Razvoj nove metode za odkrivanje novih
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hude viroidne zakrnelosti hmelja na

terenu — nov podoktorski projekt na IHPS
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Institut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije

Razvoj novih metod je nujen korak k odkrivanju novih
zariS¢ in zajezitvi Sirjenja bolezni hude viroidne
zakrnelosti hmelja. V letu 2023 smo v Diagnosti¢nem
laboratoriju za varstvo rastlin priceli z izvajanjem
novega podoktorskega projekta, ki ga je leta 2022
pridobila dr. Tanja Gucek. Naslov novega projekta je
Razvoj in vpeljava Crispr/Cas diagnostike za
terensko detekcijo viroida razpokanosti skorje
agrumov (CBCVd) v hmelju (Humulus lupulus L.).
Glavni cilj je razviti novo metodo (to je t.i. Crispr/Cas-
RT-RPA) za doloc¢anje viroida CBCVd, ki bo bistveno
skrajSala ¢as analize, hkrati pa bo enako kakovostna,
cenovno ugodna in primerna za Stevilne nacine
uporabe, med katerimi bo najpomembnejsi moZnost
uporabe na terenu. To pomeni, da bo omogocala
hitro odkrivanje novih zaris¢ na terenu in tudi hitrejse
testiranje certificiranih sadik hmelja, kar bo pomenilo
velik napredek pri raziskavah hmelja in tudi pri
rastlinski diagnostiki nasploh. Metoda bo uporabna
tudi za vrednotenje odpornosti sort in epidemioloske
Studije, kar bo lahko bistveno omejilo nadaljnje
Sirjenje bolezni in ublazilo ekonomsko S$kodo v
hmeljarstvu.
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V ta namen smo ze izvedli dva poskusa mehanske
okuzbe rastlin hmelja s CBCVd in rastline tedensko
oziroma mesecno vzorcili. Prisotnost viroida CBCVd
smo v rastlinah potrdili Ze po enem mesecu po okuzbi
z Ze uveljavljeno metodo PCR za obcutljivo dolo¢anje
viroidov (to je t.i. RT-PCR v realnem Casu). Te vzorce
bomo uporabili za validacijo novo razvite metode.
Obenem smo tudi Ze priCeli z optimizacijo hitrega
nacina izolacije viroidov. Testirali in primerjali smo
veC postopkov za homogenizacijo tkiva s pomocjo
rotnega homogenizatorja in uspesno dologili
prisotnost viroida CBCVd v hmelju. Z uporabo vseh
izboljSav pricakujemo, da bomo Cas analize z dva dni,
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Shematski prikaz nove metode za dolocitev viroidov v eni
uri. Postopek je sestavljen iz ve¢ korakov, ki jim sledi
dolocitev viroida z uporabo fluorescence.

(Povzeto po Gucek, 2021)
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