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1. UVOD

1.1 Metody ochrany proti rostlinnym viram

Uspdna ochrana proti vim je nemyslitelnd bez iesné diagnézy viru
a bez dkladnych znalosti Zfsohi, jimiz se jednotlivé viry penaSeji. RestoZe v posledni
dok¢ byly vypracovany izné metody, jimiz Ize s &Sim ¢i menSim Usgchem I€it
nakazené rostliny, vyuzivaji se tyto terapeutickétady dosud malo v praxi vzhledem
k nakladnosti acasto i omezenémuciinku. Velké moznosti skytaji né&jmé metody
ochrany, zvla$t vyuZivajici celého komplexu a sledutznych opateni

(ve smyslu zvlastni integrované ochranyj¢i€la,1989).

Neprimé metody ochrany jsou zareny hlavi na:

1. Likvidaci nebo jinou eliminaci zdroje nakazy fia negativni vykr, hubeni
rezervoarovych rostlin).

2. Zabranu nebo alespammezeni vdech moznych tgohi prenosu vith z infekénich

zdroja (boj proti vektoim, omezeni porami rostlin i kultivaci).

3. Zabranu pronikani viru z napadenych vegetatlvidsti do reprodulnich orgai

(napr. prediasné uko&eni vegetace).

4. Ovlivreéni vyvinu rostlin za Gelem uniknuti nebo odolavani ndkaze (@prava doby
vysevuci vysadby, pedklicovani bramborovych hliz aj.)

5. Restovani odolnych nebo viruprostych rostlin (Urbd833).

Vlastni metody, jimiZz se dosahujéchto cili, mohou byt #izné: agrotechnické,
Slechtitelské, biologické, metody chemické ochrakgranténni op#&kni aj. Mnoha
Z ©chto opateni maji @inek vymezeny jen ditymi podminkami, takZze musi byt vhosin

kombinovana s jinymi metodami (Zemla, 1998).

Z piimych metod se v &kterych odvtvich, zvlast v ovocndstvi a zelinéstvi,
uplatiuje termoterapie a véhterych ipadech i meristémova terapie (tzv. biologicka
terapie), vychazejici z kultur apikéalnich meristérpog. kombinace obouwthto metod,
jejichz cilem je ziskat viruprosty material. £ fiZ se viruprosty material ziska
terapeutickymi metodami nebo Wiem, je vzdy ieba jej kontrolovat rozsahlym
testovanim, které dale prodrazuje vyrobu bezvisadby Cata, 1981).



2. LITERARNI P REHLED

2.1 Moznosti ozdraveni rostlin termoterapii a chemizrapii

Eliminace viru jecasto zaloZzena na termoterapii celych rostlin neisilinnych
explantat. Nasleduje od&eni meristémového vrcholu a jeho kultivacenvvitro
podminkadch na meédiu s nebo bez antivirovych latalsto v sérii 3-5 pasazi. Termo
a chemoterapie mohou byt provag sowasre. UspiSnost odstrami viru je owfovana
pomoci ELISA nebo PCR testem po dohlikalika mesiai ¢i dokonce let (Verma et al.,
2005).

Viruprosté rostliny musi byt uchovany v technickyoébo prostorovych izolatech,
aby nedochéazelo k jejich sf@vnému napadeni virem, ke kontaktuirerasSéi rostlinnych
vira (hmyz). Viruprosty material se konde& vyuziva k mikropropagaci (napjahod,

okrasnych rostlin, brambor).

Obrazek 1: Postupy ozdraveni rostlin pomoci meristg/ch kultur
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A.Schematické znazo¥ni podélného mirezu vrcholovoucasti vyhonku brambor, B.C
Aseptickdin vitro kultura gipravena z vrcholové€asti meristému spolu s jednim nebo
dvéma listy primordia celkem cca 0,5 mm dlouhy, D.EsNduje penos viruprostych
explantat do pady (Bos, 1999).



Moznd fytotoxicita antivirovych slaienin vyZaduje test, ktery stanovi optimalni

pomér mezi eliminaci viru a procentem Zivych explaftat

Viruprosty material ziskany z meristémovych kultabec vykazuje malou
nebo Zadnou genetickou variabilitu o@ivpdni infikované rostliny. Antivirotika by mohla
zpasobit genetickou variabilitu, ale prozatim to ne&decky podloZzeno (Pennazio 1997).
Obavy Slechtital ze ztraty typickych znakv kultivarech mohou bytifpisovany mensim
fyziologickym zn&nam, které se mohou vyskytnout v regenerovanydtirash.

Historii rostlinné terapie podava Pennazio (199 Baxcioili a Marani (1998), kie
se zabyvali eliminaci rostlinnych ¥iw in vitro kulturach. Z literatury jeiejmé, Ze zatim
neni idealni chemicka latka ani idealni metoda,t@leeni moc fekvapujici. Dosud bylo
popsano vice nez 1800 rostlinnychayivyuzivajici jednu zéchto NK (dsDNA, ssDNA,
dsRNA, +ss RNA, -ss RNA) a siznou repliké&ni strategii. Mize dochézet k nakazdm
velkého mnozZstvi rostlinnycéeledi, rod, druhi a kultivaii, které mohou vytvé&t rizné
anatomické a biochemické Zny v systému rostlina-virus a vyvolavat tk&e infekce
(Ramirez-Malagon et al, 2006). Proto je porovnavdezi ziskanymi vysledky mnoha

latek, které byly testovany naznych rostlinach, virech @znymi metodami, obtizné.

Nedostatek standardizace experimentélnich metodirgribici rostlinnych vifi
chemickymi latkami mze vést k proticldnym z&éram. Z grehledu metod (Hansen,
1989) (nap. purifikace viru, protoplagt nakazenych virem, pd#t antivirotik na listy
nebo dokonce na celé rostliny, diskova metod&hdékalusu, meristematické ofaati,
injekce do celé rostliny nebo aplikace naday), se zd4, Ze obecndochazi ke zvyseni

specifiénosti inhibEni reakce s rostouci mirou organizace rostlinnyetiyp

Rychly test na naitkovanych listech, ktery je spiSe preventivni sezakéyt
Spatnym ukazatelem antivirové aktivity pro odstrdnviru z infikovanych tkani (Kluge,
Ortel 1976). Na druhé strariécba meristéemu pomoci antivirovych chemickych latek,
které snizuji nebo zcela zahugi replikaci viru v rostoucicasti, ma vynikajici

piedvidatelnost terapeutického éspu.

Bylo zjiSttno, Ze nejainnéjSi pro odstraéni viru jsou syntetické inhibitory
(Hansen, 1989). Mezi nimi analogy bazi nukleovycyselin ribavirin, tiazofurin,
pyrazofurin, 8-azaguanin, 5-azauracil, derivaty rage jako (RS)-3-adenin-9-yl-2-

hydroxypropionova kyselina (De Fazio et al., 19809 - (2,3-dihydroxypropyl) adenin



[(S)-DHPA] (Schuster a Holy 1988) byly nejintenzdjinprostudovany a &které z nich
jsou také prakticky pouzivany v zeéd¢lstvi. Pannattoni et al. (2007) oznamili &Spé

odstragni GLRaV-3 z explantétVitis vinifera tiazofurinem.

U ribavirinu (1 - @-D-Ribofuranosyl)-1H-1, 2, 4-triazol-3-karboxamid)ylo
Zjisténo, Ze je dinny nejmér proti 20 rostlinnym viim. Viruprosté pryty mohou byt
ziskany z meristému fjdanim 20-50 mg/ | latky do média. Ng&i studie zahrnuji
i testovani jinych slatenin (Verma et al., 2005), ale zda se, Ze ribaytinaSi nejlepsi
vysledky proti rostlinnym RNA vitm, které pedstavuji 88% vir napadajicich rostliny.
V nedavné dob byly velmi pozitivni vysledky ziskany s ribavirime ve Vyzkumném
a Slechtitelském Udstavu ovodském s.r.o. v Holovousech, pro odstmin komplexu
virové infekce z jabloni (Paprstein et al., 200F@kud jde o rostlinné DNA viry, nasli
jsme pouze jeden zaznam (Caner et al., 1985), kbeidavirin ne&inny proti sSSDNA

Viru.

Spoluprace mezi profesorem A. Holym (UOCHB AR, Praha) a profesorem E.
de Clercgem (Rega institut pro lékly vyzkum, Leuven, Belgie), vedla k objevady
acyklickych analoy nukleosidi (prototyp (S)-DHPA) nasle@dnk objevu velkého ptiu
nukleotidovych analog (acyklické nukleosid fosfonaty - ANPs, prototyp){$PMPA).
Od (S)-HPMPA (9 -[(S)-3-hydroxy-2-(phosphonomethpxpropyl] adeninu) byly
odvozeny i latky, které byly na celém st schvaleny pro klinické pouziti: 1) (S)-
HPMPC (1 - [(S)-3-hydroxy-2-(phosphonomethoxy) pApgytosin,) Vistide ®cidofovir
pro l&bu cytomegaloviroveé renitis u paciérg AIDS a I€ba polyoma-, papilom-, adeno-,
herpes-a poxvirus infekci (dsDNA genomw®yir2) PMEA (9 - [2 - (phosphonomethoxy)
ethyl] adenine) pro tbu chronické infekce virem hepatitidy (dsDNA geneimi) a 3)
(R)-PMPA (9 - [(R) -2 - (phosphonomethoxy) propdémine) pro I&bu HIV (retrovirus)
infekce. Mnohé dalSi ANPs jako derivaty DAP, a DARykazuji antivirovée aktivity
a innost srovnatelnou s maskymi slogeninami (S)-HPMPA a (S)-HPMPC, PMEA
a (R)-PMPA (de Clercq, 2007). (S)-HPMPC inhibujiee8ny doposud testované DNA
viry (Holy, osobni sdleni 2009). Zadné zéthto latek nebyly doposud testovany
na inhibici RNA polymerazy. Hodnoceni aktivity ANPsoti DNA viram rostlin navrhl

profesor Antonin Holy.
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2.2 Virus mozaiky iedkvicky

Virus mozaikyiedkvicky je celos¥tové rozSteny rostlinny virus, ktery napada
pievazre rostliny z ¢eledi brukvovitych Brassicaceae Poprvé byl tento virus popsan
v Kalifornii Tompkinsem (1939). Mnohem pao&d byl nalezen v Japonsku (Tochihara,
1968). V Evrop byl poprvé nalezen v Jugoslavii v roce 1972 (Stataa Mamula, 1972).
Virus mozaikyiedkvicky (Radish mosaic virysRaMV) pati spol&né s dalSimictrnacti
druhy rostlinnych vit do roduComovirus Tento rod sé&adi spolén¢ s rodyNepovirus,
Fabavirus, Cheravirus a Sadwavirds ¢elediComoviridae
Rod Comoviruszahrnuje neobalené rostlinné viry s izometrickyrapgidami sloZzenymi
ze 32 kapsomer (Adams, a Antoniw, 2005).

Genom je tveéen jednovlaknovou RNA s pozitivni polaritou. Jed#ien do dvou
¢asti RNA 1 a RNA 2, které jsou enkapsidovany saatostve dvou tiznych typech
¢astic. Kompletni genom je velky asi 10 000 nukidigtipricemz ¥tSi segment RNA 1
je okolo 6000 nukleotitl dlouhy a mensi segment genomu RNA 2 je dlouhy3a8i0
nukleotidi. Kazda ze dvou genomovych RNA ma na 5°- koncigimoVPg, kovalent®
navazany fosfodiesterovou vazbou mezi 5°- terthia nukleotidem a serinovym
zbytkem VPg a na 3’- konci poly(A¢tczec ( Drygin et al.,1987).

Rod Comovirusdale zahrnujeAndean potato mottle virus (APMoV), Bean pod
mottle virus (BPMV), Bean rugose mosaic virus (BRRMBYoad bean stain virus (BBSV),
Broad bean true mosaic virus (BBTMV), Cowpea mosaics (CPMV), Cowpea severe
mosaic virus (CPSMV), Glycine mosaic virus (GM\8aRreen mottle virus (PGMV), Pea
mild mosaic virus (PMiMV), Quail pea mosaic virlRMV), Red clover mottle virus
(RCMV), Squash mosaic virus (SgMaMWJllucus virus C (UVC)prozatimi je do tohoto
rodu fazen i Turnip ringspot virus ktery byl v nedavné deéb popsan &asténe
osekvenovan.

Z téchto c¢trnacti vimi je jich dosud alespiocasténé osekvenovanoéthto osm:
Andean potato mottle virus (APMoV), Red clover mmotirus (RCMV), Squash mosaic
virus (SgMV), Cowpea severe mosaic virus (CPSMVdwpeéa mosaic virus (yellow
strain) (CPMV), Turnip ringspot virus, Bean pod tietvirus (BPMV), Bean rugose
mosaic virus (BRMV) a Radish mosaic virus (RaHola, 2008).

Virus mozaiky fedkvicky je jedinym ¢lenem roduComovirus ktery infikuje
zejména druhy rostlin 2eledi Brasicaceae Symptomy virové infekce zavisi na druhu
rostliny, jejim stavu, podminkach prieti a koncentraci viru v rostinRaMV zpisobuje
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mozaiky, chlorotickou a nekrotickou krouzkovitosigkrozy zilek, deformace list
piipadreé systémové nekrozy. dkteré hostitelské rostliny napBrassica rapa perviridis
jsou v citlivosti k RaMV heterozygotni. DalSi vykggv citlivosti k RaMV zn&né rozdily,
nag. Brassica rapa var. rapiferge rezistentniBrassica oleracea capitata Brassica
campestrigsou k RaMV citlivé (Hola, 2008).

Mezi dalSi hostitele tohoto viru gaBeta vulgaris, Brassica campestris, Brassica
campestris ssp. chinensis, Brassica campestris papnensis, Brassica campestris ssp.
rapa,Brassica campestris ssp. napus, Brassica pun8gassica oleracea ssp. botrytis,
Brassica oleracea ssp. capitata,Chenopodium albudmeopodium amaranticolor,
Chenopodium foetidum, Chenopodium foliosum, Chetiopo murale, Chenopodium
quinoa, Cucumis sativus, Curcubita maxima, Daturaraonium, Gomphrena globosa,
Nicotiana megalosiphon, Nicotiana tabacum, Raphasaisvus, Sinapis alba, Spinacia
oleracea( ICTVdB Management, 2006)

Virus je penaSen hdi mechanickou cestouripporaréni rostliny, nebo hmyzem
sajicim na rostlinach a to zejména bro@wyllotretaspp.,Epitrix hirtipennisa Diabrotica
undecimpunctataPrenos semeny nebyl pozorovan.Viraiéstice byly nalezeny ve vSech

¢astech hostitelské rostliny (Kasalova, 2008).

2.3 ELISA (Enzymek inked I mmundsorbentAssay)

ELISA je jednou z nejpouzivgich metod f virové diagnostice. Princip
této metody spiiva v reakci antigenu s protilatkou, ktera je &@ra enzymem. Dochazi

k barevné zrigné, ktera je zfisobena reakci enzymu se substratem.

Na mikrotitra&ni desttku se navaze specificka protilatka IgG, na ktereupeté
navaze antigen ifjomny ve zkoumaném materialu. P#iddni konjugéatu, protilatek
s enzymem a substratu vznikne barevna reakce, kidgtekujeme spektrofotometricky.
Cas potebny pro diagnostiku jeskolik hodin aZ dva dny (N&s, Krska, 2006).

BéZne pouzivanou variantou ELISA testu je v rostlinnéolagii DAS-ELISA
(Double antibody sandwich- enzyme linked immunosaothassay), kde antigen nijck
reaguje se specifickymi protilatkami navazanymi parch pevného nas a je pak
detekovan specifickymi protilatkami ztenymi enzymem, ktery vifpad pozitivnhiho
vzorku zviditelni reakci rozkladem vhodného chrommmgiho substratu. Pomoci tohoto
testu lze ziskat i Udaje o sérologickébpznosti izolal vira, péipadré stanovit sérotyp
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viru. Ve vSech fipadech je vystupni informaci provedeného ELISAutes®ubor hodnot
absorbance (Navratil, 2009).

Obrazek 2: Schéma metody ELISA (Kéek, 2007)

Jamka mikratitracni imobilisace vazba
desticky protilatky antigenu

A, Y

oy

g7 ) war

vazba druhe protilatky inkubace stanoven|
S Navazanym s chromogennim produktu enzymove
ENZYMem substratem enzymu reakce
Antigen

Antigeny jsou makromolekuly fpozeného nebo u&ého pivodu. Po chemické
strance se fadi mezi #@zné polymery protein polypeptidi, polysacharid
nebo nukleoprotein Maji dw zakladni vlastnosti - navozuji specifickou imunitn
odpowd, & burgcného nebo protilatkového typu, a specificky reagsjiprodukty
této odpowdi (tj. protilatkami a imunokompetentnimi tikami). Ok tyto vlastnosti
ma kompletni antigen - imunogen, ktery je iam z makromolekulového nd@si
antigennich determinant neboli epitop Antigenni determinantu f@dstavuje iita
skupina atomm na povrchu molekuly antigenu a charakterizuje jetyeciftnost
a schopnost reagovat svazebnym mistem protilatkponantigenovym receptorem
na lymfocytech. Nizkomolekulova latka, ktera rigdm sama navodit tvorbu protilatek,
ale specificky reaguje s produkty imunitni odpdiy se oznéuje jako hapten (nekompletni
antigen) (Vitkova, 2004).
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Protilatka

Je protein, ktery je schopen jako &ast imunitniho procesu identifikovat a zneSkodrt ¢
objekty v tle. Protilatky jsou nositeli humoralni imunity.

Polyklonalni protilatky

Jsou produktem mnoha aktivovanych Kid® lymfocyti, a proto jsou narfgény proti vice
epitopim urkitého antigenu nebo g% antigeri. Ziskavaji se imunizaci laboratornich
zvirat antigenem (nebo jejich $81). Ri imunizaci organizmu dochazi ke stimulaci
raiznych B lymfocytt a Kk jejich proliferaci a diferenciaci na plazm&éc buiky.
Je produkovano spektrum protilatek pratzmym epitom péislusné bilkoviny stiznou
schopnosti se na ni vazat. Po &S imunizaci se zkdti odebere sérum obsahujici
protilatky proti pivodnimu imunogenu. Spegifiost polyklonalnich protilatek velice zavisi
na imuniz&nim protokolu, resp. na tom, v jaké fazi imunitmipowdi zvirete jsou z &

protilatky ziskavany (Tonar, 2002).

2.4 Charakteristika protivirovych latek

Ribavirin (1 - (B-D-Ribofuranosyl)-1H-1 ,2 ,4-triazol-3-karboxami@ €inny nejmeérs
proti 20 rostlinnym viiim. Zda se, Ze ribavirinimasi nejlepsi vysledky proti rostlinnym
RNA viram, které pedstavuji 88% vir napadajicich rostliny. V nedavné dobylo
dosaZzeno velmi pozitivnich vysleills ribavirinem p vyzkumu a Sleckni Pomologie
s. r. 0. v Holovousech, pro odstéain komplexu virové infekce z jabloni (PaprSteiraket
2007). Ridavek ribavirinu do kultivénich médii byl usgsné vyuzit pro eliminaci #iznych
viri u bramboru a tabaku (Faccioli a Marani 1998, Klkoaa 1998). Chemoterapie
ribavirinem byla také s pozitivnimi vysledky powiri eliminaci viru chlorotické
skvrnitosti jablo® (Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV)in vitro kulturach jablos
(Hasen a Lane, 1985) a hrg§iCieslinska, 2002) arpeliminaci viru Zlabkovitosti kmene
jablorg (Apple stem grooving viruy®A\SGV) uin vitro kultur tabaku a jablah(James et al
1997). Jangkova (1993) dosahla kombinaci segmentové kultaryitro chemoterapie
ribavirinem eliminaci hospodsky zavaznych vir slivorg.
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Acyklické nukleosidfosfonéaty

Spoluprace mezi profesorem A. Holym (IOBC A¥YR, Praha) a profesorem
E. de Clercgem (Rega institut pro Iékley vyzkum, Leuven, Belgie) vedla k objetady
acyklickych analog nukleosid (prototyp (S)-DHPA) nasle@nobjevenim velkého pitu
nukleotidovych analag (acyklické nukleosid fosfonaty), ANPs, prototyp){SPMPA).
Od (S)-HPMPA) (S)-HPMPA (9 -[(S)-3-hydroxy-2-(phdemomethoxy) propyl] adeninu)

byly odvozeny latky, které byly na celémegyschvaleny pro klinické pouZiti.

Acyklické nukleosidfosfonaty jsou katabolicky stabisloweniny. Po chemické strance

Vviz nize popsany vzorec.

R,....H......PMEA

R;....CH,OH.....HPMPC

R....CHs...... PMPA

R;...H.....PMEDAP O _f"™
R1....Purin nebo Pyrimidin

O/U>o
o
T

PMEA (9 - [2 - (phosphonomethoxy) ethyl] adenine )

Jsou @inné proti retrovilm wetns HIV, ktery zpisobuje onemocmi AIDS (Heijtink et
al., 1993; Ying et al., 2000a, b). Tato skupina kiickych nukleotidi téz potl&uje
multiplikaci DNA virat. PMEA a od ni odvozené oréalni profarmakum bis(PGNYEA
jsou &inné i proti hepatitid B. Lék pod nazvem Hepsera TM byl nedavno v USA
a Evrog schvalen pro kbu chronické HVB (Heijtink et al., 1993; Ying et,a@000a, b).

(R) - PMPA (9 - [(R) -2 - (phosphonomethoxy) propyl] adenirfelijtink et al., 1993;
Ying et al., 2000a,b)

Pati mezi nej@inngjSi od nukleosid odvozené antiretroviralni latkyakec. Tenofovir
[(R-PMPA, Viread] je &&inny proti HIV a HBV. V USA i Evrop byl jako lék
jiz schvélen.

(S) - HPMPC (1 - [(S)-3-hydroxy-2-(phosphonomethoxy) propyllasin,)

Derivaty (HPMP sloteniny) selektiv inhibuji: DNA viry, tj.herpesviry (HSV, CMV,
VZV, EBV), adenoviry, poxviry, polyoma- a papilomau Cytosinovy derivat tétdady-
[(9-HPMPC, cidofovir, Vistide®] —je v klinickému poii# proti CMV infekcim u AIDS
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pacienti. Latka se jevi jako velmidinna téz k léb¢ papilomatosy hrtanu, moluscum
contagiosum i HPV indukované intraepitelialni negpd @¢loZzniho hrdla.

PMEDAP (9 - (2-Phosphonomethoxyethyl) - 2,6- diaminopurin
Je silny inhibitor replikace viru lidské imunodeénce (HIV) a potlauje tvorbu nédar.
(De Clercq, 2007).

Mechanismy &inku acyklickych nukleosid fosfonati:

1. Vznik NDP a NTP analogj in vitro

Biologicky &inné ANP typu PME, PMP a HPMP jsou fosforylovany lune
prostednictvim isozymi nukleotidkinas: AMP-kinasy, GMP-kinasy, CMP-kinasyDP-

kinasy

2. Protivirové a cytostatické &inky

Zasah acyklickych nukleosidfosfoiaddo DNA syntézy (jde o substrat-inhibitory):

(@) kompetitivni inhibice DNA-polymeréazy (resp. RT)

(b) inkorporace do DNA vedoucidasténému prodlouzZertiettzce (analogy typu HPMP)
nebo k terminaci (analogy typu PME)

(c) produkty reakce jsou rowh inhibitory enzymu

3. Blokovani (inhibice) replikace viru
Inkorporace (¥lereni) do genomové DNA a disociace &®tni) replikgniho komplexu
v disledku nahodné akumulace analogu aktivuji kontrbbdy S-faze buitného cyklu,

coz vede k apoptose (btgmé smrti) ( Holy, 2009).
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3. CILE PRACE

Zhodnoceni protivirové dinnosti ribavirinu a acyklickych nukleosid fosfofiaha virus

mozaikyiedkvicky.

Inokulace rostlin virem RaMV a stanoveni relativimilobsahu viru v rostlinach

imunologickou metodou ELISA.
Stanoveni fytotoxicity latek v pekingském zeli.

Nasledné zpracovani udajo tabulek a grafa poté statistické zhodnoceni.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Kultivace rostlin

K pokusu jsme pouzili Pekingské zeBr@ssica oleraceavar. pekinensiy odiidu typu
Manoko F1. Vysev semen a kultivaci rostlin jsmevaili v magentach (viz floha 1).
To jsou nadobky 97 mm vysoké. Do nadobky jsme lilfiltra¢ni papir, ktery slouZzil jako

opora.

Sterilizace semen

Ke sterilizaci jsme pouzili roztok SAVA, v pairu SAVO:H,0 = 1:9. Doba fisobeni byla
10 minut, Bhem této doby bylo nutné zkumavky se semeékolikrat protepat. Poté
jsme semenagtkrat proplachli sterilni destilovanou,@, vzdy cca 2min, zadtladného

protrepani.

Vyseti zeli
Sterilni pinzetou jsme ipvedli vZdy ¢tyii semena do kultivai nadoby = magenty

(kultiva¢ni krabtka s papirovymi rinsstky a s kultivanim médiem MS s vitaminy).

Rozsazeni pekingského zeli

Po tydenni kultivaci jsme opatfrrozsadily rostliny za pomoci dvou dlouhych pinzet.
Pti delSi kultivaci jsme po 3 tydnech kultivace prdirevyménu starého média za nové
(pomoci 10 ml pipety, 15ml média). Rostliny jsmdtikvali za nasledujicich podminek:
teplota 23°C, fotoperioda 16 hod., intenzita &&ni 90 umol/m/s. Ve jme provéadi

za sterilnich podminek ve flowboxu.

Jako Zivnou fdu jsme pouzili zakladni tekuté médium MS (Murashiy Skoog, 1962)
s vitaminy (Duchefa) beZistovych regulatagr. Do MS jsme fidali testované protivirove
latky. Po 3 tydnech jsme provdid vyménu Zivného meédia za nové. Rostliny jsme
kultivovali za néasledujicich podminek: teplota 23°fotoperioda 16 hod., intenzita
oswtleni 90 pmol/rfys. V&e jsme provétl za sterilnich podminek ve flowboxu.
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4.2 Inokulace rostlin

Priprava inokula

Odker listd jsme provadi ze skleniku z rostlin hgice bilé Sinapis albalL. 3 tydny
po inokulaci. Inokulum RaMVredni 1:5 (1. pokus) a 1:10 (2. pokus) (hmotnost/ohjem
v homogenizénim pufru. Obsah jsme rozmixovali tkkem tak, aby vzniklativa, dale
se hmota fecedila pes 2krat slozeny monofil do malé kadinkydimer 3cm, vySka 5¢cm)
ve flowboxu. Sterilizaci inokula jsme prowdid pres bakterialni filtr, pomoci injeki
stiikacky do sterilni k&dinky. Ve probihalo na ledu, ai®doSlo ke snizeni infékosti
viru. Nakonec jsme do roztokurigali sterilni karborundum (S}, které rozruSuje

bung¢nou stnu rostlin a vytvé pro virus idealsjSi podminky pro vstup do rostliny.

Naockovani

Pomoci Spejle svatovym smotkem jsme listy i@lot avou z infeknich rostlin,
smichanym se sterilnim karborundem. Aplikaci jsmmevadili na prvni pravé éozni
listky. Poté jsme 3 tydny rostliny kultivovali, atse gislusny virus mohl rozmnozit

v dostaténé koncentraci.

4.3 Friprava zivného média pro kultivaci

Priprava média s latkami PMEA, (R) - PMPA, PMEDAP) {$5iIPMPC, Ribavirin.

Nejprve jsme sterikh ve flowboxu odmiiili 10 — 20 ml tekutého MS média, navazili
piislusné mnozstvi protilatky &pavku. Po rozpushi latky jsme upravili pH na 5,7
a roztok naslednve flowboxu vysterilizovali pomoci mikrofiltru - @ um Millipore

a doplnili sterilnim MS médiem do pozadovaného winje Po rozpughi latky se roztok

zakali, po Upra¥zakal zmizi.

Priprava: Pedem pipravené, rozpusne, sterilni MS médium s vitaminy

Red:ni: 50 mg latky/ 1 (litr) =5 mg/100ml

Celkovy objem 100 ml MS s vitaminy + chemikélie

19



Chemikalie: PMEA, PMEDAP, (S) - HPMPC, (R) - PMPA byly ziskand profesora
RNDr. A. Holého DrSc., Ustav organické chemie ach@mie AWCR Praha, Ribavirin
od firmy Duchefa.

Navazka: 5 mg = 0,005g na vahéach.

Latky jsme rozmichali v digestov malé kadince, pomoci navazovacéksi ve 20 ml
sterilrg odebraného MS média +120 pl roztafavku. Upravu pH na 5,7 jsme provedli
pomoci kyseliny chlorovodikové a hydroxidu drasbmeé Sterilizaci jsme provedli
ve flowboxu pomoci injedni stikacky a mikrofiltru. Vysledny objem je 5mg/100ml tedy
50 mg latky na 1 litr MS+vit. VSechny roztoky jsmehovavali v lednice @i 4°C.

4.4 ELISA postup

PotaZzeni desky
Promyti desky

Odber vzorku
Homogenizace vzotk
Pipetovani vzork
Promyti od vzork
Pipetovani konjugatu

Promyti od konjugatu

© © N o g b~ W DdhPRE

Pipetovani substratu
10. M¢teni po stanovené délma spektrofotometru
11.Zaznam vysledk méieni absorbance ELISA do §itece a tisk

1. Potazeni desky

Pouzivali jsme ozri@né mikrotitré&ni desky NUNC polysorp (vizifloha¢.2), IgG proti

RaMV, potahovaci pufr.

IgG jsme promichali s potahovacim pufrem v kon@mt2pg/ml a poté napipetovali
do kazdé jamky 200ul pomoci automatické pipetiikrizou a oznaenou desku jsme

vlozili do lednice pes noc na 18 hodirripd°C.
2. Promyti desky

Desky jsme promyvali na promy&@e AYSYS (viz gilohac. 3). Proces trva cca 15minut.
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3. Odbér vzork v

Ve flowboxu jsme sterilh odebrali mladé listy rostlin z magent (nejryéh2 g), ihned
po odebrani jsme je zvazili nagmosnych vahach Kern (vazivost do 0,01g). Vazitigs
na sé&cich pro homogenizaci Bioreba AG Svycarsko(jiz eebts), které jsme fedem

oznaili a po zvazeni popsali hmotnosti navazky. Vzgede uchovavali vzdy v chladu.

4. Homogenizace vzori

Do homogenizénich sé&ku (viz priloha ¢. 4) jsme pidali vzorek a pislusné mnozstvi
extrakéniho pufru v pordru 1:10 tedy nap 0,259 listu+2,5ml homogenigaiho pufru.

Homogenizovali jsme na homogeniném pistroji az do Uplného rozdrceni lifitk
5. Pipetovani vzorka

Homogenizované vzorky jsme pipetovali ze zadni kgme&ku, do jiz gedem
potaZzenych a promytych mikrotitiaich destiek pro ELISA testy. Do kazdé jamky jsme
pipetovali 200ul. Do jamek pro BLANK jsme pipetovgn samotny extraii pufr.
BLANK, negativni a positivni kontroly jsme pipetdvaako prvni. Takto pipravené
destEky jsme uloZili do lednice i@s noc pi 4°C. Jako pozitivni kontrolu jsme pouZzili
vzorek rostliny infikované virem RaMV, jako negatikontrolu pekingské zeli z magenty

inokulované pouze pufrem.
6. Promyti desky od vzorki

Promyti po vloZeni desky programem VZORKYikthdngjSi promyti), jedna deska cca 20
minut. Promyti jsme prov&t opét na promyvéce.

7. Pipetovani konjugatu

Pripravili jsme si z chladidky konjugat proti RaMVRedni 1 : 3000. Po dostateém
promichani bylo pipetovano automatickou pipetoul2@ kazdé jamky d&etrg kontrol
a blanku. Destky jsme vlozili do termostatu na 3 hodini B7°C.

8. Promyti desky od konjugétu

Desky jsme promyvali na promy§@e programem ELISA cca 15minut na jednu desku.
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9.Pipetovani substratu
Substréat- 4-Nitrophenylphosphatedisodiumsalthexedigel SIGMA)

Do kadinky v temnu jsme pipetovali vyitané mnozstvi substratového pufru, paiéadi
5 mg tablety substratu a na michadle se substrfustil. Vysledna koncentrace byla
1mg/ml.

Do kazdé jamky jsme pomoci automatické pipety oy 200ul substratu. Je nutné

substrat uchovavat v temnu & pokojoveé teplat. Méfeni jsme provadi po 40 minutach.
10.Méreni na Spektrofotometru

K méteni jsme pouZili program KIMW. Bteni jsme provati na pristroji Spectra classic
pii vinové délce sitla 405nm a §i teplo® 18-25°C. Zvolili jsme ikonu MRIT DESKU

a SP@ITAT. Vypo¢tena hodnota alespaoro jednu jamku u pozitivni kontroly musela
presahnout 1,0. Pro stabilitdti fotografovani desky je mozné zastavip&ni gidanim 50
ul roztoku NaOH do kazdé jamky.

4.5 Pufry pouzité pfi metodé ELISA

Oc¢kovaci pufr

Jako @kovaci pufr jsme pouzili 0,1 M fosfatovy pufr, pld epravuje na 7,0
NapHPO, .12H,0 8,9535¢ pH 9,6

NapHPO, . 2H,0 2,349 pH 4,9

Potahovy pufr

pH 9,6 1000 ml
Na,CO; 15949
NaHCG; 2,93 ¢
NaN; 0,20 g

Promyvaci pufr

Poznamka: nejprve smichat fosfaty
pH 7,4 pro 2000 ml dest. vody
NaCl 16,00 g
KH,PO, 0,40 g
NeHPO,.12 HO 2,30 ¢

22



KCI 0,40g
Tween 20 0,10 g
NaN; 0,40 g

Konjugétovy pufr
pH 7,4 pro 1000 ml

TRIS 2,40 ¢
NacCl 8,00 g
PVP MW 24 000 20,00 g
TWEEN 20 0,50g
BSA 2,00¢g
MgCl,. 6 H,O 0,20 g
KCI 0,20 g
NaN; 0,20 g

Substratovy pufr

pH 9,8 pro 1000ml|

DEA 97,00 mi
NaN; 0,20 g

Extrak ¢éni pufr (je stabilni 3 nisice)

pH 7,4 1000 ml
TRIS 2,40 g
NacCl 8,00 g
KCI 0,20 g
Tween20 0,50 g
PVP 10,00 g

NaN; 0,20 g



4.6 Schéma pokusu

Casové schéma prvni pokus

Vyseto: 23.10.2008

Presazeno: 30.10.2008

Inokulace virem: 6.11.2008

ELISA(1): 27.11.2008

Pridani latek (Ribavirin, PMPA): 28.11.2008
ELISA(2): 18.12.2008

Pridani latek (HPMPC, PMEDAP, PMEA): 17.12.2008
ELISA(3): 8.1.2009

ELISA(4): 27.1.2009

ELISA(5): 16.2.2009

Casové schéma druhy pokus

Vyseto: 9.2.2009

Presazeno: 13.2.2009 a 16.2.2009
Inokulace virem: 24.2.2009
ELISA(1): 16.3.2009

Pridani latek: 16.3.2009

ELISA(2): 7.4.2009

ELISA(3): 27.4.2009

ELISA(4): 18.5.2009
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4.7 Statistické hodnoceni dat

Pfi planovani experimefitjsme konzultovali s Dr. |. Dostalkovou ¢g rostlin
nezbytné pro statistické hodnoceni. Analyzou vagasme stanovili 13-15 rostlinfip2
opakovanich kazdého vzorku pro eliminaci chyib gipetovani a podolkin Déle jsme
vychazeli z pedpokladu uhynu d&kterych rostlin v magentach a mozné kontaminace
pii odbéru vzorka (pocateini stanoveni koncentrace viru v rostlinach a nésde®i4 odbry
v intervalu 3 tydid).

Namérené hodnoty absorbance v ELISA spektrofotometriejssportovali do MS
Excel pro zpracovani tabulek a dgraf vyuzitim kontingegnich tabulek. Z nich byla data
exportovana do programu Statistica v. 9. 0 (Staft.Spro provedeni analyzy variance
a Tukey HSD testu.
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5. VYSLEDKY

Nasledujici pasaz o rozsahu 7 stran obsahuje atiagoskuténosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace et@m na Zegudélské fakult JU.
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6. DISKUZE

Fytotoxicita latek

V literature WtSina autoll pouZzivd antivirotika v koncentraci 5-25 mg / |
(Verma et al., 2005). Na zakkadnaSich pedkéznych tesi s PMEA, jsme vybrali
koncentraci 50 mg / ml jako horni limit koncentrapeo pozorovani antivirovecinnosti
i mozného vlivu fytotoxity u ANPs. NaSe vysledkyisZpvani fytotoxicity u PMEDAP
jsou podobnéem, které ziskali Helliot et al. (2003), kigoprvé testovali vliv &innosti
v rizném stupni koncentrace (10, 25, 50 mg / I) PMEDRMEA a (R) - PMPA Bhem fti

mesial, proti viru BSV Banana streak virys obsahujici kruhovy dsDNA genom.

Na rozdil od naSich experiméntodhalili také vysokou toxicitu u (R) - PMPA
v (25 mg / I) a po&kud nizSi toxicitu u PMEA (50 mg / I). Jinginek ANPs na pekingské
zeli ve srovnani s bananovnikem ukazuje nutnost figsotoxicity (€innych antivirotik

pro jednotlivé druhy rostlinied jejich pouzitim v praxi.

Protivirovy (inek latek

Cilem prace bylo zcela prvni hodnoceni protiviravéliginku ribavirinu
a acyklickych nukleosid fosfondtk viru mozaikyiedkvicky. Navic metodou zcela név
vyvinutou pro tento &el. Pokusy byly satésti feSeni grantového projektu, ¥mz byl
RaMV vybran jako zastupce rodiomoviruspro srovnani s dalSimi viry rodlymovirus
a Potyviruss rozdilnymi misty replikace viru v rostingenomem apod. ObtiZnost pokus
vyplyvala ze skuténosti, Ze pekingskeé zeli, které jéizmakovym hostitelem jinych vir
brukvovitych, je pouze latentnim hostitelem RaMdedlnim hostitelem je kgce bila,

na které byl virus udrzovan.

Proto bylo nejprve nezbytné &t prabéh infekce, ktery, jak jefejmé z vysledk
1. pokusu, byl problematicky. MoZznymivbdem je adaptace viru na jiného hostitele
(zeSinapis albana Brassica pekinensis Disledkem byly nizké pity infikovanych

rostlin s dostatou koncentraci viru pro pokusy. | kdyz jsme v d@gmrhpokuse zvolili
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byl pomaly a pl#& se rozvinul az 3 tydny paipani latek.

Porovnéni prvniho a druhého opakovani pokusu dalesnd vysoky rozdil
v relativni koncentraci viru vrostlinach a vysoKéodnoty SD, které ovliwovaly
prikaznost rozdifl. Vzhledem k technickym problém v pribéhu experimerii je pro
definitivni vyhodnoceni &inki ANPs na RaMV nezbytné provést 3. opakovani pokusu.
Pres znané technické potize, jsme vSak ziskali gomi reprezentativni vysledk§aste&ne

shodné v obou pokusech.

Z vysledki 2. pokusu je fekvapivé zji&ni, (S) - HPMPC a PMEDAP vykazaly
dokonce vysSi protivirovydinek nez ribavirin, ktery byl do poktizaazen jako standard
latkami nebyl statisticky vyznamny. Zcela unikajeizjiS&€ni protivirové aktivity (R) -
PMPA. Nase experimenty potvrdily, Ze pro snizov@msahu viru je nezbytna dlouha doba

expozice latek na virus.

Uginnost ribavirinu byla v minulosti testovana v &ém rozsahu experimentalnich
podminek a bylo zjigho, Ze je fisobi nejmé& na 20 rostlinnych vir (Hansen, 1989).
Mechanismus jeho protivirovéhatiaku byl ¢asténé objasgn Parker (2005). Ribavirin
se pouziva v mnoha laboréith na vyrobu bezvirového materialu (hapwan et al.,
2007; Verma et al., 2005). Bezvirozni pryty mohgt Ziskany z meristetnaplikaci 5-50
mg / | ribavirinu do kultivaniho média. Zda se, Ze ribavirin ma nejlepsi vysteproti
rostlinnym RNA vitim, které pedstavuji piblizné 75% vSech zndmych vima rostlinach
(Brunt et al., 1996). Proto jsme zapoijili ribavirio naSi studie nejen pro &@eni nové
metody, ale také jako standard pro hodnoceni nopyotivirovych latek proti rostlinnym
viram (Xia et al., 2006; Panattoni et al. 2007b). Bltestovana antivirotika by &a mit

lepSi antivirovoou &innost, mensi fytotoxicitu a le¥j$i vyrobu nez ribavirin.

Podle dostupnych znalosti, nebyly zatim ANPs testgvna inhibici RNA
polymerézy v rostlinnych virech. Jedna se o pmdntysledky zakladniho vyzkumu, které

neni mozné srovnat s literarnimi udaji.

Antivirova aktivita (S)-HPMPC a PMEDAP a (R) - PMMa ssRNA replikaci
RaMV je pekvapiva. Balzarini et al. (1993) uvadi, Ze HPMRiwdgy se ukazaly byt

acinné proti DNA vitim, ale neéinné na RNA viry nebo retroviry. dihky ANPs proti
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ssRNA rostlinnym viilm jsou srovnatelné s ribavirinentkali byly provazeny jejich vyssi
fytotoxicitou. Nadéle tyto latky tstavaji jako potencialni kandidati pro dalsi teétdv
v nizSich koncentracich a &nymi kombinacemi vir. Je roveZz nutné ovfit, zda
je mozné snizeni koncentrace viru v rostlinach mavei detekniho limitu ELISA
a odiEru bezvir6znich meristéim Naproti tomu latka PMEA zjewnnevykazovala Zadny

antivirovy &inek proti sSSRNA viru.
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7. ZAVER

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Bylo experimentalé ovéieno pouZziti nové metody testovani protivirovychusémin
proti rostlinnym viam, zaloZené na rychle rostoucich brukvovitych mo&th vin
vitro podminkéach v kapalném mediu, pro virus mozaagkvicky.

Byla vyhodnocena fytotoxicita a protivirovatianost ribavirinu a acyklickych
nukleosid fosfondi (R)-PMPA, PMEA, PMEDAP a (S)-HPMPC na virus mo3zaik
redkvicky.

Ribavirin, ktery jsme pouzili jako standard pro @amdni @innosti protivirové
aktivity acyklickych nukleosid fosfonét vykazal pedpokladany protivirovy ¢ginek
proti RaMV.

Acyklicky nukleosid fosfonat PMEA nevykazoval pritovy Cinek a téndf
Zadnou fytotoxicitu ve srovnani s kontrolnimi rosimi v obou provedenych
pokusech.

Acyklické nukleosid fosfonaty (S)-HPMPC a PMEDARR) — PMPA vykazovaly
shodre mirné protivirové tinky v obou experimentech, (S)-HPMPC a PMEDAP
ale zarove i vysSi fytotoxicitu nez ribavirin. Tyto latky jso potencialnimi
kandidaty na testovani proti dalSim rostlinnymimira pro pokusy s ozdravenim
vegetativie mnozenych plodin,igvin a okrasnych rostlin od virové infekce..
Vzhledem k technickym probléim v pribéhu experimernit je pro definitivni
vyhodnoceni &inki ANPs na RaMV nezbytné provést 3. opakovani pokusu.
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8. POUZITE ZKRATKY
(S) - HPMPA - 9 -[(S)-3-hydroxy-2-(phosphonomethpgyopyl] adenine
ACLSYV - Apple chlorotic leaf spot vir(g@rus chlorotické skvrnitosti jablai)

AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndro(Sgndrom ziskaného selhani imunity)

AMP — Adenosin monofosféat

ANPs — acyklické nukleosid fosfonéaty

ASGV —Apple stem grooving virysirus Zlabkovitosti kmene jabléh
BSA - bovine serum albumine (h&ai sérovy albumin)

CMP — cytosin monofosfat

CMV - Cytomegalovirus

DAS- ELISA — Double antibody sandwich- enzyme lidkenmunosorbent assay
DNA - deoxyribonukleova kyselina

dsDNA - dvouvlaknova DNA

dsRNA — dvouvlaknova RNA

EBV - Virus Epstein-Barrové

ELISA — Enzyme- linked immunosorbent assay

GMP - guanosin monofosfat

HIV - Human Immunodeficiency Virgirus lidské imunitni nedostateosti)
HPMP- N-[3-hydroxy-2-(fosfonomethoxy)propyl

HPMPC - 1-[3-hydroxy-2-(phosphonomethoxy)propylfesine

HPV - human papilloma virus (lidsky papilloma vijus

HSV - Herpes simplex virus

HVB - hepatitis B virus

IgG — Imunoglobulin G

KCI — chlorid draselny

KH,PO,— hydrogenfosfor@an draselny

MgCl,. 6 H,O —chlorid haecnaty
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MS - Murashige a Skoog medium

NaCOsz— uhli¢itan sodny

NaoHPO, .12H,0 - dodekahydrat hydrogenfosfonanu draselného
NaCl — chlorid sodny

NaHCG; - hydrogenuhbiitan sodny

NaN; - azid sodny

NaOH — hydroxid sodny

NDP - nukleosiddifosfat

NK- nukleova kyselina

NTP - nukleosidtrifosfat

PCR - polymerase chain reaction (polymeraz@gizova reakce)
PMEA - 9 - (2-phosphonylmethoxyethyl) adenine

PMEDAP - 9 - (2-Phosphonomethoxyethyl) - 2,6- diaopurin
PMP - N-[2-(Phosfonomethoxy)propyl] derivaty

PMPA -(2-phosphonylmethoxypropyl)adenine

RaMV —Radish mosaic virus

RNA — Ribonukleovéa kyselina

SsSDNA- Jednovlaknova DNA

SSRNA — Jednovlaknova RNA

VPg — viral protein genome-linked

VZV- Varicella-zoster virus
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9. PRILOHY

Priloha 1: Magenta- kultivani nadoba (http://www.surgicalshop.com/)
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Priloha 3: Promyvéka (http://www.merci.cz/)
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Priloha 5:Céstice viru RaMV v elektronovém mikroskopu (Hegehl, 2002)
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Priloha 7: Riznaky RaMV n&inapis albadvacet dni po inokulaci (Kasalova, 2008)

41



