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Uvod

Viroidy jsou nezavislou tfidou rostlinnych patogenti, autonomné se replikujicich mo-
lekul RNA, bez proteinového plasté. Kruznicova, infekéni RNA, vysoce stabilni, se se-
kundarni strukturou podobnou tyCince o velikosti 246 az 401 nt, je plné zavisla a adapto-
vand na metabolismus hostitelské rostliny. Replikace probihd mechanismem otacejici se
kruznice. RNA polymerasa Il syntetizuje (-) polymerni fetézce slouzici jako matrice (+)
polymertim, jez jsou §tépeny na monomery a ligovany do krouzkid. Syntéza je lokalizo-
vana v bunécném jadre ajadérku. U molekul viroidii podskupiny viroidu vietenovitosti
hliz bramboru (PSTVd) mizeme rozlisit pét strukturnich domén, charakteristickych pro
nativni stav: centralni konzervativni oblast (CCR), oblast patogenity, oblast s vysokou
sekvencni variabilitou a dvé koncové domény. Do této podskupiny patii i chmelové viro-
idy (Diener 1999).

Chmel patii svou rozlohou, 80 tisic hektarii ve svétovém métitku, k minoritnim hos-
podarskym plodinam, pfesto nalezi k plodindm s dlouholetou péstitelskou minulosti. Jeho
péstovani v Ceské republice ma nejméné tisiceletou historii a vzdy znamenalo vysoky
ekonomicky podil na celkovém hospodarstvi statu. Na chmelu parazituji dva viroidy:
viroid zakrslosti chmele (HSVd), o velikosti 297 nukleotidti, alatentni viroid chmele
(HLVd), o velikosti 256 nukleotidd. HSVd se na chmelu vyskytuje pouze v Japonsku
a Jizni Korei, avSak jednotlivé kmeny HSVd parazituji celosvétové na dalSich hostitel-
skych rostlinach trvalych kultur, jako jsou ovocné stromy a réva vinna. HLVd parazituje
pouze na chmelu a vyskytuje se celosvétove témét na vSech péstitelskych plochach.
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Prestoze je HLVd nazyvan ,latentnim* viroidem, byla u né€j v poslednich letech zjis-
téna hospodarska zavaznost, projevujici se zménou obsahu sekundarnich metaboliti ve
chmelové hlavce. Tento fakt vedl k experimentiim o jeho eliminaci z rostlin chmele, kdyz
nejucinnéjsi bylo pouziti kultivace meristémi v podminkach in vitro (Patzak et al. 2001).
K detekci viroidil v rostlinném pletivu nelze vyuzit imunoenzymovych metod, proto jsou
vyuzivany molekularni metody na bazi nukleovych kyselin: Dot-blot molekularni hybri-
dizace (Matousek et al. 1994) a RT-PCR (Matousek a Patzak 2000). Pro ob¢ tyto metody
je nutné izolovat viroidni RNA z rostlinného pletiva chmele. Protoze tato pletiva obsahuji
mnoho polyfenolickych latek, polysacharidi a dalSich sekundarnich metaboliti (hoiké
kyseliny, silice) v hlavkach, kde je i koncentrace H-Vd nejvyssi, je velice problematické
izolovat RNA ve vysoké kvalit¢ a mnozstvi. Pro sériovou diagnostiku je téz dalezita ca-
sova a finan¢ni naroc¢nost pouzité metody. Hlavnim cilem této prace tak bylo porovnat
neékolik rtznych metod izolace RNA: 7 popsanych, 6 modifikovanych a 5 komer¢nich
izolacnich souprav, vhodnych pro Dot-blot molekularni hybridizaci a RT-PCR. Ziskané
vysledky mohou byt aplikovany i u jinych rostlinnych druhti s vysokym obsahem sekun-
déarnich metabolitd.

Metody izolace RNA

Vychozim materidlem pro objektivni porovnani RNA izola¢nich metod byla shodna
mnozstvi (100 mg) homogenizovaného vzorku hlavek z 9 rostlin chmele svétového sor-
timentu Chmelatského institutu s.r.o. v Zatci.

Pro porovnani bylo vybrano celkem 18 metod izolace RNA: 7 popsanych, 6 modifiko-
vanych a 5 komer¢nich izola¢nichsouprav. Ovéfeni kvality izolované RNA bylo provede-
no pomoci Dot-blot molekularni hybridizace a RT-PCR.

1. metoda (A) izolace byla metoda podle Matouska et al. (1994). Rostlinny material
(0,4 g) byl homogenizovan v tieci misce, spolecné s piskem a 0,6 ml AMESS pufru
(0,5 M octan sodny pH 6,0, 10 mM MgCl,, 3 % SDS, 20 % ethanol, 1 M NaCl). K homo-
genizovanému vzorku bylo ptfidano 0,8 ml chloroformu a fadn€ promiseno. Smés byla
poté pienesena do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifugovana pii 14 000 obr.min™' po dobu
10 minut pti pokojové teploté. Pro molekuldrni hybridizaci bylo odebrano 100 pl super-
natantu.

2. metoda (B) izolace byla metoda podle Farkase et al. (1999). Zmrazeny rostlinny
material (0,1 g) byl homogenizovan v tfeci misce, spolecné s 0,4 ml extrakéniho pufru
(50 mM Tris, 0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 % SDS, 0,3 % 2-merkaptoethanol, pH 7,6)
a 0,4 ml fenolu. Smés byla poté pienesena do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifugovana
pti 14 000 rpm po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Supernatant byl homogenizovan
se shodnym mnozstvim smesi fenolu a chloroformu (1 : 1) a po centrifugaci bylo vSe opa-
kovano se shodnym mnozstvim chloroformu. Supernatant byl sraZen dvojnasobnym ob-
jemem vychlazeného ethanolu (-20 °C). Srazenina byla po 20 minutach odd¢lena centri-
fugaci pii 14 000 obr.min™ po dobu 20 minut pii 4 °C a rozpusténa v 50 ul destilované
vody zbavené ribonukleas.
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3. metoda (C) izolace RNA byla metoda podle Kiefera et al. (2000). Rostlinny mate-
rial (0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem v tfeci misce. Vzorek byl poté ptene-
sen do 2 ml mikrozkumavky obsahujici 1 ml extrakéniho pufru (100 mM Tris-HCI
pH 8,0, 2 M NaCl, 25 mM EDTA, 2 % cetylamoniumbromid (CTAB), 2 % polyvinylpy-
rolidon (PVP), 0,5 % spermidin, 2 % 2-merkaptoethanol) predehfatého na 65 °C. Poté
bylo pfidano 0,5 ml smési chloroform-isoamylalkohol (24 : 1) a 200 ul Nucleon PhytoPu-
re DNA extraction resin (Amersham Life Science, UK). Vzorek byl homogenizovan vor-
texovanim 10 min pi#i pokojové teploté a poté centrifugovan pii 13 000 obr.min" po dobu
5 minut pii 4 °C. Supernatant byl v nové mikrozkumavce homogenizovan ve 250 pl smeé-
si chloroform-isoamylalkohol (24 : 1). Po dalsi centrifugaci pti 13 000 rpm po dobu
2 minut pii 4 °C byl supernatant srazen s dvéma objemy chladného (4 °C) isopropanolu
a srazenina RNA byla po 5 minutach na ledu opé&t odd&lena centrifugaci (13 000 obr.min™
po dobu 5 minut pii 4 °C) a rozpusténa v 50 ul destilované vody zbavené ribonukleas.

4. metoda (D) izolace RNA byla metoda podle Salzmana et al. (1999). Rostlinny ma-
terial (0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem v tfeci misce. Vzorek byl poté pte-
nesen do 1,5 ml mikrozkumavky obsahujici 0,5 ml extrakéniho pufru (4 M guanidiumthi-
okyanat, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM citronan sodny, 0,5 % N-laurylsarkosin,
1% PVP, 2% 2-merkaptoethanol). Poté bylo pifidano 0,5 ml smési chloroform-iso-
amylalkohol (24 : 1), vzorek byl homogenizovan vortexovanim 10 min pfi pokojové tep-
lot& a pak centrifugovan (14 000 obr.min™ po dobu 10 minut pii 4 °C). Supernatant byl
srazen s dvojnasobnym objemem ethanolu a 5 M NaCl (v poméru 9: 1) apo 3 hod pii
-20 °C opét centrifugovan. SraZenina byla rozpusténa v 0,5 ml destilované vody zbavené
ribonukleas. Poté bylo ptidano 0,5 ml smési fenol (TE saturovany, pH 8,0) chloroform-iso-
amylalkohol (25:24:1), vzorek byl homogenizovan vortexovanim 5 min pii pokojové
teploté a centrifugovana (14 000 obr.min™ po dobu 10 minut pfi pokojové teploté). Super-
natant byl znovu pfesraZzen za shora uvedenych podminek a sraZenina rozpusténa v 50 ul
destilované vody zbavené ribonukleas.

5. metoda (E) izolace RNA byla metoda podle Lala ef al. (2001). Rostlinny material
(0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem v tieci misce. Vzorek byl ve 2 ml mikro-
zkumavce s 1 ml extrakéniho pufru (8 M guanidiumhydrochlorid, 20 mM EDTA, 20 mM
morpholinethansulphonova kyselina (MES), 2 % 2-merkaptoethanol, pH 7,0) deproteino-
van 1 ml smési fenol-chloroform-isoamylalkohol (25:24: 1), apoté centrifugovan pfi
10 000 obr.min™ po dobu 20 minut pii 7 °C. Supernatant byl homogenizovan se shodnym
mnozstvim smési chloroform-isoamylalkohol (24 : 1) a po centrifugaci (10 minut) byl
presrazen s 0,2 objemy 1 M kyseliny octové a 0,7 objemy isopropanolu. Po 3 hod pfi
20 °C a centrifugaci (10 000 rpm po dobu 10 minut pii 4 °C) byla srazenina dvakrat pro-
myta 3 M octanem sodnym a nasledn¢ 70 % ethanolem. VysuSena srazenina byla rozpus-
téna v 50 ul destilované vody zbavené ribonukleas.

6. metoda (F) izolace RNA byla metoda podle Chomczynskiho a Sacchiho (1987).
Rostlinny material (0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem v téeci misce. Vzorek
byl poté prenesen do 1,5 ml mikrozkumavky obsahujici 0,5 ml extrakéniho pufru (4 M
guanidiumthiokyanat, 25 mM citronan sodny pH 7,0, 0,5 % N-laurylsarkosin, 0,1 M
2-merkaptoethanol). Poté bylo pfidano 0,1 ml 2 M octanu sodné¢ho a 0,9 ml smési fe

221



J. PATZAK

nol-chloroform-isoamylalkohol (25 :24 :1), vzorek byl homogenizovan vortexovanim
a ponechan 15 min na ledu. Po centrifugaci (12 000 obr.min™" po dobu 10 minut pii 4 °C).
byl supernatant presrazen se shodnym objemem vychlazeného isopropanolu (-20 °C)
a ziskana sraZenina 20 minut centrifugovana, vysuSena a rozpusténa v 50 ul destilované
vody zbavené ribonukleas.

7. metoda (G) izolace RNA byla metoda podle Malnoy et al. (2001). Rostlinny mate-
rial (0,1 g) byl homogenizovan s tekutym dusikem as 25 mg polyvinylpolypyrolidon
(PVPP) v tfeci misce. Vzorek byl poté prenesen do 2 ml mikrozkumavky obsahujici
0,5 ml extrakéniho pufru (0,225 M Tris-borate, 5 mM EDTA, 4 % dodecylsulfat sodny
(SDS), 0,02 % 2-merkaptoethanol), bylo k nému pfidano 0,7 ml fenolu nasyceného TBE
a po homogenizaci vortexovanim byl ponechéan 30 s pii 75 °C. Po té bylo ke vzorku pfi-
dano 0,7 ml smési chloroform-isoamylalkohol (24 :1), ten ponechan 30s na ledu
a centrifugovan pii 14 000 obr.min™ po dobu 40 minut pti 4 °C. Supernatant byl depro-
teinovan se shodnym mnozstvim smési chloroform-isoamylalkohol (24 : 1) apo dalsi
centrifugaci (10 minut) pfesrazen s 0,625 objemy 8 M LiCl (2 hod na ledu). Centrifugo-
vana srazenina (30 minut) byla promyta 3 M LiCl a 70 % ethanolem a rozpusténa
v 100 ul NET pufru (0,1 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0). K roz-
pusténému vzorku bylo ptidano 40 pl 2-butoxyethanolu a byl ponechan 20 minut na ledu.
Supernatant byl precipitovan s 0,625 objemy 8 M LiCl pfes noc pii 4 °C. Ziskana sraze-
nina (centrifugace 15 minut) byla promyta 3 M LiCl anasledné¢ 70 % ethanolem a po
vysuseni rozpusténa v 50 ul destilované vody zbavené ribonukleas.

P#i modifikacich bylo cilem zkraceni, zlevnéni ¢i zlepSeni pouzité metody. Prvni mo-
difikovanou metodou byla metoda H, ktera vychazela z metody A. Misto extrakéniho
pufru vsak byla pouzita pouze voda s 0,1 % PEG 20000. Dalsi metodou, modifikujici
metodu A, byla metoda I, kde opét do extrakéniho pufru bylo pfidano 0,1 % PEG 20000.
Modifikace metod B, C, D a CH spocivaly v homogenizaci rostlinného materialu bez
pouziti tekutého dusiku v extrakénim pufru s piskem. U téchto metod byly eliminovany
i Casové narocné precipitacni kroky a RNA byla pouZita pro molekularni hybridizaci pfi-
mo ze supernatantu.

Z komer¢né nabizenych izolacnich souprav RNA sestav bylo vybrano 5 uréenych i pro
rostlinna pletiva. Tyto soupravy jednak vyuzivaly specialn¢ pfipravené extrakéni roztoky:
Concert™ Plant RNA reagent (Invitrogen, USA) — metoda CH, Tri Reagent™ (Sig-
ma-Aldrich, USA) - metoda TS a TriPure™ Isolation reagent (Roche, SRN) - metoda
TR, nebo RNA vazebné kolonky: RNeasy” plant total RNA kit (Qiagen, SRN) - metoda Q
a GeneElute™ mammalian total RNA purification kit (Sigma-Aldrich, USA) - metoda S.
Izolace RNA byla provadéna podle instrukci vyrobce a uvedeného protokolu.

Dot-blot molekularni hybridizace

Pro Dot-blot molekularni hybridizaci bylo ke kazdému vzorku pridano stejné mnozstvi
roztoku smési 37 % formaldehyd a 20xSSC (0,3 M citronan sodny, 3 M NaCl) v poméru
2:3. Vzorky byly denaturovany pii 60 °C po dobu 15 minut, zchlazeny na ledu
a nanaseny na membrany v mnozstvi odpovidajicim 20 mg Cerstvé rostlinné hmoty. Mo-
lekularni hybridizace vychazela z metodiky popsané Matouskem et al. (1994). Pro porov-

222



POROVNANI METOD IZOLACE RNA PRO DETEKCI LATENTNIHO VIROIDU CHMELE

nani byly piipraveny radioaktivni, znatena [o->*P]JdCTP (Amersham Life Science, UK),
a neradioaktivni, znacend pomoci AlkPhos Direct (Amersham Life Science, UK), sondy
HLVd. Molekularni hybridizace s radioaktivni sondou byly provadény v izotopové labo-
ratofi UMBR AV CR v Ceskych Bud&jovicich.

RT-PCR

RT-PCR vychazela z metodiky popsané Matouskem a Patzakem (2000). Pro reakci
byl vyuzit Qiagen®™ OneStep RT-PCR kit (Qiagen, SRN) a reakéni smés byla piipravena
podle instrukci vyrobce a uvedeného protokolu. Pro detekci HLVd byly pouzity primery
57,00CCACCGGGTAGTTTCCAACT 513> a5’ ,00ATACAACTCTTGAGCGCCGA,3’.
RT-PCR probihala v termocykleru Genius (Techne, UK) s nasledujicim protokolem: re-
versni transkripce 30 min 50 °C, denaturace 15 min 95 °C, PCR - 35 cyklt: denaturace
30 s 94 °C, annealing (nasednuti primerl) 30 s 54 °C, elongace 1 min 72 °C, zavére¢na
elongace 10 min 72 °C.

Vysledky
Vyhodnoceni experimentalnich dat

V naSich experimentech jsme se pokusili porovnat nékolik riznych metod izolace
RNA vhodnych k detekci viroida v rostlinném pletivu chmele. Detekei viroidil 1ze prova-
dét pomoci zvolenych molekularnich metod: Dot-blot molekuldrni hybridizace
a RT-PCR. U Dot-blot molekularni hybridizace 1ze pouzit jak radioaktivné, tak neradio-
aktivné znacené sondy. Vysledky Dot-blot molekularni hybridizace pro jednotlivé meto-
dy izolace RNA jsou patrné z obrazku ¢. 1. Pfi této analyze se potvrdilo, ze nami pouzi-
vana standardni metoda A je ucinnou izola¢ni metodou pro radioaktivni detekci HLVd.
U neradioaktivniho znaceni dochazi k oslabeni hybridiza¢niho signalu vlivem sekundar-
nich metaboliti ve vzorku. Tyto sekundarni metabolity se podafilo ¢aste¢né odstranit
vyuzitim PEG 20000 (modifikovand metoda I), kdy vSak poklesla intenzita radioaktivnich
signalt (obr. 1). Shodnych vysledkt bylo dosazeno pro metody B, C, D a CH, jez byly
nejvhodnéjsi izolacni metody RNA pro radioaktivni i neradioaktivni Dot-blot molekularni
hybridizaci. Jejich modifikace, za Gcelem zkraceni a zlevnéni, se vyrazné projevily na
kvalit¢ RNA, coz znaén¢ ovlivnilo hybridiza¢ni signaly, pfedev§im s neradioaktivné zna-
cenou sondou (obr. 1). Kolonkové izola¢ni metody (Q a S) sice poskytovaly té¢Z vhodnou
RNA, bohuzel pfi izolaci dochazi k vyraznym ztratam RNA na vazebnych kolonkach
a tim 1 k oslabeni hybridiza¢niho signalu. Ostatni izola¢ni metody (E, F, G, H, TS a TR)
neposkytovaly RNA vhodnou pro Dot-blot molekularni hybridizaci.

Odlisnych vysledkd pro jednotlivé metody izolace RNA bylo dosazeno v RT-PCR
analyze, jak je patrné z obr. 2. U metod A a I nebyla provadéna RT-PCR, protoZe se jed-
nalo o metody izolujici celkové nukleové kyseliny a nejsou tak vhodné k enzymovym
reakcim, shodné jako je tomu u metod B a H (obr. 2). Jelikoz RT-PCR neni kvantitativni
metodou detekce HLVd v rostlinném pletivu, nelze presné posoudit kterd z pouzitych
RNA izola¢nich metod (C, D, G, CH, Q a S) je lepsi (obr. 2). Metody E, F, TR a TS ne-
poskytovaly pozadujici vysledky, a proto neni jejich vyuziti pro RT-PCR vhodné (obr. 2).
Z nasich ptedchozich experimenti (Matousek a Patzak, 2000) vyplyva, Ze kvantita izolo-
vané RNA vnesené do RT-PCR neovliviiuje t¢innost enzymové reakce, naopak mensi
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mnozstvi RNA poskytuje lepsi vysledky u vzorkli s vysokym obsahem polysacharidu.
Vsechny tyto vysledky jsou shrnuty i v tab. 1.

a)A BCDETFGH HCHI QS TSTR
HLvd
#® 30pgig FW
® 15pgig FW
® 3pgigFW
0,3 pg/g FW
0,03 pg/g FW

F G HCHI Q@ S8 TSTR

@ o Hivd
® o @ 30pyg FW
" T T ® 5pug FW
e @ ® 3099 FW
[ Rl Js) # 03pglg FW
Y I' T 0,03 pglg FW

modifikované metody
A B C DCH A B C DCH

7 ¥ L EE 1 N

8 L] i 8

o *oane>
a) b)

Obr. 1. Dot-blot molekularni hybridizace s neradioaktivni a) a radioaktivni b) HLVd sondou vzor-
ki RNA izolovanych riznymi metodami. Oznaceni vzorkl: 1 - Osvaldiv klon 72 VF, 2 - Osval-
div klon 31 VF, 3 - Osvaldav klon 72 VF, 4 - Osvaldiv klon 72, 5 - Fuggle (UK), 6, 7 - Osval-
dav klon 72, 8 - Galena (USA), 9 — Nugget (USA).

Zhodnoceni finanéni a ¢asové naro¢nosti

Kvalita izolované RNA ajeji vhodnost pro Dot-blot molekularni hybridizace
a RT-PCR je nesporn¢ dulezitym faktorem pii porovnani riznych metod izolace RNA.
Nemén¢ dilezitym faktorem pro vyuziti jednotlivych metod je jejich Casova, financni
a pristrojova naro¢nost. Co se ty¢e laboratorniho vybaveni a pouzitych chemikalii nevy-
mykaji se vSechny pouzité metody nikterak z pozadavkl bézné€ zatrizenych molekularnich
laboratofi (chlazena centrifuga, vodni lazen, vyhievny blok, mrazici box, lednice, atd.).
Porovnani ¢asové a finan¢ni naro¢nosti je souhrnné uspotradano v tabulce ¢. 1. Nejlevnéj-
§i anejméné Casoveé narocna je metoda H, ta vSak je zcela nepouzitelna pro jakoukoliv
dalsi analyzu. Metody A a I patii téZ k nejlevnéjSim a nejméné Casove naroénym (tab. 1).
Jejich pouziti je ovS§em omezeno pouze na Dot-blot molekularni hybridizace, pro kterou
jsou vsak nejvhodnéj$im feSenim. Podobné je na tom i metoda B, ktera je vSak vyrazné&ji
lacni kity (Q a S), jejich cena vSak patii k t€ém nejvyssim. [zolovana RNA je sice kvalitni
a vhodna pro obé metody, ale dochazi na vazebnych kolonkach ke zna¢nym ztratam.

224



1500 pb
1000 pb

800 p

1500 pb
1000 pb

800 p
600 pb

1500 pb
1000 pb

800 p
600 pb
500 pb
400 pb

300 pb
200 pb

100 pb

M11 23 456 12345612 3456 M2

POROVNANI METOD IZOLACE RNA PRO DETEKCI LATENTNIHO VIROIDU CHMELE

M11 23 456 12345612 3 456 M2

1605 pb
C D 1198 pb
' 676 pb
™. 1 .3.51 1.5k, 517 pb

& SRBRRRARARRAL L

222 pb
179 pb
126 pb

M11 2 3 456 1 2 3 45612 3 456 M2

1605 pb
1198 pb
676 pb
517 pb

350 pb

222 pb
179 pb
126 pb

1605 pb
1198 pb

676 pb
517 pb

350 pb

222 pb
179 pb
126 pb

1:igtntifi::

M1 1 2 3 456 12 3 45612 3 456 M2
1605 pb
1198 pb

676 pb
| 517 pb

350 pb
222 pb

179 pb
126 pb

Obr. 2. Analyza produkti RT-PCR reakce na 2% agarézovém gelu. Oznaceni vzorkt je shodné
s obrazkem €.1. M1 - 100 pb Ladder, M2 - pGEM DNA marker (Promega,USA).

Kompromisni metodou, vhodnou pro obé¢ detekéni techniky, je metoda CH s dvakrat
vetsi Casovou narocnosti, ale poloviéni cenou (tab. 1). Oblibena, rychla, nenaro¢na
a standardni izola¢ni RNA metoda F pro vétSinu Zivych organismil nebyla viitbec vhodna
pro rostlinné pletiva chmele. Naopak velice vhodné izola¢ni metody C a D, byly naopak
ptilis finanéné (C) nebo Casoveé (D) narocné (tab. 1). Ostatni pouzité metody (E, G, TR
a TS) nesplnovaly zadny ze sledovanych parametrii a jejich pouziti pro izolaci RNA
z rostlinnych pletiv chmele nedoporucujeme (tab. 1).
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Tab. 1. Hodnoceni vhodnosti pouziti, Casové a financni narocnosti jednotlivych pouzitych
izola¢nich metod

Metoda izolace RNA Ozna- Vhodnost pro molekuldrni ~ RT-PCR Casova Finanéni
¢eni hybridizaci naro¢nost narocnost

radioaktivni  neradioaktivni [hod na [KE za
sonda sonda vzoreK] vzorek]

Matousek et al. (1994) A ano omezené ne 0,3 33

Farkas ef al. (1999) B ano (omezen&) ano (ne) ne 1,50,7)° 9,5(53)

Kiefer et al. (2000) C ano (ne) ano (ne)’ ano 0,75 (0,5)" 99,0(95.8)

Salzman ef al. (1999) D ano (omezend) ano (ne)’ ano 75(0,6) 256(9,5)

Lal et al. (2001) E ne ne ano 4 243

Chomczynski a Sacchi (1987) F  omezené ne ne 0,8 14,2

Malnoy et al. (2001) G omezené ne ano 20,3 23

voda + PEG 20000 + ChCl; H ne ne ne 0,3 2,3

Invitrogen Concert CH ano (ano)’ ano (ano)’ ano 0,75 (0,75)" 79,9 (78,5)

Plant RNA reagent

Matousek et al. (1994) I ano ano ne 0,3 33

+ PEG 20000

Qiagen RNeasy Plant Q ano ano ano 0,35 163,5

Mini kit

Sigma Mammalian RNAKit S ano ano ano 0,35 103,1

Sigma TriReagent TS omezené ne omezen¢ | 99

Roche TriPure TR omezené ne omezené 1 773

* modifikované metody

Zavér

Z naseho porovnani izola¢nich metod RNA, vychazejicich s odlisnych metodickych
postuptt modifikovanych pro rostlinna pletiva, je patmné, Ze existuji vyrazné rozdily mezi
jednotlivymi pouzitymi izola¢nimi technikami RNA. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno
izolaéni soupravou Concert™ Plant RNA reagent (Invitrogen, USA). Tato metoda (CH)
je dobrym kompromisem mezi cenou a ¢asovou naro¢nosti. Metody (A al) izolace
nukleovych kyselin podle Matouska et al. (1994) patiily k nejlevnéj$im, ¢asové nenaroc-
nym a vhodnym pro Dot-blot molekularni hybridizaci, ne vSak pro RT-PCR. Metody
izolace RNA B, C a D byly téz velice u¢inné, bohuzel vzdy s ur¢itymi nevyhodami: ne-
vhodné pro RT-PCR (B), finan¢ni (C) ¢i ¢asova (D) naroc¢nost. Pouziti komer¢nich
izola¢nich souprav u chmele ukazalo, Ze kolonkové izola¢ni soupravy (Q a S) byly ucin-
n¢j$i nez pouziti specidlnich roztokd (TR a TS), i kdyz dochazelo k vyraznym ztratam na
kolonce. Zjisténé vysledky mohou ucinné pomoci pii izolaci RNA ke specifickym tuce-
[im i z jinych rostlinnych druhti bohatych na polyfenolické latky, polysacharidy a dalsi
sekundarni metabolity.
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Podékovani Na zaver bych rad podékoval Alené Henychové za jeji technickou asistenci pfi zpraco-
vani vzork?, laborato¥i RNDr. Jaroslavova Matouska, CSc z Ustavu molekularni biologie rostlin AV
CR v Ceskych Budgjovicich za provedeni radioaktivnich Dot-blot molekularnich hybridizaci
a Nérodni agentufe pro zemédélsky vyzkum pii MZe CR za finanéni podporu védeckého projektu
QC1183 , Komplexni diagnostika a rozsiteni viroidnich patogenti chmele, brambor, révy vinné,
ovocnych a okrasnych kultur v CR*, v ramci jehoZ feeni byly experimenty provedeny.

Stanoveni aktivit rostlinnych fosfolipas in situ s vyuzitim
fluorescencné znacenych substrati

PREMYSL PEJCHAR'?, OLGA VALENTOVA', JAN MARTINEC?

"Ustav biochemie a mikrobiolggie, VSCHT, Technicka 3, 166 28 Praha 6-Dejvice, 2Ustav
experimentalni botaniky, AV CR, Rozvojova 135, 165 02 Praha 6-Lysolaje, (tel.: 296 780 420,
e-mail: pejchar@ueb.cas.cz)

Uvod

Podstatnou ¢ast biologickych membran tvofii fosfolipidy, jejichz funkce ve vysSich
rostlinach zahrnuji mimo jiné zakotveni membranovych proteint, modifikaci mastnych
kyselin, aktivaci enzymil a zprostiedkovani signalnich kaskad (Chapman 1998).

Prenos signalu pfes membranu spociva obvykle v zachyceni signalu receptorem
na povrchu membrany. Transmembranova signalizace probiha ovlivnénim propustnosti
iontovych kanalii nebo pomoci kinasovych receptord a receptort, jez aktivuji efektorové
enzymy, které nasledn¢ produkuji intraceluldrni druhé posly. Ti mohou byt odvozeni
napf. od membranovych komponent. Druzi poslové nesou informaci k dal$im ciltiim,
napftiklad ke kinasam, které aktivuji dalsi kaskadu reakci (Munnik et al. 1999).

V ptipad¢ fosfolipidové signalni drahy jsou membranovymi komponentami fosfo-
lipidy a efektorovymi enzymy fosfolipasy, fosfatasy a kinasy. Tyto enzymy a produkty

227


mailto:pejchar@ueb.cas.cz

