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Specifické genové sekvence jednotlivych oligo-prob pro rodové specifickou

detekci vird obilnin a trav pomoci technologie Microarray

Oblast techniky

Reseni popisuje specifické genové sekvence uréené pro uréeni osmi
riznych rodd vir obilnin a trav pomoci techniky Microarray €ip, kdy dochazi
k hybridizaci nukleovych kyselin (RNA/DNA) vird na specifické sondy
piipevnéné na &ip. Béhem jedné reakce je tedy mozno Zjistit pfitomnost vice
roddl virovych patogendt najednou a nasledné identifikovat jejich druhové

zastoupeni véetné nalezu virovych patogen( novych ¢i nové zavlecenych.

Dosavadni stav techniky

Virozy rostlin jsou doposud nelécitelné a zejména u hospodaisky
dulezitych plodin, jakymi obilniny jsou, dokazou zpUsobit obrovské ztraty na
vynosech. Umélé rozsifeni druhll Poaceae v ekosystémech, Casto ve velmi
rozsahlych oblastech, spole¢né s rychlymi zmeénami kultivacnich metod,
neodvratné pfineslo promény rovnovahy rostlina/patogenni organismus.
Poaceae tak hosti mnoho patogennich organismG véetné vice jak 100 druht
virQl (Lapierre a Signoret, 2004). Téméi 20 % veskerych znamych rostlinnych

virti je schopno napadat Poaceae (Brunt et al., 1996).

Bézné vyuzivané detekéni techniky, at uZ zaloZzené na nukleovych
kyselinach nebo na bilkovinach, maji sva omezeni, pficemz nejvétSim je
nutnost presumpce znalosti identity viru ve vzorku, a tudiz neschopnost
detekovat viry nové, neznamé, nebo u daného vzorku nepiedpokiadané
(Grover et al., 2010). Pokud toto vSe vezmeme v potaz, vychodiskem
rostlinnych virologli jsou metody schopné detekce Sirokého poctu rznych virQ,
gasto vdetné takovych, které doposud nebyly s danou oblasti nebo

podminkami spojovany (Boonham et al., 2007). Rutinngé se bohuzel vCR i
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celosvétové obecné testuje pouze na nékolik nejdllezitejSich a nejbéznéji

se vyskytujicich vird, coz je nedostacujici.

Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky odstraiiuji specifické genoveé sekvence jednotlivych
oligo-préb pro rodové specifickou detekci virl obilnin a trav pomoci

technologie Microarray, podle vynalezu, jehoz podstata spociva vtom, Ze

diagnostika virdi obilnin je provadéna sondami o nasledujicich sekvencich

Sonda Virus Sekvence

Bymo-univ-1 Bymovirus AAGACAACCAAYCRCAGGGTTCTGG

Bymo-univ-2 Bymovirus CAAGCTTGCYGCCATTGGTGTTGGCACA
WGCAA

Bymo-univ-3 | Bymovirus ACCACTGAAACCCGAMGGCGCAA

Bymo-univ-1rc | Bymovirus CCAGAACCCTGYGRTTGGTTGTCTT

Bymo-univ-2rc | Bymovirus TTGCWTGTGCCAACACCAATGGCRGCAA
GCTTG

Bymo-univ-3rc | Bymovirus TTGCGCCKTCGGGTTTCAGTGGT

Fiji-univ-1 Fijivirus DGATGTTCAARTTATTGGTAATAAAKG

Fiji-univ-1rc Fijivirus CMTTTATTACCAATAAYTTGAACATCH

Furo-univ-1 Furovirus AAATGACGGTTTGGGTCGAAGTWTGA

Furo-univ-1rc | Furovirus TCAWACTTCGACCCAAACCGTCATTT

Luteo-univ-1 Luteovirus GGKTTTTTAGAGGGGCTCTGTWCCGMC
TCTGGTTTTGA

Luteo-univ-2 Luteovirus TGGAATACTTAAGKCCTACCAT

Luteo-univ-1rc | Luteovirus TCAAAACCAGAGKCGGWACAGAGCCCC
TCTAAAAAMCC

Luteo-univ-2rc | Luteovirus ATGGTAGGMCTTAAGTATTCCA

Marafi-univ-1 | Marafivirus CCTGGAAAGCTTGCCAGACCCTCGCTCT
CATGCACGATG

Marafi-univ-2 | Marafivirus TMGCTWCAGGGTGAATTGCTTCAB

Marafi-univ-1rc | Marafivirus CATCGTGCATGAGAGCGAGGGTCTGGC
AAGCTTTCCAGG

Marafi-univ-2rc | Marafivirus VTGAAGCAATTCACCCTGWAGCKA

Mastre-univ-1 | Mastrevirus GGAGTCATDTCCTTSAKCCA




Mastre-univ- Mastrevirus TGGMTSAAGGAHATGACTCC
1rc

Rymo-univ-1 Rymovirus TTGGCTSCTBGAGCAAGAACCATACAAG
WSC

Rymo-univ-2 Rymovirus CGTATGCTTTCGACTTCTATGAAATAACW
TCCGMA

Rymo-univ-1rc | Rymovirus GSWCTTGTATGGTTCTTGCTCVAGSAGC
CAA

Rymo-univ-2rc | Rymovirus TKCGGAWGTTATTTCATAGAAGTCGAAA
GCATACG

Tritimo-univ-1 | Tritimovirus GTGAGCTCTCGCATAGAGATAAGC

Tritimo-univ-2 | Tritimovirus CAGGWAGCATTTTCTGGTCAA

Tritimo-univ- Tritimovirus GCTTATCTCTATGCGAGAGCTCAC
1rc

Tritimo-univ- Tritimovirus TTGACCAGAAAATGCTWCCTG
2rc

Specifické genové sekvence podle vynalezu jsou uréené pro stanoveni
osmi rodd virl obilnin pomoci techniky Microarray ¢ip, kdy nukleove kyseliny

virtl hybridizuji na specifické sondy pfipevnéné na Cip.

Reakéni smés obsahuje vzorek testované nukleové kyseliny pfipravene
k hybridizaci nasledujicim zpusobem. RNA se izoluje z rostlin pomoci
Spectrum Plant Total RNA kitu (Sigma) dle manualu vyrobce. V dalSim kroku
se RNA prepise pomoci M-MLV reversni transriptazy do cDNA za pouZziti
aminoally-dUTP. V dal$im kroku se dosyntetizuje druhé vlakno cDNA pomoci
Klenowova fragmentu. Pfipravena dvouvidkenna cDNA se izoluje pomoci
PureLink PCR Purification Kitu (Invitrogen) a nasledné precCisti a

zakoncentruje pomoci etanolové precipitace.

Takto ziskana cDNA se smicha s barvou Alexa Fluoro 647 Carboxylic
Acid, obarvena cDNA se rozpusti v 8 pl H,O a efektivita navazani barvy se
ovéii pomoci spektroskopu Nanodrop 2000 (Thermoscience). Tato smés je
nanesena na sklo obsahujici specifické sondy uréené k detekci jednotlivych

virt. Seznam sond a jejich sekvence jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 1.



Prob&hla hybridizace a nasledné Cte¢ka k tomu urcena precetla intenzitu

signalu a tim urcila pfitomnost nukleové kyseliny vir(i a stanovila jeho rod.

Specifické genové sekvence podle vynalezu umozfuji simultanni
stanoveni osmi roddl obilnych vird, coZ ma obrovsky vyznam pii §lechténi a
péstovani obilnin. Takto rozsahlych a pfesnych vysledk( nebylo dosud

dosahovano.

Zde uvadéné sondy jsou feseny tak, aby byly schopny detekovat cely
rod viru a tudiz jsou schopny zachytit i viry nove Ci neznamé, nebot' s vysokou
pravdépodobnosti budou jejich sekvence nukleové kyseliny v onéch
konzervativnich oblastech, v nichz byly sondy navrzeny, hodné obdobné Ci

identické. Takovéhoto fedeni doposud nebylo u obilnych vird dosazeno.

Nasledujici pfiklad provedeni vynalez pouze doklada, aniz by jej jakkoliv

omezoval.

Pfiklad provedeni

Prikiad 1
Viyhodnoceni zdravotniho stavu vzorku obilnin z poli.

Pro analyzu zdravotniho stavu porostu ozimé psenice symptomaticky
odpovidajici viréznimu stavu byly z pozemk( odebrany symptomatické vzorky
listd péenice. RNA byla izolovana z rostlin pomoci Spectrum Plant Total RNA
kitu (Sigma) dle manualu vyrobce. V dal$im kroku byla RNA pfepsana pomoci
M-MLV reversni transriptazy do cDNA za pouZiti aminoally-dUTP. V dalSim
kroku bylo dosyntetizovano druhé vidkno cDNA pomoci Klenowova fragmentu.
Piipravena dvouvlakenna cDNA byla izolovana pomoci PureLink PCR
Purification Kitu (Invitrogen) a nasledné precisténa a zakoncentrovana pomoci

etanolové precipitace.

Takto ziskana cDNA byla smichana s barvou Alexa Fluoro 647
Carboxylic Acid, obarvena cDNA byla rozpusténa v 8 ul H,O a efektivita

navazani barvy byla ovéfena pomoci spektroskopu Nanodrop 2000
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(Thermoscience). Pfipravené vzorky byly hybridizovany na ¢ip obsahujici

nasledujici sondy:

Sonda Virus Sekvence

Bymo-univ-1 Bymovirus AAGACAACCAAYCRCAGGGTTCTGG

Bymo-univ-2 | Bymovirus CAAGCTTGCYGCCATTGGTGTTGGCACA
WGCAA

Bymo-univ-3 Bymovirus ACCACTGAAACCCGAMGGCGCAA

Bymo-univ-1rc | Bymovirus CCAGAACCCTGYGRTTGGTTGTCTT

Bymo-univ-2rc | Bymovirus TTGCWTGTGCCAACACCAATGGCRGCAA
GCTTG

Bymo-univ-3rc | Bymovirus TTGCGCCKTCGGGTTTCAGTGGT

Fiji-univ-1 Fijivirus DGATGTTCAARTTATTGGTAATAAAKG

Fiji-univ-1rc Fijivirus CMTTTATTACCAATAAYTTGAACATCH

Furo-univ-1 Furovirus AAATGACGGTTTGGGTCGAAGTWTGA

Furo-univ-1rc | Furovirus TCAWACTTCGACCCAAACCGTCATTT

Luteo-univ-1 Luteovirus GGKTTTTTAGAGGGGCTCTGTWCCGMC
TCTGGTTTTGA

Luteo-univ-2 Luteovirus TGGAATACTTAAGKCCTACCAT

Luteo-univ-1rc | Luteovirus TCAAAACCAGAGKCGGWACAGAGCCCC
TCTAAAAAMCC

Luteo-univ-2rc | Luteovirus ATGGTAGGMCTTAAGTATTCCA

Marafi-univ-1 | Marafivirus CCTGGAAAGCTTGCCAGACCCTCGCTCT
CATGCACGATG

Marafi-univ-2 | Marafivirus TMGCTWCAGGGTGAATTGCTTCAB

Marafi-univ-1rc | Marafivirus CATCGTGCATGAGAGCGAGGGTCTGGC
AAGCTTTCCAGG

Marafi-univ-2rc | Marafivirus VTGAAGCAATTCACCCTGWAGCKA

Mastre-univ-1 | Mastrevirus GGAGTCATDTCCTTSAKCCA

Mastre-univ- Mastrevirus TGGMTSAAGGAHATGACTCC

1rc

Rymo-univ-1 Rymovirus TTGGCTSCTBGAGCAAGAACCATACAAG
WSC

Rymo-univ-2 Rymovirus CGTATGCTTTCGACTTCTATGAAATAACW
TCCGMA

Rymo-univ-1rc | Rymovirus GSWCTTGTATGGTTCTTGCTCVAGSAGC
CAA

Rymo-univ-2rc | Rymovirus TKCGGAWGTTATTTCATAGAAGTCGAAA
GCATACG




Tritimo-univ-1 | Tritimovirus GTGAGCTCTCGCATAGAGATAAGC

Tritimo-univ-2 | Tritimovirus CAGGWAGCATTTTCTGGTCAA

Tritimo-univ- Tritimovirus GCTTATCTCTATGCGAGAGCTCAC
1rc

Tritimo-univ- Tritimovirus TTGACCAGAAAATGCTWCCTG
2rc

Viysledky hybridizace byly analyzovany v &te6ce ktomu urCené.
V rostlinach byl identifikovan virus rodu Luteovirus a soucasné probéhly
analyzy uréujici jeho druh a kmen. Takto lze testovat jak material na
$lechtitelskych stanicich, tak rostliny z polnich odbért nebo laboratorni izolaty.
Protoze infekci viry nelze nijak IéGit, je jedinou ochranou proti virovym

chorobam obilnin pouZziti rezistentnich odriid a véasna diagnostika.

Uginnost specifickych genovych sekvenci podle vynalezu byla Uuspésné

ovéfena plvodci ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i., Praha, CZ.

Primyslova vyuzitelnost

Microarray Gipy se specifickymi genovymi sekvencemi uréenymi pro
diagnostiku virGl obilnin je mozZno dodavat laboratofim zabyvajici se detekci
rostlinnych patogent jako detekéni kit k okamzitému pouziti (ready - to use),
kdy uzivateli postati pouze pfipravit svlj vzorek testované RNA a provest
reakci dle presné stanovenych podminek. Lze tak hned v po¢atku odhalit

nemocné rostliny a zabranit jejich epidemickym vyskytum.
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PATENTOVE NAROKY

1. Specifické genové sekvence jednotlivych oligo-préb pro rodové

specifickou detekci virG obilnin a trav pomoci technologie Microarray,

vyznaéujici se tim, Ze diagnostika vird obilnin je provadéna sondami o

nasledujicich sekvencich

Sonda Virus Sekvence

Bymo-univ-1 Bymovirus AAGACAACCAAYCRCAGGGTTCTGG

Bymo-univ-2 Bymovirus CAAGCTTGCYGCCATTGGTGTTGGCACA
WGCAA

Bymo-univ-3 Bymovirus ACCACTGAAACCCGAMGGCGCAA

Bymo-univ-1rc | Bymovirus CCAGAACCCTGYGRTTGGTTGTCTT

Bymo-univ-2rc | Bymovirus TTGCWTGTGCCAACACCAATGGCRGCAA
GCTTG

Bymo-univ-3rc | Bymovirus TTGCGCCKTCGGGTTTCAGTGGT

Fiji-univ-1 Fijivirus DGATGTTCAARTTATTGGTAATAAAKG

Fiji-univ-1rc Fijivirus CMTTTATTACCAATAAYTTGAACATCH

Furo-univ-1 Furovirus AAATGACGGTTTGGGTCGAAGTWTGA

Furo-univ-1rc | Furovirus TCAWACTTCGACCCAAACCGTCATTT

Luteo-univ-1 Luteovirus GGKTTTTTAGAGGGGCTCTGTWCCGMC
TCTGGTTTTGA

Luteo-univ-2 Luteovirus TGGAATACTTAAGKCCTACCAT

Luteo-univ-1rc | Luteovirus TCAAAACCAGAGKCGGWACAGAGCCCC
TCTAAAAAMCC

Luteo-univ-2rc | Luteovirus ATGGTAGGMCTTAAGTATTCCA

Marafi-univ-1 | Marafivirus CCTGGAAAGCTTGCCAGACCCTCGCTCT
CATGCACGATG

Marafi-univ-2 | Marafivirus TMGCTWCAGGGTGAATTGCTTCAB

Marafi-univ-1rc | Marafivirus CATCGTGCATGAGAGCGAGGGTCTGGC
AAGCTTTCCAGG

Marafi-univ-2rc | Marafivirus VTGAAGCAATTCACCCTGWAGCKA

Mastre-univ-1 | Mastrevirus GGAGTCATDTCCTTSAKCCA

Mastre-univ- Mastrevirus | TGGMTSAAGGAHATGACTCC

1rc

Rymo-univ-1 Rymovirus TTGGCTSCTBGAGCAAGAACCATACAAG
WSC

Rymo-univ-2 | Rymovirus CGTATGCTTTCGACTTCTATGAAATAACW

TCCGMA
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Rymo-univ-1rc | Rymovirus GSWCTTGTATGGTTCTTGCTCVAGSAGC
CAA

Rymo-univ-2rc | Rymovirus TKCGGAWGTTATTTCATAGAAGTCGAAA
GCATACG

Tritimo-univ-1 | Tritimovirus GTGAGCTCTCGCATAGAGATAAGC

Tritimo-univ-2 | Tritimovirus CAGGWAGCATTTTCTGGTCAA

Tritimo-univ- Tritimovirus GCTTATCTCTATGCGAGAGCTCAC

1rc

Tritimo-univ- Tritimovirus TTGACCAGAAAATGCTWCCTG

2rc
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