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sl

sl/en

Krompirjev virus Y (PVY) spada v druzino Potyviridae in na rastlinah krompirja
povzro¢a mozaik, kloroze in nekroze na listih ter odpadanje listov. Vec¢ina metod za
njegovo detekcijo temelji na detekciji virusnih proteinov ali virusne RNA. Metode
za lokalizacijo virusne RNA se uporabljajo le redko. Hibridizacija in situ omogoca
lokalizacijo specificnih zaporedij nukleinskih kislin v morfolosko ohranjenem
biologkem materialu. Metodo smo razvili za lokalizacijo RNA virusa PVY™'Y, da bi
lahko opazovali Sirjenje in lokacijo virusa v rastlini. V poskusih smo uporabljali
rastline Solanum tuberosum (L.), sort Igor in Pentland Squire. Pripravili smo sveze
tkivne rezine fiksirane v fiksativu Histochoice in parafinske rezine tkiva fiksiranega
v fiksativu s formaldehidom, ocetno kislino in alkoholom ali 4% paraformaldehidu.
Za hibridizacijo in situ smo uporabili oligonukleotidne sonde za RNA plascnega
proteina virusa oznacene z digoksigeninom ali fluorokromi. Specificno obarvanje
smo opazili le v svezih rezinah tkiva hibridiziranega s protismiselnimi sondami
oznacenimi z digoksigeninom. Posamezne vijoli¢no obarvane celice smo opazili na
nekaterih rezinah peclja in stebla okuZenih rastlin. V rezinah kontrolne rastline
hibridiziranih s protismiselno sondo za RNA plascnega proteina nismo opazili
specifinega obarvanja, prav tako tudi ne v rezinah hibridiziranih s smiselno ali
nesmiselno sondo.
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sl

sl/en
Potato virus Y (PVY) belongs to the family Potyviridae and causes a mosaic pattern,

clorotic and necrotic lesions, vein banding and a leaf-drop effect in potato plants.
Most of the methods for its detection are mostly based on detection of its proteins or
viral RNA. Methods for localization of its RNA are rarely used. /n situ hybridization
enables the detection of specific nucleic acid sequences in morphologically
preserved biological material and therefore their localization. We developed the
method for localization of PVY™N'™ RNA with this method, so we could observe
where it can be found in the plant. For experiment we used plants of Solanum
tuberosum (L.), cv. Igor and cv. Pentland Squire. We made fresh tissue sections
fixed in Histochoice and paraffin sections fixed in formalin—acetic acid—alcohol
fixative or 4% paraformaldehyde. For in sifu hybridization we used oligonucleotide
probes for virus coat protein RNA labeled with digoxigenine or with fluorochromes.
We used sections embedded in paraffin or fresh sections. In sections of inoculated
plant hybridized with antisense probes we observed single violet colored cells in
some sections. In sections of control plant we did not notice specific staining using
anti-sense probe for PVY coat protein RNA (CP probe) and also not in sections

hybridized with non-sense probes.
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1 UVOD

Zasledovanje virusne okuzbe v rastlinah je mozno na razli¢ne nacine, od seroloSkih metod,
elektronske mikroskopije do razlicnih tehnik molekularne biologije. Elektronska
mikroskopija v kombinaciji z imunolokalizacijo nam omogoca vpogled v nahajanje
virusov v posameznih celicah, ni pa najprimernejsa za bolj celovit pregled Sirjenja virusa
po tkivih. Za nekatere viruse, kot so na primer potivirusi je znano, da se njihove nukleinske
kisline uspe$no premikajo po rastlini, tudi ¢e niso enkapsulirane v virusni proteinski plas¢.
Hibridizacija in situ nam omogoca sledenje virusnih nukleinskih kislin v tej obliki in tudi
kompletnih virusnih delcev.

Predvidevali smo, da bomo z metodo hibridizacije in situ uspesno lokalizirati virus PVY v
tkivnih rezinah krompirja okuzenih z virusom, ugotovili kje v tkivu se virus nahaja in
posledi¢no opazovali njegovo Sirjenje po okuzbi. S tem bomo dopolnili druge metode za
zasledovanje prisotnosti in premikanja virusov v rastlinah.

Namen:

e ugotoviti najboljSo metodo za odstranitev virusnih proteinov, da bi dobili proste
virusne nukleinske kisline

e optimizirati postopek hibridizacije in situ

e ugotoviti, Ce je lokalizacija virusa mogoca na svezih rezinah

e lokalizirati virus v tkivnih rezinah okuzenih rastlin krompirja (steblo, peclji, listi)

¢ z metodo hibridizacije in situ dopolniti druge metode za zasledovanje prisotnosti in
premikanja virusov v rastlinah.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KROMPIRJEV VIRUS Y (PVY)

Krompir napadajo Stevilni Skodljivei in mnogi gliviéni, bakterijski in virusni povzrocitelji
bolezni. Ker se krompir vegetativno razmnozuje, virusi pa prenasajo z gomolji krompirja,
predstavljajo le ti trajno groznjo za kmetovalce (Glais in sod., 2005). Med virusi je PVY
eden izmed ekonomsko najpomembnejsih rastlinskih virusov (Shukla in sod., 1994, cit. po
Glais in sod., 2005), ki je zelo razsirjen in odgovoren za upad koli¢ine in kvalitete pridelka
(Beemster in de Bokx, 1987, cit. po Glais in sod., 2005). Prvi¢ ga je nasel Smith leta 1931
pri krompirju v Veliki Britaniji (Brunt in sod., 1996).

2.1.1 Druzina Potyviridae

Virus PVY uvrsc¢amo v rod Potyvirus (Brunt, 1992; Hall in sod., 1998, cit. po Glais in sod.,
2005; Fauquet in sod., 2005) in v druzino Potyviridae (Winterhalter, 2003; Fauquet in sod.,
2005). Druzina Potyviridae je najvecja in ekonomsko najpomembnejsa skupina rastlinskih
virusov med sedaj znanimi 34 druzinami virusov (Singh M in Singh RP, 1995). DruZina
zdruzuje 180 virusov (30% vseh znanih rastlinskih virusov), ki povzrocajo Skodo na
kmetijskih, pasnih, okrasnih rastlinah in vrtninah (Ward in Shukla, 1991).

Po strukturi genoma in nacinu ekspresije so podobni rastlinskim komo- in nepovirusom in
zivalskim pikornavirusom. Njihov genom ima evolucijsko ohranjeno zaporedje, ki kodira
nestrukturne proteine, ki sodelujejo v podvojevanju RNA. Vse te skupine virusov so
zdruzili v superskupino pikorna-podobnih virusov (Goldbach, 1986, 1987; Goldbach in
sod., 1990, cit. po Winterhalter, 2003).

Virioni potivirusov so brez ovojnice (Langenberg in Zhang, 1997, cit. po Winterhalter,
2003), filamentozni, dolgi 650-900 nm in Siroki 11-15 nm (Dougherty in Carrington, 1988
cit. po Winterhalter, 2003; Riechmann in sod., 1992; Fauquet in sod., 2005 ). Njihov
genom je pozitivno usmerjena enoverizna RNA, dolga 9,3-10,8 kb, ki jo obdaja priblizno
2000 molekul plasénega proteina (Martin in Gelie, 1997, cit. po Winterhalter, 2003;
Fauquet in sod., 2005). Pozitivnho usmerjena veriga deluje kot mRNA in ima 5'
nekodirajoco regijo, ki deluje kot pospesevalec translacije (Carrington in Freed, 1990).

2.1.2 Gostitelji virusa PVY

Naravni gostitelji virusa so krompir (Solanum tuberosum) (Beemster in Rozendaal, 1972,
cit. po Brunt in sod., 1996), paprika (Capsicum annuum), tobak (Nicotiana tabacum) in
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paradiznik (Lycopersicon esculentum), pri katerih povzroca razli¢na bolezenska znamenja
(Edwardson, 1974, cit. po Brunt in sod., 1996 ). Za virus so dovzetne Se nekatere druge
rastlinske vrste iz druzin Chenopodiaceae, Commelinaceae in Solanaceae (Brunt in sod.,
1996; Fauquet in sod., 2005).

Nekatere sorte krompirja, npr. Igor so zelo obcutljive za okuzbo z virusom PVY, medtem
ko so druge, npr. Désirée in Pentland squire, bolj tolerantne. Redke sorte krompirja, kot je
npr. Sante, so popolnoma odporne proti virusu (Kus, 1995).

2.1.3 Prenos virusa PVY

Virus PVY prenasajo zuzelke kot npr. Myzus persicae (najbolj ucinkovit), Aphis fabae,
Macrosiphum euphoriae, Myzus (Nactarosiphon) certus, Myzus (Phorodon) humuli in
Rhopalosiphum insertum (Kennedy in sod., 1962, cit. po Brunt in sod., 1996; Van Hoof,
1980, cit. po Brunt in sod., 1996; Fauquet in sod., 2005). Za vektorski prenos ne potrebuje
pomoznega virusa, pomaga pa lahko pri vektorskem prenosu drugega virusa. Prenasa se z
mehansko inokulacijo. Prenos je mogoc¢ tudi pri cepljenju (Brunt in sod., 1996; Fauquet in
sod., 2005).

2.1.4 Rezervoariji virusa PVY

V zmernem podnebju so trajnice redko rezervoarji virusa. Krompir je podzemni rezervoar
virusa (Thresh, 1980, cit. po Brunt in sod., 1996). V tropih in subtropih je plevel, kot je
npr. Solanum atropurpureum (Chagas in sod., 1977, cit. po Brunt in sod., 1996),
pomemben rezervoar virusa.

2.1.5 Fizi€ne in biokemijske znacilnosti virusa PVY

Virioni so filamentozni, brez ovojnice, obi¢ajno gibljivi, dolgi 680-900 nm in Siroki 11-13
nm (Varma in sod., 1968, cit. po Brunt in sod., 1996; Fauquet in sod., 2005). Virioni
vsebujejo 5,4-6,4% nukleinskih kislin (Stace-Smith in Tremaine, 1970, cit. po Brunt in
sod., 1996; Leiser in Richter, 1978, cit. po Brunt in sod., 1996), 93,6-94,6% proteinov in
0% mascob. Genom je sestavljen iz linearne enoverizne RNA in je velik 9,7 kb (Fauquet in
sod., 2005).

2.1.6 Citopatologija

Virione virusa PVY je opaziti v povrhnjici v citoplazmi in celi¢nih vakuolah. V okuzenih
celicah so prisotni vkljucki kot kristali v jedru (pri nekaterih razlickih virusa) (Kitajima in
sod., 1968 cit. po Brunt in sod., 1996; Fauquet in sod., 2005) ali kot vetrnice v tkivu
povrhnjice in citoplazmi (Christie in Edwardson, 1977, cit. po Brunt in sod., 1996).
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Mitohondriji v celicah, okuZenih z razlitkom Y™, so obdani s filamenti premera 9-10 nm in
nedolo¢ene dolzine (Borges in David Ferreira, 1968, cit. po Brunt in sod., 1996).

2.1.7 Razlicki virusa PVY

Glede na gostitelja so virus PVY sprva razdelili na Stiri linije (krompirjeva, paprikina,
tobakova in paradiznikova). Sedanja razdelitev virusov temelji na bolezenskih znamenjih
in oblikah odpornosti rastlin proti virusu. Tako lo&imo tri razli¢ke, in sicer: PVY™, PVY?
in PVY® (De Bokx in Huttinga, 1981). Lo¢ijo se po lokalnih in sistemskih bolezenskih
znamenjih, ki jih povzro¢ijo na tobaku (Nicotiana tabacum) in krompirju (Solanum
tuberosum). Izolati, ki spadajo med PVY", povzrogijo nekrozo Zil na listih tobaka (N.
tabacum cv. Xanthi) in zelo Sibko lisavost z redkimi nekrozami na listih rastlin krompirja.
PVY® virusi povzrogijo lisavost in mozaik pri tobaku in mozaik na listih ter odpadanje
listov krompirja. PVY® povzroijo bolezenska znamenja pikéastih &rt (»stripple streake)
pri nekaterih sortah krompirja (Jacquot, 2005).

Tako je PVY® odgovoren za 40-70% izgubo pridelka krompirja po okuzbi (Van der Zagg,
1987, cit. po Jacquot, 2005) in PVY za 14-59% pridelka tobaka (Latore in sod., 1984, cit.
po Jacquot, 2005). Izguba pridelka lahko naraste do 100% v primeru nekroze Zil pri tobaku
okuzenem s PVY™ (Jacquot, 2005).

2.1.8 Razliéek PVY"™

Med vsemi razli¢ki virusa je PVY™'™ najbolj agresiven. Ve&ina sort krompirja je dovzetnih
za virus PVY"'™ in razvije raznolika bolezenska znamenja po okuzbi. Pri ob&utljivih

sortah povzro¢i PVYN'N

obrockasto nekrozo gomoljev krompirja, kar pomembno zmanjsa
koli¢ino in kvaliteto pridelka. Zaradi pomembnosti krompirja kot vrtnine in epidemicne
razSiritve tega virusa v Evropi in drugih kontinentih od 1980 naprej, so preucili mnoge

fizioloSke in morfoloske parametre (Pompe-Novak in sod., 2006).

Najbolj obéutljiva in dovzetna sorta krompirja za virus PVY"N'™ je Igor, pri kateri je
bolezenska znamenja opaziti tako na gomoljih kot tudi na zelenih delih okuzenih rastlin.
Nekaj dni po okuzbi se nekroti¢ne pike, gube in mozai¢ne kloroze pojavijo na inokuliranih
listih. Na neinokuliranih listih se pojavijo, ko se virus razsiri. Listi za¢nejo odpadati tako
po primarni, kot tudi po sekundarni okuzbi (Kus, 1995). Razlike je opaziti tudi na celi¢ni
ravni. V nekroti¢nih pikah pri krompirju sorte Igor nabreknejo kloroplasti, tilakoide se
zrahljajo in spremeni se opti¢na gostota kloroplastov, v okolici pik pa je opaziti le
spremembe v velikosti kloroplastov (Pompe-Novak in sod., 2006). Poleg tega je na mestu
lokalnih poskodb opaziti manjSo koli¢ino klorofila. Hkrati se poveca aktivnost topnih in
ionsko vezanih peroksidaz (Milavec in sod., 2001). Poleg tega je opaziti spremembe v
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izrazanju proteinov (Gruden in sod., 2000). Manjsa je tudi koli¢ina citokininov, ki
spodbujajo razvoj kloroplastov (Dermastia in sod., 1995).

2.1.9 Geografska razsirjenost virusa PVY

Razsirjen je po celem svetu v krajih, kjer gojijo krompir in v toplejSih krajih, kjer zunaj
gojijo papriko, tobak in paradiznik. PVY? je razgirjen po celem svetu, PVY™ se pojavlja v
Evropi, delih Afrike in Juzne Amerike, PVY® pa je prisoten v Avstraliji, Indiji in ponekod
v Veliki Britaniji in kontinentalni Evropi (Brunt in sod., 1996).

2.1.10 Metode za detekcijo in lokalizacijo virusa PVY

Interakcija med rastlinami in mikrobi je dinamicen proces. Zazelene so tehnike, ki
omogocajo socasno detekcijo prisotnosti mikroba ali sintezo obrambnih dejavnikov
rastline in vizualizacijo njegove razporeditve v obolelem tkivu (Krzymowska in Hennig,
1997).

Uporabiti je mogoce razliéne metode za spremljanje gibanja virusa po rastlini. Najbolj
preprosta vkljuCuje zapisovanje zaporedja pojavljanja bolezenskih znamenj na inokuliranih
listih in na celotni rastlini. Ce se pojavijo sistemska bolezenska znamenija, je jasno, da se je
virus razSiril iz inokuliranih listov v ostale dele rastline. Ta metoda pa ni uporabna pri
tolerantnih rastlinah. V tem primeru je potrebno uporabiti bolj specificne metode
zaznavanja virusnih proteinov ali nukleinskih kislin ter opazovanje virusnih delcev pod
elektronskim mikroskopom (Mehle in sod., 2004).

Metode za lokalizacijo virusov v to¢no dolocenih delih rastline vkljucujejo seroloske
metode (neposredna in posredna ELISA, odtis tkiva na membrani, imunolokalizacija z
elektronsko mikroskopijo), novejSe molekulske metode (hibridizacija, PCR, RT-PCR, RT-
PCR-ELISA (Chandelier in sod., 2001, cit. po Mehle in sod., 2004), PCR v realnem ¢asu
(Mackay in sod., 2002), mikromreze in genske ¢ipe (Boonham in sod., 2003, cit. po Mehle
in sod., 2004)).

Porocevalski geni, kot je npr. gen za B-glukoronidazo (Dolja in sod., 1994) ali GFP (zeleni
fluorescentni protein) (Murphy in sod., 2002; Wang in sod., 1999), se lahko vgradijo v
mutiran virusni genom in omogocajo spremljanje okuzbe z detekcijo produkta
porocevalskega gena. Ta moznost je uporabna le, ¢e prisotnost vgrajenega gena ne vpliva
na virusno okuzbo (Seron in Haenni, 1996).

ELISA in imunski test Western obsegata standardne diagnosti¢ne tehnike, ki se uporabljajo
v presejalnih tehnikah PVY. Njuna uporaba pa je omejena, saj sta usmerjena le na
zaznavanje prisotnosti virusa in ne njegove razporeditve. Z imunocitokemijo, elektronsko
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mikroskopijo in hibridizacijo in situ lahko zelo natancno dolo¢imo lokacijo DNA, RNA,
proteinov in virusnih delcev v rastlinskem tkivu (Krzymowska in Hennig, 1997).

Hibridizacija nukleinskih kislin je obcutljiva in zanesljiva metodo za lokalizacijo
rastlinskih virusov (Hsu in sod., 2000). Nikoli¢, 2006 je je dokazala, da je hibridizacija in
situ zelo primerna za lokalizacijo RNA na ravni tkiva. Z metodo hibridizacije in situ so
Mielke in sod. (2006) uspesno lokalizirali tip bunjavirusne RNA. Tudi Mortimer-Jones in
sod. (2007) in Rajaméki in Valkonen (2002) so poskusali lokalizirati razli€éne krompirjeve
viruse z metodo hibridizacije in situ. Slednja avtorja sta ugotovila, da je hibridizacija in
situ za detekcijo virusa PVA bolj obcutljiva od imunocitokemicne detekcije.
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2.2 HIBRIDIZACIJA IN SITU

Hibridizacijo in situ so razvili Padue in Gall (1969) in neodvisno Se John s sodelavci
(1969; cit. po Roche Applied Science, 2002/2003). Hibridizacija temelji na oznacenih
zaporedjih nukleinskih kislin primerne dolzine (sondah), ki se z vodikovimi vezmi
povezejo s komplementarnim zaporedjem DNA ali RNA v tkivu ali celici. S tem lahko
natan¢no zaznamo lokacijo zaporedja DNA ali RNA v razli¢nih tkivih in celi¢nih tipih
(Montgomery, 2002). DNA hibridizacija in situ nam da informacijo o organizaciji, lokaciji
kromosomov, razporeditvi genoma, Stevilu kopij, evolucijskih spremembah in meSanju z
drugimi zaporedji. RNA hibridizacija pa nam da informacije o lokaciji in o stopnji
ekspresije dolocenih genov v tkivih, celicah, celi¢nih organelih (Ruzin, 1999). Z metodo
hibridizacije in situ lahko zaznamo tako pozitivno, kot tudi negativho verigo virusa
(Webster in sod., 2004).

Metoda je podobna prenosu northern in prenosu po Southernu, le da se izvaja na tkivnih
rezinah in ne na membranah. Hibridizacija in situ je metoda visoke loc¢ljivosti, saj se pri
drugih metodah struktura celic in tkiva ne ohrani ali pa je mogoce opazovati le anatomske
detajle pri nizki lo¢ljivosti (Ruzin, 1999).

2.2.1 Sonde

Sonda za hibridizacijo in situ je oznafen fragment DNA ali RNA (Schwarzacher in
Heslop-Harrison, 2000). Sondo izberemo glede na vrsto nukleinske kisline, ki jo zelimo
zaznati in glede na pogoje poskusa. Mogoca je uporaba razlicnih sond, z razlicnimi
prednostmi in slabostmi. Tipi sond so tako dvoverizna DNA, enoverizna DNA, enoverizna
komplementarna RNA in umetni oligonukleotidi. Kot sonde se lahko uporabi tudi zacetne
oligonukleotide za PCR.

2.2.1.1 DNA sonde

Glavna prednost dvoverizne DNA je lahka izgradnja, saj je ni potrebno subklonirati in
nanjo lahko pripnemo razlicne oznacevalce. Sonde imajo visoko specificnost in
obcutljivost, ki jo lahko Se poveCamo z navzkrizno hibridizacijo zaetne hibridizirane
verige s komplementarno oznaceno verigo. Glavna slabost je, da sta obe verigi prisotni v
raztopini sonde in jo je potrebno pred hibridizacijo denaturirati. Poleg tega obe verigi
sonde tekmujeta za vezavo s tarcno DNA in s komplementarno verigo sonde, kar zmanjsa
obcutljivost. Uporaba enoverizne DNA se izogne tem oviram, zahteva pa kompleksna
subkloniranja za pripravo sonde (Montgomery, 2002).
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2.2.1.2 RNA sonde

V rastlinskih tkivih je pogosta tezava mocan signal ozadja, zato se pogosteje uporablja
RNA sonde (Ruzin, 1999). Tudi za enoverizno komplementarno RNA veljajo prednosti
enoverizne DNA. RNA-RNA hibridi so mnogo bol;j stabilni kot DNA-RNA hibridi, ti pa
bolj kot DNA-DNA hibridi. To omogoca strozje pogoje spiranja, kar izboljSa signal v
primerjavi s signalom ozadja. To razmerje izboljSa tudi uporaba RNaz, ki unicijo
nehibridizirano RNA. Slabost RNA sond je visoka stopnja nespecificnih vezav na
komponente tkiva, kar pa spet lahko vodi do mocnejSega signala ozadja in slabSe
penetracije sonde v tkivo (Montgomery, 2002). Uporaba RNA sond zahteva tudi posebne
postopke za odstranitev vsepovsod prisotnih RNaz (Ruzin, 1999).

2.2.1.3 Oligonukleotidne sonde

Za detekcijo mRNA se vefinoma uporabljajo RNA sonde, vendar so zelo nestabilne.
Sinteti¢ni oligonukleotidi predstavljajo odli¢no alternativo (Borlido in sod., 2002).

Pred dvema desetletjema so opisali kemic¢no sintezo oligonukleotidov z vezanimi
funkcionalnimi skupinami (npr. primarni alifatski amini in sulfhidrilne skupine). Te lahko
reagirajo s hapteni, fluorokromi in encimi in tako tvorijo stabilne oznacene sonde, ki jih
lahko uporabimo v eksperimentih hibridizacije in situ (Roche Applied Science,
2002/2003). Prednosti oligonukleotidnih sond so, da za njihovo uporabo ni potrebnih
posebnih znanj rekombinantne DNA tehnologije in molekulskih postopkov za njihovo
pripravo, tako da je njihova sinteza lahko avtomatizirana. Molekule so stabilne, zaradi
kratkosti sond je njihova penetracija v tkivo dobra, zaporedje nukleotidov je lahko zelo
natan¢no in ker je sonda enoverizna, ni tekmovanja med sondami in ni potrebna
denaturacija. Slabosti pa se nanasajo na omejene moznosti oznacevanja teh sond. Tudi
hibridi so zaradi kratkega zaporedja manj stabilni. Poleg tega je potrebno natanc¢no poznati
tarcna zaporedja, da zanje lahko naredimo sonde (Montgomery, 2002). Oznaceni sinteti¢ni
oligonukleotidi (14-30 bp dolgi) se pogosto uporabljajo, ko morata biti koncentracija soli
in temperatura prirejeni. Uporablja se jih tudi za »primer extension in situ« in »PCR in
situ«, za detekcijo ponavljajocih zaporedij (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

2.2.1.4 Zacetni oligonukleotidi za PCR

Uporaba zacetnih oligonukleotidov za PCR kot hibridizacijskih sond ima prednosti pred
klasi¢nimi sondami in sifu. Glavni prednosti poleg visoke specifi¢nosti so, da so zaCetni
oligonukleotidi za PCR dostopni za vecino znanih mikroorganizmov, in da se jih da na 3'
koncu enostavno oznaciti (Webb et al., 1999).
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2.2.2 Oznacevanje sond

Za hibridizacijo in situ je potrebno zaporedja oznaciti, da lahko kasneje zaznamo njihovo
lokacijo. Obstajata dva tipa metod oznacevanja: neposredno in posredno (Schwarzacher in
Heslop-Harrison, 2000).

2.2.2.1 Neposredno oznacevanje

Pri neposrednih metodah je porocevalska molekula vezana neposredno na sondo, tako da
lahko hibride med sondo in tar¢nim zaporedjem opazujemo pod mikroskopom takoj po
hibridizaciji. V tem primeru mora vez med sondo in poro¢evalsko molekulo prestati grobe
pogoje hibridizacije in pohibridizacijskih spiranj. Se pomembneje pa je, da porogevalska
molekula ne ovira procesa hibridizacije. Tem kriterijem ustrezajo radioaktivno
oznacevanje, oznacevanje RNA sond s fluorokromi in direktno oznacevanje nukleinskih
kislin z encimi (Roche Applied Science, 2002/2003).

2.2.2.1.1 Radioaktivno oznacevanje

Na samem zacetku, po letu 1960, ko so metodo hibridizacije in situ razvili, so za
oznacevanje uporabljali radioaktivne atome (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).
Prednosti radioaktivnega oznacevanja so, da se izotopi z lahkoto vrinejo v sonde z uporabo
obicajnih encimov za sintezo. Take sonde so bolj obcutljive in omogocajo kvantitativno
analizo (Montgomery, 2002). Slabosti so slabSa prostorska locljivost (Schwarzacher in
Heslop-Harrison, 2000), dolgi ekspozicijski €asi, manjSa stabilnost, manjSa varnost in
tezave z radioaktivnimi odpadki (Montgomery, 2002).

Uporaba sond oznacenih z neradioaktivnimi oznacevalci je odstranila ve€ino glavnih ovir
in odprla nove moznosti uporabe razlicnih oznacevalcev v enem poskusu (Roche Applied
Science, 2002/2003).

2.2.2.1.2 Oznacevanje s fluorokromi

Fluorokromi so kemicne spojine, ki po ekscitaciji s svetlobo doloene valovne dolzine
fluorescirajo z oddajanjem svetlobe daljSih valovnih dolZin (Schwarzacher in Heslop-
Harrison, 2000).

Ker je metoda neposredna, nadaljnji postopki za vizualizacijo niso potrebni in signal
ozadja je Sibek. Slabost te metode je, da je manj obcutljiva kot posredne metode. Pogosteje
se jo uporablja za DNA hibridizacijo in sifu, saj so lokacije hibridizacijskih signalov
prostorsko omejene, karakteristicne in se jih lahko loci od signala ozadja (Roche Applied
Science, 2002/2003). Slabost direktno oznacenih sond s fluorokromi je manjSa
obcutljivost, prednost pa je, da lahko hkrati uporabljamo ve¢ razlicno oznacenih sond
(Montgomery, 2002).
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2.2.2.2 Posredno oznacevanje

Metoda z neposrednim oznacevanjem se lahko uporablja tudi kot del posrednih metod.
Oznacene nukleotide lahko zaznamo s konjugiranimi protitelesi ali nekonjugiranimi, ki jih
zaznamo s sekundarnimi oznaCenimi protitelesi. S tem se obcutljivost poveca (Roche
Applied Science, 2002/2003). Tudi tu prisotnost oznacevalca ne sme vplivati na reakcijo
hibridizacije in stabilnost hibrida, porocevalska molekula pa mora biti dostopna za
protitelesa (Roche Applied Science, 2002/2003).

2.2.2.2.1 Oznacevanje z digoksigeninom

Prvi postopek za oznacevanje DNA z digoksigeninom (DIG) (Slika 1) je bil uporabljen leta
1987. Metoda temelji na steroidnem izolatu naprstca (Digitalis purpurea in Digitalis
lanata). V Casu cvetenja so njegovi listi edini naravni vir digoksigenina. Protitelesa proti
digoksigeninu se ne vezejo na noben drug bioloski material. Digoksigenin je vezan na C-5
mesto uridinskega nukleotida z verigo osmih ogljikovih atomov. Nukleotidi se z doloceno
gostoto vgradijo v sondo s pomoc¢jo DNA polimeraz, RNA polimeraz ali terminalne
transferaze. Nukleinske kisline se lahko oznaci tudi kemi¢no z DIG-NHS estrom, vendar je
encimsko oznacevanje bolj pripravno in u¢inkovito (Roche Applied Science, 2002/2003).

0

CH4
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Slika 1: Molekula digoksigenina (Roche Applied Science, 2002/2003, str. 12).

Hibridizirane sonde lahko z visoko afiniteto zaznamo s protitelesi proti digoksigeninu, ki
so povezana z alkalno fosfatazo, peroksidazo, razli¢nimi fluorokromi ali koloidnim zlatom.
V uporabi pa so tudi nekonjugirana protitelesa in konjugirana sekundarna protitelesa.
Obcutljivost detekcije je odvisna od metode vizualizacije. Ob uporabi protiteles
konjugiranih z alkalno fosfatazo je vizualizacija mogoca s kolorimetricnimi (NBT (4-
nitroblue tetrazolijev klorid) in BCIP (5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfat)) ali
fluorescentnimi (HNPP) substrati za alkalno fosfatazo. S to metodo lahko po prenosu po
Southernu zaznamo 0,1 pg DNA (Roche Applied Science, 2002/2003).
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2.2.2.2.2 Oznacevanje z biotinom

Sonde lahko ozna¢imo z biotinom, ki ga zaznamo z avidinom ali s protitelesi
(Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000). Tezavo predstavlja naravna prisotnost biotina v
tkivih. Razvili so Stevilne metode za blokiranje endogenega biotina, vendar niso vedno
ucinkovite, zato sta za oznacevanje bolj uporabna digoksigenin in fluorescein.

2.2.3 lzvedba hibridizacije in situ

Pri pripravi poskusa hibridizacije in situ je potrebno premisliti o fiksaciji tkiva in
vklapljanju, rezanju na rezine, oznacevanju sonde, endogeni prisotnosti biotina in
aktivnosti encimov ter o zeleni obcutljivosti (Borlido in sod., 2002).

2.2.3.1 Priprava raztopin in posode

V postopku hibridizacije in situ je potrebno prepreciti aktivnost RNaz in DNaz v vzorcih
tkiva in raztopinah. RNA je zelo labilna molekula, ki se hitro razgradi, ko je izpostavljena,
zato morajo biti vedno uposStevani previdnostni ukrepi za preprecevanje prisotnosti RNaz.
Ti se izvajajo vse dokler RNA ni stabilizirana z vezavo sonde. Uporabljati je potrebno
rokavice in sterilno posodo. Medtem, ko se DNaze med avtoklaviranjem razgradijo, RNaze
prezivijo, zato je potrebno vodo in vse raztopine obdelati z DEPC (dietil pirokarbonatom),
ki inaktivira RNaze. Za premikanje objektnih stekelc se uporablja plasticne pincete
obdelane s 70% etanolom in sprane z DEPC vodo (Schwarzacher in Heslop-Harrison,
2000).

2.2.3.2 Fiksacija tkiva

Da se morfologija bioloskega materiala ohrani, ga je potrebno fiksirati, vendar je s
kemic¢nega vidika nekaj omejitev (Roche Applied Science, 2002/2003). Pri izbiri metode
fiksacije tkiva moramo uravnovesiti: 1. dostopnost tarCnega zaporedja za sondo; 2.
ohranitev maksimalne koli¢ine taréne DNA oz. RNA v tkivu; 3. ohranitev morfolologije
tkiva (Tecott in sod., 1987 cit. po Montgomery, 2002; Hofler, 1990, cit. po Montgomery,
2002).

Uporaba precipitajocih fiksativov, kot so mesSanice alkohola in ocetne kisline, omogoca
dobro penetracijo sonde, vendar povzroca izgubo RNA iz tkiva (Montgomery 2002) in
slabso morfologijo preparata (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000). Ocetna kislina je
univerzalen fiksativ za razmaze. Unici proteine, da postane kromosomska DNA dostopna
in pomaga pri pritrditvi materiala na objektna stekelca (Schwarzacher in Heslop-Harrison,
2000). Glutaraldehid ohrani tako RNA v tkivu, kot tudi morfologijo tkiva, vendar zaradi
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zamrezenosti proteinov sonda tezko penetrira v tkivo in so tako nukleinska zaporedja
nedostopna (Montgomery, 2002). Najbolj uporaben fiksativ je tako 4% raztopina
paraformaldehida, za katero je znacilno ugodno razmerje med vsemi tremi zahtevami
(Montgomery, 2002).

Tkivo pogosto tudi zamrznejo v tekoCem duSiku, ga narezejo in fiksirajo v
paraformaldehidu. Slabost je slabse ohranjena morfologija tkiva, vendar pa se tkivo lahko
uporabi tako za hibridizacijo in situ kot tudi za izolacijo DNA in RNA (Montgomery,
2002).

Alternativo klasi¢nim fiksativom so Borlido in sod. (2002) uporabili Histochoice MB
(Amresco), neskodljiv fiksativ, ki ne zamrezi proteinov. Morfoloska struktura se po
fiksaciji s tem fiksativom dobro ohrani, ohranjensot nukleinskih kislin je dobra, ob tem pa
je dobra tudi dostopnost za sondo.

2.2.3.3 Priprava tkivnih rezin

2.2.3.3.1 Vklapljanje vzorcev tkiva in rezanje rezin

Hibridizaciji in situ, ki omogoca analizo ekspresije genov in zaznava prisotnost bakterij ter
virusov v okuzenih tkivih, se obi¢ajno izvaja na rezinah pritrjenih na objektnih stekelcih.

Za vklapljanje in rezanje rezin se obicajno uporablja parafin, saj se ga lahko nareze na do 2
um tanke rezine, pri cemer se morfologija ohrani. Parafin je potrebno pred hibridizacijo
temeljito odstraniti za boljSo dostopnost tarce (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Na serijskih parafinskih rezinah se lahko opazuje struktura, tridimenzionalna zgradba,
mogoci pa so tudi vzporedni poskusi. Nekaterih tkiv se ne da vklopiti v parafin tako, da bi
se morfologija zadovoljivo ohranila. V tem primeru se uporablja akrilne smole in
polietilenglikol. Za boljSo locljivost in opazovanje pod elektronskim mikroskopom se
uporablja smole. NajboljSa obcutljivost je pri zamrznjenem materialu z minimalno
kemicno fiksacijo, vendar se morfologija slabse ohrani (Schwarzacher in Heslop-Harrison,
2000).

Glede na zeleno debelino rezin je potrebna previdnost in natanénost pri rezanju. Rezine se
nareze s pomoc¢jo mikrotoma ali ultramikrotoma (pri tem se vklopljen ali zamrznjen
material pomika ob staticnem rezilu), ali pa s pomocjo hitro vibrirajoega rezila
(Vibratome) narezemo svez ali vklopljen material (Schwarzacher in Heslop-Harrison,
2000).

Za izboljsanje adhezije celic in rezin na objektna stekelca so lahko uporablja premaz s poli-
L-lizinom ali pa silanom (3-aminopropiltrietoksi-silan). Ti reagenti prevlecejo stekelca z
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nabitimi skupinami, ki izboljSajo vezavo rezin na objektnik, da se obdrzijo na njem med
dolgotrajnim postopkom hibridizacije (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

2.2.3.3.2 Permeabilizacija s proteazami

Proteoliti¢na razgradnja preparatov s proteazami, proteinazo K ali pronazo E, se uporablja
za delno odstranitev proteinov, ki povecajo signal ozadja in ovirajo dostop sond do tarce, v
manjsi meri pa tudi razgrajujejo nukleaze. Proteoliticna razgradnja je potrebna po fiksaciji
s paraformaldehidom in glutaraldehidom, ki zamrezita proteine. IzboljSa signal sond
daljsih od 100 bp, ni pa potrebna pri oligonukleotidnih sondah. Koncentracija in cas
delovanja morata biti natan¢no prilagojena glede na material. Pronaza E je primernejsa za
nekatera tkiva, saj je SirSe specifi¢na in je primernejSa za rastlinski material. Optimalna
koncentracija proteinaze in dolzina obdelave sta odvisni od tkiva in ju je potrebno
empiri¢no dolociti. Obdelava s kislinami, detergenti in pepsinom so neznejSa in manj
ucinkovita za tkiva fiksirana s fiksativi, ki zamrezijo proteine. Po obdelavi s proteinazami
je preparate potrebno ponovno fiksirati v paraformaldehidu, da se tkivo stabilizira in ohrani
nukleinske kisline (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

2.2.3.3.3 Alternativna fiksacija in rezanje sveZih rezin

Po metodi, ki so jo opisali Borlido in sod. (2002), se je mogoce izogniti grobim
postopkom, ki poslabsajo morfolosko zgradbo. Tkiva se ne dehidrira, ne vklaplja v smolo
ali parafin, pri ¢emer se izogne unicenju tkiva in omogocena je boljSa penetracija sonde.
Uporaba proteinaze K in drugih proteaz, ki unicuje s fiksativi povezane proteine in poveca
dostopnost tarce, uniCuje tudi morfologijo celic (Pringle, 1995, cit. po Borlido in sod.,
2002). Ob uporabi fiksativa Histochoice MB (Amresco), ki ne zamrezi proteinov,
razgradnja s proteazami ni potrebna. Tkivo, fiksirano v Histochoice, se lahko nareze z
vibratomom. Morfoloska zgradba se pri tem dobro ohrani, lo¢ljivost pa je dobra, kljub
temu da so rezine debele. Vibratomske rezine predstavljajo prednost pred kriorezinami
zamrznjenega materiala in rezinami tkiva vklopljenega v parafin. Pri zamrznjenih rezinah
se slabo ohrani struktura, pri v parafin vklopljenih rezinah pa je potrebno odstraniti vosek,
rehidrirati v seriji grobih in dolgotrajnih korakov, zamrezene proteine pa delno razgraditi s
proteinazami. Tkivo, vklopljeno v epoksi ali hidrofilne smole, je slabo permeabilno za
sonde (Bendayan in sod., 1984, cit. po Borlido in sod., 2002). Na vibratomu se rezine hitro
nareze in, ¢eprav so debelejSe (povpreéno 50 um) kot parafinske rezine, je obcutljivost
boljsa, saj je ve¢ tar¢nih molekul dostopnih za sondo. Tehnika je uporabna tudi zaradi
dostopnosti konfokalnega mikroskopa (Borlido in sod., 2002). Z uporabo mikrotiterskih
plos¢ za inkubacijo in menjavo raztopin v luknjicah se izognemo uporabi poli-L-lizina ali
silana, ki sta potrebna za adhezijo rezin na objektna stekelca. Adhezivi lahko v postopku
hibridizacije vezejo Se druge snovi, kar prispeva k vi§jemu signalu ozadja.
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2.2.3.4 Hibridizacija in situ

2.2.3.4.1 Acetilacija

Obdelava rezin z anhidridom ocetne kisline zmanjSa moznost elektrostati¢ne vezave sonde
na rezine z acetilacijo pozitivno nabitih amino skupin, kot jih imajo npr. bazi¢ni proteini.
Acetilacija prepre¢i tudi nespecificno vezavo sonde na s poli-L-lizinom prevlecena
objektna stekelca in odstrani endogeni biotin ter s tem nespecificni signal ozadja. Prav tako
tudi inaktivira proteaze (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

2.2.3.4.2 Predhibridizacija

Pred samo hibridizacijo in situ 1-2 uri material predhibridiziramo v hibridizacijskem pufru
brez sonde na temperaturi hibridizacije. To zagotovi dobro penetracijo sonde v tkivo in
blokiranje nespecificnih vezavnih mest (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000). S
postopkom predhibridizacije zmanjSano signal ozadja (Roche Applied Science,
2002/2003). Za rezine ta postopek ni nujen in v€asih vodi celo v zmanjsanje signala, saj se
sonda Se bolj razred¢i. Rezine lahko pred dodatkom hibridizacijske meSanice dehidriramo,
da zagotovimo to¢ne koncentracije reagentov in sonde (Schwarzacher in Heslop-Harrison,
2000).

2.2.3.4.3 Hibridizacija

Dvoverizna tar¢na zaporedja je potrebno pred hibridizacijo denaturirati na 85 do 95°C,
medtem ko RNA tar¢ ni potrebno denaturirati (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Hibridizacija poteka tako, da majhno koli¢ino raztopine sonde nanesemo na objektno
stekelce z rezinami tkiva, pokrijemo s krovnim stekelcem in inkubiramo na doloceni
temperaturi. Pod krovnim stekelcem moramo odstraniti vse mehurcke, saj v nasprotnem
primeru na mestu mehur¢ka ne bo obarvanja (Montgomery, 2002). V vecini protokolov
hibridizacija poteka ¢ez no¢. V tem casu sonde najdejo svoja komplementarna zaporedja.
Nekaj-urne hibridizacije so primerne za ponavljajoca zaporedja (Schwarzacher in Heslop-
Harrison, 2000).

V hibridizacijski meSanici je poleg sonde Se inertna DNA, izolirana iz lososove ali
slanikove sperme ali iz E. coli, ki tekmuje s sondo pri nespecificni vezavi na proteine in
druga vezavna mesta. V hibridizacijski meSanici je obicajno hidratirana komponenta, ki
veze prosto vodo in s tem poveca efektivno koncentracijo sonde. V ta namen uporabljajo
dekstran sulfat, polivinilpirolidon in Ficoll (Roche Applied Science, 2002/2003). SDS
(natrijev dodecilsulfat) omogoca boljSo penetracijo sonde. EDTA (etilendiamin tetraacetat)
veze Mg”" ione, ki aktivirajo nukleaze (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Specifi¢nost vezave sonde na tar¢no zaporedje je odvisna od: dolZine in zgradbe sonde,
temperature, pH, koncentracije formamida in monovalentnih kationov v hibridizacijskem
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pufru. S spreminjanjem teh parametrov je mogoce spremeniti afiniteto sonde do tarénega
zaporedja. Za hibridizacijo so pogoji nastavljeni tako, da omogocajo vezavo sonde na
tar¢no zaporedje, ne pa na nespecifi¢na zaporedja (Montgomery, 2002).

Zaradi penetracije sonde v zamrezeno tkivo, je dolzina sonde kriti¢na. Optimalna dolZina
sonde je odvisna od tkiva in njegove priprave. Priporocljive so dolzine med 50 in 200 bp.
Krajse sonde oblikujejo manj stabilne hibride, vendar pa je kraj$i fragment s 100%
homologijo bolj stabilen kot dalj$i z manjSo homologijo. Stabilnost je odvisna tudi od
polozaja nepravilnih parjenj (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Tudi vsebnost nukleinskih kislin vpliva na vezavo sonde. V baznem paru G-C nastanejo 3
vodikove vezi, medtem ko v paru A-T le dve. Tako vi§ja vsebnost baznih parov G-C
poveca temperaturo taljenja hibridov in s tem zmanjSa strogost (specifi¢nost) vezave
(Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Med hibridizacijo in spiranji mora biti temperatura natancno nadzirana. Sprememba za 1°C
spremeni strogost za 1%. Obicajno hibridizacija poteka med 25 in 65°C, vendar je
potrebno pri tem upostevati druge dejavnike, kot so poskodbe morfologije in odlepljanje
rezin pri vi§jih temperaturah (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Tako pod alkalnimi kot tudi pod kislimi pogoji DNA denaturira. Za kontrolo strogosti
vezave se spreminjanje pH obi¢ajno ne uporablja in ima med 5 in 9 le manjsi ucinek
(Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Pri nizjih koncetracijah monovalentnih kationov so hibridi manj stabilni. Koncentracijo
monovantnih kationov (predvsem natrija) kontroliramo z dodatkom Sibkega pufra SSC
(pufer z natrijevim kloridom in natrijevim citratom) ali natrijevim fosfatnim pufrom med 1
M in 20 mM (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Formamid destabilizira dvojno vija¢nico, kar omogoca nizje temperature hibridizacije in
vi§je koncentracije soli pri enaki strogosti vezave. Zaradi toksi¢nosti te organske tekocine
(CH3NO) se zmanjSuje njena uporaba (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

2.2.3.4.4 Posthibridizacijska spiranja

Po hibridizaciji sledi serija spiranj. Spiranje odstrani nevezane ali slabSe vezane sonde in
hibridizacijsko mesanico. Pogoje je potrebno prilagoditi glede na temperaturo taljenja
hibridov, pa tudi glede na dolzino sonde in metodo oznacevanja. Nizja kot je koncentracija
soli in vi§ja kot je temperatura, bolj so zaostreni pogoji spiranja (Roche Applied Science,
2002/2003). Ce so pogoji spiranja preve¢ zaostreni, lahko izgubimo obgutljivost, v
nasprotnem primeru pa se poveca signal ozadja (Montgomery, 2002). Oligonukleotidi
zahtevajo neZnej$a spiranja. Temperaturo med spiranji je potrebno nadzorovati. Ce se
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temperatura dvigne le za nekaj stopinj, lahko odstrani ve¢ino vezane sonde (Schwarzacher
in Heslop-Harrison, 2000).

Razli¢ni protokoli predvidevajo razli¢no strogost spiranj. Ponekod priporocajo bolj stroge
pogoje spiranja, kot za hibridizacijo (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000), drugod pa
strozjo hibridizacijo in manj stroga spiranja (Roche Applied Science, 2002/2003)

2.2.3.5 Detekcija hibridiziranih mest

Detekcija hibridiziranih mest je pomemben del hibridizacije, saj omogoca lokalizacijo
hibridov med sondo in taro. Detekcijski koraki so odvisni od oznacevalca vezanega na
sondo (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Pri uporabi s fluorokromi oznacenih nukleotidov lahko signal zaznamo ze neposredno s
fluorescenéno mikroskopijo. Pogosto se uporablja tudi protitelesa za fluorokrome, Se
posebej za fluorescein. Pri tem se signal ojaca. Fluorokromi se uporabljajo za detekcijo
DNA v kromosomih, saj omogocajo natan¢no lokalizacijo signala in lokalizacijo vec tarC z
razlicnimi fluorokromi (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

S posrednimi metodami reporterske molekule zaznamo s protitelesi. Digoksigenin
zaznavamo s protitelesi proti digoksigeninu, sonde oznacene z biotinom pa z avidinom ali
protitelesi proti biotinu (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000). Protitelesa in avidini so
konjugirani s fluorokromi, encimi ali kovinami in tako omogocajo razli¢ne nacine
detekcije, odvisno od Zelene obcutljivosti in locljivosti (Schwarzacher in Heslop-Harrison,
2000).

2.2.3.5.1 Detekcija protiteles konjugiranih z encimi

Kolorimetri¢na detekcija s protitelesi konjugiranimi z encimi, ki katalizirajo precipitacijo
obarvanih pigmentov iz substratov, je zelo obcutljiva, vendar teZavnejSa, manj prostorsko
definirana in lahko jo omejuje nespecificen signal ozadja (Schwarzacher in Heslop-
Harrison, 2000). Prednost je tudi stabilnost precipitatov. Glede na pogostost tarce reakcija
lahko poteka nekaj minut, ur ali dni (Roche Applied Science, 2002/2003). Analizira se jo
lahko s presevno svetlobno mikroskopijo. Pogosteje se jo uporablja za detekcijo RNA
(Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Najpogosteje se uporablja alkalna fosfataza konjugirana s protitelesi ali avidinom. Pogosto
se uporablja tudi hrenova peroksidaza, B-galaktozidaza in glukozna oksidaza (Roche
Applied Science, 2002/2003).
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2.2.3.5.1.1 Alkalna fosfataza

Kot substrat za alkalno fosfatazo (AP) se uporablja BCIP/NBT (5-bromo-4-kloro-3-
indolilfosfat/nitroblue tetrazolium) (Roche Applied Science, 2002/2003). Alkalna fosfataza
odcepi fosfatno skupino z BCIP in reducira NBT, nastane v vodi netopen vijolicno obarvan
precipitat (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000). Aktivnost alkalne fosfataze se lahko
zazna tudi z nekaterimi drugimi barvili, npr. s Fast Red (Schwarzacher in Heslop-Harrison,
2000). BCIP/NBT je eden najbolj obcutljivih encimskih substratov, vendar se v
rastlinskem tkivu barvilo NBT veze na ksilemske sekundarne stene. Uporaba polivinilnih

alkoholov v barvnih raztopinah (De Block in Debrouwer, 1996, cit. po Borlido in sod.,
2002) prepreci difuzijo reakcijskih intermediatov.

Ker je v nekaterih tkivih prisotna endogena encimska aktivnost, ki lahko povzro¢i mo¢an
nespecifi¢ni signal, se za utiSanje endogene aktivnosti fosfataz uporablja levamisol, vendar
ta obdelava ni vedno potrebna, saj se aktivnost endogenih fosfataz izgubi med hibridizacijo
(Roche Applied Science, 2002/2003).

2.2.3.5.1.2 Hrenova peroksidaza

Kot substrat za hrenovo peroksidazo se najpogosteje uporablja DAB (diaminobenzidin)
(Roche Applied Science, 2002/2003). Hrenova peroksidaza razcepi DAB v rjav precipitat,
ki je netopen v alkoholu, ksilenu in vodi (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Endogeno encimsko aktivnost peroksidaz lahko utiSamo z 1% H,O;, v metanolu za 30
minut (Roche Applied Science, 2002/2003), lahko pa tudi s peridatom, borohidridom,
natrijevim nitrofericianidom ali pa fenil hidrazinom (Schwarzacher in Heslop-Harrison,
2000).

Ker sta produkta delovanja hrenove peroksidaze in alkalne fosfataze razli¢nih barv, se ju
lahko uporablja za dvojno hibridizacijo. Signal obeh metod se lahko ojaca z zlatom in

srebrom, barvo se lahko spremeni tudi s tezkimi kovinami (Roche Applied Science,
2002/2003).

2.2.3.5.2 Pomnozitev signala s tiramidnim sistemom

Pomnozitev signala s tiramidnim sistemom je encimska detekcijska metoda, ki izkorisca
kataliti¢no aktivnost hrenove peroksidaze za tvorbo gosto oznacenega tarénega proteina ali
nukleinskega zaporedja. Je kombinacija treh procesov:
1. vezava sonde na tarCo, Cemur sledi detekcija sonde z protitelesi ali streptavidinom
oznacenimi s hrenovo peroksidazo
2. hrenova peroksidaza aktivira vecje Stevilo molekul tiramidnega derivata
oznacenega, s haptenom
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3. kovalentno spajanje visoko reaktivnih in kratkozivec¢ih tiramidnih radikalov z
nukleofilnimi ostanki v blizini hrenove peroksidaze na tarc¢i, kar mo¢no ojaca signal,
vendar ga tudi prostorsko omeji zaradi kratkega Casa difuzije tiramidnih radikalov
(Tyramide Signal Amplification Kits, Molecular Probes, 2005).

Tiramidne radikale lahko zaznavamo z direktnimi fluorescentnimi metodami ali indirektno
s kromogenimi metodami. S tiramidnim sistemom lahko signal hibridizacije in situ
pomnozimo do 1000-krat (Ruzin, 1999). Prednosti te metode so zelo obcutljiva detekcija
tar¢ nizke gostote in uporaba nizje koncentracije protiteles in sond. Optimalna
koncentracija sonde je 2-10 krat manjSa kot pri konvencionalnih imunocitokemic¢nih
detekcijskih postopkih. To je pomembno pri detekciji kratkih oligonukeotidnih sond in
redkih mRNA s hibridizacijo in situ (Tyramide Signal Amplification Kits, Molecular
Probes, 2005).

2.2.3.6 Kontrole

Da lahko ocenimo signal hibridizacije in ga lahko lo¢imo od signala ozadja, je vedno
potrebno uporabiti kontrolne postopke. DNA:DNA hibridizacija obiCajno ne zahteva
kontrol, saj so tar¢e dobro definirane in so enake v vsaki celici. Pri mRNA, virusih in
bakterijah ni specificne distribucije, da bi lahko uporabili za kontrole notranje standarde.
Poleg tega je v tkivih endogeno prisotnih veliko encimov, ki lahko zasenc¢ijo pozitivni
signal. Zaporedne rezine istega tkiva so primerne za primerjavo kontrolnega in
hibridiziranega tkiva (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000).

Kontrole lahko razdelimo na pozitivne in negativne. S pozitivnimi kontrolami preverimo
delovanje postopka hibridizacije in detekcije:
e tkivo, ki zagotovo vsebuje taréno nukleotidno zaporedje,
e oznacena sonda komplementarna pogosti tar¢i v celicah, kot je npr. mRNA za a-
tubulin (vzdrZevalni/hiS$ni geni).

Z negativnimi kontrolami preverimo obseg in razporeditev nespecificne hibridizacije in
signala ozadja, ki je posledica nespecificne vezave sonde ali pa endogene encimske
aktivnosti (Schwarzacher in Heslop-Harrison, 2000):
e uporaba smiselnih sond, ki imajo enako zaporedje kot tarca, in se zato ne veZejo na
tarco (protismiselne sonde imajo komplementarno zaporedje in se vezejo na tarco)
e tkivo, ki ne vsebuje tar¢nega zaporedja komplementarnega protismiselni sondi,
¢ hibridizacija s sondo, ki zagotovo ni zastopana v tkivu (nesmiselna sonda),
e razgradnja RNA z RNazami pred hibridizacijo, da zagotovo ni tarce v preparatu,
e hibridizacija brez sonde, da preverimo specifi¢nost detekcije,
¢ hibridizacija brez ali z sondo v kombinaciji z detekcijskimi koraki brez protiteles,
da pokazemo, da encim konjugiran s protitelesi ni prisoten endogeno
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Za doloceno zaporedje lahko uporabimo tudi ve¢ sond, ki se med seboj le malo razlikujejo.
S tem lahko ugotovimo, ¢e zaznavamo podobna zaporedja ali to¢no doloCeno. Rezine
lahko najprej hibridiziramo z neoznacenimi sondami in nato Se z oznaCenimi. S tem
prepre¢imo oznacitev tarénih zaporedij, vidimo pa le ozadje. Pri detekciji mRNA se lahko
ozadja znebimo z uporabo RNaz po hibridizaciji. S hibridizacijo prenosa northern lahko
dokazemo, da se oznacena sonda veze na tar¢no zaporedje prave molekulske velikosti. Z
imunohistokemijo lahko dokazemo proteinski produkt tarénega gena. Negativni rezultat
tega poskusa pa ni nujno neuspesna hibridizacija in situ, pa¢ pa tudi neprevedena mRNA
ali pa se nastali protein hitro transportira drugam (Montgomery, 2002).

2.2.3.7 Mikroskopija

2.2.3.7.1 Svetlobna presevna mikroskopija

Pri svetlobni mikroskopiji slika nastane pri prehodu svetlobe skozi preparat. Vrednotenje
rezultatov hibridizacije in situ je pri svetlobni mikroskopiji lahko najbolj rutinsko z
uporabo encimskih oznadevalcev, saj so preparati obstojni (Roche Applied Science,
2002/2003).

2.2.3.7.2 Fluorescenc¢na mikroskopija

Fluorescencni mikroskop vsebuje izvor svetlobe za ekscitacijo fluorokromov in filtre, ki
prepuscajo svetlobo, ki jo fluorokromi nato emitirajo. Metoda je lahko visoko obcutljiva.
Uporablja se lahko za ekscitacijo ve¢ razli¢nih fluorokromov z razlicnimi spektri izsevane
svetlobe, kar omogoca zaznavanje vec razli¢nih tar¢ (Roche Applied Science, 2002/2003).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 Priprava raztopin

DEPC voda (1 I):

e 1 1dH,O (destilirana voda)

e 1 ml DEPC (Sigma)

e Cez no¢ meSanje v digestoriju na magnetnem mesalu

e 2 x avtoklaviramo 15 min na 120°C
Za pripravo nadaljnih raztopin lahko uporabimo DEPC vodo, ali pa jih pripravimo z
destilirano vodo in nato dodamo DEPC do 0,1% (v/v), meSamo ¢ez no¢ in avtoklviramo.

3.1.1 Priprava raztopin za sterilizacijo posode:

3% H,0; (2 1)
e 200 ml 30% H,0, (Belinka)
e 1800 mld H,O

3.1.2 Priprava raztopin za hibridizacijo:

5 M NacCl (100 ml):
e 29,22 g NaCl (Merck)
e do 100 ml DEPC vode
e avtoklaviramo

145 mM NacCl (200 ml):
e 6ml5 M NaCl
e do 200 ml DEPC vode

10x PBS (fosfatni pufer s soljo) (100 ml):
e 7,60 g NaCl (Sigma)
e 0,99 g Na,HPO, (Sigma)
e 0,43 g NaH,PO4x2H,0 (Merck)
e 90 ml DEPC vode, raztopimo soli
e pHuravnamona 7,4 z 1 M NaOH ali 1 M HCI
e do 100 ml DEPC vode
e avtoklaviramo
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1x PBS (200 ml):
e 20 ml 10x PBS
e do 200 ml DEPC vode

20x SSC (20 ml):
e 35¢gNaCl
e 1,76 g Na-citrat dihidrat (Kemika)
e 18 ml DEPC vode
e uravnamo pHna 7z 1 M NaOH
e do 20 ml DEPC vode
e avtoklaviramo

10x SSC (40 ml):
e 20 ml20x SSC
e 20 ml DEPC vode

2x SSC (110 ml):
e 11 ml20x SSC
e do 110 ml DEPC vode

10% SDS (100 ml):
e 90 ml DEPC vode
e segrevamo na 68 °C in meSamo na meSalniku
e postopoma dodajamo 10 g SDS
e do 100 ml DEPC vode
e ne avtoklaviramo

0,5M EDTA (10 ml):
e 1,46 g EDTA (Sigma)
e 8 ml DEPC vode
¢ mesSamo na mesalniku in sproti dodajamo zrna NaOH (Scharlau), dokler se tekoc¢ina
ne zbistri
e pHuravnamona 8 z1 M NaOH ali 1 M HCI
e do 10 ml DEPC vode
e avtoklaviramo

1 M Tris BASE (100 ml):
e 15,76 g Tris BASE (Sigma)
e do 100 ml DEPC vode (DEPC ne smemo dodati naknadno, ker unici Tris)
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1 M Tris HCI (100 ml):
e 12,11 g Tris HCI (Sigma)
e do 100 ml DEPC vode (DEPC ne smemo dodati naknadno, ker unic¢i Tris)

100 mM Tris-HCI pH 7,6 (40 ml):
e 32mlIM Tris HCI
e (0,8ml 1M Tris BASE
e do 40 ml DEPC vode

Preglednica 1: pH vrednosti raztopin Tris-HCI.

pH % 1M Tris-HC1
6,8 96

7,5 84

7,6 81

9,5 8

Etanolna (EtOH) vrsta (40 ml):

Preglednica 2: Priprava etanolne vrste (40 ml).

% EtOH 96%EtOH [ml] 145 mM NaCl [ml]
90 38 2
85 35 5
70 29 11
50 21 19
30 12,5 27,5

TE (50 mM TrisHCI, 5 mM EDTA) (1 ml):
e 50l 1M TrisHCI pH 7,6 (40,5 pl 1 M TrisHCl in 9,5 pl 1 M Tris BASE)
e 10ul0,5MEDTA
e 940 ul DEPC vode
0Z.
e 500 pul 100 mM TrisHCI pH 7,6
e 10ul0,5MEDTA
e 490 ul DEPC vode

3.1.3 Priprava raztopin potrebnih za okuzevanje rastlin:

raztopina A (0,2 M) (1000 ml):
e 31,2 g NaH,PO4x2H,0 (Mw= 156,1) (Merck)
e 1000 ml dH,O
e hranimo na -20°C
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raztopina B (0,2 M) (1000 ml):
o 28,39 g Na,HPO, (Mw= 141,96) (Merck)
e 1000 ml dH,O
e hranimo na -20°C

0,02 M fosfatni pufer za mehansko inokulacijo (100 ml):
e 1,3 ml raztopine A (0,2 M):
e 8,7 ml raztopine B (0,2 M):
e 0,225 g DIECA (dietil ditiokarbonat, shranjen na 4°C) (Merck)
e do 100 ml dH,O
e umerimo pH na 7,6
e hranimo na 4°C

3.1.4 Priprava fiksativov:

4% PF (paraformaldehid) (100 ml):
e 4,0 g paraformaldehida (Acros Organics)
e &80 mldH,O
¢ 10 min segrevamo na 60°C, meSamo na magnetnem mesalu
e dodamo zrnca NaOH (Merck), da se tekocina zbistri
e ohladimo
e 10ml 10x PBS
e umerimo pH na 7,4 s H,SO4 (Scharlau)
e do 100 ml dH,O

4% PF z 0,1% TritonomX-100 (100 ml):
e 100 ml 4% PF dodamo 100 pl TritonX-100 (Sigma)

FAA (formalin-etanol-ocetna kislina) (80 ml):
e 40 ml 96% EtOH (Kefo)
e 8 ml 37% formalina (vodna raztopina formaldehida) (J.T.Baker)
¢ 4 ml koncentrirane (led) ocetne kisline (Scharlau)
e 28 mldH20

3.1.5 Lovljenje virusnih delcev na protitelesa

10x PBS II (1000 ml):
e 80 g NaCl (Merck)
e 2 g KH,PO4 (Merck)
e 11,4 g Na,HPO4 (Merck)
e 2 g KCIl (Kemicna tovarna Podnart)
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e do 1000 ml dH,O

Pufer za spiranje (PBS-Tween) (1000 ml):
e 100ml 10x PBSII
e 0,5 ml Tween 20 (Bio-Rad)
e 800 ml dH20
e umerimo pHna 7,4
e do 1000 ml dH,O

Ekstrakcijski pufer (1000 ml):
e 1000 ml PBS-Tween
e 20 g PVP (polivinil pirolidon) (40)
e 2 g BSA (goveji serumski albumin) (British BioCell International)
e umerimo pH na 7,4

Karbonatni pufer (1000 ml):
e 1,59 g Na,COs (Merck)
e 293 g NaHCOs; (Kemika)
e 900 ml destilirane H,O
e umerimo pH na 9,6
e do 1000 ml dH20

Pronaza E, 125 pg/ml (proteaza iz Streptomyces griseus, tip XIV (brez DNaz in RNaz);
Sigma):

e 3 ul pronaze E, 40 mg/ml

e O57TuTE

Proteinaza K:
e 11 pl proteinaze K (Roche), 18 mg/ml
e 979 ulTE
e za SDS+ dodamo 8 ul 10% SDS v 400 pl raztopine proteinaze K

3M Na acetat (10 ml):
e 246 g CH;COONa (Sigma)
e do 10 ml dH,O

1x TAE (tris acetatni pufer) (5 1):
e 100 ml 50x TAE (Fermentas)
e do51dH20



Milakar J. Lokalizacija virusa PVY"™ v rastlinah krompirja.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

3.1.6 Hibridizacija tockovnega odtisa

3.1.6.1 Hibridizacija tockovnega odtisa I, II, I1I

100x Denhardtova raztopina (25 ml):

0,5 g PVP (Sigma)

0,5 g Ficoll (Sigma)

0,5 g BSA (British BioCell International)
do 25 ml DEPC vode

steriliziramo z 0,2 pum filtrom
alikvotiramo po 1 ml

shranimo pri —20 °C

Predhibridizacijska meSanica I (110 ml):

22 ml 20x SSC (kon¢na konc. 4x SSC)

1 ml 100x Denhardt-ove raztopine

1,1 ml 10% SDS

0,11 ml salmon sperm DNA (9,5 mg/ml) - pred uporabo denaturiramo na 99 °C
(termo blok) 10 min

86 ml DEPC vode

1x SSC + 0,1% SDS (330 ml):

16,5 ml 20x SSC
3,3 ml 10% SDS
do 330 ml DEPC vode

2x SSC (110 ml):

11 ml 20x SSC
do 110 ml DEPC vode

Detekcijski pufer I (500 ml):

4,75 ml 1 M Tris BASE
20,25 ml 1 M Tris HCI
15 ml 5 M NaCl

do 500 ml DEPC vode
avtoklaviramo

500 pl Triton X-100

Raztopina za blokiranje I (220 ml):

1,1 g BSA
220 ml detekcijskega pufra I

25
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Detekcijska raztopina I (40 ml):

8 ul Anti-Digoxigenin-AP; Fab fragmenti (Roche) (zalozna raztopina: 750 U/ml;
pred uporabo centrifugiramo 5 min na 14000 obr/min)
40 ml raztopine za blokiranje I

AP-substratni pufer I (50 ml):

1 ml 5 M NaCl

4,6 ml 1 M Tris BASE
0,4 ml 1 M Tris HC1
do 50 ml DEPC vode
avtoklaviramo

Substratna raztopina I (40 ml):

800 ul NBT/BCIP
do 40 ml AP (alkalna fosfataza)-substratnega pufra I

2x SSC + 0,1% SDS (30 ml):

3 ml 20x SSC
0,3 ml 10% SDS
do 30 ml DEPC vode

0,2x SSC + 0,1% SDS (30 ml):

0,3 ml 20x SSC
0,3 ml 10% SDS
do 30 ml DEPC vode

3.1.6.2 Hibridizacija tockovnega odtisa IV, V, VI, VII

Pufer maleinske kisline (»maleic acid buffer«) (200 ml):

2,32 g maleinske kisline (kon¢na koncentracija 0,1 M) (Sigma)
1,753 g NaCl (konc¢na koncentracija 0,15 M) (Merck)

pH 7,5 uravnamo z zrnci NaOH (Merck)

avtoklaviramo

Pufer maleinske kisline + 0,3% Tween 20 (45 ml):

45 ml pufra maleinske kisline
135 pl Tween 20

10% reagent za blokiranje (100 ml):

10 g Blocking reagent (Roche)
do 100 ml pufra maleinske kisline

26
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e segrevamo in me$amo, da se stopi
e avtoklaviramo

1% reagent za blokiranje (15 ml):
e 1,5 ml 10% reagent za blokiranje
e do 15 ml pufra maleinske kisline

1 M fosfatni pufer (30 ml):
e 1,159 g NaH2PO4xH20 (Merck)
e 3,067 g Na2HPO4 (Merck)
e do 30 ml DEPC vode
e avtoklaviramo

Predhibridizacijska meSanica I1 (»High SDS«) (15 ml):
e 3,75 ml 20x SSC (kon¢na koncentracija 5 x SSC)
e 8ml10% SDS
e 3 ml 10% reagenta za blokiranje (kon¢na koncentracija 2%)
e 0,75 ml 1M fosfatnega pufra (kon¢na koncentracija 50 mM pH 7,2)
e 0,015 g N-laurilsarkozina (kon¢na koncentracija 0,1%) (Sigma)

2x SSC + 0,1% SDS (30 ml):
e 3ml20x SSC
e 0,3ml 10% SDS
e do 30 ml DEPC vode

0,5x SSC + 0,1% SDS (30 ml):
e 0,75 ml20x SSC
e 0,3ml 10% SDS
e do 30 ml DEPC vode

AP-substratni pufer II (30 ml)
1,6 ml 1 M TrisHCI
18,4 ml 1 M TrisBASE
0,6 ml 5M NaCl

do 30 ml DEPC vode

Substratna raztopina II (15 ml):
e 300 ul NBT/BCIP
e do 15 ml AP-substratnega pufra I1
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Priprava pronaze E:

e pripravimo TE brez vode:
o 40,5ul 1M TrisHCI
o 9,5ul1M TrisBASE
o 10ul0,5M EDTA

e zalogo pronaze E red¢imo:
o 3 ul 40 mg/ml pronaze E
o 27 ul TE brez vode

e koncna delovna raztopina: v 20 pul homogenata damo 0,62 ul red¢ene pronaze (32 x

redceno)

3.1.7 Hibridizacija in situ

Etanolna vrsta za rehidracijo parafinskih rezin (40 ml, v Coplinovih posodah):
e ksilen 10 min
e ksilen 10 min
e 100% EtOH 3 min
e 90% EtOH 3 min
e 85% EtOH 3 min
e 70% EtOH 3min
e 50% EtOH 3 min
e 30% EtOH 3 min
e 1x PBS 5 min
Med vsako prestavitvijo preparate odcedimo na papirnati brisaci.

Pronaza E (zalozna koncentracija 40 mg/ml):
e 125 pg/ml -> 320x redéeno (3 pl pronaze E, 957 ul TE)
e 500 pg/ml -> 80x red¢eno (11 pl pronaze E, 869 ul TE)
e 1000 pg/ml -> 40x redceno (22 pl pronaze E, 858 ul TE)

10% glicin v vodi (zaloZzna raztopina):
e | gglicina (Sigma)
e do 10 ml DEPC vode
e filtracija skozi 0,2 pum filter
e shranimona4 °C

Pred uporabo razred¢imo do 0,2% (40 ml):
e 800 pl 10% glicina
e d040ml Ix PBS
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2 M trietanolamin HCI:
e 5,97 g tekoCega trietanolamina (Acros Organics)
e do 15 ml DEPC vode
e pH uravnamo na 8,0 z 20% HCl
e do 20 ml DEPC vode
e filtracija skozi 0,2 um filter
e shranimo na 4 °C

0,1 M trietanolamin HCI:
e 1,5ml2 M trietanolamin-HCI
e 28,5 ml DEPC vode

50% dekstran sulfat (10 ml):
e 5 g dekstransulfata (Roth)
e 8 ml DEPC vode
e segrevamo na 65 °C, dokler se ne raztopi (nekaj ur)
e do 10 ml DEPC vode
e raztopino segrevamo v vodni kopeli na 50 °C za lazje pipetiranje in filtriranje
e filtracija skozi 0,2 pum filter
e alikvote po 50 pl, 100 pl in 200 pl shranimo na -20°C

Predhibridizacijska meSanica III:
e 200 pl 50% dekstransulfata
e 250 ul 20x SSC
e 550 ul DEPC vode

Predhibridizacijska meSanica IV:
e 130 pul 20x SSC (kon¢na koncentracija 2x SSC)
o 260 pl 50% dekstran sulfata (kon¢na koncentracija 10%)
e 910 ul DEPC vode

Hibridizacijska meSanica I:
e 8 ul 1,25 pmol/ ul sonde (kon¢na koncentracija 0,05 pmol/ ul)
e 200 pl predhibridizacijske mesanice II1

Hibridizacijska meSanica II:
e 52 ul sonde »O probe« (50 ng/ul) (kon¢na koncentracija 2 ng/pl)
e 1248 pl predhibridizacijske meSanice IV

Detekcijski pufer II (500 ml):
e 475ml1 M Tris BASE
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e 20,25ml1 M Tris HCI
e 15ml5 M NaCl

e do 500 ml DEPC vode
e avtoklaviramo

e 500 pl Triton X-100

Raztopina za blokiranje II (1,5 ml; pripravimo dve):
e 0,075 gBSA
e do 1,5 ml detekcijskega pufra II
e premesamo na vorteks mesalu
e shranimo na 4°C

0,1x SSC + 0,1% TritonX-100 (200 ml):
e 1 ml20x SSC
e do 200 ml DEPC vode
e 200 pl TritonX-100 (Sigma)

1x PBS + 0,1% TritonX-100 (500 ml):
e 50ml 10x PBS
e do 500 ml DEPC vode
e 500 pl TritonX-100 (Sigma)

Detekcijska raztopina II (500 ml):
e | ul Anti-Digoxigenin-AP; Fab fragmenti (Roche) (zalozna raztopina: 750 U/ml;
pred uporabo centrifugiramo 5 min na 14000 obr/min)
e 499 ul raztopine za blokiranje II

AP-substratni pufer III (50 ml):
e 1ml5M NaCl
e 46ml1M Tris BASE
e (0,4mll1M Tris HCI
e do 50 ml DEPC vode
e avtoklaviramo

Substratna raztopina III (800 pl; pripravimo dve):
e 16 ul NBT/BCIP
e 784 AP-substratnega pufra III

TNB pufer za blokiranje (100 ml):
e 84mllM Tris HCI
e 1,6ml1M Tris BASE

30
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e 3ml5 M NaCl

e 0,5 greagenta za blokiranje (TSATM Plus DNP (HRP or AP) System, NEN Life
Science Products)

e 87 ml DEPC vode

e segrevanje do 60 °C

e razdelimo v vec centrifugirk

e shranimo na—20 °C

DNP Amplification Reagent (zaloZna raztopina) :
e v DNP Amplification Reagent (TSATM Plus DNP (HRP or AP) System, NEN Life
Science Products) dodamo 0,15 ml DMSO (dimetilsulfoksid)
e hranimo najmanj 6 mesecev na 4°C

TNT pufer (120 ml):
e 10,08 ml 1M Tris HCI
e 192ml1 M Tris BASE
e 3.6ml5 M NaCl
e (0,06 ml Tween 20
e do 120 ml DEPC vode
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3.2 Metode
| rastline krompirja |
zorta lgor \
v lonékih
¥
| okuZevanje rastlin |
i e
fiksacijaw 4% PFin FAA | | fiksacija v Histochaoice |
¥ ¥
priprava parafinshih priprava svezih thivnih
tkivnih rezin rezin
¥ ¥
hibridizacija i =i = hibridizacija i =i =
zondami oznadenimi z zondami oznadenimi z
digoksigeninom digoksigeninom
¥
hibridizadija in site =
uporabo iramidnega
sistema za ojatanje
signala
zarta Pentland Squire iz
tivne kulure
- ¥ >
| fikzacijaw 4% PFin FAA | lowlienje virusnih delcay fikzacija w Histochoice
¥ na protiteleza ¥
priprava p arafinskih . priprava svezZih thkivnih
thivnih rezin test adpiranja plasénega rezin
v v proteina ¥
hibridizadja im site = test razgradnje tiivnih pronaza E, TS, 20min hibridizacija i st =
fluarezcenéno rezin s pronazo E ! fluarescenéno
oznadenimi sondami pronaza E, protein aza.ki oznadenimi sondami
v (+f- SDSY, 3700, 30 min
poshus adprave FORC, 10 min
gutoflorescence z 0,1%
keristal wijali¢nim ter =
glicinom’in HNaBH,
&
| precipitacja | | eleldroforeza | kancentiranje hibridizacija
v {I-1n tofkownega

| RT-FCR v realnam &asu | adisa LMD

Slika 2: Shematski prikaz uporabljenih metod

3.2.1 Priprava posode

V vseh postopkih smo uporabljali material, ki je bil sterilen in brez RNaz. Vso posodo smo
oprali z detergentom Kemex (Kemika), sprali z destilirano vodo in pustili, da se osusi.
Stekleno posodo smo pokrili z aluminijasto folijo in jo suho sterilizirali 4h na 200°C.
Plasti¢no posodo, pokrovcke, pincete, magnetna mesala smo sterilizirali kemi¢no. Najprej
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smo jih sprali s 96% EtOH in jih nato namakali 15 min v 3% H,0,. Posodo smo pustili na
pladnju s papirjem, da se je osusila. Pri delu smo uporabljali sterilne rokavice brez smukca.
Postopke smo priredili po Nikoli¢ (2006).

3.2.2 Okuzevanije rastlin krompirja sorte Igor s PVYN™

Uporabili smo postopek, ki ga uporabljajo na NIBu. Okuzen rastlinski sok smo pripravili iz
Stirth okuZenih rastlin krompirja sorte Pentland Squire iz tkivne kulture. Iz §tirih zdravih
rastlin krompirja Pentland Squire iz tkivne kulture smo pripravili rastlinski sok za slepo
okuzevanje rastlin. Rastlinski material in 0,02 M fosfatni pufer za mehansko inokulacijo
smo pripravili v terilnici v razmerju 1:3 (1 g rastlinskega materiala, 3 ml fosfatnega pufra)
in strli do tekocine.

OkuZevali smo rastline krompirja sorte Igor. Delovno povrSino smo o€istili z etanolom.
Loncke z rastlinami smo oznacili kot okuzene (okuzili z rastlinskim sokom rastline
okuzene z virusom PVY (PVY+)), slepe (inokulirali s rastlinskim sokom zdrave rastline
(PVY-)) in zdrave (nismo obdelali). Z debelim flomastrom smo oznacili peclje treh
spodnjih zdravih listov. Nato smo jih potresli s karborundom (Prolabo, VWM
International). Nadeli smo si rokavice in s prstom namazali rastlinski sok na s
karborundom posute liste. Pustili smo delovati 10 minut in s puhalko z navadno vodo
sprali rastlinski sok in karborund z lista. Rastline smo odnesli v rastlinjak ter med okuzene
in neokuzene rastline postavili pregrado. Spremljali smo bolezenska znamenja ter znake
ranitve in stranja na rastlinah, ter jih fotografirali. Po 12 dneh smo rastline fiksirali.

3.2.3 Fiksacija rastlinskega materiala v 4% PF in FAA

Uporabili smo postopek, ki ga uporabljajo na katedri za botaniko. Fiksativa 4% PF s
Tritonom X-100 ter FAA smo razporedili po priblizno 10 ml v stekleni¢ke. Vanje smo nato
loCeno razporedili razlicne dele okuZenih in neokuzenih rastlin. Odprte stekleniCke s
tkivom smo dali v eksikator in iz¢rpali zrak ter pustili 10 minut. Tako se je tkivo v
vakuumu degaziralo. Stekleni¢ke smo nato zaprli in jih ¢ez no¢ shranili v hladilniku.

3.2.4 Dehidracija

Uporabili smo postopek, ki ga uporabljajo na katedri za botaniko. Po fiksaciji v PF smo
najprej inkubirali 30 min v 30% EtOH in nato Se v 50% EtOH. Nato smo vse vzorce (tudi
tiste ki so se fiksirali v FAA) dehidrirali v seriji terciarnega butilnega alkohola (TBA), ki
smo ga med poskusom segrevali na radiatorju:

e 10 ml TBA, 40 ml 96% EtOH, 50 ml dH2O (1h, sobna temperatura)

e 20ml TBA, 50 ml 96% EtOH, 30 ml dH2O (1h, sobna temperatura)

e 35ml TBA, 50 ml 96% EtOH, 15 ml dH2O (1h, sobna temperatura)
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e 55ml TBA, 45 ml 96% EtOH (¢ez no¢, sobna temperatura)

e 75ml TBA, 25 ml 96% EtOH (1h, sobna temperatura)

e 100 ml TBA (1h, radiator)

e 100 ml TBA (1h, radiator)

e 100 ml TBA (¢ez no¢, v pecici na 56 °C)

e dodali enako koli¢ino stopljenega voska (Paraplast plus; Sherwood Medical Co)
(Cez no¢, v pecicina 56 °C)

e 3xna 3-4 ure zamenjali vosek s svezim

3.2.5 Vklapljanje v bloke

Uporabili smo postopek, ki ga uporabljajo na katedri za botaniko. Toplo plos¢o smo segreli
na 68 °C in jo tesno pokrili z aluminijasto folijo ter na njej postavili Sotor iz aluminijaste
folije (za zadrZevanje toplote). Kalupe in pinceto smo segrevali na topli plos¢i, pinceto pa
pred uporabo Se segreli na gorilniku. V kalup smo vlili vosek, vanj namestili koscek tkiva,
postavili na hladno podlago in polozili nanj oznacen plasti¢ni nosilec. Po potrebi smo
vosek Se dolili. Model smo nato dali v ledeno kopel, preden smo vzeli blok iz kalupa pa Se
za nekaj minut na led. Bloke smo shranili v hladilniku.

3.2.6 Rezanje rezin na mikrotomu

Uporabili smo postopek, ki ga uporabljajo na katedri za botaniko. Okrog vklopljenega
vzorca smo obrezali vosek v obliki trapezoida ter z rotacijskim mikrotomom (2040
Autocut; Leica Instruments GmbH) narezali 12 pm debele rezine tkiva. Izmed narezanih
rezin smo izbrali najlepSe in jih razporedili na kapljo DEPC vode na objektnem steklu v
dve skupini po 3-9 rezin. Uporabili smo navadna ter s poli-L-lizinom premazana objektna
stekla (POLY-PREP™ slides; Sigma-Aldrich). Objektna stekla z rezinami smo pustili &ez
no¢ na topli plos¢i. Rezine smo naslednji dan shranili v Skatlo za objektna stekla.

3.2.7 Nacrtovanje oligonukleotidnih sond

3.2.7.1 Fluorescentno oznacene sonde

Kot florescentno oznafene sonde smo uporabili kar sonde za PCR oznacene s FAM
(karboksifluorescein) in TAMRA (tetrametilrodamin).

Preden potece PCR reakcija sveti TAMRA, saj ta sprejema svetlobo od FAM, katerega
spektra ne vidimo. Pri tem sta obe vezani na zaletni oligonukleotid. Ko potece PCR
reakcija se TAMRA odcepi, jo speremo in ne sveti ve¢ in tako vidimo spekter FAM. pH
vpliva na jakost fluorescence FAM. Med pH 7 in 8 je fluorescenca FAM maksimalna, kar
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ustreza postopku in situ hibridizacije, saj smo uporabili PBS pufer s pH 7,4. Pri vi§jih
koncentracijah sonde se energija prenese v nastanek dimerov.

Ob osvetlitvi z modro ekscitacijsko svetlobo (Slika 3) vidimo zeleno (FAM) in oranzno
(TAMRA) obarvanje. Pri osvetljevanju z zeleno ekscitacijsko svetlobo vidimo rdeco
(TAMRA). FAM hitro bledi in preparat postaja vedno bolj rde¢ (do izraza pride TAMRA,
ki je prej svetila oranzno, verjetno zaradi meSanja s FAM svetlobo). Za opazovanje
preparatov je tako najbolj primerna osvetlitev z zeleno ekscitacijsko svetlobo, kjer sveti le
TAMRA.

FAM (karboksifluorescein) » TAMRA (tetramethylrhodamine)
518 nm  zelena 555 nm

modra 494 nm rdeca 580 nm

Slika 3: Ekscitacijske valovne dolZine fluorescentno oznacene sonde

3.2.7.2 Z digoksigeninom oznacene sonde

Podatke o nukleotidnem zaporedju razlickov virusa PVY smo dobili v bazi nukleotidnih
zaporedij NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Z orodjem za poravnovo ve¢ zaporedij
smo primerjali nukleotidna zaporedja za plaS¢ni protein razlicnih sevov PVY. Za
nacrtovanje specificnih oligonukleotidnih sond smo uporabili zaporedje gena za plas¢ni
protein na mestih, kjer je med razlicki malo ali ni¢ odstopan;.

Nukleotidno zaporedje smo odprli v ra¢unalniskem programu PrimerExpress'™ 2.0
(Applied Biosystems, ZDA). Pogoje in parametre nacrtovanja v programu
PrimerExpress'™ 2.0 smo nastavili na delez GC (40-60%), Tm (nad 60°C) in dolZino
oligonukleotidov (optimalna dolzina nad 32bp).

aaatgacacaattaatgcaggaggaagcactaagaaggatgcaaaacaagagcaaggtagcattcaaccaaat
ctcaacaaggaaaaggagaaggacgtgaatgttggaacatctggaactcatactgtgccacgaattaaagcta
tcacgtccaaaatgagaatgcccaagagtaaaggtgcaactgtactaaatttggaacacttactcgagtatge
tccacagcaaattgacatctcaaatactcgagcaactcaatcacagtttgatacgtggtatgaagcggtacaa
cttgcatacgacataggagaaactgaaatgccaactgtgatgaatgggcttatggtttggtgcattgaaaatg
gaacctcgccaaacatcaacggagtttgggttatgatggatggagatgaacaagtcgaatacccactgaaace
aatcgttgagaatgcaaaaccaacacttaggcaaatcatggcacattt
gcaacaaaaaggaaccatatatgccacgatatggtttagttggtaatctgcgcgatggaagtttgg
ctcgctatgcttttgacttttatgaggtcacatcacgaacaccagtgagggctagggaagcgcacattcaaat
gaaggccgcagcattgaaatcagcccaatctcgacttttecgggttggacggtggcatcagtacacaagagggg
aacacagagaggcacaccaccgaggatgtctctccaagtatgcatactctacttggagtcaagaacatg
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Slika 4: Nukleotidno zaporedje za plascni protein virusa PVY
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/view er.fcgi?db=nuccore&id=14573282). Z barvami so pobarvana
vezavna mesta protismiselnih sond: rumena-vezavno mesto sonde P1 (sivo - odstopanje v enem
nukleotidu), zelena- vezavno mesto sonde P2, modra vezavno mesto sonde P3, roza- vezavno mesto
sonde P4

S programom MFOLD (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/mfold-simple.html)
smo preverili, katere od predlaganih sond tvorijo najmanj sekundarnih struktur in dimerov
(Slika 5).
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Slika 5: Najbolj verjetna struktura oligonukleotidnih sond za virus PVY pri 50 °C dobljena v
programu MFOLD (Zuker, 2003 in Walter in sod., 1994;
http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/cgi-bin/rna-form1-2.3.cgi).

S pomocjo orodja BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) smo v podatkovnih bazah
vseh znanih genskih bank preverili, ¢e imajo izbrane sonde nepri¢akovane homologije z
rastlinskimi geni.

S programon Geneious smo preverili, kako se sonde vezejo med seboj, v primeru, da bi
uporabili meSanice sond.
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Izdelali smo protismiselne sonde, ki so komplementarne pozitivni virusni RNA, poleg tega
tudi njihove smiselne razli¢ice, ki imajo enako zaporedje kot pozitivna virusna RNA.

Sonde, oznacene z digoksigeninom (Preglednica 3), smo narocili preko spleta pri MWG-
Biotech AG (http://www.mwg-biotech.com).

Preglednica 3: Nukleotidna zaporedja uporabljenih sond oznacenih z digokigeninom in njihove
lastnosti.

Oznaka Nukleotidno zaporedje (5'-3') Oznacevalec Dolzina GC T,

sonde sonde % °C

Pl ATCTCCATCCATCATAACCCAAACTCCATTGAT 3'DIG 33 39,4 65,8
P2 CTCAACGATTGGTTTCAGTGGGTATTCGACTT 3'DIG 32 43,8 66,9
P3 CTTCATTTGAATGTGCGCTTCCCTAGCCCTC 5'DIG 31 51,6 69,5
P4 GCATTTCTATATACGCTTCTGCAACATCTGAG 5'DIG 32 40,6 65,6
P1S ATCAATGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGAT 5'DIG 33 39,4 65,8
P2S AAGTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAG  5'DIG 32 43,8 66,9
P3S GAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG 3'DIG 31 51,6 69,5
P4S CTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGC  3'DIG 32 40,6 65,6
LS AGCCTAACTTGCACGGCTGACATCAACACA 5'DIG 30 50,0 68,1

ZaloZne raztopine sond smo pripravili na nasledn;ji nacin:
e v epice z liofiliziranimi sondami smo dodali DEPC vode po navodilih, da smo
dobili koncentracijo 100 pmol/ul (4000-kratna koncentracija):
o P1:316 ul DEPC vode

P2: 252 ul DEPC vode
P3: 290 ul DEPC vode
P4: 283 ul DEPC vode
P1S: 268 ul DEPC vode
P2S: 216 ul DEPC vode
P3S: 285 ul DEPC vode

o P4S: 86 ul DEPC vode
e zalozne raztopine smo alikvotirali 3x po 10 pl in shranili v zmrzovalniku
e 50x koncentrirana raztopina sonde 1,25 pmol/ul (800 pl):

o 10 pl sonde 100pmol/pl

o 790 ul DEPC vode
e to smo razporedili v manjSe epice in shranili v zmrzovalniku

0O O O O O O
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3.2.8 Lovljenje virusnih delcev na protitelesa

Uporabili smo postopek, ki ga uporabljajo na NIBu. Da bi preverili, kako razlicne obdelave
vplivajo na virusno RNA in plas¢ni protein, smo izvedli poskus lovljenja virusnih delcev
na protitelesa. Preizkusili smo tretmaje s pronazo E na sobni temperaturi in 37 °C, s
proteinazo K z dodanim SDS in brez njega na 37 °C in klasi¢ni protokol s precipitacijo in
brez na 70 °C.

Priprava vzorca:
e 800 mg rastlinskega materiala
e 2.5 ml ekstrakcijskega pufra
e v vrecki z mrezo (Bioreba) strli z valjcki (IBU, Center za rastlinske tkivne kulture
in virologijo)

protitelesa (112511 AntiPVY IgG) red¢ili v karbonatnem pufru 1:2000 (2 ml + 1 pl Ab)
200 pl/ luknjico Grainer ploscice
2h, 37 °C
!
Ix sprali s pufrom za spiranje in nato inkubirali 4x 5 min s pufrom za spiranje

!

nanesli 200 pl vzorca

inkubirali 2h, 37 °C

1
Ix sprali s pufrom za spiranje in nato inkubirali 4x 5 min s pufrom za spiranje
!
} 1 }
Tgr 30 min 37 °C 30 min 70 °C 10 min
pronaza E SDS+ proteinaza K,
ali brez pronaze SDS- proteinaza K
ali pronaza E
} 1 }
led led led

Slika 6: Postopek lovljenja virusnih delcev na protitelesa in odpiranje plas¢nega proteina; na enak
nacin smo obdelali vzorce okuZenih in neokuZenih rastlin

Vzorce smo shranili v mikrocentrifugirkah ¢ez no¢ na -80 °C.

Precipitacija RNA
e vsebino vsake epice razpolovili na dve epici po 100 pl
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e v vsako dodali 1/10 V 3M Na-acetata in 2,5 V 100% EtOH (Merck)
e vskrinjona-80°Czalh

e centrifugirali pri 4 °C in 14000 obr/min 30 min

e odstranili supernatant

e dodali 180 ul 70% EtOH

e centrifugirali pri 4 °C in 14000 obr/min 15 min

e odstranili supernatant

e susili 20 min TR

e dodali 50 ul DEPC vode

e shranili na -80 °C

Elektroforeza

Natehtali smo 0,5 g agaroze (Sigma) in dodali 50 ml 1x TEA. Oboje smo segrevali v
mikrovalovni pecici, da se je agaroza stopila. Raztopljeno agarozo smo ohladili in dodali 1
ul EtBr (etidijev bromid). Agarozo smo zlili v model s pripravljenim glavnickom. Gel se je
strdil v 30 minutah. Banjico smo nato napolnili z I1x TEA in vanjo postavili gel. V jamice
smo nanesli vzorec in pustili teci elektroforezo 30 min na 200 V.

3.2.9 RT-PCR v realnem c¢asu

S kvantitativno analizo s PCR v realnem casu smo ugotavljali prisotnost virusov pri
razli¢nih tretmajih za odpiranje plas¢nega proteina virusa. Pred izvedbo PCR v realnem
¢asu smo iz rastlinskih vzorcev izolirali RNA v postopku lovljenja virusnih delcev na
protitelesa. Vzorce smo nato obratno prepisali in dobljeno cDNA analizirali s PCR v
realnem Casu.

Za RT-PCR v realnem casu smo uporabili kit Brilliant QPCR Core Reagent kit
proizvajalca Stratagene. Za 10 pl reakcijo smo uporabili 1 pul Core PCR Buffer, 1,1 ul
MgCl,, 0,4 pl meSanice dNTP-jev, 0,25 pl vsakega oligonukleotidnega zacetnika, 0,3
oligonukleotidne sonde in 0,1 pl SureStart Taq DNA polimeraze. MeSanici smo dodali Se
0,15 pl referen¢nega barvila ROX (red¢en 1:50) in 0,4 pl M-MLV reverzne transkriptaze
(redCena 1:100) (Promega). Testirali smo po 1 pl vzoréne RNA.

Vse reakcija RT-PCR v realnem casu so potekale v reakcijski plos€ici s 384 luknjicami v
aparatu ABI 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems, ZDA), z
avtomatskim shranjevanjem rezultatov. Za potek reverzne transkripcije so bile reakcijske
mesanice najprej inkubirane 30 min na 48 °C. Pomnozevanje v realnem ¢asu pa je potekalo
10 min pri 95 °C in 40 ciklov po 1 min pri 60 °C in 15 s pri 95 °C.
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Vsak vzorec smo na ploscico nanesli v dveh ponovitvah. Kot pozitivno kontrolo smo
uporabili RNA izolirano iz PVY"™ okuzenega krompirja in vodo kot negativno kontrolo

reakcije PCR v realnem casu (NTC - ang. »no template control«).

3.2.10 Hibridizacija tockovnega odtisa

Z metodo hibridizacije toCkovnega odtisa smo zeleli preveriti, Ce se vse sonde vezejo na
virusno RNA in katera med njimi se najbolje. Uporabili smo z digoksigeninom oznacene
sonde. Postopek smo sestavili iz razli¢ne literature in ga prilagodili nasemu poskusu.

3.2.10.1Hibridizacija toCkovnega odtisa I:

Vzorce izoliranih virusnih delcev smo hranili med delom na ledu:
1. 37°C, PVY-, proteinaza K, z SDS

37 °C, PVY+, proteinaza K, z SDS

37 °C, PVY-, proteinaza K, brez SDS

37 °C, PVY+, proteinaza K, brez SDS

37°C,PVY-, pronaza E

37 °C, PVY+, pronaza E

37 °C, H,0, pronaza E

sobna temperatura, PVY-, pronaza E

A S ISR o

sobna temperatura, PVY+, pronaza E
. sobna temperatura, PVY-, H,O
. sobna temperatura, PVY+, H,O
. sobna temperatura, H,O
.70 °C, PVY-, neprecipitirana
.70 °C, PVY+, neprecipitirana
.70 °C, H,O

—_ —
— O

—
wm A WD

Izrezali smo najlonsko membrano (Nylon membrane Hybond™'-N, Amersham) v velikosti
91x90 mm in jo razdelili na 7 vrstic (13 mm viSina) in 15 stolpcev za razli¢ne vzorce (6
mm §irina):
e membrano namocili za 10 min v 10x SSC (40 ml) v petrijevki
e osusili na sterilnem filter papirju
e na vsak kvadratek nanesli dvakrat po 1 pul vzorca, vmes pocakali da se je tocka
posusila
e posusili v pecici na 37 °C
e zamrezenje 30 s v UV transiluminatorju
e razrezali na trakove za posamezno sondo
e vsak trak dali v svojo 15 ml-centrifugirko napolnjeno s predhibridizacijsko
mesanico in inkubirali v hibridizacijski pecici 30 min na 50 °C z vrtenjem
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e hibridizacija: v vsako cetrifugirko dodali 3,75 pl koncentrirane sonde (inkubirali v
pecici 2 h na 50 °C z vrtenjem)

e posthibridizacijska spiranja (inkubirali v pecici 50 °C z vrtenjem):

e 3x20min 1x SSC + 0,1% SDS

e 1x 15 min 2x SSC

e blokiranje v raztopini za blokiranje I (v petrijevki, 30 min, na stresalniku, TR)

o detekcijska raztopina I (v petrijevki, 30 min, na stresalniku, TR)

o detekcijski pufer I (v petrijevki, 2x 15 min, na stresalniku, TR)

e AP-substratni pufer I (v petrijevki, 5 min, na stresalniku, TR)

e substratna raztopina I (v petrijevki, ¢ez no¢, v temi-zavita v folijo, pri miru)

e sprali z navadno vodo

2 listica smo namocili S¢ v TEA pufer z EtBr in pogledali na transiluminatorju, da bi
preverili, da se vzorci niso sprali.

3.2.10.2 Hibridizacija tockovnega odtisa II

Prvi poskus ni dal pozitivnih rezultatov, zato smo metodo poskusSali optimizirati s
spremenjenimi Casi vezave RNA na membrano s pomoc¢jo UV. Na UV transiluminatorju
smo membrano obsevali 0, 1, 3, 5 in 10 min. Hibridizacijo smo pustili teci celo no¢.

Uporabili smo neprecipitiran vzorec iz prejSnjega poskusa $t. 6: 37 °C, PVY+, pronaza E.
Najlonsko membrano Nylon membrane Hybond"'-N (Amersham) smo narezali na 6
kosckov. Ponovili smo postopek hibridizacije toCkovnega odtisa I, le da smo nanasali 2x 1
ul vzorca. En vzorec, ki smo ga obsevali 5 min smo inkubirali 30 min v TEA pufru z EtBr
in pogledali pod UV svetlobo. Ceprav nismo videli ni¢esar, smo vseeno izvedli celoten
postopek hibridizacije. Hibridizirali smo z meSanico sond (P2, P3, P4 in P1S) v pecici Cez
no¢ na 50 °C z vrtenjem. Vsake sonde smo v centrifugirko dodali po 3,75 ul. Po
hibridizaciji smo spirali (inkubirali v pecici na sobni temperaturi z vrtenjem):

e 2x 5 min 2x SSC, 0,1% SDS

e 2x 15 min 0,2x SSC, 0,1% SDS

Detekcijo smo izvedli na enak nacin kot pri hibridizaciji tockovnega odtisa I.

3.2.10.3 Hibridizacija tockovnega odtisa I1I

Da bi dokazali prisotnost RNA v naSih vzorcih smo izvedli elektroforezo. Uporabili smo
neprecipitiran vzorec. Z elektroforezo smo dokazali prisotnost virusne RNA v naSih
vzorcih, zato smo hibridizacijo to¢kovnega odtisa Zeleli optimizirati Se na druge nacine, na
primer z daljSim ¢asom hibridizacije.
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Zopet smo izrezali najlonsko membrano Nylon membrane Hybond"'-N (Amersham) v
velikosti 15x90 mm (membrana je SirSa, da se ne premika v 15 ml-centrifugirki) in jo
razdelili na 5 delov (15x18 mm):
e na vsak kvadratek nanesli 5x 2 pl vzorca, vimes posusili na 80 °C
e posusili na 80 °C, 30 min
e membrano, ovito v folijo za zivila in obrnjeno navzdol, smo obsevali 5 min v UV
transiluminatorju
e dali v 15 ml-centrifugirko napolnjeno s predhibridizacijsko meSanico I in inkubirali
v pecici 2 hna 55 °C z vrtenjem
e hibridizacija: v vsako centrifugirko dodamo 3,75 ul vsake sonde: PSS, P2S, P3S -
te sonde smo izbrali, ker se najmanj verjetno vezejo med sabo, kar smo preverili v
programu Geneious
¢ inkubirali v pecici 44 h na 55 °C z vrtenjem
e posthibridizacijska spiranja (na sobni temperaturi z vrtenjem):
o 2x 5 min 2x SSC, 0,1% SDS
o 2x5min 0,2x SSC, 0,1% SDS
Detekcijo smo izvedli na enak nacin kot pri hibridizaciji tockovnega odtisa I, le da smo
pustili membrano v substratni raztopini I tri dni.

3.2.10.4 Koncentriranje virusne RNA:

Ker noben od poskusov hibridizacije to¢kovnega odtisa ni dal pozitivnih rezultatov smo
sklepali, da je virusna RNA v premajhni koncentraciji in bi jo bilo potrebno skoncentrirati.

3.2.10.4.1 Koncentriranje 1

Postopek smo izvedli po protokolu »RNeasy Mini Protocol for RNA Cleanup« iz RNeasy
Mini Handbook (06/2001).

e po 150 ul dveh vzorcev pripravljenih z lovljenjem virusnih delcev na protitelesa
odpipetirali v novo epico

e dodali 800 ul RLT pufra (liticni pufer) in 400 pl 100% etanola, premesali

e 700 ul meSanice nanesli v RNeasy Mini Elute Spin Column, v kolekcijski epici
centrifugirali 30 s na 13000 obr/min

e prestavili v nove mikrocentrifugirke, stare s tekocino zavrgli

e Se enkrat dodali 700 pl meSanice

e centrifugirali 30 s 13000 obr/min

e v nove epice, stare zavrgli

e dodali 500 pl »RPE Wash« pufra

e centrifugirali 30 s na 13000 obr/min

e prestavili v nove epice, stare zavrgli

e dodali 500 ul RPE Wash pufra
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centrifugirali 2 min na 13000 obr/min

stare epice zavrgli, dali v nove in centrifugirali prazne 1 min na 13000 obr/min
stare epice zavrgli, dali nove s pokrovcki

dodali 30 pl »RNase free water«

centrifugirali 1 min na 13000 obr/min

zaprli epice, kolone zavrgli

prisotnost RNA preverili z elektroforezo.

3.2.10.4.2 Koncentriranje 11

Postopek smo izvedli po protokolu RNeasy Mini Protocol for RNA Cleanup iz Rneasy
Mini Handbook (06/2001).

dva vzorca z lovljenjem virusnih delcev na protitelesa zdruzili in dopolnili z vodo
brez RNaz do kon¢ne prostornine 200 pl

dodali 350 pul RLT pufra (liti¢ni pufer), zmesali

dodali 250 pl 100% etanola, zmesali s pipetiranjem

700 pl vzorca dali v RNeasy Mini Elute Spin Column, v kolekcijski epici
centrifugirali 30 s 13000 obr/min

prestavili v nove epice, stare s teko¢ino zavrgli

Se enkrat dodali 500 pl pufra RPE v kolono

centrifugirali 30 s 13000 obr/min

prestavili v nove epice, stare zavrgli

dodali 500 ul 80% etanola

centrifugirali 5 min na 13000 obr/min

prestavili v nove 1,5 ml epice, stare zavrgli

dodali 14 pl »RNaze free water« v sredino kolone

centrifugirali 1 min na 13000 obr/min

zaprli epice, kolone zavrgli

prisotnost RNA preverili z elektroforezo.

3.2.10.4.3 Koncentriranje I1I

Zaradi suma, da se je vsa RNA v vzorcih razgradila smo izvedli lovljenje virusnih delcev

na protitelesa in ponovili koncentriranje virusne RNA s precipitacijo. [zvedli smo postopek
opisan v poglavju 3.2.8, prilagojen za 500 ul vzorca

3.2.10.5 Hibridizacija tockovnega odtisa IV

Tokrat smo protokol priredili po Kogovsek (2004). Izrezali smo najlonsko membrano

Nylon membrane Hybon

d"T-N' (Amersham) v velikosti 13x90 mm in jo razdelili na 5

stolpcev za razli¢ne vzorce:
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e membrano omocili v DEPC vodi v petrijevki

e membrano namocili za 5 min v 20 x SSC v petrijevki

e na vsak kvadratek nanesli 2x 1ul vzorca, vimes posusili

e posusili v pecici na 37 °C (priblizno 5 min)

e obsevamo zavito v folijo za Zivila obrnjeno navzdol 4 min v UV transiluminatorju

e trak dali v 15 ml centrifugirko napolnjeno s predhibridizacijsko mesanico II in
inkubirali v hibridizacijski pecici 1 h na 50 °C z vrtenjem

e hibridizacija: v vsako centrifugirko dodamo 1,5 pl vsake izmed naslednjih sond:
P2, P3, P1S

e inkubirali v pecici ¢ez no¢ na 50 °C z vrtenjem

e posthibridizacijska spiranja (v pecici 50 °C z vrtenjem):

e 2x 5 min 2x SSC + 0,1% SDS

e 2x 15 min 0,5x SSC + 0,1% SDS

¢ 1 min v pufru maleinske kisline + 0,3% Tween 20)

e 60 min blokiranje v 1% reagentu za blokiranje, pri sobni temperaturi in rotiranju

e dodali 3 ul AntiDIG-AP (1:5000) in inkubirali 30 min pri sobni temperaturi z
vrtenjem

e 2x 15 min spirali v pufru maleinske kisline + 0,3% Tween 20

e 5 min inkubiramo v AP-substratnem pufru II pri sobni temperaturi z vrtenjem

e substratna raztopina II (2 h, v temi, zavita v folijo, pri miru)

e sprali z navadno vodo

3.2.10.6 Hibridizacija tockovnega odtisa V

Ponovili smo postopek, tokrat z vsako sondo posebej, da bi ugotovili, katera sonda se
najbolje veze na virusno RNA.

Izrezali smo najlonsko membrano Nylon membrane Hybond"'-N (Amersham) v velikosti
72x135 mm in jo razdelili na 4 stolpce in 9 vrstic(15x18 mm).

Postopek smo ponovili, tokrat za vsako sondo posebej, katere smo dali po 3 pul
(koncentracija) v 15 ml hibridizacijske meSanice. Uporabili smo sonde: P1, P2, P3, P4,
P1S, P28, P3S, P4S, LS. Kot vzorce pa smo poleg skoncentriranih vzorcev kot pozitivno
kontrolo uporabili z »RNA Easy« izolirano celokupno RNA iz rastline krompirja okuzene
s PVY virusom in kot negativno kontrolo izolirano celokupno RNA iz neokuzene rastline
krompirja.

3.2.10.7 Hibridizacija tockovnega odtisa VI

Z naslednjim poskusom smo Zeleli preveriti, ¢e je v iztisnjeni kapljici soka dovolj virusa,
da ga lahko zaznamo s hibridizacijo toCkovnega odtisa.
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Izrezali smo najlonsko membrano Nylon membrane Hybond"'-N (Amersham) v velikosti
60x90 mm in jo razdelili na 8 stolpcev in 4 vrstice (11,25x15 mm).

V terilnici smo strli dve rastlini s PVY okuZenega krompirja in loceno dve rastlini
neokuzenega krompirja. Rastlinski sok smo nalili v epice in centrifugirali 15 s da so se
vecji delci posedli. Pronazo E smo pustili delovati 15 minut.

Ponovili smo postopek hibridizacije tockovnega odtisa IV s sondami: P2, P3, P3S, LS.

3.2.10.8 Hibridizacija tockovnega odtisa VII oz odtis tkiva:

Z metodo odtisa tkiva (»tissue printing«) smo Zeleli preveriti, ¢e v tem primeru ne dobimo
sledov rastlinskih barvil na membrani, ki zakrijejo signal hibridizacije.

Izrezali smo najlonsko membrano Nylon membrane Hybond™'-N (Amersham) v velikosti
30x90 mm in jo razdelili na 7 stolpcev in 2 wvrstici (12x15 mm). S PVY okuzeno in
neokuzeno rastlino smo narezali na 3 precne rezine stebla, 2 pre¢ni rezini peclja in 1
vzdolzno rezino stebla. S pomocjo papirnate brisae smo rezine nezno odtisnili na
membrano in drzali priblizno 1 minuto. Rezine smo dali nato na petrijevko in slikali pod
lupo. Postopek hibridizacije tockovnega odtisa IV smo zopet ponovili.

3.2.11 Hibridizacija in situ

3.2.11.1Test delne razgradnje rezin s pronazo E

Protokol smo pripredili po Nikoli¢ (2006). Preparate smo rehidrirali v etanolni vrsti za
rehidracijo parafinskih rezin.

Permeabilizacija s pronazo E:
e 100 mM TrisHCI (pH 7,6) 5 min
e stekelca smo popivnali, da med sklopi rezin ni bilo tekocine
e sklope rezin smo ob¢rtali s hidrofobnim pisalom (»Liquid blocker super Pap-pen,
Daido Sangyo C.«)
e na vsak sklop smo nanesli 200 pl pronaze E v razli¢nih koncentracijah in pustili na
preparatih razlicen ¢as
e vzdolzne rezine stebla in precne rezine lista in peclja krompirja fiksiranega v FAA
(12 pm) smo obdelali:
o 15 min na sobni temperaturi (kontrola, 125 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml)
o 30 min na sobni temperaturi (kontrola, 125 pug/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml)
o 15 minna 37°C (125 pg/ml, 500 pg/ml)
o 30 min na 37°C (125 pg/ml, 500 pg/ml)
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glicin (0,2% v 1x PBS) 2 min

e 1x PBS 5 min

e preparate smo odcedili na papirju

¢ na vsak sklop smo nanesli 200 pl 4% PF 10 min

e dH20 3x3 min

e na vsak sklop smo nanesli kapljico Gel-mount-a (Sigma) in preparate pokrili s
krovnimi stekli

e preparate smo opazovali pod mikroskopom in jih slikali

3.2.11.2 Hibridizacija s fluorescentnimi sondami

3.2.11.2.1 Hibridizacija in situ na parafinskih rezinah s fluorescentno oznacenimi
sondami

Predhibridizacijske stopnje postopka smo pripredili po Nikoli¢ (2006). Preparate smo
rehidrirali v etanolni vrsti za rehidracijo parafinskih rezin. Ponovili smo postopek
permeabilizacije iz poglavja 3.2.11.1, le da smo na koncu sprali 3-krat po 3 minute z 1x
PBS.

Acetilacija:
e 0,1 M trietanolamin, po dve stekelci v sterilno centrifugirko z magnetnim mesalom,
vmes dali 1 ml-nastavek za pipeto
e dodali 150 pl anhidrid ocetne kisline (kon¢na koncentracija 0,5%)
e inkubacija s stalnim meSanjem 10 min
e 1x PBS 5 min

Inkubacija v predhibridizacijskem pufru:
e na vsak sklop nanesli 200 pl predhibridizacijske meSanice I11
e inkubacija 1h v vlazni komori na 60 °C v pecici

Hibridizacija (delamo pri $ibkejsi svetlobi):
e priprava hibridizacijske meSanice:
e 8 ul5uM sonde
e 200 pl predhibridizacijske meSanice II1
e odcedili stekelca
e na en sklop na objektnem steklu nanesli 50 pl hibridizacijske meSanice, na drug pa
50 pl predhibridizacijske meSanice (kontrola)
e vsak sklop pokrili s Parafilmom M (Laboratory film, Pechiney plastic packaging)
e stekelca dali v hibridizacijski komori (Hybchamber; GeneMachines)
e v vsak kanal hibridizacijske komore dali 40 pl 10x SSC
e komori zatesnili
¢ inkubacija ¢ez no¢ (20 h) v vodni kopeli na 50°C
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V zatemnjeni sobi smo iz vodne kopeli vzeli hibridizacijski komori, ju odprli, preparate
prekrili z 1x PBS, da je parafilm odstopil. Sledilo je 3x 3 min spiranje v 1x PBS. Preparate
smo pregledali in fotografirali z Axiolmager Z1 mikroskopom (Carl Zeiss, Nemcija) v
povezavi z racunalniSkim programom za zajem slik (AxioVision 4.4, Carl Zeiss) s
pomocjo kamere AxioCam HRc (Carl Zeiss Vision). Za ekscitacijo fluorokromov smo
uporabili moder filter (Filter Set 09, Carl Zeiss) z valovno dolzino ekscitacije 450 nm in
valovno dolzino emisije 515 nm ter zelen filter (Filter Set 15, Carl Zeiss) z ekscitacijo 546
nm in emisijo 590 nm.

3.2.11.2.2 Hibridizacija in situ na sveZzih rezinah s fluorescentno oznacenimi sondami

Postopek smo priredili po Borlido in sod. (2002). OkuZene in neokuZene rastline krompirja
sorte Pentland Squire iz tkivne kulture smo razrezali na liste s delom stebla, pecelj z delom
stebla, list s pecljem del lista z delom peclja in jih fiksirali v Stirih centrifugirkah z 20 ml
vsakega fiksativa. Po fiksaciji smo 3x sprali v 20 ml 1x PBS.

S pomocjo britvice in stiropora smo narezali rezine stebla peclja in lista ter jih dali v
mikrotitersko plos¢o s 96 luknjami (Falcon, Bencon Dickinson) z ravnim dnom v 100 pl
1x PBS. V ostale luknjice v okolici smo dali 2x SSC za ohranjanje vlaznosti.

1x PBS v luknjicah smo nato odpipetirali in nadomestili s prehibridizacijsko meSanico IV.
Plosco smo prekrili z dvema plastema parafilma in jo dali v pecico na 50 °C za 1 uro. Pufer
smo nato odpipetirali in dodali 100 pl hibridizacijske meSanice IV v vsako luknjico.

Plos¢o smo zopet pokrili z dvema plastema parafilma in jih ovili v aluminijasto folijo, ker
je sonda svetlobno obcutljiva. Hibridizacija je potekala 18 ur na 50 °C.

Naslednji dan je sledilo 3x 10 min spiranje v 1 ml 1x PBS. Koscke tkiva smo nato polozili
na objektna stekla in opazovali na ApoTome mikroskopu z zeleno in modro ekscitacijsko
svetlobo.

3.2.11.2.3 Poskus odprave avtofluorescence

Preparate smo rehidrirali v naslednji vrsti snovi (40 ml) v Coplinovih posodah:
e ksilen 10 min
e ksilen 10 min
e 100% EtOH 3min
e 90% EtOH 3 min
e 70% EtOH 3min
e 30%EtOH 3 min
e dH20 3 min
Med vsako prestavitvijo preparate odcedili na papirnati brisaci.

Preparate smo obdelali po postopku Dreo (2006 ) in » Autofluorescence: Causes and cures«
(http://www .uhnres.utoronto.ca/facilities/wcif/PDF/Autofluorescence.pdf)
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3.2.11.2.3.1 Barvanje s kristal vijoli¢nim

Na en sklop rezin smo kanili nekaj kapljic dH,O, na drug pa 0,1% kristal vijoli¢no. Kristal
vijolicno smo pustili delovati 20s, 1 min, 2 min ali 5 min. Preparate smo pogledali pod
mikroskopom z zeleno in modro ekscitacijsko svetlobo.

3.2.11.2.3.2_Glicin in NaBH4

Stekelca z rezinami smo obdelali po naslednjem postopku:
o stekelce 4 smo dali v 50 mM NH4CI (0,134 g/ 50 ml) v 1x PBS (15 min, TR)
e 100 mM (0,75%) glicin (0,30028g/40 ml) v 1x PBS (5 min, TR)
e stekelce 4 in tokrat Se stekelce 3 smo dali v 0,1% NaBH4 (0,1 g/100ml) v PBS (2x5
min, na ledu)
e 0,15 M etanolamin (0,895g v 40 ml destilirane vode) (5 min)
e dH20.
Stekelce 2 je bilo kontrola.

3.2.11.3 Hibridizacija z digoksigeninom ozna¢enimi sondami

3.2.11.3.1 Hibridizacija in situ na parafinskih rezinah s sondami oznacenimi z
digoksigeninom

Postopek smo priredili po Nikoli¢ (2006). Za poskus smo izbrali vzorce listnega peclja
listov PVY+ rastlin nad okuzenim delom, fiksirane v FAA.

Preparate smo rehidrirali v etanolni vrsti za rehidracijo parafinskih rezin. Ponovili smo
postopke permeabilizacije, acetilacije in inkubacije v predhibridizacijskem pufru, iz
poglavja 3.2.11.2.1.

Hibridizacija:
e priprava hibridizacijske meSanice:
e 2 ul vsake sonde
e 48 pl predhibridizacijskega pufra
e odcedili stekelca po predhibridizaciji
e na sklop rezin na objektnem steklu nanesli 50 pl hibridizacijske meSanice s sondo
(P1, P2, PS ali LS)
o vsak sklop pokrili s krovnikom iz parafilma
e stekelca dali v hibridizacijsko komoro
e v vsak kanal hibridizacijske komore dali 40 pl 10x SSC
e komori zatesnili
e inkubacija ¢ez no¢ (20 h) v vodni kopeli na 50°C
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Posthibridizacijska spiranja:

2 Coplinovi posodi napolnjeni z 0,1x SSC + 0,1% TritonX-100 dali 15 min pred
koncem hibridizacije za 15 min v vodno kopel

preparate smo prekrili z 2x SSC, da je parafilm odstopil

2x 15 min spiranje v 0,1x SSC + 0,1% TritonX-100 v vodni kopeli, da se sonda ne
veze ponovno

Kolorimetri¢na detekcija hibridiziranih mest z alkalno fosfatazo:

detekcijski pufer 5 min

na vsak sklop smo nanesli 200 pl raztopine za blokiranje II, ki smo jo pred tem
premesali

inkubacija v vlazni komori na sobni temperaturi 30 min

stekelca odcedili

na vsak sklop smo nanesli 50 pl detekcijske raztopine II in inkubirali v vlazni
komori na sobni temperaturi 1h

3x 10 min spiranje v detekcijskem pufru I1

AP-substratni pufer III 5 min

na vsak sklop smo nanesli 200 pl substratne raztopine III in inkubirali v vlazni
komori v temi na sobni temperaturi 2h

spirali pod pipo z navadno vodo 3 min

Za pripravo trajnih preparatov smo jih najprej rehidrirali v naslednji seriji raztopin:

30% EtOH 1 min

70% EtOH 1 min

100% EtOH 1 min
ksilen 2x 5 min
Permount, krovno steklo

Priprava navadnega preparata (z namenom: preveriti nespecificno barvanje s substratom
NBT/BCIP):

ksilen 2x 5 min

100% EtOH 2 min

70% EtOH 2 min

30% EtOH 2 min

dH20 2 min

preparate smo pregledali in jih fotografirali z mikroskopom Axioskop 2 MOT (Carl
Zeiss, Nemcija).

na vsak sklop smo nanesli 200 pl substratne raztopine III in inkubirali v vlazni
komori v temi na sobni temperaturi 2h

spiranje pod pipo z navadno vodo 3 min.
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3.2.11.3.2 Hibridizacija in situ z uporabo tiramidnega sistema za ojacanje signala
Postopek smo priredili po TSA™ Plus DNP (HRP or AP) System (2007) Preparate smo

rehidrirali v etanolni vrsti za rehidracijo parafinskih rezin. Ponovili smo postopke
permeabilizacije, acetilacije, predhibridizacije, hibridizacije in spiranja iz poglavja
3.2.11.3.1. Uporabili smo sonde: P1, P3, P1S in LS.

Blokirali smo z TNB pufrom za blokiranje, na vsak sklop rezin smo nanesli 100 pl in
inkubirali v vlazni komori 30 minut pri sobni temperaturi.
Detekcija z anti-DIG-HRP protitelesi:

e v anti-DIG-HRP (Roche) liofilizat dodali 1 ml ddH20

e anti-DIG-HRP red¢ili 1:100 v TNB pufru za blokiranje (8 pl anti-DIG-HRP, 792 nl
TNB pufra za blokiranje)

e na vsak sklop nanesli 100 pl anti-DIG-HRP redc¢ine in inkubirali v vlazni komori
30 minut na sobni temperaturi

e sprali 3 x 15 min v TNT pufru na stresalniku pri sobni temperaturi

TSA Plus DNP pomnozevanje:

e DNP Amplification Reagent (zalozno raztopino) (TSATM Plus DNP (HRP or AP)
System, NEN Life Science Products) red¢ili 1:50 z 1 x Plus Amplification Dilutet
(TSATM Plus DNP (HRP or AP) System, NEN Life Science Products) (16 ul DNP
Amplification Reagent (zalozno raztopino), 784 ul TNB 1 x Plus Amplification
Dilute)

e na vsak sklop nanesli 100 pl redéine DNP Amplification Reagent in inkubirali na
sobni temperaturi 3-10 minut

e sprali 3 x 5 min v TNT pufru na stresalniku pri sobni temperaturi

Vizualizacija odloZzenega DNP:

e anti-DNP-AP (TSATM Plus DNP (HRP or AP) System, NEN Life Science
Products) red¢ili 1:100 v TNB pufru za blokiranje (8 pl anti-DNP-AP, 792 ul TNB
pufra za blokiranje)

e na vsak sklop nanesli 100 pl anti-DNP-AP redc¢ine in inkubirali v vlazni komori 30
minut na sobni temperaturi

e sprali 3 x 5 min v TNT pufru na stresalniku pri sobni temperaturi

e na vsak sklop nanesli 200 pl substratne raztopine III in inkubirali v vlazni komori v
temi pri sobni temperaturi 25 minut
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3.2.11.3.3 Hibridizacija in situ na svezih rezinah s sondami oznaenimi z
digoksigeninom

Postopek smo priredili po Borlido in sod. (2002). Rastlinski material smo s pomocjo
stiroporja in ziletke razrezali na rezine stebla, peclja in lista ter jih 1h fiksirali v fiksativu
Histochoice. Po fiksaciji smo 3x sprali v 10 ml 1x PBS.

Rezine smo razporedili v mikrotitersko plos¢o in dodali po 100 pl predhibridizacijske
mesanice III. V okoliske luknje smo dali enako koli¢ino 2x SSC.

PloS¢o smo prekrili z dvema plastema parafilma in jih dali v vodno kopel na 60°C za 1 uro.
Predhibridizacijski mesanico III smo nato odpipetirali in dodali 100 pl hibridizacijske
mesanice v vsako luknjico. MeSanico smo pripravili iz:

e 4 ul sonde (koncentracija 1,25 pmol/ pul)

e 96 ul predhibridizacijske meSanice
Uporabili smo sonde P1, P2, P3, P4, LS (kon¢na koncentracija sonde 0,05 pmol/ul). Plos¢o
smo zopet pokrili s tremi plastmi parafilma. Hibridizacija je potekala 18 ur na 50°C v
vodni kopeli. Naslednji dan je sledilo 3x 10min spiranje v 5 ml 1x PBS + TritonX-100 v
posodah s 6 luknjami z ob¢asnim mesanjem. Sledilo je Se spiranje 5 min v 1x PBS.

Kolorimetri¢na detekcija hibridiziranih mest z alkalno fosfatazo:

e detekcijski pufer 5 min

e rezine prenesli v mikrotitersko plos¢o, dodali 100 pl raztopine za blokiranje II, ki
smo jo pred tem premesali

e inkubacija v vlazni komori (pokrito s parafilmom) na sobni temperaturi 30 min

e v vsako luknjo dali 100 pl detekcijske raztopine II (Anti-DIG protitelesa) in
inkubirali v vlazni komori na sobni temperaturi 1h

e 3x 10 min spirali v detekcijskem pufru II

e AP-substratni pufer III 5 min

e v vsako luknjo dali 100 pl substratne raztopine III in inkubirali v vlazni komori v
temi na sobni temperaturi 2h

e gpirali z navadno vodo 10 min

e Rezine smo spirali v plos¢i s 6 vecjimi luknjami, inkubirali pa v plos¢i s 96
luknjami.

Koscke tkiva smo nato polozili na objektna stekla in opazovali pod mikroskopom.
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4 REZULTATI

4.1 Okuzevanje rastlin krompirja sorte Igor s PVYN™

Rastline krompirja sorte Igor stare 28 dni (mlade) in 37 dni (stare) smo okuzili z
rastlinskim sokom rastlin krompirja sorte Pentland Squire iz tkivne kulture okuzenih z
virusom PVYN™N, Za kontrolo smo rastline inokulirali z rastlinskim sokom zdravih rastlin.
Pet dni in dvanajst dni po okuzbi smo okuzene rastline pregledali in opisali bolezenska
znamenja ter jih fotografirali.

Pet dni po okuZzbi se virus Se ni razsiril na neokuzene dele rastline, saj neokuzeni listi niso
kazali bolezenskih znamenj. Po dvanajstih dneh se je pri eni rastlini na neokuZzenih listih
pojavil mozai¢ni vzorec (Slika 7), kar je znak sistemske okuzbe z virusom PVY. Rastlino z
najbolj izraZzenimi bolezenskimi znamenji smo fiksirali, kot kontrolo smo izbrali slepo
inokulirano rastlino brez bolezenskih znamenj (Preglednica 4, Preglednica 5).

Preglednica 4: Opis bolezenskih znamenj in znakov ranitve in staranja rastlin krompirja sorte Igor 5
dni po okuzbi: mlade rastline (na dan okuZevanja stare 28 dni), stare rastline (na dan okuZevanja stare
37 dni); okuZene (rastline krompirja sorte Igor okuZene z rastlinskim sokom rastline krompirja sorte
Pentland Squire okuZene z virusom PVY"'); slepe (rastline krompirja sorte Igor inokulirane z

rastlinskim sokom zdrave rastline krompirja sorte Pentland Squire); zdrave (neobdelane rastline

krompirja sorte Igor).

5 dni po okuzbi

1
mlada

2
mlada

3
stara

4
stara

okuZene (PVY+)

od treh okuzenih
listov sta 2 odpadla
(posusena), 1 ima
nekroze

od treh okuzenih
listov sta 2 odpadla
(posusena), 1 ima
nekroze

vsi trije okuzeni
listi so odpadli

neokuzeni listi so

od treh okuzenih
listov je 1 odpadel

neokuzeni listi so

slepe (PVY-)

normalni, le na normalni
neokuZzeni listi so neokuZzeni listi so enem je nekrozna
normalni normalni pika
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listi so odpadli

od neinokuliranih
listov ima 1

inokuliranih listov
sta 2 odpadla

od neinokuliranih

inokuliranih listov
je 1 odpadel, 1 je
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koncu lista ima

inokuliranih listov
je 1 odpadel, 1
klorozo, 1 ima
nekrozo

kloroze listov ima 1 nekrozo
kloroze od neinokuliranih
neinokulirani listi listov ima 1
so normalni nekroze
zdrave / / nekroza na koncu nekroza na koncu

listov
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Preglednica 5: Opis bolezenskih znamenj in znakov ranitve in staranja rastlin krompirja sorte Igor 12
dni po okuzbi: mlade rastline (na dan okuZevanja stare 28 dni), stare rastline (na dan okuZevanja stare
37 dni); okuZene (rastline krompirja sorte Igor okuZene z rastlinskim sokom rastline krompirja sorte

NTN
);

Pentland Squire okuZene z virusom PVY slepe (rastline krompirja sorte Igor inokulirane z

rastlinskim sokom zdrave rastline krompirja sorte Pentland Squire); zdrave (neobdelane rastline

krompirja sorte Igor).

12 dni po okuZzbi

1
mlada

2
mlada

3
stara

4
stara

vsi trije okuzeni

vsi trije okuzeni

vsi trije okuzeni

vsi trije okuzeni

okuZene (PVY+) listi so odpadli listi so odpadli listi so odpadli listi so odpadli
neokuzeni listi neokuzeni listi so neokuzeni listi neokuzeni listi so
imajo mozaicni normalni imajo rahlo normalni
vzorec (kloroze) klorozo
to rastlino smo
fiksirali
vsi trije inokulirani  wvsi trije inokulirani  od dveh od treh

slepe (PVY-)

listi so odpadli
neinokulirani listi
imajo na konicah

listov nekroze

to rastlino smo

listi so odpadli

neinokulirani listi
imajo na konicah
listov nekroze

inokuliranih listov
je 1 odpadel, 1 je
rumen (kloroza) in
na konici lista ima
nekrozo

neinokulirani listi

inokuliranih listov
sta 2 odpadla, 1
ima nekrozo na
konici lista

od neinokulirani
listov ima 1

fiksirali imajo kloroze inna nekroze
konicah listov
nekroze
zdrave / / od oznacenih 3 od oznacenih 3

listov je en
odpadel, 2 sta rahlo
rumena

listov je en
odpadel, 2 sta rahlo
rumena z nekrozo
na konici listov
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Slika 7: Mozai¢ni vzorec na rastlini krompirja sorte Igor iz rastlinjaka okuZene z rastlinskim sokom

rastline krompirja sorte Pentland Squire iz tkivne kulture okuZene z virusom PVY™™™,

4.2 lzolacija virusnih delcev in odpiranje plas¢nih proteinov virusa
PVY

Vzorce smo obratno prepisali in dobljeno cDNA analizirali s PCR v realnem c¢asu. Izvedli
smo RT-PCR v realnem ¢asu, da bi preverili s katerim postopkom najbolje odpremo
plas¢ne proteine virusov PVY. Rezultati so pokazali, da je najbolj u¢inkovita metoda za
odprtje plasénih proteinov razgradnja s pronazo E, 30 minut na sobni temperaturi. Pri
vzorcu neokuzene rastline obdelane s pronazo E na 37 °C je prislo do kontaminacije, saj je
pri vseh drugih kontrolah ni prisotnega virusa PVY (Preglednica 6).

Preglednica 6: Rezultati RT-PCR v realnem ¢asu (kit Brilliant QPCR Core Reagent kit, Stratagene).

Vzorec Stevilo ciklov
negativna kontrola nedolocljivo
reakcije nedolocljivo
37°C,PVY-, nedolocljivo
proteinaza K, z SDS  nedolocljivo
37 °C, PVY+, 26,68527

proteinaza K, z SDS ~ 27,16439

Se nadaljuje
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NTN
Y

Nadaljevanje
Vzorec Stevilo ciklov
37°C,PVY-, nedolocljivo
proteinaza K, brez nedolocljivo
SDS
37 °C, PVY+, 25,22844
proteinaza K, brez 22,59769
SDS
37°C,PVY-, nedolocljivo
pronaza E nedolocljivo
37 °C, PVY+, 21,44624
pronaza E 21,42705
37 °C, PVY -, 32,76881
pronaza E 32,77727
sobna temperatura, nedolocljivo
PVY-, pronaza E nedolocljivo
sobna temperatura, 20,72907
PVY+, pronaza E 20,64473
sobna temperatura, nedolocljivo
PVY-, H20 39,05806
sobna temperatura, 29,42639
PVY+, H20 29,84149
sobna temperatura, nedolocljivo
H20 nedolocljivo
70 °C, PVY-, nedolocljivo
precipitirano nedolocljivo
70 °C, PVY+, 27,97696
precipitirano 27,63926
70 °C, PVY-, nedolocljivo
neprecipitirano nedolocljivo
70 °C, PVY+, 24,33164
neprecipitirano 24,32991
70 °C, H20 nedolocljivo
nedolocljivo
negativna kontrola nedolocljivo
reakcije nedolocljivo

v rastlinah krompirja.
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4.3 Test sond — hibridizacija toCkovnega odtisa

S poskusom hibridizacije toCkovnega odtisa smo zeleli preveriti, ¢e se izbrane
oligonukleotidne sonde (glej Metode) vezejo na virusno RNA in pri kateri izmed njih
dobimo najmocne;jsi signal.

Do obarvanja ni priSlo nikjer na membrani. 2 listi¢a smo namocili Se v pufer z EtBr in
pogledali na transiluminatorju, da bi preverili, da se vzorci niso sprali. Namocili smo listi¢
brez sonde in listi¢ s sondo P3. Pri prvem je bilo opaziti le neobdelan vzorec neokuzene
rastline, na drugem pa nicesar.

Ker prvi poskus ni dal pozitivnih rezultatov, smo metodo poskuSali optimizirati s
spremenjenimi ¢asi obsevanja membran na UV transiluminatorju. Tako smo obsevali 0, 1,
3, 5in 10 minut.

Ceprav po 5 min in inkubiranju 30 min v EtBr pufru nismo videli vzorce na UV svetlobi,
smo se vseeno odlocili, da bomo izvedli hibridizacijo to€kovnega odtisa. Tudi hibridizacija
ni dala pozitivnega rezultata.

Z elektroforezo smo zeleli preveriti, ¢e je v vzorcih dobljenih z lovljenjem virusnih delcev
na protitelesa prisotna virusna RNA. Na gel smo nanesli po 9 pl vzorcev in pustili teci
elektroforezo 30 min na 200 V. Poleg vzorcev smo nanesli velikostni standard (1 kb
Ladder, MBI Fermentas).

V vseh jamicah je opaziti Sibek signal (Slika 8). NajSibkejsi je pri vzorcu, kjer smo
obdelali vzorec z virusi na 70 °C (4). Vzorec 5, glede na to, da je PVY- bi moral biti
negativen, vendar je pri tem vzorcu prislo do kontaminacije, kar smo potrdili z RT-PCR (
Preglednica 6). Vsi vzorci so velikosti malo nad 10000 bp.
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Slika 8: Preverjanje prisotnosti virusne RNA v vzorcih z gelsko elektroforezo: (1) 37 °C, PVY+,
obdelan s proteinazo K, brez dodanega SDS; (2) 37 °C, PVY+, obdelan s pronazo E; (3) sobna
temperatura, PVY+, obdelan s pronazo E; (4) 70 °C, PVY +; (5) 37 °C, PVY-, obdelan s proteazo E; (6)
velikostni standard (1 kb Ladder, MBI Fermantas).

Ker smo z elektroforezo dokazali prisotnost virusne RNA v naSih vzorcih, smo
hibridizacijo tockovnega odtisa Zeleli optimizirati Se na druge nacine. Najprej smo
podaljsali ¢as hibridizacije, namesto dveh ur smo hibridizirali ¢ez noc.

Po dveh urah inkubacije v substratni raztopini ni bilo na membrani opaziti specificnega
obarvanja. Po treh dneh inkubacije v substratni raztopini je na membrani opaziti Sibko
obarvanje (Slika 9). Cela membrana je obarvana. Vidni so obrisi nanosa vzorcev pri vseh
vzorcih. Znotraj ve¢jega vzorca je pri prvih treh opaziti Sibko obarvanje, kar bi lahko bila
virusna RNA, saj ga na Cetrtem vzorcu, ki je vzorec iz neokuzene rastline, ni opaziti in
prav tako ne pri petem vzorcu, kjer smo nanesli le vodo(Slika 9).

Slika 9: Hibridizacija tockovnega odtisa ¢ez no¢ in 3 dnevni inkubaciji v substratni raztopini: (1) 37
°C, PVY+, obdelan s proteinazo K, brez dodanega SDS; (2) 37 °C, PVY+, obdelan s pronazo E; (3)
sobna temperatura, PVY+, obdelan s pronazo E; (4) sobna temperatura, PVY-, obdelan s proteazo E;
(5) DEPC voda.

Ker je bil signal obarvanja tako Sibek, smo ga hoteli ojacati s tem, da bi skoncentrirali
virusno RNA v vzorcih. To smo naredili trikrat. UspeSnost koncentriranja smo preverili z
elektroforezo, vendar nobeno koncentriranje ni dalo pozitivnega rezultata (Slika 10).
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Slika 10 Uspesnost koncentriranja virusne RNA v vzorcih smo preverili z elektroforezo: (1) 37 °C,
PVY+, obdelan s pronazo E, precipitiran; (2) 37 °C, PVY+, obdelan s pronazo E, neprecipitiran; (3)
skoncentriran vzorec po RNeasy Mini Protocol for RNA Cleanup iz Rneasy Mini Handbook (06/2001);
(4) velikostni standard (1 kb Ladder, MBI Fermentas).

Lovljenje virusnih delcev na protitelesa smo ponovili, vzorce smo skoncentrirali s
precipitacijo. Uporabili smo drug postopek hibridizacije tockovnega odtisa po Kogovsek
(2004), in ga deloma priredili nasemu poskusu. Tokrat smo kot pozitivno kontrolo
uporabili celokupno RNA izolirano iz okuZenih rastlin krompirja iz tkivne kulture s kitom
RNeasy (Qiagen). Uporabili smo meSanico sond, ki se ne vezejo med sabo (P2, P3, P1S).

Po dveh urah inkubacije s substratom je bila obarvana pozitivna kontrola (celokupna RNA
izolirana iz okuZenih rastlin krompirja z RNeasy) (Slika 11, vzorec 3). Pri skoncentriranem
vzorcu ni bilo signala (Slika 11, vzorec 3), in tudi pri nobeni od negativnih kontrol (Slika
11, vzorci 1,4 in 5).

Slika 11: Hibridizacija tofkovnega odtisa IV: (1) DEPC voda; (2) skoncentriran vzorec s
koncetriranjem III (glej Metode); (3) celokupna RNA izolirano iz okuZenih rastlin krompirja iz tkivne
kulture s kitom RNeasy; (4) celokupna RNA izolirano iz zdravih rastlin krompirja iz tkivne kulture s
kitom RNeasy; (5) DEPC voda.
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Ponovili smo postopek hibridizacije to¢kovnega odtisa IV, le da z vsako sondo posebe;j. S
tem smo Zeleli ugotoviti, ¢e se vse sonde enako dobro vezejo na virusno RNA (Slika 12).

Signal je videti pri vseh protismiselnih sondah (Slika 12, P1-P4) za pozitivno verigo RNA
virusa PVY pri celokupni RNA (Slika 12, vzorec 2) izolirani iz okuZenih rastlin krompirja
sorte Pentland Squire iz tkivne kulture s kitom RNeasy. Za negativno kontrolo
hibridizacije smo uporabili nekomplementarno sondo LS, s katero nismo dobili nobenega
obarvanja (Slika 12, LS). Tudi smiselne sonde za pozitivno verigo RNA so dale signal na
membrani(Slika 12, P1S-P4S). Pri sondi P3 je opaziti signal tudi pri celokupni RNA
izolirani iz neokuzenih rastlin krompirja iz tkivne kulture s kitom RNeasy (Slika 12, vzorec
3). V skoncentriranem vzorcu iz koncentriranja III ni signala, prav tako tudi pri DEPC vodi
(Slika 12, vzorca 1 in 4).
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Slika 12: Hibridizacija tockovnega odtisa V z vsako sondo posebej: (1) skoncentriran vzorec s
koncetriranjem III; (2) celokupna RNA izolirana iz okuZenih rastlin krompirja iz tkivne kulture s
kitom RNeasy; (3) celokupna RNA izolirana iz zdravih rastlin krompirja iz tkivne kulture s kitom
RNeasy; (4) DEPC voda.

V naslednjem poskusu smo hoteli ugotoviti, ¢e je v iztisnjenem rastlinskem soku dovolj
virusa, da ga lahko zaznamo z metodo hibridizacije to¢kovnega odtisa. V ta namen smo
strli okuZeni in neokuzeni rastlini krompirja sorte Pentland Squire iz tkivne kulture in
rastlinski sok nanesli neposredno na membrano. Polovico rastlinskega soka smo pred
nanosom na membrano obdelali s pronazo E (Slika 13).
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V poskusu smo uporabili tri razliéne sonde za virus PVY in sondo LS za negativno
kontrolo. Pri sondi P3 je opaziti signal tudi pri celokupni RNA izolirani iz neokuZenih
rastlin krompirja iz tkivne kulture z RNeasy kitom (Slika 13, vzorca 1 in 2). Ostale sonde
tu niso dale signala. Pri pozitivni kontroli so dale vse sonde za virus PVY signal (Slika 13,
vzorec 3), le da je pri smiselni sondi (P3S) signal Sibkejsi. Pri tockovnem odtisu svezega
rastlinskega soka predstavljajo problem sledovi barvil iz rastlinskega soka na membrani, ki
se jih tezko loci od vijolicnega signala (Slika 13, vzorci 4-7).

¥ : T T b Y
sonda & !
P2 o A v o
A 2 s s M. s ¢f*g]
sonda |
P3 s ® » L . \‘
- .
N’_._. - e - - ———
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. " <P A
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LS £ ¢ p
i< k I A d " G e 2l

Slika 13: Hibridizacija tockovnega odtisa VI: celokupna RNA izolirana iz zdravih rastlin krompirja
sorte Pentland Squire (1) in sorte Sante (2) ter okuZenih (3) rastlin krompirja sorte Pentland Squire iz
tkivne kulture s kitom RNeasy; sveZ rastlinski sok iz zdravih (4) in okuZenih (5) rastlin krompirja
sorte Pentland Squire iz tkivne kulture; svez rastlinski sok iz zdravih (6) in okuZenih (7) rastlin

krompirja sorte Pentland Squire iz tkivne kulture obdelan s pronazo E; (8) DEPC voda.

V upanju, da ob odtisu tkiva na membrano ne bo sledov barvil iz rastlinskega soka opaziti
na membrani, smo naredili Se poskus odtisa tkiva na membrano. Pri tem smo uporabili
okuzene in neokuzene rastline krompirja sorte Pentland Squire iz tkivne kulture. Ponovili
smo postopek hibridizacije. Za poskus smo uporabili sondo P2 (Slika 14).

Pri celokupni RNA izolirani iz neokuzenih rastlin krompirja iz tkivne kulture z Rneasy
kitom ni signala(Slika 14, vzorec 3). Pri pozitivni kontroli smo opazili signal s sondo P2 za
virus PVY(Slika 14, vzorec 4). Pri odtisu tkiva (pre¢ni prerez stebla, vzdolZni prerez stebla
in pre¢ni prerez peclja) okuzene in neokuzene rastline krompirja sorte Pentland Squire iz
tkivne kulture predstavljajo zopet problem sledovi barvil iz rastlinskega soka na membrani,
ki so rjave barve in se jih teZko lo¢i od vijoli¢nega signala (Slika 14, vzorca 1 in 2). Pri
odtisu tkiva obdelanem s pronazo E ni opaziti signala (Slika 14, vzorca 6 in 7).
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Slika 14: Hibridizacija tockovnega odtisa VII oz. odtis tkiva (precni prerez stebla, vzdolZni prerez
stebla in prec¢ni prerez peclja) na membrano: odtis tkiva neokuZene (1) in okuZene (2) rastline;
celokupna RNA izolirana iz neokuZenih (3) in okuZenih (4) rastlin s kitom RNeasy ; (5) DEPC voda;
odtis tkiva neokuZene (6) in okuZene (7) obdelan s pronazo E. Ves rastlinski material je bil iz rastlin

krompirja sorte Pentland Squire iz tkivne kulture.

4.4 Hibridizacija virusne RNA in situ

4.4.1 Hibridizacija in situ na svezih rezinah s fluorescentno
oznacenimi sondami

Preizkusili smo postopek hibridizacije po Borlido in sod. (2002) na svezih rezinah rastlin
krompirja sorte Pentland Squire iz tkivne kulture fiksiranih v FAA in 4% PF. Za
hibridizacijo smo uporabili fluorescentno oznacene sonde za PCR. Preparate smo
opazovali z modro (450-490 nm) in zeleno (546 nm) ekscitacijsko svetlobo (Slika 15).

Na vseh preparatih je veliko avtofluorescence, saj se v celicah ohrani klorofil, druga
rastlinska barvila in sekundarne spojine. Tako rezine s PVY okuzenih kot tudi neokuZzenih
rastlin krompirja sorte Pentland Squire iz tkivne kulture so bile pri osvetljevanju z modro
svetlobo videti rdece (avtofluorescenca klorofila). Morfolosko je tkivo slabo ohranjeno.
Tkivo je bolje ohranjeno pri fiksaciji rezin v 4% PF. Preparati s PVY neokuZenih rastlin
izgledajo bolj rdeci (Slika 15).
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Slika 15: Hibridizacija in situ na svezih rezinah rastlin krompirja sorte Pentland Squire s
fluorescentnimi sondami: Prvi in drugi stolpec prikazujeta preparate lista, peclja in stebla neokuZenih
rastlin krompirja fiksirane v FAA ali 4% PF opazovane z modro (450-490 nm) in zeleno (546 nm)
ekscitacijsko svetlobo, medtem ko tretji in Cetrti stolpec prikazujeta preparate okuZenih rastlin

krompirja.
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4.4.2 Hibridizacija in situ na parafinskih rezinah s fluorescentno
oznacenimi sondami

Ker je bila avtofluorescenca svezih rezin prevelika, smo se odloc¢ili e za hibridizacijo in
situ na rezinah vklopljenih v vosek in fiksiranih v FAA, saj se v teh ohrani mnogo manj
klorofila. Zopet smo uporabili fluorescentno oznaceno sondo za PCR. Parafinske rezine je
potrebno pred hibridizacijo delno razgraditi s proteinazo, da olajSamo dostop sonde do
tar¢nih mest.

4.4.2.1 Test razgradnje tkivnih rezin s pronazo E

Za dolocitev optimalnega delovanja pronaze E na tkivo smo izvedli test, pri katerem smo
tkivo, fiksirano v FAA, izpostavili razli¢cnim koncentracijam pronaze E (125, 500, 1000
pg/ml), pri razlicnih temperaturah (sobna temperatura in 37 °C) in z razliénim ¢asom
delovanja (15 in 30 minut) (Slika 16).

V listih je opaziti razlike predvsem pri trahejah. V steblu je vidnih manj razlik pri razli¢nih
koncentracijah pronaze E. Tkivo je najbolj razgrajeno pri koncentraciji pronaze E 1000
pg/ml, pri 37 °C in 30 minutnem delovanju pronaze E (Slika 16).
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Slika 16: Test delovanja pronaze E pri razli¢nih pogojih, tkivo fiksirano v FAA: Prvi in drugi stolpec
prikazujeta preparate lista obdelane 15 ali 30 min za razli¢nimi koncentracijami (125, 500, 1000 pg/ml)
pronaze E pri razlicnih temperaturah (TS - sobna temperatura, 37 °C). Tretji in Cetrti stolpec

prikazujeta preparate vzdolZnega prereza stebla obdelane na enak nacin.

4.4.2.2 Hibridizacija

Na vseh preparatih je videti veliko avtofluorescence, tako da morebitne fluorescence sonde
ni opaziti. Pri preparatu stebla okuzene rastline je fluorescenca ponekod moc¢nejsa, vendar
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je to opaziti pri sondi in tudi pri kontroli brez sonde. V listu okuzene rastline ob uporabi
sonde mocno svetijo ksilemske Zile, pri kontroli pa ne (Slika 17).

PVY - PVY +

kontrola

LIST

sonda

kontrola

STEBLO
PECELJ

sonda

Slika 17: Hibridizacija in situ na tkivnih rezinah rastlin krompirja sorte Pentland Squire fiksiranih v
FAA in vklopljenih v vosek, s fluorescentnimi sondami: Prvi stolpec prikazuje preparate lista in stebla
s pecljem neokuZenih rastlin krompirja fiksirane v FAA opazovane z modro (450-490 nm)
ekscitacijsko svetlobo hibridizirane s sondo ali brez, medtem ko drugi stolpec prikazuje preparate

okuZenih rastlin krompirja.
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4.4.2.3 Poskus utiSanja avtofluorescence

Ker je avtofluorescenca predstavljala oviro pri opazovanju preparatov, smo jo poskusali
utiSati z 0,1% kristal vijolicnim (Slika 18) ter z glicinom in natrijevim borohidridom (Slika
19). Kristal vijoli¢no smo pustili delovati 20 sekund, 1, 2 in 5 minut.

Pri poskusu utiSanja avtofluorescence s kristal vijoli¢nim ter z glicinom in NaBHj4 ni bilo

opaziti nobenih razlik v avtofluorescenci med kontrolo in obdelanima preparatoma (Slika
18, Slika 19).
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Slika 18: Poskus utiSanja avtofluorescence na tkivnih rezinah rastlin krompirja sorte Pentland Squire

fiksiranih v FAA in vklopljenih v vosek, s fluorescentnimi sondami: Prvi stolpec prikazuje preparate
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stebla s pecljem neokuZenih rastlin krompirja fiksirane v FAA obdelane s 0,1% kristal vijoli¢nim,
opazovane z modro (450-490 nm) ekscitacijsko svetlobo. Drugi stolpec prikazuje iste preparate

opazovane z zeleno (546 nm) ekscitacijsko svetlobo.

modra zelena

NaBH4
brez glicina

NaBH,
z glicinom

kontrola

Slika 19: Poskus utiSanja avtofluorescence na tkivnih rezinah rastlin krompirja sorte Pentland Squire
fiksiranih v FAA in vklopljenih v vosek, z natrijevim borohidridom (NaBH,) in glicinom: Prvi stolpec
prikazuje preparate stebla s pecljem neokuZenih rastlin krompirja fiksirane v FAA obdelane z ali brez
natrijevega borohidrida in dodanim glicinom, opazovane z modro (450-490 nm) ekscitacijsko svetlobo.

Drugi stolpec prikazuje iste preparate opazovane pod zeleno (546 nm) ekscitacijsko svetlobo.
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4.4.3 Hibridizacija in situ na parafinskih rezinah s sondami oznacéenimi
z digoksigeninom

Ker je s fluorescentnimi sondami tezko delati zaradi avtofluorescence tkiva, smo uporabili
oznacevanje, ki je vidno s presevno svetlobo. Sonde oznacCene z digoksigeninom smo
preizkusili na tkivnih rezinah. Uporabili smo sonde P1, P2, P1S in kot negativno kontrolo
Se sondo LS.

Pri preparatth s PVY neokuzenega tkiva ni bilo opaziti obarvanja, razen obarvanja
kolenhima. Veliko je bilo videti Skrobnih zrn. Pri preparatih s PVY okuzenega tkiva
specificnega signala hibridizacije nismo opazili, pri vseh sondah (tudi pri nesmiselni sondi
LS) pa smo prav tako opazili obarvanje kolenhima (Slika 20). V posameznih celicah
okuzenih rastlin smo opazili tudi temno obarvanje(Slika 20), ki ni posledica hibridizacije,

saj je vidno tudi na nehibridiziranih preparatih (Slika 21).

PVY - PVY +
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Slika 20: Hibridizacija in sifu na rezinah rastlin krompirja sorte Igor iz rastlinjaka s sondami
oznacenimi z digoksigeninom: Prvi in drugi stolpec prikazujeta preparate listnega peclja neokuZenih
rastlin krompirja fiksiranih v FAA z uporabo razli¢nih sond navedenih v spodnjem desnem kotu vsake

slike, medtem ko tretji in Cetrti stolpec prikazujeta preparate okuZenih rastlin.

Preverili smo, ¢e so morda celice ze same po sebi pobarvane. Po rehidraciji smo opazovali
preparat peclja in smo videli velike temno obarvane celice (Slika 21). Te celice so vidne ze
pod lupo pri okuzenih rastlinah krompirja (Slika 22).



Milakar J. Lokalizacija virusa PVY"™ v rastlinah krompirja. 71
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

Slika 21: Temne celice na rezini okuZene rastline krompirja sorte Igor iz tkivne kulture fiksirane v
FAA, vklopljene v vosek in inkubirane z NBT/BCIP, brez hibridizacije in situ.

PVY - PVY +

Slika 22: Slika sveZih precnih in vzdolZnih rezin tkiva stebla in peclja rastlin krompirja sorte Pentland
Squire iz tkivne kulture. Na levi sliki so prerezi neokuZene, na desni pa okuZene rastline.

4.4.4 Hibridizacija in situ z uporabo tiramidnega sistema za oja¢anje
signala

Na rezinah ki smo jih obdelali s tiramidnim sistemom za ojacanje signala, je bilo opaziti
obarvanje kolenhima po celem preparatu na obodu rezine peclja, tudi na rezinah rastlin
krompirja, ki niso bile okuzene z virusom PVY, ter na rezinah okuzenih rastlin, kjer smo
uporabili nesmiselno sondo. Specifi¢nega obarvanja ni opaziti na nobeni rezini (rezultati
niso prikazani).
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4.4.5 Hibridizacija in situ na svezih rezinah s sondami oznaéenimi z
digoksigeninom

Po Borlido in sod. (2002) smo izvedli hibridizacijo na svezih rezinah tkiva tudi s sondami
oznacenimi z digoksigeninom. Sveze rezine smo fiksirali v fiksativu Histochoice. Poskus
smo izvedli na svezih okuZenih in neokuzenih rastlinah vzgojenih v rastlinjaku. Uporabili
smo vse §tiri protismiselne sonde za negativno verigo RNA (P1-P4) in nesmiselno sondo
LS kot kontrolo.

Pri rezinah neokuZzenih rastlin nismo opazili specificne obarvanosti, videti je le vecje
Stevilo temnih celic, vendar manj kot v okuzenih. Pri rezinah okuZene rastline je pri sondah
P2, P3 in P4 na po eni rezini opaziti posami¢no vijoli¢no obarvano celico. Tri vijoli¢ne
celice so bile na preparatu peclja, ena pa je bila na steblu (Slika 23, Slika 24). Pri
nesmiselni sondi LS na rezinah okuzene rastline ni opaziti takih celic.
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Slika 23: Hibridizacija in situ na sveZih rezinah rastlin krompirja sorte Igor iz rastlinjaka fiksiranih v
fiksativu Histochoice. Prvi in drugi stolpec prikazujeta preparate lista, peclja in stebla neokuZenih
rastlin z uporabo razli¢nih sond navedenih v spodnjem desnem kotu vsake slike, medtem ko tretji in
Cetrti stolpec prikazujeta preparate okuZenih rastlin krompirja. Uporabili smo S$tiri protismiselne
oligonukleotidne sonde (P1-P4) in nesmiselno sondo (LS), oznacene z digoksigeninom in detekcijo z

NBT/BCIP. Pus¢ice oznacujejo specificno obarvanje celic.

Slika 24: Hibridizacija in situ na sveZih rezinah rastlin krompirja sorte Igor iz rastlinjaka fiksiranih v
fiksativu Histochoice. Slika prikazujeta preparat peclja okuZe rastline krompirja. Puscice oznacujejo

specifi¢no obarvanje celic.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 Razprava

Hibridizacija nukleinskih kislin se je izkazala za obcutljivo in zanesljivo metodo za
lokalizacijo rastlinskih virusov (Hsu in sod., 2000). Z metodo hibridizacije in situ so
Mielke in sod. (2006) uspesno lokalizirali tip bunjavirusne RNA, Mortimer-Jones in sod.
(2007) in Rajamiki in Valkonen (2002) razli¢ne krompirjeve viruse.

V poskusih smo uporabljali okuZene rastline iz tkivne kulture in rastline, ki smo jih gojili v
rastni komori, in jih Sele nato okuzili z rastlinskim sokom okuzenih rastlin. Pri rastlinah, ki
smo jih okuZevali sami, smo opazovali razvoj bolezenskih znamenj in znakov ranitve in
staranja. Pri eni izmed rastlin so se lepo izrazili bolezenska znamenja kot mozai¢ni vzorec
na listih. Lokalni bolezenska znamenja se po Mehle in sod. (2004) na okuZenih listih
visoko obcutljive sorte krompirja Igor pojavijo 4 do 5 dni po inokulaciji. Inokulirani listi
porumenijo in odpadejo v 10 dnevih po okuzbi. Tudi pri naSih rastlinah krompirja so
okuzeni listi odpadli do 12 dneva po inokulaciji. Sistemska bolezenska znamenja se po
Mehle in sod. (2004) pojavijo med 9 in 11 dnevom po inokulaciji. Zato smo rastline
uporabili za poskuse 12 dni po okuzbi, saj smo predvidevali, da se je virus do takrat razsiril
po celi rastlini. To potrjujejo tudi rezultati Mehle in sod. (2004), kjer so z ELISA testom
ugotavljali prisotnost PVYN™. Tudi Garcia-Castillo in sod. (2001) so v poskusih detekcije
virusa CarMV s hibridizacijo tockovnega odtisa ugotovili prisotnost virusa Vv
neinokuliranih delih rastline Sele 14 dni po okuZbi pri rastlinah gojenih v rastlinjakih,
nikoli pa pri rastlinah v rastnih komorah. Rajamiki in Valkonen (2003) so opazovali
sistemsko okuZbo rastlin krompirja po mehanski inokulaciji z virusom PVA. Z ELISA
testom niso zaznali sistemske okuzbe v listih 14 dni po inokulaciji, 17 dni po inokulaciji pa
so jo v zgornjih treh listih. Zhou in sod. (2004) so prve sistemska bolezenska znamenja
opazili 8-13 dni po okuzbi.

Za naSe poskuse smo uporabili razlicne dele rastlin, zato smo jih pred fiksiranjem loc¢ili
glede na mesto okuzbe (pod, nad in okuzeno mesto) in posebej na rastlinske organe (steblo,
listni pecelj, list). Vecino poskusov smo izvajali na neinokuliranih delih rastline nad
mestom okuzbe. V zgornjih listih in vrSickih so Mehle in sod. (2004) pri sorti Igor z
ELISA testom zaznali virus med 8 in 9 dnevom po okuZbi. Tako bi moral biti prisoten
virus tudi v delih rastlin, ki smo jih mi uporabljali za poskuse.

Za hibridizacijo in situ smo se odlocili, da bomo uporabili oligonukleotidne sonde, saj je
Nikoli¢ (2006) v diplomskem delu ugotovila, da so za lokalizacijo mRNA in situ na
rastlinskem tkivu najprimernejSe. Ugotovili so, da je najbolj primerna dolzina nad 30
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nukleotidov. Tudi Webb in sod. (1999) so ugotovili, da je metoda hibridizacije in situ z
oligonukleotidnimi sondami primerljiva in enako specificna kot druge metode, saj so prisli
do podobnih rezultatov kot z elektronsko mikroskopijo in imunokemic¢no lokalizacijo. Z
metodo s haptenom oznacenih oligonukleotidov in AP-NBT/BCIP detekcijo so s 24
nukleotidov dolgimi sondami zaznali mRNA v hipofizi podgan. Vendar ko so spremenili le
en nukleotid v sondi, tarCe niso ve¢ zaznali, kar kaze na visoko specifi¢nost metode.

Sprva smo Zeleli lokalizirati virus PVY v tkivnih rezinah rastlin krompirja iz tkivne kulture
s fluorescentnimi oligonukleotidnimi sondami, ki se jih uporablja kot zacetnike za PCR v
realnem casu. Uporaba zaporedij zacetnikov za PCR kot oligonukleotidnih sond ima
pomembno prednost pred ostalimi sondami, ker so zacetniki za vecino znanih
povzrociteljev bolezni dostopni (Webb in sod., 1999). Pri poskusu smo naleteli na tezavo,
ker je rastlinsko tkivo mo¢no avtofluoresciralo. Po » Autofluorescence: Causes and Cures«
(2006) je najpogostejsi razlog za to naravna fluorescenca tkiva, ali pa fluorescenca kot
posledica fiksativov. Spekter obeh tipov fluorescence je zelo Sirok v primerjavi s spektrom
fluorokromov, s katerimi oznaCujemo sonde, zato se signal tezko lo¢i od signala
avtofluorescence. Naravna fluorescenca je v vecini posledica prisotnosti flavinov,
porfirinov in klorofila (Autofluorescence: Causes and Cures, 2006). Poleg tega so bili v
okuzenih rastlinah prisotni antociani, zaradi katerih so stebla rastlin rdeca. Antocianini so
posledica stresa rastlin (Anzlovar in sod., 1996). Klorofil je bil verjetno tudi razlog za
avtofluorescenco svezih rezin tkiva, saj se ga je veCina ohranila v celicah. V ta namen smo
naredili $e hibridizacijo in situ na tkivnih rezinah vklopljenih v vosek. Tudi v tem primeru
je bilo Se vedno prevec avtofluorescence, da bi lahko izlocili signal sonde. Fluorescenca, ki
je posledica fiksativov, nastane ko aldehidni fiksativi reagirajo z amini in proteini in tvorijo
fluorescentne produkte. Blokiranje aldehidov je mogoce z reduciranjem skupin z
natrijevim borohidridom (Autofluorescence: Causes and Cures, 2006). Ob uporabi
paraformaldehida za fiksiranje naj bi bila avtofluorescenca Sibka, medtem ko je pri
glutaraldehidu mocnejsa (Autofluorescence: Causes and Cures, 2006). V literaturi smo
poiskali metode za zmanjSanje oziroma utiSanje avtofluorescence. Za povisanje razmerja
med signalom sonde in signalom ozadja v laboratorijih NIB uporabljajo med drugim tudi
0,1% kristal vijolicno. S tem smo tudi sami poskusali utiSati avtofluorescenco.
Fluorescenco smo uspeli delno utiSati Zze po 20 sekundah delovanja kristal vijoli¢nega,
vendar je z zelenim ekscitacijskim filtrom vidne Se vedno veliko avtofluorescence, ker tudi
kristal vijoli¢éno absorbira zeleno svetlobo in oddaja rde¢o. FAM, vezan na sondo,
absorbira modro svetlobo in oddaja zeleno, ta pa ekscitira TAMRO, ki sveti nato z rdeco
svetlobo. Ce uporabimo kristal vijoli¢no, ta absorbira zeleno svetlobo in fluorescira v istem
obmocju kot TAMRA, zato njenega signala ne vidimo. Avtofluorescenco se lahko utisa
tudi z natrijevim borohidridom in vc¢asih Se z dodanim glicinom (Autofluorescence: Causes
and Cures, 2006, in protokolih, ki jih uporabljajo v laboratorijih NIBa). Rezultati niso
pokazali razlik v avtofluorescenci med kontrolo in obdelanimi preparati, tako da tudi
nobena izmed teh metod ni primerna za utiSanje avtofluorescence na nasih preparatih, saj
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se v veCini uporabljata za zmanjSanje fluorescence na zivalskih tkivih, ki je posledica
fiksacije. Webb in sod. (1999) so ugotovili, da je najbolj primerna fluorescentna sonda za
uporabo v rastlinah Cy5. Poleg tega je po Pompe-Novak in sod., 2001 v okuzenem
rastlinskem tkivu vec kloroplastov, zaradi Cesar bi bila avtofluorescenca visja, in bi zakrila
signal sonde.

Ker nam ni uspelo utiSati avtofluorescence smo se odlocili, da bomo skonstruirali sonde
oznacene z digoksigeninom. Skonstruirali smo 4 protismiselne sonde za pozitivno verigo
virusne RNA in njihove smiselne razliCice, za razlicne dele zaporedja virusne RNA, ki
kodira plas¢ne proteine. V ta namen smo vzeli 4 mesta, kjer je variabilnost v nukleotidnem
zaporedju med razlicki virusa PVY najmanjsa. Izbrane sonde P2, P3 in P4 se popolnoma
ujemajo z izolatom virusa PVY™'N v preuevanih rastlinah (oznaka v bazi NCBI
AF321554), sonda P1 pa se razlikuje v enem nukleotidu. Sonde smo nacrtovali v programu
PrimerExpress'™ 2.0 (Applied Biosystems, ZDA). S programom MFOLD smo preverili,
katere od predlaganih sond tvorijo najmanj sekundarnih struktur in dimerov. Odlocili smo
se za $tiri sonde, ki so najbolj ustrezale zahtevanim pogojem. Od vseh sond sonda P2 tvori
najve¢ sekundarnih struktur in je tako morda najmanj primerna. Poleg tega smo za vse
sonde uporabili tudi smiselne (komplementarne) razliCice, saj je virusna RNA med
replikacijo tudi v negativni obliki, ob kateri se tvorijo nove pozitivne virusne RNA
(Bustamante, 1998). Nass in sod. (1998) so pri virusu BYDV (pozitivna veriga RNA)
ugotovili, da lahko tako pozitivno, kot tudi negativno verigo RNA zaznajo tekom cikla
okuzbe. Negativne verige so ve¢ zaznali v zgodnjih fazah okuzbe, najprej v jedru in
nekoliko kasneje v citoplazmi. Obe verigi RNA sta prisotni zgodaj v okuzbi, vendar je
proti koncu okuzbe veCinoma prisotna pozitivna veriga RNA, medtem ko je negativno
verigo tezje zaznati. S programom Geneious smo preverili, kako se sonde vezejo med
seboj, v primeru, da bi uporabili meSanice sond. S pomoc¢jo orodja BLAST smo v
podatkovnih bazah vseh znanih genskih bank preverili, ¢e imajo izbrane sonde
nepri¢akovane homologije z rastlinskimi geni. Sonde smo narocili preko spleta pri MWG-
Biotech AG.

Ce se sonde veZejo na virusno RNA smo preverili s testom sond s hibridizacijo to¢kovnega
odtisa. Na membrano smo nanaSali RNA, izolirano z metodo lovljenja virusnih delcev na
protitelesa. Sprva smo nanesli le 2 pl vzorca, v katerem smo zaznali ve¢ virusne RNA z
metodo RT-PCR v realnem ¢asu, t.j. vzorec, ki smo ga obdelali s pronazo E na 37 °C. Ker
nismo dobili pozitivnih rezultatov, smo optimizirali ¢as vezave RNA na membrano z UV
svetlobo. Z elektroforezo smo preverili prisotnost RNA v vzorcih. Na gel smo nanesli
vzorce, ki smo jih razli¢no obdelali po lovljenju virusnih delcev na protitelesa. Na gelu
smo zaznali Sibek signal pri vzorcih, za katere smo Ze z RT-PCR v realnem ¢asu dokazali
prisotnost virusne RNA. Glede na to, da smo z elektroforezo potrdili prisotnost virusne
RNA, smo sklepali, da smo na tockovni odtis nanesli le premajhno koli¢ino vzorca, zato
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smo v naslednjih poskusih nanesli bistveno vec¢jo koli¢ino vzorca in podaljsali c¢as
hibridizacije, vendar tudi ta poskus ni dal pozitivnih rezultatov.

S precipitacijo in po protoklu RNeasy Mini Protocol for RNA Cleanup iz Rneasy Mini
Handbook (06/2001) smo zeleli Se bolj skoncentrirati virusno RNA v nasih vzorcih. Po
vsakem koncentriranju smo uspeSnost le tega preverili z elektroforezo. Nobena
elektroforeza ni pokazala prisotnosti virusne RNA. Tako smo sklepali na razgradnjo
virusne RNA v vzorcih, kljub temu da smo vse postopke izvajali s previdnostjo pred
okuzbami z RNazami. Postopek lovljenja virusnih delcev na protitelesa smo ponovili in
zopet skoncentrirali virusno RNA s precipitacijo in preverili prisotnost virusne RNA v
vzorcih za elektroforezo. Tudi tokrat nismo dobili pozitivnih rezultatov, sklepali smo, da je
morda virusne RNA tako malo, da je ni mogoce zaznati z elektroforezo.

Kasneje smo se odlocili za postopek hibridizacije tockovnega odtisa, ki je v preteklosti v
naSih laboratorijih ze dal pozitivne rezultate in ga je Kogovsek (2004) uporabila v
diplomskem delu za dokaz gena za linusitin. Odlocili pa smo se tudi za pozitivno kontrolo
poskusa, t.j. za celokupno RNA izolirano z RNeasy iz okuzenih rastlin krompirja sorte
Pentland Squire iz tkivne kulture. Za hibridizacijo smo uporabili tri razlicne sonde, ki se v
mesanici najmanj verjetno vezejo med seboj. Tokrat smo po dveh urah inkubacije v
substratu dobili obarvano liso na membrani, in sicer na mestu, kjer smo nanesli pozitivno
kontrolo. S tem smo dokazali, da se vsaj ena izmed uporabljenih sond veZe na virusno
RNA in, da je postopek hibridizacije to¢kovnega odtisa ustrezen. V naSem vzorcu pa je
ocitno premalo virusne RNA, da bi jo lahko zaznali. Postopek smo ponovili z vsako sondo
posebej in zopet dobili rezultate le pri pozitivni kontroli. Signal smo dobili pri vseh sondah
za virus PVY, pri nesmiselni sondi pa ne. Mo¢nejsi signal je bil pri protismiselnih sondah
za pozitivno verigo, medtem ko je bil signal pri smiselnih sondah za pozitivno verigo Sibek
(smiselne sonde se vezejo na negativno verigo virusne RNA). Kogovsek (2007) je s PCR v
realnem casu dokazala, da je v rastlini priblizno 10x manj negativne verige kot pozitivne
verige virusne RNA. Pri sondi P3 je opaziti signal, vendar SibkejSi tudi pri negativni
kontroli (celokupni RNA neokuzene rastline krompirja). Razlog za to je verjetno
nespecificna vezava sonde na rastlinske tarCe, saj ima ta vi§jo temperaturo taljenja kot
ostale sonde. V nadaljevanju smo poskusili, ¢e je v kapljici sveZzega soka morda dovolj
virusa, da bi ga zaznali s hibridizacijo, saj naj bi bila ta koliina virusa primerljiva s
koli¢ino virusa v tkivnih rezinah. Tako smo svez rastlinski sok nanesli na membrano in
hibridizirali. Pri interpretaciji rezultatov pa so se kot problem pojavila rastlinska barvila iz
soka, ki so obarvala membrano na mestu nanosa, tako da je bilo nemogoce lociti barvo
barvil od barve sonde. Izvedli smo Se postopek odtisa tkiva na membrano, saj smo sklepali,
da bo v tem primeru manj barvil, ki bi motila signal sonde, vendar je bilo spet opaziti
sledove barvil rastline, tako da ni bilo mogoce lociti signala sonde od rastlinskih barvil.
Leta 2004 so Mehle in sod. Ze izvajali odtis tkiva na membrano, vendar so ga locirali s
protitelesi proti PVY kot so jih uporabljali za ELISA test. Prisotnost virusa so opazili kot
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temne pike v predelu zil, vendar pa bolj natan¢na lokalizacija ni bila mogoc¢a. Od 60
vzorcev pri katerih so z ELISA potrdili virus, so ga z metodo odtisa na membrani zaznali
le pri 37 vzorcih. Singh M. in Singh R.P. (1995) sta preizkuSala obcutljivost detekcije
PVY® s hibridizacijo totkovnega odtisa o&is¢ene RNA, ekstraktov lista in gomoljev.
Izkazalo se je, da lahko zaznajo s to metodo 100 pg ocis¢ene RNA in ekstrakte lista
redCene do 1:256, ekstrakte gomolja pa redCene do 1:16. Pokazali so tudi, da je zelo
pomemben nacin ekstrakcije nukleinskih kislin. Tudi Vozelj (2001) je v diplomskem delu
z metodo odtisa tkiva potrdila prisotnost le v 37 vzorcih od 72 pozitivnih z metodo ELISA.

Z metodo RT-PCR v realnem ¢asu smo preverili kateri izmed postopkov najbolje odpre
virusni proteinski plas¢, torej pri katerem dobimo najve¢ virusne RNA. Kombinacijo
lovljenja virusnih delcev na protitelesa z RT-PCR so uporabili za koncentriranje »plum
pox« virusa Wetzel in sod. (1992) in Hema in sod. (2003) virusa ¢rtastega mozaika
sladkornega trsa (Webster in sod., 2004). Na protitelesa polovljene viruse smo obdelali s
pronazo E, proteinazo K z ali brez dodanega SDS, na razli¢nih temperaturah, ter z
denaturacijo na 70 °C. Po precipitaciji smo vzorce testirali z RT-PCR v realnem casu.
Rezultati so pokazali, da obdelava virusa s pronazo E na sobni temperaturi sprosti najvec
virusne RNA, sledil je tretma s pronazo E na 37 °C. Izkazalo se, je da je bil eden od
kontrolnih vzorcev kontaminiran, saj je bila tudi v njem prisotna virusna RNA. V
nadaljnjih poskusih smo zato za obdelavo rezin za boljSo odprtje plascnega proteina
uporabili pronazo E na sobni temperaturi 30 minut. Glede na to, da smo z metodo RT-
PCR, vedno lahko zaznali virus, sklepamo, da je zelo obcutljiva. To sta potrdila tudi Singh
M in Singh R.P. (1996), ki sta zaznala 1 pg virusne RNA v vzorcih o¢is¢ene RNA.

Webb in sod. (1999) so v raziskavah ugotovili, da je predhibridizacijska proteoliti¢na
razgradnja bistvena za uspeh hibridizacije. Ugotovili so, da je bistven cas proteoliti¢ne
razgradnje, saj je ze 5S-minutna razlika v Casu dala bistveno slabsi signal. Pred izvajanjem
postopkov hibridizacije smo se zato zeleli prepricati katera koncentracija in ¢as delovanja
pronaze E sta najbolj primerna za ravno pravsnjo razgradnjo tkiva, da omogoca prehod
sond do tarce, hkrati pa se Se vedno dobro ohrani morfologija rezin. Tako smo rezine tkiva
obdelali z razlicnimi koncentracijami pronaze E, ki smo jo pustili delovati 15 ali 30 min pri
sobni temperaturi ali pa 37 °C. Ker ni mogoce preveriti u€inkovitosti penetracije sonde,
smo se odlocili, da bomo uporabili tretma, pri katerem se Se dobro ohrani morfologija rezin
in so le-te Se dobro pritrjene na objektna stekla. Izkazalo se je, da bo za nadaljnje poskuse
najbolj primerna 30-minutna pronazna reakcija z najnizjo koncentracijo pronaze E (125
ug/ml) pri sobni temperaturi. Pri vi§ji temperaturi se rezine lahko odlepijo od objektnega
stekelca.

Sledili so poskusi hibridizacije in situ. Postopek hibridizacije in situ na tkivnih rezinah,
vklopljenih v vosek, smo izvedli po postopku, ki ga je optimizirala Nikoli¢ (2006), le da
smo pronazno reakcijo pustili teci 30 minut, saj smo v testu pronaze E ugotovili, da se pri
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tem Se vedno ohrani dobra morfologija tkiva. Pri rezinah okuzenih rezin je opaziti vecje
temne celice, vendar ne le pri rezinah, kjer smo hibridizirali s sondami za PVY ampak tudi
pri kontrolnih rezinah, kjer smo uporabili nesmiselno sondo. Pri tem gre za nespecificno
obarvanje delov celic, ki so znacilne le za z virusom okuzeno tkivo. Kolenhim je
nespecificno obarvan z barvilom NBT/BCIP. Pri rezinah neokuzenih rastlin krompirja ni
opaziti velikih obarvanih celic, obarvan pa je kolenhim. Borlido in sod. (2002) navajajo, da
se NBT veze na ksilemske sekundarne stene. V ta namen DeBlock in Debrouwer (1996)
priporoc¢ata dodatek polivinil alkohola barvnim raztopinam, ki prepreci difuzijo
intermediatov reakcije. Na preparatih nismo opaziti specificnega obarvanja, ki bi bilo
posledica vezave sonde na virusno RNA. Vecje temne celice so morda napolnjene s
kalozo, s katero se rastline borijo proti virusu in mu preprecijo Sirjenje po rastlini (Iglesias
in Meins, 2000). Pri odporni sorti krompirja so ob nastajanju poskodb Hinrich-Berger in
sod. (1999) opazili gosto citoplazmo, brez centralne vakuole v celicah povrhnjice in v
parenhimu blizu povrhnjice. Stene sosednjih celic so se sesedle, ker so protoplasti
plazmolizirali. Okoli sesedlih celic so opazili nalaganje stene. Ti predeli so tudi mocno
avtofluorescirali, kar nakazuje na prisotnost kaloze in sekundarnih metabolitov. Ugotovili
so tudi, da naj bi bili virusi omejeni le na te predele. Tudi naSe temne celice so bile mo¢no
obarvane in goste, kar bi lahko razlozili z odebelitvijo sten in zgostitvijo citoplazme.
Vendar pa bi to obarvanje tudi prikrilo signal sonde, ¢e bi se vezala na viruse, ki naj bi bili
v teh predelih.

Preizkusili smo Se metodo hibridizacije in situ na svezih rezinah rastlin krompirja po
Borlido in sod. (2002). Za fiksacijo smo uporabili Histochoice MB (Amresco). Postopek je
bistveno enostavnejsi od klasi¢nega postopka, saj se izogne grobim postopkom, ki
poslabsajo morfologijo tkiva. Tkiva se tako ne dehidrira in vklaplja v vosek, kar omogoca
boljSo penetracijo sonde. Poleg tega se pri postopku ne uporablja objektnih stekel s poli-L-
lizinom, ampak poteka vse v mikrotiterskih plosc¢ah, s ¢imer se izognemo signalu ozadja
zaradi vezave razli¢nih reagentov na objektna stekelca. Kljub temu, da so rezine debelejSe,
se Se vedno dobro lo¢ijo morfoloske strukture. Rezultati so pokazali specificno obarvanje
celic pri rezinah okuzenih rastlin krompirja, medtem ko teh obarvanih celic ni bilo na
preparatih rezin neokuzenih rastlin. Te celice pa so le na nekaterih preparatih rezin
okuzenih rastlin. Tudi v preparatih, kjer smo hibridizirali z nesmiselno sondo, jih ni
opaziti. Tako lahko sklepamo, da je to signal sonde, ki se je vezala na virus PVY. Tudi
Rajaméki in Valkonen (2003) so ugotovili, da se signal pojavlja zelo lokalno. Samo
doloceno Stevilo Zilnih celic in celic mezofila v okolici zil je bilo obarvanih, medtem ko
okoliska tkiva niso bila obarvana. Obarvana obmocja naj bi bila sredisca sistemske okuzbe,
kar predstavlja zgodnjo fazo okuzbe. Signal so opazili le na redkih vzorcih listov ki so jih
analizirali. S protitelesi so zaznali centre okuzbe le v 5 vzorcih listov od 53-ih pregledanih
in v drugem primeru v 4 od 15-ih pregledanih.
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Krzymowska in Hennig (1997) sta z metodo odtisa na membrano zaznala moc¢ne;jsi signal
v povrhnjici in floemu. Ding in sod. (1998) so ugotovili da je s tobamo- in potivirusi
najveckrat okuzen zilni parenhim. Petrovi¢ in sod. (1995) so z ELISA testom merili
vsebnost virusa v razli¢nih delih rastline. Po stirih tednih po mehanski inokulaciji je bilo v
spodnjih listih 518 pg virusa na gram sveze teze tkiva, medtem ko ga je bilo v zgornjih
listih le 31 pg/g, v koreninah pa ga niso zaznali. Pri sekundarno inficiranih rastlinah so po
treh tednih rasti v listih zaznali 334 ug/g, v steblih 288 pg/g in v koreninah 76 ug virusa na
gram sveze teze tkiva. Tudi mi smo vecinoma opazovali prisotnost virusa v spodnjih
neinokuliranih listih ali pa v steblu, torej tam kjer naj bi bilo virusa najvec.

Posthibridizacijsko tiramidno ojacanje signala po Webb in sod. (1999) ne povzroci visjega
signala pri uporabi Ze optimiziranih pogojev. Razlike je opaziti pri neoptimizirani
proteinazni razgradnji. Tako je najbolj uporabno ojacanje, ko je Stevilo molekul porocevalk
omejeno. V nasem poskusu, kjer smo uporabili tiramidni sistem za ojacanje signala, nismo
opazili specificnega signala hibridizacije. Morda so bili pogoji hibridizacije tako ze
optimizirani, le tar¢ v rezinah je bilo premalo ali pa niso dostopne, da bi jih lahko zaznali.

5.2 Sklepi

Potrdili smo, da so oligonukleotidne sonde primerne za lokalizacijo in detekcijo virusne
RNA. Fluorescentno oznacene sonde, ki svetijo podobno kot fluorescenca tkiva niso
primerne za uporabo v rastlinskih tkivih. Smiselna je uporaba tako smiselnih kot tudi
protismiselnih sond, saj s tem lahko detektiramo tako pozitivno verigo RNA, kot tudi
negativno verigo RNA, ki je prisotna ob podvojevanju virusa in lahko s tem detektiramo
lokacijo podvojevanja.

Hibridizacija tockovnega odtisa se je izkazala za zelo uporabno metodo za testiranje
vezave sonde na taréna zaporedja, saj smo uspesno detektirali tudi negativno verigo RNA.

Ugotovili smo, da z lovljenjem virusnih delcev na protitelesa ne moremo uloviti dovolj
virusa, da bi lahko RNA zaznali s hibridizacijo to¢kovnega odtisa. Za testiranje sond je
tako potrebno izolirati celokupno RNA. Izkazalo se je, da tudi koncentriranje ne poveca
zadostno koncentracije virusne RNA. V enem izmed poskusov se je celo izkazalo, da smo
v neprecipitiranih vzorcih z elektroforezo zaznali virusno RNA, medtem ko v
precipitiranih ne.

Za odprtje plas¢nega proteina se je izkazala kot najbolj ucinkovita uporaba pronaze E pri
sobni temperaturi s 30 minutno inkubacijo. Ugotovili smo, da je za uporabo na tkivnih
rezinah, pri katerih se Se ohrani morfologija tkiva, primerna 125 pg/ml koncentracija
pronaze E.
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Izkazalo se je da je metoda hibridizacije in situ na svezih rezinah zelo uporabna, saj je
edina dala specifi¢ni signal in je enostavnejSa od hibridizacije na parafinskih rezinah, pri
dovolj velikih rezinah tkiva. Pri majhnih je tezja manipulacija in tkivo se slabSe ohrani.
Tiramidni sistem za ojacanje signala ni prispeval k boljSem signalu. Pri tkivu okuZene
rastline smo opazili vecje temne celice, tudi na hibridiziranih prepraratih.Ugotovili smo, da
se virusi prisotnost virusov le v posameznih celicah.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

Krompir napadajo Stevilni povzrocitelji bolezni. Med virusi je PVY eden izmed
ekonomsko najpomembnejsih. Spada v druZino Potyviridae, ima pozitivno verizno RNA
dolgo 9,7 kb, ki jo obdaja priblizno 2000 kopij plasénega proteina. Obstajajo razlicne
metode za njegovo detekcijo v rastlinah krompirja. RazSirjanje in podvajanje virusa je
mogoce spremljati s hibridizacijo in situ. Hibridizacija temelji na tem, da se oznacena
krajSa zaporedja nukleinskih kislin vezejo s komplementarnim zaporedjem DNA ali RNA,
nato pa s pomocjo oznacevalcev zaznamo mesto tarénih nukleinskih kislin v tkivu.

V diplomskem delu smo Zeleli lokalizirati virus PVY™'™ v razli¢nih delih rastline z metodo
hibridizacije in situ. V ta namen smo uporabili rastline iz tkivne kulture stalno okuzene z
virusom in rastline iz gojene v rastni komori naknadno okuzene z virusom. Pripravili smo
sveze tkivne rezine, fiksirane v fiksativu Histochoice, in parafinske rezine tkiva fiksiranega
v FAA ali 4 % paraformaldehidu.

In vitro smo preizkusili razlicne postopke za odpiranje plas¢nih proteinov virusa: obdelava
virusnih delcev z visoko temperaturo (70 °C), ter razgradnja s proteinazami pri razlicnih
temperaturah. Uspeh odpiranja proteinskega plas¢a smo preverili z metodo RT-PCR v
realnem c¢asu. Najprimernejsi tretma za odprtje plaS¢nega proteina je bil inkubacija s
pronazo E na sobni temperaturi 30 minut.

V prvih poskusih hibridizacije virusne RNA in situ smo uporabili fluorescentno oznacene
sonde, ki se jih uporablja za PCR, vendar nas je motila avtofluorescenca tkiva, ki zakrije
morebiten signal sonde. Zato smo se odlocili za sonde oznacene z digoksigeninom.
Nacrtovali smo protismiselne oligonukleotidne sonde oznacene z digoksigeninom proti
pozitivni verigi RNA (prevladujoca oblika), smiselne (proti negativni verigi) in nesmiselne
sonde (ne vezejo se na nobeno od verig virusne RNA). Po hibridizaciji in situ smo
hibridizirana mesta zaznavali z uporabo protiteles proti digoksigeninu, ki so bila
konjugirana z alkalno fosfatazo. Vezavo protiteles na digoksigenin smo zaznali s pomoc¢jo
kromogenega substrata za alkalno fosfatazo NBT/BCIP. Produkt reakcije smo kot vijolicno
obarvanje opazovali pod svetlobnim mikroskopom.

Da bi preverili vezavo sond na virusno RNA, smo naredili poskuse hibridizacije
toCkovnega odtisa na membrano. Na membrano smo nanesli vzorce izolirane virusne RNA
oziroma virusnih delcev. Potrdili smo vezavo protismiselnih sond na virusno RNA, opazili
pa smo tudi Sibkejsi signal s smiselnimi sondami, saj je v ¢asu transkripcije prisotna tudi
negativna veriga. S hibridizacijo in situ smo opazili specificno obarvanje le v svezih
tkivnih rezinah, fiksiranih v fiksativu Histochoice. Na nekaterih rezinah peclja in stebla
okuzenih rastlin smo opazili posamezne vijolicno obarvane celice. Na rezinah,
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hibridiziranih s smiselno ali nesmiselno sondo, ter na rezinah kontrolne neokuzene rastline
hibridiziranih s protismiselno sondo, takih celic nismo opazili.
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