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Reakéni smés pro detekci a kvantifikaci RNA tii obilnych vird (WDV WSMYV, BYDV)
pomoci TagMan Real-time RT-PCR

Oblast techniky

Regeni se tyka reakéni smési a postupu pro soudasnou detekci a kvantifikaci RNA tf{ obilnych
virtl - viru Zluté zakrslosti jeCmene, viru ¢arkovitosti pSenice a viru zakrslosti pSenice s vyuzZitim
molekularni detekce a kvantifikace virové RNA molekularni metodou reverzni transkripce - po-
lymerazové fetézové reakce v realném Case (dale RT-qPCR).

Dosavadni stav techniky

Obilniny se péstuji na rozloze téméi 1600 tisic hektart, coZ pfedstavuje vice nez 60 % z celkové
vyméry orné pidy Ceské republiky. Kvilli rozsahlému péstovani a jednoduchym osevnim postu-
puim jsou obilniny napadany mnoha patogeny. Vir6zy obilnin patfi mezi vyznamné choroby,
které mohou zptisobovat velké vynosové ztraty. Proti virovym chorobam rostlin neexistuje v sou-
¢asné dobe u¢inna ochrana.

rus - BYDV) a virus zakrslosti pSenice (Wheat dwarf virus — WDV). DokaZou zpiisobit zdvazné
ztraty na vynosech u vétiny obilnych druhd, jako pSenice, je¢men a oves. V poslednich letech
jsou na riiznych uzemich na$i zemé zaznamenéavany lokality s vyS§im vyskytem virové Sarkovité
mozaiky pSenice (Wheat streak mosaic virus — WSMV). Na uzemi Ceské republiky byl vyskyt
WSMYV poprvé zaznamenan Dr. Vackem v 80. letech minulého stoleti. V poslednich letech do-
chazi k dalsim, ¢etnéjsim a Castéj$im nalezim této choroby, v€etné plosnych vyskytl v porostech
pSenice.

Soudasné diagnostické metody rostlinnych virti jsou zalozeny bud’ na detekci virovych proteint
pomoci sérologickych metod, nebo na molekularni detekci virové nukleové kyseliny.

Sérologickymi testy (ELISA test) je moZno dosahnout semi-kvantitativni analyzy, kdy je vzorek
fedén aritmetickou fadou (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 atd.). Tato metoda je nicméné schopna titr virQ jen
porovnat a ne absolutné stanovit. Limity citlivosti jsou u této metody pomémeé omezené. Pomoci
této metody 1ze v kazdé eseji stanovit pouze jeden patogen.

Nukleové kyseliny patogeni se stanovuji nejéastéji pomoci RT-PCR, kdy u RNA vird dojde nej-
prve k piepisu do cDNA a ta je poté amplifikovana za pomoci druhové specifickych primeri. Pfi
vhodném navrZeni riznych délek koncovych produkti PCR lze detekovat nékolik riznych pato-
gend soucasné (Multiplex PCR), obvykle je vSak sniZena citlivost detekce.

Metoda TagMan RT-qPCR zaloZena na detekei virovych nukleovych kyselin pomoci specific-
kych primerd a sond v redlném Case je jednou z nejspolehlivéjSich v souasnosti existujicich
kvantifikaénich metod. Pii RT-qPCR je produkt detekovan a méfen po kazdém cyklu, coZ umoz-
fiuje detekci produktu a zarovenl kvantifikaci vychoziho mnoZstvi templatu. TagMan sondy jsou
dvojité barvené hydrolyzaéni sondy nesouci na 5” konci reportérovy fluorofor, na 3* konci mole-
kulu zha3ede. Existuje nékolik fluorofori riznych vinovych délek, které lze kombinovat v jedné
eseji a takto ic¢inné detekovat a kvantifikovat vice patogenmch Ciniteld soucasné.

Pro BYDV, WDV i WSMV byly vyvinuty primery a sondy umoZiujici _]ejlch detekci pomoci
TagMan RT-qPCR (Fabre et al., 2003; Price et al., 2010; Zhang et al., 2010). Nebyla viak vyvi-
nuta metoda umoziiujici detekovat viechny tfi patogeny v jedné reakci soucasné. Primery a sondy
navrzené pro detekci WSMV v USA také nejsou v Evropé pouzitelné, nebot’ genetické variabilita
viru je &ini pro na$e podminky velmi necitlivé a naprosto nevhodné.

Podstata technického feseni

V technickém feSeni je uvedena reakéni smés pro detekci a kvantifikaci i obilnych virl - viru
7luté zakrslosti je¢mene, viru ¢arkovitosti pSenice a viru zakrslosti pSenice s vyuZitim RT-qPCR.
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Podstata technického FeSeni spociva v tom, Ze ve stejném Case, ve stejnych podminkach probéh-
nou soucasné tii amplifikaéni reakce umozitujici detekci wsech tif virli najednou.

Reakéni smés obsahuje 4 pl vzorku testované cDNA, TagMan® RT-PCR mix, destilovanou vodu
a specifické primery a sondy pro detekci viru Zluté zakrslosti jeémene. V8echny primery jsou
o kone¢né koncentraci 0,32 uM, sondy o kone¢né koncentraci 0,16 pM. Konkrétné se jedna o na-
sledujici primery a sondy:

WSM-R TCCTTTTGATCCTGACCCTTG

WSM-F AGTGGAAGTACGCAGTCAAG

WSM-Taq CyS-TGCCATGACCGACACGTTGCTA-BHQ2
BYD-R GCCCAGCGCTTTCAGAC

BYD-F AAAGCCAACTCTTCCGGG

BYD-Taq FAM-CAAATTCGGCCCCAGTCTATCGCA
WDV-R CGGTCTGATTTGTATGCCGATT

WDV-F CCCCGGGTCGATCTGATT

WDV-Taq HEX-CCTGTTTTGCTCAGGGTAAGGCCGAT

cDNA se pripravi z izolované RNA rostlin za pomoci ndhodnych hexamerG a reverzni transkrip-
tazy dle protokolu vyrobce dané transkriptazy.

Standardy se piipravi klonovanim purifikovaného RT-PCR produktu do plasmidu a poté do bak-
terie E.coli, nasledné kultivaci a extrakci plasmidu. Nasledné se spektrofotometricky zjisti kon-
centrace RNA, provede se vypocet po€tu kopii ve standardu a vytvoii se vhodna dilu¢ni fada
standard.

Smési pro RT-PCR podle technického feseni se pfipravuji v mikrozkumavkach, kapilarach nebo
na Real-time PCR desce, a kazda obsahuje 4 pl ¢cDNA testované¢ho vzorku, TagMan® PCR
Master Mix, obsahujici 0,25 ul DNA polymerazy o koncentraci SU/pl, 5 pl smési oligonukleo-
tidd o koncentraci 2,5mM, 5 pl pufru obsahujictho MgCl, o koneéné koncentraci 5,5mM; desti-
lovanou vodu, kterou je kazda reakéni smés doplnéna do kone¢ného objemu 25 pul a 0,8 pl jed-
notlivych specifickych primerti a 0,4 pl jednotlivych specifickych sond pro detekci BYDV,
WDV a WSMV o koncentraci 10uM (konkrétn€ primery BYD-R, BYD-F, WSM-R, WSM-F,
WDV-R a WDV-F a sondy BYD-Taq, WDV-Taq a WSM-Tagq).

U vzorki, kde je ptitomen BYDV, vznikne produkt dlouhy 65 bp produkujici signal pii vlnové
délce 494 az 515 nm. U vzorki, kde je pfitomen WDV, vznikne produkt dlouhy 70 bp produku-
jici signdl pfi vlnové délce 535 az 555 nm. U vzorkt, kde je pfitomen WSMV, vznikne produkt
dlouhy 189 bp produkujici signal pii vlnové délce 651 az 674 nm. V piipadé pfitomnosti jinych
virll je reakce negativni. V piipad€ pfitomnosti vice virti sou¢asné lze detekovat nékolik riznych
signalii najednou.

Standardy BYDV by mély amplifikovat totozn€ velky produkt za pouZiti stejné reakeni smési,
ktera je pouZita pro detekci BYDV v testovanych vzorcich, opét souasné a za stejnych podmi-
nek.

Vlastni gPCR probiha v Real-time termocykleru nejprve 15 minut pti 95 °C. Nasleduje 40 cykld,
kazdy obsahuje dva kroky: 15 sekund pii 95 °C a 1 minuta pii 60 °C.

Toto technické feSeni umoZziuje presnou sou€asné probihajici detekci tii nejbéznéji se vyskytuji-
cich obilnych vird, nezavisle na vné&jsich ptiznacich. Touto metodou lze docilit vysokych tspor
¢asu 1 financi. Takto prikaznych vysledkl nebylo dosud dosahovano.

Nasledujici ptiklady provedeni reakéni smés podle technického feSeni pouze dokladaji, aniz by ji
jakkoliv omezovaly.
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Piiklady uskutednéni technického feseni

Vyhodnoceni zdravotniho stavu jednotlivych porostii pSenice a je¢mene stiedné€ velkého zemé-
délského podniku.

Zemédélsky podnik s 300 ha p3enice ozimé a 60 ha ozimého je¢mene zaznamenal porosty s po-
dezfenim na virovou infekei. Pro analyzu zdravotniho stavu komernich ploch osetych ozimymi
obilninami odebere povéteny pracovnik v dubnu vzorky ve fazi praporcového listu. Z kazdého
pozemku nahodn& odebere listy z riznych rostlin. Ze vzorki je v laboratofi izolovana celkova
RNA. Z celkové RNA je syntetizovana pomoci reverzni transkriptazy a ndhodnych hexameri
cDNA.

Standardy jsou ziskany klonovéanim purifikovaného RT-PCR produktu primeri BYD-R/BYD-F;
WDV-R/WDV-F a WSM-R/WSM-F do plazmidi a poté do bakterii E. coli, naslednou kultivaci
a extrakci plazmidu. Spektrofotometricky se méfi koncentrace DNA, vypocte se poCet kopii ve
standardu a vytvoi{ se diluéni fada standardd 107 az 107,

4 ul cDNA jsou napipetovany do sterilni Real-time PCR desky dle né¢rtu. Dale je pfidan
TagMan® PCR Master Mix obsahujici 0,25 ul DNA polymerazy o koncentraci SU/ul, 5 ui smési
oligonukleotidd o koncentraci 2,5mM, 5 pl pufru obsahujiciho MgCl, o koneéné koncentraci
5,5mM; 0,8 ul jednotlivych primerit a 0,4 ul jednotlivych sond o koncentraci 10uM. Objem
kaZdé reakce je doplnén destilovanou vodou do 25 pl. Nakonec byly napipetovany do zvlastnich
jamek standardy po 4 pl spolu s TagMan® PCR Master Mixem, 0,8 ul jednotlivych primeri
a 0,4 ul jednotlivych sond o koncentraci 10pM a vie opét doplnéno destilovanou vodou do celko-
vého objemu jednotlivé reakce 25 ul (dle schématu).

Schéma rozmisténi vzorkd a standardii na 96-jamkové Real-time PCR desce.

Vlastni RT-PCR probih4 v Real-time termocykleru Lightcycler480 (Roche). Prvni Cast reakce
probiha 10 minut pfi 95 °C. Nasledovalo 40 cykid, kazdy obsahoval dva kroky: 15 sekund pfi
95 °C a 1 minuta pii 60 °C.

Vysledné C, hodnoty jednotlivych virdl ve vzorcich byly porovnany vi¢i standardim. Byly za-
znamenany porosty s pozitivnimi vyskyty jednotlivych viri.

1 2 3 4 5 b 1 § § 10 1t 12
Standard-1 Standard-1 Standard-!  Standard 10 Standard 10 Standard-10 Standard /00 Standard 100 Standard 100 Standard -100(Standard 100K Standard 10X
Standard -100(Standard -100(Standard - 00KStandard 400 Standard -100 Standard -100 Standard 100 Standard 100 Standard 100 NTC NTC NTC
Sampet  Sampe  Samped  Samped  Sample  Sampeb  Sampe?  SampleS  Samped  Samplef0  Sampleft  Samplef2
Sampe!  Samped  Sampled  Samped  SampleS  SampeS  Sawple?  Samplel  Sanpled  Sampef0  Sampett  Sampef2
Sample!  Sample  Samped  Sampled  SampleS  SampleS  Sampe?  Sampled  Sampled  Sampkf0  Samplett  Samplef2
Samplef3  Sampletd  SamplefS  Sample!S  Samplet?  Samplefs  Sampetd  Sampled  Sampedi  SampZ2  Sempleld  Sampleld
Samplefd  Samplet4  Samplets  Sampl'é  Sample!?  Samplefs  Sampletd  SampleX)  Sampelt  Sampe22  Sample2d  Sample24
Sampld  Sampletd  Samplefs  Sampel6  Samplet?  Samplef8  Sampletd  Samped)  Sampeli  Sample22  Sample2d  Sample4

Gy T M OO > O X

Takto 1ze testovat material jak na Slechtitelskych stanicich, tak rostliny z polnich odbérit nebo
laboratornich izolatd. ProtoZe virovou infekci nelze nijak 1é€it, je jedinou ochranou proti virovym
chorobam obilnin pouiti rezistentnich odriid nebo preventivni kroky zabrariujici dal$imu 3ifeni
viréz véetné veasné detekce.

Primyslova vyuZitelnost

Reakéni smési pro sou¢asnou detekei a kvantifikaci BYDV, WDV a WSMV je moZno dodavat
laboratofim zabyvajicim se ochranou proti rostlinnym patogeniim jako detekéni a kvantifikaCni
kit k okamzitému pouZiti (ready - to use). UZivateli pak stadi pouze pfidat svij vzorek testované
cDNA a provést reakei dle presné stanovenych podminek.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Reak¢ni smés pro detekei a kvantifikaci tif obilnych virt — BYDV, WDV a WSMYV po-
moci polymerazové fetézové reakce v realném Case, vyznadujici se tim, Ze reakini
smés obsahuje 4 pl vzorku testované cDNA; TagMan PCR Master Mix, ktery obsahuje 0,25 ul
DNA polymeréazy o koncentraci 5 U/pl, 5 ul smési oligonukleotidi o koncentraci 2,5mM, 5 ul
pufru obsahujictho MgCl, o koneéné koncentraci 5,5mM; 4,8 uL specifickych primerti o kon-
centraci 10pM pro detekci BYDV, WDV a WSMV, konkrétné

0,8 pl primeru BYD-R o sekvenci 5’- GCCCAGCGCTTTCAGAC -3’;

0,8 ul primeru BYD-F o sekvenci 5’°- AAAGCCAACTCTTCCGGG -3,

0,8 pl primeru WDV-F o sekvenci 5’- CCCCGGGTCGATCTGATT -3°,

0,8 pl primeru WDV-R o sekvenci 5’- CGGTCTGATTTGTATGCCGATT -3°,
0,8 ul primeru WSM-R o sekvenci 5’- TCCTTTTGATCCTGACCCTTG -3°,
0,8 pl primeru WSM-F o sekvenci 5’- AGTGGAAGTACGCAGTCAAG -3’;

1,2 ul specifickych sond o koncentraci 10pM pro detekci BYDV, WDV a WSMV, kon-
krétné 0,4 pl sondy BYD-Taq o sekvenci 5°-FAM-CAAATTCGGCCCCAGTCTATCGCA-
-BHQ1-3’,

0,4 pl sondy WDV-Taq o sekvenci 5-HEX-CCTGTTTTGCTCAGGGTAAGGCCGAT-
-BHQ1-3’,

0,4 ul sondy WSM-Tagq o sekvenci 5°-Cy5-TGCCATGACCGACACGTTGCTA-BHQ2-3’; a

destilovan voda dopliiujici reakéni smés do koneéného objemu 25 pl.

Konec dokumentu
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