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IZVLECEK

Viroidi so najman;si rastlinski patogeni, ki so se sposobni v rastlinski celici sami razmnozevati in s
tem znizevali pridelek razlicnih rastlin. Sestavija jih 246 - 375 nukleotidov dolga RNK, ki je hkrati
genom in sekundarna struktura viroida. Nukleotidi se znotraj RNK priviadijo v bazne pare.Viroide
dolotamo s pomocjo molekularnih tehnik, saj sc premajhni, da bi jih videli z elektronskim
mikreskopom in ker nimajo beljakovin, tudi serclodki testi niso mogodi. V slovenskih kultivarjin
hmelja smo z metodo povratne elektroforeze na poliakrilamidnem gelu (R-PAGE) dokazali
okuzencst vseh vzorcev s hmeljevim fatentnim viroidom (HLVG), medtem ko drugega viroida, ki
okuzuie hmelj, hmeljevega stunt viroida (HSVd). nisme mogli najli. Pregledali smo vzorce cv.
savinjski golding, cv. aurora in cv. apolon, ki so slovenskega porekla ter cv. magnum, ki je k nam
intreduciran iz Nemdije. HLVd smo dologili po ekstrakeiji v 2 M raztopini LIiCl iz posusenega in
zamrznjenega hmeljevega listja in storzkov. Analizo vzorcev na zas!opanost HSVd v slovenskem
hmelju, ki je kazal simptome zakrneie rasti in defomacij listov, s¢ opravili na Univerzi Hirosaki na
Japonskem. Uporabili so razligne metode elekiroforeze na poligkriiamidnem gelu {sekventno in
dvodimenzionaino 2D-PAGE} in metede hibridizacije (Northern blot in dot-blot) z DIG oznateno
cRNK sonde. Vse metode dolotevanja so pekazale, da slovenski kultivarii hmelja niso okuZeni s
HSVd ali drugim vircidom podobnim organizmom, bili pa so okuzeni s HLVd. Zdi se, da HLVd lahko
povzrota simplome, kot so kodranje listov, zakrmela rast in rumenenje v stresnih razmerah kot so
globoka rez korenike hmeija v aprilu ter spemiadanska susa in velike temperaturne raziike.

Kliuéne besede: Humulus lupulus, viroid, elekiroforeza, PAGE

ABSTRACT
VIROIDS IN SLOVENIAN HOP VARIETIES (HUMULUS LUPULUS L)

Viroids - the smallest infectious agents which could replicate iiself - are capable o cause serious
damage in different plants and yield loose. Virads have very small RNA gencmes which are 246 -
375 nuclectides in length. Their secondary structure locks like single stranded covalent rod-like
shape with intramolecular base pairing. They are toc small to be visible by electron microscopy.
They do not encode any proteins, so serclogical tests are not useful, as well. Therefore using
molecular methods is the only way ¢ detect viroid in piant. Knowledge of the compiete sequence of
the viroids genome enatles designing different probes and primers used at molecular detecting of
viroids. In our research Slovenian hop varieties were examined on the presence of Hop latent vireid
(HLVD), which has been detected as widely spread pathogen in European hops. We tested our
varieties on the presence of Hop stunt viroid (HSVD} as well, althcugh it had been proven only in
Asian hops. HLVD was detected after specific extraction of 2M LiCl soluble nucleic acids from dried
or frozen hop leaves cr cones by return polyacrylamid gel electrophoresis (R-PAGE). Hop varieties
Aurara, Apoton, Savinjski Golding and Magnum were HLVd positive and HSVD negative. Further
tests (sequential PAGE, 2D-PAGE, Northern blot and dot-blot with DIG labelled HSVd cRNA probe)
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on presence of HSVd and other viroid like RNAs of hop sampies which showed symptoms of
stunting and curling were done at the Hirosaki University in Japan. HSVd and other viroid-like
RNAs were not detected but all samples were HLVd positive. It seems that HLVd can cause
symptoms as leaf curling, stunting and yellowing in stress conditions as strict cutting of root-stock in
April, draught and high temperatures in: spring.

Key words: Humuius lupulus, viroid, electrophoresis, PAGE

1 uvob

Viroide zaradi njihove zgradbe in velikosti primerjamo z drugimi mikroorganizmi.
Bakierije so najmanjsi enoceliéni organizmi, saj virusi in manj§i mikroorganizmi nimajo
celiéne membrane, citoplazme ali celicnega jedra. Viruse sestavlja nukleinska kislina in
proteinski plasé. Subviralni patogeni. ki pa ¢ proteinskega pladta nimajo. so: viroidi,
sateliti in majhne RNK. Viroidi so najmanjsi rastlinski patogeni, ki se lahko samostojno
razmnozujejo. Njihov RNK genom je dolg le 246 - 375 nukleotidov. Lahko povzrodijo
resne simptome na rastlinah in zmanjSajo pridelek. V naSih razmerah lahko okuZujcjo
hmelj, krompir, paradiZznik in sadne vrste.

Viroidi so premajhni, da bi jih zaznali z clektronsko mikroskopijo. Ker ne kodirajo
beljakovin, jih tudi s seroledkimi testi ne moremo zaznati in so molekularne metode edini
mogoti nadin detekeije. Molekularne tehnike za dolotanje subviralnih patogenov, ki jih v
Sloveniji uvajamo, so: povratna elektroforeza na polizkrilamidnem gelu (R-PAGE).
hibridizacijske metode z obelezeno sondo  in veriZna polimerazna reakeija (Reverse
Transeription-Polymerase Chain Reaction; RT-PCR).

Evropski hmelj je vsesplosno okuZen s Hop latent viroidom - HLVd, ki povzroga latentno
bolezen hmelja in simptomov ne kaZe, slabi pa rastline na celiéni ravni in s tem vpliva na
pridelek alfa kislin in eteritnih ol V Angliji so v primeravi z viroidi okuZenih in
neokuZenih rastlin ugotovili pri razliénih kuftivarjih od 20 do 50% znizanje pridelka alfa
kislin in imajo uteceno pridelavo brezvirusnih in brezviroidnih sadik hmelja (Morton ef ol..
1993). Preliminarna testiranja, ki so jih opravili na Hmeljarskem inStitutu v Huellu in na
Max-Planck indtitutu za biokemijo v Nem&iji (Dolinar, 1993) so pokazala, da je tudi
stovenski hmelj okuZen s hmeljevim latentaim viroidom.

V nekaj nasadih hmelja pa smo v letih 1996, 1997 in 1998 opazili simptome zaostajanja v
rasti v juniju (aurora), deformacije polnorazvitih listov (aurora, magnum), odklanjanje
rastnih vr3ickov od opore (apolon, aurora) in razbarvanje mlajsih listov (aurora). Rastline s
simptomi so rastle v skupinah v vrstah ali v krogih, imele so moéno zniZan pridelek,
simplomi na so se pojavili v stresnih razmerah (suSa, nihanje temperature, pregloboka rez
korenike). Opisani simptomi ustrezajo tistim, ki jih povzrota hmeljev stunt viroid (HSVd),
ki je karantenski organizem na Japonskem.

S povraino clektroforezo viroidne RNK na poliakridnem gelu (R-PAGE - return
polyacrylamid gel clectrophoresis) je mogoée loGiti ribonukleinski kislini obeh viroidov od
rastlinske RNK in DNK. Ker je R-PAGE metoda dovolj zanesljiva za dolotanje viroidov,
ustrezna tudi za serijsko testiranje in hkrati najeencjla molekularna metoda, smo jo
prilagodili in z njo preverili zastopanost HLVd in HSVd v slovenskih kultivarjih hmelja.
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2 MATERIALY IN METODE

Z metodo povratne elektroforeze na poliakrilamidnem geilu (R-PAGE) smo analizirali vzorce cv.
savinjski golding, cv. aurora in cv. apolon, ki so slovenskega porekla ter cv. magaum, ki je k nam
introduciran iz Neméije. Jukja 1997 smo nabrali mlade, pelnorazvite liste s petiolami in avgusta se
dozorele sterzke posameznin kullivarjev. Polovico vsakega rastlinskega vzorca smo posusili na
B0°C, drugo polovico pa zamrznili na -20°C. Vzortenje smo penovili v letu 1998,

Ekstrakcija in dolotanje viroidne RNK je tezavne, saj je v rasllinskem materialu v nizkin
koncentracijah in je je v primerjavi z rastlinsko RNK neprimerno manj, zlahka pa se tudi kontaminira
2 ribonukleazami (RNAze), ki jo razgradijo. Zato moramo posebej razkuZevati delovne povrsine,
steklovino, uporabliati "RNAse free” reagente in nositi rokavice. Vse postopke hiadimo, vso vodo za
reagente pa tretiramo z dietil pirckarbonatom (DEPG), terilnice temeljito operemo in namcéimo za
10 min v 10 % KOH ali NAQCI (5 /GO0 mi), speremo z avioklavirano DEPC tretirano vodo in
posusimo v suiniku. Elektroforetske posede napolnimo s 3% H.O. in jih po 10 minutah speremo 2
avtoklaviranc DEPC vodo. Zaradi rabe organskih topil in hlajenja delamo ekstrakeijo v digestoriiu,

2.1 Ekstrakcija celokupnih nukleinskih kislin

Za ekstrakeijo viroidne RNK iz hmelia smo uporabili modificiran postopek, ki g2 opisujeta Sano in
Shikata (1988). Preizkusili smo veé natinov iscenja nizkemolekularnih RNK, kot prediagajo avtorji
Schumacher (1986), Puchta (1988, Schroadter (1989), Hataya {1992) ter Wah in Yang {1936).
Preizkudali smo ekslrakciio iz razlicne kolicine izhodistnega rastlinskega maleriala. Zatehte
rastlinskega tkiva {posusenih zrelih celih stordkov in listov) so bile: 0,3 9, 05 g, 1.0gin 1,5 g.
Proparcionalno zatehti smo izbirali tudi centrifugirke (1.5 ml, 2,5 ml in 30 ml} in kolidino dodanega
ekstrakeijskega pufra {0.5 ml, 1 mlin 10 ml).

Za serijsko testranje je usirezna raba 2.5 ml mikrocenrifugirk, v katere damo 03 g
homoegeniziranega vzorca. Na 4 °C chlajenamu ekstrakcijskemu pufru (0,1 M Tris HCI pH 8.0;
0.01MEDTA pH 7.5; 0.1 M NaCi; 2 % SDS-sodium dodecit sulfat) tik pred uporabo dodamo 5 %
2-merkaptoetancl. V sterilne (mikro)centrifugirke na ledu pripravimo pc 500 - 700 pi TESSM pufra,
vanje prenesemo po 0,15 g vzorca. Po 5 min mesanju {(veriex) homogenizatu dodamo enak
velumen {500 ply mesanice topil fenol:kloroform: izoamilalkohol (pH 7,8-8) v razmerju 25:24:1 in
stresamo 10-15 minut (vortex), da se raztopi preostala listna masa. Sledi centrifugiranje pri 8.000
cbratin/min za 8 minut, da se oborijo beliakovine in se loéife od vodne faze. Supernatant pazljivo
odpipetiramo in prenesemo v novo epruveto. Qrgansko fazo zavriemo, Vodn: fazi ponovno dodamo
enak volumen topila fenchkioroform:izoamilalkohol in stresame, nato centrifugirame pri 12.000
obratih/min za 12 minut. Fenolne ekstrakcijo 3e dvakrat ponovimo,

Iz zadnjega supernatants precipitirame nukleinske kistine z dodatkom 0.2 volumna 2 M natrijevega
acetata (120 pl) in 1 volumna (700 L1l) ledeno hiadnega izopropancla. Precipitacija poteka ¢ez nod
na - 20°C. Nato centrifugirame 15 minut pri 15,000 obratih/min. Supernatant odlijemno in usedlino e
enkrat tretiramo z dodatkom 400 pl ledenega izopropanola in 80 ul 3 M natrijevega acetata.
Postavimo v zmrzovalnik na -20 °C za 2 uri, centrifugiramo 15 minut pri 14,000 obratih/min.
Supernatant odlijemo in usedlino speremo z 1 mi 75 %-ega ohlajenega etanola. Elanol odlijemo in
usedlino posusimo na zraku ali s susinikom.

Ko je mikrocentrifugirka suha, raztopimo nukleinske kisline z dodatkom majnnega volurmna (100 1)
TE pufra (10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA, pH 8} in 1 vol {100 ply 4M raziopine LiCl in inkubiramo na
ledu za 4 ure, da odstranimo vedje molekuie RNK.

Supernatant, ki vsebuje 2M LiCl topno nizkomolekularno RNK in DNK, zberemo s centrifugiranjem,
Skupek, Kjer je preteznio ribosomalna in mRNK smio raziopili v formamidu in analizirali na R-PAGE.
Supernatant, kjer je poleg DNK tudi vircidna RNK, pa smo tudi analizirali na R-PAGE.

2.2 Elektroforeza na poliakrilamidnem gelu

Za dofotevanje hmeljevega latentnega vircida {256 nukiectidov) smo uporabili razlitne
konceniracie poliakrita-amida (PAA): od 5% {Singh, 1994a) do 15 % (Shikata, 1985). Najpogosteje
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smo uporabili nedenaturacijski 6% in 7 % PAA ge! (AAbisAA=30:0,75), v katerem se uspedno loCijo
nukleinske kisling s 75 do 470 baznimi pari (Sambroak, 1989).

Za R-PAGE smo pripravili plodéni gel debeline 1,5 mm in velikosti 15x16 cm. Za 6 %
nedenaturacijski gel z razmerjem akrilamid:bisakrilamid 29:1 potrebujemo 8 mi 30 % aksilamida, 4
ml TBE 10x pufra, 27,72 m! hidestiirane DEPC vode, 0,28 ml 10% amonpersulfata in 16 pl
TEMEDa. Gel je treba takoj po dodatku amonpersulfata s pomoéjo pipete viti med vertikalni
stekieni plodéi v modelu, ker zaéne polimerizirati. Na vriw plosée v gel vstavimo glavnik, ki oblikuie
Zepke v gelu, v katere kasneje nanaSamo vzorce. Gel pripravimo dve uri pred zaCetkom
elektroforeze, lahko pa ga pred rabo hranimo en dan v hladilniku.

Vzorcem je potrebno pred nanasanjem dodati barvilo in glicerol, ki omogoti usedanje vzorca na dno
Zepka v gelu in s tem enakomeren zacetek potovanja. Eleklriéni tok stete skozi gel s pomogjo
pufra, ki ga obdaja. Elektroforeza je potekala prvo smer {od - k +; negativno nabile nukleinske
kisline potujejo navzdol) v pufru s 5% raziopino koncentrirane TBE (TRIS-trizma base, borova
kislina - H3BO3 in 0,5 M EDTA pH 8) ob hlajenju pri konstantnem toku 88 - 91 mA za dve vertikalni
ploséi velikosti 15 x 16 c¢min 15 mm debe! gel. Na vsak gel Iahko nanesemo 14 ali 22 vzorcev. Pri
tem 15 il vzorca redéimo s 15 il nanasainega pufra (glicerol, ksilencianol, bromfens! modre in
TBE). Ko barvilo bromfenol modro pripoluje do roba plodte, ustvarimo denaturacijske razmere s
segrevanjem gela. Za povratno elektreforezo  obrneme elektricni tok, gel pa vstavimo v pufer z
1,25% raziopino 10x koncentrirane TBE, segret na 95 °C. Povratna elektroforeza je potekala pri 68
°C poloviéni £as prve eletroforeze.

2.3 Barvanje gelov

V prozornem gelu razvridene nukleinske kisline postanejo vidne 3Sele po barvanju. Pasove
nukleinskih kislin smo pobarvali s srebrom in ob presvellevanju slikali elektroforegram. Barvanje s
srebrom je modificiran  Promega protoke! (Promega Silver Sequence). fiksiranje gela s 7.5%
ledeno hladno ocetno Kislino za 2 minuti, ¢emur sledi trikratno spiranje gela z destilirano vodo in
nato 30 min. barvanje s srebrom (5 ml 20 % AgNO, in 1,5 ml 37 % formaldehida na liter raziopine).
Razviianje gela poteka v ohiajeni raztopini natrijevega karbonata (dodamo 0,15% razicpino 37%
formaldehida in 2 mg/l Na tiosulfata) dokler ne dobimo Zelene intenzivnosti &t v gelu. Razvijanje
ustavimo z ocetno kislino.

2.4 Dodatne analize HSVd

Z R-PAGE smo detektirali elektroforetsko &rto s hmeljevim latentnim viroidom (HLVd), medtem ko
drugega vircida, ki ckuzuje hmelj, hmeljievega stunt viroida (HSVd), nismo dolocHi. Analizo istib
vzorcev hmelja na zastopanost HSVd v slovenskem hmelju so opravili na Univerzi Hirosaki na
Japonskem. Za vzorce iz hmeljise, ki so kazali simptome, podobne stunt vircidu, so uporabiii tri
metode elekiroforeze na poliakrilamidnem gelu  (povratno - R-PAGE, sekventno - S-PAGE in
dvodimenzionalno - 20-PAGE}, kontrolno Northern hibridizacije in $e dot-blot hibridizacijo s ¢RNK
sondo, oznadeno z dioksigeninom.

3 REZULTATT IN DISKUSIJA

Prva diagnostika viroidov je temedjila na simptomih gostiteljskil in testnib rastiin ter na
analizi primarnih metabolitov gostiteljskih rastlin. Oboje je pri HLVd nezanesliivo, saj
znacilnih vidnil simptomov v obicajnih rasinil razmerah ne povzroca. Nato so poskusili
izolirati povzroditelja z ckstrakeijo s fenolom in razhicnimi pufrt ter 5 sedimentacijo
{Shikata, 1985), Kar je podlaga dolotanja S¢ sedai. Priekstrakeiji je kljuéni korak
odstranitey beljakovin in inaktivacija encimov, kar dosezemo z ckstrakeijo vodne raztopine
nukleinskih kistin z organskimi topill (fenol : kloroform @ izounmitakohol). Vendar pa
fenolna ekstrakeija ne zadoSCa za odstranitev encimov ribonukleaz (RNAaze), ki lahkoe
hitro razeradijo viroidno ssRNK. Ribonukleaze lauhko obnovijo aktivnest po mnogih
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oblikah tretiranja (kot je npr. kuhanje). Reducent kot je beta-merkaptoetanol jih inakiivira.
pomaga razbiti celico, hkrati je antioksidanl, ki prepredi oskidacijo fenolov in s tem
rjavenje vzorcev. Dodatek natrijevega dodeci] sulfata (SIS - sedium dodecy] sulfaty sluzi
za separacijo lipidov in proteinov, hkrati je wudi reverzibiini inhibitor ribonukleaz.
Viroidna RNK je v rastlinskem materialu v zelo nizkih koncentracijuh, zato je razvoj
ucinkovite metode ckstrakeije viroidne RNK bistvenega pomena za njihovo nadaljnje
dolotevanie, Na Cekem je bila koncentracija HEVd 4.3 pa/mg lista hmelja iz nasada in 23
pe/mg lista iz meristema vzgojene rastline v rastlinjaku (Matoudek, 1994). Ker je viroidna
RNK v rastlinskem materialu v zelo nizkih koncentracijah, jo tedi po ekstrakeiji dobimo v
majhnih koli€¢inah, Pri metodi, kot je R-PAGE pa je od koli¢ine viroidne RNK odvisna
intenziviost pasu v gelu - ved ko je viroida, laze ga zaznamo kot viroidae &rlo v gelu.
Delno lahko resimo ta problem s povedevanjem zadetne kolicine vzorea. V prvih objavah o
dolocanju hmeljevega stunt viroida so ckstrakeijo opraviii iz 200 g zmrznjenih hmelievih
listov {Shikata, 1983). danes pa jo delamo i2 0,3 g do 1,5 ¢ vzorca. Velika zadetna kolicina
vzorca namred zahleva velike cpruvete, ki jih je po uporabi  potrebno prati, in veliko
porabo hlapliivih organskib topil, ki so zdravju zelo skodijiva. Da se temu izognemo,
opravljamo fenolno ekstrakeijo v mikrocentrifugirkah za enkratno uporabo., ki vsaka
sprejme le 0,15 -0,3 g vzorea.

Ikstrakeija RNK iz thiva hmelja ali vinske trie, ki je bogato s polifenoli in polisaharidi, je
Se tezja, saj vzorel ob oksidaciji porjavijo in to se kasneje opazi tudi na gelih, Motede
spujine med barvanjers 3¢ potemnijo in zakrijejo pasove nukieinskih kislin, ki jih v aelu
dolotamo vizualne. Vzorce je s ponavljanjem korakov ¢iddenja in precipitacije sicer
mogode adistitl, vendar pri tem vedamo moznost, da s¢ vzoret kontaminirajo 2 RNAzami in
se kolicina RNK spet zmanjsa.

345678 91011121314

Slika 1 Hitra ckstrakeija nukleinskih kislin iz hmelja, prirejena iz originalne
ekstrakeije iz krompirjevih gomoljev po Schroedieriu ne kaze lepe in jasne
slike. daje pa dovolj zanesljivo viden viroidni pas.
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Modificirali smo 1udi skrajsan postopek &$tenja po Schrocdserju (1989, ki bi bil ustrezen
za rutinsko testiranje viroidov v hmelju (Slika 1), Pri ekstrakeiji viroidne RNK nastane tudi
ta teZava, da po precipitaciji z LiCl amaliziramo supernatant - tisti del, ki ga drugi
raziskovalel obiCajne zavrzcjo in obdriijo &ist skupek visokomolekutarnih nukleinskih
kislin,

Slika2: Pri dobro CisCenih vrorcih labko vidimo tako kroino oblike vircida (C-
cirkulamo}, kot linearno obliko (L), ki v gelu pripotuje dlje. M - Marker; 1, 2 -
aurora “93 list; 3 - brezvirusna aurora *96/list; 4 - 7 aurora  89/storzki: 8 -
savinjski golding: 9 - apolon "93; 10. 11 - magnum 97. Magnum ima v
primerjavi z ostalimi kultivarji tudi velike sckundarnih metabolitov, ki motijo
detekeijo viroida - zato kroZno in fincarno obliko zaznamo kot enoten pas {Sano,
1998).

4 SKLEPI

Za analize na R-PAGE smo uporabljali fenolno ekstrakeijo celokupnih RNK, ki so
ustrezne za metodo dot blot hibridizacije in R-PAGE. Opravili smo tudi dodatne ¢iséenje z
LiCt, ki edstrani visokomolekularne RNK. Predvsem zaradi velike aktivnosti ribonukleaz,
ki se sprostijo pri razgradnji celice in ki so vsepovsod v okolici ter labko kontaminirajo
vzorce, je ekstrakeija RNK mnogo teZja kot DNK. Skrbeti moramo za éimbolj sterilno,
hladno okolje in uporabljati inhibitorje ribonukleaz.

Ugotovili smo, da so za analizo najustreznej$i posuSeni celi, zreli storzki hmelja. Listi
vschujejo namred preved sekundarnih metabolitov, ki motijo detekeijo viroidne RNK. Teh
je v listnih pecliih sicer manj, vendar je vsebnost viroidov v njih nestabilna in manjsa kot v
listih in storZkih (Solarska, 1997).

Pri povratni ekletroforezi na poliakrilamidnem gelu je primerna 7% koncentracija gela z
razmerjem akrilaamid : bisakrilamid = 30 : 0,73, da Se dovolj dobro in hitro lodimo
viroidno RNK od rastlinskih. $ hmeljevim latentnim viroidom so okuZeni prepledani
kultivarji: aurora, apolon. savinjski golding in magnum.
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% 1: original solution,  x 10 10-times diluted solution

HSV: 2M LiCl soluble nucleic acids extracted from HSVd infected hep

Slika3:  Vzorce hmelja, ki so kazali simptome, kot bi jih povzrodal stunt viroid, so
analizirali twedi na Univerzi Hirosaki na Japonskem. Uporabili so dot-blot
metodo, ki jo uporabljajo za serijsko testiranje. Vseh 14 vzorcev iz Slovenije je
bilo HSVD negativnih.

Razli¢ne elektroforetske metode so ovrgle sum, da je hmelj okuzen s HSVd, Pravilno
dototitev sta potrdili Northern-blot in dot blot metoda hibridizacije, ki so jih opravili na
Univerzi Hirosaki na Japonskem (Slika 3). Pregledani kultivarii, ki so kazali simptome
zakrnele rasti, vendar niso okuzeni s HSVdA ali z drugimi znanimi subviralpimi
povzroditeljic so aurora, apolon in magnum. Vsi 1 vzorci pa so bili ckuZeni s HLVd,
Zastavlja se nam torej vpraganje, ali hmeljev latentni viroid vendarle povzrota tudi vidne
simptome, ¢ée so hmeljne rastiine v stresu?
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