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Uplatnenie vysledkov projektu

Ziskané poznatky budu vyuzité najma pri daldej experimentalnej praci zakladného vyskumu.
Objav kmena PPV-CR viedol k vyvoju Specifickej detekénej metddy pre diagnostiku izolatov
tohto kmenia. Zalozenie laboratéria pre in vitro kultury drevin umoznilo pravidelny prisun
rastlin pre biologické experimenty. Ziskali sme vyznamné praktické skusenosti potrebné pre
reprezentativny zber vzoriek rastlinného materialu a optimalizovali u¢innu biolisticku
transfekciu bylin pomocou vzduchovej zbrane s pouzitim alternativneho ekologického nosi¢a
DNA (celit).

CHARAKTERISTIKA VYSLEDKOV

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Vypracovali sme detailni mapu vyskytu PPV na uzemi Slovenska. Podielali sme sa aj na
objave a popise nového kmena PPV-CR, ktory je zrejme jednou z majoritnych foriem virusu
vo vychodnej Eurépe a vyvinuli sme ucéinni metddu jeho detekcie. Potvrdili sme hostitel'sku
preferenciu troch majoritnych kmerfiov PPV. Genetické determinanty adaptacie na hostitela sa
nepodarilo jednoznacne urcit, tato vlastnost' je pravdepodobne multigénovej povahy. Zjavnu
ulohu pri interakcii s hostitelskymi faktormi zohravaju potyvirusové proteiny P1 a P3. Pre P1
sme priamo cielenou mutagenézou dokazali, Ze jedina aminokyselina (arginin alebo tryptofan
v pozicii 138) je schopna dramaticky ovplyvnit prejav priznakov ochorenia v bylinnych
hostiteloch. V dbsledku infekcie PPV dochadza k pozitivnej aj negativnej regulacii rastlinnych
geénov na urovni transkripcie. V pripade systémoveého hostitela N. benthamiana vysledky
nasvedcuju, Ze virus do znacnej miery prebral kontrolu nad biosyntetickym a energetickym
metabolizmom rastliny vo svoj prospech. Aplikacia dvojhybridného systému indikovala
interakcie proteinu P1 (resp. P3) s viacerymi rastlinnymi proteinmi r6znej funkcie. Pre ich
overenie sme nadprodukovali P1 v E. coli a optimalizovali jeho purifikaciu pre nadchadzajuce
pull-down experimenty. Nezistili sme epidemiologické riziko spojené s Sirenim hostitelsky
atypickych izolatov PPV, naopak, samotna ich existencia je zrejme dosledkom
pretrvavajuceho tlaku z okolitych (hostitelsky typickych) zdrojov infekcie. V podmienkach
Sarkou premoreného druhovo zmieSaného sadu boli nalezy hostitelsky atypického kmena
PPV viazané na zmieSanu infekciu s typickym kmefiom, ¢o evokuje hypotézu trans
komplementacie, ktora by to umozrfiovala, resp. ulahCovala.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

A detailed map of PPV incidence in Slovakia was worked out. We patrticipated in discovery
and description of a new strain PPV-CR, probably one of major virus forms in Eastern
Europe, and an efficient detection method was evolved. Host preference of three major PPV
strains was confirmed. Genetic determinants of host adaptation could not be clearly located,
this feature is probably multigenic. Potyviral proteins P1 and P3 play an evident role in
interactions with host factors. As we showed by directed mutagenesis, one single P1 amino
acid (arginine or tryptophane in position 138) dramatically influences the symptom
manifestation in herbaceous hosts. PPV infection results in positive and negative regulation of
plant genes on the transcription level. For the systemic host N. benthamiana the results
showed, that the virus neticeably adopted control over the biosynthetic and energetic
metabolism of the plant. Application of a two-hybrid system indicated P1 and P3 interactions
with several plant proteins of various function. For further verification of the results with pull-
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down experiments, P1 was overproduced in E. coli and its purification was optimized. We
found no epidemiologic risk connected with spread of host-atypical PPV isolates. They arise
probably due to long-term pressure from surrounding (host-typical) infection sources. Under
conditions of a heavy sharka-contaminated mixed orchard the host-atypical and typical PPV
strains were found mixed in individual trees, which evoked the hypothesis of trans-
complementation.
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Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zaverecnej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny riesitel Statutarny zastupca prijemcu
RNDr. Zdeno Subr, CSc. MVDr. Juraj Kopacek, DrSc.

V Bratislave 01.08.2014 V Bratislave 01.08.2014
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