli centrifugiranje, v primeru Pll pa samo mesanje. V primeru Pl smo izvedli
preliminarno analizo in vzorce razredCili 5- in 20-krat in na osnovi teh rezultatov
nadaljevali testiranje. Pri drugem testiranju smo pred testiranjem z duRT-gPCR in
RT-PCR z namenom dolocitve vpliv inhibicije pripravili serijo razred¢itev (10x, 20x,
50x, 100x). Z namenom analize obcutljivosti smo na enem setu vzorcev izvedli
dodatno serijo razredéitev (103, 10, 10°).

Vpliv hrambe na rezultate duRT-gPCR in RT-PCR smo dologili z razli¢nimi cCasi
hranjenja vzorcev pri-70 °C oziroma -20 °C. V ta namen smo rastlinski sok pridobljen
po Pl in Pl pred analizo z duRT-qPCR hranili 24 h pri -70 °C in razredgcili 10- in 100-
krat. Analizo Ze razredcenih vzorce (shranjenih pri -20 °C) smo izvedli v éasovnem
obdobju od 0 h (duRT-gPCR za CBCVd in interno kontrolo mRNA1192), 24 h (duRT-
gPCR za HLVd in interno kontrolo mRNA170; RT-PCR za CBCVd), 48 h (analiza
obcutljivosti) do 18 dni (RT-PCR za HLVd).

2.3.1 PROTOKOL I (PI)

Kot nacin prve »hitre izolacije« smo vzorce hmelja za direktno dolo¢anje pripravili po
modificiranem protokolu raziskovalcev iz Univerze v Hohenheimu (osebni razgovor
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z mag. Swati Jagani, 2023). Vzorec listov hmelja (100 mg) smo s pomocjo ro¢nega
homogenizatorja (Bioreba, Svica) zdrobili v vrecki za ekstrakcijo (univerzalna
velikost, Bioreba, Svica). Vzorcu smo za lazje mletje dodali 600 L vode tretirane z
DEPC (Merck, Nemcija). Ko smo liste zdrobili, smo sok prenesli v 1,5 mL
mikrocentrifugirko in centrifugirali 4 minute pri 12 700 vrtljajih na minuto in 4 °C
(slika 1). Supernatant smo nato odpipetirali v novo mikrocentrifugirko in ostalo
zavrgli. Vzorce smo razredcili v 10 mM Tris (Invitrogen, ZDA). V okviru preliminarne
analize smo izvedli 5- in 20-kratno razredcitvi, v nadaljevanju pa 10-, 20-, 50- in 100-
kratne. Vzorce smo analizirali takoj oziroma v primeru testiranja daljSega
shranjevanja hranili pri-70 °C 24 h oziroma dlje.

Slika 1: Prikaz izvedbe »hitre izolacije«. Prikazani so posamezni koraki, pri katerih smo liste

hmelja z uporabo vreck za ekstrakcijo in rocnega homogenizatorja zmleli v rastlinski sok in
prenesli v mikrocentrifugirko.

2.3.2 PROTOKOL Il (PII)

Kot primer druge »hitre izolacije« smo vzorce hmelja za direktno dolo¢anje pripravili
po protokolu Marqués in sod. (2022). Vzorec listov hmelja (100 mg) smo s pomocjo
roénega homogenizatorja (Bioreba, Svica) zdrobili v vre¢kah za ekstrakcijo
(univerzalna velikost, Bioreba, Svica). Vzorcu smo za lazje mletje dodali 600 pL
raztopine za mletje (15 % PEG 4000, 20 mM NaOH). Ko smo liste zdrobili, smo sok
prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirko (slika 1) in zmesali. Vzorce smo razredcili v TE
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pufru (10 mM Tris-HCI, TmM EDTA, pH 8.0). Vzorce smo analizirali takoj oziroma v
primeru testiranja daljSega shranjevanja hranili pri -70 °C 24 h oziroma dlje.

2.4 RT-PCR in duRT-qPCR reakcija

RT-PCR smo izvedli s kompletom One Step Ahead RT-PCR (Qiagen, Nemcija) v
instrumentu Mastercycler nexus GSX1 (Eppendorf). Z RT-PCR smo s specifi¢nimi
zacetnimi oligonukleotidi (ZO) loceno analizirali prisotnost HLVd in CBCVd v vzorcih
hmelja, kot predhodno opisano v Gucek in sod. (2019). Namnozene produkte smo
analizirali na 2 % agaroznem gelu v 1x TBE pufru obarvanem z etidijevim bromidom
(0,5 pug/ml) in detektirali z UV luc¢jo (Syngene, ZDA). Pogoji med elektroforezo so bili
naslednji: 170 V in 180 mA.

Analizo duRT-gPCR smo izvedli s kompletom SensiFAST™ Probe No-ROX Kit
(Bioline, Meridian Bioscience) in encimom reverzno transkriptazo MultiScribe
Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) v inStrumentu LightCycler96
(Roche). Z duRT-gPCR smo soc¢asno analizirali prisotnost viroida (CBCVd oziroma
HLVd) in interne kontrole (MRNA1192 oziroma mRNA170) v vzorcih hmelja s
specificnimi Z0, kot predhodno opisano v Gucek (2020). Vzorce smo analizirali z
reakcijami v enem koraku, v dveh tehni¢nih ponovitvah na plos¢ah za 96 vzorcev z
detekcijskim sistemom LightCycler96 (Roche) in programom LightCycler96
Software 1.1.0.1320, pri éemer so bile vse nastavitve programa avtomatske.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

V okviru preliminarne analize smo vzorce izolirane s hitro izolacijo po protokolu | (PI)
razredCili 5- in 20-krat, da bi ugotovili vpliv inhibicije na reakcijo duRT-qPCR. V
primeru 5-kratne razredcitve smo potrdili inhibicijo, ker pri nobenem vzorcu nismo
dobili pozitivnega rezultata (rezultati niso prikazani). Pri 20-kratni razredcitvi istih
vzorcev smo v povprecju dobili za viroid CBCVd Cg-vrednosti okrog 25 in za HLVd
okrog 28 pri pozitivnih vzorcih (preglednica 1). Pri zdravem vzorcu (BVV) smo dobili
pozitivhe Cg-vrednosti za mRNA1192 in mRNA170, medtem ko smo pri vecini ostalih
vzorcev dobili negativne rezultate. Tako pri viroidih (HLVd) kot pri interni kontroli
smo zaradi prevelike koli¢ine rastlinske RNA in moznih prisotnih inhibitorjev dobili
lazno negativne rezultate. Zaradi inhibicije smo se pri nadaljnjih analizah PI in Pl
odlo¢ili za dodatne razredcitve vzorcev (10-, 20-, 50- in 100-kratna). Analizo duRT-
gPCR smo za CBCVd in HLVd na istih vzorcih izvedli s standardno metodo CTAB in
SPT (samo CBCVd) in v povprecju dobili za 6 do 10 ciklov niZje Cg-vrednosti. Najnizje
Cg-vrednosti smo za viroid CBCVd dobili pri CTAB izolaciji, medtem ko smo pri
interni kontroli za mRNA1192 nizje Cg-vrednosti dobili pri SPT. Rezultati so
pricakovani, kajti z uporabo komercialnega kompleta SPT dobimo manj izolirane
RNA, ki je bolj ¢ista, glede na hiSno metodo (preglednica 1). Prav tako smo
pricakovali, da bomo s PI dobili viSje Cg-vrednosti kot s CTAB in SPT, ker smo s hitro
metodo zaradi odsotnosti lize celic in CiSCenja NA izolirali manj viroidne RNA.
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Preglednica 1: Rezultati detekcije viroidov CBCVd in HLVd z metodo duRT-gPCR za vzorce
razlicnih sort hmelja izolirane s standardno metodo (CTAB in SPT) in hitro izolacijo (PI). Za
vzorce so podane povprecne Cg-vrednosti za CBCVd, HLVd, mRNA1192 in mRNA170.

CTAB*
Cq Cq
Oznaka vzorca CqcCBCvd CqHLVd mRNA1192 mRNA170
CBCvd + HLVd AU 14,10 17,75 23,22 18,02
CBCVd + HLVd CEL 14,58 20,08 22,37 17,49
CBCVd + HLVd BO 14,82 20,79 22,16 17,58
PIC 19,21 31,44 19,24 14,64
BVV - - 18,63 16,55
NIC - - - -
SPT
Oznaka vzorca CqcCBCvd CqHLVd Cq Cq
mRNA1192 mRNA170
CBCVd + HLVd AU 17,78 / 20,01 /
CBCVd + HLVd CEL 17,39 / 19,49 /
CBCVd + HLvd BO 17,56 / 20,01 /
PIC 17,23 / 18,75 /
BVV - / 24,09 /
NIC - / - /
Pl 20x
Oznaka vzorca Cq CBCVd CqHLvd Cd Cq
mRNA1192 mRNA170
CBCVd + HLVd AU 25,27 30,05 - -
CBCVd + HLVd CEL 23,96 26,24 - 19,80
CBCVd + HLVvd BO 26,60 - - -
BvV - - 26,41 22,68
NIC - - - -

* CTAB, vzorciizolirani s CTAB reagentom; SPT, vzorci izolirani s Spectrum™ Plant Total RNA
Isolation Kit; Pl 20x, 20-kratna razredcitev vzorcev izoliranih po protokolu I; CBCVd + HLVd,
vzorec hmelja okuZzen s CBCVd in HLVd; AU, Aurora; CEL, Celeia; BO, Bobek; PIC, pozitivha
kontrola izolacije; BVV, vzorec hmelja negativen na CBCVd in HLVd; NIC, negativna kontrola
izolacije; Cg-vrednosti so podane kot povprecje dveh tehni¢nih ponovitev izolacije (Stiri
tehnicne ponovitve duRT-qPCR reakcije); -, v vzorcu viroid ni prisoten; /, vzorec ni bil testiran.

Z duRT-gPCR smo vzorce razlicnih sort hmelja izoliranih po PI in PIl analizirali na
prisotnost CBCVd in HLVd. Pozitivne Cg-vrednosti smo dobili ne glede na sorto
hmelja, razredcitev (10-, 20-, 50- in 100-kratna) ali uporabljeno metodo (PI, PII)
(preglednica 2). Med metodama PI in PIl smo dobili zelo primerljive povprec¢ne Cg-
vrednosti za viroide. Za viroid CBCVd smo pri obeh metodah dobili povprecje Cqg-
vrednosti ~22,8 in za HLVd pri Pl ~24,4 in pri Pll ~22,6. Pri interni kontroli mRNA1192
smo v povprecju dobili nizje Cg-vrednosti in pri mMRNA170 vec pozitivnih vrednosti
pri metodi PIl kot pri Pl. Vendar pa smo pri metodi PIl v ve¢ primerih dobili lazno
negativen rezultat, predvsem pri 10-kratni razredcitvi. Viroid CBCVd in HLVd smo
tako veckrat ustrezno dolocili z uporabo metode PI. V primeru interne kontrole smo
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pri mMRNA170 s Pl in PII v vecini primerov dobili negativne rezultate, ne glede na
razredcCitev in vzorec. Zanimivo je, da smo pri mMRNA1192 v istih vzorcih dobili
pozitivne rezultate, tako da sklepamo, da negativen rezultat ni posledica inhibicije
samo zaradi prevelike koli¢ine tkiva. Pri mMRNA1192 smo pri 10-kratni razredcitvi
potrdili inhibicijo, predvsem pri BVV vzorcu, kjer smo pri ostalih razred¢itvah dobili
pozitivhe rezultate. Pri mRNA170 pa pozitivhega rezultata nismo dobili pri nobeni
razredcCitvi. ZO za mRNA170 se najverjetneje niso uspeli vezati na tarCo zaradi
prevelike aktivnosti drugih metabolitov, ki so s hrambo 24 h pri -70 °C postali manj
aktivni, ker smo samo v tem primeru pri mRNA170 dobili pozitiven rezultat
(preglednica 2).

Preglednica 2: Primerjava rezultatov viroidov CBCVd in HLVd z metodo duRT-qPCR za vzorce
razlicnih sort hmelja izolirane s hitro izolacijo po Pl in Pll. Podane so Cg-vrednosti za CBCVd,
HLVd, mRNA1192 in mRNA170 pri razli¢nih razredcitvah vzorcev.

PROTOKOL I (P1) PROTOKOL II (PII)
Vzorec* Razredcitev  Cq Cq Cq Cq Cq Cq Cq Cq
CBCvd HLVd mRNA1192  mRNA170 CBCvd  HLvd mRNA1192  mRNA170
CBCVd + HLVd AU 10x 21,44 22,89 27,20 - 20,81 21,45 21,71 -
20x 21,86 23,14 27,50 - 23,08 20,33 24,43 21,80
50x 22,71 23,84 28,51 - 24,10 24,23 26,20 -
100x 23,23 24,00 29,14 - 2417 24,52 2597
103 26,48 26,57 32,08 - - 2795 26,93
10 - 30,20 - - - 33,97 -
105 - - - - - - -
CBCVd + HLVd AU 10x 21,55 22,79 27,05 - 21,57 19,39 22,71 -
20x 21,95 23,08 2717 - 22,33 20,47 23,66 21,72
50x 22,57 23,70 28,08 - 24,63 23,73 26,45 -
100x 23,26 24,13 28,81 - 24,29 23,52 26,56 -
CBCVd +HLVd AU (po  10x 20,85 23,01 27,24 18,81 21,12 20,52 21,67 21,18
24 h)
100x 22,59 24,08 29,55 24,18 23,52 22,20 2597 23,64
CBCVd + HLVd CEL 10x 22,14 24,91 27,58 - - - - -
20x 22,68 24,83 27,19 - 2374 21,74 24,87
50x 24,41 25,25 28,31 - 23,19 - 25,01
100x 23,72 26,21 28,40 - 2414 21,26 26,36
CBCVd + HLVd CEL 10x 22,25 24,90 27,48 - - - -
20x 22,11 25,33 26,95 - 23,91 24,60 2549
50x 23,63 26,32 28,11 - 2397 21,11 25,87
100x 23,77 26,70 28,48 - 24,44 24,81 27,01
CBCVd + HLVd BO 10x 21,37 23,14 27,55 - 18,91 20,65 -
20x 22,52 23,35 27,89 - 21,48 19,09 24,67
50x 23,32 24,16 28,53 - 22,75 20,00 26,66
100x 23,26 24,34 28,91 - 21,38 21,69 24,97
CBCVd + HLVd BO 10x 21,34 22,46 26,66 - 19,43 20,36 23,33
20x 22,60 22,74 27,46 - 22,54 22,31 2544
50x 23,62 24,06 28,11 - 23,90 23,61 2715
100x 23,21 24,15 28,72 - 23,24 22,42 26,85
BVV 10x - - 25,77 - - - 22,74 -
20x - - 26,31 - - - 24,81 17,39
50x - - 2714 - - - 25,15 19,44
100x - - 27,74 - - - 25,65 21,73
BVV 10x - - 25,38 - - - - -
20x - - 25,86 - - - 23,22 17,15
50x - - 27,04 - - - 23,30 18,79
100x - - 27,44 - 25,15 22,15

* CBCVd + HLVd, vzorec hmelja okuzen s CBCVd in HLVd; AU, Aurora; CEL, Celeia; BO, Bobek;
BVV, vzorec hmelja negativen na CBCVd in HLVd; Cg-vrednosti so podane kot povprecje dveh
tehniénih ponovitev duRT-gPCR reakcije; 10x/20x/50x/100x, 10-/20-/50- in 100-kratna
razredcitev vzorca; -, v vzorcu viroid ni prisoten.

Pri analizi obcutljivosti smo viroid CBCVd z metodo PI zaznali do 1073, z metodo PII
pa do 102 (100x), viroid HLVd pa smo z obema metodama zaznali do 10*
(preglednica 2). Obcutljivost oziroma meja detekcije (LOD) pri duRT-gPCR reakciji z
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uporabo standardnih metod izolacije je za CBCVd do 10°(LOQ= 10%). Glede na nase
rezultate lahko sklepamo, da se v primeru uporabe hitrih metod izolacije obcutljivost
zmanjSa 100-krat. Rezultat je pricakovan, kajti metoda hitre izolacije iz vzorcev ne
omogoca specificne izolacije RNA in odstranitve inhibitorjev RT-gPCR reakcije, kot
so necistocCe, proteini, polisaharidi in soli, kar posledi¢no negativno vpliva na potek
reakcije.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2728 29 30 31 32

ey - —— -

M 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

M 33 34 3536 37 38 3940 41 42 43 44 45 46 47 48

M 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59

= slccse-a

M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 6061 62 63 64 65 66 67 4 .
M 61 62 63 64 65 66 67 68

Slika 2: Agarozni gel RT-PCR analize vzorcev izoliranih po Pl (vzorci od 33 do 64) in Pl (vzorci
od 1 do 32). Levo: Rezultati za RT-PCR za CBCVd viroid. Desno: Rezultati za RT-PCR za HLVd
viroid. Rezultati so podani za 8 vzorcev, vsak vzorec pri 10x, 20x, 50x in 100x razredcitvi.
Zadnja dva vzorca sta negativna na CBCVd in HLVd ($t. od 25 do 32 in od 57 do 64). Vzorci
$t. 65 do 68 predstavljajo kontrole RT-PCR reakcije. M: velikostni standard 50 bp/ 100 bp.

Vpliv hrambe smo dolocili z razlicnimi ¢asi hranjenja vzorcev pri -70 °C (rastlinski
sok) oziroma -20 °C (razredceni vzorci). V primeru hrambe rastlinskega soka 24 h
pri -70 °C smo v vzorcih pri 10- in 100-kratni razredcitvi uspesno potrdili prisotnost
viroidov in namnozitev interne kontrole. Dobili smo primerljive Cg-vrednosti, tako da
lahko sklepamo, da kratkotrajna hramba nima negativnega vpliva na rezultate. Prav
tako smo pozitivne rezultate z duRT-qPCR dobili po hrambi Ze razred¢enih vzorcev
po 48 h (za HLVd in analizo obéutljivosti). V primeru negativnih vzorcev smo z duRT-
gPCR pri vseh vzorcih dobili ustrezne rezultate. Na ta nacin lahko sklepamo, da
metodi Pl in PlIl omogocCata zanesljivo detekcijo. Zaradi soCasne izolacije nukleaz
(DNaz), smo namrec pri¢akovali lazno pozitivne vzorce, ker bi nukleaze lahko
razgradile sondo, ki bi posledi¢no lahko fluorescirala. Glede na rezultate duRT-gPCR
se je kot bolj zanesljiva metoda izkazala PI, ker smo dobili ve¢ pozitivnih Cg-
vrednosti. Rezultat je pricakovan, ker metoda Pl glede na PIl vsebuje korak
centrifugiranja, v katerem smo odstranili veéje necistoCe. Ne glede na to smo z
metodo PII, ki je bila precej enostavnejSa in posledi¢no primerna za uporabo na
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terenu, prav tako dobili ustrezne rezultate. Zaradi prisotnosti inhibicije pri 10-kratni
razredcitvi bi bilo smiselno v primeru metode PIl za zanesljivo dolocanje uporabiti
vsaj dve razli¢ni razredcitvi in se na ta nacin izogniti vplivu inhibicije.

Pri analizi viroidov CBCVd in HLVd z RT-PCR smo z metodo PI viroid CBCVd uspesno
dolocili v vseh vzorcih pri vseh razredcitvah, viroid HLVd pa pri v dveh primerih
neuspesno pri 50- in 100-kratni razredcitvi (slika 2, preglednica 3). V primeru uporabe
metode Pl smo pri CBCVd in HLVd viroid uspesno dolocili pri 21 od 24 vzorcev in
bili neuspesni pri razlicnih razredcitvah (slika 2, preglednica 3).

Preglednica 3: Primerjava rezultatov za viroid CBCVd in HLVd z metodo RT-PCR za vzorce
razlicnih sort hmelja izolirane s hitro izolacijo po Pl in Pll. Rezultati so prikazani za vse vzorce
glede na 10-, 20-, 50- in 100-kratno razredcitev.

Protokol/RazredcCitev* Stevilo pozitivnih vzorcev/Stevilo vseh testiranih
vzorcev
CBCvd HLVd
Pl
10x 6/6 6/6
20x 6/6 6/6
50x 6/6 5/6
100x 6/6 5/6
Skupaj 24/24 22/24
Pl
10x 6/6 4/6
20x 5/6 6/6
50x 5/6 5/6
100x 5/6 6/6
Skupaj 21/24 21/24

*Pl, vzorci izolirani po protokolu [; Pll, vzorci izolirani po protokolu II; 10x/20x/50x/100x, 10-
/20-/50- in 100-kratna razredcitev vzorca.

V primeru RT-PCR se je tako metoda PI izkazala kot zelo primerna za uporabo,
predvsem z 10- in 20-kratno razredgitvijo, pri kateri smo uspesno dolocili vse vzorce
za CBCVd in HLVd. Z metodo Pl smo glede na PIl dobili z RT-PCR boljSe rezultate
najverjetneje zaradi dodatnega koraka centrifugiranja. Rezultati so sovpadali z duRT-
gPCR. S centrifugiranjem smo namre¢ odstranili veCje dele tkiva in za analizo
uporabili samo supernatant ter na ta nacin odstranili del inhibitorjev RT-PCR reakcije.
V primeru metode PII je pri testiranju viroidov tudi z RT-PCR, zaradi prisotnosti
inhibitorjev, zato smiselna uporaba vsaj dveh razlicnih razredcitev. Pri analizi
negativnih vzorcev (slika 2) smo v vseh primerih dobili ustrezne rezultate.

Vpliv hrambe smo prav tako testirali z metodo RT-PCR, pri kateri smo viroid CBCVd
dolocili po 24 h, viroid HLVd pa po 18 dneh in v obeh primerih dobili pozitivne signale
(slika 2). Iz rezultatov lahko sklepamo, da so viroidi v rastlinskem soku oziroma



16 Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 30 (2023)

razredcenih vzorcih stabilni in lahko za krajse ¢asovno obdobje (1 mesec) ostanejo
shranjeni pri -20 °C, za daljSe ¢asovno obdobje pa pri-70 °C.

Z raziskavo smo tako potrdili, da se viroid CBCVd in HLVd lahko dolo¢i tudi brez
dolgotrajnega postopka izolacije NA. Viroida smo potrdili pri treh razlicnih sortah in
Stirih razlicnih razredcitvah z uporabo dveh metod detekcije. Kot pricakovano smo
potrdili prisotnost inhibicije, vendar v zelo omejenem obsegu, ki se ga lahko odpravi
s pomocjo vecjega Stevila razredcitev. Obe metodi hitre izolacije Pl in PIl sta se
izkazali kot primerni za dolocanje viroidov CBCVd in HLVd in kaZeta potencial pri
nadaljnjem razvoju metod za detekcijo na terenu. Za izvajanje rutinskih pregledov na
terenu bo potrebnih Se nekaj izboljsav, da bo postopek omogocal ¢im krajso in
zanesljivo analizo. Zaradi lazno negativnih rezultatov, ki smo jih dobili pri nekaterih
razredcitvah, bomo pri nadaljnjem delu poskusili metodi e dodatno optimizirati in
testirati tudi druge protokole in pufre, ki so komercialno dostopni.

4 ZAKLJUCEK

Metode na osnovi doloCanje nukleinskih kislin Se vedno predstavljajo temelj
diagnostike viroidov v rastlinski patologiji. Z razvojem novih metod je doloCanje
rastlinskih patogenov, kot so virusi in viroidi, postalo precej enostavnejSe in mogoce
na terenu ob samem vzorcenju rastlin. Razvoj je zato usmerjen v optimizacijo hitrih
metod priprave rastlinskih ekstraktov namesto zahtevne in obsezZne izolacije
nukleinskih kislin. Moznost dolo¢anja patogenov na terenu iz rastlinskih ekstraktov
in brez uporabe sofisticirane opreme bo z izboljSavami in optimizacijo postopkov
kmalu del nasega vsakdana.

Z vpeljavo dveh novih metod hitre izolacije oziroma priprave rastlinskih ekstraktov
smo potrdili, da prisotnost viroidov v rastlinah lahko dolo¢amo brez izolacije
nukleinskih kislin. Metodi glede na rezultate kaZeta potencial za uporabo pri razvoju
CRISPR/Cas-RT-RPA sistema, ki ga zelimo razviti za dolocanje viroida CBCVd na
terenu. Potrebnih bo Se nekaj dodatnih izboljSav in testiranj drugih komercialno
dostopnih reagentov, da bomo dobili optimalno kombinacijo priprave vzorca za
detekcijo na terenu in posledicno zanesljive rezultate. DoloCanje viroidov brez
izolacije nukleinskih kislin bo tako lahko postala realnost in ne samo sanje
rastlinskih diagnostikov.

Zahvala. Avtorji se za finan¢no podporo zahvaljuiemo Javni agenciji za
znanstvenoraziskovalno in inovacijsko dejavnost Republike Slovenije (podoktorski
projekt §t. Z4-4557; raziskovalni program P4-0077).
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