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Anotace:
Four methods were used for finding of viruses imgePteridophytd. Isometric

virus-like particles were firstly found in sevesaimples. Double stranded RNA of
putative viral origin was isolated from another gderand spectrum of amplicons was

obtained from another material managed as virusagang.

Tato prace byla finamé podporovana z projekt AV0Z50510513 AV CR a GAAV
¢.QS5500510558.
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Rostlinné viry

Viry jsou subcelularni patogeny tiemé molekulami nukleové kyseliny (jedné
nebo vice), obvykle obalené proteinovou nebo lipggnovou schrankou zvanou
kapsida. Jejich nukleova kyselina kdduje enzymwgl@ke a nestrukturni proteiny.
Reprodukce viru je pivazana na hiku hostitele. Rostlinné lsky jsou chragné
buné¢nou stnou a viry samy o s@émemohou proniknout do cytoplasmy (jako je
tomu u Ziv@isnych viri — aktivni vstup pes receptory). Buitnou sénu prekonavaji
v mistech jejiho poskozeni, priinictvim vektol — hmyzem, houbou, Hétky,
roztcati. Vztah mezi virem a jeho vektoremdasto Uzce specificky. Mezi hostiteli se
viry Siii vegetativni cestou, pylem, semeny, kokotici. Ktégnové infekci rostliny
dochézi prostym pohybem virovy¢hstic nebo virové nukleové kyseliny vodivym
systémem a mezibatnymi spoji - plasmodesmaty.

Pro tely vyzkumu, rostlinolékiastvi a diagnostiky fytovir se rekteré
rostlinné viry mechanicky inokuluji {fpnasi kokotici, vektory, roubovanim) na
diferertni indikatorové rostliny.

Od doby, kdy Dimitrij Ivanovsky v roce 1892 popmpépsal ,patogenni®
agens, poziji pojmenovanovvirus, je znamo na 1765 drilvira (VIDE databaze,
2005) a dalSi se neustale objevuiji.

Stejre tak se objevuji novi hostitelé a vektory.



Kapra d’orosty
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(Dryopteris filix-mas, Lycopodium annotiniim

Kaprat'orosty Pteridophyta jsou bazalni skupinou cévnatych rostlin, jejichz
zastupci pdt k nejstarSim rostlinam osidlujicich Zemi, a togiiblizné 400 milion
let. Recent& je znamo na 12 000 drilzeloswtové rozStenych kaprdorosti
osidlujicich ténii vSechny biotopy.

Vyskytuji se pedevSim ve vihku, stinu a na mistech s extrémnimi
podminkami. Mezi jednotlivymi rody nalézame velldiverzitu - ve fyziologii
rostlin, reprodukni i Zivotni strategii.



Kapraf'orosty jsou dleny do ti skupin: plavus (Lykopodiophyts preslicky
(Equisetophytp kapradiny Polypodiophyta

Lycopodiophyta

Equizetophyta

< Folypodiophyta

e Progymnospertmophyta

tradiéni oznatend: Pteridophyta

Podle: Stech, 2005
(hppt://botanika.bf.jcu.cz/systematikaweb/systekaatvod.htm)

Na tzemiCeské republiky se vyskytuji viechifadddleni, gicemz
vyjimky) zakonem chrameé (narozdil od plavuni) a&hje tedy ténsi neomezeny.
Kapradiny jsou v ramci kapd®rosti nejvhodijSim organismem pro nas zéam-

najit v nich virus.



Kapradina — virus

Interakce &chto dvou organisinmohou existovat uz miliony let. Zkoumani
recentnich vztahby mohlo nastinit pravghodobnost vyskytu vir u fosilnich

kapradin, pipadre prispét k urceni p&atku vir6z na nasi planet

Prestoze jsou kapradiny zakladni slozkou mnoha eké&swis kulturnimi
rostlinami estetického vyznamu, neni o interaké@pradina — patogen mnoho studii
ani poznatk. Fxitom neni Zadny@lvod pro absenci virv téchto hostitelich. Viry byly
nalezeny v mnozstvi krytosemennych rostlin, podstatére vyskyti vira zname u

zastupé@ nahosemennych rostlin:

Je to nafiklad Arabis mosaic nepovirus (ArMV) infikujici ckipovité
(Cupressaceaeg Cycas necrotic stunt nepovirus (CNSV) na cykag€ygcadaceae)
(http://image.fs.uidaho.edu/vide/famly051.htm)é¢&ledi borovicovitychPinaceae)
se na smrcichRjcea rubens, Picea mariana&yskytuji viry rodu tobamovirus (Jakobi,
1992) a tenuivirus (Castello, 2000).

Tobamoviry infikuji téZ mechorosty. Konkrétnody plonik(Polytrichum)a
setovka (Barbilophozia)(Polischuk, 2007).

Ani utas neni flis Siroké spektrum vir. Jsou znamy jako hostitelé dvdaidt
viria —Marnaviridae (+ssRNA viry) aPhycodnaviridagddsDNA viry)
(http://ictvdb.rothsmsted.ac.uk/Ictv/index.htm).

Jak uz bylo zmiéno, ani u kapradin nenfiis mnoho skuténosti
informujicich o jejich fytovirech. Zde uvadim &gt dat o virech detekovanych
v kapradinach publikovanych zéilgizné poslednich 50 let:

Jiz v 60. letech v préaci Blattného a Pilouse (1983)vad¢no mnoho pipadi
kapralorosti vykazujicich chorobné zjevy s podezim na vir6zovy fvod.
V konkrétnich pipadech popisuji nanismus a blednéaisto spojené sediasnym



opadem listit nebo jejich nahlotenim na rostlia. Tyto pfiznaky byly nalezeny na
slezinicich Asplenium viride, A. trichomanes, A. ruta muraria)

TaktéZz asymetrie lidta listka, rizné deformace, barevné a jiné anomalie byly
pozorovany na zastupcich kagicvitych Oryopteridaceaga papradkovitych
(Woodsiaceae)

V publikaci ,Virusové choroby rastlin (Bognsky, 1963) jsou popisovana
onemocsni s pravdpodobnou virovou etiologii. Jsou téeglevSim deformace a
nesoundrnost listi, ¢asto doprovazené barevnymiamami. U druhu ledvinik
(Nephrolepiske vyskytuji nepravidelnosti ve zpai a zbarveni ligta nekléivost

vytrusi.

Dale je zde popisovana Zluta zakrslost kapradidy,rkstliny vykazuji
zakrslost a blednuti ligt

V roce 1967 byly v botanické zahga@ambridzské univerzity (Cornwalhia
pokroucenych, skvrnitych a mensich listech jelenfdagku Phyllitis scolopendrium
nalezenyastice viru pipominajiciho tobravirus (Hull, 1968). Virusshtastice
ty¢inkovitého tvaru o délce 135 nm a 320 nmia&SP2 nm. Virus byl vyfocen na
elektronovém mikroskopu, vyizolovan a naslédmkulovan na vnimavé hostitele:
temnotku Pellaea falcata), Phyllitis scolopendrium, Polystien falcatum, Pteris
creticavar.albo-lineata, P. “Childsii'.

Typicky genom tobravir
tvori dvoudilnd linearni +ssRNA.
RNA 1 (6800 nt) kéduje 4
nestrukturni proteiny — zajigje
replikaci a pohylgastice, RNA 2
(1800 az 4500 nt) kdduje 3
obalové a transportni proteiny
specifické pro fenos h&atky
(www.dpvweb.net). A

Tobravirus (Tobacco rantle virus), foto:
http://www.dpvweb.net/notes/showem.php?genus=Tahrav
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Blattny a Kralik (1970) prezentovali vyskyt onem&ehu hasivky orlki
(Pteridium aquilinum) ptipominajici giznaky gisobené viry. Slo o Zloutnuti,
hnédnuti az nekrotizaci listovych dkrajlknebo celych list. Nekdy téz o nekrotizaci
Zilek a stedniho listového Zebra. Blattny a Kralik provedikps s penosy tohoto
ochura¥ni. Implantovali tpy pletiva infikovanych hasivek do jedenacti
bezgiznakych rostlin. Inokulace byla tigma vettyrechpiipadech. Elektronovou
mikroskopii pak zjistili pitomnost velkého mnozstvi izometricky&hstic, gevazié o
velikosti mezi 46 a 52 nnt 4stice blize specifikovany nebyly.

DalSi nalez viru v kaprorostu byl zaznamenan wiecku (Biuchen-
Osmond, 2003).

Vlaknity +ssRNA potyvirus o délce 785 nm &&i 12-14 nm byl poprvé
nalezen na kapradi sam@rfopteris filix-mas ) osladti (Polypodium vulgare).
Virus byl p‘enaSen neperzistentnimizpbem msiciNlyzus persicgeAphididag.
Jako vnimavéeled pro mechanickou inokulaci byly zj&ty kapralovité a
osladtovité (Dryopteridaceae, Polypodiaceae).

Potyvirové viriony jsou pruzné &inkovité ¢astice 720-850 nm dlouhé a 12-15 nm
Siroké. Skladaji se z 95 %

proteini a 5 % nukleoveé kyseliny.

Typicky linearni genom
potyvira tvori +ssRNA. Genom je
translatovan v polyprotein, ktery
je nasleda zpracovan do 8 az 10
strukturnich i nestrukturnich
proteini (www.dpvweb.net).
Potyviry se §i prostednictvim

vektori a infikuji Siroké spektrum

rostlinnych hostitei

Potyvirus (Potato virus Y), foto:
http://www.dpvweb.net/notes/showgenus.php?genus=ios

(Wwww.dpvweb.net).
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Pri detekci Tomato Spotted Wilt Viru (TSWV) na okrgsh rostlinach ve
sklenicich v Pensylvénii byl tento virus zaznamein@ sleziniku Asplenium nidus)
(Hausbeck, 1992; Adam a Kegler, 1994). Slezinikazglwval krouZkovou skvrnitost,

nekrézu a chlorézu ligt

DalSi gipad infekce kapradiny paroZnatk®lgétycerium superbumjovnéz
virem TSWV, byl zaznamenan v Polsku (Parrella, 20G8ninska, 1994).

Tospoviry jsou sférickéastice s kapsidem, variabilni v tvaru a veliko86-L00 nm v
praméru). Kapsid je sloZzeny ze dvou glykoprotei@l a G2. Viriony se skladaji z 1-2 %
nukleove kyseliny, 50 % protein s
a 20-30 % lipid. Typicky genom
se sklada zeit—ssRNA nebo :

dvojsmysinych ssRNA,
znatenych RNA-L, M, S.

Nukleova kyselina

kéduje RNA polymerazu a 4

proteiny.

Tospovirus (TSWV), foto:

Tospoviry maji Siroky http://www.dpvweb.net/notes/showgenus.php?genugraiisis

okruh hostitel, mezi nimiz jsou

prenaSenyiisrtnkami. Kazdoroné zpasobuji velké ekonomické ztraty na zateskych

arodach po celém st&(www.dpvweb.net).

Z tohoto v¥tu je Zejmé, Ze v kaprdorostech byly dosud nalezeny pouze viry
téi rod, vSechny s RNA genomem, i kdyZ se neda Witpde v budoucnosti mohou
byt nalezeny i jiné viry s DNA genomem.
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Fytoterapie

Uvedeny v¥et hostitelskych rostlin a je infikujicich wineni iliS Siroky ani
pestry. Tato skutmost by mohla mit spojitost s antivirovou aktivitatkterych

kapradin.

Extrakt z listi kapradinyAmpelopteris prolifergasobi jako inhibitor viru
mozaiky okurky (CMV) v merlikChenopodium amaranticoldde Winter, 2002).

Antivirové vlastnostiAmpelopteris proliferdyly popsany i v dalSi praci
(Pandey, 1984), kdyipd a po vlastni virové inokulaci byly difekem rostliny
oSeteny vodnym extraktem z této kapradiny. Konké&ta jednalo o inokulaci viru
mozaiky tabaku (TMV) a viru mozaiky okurky (CMV) nabak Nicotiana tabacum,
N. glutinosa a merlik(Chenopodium amaranticolarNejvyssi inhibtni GsgSnost

extraktu byla 1 hodinuipd vlastni inokulaci (az 80 %).

Fytodiagnostika

Mnohé patogeny jsou po infikaci rostlinyiginami anomalii a i okem
rozliSitelnych zmén. Typické jsou tvarové deformace, malformace, \nage jiné
odliSnosti. Praxe ale ukazuje, Ze viry js@sto pitomny i v bezpiznakych rostlinach.
Vybér vzorki se potom stava nahodnym.

Virus také niiZze byt v pgateinim stadiu infekce rostliny a tedy Yils nizké
koncentraci pro usiSnou detekci. | proto se stasné diagnostické, molekulé&rn
biologické a sérologické metody pouzivané k izotamentifikaci vifi neustale

zlepSuji a zvysuje se jejich citlivost.

Pro rutinni diagnostiku virse nejastji pouziva sérologicky test ELISA
(imuno-enzymatické stanoveni). Jeho pouziti éelpoklada dostupnost protilatek
proti konkrétnimu viru a proto je tento test vhodgery pro detekci znamych vir
Omezeni maji i testy zaloZzené na amplifikaci nukéekyseliny (PCR, RT-PCR), u
kterych je zase nutna znalost sekvenceaggsti viroveho genomu.iBstoze oba
druhy test je v nekterych gipadech mozné pouzit pro detekci SirSi taxonomické
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skupiny (,univerzalni* antisérum nebo ,univerzal@ithplifikacni primery, nap proti

potyviram (Gibbs, 1997), nejsou to techniky schopné nalézhdmy virus.

Jednim z postup jak ziskat geneticky material neznamého virumgtoda
popsana Allanderem (2001), kterou byla prokaz&ftarpnost a posléze i identita
neznamych vik z rodu parvovirus ze vzoiikhowziho séra. Postup je vhodny na
detekci jak RNA-, tak DNA-Vi:

Postup pedpoklada, ze viry se vyskytuji v infilkovaném ornganu i ve fornd virovych
dastic, jejichz obal chrani uviitilozené nukleovou kyselinu. Analyza vzorkutwdni praci
byla provadna z krevniho séra. Vzorek byigiiltrovan a pitomné viry koncentrovany
centrifugaci. Hpadn& hostitelskd DNA byla odstega Sépenim Dnazoul. Nasledovalo
vyizolovani DNA a RNA z virovyclastic. Virovy genom (DNA nebo RNA) byt vitro
pieveden do podoby dsDNA &gen restriknim enzymenCsi®H, ktery vytvdil kohezni
konce pro naslednou ligaci s adaptorem NCsp (higonv@né oligonukleotidy Nbam24, AGG
CAA CTG TGC TAT CCG AGG GAG; a NCspl1, TAC TCC CT). Ligasni snes byla
pak templatem pro naslednou PCR pravéad primerem NBam24. Tim bylyipraveny
predevsim amplikony ohratené sekvencemi adaptoru, které bihynpiedstavovat pouze
¢asti virovych genoiin PCR produkty byly analyzovany na agarézovém d&ilné bandy

byly vyiiznuty, klonovany a sekvenovany.

Casto vyuzivanou technikou pro detekci fytévjie elektronova mikroskopie.
Transmisni elektronova mikroskopie byla pouzita@tw praci.
V tomto i v ostatnich postupeclpsavdpodobnost objeveni viru zvySuje

s jeho vziistajici koncentraci ve vzorku.
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Cile prace

Cilem této prace je prakticky zvladnout vySe uveéderetody a dalSi laboratorni
postupy. Jejich prosdnictvim pak najit v kapdarostech rostlinny virus a ptipac

urcit jeho dalSi vlastnosti.
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Material a metody

Rostlinny material:

Vzorky listi jednotlivych zastupcrodi hasivky Pteridium), bukovince
(Phegopteris)papradky(Athyrium),pérovniku Matteucia),kapra@d (Dryopteris)a
osladie (Polypodium)pyly sbirany v jiznich, $édnich a severnidhechach. Déle na
jizni a zapadni Morayv Nékolik méalo vzorki v zahranti — Norsku, Svédsku a

Chorvatsku.

Metody:

Izolace dsRNA:

» v treci misce byl zhomogenizovan vzorek kapradiny -gkérstvého pletiva
(0,2 g susiny) s 0,5 ml 1 % bentonitu a 2 ml 1 EST

* prevedeno do 50 ml kyvety

e pifidano 8 ml 1x STE, 1 ml 10 % SDS a 9.0 ml 1 x ST $6 etanolu

e nechano 30 minut négpace

« centrifugovano 15 minutip8 000 g a 10 °C

» supernatant byl odpipetovan &dan 96 % etanol (na 10 ml vzorku...2,1 mi
etanolu)

« centrifugovano 3 minutyip5 000 g a 10 °C

* dsRNA byla zachycena na kolonagppavené z 0,5 g vlaknité celuldzy v injek
stiikacce

» byl aplikovan vzorek ktery byl promyt 75 ml 1 x 56 16 % etanolu

e byl pfidan 1 ml STE, nechano 1 minutu stat, pi#heo a k ziskanému eluatu
dsRNA byl gidan stejny objem izopropanolu

» centrifugovano 5 minutipl7 000 ga 4 °C

« sediment dsRNA byl promyt 75 % etanolem a vysu&sewnakuovém
koncentratoru (speed-vac, Omni-Bio)

» ziskana RNA byla resuspendovana v 10 ul vody

-15 -



Ke kontrole vysledi byla pouzitaelektroforéza na polyakrylamidovém gelu:

e pripraven 6 % gel:

1,2 ml 50 2asobniho roztoku akrylamidu

140 pl 10 % amoniuergulfatu

1 ml 10 x TBE pufru

1 ml 10 x TEMED

7,66 mhB
e po zpolymerovani byl na gel nanesen cely objeroiamé dsRNA v 4 ul
vkladaciho pufru
. elektroforéza probihala v 1 x TBE pufrii 00 V do vyputovani signalni barvy
. gel byl barven 10 minut v fig/ml roztoku etidium bromidu a pozorovan pod
UV lampou

Purifikace vir a

* bylo rozmixovano 100 gerstvého materialu (20 g suchého) v 100 ml 0,1 M
fosfatového pufru, pH =7

» vznikly homogenat byl filtrovanies silonovou tkaninu &fen 1 hodinu na
michadle spolu s 10 ml butanolu a 10 ml chloroform

« centrifugovano 5 minutip8 000 g a 15 °C

* viry byly sraZeny ges noc fi 10 °C ze supernatantu 4 obj. % NaCl a 40bj. %
PEG 6 000 (Sigma)

» hruby purifikat byl gipraven diferenciéni centrifugaci fi 14 600 g, po
resuspendovani centrifugovano 2 minutiy8000 g, virus byl sedimentovan
ultracentrifugaci 2 hodinyip40000 g

« resuspendovano v 0,01 M P-pufru pH = 7, ulozeie g0 °C

Ke kontrole vysledi byla pouzitatransmisni elektronova mikroskopie:

* preparat fipraven sméeci metodou:

-16 -



* na kapku purifikatu viru o objemu 20 byla poloZzena na 5 min pouhlikovanou
stranou mikroskopicka®{a, poté byla osusena a obarvena 2 % roztokem
uranylacetatu

» preparat byl pozorovan v transmisnim elektronovékraskopu (JOEL 1010)ip
zwvétSeni 30 — 150 000

Izolace RNA (RNeasy Mini Kit, Qiagen)

e Kk 100pl purifikatu bylo gidano 450 pl pufru RLT a polosmi objem 96 %
ethanolu, promich&no a napipetovanoidmvé kolonky (zachyceni molekul RNA)
» centrifugovano 15 sekundid0 000 g

* kontaminanty byly vymyty pufrem RW1 a pufrem RP&anolem

* RNA byla vymyta centrifugaci 30 ul©

Detekce potyvir i RT-PCR (Gibbs, 1997)

Pro detekci byla pouzita metoda RT-PCR (reveraridkripce a polymerazova
fettzova reakce) za pouziti poty-specifického prime2tE% (5°-
TGAGGATCCTGGTGYATHGARAAYGG-3") a oligo (dTy)y primeru pro reverzni
transkripci.

* reakce probihala na iCycleru podle schématu:
45 minut 48 °C
3 minuty 95 °C
35 cykhi: 1 minuty @i 94 °C
1 minutu ip40 °C
2 minutyip72 °C
* reakni snes:
2 ul RNA
10 pl Access Quick MIX
55 ulB@
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0,5 pl AMV
1 pl primeru 321E6
1 ul primeru oligo(d¥)

Ke kontrole vysledi byla pouziteagar6zova gelova elektroforéza (1,5 %):

* 0,35 g agarézy bylo rozireno v 25 ml 0,5 x TBE

e po ztuhnuti byly do jednotlivych zukaplikovany obarvené vzorky a marker
» elektroforéza probihala v 1 x TBE pufriéi O — 100 V

» gel byl pozorovan pod UV lampou

Detekce RNA vir i metodou podle Allander a kol. (2001)

» Kk purifikatu bylo giddno 100 U DNazlya 1 pl smesi RN4z a reakce byla
inkubovana 1 hodip37 °C, za pitomnosti pouze Dnasyl nechano inkubovat 60 minut
pii 37 °C

» byla vyizolovana RNA (RNeasy Mini Kit, Qiagen)

» byla provedena RT-PCR (iCycler) podle ré&aikho schematu:

45 minui g8 °C
3 minutii p4 °C
30 cy#t 2 minuty ¥ 48 °C
6 vie pii 94 °C
2 minutii B8 °C

* realkéni snes:
11,5 pul RNA
12 pl Access Quick
1 pl random primer
0,5 ul AMV

» produkt byl gecisten kitem (QIAquick PCR purification Kit, QIAGEN):
* k25 ul vzorku bylo fidano 25 ul TE a 5 x celkového objemu PB
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» centrifugovano 1 minutuipl0 000 g
« pridano 0,5 ml PE, cenifugovano 1 a 2 minutiyl® 000 g, produkt byl vymyt do
50 ul TE

» CcDNA byla Stpena restrignim enzymem Csp6l a bylafidéno 6 pul pufru B

* inkubovano 1 hodinuip37 °C, poté byla sis ogtovre precisSténa

» precipitace
» ke vzorku byl pidan stejiy objem izopropanolu a byl ochlazen na ledu
» centrifugovano 15 v pii 15000g a 4 °C
* bylo pridano 250 ul 70 % etanolu
e centrifugovano 4 minutyip15 000 g
« etanol byl vylit a vysuSen (speed-vac, Omni-Bio)

» sediment byl resuspendovan ve ¥od

> ligace:
2 pl adaptoru (5"-AGGCAACTGTTATCCGAGGGAG-3) a (5'-
TACTCCCTCGG-3")
2 Wl liganiho pufru
1 ul T4 DNA ligazy
15 ul 4O
e smes byla ligovanafes noc i 4 °C

» PCR
1 pl DNA ligmi snesi
0,5 ul Tag-polymerazy
1 pul primeru 321M3 (5"-AGGBBTGTGCTATCCGAGGGAG-3)
1 ul dNTP
2 ul pufru
14,5 ul vody
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Reakce probihala n&iptroji ,Mini Cycle

r'™M« schéma programu:

30 cykh: 30 vtgin pii 94 °C
60 vi@n pri 55 °C
180 vin pri 72 °C
10 minutip72 °C

Ke kontrole vysledi byla pouziteagarézova gelova elektroforéza (1,5%).

prouzky byly vyiznuty z gelu a agiovreé precisteny kitem (QIA quick PCR
purification Kit, QIAGEN)
byla provedena PCR amplifikace (vizedeslé schéma), produkty byly

zkontrolovany na agarézoveé gelové elektroforéze

» byla provedena sekvenace
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Vysledky a diskuse

Pritomnost fytovifi v kapradinach byla detekovana celk&yimi metodami.
Jednalo se o trathi metody dnes jiZ rutinni fytodiagnostiky — izadadsRNA viru
(Valverde, 1990), purifikace vir(Methods in Virology, 1967), detekce potyir
prostednictvim RT-PCR a univerzalniho primeru (Gibbs Matkenzie, 1997),
izolace RNA viru progednictvim komeimiho kitu a no¥jSi metodou DNase-SISPA
(Allander, 2001).

Vysledky byly vyhodnocovany na elektroforetickygélech
(polyakrylamidovy, agar6zovy) nebo elektronovym rogkopem.

Vzorky

Jednotlivi zastupci z radhasivky Pteridium),bukovince Phegopteris),
papradky(Athyrium),pérovniku(Matteucia) kaprae (Dryopteris)a osladie
(Polypodium)yly nahodg sbirany na #kolika lokalitach vCeské republice. gkolik
malo vzork pochazi ze zahratii- Norska, Svédska a Chorvatska. Zadny ze
sebranych vzorkvizuelrg nevykazoval typickéifiznaky virove infekce.

Byly sbirany nadzemnsti rostlin — trofofylni i sporotrofofylni listy/zorky
byly bezprostedre po sebrani zpracovany nebo byly ususeny.

Celkem bylo zpracovano 64 vzdrk
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Dokumenta¢ni fotografie vzorkii:

asjizni Cech ¥4 Dryopteris filix-mas DeStna
(Vz.¢. 11) (Vz. & 2)

|

Polypodium vulgareCervena Lhota
(Vz. &. 25)
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Izolace dsRNA

Touto metodou bylo zpracovano apwyakrylamidovych gelech
vyhodnoceno 6 vzortk(Tab. 1). U vzorkiislo 4a se projevil 1 slaby prouzek,
odhadovana velikost je cca 2610 bp. Tato velikdgiowida rostlinnym dsRNA vim
z ¢elediReoviridae Kvuli nizké koncentraci nebylo mozné jeho dalSi zpvaod.

Tabulka 1:

vzorek hostitel polyakrylamidovy poznamka

gel

- nalez-

la A. filix-femina -

2a A. filix-femina -

3a A. filix-femina -

4a D. filix-mas + slaby prouzek,

2610 bp

5a D. filix-mas -

6a D. filix-mas -

Gel:

M-100bp marker (velikosti fragmeint{bp) odshora
smerem dofi: 1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400
300, 200, 100, 50)
4a — 10ul vzorku
4a — 151l vzorku

Prouzek 1 o velikosti cca 2610 bp.

(Poznamka: obrazek gelu byl spojen ze dvamych
fotografii.)

-23 -



Purifikace vir a

Purifikaci a naslednou transmisni elektronovouroskopii bylo zpracovano
27 vzorka (Tab. 2). Podeaelécastice byly vyfoceny a vyhodnoceny. Na fotografiich
vzorka 11, 22 a 27 jsou pragdodobr viry.

Izometrickacastice o piméru cca 20 nm na fotografii ze vzorku 11 odpovida
velikostem vifi z ¢elediComoviridae, Idaeoviridae, Nanoviridae, Luteovirgja
Tymoviridaea SobemoviridaeMohlo by se tedy jednat o zastupeiteré z nich..

Na fotografii ze vzorku 22 jsou zachyceny izomédgi¢astice s pravidelnou
Sestibokou strukturoastice se zde vyskytuji wznych velikostech, nejvice jsou
zastoupené ve velikostnim rozmezi 18-24 nm. Velikm$varem fipominaji viry
z rodi: nanovirus, babuvirus a panicovirus.

Pokud se potvrdi spravnost, Ze se jedna o virgiiasjednom z uvedenych
piipadi), predstavuje tento nalez prvniipad izometrického viru v kapt@rostech.

Vlakna na fotografii vzorkg. 27 délkou a $kou (cca 500 a 710 nm x 11 nm)
se nejvice podobaji vliaknitym wim z rodi: alexivirus, bymovirus, carlavis a
rymovirus. Mohlo by se tedy jednat o zastupé&eterého z rod vySe uvedenych nebo
jeho fragment.

Molekularnimi testy (detekce potyvuirmetoda podle Allandera) doposud
nebyla @gitomnost viru ve vzorku potvrzena.i¥e to byt zfisobeno koncentraci viru
ve vzorku, ktera by tedy byla pod jejich detekhranici.

Preparét ze vzorku 15 byl poSkozen a nebylo mproiéiédnout ho
v elektronovém mikroskopu. Poskozeni vzniklo n&egpieopatrnym zachazenitin p

zhotovovani preparatu.

200 nm

Vzorek¢. 11, izometricky virus o velikosti cca 20 nm
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tice s pravidelnou

izometrick&as
tibokou strukturou o velikosti cca 18-

¢. 22

Vzorek

™

24 nm

Ses

Vzorekg. 27, vldkna o velikostech cca: 500 nm a 710

nmx11nm
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Tabulka 2:

vzorek hostitel preparat TEM poznamka
- nalez-
1 A. filix-femina + -
2 D. filix-mas + - fotografie
3 P. vulgare + -
4 D. filix-mas + - fotografie
5 D. filix-mas + - fotografie
6 D. filix-mas + - fotografie
7 D. filix-mas + - fotografie
8 D. dilatata + - fotografie
9 D. filix-mas + -
10 D. filix-mas + -
11 D. filix-mas + + fotografie
12 A. filix-femina + - fotografie
13 A. filix-femina + - fotografie
14 D. filix-mas + - fotografie
15 D. filix-mas - - po3kozena
miizka
16 P. lobatum + -
17 P. aquilinum + -
18 M.struthiopteris + -
19 P. connectilis + -
20 A. filix-femina + -
21 P. aquilinum + - fotografie
22 A. distentifolium + + fotografie
23 A. distentifolium + -
24 D. filix-mas + - fotografie
25 P. vulgare + -
26 D. filix-mas + + fotografie
27 P. aquilinum + -
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Detekce vini metodou podle Allander a kol. (2001)

Touto metodou, kterd ma zachytit libovolny DNIARNA virus o koncentraci
od 1@ &astic/ml, bylo zpracovano 16 vzdrkTab. 3).

Ke vzorkim ¢islo 11, 18, 19, 20 a 21 byl (kréMO0U Dnazy) piidan 1pl
smési Rn4z a reakce byla inkubovana 1 héid3@ °C.

Nalezy na agardzovych gelech u vzorku 11 a 12 pghitivni. Z obou vzork
byly nejsilrgjSi prouzky vyiznuty, gecistény kitem (QIA quick PCR purification Kit,
QIAGEN), amplifikovany na PCR a ¢fvre prokehla elektroforéza na agar6zovém
gelu. Dva nejutSi produkty (cca 1110 bp a 680 bp) byly sekveng\amysledky byly
porovnany s databazi v GenBank. Ziskané sekveradpogidaly nukleové kysekn
RNA ani DNA vir.

Tabulka 3:
vzorek hostitel agarozovy gel sekvenace poznamka
-nalez-
8 D. dilatata - -
9 D. filix-mas - -
11 D. filix-mas + + + RNaza
12 A. filix-femina + +
13 A. filix-femina - -
14 D. filix-mas - -
18 M. struthiopteris - - + RNaza
19 P. connectilis - - + RNaza
20 A. filix-femina - - + RNaza
21 P. aquilinum - - + RNaza
22 A. - -
distentifolium
23 A. - -
distentifolium
24 D. filix-mas - -
25 P. vulgare - -
26 D. filix-mas - -
27 P. aquilinum - -
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11 1% 12 2 M

Gel:

Vzorky 11, 11 (100xedny), 12, 12 (100x
feddny) — velikosti prouzk cca:
1-1110bp

2 —680 bp

3-270 bp

4 —210 bp

5-180bp

M — Middle Range marker (velikosti
fragment (bp) odshora sénem dofi:
5000, 2000, 850, 400, 100)

Priklad amplifikace stejného vzorku 11
zpracovaného podle metody Allander
(2001).

Gel:

M — Middle Range marker (velikosti fragmént
(bp) odshora semem doti: 5000, 2000, 850,
400, 100)

11 — vzorek 11 (&)

11 — vzorek 11 ()

(Foto Petrzik)
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Detekce potyvir 1 RT-PCR

V této préaci byl pro RT- PCR pouzit poty-speciffgbrimer 321E6
(5"- TGAGGATCCTGGTGYATHGARAAYGG-3' - Gibbs and Maekzie, 1997) a
oligo (dT)7 primer pro reverzni transkripci. Bylo zpracovardovkorki (Tab. 4),
piicemz zadny nevysSel pozitign

Negativni vysledky si vysstlujeme nepitomnosti viti nebo nizkou

koncentraci vil ve vzorcich.

Tabulka: 4
vzorek hostitel RT - PCR agarozovy gel
-nalez-
3 P. vulgare + -
4 D. filix-mas + -
5 D. filix-mas + -
6 D. filix-mas + -
7 D. filix-mas + -
8 D. dilatata + -
9 D. filix-mas + -
10 D. filix-mas + -
11 D. filix-mas + -
12 A. filix-femina + -
13 A. filix-femina + -
14 D. filix-mas + -
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Zaver

Cilem prace bylo zjistit, zda je mozné v kafweostech detekovatipomnost

fytovirt, o kterych jsou jen velmi kusé a neuplné informace

Vzorky listi jednotlivych zastupcroda Pteridium, Phegopteris, Athyrium,
Matteucia, Dryopteris a Polypodiubyly sbhirany vCechach, na Morava v zahrardi
— Norsku, Svédsku a Chorvatsku. &byl nahodny - Zadny ze sebranych vZork
nenel typické piznaky virové infekce.

S vyjimkou relative specifické detekce potyvijsem ostatnimi metodami
ziskala vysledky, které nazhgi pritomnost fytoviti.

Ptimym dikazem je pitomnost izometrické virové&astice o rozréru 20 nm ve
vzorku¢. 11 a velkého mnozstvi izometrickyeastic s pravidelnou Sestibokou
strukturou o piméru od 18 nm do 24 nm ve vzorku 22. Taktéz vlakeédstice (cca
500 nm a 710 nm x 11 nm) ve vzorku 27 by mohlyuigveho givodu.

Rovrez usgsna izolace dsRNA ve vzorku 4a naana, Ze v dané rostkéne

piitomna RNA dalSiho organismu, podle znamych digagavdpodobrg viru.

NejslibrgjSi vysledek byl ziskdn metodou podle Allanderg; ke dvou

vzorcich bylo namnoZzeno spektrum produikiteré by mohly byt virovéhotpodu.
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