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SOUHRN

Bakalai'ska prace byla zaméfena na molekularni charakteristiku a genetickou variabilitu Apple
chlorotic leaf spot virus (ACLSV), jakozto celosvétové rozsifeného patogena ovocnych

jadrovin a peckovin.

Teoreticka ¢ast nejprve strucné shrnuje zakladni informace o ACLSV, charakterizuje rod
Trichovirus a celed” Betaflexiviridae, do kterych je ACLSV fazen. Teoreticka Cast také
popisuje geografické rozsifeni viru. ACLSV byl detekovan v oblastech zamétenych
na péstovani ovocnych dfevin, jeho rozsifeni je témét celosvétové. V praci jsou shrnuty
biologické vlastnosti viru, mezi které fadime hostitelsky okruh viru, ptiznaky infekce, zptisob
pfenosu a vliv infekce na vynos. ACLSV infikuje piedev§im rostliny z celedi Rosaceae,
atojak plané rostouci, tak péstované druhy. Typickym piiznakem infekce virem jsou
chlorotické skvrny na listech, ale u mnoha druht dfevin probiha infekce latentni formou.
Virus neni pfendSen na jiné rostliny pomoci pylu, semen ani zadnym hmyzim vektorem.
V préci jsou také popsany mozné zpisoby detekce viru a jeho molekuldrni charakteristika,
predev§im podrobnéjsi je popis jednotlivych ¢tecich ramci ORF. Na zavér jsou uvedeny

informace o doposud popsané genetické variabilité izolati ACLSV.

Experimentalni ¢ast bakalaiské prace je zaméfena na stanoveni celogenomické sekvence
izolath ACLSV ziskanych ze stromt Prunus domestica. Ze ziskanych PCR segmentl byla
sloZzena témét uplna celogenomicka sekvence ceského izolatu 158. Fylogeneticka analyza
jednotlivych ¢tecich ramct testovaného izolatu potvrdila hostitelskou specifitu izolatu 158,

ale také pomérn¢ vysokou variabilitu ACLSV.



SUMMARY

The bachelor thesis is focused on the molecular characteristics and genetic variability
of Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), as the worldwide distributed pathogen of pome
and stone fruits.

The theoretical part at first briefly summarizes basic information about ACLSV
and characterizes genus Trichovirus and family Betaflexiviridae into which ACLSV
is classified. The theoretical part also describes geographical distribution of the virus. ACLSV
was detected in areas involving the cultivation of fruit trees, its distribution is nearly
worldwide. It summarizes biological characteristics, such as the host range of the virus,
symptoms of infection, mode of transmission and the impact of infection on yield. ACLSV
infects especially plants of the family Rosaceae, both wild and cultivated species. Typical
symptoms of virus infection are chlorotic spots on the leaves but the infection can
be symptomless in many tree species. The virus is not transmissible to other plants by pollen,
seeds or the insect vector. There are also described possible virus detection methods and the
molecular characteristic, especially the description of the particular open reading frames ORF.
In conclusion, there are provided information about genetic variability of isolates ALCSV
mentioned before.

The experimental part of this thesis is focused on determination of fullgenomic sequence
of isolates ACLSV obtained from Prunus domestica. Almost complete fullgenomic sequence
of the Czech isolate 158 was assembled from obtained PCR segments. Phylogenetic analysis
of particular open reading frames of tested isolate confirmed host specifity of ACLSV

isolates but also relatively high variability of ACLSV.
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1 UVOD

Virova onemocnéni ovocnych dfevin zptsobuji velké ekonomické Skody v sadech
a zahradach. Plan¢ rostouci i kulturni druhy dfevin mohou byt infikovany riznymi viry, ¢asto
se jednad o smésné infekce vice vird najednou. Problémem téchto infekei byva Casta latentni
forma pribehu, bez viditelnych ptiznaki. Mezi nejcastéji vyvolané symptomy patii celkova
zakrslost rostlin, chlorotické skvrny, mozaiky a léze na listech a jejich deformace
a znehodnoceni kvality plodi. NejlepSimi zplsoby jak zabranit Sifeni infekce jsou kontrola
hmyzich pfenaSecli, péstovani méne citlivych odrid, ptfipadné¢ vysazovani zdravého
vysadbového materidlu, ktery byl vypéstovan a zkontrolovan ve specialnich Skolkach. Mezi
nejbéznéjsi viry infikujici péstované druhy ovocnych dievin patiéi Plum pox virus, Apple stem
pitting virus, Apple stem grooving virus, Apple mosaic virus, Apple chlorotic leaf spot virus,

Prune dwarf virus a Prunus necrotic ringspot virus.

U vétSiny vird vyskytujicich se ve vice geografickych oblastech a u SirSiho hostitelského
spektra je mozné pozorovat velkou variabilitu mezi izolaty a korelaci genetické variability

izolatt s jejich hostitelskym okruhem a geografickym ptivodem.

Tato bakaldiska prace je zaméfena na popsani viru chlorotické skvrnitosti jabloni, jeho
biologickych vlastnosti, vyskytu a genetické variability. Cilem experimentalni Casti je ziskani
parcialnich sekvenci ACLSV pro sestaveni celogenomické sekvence. Ziskana sekvence byla

pouzita pro stanoveni genetické variability viru.



CILE BAKALARSKE PRACE

Vypracovani reSerSe na téma ,,Vyskyt ACLSV a jeho geneticka variabilita®.
Detekce a identifikace viru ve vzorcich.

Sestaveni celogenomické sekvence izolatu ACLSV.

Stanoveni genetické variability izolath ACLSV a sekvenci dostupnych v NCBI databazi.



3 APPLE CHLOROTIC LEAF SPOT VIRUS

Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), virus chlorotické skvrnitosti jabloni patii do rodu
Trichovirus, celedi Betaflexiviridae. ACLSV je charakterizovan podlouhlymi, flexibilnimi
Casticemi S pfiénym pruhovanim a helikalni strukturou, o rozmérech 720 x 12 nm (viz
Obrazek €. 1). Genom se sklada z jedné pozitivné orientované jednovlaknové RNA molekuly
(Martelli a kol., 1994; Yoshikawa, 2001). ACLSV byl poprvé popsan jako latentni virus
u jabloné. Nejprve byl detekovan v Anglii u Malus platycarpa, ale Luckwill a Campbell
(1959) tento virus pojmenovali jako Platycarpa line pattern virus. Az Mink a Shay (USA,
1959) tento virus pojmenovali jako Apple chlorotic leaf spot virus, poté co pozorovali
ptiznaky infekce ACLSV u podnoze ruské jablon¢ (Németh, 1986). Tento virus fadime mezi
velmi dulezité rostlinné patogeny vzhledem kjeho celosvétovému rozsifeni a Sirokému
okruhu hostiteltt (Katsiani a kol., 2014). Pro tento virus byly pouzivany synonymni nazvy,
jako napi. Pear ring pattern mosaic virus, Quince stunt virus, Plum pseudopox virus

a Apple latent virus type 1 (Malan, 2015).

Obrazek ¢. 1: Virova ¢astice ACLSV (pievzato z Isogai a kol., 2007)
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3.1 Taxonomické zairazeni ACLSV

3.1.1 Charakteristika celedi Betaflexiviridae

Celed Betaflexiviridae je taxonomicky fazena do fadu Tymovirales. Na zakladé fylogenetické
analyzy sekvence RNA-dependentni RNA polymerazy (RdRp) a plastového proteinu byla
do této celedi zarazena skupina rodt Capilovirus, Carlavirus, Citrivirus, Foveavirus,
Tepovirus, Trichovirus a Vittivirus. Dale bylo do této skupiny zaclenéno 9 do rodu
nezatazenych druht: African oil palm ringspot virus (AOPRV), Banana mild mosaic virus
(BanMMV), Banana virus X (BVX), Cherry green ring mottle virus (CGRMV), Cherry
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necrotic rusty mottle virus (CNRMV), Diuris virus A (DiVA), Diuris virus B (DiVB),
Hardenbergia virus A (HarMV) a Sugarcane striate mosaic-associated virus (SCSMaV).
Tato Celed’ byla vytvoiena az v roce 2007 rozdélenim ptavodni ¢eledi Flexiviridae na zakladé
podobnosti replika¢niho proteinu s rodem Carlavirus. Pro viry, které patii do této Celedi
je charakteristicka pfedevsim pozitivni molekula sSRNA, vlaknité castice bez obalu o délce
0d 610 do 1000 nm a praméru 12-14 nm a fakt, Ze mohou mit az 6 ¢tecich ramci. Dilezitym
znakem je flexibilni tvar ¢astic, podle néjz byla tato ¢eled” pojmenovana (Adams a kol., 2004;
Martelli a kol., 2007; ICTV, 2009; ICTV, 2014).

3.1.2 Charakteristika rodu Trichovirus

Rod Trichovirus byl ustanoven a schvalen ICTV (International committee on taxonomy
of viruses) na 9. mezinarodnim kongresu virologie v Glasgow roku 1993 na zakladé
charakterizace viru ACLSV (Martelli a kol., 1994). Do tohoto rodu byl dfive fazen také druh
Potato virus T (PVT), ten je ale od roku 2011 zafazen do samostatného rodu Tepovirus.
V soucasné dob¢ do tohoto taxonu patii Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Grapevine
berry inner necrosis virus (GINV), Cherry mottle leaf virus (CMLV), Peach mosaic virus
(PcMV), Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus (APCLSV), Grapevine Pinot gris virus
(GPGV) a Phlomis mottle virus (PhMV). Kritérium pro molekularni vymezeni druhi mezi
viry z rodu Trichovirus je vice nez 15% variabilita v sekvenci nukleotidd CP genu (Adams
a kol., 2004; ICTV, 2014). Viry zrodu Trichovirus infikuji dvoudélozné rostliny a jsou
celosvétové rozsifeny. Castice viech druhii jsou spiralovita flexibilni vlakna o velikosti 640-
800 nm a 12 nm v praméru, kdy asi 10 podjednotek ptipada na jednu otocku Sroubovice
o velikosti 3,8 nm (Bar-Joseph a kol., 1974; Martelli a kol., 1994).

3.2 Geografické rozsireni ACLSV

Vyskyt ACLSV byl potvrzen v mnoha zemich zamétenych na péstovani ovocnych jadrovin
a peckovin, kde probihaly rozsahlé prizkumy na vyskyt virovych onemocnéni. Virus byl
detekovan v Anglii (Campbell, 1961 cit. dle Keshavarz a Shams-Bakhsh, 2015 ), USA
(Waterworth 1993), Ceské republice (KareSova a Papritein, 2001) a Bosné a Hercegoving
(Lolic a kol., 2010). Mezi dalsi zeme, ve kterych byl virus detekovan, patii Bulharsko
(Borisova a Christov, 2014), Rumunsko (Popescu a kol., 2004), Moldavsko (Verderevskaja
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a Marinescu, 1985 cit. dle Keshavarz a Shams-Bakhsh, 2015), Srbsko (Mandic a kol., 2007),
Ukrajina (Gadiou a kol., 2010), Polsko (Zawadzka, 2013), Lotyssko (Ptpola a kol., 2011),
Belgie (Gadiou a kol., 2010), ale také Jordanko (Salem a kol., 2005). V nékterych provinciich
Iranu (Teheréan, Isfahan, Chorasan a Vychodni a Zapadni Azerbajdzan), kde jsou soustiedény
oblasti péstovani ovocnych jadrovin, byl realizovan prizkum vyskytu ACLSV se zaméfenim
na jablon¢ (Malus pumila), hrusné (Pyrus communis) a kdouloné (Cydonia oblonga). Virus
byl v Iranu detekovan pouze u jabloni, Coz ov§em nemusi znamenat, Ze Se Virus v této oblasti
nevyskytuje u ostatnich ovocnych dievin (Keshavarz a Shams-Bakhsh, 2015). V pribéhu jara
2003 a 2004 byly testovany jadroviny v ne€kterych oblastech Syrie. Vysledky ukézaly miru
infekce u jabloni 34 % a u hrusni 2 % (Ismaeil a kol., 2006). Vyzkumy zaméfené na vyskyt
ACLSV byly provedeny i v zemich kolem Stiedozemniho mote, kde byl virus detekovan
v Albanii, Alzirsku, Chorvatsku, Egypté, Francii, Maroku, Recku, Italii, Libanonu, Palesting,
Spanélsku, Turecku, Tunisku a na Malté a Kypru, a to jak u jadrovin, tak u peckovin (Myrta
akol., 2003; Caglayan a kol., 2006; Afechtal a kol., 2010; Mahfoudhi a kol., 2013).
Jako souc¢ast smésnych infekei byl virus detekovan také v Australii, a to pfedev§im u Malus
domestica, a také na Novém Zélandu (Wood, 1974; Constable a kol., 2007). Rana a kol.
(2007a, 2007b, 2008) v Indii potvrdili vyskyt ACLSV u mandloni, broskvoni a merunék.
V Cing, ktera je nejvétsim producentem jablek na svété, byl virus detekovan poprvé Liu
aWangem (1989). Na Tchaj-wanu byl virus detekovan u hrusni (Jan akol., 2003).
V neposledni fad¢ byl virus detekovan také v Japonsku (Yanase, 1974), Korei (Cho a kol.,
2012) a Brazilii (Fajardo a Nickel, 2014). Pravdépodobné se tedy virus vyskytuje ve vSech
oblastech, ve kterych se kulturné péstuji ovocné druhy ¢eledi Rosaceae (Yoshikawa, 2001).

3.3 Biologické vlastnosti ACLSV
3.3.1 Hostitelsky okruh

Mezi bézné hostitele ACLSV mulzeme fadit jak divoké, tak okrasné i1 péstované druhy
ovocnych stromil z ¢eledi Rosaceae. Je znamo, ze infikuje nejvice jadroviny a peckoviny,
deviny i kefe (Lister, 1970; Németh, 1986). Katsiani a kol. (2014) ve své praci rozsitili
poznatky o okruhu pfirozenych hostiteli ACLSV testovanim zastupci celedi Rosaceae,
se zvla$tnim zaméfenim na okrasné a plané rostouci stromy akefe, které by mohly
predstavovat neznamé piirodni rezervoary viru. Virus byl zjistén u jabloni (Malus domestica),

kdouloni (Cydonia oblonga), hrusni (Pyrus communis), tée$ni (Prunus avium), visni (Prunus
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cerasus), mandloni (Prunus dulcis), broskvoni (Prunus persica), merunky (Prunus
armeniaca), jetdbu (Sorbus aucuparia), Pyrus amygdaliformis a Camellia japonica. V Recku
byl virus detekovan také u dalSich druhu, a to u Prunus domestica (slivon Svestka), Crataegus
nigra (hloh cerny), Crataegus monogyna (hloh jednosemenny), Prunus spinosa (trnka
obecna) a Prunus cerasifera (slivon myrobalan). Dale byl detekovan také urize (Rosa
canina), divokych druhtt Rubus sp. a Potentilla pindicola, které mohou piedstavovat
jiz zminéné pfirozené hostitele. Vyskyt ACLSV u hrusni péstovanych v Cing byl podle
vyzkumi stanoven az u 80 % stromt (Wang a kol. 1994). V Indii byli testovani také plané
rostouci druhy rodu Prunus, tedy divoké merunky a divoké himalajské tfesné, které se bézné
pouzivaji jako podnoze pro péstované druhy. U nékterych izolath ACLSV bylo zjisténo,
ze nevykazuji hostitelskou specifitu, ¢imz jsou umoznény kiizové infekce (,,cross-infection*)

z peckovin na jadroviny a opa¢né (Rana a kol., 2010; Malan, 2015).

3.3.2 Priznaky zptisobené virem

ACLSV vyvolava deformace listti a redukuje jejich velikost, a také hmotnost plodt. Dalsimi
symptomy jsou chlorotické skvrny na listech nebo prstencovda mozaika na listech
u vnimavych kultivarti jabloni a hrusni. Na plodech jabloni se ¢asto objevuji typické hnédé
prstencovité skvrny, které pfipominaji otlaky. U nékterych odrid se muzeme setkat
s bezptiznakovou formou infekce, ale u citlivych druhi se vzdy projevuje rtuznorodou
malformaci a chlorotickymi krouzky nebo pésy. Nekteré virulentni izolaty mohou rovnéz
vyvolavat pfiznaky onemocnéni ,,plum bark split* na kmenech Svestek. U broskvoni se ¢asto
setkdvame s tmavé zelenymi propadlymi skvrnami a vlnovkami na listech @ mramorovanim
adilky na plodech (Németh, 1986; Yoshikawa, 2001; Malan, 2015). Pfiznaky ACLSV
mohou byt casto podobné onemocnéni Sarky Svestky (,,false sharka®, ,false plum pox‘)
nebo u merunék jako ,butteratura®. Zavaznost symptomt vyvolanych ACLSV do zna¢né
miry souvisi s druhem infikované rostliny, a také s kmenem ¢&i konkrétnim izolatem viru.
Poskozeni miva vétsi rozsah u trvalych rostlin nez u jednoletych rostlin. U nékterych podnozi
se v dusledku infekce ACLSV muze pii roubovani objevit inkompatibilita viéi roubim
(Németh, 1986; Malan, 2015).

13



3.3.3 Zpiisob prenosu

Doposud nebyl prokazan zadny pfirozeny hmyzi vektor, kterym by byl virus pienasen. Zadné
doposud ziskané vysledky neukazaly na to, ze by byl virus pfendSen na jakéhokoliv hostitele
pomoci semen nebo pylu (Garcia-Ibarra a kol., 2010; Yoshikawa, 2001). Ukazalo se tedy,
Ze Virus je rozSifovan predev§im vegetativné, tj. pouzivanim infikovanych roubu, ocek
a podnozi pro mnozeni (Lister, 1970; Németh, 1986). Pro kontrolu S$ifeni viru je dilezita
znalost okruhu moznych hostiteldi, genetické rozmanitosti izolatt, ale také uplné pochopeni
mechanismu pienosu viru, aby se piedchazelo Sifeni viru okovanim a roubovanim (Isogai
akol., 2007). Monitoring vyskytu ACLSV uovocnych stromi jadrovin 1 peckovin
je podminkou pro kontrolu viru. Pouzivani zdravého rostlinného materidlu je nezbytné
pro zabranéni S§ifeni viru ve vysadbach ovocnych dievin, a také pro snizeni nakladu

na produkci ovoce (Wang a kol., 2011).

3.3.4 Ovlivnéni vynosu po infekci

ACLSV zplsobuje velké ztraty na vynosech fady ovocnych stromii. V komer¢nich
jablonovych sadech mira infekce ACLSV dosahuje 80-100 %, coz ma za nasledek ztratu
na vynosu piiblizn¢ 30-40 % (Cembali a kol., 2003). V mnoha zemich byly realizovany
certifikani programy s cilem zabezpecit produkci viruprostych rozmnoZovacich materiala
(Massart a kol., 2008). V ramci Evropy funguje Evropska a stfedozemni organizace ochrany
rostlin (EPPO), ktera vydava piedpisy a certifikatni schémata jako informace pro vyrobu
mnozitelského materidlu. Certifikované rostliny byvaji péstované ve specialnich ovocnych

Skolkach, ve kterych se dohliZi na spravné podminky péstovani a zabranéni infekce.

Neexistuje Zadny dostupny zplsob jak uzdravit vysazené nakazené stromy, a proto je potieba
mnozit zdravy rostlinny material. Proto bylo mnoho vyzkumt zaméteno na eliminaci viru
v nakazenych rostlinach pomoci teplotni terapie a chemoterapie in vitro. Byla ov§em nutna
optimalizace podminek vzhledem k systému virus-hostitel, pfipadné¢ kombinace virG.
Dale byla zkoumana moznost kombinace s meristemovymi kulturami. Uéinnost eliminace
viru zavisi na zvoleni spravného obdobi pro termoterapii, spravné teplot¢ a velikosti
meristémi. ACLSV je velmi citlivy na vysoké teploty, a proto se pro ozdravovani rostlin
pouzivaji teploty 34-39 °C. Pti chemoterapii se vyuziva antivirotika ribavirinu (EPPO, 2001;
Wang a kol., 2006; Cieslinska, 2007; Svoboda a Polak, 2010; Malan, 2015).
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Svoboda a Polak (2010) zjistili, ze v Ceské republice je nakazeno ACLSV témé&f 95 %
jabloni. Oproti tomu u Svestek a slivoni se vyskyt pohybuje pouze kolem 1 %. Ve vétsing
piipadl se jedna o tzv. smésné infekce, kdy dochazi k infekei dvou nebo vice virt najednou.
V piipadé Ceské republiky jsou jadroviny infikovany obvykle tfemi az étyfmi latentnimi viry.
ACLSV se nejcastéji vyskytuje v kombinaci s virem mozaiky jabloné (Apple mosaic virus),
virem mélké vrascitosti kmene jabloné (Apple stem pitting virus) a virem zlabkovitosti kmene
jabloné (Apple stem grooving virus). Tyto smésné infekce jsou vysoce Skodlivé, protoze
vyvolavaji silngjsi pfiznaky nez virus samotny. Podle zahrani¢nich udaju zpusobuji ztratu

na vynosu a kvalité az 40 % (Polak, 2007; JaroSova a kol., 2008; Svoboda a Polak, 2010).

3.4 Detekce a diagnostika ACLSV

U fady péstovanych ovocnych druhli se napadeni virem neprojevuje Zadnymi piiznaky,
protoze infekce probihd Casto latentni formou. Z tohoto divodu je potieba vyuzivat piesné
a citlivé metody pro diagnostiku viru. Mezi tyto metody jsou bézné fazeny DAS-ELISA
a RT-PCR, které¢ jsou hojn¢ vyuzivany pro detekci ACLSV. Problémem pro obé zminéné
metody je nerovnomérné rozsiteni viru v jednotlivych ¢&astech infikovanych rostlin.
Pro testovani je ze stroml odebiran primérny vzorek, ze kterého se pro zminéné metody
vyuziva pouze malé mnozstvi v miligramech. Tim vznikd moznost ziskani faleSnych

negativnich vysledkt (Svoboda a Polak, 2006).

ELISA testovani, z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, je sice levné, jednoduché,
velmi rychlé a pouzitelné pro velké mnozstvi vzorkl, ale problémem jsou velmi nizké
koncentrace viru v rostling, které mohou byt pod detekénim limitem pouzivané metody
(Detienne a kol., 1981). ELISA test umoziuje testovani téch vir napadajicich ovocné
peckoviny a jadroviny, pro které existuji dostupné polyklonalni nebo monoklonalni protilatky
(EPPO 1999). Nevyhodou DAS-ELISA metody oproti RT-PCR amplifikaci pro diagnostiku
ACLSV je jeji nizsi citlivost. Opakované se potvrdilo, ze pro odbér testovanych vzorku
z ruznych jadrovin a peckovin je dilezity vybér vhodného obdobi, aby byly vysledky testl
spolehlivé. Jako nejspolehlivéjsi obdobi byla stanovena prvni polovina roku, pfedevsim jarni

sezona, kdy se odebiraji vzorky z kvetoucich stroml. V tomto obdobi intenzivniho ristu

se odebiraji vzorky mladych listi a okvétni platky (Svoboda a Polak, 2010).
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Jevi se, ze nejlepsi alternativou je metoda RT-PCR, tedy reverzni transkripce nasledovana
polymerazovou fetézovou reakci, kterd poskytuje vyssi citlivost viici ELISA testu a mize byt
efektivné pouzita pro zpracovani vétsiho poc¢tu vzorkl. Pro detekci ACLSV je mozné vyuzit
rizné varianty a modifikace PCR, jako napiiklad duplex RT-gPCR nebo multiplex RT-PCR.
Multiplex RT-PCR metoda umoziuje béhem jedné reakce amplifikovat vice cilovych tseku,
tudiz je mozné detekovat vice vird soucasn¢ (JaroSova a kol., 2008; Zhao a kol., 2013).
Sekvence izolatat ACLSV jsou vzajemné velmi variabilni, a proto se pro specifickou detekci
ACLSV RT-PCR metodou vyuziva velké mnozstvi raznych para primera (Menzel a kol.,
2002; Spiegel a kol., 2006; Mathioudakis a kol., 2010).

Dale muzeme pfitomnost viru detekovat pomoci dievinnych a bylinnych indikatoru.
Tato metoda je ovSem velmi ndkladnd, protoze je nutné péstovani indikatorovych rostlin
provadét ve sklenicich s kontrolovanou teplotou. Vyuziti je ¢asové naro¢né oproti DAS-
ELISA testu a RT-PCR, jelikoz vysledky jsou ziskavany az po dobé minimalné dvou let
a déle. Nevyhodou je také obtiznéjsi interpretace ziskanych vysledki, protoze ptiznaky
na indikatorech nemusi byt prikazné pro rozliSeni, o ktery virus se jedna a jsou tedy velmi
zavadgjici (Svoboda a Polék, 2010). Jako indikatory se nejéastéji pouzivaji rostliny, u kterych
indikatorem pro ACLSV je merlik cilsky (Chenopodium quinoa), dal$imi bylinnymi
indikatory jsou Chenopodium amaranticolor nebo Nicotiana occidentalis. Dievinné
indikatory jsou Casto voleny podle mista péstovani (sklenik, pole). Mezi né fadime rGzné
odridy Malus sylvestris, Pyronia veitchii, Cydonia oblonga a Malus platycarpa (EPPO, 1999;
EPPO, 2001).

3.5 Molekularni a geneticka charakteristika ACLSV

Uplna sekvence byla prozatim stanovena u 10 izolati ACLSV; ze $vestky (izolaty P863
a PBM1) (German a kol., 1990; Jelkmann, 1996), jablon¢ (izolaty P-205, A4, B6 a MO-5)
(Sato a kol., 1993; Yaegashi a kol., 2007), tteSné (izolat Ball) (German-Retana a kol., 1997)
a broskvoné (izolaty TaTao5, Z1, a Z3) (Marini a kol., 2008; Niu a kol., 2012).

Genom ACSLYV se sklada ze 7474-7561 nukleotidi, kdy 5 a 3" nekddujici oblasti jsou dlouhé
150 a 168 nukleotidii. Genom zahrnuje tii prekryvajici se oteviené Cteci ramce (ORFs) (viz

Obrazek ¢. 2). VSechny ¢teci ramce zacinaji start kodonem AUG a kon¢i stop kodonem UGA.
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ORF 1 kéduje dlouhy polyprotein o velikosti 216 kDa, ktery se podili na replikaci genomu,
ORF 2 (5716-7358 nt) koduje 50 kDa velky protein zajistujici pohyb (,,movement® protein)
a ORF 3 koduje plastovy protein s molekulovou hmotnosti 21 kDa (Yoshikawa a Takahashi,
1988; Martelli a kol., 1994). Tento protein se u ACLSV podili na replikaci, modulaci
symptomtl, pohybu z bunky do buiky, systémovém Sifeni, potlaceni RNA ,umlCovéani*

a tvorb¢ virionu (Callaway a kol., 2001).

Gen virové replikazy, ktery se nachazi v oblasti 150-5798 nt (ORF1), ma 4 hlavni domény,
a to methyl transferazovou, peptiddzovou, doménu virové helikazy a RNA-dependentni RNA
polymerazy (RdRp). Methyl transferaza, ktera se nachazi v oblasti N konce na pozici 59-233,
se podili na tvorbé 5" Cepicky (,,cap*) na 5” konci virové mRNA. Helikaza hraje velkou roli
pfi replikaci RNA viru, stejné jako RNA polymeraza. Mezi methyl-transferazovou
a peptidaizovou doménou se nachazi hyper variabilni oblast (German-Retana a kol., 1997;
Dhir akol., 2013). Byl identifikovan konzervovany hexanukleotidovy motiv UUAGGU
zacinajici na pozici 5565, tedy 145 nukleotidii pfed genem kodujicim ,,movement” protein,
ana pozici 6593, ktera se nachazi 177 nukleotidi pfed genom pro plastovy protein. Tento

motiv je pocateénim mistem transkripce pro obé subgenomové RNA (Komatsu a kol., 2012).

MP protein (ORF2) slouzi k pohybu z bunky do bunky (,,cell-to-cell movement®), a tim
padem i K rozsifeni infekce po rostliné, pomoci plasmodesmat. Pohyb pies plasmodesmata byl
prokazan pomoci elektronové mikroskopie a znafeni zelenym fluorescenénim proteinem
GFP, ktery fuzuje s MP proteinem. Ftze s GFP proteinem ukazala, ze MP protein je spojeny
s mikrotubuly a endoplazmatickym retikulem, které jsou zapojeny do pfesunu MP proteinu
Z mista syntézy v cytoplasmé k plasmodesmatim. Stejné jako vétSina virovych MP proteint
i tento byl na zakladé porovnani sekvenci pfifazen ke skuping ,,30 K* nadceledi, a to diky
pfitomnosti konzervativniho motivu v aminokyselinové sekvenci, tzv. ,,D motivu®“. Oznaceni
»30 K skupiny se vztahuje k MP Tobacco mosaic virus o velikosti 30 kDa. Dale bylo
prokazano, Zze MP protein se v infikovanych tkanich nachéazi fosforylovany.
Tato postranslaéni modifikace je dalSim spoleénym znakem pro vétSinu virovych
»,movement* proteind (German a kol., 1990; Melcher, 1990; Mushegian a Koonin, 1993; Sato
a kol., 1995; Melcher, 2000; Satoh a kol., 2000; Isogai a kol., 2007).
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Obrazek €. 2: Schéma organizace genomu ACLSV (ptevzato z Adams a kol., 2004)

5' Mt Hel Pol CP|_ A 3

Mt - methyl transferaza, Hel - helikaza, Pol - RNA-dependentni RNA polymeraza, MP -,,movement
protein, CP - plastovy protein

vvvvvv

aromatickych aminokyselin. Pomoci elektronové mikroskopie bylo zjisténo, Ze na jednu
otaCku Sroubovice RNA piipada zhruba 10 podjednotek. Tato hodnota byla specifikovana
na9,3 az 9,8 podjednotek na zakladé délky celé castice (720 nm) a délky jednoho zavitu
Sroubovice, tedy 3,8 nm. Z téchto dvou hodnot bylo stanoveno, Ze na celou ¢astici ptipada

asi 190 otacek primarni Sroubovice (Bar-Joseph a kol., 1974).

3.6 Geneticka variabilita ACLSV

Vysokd genetickd variabilita je typicka pro viry jako vysledek strategie potieby piezit
v hostiteli. Tato rozmanitost umoziiuje virim pfizpisobit se podminkdm prostiedi.
Vysledkem toho vznikaji tzv. ,,quasispecies”, tedy velké mnozstvi geneticky rozmanitych
variant stejného viru, které vznikly mutaci (Lauring a Andino, 2010). Pomoci serologickych
a molekularnich metod byla prokdzana vyrazna variabilita mezi ACLSV izolaty z riznych
zdroji. Molekularni charakteristika izolati velmi souvisi s ptivodnimi hostiteli. Bylo zjisténo,
ze genom Apple chlorotic leaf spot virus vykazuje vysokou variabilitu mezi jednotlivymi
izolaty pochazejicimi z Italie, Francie, Polska, Némecka a Mad’arska, kdy se muze lisit od 10
do 20 % v sekvenci nukleotidi. Studie izolati pochazejicich ze stfedomoiskych zemi
(Albanie, Jordansko, Libanon, Turecko a Spanélsko), Ciny, Egypta, Indie a Japonska,
poukazaly na variabilitu v oblasti CP genu. Molekularni charakteristiky byly ziskany z hrusky
piseéné (Pyrus pyrifolia) z Ciny a evropské hrusky (Pyrus communis) z Itdlie a Indie
(Al Rwahnih a kol., 2004; Farrag a kol., 2005; Cai a kol., 2005; Yaegashi a kol., 2007; Zheng
a kol., 2007; Rana a kol., 2010; Song a kol., 2011).

Rozdilnost mezi izolaty z riznych hostitelti je dana variabilitou u tii hlavnich oblasti. Prvni
oblasti je vysoce proménlivy segment na pozici 602-672 nt za doménou methyl-transferazy

ve ¢tecim ramci ORF1, ktery mezi izolaty vykazuje identitu pouze kolem 20 %. DalSimi
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zOénami variability jsou C’koncova c¢ast Cteciho ramce ORF2, u které je variabilita
nerovnomérné rozlozena a u které byly prokdzany pouze malé konzervované oblasti,
a N’ koncova ¢ast ¢teciho ramce ORF3 (German-Retana a kol., 1997). Mezi riznymi izolaty
byla prokazana velka geneticka variabilita v ramci ¢teciho ramce ORF1 (Dhir a kol., 2013).
Dalsi studie byly zaméfeny ptedevSim na charakterizaci CP genu, kdy bylo zjisténo,
ze C’ terminalni  ¢ast plastového proteinu  ACLSV je relativné konzervovana,
ale N” terminalni oblast, ¢aste¢né piekryvajici se s MP oblasti, vykazuje vysokou variabilitu
(Candresse a kol., 1995; Yaegashi a kol., 2007). Rana a kol. (2010), potvrdili, Ze mezidruhova
variabilita v sekvenci aminokyselin je v ramci 5 koncové ¢asti genu kodujiciho plastovy
protein, zatimco 3" konec je vyznamné méné variabilni. Rada izolatd ACLSV z rtiznych zemi
vykazuje alespont 91% sekvencni homologii aminokyselin, coz by naznacovalo, Ze diverzita
¢asti sekvence CP genu mezi izolaty z ovocnych jadrovin je nizka (Al Rwahnih a kol., 2004;
Rana a kol., 2010).

Na zakladé zamén péti aminokyselin v pozicich 40, 59, 75, 130 a 184 byla vytvofena
klasifikace ACLSV izolatl z hostitelt kultivovanych druh@t v ramci CP oblasti, kdy jsou
rozliSovany dvé vysoce konzervativni skupiny. Prvni klastr oznacovany jako typ P205
obsahuje kombinaci aminokyselin Ala®, Val*®, Phe™, Ser’*® a Met'®, zatimco izolaty
obsahujici Ser®®, Leu®®, Tyr", Thr*® a Leu'® byly zatazeny do druhého klastru typu B6.
Kombinace aminokyselin na pozicich 40 a 75, tedy Ala* a Phe’™ nebo Ser*® a Tyr’, hraje
dilezitou roli pfi ucinné replikaci viru v hostitelskych buiikach. Izolaty v ramci klastru B6,
tedy ty, které maji na pozicich 40 a 75 kombinaci serin a tyrosin, jsou mén¢ infekéni. Naopak
kombinace aminokyselin na pozicich 59, 130 a 184 nema piimy vliv na infekci
nebo zavaznost symptomi. Jelikoz aminokyselina na pozici 40 u CP je v oblasti piekryvajici
se s ¢tecim ramcem ORF2, tak mutace v této pozici ma za nasledek zménu aminokyseliny
na pozici 392 u MP. V tomto pfipad¢ nema tato zaména vliv na znamé funkce ,,movement*
proteinu, protoZze C” koncova oblast tyto funkce nepodminiuje. Dal§im zajimavym poznatkem
je, ze aminokyselina na pozici 59 ma vliv narychlost pohybu virové ¢astice béhem

elektroforetické separace (Yaegashi a kol., 2007; Rana a kol., 2010).

Jednou z neznamych je dodnes znalost genetické diverzity viru z okrasnych a divokych druht
hostitel a evolucni vztahy mezi t€émito izolaty a izolaty z péstovanych ovocnych druhi
(Al Rwahnih a kol., 2004). Katsiani a kol. (2014) ve své studii stanovili sekvenci velké ¢asti

CP genu a nepiekladané oblasti 3" konce (3'UTR) izolati z okrasnych a plané rostoucich
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druhd, atyto sekvence pouzili pro srovnani s kulturnimi druhy. Vysledky byly pouzity
pro fylogenetické analyzy a ziskani dal$ich pohledi na faktory ovliviiujici evolu¢ni historii
a epidemiologii ACLSV. Fylogenetické stromy, které jsou podobné lidskym rodokmentm
suvedenymi predky a vziajemnymi vztahy, byly sestavovany pro izolaity ACLSV ziskané
Z riznych druht a riiznych geografickych oblasti. Tyto fylogenetické analyzy ukézaly Casté

sdruzovani do klastrti podle geografického rozsiteni nebo ptivodniho hostitele (Malan, 2015).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

V ramci bakalatské prace bylo pracovano se 4 vzorky listii ziskanych ze stromi z rodu Prunus
domestica. Listy byly odebrany v katastru oblasti obce Sumice a NP Podyji (19. 9. 2014)

(Simkova, 2015). Seznam pouzitych vzork je uveden v Tabulce ¢&. 1.

Tabulka €. 1: Seznam pouzitych vzorkt

Oznaceni vzorku Lokalita sbéru Druh hostitelského stromu
153 Sumice Prunus domestica
154 Sumice Prunus domestica
155 Sumice Prunus domestica
158 NP Podyji Prunus domestica

4.2 1Izolace RNA na oxidu kifremicitém (Silica capture)

Celkova RNA byla izolovana pomoci modifikované metody Silica capture podle Cieslinska
(2004). Vzorky listd byly homogenizovany pomoci homogenizatoru FastPrep-24 (rychlost
5 m/s) po dobu 60 s v pufru PBS-TPO v poméru 1:20, tj. napt. k 0,3 g piidat 6 ml PBS-TPO,

a nasledn¢ centrifugovany po dobu 2 min pii 12 000 rpm.

Do 1,5ml mikrozkumavek byly pfipraveny suspenze smichanim 900 pl pufru L6 a 40 ul
pfipravené suspenze oxidu kiemicitého, které byly nasledné vortexovany a ponechany stat
pod dobu 10 min pii pokojové teploté. Do zkumavek bylo ptfiddno 50 pl centrifugovaného
extraktu a opét bylo vortexovano. Zbytek odebraného extraktu po centrifugaci byl uchovan
ptfi-70 °C. Zkumavky se suspenzi extraktu, oxidu kfemicit¢ho a pufru L6 byly ponechany
pii pokojové teploté¢ po dobu 10 min, a poté byly vortexovany a centrifugovany po dobu
16 s pfi 12 000 rpm. Pomoci vodni vyvévy byl opatrné odstranén supernatant, tak aby nedoslo
k nasani ¢astecek oxidu kiemicitého. K sedimentu ve zkumavce bylo pfidano 900 ul pufru L2
a poté byly zkumavky vortexovany a centrifugovany po dobu 16 spii 12 000 rpm.

Supernatant byl odsat pomoci vodni vyvévy a bylo opakovano promyti pufrem L2. Usazenina
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byla promyta 900 ul 70% vychlazeného ethanolu. Zkumavky byly vortexovany
a centrifugovany po dobu 16 s pii 12 000 rpm, nasledné bylo zopakovano promyti etanolem.
Poté byl sediment promyt 900 ul acetonu. Zkumavky byly opétovné vortexovany
a centrifugovany pii 12 000 rpm po dobu 16 s. Pomoci vodni vyvévy byl opatrné odstranén
supernatant. Oteviené zkumavky byly umistény do termobloku na dobu cca 5 min pii 56 °C
pro vysuSeni usazeného peletu. Pro uvolnéni nukleovych kyselin bylo pfidano 50 pl sterilni
deionizované vody, poté byly zkumavky vortexovany a wuzaviené¢ byly inkubovany
v termobloku po dobu 10 min. Nakonec byly vortexovany a centrifugovany po dobu 16 s
pfi 12 000 rpm. Vodni faze byla pomoci pipety prevedena do novych popsanych 1,5ml
mikrozkumavek, tak aby nedoSlo K poruseni peletu. Koncentrace izolované RNA byla

zmétena pomoci piistroje NanoDrop ND-1000.

4.3 RT-PCR

Pro stanoveni celogenomické sekvence byla pouzita metoda RT-PCR amplifikace
6 piekryvajicich se genomickych segmentt (Niu a kol., 2012) pomoci MyTaq One-Step RT-
PCR kitu. Nejprve byla do 1,5ml mikrozkmavky pfipravena reakéni smés ve sloZeni
jednotlivych slozek (Bioline): 10 ul MyTaq One-Step Mix, 1ul RiboSafe RNase Inhibitor
(10U/ul), 0,5 ul Reverse transcriptase, 0,4 pl “forward” (F) primeru (20 pmol/ul), 0,4 pl
‘reverse’ (R) primeru (20 pmol/ul) a 5,7 pl deionizované vody. Celkové mnozstvi dil¢ich
komponent bylo upraveno s ohledem na mnozstvi analyzovanych vzorki. Ptiprava smési
I pipetovani vzorkd probihalo v lamindrnim boxu za sterilnich podminek. Zkumavky

s jednotlivymi reagenciemi a vzorky RNA byly drzeny na ledu.

Ptipravena RT-PCR reakéni smés byla po 18 ul rozpipetovana do 0,2ml PCR zkumavek.
K reakéni smési bylo pfidano 2 pl izolované RNA, ¢imz vznikl celkovy objem reakce 20 pl
anasledné byly zkumavky vlozeny do termocykleru. PCR reakce probéhla za podminek

uvedenych v Tabulce ¢. 2.

Pro detekci ACLSV byly pouzity kombinace primert pfevzaté z Niu a kol. (2012), uvedené

v Tabulce ¢. 3.
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Tabulka ¢. 2: Obecné podminky RT-PCR reakce pro detekci ACLSV

Faze Cas Teplota (°C) Pocet cyklu
Reverzni transkripce 40 min 45 1x
Pocate¢ni denaturace 1 min 95 1x
Denaturace 10s 95
Hybridizace primerti (Annealing) 10s 44-52 35X
Prodluzovani primert (Extension) 30s 72
Finalni ,,extension* 10 min 72 1x
Tabulka ¢. 3: Sekvence primert pouzitych pro detekci ACLSV
"Annealing”
Oznaceni Sekvence (5'--- 3")
teplota (°C)
ACLSV F1 TGATACTGATACAGTGTACACTCACG -
ACLSV R1 TTGTCAAAGAACCAATCCTTCATGC
ACLSV F2 AAGAAACCTGATGTACAATC 24
ACLSV R2 CTTTTGGTAACCTGCAGGCAT
ACLSV F3 AATGAGGAGTGTTATGACGATGA 47
ACLSV R3 ATCGAACTTTGTTCATCTAT
ACLSV F4 TACTTTTGTCCTAAGGATG 48
ACLSV R4 TGTCGTCCCAACCAAAATG
ACLSV F5 TACCGGATAATTACTACATT 47
ACLSV R5 TGCATCAATTGATATGGACAGT
ACLSV F6 TTCGTTTTCAAGGTCATGCC -
ACLSV R6 TTGATGTTCGGGTCCGAAG
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4.4 Elektroforeticka separace

Produkty RT-PCR reakce byly vyhodnoceny pomoci elektroforetické separace na 1%
agarézovém gelu. Z rozvafeného roztoku agar6zy/TAE bylo odlito 50 ml do pfipravené
kadinky a po mirném zchladnuti byly pifidany 3 pl fluorescenéniho barviva GoodView
(GoodView™ Nucleic Acid Stain) a roztok byl promichan. Piipraveny gel byl nalit
do elektroforetické vani¢ky s vlozenym hiebinkem a ponechan tuhnout po dobu 45 az 60 min
pii pokojové teploté. Poté byl gel ptelit pracovnim roztokem 1x TAE pufru po rysku a byly
vyjmuty hiebinky.

Do prvni jamky byly napipetovany 2 pl standardu molekularni hmotnosti GeneRuler 100bp
Plus DNA Ladder (Thermo Scientific), do dalSich jamek bylo pipetovano po 5 ul jednotlivych
PCR produktt, které byly jiZ smichany s 2 ul roztoku 0,1% bromfenolové modfi.

Elektroforetickd komora byla pfipojena ke zdroji stejnosmérné¢ho proudu pii napéti 80 V
na dobu 45 min, pti které dochéazelo k separaci DNA. Poté byl zdroj odpojen a gel byl vyjmut
z elektroforetické komory. Separované PCR produkty byly vizualizovany a dokumentovany

pomoci UV transluminatoru a dokumentac¢niho zatizeni SynGene.

4.5 Izolace PCR produktii z gelu

Izolace produktu byla provedena pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit, podle postupu
QIAquick Spin Handbook 07/2002, QIAGEN.

Nejprve byl piipraven 1% agardzovy gel, 75 ml tohoto gelu bylo smichano s 5 ul 1% roztoku
ethidium bromidu a nalito do pfipravené elektroforetick¢ vanicky s vlozenymi hiebinky.
Po ztuhnuti gelu byl nalit 1XTAE pufr po rysku a vyjmuty hiebinky. Do prvni jamky byly
napipetovany 2 ul standardu molekuldrni hmotnosti GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific) a do dalSich jamek byly naneseny celé objemy PCR produktd smichané
s3 ul 0,1% bromfenolové modfi. Elektroforetickd separace probihala po dobu 45 min
pii 80 V.

Gel byl po separaci vyjmut z elektroforetické komory a vizualizovan pti 365 nm na UV
transluminatoru, uréenému K vyfezavani z gelu. Pomoci sterilnich jednorazovych skalpelt

byly vyfezavany jednotlivé PCR produkty, které byly vlozeny do pfislusnych oznacenych
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1,5ml mikrozkumavek. Na kazdy vzorek byl pouZzit novy skalpel pro zabranéni kontaminace.
Zvazenim zkumavek s gelem a odeétenim vahy prazdné zkumavky byla zjisténa vaha
vyfiznutého gelu. Podle zjisténych hodnot byl pfidan QG pufr v objemovém poméru 3:1, tj.
pii navazce 100 pg gelu pridat 300 pl pufru. Zkumavky byly inkubovany po dobu 10 min pii
50 °C v dry-bloku, dokud nebyl gel uplné rozpustén. Byl pfidan 1 objem izopropanolu,
tj. pfi navazce 100 pg gelu pridat 100 ul izopropanolu. Poté byly nachystany kolonky
pro izolaci DNA (fialové kolonky vlozené do sbérnych zkumavek), do kterych byly
napipetovany smési z piislusnych zkumavek. Kolonky byly centrifugovany po dobu 1 min
pti 13 000 rpm. Ze sbérnych zkumavek bylo vylito, co proteklo a do kolonek bylo ptidano
500 pl QG pufru. Kolonky byly opét centrifugovany pti 13 000 rpm a nésledné bylo vylito,
co proteklo. Bylo pfidano 750 ul PE pufru a opét nasledoval krok centrifugace, vyliti
a centrifugace. Kolonky byly umistény do novych 1,5ml mikrozkumavek a na stied kolonek
bylo pipetovano 30 ul destilované vody. Zkumavky byly centrifugovany pii 13 000 rpm
po dobu 1 min. Koncentrace izolované DNA byla zméfena pomoci fluorimetru Hoefer DyNa
Quant 200. Izolovana DNA byla dlouhodobé¢ uchovavana v -20 °C.

4.6 Sekvencovani vyslednych produkti

Izolované PCR produkty odpovidajici jednotlivym genomickym fragmentim byly
zaklonovany do plazmidi pGEM-T a nasledné transformovany do bakterii E.coli kmene
DH5a. Z kazdého klonovaného vzorku byly vybrany 3 pozitivni transformované kolonie,
kromé& fragmentu 4, u kterého byly vybrany 4 kolonie. Tyto klony byly pouzZity pro PCR
amplifikaci s pouzitim primert M13F a M13R a sekvenovani. Sekvenacni znaceni bylo
prevedeno pomoci komeréniho kitu Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) dle pokynli vyrobce a vlastni sekvenovani bylo provedeno pomoci
genetického analyzatoru ABI PRISM 3730 na pracovisti UEB, AV CR, Olomouc. Tento

postup byl proveden pracovniky Laboratoie molekularni biologie mikroorganismu.

4.7 Bioinformaticka analyza

Pro sestaveni celogenomické sekvence byly pouzity pouze sekvence ziskané u vzorku 158
a jako referenc¢ni genom byl zvolen genom z P. domestica (NC_001409.1). Vystupy ziskané
po sekvenovani jednotlivych zaklonovanych PCR produkti byly sestaveny do vyslednych
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kontigih pomoci programu SeqMan Lasergene (Dnastar, Inc.). Porovnanim sestavenych
kontigi s referenénim genomem v programu ClustalW v MEGAG byla urcena jejich vzajemna
podobnost. Sekvence vykazujici nejvétsi shodu s referenénim genomem byly pouzity
pro slozeni celogenomické sekvence. Sekvence testovaného izolatu byla pomoci
mnohocetného alignmentu v programu ClustalW v MEGA6 porovnana Se sekvencemi
ACLSV genomu dostupnymi v databazi GenBank, poté byly sekvence zarovnany do bloku.
Bylo zjisténo, které ¢asti Ctecich ramcu byly ziskany a jejich podobnost se sekvencemi
v databazi GenBank byla zjisténa vyuzitim programu BLAST. V ramci jednotlivych ¢tecich
ramci ACLSV byla provedena fylogeneticka analyza neighbor-joining metodou v programu
MEGAG6. Vysledné fylogenetické stromy byly vyzualizovany v programu Tree Explorer
(MEGAG®).

26



4.8 Pouzité chemikalie, Kity, roztoky a jejich sloZeni

4.8.1 Chemikalie

Aceton

Agarose I™

Biotechnology Grade (Ambresco)
Destilované voda a Sterilni deionizovana voda

Izopropanol

4.8.2 Roztoky

0,1 M Tris/Cl: 2,42 g Tris, 160 ml H,O, pH 6,4, doplnit vodou na objem 200 ml

0,1% roztok bromfenolové modti v 30% glycerinu

1% roztok ethidium bromidu ve vodé

1x TAE pufr

70% ethanol

L2 pufr: 60 g guanidin thiokyanat, 50 ml 0,1M Tris, pH 6,4

L6 pufr: 30 g guanidin thiokyanat, 25 ml 0,1M Tris, 5,5 ml 0,2M EDTA, 0,65 g Triton X-100

Oxid kiemicity (SC): 60 g oxidu kiemicitého (Sigma S5631), 0,5 1 H2O, nechat stat pies noc,
po 24 hod odstranit 430 ml tekuté ¢asti nad sedimentem, doplnit vodou na 500 ml
a protfepat, nechat 5 hod sedimentovat, odstranit 440 ml tekuté Casti, zbytek promichat
s oxidem kiemicitym, pfidat par kapek 32% HCI, pro ustaleni pH 2, rozdé€lit do zkumavek
a autoklavovat

PBS: 800 ml H,0O, 8 g NaCl, 7,2 g Na,HPO, x 2 H,0, 0,2 g KH,PO4, 0,2 g KCI, pH 7,4,
doplnit vodou na objem 1000 ml

PBS-T: 100 ml PBS, 0,5 ml 10% roztoku Tween-20

PBS-TPO (pufr pro homogenizaci): 2 g PVP-40, 0,2 g vajeéného albuminu nebo 0,5 g
hovéziho sérového albuminu, pfilit malé mnozstvi PBS-T, doplnit do 100 ml roztokem
PBS-T

4.8.3 Kity a ostatni chemikalie

GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific)
GoodView™ Nucleic Acid Stain

MyTaqg One-Step RT-PCR Kit (Bioline)

Primery ACLSV F1-F6, R1-R6 (Generi Biotech)
QIAqiuck Gel Extraction Kit (QIAGEN)
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4.9 Pouzité pristroje

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

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

Elektroforeticka komutrka HU 10 (Scie-Plas)

Fluorimetr Hoefer DyNa Quant 200 (Amershan Biosciensis)
Homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals)

Laminarni box PV-100 (Telstar)

Mikrovlnna trouba MA 85050 (OTF)

Minicentrifuga Spectrafuge™ MINI (Labnet)

Minicentrifuga Prism™ Mini Centrifuge (Labnet)

NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Pfistroj na tvorbu ledu Icematic F100, Compact Ice flakem (Gemini FV)
Termoblok Mixing Block MB-102 (Bioer)

Termocycler T100™ (BIO-RED)

Termocycler T-Personal (Biometra)

Termocycler T-Gradient (Biometra)

UV transluminator Syngene G:Box - dokumentacni systém GeneSnap (Herolab)
UV transluminator UVT-14 L (Herolab)

Vakuova pumpa XF54 230 50 (Millipore)

Vortex MS2 Minishaker (IKA)

Zdroj stejnosmérného proudu Power Station 300 (Labnet) a MP-250V (BioTech)
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5 VYSLEDKY

V ramci experimentalni ¢asti byly testovany 4 vzorky celkové RNA ze stromi Svestky domaci
(Prunus domestica) infikovanych ACLSV. Tfi vzorky pochézely z katastru obce Sumice
a ctvrty vzorek byl ziskan v NP Podyji. U vSech téchto vzorkl byla provedena detekce viru
ACLSV pomoci RT-PCR amplifikace (Simkova, 2015).

Celogenomicka sekvence ceského izolatu ACLSV byla stanovena na zakladé RT-PCR
amplifikace za pouziti primeri, které byly odvozeny od izolatu P863 ze Svestky (Acc. No.
M58152). Pomoci dvojic primerd F1/R1, F2/R2, F3/R3, F4/R4, F5/RS a F6/R6 byly ziskany
PCR produkty ocekavané velikosti u 3 vzorkli. U vzorkll 154 a 155 byly ziskany pouze
fragmenty: 154 1, 155 2 a 155 6. Proto byl pro sestaveni celogenomické sekvence vybran
pouze vzorek 158, u kterého se podafilo ziskat v§echny amplifikované segmenty (viz Tabulka
¢. 4). PCR produkt 158 1 ziskany pomoci primert F1/R1 m¢l velikost 1283 nt. PCR produkty
158 2 a 158 3 amplifikované pomoci primerd F2/R2 a F3/R3 m¢ély velikost 1479 nt
a 1366 nt. PCR fragment 158 4 byl velky 1504 nt. Fragmenty 158 5 a 158 6 m¢ly velikost
1043 nta 1219 nt (viz Obrazek ¢. 3, Tabulka €. 5).

Tabulka ¢. 4: Detekce ACLSV - ziskané produkty po amplifikaci RT-PCR metodou

Brimer Vzorek | Vzorek | Vzorek | Vzorek
153 | 154 | 155 | 158

F1 | TGATACTGATACAGTGTACACTCACG
RL | TTGTCAAAGAACCAATCCTTCATGC ) * . *
F2 AAGAAACCTGATGTACAATC
R2 CTTTTGGTAACCTGCAGGCAT ° . i '
F3 | AATGAGGAGTGTTATGACGATGA
R3 ATCGAACTTTGTTCATCTAT ) . ] *
Fa TACTTTTGTCCTAAGGATG
R4 TGTCGTCCCAACCAAAATG ) . ] *
F5 TACCGGATAATTACTACATT
R5 TGCATCAATTGATATGGACAGT ) ' ' *
F6 TTCGTTTTCAAGGTCATGCC
R6 TTGATGTTCGGGTCCGAAG ) ' ' i

(,,+: oekavany fragment, ,,-*: zadny produkt, ,,0*: nespecificky produkt)
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Tabulka €. 5: Ocekavané a ziskané velikosti PCR fragmentii izolatu 158 za pouziti primera

F1/R1, F2/R2, F3/R3, F4/R4, F5/R5 a F6/R6

Pouzita dvojice primeru F1/R1 | F2/R2 | F3/R3 | F4/R4 | F5/R5 | F6/R6

Ocekavana velikost sekvence (nt) | 1281 | 1481 | 1363 | 1506 | 1040 | 1217

Ziskana velikost sekvence (nt) 1283 | 1479 | 1366 | 1504 | 1043 | 1219

Obrazek ¢. 3: Piiklad detekce ACLSV pomoci RT-PCR s pouzitim primert F3/R3 a F4/R4
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F3/R3 F4/R4

L: GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder; 1,5: vzorek 153; 2,6: vzorek 154; 3,7: vzorek 155; 4,8: vzorek
158; F3/R3, F4/R4: oznaceni pouzité sady primert

PCR produkty byly Gspésné zaklonovany do plazmida pGEM-T a transformovany do bakterii
E.coli kmene DH5a. Vybrané 3 pozitivni kolonie od kazdého zaklonovaného PCR fragmentu,
u fragmentu 158_4 ctyti kolonie, byly sekvenovany pomoci primert M13F a M13R (viz
Tabulka ¢. 6). Sekvenacni vystupy byly pospojovany do kontigh pomoci programu SeqMan.
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Tabulka €. 6: Pozitivni kolonie zaklonovanych PCR fragmentt izolatu 158

Pouzité kombinace primeru

F1/R1 F2/R2 F3/R3 F4/R4 F5/R5 F6/R6
41
~ 117 2 26 3 31 (M58152/85 %) 5 36 6 51
§ (INB34760/94 %) | (AJ243438/81 %) [(AB326224/82 %) 49 (AJ243438/86 %) (AB060963/84 %)
% 118 2 28 3 33 (M58152/84 %) 5 37 652
S | (M58152/87 %) | (D14996/78 %) (AB326224/82 %) 43 (AJ243438/87 %) | (IN634761/93 %)
E —
>
= 1.19 2 30 3 34 (M58152/84 %) 5 38 653
& | (M58152/86 %) | (D14996/78 %) |(JN634760/93 %) 44 (IN634761/95 %)| (IN634761/93 %)
(M58152/84 %)
Nt| 1283 1481 1366 1504 1043 1219

»X1%“: sekvence ACLSV z databiaze GenBank, se kterymi nase sekvence vykazovala nejvyssi
identitu; ,,Nt*“: ziskana délka sekvence (nt)

Pomoci programu BLAST byla potvrzena piisluSnost sekvenci ziskanych ze vSech pozitivnich
kolonii k ACLSV (viz Tabulka ¢. 6). 3 respektive 4 sekvence ziskan¢ z jednoho PCR
fragmentu (tj. 3-4 kolonie) byly dale porovnany pomoci mnohocetného alignmentu
pro stanoveni variability jednotlivych segmentl. Bylo potvrzeno, ze 3 respektive 4 sekvence
kazdého z PCR produkti nejsou identické, ale vykazuji velkou variabilitu. Mezi sekvenci
158 1 17 a158 1 18 bylo 193 nukleotidovych zamén, mezi 158 1 17 a 158 1 19 bylo
196 zdmén amezi 158 1 18 a 158 1 19 bylo 7 zdmén. Sekvence fragmentu 158 2
se vzajemné liSily tak, Ze mezi sekvencemi 158 2 26 a 158 2 28 bylo 8 zamén, mezi
158 _2 26 a 158 2 30 bylo 10 zamén a mezi 158 2 28 a 158 2_30 bylo 12 zamén. Mezi
sekvencemi 158 3 31 a 158 3 33 bylo nalezeno 5 nukleotidovych zamén, mezi 158 3 31
a 158 3 34 bylo 243 zamén a mezi 158_3 33 a 158_3_34 bylo 244 zamén. Mezi sekvencemi
158_4_1 a 158 4 2 byly 2 nukleotidové zamény, mezi 158 4 1 a 158 4 3 bylo 5 zamén,
mezi 158 4 1 a 158 4 4 bylo 6 zamén, mezi sekvencemi 158 4 2 a 158 4 3 bylo 7 zamén,
mezi 158 4 2 a 158 4 4 bylo 8 zamén a mezi 158 4 3 a 158 4 4 bylo 11 zamén.
U sekvenci 158 5 36 a 158 5 37 bylo napocitano 14 zamén, u 158 5_36 a 158 5 38 bylo
142 zamén a u sekvenci 158 5 37 a 158 5 38 bylo 132 zdmén. Mezi sekvencemi 158 6 51
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a 158 6 52 bylo napocitano 198 zameén, mezi 158 6 51 a 158 6 53 bylo 198 zamén a mezi
sekvencemi 158 6 52 a 158 6 53 bylo 8 nukleotidovych zamén.

Celogenomicka sekvence byla ziskana slozenim dil¢ich sekvenci, a to téch, které vykazovaly
nejvyssi identitu s referenénim genomem NC 001409 z P. domestica. Vysledna sekvence
byla poskladédna z fragmentd 158 1 18, ktery vykazoval identitu 87 % S referen¢nim
genomem NC_001409, 158 2 30 sidentitou 72 %, 158 3 31 sidentitou 82 %, 158 4 1
s identitou 85 %, 158 5 37 s identitou 84 % a 158 6_53, ktery vykazoval identitu 83 %.

V programu SeqMan byly vybrané sekvence pospojovany do vysledné témét celogenomické
sekvence o velikosti 7074 nt. Z databaze GenBank byly ziskany sekvence jednotlivych
ctecich ramct (ORF1 az 3) referencniho genomu a pomoci alignmentu byly pfifazeny
k sekvenci testovaného izolatu 158. Timto pfifazenim bylo zjisténo, které ¢asti ¢tecich ramct
se podatilo osekvenovat (viz Obrazek ¢. 4, 5, 6). Byla ziskana sekvence celého prvniho
¢teciho ramce 0 délce 5655 nt. Ze sekvence druhého c¢teciho ramce (1383 nt) byla ziskana
sekvence o délce 1357 nt. V piipadé tietiho Cteciho ramce byla ziskana sekvence o délce
291 nt z celkové délky 582 nt.

Obrazek ¢. 4: Cteci ramec ORF1 - usek ziskany RT-PCR amplifikaci (oznaGeno &erveng)
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Obrazek ¢. 5: Cteci ramec ORF2 - usek ziskany RT-PCR amplifikaci (ozna¢eno &erveng)
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Obrazek ¢&. 6: Cteci ramec ORF3 - usek ziskany RT-PCR amplifikaci (0zna¢eno ervend)
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Ziskané¢ sekvence jednotlivych ctecich rdmci byly opét porovnany pomoci programu BLAST
s dostupnymi sekvencemi z databdze GenBank. Sekvence prvniho ¢teciho ramce (5655 nt)
vykazovala 83% identitu s evropskym izolatem P863 (Acc. No. M58152), ktery byl ziskan
ve Francii z Prunus domestica a stejnou identitu s ¢inskymi izolaty Z1 (Acc. No. JN634760)
aZ3 (Acc. No. JN634761) z Prunus persica. Sekvence druhého c¢teciho ramce (1360 nt)
vykazovala identitu 93 % s izolatem Z3 (Acc. No. IN634761) a 92 % s izolatem Z1 (Acc. No.
JN634760), které oba pochazi z Ciny z P. persica; ziskana sekvence vykazovala pouze 84%
identitu se zvolenym referen¢nim genomem (Acc. No. M58152). Ziskana ¢ast tietiho ¢teciho
ramce (291 nt) vykazovala 96% identitu s izolatem Z3 a 93% identitu s izolatem Z1 z Ciny
z P. persica a identitu 86 % s francouzskym izolatem P863 (Acc. No. M58152) z P.

domestica.

Provedena fylogeneticka analyza izolatu 158 ACLSV potvrdila, Ze nejbliz§imi piibuznymi
jsou francouzsky izolat P863 (Acc. No. M58152) z Prunus domestica a ¢inské izolaty Z1
(Acc. No. JN634760) a Z3 (Acc. No. JN634761) z Prunus persica.

Cteci ramec ORF1 &eského izolatu o délce 5655 nt vytvoiil spoleénou vétev s izolatem P863
z Francie z Prunus domestica. Dalsimi nejblize pfibuznymi jsou izolaty Z1 a Z3 z Japonska
z Prunus persica, tvorici samostatny klastr (Klastr 1). Druhou skupinu vytvofily indické,
Cinské ajaponské izolaty z Malus domestica (klastr Il). Izolat Ball z Prunus avium
z Mad’arska tvofil samostatnou vétev. Posledni vétev tvofi izolaty z hostiteld Malus
domestica, Pyrus bretschneideri a Crataegus pinnatifida ziskanych z Ciny a Japonska (klastr
I11). Izolat TaTao 5 z USA z Prunus persica vytvofil uplné samostatnou vétev (viz Obrazek ¢.
7).
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Obrazek €. 7: Fylogeneticky strom izolatii ACLSV - ¢teci ramec ORF1
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Izolaty jsou popsany Accession number, oznacenim izolatu, hostitelskou rostlinou a zemi
pivodu. Méfitko predstavuje 0,05 substituci na pozici. Zobrazeny jsou pouze bootstrap
hodnoty > 70. Jako outgroup pouzit izolat Sus2 APCLSV (AY713379.1).

U druhého cteciho ramce ORF2 izolatu 158 o velikosti 1357 nt se vytvotilo podobné vétveni,
jako tomu bylo u ORFI1. Izolat 158 vykazoval vysokou pfibuznost sizolaty Z1 a Z3
z P. persica z Ciny. Do spole&né vétve patfi také i francouzsky izolat P. domestica a izolaty
z M. domestica z Ciny a Japonska (klastr I). Dalsi skupinu tvoii izolaty AC-ind (Indie) a A4
(Japonsko) z M. domestica (klastr II). Japonsky izolat P-205 (M. domestica) vytvoril
samostatnou vétev. lzolaty z hostiteld M. domestica, P. bretschneideri a C. pinnatifida
ziskané z Ciny a Japonska tvorily dalsi vétev (Klastr 111). Izolat z Prunus avium z Mad’arska
piedstavoval samostatnou vétev. Izolat TaTao 5 z USA z P. persica vytvotil spole¢nou vétev

s izolatem Sus2 (APCLSV), ktery byl vybran jako outgroup (klastr 1V) (viz Obrazek ¢. 8).
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Obrazek €. 8: Fylogeneticky strom izolatii ACLSV - ¢teci ramec ORF2
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Izolaty jsou popsany Accession number, oznacenim izolatu, hostitelskou rostlinou a zemi
puvodu. Méfitko predstavuje 0,05 substituci na pozici. Zobrazeny jsou pouze bootstrap
hodnoty > 70. Jako outgroup pouzit izolat Sus2 APCLSV (AY713379.1).

Z fylogenetického stromu tfetiho ¢teciho ramce podle sekvence o délce 291 nt vyplynula
piibuznost &eského izolatu s izolaty z Ciny a Japonska z hostitelskych rostlin M. domestica
a P. persica (klastr ). Druhou skupinu tvoii japonské izolaty z M. domestica (klastr II). Izolat
AC-ind (Indie) z M. domestica se vyvétvil samostatn€. Posledni vétsi vétev vytvotily izolaty
z M. domestica, P. bretschneideri a C. pinnatifida pochazejicich z asijskych zemi (Indie,
Japonsko a Cina) (klastr II1). Izolaty Ball z P. avium z Mad’arska a P863 z P. domestica
z Francie vytvorily zcela individualni vétve. Izolat TaTao 5 z USA z P. persica vytvortil
spolecnou vétev s izolatem Sus2 APCLSV, stejné jako tomu bylo u fylogenetického stromu
¢teciho ramce ORF2 (klastr 1V) (viz Obrazek ¢. 9).
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Obrazek €. 9: Fylogeneticky strom izolati ACLSV - ¢teci rimec ORF3
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Izolaty jsou popsany Accession number, oznacenim izolatu, hostitelskou rostlinou a zemi

w s

puvodu. Méfitko predstavuje 0,05 substituci na pozici. Zobrazeny jsou pouze bootstrap
hodnoty > 70. Jako outgroup pouzit izolat Sus2 APCLSV (AY713379.1).

Z fylogenetickych stromi izolath ACLSV zpracovanych pro jednotlivé ¢teci rdmce vyplyvala
jista hostitelska i geograficka specifita. Izolaty ACLSV infikujici jabloné (Malus spp.)
a broskvoné (P. persica) tvotily jednotlivé klastry podle pivodniho hostitele. Stejna situace
byla pozorovana v ramci izolati z Japonska a Ciny, u kterych taktéz doslo k rozdéleni
do zfetelnych vétvi podle geografického rozsiteni. Vyjimku u rozdéleni podle hostitelské
specifity predstavovaly izolat MO-5 z Malus domestica, izolat JB z Pyrus bretschneideri
aizolat SYO1 z Crataegus pinnatifida, které vytvotily spole¢nou vétev u fylogenetickych

stromu v$ech étecich ramcu.
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6 DISKUZE

Apple chlorotic leaf spot virus je rozsifen téméf po celém svété, piedevsim v oblastech,
kde se komercné péstuji ovocné druhy peckovin a jadrovin. Mezi nejbéznéjsi hostitele patii
pfedev§im jablon€, u kterych byl tento virus poprvé detekovan. Infekce virem byla
zaznamenana u fady zastupci Celedi Rosaceae. Na tuzemi Ceské republiky byl zaznamenan
vyskyt ACLSV piedev§im u jabloni, oproti tomu u Svestek a slivoni byl virus detekovan
jen vyjimecné. V tadé ptipada se jedna spiSe o smésné infekce s jinymi viry (Németh, 1986;
Yoshikawa, 2001; Rana a kol., 2010; Svoboda a Polak, 2010). V ramci experimentu byl virus

detekovan u 3 testovanych vzorki z kulturnich $vestek (P. domestica).

U ACLSV byl popsan vysoky stupeni genetické variability mezi izolaty z riznych hostiteld
ariznych zemi, jako disledek ptizpisobovani se hostiteli a podminkam prostiedi. Vysoka
variabilita byla popsana u n¢kolika oblasti genomu a zaroven byla popsana i konzervativni
mista. Byla charakterizovana variabilita u 3 oblasti, a to u segmentu na pozici 602-672 nt
za methyl transferazové domény ORFI1, C’ koncové ¢asti rdimce ORF2 a N” koncové ¢asti
ramce ORF3. Soucasné byla sledovana celkové vysoka variabilita v sekvenci ORF1 mezi
izolaty ACLSV. U ¢teciho ramce ORF3 bylo prokazano, ze N konec je velmi variabilni,
zatimco C’ konec vykazuje pomérné konzervovanou sekvenci. Na pozicich 5565-5570
a 6593-6598 byl identifikovan konzervovany hexanukleotidovy motiv UUAGGU (German-
Retana a kol. 1997; Al Rwahnih a kol., 2004; Lauring a Andino, 2010; Rana a kol., 2010;
Komatsu a kol., 2012; Dhir a kol., 2013). U izolatu 158 byla pozorovana celkova variabilita
vzhledem Kk referenénimu genomu, a to 18 %. U prvniho ¢teciho ramce byla variabilita
pomérné vysoka, piesnéji 19 %. U oblasti za methyl transferazovou doménou byla variabilita
13 %. Sekvenovanim nebyla ziskana celd C” koncové oblast ORF2, proto bylo mozné pouze
zCasti ohodnotit variabilitu. Variabilita u N” konce ORF3 se shodovala s popsanymi poznatky,
ale C" konec nebylo mozné porovnat stejné, jako tomu bylo u ORF2. Hexanukleotidovy
motiv UUAGGU byl nalezen na pozicich 5573-5578 a 6601-6606, tedy vzdy posunut

0 6 nukleotidi oproti publikovanym informacim.

Kombinace aminokyselin na pozicich 40, 59, 75, 130 a 184 u CP genu dala vznik Klasifikaci
izolatt ACSLV na dvé konzervované skupiny. Klastr P205 obsahuje kombinaci aminokyselin
Ala4°, Val®, Phe™, Ser'®® a Met'®* a klastr B6 zahrnuje izolaty s kombinaci Ser4°, Leusg,
Tyr”, Thr*¥®® a Leu™* (Yaegashi a kol., 2007). Translaci nukleotidové sekvence ORF3 izolatu

158 do sledu aminokyselin bylo ziskano vlakno o 97 aminokyselinach, proto byly porovnany
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pouze pozice 40, 59 a 75. Na pozici 40 byl koédovan glycin (Gly), coz neodpovidalo
ani jednomu z popsanych typt. Pozice 59 a 75 obsahovaly leucin (Leu) a tyrosin (Tyr),

coz by naznacovalo pfislusnost izolatu 158 k typu B6.

Celkova genetickd variabilita mezi izolatem 158 a referencnim genomem byla vysoka.
Variabilita mezi témito dvémi sekvencemi byla 18 %. Tato hodnota odpovidala zjisténym
hodnotam variability (10-20 %) mezi izolaty z riznych zemi (Al Rwahnih a kol., 2004).
Mezi testovanym izolatem a referen¢nim genomem bylo celkem 1291 nukleotidovych zamén.
Jak bylo zminéno vySe, variabilita u ¢teciho ramce ORF1 byla 19 %, tedy 1077 zamén.
U ¢teciho rdmce ORF2 byla variabilita 16 %, konkrétné 222 nukleotidovych zamén. Sekvence
¢teciho ramce ORF3, dlouha 291 nt, vykazovala 14% (41 zamén) variabilitu vuéi
referenénimu genomu. Na bazi aminokyselin byla celkova variabilita 37 %, tedy pomérné
vysoka. Aminokyselinové slozeni u ¢tecitho rdamce ORF1 se liSilo od referenéniho genomu
0 10 %. Variabilita sledu aminokyselin u ¢teciho ramce ORF2 byla 14 % a u ¢éteciho ramce
ORF3 byla 12 %. V piekryvajicich se oblastech jednotlivych PCR fragmenti byly
nukleotidové zamény, ale sled aminokyselin byl méné variabilni, coz bylo zptsobeno

vyskytem tichych mutaci.

Fylogeneticka analyza celogenomické sekvence izolatu 158 a dostupnych sekvenci z databaze
GenBank potvrdila jiz zjistény vysoky stupen genetické variability. Jednotlivé fylogenetické
stromy se svym rozvétvenim od sebe liSily, pfedev§im dendrogram pro ¢teci ramec ORF1
od dendrogramti pro éteci ramce ORF2 a ORF3. Zatimco fylogeneticka analyza ¢teciho ramce
ORF1 ukézala, Ze nejbliz§im piibuznym k eskému izolatu 158 je francouzsky izolat P863
z Prunus domestica, u fylogenetickych stromt pro ¢teci ramce ORF2 a ORF3 se Cesky izolat
vyvétvil do spoleéné vétve s Cinskymi izolaty Z1 a Z3 z Prunus persica. U fylogenetického
stromu ¢teciho ramce ORF3 dokonce izolat P863 vytvoril zcela samostatnou vétev, oddélenou
od ostatnich izolatd. Sekvence ¢tecich ramcti ORF2 a ORF3 u amerického izolatu TaTao 5
vykazovala ptibuznost s izolatem Sus2 APCLSV, ktery byl pouzit jako outgroup. Moznym
vysvétlenim pro tato riznd rozvétveni u jednotlivych c¢tecich ramctli je rekombinace mezi
rekombinaci u viri z Celedi Betaflexiviridae, jakozto pomérné castych procestt v ramci
evoluce RNA virti. Bylo také navrzeno mozné spojeni téchto rekombinaci s uspéSnou adaptaci

na nové hostitelské druhy (Worobey a Holmes, 2000; Marais a kol., 2015).
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vvvvvv

sekvenci dlouhych 289 bp ukazovalo na zietelné rozdéleni izolatd do jednotlivych vétvi podle
pivodnich hostiteld (Simkova, 2015). Francouzsky izolat P863 zPrunus domestica
byl i pfi této analyze jednim z nejvice piibuznych izolata pro izolat 158. Izolaty Z1 a Z3
oproti tomu nevykazovaly zadnou blizsi ptibuznost s ¢eskymi izolaty. Dalsi vétveni bylo
taktéz odlisné, kdy naptiklad izolaty SYO1 z Crataegus pinnatifida a Ball z Prunus avium

vvvvvv

bylo u analyzy celogenomickych sekvenci.

Zjisténa hostitelska a geograficka specifita byla vysokd, protoze u ziskanych fylogenetickych
stromi doSlo k vytvofeni samostatnych vétvi podle ptivodnich hostiteld i geografického

rozsifeni.
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7 ZAVER

V ramci bakalaiské prace byla sestavena téméi kompletni celogenomicka sekvence Apple
chlorotic leaf spot virus. Ziskana sekvence méla délku 7074 nt pokryvajici 94 % z celkové
délky sekvence referencniho genomu (NC _001409). Byla ziskédna celd sekvence prvniho
¢teciho ramce, témér cela sekvence ¢teciho ramce ORF2 (98 %) a 50 % ze sekvence Cteciho
ramce ORF3. Drive popsana variabilita genomu u raznych izolatd byla pozorovédna také
u ¢eského izolatu. Byla potvrzena variabilita pouze u dvou ze tii hlavnich oblasti genomu,
protoze C” koncovou oblast ,,movement* proteinu se nepodarilo ziskat. Fylogeneticka analyza
ukazala na piibuznost Ceského izolatu s francouzskym izolatem z Prunus domestica
a s ¢inskymi izolaty z Prunus persica. Vysledky potvrdily vysokou variabilitu izolath ACLSV
na urovni hostitelské i geografické specifity a naznacily mozZnost rekombinaci mezi izolaty.
Tyto vysledky ukazuji na dal$i moZnosti studia ACLSV analyzovanim rekombinaci mezi
izolaty, které by mohly pfinést novy pohled na evoluci ACLSV. DalSim krokem
pro kompletni analyzu genomu ACLSV je ziskani druhé ¢asti sekvence ¢teciho ramce ORF2

a 3" neprekladané oblasti pomoci 3' RACE PCR.
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