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SOUHRN

Diplomova prace je zaméfena na molekularni charakteristiku Little cherry virus 1
(LChV1), pavodce virového onemocnéni Little cherry disease.

V teoretické Casti jsou nejprve uvedeny zéakladni informace o ¢eledi Closteroviridae,
rodu Velarivirus, do kterych je LChV1 taxonomicky zafazen, a také o viru samotném. Dale
je teoreticka ¢ast zaméfena na molekularni a genetickou charakteristiku LChV1, ve které jsou
podrobné popsany jednotlivé ¢teci ramce ORF. V praci jsou popsany biologické vlastnosti
viru jako hostitelsky okruh, ptiznaky, zptisob pfenosu a vliv infekce na vynos. LChV1 napada
pouze rostliny z rodu Prunus, na kterych je mozné pozorovat typické priznaky jako zakrslost
a tvarové a barevné zmény na listech a plodech. Virus je celosvétové rozsiten, predevsim
v oblastech komeréniho péstovani peckovin. Podrobnéjsi geografické rozsifeni LChV1
je popsano v jedné z kapitol. Na zavér jsou popsany mozné zpusoby detekce viru a jeho
geneticka variabilita.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na ziskani celogenomickych sekvenci vybranych
izolath LChV1, pochézejicich z merunék (Prunus armeniaca). Byly stanoveny téméf
celogenomické sekvence pro izolaty Aprl53, Aprl56, Aprl61 a Aprl72. Soucasné byla

potvrzena geneticka variabilita LChV1.



SUMMARY

The diploma thesis is focused on the molecular characteristics Little cherry virus 1
(LChV1), the causer of viral disease Little cherry disease.

In the theoretical part, the basic information about the family Closteroviridae, genus
Velarivirus, into which LChV1 is taxonomically included, and the virus itself are mentioned
at first. Further, the theoretical part is focused on the molecular and genetic characteristics
of LChV1, in which individual ORF reading frames are described in detail. In the thesis the
biological characteristics are described, like the host range, symptoms, the mode
of transmission and the effect of the infection on the yield. LChV1 infects only plants
of the genus Prunus, on which typical symptoms such as dwarfism and shape and color
changes on leaves and fruits can be observed. The virus is distributed worldwide, especially
in areas involving the commercial cultivation of stone fruits. The more detailed geographical
distribution of LChV1 is described in one of the chapters. In the end, possible ways
of detection of the virus and its genetic variability are described.

The experimental part is focused on the obtaining fullgenomic sequences of chosen
isolates LChV1, originated from apricots (Prunus armeniaca). Almost complete fullgenomic
sequences of isolates Aprl53, Aprl56, Aprl6l and Aprl72 were determinated. At the same

time, the genetic variability of LChV1 was confirmed.
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1 UvoD

Peckoviny jsou vyznamnou skupinou ovocnych dievin a jejich péstovani ma dulezitou
roli v zemé&délstvi mnoha zemi mirného a subtropického pasma. Mezi nejvyznamné&j$i ovocné
druhy této skupiny patii tfesen (Prunus avium), visen (Prunus cerasus), slivon (Prunus
domestica), broskvon (Prunus persica) a merunka (Prunus armeniaca). TreSn¢ a visné jsou
hned po jablonich druhé nejvice zastoupené ovocné druhy, co se tyka péstovani v Ceské
republice. Virova onemocnéni peckovin zpusobuji velké $kody v ovocnych sadech, coz ma
zanasledek velky pokles vynosu. Viry mohou byt v infikovanych stromech piitomny
samostatné nebo v kombinaci s nékolika dal§imi viry. Péstovani a vysazovani zdravého
mnozitelského materidlu je nejcastéjSim zpisobem ochrany peckovin proti virovym
chorobam. Dal§im zpisobem je také péstovani rezistentnich odrud nebo kontrola hmyzich
vektort.

Nejznamé;jsi, ale také nejzavaznéjsi, chorobou u peckovin je sarka Svestky, zptisobena
virem $arky $vestky (Plum pox virus). Mezi dalsi velmi rozsitené druhy infikujici peckoviny
patii Prune dwarf virus a Prunus necrotic ringspot virus. Dale byl u peckoviny popsan vyskyt
Apple mosaic virus, Apple chlorotic leaf spot virus, Cherry leaf roll virus, Little cherry virus 1
a Little cherry virus 2.

Tato diplomova prace je zaméfena na popsani Little cherry virus 1, jeho
taxonomického zatazeni, molekularnich a biologickych vlastnosti, vyskytu, moznosti detekce
a genetické variability. Cilem experimentalni Casti je ziskani parcialnich sekvenci LChV1
u testovanych merunikovych izolatl a jejich nasledné spojeni do celogenomickych sekvenci.
U sestavenych sekvenci byla zjiStovana genetickd variabilita viru, jak na Grovni celého
genomu, tak na urovni ctecich ramclt koédujicich RNA dependentni RNA polymerazu,

HSP70h-like protein a hlavni plastovy protein.



CIiLE DIPLOMOVE PRACE

Vypracovani reserse na téma ,,Geneticka variabilita Little cherry virus 1°.

Detekce a identifikace viru ve vzorcich.

Sestaveni celogenomickych sekvenci vybranych izolata Little cherry virus 1.

Stanoveni genetické variability izolata Little cherry virus 1 asekvenci dostupnych
v NCBI databazi.



3 CELED CLOSTEROVIRIDAE

Celed’ Closteroviridae je jednou z nejpoéetnéjsich ¢eledi rostlinnych vird. Tato &eled’
byla ustanovena v roce 1996 na virologickém kongresu ICTV, ktery se konal Vv Jeruzalémé.
Soucasné byl do této nové celedi zarazen rod Closterovirus, ktery byl dfive soucasti celedi
Tombusviridae. Celkové tato Celed zahrnuje 43 virovych druhd, rozdélenych do roda
Closterovirus, Velarivirus, Ampelovirus a Crinivirus, a také 6 dosud nezafazenych druh.
Jedna se o skupinu virt s jedinou linearni pozitivné orientovanou molekulou ssRNA, ktera
tvofi cca 6% hmotnosti Castice. Viriony jsou vlaknité, flexibilni o délce 650-2000 nm
a praméru 10-13 nm. Zastupci Celedi Closteroviridae maji jedny z nejvétsich genomi mezi
rostlinnymi viry, a to diky duplikacim a vyskytu nevirovych koédujicich sekvenci (Pringle,
1996; ICTV, 2011; Martelli a kol., 2011; ICTV, 2016).

4 ROD VELARIVIRUS

Vy¢lenéni rodu Velarivirus jako samostatného rodu v ramci Celedi Closteroviridae
bylo navrzeno v roce 2012 a ratifikovano ICTV v roce 2014. Tento novy rod byl ustanoven
na zakladé odlisnosti Grapevine leaf roll-associated virus 7 (GLRaV-7) od zastupci roda
Closterovirus, Ampelovirus a Crinivirus. Mezi prvnimi zafazenymi druhy, krom¢ GLRaV-7
(typovy zastupce), byly Little cherry virus 1 a Cordyline virus 1. Tyto druhy byly do té doby
uvadény vramci Celedi Closteroviridae jako nezafazené druhy. Do soucasné doby byly
do rodu zarazeny také druhy Areca palm velarivirus 1, Cordyline virus 2, Cordyline virus 3
a Cordyline virus 4 (ICTV, 2012; Martelli a kol., 2012; ICTV, 2016).



S5 LITTLE CHERRY VIRUS 1

vvvvv

dopad na vynos a kvalitu ploda. Poprvé bylo LChD pozorovano na tieSnich v roce 1933
v Kanadg¢, a nasledné popsano v roce 1947. V té dobé se vSak jednalo pouze o popis piiznakt
choroby, nikoli o popis puvodce onemocnéni (Foster a Lott, 1947, cit. podle Jelkmann
a Eastwell, 2011; Németh, 1986). Za ptiivodce onemocnéni jsou povazovany dva viry z ¢eledi
Closteroviridae, a to Little cherry virus 1 z rodu Velarivirus a Little cherry virus 2 z rodu
Ampelovirus. Na konci minulého stoleti nebyly tyto dva viry rozliSovany a byl pro né
pouzivan souhrnny nazev Little cherry virus. Az v roce 2002 doslo K jejich odliSeni na jiz
uvedené druny LChV1 a LChV2. Tito dva pivodci LChD se lisi velikosti genomu a svymi
biologickymi vlastnostmi, jako naptiklad zptisobem pienosu (Wilks a Welsh, 1961; Németh,
1986; Jelkmann a Eastwell, 2011). Na zacatku 21. stoleti se objevily zminky o existenci
LChV3, pozdg&ji byl vsak tento izolat LC5 zafazen mezi izolaty LChV2 (Theilmann a kol.,
2002; Theilmann a kol., 2004; Jelkmann a Eastwell, 2011).

Little cherry virus 1 byl v minulosti uvadén v literatufe pod riznymi nazvy, jako napf.
Cherry little cherry virus nebo Little cherry disease virus. Jako dal$i nazvy lze uvést jesté
Cherry K (Kwanzan) a S (Shirofugen) virus (Németh, 1986; Jelkmann a Eastwell, 2011).

Little cherry virus 1 ovSem neni pouze ptivodcem Little cherry disease, ale je spojovan

také se dvéma dal§imi onemocnénimi a to Shirofugen stunt disease nebo ,,Kwanzan stunting’

syndrom (Németh, 1986; Matic a kol., 2009; Candresse a kol., 2013).

5.1 Molekularni a geneticka charakteristika LChV1

V soucasné dob¢ jsou znamy celogenomické sekvence u 8 izolatu LChV1: tfeSiové
izolaty Jerte (Acc. No. KX192366), Ponferrada (Acc. No. KX192367), UW2 (Acc. No.
Y10237), Taian (Acc. No. KR736335) a G15 3 (Acc. No. LN794218), visnové izolaty V2356
(Acc. No. JX669615) a ITMAR (Acc. No. EU715989) a broskvornovy izolat YD (Acc. No.
KR080325).

Prvni celogenomicka sekvence Little cherry virus 1 byla stanovena v roce 1997
u némeckého izolatu, pochazejiciho z tfeSné. Genom tohoto referen¢niho izolatu UW2 (Acc.
No. NC_001836/ Acc. No. Y10237) ma 16 934 nt. Na 5" konci se nachazi methylguanozinova
¢epicka a 3" konec neni polyadenylovan. Podle Vitushkina a kol. (1997) sekvence na 3" konci

vykazuji vy$§i miru podobnosti, i kdyZz nejsou zcela identické. Koncové oblasti genomu,



tzv. 5" a 3" nepiekladané koncové oblasti maji délku 75 nt a 206 nt. Na genomu LChV1
se nachazi celkem devét otevienych ¢tecich ramct (viz Obrazek ¢. 1) (Jelkmann a kol., 1997;
Wang a kol., 2016).

Komplex ORFla - ORF1b koduje proteiny spojené s virovou replikaci. Prvni ¢teci
ramec ORF1a se nachazi na pozici 77 - 6 982 nt a koduje 260 kDa velky polyprotein. Soucasti
tohoto polyproteinu jsou tfi vyznamné domény zahrnujici papain-like proteazu,
methyltransferazu a helikazu. Pro viry z ¢eledi Closteroviridae je typicka variabilni oblast
mezi methyltransferazovou a helikdazovou doménou (Jelkmann a kol., 1997; Erokhina a kol.,
2000; Dolja a kol., 2006). Cteci ramec ORF1b (pozice 6951 -8498nt) koduje RNA
dependentni RNA polymerazu (RARp). Translace ¢teciho ramce ORF1b je iniciovana pomoci
1+ ribozomélniho posunu stop kodonu ORFla (GUU-UGA-C). Cteci ramec ORF2
(8503-8613nt) koduje maly hydrofobni protein s transmembranovou doménou, ktera
pravdépodobné hraje roli pii vnitrobunécném pohybu. Protein HSP70h-like je kédovan ¢tecim
ramcem ORF3 (8 603 - 10 459 nt). V této doméné se Casto vyskytuje jednonukleotidova
inzerce, ktera ma za nasledek pied¢asné ukonceni translace a produkci kratSiho HSP70h
proteinu. ORF4 (10 431 - 11 984 nt) koduje polypeptid o velikosti 61 kDa. Cteci ramec ORF5
(12 064 - 13 278 nt) koduje hlavni plastovy protein. Putativni plastovy protein je pak
kodovan ¢tecim ramcem ORF6 (13 284 - 15 278 nt). Cteci ramce ORF7 (15 426 - 15 971 nt)
a ORF8 (16 008 - 16 727 nt) nesou geny pro dva hypotetické proteiny, U kterych zatim neni
znama funkce (Jelkmann a kol., 1997; Dolja a kol., 2006; Wang a kol., 2016).

Obrazek ¢. 1: Schématické zobrazeni struktury genomu Little cherry virus 1 (prevzato z Martelli
a kol., 2012)

LChV-1 (16,934 nt) HEL

L-Pro  MTR D HSP70h CPm p27
p4 P61

3!

L-Pro - papain-like protéza; MTR - methyltransferaza; HEL - helikdza; POL - RNA dependentni RNA
polymeraza; p4 - hydrofobni protein, 4 kDa; HSP70h - HSP70h- like protein; P61 -protein, 61 kDa; CP -
plastovy protein, CPm - putativni plastovy protein; p21 - hypoteticky protein; p27 - hypoteticky protein

Virové castice LChV1 maji podobu dlouhych zaktivenych tycek, o rozmérech

1786 - 1 820 nm (viz Obrazek ¢. 2) (Jelkmann a Eastwell, 2011).



Obrazek ¢. 2: Virova ¢astice Little cherry virus 1, zachyceno pomoci imunoelektronové

mikroskopie (pievzato z Jelkmann a Eastwell, 2011)

5.2 Biologické vlastnosti LChV1

5.2.1 Hostitelsky okruh

Little cherry virus 1 byl poprvé detekovan a popsan vroce 1997 v Némecku
na tfeSnich (Prunus avium). Nalezen byl ale také na visnich (P. cerasus) a orientalnich
kvetoucich tfesnich P. serrulata. VySe zminéné druhy slivoni spolu s P. insica,
P. pensylvanica, P. fontanesiana, P. sieboldii, P. subhirtella, P. yedoensis a P. emarginata
byly diive povazovany za jediné hostitele LChV1. Naopak broskvoné (P. persica), mandlon¢
(P. amygdalus), meruniky (P. armeniaca), Svestky domaci (P. domestica) a P. virginiana
nebyly povazovany za piirozené hostitele, na které by bylo mozné virus pienést (Wilks
a Welsh, 1961; Németh, 1986; Jelkmann a kol., 1997; Vitushkina a kol., 1997).

Dnes je jiz ovéieno, ze kromé tesni a visni, ktefi jsou hlavni hostitelé, napada tento
virus také jiz zminéné slivoné, broskvon¢, merunky a mandlon¢ (Matic a kol., 2007;
Safafova a kol., 2017). Jako dalsi hostitele je mozné jmenovat jesté P. salicina, P. mahaleb,
P.tomentosa a P. maackii. Obecné plati, ze okruh hostiteld LChV1 je omezen pouze
na zastupce rodu Prunus. Podle dostupnych tdaja neni hostitelsky okruh nijak ovlivnén
geografickym rozsitenim (Wang a kol., 2016; Németh, 1986; Jelkmann a Eastwell, 2011;
Marais a kol., 2016; Jeger a kol., 2017).



5.2.2 Priznaky vyvolané virem

Klasickym ptiznakem, ktery vyvolava Little cherry virus 1, je mensi vzrist
az zakrslost celé rostliny. Jako typické ptiznaky u plodu infikovanych stromut se uvadi jejich
abnormalni tvar a velikost, nevyrazna chut’, slabé zbarveni a nizky obsah cukru. Plody
z napadenych stroml byvaji o 25-60 % mensi nez plody zdravych stromt. U listd je pak
mozné sledovat rtizné tvarové a barevné zmény. Casto byva uvadéno &ervenofialové nebo
bronzové zbarveni povrchu listu, pfi¢emz zilnatina zustava zelend. Kultivary s tmavé
¢ervenymi plody byvaji zavaznéji poSkozeny nez druhy se svétlymi plody (Németh, 1986;
Serce a kol., 2010; Jelkmann a Eastwell, 2011; Jeger a kol., 2017).

Tyto ptiznaky byvaji pozorovany pouze U senzitivnich druht, jako jsou tfesné a visné,
zatimco u jinych druhti se virova infekce neprojevuje tak vyraznymi piiznaky. V nékterych
pfipadech muze infekce probihat i zcela bezptiznakové. Kultivary stejného druhu mohou
reagovat na infekci riznymi ptiznaky, které se mohou lisit i v zavislosti na lokalité. Intenzitu
priznakt mohou ovlivilovat i jiné faktory, jako napt. klimatické prostfedi nebo vegetacniho

obdobi (Németh, 1986; Jelkmann a Eastwell, 2011; Jeger a kol., 2017)

5.2.3 Zpusob prenosu

Jedinou znamou moznosti jak pienést Little cherry virus 1 je vegetativni cestou,
tj. roubovanim nebo ockovanim, kdy zdrojem je infikovany rostlinny material. Pfenos LChV1
pylem, semeny nebo vektory nebyl potvrzen. Velmi vyznamnou cestou $ifeni viru je dovoz
infikovanych rostlin z rodu Prunus pro vysadbu, piedev§im z neevropskych zemi (Jelkmann
a Eastwell, 2011; Tahzima a kol., 2017; Jeger a kol., 2017).

V roce 2010 byl testovan mozny mechanicky pienos viru na rostliny Nicotiana
occidentalis, tyto pokusy byly netispé$né. Ve stejném roce se experimentalné podafiilo pirenést
virus pomoci kokotice evropské (Cuscuta europea). Jednalo se o druhy uspéS$ny pokus
0 pfeneseni viru z ¢eledi Closteroviridae narostlinu bylinného typu pomoci parazitické
rostliny. Poprvé byl takto v roce 2010 ptenesen Grapevine leafroll-associated virus-7 pomoci
C. reflexa a C. europea. Pfenos pomoci kokotice byl popsan jiz diive u jinych vira z ¢eledi
Closteroviridae, nicmén¢ pfi téchto pokusech byl jako akceptorova rostlina pouzit pfirozeny

hostitel (Jelkmann a kol., 2010; Mikona a Jelkmann, 2010).



5.2.4 Ovlivnéni vynosu po infekci

Little cherry disease vyrazné snizuje kvalitu plodid tfesni a visni a dochazi
k vyznamnému pokles vynosu. Ovlivnéni vynosu byva popisovano pouze pro LChD, proto
nelze presné urcit, jaky podil ma LChV1. Velmi rozsahly dopad LChD na komeréni produkci
ovoce byl historicky zdokumentovan v oblastech Britské Kolumbie v Kanad¢, kde doslo
ke zniceni velké ¢asti primyslu zaméteného na produkci tfesni. Podle dostupnych informaci
zde mezi roky 1947 az 1979 klesla produkce tfesni o 90 %, z 680 000 kg tfeSni na 68 00 kg.
Dalsi hospodatsky vyznamny pokles vynosu u tfesni byl zaznamenan také v zapadnich statech
USA. Na zacatku 90. let 20. stoleti byl vyskyt LChD zaznamenan v severnim Némecku (Bajet
a kol., 2008; Jelkmann a Eastwell, 2011; Jeger a kol., 2017).

V dnesni dobé¢ je produkce Skolkaiskych materiald, predevSim tfesni a visni, pfisné
kontrolovana na pfitomnost LChD, aby se zabranilo Sifeni viru. Evropskd a stfedozemni
organizace ochrany rostlin (EPPO) vydava piesné smérnice a certifikatni schémata
pro mnozeni a péstovani rizikovych ovocnych stromu. Certifikované rostliny jsou mnozeny
Vv kontrolovaném prostiedi a testovany na nepfitomnost skodlivych organismt (EPPO, 2001;

Jelkmann a Eastwell, 2011; Ludvikova a Sucha, 2011; Jeger a kol., 2017).

5.3 Geografické rozsiieni LChV1

Little cherry virus 1 se vyskytuje téméf celosvétove (viz Obrazek ¢. 3). Jeho rozsifeni
vSak miiZze byt jeSté rozsahlejsi, nez je doposud zndmo, a to piedevSim z divodu
bezptiznakovych infekci. Teoreticky by mohl byt virus nalezen ve vétSiné oblasti, kde jsou
péstovany tiesné, visné a okrasné druhy rodu Prunus (Jelkmann a Eastwell, 2011; Jeger
a kol., 2017).

V Evropé je virus velmi rozsifen, byl detekovan napf. v Belgii, Némecku, Polsku,
Rumunsku, Recku, Svycarsku, Turecku a Velké Britanii (Tahzima a kol., 2017; Németh,
1986; Serce a kol., 2010; Elena a kol., 2008; Komorowska a Cieslinska, 2004). Na Slovensku
byla potvrzena dlouhodoba pfitomnost tohoto viru u krajovych druhi tfesni
(Glasa a kol., 2015). V Ceské republice je vyskyt LChD pozorovan zhruba od roku 2007,
ptitomnost LChV1 viak byla potvrzena az v roce 2011. P¥itomnost viru v Ceské republice
zaCala byt testovana v disledku objeveni LChD v Némecku a  Polsku
(Ludvikova a Sucha, 2011). Ve Spanélsku byl virus poprvé detekovan v roce 2016 u tfesni
(Ruiz-Garcia a kol., 2016). V letech 2004 az 2016 probihalo ve Francii testovani rostlin



z rodu Prunus, pii kterém byl potvrzen vyskyt LChV1 a zaroven byl zjistén vysoky vyskyt
LChV1 u P. domestica (Marais akol., 2016). Vyskyt v Italii byl potvrzen v roce 2007
u tfeSni, zarovenl byl poprvé zaznamenan vyskyt LChV1 u slivoni, broskvoni a mandloni
(Matic a kol., 2007).

Vyskyt LChV1 byl potvrzen také na jinych kontinentech. V Japonsku byl vyskyt viru,
ktery zptisobuje LChD, pozorovan jiz v roce 1966. Dalsi zdznamy, tentokrat uz o vyskytu
LChV1, pochézeji zroku 2004 (Tanaka a Hirose, 1966; Isogai a kol, 2004). V Cin& byl
LChV1 detekovan poprvé u tfesni v roce 2015 (Lu a kol., 2015). V roce 2008 byl v USA
potvrzen vyskyt LChV1 i LChV2, a to ve stitech Washington, Kalifornie a Pensylvanie,
jakozto hlavnich americkych statech, zamétenych na produkci tiesni (Bajet a kol., 2008).
Prvni zdznam 0 ptfitomnosti LChV1 na uzemi Jizni Koreje pochazi z roku 2015 (Lim a kol.,
2015). Prvni vyskyt LChV1 v Jizni Americe byl potvrzen u tfesni v Chile v roce 2018 (Fiore
a kol., 2018). Pritomnost viru byla prokazana také v Kanad¢, Indii i na Novém Z¢landu (Fry
a Wood, 1970; Németh, 1986; Nagar a kol., 2009, cit. podle Jeger a kol., 2017).

Obrazek ¢. 3: Mapa  geografického  rozSifeni  Little  cherry virus 1  (pfevzato

z https://gd.eppo.int/taxon/LCHV10/distribution)




5.4 Detekce a diagnostika LChV1

Little cherry virus 1 se v rostlinach objevuje bud’ samostatné ale také jako soucast
smésnych infekci. NejcastéjsSim a nejjednodussim zpusobem detekce je klasicka
nebo real time PCR. Tato metoda je velmi upfednostiovana a je velmi dulezita ztoho
hlediska, ze LChV1 se v hostitelskych rostlinach vyskytuje ve velmi nizké koncentraci,
a proto je t€z8i ho detekovat jinymi, méné citlivymi, metodami. Z hlediska vysoké variability
je ovSem potieba spravné navrhovat kombinace primerti, aby se piedeslo falesné pozitivnim
a falesn¢ negativnim vysledkiim (Vitushkina a kol., 1997; EPPO, 2001; Bajet a kol., 2008;
Jelkmann a Eastwell, 2011). Z tohoto divodu byly Jelkmannem a kol. (2008) navrzeny
primery na konzervativni oblasti plastového proteinu, HSP70 proteinu a RNA-dependentni
RNA polymerazy. Piesto v n€kterych piipadech detekce pomoci téchto primert selhavala.
Proto Katsiani a kol. (2017) zdokonalili real-time PCR pro detekci a kvantifikaci LChV1,
pii které navrhli primery na konzervovanou oblast 3" konce CP genu. V roce 2015 Katsiani
akol. pouzili pro detekci LChV1 také nested-PCR, se zaméfenim na 5° konec genu
kodujiciho HSP70h protein. LChV1 byl detekovan také pomoci multiplex RT-PCR, spolu
s dal$imi viry napadajicimi peckoviny (Little cherry virus 2, Plum bark necrosis stem pitting-
associated virus, Cherry virus A, Cherry necrotic rusty mottle virus, Prunus necrotic ringspot
virus) (Bajet a kol., 2008; Matic a kol., 2010; Noorani a kol., 2013).

Dal$im moZnym zpusobem testovani je pfenos na citlivé indikatorové rostliny.
Biologické testy na bylinnych nebo dfevinnych indikatorech jsou standardni technikou
u certifikaénich programi pro odhaleni latentnich infekci u rozmnozovaciho materialu.
Jako indikatorové rostliny se velmi ¢asto pouzivaji citlivé kultivary tée$ni, jako napf. "Sam”
nebo “Canindex 1°. Divodem jejich pouziti je fakt, Zze na listech t&chto odriid jsou spolehlivé
viditelné ptiznaky napadeni virem. Jako bylinné indikatory je mozné pouzit i rostliny
Nicotiana occidentalis ,,37B%, které reaguji na infekci zkroucenim listti a zarudnutim okrajt
listt. Doba biologickych testii na dievinnych indikatorech se v polnich podminkach pohybuje
okolo jednoho roku, v nékterych pfipadech se mize prodlouzit az na 2 roky. V regulovaném
prostiedi skleniku trva testovani na rostlinach 2-3 mésice (Fridlund, 1980; EPPO, 2001,
Jelkmann a kol., 2010; Jelkmann a Eastwell, 2011).
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5.5 Geneticka variabilita

Molekularni diverzita LChV1 je vysoka, stejn¢ jako je tomu u dalSich zastupct celedi
Closteroviridae. Mezi soucasna kritéria pro molekularni odliSeni virovych druht z ¢eledi
Closteroviridae patii predevs§im alesponn 25% rozdilnost Vv aminokyselinové sekvenci
u genovych produktt, kterymi jsou RdRp, plastovy protein a HSP70h protein (Bajet a kol.,
2008; Jelkmann a kol., 2008; Martelli a kol., 2011; Jeger a kol., 2017).

Geneticka variabilita na trovni nukleotidi se mezi izolaty LChV1 pohybuje v rozmezi
20-25 %. Prozatim ale nebyla zkoumana podrobngji. Predeslé studie se zamétily pouze
na kratké fragmenty RNA dependentni RNA polymerazy, plastového proteinu a 3" konce
ORF8. Zaroven byly tyto sekvence, spolu se sekvenci genu pro HSP70h protein, nejéastéji
pouzity pro stanoveni fylogenetické ptibuznosti. Podle dostupnych studii nebyla nalezena
korelace mezi fylogenetickou pozici izolati a jejich geografickym vyskytem nebo
hostitelskym plvodem. Proto se usuzuje, Ze evoluéni model LChV1 neni zaloZen
na geografickém vyskytu, ale je vyrazné¢ ovlivnén mezinarodnim pohybem infikovanych
materiala (Katsiani a kol., 2015; Jeger a kol., 2017).

Katsiani a kol. (2015) se domnivaji, ze rekombinace s vysokou pravdépodobnosti
genetické analyzy, které naznacily casté homologni rekombinace mezi riznymi izolaty virQ

z Celedi Closteroviridae (Karasev, 2000; Faroog a kol., 2013; Rubio a kol., 2013).
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Biologicky material

Z genové banky teplomilnych peckovin, udrzované v ramci Zahradnické fakulty
Mendelovy univerzity v Brn¢, byly vybrany 4 stromy merun¢k (P. armeniaca), pozitivni
na LChV1. Tyto vzorky byly odebrany ve vysadbé Zahradnické fakulty v Lednici v roce

2017. V Tabulce €. 1 je uveden seznam vzorkd.

Tabulka €. 1: Seznam pouzitych izolati LChV1 pivodem z merunék (P. armeniaca)

Oznaceni vzorku Oznaceni kultivaru, lokalizace stromu
Aprl53 VP-LE-12/6.3
Aprl56 MAGIAR KAJSZI1.1
Aprl6l MADARSKA C235.1
Aprl72 MARLEN.2

6.2 NGS sekvenovani

Pro NGS sekvenovani byly vybrany izolaty Apr156, Aprl61 a Aprl72. Ze vzork listh
byla izolovana siRNA pomoci Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen). Knihovny
siRNA byly ptipraveny za pouziti TrueSeq Small RNA library preparation kit (lllumina)
a sekvenovany na platformé MiSeq, za pouziti MiSeq v2 kitu (Illumina). Izolace SiRNA,
piiprava knihovny a NGS sekvenovani na platformé MiSeq byla provedena pracovniky
Laboratofe molekularni biologie mikroorganismi (PiF UP Olomouc).

Vystupy z NGS sekvenovani byly analyzovany pomoci programu Geneious 9.1.8, kdy
sekvence byly mapovany na referen¢ni sekvenci UW2. Pro analyzu byly pouzity nasledujici
podminky: opakovani 5x, “minimum mapping quality” 30, ‘minimum overlap” 20, “minimum
overlap identity” 90 %, “word length” 15, “index word length” 12, "maximum mismatches per

read” 10, ‘'maximum ambigiuty” 4. "Ready” byly filtrovany na velikost 15-35 nt.
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6.3 lzolace RNA

Celkovd RNA byla izolovana pro ovéfeni a doplnéni mezer z NGS sekvenovani
pomoci Sangerova sekvenovani. U izolatu Apr153, ktery nebyl pouzit pro NGS sekvenovani,
byla RNA izolovana pro ziskani celogenomické sekvence. Izolace RNA byla provedna
pomoci Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen) dle navodu od vyrobce,
s modifikaci v druhém kroku pfi pifipravé lyzatu, kdy ke zhomogenizovanému rostlinnému

materidlu bylo misto doporucenych 600 pl ptidano 1,2 ml lyza¢niho pufru C.

6.4 RT-PCR

Po izolaci byla provedena reverzni transkripce pomoci MMLYV transkriptazy BioScript
(Bioline). Nejprve byla do 1,5ml mikrozkmavky pfipravena reakéni smés I ve slozeni: 3,6 pl
DEPC H,O, 1 ul dNTPs (10 mM), 0,4 ul random primeru. K této smési bylo ptidano vzdy
5 ul RNA jednotlivych vzorkl. Zkumavky byly vlozeny do termocykleru, kde reakce bézela
5min pfi 70 °C. Zkumavky byly poté inkubovany po dobu 2 min na ledu. Mezitim byla
pripravena reakéni smés II ve slozeni: 4 ul DEPC H;0, 4 ul RT pufr (5x), 1 ul RNAsina 1 pl
BioScript RT pol, ktera byla pfidana do jednotlivych zkumavek sreakéni smési 1. PCR
zkumavky byly opét vloZeny do termocykleru, kde reakce probihala za podminek: 10 min pii
25 °C a 30 min pi1 42 °C.

PCR amplifikace byla provedena pomoci kitu MyTaq Red DNA Polymerase (Bioline).
Do mikrozkumavky byla pfipravena reakéni smés s nasledujicim sloZzenim: 4 pl pufr (5x),
12,4 ul HyO, 0,2 ul F primer (20 pmol/ul), 0,2 ul R primer (20 pmol/ul) a 0,2 ul Taq
polymerazy (5U/ul). PCR reakce probéhla v termocykleru za podminek: pocatecni denaturace
3 min, 94 °C; denaturace 30 s pii 94 °C, hybridizace primeri 30 s pii 55 °C, prodluzovani
primerti 1 min pii 72 °C; 35 cyklid; kone¢né prodluZovani 7 min piti 72 °C.

Pro detekci LChV1 byly pouzity nejprve primery LCV1U16390/ LCV1L16809 pievzaté
z ¢lanku Rott a Jelkmann (2001) a 1LC_12776F/1LC_13223R z c¢lanku Glasa a kol.
(2015) (viz Tabulka ¢. 2). Nasledné, pro ovétfeni vysledki NGS sekvenovani, byly navrzeny
nové kombinace sekvenc¢nich primer pomoci programu Primer-BLAST (NCBI) (viz Tabulka
¢. 3). Pro jejich navrzeni slouzila jako templat téméf celogenomicka sekvence izolatu Aprl61
(MADARSKA C235.1), ktera byla ziskana NGS sekvenovanim. Viechny sady primert pouZité

V ramci experimentalni ¢asti jsou zndzornény v Obrazku ¢. 4.
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Tabulka €. 2: Sekvence primert pouzitych pro detekci LChV1

"Annealing’ Velikost
Oznaceni Sekvence (5°--- 3")
teplota (°C) produktu (nt)
LCV1U16390 TCCGCCTGAAGCACCTAATCCA -
420
LCV1L16809 GGTAAGCGGTATAAAAACCCTCCTCT
1LC_12776F TCAAGAAAAGTTCTGGTGTGC £3
448
1LC_13223R CGAGCTAGACGTATCAGTATC3

Tabulka €. 3: Sekvence primert pro ziskani a ovéteni celogenomickych sekvenci LChV1

Cislo Velikost Pozice
Oznaceni Sekvence (5'--- 3”)
sady produktu (nt)  produktu

LChV1_Flseq TTTATCTCCCAGCTTTGTGCCT

1 1089 6-1094
LChV1 Rilseq AAGCGTACGTCCGGAGTTG
LChV1 _F2seq CACAACACTCGTCCTTTTGAGG

2 1286 945-2230
LChV1 R2seq ACAACATTGAAAACTGGGTGACT
LChV1_F3seq TTGAACCGTGTAGGTTGTCG

3 1093 2061-3153
LChV1 R3seq CCAGACGGATTCCCTCAGAT
LChV1_F4seq TACTCCCTGGGTTTATTGGAGT

4 1007 3106-4112
LChV1_R4seq GTCTGCAGAACTGGTAACTTCTA
LChV1_F5seq TTGATGTCGACGTTCAAGAGGT

5 1141 4054-5194
LChV1_R5seq TTCAAAGCTCCAACAGGCTT
LChV1_F6seq CGCTGTCCTTACTGTTGGAG

6 1125 5024-6148
LChV1 R6seq AACATCATCTCACTAATTTGAGTCG
LChV1_F7seq AGACAGTGATAGATTGTCCACTATG

7 1096 6065-7160
LChV1 R7seq AGACAAGGCAAATCTATATCGGAA
LChV1 F8seq GTCTTTCGAGTGTTCATGCTGT

8 1207 7040-8246
LChV1 R8seq TTCTCGAAGAATCTGACAGGGT
LChV1_F9seq CGATTTTGGCATGGACGCAA

9 1172 8127-9298
LChV1_R9seq GCTTTATCTATGTCTCTACCACCA
LChV1 F10seq AGTTTTCGATTTTGGTGGAGGT

10 1114 9179-10 292

LChV1_R10seq

ACAGTCGAACTACCAAGCGT
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Cislo Velikost Pozice
Oznaceni Sekvence (5"--- 3")
sady produktu (nt)  produktu
LChV1l Fllseq ACCGAATTAGGAATGAAATTGGAGA
11 1198 10 222-11 423
LChV1 Rillseq GCATTGACGTCTTTCGCAGA
LChV1 F12seq TGAAGAATTTTCAGCACGACAA
12 806 11 340-12 145
LChV1l R12seq TGGGATTAACCAGATAGGTTTGACA
LChV1l F13seq AATGGCAGAGGCTGCATTCAAAAA
13 742 12 064-12 805
LChV1 R13seq AGGAGTCAACTGCACACCAGA
LChV1 Fl4seq TCTGTTCAACTGGCAAGCAC
14 674 13 169-13 842
LChV1 Ril4seq GTGTGCAGGTCCGTCATTCA
LChV1 F15seq CGGTTGAAGTGAATGGGGTT
15 1061 13 616-14 676
LChV1 R15seq AGGCTCATCATCACTGTCTGA
LChV1 Fl6seq GATTAACGACCCAAGAGCACG
16 1259 15 188-16 446
LChV1 R16seq TTGTTCACGAATTCCGTTGCG
. LChV1_6for CCTCTCTGAGGTGAATGGAGTG
9 670 14 551-15 220
LChV1_2rev CCCAATCACTTCGTGCTCTTGAG

Obriazek ¢. 4: Viechny sady primert pouzité pro PCR amplifikaci izolath LChV1

B2 ¥ 405 A6

1000

2000 3000 4000 5000 6000

7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000 14000 15000 16000 16934

1 - primery LChV1; 2 - primery LChV2; 3 - primery LChV3; 4 - primery LChV4; 5 - primery LChV5; 6 -
primery LChV6; 7 - primery LChV7; 8 - primery LChV8; 9 - primery LChV9; 10 - primery LChV10; 11 -
primery LChV11; 12 - primery LChV12; 13 - primery LChV13; 14 - primery 1LC_12776F/1LC_13223R ; 15 -
primery LChV14; 16 - primery LChV15; 17 - primery LChV1_6for/LChV1_2rev; 18 - primery LChV16; 19 -
primery LCV1U16390/LCV1L16809
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6.5 Elektroforeticka separace

PCR produkty byly vizualizovany po separaci v 1% agar6zovém gelu. Gel vytvotfeny
smichanim 50 ml rozvafeného roztoku agar6za/TAE a 3 pl fluorescenéniho barviva
GoodView byl nalit do ptipravené elektroforetické vanic¢ky s hfebinkem. Do prvni jamky byly
napipetovany 2 ul standardu molekularni hmotnosti GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific). Do dalSich jamek bylo pipetovano vzdy po 3 ul jednotlivych PCR
produkti.

Elektroforeticka separace probihala pii 80 V po dobu 40-45 minut. Vysledek separace

byl vizualizovan pomoci UV transluminatoru a dokumentacniho zatizeni SynGene.

6.6 lzolace PCR produktu z gelu

Izolace pozitivnich PCR produktti byla provedena pomoci QIAquick Gel Extraction
Kit (QIAGEN) podle navodu vyrobce, s modifikaci v koncovém eluénim kroku. Nukleova
kyselina, navazana na kolonce, byla eluovana 30 pl destilované vody misto doporu¢enych

50 pl. Koncentrace vyizolované DNA byla zméfena pomoci fluorimetru DyNA Quant 200.

6.7 Klonovani PCR produkti

PCR produkty odpovidajici jednotlivym genomickym fragmentim byly zaklonovany
do plazmidu pGEM-T. Nejprve byla ptipravena liga¢ni smés: 5 pl pGEM-T ligaéni pufr, 1 ul
ligdzy, 0,5 pul pGEM-T plazmidu a 3,5 pul PCR produktu. Takto namichand smés byla
inkubovana pifes noc pii 4 °C. Zaroven bylo pfipraveno LB kultivaéni médium, a to
smichanim 4,75 g agaru, 6,25 g LB a 250 ml destilované vody. Médium bylo vysterilizovano
autoklavovanim. Do 250 ml pfipraveného LB média bylo pfidano 250 pl ampicilinu, a poté
bylo médium rozlito do pfipravenych misek.

Nasledujici den bylo smichano 50 ul kompetentnich bun¢k Escherichia coli kmene
DHS5a a 5 pl ligaéni smési a inkubovano na ledé po dobu 20 minut. Transformace byla
provedena pomoci teplotniho Soku pifi 42 °C po dobu 45 s. Zkumavky byly ihned umistény
naled a inkubovany dal$i 2 min. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 850 ul SOC média
a zkumavky byly inkubovany na rotacni tfepacce (30 rpm) po dobu 1,5 hod pfi 37 °C.
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Mezitim bylo na povrch ztuhlého LB/Amp média napipetovano 40 pl X-Gal a 4 pl
IPTG a rozetteno pomoci sterilni kultivaéni klicky.

Po inkubaci byla suspenze transformovanych bakterii zkoncentrovana centrifugaci
po dobu 2 min pii 5000g. Poté bylo ze zkumavky odpipetovano cca 850 ul supernatantu,
sediment byl resuspendovan ve zbytku suspenze, piepipetovan na povrch média a rozetien
klickou. Misky byly inkubovany ptes noc ve tmé pti 37 °C.

Pozitivni bilé kolonie byly pfeneseny pomoci sterilnich paratek na nova LB/Amp
média. Misky byly opét kultivovany ptes noc pii 37 °C. Zaroven bylo provedeno ovéieni
pozitivnich ~ kolonii ~ pomoci  PCR  reakce, za  pouziti  primert  MI13
(M13F - 5' -GTAAAACGACGGCCAGT-3 M13R - 5 -AACAGCTATGACCATG-3)).
Z kazdé kultiva¢ni misky bylo vybrano pro testovani 5 pozitivnich transformovanych kolonii.
Reaké¢ni smés ve slozeni: 5 pl pufru (5x), 19,3 ul H,0O, 0,25 ul M13F primeru (20 pmol/ul),
0,25 ul M13R primeru (20 pmol/ul) a 0,2 ul Taq polymerazy (5U/ul), byla napipetovana
do zkumavek, do kterych byly nasledné pomoci paratek ptreneseny bakterie z jednotlivych
kolonii. PCR amplifikace probihala za podminek: pocatecni denaturace 95 °C po dobu 5 min;
denaturace pti 95 °C po dobu 30 s, hybridizace primert pii 55 °C po dobu 30 s, prodluzovani
primert pii 72 °C po dobu 1 min; 35 cykli; kone¢né prodluzovani pti 72 °C po dobu 10 min.

Vysledek PCR reakce byl vyhodnocen pomoci elektroforetické separace v 1%
agarézovém gelu. Od kazdého vzorku byly vybrany 3 pozitivni PCR produkty, které byly

nasledné izolovany pomoci QlAquick Gel Extraction Kitu.

6.8 Sangerovo sekvencovani

Sekvena¢ni znafeni bylo prevedeno pomoci Big Dye Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). Vzorky byly nafedény na pozadovanou finalni
koncentraci 25-40 ng/ml, podle pfedpokladané velikosti produktd. Reakéni smés byla
ptipravena smichanim 1 ul Big Dye Ready Reaction Premix (2,5x), 1 ul BigDye Sequencing
Buffer (5x) a 2 pl M13F/M13R primeru (1,6 pmol/ul). K reakéni smési bylo pfidano 6 pl
ptislusného vzorku. Reakce v termocykleru probihala za nasledujicich podminek: pocateéni
denaturace pti 96 °C po dobu 1 min, 40 cyklt denaturace pii 96 °C po dobu 10 s, hybridizace
primert pti 50 °C po dobu 5 s, prodluZzovani primert pti 50 °C po dobu 4 min.

Vlastni sekvenovani bylo provedeno pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM

3730 na Ustavu experimentalni botaniky, AV CR, Olomouc.

17



6.9 Bioinformaticka analyza

Vystupy, které byly ziskany sekvenovanim jednotlivych zaklonovanych PCR
produkti, byly sestaveny do vyslednych kontigh pomoci programu SeqMan Lasergene
(Dnastar, Inc.). Sestavené kontigy byly porovnany s pfislusnymi témét celogenomickymi
sekvencemi z NGS, v piipadé izolatu Aprl53 byly kontigy porovnavany se sekvenci izolatu
UW2 (Acc. No. NC_001836). Sekvence vykazujici nejvetsi shodu pii porovnani v programu
ClustalW v MEGAT byly pouzity pro sestaveni celogenomické sekvence. Tyto sekvence byly
pomoci mnohocetného alignmentu v programu ClustalW v MEGA7 porovnany Sse
sekvencemi LChV1, dostupnymi v databazi GenBank. Byla provedena fylogenetick4 analyza
neighbor-joining metodou v programu MEGA7, a to v ramci jak celého genomu, tak v ramci
RdRp, plastového proteinu a HSP70h proteinu. Vysledné fylogenetické stromy byly

vizualizovany v programu Tree Explorer (MEGAT).
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6.10 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

6.10.1 Pouzité chemikalie

Agarose 1™ Biotechnology Grade (Amresco, kat. &. 9012-36-2)

LB Broth High Salt (Duchefa Biochemie B.V., kat. ¢. L1704)

Micro Agar (Duchefa Biochemie B.V., kat. ¢. M1002)

Deionizovana voda

Izopropanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20037-ATO0)

GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific, kat. &. SM0321)
GoodView ™ Nucleic Acid Stain (SBS Genetech, kat. &. HGV2)

70% ethanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20025-U99-M1000-1)

6.10.2 Pouzité soupravy

BioScript Reverse Transcriptase (Bioline, kat. ¢. BIO-27036)

MyTaqg Red DNA Polymerase (Bioline, kat. ¢. BIO-21110)

Primery M13, LCV1U16390/LCV1L16809, 1LC 12776F/1LC_13223R, LChV1_1-16,
LChV1 6for/LChV1 2rev (Generi Biotech)

QIAgiuck Gel Extraction Kit (Qiagen, kat. ¢. 28706)

Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen, kat. ¢. 25850)

pPGEM-T Vector system kit (Promega, kat. ¢. A1360)

Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, kat. ¢. 4337455)

6.10.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

1% roztok ethidium bromidu ve vodé (Sigma — Aldrich, kat. ¢. E1510)

1x TAE pufr (40 mM Tris base, 20 mM kyselina octova, 1 mM EDTA)

Ampicilin (100 pg/ul) (Duchefa Biochemie B.V., kat. ¢. A0104)

IPTG (Duchefa Biochemie B.V., kat. ¢. 11401): 2 g IPTG rozpustit v 8 ml dest. vody, doplnit
do 10 ml, sterilizovat pfes filtr, 200mg/ml

X-Gal (Duchefa Biochemie B.V., kat. ¢. X1402): 20mg/ml, rozpustit v dimethylformamidu
SOC médium (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S1797)
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6.11 Pouzité pristroje

Analytické vahy A&D EK 200G (A&D Co. Ltd.)

Analytické vahy AE 240 (METTLER)

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

Digitalni termoblok AccuBlock D1100 (Labnet)
Elektroforeticka komtrka HU 10 (Scie-Plas)

Fluorimetr DyNa Quant 200 (Hoefer)

Inkubator TH 30 s tiepackou SM 30 (Edmund Biihler GmbH)
Laminarni box PV-100 (Telstar)

Michacka laboratorni Ika RCT basic (IKAMAG)

MikrovInna trouba MA 85050 (OTF)

Minicentrifuga Prism™ Mini Centrifuge (Labnet)
Minicentrifuga Spectrafuge C1301-B Mini (Labnet)

Mini rotator Bio RS-24 (Biosan Ltd.)

NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Termoblok Mixing Block MB-102 (Bioer)

Termocycler T100™ (Bio-Rad)

Termocycler T-Gradient (Biometra)

Termocycler T-Personal (Biometra)

UV transluminator Syngene G:Box - dokumenta¢ni systém GeneSnap (Herolab)
UV transluminator UVT-14 L (Herolab)

Vortex MS2 Minishaker (IKA)

Vyrobnik Supinkového ledu Icematic F100, Compact Ice flakem (Gemini FV)
Zdroj stejnosmérného proudu MP-250V (Major Science)
Zdroj stejnosmérného proudu Power Station 300V (Labnet)
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7 VYSLEDKY

V experimentalni ¢asti byly pouzity vzorky listi ze 4 stromt meruiiky obecné (Prunus
armeniaca). Vsechny tyto vzorky pochdzely zgenové banky teplomilnych peckovin
udrzované vramci Mendelovy univerzity v Brné na Zahradnické fakult¢ v Lednici
na Moravé.

U izolath Aprl156, Aprl61 a Aprl72 byla izolovana siRNA pomoci Plant/Fungi Total
RNA Purification Kit (Norgen), a nasledné byly vzorky sekvenovany pomoci NGS platformy
MiSeq (lllumina). Celkové bylo u izolatu Aprl156 ziskano 3 972 907 ‘readd’, po trimovani na
velikost 15-35 nt zhstalo 3271556 ‘readi”. Pro izolat Aprl61 bylo ziskano 5 123 557
‘readii” (po trimovani 4 420 115 ‘readii”) a pro izolat Aprl172 bylo ziskano 5 597 151 ‘readd’
(po trimovani 4 924 675 ‘readd’). U izolatu Aprl56 bylo namapovano 12 274 ‘readd’
0 primémé délce 23,1 nt, u izolatu Aprl61 bylo namapovano 50 732 ‘readli’ o primérné
délce 22,6 nt a u izolatu Aprl172 bylo namapovano 22 18 328 ‘readii’ o primérné délce
22,6 nt (viz Tabulka ¢. 4). Ziskana data byla zpracovana pomoci programu Geneious 9.1.8.
metodou mapovani na referenéni  sekvenci UW2 (Acc. No. NC_001836)
(viz Tabulka €. 4). Izolaty byly nasledné ptesekvenovany Sangerovym sekvenovanim,

pro ovéfeni ziskanych sekvenci a zapInéni mezer ve scaffoldech.

Tabulka €. 4: Data ziskana NGS sekvenovanim na platformé¢ MiSeq a analyzou v programu

Geneious
Pocet Primérna Primérné Pokrytvo i Identita
i , i , referencni L,
Izolat namapovanych délka pokryti S referen¢ni
, Y , Y- p ., sekvence i
readi readu readu sekvenci (%)
(%)
Aprl56 12 274 23,1 15,4 86,4 86,4
Aprl6l 50 732 22,6 65,5 98,1 78,7
Aprl72 18 328 22,6 23,2 94,2 87,1

Byla provedena izolace RNA pomoci Plant/Fungi Total RNA Purification Kit
(Norgen) u vsech vzorki. Na zakladé RT-PCR amplifikace byly stanoveny celogenomové

sekvence vSech 4 izolatd. Pomoci pouZitych primerd, pokryvajicich téméf cely genom,
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se podatilo ziskat PCR produkty u vsech izolatt, kdy vysledky PCR amplifikace byly ovéreny

separaci PCR produkti v 1% agarézovém gelu (viz Obrazek €. 5).

Obrazek ¢. 5: Piiklad detekce LChV1 pomoci RT-PCR amplifikace, pouzity primery
LChV1l 14, LChV1_15aLChV1_16

L 1234 56 78 9 10 1112

._uu\_--

e e -

- B ~E B

- .

LChV1_14 LChV1_15 LChV1_16

L - GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder; 1, 5, 9 - izolat Aprl53; 2, 6, 10 - izolat Aprl56; 3, 7, 11 - izolat
Aprl61; 4, 8, 12- izolat Apr172; LChV1_14, LChV1_15, LChV1_16 - oznaceni pouzité sady primera

PCR produkty byly vyizolovany pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).
Nasledn¢ byly tyto PCR produkty, kromé fragmentt LCV1U16390/LCV1L16809
a1LC_12776F/1LC_13223R, zaklonovany do plazmidi pGEM-T. Plazmidy obsahujici
pozadované PCR fragmenty byly transformovany do bakterii E. coli kmene DHS5a.
Od kazdého PCR produktu byly vybrany 3 pozitivni kolonie, v ptipadé fragmenti Aprl53/9,
Aprl53/15 a Aprl53/16 byly pouzity pouze 2 kolonie. Tyto vybrané kolonie byly
sekvenovany Sangerovym sekvenovani, za pouziti primerit MI3F a M13R. Sekvenacni
vystupy byly spojeny do kontighh pomoci programu SeqMan Lasergene. V Tabulce €. 5 jsou
uvedeny velikosti PCR fragment ziskanych sekvenovanim v porovnani s ocekavanymi

velikostmi segmentd.
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Tabulka €. 5: Oc¢ekavané a ziskané velikosti PCR produktti LChV1 izolata Aprl53, Aprl56,
Aprl6l, Aprl72

k;’rgg?:]t;’lce ngﬁlgftvgr& Ziskana velikosti PCR produktu (nt)
primert produktu (") Apr153  ApriS6  Apri6l Aprl72
LChv1 1 1089 1090 1090 1090 1090
LChV1 2 1286 1288 1288 1285 1288
LCchv1 3 1093 1095 1095 1095 1095
LChV1 4 1007 1010 1009 1009 1008
LChV1 5 1141 1144 1140 1143 1144
LChV1 6 1125 1127 1127 1127 1134
LChV1 7 1096 1098 1098 1098 1098
LChV1 8 1207 1209 1210 1209 1209
LChV1 9 1172 1175 1174 1172 1174
LChV1 10 1114 1115 1115 1114 1115
LChv1 11 1198 1200 1200 1200 1200
LChV1 12 806 808 808 808 808
LChV1 13 742 744 744 745 744
LChV1 14 674 677 676 676 676
LChV1 15 1061 1063 1070 1063 1062
LChV1 16 1259 1259 1268 1259 1259
t‘é?}\\ﬁi‘;‘;‘g 670 672 673 672 672
t%\\’}l‘ﬁ%?é%%/ 420 419 419 419 419
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Identita sekvenci pozitivnich kolonii byla nejprve ovétena pomoci programu BLAST,
poté byly tyto sekvence porovnany pomoci mnohocetného alignmentu pro stanoveni jejich
vzajemné variability. Bylo zjisténo, Ze 3 respektive 2 sekvence kazdého z PCR produktu
nejsou zcela identické, ale vykazuji pouze nizkou variabilitu.

Celogenomické sekvence pro vSechny izolaty byly ziskany sestavenim dil¢ich kontigti
v programu SeqMan Lasergene. Pro slozeni celogenomické sekvence byly pouzity vzdy

ty sekvence, které vykazovaly nejvyssi identitu s pfisluSnou referenéni sekvenci (viz Tabulka

& 6).

Tabulka €. 6: Stanoveni variability mezi vybranymi PCR produkty, zastupujicimi jednotlivé

genomické segmenty

Vybrany PCR Identita Vybrany PCR Identita
fragment (%) fragment (%)
13 92,5 11 97,3
2.5 94,5 2 2 98,8
35 95,8 31 98,8
42 95,8 41 99,3
5 3 94,6 51 98,8
6_4 95,6 6 2 98,9
75 94,6 72 98,5
% 8 3 97.3 “:j 8 2 99,3
2 9 1 86,6 g 92 98,8
3:2' 10 1 95.9 g 10_3 98,7
11 2 95,5 = 11 1 98,5
121 97,5 12 3 98,4
131 93,6 13 1 99,5
14 1 90,7 14 2 99,3
15 3 93,8 15 2 99,6
16 5 95,7 16_3 99,0
9* 15 93,0 9* 1 99,1
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Vybrany PCR Identita Vybrany PCR Identita

fragment (%) fragment (%)

12 93,8 11 99,6

2.1 93,9 2.5 97,9

34 94,0 32 99,2

43 94,6 45 99,2

55 96,2 5 4 98,8

6 5 94,9 61 96,7

75 93,7 7 4 98,2

2 8 6 95,8 5 8 4 97,6
g 9 4 97,3 g 92 98,9
‘l; 10 2 97,8 % 10 4 98,7
— 11 4 97,6 - 11 2 99,0
125 97,7 12 2 98,8

13 2 93,9 13 3 99,0

14 1 97,8 14 2 97,7

15 3 96,9 15 1 98,3

16_1 95,5 16 4 96,6

9* 24 92,7 9* 31 93,2

oznaceni PCR fragmentu: X _Y; X - Cislo pouzité sady primert, Y- ¢islo vybraného pozitivniho klonu

Pomoci programu SeqMan byly vybrané nejvice identické sekvence pospojovany
do vyslednych téméf celogenomickych sekvenci. Sekvence izolatd Aprl56, Aprl6l a Aprl72
byly pouzity pro ovéfeni ziskanych NGS scaffoldi a zaplnéni mezer. Byla poskladana
sekvence izolatu Aprl53 o velikosti 16 801 nt, sekvence izolatu Aprl56 o délce 16 841 nt,
sekvence izolatu Aprl6l o velikosti 16 842 nt a sekvence izolatu Aprl72 o velikosti
16 834 nt. U vSech izolath chybi ¢ast 3" nepiekladané koncové oblasti.

Ziskané sekvence jednotlivych ceskych izolath byly vzijemné porovnany pomoci
algoritmu ClustalW a distan¢ni analyzy v programu MEGA?7, kdy bylo zjiSténo, Ze izolaty
nejsou zcela identické. Izolat Apr153 byl nejvice odlisSny, protoze vykazoval identitu
S ostatnimi izolaty pouze 93,4 %. Identita izolatu Aprl72 s izolaty Aprl56 a Aprl6l byla
95,8 %. Nejvyssi identita byla pozorovana mezi izolaty Apr156 a Apr161, a to 99,2 %.
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Sekvence byly porovnany pomoci programu BLAST s dostupnymi sekvencemi
z databaze GenBank. Sekvence izolatu Aprl53 vykazovala 95% identitu s némeckym
izolatem UW (Acc. No. Y10237) 94% identitu s italskym izolatem ITMAR (Acc. No.
EU715989). Sckvence izolati Aprl56, Aprl6l a Aprl72 vykazovaly identitu 94 %
s némeckym izolatem UW (Acc. No. Y10237) a 93 % s italskym izolatem ITMAR (Acc. No.
EU715989).

Z databaze NCBI byly ziskany sekvence jednotlivych c¢tecich ramct referencni
sekvence. V programu MEGA7 byly tyto sekvence porovnany se sekvencemi testovanych
izolath pomoci mnohocetného alignmentu pro ovéfeni velikosti Ctecich ramct u izolatd
Aprl53, Aprl56, Aprl6l a Aprl72. U vsech 4 testovanych izolath byly ziskany cteci ramce
o stejné velikosti. Cteci ramec ORFla o velikosti 6906 nt (2301 aa) byl lokalizovan
na pozici 76 - 6 981 nt. Dale byly ziskany ¢teci ramce ORF1b (6 950 - 8 497 nt) o velikosti
1548nt (516aa), ORF2 (8502-8612nt) o velikosti 111nt (36aa), ORF4
(10429-11982nt) o velikosti 1554 nt (517 aa), ORF5 (12 062 - 13 276 nt) o velikosti
1215nt (404 aa), ORF6 (13282-15267nt) o velikosti 1986nt (661aa), ORF7
(15 422 - 15 967 nt) o velikosti 546 nt (181 aa) a ORF8 (16 004 - 16 723 nt) o velikosti 720 nt
(239 aa). Tyto velikosti odpovidaly délkam ctecich ramct u referenéniho izolatu UW2.
U ¢teciho ramce ORF3 (8 602 - 10 257 nt) testovanych izolatd byla ziskana sekvence
o velikosti 1 656 nt (552 aa), tedy 0 201 nt (67 aa) kratsi nez je ¢teci ramec ORF3 u izolatu
UW2. V ramci mnohocetného alignmentu byla sledovdna také genetickd variabilita mezi
testovanymi izolaty a referennim izolatem, jak na urovni celého genomu, tak na Urovni
sledovanych ¢tecich ramct.

U izolatu Aprl53 byla vici referencni sekvenci pozorovana variabilita 5,3 %, coZ
odpovida 882 zdméndm. Na trovni aminokyselin byla variabilita 9,4 % (528 zdmén). Mezi
izolatem Aprl56 a referen¢ni sekvenci byla variabilita 5,6 % (949 zdmén), na Urovni
aminokyselin byla variabilita 9,9 % (555 zamén). U izolatu Aprl61 byla variabilita 5,7 %
(949 zamén) a aminokyselinové sloZeni se liSilo od referenéniho genomu o 10 %
(562 zamen). Nejvyssi variabilita vici referencni sekvenci byla pozorovana u izolatu Aprl72,
ato 5,8 % (976 zamén) na Grovni nukleotidii a 10,2 % (571 zamén) na Grovni aminokyselin.

V ramci RdRp byla nejvyssi variabilita pozorovéana u izolatu Apr153, kdy variabilita
vuci referencni sekvenci byla 5,3 % (76 zamén). Na urovni aminokyselin se sekvence liSily
02,3 % (11 zamén). Sekvence izolatdl Aprl56 a Aprl6l vykazovaly variabilitu 4,5 %

(65 zamen) a 4,4 % (63 zamén). Na trovni aminokyselin byla variabilita 1 % (5 zamén).
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Variabilita vici referenénimu genomu byla u izolatu Aprl72 4,3 % (62 zameén), u sledu
aminokyselin bylo 7 zamén (1,5 %).

Vysoka variabilita u izolatu Aprl153 byla pozorovana také v ramci HSP70h proteinu,
kdy na trovni nukleotidové sekvence byla variabilita 9 % (166 zdmén) a na Grovni
aminokyselin 6,6 % (41 zamén). U izolatd Aprl56, Aprl6l a Aprl72 byla variabilita
podstatné nizsi, tedy 4,5 % (83 zamén a 84 zameén) a 4,8 % (90 zadmeén). Na urovni
aminokyselin byla variabilita 2,9 % (18 zamén), 3 % (19 zamén) a 2,9 % (18 zam¢en).

U sekvence plastového proteinu byla pozorovana celkové vyssi variabilita oproti
ostatnim pozorovanym sekvencim. U izolatu Aprl53 byla variabilita 5,7 % (69 zamén),
V ramci aminokyselin bylo 26 zamén (6,4 %). Mezi izolatem Aprl156 a referenénim genomem
bylo 92 nukleotidovych zdmén (7,6 %) a 30 aminokyselinovych zdmén (7,4 %). Sekvence
izolatu Aprl6l vykazovala 7,5% variabilitu (91 zdmén) na Urovni nukleotidi a 7,2%
variabilitu (29 zdmén) na Urovni aminokyselin. U izoldtu Aprl72 byla variabilita vici
referenénimu genomu 6,7 %. Na Grovni aminokyselin byla variabilita 7,2 % (29 zdmén).

U cteciho ramce ORFS8 byla sledovédna variabilita v rdmci koncové oblasti (100 nt).
Vsechny testované izolaty vykazovaly stejnou variabilitu, tedy 5 % (5 zdmén) na Grovni
nukleotidi a 3 % (1 zaména) na trovni aminokyselin.

Z databaze GenBank byly ziskany dostupné celogenomické sekvence a sekvence gent
pro RdRp, plastovy protein a HSP70h-like protein. Pomoci mnohocetného alignmentu byly
sekvence z databaze ptifazeny k sekvencim testovanych izolatd. Pomoci programu MEGA7
byla provedena fylogeneticka analyza neighbor-joining metodou. Vysledny fylogeneticky
strom potvrdil, ze nejbliz§imi pfibuznymi jsou némecky izolat UW2 (Acc. No. Y10237)
z Prunus avium a italsky izolat ITMAR (Acc. No. EU715989) z Prunus cerasus. Tyto dva
izolaty vytvotily spolu s testovanymi ¢eskymi izolaty spoleénou vétev (klastr I). Recky izolat
G15_3 (Acc. No. LN794218) z P. avium vytvofil zcela samostatnou vétev. Druhy klastr
vytvorily Spané€lské izolaty Jerte (Acc. No. KX192366) a Ponferrada (Acc. No. KX192367)
z P. avium, ¢insky izolat Taian (Acc. No. KR736335) z P. avium, némecky izolat V2356
(Acc. No. JX669615) z P. cereasus a izolat YD (Acc. No. KR080325) z P. persica,

pochézejici z Jizni Korey (viz Obrazek €. 6).

27



Obrazek €. 6: Fylogeneticky strom izolati LChV1

NC 001836.1 UW2 P. avium Germany

93 N
100 EU715989.1 ITMAR P. cerasus ltaly
Apr153 P. armeniaca Czech Republic z—f
= oo Apr161 P. armeniaca Czech Republic %
Apr156 P. armeniaca Czech Republic
100 Apr172 P. armeniaca Czech Republic /
LN794218.1 G15 3 P. avium Greece
JX669615.1 V2356 P. cerasus Germany
o8| —— KR080325.1 YD P. persica South Korea X
= KX192366.1 Jerte P. avium Spain g
100 - KX192367.1 Ponferrada P. avium Spain =
KR736335.1 Taian P. avium China
HE588185.1 GLRaV-7 AA42 Albania

0.1

Izolaty jsou popsany Accession number, oznaCenim izolatu, hostitelskou rostlinou a zemi ptvodu. Métitko
piedstavuje 0,1 substituci na pozici. Zobrazeny jsou pouze bootstrap hodnoty > 70. Jako outgroup pouzit izolat
AA42 GLRaV-7 (HE588185.1).

Dalsi fylogenetické analyzy byly provedeny pro casti genti kodujicich RNA
dependentni RNA polymerazu, HSP70h-like protein a plastovy proteiny.

U RdRp vytvofily testované merunikové izolaty spole¢nou vétev s evropskymi izolaty
UW2, G 55 3, 10 Chatz a L98Fil0R2 z P. avium a ITMAR z P. cerasus (klastr I). Dal$im
nejblize ptibuznym je fecky izolat G 15 3 z P. avium, tvofici zcela samostatnou vétev. Druhou
vétev vytvorily Spanélské izolaty Jerte a Ponferrada a ¢insky izolat Taian z P. avium a izolat
YD z Jizné Koree z P. persica (klastr II). Dalsi skupinu vytvofily belgicky izolat 20 JD6
a americké a indické izolaty z P. avium, fecky izolat plum a belgické izolaty z P. domestica
atecky izolat peach z P. persica (klastr III). Ctvrtou vétev tvoii tie§iové izolaty z USA,
Kanady a Ciny a visiovy izolat z Némecka (klastr IV). Posledni vétev vytvoiily tiesiiové

izolaty z Belgie, USA a Recka (klastr V) (viz Obrazek ¢&. 7).
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Obrazek ¢. 7: Fylogeneticky strom izolatt LChV1 - RdRp

— EU049866 1 L98Fi10R2 P avium Turkey
gar Apr1ab P. armeniaca Czech Republic
95 Apr161 P. armeniaca Czech Republic

Apr172 P. armeniaca Czech Republic
HGT92396.1 10 Chatz P. avium Greece
HGT92395.1 555 3 P. avium Greece
¥10237.1 UW2 P avium Germany
Apr153 P. armeniaca Czech Republic
EUT15389.1 [TMAR P. cerasus ltaly
LN794218.1 G15 3 P. avium Greece

70

KR080325.1 YD P. persica South Korea

KR736335.1 Taian P. avium China
g4 [ KX192366.1 Jerte P. avium Spain
KX192367_1 Ponferrada P. avium Spain
KY173002.1 STATUSQ 2014-136 P. domestica Belgium
EU049869.1 PALal P. avium USA
EUD49873.1 WAGH F. avium USA
FR7482291 SK24 P. avium India
EU049875.1 WAYa2 P. avium USA
74  KY173004 1 RijfBapruim P. domestica Belgium
HG792399.1 peach P. persica Greece
93 ([, KY173003.1 WT16K 20 .JD6 P. avium Belgium
231 HG792394 1 20 plum P. domestica Greece

KM921655.1 ChDL2 P. avium China

=

EU049870.1 WACh1a P. avium USA
EU049867.1 BCOS1 P. avium Canada
EU049868.1 CASJ1 P. avium USA
EU049871.1 WACh1b P. avium USA

JX669615.1 V2356 P. cerasus Germany

13

81 [ KY173001.1 STATUSQ 2014-127 P. avium Belgium

- EUD49872.1 WACHZ P. avium USA

— EU049874 .1 WAYa1 P. avium USA

HGT92420.1 GR P. avium Greece

HG792396.1 PHLC29 3- P. avium Greece

— KY173000.1 STATUSQ 2014-206 P. avium Belgium
LHGT92393.1 G24 3 P. avium Greece

HE588185.1 GLRaV-T AA42 Albania

73

o
01

Izolaty jsou popsany Accession number, ozna¢enim izolatu, hostitelskou rostlinou a zemi ptavodu. Méfitko
predstavuje 0,1 substituci na pozici. Zobrazeny jsou pouze bootstrap hodnoty > 70. Jako outgroup pouzit izolat

AA42 GLRaV-7 (HE588185.1).
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Z pohledu ¢eskych izolati doslo v ramci HSP70h-like proteinu k vytvotreni podobného
vétveni jako u RdRp. Nejblize ptibuznymi k ¢eskym izolatim Aprl156, Aprl61 a Aprl72 byly
fecké izolaty z P. avium, némecky izolat UW2 z P. avium a italsky izolat ITMAR z P. cerasus
(klastr T). Recky izolat G 15 3 z P. avium opét vytvoiil uplné samostatnou vétev. Druhou
skupinu vytvortily Spanélské izolaty z P. avium spolu s ¢inskym a americkym izolatem
z P. avium a korejskym izolatem z P. persica (klastr II). Cesky izolat Apr153 z P. armeniaca
vytvoiil samostatnou vétev. Treti vétev vytvorily fecké izolaty z P. avium spolu s némeckym

izolatem z P. cerasus (klastr II) (viz Obrazek ¢. 8).

Obrazek ¢. 8: Fylogeneticky strom izolatt LChV1 - HSP70h

Apr172 P. armeniaca Czech Republic ™

qr Apr161 P. armeniaca Czech Republic

Apr156 P. armeniaca Czech Republic

EUT15989.1 ITMAR P. cerasus ltaly

Y10237.1 UW2 P. avium Germany

HGT792400.1 10 Chatz P. avium Greece

93LHGTI2404 1 G55 3 P avium Greece _/

LN794218.1 G156 3 P. avium Greece

71 1 KX192366.1 Jerte P. avium Spain
KX192367.1 Ponferrada P. avium Spain

— 3 |l KR736335.1 Taian P. avium China

8 AY944067 1 California P. avium USA

KR0803251 YD P. persica South Korea

Apr153 P. armeniaca Czech Republic

—— HG792401.1 20 plum P. domestica Greece

JXBB69615.1 V2356 P. cerasus Germany

HGT92420.1 GR P. avium Greece

gq(|HG792405.1 PHLC29 3 P. avium-Greece

841HGT92403.1 G24 3 P. avium Greece

HE588185.1:GLRaV-7 AA42 Albania
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Izolaty jsou popsany Accession number, ozna¢enim izolatu, hostitelskou rostlinou a zemi ptavodu. Méfitko

predstavuje 0,1 substituci na pozici. Zobrazeny jsou pouze bootstrap hodnoty > 70. Jako outgroup pouzit izolat
AA42 GLRaV-7 (HE588185.1).

Z fylogenetického stromu pro c¢teci ramec kodujici plastovy protein vyplyvala
ptibuznost cCeskych izolatl s belgickym izolatem zP. domestica a italskym izolatem

z P. cerasus (klastr I). Dalsimi nejpfibuznéj$imi izolaty jsou italské izolaty z P. salicina

30



a P. amygdalus a némecky izolat z P. avium (klastr II). Treti skupinu vytvortily belgické
izolaty z P. avium a P. domestica, nemécky izolat z P. cerasus a slovensky a fecky izolat
z P. avium (klastr III). Posledni vétev vytvofily tiesnové izolaty pochazejici ze Slovenska,
Spanélska a Ciny (klastr IV). Recky izolat G 15 3 z P. avium a korejsky izolat z P. persica

vytvoftily zcela individuélni vétve (viz Obrazek €. 9).
Obrazek €. 9: Fylogeneticky strom izolati LChV1 - CP

KY368384 .1 Apr160 P. armeniaca Czech Republic
Apr156 P. armeniaca Czech Republic

Apr161 P. armeniaca Czech Republic

KY173006.1 STATUSQ 2014-136 P. domestica Belgium
Apr153 P. armeniaca Czech Republic

¥5 [ KY368386.1 Apr163 P. armeniaca Czech Republic

841 Apr172 P. armeniaca Czech Republic

L— EUT15989.1 ITMAR P. cerasus ltaly

EUT16000.1 ITBEA P. salicina ltaly —
-EEUT15999_1 [TPER P. amygdalus Italy
L—¥10237.1 UW2 P_avium Germany -
————— LN794218.1 G156 3 P. avium Greece
g3 KP861750.1 1044C P. avium Slovakia ~
o HGT92420.1 GR P. avium Greece
L KY173005.1 STATUSQ 2014-206 P. avium Belgium
32| oo KY173007.1 WWT1EK 20 JDE P. avium Belgium
JX669615.1 V2356 P. cerasus Germany
L—— KY173008.1 Rij7TB5pruim P. domestica Belgium -~
—— KR080325.1 ¥D P. persica South Korea
- KPBB1755.1 16C P. avium Slovakia
95 KR736335.1 Taian P. avium China \
_LKX192355.1 Jerte P. avium Spain
KX192367.1 Ponferrada P. avium Spain
— KP861749.1 13C P. avium Slovakia
KPB61756.1 1020C P. avium Slovakia
KP861751.1 1048C P. avium Slovakia
KP861754.1 1065C P. avium Slovakia
74| KPBB1757 1 08C P. avium Slovakia
KP861752.1 1060C P. avium Slovakia
KP861753.1 1063C P. avium Slovakia /
HES88185.1 GLRaV-7 AA42 Albania
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——
0.05

Izolaty jsou popsany Accession number, oznacenim izolatu, hostitelskou rostlinou a zemi ptvodu. Métitko

predstavuje 0,05 substituci na pozici. Zobrazeny jsou pouze bootstrap hodnoty > 70. Jako outgroup pouZit izolat
AA42 GLRaV-7 (HE588185.1).
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Z fylogenetickych stromt izolath LChV1 zpracovanych pro celogenomické sekvence
a vybrané ¢teci ramce neni patrnd hostitelska ani geograficka specifita. Jednotlivé klastry byly
tvofeny izolaty pochazejicimi z riznych hostitelskych rostlin a z riznych zemi svéta, pouze
v nékterych piipadech byly klastry vytvofeny vyhradné evropskymi izolaty. Ceské izolaty
pochazejici z P. armeniaca vytvotily obdobné vétveni jak v ramci celogenomickych sekvenci,
tak v ramci ¢teciho ramce kodujiciho RdRp a CP. U ¢teciho ramce kodujiciho HSP70h-like

protein doslo k osamostatnéni ¢eského izolatu Aprl53.
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8 DISKUZE

Little cherry virus 1 patii mezi celosvétové rozsifené viry napadajici peckoviny.
Jeho vyskyt byl pozorovan piedev§im v oblastech, kde jsou komeréné péstované hostitelské
rostliny z rodu Prunus. Nejéastéji byla infekce LChV1 popsana na tiesnich (P. avium)
a viSnich (P. cerasus). Mezi dal$i bézné hostitele patii slivoné (P. domestica), broskvoné
(P. persica), mandloné (P. amygdalus) a okrasné druhy tiesni. Little cherry virus 1 je také
spojovan s vyznamnym virovym onemocnénim Little cherry disease (Németh, 1986; Matic
akol., 2007; Jelkmann a Eastwell, 2011; Jeger a kol., 2017). V Ceské republice byl LChV 1
poprvé popsan v roce 2011 na tfeSnich a visnich (Ludvikova a Sucha, 2011). V roce 2017 byl
LChV1 poprvé popsan na meruiikach (P. armeniaca) (Safafova a kol., 2017).

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byl LChV1 detekovan U 4 testovanych
vzorkd z merunék (P. armeniaca), kdy cilem experimentu bylo ziskat jejich celogenomické
sekvence. U vSech izolatd byly ziskany témér celogenomické sekvence s chybéjici Casti
3" neptekladaného konce. Jedna se o prvni téméf celogenomické sekvence pochazejici
z infikovanych merunék jakoZzto nové hostitelské rostliny. Tyto sekvence se nejvice podobaji
prvni popsané celogenomické sekvenci izolatu UW z Prunus avium z Némecka.

U LChV1 byla popsana vysoka variabilita mezi izolaty, které pochézi z riiznych zemi
a riznych hostiteld. Obecné je popisovana geneticka variabilita na tirovni nukleotidt az 25 %
(Katsiani a kol., 2015; Jeger a kol., 2017). Tyto hodnoty jsou mnohem vyssi, nez bylo zjisténo
pfi porovnani Ceskych izolatd s nejbliZze piibuznym izolatem UW2 z Némecka. Celkové Ceské
izolaty vykazovaly vuci referenénimu genomu variabilitu okolo 5-6 %. Oproti tomu
pfi porovnani ¢eskych izolatl se vzdalengj§im pfibuznym izolatem Taian z Ciny byla zji§téna
variabilita zhruba 23,5 %. Na Grovni aminokyselin se variabilita vii¢i referenénimu genomu
pohybovala v rozmezi 9 - 10 %.

Variabilita byla popsana piedev§im Vramci fragmentt RNA dependentni RNA
polymerazy, plastového proteinu a 3" konce ORF8 (Katsiani a kol., 2015; Wang a kol., 2016;
Jeger a kol., 2017). V ramci ¢teciho ramce kodujiciho RdRp byla variabilita 4 - 5 % a v ramci
¢teciho ramce kodujiciho HSP70h-like proteinu byla variabilita 4 -9 %. U obou ¢tecich
rdmct byla nejvyssi variabilita pozorovéna v piipad¢ izolatu Aprl53. U cteciho ramce
kodujiciho plastovy protein byla pozorovana celkové vyssi variabilita, ktera se pohybovala
v rozmezi 5 - 8 %. U cteciho ramce ORF8, kde byla sledovana variabilita v ramci poslednich
100 nt, byla variabilita stejnd u vSech 4 Ceskych izolat, a to 5 %. I na zdklad¢ dil¢ich

sekvenci sledovanych Ctecich ramcii byla variabilita spiSe nizsi, stejné jako celkova variabilita
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na trovni genomu. Pro porovnani byla opét sledovéna variabilita mezi sekvencemi Ctecich
ramcli ¢eskych izolati a ¢inského izolatu Taian. Mezi porovnavanymi sekvencemi Cteciho
ramce ORFla byla variabilita 17,8 %. U ¢teciho ramce ORF3 byla variabilita 20,5 %
a u ¢tecitho rdmce ORFS5 se variabilita pohybovala okolo 24 %. Také v ramci koncové ¢asti
ctecitho rdimce ORF8 byla pozorovéna zvysSena variabilita, tedy 12 - 13 %. Podle zjisténych
udaji Ize tyto ¢teci ramce oznacit za variabilni oblasti. I pfes velky pocet nukleotidovych
zameén nebyla variabilita u sledu aminokyselin pfili§ vysoka, coz bylo pravdépodobné
zpusobeno vyskytem tichych mutaci.

U c¢tecitho ramce ORF3 (HSP70h protein) byla popsdna jednonukleotidova inzerce
zpusobujici pred¢asné zarazeni stop kodonu a zkraceni vysledného proteinu (Wang a kol.,
2016). Tato jednonukleotidova inzerce v ramci ¢teciho ramce ORF3 byla pozorovana také
u Ceskych izolath Aprl53, Aprl56, Aprl61 a Aprl72, a to na pozici 10 247, kde byl navic
zafazen adenin. Stejna inzerce byla nalezena také u ostatnich dostupnych celogenomickych
sekvenci kromé izolath UW2 z Némecka a ITMAR z Italie. Tato inzerce méla za dusledek
zafazeni stop kodonu o 201 nt dfive (67 aa) nez u referen¢niho genomu a produkci
zkraceného proteinu.

Kromé¢ variabilnich mist uvedenych ve vybranych publikacich byly u ¢eskych izolath
pfi porovnani s referenénim genomem popsany dals$i zmény v genomu. Na pozici 46 byla
u Ceskych izolatu spolu s izolaty ITMAR a YD nalezena delece adeninu. Na pozici 10 372
byla zjisténa delece dvou nukleotidi (GC). Dale byly identifikovany jednonukleotidové
delece na pozicich 15 258, kde oproti referencni sekvenci chybél adenin, a 15 393, kde chybél
cytosin. Tyto delece byly opét popsany také u ostatnich celogenomovych sekvenci, kromé
sekvenci izolatt UW2 a ITMAR. Delece na pozici 15 258 zpisobila zafazeni stop kodonu
a zkraceni ¢tecitho rdamce ORF6 o 3 aminokyseliny. Ostatni delece byly mimo ¢teci ramce,
tudiz nemély vliv na koédujici ¢teci ramce.

Fylogeneticka analyza celogenomickych sekvenci testovanych izolatl a dostupnych
sekvenci z databdze GenBank potvrdila popsany stupeni genetické variability. Jednotlivé
fylogenetické stromy se svym vétvenim od sebe mirné lisily. PfedevS§im dendrogram pro cteci
ramec ORF3 (HSP70h protein) se lisil od ostatnich v pozici ¢eského izolatu Aprl53, ktery
vytvofil zcela samostatnou vétev vzdalenou od ostatnich Ceskych izolatd. Tato zmeéna
odpovida také poctu nukleotidovych zamén u izolatu Aprl53 oproti referenénimu genomu.
V kazdém fylogenetickém stromu byly nejbliz§imi piibuznymi pro ceské izolaty némecky
izolat UW z Prunus avium a italsky izolat ITMAR z Prunus cerasus. Vysokou variabilitu

vramci izolath LChV1 je mozné taktéz vysvétlit procesem rekombinace mezi izolaty
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Vv pritbéhu evoluce. Tento zavér lze podpofit diivéjsSimi vyzkumy ohledné rekombinaci u virt
z Celedi Closteroviridae (Karasev, 2000; Farooq a kol., 2013; Rubio a kol., 2013; Katsiani
a kol., 2015).

Provedené fylogenetické analyzy neprokazaly hostitelskou ani geografickou specifitu
u izolath LChV1, protoze nedoslo k vytvotfeni samostatnych klastrii podle zemé piivodu nebo
puvodniho hostitele. Ve stejném klastru se nachézely evropské i neevropskeé izolaty z riiznych
hostitelti. Tato zjisténi potvrzuji jiz diive zjisténé vétveni v ramci dendrogramt u LChV1
izolatl. Piibuznost mezi izolaty je pravdépodobné velmi ovlivnéna mezinarodnim pohybem
infikovaného Slechtitelského materialu (Jeger a kol., 2017). Lze tak napt. vysvétlit blizkou
ptibuznost nekterych evropskych izolat s izolaty, které pochézi z asijského a amerického
kontinentu.

Vyskyt LChV1 u merunék v Ceské republice poukazuje na daldi moznosti zkouméni
tohoto viru v dalsich zemich svéta, a to jak v udrzovanych genovych zdrojich, tak v béznych
nebo komerénich vysadbach. Jelikoz se virus ¢asto vyskytuje ve formé smésnych infekei, tak
nelze presné urdit, které piiznaky v této smési zptisobuje samotny Little cherry virus 1. Dalsi
moznosti vyzkumu je $kodlivost LChV1 u merunék, tedy viru samotného nebo v kooperaci

s dal§imi viry napadajicimi merunky.
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9 ZAVER

V ramci diplomové prace byl detekovan Little cherry virus 1 u vzorka z Prunus
armeniaca. Byly ziskany téméf kompletni celogenomické sekvence u vSech testovanych
izolatl. Sekvence izolatu Aprl53 meéla délku 16 801 nt, sekvence izolatu Apr156 méla
velikost 16 841 nt, sekvence izolatu Aprl61 meéla velikost 16 842 nt a sekvence izolatu
Aprl72 meéla velikost 16 834 nt. U testovanych izolati byly ziskany kompletni sekvence
vSech Ctecich ramch. Byla potvrzena genetické variabilita, ktera byla jiz dfive popsana
u ostatnich LChV1 izolat. U c¢teciho ramce ORF3 byla zjisténa jednonukleotidova inzerce,
ktera méla za nasledek zkraceni vysledného proteinu. Ceské izolaty vykazovaly nejvyssi
identitu s némeckym izolatem UW2 zPrunus avium a italskym izolaitem ITMAR
z P. cerasus. Tuto ptibuznost potvrdily také provedené fylogenetické analyzy. Vysledky
vyplyvajici z fylogenetickych stromli rovnéZ potvrdily vysokou variabilitu izolath LChV1
a neptitomnost geografické a hostitelské specifity. Ziskané vysledky také ukazuji na dalsi
moznosti studia LChV1 izolath analyzovanim eventualnich rekombinaci a testovanim

merunkovych sadii na pfitomnost LChV1.

36



10 SEZNAM VYUZITE LITERATURY

Bajet, N. B., Unruh, T. R., Druffel, K. L., Eastwell, K. C. (2008): Occurrence of two little
cherry viruses in sweet cherry in Washington State. Plant Disease 92: 234-238.

Candresse, T., Marais, A., Faure, C., Gentit, P. (2013): Association of Little cherry virus 1
(LChV1) with the Shirofugen stunt disease and characterization of the genome of a
divergent LChV1 isolate. Phytopathology 103: 293-298.

Dolja, V. V., Kreuze, J., Valkonen, J. P. T. (2006): Comparative and functional genomics of

closteroviruses. Virus Research 117: 38-51.

Elena, K., Alivizatos, A. S., Varveri, C. (2008): New plant pathogens reported in Greece,
1990-2007. Hellenic Plant Protection Journal 1: 1-25.

EPPO (2001): Certification scheme for cherry. OEPP/EPPO Bulletin 31: 447 - 461.

Erokhina, T. N., Zinovkin, R. A., Vitushkina, M. V., Jelkmann, W., Agranovsky, A. A.
(2000): Detection of beet yellows closterovirus methyltransferase-like and helicase-like

proteins in vivo using monoclonal antibodies. Journal of General Virology 81: 597-603.

Farooq, A. B., Ma, Y. X,, Wang, Z., Zhuo, N., Wenxing, X., Wang, G. P., Hong, N. (2013):
Genetic diversity analyses reveal novel recombination events in Grapevine leafroll-

associated virus 3 in China. Virus Research 171: 15-21.

Fiore, N., Fernandez, C., Quiroga, N., Pino, A. M., Rivera, L., Sagredo, K., Zamorano, A.
(2018): First Report of Little cherry virus 1 in Chile. Plant Disease (online).

Fridlund, P. R. (1980): Glasshouse indexing for fruit tree viruses. Acta Phytopathologica

Academiae Scientiarum Hungaricae 15: 153-158.

Fry, P. R., Wood, G. A. (1970): Little cherry virus in New Zealand. New Zealand Journal of
Agriculture Research 13: 111-118.

Glasa, M., Benediktova, D., Predajina, L. (2015): First report od Little cherry virus-1 i
Slovakia. Journal of Plant Pathology 97: 542.

ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses (2011): Virus Taxonomy: The
Classification and Nomenclature of Viruses. The 9th Report of the ICTV.
https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/

37



ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses: Martelli, G. P. (2012): New genus
Velarivirus in the family Closteroviridae and new species Cordyline Virus 1 to be assigned

to the new genus.

ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses: Virus Taxonomy: 2016 Release EC
48, Budapest, Hungary, August 2016; Email ratification 2017 (MSL #31).
https://talk.ictvonline.org/taxonomy/

Isogai, M., Aoyagi, J., Nakagawa, M., Kubodera, Y., Satoh, K., Katoh, T., Inamori, M.,
Yamashita, K., Yoshikawa, N. (2004): Molecular detection of five cherry viruses from

sweet cherry trees in Japan. Journal of General Plant Pathology 70: 288-291.

Jeger, M., Bragard, C., Caffier, D., Dehnen-Schmutz, K., Gilioli, G., Gregoire, J., Miret, J. A.
J., MacLeod, A., Navarro, M. N., Niere, B., Parnell, S., Potting, R., Rafoss, T., Rossi, V.,
Urek, G., Van Bruggen, A., Van der Werf, W., West, J., Chatzivassiliou, E., Winter, S.,
Hollo, G., Candresse, T. (2017): Pest categorisation of Little cherry pathogen (non-EU
isolates). EFSA Journal 15.

Jelkmann, W., Eastwell, K. C. (2011): Little cherry virus-1 and -2. In: Hadidi, A., Barba, M.,
Candresse, T., Jelkmann, W.: Virus and virus-like diseases of pome and stone fruits. St.

Paul, MN: American Phytopathological Society, 153-159.

Jelkmann, W., Fechtner, B., Agranovsky, A. A. (1997): Complete genome structure and
phylogenetic analysis of little cherry virus, a mealybug-transmissible closterovirus. Journal
of General Virology 78: 2067-2071.

Jelkmann, W., Hergenhahn, F., Berwarth, C. (2010): Transmission of Little cherry virus -1
(LChV-1) by Cuscuta europea to herbaceous host plants. Julius-Kiihn-Archiv 427: 272-
274.

Jelkmann, W., Leible, S., Rott, M. (2008): Little cherry closteroviruses-1 and -2, their genetic
variability and detection by real-time-PCR. Acta horticulturae 781: 321-330.

Karasev, A. V.(2000): Genetic diversity and evolution of Closteroviruses.Annual Review of
Phytopathology 38: 293-324.

Katsiani, A. T, Pappi, P. G., Olmos, A., Efthimiou, C. E, Maliogka, V. I., Katis, N. (2017):
Development of a real-time RT-PCR for the universal detection of LChV-1 and study of

the seasonal fluctuation of the viral titer in sweet cherry cultivars. Plant Disease.

38



Katsiani, A. T., Maliogka, V. I., Amoutzias, G. D., Efthimiou, K. E., Katis, N. I. (2015):
Insights into the genetic diversity and evolution of Little cherry virus 1. Plant Pathology
64: 817-824.

Komorowska, B., Cieslinska M. (2004): First Report of Cherry virus A and Little cherry
virus-1 in Poland. Plant Disease 88: 9009.

Lim, S., Igori, D., Yoo, R. H., Zhao, F., Cho, I. S, Choi, G. S, Lim, H. S, Lee, S. H., Moon,
J. S. (2015): Genomic detection and characterization of a Korean isolate of Little cherry

virus 1 sampled from a peach tree. Virus Genes 51: 260-266.

Lu, M. G,, Gao, R., Chen, R. R., Wu, B., Zhang, Z. X., Li, S. F. (2015): First Report of Little
cherry virus 1 in Sweet Cherry Trees in China. Plant Disease 99: 1191.

Ludvikova, H., Sucha, J. (2011): First Report of Little Cherry Disease from Sweet Cherry
(Prunus avium) and Sour Cherry (P. cerasus) in the Czech Republic. Plant Disease 95:
1197.

Marais, A., Faure, C., Theil, S., Svanella-Dumas, L., Brans, Y., Maurice, I., Blin, V.,
Candresse, T. (2016): First report of Little cherry virus 1 on plum in France. Plant disease
100: 2544-2545,

Martelli, G. P., Abou Ghanem-Sabanadzovic, N., Agranovsky, A. A., Al Rwahnih, M., Dolja,
V.V, Dovas, C. I., Fuchs, M., Gugerli, P., Hu, J. S., Jelkmann, W., Katis, N. I., Maliogka,
V. L., Melzer, M. J., Menzel, W., Rott, M. E., Rowhani, A., Sabanadzovic, S., Saldarelli,
P. (2012): Taxonomic revision of the family Closteroviridae with special reference to the
grapevine leafroll-associated members of the genus Ampelovirus and the putative species
unassigned to the family. Journal of Plant Pathology 94: 7-19.

Martelli, G. P., Agranovsky, A. A., Bar-Joseph, M., Boscia, D., Candresse, T., Coutts, R. H.
A., Dolja, V. V., Hu, J. S, Jelkmann, W., Karasev, A. V., Martin, R. R., Minafra, A.,
Namba, S., Vetten, H. J. (2011): “Family Closteroviridae,” in Virus Taxonomy. Ninth
Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses. eds King A., Adams M.
J., Carstens E. B., Lefkowitz E., editors. (Amsterdam: Elsevier-Academic Press) 987—
1001.

Matic, S., Minafra, A., Sdnchez-Navarro, J. A., Pallas, V., Myrta, A., Martelli, G. P. (2009):
'Kwanzan Stunting' syndrome: detection and molecular characterization of an Italian

isolate of Little cherry virus 1. Virus Research 143: 61-67.

39



Matic, S., Myrta, A., Minafra, A. (2007): First report of Little cherry virus 1 in cherry, plum,
almond and peach in Italy. Journal of Plant Pathology 89: S75.

Matic, S., Myrta, A., Minafra, A. (2010): Detection of three closteroviruses in stone fruit trees

by multiplex assays. Journal of Plant Pathology 92: 57-63.

Mikona, C., Jelkmann, W. (2010): Replication of Grapevine leafroll-associated virus -7
(GLRaV-7) by Cuscuta species and its transmission to herbaceous plants. Plant Disease 94:
471-476.

Németh, M. V. (1986): Virus, mycoplasma, and rickettsia diseases of fruit trees. Akadémiai
Kiado, Budapest.

Noorani, M. S., Awasthi, P., Sharma, M. P., Ram, R., Zaidi, A. A., Hallan, V. (2013):
Simultaneous detection and identification of four cherry viruses by two step multiplex RT-
PCR with an internal control of plant nad5 mRNA. Journal of Virological Methods 193:
103-107.

Pringle, C. R. (1996): Virus Taxonomy 1996 - A Bulletin from the Xth International Congress
of Virology in Jerusalem. Archives of Virology 141: 2251-2256.

Rott, M. E., Jelkmann, W. (2001): Detection and partial characterization of a second
Closterovirus associated with Little Cherry Disease, Little cherry virus-2. Phytopathology
91: 261-267.

Rubio, L., Guerri, J., Moreno, P. (2013): Genetic variability and evolutionary dynamics of
viruses of the family Closteroviridae. Frontiers in Microbiology 4, 151.
http://doi.org/10.3389/fmicb.2013.00151.

Ruiz-Garcia, A. B., Martinez, C., Santiago, R., Garcia, M. T., de Prado, N., Olmos, A. (2016):
First report of Little cherry virus 1 (LChV-1) in sweet cherry in Spain. Plant disease 100:
2340.

Serge, C. U., Gazel, M., Caglayan, K. (2010): First report of Little cherry virus 1 in Turkey.
Journal of Plant Pathology 93: S66.

Safarova, D., Faure, C., Candresse, T., Navratil, M., Ne¢as, T., Marais, A. (2017): First report
of Little cherry virus 1 infecting apricot in the Czech Republic. Plant Disease 101: 845.

40



Tahzima, R., Foucart, Y., Peusens, G., Belién, T., Massart, S., Jonghe, K. de (2017): First
Report of Little cherry virus 1 affecting European Plum (Prunus domestica) in Belgium.
Plant Disease 101: 1557.

Tanaka, S., Hirose, K. (1966): Indexing for little cherry virus in Japanese flowering cherry.

Japanese Journal of Phytopathology 32: 23-25.

Theilmann, J., Mozafari, J., Reade, R., Wu, Z., Xie, W., Jesperson, G., Bernardy, M.,
Eastwell, K.C., Rochon, D. (2002): Partial nucleotide sequence and genome organization
of a Canadian isolate of Little cherry virus and development of an Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay-Based diagnostic test. Phytopathology 92: 87-98.

Theilmann, J., Orban, S., Rochon, D. (2004): High sequence variability among Little cherry

virus isolates occurring in British Columbia. Plant Disease 88: 1092-1098.

Vitushkina, M., Fechtner, B., Agranovsky, A., Jelkmann, W. (1997): Development of an RT-
PCR for the detection of little cherry virus and characterization of some isolates occurring
in Europe. European Journal of Plant Pathology 103: 803-808.

Wang, J., Zhu, D., Tan, Y., Zong, Y., Wei, H., Hammond, R. W., Liu, Q. (2016): Complete
nukleotide sequence of little cherry virus 1 (LChV-1) infecting sweet cherry in China.
Archives of Virology 161: 749-753.

Wilks, J. M., Welsh, M. F. (1961): Host range studies of the little cherry disease virus.
Canadian Journal of Plant Science 41:544-548.

41



