Prirodowdecka fakulta Jihgeskeé univerzity
v Ceskych Budjovicich

Bakal&ska prace

Citlivost hybridniho goviku k virovym
iInfekcim

Anna Tycova
2008

Vedouci prace: Doc. RNDr. Karel Petrzik, CSc.



Bakalarska prace

Tycov4, A., 2008: Citlivost hybridniha’@viku k virovym infekcim. [Susceptibility of a
hybrid sorrel to viral infections. Bc. Thesis, iz€eh.] — 26 p., Faculty of Science, The

University of South Bohemi&eské Budjovice, Czech Republic.

Anotace:
The sorrel of Uteush was infected by Radish mogairs and Turnip yellow mosaic virus
by a mechanical sap transmission. Symptoms oftiofeevere observed. The presence of

viruses were confirmed by PCR and sequencing.

Tato prace byla financovéna z piestii projektu GACR ¢&. 522/07/0053 a z prastdki
Katedry genetiky #F JU.

ProhlaSuji, Ze svoji bakatskou praci jsem vypracovala samostapouze s pouzitim

prameti a literatury uvedenych v seznamu citovaneé litegatu

Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakand11/1998 Sb. v platném &mi souhlasim se
zverejnénim své bakai&ké prace, a to v Uprawzniklé vypustnim vyzn&enych casti
archivovanych Hrodowdeckou fakultou, elektronickou cestou vaeje¢ pristupnécasti
databédze STAG provozované JXhekou univerzitou Ceskych Budjovicich na jejich

internetovych strankach.

V Ceskych Budjovicich 25. 4. 2008 Anna Tycova



Podékovani:

Réada bych patkovala svému Skoliteli doc. RNDr. Karlu Petrzikow@Sc. za
odborné vedeni a cenné rady i zaiesiost a trplivost, se kterou vedl mou préaci, a také

kolektivu laborat#e Rostlinné virologie za ochotnou pomaoc.



L0 @ I PRSP 5
V(01T LT o 1] 1] = TR 5
WA [ (o] =N o] (o] 1 4= 1SV 5
S oAV 1 U C=TU 17 Y 6
RadISN MOSAIC VIFUS ...t e e ee e e e e e eeeeeeeeennnnns 8
TUurnip YEllOW MOSAIC VIFUS .....cooiiiiiiiiiiiiiiiie et 9
ViIrGZY NA rOAU BOVIK ......uiiiee e e e e e et s e e e e e e e e e e e e eeeeeesnennes 10
(O | 1] >TSS PPUPORPN 10
MATERIAL A METODY ..ottt ste et sneann e 11
ROSHINNY MALEIIAL........eiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e 11
[ZOIACE RINA . ...ttt e e e e e e e eeee e e e e e e e e e a e 11
I 1 PP 12
O o P 12
SeKVENOVANT — RAMV ... .ot e e e e e e e e eeeeeseeereeeeees 13
KIONOVANT — TYMV L.ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e as 15
VYSLEDKY A DISKUSE .....coeotiiteieeeeeee ettt steetetee s stestesaesae e ssnennsseseens 17
ZAVER ..ottt ettt ea ettt r bt 18
POUZITE ZKRATKY ..ottt ene ettt b st sn s 19



UVvOoD

Fytoenergetika
Souwasna situace vyuzivani energetickych zidjeiuje jednoznéné ke hledani

novych netradinich zdrofi, véetné zdroji obnovitelnych. Tradni fosilni zdroje jsou
limitovany, nebd jsou vyerpatelné. Z obnovitelnych zdfognergie ma neftSi vyznam
biomasa, protoZe zaujima az 75% v ramci vSech atatoych forem energie (voda, vitr,
solarni energie apod.). Jeji vyhodou je i to, z&g ,konzervovat* — mize se ususit,
uskladnit a pouzit v dabkdy je poteba (Peaikova, 2002b).

Vyuzivanim biomasy pro energii tak u nas vznika lzceovy obor —
fytoenergetika, kter4 netradi navazuje fimo na zeradélskou ¢innost (Petikova,
2003b). Rstovéani plodin pro energetické a technickély ma velky ekologicky vyznam
projevujici se v omezeni sklenikového efektu, vigesti prasnosti v ovzdusi a v omezeni
zaplevelenosti Uzemi. DalSitipnivy efekt spoiva ve vzniku novych pracovnich
prilezitosti. Vyslednym produktem energetickych piogiou biopaliva (fytopaliva), ktera
mohou byt tuha rézanka, baliky, brikety, pelety), tekutd (rostlinokeje, bionafta,
bioetanol) nebo plynna (bioplyn) (tkk, 2000a).

Zdroje biomasy
Energeticka biomasa se é&$tji vyuziva ve forn¢ nejriznéjSich odpadnich hmot

organického fivodu, nebo vedlejSich produktJedna se ifpdevSim o tkvni ¢i lesni
odpady nebo slamu: obilnfepkovou, kuki¢nou apod. Vyuzivani odpadnich hmot je
nejlevrejSi zdroj biomasy. S rostoucim ¢iem no¥ budovanych biokotelen se ale jiz
vyskytuji signaly o nedostatku lesnich i@which odpafil S tim souvisi obvykle i jejich
vzrastajici cena (P#kova, 2005a).

Zamerné pEstovani rostlin pro energetickou biomasu ma stafsi wyznam.
Pomérné znamé jsou plantaze rychle rostoucitevih, které se zakladaji i u nas, ale jsou
rozSieny hlaveé v zahranii (Petikova, 2005a). V saiasnych ekonomickych
podminkach neni gstovani vhodné pro velkoplodné uptath vCR, nebd rychle
rostouci deviny vyzaduji vysoky podil &ni prace, nebo obrovské investice do moderni
specializované techniky (tJak, 2000b). Maji misto zejména ve vihkych poderdch
pudach, nebt se jedna zpravidla o vrbyi topoly. Jejich porosty se mohou dopVat



s energetickymi plodinami bylinného charakterujchih mnohé naopak podiené mdy
nesnasi (P&kova, 2003a).

Méné znamé jsou energetické rostliny bylinného charakténag. laskavec
Amaranthus L., pupalka dvoulet®enothera biennis L., ¢i¢orka pestr&oronilla varia L.)
(Petikova, 2002a). Zéchto rostlin jsou nejilezit¢jSi rostliny viceleté a vytrvalé. Jejich
vyhodou je sniZeni ndklada pgstovani, kdy nenii¢ba kazdoréné now porost zakladat
a provadt veskeré kultivani prace, které jednoleté plodiny jinak vyZadufietwe seti a
kazdor@niho nakupu osiv (Pdkova, 2002a). SniZuji se naklady na hnojeni a atleon
ochranu (Usak, 2000a). DalSi nesporna vyhoda vytrvalych nogti jejich protierozni
pusobeni, které se jinakiipkazdor@ni ork® maze ¢asto objevit a poskodit takagu a
zasdhnout mnohdy negativni do ekologie celé krajiny. Jako nejperspek&jgn
energeticka plodina se jevi krmn§ogik (Petikova, 2002a).

Stovik Uteusa

Krmny (energeticky) ovik, Rumex OK-2, je v naSi odbornéregosti znam pod
pojmem ,¥ovik UteuSa“, nebd jeho Slechtitelem byl prof. UteuS z Akademiédv
v Kyjevé. Jeho spoluautor a stasny reprezentant této ady je prof. Rachmetov, z téze
instituce. Krmny 8ovik je radre vySlechéna plodina, vznikla #zZenim $oviku
zahradniho atjanSanského Rumex patientia x Rumex tianschanicus A.Los.). Byl
vySlechtn jako vysoce kvalitni krmna picnina (Hkova, 2007). Dale je velmi vyznamny
jako zelenina, l&va i technicka rostlina. Hybrid je velmi rany, pgtuje vysokou
produkci, vysoky obsah bilkovin a vitaniifPetikova, 2003c). Zarukou jeho vysoké
kvality je ¥ovik zahradni, vysoka vizstnost a toleranceiwi nepiznivym powtrnostnim
vlivaim je dana®vikemtjanSanskym (Kara, Pékova, 2007).

Stovik krmny je vytrvala plodina, nebanize vydrZzet na svém stanovisti 15 aZ 20
let, coz je z hlediska fytoenergetiky bezpochybymievyhodné. Je to statna, vysoka
rostlina, ktera od 2. roku po zaloZeni kultury mibnoa rozwtvenou lodyhu, ktera
dosahuje 1,5 az 2 m vySky. Je odolfigiwymrzani (Pafkova, 2002b).

V CR byl zalozen prvni porostdviku v pokusnych podminkéach v roce 1992 a od
té doby stale na této parcele kazaoroobrista. NejstarSi velkoploSna kultura byla u nas
zaloZzena v roce 2000. Do roku 2005 bylo osetoR/celkem asi 1300 ha, cozZ je zatim
nejwtsi plocha ze viech rostlirtgiovanych pro energetick&aly v CR. Plré zapojeny

porost tohoto energetickéha'o¥iku je v provozu zavisly zejména naagpbu jeho



zaloZeni a na jeho o$evani khem vegetace.tne-klimatické podminky nejsou nijak
vyhrarené, byl uspsnré péstovan az do vysky 650 m n. m.iDae mu viiznych mdnich
typech, pouze podniéné fidy s vysokou hladinou spodni vody mu nevyhovujubdky
koren ve stojaté vadzahniva a celéd rostlina pak oditen Diky tomuto hlubokému
korenovému systému sice pé&m¢ dolre odolava suchu, aletipjeho vzchéazeni je
dostatek vlahy nezbytny (Rédova, 2005b).

Bylo stanoveno, Ze je namwy na hnojeni pouze v prvnich dvou letech, kdy flgzd
mezi nehnojenymi a hnojenymi variantami jsou nejvy¥ dalSich letech se tyto rozdily
niveluji acini v dlouhodobém giméru cca 3 tuny susiny nadzemni hmoty z jednoho ha.
Navic prakticky nejsou rozdily ve vynosech mezilkiav 60 a 120 kg dinnych latek
NPK (v ptiméru pouze cca 0,3 tuny/ha), coz znamena, Ze tatbrage malo narna na
hnojeni (tab. 1). # jednorazové réni sklizni v suchém stavu stahilnposkytuje
v priméru cca 14 — 16 tun suché nadzemni hmoty, coz dekpmwySuje Urove beézne
dosahovanych vyndsrychle rostoucich igvin (cca 12 — 14 tun/ha ¥gpaitu na rok).
Vyhodou pstovani a sklizé je vysok& technolognost, moZnost pouZiti ¢bné
zenedélské techniky a nizké provozni naklady {dk, 2000b).

Tab. 1. Pimérné vynosy goviku UteuSa od doby zalozeni porostu (rok 1992awislosti na diznych
davkach mineralniho hnojeni (£, 2000b)

Hnojeni 1992 | 1993 | 1994 | 1995| 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | Prumér 1993 - 2001
Kontrola 0,6 6,7 13,4 151 142 124 1119 146 8|610,6 | 12,1
NPK-60 1,8 11,6 15,20 16,4 158 1509 173 16,6 14942 | 155
NPK-120 2,6 109| 164 17,2 164 149 155 200 1pP53 | 15,8
Pramer variant | 1,7 9,7 15,00 16,3 155 14/4 149 17,1 91p134 | 144

Vyuziti &oviku pro energetickécdly mize byt i kombinované: sklizesuché
hmoty pro vytapni v kotelnachéi k vyrobé pevnych biopaliv (brikety, pelety), kdy se
sklizi ¥ovik zraly a v podstatsuchy zéatkemcervence a pak na zeleno, koncem skna
zatatkem z& pro vyuZziti v bioplynové stanici nebo ke krmeRegikova, 2006). Zvysila
se dojivost i pirastky mladéeho dobytka na vykrmu. U nas je sice zefgine aZz nadbytek
vzhledem ke snizovanym stam skotu (proto se ¢R zaal tento Sovik vyuZivat
piedevSim pro energetické&ely, Petikova, 2007), ale trava z trvalych travnich paiost
neskytacasto dostatsou kvalitu (Kara, Pétkova, 2007). Po letni sklizni na suchou
hmotu z&ne rychle obistat. Nevytvéi se jiz lodyhy, ale jenffzemni tizice zelenych
lista (Petikova, 2006).

Pro fytoenergetické dely, k gimému spalovani, se sklizi celd nadzemni hmota

Stoviku, Wetrg semene. Termin sklizrje nejvhodgjSi v obdobi &sné pred plnou zralosti



tak, aby byly lodyhy jiz dostate¢ vyschlé a aby seijpom semena nevydrolila.
Pritomnost semen je zarukou vysoké kgimosti této energetické biomasy. Sucha
fytomasa 8oviku krmného mé zray energeticky obsah. &fenim spalného tepla byly
stanoveny hodnoty kolem 17,5 az 18 MJ/kg suché hiiRetikova, 2002b). Energeticka
vytéznost je 275 GJ/ha natpnérny vynos 15 tun suSiny z 1 ha. Pro srovnani, jeden
rodinny domek spotbuje r@&né cca 75-100 GJ energie, coZ znamena, Ze 'tk
zabezpéi potreby cca 3 rodinnych domkvenkovského typu (Wak, 2000b).

Na ochranu proti zapleveleni je vysoce @agopouze v prvnim roceéptovani,

v dalSich letech tato rana plodina péitlarakticky veskeré plevele, a proto nepbuje
Zadnou ochranu. Vyskyt 8#ci (predevsSim zlatohlavek afepsik) byl pozorovéan
pongrné ¢asto, ale ¥tSinou v pozdjSich stadiichistu, kdy uz nemohl zasagovlivnit
vynosy, a proto nevyzadoval aplikaci chemickychtipls. Nicmére v piipac vyskytu
Skadci v ranych stadiichastu (mandelinkaredkvickova, Petikova, 2003c) je nutno
pacitat i s chemickou ochranou porostiogiku (Ug’ak, 2000b).

Rumex OK-2 neni vhodny praégtovani ve srsich s jinymi rostlinami, a proto
neni schopny se samoveélnozvijet v girodnich podminkach. Po 3 - 4 letech z porostu
Stovik zmizel. Proto se neie ani udrzet viirozeném porostu v okoli ¢ptitelské
plochy, i kdyby zde semenadyiku vzeslo. fovik je samosprasna rostlina. Spontanni
hybridy s jinymi druhy Sovika a nebo s fibuznymi rostlinami se vifrodni flére netvai.
Plod Rumexu OK-2 jefithranna nazka, po¥meé tézka (hmota 1000 semen je 4 — 5
gram). Biologicka charakteristika semene neumgé jeho roz&ovani na ¥tSi
vzdalenosti. Semena nemaji dormanci — vzchazegidilpo nabobtnani, a proto nevyiva
zasobu semen vigé. Hned po zaseti jsou semena schopna vzejit na .186%@no se
proto v ipads potteby znii mechanickym osgnim. $ovik hybridni mé klovy vétvici
se kdenovy systém. Nevytvakorenové odnoze ani oddenky, a proto neni schopen se
v kulture ani v pirodé mnozit vegetativlh Viceleté plantaze se snadno likviduji
mechanicky Bhem jednoho vegetaiho roku, nebo jednorazovym pouzitim herbicid
(Petikova, 2003a).

Radish mosaic virus
Radish mosaic virus (obr. 1) pati do roduComovirus. Virovy izometricky kapsid

je neobaleny, kulaty s kubickou symetrii. \aperu je velky asi 30 nm.



Genom je segmentovany. +ssRNA je rdeda na RNA-1 a RNA-2. Cely genom
ma 9800 nukleotidl (ICTVdB Management, 2006a). Je znama sekvence RNA-
(GenBank AB295643), RNA-2 (GenBank AB295644) a ggmwa RNA polymerazu
(Petrzik, Hola, Spak, 2005).

Infikuje vétSinu  brukvovitych, u nichz _
zpiasobuje mozaiku, krouzkovitost (chlorotickou nebo
nekrotickou), Zilkovou nekrozu, kat#ost list a
ohcas systémovou nekrozu. U dalSi hosiitetteri
pati mezi lilkovité, merlikovité a tykvovité,

vyvolava tvorbu lokélnich lézi. WRaphanus sativus

cvs. White Icicle, Chinese White Winter tgobuje
systémovou skvrnitost obvykle skroquovitostil
(enace se objevuji pogd a u Chenopodium .
amaranticolor nekrotické lokalni léze (Adams,

L

Antoniw, 2006).Ceské izolaty RaMV1, BOR1, CB3, ﬁt’;;/}mﬂme"bﬁfuv(j;jjshow
CB6 a CB8 ale zadné&ignaky naRaphanus sativus  fig-Php?dpvno=121&figno=(

cv. Slavia aChenopodium amaranticolor nevyvolavaji. NejastjSi reakci zkuSebnich
rostlin na tytoceské izolaty jsou lokalni nekrotické léze. $ihapis alba vyvolavaji

nekrézu a chlorotické krouzky. Brassica napus var. silvestris cv. Perko zpsobuji

zakrslost a systémovou mozaiku. Izolat CB6 s€asgji projevi pri systémoveé infekci

chlorotickymi krouzky (Spak, Kubelkovéa, 2000).

Turnip yellow mosaic virus
Turnip yellow mosaic virus (obr.2) pati do roduTymovirus. Izometricky kapsid

viru je neobaleny, kulaty s kubickou symetrii. Jghomeér je 29,2 — 31,8 nm (ICTVdB
Management, 2006b).

Genom je tveeny monopartitni +ssRNA. Cely genom je 6319 nuldotliouhy
(ICTVdB Management, 2006b). Je znama kompletni entidova sekvence genomu
(GenBank NC_004063).

Znameé rozmezi hostitelle omezeno na brukvovité a na druRgseda odorata
(Resedaceae) a Cleome spinosa (Capparodaceae). Mnoho kmeii zpisobuje naBrassica
pekinesis jasré Zlutou nebo zelenoZlutou mozaiku, ale jiné kmeraji mirrgjSi pfiznaky
(Adams, Antoniw, 2006).



Po inokulaci ceskoslovenskymi izolaty TYMV 1, 2, 3, 4, 5, 6 dozbl®d na
inokulovanych listech brukvovitych rostlin k tva@blokalnich nekrotickych nebo
chlorotickych lézi, v &kterych gipadech #stavaly
listy bez giznaki infekce. Systémova infekce se u §
vodnice, pekingského zeli, tiice bilé, hdcice

cerné arepky projevovala nejprve drobnymi trias

swtle zelenymi skvrnami, které postupprechazely
ve vyraznou systémovou mozaiku. Mozaika segy
projevovala ost ohrantenymi Zlutozelenymi az "
Zlutobilymi skvrnami (Spak, Polak, 1988).

Naproti tomu u variet brukve zelrigrassica
oleraceae L. se v pdatenich fazich systémové ¥

infekce objevovaly drobné chlorotické skvrny, &

Obr. : Turnifo yeIIW mosaic virus
http://www.dpvweb.net/dpv/showfi

podél nich. Fiznaky byly velmi mirné a se starnutim 9-Php?dpvno=2&figno=05

nepravideld rozmistné mezi listovymi zZilkami a

rostliny secasto zcela ztracely. Varietgapitata (zeli), gongylodes (brukev) asabauda
(kapusta) byly u¢i nekterym izolattm TYMV zcela odolné (Spak, Poléak, 1988).

VétSina brukvovitych indikatorovych rostlin reagovala typovy kmen TYMV (z
Holandska) lokalnimi 1ézemi a systémovou mozaikpaize kapustaB( oleracea var.
sabauda, odrida ,Zeleznohlavka’) byla odolnaCeskoslovenské izolaty, s vyjimkou
izloatu 6, vytvdely na resedl proswtlovani listovych Zilek az systémovou mozaiku.
Nicotiana tabacum L. a Chenopodium murale L. nejsou hostitelé Turnip yellow mosaic
virus (Spak, Poléak, 1988).

Virdzy na rodu St'ovik
Rod Rumex infikuji Dock mottling mosaic potyvirus a Tobaceein mottling

potyvirus.R. acetosa je hostitelem Clover wound tumor phytoreovirusc@uber mosaic
cucumovirus a Red clover necrotic mosaic dianthwsviTento druh t®viku neinfikuji
Squash mosaic comovirus, Sunn-hemp mosaic tobeadrWatermelon curly mottle

bigeminivirus (Bruntt al., 1996).

Cil prace
Cilem prace bylo zjistit, zda iwe byt hybridni ovik UteuSa hostitelem

izometrickych vifi rodi Comovirus a Tymovirus.
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MATERIAL A METODY

Rostlinny material
Stovik Uteusa byl gstovany ze semen ve skleniku od lednaifila. Ve stadiu

dvou az ti listd byly rostliny infikovany mechanickymipnosem gavou. Sest rostlin bylo
naatkovano izolatem RaMV1 viru mozaikedkvicky RaMV. Purifikovany vir byl ziskan
od vedouciho prace. Sest rostlin bylo Hl@vano izolatem Ruzynviru Zluté mozaiky
vodnice TYMV pochazejici ze sbirky o#ldni Rostlinné virologie Ustavu molekularni
biologie rostlin AVCR. Asi 1 cnf listu zeli pekingského infikovaného timto vireml by
homogenizovan s fosfatovym pufrem. Inokula byla esema na listy, které pak byly

oplachnuty destilovanou vodou.

Izolace RNA
RNA byla izolovana podle navodu RNA Blue (Top-Bio).

— 100 mg list bylo homogenizovano s 1 ml RNA Blue

- homogenat byl f&nesen do 1,5 ml zkumavky Eppendorf a inkubovarirbpin
pokojové teplat

— do zkumavky bylo fidano 0,2 ml chloroformu

- vzorek byl protepan a inkubovan 5 mirfigpokojové teplat

— po centrifugaci i 12 000 x g po dobu 10 mintip4°C byla horni bezbarva
vodni faze penesena do nové zkumavky

— RNA byla precipitovana ijdanim 0,5 ml izopropylalkoholu a inkubovana 10
min pri 4°C

— po centrifugaci i 12 000 x g po dobu 10 mirfipt°C se RNA nachéazela nad&n
a po stranach zkumavky

- supernatant byl odstram a k RNA byl gidan 1 ml 75% etanolu, zkumavka
byla protepana

— centrifugaci po dobu 5 minip4°C RNA sedimentovala, supernatant byl
odstrarn

— sediment byl vysuSen na centrivapu 10 min

— RNA byla rozpustna v 50 ul HO
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RT-PCR

Reverzni transkripce byla provedena v tedlsntsi:

pufr 5x 2 ul
MMLV (Promega) 0,5 pul
RNA 1l
dNTP 0,5 ul
inhibitor 0,5 pl
hexamer 0,5 ul
voda 5 ul
celkem 10 pl

Syntéza cDNA podle virové RNA probihala podle pesgového schématu (PTC-

200 Peltier Thermal Cycler; MJ Research):

PCR

30 min @i 37°C
3 min @i 94°C

Amplifikace cDNA viru mozaikyedkvicky byla provedena v redhi sntsi:
PPP mix (Top-Bio) 10 pl

primer 347R2 0,5 ul

(5- GGCCACGCGTCGACTAGTACTCGAGTTTTTTTTTTTTITTITIT -3
primer 24815 0,5 ul

(5- TTGGTATGCTGGAAACCGAG -3)

cDNA 0,5 ul

voda 8,5 ul

celkem 20 pl

podle programového schématu (MiniCy&terMJ Research):
30 cykki: 30 s i 93°C

30 s i 50°C

30 s i 72°C
10 min @i 72°C
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Amplifikace cDNA viru Zluté mozaiky vodnice bylaguedena v reaki snesi:
PPP mix (Top-Bio) 10 pl

primer 109NO 0,5 ul

(5'- TGGTCGGGAAAGCTGGGGC -3))
primer 109M9 0,5 ul

(5'- CCGGCCCATCACCTCTCACC -3)
cDNA 0,5 ul

voda 8,5 ul

celkem 20 pul

podle programového schématu (PTC-200 Peltier THe@yeler; MJ Research):
30 cykla: 10 s i 94°C

10 s pi 58°C

20 s pi 72°C
10 min @i 72°C

Pro kontrolu produktu byla pouzita agar6zova gelelektroforéza:

- 0,4 g agarozy byly rozpusty v 25 ml 0,5 x TBE pufru (pro RaMV) a 0,5 g
agarézy byly rozpushy v 25 ml 0,5 x TBE pufru (pro TYMV)

- do jednotlivych zub gelu byly naneseny vzorky a marker (FastR)leDNA
Ladder, Middle Range; Fermentas Life Science), étdryly obarveny
fluoresceknim barvivem syber green

- elektroforéza probihala v 0,5 x TBE pufri p00 V

Sekvenovani — RaMV
K extrakci DNA produktu z gelu byl pouzit GenEllife Gel Extraction Kit

(Sigma):
- k vyfezanému gelu s DNA produktem byléidano tikrat vice Gel Solution
(300 ul Gel Solution na kazdych 100 mg gelu)
— snes byla inkubovanaip56°C 10 min a kazdé 3 min byla pfepana
— do kolonky bylo napipetovano 0,5 ml Column PreparatSolution, kolonka

byla centrifugovana
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- k rozpus¢nému gelu byl pdan izopropylalkohol o objemu jedn&tiny Gel
Solution a srés byla genesena do kolonky

— po centrifugaci bylo fidano 0,5 ml Wash Solution s etanolem

- vzorek byl dvakréat centrifugovan

- vS8echny centrifugace probihaly 1 mirfi 12 000 x g a latky, které se
nezachytily na membrérkolonky byly odstraény

- kolonka byla penesena do nové 1,5 ml zkumavky Eppendorf

— DNA byla vymyta gidanim 30 pl natétého eldniho pufru

— vzorek byl inkubovan 1 min a poté centrifugovania pii 14 000 x g

Sekverni reakce:

mix (Amersham) 1,6 pl

pufr 4 ul

primer 24815 1l
PCR produkt 10 pl
voda 3,4 ul
celkem 20 pl

Programové schéma (Swift Maxi Thermal Cycler; Esco):
30 cykla: 10 s i 96°C

5 s i 50°C

4 min i 60°C

Precipitace

— k 20 pl produktu bylo fiddano 80 ul 75% izopropanolu

- vzorek byl inkubovan 15 minip20°C a potom centrifugovan 15 miti i4 000
xgad°C

— supernatant byl odsan a do zkumavky byiddno 0,25 ml 75 % izopropanolu,
protrepano

— po centrifugaci i 14 000 x g po dobu 5 minfip4°C byl supernatant odsan a

vzorek vysusen na centrivapu 15 min
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Klonovani — TYMV
Amplifikované produkty byly klonovany pomoci GeneTJ™ PCR Cloning Kit

(Fermentas Life Science).

Reakni sn®s:

2x Reaction Buffer 5 ul
PCR produkt (nepurifikovany) 2 ul
voda 1,5 ul

DNA Blunting Enzyme 0,5 ul
celkem 9 ul

— vzorek byl protepan a centrifugovan 3 — 5 s, poté byl inkubovamrbpii 70°C
a rekolik sekund pi 4°C

- bylo pridano 0,5 ul pJET1/blunt Cloning Vector a 0,5 plAhigase

- tato ligazova sws byla zamichana a centrifugovana 3 -5s

- smes byla inkubovana 5 minfippokojové teplat

— k TOP 10 bitkam bylo gidano 2,5 ul ligazové sesi

- bunky byly inkubovany 10 minip 4°C, potom byly vystaveny tepelnému Soku
po dobu 30 — 45 s a &pinkubovany pi 4°C

- k buikéam bylo gidano 200 pl c-media, vzorek byl promichan

— na zivny agar s ampicilinem bylo vyseto 50 ul a R09zorku

- vzorky byly inkubovany 16 hodinitp37°C v termostatu

Kontrola obsahu bakterialnich kolonii

Reakni snes:
PPP mix (Top-Bio) 10 pl
primer pJET1 f 0,5 pul

(5'- GCC TGAACACCATATCCATCC -3)
primer pJET1 r 0,5 ul

(5'- GCAGCTGAGAATATTGTAGGAGA TC -3))
voda 9 ul

vzorek na Sgice paratka z kolonie na Petriho misce
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Programové schéma:

30 cyki: 20 s i 92°C
30 s pi 50°C
30 s pi 72°C

Pro kontrolu produktu byla pouzita agar6zova gelelektroforéza (0,5 g agardzy
byly rozpustny v 25 ml 0,5 x TBE pufru, barveno syber greemd. $&£kvenaci byl vybran

vzoreke. 3, ktery obsahoval nejvice PCR produktu.

Sekverini reakce:
mix (Amersham) 1,6 ul

pufr 4 ul

primer pJET1 f 1l
PCR produkt 1l
voda 12,4 pul
celkem 20 pl

Programové schéma (Swift Maxi Thermal Cycler; Esco):
30 cykki:  10's i 96°C

5 s i 50°C

4 min @ 60°C

Precipitace:

— k 20 ul produktu bylo fidano 80 pl 75% izopropanolu

— vzorek byl inkubovan 15 minip20°C a potom centrifugovan 15 miti 4 000
xgad4°C

— supernatant byl odsan a do zkumavky byiddno 0,25 ml 75 % izopropanolu,
proti‘epano

— po centrifugaci i 14 000 x g po dobu 5 minfip4°C byl supernatant odsan a

vzorek vysusen na centrivapu 15 min
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VYSLEDKY A DISKUSE

Nasledujici pasaz o rozsahutipstran obsahuje utajované skiresti a je
obsazena pouze v archivovaném originale bagldaprace ulozeném ndi®dowdecké
fakulte JU.
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ZAVER

Hybridni &ovik UteuSa byl natkovan mechanickou inokulaci izolatem RaMV1
viru mozaikyiedkvicky RaMV a izolatem Ruzywviru Zluté mozaiky vodnice TYMV. Po
9 mesicich nebyly na listech pozorovany zadi&meaky lokalni ani systémové infekce.
Pomoci PCR a sekvenace vSak bylo prokdzand,atékSUteuSa je hostitelengahto vini
a mohl by v pirodé byt zdrojem jejich infekce.
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POUZITE ZKRATKY

cDNA — complementary DNA

DNA - deoxyribonucleic acid

dNTP — deoxyribonucleotide triphosphate
MMLV — Moloney murine leukemia virus — reverzninekriptdza
pb — base pair(s)

PCR — polymerase chain reaction

RaMV — Radish mosaic virus

RNA — ribonucleic acid

RT-PCR - reverse transcription PCR
sSRNA - single stranded RNA

TBE — pufr Tris-borat-EDTA

TYMV — Turnip yellow mosaic virus
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