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Nazev uzitného vzoru:

Reak{ni smés pro kvantifikaci karanténniho
RNA viru krouzkovitosti tabaku v rajcatech
(Solanum lycopersicum)

Utad primyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uzitného vzoru
spliiuje podminky zpusobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.
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Reakéni smés pro kvantifikaci karanténniho RNA viru krouzkovitosti tabaku v rajéatech
(Solanum lycopersicum)

Oblast techniky
Reseni se tyka reakéni smési a postupu pro soudasnou detekei a kvantifikaci RNA karanténniho

viru krouzkovitosti tabaku v rajcatech (Solanum lycopersicum) za pouziti referencnich geni
rostliny jakozto normalizacnich faktori.

Dosavadni stav techniky

Virus krouzkovitosti tabaku (TRSV) je karanténni Skodlivy organismus, jehoz zavlékani
arozSifovani je na uzemi EU zakazano. Virus krouzkovitosti tabaku byl poprvé popsan
v Americe ve 30. letech 20. stoleti na rostlinach tabaku virginského (Nicotiana tabacum). TRSV
ma mnoh¢ bylinné 1 dfevit¢ hostitele véetné rajéete a muze zpusobovat zavazné choroby s
vyraznymi ekonomickymi dopady.

Soucasné diagnostické metody rostlinnych virt jsou zalozeny bud’ na detekei virovych proteini
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 nicmén¢ schopna titr vira jen
porovnat, a ne absolutné stanovit. Limity citlivosti jsou u této metody pomerm¢ omezeng.

Nukleové kyseliny patogenii se stanovuji nejcastéji pomoci RT-PCR, kdy u RNA viri dojde
nejprve k prepisu do cDNA a ta je poté amplifikovana za pomoci druhové specifickych primera.
Pro presnou kvantifikaci je nutno ziskana data normalizovat za pomoci tzv. referencnich genu
hostitele (t). rajce v tomto pripad¢).

Pro TRSV byly vyvinuty primery umoziujici detekci pomoci RT-qPCR. Nebyla v§ak vyvinuta
metoda umoznujici normalizaci kvantifikace pomoci referencnich genu rajcete.

Podstata technického reSeni

V technickém feSeni je uvedena reakéni smés pro detekei a kvantifikaci dvou referencnich gena
rajete (clongacni faktor la — EF1 a subjednotka adaptoru klatrinového komplexu — CAC)
a genomu viru krouzkovitosti tabaku (TRSV) s vyuzitim RT-qPCR. Podstata technického reseni
spociva v tom, Ze se jedna o tii reakéni smési a ve stejném case, ve stejnych podminkach
probéhnou na jedné desti¢ce soucasné tfi amplifikacni reakce umoznujici detekei a kvantifikaci
TRSV najednou.

Reakéni smés obsahuje 4 ul vzorku testované cDNA, SYBR Green based PCR mix, destilovanou
vodu a specifické primery pro kvantifikaci mRNA EF1, CAC a detekei a kvantifikaci TRSV.
Vsechny primery jsou o kone¢né koncentraci 2 uM. Konkrétné se jedna o nasledujici primery
a sondy:

EFI-R ACCGGCATCACCATTCTTCA

EF2-F GATTGACAGACGTTCTGGTAAGGA
CAC-R ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG
CAC-F CCTCCGTTGTGATGTAACTGG

TRSV-R GCACCAGCGTAAGAACCCAA
TRSV-F GGGGTGCTTACTGGCAAGG
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cDNA se pripravi z izolované RNA rostlin za pomoci ndhodnych hexameri a reverzni
transkriptazy dle protokolu vyrobce dané transkriptazy.

Smési pro RT-PCR podle technického reseni se pripravuji v mikrozkumavkach, kapilarach nebo
na Real-time PCR desce, a kazda obsahuje 4 ul cDNA testovaného vzorku, SYBR green PCR
Master Mix, obsahujici 0,25 ul DNA polymerazy o koncentraci 5 U/ul, 5 pul smési
oligonukleotida o koncentraci 2,5mM, 5 ul pufru obsahujiciho MgCl, o kone¢né koncentraci
5,5mM; destilovanou vodu, kterou je kazda reakéni smés doplnéna do kone¢ného objemu 25 pl
a 0,5 ul jednotlivych specifickych primera pro detekci a kvantifikaci mRNA referencnich gent
rajCete o puvodni koncentraci 10uM (konkrétn¢ primery EF1-R, EFI1-F, CAC-R, CAC- F);
a primery pro kvantifikaci TRSV (konkrétné primery TRSV-R a TRSV-F). Pro jeden vzorek jsou
tedy prichystany tfi reakce (EF1; CAC; TRSV) na jedné PCR desce nebo v jednotlivych
mikrozkumavkach.

Pii amplifikaci mRNA EF1 vznikne produkt dlouhy 67 bp. Pri amplifikaci mRNA CAC vznikne
produkt dlouhy 172 bp. Pii amplifikaci TRSV vznikne produkt dlouhy 90 bp.

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

Toto technické feseni umoziuje presnou soucasné probihajici detekci a normalizaci kvantifikace
TRSV. Touto metodou lze docilit vysokych tspor Casu. Takto prikaznych vysledki nebylo
dosud dosahovano.

Nasledujici priklady provedeni reakéni smés podle technického feseni pouze dokladaji, aniz by ji

jakkoliv omezovaly.

Priklady uskuteénéni technického feseni

Vyhodnoceni reakci riznych odrud rajéete (Solanum lycopersicum) na infekci TRSV.

V hodnoceném pokusu byly v kontrolovanych podminkach uméle inokulovany virem
krouzkovitosti tabaku. V urcitych ¢asovych intervalech jsou z kazdé rostliny odebrany vzorky
listii. Ze vzorkil je v laboratofi izolovana celkova RNA. Z celkové RNA je syntetizovana cDNA
pomoci reverzni transkriptazy a nahodnych hexameri.

Kazdy vzorek je napipetovan v technickém triplikatu tfikrat — tj. jeden technicky triplikat pro
kvantifikaci mRNA EFI1, jeden technicky triplikat pro kvantifikaci mRNA CAC a jeden
technicky triplikat pro detekci a kvantifikaci TRSV.

4 ul cDNA jsou napipetovany do sterilni Real-time PCR desky. Dale je pfidan SYBR Green PCR
Master Mix obsahujici 0,25 ul DNA polymerazy o koncentraci 5 U/ul, 5 pul  smési
oligonukleotidu o koncentraci 2,5mM, 5 ul pufru obsahujiciho MgCl, o kone¢né koncentraci
5,5mM; 0,5 pl jednotlivych primeri o koncentraci 10uM. Objem kazdé reakce je doplnén
destilovanou vodou do 25 pul.

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

Vysledné¢ Cq hodnoty TRSV ve vzorcich jsou porovnany vici zprumérovanym hodnotam Cq
hodnot mRNA referenénich gent rajéete. Titr jednotlivych viri je porovnan v jednotlivych
skupinach.



10

CZ 34530 U1

Takto lze testovat materidl jak na Slechtitelskych stanicich, tak rostliny z polnich odbéri nebo
laboratomich izolatu. Protoze virovou infekei nelze nijak 1é€it, je jedinou ochranou proti virovym
chorobam obilnin pouziti rezistentnich odriid nebo preventivni kroky zabrarujici dal§imu Sifeni
viroz véetné veasné detekee.

Prumyslova vyuzitelnost

Reakéni smési pro soucasnou detekei a kvantifikaci TRSV v rajceti (Solanum Iycopersicum) je
mozno dodavat laboratofim zabyvajicim se ochranou proti rostlinnym patogenum jako detekcni
a kvantifikaéni kit k okamzitému pouziti (ready - to use). Uzivateli pak stadi pouze pridat svuj
vzorek testované cDNA a provést reakci dle pfesné stanovenych podminek.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Reak¢ni smés pro soucasnou detekei a kvantifikaci RNA TRSV - viru krouzkovitosti tabaku
za pomoci dvou referencnich genu rajéete jakozto normalizac¢nich faktora pomoci polymerazoveé
fetézové reakce v realném case vyznacujici se tim, Ze je soucasné tvofena tfemi reakCnimi
smésmi, obsahujici kazda 4 pl vzorku testované cDNA; SYBR Green PCR Master Mix, ktery
obsahuje 0,25 ul DNA polymerazy o koncentraci 5 U/ul, 5 ul smési oligonukleotidu
o koncentraci 2,5mM, 5 ul pufru obsahujiciho MgCl, o kone¢né koncentraci 5,5mM; 1 uL
specifickych primeri o puvodni koncentraci 10uM pro kvantifikaci mRNA rajcete EF1 -
elongacni faktor la, CAC - subjednotka adaptoru klatrinového komplexu a detekei a kvantifikaci
TRSV, konkrétné

v jedné reakéni smési 0,5 pl primeru EF1-R,

tvorfeného sekvenci 5>-ACCGGCATCACCATTCTTCA-3’,

0,5 pl primeru EF1-F tvofeného sekvenci 5’-GATTGACAGACGTTCTGGTAAGGA-3¢,

ve druhé reakéni smési 0,5 pl primeru CAC-R tvoreného sekvenci
5-ATTGGTGGAAAGTAACATCATCG-3¢,

0,5 pl primeru CAC-F tvofen¢ho sekvenci 5’-CCTCCGTTGTGATGTAACTGG-3’,

ve treti reakeni smési 0,5 pl primeru TRSV-R

tvofeného sekvenci 5’-GCACCAGCGTAAGAACCCAA-3’,

0,5 primeru TRSV-F tvofeného sekvenci 5’-GGGGTGCTTACTGGCAAGG-3’;
a destilovanou vodu dopliiujici kazdou reakéni smés do konecného objemu 25 pl.



