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1. UVOD

Termin vir pochdzi z latinského slova ,virus”, které v prekladu znamena jed nebo
zapach. Pojmenovani vir(, jak je zname dnes, se postupem casu znacné ménilo od nazvt
jako contagium vivum fluidum nebo ,filtrovatelné viry” az po definici virt jako patogent
malych rozméri neschopnych kultivace na umélych médiich (van der Want and Dijkstra,
2006). Dnes je rostlinny virus definovan jako fetézec jedné nebo vice molekul nukleové
kyseliny, obvykle uzavieny v ochranném plasti nebo plastich z proteinu nebo lipoproteinu,
ktery je schopen organizovat svoji vlastni replikaci pouze uvnitf vhodnych hostitelskych
bunék (Hull, 2009).

Dfive neZz byly samotné viry objeveny, byly popisovany pouze jejich projevy na
hostitelich neboli symptomy. Jako prvni zdznam symptomu rostlinného viru byva uvadéna
basen japonské cisafovny Koken, ktera Zila kolem roku 750 n. 1. Ta ve své basni pfirovnala
své pocity k zZloutnuti listti kefe sadce Lindleyova (Eupatorium lindleyanum) evokujici bliZici
se zimu, i pfestoZe bylo 1éto. Tento ket byl pozdéji oznacden za hostitele viru TLCV (tobacco
leaf curl virus), jehoZ projevem je u tohoto kefe pravé zloutnuti listti (Hull, 2009).

Rostlinné viry jsou také spojeny s diilezitymi milniky obecné virologie. Napfiklad viibec
prvni diikaz o existenci téchto novych infekénich mikroorganismt byl proveden na viru
TMV (tobacco mosaic virus, vir mozaiky tabaku). Na konci 19. stoleti Ivanovskij a Beijerinck
nezdavisle na sobé dokazali, Ze plivodce choroby tabdku je schopny prochdzet pies
porcelanovy filtr a tudiz musi byt odliSny od dosud zndmych patogent (van der Want and
Dijkstra, 2006). Dal$im obrovskym krokem vied spojenym s timto virem byl v 50. letech 20.
stoleti objev, Ze nositelkou genetickych vlastnosti viru je nukleova kyselina (van der Want
and Dijkstra, 2006).

Rostlinné viry patfi mezi Siroce rozsifené a ekonomicky vyznamné rostlinné patogeny.
Na clovéka maji veliky dopad predevsim v podobé devastace kulturnich plodin. Prakticky
vSechny plodiny péstované clovékem jsou hostitelem nejméné jednoho druhu rostlinného
viru (Hull, 2009), jejichZz vysoka infek¢nost mtize vést az k vyvoji epidemie. Druhym
dtlezZitym aspektem studia rostlinnych virti je moZnost porozumeéni struktufe a chovani virt
vSeobecné. Ve své praci jsem se zabyvala virem mozaiky jetele bilého (WCIMV, white clover
mosaic virus), ktery je diky své vysoké odolnosti a velice snadnému mechanickému pfenosu
Siroce celosvétové rozsifen. Vyskytuje se i na izemi Ceské republiky, kde napada predevsim
druhy jetel luéni (Trifolium pratense) a jetel plazivy (Trifolium repens). V byvalé
Ceskoslovenské republice byl objeven na vice jak 30 mistech s vyskytem hlavné na tizemi
dnesni Ceské republiky (Musil et al, 1981). V Ceské republice ma tento vir hlavné
agronomicky dopad vzhledem ke skutecnosti, Ze jetel lu¢ni patfi k naSim nejvyznamné&jsim
picnindm a také je vyznamnou soucasti Slechténych travnich smési. Dale také diky
pritomnosti hlizkovych bakterii na svych kofenech obohacuje plidu o dusik fixovany
z atmosféry. Navic se velice snadno §ifi, coz napriklad dokazuje studie z Nového Zélandu,
kde byl zkouman agronomicky dopad tohoto viru na pastvinach a okrajich silnic Severniho
ostrova. Tento vir byl prokdzan u 69 % rostlin jetele plazivého na zkoumanych pastvinach a
52 % rostlin na okrajich silnic (Dudas et al., 1998).

S nastupem molekularnich metod se zacal pohled na viry posouvat od virli jako
ptivodcti chorob k samostatnym molekuldrnim entitAm. Ale i pfes vyznamné pokroky
v detailnim popisu genomu riiznych virt diky témto metoddm, zlistava stale spousta otazek
ohledné rostlinnych virti nevyjasnéna.



2. CILE PRACE

Cilem mé prace bylo purifikovat vir mozaiky jetele bilého (white clover mosaic virus)
izolat 12/13 zindikatorovych rostlin. Poté ovéfit cistotu purifikdtu pomoci transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) a ziskanym d¢istym purifikdtem imunizovat kralika. Dale
z pfipraveného antiséra izolovat imunoglobuliny G (IgG), pfipravit jejich konjugaty
s alkalickou fosfatdzou a nakonec optimalizovat podminky pro sérologickou detekci tohoto
viru pomoci pfimé metody DAS-ELISA (double-antibody sandwich ELISA).



3. TEORIE

3.1 CELED ALPHAFLEXIVIRIDAE

Néazev této celedi odrdzi morfologii virioni jejich zastupct, které se vyznacuji
flexibilnim vldknitym tvarem s délkou 470-800 nm a primeérem 12-13 nm (DVPweb, 2008).
Tato celed spolu se 3 dalSimi patii do fadu Tymovirales a zahrnuje 6 rodi (tabulka 1), které se
od sebe lisi pfedevsim typem hostitele, po¢tem otevienych ¢tecich ramcti (ORF) a také
velikosti virionu, replikdzy a obalového proteinu (tabulka 2). Zastupci této celedi jsou
celosvétové rozsifeni a u svych hostiteli zplisobuji pfevazné symptomy jako je systémova
mozaika a skvrnitost. Jejich genom je tvofen linedrni molekulou jednofetézcové RNA
s pozitivni polaritou [ssSRNA(+)] o velikosti 5,4 - 9 kb kodujici 1 - 6 ORF s polyadenylovanym
3" koncem (DVPweb, 2008).

Tato celed byla vytvorena spolu se vznikem nového fadu Tymovirales na navrh podany
odborné védecké komisi ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) v roce
2007, ktery vychdzel pfedevsim z fylogenetickych analyz provedenych v praci Martelli et al.,
2007 (ICTV, 2010 a). V této praci byl stanoven spolecny evoluéni predek celedi Tymoviridae a
rod@t Potexvirus a Carlavirus jako rostlinny vir s polyadenylovanym genomem, vlaknitymi
viriony a transportnimi proteiny typu proteinového bloku nazyvaného ,triple gen block”
(TGB). Ddle byla také zjisSténa vétsi mira pfibuznosti v sekvenci replikdzy u potexvirti a
tymovirti nez carlavird, které plivodné patfily spolu s potexviry do spolecné celedi
Flexiviridae. Toto zjisténi bylo jednim z dvod@i nutnosti rozdéleni této celedi do dvou
samostatnych celedi Alphaflexiviridae a Betaflexiviridae, které odrazeji hlavné odlisné linie
replikazy dvou hlavnich rod{i oznacované jako , potex-like” a ,carla-like” (DVPweb, 2008).



Tabulka 1: Rozdéleni fadu Tymovirales na ¢eledi a rody s uvedenim jejich
typickych zastupcti (ICTV, 2010 b).

Allexivirus Shallot virus X

Botrexvirus Botrytis virus X

Lolavirus Lolium latent virus

Mandarivirus Indian citrus ringspot virus

Potexvirus Potato virus X

Sclerotinia sclerotiorum
Sclerodarnavirus | debilitation-associated

RNA virus
Capillovirus Apple stem grooving virus
Carlavirus Carnation latent virus
Citrivirus Citrus leaf blotch virus
Foveavirus Apple stem pitting virus

Apple chlorotic leaf spot

Trichovirus .

virus
Vitivirus Grapevine virus A
nezarazené Potato virus T *

Muycoflexivirus | Botrytis virus F

Maculavirus Grapevine fleck virus

Marafivirus Maize rayado fino virus

Turnip yellow mosaic

Tymovirus .
virus

* tento virus neni typickym pfedstavitelem, ale pouze ptikladem druhu nezatazeného
do samostatného rodu



Tabulka 2: Rody fazené do celedi Alphaflexiviridae s uvedenymi zdkladnimi
rozliSovacimi vlastnostmi (DVPweb, 2008).

Allexivirus rostlina 800 6 170-195 26-29
Botrexvirus houba 720 5 158 43
Lolavirus rostlina 640 6 196 32
Mandarivirus rostlina 650 6 187 34

Potexvirus rostlina 470-580 5 150-195 22-27
Sclerodarnavirus * | houba — 1 193 —

* zastupce tohoto rodu nema proteinovy obal

3.2 ROD POTEXVIRUS

Tento rod rostlinnych virti byl pojmenovan podle nazvu svého typického zastupce,
kterym je virus X bramboru (PVX, potato virus X). Zahrnuje 35 virovych druhti (tabulka 3),
coz ho ¢ini nejpocetnéjsim rodem celedi Alphaflexiviridae. Podobné jako ostatni rody celedi
Alphaflexiviridae maji jeho zastupci flexibilni vlaknité viriony bez pfitomnosti vnéjsiho obalu,
které jsou ale na rozdil od ostatnich rodti pomérné kratké. Mé&fi priblizné 470-580 nm
s prumérem 13 nm (ICTVdb Management, 2006 a). Jejich povrch je hluboce ryhovany
s navazanymi molekulami vody, které udrzuji povrchovou strukturu (Baratova et al., 2004).
Jejich proteinovy plast (kapsid) je tvofen podjednotkami jediného druhu obalového proteinu
uspofadanymi ve spirale podél vldkna virové nukleové kyseliny (obrdzek 1). Virové castice
obsahuji 6 % nukleové kyseliny a 94 % proteinu (ICTVdb Management, 2006 a). Genom je
tvoren ssRNA (+) o velikosti 5,9 - 7 kb a molekulové vaze 2:10° Da (Francki ef al., 1985).

Virionova RNA je sama o sobé infekcni a slouZzi zaroven jako genomicka virovda mRNA
(messenger RNA). Jeji 3’konec je polyadenylovany a 5'konec je kryty cepickou
z methylguanosinu (m’GpppA, Huang et al., 2004). Genomova organizace (obrazek 2) je
¢astecné podobnd jako u rodt Allexivirus a Mandarivirus i nékterych roda celedi
Betaflexiviridae (DVPweb, 2008). Obsahuje 5 ORF, z nichz ORF1 kdéduje virovou replikdzu
s metyltransferazovou, helikdzovou a polymerazovou doménou (Koonin and Dolja, 1993).
V centrélni oblasti se nachazeji 3 prekryvajici se ORF znamé jako ,triple gene block” (TGB),
které koduji 3 transportni proteiny (TGBpl,2 a 3) dilezité pro transport viru z bunky
do buriky (Verchot-Lubicz, 2005). Posledni ORF kdéduje virovy obalovy protein (CP, coat
protein), ktery je nezbytny pro sestaveni virionu a také pohyb viru z burikky do bunky
(Santa Cruz et al., 1998).




Obrazek 1: Struktura a sloZeni virionu rodu Potexvirus, CP — obalovy protein (ViralZone, 2008).

Zahy po vstupu virové RNA do burlky se zacne translatovat virova replikdza nezbytna
pro replikaci virového genomu. Ktomuto procesu dochdzi na hostitelskych ribozomech
za vyuziti pfimo genomové RNA jako mRNA. Poté nastdva samotnd replikace genomu,
ktera zahrnuje syntézu (-) fetézce RNA a naslednou tvorbu (+) fetézcli genomické (g) a
subgenomickych (sg) RNA katalyzovanou virovou replikdzou a hostitelskymi faktory.
Syntéza (-) fetézce i (+) fetézcu je fizena pomoci sekvenci a struktur, které se nachazeji v 3" a
5" netranslatované oblasti (NTR) genomové RNA.

Nejprve dochazi k pfepisu (-) fetézce RNA podle genomové (+) RNA jako templatu.
Tento proces je iniciovan z 3’konce, kde byli objeveny sekvence a struktury zodpovédné
za rozpoznani templatu virovym replikaénim komplexem a samotnou iniciaci RNA syntézy
(Batten et al., 2003). Knim patfi celd 3'SL3 smycka, hexanukleotidovy element na jejim
vrcholu, U-bohaté sekvence na vrcholu a 3’strané 3'SL2 smycky nachdazejici se v 3'NTR
oblasti a také poly (A) konec (Verchot-Lubicz et al., 2007).

Dale se podle tohoto (-) fetézce RNA prepiSe (+) fetézec gRNA a fetézce sgRNA.
Pro tento proces je dtlezita 5'SL1 smycka a GAAA sekvence na jejim vrcholu. Smycka 5°SL1
je multifunkéni struktura, kterd pfispiva k virové replikaci, pohybu z buriky do bunky a
sestaveni virionu (Verchot-Lubicz et al., 2007). Kromé 5°SL1 smy¢ky je pro virovou replikaci
také dulezita AC-bohata oblast nachazejici se v 5'NTR oblasti, na kterou se vaze bunécny
protein ucastnici se regulace virové replikace (Batten et al., 2003). K regulaci syntézy (-) i (+)
fetézce jsou také dulezité RNA — RNA interakce mezi koncovymi a vnitinimi elementy
genomové RNA (Hu et al., 2007).

Nakonec dochazi k translaci virovych proteinti, aby mohlo dojit k sestaveni virionu.
Virova replikaza je tedy translatovana pfimo z genomové RNA, kdezto zbylé proteiny jsou
transitovany pomoci subgenomovych RNA (Batten et al., 2003). U potexvirti byly objeveny
celkem 3 sgRNA. Prvni z nich je monocistronicka o velikosti zhruba 2,1 kb, ktera exprimuje
protein TGBp1, zatimco proteiny TGBp2 a TGBp3 jsou exprimovany z kratsi bicistronické
sgRNA o velikosti 1,4 kb (Morozov et al., 1991). Posledni sgRNA o velikosti 0,9 kb exprimuje
obalovy protein (Hefferon et al., 1997), ze kterého je sestaven proteinovy plast.
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Obrazek 2: Schematické znazornéni genomu viru PVX (potato virus X), typického zastupce rodu
Potexvirus. Pfimka znazornuje sekvenci RNA a ramecky predstavuji ORF kodujici replikazu, ,triple
gene block” (p1-TGBpl, p2-TGBp2, p3-TGBp3) a obalovy protein (CP). Detailn€ znazornény jsou 3'a
5'NTR elementy (pfedevsim smycky 5'SL1, 5°SL2, 3'SL1, 3'SL2 a 3'SL3). Barevné a srafované ramecky
oznacuji dtlezité elementy v 5'a 3'NTR oblastech, které reguluji syntézu RNA, kapsidaci a transport
(Verchot-Lubicz et al., 2007).

Jejich transport zburikky do burky pfes plasmodesmata (obrazek 3) a na velké
vzdalenosti floémem zajiStuji 3 TGB proteiny a také obalovy protein. TGBp1 je multifunkcni
protein, ktery ma RNA helikdzovou aktivitu, napomaha translaci virovych RNA, zvétSuje
velikost plasmodesmat a potlacuje tzv. ,RNA silencing” (Verchot-Lubicz, 2005). TGBp2 a
TGBp3 jsou proteiny vazané na membrany endoplazmatického retikula (ER; Ju et al., 2005).
TGBp2 se poji s vezikuly odvozenymi od ER, které se pohybuji podél aktinovych vlaken
(Ju et al.,, 2005). Obalovy protein je dtlezity pro kapsidaci genomu a formovani
ribonukleoproteinového komplexu (RNP) s TGBp1 a virovou RNA (Lough et al., 2000). Tento
komplex interaguje s bunénymi proteiny v usti plasmodesmat, ¢imZ zptsobuje roztazeni
téchto port, které poté dovoluje selektivni priichod vétsim molekulam. Podle nového
modelu transportu potexvirti zburikky do bunky se tento proces sklada ze 3 fazi.
Podle tohoto modelu nejdfive TGBpl zvysi permeabilitu plasmodesmat, poté nékteré
molekuly TGBp1 projdou do sousednich bunék a potlaéi tzv. ,RNA silencing” a nékteré
vytvoti komplexy s TGBp2 nebo TGBp3. Tyto komplexy projdou plasmodesmaty a vytvori
tzv. ,dokovaci komplex”, coz je komplex vazany na membrdny sousednich bunék.
Ve stiedni fdzi procesu projde ribonukleoproteinovy komplex pfes plasmodesmata
za pomoci TGBp1 jako fidici sily priichodu. Nakonec se RNP komplex navaze na ,, dokovaci
komplex” pomoci interakce mezi TGBpl proteiny. Volné obalové proteiny se poté vazi
na plasmodesmata, vytlaci molekuly TGBpl a umozni tak portim vratit se do svého
ptivodniho stavu (Verchot-Lubicz, 2005).
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Obréazek 3: Schematické znazornéni soucasného modelu transportu virtt rodu Potexvirus z bunky
do bunky pfes plasmodesmata. ER — endoplasmatické retikulum, modré body — vezikuly, cervené
kiivky — ribonukleoproteinové komplexy, aktin — aktinova vlakna, Sipky znazornuji smér transportu
(Verchot-Lubicz et al., 2007).

Zastupci tohoto rodu jsou celosvétové rozsifeni, ale jednotlivé maji vétSinou tzké
hostitelské spektrum. Jako vétSina rodua celedi Alphaflexiviridae zptisobuji u rostlin hlavné
mozaiku a skvrnitost, ale mizeme se setkat i s druhy zptisobujicimi chlordzy, zilkovani,
nekrézy anebo mirnou zakrslost (Khan and Dijkstra, 2006). Celkové jsou tyto viry vyrazné
imunogenni a ne vSechny jsou si sérologicky pfibuzné (ICTVdb Management, 2006 a).

Viry rodu Potexvirus se v ptirodé prenasi mechanicky kontaktem mezi hostiteli, ale byla
zjiSténa i moznost prenosu vektory u né€kterych druhti, napf. potato aucuba mosaic (PAMYV)
virus je neperzistentné pfenosny msSici broskvonovou (Myzus persicae), ale pouze
za predpokladu, Ze tyto mSice nejprve saly na rostlinach infikovanych virem potato virus Y
nebo A (PVY, PVA; Kassanis and Govier, 1971). U dalSich 3 druhii byla experimentalné
potvrzena moznost pfenosu semeny. Patfi mezi né white clover mosaic virus (WCIMV) a
clover yellow mosaic virus (CIYMV), u kterych byl prokazan pfenos semeny od 5 do 10 %
u jetele luéniho (Trifolium pratense; Hampton, 1963), a také foxtail mosaic virus (FoMV)
s prokdzanym pfenosem semeny u 2 % testovanych rostlin tfeslice vétsi (Briza maxima) a 1 %
ovsa setého (Avena sativa; Paulsen and Niblett, 1977).

Virové castice zastupcti tohoto rodu jsou pomérné stabilni, napf. PVX si v syrové
rostlinné $tavé uchovava svoji infekcénost pfi 20 °C po nékolik tydnt. Inaktivovat ho lze
zahfatim  infikované rostlinné Stdvy na 68-74 °C po dobu 10 minut
(Khan and Dijkstra, 2006).

Pro tento rod je typicka tvorba cytoplazmatickych inkluzi v riznych tkanich hostitelské
rostliny, které jsou viditelné pod optickym mikroskopem. MiiZou to byt kompaktni téliska,
parakrystaly, vlaknité struktury nebo téliska ve tvaru vétrniku tvofené seskupenymi
virovymi ¢asticemi. Specidlnim pfipadem inkluzi jsou tzv. vrstvené inkluzni komponenty
(laminate compact inclusion, LCI), které jsou tvofeny vrstvami proteini spojenymi
s virovymi ¢asticemi a ribozomim podobnymi strukturami (Khan and Dijkstra, 2006).



Tabulka 3: Druhy fazené do rodu Potexvirus (ICTV, 2010 b).

Potexvirus

Alstroemeria virus X

Hosta virus X

Plantago asiatica mosaic
virus

Alternathera mosaic
virus

Hydrangea ringspot
virus

Plantago severe mottle
virus

Asparagus virus 3

Lettuce virus X

Plantain virus X

Bamboo mosaic virus

Lily virus X

Potato aucuba mosaic
virus

Cactus virus X

Malva mosaic virus

Potato virus X

Cassava common
mosaic virus

Mint virus X

Schlumbergera virus X

Cassava virus X

Narcissus mosaic virus

Strawberry mild yellow
edge virus

Clover yellow mosaic
virus

Nerine virus X

Tamus red mosaic virus

Commelina virus X

Opuntia virus X

Tulip virus X

Cymbidium mosaic
virus

Papaya mosaic virus

White clover mosaic
virus

Daphne virus X

Pepino mosaic virus

Zygocactus virus X

Foxtail mosaic virus

Phaius virus X




3.3 VIRUS MOZAIKY JETELE BILEHO (WHITE CLOVER MOSAIC
VIRUS)

Virus mozaiky jetele bilého (white clover mosaic virus, WCIMV) je zastupce rodu
Potexvirus, ktery ma flexibilni vlaknité viriony typické pro tento rod. Poprvé byl popsan
W. H. Piercem v roce 1935, ktery tento virus objevil v rostlindch jetele plazivého (Trifolium
repens) v USA (ICTVdB Management, 2006 b). Je celosvétové rozsifen, jeho izolaty pochazeji
ze Severni Ameriky, Evropy, Nového Zélandu (Bercks, 1971) a Japonska
(Nakabayashi et al, 2002). K jeho pfirodnim hostitelim patfi zastupci rodu jetel (Trifolium),
u kterych zptsobuje chlorotické Zilkovani, pruhovani a systémovou mozaiku
(ICTVdB Management, 2006 b).

Viriony maji typickou morfologii potexviri s délkou 480 nm a priamérem 13 nm. Jsou
spirdlné symetrické o vysce helixu 3,4 nm s 8,7 proteinovymi podjednotkami na otacku
(Wilson et al, 1978). Jejich axidlni kandl sprimérem 3,5 nm neni zfetelny
(ICTVdB Management, 2006 b). Z fyzikdlnich vlastnosti je zndmy sedimentacni koeficient
o hodnoté 119 S a isoelektricky bod, ktery je roven pH 4,5 (Fry et al., 1960). Virus ziistava
stabilni v rostlinné stavé za pokojové teploty 10-99 dni a Ize ho inaktivovat pfi 60 °C. Jeho
kone¢ny bod fedéni (DEP, dilution end-point) ve stavé infikovanych rostlin ¢éini obvykle
10--10-° (Bercks, 1971).

Jeho nukleovou kyselinu tvofi stejné jako u vSech virti rodu Potexvirus ssRNA (+)
o molekulové vaze 2,4 - 10° Da (Koenig, 1971), ktera je na 3’konci polyadenylovana a jej
5konec je kryt nukleotidovou <cepickou pravdépodobné typu m’GpppG
(ICTVdB Management, 2006 b). Genomova RNA je slozena z 15,5 % guaninem, 31,8 %
adeninem, 46,9 % cytosinem a 25,7 % uracilem (ICTVdB Management, 2006 b). Genomova
organizace sloZzend z5 ORF je typickd pro rod Potexvirus (obrazek 4). Genomickd RNA
(6,2 kb) kdéduje virovou replikazu, subgenomickda RNA (0,9 kb) kdéduje obalovy protein
(Forster et al., 1987) a dal$i subgenomickd RNA (2,1 kb) kdduje ,triple gene block”
(Beck et al., 1991). Kompletni genomova RNA byla osekvencovana u 3 kmenti viru WCIMV.
Sekvence kmene M a O ze Severniho a JiZniho ostrova Nového Zélandu jsou tvofeny 5845
nukleotidy (Forster et al., 1988) a 5846 nukleotidy a lisi se 0 12 % na trovni nukleotidi a 3 %
na arovni aminokyselin (Beck et al., 1990). Jako posledni byl osekvencovan kmen RC
z Japonska o délce 5843 nt, ktery se z 96 % shoduje s kmenem O a pouze z 88 % s kmenem M
na urovni nukleotidi (Nakabayashi et al., 2002).

Viriony se nachdzeji v cytoplazmé infikovanych bunék, kde mohou tvofit inkluzni
téliska (ICTVdB Management, 2006 b). Virus je vzdalené sérologicky pfibuzny s potato virus
X, casus virus X, hydrangea ringspot a clover yellow mosaic virus (Bercks, 1971).

Tento virus je pfenosny mechanickou inokulaci, kontaktem mezi hostiteli a z6 %
uspésnosti semeny u jetele luéniho (Trifolium pratense; Bercks, 1971). K hostiteltim, u kterych
byla experimentdlné dokazana citlivost k tomuto viru, patii rostliny celedi tykvovité
(Cucurbitaceae), bobovité (Fabaceae), krtiénikovité (Scrophulariaceae), lilkovité (Solanaceae) a
lichofefisnicovité (Tropaeolaceae; ICTVdB Management, 2006 b). Naopak necitlivost k tomuto
viru byla experimentdlné dokazana u nékterych zastupci celedi laskavcovité
(Amaranthaceae), merlikovité (Chenopodiaceae), hvézdnicovité (Asteraceae), brukvovité
(Brasicaceae), pryscovité (Euphorbiaceae), lilkovité (Solanaceae), ¢tyibocovité (Tetragoniaceae) a
mifikovité (Apiaceae; ICTVdAB Management, 2006 b). Jako diagnostické druhy se pouZzivaji
okurka seta (Cucumis sativus, lokalni nekrotické 1éze), fazol obecny (Phaseolus vulgaris, lokalni
nekrotické a chlorotické 1éze, systémové zloutnuti), hrach sety (Pisum sativum, lokalni
nekrotické léze, malformace list(1), rod jetel (Trifolium ssp., systémova mozaika), bob sety
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(Vicia faba, lokalni nekrotické léze, systémova mozaika) a vigna ¢inska (Vigna unguiculata,
lokalni nekrotické a chlorotické 1éze). Pro udrZovani a propagaci viru se nejcastéji vyuZzivaji
rostlinné druhy fazol obecny (Phaseolus vulgaris) a hrach sety (Pisum sativum).

U tohoto viru byl také zkouman vliv hormonti na virovou replikaci. Jesté pfed zvySenim
titru viru zpusobuje virova infekce pokles aktivnich cytokinint a nartist jejich inaktivnich
konjugati (Clarke et al., 1999). Bylo prokazano, ze hormony dihydrozeatin, salicylova
kyselina, jasmonova kyselina a 1-amino-cyklopropan karboxylova kyselina (ACC) inhibuji
akumulaci viru v listech fazolu obecného (Phaseolus vulgaris) in vivo (Clarke et al., 1999). Déje
se tak diky zméné produkce dvoufetézcovych RNA (dsRNA) produkovanych béhem virové
replikace (Clarke et al., 2000). Pfitomnost dsRNA pouze pro gRNA dokazuje, Ze inhibice
virové replikace vytvofend ucéinkem téchto hormont je zptisobena neschopnosti virové
replikdzy syntetizovat sgRNA. Pravdépodobné zde dochazi k zablokovani konzervovanych
oktanukleotidovych sekvenci v promotorech pro sgRNA (Clarke et al., 2000).

Dale se vroce 2009 ve vyzkumném stfedisku Victorian AgriBiosciences Centre
v Austrdlii podafilo vypéstovat transgenni rostliny jetele plazivého (Trifolium repens)
rezistentni k viru WCIMV. Transgenni rostliny byly vytvofeny transformaci pomoci
Agrobacteria tumefaciens, kdy byly do rostlin vneseny 3 rozdilné binadrni vektory kddujici
sense, antisense a hairpin RNA (hpRNA) traskripty odpovidajici genu pro replikdzu
WCIMV. Exprese transgenu hpRNA a antisense RNA zptisobila kompletni rezistenci
k WCIMYV, zatimco transgen sense RNA pouze ¢aste¢nou rezistenci. Déle bylo v této praci
zjiSténo, Ze detekce tzv. malych interferujicich RNA (small inferfering RNA, siRNA)
v transgennich rostlindch jesté pfed vystavenim rostlin viru naznacduje pfitomnost
preaktivovaného mechanismu ,RNA silencingu” a dobfe predikuje stupen rezistence
transgennich rostlin jetele k viru WCIMYV (Ludlow et al., 2009).

TGBpl TGBp3 CP

| 147K [ 26 | Px] 2 |

13K

replikaza

TGBp2

Obrazek 4: Schematické znazornéni genomu viru WCIMV. Pfimka znazornuje sekvenci RNA a
ramecky ORF, TGBp1-3 — transportni proteiny bloku TGB (triple gene block), CP — obalovy protein,
147 K - 21 K — molekulova hmotnost jednotlivych proteinti kddovanych danymi ORF (1K = 1000 Da).

3.4 PROTILATKY

Protilatky jsou glykoproteiny s globuldrni tercidrni strukturou, které jsou soucasti
globulinové frakce krevni plazmy a nazyvaji se imunoglobuliny. Jsou produkovany
plazmatickymi burikami diferencovanymi z B-lymfocytli béhem imunitni odpovédi
organismu Vv reakci na cizorodé latky neboli antigeny (Harlow and Lane, 1988). B-lymfocyty
jsou bunky specifické imunity, které se aktivuji po navazani antigenu na membranovy
receptor, kterym je také protilatka, nebo pomoci piislusnych T-lymfocytt, které jsou druhym
typem bunék specifické imunity (Ferencik et al., 2004). Po aktivaci se vétSina znich
diferencuje na kratkodobé Zijici plazmatické buriky produkujici velké mnozstvi protilatek,
ale mald cast se méni na tzv. pamétové buriky, které maji dlouhou Zivotaschopnost a
urychluji protildtkovou imunitni odpovéd prfi dalsim setkani s pfisluSnym antigenem
(Harlow and Lane, 1988).
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Jejich zdkladni strukturu tvori 4 polypeptidové retézce, 2 identické lehké a 2 identické
tézké, spojené disulfidickymi mtstky do molekuly ve tvaru pismene Y (obrazek 6;
Hull, 2009). Tyto fetézce jsou uspofadany do domén a modulii (obrdzek 5). Prvni doména,
vyskytujici se na amino konci vSech fetézct, je nazyvana jako variabilni oblast. V této oblasti
se méni sekvence aminokyselin polypeptidického fetézce, coz je podstatou velké variability
protilatek a jejich schopnosti vazat rozdilné antigeny. Tato doména navic obsahuje
tzv. hypervariabilni tseky, kde se aminokyseliny méni velice intenzivné. Pfi konecném
prostorovém usporadani molekuly imunoglobulinu se tyto tiseky dostavaji do vzdjemné
blizkosti a tvofi vazebné misto protilatky neboli paratop (Ferencik et al., 2004). Toto oznaceni
je ekvivalentem k pojmenovani antigenni determinanty jako epitop. Tato c¢ast molekuly
antigenu je rozpozndvana jako cizorodd a specificky se vaze k paratopu protilatky
(Khan and Dijkstra, 2006). Ostatni domény polypeptidickych fetézcli jsou oznacovany jako
konstantni, protoze v jejich sekvenci nedochdzi ke zméndm v aminokyselinovém uspofadani
(Ferencik et al., 2004).

Molekulu imunoglobulinu 1ze také rozstépit na fragmenty pomoci protedz pepsinu a
papainu v tzv. pantové oblasti (obrazek 5), coz je flexibilni ¢ast molekuly nachéazejici se mezi
prvni a druhou konstantni doménou tézkého fetézce, kde se nachazeji mezitetézcové
disulfidické vazby (Ferencik et al., 2004). Po stépeni enzymem papainem se molekula rozdéli
na 2 fragmenty Fab (fragment vazajici antigen) a fragment Fc (krystalizovatelny fragment),
ktery je tvofen z C-koncovych ¢asti obou tézkych fetézct a je spojen disulfidickou vazbou
(Bos, 1999). Po Stépeni druhym zenzymu pepsinem dochdzi k rozdéleni pouze na 2
fragmenty. Vznikd tak fragment F(ab):, ktery na rozdil od Fab obsahuje 2 vazebna mista a
pantovou oblast spojenou disulfidickou vazbou, a netplny fragment Fc (Ferencik et al., 2004).
Vsechny tyto fragmenty lze vyuzit v riznych variantach predevsim nepfimé metody ELISA
(Koenig and Paul, 1982). Fragmenty Fab a F(ab): jsou sérologicky aktivni a tudiz vazi uréity
antigen. Kdezto fragment Fc tuto schopnost postradd, ale diky svym konstantnim doménam
je specificky pro zivocisny druh, ve kterém byla protilatka pfipravena (Bos, 1999). Této
vlastnosti se vyuziva pii pfipravé sekundarnich protilatek, potfebnych pro nepfimou
metodu ELISA (Koenig and Paul, 1982). Tyto protilatky se vZdy pfipravuji v jiném zvifecim
druhu, neZz ze kterého pochdazeji primarni protilatky. Sekundarni protilatky jsou poté
specifické pro jiné protilatky ne pro dany virus, jako je tomu u protilatek primarnich
(Bos, 1999). Kromé toho je fragment Fc také schopny vazat protein A, ktery se bézné
vyskytuje vbunécné sténé bakterie Staphylococcus aureus a je vyuzitelny v riznych
sérologickych metodach (Hull, 2009).

Podle typu tézkého fetézce se imunoglobuliny déli do 5 tfid, z nichz jsou pro rostlinnou
virologii dulezité imunoglobuliny M (IgM) a G (IgG). Jako prvni jsou béhem imunitni
odpovédi produkovany IgM, coz jsou nejvétsi imunoglobuliny vyskytujici se v podobé
pentameru, které vétsinou z krve za par tydnli vymizi. Sérologicky vyznamné jsou hlavné
IgG, které se vyskytuji nejcastéji ze vSech tfid imunoglobulinti (Bos, 1999). Cirkuluji v krvi a
tkdnovém moku a jsou jedinou tfidou imunoglobulinti, ktera je schopna prechazet
pres placentu, ¢imz chrani plod pfed choroboplodnymi zarodky, dfive nez si vytvoii vlastni
imunitni systém. Jsou produkovany pfi imunitni odpovédi na opakovany kontakt s urcitym
antigenem a pfi vazbé s nim aktivuji komplement, soubor proteinti krevni plazmy, ktery
zajistuje zniceni antigenu a je aktivovan pfedevsim komplexem antigen-protilatka (Ferencik
et al., 2004). Jsou tvofeny monomery o molekulové hmotnosti 150 kDa a sedimenta¢nim
koeficientu 6,5 S (Bos, 1999). Jejich tezké fetézce typu y maji molekulovou hmotnost
50-70 kDa a jsou rozdéleny na 1 variabilni a 3 konstantni domény kazda zhruba o délce 110
aminokyselin. Lehké fetézce o velikosti 23 kDa obsahuji po jedné variabilni a jedné
konstantni doméné (Harlow and Lane, 1988).
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Obrazek 5: Schéma protilatky s prislusSnym enzymatickym stépenim molekuly. Vi — variabilni
doména tézkého fetézce, VL - variabilni doména lehkého fetézce, CL - konstantni doména lehkého
tetézce, Cul-3 — konstantni domény tézkého retézce, fecké pismena W, v, a, O a € — typy tézkych
fetézcti vyskytujicich se u imunoglobulind, fecka pismena i« a A - typy lehkych fetézcti vyskytujicich
se u imunoglobulinti, S-S — disulfidické mtstky, NH3+* - aminokonec, COO- - karboxylovy konec
(Invitrogen, 2008).

Obrazek 6: Molekuldrni model imunoglobulinu G (IgG). Barevna vldkna pfedstavuji proteinové
fetézce, Sipky a valce jejich specifickou 3D strukturu. Modfe a cervené jsou znazornény tézké retézce,
které tvoif strukturni kostru ve tvaru pismene Y. Sedivou a oranZovou barvou jsou oznaceny lehké
fetézce interagujici s téZkymi fetézci v horni ¢asti molekuly imunoglobulinu (SPL, 2011).
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3.5 ENZYMOVA IMUNOANALYZA S ENZYMEM VAZANYM NA
IMUNOSORBENT (ELISA, ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT
ASSAY)

Enzymové imunoanalyzy patfi k daleZitym technikam stanoveni fady makromolekul
(proteiny), jejich komplexti (viry, buriky) a nizkomolekularnich latek (hormony, riistové
regulatory). Enzymovda imunoanalyza s enzymem vdzanym na imunosorbent neboli ELISA
je zdkladni metodou klinické imunologie, ktera je zaloZena na principu specifické interakce
mezi protildtkou a antigenem. V rostlinné virologii byla poprvé aspésné pouZita v roce 1976
pro detekci dvou morfologicky odlisSnych virti arabis mosaic virus (AMV) a plum pox virus
(PPV; Voller et al., 1976) a velice rychle nahradila vétsinu dfive pouzivanych sérologickych
metod. Je to velice citlivd metoda, kterd umozZnuje detekovat i viry o koncentraci pouze
1-10 ng/ml (Bos, 1999). K detekci zde dochazi diky virové specifickym protilatkdm
s kovalentné navdzanym enzymem, ktery degraduje chromogenni substrat za tvorby
viditelného zbarveni. To lze poté zméfit pomoci spektrofotometru jako absorbance
pti vinové délce odpovidajici pouzitému substratu. Ackoli je u nékterych virti méné citliva
nez metody zalozené na hybridizaci nukleovych kyselin nebo biologické analyzy
na indikatorovych rostlindch, je vhodnéjsi pro rutinni, rozsahlé testovani polnich vzorkt
(Khan and Dijkstra, 2006).

Existuje mnoho variant této metody odliSujici se od sebe podle specifickych tuceld,
pro které je dand metoda uréena. Obecné se dé€li na pfimé a nepfimé metody podle vazby
enzymu na detekujici protilatku. U pfimych metod je enzym navazan piimo na detekujici
protilatku, kdeZto u nepfimych metod je tato vazba zprostfedkovana nespecificky pouzitim
dalsi protildtky (z jiného zvifectho druhu), na kterou je enzym navazan
(Koenig and Paul, 1982).

Pro rychlou a snadnou detekci virti o riazné morfologii obsazenych v syrové rostlinné
stavé nebo v podobé purifikatu je nejvhodnéjsi pfima metoda nazvana jako DAS — ELISA
(dvojita sendvicova ELISA, double-antibody sandwich ELISA), kde nevadi kmenova
specifita a velmi nizka koncentrace viru ve vzorku (Koenig and Paul, 1982). Pfi této metodé
se nejprve pomoci nekovalentni vazby adsorbuji na povrch jamky polystyrénové
mikrotitra¢ni desticky specifické protilatky, které poté zachyti a imobilizuji odpovidajici vir
pritomny v testovaném vzorku. Nasledné se ke komplexu vir-protildtka pridaji dalsi
specifické protilatky, které maji navdzany urcity enzym (obrazek 7; Clark and Adams, 1977).
Pro tuto metodu se nejcastéji jako enzym pouziva alkalickd fosfatdza, kterd hydrolyzuje
pridany bezbarvy substrat (4-nitrofenyl fosfat) za vzniku Zlutého produktu (4-nitrofenol) a
volného fosfatu. Pfitomnost zkoumaného viru ve vzorku se nasledné stanovuje
spektrofotometricky jako intenzita zlutého zabarveni pfi 405 nm (Clark and Adams, 1977).
Pred kazdym novym krokem jsou volné reaktanty zjamek vymyty, aby nedochdzelo
k nespecifickym reakcim (Clark and Adams, 1977).

promyti promyti promyti
’ —— O ——) EE’O&F‘ ——)
1

2 3 4
Obrazek 7: Princip pfimé metody DAS-ELISA. 1 — adsorpce specifickych protilatek na dno jamky,

2 — pfidani testovaného vzorku obsahujiciho vir, 3 — pfidani specifické protilatky konjugované
s enzymem, 4 — pfidani chromogenniho substratu, M protilatka, (O)vir, K-E protilatka konjugovana
s enzymem, @ substrat, O produkt $tépeni substratu (modifikace Clark and Adams, 1977).
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4. MATERIALY A METODY

4.1 BIOLOGICKY MATERIAL

Ve své praci jsem pouzivala virus mosaiky jetele bilého (WCIMYV), izolat 12/13 ziskany
z jetele luéniho (Trifolium pratense) pochazejici ze Slechtitelské stanice Ing. Hana Jake$ova,
Csc. v Hladkych Zivoticich. V pfedchozi praci byl tento izolat WCIMV identifikovéan jako
kmen O (Beckova, 2007). Pro purifikace jsem zpocatku zpracovavala zamrazeny rostlinny
material (Nicotiana occidentalis 37B, Phaseolus vulgaris), ktery byl izolatem 12/13 WCIMV
infikovan pomoci mechanické inokulace. Tento materidl jsem ziskala od vedouci své prace
Ing. Jany Franové, Dr. Vzhledem k pottebé velkého mnozstvi rostlinného materidlu, jsem si
zkoumany virus nasledné namnozila mechanickou inokulaci dalSich rostlin fazolu obecného
(Phaseolus wvulgaris). Tyto rostliny byly vypéstovany v laboratornim skleniku oddéleni
Rostlinné virologie. Pro inokulum jsem nejprve pouzila jiz zminény zamraZeny rostlinny
materidl a poté timto zplisobem ziskané cerstvé listy fazolu infikované virem WCIMYV, které
jevili vyrazné symptomy v podobé systémové mozaiky (obrazek 8). Inokulum jsem
pripravila homogenizaci rostlinného materialu pomoci tfeci misky a tloucku v inokulacnim
0,1M fosfatovém pufru pH 7,00 s pfidanim karburundového prasku (karbid kfemiku, SiC)
jako abraziva.

\

Obrazek 8: Ukazka systémovych priznaki virové infekce WCIMV (white clover mosaic virus)
na listech fazolu obecného (Phaseolus vulgaris).
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4.2 PURIFIKACE

421  Purifikace s pouzitim bentonitu

Pro éaste¢nou purifikaci jsem pouzila postupné 4 metody purifikaénich postupti. Prvni
znich byl zaloZen na separaci hostitelskych proteinti adsorpci na bentonit, coz je jilovita
hornina s velkou sorpéni schopnosti. Poté nasledovala koncentrace virioni pomoci
diferencidlni centrifugace o 2 cyklech nizkootackové a vysokootackové centrifugace, ktera
vede k separaci virioni od rozpustnych nizkomolekuldrnich éastic. Pro nizkootackovou
centrifugaci jsem u vSech purifikacnich postupti pouzivala stolni centrifugu 3-18 K firmy
Sigma a pro vysokootackovou centrifugaci ultracentrifugu Optima ™ L-90 K (rotor Ti 50.2)
firmy Beckman Coulter. Touto metodou jsem provedla celkem 3 purifikace za pouZiti
infikovanych list(i tabaku Nicotiana occidentalis 37B a fazolu obecného (Phaseolus vulgaris)
jako rostlinného materialu.

Postup purifikace:

1) 50 g rostlinného materidlu homogenizovano ve 100 ml PBS pufru pH 7,4
(s pridavkem 1 % PVP, 1 % BSA, 2,5 % Triton-X-100 a 1M mocoviny) a kyseliny
thioglykolové jako antioxidantu

2) homogenat filtrovan pres silon pro odstranéni hrubych rostlinnych zbytkt
3) do rostlinné stavy pridano 6 % bentonitu a hodinu michano v ledu

4) suspenze centrifugovana 10 min pfi 7000 ot/min a 4 °C pro odstranéni bentonitu
s navazanymi hostitelskymi proteiny

5) supernatant centrifugovéan 2 hodiny pfi 29000 ot/min a 4 °C

6) sedimenty resuspendovany v 0,02 M sodno-draselném fosfatovém pufru pH 7,2
a centrifugovany 10 min pfi 12000 ot/min a 4 °C

7) supernatant doplnén 0,02 M sodno-draselnym fosfatovym pufrem pH 7,2 na
objem centrifugacni kyvety a centrifugovan hodinu pfi 50000 ot/min a 4 °C

8) sediment resuspendovan v 0,02 M sodno-draselném fosfatovém pufru pH 7,2 a
centrifugovan 10 min pfi 6000 ot/min a 4 °C

9) odebran supernatant (koncentrovana virova suspenze) a uchovan pfi — 20 °C

4.2.2  Purifikace s pouzitim chloroformu a n-butanolu

Postup je zaloZen na diSténi viru pomoci kombinace organickych rozpoustédel
chloroformu a n-butanolu, které koaguluji hostitelské komponenty, jako jsou ribozomy,
phytoferritin a membranové organely. Virové c¢astice jsem nasledné koncentrovala srazenim
polyethylenglykolem (PEG 6000), které jsem pii druhém pokusu jesté podpofila naslednou
diferencidlni centrifugaci. Tuto metodu purifikace jsem provedla pouze 2 krat. Pfi prvnim
pokusu jsem jako rostlinny materidl pouzila infikované listy fazolu obecného (Phaseolus
vulgaris) a pfi druhém listy tabaku Nicotiana occidentalis 37B.
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Postup purifikace:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)
8)

60 g rostlinného materidlu homogenizovano ve 120 ml 0,5 M sodno-draselném
fosfatovém pufru pH 7,2 a Na:SOsjako antioxidantu

homogenat filtrovan pfes silon pro odstranéni hrubych rostlinnych zbytka

rostlinnda stava hodinu michdana vledu a poté centrifugovana 10 min
pti 7000 ot/min a 4 °C pro dalsi pfecisténi

do supernatantu pridano 6 % n-butanolu, 8 % chloroformu a 30 min intenzivné
michano pfi pokojové teploté

suspenze centrifugovdna 10 min pifi 7000 ot/min a 4 °C pro odstranéni
koagulovanych hostitelskych komponent a organickych rozpoustédel

k vodné fazi pfidan PEG 6000 a NaCl v koncentraci 4 g / 100 ml a hodinu
michano pfi pokojové teploté

suspenze centrifugovana 15 min pfi 16000 ot/min a 4 °C

sedimenty resuspendovany v 0,01 M sodno-draselném fosfatovém pufru pH 7,2

a centrifugovany 15 min pfi 16000 ot/min (3000 ot/min pfi druhém pokusu) a
4°C

Pokracovani u druhého pokusu:

9)

supernatant doplnén 0,01 M sodno-draselnym fosfatovym pufrem pH 7,2
na objem centrifugacni kyvety a centrifugovan 150 min pti 25000 ot/min a 4 °C

10) sediment resuspendovan v 0,01 M sodno-draselném fosfatovém pufru pH 7,2 a

centrifugovan 10 min pfi 7000 ot/min a 4 °C

11) odebran supernatant (koncentrovana virova suspenze) a uchovan pii — 20 °C

4.2.3

Purifikace s pouzitim bentonitu a polyethylenglykolu (PEG 6000)

V dalsim postupu purifikace jsem zkombinovala adsorpci hostitelskych proteinti
bentonitem a koncentraci viru srdZenim polyethylenglykolem v kombinaci snaslednou
diferencidlni centrifugaci. Touto metodou jsem provedla celkem 8 purifikaci za pouziti
infikovanych listd tabaku Nicotiana occidentalis 37B a fazolu obecného (Phaseolus vulgaris)
jako rostlinného materialu.

Postup purifikace:

1)

2)
3)
4)

50 g rostlinného materidlu homogenizovano ve 100 ml PBS pufru pH 7,4
(s pridavkem 1 % PVP, 1 % BSA, 2,5 % Triton-X-100 a 1M mocoviny) a kyseliny
thioglykolové jako antioxidantu

homogenat filtrovan pfes silon pro odstranéni hrubych rostlinnych zbytk
do rostlinné stavy piidano 6 % bentonitu a hodinu michano v ledu

suspenze centrifugovana 10 min pfi 7000 ot/min a 4 °C pro odstranéni bentonitu
s navazanymi hostitelskymi proteiny
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5)

6)
7)

8)

9)

k supernatantu pfidan PEG 6000 a NaCl v koncentraci 4 g / 100 ml a hodinu
michano pfi pokojové teploté

supernatant centrifugovan 2 hodiny p¥i 29000 ot/min a 4 °C

sedimenty resuspendovany v 0,02 M sodno-draselném fosfatovém pufru pH 7,2
a centrifugovany 10 min pti 12000 ot/min a 4 °C

supernatant doplnén 0,02 M sodno-draselnym fosfatovym pufrem pH 7,2
na objem centrifugacni kyvety a centrifugovan hodinu pfi 50000 ot/min a 4 °C

sediment resuspendovan v 0,02 M sodno-draselném fosfatovém pufru pH 7,2 a
centrifugovan 10 min pfi 6000 ot/min a 4 °C

10) odebran supernatant (koncentrovand virova suspenze) a uchovan pii — 20 °C

4.2.4

Purifikace s pouZitim diethyletheru a tetrachlormethanu

Jako posledni metodu jsem vyuzila modifikaci purifikace dle Wettera zroku 1960.
Zakladem této metody je koagulace hostitelskych komponent organickym rozpoustédlem
diethyletherem. Vodnd faze obsahujici viriony se poté vydcisti od jeho zbytkt extrakci
druhym organickym rozpoustédlem tetrachlormethanem. Nésledné se viriony koncentruji
diferencidlni centrifugaci. Touto metodou jsem provedla celkem 19 purifikaci z infikovanych
listti fazolu obecného (Phaseolus vulgaris).

Postup purifikace:

1)

2)
3)

4)
5)

6)
7)
8)
9)

50 g rostlinného materidlu homogenizovano v 0,5 M sodno-draselném
fosfatovém pufru pH 7,2 v poméru 1:2 (w/v) a 0,2 % NaxSOs, 0,2 % kyseliny
askorbové jako antioxidantti

homogenat filtrovan pfes silon pro odstranéni hrubych rostlinnych zbytkt

k rostlinné stavé pridano ekvivalentni mnozstvi diethyletheru a 20 min michano
pri pokojové teploté kviili koagulaci hostitelskych komponent

suspenze centrifugovana 10 min p¥i 6000 ot/min a 4 °C

k vodné fazi pfiddno ekvivalentni mnoZstvi tetrachlormethanu a 10 min
michano pri pokojové teploté k odstranéni zbytkt diethyletheru

suspenze centrifugovana 10 min pfi 6000 ot/min a 4 °C
zopakovan krok 5 a 6
vodna faze michdna pres noc pii 4 °C

suspenze centrifugovana 2 hodiny pfi 29000 ot/min a 4 °C

10) sedimenty resuspendovany v 0,01 M sodno-draselném fosfatovém pufru pH 7,00

a centrifugovany 10 min pfi 12000 ot/min a 4 °C

11) supernatant doplnén 0,01 M sodno-draselnym fosfatovym pufrem pH 7,00

na objem centrifugacni kyvety a centrifugovan 90 min p#i 50000 ot/min a 4 °C

12) sediment resuspendovan v 0,01 M sodno-draselném fosfatovém pufru pH 7,00 a

centrifugovan 10 min pfi 6000 ot/min a 4 °C

-18 -



13) odebran supernatant (koncentrovana virova suspenze) a uchovan pii — 20 °C

Céstecné purifikaty p¥ipravené viemi pouZitymi metodami jsem zkontrolovala pomoci
transmisni elektronové mikroskopie (TEM) pro ovéfeni pfitomnosti virovych ¢&astic.
Purifikaty jsem vzdy nanesla smaceci metodou na pouhlikované médéné sitky potaZené
formvarovou membranou a obarvila 2 % roztokem uranyl acetatu. U purifikata jsem téz
zméfila absorbanci pfi 260 a 280 nm.

4.2.5  Hustotni gradientova centrifugace

Z dtivodu nasledné pripravy antiséra jsem castecné purifikaty, které obsahovaly velké
mnozstvi virovych ¢astic, jesté precistila pomoci hustotni gradientové centrifugace. Béhem
této metody dochdzi koddéleni viri od neéistot na zdkladé rychlosti sedimentace
jednotlivych castic obsaZzenych ve vzorku. Pouzila jsem gradient zaloZeny na zvysujici se
koncentraci a tim i hustoté roztoku sachardzy smérem ke dnu centrifugacni kyvety. Obsah
kyvet jsem nésledné analyzovala pratokovym spektrofotometrem. Frakce vykazujici vysoké
hodnoty absorbance jsem oddélila, rozfedila a poté zakoncentrovala viriony pomoci
ultracentrifugace.

Postup:

1) pfipraveny roztoky sacharézy v 0,01 M sodno-draselném fosfatovém pufru
PH 7,00 o koncentraci 10 %, 20 %, 30 % a 40 %

2) po 9 ml navrstveny do tenkosténnych centrifugaénich kyvet tak, aby se
koncentrace sacharzy smérem ke dnu centrifugacni kyvety zvysovala

3) navrch opatrné nanesen 1 ml pfedem pfipraveného caste¢ného purifikatu

4) centrifugace 3 hodiny pfi 28000 ot/min a 4 °C (vykyvny rotor SW 28,
ultracentrifuga Optima ™ L-90 K od firmy Beckman Coulter)

5) oddéleny frakce obsahujici virové castice pomoci aparatury sloZené
z pratokového spektrofotometru (UVis-920, APCzech, UV filtr pro 260 nm),
peristaltické pumpy (Peristaltic Pump P-3, Pharmacia Fine Chemicals), sbérace
frakci (RediFrac, Pharmacia Biotech) a zapisovace (Line Recorder TZ 4200,
Laboratorni pristroje Praha)

6) frakce 3 krat nafedény 0,01 M sodno-draselnym fosfatovym pufrem pH 7,00
7) centrifugace 90 min pti 50000 ot/min a 4 °C
8) sediment resuspendovan v 0,01 M sodno-draselném fosfatovém pufru pH 7,00

U takto ziskaného cistého purifikdtu jsem zméfila absorbanci pfi 260 a 280 nm a
zkontrolovala pfitomnost virovych castic pomoci transmisni elektronové mikroskopie
stejnym zptisobem jako u ¢astecnych purifikatu.
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4.3 IMUNIZACE KRALIKA

Laboratorni kralik (plemeno Cincila) byl imunizovan pani Lenkou Stifterovou
na Parazitologickém ustavu, AVCR. Imunizaéni schéma sestavalo z 2 cyklt aplikaci
antigenu. K subkutannim a intramuskuldrnim injekcim bylo pfidano ekvivalentni mnoZstvi
nekompletniho Freundova adjuvans (Sigma-Aldrich). Tato emulze oleje a vody se pouziva
pro zvyseni imunogenity a retence antigenu, coz vyvolava silnou a prodlouzenou imunitni

odpovéd.

V prvnim cyklu byly vSechny imunizac¢ni davky tvoreny castecnymi purifikaty dale
precisténymi pfes sachardzovy gradient. Nejprve byla aplikovdna subkutanni injekce,
po které nasledovala za zhruba 10 dni intramuskularni aplikace. Poté byl kralik imunizovan
jesté 2 intravendéznimi injekcemi vzdy s tydennim rozestupem. Prvni zkusmy odbér
pro kontrolu titru antiséra nasledoval tyden od posledni intravendzni injekce, po kterém
byla aplikovana jesté dalsi subkutdnni injekce zhruba 3 tydny od posledni intravendzni
aplikaci. Poté byl proveden jesté druhy zkusmy odbér zhruba tyden od této subkutdnni
injekce.

Druhy cyklus probéhl zhruba za dals$i 2 mésice po odpocinku imunizovaného zvitete.
V tomto cyklu byly davky 1 a 3 tvofeny purifikaty preciSténymi pies sachardézovy gradient a
davky 2 a 4 pfimo éastenymi purifikaty, které i samy o sobé vykazovaly vysokou cistotu.
Nejprve byla aplikovana intramuskularni injekce, po které jesté nasledovaly 3 intravendzni
aplikace po 6, 3 a 4 dnech vZdy od posledni imunizaéni davky.

Imunizacni schéma:

1. subkutanni (pod kiizi) injekce - 0,85 mg virovych ¢astic

2. intramuskularni (do svalu) injekce — 0,85 mg virovych ¢astic

3. intravenozni (do zily) injekce — 0,85 mg virovych ¢astic

4. intravenozni (do zily) injekce — 0,85 mg virovych ¢astic
zkusmy odbér

5. subkutanni injekce — 20 ug virovych ¢astic

zkusmy odbér

po odpodinku:

1. intramuskularni injekce — 7 pg virovych éastic
2. intravenézni injekce — 15,4 mg virovych castic

3. intravenézni injekce — pfesné neurcéené mnozstvi (pfitomnost ¢astic potvrzena
pomoci TEM, viz kapitola 5.1.4)

4. intravenézni injekce — 3,4 mg virovych ¢astic
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4.4 IMUNODIFUZNI TEST

Pro urceni titru antiséra jsem pouzila metodu dvojité imunodiftize v agaru (tzv. metoda
podle Ouchterlonyho), pfi které agar6zovym gelem difunduji protilatky a antigeny proti
sobé. Vzijemné sérologicky reaguji a vmisté jejich reakéni rovnovahy vznika bila
precipitacni linie, kterou lze vizualné pozorovat.

Pro tuto metodu jsem pouZzivala 0,8 % bacto-agar (Difco) rozpustény v Mcllvaine pufru
pH 7,00. Jeho tenkou vrstvu jsem nanesla do Petriho misek a po ztuhnuti jsem do agaru
vykrojila jamky pro nakapdni antiséra, pozitivni a negativni kontroly. Jako negativni
kontrolu jsem zvolila neinfikované listy jetele plazivého (Trifolium repens) a fazolu obecného
(Phaseolus vulgaris) vypéstované ve skleniku oddéleni Rostlinné virologie a jako pozitivni
kontrolu listy fazolu infikované virem WCIMV. Jak zdravé, tak i infikované listy jsem
homogenizovala pomoci tfeci misky a tloucku v inokula¢nim 0,1M fosfatovém pufru pH 7,00
a poté centrifugovala 10 min pfi 8000 ot/min (3-18 K, Sigma) pro odstranéni hrubych
necistot. Obé negativni kontroly jsem pouzila ke kontrole protilatek pfitomnych v antiséru a
pozitivni kontrolu pro uréeni titru antiséra. Do prostfedni jamky jsem vzdy nakapala bud
negativni, nebo pozitivni kontrolu. Kolem této jamky bylo vzdy rozmisténo 6 jamek,
do kterych jsem nakapala nefedéné antisérum a jeho fedici fadu (obrazek 9). Vysledek jsem
hodnotila postupné v pritbéhu 21 dni.
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Obrazek 9: Schéma rozlozeni jamek béhem imunodiftize. AS — antisérum, AG — antigen (WCIMYV),
1:1 - 1:1024 — fedici fada antiséra.

4.5 IZOLACE IgG

Pro izolaci IgG byla odebrana krev 3. a 7. den po posledni imunizac¢ni davce druhého
cyklu. Zaroven jsem také izolovala IgG z antisér pfipravenych po zkusmych odbérech.
Pro ziskani antiséra jsem nejprve odebranou krev srazela cca 24 hodin za pokojové teploty a
poté centrifugovala 15 minut pfi 3000 ot/min v nechlazené centrifuze. Z takto pfipravenych
antisér jsem izolovala IgG celkem tfikrat. Nejprve jsem jednotliva antiséra nafedila v poméru
1:10 (v/v) destilovanou vodou a poté knim pridala ekvivalentni mnoZzstvi nasyceného
roztoku siranu amonného. K ziskdni proteinii v nativnim stavu jsem celou smés hodinu
srazela za pokojové teploty. Po desetiminutové centrifugaci pfi 8000 ot/min (3-18 K, Sigma)
jsem vznikly precipitdt rozpustila PBS pufrem pH?7,4 zfedénym destilovanou vodou
v poméru 1:1. Z takto pfipravené suspenze jsem pro dalsi praci odstranila siran amonny
trojnasobnou dialyzou pokazdé proti 1250 ml PBS pufru opét zfedéného destilovanou vodou
vpoméru 1:1. Cisté IgG jsem poté ziskala ionexovou chromatografii na sloupci
DEAE-celulézy (Sigma). Pro oddéleni frakci obsahujicich IgG jsem pouzila aparaturu
slozenou z prutokového spektrofotometru (UVis-920, APCzech, UV filtr pro 280 nm),
peristaltické pumpy (Peristaltic Pump P-3, Pharmacia Fine Chemicals), sbérace frakci
(RediFrac, Pharmacia Biotech) a zapisovace (Line Recorder TZ 4200, Laboratorni pfistroje
Praha). Takto ziskané cisté IgG jsem lyofilizovala a uchovala v zatavenych ampulich
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po 2 mg. Pro naslednou optimalizaci metody DAS-ELISA jsem si ponechala 1 mg IgG, ktery
jsem naredila na vyslednou koncentraci 1 mg/ml.

4.6 KONJUGACE IgG S ALKALICKOU FOSFATAZOU

Pro znaceni IgG alkalickou fosfatdzou jsem pouzila 1 mg IgG, ktery jsem doplnila
do 1ml pufrem PBS pH74 Ktakto pfipravenému roztoku IgG o koncentraci
1 mg/ml jsem pfidala 3000 U alkalické fosfatazy (100 ul, Roche) a 12,5ul 5% roztoku
glutaraldehydu pro udrZeni imunologické a enzymatické aktivity konjugatii (Avrameas,
1969). Tuto smés jsem poté inkubovala 3 hodiny pfi pokojové teploté za obcasného
promichéni. Nasledné jsem ze smési odstranila glutaraldehyd trojnasobnou dialyzou pii 4 °C
pokazdé proti 1500 ml pufru PBS pH7,4. Takto ziskané IgG snavazanou alkalickou
fosfatdzou jsem uchovala pfi 4 °C za pfidani BSA (bovinni sérovy albumin) pro jejich
stabilizaci a azidu sodného (NaNs) pro konzervaci.

4.7 DAS-ELISA

Pro optimalizaci podminek sérologické detekce WCIMV metodou DAS-ELISA jsem
provedla nékolik samostatnych pokusti, pfi kterych jsem pouzivala ziskané IgG a piipraveny
konjugat s alkalickou fosfatdzou (dale IgG-AP). Test jsem vzdy provadéla
na polystyrenovych mikrotitracnich destickdch s 96 jamkami (MicroWell™ Plates, Nunc
A/S). Jako negativni kontrolu jsem pouzivala zdravé listy rostlin fazolu obecného (Phaseolus
vulgaris) a tabaku Nicotiona occidentalis 37B, které byli vypéstovany ve skleniku oddéleni
Rostlinné virologie. Pro pozitivni kontrolu jsem vzdy odebrala listy fazolu obecného
(Phaseolus wvulgaris) s priznaky systémové mozaiky po mechanické inokulaci izolatem
WCIMYV 12/13. Veskery rostlinny material jsem nasledné vlozila do homogenizacénich sackt
(Bioreba AG), pfidala extrakéni pufr a homogenizovala pomoci specidlniho mechanického
homogenizatoru (Homex 6, Bioreba AG). Po kazdém kroku jsem volné reagencie vymyvala
promyvacim pufrem pH 7,4 pomoci automatické promyvacky Atlantis (Chemos). Nakonec
jsem vzdy vysledek testu kvantifikovala méfenim absorbance pfi vlnové délce 405 nm
na spektrofotometru (SpectraFluor Plus, Tecan) a desticku vyfotografovala.

4.7.1  Urceni vhodnych koncentraci IgG a konjugatii

Pfi tomto pokusu jsem zjiSfovala nejvhodnéjsi koncentraci IgG a zaroven fedéni
pripraveného IgG — AP, aby test probihal bez vzniku faleSnych pozitivit a zdroven se
vytvarely dostatecné zfetelné barevné signadly u pozitivnich kontrol. Nejprve jsem si
vytvofila fedici fady ziskanych IgG a IgG - AP, poté provedla niZe popsany postup a
nakonec vysledky vyhodnotila.

Pracovni postup:

1) Potazeni stén jamek mikrotitra¢ni desticky protilatkami

e IgG nafedény potahovacim pufrem o pH 9,6 na koncentrace 1,5 ug/ml, 2,5
ug/ml a5 pg/ml

¢ IgG naneseny do piislusnych jamek mikrotitra¢ni desti¢ky po 200 ul
e inkubace 3 hodiny pfi 37 °C v termostatu

e 3x promyti promyvacim pufrem pomoci automatické promyvacky
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2)

3)

4)

5)

Naneseni vzorku rostlinného materialu

vzorky homogenizovany v extrakénim pufru v poméru 1:10
(0,1 g listu/ 1 ml pufru)

rostlinna Stava nanesena do pfislusnych jamek mikrotitracni desticky
po 200 ul

nanesen blank (extrakéni pufr) do prislusnych jamek mikrotitracni desti¢ky
po 200 ul

inkubace v lednici pfi 4 °C pres noc

5x promyti promyvacim pufrem pomoci automatické promyvacky

Navazani IgG —-AP na antigeny

IgG — AP naredén konjugatovym pufrem v poméru 1:100, 1:500 a 1:1000

IgG — AP nanesen do pfislusnych jamek mikrotitrac¢ni desticky
po 200 pl

inkubace 3 hodiny pfi 37 °C v termostatu

3x promyti promyvacim pufrem pomoci automatické promyvacky

Pfidani specifického substratu

5 mg tablety substratu (4-nitrofenyl fosfat; Sigma) rozpustény
v substratovém pufru o pH 9,8 na vyslednou koncentraci 1 mg/ml za temna

roztok substratu nanesen do pfislusnych jamek mikrotitrac¢ni desticky
po 200 pl za temna

inkubace 45 minut v termostatu pfi 37 °C za temna

Vyhodnoceni na spektrofotometru

celd mikrotitrac¢ni desticka zméfena na spektrofotometru pfi 405 nm

SlozZeni pouzitiich pufrii:

0,01 M potahovaci karbonatovy pufr pH 9,6
NaHCOs ... 0,168 g

voda ... 200 ml
Na2COs ... 0,106 g
voda ... 100 ml

roztoky slévany na vysledné pH 9,6
pridano nékolik zrnek azidu sodného pro konzervaci

10x PBS pufr pH 7,4
NaH:POs - 2H20 ... 4,68 g
NaCl ... 24,63 g

voda ... 300 ml

Na:HPOs - 12 H20 ... 25,06 g
NaCl ... 57,47 g

voda ... 700 ml
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roztoky slévany na vysledné pH 7,4
pro dalsi pouZiti fedéno 1:10 destilovanou vodou a upraveno na pH 7,4

e promyvaci pufr
PBS pufr pH 7,4 + 0,05 % Tween 20
pridano nekolik zrnek azidu sodného pro konzervaci

e extrakéni pufr
promyvaci pufr + 1 % PVP
pridano nekolik zrek azidu sodného pro konzervaci

e konjugatovy pufr
shodny s promyvacim pufrem

e substratovy pufr pH 9,8
diethanolamin ... 9,7 ml
voda ... 80 ml
pH upraveno pomoci HCl na 9,8
doplnéno na 100 ml dest. vodou
pridano nékolik zrnek azidu sodného pro konzervaci

4.7.2  Urceni vhodnych podminek inkubace enzymové reakce

Béhem tohoto pokusu jsem zjiStovala nejvhodnéjsi délku a teplotu inkubace, za které
probihd hydrolyza substratu alkalickou fosfatdzou. Test jsem provedla stejnym zptisobem
jako v kapitole 4.7.1 pouze s rozdilem v pouzitych koncentracich IgG a IgG - AP, u kterych
jsem vychdzela z predchoziho zjisténi jejich nejvhodnéjsich hodnot. Zavérecnou reakci
substratu s enzymem jsem inkubovala zaroven na jedné mikrotitrac¢ni destic¢ce za pokojové
teploty a na druhé v termostatu pfi 37 °C. U obou desticek jsem poté zméfila absorbanci
pti 405 nm po 15, 20 a 30 minutach inkubace a porovnala vysledky.

4.7.3  Urceni citlivosti testu pfi fedéni rostlinné stavy a porovnani s komercéné
dostupnym kitem firmy DSMZ (Némecko)

Pfi tomto pokusu jsem urcovala nejnizsi mozné fedéni rostlinné stavy, za kterého jesté
dochazi k pozitivni reakci. Opét jsem postupovala stejnym zptisobem jako v bodé 4.7.1
pouze s rozdilem v pouzitych koncentracich IgG (1,5 pl/ml) a IgG - AP (1:1000). Nejprve
jsem si pfipravila fedici fady rostlinné Stavy jak zlisti pouZitych pro pozitivni, tak i
negativni kontrolu (obrézek 10). Redici fadu jsem si vytvofila homogenizaci rostlinného
materidlu v extrakénim pufru stejné jako vbodé 4.7.1 vpoméru 1:10 a takto ziskanou
rostlinnou $tavu jsem poté nafedila extrakénim pufrem tak, abych ziskala fedéni 1:20, 1:40,
1:50, 1:100, 1:10%, 1:10¢ 1:10° a 1:10°. Vysledné absorbance jsem u prvni desticky s niz$imi
hodnotami fedéni zméfila po 30 minutach inkubace pfi pokojové teploté, u druhé desticky
s vy$simi hodnotami fedéni po 75 minutach.

Stejnym zptisobem fedénou rostlinou stavu jsem poté jesté otestovala pomoci komeréné
dostupného kitu firmy DSMZ (Némecko). Test jsem provedla pfesné podle pokynti vyrobce
pouze s pouzitim vlastnich pozitivnich a negativnich kontrol. Jako pozitivni kontrolu jsem
stejné jako ve vSech provedenych testech pouzila listy fazolu obecného (Phaseolus vulgaris)
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infikované virem WCIMYV a jako negativni kontrolu zdravé listy fazolu a tabaku (Nicotiana
occidentalis 37B). Vysledky obou pouzitych postupti jsem nakonec vzdjemné porovnala.

Obrazek 10: Ukazka fedici fady rostlinné stavy.
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5. VYSLEDKY

Nasledujici pasaz o rozsahu 13 stran obsahuje utajované skutecnosti a je
obsazena pouze v archivovaném origindle diplomové prace uloZeném na
Prirodovédecké fakulté.
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6. DISKUZE

Ve své praci jsem se zabyvala studiem viru mozaiky jetele bilého (white clover mosaic
virus, WCIMV), izolatem 12/13. Cilem mé prace bylo ziskat purifikat vhodny pro imunizaci
laboratornich zvitfat, poté izolovat virové — specifické polyklonalni protilatky a ndsledné
optimalizovat podminky sérologické detekce tohoto viru pomoci metody DAS-ELISA.

Pro purifikaci vird zinfekéniho rostlinného materialu neexistuje universalni metoda,
ktera by byla vhodnd pro vSechny rostlinné viry. Proto jsem béhem své prace postupné
otestovala celkem 4 metodické postupy.

Jako prvni jsem zvolila metodu purifikace s pouzitim bentonitu, ktery se vzhledem
ke své vysoké adsorpéni schopnosti vyuziva pro filtraci hostitelskych proteint pfedevsim
u rostlinnych vird citlivych na bézné pouzivand organickd rozpoustédla (Dunn and
Hitchborn, 1964). Z mych vysledk(i lze tuto metodu purifikace také vyhodnotit jako
vhodnou pro ziskdni relativné velkého mnozstvi viriont WCIMYV, ale ne v ¢istoté potiebné
pro naslednou imunizaci laboratornich zvirat. Pfes veSkerou snahu se nikdy nepodatilo
zcela oddélit zbytky chlorofylu od vlastnich virovych dasticc ani béhem precisténi
pfes sachar6zovy gradient.

Jako dal$i jsem vybrala klasickou metodu vyuZzivajici kombinaci organickych
rozpoustédel chloroformu a butanolu, které vedou k rychlému a ucdinnému odstranéni
hostitelskych bunéénych komponent. Tato metoda naopak nebyla viibec vhodna
pro castecnou purifikaci tohoto viru, coz je v souladu s vysledky prace podle Wettera (1960).
Zde byla tato metoda purifikace porovndna s metodou vyuzivajici jind organicka
rozpoustédla a vyhodnocena jako metoda vedouci k velkym ztratdm virovych ¢astic.

Pti tfeti metodé purifikace jsem se pokusila vylepsit prvni uvedeny postup pfidanim
kroku koncentrace virionti sraZenim polyethylenglykolem (PEG 6000). Tato latka by méla
pfevést viriony do vytvofené srazeniny a tim je spolehlivé oddélit od rostlinnych zbytka
(Khan and Dijkstra, 2006). Tento purifikacni postup vSak vedl k velice rtznorodym
vysledkiim, coZ je mozné vysvétlit délkou sraZeni viriond. Vliv délky sraZeni na vysledny
zisk virionti byl popsan v praci Lin et al (1977), kde byl s tispéchem purifikovan jiny zastupce
rodu Potexvirus a to bamboo mosaic virus (BoMV).

Jako vhodny postup pro purifikaci WCIMV jsem nakonec vybrala modifikovanou
metodu podle Wettera (1960), kde byla nahrazena jiz dfive pouzivand organicka
rozpoustédla chloroform a butanol kombinaci rozpoustédel diethylether a tetrachlormethan.
Timto zptisobem bylo ve vySe zminéné praci s uspéchem purifikovano celkem 11 vlaknitych
vir, znichz 2 patfi do rodu Potexvirus (potato virus X a white clover mosaic virus).
Vsouladu svysledky této prace jsem ziskala purifikdty o vysoké Cistoté dostatecné
knasledné piipravé antiséra. BohuZel zde nebyly uvedeny jednotlivé vytézky virionti
na mnozstvi rostlinné hmoty a proto je nelze porovnat s mymi vysledky.

Celkem se mi podafilo ziskat 22,2 mg virionii z celkového mnozstvi 807 g infikovanych
listd fazolu obecného. Tento vytézek ovSem neodpovidd obrovskému mnozstvi viriont
prokdzanému pomoci elektronové transmisni mikroskopie (viz obrazek 11). Moznym
vysvétlenim tohoto rozporu jsou ztraty virioni béhem gradientové centrifugace
(viz kapitola 5.1.4) a také nestabilnost méfeni UV spektrofotometru pouzivaného pro ovéfeni
absorbance purifikatd pfi 260/280 nm. Tyto hodnoty se poté pouzivaji k prepoctu
vysledného zisku viriont a uréeni pfitomnosti bilkovin.
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Pro ziskani antisér rostlinnych virti se dnes jiz klasicky vyuziva laboratornich kralikd.
Tvorba protilatek je ovSem velice zdvisla na organismu daného jedince pouzitého
pro imunizaci. Jako prvni cyklus imunizace jsem zvolila klasické imunizacni schéma, které
ovsem nevedlo k ziskdni prili§ vysokého titru antiséra. Proto jsem pristoupila k varianté
opakované imunizace po nékolikamésicnim odpocinku imunizovaného zvirete. Tato metoda
byla s tispéchem pouZita pro zvySeni titru antiséra napiiklad u potato virus S (PVS), potato
virus X (PVX) nebo potato virus Y (PVY; Jermoljev a Pozdéna, 1972), coz je ale v rozporu
smymi vysledky. To miiZe souviset s pouzitim jiného imunizacniho postupu u druhého
cyklu imunizace, kde jsem se pokusila jeSté podpofit vyssi tvorbu protilatek kratSimi
rozestupy mezi jednotlivymi aplikacemi antigenu, aby nedochdzelo k poklesu koncentrace
organismem produkovanych protilatek.

Titr ziskanych antisér se pohyboval od hodnoty 1:1 do 1:16, coZ je v rozporu s praci
podle Wettera (1960). Zde byl naopak u WCIMV dosazen nejvyssi titr antiséra ze vsSech
ostatnich testovanych virti. V této praci byla ovSem pouZzita tzv. kapkova metoda, ktera se
pro svou nepresnost jiz dnes nevyuZziva. Mnou pouzitd metoda podle Ouchterlonyho je dnes
klasickou metodou pro urceni titru antiséra, kterd ovSem skytd limitaci v podobé morfologie
nékterych virt. VIdknité viriony rodu Potexvirus totiz velice pomalu a tézko prochdzeji
agarem (Francki et al., 1985). Proto jsou dosazené hodnoty titru antisér pravdépodobné nizsi,
nez odpovidalo skutecnosti. Toto tvrzeni dokazuje relativné vysoky zisk IgG izolovanych
ze vSech ziskanych antisér (viz kapitola 5.3). Jako mozné feSeni obtizné nepriichodnosti
vldknitych castic agarem je v literatufe uvadéna fragmentace viriontt ultrazvukovymi
vibracemi ¢i jejich uprava rtiznymi chemikadliemi (Bos, 1999). Proto jsem se jesté pokusila
ziskat skutecnou hodnotu titru antiséra alkalickou degradaci za pouziti ethanolaminového
pufru. Tato metoda byla popsana v praci Purcifull and Shepherd (1964), kde byly tetovany
rtizné metody degradace virioni za vzniku proteinovych fragmenti o niz$i molekulové
vaze. Pouziti alkalické degradace zde bylo vyhodnoceno jako nejvhodnéjsi a s tispéchem
pouzito napfiklad u sérologicky pfibuzného potexviru clover yellow mosaic virus. Ani touto
Upravou virionli jsem neziskala presnéjsi vysledky, proto jsem tento postup neuvadéla
v pouzitych metodach.

Po izolaci protildtek a pfipravé konjugatu jsem optimalizovala podminky
pro sérologickou detekci WCIMV metodou DAS-ELISA. Tato metoda je dnes velice
vyuzivanou imunologickou technikou pouZivanou hlavné pfi rutinni detekci pfitomnosti
viru v polnich vzorcich. Je vSak nutné optimalizovat jeji podminky pro kazdy virus zvlast
(Hull, 2009). Pro ziskani co nejlepsich podminek, za kterych Ize velice snadno a rychle
detekovat pfitomnost WCIMV v rostlinnych vzorcich, jsem provedla nékolik samostatnych
pokusti. Jako nejvhodnéjsi podminky pro sérologickou detekci WCIMV pomoci metody
DAS-ELISA za vyuziti ziskanych protilatek jsem urcila pouziti IgG v koncentraci 1,5 pug/ml a
IgG-AP fedéné v poméru 1:1000 za inkubace substratu 30 minut pfi pokojové teploté.

Na zavér své prace jsem testovala kvalitu detekce tohoto postupu a vysledky porovnala
s komercné dostupnym kitem firmy DSMZ (Némecko). Béhem obou testli jsem urcovala,
nakolik lze fedit pozitivni kontroly, aby test jeSté vyhodnotil vzorky jako pozitivni. U obou
postupti se objevily barevné signaly do fedéni vzorku 1:1000. Za pouziti komercné
dostupného kitu byli ovsem hodnoty absorbance mnohem nizsi, i prestoze byl substrat dle
pokynti vyrobce inkubovan hodinu v termostatu pri 37 °C. Proto byly desticky
vyfotografovany az za dalsi 2 hodiny, aby byly barevné signdly na fotografiich vtibec
zietelné. Také absorbance pozitivnich kontrol naméfené po hodinové inkubaci substratu
dosahovali velice nizkych hodnot vétSinou az 4 krat nizSich nez za pouziti v této praci
ziskanych protilatek a optimalizovanych podminek. Takto nizké hodnoty by pii bézném
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testu ani nebyly vyhodnoceny jako pozitivni. Zarovenl se u komeréné dostupného kitu
vyskytovali faleSné pozitivity jak u blanku, tak u negativnich kontrol. Tento jev miize byt
zpuisoben nevhodnosti nékteré z latek, které jsou soucasti doporucovanych pufrii ¢i pouze
reakci substratu na dlouhou inkubaci pfi 37 °C.
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7. ZAVER

Podarilo se mi purifikovat viriony viru mozaiky jetele bilého (WCIMV, white clover
mosaic virus) pomoci modifikované metody purifikace dle Wettera (1960) a Cdistotu
purifikati ovéfit pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) a proméfenim na UV
spektrofotometru. Celkem jsem touto metodou purifikace ziskala 22,2 mg viriond z 807 g
rostlinné hmoty. Poté jsem pfipravila antisérum imunizaci laboratorniho kralika, ze kterého
se mi podarilo izolovat 179 mg imunoglobulinti G (IgG) specifickych k tomuto rostlinnému
viru. Dale jsem ¢ast téchto IgG uspésné konjugovala s alkalickou fosfatdzou (IgG-AP) a
nakonec optimalizovala podminky sérologické detekce tohoto viru pomoci metody
DAS-ELISA (double antibody sandwich ELISA). Jako vhodné podminky detekce touto
metodou jsem urdéila pouZziti IgG o koncentraci 1,5 pg/ml a IgG-AP fedéné v poméru 1:1000
za inkubace substratu 30 minut pfi pokojové teploté. Poté jsem ovéfila citlivost testu pfi
fedéni rostlinné stavy. Zavérem tohoto testu bylo zjiSténi mozZnosti fedéni pozitivni kontroly
v poméru 1:1000. Nakonec jsem optimalizovany postup DAS-ELISA testu porovnala
s komercéné dostupnym kitem firmy DSMZ (Némecko). Vysledky této prace budou zahrnuty
ve dvou piispévcich prezentovanych na 4th Conference of the International Working Group
on Legume and Vegetable Viruses IWGLVYV), ktera probéhne 17. — 20. kvétna 2011 ve mésté
Antequera, provincie Malaga, Spanélsko.
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9. PRILOHA

Abstrakty pfispévki, které budou prezentovany na 4th Conference of the International
Working Group on Legume and Vegetable Viruses IWGLVV), 17.-20.5. 2011, Antequera,
Malaga, Spanélsko:
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4Mendel University in Brno, Faculty of Agronomy, Zemedelskal, 613 00 Brno, Czech Republic; e-mail:
Orsagova.M@seznam.cz

Identification, isolation, characterization and screening of white clover mosaic virus in the
Czech Republic.

Trifolium pratense plant with mild dwarf, diverse leaf drawing and curl originated from
breeding nursery was thoroughly examined by transmission electron microscopy (TEM),
mechanical inoculation of crude sap to the range of differential host plants and in vitro
amplification and sequencing have been used for identification of pathogens. Observation of
negatively stained preparations and ultrathin sections in TEM showed the presence of mixed
virus infection. Bacilliform particles (213-533 x 44-58nm; 30 x 220-330nm) resembling
members of Cytorhabdovirus and of Badnavirus genus, respectively; filamentous virions of
different lengths (short particles of the length ranging from 100-360 nm; particles of about
480-500nm x 13nm and some particles with the length about 589 nm) and aggregates
resembling those generated by members of genus Potexvirus were present. After serial
mechanical inoculation we obtained (with the exception of mixed virus infection) N.
occidentalis 37B plants with mild mosaic symptoms, N. clevelandii plants with mild vein
clearing and Phaseolus vulgaris with mosaic symptoms containing large quantity of
filamentous particles solely.

For the identification of the filamentous virus partially purified preparations from N.
occidentalis 37B were used. Nucleic acid was isolated, transcribed and amplified using PCR
with potexvirus-specific primers. Sequencing and comparison with Genbank sequences
revealed the presence of white clover mosaic potexvirus (WCIMV). The nucleotide sequence
of complete coat protein gene is deposited in the GenBank under AC number DQ784572. O-
strain of WCIMV was identified.

The identity of WCIMV was futher confirmed by DAS-ELISA and mechanical
inoculation to differential host plants, which revealed symptoms typical for this virus. Czech
WCIMV isolate was purified from Phaseolus vulgaris leaves. The only method with ether
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and carbon tetrachloride with subsequent sucrose gradient centrifugation was satisfactory.
The purified virus showed numerous flexuous particles and was used for rabbit
immunisation. 1.3mg of IgG was purified per ml of the crude antiserum. After IgG
conjugation with alkaline phosphatase, DAS-ELISA was optimalised. The best reaction was
obtained via coating with 1.5ug/ml IgG and the conjugate dilution 1:1000(v/v). Sensitivity of
our DAS-ELISA is comparable with commercially available kit.

The presence of WCIMV was detected by ELISA in cca 13% of clover samples tested
originated from breeding stations (198 plants tested/24 positive) as well as wild growing
clover plants (181 tested/25 positive) and in 6 lucerne plants out of 8 plants examined
(i.e.75% positive) from all over the country.

Moreover, Czech WCIMV isolate was mechanically inoculated to red clover seedlings.
To our knowledge, the symptoms correspond with those described in the literature.

This work was supported with the project of Ministry of Agriculture No. QH71145 and
GA ASCR No. AV0Z50510513.
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Research on viruses and phytoplasmas infecting clover plants in the Czech Republic

The project ‘Diagnostics of viruses and phytoplasmas in the breeding material of red clover’
has been started in 2007. Several symptoms of mosaic, yellowing/reddening, phyllody,
necrosis and dwarf have been observed in cultivated and/or wild growing forage crops. To
detect and identify the pathogens, plants were subjected to biological assays, electron
microscopy, DAS-ELISA, PCR/RFLP DNA analysis, RT-PCR, cloning and sequencing. There
were examined about 400 plants till this time. Viruses of different species as well as
phytoplasmas in single or mixed infection were detected in many samples examined. Using
at least two methods, the following viruses were identified: new virus(es) of genus
Cytorhabdovirus (bacilliform particles ca 213 — 533 nm by 44 — 58 nm), and genus
Badnavirus (ca 35 by 220 — 330 nm), white clover mosaic virus (WCIMV, Potexvirus), red
clover mottle virus (RCMV, Comovirus), bean yellow mosaic virus (BYMV, Potyvirus),
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alfalfa mosaic virus (AMV, Alfamovirus), clover yellow vein virus (CIYVV, Potyvirus), and,
unexpectedly, clover yellow mosaic virus (CIYMV, Potexvirus).

While the presence of phytoplasmas belonging to 16Srl-C ribosomal subgroups (clover
phyllody, CPh) seems to be the most frequent in wild growing clovers, phytoplasmas were
detected in breeding nurseries in the Czech Republic only sporadically.

Moreover, potential vectors of virus and phytoplasma diseases were determined in breeding
nurseries as well as in the nature.

This work was supported with the project of Ministry of Agriculture No. QH71145 and GA
ASCR No. AV0Z50510513.
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