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Abstrakt

Tato prace obsahuje literarni reSerSi tykajici se piehledu molekularnich metod a
imunochemickych metod a jejich srovnani. Dal$i kapitola je o rostlinnych virech na
pSenici. Cilem experimentalni c¢asti bylo detekovat WDV v porostu pSenice ozimé
(Triticum aestivum) v primarni fazi pfirozené infekce pomoci metody PCR a u
infikovanych rostlin vyhodnotit symptomy. Zavérem porovnat nukleotidové sekvence
tohoto viru dostupné v GenBank z hlediska jejich podobnosti v oblasti nami pouzitych

primert.

Abstract

This thesis contains a literary research on the overview of molecular methods and
immunochemical methods and their comparison. The next chapter is about wheat germs.
The aim of the experimental part was to detect WDV in winter wheat (Triticum aestivum)
in the primary phase of natural infection using the PCR method and evaluate the
symptoms in infected plants. Finally, compare the nucleotide sequences of this virus

available in GenBank in terms of their similarity in the area of the primers used by us.
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1 UvoD

Diky rychlému vyvoji poznatkd v oblasti genetiky a molekularni biologie se zdokonaluji
soucasné a vyvijeji nové molekuldrni metody. Postupné se starSi rutinni mikroskopické
metody slouzici k identifikaci patogent zacinaji nahrazovat novéjsimi molekularnimi
metodami. Divodem mize byt i to, Ze molekularni metody jsou objektivnéjsi, dokazi
presnéji detekovat velké mnozstvi vzorkl za relativné kratky ¢as. V soucasné dobé se
molekularni metody vyuzivaji hlavné k rutinni detekci virti z davodu presnéjSiho zarazeni

virt do kment.

U virt miZze dochazet k mutacim, a proto i ztohoto divodu je dulezitd piesna
identifikace. V soucasné dob¢ se virové patogeny S$ifi ¢im dal vice. Mize v tom hrat
velkou roli ménici se klima, napt. teplé podzimy. Tento fakt nahravd i ZivociSnym
pfenaSeclim rostlinnych virti, kdy velky pocet jedincii pieziva v pfiznivych klimatickych
podminkach. V neposledni fad¢ hraje vyznamnou roli i agrotechnika, zizené sledy plodin

s vysokym zastoupenim monokultur nebo stejnych druhti plodin.



2 CILPRACE

Cilem prace je:

3.1

vypracovat literarni reSersi tykajici se prehledu molekularnich metod vhodnych
pro detekci rostlinnych patogent

detekovat Wheat Dwarf Virus v porostu pSenice ozimé (Triticum aestivum)
V primarni fazi pfirozené infekce pomoci metody PCR

u infikovanych rostlin vyhodnotit symptomy

porovnat nukleotidové sekvence tohoto viru dostupné v GenBank z hlediska

jejich podobnosti v oblasti nami pouzitych primert

LITERARN{ PREHLED

Choroby pSenice ozimé

V Ceské Republice je pSenice ozima nejrozsifenéjsi obilninou zastoupenou v 0sevnich

sledech. V soucasné dob¢ se celkova vymeéra ploch osetych pSenici ozimou pohybuje

kolem 900 tis. ha. Zdravotni stav porostu, a nasledn¢ vynos, ovliviiuji nejen agronomické

a enviromentalni faktory, ale i etné patogeny a $kadci (PROKINOVA et al., 2009,

KUDELA et al., 2012). K nejvyznamngjsim patii pivodci listovych chorob.

Mezi pitvodce listovych chorob na pSenici ozimé patfi:

Pyrenophora tritici-repentis ptivodce pyrenoforové skvrnitosti pSenice
Mycosphaerella graminicola ptivodce septoriové skvrnitosti pSenice
Puccinia graminis f.sp tritici ptiivodce ¢erné rzivosti trav

Puccinia recondita ptivodce hnédé rzivosti psenice

Cochliobolus sativus pivodce hnédocerné skvrnitosti pSenice
Blumeria graminis ptivodce padli pSenice

Monographella nivalis ptivodce snézné plisnovitosti obilnin

Phaeosphaeria nodorum ptivodce feosferiové skvrnitosti pSenice



e Typhula idahoensis ptivodce tyfulové plistiovitosti obilnin

e Puccinia dtriiformis ptivodce Zluté rzivosti pSenice
Mezi piivodce stonkovych chorob patii:

e Ceratobasidium cornigerum ptivodce lemované stébelné skvrnitosti pSenice

e Oculimacula yallundae piivodce stéblolamu pSenice
Mezi ptivodce kotenovych chorob patfi:

e Gauemannomyces graminis var. graminis pivodce ¢ernani kofent a baze stébel
obilnin
e Cochliobulus sativus pivodce obecné krckové a kofenové hniloby pSenice

e Thanatephorus cucumeris pivodce rizoktoniové hniloby pSenice
Mezi piivodce napadajici klasy a zrno patfi:

e Mycosphaerella tassiana, Cladosporium spp., Stemphylium spp. pivodci ¢erné
obilnin

o Tilletia caries ptivodce mazlavé snétivosti pSenice

e Claviceps purpurea pivodce namelovitosti trav

e Ustilago tritici ptivodce prasné snétivosti pSenice

e Aspergillus spp., Penicillium spp. ptivodci skladkové plisnovitosti obilek pSenice

e Gibberella zeae puvodce rizovéni klast pSenice

o Tilletia controversa pivodce zakrslé snétivosti pSenice

3.2 Virdzy pSenice ozimé

Mezi virové choroby obilnin patii virova zakrslost psenice (Wheat dwarf virus - WDV),
virova Zluta zakrslost pSenice (Barley yellow dwarf virus - BYDV), virova ¢arkovita
mozaika pSenice (Wheat streak mosaic virus - WSMYV), virova mozaika pSenice (Brome
mosaic virus - BMV), virova pruhovita mozaika pSenice (European wheat striate mosaic
virus - EWSMYV) a virova Zluta zakrné€lost obilnin (Cereal yellow dwarf virus - CYDV).
Tyto viry napadaji vétsinu obilnin na celém svéte. Proto je dilezité regulovat tyto viry a
zaroven jejich prenaSece. Ve velké mife se BYDV a WDV viry mohou vyskytovat
zarovei. (JAROSOVA et al., 2016, KUDELA et al., 2012)
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3.2.1 Virova zluta zakrslost pSenice (Barley Yellow Dwarf Virus - BYDV)

Puvodcem virézy je virus zluté zakrslosti jemene (Barley Yellow Dwarf Virus - BYDV).
Zpusobujici onemocnéni obilnin na celém svéte. Virus napada vétSinu druhti obilnin,
zejména pSenici ozimou (Triticum aestivum L.), je¢men (Hordeum vulgare), kukufici

(Zea mays), ale i oves (Avena sativa) a zito (Secale cereale). (JAROSOVA et al., 2009)

BYDV patii do rodu Luteovirus a v souc¢asné dob¢ se rozlisuji dvé podskupiny. Do rodu
Luteovirus patii BYDV-PAV, BYDV-PAS, BYDV-MAYV a BYDV-GAV (BARTOS et
al., 2002). Dalsim rodem je Polerovirus a sem patii CYDV-RPV (MILLER a
RASOCHOVA, 1997, CORREA et al., 2005). Zbyl¢ druhy BYDV-RMV, BYDV-SGV,
BYDV-GPV nebyly zatazeny (JAROSOVA et al., 2009).

Symptomy napadeni pSenice ozimé virem BYDV jsou vétSinou zluté zbarvené listy a
zakrsly rast. Zloutnuti listd od $picky a okrajii. Miize se i objevit deformace listd.
V pokro¢ilejsim stadiu mize dojit i k redukci kofent a ke snizeni vynosu zrna (DARCY,

1995, MILLER a RASOCHOVA, 1997).

BYDV je pfenaSen perzistentné¢ msicemi, dodnes je zndmo pies 25 druhl zijicich na
Celedi Poaceae pienasejicich viry. To znamena, Ze se Virus nepienasi na potomstvo

(RASTGOU et al., 2005).

K priméarni infekci virem BYDV dochazi na podzim, sekundéarni infekce se muze
vyskytnout na jafe az 1été. Nejnebezpecnéjsi je primarni infekce na podzim zpisobena

migraci msic z vydrolu obilnin (TEULON et al., 1999, JAROSOVA et al., 2009).

BYDV ma i velky dopad na produkci obili ve svété. Primérné ztraty ve svété zptisobené
pfirozenou infekci virem BYDV se pohybuji kolem 80 % (MILLER a RASOCHOVA,
1997, KEITH et al., 2000), a vyskyt BYDV neustale stoupa (PROKINOVA et al., 2009,
KOKLU, 2005). Diky genetickému zkouméni bylo identifikovano né¢kolik genti
rezistence proti viru BYDV a zacaly byt translokovany do odrid pSenice (AYALA et al.,
2002).
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Diagnostika BYDV probiha nejcastéji metodou ELISA (KEITH et al., 2000). Dale je
mozna symptomaticka polni diagnostika nebo lze pomoci One step RT-PCR (KUNDU et
al., 2009).

3.2.2 Virova zakrslost pSenice (Wheat Dwarf Virus-WDV)

Pavodcem virdzy je virus zakrslosti psenice (Wheat Dwarf Virus — WDV). V Ceské
Republice, predeviim v nizgich polohach Cech a Moravy v ozimych obilninich, byl
zaznamenan zvyseny vyskyt na pSenici (Triticum aestivum), je¢meni (Hordeum vulgare),
triticale (Triticosecale), zit& (Secale cereale) a ovsu (Avena sativa). V Ceské Republice
je nejvice rozsifen kmen pseniény (WDV-W) a kmen je¢ny (WDV-B). Dale existuje
kmen ovesny (JAROSOVA et al., 2016). P$eni¢ny kmen mé nejvétsi spektrum hostiteld,
muze napadnout i plan¢ rostouci a plevelné travy, napi. oves hluchy (Avena fatua), jilek

(Lolium multiflorum) nebo chundelku metlici (Apera spica-venti) (RIPL et al., 2008).

WDV patii do ¢eledi Geminiviridae, pro niz je charakteristicka dvojita kapsida, ktera
obsahuje jednu cyklickou jednovlaknovou molekulu DNA (HAYES et al., 1988,
SCHALK et al., 1989, SCHUBERT et al., 2007).

Charakteristickym pfiznakem u vSech napadenych druhi obilnin je zakrslost rostlin. Dalsi
symptomy se mohou li$it a nemusi se objevit u v§ech napadenych obilnin (MANURUNG
etal., 2005). Casté je odumirani terminlniho listu, deformace a prohybani listi, Zloutnuti
starSich list, omezené sloupkovani. Prvni symptomy se mohou objevit jiZ na podzim, ale

zfetelngjsi se stavaji az po prezimovani (RIPL et al., 2008).

"

Obr.¢. 1 Piiznaky silné infekce virem zakrslosti pSenice (Foto J. Vacke. VURV, Praha)
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Jediny znamy pienaSeC viru zakrslosti pSenice je kiisek polni Psammotettix alienus
(Dahlbom, 1850). Kftisek polni patii do fadu polokiidli Hemiptera a do ¢eledi kiiskoviti
Cicadellidae. Vyskytuje se na polich a loukach, pfedevS§im na rostlinich z ¢eledi
lipnicovitych. Vétsinou ma 2-3 generace za rok (JANOUROVA et al., 2009, WANG et
al., 2014).

Virus se prendsi perzistentné, to znamena, ze se nemiize mnozit v téle pienasece. Neni
teda ani mozny pienos pies potomstvo, mechanicky nebo osivem. Nejprve musi kiisek
vysat floémové §tavy s virem z napadené rostliny, které se mu dostanou az do slinnych
zlaz. Pti dal$im sani se virové Castice dostavaji se slinami do rostliny. Takto je infikovana
zdrava rostlina. Kiisek polni mize virus uchovat v téle az 50 dni (MANURUNG et al.,
2005). Nejcastéjsimi pienaseci jsou okiidleni dospélci, ktefi mohou pienést virus i na
vzdalengjsi porosty. Ke konci léta se st€huji na vydroly obilnin a zptsobuji primarni
infekci porostu. Na jate vylihlé nymfy saji na napadenych rostlinach a ptfenasi tak virus

na dal§i rostliny (sekundarni rozsifovani infekce) (JANOUROVA et al., 2009).

Obr.¢.2 Schéma ptenosu viru kiiskem (Hogenhout et al., 2008)
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3.2.2.1 Metodika detekce viru zakrslosti pSenice

Napadeni rostlin virem WDV v polnich podminkach Ize detekovat obtizn€ az po objeveni
symptomu. Navic symptomy jsou jen tézko rozeznatelné od symptomid vyvolanych

BYDV, ptipadné¢ jinych patogenii nebo poruch.

Pro rutinni laboratorni detekce se nejcastéji vyuzivd metoda DAS ELISA, ale touto
metodou nelze rozliSit jednotlivé kmeny viru (pSeni¢ny/jeény) (VACKE a CIBULKA,
2002).

PCR reakce vyuziva syntézy virové DNA, ktera se pak zviditelni pomoci elektroforézy
(BENKOVICS et al., 2010, ZHANG et al., 2010). Pomoci specifického §tépeni PCR
produktii mozné zachytit rizné kmeny viru, které jsou odlisitelné na zéklad¢ specifickych
mutaci v cilovém misté endonukledazy (RIPL et al., 2008). Kvantifikace viru v pletivu
rostlin i tkanich pfenasece je mozna pomoci qPCR s vyuzitim fluorescencniho barviva
SYBR green (JAROSOVA etal., 2016). Také je mozné PCR reakci detekovat virus WDV
ve vektoru (rozdrceny kiisek polni) (WANG et al., 2014).

3.3  Diagnostika patogen(

Diagnostika patogeni pomoci imunochemickych a molekuldrnich metod se zacala
rozsitovat z divodu presnéjsi identifikace riznych rodt, druhi a kmenti patogenti (viry,
houby, bakterie), pro néz nebylo mozné vyuzit mikroskopické metody, ¢i nebyly
dostatecné presné. Pfedev§im u virdl jsou zndmy rizné mutace (napt. kmeny s odliSnou

patogenezi), které diky molekularnim metodam lze od sebe 1€pe rozlisit.
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3.4  Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zalozeny na specifické a citlivé reakci antigen/protilatka
(TARGOSOVA a HRABOVSKA, 2016). Protilatky tvoii latky bilkovinné povahy.
Antigeny jsou cizorodé cCastice nejCastéji proteiny, polysacharidy nebo nukleové
kyseliny. V piipadé fytopatologie jsou za antigeny povazovany patogeny (HOREJS] a
BARTUNKOVA, 2005).

3.4.1 Metoda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

ELISA metoda se pouziva pro identifikaci pfitomnosti jednotlivych vird v rostlinném
materidlu. Je zndmo nékolik modifikaci, nejcastéjsi je DAS ELISA tzv. sendvicova
technika. Metodu ELISA mizeme dale pouzit pro zjisténi pfitomnosti mykotoxini
Vv rostliné nebo v produktech, jako jsou semena nebo plody (GARCIA et al., 1997).
Nevyhodou metody ELISA je relativné dlouhd doba nez se da vyhodnotit a nepfesné

urceni patogena vlivem cross reakci (WIRTZ et al., 1987).

ELISA metoda je zalozena na moznosti vyhodnotit vznik komplexu protilatka-antigen-
enzymaticky znaCend protilatka. Cel4d reakce probihd na mikrotitracnich destiCkéach.
Podminky, latky a doba ptisobeni se mohou lisit podle vyrobce daného diagnostického
setu (CLARK a ADAMS, 1977, RYSAVY et al., 2002).

Ze zkoumaného vzorku se vyizoluje lyzat s extrakénim pufrem. Na jamky mikrotitra¢ni
desticky se nejprve navaze protilaitka a nechd se inkubovat. Po promyti se piida
pripraveny lyzat a inkubuje se. Nasledné¢ po promyti se pfidd enzymaticky znacCena
protilatka, inkubuje se a promyje, V poslednim kroku se pfida substrat. Vyhodnoceni se
vétsinou provadi pomoci spektrofotometru pi¥i 405 nm (BARTUSKOVA, 2007,
TARGOSOVA a HRABOVSKA, 2016).

Za pozitivni vzorek se povazuje ten, u kterého dojde k pozitivni reakci alesponi ve dvou
opakovanich, zaroven musi byt jeho absorbance miniméaln¢ dvojnasobnd, neZ primeér
absorbance kontroly. Bohuzel ma tato metoda i1 své nevyhody. Muze dojit k falesné
pozitivnim vysledkiim vlivem Spatného promyvani, necistoty v jamce, nebo nezadouci

odpafovéani obsahu z krajovych jamek bdhem inkubaci (RYSAVY et al., 2002).
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3.4.2 Immunostrip test

Immunostrip test se pouziva jako rychly zplisob pro zjiSténi pfitomnosti patogena na
plodinach piimo v porostu. Nevyzaduje zadné zaiizeni (SANCHEZ et al., 2005, HEALY
et al., 2007).

Od vyrobce jsou k dostani testovaci pasky na zjisténi konkrétniho patogena. Na pasku se
nachazi zona s protilatkou proti hostiteli a zoéna proti patogenu. Do vyextrahované
bunécné stavy ze sledované rostliny se ponoti pasek a v piipadé pozitivniho vysledku se
objevi 2 pasky, Vv pfipad¢ negativni kontroly pouze prouzek v oblasti protilatek proti
hostiteli viz obr.¢. 3(Agdia Handbook).

Positive Result Megative Result

Controd e Contiol ling

+ ] st e f— [ = ) test line

f sawing strip,

it hegre - ﬁ
=

Obr.¢.3 Immunostrips pozitivai a negativni vysledek
(Agdia)

3.4.3 Luminex—xMap

Tato metoda spociva v navazani specifickych protilatek v roztoku na specialni
mikrocastice (kulicky), které¢ se od sebe lisi velikosti a nesou odlisnou fluorescen¢ni
zna¢ku. Vyhodou tedy je, ze v jedné reakci mtize probihat a byt hodnoceno vice rtiznych

imunoreakci souéasné (DUNBAR, 2006). Casteéné je mozna i kvantifikace vzorkd.
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Flourescenéné kdédované mikrokulicky jsou konjugované se specifickymi protilatkami,
které jsou vytvoteny pro cilového patogena. Vyhodnoceni probiha za pomoci specialniho

ptistroje (prutokovy cytometr) (CHARLEMRO, 2013).

3.5 Metody molekularni detekce

Diky vyvoji technik rekombinantni DNA a riznych modifikaci PCR se zacala vyvijet i
analyza genu a genovych produkti pro detekci a identifikaci patogent. V dne$ni dobé
mohou védci izolovat jakykoliv gen z jakéhokoliv organismu. VétSina molekularnich
metod je zalozena na znalostech struktury DNA v oblasti nekodujicich sekvenci,
oblastech gent, transkriptti na irovni RNA a kone¢nych produktech - vétSinou proteint

(SNUSTAD, 2009).

3.5.1 Extrakce a purifikace nukleovych kyselin patogena

Prvnim krokem vétSiny molekularnich metod je extrakce DNA nebo RNA
z rostlinnych bunck a jejich oddéleni od ostatnich bunéénych slozek. Cilem téchto
procesu je ziskat nukleovou kyselinu (DNA/RNA) Vv nativnim stavu. EXistuje mnoho
riznych metod purifikace nukleovych kyselin. Dilezitd je dostupnost vstupniho
materidlu, kterym mohou byt naptiklad kultury bakteridlnich nebo eukaryotickych bunék,
nebo vzorky tkani ¢i pletiv, které musi byt pfed lyzi bunék homogenizovany. Vstupni
material muze byt Cerstvy, zamrazeny nebo lyofilizovany (WEISING et al., 2005,
ALBERTS et al., 1998). Odstranéni RNA z purifikované DNA 1ze dosahnout ptisobenim
ribonukleazy. Ribonukleaza je stabilni enzym i pii vysoké teploté a proto je mozné jej
zahfatim zbavit stop nezadoucich deoxyribonukledz, které by DNA mohly poskodit
(SYAMKUMAR et al., 2003).

Pti purifikaci nukleovych kyselin na chromatografickych kolonkach, které jsou casto
vsazeny do centrifugaénich mikrozkumavek a kombinuji tak chromatografii
s centrifugaci se pouzivaji dva hlavni pfistupy. Pfi gelové chromatografii se vzorek nanasi
na kolonu, jejiz napli je tvofena malymi poréznimi zrnky nosi¢e. Malé molekuly

prostupuji do porézni matrice, zatimco velké molekuly nukleovych kyselin matrici
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neprostupuji (CHMELIK, 2005). P¥i afinitni chromatografii je zajisténa interakce mezi
makromolekulami vzorku a néplni kolony. Jednd se o interakci elektrické povahy,
zalozené na afinité kladn€ nabitych chemickych skupin nosi¢e k negativné nabitym
zbytklim kyseliny fosfore¢né v molekule DNA. Vyuziva imobilizace nukleovych kyselin
na nosi¢i a odmyti nezadoucich molekul, které kolonou volné prochazeji. Nasledné
pouzitim jiného pufru se molekuly nukleovych kyselin uvolni z nosi¢e (VARILOVA,
2005). Nukleové kyseliny izolované chromatograficky maji vysoky stupen Cistoty

(SMARDA, 2005).

3.5.2 Meéreni DNA/RNA spektrofotometricky

Pii syntéze genu je dilezité znat mnozstvi DNA v pfipraveném vzorku. Koncentraci
DNA lze presn¢ zméftit pomoci ultrafialové (UV) absorp¢ni spektrofotometrie. Mnozstvi
UV zafeni absorbovaného roztokem DNA je pifimo imérné mnozstvi DNA ve vzorku.
Tato metoda mize také slouzit k ovéfeni Cistoty vzorku DNA. V €istém vzorku DNA je
pom¢r absorbanci pii 260 nm a 280 nm 1,8. JestliZe je pomér nizsi nez 1,8, ziskand DNA
je kontaminovana naptiklad proteiny. Pro RNA plati pomér absorbanci 260 nm a 280 nm

2,0 (CRAIG et al., 2014).

3.5.3 PCR (Polymerase Chain Reaction)

vvvvvv

pouzivanych V diagnostice patogend. Tato metoda umoZiluje syntézu milionti kopii
specifické sekvenci DNA (20-35 cykli) z malého mnozstvi matricové molekuly

(EDWARDS et al., 1991).

3.5.3.1 Slozeni reakéni smési

K reakeci je poteba mit k dispozici matricovou DNA, trifosfaty, 2 primery (kratké useky
jednovldknové DNA, které se vaZou do oblasti DNA s komplementarnimi Gseky bazi),

Taq polymerazu, ktera vydrzi i opakované vysoké teploty (HODEK et al., 2008).
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3.5.3.2 Pribéh PCR reakce

V prvni fazi se DNA zahfiva na 95 °C, aby se odd¢lili fetézce DNA (denaturace).
Nasleduje navazani primera pii tzv. teploté ,,annealigu® 40-65 °C. V dalSim kroku se
zacne fungovat termostabilni DNA polymeraza (Taq polymeraza). Za piitomnosti ANTPS
(deoxyribonukleosidtrifosfati) nasleduje prodluzovani fetézce pii teploté 72 °C. V ramci
jednoho cyklu jsou syntetizovany vzdy dveé kopie matricové DNA. Na to navazuji dalsi
cykly (vétsinou 25 cyklt) a timto zpusobem se béhem nékolika hodin syntetizuji miliony
kopii sekvenci matricové DNA. Po skon¢eni PCR se produkt analyzuje na gelu
(MCCARTNEY et al., 2003, HODEK et al., 2008).

3.5.4 Vizualizace produktl PCR pomoci elektroforézy

3.5.4.1 Elektroforéza

Molekuly nukleovych kyselin migruji od zaporného naboje ke kladnému naboji. Velikost
naboje nukleovych kyselin je dana molekularni hmotnosti molekul. Castice s vét§im
nadbojem se budou pohybovat rychleji nez Castice s malym elektrickym nébojem

(CIBICEK, 2014).

Elektroforéza probiha na gelovych nosicich, které jsou vétSinou komeréné dostupné. Gely
jsou nejcastéji tvoiené agardzou (horizontalni elektroforéza) nebo polyakrylamidovym

gelem (vertikalni elektroforéza) (KRIZEK et al., 2009).

3.5.4.2 Kapilarni elektroforéza

Nejjednodussi elektromigrac¢ni technika zalozena na principu oddélovani latek
Vv homogennim prostiedi elektrolytu. Oba konce kiemenné kapilary jsou ponofeny do
naplnénych elektrodovych nadob. Separacni prostor kapildr umoziuje odvod tepla, a tim
vyuziti elektrického pole pro vysokou t&innost separace (KRIZEK et al., 2009). Slozky
vzorku, které se 1isi svou pohyblivosti, se za¢nou pohybovat riznymi rychlostmi, oddéluji

se od sebe a vytvareji jednotlivé vrstvy. Tyto vrstvy vzorku lze sledovat pomoci
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UV zafeni. Ze ziskaného ¢asového pribéhu absorpce (elektroforeogram), je mozné ziskat
informace o slozeni analyzovaného vzorku. Kvalita je ddna ¢asem piku a kvantita je

piimo imérna plose piku (KASICKA, 1997).

3.5.4.3 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza vyuziva pro rozliSeni uréitych tsektt molekuly DNA-K jejich
identifikaci a ¢aste¢né kvantifikaci. Do jamek zpolymerizovaného gelu (agarozovy,
polyakrylamidovy) se napipetuje dané mnozstvi nukleové kyseliny, zaleje pufrem a pusti
se jednosmérny proud; pfic¢emz nukleové kyseliny migruji vzdy ve sméru od zaporného
polu ke kladnému polu (VITAMVAS et al., 2010). Na agarézovém gelu je optimalni
velikost separovanych molekul 100-50 000 pb. Na akrylamidovém gelu je tato velikost
niz§i 10-1000 pb. Mezi vzorky je nutno zatadit negativni kontrolu. Vzorky se rozlisuji

podle elektroforetické mobility, ktera zavisi na molekulové hmotnosti (DVORAK, 2008).

3.5.4.4 Vizualizace elektroforézy

Jednotlivé produkty 1ze hodnotit pomoci interkala¢ni barvi¢ky (napt. ethydiumbromid)
obsazené v gelu (agar6zovy) nebo barvenim gelu v interkala¢ni barvicce (akrylamidovy
gel). Vizualizace je moZnd osvicenim obarvené¢ho gelu na pfistroji zvaném UV
transiluminator, ktery zviditelni fragmenty DNA (obvykle pti vinovych délkach UV 302-
365 nm) (HODEK et al., 2008). Pro zviditelnéni proteind na akrylamidovém gelu se
muze také pouzit barvivo Brilliant Blue podle ndvodu vyrobce nebo barveni stfibrem pro

tmavé prouzky (VANA, 2004, VITAMVAS et al., 2010).

3.5.5 Hybridizace se specifickou sondou

Tato metoda umoznuje identifikaci a lokalizaci uré¢ité sekvence nukleotid v DNA. Podle
komplementarity se spoji vldkno DNA s oznacenou sondou. K hybridizaci dochézi
VvV riznych nosi¢ich (membrany) nebo piimo ve zkoumaném biologickém materialu.
Nejpouzivangj$i metodou je metoda FISH, pfi které se pouzivaji fluorescenéné znacené

sondy pii tzv. in- situ hybridizaci (MOTER a GOBEL, 2000, HOBZA, 2003).
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3.5.6 Modifikace PCR

V soucasné dob¢ se nepouziva jen klasickd PCR reakce, ale vyuzivaji se i rizné
modifikace PCR.

3.5.6.1 Multiplex PCR

Multiplex PCR je zalozena na vysoce citlivé detekci ruznych molekul DNA v
prabéhu jedné reakce. Diky této reakcei je mozné rozlisit ptibuzné viry nebo bakterie. Tato

metoda se Casto pouziva ve fytopatologii, protoze vétSinou jednoho hostitele napada vice

kmeni virt nebo bakterii (HENEGARIU et al., 1997).

Nejdulezitejsi ¢asti pro tuto reakcei je spravné navrhnuti primert, které musi hybridizovat
za stejné teploty ,,annealigu a nesmi se vzdjemné ovliviiovat. Vysledné produkty musi
byt od sebe odliSitelné napt. fluorescencné. Jednotlivé produkty mohou byt nasledné
rozstépeny restrikéni endonukledzou pro stanoveni mutaci. Vyhodou této metody je

uspora Casu a také Gspora chemikalii (LOPEZ, 2003).

3.5.6.2 Real Time PCR (qPCR)

qPCR umoziuje vizualizaci a hodnoceni nartistu PCR produktu po kazdém cyklu reakce

(hodnoceni PCR v redlném case).

RozliSujeme dva typy qPCR. Relativni qPCR umoziiuje porovnani mnoZzstvi patogent
V testovanych vzorcich v porovnani a s pfedem stanovenou kontrolou (vnitini kontrola).
Absolutni gPCR hodnoti pocet kopii patogena na urcité mnozstvi nukleové kyseliny
hostitele. Pocty kopii se pocitaji odeétem z kalibra¢nich kiivek, které jsou vytvoreny
zizolath cCisté kultury patogena nebo zrekombinantnich plazmidi obsahujicich
hodnocenou sekvenci patogena. Pro vyhodnoceni se vyuziva fluorescentnich barviv napf.
SYBR green (LEE et al., 2006). Pro tuto metodu jsou specialni cyclery s optickym
modulem, které jsou vybaveny softwarem pro analyzu vysledku. Nejvétsi vyhodou gPCR
je rychlost reakce a moznost piesné kvantifikace (MCCARTNEY, 2003).
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SYBR green je nejpouzivanéjsi barvivo, je to fluorescencni substrat nespecificky, coz
znamena, ze se navaze pouze na ds DNA bez ohledu na sekvenci. Pro qPCR je také mozné
pouzit fluorescen¢ni sondy, které hybridizuji se specifickou sekvenci v poloze mezi 2
primery (napi. TagMan sonda, Molecular beacons) nebo jsou soucasti primeru (Scorpion
sonda). Tyto sondy mohou byt znaceny riznymi barvami fluorochromu, coz umoznuje

hodnotit vice patogenti v 1 reakci (POITRAS a HOUDE, 2002, LEE et al., 2006).

3.5.6.3 RT PCR (reverse transcription PCR)

Do PCR reakce muize vstupovat jako matrice pouze molekula DNA. Pii pouziti RNA
(RNA viry) je nejdiive nutno za piitomnosti enzymu reverzni transkriptazy prevést RNA
na cDNA a poté uz mize prob&éhnout klasickd PCR reakce s Taq polymerazou. Druhou
moznosti je pouziti komerénich kit pro tzv. One step RT PCR, pfi které probihaji obé
enzymatické reakce v jednom kroku (v jedné mikrozkumavce), ale ¢asové nasledné za

sebou (lisi se reak¢ni teploty obou enzymii) (GIBSON, 2011).

One step RT PCR je vyhodna z toho dtvodu, ze snizenim poétu kroka pii ptipravé se
snizuje moznost kontaminace a chyb. Dalsi vyhodou je rychlost reakce a uspora
chemikalii. Nejprve prob&éhne reverzni transkripce, a nasledné¢ se aktivuje Taq
polymeraza, ktera se ucastni vlastni PCR (denaturace, prodluZzovani fetézce a syntéza
novych fetézci). Poté je mozné vizualizovat vysledky na gelu nebo vyhodnotit v systému

gPCR (JAROSOVA a KUNDU, 2010, GIBSON, 2011).

3.5.6.4 IC PCR (Immunocapture PCR)

Metoda zalozena na kombinaci metody ELISA a PCR. Nejprve se provedou prvni dva
kroky ELISA (v jamkach se navaze protilatka a nasledné bunécna $t'ava s antigenem),
Vv jamce miize dale pokracovat RT PCR (PCR). U RNA virti musi jako prvni probéhnout
reverzni transkripce (NOLASCO, 1993, PTACEK et al., 2002, MALLIK et al., 2012).
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3.6 Polymorfismus délky restrikénich fragment( (Restriction Fragment Length
Polymorphism) - RFLP

Tato metoda na hodnoceni délkového polymorfismu tsekit DNA, které jsou vysledkem
Stépeni DNA pomoci specifickych restrikénich endonukledz (restriktaz), které Stépi
molekuly DNA v piesné dané sekvenci nukleotidii. Pfi elektroforéze hodnotime pocet a
velikost fragmentti dany poctem cilovych mist pro dany enzym v testované molekule
DNA. Mutace muze zru$it nebo mize dat vzniknout novému cilovému mistu (GARCIA,

2004).

3.7  Polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt (Amplified Fragment
Length Polymorphism) - AFLP

Tato metoda umoznuje analyzu polymorfismu v celkové sekvenci patogena bez znalosti
sekvence DNA. Nejprve se DNA roz§tépi dvéma riznymi restriktazami, konce $tépenych
fragmentl se prodlouZzi pomoci syntetickych polylinkerii a z téchto tisektit DNA se pomoci
2 naslednych PCR vybere jen ¢ast fragmentl. Na elektroforéze se hodnoti rozdily v poctu
a velikostech fragmentd, pii¢emz jsou sledovany tseky o urcité délce (URLICH et al.,

1999).

3.8  Srovnani molekularnich metod s ELISA metodou, mikrospickymi metodami

Molekularni metody se vyuZzivaji pro detekci a identifikaci patogeni (pfedevsim vird) na
zakladé¢ sekvence; na rozdil od ELISA kde rozdilné kmeny mohou mit stejné protilatky.
Dale je moZna kvantifikace napadeni. Také molekularni metody maji vyssi specificitu,
oproti ELISA kde mize dojit k tzv. ,,cross* reakcim. Oproti morfologickym metodam

jsou molekularni metody sice objektivngjsi, ale drazsi. Morfologické metody jsou

wvewr
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3.9  VyuiZiti molekularnich metod

V praci je pouzito hodnoceni virové zakrslosti pSenice (WDV) s vyuzitim molekularni

metody PCR.

4 MATERIAL A METODIKA

4.1  Charakteristika stanovisté

Pokus byl proveden na §kolnim pozemku v Zab&icich. Pozemek se nachézel v blizkosti
zelezniéni traté a jiného zatravnéného neudrzovaného pozemku. Zabgice lezi 182 m. n.
m. v Jihomoravském kraji, okres Brno-venkov. Tato oblast patii do suché teplé kukufi¢né

oblasti a 70 % tvoii lehké piscité pudy.

4.2  Charakteristika pouzitych odrad

Vyskyt WDV byl hodnocen v porostech 2 odrid pSenice ozimé; hybridni némecké
odrudy Hybnos a mad’arské odrudy Mv Vekni.

4.3  Charakteristika pokusu

Na zacatku zari 2015, byl zaloZen maloparcelkovy pokus na Skolnim pozemku
v Zabéicich. Velikost kazdé parcely byla 90 x 110 cm, do 6 fadk, které byly od sebe
vzdaleny 12 cm, bylo vyseto 30 semen pSenice ozimé. PSenice byla vyseta ve 3

nahodnych opakovanich.

Z prostrednich fadku parcel byly odebrany 2-3 listy z 8-9 rostlin jdoucich za sebou a tyto
rostliny byly oznaceny pro dalsi letni odbér. Dohromady tak celkem bylo testovano 50
rostlin. Pfi odbéru nebyly v porostu patrné zadné symptomy napadeni virovymi ani
houbovymi patogeny. Odbér vzork listii prob&hl v obdobi pocatku regenerace porostu
po zim¢ (25. 2. 2016). Po odbéru byly vzorky popsany a ulozeny do mraziciho boxu.
Z kazdého vzorku bylo pouzito 50 mg listového pletiva pro izolaci DNA.
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V porostu byl nasledné ve 2 terminech (29. 4. 2016 a 17. 5. 2016) hodnocen vyskyt

symptomu piipadné sledované virové infekce.

4.4  |zolace DNA z rostlinného materialu

Z divodu smésné infekce pSenice viry WDV (DNA viry) i BYDV (RNA viry) byl pro
izolaci DNA pouzit All-In-One Mini-Preps Kit (Bio Basic, Canada Inc), ktery umoznuje

izolaci DNA, RNA ptipadné i proteind z jednoho vzorku.

Pfi prvni izolaci bylo feba promyvaci roztoky doplnit ur¢itym mnozstvim etanolu a
predchladit mikrocentrifugu na 4 °C. Poté nasledovala samotna izolace. Do
mikrozkumavek bylo napipetovano 350 ul Buffer Lysis-DR, rozdrceno 50 mg pletiva
rostlinného materialu ve tfecich miskach spolu s tekutym dusikem. Vznikly prasek byl
ihned ptenesen do mikrozkumavek s pufrem a vortexovano. Nasledovala centrifugace 3
minuty pii 4 °C, 10 000 rpm. Supertant byl pfenesen na kolonu EZ-10 umisténou ve 2 ml
zkumavce a znovu centrifugovan 1 minutu, 8 000 rpm. DNA zlstala na membrané kolony
EZ-10, RNA protekla do mikrozkumavky. Frakce sRNA byla wuloZena
v mikrozkumavkach pfti 4 °C pro naslednou izolaci. Izolace RNA nebyla potiebné pro

mou préci, proto zde neni popsan dalsi postup jeji izolace.

K izolatu DNA bylo pfidano 350 ul pufru Lysis-DR, a vzorky byly centrifugovany 1
minutu pii 9 000 rpm. Kolona EZ-10 byla umisténa do nové zkumavky, a na kolonu bylo
ptfidano 500 pl pufru CW1, nasledovala centrifugace 1 minutu pii 9 000 rpm. Protekla
frakce se po kazdém kroku vzdy vyléva. Poté byl na kolonu pfidan pufr CW2 (500 ul),
nasledovala centrifugacel minutu piti 9 000 rpm Nasledn¢ byly vzorky vysuSeny
(probéhla centrifugace naprazdno pro odstranéni zbylého etanolu). Zbyla frakce byla
prenesena do nové 1,5 ml zkumavky. V poslednim kroku bylo na membranu kolony
pfidano 50 pl pfedehiatého eluéniho pufru CE a poté probéhla posledni centrifugace 2
minuty, 9 000 rpm. Protekla frakce obsahovala izolovanou DNA, z niz byla nasledné
provedena detekce WDV.
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= DNA/RNA/Protein Isolation Procedure

Obr.¢. 4 All-In-One Mini-Preps Kit (Bio Basic, Canada Inc)

Po izolaci bylo provedeno u vsech vzorki spektrofotometrické hodnoceni kvality a
Cistoty DNA. Nasledné byly v§echny vzorky nafedény na stejnou koncentraci nukleovych

kyselin (15 ng/ul vzorku).

4.5 PCR detekce

PCR byla provedena s primery a za podminek dle Benkovics et al., (2010).

Slozeni pouzitaé reakéni smési:

e deionizovana. voda 19,7 ul

e 10 x P (15 mM MgCl,) 2,5 ul

e dNTP Mix (10mM) 0,5 ul

e primer A (20 uM) 0,6 ul

e primer B (reverse) (20 uM) 0,6 ul

e Taq polymeraza 0,1 ul (1 V)

e Templatova DNA 1 ul (asi 10 ng)
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Celkovy objem smési byl 25 ul. Pouzity kit od firmy Qiagen (Kanada).

Reakéni podminky pro PCR reakci

e 94°C 3 min

e 30 cykli:
= 94°C20s,
= 55°C 15s
= 72°C 15s

e 72°C 5min

Poté byl PCR produkt vizualizovan elektroforézou na 2% agarézovém gelu.

4.6 Hodnocenivzorkd s vyuZitim elektroforézy

Pro elektroforézu byl pouzit univerzalni 2 % agar6zovy gel, slozeny z 2,8 g agarézy, 140
ml TBE pufru (Tris, kyselina borita, EDTA, pH = 8). Tésné pied polymerizaci bylo do

gelu pfidano 5 pl fluorescenéni barvy pro zobrazeni vyslednych prouzkd.

Na gel byly naneseny krom¢ vlastnich vzorkd vzdy jedna pozitivni kontrola (infikovana

rostlina z nezavislého experimentu, ovétena ELISA; K+) a dvé negativni kontroly.

Jedna ze zdravé rostliny (rostlina ze zdravého porostu; K-) a vzorek bez DNA (K--).
Ptiklad gelu pro odrtidu Hybnos ptiloha ¢.1 , priklad gelu pro odridu Mv Vekni piiloha
¢. 2.

4.7  Hodnoceni symptomU v porostu

Symptomy infekce byly hodnoceny pouze vizualné (+/-), ve dvou terminech, tj. 25. 2.
2016 a 29. 4. 2016. Dne 17. 5. 2016 byly rostliny vytazeny z plidy a zmétena a zvazena
nadzemni ¢ast. PoSkozeni rostlin je vyjadieno v % vzhledem k primérné délce (cm) a
hmotnosti (g) bezsymptomatickych rostlin dané odrudy (pramér pocitan ze 3 rostlin). Dne
29. 4. 2016 byly z kazdé parcely hodnoceny rostliny, které vykazovaly ziejmé symptomy
napadeni virem WDV.
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Obr.c. 5 Symptomaticka rostlina infikovand virem WDV vV porostu pSenice V dubnovém

terminu (neni soucast pokusu)

5  VYSLEDKY A DISKUZE

V maloparcelkovém pokusu v porostu pSenice ozimé infekci virem sledovan pfirozeny
vyskyt viru WDV. Vysledky hodnoceni infekce pSenice ozimé virem WDV a projevi
symptomi (WDV a BYDV) u sledovanych rostlin odrad Hybnos a Mv Vekni jsou
uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Z divodu mozné smésné infekce, ktera by mohla ovlivnit projevy symptomil, jsou
uvadény hodnoty BYDV*. Hodnoceni infekce BYDV* bylo provedeno v ramci
bakalaiské prace Yulity Sukharukava.
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Tabulka ¢. 1 Hodnoceni infekce pSenice ozimé viry WDV, BYDVU odriiddy Hybnos,

r. 2016
Odbér a symptomy 25. 2. 2016 symptomy 29. 4. symptomy 17. 5.
Hmotnost
celé rostliny | Vyska celé
Odr./C.rostliny WDV BYDV* symptomy WDV+BYDV % rostliny %
H1/1 + - - 63 96
H1/2 - - - 46 102
H1/3 - - - 37 102
H1/4 - + - - 78 102
H1/5 - - - - 37 96
H1/6 - - + 14 92
H1/7 - - - 132 102
H1/8 - - - + 12 86
S+ nehodnoceno | nehodnoceno - + 27 84
S+ nehodnoceno | nehodnoceno - + 10 84
ZDR - - - - 134 102
H2/1 - - - + 21 85
H2/2 - - - - 44 96
H2/3 - - - - 34 96
H2/4 - - - 46 96
H2/5 - - - 65 108
H2/6 - - - - 63 108
H2/7 + + - - - 32 96
H2/8 + - - 25 90
S+ nehodnoceno | nehodnoceno - 19 72
ZDR - - - - 103 102
H3/1 + 4+ - - + 26 90
H3/2 - - - - 76 96
H3/3 - (+) - - 38 96
H3/4 - - - - 53 96
H3/5 - - - - 62 96
H3/6 - - - - 60 96
H3/7 - - - - 34 102
H3/8 - + - - 67 96
H3/9 - - - - 34 96
S+ nehodnoceno | nehodnoceno - + 28 78
ZDR - - - - 63 96
ZDR prumér 100 100
Vysvétlivky: S+ pozitivni kontrola

ZDR negativni kontrola

infikovana rostlina

+

- Negativni reakce

+ + Silné pozitivni reakce

Slabé pozitivni reakce
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Tabulka ¢. 1 Hodnoceni infekce pSenice ozimé viry WDV, BYDV u odriidy Mv Vekni,

r. 2016
Odbér a symptomy 25. 2. 2016 symptomy 29. 4. symptomy 17. 5.
Odr./¢. Hmotnost celé | Vyska celé
rostliny WDV BYDV symptomy WDV+BYDV rostliny % rostliny %
vV1/1 - - - + 8 64
V1/2 - - - - 49 71
V1/3 - - - - 34 90
V1/4 - - - + 21 76
V1i/5 - - - - 13 87
V1/6 - - - 10 69
V1/7 - - - 10 57
V1/8 - - - - 45 74
S+ nehodnoceno | nehodnoceno - + 30 69
ZDR - - - - 102 94
V2/1 - - - - 50 97
V2/2 - - - - 63 103
v2/3 - - - - 54 92
V2/4 - - - - 37 92
v2/5 - (+) - - 65 103
V2/6 - (+) - + 20 86
V2/7 - - - - 26 103
V2/8 - - - - 0 0
S+ nehodnoceno | nehodnoceno - + 52 80
ZDR - - - - 90 103
V3/1 - - - + 4 46
V3/2 - - - - 50 92
v3/3 - - - - 122 103
V3/4 - ++ - - 30 80
Vv3/5 - - - - 64 103
v3/6 - - - + 4 57
Vv3/7 - - - 3 46
v3/8 - - - - 71 103
V3/9 - - - ?(+) 20 86
S+ nehodnoceno | Nehodnoceno - - 8 57
ZDR - - - - 108 103
ZDR
prumeér 100 100
Vysvétlivky: S+ pozitivni kontrola

ZDR negativni kontrola

infikovana rostlina

Negativni reakce

+ + Silné pozitivni reakce
+ Slabé pozitivni reakce
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V prvnim terminu (25. 2. 2016) hodnoceni napadeni pSenice ozimé virem WDV rostliny
nevykazovaly zadné symptomy infekce. Vybrané rostliny se nijak nelisily od rostlin
v porostu. Z tabulek vyplyva ze, z odebranych bezsymptomatickych vzorki (koncem
unora 2016) byly siln¢ infikovany WDV dvé rostliny odrtidy Hybnos (H2/7, H3/1) au
dalsich 8 rostlin odrady Hybnos byla prokazana slaba infekce.(Tab. ¢. 1). U rostlin
odridy Mv Vekni nebyl WDV detekovan v zadné sledované rostlin€. Na zékladé tohoto
vysledku lze piedpokladat, Ze odrida Mv Vekni vykazuje vyssi odolnost viciviru WDV.
Nas vysledek se shoduje se zavéry Benkovics et al. (2010), ktefi hodnotili citlivost 4
odrud psenice ozimé k viru WDV. Podobnou miru tolerance vykazovala jesté dalsi jimi
sledovand odrida Mv Dalma, pficemz autoii diskutuji pfitomnost néjakého typu
ptirozené odolnosti u téchto dvou odrid. Doposud nebyly identifikovany konkrétni geny
odolnosti proti WDV. | kdyz v nasem experimentu rostliny nevykazovaly v prvnim
terminu zadné symptomy napadeni viry, molekuldrni analyzou byla prokdzana u
nékterych rostlin tzv. primarni infekce. Vyskyt primarni infekce v porostu pSenice 0zimé
v Ceské Republice dokumentuiji Sirlova et al. (2005). Autofi poukazuji na vliv roéniku,
predevsim s mirngjsi zimou, na vyskyt infekce. Po mrazivé zimé, bez pokryvu snéhu, byl
primarni vyskyt infekce nizsi, ¢aste¢né i proto, ze mnoho rostlin zmrzlo. Tyto udaje se
shoduji s podminkami naseho experimentu. Zima 2015/2016 byla mirna, rostliny dobie

pfezimovaly a nebyly poskozeny mrazem.

Smésna infekce obéma viry byla zjiSténa pouze Vv jednom piipadé u odriady Hybnos
(H1/1). Bukvayova, et al. (2006) uvadeéji, Zze nékteré roky pievlada BYDV a jiné roky

WDV, vylou¢ena neni ani smésna infekce obéma viry.

5.1 Hodnoceni symptom{

V pribéhu vegetacni doby 2016 se v porostech zacaly Vv poloviné¢ dubna objevovat
rostliny vykazujici slabé symptomy napadeni (tab. 1, 2). U rostlin, které byly v tomto
obdobi ve fazi sloupkovani, byla ovlivnéna pouze vyska a rostliny se zdaly celkove slabsi
(tab. 1, 2). Vramci puvodné sledovanych odrid, vétsi pocet symptomatickych se
vyskytoval u odrady Mv Vekni. Pro dal$i porovnani byly v této fazi v kazdé varianté
vybrany rostliny S relativné nejsilngjsimi projevy symptomu (S+). U téchto rostlin byla

V poslednim terminu hodnoceni prokazana pouze infekce BYDV (data nejsou soucasti
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této prace). Tyto rostliny se vyskytovaly jak u odridy Hybnos, tak u odridy Mv Vekni,
coz také odpovida spiSe infekci BYDV. Dalsi vyvoj symptomut byl vyhodnocen 17. 5.
2016. Vyska rostlin odriidy Hybnos nebyla téméf viibec ovlivnéna nebo u pivodné
hodnocenych rostlin byla maximaln¢ 0 14 % snizena (H1/8). Avsak u této rostliny nebyly
Vv unorovém terminu hodnoceni molekularné¢ identifikované zadné viry. Je
pravdépodobné, ze V ptipad¢, ze se jednd o symptomy virézy, by zplsobeny
pravdépodobné sekundarni infekci. Hmotnost rostlin byla ovlivnéna od 22 % (H1/4) do
88 % H1/8). U rostlin odridy Mv Vekni bylo pozorovano u testovanych rostlin vEtsi
poskozeni, tj. potlaceni rustu nez o odridy Hybnos (64 % V3/1, V3/8). Jesté vice se
symptomy projevily na hmotnosti rostlin, ale je nutno zdiiraznit Ze hmotnost mohla byt
snizena z riznych dtvodu (obr. ¢. 5 projevy Zloutnuti listd nebyly pozorovany). Dle Ripl
et al. (2008) je jednim z pfiznakd Zloutnuti a odumirani listd. Z vysledki hodnoceni
primarni infekce a vyslednych symptomt vyplyvad, Ze porosty byly sekundarné
infikovany jednim nebo obéma viry, pfic¢emz silnéjsi rostliny hybridni odridy Hybnos
této infekci odolaly 1épe nez rostliny odriidy Mv Vekni. Vzhledem k tomu, Ze odrida Mv
Vekni je ¢aste¢né odolna k WDV (Benkovics et al., 2010) mohlo by se jednat spise o
sekundarni infekci BYDV. Infekce WDV, prokazana u 10 rostlin odrady Hybnos,
neovlivnila dlouzivy rust. Mize se jedna ale i o vliv ro¢niku, ptipadné v roce 2016 byl

vice rozsifen virus BYDV.

5.2 Porovnani nukleovych sekvenci WDV v GenBank z hlediska jejich
podobnosti v oblasti ndmi pouzitych primer(

Ovéteni specificity PCR produktu bylo provedeno porovndnim velikosti specifického
PCR produktu susekem ohraniCenym primery v sekvenci dostupné v GenBank

(AJ311031.1). Nami pouzité primery byly navrzeny Benkovics et al., (2010).

Sekvence byla vyhledana v NCBI Genbank databazi a zjistilo se Ze, Se jedna o sekvenci
ktera ma mit 410 pb.(Ptiloha ¢. 3). Tato velikost odpovida velikosti produktu, které byly
syntetizovany v nasi reakci (viz pfiloha ¢.1a 2). Muze byt tedy potvrzena specificita dané
reakce. Dle sekvence v priloze je ziejmé, ze primery byly navrzeny do oblasti genu

(repA), ktery koduje protein zapojeny v replikaci viru (Benkovics et al., 2010).
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Jarosova et al. (2016) navrhli primery do genu pro plastovy protein (pfiloha ¢. 3).
Vyhodou tohoto primeru je, ze namnozi Gsek, ktery dokaze rozlisit kmeny pseni¢ny a

jecny.

Pomoci programu Blast v GenBank byly vyhledany dalsi sekvence WDV. Porovnanim
této sekvence s podobnymi sekvencemi v GenBank bylo nalezeno asi 200 délkové
shodnych (2750 pb) sekvenci odpovidajicich celkové délce WDV a piedstavujicich
izolaty rizného pivodu a hostitele, coz nasvédcuje o relativné velké variabilité viru
WDV.

Z vyhledanych sekvenci bylo vybrano 10, u nichz vzhledem K odlisnym hostitelim
(pSenice/je¢men), se piedpokladala piitomnost odlisnych kmenti. Useky odpovidajici
naSemu PCR produktu byly porovnany pomoci programu Clustal Omega s cilem zjistit,

zda pouzité primery byly navrzeny do konzervativni oblasti (pfiloha ¢. 4).

Vybrané sekvence

Sekvence Hostitelska rostlina Zem¢ puvodu
KJ536128 Triticum aestivum Cina
KU877914 Triticum aestivum Iran
KM079155 Hordeum vulgare Polsko
FJ546181 Hordeum vulgare Ceska Republika
FM999833 Hordeum vulgare Madarsko
AM922262 Hordeum vulgare Némecko
JQ647458 Triticum aestivum Mad’arsko
AJ311031 Triticum aestivum Svédsko
KX533461 Psammotettix alienus Iran
AM296019 Hordeum vulgare Ceska Republika
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Umisténim pouzitych primert dle Benkovics et al. (2010) do sekvenci bylo zjisténo, ze
primer WDV Rep-R ma v poloze 15 od 5’konce chybné zaclenéno C misto G, tento
nukleotid neodpovida zadné sekvenci. Prvnich 10 nukleotid primeru WDV Rep-R neni
specifickych k virové sekvenci, jde o ptidany polylinker, ktery autofi pravdépodobné
vyuzili pti sekvenovani. I ptesto reakce PCR fungovala. Vétsi odlisnosti byly zjistény u
izolatu AM296019. V pfipadé tohoto izolatu by navrzeny primer pravdépodobné
nefungoval. U primeru WDV Rep-F byly nalezeny dvé odli$né baze u izolata KJ536128,

AJ311031, coz znamena, Ze reakce neni plné univerzalni.(pfiloha ¢. 4).

6  ZAVER

e Vteoretické casti byl vypracovan piehled imunochemickych a molekuldrnich
metod, které lze vyuzivat pro detekci rostlinnych patogent. Bylo provedeno
srovnani moznosti pouziti a vyhod molekularnich metod, které se vzhledem
k rozvoji molekularnich technik stale castéji zapojuji do klasické detekce
fytopatogent.

e Priklad vyuziti molekularni detekce byl proveden na identifikaci primarni infekce
WDV vV porostu psenice ozimé (Triticum aestivum) u rostlin které nevykazovaly
V dobé odbéru zadné symptomy napadeni. Porosty byly vyhodnoceny opakované
vzhledem k rozvoji symptomt, pficemz bylo zjisténo ze, primarni infekce WDV
byla prokazana pouze u rostlin odriidy Hybnos. U rostlin odolngjsi odriidy Mv
Vekni nebyla primarni infekce WDV prokazana ani v jednom piipadée. Pii
hodnoceni v kvétnu 2016 byly pozorovany symptomy napadeni sledovanymi viry
u rostlin obou odrud. Predpokldadam proto, Ze v porostu prevazovala infekce
BYDV.

e Hodnocenim sekvenci viru WDV z GenBank bylo zjisténo Ze, pouZité primery
dle Benkovics et al.(2010) nemuseji byt univerzalni pro vSechny uvefejnéné
sekvence. Je na zvazeni zda pro rutinni detekci WDV pomoci PCR neni vhodng;jsi

pouzivat primery dle metodiky JaroSova et al. (2016).
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8 SEZNAM ZKRATEK

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) — polymorfismus délky amplifikovanych
fragmentti

BMV (Brome Mosaic Virus) - virovad mozaika pSenice

BYDV (Barley Yellow Dwarf Virus) - virova zluta zakrslost pSenice

CDNA — komplementarni DNA dle RNA

CYDV (Cereal Yellow Dwarf Virus) - virova zluta zakrnélost obilnin

DAS ELISA (Double Antibody Sandwich ELISA) - sendvi¢ova technika ELISA
DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP - deoxyribonukleosidtrifosfat

dsDNA — dvouvlaknova DNA

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) — enzym-imunosorpéni test
EWSMYV (European Wheat Striate Mosaic Virus) - virova pruhovita mozaika pS$enice
FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) - fluorescencni in situ hybridizace

NCBI (National Center for Biotechnology Information) - Narodni centrum pro biotechnologické
informace

pb — part bazi
PCR (Polymerase Chain Reaction) — fetézova polymerazova reakce
gPCR (Quantitative PCR) — kvantitativni PCR

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) — Polymorfismus délky restrikénich
fragmentti

RNA — ribonukleova kyselina

rpm (revolutions per minute) — otacky za minutu

RT PCR (Reverse Transcription PCR) — reverzni transkripce PCR

Taq polymeraza - termostabilni DNA polymeraza z bakterie Thermus aquaticus
WDV (Wheat Dwarf Virus) - virova zakrslost pSenice

WSMV (Wheat Streak Mosaic Virus) - virova ¢arkovita mozaika pSenice
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9  SEZNAM PRILOH

Ptiloha ¢. 1 — Vysledek elektroforézy odridy Hybnos
Ptiloha ¢. 2 — Vysledek elektroforézy odrady Mv Vekni
Ptiloha ¢. 3 — Vysledna sekvence viru WDV

Ptiloha ¢. 4 — Ofezané sekvence s navrhnutymi primery
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Priloha ¢. 1

K+ H2/5 H2/1 H2/2 H2/3 H2/4 H2/6 H2/7 H2/8

Vysledek elektroforézy odriiddy Hybnos

Priloha ¢. 2

V1/1...eeV1/8 negativni

V2/1 i V28 negativni
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Priloha C. 3

1 accctgegtg
accacgtctt
tattatgtcc
gtctttacac
tcctceccgact
ggagttgttt
aagaagcaga

gaccaacaag

l441cgttagagta
1501ggttaactaa
156lgattgacggt
l62latggaatgtc
1681lggccgttgta
1741tcggaccgca
1801lccactctaaa
186lgaggcttacg
1921ggactcgatg
198lagtgtattcg
2041gctgagaaat
210lgtctttacga
216lggagtcaacc
2221lgttaggatga
228lggtgatggaa
2341gtggagttcc
2401

246lggaatagaca
252laggtccttag
2581ltgtgcagaat
2641lggaacgcggg
2701ggctcgggga

Vysledné sekvence WDV

gtgggtcccg
tatgtcatca

catcgcttag
cgccgcgttce
acgcccggcg
ggttggctta
ggaggaccga

catgtaatcc
aatgatgcaa
gaagtcacgc
gtcaattatg
gtagttgtgg
gatgtagatg
tcagttacgg
gagtagagat
ggaaactcag
aagtctttca
tcctctcecteg
cccggagtgg
tccttcatga
aaaaatgaaa
gcacgaagct
ctaactgcag
gcgtactgtg
cggaacctgg
cgaaaaaacg
tcacaccgat
accctgtctt
cccgccacgce

aggcgcactc
catcaattat
cttataagga
tatacgggca
gacctttgtg
cactctgttc
ggaaattggt

ggcttttcgt
tggtggtgag
agtgtcgggg
gatcaatacc
ttcgtctecct
ttgaaggact
tacggtaata

gagtgcgccg
tcatcacata
aaggtatctc
aggcccctta
tcggtttgtt
gcatattagt
caccggccag

aggcttttgg
ttccacctgce
gatggatcag
cgatcccggg
aatatccgta
gtggaaggcg
accaaatggt

c cactgacatc tttacgatgc ¢

gactgttcag
ggtataccac
tgagccccga
ttgtactttg
atccctagag
gacttatgcc
ccttatccgce
gttcattttt
gtgtgtaagt
9l
aggtactcga
taactgctac
tgtaatcacg
atggtgatgt
tgttttgcac
ctatgtacag
gctctaggat
gtgcagatga
gggtgtgctc
gggctcggtg
ttcggcgcga
aggaatctaa

171-443 Movement protein

1717-2511 RepA gene

gagtcatatc
cccgtatcat
cgaagcactt
cgttgacgtc
atcttgccca
gtcccggtga
aggagttgaa
ccagctttca
gctaactggg

ctcaatgatc
gaatgttccc
aacttggttg
gttcatacca
gagtacgtgc
aggttcatat
gcattgagga
agaggccata
ccgaactcta
tccacggttt
aagcgacggg
tatt

cttgagccaa
ttttcgcttc
ccagtttggc
ataggtcgtg
ggaagtcttt
ctcctggaat
gtacaaagga
atggtctcat
tctgggaata

gaaaacgat
tgtttcatat
cactcagccg
cagtctttgg
atgttgagag
agatgtggtg
ttggccaaga
tatgttagga
gtagcaagca
ctctctaccc
aaatattgca
tggtcccgcg

tgtatcacag
tcttcgtctg
ccgtacttag
gtgaacttga
aaatcaacta
cctgttcttg
aatcgtccat
tgtatgattc
gacacatgag
ggtggcgtgce
ggcagaccat
ccgcgtctcg
tgttgacatc
cagcttgaat
cattgggatt
atccatcttc

agaggtattt
gaagcccggce
tgcgtgggag
ggtttaggtg
tgtggtttgt

WDV Rep-F
WDV Rep-R

c cactgacatc tttacgatgcc navrzené primery dle Ripl

Cggcttttcgt gagtgc,
et al.,2009
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Pfiloha ¢. 4  Ofezané sekvence s navrhnutymi primery

KJ536128
AJ311031
KMO079155
FM999833
AM296019
FJ546193
JQ647458
FJ546181
AM921991
AM922262

KJ536128
AJ311031
KM079155
FM999833
AM296019
FJ546193
JO647458
FJ546181
AM921991
AM922262

GAAAACGATTGCAAACCATGCTGAGGAATTCCTC
GAAAACGATTGCAAACCATGCTGAGGAATTCCTC
GAAAACGATGGCAGACCATGCTGAGAAATTCCTC
GAAAACGATGGCAGACCATGCTGAGAAATTCCTC
GAAAACGATGGCAGACCATGCTGAGAAATTCCTC
GAAAACGATGGCAGACCATGCTGAGAAATTCCTC
GAAAACGATGGCAGACCATGCTGAGAAATTCCTC
GAAAACGATGGCAGACCATGCTGAGAAATTCCTC
GAAAACGATGGCAGACCATGCTGAGAAATTCCTC
GAAAACGATGGCAGACCATGCTGAGAAATTCCTC

* ok k ok kkkok Kk * Kk ok K * khkrkhkhkhkhkhkhkkhkkk *khkk kkhkhkkhkkhkrkkkkhkx Kkrxkkhkhkkx

AGCAGCGATGTAGAGGGGCTCATATTTGTTCAAGAG GCGTA
AGCAGCGATGTAGAGGGGCTCATATTTGTTCAAGAG GCGTA
TGCAGCTATGTACAGAGGTTCATATTTGGCCAAGAG GCGTA

TGCAGCTATGTACAGAGGTTCATATTTGGCCAAGAG GCGTA
TGCAGCTATGTACAGAGGTTCATATTTGGCCAAGAG GCGTA
TGCAGCTATGTACAGAGGTTCATATTTGGCCAAGAG GCGTA
TGCAGCTATGTACAGAGGTTCATATTTGGCCAAGAG GCGTA
TGCAGCTATGTACAGAGGTTCATATTTGGCCAAGAG GCGTA

TGCAGCTATGTACAGAGGTTCATATTTGGCCAAGAG GCGTA
TGCAGCTATGTACAGAGGTTCATATTTGGCCAAGAG GCGTA

khkkkk hkhkkkkx kk kk Kk kkkkxokk khkhkkhkrkhkkhkrhkkhkhkhkkhkrxk *k kkhkrkkrxkhkkxkxk

N CUeIpmen dle Benkovics et al. 2010

Chyby v primerech
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