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Metodika detekce PSTVd (Potato spindle tuber viroid) v bramboru a okrasnych
rostlinach pomoci Real-Time RT-PCR a technologie Luminex

1 Cil metodiky

Cilem navrhované metodiky bylo vybrat a ve vlastnich pokusech validovat a optimalizovat
exaktni laboratorni metody detekce a determinace karanténniho viroidu vietenovitosti hliz
bramboru (Potato spindle tuber viroid — PSTVd) ve vybranych okrasnych rostlinach
(Solanum jasminoides, S. muricatum, Brugmansia spp.) a bramboru (Solanum tuberosum).
Pouzité inovované molekularné-biologické metody, tj. Real-Time RT-PCR (SYBR Green,
TagMan) a technologie Luminex XTAG, zvysi citlivost a specifi¢nost detekce a determinace
PSTVd a zajisti vyssi spolehlivost vysledkt. Protokoly byly optimalizovany pro pouziti v
bézné diagnostické laboratofi vybavené zafizenim pro molekularni biologii.

2 Vlastni popis metodiky

2.1 Uvod

Viroid vietenovitosti hliz bramboru (Potato spindle tuber viroid, PSTVd; celed
Pospiviroidae, rod Pospiviroid) tvoii mald, jednovlaknova, vysoce strukturovana, kovalentné
uzaviena, cirkularni molekula RNA (341-364 nukleotidi) se sekundarni strukturou bez
bilkovinného obalu (Gross et al., 1978; Diener, 1979; Jeffries, 1998; Hammond at Owens,
2006; Boonham at al., 2004). V rostlinach se rychle a systémové pohybuje z inokulovaného
listu do aktivné rostoucich pletiv prostfednictvim floému (Palukaitis, 1987). Viroidy se
reprodukuji autonomné v citlivych hostitelskych rostlinach. Pospiviroidy jsou lokalizovany
pfevazné v jadrech infikovanych bunék a replikuji se pomoci mechanismu tzv. valivé
kruZznice (Diener, 1987).

PSTVd napada celou fadu uzitkovych a okrasnych rostlin pievazné z celedi lilkovitych
(Solanaceae) [Hammond at Owens, 2006]. Hlavnim hostitelem z pohledu projevu symptomui
a rozSifeni je brambor (Solanum tuberosum), raj¢e (S. lycopersicum) a paprika (Capsicum
annuum) [Mackie at al., 2002; Lebas et al., 2005]. Dalsimi hostiteli véetné okrasnych rostlin
jsou Brugmansia spp., Datura sp., Lycianthes rantonneti, Persea americana (avokado),
Physalis peruviana, S. jasminoides, S. muricatum (pepino), S. sisymbriifolium, S.
pseudocapsicum, S. melongena, S. nigrum, Streptosolen jamesonii, Cestrum spp., Petunia
spp., Chrysanthemum sp., Ipomoea batatas, Calibrachoa sp. a Dahlia x hybrida (Mertelik et
al., 2010; Owens at Verhoeven, 2009; CABI). Experimentalné byla infikovana Siroka Skala
dalsich druhti z celedi Solanaceae, stejné¢ jako nékolik druht z jinych ¢eledi (Singh, 1973;
Diener, 1979). Exprese symptoml na infikovanych rostlinach se mutze vyrazné lisit v
zéavislosti na druhu rostliny, kultivaru, kmeni viroidu, metod¢ inokulace a environmentéalnich
podminkach (Owens at Verhoeven, 2009). Vyvoj symptomu je ovlivnén teplotou a svétlem
(Diener, 1979). VétSina hostiteld vytvaii mirné nebo zadné symptomy (Singh et al., 2003).
Neptitomnost pfiznakd pii latentnich infekcich zvySuje riziko Sifeni viroidu (Owens at
Verhoeven, 2009). Infekce S. tuberosum viroidem PSTVd mize byt bezptiznakova nebo se
symptomy s riznou zavaznosti. Napadeni rostlin se mize projevovat redukci riistu a mensimi,
tmavé zelenymi, vzpiimenymi listy, S fylotaxii ve sméru hodinovych ru¢i¢ek. Hlizy mohou
byt malé, deformované, protahlé (vietenovité), popraskané s napadnymi ocky (EPPO, 2004)
[Obr. 1]. Pfiznaky u S. lycopersicum zahrnuji redukci rustu, lateralni zkrouceni novych
vyhont, ohybani listi doll, chlorézu, ¢ervenani, kiehkost, zvinéni a nekrozu listi a snizeni
velikosti ploda (Mackie et al., 2002; Hailstones et al., 2003; Lebas at al., 2005). Papriky
vykazuji velmi mirné symptomy v reakci na infekci PSTVd (Lebas et al., 2005). Infekce
lilkovitych okrasnych rostlin jsou obvykle bez symptom (Owens at Verhoeven, 2009).
Infikované okrasné rostliny mohou byt zdrojem inokula (Navarro et al., 2009; Verhoeven et
al., 2010).
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Epidemiologie PSTVd je komplikovana kvili velkému poctu hostitelskych druhi a mnoha
moznym cestam pienosu. Infekce PSTVd je perzistentni, a proto jsou infikované rostliny
trvalym zdrojem inokula (Owens at Verhoeven, 2009). Hlavnim zptsobem Sifeni PSTVd u
brambor a okrasnych rostlin je jejich vegetativni rozmnoZzovani. Sifi se rovnéz mechanicky
kontaktem, pfedevS§im kultivaénim zafizenim, fezanim sadbovych hliz brambor a pfi
fizkovani okrasnych rostlin (Hammond at Owens, 2006; Owens at Verhoeven, 2009).
Verhoeven at al., 2010 prokazal ptenos PSTVd rostlinou $tavou, kontaminovanymi prsty a
nozi z Brugmansia suaveolens nebo S. jasminoides na brambor i rajée. PSTVd se ptenasi
semeny (Fernow et al., 1970; Singh, 1970) a pylem (Grasmick at Slack, 1985; Singh et al.,
1992). Semena jsou potencialnim zdrojem infekce pro rajcata a papriky, které se mnozi
osivem (Owens at Verhoeven, 2009). Viroid muZe byt pfenosny mSicemi. De Bokx at Pirone
(1981) uvadéli nizkou miru prenosu PSTVd msicemi Macrosiphum euphorbiae, nikoliv
Myzus persicae nebo Aulacorthum solani. Experimentalné byl popsan pienos PSTVd msici
M. persicae z rostlin koinfikovanych PSTVd a virem svinutky listd bramboru (PLRV)
(Salazar et al., 1995; Singh at Kurz, 1997). PSTVd byl heterologné enkapsidovan obalovym
proteinem PLRV, coz umoziuje viroidu uniknout traveni ve stitevé msic (Querci et al., 1997).
V pienosu PSTVd msici M. persicae tak mize pomahat PLRV (Syller at al., 1997; Owens at
Verhoeven, 2009).

PSTVd muze snizit vynos a kvalitu hliz brambor (Beemster at de Bokx, 1987) a tim
zpusobit zavazné ekonomické ztraty (Hammond at Owens, 2006; Boonham at al., 2004).
Vzhledem k tomu, Zze PSTVd je fazen do Seznamu vysoce rizikovych biologickych agens
(vyhlaska ¢. 474/2002 Sb.) a infekce mohou byt asymptomatické, je nutné pro detekci a
identifikaci viroidu Vv rostlinach vyuzivat exaktnich laboratornich metod a postupt. K
dispozici je velky pocet metod liSicich se citlivosti, efektivitou nakladd, pozadovanym
laboratornim zafizenim, pouzitim v Sirokém méfitku apod. Pro detekci a identifikaci
pospiviroidi byly v navaznosti na elektroforetické metody v PAA gelech (Jeffries at James,
2005), vyvinuty velmi citlivé testy zaloZzené na Northern blot hybridizaci (Owens at Diener,
1981). K nejcitlivéjsim detekénim metodam jsou fazeny molekularni postupy zaloZené na
PCR (Polymerase Chain Reaction). Pro detekci PSTVd v hlizkach brambor, listech, pylu a
semenech byla vyvinuta technika RT-PCR (Shamloul at al., 1997; Verhoeven et al., 2004).
Kromé konvenéni RT-PCR byla vyvinuta pro detekci PSTVd TagMan RT-PCR (Boonham et
al., 2004; Roenhorst et al., 2005; Monger et al., 2010). Dalsi variantou PCR je RT-LAMP
(Reverse Transcription Loop-mediated Isothermal Amplification), ktera nepotiebuje drahé
vybaveni, je rychla a pomérné citliva (Tsutsumi et al.,, 2010). PSTVd muze byt také
detekovan macro a microarray platformami (Agindotan at Perry, 2008; Tiberini at Barba,
2012). K exaktnim metodam lze pfifadit téz technologii Luminex xTAG, kde mizeme plné
vyuzit téZ multiplexovou detekci celé skaly viroidt rodu Pospiviroid.

Obr. 1 Symptomy PSTVd na hlizach bramboru
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2.2 Podstata pouZzitych metod

2.2.1 Real-Time RT-PCR

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) simuluje proces replikace
v podminkach in vitro. Pfi iniciaci replikace vznikaji pomoci enzymatického komplexu
jednovlaknové Gseky templatové (matricové) DNA (Vejl, 1997).

PCR se sklada z nasledujicich krokt, které¢ se opakuji:

1. Denaturace — zahtivani DNA po dobu 20-30 sekund na teplotu 94-98 °C, dochazi k
rozruseni vodikovych mdastk v molekule, rozvolnéni dvousroubovice a vznika
jednovlaknova DNA, na kterou mohou v dal§im kroku nasednout primery.

2. Nasednuti primeri (annealing) — sniZi teploty na 5065 °C (zavisi na Ty, primerd)
coz umoziluje nasednuti primeri na specifickd mista DNA. Na dvouvldknové useky
DNA-primer se vaze DNA polymeraza.

3. Prodluzovani — teplota zavisi na pouzit¢ DNA polymeraze. Nejbéznéjsi Taq
polymeraza méa optimum aktivity 75-80 °C. Dochézi k samotné syntéze DNA. Ve
sméru 5'->3' piirusta vlakno DNA komplementarni k ptivodni molekule DNA (Vejl,
1997; Clark, 2005).

Kroky se cyklicky opakuji. Pro dostate¢nou amplifikaci ptivodni molekuly DNA obvykle
postacuje 30 cykla. V piipad¢, Ze na zac¢atku byla ve vzorku pouze jedina molekula DNA, po
32 cyklech teoreticky dostaneme az 1 miliardu nasyntetizovanych molekul DNA. PCR
probiha v zafizeni zvaném termocykler, které je zkonstruovéano tak, aby dokézalo béhem
nékolika sekund zvysit nebo snizit teplotu o nékolik desitek °C (Clark, 2005).

Real-Time PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) metoda je zaloZzena na klasické
PCR s tim rozdilem, Ze specialni pfistroj umoznuje kontinualné monitorovat (v realném case)
ptiristky DNA b&hem kazdého cyklu (u klasické PCR se detekuje az findlni produkt).
Zakladni podminkou je ptfitomnost fluorescenéniho substratu, ktery se vaze na syntetizovanou
DNA. Uroveii detekované fluorescence, ktera v priib&hu PCR roste, je pfimo umérna
mnozstvi nasyntetizované nukleové kyseliny (vzniklého produktu). Data jsou sbirana béhem
celého PCR procesu na specialnich "termocyklerech" s optikou umoziiujici excitaci substrati
a naslednou detekci fluorescence v kazdé jamce. Pfistroj po kazdém cyklu zmé&#i fluorescenci
a vysledek preda fidicimu softwaru, ktery zobrazuje pribézné mnozstvi uvolnéné
fluorescence (Raclavsky, 2003; Micuda et al., 2006).

Pro detekci PCR produkti se nejéast&ji vyuZiva nespecifické interkalaéni barvivo SYBR®™
Green |. Behem se cykll vaze na vznikajici ds DNA a vazbou na DNA se aktivuje — emituje
fluorescencni zareni, které je pribézné snimano a vyhodnocovéano. Nartist fluorescenéniho
signalu vidime na obrazovce jako narustajici kiivku. Kazda ktivka predstavuje jeden vzorek.

PCR probiha v nasledujicich fazi (Obr 2):

o Exponenciilni faze — reakce je precizni a specificka

o Linearni faze — efektivita reakce pomalu klesa

o Platé (plateau) faze — reakce je pozvolna inhibovana, produkt nepfibyva
anebo jen minimalné

* Tm (melting temperature) primeri — teplota pii které tvoii 50 % molekul DNA primerii dvouvliknovou
strukturu a 50 % jednovlaknovou strukturu

Tm=2°Cx (A+T) + 4 °C x (G+C)

optimalni teplota annealingu by méla byt 5 °C pod Tm
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Typicka amplifika¢ni kiivka (Obr. 2, 3) ma esovité zakfiveny tvar a Ize ji rozdélit na 3 ¢asti:

1) ,,background" fazi kdy je amplifikatu tak malo, ze jeho fluorescence jeSté nedosahuje

meéfitelnych hodnot; 2) exponencialni fazi, kdy mnozstvi produktu exponencialné roste (trva
asi 4-8 cykld) a 3) fazi plateau, kdy dochazi k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného
produktu se dale neméni a fluorescencéni signal zastava konstantni. Plati, ze ¢im diive
amplifika¢ni kiivka dosdhne exponencidlni faze, popt. prekro¢i uréity fluorescencni prah
umistény do této faze, tim vice startovnich templatovych molekul bylo pfitomno ve vzorku na

pocatku reakce (Micuda et al., 2006; Raclavsky, 2003).

mnozstvi
DNA

[ -
| . 4
/ plateau faze

linearni faze

J exponencialni faze

" " " “poéet cykli

Obr. 2 Fdze PCR

Pti Real-Time PCR probiha detekce v exponencialni fazi, kdy jsou ve vzorcich zachovany
kvantitativni poméry a reakce je precizni a specificka. Oproti tomu u klasické PCR probiha

detekce v plato fazi, pti niz nelze rozlisit mnozstvi matricové DNA ve vzorku.

Terminologie

o Baseline — pocatec¢ni stadium reakce (Obr. 3)

o Threshold — primka, ktera specifikuje uroven fluorescenéniho prahu
umisténého do exponencalni faze (Obr. 3)

o Threshold cycle (Cy, v literatuie téz Cp) — cyklus, kdy amplifika¢ni pfimka
piekro¢i zminény fluorescenéni prah, zdkladni parametr pouzivany
v kvantifikaci (Obr. 3)

o No template control (NTC) — kontrolni (slepy) vzorek bez templatu
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Obr. 3 Amplifikacni krivky

Kvantifikace DNA se provadi prostiednictvim matematické analyzy amplifikac¢nich kiivek
vzniklych vynesenim naméfené fluorescence oproti poradovému ¢islu ptislusného cyklu.

TagMan PCR

Pro detekci PCR produktii 1ze pouzit kromé barviva SYBR® Green specifické sondy (proby),
nejcastéji TagMan. Kromé primert se do reakce vklada dalsi oligonukleotid, ktery dosedd na
amplifikovany usek. Tento oligonukleotid je na jednom konci oznaceny fluorescencni
znackou a na druhém konci nese tzv. zhase¢ (quencher). Pokud je fluorescenéni latka v té€sné
blizkosti zhaSece, je jeji fluorescence potlaena. Vlastni PCR probiha obvyklym zplisobem az
do okamziku, kdy DNA polymeraza pti syntéze nového fetézce narazi na znaceny nukleotid.
V tom okamziku jej zacne vytéstiovat z templatového vldkna a Sté€pi jej. Tim se uvolni
fluorescenéni sonda do roztoku a ve specidlnim PCR cykleru je moZné
mefit fluorescenci pfimo ve zkumavce v prubéhu amplifikace. Intenzita fluorescence je
umérna mnozstvi nasyntezovaného PCR produktu (Micuda et al., 2006; Raclavsky, 2003).

PCR spojena s reverzni transkripci (RT-PCR)

RT-PCR se pouziv4, pokud je potfeba namisto DNA amplifikovat MRNA (napf. viry,
viroidy). Prvnim krokem je izolace celkové RNA nebo mRNA ze vzorku pletiva rostliny.
Nasleduje prfevedeni mRNA na cDNA pomoci reverzni transkriptasy a posléze b&zna PCR.
(Micuda et al., 2006; Raclavsky, 2003).

Vyhody Real-Time PCR

Hlavni vyhodou Real-Time PCR oproti klasické PCR je moznost kvantifikace
syntetizované¢ho produktu, a to bud’ relativni, tj. porovnanim s jinou skupinou vzorki (napf.
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kontrolni), nebo absolutni, tj. z kalibra¢ni kiivky. Pii hodnoceni plati skute¢nost, ze ¢im vyssi
je obsah nukleové kyseliny v testovaném vzorku, tim rychlejsi je priristek fluorescence.
Mnozstvi produktu, vytvoieného amplifikaci, zavisi v kazdé PCR na mnozstvi templatové
DNA, ktera je pfidana do reakce. Reakce probihd kvantitativné. Dalsi vyhodou Real-Time
PCR je vysoka specificita a citlivost (Mi¢uda et al., 2006; Raclavsky, 2003). Vysledek reakce
zname diiv, nez probéhnou vSechny cykly. Kromé¢ tohoto urychleni a vypusténi zdlouhavé
detekce produktu na gelu je uvedend technika hlavné vyhodna tam, kde potiebujeme znat
presné mnozstvi vstupni templatové DNA (Raclavsky, 2003).

2.2.2 Technologie LUMINEX xTAG

Technologie XTAG byla vyvinuta pro soucasnou detekci 150 rdznych nukleotidovych
sekvenci (nebo jinych analytl) v jediné reakci. Technologie vyuziva dvou riznych typl
mikroc¢astic, tj. XTAG a MagPlex TAG. Mikrocastice XTAG je oznacena polystyrenova
kulicka o praméru 5,6 um. Oznaceni se provadi pomoci dvou spektralné odlisnych
fluorochromu. Mikrocastice MagPlex TAG je superparamagneticka karboxylatovana xMAP®
Castice, ktera je interné znacena fluorescen¢nimi barvivy. Kuli¢ky jsou pfedem spojeny s
TAG oligonukleotidovymi sekvencemi. Tyto TAG oligonukleotidové sekvence, zndmé jako
anti-tag sekvence, jsou komplementarni k znackam ptipojenym k ASPE primertm.

Technologie LUMINEX xTAG se sklada z TSPE (Target Specific Primer Extension),
nasledné hybridizace a detekce pomoci paramagnetickych mikrocastic. Vlastni postup
zahrnuje nasledujici kroky:
1) Extrakce celkové RNA ze vzorku
2) Reverzni transkripce a multiplex amplifikace konzervativnich useki genomu (oblasti
zajmu) pomoci PCR za pouZiti cilovych (outer) primert (uzivatel miZe navrhnout
vlastni multiplexni PCR primery)
3) Purifikace ziskaného PCR produktu — odstranéni ptebyteénych primerd a
oligonukleotidi
4) Linearni PCR TSPE reakce s inkorporaci biotin-dCTP a molekularni hybridizace s
mikrocasticemi MagPlex TAG (Obr. 4) — biotinylované dNTP zaclenény do novée
polymerizovaného fetézce DNA, kde kazdy TSPE primer nese unikatni MagPlex
Tag®, ktera je reverzné komplementarni k MagPlex TAG anti-tag s mikro&astici)
5) Vazba biotinylovaného dNTP se streptavidinem oznacenym fluorescen¢nim
reportérovym barvivem (phycoerythrin — PE) [Obr. 5]
6) Detekce v systému Luminex (AtheNA Luminex 200 Analyser) — méfeni specifické
fluorescence (MFI) pfisluSné mikroCastice se svym vnitinim barvivem
a soucasné¢ urovné fluorescence reporterového barviva se streptavidinem. Soucasti

reakci je interni kontrola (Nadb).
D
O_ )—PE

Obr. 4 TSPE reakce Obr. 5 Vazba dNTP se streptavidinem

5'-CATAATCAATTTCAACTTTCTACT-3'
£-OLVLIVOLIVVVOLLIOVVVOVLOV-S

Anti-TAG
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2.3 Postupy
2.3.1 Real-Time RT-PCR

2.3.1.1 lzolace RNA z pletiv rostlin

Odebrany vzorek listl rostlin o hmotnosti max. 100 mg se homogenizuje v tekutém dusiku a
RNA se dale extrahuje pomoci extrak¢éni sady InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit
(Invitrogen). Po extrakci se ve vzorcich zméfi mnozstvi a kvalita RNA pomoci
spektrofotometru. RNA degraduje pusobenim tzv. ribonukleaz (RNaz), které jsou
termostabilni (sterilizace autoklavovanim je neposkodi, aktivita zachovana 1 plsobenim
nékterych denaturaénich ¢inidel). Pro zabranéni degradace RNA je vhodné oSetfovat
pomticky a roztoky inhibitory RNaz (diethylpyrokarbonatem, DEPC) [Micuda et al., 2006;
Raclavsky, 2003].

Technické vybaveni pro izolaci RNA z rostlin a pro jeji uchovavani

v Naédoba na tekuty dusik

v" Pracovni nadoba na tekuty dusik

v' Laboratorni vahy — na navazky vzorka (Mettler AE 160)

v" Skalpel, pinzety (odbér vzorki)

v' Tieci misky s tlouc¢ky

v Centrifuga s ota¢kami > 12 000 rpm, s rotorem na plastové mikrozkumavky o
objemu 2,0 ml (Hettich Zentrifugen EBA 12R)

v" Vortex (Techno Kartell TK3S)

v" Pipety (2-20 ul, 20-200 ul a 100-1000 pl) a kompatibilni sterilni RNase-free
Spicky

v" Plastové mikrozkumavky 1,5 ml, 2,0 ml (Eppendorf)

v Spektrofotometr (NanoDrop 2000c nebo Perkin EImer MBA 2000)

v Mrazici box (-20 °C)

v Hlubokomrazici box (-80 °C) — pro dlouhodobé skladovani vzorkt

v" Jednorazové rukavice

Chemikalie potiebné pro izolaci RNA z bramboru
v' Tekuty dusik
v Extrakéni kit — InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit (Invitrogen, kat. ¢.
1064100300)
B-merkaptoetanol (Serva, kat. ¢. 3956301)
Etanol (96-100 %, analytical grade) [Sigma Aldrich, kat. ¢. E7023, E7148
nebo 459836] — do pufri
Technicky etanol (70 %) — sterilizace
Diethylpyrokarbonat, DEPC — doporucené

v
v
v
v

Postup izolace RNA z listi bramboru pomoci kitu InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit

Pi'ed zahajenim vlastni izolace je nutno pripravit:

v Pufry Wash Buffer R1 a Wash Buffer R2 jsou dodavany bez etanolu,
proto je nutné pied prvnim pouzitim pfidat do roztokti doporucené
mnozstvi etanolu (96—100 %)

= 20 ml etanolu do Wash Buffer R1
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Metodika detekce PSTVd (Potato spindle tuber viroid) v bramboru a okrasnych
rostlinach pomoci Real-Time RT-PCR a technologie Luminex

= 48 ml etanolu do Wash Buffer R2
v' Pfidat B-merkaptoetanol do lyza¢niho roztoku (Lysis Solution DCT) —
1/100 objemu
v' Lyzaéni pufr (Lysis Solution DCT) se miize béhem skladovani ¢aste¢né
vysrazet. V takovém piipadé je vhodné pufr pfed pouzitim zahtat ve
vodni lazni na 65 °C.

Vsechny kroky extrakce RNA probihaji za pokojové teploty (15-25 °C)!

Navazit 100 mg vzorku listli daného druhu rosttliny a homogenizovat (rozettit) v treci
misce za poziti tekutého dusiku.

Do mikrozkumavky (1,5 ml) napipetovat 900 pl Lysis Solution DCT a 9 ul B-
merkaptoetanolu (B-ME).

Prenést homogenizovany vzorek do mikrozkumavky (1,5 ml), homogenizovany
vzorek nesmi roztat mimo lyzaéni pufr s f-ME!

Mikrozkumavky zavtit a diikladné promichat (vortex).

Inkubovat promichanou smés 30 min ve vortexu pii pokojové teploté (lyze bunék).
Centrifugovat 1 min pfi max. otackach (> 12 000 rpm).

Supernatant opatrné pienést do kolonky Prefilter umisténé v 2,0 ml zachytné
mikrozkumavce Receiver Tube, centrifugovat 1 min/10 000 rpm (purifikace lyzatu,
odstranéni zbytkii bunék a srazeniny).

Odstranit kolonku Prefilter a pridat do filtratu 500 pl etanolu (96—100 %) a promichat
dtikladné pipetou (cdstecné vysrazeni RNA).

Napipetovat (prelit) lyzat do RNA binding RTA Spin Filter (kolonka s membranou)
a centrifugovat 1 min/10 000 rpm (RNA se v tomto kroku vaze na specifickou
membranu z kremicité pryskyrice, ktera selektivné vaze DNA/RNA v zavislosti na
koncentraci soli a dalSich faktorech), vylit filtrat a vratit RTA Spin Filter zpét do RTA
Receiver Tube

Opakovat krok 1) se zbyvajici ¢asti vzorku — nanést zbytek lyzatu na stejnou kolonu
Ptidat pipetou 500 pl Wash Buffer R1 do RTA Spin Filter a centrifugovat
1 min/10 000 rpm (promyvdani kolonky), vylit filtrat

Pipetovat 700 pul Wash Buffer R2 do RTA Spin Filter a centrifugovat 30 s/10 000 rpm
(promyvani kolonky), vylit filtrat

m) Opakovat krok I)

n)
0)

P)

q)

Pro odstranéni stop etanolu centrifugovat 3 min/12 000 rpm, vyhodit RTA Receiver
Tube

Ptenést RTA Spin Filter (kolonku s membranou) do RNase free Elution Tube a
opatrn¢ piidat 50 pl (30-60 pl) Elution Buffer pfimo na stfed membrany, nechat
inkubovat 2 min pfi pokojové teploté (15-25 °C) a centrifugovat 1 min/10 000 rpm,
vyhodit membranu (RTA Spin Filter) [eluce RNA]

Po izolaci RNA je nezbytné stanoveni jeji kvality a kvantity pomoci spektrofotometru.
Cistota RNA se hodnoti na zakladé stanoveni poméru absorbance pii 260 a 280 nm
(¢ista RNA ma Azeo/Azgo priblizne 1,9-2,1).

Zamrazit vzorky (pii -20 °C, pro dlouhodobé uchovéavani pti -80 °C).
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2.3.1.2 PCR reakce
Technické vybaveni potiebné pro Real-Time RT-PCR

AN N N NN NN

<

AN

Termocykler (Mx3005P gPCR System — Agilent Technologies) [Obr. 6]

PC — fidici jednotka termocykleru (souc¢ésti termocykleru)

Software na vyhodnoceni PCR rekci (soucasti termocykleru)

Laminarni RNA/DNA box (Captair Biocap RNA/DNA nebo Kottermann
8580)

Minicentrifuga (Biosan Multi-Spin MSC-6000)

Vortex (Techno Kartell TK3S)

Centrifuga (na desti¢ky) — neni nezbytna (zkvalitnéni prace)

Plastové RNase-free mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf) — piiprava premixu
Pipety - 0,2-2,0 ul, 2-20 pl, 20200 pl a 100-1000 pl (Finnpipette),
kompatibilni sterilni RNase-free Spicky (nejlépe s filtrem — zabranéni
kontaminaci)

Autoklav — sterilizace Spicek, pipet, mikrozkumavek (Stolni laboratorni
autoklav OT 032)

Chladici podlozka nebo polyesterova nadoba na led

PCR desti¢ky — 96 jamek (Bio-Rad)

Jednorazové rukavice

Obr. 6 Termocykler Mx3005P gPCR

Chemikalie potiebné pro Real-Time RT-PCR

v

v

v

Druhové specifické primery a TagMan sondy (syntéza firmou Generi Biotech,
s.r.0. podle sekvenci popsanych v uvedené publikaci) [Tab. 1]

One Step PrimeScript™ RT-PCR Kit (Perfect Real Time) — TaCaRa (cat. ¢.
RR064A) — TagMan Real Time RT-PCR

One Step SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit Il (Perfect Real Time) — TaCaRa
(cat. ¢. RRO86A) — Sybr Green Real Time RT-PCR

DNase/RNase Free dH,0 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. W4502)

13



Metodika detekce PSTVd (Potato spindle tuber viroid) v bramboru a okrasnych
rostlinach pomoci Real-Time RT-PCR a technologie Luminex

Tab. 1 Sekvence pouzitych primerii a TagMan sond

Na.zev Sekvence primeru, sondy (5"- 3") Poznamka

primeru

PSTV-

231F GCCCCCTTTGCGCTGT

PSTV- Boonham et al.,

296R AAG CGGTTCTCGGGAGCTT 2004

PSTV- [FAM]CAGTTG TTT CCA CCG GGT AGT AGC CGA

251T [BHQ1]

Nad5-F GATGCTTCT TGGGGCTTCTTGTT Menzel et al.,

Nad5-R CTCCAGTCACCAACATTG GCATAA 2002

Nad5-P [HEX] AGG ATC CGC ATA GCC CTC GAT TTATGT G | Botermans et al.,
[BHQ1] 2013

FAM (6-carboxyfluorescein); HEX (hexachlorofluorescein);
TAMRA (tetramethyl-6-carboxyrhodamine); BHQ1 (Black Hole Quencher)

Pi'ed zahajenim pripravy PCR reakce nutno pripravit:

v" Naiedit RNase-free dH,O primery a sondu na pracovni koncentraci (10 pM)
v Rozehiat na ledu primery a sondu (pokud jsou jiz nafedéné)

v Rozehfiat na ledu slozky reakéniho kitu

Vlastni postup Real-Time RT-PCR reakce
VSeobecné pokyny:

v8echny slozky kitti (One Step PrimeScript™ RT-PCR Kit — Perfect Real
Time; One Step SYBR® PrimeScript™ RT-PCR Kit Il — Perfect Real
Time) se uchovavaji v mrazni¢ce, musi byt chranény pied svétlem
pouzivané chemikélie se rozmrazi az tésné pred pouzitim, zvortexuji,
odebere se pozadované mnoZzstvi

rozmrazené vzorky RNA se udrzuji pii 0 °C na ledu, pfed odebranim
uréeného mnozstvi se vzdy promichaji

namichané vzorky se udrzuji pti 0 °C na ledu nebo chladici podloZce
pracuje se steriln¢ (pfedchazeni kontaminace reakci)

Priprava reakéni smési (premixu)

Nejprve se do mikrozkumavky (1,5 ml) pfipravi tzv. premix (namichana
reakéni smés bez RNA pro vSechny hodnocené vzorky. Objemy jednotlivych
komponent se musi vypocitat podle po¢tu analyzovanych vzorka. Do reakce se
navic zafadi pozitivni kontrola (standard) a negativni kontrola (NTC — bez
templatu a RNA z negativni — zdravé rostliny). Na kazdych 10 vzorki pfidame
jeden vzorek navic, aby se kompenzovala mozna chyba pipetovani. Po
napipetovani vSech slozek se premix pipetou dobife promichd a kratce odstredi.
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SloZeni a objemy reakéni smési pro PSTVd a interni kontrolu (Nad5)
— na jednu rekci (20 pl)

TagMan Real-Time RT-PCR (duplex):

2x One Step RT-PCR Buffer 111 (dNTP mix, Mg*") 10 pl (final. konc. 1x)
TaKaRa Ex Taq HS (5 U/ul) 0,4 ul
PrimeScript RT enzyme Mix Il 0,4 ul
PCR Forward Primer (10 uM) — PSTVd 0,8 pl (final. k. 400 nM)
PCR Reverse Primer (10 uM) — PSTVd 0,8 ul (final. k. 400 nM)
TagMan Probe (10 uM) — PSTVd 0,64 ul (final. k. 320 nM)
PCR Forward Primer (10 uM) — Nad5 0,72 ul (final. k. 360 nM)
PCR Reverse Primer (10 uM) — Nad5 0,72 ul (final. k. 360 nM)
TagMan Probe (10 uM) — Nad5 0,56 ul (final. k. 280 nM)
ROX Reference Dye Il (50%) 0,4 ul
RNase Free dH,0 2,56 ul
RNA (5-10 ng/pl, fedéno 10x) 2,0 ul

Sybr Green Real-Time RT-PCR:
2X One Step SYBR® RT-PCR Buffer IV 10 pl (findl. konc. 1x)
PrimeScript™ 1 step Enzyme Mix Il 0,8 ul
PCR Forward Primer (10 uM) 0,8 ul (final. k. 400 nM)
PCR Reverse Primer (10 pM) 0,8 ul (final. k. 400 nM)
ROX Reference Dye Il (50%) 0,4 ul
RNase Free dH,0 57 ul
RNA (5-10 ng/pl, fedéno 10x)" 1,5 pl

RNA analyzovanych vzorkt se upravi na stejnou koncentraci.

Naneseni reak¢éni smési (premixu) na desticku (96 jamek)

Ze zasobniho reakéniho mixu se napipetuje do kazdé jamky na desticce urcené
mnozstvi reakéni smési a k tomu se prida ureny objem natedéné RNA hodnoceného
vzorku. Pipetou se RNA opatrné promicha s premixem. PCR reakce probiha v objemu
20 pl reakéni smési.

Do reakce se zatradi pozitivni kontrola (standard), negativni kontrola (zdrava rostlina)
a NTC (no template control, bez templatu, slepy vzorek).

Desticka se zavickuje prithlednym krytem.

Desticku je vhodné nasledné kratce stoCit na centrifuze (1 500 rpm) ve specidlnim
rotoru aby stekl reakéni mix ze stén a odstranily se pfipadné vzduchové bublinky.
Pokud neni mozné provést PCR amplifikaci bezprostiedné po pfiprave, je nutné
napipetovanou desti¢ku ulozit kratkodobé v chladnicce, eventualné v mraznicce.

Nastaveni pozice vzorki, popis vzorki a nastaveni protokolu podminek PCR reakci
Reakce se provede v termocykleru Mx3005P gPCR System. Nastaveni pozice vzorki
Vv jednotlivych jamkach PCR-desticky (Obr. 7), popis vzorkl a nastaveni protokolu podminek
PCR reakci (Obr. 8) se provede v piislusném softwaru, ktery je soucasti termocykleru. Pfi
pouziti jiného typu termocykleru se mize vzhled a pouzivani software lisit.
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% Mx3005P (Standalone) - Quantitative PCR - [Quantitative PCR, 02-28-2018, 11Hr 39Min.mxp]

D& -B8F -~ ° SELEB L0 Fun | (Analyeis )|

| Fesults |

Analysis Selection/Setu

Select data collection ramp/platesu:
Segment 1
Segment 2
- = Segment 3

Ramp 1

Plateau 1

Ramp 2

Q, Plateauz
Ramp 3
Plateau 3

Exclude Dyes |

Feplical

€ Treat individually

& Tieat collectively

¥ Amplficationbased threshold
[¥ Adaptive bassline

Algorithm enhancements
{F Moving average

Analysis Tem Settings |

Ad, Algorithm Seltings |

Analsis comments:

Dyes sh types =h
[ FAM | Unknonen NTC H

Analysis Selection/Setup

Obr. 7 Nastaveni pozice vzorkii a popis vzorkii v softwaru termocykleru

B | Mx3005P (Standalone) - Quantitative PCR - [Quantitative PCR, 02-28-2018, 11Hr 39Min.mxp*]

File Edt Instrument Tools Options Section View ‘Window Help

De-JdEE - |2 QFE 227 [ Setup ]l Run | Analysis |
Plate Setup ((Thermal Profile Setup ) |

ot | petsuts |7

Thermal Profile

Normal Seament
Plateau with Famp

Data collection marker by dragging:

Allpoints Erdpoints

- Selection

View Properties
Delete

Temperature

Thermal profile comments:

Segrment 1 Segment 2 Segment 3
1 Cycle 1 Cycle 40 Cycles

Full Screen Profe | StatFun |

To edit, select plateaus, ramps or segment boundaries. [Door Closed [ Lamp Off  [B@
Start o D

Obr. 8 Nastaveni protokolu podminek PCR rekci v softwaru termockleru

Reakéni podminky pro PSTVd a interni kontrolu (NadS)
TagMan Real-Time RT-PCR:
1% 42 °C, 7 min (reverzni transkripce, piepis RNA na cDNA)
1x 95 °C, 30 s (prvni denaturace)
40x% 95 °C, 10 s (druhé denaturace)
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60 °C, 60 s (annealing primertt)
72 °C, 5 s (syntéza nového fetézce DNA)

Sybr Green Real-Time RT-PCR:

1 42 °C, 10 min (reverzni transkripce, piepis RNA na cDNA)
1x 95 °C, 20 s (denaturace)
40x% 95 °C, 10 s (denaturace)

55 °C, 45 s (annealing primertt)

72 °C, 30 s (syntéza nového fetézce DNA)
1% 95 °C, 30 s (melting analyse: 55 °C az 95 °C)

55°C, 60 s

95°C,30s

Vyhodnoceni Real-Time RT-PCR reakce

Na zéklad¢ hodnot Ct (Threshold cycle) sledovanych vzorki, pozitivni kontroly (standardu) a
negativni kontroly se vyhodnoti Real-Time RT-PCR rekce (Obr. 9, 10, 11). Stanovi se, zda je
testovany vzorek daného druhu rostliny negativni nebo pozitivni na PSTVd. Veskeré hodnoty
Ct niz8i nez 30 (TagMan Real-Time RT-PCR), resp. 35 (Sybr Green Real-Time RT-PCR)
jsou povazovany za pozitivni. Interni standard (Nad5) zafazeny do test slouzi ke kontrole
kvality extrahované RNA a vzniku falesné negativnich vysledkd. U metody Sybr Green se
ovéti specificita a ¢istota produktti po poslednim cyklu pomoci analyzy teploty tani (melting
analyse).

Vzorky pro kalibra¢ni kiivky umoziujici stanoveni u¢innosti PCR. Pro hodnoceni U¢innosti
reakci se vytvofi kalibraéni kiivky z nejsilnéji infikovanych vzorki. Tyto vzorky se zvoli na
zéklad¢ ptedbézného hodnoceni infekce. Z téchto vzorkil se vytvori kalibrac¢ni fady (fedéni:
1:1, 1:2, 1:4 a 1:8). Vzorky Kkalibra¢ni fady se hodnoti sou¢asné (stejna reakéni smés a reakéni
podminky) s analyzovanymi vzorky. Ze ziskanych hodnot C+ se stanovi u¢innost PCR reakci.
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% Mx3005P (Standalone) - Quantitative PCR - [Quantitative PCR, 02-10-2015, 11Hr 30Min.mxp*]
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Obr. 9 Vyhodnoceni TagMan Real-Time RT-PCR reakce — reakce PSTVd (fedici rada)

Fluorescence (dR)
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Obr. 10 Vyhodnoceni TagMan Real-Time RT-PCR — reakce interni kontroly
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Flucrescence (dR)
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Obr. 11 Vyhodnoceni Sybr Green Real-Time RT-PCR — reakce PSTVd

2.3.2

Technologie Luminex XTAG

2.3.2.1 lzolace RNA z pletiva rostlin
Izolace RNA z rostlin je stejna jako u PCR (viz. 2.3.1.1).

2.3.2.2 TSPE (Target-Specific Primer Extension) a molekuldarni hybridizaci s

AN NN N N NN

<

mikrocldsticemi MagPlex-TAG s ndsledujici detekci pomoci technologie Luminex

Technické vybaveni potfebné pro TSPE a molekulirni hybridizaci
s mikrocasticemi MagPlex-TAG s nasledujici detekci pomoci technologie
Luminex

Termocykler (PTC-100, MJ Research, INC.)

Systém Luminex AtheNA Luminex 200 Analyser (Obr. 12)

PC + software Xponent 3.1

Laminarni RNA/DNA box (Captair Biocap RNA/DNA nebo Kéttermann 8580)
Minicentrifuga (Biosan Multi-Spin MSC-6000)

Vortex (Techno Kartell TK3S)

Plastové RNase-free mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf) — ptiprava premixu

Pipety - 0,2-2,0 pl, 2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pul (Finnpipette), multikanalova
pipeta 20-200 ul (Finnpipette), kompatibilni sterilni RNase-free S$picky (nejlépe
s filtrem — zabranéni kontaminaci)

Autoklav — sterilizace Spicek, pipet, mikrozkumavek (Stolni laboratorni autoklav OT
032)

Chladici podlozka nebo polyesterova nadoba na led
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AN NN NN

Magneticky separator

Rotac¢ni tfepacka (Biosan PST-60 HL PCR)
Mrazici box

Stripy (Bio-Rad)

Mikrotitracni palety

Jednorazové rukavice

Obr. 12 Luminex AtheNA Luminex 200 Analyser

Chemikalie potiebné pro TSPE a molekularni hybridizaci s mikrocasticemi MagPlex-
TAG s nasledujici detekci pomoci technologie Luminex

v
v
v

< AN

AN

AN

Prime Diagnostics multiplex kit Pospi Uni- xTAG kit (kat. ¢. LX0250-250/30062014)
Smés mikrocastic MagPlex-TAG [A]
Interni kontroly (TSPE /XTAG) pro detekci Nad5 (detekce RNA) a PospUni / pUCCR
(detekce generickych RNA pospiviroidit).

o Nad5 kéd mikrocastic: 043

o pUCCR kéd mikrocastic: 063
Smés PCR primert (10x) [B]
Smés primerti TSPE (20x%) [C]
SA-PE [streptavidin-R-phycoerythrin] (1000x) [D]
RNA: Access RT PCR systém (5x AMV/TH] pufr, 25 mM MgSO4 10 mM dNTP mix,
AMV reverzni transkriptaza 5 U/ul, Tfl DNA polymeraza 5U/ul, dH,0) [Promega,
kat. ¢. A1250]
Sephadex-G50 (purifika¢ni kolonky) [Illustra MicroSpin G-50 Columns, GE
Healthcare, kat. ¢. 27-5330-01]
Platinum GenoType Tsp DNA Polymerasa 5U/ul, TSPE 10x pufr, 50 mM MgCl, (misto
TSPE 10x pufr 1ze pouzit 10x PCR Rxn pufr) [Invitrogen, kat ¢. 11448-024)]
Biotin-14-dCTP (0,4 mM) [Invitrogen, kat. ¢. 19518-018]
20x ANTP mix (po 100 uM dATP, dGTP, dTTP): Deoxynucleotide Set, 10 mM [Sigma-
Aldrich, kat. ¢. DNTP10-1KT]
2x Tm hybridiza¢ni pufr (0,4 M NaCl, 0,2 M Tris, 0,16% TritonX100; pH 8,0)
1x Tm Hybridizacni pufr
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Vlastni postup TSPE a molekularni hybridizace s mikroc¢asticemi MagPlex-TAG s

nasledujici detekci pomoci technologie Luminex

a)

b)

Multiplex PCR reakce

SloZeni a objemy reakéni smési — na jednu rekci (25 pl)

5x AMV/TH] pufr

25 mM MgSO,

10 mM dNTP) - mix

Primer PCR mix [B]

5 U/ul AMV reverzni transkriptaza

5 ul (findlni koncentrace 1x%)

1 pl (findlni koncentrace 1 mM)

0,5 pul (final. kon. 200 uM kazdého dNTP)
2,5 ul

0,5 pl (finalni koncentrace 2,5 U)

0,5 ul (finalni koncentrace 2,5 U)

5 U/ul Tfl DNA polymeraza

1 ul RNA templat 1,0 ul

dH,0O 14,0 pl
Reakéni podminky

1x 45°C, 45 min. (reverzni transkripce)

1x

40x  94°C, 30s
55°C, 30s
68°C, 60 s

I1x  68°C,5min

1 x 4°C,

94°C, 2 min (inaktivace AMV-RT a denaturace RNA/cDNA/primeru)

Purifikace PCR produktu (lllustra MicroSpin G-50 Columns)

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

Ttepani kolonky 2 min

Odstredéni 735 x g, 2 min

TSPE PCR reakce (20 ul)

10x Rxn pufr nebo 1 X TSPE pufr*
50 mM MgClZ

20x TAG-TSPE primer mix [C]

5 U/ul Tsp DNA polymeraza

20x dNTP mix (-dCTP)

400 uM biotin -dCTP

dH.0

purifikovany produkt DNA z PCR 1

Povoleni vicka o 4 otaCky, odlomeni spodniho uzavéru

Nasazeni kolonky na sbérnou zkumavku

Odstiedéni 735 x g, 1 min, odstranéni eluatu

Pfeneseni kolonky na novou zkumavku a naneseni amplifikatu (25 ul)

Eluat zamrazit na -20 °C = purifikovany PCR produkt

2,0 pl (finalni koncentrace 1x)

0,5 ul (finalni koncentrace 1,25 mM)
1,0 ul (po 500 nM)

0,15 pl (finalni koncentrace 0,75 U)
1,0 ul (po 100 uM)

0,25 pl (finalni koncentrace 5 uM)
10,1 pl (*nebo 10,6 pl)

5 ul (bod b)

*namisto Tsp pufru a MgCl, Ize pouzit 10% PCR pufr Roche: 100 mM Tris-HCI, pH

8,3; 500 mM KClI; 15 mM MgCl,

TSPE pufr,(20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI)
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Reakéni podminky TSPE PCR
Ix  96°C, 2 min
35x  94°C,20s
58°C,30s
72°C, 30s
1x 4°C, o0

d) Hybridizace s mikrocasticemi MagPlex-TAG

e Piiprava pracovni smési mikrocastic (25 ul/reakce)
(2,5 ul koncentratu ¢astic MagPlex-TAG [A] + 22,5 ul 2x hybridiza¢ni pufr)

pracovni smés mikroc¢astic 25 pl
TSPE PCR produkt (krok c) 5 ul (nebo 1 ul)
dH,0 20 pl (nebo 24 ul)
¢ Reakéni podminky molekularni hybridizace

96°C, 90 s

37°C, 30 min

e) Priprava pro Luminex detekci

Ptepipetovat produkt (krok d) do mikrotitracnich palet
Ttepat na rotacni trepacce 5 min

Umisténi na magneticky separator 60 s

Vyliti, poklepani na filtraénim papiie

Napipetovat 100 pl 1x Tm hybridizaéni pufr
Opakovat krok 2 az 5 dvakrat

Vyliti, poklepani na filtracnim papife

Pipetovat 100 pl 1x Tm hybridiza¢ni pufr s 1-2 ul/ml SA-PE [D]
9. Rotacni tfepacka 15 min

10. Magneticky separator 60 s

11. Vyliti, poklepani na filtracnim papiie

12. Pipetovat 100 ul 1x Tm Hybridiza¢ni pufr

13. Rotacni tfepacka 5 min

14. Magneticky separator 60 s

15. Vyliti, poklepani na filtranim papiie

16. Pipetovat 100 pul 1x Tm hybridiza¢ni pufr

17. Rotac¢ni tfepacka 5 az 10 min

Nk wNE

f) Analyza a vyhodnoceni Luminex — program (vlastni)

Mag PLEX Brana: 7500-23000
Objem: 100 pl High PMT
Cas: 200 s

Hranice detekce (pozitivity) je trojnasobek MFI negativni kontroly (zdrava rostlina).
Interni standard (Nad5) zafazeny do testd slouzi ke kontrole kvality extrahované
RNA a vzniku falesné negativnich vysledkd.

2.4 Priklad praktického vyuziti
Do pokusu bylo zatazeno 14 vzorkd rostlin (Solanum tuberosum, S. jasminoides, S.
muricatum a Brugmansia spp.) udrzované v kolekci izolatt in vitro a jako sklenikové rostliny.
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V nasledujici tabulce (Tab. 2) jsou porovnany vSechny diagnostické metody PSTVd
V bramboru a okrasnych rostlinach, kde jsou zaznamenany hodnoty Ct ( Real-Time RT-PCR —
SYBR Green a TagMan) a specifické fluorescence (MFI) u technologie Luminex xTAG.

Tab. 2 Porovnani diagnostickych metod PSTVd (primérné hodnoty Ct a MFI)

Real-Time RT-PCR (Ct) HUMNeX XTAG
Nazev izolatu SYBR ( )
TagMan Nad5 PSTVd Nad5
Green

Solanum tuberosum cv. Russet 9.8+ 13.0 + 188+ | 23038 + | 24474 +
Burbank
S. jasminoides 6239/51 na 100 + 13.4 + 103+ | 24515+ | 25489 +
S.t.cv.Vendula
S. jasminoides 4791 na S.t. cv. 9.5+ 118 + 210+ | 24183+ | 24802 +
Vendula
S. muricatum 5039/2 na S.t cv. 105 + 131 + 201+ | 24196+ | 24555 +
Vendula
S. jasminoides 4997/12-1 145 + 16,4 + 19,3+ | 25514 + | 25397 +
S. jasminoides 4998/4 15,7 + 18,1 + 21,6 + | 24964 + | 25147 +
S. jasminoides 5013/4 14,0 + 15,8 + 19,8+ | 24495+ | 24549 +
S. jasminoides 6239/25-26 13,7 + 15,5 + 215+ | 26693 + | 25260 +
Brugmansia 6150/9 14,1 + 15,9 + 20,9+ | 20211+ | 19336 +
S. muricatum 5039/2 PS 10,5 + 119 + 199+ | 17697 + | 16475 +
S. jasminoides 6239/11 13,7 + 15,7 + 22,0+ | 22637 + | 20981 +
S. jasminoides 6239/51 14,0 + 159 + 20,9+ | 23910+ | 23479 +
S. muricatum 5039/1 13,1 + 16,9 + 18,3+ | 25481 + | 24563 +
S. jasminoides 6239/40 14,3 + 15,3 + 21,7+ | 25079+ | 25118 +
pozitivni kontrola 11,2 + 13,0 + 195+ | 25620+ | 25880 +
negativni kontrola - 32,2 - 21,3+ 1412 - 26268 +
pufr — blank - 39,3 - - 41 - 28 -

Z vysledk je patrné, Ze testované izolaty PSTVd byly vSemi metodami specificky a
spolehlivé detekovany. Mezi obéma variantami Real-Time RT-PCR nebyly prokazany
vyznamné rozdily za predpokladu odpovidajici melting analyzy u varianty s vyuZzitim
nespecifického barviva SYBR Green. V postupu Luminex XxTAG, tvorici kombinaci
amplifikace a TSPE vybraného tseku genomu s navazujici hybridizaci s paramagnetickymi
Casticemi, byly vSechny testované izolaty PSTVd rovnéz specificky a spolehlivé detekovany.
Reakce interniho standardu Nad5 prokazala kvalitni extrakci RNA.

3 Srovnani ,novosti postupia*

Vzhledem k tomu, ze PSTVd je fazen do Seznamu vysoce rizikovych biologickych agens
(vyhlaska ¢. 474/2002 Sb.) a infekce mohou byt asymptomatické (latentni infekce), jsou pro
detekci a identifikaci PSTVd v rostlinich nutné exaktni a citlivé laboratorni testy. Viroidy
nemohou byt detekovany imunologickymi metodami (napt. ELISA — Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay), které se bézné€ vyuzivaji pro diagnostiku virt, protoze
nemaji kodujici proteiny. V metodice jsou uvedeny podrobné a ovéiené laboratorni manualy
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postupt detekce PSTVd, které zvysi spolehlivost jeho diagnézy a umozni rozsiteni pouzitych
metod do praxe. Metodika zahrnuje komplexni postupy od odbéru vzorki, ptes izolace RNA,
vlastni postup pripravy reakci, kontrolu specificity az po jejich vyhodnoceni. Kvalitu
extrahované RNA a vznik faleSn¢ negativnich vysledkli lze snadno kontrolovat pomoci
interniho standardu (Nad5) zafazené¢ho do testi. Metoda Luminex xTAG piedstavuje novou
alternativni metodu vhodnou pro detekci a identifikaci PSTVd na molekularni arovni
s citlivosti srovnatelnou s Real-Time RT-PCR. Ob¢ metody lze pro detekci PSTVd
V pletivech okrasnych rostlin a bramboru doporucit, pfi¢emz rozhodujici pro vybér bude cena
a rychlost test.

4 Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Certifikovana metodika je urena pro pracovisté, ktera se zabyvaji prevazné diagnostikou
patogentl rostlin, predev§im pro akreditované diagnostické laboratofe statni spravy (Ustfedni
kontrolni a zkuSebni ustav zemédé@lsky), vyzkumné ustavy, Slechtitelské organizace a
zemédé@lskou praxi (péstitelé brambor, zeleniny a okrasnych rostlin). Podrobné laboratorni
protokoly uvedené v metodice mohou byt vyuzity i studenty vysokych skol pii vyuce
fytopatologickych pfedméti zaméfenych na diagnostické metody patogeni. V metodice jsou
uvedeny podrobné optimalizované pracovni protokoly umoziujici rutinni detekci PSTVd
Vv okrasnych rostlinach a bramboru pomoci exaktnich metod na molekularni arovni.

Metody Real-Time PCR (TagMan, Sybr Green) a Luminex XTAG jsou v soucasnosti
nejperspektivnéjsi a to jak z hlediska jejich citlivosti a specificnosti detekce, tak jsou zarukou
lepsi eliminace neZadoucich technickych chyb. Pro zachovédni téchto ptednosti se u
molekularnich diagnostickych metod jevi jako nezbytné izolovat purifikovanou RNA.
Soucasné vsak existuje moznost vyhodné aplikace systému duplex (nezbytna indikace kvality
purifikace RNA pomoci interni kontroly) a vyuziti vysoké citlivosti detekce pro hodnoceni
rozséhlejSich smésnych vzorki. S ohledem na tyto pfednosti lze, zejména v kontrolni praxi,
pfedpokladat Sirsi uplatnéni molekularnich diagnostickych metod.

5 Ekonomické aspekty

Zavedeni metodiky do rutinni laboratorni praxe (laboratofe pfistrojové vybavené na
molekularni metody) vyzaduje tyto naklady:

— Cena za extrakci RNA z jednoho vzorku pletiva rostlin potiebné pro Real-Time PCR a
Luminex XTAG je 50-160 K¢ (dle zvolené extrakéni sady).

— Vlastni naklady na detekci PSTVd pomoci Real-Time RT-PCR vyjde orientacné na
120-150 K¢ (TagMan, jeden test; dle zvolené reakcni sady) nebo 50-70 K¢ (Sybr
Green; jeden test; dle zvolené reakéni sady).

— Naklady na detekci PSTVd metodou Luminex XTAG ¢ini cca 180-200 K¢ (jeden test;
dle zvoleného kitu).

— Pro diagnézu je nezbytné pofizeni specidlniho pfistrojového vybaveni jako je
termocykler pro Real-Time RT-PCR (400-900 tis. K¢) a systém na vyhodnoceni pro
Luminex XTAG (1.200 000 K¢).

Ceny jsou kalkulovany na zaklad¢ nejlevnéjsi nabidky spotiebniho materidlu, nezahrnuji rezie
a jsou bez DPH. Metoda real-time RT-PCR (zejména postup Sybr Green) je v porovnani
smetodou Luminex XTAG vV soucasnosti levngjsi a zejména jednodussi a rychlejsi.
Ekonomicky pfiinos certifikované metodiky spolehlivé diagnostiky PSTVd zhodnoti az
uzivatelé, coz jsou pievazné Slechtitelské organizace, péstitelé a mnozitelé brambor sdruzené
v Bramboraiském krouzku a Bramborarském svazu, ptipadné i péstitelé zeleniny a okrasnych
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rostlin. Vcasna a citliva detekce PSTVd ve vychozich Slechtitelskych materidlech ptispéje
k vyznamnému snizeni ekonomickych ztrat daného podniku a dojde k zamezeni dalsiho
pienosu. Otestovani vybranych vychozich Slechtitelskych materidli pomoci citlivych
exaktnich metod uvedenych v metodice povede k finan¢ni uspote cca 100 tis. K¢ roéné. Nalez
PSTVd by vedl k ekonomickym ztratdm zplsobenym neprodejnosti infikovaného materialu,
ztraté divéry a konkurenceschopnosti podniku.
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