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Virusi kot sovrazniki in prijatelji

* Uvod - virusi in metode za zaznavanje virusov
* Virusi kot povzrociteji bolezni (rastlin)
*Primer: Virusi paradiznika
* Virusi in okolje
*Primer: Virusi v odpadnih vodah
* Virusi in biotehnoloske aplikacije
*Primer: Bakteriofagi za zdravljenje bakterijskih okuzb

*Primer: Virusi za gensko zdravljenje



VirUSi The incredible

* Najbolj raznolika in najstevilcnejsa bioloska entiteta

* Vinterakcijah z vsemi organizmi; okuzujejo rastline, Zivali,
Cloveka, bakterije

* Najdemo jih v najrazliénejsih okoljskih vzorcih (oceani,
arkti¢ni led, oblaki)

* Poznamo samo majhen del virusne raznolikosti

-dober ¢as za njihovo odkrivanje - tehnologija
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Metode za zaznavanje virusov — molekularne metode

* Metode za zaznavanje virusnih nukleinskih kislin (DNA, RNA)
PCR (verizna reakcija s polimerazo), gPCR, ddPCR, LAMP
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Metode za zaznavanje virusov — NETARCNE METODE

 Bioloski testi (okuzevanje nabora gostiteljev)

e Elektronska mikroskopija

Presevni elektronski mikroskop
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Metode za zaznavanje virusov — NETARCNE METODE

Visokozmogljivo sekvenciranje

 Nam omogoca da zaznamo zaporedje vseh nukleinskih kisline v vzorcu (s
tem tudi vseh virusov prisotnih v vzorcu - virom).

 Virusi nimajo podobnih markerskih genov — potreben je povsem netarcni
prostop. Predhodno znanje o zaporedju genomov, ki jih doloCamo ni
potrebno - izjemno mocno orodje za odkrivanje novih virusov.

Potek dela:

1. Vzorcenje gostiteljskega organizma oziroma okoljskega vzorca
2. Priprava vzorcev in izolacija nukleinskih kislin

3. Sekvenciranje (uporabimo lahko razlicne tehnologije)
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* VVirusi kot povzrociteji bolezni (rastlin)
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http://www.apsnet.org/edcenter/intropp/lessons/viruses/pages/tobaccomosaic.aspx

Virusi kot povzrociteji
bolezni (rastlin)

Najpogosteje RNA virusi, najrazlicnejsih oblik

Zaradi razlicne strukture rastlinske celice, je vstop virusov
v celice pri rastlinah drugacen kot npr. pri cloveku.
Potrebna je ranitev kutikule, celicne stene.

Mehanski prenos (stik okuzenih rastlin, orodja, rok,
oblacil, oprasevalcev...).

Prenos preko okuzene vode, zemlje, celo vetra.

Vertikalno (semena, pelod) ali z vegetativnim
razmnozevanjem (gomoIJ| cepljenje).

S prenasalci (zuzelke, prsice, ogorcice, glive).

Ekonomska Skoda - ocena: 15-45 milijard S letno,
ogrozajo prehransko varnost.

Ukrepi za omejevanje so omejeni: karantene, razvoj in
uporaba odpornih kultivarjev, navzkrizna zasuta
higienski ukrepi (zmanjsevanje vira okuzbe), zatlranje in
izogibanje prenasalcem.
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Primer: Virom paradiznika in plevelnih rastlin

Vzorcenje in iskanje virusov v:

- Rastlinah paradiznika z bolezenjskimi
znamenji

- Na videz zdravih rastlinah paradiznika
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Primer: Virom paradiznika in plevelnih rast
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« Tobamovirus, zelo stabilen

* Trenutno porajajoci virus,

* Prenos z dotikom.

Virusi in bolezni rastlin (virus rjave grbancavosti plodov paradiznika)

v okolju.

ki povzroca zelo velike
probleme v pridelavi
paradiznika.

Globalna epidemija — prvic
zaznan 2014 v Izraelu,
danes ga najdemo skoraj
povsod po svetu.

TO!

Photo: Heike Scholz-Dobelin (LWK NRW)
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Raznolike vloge virusov za delovanje njihovih gostiteljev in ekosistemov

Viruse smo priceli odkrivati zaradi bolezni, ki jih povrocajo.

Poznamo pa tudi viruse, ki imajo pozitiven ucinek na gostitelje ali pa na prvi pogled nimajo
skodljivih ucinkov.

Norovirus misSi lahko nadomesti
vlogo Crevesne mikrobiote
(bakterij) in omogoci homoestazo
delovanja Crevesja pri misih.

:;errlkrltl VIrus p|azece7dete_‘ __,_;‘Jsa
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tvafbo koremnsklh nodulov m né ta

Kernbauer et al., Nature, 2014
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Vloga virusov za delovanje ekosistemov

Virusi pomembno prispevajo h krozenju snovi v okolju (*krozenje ogljika v oceanih).
Premikajo fragmente DNA med gostiteljskimi vrstami kar pripomore k evoluciji

Viruse najdemo v vseh okoljih, tudi npr. v ekstremnih okoljih (*virusi arhej v termalnih
vrelcih).

Raznolikost virusov iz okoljskih vzorcev je zelo velika - virusna temna snov.

Najvecje Stevilo raziskav je opravljenih na viromih oceanov, s poudarkom na
preucevanju bakteriofagov v takih vzorcih.

Redkejse studije so osredotocajo na sladkovodna telesa, zemljo ipd. in zelo redke
studije podrobno raziskujejo prisotnost rastlinskih virusov v takih vzorcih
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Viromi okoljskih vzorcev

Mehle et al, 2015, Applied and Environmnetal Microbiology
Rastlinski virusi v vodi crmen | gy s s

EXPERIMENTAL
HYDROPONIC
SYSTEMS

PepMV - tomato
PepMV+PVY-tomato
PSTVd - tomato

A)

PVY - potato
PSTVd - potato

B)

Nekateri virusi so v okolju zelo stabilni (izven gostitelja)

« Patogeni rastlinski virusi se lahko prenasajo z vodo e
 Prenos na dolge razdalje (epidemioloski pomen) W

Virusi so pogosto odporni na standardne procese Ciscenja voda
Vpliv ponovno uporabljene odpadne vode na kmetijstvo in ekosisteme

Q)

Z metodami visokozmogljivega sekvenciranja lahko dobimo najbolj Sirok vpogled v
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Primer: Viromi okoljskih vzorcev — odpadne vode

Bacnik et al., Water Research, 2020

CIM monolitna Eluat, ki
kromatografija vsebuje
viruse

HTS: lllumina

| mikroskopija

Testiranje infektivnosti € = = = = = = = = = = = = = =~



Viromi okoljskih vzorcev

Iztok cCistilne naprave Bacnik et al., Water Research, 2020

CIM enostopenjska elucija
Diamond blastx klasifikacija odcitkov N
Vizualizacija: metacoder |
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Viromi okoljskih vzorcev

Iztok cCistilne naprave Bacnik et al., Water Research, 2020

CIM enostopenijska elucija
Diamond blastx klasifikacija odcCitkov
Vizualizacija: metacoder
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Viromi okoljskih vzorcev

|ztok Cistilne naprave

CIM enostopenjska elucija
Diamond blastx klasifikacija odcitkov

Vizualizacija: metacoder

Bacnik et al., Water Research, 2020
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Viromi okoljskih vzorcev

Iztok cCistilne naprave Bacnik et al., Water Research, 2020

CIM enostopenjska elucija
Diamond blastx klasifikacija odcitkov
Vizualizacija: metacoder
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Viromi okoljskih vzorcev

Potato virus S .
Tobamoviruse

i .. Garlic common latent virus
White clover mosaic virus

IZtOk éisti I ne naprave il Grapevine asteroid mosaic—-associated virus

CIM enostopenijska elucija A WY W 49 odpadnih vodah -

Diamond bIGStX klaSiﬁ kaCija OdéitkOV Cocksfoot mild'mosaic virus Alp viridae Trivirinae M2 Tu Icamara mottle virus a || SO infe kt|Vn |?

Melon necrotic spot v
ridae

Vizualizacija: metacoder - . i
A ™48 Grapevine fleg Bper mild mottle virts OU2/2014/CA

Southern bean mosaic virus isolate Arkansas S€tanecro . o
umber leaf sg iru Piper chlorosis virus

virus A

Southern bean T es Pepper mild irus X
uncla d Tobamovirus

O Sviridae Odontoglossum ring virus
ivirus B
Cucumber green mottle mosaic

le virus
.

Watermelon mosaic virus 2 (isolate USA) COCKsfoo Tobacco mild grean mosaicvirus
Sobe S 0 ospora virus A Tomato mosaic virus (strain LII)

sophila immigrans Nora vir -
osaic virus

Watermelon mosaic

Ryegrass mottle .
® Orotia 3 ild mottle virus
R ; Tobacco mosa rus
Patchouli mi ic vi Nepovirus unclassi - & iri y -
atchouli mild mosaic virus P irgaviridae Tomato mosaic virus (strain Kazakh K1)

Broad bee virus 2 3 .
astrovirus

sified Mamastrovirus

C pider picornavirus ovirus VA3 i i
oy - > . Bovine astrovirus
D chra RNA \m stroviridae

prnavira o

Nodes Secoviri lassi % | §
Rat picornavirus Sifi ' ¥ c Cucumber mosaic virus (strain Mf)

Co

Salivirus A UC

1.00 Salivirus y orwalk virus
uncl ed P avii avirales 3 idae osaic virus (strain PI-1)
° ) Cucumbel ic virus
7.75 Parechoyirus A Beta ir Le

Cucumber. mosaic virus (strain O)
cumber mosaic virus (strain Ri-8)

d | en tal samples us

20.90 - Inaag cudomBis phage P g Sapporo
: Marine RNA SF-1 unclas virid

e S [ unclassifi iridae unclassifie anodavirus eric s Qbeta sapovirus GI

40.40 Ai S A Ente s Dicistra eunclassified viridae LeVMINAa&SR. o opacteria phage VK
7y} Aic s1 La Jolla virus uhan nodaviru Caulobacter phage phi
66.20 Aichi virus humaf/HUN298/2000/HUN 40 L

Ente s C B Ness serrated wrack narna-like virus
Cripa Barns Ness serrated wrack narna-like v

Parecl

n ob

ichia virus BZ13

Enterobacteria phage KU1

Coxsatkievirus Al cNi
oxsay S unclass evivirus Bacnik et aI., Water ResearCh, 2020

unclassi ipavirus

98.40
137.00

Enterobacteria phage C-1 INW-2012
Acinetobacter phage AP205

Ancient Northwest Territories cripavirus Enterobacteria phage Hgall ".n NACIONALNI INSTITUT ZA BIOLOGIIO
NATIONAL INSTITUTE OF BIOLOGY




Viromi okoljskih vzorcev

. .. vee .. . Bacnik et al., Water Research, 2020
Testne rastline po mehanski inokulaciji z vtokom v Cistilno napravo

Bolezenski znaki na nekaterih inokuliranih rastlinah.

Sekvenciranje malih RNA je pokazalo prisotnost dveh yi"fs blage lifaVOSti PC'.Iz"i.ke (PMMoV)
razli¢nih infektivnih tobamovirusov. in virus mozaika paradiznika (ToMV)




Viromi okoljskih vzorcev

. .. e o v e Bacnik et al., Water Research, 2020
Testne rastline po mehanski inokulaciji z iztokom iz cistilne naprave

Bolezenski znaki na nekaterih inokuliranih rastlinah. Virus blage lisavosti paprike (PMMoV)

Sekvenciranje malih RNA je pokazalo prisotnost dveh in virus blagega zelenega mozaika
razlicnih infektivnih tobamovirusov. tobaka (TMGMV)

PMMoV (+) MOCK PMMoV (+) MOCK
TMGMV (+)

¥
X

N. benthamiana - PMMoV



®* \irusi in biotehnoloske aplikacije




Primer: Bakteriofagi za zdravljenje bakterijskih okuzb rastlin

* izolacija in identifikacija povzrociteljev mehkih gnilob orhidej (bakterije iz rodu Dickeya).
* lzolacija bakteriofagov, ki povzrocajo okuzbo pri bakterijskih izolatih.
* Preucevanje moznosti biokontrole identificiranih povzrociteljev bolezni s pomocjo bakteriofagov.



Primer: Virusi za gensko zdravljenje

* Gensko zdravljenje je metoda, pri kateri z vnosom dednega materiala v celico uravnavamo ali
modificiramo ekspresijo genov z namenom zdravljenja razlicnih bolzeni (rakava obolenja,
bolezni, ki so posledica genskih okvar)

* adeno-povezani virusi (adeno-associated viruses, AAV) — najpogosteje uporabljeni za gensko
terapijo

: maximum of ~4.4 kb Tl
[ I

teraBevtski gen

AAV virusni delci pod elektronskim mikroskopom



/ elektronsko mikroskopijo ovrednotimo kolicino razlicnih populacij

virusnih delcev (polni, prazni, poskodovani)

Poskodovani virusni delci

Doloc¢imo
koncentracije virusnih
delcev (molekularne
metode)

Doloc¢amo prisotnost
necistoC (fragmenti

DNA) v vzorcih s
sekvenciranjem
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Namesto zakljucka - povabilo

* 26. maj Dan ocarljivih rastlin

* 3,4, 5. junij - Znanstival

* 9. junij Dan odprtih vrat Morske bioloske postaje Piran
e 29. september Noc raziskovalcev - Dan odprtih vrat NIB

Gradnja Biotehniskega sticiS¢a Nacionalnega instituta za biologijo
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