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Primery na detekei viri OYDV, LYSV, GCLV a SLV v pletivech ¢esnekn

Oblast technik:

Reseni se tyka novych primerii pro detekci a ptipadnou kvantifikaci virovych patogenti Eesneku a
dalSich zemeédélskych plodin rodu Affiaceae, coz ma vyznam v rostlinolékafstvi, molekularni
biologii a v uchovavani genovych zdroja.

Dosavadni stav techniky

Kulturni rostliny rodu A/lium pat#i mezi nejvyznamnéjsi zeleniny. V Ceské republice se péstuji
zejména cibule (4/lium cepa var. cepa), Sesnek kuchyiisky (Allium sativum) a pér (Allium
porrum). Vynos a kvalita jejich produkce je kazdorodné znaéné snizovana komplexem virovych
chorob, z nichz nejvice rozsitené jsou: Onion yellow dwarf virus (OYDV), Leek yellow stripe
virus (LYSV), Garlic common latent virus (GCLV), a Stripe latent virus (SLV). V Ceské repub-
lice jsou viechny uvedené druhy virt znagné roziifeny jak v komer&né péstovanych &esnecich,
tak i v importovanych druzich (Klukagkova et al., 2007, Journal of Plant Diseases and Protection
114: 97-100, , Natural infection of garlic (Allium sativum L.) by viruses in the Czech Republic*;
Karlova et al., 2009, Agriculture 55: 58-60, ,,Virus diseases in collection of genetic resources of
garlic in the Czech Republic*). Viechny jmenované druhy virii jsou pfenddeny neperzistentnd
mdicemi. Vyznaduji se izkym okruhem hostitelli vétsinou omezenych na rod Allium. Nejsou
znamy diferenciaéni hostitelé, coz znaéné komplikuje jejich identifikaci zvlagts, kdyz se vysky-
tuji ve smésnych infekcich. Navic se nékteré druhy projevuji pfiznaky, &asto az kdyz je pfitomno
vice druhil virh v jedné rostliné.

Pfesna a v€asna diagnostika virovych infekci ma velky vyznam v systému ochrany polnich plo-
din. Klasické metody diagnostiky jsou zatizené velkou chybou, nebot’ se vnéjsi piiznaky (symp-
tomy) choroby piekryvaji, mohou byt velmi variabilni nebo se nemusi vyskytovat vibec. Proto je
identifikace virll na zikladé vizualniho hodnoceni rostlin znadné nespolehliva. V soutasné dobé
Je pfitomnost vir(i nejastéji stanovovana ELISA testem, aviak pro tento test je nutné znacné
mnozZstvi rostlinného materialu. Test rovnéz vykazuje niz3i citlivost. Tam, kde je nutno virus
detekovat v minimalnim mnoZstvi rostlinné tkané a kde se virus vyskytuje v nizké koncentraci
¢astic, poskytuje ELISA falesn& negativni vysledky.

V souéasné dob¢ se pfistupuje k produkci bezvirdznich &esnekii bud’ Jejich péstovanim ze semen
nebo ozdravovanim rostlin pomoci in vitro kultur. Zde vyvstala potfeba ptesné a citlivé metody
detekce viril v rostlinnych pletivech. Jako nejvhodnéjsi se ukdzala metoda RT PCR, kterou uz
pro detekei vir Cesneku pouzili Dovas et al., 2001, J. Phytopathology 149: 731-737, ,,Compari-
son of methods for virus detection in Aflium spp.**; Lunello P., et al., 2004, Journal of Virologi-
cal Methods 118: 15-21, , Ultra-sensitive detection of two garlic potyviruses using a real-time
fluorescent (Taqman) RT-PCR assai*. V riznych ¢4stech svéta se vyskytuji rizné patotypy uve-
denych druhi vird, které se vyznacuji vysokou mirou genetické variability. Je proto velmi obtiZ-
né detekovat viechny patotypy daného druhu viru pomoci Jedné sady primer, coz je nevyhovu-
jict.

Podstata technického Fedeni

Vyse uvedené nedostatky odstraiiuji primery pro detekci virt OYDV, LYSV, GCLV a SLV v
pletivech ¢esneku metodou RT PCR a ELISA testu, podle technického fedeni, jehoz podstata
spociva v tom, Ze pfi detekci

patogena Onion yellow dwarf virus (OYDV) mé primer slozeni

OYDVSIF (SEQIDNO: 1) ITTAGCACGTTACGCATTCGA

OYDVEIR (SEQ ID NO: 2) TTACCATCCAGGCCAAACAA,

které umozni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 132 bp,
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pro detekci patogena Leek yellow stripe virus (LYSV) ma primer slozeni

LYSV81-410F (SEQ ID NO: 3) AAGAACACCAGTTAGAGCGCG
LYSV81-535R (SEQ ID NO: 4) TGCCTCTCCGTGTCCTCATC,

které umozni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 126 bp,

pro detekci patogena Garlic common latent virus (GCLV) ma primer sloZeni

GCLV2F (SEQ ID NO: 5) CGACCACCTGCTGGTTGG
GCLVIR (SEQ ID NQO: 6) TCAAGTGGCTGCACACAAGC,

které umozni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 106 bp

a pro detekci fragmentu patogena Stripe latent virus (SLV) ma primer sloZeni

SLV81-569F (SEQ ID NO: 7) AACAAAGCAGCGATTCAACC
SLV81-730R (SEQ ID NO: 8) ACATCCGAAGAAACCTCCAGT,

které umozni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 160 bp.

Podstatou technického feeni jsou primerové pary, specificky detekujicimi OYDV, LYSV,
GCLYV a SLV, které byly navrzeny na zikladé sekvenci genu pro plasfovy protein daného viru.
Metoda RT PCR s témito primerovymi pary podle technického feSeni umozni amplifikaci frag-
mentu patogena o velikosti 132 bp pro OYDV, 126 bp pro LYSV, 106 bp pro GCLV a 160 bp
pro SLV.

Definice nékterych pouzitych pojmii je nutné vysvétlit:
Pojem DNA

Molekula DNA slouzi u viech ostatnich organismi s vyjimkou RNA vird k uchovavani a kopiro-
vani genetické informace. DNA je tvofena dvéma Fetézci. V kazdém fet€zci se stfida peétiuhliko-
vy cukr deoxyriboza se-zbytkem kyseliny fosforeéné (fosfatem). Na deoxyribozu je kovalentni
vazbou pfipojen jeden ze 4 typh heterocyklickych sloucenin, tzv. bazi. Dvé z nich jsou odvozeny
ze struktury purinu - adenin (A) a guanin (G); a dvé od pyrimidinu - thymin (T) a cytosin (C).
Trojice deoxyribéza-zbytek kyseliny fosfore¢né-baze, tzv. nukleotid, tvoii zikladni Jednotku
(monomer) DNA. ProtoZe na misté baze se mohou vyskytovat Ctyfi rizné molekuly (A, T, C
nebo ), existuji i Styfi riizné zakladni stavebni jednotky (nukleotidy) - deoxyadenosinfosfat,
deoxytymidinfostit, deoxyguanosinfostat a deoxycytidinfostat. Geneticka informace je v DNA
zapsana v poradi bazi. Ve dvoufetézcové molekule DNA jsou k sobé oba fetézce vazany vodiko-
vymi mistky mezi tzv. komplementirnimi bazemi A-T a C-G.

Pojem RNA

Molekula RNA je v pFipadé tzv. RNA vird uzpiisobena pro uchovavani a kopirovani jejich gene-
tické informace. Molekula RNA je tvofena jednim Fetézcem. V kazdém fetézci se stfida p&tiuhli-
kovy cukr riboza se zbytkem kyseliny fosfore¢né (fosfitem). Na rib6zu jsou kovalentni vazbou
piipojeny baze podobné jako u DNA. RNA je velmi malo stabilni molekula 2 proto je v labora-
torni praxi po extrakei pfepisovana na DNA pomoci tzv. reverzni transkripce.

Pojem cilova sekvence
Znamena tsek DNA, ktery ma byt amplifikovan, detekovin &i jinak analyzovan.
Pojem primery

Primery jsou kratké oligonukleotidy (cca 20 nukleotidit), které jsou komplementarni s templato-
vou DNA na pocitku a na konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s jinym vliknem piavodni
dvoutetézcové molekuly DNA. Tvoii po¢atek pro zahdjeni syntézy polynukleotidového fetézce.

Unikétni kombinace nukleotidil primeru ma za nasledek amplifikaci pouze pozadované sekvence
DNA.
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Pojem reverzni transkripce

Reverzni transkripce je pfepis RNA na DNA, ktery je provadén enzymem reverzni transkriptazou
Jako syntéza nového fetézce DNA na zékladé sekvence templatové RNA.,

Pojem amplitikace a PCR

Amplifikace DNA je zvySovani poétu kopii molekul DNA v laboratornich podminkach. PCR
(polymerase chain reaction) polymerazova fetézova reakee je proces, pii kterém dochazi k ampli-
fikace DNA. Tento proces probihé ve tiech krocich: 1. teplotni denaturace DNA - dojde k uvol-
néni vodikovych mistkii a dvoudroubovice DNA se rozpadne na dvé samostatna vldkna ssDNA:
2. annealing neboli nasednuti primerd na templitovou DNA a 3. elongace neboli prodluzovani
nove vznikajiciho fet€zce pomoci enzymu DNA-dependentni DNA polymerazy. Tento tiistuprio-
vy proces se opakuje 30 az 40x a je provadén ve specialnim zaiizeni termocykleru s rychlym
ohfevem a chlazenim. B&zné techniky molekulami biologie jsou vysvétleny v literatufe, napf.
Sambrook et al., 2001: Molecular Cloning - a laboratory manual L, 11, I,

Pichled obrazkii na vykrese

Na pitloZeném vykrese jsou na Obr. | znazomény grafy disociadni krivky amplifikovaného pro-
duktu a to a) OYDV, b) LYSV, ¢) GCLV, d) SLV.

Pavodcem technického fedeni byla Gispésné prokazana specificka reakce primert podle technic-
kého FeSeni s RNA virovych patogenii a v nasledujicich tabulkach jsou shrnuty vysledky jeho
méfeni, které bylo provedeno ve Vyzkumném dstavu rostlinné vyroby, v.v.i, v Praze, CZ.

Nasledny piiklad provedeni technické feseni pouze dokl4da, aniz by ho jakkoliv omezoval.

Piiklad provedeni

Ptiklad 1

Oveéfeni funk&nosti a spolehlivosti primerii pro detekci OYDV, LYSV, GCLV a SLV na biolo-
gickém materialu:

Vzorky listovych pletiv 50 genotypii &esneku byly odebrany na pracovisti v Olomouci {Tabul-
ka 1). 0,1 g rostlinného materialu bylo rozdrceno v tieci misce v prostiedi tekutého dusiku. RNA
byla extrahovdna pomoci komer&ni soupravy High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche,
Mannheim, Germany).

RT PCR byly provedeny jednostupriové v jedné zkumavce pro ka?dy vzorek. Reakce byly prova-
dény v reakéni smési za uvedenych reak&nich podminek (Tabulka 2 a 3) v piistroji ABI PRISM
7900 fy Applied Biosystems. Ke sbéru a analyze dat slouzil program ABI PRISM 7900 Sequence
Detection System. Vysledky byly srovnany s vysledky ELISA testu provedeném na témz rostlin-
ném materialu (Tabulka 1).

Zavér méieni:

Mefeni prokazalo dobrou funkénost novych primeri OYDVSIF (SEQ ID NO: 1), OYDVSIR
(SEQ ID NO: 2), LYSV81-410F (SEQ ID NO: 3), LYSV81-535R (SEQ ID NO: 4), GCLV2F
(SEQ ID NO: 5), GCLVIR (SEQ ID NO: 6), SLV81-569F (SEQ ID NO: 7) a SLV81-730R
(SEQ ID NO: 8), které byly schopny prokazat ptitomnost DNA patogeni OYDV, LYSV, GCLV

a SLV v infikovaném biologickém materialu s detekovatelnou mirou patogena v pletivu (Obra-
zek 1). Vysledky prokazaly vyssi citlivost RT PCR ve srovnani s ELISA testem (Tabulka 1).

Vzorky obsahujici RNA viri OYDV, LYSV, GCLV ¢&i SLV s primery OYDVSIF (SEQ ID NO:
1), OYDVBIR (SEQ ID NO: 2), LYSV81-410F (SEQ ID NO: 3), LYSV81-535R (SEQ ID NO:
4). GCLVZF (SEQ ID NO: 5), GCLVIR (SEQ ID NO: 6), SLV81-569F (SEQ ID NO: 7) a
SLVE1-730R (SEQ ID NO: 8) se za uvedenych reakénich podminek vyznadovaly pozitivni ode-
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zvou, tj. pikem pti dané teploté disociace. u negativni kontroly nebyl cilovy tragment amplifiko-
van - nebyl nalezen Zadny pik nebo pik pii nizsi teploté disociace.

Tabulka 1 - Analyzované vzorky a vysledky RT PCR a ELISA testu

oYDV LYSV GCLV 5LV
PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA PCR ELISA
2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010

ECN Na&zev kultivaru

09HD100019
09H0100026
09HO100028
09HO100047
09H0100033
09HO100034
0SHO100038
08H0100050
09H0100051
09H0100052
09HG 100054
09H0100071
09H0100074
09H0G100080
09H0100081
09HR100076
03HO 100073
09H0100069
09H0100079
09HO100078
Q9H0100030
08HO0100241
09HO100263
09H0100254
Q9H0100257
08H0 100308

09HO100454-

09HO100251
09H0100256
09H0100802
09H0100783
09HO100786
09HC1007998
0gHG 100006
09H0100918
0SHO101180
0SH0101052
09H0100986
g9H0100969
09HO0101092
09H0101093
(5H0101170
09H0101171
09H0101172
09H0101175
09H0101167
09H0101190
0gHO101191
J9H0101198
09H0101197
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Tabulka 2 - SloZeni reak&ni smési
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Chemikilie Koncentrace Objem
Primermix 5 uM Lul -
SYBRgreenMasterMix | = 2x | 125u]
Multiscribe Reverse Transcriptase 50 Utul 0,125 ul
Rnase Inhibitor | 20 Ul 0.5ul
H20 {bez RNaz) - 8,375 ul
Templétovi RNA 150 ng/ul 2,04l
Reak<éni objem 25 ul
Tabulka 3 - Reakéni podminky
PCR reakce 48 °C 30 minut
95 °C 10 minut
40 cykli:
95 °C 15 sekund
60 °C 1 minuta
Disociace 95 °C 15 sekund
60 °C 15 sekund
95 °C 15 sekund

Priimyslova vyuZitelnost

Nové primery pro detekci OYDV, LYSV, GCLV a SLV maji vyuziti v rostlinolékarstvi pfi diag-
nostice viril zejména v procesu ozdravovini genotypii Gesneku a dalich zemedélskych plodin
rodu Alliaceae pro potfeby slechténi a uchovavani genovych zdroju.

NAROKY NA OCHRANU

1. Primery pro detekci vih OQYDV, LYSV, GCLV a SLV v pletivech éesneku metodou RT
PCR a ELISA testu, kdy
pii detekci patogena Onion yellow dwarf virus (OYDV) ma primer sloZeni

OYDVSIF(SEQ ID NO: 1) FTTAGCACGTTACGCATTCGA
OYDVSIR (SEQ ID NO: 2) TTACCATCCAGGCCAAACAA,

které umozni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 132 bp,

pro detekci patogena Leek yellow stripe virus (LYSV) ma primer slozeni

LYSV81-410F (SEQ ID NO: 3) AAGAACACCAGTTAGAGCGCG
LYSV81-535R (SEQ ID NO: 4) TGCCTCTCCGTGTCCTCATC,

které umozni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 126 bp,

pro detekei patogena Garlic common latent virus (GCLV) ma primer slozeni

GCLVZF (SEQ ID NO: 5) CGACCACCTGCTGGTTGG
GCLVIR (SEQ ID NO: 6) TCAAGTGGCTGCACACAAGC,

které umozni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 106 bp

a pro detekci fragmentu patogena Stripe latent virus (SLV) ma primer slozeni
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SLV81-569F (SEQ ID NO: 7) AACAAAGCAGCGATTCAACC
SLV81-730R (SEQ ID NO: 8) ACATCCGAAGAAACCTCCAGT,

které umozni amplitikaci fragmentu patogena o velikosti 160 bp.

1 vvkres
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