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1. Uvod

Vybrané rostlinné viry - virus mozaiky jablon¢, virus nekrotické krouzkovitosti
slivon¢, virus zakrslosti slivoné a virus Sarky Svestky, zptsobuji zna¢né Skody, které maji
dopad nejen zemédé€lsky, ale také ekonomicky. Vlivem infekce viry dochéazi k vyraznému

snizovani produkce plodt, jejich kvality a postupné dochazi az k thynu napadenych stromd.

Tyto viry se vyskytuji se téméf celosvétoveé a vétsina z téchto vird ovocnych stromu
a dalsich rostlin, hlavné z ¢eledi Prunus spp., jsou ptenaSeny jak vektory, tak i pylem
¢i semeny. Ztohoto divodu je nemozné zabranit jejich Sifeni z divokych druhl rostlin

na pestované kultivary a celkové zamezit jejich dal$imu Sifeni.

V soucasné dob¢ je kladen velky diraz nejen na péstovani a pouzivani viruprostych
fizkti a podnozi, ale i na snadnou detekci téchto virt, aby se zamezilo nechténému S$ifeni

mezi péstiteli a sadafi. Hlavnim cilem téchto opatfeni je dosdhnout toho, aby se viry Sifily

méng a zabranilo se jejich pfipadnému rozsifeni do oblasti, kde jesté nevyskytuji.

K detekci virové infekce se velmi cCasto vyuziva metody ELISA (Enzyme -
Linked Immunosorbent Assay), kdy se pouzivaji specifické protilatky proti urcitému viru.
S rozvojem metod molekularni biologie se zacala rozvijet rutinni detekce pomoci PCR

u DNA virt, popf. RT-PCR u RNA virt.

Cilem mé prace bylo ovéfit fungovani metody, ktera by usnadnila spole¢nou detekci
téchto vybranych Ctyi virt za pouziti Cy3 znaCenych univerzalnich primert. Tato metoda
meéla umoznit jejich spolecnou amplifikaci s fluorescenénim znacenim pro naslednou detekci
mikro¢ipy. Nami pouzivané mikroCipy jsou navrzené tak, aby umoznily zaroven detekci

I dalsich RNA viru a fytoplazem.



1. 1 Virus Sarky svestky - Plum pox virus (PPV)

Virus Sarky Svestky patii mezi jednofetézcové (+) RNA viry a je fazen do rodu
Potyvirus a ¢eledi Potyviridae. Velikost genomu viru je 10 kb, jeho uspotadani je zobrazeno
na nasledujicim obrazku (Obr. 1). Obsahuje 1 otevieny cteci rdmec (ORF), ze kterého
je autokatalyticky vystépovano 10 peptidd, v¢etné jednoho strukturniho. Virové ¢astice jsou

vlaknité o velikosti pfiblizné 750 X 15 nm.
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Obr. 1: Uspotadani genomu viru $arky $vestky (upraveno dle Chen et al., 2005).

Tento virus, ktery zptsobuje onemocnéni ¢esky nazyvané Sarka Svestky, byl poprvé
objeven vroce 1915 v Bulharsku (Atanasoff, 1932), v Ceské republice byl popsan
az na pocatku 40. let 20. stoleti (Navratil, 2006). V soucasné dob& je jiz onemocnéni
rozsifeno po celém svété s vyjimkou Svédska, Australie, Nového Zélandu a Jihoafrické

republiky (Barba et al., 2011).

Zpusobuje znatné Skody v zeméd€lstvi, zejména snizeni vynosu plodi, snizovani
kondice (fitness) stromt a piredcasné odumirani napadenych stromd. K Sifeni viru dochazi
mechanickym a vegetativnim pienosem, dochazi ik neperzistentnimu pfenosu msicemi.

Jako jediny z vybranych virti neni PPV nepienasen semeny.

Priznaky onemocnéni Sarky Svestky se lisi v zavislosti na hostiteli, od chlorotickych
skvrn na listech az po deformace ploda (Obr. 2). Hostiteli viru Sarky $vestky jsou nejen
ovocné stromy rodu Prunus ajejich okrasné formy, ale virus se vyskytuje napiiklad
I na vlasském ofechu (Juglans regia), trnce obecné (Prunus spinosa), brslenu evropském

(Euonymus europaeus) a myrobalanu tfesiovém (Prunus cerasifera) (Polak, 2006).



Intenzita pfiznakl neni pfimo tmérnd koncentraci viru PPV, ¢i konkrétné jeho CP

v infikovanych buiikach (Subr & Glasa, 2008).

Obr. 2: Piiznaky onemocnéni $arky $vestky, kmene PPV-M, na kvétech a plodech broskvoné

(pfevzato z PQR — EPPO database on quarantine pests, www. eppo. int).

Bylo prokazano, Ze k ndkaze virem Sarky jsou nejvice nachylné tfileté stromy,
azvysena mira infekce byla prokazana i v letech, které jsou charakterizovany teplym
obdobim na po¢atku vegetaéniho obdobi (Navratil, 2006). Siteni viru Sarky S$vestky
ma urcitou souvislost s globalnim oteplovanim: béhem let se onemocnéni rozsitilo z nizin,

pies podhuii az do ptiblizné nadmoiské vysky kolem 800 m. n. m. (Polak, 2009).

V soucasné dobé& je popsano celkem 6 kment viru Sarky Svestky: PPV-D (Dideron),
PPV-M (Marcus), PPV-EA (EI Amar), PPV-C (Cherry), PPV-W (Winona) a PPV-Rec
(Recombinant), které se lisi v druzich hostitelskych rostlin a nékterych svych biologickych
vlastnostech. Kmen PPV-C je jedinym kmenem PPV, ktery napada tiesn¢, a mezi dalsi jeho
hostitelské rostliny patii ostatni ovocné stromy. Tiesné jsou odolné k infekcim vyvolavané
ostatnimi kmeny (Pasquini et al.,, 2008). Piestoze kmen PPV-C je jedinym kmenem
napadajicim tfe$ng, v Ceské republice jestd nebyl objeven. Podobné jako dalsi dva kmeny
tohoto viru: PPV-EA, PPV-W (Polak & Kominek, 2009). Naopak nejvice rozsitenym
kmenem ve stiedni Evropé je kmen PPV-D (Polak, 2009). Rekombinaci tohoto kmenu
s kmenem PPV-M, vznika kmen PPV-Rec (Glasa et al., 2004).



Dosud nebyl zaznamenan piipad, ve kterém by dochazelo k smésné infekci riznymi
kmeny (Polak & Kominek, 2009). Neziidka se naopak vyskytuji koinfekce viru PPV s virem
nekrotické krouzkovitosti slivoné (PNRSV) ¢i virem zakrslosti slivoné (PDV).

1. 2 Virus mozaiky jabloné - Apple mosaic virus (ApMV)

Virus mozaiky jabloné¢ se fadi do rodu Ilarvirus a celedi Bromoviridae.
Jedna se 0 jednotetézcovy RNA (+) virus, jehoz Castice jsou sférické s pramérem 26 nm.
Genom je slozeny ze tfi ¢asti a obsahuje jednu subgenomovou RNA4, bez které by virus
nebyl infek¢ni (Shiel & Berger, 1995). Organizace genomu ApMYV je uvedena na dal$im
obrazku (Obr. 3).
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Obr. 3: Organizace genomu viru ApMV (upraveno dle Lenz, 2001).

Virus jerozsifen celosvétové, napada nejen jabloné¢ (Malus), ale i peckoviny —
merunky (Prunus armeniaca), broskvon¢ (Prunus persica), mandlon¢ (Amygdalus
communis) (Matic et al, 2008), ale napiiklad i hrusné (Pyrus communis) (Petrzik, 2005)
chmel (Humulus lupulus), ostruziny (Rubus), maliny (Rubus idaeus), jetab pta¢i (Sorbus
aucuparia), biizu bradavi¢natou (Betula pendula), kastany (Aesculus hippocastanum,

A. carnea, A. flava, A. parviflora) (Grimova et al, 2013).



ApMV se rozdéluje do 3 skupin podle svych hostitelti. Prvni skupina ma jako své
hostitele jabloné, hrusné¢ asymbiotickou fasu liSejnikti Trebouxia, druha rostliny rodu
Prunus, chmel adalsi dieviny. Tteti skupina izolatd viru se vyskytuje jen v jahodnicich
(Grimova et al., 2013). Na nasledujicim obrazku jsou ukazky onemocnéni zpusobené ApMV

u jednotlivych skupin (Obr. 4).

Obr. 4: Pfiznaky onemocnéni zptisobené virem ApMV na listech jabloné, chmele a jahodniku

(pfevzato z http://utahpests.usu.edu, http://www.insectimages.org, http://www.apsnet.org/)

V nedavné dobé bylo ApMV nalezeno v dalSich symbiotickych fasach lisejnikd.
Izolaty, které byly objeveny, se fylogeneticky podobaji prvni skupin¢ kmenu ApMV,
tedy tém napadajicim jablon¢ a hrusné. Dosud nebyly objeveny zadné izolaity ApMV
v lisejnicich, které by se fylogeneticky fadily do druhé a tieti skupiny (Petrzik et al., 2013).
Celkoveé byl prokazan vyskyt tohoto viru u 65 druhti vysSich rostlin z devatenacti riznych
Celedi (Fulton, 1952). K pfenosu viru dochazi mechanicky i vegetativné roubovanim
a ockovanim (Paunovic et al., 2011), pravdépodobny, ale dosud neprokazany, je i pienos
pylem. Naopak neni znam zadny pienase¢ viru mozaiky jablon¢ a K pienosu asi nedochazi

ani semeny napadeného stromu.

U jabloni vétSinou probiha infekce ApMV latentné, kdy piiznaky nejsou znatelné,
U razi se nakaza projevuje chlorotickymi mozaikami na listech. Koncentrace viru v jablonich
je variabilni béhem roku, nejvyssi koncentrace byla popsana v prvni poloviné roku,
konkrétn¢ v dobé od dubna do cervna (Matic et al., 2008), v listech a okvétnich listcich,

v

(Svoboda & Polak, 2010).



V Ceské republice je tento virus hojné rozsifen, v nékterych sadech se infikovanost
jabloni pohybuje az okolo 55%. Casto se vyskytuje ve smésnych infekcich u jabloni
s dal$imi dvéma viry, které patii do rodu Flexiviridae — viru chlorotické skvrnitosti jabloné
(Apple chlorotic leaf spot virus - ACLSV) a viru Zlabkovitosti kmene jablon¢ (Apple stem
grooving virus - ASGV) (Svoboda & Polak, 2010). Ale frekvence infekci viru ApMV
V porovnani s dvémi piedchozimi — ACLSV, ASGV, je mensi (Petrzik & Lenz, 2011). Virus
se podili 1 na smésnych infekcich s dal§imi viry uvedenymi v této préci u jejich ptirozenych
hostitelt — virem nekrotické krouzkovitosti slivoné (PNRSV) a virem zakrslosti slivoné
(PDV) (Vaskova et al., 2000b). Pti sérologické detekci muize byt virus ApMV chybné
detekovan jako PNRSV (Petrzik & Lenz, 2011).

1. 3 Virus nekrotické krouzkovitosti slivoné - Prunus necrotic ringspot

virus (PNRSV)

Virus nekrotické krouzkovitosti slivoné je dal§im zastupcem rodu llarvirus,
Bromoviridae. Onemocnéni u tfeSni zpisobené timto virem je znamé pod oznacenim
Stecklenberska choroba. Virové castice viru nekrotické Krouzkovitosti slivoné jsou
isomerické s primérem okolo 23 nm, genetickd informace je obsaZena v pozitivné
orientované tripartitni RNA. Virus se vyskytuje celosvétové vzhledem k Sirokému spektru
hostitelti jak u ovocnych stroma — téesni (Prunus avium), visni (Prunus census), broskvoni
(Prunus persica), merunék (Prunus armeniaca), jabloni (Malus), Svestek (Prunus
domestica), nebo mandloni (Amygdalus communis), tak i dalSich dvoud€loznych rostlin,
napiiklad razi (Rosa) (Moury etal, 2001), chmelu (Humulus lupulus), muskata

(Pelargonium spp.) (Kulshrestha et al., 2005), ¢i begonii (Begonia) (Verma, 2002).

Napadeni ovocnych stromti virem nekrotické krouzkovitosti slivoné se projevuje
napiiklad vznikem jasn€ ohrani¢enych chlorotickych skvrn na listech, které nasledné

podléhaji nekroze a dochazi az k vypadavani takto postizenych mist (Obr. 5).



Obr. 5: Pfiznaky onemocnéni zptisobené virem PNRSV u téesni (pfevzato z http://pnwhandbooks.org).

K pfenosu viru dochazi jak mechanicky, tak vegetativné. Virus je pfenosny semeny
i pylem (George & Davidson, 1963; Amari et al., 2009; Shiller et al., 2010). Prokazan byl
I pfenos roztocem (Vasates fockeui) (Proeseler, 1968) a had’atkem (Longidorus macrosoma)

(Fritzsche & Kegler, 1968), dalsi pfenaSeci PNRSV nejsou znamy.

PNRSV byl rozdélen na zakladé¢ testovani tie$ni do dvou patotypti - mirného (M-Mild)
zpusobujici mirné ptiznaky a patotypu R (R-rugose) vyznacujici Se vrasCitou mozaikou,
ado tii sérotypu — CH 3, CH 9, CH 30 (Mink et al., 1987). Fylogenetické analyzy 159
nukleotidi 3" konce transportniho proteinu (MP) viru, které byly provedeny na vzorcich
ziskanych pievazné v Ceské republice, rozdélily PNRSV do 3 skupin s jednou podskupinou.
Prvni skupinu tvoii vrascity (R) patotyp se sérotypem CH 30, obsahujici pfevazné izolaty
z tfeSni. Druha skupina, zahrnujici izolaty pfevazné ze Svestek, visn€ a mandlonég, vyznacuje
mirny patotyp sérotypu CH 9. V této skupiné je mozné fylogeneticky oddélit podskupinu
Svestek. Posledni skupina je charakterizovana sérotypem CH 30. Izolaty této skupiny
vykazovaly ptibuznost k ApMV, ktery byl pouzity jako kofen fylogenetického stromu
(outgroup) (Vaskova et al., 2000a).



1. 4 Virus zakrslosti slivoné - Prune dwarf virus (PDV)

Virus zakrslosti slivoné, byl poprvé popsan v roce 1936 v USA, je naSim poslednim
zastupcem patiicim do rodu llarvirus a celedi Bromoviridae. Geneticka informace viru
je nesena tripartitni jednofetézcovou pozitivni RNA. Virové c¢astice jsou isometrické
o0 velikosti 22 nm. Virus se vyskytuje v oblastech, kde jsou péstovany rostliny rodu Prunus
spp. avyskytuje se piedevSsim na viSnich (Prunus census), tfe$nich (Prunus avium),
broskvonich (Prunus persica), mandlonich (Amygdalus communis), myrobalanech (Prunus
cerasifera), slivonich (Prunus domestica) a trnkach (Prunus spinosa). Casto se vyskytuje
ve smésnych infekcich s virem nekrotické krouzkovitosti slivoné¢ (PNRSV), virem mozaiky
jablon¢ (ApMV) (Vaskova et al., 2000b; Fonseca et al., 2005), ale i s virem Sarky Svestky
(PPV).

K pfenosu viru dochazi mechanicky i vegetativné ockovanim a fizkovanim. Virus
je u tfeSni s nizkou pravdépodobnosti pienasen pylem, ale az s 80 % pravdépodobnosti
se prenasi semeny napadeného stromu. Dosud nebyl objeven zadny pienase¢ viru zakrslosti
slivoné. Projevy infekce se velmi 1isi v zavislosti na klimatu, hostiteli a typu izolatu viru
od latentni, bezpfiznakové infekce (Fonseca et al., 2005), az po zakrslost u broskvi,
chlorotické skvrny na listech tfesni a praskani jejich plodl, zloutnuti listi u visni, zakrslost
a malformace na listech u svestky (Uyemoto & Scott, 1992; Proebsting et al, 1995). Ptiznaky

onemocnéni jsou vice znatelné pii chladngj$im pocasi (Obr. 6).

Obr. 6: Chlorotické skvrny na listech tfesné zpusobené virem PDV
(pfevzato z http://tilia.zf.mendelu.cz).



1. 5 Mikrocipy - Microarrays

Metoda mikro¢ipi spociva v hybridizaci znacenych molekul DNA na specifické kotvy
na mikro€ipu, o délce 25— 70 bazi, které jsou prichycené na mikroCipu v ndmi zndmém
uspotadani (Gallitelli, 2004) (Obr. 7). Poprvé byl mikroCip pouzit v roce 1995 pro méfeni

exprese genu a od té doby se metoda nepfetrzité vyviji.

Metoda mikro¢ipii spojila dohromady mnoho genetickych a inzenyrskych obort
jakymi jsou molekularni biologie, genetika, chemie nukleovych kyselin, vyroba miniaturnich
struktur, technologie mikroobrabéni, softwarovy vyvoj, robotizace a automatizace (Heller,
2002).
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Obr. 7: Princip mikro¢ipu vyuzivajici za¢leiovani fluorescenéné oznacenych nukleotidti (ANTPs) béhem
syntézy DNA. a) Pfipraveny mikro€ip s nati§ténymi kotvami. b) Hybridizace jednofetézcové DNA

se zaclenénymi fluorescenéné znacenymi nukleotidy. ¢) Mikro€ip se specificky navazanou znacenou DNA.

Detekce patogenit pomoci mikroCipti je metoda, kterd se zacala vyuzivat teprve
nedavno, a dopliiuje soucasné¢ vyuzivané metody sérologické (ELISA), molekularni
(PCR/RT-PCR), biologické testovani (pfenos viru na indikatorové rostliny) ¢i pouzivani
elektronového mikroskopu. Na rozdil od mikrocipt, ale tyto zminéné metody umoznuji

detekovat pouze omezené mnozstvi patogenu.



U ELISA testd je mozné detekovat v kazdé reakci jen jeden patogen. Navic mize byt
vysledek ovlivnén pfitomnymi rostlinnymi polysacharidy a fenolickymi latkami, a pfipadné
i malou koncentraci viru ve vzorku. U molekularnich metod jako je PCR, popt. RT-PCR,
je limitujicim faktorem mnozstvi pouzitych primert (Nicolaisen, 2011; Hadidi et al, 2004).
Multiplexni PCR, ktera umoziuje pomoci n¢kolika riznych part primerti amplifikovat vice
templatt v jedné reakci, byla vyvinuta pfedevsim kvuli snizeni nakladi, ke zvySeni kapacit
a k uspore ¢asu béhem detekce. V oblasti detekce infek¢nich chorob je metoda multiplexni
PCR pouzivana pii detekci virt, bakterii, hub a paraziti (Elnifro et al., 2000). Ptestoze
ma multiplex PCR zna¢né vyhody pro laboratorni pouziti, jeji optimalizace je naroénym
procesem. Prvnim z dulezitych faktorti je pouziti takovych dvojic primerd, které budou
spliiovat dvé zakladni podminky - nebudou mit k sob¢é navzajem homologni tiseky a budou
mit podobnou teplotu tani. Dulezita je i jejich vysoka senzitivita a specificita k templatu.
Hlavnim problémem je preferen¢ni amplifikace nékterych tsekd, nebo vznik primerovych
dimeri. Z tohoto duvodu je jednim zcild optimalizace multiplex PCR, aby dochazelo
Kk co nejniz§imu mnozstvi téchto interakci (Henegariu et al., 1997; Polz & Cavanaugh, 1998;
Brownie et al.,, 1997). Dale je nutné optimalizovat Vv reakci koncentraci PCR pufru,

nukleotidi, a enzymu (Elnifro et al., 2000).

Mikro€ipy umoZznuji soucasné detekovani vice moZnych druhli vird, viroidd,
¢i fytoplazem, v zavislosti na tom, jaké kotvy jsou na daném mikroCipu pouzity. Jejich
vyhodou jeito, ze je mozné k hybridizaci pouzit vzorek pfipraveny multiplexni PCR,
ve kterém muze byt ptitomno az nékolik riznych produktd z multiplexni PCR shodné délky,
ziskanych odliSnymi primery. Takto ziskané produkty o stejné délce, budou pii klasickém
oddé€lovani na agar6ézovém gelu budou tvofit jeden prouzek o dané délce, ale nebude mozné

rozpoznat, o které patogeny se jedna.

Technika mikroCipli je pifinosnd pro fadu molekularnich metod, ve chvilich,
kdy je nezbytné sledovat vice gend najednou. Proto se mikrolipy vyuzivaji pii zkoumani
genti podilejicich se na vyvojovych, fyziologickych a patologickych procesech,
pfi objasiiovani genové regulace a diagnostikdich (Murphy, 2002). Jsou vhodné
I k odhalovani jednonukleotidovych polymorfismii (SNPs) - naptfiklad zaucelem jejich

mapovani a Spojitosti s nemocemi nebo riznymi fenotypy.
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Firma Affymetrix vyrdbi ,tiling" mikro€ip, ktery obsahuje kotvy pro cely lidsky
genom (Ruau & Zenke, 2008). ,,Tiling” mikro€ipy se nyni vyuzivaji i pfi chromatinové
precipitaci (ChlIP) k zjisténi polohy transkripénich faktori a dalSich molekul vazajicich
se namolekulu DNA, nebo k identifikaci epigenetickych metyla¢nich procesi DNA
(Mockler & Ecker, 2005).

Mikroc¢ipy maji tedy své vyuziti nejen v rostlinné virologii, ale hlavné v klinické praxi,
pii vyzkumu  rakoviny, ve farmakogenomice (Debouck & Goodfellow, 1999),
toxikogenomice (Waring et al., 2001), pfitestovani lidskych a zvifecich virovych
| bakterialnich onemocnéni, béhem testovani bezpe€nosti potravin, ale také u forenzni

genetiky a ur¢ovani genetické identity (Heller, 2002).

Nejcastéjsimi pouzivanymi podklady pro mikro¢ipy jsou sklo a nylonova membrana.
Mezi vyhody skla patii ptedevsim jeho dostupnost, nizka hladina fluorescence, dobra tepelna
vodivost, neporéznost a vysoka transparentnost (Bowtell & Sambrook, 2003; Cheung et al,
1999). Nylonové membrany se pouzivaji pii pouziti citlivéjsiho radioaktivniho znaceni a daji

se pouzit opakované, 4 - 5 krat (Murphy, 2002).

Podklad je mozné pouzivat bez dalSich tprav, nebo je na néj nanasen V tenké vrstvé
substrat, ktery umoznuje lepsi kovalentni vazbu kotev na podklad. Mezi nejcastéji pouzivané
substraty patti poly-L-lysin, aminosilan a aldehyd (Bowtell & Sambrook, 2003). Nasledné
jsou napodklad, poptipadé podklad se substratem, pfichyceny jednotlivé navrzené
oligonukleotidové tseky, které budou pouzivané jako kotvy pfi hybridizaci. K ptichyceni
se pouzivda  mechanické pokovovani (mechanical deposition), tiSt€éni  pomoci
oligonukleotidového syntetizéru (Hughes et al., 2001), nebo syntetizovani in situ (Pease
etal., 1994).

Podle pouzitych kotev 1ze mikroCipy rozd€lit na 3 zakladni typy:

e cDNA mikrocipy,
e oligonukleotidové mikroc€ipy,

e PNA mikrocipy (Obr. 8).
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cDNA mikroc€ipy obsahuji klonované useky genti, vétsi PCR produkty, které musi byt
pred pfichycenim na mikrocCip, denaturovany. Oligonukleotidové mikroCipy jsou tvotené
kratsSimi kotvami o délce 40 - 70 nukleotidi na zaklad€ sekvenci z databazi, sekvence
ziskané sekvenovanim (Gershon, 2002), kotvy mohou byt syntetizovany bud’ in situ pfimo
na mikro¢ipu nebo mohou byt pfipraveny zvlast a poté jsou pifipevnény na mikroCip.
PNA kotvy (peptidové nukleové kyseliny) jsou umélymi analogy DNA, kde jsou
deoxyriboza a fosfatové skupiny nahrazeny peptidem (Egholm et al., 1993; Arlinghaus et al.,
2004). PNA mikro¢ipy maji vyssi specificitu, pokud je mezi kotvou a hybridizovanou

sekvenci i jen jediny rozdil v jediné bazi, pak k hybridizaci nedochazi.

DNA

Linker 1

#}j{ S .
SRR
Trf’":> = 7

3 0?1\ 0?1\
] w3 VA :
| si si/ s/ SiO, |

Obr. 8: Zobrazeni principu PNA mikro¢ipt. PNA molekuly jsou pfichyceny na podklad z oxidu kiemicitého
ptes 11- hydroxy-undecyl-fosfonat a linker (3-maleimidopropionic-acid-N-hydroxysuccinimid).

Na takto pfipravené kotvy se nasledné hybridizuje vzorek DNA (ptevzato z Cattani-Sholz et al., 2008).

Kotvy jsou na mikro€ipu umistény na poli v pravothlé mfizce. V kazdém poli této
miizky jsou umistény kotvy obvykle v nekolika svych kopiich (Obr. 7 a). Na b&znych
mikrocipech se pocet kotev na podkladu se pohybuje od nékolika desitek po desitky tisic
podle typu mikro¢ipu. U mikro¢ipti vyuZzivajici in situ syntézu oligonukleotidovych kotev,
napiiklad u NimbleGenu ¢i Affymetrixu, se toto Cislo pohybuje v fadu nékolika miliont
(McLoughlin, 2011).
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Uobou vyse zminénych typd mikroCipti jsou kotvy mikroCipu pfipravovany
syntetizovany in situ. NimbleGen vyuziva fotokatalytickou syntézu oligonukleotidi, k tomu
je vyuzivan systém sklenénych minizrcatek, ktera svym nastavenim odrazeji paprsky a fidi
ptipojeni kazdého nukleotidu (McLoughlin, 2011). Kotvy mikro¢ipa Affymetrix jsou
vyrabény fotolitograficky pfimo na podklad (Ruau & Zenke, 2008). Firma Affymetrix vyrabi
nékolik druhd mikroCipt, vétsina z nich se pouziva pro detekci lidskych onemocnéni. Jednim
Z jejich mikrocipu je Respiratory Pathogen Microarray (RPM), ktery je pouzivan k detekci
vird a bakterii zptisobujicim respiracni onemocnéni — viry chfipky, adenoviry, coronaviry,
rhinoviry a z bakterii napiiklad Bacillus anthracis, Bordetella pertussis a Streptococcus
pneumoniae (Lin et al., 2006). Na stejném principu funguje i dal$i mikrocip, RPM-TEI
od této firmy, ktery umoziuje detekovat tropické a rozvijejici se infekce. Kotvy tohoto
mikrocipu jsou cilené na velké mnozstvi znamych toxickych genti z riznych patogent (Leski

et al., 2009; McLoughlin, 2011).

K vyhodnoceni mikro¢ipu je nutné, aby byla hybridizujici nukleovd kyselina
fluorescenéné¢ ¢i radioaktivn€ znacena. ZnaCeni DNA se provadi bud piimou,
nebo nepiimou metodou. Pfima metoda spociva v pouziti fluorescencné znacenych primert
(Obr. 9 a), nebo v zaclenovani (inkorporaci) fluorescenéné oznacenych nukleotidi (dNTPS)
béhem syntézy DNA (Obr. 9 b). Nepiima metoda vyuziva reakce mezi aminoallylovymi

nukleotidy s N-hydroxysuccinimidovym fluorescenénim barvivem (Gibriel, 2012).

Cely postup spociva v ptipraveé znacenych sekvenci ze vzorkd, které jsou po denaturaci
hybridizovany nékolik minut az hodin na mikroc¢ip (Obr. 7 b). Po vymyti nenavazané DNA
(Obr.7c) avysuSeni semikroip skenuje pomoci fluorescenéniho  skeneru
nebo vyhodnocuje hmotnostni spektrometrii (Heller, 2002). Mista S vysokou mirou
fluorescence, nebo radioaktivity, odpovidaji mistim, kde doslo k hybridizaci - tedy poloze
kotev, které jsou komplementarni k DNA ve vzorku (McLoughlin, 2011).
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a) b)

Obr. 9: Porovnani zna€eni hybridizovanych sekvenci. A) znaéeni primerem.
B) znaceni inkorporaci zna¢enych nukleotidd béhem syntézy DNA

(oranzova Sipka znaci primer, Zluta kole¢ka oznacuji polohu molekul fluorescenéni barvy Cy3).

Pti pouzivani mikroCipd je nutné mit na zfeteli n€kolik faktorti, které mohou ovlivnit
ziskani kvalitnich a vérohodnych dat. Pfi vyrobé mikro¢ipti mize dochazet k neptesnostem
v tisténi cDNA, oligonukleotidd, ¢i PNA kotev na mikro¢ip, vzniku velkych boda
pii nadbyte¢ném mnozstvi DNA béhem tisténi, ke vzniku rozdiln€ velkych bodt mikro€ipu,

nebo k poskozeni substratu.

Kvalita vysledki je ovliviiovdna 1 béhem hybridizace vzorkdi na mikro€ip.
Mezi nejcastéjsi defekty patii: vznik prazdnych kruhtt misto plnych bodt, které jsou
zpusobené nerovnomérnou distribuci hybridizované DNA na bodu; kontaminace ¢asticemi
jako je prach a vlakna, ptitomnost bublin béhem hybridizace, které zabrani ziskani signalu
Z mista, na kterém se vyskytuji. Vysledny obraz ziskany na skeneru je také ovlivnén
nerovnomérnym suSenim, blednutim fluorescence ve sméru ke krajiim mikroc¢ipu, vysokym
Sumem na pozadi zplisobenym fluorescenci, nebo vznikem ,,Cernych dér - tento problém
vznika ve chvili, kdy je intenzita fluorescence daného bodu rovna okolnimu pozadi (Murphy,
2002; Bowtell & Sambrook, 2003).
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Dal8im problematickym okruhem je samotné fluorescencni znaceni. Cy3 se vyznacuje
celkové nizkou citlivosti pii pfimém znaceni (Nicolaisen, 2011). Opacny problém
se objevuje pii znaCeni malymi aminoallyl nukleotidy, kterych mize byt v jedné molekule
DNA tolik, az dochéazi k,samo-zhasecimu“ efektu. Tento efekt je zpiisobeny tim,
ze fluorescencni barvy zaroven i pohlcuji emitované svétlo. Proto molekula DNA s velkym
mnozstvim molekul fluorescencni barvy muze poskytovat méné intenzivni signal nez
molekula znac¢end jen jednou molekulou fluorescencni barvy v pozici na 5 konci primeru

(Cox et al., 2004).

Vysledky hybridizace jsou také ovlivnény zpusobem izolace vzorku, kvalitou jeho
zpracovanim 1 mmnozstvim. V pfipadé smisenych infekci nezndme pomér obsazenych
nukleovych kyselin ani jejich jednotlivé mnozstvi. To pak mtize mit za nasledek nejednotny

signal z hybridizovanych sekvenci (Sip et al., 2010).
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2. Cile prace

1. RT - PCR detekce virt z ovocnych dievin (ApMV, PNRSV, PPV, PDV), ovéteni infekci

sekvenovanim produktti.

2. Navrh primert a optimalizace RT — PCR pro pfipravu znac¢enych amplikont v 1 kroku pro

pouziti u mikro€ipa.
3. Detekce amplikonti na mikrocipu.

4. Analyza ziskanych fragmentti a navrh novych lepsich, univerzalnégji pouZitelnych kotev.
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3. Material a metody

3.1 Rostlinny material

Jako material byly pouzivany cerstvé nebo lyofilizované vzorky listi z ovocnych
stromll pochazejicich z Cech — hrusek, $vestek, tfe$ni, broskvi a stélky lisejniku Usnea

antarctica (L6B) (Petrzik et al., 2013).

3.2 Izolace RNA

K izolaci RNA z jednotlivych vzorkl byly pouzity dvé metody: izolace celkové RNA

a izolace virové dsRNA.

3.2.1 Izolace RNA

K izolaci celkové RNA (RNA) z vyse uvedenych vzorki byly pouzivany dodavané
soupravy — Nucleospin Plant Il (Macherey - Nagel, Némecko) nebo RNeasy Plant Mini Kit

(Qiagen, Nizozemi) piesné podle pfilozeného navodu.

3.2.2 Izolace dsRNA

DsRNA (dvoufetézcovda RNA) vznikd béhem replikace pozitivnich a negativnich
jednofetézcovych RNA vird jako replika¢ni intermediat. DsSRNA ma vyssi termodynamickou
stabilitu a odolnost vuci degradaci RNazami (Tzanetakis & Martin, 2008). Izolace dsRNA

ze vzorku byla provadéna modifikovanou metodou podle (Valverde et al., 1990).

K 100 mg homogenizované¢ho vzorku bylo pfidano 1 000 pl 2x STE. Po prevedeni
do mikrozkumavek bylo ptidano 600 pl fenolu, 400 ul chloroformu a 100 pl 10% SDS.
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Nasledné byl vzorek umistén na rotator BioRS — 24 (Biosan, Litva) po dobu 30 minut
pii 30 rpm Ve 4°C. Vzorek byl centrifugovan ve vychlazené centrifuze Micro200R (Hettich
Zentrifugen, Némecko) 15 000 rpm po dobu 15 minut. Supernatant byl pieveden do nové
zkumavky s 0,1 g vlaknité celulozy a 160 pul 100% etanolu. Vzorek byl opét umistén
na rotator po dobu 30 minut za stejnych podminek - centrifugovan 15000 rpm, 15 minut
pii 4°C. Nasledné byl vzorek opét centrifugovan 15000 rpm 2 minuty, piidat 1% STE
aetanol do vysledné koncentrace 16%, tento krok byl 5 krat opakovan. Poté byl vzorek
vysu$ovan V pfistroji CentriVap Cold Trap (Labconto, Kansas, USA) po dobu 20 minut.
Po vysuseni byl vzorek rozpustén v 500 ul 1x STE a umistén opét na rotator na 30 minut,
centrifugovan 15000 rpm podobu 2 minut. Supernatant byl odebran do nové
mikrozkumavky, kam byl pfidan 1 pl glykogenu a2 objemova mnozstvi 100% etanolu.
Vzorek byl ponechan v mrazicim boxu pfi-20°C pies noc. Druhy den byl vzorek
centrifugovan pii 4°C 15000 rpm po dobu 15 minut. Vodni faze byla odstranéna, vzorek byl
susen 4 minuty v piistroji CentriVap a nasledné rozpustén ve 40 ul vody. Poté byl vzorek

rovnou pouzit pro dal$i analyzy ¢i byl uskladnén v mrazicim boxu pii -20°C.

3.3 Primery

V této praci bylo pouzivano 5 rtznych part primera (Tab. 1), ¢tyfi viroveé specifické
pary primeru pro detekci jednotlivych vira — ApMV, PPV, PDV, PNRSV, a jeden par
univerzalnich primerd. Specifické primery byly pfevzaty (Lenz et al., 2008) a poté i nové
navrzeny (programem Primer - Blast) podle sekvenci ziskanych z databaze GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), kromé specifické casti pro ur€ity virus primery
obsahovaly jesté univerzalni cast (F: 5'-GTACGCCGGAGCTAG, R: 5'- GTTACGAGCGC
GTGA) (Lenz et al., 2013, nepublikované udaje). Pfipojena univerzalni ¢ast S virovymi
sekvencemi nehybridizuje, ma své vyuziti jen v reamplifika¢nich reakcich. Pfi nich dochazi
k sou¢asnému fluorescenénimu oznaceni barvou Cy3 vSech molekul DNA, které byly
namnozeny specifickymi primery S univerzalni ¢asti. V nasi praci toto znaceni probihalo

pouze reverznim primerem. Cely postup je znazornény na nasledujicim obrazku (Obr. 10).
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1) Reverzni transkripce

e~ R-speclUNIV|

2) PCR reakce se specifickymi primery obsahujici univerzalni ¢ast
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3) Reamplifikace univerzalnimi primery a soucasné fluorescencni znaceni Cy3
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Obr. 10: Zobrazeni navrhu na idealni postup.
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Tab. I. Primery navrzené pro detekci ApMV, PDV, PNRSV, PPV a univerzalni primery pouzivané

pro reamplifikaci.

Virus Primery Sekvence primeru (5°-3") Velikost amplikonu (bp)

ApMV ApMV- F GAAAATTCCGAGAGGTCACA 320
ApMV - R CCAACCTAAACTTCCTCACG

PDV PDV - F CGATTGGTTAACTCACTTTG 288
PDV - R GTACGAGATATCATACCGG

PNRSV PNRSV - F CCTCCCCGAATTCCTAAGGG 349
PNRSV - R GCACTTCGGTCTTGAATT

PPV PPV - F GCTTTGCTAGTGATACATTGG 306
PPV - R GTGAAACTTTGGCTGCAAGTG

Univerzalni U - FWD GTACGCCGGAGCTAG -
U - Rev GTTACGAGCGCGTGA

3.4 Reverzni transkripce

Po izolaci RNA z jednotlivych vzorkd byla cDNA pfipravana reverzni transkripci
(RT), iScript cDNA Synthesis Kitem (Bio-Rad, Kalifornie, USA) s pouzitim nahodnych

hexanukleotidovych primert. Tento postup ma tu vyhodu, Ze dochazi k piepisu veskeré

RNA ve vzorku. Po namichani nize uvedené smési probihala reakce podle schématu

v tabulce (Tab. IT) na ptistroji ESCO Swift Maxi (ESCO, Oregon, USA).

5x iScript reakéni smés 2 ul

iScript reverzni transkriptaza 0,5 ul

vzorek obsahujici ssRNA 7,5 ul
10 pl
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Tab. II: Programové schéma pro RT pomoci ,,iScript cDNA Synthesis Kit*.

RT
Teplota [°C] Cas [min]
25 5
42 50
85 5
4 o

Takto ziskand cDNA vzorkl byla pro dalsi testovani uloZena v chladnicce.

3.5 PCR reakce

Pro amplifikaci jednotlivych tseki virG byly pouzivany navrzené virové specifické
primery (Tab. I). Programova schémata pro PCR jednotlivych vird jsou uvedena v piiloze
9.2. Na PCR reakce byla pouzivana komeréné dodavana smeés PPP Master Mix (Top-Bio,

CR) podle nasledujiciho rozpisu:

2x PPP Master Mix 10 pl
Forvard primer 0,3 ul
Reverse primer 0,3 ul
cDNA vzorku 0,5 ul
Rnase-free H,O 8,9 ul

20 pl
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K reamplifikaci vzorkt byly pouzivany univerzalni primery s pfipojenou fluorescen¢ni
molekulou Cy3. Ta je nezbytna pro detekci na fluorescenénim skeneru. Pti reamplifikaci
byly pouzivany vzorky po prvni PCR, 200x natedéné sterilizovanou destilovanou vodou.
Po reamplifikaci byly amplifikované produkty pieéistény pomoci dodavané soupravy
NucleoSpin Extract Il (Macherey - Nagel, Némecko). Postup byl provadén piesné podle

navodu vyrobce.

3.6 Elektroforéza DNA na agarovém gelu

PCR produkty byly analyzovany elektroforézou v 1-2% agarozovém gelu
pripraveném v 0,5x TBE pufru. Pfed nanasenim byly vzorky smichany s nanaSecim pufrem
obsahujicim SYBRGreen barvivo. Pro uréovani velikosti jednotlivych fragmenti byl
na kazdy gel nanasen i velikostni standard DNA FastRuler™ Middle Range DNA Ladder
(ThermoScientific, USA), nebo FastRuler™ High Range DNA Ladder (ThermoScientific,
USA) v zavislosti na velikosti o¢ekavaného fragmentu. Vyhodnocovani geld probihalo

na UV transilluminatoru.

3.7 Sekvenovani

Produkty, =ziskané PCR reakcemi, byly po pfecisténi komercéni soupravou
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey - Nagel, Némecko), sekvenovany.
Ptecistovani bylo provadéno presné podle navodu vyrobce. Pro sekvenovani byly pouzivany
vzdy reverzni specifické primery s pfipojenou univerzalni ¢asti. Sekvenacni reakce byla
provadéna metodou odvozenou ze Sangerovy metody (Sanger et al., 1977) na sekvenatoru
ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) kitem BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA).
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3.8 Hybridizace na mikrocip

V této praci byly pouzivany mikro¢ipy (Greiner Bio One, Freistadt, Rakousko), které
byly navrzeny V nasi laboratoti Mgr. O. Lenzem, PhD. (Lenz et al., 2008). Tyto mikroCipy
jsou Vv laboratofi rostlinné virologie pouzivané jak pro detekci nékterych (+) SSRNA vira
ovocnych stromd, tak i pro detekci jednotlivych skupin fytoplazem. Rozlozeni a sekvence

jednotlivych kotev pro viry pouzivané v této praci jsou uvedené v piiloze 9. 3a 9.4.

V mikrozkumavce bylo smichano 15 pl hybridiza¢niho pufru (500 pl formamid, 500
ul 20x SSC, 20 ul 10% SDS) zahratého na ptiblizn¢ 42°C a 15 pl ptecisténého testovaného
vzorku. Smés byla denaturovana pii 95°C po dobu 3 minut. Nasledné bylo 30 ul vzorku
naneseno na pole mikro¢ipu. Hybridizace probihala pii 42°C minimalné po dobu 45 minut,
ale Castéji ptes noc. Nasledné byl mikro¢ip promyvan v 50 ml zahfatych, tj. o teploté
priblizné 42°C, promyvacich pufrech o rizné koncentraci SSC uvedené v nasledujicim

schématu, upravenou metodou dle (Nicolaisen, 2011):

2x SSC, 0,1% SDS 1 minuta
1x SSC 1 minuta
0,1 SSC 5 minut

Po promyti byl mikro€ip voln¢ suSen dnem vzhlru v zatmavenych zkumavkéch typu
Falcon. Cely postup hybridizace byl provadén za minimalniho pfistupu svétla, abychom

predesli nechténému sniZeni fluorescence.
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4. Vysledky

4.1 RT-PCR detekce virti ovocnych stromiit ApMV, PDV, PPV, PNRSV

Nasim cilem bylo soucasné detekovat 4 vybrané viry ve dvou reakcich a otestovat

moznost ptipravy vzorki v jedné reakci (Obr. 10).

Navrzené virove specifické primery (Tab. I, ptiloha 9.1) umoziuji amplifikaci kratSich
usekt vird (Obr. 11), které pievazné obsahuji jen oblasti komplementarni ke kotvam
na mikro¢ipu. Ziskané produkty byly ovéfené sekvenovanim. Pro porovnani je uveden
obrazek s pouzitymi pifevzatymi primery (Obr. 12) (Lenz et al., 2008). Pro reverzni
transkripci vzorku byly pouzivany nahodné hexanukleotidové primery, konkrétné iScript

cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Kalifornie, USA).

ApMV
400 bp 400 bp 400 bp 400 bp

Obr. 11: Vysledky PCR reakci se specifickymi univerzalnimi primery pro jednotlivé viry,
Vv poradi ApMV, PPV, PDV, PNRSV.

ApMV PPV PNRSV

PDV
e
b
| —
400 bp- 400 bp 400 bp 400 bp =

Obr. 12: Vysledky PCR reakci s pievzatymi specifickymi primery (Lenz et al., 2008)
pro jednotlivé viry: ApMV, PPV, PDV, PNRSV.

24



Po optimalizaci reakénich podminek PCR reakce pro jednotlivé viry ajejich
reamplifikaci univerzalnimi zna¢enymi primery (Obr. 13) a otestovani na mikroc¢ipech, jsme
se pokouseli o detekci vice virti najednou. Jednotlivé PCR programy, které byly pouzivany,

jsou uvedeny v piiloze (piiloha 9. 2).

PPV ApMV_ PNRSV PDV

Obr. 13: Reamplifikace univerzalnimi primery.
V poftadi velikostni standard, PPV, ApMV, PNRSV a PDV.

Po reamplifikaci byly vzorky piecistény pomoci komer¢ni soupravy NucleoSpin
Extract Il (Macherey - Nagel, Némecko) a byla provedena hybridizace na mikro¢ip.
Vzhledem ktomu, ze bylo pouzivano fluorescen¢ni znadeni, jsme se snazili provadét

Cv v

ke snizovani nami potiebné fluorescence.

Nejvyssi pocet virt, které bylo mozné detekovat v jedné reakci spolecné s naslednou
reamplifikaci, byly dva. Ani v pfipadé¢ smichani vice cDNA, obsahujici rGzné viry, jsme

nebyli uspésni. V tomto ptipadé dochazelo k amplifikaci pouze jednoho viru.

Specificky ptipad nastal u vzorku tfesné, ktery obsahoval viry PDV a PNRSV.
Poizolaci virové dsRNA ze vzorkd, byly vzorky otestovany na pfitomnost vird
vyskytujicich se pfevazné u tieSni — PDV a PNRSV. Vzorek na nasledujicim obrazku
(Obr. 14a) oznaceny jako tfeSen 2, byl pozitivni pro oba viry, proto jsme zkusili multiplexni

PCR pro oba viry, jeji vysledek je vidét na obrazku (Obr. 14b).
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PDV PNRSV PDV PNRSV PDV+PNRSV

Tresen 2

Obr. 14: V levé ¢&asti je vysledek prvni PCR reakce dvou vzorka z tfe$ni na dva viry — PDV, PNRSV,

V pravé Casti je zobrazena multiplexni PCR pro dva viry ze vzorku tiesenn 2 — PDV, PNRSV.

Po reamplifikaci suniverzalnimi znafenymi primery byla provedena hybridizace
vzorkl, jak kazdy virus zvlast, tak 1 smés dvou virl. Vzorky, které byly pfipraveny
pro jeden virus hybridizovaly normalné, vzorek obsahujici dva viry pripravované od poc¢atku
multiplexni PCR reakci vykazoval anomalii. Pfi hybridizaci mél vyssi fluorescenci virus
PDV, pii stejné dobé hybridizace, nez v piipadé kdy byl hybridizovan samostatné, a virus
PNRSV vibec nehybridizoval (Obr. 15). Béhem hybridizace pravdépodobné doslo

ke kiizové hybridizaci, ktera se U ptibuznych viri mize vyskytnout (Nicolaisen, 2011).

PDV PDV + PNRSV

Obr. 15: Zobrazeni hybridizace PDV a kombinace PDV + PNRSV ze vzorku

tfe$né 2, mista pro hybridizaci PNRSV jsou ¢ervené zvyraznéna.
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4. 2 Detekce amplikonti na mikrocipu

K hybridizaci byla pouzivana denaturovana smeés 15 ul extrahovaného vzorku a 15 ul
predehiatého hybridiza¢niho pufru (slozeni je uvedeno v kapitole 3.8). Hybridizace byla
provadéna nejprve po dobu 45 minut pii 42°C (Lenz, 2011), ale vzhledem Kk nizké
fluorescenci byla hybridizace prodlouzena a provadéna ji pies noc (Sip et al., 2010; Grover

et al., 2010). Prodlouzenim doby hybridizace se zvysila intenzita fluorescence (Obr. 16).

16 hod.

Obr. 16: Vliv délky hybridizace ApMV na intenzitu fluorescence.

K analyze mikrocipu je pouZivan pocitacovy program ImageQuant TL v 2003.02
(Ammersham Biosciences, USA), ktery umoznuje zméteni fluorescence vzhledem k pozadi.
Signal byl povazovan za pozitivni v piipadé, Ze jeho hodnota vzhledem k pozadi (signal-to-
noise ratio, SNR) byla vétsi nez 3. Hodnota SNR byla vypoctena jako Cisty signal (odecten
signal Sumu) z dané kotvy déleny standardni odchylkou (standard deviation, SD) signélu
ze vSech kotev. Tedy SNR = ¢isty signal / SD. Na dal$im obrazku (Obr. 17) je porovnani
dvou vyhodnoceni hybridizaci vzorku ApMV s rtiznou délkou doby hybridizace — 45 minut
a 16 hodin. V tomto piipad¢ je jiz fluorescence sniZzena opakovanym skenovanim obrazku,
pii opakovaném pouziti mikro€ipu, piesto je signal ze vzorku hybridizovaného 16 hodin
12,3 krat siln€jsi nez ze vzorku hybridizovaného 45 minut. Jak vypadaly obé hybridizace

po prvnim skenovani, je zobrazeno na piedchozim obrazku (Obr. 16).
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Obr. 17: Vliv délky hybridizace ApMV na intenzitu fluorescence — porovnani hodnot SNR.

Déle jsme zkoumali, zda je né&jaky rozdil mezi hybridizacemi vzorkd ziskanych
z celkové sSRNA a virové dsSRNA. Ale nebyl zaznamenan zadny rozdil, SNR pro dsRNA
se pohybovali ve stejném rozmezi jako u ssSRNA (Obr. 18).

Obr. 18: Hybridizace ApMV ziskaného z izolace celkové ssSRNA vzorku
a PDV ziskaného izolaci dSRNA ze vzorku. Hybridizace probihala 45 minut.
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Promyvani mikrocipu po hybridizaci probihalo pfesné¢ podle navodu (sloZeni roztokt
adoba promyvani je uvedena v kapitole 3.8.). Po fadném osuseni navzduchu byly
mikro¢ipy skenovany na skeneru Typhoon 9410 (Amersham Biosciences, UK) programem
Typhoon Scanner Control v. 4.0. Na nasledujicim obrazku (Obr. 19) je kompletni zobrazeni

vysledku hybridizaci, spole¢n¢ se znazornénim hybridizujicich kotev virti.

L
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e gy B »e
s @i 28 &

Obr. 19: Zobrazeni vysledkt hybridizaci na mikro¢ipu a poziéni zobrazeni pro jednotlivé viry (PPV — fialové,
PDV — modré, PNRSV - zelené, ApMV — oranzové; pokud virus hybridizuje na vice kotev, jsou od sebe
odlieny odstiny dané barvy). Neoznacené (prazdné) pozice obsahovaly kotvy k jinym, nez virovym

patogentim nebo k virtim, které nebyly pouzivané v této praci.
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4.3 Specifita mikrocCipu a navrh novych kotev

Jako prvni vyhodnoceni, které bylo provedeno, je porovnani ziskanych sekvenci
s jednotlivymi kotvami pro kazdy virus. Podobnost ziskané sekvence ApMV s jednotlivymi
kotvami: ApMV 1 — 82,5 %, ApMV 2 — 97,5%, ApMV 3 — 87,5%, ApMV 5 — 100%.
Podobnost sekvence PDV skotvou PDV 5 je 92, 5%. Kotva PNRSV 1 byla 100%
komplementarni k nasi sekvenci, kotva PNRSV 6 byla komplementarni z 97,5%. Kotva
PDV 5 je ze 42,5% komplementarni k sekvenci PNRSV.

Cilem navrhu novych kotev bylo vytvofeni univerzalnéjsich kotev, které by se daly
pouzit pro dalSi mikroCip. Z tohoto divodu jsem porovnavala sekvence z databdze
GeneBank a svou sekvenci, a snazila jsem se najit univerzalnéj$i misto na CP vira pro kotvy.
U viru PNRSV by bylo vhodné nalézt jesté jednu kotvu, kterd by nahradila piivodni kotvu
PNRSV 35, ktera se pii pouziti mych primerd nachazi v pozici, kdy nedochazi k amplifikaci
jeji komplementarni ¢asti. Proto by byla vhodna jina kotva v oblasti mezi kotvou PNRSV 1
aPNRSV 6, ktera by ji nahradila. Napiiklad by se dala pouzit kotva v konzervativni
oblasti 5°-GGTTCTTGAAGGACCAACCGAGAGGTTGGCAGTTCGAACCT. Ke zvyseni
komplementarity kotvy PNRSV 6 bych navrhovala posunout sekvenci o 5 bazi smérem k 3’
konci na sekvenci 5-TCACCGAGAGGTGACGACGACAGAGGCAGTGAAGTACTTG
ztoho duvodu, ze bysekvence byla plné komplementarni Se vSemi sekvencemi

Vv provedeném aligmentu (ClustalX 2.1) a nedochazelo by k odchylkam.

U viru ApMV by bylo vhodné navrhnout jinou kotvu misto jedné ze dvou kotev ¢islo
3, nebo 5, protoze ob¢ nasedaji na shodnou oblast genomu, a nahradit ji kotvou pro oblast
5’-GACCAACCGAGAGGTTGGCAGTGGGAAGCCCCTCCAAACAC ¢i 5-ATGGATG
GATTGGGTTAGTGGAGGATTACGATGAGAGTA, které jsou dle provedeného

aligmentu vice komplementarni nez kotva ApMV 3.

Ke sniZzeni moznosti kiiZzové hybridizace PNRSV a PDV bych navrhovala naptiklad
kotvu posunout ¢i ptidat kotvu blize k F-primeru na sekvenci 5‘-TGGAAAGCCTACTACC
CGATCACAAAGCTTTGCTTTAGCT. V tomto ptipadé pouziti této sekvence jako kotvy
by podobnost se sekvenci PNRSV klesla ze 42,5% na 30%.
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5. Diskuze

V zacatcich této prace jsem se potykala s problémy optimalizace (RT) - PCR reakci.
Specifickymi virovymi primery, které jsem méla k dispozici (Lenz et al., 2008), dochazelo
k amplifikaci dlouhych amplikont (800 - 900 bp) a i optimalizace PCR reakce pro jednotlivé
viry se nedafila. Proto jsem zacala s ndvrhy novych primeri, které by amplifikovaly jen ¢ast
viru homologni k jejich specifickym kotvam na mikroipu. Velikost piedpokladanych
amplikonll po pouziti téchto primerd byla piiblizné ttetinova nez v ptipadé pivodnich
ptevzatych primert (Lenz et al., 2008). Na nasledujicich schématech jsou zobrazeny Casti
genomu vSech pouzivanych vird S vyzna¢enymi obéma typy pouzivanych primert a oblastmi
pro specifické kotvy na mikroéipu (Obr. 20 a2l). Abychom méli jistotu, ze opravdu
pracujeme s pozitivnimi vzorky, byly vzorky poprvni PCR reakci sekvenovany.
Pfi porovnavani s databazi GeneBank se nase vzorky shodovaly z99% u vira ApMV
a PNRSV, 96% s kmenem PPV-D, shoda 90% byla u viru PDV.

ApMV — -
» — 4=
PNRSV } .
» L
1 200 400 656
PDV :
» T T <

Obr. 20: Zobrazeni mist nasedani primerti na CP viru ApMV, PNRSV (modie jsou zobrazené pievzaté,
oranzové navrzené primery) a vyzna¢eni mist pro nasedani kotev. K ilustraci byla pouZita sekvence CP vzorku

L6B (GI: 542064525) pro ApMV (Petrzik et al., 2013), sekvence CP vzorku PNRSV (Gl: 1575050),
sekvence CP vzorku PDV (Gl: 452499).

31



2200 2400 2600 2800

PPV

g 4=

Obr. 21: Zobrazeni mist nasedani primerti na ¢ast polypeptidu, Hc-Pro/P3, viru PPV
(modfe jsou zobrazené pievzaté, oranzove navrzené primery) a vyznaceni mist pro nasedani kotev.

K ilustraci byla pouZzita kompletni sekvence viru (G1:316982713).

Nésledna reamplifikace univerzalnimi primery probihala bez vétsich problémi. Jako
templat pro reverzni transkripci byla pouzivana izolovana celkova SSRNA a dsRNA.
Vysledky ale nevykazovaly zadny rozdil pii PCR reakcich ani pii hybridizaci, v zavislosti

na tom, zda byla ze vzorku izolovana celkova ssSRNA ¢i virova dSRNA.

V n¢kterych pripadech je khybridizaci rovnou pouzivana pfipravena cDNA,
kdy je vzorek barven jiz béhem reverzni transkripce fluorescenénimi barvami — Cy3 a Cy5
(Duggan et al., 1999). Amplifikace a reamplifikace PCR reakci je naopak nezbytna
pro zvyseni Citlivosti metody mikro€ipu. To je dulezité u detekce virt dievin, kde se viry
vyskytuji v pomérné nizké koncentraci a nerovnomérné (Pasquini et al., 2008; Sochor et al.,
2012; Barba et al., 2011).

Ilarviry 1 PPV jsou navic detekovatelné jen v izkém Casovém rozmezi (Svoboda
& Polak, 2010; Matic et al., 2008; Barba et al., 2011). Jsou nestabilni a velmi lehce dochazi
k degradaci materialu béhem izolace ds/ss RNA, je proto nezbytné pracovat s naprosto
spolehlivé infikovanym materialem. Béhem izolace ds/ss RNA je nutné vzorky zpracovavat
rychle, bez velkych teplotnich zmén a s pouzitim roztokli o daném pH. Pokud chceme
uchovavat rostlinné vzorky obsahujici Ilarviry ¢i PPV, méli bychom volit rychlé mrazeni
na—78°C (Fulton, 1957). Pomalym mrazenim dochazi k degradaci vira ve vzorku,

je pak velmi mala pravdépodobnost, Ze izolace virové RNA bude uspésna.

Pro zvySeni citlivosti mikro¢ipu byla prodlouzena doba hybridizace ze 45 minut
na délku celé noci, coz odpovidalo piiblizn¢ 16ti hodinové hybridizaci. Navic byly vzorky
a primery obsahujici fluorescen¢ni zna¢eni Cy3 vystavovany naprosto minimalnimu piistupu
svétla, naptiklad obalenim mikrozkumavek alobalem, aby byla snizena moznost vysviceni

naSeho fluorescen¢niho znadceni.
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V piipad¢ hybridizace vzorku obsahujici PNRSV a PDV se pravdépodobné projevila

ktizova hybridizace, kterou vSak neni mozné ptredpovédét porovnanim sekvenci obou vird

(Obr. 22). Z porovnani nukleotidovych sekvenci genomového segmentu RNA3 Ilarvira

je ziejmé, Ze mezi ApMV a PNRSV je velka nukleotidova podobnost, kterd se na grafu

zobrazi jako diagonalni stopa (Obr. 22 c). Pii zvolenych parametrech (okno 60 nt Siroké,

stringency 45 nukleotidi) se ukazuje fada repetic a velmi podobnych tsekd i v ramci

jednoho individualniho genomu (Obr. 22 d), které mohou ovliviiovat specificitu hybridizaci,

pokud kotvy nahodou obsahuji danou sekvenci.
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Obr. 22: Identita nukleotidovych sekvenci RNA3 ilarviri: a) identita PDV a PNRSV, b) PDV a ApMV,
c) ApMV a PNRSV, d) ApMV a ApMV. Parametry: okno - 60 nt, stringency — 45.
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Béhem skenovani provedenych hybridizaci se i vmé praci vyskytovaly problémy
spojené s omyvanim mikroc¢ipl, kdy se objevovala kontaminace ¢asticemi prachu a vlakny
a dochazelo ke vzniku bublin. Dals§i velmi problematickou casti je tvorba tmavych map
objevujici se béhem fluorescenéniho skenovani, tyto mapy vznikaji pravdépodobné
nerovnomérnym vysusenim Cipu. V nékterych publikacich se uvadi postup pouzivajici
suseni v centrifuze (Grover etal., 2010). Tento postup je ale vhodny spise pro mikrocipy,
které nemaji ohrani¢end jednotliva pole. Jiz diive byl tento postup na naSich mikroc¢ipech
zkouSen a ukazal se jako nevhodny, protoze dochazelo ke vzniku vétsich map v okoli
ohrani¢eni (Lenz, 2011). Omyvani mikro¢ipi ma zna¢ny vliv na kvalitu ziskanych vysledki,
je slozité najit néjaky univerzalni postup. Nejcastéjsi rozdily jsou uvadény nejen v rtiznych
koncentracich roztoki SSC, SDS a roztokli obsahujici oba, jak SSC, tak SDS,
ale i v jednotlivych ¢asech, po které je mikro¢ip v jednom roztoku promyvan (Fessehaie
et al., 2002; Nicolaisen, 2011; Ideker et al., 2003; Sip et al., 2010), a také v teplotd roztok,
ktera se pohybuje vétsinou od 42°C (Grover et al., 2010) az po 68°C (Miller et al., 2002).
V nékterych postupech je mikroCip nakonec jesté promyvan ultracistou vodou (Abdullahi
etal., 2011), tento krok byl na naSich mikro¢ipech vyzkouSen. Vysledek, ale nebyl o moc

rozdilny a ke zmirnéni problémil spojenych s promyvanim a suSenim nedoslo.
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6. Zaveér

1. Z ¢erstvych a lyofilizovanych vzorkd z ovocnych dievin a liSejniku jsme izolovali
virovou RNA, kterou jsme poté komeréni sadou iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad,
Kalifornie, USA) piepsali do cDNA. Naslednou PCR reakci se specifickymi virovymi
primery s pfipojenou univerzalni ¢asti jsme ziskali amplikony virovych CP u tfi vira -
ApMV, PNRSV a PDV, ¢i Hc-Pro/P3 uviru PPV. V dalsim kroku jsme amplikony
fluorescencné oznacili druhou sadou primert, kterd byla pro vSechny Ctyfi viry stejna,
obsahujicimi fluorescen¢ni znacku Cy3. Produkty byly po prvni PCR reakci sekvenovany,

pro ujisténi, ze pracujeme s pozitivnimi vzorky.

2. Jednim z prvnich ukold bylo navrzeni novych primert, které by amplifikovaly
mensi Useky, ale zaroven takové aby obsahly sekvence homologni ke kotvam na mikrocipu,
a tim umoznily jednodussi optimalizaci PCR reakce. Byly navrzené nové primery, které
se ukazaly byt vhodngjsi pro detekci virti nez pivodni pievzaté primery (Lenz et al, 2008).
Optimalizovat vSechny ¢étyfi pary pro multiplexni reakci se nepodatilo, podafilo se provést

multiplexni PCR nejvice pro dva viry.

3. Pii provadéni detekci amplikonii na mikroéipu bylo zjisténo ze je lepsi nechat
vzorky hybridizovat ptfes noc, pro zvyseni intenzity fluorescence. Pfi detekci vzorkl
obsahujiciho dva rizné viry dochézelo k hybridizaci pouze jednoho viru a pti hybridizaci
vzorku obsahujici PDV a PNRSV pravdépodobné dochazelo ke kiizové hybridizaci a PDV

hybridizovalo mnohem silnéji nez ve vzorku, kde byl jako jediny virus.

4. Navrh novych kotev byl proveden a pravdépodobn¢ budou testovany pii tisku dalsi

sady mikrocipu.
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7. Seznam pouZzitych zkratek

ApMV
PPV
PDV
PNRSV
ACLSV
ASGV
RNA
DNA

ORF

dNTPs
SNPs
ChipP
cDNA
SSRNA
dsRNA
ELISA
RT

MP

CP

Apple mosaic virus - Virus mozaiky jabloné
Plum pox virus - Virus Sarky $vestky

Prune dwarf virus - Virus zakrslosti slivong

Prunus necrotic ringspot virus - Virus nekrotické krouzkovitosti slivoné

Apple chlorotic leaf spot virus - Virus chlorotické skvrnitosti jabloné
Apple stem grooving virus - Virus zlabkovitosti kmene jabloné
Ribonucleic acid - Ribonukleova kyselina

Deoxyribonucleic acid - Deoxyribonukleova kyselina

Open reading frame - Otevieny ¢teci ramec

Deoxyribonucleotides - Deoxyribonukleotidy

Single-nucleotide polymorphism — Jednonukleotidovy polyporfismus
Chromatin immunoprecipitation - Chromatinova imunoprecipitace
Complementary DNA — Komplementarni DNA

Single — stranded RNA - Jednofetézcova RNA

Double — stranded RNA - Dvoufetézcova RNA

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Reverse transkriptase - Reverzni transkripce

Movement protein - Transportni protein Viru

Coat protein — Kapsidovy protein
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9. Prilohy

9.1 Primery

e pievzaté primery (Lenz et al, 2008)

Velikost
Primer Sekvence (5°-3") Cilené kotvy amplikonu (bp)
ApMV GGCCATTAGCGACGATTAGTC ApMV 1, 2, 3,5 821
ApMV - R ATGCTTTAGTTCCCTCTCGG
PDV AAGAAGAGAAGTCCGACAAG PDV 1,5, 6 847
PDV - R AGCAGCATTTCCAACTACGA
PNRSV GCCGAATTTGCAATCATACC PNRSV 1, 5, 6 833
PNRSV - R GGGGCATCCACAACTTCAC
PPV TAGCTACAGCTTGCCACTTTC PPV 1 848
PPV - R CGACCAGCTTAACTCTTTCC
(Ptevzato a upraveno dle Lenz et al., 2008)
e navrzené primery
Velikost
Primer Sekvence primeru (5°-3°) Cilené kotvy amplikonu (bp)
ApMV- F GAAAATTCCGAGAGGTCACA ApMV 1,2, 3,5 320
ApMV - R CCAACCTAAACTTCCTCACG
PDV -F CGATTGGTTAACTCACTTTG PDV 5 288
PDV - R GTACGAGATATCATACCGG
(Vaskova et al., 2000)
PNRSV - F CCTCCCCGAATTCCTAAGGG PNRSV 1, 5, 349
PNRSV - R GCACTTCGGTCTTGAATT
PPV - F GCTTTGCTAGTGATACATTGG PPV 1 306
PPV -R GTGAAACTTTGGCTGCAAGTG

Univerzalni - F

Univerzalni - R

GTACGCCGGAGCTAG
GTTACGAGCGCGTGA
(Lenz, nepublikované udaje)
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9. 2 Rozpis programii PCR reakce pro jednotlivé viry

ApMV PPV

94 2:00
54
72 10:00 10:00

PNRSV PDV
Teplota[C]— Casfmin]
94 2:00
57
72 10:00

Reamplifikace

72 10:00
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9. 3 Pozice jednotlivych kotev na mikrocipu
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Kotvy byly pouzivany v publikaci (Lenz et al, 2008).

48



