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ABSTRAKT:

Viroidy nalezi ke skupiné patogent chmele, které pisobi vyznamné hospodarské
ztraty na kvantité a kvalité vynosu hldvek. Chmel jako vytrvald plodina, péstovana az 20 let
na jednom stanovisti, je infekci viroidy velmi vazné ohrozovan.

Vysledky dosazené v pribéhu fe$eni vyzkumného zaméru MSM 1486434701 jsou
zakladem pro tuto metodiku. Rychla a spolehliva diagnostika viroidni infekce je nezbytna
pro hodnoceni zdravotniho stavu. Metody molekularni hybridizace (dot-blot) a RT-PCR
umoziuji spolehlivé stanovit pfitomnost latentniho viroidu chmele (HLVd). Metodika
fe$i problematiku vlastni diagndzy a uplatnéni této metody pii hodnoceni zdravotniho
stavu chmele.
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1. CIL METODIKY

Dobry zdravotni stav ma rozhodujici vyznam pro uplatnéni produkéniho potencialu
rostlin chmele. Prakticky vSechny $lechtitelské a mnoZitelské porosty chmele jsou
infikovany latentnim viroidem chmele-HLVd. Jeho eliminaci se fesi ozdravovaci proces
¢eského chmele. Rychla a spolehliva diagnostika viroidnich infekci ma v tomto procesu
nezastupitelnou tlohu a je nezbytna pro hodnoceni zdravotniho stavu. Pouzité metody
molekuldrni hybridizace (dot-blot) a PCR s reverzni transkripci jsou provéfenymi
a respektovanymi metodami. Byly modifikovany pro chmel a diagnézu viroidnich patogent
chmele spolehlivé umoziuji. Nové nachdzeji Siroké uplatnéni v hodnoceni zdravotniho
stavu chmele, pfedev$im u mnozitelskych materialti ziskanych v ramci ozdravovaciho
procesu ceského chmele, které maji zasadni vyznam pro dalsi existenci ¢eského
chmelafstvi. Hodnoceni probihd na vSech urovnich, tj. kultury in vitro, materialy
v technickém a prostorovém izolatu, mate¢nice ve sklenicich, kofenacové kolky. Soucasné
jsou metody uplatiiovany pfi hodnoceni zdravotniho stavu chmele v ramci feSeni
védecko-vyzkumnych tkolt a pti hodnoceni $lechtitelskych materialii a genovych zdrojt
chmele.

Hlavnim cilem této metodiky je rychla a spolehliva diagnostika viroidnich patogent
chmele pomoci metod molekularni hybridizace (dot-blot) a polymerazové fetézcové
reakce — PCR. Vznikla na zakladé¢ vysledki feseni vyzkumného zaméru MSM 1486434701
»Studium a regulace stresovych faktorti chmele®

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1. VIROIDY

Viroidy jsou nezavislou tfidou rostlinnych patogent, ktera je prezentovana specialni
skupinou autonomné se replikujicich molekul RNA, bez proteinového plasté. Kruhova
infekéni RNA je plné zavisld a adaptovand na metabolismus urcité hostitelské rostliny,
to znamend, Ze pravdépodobné nekdduje zadné bilkoviny. Ribonukleové kyseliny tvori
vysoce stabilni, ty¢ince podobnou sekundarni strukturu, zaloZzenou na intramolekularnim
parovani bazi.

Bylo jiz popsano 38 viroidd, jejichz velikost se pohybuje od 246 do 399 bazi (Hadidi
et al. 2003) a taxonomicky byly rozdéleny do dvou ¢eledi. Avsunviroidae, éeled viroidu
slune¢ni skvrnitosti avokdda — Avocado sunblotch viroid (ASBVd), je tvofena 2 rody
Avsunviroid a Pelamoviroid. Druha, Pospiviroidae, celed viroidu vietenovitosti hliz
bramboru - Potato spindle tuber viroid (PSTVd), je vyrazné vétsi, zahrnuje 5 rodu
— Pospiviroid, Cocadviroid, Hostuviroid, Apscaviroid a Coleviroid, viz tabulka ¢islo 1.
U molekul viroidi z celedi viroidu vretenovitosti hliz bramboru rozliSujeme
5 strukturalnich domén, charakteristickych pro nativni stav: centralni konzervativni
oblast (CCR), oblast patogenity, oblast s vysokou sekven¢ni variabilitou, levou a pravou
koncovou doménu.
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Tabulka ¢. 1: Klasifikace a zatazeni viroidii (Hadidi et al. 2003)

Rod | Clen | Oznacdeni Pocet variant®
Celed Pospiviroidae

Pospiviroid Potato spindle tuber viroid PSTVd 45
Chrysanthemum stunt viroid CSvd 10
Citrus exocortis viroid CEVd 33
Columnea latent viroid CLVd 3
Iresine viroid Irvd 1
Mexican papita viroid MPVd 9
Tomato apical stunt viroid TASVd 3
Tomato chlorotic dwarf viroid TCDVd 1
Tomato planta macho viroid TPMVd 1

Hostuviroid Hop stunt viroid HSVd 82

Cocadviroid Coconut cadang-cadang viroid cccvd 7
Citrus IV viroid Ccvd-1v 1
Coconut tinangaja viroid Ctivd 2
Hop latent viroid HLVd 10

Apscaviroid Apple scar skin viroid ASSvVd 4
Apple dimple fruit viroid ADFVd 1
Australian grapevine viroid AGVd 1
Citrus viroid III CVd-1II 22
Citrus bent leaf viroid CBLVd 7
Grapevine yellow speckle 1 viroid GYSVd-1 35
Grapevine yellow speckle 2 viroid GYSVd-2 1
Pear blister canker viroid PBCVd 11

Coleviroid Coleus blumei-1 viroid CbVd-1 4
Coleus blumei-2 viroid CbVvd-2 2
Coleus blumei-3 viroid CbVvd-3 9

Celed Avsunviroidae

Avsunviroid Avocado sunblotch viroid ASBVd 33

Pelamoviroid Peach latent mosaic viroid PLMVd 98
Chrysanthemum chlorotic mottle viroid CChMvd 13

Nezarazeno 8 viroidt

Vysvétlivky: * pocet variant uvedeny v “Subviral RNA database® (Pelchat et al. 2000)
® Varianty viroidu z riznych hostitelskych rostlin nebo chorob, maji odli$né ndzvy: chmel HSVd-h, vinna réva
HSVd-g, citrus HSVd-cit, $vestka, broskev HSVd-p, meruiika HSVd-apr, okurka HSVd-c, mandlon HSVd-alm.
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2.2. VIROIDY CHMELE

U chmele byly zjistény a detekovany dva viroidy (Pethybridge et al. 2008).
Jedna se o viroid zakrslosti chmele - Hop stunt viroid (HSVd) - a latentni viroid chmele
- Hop latent viroid (HLVd).

2.2.1. VIROID ZAKRSLOSTI CHMELE-HSVd

Zakrslost chmele byla prvné identifikovana ve chmelnicich v Japonsku a byla
spojovana s virovou infekci a popisovana jako trpasli¢i chmel (Yamamoto et al. 1973),
ale pozdéji bylo zjisténo, Ze je vyvolana infekei viroidem (Sasaki, Shikata 1977). Viroid
nalezi do rodu Hostuviroid Celedi Pospiviroidae, kde je typovym ¢lenem (Regenmortel
et al. 2000). Viroid se sklada z kovalentné uzaviené jednofetézcové RNA, sloZené
z 294 az 303 nukleotidt v zavislosti na hostiteli a izoldtu (Ohno et al. 1983). Pét odli$nych
skupin HSVd sekven¢nich variant bylo izolovano z rozdilnych hostitelt (Lafontaine
etal. 1999). HSVd izolaty z chmele maji vysokou sekven¢ni podobnost k izolatim z vinné
révy (Sasaki et al. 1989).

2.2.1.1. ROZSIRENI HSVd

HSVd je stfedné roz$ifen a byl nalezen v fadé drevinnych trvalych kultur
zahrnujicich slivon (Prunus spp.), mandlon (Prunus dulcis), citrus (Citrus sp.), vinné
révy (Vitis spp.) a granatové jablko (Punica granatum) (Astruc et al. 1996). Jeho vyskyt
byl zaznamendn v komerénich chmelnicich v Japonsku (Sano, Shikata 1989), Korei
(Lee, Lee, Sdnger 1990) a v roce 2004 v USA (K. C. Eastwell, nepublikované udaje). V Itélii
v oblasti Campania byl sledovan plany chmel, zda nemuze byt hostitelem a zdrojem
$ifeni HSVd na okolni peckoviny. Za ¢tyti roky hodnoceni nebyl v planém chmelu zjistén
jeho vyskyt (Ragozzino, Faggioli, Cirillo 2006).

Rostliny chmele infikované HSVd maji na hlavni révé a postrannich pazochach
typicky zkracend internodia a dochdzi k redukci vysky rostlin pfiblizné na 3 m.
Horni listy se svinuji, jsou mensi a chlorotické. Priznaky na listech mohou kolisat.
V Japonsku infikované listy odpadaji z baze a tvofi charakteristickou X formaci
s postrannimi listy. Listové priznaky spojené s HSVd infekci jsou Zlutozelena barva
na bazalnim listovi pocatkem vegeta¢niho obdobi, také Zluté teckovani podél hlavnich
cév muze byt ptitomné, viz obrazek cislo 1. Bohuzel, diagnéza na zakladé symptomit
mtize byt obtiznd vzhledem k jejich proménlivosti v zavislosti na odrtidé a klimatu.
Vseobecné, krnéni je silnéjsi v teplejsich oblastech (Sano 2003, Sano, Shikata 1989).
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Obr. ¢ 1:

Ptiznaky na listech
vyvolané infekci HSVd
na Slechtitelském
materidlu chmele.
(Foto D. H. Gent)

Obr. ¢. 2:
Ptiznaky na rostlindch
chmele vyvolané
infekci HSVd

na americké odriidé
Willamette.

(Foto D. H. Gent)
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2.2.1.2. PRENOS A PROSTOROVY MODEL SIRENI HSVd

Prenos HSVd uvnitt chmelnic je vyhradné mechanicky, pravdépodobné usnadnény
pti sklizni nebo kultiva¢nich operacich, jako je zavadéni nebo mechanické omezeni ristu
- jarni nebo podzimni fez chmele. Uvnitt chmelnic se HSVd $iti podél fad, coz odpovida
uloze kultivaénich operaci v pfenosu patogent (Sasaki et al. 1989, Yamamoto et al. 1973).
Vysledky experimentalni infekce chmele HSVd z nékolika dfevitych hostitelti naznacuji
mozné riziko pro chmel v podobé ptirozenych hostitelskych rezervoart (Kultunow et al.
1988, Sano 2003).

Plevelné rostliny charakteristické pro bramborova pole a chmelnice nebyly
v minulosti povazovany za potencionalni hostitele, kteti mohou prendset a tak vést
k rozsifovani potato spindle tuber viroid (PSTVd) - viroidu vfetenovitosti bramboru
- a hop stunt viroid (HLVd) - latentniho viroidu chmele. K pochopeni tohoto
problému byla provedena biologicka inokulace téchto pleveltl viroidnimi populacemi
RNA nebo cDNA (Matousek et al. 2008). Bylo zji$téno, ze ze 14 plevelii charakteristickych
pro chmelnice byla vysoka hladina HSVd detekovéana v Galinsoga ciliata po dvou RNA
a DNA prenosech. HSVd byl nalezen, ackoliv neni pfenosny semenem téchto druha.
Stopy HSVd byly detekovatelné pomoci RT-PCR v Amaranthus retroflexus inokulovaném
HSVd-cDNA. Charakteristické monomerické (+) cirkuldrni a linedrni viroidni RNA byly
pritomny v extraktech z plevelnych druhu, umoznujicich propagaci viroidil na vysokych
hladinach, coz svéd¢i o jejich pravidelné replikaci, zpracovani a cirkulaci viroidni RNA
v téchto plevelnych druzich. V$echny HSVd klony z G. Ciliata korespondovaly s HSVd-g
(grapevine) variantou, kterd je silné patogenni pro evropské chmele.

2.2.1.3. VLIV HSVd NA VYNOS A OBSAH PIVOVARSKY UCINNYCH LATEK

Rostliny chmele infikované HSVd produkuji méné hldvek s mensi velikosti
a vynosem o 50 % niz$im a soucasné obsahem alfa a beta kyselin o 50-70 % niz$im
nez u neinfikovanych rostlin (Sasaki, Shikata 1980, Yamamoto et al. 1973). Vzijemny
pomér pivovarsky ucinnych latek je také plisobenim tohoto viroidu pozménén. Niz§i
pomér beta : alfa kyselin nez 1 : 20 je charakteristicky pro zdravé rostliny, zatimco pomér
vétsi nez 1 : 44 je typicky pro HSVd infekci (Sasaki, Shikata 1980). Momma a Takahashi
(1984) uvadi, ze pocet lupulinovych Zlazek v hlavkach byl redukovan o vice jak 60 %.

2.2.2. LATENTNI VIROID CHMELE-HLVd

Byl popsan Puchtou et al. (1988). Molekula HLVd je slozena z 256 nukleotidd,
vytvari typickou ty¢inkovou sekundarni strukturu, viz obrazek ¢islo 3. Nalezi do celedi
Pospiviroidae — vietenosti hliz bramboru - Potato spindle tuber viroid (PSTVd) a rodu
Cocadviroid, viz tabulka ¢islo 1.
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Viroidni RNA je sparovana z 65,6 %, pricemz 63,1 % tvoti pary G:C, 27,4 % A:U
a 9,5 % G:U. HLVd obsahuje horni a dolni centralni konzervované oblasti (CCR)
dulezité pro procesy tvorby meziproduktii a fadu sekven¢nich motivi charakteristickych
pro vechny viroidy podskupiny PSTVd. Jeho odli$nost absenci oligo A tseku v levé ¢4sti
HLVd struktury a nizky stupen sekvencni podobnosti v rozsahu 36-51 %, v porovnani
s ostatnimi viroidy, jej fadi mimo vSechny podskupiny (Puchta et al. 1988). Sekvence
viroidu v ptirozenych podminkach je velice stabilni (Matousek et al. 1997 a).

CCR

1 : 50 : 100 "
S " —
AU : AA . W
Ve A AC e v o6 om o6 lag GUA U GAGA C C GA C C A U_cu
GGGG  CACU GUGACU CUGUAGGU GC GGGCUCAAGAG  AUCCCCGGG  CC ACUC GC GG GGAGA GAGC  GUUC UGCGCGGGACUGA 66U

i i i e o e o e e FEEE RRReer e i C
yCCCC GUGA  CACUGA GACGUCCA (G CCCGAGUUCUC — UAGGGGCCC GG UGAG (G CC  CUUCU CUCG  CAAGGUGCGUC CUG GCU G,
A U AG A U AU GCIA AA UC G C U a
Ay U ’ A A :
| | AR : — A — —
. T n o & I
256 250 : 200 : 150

Obr. ¢ 3: Struktura HLVd

Vysvétlivky: T1 - levé terminalni doména
T2 - prava terminalni doména
UCCR - horni ¢ast centralni domény
LCCR - dolni ¢ast centralni domény
P - patogenni doména
V - doména s vysokou sekven¢ni variabilitou
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2.2.2.1. ROZSIRENI HLVd

Rozsifeni HLVd je celosvétové. Puchta et al. (1988) testoval vzorky z Evropy,
Asie, Ameriky, Afriky a Ocednie, pficemz 92 % jich bylo infikovano. Vysoky vyskyt
patogena dokladaji prdce Barbary et al. (1990 a) referujici o 11% az 100% infekci
anglickych porostd chmele. Matousek et al. (1994) referuje o 100% infekci ceskych
porostd chmele, Solarska et al. (1995) uvadi 92% infekci polskych porostd chmele,
Knabel et al. (1999) uvadi 60% infekci némeckych porosti.

Barbara et al. (1990 a) sledovali rovnéz infekci viroidu u réznych odrtid chmele.
Mira infekce se pohybovala od 0 % do 89 %. Adams et al. (1992) sledovali infekci
v porostech odrid Omega a Way Northdown, kde byla infekce 75 % a 7,9 %. Z obou
praci vyplyvd, ze infekce chmele viroidem je vysoce genotypové zavisla. Matousek
infekci (napf. odriidy Yeoman a Galena). Dokonce ani velice razantni metoda
agroinfekce, vypracovana Oriniakovou a Matouskem (1996), nebyla uc¢inna pro infekci
odrtidy Yeoman.

Infekce HLVd v rostliné chmele je ovlivnéna nejen genotypem, ale rovnéz
ontogenetickym vyvojem rostliny. Morton et al. (1993) popsali, Ze dochdzi béhem
vegetace k vykyvim tdrovné infekce v jednotlivych ¢astech rostliny. Kolisani obsahu
viroidu se tykalo predevsim listovych Cepeli a fapikil. Gradient viroidu v rostliné byl
priblizné staly a obsah viroidu stoupal u mladych rostlin od vrcholu k dolnim partiim.
Matousek et al. (1994) ve své praci potvrdili tento gradient, ale u senescentni rostliny se
gradient rapidné ménil a obsah viroidu naopak rostl od dolnich partii rostliny
k vrcholu, kdy nejvyssi zjisténd infekce byla v hlavkach. Matousek et al. (1995) v dalsich
svych experimentech prokazali, Ze gradient viroidu byl v nepiimé korelaci s aktivitou
dsRNaézy. Patzak, Matousek (1999) dospéli k podobnym zavértim o distribuci viroidu
béhem ontogeneze rostliny chmele, bylo vSak nalezeno vyrazné snizeni infekce ve fazi
dlouzivého riistu rostliny. Knabel et al. (1999) rovnéz sledovali miru infekce béhem
ontogeneze rostliny. Jejich vysledky byly podobné, pouze u senescentni rostliny nebyl
pozorovan tak vyrazny gradient obsahu viroidu pomoci PCR-ELISA metody.

Latentni viroid je vyrazné ptizpusoben rostliné chmele, nebot uméla infekce rostlin
okurek, rajcete, chryzantém, Benincasa hisida, Gynura aurantica a tabaku (N. glutinosa)
nevedly k jeho replikaci (Puchta et al. 1988). Knabel et al. (1999) prokézali infekci HLVd
u kopfivy dvoudomé pomoci RT-PCR, zatimco rostliny hluchavky bilé, pampelisky
lékatské, petouru srstnatého, bodldku obecného a rfepky olejné byly neinfikované.
Aklimatizace HLVd v jiné rostliné muze byt spojena s muta¢nim cyklem a selekci
mutovanych sekvenci, jez jsou schopny se i nadale replikovat (Matousek et al. 1999).
Ur¢ité mutované sekvence HLVd byly schopny se replikovat v uméle infikovanych
rostlinach rajéete a tabdku (N. benthamiana), kde je$té naddle dochazelo k tvorbé
komplexnich populaci ,quazispecies® (Matousek J., personalni sdéleni).
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2.2.2.2. PRENOS A SIRENI HLVd

Vseobecné jsou viroidy velice infekéni a k jejich prenosu dochdzi mechanickym
kontaktem mezi rostlinami nebo rostlinami a naradim, téz pylem a semeny (Diener
1987). Adams et al. (1992) sledovali $ifeni HLVd v porostech dvou odrid chmele béhem
dvou let. Z jejich vysledki bylo ztfejmé, ze nartst infekce v porostu chmele nebyl nahodily
a k prenosu dochdzelo jednak kultivaénimi operacemi, ale i pfimym kontaktem mezi
jednotlivymi rostlinami a jejich zji$téni se shodovalo s vysledky Yaguchiho a Takahashiho
(1984) o siteni HSVd. Nékteré nalezené ojedinélé infekce svéd¢ily o tom, Ze by mohl
existovat mobilni vektor. Adams et al. (1996) pokracovali ve svych experimentech
a prokazali, ze mechanicky pfenos kultivaénim naradim, predev$im pii fezu, byl
efektivnéj$i nez prenos kontaktem mezi rostlinami. Testovali téZ mozny prenos
viroidu msici chmelovou (Phorodon humuli), ale k pfenosu nedoslo ani v jednom pripadé.
Knabel et al. (1999) téz vyvratili moznost pfenosu viroidu hmyzimi $kadci, a to msici
chmelovou (Phorodon humuli) a sviluskou chmelovou (Tetranychus urticae). Otazkou
prenosu semeny se zabyvali Matousek a Patzak (2000). I kdyz dochézelo k nepatrnému
prenosu (0,5 %), patfi tento viroid, stejné jako HSVd (Yaguchi a Takahashi 1984),
k viroidim nepfenosnym semenem. Téz hladina viroidu v pylovych zrnech (6 %)
a semenech (24 %) byla velice nizka ve srovnani s trovni v listech (Matousek et al. 1997 a,
Matousek a Patzak 2000).

Bylo prokazano, Ze tepelné oSetfeni chmelovych rostlin infikovanych HLVd snizuje
jeho troven. Toto o$etfeni také vede k akumulaci sekven¢ni variability u HLVd (Matousek
et al. 2001). Soucasné zaznamenali zanedbatelnou trovenn mutovanych variant HLVd
pii standardnich kultivaénich podminkdch. Tepelné oSetfeni chmele vedlo k HLVd
degradaci a souCasné k prikaznému zvySeni sekven¢nich variaci, jak potvrdila
teplotné gradientova gelova elekroforetickd analyza a screening cDNA knihovny
pomoci DNA heteroduplexni analyzy. Tticet jedna ¢cDNA klona (9,8 %) bylo uréeno
jako deviantni (odchylné) formy. Sekvenovani ukdzalo nejcastéji pritomnost
Ctyfnasobnych a trojndsobnych mutantt, jako dusledek akumulace mutaci v HLVd,
béhem po sobé jdoucich replika¢nich cykli. Celkem 69 % zdkladnich zmén bylo na-
lezeno v levé poloviné a 31 % v pravé poloviné sekundarni struktury navrzené pro tento
viroid, viz obrazek ¢islo 3. V centralni ¢4sti horni konzervované oblasti nebyly nalezeny
zadné mutace. Oblast “hot spot” byla ur¢ena v doméné zndmé jako ,,patogenni doména®,
ve skupinu reprezentujicim potato spindle tuber viroid (PSTVd) - viroidu vietenovitosti
bramboru. Vétsina mutaci je pfedurcena k destabilizaci HLVd sekundarni struktury.
Vsechny mutované cDNA, ackoliv byly infek¢ni a prechazely komplexné do naslednych
populaci, byly zachovany na nizké trovni.
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Latentni viroid chmele (HLVd) neni pfenosny pomoci chmelové generativni tkané
ani semenem. Matousek et al. (2008) popisuje proces HLVd eliminace béhem vyvoje
chmelového pylu. HLVd se mnozi v pylu, ale je eliminovan ve fazich nasledné prvni
pylové mitosy béhem vakuolizace pylu a jeho dozravani. Pouze stopy HLVd byly
detekovany pomoci RT-PCR ve zralém pylu po adrogenezi a zadny viroid nebyl
detekovatelny v in vitro kli¢icim pylu, coz predpoklada kompletni degradaci cirkularnich
a linedrnich HLVd forem. Vétsina degradovanych HLVd RNA v nezralém pylu byla véetné
individudlnich produktt v rozmezi 100-230 nukleotidt, a proto nekorespondovaly
s siRNA. HLVd odstranéni z pylu korelovalo s vyvojovou expresi pylovych nukleaz
a specifickych RNaz. Aktivita pylové nukleazy HBN1 byla maximalni béhem
vakuoliza¢niho kroku a klesala ve zralém pylu. Celkova RNazova aktivita se zvySovala
plynule az do kone¢ného kroku pylového zrani. HBN1 mRNA, které je nadbytek
v nejaderné mikrosporové etapé, enkdduje protein z 300 aminokyselin (34.1 kDa,
isoelektricky bod 5,1). Sekven¢ni porovnani odhalilo, ze HBN1 je homolog S - 1
k bifunkénim rostlinnym endonuleazdm. Vyvojové aktivovana HBN1 a pylové ribonuk-
leazy se mohou ucastnit na mechanizmu HLVd rozpoznani a degradaci.

2.2.2.3. VLIV HLVd NA KVALITU A VYNOS CHMELE

Puchta et al. (1988) nazvali tento viroid latentnim, protoze jeho infekce se neprojevuje
zadnymi viditelnymi ptiznaky. Barbara et al. (1990 b) sledovali efekt infekce na dvou
anglickych odrtidach chmele, Omega a Wye Challenger. U infikovanych rostlin pozorovali
nizsi vitalitu a svétlej$i zbarveni listd. Velikost hlavek a vynos byly o 35 % niz8i
u infikovanych rostlin odridy Omega a o 8 % u odriidy Wye Challenger. Obsah
a-horkych kyselin se snizil u obou odriid o 30 %, respektive o 15 %. Obsah 3-hotkych
kyselin se naopak mirné zvysil u infikovanych rostlin. Adams et al. (1991) pokracovali
ve studiu odriidy Wye Challenger. Vysledky byly obdobné, hlavky byly o 11 % mensi,
obsah a-horkych kyselin o 11 % niz$i, obsah 8-horkych kyselin o 8 % vy$si a myrcenu
0 38 % vys$si u infikovanych rostlin. Adams et al. (1992) referovali, ze snizeni obsahu
a-horkych kyselin v dasledku infekce viroidem je genotypové zavislé a pohybuje se
od 20 % do 50 %. Podobnych vysledkt bylo dosazeno v pokusech s Zateckym
poloranym cerveniakem (Patzak et al. 2001). U infikovanych Osvaldovych meriklont 31,
72, 114 dochézelo ke snizeni obsahu a-hotkych kyselin o 40 %, zvy$eni obsahu myrcenu
0 29 %, a-pinenu o 37,4 % a {3-pinenu o 41,6 %, sniZeni obsahu vSech sesquiterpent
04,4 % az 29 % a akumulaci terpenickych alkohold geraniolu a methylgeranatu.
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2.3. DIAGNOSTIKA VIROIDU

K detekei viroidti nelze vyuzit imunoenzymatické metody, nebot jsou tvoreny
pouze molekulou RNA bez proteinového plasté. Puchta et al. (1988) pouzili k detekci
HLVd i HSVd zpétnou polyakrylamidovou elektroforézu (R-PAGE), doplnénou
Northern blot molekuldrni hybridizaci. Barbara et al. (1990 a) pouzili k detekei vi-
roidu dot-blot hybridizaci s radioaktivné (*P dUTP) znacenou sondou. Dot-blot hy-
bridizace byla prvné vyuzita k detekci viroidt Palukaitisem et al. (1985). Tato meto-
da byla nejlépe modifikovana Matouskem et al. (1994). K hybridizaci je pouZivana
HLVd sonda znacena radioaktivné nebo neradioaktivné (digoxigenin-dUTP). Na ad-
rese http://www.umbr.cas.cz/depts/molecular-genetics/ je dostupnd cDNA knihovna
pro ptipravu sond k diagnostice HLVd a HSVd. Hataya et al. (1992) prvni vyuzili
k presnéjsi detekci HLVd metodu RT-PCR. Modifikované RT-PCR protokoly, predevsim
vyuziti rtiznych sekvenci primerd, publikovali Cajza et al. (1996), Matousek et al.
(1997 a, b), Knabel et al. (1999) a Matousek a Patzak (2000). Knabel et al. (1999)
doplnili RT-PCR detekci viroidu jesté kvantifikaci pomoci PCR-ELISA. Morton
et al. (1993) vyuzili téz k detekei viroidu ve vrcholovych ¢astech stonku in situ hybridi-
zace. K nejmodernéjsim diagnostickym metoddm nalezi uplatnéni diagnostickych
mikroarrays (¢ipa), které umoznuji paralelni detekci nékolika viroidtt béhem jedné
analyzy (Tomlinson et al. 2007).

2.3.1. PRACOVNI POSTUP METODY DOT-BLOT
MOLEKULARNI HYBRIDIZACE

2.3.1.1. POTREBNE VYBAVENI A CHEMIKALIE PRO METODU DOT-BLOT
(viz ptiloha & 1)

Chladnicka s mrazicim boxem

pH metr

Mikropipety, vicekanalové mikropipety a $picky
Chemikalie a pfipravené pufry
Eppendorf zkumavky (1,5ml sterilnf)
Permanentni fixy na popis zkumavek
Vychlazené tieci misky s tloucky
Laboratorni véhy

Centrifuga

Vortex

Vodni lazen

Nylonové membrany

¥ ®NOU W=

— =
M=o
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13. Blotovaci aparatura

14. Vyvéva

15. Cross linker

16. Horkovzdusny sterilizator

17. Hybridizér

18. PhosphorImager STORM

19. Vyhodnocovaci software sily signalu
20. Tmavéa komora a fotomisky

21. Rentgenové filmy, vyvojka a ustalovac
22. Laboratoni minutka

2.3.1.2. EXTRAKCE NUKLEOVYCH KYSELIN

Izolace celkovych nukleovych kyselin pro dot-blot hybridizaci provadime podle
modifikace pro chmel (Matousek et al. 1994). Vzorky rostlinného materialu lze odebirat
po celou dobu vegetace ze vSech nadzemnich ¢asti rostliny. Nejvyhodnéjsi je ovSem
odebirat vzorky kvéti a hlavek, kde je koncentrace viroidu nejvys$i. Pro analyzu
odebirdme kolem 0,5 az 1 g cerstvé hmoty z jednotlivych rostlin. Existuje moznost
tvorby kompozitnich vzorkil az z deseti rostlin, ale pro vysokou infikovanost rostlin
tyto analyzy nedoporucujeme. Odebrané vzorky lze zamrazit do zpracovani pii -20 °C
po dobu 1 roku. Ze zamrazenych nebo cerstvych vzorkt navazime 0,4 g rostlinné hmoty
a preneseme do vychlazené tfeci misky. K navdZzenému vzorku pfidame trochu pisku
a 0,6 ml AMESS (Laulhere a Rozier 1976) pufru (0,5 M octan sodny pH=6,0, 10 mM
MgCl2, 3% SDS, 20% ethanol, 1 M NaCl). Po dtikladné homogenizaci vzorku pridame
0,8 ml chloroformu a celou smés znovu tlouckem zhomogenizujeme. Smés poté
preneseme do oznacené 1,5ml Eppendorfky a do centrifugace drzime na ledu. Vzorky
centrifugujeme pti 14 000 rpm po dobu 10 minut pfi pokojové teploté. Po centrifugaci
odebereme ze supernatantu 100 pl do nové oznacené 1,5ml Eppendorfky. K 100 pl
vzorku pfidime shodné mnozstvi (100 pl) roztoku smési 37% formaldehyd + 20xSSC
(0,3 M citronan sodny, 3 M NaCl) v poméru 2 : 3 a celkovou smés dikladné
promichame vortexovanim. V této fazi Ize vzorky skladovat v mrazicim boxu pti -20 °C.
Pro dot-blot hybridizaci vzorky denaturujeme ve vodni lazni pti 60 °C po dobu 15 minut
a poté prudce zchladime na ledu. Takto ptipravené vzorky nand$ime na membranu
nebo uchovavdme v mrazicim boxu pii -20 °C, maximalné 2 roky.
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2.3.1.3. NANASENI NA MEMBRANU

Dot-blot molekularni hybridizace vychdzi z metodiky popsané Palukaitisem et al.
(1985) a modifikované Matouskem et al. (1994) pro HLVd. Do jednotlivych komuirek
dot-blotovaci aparatury (OMNI-BIO, Brno, Ceskd republika) naneseme 40 pl
vyizolovanych vzorki celkovych nukleovych kyselin, které poté vakuové nablotujeme
na oznacenou, pozitivné nabitou nylonovou membrinu saturovanou v 2xSSC
pufru (0,03 M citronan sodny, 0,3 M NaCl). Nablotovanou membranu poté vyjmeme
z aparatury a vysu$ime na vzduchu pfi pokojové teploté. Membranu crosslinkujeme
0,12 J/cm? UV zafenim o vlnové délce 254 nm po dobu 1 minuty a nasledné inkubujeme
v horkovzdu$né peci pti 80 °C po dobu 20 minut. Membranu Ize skladovat zatavenou
v mikrotenové f6lii v lednici po dobu nékolika let.

2.3.1.4. MOLEKULARNI HYBRIDIZACE

2.3.1.4.1. Radioaktivni molekularni hybridizace

Radioaktivni sondu ptipravime znac¢enim ndhodné replikovanych usekt (Random
Primed DNA Labeling kit, Roche Molecular Biochemicals, SRN) molekuly HLVd,
ziskané pomoci PCR ze sekvenaci ovéfeného inzertu klonovaného plazmidu (pCR/Script
SK(+), Stratagene, USA). Jelikoz jsou oba chmelové viroidy vysoce sekvenéné pribuzné,
nelze vyloudit kiizovou reakci s HSVd, jehoz vyskyt v CR je ovsem v soucasnosti nulovy.
Reakéni smés (20 pl) se sklada z 25 ng denaturovaného templatu (10 min pti 100 °C),
Ix reak¢niho pufru (50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCL, 0,1 mM dithioerythritol,
0,2 mg/ml BSA, hexanukleotidy 6,25 A, units/ml, pH=7,2), 50 mM dATP, dTTP
a dGTP, 50 uCi [a-**P]dCTP o specifické aktivité 3000 puCi/mmol (Amersham Life
Science, UK) a 2 U Klenowova fragmentu DNA polymerazy I. Reakce probiha 30 minut
ve vodni lazni pti 37 °C a je zastavena pusobenim teploty 65 °C po dobu 10 minut.
Membrany nejprve pre-prehybridizujeme v prehybridiza¢nim pufru (50 mM
Tris-HCl pH=8,0, 1 M NaCl, 1 mM EDTA, 1% SDS) v hybridiza¢ni peci (HB-2D, Techne,
UK) pfi 55 °C po dobu 30 minut. Didle membrany prehybridizujeme v hybridiza¢nim
pufru (50 mM fosfore¢nan sodny pH=7,4, 5 mM EDTA, 0,75 M NaCl, 0,1% SDS,
0,3% PVP, 0,3% BSA, 0,3% Ficoll, 200 pug/ml tRNA) po dobu 2 hodin pfi 68 °C.
Poté hybridiza¢ni pufr vyménime za novy jiz s 20 ul radioaktivné znacené sondy
a vlastni hybridizace probiha pfes noc (14 hod.) pfi 68 °C. Po hybridizaci membranu
jednou promyjeme v roztoku 2xSSC + 0,1% SDS po dobu 10 minut pti 68 °C a dvakrat
v roztoku 0,1xSSC + 0,1% SDS po dobu 10 minut pfi 75 °C. Takto opracované mem-
brany naskenujeme a kvantifikujeme pomoci PhosphorImageru STORM (Molecular
Dynamics, USA), detekujiciho autoradiografické a fluorescenéni signdly, viz obrazek
¢islo 4.
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Obr. ¢. 4: Nylonovd membrdna po hybridizaci s radioizotopem znacenou sondou a kalibracni
sadou vzorkil s oznacenymi hodnotami miry infekce. FW - fresh weight (hmotnost Cerstvého
vzorku).

2.3.1.4.2. Neradioaktivni molekularni hybridizace

Molekularni hybridizaci provadime neradioaktivnim systémem AlkPhos Direct
(Amersham Life Science, UK). Neradioaktivni sondy ptipravime znacenim PCR
amplifikovanych fragmentd ze sekvenaci ovéfenych inzerti HLVd. Reakéni smés
(32 pl) se sklada ze 100 ng denaturovaného templatu (5 min pti 100 °C), 1x reakéniho
pufru s cross-linkerem a se znacici slouceninou alkalické fosfatazy. Reakce probihaji
30 minut v ohfivacim bloku pfi 37 °C a jsou zastaveny zchlazenim na ledu, kde je drzime
az do samotného pouziti. Membrany nejprve prehybridizujeme v hybridiza¢nim pufru
v hybridiza¢ni peci pii teploté 55 °C po dobu 30 minut. Poté do hybridiza¢niho
pufru pfidame neradioaktivné znacenou sondu (32 pl) a membrany hybridizujeme pres
noc (14 hod.) pti 55 °C. Po hybridizaci membrany promyvame dvakrat v primarnim
promyvacim pufru (2 M mocovina, 0,1% SDS, 50 mM fosfore¢nan sodny pH=7,0,
150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 0,2% blocking reagent) po dobu 10 minut pfi 55 °C
a dvakrat v sekunddrnim promyvacim pufru (50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl,
2 mM MgCL, pH=10,0) po dobu 5 minut pii pokojové teploté. K detekci generovanych
signdltt vyuzijeme chemiluminiscenéniho substraitu CDP-Star™ (Amersham Life
Science, UK) a 3hodinovou expozici membran na rentgenovy film, viz obrazek ¢islo 5.
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Obr. ¢. 5: Nylonovd membrdna po hybridizaci neradioaktivné znacenou sondou (chemilu-
miniscence) a kalibracni sadou vzorkii s oznacenymi hodnotami miry infekce. FW - fresh
weight (hmotnost erstvého vzorku).

2.3.1.5. VYHODNOCENI DOT-BLOT HYBRIDIZACE

Vyhodou dot-blot hybridizace je, Ze lze kvantifikovat uroven viroidni infekee.
Pro kvantifikaci a odecet infekce je nutné ptipravit kalibra¢ni sadu vzorka. Tu si ptipravime
natedénim znamého mnozstvi molekuly HLVd. Nejvyhodnéjsi je pouzit templat HLVd
ziskany pomoci RT-PCR z pozitivniho vzorku nebo PCR z klonovaného produktu
(viz kapitola 2.3.2.3.). Koncentraci ziskaného produktu je mozné odecist z elektro-
foretickych gelti s hmotnostnim standardem (napt. Low DNA Mass Ladder, Gibco BRL,
USA). HLVd produkt natfedime na koncentraci 7,5 pg/ul (7,5 ng DNA do 1 ml RNase-free
vody). Do 49 ul RNase-free vody pridame 1 pl takto naredéného HLVd a pak pridame
shodné mnozstvi (50 pl) roztoku smési 37% formaldehyd + 20xSSC (0,3 M citronan
sodny, 3 M NaCl) v poméru 2 : 3, celkovou smés dtikladné promichdme vortexovanim
a denaturujeme ve vodni lazni pfi 60 °C po dobu 15 minut. Postupné vytvorime fedici
fadu1:10,1:100a 1 : 1000 roztokem smési 37% formaldehyd + 20xSSC (0,3 M citronan
sodny, 3 M NaCl) v poméru 2 : 3 do objemu 50 pl. Nasledné vzorky nanasime
na membranu dle metodiky bodu 2.3.1.3. po 40 ul za sebou do jednotlivych slotu.
Dile postupujeme podle bodi metodiky 2.3.1.4.1. nebo 2.3.1.4.2.
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Pro kvantifikaci viroidni infekce z radioaktivni hybridizace lze pouzit software
ImageQuant™ (Molecular Dynamics, USA), jez je schopen kvantifikovat intenzitu
signdlu z plochy spotu a vyjadrit ji ¢iselnou hodnotou. Z fedici fady kalibra¢nich vzorka
je potom mozné vypocitat kalibra¢ni kfivku pro intenzity jednotlivych analyzovanych
vzorki. Zavislost intenzity signalu a mnozstvi molekul je nelinedrni, proto je nutné
vyuzit k vypoctu kalibra¢ni kiivky rovnici regresni hyperboly y=B,__ *x/(K +x),
kde y je intenzita signalu, x je mnozstvi HLVd, B__ je maximalni moZnd intenzita
signdlu a K, je koncentrace HLVd, pfi niZ je intenzita signalu polovi¢ni. Pro kvantifikaci
viroidni infekce z neradioaktivni hybridizace lze pouzit kalibra¢ni sadu vzorkd pouze
k orienta¢nimu odectu sily signalu odpovidajicimu pouze fadovym vysledkiim. Jelikoz
i mnozstvi HLVd molekul neni v celé rostliné konstantni a zpracovani vzorka s sebou
nese urcitou chybu, je nutné brat namétené hodnoty s rezervou. Negativni vzorky je
vzdy pfi vysoké citlivosti mozné bezpeéné identifikovat. U pozitivnich vzorkd
oznacujeme miru infekce pouze pojmy slaba pod 10 pg/g FW (&erstvé hmotnosti) a silna
nad 10 pg/g FW.

2.3.2. PRACOVNI POSTUP METODY RT-PCR

2.3.2.1. POTREBNE VYBAVENI A CHEMIKALIE PRO METODU RT-PCR

1.  Eppendorf zkumavky (0,5ml sterilni)
2. Permanentni fixy
3. DPipety a $picky s filtrem
4.  Rukavice
5.  Sterilni ddH20
6.  Primery
7. Stojan na zkumavky
8. Termocykler
9.  Analyticka vaha
10.  Vazenky
11.  Agardza
12.  Barvivo (Loading dye)
13.  Délkovy standard DNA (DNA ladder)
14.  Erlenmayerovy banky
15.  Chlazena centrifuga
16.  Vortex
17.  Ohfivaci blok
18.  Zatizeni na snimdni gelt a ptislu$ny software
19.  Horizontalni elektroforeticky aparat
20.  Hrebeny do elektroforetické vany
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21.  SYBR greene nebo ethidium bromid
22, Odmérny valec

23.  Nadoba s ledem nebo chladici blok
24.  Vyrobnik ledu

25.  Tepelna plotynka

26. TBE pufr

27.  Transiluminator

28.  Vanicka na agarézu

29.  Zdroj k elektroforéze

30. Laboratorni minutka

2.3.2.2. EXTRAKCE RNA

Izolaci RNA provadime pomoci komerénich kitt, které se pro tyto ucely nejvice
osvédcily (Patzak, 2003). Vyizolovanou RNA lze pouzit i pro dot-blot molekularni
hybridizaci a pfedev$im pro neradioaktivni molekularni hybridizaci takto ziskanou RNA
ptimo doporuc¢ujeme. K objemu vzorku RNA priddme shodné mnozstvi (50 pl) roztoku
smeési 37% formaldehyd + 20xSSC (0,3 M citronan sodny, 3 M NaCl) v poméru 2 : 3,
celkovou smés ditkladné promichdme vortexovdnim a denaturujeme ve vodni ldzni
pti 60 °C po dobu 15 minut podle bodu 2.3.1.2. Nasledné vzorky nanasime na membranu
dle bodu 2.3.1.3.

2.3.2.2.1. Concert™ Plant RNA reagent (Invitrogen, USA)

Z &erstvych nebo zamrazenych vzorka (viz bod 2.3.1.2.) navazime 100 mg rostlinné
hmoty a pfeneseme do vychlazené tfeci misky. Vzorky prelijeme kapalnym dusikem
(-196 °C) a rozdrtime tlou¢kem na jemny prasek. Po odpareni dusiku k prasku pridame
500 pl Plant RNA reagent a vzorky preneseme do oznacené 1,5ml Eppendorfky. Vzorky
poté zhomogenizujeme vortexovanim a inkubujeme pti pokojové teploté po dobu
5 minut. Po inkubaci vzorky centrifugujeme ptfi 14 000 rpm po dobu 2 minut
pti pokojové teploté. Supernatant poté preneseme do nové oznacené Eppendorfky
a priddame k nému 100 pl 5M NaCl a 300 ul chloroformu. Vzorky zhomogenizujeme
prevracenim a centrifugujeme pfi 14 000 rpm po dobu 10 minut pfi 4 °C. Horni
vodni fazi supernatantu poté preneseme do nové oznacené Eppendorfky, k ni pfidime
shodné mnozstvi isopropanolu (500 pl). Vzorky opét zhomogenizujeme vortexovanim
a inkubujeme prfi pokojové teploté po dobu 10 minut. Poté vzorky centrifugujeme
pti 14 000 rpm po dobu 10 minut pti 4 °C. Zbyly supernatant vylijeme a RNA ,pellet”
promyjeme 200 pl 75% etanolu (vychlazeného na -20 °C). Vzorky opét centrifugujeme
1 minutu pti 14 000 rpm a 4 °C. Supernatant odpipetujeme, vzorky kratce vysusime
na vzduchu pti pokojové teploté a vyizolovanou RNA rozpustime v 50 ul RNase-free
vody. Vyizolovanou rozpusténou RNA vyuzijeme v navazné RT-PCR nebo miZzeme
skladovat v mrazicim boxu pti -80 °C po dobu nékolika let.
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2.3.2.2.2. RNeasy Plant Mini kit (Qiagen, SRN) Total RNA kit

Z &erstvych vzorkt navazime 100 mg rostlinné hmoty a preneseme do vychlazené tfeci
misky. Vzorky prelijeme kapalnym dusikem (-196 °C) a rozdrtime tlouckem na jemny
prasek. Po odpafeni dusiku prasek preneseme do oznacené 1,5ml Eppendortky se
450 pl extrakéniho pufru RLT se 4,5 ul f-merkaptoetanolu, modifikovaného pridanim
0,1% PEG 20000. Vzorky poté zhomogenizujeme vortexovanim a inkubujeme pfi 56 °C
v ohfivacim bloku po dobu 3 minut. Po inkubaci vzorky pfeneseme do QIAshredder
kolonek a centrifugujeme pfi 14 000 rpm po dobu 2 minut pfi pokojové teploté. Protekly
supernatant poté preneseme do nové oznacené Eppendorfky a pfiddme k nému polovi¢ni
mnozstvi (225 pl) 96% etanolu. Vzorek zhomogenizujeme pipetovanim a naneseme
na RNeasy kolonku. Vzorky poté centrifugujeme pfi 10 000 rpm 1 minutu pti pokojové
teploté. Kolonku vyjmeme ze sbérné 2ml zkumavky, ze které vylijeme protekly
supernatant a kolonku vratime zpét. Do kolonky napipetujeme 700 pl promyvaciho
pufru RW1 a opét vzorky centrifugujeme pti 10 000 rpm 1 minutu pfi pokojové teploté.
Po centrifugaci kolonku pfeneseme do nové sbérné 2ml zkumavky a napipetujeme
do ni 500 ul promyvaciho pufru RPE. Vzorky centrifugujeme pfi 14 000 rpm 1 minutu
pti pokojové teploté, aby doslo k diikladnému vysuseni vazebné membrany. Kolonku poté
preneseme do nové oznacené 1,5ml Eppendorfky a na stfed membrany napipetujeme
50 ul RNase-free vody. Kolonku nejprve inkubujeme 1 minutu pro kvalitni rozpusténi
RNA a poté centrifugujeme pti 10 000 rpm 1 minutu pti pokojové teploté. Proteklou
vyizolovanou a rozpu$ténou RNA vyuZijeme v navazné RT-PCR nebo skladujeme
v mrazicim boxu pti -80 °C.

2.3.2.3. RT-PCR

RT-PCR vychazi z postupu popsaného Matouskem a Patzakem (2000). Pro reakci
byly vyuzity Titan™ One Tube RT-PCR System (Roche Molecular Biochemicals, SRN)
a Qiagen® OneStep RT-PCR kit (Qiagen, SRN), umoznujici provadét reverzni
trankripci a PCR v jedné reakéni smési a mikrozkumavce. Reak¢ni smés (25 pl)
se sklddd z 2 ul celkové RNA (vyizolované podle bodu 2.3.2.2.1. nebo 2.3.2.2.2.),
1x reakéniho pufru, 0,2 mM dNTPs, 0,4 pM reverznitho primeru sekvence
HLVd (5200CCACCGGGTAGTTTCCAACT1813’) a primeru sekvence HLVd
(5201ATACAACTCTTGAGCGCCGA2203’), 5 U RNase inhibitoru a 1 pl enzymové
smési. RT-PCR probihd v termocykleru v 200ul mikrozkumavkach. Reverzni
transkripce probihda po dobu 30 minut pfi 50 °C. Poté vzorky denaturujeme 2 nebo
15minutovou inkubaci pfi 95 °C. Polymerazova retézova reakce ma nasledujici casovy
a teplotni profil pro Titan™ One Tube RT-PCR System: 10 cykld - denaturace 30 s pri
94 °C, ,annealing” primert 30 s pfi 54 °C a elongace 45 s pti 68 °C; 25 cykli1 — denaturace
30 s pti 94 °C, ,annealing® primerti 30 s pfi 54 °C a elongace 45 s + 5 s v kazdém dal$im
cyklu pti 68 °C, a pro Qiagen® OneStep RT-PCR Kkit: 35 cykld - denaturace 30 s 94 °C,
annealing 30 s 54 °C, elongace 1 min 72 °C.
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PCR je ukoncena zavéreénou 7 nebo 10minutovou elongaci pti 68 °C nebo 72 °C
a zchlazenim na 4 °C. Jelikoz je vysokd sekven¢ni pfibuznost obou chmelovych
viroidd, jsou primery reakce navrzeny v nejvice odlisné oblasti od molekuly HSVd.
Vysledny produkt reakce tak ma velikost 276 pb, a pokud by doslo k ndhodné kfizové
reakci s HSVd, byl by produkt velky okolo 300 pb. Pro ovéfeni reakce je nutné pouzivat
pozitivni a negativni kontroly. Jako pozitivni kontrolu pouzivime klonovany inzert
HLVd ¢i jiz diive ovéfeny pozitivni vzorek. Jako negativni kontrola slouzi reakce pouze
s RNAse-free vodou. Jako interni kontrolu kvality RNA jednotlivych vzorkt pro RT-PCR
1ze pouzit amplifikaci ribozonalnimi RNA primery uvedenymi v publikaci Patzak (2005).

2.3.2.4. ELEKTROFOREZA

K elektroforetickym analyzdm pouZzivame horizontélni agarézovou elektroforézu.
RT-PCR produkty smisime s 6x nanaSecim pufrem (10 mM trisHCl pH=8,0,
50 mM EDTA, 50% glycerin, 0,25% bromfenolova modrf) a separujeme na 2% agard-
zovém gelu v TBE pufru (90 mM Tris-borat, 2 mM EDTA pH=8,0) pti napéti 2 V/cm.
Dobte rozdélené produkty barvime v gelu 1x roztokem SYBR Greene I (FMC
Bioproducts, UK, 10 000x koncentrat), v 50 ml 0,5xTBE pufru, nebo 100 pg ethid-
ium bromidu rozpusténého v 50 ml redestilované vody, po dobu 15 minut na rota¢ni
trepadce pri pokojové teploté. Obarvené cDNA produkty vizualizujeme UV zéfenim
vlnové délky 302 nm na UV transilumindtoru a fotografujeme CCD kamerou pfes
hardwarové a softwarové rozhrani do paméti osobniho po¢itace (v TIFF formatu).

2.3.2.5. VYHODNOCENI RT-PCR ANALYZY

Nevyhodou RT-PCR je, Ze nelze kvantifikovat viroidni infekci. Jeji prednosti je
podstatné vyssi senzitivita, a tak je mozné identifikovat infekci HLVd také ve vzorcich,
které jsou na hranici detekovatelnosti pomoci molekularni hybridizace. Vysledkem reakce
je tak pouze negativni nebo pozitivni vzorek. Nejvétsi uplatnéni nachazi u mladych rostlin,
zejména bezviroidnich meriklonti, kde nejsou vyvinuty produkéni organy a mira
infekce v listech je velmi nizka. Citlivost metody je vysokd, a tak je nutné dbat se zvysenou
opatrnosti na ¢istotu pracovniho postupu a véech pouzitych roztoki, abychom se vyvarovali
fale$né pozitivnich vysledkd, protoZze molekula HLVA je velice stabilni a preziva bez
problému ve volném prostfedi. HLVd je mozné takto detekovat i ze smésnych vzorka
(viz bod 2.3.1.2.).
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Obr. ¢. 6: Gel s amplifikacnimi produkty z RT-PCR pro stanoveni HLVd. 1-6 negativni
vzorky, 7-8 pozitivni vzorky, 9-plasmid s klonovanym inzertem HLVd, 10-negativni kontrola
(voda), M1-100 bp Ladder, M2-pGEM DNA marker (Promega, USA).
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3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V pfedlozené metodice jsou optimalizovany postupy molekularni diagnostiky
latentniho viroidu chmele HLVd pomoci spolehlivé, specifické a selektivni hybridizace
dot-blot a metody PCR s reverzni transkripci za Gcelem rychlé identifikace ve srovnani
s obtiznou, ¢asové naro¢nou a méné spolehlivou metodou pomoci bylinnych indikatora
nebo velmi nespolehlivého posouzeni zdravotniho stavu na zakladé vizudlnich priznaka.
Metody umoznuji stanovit objektivni zdravotni stav chmele. Jiz dnes nachazi $iroké
uplatnéni pfi hodnoceni zdravotniho stavu chmele v ramci ozdravovaciho procesu
ceského chmele, hodnoceni zdravotniho stavu produkované sadby v ramci mnozitelského
cyklu chmele a kontrole $lechtitelskych materiald a genovych zdroji chmele.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Certifikovand metodika je urcena jak pro pracovniky diagnostickych pracovist
SRS a UKZUZ, tak pro pracovisté zabyvajici se fytopatologickou problematikou,
jako jsou védecka a vyzkumna pracovisté, univerzity, vysoké skoly, dale fytopatologim
a pracovnikiim rostlinolékarské a zemédélské praxe. Zde vSude mize byt uplatnéna
pro rychlou a spolehlivou diagnézu viroidu.

PODEKOVANTI:

Autofi dékuji Ing. Ivané Malifové a Bc. Alené Henychové za vybornou technickou
pomoc a Dr. D. H. Gentovi (Oregon State University, Corvallis, Oregon, USA)
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ABSTRACT
Methodology of hop latent viroid (HLVd) diagnostics

Viroids belong to the pathogens, which cause important economic losses in quality
and quantity of hop cones. Hop (Humulus lupulus L.) as a perennial crop generally grown
for nearly twenty years at the same site is seriously endangered by viroid infection.

The results reached during the research work supported by Czech Ministry
of Education within the Research project no. 1486434701: “Research and Regulation
of Stress Factors in Hops” create the base for this methodology. A foolproof diagnostics
of viroid infection is necessary for the assessment of healthy state in hop plants.
Molecular hybridization (dot-blot) and RT-PCR methods enable a reliable determination
of latent hop viroid (HLVd). The methodology consists of the diagnostics as well as its
utilization within the evaluation of hop healthy state.

KEY WORDS: hop, Humulus lupulus L., hop latent viroid, HLVd, hop stunt viroid, HSVd,
diagnostics, dot-blot, PCR
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PRILOHA ¢&. 1:
LABORATORNI POTREBY A POMUCKY PRO DIAGNOSTIKU HLVd

1 mikropipety 8 zasobnik na mikrozkumavky
2 odmérny vélec Eppendorf

3 chemikalie (extrak¢ni pufr atd.) 9 pisek na homogenizaci vzorku
4 vortex 10 blotovaci aparatura

5 stojanek a mikrozkumavky Eppendorf s nylonovou membrénou

6 laboratorni minutka 11 chlazend porcelanova miska

7 $picky na mikropipety na homogenizaci vzorka

12 laboratorni sklo, pinzeta
a ntizky na upravu nylonové membrany

(Foto: Ing. Petr Svoboda, CSc.)
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