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Vyuzivani molekuldrné genetickych technik ve VUB Havlickiiv Brod v oblasti detekce vir@ a viroidu
bramboru zapocalo jiz pred 25 lety. V soucasnosti jsou tyto techniky prevdzné vyuzivany k detekci Viroidu
vtetenovitosti hliz bramboru (PSTVd) a Viru Y bramboru (PVY). Cilem této publikace je ukdzat vyvoj v této
oblasti za uplynulych 25 let.

RNA; RT-PCR; RT-qPCR

UVOD

V soucasné dobé jsou pro detekci virovych i viroidnich onemocnéni bramboru vyuziva-
ny i techniky RT-PCR a RT-PCR v redlném case. Metoda kvantitativni PCR je zaloZena
na stanovovani fluorescence produktu PCR v jednotlivych vzorcich po kazdém cyklu PCR
pomoci fluorescen¢nich sond a stanovovani poctu cykli pottebnych pro dosazeni prahové
fluorescence. Stanovovani se provadi na zakladé méfenych zmén fluorescence fluorescenc-
ni sondy. Pouzivaji se jednak nespecificka sonda vyuzivajici SybrGreen I, nebo fluorochro-
mem znacené sondy specifické pro amplifikovany tsek dané nukleové kyseliny. SybrGreen
I se vaze na dvouvlaknové useky DNA, v nasem prfipadé na produkty PCR. Tato vazba
umoznuje fluorescenci této latky a tim téz moznost kvantifikace PCR produktu. Nevy-
hodou této metody je, ze nerozlisuje mezi specifickym a nespecifickym produktem PCR
a tedy stanovuje celkové mnozstvi véech produkti PCR, v¢etné nespecifickych produkta
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(napt. dimery primert). O pfitomnosti nespecifickych produktti PCR se presvéd¢ime po-
moci analyzy kfivek tani po ukonc¢ené PCR.

Pro zjistovani mnozstvi specifického produktu PCR vyuzivame fluorescen¢né znace-
né specifické sondy. Jak systém SybrGreen I, nebo specifické sondy, vzdy zjistujeme pocet
cykla potrebnych pro prahovou fluorescenci na pocatku exponencialni faze amplifikace
vzorkd. Srovnanim s kalibra¢ni kfivkou lze pomérné spolehlivé stanovit vychozi pocet
molekul templatu ve vzorku pred PCR.

Existuje vice typu specifickych sond, avSak nejcastéji pouzivané sondy pro kvantifikaci
jsou linedrni hydrolyzac¢ni sondy (tzv. TagMan sondy). Tato sonda méd na jednom svém
konci tzv. receptor (R), ktery absorbuje jeho svételné zareni, ale jeho fluorescence je zha-
$ena zhasecem (Q) na druhém konci sondy. Pri probéhnuti PCR je sonda rozstépena nuk-
leazovou aktivitou polymerazy a uvolnény receptor miize emitovat fluorescen¢ni zareni.

MATERIAL A METODY

Pro ilustraci uvadime postupy pfi prvotnich experimentech s RT-PCR technikami s viry
bramboru (PVY a PLRV) feSené v ramci vyzkumného projektu EP 0960996561 Moleku-
larné genetické techniky pro detekci virti bramboru z let 1996 az 1999. Postupy i vysledky
z dalsich let jsou dostupné v nasich citovanych publikacich, uvedenych nize.

Postupy extrakce virové RNA pro RT-PCR

Bylo provérovano pét postupt pripravy RNA, z toho tfi postupy extrakce RNA:

Metoda A. Tradi¢ni fenol-chloroformova extrakce (BARKER et al., 1993).

Pletivo bylo homogenizovano s pufrem (smés 1 : 1 objem/objem fenolu, 0,1 M LiCl,
10mM EDTA, 1% SDS, 0,1M Tris-Hcl, pH 8,0) zahfatym na 80 °C a homogenat byl michan
a inkubovan pfi této teploté 5 min. Po ochlazeni na pokojovou teplotu byla smés extraho-
vana smési chloroform/isoamylalkohol (24 : 1) a RNA precipitovana z vodni fize pomoci
4 M LiCl pti 4 °C. Po centrifugaci byla RNA rozpousténa ve vodé a precipitovana ethano-
lem (-20°C/12h).

Metoda B. Extrakce pomoci RNAzol B (Gibco, BRL).

Vzorek (cca 100 mg) byl homogenizovan v 1 ml RNAzolu B, promichan, a po pridani
125 pl chloroformu znova promichan. Tato smés byla centrifugovana 4 min. pfi 21000g.
Vodni faze (cca 600 ul) byla precipitovana stejnym objemem isopropanolu v ledové lazni.
Sediment po centrifugaci (4 min./21000 g) byl oplachnut 70% ethanolem a po oschnuti roz-
pustén v 50 ul vody.

Metoda C. Extrakci RNA pomoci RNeasy Plant Total RNA Kit (QIAGEN).

Vzorek (cca 100 mg) byl rozetien v kapalném dusiku, extrahovan v lyza¢nim pufru (450
ul) ainkubovan 2 min pfi 56 °C. Lyzat byl aplikovan na QIA shredder, centrifugovan 2 min.
pfi 21000g, eluat byl pfenesen na RNeasy spin column a centrifugovan 15 s pii 8000 g. Na-
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sledovalo promyti promyvacim pufrem RW1 (700 ul) a dvojnasobné promyti pufrem RPE
(500 pl). Zachycena RNA byla extrahovana z kolonky vodou (50 pl).

Soubézné byly téz zkouseny dva imunovazebné postupy:

Metoda D. Postup dle WEIDEMANNA a MAISSE (1996).

Polypropylenové mikrozkumavky (0,2ml) byly inkubovany se 100 pl polyklonalnich
protilatek PVY (IPO Wageningen) v fedéni 1 : 500 v uhli¢itanovém potahovacim pufru
(pH 9,6) a po promyti sterilnim PBS-T bylo aplikovdno 50 pl extraktu z rostlinného ma-
teridlu (200 mg rostinného materialu/2ml PBS-T). Po dalsi inkubaci pfes noc v chladnicce
byly mikrozkumavky opét 3x promyty sterilnim PBS-T.

Metoda E. Postup dle GLAISE et al. (1996).

Mikrotitra¢ni ELISA desticky se zvySenou vazebnou kapacitou (napf.Nunc - MaxiSorp)
byly inkubovany pres noc v chladnicce s 50 pul polyklondlnich protilatek PVY nebo PLRV
(IPO Wageningen) v fedéni 1 : 500 v uhli¢itanovém potahovacim pufru (pH 9,6). ELISA
desticka byla 3x promyta sterilnim PBS-T, do potazenych ELISA desti¢ek bylo aplikovano
50 pl extraktu z rostlinného materidlu (200 mg rostlinného materialu/2ml PBS-T) a byly
inkubovany pres noc v chladni¢ce. ELISA destic¢ka byla opét 3x promyta sterilnim PBS-T
a navazana virova RNA byla vyuzita k reverzni transkripci pfimo v ELISA desticce.

Z vysledkt porovnani péti metod separace RNA v predbéznych pokusech vyplynuly
tyto zavéry pro jejich vyuzivani pro RT-PCR: Metoda A se sklada z velkého poctu operaci
a je téz pomérné zdlouhava (zpracovani vzorkd trva 2-3 dny). Pro tyto nevyhody je i pres
odpovidajici kvalitu produktu méné vhodna pro sériovou praci. Metody B i C poskyto-
valy plné vyhovujici vysledky jak z hlediska kvality produktu, tak i snadnosti a rychlosti
vlastniho provedeni separace. Metoda C byla proto vyuzivana i v dal$ich diferenciacnich
pokusech.

Imunovazebné techniky (metoda D a E) byly zejména v pocatecnich experimentech
mnohem méné citlivé a téZ méné spolehlivé nezli metody extrakéni. Vyrazného zlepse-
ni citlivosti a spolehlivosti testovani bylo dosazeno az po optimalizaci vlastniho postupu,
spocivajici zejména ve zvyseni koncentrace vazebnych protildtek a pouzivani desticek pro
ELISA se zvy$enou vazebnou kapacitou (napf. Nunc-MaxiSorp). Kromé mensi ndro¢nosti
pracovni, ¢asové i finan¢ni je vyhodnd i moznost provedeni RT pfimo na ELISA destic-
ce (metoda E), ktera byla proto téz pouzivana v dalsich pokusech. Obé separacni metody
(celkova RNA v postupu C a virovy nukleoprotein v postupu E) davaly v nasledné RT-PCR
plné srovnatelné vysledky.

Bylo porovnano a optimalizovano pét metod pripravy RNA, z nichz tradi¢ni fenol-
-chloroformova metoda (A), poskytovala uspokojivé vysledky z hlediska kvality ziskaného
produktu. Byla vSak v porovnani s dal$imi metodami pouzivajicimi komer¢ni premixy ex-
trakénich pufrt (B), nebo vyuzivajici pro izolaci celkové RNA silikagelové membrany (C),
pomérné pracna a ¢asové narocna. Metoda C je rovnéz vhodna pro sériovou praci a stejné
jako nékteré dalsi postupy (SINGH a SINGH, 1995) nevyzaduje praci s fenolem.
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Metody pouzivajici pred vlastni RT-PCR imunitni vazby antigenu jsou pracovné i fi-
nanéné méné naro¢né, na rozdil od literarnich udajt (napt. KOENIG et al., 1995; WEIDE-
MANN a MAISS, 1996), jsme vSak z poc¢atku pozorovali jejich nepfijatelné nizkou citli-
vost. Teprve dodate¢nymi Gpravami vlastniho postupu (vybér a koncentrace protilatek, in-
kubace, vazebna kapacita desticek) doslo ke zlep$eni az na pozadovanou uroven (PTACEK
a DEDIC, 1997). Po optimalizaci postupu neméla na detekci viru pomoci RT-PCR vychozi
RNA (celkova v metodé C, virova v metodé E) vyrazny vliv.

Nase experimenty ukdzaly pouzitelnost vSech testovanych metod. Extrakéni soupravy
firem Qiagen a Gibco poskytovaly izolaty celkové RNA v dostate¢né kvalité pro naslednou
RT-PCR. Pfednosti obou metod je jejich nizkd ¢asova ndro¢nost. Imunovazebnd techni-
ka byla modifikovdna: namisto ptivodné provadéné izolace virové RNA a nasledné RT-
-PCR v polypropylénovych mikrozkumavkach, ktera byla béhem roku 1996 shledana jako
nedostate¢né citliva, byla ve spolupraci se zahrani¢nim partnerem (projekt BARRANDE)
optimalizovana tato technika pro provedeni v mikrotitra¢nich destickach se zvysenou va-
zebnou kapacitou. Provedeni imunovazebné metody je sice ze vSech uvedenych technik
relativné ¢asové nejndrocnéjsi (inkubace pres noc), avsak diky moznosti paralelni izolace
virové RNA z velké sady vzorkd na mikrotitra¢ni desti¢ce je doba izolace v prepoctu na je-
den vzorek dokonce jesté kratsi nez u vyse zminénych kiti. Navic tato metoda, jako jedina
z uvedenych, poskytuje specificky izolaty virové (nikoli celkové) RNA, ¢imz se odstrani
mozna pricina nespecifickych produkt reverzni transkripce a nasledné polymerazové fe-
tézové reakce. Finan¢ni naklady imunovazebné techniky pfi vyuziti kapacity mikrotitrac-
ni desticky jsou nejnizsi ze srovnavanych metod. Na zakladé nasich dosavadnich dosaze-
nych vysledkii 1ze konstatovat, Ze vsechny vySe zminéné techniky jsou pouzitelné pro ucely
RT-PCR testovani virovych onemocnéni brambor. Rozhodujicim faktorem pro vybér mezi
nimi je pocet testovanych vzorkil a vybaveni laboratore. V nasi laboratofi upfednostnuje-
me imunovazebnou metodu, pokud neni dostupny specificky IgG pro separaci dané virové
RNA, pouzivame kit fy Qiagen.

Oligonukleotidové primery
Na zakladé literarnich udaji byly navrzeny sekvence oligonukleotidovych primert pro
viry PVY a PLRV a tyto primery byly syntetizovany.
1. PVY

Byly porovnavany rtizné sady primert navrzené pro detekci PLRV a jak celého spektra
kment PVY, tak jednotlivych kmenovych skupin, v¢etné podskupiny PVY-NTN (GLAIS
et al., 1996; WEIDEMANN a MAISS, 1996; WEILGUNY a SINGH, 1998). Autofi téch-
to praci vychazeli ze sekvence genomu PVY-NTN (H) (THOLE, 1993), oligonukleotidové
primery navrhli z oblasti 5’NTR a z oblasti kodujici P1 protein, kde se nachdzeji téz signi-
fikantni rozdily mezi jednotlivymi izolaty PVY (TORDO et al., 1995).

a) Primery podle GLAIS et al. (1996) mély nasledujici sekvenci nukleotid:
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Primer A: 5 AAC ACT CAC AAA AGCTTT CA

Primer B: 5" T(CT)A (CT)AA AC(AG) CT(CT) ATT (CT)TC AC

Primer C: 5" AAT TAA AAC AAC TCA ATA CA

Primer D: 5" TG(CT) GA(CTA) CCA CGC ACT ATG AA

b) Primery doporu¢ované WEIDEMANNEM a MAISSEM (1996) tvorila tato sekvence:
Primer 1: 5 TTC CAA AGT GTC CTT TGA G

Primer 2: 5" TCA TCA AACAAACTCTTTC

Primer 3: 5° CAA GAC TGA TGC CCA GAT

¢) Primery navrzené WEILGUNY a SINGHEM (1998):

Primer 1S: 5° GCT TGA CAT AAT TTG CTT

Primer 3S: 5" GCG TGC GAT ATGTTTTTG C

Primer 4S: 5" CAG ATT GGT TCC ATT GAA TGC

d) Primery navrzené MATOUSKEM (1999)

Primer Y-F: 5" ACC CGC TCCTTT TGG GCT AG

Primer Y-R: 5 TCT CTC TCC TCG CGC TTCTT

e) Primery podle GLAISE et al. (1998) - cely genom

Primer 5’NTR: 5" AAT TAA AAC AACTCA ATA CAA CAT AAG AAA
Primer HR: 5" TAC GCA GTG TTG GCT TCT TGA AGA ATG GTT
Primer HF: 5" AAC CAT TCT TCA AGA AGC CAA CAC TGC GTA
Primer 3'NTR: 5" GTC TCC TGA TTG AAG TTT AC

2. PLRV

Primery podle SINGH et al. (1995)

Primer PLRV-F: 5 CGC GCT AAC AGA GTT CAG CC

Primer PLRV-R: 5" GCA ATG GGG GTC CAA CTC AT

V nasi praci pouzivané primery syntetizovala firma IDT (Integrated DNA Technologies,
USA).

RT-PCR

Ze souprav pro reverzni transkripci byl na zakladé zkusenosti na pracovistich zakladniho
vyzkumu (BFU AV CR Brno, UMBR AV CR Ceské Budgjovice) vybran GeneAmp RNA
PCR Kit (Perkin-Elmer). Pfi ivodnich experimentech byla reverzni transkripce tspésna
u véech vzorki testované sady (rostliny bramboru infikované PVY-N, PVY-O, PVA, PLRY,
PLRV+PVS, PVY+PVS a bezvirova kontrolni rostlina - véechny rostliny testovany ELISA).
V nasledné PCR pak byly ziskany specifické produkty v pfipadé primert pro PVY, zatimco
u primert pro PLRV az pfi pouziti 1% TMA (tetramethylamoniumchloridu), ktery potla-
¢uje nespecifickou amplifikaci (vznik nespecifickych produktil). Rovnéz jsme pokracovali
v designovani alternativnich primert, které poskytovaly specifické produkty i bez special-
nich prisad.
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Po predchozich zkusSenostech s GeneAmp RNA PCR kitem (Perkin-Elmer) byl déle
zku$ebné pouzivan téz EZ r Tth GeneAmp RNA PCR kit (Perkin-Elmer) a déle vlastni
kombinace reagencii pro RT-PCR. Jednokrokova RT-PCR, na niz je zalozen kit EZ r Tth
GeneAmp, nesplnila nase oc¢ekavani po strance zjednoduseni a zrychleni procedury. Pri
prvnich pokusech o multiplex PCR (3 primery v jedné reakci) tento kit na rozdil od Gene-
Amp RNA PCR kitu neposkytoval uspokojivé vysledky. Navic tento kit neni kompatibilni
s optimalizovanou imunovazebnou metodou. Byla proto sestavena vlastni souprava pro
RT-PCR obsahujici AMV reverzni transkriptazu. Tato souprava poskytuje v kombinaci
s imunovazebnou technikou izolace virové RNA lepsi vysledky nez oba testované kity Per-
kin-Elmer. Ve spojeni s extrakénimi Kity pro izolaci celkové RNA poskytuje nase souprava
vysledky srovnatelné s kity Perkin-Elmer. Po téchto zkusenostech s GeneAmp RNA PCR
kitem (Perkin-Elmer), vlastnimi kombinacemi komponent pro RT-PCR obsahujicimi bud
MuLV nebo AMYV reverzni transkriptdzu, jsme pouzivali ndmi kombinované soupravy
a komer¢ni soupravy od firmy Sigma, které poskytovaly vysledky srovnatelné s kity Per-
kin-Elmer pfi niz$ich finan¢nich nakladech.

Reverzni transkripce u postupti extrakce RNA A-D probihala v 0,2 ml PCR zkumavkach
30 min pfi 42 °C, nasledovala tfiminutova denaturace pti 97 °C a pétiminutové ochlazeni
pti 5 °C. V postupu extrakce E probihala reverzni transkripce pfimo v ELISA desti¢ce 60
min pri 42 °C.

Vlastni PCR s primery podle GLAISE et al., (1996) probihala opét v 0,2ml PCR zku-
mavkach. Reakéni smés obsahovala 32,75 pl vody, po 2 pl primert (ad nebo bd nebo cd)
(10 pmol/1), 4ul 25mM MgCl,, 4 pl 10x PCR pufru, 0,25 pl Taq polymerazy (5U/ul) a 5pl
cDNA. Po pétiminutové denaturaci pfi 94 °C nasledovalo 30 cykli 60 s pfi 94 °C, 60 s pri
57°C, 60 s pti 72 °C s finalni extenzi 5 min pfi 72 °C.

Rovnéz v 0,2ml zkumavkach probihala PCR s primery navrzenymi podle WEIDE-
MANNA a MAISSE (1996). Reak¢ni smés obsahovala 30,75 ul vody, po 2 pl primert 1,
2 a3 (20umol/l), 4 pl 25mM MgCl,, 4 pl 10x PCR pufru, 0,25 pl Taq polymerazy (5U/ul)
a 5 ul cDNA. Po pétiminutové denaturaci pfi 94 °C nasledovalo 30 cykla 45 s pti 94 °C, 45
s pfi 51 °C, 60 s pfi 72 °C s finalni extenzi 5 min pfi 72 °C.

Rovnéz v 0,2 ml zkumavkach probihala PCR s primery navrzenymi podle WEILGUNY
a SINGHA (1998) a MATOUSKA (1999). Reakéni smés obsahovala 30,75 pl vody, po 2 ul
primert 1S, 3S a 4S (20pmol/l) ev. 3 pl primert Y-F a Y-R (10umol/l) , 4 pl 25mM MgCl,,
4 pl 10x PCR pufru, 0,25 pl Taq polymerazy (5U/ul) a 5 pl cDNA. Po pétiminutové denatu-
raci pfi 94 °C nasledovalo 30 cyklu 60 s pfi 94 °C, 60 s pti 50 °C nebo pri 63 °C, 60 s pti 72 °C
s findlni extenzi 5 min pti 72 °C.

Rovnéz v 0,2 ml zkumavkach probihala PCR s primery navrzenymi podle SINGHA et al.
(1995). Reakéni smés obsahovala 30,75 pl vody, po 1ul primertt PLRV-F a PLRV-R (10pmo-
1/1), 4 pl 25mM MgCl,, 4 pl 10x PCR pufru, 0,25 pl Taq polymerazy (5U/ul) a 5 pl cDNA.
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Po pétiminutové denaturaci pti 94 °C nasledovalo 35 cyklu 60 s pti 94 °C, 60 s pti 55 °C, 60
s pfi 72 °C s findlni extenzi 5 min pfi 72 °C.

PCR produkty byly analyzovany v 1% agarézovém gelu s ethidiumbromidem. Pro RT-
-PCR byl pouzivan termocykler PTC-100 (M] Research), pro horizontalni elektroforézu
VN zdroj 2kV 200mA (Vyvoj. dilny CSAV) a aparatury fy Omni-Bio. Gely byly vyhodno-
ceny dokumenta¢nim systémem KS-3000 (Ultralum) bezprostfedné po ukonceni elektro-
forézy.

Restrikeni $tépeni
10 pl PCR produktu ziskaného RT-PCR dle GLAISE et al. (1996) s parem primert cd, bylo
$tepeno 4 U Taq I endonukleasy 2 h pfi 65 °C.

RT-PCR pouzivana k detekci PVY umoznila kmenovou diferenciaci PVY pfi vyuziti
tfi specifickych oligonukleotidovych primertt (WEIDEMANN a MAISS, 1996). Okruh
pouzivanych izolati PVY daval pfi RT-PCR s primery 1 a 3 amplifika¢ni produkt o délce
535 bp, charakteristicky pro vsechny kmeny PVY. S primery 1 a 2 byl ziskan amplifika¢ni
produkt o délce 835 bp pouze u izolatl ze skupiny PVY-NTN. Izolaty dalsich virt brambo-
ru i viruprosté rostliny s témito primery zadné amplifikacni produkty v RT-PCR nevytva-
fely. Ve spolupraci se zahrani¢nim partnerem (BARRANDE) byla pouzivana dal$i metoda
RT-PCR vyuzivajici ¢tyfi specifické oligonukleotidové primery (GLAIS et al., 1996), vznik-
lé PCR produkty byly podrobeny restriktdzovému stépeni (IC-RT-PCR-RFLP). V tomto
postupu je mozno pouzitim tfi dvojic diferencovat C, N a O kmeny viru bramboru, pro
diferenciaci PVY-NTN je tieba vyuzit restrikéni $tépenti.

VYSLEDKY A DISKUSE

Na tyto vySe uvedené predbézné vysledky jsme navéazali v komplexnich pokusech s 38 izo-
laty viru Y bramboru (PVY) pochdzejicimi z rznych zemi Evropy a z Kanady. Byla ové-
fovana moznost jejich diferenciace do prislusnych kmenovych skupin z hlediska biologic-
kého, sérologického i molekularné genetického, tj. pomoci biologického testu na rostlinach
tabaku (Nicotiana tabacum cv. Samsun), sérotypizaci kmenové specifickymi protilatkami
PVY-N (Bioreba) a molekularni diagnostikou pomoci RT-PCR. Podle reakce rostlin taba-
ku bylo mozno do kmenové skupiny PVY-N zaradit 30 izolatt. Sérotypové odlisné byly
¢tyti kontrolni izolaty, u nichz nekorespondovala pozitivni reakce specifickych PVY-N
protilatek s nekrotickou reakei rostlin tabaku. V ramci RT-PCR byly pouzity dva postupy
(extrakce celkové RNA a imunovazebna technika) pfipravy RNA, obé metody poskytly
spolehlivé a reprodukovatelné vysledky. Pfislusnymi kombinacemi primerti navrzenymi
GLAISEM et al. (1996) a WEIDEMANNEM a MAISSEM (1996) byly detekovany bud
vSechny izolaty PVY bez jejich dalsi diferenciace, nebo pfi vybéru vhodnych kombina-
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ci primert bylo mozné dalsi rozliseni izoldti do kmenovych skupin (PVY-O a PVY-N).
Specifickou dvojici primert pro detekci PVY-O byl prokazan amplifika¢ni produkt u 16
zkousenych izolati. V této skupiné byla u deviti izolatt téz, s jinou dvojici primert, pro-
kazana pritomnost amplifika¢niho produktu specifického pro kmenovou skupinu PVY-N,
problematika smésnych infekci a moznosti odliseni izolatd z podskupiny PVY-NTN bude
dale studovana (v¢etné vyuziti RFLP).

Na zakladé reakce rostlin tabaku lze z hodnocenych 38 izolatti zaradit do kmenové
skupiny PVY-O osm izolatt (reagovaly pouze mozaikovitymi pfiznaky) a do kmenové
skupiny PVY-N 30 izolata (nekrotické priznaky na listech, zejména nekréza zilek, poz-
déji téz zasychdni a odumirani list). S témito vizualnimi pfiznaky na tabacich ve zna¢né
mife koresponduji i vysledky sérotypového urceni pomoci specifickych monoklonalnich
protilatek (Mab), kde jejich pozitivni reakce byla charakteristicka pro nekrotické (PVY-N)
izolaty. Rozdilné vysledky daly pouze izolaty Nord 242, IL56 orig. a Y Wi Kerl., kde slabé
az silné nekroticky reagujici rostliny tabaku nedavaly pozitivni reakci s N-specifickymi
protilatkami a naopak izolat 266-9F s pouze mozaikovitym typem pfiznakd na tabacich
daval s témito protilatkami slabé pozitivni reakci.

Pti vybéru vhodnych dvojic primert (c-d nebo 1-3) byly v nasich pokusech pomoci RT-
-PCR pozitivné detekovany vSechny zkousené izolaty PVY. Tyto vysledky byly shodné jak
u primert navrzenych GLAISEM et al. (1996), tak WEIDEMANNEM a MAISSEM (1996).
Vsechny izolaty byly shodné detekovany téz pti pouziti obou izola¢nich technik (C a E).

Diferenciaci izolatti kmenové skupiny PVY-O umoznilo v nasich pokusech pouze pou-
ziti dvojice primert b-d podle GLAISE et al. (1996), produkujicich v pozitivnim pripadé
amplifika¢ni produkt 926 bp. Tomuto odpovidalo 16 zkousenych izolatd, tj. dvojnasobek
oproti biotestu na tabacich a pri sérotypizaci. V této skupiné izolatti véak byla u deviti pro-
kdazana téz pritomnost amplifika¢niho produktu o délce 931 bp (kombinace primert a-d),
ktery je specificky pro kmenovou skupinu PVY-N.

Kombinace primert 1-2 navrzenych WEIDEMANNEM a MAISSEM (1996) byla auto-
ry smérovana ke specifické detekci izolat podskupiny PVY-NTN, vyvolavajicich u bram-
bor nekrotické zmény na povrchu hliz (PTNRD). Z vysledkii naseho ovérovani vyplyvd, ze
1) celkova RNA izolovana eluci i virova RNA pripravena imunovazebnou technikou reagu-
ji v RT-PCR shodné, 2) tyto specifické amplifika¢ni produkty o délce 835 bp byly pozorova-
ny pouze u izolatl prirazenych alespon nékterym z diferenciacnich postupit do kmenové
skupiny PVY-N, 3) amplifika¢ni produkt 835 bp vytvarely vSechny izolaty, reprezentujici
v nasich experimentech skupinu ovérenych ptivodct nekrotickych zmén na hlizach citli-
vych odrid bramboru.

Presto, Ze biologické testy na rostlinach tabaku (N. tabacum cv. Samsun) umoznuji za-
kladni rozdéleni izolatt do dvou skupin PVY-O a PVY-N (DEBOKX a HUTTINGA, 1981),
nelze podle novych udaji jednoznacné vsechny izolaty PVY, vyvolavajici nekrézy na taba-
ku, zatadit do skupiny PVY-N (MCDONALD a SINGH, 1996). Napt. PVYmn a PVYnn
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izolované z tabaki a nékterych dalsich druht rostlin celedé Solanaceae mohou tyto nek-
rozy na tabaku vyvolavat, ale nejsou infekéni pro brambory (MCDONALD a KRISTJAN-
SSON, 1993). Tyto izolaty téz nemusi reagovat s nékterymi PVY-N specifickymi protilatka-
mi. Izolaty podobného typu se vSak vyskytly tézZ u brambor v Polsku (CHRZANOWSKA,
1991) a pravdépodobné se vyskytuji téz ve Francii (KERLAN - osobni sdéleni). V nasich
pokusech jsou reprezentovany kontrolnimi izolaty IL56, YWi Kerl, Nord 242 a jejich re-
akce odpovidd popistim ze zahrani¢i. Kontrolni izolaty PVY-NTN, o kterych je znamo, Ze
vyvolavaji nekrézy na hlizach bramboru — PTNRD (Lukava, Nicola, Vital, Igor, Ranka)
ve vSech pripadech reagovaly jak nekrézami na tabdku, tak pozitivné s PVY-N specific-
kymi protilatkami. Shodné reagovaly téz izolaty fazené do skupiny PVY-N a pres urcité
rozdily v sile nekrotické reakce dalsi diferenciace izolatti byla netispésna.

Pozitivni detekci vSech izolatt, které je mozné biotestem na tabaku a reakci s PVY-N
specifickymi protilatkami zaradit do skupiny PVY-N (v¢etné podskupiny PVY-NTN),
umoznovala RT-PCR podle GLAISE et al. (1996) s kombinaci primert a-d, kde byl pozo-
rovan specificky amplifika¢ni produkt 931 bp. Vyjimka byl pouze blize nespecifikovany
izolat T6 a odchylny izolat pattici do skupiny Wilga. Pro vyskyt amplifika¢nich produktt
obou kmenovych skupin viru Y bramboru u rady izolatt 1ze nalézt vysvétleni bud ve sku-
te¢né pritomnosti smésnych infekci, nebo v nedostate¢né specificité navrzenych primert.
Z biotestu na tabacich, kde dochazi k prekryti mozaikovitych pfiznaka nekrotickou reakci,
ani z vysledku sérotypizace s jednim druhem protilatek, nelze vyvozovat presnéjsi zavéry.
RT-PCR s primery podle WEIDEMANNA a MAISSE (1996) byly detekovany jak vSechny
izolaty PVY bez blizéi specifikace, tak byly pozitivné detekovany znamé kontrolni izold-
ty z podskupiny PVY-NTN. Shodné s vysledky tohoto autora bylo rovnéz prokazano, ze
kontrolni kalifornské izolaty indukujici nekrézu hliz brambor (TU619 a TU660) (MCDO-
NALD a SINGH, 1995), nedavaji specificky amplifika¢ni produkt a jsou tedy odli$né od ev-
ropskych izolatii tohoto typu. V nasledujicich experimentech bylo dosazeno shodnych vy-
sledkit pomoci postupu dle WEILGUNY a SINGH (1998), kde zavisi specificita detekce
(vSechny kmeny PVY nebo PVY-NTN) na teploté ,annealingu®. Vyhodou tohoto postupu
je i ziskani kratsiho PCR produktu (394 bp), ktery je vyuzitelny po naznaceni nejen jako
sonda pro RNA-DNA hybridizace, tento fragment byl pouzit i ke klonovani, ale tyto pro-
dukty byly jesté spolecné s jesté kratsimi produkty (204 bp), ziskanymi pomoci primert
designovanych MATOUSKEM (1999), vyuzity k hodnoceni variability izolatd PVY-NTN
metodou TGGE a analyzou heteroduplexti. Tyto PCR produkty (394 bp) ziskané u 4 izolatii
(dva ze skupiny PVY-NTN a dva ze skupiny PVY-Wilga) byly podrobeny komplexnimu
testu s 29 restrikénimi endonukleasami, avsak pouze tfi (EcoRI, Fok I a Mnl I) poskyto-
valy rozdilny obraz (vyuzitelny pro sekvenovani): EcoRI, Fok I - rozliseni mezi PVY-NTN
a PVY-Wilga, Mnl - rozdily mezi PVY-NTN izolaty.

Okruh komlexné charakterizovanych izolatti dosahl 145.
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Na modelovém okruhu izolati byla pouzivana dal$i metoda RT-PCR amplifikujici cely
genom PVY vyuzivajici ctyfi specifické oligonukleotidové primery (ve spolupraci s fran-
couzskym partnerem (BARRANDE), GLAIS et al., 1998), vzniklé PCR produkty (prvni
o délce 4063 bp a druhy o délce 5670 bp) byly podrobeny restrik¢nimu $tépeni (IC-RT-
-PCR-RFLP). V téchto postupech je mozno pomoci RFLP mapovat cely genom jednotli-
vych izolati PVY. Je mozné podrobnéji diferencovat celé kmenové spektrum PVY a ziskat
vice informaci o pozici nekrotickych determinant, nejsou ale pouzitelné k praktické detek-
ci vir. V ramci reSeni tohoto projektu byla zahdjena a probihala spoluprace s francouz-
skym (BARRANDE) a se slovinskym partnerem (KONTAKT) na kmenové diferenciaci
PVY, s dirazem na PVY-NTN.

Pti detekci PLRV RT-PCR nedochdzelo i pres optimalizaci postupu se sadou piivod-
né pouzivanych primert ke vzniku predpokladanych specifickych produkti. Proto byly
designovany nové oligonukleotidové primery, které po optimalizaci postupu poskytovaly
specifické produkty (336 bp). Specificky amplifika¢ni produkt byl ziskan pouze u okruhu
izolata PLRYV, izolaty dalsich virti bramboru a viruprosté rostliny s témito primery nevy-
tvarely v RT-PCR zadny amplifika¢ni produkt. PCR produkty byly analyzovany jednak
v 1% agarézovém gelu s ethidiumbromidem, dale byl vyuzit nami modifikovany ,,RT-PCR
ELISA DIG Labeling and DIG Detection Systems® od firmy Boehringer. Zabudovani nuk-
leotidii znacenych digoxigeninem béhem RT-PCR umozni naslednou detekci za vyuziti
PCR ELISA kitu. Vyrobce kitu doporucuje pouziti biotinem znacené oligonukleotidové
sondy specifické pro dany PCR produkt. Tento krok jsme nahradili souc¢asnym zabudova-
nim nukleotidd znacenych jak digoxigeninem, tak i biotinem béhem RT-PCR. Takto pfi-
pravené produkty bylo mozno detekovat pomoci PCR ELISA kitu. Dale jsme postupovali
podle standardniho protokolu u kazdého z obou kit.

Pro RT-PCR byl pouzivan termocykler PTC-100 (M] Research), pro horizontalni elek-
troforézu VN zdroj 2kV 200mA (Vyvoj. dilny CSAV) a aparatury fy Omni-Bio. Gely byly
vyhodnoceny dokumenta¢nim systémem KS-3000 (Ultralum) bezprostfedné po ukonce-
ni elektroforézy, ev. vysledky PCR-ELISA detekce byly vyhodnoceny spektrofotometricky
(ELISA spektrofotometr DYNATECH MR 4100).

V zavéru feseni tohoto projektu se nam podatilo zoptimalizovat podminky vicenasobné
varianty (multiplex) RT-PCR. Prvni zku$enosti jsme ziskali jiz dfive pti identifikaci PVY
pomoci metody dle WAIDEMANNA a MAISSE (1996), kdy pfi pouziti tfi primert v jedné
reakci vznikaji dva PCR produkty. Pravé tento postup jsme pouzili spolecné s postupem
dle SINGH et al. (1995) vyuzivaného k detekci PLRV k multiplex PCR. Oba tyto postupy
maji blizké teploty annealingu 51 °C a 55 °C, optimadlni teplota multiplex PCR byla 52 °C
a reak¢ni profil dle SINGHA et al. (1995). Vznikaly 3 PCR produkty o velikosti 336 bp -
PLRV, 535 bp -PVY a 835 bp - PVY-NTN. Nevyhodou tohoto postupu avsak je, Ze ve své
podstaté vylucuje pouziti velmi kvalitni DNA polymerazy DyNaZyme II (Finnzymes), kte-
rou pouzivame pro nase experimenty, protoze je fadové finan¢né méné naroc¢na, nez DNA
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polymerazy od jinych renomovanych producentt (napf. P-E, Boehringer). DNA polyme-
raza DyNaZyme II neni zcela pfesna pri tvorbé vice produktu (preferuje tvorbu jednoho
produktu), takze je pro tuto svoji jedinou negativni vlastnost pro multiplex PCR témér
nepouzitelna. Pouziti jinych DNA polymeraz vyrazné zvysi finan¢ni naro¢nost multiplex
PCR a tim je finan¢né naro¢néjsi nez vice samostatnych PCR reakci, a proto v souc¢asné
dobé tuto multiplex PCR z ekonomickych diivodi nepouzivame.

vy,

V pribéhu dalSich let se rozéifil soubor detekovanych patogent. Byl rovnéz zaveden,
optimalizovan a rutinné pouzivan proces PCR v realném case.
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The use of molecular genetic techniques at VUB Havlickv Brod in the field of detection of potato viruses and
potato viroid began 25 years ago. At present, these techniques are mainly used to detect Potato spindle tuber
viroid (PSTVd) and Potato virus Y (PVY). The aim of this publication is to show developments in this area
over the past 25 years.
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