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Vyuzivani molekuldrné hybridizacnich technik ve VUB Havlicktiv Brod v oblasti charakterizace virt
a viroidu bramboru zapocalo jiz pred 25 lety. V soucasnosti jiz tyto techniky nejsou vyuzivany, avsak cilem
této publikace je ukdzat vyvoj v této oblasti.
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UVOD

Virové choroby v nasich klimatickych, geografickych a pidnich podminkach jsou velmi
vyznamné, a to nejen z divodu jejich $kodlivosti, ale i proto, Ze jsou u nas lepsi podmin-
ky pro jejich rozsifovani, ve srovnani se severnéji polozenymi ptimorskymi staty. Virové
choroby jsou zptisobeny rostlinnymi viry, které jsou pfenosné sadbou, nékteré mechanicky
§tavou a fadou zivoci$nych vektori. Jednotlivé viry vytvareji kmeny, které se vyznacuji
riznymi projevy, agresivitou i skodlivosti. S jejich vizualnim projevem se mizeme setkat
zejména na nati (rtizné formy mozaiky, zkadereni, nekrdzy, deformace, staceni listt, inhi-
bice riistu apod.) a v nékterych pripadech i na hlizach (nekrdzy slupky, duzniny hliz atd.).
Nékdy mtize vizudlni projev chybét. Rozdily jsou v primarnich a sekundarnich ptiznacich
choroby. Virové choroby, v zavislosti na odrudé, péstitelskych podminkach a pribéhu po-
Casi, snizuji vynosy o 10 az 80 % (RASOCHA et al., 2007)
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Ptitomnost virti se bézné zjistuje laboratornimi metodami, nejcastéji imunoenzymatic-
kou metodou ELISA, ktera neni vzdy presnd a citliva. Pro doplinkova zjisténi existuje fada
testovacich rostlin a laboratornich metod, zaloZenych na molekuldrni detekci nukleové
kyseliny. Metody detekce zaloZené na téchto postupech pomoci polymerazové retézové
reakce jsou radove citlivéj$i nez metody sérologické, av§ak kvili jejich vysoké citlivosti
a specificnosti a vysoké variabilité virové ribonukleové kyseliny viru Y bramboru vsak ne-
jsou zcela spolehlivé. Uvedené nedostatky odstranuji hybridiza¢ni sondy pro detekci virt
¢i viroidu bramboru, jejiz sekvence jsou komplementarni k ribonukleové kyseliné daného
izolatu viru nebo viroidu bramboru.

MATERIAL A METODY

Extrakce virové RNA pro DNA-RNA hybridizaci

Extrakce virové RNA byla provadéna s pouzitim dvou zakladnich typt pufri. Prvnim
typem byl AMESS pufr (0,5 M octan sodny o pH 6,0, 10 mM MgCl,, 3% SDS, 20% ethanol
a 1 M NaCl), druhym nékolik variant pufru sestaveného v laboratofi molekuldrni genetiky
UMBR AV CR, ktery jsme nazvali pracovni zkratkou ,,E,,. Slozeni pufru E v optimalnim
varianté: 0,1 M Tris-HCI, (pH 7,5), 50mM EDTA, 5% SDS, 1% merkaptoethanol.

1. AMESS pufr

Listy brambor byly rozetfeny s piskem a AMESS pufrem (0,6 ml pufru/ 0,4 g listt) v pred-
chlazenych trecich miskach. Pak bylo pfidano 0,8 ml smési chloroformu s izoamylalkoho-
lem v poméru 24 : 1 a pokracovalo se v homogenizaci. Poté byl homogenat prelit z misky
do mikrozkumavky a odstfedén (5 min, 13500 rpm). Supernatant byl prepipetovan do nové
zkumavky a pridal se k nému stejny objem smési formaldehydu (37%) a 20x SSC (3 M NaCl,
0,3 M citrat sodny, pH 7,0) v poméru 2 : 3. Smés se po promichani nechala denaturovat
15 min vlazni (60 °C). Pak se mikrozkumavka s extraktem prudce zchladila vledu, v némz
pak byla uchovavana i béhem nanaseni vzork na membranu.

2.pufrE

Listy byly rozdrceny v tfeci misce v tekutém dusiku, prasek z listi byl presypan do nové vy-
chlazené misky s piskem, kde k nému byl ptidan pufr E (1,5 - 2 ml.g™! list1), a homogenizace
pokracovala. Takto ziskany homogenat byl preveden do mikrozkumavky a sedimentovan
5 min pfi 13500 rpm. Poté byl supernatant opatrné odpipetovan do nové mikrozkumavky.
Po pridani stejného objemu smési chloroformu s izoamylalkoholem (24 : 1) nasledovala
znovu centrifugace 5 min pfi 13500 rpm. Supernatant byl opét odpipetovan do nové zku-
mavky a nému pridan stejny objem smési formaldehydu (37%) a 20x SSC (3 M NaCl, 0,3 M
citrat sodny, pH 7,0) v poméru 2 : 3. Po dtikladném promichani byla smés denaturovana
15 min v lazni (60 °C). Pak byla mikrozkumavka s extraktem prudce zchlazena v ledu,
v némz byla uchovavana i béhem nanaseni vzork na membranu.
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3. Nanaseni RNA na membranu

Vzorky byly metodou dot blot naneseny na pozitivné nabitou nylonovou membranu s péry
o priméru 2 pm (Nylon 66, Sigma), navlhé¢enou v roztoku 1x SSC (0,15 M NaCl, 15 mM
citrat sodny, pH 7). Poté byla RNA kovalentné navazana na membranu piisobenim UV za-
feni a zapecena 30 min pri 80 °C. Do dalsiho pouziti byly membrany uchovavany uzaviené
v polyethylenovém sacku pti4 °C.

Byly optimalizovany tfi rtizné postupy neradioaktivniho znac¢eni cDNA sond:

1. DIG High Prime Labeling

2. DIG Chem-Link Labeling

3. PCR DIG Probe Synthesis

Nase experimenty ukdzaly pouzitelnost vSech tfi postupt pripravy cDNA sond pro
DNA-RNA hybridizaci na bazi RT-PCR produkti. Prvni dvé metody vyuzivaji znaceni
RT-PCR produktti bud pomoci digoxigenin-11-dUTP metodou ,random primed® nebo
pomoci specialniho produktu na bazi cis-platiny, vytvarejici nekovalentni (koordina¢ni)
komplex s DNA pies N7 pozici guanosinovych a adenosinovych bazi. Tteti postup vyuziva
primé znaceni DNA fragmenttl v PCR reakci zabudovanim DIG-11-dUTP. Neradioaktivni
znaceni sond digoxigeninem pro hybridizaci jsme vybrali po nasich predchozich dobrych
zkuSenostech s timto postupem pri detekci PSTVd pomoci DNA-RNA hybridizace.

Témito postupy byly znaceny RT-PCR produkty rtizné délky, lepsi vysledky poskytovaly
kratsi fragmenty (do 500 bp), ale i delsi fragmenty (1000 bp) byly pouzitelné jako sondy
pro DNA-RNA hybridizaci. Pracovni postupy jsou podrobné popsany v téchto komer¢nich
soupravach firmy Boehringer, proto je zde nepopisujeme.

Hybridizace s radioaktivné znacenou sondou
Membrana s navazanymi vzorky RNA virt byla nejprve inkubovana 2 h pfi 50 °C v pre-
-prehybridiza¢nim roztoku (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 M NaCl, 1 mM Na,EDTA,
0,1% SDS). Nasledovala prehybridizace v roztoku o slozeni: 50% formamid, 50 mM fosfa-
tovy pufr (pH 7,4), 5 mM Na,EDTA, 750 mM NacCl, 0,1% SDS, 0,3% PVP (polyvinylpyrro-
lidon), 0,3% BSA (hovézi sérovy albumin), 0,3% Ficoll, 200 pg.ml~! RNA opét 2 h pti 50 °C.
Vlastni hybridizace s ¢erstvé zdenaturovanou (2 min pfi 98 °C) sondou probihala pres noc
za stejnych podminek jako prehybridizace. Objem hybridiza¢nich roztokd byl 0,3 ml.cm2
membrany. Po hybridizaci byly membrany promyty roztoky: nejprve 2x SSC, 0,1% SDS
pti 50 °C po dobu 5 min, 1x SSC, 0,1% SDS pti 55 °C 10 min, 0,5x SSC, 0,1% SDS pti 60 °C
510 min, v nékterych pokusech je§té navic promyti 0,1x SSC, 0,1% SDS pti 60 °C 5 min.
Membrany pak byly exponovany (vétsinou pres noc) na pristroji STORM (Molecular
Dynamics), z néhoz byly pomoci programt Phosphor Imager a Image QuaNT ziskany ob-
razky i konkrétni namérené hodnoty. Hodnoty radioaktivniho signélu jsou udavany v jed-
notkéch ,,spot volume,,, které vyjadiuji sou¢in absorbance a plochy v mm?.
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Hybridizace s neradioaktivné zna¢enou sondou

Membrany s navazanou RNA byly inkubovany 2 h pfi 50 °C v pre-prehybridiza¢nim
roztoku (50 mM TrisHCI, pH 8,0, 1 M NaCl, 1 mM Na,EDTA, 0,1% SDS) o objemu od-
povidajicimu velikosti membrany (0,3 ml.cm2). Prehybridizace se provadéla 2 h pti 50 °C
v roztoku o slozeni: 5x SSC, 50% deionizovany formamid, 0,1% Nlaurylsarcosin, 0,02%
SDS a 1/5 objemu blokovaciho roztoku (10x SSC, 0,15 M citrat sodny, 1,5 M NaCl, pH 7,0,
10% SDS). Vlastni hybridizace s ¢erstvé denaturovanou (2 min pri 98 °C) sondou probihala
pres noc za stejnych podminek a v roztoku o stejném slozeni jako prehybridizace. Objem
hybridiza¢niho roztoku byl 0,025 ml.cm~ membrény. Po hybridizaci byly membrany pro-
myty roztoky: nejprve 2x SSC, 0,1% SDS pti pokojové teploté po dobu 15 min (dvakrat),
pak 1x SSC, 0,1% SDS pii 50 °C 15 min (rovnéz dvakrat) a na zavér byly oplachnuty (3 min)
v pufru 1 (0,1 M kyselina maleinova, 0,15 M NaCl, adjustovany na pH 7,5 pfi 20 °C krysta-
lickym NaOH).

Pfi imunologické detekci byla membrana inkubovana 30 min pfi pokojové teploté v pu-
fru 2 (smés blokovaciho roztoku a pufru 1 v poméru 1 : 10) (pouzity objem odpovidal
1 ml.cm™ membrény). Dal$im krokem byla inkubace (30 min) v roztoku s protilatkami
(150 mU.ml"!, pouzity objem: 1 ml .cm™2), pfipraveném rozpusténim koncentrovaného
roztoku anti-DIGAP konjugatu v pufru 2 (1 : 5000). Poté nasledovalo promyti pufrem 1 (2x
15 min v objemu odpovidajicimu 0,2 ml .cm2) a inkubace (5 min) v pufru 3 o slozeni: 0,1 M
TrisHCI, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9,5 (20 °C). Nasledné byla membrana umisténa
do cerstve pripraveného roztoku NBT/BCIP (200 pl koncentrovaného roztoku NBT/BCIP
rozpusténého v 10ml pufru 3), v némz bez pristupu svétla probihala barevna reakce (po-
uzity objem: 0,1 ml .cm2?). Po dosazeni poZadované intenzity zbarveni byla reakce zasta-
vena pétiminutovym promytim membrany v TEpufru (10mM TRIS, ImM EDTA, pH 8,0).
Membrany byly foceny pomoci scaneru ASTRA 610 S (Umax).

Pro ziskdni DNA-RNA hybridiza¢ni diagnostické sondy specifické pro PVY byla klo-
novana cDNA odpovidajici proteinu P1 PVY. cDNA viru PVYN™ ¢ délce 394 bp byla pti-
pravena standardnimi metodami s pouzitim kit Gene Amp RNA PCR Kit (PerkinElmer)
a odpovidala pozici genu pro protein P1 tohoto viru.

Ziskana cDNA byla amplifikovana PCR s pouzitim Pwo polymerazy (BIOZYM, Dia-
gnostic GmbH). Primery byly stejné jako pfi reverzni transkripci, tj. Y214234 (5CCAGATT-
GGTTCCATTGAATG3") a Yeo7s89 (5’CAAAAACATATCGCACGC3). Ke 3 ul templatu
(produktu z RT-PCR) bylo pridano 8 pl 25 mM MgSOy, 10 ul 10x pufru, 8 pl 2,5 mM
smési deoxyribonukleotidd, 3 pul primeru Y4234 (1 pg.ml™), 3 pl primeru Ygo7s80 (1 pg.
ml™), 64,2 ul H,O a 0,8 ul PWO polymerazy. Po 3 min pocate¢ni denaturaci pii 94 °C na-
sledoval 35x cyklus: 1 min denaturace pri 94 °C, 1 min 20 s ,annealing,, pfi 52°C, 1 min
20 s prodluzovani nového vlakna pti 72 °C. Po kontrolni elektroforéze byl PCR produkt
(oznacovany dale pismenem Q) izolovan z agarézového gelu pomoci soupravy Gel Extrac-
tion Kit (Qiagen).
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Ke klonovani byla pouzita specialni souprava PCRScriptTM Amp SK(+) Clonning Kit
(Stratagene). Ligaci do plasmidu predchazel ,polishing, (zacisténi koncti) polymerazou
Pfu: k 10 pl fragmentu Q bylo pfidano 1,3 ul ,,polishing,, pufru, 1 pl deoxyribonukleotidii
a 1 pl Pfu polymerdazy. Reakce probihala 30 min pfi teploté 72 °C. Po ni byla cDNA ligo-
vana T4 ligazou do plasmidu pCRScriptTM Amp SK(+). Ligacni smés se skladala z 1 pl
plasmidu, 1 pl 10x pufru, 0,5 pl ATP, 6,5 ul ,,polishing,, fragmentu, 1 pl T4 ligazy a 1 ul
Srf I. Takto upravenymi plasmidy pak byly transformovany kompetentni bunky E. coli.
Transformace probihala nasledovné: 100 pl suspenze kompetentnich bunék (skladovanych
pti -70 °C) se nechalo rozpustit na ledu, poté byly pridany 2 pl liga¢ni smési (obsahujici
zhruba 100 ng plasmidu) a smés byla 30 min inkubovana na ledu. Nésledoval teplotni §ok
(42°C, 90 s) a 2 min v ledu. Poté byly bunky kultivovany 2 h na trepacce pfi 37 °C v Erlen-
mayerovych bankach obsahujicich 0,9 ml LB media. Ziskana suspenze pak byla po 200 ul
rozetfena na misky s LB mediem obsahujicim ampicilin (200 ng.ml™), Xgal (4bromo-
-5chloro-3indolyl-Dgalaktosid) a IPTG (isopropyl - Dthiogalaktosid) (60 ug .ml™!). Bilé
kolonie byly testovany na ptitomnost pozadovaného inzertu pomoci PCR nasledované
elektroforézou v agarézovém gelu. Reak¢ni smés pii PCR s bakteriemi obsahovala: 556 pl
H,0, 80 pl pufru, 48 ul MgCl,, 64 pl smési vsech nukleotidt, po 24 ul kazdého primeru
(primery Y214234 @ Yeo7589, Viz vy$e) a 4 pl Taq polymerazy (Promega). Tato smés byla rozdé-
lena po 50 pl do 16 mikrozkumavek a do kazdé z nich byly $pickou pipety pridany bakterie
z jedné kolonie (do posledni smés ze vsech kolonii); cyklus byl stejny jako pfi amplifikaci
c¢DNA polymerazou Pwo (viz vyse).

Plasmidy byly z bakterii izolovany s pouzitim pufri od firmy Qiagen. Bakterie narostlé
pres noc v tekutém LB mediu pfi teploté 37 °C za neustalého protfepavani byly trikrat sedi-
mentovany pri 3000 rpm 5 min. Poté byly resuspendovany ve 200 ul pufru P1 (pufr s RNa-
zou A) a bylo k nim ptiddno 200 pl pufru P2 (pufr pro alkalickou lyzi bunék). Po 5 min
byla smés umisténa na led a do kazdé se pridalo 220 pl pufru P3 (pro renaturaci plasmidu).
Nasledovalo opatrné pomalé promichani obsahu zkumavek, 10 min inkubace v ledu a cen-
trifugace 5 min pri 13500 rpm. Supernatant byl preveden do nové zkumavky a k nému byla
pfidana v poméru 1 : 1 smés fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu (24 : 24 : 1). Po ho-
mogenizaci byly vzorky centrifugovany 5 min pti 13000 rpm, vodna faze byla opét prepi-
petovana do novych zkumavek. Nasledovala precipitace izopropanolem, ktery byl pridan
v mnozstvi 0,7x objem vzorku. Po homogenizaci byla smés ponechdna 1 h pfi pokojové
teploté. Nakonec byl izopropanol diikladné odstranén, plasmidy byly promyty 70% etha-
nolem, opatrné vysuseny v exikatoru a poté rozpustény v 50 pl TEpufru (10mM TRIS,
0,ImM EDTA, pH 8). Takto pripravené plasmidy byly pouzity jako templat pro reamplifi-
kaci sekvence urcené k pripravé sondy. Reamplifikace byly provedena s pouzitim polyme-
razy Pwo (BIOZYM, Diagnostic GmbH) vyse uvedenym postupem.
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VYSLEDKY A DISKUSE

cDNA viru PVYNTN ¢ délce 394 bp byla piipravena reverzni transkripci izolované virové
RNA a odpovidala genu pro P1 protein tohoto viru (pozice 214 - 607 dle databaze EMBL).
Po amplifikaci PCR a zacisténi koncti byla ligovana do plasmidu pCRScript, kterym pak
byly transformovany kompetentni bunky E. coli (Obr. 1). Pro ptipravu sondy P1 urcené
k detekci viru PVY byl pouzit klon ¢islo 1, ze kterého byl izolovan plasmid (Obr. 2).

Obr. 1: Elektroforéza PCR produktt v agarézovém gelu. Pomoci Obr. 2: Elektroforéza izolo-
PCR bylo testovano 15 klont E. coli transformovanych plasmidem vaného plasmidu ¢cDNA viru
nesoucim ¢cDNA viru PVY. Vsechny vybrané klony obsahovaly PVY. Vyznacené jsou dvé nej-
plasmid s pozadovanym inzertem, nebot u vSech vznikl PCR pro- ¢etnéjsi formy plasmidu. Vle-
dukt spravné velikosti, ktery délkou odpovidd prvotnim fragmen- vo 1Kb marker.
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Obr. 3: Detekce viru PVY u rtiznych linii transgennich rostlin bramboru infikovanych timto virem
pomoci molekuldrni hybridizace s radioaktivné znacenou P1 cDNA sondou (expozice pies noc)
(A). Odruda Kamyk je netransformovana kontrola. K extrakci virové RNA jsme pouzili ,,E,, pufr,
k odstranéni proteinii roztok chloroformu s izoamylalkoholem v poméru 24 : 1. 1 ul extraktu byl
ziskdn z 0,33 pg listti. B - Kvantitativni vyhodnoceni signala z A. Hodnoty radioaktivniho signdlu
byly stanoveny pomoci programu ImageQuanNT na piistroji STORM.
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Jednim z dtilezitych kroki bylo ziskani vhodného extrakéniho pufru. V dalsi praci byla
optimalizovana varianta E pufru ovéfovana na nékolika liniich transgennich rostlin bram-
bor infikovanych virem PVY. Pfi tomto pokuse se ukazalo, Ze pfi nejmensich redénich
(nejvyssich koncentracich extraktu) je hybridizace slabsi nez se dalo o¢ekavat (viz Obr. 3).

Prili§ maly nartst signalu (ve dvou pripadech dokonce jeho mirny pokles) mohl byt zpti-
soben nejpravdépodobnéji tim, Ze v extraktu byly pfitomny necistoty (zejména bilkovinné
povahy), které vysyti vazebna mista na membrané a zeslabuji tak pri vyssich koncentracich
efekt hybridizace. Proto jsme se v dal$im experimentu zaméfili na nalezeni nejvhodnéjsiho
¢inidla pro odstranéni bilkovin.

K odstranovani bilkovin jsme pouzivali smés chloroformu s izoamylalkoholem (24 : 1),
déle jsme testovali uc¢innost dalsich dvou ¢inidel, a to jednak roztoku fenolu, chlorofor-
mu a izoamylalkoholu (24 : 24 : 1), jednak samotny fenol. Jak je vidét z Obr. 4, nejlépe se
osvédcil fenol, nebot pfi jeho pouziti byl signal nejsilnéjsi, a to pfi obou typech hybridi-
zace. V tomto pokuse jsme pouzivali k extrakci virové RNA z téhoz mnozstvi listtl vétsi
mnozstvi pufru (2 ml/ g list oproti 1,5 ml/ g list), aby byl extrakt méné koncentrovany.
Celkové slabsi signal (ve srovnani s pfedchozimi obrazky) je tedy zptisoben jednak nizsi
koncentraci extraktu, jednak kratsi expozici membrany (pouze 6 h) v pfipadé radioaktivné
znacené sondy. Na obrazku je ddle patrné, ze sonda hybridizovala lépe s RNA viru kmene
PVYNTN pez PVYO.

Obr. 4: Detekce viru PVYNTN (horni tfi fady) a PVY? (spodni tfi fady) u rostlin bramboru po-
moci dot blot molekularni hybridizace s cDNA sondou. K extrakei virové RNA byl pouzit pufr E,
k odstranéni proteinti fenol (1. a 4. fada), roztok fenolu s chloroformem a izoamylalkoholem (IAA)
24:24:1(2.a5.rada) nebo roztok chloroformu s IAA v poméru 24 : 1 (3. a 6. fada). A - membrana
hybridizovand s radioaktivné znacenou sondou (expozice 6 h), B - membrana hybridizovana se
stejnou sondou znacenou digoxigeninem. 1 pl extraktu byl ziskan z 0,25 pg listt.

Y-NTN/ Phe
Y-NTN/ Phe+Ch
Y.0/ Phe :
Y-0/ Phe+Ch » Y-NTN/ Ch
Y.0/Ch ’ SR : 64 32 16 8 4 2 1 0,5 pl
A 64 32 16 8 4 2 1 05pl B

Pomoci nového extrakéniho roztoku, zaloZzeném na slabé alkalickém pufru Tris-HCI
s obsahem merkaptoethanolu a se zvy$enym obsahem detergentti jako SDS ¢i Triton X100,
bylo dosazeno mnohonasobné citlivéjsi detekce nez u extrakti ziskanych klasickou meto-
dou s pouzitim pufru AMESS.

Kritickym bodem pro uspé$nou detekci obou virtt metodou molekuldrni hybridizace
se ukazaly byt podminky pfi extrahovani virové RNA z infikovaného rostlinného mate-
ridlu. Pro extrakci byly pouzivany dva riizné pufry lisici se chemickym slozenim i pH. Pfi
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pouziti pufru AMESS byl hybridiza¢ni signal velmi slaby, prestoze byl AMESS popsan
jako vhodny k extrakci viroidu i nékterych virt pro tcel molekularni hybridizace. Naopak
dobrych vysledkt jsme dosahli s E pufrem. Tento pufr ma vyssi pH nez AMESS (7,5 oproti
6,0), pufra¢ni latkou je Tris-HCl a nejsou v ném obsazeny zddné soli. Vzhledem k tomu, ze
se pufry lisily ve vice faktorech, neni mozné bez dalsich experimentti rozhodnout, ktera
slozka (pfipadné kombinace slozek) byla pro tspésnost extrakce rozhodujici. Spravnou
volbou detergentni slozky extrakéni smési a jeji koncentraci 1ze tedy kladné ovlivnit kvalitu
vysledki. Na zvyseni u¢innosti extrakce virové RNA mohlo mit urcity vliv rovnéz pouziti
tekutého dusiku pfi homogenizaci listt.

Dalsiho zvy$eni hybridiza¢niho signalu bylo dosazeno, kdyz jsme pii extrakci misto
smési chloroformu s izoamylalkoholem (24 : 1) pouzili fenol. Nicméné pii delsi expozici
hybridiza¢nich membran je i extrakce chloroformem dostate¢na pro detekci virt.

Zaroven se pri tomto pokusu ukazalo, Ze pti hybridizaci P1 sondy s RNA dvou izolata
patficich k riznym kmentm viru PVY byl signdl silnéjsi u izoldtu viru kmene PVYNTN nez
PVYO. Tento vysledek lze vysvétlit dvéma zpiisoby. Mize to byt disledek rozdilnosti sek-
venci téchto dvou izolatti v ORF pro P1 protein, nebot cDNA pro ptipravu sondy byla ptipra-
vena podle RNA izolatu viru PVYNTNa pouzité primery byly odvozeny rovnéz ze sekvence
izolatu tohoto kmene. Variabilita sekvence ¢asti P1 proteinu byla pro nékteré izolaty PVY
prokazana v praci TORDO et al. (1995). Ovsem nelze vyloudit, Ze slabsi signal pri hybridiza-
ci s kmenem PVY® byl dtisledkem niZsi koncentrace viru v pouzitém rostlinném materiélu.

Tento usek virového genomu byl podrobné zkouman na moznou variabilitu v ramci
jednotlivych izolatd pomoci metody TGGE (RIESNER et al., 1989). Byla zjisténa urcita
variabilita, avak niz$i nez napriklad u PVS. Na zakladé cDNA sekvence proteinu P1 (ORF
P1 PVY zizolatu Nicola) byly ptipraveny hybridiza¢ni sondy pro kvantifikaci PVY - radio-
aktivné znacené ( [a->2P]JdCTP, Amersham) nebo neradioaktivné znacené (DIG, Boehrin-
ger), byla ovérena specifita i citlivost hybridizace s témito sondami, u radioaktivné znacené
sondy byla zjisténa radové vyssi citlivost, specifita byla shodna. Z nasich dalsich vysledka
vyplyva, Ze ze souboru dosud testovanych izolatu tato sonda detekuje RNA izolatt z kme-
nové skupiny PVY-N, véetné PVY-NTN, slabéji detekuje RNA izolatt z kmenové skupiny
PVY-O. RNA ziskané z izolatt dal$ich virti bramboru i viruprostych rostlin s touto cDNA
sondou nehybridizovaly. Kromé zvyseni citlivosti detekce i moznosti kmenové diferen-
ciace za pomoci specifickych primert vede kombinace obou metod (RT-PCR a dot-blot
hybridizace) predevsim ke zvyseni celkové specificity. Pro precizni kvantifikaci viru je vsak
RT-PCR ponékud komplikovanou metodou vyzadujici fadu internich standardu. Z tohoto
hlediska se jevi klasicky postup zalozeny na RNA-DNA hybridizaci jako vhodnéjsi.

Metodou dot-blot RNA-DNA hybridizace pro detekci virtt bramboru v infikovanych
rostlindch brambor jsme se zabyvali pro jeji moznou aplikaci pfi testovani rostlin v zemé-
délské praxi. Jejimi hlavnimi vyhodami jsou citlivost a specificita, ktera je zajisténa pouzi-
tim vhodnych primert pfi pripravé cDNA sondy a je dana vybérem sekvence urcené pro
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ucel detekee (jeji variabilitou ¢i konzervativnosti) a délkou této sekvence. Naneseni vzorki
na membranu metodou dot-blot umoziuje zpracovani velkého mnozstvi vzorki najednou.
Hybridizaci 1ze provadét i s nékolika sondami (pro detekci riiznych viri) soucasné, coz je
vyhodné tehdy, je-li potieba pouze vytadit z vybéru urcenému k dalsimu péstovani rostli-
ny napadené nékterym z danych virt, bez ohledu na to, jakym. To, Ze test neni tfeba prova-
dét pro kazdy virus zvlast, usetfi ¢as i finan¢ni prostiedky (SALDARELLI et al., 1996). Pri
hybridizaci s neradioaktivné znac¢enou sondou (napfiklad pomoci digoxigeninl1dUTP)
neni zapotfebi ani Zadného specialniho vybaveni, coz ji ¢ini pouzitelnou v zemédélské pra-
xi, jak jiz doporucovali napt. FOSTER a MILLS (1990), AUDY et al. (1991), SALDARELLI
et al. (1996). Pritom pii srovnani s ELISA je hybridizace stejné citliva i citlivéjsi (FOSTER
a MILLS, 1990), a to az desetkrat (AUDY et al., 1991). V pokusech jsme prokazali, ze je
mozné viry detekovat spolehlivé i z pouhych 0,15 pg listtl pti pouziti libovolného zptisobu
znaceni. V pripadé radioaktivniho znaceni lze dosahnout jesté vyssi citlivosti zvlasté pri
delsi expozici membrany.

Dalsi vyhodou je moznost kvantifikace viru na trovni nukleové kyseliny, a proto je tato
metoda nepostradatelna pfi hodnoceni vlivu genti rezistence (napf. antisense RNA) na re-
plikaci virti (PRINS a GOLDBACH, 1996).

Ackoliv jsme se nezabyvali pfimo kvantifikaci virt v rostlindch, mtize byt takto rozpra-
covana metoda detekce virt bramboru pouzitelna i pro relativni porovnavani mnozstvi
uvedenych virti v infikovanych rostlinach. Je ovsem tfeba pocitat s vyse zminénou moz-
nosti variability virovych sekvenci (mezi kmeny nebo izolaty), se kterymi sonda hybridi-
zuje, a tedy s riznou mirou citlivosti pro riizné kmeny nebo izolaty pti danych podmin-
kach hybridizace. Je proto vhodné porovnavat pouze rostliny infikované stejnym kmenem
daného viru. Pfi porovnavani je dale tfeba vhodné usporadat pokus z hlediska odbéru
vzorki, nebot mnozstvi viru se mize velmi zna¢né lisit i mezi riiznymi listy jedné rostliny
¢i dokonce mezi riznymi ¢astmi téhoz listu.

Uzitny vzor - 23929 Hybridiza¢ni sonda pro detekci viru Y u brambor
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The use of molecular hybridization techniques at PRI Havlickiv Brod in the field of characterization of potato

viruses and viroids began 25 years ago. At present, these techniques are no longer used, but the aim of this

publication is to show the developments in this area.
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