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Utad pramyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda pfedmét uzitného vzoru
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Sada primeria pro detekei Viru zakrslosti pSenice (WDV) metodou LAMP

Oblast techniky

Reseni se tyka sady primerd, které jsou vhodné pro detekci Viru zakrslosti psenice (WDV)
pomoci metody LAMP. Sada primer je navrZzena v genu pro obalovy protein viru. Primery jsou
odvozeny od genu pro obalovy protein polského izolatu Pol-WDV-W a jsou schopné detekovat
DNA viru pomoci LAMP.

Dosavadni stav techniky

Ekonomicky velmi vyznamny Virus zakrslosti pSenice (WDV), druh rodu Mastrevirus, patii do
¢eledi Geminiviridae. WDV infikuje pSenici, je¢men, oves i zito. Infekce WDV se projevuje
zakrslym ristem, redukovanym mnozstvim listi a chlor6zou. WDV je pfendSen perzistentné
ktisky, u nachylnych odriid zptisobuje ztraty na vynosu o 80 az100 % (Chrpova a dalsi, 2017).

WDV vytvati zdvojené castice s dvéma kvazi-ikosahedralnimi polovinami, které obsahuji
jednovlaknovou cirkularni DNA viru o velikosti 2,6 az 2,8 kb (Boulton, 2002). Po vstupu do
rostlinné buiky se tvofi dvouvlaknova DNA, kterd slouzi jako templat pro obousmérnou
transkripci gend viru. Transkripce zacind ve velké mezigenové oblasti (LIR) a kon¢i v malé
mezigenové oblasti (SIR), kdy se vytvoii oba transkripty - virionovy (V) a komplementarni (S).
Virovy transkript koduje dva geny pro pohybovy a obalovy protein. Z komplementarniho
transkriptu vznikaji pomoci sestfihu dva replikacni proteiny (Rep a RepA). (Wright a dalsi,
1997).

Béznou metodou detekce rostlinnych virti je ELISA. Detekéni limit ELISA rostlinnych vira je
vrozmezi 1 az 10 ng/ml (Clark a Adams, 1977; Clark a dalsi, 1986). Nov¢ byly vyvinuty dvé
sérologické metody zaloZené na monoklonalni protilatce pro detekci WDV (Zhang a dalsi, 2018).
Dal$imi metodami jsou metody zalozené na PCR (Janourova a dalsi, 2009; Zhang a dalsi, 2017;
Trzmiel a Klejdysz, 2018) ¢i real-time PCR (Zhang a dalsi, 2010; Gadiou a dalsi, 2012).

Novou metodu detekce WDV pfedstavuje izotermalni amplifikace zprostfedkovana smyckou
(Loop mediated isothermal amplification, LAMP). Metoda LAMP ma nékolik vyhod na rozdil od
bézné PCR. K amplifikaci dochazi pfi stalé teploté. Tato metoda je navic rychlej$i nez bézna
PCR a uzitim specialn¢ navrzenych loop-primerd lze rychlost amplifikace jest¢ zvysit. Pomoci
této metody lze ziskat i vice produktu nez u PCR. Pro detekci WDV neni tudiz tfeba drahého
vybaveni a amplifikaci 1ze provadét mimo laboratof.

Podstata technického feSeni

Pouziti této metody umoziiuje sada primert pro detekci WDV. Primery jsou vhodné pro
izotermalni amplifikaci zprostfedkovanou smyckou (Loop mediated isothermal amplification,
LAMP) s pouzitim Bst 2.0 WarmStart DNA polymerasy a phenol red podle technického feSeni,
jehoz podstatou je sloZeni primeru:

WDV-F3: CCAGACGCCACTGACATC,

WDV-B3: GTCCACGATATTCTTGCCGA,

WDV-FIP: GAATCGATGCGACCAAGCACGT-TACGATGCCTTGGAATCTGC,
WDV-B1P: AGGAAGTGGACCGTGAACCTTG-CTACCCAGTTGTAGCGTTGG,
WDV-LF: ACAGTCCACGTACTCGGC,

WDV-LB: TTACTGATGGACGGAAGGTCGGG.
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Pivodci navrzené primery umoziuji rychlou a levnou detekci virové DNA, jak bylo ovéfeno pii
pokusech v Ustavu experimentalni botaniky AV CR, v. v. i., Praha. V naSich pokusech jsme
pouzili tyto primery pro detekci izolované WDV DNA.

Nasledujici priklad provedeni doklada pouziti sady primert pro detekci Viru zakrslosti pSenice
(WDV).

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Detekce izolované WDV DNA

Podle poctu analyzovanych vzorkl se nejprve piipravi premix obsahujici veskeré reakéni slozky
kromé templatové DNA, ¢imZ se minimalizuji odchylky dané nepiesnosti v pipetovani. Slozeni
vysledné reakéni smési pro LAMP detekci WDV DNA je pak napftiklad toto:

1 pl primery WDV-FIP + WDV-BIP (40 uM), vysledna koncentrace 1,6 uM

1 pl primery WDV-F3 + WDV-B3 (5 uM), vysledna koncentrace 0,2 uM

1 pl primery WDV-LF + WDV-LB (10 uM), vysledna koncentrace 0,4 uM
12,5 pl WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix (DNA & RNA) (NEB)
1 ul WDV DNA

8,5 ul H:0

Celkem ma vysledna reakéni smés 25 pl.
Mikrozkumavky se vzorky se ditkladné uzaviou, smés se centrifugaci zakoncentruje na dné

mikrozkumavky a mikrozkumavky se vlozi do inkubatoru. LAMP se provadi 1 h pii 65 °C.
Systém umoziuje rychlou a jednoduchou vizualni detekci pomoci pH indikatoru Phenol red.

Prumyslova vyuzitelnost

Redeni se tyka rychlé detekce izolované DNA zavazného patogena obilnin - Viru zakrslosti
pSenice (WDV), zalozené na amplifikaci specifického tiseku genu pro obalovy protein. Vybrany
usek genu je relativné sekvencné konzervovany mezi vétSinou izolath WDV z Némecka,
Madarska a Francie, ¢imz se stavd vhodnym nastrojem pro detekci tohoto patogena. Nové
primery maji vyuziti napiiklad v rostlinolékafstvi pfi diagnostice patogena WDV.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primerti pro detekci DNA Viru zakrslosti pSenice (WDV) metodou LAMP,
vyznacujici se tim, Ze obsahuje primery o sloZeni

WDV-F3: CCAGACGCCACTGACATC,

WDV-B3: GTCCACGATATTCTTGCCGA,

WDV-FIP: GAATCGATGCGACCAAGCACGT-TACGATGCCTTGGAATCTGC,
WDV-BIP: AGGAAGTGGACCGTGAACCTTG-CTACCCAGTTGTAGCGTTGG,
WDV-LF: ACAGTCCACGTACTCGGC,

WDV-LB: TTACTGATGGACGGAAGGTCGGG,

které umozni amplifikaci zadaného fragmentu patogena.
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