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Preparation of polyclonal antibody
against the non-structural protein P3
of Potato virus A (PVA)
and its use in analyses
of infected and transgenic plants
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Scheme of the potyviral genome
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P3 protein
e unknown function
 proposed role in replication

» toxicity for bacteria



P3| cloning and expression

amplified P3| was cloned in procaryotic expression vector
pThioHis (N-fusion with thioredoxin) and overproduced in
E. coli




Purification of fusion protein inclusions
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* ultracentrifugation in discontinuous sucrose gradient



Immunization

 antigen from the preparative SDS-PAGE
* injected subcutaneously together with polyacrylamide
o four 250 pg doses (1./7./42./130. day)




Antiserum specifity and sensitivity
« cross-reactivity control with P31 fused with GST

* specifity arose after late immunization dose

* IgG purification (ammonium sulfate / DEAE)

Thio  GST Thio GST m
3 Ag doses 4 Ag doses

180 18 1.8 180 18 1.8 180 18 1.8 180 18 1.8 180 18 1.8 [(ug/ml)

——— _—

1:2000 1:1500 1:1000 1:500 1:100 (IgG dilution)



P3 immunodetection in planta

P3 transgenic plants

» weak immunoblot signal — sample concentration required

« centrifugal filtration (MWC 10 000) 20% 50% §0% m

« ammonium sulfat precipitation
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P3 in the course of PVA infection
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Summary

done
* preparation of specific PVA P3 antibody
* optimizing of plant sample preparation

» P3 detected in early infection stages

perspective
» detailed P3 kinetic studies
* localization of P3 in plant cells
« fractionated extract analysis

* electron microscopy
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Klonovani Eps1A™ genu u Triticum
monococcum
Na UC Davis, Kalifornie 2004-2007

———
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Soutez o postgradualni fellowship na UC Davis prof.
Jorge Dubcovsky

PUvodné Projekt zamérfeny na mutace u pSenice: Dva uchazedi Ja a Dr. D. Fu

Soutéz vypracovani reSerSe na téma LFY genu a identifikace mozZnych ortologu a
paralogu.

Vitez dr. Fu

Na stesti pro mne



Stésti preje pripravenym

Nabidka na jiny projekt.

Klonovani genu ovlivnujiciho kveteni u psenice.



Identifikace fenotypu a mapovani fenotypu
POZICNi KLONOVANI TERMO SENSITIVNIHO GENU EpsA™1

= 20 Chromosome 1AL
= 180
E 16
sp 140 Xeowgp 984 =
g ;
= 10 - Xewe7 10 =
! XNbhod 508 —
e - . .
"; 0 Xbed! 261 —
g 2
- 0
Cy
XApa? =
Fig. 3 Average heading dates of F; SSD lnes grown wnder 16 °C
(wihite bars) and 23 *C (gray bars). From left to nght the geno-
types are: / Parental line G3116; 2 Parental line DV92; 3 85D
lines carryving the G3116 (B) allele at RFLP locus Xiwg24]; 4 55D
lines camrying the DWV92 allele at RFLP locus Xwg24l. 5 SSD I eM
linez3
F,plant #3  S8D; plant #3 VisuEd ! 1=
YesuEll ]l A _% B g .'E‘ B A: DV92 allele,
3 s E late flowering
N 8 Xedod03 4
b 5 % B: G3116 allele, Ywp2d] =
b 503 . AWk
Xedo3o3 A-§ ¥ B % B early flowering
y 5 y 1 1 L L i debicid itk
Ywg24l A ‘i B ‘i B 0 2 4 p 2
Eps-A™1 A A i A =

LoD score

Bullrich et al. 2002



Genom psenice

» Alohexaploidni druh (2n = 6x = 42)
= Je vysledkem dvou nezavislych hybridizaci

Triticum urartu (AA)

Triticum aestivum (AABBDD)

3 genomy
17,000 Mbp (1C)
1.2% genové oblasti

Aegilops speltoides (BB) Aegilops tauschii (DD)
Gill et al. 2004 (modified)




Pozi¢éni klonovani

. Klonovani jednoho genu u genomu bez znalosti
sekvence trva 4-10 let

. Vyzaduje mapovaci populace s dostateCnym rozliSenim,
cca 3-20 tis. Linii, idealné aspon jedna rekombinace
mezi vSemi geny v oblasti

. Odvozeni jednoho markeru trva tyden az tri mesice
. knihovny dlouhych inzertt (+- 60 tis. klonu) stoji 30-35

tis. Euro, genomova knihovna psenice s 6x pokrytim ~
1,2 mil. klonu



Konstrukce genetické mapy a identifikace hraniénich markert
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Konstrukce fyzické mapy
vyuZiti BAC knihoven DNA z pribuznych druht a identifikace kandidatnich gend
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UC Davis
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V}’/zkumné staz na

Universidad de Cérdoba

Anna Chmelarova

9/2013 —12/2013 UNIVERSIDAD P CORDOBA



Jak to vSechno zacalo?
Studentska védecka soutéz o ,,cenu dekana”“ 2012

Predem je nutné pripravit:
e Soutézni praci (max. 20 stran, idealné publikacni forma)
* Soutézni prezentaci
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Jak to vSechno zacalo?
Studentska védecka soutéz o ,,cenu dekana”“ 2012

Predem je nutné pripravit:
e Soutézni praci (max. 20 stran, idealné publikacni forma)

* Soutézni prezentaci

Co vam muze prinést:
* Trénink na obhajoby, podnétné diskuze
e Zajimavé ceny

studentce 2. roéniku oboru Molekularni a bunééna biologie
za praci natéma

Charakteristika polymorfnich cross-species mikrosatelitl u pelikana afrického
[Pelecanus rufescens) a pelikdna kadefavého (Pelecanus crispus)




Jak to vSechno zacalo?
Studentska védecka soutéz o ,,cenu dekana”“ 2012

Predem je nutné pripravit:

e Soutézni praci (max. 20 stran, idealné publikacni forma)

* Soutézni prezentaci

Co vam muze prinést:
* Trénink na obhajoby, podnétné diskuze
e Zajimavé ceny

Informace o souteézi:

http://svoc.prf.upol.cz/

Termin: 15.5.2015
Uzavérka prihlasek: 30.4.2015




Hura! Pojedu na staz!

Ale kam?

Téma pracovni staze provazané s disertaci

Riverside Aberystwyth Cdrdoba
California Great Britain Spain

o
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— prohloubeni mezilaboratornich vztah(, zdokonaleni
v metodach a ziskani znalosti o klasickém slechténi



Papirovani, zarizovani pred odletem,
baleni, panika

Jaké dokumenty musim vyridit?
Co tam budu délat?

Jaké clanky si mam precist?
Kde to vlastné je?

Jak se tam cestuje?

Jaké tam bude pocasi?

Co potrebuju na preziti 13 tydnu
Vv Cizi zemi?

Slivovici nebo becherovku?
Mam vzit néco rodine?




On the Road




Jazykova bariéra
aneb do Spanélska bez §panélitiny

* Anglicky to v Andalusii nezkousejte
e Slovnicek, tuzka a papir - kamaradi k nezaplaceni
* Jdetoibeze slov®©

Andalucia, Spain
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Bydleni

Vybér ubytovani

* Koleje

e Studentsky byt

 Dum s rodinou a hospodyni

Co je dobré veédét predem:

 Na jihu Spanélska ¢asto
nemaji topeni ®




Vyzkum

Material:

* Linie s chromozomy Agropyron cristatum v genetickém pozadi
Triticum durum

Metody:
e Cytometricky, molekularni a cytologicky screening rostlin




Laboratore
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Kolegové z ruznych zemi




Meésto tri kultur




Mezquita de Cordoba




Volny cas

Kolo je zaklad
Vylety do okoli
Flamenco

Pizza a jiné party




Cestovani po Andalusii

* 6dnis pritelem a autem z pujcovny

 Ronda, Marbella, Nerja, Malaga, Granada




Cestovani po Andalusii

* 6dnis pritelem a autem z pujcovny
 Ronda, Marbella, Nerja, Malaga, Granada




Louceni

© Tésim se domu
® Uvidim je jesté?




Co mi staz dala

Znalosti o slechténi rostlin
Vysledky pro odborny clanek

Pratele a ,,rodinu® na cely zivot
DUvéru v sebe sama

/ménu hodnotového rebricku
Andalusky pohled na svét ©
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