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1. UVOD

Pocatky rostlinné virologie se datuji do osmdesatych let devatendctého stoleti, kdy
védci objevili patogen, ktery byl odlisSny od bakterii a hub (van der Want a Dijkstra, 2006).
Vroce 1882 se Adolph Mayer zabyval zdhadnou nemoci tabaku, kterou pozdé€ji nazval
,,mozaikovou nemoci“. Mayer vyloucil houbu jako patogen zpiisobujici mozaikovou nemoc,
ale zaroven nedokazal urcit bakterii, ktera by byla pficinou této nemoci (van der Want a
Dijkstra, 2006). Diky Mayerovi se ,,mozaikovou nemoci“ tabaku zacal zabyvat i Martinus
Willem Beijerinck. Zjistil, ze ptvodce zahadné nemoci je schopen projit porcelanovym
filtrem, ktery se pouzival k zadrZeni bakterii. Stejné vysledky publikoval par let pied
Beijerinckem 1 Dmitrij Ivanovski. Beijerinck prokéazal, ze agens zptsobujici ,,mozaikovou
nemoc* se pohybuje agarem a musi byt tudiz tekuty nebo rozpustny. Také prokazal, ze i
ptefiltrovanou $tdvou znemocnych rostlin lze nemoc pfenést (Bos L., 1999). Byl to
Beijerinck, kdo si prvni uvédomil, ze plvodce ,,mozaikové nemoci se lisi od ostatnich
mikroorganismi. Pozdéji byly podobné patogeny objeveny i jako ptivodci onemocnéni lidi a
zvifat a byly nazyvany filtrovatelnymi viry. Casem byl vynechan pfivlastek filtrovatelny a
zustal pouze nazev virus (Bos L., 1999).

Dalsi snahy védct vedly ke stanoveni chemickych latek, ze kterych se viry skladaji.
Ve tricatych letech dvacatého stoleti byly viry popsany jako komplex proteinu a nukleové
kyseliny. Brzo poté byly poprvé pozorovany virové ¢astice v elektronovém mikroskopu (Bos
L., 1999).

Nejprve bylo na viry nahlizeno jen jako na ptivodce nemoci. Prvni ndzory byly takové,
ze stejny virus zpusobuje vSechny mozaikové nemoci rostlin. Dal§i badani a pokusy
s o¢kovanim riznych druhi rostlin §tavou z nemocnych rostlin pfineslo poznani, Ze existuje
vice virtl. AZ toto poznani vedlo ke snaze jednotlivé viry dale zkoumat a popsat je. Popis virti
zahrnoval nejen jejich pozorovani elektronovym mikroskopem, ale i popis priznaki, které se
po inokulaci virem objevovaly na rostlinach (van der Want a Dijkstra, 2006).

Byl zkouman pohyb viru rostlinou, pohyb z buiiky do bunky plazmodezmaty, stejné
jako pohyb vaskularnim systémem rostliny pii systémové infekci.

Sérologické metody a upravené Kochovy postulaty pro viry umoznily jasnou
identifikaci virG jako pavodct konkrétnich nemoci. S nastupem novych metod
(sérologickych a pozd¢ji molekularnich) se védci zacali vice zabyvat zkoumanim

pribuzenskych vztahli mezi viry a jejich klasifikaci.



V dnesni dobé¢ jsou to prevazné metody molekularni biologie, které nam dovoluji viry
podrobné zkoumat, sekvenovat jejich genom a poznavat mechanismy replikace.

Stale vSak mnohé nevime o mnozeni viru v rostlinach. Neméme zadné piesné
informace o koncentraci viru v rostliné béhem infekce. Nevime, kolikaty den po inokulaci je
koncentrace viru v rostliné nejvyssi, a nevime ani, jak se koncentrace viru méni v prilbéhu
infekce v jednotlivych ¢astech rostliny. Odpovédi na tyto otazky by nejen objasnily dalsi
podrobnosti ohledné virQi, ale mohly by byt vyuzity i pfi ozdravovani rostlin pomoci kultur
meristémovych vrcholil nebo k odhadnuti nejvhodnéjsi doby k aplikaci riznych ozdravnych

prostredk.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Virus mozaiky redkvicky

Virus mozaiky fedkvi¢ky (Radish mosaic virus — RaMV) objevil Tompkins roku 1939
v Kalifornii (Brunt et al., 1996). V roce 1968 byl virus objeven v Japonsku (Tochihara, 1968),
kde byl nejprve povazovan za jiny virus a nazvan Radish enation mosaic virus. O rok pozd¢ji
se zjistilo, Ze jde o izolat viru mozaiky fedkvicky (Campbell a Tochihara, 1969). Prvni vyskyt
viru v Evropé byl zaznamenan v Jugoslavii (Stefanac a Mamula, 1972). Pozdg&ji byl virus
nalezen v Maroku (Koenig a Fischer, 1981) a Iranu (Farzadfar et al., 2004). Z tohoto vyskytu
se da usuzovat, ze virus je celosvétove rozsiten.

Ptibuznost izolath zrGznych cCasti svéta byla posuzovana pozorovanim symptomi,
okruhu hostitelskych rostlin, které virus napada, vektorti, které jsou schopny virus pienaset,
ale hlavné pomoci sérologickych testl — zvlast¢ difuzniho testu v agaru. Na zaklad¢ téchto
testll se zjistilo, Ze Radish enation mosaic virus je izolatem RaMV (Campbell a Tochihara,
1969). Stefanac a Mamula zjistili, Ze jugoslavsky izolat HZ je sérologicky piibuzny aviak ne
totozny s kalifornskym izolatem RaMV. Jugoslavsky izolat vykazoval i jisté rozdily ve
spektru hostitelskych rostlin - neinfikoval fedkev, zato byl dobfe adaptovan na jiné rostliny
&eledi Brassicaceae (Stefanac a Mamula, 1972). Pfi rozsahlém testovani izolati z rozdilnych
lokalit a hostitelskych rostlin v Cechich byla mezi témito izolaty zjisténa sérologicka
variabilita. Heterologni reakce byly pozorovany i mezi izolaty zjednoho pole. Do téchto
rozsahlych pokust byly zahrnuty také izolaty z Ruska a Italie. Vyskyt heterolognich reakci
prokazal variabilitu mezi evropskymi izolaty (Spak a Kubelkova, 2000). Dnes ma RaMV dvé
sérologické podskupiny: izolaty z Kalifornie a Japonska a Evropské izolaty (ICTVdB
Management, 2006).

RaMYV se tadi do rodu Comovirus, ktery spolu s rody Nepovirus a Fabavirus patii do
¢eledi Comoviridae (Brunt et al., 1996), ktera obsahuje neobalené rostlinné RNA viry. Nazev
Comovirus je odvozen od Cowpea mosaic virus (CPMV), ktery je typickym piedstavitelem
tohoto rodu. Do rodu Comovirus jsou kromé RaMV a CPMV zafazeny dalsi viry: Andean
potato mottle virus (APMoV), Bean pod mottle virus (BPMV), Bean rugose mosaic virus
(BRMYV), Broad bean stain virus (BBSV), Broad bean true mosaic virus (BBTMV), Cowpea

severe mosaic virus (CPSVM), Glycine mosaic virus (GMV), Pea green mottle virus



(PGMYV), Pea mild mosaic virus (PMiMV), Quail pea mosaic virus (QPMYV), Red clover
mottle virus (RCMYV), Squash mosaic virus (SgMV), Ullucus virus C (UVC) (ICTVdB
Management, 2006). Do rodu Comovirus byl zatazen i nové objeveny Turnip ringspot virus
(TuRSV; Rajakaruna et al., 2007).

Genom téchto rostlinnych vird je rozdélen do dvou jednovldknovych RNA s plus
polaritou. Obé genomové RNA comovirti jsou zvlast enkapsidovany do ikosahedralnich
¢astic o praméru 28 nm (Pouwels et al., 2002).

Spektrum hostitelskych rostlin comovir je pomérné tzké — vétSina comovird,
s vyjimkou Andean potato mottle viru, Squash mosaic viru a viru mozaiky fedkvic¢ky infikuje
pouze rostliny ¢eledi Leguminosae (Komatsu et al., 2007).

Virus mozaiky fedkvicky byl donedavna jedinym comovirem, ktery napadé rostliny
Celedi Brassicaceae. Ptirozenymi hostiteli viru mozaiky fedkvic¢ky jsou Brassica campestris,
B. campestris ssp. napus, B. oleracea, Raphanus sativus a Eruca sativa. Mezi symptomy,
které lze pozorovat na rostlinich infikovanych RaMV, patfi mozaiky, deformace listu,
krouzkovitost, chlorotické a nekrotické skvrny, systémové mozaiky. Za experimentalnich
podminek je RaMV schopen infikovat rostliny z ¢eledi Amaranthaceae, Chenopodiaceae,
Brassicaceae, Cucurbitaceae, Solanaceae. Mezi necitlivé hostitelské rostliny patii naptiklad
Beta vulgaris, Cucumis sativus, Cucurbita pepo, Vicia faba (ICTVdB Management, 2006).

Obr. 1: Piiznaky RaMV na S. alba dvacet dni po inokulaci.



RaMV je dobie pfenosny mechanickou inokulaci, da se pienést roubovanim (ICTVdB
Management, 2006), ale nepienaSi se semeny (Campbell a Colt, 1967). Jako vSechny
comoviry je prenosny hmyzem tadu Coleoptera, jmenovité brouky Phyllotreta spp., Epitrix
hirtipennis a Diabrotica undecimpunctata (Adams a Antoniw, 2005).

Viriony RaMV jsou sférické a maji praimér 30 nm (ICTVdB Management, 2006).
Kapsidy viru jsou tvoieny dvéma obalovymi proteiny L (large — velky) a S (small — maly),
z nich? kazdy se v jednom virionu nachazi v $edesati kopiich (Zemla et al., 1998). Virus
produkuje v rostlinach tfi druhy ¢astic, které 1ze oddélit gradientovou centrifugaci — Castice B
(bottom, sedimentacni koeficient 116 S), M (middle, 97 S) a T (top, 57 S), z nichz pouze
Castice B a M nesou genomovou RNA. Céstice T jsou prazdné (Davies, 1985; Adams a
Antoniw, 2005). Castice B obsahuji jednu molekulu RNA1 a &astice M jednu molekulu RNA
2. Oba druhy ¢astic jsou nutné k infekci virem (Kassanis et al., 1973).

Velikost genomu RaMV je asi 10 000 nukleotidd (ICTVdB Management, 2006). Je
tvofen jednovldknovou RNA, kterd je rozdélena na dvé molekuly - RNA1 a RNA2. Ob¢
genomové RNA maji na svém 3' konci poly(A) trakt a na 5' konci kovalentné vazan VPg
protein (Davies, 1985). VPg protein RaMV je s RNA spojen fosfodiesterovou vazbou, které
se ucastni 5' koncovy nukleotid RNA a serinové reziduum proteinu (Drygin et al., 1987). VPg
protein chrani 5' konce genomové RNA, i¢astni se replikace, sestavovani virionll a interaguje
s geny rezistence a modulace reakce hostitele na infekci (Rosypal et al., 2002).

Kazd4 genomova RNA je translatovana, ¢imz vznikne jeden dlouhy polyprotein, ktery
je Stépen na jednotlivé funkéni proteiny virovou proteazou. Zatimco RNA1 koduje proteiny
ucastnici se replikace, RNA2 koduje strukturni proteiny a proteiny podilejici se na pohybu
viriont z buniky do buiky (Spall et al., 1997).

Kompletni sekvence RNA1 je dlouha ptiblizné¢ 6000 nukleotidi. Produktem translace
této RNA je 210 K protein, ktery je virovou proteazou rozstépen na pét proteint: kofaktor
proteazy (35 K), helikdzu (68 K), VPg protein (3 K), protedzu (24 K), RNA dependentni RNA
polymerdzu (81 K). Gen pro polymerazu koduje protein dlouhy 707 aminokyselin, coz je
kromé& polymerazy APMoV (703 aa) nejkrat$i polymeraza comoviri (Petrzik et al., 2005).
Kazdy z téchto proteinti obsahuje domény a motivy charakteristické pro comoviry (Komatsu
etal., 2007).

Asi 4000 nukleotiddt dlouhd RNA2 obsahuje jeden ¢teci ramec se dvéma AUG start
kodony. Zacne-li translace na prvnim AUG (nt 417-419) je produktem 123 K protein, ktery je



protedzou Stépen na kofaktor potfebny pro replikaci a velky a maly obalovy protein. Pti
translaci z druhého start kodonu (nt 783-785) vznikne protein o hmotnosti 108 K. Tento
protein je Stépen za vzniku velkého a malého obalového proteinu a movement proteinu (MP).
Translace RNA2 u RaMV pravdépodobné zacina ¢astéji z druhého start kodonu, stejné jako u
ostatnich comoviri (Komatsu et al., 2007). Movement protein, ktery se vyskytuje u vétSiny
rostlinnych virti, pomaha viru §ifit se v rostliné (Carrington et al., 1996). Da se ptedpokladat,
ze stejn¢ jako u CPMV, MP viru mozaiky fedkvicky vytvari tubuldrni utvary, kterymi jsou
Castice viru prepravovany z buniky do buniky (Pouwels et al., 2002), a pfi tomto procesu

interaguje svym C-koncem s virovymi ¢asticemi (Carvalho et al., 2003; Bertens et al., 2003).

2.2 Turnip ringspot virus

Turnip ringspot virus (TuRSV) byl objeven v roce 1996 v Ohiu. Na rostlinach celedi
Brassicaceae byly pozorovany chlorotické skvrny a mozaiky (Rajakaruna et al., 2007). Prvni
publikace o viru se objevila az v roce 2007. Protoze virus byl objeven teprve nedavno, mnoho
0 ném zatim neni znamo.

Elektronovéd mikroskopie odhalila ikosahedrdlni Castice o praméru asi 28 nm a na
zaklad¢ alignmentu osekvenovanych fragmenti z RT-PCR byl virus zatfazen do rodu
Comovirus. Byla zjisténa velikost obalového proteinu 40 K, coZ odpovida velikosti obalového
proteinu u comovirt.

Pomoci RT-PCR byly ziskany kratké sekvence RNA tohoto nového viru. Pfi
porovnani téchto usekti s odpovidajicimi tiseky RNA viru RaMV byla zjisténa homologie
70,1% na nukleotidové trovni a 78,7% na aminokyselinové urovni pro RNA1. Homologie
s ostatnimi comoviry byla nizsi.

TuRSV je mechanicky pfenosny na rostliny celedi Brassicaceae. P#i inokulaci
riznych ekotypu A. thaliana byly pozorovany rizné symptomy — nékteré rostliny po
inokulaci odumftely, jiné ekotypy se ukazaly byt vici infekci odolné (Rajakaruna et al., 2007).

V roce 2007 byl virus objeven v izolatu z ¢inského zeli z Ruska. To ukazuje na vyskyt

viru nejen v Americe, ale také v Evropé (Koloniuk et al., 2008).



2.3 Real - time PCR

Real-time PCR je molekularni metoda zaloZend na principu klasické PCR
(polymerazové tetézové reakce). Pii klasické PCR je amplifikovany produkt detekovan po
probéhnuti reakce pomoci gelové elektroforézy. Pti real-time PCR je produkt detekovan a
méten po kazdém cyklu, coz umoziuje detekci produktu a zaroven kvantifikaci vychoziho
mnozstvi templatu. Odpada potieba gelové elektroforézy, ¢imz se zkracuje Cas potfebny pro
ziskani vysledk.

Pti real-time PCR je mozno pracovat také s RNA, pak mluvime o real-time RT PCR.
Real-time RT PCR je zvlasté pouzivana pro expresni analyzy (Leong et al., 2007; Bustin,
2000), kde je diky vysoké citlivosti a snadnému provedeni idealnim nastrojem pro detekci a
kvantifikaci mRNA.

Detekce PCR produktu v prubéhu reakce je umoznéna piidanim fluorescencni barvy
do reakéni smési. ZvySeni mnozstvi PCR produktu se odrazi ve zvySeni fluorescence.
Specialni cycler, ve kterém reakce probiha, méfi fluorescenci po kazdém cyklu a
zaznamenava udaje.

Tyto udaje jsou posléze softwarem vyneseny do grafu, kde na ose x lezi jednotlivé
cykly (napt. 1-35) a na ose y je vynesena fluorescence. Ktivka amplifikacni reakce ma dve
faze: exponencialni, ve které se mnozstvi PCR produktu zdvojnasobi v kazdém cyklu a
neexponencialni plateau fazi, kde doslo k vycerpani nékteré z komponent reakce.

Na pocatku reakce je fluorescence nizka a nedetekovatelnd. S priibéhem reakce se
postupné hromadi mnozstvi PCR produktu, ¢imz narista i fluorescence. Cyklus, ve kterém se
nahromadilo tolik PCR produktu, ze fluorescence byla detekovana, se nazyva treshold cycle
(Cy). Hodnoty C; jsou riizné pro jednotlivé vzorky a zavisi na pocate¢nim mnozstvi templatu.
VEtsi mnozstvi templatu znamena, ze méné cykli staci na dostatecny (detekovatelny) nartst
fluorescence. Takovy vzorek ma nizs§i C,. Hodnota C; je stanovena v exponencialni ¢asti, kdy
zadna z reakénich komponent neni limitujici (Bustin, 2000).

K ovéfeni spolehlivosti reakce slouzi standardni kiivka. K sestrojeni standardni kiivky
je zapotiebi provést reakci s fedici fadou templatu. Standardni kfivka se sestroji vynesenim
logaritmu mnozstvi templatu (nebo fediciho faktoru) oproti C; pro dané fedéni. Standardni
ktivka je vétSinou produkovana softwarem, ktery také spocita korelacni koeficient. Korela¢ni
koeficient nam dava informaci o tom, jaka je variabilita mezi replikaty a zda je amplifikace

stejné efektivni pro rtizné vychozi koncentrace templatu (Dorak, 2006). Korela¢ni koeficient
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nam také ukazuje chybu pii fedéni a pipetovani. Optimalni hodnota korelac¢niho koeficientu je
>0,990.

PCR produkty je mozné ovéfit analyzou kiivky tani (melt-curve analysis). Po skonc¢eni
PCR reakce je postupné zvySovana teplota a zaroven métena fluorescence. S rostouci teplotou
PCR produkty postupné denaturuji, ¢imz fluorescence klesd. Zména fluorescence je vynesena
do grafu jako funkce zmény teploty. Jednotlivé vrcholy kiivky predstavuji PCR produkty
charakteristické svou teplotou tani (Ty,). Tato analyza nam umoziuje odhalit nespecifické
amplifikace i bez gelové elektroforézy (Dorak, 2006).

Existuji dva zakladni typy chemickych pfistupii vyuzivanych v real-time PCR: ptidani
nespecifickych interkala¢nich fluorescencnich latek (SYBR Green I, YO-PRO-1, etidium
bromid; Mackay et al., 2002) do reakéni smési nebo pouziti znaCenych sekvenéné
specifickych primert a prob (TagMan, molecular beacons, scorpions primer).

Nenavazany SYBR Green I v roztoku vykazuje nizkou fluorescenci. Ma schopnost
vazat se nespecificky na dsDNA, coz vede ke znaénému zvySeni fluorescence. V PCR reakci
se vaze na nove vznikajici dvouvlaknové useky pii extenzi primerd a tim dochazi ke zvyseni
fluorescencniho signalu, ktery je po kazdé extenzi métfen. Vzhledem k nespecifické vazbé na
dsDNA dochazi k zaclenéni i do nespecifickych PCR produktii nebo dimerd primerd. Timto
dochazi k nepiesnostem a zkresleni vysledkii. Nespecifické produkty lze detekovat analyzou
ktivky tani (Bustin a Nolan, 2004).

Vyhodou nespecifickych fluorescencnich barev je nizkd cena a jednoduchost
provedeni. Pfi vhodném designu pokusu a optimalizaci PCR reakce 1ze dosahnout vysledkt
srovnatelnych s pfistupem TagMan, ktery obecné zajistuje vétsi specifitu reakce (Ponchel et
al., 2003). Jednou znevyhod tohoto pfistupu je nemoznost vyuziti pro multiplex reakce
(reakce s n¢kolika pary primeri v jedné zkumavce) - neni mozné odlisit fluorescencni signal
jednotlivych amplikonti ve zkumavce.

Pouziti znacenych oligonukleotidi a prob vyuziva fluorescenéné rezonancniho
ptenosu energie (FRET) mezi fluoroforem a zhaSecem nebo jiny princip zhaSeni fluorescence.
FRET je spektroskopicky proces ptenosu energie mezi dvéma molekulami vzdalenymi az 100
A (Mackay et al., 2002). Tento princip se pouziva, aby zabranil fluorescenci préby nebo
znaceného oligonukleotidu pted jejim specifickym navazanim pii amplifikaci produktu.

Nejpouzivangjsi technologii, ktera vyuziva znaCenou probu je TagMan. TagMan
kromé sekvencné specifickych primert vyzaduje pritomnost sekvencné specifické TagMan

proby, ktera na svém 5' konci nese fluorescencni reportérovou molekulu a na 3' konci zhasec



fluorescence. Intaktni proba nevykazuje zadnou fluorescenci diky blizkosti reportéru a
zhasece. Pti annealingu hybridizuje proba na cilovou sekvenci ve sméru extenze nového
tetézce. 5'-3' exonukleazova aktivita DNA polymerazy odstépi pii extenzi primeru
reportérovou molekulu (ta se uvolni z blizkosti zhasece) a dojde k uvolnéni fluorescence,
ktera je detekovana (Bustin, 2000).

Vyhodou pouziti znaCenych prob je specifita reakce. Mezi nevyhody patii slozitéjsi
design proéb a finan¢ni narocnost.

Jak jiz bylo uvedeno, hlavni piednosti real-time PCR je moZnost stanoveni vychoziho
mnozstvi templatu. Je mozné pouzit absolutni nebo relativni kvantifikaci templatové DNA.
Absolutni kvantifikace udava pfesné mnozstvi templatu na pocatku reakce v danych
jednotkach (pg, copy number), Casto prepocitané na mnozstvi tkané nebo pocet bunék.
Relativni kvantifikace zaznamenava zmény v expresi gend (v mnozstvi templatu) mezi vzorky
a vyjadfuje je v poméru k mnozstvi jiné DNA, ktera slouzi jako standard neboli referenc¢ni
gen. Kvantifikace je tedy relativni — udavd mnozstvi templatu vzhledem k mnozstvi templatu
jiného vzorku (Bustin, 2000, Pfaffl 2001). Pro relativni i absolutni kvantifikaci je vyvinuto
nekolik matematickych postupti zpracovani dat.

Spektrum technologii real-time PCR umoziiuje pouziti této metody v nejriznéjsich
aplikacich a oborech. Velice rozsifené je pouziti real-time PCR v molekularni diagnostice,
napiiklad k detekci a kvantifikaci lidskych (herpes simplex viru, lidského cytomegaloviru;
Mackay et al., 2002) a rostlinnych virti (Mason et al., 2008, Webster et al., 2004) nebo plisni
a bakterialnich patogenti (Brouwer et al., 2003). Real-time PCR slouzi také k detekci a
stanoveni obsahu GMO (geneticky modifikovanych organisml) ve vzorcich potravin
(Hernandez et al., 2001, Mide et al., 2006). Diky moznosti kvantifikovat vychozi mnozstvi
templatu je real-time PCR ¢asto vyuzivana pfi studiu exprese gend.

Vzhledem k Sirokému vyuziti metody se da ocekavat velky rozvoj technologii real-
time PCR v budoucnosti. V soucasné dob¢ se objevuji prvni systémy umoznujici real-time
PCR na mikrocipu o velikosti mikroskopového kryciho sklicka (Mumford et al., 2006).
Vyvijena je real-time PCR na mikroCipu, kde je mnozstvi amplifikované DNA po kazdém

cyklu detekovano méfenim elektrochemického signalu (Yeung et al., 2008).



3. CILE PRACE

Cilem mé prace bylo stanovit relativni mnozstvi virové RNA virt RaMV a TuRSV

v rostlinach v pritbéhu virové infekce pomoci real-time PCR a na zdkladé ziskanych udajt

porovnat uspeSnost replikace a $ifeni téchto dvou comovirt.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pracovala jsem s viry RaMV a TuRSV. Izolaty viri pochazeji ze sbirky oddéleni
Rostlinné virologie, Ustav molekularni biologie rostlin, AVCR. Pro o¢kovani rostlin jsem
pouzila izolat RaMV 1, ktery byl nalezen v Brassica napus L. var. silvestris nedaleko Ceského
Krumlova (Spak, 1992). Izolat viru TuRSV M3 pochazi z Ruska. Byl nalezen v rostling

Brassica pekinensis z botanické zahrady moskevské statni univerzity (Koloniuk et al., 2008).

4.2 Oc¢kovani rostlin

Pro ockovéni pokusnych rostlin byly pouzity ptiznakové listy z rostlin naockovanych
ptislusnymi izolaty (RaMV1 a M3). Pied ockovanim byly rostliny testovany pomoci real-time
PCR pro zjisténi relativniho mnozstvi viru. V rostlin€ s virem RAMV 1, kterou byly ockovany
pokusné rostliny bylo 1,6 x vice virové RNA nez 18S ribozomalni RNA (standardu). V
rostlin¢ infikované izolatem M3 byla hladina virové RNA 1.3 x vyssi nez hladina standardu
(vypocet viz 4.7 Vypocty relativniho mnozZstvi virové RNA). Mnozstvi obou viri v rostlinach,
které byly pouzity k inokulaci, bylo fadove stejné. Listy byly homogenizovany v tieci misce
spolu s 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7. Vznikla suspenze byla nanesena na vSechny listy
ockovanych rostlin. Inokulum bylo po dvou hodindch oplachnuto vodou z konve. Oba viry
byly o¢kovany na rostliny hoic¢ice bilé (Sinapis alba). Na ockovani byly vybrany rostliny
priblizné stejné velké a se stejnym poctem listd. Rostliny byly kultivovany ve skleniku pti

teploté 15-20°C.

4.3 Odebirani vzorka

Kazdym virem bylo naoCkovano tficet rostlin. Aby bylo mozné stanovit mnozstvi viru
v prubéhu virové infekce, vzorky byly odebirany ve dnech 1, 2, 5, 10, 20 a 30 ode dne
inokulace. Den inokulace byl pocitan jako den 0. Kazdy den odbéru vzorka bylo zpracovano
pet rostlin od kazdého viru nasledujicim zplsobem: rostlina byla rozd€lena na jednotlivé
segmenty podle poctu listl a stejné segmenty z péti rostlin byly zamrazeny jako jeden vzorek.
Jeden segment znamena jedno patro listd a pal stonku mezi dal§im patrem. Poslednim
segmentem u kazdé rostliny byl vrchol. Pro kazdy den odbéru bylo tolik vzorkt, kolik méla
rostlina pater listl (viz obrazek 2). Tento zptsob odbéru vzorkid byl zvolen tak, aby umoznil

stanovit mnozstvi viru v jednotlivych ¢astech rostlin v pribehu virové infekce.
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Obr. 2: Schéma rozdéleni rostlin pfi odebirani vzorka.

Pro stanoveni mnozstvi virové RNA RaMV a TuRSV v rostlinach byly pouzity zdravé
rostliny S. alba jako standard: 35 zdravych rostlin bylo kultivovano za stejnych podminek
jako rostliny inokulované viry. Z téchto rostlin byly odebirany vzorky ve stejnych dnech jako
z infikovanych rostlin a navic i vden 0. Kazdy den odbéru vzorku bylo zpracovano pét
rostlin. Rostliny nebyly d€leny na segmenty, ale vSechny byly sklizeny a smichany jako jeden
vzorek. Vzorky ze vSech dni byly smichany, a vznikl tak jeden standardni vzorek. Tento
vzorek byl pouzit jako standard ke stanoveni mnozstvi vira RaMV i TuRSV. Vsechny vzorky

byly skladovany v mrazaku pfi teploté - 20°C.

4.4 1zolace RNA

RNA byla izolovana kitem RNeasy® Plant Mini Kit od firmy QIAGEN. Izolace byla
provedena podle ndvodu. RNA byla eluovana do 35 pl H>O. Kolonka byla timto objemem
promyta dvakrat. Pfi homogenizaci tkan¢ v tekutém dusiku byl vzdy homogenizovan cely
vzorek (tedy smés stejnych segmentd zpéti rostlin) a na izolaci RNA bylo
z homogenizovaného vzorku odebrdno 100 mg. Postup homogenizace celého vzorku a
nasledné odebrani pfiblizné 100 mg materidlu byl zvolen proto, aby ve vzorku RNA byla

skutecné obsazena RNA ze vSech péti rostlin, které tvotily vzorek.

4.5 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena s pouzitim enzymu RevertAid™ H Minus
M-MuLV Reverse transcriptase od firmy Fermentas. Tato reverzni transkriptaza je geneticky

modifikovana reverzni transkriptdza Moloney Murine Leukemia viru, kterd se od ptivodni
12



reverzni transkriptazy lisi mimo jiné ztratou ribonukledzové H aktivity. Reakéni smés byla

michana do objemu 10 pl. Slozeni reak¢éni smési viz tabulka 1 (Tab. 1).

SloZky reak¢ni smési Objem slozky

Sterilni voda Sul
M-MuLV reverzni transkriptaza 200 u/pl 0,5 pl

5x reak¢ni pufr 2 ul
dNTP mix Roche (10 mM kazdy dNTP ) 1 ul
Random Hexamer primer (Fermentas)

0,2pg/ul 0.5 ul
RNA 1l

Tab. 1: SloZeni reak¢ni smési pfi reverzni transkripci.

Reakce byla provadéna v cycleru MiniCycler (Biotech) za nésledujicich podminek.

e 10 min 25°C
¢ 30 min 42°C
e 10 min 70°C

4.6 Real-time PCR

Real-time PCR byla provedena s vyuzitim interkalacniho barviva SYBR Green 1. Pro

ptipravu reakéni smési byl pouzit kit gQPCR 2x SYBR Master Mix od firmy Top-Bio s.r.o.

Reak¢éni smés byla michana do objemu 12,5 ul. SloZeni reak¢éni smési viz tabulka 2 (Tab. 2).

Postup pii michani reakéni smési: byly pfipraveny reakéni smési vzdy pro 10 vzorkt. Tato

reakéni smés byla rozpipetovana do 200 pl zkumavek pro PCR. Potom byl pridan templat do

jednotlivych vzorkl. Vzorky byly dany do cycleru a misto vi¢ek byla pouzita specialni kryci

folie (BioRad) pro real-time analyzu umoznujici odecet fluorescence a zabranujici vypaieni

vzorkd.
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SloZeni reak¢éni smési Objem slozky

gPCR 2x SYBR Master Mix 6,25 pl
Primer 1 (1uM) 0,5 pl
Primer 2 (1uM) 0,5 pl
Sterilni voda 4,75 ul
DNA 0,5 ul

Tab. 2: Slozeni reak¢ni smési pii real-time PCR.

Pti real-time PCR byly pouzity tfi sady primerd. Jedna sada k detekci viru RaMV,
druhéd k detekci viru TuRSV a tfeti sada byly primery pro interni standard. Pfi relativni
kvantifikaci virové RNA je tieba jeji mnozstvi vztahnout k mnozstvi né€jaké jiné nukleové
kyseliny. Jako tento standard byla zvolena rostlinna ribozomalni 18S RNA. Ptehled pouzitych
primert je v tabulce 3 (Tab. 3).

Primery RaMV (produkt 417 bp) Sekvence primeru

209E4 5'-TGA TGT TGC ATG GCA ATA TG-3'

24815 5'-TTG GTA TGC TGG AAA CCG AG-3'

Primery TuRSYV (produkt 355 bp)

361RS5 5'-GCC AGT TGA TCG CTC TAA CTC C-3'

361R6 5'-TGG GAT GTT AAT GAG TGT TCT GCT-3'

Primery 18S RNA (produkt 301 bp)

359A1 5'-CGT TGA GGA CTT TGG GTC AT-3'

359A2 5'-GCG AAA TGC GAT ACT TGG TG-3'

Tab. 3: Seznam primera a jejich sekvence.

Real-time PCR byla provadéna v iCycleru od firmy BioRad, ktery byl napojen na pocitac
a ovladan ptisluSnym softwarem (iCycler™ iQ Optical System Software). Spolu se vzorky
virt byly do cycleru pro kazdou sadu vzorkt pifidany vzorky standardu (zdrava S. alba - s
prislusnym parem primert 359A1, 359A2) natedéné tak, aby software podle nich vytvoril
kalibra¢ni kiivku. Vzorky pro vytvoreni kalibra¢ni kiivky byly fedény vzdy ctytikrat (1x, 4x,
16x, 64x, 256x). Vzorky standardu i vzorky vird byly do cycleru vzdy dévany v triplikatech —
kazdy vzorek ve tfech zkumavkach. PCR probihala podle programu viz tabulka 4 (Tab. 4).
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Spolu se vzorky a standardni kiivkou byla pfidana i negativni kontrola (reakéni smés bez

pridani templatu).

Cyklus
Teplota Délka trvani Déje v priubéhu PCR reakce
(opakovani)
Cyklus 1 (1x) 94°C 30 sec Denaturace
Cyklus 2 (35x) 94°C 30 sec Denaturace
50°C 30 sec Nasedani primert
Syntéza  DNA,  odecitani
72°C 30 sec
fluorescence
Cyklus 3 (1x) 72°C 1 min Dokonceni syntézy
Cyklus 4 (1x) 95°C 1 min Denaturace
Cyklus 5 (120x) | 40°C +0,5°C * 10 sec Kitivka tani

Tab. 4: Podminky real-time PCR reakce v iCycleru. *Cyklus 5 zacind na teplot¢ 40°C a skazdym
opakovanim cyklu se teplota zveda o 0,5°C. Trvani jednoho cyklu je 10 sec. Po skonceni téchto cykli pfistroj
chladi vzorky na 4°C.

Po skon¢eni PCR reakce nebyly vzorky kontrolovany pomoci gelové elektroforézy. Misto

gelové elektroforézy byla k ovéreni vzorkli pouzita analyza kiivky tani PCR produkti.

4.7 Vvpocty relativniho mnozstvi virové RNA

Po probéhnuti PCR reakce software saim provede analyzu vzorkl a ur¢i C; hodnotu pro
jednotlivé vzorky. Pomoci softwaru lze nastavit jakym zplGsobem ma software data
vyhodnotit a Ize také nastavit hodnotu treshold a baseline. V tomto pokusu byly hodnoty
treshold a baseline pocitany automaticky softwarem. Pro stanoveni C; jednotlivych vzorkl byl
pouzit méd PCR Base Line Subtracted Curve Fit.

Z ur¢enych standardll a ze zadani fediciho faktoru software spocita regresni rovnici,
regresni koeficient a u¢innost reakce. Tyto hodnoty ddvaji informaci o preciznosti provedeni a
spravném pribéhu reakce. VSechny vzorky byly pfipravovany v triplikatech, pro vypocet byl
z téchto triplikati udélan primér jejich C; hodnot. LiSila-li se hodnota C; u jednoho
z triplikat vice nez o 1,0 od ostatnich dvou hodnot, byla tato hodnota vyfazena z pocitani
prameéru.

Pro kazdy vzorek byla spoctena AC; jako rozdil C; standardu a C; vzorku (pfi stejném

fedéni templatu). Kazda sada vzork méla vcycleru svou vlastni kalibraéni kiivku
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z nafedénych standardnich vzorkli. Vypocty byly provedeny vzdy podle hodnot standardu,
ktery nalezel dané sad¢ vzorki.

Pti klasickém postupu by pro kazdy vzorek viru méla byt namichana dalsi reakce se
stejnym templatem, ale s primery interniho standardu. Z divodu Setfeni poc¢tu reakci byla
zvolena aproximace — jeden standardni vzorek (smésny vzorek S. alba viz 4.3 Odebirani
vzorktll), ktery slouzi ke konstrukci standardni kiivky a k vypoctu AC,. Jako interni standard
byla zvolena 18S rostlinnd ribozomalni RNA, u niz pfedpokladdme piiblizné stejnou troven
exprese v rostlinach. Smésny standardni vzorek byl vytvoren (viz 4.3 Odebirani vzorki) tak,
aby byl primérnou hodnotou obsahu 18S RNA v rostlinach v pritbéhu ristu. K této primérné
hodnoté bylo pti vypoctu vztazeno relativni mnozstvi virové RNA.

Relativni rozdil (R) v mnozstvi virové RNA a ribozomalni RNA byl spocten podle
vzoretku R=pC1ndard-Clvzorel) " proyuedens kvantifikace je relativni: byl spo&itan pomér mezi

mnozstvim ribozomalni a virové RNA.
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5. VYSLEDKY

Nasledujici pasaz o rozsahu 10 stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Ptirodovédecké fakulté JU.
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6. DISKUZE

Pro stanoveni a kvantifikaci virové RNA v rostlinach je zakladnim pfedpokladem

snaha naoCkovat rostliny pfiblizn€ stejnym mnoZstvim inokula o stejné koncentraci.
Naockovani vSech rostlin stejnym mnoZstvim inokula neni mozné, ale byla vyvinuta
maximalni snaha snizit variabilitu v mnoZstvi inokula mezi jednotlivymi rostlinami. Rostliny,
které byly pouzity jako inokulum pro ockovani pokusnych rostlin, byly testovany pomoci
real-time PCR. Byla spoctena relativni koncentrace viru v téchto rostlindch. Vzhledem
k fadové stejné koncentraci virti nebyla inokula¢ni smés fedéna.

Koncentrace viru v rostlindch pouzitych pro ockovani pokusnych rostlin byla
stanovena ve vzorku jednoho pfiznakového listu. Koncentrace v jinych listech téZe rostliny
mohla byt odlisnd. Vzhledem k tomu, Ze na pfipravu inokula byly pouzity ptiznakové listy,
nepiedpokladam, Ze by se koncentrace v téchto listech vyrazné liSila od listil testovanych.

Ani pfi stejné koncentraci inokula nelze zajistit rovnomérné naockovani rostlin. Proto
byl pokus navrzen tak, ze vzdy pét rostlin bylo smichano jako jeden vzorek. Tim se snizila
variabilita pfi ockovani, ale i variabilita reakce rostliny na infekci. K dal$imu snizeni
variability by jist¢ pfispéla kultivace rostlin v klimaboxu za standardnich tepelnych i
svételnych podminek.

Pro spolehlivou kvantifikaci RNA musi byt RNA izolovana standardnim robustnim
zplisobem, a ze stejného mnozstvi tkané. Aby byl vynos RNA co nejvyssi, tkan byla
homogenizovana v tekutém dusiku. K izolaci byl pouzit kit od firmy Qiagen, ktery lze
s uspéchem pouzit na vétSinu rostlinnych tkani (Lopez et al., 2003).

Reverzni transkripce byla provedena s pouzitim random hexamerti. Tento zpisob je
bézn¢ vyuzivan pro ptipravu cDNA pro real-time PCR (Bustin et al., 2005).

Vlastni real-time PCR byla provadéna s vyuzitim SYBR Green 1. Vyuziti tohoto
nespecifického interkalacniho barviva mize vnést chybu do analyzy vzork( v pfipad€, zZe
dojde k nespecifické amplifikaci. Proto po kazdé real-time PCR byla provedena analyza
ktivky tani PCR produktl, aby se vyloucila pfitomnost nespecifickych produkti (a tudiz
zvyseni fluorescence).

Spolehlivost reakce byla kontrolovdana pomoci kalibracni kiivky, korelacniho
koeficientu a ucinnosti reakce. Byly pouzity sady primert, které umoznuji amplifikaci
podobn¢ dlouhych produktii. Nemohlo tedy dojit k nepomérmneé vysoké fluorescenci dlouhého
produktu. Pii michani reakénich smési bylo postupovano vzdy stejné, aby byla

minimalizovana jakakoli variabilita mezi vzorky zplisobena nepfesnou praci.
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Vysledek relativni kvantifikace je ovlivnén volbou standardu (referencniho genu),
k jehoz expresi je vztahovano mnozstvi virové RNA. Vzhledem k tomu, ze v dob¢ navrhovani
primerd standardu nebylo osekvenovano mnoho gent S. alba, byla jako standard zvolena 18S
ribozomalni RNA. Ribozomalni RNA je v izolované totdlni RNA bohaté zastoupena. Bylo
vyzkouSeno né¢kolik fedéni standardniho vzorku a testovano mmnoho rostlin naockovanych
viry, aby se zjistilo, zda ribozomalni RNA neni v pfili§ velkém nadbytku k virové RNA.
Témito pokusy se zjistilo, Zze 18S ribozomalni RNA lze pouzit i nefedénou k porovnani
mnozstvi virové RNA v rostlinach.

Ribozomalni RNA je casto pouzivany standard (referencni gen) v riznych expresnich
studiich. Predpokladalo se, a pokusy bylo prokazano, ze hladina ribozomalni RNA je stala a
jen velmi malo se méni (Nicot et al., 2005). Na bramboru byly provadény expresni analyzy
genu pii biotickém a abiotickém stresu. Bylo testovano sedm neregulacnich ,.housekeeping*
gent (B-tubulin, cyclophilin, actin, efla, 18S rRNA, adenine phosphoribosyl transferase,
cytoplasmic ribosomal protein L2) pro pouziti jako referencni geny. Z téchto zkoumanych
referen¢nich genti méla 18S rRNA nejvyssi hladinu exprese (Nicot et al., 2005). Fakt, Ze u
pokusnych rostlin mnozstvi virové RNA u nékolika vzorkii prevysSilo mnozstvi 18S
ribozomalni RNA, poukazuje na velmi vysokou koncentraci virové RNA v rostlinach.

Driive byla koncentrace virli v rostlinach stanovovana na zaklad¢ pocitani lokalnich
1ézi. Stava z infikovanych rostlin byla fedéna a nana$ena na listy citlivych pokusnych rostlin.
Po objeveni ptfiznakt byly pocitany lokalni 1éze a podle stupné fedéni a kalibra¢ni kiivky byla
odhadnuta koncentrace viru (Bald, 1936). Dal$im zpasobem, jak stanovit koncentraci viru,
bylo michani rizné tfedénych vzorkd viru s fedénym antisérem (Coutts a Cocking, 1972).
Témito metodami byla stanovovana koncentrace viru ve vzorcich, ale nikdo se nezabyval
stanovenim koncentrace viru v prubéhu infekce. Dnes je k dispozici Siroké spektrum metod,
presto se nepodafilo najit literaturu zabyvajici se koncentraci rostlinnych virtt v pribéhu
infekce.

Pouziti real-time PCR se ukézalo byt vhodnym piistupem ke stanoveni koncentrace
viru v prubéhu infekce. Pro =ziskani presnéjSich vysledki by bylo dobré kultivovat
inokulované rostliny za standardnich podminek. Rostliny v mém pokusu byly kultivovany ve
skleniku, kde kolisa teplota i svétlo. Pokus s obéma viry probihal soucasné, Ize tedy vyloucit
ovlivnéni pribéhu infekce jednoho nebo druhého viru riznymi podminkami kultivace. Pro
dalsi pokusy by bylo vhodné pouzit vice pokusnych rostlin. Ani toto opatfeni vSak nemusi

zarucit snizeni variability mezi jednotlivymi rostlinami. Ur¢ité¢ by mélo smysl sledovat zmény
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v koncentraci virové RNA déle nez po tficet dni ode dne inokulace. V den tficet nebyl virus
v rostlinach rovnomérné zastoupen, da se predpokladat, ze koncentrace viru muze dale

narustat.

20



7. ZAVER

Pomoci real-time bylo stanoveno relativni mnozstvi virat RaMV a TuRSV v rostlinach
S. alba. Relativni mnozstvi virové RNA v rostlinach bylo vztazeno k primérné hladiné
rostlinné 18S ribozomalni RNA. Ziskana data byla dana do souvislosti s Sifenim a mnoZenim
viru v rostlin€. Byly porovnany koncentrace virt RaMV a TuRSV a jejich tispésnost v Sifeni a

mnozeni se v S. alba.
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