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Specifické genové sekvence jednotlivych oligo-prob pro molekularni detekci

virovych patogent obilnin a trav pomoci technologie Microarray

Oblast techniky

Reseni popisuje specifické genové sekvence uréené pro diagnostiku
virll obilnin a trav pomoci techniky Microarray Cip, kdy dochazi k hybridizaci
nukleovych kyselin (RNA/DNA) virovych patogeni na specifické sondy
pfipevnéné na &ip. Béhem jedné reakce je tedy mozno Zjistit pfitomnost vice

virtl najednou, véetné detekce na trovni jejich kmenu.

Dosavadni stav techniky

Virozy rostlin jsou doposud nelécitelné a zejmena u hospodarisky
dulezitych plodin, jakymi obilniny jsou, dokazou zpUsobit obrovské ztraty na
vynosech. Umélé rozsifeni druhl Poaceae v ekosystémech, ¢asto ve velmi
rozsahlych oblastech, spoleéné s rychlymi zménami kultivacnich metod,
neodvratné pfineslo promény rovnovahy rostlina/patogenni organismus.
Poaceae tak hosti mnoho patogennich organisml véetné vice jak 100 druh
virtl (Lapierre a Signoret, 2004). Témér 20 % veskerych znamych rostlinnych

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

Do sou&asnosti bylo vyvinuto a je kazdodenné vyuZivano mnoho metod
(elektronova mikroskopie, ELISA, PCR, RT-PCR, TagMan, reverse PAGE,
hybridizace nukleovych kyselin, metagenomické pristupy, biologicke testy,
(Boonham et al., 2003). Bézné metody nachazejici uplatnéni v rutinni
diagnostice zahrnuji rizné variace polymerazove fetézové reakce (PCR),
sérologickych eseji jako enzyme linked immunosorbent assay ELISA, a dale
imufluorescenéni testy na protilatky (Melcher et al., 2008; Menzel et al., 2002,
Webster et al., 2004). Tyto techniky, at uz zalozené 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, nezname, nebo u daného vzorku nepfedpokladané (Grover et al., 2010).

Rutinné se tedy vCR i celosvétové obecné testuje pouze na nékolik

vvvvvv

Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky odstrariujispecifické genové sekvence jednotlivych
oligo-prob pro molekularni detekci virovych patogent obilnin a trav pomoci
technologie Microarray, podle vyndlezu, jehoZ podstata spoCiva vtom, ze

diagnostika viri obilnin je provadéna sondami o nasledujicich sekvencich

Sonda Virus Sekvence

BaYMV-1 | BaYMV | TCACAACTGATGAGGCATGGATCGATGCCCTCA

BaYMV-2 | BaYMV | ACAAGCATGCTGAGAATCAAGTAATGCAAA

BaYMV- |BaYMV |[TGAGGGCATCGATCCATGCCTCATCAGTTGTGA

1re

BaYMV- |[BaYMV |TTTGCATTACTTGATTCTCAGCATGCTTGT

2rc

BSMV-3 | BSMV GGCATGGATGTTGTGAAGAAATTCGCCGTCATGT
CAGT

BSMV-4 |BSMV |ATCTTTGGTGAAACGGTTGCTACAGGAACAACCC
C

BSMv- BSMV ACTGACATGACGGCGAATTTCTTCACAACATCCA
3rc TGCC

BSMV- BSMV GGGGTTGTTCCTGTAGCAACCGTTTCACCAAAGA
4rc T

BYDV- BYDV GAGCAGGCGCTTAAGTGGGAACACGGGA
spc-1




BYDV- BYDV GTGAATGAATTCAGTAGGCCGTAG

spc-2

BYDV-1 |BYDV AAGTCCTACCACCGTTACAAGATCACAA

BYDV- BYDV CTGGGAATCATTCGGAGTTGACCCT

spc-3

BYDV-2 |BYDV TCTTACGGTAAGTGCCCAACTCCA

BYDV- BYDV TCCCGTGTTCCCACTTAAGCGCCTGCTC

spc-1rc

BYDV- BYDV CTACGGCCTACTGAATTCATTCAC

spc-2rc

BYDV-1rc | BYDV TTGTGATCTTGTAACGGTGGTAGGACTT

BYDV- BYDV AGGGTCAACTCCGAATGATTCCCAG

spc-3rc

BYDV-2rc | BYDV TGGAGTTGGGCACTTACCGTAAGA

CoSV-1 CoSV AAGATAACRTGTGGAGCTTGTCAAGATCAG

CoSV-1rc | CoSV CTGATCTTGACAAGCTCCACAYGTTATCTT

LLV-1 LLV ATCGACCTYTTCTGCCAGTTCCACCCTAGYGTGG
A

LLV-1rc LLV TCCACRCTAGGGTGGAACTGGCAGAARAGGTCG
AT

MDMV-1 |MDMV | GGGCTGARTTYGATAGATGGTATGARGCAGTRC
AGAA

MDMV-3 |MDMV | AACTTTCTTACACTGTGGCACGCGACATGAGAAC
AACCAATTCA

MDMV- MDMV | TTCTGYACTGCYTCATACCATCTATCRAAYTCAG




1rc

CCC

MDMV- MDMV TGAATTGGTTGTTCTCATGTCGCGTGCCACAGTG

3rc TAAGAAAGTT

SBWMV- | SBWMV | AAATGACGGTTTGGGTCGAARTATGA

1

SBWMV- | SBWMV | AGTTGACGGGAYGGCGTCTCGGR

2

SBWMV- | SBWMV | TCATAYTTCGACCCAAACCGTCATTT

1rc

SBWMV- | SBWMV | YCCGAGACGCCRTCCCGTCAACT

2rc

SCSMV-1 | SCSMV | AGTGGGTTCAGTTCTCGGTTCGTAGCGGGAAAC
CCATAATACC

SCSMV- |SCSMV | GGTATTATGGGTTTCCCGCTACGAACCGAGAACT

1rc GAACCCACT

SpMV-1 SpMvV GTCTATGTGACTTCCATCCGTAGTGTGGTTTCCA
CGAAG

SpMV-1rc | SpMV CTTCGTGGAAACCACACTACGGATGGAAGTCAC
ATAGAC

wDV-1 WDV GCATTGGGATTGGTGATGGAAGCACGAAGCTTG
T

WDV-2 WDV GCAGATGTGGTGATCCATCTTCGTGG

wbDV-1rc | WDV ACAAGCTTCGTGCTTCCATCACCAATCCCAATGC

WDV-2rc | WDV CCACGAAGATGGATCACCACATCTGC

WwDV-3 WDV AGATGTTCATTTTTCCAGCTTTCAATGGTCTCATG




WDV-3rc | WDV CATGAGACCATTGAAAGCTGGAAAAATGAACATC
T

WSMV-1 [WSMV | GCGAAGCCATCACTTCGAGCCATT

WSMV-2 |WSMV | GGAGCTCGAGTGATGATCGAGGAGAGTGTTC

WSMV- |[WSMV |[AATGGCTCGAAGTGATGGCTTCGC

1re

WwSMv- WSMV | GAACACTCTCCTCGATCATCACTCGAGCTCC
2rc

Prob&hne hybridizace a nasledné ¢tecka k tomu urena precte intenzitu

signalu a tim urci pfitomnost viru.

Specifické genové sekvence podle vynalezu umoZiuji simultanni
stanoveni jedenéacti obilnych virli, coz ma obrovsky vyznam pfi Slechténi a
péstovani obilnin. Takto rozsahlych vysledkd nebylo dosud dosahovano,
protoZze nové uvadéné sondy je mozné pouZit soucasne, na jednom Cipu a
tudiz otestovat vzorek na mnoho virl obilnin najednou, coz podstatné

zrychluje a zpiesfiuje celé stanoveni nezadoucich virQ.

Nasleduijici priklad provedeni vynalez pouze doklada, aniz by jej jakkoliv

omezoval.

Piiklady provedeni

Pfiklad 1

Vyhodnoceni zdravotniho stavu Slechtitelského materialu uréeného pro

experimentalni hodnoceni rezistence viici jednomu viru v polnich podminkach.

Pro analyzu zdravotniho stavu pokusného pozemku $lechtitelskych linii
ozimého jeémene Slechténych na rezistenci vuci zavaznému viru Zluté

zakrslosti jeémene na pozemku pfihlaSovatele, kterym je Vyzkumny ustav
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rostlinné vyroby, v.v.i., Praha, CZ, jsou v listopadu z pokusnych pozemku
odebrany vzorky listd jemene z jednotlivych testovanych variant. RNA se
izoluje z rostlin pomoci Spectrum Plant Total RNA kitu (Sigma) dle manualu
vyrobce. V dalim kroku se RNA prepise pomoci M-MLV reversni transriptazy
do cDNA za pouziti aminoally-dUTP. V dal$im kroku se dosyntetizuje druhe
vlakno cDNA pomoci Klenowova fragmentu. Pfipravena dvouviakenna cDNA
se izoluje pomoci PureLink PCR Purification Kitu (Invitrogen) a nasledné

predisti a zakoncentruje pomoci etanolové precipitace.

Takto ziskana cDNA se smicha s barvou (napf. Alexa Fluoro 647
Carboxylic Acid), obarvena cDNA se rozpusti v 8 pl H,O a efektivita navazani

barvy se ovéfi pomoci spektroskopu (napf. Nanodrop 2000 (ThermoScience)).

Vznikla smés je nanesena na sklo obsahujici specifické sondy uréené
k detekci jednotlivych virl. Seznam sond a jejich sekvence jsou uvedeny

v nasledujici tabulce:

Sonda Virus Sekvence

BaYMV-1 | BaYMV TCACAACTGATGAGGCATGGATCGATGCCCTCA

BaYMV-2 | BaYMV | ACAAGCATGCTGAGAATCAAGTAATGCAAA

BaYMV- BaYMV TGAGGGCATCGATCCATGCCTCATCAGTTGTGA
1rc

BaYMV- |BaYMV TTTGCATTACTTGATTCTCAGCATGCTTGT
2rc

BSMV-3 | BSMV GGCATGGATGTTGTGAAGAAATTCGCCGTCATGT
CAGT

BSMV-4 | BSMV ATCTTTGGTGAAACGGTTGCTACAGGAACAACCC
C

BSMV- BSMV ACTGACATGACGGCGAATTTCTTCACAACATCCA
3rc TGCC




BSMV- BSMV GGGGTTGTTCCTGTAGCAACCGTTTCACCAAAGA

4rc T

BYDV- BYDV GAGCAGGCGCTTAAGTGGGAACACGGGA

spc-1

BYDV- BYDV GTGAATGAATTCAGTAGGCCGTAG

spc-2

BYDV-1 |BYDV AAGTCCTACCACCGTTACAAGATCACAA

BYDV- BYDV CTGGGAATCATTCGGAGTTGACCCT

spc-3

BYDV-2 |BYDV TCTTACGGTAAGTGCCCAACTCCA

BYDV- BYDV TCCCGTGTTCCCACTTAAGCGCCTGCTC

spc-1rc

BYDV- BYDV CTACGGCCTACTGAATTCATTCAC

spc-2rc

BYDV-1rc | BYDV TTGTGATCTTGTAACGGTGGTAGGACTT

BYDV- BYDV AGGGTCAACTCCGAATGATTCCCAG

spc-3rc

BYDV-2rc | BYDV TGGAGTTGGGCACTTACCGTAAGA

CoSV-1 CoSV AAGATAACRTGTGGAGCTTGTCAAGATCAG

CoSV-1rc | CoSV CTGATCTTGACAAGCTCCACAYGTTATCTT

LLV-1 LLV ATCGACCTYTTCTGCCAGTTCCACCCTAGYGTGG
A

LLV-1rc |LLV TCCACRCTAGGGTGGAACTGGCAGAARAGGTCG
AT

MDMV-1 | MDMV GGGCTGARTTYGATAGATGGTATGARGCAGTRC




AGAA

MDMV-3 | MDMV AACTTTCTTACACTGTGGCACGCGACATGAGAAC
AACCAATTCA

MDMV- MDMV TTCTGYACTGCYTCATACCATCTATCRAAYTCAG

1rc CCC

MDMV- MDMV TGAATTGGTTGTTCTCATGTCGCGTGCCACAGTG

3rc TAAGAAAGTT

SBWMV- | SBWMV | AAATGACGGTTTGGGTCGAARTATGA

1

SBWMV- | SBWMV |AGTTGACGGGAYGGCGTCTCGGR

2

SBWMV- | SBWMV | TCATAYTTCGACCCAAACCGTCATTT

1re

SBWMV- | SBWMV | YCCGAGACGCCRTCCCGTCAACT

2rc

SCSMV-1 | SCSMV AGTGGGTTCAGTTCTCGGTTCGTAGCGGGAAAC
CCATAATACC

SCSMV- | SCSMV GGTATTATGGGTTTCCCGCTACGAACCGAGAACT

1rc GAACCCACT

SpMV-1 SpMV GTCTATGTGACTTCCATCCGTAGTGTGGTTTCCA
CGAAG

SpMV-1rc | SpMV CTTCGTGGAAACCACACTACGGATGGAAGTCAC
ATAGAC

wbDV-1 WDV GCATTGGGATTGGTGATGGAAGCACGAAGCTTG
T

WDV-2 WDV GCAGATGTGGTGATCCATCTTCGTGG




WDV-1rc | WDV ACAAGCTTCGTGCTTCCATCACCAATCCCAATGC

WDV-2rc | WDV CCACGAAGATGGATCACCACATCTGC

wbDV-3 WDV-univ | AGATGTTCATTTTTCCAGCTTTCAATGGTCTCATG

WDV-3rc | WDV-univ | CATGAGACCATTGAAAGCTGGAAAAATGAACATC
T

wsSmMv-1 | WSMV GCGAAGCCATCACTTCGAGCCATT

WSMV-2 | WSMV GGAGCTCGAGTGATGATCGAGGAGAGTGTTC

WSMV- WSMV AATGGCTCGAAGTGATGGCTTCGC
1rc

WwSMV- WSMV GAACACTCTCCTCGATCATCACTCGAGCTCC
2rc

Viysledky hybridizace jsou analyzovany v ¢teCce ktomu urcene.
Z pokusu jsou nasledné odstranény veskeré rostliny, v nichZ byl detekovan

virus jiny nez testovany.

Takto Ize testovat jak material na $lechtitelskych stanicich, tak rostliny
z polnich odbérl nebo laboratorni izolaty. ProtoZe infekci viry nelze nijak écit,
je jedinou ochranou proti virovym chorobam obilnin pouzivat rezistentni

odridy.

Priimyslova vyuzitelnost

Microarray &ipy se specifickymi genovymi sekvencemi uréenymi pro
diagnostiku virtl obilnin je mozno dodéavat laboratofim zabyvajicim se detekci
rostlinnych patogent jako detekéni kit k okamzitému pouZziti (ready - to use),
kdy uzivateli postaci pouze pfipravit svij vzorek testované RNA a provest
reakci dle presné stanovenych podminek. Lze tak hned v pocatku odhalit
nemocné rostliny a zabranit epidemickym vyskytam.



10

Pouzita literatura

Boonham N., Walsh K., Smith P., Madagan K., Graham L., Barker |.
2003. Detection of potato viruses using microarray technology: towards a
generic method for plant viral disease diagnosis. J. Virol. Methods 108, 181-
187.

Brunt A.A., Crabtree K., Dallwitz M.J., Gibb A.J., Watson L. a Zurcher
E.J. 1996. Plant viruses online: descriptions and lists from the VIDE Database,

Version 20.

Clark M.F., Adams A.N. 1977. Characteristic of the microplate method of
enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of plant virus. Journal of
General Virology, 34: 51-857.

Grover V., Piercea M. L., Hoyta P., Zhanga F., Melcher U. 2010.
Oligonucleotide-based microarray for detection of plant viruses employing

sequence-independent amplification of targets. J. Virol. Methods, 163: 57-67.

Lapierre H., Signoret P.A. (Ed): Viruses and virus diseases of Poaceae
(Gramineae). INRA edition, Paris, France, pp 453- 455.

Melcher U., Muthukumar V., Wiley G.B., Min B.E., Palmer M. W,
Verchot-Lubicz J., Nelson R.S., Roe B.A., Ali A,, Thapa V., Pierce M.L. 2008.
Evidence for novel viruses by analysis of nucleic acids in virus-like particle

fractions from Ambrosia psilostachya. J. Virol. Methods 152: 49-55.

Menzel, W.. Jelkmann, W. and Maiss, E., 2002. Detection of four apple
viruses by multiplex RT-PCR assays with coamplification of plant mRNA as
internal control. J. Virol. Methods 99, 81-92.

Webster C.G., Wylie S.J. a Jones M.G.K. 2004. Diagnosis of plant viral
pathogens. Curr. Sci. 86, 1604-1607.



Pv 2043 - 345
11

PATENTOVE NAROKY

1. Specifické genové sekvence jednotlivych oligo-préb pro molekularni detekci
virovych patogen( obilnin a trav pomoci technologie Microarray, vyznacujici
se tim, e diagnostika virl obilnin je provadéna sondami o nasledujicich

sekvencich

Sonda Virus Sekvence

BaYMV-1 BaYMV | TCACAACTGATGAGGCATGGATCGATGCCCTCA

BaYMV-2 BaYMV | ACAAGCATGCTGAGAATCAAGTAATGCAAA

BaYMV-1rc | BaYMV | TGAGGGCATCGATCCATGCCTCATCAGTTGTGA

BaYMV-2rc |BaYMV | TTTGCATTACTTGATTCTCAGCATGCTTGT

BSMV-3 BSMV | GGCATGGATGTTGTGAAGAAATTCGCCGTCATG
TCAGT

BSMV-4 BSMV | ATCTTTGGTGAAACGGTTGCTACAGGAACAACC
CC

BSMV-3rc |BSMV | ACTGACATGACGGCGAATTTCTTCACAACATCC
ATGCC

BSMV-4rc |BSMV | GGGGTTGTTCCTGTAGCAACCGTTTCACCAAAG
AT

BYDV-spc-1| BYDV GAGCAGGCGCTTAAGTGGGAACACGGGA

BYDV-spc-2 | BYDV | GTGAATGAATTCAGTAGGCCGTAG

BYDV-1 BYDV [AAGTCCTACCACCGTTACAAGATCACAA

BYDV-spc-3 | BYDV | CTGGGAATCATTCGGAGTTGACCCT

BYDV-2 BYDV |TCTTACGGTAAGTGCCCAACTCCA

BYDV-spc- | BYDV TCCCGTGTTCCCACTTAAGCGCCTGCTC

1re
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BYDV-spc- |BYDV CTACGGCCTACTGAATTCATTCAC

2rc

BYDV-1rc BYDV | TTGTGATCTTGTAACGGTGGTAGGACTT

BYDV-spc- | BYDV AGGGTCAACTCCGAATGATTCCCAG

3rc

BYDV-2rc BYDV | TGGAGTTGGGCACTTACCGTAAGA

CoSV-1 CoSV | AAGATAACRTGTGGAGCTTGTCAAGATCAG

CoSV-1rc CoSV | CTGATCTTGACAAGCTCCACAYGTTATCTT

LLV-1 LLV ATCGACCTYTTCTGCCAGTTCCACCCTAGYGTG
GA

LLV-1rc LLV TCCACRCTAGGGTGGAACTGGCAGAARAGGTC
GAT

MDMV-1 MDMV | GGGCTGARTTYGATAGATGGTATGARGCAGTRC
AGAA

MDMV-3 MDMV | AACTTTCTTACACTGTGGCACGCGACATGAGAA
CAACCAATTCA

MDMV-1rc | MDMV | TTCTGYACTGCYTCATACCATCTATCRAAYTCAG
ccCC

MDMV-3rc | MDMV | TGAATTGGTTGTTCTCATGTCGCGTGCCACAGT
GTAAGAAAGTT

SBWMV-1 SBWM | AAATGACGGTTTGGGTCGAARTATGA

V
SBWMV-2 SBWM | AGTTGACGGGAYGGCGTCTCGGR
V
SBWMV-1rc | SBWM | TCATAYTTCGACCCAAACCGTCATTT
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SBWMV-2rc | SBWM YCCGAGACGCCRTCCCGTCAACT
\Y
SCSMV-1 SCSM AGTGGGTTCAGTTCTCGGTTCGTAGCGGGAAA
\V CCCATAATACC
SCSMV-1rc | SCSM GGTATTATGGGTTTCCCGCTACGAACCGAGAAC
V TGAACCCACT
SpMV-1 SpMV GTCTATGTGACTTCCATCCGTAGTGTGGTTTCC
ACGAAG
SpMV-1rc SpMV CTTCGTGGAAACCACACTACGGATGGAAGTCAC
ATAGAC
wbDV-1 WDV GCATTGGGATTGGTGATGGAAGCACGAAGCTT
GT
wDV-2 WDV GCAGATGTGGTGATCCATCTTCGTGG
WDV-1rc WDV ACAAGCTTCGTGCTTCCATCACCAATCCCAATG
C
WDV-2rc WDV CCACGAAGATGGATCACCACATCTGC
wDV-3 WDV- | AGATGTTCATTTTTCCAGCTTTCAATGGTCTCAT
univ G
WDV-3rc WDV- | CATGAGACCATTGAAAGCTGGAAAAATGAACAT
univ CT
wsmv-1 WSMV | GCGAAGCCATCACTTCGAGCCATT
WwsSmMv-2 WSMV | GGAGCTCGAGTGATGATCGAGGAGAGTGTTC
WSMV-1rc | WSMV | AATGGCTCGAAGTGATGGCTTCGC
WSMV-2rc | WSMV GAACACTCTCCTCGATCATCACTCGAGCTCC
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