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Anotace (Cesky):

Zakrslost pSenice (ptivodce Wheat dwarf virus - WDV) patfi mezi nejvyznamnéjsi
choroby obilnin v CR. Na na$em tizemi miiZze zptisobit velké hospodaiské $kody na
pSenici, je¢meni, tritikale, Zité a ovsu. Jedinym dosud znamym pienaseCem WDV je
kiisek polni. Jiné prenosy viru nejsou znamy. V této metodice jsou uvedeny metody
polymerazové tetézové reakce (PCR) pro citlivou detekci viru zakrslosti pSenice v kiisku

polnim a RFLP pro specifickou identifikaci je¢ného a pSeni¢ného kmene.

Anotace (anglicky):

Wheat dwarf (causal agent Wheat Dwarf Virus - WDV) is one of the most
important cereal diseases in the Czech republic where it can cause huge economic losses
in wheat, barley, triticale, rye as well as in oat. Psammotettix alienus is the only known
vector of WDV while another way of transmission is unrecognized. This methodology
describes a PCR assay for sensitive detection of Wheat Dwarf Virus in Psammotettix

alienus, and RFLP assay for barley and wheat strains specific identification.
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1 Cil metodiky

Cilem metodiky bylo vyvinout rutinni diagnostickou metodu pro spolehlivou detekci a

rozliSeni kment viru zakrslosti psSenice v jejich vektoru kiisku polnim. Pomoci v€asné
diagnostiky viru v prenasSeci je moZné urcit pribliZny procentudlni podil infek¢nich
jedincli- pfenasecii viru v porostu a tak predpovédét miru potencialni ndkazy rostlin na

daném uzemi jeSté pied samotnymi infekcemi rostlin nebo v jejich pocatecnim stadiu.

2 Vlastni popis metodiky

2.1 Uvod

Zakrslost pSenice (ptivodce virus zakrslosti pSenice, Wheat dwarf virus-WDV) patfi
let minulého stoleti na tzemi tehdej$tho Ceskoslovenska objevil a popsal J. Vacke.
(Vacke, 1961). WDV je rozsifren hlavné v Evropé, jeho vyskyt byl rovnéz zjiStén
v poslednich letech v severni Africe a Ciné. V oblastech péstovani ozimych obilnin patii
WDV mezi nebezpecného plivodce onemocnéni se sloZitou ekologii a schopnosti vyvolat
silné poskozeni rostlin nasledované jejich pred¢asnym odumienim. Z hospodarsky
vyznamnych rostlin $kodi v Ceské republice na pSenici (Triticum aestivum), je¢meni
(Hordeum vulgare), tritikale (Triticosecale) a Zité (Secale cereale), velmi vnimavou
hostitelskou rostlinou je i oves (Avena sativa). ZvySeny vyskyt choroby se zavaznym
poskozenim porostl je nejcastéji v nizsich polohach strednich, severnich, zapadnich a
vychodnich Cech a niz8ich polohach Moravy. Zmény klimatu jsou u nas spojeny se stéle
CastéjsSim vyskytem dlouhych teplych podzimi, tyto podminky vedou k vyssi
hospodarské Skodlivosti viru. V pripadech, kdy je provadéna insekticidni ochrana
porostt, roste nakladovost péstovani obilnin. V poslednim desetileti nékolikrat doslo v
radé oblasti k epidemickému vyskytu WDV u ozimych obilnin, ktery vyustil v radé
piipadi k vysokym vynosovym ztratam, piripadné k predcasné likvidaci porostu.

Predlozenda metodika se zaméruje na diagnostiku a rozlisSeni jednotlivych kment
virové zakrslosti pSenice ve vektoru tohoto zavazného onemocnéni pomoci
molekularnich metod PCR-RFLP. Uvodni kapitoly jsou vénovany stru¢nému popisu
onemocnéni a vektora choroby, kiiska polniho. MoZnosti ochrany proti viru zakrslosti

pSenice a monitoring vyskytu prenasSece jsou podrobné popsany v praci ,Metodika



ochrany obilnin proti viru zakrslosti pSenice a jeho vektoru kiisku polnimu“ (Ripl et al,,
2008). VySe zminéna prace, ze které byly Cerpany poznatky o tomto viru a jeho

prenasedi, krisku polnim, predchazela predloZené metodice.

2.2 Soucasna Kklasifikace a hostitelské spektrum WDV

WDV je DNA virus, jehoz molekula DNA je sloZena zjednoho kruhového vlakna.
Tento virus patfi do rodu Mastrevirus celedi Geminiviridae (Stanley et al., 2005).
Genome WDV se sklada ze ¢tyr otevirenych ctecich ramct (open reading frames-ORFs)
seskupujicich se do dvou jednotek: tzv. virion-sense ORFs kédujici protein potiebny pro
pohyb (movement protein-MP) a obalovy protein (coat protein-CP) a tzv.
komplementarni ORFs kédujici replikacni protein RepA a RepB (Schalk et al., 1989).

Soucasna nomenklatura rozdéluje virus na tii kmeny: psSeni¢ny kmen, jecny kmen
a ovesny kmen (Schubert et al, 2007). Na tzemi Ceské republiky se vyskytuje kmen
pSeni¢ny (WDV-W) a jecny (WDV-B). Jednotlivé kmeny se geneticky liSi (Kundu et al,,
2009), proto maji raznou virulenci a hostitelské okruhy. PSeni¢ny kmen je virulentné;jsi
a ma Siroké spektrum hostitelskych rostlin ¢eledi lipnicovité (Poaceae). Kromé pSenice,
jeCmene, ovsa, Zita a tritikdle se pSeni¢ny kmen vyskytuje na plané rostoucich a
plevelnych travach jako jsou oves hluchy (Avena fatua), svetepy (Bromus inermis, B.
sterilis, B. tectorum), jilky (Lolium multiflorum, L. perenne), lipnice ro¢ni (Poa annua) a
chundelka metlice (Apera spica-venti) (Vacke a Cibulka, 1999; Vacke, 1972). Hostiteli
jecného kmene jsou jeCmen, nékteré druhy rodu oves (Avena spp.) a zajeCi ocasek
(Lagurus spp.) (Lindsten a Vacke, 1991; Vacke et al., 2004). Uvedeny vycet hostitelli vSak
zdaleka neni uplny. Vyznamnymi rezervoary WDV v agroekosystému jsou obilni vydroly,
plevelné jednoleté travy (oves hluchy, chundelka metlice, svefepy a lipnice rocni).
DalSimi rezervoary jsou nékteré druhy trav vytrvalych travnich spoleCenstev. U téchto

druhi trav neni v jejich ptirozenych stanovistich presné znama jejich reakce na infekce.

2.3 Symptomy onemocnéni

Hlavnim priznakem virové zakrslosti psSenice u kulturnich obilnin spole¢nym pro
vSechny odridy je zakrslost rostlin zplisobena omezenim dlouzivého riistu. Nejvice
patrné jsou priznaky v dobé obvyklé pro pocatek sloupkovani. Zakrslost rostlin se

vyskytuje i u Zluté zakrslosti jecmene (ptivodce virus Zluté zakrslosti jeCmene, Barley



yellow dwarf virus- BYDV), tento priznak proto neni specificky. Dalsi priznaky virové
zakrslosti pSenice se jiz nevyskytuji vzdy, jsou rozdilné u jednotlivych druhi obilnin a
maji mensi diagnosticky vyznam. Castymi pfiznaky jsou odumfeni terminalniho listu, po
némz nasleduje odumreni zbytku odnoZe, deformace, prohybanti listd. Zloutnuti stargich
listi, predchazejici jejich odumfeni, zacina od Spicek. Inkubacni doba se pohybuje v
polnich podminkach za ptiznivych vegetacnich podminek od tfi az Sesti tydni. V tomto
obdobi probiha vyvoj choroby latentné. Na velmi casnych vysevech lze prvni symptomy
zaznamenat jiZz na podzim, jinak jsou symptomy choroby zaznamenatelné aZ po
prezimovani (Vacke, 1972). Na prezimovanych rostlinach je prvnim priznakem Zloutnuti
starsich listi, coZ neni pro virové zakrslosti specificky symptom, naopak specifické je, ze
nedochazi k prodluZovani a napfimovani odnoZi. Pro naruSeni normadlniho vyvoje je
nutna silna infestace rostliny virem, proto jsou intenzita i projev piiznaki zavislé na
ristové fazi v dobé infekce a latentnim obdobi.

U pozdéji napadenych rostlin ma choroba mirnéjsi priibéh. Virus zakrslosti pSenice
se Casto hlavné u ozimych obilnin v porostech vyskytuje ve smésnych infekcich s virem

Zluté zakrslosti jeCcmene.

Obr 1 A-C: JeCmen infikovany WDV a D: zdravd Obr 2 A-C: PSenice infikovand WDV a D- zdrava
kontrola (Foto J. Vacke. VURV, Praha) kontrola (Foto J. Vacke. VURV, Praha)



2.4 Vektor WDV, krisek polni (Psammotettix alienus)

2.4.1 Biologie kriska polniho

Krisek polni Psammotettix alienus (Dahlbom, 1850) je jediny dosud znamy
prenasec viru zakrslosti pSenice. Jedna se o holarkticky druh s potravni vazbou na radu
druhti rostlin Celedi lipnicovité, vyskytujici se na polich, loukach a mezich (Guglielmino a
Virla, 1997). V naSich podminkach vytvari 2 - 3 generace, i kdyZ treti generace je
vétSinou jen c¢astecna (Malenovsky, 2006). Prezimujicim stadiem je vajicko nakladené do
pletiv obilnin a ¢astecné i trav, ze kterého se lihnou nymfy prvniho instaru zpravidla v
poloviné kvétna, v teplych letech jiZz koncem dubna (Vacke, 1971). Dospélci prvni
generace se objevuji obvykle po¢atkem cervna, kdy dochazi k ¢astecné migraci jedincii z
porosti ozimych obilnin na jafiny, popf. na travnata stanovisté. Nymfy 2. generace se z
vétsi ¢asti lihnou jesté pred sklizni obilnin, zbytek aZ po sklizni. Tyden po sklizni se na
strnisti nachazi jak dospélci, tak nymfy vSech instarl, které pocetné prevladaji. Ze
sklizenych ploch migruji postupné se lihnouci imaga na stanovisté s bohatSi vegetaci,
jako jsou travnaté plochy a obilni vydroly. Na podzim, po vzejiti ozimt, nasleduje pielet
na vzeslé vysevy (Vacke, 1971). Popula¢ni maximum kriska polniho je dosahovano v
srpnu a zaf{ na vydrolu obili (Manurung et al., 2000). Dospélci a nymfy kriska prezivaji v
porostech ozimych obilnin do prvnich mrazt. Dvoudenni teploty pod minus 5 °C krisky
zahubi (Busch, 2008). Do jara prezivaji jen diapauzni vajicka. Pocet vajicek nakladenych
jednou samici je v rozmez{ 24 az 175 kusii a pti letnich teplotach trva jejich vyvoj 9 - 14
dni (Vacke, 1971). Prvni diapauzni vajicka jsou kladena od konce srpna (2 - 20 %
vajicek), 100 % diapauznich vajicek je kladeno od poloviny zari. Kladeni diapauznich
vajicek zavisi na délce dne (Manurung, 2002). Délka vyvoje nymf od vylihnuti z vajicka
po preménu v dospélce trva na pSenici pri teplotach kolisajicich mezi 18 a 26 °C 26 az 34
dnti (Vacke, 1971) a za 7 dni po vylihnuti dospélce je samice schopna klast prvni vajicka
nové generace (Manurung et al,, 2005). Délka zZivota dospélcti je zna¢né variabilni, od
nékolika dnii az po Sest tydni, vyjimecné i 8 - 10 tydni (Vacke, 1971). Kiisku polnimu
vyhovuje teplé a suché pocasi. Chladné pocasi v casném lété ma negativni vliv na vyvoj
nymf, coz se mlZe projevit snizenim populacni hustoty nasledujicich generaci a pretrvat
i do dalsiho roku. Naopak teply podzim prodluZuje dobu kladeni diapauznich vajicek a

nasledny rozvoj populace v dalsim roce (Lindblad a Arend, 2002).



2.4.2 Popis kriska polniho

Télo dospélce je Spinavé nazloutlé aZz Zlutohnédé. Vrchni strana hlavy je kratsi nez
Sirka mezi o¢ima, asi tak dlouha jako pronotum, viceméné zretelné a typicky skvrnita,
temeno vpredu pravouhlé. Na svétle hnédém postklypeu je pricné hnédé pruhovani. Na
predohrudi je pét, Casto nezietelnych bélavych podélnych pruhi, piedni okraj
predohrudi je rezavé Zluty a hnédé teckovany. U predniho okraje stifedohrudi jsou Ctyfti
skvrnky. Predni kridla jsou delSi nez zadecek, Zilky bélavé hnédé az cerné skvrnité
vroubené. U svétlych jedinctl jsou Zilky vroubeny jen misty. Nohy jsou svétle okrové
bélavé, na zadnich holenich jsou u korend trnli Cerné tecky. Zadni chodidla tmava.
Velikost 3 aZ 4,5 mm (Javorek, 1978). Nymfy jsou podobné dospélciim, avSak nemaji
vyvinuta kiidla a pohlavni organy (proména nedokonald). V priibéhu vyvoje prochazi
péti instary, které se od sebe liSi predevsim velikosti. Paty instar ma zretelné vyvinuty
pochvy kridel, které presahuji za polovinu télesné délky. Zbarveni téla je bud svétlé
nebo tmavé, pricemZ obé barevné formy se mohou vyskytovat na stejném stanovisti

soucasné (Manurung et al., 2005).

Obr 3 Dospélec kriska polniho. (Foto K. Holy) Obr 4 Nymfy kriska polniho (Manurung et
al. 2005)



2.5 Zptsob prenosu WDV a ekologie choroby

Dosud je schopnost prenosu viru WDV z nemocnych na zdravé rostliny bezpecné
potvrzena jen u jediného prenaSece - kriska polniho. Virus se prenasi perzistentné
nepropagativné (nemnozi se v téle prenasSecCe). Neni prenosny transovarialné (pres
vajicko na potomstvo) ani mechanicky ¢i osivem. Prenos viru zacina sanim floemové
Stavy s Casticemi viru z napadené rostliny, které jsou po priichodu travicim traktem
vektora transportovany do slinnych Zlaz. Pozdéji pri opétovném sani se virova inokula
dostavaji spolu se slinami do rostliny a tim dochazi k infekci zdravych rostlin. Kiisek
polni je schopen ziskat virus jiZ pti 5-ti minutovém sani na infikované rostliné. Vironosni
kiisci mohou uspésné pienést virus na zdravou rostlinu béhem 15-ti minutového sani.
Preinfek¢ni doba viru u kiiskd byva obvykle 1 az 4 dny. Krisek polni uchovava WDV v
téle a prenasi jej po dobu az 50 dni, coz znamena prakticky po cely svijj zivot. (Vacke,
1971). I kdyz je krisek polni jedinym znadmym vektorem WDV, dva dal$i druhy rodu
Psammotettix (P. confirmis a P. helvolus) a dalSich vice nez 15 druhi se muze v
podminkach stredni Evropy vyskytovat v porostech obilnin (Mehner et al, 2003).
Potencialnimi vektory WDV tak mohou byt jesté dalsi druhy kiiski, zejména uvedené
dva druhy z rodu Psammotettix. Vérohodné potvrzeni nebo vyvraceni této hypotézy je
predmétem dalsitho vyzkumu. VSechny instary nymfy a dospélci jsou schopni prenaset
tento virus, avSak akvizice WDV u jednotlivych instarid obvykle kolisa (Mehner et al,
2003). Pfenos viru dospélci mize byt bud’ lokalni v ramci porostu, nebo daleky pfti
migraci na nova stanovisté. ProtoZe nymfy nemaji vyvinutd kiidla, prenaseji virus
lokalné. Velmi atraktivni jsou mladé rostliny Stavnatych kulturnich obilnin. Krisci se
proto v 1été ve velkém mnozZstvi stéhuji na obilni vydroly a na podzim na nové vysevy
oziml (kde dochdazi k primarni infekci porostu). Z hlediska infek¢niho cyklu a vyvoje
faze tretiho listu, zejména porosty s casnym zavleCenim viru mohou byt chorobou zcela
zniCené. Na jafe dochazi k Sifeni infekce nymfami vylihlymi z prezimujicich vajicek a
nakaZenymi pri sani na nemocnych rostlindch (sekundarni rozSifovani infekce v
porostu). Hostitelem kriska polniho jsou i nekulturni plané travy, predpoklada se proto i
migrace mezi volnymi plochami a obhospodafovanymi pozemky a dlouhé migracni
obdobi. Nékteré odriidy obilnin kiisek polni vice preferuje, odriidova preference je proto

urcitym faktorem rozhodujicim o mife napadeni porostli. Zajimava je i uvadéna stridava
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infekceschopnost a neinfekceschopnost nakazenych jedinci jak u dospélcti, tak u nymf.

(Vacke, 1971).

2.6 Diagnostika WDV

Pro diagnostikovani virového onemocnéni je mozné aplikovat nékolik metod. Mezi
metody s vyznamem pro rostlinolékarskou diagnostiku patfi:

¢ Polni diagnostika

e ELISA test

e Testovani pomoci PCR

Polni diagnostika je zaloZena na symptomatice. Je zde nutna urcita zkuSenost
hodnotitele, neumoziiuje ndm bezpecné zjistit pri¢inny vir. Jeji aplikovatelnost prichazi
az v dobé, kdy se na rostlinach projevuji priznaky, coz je u oziml nékdy koncem brezna
a v pribéhu dubna. Projev ptiznaki umoznuje zhodnotit zdvaznost poskozeni porostu v
celé jeho plose i se snadnym vyhledavanim piipadnych ohnisek napadeni. Velka
vypovidaci hodnota je vSak sniZena obdobim, kdy je mozné polni diagnostiku provadét,
pro likvidaci silné zasaZzeného porostu a jeho rfadné nahrazeni jinou plodinou je prilis
pozdé.

ELISA test je laboratorni sérologickd metoda vyuZivajici protilatek, kdy je vzorek
testovan na pritomnost virového proteinu. K diagnostice vira v rostlinném materialu se
pouziva jeho modifikace DAS-ELISA test (Double Antibody Sandwich - Enzyme Linked
Immunosorbent Assay). Kromé prisluSného pristrojového vybaveni je nutné mit
k dispozici specifické protilatky na protein viru. Je mozné zpracovat velké mnoZstvi
vzork(, je nutné vsak peclivé pristupovat k jejich odbéru, aby byl ziskan dostatecné
reprezentativni vzorek. Odbér reprezentativniho vzorku je viibec nejzodpoveédné;jsi ¢asti
diagnostiky ELISA testem. ELISA test je spolehlivym nastrojem pro rozliSeni pricinného
viru priznakovych rostlin. Citlivost testu je urcitym rizikem v latentni fazi choroby.

Testovani vzorkli pomoci PCR (Polymerase Chain Reaction) predstavuje pii
diagnostice viru WDV laboratorni detekci vyskytu virové DNA v odebraném vzorku s
mimoradnou citlivosti zaru¢enou mnohonasobnym namnoZenim vhodné c¢asti DNA, jejiz
pritomnost se poté stanovi gelovou elektroforézou. Pro pozitivni vysledek staci
teoreticky zachytit i jedinou molekulu DNA - jedinou castici viru v testovaném vzorku.

Nevyhodou je vysoka cena testovani vétStho mnozstvi vzorkd.
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2.6.1 Polymerazova retézova reakce (Polymerase chain reaction-PCR)

V této metodice je uveden protokol pro duplex PCR. V reakci jsou poZity primery pro
univerzalni detekci pSenicného a jecného kmene WDV. Amplifikovany produkt délky
802 bp nas jednak informuje o pritomnosti resp. nepritomnosti viru WDV ve vzorku
kriska polniho a jednak slouZi jako vychozi produkt pro nasledné Stépeni restrikcni
endonukledzou (RFLP), jimzZ lze urcit kmen viru. Druhy par primert amplifikuje usek
DNA ¢asti konzervativniho tiseku ribozomalni DNA celedi Cicadellidae. Tento usek slouZzi

jako tzv. vnitini kontrola, kterd potvrzuje spravnost izolace DNA a provedeni PCR.

2.6.1.1 Odbér vzorku

Odbér kriska polniho provadime na podzim na vzeslych vydrolech, v ponechaném
zeleném strnisti anebo na mezich a travnatych cestach v blizkosti budoucich ozimi a
potom vcas 1x na vzeSlych ozimech. K odbéru pouzivame smykani entomologickou siti.
Smykame za slunného a bezvétrného pocasi po oschnuti rostlin. Aktivita kiiski kles3, je-
li teplota niZsi neZ 10°C, optimalni teplota pro smykani je od 15 °C. Do sité mohou byt
odchyceni dospélci i nymfy. Pro spolehlivou determinaci druhu pouZivame pouze
dospélce, které vybirame ze smykadla exhaustorem. Poté homogenizujeme kaZdého
jednotlivého kiiska samostatné (viz. kapitola 8.2) a ztakto pripravenych vzorki
izolujeme DNA.

Odbér na jare provadime u nymf 1x na ozimech (od poloviny kvétna, kdy lze jiZ
predpokladat vylihnuti nymf z vaji¢ek). Vybirame prednostné prosvétlena ridSi mista
porosti. Jarn{ infekce ozimi a jatfin vSak nemaji takovy vyznam a hospodaisky skodlivé
jsou pouze zridka. U jarin jsou vétSinou infikovany rostliny v okrajovych partiich

pozemku.

2.6.1.2 Homogenizace

Pred samotnou homogenizaci vloZime kriska polniho (vzdy jednoho jedince) do
1,5 ml zkumavky. Umisténim mikrozkumavky do tekutého dusiku nebo do mraziciho
boxu provedeme usmrceni Kkiiska. Takto pripravené vzorky miizeme uchovavat pri

teplotach pod minus 20° C aZ po nékolik let.
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Vlastni homogenizaci nelze provadét béznym zplisobem tfenim vzorku v tieci
misce v tekutém dusiku. Vzorek je prilis maly pro tento zpiisob zpracovani a rozhodné
by nebylo mozné prenést tento vzorek kvantitativné z treci misky do mikrozkumavky
k nasledné izolaci DNA. Proto se k homogenizaci pouZiva minishaker (Pellet pestles a
Cordless motor, Sigma - katalogové ¢. Z359971 (Obr 5, 6), kterym se krisek rozdrti
primo ve zkumavce. Homogenizaci provadime tésné pred samotnou izolaci DNA.

Khomogenizaci pouzijeme chemikalie zkomeréniho extrakéniho kitu
MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit firmy Epicentre. Nejdrive si tedy
do zkumavky o objemu ftadové nékolik ml (velikost zkumavky zvolime podle
odpovidajictho mnoZstvi vzorkd, které se chystdme homogenizovat) pripravime lyzacni
roztok smichanim 300 ul Tissue and Cell Lysis Solution a 1 ul Proteinase K na jeden
vzorek (roztok pripravujeme vzdy Cerstvy a pro takovy pocet vzorkd, z néhoz budeme
nasledné izolovat DNA). Do 1,5 ml zkumavky s kiiskem ptridame 10 pl pripraveného
lyzacniho roztoku a pomoci minishakeru kriska rozdrtime tak, aby v roztoku nebyly
viditelné vétsi ¢asti (cca 30 - 60 s, popripadé i déle). Poté doplnime objem na 300 pl
z pripraveného roztoku (tj. pridame 290 pl lyza¢niho roztoku).

Dilislednd homogenizace (rozdrceni kiiska ve zkumavce) je velice dilezitym
krokem pro ziskani poZadovaného mnoZstvi DNA. Ponechani vétSich castic kiiska
v homogenatu miize vést k citelnému sniZeni extrahované DNA ve vzorku, coz by mohlo
homogenizacni ty¢inku (Obr 6 B) pro kaZzdy vzorek. Tycinky musi byt vidy pred

pouzitim sterilizovany v autoklavu.
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Obr 6 Motor (A) a vyménna homogeniza¢ni tycinka (B) (Sigma)

2.6.1.3 Izolace DNA

Proizolaci celkové DNA z kiiska polniho doporucujeme pouzit komerc¢ni extrakéni
kit MasterPure™ DNA and RNA Purification Kit firmy Epicentre Biotechnologies. Kromé
tohoto kitu jsme testovali i komerc¢ni extrakéni soupravy GenElute™ Plant Genomic DNA
Miniprep Kit (Sigma) a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). OvSem nami vyizolovana DNA
témito Kkity nedosahovala pozadovanych parametri. Namérend koncentrace DNA
ziskana pomoci kitu firmy Qiagen byla velice nizka (fadové 10 x niZ$i neZ u kitu firmy
Epicentre) a koncentrace DNA extrahovana kitem firmy Sigma byla dokonce
spektrofotometrem nedetekovatelna.

Komercni kit MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit firmy Epicentre
Biotechnologies nepouzivd kolonkovy systém izolace DNA jako kity vyrobcli Qiagen a
Sigma, ale nukleové kyseliny se ziskavaji precipitaci a naslednym vytvorenim pelety
DNA (Shanke a Watson, 2009). Tento kit dale umoziiuje izolaci jak DNA tak i RNA (i
oboji). Izolaci provadime podle navodu vyrobce. Na obr 7 je znazornéno prehledné

schéma izolace DNA timto kitem.
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Protokol izolace DNA komerc¢ni soupravou MasterPure™ DNA and RNA

Purification Kit (Epicentre)

A. Lyza

1. Lyzi bunék jsme castecné provedli v pribéhu homogenizace vzorku pomoci
minishakeru v lyza¢nim roztoku

2. dale inkubujeme homogenizované vzorky ve vodni lazni pfi 65 ° C 15 minut

(vortexujeme kazdych 5 minut)

B. Precisténi

3. ochladime vzorek na 37 °C a ptidame 1 pl (5 pg / pl) Rnase A ke vzorku a dobte
promichame

4, inkubujeme pii 37 ° C po dobu 30 minut
umistime vzorky na led na 3 - 5 minut

6. pridame 150 pl MPC Protein Precipitation Reagent k lyzovanému vzorku a
dikladné vortexujeme po dobu 10 sekund

7. centrifugujeme vzorek 10 min. pfi 14 000 rpm (timto vznikne peleta necistot -
pokud je vyslednad peleta Cista, mala nebo neni, pridame dalSich 25 pl MPC
Protein Precipitation Reagent, promichame a centrifugaci znovu vytvoiime
peletu necistot).

8. preneseme supernatant do ¢isté mikrocentrifugacni zkumavky a vyhodime peletu

C. Precipitace DNA

9. pridame 500 pl isopropanolu* do odebraného supernatantu a nékolikrat (asi
30-40 x) prevratime zkumavky, aby doslo k fadnému promichani (nevortexujeme)
10.  peletu obsahujici DNA centrifugujeme pfi 4 ° C 10 minut v centrifuze pti 14 000
rpm

11.  opatrné odlijeme isopropanol bez poruseni pelety
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12.

13.

14.
15.

16.

Promyti DNA

piridame 500 pl 75 % ethanolu® - opatrné, aby se neporusila peleta a kratce
centrifugujeme pokud neni peleta usazena.

opatrné odlijeme ethanol bez poruSeni pelety

nasleduje druhé promyti (tj. opakujeme krok 12 a 13)

pipetou opatrné odstranime vSechen rezidualni ethanol a vysuSime peletu
v exikatoru nebo oteviené zkumavky obratime dnem vzhiru a vysusime na Cisté

buniciné pii pokojové teploté

Rozpusténi DNA
vysuSenou peletu DNA rozpustime v 35 pl TE pufru (TE Buffer) pomoci pipety

nebo na tiepacce pri nizsich otackach

* r ~ 7 r W r
neni soucasti extrakéni soupravy

16



Ligguict Cells Tissue Coat Blood
l | | |
=
Lyse cells
{For pure DNA, treat with RMase)

’

Precipitate and
spin down proteins

Fetain Discard
supernatant + proten pellet

Precipitate and wash
DA or total nucleic acid

Resuspend
MA or total
ucleic acid

For pure RRNA

it Treat with DMase

i} Precipitate DNase

ill} Precipitate, wash &
resuspend RNA

Obr 7 Schema izolace DNA pomoci sady MasterPure™ DNA and RNA Purification Kit.

zdroj:Epicentre Biotechnologies

Kvalitu izolované DNA méiime spektrofotometricky. Vzorek nejdrive naredime
v TE pufru, obvykle 1 : 9 (DNA:TE pufr). Absorbanci méfime pti 260 nm a pfi této vinové
délce absorbance (Az60) 0 hodnoté 1,0 odpovida 33 pg jednovlaknové DNA na ml. Cistotu
vzorku lze posoudit z poméru absorbanci pfi 260 nm a 280 nm. Cistota vzorku
nukleovych kyselin, vyjadirena pomérem A260/A280 by se méla pohybovat mezi 1,8 a
2,0.

2.6.1.4 Vhodné primery pro PCR

Na zakladé analyzy sekvence WDV z genové banky NCBI byly navrZzeny primery v
konzervativnim useku genomu WDV. Tyto primery amplifikuji PCR fragment o velikosti
802 bp spolecny pro oba kmeny WDV, nebot maji homologii sekvence v daném tuseku,

ve kterém je primer navrzen.
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Dale byly navrZeny primery pro amplifikaci 257 bp dlouhého useku DNA kiiska
polniho. Tento usek bude slouZit jako tzv. vnitini kontrola a informuje nas o spravné

provedené izolaci DNA a PCR.

Tab. 1 Primery pouzité k amplifikaci duplex PCR.

Primer Sekvence Pozice Tm (°c) GC (%)
V1Fr 5-CGGCTTTTCGTGTGAGTGCGC-3’ 30 - 48* 65,8 61
V2Rev2 5-GGCATCGTAAAGATGTCAGTGG-3’ 810-831* 60,4 50
PS1F 5-AAAGCATTTGCCAAGTATGTCCTCG-3"  1037-1061** 64 44
PS2R 5-TGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGG-3’ 1271-1294** 64 45,8

* Pozice odpovida sekvenci F]546181.1 genové banky NCBI.
**Pozice odpovida sekvenci GI:532983 genové banky NCBI.

2.6.1.5 Duplex PCR

Pfi duplex PCR jsou v reakci soucasné syntetizovany kopie dvou odliSné dlouhych
usekli DNA najednou. Vyhodou duplex PCR oproti ,obycejné“ PCR je snizeni Casové
narocnosti a finan¢nich naklada na jednu reakci.

Pfi PCR pouzijeme v mastermixu 0.6 pl kazdého primeru (viz tab. 1) o koncentraci
10 uM (pti kone¢ném objemu jedné reakce 25 pl) a 1 pul cDNA.

PCR podminky se mohou liSit podle pouZivané polymerazy, proto zde jen pro
ilustraci uvedeme protokol za pouziti Go Taq polymerazy s 5X Green GoTaq™ reakénim

pufrem (Promega).

Mastermix 25 pl se v tomto pripadé sklada z
5x Green Go Taq pufru (1.5mM MgCl2)
10mM dNTPs
0.6 pl kazdého primeru (viz tabulka ¢.1) o koncentraci 10 uM
0.15 pl GO Taq polymerazy
a doplnime RNase-free H20 do celkového mnoZstvi 24 pl.

Rozpipetujeme a pridame 1 ul DNA.
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Podminky reakce jsou nasledujici:

KROKY PCR teplota cas pocet cyKkli
Inicialni denaturace 95°C 2 min 1
denaturace 95°C 20s

dosedani primert 60°C 30s 34
polymerizace 72°C 1 min.

konec¢na polymerizace 72°C 10 min. 1
chlazeni 4°C 0

2.6.1.6 Vizualizace a hodnoceni PCR produktt

Vizualizace PCR produkti probiha za pomoci eletroforetického rozdéleni
fragmentl v agar6zovém gelu (je doporuceno pouziti 2,0 - 2,5 % gelu) s predchozim
oznacenim DNA za pouZiti etidium bromidu (0,5 pg/ml) nebo Syber Greenu (0,1 ul Syber
Green/ 10 ml gel). Agar6zovy gel se pripravuje v TAE (40 mM Trisacetat, 1 mM EDTA,
pH 8) nebo TBE pufru (89 mM Tris base, 89 mM kyselina trihydrogenborita, 1 mM
EDTA, pH 8). Etidium bromid nebo Syber Green se miize pridavat bud’ primo do gelu,
nebo namichat do PCR produktu. Z hlediska bezpecnosti prace vSak doporucujeme
pouzivat Sybr Green, u kterého nebyl prokazan negativni dopad na lidsky organismus. 5
ul produktu obarveného barvivem (1 pl 6x DNA Loading Dye) je nanaSeno na gel a
podstoupeno 3-9 V/cm po dobu 60 - 90 minut dle velikosti gelu.

PCR fragment 257 bp je interni kontrola, ktera informuje o spravnosti izolace DNA
z krisku polniho a o provedeni PCR (vZdy musi vzniknout produkt velikosti 257 bp).
Fragment 802 bp je pro specificky pro detekci WDV (viz. Obr 8). Pokud nevyjde 257 bp,

je nutno zopakovat PCR nebo i izolaci (chybna izolace, inhibice PCR, atd.).
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802 bp

257 bp

Obr 8 PCR produkty WDV pozitivnich vzorki. Amplifikovany produkt WDV ma délku 802 bp.
Produkt délky 257 bp je vnitini kontrola. M je DNA marker - rozliSenf 100 bp (Fermentas).

2.6.2 Délkovy polymorfizmus restrik¢énich fragmenti (Restriction fragment

length polymorphism-RFLP)

Délkovy polymorfizmus restrikénich fragmentli (Restriction fragment length
polymorphism-RFLP) je metodou charakterizace DNA pomoci jejiho Stépeni
restrikénimi endonukleasami na fragmenty. Identifikace a analyza produktd Stépeni se
provadi elektroforetickym délenim. Je znamo velké mnoZstvi komerc¢né dodavanych
bakterialnich restrikénich endonukleas, které se lisi od sebe tim, Ze rozpoznavaji riizné
kratké sekvence nukleotidii - 4, 6, 8 a Ze Stépi DNA na rlzné dlouhé fragmenty podle
individualniho poradi bazi a podle rozpoznané sekvence. Za danych podminek vznika
reprodukovatelny pocet restrikénich fragmentti o urcité opét reprodukovatelné délce (=
poctu bazi). Pocet i délka fragmentti je pro dany usek specificka.

Nasledujici protokol umoZziiuje za pomoci restrikéni endonukleasy Xhol rozstépit
amplikon (802 bp) ziskany duplexnim PCR (viz protokol duplex PCR) na definovany
pocet fragmenti specificky pro pseni¢ny resp. jecny kmen WDV (Kundu et al., 2009),
pricemz interni kontrola (band o velikosti 257 bp), zlistava u obou kment nerozstépena.
Amplikon je¢ného kmene je enzymem Xho I rozStépen na dva fragmenty o délkach
431bp a 371bp, a proto se po restrikénim Stépeni na gelu objevi tri fragmenty (431bp,
371 bp a 257 bp, Obr 9 A). U pSeni¢ného kmene ke Stépeni amplikonu nedochazi, proto
jsou na gelu patrné stale dva bandy (802bp a 257 bp).(Obr 9 B).
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2.6.2.1 Protokol RFLP

Mastermix 20 pl je sloZen z

12.5 pl sterilni H20

2 pl pufru

5U (0.5 pl) enzymu Xho [ (New England Biolabs)
Mastermix rozpipetujeme a pridame 5 pl PCR produktu.
Podminky reakce jsou: 37°C po dobu 3 hod ($tépeni).

Po probéhnuti Stépeni okamzité nanasime produkt na gel nebo jej uchovavame na -20°C.

2.6.2.2 Vizualizace RFLP produktii

Na 2.5% agarézovy gel nanasime minimalné 5 pl barvivem (ethidium bromid, SYBR
Green - stejny systém jako u PCR) oznaceného produktu - pokud se do jamek vejde vétsi
mnozstvi produktu, je z hlediska kvalitnéjsi vizualizace vyhodné nanaset produktu vice.

Podstoupime 3-9 V/cm po dobu 60 - 90 min dle velikosti gelu Opét je vyhodnéjsi delsi

doba, nebot se jednotlivé fragmenty od sebe vice oddéli.

M1 2 3 456 7 89 10M

802 bp

257 bp

M 11 12 13 14 15 16 17 18 M

431 bp
371 bp
257 bp

Obr 9 Fragmenty vzniklé RFLP amplikond PCR za pouziti restrik¢ni endonukleazy Xho 1. Vzorky
1 az 10 jsou infikovany pSeni¢nym kmenem (A) a vzorky 11 aZ 18 jsou infikovany je¢nym

kmenem WDV (B). M je DNA marker - rozliSeni 100 bp (Fermentas).
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2.6.3 Hodnoceni diagnostické citlivosti a specifity

Specifita a citlivost této eseje byla porovnana s metodou DAS - ELISA (Double
antibody sandwich - enzyme linked immunosorbent assay), béZné pouZivanou variantou
ELISA testu v rostlinné virologii, kde antigen nejdrive reaguje se specifickymi
protilatkami navazanymi na povrch pevného nosice a je pak detekovan specifickymi
protilatkami znacenymi enzymem, ktery v pripadé pozitivniho vzorku zviditelni reakci
rozkladem vhodného chromogenniho substratu (Albertson, 2006).

JelikoZ bylo ke zjisténi pritomnosti viru v kiisku polnim spotiebovano vzdy celé télo
tohoto hmyzu, a to v pripadé provadéni obou metod, tedy PCR a ELISA, nebylo mozné
provést porovnani téchto metod v totoznych vzorcich. K porovnani byly tedy pouzity
vzorky jedincl kriska polniho odebrané ze stejnych infekénich rostlin. Metodou PCR
bylo zpracovano 20 vzorki kiiska polniho, pricemz WDV byl detekovan ve vsSech
vzorcich (tj. 100 % vzorku bylo pozitivnich). Testem ELISA byl zpracovan stejny pocet
vzorkl a taktéz 100 % vzorkd bylo pozitivnich.

Dale byla citlivost PCR ovérena pomoci fedéni templatové DNA. Virus byl detekovan
jesté pri 100 000 nasobném redéni DNA (Obr 10). ELISA testem bylo moZné virus
spolehlivé detekovat jen do ¢tyinasobného fedéni. Z téchto vysledki vyplyva, Ze metoda

PCR je pro detekci WDV daleko citlivéjsi neZ ELISA test, a to rfadové 100 000krat.

802 bp

257 bp

Obr 10 Citlivost PCR - Detekce redéné templatové DNA v PCR. Vzorek 1 aZ 8 prestavuji tentyz
vzorek vzdy v desetindsobném tedéni oproti predchozimu (1x10-1 az 1x10-8). M je DNA marker -

rozliSeni 100 bp (Fermentas).
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Dale nebylo mozné provést ovéreni spravnosti determinace kment tohoto viru
metodou ELISA, protoZe timto testem lze virus detekovat, ale nelze rozliSit jednotlivé
kmeny WDV. Potvrzeni spravnosti a citlivosti determinace kmenti metodou RFLP - PCR
bylo proto dosaZeno odebranim jedinct kriska polniho z rostlin infikovanych pSeni¢nym
a jetcnym kmenem WDV. Metodou RFLP - PCR byl detekovan pSeni¢ny kmen viru
v kiisku odebraném z rostliny infikované pSeni¢cnym kmenem a jeCny kmen v krisku,
ktery byl odebran z rostliny inokulované jeénym kmenem. Spolehlivost metody PCR -

RFLP byla tedy timto potvrzena.

2.7 Zavér

vvvvvv

opatfeni by mél zahrnovat regulaci viru zakrslosti pSenice a jeho vektora. Ktisek polni je
doposud jedinym znadmym vektorem WDV, ktery pirenasi ve stadiu dospélce a nymfy.
Vyskyt epidemie WDV z velké miry zavisi na poctu, fenologii a chovani vektord na poli.
Procento infekénich jedinci se v rlznych obdobi lisi. NejvysSsi vyskyt virézu
pirenasejicich kiiskli se objevuje zacatkem léta a klesa od cervence do zafi.

Cilem této metodiky bylo vyvinuti rutinni diagnostické metody, kterda umozni
spolehlivé detekovat virus v prenaSeci. V¢asna detekce viru vtomto vektoru mize

prispét k rozhodnuti o opravnénosti zasahu proti infekénimu prenaseci.

3 Srovnani ,novosti“ postupt

V Ceské republice nebylo doposud sledovano procentudlni zastoupeni jedincii
kiiska polniho prenasejici WDV. ZjiStovani pritomnosti viru v prenaSefi umozni
predpovédét potencialni epidemii WDV a v pripadé vyssiho poctu neinfekénich kiiskd,
ktery jinak porost vyrazné neposkozuje, omezit zbytecné naklady na regulaci tohoto

vektora.

4 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je urcena pro diagnostickou laborator statni rostlinolékarské spravy a
umoznuje detekci viru zakrslosti pSenice (Wheat dwarf virus-WDV) na urovni kmeni
v jejich vektoru krisku polnim. Jsou zde uvedeny metody detekce WDV pomoci PCR, kde

je mozné kromé stanoveni viru také urcit spravnost detekce vyuzitim vnitini kontroly
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specifické pro kriska polniho. Metoda RFLP a jeji vyuZiti umoziuji rovnéz specifickou
identifikace pSeni¢ného a jecného kmenu WDV v krisku polnim.

Metodiku je moZné uplatnit pii monitoringu vyskytu virunosnych kiiska polnich v dané
populaci tohoto vektora a k signalizaci vir6z zakrslosti pSenice, coZ umoZzni aplikaci
véasnych ochrannych opatteni vii¢i vyskytu a Sifeni této hospodarsky nejvyznamné;jsi

choroby obilnin.
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