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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 zéstupce
rostlinnych vir a zkouma jeho reakce s nékterymi vybranymi rostlinnymi hostiteli.
Prace se také zabyva vyuzitim rostlinnych virti pro biotechnologické ucely a obrané

rostlin proti virovym chorobam.

Klicova slova

Rostlinné viry; metody detekce; X-virus bramboru

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 zem&délstvi. Nékteré stabilni druhy
virti nebo smésna infekce dvou virti dokazi zpiisobit velké ztraty na trod¢. Vyzkum vira
nam dovoluje zefektivnit zemédélskou vyrobu. Diky védomostem o virech vime, jak
preventivné postupovat jesté¢ pied vysazenim rostlin. Vime, které druhy rostlin jsou
odolngj$i vici infekcim, a téZ zname rGzné strategie, které rostliny proti virovym
infekcim uméle chrani. To mize mit velky pfinos zvlasté v rozvojovych zemich, kde je
kazdé neuroda tragédii.

Dalsi pfinos rostlinnych vird je bezpochyby ve zdravotnictvi. Tyto organismy jsou
pouzivané jako expresni vektory pii ptipravé ruznych biologickych latek — casto
antigenti zavaznych lidskych chorob.

Mimoto ndm vyzkum virdl, jakozto vyzkum jednoduchych nitrobunéénych parazitd,
pomaha 1épe 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. Predstavim nékteré metody, které védci
vyvinuli na obranu rostlin. Pokusim se ukazat, jaké je mozné vyuziti rostlinnych vird.
Nasledné¢ se zaméifim na X virus bramboru. S timto virem budu déale pracovat
v praktické ¢asti, ve které predstavim 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 nejnachylnéj$§im druhu z vybranych rostlin
namnozil.

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

botaniky AV CR.



2. Charakteristika rostlinnych viru

2.1. Zarazeni rostlinnych viri

Viry jsou jednoduché nebunétné organismy, které miZzeme oznacit jako castice. Jsou
slozeny zejména z nukleové kyseliny a proteinti, ale mohou obsahovat 1 anorganické
slozky. Velikost jejich nukleové kyseliny se pohybuje od 10° az 10° nukleotidi (nebo
pard nukleotidd), a to je viilbec nejmensi velikost mezi v§emi zivymi soustavami. Toto
rozmezi se ¢astecné prekryva s rozmezim velikosti genomu bakterii. VEétSina virh ma ale
délku nukleové kyseliny od 10* do 10° nukleotidi, coz nema z4adna bakterie.
Jednoduchy zplsob Zivota virli je zaloZzen na vnitrobunééném parazitismu. Z atributli
pro klasifikaci zivych organismt splituji viry mimo bufiku hostitele pouze ptitomnost
makromolekul biopolymerti. Nejsou schopné vlastniho metabolismu, drazdivosti ani
autoreprodukce. Pokud ovSem vstoupi do buiiky, jsou jim jejim prostfednictvim
propujceny prostredky k rozmnozovani a vir ziskavd schopnost dédicného predavani
znaki i schopnost vyvoje a evoluce [9,3]. Evoluce mize u vird probihat pouze diky
mutacim a rekombinacim [8]. Z té€chto divodi, fadi mnoho odbornikii viry na rozmezi

Zivé a nezivé prirody.
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Obr. 1 (Hinegardner, 1976 in Matthews)

Obr.1 Pocet nukleotidi nebo parti nukleotidl jednotlivych skupin zivych soustav. Dole: pocet nukleotidd,
zleva doprava: viry, bakterie, houby, vétSina zivoCichti a nékteré rostliny, mnoho rostlin a néktefi

zivoc¢ichové.

Viry nam mohou pfipadat podobné¢ dalsSim dvou skupinam. Prvni znich jsou
vnitrobunééni bakteridlni parazité (napf. chlamydie), které jsou virim podobné jak

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



je vsak ten, ze viram chybi schopnost vlastni syntézy proteinti. Druhou skupinou jsou
transpozony — genetické mobilni elementy. Do skupiny genetickych mobilnich elementti
muzeme zafadit napiiklad plazmidy. Podobné jako viry nejsou schopné vlastniho
metabolismu ani autoreprodukce. Viry jsou ale schopné samostatné opustit buiiky a §ifit
se, maji slozit¢ organizovany genom se specifickymi virovymi funkcemi a b&zné
fyzicky chrani své genetické informace, coZ mobilni genetické elementy nedokazZou [6].
Castice, které pozd&ji dostaly nazev rostlinné viry (fytoviry), byly objeveny pfi
pokusech, které mély objasnit pohyb mizy v rostlindch. 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 1isi rostlinné viry, viry zivo¢isné a viry bakteridlni, jsou
zavislé na vlastnostech jejich hostiteli. Fytoviry jsou takové viry, které jsou schopny
infikovat rostlinné buniky. Ty jsou chrdnény bunécnou sténou a na rozdil od bunék
zivociSnych nemaji receptory, pfes které by mohly viry aktivné pronikat do bunky.
Rostlinné viry pronikaji do bunék pies poranéni a poskozeni bunétné stény [2].
Nepotiebuji proto Zadné proteiny rozeznavajici specificky bunécnou sténu [6]. Zatimco
u bakterialnich vir vstupuje do buniky pouze nukleova kyselina a obal zlstava vné, u
virt rostlinnych pfes volny vstup poranénim vstupuje cely virus, ktery je pozdé&ji
rozvolnén specifickymi  bilkovinami. (Vyjimkou je <celed Phycodnaviridae.)
Z mechanismu S§ifeni, kdy rostlinné viry neopoustéji buitkku pfes 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_fytoviru

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 pfevazuji RNA viry. DNA 1 RNA viry mohou
byt jednotetézcové pozitivni, jednotfetézcové negativni nebo dvouretézcové [9, 3]. RNA
miZze byt segmentovana do vice usekd. Dle tvaru mohou byt cirkulativni (kruhovité)
nebo linearni. To ma vliv na celkovy tvar virionu. Zatimco bilkovinny obal slouzi jako
ochrana, nukleova kyselina koduje vSechny proteiny a enzymy potitebné k expresi viru a
ke kompletnimu sestaveni virionu. Nukleovd kyselina je kompletni genom viru.

Velikost genomu se pohybuje od n¢kolika set nukleotidli aZ po pilmegabasi nukleotidu,



na ¢emz je zavisly i pocet genli [2,10]. Rostlinné viry jsou schopné koédovat 1-12
proteinil [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 predpokladem pro regulaci (fizeni a
prosazovani) transkripce strukturnich genti. Sekvence jsou logicky sestaveny tak, Ze
jejich postupnym zapinanim od zacatku do konce se v Case vytvaieji genové produkty
uceln¢ takovym zplsobem, aby byla zajiSténa reprodukce viru v bunce. Na zacatku
Cteni jsou tedy geny pro ¢asné proteiny, ke konci pro pozdni proteiny [8].

Kapsidovy obal (coat protein — CP) je tvofen identickymi pravideln¢ uspoiadanymi
podjednotkami. Tyto makromolekuly se nazyvaji kapsomery. Kvartérni struktura, ktera
urcuje vnéjsi podobu viru, je kapsomerami sestavovana autoorganizacnim procesem
pouze na zékladé¢ fyzikalnich zdkonl. Dochazi pfitom i k vytazeni konstrukéné chybné
nebo neptesné kapsomery. Neni k tomu potieba pomocnych proteint. Ke vzniku celého
kapsidového obalu je tedy potfeba pouze jednoho genu kodujiciho CP. Kapsidovy
protein muze byt multifunk¢ni a podilet se naptiklad na pohybu viru z bunky do burky.

Existujici typy kapsomer dovoluji pouze dva zakladni, obecné strukturdlni typy viriond.
Prvnim znich je tvar kulovity, nebo pfesnéji mnohosténny. Ten ma nejcastéji
ikozahedrickou symetrii. Ikozahedry jsou pravidelné dvacetistény s trojuhelnikovymi
plochami a dvanécti rohy. Polyedr tohoto typu je ztermodynamického hlediska
strukturni typ je ty€inkovity. Tycinkovity virus mize byt tuhy nebo ohebny, ale vzdy
ma helikdlni symetrii kapsidu. Kapsomery jsou sestaveny do valcovit¢ho tvaru
Sroubovicove. Celek tii po sob¢ nasledujicich otacek se uniformé opakuje po celé délce
virionu. Sroubovicova nukleova kyselina je protazena mezi uz$imi ¢astmi jednotek tak,
ze nelezi volné v centrdlni dutiné virionu. Zavity jednotek kapsidu ptesné odpovidaji
zavithim Sroubovice nukleové kyseliny. Kazdd jednotka kapsidového obalu nalezi

nekolika nukleotidim. [8,10]
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Obr. 2 (Klug and Casper in Matthews) Obr. 3 (Matthews, 1991)

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

Nékteré tzv. obalené viry maji kromé kapsidy i lipoproteinovou membranu.

Kromé bilkovin tvoficich kapsidu koduje virova nukleova kyselina i enzymy, které
potiebuje virus k rozmnozovani a které jsou natolik specifické, ze je nemtiize hostitelska
buiika poskytnout. Bud’ je virus schopen pfenaset je z buitky do buniky nebo je nechava
syntetizovat pifimo v napadené buiice. Geny pro jejich syntézu byvaji zafazeny v
genomu hned po genech pro zastaveni vlastniho metabolismu buiiky, nebo tam, kde jich
je Casove potieba.

Mezi tyto nestrukturni bilkoviny fadime protedsy. Protedsy pomdhaji posttranslaéné
upravovat strukturni proteiny viru.

Dalsi skupinou jsou enzymy nezbytné pro syntézu nukleové kyseliny. Zasadni jsou i pfi
syntéze mRNA. Tato mRNA slouZi jako matrice pro virem kodované bilkoviny.
Celkové tyto enzymy nazyvame virové polymerasy. RNA-dependentni RNA
polymerasy se nazyvaji enzymy, které jsou pifitomné pii kopirovani nebo piepisu
zRNA. Casto se oznaluji jako replikisy. Mezi rostlinnymi viry se mizeme se setkat
s reverzni transkriptasou, kterd katalyzuje syntézu DNA z RNA (Caulimovirus). DNA
polymeréasu najdeme u DNA vird. DNA polymerasu s helikasovou aktivitou najdeme
téz u DNA virll. Tento enzym se podili nejen na replikaci DNA a denaturaci jejich

vlaken, ale ma vyznam i pfi rekombinacich a opravach.
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Nekolik skupin vir koduje proteiny, které jim pomadhaji v pfesunu viru z bunky do
buniky a téz zprostiedkovavaji pohyby cytoplasmou. Nazyvaji se ,,movement proteins*
-transportni proteiny [1].

Nékteré viry koduji proteiny, které omezuji nebo zpomaluji obranné mechanismy
bunky. Casto $tdpenim inaktivuji proteiny obranného systému hostitele, jako napiiklad
HC-Pro potyvirt (+ssRNA).

Mnoho nestrukturnich bilkovin je multifunk¢nich. Tuto multifunkénost si mizeme
syntézy RNA. Chrani 5-konec RNA, od kterého postupuje polymerizac¢ni 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 = O
CAULIMOVIRUS GEMINIVIRUS REOVIRIDAE CRYPTOVIRUS
ss - RNA (+) without envelopes
——— [ O
TOBRAVIRUS Maize Chiorotic Dwarf Virus
LUTEOVIRUS
C—————— TYMOVIRUS
TOBAMOVIRUS TOMBUSVIRUS
SOBEMOVIRUS
i 1 ] NECROVIRUS
FUROVIRUS CARMOVIRUS
MARAFIVIRUS
[ sl 1 [ ] Parsnip Yellow Fleck Virus
HORDENVIRUS O O
e COMOVIRUS
FABAVIRUS
POTEXVIRUS NEPOVRUS
Pea Enation Mosaic Virus
—_— DIANTHOVIRUS
CARLAVIRUS O O
2 O
= CUCUMOVIRUS
CAPILLOVIRUS BROMOVIRUS
ILARVIRUS
POTYVIRUS [] 0 00
- Alfalfa Mosaic Virus
CLOSTEROVIRUS
with envelopes
ss - RNA (-) ss - RNA +
l ] L J TENUNVIRUS
Q 100nm
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 ¢astice vyvolavajici nemoci rostlin se nazyva viroid. Je to kratka, kapsidem
neobalend jednofetézcova RNA. Ma pouhych 250-350 nukleotid, které nekdduji zddné
strukturni bilkoviny. Nemoc se projevuje podobnymi ptiznaky jako nemoci zplisobené
viry. Viroidy se rozmnozuji v jadru bunky. Je jich znamo asi dvacet druhli a témeét
vSechny tyto druhy se vyborné¢ mnozi v pletivu listi rajéete. Viroidy se vétSinou Sifi
mezi rostlinami dané populace, ziidkakdy se S§ifi z generace na generaci pomoci
infikovanych semen nebo pylu [12]. U nés je nejvyznamnéjsi viroid vietenovitosti hliz
bramboru a latentni viroid chmele [13].

Satelity virtt jsou subvirdlni nukleové kyseliny, které nekdduji enzymy potiebné pro
vlastni replikaci a jsou proto zavislé na jiném spoluinfikujicim pomocném viru.
Pomocnym virGm odebiraji satelity potiebné enzymy pro vlastni replikaci. Genom
satelitli se od genomu pomocnych vird li§i. VéEtSina satelitd nenese zadné ORF (Cteci
ramec ohraniCeny start a stop kodonem). Je zndm jediny DNA satelit, ostatni jsou
tvofeny jednofetézcovou kruZznicovou nebo castéji linedrni molekulou RNA. Jejich
obvykla délka je 700-1500 nukleotida. Ptikladem satelitu a jeho pomocného viru mize
byt satelitni virus nekrézy tabaku a virus nekrézy tabaku. Satelitni virus nekrézy 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 virtt podobny. Podle
povahy nukleové kyseliny se 1isi postup replikace a transkripce ptipadné aspekty s tim
spojené. Prvnim stadiem interakce viru s hostitelskou buiikou je absorpce virionu na jeji
povrch. Nasleduje penetrace-prunik do buiky a destrukce virovych proteinovych obali.
Po obnazeni nukleové kyseliny a zahdjeni ¢teni virového genomu buiikou je zastaven
vlastni metabolismus bunky (transkripce, translace). Bunka je nyni pfipravena
poskytnout veskeré své prostiedky a substraty pro kopirovani viru. To je odlisSné pro
kazdou skupinu vird, nicméné vzdy musi byt v této ¢asti exprese ptitomné nestrukturni
proteiny, které jsou potieba k replikaci ¢i transkripei virové nukleové kyseliny. Pokud
neni tato virova polymerasa Ci replikasa pfenesena do buiiky spolu s virem, dochazi
béhem Casné transkripce ke vzniku mRNA pro syntézu téchto enzymi. Nékteré viry
nepotiebuji virem kodované enzymy, k expresi jim stac¢i enzymy poskytnuté burikou.
Nasleduje syntéza genomu budoucich virti, jejich kapsidovych proteini a specialnich
nestrukturnich proteind, které mohou viru pomahat v pfesunech, nebo mohou snizovat
obrannou reakci buniky. Syntéza virovych proteinii probihd na ribozomech, virus
vyuziva bunéfné tRNA. Strukturni proteiny a nukleové kyseliny se navzijem
kompletuji jako dcefiné viriony a opoustéji bunku [11,8].

Nejvice rostlinnych virl (49 rodil ze 70) mé jednofetézcovou pozitivni RNA (+ssRNA),
proto je také mechanismus replikace a translace +ssRNA v pfirodé nejcaste;si.
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 GiCasti zminéné polymerasy dochazi nejcastéji na membranach
endoplazmatického retikula. Znamé jsou i piipady, kdy se +ssRNA replikuje na
membranach chloroplasti. Plivodni +ssRNA slouzi jako matrice k negativnimu fetézci
RNA. Jeho syntéza za¢ina od 5’-konce ptivodniho fetézce. Z negativniho fetézce se od 5
"-konce syntetizuje bud’ pozitivni vldkno, které bude slouZzit jako budouci genom
dcefiného virionu, nebo pozitivni mRNA, ze které se translaci vyrabé&ji strukturni
proteiny, jako je kapsidovy protein. Promotor na 5’-konci negativni RNA je pritomen
jako komplementarni na 3’-konci pozitivni RNA. V buiice se pomér negativnich a

pozitivnich fetézcl pohybuje okolo 1:100 (negativni:pozitivni). Ze vzniklych produktii
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se skladaji dcefiné viriony. Protoze pii replikaci linedrnich genoml dochézi Casto ke
ztratdim nukleotidi na jejich koncich, vyuzivaji +ssRNA 1 bunéné reparacni
mechanismy.

Negativni jednofetézcové RNA viry maji rozmnozovani o to sloZit&jsi, ze po vniknuti
do buiiky zahajuji rovnou ptepis do +ssRNA a musi si tedy RNA-dependentni RNA
polymerasu piinést s sebou. Dcefiné viriony si pak opét nasyntetizovanou polymerasu
odnaseji v komplexu do dalSich bun¢k, a to dokonce po dvaceti molekulach. Zbytek
replikace probihd jako u +ssRNA virt [13].

Zajimavy rod s jednotfetézcovou RNA je Bunyavirus. Ty maji negativni dvojsmyslny
genom. Genom tvofi ti1 az Sest fragmenti linedrni RNA, které jsou spolecné sbaleny ve
virionu. Dvojsmyslny znamena to, ze se mRNA pieklada z dvou, buitkkou odvozenych
fetézcl RNA s opacnou polaritou. Tyto dva fetézce se navzajem replikuji a z kazdého se
po prepisu do mRNA pieklada jiny protein (podle toho, kde maji 5'-konec). RNA-
polymerasu si pienaseji z buiikky do bunky [1,13].

Viry, které maji jeden z nejdelSich genomt viibec, jsou dvoufetétézcové RNA viry.
Jejich genom byva rozdélen do nckolika segmenti (10 nebo 12 podle druhu). Pied
transkripci musi dojit k denaturaci vlaken. Pomoci virové transkriptidsy je
nasyntetizovano 10 nebo 12 ssSRNA a nasledné 10 nebo 12 mRNA. Dochazi k translaci.
Denaturovana vlakna slouzi zaroven jako matrice pro replikaci —ssSRNA a +ssRNA,
které se kompletuji do ds RNA [6,1].

Viry s jednotetézcovou ssDNA maji maly kruznicovy genom. Miize 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 virti ma formu genomu dvoufetézcové dsDNA pouze jedind celed
(Phycodnaviridae). Dvouietézcova DNA ve srovnani s ostatnimi druhy nukleové
kyseliny fytovirt dosahuje velkych rozméri, a to témét 400kb. Viry s touto nukleovou
kyselinou jsou také vyjimecné svym zplisobem penetrace. Virus se specificky navaze na
povrch buniky. Bunécénou sténu nastépi vlastnimi enzymy a nésledné indukuje DNA.
Denaturovand DNA je matrici jak pro novou replikovanou DNA, tak pro traskribované
RNA, podle které¢ dale probiha translace strukturnich proteinii. Nasyntetizovat zraly
dcefiny virion trva buice ¢tyfi hodiny.

DNA viry se zpétnou transkriptdsou patii pouze k jedné celedi (Caulimoviridae). Po

pruniku virové DNA do jadra se oba fetézce oddéli, opravi se zlomy a vytvoii se
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kruznicovy minichromozom. Pak nasleduje transkripce. Na genomu jsou dva
promotory, zprvniho (35S) se rostlinnou RNA-polymerasou II piepisuje linearni
molekula pfedgenomové RNA. Z druhého promotoru se prepisuje subgenomova RNA.
Obé¢ tyto molekuly néasledné putuji do cytoplasmy. Z piedgenomové RNA se pomoci
virové zpétné transkriptasy prepisuje DNA dcefiného viru. Subgenomova RNA slouzi

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

3.2. Sii'eni virii 7 buiiky do buiiky

Rostlinné viry se dokazi Sitit dvéma zplsoby. Prvni mozny zptsob pfenosu viru mezi
buiikami probihd pomoci mezibunécnych spojti - plazmodesmat. Tento zplisob pouziva
vétsina rostlinnych vird. Viry se presouvaji v komplexu nukleoproteinti, nikoli jako
kompletni sestaveny virion. V tomto komplexu se pfesouvaji 1 s piipadnymi
polymerdsami a jinymi pomocnymi proteiny. K pfesunu je také potieba virem
kédovanych transportnich ¢i kapsidovych proteinti. Transportni proteiny zplsobuji
naptiklad stonasobné zvétSeni priichodnosti plazmodesmat.

Druhym zpiisobem, ktery je bézny spiSe u zZivocisnych virQ, je lyze buniky. Tuto cestu
vyuzivaji dsDNA rostlinné viry. Po pomnozeni viru do vysokych titr dochazi
k roztrhnuti bunécné stény a uvolnéni viri do mezibunécnych prostor. dsDNA virus
injikuje DNA pfes bunécnou sténu do nejblizSich bunek. Jiné Celedi by nebyly dalsi
infikace schopny.

Sifeni virt rostlinou na vétsi vzdalenosti je mozné pomoci vodivych pletiv. Témi se
viriony piendseji do jinych ¢asti rostliny. K tomuto pfenosu napomahaji zatim nezndmé

kofaktory hostitele [1].

3.3. Mutace viru

Mutace, jak spontanni, tak indukované, jsou u virti velice Casté, protoze vétSina vira
nema zadné reparacni mechanismy, kterymi by mutace opravovaly. Letalni mutace jsou
ovSem selekci velmi rychle eliminovany, coz svym zpisobem zabezpecuje relativni
genetickou stabilitu daného viru. Mutacni proces virovych genii se fidi stejnymi
pravidly jako genové mutace bunécnych gent. V podstaté kazdy strukturni ¢i regulacni
gen muize mutovat. Obecné (u vSech virll) jsou nejcastéjSi mutace: ztrata hostitelské

specifity, zménéna schopnost integrace genomu do genomu hostitele, zménéna
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morfologie kapsid ¢i zména antigennich vlastnosti [8]. Moznymi mutacemi jsou napf.
vynechané baze, piidané baze ¢i preskupené sekvence nukleotidi [6].

Vyznamna je i zména genomu pii rekombinaci dvou virti. Dochézi k ni, pokud je bunka
infikovana soucasné podobnymi viry nebo riiznymi mutanty téhoz viru [8]. D&je se tak
jak u DNA, tak u RNA virti [6]. Ve velké frekvenci dochazi k rekombinaci u virti se
segmentovanym genomem [8§].

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

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

4.1. Pienos virovych chorob

Jak jiz bylo feceno, rostlinny virus muiZe infikovat rostlinu pouhym mechanickym
poskozenim. To miize byt zpisobeno polomem, mrazem, silnym vétrem a destém, nebo
1 sestfihem a profezavanim pii zahradkaiskych upravach. Pokud jsou pfitomna takovato
poskozeni, mohou se viriony pfenaSet vodou, vétrem, zeminou a stabilnéjsi z nich i
pouhym dotykem.

Nejcastéjsi pfenos je uskutectiovan hmyzimi vektory (pfenaSei). Tito clenovci
zprostfedkovavaji nejen pfeneseni virti z rostliny na rostlinu, ale i poSkozeni bunécné
stény jejich bodavé sacim ustnim ustrojim, a tim umozni vniknuti viru do bunky.
Témito vektory jsou paraziti na danych rostlinach, nej¢astéji msice, molice €1 ktisi. Dle
interakce  virus-vektor miize byt pienos perzistentni, neperzistentni nebo
semiperzistentni [14,5].

K perzistentnimu cirkulativnimu pfenosu je potieba dlouhé sani z infikované rostliny.
Virus pak prochazi travicim traktem vektoru do hemolymfy a pak do slinnych 714z 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¢ni. Po prodélani inkubace
se hmyz stava infek¢éni do konce svého Zivota dokonce i po svlékani.

Jsou zndmé piipady, kdy se virus dokdzal pomnozit ve vnitinich organech hmyzu, tento
typ pfenosu nazyvame perzistentni propagativni. Jak k nému dochdazi, neni zatim zcela
jasné.

Neperzistentni pienos je takovy, u kterého je virus pfendSen z povrchu saciho ustroji.
K tomu je potieba pouze kratké akvizi¢ni sani (v fadu vtefin). Hmyzi vektor je infekéni
pouze kratkou dobu, to znamen4 jen nékolik hodin. Uspé&snost takového prenosu zavisi
na mnoha faktorech, v¢etné Zivotniho obdobi, v jakém se pfenaSe¢ nachazi.
Semiperzistentni ptenos je takovy, pro ktery je potfeba 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 dochdzi k perzistentnimu cirkulativnimu pfenosu napiiklad u
Pea enation mosaic virus ptenaSeného msicemi, k perzistentnimu propagativnimu u

Sow thistle yellow vein virus pienaSené¢ho msSici lockovou, k neperzistentnimu u
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potyvir pfenaSenych msici broskvovou a k semiperzistentnimu u viru zloutenky fepy
Beet yellows virus ptenaSené¢ho msicemi [1,5].

Nekteré viry se dokazi pienaset 1 vegetativné — fizky a roubovanim. Semeny se prenasi
bud’ na jejich povrchu, napt. TMV, nebo pfimo v embryu jako v pfipadé viru mozaiky

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

4.2. Infekce a priznak

Kazdy rostlinny virus ma svij vlastni ramec hostitelskych rostlin. Ten je $ir$i nez u vird
zivocisnych, protoze rostlinné viry nejsou omezeny systémem vnikani do buiikky pomoci
receptorii. Piesto je pro kazdy virus omezeny pocet druhii rostlin, které nejsou vici
nému imunni. O tom, jak bude infekce virem zavazna, rozhoduje geneticka vybava jak
patogena, tak hostitele. Nehledé na rozsah infekce je jeji pribéh vzdy podobny. Nejprve
dochazi k iniciacni fazi, pfi které se objevuji prvni pfiznaky v misté¢ vniknuti viru do
rostliny. Po ptipadném rozsifeni viru do rostliny nésleduje faze akutni, pfi které¢ dochézi
k rychlé a masivni reprodukci viru a jeho Sifeni. Po urcité dobé se koncentrace vira
v rostliné sniZzuje a nastava faze chronickd. V tomto bodé¢ miiZze dojit k ozdraveni
rostliny, ale cCasto dochazi k naslednému periodickému stfidani fazi akutnich a
chronickych, pfipadné ke smrti rostliny.

O rozsifovani infekce a jejich piiznacich rozhoduje vnimavost hostitele vici
patogenovi. Rostlina miiZze byt rezistentni, to znamend, Ze je sice hostitelem, ale infekci
se na rtiznych arovnich brani, mize zabranovat vstupu viru, jeho §ifeni ¢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 dochézi jen k mirnym piiznaklim, a tim
1 k menSim ekonomickym Skodam. V rostlindch vnimavych se téz virus siln¢ mnozi a
tato aktivita je doprovazena silnymi az destruktivnimi ptiznaky.

Pokud se virus nedokaze Sifit rostlinou, vznika mistni infekce doprovazena lokéalnimi
chlorotickymi 1ézemi. Ty mohou mit 1-5 mm v priméru. Pokud dojde k odumfeni
bun¢k, vznikaji 1éze nekrotické. Tvofi se i takzvané ringspot-krouzkovité 1éze, které
maji uprostied nekrotickou skvrnu a po okraji krouzek odumtelych bunc€k, mezi nimz a
centrem je prouzek neporusenych bunék.

Pokud se nakaza §iti dal, nejprve plazmodesmy mezi buiikami a pak vodivymi pletivy

po rostliné, mluvime o systémové infekci [1]. VyznaCuje se krabaténim listl,
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svinovanim listi nebo skvrnitosti. Muze dochédzet k prouzkovitosti a barevné
nevyrovnanosti (naptiklad u tulipdnt) nebo k Zloutnuti ¢i prisvitnéni zilek. Pfiznaky se
mohou projevovat i na kvétech a plodech. Casto se vyznaduje systémova infekce tim, Ze
se pfiznaky tvoii na nové vzniklych listech vyristajicich z vrchu rostliny. Nakaza také
zpomaluje riist a zptisobuje celkové vadnuti [1,11]. Koncentrace virti v rostling je pii
syst¢tmové infekci v jednotlivych castech a druzich pletiva nevyrovnana. VétSina
priznakti mize mit 1 jiné pticiny, napiiklad bakteridlni onemocnéni, Skidce, ¢i sucho.

Ptritomnost virQ je tedy potieba ovéfit testy [1].

5Doys

25Days

Obr. 4 (Matthews, 1991)

Obr. 4 Rozvoj systémové infekce v Case.

Muze dojit 1 k infekci latentni, u niZ mizeme pozorovat pouze slabé piiznaky nebo
zadné. Virus vétSinou setrvava v buiice, ale nerozmnozuje se. Tento typ infekce miize
mit ekonomicky vyznam pii smésnych infekcich [3].

Pokud je rostlina nakazena dvéma viry soucastné (tzv. smésna infekce), dochazi bud’
k zesileni infekce — synergismu, nebo naopak k oslabeni — antagonismu, nebo k efektu
kfizové obrany. VétSinou nedochdzi k pfimé interakci mezi viry a tyto efekty jsou
zprostiedkované hostitelem. Pti pfimé interakci dochdzi k vzajemné rekombinaci genti

mezi viry [1].
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Obr. 5 (Matthews, 1991)

B

Obr. 6 (Matthews, 1991)

)

=7 ,J
Obr. 7 (Matthews, 1991) Obr. 8 ( M. Conti in Kurstak)
Ptiznaky: Obr. 5 (A) chronické 1éze na Chenopodium amaranticolor infikovaného Beet mosaic virus, (B)

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

na tabaku.
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Obr. 6 Ptiznaky na kvétech fialky zpisobené CMV. Zdrava rostlina vlevo.
Obr.7 Priznaky 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 viriim

Rostliny nemaji Zadny systém centrdlné fizené obrany (imunity) jako je tomu u
zivocicht, presto jsou schopné se infekcim branit. VétSinou je tato obrana pasivni
v podobé kutikuly, voskem pokryté bunécéné stény, €i jinymi Upravami pokozky, které
pomahaji zabranit vniknuti patogena do organismu [14]. Pfesto maji né€které rostliny
tzv. geny rezistence, o kterych jsem se zminovala jiz vySe. Témi jsou kodované
receptory nachdzejici se v cytoplazmé a v jadfe bunék, které interaguji s patogeny a
spousteji obranné mechanismy. Tyto receptory jsou zaméfeny pouze na urcity protein
konkrétniho viru. Patogenu tedy sta¢i mald mistni mutace k pirekonani receptord.
Piikladem miiZze byt gen Rx rostliny Solanum tuberosum (lilek brambor) kodujici
receptor interagujici s kapsidovym proteinem X viru bramboru [13].

Dalsi obranou rostlin, kterd je zamétena proti Sifeni nemoci do okoli postiZzené oblasti,
je hypersenzitivni reakce. Mize pfi ni dojit k odumieni mistniho pletiva. Byly objeveny
kyselé proteiny oznafené jako ,,pathogenesis related proteins* (PR proteiny), které se
pfi ndkaze shromazd'uji v mezibunécnych prostorach a napomdhaji hypersenzitivni
reakci. Patfi mezi n¢ nékteré glukandsy, chitinasy ¢i peroxiddsy. Piedpoklada se
souvislost mezi PR proteiny a ziskanou systémovou rezistenci, kterd se projevuje pfi
druhotné infekci stejnym virem na stejnou rostlinu menSimi piiznaky neZ u prvni
infekce [1].

Specifickd obrana proti virim, které se bchem svého Zzivotniho cyklu vyskytuji
v podobé dsRNA (dvouretézcové RNA), je post-transkripcni genové zhéasSeni (post-
transcriptional gene silencing — PTGS). Tento mechanismus zpomaluje expresi virti
v buiice. Nejprve je dvousroubovice RNA rozeznana enzymem Dicer, ktery ji
denaturuje a rozstépi na useky siRNA (small interfering RNA), které se nepiekryvaji.
Dicer je enzym podobny RNase III, ktery s§tépi RNA na tseky dlouhé zhruba dvacet
nukleotidli. siRNA se pfipoji na proteinovy komplex RISC (RNA-induced silencing
complex). Ten odvine siRNA na jednotetézcovou, ktera se komplementarné vaze s dalsi
virovou RNA, kterou rozSté€pi nukledsa Slicer (soucast RISC). Bunécné mechanismy

pak tuto RNA likviduji jako poskozenou [1,14,5].
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Nékteré viry si proti PTGS vytvofily nestrukturni proteiny se supresorovou funkci. Tyto
proteiny se akumuluji v buiice a $tépi proteiny obranného systému buiiky. Inaktivuji tim
velkou ¢ast systému PTGS a urychluji expresi viru. Takovym proteinem je napiiklad
nestrukturni multifunkéni TGBpl potexvirti, nebo HC-Pro potyviri. HC-Pro (helper
component protease) je t¢z multifunkcéni, pomdhé pfi pfenosu viru mezi buitkami tim, Ze
nespecificky zvySuje propustnost plasmodesmat a také se uplatiiuje v téle msSic pfi

prenosu [2,5].

4.4. Rezistence navozend patogeny

Postup infekce nemusi byt brzdén jen v disledku aktivity hostitele. K takovému
zpomaleni exprese a rozSifovani infekce dochazi pti antagonismu u smésné infekce. Pii
infekci dvéma viry mize dojit k jevu zvanému kiizova ochrana (cross protection). Pfi
kiizové ochrané je rostlina, kterd je infikovand jednim kmenem viru, chrdnéna pied
infekci virulentnéjSiho ptibuzného kmene. Tento jev neni jeSté presné vysvétlen a je
aktivné zkoumadan, protoze jeho vyuziti by mohlo vést k ochrané¢ uzitkovych a
hospodatskych rostlin [1].

Snizeni replika¢ni schopnosti viru a zmirnéni projevt infekce zpisobuje také pritomnost
satelitu daného viru (ve vétSin€ piipada). ProtoZe jsou satelity zavislé na vyrobé
proteinit od virt,, ze kterych byly odvozeny, odebiraji z buiikky syntetizované virové
proteiny, ¢imZ zpomaluji expresi plnohodnotnych virii. Rezistence navozena patogeny
s sebou prindsi riziko rekombinace ¢i mutace ucastnicich se faktor, a tim i vzniku

virulentngjSich kmena [13].

4.5. Ozdravovani

Jednotlivé rostliny se mohou pii virové chorob¢ ozdravit a zbavit ptiznakli v chronické
fazi infekce. Do té doby mulze byt z dané rostliny infekce prenesena na dalsi
hostitele.Viry také mohou ziistavat v pudé, odkud mohou byt distribuovany do dalSich
rostlin. Oblastem postizenym ndkazou by se tedy mélo dostat nalezité péce.

U virt zivo¢isSnych lze takovou dezinfekci prostiedi provést pomoci chloru. Viry jsou
také nachylné k teplu a ultrafialovému zéfeni [15]. U agrikultur toto samoziejmé neni

mozné, ozdravovani je v tomto ptipadé dlouhodobou zélezitosti.
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Na polich, ktera byla takto postizena, by se mély dale vysazovat rostliny imunni proti
identifikovanym virim a obecné by mély byt vysazovany odriidy rezistentni ¢i imunni.
Ty vSak cCasto nejsou k dispozici. Pokud dojde k postizeni celé odriidy, mlze 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 sniZzeni koncentrace termolabilnich virii a
dokonce i k jejich vymizeni v pupenech. Ty jsou nasledné¢ oCkovany na bezvirdzni
podnoze.

Viry se vétSinou nevyskytuji na vrcholcich apikdlnich meristémt [1]. Apikalni
meristémy, nebo té€Z vegetacni vrcholy, se nachazeji ve vrcholech pupenti a na kofenové
cepicce. Meristém je primarni délivé pletivo a je nediferencované. Z téchto vrcholl se
pfi meristémové terapii odebere 0,2-0,5 mm tkéné, kterd se dale péstuje na umélych
zivnych médiich.

Tyto metody nejsou vzdy zcela uspéSné, proto je zapotfebi ozdravené rostliny dale

testovat, nékdy i1 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 vyrobé biologicky
vyznamnych latek. Tyto latky jsou enzymy, proteiny, rastové hormony i protilatky a
vyuzivaji se vétSinou ve farmaceutice. Zplsob ziskavani latek pomoci rostlin a jejich
viri md mens$i vyrobni ndklady nez je tomu u jinych technologii. Otevira také nové
moznosti vyuziti rostlin, jako je tomu v ptipad€ tzv. jedlych vakcin. Pii vyuziti rostlin
k heterologni expresi nedochazi ke kontaminaci produktu savéimi toxiny a patogeny,
jako je tomu u zivocisSnych bunék, proteiny jsou také na rozdil od exprese v bakteriich
posttranlacné¢ modifikované.

Existuji dva zplisoby realizovani ptipravy cizorodych latek v rostlinach.

Pfi permanentni expresi dochazi k trvalému zaclenéni genu, ktery koduje potifebnou
molekulu, do genomu rostliny. Vyuzivaji se k tomu bud’ plidni parazitické bakterie,
které dokazi prenaset ¢ast své DNA do jadra buriky, nebo se heterologni DNA navazana
na t¢zké kovy nastfeluje do pletiva pomoci genového déla. V tomto piipadé jsou
rostliny geneticky modifikované a je zajiSténa vyroba proteinu u vSech dalSich generaci
transgennich rostlin.

Druhy zpisob je transientni (pifechodnd) exprese, ktera vyuziva rostlinnych virQ.
V tomto piipadé nedochédzi k zaclenéni genetické informace do genomu rostliny a
vektory mohou byt purifikaci z rostliny zpétn¢ izolovany [2]. Rostlinné viry se mnozi
nezdvisle na hostiteli z vétstho poctu matric, coz znamend, Zze dochézi k rychlejsi
expresi (1-2 tydny) nez je tomu u transformovanych rostlin (permanentni exprese) [13].
Vektor je vétSinou odvozen z jednotetézcové RNA, ke které je pfipojen tsek kodujici
dany produkt. Vektor miize byt dale upraven dle potieby. Je vhodné vektory odvozovat
od stabilnich virG vybraného hostitele, které jsou snadno mechanicky pienosné. Rostlina
by k nim méla byt vnimava ¢i tolerantni, aby dochéazelo k velké koncentraci virti a co
nejvét§imu vytézku. Prikladem vhodného viru je X-virus bramboru (PVX-Potato virus
X) nebo virus mozaiky tabdku (TMV-Tobacco mosaic virus) [2]. V ptfipade viru
mozaiky tabdku miize byt v jedné butice az né€kolik set virionti, pokud je hostitelem

rostlina Nicotiana tabacum, tvofi tento virus az 3 % Cerstvé hmotnosti rostliny [13].
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Pivodné se vektory vyrabély strategii Uplnych virovych vektord, zde byl pfirozené se
vyskytujici virus pouze modifikovan tak, aby mohl nést heterologni sekvenci kodujici
protein, a samoziejme byl opatien silnym promotorem. Tato strategie s sebou ale nesla i
jistd nebezpeci, protoze virus byl plné¢ funkéni a hrozilo jeho rozsifeni. DalSim
problémem byla postupnd ztrata vlozené¢ho genu pfii ptrenosu [2]. Pokud byl virus
pfidanim heterologni sekvence podstatné zvétSen, dochazelo k nestabilit¢ konstruktu.
Nejvhodnéjsi pak bylo zaclenéni kratkych epitopti nebo pouzivani vira s helikalni
strukturou (ty€inkovité, vlaknité), u kterych nezplsobuje prodluzovani takovou
nestabilitu jako je tomu u jinych tvard vira [13].

Postupné se vyvinula strategie tzv. dekonstruovanych virovych vektora, pti které jsou
z vira odebirany nezadouci funkce. VéEtSinou se virus zbavuje piilisSné hostitelské
specifity a hlavné schopnosti Sifeni, coz fesi bezpec¢nostni problém. Pokud je zapotiebi,
mohou byt tyto funkce poskytovany transgennim hostitelem, nebo cizimi elementy. Ani
tato metoda vSak neni bezproblémova. Pokud se k rozsifeni vlozen¢ho genu pouziva
agroinfiltrace, dochdzi ke kontaminaci produktu agrobakteriem. To je cena za
nepiitomnost kapsidového virového proteinu, bez kterého se virus nedokaze $ifit a
nedochézi ke vzniku infekénich partikuli.

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

epitopu nebo komplementace virové RNA [13].

Obr. 9. (Rosypal, 2002)

Obr.9 Strategie exprese cizich geni pomoci virového vektoru. Shora dold: ptivodni virus, vyména gent,

inzerce gend, zaclenéni epitopu, komplementace.
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Soucasny vyzkum mifi k bezpecnému vektoru, ktery nezpisobuje systémovou infekci a
zaroven je schopen se Sifit mezi bunikami a nepottebuje agrobakterium. Tyto vektory by
mély byt podporovany transgennimi rostlinami.

Idea jedlych vakcin je postavena na principu virovych vektorti. 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 moZzné konzumovat
pfimo na misté jejich rastu. Proto jsou také vhodnymi kandidaty na péstovani
v rozvojovych zemich. Nevyhoda téchto jedlych vakcin spociva v proménné
koncentraci antigenu v rostlin¢ péstované za nestalé teploty a vlhkosti [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, endonukledsa ¢i proteasa [13].

5.2. Navozeni rezistence proti virim

Pro zemédélstvi je tato oblast vyzkumu velice dilezitd. Z pohledu Cloveka je stav
rezistence rostlin proti patogeniim ideédlni, a proto jiz existuje mnoho zplisobu, jak
tohoto stavu dosdhnout nebo se k nému alesponl piiblizit. Neni zndm zplsob, 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. Predpoklada, ze ¢ast viru (protein) vyrobeny
rostlinou interferuje s béZnym Zivotnim cyklem viru. Bud’ latka konkuruje viru a
zpomaluje jeho expresi (podobné jako satelit), nebo je to béznd soucast viru, ale
transgen vlozeny do rostliny je pozménén a po slouceni s novymi viriony je degraduje,
nebo alespoil znemoznuje funkci viru, kterou dany protein plni. Piikladem, kdy latka
soutézi s virem o hostitelské faktory a substraty, je rezistence navozena replikasou
s pozménénymi polymerasovymi doménami. Piikladem rezistence, pti které je virus
degradovan v ur¢ité funkeci, je pouziti mutovaného transportniho proteinu.

DalSim zajimavym zplsobem, jak zabranit infekci, je vyuziti promotorti. Virové
promotory jsou aktivovany pouze virovou nukleovou kyselinou. Rostlina je
transformovana genem pro cytotoxicky protein fizeny virovym promotorem. Pokud do
buiiky vstoupi virus, promotor je aktivovan a toxin zpusobi smrt builkky. To se stane

rychleji, nez se virus staci rozsifit do dal§ich bunck.
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Princip, pfi kterém se vyuziva pfitomnosti nepiekladané RNA, je postaven na tom, Ze
po piekro¢eni ur€ittho mnozstvi RNA v buiice, je RNA mechanismy bunky
odbouravana. Transgeny v rostlin¢ produkuji mnozstvi RNA pod touto hranici. Pokud
se v buiice zacne replikovat rostlinny RNA virus, je tato hranice piekrofena a dojde
k jeho odbourani a naslednému ozdraveni rostliny.

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

b) Nevirové transgeny

Tato obrana je inspirovana zivociSnym odbouravanim vird. Existuje nékolik moznych
zpusobu pouziti nevirovych latek k obrang.

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

Dalsi pouzitelnou moZznosti je vyuZiti transgenu pro 2°-5'synteazu, to je latka, kterd
rostlindm chybi k zahajeni oligoadenylatsyntézy bézné u savcii. Jednd se o reakei, pfi
kter¢ Zivo€iSné bunky po infikaci virem produkuji interferon. Ten aktivuje
oligoadenylatsynteazu (2'-5"azu), ktera piidava adenosin ke konctim dsRNA. dsRNA se
v zivotnim cyklu viru vyskytuje jako replikaéni meziprodukt. Tento komplex aktivuje
RNasu L, kterd $tépi veSkerou RNA a dochazi ke smrti buiiky.

Proti nékterym virim byly vyvinuty inhibitory virovych proteéds. Rezistence byla u par
virli navozena i pomoci RNasy III, ktera umi stépit 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 Potexvirti, rodu, ktery ma ptiblizné 40 druhii. Tvar
PVX je vlaknity. Na svych hostitelich vétSinou zanechava jen mirné ptiznaky [14,2].
Nebezpecny je pii smésné infekci s Y virem bramboru. PVX je schopen infikovat na
240 druhl rostlin v 16 celedich. Polovina jeho hostiteld ovSem pochazi z celedi
Solanaceae — Lilkovité. Mezi dalsi Celedi, jejichz zastupce X virus bramboru napada,
patii Laskavcovité, Merlikovité, Hvézdicovité¢, Svlaccovité, Bobovit¢ atd [4].
Z hospodarsky vyznamnych plodin, které PVX napadd, je potfeba 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. Patfi
mezi stabilngjsi viry. Nesifi se pylem ani semeny, je pfenasen mechanickou inokulaci ¢i
kontaktem zdravé rostliny s nemocnou.

Tvar PVX je vlaknity. VIdkno virionu je 515 nm dlouh¢ a primér ma 13 nm. Kapsid méa
helikalni symetrii a je tvofen zhruba 1300 kopiemi kapsidového proteinu. V kazdé
otoCce Sroubovicové usporadaného kapsidového obalu najdeme 8,9 monomert.
Monomer je tvofen 236 aminokyselinami a kazdy interaguje vzdy s pcti nukleotidy.
Vyska zavitu 3,3-3,6 nm kolisd v zavislosti na mnozstvi vody. Proteiny tvoii 94 %
celkové vahy virionu, 6 % celkové hmotnosti tvoii molekulovd hmotnost genomu. PVX
ma linearni pozitivni jednovladknovou +ssRNA o celkové délce 6435 nukleotidl. Virion
obklopuje mala vrstva vody.

3’konec RNA je polyadenylovan, jsou na né¢j pfipojeny adeninové zbytky. 5'-konec je
kryty takzvanou cepickou. Obé tyto upravy chrani konce pfed enzymy St€picimi
nukleové kyseliny [14,2]. Uvodni sekvence na 5'-konci je velmi silny translaéni
zesilovac. Nasleduje gen kddujici replikasu, kterd je nejvetsim kédovanym proteinem, a
byla na ni identifikovand metyltransferasova, helikasova, polymerasova a proteasova
doména. Protedsa odstépuje maly peptid z prekurzoru kapsidovych proteinu [13].
Smérem k 3’-konci je kédujici sekvence pro trojici pohybovych proteint (tripple gene
bloc proteins — TGBp). Prvni TGBpl zvySuje propustnost plazmodesmat pro
makromolekuly, také je zodpoveédny za tvorbu ribonukleoproteinti — komplexu TGBpl-
RNA-CP, ve kterém se PVX pohybuje z buiikky do buiiky. TGBpl je multifunkéni a

miZze pusobit i proti obrannym systémtm hostitele. Zbylé dva pohybové proteiny, které
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jsou charakteristické svymi hydrofobnimi doménami, napomdhaji piemisténi
ribonukleoproteinu do blizkosti plazmodesmat. Na 3 konci virové RNA se nachéazi gen

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

Pro praktickou cast své ro¢nikové prace, ve které bych rdda predstavila néckteré

vvvvvv

zastupce, se kterym budu pracovat, vybrala X virus bramboru (PVX) z rodu Potexvirti a
jako hostitelské rostliny nékteré druhy tabdku a merlik nachovy — Chenopodium

amaranticolor.

7.1. Cdst prvni: Infikace rostlin virem PVX

V prvni €asti prace budu zjiStovat, které zrostlinnych hostiteld a jakym zplisobem
reaguji na infekci viru, zda dochézi 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. Cdst druhd: Purifikace PVX

Podle vysledki z prvni ¢asti vyberu rostlinu, ktera je vnimava na infekci X viru

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

vvvvv

7.3. Cst titeti: PCR

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

v rostlinach pfitomny virus PVX. Nejprve provedu reverzni transkripci (RT), kterad
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. Chemikdlie:
Azid sodny
Chlorid draselny
Chlorid sodny

Diethanolamin

Hydrogenfosfore¢nan sodny
Hydrogenuhlicitan sodny
Ovalbumin
p-nitrophenylfosfat
Polyvinylpyrrolidon
Sacharoza

Tris

Tween 20

Uhli¢itan sodny
Dihydrogen fosfore¢nan draselny
Karborundum

Agaroza

Voda

Souprava pro RT reakei:

dNTP (10 mM)

DTT (0,1 M)

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

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

Souprava pro PCR reakci:

Sxpufr (5X Green GoTaq™ Reaction
Buffer)
Taq DNA polymerasa (rekombinantni)

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

Prazska vodarenska, CR

Fermentas, USA
Promega, USA
Promega, USA

Promega, USA
Fermentas, USA

Promega, USA

Promega, USA
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(2,5 U/ul)

dNTP (10mM) Fermentas, USA

Prime

PVX3
PVX5

8.2. Laboratorni vybaveni

a) Pomicky
Odmeérny valec
Umélohmotna 1Zicka
Sitko

Silon

Tteci miska
Pipety

Kyvety
Zkumavky
Injekeni stiikacky
Eppendorfky
Sklenéna trubicka
Odmérny valec

Jiné chemické sklo

b) Pristroje

Piedvazkova véha

Klimabox

Inkubator

Termocykler

Elektroforéza

ELISA reader

Spektrofotometr

Sestava na analyzu elektroforetickych gelt
GelDoc

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

Pay Unicam,USA
Bio-rad, USA

ETA, CR



Centrifuga Sigma, Némecko

Ultra centrifuga Spinco Beckman
Lednice -70 °C Heareus
Chladnicka Calex

8.3. Rostlinny materidl:

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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9. Metody

9.1. Péstovani hostitelskych rostlin

Vsechny pokusné rostliny jsem péstovala v obdobi od tnora 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 pidy smichané
s piskem. Po pfesazeni a béhem infikace jsem rostliny umistovala do Klimaboxi
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 ukazalo nevhodné kvili
nestabilnim teplotdm. Po zhruba tfech tydnech od pifesazeni byly rostliny pfipraveny

k pouziti.

9.2. OZkovani rostlin a infikace virem

Ockovani, nebo téz nakazeni virem, by mélo idealné probihat na rostliné s dostate¢né
vyvinutymi listy, coZ u tabakli znamena od 4cm délky listi a 10cm vysky rostliny.
Rizné druhy tabdku jsou vhodnymi hostitelskymi rostlinami pouzivanymi v
laboratofich prave pro své rozmérné listy. Velikost listli usnadituje inokulaci. PouZivani
hmyzich pfenaseci v laboratofi je zbytené slozité, proto se pouziva na poruseni
bunécné stény karborundovy prasek. Po poruseni povrchu listu se nanasi virus, v mém
ptipadé byl v podobé rozdrcenych listd z prokazatelné¢ nakazené rostliny, které jsem
smichala s ptfenosovym pufrem (0,057M K,HPO,) (téz se miize pouzit ptimo purifikat
viru). Ockuji se spodni velké listy, aby se dala sledovat pfipadna systémové infekce. Po
zhruba patnacti minutach je dobré omyt listy vodou, aby se zbavily karborundového
prasku a mohly dychat a zotavovat se. K nejvétsi koncentraci viru PVX v rostling
dochazi do desatého dne od ockovani. Je vhodné opticky kontrolovat ptiznaky, protoze
po urcité dobé koncentrace virti opét klesa. Dulezité je poznamenat, Ze nikdy nemize u
rostlin stejného druhu dojit k totoZzné koncentraci virdi , protoZe na pomnoZeni vird
pusobi mnoho faktorti. Mize to byt stupen poskozeni listl pii 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 pted mechanickou inokulaci a po ni.

9.3. ELISA (enzymovd imunoanalyza — Enzyme-linked immunosorbent
assay)

Metoda, kterd pomoci barevné reakce enzymu a substratu urcuje relativni koncentraci
virt,, nebo libovolného antigenu ve vzorku. Pfi praci s viry se vyuziva jako kontrolni
test.

Existuje vice zpiisobli metody ELISA, které jsou postavené na stejném principu, ale lisi
se uspofadanim. Mezi n¢ patii napiiklad PTA ELISA (plate trapped antigen; nepiima
metoda) a DAS ELISA (double antibody sandwich; pfima nebo téz sendvi¢ova).
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Obr. ll-a (autor) Obr. 11b (autor)

Obr. 11a - schéma PTA ELISA, Obr. 11b - schéma DAS ELISA
1- antigen, 2- specifickd krali¢i protilatka generovana proti pouzitému antigenu, 2b- specificka kralici
protilatka generovana proti pouzitému antigenu navdzana na povrch desticky, 3- konjugat antikralici

protilatky s enzymem, 3b- konjugat navazany na antigen

Pro své potfeby jsem si vybrala PTA ELISu (antigen se navaze pfimo na mikrotitracni
desticku), ELISA urcuje kapsidovy protein (CP), ktery je soucdsti viru. Ten je oznacen
protilatkou ziskanou z kralika (gama globulinem z krve). Nejprve se vzorek (napf.
extrakt z infikovaného listu) inkubuje dvanact hodin v jamkach mikrotitracni desticky,
kdy se na jeji povrch se navazi proteiny a tudiZ 1 viry (CP). V dalsi ¢asti se imuglobin
z kralika, specificky pro dany antigen, navaze na CP viru, ¢imz ho oznac¢i. V dalSim
kroku naneseme sekundarni protilatku antikrali¢i s navazanym enzymem (konjugat).
Ten se navaze na krali¢i protilatku (viz obrdzek la). Po naneseni substratu dochazi
k reakci s enzymem (alkalickd fosfatdsa; AP). Reakce je enzymové katalyzovana,
dochazi pifi ni k odstépeni fosfatu ze substrdtu a ke zméné barvy chromogenniho
substratu (zluty p-nitrofenol). Koncentrace produktu se urcuje spektrofotometricky

[14,6].

Slozeni roztokt (pufri), které jsem k testu pouzila:

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

8,0g NaCl PBS+ 0,05% Tween 20
2,9g Na,HPO, x 12 H,O Do 11 PBS pridame

0,2g KH, x PO, 0,5 ml Tween 20

0,2g NaN; 0,2% OVO (bilek)

0,2g 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,COs 20g PVP

2,93g NaHCO; 2g OVO

0,2g NaN;

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

800 ml H,O

97 ml diethanolamin

0,75 mg /ml p-nitrofenylfosfat

Postup:

Smésné vzorky listd hostitelskych rostlin jsem sklidila osmy den po ockovani. Pro
objektivnéjsi vysledky byly od kazdého druhu tabdku sesbirany listy z vice jedincti.
Zvl1ast jsem sesbirala horni a dolni listy Chenopodia amaranticolor. Také jsem odd¢lila
listy rostliny Nicotiana benthamiana HC-Pro, ktera se zdala bez vyraznych ptiznaka od
listh N.b-HC-Pro s jasnymi pfiznaky. Varka rostlin s méné piiznaky byla vysazena
diive, tudiz byly rostliny star$i. Zaroven byly i méné vitalni a dosahovaly mensiho
vzrustu kvili podminkam, v kterych vyrtstaly. Pro kontrolu jsem odebrala vzorek i ze
zdravé rostliny N.b.-HC-Pro.

Listy jsem zfedila desetkrat potahovacim pufrem a rozetfela je v tfeci misce do
homogenni hmoty. Nésledné jsem homogenat piefiltrovala pies sitko a napipetovala do
jamek po 100 pl. Kazdy ze vzorkl jsem aplikovala do dvou jamek, aby se odhalily
piipadné chyby pfi pipetovani. Poté jsem inkubovala desticku do rana ve 4°C (15:35-
8:30h).

Nasledn¢ jsem obsah jamek vylila (vyklepla) a jamky Cctyfikrat promyla 200 pl
PBS+Tween. Krali¢i protilatku proti PVX jsem ztedila 1:1000 konjugaénim pufrem tak,
aby smési bylo dostate¢né 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 mikrotitracni desticky promyla 200 ul PBS+T. Antikrali¢i protilatku
s AP jsem ziedila 1: 30 000 konjugacnim pufrem. Nanesla jsem 100 pl do jamky a
nechala 2,5 hodiny inkubovat ve 37°C (11:13-13:43).

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

kazdé jamky a nechala reagovat pii 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, pfi které se snazime oddélit PVX od ostatnich
sloZek rostlinného materidlu. VyuZzivame pfi tom centrifugace a to jak diferencialni, tak
zonalni. Purifikaci vird vyuzivame, chceme-li ziskat Cisty virus a nasledné¢ ho dale
pouzivat (napf. k dalSimu ockovani rostlin atd.) nebo chceme-li zjistit koncentraci ¢i
mnozstvi viru v rostliném materialu, z kterého purifikaci provadime.

Princip separace pii centrifugaci je pohyb castic v tekutém prostiedi pod vlivem
odsttedivého pole, které vznika otadenim rotoru centrifugy. Castice se chovaji dle svych
fyzikalnich vlastnosti a povahy prostfedi. Diferencialni centrifugace se vyuziva, pokud
mame v homogennim roztoku cCastice o riiznych velikostech ¢i hmotnostech. Tyto
slozky smési pak sedimentuji riiznou rychlosti a my je miizeme 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
pfipravovan z glycerolu ¢i sachardzy. V tomto roztoku pak slozky smési sedimentuji

postupné v oddélenych zénach [13].

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

uspésna, jsem provéfila metodou ELISA.
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Purifikace ma nékolik krokti. Po kazdém kroku jsem odebirala maly vzorek produktu
pro ELISA test, aby se pii pfipadné neuspé$né purifikaci dalo zjistit, v jaké fazi
purifikace doslo k chybg.

Nejprve jsem provedla homogenizaci. Odebranych 25 g listl jsem smichala s 50 ml
20mM Tris-HCl1 (pH 7,5) a homogenizovala v mixéru. Tuto smés jsem vylisovala a
ptefiltrovala pfes 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 nésledné napipetovala na sachar6zovy polstar (zonélni centrifugace),
ktery byl vytvoten z 5 ml 30% sachardzy v Tris-HCI. Takto ptipravené zkumavky jsem
nechala centrifugovat (Ultra centrifuga Spinco) pii 27 000 otackéch za sekundu po dobu
2h30min v rotoru Ti50.2. Pfes sachar6zovy polstaf projdou za téchto podminek jen viry
a néktera rostlinné barviva, které se daji dale odstranit.

Po tomto Case jsem pomoci injekce separovala sediment. Odebrala jsem si vzorky i1
z ostatnich ¢asti (supernatantu a sachar6ézového polstare) pro ELISA test. Pokud test
ukaze, ze vtéchto slozkdch je vysokd koncentrace vird, znamend to, ze Cas pro
centrifugaci byl nedostatecny, a pokud purifikdt nebude vyhovovat, mize se provést
dalsi purifikace s delSim ¢asovym usekem 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 nddoba po celou dobu chlazena ledem.

Pro vétsi Cistotu jsem purifikdt opét nechala projit desetiminutovym cyklem
centrifugace pii 10 000 otaCkach. Vysledny produkt je purifikat PVX. Vzorek purifikatu

jsem promeéfila spektrofotometrem.

9.5. Reverzni (zpétna) transkripce (RT)

Pti tomto procesu dochazi k prepisu RNA do DNA. V¢étSina rostlinnych virii ma
ribonukleovou kyselinu, a proto je tato metoda bézna. DNA je stabilnéj$i nez RNA.

Pfi reverzni transkripci se nejprve na konec RNA vldkna napoji primer, coz je uméle
vyrobené kratké vlakno DNA o dvou az tfech desitkdch bazi (oligonukleotid), které
pfesné kopiruje jeden z konc RNA. Od tohoto konce pak postupuje reakce, tu
katalyzuje reverzni transkriptdza. Reakce probihd v termocykleru, ktery méni vhodné

teploty pro RT po urcené dob¢. Proti nastépeni RNA ptisobi 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 ¢tyfti ¢asti, zde je popsano mnozstvi 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 ptidala 4pl SxFirst-Strand Buffer, coZ je pufr
vyrobeny dodavatelem enzymu a tvoii pro tento enzym vyhovujici prostiedi,
dale pak 2ul 0,1mM DTT (dithiothreitol) a 1 pl RNasin (inhibitor RNasy) proti
rozpadu RNA. Reakce byla nasledné 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 pfi teploté 42°C.

4. Po této dob¢€ jsem enzym inaktivovala zvySenim teploty inkubace na 70°C po

dobu 15 minut a tim ukon¢ila reakci.

9.6. Polymerdzovd retézovd reakce (PCR)

PCR se pouziva k namnozeni DNA. Objevitelem je Kary Mullis [7]. Reakce pfipomina
reverzni transkripci. Nejprve dojde vlivem vysoké teploty k rozdéleni vlédken
dvousroubovice DNA (denaturace). Denaturace zacind na nékolika mistech Sroubovice,
snizit teplota, se kompatibiln¢ navdzou na opacné konce vladken 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 1 nova Sroubovice. Pro
tento krok se opét zvysi teplota. Cyklus se stale opakuje. Pocet novych vladken DNA
stoupa exponencialni fadou. Z 30 cykld je teoreticky mozné pftipravit 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

polymerédsa, ktera vydrzi vysoké teploty pfi denaturaci. VéEtSinou se ziskava
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z termofilnich organismil. Casto se pouZiva Tag-polymerdsa izolovani z bakterie
Thermus aquaticus, v posledni dobé jsou vSak dostupné méné chybové polymerasy
Vent-polymerasa ¢i Pfu-polymerasa. V pufru, ktery by mél utvaret vhodné prostiedi pro
reakci a pro polymerasu, je obsazen hoicik a rGzné soli. Mnozstvi vody pro reakci se
dopocitdva do pfedem urceného objemu. Teploty pro nasedani primert se daji presné
vypocitat. Pro kazdou dvojnou vazbu (vodikové muistky mezi A-T) se pocitaji 2°C a pro
kazdou trojnou vazbu (G-C) se pocitaji 4°C. Tento zjednoduSeny zpusob vypoctu lze
vSak pouzit pouze pro primery s délkou do 20 nukleotidd, pro delsi primery se pouZzivaji

vzorce slozitéjsi [7,13].

dsDNA

|

Denaturace.

| primery
Pripojeni primery. ™@ 1 (]
1 -

jeden cyklus

— L

Syntéza novych fetézci.

dNTP N/——Taq-polymeréza
I

QR G 111111101,

Denaturace.

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

o Geck keery e
it LA

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 ul pufru 5x (5X
Green GoTaq™ Reaction Buffer), 1 ul ANTP (10mM) (Fermentas #R0192), 1 ul
primeru PVX 3, 1 pl primeru PVX 5, 0,4 ul 60 Taq polymerasy (Promega M3171 DNA

polymerase) a 1 ul DNA templatu ziskaného z reverzni transkripce.
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Smés jsem presunula do termocykleru a nastavila nasledujici podminky PCR: Prvni 2
minuty pii1 95°C, nésledoval cyklus o tfech krocich opakujici se tficetkrat: 30 s 95°C, 30
s 56°C a 1 minuta 72°C, na zavér jsem nechala plsobit teplotu 72°C po dobu 10 minut a

pak reakci ochladila na 4°C.

9.7. Gelovd elektroforéza

Elektroforéza je jedna ze separacnich technik. Gelem jako sitem prochéazi 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. Prichodnost gelu mizeme ovlivnit slozenim. U nukleovych kyselin
jsou nosic¢em zaporného naboje zaporné fosfatové skupiny.

Timto zplisobem muzeme od sebe oddélit rizné velké molekuly DNA, zjistit, zda je
produkt, ktery chceme, nééim zneciStén, nebo maji-li vSechny nukleotidova vlakna
stejnou délku. Miizeme zjistit, jaka ta délka je, pokud subjekt porovname s nukleovou
kyselinou, u které je jeji délka zndma (tzv. DNA marker). K ur€eni polohy molekul,
které nemiizeme vidét a rozeznat od okoli, se pouziva barvivo (napt. etidiumbromid).
To utvoii s molekulou komplex a po ozafeni ultrafialovym svétlem miiZzeme pozorovat
barevné prouzky v mistech, kde jsou molekuly nashroméazdéné [13,14].

Produkt PCR jsem nechala rozdé¢lit v 0,8% agarozovém gelu pii 100V 30 minut. Kromé
n¢ho 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 ptipadné ptiznaky jsou viditelné na fotografiich, které byly pofizeny

sedmy den po mechanické inokulaci. Typickd systémova infekce se vyvinula u
N.benthamiana a u druhé, mlads$i varky transgennich N.benthamiana-HCPro. Nové
mladé listy, které vyrtstaji z horni ¢asti rostliny, jsou zkrabatél¢, barevné nevyrovnané a
tvofi se na nich hrbolky. Naproti tomu Chenopodium amaranticolor ma silné ptiznaky
v podobé cCervené barvy a 1ézi na spodnich listech, které byly oCkovany, ale uz je
nenajdeme na vysSich nebo novych listech. U ostatnich testovanych rostlin nejsou
ptiznaky pfili§ znatelné (Obr. 14). To, zda v nich doSlo k pomnozeni PVX, prokézal
ELISA test.

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

délka pro konkrétni zlutou barvu, ktera vznika pii reakci. Pfistroj 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 ptiznakt (starsi) 0,240
N.benthamiana 0,310

Primérnd nepifesnost v pipetovani mezi jamkami je 0,0095

Uspésné infikovat se podafilo Chenopodium amaranticolor, obé varky N.b.-HC-Pro,
Nicotiana rustica, s mimotadnou hodnotou Nicotiana benthamiana. Vysledky ELISA
rovnéz ukazuji, ze v hornich listech Chenopodia amaranticolor je vyrazné mensi

koncentrace virti, nez v jejich spodnich listech, které byly pfimo ockovany.
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Obr.14a (Autor)

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

Obr. 14g (dutor) ~ Obr.14h (Autor)

Obr.14a-h-Pfiznaky 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 roz§ifenou infekci, Obr.14e- Nicotiana benthamiana HC-Pro star$i, Obr.14f- Nicotiana benthamiana

HC-Pro mladsi a vitalngjsi, Obr.14g-Nicotiana rustica, Obr.14h-Nicotiana tabacum L., cv Samsun
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10.2. Cast druhd: Purifikace PVX

Metodou ELISA jsem zkontrolovala, zda pracuji s Uspé$né infikovanym materidlem.

Cisty pufr m&l 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 zonélni centrifugaci se utvofil nahnédly gelovy sediment pod sacharézou. Jeho
velikost byla o priméru zhruba jednoho centimetru v obou zkumavkach. Hnédé barva
naznacovala pfitomnost rostlinnych barviv, proto jsem také ptidala treti, desetiminutovy

cyklus centrifugace. Vysledek, ktery poskytl spektrofotometr, je na obrazku.

3.8

D
(e

2.5
73

2.8

REFEREHCE
GPERATOR

ABS
t.5

4

3

286.1
i.288

2
268.8
T14

i

2.5
55

i 1 N226.B-328.6 BZ.8 SE2G66 ABS

CELL PATH

SAMPLE

1 NZZB.®-326.% B2.& 552088 ABS ¢

L s
o )
P oo

Obr.15 (Autor)

g =
=0 L]
o~

o~
3

248
ae-

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

Z grafu pro purifikit PVX mizeme usuzovat na mnozstvi vypurifikovanych
kompletnich virt 1 téch, které byly néjak poskozeny (v purifikitu mohou byt jak
kompletni viry, tak samotné nukleové kyseliny nebo naopak prazdné kapsidy). Na ose Y
¢teme mnozstvi absorbance a na ose X vinovou délku svétla. Bod oznaceny 2 je misto
pro ¢astice, které absorbuji pti 260 nm, coz je maximalni absorpce nukleovych kyselin,
osa Y pro tento bod udava hodnotu 1,714. Bod 1 a 3 je urcen pro Castice absorbujici pii

240 nm a 280 nm, pficemz proteiny absorbuji pii 280nm, kde je absorpéni maximum
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pro aromatické aminokyseliny. Z hodnoty Y mlizeme pomoci Lambert-Beerova zakona
(A=excx1) wvypocitat, jaky vytézek  jsme ziskali z purifikace; hodnotu 1,714
vynasobime mnozstvim pivodniho vzorku pro purifikaci v gramech (25g) 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 v priabehu procesu odebirala,

jsem pouZila ke kontrolnimu ELISA testu:

Kontrolni ELISA: (IgG:PVX 1:1000 konjugacniho pufru; Konjugéat: antikrali¢i 1:30 000

konjugaéniho pufru) Primér dvou jamek.

Potahovaci pufr (kontrolni) 0,093
Vzorek z homogenatu 0,707
Supernatant po prvni centrifugaci 0,650
Supernatant po druhé centrifugaci 0,102
Sachar6za po druhé centrifugaci 0,229
Sediment (purifikat) po druhé centrifugaci 0,223

Hodnoty pro mnozstvi viru v testu ukazuji vysokou koncentraci pro vzorek z pivodnich
listi a supernatant z prvni centrifugace, tak jak by tomu mélo byt. Dalsi dvé hodnoty
potvrzuji, ze ¢as pro druhou centrifugaci byl téméi dostacujici. Zda se, ze ne vSechny
viry proSly sachar6zovym polsStafem. Hodnota pro purifikat je nizkd, piestoze graf z
purifikace ukazuje opak. Vzorek (purifikat), ktery jsem pouzila pro test, nebyl nijak
ziedén a koncentrace virt v ném byla tak vysoka, ze byla reakce pfedimenzovana. Kdyz
jsem vzorek ziedila potahovacim pufrem, dostala jsem nasledujici hodnoty, které

dokazuji ptitomnost PVX viru v purifikatu:

2. ELISA:
Potahovaci pufr (kontrola) 0,100
Purifikat PVX ztedén 100 pl/ml 0,462
Purifikat PVX ziedén 10 pl/ml 0,402
Purifikat PVX zfedén 1 ul/ml 0,165
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10.3. Cist tieti: PCR
Zda probéhla RT-PCR a PCR v potadku, miizeme zjistit az po provedeni elektroforézy.

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

Vzorky PVX z N.benthamiany a N.b.-HC-Pro maji stejnou velikost. Ta je téméf stejna,
mozna mirn¢ nizsi, nez v jaké se nachazi molekuly s 500bp. To odpovida délce molekul
PVX tvofené¢ PVX3" a PVX5’ 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 pfimes.

_ NBHCPro

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 vnitrobunééni parazité a jejich zivotni cyklus je proto podobny
vSem obdobnym organismim ¢i ¢asticim (virtim). Pfesto maji rodiny rostlinnych virt
vzajemné¢ odlisSnou expresi, kterd je urCovéana jejich morfologii, respektive druhem
nukleové kyseliny (viz kapitoly 2 a 3).

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

Nejcastéjsi vyuziti virh 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 vysledkii ELISA jsem zjistila, Ze nejnachylnéjSimi druhy na PVX mezi vybranymi
hostiteli jsou Nicotiana benthamiana a Nicotiana benthamiana HC-Pro. Podle vysledki mizu
odvodit, Ze optické ptiznaky nemusi korespondovat s realnou 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 mnozstvi vird je u obou varek podobné, a dokonce u
rostlin s méné zfetelnymi ptiznaky je o néco vyssi. U rostlin Chenopodia amaranticolor jsou
hodnoty ELISA pro vrchni listy podobné jako hodnoty pro blanc (kontrolu). Mzu odvodit, ze
se do vrchnich listd infekce neptenesla a potvrdit tak znamou skutec¢nost, ze u tohoto druhu
nedochazi 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
ptijatelné. Zvyseni kvality by mohlo nejspi§ pomoci nechat centrifugaci probihat déle. ELISA
vysledky, odebirané béhem purifikace, ukazuji, Ze nékteré virové ¢astice nestihly projit pres
sachar6zovy polStar.

Podle vysledkl z gelové elektroforézy mizu vyvodit, ze se mi UspéSn€ podarilo ziskat
z rostlin Nicotiana benthamiana a Nicotiana benthamiana HC-Pro X virus bramboru,
pfevést jeho nukleovou kyselinu z RNA do DNA, kterd je stabilnéjsi, a také tento

vzorek zmnozit (viz kapitola 10).
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DalSi moznost vyzkumu bych smétfovala k rozsiteni okruhu zkoumanych hostiteli.
Zamg¢tila bych se na ptibuzné rody. Sledovala bych, jakym zpiisobem se bude ménit sila
infekce, budu-li ménit staii rostliny pfi inokulaci a podminky, ve kterych vyrtsta
(stabilni, nehostinné atd.). Na téchto rostlinach bych déale zkoumala rezistenci na riizné
odnoze PVX. Pokud bych znala jejich genom (sekvenovani), respektive odliSnosti
v genomu, mohla bych zjistit, které konkrétni geny zplsobuji vétsi nachylnost rostlin

vuci viru, piipadné zda tyto odliSnosti nemaji na expresi a Sifeni viru zadny vliv.
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12. Pouzité zkratky
AP — alkalicka fosfatdsa (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 — dvoufetézcovita deoxyribonukleova kyselina

dsRNA — dvoufetézcovita 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 Cteci ramec (open reading frame)

PCR — Polymerasova fetézova reakce (Polymerase chain Reaction)

PR — pathogenesis related proteins

PTA ELISA — plate trapped antigen enzyme linked immuno-sorbent essay

PTGS — post-transkripéni genové zhaseni (post-transkriptional gene silencing)
PVX — 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 tetézce
siRNA — small interfering RNA

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

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

Taq polymerasa — polymerasa z Thermus aquaticus

TGBp — trojice pohybovych proteinti (tripple gene bloc proteins)

TMYV — virus mozaiky tabaku (Tobacco mosaic virus)

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan

Vh — hypervariabilni doména tézkého fetézce
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