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Anotace (Cesky):

Celed Poaceae je zemé&délsky nejd(ilezit&jsi ¢eledi rostlin na svété. Rostliny z Eeledi Poaceae jsou
také hostitelem mnoha patogent vcetné vice nez sta zndmych druht vir(. Tri nejdilezitéjsi viry
napadaijici obilniny v CR jsou virus zakrslosti p$enice (WDV), virus Zluté zakrslosti je¢mene
(BYDV) a virus carkovité mozaiky pSenice (WSMV). Tato metodika poskytuje popis zplisobu
soucasné detekce a kvantifikace téchto tfi vird obilnin a trav v jedné reakci pomoci metody
TagMan RT-gPCR. Metodika muzZe slouzit védeckym pracovnikim ke studijnim udceldm i

pracovnikdim statni spravy k monitoringu vyskytu jednotlivych vird na izemi CR.

Anotace (anglicky):

The family Poaceae is one of the most important groups of plants in the terms of agricultural
production. The family Poaceae also hosts many pathogens including more than 100 known
virus species. The three most important viruses affecting cereals in the Czech Republic are
Barley yellow dwarf virus (BYDV), Wheat dwarf virus (WDV) and Wheat streak mosaic virus
(WSMV). In this methodology, we provide an assay for multiplex detection and quantification
of these viruses by TagMan RT-qPCR. The purpose of this methodology is to serve scientists as
well as the employees of state laboratories as a tool for individual virus occurrence monitoring

in the Czech Repubilic.
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Cil

Cilem této metodiky je navrhnuti presného postupu souclasné detekce a kvantifikace tri
nejcasté&jsich virti obilnin v CR (BYDV, WDV, WSMV) v jedné reakci pomoci metody TagMan RT-
gPCR. Metodika mize slouzit védeckym pracovnikiim ke studijnim aceldm i pracovnik{im statnf

spravy k monitoringu vyskytu jednotlivych virQi na Gzemi CR.

Uvod
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druhd, tak i rozsifenim v ekosystémech a predevsim jako plodina Zivici lidstvo i zvér. Poaceae
hosti mnoho patogennich organism( véetné vice jak 100 druhd virl (Lapierre a Signoret 2004).
Virus Zluté zakrslosti jeCmene (Barley yellow dwarf virus - BYDV) (Beoni et al., 2016; JaroSova et
al., 2013; Kundu et al., 2009a) a virus zakrslosti psenice (Wheat dwarf virus - WDV) (Kundu et
al., 2009b) v Ceské republice svym vyskytem prevladdaji a mohou zplsobovat vysoké ztraty na
vynosech. Jedinym zplsobem, jak snizit dopad téchto virll na vynosy obilnin, je péstovat
odolné odrddy (Ordon et al. 2009). V poslednich letech se zadind zvySovat vyskyt a vyznam dalsi
virézy obilnin zpldsobené virem carkovité mozaiky psenice (Wheat streak mosaic virus - WSMV)

(Chalupnikova et al. 2017).

BYDV patfi do Celedi Luteoviridae, kterd zahrnuje nékolik kmenl z rodu Luteovirus (PAV, PAS,
MAV), Polerovirus - virus Zluté zakrslosti obilnin (Cereal yellow dwarf virus-RPV, -RPS) a
nezarazené cleny Luteoviridae (RMV, SGV, GPV) (Miller a Rasochovd, 1997). WDV patfi do rodu
Mastrevirus, ma jako jeden z mala rostlinnych virG +ssDNA genom a na tdzemi CR byl poprvé
popsan Dr J. Vackem v roce 1961. WDV ma dva kmeny, jecny (WDV-B) a pseni¢ny (WDV-W)
(Gadiou et al. 2012). WSMV patfi do rodu Tritimovirus, vyskytuje se celosvétové ve vsech
péstitelskych oblastech psenice. V roce 2007 byl virus zaznamenan na Slovensku (Kudela et al.
2008) a v Ceské republice (Gadiou et al. 2009). Jeho vyskyt mé v poslednich letech v CR

vzestupnou tendenci (Chalupnikovd et al. 2017).



Kazdy ze trf vird ma odlisné prenasece. BYDV je prendseno msicemi (Oswald a Houston 1951),
WDV kriskem polnim (Vacke 1961) a WSMV roztocem Aceria tosichella Keifer (Stenger et al.
1998).

V rutinni diagnostice se vyuziva pfevazné sérologické metody ELISA, ackoliv v poslednich letech
na vyznamu nabyvaji techniky zaloZené na detekci nukleovych kyselin patogenu, prevdzné pak
technika reverzni transkripce RNA a ndsledné polymerazové retézové reakce DNA (RT-PCR).
Kvantitativni varianta této techniky, RT-qPCR, umoZriuje nejen detekci, ale i kvantifikaci
mnozstvi patogenu ve vzorku (Jarosova a Kundu 2010); a obecné se vyznacuje vyssi citlivosti a
efektivitou ve smyslu ¢asu a nakladd (Izzo et al. 2012). Multiplex technika pak umozriuje detekci

nékolika patogend soucasné, a tim vyrazné Setfi cas i ndklady.

Prehled uvadénych virt obilnin

BYDV

Virus Zluté zakrslosti je¢mene (Barley yellow dwarf virus, BYDV) spolu s virem zakrslosti pSenice
BYDV patii do Celedi Luteoviridae, kterd zahrnuje nékolik kmen( z rodu Luteovirus (PAY, PAS,
MAV), Polerovirus virus zluté zakrslosti obilnin (Cereal yellow dwarf virus-RPV, -RPS) a

nezarazené ¢leny Luteoviridae (RMV, SGV, GPV) (Miller a Rasochova, 1997).

VSechny kmeny viru zpudsobujici Zlutou zakrslost je¢mene jsou prendSeny msicemi Zijicimi na
Poaceae s riznym stupném specifi¢nosti prenosu (Dedryver et al. 2005). Pres 25 druh msic je
zndmo jako prenasecli tohoto komplexu vird (Rastgou et al. 2005). BYDV je prendsen
perzistentnim zplsobem, coz znameng, Ze virus zUstdva infekéni v hemolymfé a tim padem se
télo mSice stava rezervoarem viru, ktery mize byt prendsen celé dny i tydny, v podstaté po

zbytek Zivota msice (Gray a Gildow 2003).

BYDV jako plvodce choroby Zluté zakrslosti je¢mene prokazali poprvé v roce 1951 Oswald &
Houston. BYDV se v CR v posledni dekddé& vyskytuje epidemicky u viech druh( obilnin. Z
hlediska epidemiologie je velmi vyznamny u ozimd, kde dochazi k vysokym hospodérskym
ztrdtam, a intenzita napadeni mlZe byt v nepfiznivych podminkdch tak vysokd, Ze takto

napadené porosty musi byt zaoravany.



Obilniny jsou u nas infikovédny BYDV ve dvou fazich. K prvni fazi infekci dochazi na podzim pfi
migraci prenasecl z vydroll na vzchazejici ozimy. MSice mohou také migrovat z travnich ploch i
z kukufice, neni-li sklizena. Intenzivni migrace prenasecli trvd do ndastupu chladného pocasi,
infikace rostlin do prichodu mrazl. Druhé obdobi ndkaz ozimych a jarnich obilnin probiha na
jafe a v lété ve fazi jejich sloupkovani a pozdéji. Virus Zluté zakrslosti je¢mene je prendsen
mSicemi migrujicimi ze zimnich hostitel(, které se nakazily na travdch nebo ozimech

infikovanych v predchozim roce (Jarosova et al. 2009).

V dlsledku napadeni virem dochazi k ucpavani cévnich svazkl a omezeni celkového ristu.
Mensi korenovy systém a problémy s asimilaénim tokem v rostlinach navozuji symptomy
nedostatecné vyzivy. Mezi priznaky patfi riizné silnd zakrslost (obr. 1). Koreny jsou kratsi a
méné rozvétvené (rostlina jde snadno vytrhnout). Infekci provazeji poruchy v metani a nékdy i
predcasné odumirani rostlin. Listy nemocnych rostlin jsou zpravidla kratsi, nékdy i vzprimenéjsi.
U jeCmene a nékterych odrid psenice zloutnou od 3picek a jejich okrajl, pricemz se chlorotické
skvrny, pripadné rozplyvavé pruhy, objevuji uprostred listové epele. Nékteré odriidy psSenice

maji listy oranzové, cervené az cervenohnédé (Ripl a Kumar 2008).

Typickymi symptomy napadeni je zlatoZluté aZ oranzové zbarveni listd a retardace rdstu (obr.
1). Zloutnuti postupuje od 3picek a okrajd listd a zachvacuje postupné celou listovou &epel.
Zloutnuti vétsinou zacind 7 - 20 dn po infekci a maze byt predchdzeno tvorbou vodovatych
skvrn na listech (D’Arcy, 1995). Zakrslost doprovazi deformace listd a listovych cepeli (u ovsa se
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listy staci do ruli¢ek), redukce nadzemni i podzemni biomasy, poruchy metani, sterilita kvitk,
redukce poctu klaskd a tvorba zadinového zrna. V dalSim stddiu choroby se mlze objevovat
nekréza cévnich svazkl a redukce korenového systému. Napadené rostliny nemetaji nebo
nevytvareji semena. Symptomy jsou v nékterych pripadech tézko odliSitelné od pficin

neparazitického plvodu (Miller a Rasochova, 1997).



Obrazek 1. Pfiznaky BYDV uje¢mene (foto J. Kumar, VURVY, v.v.i.)




K velkému poskozeni porostd, které mulze vést az k jejich zaorani, dochazi pri epidemickém
vyskytu predevsim u ozimého je¢mene. Napadeni virem BYDV u pSenice je povazovano za
méné Casté a obvykle dochdzi k mensimu poskozeni nez u je¢mene Ci ovsa, presto vsak v
nékterych rocnicich a lokalitdch mizZe dojit ke znacnému poskozeni. Ztraty na infikovanych
porostech nejsou jen vynosové, ale vedou i k poklesu technologickych a nutri¢nich i
biologickych vlastnosti. ZvySuje se nachylnost k suchu a k radé fytopatogennich hub (Vacke et
al. 1998). Vynosové ztraty v dlsledku infekce BYDV u ¢asné infikovanych rostlin ozimé p3enice

se pohybuji v rozmezi 40-80% u nachylnych genotypt a 10-40% u odolnych (Sip et al. 2006).

WDV

Virus zakrslosti pSenice (Wheat dwarf virus, WDV) se v poslednich letech stava jednou z
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rostlinnych vir(i +ssDNA genom a na Gzemi CR byl prvné& popsan Dr. J. Vackem v roce 1961.

Soucasna nomenklatura rozdé€luje virus na tfi kmeny: pSeni¢ny kmen, jecny kmen a ovesny
kmen (Schubert et al. 2007). Na Gzemi Ceské republiky se vyskytuje kmen peni¢ny (WDV-W) a
jecny (WDV-B). Jednotlivé kmeny se geneticky lisi (Kundu et al. 2009), proto maji rliznou
virulenci a hostitelské okruhy. PSeni¢ny kmen je virulentnéjSi a ma Siroké spektrum
hostitelskych rostlin eledi lipnicovité. Kromé p3Senice, jeCmene, ovsa, Zita a tritikale se pSenicny
kmen vyskytuje na plané rostoucich a plevelnych travach jako jsou oves hluchy (Avena fatua),
sverepy (Bromus inermis, B. sterilis, B. tectorum), jilky (Lolium multiflorum, L. perenne), lipnice
rocni (Poa annua) a chundelka metlice (Apera spica-venti) (Vacke, 1972; Vacke a Cibulka, 1999).
Hostiteli je¢ného kmene jsou je¢men, nékteré druhy rodu oves (Avena spp.) a zajedi ocasek
(Lagurus spp.)(Lindsten a Vacke, 1991). Uvedeny vycet hostiteld vSak zdaleka neni UGplny.
Vyznamnymi rezervoary WDV v agroekosystému jsou obilni vydroly, plevelné jednoleté travy
(oves hluchy, chundelka metlice, sverepy a lipnice ro¢nfi). Dalsimi rezervoary jsou nékteré druhy
trav vytrvalych travnich spolecenstev. U téchto druh( trav neni v jejich prirozenych stanovistich

presné znama jejich reakce na infekce (Ripl a Kumar, 2008).

Hlavnim priznakem virové zakrslosti psenice u kulturnich obilnin spole¢nym pro vsechny odrady
je zakrslost rostlin zplisobena omezenim dlouZivého rlstu. Nejvice patrné jsou priznaky v dobé
obvyklé pro pocétek sloupkovani. Castymi pFiznaky jsou odumfeni terminalniho listu, po némz

nasleduje odumreni zbytku odnoZze, deformace, prohybani listd. Zloutnuti starsich listd (obr. 2),
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predchazejici jejich odumreni, zacind od Spicek. Inkubacni doba se pohybuje v polnich
podminkdch za priznivych vegetacnich podminek od tfi do Sesti tydn( (Ripl a Kumar, 2008).
Pro naruSeni normalniho vyvoje je nutna silnd infestace rostliny virem, proto jsou intenzita i

projev priznakll zavislé na rlstové fazi v dobé infekce a latentnim obdobi. U pozdéji

napadenych rostlin ma choroba mirnéjsi prabéh (Ripl a Kumar, 2008).

Obrazek 2. Ohniskovy zdroj infekce WDV v p$enici (foto J. Kumar, VURY, v.v.i.)
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Obrazek 3. Sekundarni infekce WDV v psenici (foto J. Kumar, VURV, v.v.i.)

Dosud je schopnost prenosu viru WDV z nemocnych na zdravé rostliny bezpe¢né potvrzena jen
u jediného prenasece - kfiska polniho. Virus se prenasi perzistentné nepropagativné (nemnozi
se v téle prenasece). Neni prenosny transovarialné (pres vaji¢cko na potomstvo) ani mechanicky
¢i osivem. Krisek polni je schopen ziskat virus jiz pfi 5-ti minutovém sani na infikované rostliné.
Vironosni kfisci mohou uspésné prenést virus na zdravou rostlinu béhem 15-ti minutového sani.
Krisek polni uchovava WDV v téle a prenasi jej po dobu az 50 dni, coZ znamena prakticky po cely
svlj Zivot (Vacke 1971). Velmi atraktivni jsou mladé rostliny Stavnatych kulturnich obilnin. Krisci
se proto v [été ve velkém mnozstvi stéhuji na obilni vydroly a na podzim na nové vysevy ozim
(kde dochazi k primarni infekci porostu). Z hlediska infekéniho cyklu a vyvoje choroby je tato
primarni infekce porostu velice dilezitd. Nejndchylnéjsi jsou rostliny do faze tretiho listuy,
zejména porosty s casnym zavlecenim viru mohou byt chorobou zcela znicené. Na jare dochazi
k Sifeni infekce nymfami vylihlymi z prezimujicich vajicek a nakazenymi pfi sani na nemocnych

rostlindch (sekundarni rozsifovani infekce v porostu — obr. 3). Hostitelem kriska polniho jsou i
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nekulturni plané travy, predpoklada se proto i migrace mezi volnymi plochami a

obhospodarovanymi pozemky a dlouhé migra¢ni obdobi (Ripl a Kumar, 2008).

WSMV

WSMV napada psenici (Triticum aestivum), oves (Avena sativa), jeCmen (Hordeum vulgare), Zito
(Secale cerale), kukufici (Zea mays), cirok (Sorghum vulgare), proso (Panicum, Setaria a
Echinochloa spp.). Specifickym symptomem je Zlutozelend mozaika na listech (obr. 4). V polnich
podminkdch se symptomy projevi spolu s ndstupem teplejSiho pocasi od poloviny do konce
jara. Infikované rostliny vykazuji mozaiky listd a napadlé odnoZe jsou povadlejsi a polehlejsi
v porovnani s odnozemi zdravymi. Symptomy pretrvavaji az do zralosti rostlin. Mezi bézné
symptomy se radi i zakrslost. U &iroku se mohou objevit sporadicky nekrotické skvrny (Brakke
1971). Infikované rostliny se objevuji zpoc¢atku na okrajich poli. Tato skute¢nost souvisi s migraci

roztocl z travnatych, neudrzovanych ploch hranicicich s porosty obilnin (Hunger 2010).

Obrazek 4. P3enice postizena virem &arkovitosti pSenice (WSMV). (Foto Jiban Kumar, VURY,
V.V.i.)
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Napadd také mnoho plevelnych a volné rostoucich trav, vcetné rodd Aeiglops, Agropyron,
Bouteloua, Bromus, Cenchrus, Digitaria, Echinochloa, Elymus, Eragrostis, Haynaldia, Hordeum,
Lolium, Panicum, Phalaris, Poa, Orizopsis, Setaria a Stipa. Nenapada Agropyron repens, Bromus
inermis, Hordeum jubatum, ryzi (Oryza sativa) nebo cukrovou trtinu (Saccharum officinarum)

(French a Stenger, 2002).

Cyklus napadeni WSMV zacind v podzimnim obdobi, kdy se vironosni roztodi stéhuji z
infikovanych porost obilnin, kukurice, vydroll pSenice nebo trav na nové vzeslé porosty
ozimych obilnin (psenice). Casnd infekce u mladych vzchazejicich rostlin ma za nésledek vy3si
vynosové ztraty ozimé psenice (Slykhuis et al. 1957; Hunger et al. 1992). Porosty ozimé psenice
mohou byt rovnéz infikované na jare, avsak jarni infekce nemaji podstatny vliv na vynosové
ztraty (Somsen and Sill 1970). PSenice nebo jiné obilniny ¢i travy infikované WSMV slouZi jako
zdroj inokula viru. Po sklizni plodiny (v letnim obdobf) se roztoci prestéhuji na vydrol a travni
porosty na mezich (tzv. ,,zeleny most*), kde roztoci infikovani WSMV prezivaji a mnozi se. Poté
vironosni roztodi znovu infikuji nové vzeslé porosty ozimé psenice ¢i jinych obilnin (Kumar et al.

2016).

WSMV je prendsen predevsim roztocem Aceria tosichella z Celedi Eriophyidae (angl. Wheat curl
mite - WCM). Tento roztoc< je velky 0,1 az 0,3 mm, ma bilé zbarveni a doutnikovy tvar téla. A.
tosichella neni okridleny a ma dva pary nohou blizko hlavy. Na nova stanovisté se Sifi vzdusnymi
proudy (Sabelis and Bruin 1996). Zivotni cyklus se skldda z vaji¢ka, dvou instard nymfy a
dospélce. Pri teplotach okolo 25 - 28 °C je rozto¢ Aceria tosichella béhem 8-10 dni schopen
uskutecnit svlj vyvoj od vajicka az po dospélce schopného dalsi reprodukce. Samicky produkuji
kolem 20 vajicek, pricemz potencial samicek je pres 3 miliény vajicek v priibéhu 60 dni. Z tohoto
ddvodu jsou pro expanzi této choroby nebezpecnd dlouhad obdobi teplého [éta s teplotami
kolem 25 °C. Naopak pfi teplotdch nizsich nez 15 °C jejich reprodukéni schopnost velice rychle
klesa. Vajicka tohoto roztoce jsou schopna prezit pomérné dlouhou dobu pfri teplotach pod
bodem mrazu. Experimentalné bylo zjisténo, Ze po expozici vaji¢ek teploté -15°C po dobu 8 dni
byla vice nez Ctvrtina vSech vajicek schopna dale pokracovat ve vyvoji pri nasledném zvyseni
teplot na 20°C (Slykhuis 1973). Obé nymfalni stadia i dospélci jsou schopny prendset virus.
Pozorovat a nalézt tohoto roztoce v porostu, vzhledem k jeho velikosti, neni mozné. Je mozné

ho vidét pouze pomoci mikroskopu.
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Rozsiteni virh obilnin v CR a jejich determinace

V Ceské republice je vyskyt BYDV a WDV pravidelné monitorovan. Od roku 2013 dochazi i
k pravidelnému monitorovani vyskytu WSMV. BYDV a WDV jsou jednoznacné viry v porostech
obilnin prevladajici. Intenzita vyskytu virdz prenasenych hmyzem je velice nepravidelna a tézko
odhadnutelna. V CR se vyskyt viréz pohybuje v Fadu od jednotek po desitky procent (graf ¢&. 1).
Jedna se ovSem o procenta z odebranych vzorkd, které jsou jiz symptomaticky determinovany
v porostech a tudiz jejich vybér neni nahodily. Podil jednotlivych nakazenych rostlin v porostech
je tedy v realité mnohem nizsi. Intenzita vyskytu rocnikové vyrazné kolisa, u BYDV a WDV je
silné zavisld na atmosférickych podminkdch, které ovliviiuji chovani prenaseci. U WSMV je
vyrazny efekt teploty. U poli sploSnym vyskytem WSMV lze i v okolnich porostech

predpokladat jeho vyskyt i v dalSich letech, pokud nedojde k peclivé likvidaci zeleného mostu.
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Graf & 1. Vyskyt BYDV, WDV a WSMV ve vzorcich odebiranych ve VURV v.v.i. a v UKZUZ.
Procenta jsou vztazena k celkovému poctu odebranych vzork( obilnin po cely pribéh roku.

Vyskyt viréz je diagnosticky patrnéjsi v urcitych specifickych obdobich. U ozimd je pomérné
slozité determinovat vyskyt vird jiz na podzim u vzchdzejicich rostlin. Pokud dojde k podzimni
infekci, trvd nékolik tydnl, nez vrostliné nastoupd titr viru na droveri detekovatelnou
sérologickymi metodami. | poté je ovSem velmi obtizné infikovanou rostlinu symptomaticky
odhalit, nebot’ symptomaticky projev je vtomto obdobi jeSté minimalni. S vyssi urditosti Ize
ozimé rostliny symptomaticky hodnotit na jafe. V brzkém jaru je relativné jednoduché urcit

podzimni infekce WDV v pSenici i jeCmeni a podzimni infekce BYDV v jemeni. Nejvyraznéjsim
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znakem obou dvou viréz je zde vyrazna zakrslost a Zloutnuti (obr. 5). U infekce BYDV v p3enici
nedochazi obvykle ani k vyrazné retardaci ristu ani ke zménam barvy. S postupujicim jarem
jsou zakrslé rostliny v porostu utlaceny ostatnimi rostlinami. Soucasné zacinaji byt s vy3Simi
teplotami u ozim{ patrné podzimni infekce WSMV a BYDV v pSenici. U obou se jedna prevazné
o zmény zbarveni listd. WSMV lze diagnostikovat dle charakteristickych nepatrnych, avsak
velmi Cetnych ¢arek rovnobéznych s Zilnatinou. Tato mista vykazuji Ubytek chlorofylu, mohou
byt Sirsi a tvofit souvislejsi pruhy. U BYDV dochazi u pSenice ke zlatoZlutému az oranzovému
zbarveni listd, které postupuje od Spicek a okrajl listl a zachvacuje postupné celou listovou
Cepel. U jeCmene je Zloutnuti provdzeno vyraznéjsi zakrslosti, u pSenice je tato zakrslost méné

ndpadnd. V mnoha pripadech jsou rostliny psenice nakazené virem BYDV témér bez priznaka,

patrny je jen celkové mensi objem nadzemni hmoty v porovnani s nenakazenymi rostlinami.

Obrazek 5. Podzimni infékce BYDV v ozimém jeCmeni - stav najare. Foto Jiban Kumar.
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Metody detekce

Detekce a identifikace vir(l je velikou vyzvou od vzniku rostlinné virologie jako samostatné
discipliny, a od té doby byla vyvinuta rada metod umozriujicich urcit virové patogeny (Boonham
et al. 2007). Presnd diagndza organisml zpUsobujicich choroby je nezbytnym predpokladem
ucinné kontroly (Boonham et al. 2003) a ve studiich epidemiologie a ekologie virl kritickym
faktorem (Wheelis 2002). Do soucasnosti bylo vyvinuto a je kazdodenné vyuZivdno mnoho
metod (elektronova mikroskopie, ELISA, PCR, RT-PCR, TagMan, reverse PAGE, hybridizace
nukleovych kyselin, metagenomické pristupy, biologické testy) (Boonham et al. 2003). Bézné
metody nachazejici uplatnéni v rutinni diagnostice zahrnuji rlzné variace polymerazové
rfetézové reakce (PCR), sérologickych testl jako Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), a

déale imunofluorescencni testy na protilatky (Menzel et al. 2002; Melcher et al. 2008). Jednotlivé

metody se liSi svou citlivosti, narocnosti provedeni a v neposledni fadé naklady.

Pri rutinnim testovdni se obvykle rostlinny material (osivo, sadba, vzorky ze zemédélsky
obhospodarovanych ploch) testuje na predem dané spektrum patogend danou jednou, max.
dvéma metodami. Vybér vzorkl mize byt ndhodny, nebo mu mize predchazet vizudlni

zhodnoceni pfiznak{ odbornym pracovnikem nebo zemédélcem.

V soucasné dobé se v Ceské republice obvykle rutinné testuje sérologicky nebo zjistovanim

nukleové kyseliny viru ve vzorku pomoci RT-PCR.

Sérologické metody diagnostiky

Metody enzymové imunoanalyzy patii k ddlezitym technikdm stanoveni rady makromolekul
(predevsim proteind), jejich komplexd (napft. viry, buriky), ale i nizkomolekularnich latek (napr.
hormony, rdstové reguldtory). Zakladem vsech sérologickych technik a jejich modifikaci je
reakce protilatky s antigenem. Virové ¢astice maji na povrchu plaStového proteinu specifické
struktury, které nazyvdme epitopy. Jestlize izolovany (purifikovany) virus naockujeme do
vhodného obratlovce, nejcastéji kralika, vytvori ve svém téle proti témto bilkovinam specifické

protilatky zvané imunoglobuliny G (1gG).

Bézné vyuzivanou sérologickou metodou je v rostlinné virologii DAS-ELISA test, kde virovy
antigen nejdrive reaguje se specifickymi protilatkami (obvykle jako imuno-y-globulin nebo I1gG

frakce antiséra) navdzanymi na povrch pevného nosice a je pak detekovdn specifickymi
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protildtkami znacenymi enzymem, ktery v pfipadé pozitivniho vzorku zviditelni reakci
rozkladem vhodného chromogenniho substratu (tj. zménou barvy). Protilatky vdzané na pevny
nosic a protilatky zna¢ené mohou a nemusi byt ze stejného zdroje. Vzhledem k tomu, Ze je virus
umistén mezi dvé molekuly protildtek, nazyvd se metoda double antibody sandwich (DAS)
ELISA (Naidu a Hughes 2003). Ve vsech pripadech je vystupni informaci provedeného ELISA
testu soubor hodnot absorbance. ProtoZe ELISA testem je stanovovan proteinovy antigen
virionu, hodnota absorbance nas neinformuje pfimo o stavu virové Castice a o jeji schopnosti

vyvolat infekci. V praxi je DAS-ELISA relativné vysoce specificka (Naidu a Hughes 2003).

ELISA se stala od momentu, kdy ji poprvé do rostlinné virologie uvedli Clark a Adams v roce
1977 velmi popularni volbou detekce virll v rostlinném materialu, hmyzich vektorech, semenech
i vegetativnim rozmnoZovacim materidlu. Diky své pfizpUsobivosti, citlivosti a vysi nakladu je
ELISA stdle vyuzivana v mnoha pfipadech, predevsim pokud se jedna o testovani vysokého

poctu vzorkd najednou (Naidu a Hughes 2003).

Molekularni metody detekce

Metody molekuldrni detekce se poprvé objevily v sedmdesatych letech a od té doby stdle
nabyvaji v rutinni diagnostice na vyznamu. Princip PCR (polymerase chain reaction) byl poprvé
predstaven Kerry Mullisem v roce 1983 (Mullis 1990). PCR je in vitro metoda pro enzymatickou
syntézu definované sekvence DNA. Reakce vyuzivd dvou oligonukleotidovych primer(, které
hybridizuji s protichGdnymi vidkny DNA a od jejich 3- koncl je zahdjena syntéza
komplementdrnich retézcG. Syntéza novych komplementarnich vldken je katalyzovdna
termostabilni DNA polymerazou (napr. Taq DNA - polymerdza). Opakovani cykld, které zahrnuiji
denaturaci DNA templatu (denaturation), hybridizaci primeru (annealing) a syntézu
komplementarnich vldken DNA (extension), mad za vysledek exponencidlni nardst poctu
specifickych DNA fragmentd. PCR je velice citlivd metoda, kterd umozriuje detekci DNA ve
vzorku tim, Ze urcenou sekvenci namnozi do té miry, Ze ji miZeme po separaci gelovou
elektroforézou a obarveni snadno detekovat.

Vétsina rostlinnych vird je tvorena pouze RNA. DNA polymerdza neni schopna vyuzit RNA jako
matrici pro syntézu nového retézce, proto musi byt RNA nejprve prepsana na jednoretézovou
DNA (cDNA), kterad posléze vstupuje jako templat do PCR (RT-PCR - reverse transcription-

polymerase chain reaction).
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Kvantitativni polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci (nejcastéji oznacovana jako
Real-time RT-PCR nebo RT-qPCR) je metoda zaloZena na principu klasické PCR, umoZriuje vSak
kvantifikaci sledovaného Useku RNA. Na rozdil od konvencni RT-PCR, kde se analyzuje az
vysledny produkt pomoci elektroforézy v agardze, je pfi RT-qPCR zaznamendvan kazdy cyklus
PCR ve skutecném case. Zaznam amplifikace je zaloZen na principu fluorescence, kdy se
pouzivaji sondy (fluorescencni latky), které se vazi specificky nebo nespecificky na
amplifikované DNA. BéZné se pouzivaji fluorescen¢ni kyaninova barviva SYBR® Green (obr. 9a),
kterd fluoreskuji po vazbé na mensi Zlabek dsDNA. Fluorescence SYBR green | je po vazbé na
DNA az 1000x vyssi a fluorescencni signdl se zvySuje se vzristajicim mnozstvim PCR produktu.
Signdl se méri bud na konci elongace, nebo kontinudlné. Je zfejmé, Ze barviva, kterd se
nespecificky vdZzou na DNA, nemohou byt pouzita u mnohondsobnych reakci, a jejich hlavnim
omezenim je nemoZnost odliSeni nespecifickych produktd (obr. gb). gPCR je zaloZena na

konceptu C, hodnoty (Cp jako crossing point, bod prekrocenf) (obr. 9¢) (Heid et al. 1996).

R

SYBR Groen
&——

\

-(/a1) riuorescence

/
siszal?

Temperature

000 e

~(d/dT) Fluorescence

— vV \L ,

Temperature

O O
\

2000

1500 - o

2 10004 10,000
© == 100,000
== 1,000,000

500 ~

Cycles

Obrazek 9a. Princip SYBR Green gqPCR. Barvivo SYBR Green se vaze na jakoukoli dvouvldkennou
DNA (dsDNA), ¢imz zacne emitovat fluorescenci, kterou je pristroj schopen zachytit. Narlst
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mnozstvi dsDNA (tedy PCR produktu) vede k ndrdstu intenzity fluorescence, kterad je po
kazdém cyklu zmérena pfistrojem.

Obrazek 9b. Analyza kfivky tani. Pokud pro qPCR vyuzivdme SybrGreen, mizZeme velmi snadno
kontrolovat, jestli v prlibéhu reakce vznikaji nespecifické produkty ¢i primery-dimery. Je k tomu
vyuzivana krivka tani, tzv. melting curve, kterd vyuziva toho, Ze rlizné PCR produkty maji rizné
teploty tani. Nespecifické produkty maji obvykle teplotu tani nizsi nez specifické. Krivka tani
ukazuje zménu intenzity fluorescence pfi rliznych teplotach. Pokud ma krivka tani pouze jeden
vrchol, reakce je Cisté specifickd, pokud krivka ma dva a vice vrcholQ, znamena to, Zze kromé
specifickych produkt(i vznikaji také nespecifické.

Obrazek 9c¢. C; hodnota reflektuje cyklus, kdy dochazi k nartstu fluorescence nad prah pozadi,
které se v reakci vyskytuje. Tato fluorescence je zachycena detektorem. Jedna se tedy o bod,
kdy se krivka narGstu fluorescence protina s prahem pozadi (modra linedrni &ara). Cislo tohoto
cyklu je zaznamendno a dale vyuZzivano pravé jako C; hodnota.

gPCR se stala nejpresnéjsi a nejcitlivéjsSi metodou, kterd byla doposud vyvinuta (Dorak 2006).
Metodiky detekce a kvantifikace patogenli pomoci RT-qPCR od roku 1999 pfibyvaji. Jsou
rychlejsi, presnéjSi a citlivéjsSi v porovnani stradicné vyuZivanymi metodami detekce a
kvantifikace, a mohou byt pouZity naprosto univerzadlné (tab. 1). Ztéchto dlvodd jsou

vyuzivany pro diagnostiku zemédélskych vzorkd, i pro aplikované tcely (Gachon et al. 2004).

Tabulka 1. Souhrn technickych vlastnosti qPCR v porovnani s jinymi v soucasnosti vyuzivanymi
technikami (zdroj Gachon et al., 2004). Pocet Sipek oznacuje miru ddleZitosti vyZadované u

jednotlivych parametrd. Znaménka ‘+’ a ‘’ oznacuji schopnost dané techniky uspokojit

jednotlivé pozadavky.

Parametry Rychlost Citlivost Specificita Kvantifikace Spolehlivost Naklady

Technické

pozadavky
qPCR ++H+
Southern blot - -- Proménliva - + +

ELISA +++ - Proménliva + + o+

Je jednoznacné, ze rozvoj Sirokého vyuziti gPCR metod v rutinni diagnostice je limitovan

jedinym faktorem; a to jsou stdle relativné vysoké ndklady na pfistrojové vybaveni a reagencie
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(Gachon et al. 2004). Technologie Multiplex tyto ndklady prudce snizuje, nebot dochazi

k soucasné detekci vice vird v jednom vzorku a ndklady tedy Ize podélit.
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1) Protokol pripravy vzorku

A) Odbér vzorku

Odebirame na prvnim misté rostliny symptomatické, nebo rostliny, na nichz byl zaznamenan
vyskyt vektorl. Pokud v porostu takové rostliny nejsou, odebirdme ndhodné vice vzorki
z rdznych mist porostu. U mladych rostlin je moZno odebirat celé nadzemni ¢3sti nebo jen listy,
u starsich rostlin je opét mozné oboji, nicméné z hlediska Uspory ¢asu pfi homogenizaci a
kvality izolované RNA je vhodnéjSi odebirat jen mladsi listy bez stébel. Pfi odbéru dbame na
zabranéni kontaminace z rostliny na rostlinu (pracujeme v rukavicich, nlzky, skalpel nebo jiné
nastroje omyvame mezi odbéry jednotlivych vzorki vhodnym dezinfekcnim cinidlem, vzorky
uskladriujeme kazdy zvlast). Odebrané vzorky uchovdvame v chladu a co nejdrive bud' ihned

homogenizujeme, nebo uskladnime na -80°C.

B) Homogenizace

Pro izolaci RNA potfebujeme 0,1 g rostlinného pletiva. Jednodussi je ovSem homogenizovat
vétSi mnozstvi vstupniho materidlu a z homogenatu 0,1 g odvazit. Vzorky homogenizujeme
v tekutém dusiku, u vzorkd uchovdvanych na -80°C dbame na to, aby nedoslo kjejich
rozmrazeni, idedlné odebirame z mraziciho boxu kazdy vzorek zvlast. Vzorek peclivé
homogenizujeme v predmrazené treci misce a do 2 ml sterilni mikrozkumavky odvazime
maximalné 0,1 g homogenatu, lepSich vysledkd izolace RNA Ize dosdhnout s 60-70 mg vzorku.
Mikrozkumavky je také mozno predmrazit kratkym ponorfenim do tekutého dusiku. Je velmi
ddlezité nepresdahnout danou véhu, nebot’ u kolonkovych metod izolace RNA dochazi v tomto
pfipadé ke snizenému vytézku i kvalité RNA. Jakmile mame vzorky navazené, je opét nutno
zabranit jejich rozmrazeni pred samotnou izolaci - vhodné je uchovani v tekutém dusiku nebo

v mrazicim boxu.
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2) Protokol izolace RNA

Existuje mnoho zplsobl izolace RNA. Zde je uveden tzv. kolonkovy zplsob metody izolace.
Tato izola¢ni metoda vychazi ze zjiSténi, Ze nukleové kyseliny v pritomnosti tzv. chaotropnich
soli adheruji na silikdtovy povrch. Vyhodou metody zaloZené na adsorpci na silikat je rychlost a
pohodlnost, proto jsou na tomto principu vyrdabény komercni soupravy (kity) pro rutinni
extrakce RNA. Kity jsou optimalizovany pro pouziti na konkrétni typ a mnoZstvi vzorku a
poskytuji standardizované vysledky. PohodInost pouziti kitd je dadle zvySena tim, Ze obvykle
pouzivaji nastavce do mikrozkumavek, obsahujici jemny filtr, ktery zadrzi silikatové castice.
Zpracovani pak probiha tak, Ze jsou roztoky promyvany pres kolonku (filtr se zachycenymi
¢asticemi). Namisto tradi¢niho silikatu kity casto vyuZzivaji specidlni pryskyrice a maji rtzné
upravené sloZenfi pufrd tak, Ze napr. preferuji pri adsorpci molekuly nukleovych kyselin urcitého

velikostniho rozpéti.

V nasem pripadé doporucujeme pouziti komercni soupravy Spectrum™ Plant Total RNA Kit

(Sigma - kat.¢. STRN10, STRN50 a STRN250).

Protokol izolace RNA komer¢ni soupravou Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma)

Lyzace

1. Predem si nachystat smés lyzacniho pufru s 2-mercaptoethanolem (na kazdy vzorek je
zapotrebi 500l Lysis solution a 5 pl 2-ME)

2. Predem si nachystat rovnéz mikrozkumavky s kolonkou s modrym krouzkem (Filtration
column), s kolonkou s ¢ervenym krouzkem (Binding column) a dalsi dvé mikrozkumavky
bez kolonek.

3. Do homogenizovaného vzorku napipetovat 500 pl lyzaéniho roztoku predem
namichaného s 2-mercaptoethanolem a 2 minuty vortexovat.

Precisténi-filtrace

4. Vsechny vzorky vlozit do vodni l1azné a inkubovat 5 min pfi 56 °C. Centrifugovat vse 3 min
pFi 14000 RPM.

5. Prepipetovat supernatant na Filtration column (modry krouZek), zavfit a centrifugovat 1
min pFi 144000 RPM.

Navazani RNA na kolonku
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Kolonku zahodit a pfipipetovat po 500 ul Binding solution, zvortexovat a 700 ul
napipetovat na Binding column (Cerveny krouzek).

Poté kolonky centrifugovat 1 min pfi 14000 RPM. Vylit supernatant, osusit Collection tube
o filtracni papir, vratit do ni kolonku, napipetovat zbytek smési a centrifugovat 1 min pfi
14000 RPM.

Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtracni papir a vratit do ni kolonku.

Promyti RNA na kolonce

Do kolonky napipetovat 500 ul Wash Solution 1 a centrifugovat 1 min p¥i 14000 RPM.

Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtra¢ni papir a vratit do ni kolonku.

Do kolonky napipetovat 500 ul Wash Solution 2 a centrifugovat 30 s pfi 14000 RPM.

Vylit supernatant, osusit Collection tube o filtra¢ni papir a vratit do ni kolonku.

Krok 11 a 12 dvakrat zopakovat

Eluce RNA z kolonky

Prendat kolonku do nové mikrozkumavky a centrifugovat 1 min prFi 14000 RPM, aby se
kolonka osusila.

Poté kolonku vyjmout a vloZit opatrné do nové popsané 2 ml eppendorfky (soucast kitu).
Do stredu kolonky (pfimo na membranu) napipetovat 50 pl Elution Solution, zavrit vicko a
nechat stdt 1 min pri pokojové teploté. Centrifugovat kolonku 1 min pFi 14000 RPM.
Vyndat kolonku z eppendorfky a zahodit ji.

Zmérit koncentraci RNA.

Naredit vzorek pomoci autokldvované ddH,0 na koncentraci 300 ng/pl.

Kvalitu izolované RNA mérime spektrofotometricky (NanoDrop2000, ThermoScientific, USA).

Méri se pri vinovych délkach 260, 230 a 280 nm. To umozni hodnoceni cistoty vzorku,

ocCekavané poméry jednotlivych absorbanci namérenych pfi vySe zminénych vinovych délkach

(260/280; 260/230) jsou 2.0 pro RNA. Pomér absorbanci 260/280 mensi nez 1.75 svéddi pro

obsah kontaminujicich bilkovin. Pomér absorbanci 260/230 nizsi nez 2 znaci pritomnost

nedistot, jako jsou sacharidy, fenolické slouceniny, aromatické slozky. Pfi vypoctu koncentrace

opticka hustota 1 odpovida priblizné 40 ng/ul pro RNA.

2) Protokol tvorby cDNA pomoci ndhodnych hexamert

Nebot’ PCR pracuje s DNA, je zapotrebi prepsat izolovanou RNA do komplementarni DNA -

cDNA. K tomu pouZijeme enzym reverzni transkriptazu (RT), nukleotidy (dNTPs), vhodny pufr a
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dosedajici primery — nahodné nasyntetizované hexamery (random hexamers). Zde je v prikladu
uvedeno pouziti kitu RevertAid First Strand cDNA od firmy ThermoFisher Scientific; Ize v3ak
vyuzit jakykoli jiny produkt rutinné pouZivany v laboratofi k tvorbé cDNA.
Protokol prepisu RNA do cDNA
1. Smichdme 0,5 - 5 ug RNA s 0,3 pl primerd random hexamers (souddst kitu) a doplnime
sterilni vodou prostou nukleaz do objemu 9,55 pl.
2. Dame do PCR cycleru na 5 min na 65°C. Pak prudce zchladime (nejlépe na ledu).
3. Doplnime 3 pl pufru; 1,5 pyl dNTPs; 0,4 pl inhibitoru RNaz Ribolock a 0,55 pl reverzni
transkriptazy (vSe soudast kitu).
4. Vlozime opét do PCR cycleru za nasledujicich podminek: 25°C 5 min; 42°C 60 min; 72°C 5
min; 4°C zchlazeni.

cDNA Ize vyuzit pfimo do PCR nebo ji Ize skladovat na -20°C.

3) Protokol soucasné detekce vird (BYDV, WDV, WSMV) pomoci RT-
qPCR

Tento protokol popisuje postup pro pouziti pristroje Lightcycler 480 od firmy Roche, protokol
pro pouziti s jinymi pfistroji mGze byt lehce odliSny.

Pri pouziti desticek (at’ jiz 96- nebo 384- jamkovych) je vhodné si nejprve udélat navrh umisténi
jednotlivych vzorkd na desticku a podle néj postupovat. Ideadlné pouzijeme kazdy vzorek v
triplikatu, vcetné pozitivni kontroly (RNA izolovand z rostliny s potvrzenou infekci BYDV, WDV
nebo WSMV) a negativni kontroly (RNA izolovana ze zdravé rostliny), pripadné pouzijeme jako

templat pouze destilovanou vodu pro kontrolu, zda nejsou primery kontaminovany.

Navrh desticky tedy vypada napr. takto:

+

+

+

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek Pozitivni Pozitivni Pozitivn{ Pozitivni Pozitivn{ Negativni
1 2 3 4 5 6 kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola
BYDV WDV WSMWV BYDV  + | WDV + | BYDV
WDV WSMV WSMV
B | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Negativni
1 2 3 4 5 6 kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola
BYDV WDV WSMWV BYDV  + | WDV + | BYDV
WDV WSMV WSMV
C | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivn{ Negativni
1 2 3 4 5 6 kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola kontrola
BYDV WDV WSMWV BYDV  + | WDV + | BYDV
WDV WSMV WSMV
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D Vzorek
7

E Vzorek
7

F Vzorek
7

G

H

Vzorek
8

Vzorek

Vzorek
8

Vzorek
9

Vzorek

Vzorek
9

Vzorek
10

Vzorek
10

Vzorek
10

Vzorek

Vzorek
1

Vzorek
12

Vzorek
12

Vzorek
12

Vzorek 13

Vzorek 13

Vzorek 13

Vzorek 14

Vzorek 14

Vzorek 14

Vzorek 15

Vzorek 15

Vzorek 15

Pozitivni
kontrola
BYDV +
WDV +
WSMV

Pozitivni
kontrola
BYDV +
WDV +
WSMV

Pozitivni
kontrola
BYDV +
WDV +
WSMV

Negativn{
kontrola
zdrava
rostlina

Negativni
kontrola
zdrava
rostlina

Negativni
kontrola
zdrava
rostlina

Negativni
kontrola
H20

Negativni
kontrola
H20

Negativni
kontrola
H20

Mastermix se sklada z 10 pl Lightcycler Probe (Roche), primerd a sond pro jednotlivé

detekce (tab. 2) o konedné individudini koncentraci 0,177 pM (tedy koncentrace jednotlivych

primer( i sond) a 5 pl cDNA - vSe doplnime do 20 pl vodou. U 384- jamkovych desticek vse

prepocitame na celkovy objem reakce 12 pl. Sonda pro BYDV je znacena FAM, pro WDV HEX a

pro WSMV Cys. V pripadé Multiplex detekce je nutné pouziti tmavych zhasecd - zde se jednd o

Black Hole Quenchers.

Amplifikace md nasledujici podminky: 5 min inkubace pfi 95°C nasledované 40 cykly o

10 s pfi 95°C, 40 s pfi 60°C, a 1 s pfi 72°C; nasleduje chlazeni pfi 40°C. K ode(itani fluorescence

dochdzi v kazdém cyklu pri 60°C.

26



Tabulka 02. Seznam primerd pouzivanych v této metodice.

Nazev Sekvence Virus  Pozice Reference
BYD-1R GCCCAGCGCTTTCAGAC BYDV  3132-3116 (Fabre et al.
2003)
BYD-1F AAAGCCAACTCTTCCGGG BYDV 3067-3084 (Fabreetal.
2003)
BYD-Taq FAM-CAAATTCGGCCCCAGTCTATCGCA- BYDV  3090-3113 (Fabre et al.
BHQ1 2003)
WDV-1R CGGTCTGATTTGTATGCCGATT WDV 680-659 (Zhang et al.
2010)
WDV-1F CCCCGGGTCGATCTGATT WDV 611-628 (Zhang et al.
2010)
WDV-Taq HEX- WDV  630-655 (Zhang et al.
CCTGTTTTGCTCAGGGTAAGGCCGAT- 2010)
BHQ1
WSM-3R TCCTTTTGATCCTGACCCTTG WSMV  8443-8423  Navrzenov
laboratori
WSM-3F AGTGGAAGTACGCAGTCAAG WSMV  8255-82 Navrzeno v
laboratofi
WSM-3Taq Cy5-TGCCATGACCGACACGTTGCTA- WSMV 8395-8374  NavrZenov
BHQ2 laboratofi

4) Interpretace vysledk
Vysledné hodnoty lze v pristrojich Lightcycler od Roche zkopirovat do tabulek nebo stahnout

ve formatu PDF. U kazdé jednotlivé hodnoty je tfeba zkontrolovat nékolik dat:

a) Triplikaty: jsou C, hodnoty totozné / velmi podobné (ne vyssi nez 0,5 cyklu; u vyssich C,
hodnot Ize ocekdvat i vyssi rozptyl)? Pokud je u triplikdtt zaznamendm vysoky rozptyl Cp,
hodnot, znadi to Spatnou techniku pipetovani. Lze je nutno rozhodnout, zda experiment
opakovat (Ize doporucit v pripadé, kdy se vSechny tfi hodnoty vyrazné rozchdazeji; nebo

vyradit tzv. ,,outliera® a primér spocitat ze zbyvajicich dvou hodnot.

b) Pozitivni kontroly: Jsou opravdu pozitivhi a to pouze pro dany virus? Pokud jsou
vysledky negativni, nutno zkontrolovat kvalitu pozitivni kontroly (napt. konven¢ni PCR).

Pokud je kvalita pozitivni kontroly potvrzena, nutno zopakovat cely run.

c) Negativni kontroly: Jsou opravdu negativni? Pokud se objevi falesnd pozitiva (Cp

hodnoty vyssi neZ 35 Ize tolerovat), je nutno toto ovéfit jinymi technikami — napft.
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konvencni PCR a popf. zkontrolovat, zda se v laboratori nevyskytuje kontaminace napf.

plazmidy s danymi inserty).

d) Nacteni jednotlivych vinovych délek méfeni: U pristroje Roche se jednd o tzv. Filter

Comb, kde Ize zaskrtnout detekci pro FAM (465-510); HEX (533-580) a Cy5 (618-680).

e) Uéinnost amplifikace, tzv. efficiency: Lze ji spocitat vytvofenim sériového dilu¢niho
fedéni. U pristroje Roche staci zadat pfi vyplrfiovani vzorkd koncentraci jednotlivych

fedéni a i¢innost amplifikace se spocita sama. Méla by se pohybovat mezi 90 a 110%.

Poté je nutno rozhodnout, kterd hodnota C, lze jesté byt chdpdna jako pozitivni vysledek a
ktera jako jiz negativni. Obvykle jsou hrani¢ni hodnoty okolo 35-40 cyklG. Vhodné je pro kazdy
jednotlivy pristroj a detekovany virus provést dilu¢ni Fedéni pozitivniho vzorku a sledovat, pfi
jakych C, hodnotach mad jesté vypovidajici hodnotu a kdy jsou jiz vysledky nepresné.
Samozrejmé i u této metody existuje tzv. hrani¢ni pole, kdy je nutno vysledky potvrdit/vyvratit

jinou metodou, popf. kombinaci jinych metod.

Validace metody

Nami navrzené primery byly validovany spolecné s primery navrzenymi jinymi autory (Fabre et
al. 2003; Zhang et al. 2010) na 88 vzorcich obilnin a trav odebranych v riznych regionech Ceské
republiky. U vSech testovanych vzorkd bylo podezieni na virovou infekci. U 81 vzorkd byla
virova infekce skutecné potvrzena; u 38 se jednalo o smésné infekce. Validace byla popsana

v impaktovaném ¢asopise (Jarosova et al., 2018, in press).

Vyuziti molekularni metod pro monitoring virt obilnin a trav

V Ceské republice je vyskyt BYDV a WDV v obilnych porostech velmi b&zny. Vyskyt WSMV
nardstd kazdym rokem na vyznamu a s ménicim se klimatem Ize tempo tohoto narlstu
ocekavat ¢im dal vyssi. Jejich v€asna detekce je pro metody ochrany plodin, které jsou prakticky

zalozZeny na insekticidnim oSetreni zaméreném proti vektordim virdz, stéZzejnim predpokladem.

Metoda qPCR je jednou z nejpresnéjsich a nejcitlivéjSich metod, které byly doposud vyvinuty.
Metodiky detekce a kvantifikace patogend pomoci RT-gPCR od roku 1999 pribyvaji. Jsou

rychlejSi, presnéjsi a citlivéjSi v porovnani stradicné vyuzivanymi metodami detekce a
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kvantifikace.. Z téchto divodl jsou vyuZivdny pro diagnostiku zemédélskych vzorkl i pro

aplikované ucely.
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Ekonomické aspekty

Tabulka 3: Finan¢ni ndro¢nost metod detekce vird obilnin.

Metodiky Potrebné kity

ELISA*

One-step
RT-PCR

Two-step
RT-PCR

PCR
(WDV)

Sérum (Sediag)

Desticky (Sediag)

Kryci félie (Sediag)

Plast+chemikalie

CELKEM

Izolace RNA (Spectrum Plant Total
RNA Kit (Sigma-Aldrich)

Reverzni transkripce + PCR (QIAGEN
One-Step RT-PCR Kit)

Agardza (LE SeaKemp Lonza)

TAE pufr do elektroforézy (Thermo
Scientific 50X TAE Buffer)

Barvivo SYBR Safe (Thermo Fischer
Scientific)

Gene Ruler 100 bp Plus Ready-to-use
(Thermo Fischer Scientific)

Primery (100 pM)

Plast

CELKEM

Izolace RNA (Spectrum Plant Total
RNA Kit (Sigma-Aldrich)

cDNA prepis (RevertAid First Strand
cDNA - ThermofFisher Scientific)

Go-Taq 2 Polymerase (Promega)

dNTPs 100 mM kazdy, Promega) -
redéni 2,5 mM

Primery (100 pM)

Agarézovy gel (podrobné rozepsano u
One-step RT-PCR)

Plast

CELKEM

Izolace DNA  (GenElute™  Plant
Genomic DNA Miniprep Kit Sigma-
Aldrich)

RN&za A (4 mg/ml, Promega)

Proteindza K (20 mg/ml, Fisher

ThermoScientific)

Cena za kit

10000 K¢/500 reakei

4300 K¢/ 60 desticek/30

jamek
4500 K&/ 100 ks

30 780 K¢& [ 250 vzorkd

11800 K¢/ 200 reakci a 25 pl

5 000 K¢ /[ 500 g [ cca 1000

geld/20 vzorkd

1913 K¢/ 11 koncentratu

2315 K¢/ 400 pl

1932 K&

cca. 350 K&

30 780 K¢ [ 250 vzorkd

7120 K& [ 133 reakci a 15 pl

5518 K¢

cca. 350 K¢

35000 K¢/ 350 vzorkd

2169 K&/ 1ml

762 K&/ 1ml

30

Cena
analyzu
jednoho
vzorku

40 K&
5 K¢
3 K¢e
50 K¢
98 K¢

123 K¢

60,00 K&

0,25 K¢

0,10 K¢

0,2 K¢

0,4 K&

0,04 K¢
50 K¢
234 K¢

123 K¢

54,00 K&

6,20 K¢

4,10 K¢

0,04 K¢

0,90 K¢

50 K¢

6,50 K&

0,40 K¢

Cena na
analyzu
jednoho
vzorku pfi
detekci trf
vird

40 K&

5 K¢

3 K&
50 K¢
98 K&

41 K&

60,00 K&

0,25 K¢

0,10 K¢

0,15 K¢

0,40 K¢

0,04 K¢
50,00 K¢

152 K¢

41 K<

18,00 K¢

6,20 K¢

4,10 K¢

0,04 K¢

0,90 K¢

50,00 K¢

120 K¢

N.A.
(WDVje
jediny
DNA
virus)

Cena
analyzu
virQ
jednom
vzorku

i
4 Citlivost
metody

120 K&

14 K¢

9 K¢

150 K¢

293 K& *

123 K¢
180,00 K¢&
0,75 K¢
0,29 K¢
0,45 K¢

0,40 K¢

0,12 K¢
150,00 K¢

455 K¢ **

123 K¢
54,00 K&

18,60 K¢

12,30 K¢

0,12 K&
3 K¢

150 K&

361 K¢E e P

N.A. (WDV
je jediny
DNA virus)



Fenol-Chloroform-lzoamylalkohol

(Sigma Aldrich) 2166 K& /100 ml 11 K&

Octan sodny (Sigma Aldrich) 1226 K¢/250 g 0,30 K¢&

EtOH Pure 600 KE /11 1ké

Go-Taq 2 Polymerase (Promega) 6,20 K¢&

dNTPs 100 mM kazdy, Promega) - N N

fedani 2,5 mMm 5518 K¢ 410K

Primery (100 pM) cca. 350 K¢ 0,04 K¢

Agardzovy gel (podrobné rozepsano u 0,90 K&

One-step RT-PCR)

Plast 50 K¢

CELKEM 179 K& w%xq[2%

Izolace RNA (Spectrum Plant Total M o " o "

RNA Kit (Sigma-Aldrich) 30 780 K& [ 250 vzorkd 123 K¢ 41 K¢ 123 K¢

;'/:)Df)R (ighhizeyd oy Sy bt Mo 12370 K¢ [ 833 reakci @ 12 pl 91,60 K& 91,60 K& 274,80 K&

Desticka (LightCycler® 480 Multiwell 13 560 K¢/ 50 destic¢ek a 384 o . .

Plate 384, white) v&etné folie jamek 2,10Ke 2,10Ke 6,30kKe

Primery (100 pM) cca. 350 K& 0,04 K¢ 0,04 K¢ 0,12 K&

Plast 50 K¢ 50,00 K¢ 150 K¢

CELKEM 267 K¢ 185 K¢ 554 K& RELS
Multiplex
IEGIVIERRS [zolace RNA (Spectrum Plant Total . , . . .
RT- RNA Kit (Sigma-Aldrich) 30 780 K¢ [ 250 vzorkd 123 K¢ 41,00KE 123 KL
qPCR**

cDNA prepis (RevertAid First Strand . . N . .

cDNA - ThermoFisher Scientific) 7120 K& /133 reakeia 15 pl 54 Ke 18,00 K¢ 54 K¢

gPCR (Lightcycler Probe Master mix) 12370 K¢/ 833 reakci 12 pl 45 Ke 45 K¢ 15 K¢

Desticka (LightCycler® 480 Multiwell 13560 K¢/ 50 desticek & 384 o . .

Plate 384, white) v&etné folie jamek 2,10Ke 2,10Ke 2,10Ke

Primery (100 uM) 1000 K¢ [ cca 2 ml (na cca 0,04 K¢ 0,04 K¢ 0,12 K&

Y H 15000 reakci) 104 104 ’
21000 K¢ [ cca 1 ml (na cca M

Sondy (100 pM) 15000 reakcl) 1,4 1,40 K¢ 4,2

Plast 50,00 K¢ 50,00 K¢ 50,00 K&

Celkem 276 K¢ 158 K& 248 K¢ ki

e U metody ELISA se predpokladd pouziti duplikatd.
e U metody RT-qPCR se predpokladd pouziti triplikatd.

Z ekonomického hlediska lze spatfit veliky rozdil v cenach mezi sérologickou metodou ELISA
(98K¢ na vzorek) a molekuldrnimi metodami (PCR, One step RT-PCR, RT-PCR, RT-qPCR), kde se

cena pohybuje mezi 179 K¢ pro detekci DNA viru WDV a cca 250 K¢ za detekci RNA vird). Vyssi
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cenu molekuldrnich metod Ize ospravedinit jejich vyrazné vyssi presnosti. Pokud ale chceme
v jednom vzorku urdit tfi rizné viry, coz je béZna praxe, nebot’ vSechny tfi jsou symptomaticky
zaménitelné, nejnizsi naklady lze spatfovat u metody multiplex, kdy detekce vSech tfi vir(i
vychdzi na 248 K¢ v porovnani s 293 K¢ za serologickou ELISA metodu. Tento vyrazny pokles

ceny je zplsoben jednotnou pripravou a zpracovanim vzorku od izolace az po qPCR.

Cena na analyzu
jednoho vzorku pri
detekci tif virt

Cena na analyzu tfi virl
v jednom vzorku

Cena na analyzu jednoho

Metodiky vzorku

ELISA 98 K¢

One-step RT-PCR 234 K¢ 152 K& 455 K&
Two-step RT-PCR 243 K& 120 K& 361K¢
. N.A. (WDV je jeding DNA N.A. (WDV je jediny DNA
O (WDV) 179Ke virus) virus)
SYBR Green | RT-gPCR 267 K& 185 K& 554 K&
Multiplex TagMan RT-qPCR ¥/ 128 K¢ 248 K¢

Dalsi velkou vyhodou metody (RT)-qPCR je rovnéz skutecnost, Ze v jednom béhu pfistroje lze
analyzovat vice vzorkd najednou (vice neZz 100 u pfistroje s adaptérem na 384 jamkovou
destic¢ku), ¢imzZ se uSetfi Cas, penize, lidskd prace i pfistroj na provadéni analyz. Pokud toto
mnozstvi vyndsobime 3 viry v multiplex metodé detekce, mizZe na jedné desticce soucasné
dochdzet k 300 detekcim jednotlivych vird najednou, coZ vyrazné zvysuje vykonnou kapacitu

laboratore.

Zaveér

Monitoring virovych chorob obilnin a ostatnich zemédélskych plodin je dileZitou soucasti
fytopatologickych opatreni. Pri vyskytu patogenu v urcité oblasti Ize pfijmout preventivni
opatreni zabrariujicim epidemickému Sifeni vir(i, a tim zabrdnit vysokym ztrdtdm na vynosu,
které virové choroby zpusobuji. Je rovnéz velmi dllezité kontrolovat trvalé travni porosty,
které jsou znamy jako rezervoary virovych patogend, a z nichZ je moznost prenosu na kulturnf
plodiny. Tato metodika poskytuje navod na velmi citlivou a presnou detekci 3 nejcastéji se

vyskytujicich obilnych virGi soucasné, ¢imzZ vyrazné Setri ekonomiku i ¢asové prostredky dané
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laboratore. V¢asna diagnostika je jednou z nejucinnéjSich metod prevence vyskytu epidemii

chorob.

Srovnani ,,novosti postupt

V CR ani ve svét& doposud nebyla zndma metoda schopna soudasné detekce tF nej¢astéjsich

virG v CR: BYDV, WDV a WSMV.

Popis uplatnéni metodiky

Metodika muze slouzit védeckym pracovnikiim ke studijnim tcel@im i pracovnik{im statni spravy
k monitoringu vyskytu jednotlivych obilnych vird na dzemi CR i jinde v Evropé&. Metodiku Ize
vyuzit k rutinni detekci BYDV, WDV a WSMYV, jakoz i k hlubSimu studiu téchto virdz pomoci
kvantifikacni metody RT-qPCR.
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