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Pouziti acyklického nukleosidfosfonatu, tenofoviru, k eliminaci rostlinnych ssDNA viri

Oblast techniky
Vynalez se tyka pouZiti tenofoviru, (R)-PMPA, ve formé piidavku do Zivnych médii ir vitro,

popiipadé do postiiku, injikace ¢i zalivky do pady, k eliminaci jednovldknovych, tedy ssDNA
rostlinnych vird z rostlin a jejich ¢asti a také prostfedku s obsahem této udinné latky.

Dosavadni stav techniky

Chemoterapie rostlinnych virl se jiZ s uspéchem vyuZiva k eliminaci DNA virll z vegetativné se
mnozicich plodin, pfirozené infikovanych viry a citlivych vii¢i termoterapii. Tato metoda byla
popsdna napiiklad u ovocnych stromi (James, Julius Kuhn Archiv, 427, 47, 2010), vinné révy
(Panattoni se spol., J. Virol. Methods 146, 129, 2007), brambor (Faccioli a Colombarini, Potato
research 39, 129, 1996; Awan se spol., Eur. J. Sci. Res. 18, 155, 2007) a okrasnych rostlin
(Verma se spol., Sci. Hortic. 103, 239, 2005). ZaloZena je na odebrani meristematické tkang
$picky rostliny (kde nejsou buiiky napadeny virem) a jeji kultivace in vitro v médiich doplnénych
antivirovou slouéeninou, &asto v sériich 3 az 5 pasai. Uspéch pfi eliminaci viru je ovéfen pomo-
ci testd ELISA nebo PCR, opakovanych po mésicich nebo i po n€kolika letech (Verma, viz vyse)
k potvrzeni toho, Ze rostlinny materidl neobsahuje virove &astice,

Z mnoha testovanych antivirovych siou¢enin, shrmutych Hansenem (Critical Rev. Plant Sci. 8§,
45, 1989) se ribavirin ukézal jako nejucinné)$i viiéi RNA rostlinnym viram, které piedstavuji
piiblizné 75 % viech znamych virl, napadajicich rostliny (Biichen-Osmond, ICTVdB - The Uni-
versal virus Database, ICTVdB Management, Mailman School of Public Health, Columbia Uni-
versity, NY, USA). Naproti tomu je jen velmi malo literarnich idaji o pouZiti antivirovych slou-
Cenin viiéi rostlinnym DNA virim (Helliot se spol., Antiviral Res, 59, 121, 2003; Caner se spol.,
Agr. Inst. Biol., Sao Paulo, 52, 39, 1985; Green a spol., Plant Protect. Bull. (Taiwan) 34, 1,
1992).

Pocet znamych rostlinnych vir typu ssDNA, tedy s jednovldknovou DNA, rychle naristd. Podle
ICTV 2009 taxonomie (viz http://www.ictvonline.org/) deled’ Geminiviridae zahrmuje 4 rody
(Begomovirus, Curtovirus Mastrevirus, Topoc uvirus) obsahujici 196, 7 a 14 druhd, respektive 1
druh. Begomoviry jsou roziifeny celosvétové a pilisobi znaéné $kody na ekonomicky dileZitych
plodinach.

Onemocnéni Zluta kadefavost listd rajcete (tomato yellow leaf curl disease - TYLCD), je jednou
z nejni¢ivejdich celosvétové rozsifenych chorob rajéat (Solanum Iycopersicum L.} (Navas-Cas-
tillo a spol., J. Gen. Virol. 81, 2797, 2000). Pivodce nemoci pfenaseji molice Bemisia tabaci a
pfiznakem je zakrslost, Zloutnuti a zkrouceni okraji listd. Pokud se infekce projevi v {asném
stadu ristu, dojde k zakrnéni kvétid a az 100 % sniZeni vynosu. Dosud byle popsano nejméné
jedenact riznych druhil Begomovirit (vieiné hlavniho Tomato yellow leafcurl virus - TYLCV,
viru Zluté kadetavosti listd rajéete) asociovangch s TYLCD, pit€em? v piirodnich epidemiich
jsou smésné infekce velmi Casté.

Existence smésnych infekel je oviem pozomeé sledovana, nebot’ tyto jsou nezbytnym piedpokla-
dem moZné rekombinace, kterd je u &eledi Geminiviridae Castym jevem s nepiedvidatelnymi
patologickymi nasledky {Garcia-Andrés a spol., Virus Research 146, 66, 2009). Jasny diikaz
vyvoje rekombinantdi v pribéhu smésné begomovirové infekce jednotlivych rostlin byl popsan
Garciou-Andrésem a spoluautory (Virology 365, 210, 2007). Vzhledem k této skuteénosti je jen
velmi obtiZzng vyuZitelny nejvhodné;jsi prostfedek ochrany proti této chorobé, tedy eodolnost hos-
titelskych rostlin vidi viru (Garcia-Andrés a spol. 2009). Je proto neobyejné Zadouci nalézt
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slouCeninu s antivirovou aktivitou viadi TYLCV (&1 obecné geminiviriim typu ssDNA), umoziiu-
Jici zisk bezvirovych genovych zdrojii a viruprostého rozmnozovaciho materialu rostlin.

Testovani nové syntetizovanych i osvédéenych humannich a veterinarnich antivirovych lé€iv
mize prinést pokrok v chemoterapii fytoviri, nicméné jejich acinek vaci rostlinnym DNA virGm
miZe byt znaéné odlisny. Jako mozné (¢inné latky jsou uvazovany i acyklické nukleosidy, stejné
jako mnohé analogy nukleotidi (acyklické nukleosidfosfonaty, ANP). Tenofovir, tj.
9—[(R)-2(fosfonomethoxy)propyljadenin, (R)-PMPA se pouZziva jako ucinna latka v 1¢€ivech,
zaloZenych na principu takzvanych antimetabolitii, které v bufice brani tvorbé vird. Bylo proka-
zano, 7e difosfat tenofoviru, vznikly intracelulami fosforylaci této (6inné latky, je tginnym inhi-
bitorem reverzni transkriptazy (Suo a Johnson, J. Biol. Chem. 273, 27250, 1998), ne vsak inhi-
bitorem DNA polymeraz (Birku% se spol., Antimicrob. Agents Chemother. 46, 1610, 2002).
Uginky acyklickych analogii nukleosidfosfonatd, tj. tenofoviru, adefoviru a PMEDAP
|9—2—fosfonomethoxyethyl)-2,6—diaminopurin] byly dosud popsany pouze u rostlinnych
dsDNA virii (dvojviaknové DNA viry) (Helliot a spol. Antiviral Rescarch 59, 121, 2003; Spak a
spol., 2010 a nezvefejnéné vysledky).

Pouziti antivirovych pifpravki vi¢i ssDNA virim (jednovlaknovym) bylo zatim popsano jen
sfidka a nékteré vysledky si dokonce odporuji. Green se spol. popsali aspé€snou e¢liminaci viru
kaderavosti listh batath (Ipomoea batatas) (Sweet potato leafeur! virus - SPLCV) aplikaci ribavi-
rinu a pouZzitim meristematicke tkané Spicky rostliny (1992, viz vyse), ktera byla pfed odebranim
z rostliny zahfivana na 37 °C a poté kultivovana za pfidavku ribavirinu do kultivaéniho média.
Podle vysledkd jinych autort (Caner a spol., 1985, viz vy$e) byl ale ribavirin p#i testech viidi
Jinému ssDNA geminiviru (Bean golden mosaic virus) net€inny.

Zatimco u dsDNA vird se pfedpoklada, Ze selektivni antivirova aktivita tenofoviru na viry BSV
(Banuna streak virus, virus ¢arkovitosti bananovniku) ¢i CaMV (Cauliflower mosaic virus, virus
zilkové mozaiky kvétaku) je vyvolana inhibict aktivity reverzni transkriptazy, u ssDNA vird (a
tedy i geminivirl) nelze takovy mechanismus O¢inku predpokladat. Geminiviry se replikuji
uvnité jadra infikované hostitelské bunky. Prvnim krokem jejich zmnozeni je konverze virové
ssDNA na dsDNA replikaéni meziprodukt, podporovani vyhradng& faktory, kodovanymi
hostitelskou buiikou. Poté virové faktory spolu s bunéénymi faktory syntetizuji za vyuziti ds
templatu ssDNA. Geminiviry kéduji pouze jediny virovy protein (Rep) nutny k jejich replikaci a
zméné bunéného cyklu z klidového stavu do stidia syntézy DNA. Tento Rep protein nesdili
homologii s zddnou dosud znamou DNA polymerazou, je piibuzny s proteiny, dlastnicimi se
iniciace DNA replikace ssDNA bakterialnich plazmid (Illyina a Koonin, 1992).

Z vy3e popsancho je ziejmé, Zze z dosud znamych skuteénosti neni mozné predpokladat G€inek

tenotoviru na rostiinné ssDNA viry, které pdsobi znaéné skody u rostlin; zejména pak u rajéat ve
viech evropskych stfedomoiskych zemich.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez prokazal pfekvapivou moZnost vyuziti acyklického nukleosidfosfonatu,
tenofoviru, rovnéz proti rostlinnym ss DNA virdim. Poprvé byla prokazana uginnost tenofoviru
na ssDNA virus TYLCV (virus Zluté kaderavosti listd rajcete) v rostlindch rajéat, péstovanych v
polopevném médiu in vitro. Potvrzena byla relativni kvantifikaci virového proteinu a nukleovych
kyselin v rostlinach za pouziti metody sendviGového testu ELISA (enzyme linked immuno-
sorbent assay, enzymove€ imunoabsorpéni stanoveni) a PCR (polymerase chain reaction, polyme-
razova fetézova reakce).
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Podstatou vynalezu je pouziti acyklického nukleosidfosfonatu, 9-{R)}-2—(tostonomethoxy)-
propyliadeninu, k eliminaci jednovlaknovych, tj. ssDNA rostlinnych virdi z rostlin a jejich Casti,
viéetné nakliCenych semen.

Dale je podstatou tohoto vynalezu i pouziti acyklick¢ho nukleosidfosfonatu, 9—[(R)-2-{fosfono-
methoxy)propyl|adeninu, jako aginné latky pro vyrobu prostfedku k eliminaci jednovlaknovych,
tedy ssDNA rostlinnych vird z rostlin a jejich ¢asti, véetné nakliCenych semen.

Podstatou vynalezu je i pouziti acyklického nukleosidfosfonatu, 9—[(R)-2—fosfonomethoxy)-
propylladeninu, jako d&inné latky pro vyrobu prostfedku k eliminaci jednovidknovych, tedy
ssDNA rostlinnych vird z rostlin a jejich &asti, véetné naklienych semen, ktery dale zahrnuje
vodny diluent a/nebo rilstové médium a béZné pomocné litky, zvolené ze skupiny, zahrnujici
vitaminy, sacharézu, mineralni prvky, riistové hormony, zahudt'ovaci latky a latky usnadiujici
prinik aéinnych latek do rostlinnych pletiv, tzv. surfaktanty.

Vyznakem zminéného pouZiti je skuteSnost, Ze acyklicky nukleosidfosfonat, 9—-[(R)-2—(fosfo-
nomethoxy)propyljadenin, je aplikovan formou ptidavku do Zzivnych médii in vitro, a/nebo pfi-
davku do hydroponického roztoku, postfiku, injikace &i zalivky do pidy, popiipadé jako roziok k
infiltraci listd a naklienych semen.

Dalsim vyznakem uvedeného pouZiti je i skutednost, Ze 9-[(R)-2—(fosfonomethoxy)-
propylJadenin je aplikovan v rozmezi koncentraci od 1,25 do 100 mg/l média, hydroponického
roztoku, postiiku, injikovaného roztoku &i zalivky po dobu od nejméné 3 do alespoii 18 tydni.

Vyznakem predkladaného poutiti je i moZnost pfipravy prostfedku k eliminaci ssDNA rostlin-
nych virll jako zasobniho roztoku v koncentrované formé, pti¢emZ pro pouziti se fedi tak, aby
bylo dosazeno koncentrace 9-[(R)-2—(fosfonomethoxy)propyl]adeninu v rozmezi od 20 pmol do
0.4 mmol.

Vyznakem pouZiti je dile skutenost, Ze eliminovanym jednovliknovym, tedy ssDNA rostlinnym
virem je virus Zluté kadefavosti lista rajcete, tj. TYLCV.

Dal§im vyznakem pouZiti je skuteénost, Ze rostlinny jednovlaknovy DNA virus Zluté kadefavosti
listti rajéete, tj. TLCV, je eliminovan v rostlinach rajéete jedlého. Solanum lycopersicum.

Podstatou vynalezu je nadéle i agrochemicky prostiedek pro eliminaci jednovlaknovych, tedy
ssDNA rostlinnych virlh 2 rostlin a jejich &asti vetné naklitenych semen, ktery obsahuje jako
aginnou slozku acyklicky nukleosidfosfonat, 9—[(R)-2—(fosfonomethoxy)propyl}adenin.

Vyznakem vyndlezu je také skuteénost, Ze uvedeny agrochemicky prostiedek dale zahrnuje i
vodny diluent a pomocné latky, zvolené ze skupiny, zahrnujici vitaminy, sacharézu, mineralni
prvky, riistové hormony, zahustovaci latky a latky usnadiiujici priinik u¢inné latky do rostlin-
nych pletiv.

Vyznakem vynalezu je déle to, Ze vodnym diluentem je ristové médium, zahuStovaci latkou agar
a latkou usnadiiujici prinik 4¢inné latky je surfaktant.

Nadto je vyznakem vynalezu i to, Ze agrochemicky prostiedek je aplikovan formou pfidavku do
#ivného média, hydroponického roztoku, postiiku, injikace ¢i zalivky do pidy, nebo jako roztok
k infiltraci semen, poptipadé nakli¢enych.

Vyznakem vynalezu je i skutecnost, Ze agrochemicky prostiedek je aplikovan formou popraseni
rostlin, jejich &asti &i semen, poptipadé nakliCenych.
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Pouzitym surfaktantem miize byt napfiklad sloucenina na bazi cthoxylatd, jako je prostiedek
Spartan, propoxylat alkylaminethoxylatu (distribuce SUMI AGRO CZECH s.r.o.), ktery jako
absorpéni Cinidlo zvysuje pokryvnost a pfilnavost aplikacni kapaliny na osetfené rostliny, distri-
buci a prostoupeni postiikového pripravku. Nadto zvysuje odolnost aplikacni kapaliny proti
nepiiznivym povétrnostnim viiviim a je pro rostliny bezpecny.

Pfehled obrizki na vykresech

Obr. TA a IB znazoriugi uéinek dvou riiznych koncentraci tenofoviru (25 a 12,5 mg/ml) v polo-
pevném kultivacnim MS médiu na koncentraci viru TYLCV v rostlinach rajéete jedlého (Solu-
num lvcopersicum 1..) v zavislosti na dobé& kultivace rostlin, méfeny pomoci testu ELISA. Na
osich x je vynesena doba kultivace rostlin v tydnech, na osach y relativni koncentrace viru v

Jednotkach absorbance pii vinové délce 405 nm. V obr. 1B jsou vyznaéeny i hodnoty smérodat-

nych odchylek naméfenych hodnot absorbance.

Obr. 2 znazoriuje vysledek PCR stanoveni, elektroforézu v 1,5 % (hm./obj.) agarozovém gelu,
prokazujici virovou DNA, ziskanou z rostlin rajéete jedlého, (Sofanum lycopersicum L.). U rost-
liny ¢. 74, péstované v ptitomnosti 25 mg/l tenofoviru, nebyla virova DNA prokazana, tj. virus
byl z rostliny eliminovan. M je molekulidrni marker, PC je pozitivni kontrola. NC je negativni
kontrola.

Obr. 3 znazoriuje ucinek ribavirinu a tenofoviru v koncentracich 25 a 50 mg/ml) v kapalném
kultivacnim MS médiu na erstvou hmotnost rostlin rajéete jedic¢ho (Solanum lycopersicum L.).
Uvedené hodnoty predstavuji primérnou Eerstvou hmotnost hypokotylu a listd véetné smérodat-
né odchylky po 6 tydenni kultivaci rostlin in vitro. Na ose x jsou vyneseny pouZité stouceniny a

Jejich koncentrace, na ose y hmotnost v gramech.

Priklady provedeni vynalezu

9—[(R)»-2—(fosfonomethoxy)propyl]ladenin, (R)-PMPA neboli tenofovir, byl syntetizovan tak, jak
popsal Holy se spoluautory (Coll. Czech. Chem. Commun. 54, 2190, 1989).

Kultivace rostlin in vitro

Scmena rajéete Solanum lycopersicum L) odridy Moneymaker byla povrchové sterilizovana
ponofenim do 10 % (obj./obj.) vodného roztoku komeréniho bélidta (SAVO, Bochemie, CR,
priblizné 3 % abj. chlornan sodny) na dobu 10 minut a nasledné byla pétinasobné& promyta steril-
ni vodou. Poté byla semena asepticky pfemisténa do nadoby Magenta® Sigma-Aldrich {0 vyice
97 mm), obsahujici agarové polopevné médium podle Murashige a Skooga (MS médium), které
zahrnovalo vitaminy (glycin o koncentraci 2,0 mg/l, myo-inositol v konc. 100 mg/l, kyselinu
nikotinovou v konc. 0,5 mg/l, pyridoxin v konc, 0,5 mg/l a thiamin v konc. 0,1 mg/l) a sachar6zu
v koncentraci 20 g/l. Rostliny byly kultivovany v pribéhu viech experimenti s fotoperiodou
16 hodin p¥i teploté 23 °C a intenzité svétla 90 pmol.m2s™.

Oc¢kovani rostlin rajéat virem

Pro agroinokulaci byl pouzit bakterialni vektor Agrobacterium tumefaciens, obsahujici infekéni
klon begomoviru Tomato yellow leaf curl virus - Mild [Spain:72:97] (pkiristkové &islo v Gen-
Bank AF071228), (TYLC-MI[ES:72:97]. Kion pSP72/97i byl pfipraven v binarnim vektoru
Binl9, ktery byl zatlenén do Agrobacterium tumefaciens LBA4404, tymem Dr. Moriones,
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Estacion Experimental L.a Mayora, CSIC, Malaga, Spanéisko (viz Navas-Castillo se spol., Plant.
Dis. 83, 29, 1999). Pelet ziskany z kapalné kultury A. fumefuaciens, péstované pfes noc, byl
resuspendovan v 1.2 ml sterilni vody a udrZzovan v ledové lizni aZz do o€kovani rostlin. Rostliny
byly o¢kovany metodou propichnuti stonku. N&kolik kapek (pfiblizné 20 pl kultury) bylo vnese-
no do rajéatovych stonk( propichnutim injekéni jehlou. Po této agroinokulaci byly rostliny
uchovavany v ristové komofe (fotoperioda 16 hodin, teplota 23 °C a intenzita svétla
90 pmol.m™.s") v polykarbonatovych kultivaénich nadobiach Magenta® Sigma-Aldrich. Po
3 tydnech byly rostliny podrobeny testu ELISA k ovéfeni zmnoZeni viru. Virem infikované rost-
liny byly odFiznuty a namnoZeny v subkultufe na polopevném agarovém meédiu.

Stanoveni inhibice viru

K testovani 0éinku tenofoviru byly vybrany rostliny infikované TYLCV, majici absorbanci pfi
405 nm vyssi neZ byla jeji primérna hodnota + trojnasobek smérodatné odchylky (viz Sutula se
spol., Plant. Dis, 70, 722, 1986) u neinfikovanych kontrol. Pro stanoveni byly vytvofeny dvé
skupiny po 20 infikovanych rostlinach s minimalnimi rozdily primérme absorbance. slouZici jako
infikovana kontrola a skupina ovlivilovana tenofovirem. Stejné mnozstvi rostlin bylo pouZito i
pro neinfikovanou kontrolni skupinu. Sterilni roztok tenofoviru byl rozpustén v polopevnem MS
médiu ve vysledné koncentraci 12,5 a 25 mg/ml a médium bylo filtrovano pies sterilni filtr o
praméru pord 0,22 nm (Millipore). Vzorky listli pro nasledné stanoveni koncentrace viru meto-
dou ELISA byly z péstovanych rostlin odebrany v intervalu 6 tydni (v tydnu 6, 12 a 18). Po kaz-
dém odbéru byl sefiznut vriek rostliny a umistén do &erstvého média. Na konci pokusu byl pro-
veden PCR test u téch rostlin, které vykéazaly nejniz§i hodnoty absorbance v testu ELISA.

Stanoveni ELISA

Inhibice viru, vyjadiena jako relativni koncentrace viru v rostling, byla stanovena standardnim
dvojitym sendviCovym testem ELISA (viz Clark a Adams, J. Gen, Virol. 37, 475, 1977), za pou-
7iti diagnostické sady pro TYLCV od firmy Bioreba, AG, Svycarsko, podle instrukei vyrobce.
Do desticek o 96 jamkéch byl pipetovan imunoglobulin G (protilatka proti viru TYLCV) v kon-
centraci 1 ug/ml a inkubovan 4 hodiny pfi teploté 36 °C. Testované vzorky byly z rostlin odebi-
rany v laminarmim boxu. Veskeré prvni pravé listy byly odstfizeny, zvazeny a homogenizovany v
extrakénich saccich Bioreba za pouziti caulimo-homogeniza¢niho pufru Bioreba v poméru 1:10
(hmotnost/objem) a zatizeni Homex (Bioreba, Svycarsko). Po promyti destiéek byly do jamek
duplicitné napipetovany vzorky a inkubovany pfes noc v lednici pii teploté 4 °C. Nasledné po
promyti desti¢ek byly pipetovany protilatky konjugované s enzymem a desti¢ky byly inkubovany
4 hodiny pii 36 °C. Po promyti desti¢ek byl piidan 4—nitrofenol fosfat (substrat pro enzym); po
40 minutach byla méfena absorbance vzorkd pii 405 nm na pfistroji ,,Tecan Spectra Classic
ELISA reader a vyhodnocena za pouZiti softwaru KIM-W. Pro srovnani vysledkd na jednotli-
vych desti¢kach v priib&hu pokusu byly pouZity identické pozitivni a negativni kontrolni vzorky.
Udaje o absorbanci byly hodnoceny jednosmérnou analyzou ANOVA za nasledného pouZiti
Tukeyova HSD testu (Tukey’s Honestly Significant Differences Test) v softwaru Statistica
(StatSoft inc.).

Vysledky jsou shrnuty na obr. 1A a 1B; u obou koncentraci tenofoviru byl nalezen progresivni
virostaticky 0i¢inek. Statistickd analyza odhalila vyznamné sniZeni koncentrace viru (P < 0,05) uz
u vzorkii odebranych po 6. tydnu pisobeni tenofoviru v koncentraci 25 mg/l oproti infikovanym
kontrolam. Rozdil v G&inku mezi skupinami rostlin, ovliviiovanych tenofovirem v koncentraci
25 mg/ml a v koncentraci 12,5 mg/ml, nebyl vyznamny.

Stejné vysledky byly ziskdny i po 12 tydnech aplikace tenofoviru. Po 18 tydnech aplikace tenfo-
viru bylo zaznamenano statisticky vyznamné snizeni koncentrace viru i u rostlinnych vzorki, na
néz tato i¢inna latka pisobila v koncentraci 12,5 mg/l.
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Polymerdazova ictézova reakee

DNA byla isolovana z priblizné 0,1 g infikovanych listt za pouzZiti sady NucleoSpin Plant Il
(Macherey Nagel, Némecko) podle instrukei vyrobee a ziskand DNA byla promyta 30 pl vody.
Popsana metoda zahrnuje i plisobeni na vzorek prostfednictvim RNasy A. K amplifikaci segmen-
tu 187 bp genu kapsidového proteinu byly pouzity vigi TYLCV specifické primery SF301 5°-
GTCTTATGAGCAACGGGATG a SF303 5 -GAACATGACCTGATTAGTGTG (Fukuta se
spol., J. Virol. Methods 112, 35, 2003). Reakéni smés pro PCR o objemu 20 ul obsahovala
10 mmol.t' Tris-HCI, pH 8, 8;50 mmol.F' KCI, 0,1 % Triton X-100; 1,5 mmol.I" MgCl:
200 mmol.I" kazdého z dinukleotisidtrifosfati; 16,67 nanokatali Taq DNA polymerazy, | pl
DNA a 20 pmol TYLCV primeri. Amplifikace byly provedeny za pouziti amplifika¢niho pro-
gramu zahrnujiciho 35 cykli, sestavajicich kazdy z denaturace pii 95 °C (20 sekund), rychlého
zchlazeni pii 55 °C (30 sekund) a syntézy pFi 72 °C (20 sekund). Vechny vzorky byly analyzo-
vany clektroforeticky v 1.5 % (hm./obj.} agarézovém gelu, viz obr. 2. Ten ukazuje, Ze u rostliny
rajCete, péstované za pritomnosti 25 mg/l tenofoviru, nedo$lo k Zadnému namnoZeni virové
DNA., tj. virus byl z rostliny eliminovan.

Stanoventi fytotoxicity tenofoviru v rostlinach rajéete jedlého

Semena rajcete jedlého (Solunum lvcopersicum L.) odridy Moneymaker (30 ks ve zkumavce
Lppendorf o objemu 2 ml) byla povrchové sterilizovana ponofenim do 10 % (obj./obj.) vodného
roztoku komeréniho betidla (SAVO, Bochemie, CR, pfiblizné 3 % (hm./obj.) chlornan sodny) na
dobu 10 minut a nasledné byla pétinasobné promyta steriini vodou. Poté byla semena asepticky
premisténa do naddob Magenta® Sigma-Aldrich (o vyice 97 mm), obsahujicich mastek z filtrag-
niho papiru a 12 mi kapalného média podle Murashige a Skooga (MS médium), které zahrnovaio
vitaminy (glycin o koncentraci 2,0 mg/l, myo-inositol v konc. 100 mg/l, kyselinu nikotinovou v
kone. 0.5 mg/l, pyridoxin v konc. 0,5 mg/l a thiamin v kone. 0,1 mg/l} a sacharézu v koncentraci
20 g/l. Tenofovir byl rozpuitén v kapalném MS médiu v koncentracich 25 a 12,5 mg/ml, zfiltro-
van pres sterilni filtr o priméru porh 0,22 mm (Millipore) a pfidan k rostlinam péstovanym 3
tydny v nadobiach Magenta tak, Ze bylo pivodni MS médium odpipetovano a nahrazeno tymz
médiem s obsahem G¢inné latky. Jako kontroly bylo pouZito 8 rostlin, péstovanych v &istém MS
médiu a po osmi rostlinach bylo péstovano v pfitomnosti kazdé z testovanych koncentraci teno-
foviru. Rostliny byly kuitivovany v prib&hu viech experimentil s fotoperiodou 16 hodin pti tep-
loté 23 °C a intenzité svétla 90 pumol.m™.s”. Po Sestitydenni kultivaci byla zaznamenana hmot-
nost &erstvého hypokotylu a listi. Udaje byly hodnoceny analyzou ANOVA za nasledného pou-
ziti Tukeyova HSD testu v softwaru Statistica (StatSoft Inc.).

Pfedb&Zné pokusy prokazaly, Ze aplikace tenofoviru v koncentraci 50 mg/ml vede u rostlin rajéat
infikovanych TYLCV k vyznamnému sniZeni koncentrace viru (P < 0,05) oproti infikovanym
kontrolnim rostlindm, a to uz po 12 tydnech od pocatku aplikace. Zarovein se oviem projevil
fytotoxicky i¢inek tenofoviru. Ptitomnost tenofoviru v médiu v koncentraci 50 mg/ml vedla k
vyznamnému sniZeni Serstvé hmotnosti rostlin rajéete (P < 0,05) ve srovndni s kontrolami; kon-
centrace 25 mg/ml téze ucinné latky signifikantni snizeni Cerstvé hmotnosti ve srovnani s kont-
rolami nevyvolala, viz obr. 3.
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Pramysiova vyuZitelnost

Pouziti 9—[{ R)-2—(fosfonomethoxy)propylJadeninu, (R)-PMPA neboli tenofoviru, ve formé pfi-
davku do médii pro kultivaci a rozmnozovani rostlin in vitro, postiiku, injikace ¢i zalivky do
pidy k eliminaci jednovlaknovych, tj. ssDNA rostlinnych virt z rostlin a jejich casti umozni pro-
dukci bezvirovych rostlin a zasadnim zpisobem potladit jednu z nejnicivéjsich celosvétove
rozsitenych chorob rajéat (Solanum lycopersicum L.) a dalSich chorob piisobenych geminiviry.

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti acyklického nukleosidfosfonatu, 9—[(R)-2—(fosfonomethoxy)propyljadeninu, k eli-
minaci jednovlaknovych, tedy ssDNA rostlinnych vird z rostlin a jejich ¢asti, vEetné naklicenych
semen.

2. Pouziti acyklického nukleosidfosfonatu, 9—[(R)-2—(fosfonomethoxy)propylladeninu, jako
ucinné latky pro vyrobu prostiedku k eliminaci jednovlaknovych, tedy ssDNA rostlinnych viri z
rostlin a jejich ¢asti, véetn& nakli¢enych semen.

3. Pouziti acyklického nukleosidfosfonatu, 9—[(R)-2—(fosfonomethoxy)propyiladeninu, jako
aéinné litky pro vyrobu prostiedku k eliminaci jednovlaknovych, tedy ssDNA rostlinnych viri z
rostlin a jejich asti, véetné naklitenych semen, ktery dale zahrnuje vodny diluent a/nebo riistové
médium a pomocné latky, zvolené ze skupiny, zahrnujici vitaminy, sacharézu, mineralni prvky,
riistové hormony, zahu$tovaci latky a latky usnadiujici priinik Géinné latky do rostlinnych pletiv,
tzv. surfaktanty.

4. Pouziti acyklického nukleosidfosfonatu, 9—[(R)-2—(fosfonomethoxy)propyl]adeninu, podle
naroki 1, 2 nebo 3, ptiemz je aplikovan formou ptidavku do Zivnych médii in vitro, a/nebo pri-
davku do hydroponického roztoku, postfiku, injikace &i zalivky do pidy, popfipadé jako roztok k
infiltraci listd a nakli¢enych semen.

5. Pouziti podle kteréhokoliv z ndroki 1 az 4, pfi¢emZ 9-[(R)-2—(fosfonomethoxy)propy!]-
adenin je aplikovan v rozmezi koncentraci od 1,25 do 100 mg/l média, hydroponického roztoku,
injikovaného roztoku, postfiku &i zalivky po dobu nejméné od 3 do alespoii 18 tydna.

6. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 2, 3, 4 nebo 5, pfitemZ prostiedek k eliminaci ssDNA
rostlinnych virit je pfipraven jako zasobni roztok v koncentrované formé a pro pouziti je fedén k
dosaZeni koncentrace S-[(R)-2—(fosfonomethoxy)propylladeninu v rozmezi od 20 pmol do
0,4 mmol.

7. Poutiti podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokd, pfi¢emz eliminovanym jednovlikno-
vym, tedy ssDNA rostlinnym virem je virus zluté kadefavosti listil rajete, tj. TLCV.

8. Pouziti podle kteréhokoliv z predchézejicich naroki, pfi¢emz rostlinny jednovlaknovy DNA
virus Zluté kadefavosti listl rajéete, tj. TYLCV virus, je eliminovan v rostlinach rajéete jedlého,
Solanum Iycopersicum.

9, Agrochemicky prostredek pro eliminaci jednoviaknovych, tedy ssDNA rostlinnych vira z
rostlin a jejich &asti véetné nakli¢enych semen, vyznadujici se tim, Ze obsahuje jako
acinnou slozku acyklicky nukleosidfosfonat, 9—[(R)-2—{fosfonomethoxy)propyl]adenin.
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1. Agrochemicky prostiedek podle naroku 9, vyznaéujici se tim, Zze dale zahrnuje
vodny diluent a pomocné latky, zvolené ze skupiny, zahrnujici vitaminy, sachardézu, mineralni
prvky, ristové hormony, zahudtovaci litky a latky usnadiujici pranik Ucinné latky do rostlin-
nych pletiv.

11. Agrochemicky prostfedek podle naroku 10, vyznadujici se tim, Ze vodnym
diluentem je ristové médium, zahustovaci latkou agar a latkou usnadiujici prinik 0€inné latky
je surfaktant.

12. Agrochemicky prostiedek podle narokii 9, 10 nebo 11, vyznaéujici se tim, Zeje
aplikovan formou piidavku do Zivného média, hydroponického roztoku, postfiku, injikace &i

zalivky do pady, nebo jako roztok k infiltraci semen, popfipadé nakli¢enych,

13. Agrochemicky prostiedek podle niroku 9, vyznaéujici se tim, Ze je aplikovin
formou popraseni rostlin, jejich &asti ¢i semen, popfipadé nakli¢enych.

2 vykresy
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Obr, 2
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