Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 24(2017)

RAZVOJ METODE UMETNEGA OKUZEVANJA HMELJA Z
MONOMEROM IN DIMEROM CBCVd

Tanja GUCEKY, Jernej JAKSE?, Branka JAVORNIK3 in Sebastjan RADISEK4

Izvirni znanstveni ¢lanek / original scientific article
Received / prispelo: 9. 11. 2017
Accepted / sprejeto: 20. 11. 2017

Izvlecek

Viroidi so najmanjsi rastlinski patogeni, sestavljeni samo iz krozne RNA molekule
velikosti od 246-401 nukleotidov. Kljub enostavni strukturi lahko povzrocajo zelo
hude bolezni na vecjem Stevilu gostiteljskih rastlin, med katerimi so Stevilne
gospodarsko pomembne kmetijske rastline, okrasne rastline in celo nekatere
drevesne vrste. Hmelj ni izjema; okuzijo ga lahko hmeljev latentni viroid (HLVd),
viroid zakrnelosti hmelja (HSVd), viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) in
viroid grbavosti jabolk (AFCVd). Viroid CBCVd je na hmelju prisoten samo v
Sloveniji; na njem povzroca bolezen hudo viroidno zakrnelost hmelja. Bolezen je
zelo agresivna, saj povzroca hiranje in odmiranje rastlin s hitro dinamiko Sirjenja.
V hmelju je CBCVd prisoten vedno v kombinaciji s HLVd, kar otezuje etioloske
Studije dolocanja vpliva CBCVd na rastline hmelja. V ta namen je bila razvita
metoda umetnega okuzevanja s CBCVd, v monomerni in dimerni obliki.
Nacrtovana monomer in dimer sta bila vstavljena v plazmid, ki je sluzil kot osnova
za prepis v RNA. Viroidna RNA je bila uporabljena za umetno okuzbo hmelja,
paradiznika in kumar. Vsaka izmed gostiteljskih rastlin je bila okuzena tako z
monomerom in dimerom CBCVd, kot tudi s celokupnimi nukleinskimi kislinami,
izoliranimi iz okuZenega hmelja. Pri tem je dimer CBCVd izkazal visoko stopnjo
infektivnosti in tako primernost za izvajanje umetnih okuZzb.
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DEVELOPMENT OF A METHOD FOR ARTIFICIAL
INOCULATION OF HOPS WITH MONOMERIC AND DIMERIC
CBCvd

Abstract

Viroids are the smallest plant pathogens, consisting only of a circular RNA
molecule, between 246 and 401 nucleotides in size. Despite the simple structure,
they can cause very serious diseases on a wide range of hosts, among which there
are many economically important agricultural plants, ornamental plants and even
some tree species. Not even hops is an exception, which can be infected by hop
latent viroid (HLVd), hop stunt viroid (HSVd), citrus bark cracking viroid
(CBCVd) and apple fruit crinkle viroid (AFCVd). The CBCVd viroid is currently
present on hops only in Slovenia, causing severe hop stunt disease. The disease is
very aggressive, because it causes the degradation and dying of plants with a rapid
dynamic of spread. CBCVd is always present in hops in combination with HLVd,
which makes etiological study of the impact of CBCVd on hop plants difficult. A
method of artificial inoculation with CBCVd was therefore developed, in monomer
and dimer form. The designed monomer and dimer were inserted into the plasmid,
which served as the basis for RNA transcription. Viroid RNA was used for
artificial infection of hops, tomatoes and cucumbers. Each of the host plants was
infected with both the monomeric and dimeric CBCVd, as well as total nucleic
acids isolated from the infected hop. The CBCVd dimer showed a high degree of
infectivity and thus suitability for performing artificial infections.

Key words: hop, viroid, artificial inoculation, CBCVd, dimer

1 UuUvOoD

Viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) predstavlja krozna RNA molekula,
velikosti od 283-286 nukleotidov (nt) (NCBI, GenBank), in je eden izmed $tevilnih
viroidov, ki lahko okuzijo rastline iz rodu Citrus. Na dovzetnih sortah agrumov in
trilistnem citronovcu (Poncirus trifoliata) povzroc¢a pokanje skorje, medtem ko
vecje gospodarske Skode zaradi njegove prisotnosti v pridelavi agrumov ni zaznati.
Spada med manj razsirjene viroide in se v vecini primerov pojavlja v obliki
mesSanih okuzb z drugimi viroidi iz skupine citrus (Verniere in sod., 2004; 2006).
Za razliko od agrumov na hmelju CBCVd povzroca nevarno bolezen, imenovano
hudo viroidno zakrnelost hmelja. Bolezenski znaki okuzbe s CBCVd se pokazejo
7ze 4 mesece po okuzbi in obsegajo zaostajanje v rasti, deformacije storzkov in
listov, pokanje trte, trohnenje koreninskega sistema in po 3-5 letih od okuzbe
propad rastline (JakSe in sod., 2015; Mishra in sod., 2016). V primeru hude
viroidne zakrnelosti je v okuZenih rastlinah poleg CBCVd vedno prisoten tudi
hmeljev latentni viroid (HLVd) (Jakse in sod., 2015), ki je vsesplosno razsirjen v
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vseh svetovnih obmocjih pridelovanja hmelja. HLVd na vecini sort ne povzroca
vidnih bolezenskih znakov, vendar negativno vpliva na velikost storzkov, kvaliteto
eteri¢nih olj in vsebnost alfa-kislin (Puchta in sod., 1988; Barbara in sod., 1990).
Podobna bolezenska znamenja kot CBCVd lahko na hmelju povzroci tudi viroid
zakrnelosti hmelja (HSVd), katerega prisotnost je bila prav tako potrjena v
Sloveniji (Radisek in sod., 2012). Bolezen, ki jo povzro¢a HSVd ni tako agresivna
in hitra, saj se prvi bolezenski znaki pojavijo Sele 3-5 let po okuzbi, rastline pa
prezivijo tudi 10 let ali ve¢ (Sano, 2003; 2013). Huda viroidna zakrnelost hmelja ni
ozdravljiva bolezen, zato je okuzene rastline potrebno uniciti, hkrati pa z
ustreznimi ukrepi poskrbeti, da se Sirjenje bolezni ¢im bolj omeji. Najvecji del
Sirjenja CBCVd predstavlja mehanski prenos s sokom in ostanki okuzenih rastlin
povzroca hiter prenos in Sirjenje bolezni. Najbolj u¢inkovit ukrep za preprecevanje
Sirjenja je uporaba razkuzil in ustrezno ravnanje ob odkritju obolelih rastlin
(Radisek in sod., 2017).

Rastline se lahko z viroidi mehansko okuzi preko listov, z obrezovanjem ali
injiciranjem inokuluma (Hadidi in sod., 2003). Na potek okuzbe lahko negativno
vplivajo inhibitorji, prisotni v rastlinskem soku, zato se za stabilizacijo inokuluma
najveckrat uporablja fosfatni pufer in ustrezen pH (Verhoeven in Roenhorst, 2000).
Poleg rastlinskih ekstraktov lahko rastline okuzujemo z ekstrakti celokupnih
nukleinskih kislin, o¢i§¢eno viroidno RNA in prepisi viroidne cDNA ali RNA,
najveckrat z uporabo biolistike (Hadidi in sod., 2003; Matousek in sod., 2004).
Dimerna viroidna cDNA je bolj infektivna kot monomeri viroidov in se lahko
uporablja pri umetni inokulaciji specifi¢nih viroidov, vendar se za okuZevanje
pogosteje uporabljajo in vitro RNA prepisi (Adkar-Purushothama in sod., 2015).

Vpliv CBCVd na hmelj je $e vedno neraziskan, kajti v obolelih rastlinah v
tudi z virusi. Tako smo z namenom razvoja inokula, ki vsebuje samo CBCVd,
razvili metodo umetnega okuzevanja z uporabo monomerov in dimerov, Ki je bila
testirana tako na hmelju, kot tudi na paradizniku in kumarah. Na novo razvita
tehnika bo omogocila neposredno dolocanje vpliva CBCVd na hmelju in ostalih
gostiteljskih rastlinah in tako pomembno prispevala k prou¢evanju in razumevanju
patogeneze in etiologije viroidnih obolenj.

2 MATERIAL IN METODE

2.1 Rastlinski material

Za umetno okuzbo z monomerom in dimerom CBCVd ter celokupnimi
nukleinskimi kislinami izoliranimi iz okuZenega hmelja, smo uporabili rastline, za
katere je bilo Ze predhodno dokazano, da so uspe$ni gostitelji viroida CBCVd
(Gucek in sod., 2015). Okuzili smo hmelj sorte Celeia, ki je zelo dovzeten na



Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 24(2017)

okuzbo s CBCVd, paradiznik sorte Heinz 1370 in kumare sorte Pariski korniSon.
Za okuzbo smo potrebovali mlado tkivo, zato smo hmelj okuzili v fazi 20-30 listov,
paradiznik v fazi 4-5 listov, medtem ko so bile kumare v fazi 2-5 listov. Rastline so
bile pred in po okuzbi vzdrzevane v rastlinjaku InStituta za hmeljarstvo in
pivovarstvo Slovenije, pod naravno svetlobo in nihanjem temperature 25 °C£10
°C.

2.2 lzolacija celokupnih nukleinskih kislin

Celokupne nukleinske kisline smo iz okuzenih vzorcev hmelja, paradiznika in
kumar izolirali z uporabo CTAB reagenta, kot Ze predhodno opisano (Kump in
Javornik, 1996) z manjSimi modifikacijami. Uporabili smo 100 mg listov, ki smo
jih zmleli z uporabo stiskalnice z avtomatsko pipeto (Meku).

2.3 Nacértovanje monomera in dimera viroida CBCVd

Monomer in dimere viroida CBCVd smo nacrtovali, umetno sintetizirali (SGI-
DNA, ZDA\) in vnesli v plazmid pBluescript 1l SK (+) (Stratagene). Za monomer
smo uporabili zaporedje viroida CBCVd iz hmelja (GenBank KM211546). Isto
zaporedje smo uporabili tudi za dimer, le da smo v tem primeru nacrtovali dve
razlicni zaporedji dimera. V prvem primeru smo dvema zaporedjema viroida
CBCVd dodali dodatne nukleotide in na ta nacin pridobili restrikcijsko mesto za
encim (dimer 2015), v drugem primeru pa smo samo zdruzili dve zaporedji viroida
(dimer  2016). Z uporabo programa  RNAfold  web  server
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) smo  preverili
strukturo monomera in dimerov. Nadértovani monomer in dimera S0 bili nato
umetno sintetizirani in vneseni v plazmid pBluescript II SK (+) v obmo¢je z ve¢
mesti za kloniranje (ang. multiple cloning site, mcs), za T7-promotorjem.

2.4 Transformacija bakterij Escherichia coli s plazmidi

Z namenom dolo¢itve nukleotidnega zaporedja monomera in dimerov viroida
CBCVd smo plazmide z umetno sintetiziranimi zapored;ji najprej transformirali v
bakterije E. coli. Uporabili smo bakterije E. coli DHS5a (200 ul), dodali 1 pl
plazmida z monomerom/dimerom (1ng/pl), jih rahlo premesali in inkubirali na ledu
30 minut. Nato smo jih za 1 minuto postavili v vodno kopel na 42 °C ter jih takoj
postavili na led za 5 min. V epice smo nato odpipetirali 900 pl ogretega tekocega
medija LB in jih 1 uro inkubirali pri 37 °C in 120 rpm. Po inkubaciji smo jih v treh
razli¢nih volumnih (10, 50 in 100 pl) razmazali na plos¢e LB/Car/X-Gal/IPTG ter
jih inkubirali preko noci pri 37 °C. Vse transformirane bakterije, ki so prejele
plazmid, so pridobile tudi rezistenco na antibiotik ampicilin. Hkrati je potekla Se
dodatna selekcija z genom lacZ, Kjer bakterije lahko izrabljajo X-Gal, ki se pretvori
v modro obarvan produkt. V primeru, da je v plazmidu insert, se gen za lacZ
prekine in take kolonije ostanejo bele (modro-bela selekcija). Naslednji dan smo
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tako iz ploS¢ izbrali bele kolonije, ki so prejele plazmide z monomerom/dimerom,
in jih pripravili za gojenje v teko¢em gojis¢u preko noci. V ta namen smo v tekoce
LB gojis¢e dodali ampicilin (100 mg/ml) in vsaki epruveti dodali ustrezno
kolonijo. Epruvete smo inkubirali preko no¢i pri 37 °C in 120 rpm.

2.5 lzolacija plazmidov iz bakterij E. coli

Plazmide smo iz transformiranih bakterij E. coli izolirali z uporabo kita High Pure
plasmid isolation kit (Roche). Sledili smo navodilom proizvajalca in plazmide na
koncu sprali z 100 pl Elution Buffer. Vzorce smo shranili pri -20 °C.

2.6  Dolocanje nukleotidnega zaporedja plazmidov

Na§ namen je bil dolociti nukleotidno zaporedje plazmidom z umetno
sintetiziranimi zaporedji monomera in dimerov, zato smo izolirane plazmide
namnozili v PCR reakciji z uporabo kita BigDye Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems). Za PCR reakcijo smo vsak plazmid
namnozili v dveh reakcijah, v prvi z uporabo zacetnega oligonukleotida T7 (5'-
GTAATACGACTCACTATAGGGC-3) in v drugi reakciji z uporabo zacetnega
oligonukleotida M13R (5'- GGAAACAGCTATGACCATG-3"). Za PCR reakcijo
smo uporabili 1,5 pl izoliranega plazmida, ki smo mu dodali reakcijsko meSanico z
200 nM zacetnega oligonukleotida T7 oziroma M13R, 2 ul 5x BigDye Sequencing
Buffer, 0,4 ul BigDye Terminator in ustrezen volumen deionizirane H>O do
konénega volumna 10 pl. Program PCR reakcije je bil sledec: 3 min pri 96 °C, 99
ciklov na 96 °C 10s, 10s pri 50 °C in 4 min pri 60 °C ter zadnji korak 7 min pri 72
°C in hlajenje pri 4 °C. Namnozen PCR produkt smo nato ustrezno odistili in ga
poslali na dolocanje nukleotidnega zaporedja z uporabo avtomatskega sekvenatorja
3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems) na Oddelek za zootehniko,
Biotehniske fakultete v Ljubljani. Dolo¢ena nukleotidna zaporedja smo analizirali z
uporabo programa CodoneCode Aligner in jih z naSimi zaporedji poravnali z
uporabo programa Clustal Omega (EMBL-EBI). Za nadaljnje delo smo izbrali
plazmide s 100 % ujemanjem glede na nacrtovana zaporedja monomera in
dimerov.

2.7 Merjenje koncentracije DNA in RNA

Zaradi linearizacije plazmidov, Stevilnih korakov ¢is¢enja in transkripcije vzorcev,
smo koncentracijo DNA oziroma RNA izmerili veckrat. V ta namen smo za
doloc¢anje koncentracije DNA uporabili fluorometer Qubit 3.0 (Thermo Fisher
Scientific), za dolo¢anje koncentracije RNA pa BioPhotometer D30 (Eppendorf).

2.8 Linearizacija in ¢iS¢enje plazmidov

Da smo lahko izvedli prepis monomera in dimerov CBCVd iz DNA v RNA, smo
morali najprej plazmide rezati z ustreznimi restrikcijskimi encimi. V ta namen smo
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uporabili restrikcijska encima Notl in Apal (New England BioLabs). Pri dimeru
2015 smo zaradi dodanih nukleotidov zaporedije vnesli pred restrikcijsko mesto za
encim Notl, medtem ko smo za monomer in dimer 2016 zaporedji vnesli pred
restrikcijsko mesto za encim Apal. V obeh primerih je bilo mesto vnosa in
restrikcije izbrano tako, da smo lahko za prepis uporabili T7-polimerazo, torej za
T7-promotorjem. Pri linearizaciji plazmidov z restrikcijskimi encimi smo sledili
navodilom proizvajalca, zaradi veéjega kon¢nega izkoristka po poteku ¢is¢enja, pa
smo v reakciji povecali koncni volumen in posledi¢no priporoceno koli¢ino zacetne
DNA, ki je bila namesto 0,5 -1 pg, v nasem primeru 2 pug. Potek linearizacije smo
preverili na 0,9 % agaroznem gelu obarvanem z etidijevim bromidom (0,5 pg/ml)
pod UV lugjo. Vzorce smo ocistili z meSanico kloroform:izoamilakohola (24:1) in
precipitacijo na -20 °C preko noc¢i (Kump in Javornik, 1996).

2.9 Prepis DNA v RNA s T7-polimerazo

Za prepis DNA v RNA smo uporabili komplet reagentov MEGAscript T7
Transcription Kit (Ambion, Life technologies) po navodilih proizvajalca. Glede na
izmerjeno koncentracijo lineariziranega plazmida smo reakciji transkripcije s T7-
polimerazo dodali 8 pl lineariziranega plazmida, tako da smo povecali kon¢no
koli¢ino plazmida iz predlagane 0,1-1 pg na ~ 2 pg. Kot kontrolo reakcije prepisa
DNA v RNA smo uporabili prilozen plazmid pTRI-Xef (Ambion, Life
technologies). Da smo se prepricali ali je reakcija uspela, smo koncentracijo RNA
vzorcev in kontrole izmerili z uporabo BioPhotometra D30 (Eppendorf).

2.10 Meritve koncentracije in kvalitete RNA z in§trumentom Bioanalyzer

Koncentracijo in kvaliteto RNA smo izmerili tudi z uporabo inStrumenta 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies). V ta namen smo naredili direktno analizo
vzorcev in hkrati tudi analizo 10 krat redCenih vzorcev sintetizirane RNA. Glede na
dobljene rezultate smo vzorce ustrezno redc¢ili v RNaze free H>O (Sigma Aldrich)
in za umetno okuzevanje uporabili vzorce s kon¢no koncentracijo ~ 300 ng/ul.

2.11 Umetna okuzba rastlin

Za umetno okuzbo z monomerom in dimeroma CBCVd smo poleg hmelja sorte
Celeia, uporabili paradiznik sorte Heinz 1370 in kumare sorte Pariski korniSon. Z
injiciranjem v steblo smo okuzili po 5 rastlin vsake rastlinske vrste glede na vrsto
inokula. Za pozitivno kontrolo okuzbe nam je sluzil vzorec celokupnih nukleinskih
kislin, izoliran iz okuzenega hmelja, medtem ko smo rastline negativne kontrole
inokulirali s sterilno destilirano vodo. Vsako rastlino smo okuzili s 40 pl RNA
(300 ng/ul), ki smo jo v rastlino injicirali preko stebla, tako da smo s skalpelom v
steblo naredili vzdolZzno zarezo, v katero smo s pipeto odpipetirali po 10 ul oziroma
20 pl RNA. Na koncu smo vse zareze zavili s parafilmom in rastline postavili v
rastlinjak. Inokulirane rastline smo testirali na prisotnost CBCVd 85 dni po okuzbi
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(dpi, ang. days post infection), v primeru hmelja pa smo testiranje ponovili po
dormanci v ¢asovni tocki 370 dpi.

212 RT-PCR

Vzorce izolirane iz umetno okuzenih rastlin hmelja, paradiznika in kumar smo
analizirali z metodo RT-PCR za dolo¢anje viroida CBCVd v hmelju (Jakse in sod.,
2015). V ta namen smo uporabili komercialni komplet One Step RT-PCR (Qiagen)
in  delno  modificirane  zaetne  oligonukleotide =~ CVd-IV-F2  (5-
GGGGAAATCTCTTCAGACTC-3) in CVd-1V-R1 (5-
GGGGATCCCTCTTCAGGT-3") (Bernad in Duran-Vila, 2006). Izolirano RNA (~
20 ng) smo skupaj s 4 ul zacetnih oligonukleotidov (0,6 uM vsak) denaturirali pri
95 °C 5 min. Po denaturaciji smo mesanico ohladili na ledu in ji dodali 1x OneStep
RT-PCR Buffer, 0.4 mM vsakega dNTP, 1x Q-Solution, 2 pl OneStep RT-PCR
Enzyme Mix in sterilne vode (Sigma Aldrich), do kon¢nega volumna 12 pl.
Program RT-PCR reakcije je bil slede¢: 30 min pri 50 °C, 15 min pri 95 °C, 10
ciklov na 30 s pri 94 °C, 30 s pri 65 °C (-1 °C/cikel) in 1 min pri 72 °C, 35 ciklov
na 30 s pri 94 °C, 30 s pri 55 °C in 1 min pri 72 °C, ter zadnji korak 10 min pri 72
°C in hlajenje na 4 °C. NamnoZene produkte smo analizirali z elektroforezo na 2 %
agaroznem gelu obarvanem z etidijevim bromidom (0,5 pg/ml) pod UV lucjo.

3 REZULTATI ZRAZPRAVO

Namen laboratorijskega dela je bil razviti umetno okuzevanje hmelja z inokulom
na osnovi monomera in dimera CBCVd. Glede na dosedanje raziskave (Cress in
sod., 1983; Adkar-Purushothama in sod., 2015; Verhoeven in sod., 2009)
okuZevanja rastlin s cDNA konstrukti monomerov in dimerov viroidov je bilo
ugotovljeno, da so dimeri viroidov bolj infektivni. V naSem primeru smo
infektivnost primerjali tako med monomerom in dimerom viroida CBCVd, kot tudi
med samimi dimeri, s poudarkom na vplivu strukture dimera. Hkrati smo razliko v
infektivnosti testirali tudi na razli¢nih gostiteljih, med katerimi smo poleg hmelja
uporabili tudi paradiznik in kumare.

3.1 Nadrtovanje monomera in dimera CBCVd

Strukturo monomera in dimerov viroida CBCVd smo dolo¢ili z uporabo programa
RNAfold web server in je bila v primeru monomera 2016 in dimera 2016 palicasta,
v primeru dimera 2015 pa zelo razvejana, ¢eprav smo samemu zaporedju dodali
samo nekaj nukleotidov (preglednica 1).

3.2 Dolocanje nukleotidnega zaporedja

Nukleotidno zaporedje plazmidov z monomerom oziroma dimerom smo analizirali
z uporabo programa CodoneCode Aligner, poravnave pa izvedli s programom
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Clustal Omega (EMBL-EBI). Poravnave analiziranih zaporedij so se 100 %
ujemale z nacrtovanimi zaporedji monomera in dimerov viroida CBCVd.

Preglednica 1: Zaporedje monomera in dimerov z ustrezno strukturo (RNAfold
web server)

Zaporedje monomera/dimera CBCVd RNAfold web server

>CBCVd monomer 2016

CCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGC . Q=
ACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTT Mm
CCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGG
CTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAA
TAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATC

>CBCVd dimer_2015

ATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCC
AGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCT \\
TCTTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCC e e
CAGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGAC \\
CAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCGAAATCTCTTCAGACT g
CGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCC
TTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAA
ACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCG
CTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGG
AACATACCTGAAGAGGGATCCCCGGGGAA

>CBCVd dimer 2016
CCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGC \
ACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTT "\
CCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGG A,
CTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAA ™
TAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGA \\
CTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCT AN
CCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACCTGAGAAAGA Y
AACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAAATGGCCC
GCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGG
GAACATACCTGAAGAGGGATC

3.3 Linearizacija in ¢iS¢enje plazmidov

Uspesnost restrikcije encimov Notl in Apal smo preverili z vizualizacijo na 0,9 %
agaroznem gelu (slika 1). Cel plazmid brez delovanja restrikcijskih encimov
namre¢ zaradi krozne strukture v gelu potuje hitreje in se vizualno lo¢i od
lineariziranega plazmida, ki zaradi linearne strukture potuje pocasneje. S slike 1 je
tako razvidno, da je restrikcija uspesno potekla in da je plazmid primeren za
uporabo pri prepisu DNA v RNA.

3.4  Prepis DNA v RNA s T7-polimerazo

Glede na mesto vnosa monomera in dimerov viroida CBCVd, usmerjenosti
plazmida pBluescript SK Il (+) in mesta restrikcije, smo za prepis DNA v RNA
uporabili T7-polimerazo. Uspesnost prepisa smo preverili z uporabo kontrolnega
plazmida pTRI-Xef, ki smo mu na koncu izmerili koncentracijo in oceno Cistosti
(Az60280). Ker je bila koncentracija in Cistost kontrolnega plazmida in analiziranih
vzorcev v okviru predvidene, smo vzorcem pred nadaljnjim delom Se dodatno
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dolocili koncentracijo in kvaliteto z uporabo inStrumenta 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies).

4000 —

2000 — w—

1000 — w—

500 — — _— —_—
200 — s _—
20 — e e e — — — — — — — —

Slika 2: Analiza velikosti monomera in
Slika 1: Vizualizacija linearizacije  dimerov CBCVd z uporabo instrumenta 2100
plazmidov z restrikcijskimi encimi  Biodnalyzer. Vzorec stevilka 1 je dimer 2015,
na 0,9 % agaroznem gelu. Stevilka  Stevilka 4 je monomer 2016 in Stevilka 5 je
1 predstavlja cel plazmid, Stevilke — dimer 2016. Vzorec stevilka 6 je 10 krat

od 2 do 6 pa linearizirane redcen dimer 2015, stevilka 9 je 10 krat
plazmide, od katerih je Stevilka 5 redcen monomer 2016 in Stevilka 10 je 10
monomer CBCVd, ostali pa so krat redcen dimer 2016. Vzorci Stevilka 2, 3, 7
dimeri CBCVd. Na gelu je marker  in 8 so dimer CBCVd narejen na Ceskem.
velikosti 100 bp (M). Marker je oznacen z L in predstavija velikosti

od 25 do 4000 nukleotidov.

3.5 Meritve koncentracije in kvalitete RNA z inS§trumentom Bioanalyzer

Po prepisu DNA v RNA smo vzorcem dolocili kvaliteto in koncentracijo z uporabo
inStrumenta 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Analizirali smo tako
neredéene, kot 10 krat redéene vzorce monomera in dimerov viroida CBCVd in jim
dolocili koncentracije (preglednica 2). Poleg kvalitete smo dobili tudi informacijo o
velikosti RNA (preglednica 2, slika 2), iz katere lahko sklepamo ali je prislo do
razreza na ustreznem mestu ali ne.

1z rezultatov pri¢akovane in videne velikosti RNA (preglednica 2) je razvidno, da
je bil razrez uspeSen. Hkrati smo analizirali $e dva vzorca dimerov CBCVd, ki so
jih naredili nasi sodelavci na Ceskem (slika 2, vzorci 2, 3, 7 in 8), ki smo jih Zeleli
uporabiti za primerjavo, vendar je bilo glede na predvideno velikost, ki bi morala
biti okrog 700 nt in ne manj kot 200 nt, razvidno, da do razreza na prislo na pravem
mestu. Vzrok za nepravilen razrez je bil v uporabi drugega plazmida in polimeraze.
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Preglednica 2: Meritve koncentracije in velikosti RNA z uporabo instrumenta 2100
BioAnalyzer

Vzorec Koncentracija Pri¢akovana Videna
[ng/pl] velikost [nt]  dolZina [nt]

Dimer CBCVd 2015 560 674 657
Monomer CBCVd 2016 303 290 151
Dimer CBCVd 2016 393 574 555
Dimer CBCVd 2015, 10x 105 674 674
redCitev

Monomer CBCVd 2016, 10x 21 290 251
redcitev

Dimer CBCVd 2016, 10x 19 574 564
redCitev

3.6  Rezultati umetnega okuZevanja

Z injiciranjem RNA v steblo smo okuzili rastline hmelja, paradiznika in kumar.
Rastline smo testirali na prisotnost CBCVd na v ¢asovni tocki 85 dpi, hmelj pa
dodatno Se pri 370 dpi. Kot pozitivna kontrola okuzbe nam je sluzil vzorec
celokupnih nukleinskih kislin, izoliran iz okuzenega hmelja, pri katerem je bila
okuzba tako paradiznika kot hmelja 100 % (preglednica 3). Kumare so se pokazale
kot manj dovzetne za okuzbo, kajti tako v primeru okuzbe s celokupnimi
nukleinskimi kislinami, kot tudi pri ostalih vzorcih, je bila stopnja okuzbe niZja kot
pri paradizniku in hmelju. V primeru kumar je skoraj Cetrtina rastlin propadla Se
pred prvim vzorcenjem, najverjetneje zaradi prevelikih poskodb med okuzevanjem.

Med analiziranimi vzorci monomera in dimerov se je kot najbolj infektiven
paradizniku in hmelju pokazal dimer 2016, z enostavno paliasto strukturo,
medtem ko na kumarah ni prislo do okuzbe. Tudi vzorec dimera 2015 je bil na
hmelju 100 % uspesen, medtem ko je bila v primeru paradiznika in kumar okuzbe
uspesna samo na eni rastlini. To nakazuje, da bi lahko imela struktura dimera vlogo
pri replikaciji CBCVd v razliénih gostiteljih. Inokulum na osnovi monomera
CBCVd se je izkazal kot najmanj infektiven, saj smo v tocki 85 dpi okuzbo potrdili
le pri 2 rastlinah paradiznika in hmelja, medtem ko se z monomerom ni okuzila
nobena kumara. Pri hmelju smo v tocki 370 dpi pozitiven signal zaznali Se pri eni
rastlini, vendar je bila glede na ostale vzorce okuzba vseeno manj uspe$na
(preglednica 3). V primeru negativne kontrole so bile vse analizirane rastline brez
viroida CBCVd. Pri primerjavi vseh treh gostiteljev rezultati kazejo, uspe$no
inokulacijo pri hmelju in paradizniku tako z monomerom kot z dimeroma, medtem
ko so kumare glede na dobljene rezultate slabsi gostitel;.
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Preglednica 3: Rezultati RT-PCR po umetni okuzbi z monomerom in dimeroma

viroida CBCVd; stevilo okuzenih rastlin glede na Stevilo vseh rastlin za paradiznik,
kumare in hmelj (85 dpi in 370 dpi)

Stevilo okuZenih rastlin/ §tevilo vseh rastlin

Vzorec Paradiznik Kumare (Pariski Hmelj Hmelj
(Heinz 1370) korniSon) (Celeia)  (Celeia)
85 DPI* 85 DPI* 85 DPI* 370 DPI*
Dimer CBCVd 2015 1/5 1/3 4/5 5/5
Monomer CBCVd 2016 2/5 0/2 2/5 3/5
Dimer CBCVd 2016 5/5 0/4 4/5 5/5
Celokupne nukleinske Kisline 5/5 2/5 5/5 5/5
Negativna kontrola 0/5 0/5 0/5 0/5

*DPI= stevilo dni po okuzbi (ang. days post infection)
4  ZAKLJUCEK

Huda viroidna zakrnelost hmelja je zelo agresivna bolezen, ki se pojavlja samo
Sloveniji. Glavni povzrocitelj bolezni je viroid CBCVd, ki se v okuZenih rastlinah
vedno pojavlja v kombinaciji z vsesplo$no razsirjenim viroidom HLVd, pogosto pa
so v obolelih rastlinah prisotni tudi virusi. Ker gre za povsem nov viroid na hmelju
in do sedaj nepoznano viroidno obolenje, je potrebno etiolosko ovrednotiti vpliv
CBCVd na hmelj v obliki samostojnih okuzb in vpliv v obliki meSanih okuzb s
HLVd pa tudi z ostalimi viroidi in virusi. Vendar pri pripravi CBCVd inokula iz
obolelih rastlin, ki ga potrebujemo za izvedbo teh raziskav, naletimo na tezavo
nezmoznosti eliminacije ostalih patogenov.

V ta namen smo razvili metodo umetnega okuzevanja hmelja in ostalih
gostiteljskih rastlin, kot je paradiznik, s sinteticnim monomerom in dimerom
viroida CBCVd. Umetno sintetizirana cDNA v obliki monomera ali dimera je
vstavljena v plazmid, ki omogoc¢a prepis iz DNA v RNA. RNA nato sluzi kot
inokulum v procesu umetnega okuzevanja preko injiciranja v steblo. Pri tem smo
potrdili vi§jo stopnjo infektivnosti dimerov in nakazali moznost vpliva strukture
dimerov na uspesnost okuzevanja razli¢nih gostiteljev.

Razvita metoda tako omogoca okuzevanje rastlin samo s CBCVd in predstavlja
pomembno tehniko pri nadaljnjih etioloskih in epidemioloskih Studijah hude
viroidne zakrnelosti hmelja in ostalih viroidnih obolenj, kjer nastopa CBCVd.

Zahvala. Avtorji se za finan¢no podporo zahvaljujemo Javni agenciji za
raziskovalno dejavnost Republike Slovenije (MR Stipendija §t. 36371, projekti: L4-
6809, V4-1405, raziskovalni program: P4-0077). Hkrati se avtorji za nasvete pri
izvedbi poskusa zahvaljujemo tudi prof. dr. Teruo Sano (Hirosaki University,
Japonska) in dr. Jaroslav Matousek (Institute of Plant Molecular Biology, Ceske
Budgjovice, Ceska).
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