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I. Cil metodiky
Cilem metodiky je stanovit pfitomnost vird rodu Vitivirus v rostlinach révy vinné s vyuzitim
dvou nezévislych metod.

I1. Vlastni popis metodiky

Uvod

Metodika popisuje postup detekce dvou vyznamnych virt rodu Vitivirus napadajicich révu
vinnou.

Jde o tyto dva viry:

A virus révy vinné - Grapevine virus A - GVA

B virus révy vinné - Grapevine virus B - GVB

Tyto dva viry zpusobuji u révy vinné poruchy ristu, které se projevuji nejvice na srustu
podnoze a nastépované odridy. Tim dochazi ke snizovéani toku Zzivin a asimilati mezi
podzemni a nadzemni Casti rostliny, sniZovani Zivotaschopnosti kefe a tim 1 k sniZovani
vynost. Extrémnim pfipadem je inkompatibilita podnoze a naStépované casti, kdy
nasStépovand cast pfiroste jen malo a nadzemni ¢ast rostliny béhem tii let zcela odumira.
Ptiznaky virové infekce se na listech napadenych rostlin vétSinou neprojevuji.

Pfitomnost téchto virG v rostlindch révy vinné lze testovat snadno dostupnymi metodami
ELISA nebo RT-PCR. Test ELISA je levnéjsi, ale méné¢ citlivy. Ve vétsiné ptipadt vsak pro
stanoveni pfitomnosti jmenovanych virti postacuje. Test RT-PCR je drazsi, vétSinou vSak také
citlivéjsi (Kominek et al., 2009). Pouzivame ho také pro potvrzeni spornych vysledkl testu
ELISA.

Pozadavky na zdravotni stav mnozitelského materialu jsou dany zakonem ¢. 219/2003 Sb. a
navazujici vyhlaskou ¢. 332/2006Sb, které zapracovavaji i1 pfisluSné piedpisy Evropskych
spolecenstvi. Dle této platné legislativy je povinné testovani mnozitelského materidlu révy na
GFLV, ArMV, GLRaV-1, GLRaV-3 a u podnoZové révy jesté¢ GFkV. Testovani na GVA a
GVB tedy neni povinné, ale mizeme ho doporucit zejména pii podezieni na virovou
inkompatibilitu.

Podle nasich dlouholetych zkuSenosti je nize uvedeny postup nejspolehlivéjsi zptisob detekce
GVA a GVB v rostlinach révy vinné.

Metoda ELISA je méné citliva ve srovnani s RT-PCR a v n¢kterych vyhonech infikovanych
rostlin révy nemusi zachytit pfitomnost viru. U RT-PCR jsme tyto problémy nepozorovali,
pfesto je nutné dodrzet ndmi doporuceny postup a pouZzivat primérny vzorek z vice Casti
testované rostliny.

Co se doby odbéru tyce, nebyly pozorovany rozdily ve spolehlivosti detekce pii odbéru na
zacatku, v pribéhu nebo na konci dormance.

Ke kifiZzovym reakcim v ELISA nebo v RT-PCR u téchto virit nedochazi.



1. Vybaveni a chemikalie

1.1. Pristrojové zabezpeceni

PCR

- termocykler (napi. PTC200 od MJ Research)

- mrazici boxy -80 °C a -20 °C

- dokumentaéni systém (pracovi§té virologie VURYV je vybaveno dokumentaénim systémem

ChemiGeniusQ od SynGene, Ize pofidit i levnéjsi feSeni s cenou do 100 tis. K¢)

- digestof nebo laminarni box

- chladnicka (+4 °C)

- autoklav

- Vodni lazen

- tfeci misky s tloucky

- Vortex (mikrotfepacka)

- centrifuga na mikrozkumavky (neni zapotiebi chlazena, ota¢ky nastavitelné do 15 000 rpm;

s moznosti odstfed’ovat mikrozkumavky objemu 0,5 a 2,0 ml)

- sada mikropipet (0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 ul)
siln¢ doporucujeme pouzivat nékolik oddélenych sad pipet: jedna sada pro izolaci
RNA, druha sada pro pipetovani reak¢énich smési (premix PCR), tieti pro pipetovani
vzorkl a ¢tvrta pro pipetovani PCR produktii

- pH-metr

- laboratorni vahy

- horizontalni elektroforéza + zdroj

- mikrovlnna trouba

- vyrobnik ledové triste

ELISA

- chladnicka (+4 °C)

- pH-metr

- laboratorni vahy

- sada mikropipet (0,5-10 pl, 20-200 pl, 200—1000 pl)

- osmikanalova pipeta 20-200 pul

- ruéni homogenizator Bioreba, katalog Bioreba 400010 nebo

- elektricky homogenizator Bioreba Homex6, katalog Bioreba 400005

- promyvacka, napt. Hydroflex nebo Columbus firmy Tecan

- spektrofotometr, napt. OpsysMR firmy Dynex nebo Sunrise firmy Tecan

1.2. Material

PCR

- zahradnické nlizky, ostry niz

- skalpel s vyménnymi ¢epelemi nebo sterilizovatelny ntiz nebo sterilizovatelné niizky
- role alobalu

- vaZzenky

- stojanky na mikrozkumavky

- filtra¢ni papir, papirové ru¢niky

- laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce, lahve reagen¢ni s uzavérem — autoklavovatelné)
- tteci misky s tloucky

- 0,5 ml a 2 ml mikrozkumavky

- PCR zkumavky (velikost a typ podle pouzitého ptistroje)

- permanentni popisovac na sklo a na plast

- $picky pro mikropipety + boxy (sterilizovateln¢)



- VySetiovaci rukavice

ELISA

- zahradnické nazky

- ostry nliz

- skalpel

- role alobalu

- vazenky

- homogenizac¢ni sacky pro ELISA, katalog Bioreba 430100b
- laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce)

- $picky pro mikropipety

- mikrotitra¢ni desticky Nunc Maxisorp (dodava napt. Loewe http://www.loewe-info.com)
- lepici folie na desticky, katalog Alpha LW2697

1.3. Chemikalie a kity
PCR
- RNeasy Plant Mini Kit (50), katalog Qiagen 74904
- OneStep RT-PCR Kit (100), katalog Qiagen 210212
- primery: nutno je nechat nasyntetizovat na zakazku (napt. Sigma nebo Generi Biotech)
- GVA6591F 5" GAGGTAGATATAGTAGGACCT 3’
- GVA6862R 5 TCGAACATAACCTGTGGCTC 3’
- GvbA 5" GTGCTAAGAACGTCTTCACAGC 3’
- GvbS 5" AGTAGCCCTTCGTTTAGCCGC 3’
- SeaKem LE Agarose 1 kg, katalog Lonza 50005
- Tris Base, katalog Promega H5131
- Acetic acid, 1, katalog Sigma 45726-1L-F
- Ethidium bromide 1g, katalog Sigma E8751, pozor - vysoce toxicky, moZné nebezpeci
nevratnych acinki
- GeneRuler™ 100 bp Plus, katalog Fermentas SM0323
- EDTA, 100g, katalog Sigma E5134-100g
- Ficoll PM 400, 10g, katalog Sigma F4375
- Bromophenol Blue sodium salt, 5g, katalog Sigma B8026-5G
- Xylene Cyanol, 10g, katalog Sigma X4126-10G
- Orange G, 25¢, katalog Sigma 03756-25G
- 2-mercaptoethanol, katalog Sigma M3148. Pozor, 2-mercaptoethanol je toxicka latka!!
- sterilni redestilovand voda, nebo komeréné€ dodavana voda pro PCR
- Ethanol 100% p.a.
- tekuty dusik

ELISA

- Kit pro detekci GVA, vcetn¢ pozitivni a negativni kontroly. Dodava napi. Bioreba
(http://www.bioreba.com), Agritest (http://www.agritest.it), Sediag (http://www.sediag.com).
- Kit pro detekci GVB, vcetné pozitivni a negativni kontroly. Dodava napi. Agritest
(http://www.agritest.it), Sediag (http://www.sediag.com).

Doporucujeme kity od firmy Agritest, které pouzivame na pracovisti virologie VURV.

- p- nitrofenylfosfat, Sigma 71768, Loewe http://www.loewe-info.com prodava jako
"substrate tablets"

- Diethanolamine, Sigma D8885

- destilovana voda



Bézné chemikalie, dodava napi. P-lab, Lachema, Druchema, piip. Sigma - Aldrich a pod.
- NaCl

- KCI

- MgCl; x 6 H,0

- Na,HPO,

- KH,PO,

- Na,CO3

- N&HCOg

- NaOH

- HCI

- NaN;

- Tris

- PVP K25

- Tween 20

- BSA (bovine serum albumin)

1.4. Priprava roztoki

PCR

0,5M EDTA 200 ml

37,22 g EDTA prasek

doplnit vodou do 200 ml

upravime pH pomoci NaOH na hodnotu 8,0

FLB (Ficoll Loading Buffer) 10x, 15 ml
Ficoll 400 290

0,5M EDTA (pH 8,0) 1,25 ml
Bromophenol Blue 10 mg

Xylene Cyanol 10 mg

Orange G 20 mg

doplnit vodou do 15 ml

2% agarozovy gel

Objem pfipravovaného agarézového gelu zalezi na velikosti vanicky horizontalni
elektroforézy, kterou mame k dispozici. Podle toho si musi kazdy uzivatel této metodiky
prepocitat nasledujici recept: 2 g agarozy nasypeme do 100 ml pufru 1x TAE, smés agarozy a
pufru TAE rozehiejeme v mikrovinné troubé nebo na elektrickém michadle s ohfevem a jesté
horkou nalijeme do vanicky s hfebinkem. Nechame ztuhnout pfi pokojové teploté.

50XTAE - zasobni roztok:

242 g Tris baze

57,1 ml kyseliny octové

100 ml 0,5M EDTA (pH = 8,0)
doplnime redestilovanou vodou do 1 litru

1 X TAE - pracovni roztok:
20 ml 50xTAE doplnime redestilovanou vodou do 1 litru.



Ethidium bromid

zéasobni roztok: 2,5 mg/1 ml vody

davkovani 4 pl na 100 ml pufru TAE

Ethidium bromid je latka, kterd se vaze na Sroubovici nukleovych kyselin, kde pak pod UV-
lampou (312 nm) intenzivné rtizove fluoreskuje.

Ethidium bromid je mutagen, proto ve§kerou manipulaci s nim provadime v rukavicich.
Pro snizeni rizika kontaminace laboratofe je mozné ethidium bromid do gelu neptidavat a gel
po elektroforéze barvit v roztoku ethidium bromidu a odbarvovat ho v 1x TAE pufru.
Veskerou manipulaci s ethidium bromidem doporucujeme piesunout do zvIastni mistnosti s
dokumentaénim zatizenim.

Agardézové gely, vySetiovaci rukavice a plasty kontaminované ethidium bromidem
skladujeme oddélené v silnych PE pytlich. Likvidaci provadéji specialni firmy zabezpecujici
likvidaci nebezpecného odpadu. Roztoky a pufry se dekontaminuji ptimo v laboratofi pomoci
specifickych adsorp¢nich kolon, jejichz likvidaci opét zajistuji specidlni firmy na likvidaci
nebezpecného odpadu.

ELISA

Promyvaci pufr PBST (phosphate buffered saline+Tween): Tohoto pufru si pfipravime vzdy
alespon 10 litrt.

8,0 g NaCl

2,9 g Na;HPO,

0,2 g KH,PO,

0,2 g KCI

0,2 g NaNs

0,5 ml Tween 20.

Doplnime do 1 litru destilovanou vodou, zkontrolujeme pH = 7,4.

Extrakéni pufr pro révu

8,0 g NaCl

2,49 Tris

20 g PVP K25

0,2 g KCI

0,2 g NaNs

0,5 ml Tween 20

Doplnime do 1 litru destilovanou vodou, zkontrolujeme pH =7,4.

Konjugatovy pufr pro révu

8,0 g NaCl

2,4 g Tris

20 g PVP K25

0,2 g MgCl, x 6 H,0O

0,2 g KCI

2,0 g BSA (bovine serum albumin)

0,2 g NaN;

0,5 ml Tween 20

Doplnime do 1 litru destilovanou vodou, zkontrolujeme pH = 7,4.



Karbonat - bikarbonatovy potahovy pufr pro navazani IgG
1,59 g Na,COs nebo 4,29 g Na,CO3 x 10 H,O

2,93 g NaHCO4

0,2 g NaNs

Doplnime do 1 litru destilovanou vodou, zkontrolujeme pH = 9,6.

Substratovy pufr

97 ml diethanolaminu

0,2 g NaN3;

800 ml destilované vody

pH nastavime pomoci 36% HCl na 9,8 a doplnime destilovanou vodou do 1 litru

2. Odbér a priprava vzorku

Jako odebirané pletivo pro vSechny druhy testd lze pro tyto viry doporuéit jednoznaéné
dormantni jednoleté révi. Z testované rostliny je nutno odebrat tfi vyhony z riznych casti
rostliny, z nichz pak udélame primérny smésny vzorek.

Vyhodou tohoto materidlu je snadna manipulace s takovymto vzorkem a moznost jeho
dlouhodobého skladovani (az 2 roky) v chladu, pokud zabrdnime vyschnuti odebraného révi
napfiklad navlhéenym filtracnim papirem.

Testované révi ze tii Casti kefe nastfihame zahradnickymi nidzkami tak, abychom dostali z
kazdé casti jedno internodium (Usek révi mezi listy). Z téchto tii Casti sloupneme ostrym
nozem kuru - je to tenka hnéda slupka, ktera se vétSinou snadno loupe. Pod ni se nachazi jasné
zelend vrstva, coz je 1yko, které je pro nas testovanym pletivem. Pokud je tato vrstva hnéda, je
révi odumfelé a je nutno vzit jeho jinou ¢ast, ktera ma tuto vrstvu opravdu zelenou.

Zelenou cast = lyko pak Skrabeme dlouhymi tahy skalpelu na alobal polozeny na misce s
ledem. Skrabeme ze vsech tfi pfipravenych internodii, vysledny material promichame je$té na
alobalu skalpelem. NaSkrabany a promichany materidl pfeneseme k vaze. Na vaZence
odvazime 0,1 g pro test PCR, nasypeme do vychlazené tfeci misky a pokracujeme postupem
1zolace RNA, viz nize.

Potom ihned navazime také 0,3 g pro test ELISA, nasypeme do homogeniza¢niho sacku a
ihned zalijeme 3 ml extrak¢niho pufru pro ELISA a pokraujeme postupem ELISA, viz niZe.
Pokud nemtizeme provadét testy ihned, 1ze téZ naskrabané lyko zamrazit - to je nutno udélat
ihned po naskrabani a navazeni. Mrazime pii -20° C, 1épe pii -80° C. Trvanlivost takto
zamrazené¢ho materidlu je nékolik mésict bez ztrat citlivosti testu, ale nesmi rozmrznout. Pfi
zpracovani je potom nutno zabranit rozmrznuti vzorku, dokud se nedostane do extrakéniho
pufru, ktery obsahuje antioxidanty, branici destrukci rostlinnych bun€k a tim i pfitomnych
virovych ¢astic.

Pozitivni kontrola

Jako pozitivni kontrolu pouzivame rostliny révy vinné infikované testovanymi viry. Postup
piipravy vzorkl je stejny jako je uvedeno vySe u testovanych rostlin. Pro ELISA mtzeme
pouzit pozitivni kontrolu doddvanou vyrobcem kitu.

Negativni kontrola

Jako negativni kontrolu pouzivame rostliny révy vinné prosté testovanych virti. Postup
pfipravy vzorki je stejny jako u testovanych rostlin. Pro ELISA miiZzeme pouzit negativni
kontrolu dodavanou vyrobcem kitu.




3. Test RT-PCR
3.1. 1zolace RNA

Z kazdého testovaného vzorku je nutno nejprve izolovat celkovou RNA, kterd obsahuje i
virovou RNA, kterou pak nasledné detekujeme specifickym testem PCR.

VesSkeré prace s nukleovymi kyselinami provadime zasadné ve sterilnich rukavicich.
Veskeré materialy a chemikalie pouzivime vyhradné sterilované (autoklavované).

Pro izolaci RNA pouzijeme kit RNeasy Plant Mini Kit. Kit obsahuje podrobny ilustrovany
navod v anglictiné, uvadime zde pracovni preklad od Cestiny.

K pufru RPE se musi piidat ethanol: 44 ml ethanolu odméiime napiiklad odmérmym valcem,
nalijeme do RPE pufru a ozna¢ime na vicku.

Pro homogenizaci vzorku pouzivame pufr RLT, pied pouzitim se piidava 2-mercaptoethanol
v mnozstvi 10 pl /1ml pufru, pocitd se 1/2ml pufru na vzorek. Tedy pokud naptiklad
planujeme zpracovani 10 vzorkl, odlijeme si do kyvety 6 ml pufru RLT (s rezervou) a
ptidame k nému 60 pl 2-mercaptoethanolu. S 2-mercaptoethanolem pracujeme v digestofi, jde
jednak o toxickou, jednak o pronikavé zapachajici latku.

Dame do mraziciho boxu -20° C vymrazit potfebny pocet 2ml mikrozkumavek ve stojanku.

Navazeny vzorek (0,1 g viz vyse) rozetieme v tieci misce s tekutym dusikem na jemny
prasek. Homogenizace bez pouziti tekutého dusiku je sice moznd, ale je nutno dbat na
opravdu dukladné rozetteni testovanych pletiv. Lykova pletiva jsou tvoiena dlouhymi vlakny,
proto dbame, aby vSechna tyto vlakna byla opravdu rozetfena na praSek. Dukladnd
homogenizace vzorku je nezbytnym predpokladem spravné izolace RNA!

Ziskany prasek presypeme jesté pied rozmrznutim do 2ml mikrozkumavek vymrazenych v
mrazicim boxu. lhned pfiddme pfedem nastavenou pipetou 500 pl pufru RLT (pufr musi jiz
obsahovat 2-mercaptoethanol). Mikrozkumavky si bereme z mraziciho boxu jednotlivé na
kazdy vzorek.

Kazdou mikrozkumavku oznacime c¢islem vzorku a dame tfepat na vortex. Vzorky je nutno
vortexovat opravdu dikladné, na nejvyssi otacky po dobu minimalné 20 minut (lze je tfepat i
delsi dobu, naptiklad 2 hodiny - zde mizeme s vyhodou vyuzit pfestavku na obéd).

PopiSeme si fialové kolonky z kitu. Zvortexované vzorky prelijeme na kolonky, ptipadné si
pomizeme pipetou.

Fialové kolonky se vzorky odstfedime na centrifuze pti pokojové teploté pii 14 000 otackach
2 minuty.

Kolonky opatrné¢ vyndame z centrifugy a pieneseme do digestote, stdle obsahuji 2-mercapto
ethanol. Proteklou tekutinu pielijeme do novych popsanych 2ml mikrozkumavek (kolonky se
potom vyhazuji).

V dalsim kroku je dulezité zachovat pomér ethanolu a vzorku, takZe si U vzorku pipetou
orienta¢né odméiime objem.

Piidame 100% ethanol v objemu 1/2 objemu vzorku (pokud jsme ziskali naptiklad 300 pl
vzorku, ptidame 150 pl ethanolu.

Po pfidani ethanolu smés ihned promichame pipetou a pfemistime na pifedem popsanou
rizovou kolonku.

Odsttedime pii 10 000 otackach 1 minutu.



Proteklou tekutinu vylijeme do odpadu a zbytek vyklepneme na filtra¢ni papir.
Do vyprazdnénych rizovych kolonek napipetujeme 700ul pufru RW1 a odstfedime pti 10 000
otackach 1 minutu.

Tekutinu proteklou kolonkou znovu vylijeme a vyklepneme na filtraéni papir, ruzovy vrSek
kolonky vracime zpét na vyprazdnény spodek.

Do kolonek napipetujeme 500ul pufru RPE a opét odstiedime pii 10 000otackach 1 minutu.
Protekly pufr opét vylijeme.

Znovu do kolonek napipetujeme 500ul RPE a odstiedime pii 10 000otackach 2 minuty.

Pak vezmeme mikrozkumavky bez vi¢ek (nemusi se popisovat), pfemistime na n¢ kolonky a

znovu sto¢ime 14 000 otacek 2 minuty pro Uplné odstranéni ethanolu (pfitomného v pufru
RPE) z kolonek.

Z kitu vezmeme 1,5ml mikrozkumavky s vickem, popiseme si je ¢islem vzorku a datem. Na
mikrozkumavku posadime razovou kolonku. Pfidame do ni 50 pl vody (prosté RNaz) z kitu
(kolonku ihned zavirdme, abychom védéli, kde uz voda je).

Odstiedime pii 10 000otac¢kach 2 minuty, vicka mikrozkumavek jsou oteviena (nejdou zaviit,
jsou na nich kolonky) proti sméru otacenti, tj. vlevo.

Takto ziskame v mikrozkumavce izolovanou celkovou RNA ze vzorku. Kolonky vyhodime.
Mikrozkumavku s izolovanou RNA skladujeme pii pii -80° C. Takto vydrzi i nékolik let ve
stejné kvalité.

3.2. RT-PCR

3.2.1. Test na pritomnost GVA

Pouzité primery (Goszczynski and Jooste, 2003):

GVAGB591F 5" GAGGTAGATATAGTAGGACCT 3’ je amplifika¢ni primer.

GVA6862R 5" TCGAACATAACCTGTGGCTC 3’ je reverzni primer.

Amplifikovany fragment méa délku 272 bp, je na pozicich 6591-6862 v kompletni sekvenci
GVA XT75433 (Minafra et al., 1994). Tento sek se nachazi v rdmci genu pro obalovy protein
GVA.

Smichame v mikrozkumavce objemu 500 pl nasledujici slozky reakéni smési:

RNA 4 ul
GVAGB591F, koncentrace 100 uM/ul 0,6 wul
GVAG6862R, koncentrace 100 pM/pl 0,6 wul
voda 4.8 ul
celkem 10 ul
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Objem primerdt a vody vyndsobime poctem vzorkl vcetné kontrol (pozitivni a negativni),
piidame 1 vzorek jako rezervu. Uvadime piiklad pro 10 vzorki (8 vzorkl a 2 kontroly):

premix pro 10 vzorka

GVAG6591F, koncentrace 100 pM/pl 0,6 nl 6 ul
GVA6862R, koncentrace 100 uM/ul 0,6 ul 6 ul
voda 4.8 wl 48 ul
celkem 10 a6ul

Sm¢és piipravenou podle této tabulky si napipetujeme do pfedem popsanych mikrozkumavek
po 6 ul. Pfiddme 4 pul RNA.

Inkubujeme pii 100° C po dobu 10 minut (v termocykleru nebo na vodni 14zni) a nasledné
ochladime na ledu po dobu 5 minut, pak nechame 25 minut stat pfi pokojové teploté.

Ptidame nasledujici slozky, pouzivame OneStep RT-PCR Kit:
premix pro 10 vzorka

5x Qiagen Buffer 5 50 ul
dNTP mix 1 pul 10 pl
Q roztok 5 50 pl
Qiagen Enzyme Mix I ul 10 ul
voda 3 ul 30 ul
celkem 15 ul alspul

Celkovy objem PCR reakce tak ¢ini 25 pl, coz je polovicni objem oproti doporuceni
vyrobcee!!

Ihned po pfidani enzymatické smési (Qiagen Enzyme Mix) vlozime mikrozkumavky do
cykleru (PTC200) ptedehiatého na 45° C. Dale probiha nésledujici program:

45° C 45 minut

95°C 15 minut

94°C 45 sec.

50°C 45 sec. }40 X
72° C 1 min.

72°C 10 minut

10°C stale

Po skonceni reakce pfidame k reakéni smési 2 pl FLB (Ficoll Loading Buffer) a nand$ime na
2% agardzovy gel. Nanaseny objem zalezi na velikosti jamek v gelu. Na gel naneseme téz
vhodny marker. Elektroforéza probihd pti napéti 60 V u malého gelu (délky cca 15 cm).
Barviva pfitomna ve FLB ukazuji prub¢h elektroforézy, nechame dojet prvni oranZovy pruh
do vzdalenosti 1 cm od konce gelu (cca 1 hodinu). Vypneme zdroj, gel vyjmeme a umistime
na 10 minut do barviciho roztoku obsahujiciho Ethidium bromid. Prohlizime pod UV svétlem
v dokumentac¢nim systému. U pozitivnich vzorki pozorujeme produkt délky 272 bp (délku
porovnavame s markerem). Produkt stejné délky musi byt téZ u pozitivni kontroly. U
negativni kontroly nesmi byt pozorovany Zadné produkty reakce PCR. U vSech vzorki véetné
negativni kontroly je na gelu obvykle pozorovan rozmazany pruh délky cca 90 parii bazi, coz
jsou primery nespotiebované béhem reakce PCR.
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3.2.2. Test na pritomnost GVB

Pouzité primery (Minafra and Hadidi, 1994):

GvbA 5" GTGCTAAGAACGTCTTCACAGC 3’ je amplifika¢ni primer.

GvbS 5" AGTAGCCCTTCGTTTAGCCGC 3’ je reverzni primer.

Amplifikovany fragment ma délku 151 bp, je na pozicich 6983-7133 v kompletni sekvenci
GVB EF583906 (Moskovitz et al., 2008). Tento usek zahrnuje 3" konec genu pro obalovy
protein, kratky nekddujici tisek a 5° zacatek genu pro 13 kDa protein pro vazbu nukleové
kyseliny.

Smichame v mikrozkumavce objemu 500 pl nasledujici slozky reakéni smési:

RNA 4 ul
primer GvbS, koncentrace 100 uM/ul 0,6 ul
primer GvbA, koncentrace 100 uM/ul 0,6 wul
voda 4.8 ul
celkem 10 ul

Inkubujeme pii 100° C po dobu 10 minut v termocykleru nebo na vodni l4zni a nasledné
ochladime na ledu po dobu 5 minut, pak nechame 25 minut stat pfi pokojové teploté.

Piidame nasledujici slozky, pouzivame OneStep RT-PCR Kit (Qiagen):

5x Qiagen Buffer 5 u
dNTP mix 1 ul
Q roztok 5 ul
Qiagen Enzyme Mix 1 ul
voda 3 ul
celkem 15 ul

Celkovy objem PCR reakce tak ¢ini 25 pl, poloviéni objem oproti doporuceni vyrobce!!

Ihned po pfidani enzymatické smési (Qiagen Enzyme Mix) vlozime mikrozkumavky do
cykleru (PTC200) ptedehiatého na 45° C. Déle probiha nasledujici program:
45° C 45 minut

95°C 15 minut

94°C 45 sec.

50°C 45 sec. }40 X
72° C 45 sec.

72°C 10 minut
10°C stale

Po skonceni reakce ptfidame k reakéni smési 2 pl FLB (Ficoll Loading Buffer) a nandsime na
2% agarozovy gel spolu s vhodnym markerem (napt. GeneRuler 100 bp Plus). U pozitivnich
vzorkil obdrzime produkt délky 151 bp.
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4. Test ELISA

ELISA = Enzyme - Linked ImmunoSorbent Assay = enzymem zna¢eny imunovazebny test
Zde jde o metodu dvojitého sendvice protilatek (double antibody sandwich - DAS ELISA).
Protokol ELISA se muze liSit od zde popsaného postupu, zalezi na doporuceni dodavatele
kitu. Princip je vSak stejny.

Veskeré reakce provadime z praktickych divodt (Uspora reagencii) v objemu 100 pl, 1 kdyz
vyrobce uvadi objem reakce 200 pl.

4. 1. PotaZeni desticek protilatkami

Pro test se pouzivaji mikrotitracni desticky s 96 jamkami a plochym dnem. Protilatky
navazeme na povrch stén jamky. Proto fedime IgG v karbonat - bikarbonatovém potahovém
pufru, pH 9,6. Pouzité zfedéni je vétSinou dle udaji vyrobcee, nejcastéji 1:1000, tedy 10ul IgG
na 10 ml pufru, coZ je mnozstvi potfebné na jednu desti¢ku. Roztok IgG pipetujeme na
desticku, vzdy 100 ul do kazdé jamky. S vyhodou zde pouzijeme osmikanalovou pipetu.
Desticku poté inkubujeme 4 hodiny pii 37°C.

Po skonceni doby inkubace desticku promyjeme roztokem PBST. Desticka se promyva
tiikrat, po kazdém promyti nechame promyvaci roztok v jamkach tfi minuty. Pouzivame
automatickou promyvacku, kde si nastavime vhodny program. V pftipad¢ ruéniho promyvani
pouzijeme stficku, pomoci niz promyjeme vSechny jamky na desticce promyvacim pufrem
tak, aby poté zastal pufr v jamkach. Nechdame tii minuty stat, pufr z desticky vyklepneme do
vylevky a destic¢ku jesté vyklepeme na filtracni papir. Tento postup tfikrat opakujeme.

4. 2. Naneseni testovanych vzorki

Rostlinny materidl pfipraveny viz vySe homogenizujeme v homogenizaénim sacku s
extrakénim pufrem v poméru vétSinou 1:10 (navazka vzorku v gramech : objem pufru v
mililitrech), naptiklad 0,3 g vzorku a 3 ml pufru. Vzorek v sacku s pufrem homogenizujeme
bud’'to ru¢nim nebo elektrickym homogenizatorem. Z kazdého takto ziskaného homogenatu
nanasime po 100 pl do dvou jamek na desticce.

4. 3. Pozitivni a negativni kontrola, blank

Na kazdé desticce je nutno umistit tzv. blank. Jde o jamky s ¢istym extrakénim pufrem. Tyto
jamky slouzi pro odecet pozadi pii spektrofotometrické analyze desticky. Jako blank se
nejcastéji pozivaji dveé jamky v levém hornim rohu, poloha na desticce Al a A2.

Negativni kontrolu pouzivdme bud'to dodanou od vyrobce nebo vlastni. Umistujeme ji
nejcastéji pod blank, tedy na pozice B1 a B2.

Pozitivni kontrolu pouzivame opét dodanou od vyrobce nebo vlastni. Umist'ujeme ji nejcastéji
do levého dolniho rohu desti¢ky, pozice H1 a H2.

Desticku opét zalepime folii a inkubujeme pies noc pii 4°C. Druhy den desticku opét 3 krat
promyjeme roztokem PBST.

4. 4. Protilatky znacené enzymem

Na navazany komplex protilatka - virus navazeme nyni dalsi protilatku, tentokrat znacenou
enzymem. Konjugat fedime v poméru doporuceném vyrobcem, a to sice v konjugatovém
pufru, uvedeném v této metodice. Roztok konjugatu pipetujeme na desticku, opét 100 pl do
kazdé jamky desticky. Desticku zalepime novou cistou folii a inkubujeme 4 hodiny pii 37°C.
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Po konjugatu musime desticku promyt opravdu ditkladné, protoZze sebemensi zanechané stopy
konjugatu (tedy neodmytého enzymu) zptisobuji vysoké pozadi barevné reakce nebo falesné
pozitivni reakce.

Promyvame pétkrat roztokem PBST.

Obrazek 1: Schéma DAS-ELISA

L F =SR
i} il
1. Navazani Ig G na siény jamky desticlky.
pronn
o e SO =
= a = A
Yo ol
2. Navazani viru (antigenu)
prowmyh
;&():’ o j(‘%j)’ih-;
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3. Navizini Iz G kenjugovanych s enzymem.
prowyH
) ] o
e s l{Ehoy = =
R Yo

4. Enzymaticka reakee - vivoj £lutého zharveni.

4. 5. Enzymaticka reakce

Navazany enzym (alkalickd fosfatdza) $tépi bezbarvy p- nitrofenylfosfat na fosfatovou
skupinu a zluty nitrofenol. Uvolnéné mnoZstvi nitrofenolu je tmérné aktivité fosfatazy. Cim
je Zluté zbarveni sytéjsi, intenzivnéjsi (je vysSi absorbance pii 405 nm), tim je vyssi
koncentrace viru v testovaném vzorku.

Do kazdé jamky na desticce pipetujeme 100 pl roztoku substratu v diethanolaminovém pufru
(10 mg substratu na 10 ml pufru).

Desku inkubujeme pii pokojové teploté bez piistupu svétla (opét by mohlo dochazet k
samovolnému rozpadu p-nitrofenylfosfatu a tim k vysokému nespecifickému pozadi reakce).
V jamce, v niZ byl vzorek obsahujici testovany virus, dochazi k vyvoji Zlutého zbarveni
pusobenim zachyceného enzymu na substrat. Kde zadny virus nebyl, tam se konjugované
protilatky nemohou zachytit a jsou promytim odstranény.

Absorbanci pti 405 nm (zluté zbarveni) méfime spektrofotometrem.
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4. 6. Urceni pozitivni reakce

Za pozitivni reakci povazujeme tu hodnotu, ktera piekroci trojnasobek smérodatné odchylky
hodnot absorbance negativni kontroly. V praxi mizeme za orientacni hodnotu pozitivni
reakce povazovat hodnotu absorbance nad 0,100, pficemZ negativni kontrola by m¢la mit
hodnoty 0,010 a mén¢.

Seznam obrazki v metodice
Titulni strana: Modry Portugal, infekce A virem révy vinné
Obrazek 1: Schéma DAS-ELISA strana 14

Vsechny obrazky autor ing. Petr Kominek, Ph.D.
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IIT) Srovnani novosti postupi

Problematika detekce vitivirti révy vinné v podminkach CR byla v lotiském roce publikovana
jako ptivodni védecka prace (Kominek et al., 2009). Prakticka metodika je vSak v této podobé
publikovana vibec poprvé.

IV) Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urCena pro statni spravu v oboru rostlinolékafstvi, je zaméfena na detekci
vyznamnych patogend révy vinné - jejim uZivatelem je proto primarné Ustiedni kontrolni a
zkuSebni ustav zeméed€lsky, potencidlnim uzivatelem je téz Statni rostlinolékarska sprava.

V) Ekonomické aspekty

a) vycisleni nakladi na zavedeni postupii uvedenych v metodice

VétSina laboratofi, zabyvajicich se zdravotnim stavem mnozitelského materidlu, je pro
metody ELISA a PCR vybavena. Néklady na vybaveni zcela nové laboratofe by pak byly
nasledujici:

ELISA:

Programovatelny homogenizator 175 000 K¢
Automaticka promyvacka 115 000 K¢

Reader na desti¢ky ELISA 130 000 K¢
Velkokapacitni mrazici box, lednice 40 000 K¢

PCR
Termocykler 200 000 K¢
Dokumentacni systém 95 000 K¢

Celkem cca 755 000 K¢&. Pii vybaveni celé laboratofe najednou lze vyjednat s dodavateli
velké slevy.

b) vy¢isleni ekonomického prinosu pro uzivatele

Dle platné legislativy (zdkon 219/2003 Sb., vyhlaska 332/2006Sb) je testovani mnoZitelského
materialu révy povinné. Toto testovani je jednim z ukola UKZUZ, ktery je primarnim
uzivatelem této metodiky. Testovani zdravotniho stavu mnozitelského materidlu je vzdy
nakladem, jehoZ ptinosy lze u vytrvalych kutur jako je réva, vycislovat pouze s vyhledem do
vzdalenéjsi budoucnosti, tedy zlepSeni vykonostnich a jakostnich parametri hroznti a vina po
zavedeni ozdravenych a testovanych mnozitelskych materidlti do péstitelské praxe.

16



V1) Seznam pouzité souvisejici literatury

Goszczynski DE, Jooste AEC (2003): Identification of divergent variants of Grapevine virus
A. European Journal of Plant Pathology 109: 397-403.

Kominek P., Glasa M., Kominkova M. Analysis of multiple virus-infected grapevine plant
reveals persistence but uneven virus distribution. Acta Virologica 53, 2009: 281-285.

Minafra A, Hadidi A (1994): Sensitive detection of grapevine virus A, B, or leafroll-
associated 11l from viruliferous mealybugs and infected tissue by cDNA amplification.
Journal of Virological Methods 47:175-188.

Minafra A, Saldarelli P, Grieco F, Martelli GP (1994): Nucleotide sequence of the 3’ terminal
region of the RNA of two filamentous grapevine viruses. Archives of Virology 137: 249-261.

Moskovitz Y, Goszczynski DE, Bir L, Fingstein A, Czosnek H, Mawassi M (2008):
Sequencing and assembly of a full-length infectious clone of grapevine virus B and its
infectivity on herbaceous plants. Archives of Virology 153: 323-328.

V1) Seznam publikaci, které predchazely metodice
Kominek P., Kominkovéa-Bryxiovd M., Jandurovd O.M., Holleinova V. An RNA probe for
the detection of Grapevine virus A. Journal of Phytopathology 156, 2008: 762-764.

Kominek P., Kominkova M. Genetical and biological characterisation of Grapevine virus A
isolate from the Czech Republic. Plant Protection Science 44(4), 2008: 121-126.

Kominek P., Glasa M., Kominkova M. Analysis of multiple virus-infected grapevine plant
reveals persistence but uneven virus distribution. Acta Virologica 53, 2009: 281-285.

17



Metodika diagnostiky viri rodu Vitivirus v rostlinach révy vinné v CR

ing. Petr Kominek, Ph.D.

© Vyzkumny tustav rostlinné vyroby, v.v.i., 2011

ISBN: 978-80-7427-029-1

18



