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Anotace

Tato prace si dava za ukol shrnout zakladni poznatky o zivotnim cyklu a metodach
detekce rostlinnych vird. Prace se zamétuje na X-virus bramboru (PVX) jako zastupce
rostlinnych vird a zkouma jeho reakce s n€kterymi vybranymi rostlinnymi hostiteli.
Prace se také zabyva vyuzitim rostlinnych virti pro biotechnologické ucely a obrané

rostlin proti virovym chorobam.
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Anotation

The aim of present work is to gather basic knowledge about life cycle and methods of
detection of plant viruses. The work has been focused at potato X-virus (PVX) as a
representant of plant viruses and it has studied its reaction with some elected plant
hosts. The work presents also use of plant viruses for biotechnological aims and the

defense of plants against viruses deseases.
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1. Uvod

Rostlinné viry jsou vyznamnymi patogeny V oblasti zeméd¢lstvi. Nékteré stabilni druhy
virt nebo smésna infekce dvou virt dokazi zptsobit velké ztraty na urodé. Vyzkum vird
nam dovoluje zefektivnit zemédelskou vyrobu. Diky védomostem o virech vime, jak
preventivné postupovat jest¢ pred vysazenim rostlin. Vime, které druhy rostlin jsou
odolngjsi vuci infekcim, a téz zndme rGzné strategie, které rostliny proti virovym
infekcim uméle chrani. To mze mit velky pfinos zvlasté v rozvojovych zemich, kde je
kazdé neuroda tragédii.

Dalsi piinos rostlinnych virG je bezpochyby ve zdravotnictvi. Tyto organismy jsou
pouzivané jako expresni vektory pii piipravé raznych biologickych latek — casto
antigend zavaznych lidskych chorob.

Mimoto ndm vyzkum vird, jakozto vyzkum jednoduchych nitrobunéénych paraziti,
pomaha lépe pochopit zakladni funkce bunééného aparatu.

Ve své praci se pokusim shrnout zakladni poznatky o rostlinnych virech. Budu se
vénovat jejich morfologii a jejich rozmnozovani. Uvedu, jaké choroby dokazou viry
zpusobit a jak se proti infekci rostliny brani. Pfedstavim nékteré metody, které védci
vyvinuli na obranu rostlin. Pokusim se ukazat, jaké je mozné vyuziti rostlinnych vird.
Nasledné¢ se zaméfim na X virus bramboru. S timto virem budu dale pracovat
v praktické ¢asti, ve které piedstavim nékteré zakladni metody prace s viry. Pokusim se
zjistit, jaky druh infekce a o jaké intenzité se vyvinul u vybranych pokusnych rostlin.
Také zjistim do jaké koncentrace se PVX v nejnachylnéjsim druhu z vybranych rostlin
namnozil.

Laboratorni prace jsem uskute¢nila pod dohledem pracovnikti v Ustavu experimentalni

botaniky AV CR.



2. Charakteristika rostlinnych viru

2.1. Zarazeni rostlinnych viru

Viry jsou jednoduché nebunécné organismy, které mizeme oznacit jako Castice. Jsou
slozeny zejména z nukleové kyseliny a proteinti, ale mohou obsahovat i anorganické
slozky. Velikost jejich nukleové kyseliny se pohybuje od 10° az 10° nukleotidd (nebo
part nukleotidil), a to je vibec nejmensi velikost mezi vSemi zivymi soustavami. Toto
rozmezi se ¢astecné piekryva s rozmezim velikosti genomu bakterii. VétSina virti ma ale
délku nukleové kyseling od 10* do 10° nukleotidi, coZ nema Zadna bakterie.
Jednoduchy zplisob Zivota virli je zaloZen na vnitrobunécném parazitismu. Z atributl
pro klasifikaci zivych organismi spliuji viry mimo buiiku hostitele pouze pfitomnost
makromolekul biopolymerd. Nejsou schopné vlastniho metabolismu, drazdivosti ani
autoreprodukce. Pokud ovSem vstoupi do buiiky, jsou jim jejim prostfednictvim
propijceny prostiedky k rozmnozovéni a vir ziskdva schopnost dédicného predavani
znakd i schopnost vyvoje a evoluce [9,3]. Evoluce muze u virt probihat pouze diky
mutacim a rekombinacim [8]. Z téchto divodu, fadi mnoho odborniki viry na rozmezi

Zivé a nezivé prirody.
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Obr. 1 (Hinegardner, 1976 in Matthews)
Obr.1 Pocet nukleotidti nebo pari nukleotidi jednotlivych skupin zivych soustav. Dole: pocet nukleotidi,
zleva doprava: viry, bakterie, houby, vétSina ZivoCichi a nékteré rostliny, mnoho rostlin a néktefi

zivoc¢ichové.

Viry nam mohou pfipadat podobné dalsim dvou skupinam. Prvni znich jsou
vnitrobunécni bakteriadlni parazité (napt. chlamydie), které jsou viram podobné jak

velikosti svého genomu, svou velikosti, tak i zpisobem zivota. Zasadni rozdil mezi nimi



je v8ak ten, ze viraim chybi schopnost vlastni syntézy proteinti. Druhou skupinou jsou
transpozony — genetické mobilni elementy. Do skupiny genetickych mobilnich elementi
muzeme zaradit napiiklad plazmidy. Podobné jako viry nejsou schopné vlastniho
metabolismu ani autoreprodukce. Viry jsou ale schopné samostatné opustit buniky a Sifit
se, maji slozit¢ organizovany genom se specifickymi virovymi funkcemi a bé&zné
fyzicky chrani své genetické informace, coz mobilni genetické elementy nedokazou [6].
Castice, které pozdgji dostaly nazev rostlinné viry (fytoviry), byly objeveny pii
pokusech, které mély objasnit pohyb mizy v rostlinach. Jiz diive se jich vSak nechténé
vyuzivalo v péstitelstvi. Tulipany, jejichz kvéty trpély mozaikovitosti a prouzkovitosti
zpusobenou viry, byly pokladany za okrasné [6].

Vlastnosti, kterymi se od sebe 1i8i rostlinné viry, viry zivo¢isné a viry bakterialni, jsou
zavislé na vlastnostech jejich hostitelt. Fytoviry jsou takové viry, které jsou schopny
infikovat rostlinné buiiky. Ty jsou chranény bunécnou sténou a na rozdil od bunék
zivociSnych nemaji receptory, pies které by mohly viry aktivné pronikat do bunky.
Rostlinné viry pronikaji do bun¢k pies poranéni a poskozeni bunécéné stény [2].
Nepotiebuji proto zadné proteiny rozeznavajici specificky bunéénou sténu [6]. Zatimco
u bakterialnich viri vstupuje do buiiky pouze nukleova kyselina a obal ziistdva vné, u
virll rostlinnych pfes volny vstup poranénim vstupuje cely virus, ktery je pozdéji
rozvolnén specifickymi bilkovinami. (Vyjimkou je <¢eled Phycodnaviridae.)
Z mechanismu $ifeni, kdy rostlinné viry neopoustéji bunku pies plazmatickou
membranu, vyplyva i fakt, Ze rostlinné viry postradaji membranovy obal, ktery je
typicky pro viry zivoci$né. Dalsi rozdily jsou také ve slozitosti kapsidu, v ¢emz vynikaji

viry bakterialni. Konkrétnéjsi odlisnosti hledejme spiSe mezi jednotlivymi druhy [11].

2.2. Struktura virionu fytovira

Jak jiz bylo naznaceno, virion je sloZen z kapsidového bilkovinného obalu a z nukleové
kyseliny. Podle chemického sloZeni nukleové kyseliny délime viry na DNA viry a RNA
viry. Ve skupiné rostlinnych virti po€etné prevazuji RNA viry. DNA 1 RNA viry mohou
byt jednofetézcové pozitivni, jednofetézcové negativni nebo dvouretézcové [9, 3]. RNA
muze byt segmentovand do vice Usekll. Dle tvaru mohou byt cirkulativni (kruhovité)
nebo linedrni. To ma vliv na celkovy tvar virionu. Zatimco bilkovinny obal slouzi jako
ochrana, nukleova kyselina koduje vSechny proteiny a enzymy potiebné k expresi viru a

ke kompletnimu sestaveni virionu. Nukleova kyselina je kompletni genom viru.



Velikost genomu se pohybuje od n¢€kolika set nukleotidli az po pilmegabasi nukleotidi,
na ¢emz je zavisly i pocet gent [2,10]. Rostlinné viry jsou schopné kodovat 1-12
proteini [6]. Podobné jako u kazdého genoforu funguji nékteré nukleotidové sekvence
jako strukturni geny (cistronické) kodujici specifické proteiny. Jiné useky funguji jako
regulacni oblasti-promotory, které jsou piedpokladem pro regulaci (fizeni a
prosazovani) transkripce strukturnich genti. Sekvence jsou logicky sestaveny tak, ze
jejich postupnym zapinanim od zacatku do konce se v ¢ase vytvaieji genové produkty
ucelné takovym zplsobem, aby byla zajiSténa reprodukce viru v bunce. Na zacatku
¢teni jsou tedy geny pro ¢asné proteiny, ke konci pro pozdni proteiny [8].

Kapsidovy obal (coat protein — CP) je tvofen identickymi pravidelné uspotadanymi
podjednotkami. Tyto makromolekuly se nazyvaji kapsomery. Kvartérni struktura, ktera
urCuje vnéj$i podobu viru, je kapsomerami sestavovana autoorganizaénim procesem
pouze na zaklad¢ fyzikalnich zakont. Dochazi pfitom i k vyfazeni konstrukéné chybné
nebo nepresné kapsomery. Neni k tomu potfeba pomocnych proteinti. Ke vzniku celého
kapsidového obalu je tedy potieba pouze jednoho genu kodujiciho CP. Kapsidovy
protein mize byt multifunkéni a podilet se naptiklad na pohybu viru z buiiky do bunky.
Existujici typy kapsomer dovoluji pouze dva zakladni, obecné strukturdlni typy viriont.
Prvnim znich je tvar kulovity, nebo pifesn¢ji mnohosténny. Ten ma nejcastéji
ikozahedrickou symetrii. Ikozahedry jsou pravidelné dvacetistény s trojuhelnikovymi
plochami a dvanacti rohy. Polyedr tohoto typu je ztermodynamického hlediska
nejstabilnéj$i. Ostatni viry kulovitého tvaru se li$i jinym poctem stén. Druhy obecny
strukturni typ je tyCinkovity. TyCinkovity virus mize byt tuhy nebo ohebny, ale vzdy
ma helikalni symetrii kapsidu. Kapsomery jsou sestaveny do véalcovitého tvaru
Sroubovicové. Celek tfi po sobé nasledujicich otacek se uniformé opakuje po celé délce
virionu. Sroubovicova nukleova kyselina je protazena mezi uz§imi ¢astmi jednotek tak,
ze neleZi voln€ v centrdlni dutin€ virionu. Zavity jednotek kapsidu ptesné odpovidaji
zavitim Sroubovice nukleové kyseliny. Kazd4 jednotka kapsidového obalu nélezi

n¢kolika nukleotidim. [8,10]



Obr. 2 (Klug and Casper in Matthews) Obr. 3 (Matthews, 1991)

Obr. 2 Helikalni struktura kapsidového obalu, ty¢inkovity TMV
Obr. 3 Ikozahedr

Nekteré tzv. obalené viry maji kromé kapsidy 1 lipoproteinovou membranu.

Kromé bilkovin tvoficich kapsidu koduje virova nukleova kyselina i enzymy, které
potiebuje virus k rozmnozovani a které jsou natolik specifické, Ze je nemize hostitelska
buika poskytnout. Bud’ je virus schopen ptenaset je z buitkky do buiiky nebo je nechava
syntetizovat pfimo v napadené buiice. Geny pro jejich syntézu byvaji zarazeny v
genomu hned po genech pro zastaveni vlastniho metabolismu buiiky, nebo tam, kde jich
je Casové potieba.

Mezi tyto nestrukturni bilkoviny fadime protedsy. Proteasy pomahaji posttranslacné
upravovat strukturni proteiny viru.

Dalsi skupinou jsou enzymy nezbytné pro syntézu nukleové kyseliny. Zasadni jsou i pii
syntéze mRNA. Tato mRNA slouzi jako matrice pro virem kdédované bilkoviny.
Celkové tyto enzymy nazyvame virové polymerasy. RNA-dependentni RNA
polymerasy se nazyvaji enzymy, které jsou pfitomné pii kopirovani nebo piepisu
z RNA. Casto se oznaluji jako replikdsy. Mezi rostlinnymi viry se miizeme se setkat
s reverzni transkriptasou, ktera katalyzuje syntézu DNA z RNA (Caulimovirus). DNA
polymerasu najdeme u DNA vird. DNA polymerasu s helikdsovou aktivitou najdeme
téz U DNA virt. Tento enzym se podili nejen na replikaci DNA a denaturaci jejich

vlaken, ale ma vyznam i pfi rekombinacich a opravach.



Ne¢kolik skupin vird koduje proteiny, které jim pomahaji v piesunu viru z buniky do
bunky a téz zprosttedkovavaji pohyby cytoplasmou. Nazyvaji se ,,movement proteins‘ -
transportni proteiny [1].

Nekteré viry koduji proteiny, které omezuji nebo zpomaluji obranné mechanismy
buiiky. Casto §tdpenim inaktivuji proteiny obranného systému hostitele, jako naptiklad
HC-Pro potyvirt (+ssRNA).

Mnoho nestrukturnich bilkovin je multifunkénich. Tuto multifunkénost si muzeme
ukazat naptiklad na proteinu VPg potyvirii. Jeho nejdulezitéjsi funkci je zahajeni
syntézy RNA. Chrani 5°-konec RNA, od kterého postupuje polymerizaéni reakce.
Kromé toho zahajuje sestaveni virionu, ovliviiuje Sifeni viru a také snizuje obrannou
reakci bunky (interaguje s geny rezistence). Zajimavy je tento protein také tim, ze je
jediny, ktery ovliviiuje syntézu RNA, ale zdroven neni enzymem [1].

Nezbytnou soucasti virionu je voda. VétSinou je ve form¢é malé vrstvy kolem

kapsidového obalu [6].

ds - RNA
O = 0 o
CAULIMOVIRUS GEMINIVIRUS REOVIRIDAE CRYPTOVIRUS
without envelopes
L——— 1 [ O
TOBRAVIRUS Maize Chiorotic Dwarf Virus
LUTEOVIRUS
— —— ——— =71 TYMOVIRUS
TOBAMOVIRUS TOMBUSVIRUS
SOBEMOVIRUS
[ 1 ] NECROVIRUS
FUROVIRUS CARMOVIRUS
MARAFIVIRUS
[ 10 1 [ 1 Parsnip Yellow Fleck Virus
HORDENVIRUS
00
e COMOVIRUS
FABAVIRUS
POTEXVIRUS NEPOVIRUS
Pea Enation Mosaic Virus
v:: DIANTHOVIRUS
CARLAVIRUS O O
Q O
— CUCUMOVIRUS
CAPILLOVIRUS BROMOVIRUS
ILARVIRUS
_— —
POTYVIRUS [] 0 0 0
e Alfalfa Mosaic Virus
CLOSTEROVIRUS
with envelopes \
|ss - RNA () | |ss-RNA + |
RHABDOVIRIDAE Tomato Spotted Wilt Virus

Obr. 4 (Matthews, 1991)

Obr. 4 Rodiny a skupiny rostlinnych virt a jejich tvar.
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2.3. Viroidy, satelity

Nejmensi castice vyvolavajici nemoci rostlin se nazyva viroid. Je to kratka, kapsidem
neobalend jednotetézcova RNA. Ma pouhych 250-350 nukleotidt, které nekdduji zadné
strukturni bilkoviny. Nemoc se projevuje podobnymi ptiznaky jako nemoci zpisobené
viry. Viroidy se rozmnozuji V jadru bunky. Je jich znamo asi dvacet druhti a téméf
vSechny tyto druhy se vyborné mnozi v pletivu listii rajéete. Viroidy se vétSinou Sifi
mezi rostlinami dané populace, ziidkakdy se Sifi z generace na generaci pomoci
infikovanych semen nebo pylu [12]. U nas je nejvyznamngjsi viroid vietenovitosti hliz
bramboru a latentni viroid chmele [13].

Satelity virh jsou subvirdlni nukleové kyseliny, které nekoduji enzymy potiebné pro
vlastni replikaci a jsou proto zavislé na jiném spoluinfikujicim pomocném viru.
Pomocnym virim odebiraji satelity potfebné enzymy pro vlastni replikaci. Genom
satelitli se od genomu pomocnych virti li§i. VéEtSina sateliti nenese zadné ORF (Cteci
rdmec ohraniCeny start a stop kodonem). Je znam jediny DNA satelit, ostatni jsou
tvofeny jednofetézCovou kruznicovou nebo castéji linearni molekulou RNA. Jejich
obvykla délka je 700-1500 nukleotidt. Piikladem satelitu a jeho pomocného viru mize
byt satelitni virus nekrdzy tabaku a virus nekrdzy tabaku. Satelitni virus nekrozy tabaku

je dokonce nejvétsi mezi satelity [13].
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3. Exprese virionu

3.1. Rozmnozovani

Obecné je pomyslny zivotni cyklus u vSech skupin rostlinnych viri podobny. Podle
povahy nukleové kyseliny se 1isi postup replikace a transkripce piipadné aspekty s tim
spojené. Prvnim stadiem interakce viru s hostitelskou butikou je absorpce Virionu na jeji
povrch. Nasleduje penetrace-prunik do buiiky a destrukce virovych proteinovych obal.
Po obnazeni nukleové kyseliny a zahajeni ¢teni virového genomu buiikou je zastaven
vlastni metabolismus bunky (transkripce, translace). Bunika je nyni pfipravena
poskytnout veskeré své prostfedky a substraty pro kopirovani viru. To je odliSné pro
kazdou skupinu vird, nicméné vzdy musi byt v této ¢asti exprese pritomné nestrukturni
proteiny, které jsou potieba k replikaci ¢i transkripci virové nukleové kyseliny. Pokud
neni tato virova polymerasa Ci replikdsa pienesena do buiky spolu s virem, dochazi
béhem Casné transkripce ke vzniku mRNA pro syntézu téchto enzymu. Ne&které viry
nepotiebuji virem koédované enzymy, k expresi jim sta¢i enzymy poskytnuté burikou.
Nasleduje syntéza genomit budoucich vird, jejich kapsidovych proteini a specidlnich
nestrukturnich proteind, které mohou viru poméhat v pfesunech, nebo mohou snizovat
obrannou reakci buiiky. Syntéza virovych proteind probiha na ribozomech, virus
vyuziva bunéfné tRNA. Strukturni proteiny a nukleové kyseliny se navzijem
kompletuji jako dcefiné viriony a opoustéji buniku [11,8].

Nejvice rostlinnych virti (49 rodi ze 70) mé jednotetézcovou pozitivni RNA (+ssRNA),
proto je také mechanismus replikace a translace +sSRNA v piirodé nejcastejsi.
Nukleova kyselina vstupuje do cytoplazmy bez kapsidového proteinu. Brzy se napojuje
na ribozomy kde dochazi k translaci polymerasy a dalSich nestrukturnich proteint.
K samotné replikaci S ucasti zminéné polymerasy dochazi nejcastéji na membranach
endoplazmatického retikula. Znamé jsou i pfipady, kdy se +ssRNA replikuje na
membranach chloroplasti. Pivodni +ssRNA slouzi jako matrice k negativnimu fetézci
RNA. Jeho syntéza zafind od 5'-konce pivodniho fetézce. Z negativniho fetézce se od
5’-konce syntetizuje bud’ pozitivni vlakno, které bude slouzit jako budouci genom
dcefiného virionu, nebo pozitivni mRNA, ze které se translaci vyrdbéji strukturni
proteiny, jako je kapsidovy protein. Promotor na 5’-konci negativni RNA je pfitomen
jako komplementarni na 3’-konci pozitivni RNA. V buiice se pomér negativnich a
pozitivnich fetézctu pohybuje okolo 1:100 (negativni:pozitivni). Ze vzniklych produkta

se skladaji dcefiné viriony. Protoze pii replikaci linearnich genomii dochéazi casto ke
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ztratdm nukleotidd na jejich koncich, vyuzivaji +ssRNA 1 bunécné reparacni
mechanismy.

Negativni jednofetézcové RNA viry maji rozmnozovani o to slozit&jsi, ze po vniknuti
do bunky zahajuji rovnou ptepis do +ssSRNA a musi si tedy RNA-dependentni RNA
polymerasu piinést s Sebou. Dcefiné viriony si pak opét nasyntetizovanou polymerasu
odnaseji v komplexu do dalsich buné¢k, a to dokonce po dvaceti molekulach. Zbytek
replikace probiha jako u +ssRNA vird [13].

Zajimavy rod s jednofetézcovou RNA je Bunyavirus. Ty maji negativni dvojsmysiny
genom. Genom tvofi tfi az Sest fragmentt linearni RNA, které jsou spolecné sbaleny ve
virionu. Dvojsmyslny znamena to, ze se mRNA pteklada z dvou, buitkou odvozenych
fetézci RNA s opacnou polaritou. Tyto dva fetézce se navzajem replikuji a z kazdého se
po piepisu do mRNA pieklada jiny protein (podle toho, kde maji 5°-konec). RNA-
polymerasu si pfenaseji z buniky do buriky [1,13].

Viry, které maji jeden z nejdelSich genomut viibec, jsou dvouietétézcové RNA viry.
Jejich genom byva rozdélen do nékolika segmentli (10 nebo 12 podle druhu). Pred
transkripci musi dojit k denaturaci vlaken. Pomoci virové transkriptasy je
nasyntetizovano 10 nebo 12 ssSRNA a nasledné 10 nebo 12 mRNA. Dochazi k translaci.
Denaturovana vlakna slouZi zaroven jako matrice pro replikaci —SSRNA a +SsSRNA,
které se kompletuji do ds RNA [6,1].

Viry s jednofetézcovou ssDNA maji maly kruznicovy genom. Muze dosahovat velikosti
3kb. Ve virionu se nachazeji dvé izomerické podjednotky. Replikace probihd v jadie
hostitele, v prvni fazi se vytvari negativni dsDNA fetézec a dochazi ke konverzi ssDNA
na replikacni formu dsDNA. Ve druhé fazi se syntetizuje virova pozitivni dsDNA.

U rostlinnych virh ma formu genomu dvoufetézcové dsDNA pouze jedind Celed
(Phycodnaviridae). Dvoutetézcova DNA ve srovnani s OStatnimi druhy nukleové
kyseliny fytovirt dosahuje velkych rozmért, a to témét 400kb. Viry s touto nukleovou
kyselinou jsou také vyjimecné svym zplisobem penetrace. Virus se specificky navaze na
povrch buiky. Bunéfnou sténu nastépi vlastnimi enzymy a nasledné indukuje DNA.
Denaturovana DNA je matrici jak pro novou replikovanou DNA, tak pro traskribované
RNA, podle které dale probiha translace strukturnich proteini. Nasyntetizovat zraly
dcefiny virion trva buiice Ctyii hodiny.

DNA viry se zpétnou transkriptasou patii pouze k jedné celedi (Caulimoviridae). Po
priniku virové DNA do jadra se oba fetézce oddéli, opravi se zlomy a vytvoii se

kruznicovy minichromozom. Pak nasleduje transkripce. Na genomu jsou dva
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promotory, z prvniho (35S) se rostlinnou RNA-polymerasou II piepisuje linearni
molekula pfedgenomové RNA. Z druhého promotoru se prepisuje subgenomova RNA.
Ob¢ tyto molekuly nasledné putuji do cytoplasmy. Z predgenomové RNA se pomoci
virové zpétné transkriptasy piepisuje DNA dcefiného viru. Subgenomova RNA slouzi

jako matrice pro mRNA. Z této mRNA probiha translace proteint [13].

3.2. Siteni virti z buiiky do buiiky

Rostlinné viry se dokazi $ifit dvéma zpiisoby. Prvni mozny zpiisob pfenosu viru mezi
bunikami probiha pomoci mezibunéénych spoji - plazmodesmat. Tento zptsob pouziva
vétsina rostlinnych vird. Viry se piesouvaji v komplexu nukleoproteint, nikoli jako
kompletni sestaveny virion. V tomto komplexu se pifesouvaji i S piipadnymi
polymerdsami a jinymi pomocnymi proteiny. K pfesunu je také potieba virem
kédovanych transportnich ¢i kapsidovych proteinti. Transportni proteiny zpusobuji
napiiklad stonasobné zvétSeni prichodnosti plazmodesmat.

Druhym zplisobem, ktery je bézny spiSe u zivoc¢isSnych viri, je lyze bunky. Tuto cestu
vyuzivaji dsDNA rostlinné viry. Po pomnozeni viru do vysokych titrii dochazi
K roztrhnuti bunécéné stény a uvolnéni virdt do mezibunéénych prostor. dsDNA virus
injikuje DNA pies buné&tnou sténu do nejbliz§ich bunék. Jiné ¢eledi by nebyly dalsi
infikace schopny.

Sifeni virti rostlinou na vét§i vzdalenosti je mozné pomoci vodivych pletiv. Témi se
viriony ptenaseji do jinych ¢asti rostliny. K tomuto pienosu napomahaji zatim neznamé

kofaktory hostitele [1].

3.3. Mutace viri

Mutace, jak spontanni, tak indukované, jsou u virt velice Casté, protoze vétSina vira
nema zadné reparacni mechanismy, kterymi by mutace opravovaly. Letalni mutace jsou
ovSem selekci velmi rychle eliminovany, coZz svym zplsobem zabezpecuje relativni
genetickou stabilitu daného viru. Mutac¢ni proces virovych gend se fidi stejnymi
pravidly jako genové mutace bunéénych gent. V podstaté kazdy strukturni ¢i regulacni
gen muze mutovat. Obecné (u vSech virli) jsou nejcastéjSi mutace: ztrata hostitelské
specifity, zménéna schopnost integrace genomu do genomu hostitele, zménéna
morfologie kapsid ¢i zména antigennich vlastnosti [8]. Moznymi mutacemi jsou napf.

vynechané baze, ptidané baze ¢i pieskupené sekvence nukleotidt [6].

14



Vyznamna je i zména genomu pii rekombinaci dvou vir. Dochazi k ni, pokud je buiika
infikovana sou¢asn¢ podobnymi viry nebo riznymi mutanty téhoz viru [8]. Déje se tak
jak u DNA, tak u RNA virt [6]. Ve velké frekvenci dochazi k rekombinaci u virt se
segmentovanym genomem [8].

Oba tyto typy premén piispivaji k evoluci a vyvoji vir. Mutacemi ¢i rekombinaci muze
vzniknout jak oslabeny a znevyhodnény druh, tak vysoce virulentni. Virus mtize zménit

hostitele ¢i hmyziho pfenasece.
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4. Rostlinny virus jako patogen

4.1. Pfenos virovych chorob

Jak jiz bylo feceno, rostlinny virus miize infikovat rostlinu pouhym mechanickym
poskozenim. To muze byt zptisobeno polomem, mrazem, silnym vétrem a destém, nebo
1 sestiihem a profezavanim pii zahradkaiskych upravach. Pokud jsou pfitomna takovato
poskozeni, mohou se viriony pienaset vodou, vétrem, zeminou a stabilnéj$i z nich i
pouhym dotykem.

Nejcastéjsi prenos je uskute¢novan hmyzimi vektory (pfenaseci). Tito clenovci
zprostiedkovavaji nejen preneseni virt z rostliny na rostlinu, ale i poskozeni bunécné
stény jejich bodavé sacim uGstnim Gstrojim, a tim umozni vniknuti viru do builky.
Témito vektory jsou paraziti na danych rostlinach, nejcastéji msice, molice ¢i kiisi. Dle
interakce  virus-vektor muze byt prenos perzistentni, neperzistentni nebo
semiperzistentni [14,5].

K perzistentnimu cirkulativhimu pfenosu je potteba dlouhé sani z infikované rostliny.
Virus pak prochazi travicim traktem vektoru do hemolymfy a pak do slinnych zlaz a
opét do slin, odkud je pfenesen do nové rostliny. Doba, kdy prochazi viry télem
zivoCicha, se nazyva inkubacni a hmyz béhem ni neni infek¢éni. Po prodélani inkubace
se hmyz stava infekéni do konce svého zivota dokonce i po svlékani.

Jsou znamé piipady, kdy se virus dokazal pomnozit ve vnitinich organech hmyzu, tento
typ pfenosu nazyvame perzistentni propagativni. Jak k nému dochazi, neni zatim zcela
jasne.

Neperzistentni pfenos je takovy, u kterého je virus pfenaSen z povrchu saciho ustroji.
K tomu je potieba pouze kratké akvizicni sani (v faddu vtetin). Hmyzi vektor je infek¢ni
pouze kratkou dobu, to znamena jen nékolik hodin. Uspé&snost takového pienosu zavisi
na mnoha faktorech, v¢etné Zivotniho obdobi, Vv jakém se pienase¢ nachazi.
Semiperzistentni pienos je takovy, pro ktery je potieba delsi sani z nakazené rostliny a
doba infek¢nosti vektoru je del$i, maximalné vSak do jeho svlékani. Virus neprochazi
latentni periodou, jako je tomu u pfenosu perzistentniho.

Ve vztahu virus-vektor dochazi k perzistentnimu cirkulativnimu pfenosu napiiklad u
Pea enation mosaic virus prenaSeného msicemi, K perzistentnimu propagativnimu u
Sow thistle yellow vein virus pifenaseného msici lockovou, K neperzistentnimu u
potyvirt prenaSenych msici broskvovou a k semiperzistentnimu u viru Zloutenky fepy

Beet yellows virus pienaSeného msicemi [1,5].
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Nekteré viry se dokazi prenasSet 1 vegetativné — fizky a roubovanim. Semeny se prenasi
bud’ na jejich povrchu, napt. TMV, nebo ptimo v embryu jako v pfipadé viru mozaiky

fazole. Pylem se virové nemoci $ifi jen vzacné [5].

4.2. Infekce a priznaky

Kazdy rostlinny virus ma svij vlastni ramec hostitelskych rostlin. Ten je Sir§i nez u vira
zivociSnych, protoze rostlinné viry nejsou omezeny systémem vnikani do buiiky pomoci
receptord. Piesto je pro kazdy virus omezeny pocet druhd rostlin, které nejsou viaci
nému imunni. O tom, jak bude infekce virem zavaZznd, rozhoduje genetickd vybava jak
patogena, tak hostitele. Nehledé na rozsah infekce je jeji prubéh vzdy podobny. Nejprve
dochdzi k iniciacni fazi, pifi které se objevuji prvni pfiznaky v misté vniknuti viru do
rostliny. Po pfipadném rozsiteni viru do rostliny nésleduje faze akutni, pfi které dochazi
K rychlé a masivni reprodukci viru a jeho $ifeni. Po ur€ité dobé se koncentrace virt
Vv rostliné snizuje a nastdva faze chronickd. V tomto bod¢ mize dojit k ozdraveni
rostliny, ale casto dochdzi k naslednému periodickému stfidani fazi akutnich a
chronickych, ptipadné ke smrti rostliny.

O rozsifovani infekce a jejich pfiznacich rozhoduje vnimavost hostitele vici
patogenovi. Rostlina miZe byt rezistentni, to znamena, Ze je sice hostitelem, ale infekci
se na riznych urovnich brani, mlize zabranovat vstupu viru, jeho Sifeni ¢i zpomalovat
expresi. Rezistentni rostliny mohou disponovat genem rezistence, ktery pusobi proti
danym gentim virulence, ¢imZ potla¢i nebo zpomali virovou aktivitu. V tolerantnich
rostlinach se virus miize neomezené mnozit, ale dochéazi jen k mirnym ptiznakiim, a tim
I k men§im ekonomickym $kodam. V rostlinach vnimavych se téz virus silné mnozi a
tato aktivita je doprovazena silnymi az destruktivnimi ptiznaky.

Pokud se virus nedokaze §ifit rostlinou, vznika mistni infekce doprovazena lokalnimi
chlorotickymi 1ézemi. Ty mohou mit 1-5 mm v priméru. Pokud dojde k odumfeni
bunék, vznikaji 1éze nekrotické. Tvofi se 1 takzvané ringspot-krouzkovité léze, které
maji uprostied nekrotickou skvrnu a po okraji krouzek odumftelych bunék, mezi nimz a
centrem je prouzek neporusSenych bunégk.

Pokud se ndkaza §ifi dal, nejprve plazmodesmy mezi buikami a pak vodivymi pletivy
po rostling, mluvime o systémové infekci [1]. VyznacCuje se krabaténim listi,
svinovanim listt nebo skvrnitosti. Mize dochazet k prouzkovitosti a barevné

nevyrovnanosti (napiiklad u tulipanii) nebo k zloutnuti ¢i prasvitnéni zilek. Piiznaky se
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mohou projevovat i na kvétech a plodech. Casto se vyzna¢uje systémova infekce tim, Ze
se priznaky tvoifi na nové vzniklych listech vyrtstajicich z vrchu rostliny. Nékaza také
zpomaluje rist a zptsobuje celkové vadnuti [1,11]. Koncentrace vird V rostling je pii
systémové infekci v jednotlivych Castech a druzich pletiva nevyrovnana. VétSina
piiznakli mize mit 1 jiné piiCiny, naptiklad bakteridlni onemocnéni, Skiidce, Ci sucho.

Ptitomnost virt je tedy potieba ovérit testy [1].

25Doys

Obr. 4 (Matthews, 1991)

Obr. 4 Rozvoj systémové infekce v Case.

Muze dojit i k infekci latentni, u niZ mizeme pozorovat pouze slabé priznaky nebo
zadné. Virus vétsinou setrvava v buiice, ale nerozmnozuje se. Tento typ infekce mize
mit ekonomicky vyznam pfti smésnych infekcich [3].

Pokud je rostlina nakaZena dvéma viry soucastné (tzv. smésné infekce), dochdzi bud’
k zesileni infekce — synergismu, nebo naopak k oslabeni — antagonismu, nebo k efektu
kiizové obrany. VétSinou nedochazi k piimé interakci mezi viry a tyto efekty jsou
zprostfedkované hostitelem. Pfi pfimé interakci dochazi k vzajemné rekombinaci genli

mezi viry [1].
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Obr. 6 (Matthews, 1991)

Yy

*(”‘ ) 2 ,—d/l
Obr. 7 (Matthews, 1991) Obr. 8 ( M. Conti in Kurstak)
Piiznaky: Obr. 5 (A) chronické 1éze na Chenopodium amaranticolor infikovaného Beet mosaic virus, (B)

Ring-spot krouzky zpiisobené AMYV na tabaku, (C) nekrotické 1éze zptisobené Tomato spotted wild virus

na tabaku.
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Obr. 6 Pfiznaky na kvétech fialky zpiisobené CMV. Zdrava rostlina vlevo.
Obr.7 Ptiznaky na plodech, (B) Pear stony pit virus na hrusce (zdrava vlevo), (C) Apple ring spot virus na
jablku.

Obr. 8 Deformace a vadnuti celé rostliny, Pepfovnik nakazeny PAMYV (zdrava rostlina vpravo).

4.3. Obrana rostlin proti virum

Rostliny nemaji zadny systém centrdln¢ fizené obrany (imunity) jako je tomu u
zivocichii, presto jsou schopné se infekcim branit. VétSinou je tato obrana pasivni
Vv podobé kutikuly, voskem pokryté bunécné stény, ¢i jinymi Gpravami pokozky, které
pomahaji zabranit vniknuti patogena do organismu [14]. Pfesto maji nékteré rostliny
tzv. geny rezistence, o kterych jsem se zmifiovala jiz vySe. Témi jsou kdédované
receptory nachdzejici se v cytoplazmé a v jadie bunék, které interaguji s patogeny a
spoustéji obranné mechanismy. Tyto receptory jsou zaméfeny pouze na urcity protein
konkrétniho viru. Patogenu tedy sta¢i mald mistni mutace k pfekonani receptord.
Piikladem muze byt gen Rx rostliny Solanum tuberosum (lilek brambor) kodujici
receptor interagujici s kapsidovym proteinem X viru bramboru [13].

Dalsi obranou rostlin, ktera je zaméfena proti Sifeni nemoci do okoli postizené oblasti,
je hypersenzitivni reakce. Miize pti ni dojit k odumfeni mistniho pletiva. Byly objeveny
kyselé proteiny oznacené jako ,,pathogenesis related proteins (PR proteiny), které se
pfi ndkaze shromazd'uji v mezibunéfnych prostordch a napomadhaji hypersenzitivni
reakci. Patfi mezi né nékteré glukanasy, chitinasy ¢i peroxidasy. Piedpoklada se
souvislost mezi PR proteiny a ziskanou systémovou rezistenci, ktera se projevuje pfi
druhotné infekci stejnym virem na stejnou rostlinu mens$imi pifiznaky nez u prvni
infekce [1].

Specificka obrana proti virim, které se béhem svého zivotniho cyklu vyskytuji
Vv podobé dsRNA (dvouretézcové RNA), je post-transkripéni genové zhdseni (post-
transcriptional gene silencing — PTGS). Tento mechanismus zpomaluje expresi vird
vV buiice. Nejprve je dvouSroubovice RNA rozezndna enzymem Dicer, ktery ji
denaturuje a rozstépi na useky siRNA (small interfering RNA), které se neptekryvaji.
Dicer je enzym podobny RNase III, ktery st€pi RNA na useky dlouhé zhruba dvacet
nukleotidd. SIRNA se pfipoji na proteinovy komplex RISC (RNA-induced silencing
complex). Ten odvine siRNA na jednofetézcovou, ktera se komplementarné vaze s dalsi
virovou RNA, kterou rozstépi nukleasa Slicer (souc¢ast RISC). Bunétné mechanismy
pak tuto RNA likviduji jako poSkozenou [1,14,5].
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Nekteré viry si proti PTGS vytvoftily nestrukturni proteiny se supresorovou funkci. Tyto
proteiny se akumuluji v burice a §tépi proteiny obranného systému bunky. Inaktivuji tim
velkou ¢ast systému PTGS a urychluji expresi viru. Takovym proteinem je napiiklad
nestrukturni multifunkéni TGBpl potexvirt, nebo HC-Pro potyvira. HC-Pro (helper
component protease) je téZ multifunkéni, pomaha pfi pfenosu viru mezi buiikami tim, ze
nespecificky zvySuje propustnost plasmodesmat a také se uplatiuje v téle msic pfi

ptenosu [2,5].

4.4, Rezistence navozena patogeny

Postup infekce nemusi byt brzdén jen v disledku aktivity hostitele. K takovému
zpomaleni exprese a rozSifovani infekce dochazi pii antagonismu u smésné infekce. Pti
infekci dvéma viry mize dojit k jevu zvanému kiizova ochrana (cross protection). Pfi
kiizové ochrané je rostlina, ktera je infikovana jednim kmenem viru, chranéna pted
infekci virulentnéj§iho ptibuzného kmene. Tento jev neni jesSté piesné vysvétlen a je
aktivné zkouman, protoze jeho vyuziti by mohlo vést k ochrané¢ uzitkovych a
hospodaiskych rostlin [1].

Snizeni replikaéni schopnosti viru a zmirnéni projevll infekce zptisobuje také pritomnost
satelitu daného viru (ve vétSiné ptipadll). Protoze jsou satelity zavislé na vyrobé
proteinii od virl, ze kterych byly odvozeny, odebiraji z buiikky syntetizované virové
proteiny, ¢imZ zpomaluji expresi plnohodnotnych virll. Rezistence navozena patogeny

s sebou pfinasi riziko rekombinace ¢i mutace ucastnicich se faktor, a tim i vzniku

virulentné&jsich kmenu [13].

4.5. Ozdravovani

Jednotlivé rostliny se mohou pii virové chorobé ozdravit a zbavit piiznakti v chronické
fazi infekce. Do té doby mize byt zdané rostliny infekce pienesena na dalsi
hostitele.Viry také mohou ziistavat v pidé€, odkud mohou byt distribuovany do dalSich
rostlin. Oblastem postiZzenym nakazou by se tedy m¢lo dostat nalezité péce.

U virt zZivocisnych lze takovou dezinfekci prostifedi provést pomoci chloru. Viry jsou
také nachylné K teplu a ultrafialovému zatfeni [15]. U agrikultur toto samoziejmé neni
mozné, ozdravovani je vV tomto ptipadé dlouhodobou zalezitosti.

Na polich, ktera byla takto postizena, by se mély dale vysazovat rostliny imunni proti

identifikovanym virim a obecné by mély byt vysazovany odriady rezistentni ¢i imunni.
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Ty vsak casto nejsou k dispozici. Pokud dojde Kk postizeni celé odrudy, muze projit
termoterapii a terapii meristémovych kultur.

U termoterapie jsou rostliny vystaveny po dobu nékolika tydnli zvySenym teplotdm
(35°C —40°C). Pii této termoterapii dochazi k snizeni koncentrace termolabilnich virt a
dokonce i kjejich vymizeni v pupenech. Ty jsou nasledné¢ ockovany na bezvirézni
podnoze.

Viry se vétsinou nevyskytuji na vrcholcich apikalnich meristémt [1]. Apikalni
meristémy, nebo téZ vegetacni vrcholy, se nachazeji ve vrcholech pupent a na kofenové
Cepicce. Meristém je primarni délivé pletivo a je nediferencované. Z téchto vrchold se
pii meristémové terapii odebere 0,2-0,5 mm tkang, ktera se dale péstuje na umélych
zivnych médiich.

Tyto metody nejsou vzdy zcela uspésné, proto je zapotiebi ozdravené rostliny dale

testovat, n€kdy i nékolik let [1].
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5. Biotechnologické vyuziti rostlinnych viru

5.1. Genom viru jako expresni vektor

Rostlinné viry neptedstavuji pro ¢lovéka pouze patogena, ktery snizuje produkci a
kvalitu potravin. V biotechnologiich jsou dnes viry vyuzivany pii vyrob¢ biologicky
vyznamnych latek. Tyto latky jsou enzymy, proteiny, ristové hormony i protilatky a
vyuzivaji se vétSinou ve farmaceutice. Zpusob ziskavani latek pomoci rostlin a jejich
vir ma mens$i vyrobni naklady nez je tomu u jinych technologii. Otevira také nové
moznosti vyuziti rostlin, jako je tomu v piipadé¢ tzv. jedlych vakcin. Pfi vyuziti rostlin
K heterologni expresi nedochazi ke kontaminaci produktu sav¢imi toxiny a patogeny,
jako je tomu u zivocisnych bunék, proteiny jsou také na rozdil od exprese v bakteriich
posttranlaéné¢ modifikované.

Existuji dva zpisoby realizovani piipravy cizorodych latek v rostlinach.

Pfi permanentni expresi dochazi k trvalému zaclenéni genu, ktery koduje potiebnou
molekulu, do genomu rostliny. Vyuzivaji se k tomu bud pudni parazitické bakterie,
které dokazi prenaset cast své DNA do jadra bunky, nebo se heterologni DNA navazana
na té&zké kovy nastieluje do pletiva pomoci genového déla. V tomto ptipadé jsou
rostliny geneticky modifikované a je zajiSténa vyroba proteinu u vSech dalSich generaci
transgennich rostlin.

Druhy zplsob je transientni (pfechodnd) exprese, kterd vyuziva rostlinnych vird.
V tomto piipadé nedochazi k zalenéni genetické informace do genomu rostliny a
vektory mohou byt purifikaci z rostliny zpétné izolovany [2]. Rostlinné viry se mnozi
nezéavisle na hostiteli z vét§tho poctu matric, coZz znamend, Ze dochéazi k rychlejsi
expresi (1-2 tydny) nez je tomu u transformovanych rostlin (permanentni exprese) [13].
Vektor je vétSinou odvozen z jednofetézcové RNA, ke které je pfipojen usek kodujici
dany produkt. Vektor miize byt dale upraven dle potieby. Je vhodné vektory odvozovat
od stabilnich viri vybraného hostitele, které jsou snadno mechanicky pfenosné. Rostlina
by k nim méla byt vnimava ¢i tolerantni, aby dochazelo k velké koncentraci viri a co
nejvetSimu vytézku. Piikladem vhodného viru je X-virus bramboru (PVX-Potato virus
X) nebo virus mozaiky tabaku (TMV-Tobacco mosaic virus) [2]. V ptipadé viru
mozaiky tabdku miZe byt v jedné buiice az nékolik set virionti, pokud je hostitelem
rostlina Nicotiana tabacum, tvoii tento virus az 3 % Cerstvé hmotnosti rostliny [13].
Puvodné se vektory vyrabé&ly strategii uplnych virovych vektoru, zde byl piirozené se

vyskytujici virus pouze modifikovan tak, aby mohl nést heterologni sekvenci kodujici
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protein, a samoziejmé byl opatien silnym promotorem. Tato strategie S sebou ale nesla i
jistd nebezpeci, protoze virus byl pln¢ funkéni a hrozilo jeho rozsifeni. DalSim
problémem byla postupna ztrata vlozené¢ho genu pii pienosu [2]. Pokud byl virus
piidanim heterologni sekvence podstatné zvétsen, dochéazelo k nestabilité konstruktu.
Nejvhodnéjsi pak bylo zaclenéni kratkych epitopti nebo pouzivani virG s helikalni
strukturou (tyCinkovité, vlaknité), u kterych nezplisobuje prodluzovani takovou
nestabilitu jako je tomu u jinych tvart vira [13].

Postupné se vyvinula strategie tzv. dekonstruovanych virovych vektori, pti které jsou
z viri odebirany nezadouci funkce. VétSinou se virus zbavuje piilisné hostitelské
specifity a hlavné schopnosti Sifeni, coz fesi bezpecnostni problém. Pokud je zapotiebi,
mohou byt tyto funkce poskytovany transgennim hostitelem, nebo cizimi elementy. Ani
tato metoda vSak neni bezproblémova. Pokud se k rozSifeni vloZzeného genu pouziva
agroinfiltrace, dochazi ke kontaminaci produktu agrobakteriem. To je cena za
nepiitomnost kapsidového virového proteinu, bez kterého se virus nedokaze Sifit a
nedochazi ke vzniku infekénich partikuli.

K vytvofeni vektoru mizeme pouzit strategii vymény gend, inzerce genu, zaclenéni

epitopu nebo komplementace virové RNA [13].
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Obr. 9. (Rosypal, 2002)

Obr.9 Strategie exprese cizich genli pomoci virového vektoru. Shora doli: piivodni virus, vyména gent,

inzerce gend, zaclenéni epitopu, komplementace.

Soucasny vyzkum mifi k bezpe€nému vektoru, ktery nezplisobuje systémovou infekci a
zaroven je schopen se §ifit mezi buiikami a nepotiebuje agrobakterium. Tyto vektory by

meély byt podporovany transgennimi rostlinami.



Idea jedlych vakcin je postavena na principu virovych vektort. Jedna se o rostliny, které
vyrabéji diky virovému vektoru antigeny, napiiklad antigeny z lidského papillomaviru a
z dalsich nebezpecnych lidskych nemoci. Plody téchto rostlin je mozné konzumovat
pfimo na misté¢ jejich rtstu. Proto jsou také vhodnymi kandidaty na péstovani
v rozvojovych zemich. Nevyhoda téchto jedlych vakcin spociva v proménné
koncentraci antigenu v rostliné péstované za nestalé teploty a vihkosti [2].

V genetickém inzenyrstvi jsou viry samotné vybornym zdrojem zajimavych biologicky
aktivnich latek. V tomto oboru se vyuZivaji kontrolni elementy, jako jsou promotory,

nebo enzymy, jako je virova polymerasa, endonukleasa ¢i proteasa [13].

5.2. Navozeni rezistence proti virum

Pro zemédélstvi je tato oblast vyzkumu velice dulezita. Z pohledu c¢lovéka je stav
rezistence rostlin proti patogenim idealni, a proto jiz existuje mnoho zpusobu, jak
tohoto stavu dosahnout nebo se k nému alesponi pfiblizit. Neni znam zpisob, jak
poskytovat obranu zvenci (postiiky, praskovani atd.), proto si obranu musi vyrabét sama
rostlina, vznikaji tedy rostliny transgenni - geneticky modifikované.

a) Transgeny odvozené od patogena

Tento model byl predstaveny v roce 1985. Piedpoklada, Ze ¢ast viru (protein) vyrobeny
rostlinou interferuje sbéznym zivotnim cyklem viru. Bud’ latka konkuruje viru a
zpomaluje jeho expresi (podobné jako satelit), nebo je to bézna soucést viru, ale
transgen vlozeny do rostliny je pozménén a po slouceni s novymi viriony je degraduje,
nebo alespoil znemoziiuje funkci viru, kterou dany protein plni. Ptikladem, kdy latka
soutézi s virem o hostitelské faktory a substraty, je rezistence navozend replikdsou
S pozménénymi polymerasovymi doménami. Ptikladem rezistence, pii které je virus
degradovan v ur¢ité funkei, je pouziti mutovaného transportniho proteinu.

Dal§im zajimavym zplsobem, jak zabrédnit infekci, je vyuziti promotord. Virové
promotory jsou aktivovany pouze virovou nukleovou kyselinou. Rostlina je
transformovéana genem pro cytotoxicky protein fizeny virovym promotorem. Pokud do
buiiky vstoupi virus, promotor je aktivovan a toxin zplsobi smrt buiiky. To se stane
rychleji, nez se virus staci rozsitit do dalSich bun¢k.

Princip, pii kterém se vyuziva ptitomnosti nepiekladané RNA, je postaven na tom, ze
po piekroCeni urcittho mnozstvi RNA v buiice, je RNA mechanismy bunky

odbouravana. Transgeny V rostlin¢ produkuji mnozstvi RNA pod touto hranici. Pokud

25



se Vv bunice zacne replikovat rostlinny RNA virus, je tato hranice pfekro¢ena a dojde
k jeho odbourani a naslednému ozdraveni rostliny.

Pfi pouzivani transgeni odvozenych od patogena hrozi potencidlni nebezpeci
rekombinace a vzniku vysoce virulentnich kment viru.

b) Nevirové transgeny

Tato obrana je inspirovana zivo¢iSnym odbouravanim vir. Existuje nékolik moznych
zpuisobl pouziti nevirovych latek k obrané.

Metoda, jejiz uspésnost se pohybuje okolo 50%, je pouziti zivociSnych protilatek.
Vétsinou se nepouzivaji kompletni imunoglobuliny, ale pouze scFv (jednovldknové
fetézce hypervariabilnich domén lehkého a tézkého fetézce) nebo Vh (hypervariabilni
doména tézkého tetézce). Tyto protilatky jsou schopny nalézt antigen a neutralizovat
ho.

Dalsi pouzitelnou moznosti je vyuziti transgenu pro 2’-5’synteazu, to je latka, kterad
rostlinam chybi k zahajeni oligoadenylatsyntézy bézné u savci. Jedna se o reakcei, pfi
které zivoCisné bunky po infikaci virem produkuji interferon. Ten aktivuje
oligoadenylatsynteazu (2-5"azu), kterd ptidava adenosin ke koncim dsRNA. dsSRNA se
Vv zivotnim cyklu viru vyskytuje jako replikaéni meziprodukt. Tento komplex aktivuje
RNasu L, ktera Stépi veSkerou RNA a dochazi ke smrti bunky.

Proti nékterym virim byly vyvinuty inhibitory virovych proteas. Rezistence byla u par
virll navozena i pomoci RNasy I1I, ktera umi $tépit duplexy RNA na oligomery s 25 pb
a mRNA na specifickém misté [13, 5, 14].
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6. PVX- X virus bramboru

Celed’: Flexiviridae, rod: Potexvirus, druh: X virus bramboru

X virus bramboru je typovy zastupce Potexvird, rodu, ktery ma piiblizn¢ 40 druhti. Tvar
PVX je vlaknity. Na svych hostitelich vétSinou zanechava jen mirné pfiznaky [14,2].
Nebezpecny je pii smésné infekei s Y virem bramboru. PVX je schopen infikovat na
240 druht rostlin v 16 celedich. Polovina jeho hostiteld ovSem pochazi z Celedi
Solanaceae — Lilkovité. Mezi dal$i Celedi, jejichz zastupce X Vvirus bramboru napada,
patii Laskavcovité, Merlikovité, Hvézdicovité, Svlaccovité, Bobovité atd [4].
Z hospodaisky vyznamnych plodin, které PVX napadd, je potieba zminit zejména
brambory. Pfiznaky na listech bramboru jsou v podobé lehké mozaiky. Ztraty hliz
mohou dosahovat az 25 %. Tento virus se mnozi do vysokych titrii a inkluze obsahujici
zralé viriony jsou lokalizovany zejména v blizkosti jadra infikovanych bunék. Patii
mezi stabilnéjsi viry. Nesifi se pylem ani semeny, je pfenasen mechanickou inokulaci ¢i
kontaktem zdravé rostliny s nemocnou.

Tvar PVX je vlaknity. V1dkno virionu je 515 nm dlouhé a primér mé 13 nm. Kapsid ma
helikalni symetrii a je tvofen zhruba 1300 kopiemi kapsidového proteinu. V kazdé
oto¢ce Sroubovicové uspotfddaného kapsidového obalu najdeme 8,9 monomert.
Monomer je tvofen 236 aminokyselinami a kazdy interaguje vzdy s péti nukleotidy.
Vyska zavitu 3,3-3,6 nm kolisa v zavislosti na mnozstvi vody. Proteiny tvoii 94 %
celkové vahy virionu, 6 % celkové hmotnosti tvofi molekulova hmotnost genomu. PVX
ma linearni pozitivni jednovlaknovou +SSRNA o celkové délce 6435 nukleotidl. Virion
obklopuje mala vrstva vody.

3’konec RNA je polyadenylovan, jsou na néj ptipojeny adeninové zbytky. 5'-konec je
kryty takzvanou cepickou. Obé tyto Upravy chrani konce pred enzymy Stépicimi
nukleové kyseliny [14,2]. Uvodni sekvence na 5’-konci je velmi silny translaéni
zesilovac. Nasleduje gen kodujici replikasu, kterd je nejvétSim kédovanym proteinem, a
byla na ni identifikovana metyltransferasova, helikasova, polymerasova a proteasova
doména. Protedsa odstépuje maly peptid z prekurzoru kapsidovych proteind [13].
Smérem k 3’-konci je kodujici sekvence pro trojici pohybovych proteint (tripple gene
bloc proteins — TGBp). Prvni TGBpl zvySuje propustnost plazmodesmat pro
makromolekuly, také je zodpovédny za tvorbu ribonukleoproteinti — komplexu TGBp1-
RNA-CP, ve kterém se PVX pohybuje z buiiky do buiikky. TGBpl je multifunkéni a

muZe pusobit 1 proti obrannym systémum hostitele. Zbylé dva pohybové proteiny, které
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jsou charakteristické svymi hydrofobnimi doménami, napomadahaji premisténi
ribonukleoproteinu do blizkosti plazmodesmat. Na 3 konci virové RNA se nachazi gen

kodujici kapsidovy protein [14,2].
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7. Cil

Pro praktickou c¢ast své rocnikové prace, ve které bych rada predstavila nékteré
z nejzékladnéjSich a nejdulezitéjSich metod pro vyzkum rostlinnych vird, jsem si jako
zastupce, se kterym budu pracovat, vybrala X virus bramboru (PVX) z rodu Potexvirii a
jako hostitelské rostliny né€které druhy tabaku a merlik nachovy — Chenopodium

amaranticolor.

7.1. Cast prvni: Infikace rostlin virem PVX

V prvni ¢asti prace budu zjistovat, které z rostlinnych hostiteld a jakym zplsobem
reaguji na infekci viru, zda dochazi k systémovym nebo jen k mistnim infekcim, a které
z rostlin jsou nejméné rezistentni. Vysledky dolozim ELISA testem. Nakonec z rostlin

vyberu nejtolerantnéjSiho hostitele, se kterym budu déle pracovat.

7.2. Cast druha: Purifikace PVX

Podle vysledkli z prvni ¢asti vyberu rostlinu, ktera je vnimavd na infekci X viru

bramboru. Vypéstuji si nové rostliny, které infikuji virem PVX. Z nového materialu

udélam purifikaci, kdy se budu snazit ziskat co nejcistsi vzorek viru.

7.3. Cast tfeti: PCR

V této casti si zjistim metodou polymerasové fetézové reakce (PCR), zda byl

Vv rostlinach pfitomny virus PVX. Nejprve provedu reverzni transkripci (RT), ktera
pfevede RNA viru na DNA, se kterou pak mohu provést PCR. Produkt z PCR

identifikuji na gelové elektroforéze.
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8. Materialy
8.1. Chemikalie:

Azid sodny

Chlorid draselny

Chlorid sodny
Diethanolamin
Hydrogenfosforecnan sodny
Hydrogenuhli¢itan sodny
Ovalbumin
p-nitrophenylfosfat
Polyvinylpyrrolidon
Sacharoza

Tris

Tween 20

Uhli¢itan sodny

Dihydrogen fosfore¢nan draselny

Karborundum
Agaroza

Voda

Souprava pro RT reakci:

dNTP (10 mM)
DTT (0,1 M)

Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Fluka, Svycarsko
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lech-Ner, CR
Duchefa, Nizozemi
Fluka, Svycarsko
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Vitrum, CR
Sigma-Aldrich, USA

Prazska vodarenska, CR

Fermentas, USA
Promega, USA

MMVL reverzni transkriptasa RNase H
Minus, Point Mutant (200 U/ul)
5xFirst-Strand Buffer

RNase OUT Ribonuclease Inhibitor
(rekombinantni) (40U/pul)

Promega, USA
Promega, USA

Fermentas, USA
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Souprava pro PCR reakci:

Sxpufr (5X Green GoTag™ Reaction
Buffer)

Taq DNA polymerasa (rekombinantni)
(2,5 U/ul)

dNTP (10mM)

Primery

PV X3
PV X5

8.2. Laboratorni vybaveni

a) Pomucky
Odmérny valec
Umélohmotnd 1zicka
Sitko

Silon

Tteci miska
Pipety

Kyvety
Zkumavky
Injekéni stiikacky
Eppendorfky
Sklenéna trubicka
Odmérny valec

Jiné chemické sklo

b) Pristroje
Piedvazkova vaha
Klimabox
Inkubator
Termocykler

Elektroforéza
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Promega, USA

Promega, USA

Fermentas, USA

Kern, Némecko
Sanyo, Japonsko
Heraeus, Némecko
Techne, UK
Bio-rad, USA



ELISA reader

Spektrofotometr

Sestava na analyzu elektroforetickych
gelt GelDoc

Mixér

Centrifuga

Ultra centrifuga Spinco

Lednice -70 °C

Chladnicka

8.3. Rostlinny material:

Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana,
SR1

Nicotiana tabacum L., cv. Samson
Nicotiana benthamiana

Nicotiana benthamiana HC-Pro

Nicotiana rustica

Chenopodium amaranticolor
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Bio-rad, USA
Pay Unicam,USA

Bio-rad, USA
ETA, CR

Sigma, Némecko
Beckman
Heareus

Calex



9. Metody

9.1. P&stovani hostitelskych rostlin

Vsechny pokusné rostliny jsem péstovala v obdobi od unora do ¢ervna (roku 2010). Po
vyseti jsem vysev umistila v mistnosti s teplotou 24 °C a umélym osvétlenim
s 16tihodinovou periodou. Vzdy po 1-2 tydnech jsem rozsazovala sazenice a po dalSich
2 tydnech (nebo jak rostliny vyzadovaly) jsem je opét piesazovala do pudy smichané
s piskem. Po pfesazeni a béhem infikace jsem rostliny umistovala do Klimaboxt
s nastavitelnou teplotou a svétlem (Perioda: 27 °C 14 hodin a 22 °C 10 hodin), nebo do
sklenikli, coz se ovSem v zimnich a jarnich mésicich ukézalo nevhodné kvili
nestabilnim teplotam. Po zhruba tfech tydnech od piesazeni byly rostliny pfipraveny

K pouziti.

9.2. O¢kovani rostlin a infikace virem

Oc¢kovani, nebo téz nakazeni virem, by mélo idealné probihat na rostlin¢ s dostate¢né
vyvinutymi listy, coz u tabakti znamena od 4cm délky list a 10cm vysky rostliny.
Rbzné druhy tabdku jsou vhodnymi hostitelskymi rostlinami pouZivanymi v
laboratotich pravé pro své rozmérné listy. Velikost listl usnadiiuje inokulaci. PouZivani
hmyzich pfenaSecli v laboratofi je zbytecné sloZité, proto se pouzivd na poruseni
bunééné stény karborundovy prasek. Po poruseni povrchu listu se nanasi virus, v mém
piipadé byl v podobé rozdrcenych listi z prokazatelné nakazené rostliny, které jsem
smichala s pfenosovym pufrem (0,057M K;HPO,) (téZ se mize pouzit piimo purifikat
viru). Oc¢kuji se spodni velké listy, aby se dala sledovat piipadnd systémové infekce. Po
zhruba patnacti minutdch je dobré omyt listy vodou, aby se zbavily karborundového
prasku a mohly dychat a zotavovat se. K nejvétsi koncentraci viru PVX v rostliné
dochézi do desatého dne od ockovani. Je vhodné opticky kontrolovat pfiznaky, protoze
po urcité dobé koncentrace virli opét klesa. DiileZité je poznamenat, Ze nikdy nemtze u
rostlin stejného druhu dojit k totoZzné koncentraci virli , protoZe na pomnozeni virt
pusobi mnoho faktori. Miize to byt stupen poskozeni listhh pti ockovani, prudké zmény

teploty, vyska teploty ¢i mnozstvi zavlazovani.
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Obr. 10 ( M. J. W. Webb in Matthews, 1991)

Obr. 10. Mikroskopicky snimek pokozky Nicotiana glutinosa pfed mechanickou inokulaci a po ni.

9.3. ELISA (enzymova imunoanalyza — Enzyme-linked immunosorbent

assay)

Metoda, ktera pomoci barevné reakce enzymu a substratu urcuje relativni koncentraci

virt,, nebo libovolného antigenu ve vzorku. Pii praci s viry se vyuziva jako kontrolni
test.

Existuje vice zptisobu metody ELISA, které jsou postavené na stejném principu, ale 1isi
se usporadanim. Mezi né patii napiiklad PTA ELISA (plate trapped antigen; nepiima
metoda) a DAS ELISA (double antibody sandwich; pfima nebo téZ sendvicova).
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Obr. 11a - schéma PTA ELISA, Obr. 11b - schéma DAS ELISA
1- antigen, 2- specificka krali¢i protilatka generovana proti pouzitému antigenu, 2b- specificka krali¢i
protilatka generovana proti pouzitému antigenu navazana na povrch desticky, 3- konjugat antikralici

protilatky s enzymem, 3b- konjugat navazany na antigen

Pro své potieby jsem si vybrala PTA ELISu (antigen se navaze pfimo na mikrotitracni
desti¢ku), ELISA urcuje kapsidovy protein (CP), ktery je soucasti viru. Ten je oznacen
protilatkou ziskanou z kralika (gama globulinem z krve). Nejprve se vzorek (napf.
extrakt z infikovaného listu) inkubuje dvanact hodin v jamkéach mikrotitracni desticky,
kdy se na jeji povrch se navazi proteiny a tudiz i viry (CP). V dalsi ¢asti se imuglobin
z krélika, specificky pro dany antigen, navaze na CP viru, ¢imz ho oznaci. V dalSim
kroku naneseme sekundarni protilatku antikrali¢i s navdzanym enzymem (konjugat).
Ten se navaze na krali¢i protildtku (viz obrazek la). Po naneseni substratu dochézi
k reakci s enzymem (alkalicka fosfatasa; AP). Reakce je enzymové katalyzovana,
dochéazi pfi ni k odSté€peni fosfidtu ze substratu a ke zméné barvy chromogenniho
substratu (zluty p-nitrofenol). Koncentrace produktu se urcuje spektrofotometricky
[14,6].

Slozeni roztokl (pufrt), které jsem k testu pouzila:

1.) PBS-zakladni (pH 7,4) 2.) PBS+T (Tween) (pH 7,4)
Do 11 H,0 Vymyvaci roztok

8,0g NaCl PBS+ 0,05% Tween 20
2,99 Na;HPO,4 x 12 H,0 Do 11 PBS piidame

0,29 KH, X POy 0,5 ml Tween 20

0,29 NaN3 0,2% OVO (bilek)

0,29 KCI
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3.) Potahovaci (Karbonatovy) (pH 9,6) 4.) Konjugaéni pufr (pH 7,4)
do 11 H,O do 11 PBS+T

1,59g Na,CO; 209 PVP

2,93g NaHCO3 29 OVO

0,29 NaN3

5.) Substratovy pufr (pH 9,8)
11 HCI

800 ml H,O

97 ml diethanolamin

0,75 mg /ml p-nitrofenylfosfat

Postup:

Smésné vzorky listh hostitelskych rostlin jsem sklidila osmy den po ockovani. Pro
objektivnéjsi vysledky byly od kazdého druhu tabdku sesbirdny listy z vice jedincil.
Zvlast jsem sesbirala horni a dolni listy Chenopodia amaranticolor. Také jsem oddélila
listy rostliny Nicotiana benthamiana HC-Pro, ktera se zdala bez vyraznych ptiznakd od
listh N.b-HC-Pro sjasnymi piiznaky. Varka rostlin s méné ptiznaky byla vysazena
diive, tudiz byly rostliny star$i. Zaroveii byly i méné vitdlni a dosahovaly mensiho
vzrustu kvili podminkam, v kterych vyrustaly. Pro kontrolu jsem odebrala vzorek i ze
zdravé rostliny N.b.-HC-Pro.

Listy jsem ziedila desetkrat potahovacim pufrem a rozetfela je Vv tfeci misce do
homogenni hmoty. Nasledn¢ jsem homogenat piefiltrovala pies sitko a napipetovala do
jamek po 100 ul. Kazdy ze vzorkl jsem aplikovala do dvou jamek, aby se odhalily
pfipadné chyby pfi pipetovani. Poté jsem inkubovala desticku do réna ve 4°C (15:35-
8:30h).

Nasledné jsem obsah jamek wvylila (vyklepla) a jamky ctyfikrat promyla 200 ul
PBS+Tween. Krali¢i protilatku proti PVX jsem zfedila 1:1000 konjuga¢nim pufrem
tak, aby smé&si bylo dostatecné mnozstvi, to znamena 2,5ul protilatky ku 2,5ml pufru.
Smés jsem napipetovala po 100 ul do jamky a na dvé hodiny nechala ve 37°C (8:50-
10:50h)

Znovu jsem jamky mikrotitra¢ni desticky promyla 200 ul PBS+T. Antikrali¢i protilatku
S AP jsem ziedila 1: 30 000 konjuga¢nim pufrem. Nanesla jsem 100 ul do jamky a
nechala 2,5 hodiny inkubovat ve 37°C (11:13-13:43).

Nasledné¢ jsem desku Ctyfikrdt promyla PBS+T. Smichala jsem 5 mg p-
nitrophenylfosfatu s 5 ml substratového pufru. Napipetovala jsem 100 pl substratu do

kazd¢ jamky a nechala reagovat pti 37°C.
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Obr.12 (Autor)

Obr.12 - Desti¢ka pro ELISA test s probihajici reakci (Zluta barva)

9.4. Purifikace PVX

Purifikace neboli ¢isténi je metoda, pii které se snazime oddélit PVX od ostatnich

slozek rostlinného materialu. Vyuzivame pii tom centrifugace a to jak diferencialni, tak
zonalni. Purifikaci virh vyuzivame, chceme-li ziskat Cisty virus a nasledné ho dale
pouzivat (napf. k dals§imu ockovani rostlin atd.) nebo chceme-li zjistit koncentraci ¢i
mnozstvi viru v rostliném materialu, z kterého purifikaci provadime.

Princip separace pii centrifugaci je pohyb ¢astic v tekutém prostiedi pod vlivem
odstiedivého pole, které vznika otaGenim rotoru centrifugy. Castice se chovaji dle
svych fyzikalnich vlastnosti a povahy prostiedi. Diferencialni centrifugace se vyuziva,
pokud mame v homogennim roztoku ¢astice o riznych velikostech ¢i hmotnostech.
Tyto slozky smési pak sedimentuji rtiznou rychlosti a my je miZzeme postupné
separovat. Zonalni centrifugace se vyuziva, jsou-li ¢astice podobné hustoty, hmotnosti a
velikosti a tudiz by sedimentovaly podobné. U zondlni centrifugace vyuzijeme hustoty
roztoku zvySujici se smérem ke dnu zkumavky. Tento roztok nazyvame gradientni a
byva piipravovan z glycerolu ¢i sachar6zy. V tomto roztoku pak slozky smési

sedimentuji postupné v oddelenych zonéach [13].

Postup:
Sedm dni po oc¢kovani viru PVX jsem z rostlinek N.benthamiana (podle vysledku
metody ELISA) odebrala 25 g listh a ulozila je pii teploté -70°C. Zda byla infikace

uspésna, jsem proverila metodou ELISA.
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Purifikace ma né€kolik kroki. Po kazdém kroku jsem odebirala maly vzorek produktu
pro ELISA test, aby se pii pfipadné neuspésné purifikaci dalo zjistit, vjaké fazi
purifikace doslo k chybé.

Nejprve jsem provedla homogenizaci. Odebranych 25 g listdi jsem smichala s 50 ml
20mM Tris-HCI (pH 7,5) a homogenizovala v mixéru. Tuto sm¢s jsem vylisovala a
ptefiltrovala ptes silon.

Smés jsem rozdélila do kyvet a nechala 10 minut centrifugovat (centrifuga Sigma) pfi
10 000 otackach za sekundu. Odebrala jsem supernatant, ktery je v tuto chvili
produktem, a sediment slozeny z pletiv rostliny jsem zlikvidovala.

Supernatant jsem nasledné napipetovala na sachardzovy polstat (zonalni centrifugace),
ktery byl vytvoien z 5 ml 30% sachardzy v Tris-HCI. Takto ptipravené zkumavky jsem
nechala centrifugovat (Ultra centrifuga Spinco) pii 27 000 otackach za sekundu po
dobu 2h30min v rotoru Ti50.2. Pfes sachar6zovy polstat projdou za téchto podminek
jen viry a néktera rostlinna barviva, ktera se daji dale odstranit.

Po tomto Case jsem pomoci injekce separovala sediment. Odebrala jsem si vzorky i
z ostatnich ¢asti (supernatantu a sacharézového polstare) pro ELISA test. Pokud test
ukaze, Ze v téchto sloZkach je vysoka koncentrace vird, znamena to, Ze Cas pro
centrifugaci byl nedostatecny, a pokud purifikat nebude vyhovovat, mize se provést
dalsi purifikace s del§im ¢asovym tGsekem v tomto kroku.

Sediment jsem rozpustila ve 4 ml Tris pufru za stalého michani po dobu 30 minut.
ProtoZe jsou viry citlivé na teplo, byla nadoba po celou dobu chlazena ledem.

Pro vétsi Cistotu jsem purifikat opét nechala projit desetiminutovym cyklem
centrifugace pifi 10 000 otackach. Vysledny produkt je purifikdit PVX. Vzorek

purifikatu jsem prométila spektrofotometrem.

9.5. Reverzni (zpétna) transkripce (RT)

Pii tomto procesu dochédzi k prepisu RNA do DNA. VétSina rostlinnych vird ma
ribonukleovou kyselinu, a proto je tato metoda béznd. DNA je stabilngj$i nez RNA.

Pfi reverzni transkripci se nejprve na konec RNA vlakna napoji primer, coz je umgéle
vyrobené kratké vlakno DNA o dvou az tfech desitkdch bazi (oligonukleotid), které
presné kopiruje jeden z konci RNA. Od tohoto konce pak postupuje reakce, tu
katalyzuje reverzni transkriptaza. Reakce probiha v termocykleru, ktery méni vhodné

teploty pro RT po uréené dobé. Proti nastépeni RNA pusobi inhibitor RNAsy [13,14].
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Postup:

Pouzila jsem listy zmrazené na -70°C, které jsem si ulozila po provedeni ELISy v prvni

Casti této prace, z rostlin N.b.HC-Pro a N.b. Nejprve jsem infikované vzorky N.b.HC-

Pro a N.b. zfedila 1:10 potahovacim pufrem. Smés jsem procistila filtraci ptes silon, a

pak napipetovala do eppendorfek. Pfes noc se na jejich povrch navazaly viry PVX.

Podobné¢ jako pti ELISA testu jsem je vymyla.

Postup RT ma Ctyti Casti, zde je popsano mnoZzstvi pro celkovy objem reakce 20pul.

1) Do reakce jsem piidala 1ul PVX primeru, 1ul 10mM dNTP (nukleotidy), 10ul
vody. Veskera tato manipulace byla provadéna v chladu (obloZeni ledem). Pak jsem
eppendorfky inkubovala v termocykleru 5 min pii 65°C.

2) Do kazdé z mikrozkumavek jsem piidala 4ul SxFirst-Strand Buffer, coz je pufr
vyrobeny dodavatelem enzymu a tvoii pro tento enzym vyhovujici prostredi, dale
pak 2ul 0,1mM DTT (dithiothreitol) a 1 pl RNasin (inhibitor RNasy) proti rozpadu
RNA. Reakce byla nasledn¢ inkubovana 2 minuty pii 42°C.

3) Na zavér jsem piidala 1ul enzymu M-MLV od firmy Promega (reverzni
transkriptasa) a nechala smés reagovat po dobu 50 minut pii teploté 42°C.

4) Po této dobé jsem enzym inaktivovala zvySenim teploty inkubace na 70°C po dobu

15 minut a tim ukongila reakci.

9.6. Polymerazova ietézova reakce (PCR)

PCR se pouziva k namnozeni DNA. Objevitelem je Kary Mullis [7]. Reakce pfipomina
reverzni transkripci. Nejprve dojde vlivem vysoké teploty k rozdéleni vlaken
dvousroubovice DNA (denaturace). Denaturace zacind na n¢kolika mistech Sroubovice,
snizit teplota, se kompatibilné navazou na opacné konce vlaken vodikovymi vazbami
primery. Od nich poté postupuje polymerizacni reakce ve sméru 5'—3’, pfi niz se
napojuji nové nukleotidy, aZ je dohotovené nové vlakno a s nim i nova Sroubovice. Pro
tento krok se opét zvysi teplota. Cyklus se stale opakuje. Pocet novych vlaken DNA
stoupa exponencidlni fadou. Z 30 cykll je teoreticky mozné pfipravit dva na tficatou
nasobku ptivodniho vzorku, v praxi se tato hodnota pohybuje kolem deseti na osmou —
efektivita neni v praxi stoprocentni. Pro tento proces se pouziva termostabilni

polymerasa, ktera vydrzi vysoké teploty pii denaturaci. VéEtSinou se  ziskava
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z termofilnich organismi. Casto se pouziva Tag-polymerasa izolovana z bakterie
Thermus aquaticus, Vv posledni dobé jsou vSak dostupné méné chybové polymerasy
Vent-polymerasa ¢i Pfu-polymerasa. V pufru, ktery by mél utvaiet vhodné prostiedi pro
reakci a pro polymerasu, je obsazen hoi¢ik a rtizné soli. Mnozstvi vody pro reakci se
dopocitava do pfedem uréeného objemu. Teploty pro nasedani primert se daji piesné
vypocitat. Pro kazdou dvojnou vazbu (vodikové miistky mezi A-T) se pocitaji 2°C a pro
kazdou trojnou vazbu (G-C) se pocitaji 4°C. Tento zjednoduseny zptisob vypoctu lze
vSak pouzit pouze pro primery s délkou do 20 nukleotidli, pro delsi primery se

pouzivaji vzorce slozit&jsi [7,13].

dsDNA
|

Denaturace.

T - primery\ 2
” . . . G Ej E3
Pﬁpo;oT primera. ™ = F
s
— [ ] 3
Syntéza novych fetézcu.
dNTP\V——Taq-polymera'za
B 1111 L0111 ——

Denaturace.

—n
[ ity

Pripojeni primeru, syntéza DNA,
denaturace.
l 20 - 30 cykld

[ e e e & zmnaten

Obr. 653
Polymerazova fetézova reakce

Obr.13 (Rosypal, S.)

Obr.13-schéma PCR

Postup:

Do eppendortky (mikrozkumavky) jsem napipetovala 35,6 ul H,O, 10 pl pufru 5x (5X
Green GoTaq™ Reaction Buffer), 1 ul ANTP (10mM) (Fermentas #R0192), 1 pl
primeru PVX 3, 1 ul primeru PVX 5, 0,4 ul 60 Taqg polymerasy (Promega M3171 DNA

polymerase) a 1 ul DNA templatu ziskaného z reverzni transkripce.

40



Smés jsem piesunula do termocykleru a nastavila nasledujici podminky PCR: Prvni 2
minuty pii 95°C, nasledoval cyklus o tfech krocich opakujici se tficetkrat: 30 s 95°C, 30
s 56°C a 1 minuta 72°C, na zavér jsem nechala ptsobit teplotu 72°C po dobu 10 minut a

pak reakci ochladila na 4°C.

9.7. Gelova elektroforéza

Elektroforéza je jedna ze separacnich technik. Gelem jako sitem prochazi nabité
molekuly smérem k anodé (kladna elektroda). Cim jsou tyto molekuly vétsi, tim
pomaleji prochazeji slozitou sitovou strukturou gelu. Gel je vétSinou z agardzy nebo
polyakrylamidu. Priichodnost gelu miiZeme ovlivnit slozenim. U nukleovych kyselin
jsou nosi¢em zéporného naboje zaporné fosfatové skupiny.

Timto zptsobem muzeme od sebe oddélit rizné velké molekuly DNA, zjistit, zda je
produkt, ktery chceme, nééim znecistén, nebo maji-li vSechny nukleotidova vlakna
stejnou délku. MizZeme zjistit, jaka ta délka je, pokud subjekt porovname s nukleovou
kyselinou, u které je jeji délka znama (tzv. DNA marker). K ur¢eni polohy molekul,
které¢ nemtizeme vidét a rozeznat od okoli, se pouziva barvivo (napf. etidiumbromid).
To utvori s molekulou komplex a po ozafeni ultrafialovym svétlem mizeme pozorovat
barevné prouzky v mistech, kde jsou molekuly nashromazdéné [13,14].

Produkt PCR jsem nechala rozdélit v 0,8% agarozovém gelu pfi 100V 30 minut. Kromé
ného jsem do gelu ptidala i vzorky o 300 a 500 parech bazi pro srovnani (DNA

marker).
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10. Vysledky

10.1. Cast prvni: Infikace rostlin virem PVX

Stav rostlin a piipadné piiznaky jsou viditelné na fotografiich, které byly potizeny
sedmy den po mechanické inokulaci. Typicka systémova infekce se vyvinula u
N.benthamiana a u druhé, mladsi varky transgennich N.benthamiana-HCPro. Nové
mlad¢ listy, které vyrtstaji z horni ¢asti rostliny, jsou zkrabatélé, barevné nevyrovnané
a tvofi se na nich hrbolky. Naproti tomu Chenopodium amaranticolor ma silné
priznaky v podobé ¢ervené barvy a 1ézi na spodnich listech, které byly o¢kovany, ale uz
je nenajdeme na vySSich nebo novych listech. U ostatnich testovanych rostlin nejsou
piiznaky pfili§ znatelné (Obr. 14). To, zda v nich doslo k pomnozeni PVX, prokazal
ELISA test.

Po pil hodiné od ptidani substratu ELISA testu jsem pozorovala prvni zloutnuti u
jamek se vzorky N.benthamiany a transgenni N.benthamiany-HC-Pro. Po 1 hodin¢ jsem
desticku vlozila do ELISA reader (MRX- epson Ix-300). ELISA reader je
spektrofotometr, ktery odecitd hodnoty absorbance pii 405nm, coz je maximalni vinova

délka pro konkrétni zlutou barvu, kterd vznika pfi reakci. Ptistroj naméfil tyto hodnoty:

Vysledky po 1 h: (vzdy primér dvou jamek)

Blank (kontrolni ¢isty pufr) 0,086
N.t. Petit Havana, cv.SR1 0,080
N.t.Samsun 0,081
Zdrava kontrolni N.b-HC-Pro 0,084
Ch.amar.-horni listy 0,085
N.rustica 0,134
Ch.amar.-dolni listy 0,187
N.b.HC-Pro s viditelnymi ptiznaky (mladsi) 0,236
N.b.HC-Pro bez vyraznych ptiznaku (starsi) 0,240
N.benthamiana 0,310

Priimérna neptesnost v pipetovani mezi jamkami je 0,0095

Uspé&sné infikovat se podaiilo Chenopodium amaranticolor, obé varky N.b.-HC-Pro,
Nicotiana rustica, s mimofadnou hodnotou Nicotiana benthamiana. Vysledky ELISA
rovnéz ukazuji, Zze v hornich listech Chenopodia amaranticolor je vyrazné mensi

koncentrace virt, nez v jejich spodnich listech, které byly ptimo ockovany.
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Obr.14a (Autor) Obr.14b (Autor)

Obr.14c (Autor) | Obr.14d (Autor)

Obr.14g (Autor) ' | Obr.14h (Autor)

Obr.14a-h-Ptiznaky na rostlinach o¢kovanych PVX sedmy den po inokulaci.
Obr.14a- Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana, SR1, Obr.14b- Nicotiana benthamiana, Obr.14c-
Chenopodium amaranticolor- inokulovany spodni list, Obr.14d- Chenopodium amaranticolor vrchni

listy s jiz rozsifenou infekci, Obr.14e- Nicotiana benthamiana HC-Pro star$i, Obr.14f- Nicotiana
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benthamiana HC-Pro mladsi a vitaln&j§i, Obr.14g-Nicotiana rustica, Obr.14h-Nicotiana tabacum L., cv
Samsun

10.2. Cast druhé: Purifikace PVX

Metodou ELISA jsem zkontrolovala, zda pracuji s Gspésné infikovanym materialem.

Cisty pufr mél hodnotu absorbance 0,14 a prvni jamka infikované N.benthamiana méla
hodnotu 2,67 druha pak 2,61. Z rozdilu hodnot pro blank a pro rostliny mohu vyvodit,
ze byly rostliny skute¢né uspésné infikované.

Po zonalni centrifugaci se utvofil nahnédly gelovy sediment pod sachar6zou. Jeho
velikost byla o priméru zhruba jednoho centimetru v obou zkumavkach. Hnéda barva
naznaCovala pritomnost rostlinnych barviv, proto jsem také pridala tieti,
desetiminutovy cyklus centrifugace. Vysledek, ktery poskytl spektrofotometr, je na

obrazku.

=
(]

2.5

2.8

uwy

RATOR

REFERENCE
E

ABS
1.3
aP

.8

8.5

1 1 \228.8-328.6 B2.@ 552068 ABS ~

CELL PATH
1 X\228.8-320.8 B2.8 552088 ABS ¥

SAMPLE

= >
0

Obr.15 (Autor)

[
2N
~

248

368

329
8.1

Obr.15-Graf pro purifikat PVX z Nicotiana benthamiana (17.6.2010)

Z grafu pro purifikit PVX milZeme usuzovat na mnoZstvi vypurifikovanych
kompletnich virt i téch, které byly n&jak poskozeny (Vv purifikaitu mohou byt jak
kompletni viry, tak samotné nukleové kyseliny nebo naopak prazdné kapsidy). Na ose
Y ¢teme mnoZstvi absorbance a na ose X vlnovou délku svétla. Bod oznaceny 2 je

misto pro Castice, které absorbuji pfi 260 nm, coz je maximalni absorpce nukleovych
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kyselin, osa Y pro tento bod udava hodnotu 1,714. Bod 1 a 3 je urCen pro cCastice
absorbujici pti 240 nm a 280 nm, pfi¢emz proteiny absorbuji pii 280nm, kde je
absorpéni maximum pro aromatické aminokyseliny. Z hodnoty Y mizeme pomoci
Lambert-Beerova zakona (A=¢xcx1) vypocitat, jaky vytézek jsme ziskali z purifikace;
hodnotu 1,714 vynasobime mnozstvim puvodniho vzorku pro purifikaci v gramech
(250) a vydélime extinkénim koeficientem (ten je pro PVX dan jako 2,97). Z tohoto
vypoctu jsem zjistila, ze jsem ziskala 14mg/ml PVX, a tudiz z celé purifikace 57,7 mg
tohoto rostlinného viru. Pomér A260/A280 je 1,330 a ukazuje kvalitu vysledného
purifikétu, pfi€emz ideélni je kdyz se pohybuje kolem hodnoty 1,0. Vzorky, které jsem

Vv prib&hu procesu odebirala, jsem pouzila ke kontrolnimu ELISA testu:

Kontrolni ELISA: (IgG:PVX 1:1000 konjuga¢niho pufru; Konjugat: antikrali¢i 1:30

000 konjugacéniho pufru) Primér dvou jamek.

Potahovaci puftr (kontrolni) 0,093
\/zorek z homogenatu 0,707
Supernatant po prvni centrifugaci 0,650
Supernatant po druhé centrifugaci 0,102
Sacharo6za po druhé centrifugaci 0,229
Sediment (purifikat) po druhé centrifugaci 0,223

Hodnoty pro mnozZstvi viru v testu ukazuji vysokou koncentraci pro vzorek z piivodnich
listh a supernatant z prvni centrifugace, tak jak by tomu mélo byt. Dalsi dvé hodnoty
potvrzuji, Ze ¢as pro druhou centrifugaci byl témét dostacujici. Zda se, Ze ne vSechny
viry prosly sacharézovym polstafem. Hodnota pro purifikat je nizka, prestoze graf z
purifikace ukazuje opak. Vzorek (purifikat), ktery jsem pouzila pro test, nebyl nijak
ziedén a koncentrace vira v ném byla tak vysoka, ze byla reakce predimenzovana.
Kdyz jsem vzorek zredila potahovacim pufrem, dostala jsem nasledujici hodnoty, které

dokazuji ptitomnost PV X viru v purifikatu:

2. ELISA:
Potahovaci pufr (kontrola) 0,100
Purifikat PVX ziedén 100 pl/ml 0,462
Purifikat PVX ztedén 10 ul/ml 0,402
Purifikat PVX ztedén 1 pl/ml 0,165
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10.3. Cast treti: PCR

Zda probéhla RT-PCR a PCR v poradku, mizeme zjistit az po provedeni elektroforézy.

Fragmenty DNA obarvené ethidiumbromidem byly zviditelnény pod UV svétlem.
Snimek byl pofizen sestavou na analyzu elektroforetickych geltt GelDoc.

Vzorky PV X z N.benthamiany a N.b.-HC-Pro maji stejnou velikost. Ta je téméf stejna,
moznd mirn¢ nizsi, nez v jaké se nachazi molekuly s 500bp. To odpovida délce molekul
PVX tvofené PVX3" a PVXS5’ primerem. Pokud bych chtéla syntetizovat cely fetézec
PVX, musela bych jednotlivé ¢asti syntetizovat postupné a pak je pospojovat. Nad

touto linii ani pod ni se nevyskytuje zadna dalsi piimes.
Nb HCPro

. mﬂ- == M - 500 bp
M - 300 bp @

~ Obr.16 (Autor)

Obr.16 - vysledek elektroforézy, zleva doprava: marker s délkou 300bp, vzorek ziskany z infikovanych

rostlin N.benthamiana, vzorek ziskany z infikovanych rostlin N.b.-HC-Pro, marker s délkou 500bp
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11. Zavér

Rostlinné viry jsou vnitrobunécni parazité a jejich zivotni cyklus je proto podobny
vSem obdobnym organismtim ¢i ¢asticim (virim). Pfesto maji rodiny rostlinnych virti
vzajemné odlisnou expresi, kterd je urCovéana jejich morfologii, respektive druhem
nukleové kyseliny (viz kapitoly 2 a 3).

Rostlinné viry mohou rostlindm piisobit zdvazna onemocnéni, kterd mohou vést ke
smrti organismu (viz kapitola 4). Pokud je dany druh rostliny nachylny k ur¢itému viru
a nevlastni proti nému obranné mechanismy a geny rezistence, pak je jedinou moznou
ochranou, kterou umime poskytnout, geneticka modifikace. Tyto Gpravy nemusi byt
nijak drastické, bud’ jsou transgeny odvozeny z patogena, nebo jsou inspirovany jinymi
(zejména zivoc¢iSnymi) obrannymi mechanismy (viz kapitola 5).

Nejcastéjsi vyuziti virii spo¢iva ve vyrobé biologicky aktivnich latek v rostlinach
pomoci expresniho vektoru (viz kapitola 5).

X virus bramboru je typovy zastupce potexvirli, ma jednovlaknovou pozitivni RNA a
kapsidovy obal s helikalni symetrii (viz kapitola 6).

Z vysledkt ELISA jsem zjistila, Ze nejnachylnéjs$imi druhy na PVX mezi vybranymi
hostiteli jsou Nicotiana benthamiana a Nicotiana benthamiana HC-Pro. Podle vysledkt mizu
odvodit, Ze optické ptiznaky nemusi korespondovat s redlnou koncentraci viru v rostling, jak je
patrné u dvou varek Nicotiana benthamiana HC-Pro, které se liSily stafim a viditelnymi
ptiznaky. Vysledky ELISA ukazuji, ze mnoZzstvi virti je u obou varek podobné, a dokonce u
rostlin s mén¢ zietelnymi piiznaky je o néco vyssi. U rostlin Chenopodia amaranticolor jsou
hodnoty ELISA pro vrchni listy podobné jako hodnoty pro blanc (kontrolu). Miizu odvodit, ze
se do vrchnich listi infekce neprenesla a potvrdit tak znamou skutecnost, ze u tohoto druhu
nedochdzi k systémové infekci.

Pomoci purifikace jsem zjistila, Ze koncentrace PVX v Nicotiana benthamiana byla 14 mg/ml.
Pomér A280/A260, ktery ukazuje kvalitu purifikace (idealni hodnota 1), byl 1,3, coz je
pfijatelné. Zvyseni kvality by mohlo nejspi§ pomoci nechat centrifugaci probihat déle. ELISA
vysledky, odebirané béhem purifikace, ukazuji, Ze nékteré virové ¢astice nestihly projit pres
sachardzovy polstar.

Podle vysledka z gelové elektroforézy miizu vyvodit, Ze se mi UspéSné podarilo ziskat
z rostlin Nicotiana benthamiana a Nicotiana benthamiana HC-Pro X virus bramboru,
prevést jeho nukleovou kyselinu z RNA do DNA, ktera je stabilngjsi, a také tento

vzorek zmnozit (viz kapitola 10).
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Dalsi moznost vyzkumu bych smétfovala k rozSiteni okruhu zkoumanych hostiteli.
Zaméfila bych se na piibuzné rody. Sledovala bych, jakym zptisobem se bude ménit
sila infekce, budu-li ménit stafi rostliny pfi inokulaci a podminky, ve kterych vyrista
(stabilni, nehostinné atd.). Na téchto rostlinach bych dale zkoumala rezistenci na riizné
odnoze PVX. Pokud bych znala jejich genom (sekvenovani), respektive odliSnosti
v genomu, mohla bych zjistit, které konkrétni geny zptsobuji vétsi nachylnost rostlin

vuci viru, piipadné zda tyto odliSnosti nemaji na expresi a Sitfeni viru zadny vliv.
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12. Pouzité zkratky

AP — alkalicka fosfatasa (alkaline phosphatase)

A-T-G-C — adenin, thymin, guanin, cytosin

CP — kapsidovy protein (coat protein)

DAS ELISA — double antipody sandwich enzyme linked immuno-sorbent essay
DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — nukleotidy pro deoxyribonukleovou kyselinu (deoxyribonucleotide
triphosphate)

dsDNA — dvouftetézcovita deoxyribonukleova kyselina

dsRNA — dvouietézcovita ribonukleova kyselina (double-stranded)

ELISA — Enzymova imunoanalyza (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay)
HC-Pro — potyvirovy protein PC-Pro

MRN — A- mediatorova ribonukleova kyselina

ORF — otevieny ¢teci ramec (open reading frame)

PCR — Polymerésova fetézova reakce (Polymerase chain Reaction)

PR — pathogenesis related proteins

PTA ELISA — plate trapped antigen enzyme linked immuno-sorbent essay
PTGS — post-transkrip¢ni genové zhaseni (post-transkriptional gene silencing)
PV X — X virus bramboru (Potato virus X)

RISC — RNA-induced silencing complex

RNA — ribonukleova kyselina

RT — reverzni transkripce (reverse transcription)

SCFV — jednovlaknové fetézce hypervariabilnich domén lehkého a tézkého fetézce
siRNA — small interfering RNA

(+/-)ssDNA — jednofetézcovita deoxyribonukleova kyselina pozitivniho/negativniho
smyslu

(+/-)ssRNA — jednofetézcovita ribonukleova kyselina pozitivniho/negativniho smyslu
(single-stranded)

Taqg polymerasa — polymerasa z Thermus aquaticus

TGBp - trojice pohybovych proteint (tripple gene bloc proteins)

TMV — virus mozaiky tabaku (Tobacco mosaic virus)

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

Vh — hypervariabilni doména té€Zkého fetézce
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