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ABSTRAKT

Little cherry virus 1 (LChV1) z ¢eledi Closteroviridae je patogen dievin rodu Prunus,
u kterych je jednim z ptivodcti choroby zvané little cherry disease. Virus je rozsifeny po
celém svété a jednotlivé izolaty mezi sebou vykazuji vysokou variabilitu. Tato bakalatska
prace se zaméfila na molekularné genetickou charakteristiku LChV1 izolatu AIm138,
ktery byl zisk&n z mandloné obecné (Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb) vykazujici
pfiznaky little cherry disease. Ziskana celogenomova sekvence LChV1 izolatu byla
16 928 nt dlouha a obsahovala 8 otevienych ¢tecich ramcu, které byly v souladu se
strukturou genomu tohoto viru. Porovnanim této sekvence s genomy dostupnymi
v databazi GenBank vykazoval izolat Alm138 nejvyssi identitu v nukleotidové sekvenci,
96,2%, 92,1% a 91,9%, sizolaty Aprl84R (Acc. No. MN242219), Kyoto-2
(MG934545) a BJ (MK775591). Piibuznost téchto izolatd potvrdila fylogeneticka
analyza genomové sekvence a genti pro RdRp, HSP70h a CP, kterd izolat Alm138
zafadila do jiz diive popsané fylogenetické skupiny G35, spoleéné s LChV1 izolaty
Aprl84R, Kyoto-2, BJ a LVV27S2 (LC523023).
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SUMMARY

Little cherry virus 1 (LChV1) from a family Closteroviridae is a pathogen of Prunus
species in which he is one of a causal agents of little cherry disease. LChV1 is
a widespread virus and its isolates exhibit high genetic diversity. This bachelor thesis
focuses on molecular genetic characteristic of LChV1 isolate AIm138 infecting almond
(Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb) that was showing symptoms of little cherry disease.
The LChV1 Alm138 genome sequence obtained was 16 928 nt in length and it contained
eight open reading frames, which were consistent with the genome structure of this virus.
Comparing this sequence with genomes available in GenBank database showed highest
identity at the complete genome level of 96,2 %, 92,1 % and 91,9 % with LChV1 isolates
Aprl84R (Acc. No. MN242219), Kyoto-2 (MG934545) and BJ (MK775591). Close
relation of these isolates was confirmed by phylogenic analysis of genome sequence and
genes coding RdRp, HSP70h and CP, which grouped AIm138 isolate into described
phylogenic group G5 together with LChV1 isolates Aprl84R, Kyoto-2, BJ and LV27S2
(LC523023).
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1 UVvOD

RNA viry patii mezi vyznamné patogeny ovocnych dievin, které kazdorocné zpiisobuji
na celém svété vyrazny pokles ve vynosech ploda a negativng tak ovliviiuji hospodarskou
produkci. Vyznamnou virovou chorobou peckovin rodu Prunus je maloplodost tée$ni
avisni (little cherry disease), ktera je zptsobena infekci viry Little cherry virus 1 a 2
a Western X-disease fytoplazmou. Choroba se nejintenzivnéji projevuje u tfeSni a visni,
u nichz byla i ptivodn¢ identifikovana. Jeji projevy jsou znatelné predev§im na plodech
a listech, které jsou malé, svrastélé a bez chuti, a proto jsou trzné zcela nepouzitelné. Little
cherry virus 1 a 2 nalezi do Celedi Closteroviridae (+)sSRNA virt, ale pfisluseji do
odli$nych rodl. Ackoliv byl plivodce této choroby ptivodné identifikovén pouze u tiesné
obecné a visné obecné, v uplynulych patnécti letech byla prokazéana infekce také dalSich
hostitelti rodu Prunus, napt. mandloné obecné, meruiiky obecné, broskvoné obecné nebo
slivoné $vestky. Studie little cherry virus 1 izolatt ukazuji zna¢nou genetickou variabilitu.
Z epidemiologického hlediska je klicové tyto izolaty dale detailné studovat s cilem

tomuto viru a jeho epidemiologii Iépe porozumét.



CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe shrnujici aktualni poznatky o Little cherry virus 1
s diirazem na molekularné-genetickou variabilitu zndmych izolatl infikujicich rtizné
hostitele r. Prunus.

Zvladnuti technik vhodnych pro molekularné genetickou analyzu ss(+)RNA virt:
Izolace nukleovych Kkyselin, RT-PCR, konven¢ni Sangerovo sekvenovani,
bioinformaticka analyza sekvenc¢nich dat.

Charakterizace izolatu viru infikujiciho mandlon pomoci RT-PCR a Sangerova
sekvenovani.

Analyza ziskané genomické sekvence atypického mandlonového izolatu a jeho
srovnani se zndmymi izolaty LChV1 viru, vyhodnoceni genetické variability na

urovni kompletni sekvence a jednotlivych ORF, fylogeneticka analyza.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Little cherry disease

Maloplodost tiesni a visni, little cherry disease (LChD), je zavazna choroba infikujici
zastupce rodu Prunus. LChD byla poprvé pozorovana u tiesné obecné (Prunus avium (L.)
L.) roku 1933 v tiesnovych sadech v Kootenay Valley v kanadské provincii Britska
Kolumbie (Foster et Lott, 1947). Béhem 15 let zde doslo k infekci téméF vSech tfeSni
aV dusledku toho v prib¢hu dalsich 30-ti let (1949—1979) klesla produkce plodi az
0 90 %, z 680 tun vyprodukovanych plodi ro¢né na 68 tun. LChD méla negativni dopad
na produkci tfesni i na zapadé USA ve staté Washington a zavazna epidemiologicka
situace byla i v devadesatych letech minulého stoleti v Evropé v Némecku (Welsch, 1976;
Slykhuis et al., 1980; Bdttner et al., 1994; Bajet et al., 2008).

Nejsilngjsi symptomy LChD lze pozorovat u okrasnych ¢i hospodaiskych ties$ni a visni.
U infikovanych stroma jsou patrné malé, Spi¢até, nedokonale zbarvené plody, které
postradaji sladkou a kyselou chut’ a nedozravaji. Na konci léta se svrchni ¢ast lista barvi
do Cervena az bronzova, zilky si zachovavaji zelenou barvu, a vytvafi se tak chloroticka
mozaika. Ptiznaky LChD se objevuji u kultivart s rozdilnou intenzitou. Nejnachylnéjsimi
kultivary jsou Lambert a Bing (Welsch, 1976; WSU Tree Fruit, 2021).

Little cherry disease je zptisobena infekcei viry little cherry virus 1 (LChV1) a little cherry
virus 2 (LChV2), které se mohou Vv hostiteli vyskytovat individualné, nebo spole¢né,
a Western X-disease fytoplazmou. Patogeny LChV2 a Western X-disease fytoplazma
vyvolavaji u hostitele silné symptomy, které si jsou navzajem velmi podobné a diive od
sebe nebyly odlisovany. Oproti tomu LChV1 sam o sobé nevyvolava zadné nebo mirné
ptiznaky, v hostiteli je tak v latentni fazi. Ve smésné infekci ovSem mize utlumovat
nepfiznivy ufinek LChV2. Asymptotické stromy piedstavuji riziko v podobé
nevédomého Sifeni tohoto patogenu na dalsi hostitele (Matic et al., 2009a; Schroeder et
Petruschke, 2009; Candresse et al., 2013; Glasa et al., 2015; Katsiani et al., 2015, 2018b;
WSU Tree Fruit, 2021).

LChV1, LChV2 i Western X-disease fytoplazma jsou z infikované rostliny ptenosné
vegetativné roubovanim, little cherry virus 2 a Western X-disease fytoplazma jsou

prenosné i hmyzem. U LChV2 se jednd o hmyz z ¢eledi ¢ervcoviti (Pseudococcidae),



kam patii napt. Cervec javorovy (Phenacoccus aceris) nebo Pseudococcus maritimus,
u Western X-disease fytoplazmy je to hmyz zceledi ktiskoviti (Cicadellidae),
napi. Colladonus montanus nebo Euscelidius variegatus. Eliminace hmyzich vektort
Vv napadené oblasti je klicova a obvykle se jedna o prvni nutny krok ve snaze o zabranéni
Sifeni patogenu. V soucasné dob¢ neni znam ptirozeny vektor LChV1. V kontrolovanych
podminkach skleniku se v8ak podafilo z infikované tfe$né obecné ptrenést LChV1 na
bylinu Nicotiana occidentalis pomoci parazitické kokotice evropske (Cuscuta europaea),
ktera slouzila jako vektor. Po 6 mésicich vykazovala puvodné zdrava Nicotiana
occidentalis zakrnély rist a mé¢la zatoCené listy se zarudlymi okraji a zilkami. Pfitomnost
LChV1 byla nasledné potvrzena pomoci RT-PCR. Pokusy o siteni LChV1 mezi hostiteli
mechanickym pfenosem, pifipadné pomoci semen, nebyly uspé$né. Touto cestou tedy
virus s nejvétsi pravdépodobnosti Sifitelny neni (Jensen, 1969; Raine et al., 1986;
Jelkmann et al., 2010; Mekuria et al., 2013; Fuchs et al., 2020; WSU Tree Fruit, 2021).

3.2 Taxonomické zarazeni LChV1

LChV1 se fadi do ¢eledi virt Closteroviridae, kam patii 56 virovych druht, napadajicich
celou $kalu hospodatskych ¢i okrasnych rostlin, napf. citrusy, brambory, salat, tfeSn¢ a;.
Morfologie virovych €astic zastupct této Celedi byla inspiraci pro jeji jméno, které je
odvozené z feckého slova kloster a preklada se jako vldkno &i nit. Celed’ byla ustanovena
na virologickém kongresu roku 1996 a dnes zahrnuje 4 rody: Closterovirus, Crinivirus,
Ampelovirus a Velarivirus. Do jednotlivych rodd jsou viry rozfazovany na zakladé
stanovenych kritérii, kterymi jsou: délka virionu, pocet a organizace otevienych ¢tecich
ramci, fylogenetickd analyza gend pro RNA-dependentni RNA polymerazu, HSP70h
a plastového proteinu, pocet genomovych RNA a existence, piip. druh vektora.
LChV1 nebyl do roku 2012 taxonomicky ukotven v zadném rodu, kdy byl na zaklade
molekularné biologickych odliSnosti od ostatnich virG této celedi zafazen do nové
vytvoieného rodu Velarivirus spolu s Grapevine leafroll-associated virus 7 (GLRaV7)
a Cordyline virus 1 (CoV1). Jméno rodu je odvozeno z latinskeho slova velare, coz
znamena ,,SKryty* nebo ,,zahaleny®, viry patfici do tohoto rodu nezptisobuji pti infekci
svého pfirozeného hostitele zadné zjevné priznaky choroby. Dnes do tohoto rodu patii
7 virovych druhii; mimo uvedenych LChV1, GLRaV7 a CoV1 také Cordyline virus 2,

Cordyline virus 3, Cordyline virus 4 a Areca palm velarivirus 1. Druhy virus asociovany



s LChD, Little cherry virus 2, se tadi do téze ¢eledi, ale do rodu Ampelovirus (Pringle,
1996; Jelkmann et al., 2012; Martelli et al., 2012; Fuchs et al., 2020).

3.3 Biologické vlastnosti a roezsiieni LChV1

Little cherry virus 1 byl poprvé popsan v Némecku v disledku zkoumani maloplodosti
tieSni a visni a byl oznaéen za puvodce této choroby (Keim-Konrad et Jelkmann, 1996).
Pavodné se vétilo, ze okruh hostiteld LChV1 neni nijak velky a zahrnuje pouze tresen
obecnou a visenl obecnou, nové&jsi studie ovsem prokézaly, Ze tento virus ve skute¢nosti
infikuje také jiné zastupce rodu Prunus, napf. slivon $vestku (Prunus domestica L.),
broskvon obecnou (Prunus persica (L.) Batsch), mandlon obecnou (Prunus dulcis (Mill.)
D. A. Webb) nebo sakuru ozdobnou (Prunus serrulata Lindl.) (Matic et al., 2007, 2009a;
Candresse et al., 2013; Lim et al., 2015; Katsiani et al., 2018b). V nedavné dob¢ byl
hostitelsky okruh rozsiten i o meruitku obecnou (Prunus armeniaca (L.) L.) (Safatova et
al., 2017a).

Jak jiz bylo zminéno dfive, u hostitelskych rostlin LChV1 vétsinou nevyvolava zadné
pfiznaky LChD, vroce 2020 byla ovSem zaznamenéana infikovana mandlon obecna
s chlorotickymi mozaikami na listech typickymi pro LChD (Safafova et al., 2020)
a u sakury ozdobné byl LChV1 identifikovan jako pivodce dalSich chorob, konkrétné
"Kwanzan stunting syndrome” a “Shirofugen stunt disease”. Infikované sakury
vykazovaly opozdény vyvoj pupent, maly vzrust a deformaci listd i celé rostliny,
snizenou vitalitu rostlin, nekrozu cévnich svazka a infekce obvykle kon¢ila thynem celé

rostliny po nékolika vegetacnich cyklech (Matic et al., 2009a; Candresse et al., 2013).

Pro LChV1 je typicky tkanoveé specificky tropismus. Jeho vyskyt a replikace je omezena
na sitkovici, floémovy parenchym a doprovodné buiiky. Po infekci dochazi ve floému ke
vzniku specifickych cytoplazmatickych agregatti virovych castic, které se prolinaji
s membranovymi vacky odvozenymi z endoplazmatického retikula, pfipadné
z mitochondrii. Koncentrace virovych c¢astic ve floému infikované rostliny neni
v pribéhu roku konstantni, ale kolisa. Nejvétsi koncentrace byla naméfena na zacatku
jara, v dubnu, v nové vyrostlych vétvich a listech. Pies 1éto hladina ¢astic stiidave klesala
a stoupala, rapidni pokles nastal za¢atkem zimy a trval az do inora (Bar-Joseph et al.,

1979; Katsiani et al., 2018b; Fuchs et al., 2020).



Diky obchodu s okrasnymi tfe$némi, ve kterych muaze byt LChV1 v latentni formé,
se virus v infikovaném rostlinném materialu mtze $ifit az na velké vzdalenosti (Jelkmann
et Eastwell, 2011; Jeger et al., 2017). Dnes je little cherry virus 1 rozsifeny téméf po
celém svété. Byl zaznamenéan v Evropé v Belgii (Tahzima et al., 2017), Ceské republice
(Ludvikova et Suchd, 2011), Francii (Marais et al., 2016), Mad’arsku (Barath et al., 2018),
Némecku (Keim-Konrad et Jelkmann, 1996), Polsku (Komorowska et Cieslinska, 2004),
Rumunsku (Zagrai et al., 2018), Recku (Elena et al., 2008), Slovensku (Glasa et al.,
2015), Spanélsku (Ruiz-Garcia et al., 2016), Italii (Matic et al., 2007), ale i ve Svycarsku,
Nizozemsku a Velké Britanii (Vitushkina et al., 1997). V Asii byl detekovan v Japonsku
(Isogai et al., 2004), Ciné (Wang et al., 2016), Jizni Koreji (Lim et al., 2015), Turecku
(Serce etal., 2011) a Indii (Nagar et al., 2009). Objevil se ale i v Chile (Fiore et al., 2018),
USA (Sabanadzovic et al., 2005) nebo na Novém Zélandu (Fry et Wood, 1970). Nedavno
byl LChV1 poprvé detekovan také v Austrélii (Kinoti et al., 2020) a v Africe v Maroku
(Tahzima et al., 2019).

3.4 Morfologie LChV1

Morfologie virionu Little cherry virus 1 odpovida obecnému popisu viriont zastupct
¢eledi Closteroviridae, od zastupct jinych rodi se morfologicky lisi pfevazné délkou
virionu a velikosti genomu. Virion zastupci ¢eledi Closteroviridae dosahuje délky
650—2 200 nm a velikost genomu se pohybuje v rozmezi 13 000-20 000 nukleotidy.
V porovnani s ostatnimi RNA fytoviry je genom piimo ,,0bfi“. Obecné mezi pozitivnimi
RNA viry se closterovirim mohou velikosti genomu rovnat pouze zvifeci coronaviry

a toroviry (Agranovsky, 1996; Fuchs et al., 2020).

LChV1 viriony piedstavuji neobalena, spiralovité konstruovana vlakna, ktera jsou dlouha
1 5001 700 nm. Ve floému infikovaného materialu se v elektronovém mikroskopu jevi
jako sestihranné, vlaknité Castice Siroké 12 nm. Obsahuji jedinou monopartitni linearni
pozitivné orientovanou jednovlaknovou molekulu RNA, ktera tvoii 5-6 % celkové
hmotnosti ¢astice. Té€lo virionu je tvofeno dvéma typy plastového proteinu, hlavnim
plastovym proteinem (CP) a vedlejsim "minor” plastovym proteinem (CPm). CP tvoii
téméf celé télo virionu a chrani genomovou RNA. Na jednu oto¢ku RNA Sroubovice
ptipada asi 10 proteinovych podjednotek CP, které molekulu RNA obtaci a zapouzdiuji,
sttedovy prostor s RNA je 3—4 nm S$iroky (viz obrazek 1). CPm na 5-konci RNA



zapouzdiuje oblast velikou asi 600—700 nukleotidi a vytvati tak 75—100 nm dlouhy
utvar, ktery dostal oznaCeni ocas (z anglického “tail”). Diky tomu pfipominaji viry
z Celedi Closteroviridae v elektronovém mikroskopu chiestySe (z angl. “rattlesnake”)
a Casto jsou timto slovem i oznacovani. CPm slouzi k mezibuné¢nému pohybu viru
(Dolja et al., 1994; Keim-Konrad et Jelkmann, 1996; Karasev, 2000; Alzhanova
et al., 2001; Matic et al., 2009a; Agranovsky, 2016; Fuchs et al., 2020).

V prostiedi s vysokou koncentraci soli je virion nestabilni, je vSak rezistentni vuci
organickym rozpoustédlam. Virion neni schopny virovou RNA ochranit pted pasobenim
RNas, chelataénich ¢inidel a vysokych teplot. K inaktivaci viru dochazi pfti teplotach
okolo 4555 °C (Fuchs et al., 2020).

Genom LChV1 je veliky 16—17 kb, izoldtem LChV1 s nejdelsim genomem je noveé
popsany australsky izolat LV16 (Acc. No. LC523021) o délce 16 975 nukleotidi (Kinoti
et al., 2020). Na 3"-konci RNA nedochazi k polyadenylaci a neni zde ani zadna struktura
podobna tRNA. Vytvaii se zde nékolik vlasenek a tzv. pseudouzll, které formuji
“cis-acting” RNA struktury. Tyto struktury hraji nepostradatelnou tlohu pfti virové
replikaci nebo pii ribosomalnim sklouznuti (“frameshift”). Na 5 -konci RNA vl&kna se
vytvaii methyl guanosinova éepicka (Agranovsky, 2016; Fuchs et al., 2020).

Obrazek 1: Schematicka struktura virionu Closteroviridae (zdroj: ViralZone, 2021).

3.5 Organizace genomu LChV1

Monopartitni genom LChV1 je tvofen linearni ss(+)RNA, kterd mé osm otevienych
¢tecich rdmcti (ORF) a koduje deset proteinti, genom je schematicky znazornén
na obrazku 2. Struktura genomu LChV 1 byla poprvé popsana u némeckého izolatu UW2

(Acc. No. NC_001836), ktery se roku 1997 stal prvnim sekvenovanym izolatem little



cherry virus 1 na svét¢, a organizaci genomu se od ostatnich izolatd LChV1 ptili§ nelisi
(Keim-Konrad et Jelkmann, 1996; Jelkmann et al., 1997).

Genom izolatu UW2 dosahuje velikosti 16 934 nukleotidi. 5 a 3" nepiekladané oblasti
(UTR) jsou dlouhé 76 a 206 nukleotidd. Prvni ¢teci ramec ORF 1 se déli na 1a a 1b.
ORF 1a zac¢ina iniciaénim kodénem AUG Vv pozici 77 nt a je ukoncen stop kodonem UGA
v pozici 6 981. Kdduje 2 301 aminokyselin dlouhy polypeptid se specifickymi doménami
pro “papain-like” protedzu (PLP), methyltransferdzu (MET) a RNA helikazu (HEL).
Methyltransferdza metylaci RNA na 5” konci vytvari methyl guanosinovou céepicku.
ORF 1b zac¢ina v pozici 6 951 nt a 0 deset triplett se prekryva s koncem ORF 1la, kon¢i
v pozici 8 498 stop kodénem UAA. Koduje 515 aminokyselin dlouhy protein obsahujici
konzervativni doménu pro RNA-dependentni RNA polymerdzu (RdRp). K expresi
ORF 1b dochazi pouze v piipadé 0/+1 posunu/sklouznuti (“frameshiftu”) ribozomu pfi
translaci v mist¢ ORF la stop kodonu UGA o jeden nukleotid doprava, ¢imz ,,zmizi*
triplet, ktery by znamenal ukonceni translace. Transla¢ni apardt plivodni sekvenci
GUU_UGA_C precte jako GUU_UGC . Po translaci tedy vznikaji dva polyproteiny,
jeden s doménami pro PLP-MET-HEL a druhy, vétsi fuzni polyprotein o velikosti
2 807 aminokyselin, zahrnujici domény PLP-MET-HEL-RdRp. Porovnanim frekvence
vzniku polypeptidu la expresi ORF la s frekvenci vzniku fazniho polypeptidu lab
vzniklého +1 frameshiftem bylo stanoveno, ze k +1 posunu ¢éteciho ramce dochazi asi
vV 1% translaci. Ve vétSiné€ piipadl se tedy fuzni protein nevytvaii a RdRp se vytvofi
vyrazné méné nez produkti ORF la (Rozanov et al., 1992; Agranovsky et al., 1994,
1996, 2016; Jelkmann et al., 1997; Dolja et al., 2006).

ORF la ORF 2 ORF 4 ORF6 ORFS8
& PLP MET HEL p“l_ HSP90 CPm M 5
RdRp | |HSP70R CP g]
ORF1b ORF3 ORF 5 ORF 7

Obrazek 2: Schematicka struktura genomu LChV1.

Legenda: (ORF): otevieny ¢teci ramec, (PLP): papain-like proteaza, (MET): methyltransferaza,
(HEL): helikédza, (RdRp): RNA-dependentni RNA polymeréza, (p4): hydrofobni protein p4,
(HSP70h): homolog heat-shock proteinu 70, (HSP90): chaperonovy protein o velikosti 61 kDa,
(CP): plastovy protein, (CPm): minor plastovy protein, (p21): protein o velikosti 21 kDa,
(p27): protein o velikosti 27 kDa.



Proteiny syntetizované ORF1a/b jsou asociovany s RNA replikaci a jsou nezbytné pro
jeji spravny priabéh. PLP navic slouzi i jako jeji zesilova¢ a eliminaci PLP byla
zaznamenana redukce v mnozstvi virové RNA 0 99,9 % oproti viru s funkéni papain-like
protedzou. PLP svoji autoproteolytickou aktivitou §tépi na N-konci peptidickou vazbu
mezi 588. a 589. aminokyselinou, ¢imz dojde k oddéleni polypeptidu s doménami pro
MET a HEL od PLP. Toto oddéleni PLP (66 kDa) od polypeptidu MET-HEL je klicovym
krokem ke spravné replikaci genomové RNA. Posttransla¢nimi tipravami je polypeptid
MET-HEL (pfipadn¢ MET-HEL-RdRp) §tépen az na jednotlivé proteiny, 63 kDa velky
MET, 100 kDa velky HEL a piipadny 150 kDa velky fazni protein HEL-RdRp. Neni
vylouéené, ze se HEL-RdRp dale §tépi, v soucasné dobé to ale neni prokézané. Jednotlivé
proteiny PLP, MET a HEL se shlukuji na membranidch bunéénych kompartmentt
specifickych pro closterovirovou infekci, coz naznacuje, Ze zde vytvafi na membranu
pfipojeny replikacni aparat. Diky lokalizaci PLP blizko replika¢niho aparatu
je pravdépodobné, ze funkce PLP souvisi s aktivaci virové replikazy, ptipadné chrani
virovou RNA pted degradaci hostitelskym obrannym mechanismem (Peremyslov et al.,
1998; Satyanarayana et al., 1999; Peng et Dolja, 2000; Zinkovkin et al., 2003; Dolja et
al., 2006).

Oteviené éteci ramce lokalizované vpravo od 3" konce genu pro RNA-dependentni RNA
polymerdzu (ORF 1b) jsou exprimovany specifickymi vnotenymi subgenomickymi
MRNA, které se vytvari podle antiparalelniho templatového vlékna virionu (Karasev
etal., 1997).

ORF 2 (UW2 nt pozice 8 503-8 613) zacina 4 nukleotidy za UAA stop kodonem
ORF 1b. Kéduje maly hydrofobni protein oznaceny p4 o velikosti 4 kDa, ktery na
N-konci obsahuje nepolarni aminokyseliny formujici transmembranovy helix. Protein p4
nehraje roli v replikaci ani ve skladani virionu, s nejvétsi pravdépodobnosti ale slouzi
k intracelularnimu pohybu viru z buiky do bunky, ma funkci “movement” proteinu
(Jelkmann et al., 1997; Peremyslov et al., 1998; Alzhanova et al., 2000; Dolja et al.,
2006).

Treti otevieny ¢teci ramec ORF 3 (UW2 nt pozice 8 603—10 459) se jedenacti nukleotidy
prekryva s ORF 2. Kéduje 70 kDa velky polypeptid, homolog bunééného heat-shock
proteinu 70 (HSP70h). Tento molekularni chaperon HSP70 se nachazi u vSech
eukaryotnich organismi, u kterych zastava nékolik dulezitych funkci, jako je skladani



proteint a kontrola jejich spravné konformace, sestavovani multiproteinovych komplexu,
transport proteinti v butice nebo ochrana buriky po vystaveni tepelnému Soku. Na N-konci
obsahuje ATP-azovou domenu, ktera je spjata s ATP hydrolyzou, na C-konci je doména
k vazb& proteind. Ptitomnost jeho virového homologu HSP70h u closterovira se
vysvétluje zvySenymi energetickymi naroky na translokaci viru z buiikky do bunky skrz
plasmodesmata zptusobenou velmi dlouhym genomem closterovird, ATP hydrolyza
(spojena s HSP70h) dokaze dodate¢nou energii dodat. HSP70h dale pomaha spole¢né
s minor plastovym proteinem (CPm) a HSP90 formovat a sestavit ocasni ¢ast virionu
(tail), zajistit jeho spravnou délku a napojit ho na télo virionu tvofeného plastovym
proteinem. Inaktivaci ATP-azove domény HSP70h dojde k vytvofeni virionu bez
sestavené koncové ¢asti (Lindquist et Craig, 1988; Jelkmann et al., 1997; Alzhanova et
al., 2001; Dolja et al., 2006).

ORF 4 (UW2 nt pozice 10 43111 984) se caste¢né prekryva s koncem ORF3. Kdduje
chaperonovy polypeptid HSP90 (61 kDa), ktery se spole¢né s HSP70h a CPm ucastni
skladani koncové ¢asti virionu a na mezibunééném pohybu (Jelkmann et al., 1997;

Alzhanova et al., 2000; Satyanarayana et al., 2000).

ORF 5 (UW2 nt pozice 12 064—13 278) kdoduje plastovy protein (CP) o velikosti 46 kDa,
ktery autoagregaci vytvaii dlouhé télo virionu, které pokryva az na 5’-koncovou oblast
cely genom. Bylo prokazano, ze CP je ov§em schopny tuto koncovou oblast pokryt také,
a to v ptipadé, pokud nedojde k jejimu sestaveni naptiklad diky mutaci v kédujici oblasti
pro CPm. Hlavni funkci CP je ochrana genomu pied degradaci béhem mezibunécné
translokace viru, ktera trva fadové 24 hodin (Jelkmann et al., 1997; Alzhanova et al.,
2001; Dolja et al., 2006).

Sesty otevieny Gteci ramec ORF 6 (UW2 nt pozice 13 284—15 278) koduje vedlejsi
("minor”) plastovy protein (CPm) o velikosti 76 kDa. CPm za pomoci HSP70h a HSP90
vytvaii "tail” na 5"-konci virionu dlouhy 600—700 nukleotidi. "Tail” je specializovany
utvar closteroviri nezbytny k mezibunéénému pohybu, ktery je pfipojeny K jinak
standardnimu virionu. V in vitro podminkach bylo prokazano, ze pfi absenci ostatnich
virovych komponent dokaze CPm obalit cely genom. Pii inaktivaci pouze plastového
proteinu se CPm neroz$itil za hranici koncové oblasti, HSP70h a HSP90 tedy

pravdépodobné funguji jako zamek, ktery nedovoluje CPm pokracovat v obalovani
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genomu za hranici “tailu” (Jelkmann et al., 1997; Alzhanova et al., 2001; Satyanarayana
et al., 2004; Agranovsky, 2016).

Posledni oteviené ¢teci ramce ORF 7 (UW2 nt pozice 15426—15971) a ORF 8 (UW?2 nt
pozice 16 00816 727) jsou lokalizovany blizko 3"-konce genomu. Kdduji hypotetické
proteiny p21 o velikosti 21 kDa a p27 o velikosti 27 kDa. Jedna se mezi izolaty
little cherry virus 1 o velmi konzervativni ¢ast genomu. Mezi jednotlivymi zastupci rodu
Velarivirus se ale naopak jedna o oblast velmi variabilni, a to i pfes skute¢nost, ze si jsou
velikosti proteinii kddovanych témito ORF znacné podobné. Na zaklad¢ takto vysoké
variability u piibuznych virG Ize usuzovat, ze proteiny kodované témito otevienymi
¢tecimi rdmci zodpovidaji za rizné specifické adaptace, které jsou uzce spojené
s typem hostitele. Protein p21 slouzi jako supresor umlcovani RNA a jedna se tedy
o obranny mechanismus viru proti hostitelské RNA interferenci, ktera by zabranila
genove expresi viru. K tplnému porozuméni proteinu p21 a k objasnéni funkce proteinu
p27 u LChV1 jsou potieba dalsi studie (Jelkmann et al., 1997; Reed et al., 2003; Katsiani
etal., 2017, 2018a).

3.6 Detekce LChV1

Kvuli latentni infekci je dulezité mit G¢inné metody detekce LChV1, aby nedochazelo
k jeho nevédomému S§ifeni. Dnes se virus nejcastéji detekuje pomoci metody RT-PCR
a naslednou analyzou produktu elektroforetickou separaci. K zabranéni vzniku fale$né
pozitivnich a falesn¢ negativnich vysledkid kvili vysoké variabilité izolatd jsou cilova
mista pro hybridizaci primerll vybirdna ze tfi nejkonzervativnéjSich ¢asti virového
genomu; genu kodujici RNA-dependentni RNA-polymerazu, genu kodujici HSP70h
a genu kodujici plastovy protein. Pravé 3 -konec genu pro plastovy protein se zda jako
nejkonzervativnéjsi ¢ast napfic izolaty, a tedy idedlni cilové misto pro nasedani primert.
Detekce viru je moznd i Sangerovym sekvenovanim, piipadné “high-throughput
sequencing” technikou zvanou sekvenovani nové generace (NGS). Pokusy o ziskani
spolehlivého séra a protilatek, které by mohly byt nasledné pouzity k imunochemicke
detekci LChV1 metodou ELISA byly zatim neuspésné (Jelkmann et al., 1997, 2008;
Matic et al., 2009b; Glasa et al., 2015; Katsiani et al., 2015, 2018b).
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3.7 Geneticka variabilita LChV1

Celed” Closteroviridae se vyznatuje vysokou genetickou variabilitou a little cherry
virus 1 neni vyjimkou. LChV1 izolaty se mezi sebou li§i v nukleotidové sekvenci az
z25-35 % a neobvykld neni ani rozdilnd délka kodovanych peptidi. Diverzita
v aminokyselinovych sekvencich gend pro RdRp, HSP70h a CP by vSak nem¢la
dosahovat hodnoty vyssi nez 25 %, jinak by se podle stanovenych kritérii uz taxonomicky
nejednalo o Little cherry virus 1. Hrani¢nich hodnot variability dosahuje izolat G15 3
(Acc. No. LN794218), ktery piekracuje hranici diverzity v genu pro CP (2628 %),
v genu pro RdRp vykazuje ale pouze 8—10% diverzitu s ostatnimi izolaty dostupnych
v databazi GenBank a diky tomu se zafazuje mezi LChV1 (Katsiani et al., 2015, 2018a;
Fuchs et al., 2020).

Nejkonzervativnéjsi ¢asti genomu LChV1 izolatt jsou také 5 -neptekladana oblast
a 3"-koncova ¢ast genomu, ktera koduje protein p21 a protein p27 (ORF 7 a 8). U izolat
UW?2 (Acc. No. NC_001836) a ITMAR (Acc. No. EU715989) vsak doslo k inzerci
cytosinu v nt pozici 15402, coz ma za nasledek syntézu o 50 aminokyselin kratsiho
proteinu p21. U izolatu YD (Acc. No. KR080325) doslo k inzerci adeninu v nt pozici
16 044, coz vyustilo v protein p27 krat$i o 19 aminokyselin. Nejvétsi rozdil v délce
kodovanych proteind je v genu pro HSP70h (ORF 3), ktery jinak vykazuje vysokou
procentudlni identitu. Izolaty ITMAR a UW2 maji tento otevieny cCteci ramec
0 67 aminokyselin del§i nez ostatni izoldty v GenBank. Krat$i produkt byl zplsoben
Vysokou variabilitu vykazuje 3" nepiekladana oblast a ORF 2, ktery kdduje hydrofobni
protein p4. 1zoldty UW2 a ITMAR se opét odlisuji v délce, maji tento otevieny ¢Eteci
ramec o 5 aminokyselin del§i nez naptiklad izolaty G15_3, Kyoto-2 (Acc. No.
MG934545), PHLC28 5 (Acc. No. HG792417), No2 ISTO (Acc. No. HG792418) nebo
G18_2 (Acc. No. HG792419) (Jelkmann et al., 1997; Matic et al., 2009a; Katsiani et al.,
2015, 2018a; Wang et al., 2016).

Na zakladé fylogenetické analyzy celogenomovych nukleotidovych sekvenci
a aminokyselinovych sekvenci genii pro RdRp, HSP70h a CP byly LChV1 izolaty
dostupne v GenBank rozvétveny do péti fylogenetickych skupin G1-GS5. Prvni skupina
byla tvofena izolaty z tfeSn€, visné, slivoné Svestky a broskvonég, konkrétné izolatem

V2356 (Acc. No. JX669615) nebo G18 2. Do G2 byly zafazeny izolaty z tfeSné obecné,
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napt. Cinsky izolat Taian (Acc. No. KR736335), australsky izolat LVV (Acc. No.
LC523024) nebo Spanélsky izolat Jerte (Acc. No. KX192366). Némecky referenéni izolat
UW?2 izolovany z tiesné obecné byl zafazen do skupiny G3 spole¢né napf. s italskym
izolatem ITMAR, feckym izolatem C118-1s015 (Acc. No. MH364116) nebo ceskym
izolatem z merunky Aprl53 (Acc. No. MN242215). Nejvzdalengjsi skupina G4 byla
tvofena feckymi izolaty G15 3 a C118-Isol (Acc. No. MH364114). V roce 2018 byla
poprvé ustanovena fylogeneticka skupina G5, zastoupena japonskym izolatem Kyoto-2.
Dnes jiz do skupiny G5 patii i esky izolat Apr184R (Acc. No. MN242219) nebo
australsky izolat LV27S2 (Acc. No. LC523023) (Katsiani et al., 2015, 2018a; Wang et
al., 2016; Kinoti et al., 2020; Safatova et al., 2020).

vvvvvv

s jejich mistem ptivodu a lze je tedy rozdé€lit napf. na izolaty euroasijské a americké.
Vyzkum identity sekvenci dnes dostupnych izolati v databdzi GenBank a jejich
fylogenetické analyzy vSak vyvraci existenci korelaci nejen mezi vysokou variabilitou
a geografickym puvodem, ale i typem hostitele a intenzitou symptomu. Souvislost mezi
variabilitou a typem hostitele 1ze vyvratit 1 na konkrétnim ptipadu tfesSné obecné, ktera
byla zaroven infikovana tfemi rozdilnymi genotypy LChV1, z nichz kazdy genotyp patfil
do jiné fylogenetické skupiny. Dal§im piikladem miiZou byt izolaty ITMAR a V2356,
které u sakury ozdobné zptsobuji dvé choroby, Kwanzan stunting syndrome (ITMAR)
a Shirofugen stun disease (V2356). Obé& choroby, které jsou spojené se stejnym typem
hostitele, maji velmi podobné¢ symptomy. I ptes to se vSak izolat ITMAR ftadi do
fylogenetické skupiny G3, zatimco izolat V2356 je vice podobny severo-americkym
izolatim a spada do skupiny G1 (Bajet et al., 2008; Matic et al., 2009a; Candresse et al.,
2013; Katsiani et al., 2015, 2018a).

Pti¢ina vzniku vysoké variability u izolati LChV 1 neni zatim pfesné znama. U RNA virt
byl vSak jako silna hnaci sila pro tvorbu novych wvariant identifikovdn proces
rekombinace. U LChV1 byla zaznamendna piirozena homologni rekombinace
vyjimecné, a to u feckého izolatu No2 ISTO v genu pro RdRp, u italského izolatu ITMAR
v 3"-koncové ¢asti genomu a U australskych izolati LVV, LV16 a TAS16 v genech pro
RdRp, HSP70h a CP. Je pravdépodobné, ze rekombinace sehrala roli v evoluci a ve
tvorbé novych variant i u little cherry virus 1, k potvrzeni hypotézy jsou ale potieba dalsi
studie (Karasev et al., 2000; Farooq et al., 2013; Katsiani et al., 2015, 2018a).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Byly testovany 4 vzorky mandloné obecné (Prunus dulcis), ptivodem =z Hornich
Véstonic, Ceska republika. Listy jednotlivych stromt byly odebrany v dubnu 2020

a uchovany v mrazicim boxu pti —70 °C.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
o 96-100% ethanol (Lach-Ner; 20025-A96)
o 2-merkaptoethanol (Serva; kat. ¢. 28625)
o Adgarose for DNA elektrophoresis (Serva; kat.¢. 11404.05)
o BioScript Reverse Transcriptase (Bioline; BIO-27036)
o GeneRuler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas; kat. &. SM0243)
o GeneRuler™ 100 bp+ DNA (Fermentas, kat. ¢. SM0323)
o dNTP Mix (10 mmol-dm™ each) (Fermentas; kat.¢. R0192)
o Ethidium bromide (EB), (10 pg-ml? in H,0) (Biotium; kat. &. 40042)
o GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium; kat.¢. 41002)
o Isopropanol (Lach-Ner; kat.¢. 20037-ATO0)
o MyFi™ Mix (Bioline; kat. & BIO-25049)
o MyTaq DNA Polymerase (Bioline; BIO-21105)
o RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega; kat.c. N211B)
o Random Hexamer Primers (Bioline; kat.¢. BIO-38028)

Pouzité soupravy

o Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems; kat.
¢. 4337458)

o Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp.; kat. ¢. 25800)

o QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN; 28706)
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Pouzité roztoky a jejich priprava

50x TAE (Tris-Acetate-EDTA): 242 g Tris base rozpustit za stdlého michani v 800 ml
dH20, ptidat 57,1 ml ledové kyseliny octové a 100 ml 0,5M EDTA (pH 8), doplnit do
1 000 ml.

0,1% bromfenolova modf v 30% glycerinu.

4.3 Seznam pouZzitych pristroju a zarizeni

o Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

o Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet International, Inc.)

o Dokumentaéni systém G:BOX (Syngene Ltd.)

o Elektroforeticka komora HU10 MINI (Scie-Plas)

o Fluorimetr DyNa Quant 200 (Hoefer)

o Homogenizator FastPrep 24 (MP Biomedicals)

o Laminarni box PV-100 (Telstar)

o Minicentrifuga PRISMTM mini (Labnet International, Inc.)
o Power Station 300 (Labnet)

o Spektrofotometr Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)

o Thermocycler TLO0TM Thermal Cycler (BIO-RAD)

o Thermocycler T personal (Biometra)

o UV-transluminator UVT-14 L (Herolab)

o Vahy EK 200G (A&D Engineering)

o Vortex MS1 Minishaker (IKA)

o Zatizeni pro inkubaci a tfepani Mixing Block MB-102 (Bioer)
o Zdroj stejnosmérného proudu MP-250V (Major Science)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 lzolace RNA

RNA byla izolovéna z listd mandloné obecné pomoci Plant/Fungi Total RNA Purification
kitu. Pfed kazdou izolaci byl pfipraven Cerstvy lyzacni pufr smichanim 600 pl Lysis
pufru C a 6 pl 2-merkaptoethanolu na jednu izolaci. Do 2ml homogeniza¢ni zkumavky
bylo pfidano 50 mg listu a 600 pl Lysis pufru C. Vzorek byl homogenizovan pomaoci lysis
matrix A tfepanim po dobu 45s pfi rychlosti 5,5 m's v homogenizatoru FastPrep.
Vzorek byl 5 min inkubovan pii teploté¢ 55 °C, v prub¢hu inkubace byl 3x promichan
pfevracenim zkumavky. VeSkery lyzat byl pfepipetovan do filtraéni kolony vlozené ve
sbérné zkumavce a 2 min centrifugovan pii 14 000 RPM. Filtrat bez sedimentu byl
piepipetovan do nové 1,5ml mikrozkumavky, poté byl ptidan 96—100% ethanol v poméru
1:1 k objemu supernatantu a vzorek byl promichan na vortexu. Smés byla pienesena do
spin kolony umisténé ve sbérné zkumavce a po dobu 60 s centrifugovana pti 6 000 RPM.
Pokud roztok pies fritu spin kolony neprotekl, byla opakovéna centrifugace po dobu
60 s pti 14 000 RPM. Obsah sbérné zkumavky byl vylit. Do spin kolony bylo piidano
400 pl Wash Solution A a spin kolona ve sbérné zkumavce byla 60 s centrifugovana pii
14 000 RPM. Obsah sbérné zkumavky byl vylit. Promyti pomoci 400 ul Wash Solution
A bylo celkem provedeno 3x, obsah sbérné zkumavky byl po kazdé centrifugaci
odstranén. Spin kolona ve sbérné zkumavce byla vysusena centrifugaci po dobu 2 min pfi
14 000 RPM a nasledn¢ vlozena do ¢isté 1,7ml elu¢ni zkumavky. Pfimo na fritu spin
kolony bylo napipetovano 50 ul Elution Solution A a spin kolona byla centrifugovana
2min pfi 2000 RPM anasledné¢ 1 min pii 14 000 RPM. Obsah prosly do elucni
zkumavky byl zdtvodu =zvyseni vytéznosti RNA opét napipetovan na fritu
a centrifugovan 2 min pii 2 000 RPM a 1 min pii 14 000 RPM. Elu¢ni zkumavka
s izolovanou RNA byla kratkodobé uchovana na ledu a uchovana pti teplote —70 °C.

Koncentrace vyizolované RNA byla stanovena spektrofotometricky.
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4.4.2 Reverzni transkripce

Izolovana RNA byla piepsana do komplementarni DNA pomoci Random Hexamer

Primers a BioScript™ Reverse Transcriptase.

Byly pripraveny 2 reakéni smési podle tabulky 1. Vsechny reagencie byly po dobu

piipravy uchovany na ledu.

Reakéni smés | byla ptipravena pro 4 vzorky a byla rozpipetovana do 200ul
mikrozkumavek po 7 pl. Do kazdé reakce byly piidany 3 pl izolované RNA o koncentraci
cca 150 ng-pl™. Nésledné byly zkumavky s reakéni smési | inkubovany 5 min pii teploté
70 °C a poté byly okamzité umistény zpét na led.

Reak¢ni smés 11 byla piipravena pro 4 vzorky a nasledné byla rozpipetovana po 20 pl
K reak¢ni smési |. Vysledné roztoky o objemu 30 pl byly promichany a vlozeny do
termocykleru, ve kterém probéhla reakce za podminek: 25 °C po dobu 10 min, 42 °C po

dobu 30 min, 85 °C po dobu 5 min. Po ubéhnuti reakce byly vzorky uchovany v —20 °C.

Tabulka 1: SloZeni reak¢éni smési | a Il pro reverzni transkripci.

Koncentrace _ . . L
y ] Kone¢na Pipetovany objem
Polozka pracovniho X
roztoku koncentrace [uI] (jeden test)

Reakéni smés |

dH>0 4
dNTP 10 mmol-I*t 0,5 mmol-I* 1,5
Random Hexamers 20 pmol-pl?t 1 pmol-pl?t 15

Reakéni smés 1

dH20 12
RT-PCR pufr 5x 1x 6
Inhibitor ribonukleéaz 40 U-plt 40 U-reakce™ 1
BioScript RT 200 U-pl? 10 U-reakce™ 1
Objem reakce 30
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4.4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)
4.4.3.1 Detekce LChV1

Detekce little cherry virus 1 byla provedena pomoci MyTaq DNA Polymerase
aspecifickych  primera  1LC 12776F/1LC _13223R (Glasa et al.,, 2015)
a LCV1U_16390/LCV1L_16809 (Rott et Jelkmann, 2001). cDNA ziskana reverzni
transkripci z RNA byla pouzita jako templatové vlakno pro PCR amplifikaci. Sekvence
pouzitych primerd a velikost oc¢ekavaného specifického produktu jsou uvedeny

v tabulce 2.

PCR reakéni smés byla namichana pro vice vzorkt podle tabulky 3 a byla rozpipetovana
do 200pl mikrozkumavek po 18 pl. Do kazdé reakce byly pfidany 2 ul vzorku cDNA.
Vysledné roztoky o objemu 20 ul byly vlozeny do termocykleru, ve kterém prob&hla
reakce za podminek uvedenych v tabulce 4. Produkty PCR byly uchovéany pii —20 °C.

Tabulka 2: Seznam pouzitych detekénich primert.

, . .o Velikost PCR
Nazev primeru Sekvence 5-3 produktu [op] Reference
1LC_12776F TCAAGAAAAGTTCTGGTGTGC 448 Glasa et al.
1LC_13223R CGAGCTAGACGTATCAGTATC (2015)
LCV1U_16390 TCCGCCTGAAGCACCTAATCCA 420 Rott et Jelkmann
LCVI1L_16809 GGTAAGCGGTATAAAAACCCTCCTCT (2001)

Tabulka 3: Slozeni PCR reakéni smési (na jeden test).

Koncentliace Konetns Pip_etovan)’/
Polozka pracovniho objem [pl]
roztoku koncentrace (na jeden test)
Pufr 5x 1x 4,0
Voda 13,4
Forward primer* 20 pmol-pl? 0,2 pmol-pl? 0,2
Reverse primer* 20 pmol-pl™? 0,2 pmol-pl? 0,2
MyTaq DNA polymeraza 5U-ul?t 1 U-reakce™ 0,2
Celkem 18
Objem reakce 20

* Pouzité forward a reverse primery viz Tabulka 2.
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Tabulka 4: Podminky PCR amplifikace.

Proces Teplota [°C] Cas [s] Pocet cykli
pocatecni denaturace 95 180 1
denaturace 95 30
nasedani primert * 30 40
elongace 72 30
konec¢na elongace 72 300 1

* Primery Glasa et al. (2015) 52 °C; primery Rott et Jelkmann (2001) 55 °C.

4.4.3.2 Amplifikace specifickych genomickych useki

Amplifikace genomickych oblasti byla provedena pomoci MyFi™ Mix (Bioline)
a specifickych primerd. Seznam pouzitych primert je v tabulce 7. Jako templat byla

vyuzita CDNA ziskana reverzni transkripci.

PCR reakéni smés byla namichana na vice testi podle tabulky 5 a byla rozpipetovana
do 200pl mikrozkumavek po 23 pl. Do kazdé reakce byly piidany 2 ul cDNA vzorku.
Reak¢ni smés 0 koneéném objemu 25 pl byla promichéna a zkumavky byly vlozeny do
termocykleru, ve kterém prob&hla reakce za podminek uvedenych v tabulce 6, nastaveny
byly individualné pro kazdou dvojici primeru. Vysledné produkty PCR byly dlouhodobé
uchovany pti —20 °C.

Tabulka 5: Ptiprava PCR reakéni smési.

Poloika Koncentrace Kone¢na Pipetova_my objem [pl]
prac. roztoku koncentrace (na jeden test)

MyFi Mix 2X 1x 12,5
Voda 9,5
Forward primer* 20 pmol-pl*? 0,4 pmol-ul?t 0,5
Reverse primer* 20 pmol-pl?t 0,4 pmol-pl? 0,5
Celkem 23
Objem reakce 25

* Pouzité forward a reverse primery viz Tabulka 7.
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Tabulka 6: Podminky PCR amplifikace.

Proces Teplota [°C] Cas [s] Pocet cykli
pocatecni denaturace 95 180 1
denaturace 95 60
nasedani primert * 60 40
elongace 72 *x
konec¢na elongace 72 300 1

* viz Teplota nasedani primert v tabulce 7

** viz Velikost PCR produktu v tabulce 7; 1355 pro ocekavanou velikost PCR produktu
+ 3000 bp; 120 s pro oéekavanou velikost PCR produktu = 2500 bp; 90 s pro o¢ekavanou velikost
PCR produktu 1000—2000 bp; 45 s pro ocekavanou velikost PCR produktu méné nez 1000 bp.

Tabulka 7: Seznam pouzitych primerd.

Velikost  Teplota
4 ; Y . PCR nasedani
Nézev primeru Sekvence 5°-3 Pozice produktu  primeri
[bp] [°C]
IN1for * CGTTTTTATCTCCCAGCTTTGTGCCT 1-26
LChV1 R3seq CCAGACGGATTCCCTCAGAT 3151-3132 3151 56
LChV1_Flseq TTTATCTCCCAGCTTTGTGCCT 5-26 3147 56
LChV1 R3seq CCAGACGGATTCCCTCAGAT 3151-3 132
184R-3070F TGTTATTTACAACGGTAAGGT 3051-3 071
184R-4995R GTAAAGAAATTGTGACGAGC 4 976—4 963 1926 51
184R-4878F AAATGGCTATMGTTTCCGGTTC 4 856—4 877
184R-7484R CCTTCTATCACGAGATAATAACCAAG 7 465—7 440 2610 55
M2for * GGAACCAAGCCGTTTGGCTG 7 378-7 397 2912 6
LChV1 R10seq ACAGTCGAACTACCAAGCGT 10 289-10 270 5
LChV1_Flilseq ACCGAATTAGGAATGAAATTGGAGA 10 223-10 247 2 907 53
1LC 13223R ™ CGAGCTAGACGTATCAGTATC 13 219-13 199
1LC_12776F ™ TCAAGAAAAGTTCTGGTGTGC 12 788-12 768 138
LCV1 1413as AATTTTTCCAAACTTCACA 14 172-14 154 5 53
1for ” TAGCTGTGGCGCTGACTCTAG 11 522—-11 542
184R-14144R TCCAAACTTCACATCCAAAA 14 170-14 151 2649 53
184R-14011F TGYTCAGATGAATCTCATGA 14 011-14 030
184R-16595R TCCCAACCAGACAAGTCACG 16 601-16582 2291 50
LCV1U_16390 ™ TCCGCCTGAAGCACCTAATCCA 16 385—-16 406 548 £3

LCV _3EC GGTAGGCACCTTTTATTTTTTATATATG 16 932—-16 905

“ Reference: Matic et al. (2009a); ™ reference: Glasa et al. (2015);
Jelkmann (2001); neoznacené primery byly navrzeny vedouci prace.

*k*k

reference: Rott et

4.4.4 Elektroforeticka separace

Elektroforeticka separace PCR produkti byla provedena v 1% agar6zovem gelu. Zasobni
roztok 1% agardzového gelu byl pfipraven rozpusténim 3 g agarézy v 300 ml 1x TAE
pufru a naslednym zahiatim v mikrovinné troubé. Ze zasobniho roztoku bylo odebrano

50 ml a zbytek byl uchovan v chladni¢ce pii + 4 °C. K 50 ml 1% agar6zoveho gelu bylo

20



ptidano 2,5 pl barviva GelRed Nucleic Acid Stain, smés byla dikladné promichana
analita do elektroforetické vanicky s vlozenym hiebinkem. Gel byl po ztuhnuti
prevrstven 1x TAE pufrem a nasledné z né&j byl vynat hiebinek. Do prvni jamky bylo
napipetovano 1,5 pl standardu GeneRuler™ 100 bp DNA ladder, do dalsich jamek 5 pl
PCR produktu. Separace amplikonti probihala pii 80 V po dobu minimaln¢ 45 min. Gel

byl vyhodnocen pomoci UV-transiluminatoru a dokumenta¢niho systému G:BOX.

4.4.5 lzolace PCR produktu z gelu
Izolace PCR produktu z gelu byla provedena pomoci QIAquick Gel Extraction kitu.

75 ml 1% agarozy a5 pl ethidium bromidu (10 pg-ml™) bylo dikladné promichano
a prelito do elektroforetické vanicky s hiebinkem. Gel byl po ztuhnuti pievrstven 1x TAE
pufrem. Do prvni jamky bylo naneseno 1,5 pl standardu GeneRuler™ 100 bp DNA
ladder. Do dalsich jamek byl napipetovan veskery PCR produkt smichany s5 pul
0,1% bromfenolové modii v glycerinu; pokud objem piesahl 10 pl, byl rozdélen do vice
jamek vedle sebe. Elektroforeticka separace probihala 1 h pii 80 V.

Gel byl umistén na UV-transluminator uréeny k vytezavani z gelu a kazdy PCR produkt
byl sterilnim skalpelem vyfiznut a umistén do pfedem zvazené 1,5ml mikrozkumavky.
Vyftiznuty gel byl smichan s QG pufrem v objemovém poméru 1:3, tj. pti navazce 100 pg
bylo ptidano 300 pl QG pufru. Mikrozkumavky byly inkubovéany cca 5 min pti 50 °C
v dry-bloku, s obéasnym promichavanim na vortexu v intervalech 2—3 min az do upIného
rozpusténi gelu. Do kazdé mikrozkumavky byl piidan izopropanol v objemovém poméru
1:1, tj. pfi navazce 100 pg gelu bylo pfidano 100 pl izopropanolu. Maximalné¢ 700 pl
roztoku bylo napipetovano do fialové kolony vlozené ve sbérné zkumavce
a centrifugovano 1 min pti 13 000 RPM. Filtrat byl odstranén. Do kolony bylo ptidano
500 pl QG pufru a kolona byla centrifugovana pti 13 000 RPM po dobu 1 min. Filtrat byl
nasledné odstranén. Do kolony bylo pfidano 700 pl PE pufru akolona byla
centrifugovana 1 min pii 13 000 RPM. Filtrat byl odstranén. Kolona byla centrifugovana
1 min pfi 13 000 RPM a nasledn¢ umisténa do nové 1,5ml mikrozkumavky. DNA byla
eluovana v 30 pl deionizované vody, kolona byla po jejim napipetovani centrifugovana
1 min pti 13 000 RPM. Koncentrace DNA byla stanovena pomoci fluorimetru a nasledné

byla vyizolovand DNA uchovana pii —20 °C.
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4.4.6 Sekvenaéni znaceni

Sekvena¢ni znadeni bylo provedeno pomoci BigDye™ Terminator v. 3.1 Cycle

Sequencing kitu.

Vyizolované PCR produkty byly pro jednotliva znaceni nafedény v zavislosti na velikosti
na optimalni koncentraci tak, aby 6 pl obsahovalo: 50 ng DNA o velikosti 2—3 kbp,
25 ng DNA o velikosti 1-2 kbp a 20 ng DNA o velikosti mensi nez 1 kbp.

Byla pfipravena smés BigDye™ Terminator v. 3.1 polymerazy a pufru v poméru 1:1.
2 pl této smési byly pridany k 6 pl nafedéného vzorku DNA, ke kterému byly dale
pfidany 2 pl primeru (1,6 pmol-pl™). Fragmenty DNA byly sekvenovany oboustranné
pomoci koncovych amplifikac¢nich primert (viz tabulka 7). V piipad¢ delSich fragmentt
byly pouzity pro sekvenovani vnitinich tisekt primery uvedené v tabulce 8. Po dobu prace
byly vSechny reagencie uchovdvany na ledu. Roztok byl promichan avlozen do
termocykleru, ve kterém probéhla reakce za podminek uvedenych v tabulce 9. Vzorky
byly nasledné analyzovany pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM 3730
na pracovisti UEB AV CR, CR-Han4, Olomouc.

Tabulka 8: Seznam primert pouzitych k sekvena¢nimu znaceni vnitinich usekd.

Néazev primeru Sekvence 5-3" Pozice
184R-630F TCACTGGACGTATGATGCAGAT 639-660
184R-2485R TTCAACCATAACAGCTCGAT 2 4932 474

184R-5611 GTGAAGAATTGCCTATGTGC 5621-5 640

184R-6795F TGTTGTGCAATCTCAACCTA 6 786—6 805

LChV1_F9.3seq ACGATTTTGGTATGGATGCA 8 124-8 143
184R-10930F AGATGCGAAGTCCACTGATTT 10 935-10 955
LChV1_F16seq GATTAACGACCCAAGAGCACG 15 185—15 205
184R-15331R CTTGAGTTGCGAAAGTGTCA 15 337-15 318

Tabulka 9: Podminky sekvena¢niho znaceni.

Proces Teplota [°C] Cas [] Pocet cykli
pocatecni hybridizace 95 60 1
hybridizace 95 10
nasedani primerQ 50 5 40
elongace 60 240
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4.4.7 Bioinformatické analyza

Ziskana sekvencni data byla sestavena do parcialnich a nésledné finalniho genomického
contigu pomoci prograu SeqMan Lasergene (DNAStar, Inc.) a Alignment Explorer
(MEGA v. 7.0) (Kumar et al., 2016). Kontrola spravnosti byla provedena pfifazenim
ziskané sekvence k sekvenci piibuzného izolatu Apr184R pomoci Alignment Explorer
(MEGA v. 7.0). Analyza primarnich sekvena¢nich vystupti byla z divodu restrikci
spojenych s pandemii COVID-19 provedena na pracovisti Katedry buné¢né biologie
a genetiky dr. D. Safafovou. Identita sekvence byla nasledné potvrzena pomoci programu
NCBI — BLASTN (Altschul et al., 1997). V programu pDRAW32 byla vytvoiena
genomickd mapa s vyznacenymi otevienymi ¢tecimi ramci a misty nasedani primeru.
V databazi GenBank byly vyhledany znamé genomické sekvence LChV1 izolatd, které
byly spole¢n¢ se ziskanou sekvenci prostfednictvim programu MEGA sefazeny
v mnohocetny alignment pomoci funkce ClustalW (Thompson et al., 1994). Pomoci
programu NCBI — ORF Finder (Pruitt et Maglott, 2001) byly ziskany piedpokladané
oteviené cCteci ramce, které byly nasledné identifikovany v programu pDRAWa32.
Kontrola a korekce jejich umisténi sohledem na strukturu genomu LChV1 byla
provedena porovnanim s piibuznym izolatem Aprl84R (MN242219). Variabilita
nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci analyzovanych izolati a jejich
jednotlivych ORF byla vyhodnocena pomoci metody p-distance v programu MEGA
a vizualizovéana prostfednictvim “heat” mapy vytvotrené v programu SDT v1.2 (Muhire et
al., 2014). Mnohocetny alignment byl nasledné¢ v programu MEGA pouzit pfi
fylogenetické analyze pomoci algoritmu Neighbor-Joining (Felsenstein, 1985; Saitou et
Nei, 1987). Pro nukleotidové sekvence byl pouzit Tamura 3-parametricky model
(Tamura, 1992), pro aminokyselinove sekvence model JTT (Jones et al., 1992). Pouzitim
funkce TreeExplorer programu MEGA byl vizualizovan fylogeneticky strom

studovanych izolatu.
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5 VYSLEDKY

Cilem experimentalni ¢asti bakalaiské prace byla molekularné geneticka charakteristika
LChV1 izolatu infikujiciho mandlon obecnou (Prunus dulcis). Na ptitomnost viru byly
testovany 4 stromy mandloné obecné, jejichz listy byly odebrany v Hornich Véstonicich
v ulici Mandlonova, na jizni Morav¢, na jafe roku 2020. Listy jednoho ze zkoumanych
stromd, u kterého byla jiz diive prokazana infekce LChV1, vykazovaly chlorotické
mozaiky typické pro LChD. Ostatni stromy nevykazovaly zadné typické ptiznaky

spojované s LChV 1, bylo pozorovano zloutnuti a zmenSovani listd.

5.1 Detekce a amplifikace specifickych genomickych useki LChV1

Ctyfi vzorky mandlon& obecné Alm137, Alm138, Alm139 a Alm140 byly testovany na
ptitomnost LChV1 pomoci RT-PCR a specifickych primert.

Virus byl detekovan pouze ve vzorku AIm138. S pouzitim specifickych primert
LCV1U_16390/LCV1L_16809 podle Rott et Jelkmann (2001) byl ziskan PCR produkt
0 ocekavané velikosti + 420 bp, spouzitim specifickych primerd 1LC_12776F/
1LC_13223R podle Glasa et al. (2015) byl ziskdn PCR produkt o ocekavané
velikosti + 450 bp.

U zbyvajicich tfi vzorki mandloni nebyl S pouzitim primerd LCV1U_16390/
LCV1L_16809 ziskan produkt zadny, pouzitim druhé kombinace primerd 1LC_12776F/
1LC 13223R byly ziskany nespecifické produkty, které velikosti neodpovidaly

o¢ekavani (viz Obrézek 3).

Obrazek 3: Detekce little cherry virus 1 pomoci primert (A) podle Rott et Jelkmann (2001)
a (B) primert podle Glasa et al. (2015).

Legenda: (L): standard GeneRuler™ 100 bp DNA ladder, (1): Alm137, (2): Alm138,
(3): Alm139, (4): Alm140, (B): slepy vzorek (H.0), specificky produkt oznacen Sipkou.
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Do amplifikace specifickych genomickych usekti byly zahrnuty kromé potvrzeného
vzorku Alm138 i zbylé tii vzorky, aby se vyloucila potencionalni variabilita viru, ktera
by mohla zapfi¢init nenasednuti primera LCV1U_16390/LCV1L_16809 a tim fale$nou
negativitu, anebo odliSnou velikost produktd u primerta 1LC_12776F/1LC_13223R.

Specifické produkty odpovidajici o¢ekavané velikosti amplifikovanych fragmentt byly
ziskany pouze u vzorku Alm138. Produkt byl ziskan pomoci v§ech pouzitych kombinaci
primert, az na dvojici 1for/184R-14144R. U ostatnich vzorki nebyl ziskan bud’ produkt

zadny, nebo velikosti neodpovidal o¢ekavani (viz Obrazek 4).
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. / L
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Obrazek 4: Amplifikace specifickych genomickych useki little cherry virus 1 pomoci
specifickych primert.

Legenda: (A-J) kombinace primerd: (A) LChV1_Flseq/LChV1_R3seq, (B) LChV1_M2for/
LChV1 R10seq, (C) LChV1_Fllseq/1LC_13223R, (D) 184R-3070F/ 184R-4995R,
(E) 1for/184R-14144R, (F)  IN1for/LChV1 R3seq, (G) 184R-4878F/184R-7484R,
(H) LCV1U_16390/LCV_3EC, (J) 184R-14011F/ 184R-16595R; (L) GeneRuler™ 100 bp DNA
ladder; (S) GeneRuler™ 100 bp+ DNA ladder; oznageni vzorkt (1) Alm137, (2) Alm138,
(3) Alm139, (4) Alm140, (BL) slepy vzorek (H-0); specificky produkt oznacen Sipkou.
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Ptitomnost LChV1 byla prokazana pouze u vzorku Alm138, ktery pochazel z ptiznakové
mandloné obecné. Potvrdila se tak jiz diivéjsi detekce viru u tohoto konkrétniho stromu.
U ostatnich stromu lezicich v bezprostiedni blizkosti ptiznakové mandlong little cherry

virus 1 detekovan nebyl. Nepotvrdilo se podezieni, Ze stromy jsou infikované LChV 1.

5.2 Molekularné geneticka charakteristika izolatu Alm138

Spojenim jednotlivych fragmentt byla ziskdna kompletni genomicka sekvence LChV1
izolatu Alm138 o délce 16 928 nt. V genomu bylo identifikovano 8 otevienych ¢étecich
ramct, poloha jednotlivych ORF a jejich charakteristika jsou shrnuty v tabulce 10 a na
obrazku 5. Netranslatovana oblast 5° UTR byla dlouha 75 nukleotid, 3" UTR byla
dlouhé 206 nukleotida.

Pii porovnani této nukleotidové sekvence pomoci algoritmu BLASTN vykazoval izolat
Alm138 nejvyssi identitu s izolaty Aprl84R (96,2 %, Acc. No. MN242219), Kyoto-2
(92,1 %, Acc. No. MG934545) a BJ (91,9 %, Acc. No. MK775591). S ostatnimi izolaty,
jejichz genomy byly dostupné v databazi GenBank, vykazoval identitu 73,2-91,1 % (viz
Tabulka 11, Obrazek 6).

Tabulka 10: Charakteristika jednotlivych otevienych ¢étecich ramct LChV1 izolatu
Alm138.

Oznaceni ORF Nukleotidova pozice Pocet aminokyselin V[T(Ili:i)(;]St

ORF la/b 76—6 948, 6 950—8 497 2 806 318
ORF 2 8 502—-8 597 31 3,5
ORF 3 8 602—10 257 551 62
ORF 4 10 429-11 982 517 60
ORF 5 12 062—13 276 404 46
ORF 6 13 282-15 270 662 76
ORF 7 15271-15 966 231 26,5
ORF 8 16 003—16 722 239 27,5
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Obrézek 5: Genomickd mapa LChV1 izoladtu AIm138 s vyznacenymi ORF a misty
nasedani amplifikacnich primeri. Barevna Skdla reprezentuje procentualni zastoupeni
guaninu a cytosinu.

Prvni a zaroven nejdel$i otevieny ¢teci ramec ORF la/b (nt pozice 76—8 497) kdduje
2 806 aminokyselin dlouhy polypeptid (318 kDa) s doménami pro PLP, MET, HEL
a RdRp. Jako nukleotid, ktery je v piipadé frameshiftu pfi translaci ORF 1 ,pfeskocen®,
byl determinovan adenin na nukleotidové pozici 6 949. Tato pozice odpovida stop
kodonu ORF 1a (nt pozice 6 949). V ptipadé absence frameshiftu koduje ORF 1a 2 290
aminokyselin dlouhy polypeptid (258,5 kDa) bez domény pro RdRp. Nejvyssi identita
byla zjisténa s ceskym izolatem Aprl84R ziskanym z merunky, a to 96,0 %
v nukleotidové sekvenci a 96,2 % v aminokyselinové sekvenci. S ostatnimi izolaty
vykazoval Alm138 identitu 73,5-92,0 % V nukleotidové sekvenci a 79,4-94,1 %
v aminokyselinové sekvenci. Nejniz$i identitu v ORF la/b vykazoval Alm138 vuci
italskému izolatu ITMAR (Acc. No. EU715989), a to 67,5 % v nukleotidové sekvenci
a 68 % v aminokyselinové sekvenci (viz Tabulka 11, Obréazek 6).

Nejkratsi otevieny éteci ramec ORF 2 (nt pozice 8 502—8 597) koduje 31 aminokyselin
dlouhy protein p4 (3,5 kDa). Identita v nukleotidové sekvenci byla 70,8—94,8 %, pticemz
Cesky izoldt Aprl53 (Acc. No. MN242215) z merunky obecné. 100% identitu
v aminokyselinové sekvenci vykazoval AIm138 s australskym izolatem LV27S2
ziskanym z tiesné obecné (Acc. No. LC523023), oproti tomu s ¢eskym izolatem Aprl53
meél Alm138 podobnost pouhych 64,5 %. S ostatnimi zndmymi izolaty vykazoval izolat
Alm138 identitu v aminokyselinové sekvenci 67,7-96,8 %. (viz Tabulka 11, Obrazek 6).
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ORF 3 (nt pozice 8 602—10 257) kdduje protein HSP70h dlouhy 551 aminokyselin
(62 kDa). Tento otevieny Cteci ramec vykazoval vysokou shodu napfi¢ izolaty.
V nukleotidové sekvenci se Alm138 shodoval s dostupnymi izolaty z 75,5-96,9 %,
v aminokyselinové sekvenci z 82,8-97,5 %. Nejvyssi shoda byla opét s izolatem
Aprl84R.

Ctvrty otevieny ¢teci ramec ORF 4 (nt pozice 10 429—11 982) koduje 517 aminokyselin
dlouhy chaperonovy protein HSP90 (60 kDa). Nejvyssi identitu vykazoval Alm138 vaci
izolatu Aprl84R, 97,0 % v nukleotidové sekvenci a 97,3 % v aminokyselinové sekvenci.
S ostatnimi izolaty vykazoval Alm138 identitu 73,5-93,6 % Vv nukleotidové sekvenci,

v aminokyselinové sekvenci pak 75,4—95,7 %.

ORF5 (nt pozice 12 062—-13276) a ORF6 (nt pozice 13282-15270) koduji
404 aminokyselin dlouhy plastovy protein (46 kDa) a 662 aminokyselin dlouhy plastovy
protein minor (76 kDa). V obou ¢étecich ramcich vykazoval AIm138 s ostatnimi izolaty
podobné hodnoty identity. V genu pro CP se jednalo o hodnoty v rozmezi 70,2-95,1 %
v nukleotidové sekvenci a 70,3-92,6 % v aminokyselinové sekvenci. V genu pro CPm se
s ostatnimi izolaty v nukleotidové sekvenci shodoval AIm138 z 69,8-96,2 %,
v aminokyselinové sekvenci z 67,8—95,3 %. Nejvyssi identita v obou otevienych ¢tecich
ramcich byla s ¢eskym izolatem Aprl184R. Nejnizsi podobnost vykazoval fecky izolat
ziskany z tfe$né obecné C118-1s0l (Acc. No. MH364114).

Sedmy otevieny ¢teci ramec ORF 7 (nt pozice 15 271—15 966) koduje 231 aminokyselin
dlouhy protein p21 (26,5 kDa). Jedna se o nejkonzervativngjsi ¢ast genomu studovanych
izolath. Identita izolatu AIm138 wvacéi dostupnym izoladtim byla 78,3-97,4 %
v nukleotidové sekvenci a 83,8-99,1 % v aminokyselinové sekvenci. Nejvyssi podobnost

byla s izolatem Aprl84R.

Posledni otevieny ¢&teci ramec ORF8 (nt  pozice 16 003—16 722) kdduje
239 aminokyselin dlouhy hypoteticky protein p27 (27,5 kDa). Nejnizsi identitu 73,5 %
v nukleotidové sekvenci a 70,2 % v aminokyselinové sekvenci vykazoval fecky izolat
G15_3 (Acc. No. LN794218). Se zbylymi izolaty vykazoval Alm138 podstatné vyssi
identitu, konkrétn¢ 77,2-96,8 % v nukleotidové sekvenci a 79,0-96.2 %
v aminokyselinové sekvenci. Nejvyssi shodu vykazoval izolat Apr184R.
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Obrézek 6: SDTv1.2 analyza identity kompletnich genomovych sekvenci LChV 1 izolati.

yraznén

I4

Barevna Skala reprezentuje procentudlni identitu. Studovany izoladt Alm138 je zv

modrou barvou.
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Tabulka 11: Porovnani identity izolatu AIm138 s LChV1 izolaty dostupnymi v databazi

GenBank, hodnoceny kompletni genomy a jednotlivé Cteci ramce. Izolaty oznaleny

prislusnymi nazvy.

Celkovy ORF 1

Nézev Jenom ORF2 ORF3 ORF4 ORF5 ORF6 ORF7 ORF8
izolaw nt nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa
Apri53 762 766 839 708 645 77,2 837 750 789 734 767 724 723 797 870 789 8L1
Apr156 765 770 844 750 742 781 853 748 785 73,1 755 72,3 72,6 80,2 86,1 80,6 845
Apri61 765 769 842 750 742 781 853 749 783 733 757 725 725 803 861 80,7 841
Apri72 76,6 768 842 740 742 77,8 849 757 787 737 762 731 743 795 866 81 841
Apri84Rr 9,2 960 962 948 968 969 97,5 970 973 951 92,6 962 953 974 991 968 962
BJ 91,9 920 938 917 87,1 928 944 918 946 905 89,6 91,0 903 937 974 918 899
Clis-lsol 732 735 795 79,2 839 755 828 736 754 70,2 703 69,8 67,8 783 838

Cl18-1s013 773 784 860 78,1 806 785 846 761 80,9 72,9 745 733 740 800 904 83,2 87,0
Cl18-1s015 761 765 832 77,1 806 782 853 754 785 732 760 723 731 799 865 79,6 829
ET12 77,7 77,3 847 792 710 800 869 77,0 785 766 765 738 72,2 841 92,1 800 833
FT13 765 768 840 760 710 781 848 752 77,8 733 772 728 72,6 80,7 87,0 806 845
FT14 764 768 841 750 742 780 848 752 789 728 755 724 723 79,7 86,0 913 860
G15 3 735 735 794 792 839 757 828 735 754 70,1 708 69,9 67,8 783 838 735 702
ITMAR 756 675 680 729 67,7 77,0 837 743 781 728 760 718 714 817 895 772 790
Jerte 778 775 851 802 67,7 803 87,5 768 793 764 769 741 734 839 921 806 854
Kyoto-2 92,1 920 941 938 96,8 934 946 922 944 909 90,6 90,8 90,2 944 983 913 887
LV16 781 781 860 802 71,0 803 87,8 771 787 762 765 73,7 71,7 839 921 804 845
LV27S1 763 76,7 832 750 71,0 782 855 751 791 727 767 728 72,9 822 890 80,7 849
L2752 91,1 895 909 938 100 937 953 936 957 919 90,8 912 90,9 940 989 933 96,2
LVV 776 77,1 843 802 67,7 803 87,5 768 79,3 764 770 741 734 839 92,1 806 854
Niagara-azz 777 773 847 792 710 799 869 77,1 787 769 769 738 723 839 921 803 837
Pg-23 778 775 848 792 67,7 806 87,5 77,4 793 764 765 741 732 836 92,1 804 849
Pg-42 774 782 862 78,1 742 786 848 772 822 724 745 725 722 830 939 794 828
Ponferrada 777 77,2 843 79,2 710 802 873 774 791 767 769 737 728 841 921 80,6 84,1
QLD13 776 783 858 77,1 80,6 79,3 849 774 8L2 728 735 732 729 808 934 826 870
Taian 778 773 846 792 742 803 87,7 771 791 765 767 73,7 72,6 848 921 810 845
TAS16 776 783 858 77,1 77,4 80,0 857 770 809 745 748 723 70,2 819 950 785 803
UW2 762 765 836 750 742 77,2 840 745 781 730 77,0 72,7 731 810 895 803 840
/2356 776 783 858 78,1 80,6 78,7 849 763 8L0 729 743 737 737 822 939 835 874
YD 77,7 774 849 781 67,7 80,0 868 769 80,1 759 765 73,7 740 852 939 802 887

Legenda: (nt) nukleotidova sekvence, (aa) aminokyselinové sekvence, (ORF) otevieny Cteci

rdmec, izolaty sefazeny abecedné¢, aminokyselinové sekvence vyznaceny tuéné.

30



5.3 Fylogeneticka analyza

Fylogeneticka analyza byla provedena v programu MEGA 7.0. K hodnoceni piibuznosti

Alm138 a dalsich LChV1 izolatd byl pouzit kompletni genom a konzervativni,
taxonomicky vyznamné geny pro RdRp, HSP70h a CP (ORF la/b, ORF 3 a ORF 5).

Vsechny LChV1 izolaty se vyvétvily do 5 jiz diive popsanych fylogenetickych skupin
G1-G5 (Katsiani et al., 2015, 2018a), nebyla zaznamenana vyraznéj$i zména topologie
mezi jednotlivymi fylogenetickymi stromy pro rizné geny. lzolat Alm138 se ve vSech
ptipadech vyvétvil do skupiny G5, nejpodobné&jsim izolatem se Vv této skupiné jevil Cesky
izolat Apr184R (Acc. No. MN242219) z meruiiky obecné. Dale se do této vétve zaradil
Cinsky izolat BJ (Acc. No. MK775591) z tiesné obecné, japonsky izolat Kyoto-2 (Acc.
No. MG934545) ze sakury ozdobné a australsky izolat LV27S2 (Acc. No. LC523023)
z tfe$né€ obecné (viz Obrazek 7, 8, 9 a 10). Zjisténa piibuznost potvrzuje podobnost

izolatl stanovenou na zéklad¢ distan¢ni analyzy.

V ramci fylogenetické skupiny G3 vytvotily izolaty Aprl53 (Acc. No. MN242215),
ITMAR (Acc. No. EU715989) a UW2 (Acc. No. NC_001836) podskupinu prukazné
odlisnou od ostatnich izolatd G3 skupiny. Ve fylogenetické skupiné¢ G2 byla obdobné
zaznamenana odli$nost izolatu YD (Acc. No. KR080325), ktery se vyvétvil od ostatnich

izolata této skupiny.

Nejvzdalengjsi fylogenetickd skupina G4, tvofena feckymi izolaty G15 3 (Acc. No.
LN794218) a C118-Isol (Acc. No. MH364114) z tiesn¢ obecné, vytvotila osamocenou

vétev odliSujici se od ostatnich fylogenetickych skupin.

Australsky izolat LV16 (Acc. No. LC523021) z tiesné obecné byl v ramci fylogenetické
analyzy celého genomu a ORF 1/ab zatazen do fylogenetické skupiny G1. Analyzou genu
HSP70h (ORF 3) a CP (ORF 5) byl vsak zafazen do skupiny G2.

Fylogeneticka analyza jak celkovych genomickych sekvenci, tak jednotlivych
taxonomicky vyznamnych proteinit RdRp (ORF 1a/b), HSP70h (ORF 3) a CP (ORF 5)
31 little cherry virus 1 izolati pochézejicich ze 4 kontinentt, 12 zemi a 7 hostitelskych
rostlin (souhrn v tabulce 12), neprokazala zadnou korelaci mezi geografickou ani

hostitelskou specifitou.
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Obrazek 7: Fylogeneticky strom genomovych sekvenci LChV1 izolati konstruovany
pomoci Neighbor-Joining metody (MEGA 7.0). Izolaty oznafeny nazvem a jejich
GenBank accession number (v zavorce). Studovany izolat Alm138 je zvyraznén tu¢né.
Jednotlivé fylogenetické skupiny (G1—G5) jsou oznaceny svorkou. Zobrazeny bootstrap

hodnoty >70. M¢ftitko predstavuje 0,05 substituci na pozici.
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Obrazek 8: Fylogeneticky strom ORF la/b aminokyselinovych sekvenci LChV1 izolat

zkonstruovany pomoci Neighbor-Joining metody (MEGA 7.0). 1zolaty oznaceny nazvem

a jejich GenBank accession number (v zdvorce). Studovany izolat AlIm138 je zvyraznén

tuén€. Jednotlivé fylogenetické skupiny (G1—G5) jsou oznaleny svorkou. Zobrazeny

bootstrap hodnoty >70. Méftitko predstavuje 0,05 substituci na pozici.
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Obréazek 9: Fylogeneticky strom ORF 3 aminokyselinovych sekvenci LChV1 izolath
zkonstruovany pomoci Neighbor-Joining metody (MEGA 7.0). Izolaty oznaceny nazvem
a jejich GenBank accession number (v zdvorce). Studovany izoldt AlIm138 je zvyraznén
tuéné. Jednotlivé fylogenetické skupiny (G1—G5) jsou oznaleny svorkou. Zobrazeny

bootstrap hodnoty >70. Méftitko predstavuje 0,02 substituci na pozici.
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Obréazek 10: Fylogeneticky strom ORF 5 aminokyselinovych sekvenci LChV1 izolat
zkonstruovany pomoci Neighbor-Joining metody (MEGA 7.0). Izolaty oznaceny nazvem
a jejich GenBank accession number (v zdvorce). Studovany izoldt AlIm138 je zvyraznén
tuéné. Jednotlivé fylogenetické skupiny (G1-G5) jsou oznaceny svorkou. Zobrazeny

bootstrap hodnoty >70. Méftitko predstavuje 0,05 substituci na pozici.
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Tabulka 12: Charakteristika LChV1 izolati pouzitych ve fylogenetické analyze.

FS* lzolat Zemé puvodu HOSt.' telska Reference
rostlina
C118-1s013 (MH364115)  Recko Prunus avium Katsiani et al., 2018a
LV16 (LC523021) Austrélie Prunus avium Kinoti et al., 2020
«— P8-42 (MH300061) Spanélsko Prunus avium Katsiani et al., 2018a
O QLD13 (LC523019) Austrélie Prunus domestica Kinoti et al., 2020
TAS16 (LC523020) Austrélie Prunus avium Kinoti et al., 2020
V2356 (JX669615) Némecko Prunus cerasus  Candresse et al., 2013
FT12 (MN131067) USA Prunus avium nepublikovano
Jerte (KX192366) Spanélsko Prunus avium Ruiz-Garcia et al., 2016
LVV (LC523024) Austrélie Prunus avium Kinoti et al., 2020
AN P8-23 (MH300060) Spanélsko Prunus avium Katsiani et al., 2018a
O Ponferrada (KX192367) Spanélsko Prunus avium Ruiz-Garcia et al., 2016
Niagara-A22 (MN508820) Kanada Prunus avium nepublikovano
Taian (KR736335) Cina Prunus avium  Wang et al., 2016
YD (KR080325) Jizni Korea Prunus persica  Limetal., 2015
Aprl53 (MN242215) Ceska republika Prunus armeniaca Safafova et al., 2020
Aprl56 (MN242216) Ceska republika Prunus armeniaca Safafova et al., 2020

Apr161 (MN242217)
Aprl72 (MN242218)

Ceska republika
Ceska republika

Prunus armeniaca Safafova et al., 2020
Prunus armeniaca Safafova et al., 2020

™ C118-1s015 (MH364116)  Recko Prunus avium Katsiani et al., 2018a
O FT13 (MN131069) Svycarsko Prunus avium  nepublikovano
FT14 (MN131068) USA Prunus armeniaca nepublikovano
ITMAR (EU715989) Italie Prunus cerasus  Matic et al., 2009a
LV27S1 (LC523022) Austrélie Prunus avium Kinoti et al., 2020
UWw?2 (NC_001836) Némecko Prunus avium Jelkmann et al., 1997
< C118-Isol (MH364114) Recko Prunus avium Katsiani et al., 2018a
o G15 3 (LN794218) Recko Prunus avium Katsiani et al., 2018a

G5

Alm138

Apri184R (MN242219)

BJ (MK775591)
Kyoto-2 (MG934545)
LV27S2 (LC523023)

Ceska republika
Ceska republika

Cina
Japonsko
Australie

Prunus dulcis

tato prace

Prunus armeniaca Safafova et al., 2020

Prunus avium

nepublikovano

Prunus serrulata Katsiani et al., 2018a

Prunus avium

Kinoti et al., 2020

* FS: oznaceni ptislusné fylogenetické skupiny.
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6 DISKUSE

Little cherry virus 1 je celosvétové rozsifeny RNA virus z ¢eledi Closteroviridae, ktery
spole¢né s Little cherry virus 2 a fytoplazmou Western X-disease zpusobuje chorobu little
cherry disease dievin rodu Prunus. Viditelné ptiznaky této choroby, jako je ztrata chuti
a zmenSeni plodu, ¢ervené az bronzové zbarveni listd ¢i zakrn€lost celé rostliny, jsou
nejcastéji pozorovany pouze u kulturnich ¢i okrasnych tfesni a visni. Infekce jinych
zastupct rodu Prunus, jako je mandlon obecnd, broskvon obecnd, sakura ozdobna, slivon
Svestka nebo meruiika obecnd, Vv naprosté vétsSing pripadlt nezptisobuje zadné viditelné
ptiznaky LChD a jeho pfitomnost v rostling je tak povazovana za latentni formu infekce.
V poslednich dvou desetiletich je LChV1 diky zvySujicimu se poctu hostitel
I rozsifujicimu se geografickému pisobeni pfedmétem intenzivniho vyzkumu ve snaze
tomuto viru a jeho etiologii Iépe porozumét. U ziskanych izolatl byla detekovana zna¢na
genetickd variabilita, ktera byla vysvétlovdna geografickym plvodem izolath.
Fylogenetickd analyza dostupnych izolatli vSak Zadnou spojitost mezi geografickym
puvodem ani rozdilnou hostitelskou rostlinou nepotvrdila (Matic et al., 2007, 2009a;
Jelkmann et Eastwell, 2011; Candresse et al., 2013; Wang et al., 2016; Safafova et al.,
2017a; Katsiani et al., 2015, 2018a; Fuchs et al., 2020; WSU Tree Fruit, 2021).

Experimentalni ¢ast bakalatfské prace byla zamétena na studium molekularné genetické
variability atypickeho izolatu ziskaného z ptiznakové mandloné obecné, jeho analyzu

a srovnani s dostupnymi LChV1 izolaty v databazi GenBank.

K analyze byly vybrany vzorky ze ¢tyi stromtt mandloné obecné rostoucich v ulici
Mandlonova v Hornich Véstonicich, z nichz jedna mandlon, u které byla jiz diive
potvrzena infekce LChV1, vykazovala chlorotickou mozaiku na listech. Tato mandlon
byla jedind, u které se potvrdila pfitomnost LChV1 pouzitim specifickych primert
1LC_12776F/1LC_13223R aLCV1U_16390/LCV1L_16809 uréenych k detekci (Rott et
Jelkmann, 2001; Glasa et al., 2015). Etiologie LChV1 je stale nejasna, ovSem
nepiitomnost viru ve zbylych tfech mandlonich naznacuje, ze k infekci nedoslo
prostfednictvim vektoru, protoze v opacném piipade by s nejvétsi pravdépodobnosti byly
diky kratké vzdalenosti mezi stromy infikovany mandloné vSechny. Toto zjisténi
potvrzuje piedpoklad, ze k infekci velmi pravdépodobné doslo prostiednictvim
vegetativniho rozmnoZovani latentné infikované podnoze mandlong obecné (Safaiova et

al., 2020). Nelze sice zcela jist¢ potvrdit, ze chlorotickd mozaika na listech byla
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zpusobena infekci LChV1, ale vroce 2017 byla ustudovaného stromu vyvracena
piitomnosti viru Sarky $vestky (Safatova et al., 2017b) a piipadné nové a neznamé viry
by bylo nutné potvrdit/vyvratit pomoci NGS. Detekce LChV1 na piiznakové mandloni
obecné ovSem naznacuje, ze infekce nemusi byt vzdy latentni a Ze n€které genotypy
mohou byt k nidkaze vice senzitivni (Safafova et al., 2020). Tyto potenciondlnd
senzitivniho genotypy piedstavuji hrozbu pro budouci péstovani této dieviny a z tohoto

divodu je dilezité tomuto viru co nejvice zabranit v dalsim Sifeni.

V rdmci dalsi ¢asti bakalaiské prace byla ziskana kompletni sekvence LChV1 izolatu
Alm138 z pfiznakové mandloné obecné, ktera byla dlouha 16 928 bp a obsahovala
8 otevienych cCtecich rdmcii. Pocet a uspofddani otevienych ctecich ramcti genomu
Alm138 byly v souladu s obecnym popisem little cherry virus 1, jen v n€kolika ptipadech
byly zaznamenany odchylky v jejich délce. Porovnanim kompletni genomové sekvence
a nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci jednotlivych ORF izolatu Alm138
s 30 izolaty dostupnych v databazi GenBank byla potvrzena o¢ekavana vysoka variabilita
izolatu little cherry virus 1, dosahujicich hodnot az 35,5 %. Nejméné variabilni ¢ast
genomu byl ORF 3 kédujici HSP70h a ORF 7 kodujici p21, nejvariabilnéj$i ¢ast genomu
byl ORF 2 kédujici p4. Tato zjisténi jsou v souladu se zjisténimi Candresse et al. (2013)
a Katsiani et al. (2015, 2018a). Nejvyssi shodu v celogenomické sekvenci (96,2 %)
I v sekvencich jednotlivych otevienych ¢étecich ramet (92,6—99,1 %) vykazoval Cesky
izolat Aprl84R ziskany z 30 let staré merunky obecné. Odhadované staii studované
mandloné obecné bylo 15 let (Safafova, osobni sdéleni). I pies vysokou identitu je diky
vékovému rozdilu a odlisnému pivodu nepravdépodobné, Ze by izolaty pochézely ze

stejného zdroje infekce.

Fylogeneticka analyza nukleotidové sekvence celého genomu a aminokyselinové
sekvence ORF la/b, ORF 3 a ORF 5 rozd¢lila 31 izolati do jiz diive vytvotfenych
5 fylogenetickych skupin (Katsiani et al., 2018a). Studovany izolat Alm138 byl zatazen
do skupiny G5 spoleéné s izolaty rizného geografického ptivodu, a to z Ceské republiky,
Japonska, Australie a Ciny: Apr184R, Kyoto-2, LV27S2 a BJ. Z fylogenetickych stromi
nebylo patrné rozdéleni izolatti pochazejicich ze 4 kontinentt a 7 hostitelskych rostlin do
skupin at’ uz na zakladé hostitelské specifity nebo geografického rozmisténi, coz je
v souladu s piedchozimi studiemi (Candresse et al., 2013; Katsiani et al., 2015, 2018a;
Safafova et al, 2020).
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Podobn¢ jako u izolati Kyoto-2, G15_3, PHLC28 5, V2356 nebo Taian (Candresse et al.,
2013; Katsiani et al., 2015,2018a; Wang et al., 2016) doslo u izolatu Alm138 v oblasti
ORF 2 Kk “nonsense” substituci thyminu na adenin, coz mélo za nasledek piedcCasné
ukonceni translace a vznik o 5 aminokyselin kratsiho p4 proteinu nez u izolatt, které se
ve fylogenetické analyze vyvétvily do skupiny G3: Aprl53, Aprl56, Aprl6l, Aprl72,
C118-1s015, FT13, FT14, ITMAR, LV27S1 a UW2. Na zaklad¢ ziskanych dat Ize fict,
Ze absence této mutace je charakteristicka pro izolaty fadici se do fylogenetické skupiny
G3. K potvrzeni této hypotézy jsou nutné dalsi studie zamétené na charakterizaci vétsiho
poctu izolatd patticich do téchto fylogenetickych skupin.

HSP70h, kodovany ORF 3, byl u izolatu AlIm138 0 67 aminokyselin kratsi neZ u izolatt
ITMAR a UW?2. To zapfi¢inila jednonukleotidova inzerce, ktera vyustila v pred¢asné
zatazeni terminac¢niho kodonu, a tedy vzniku kratsiho ORF 3 (Jelkmann et al., 1997;
Matic et al, 2009a; Candresse et al., 2013). Tato inzerce je u LChV 1 izolath bézna, kratsi
produkt tfetiho otevieného cteciho rdmce byl zaznamenan napftiklad u izolatd Aprl53,
Aprl84R, C118-1s013, G15_3, Jerte, Kyoto-2, Taian nebo V2356 (Candresse et al., 2013;
Katsiani et al., 2015, 2018a; Ruiz-Garcia et al., 2016; Wang et al., 2016; Safarova et al.,
2020).

Rozdilna délka predpokladaného proteinu byla detekovana i v ramci ORF 7. Protein p21,
kddovany ORF 7, byl u izolatu AlIm138 o 50 aminokyselin del$i nez u izolatd ITMAR,
UW2, LV27S1 alLV27S2, P8-42, QLD13, TAS16 a V2356. U izolati s kratsim
produktem byla detekovéna inzerce cytosinu v 5" oblasti ORF 7, ktera méla za nésledek
Kinoti et al., 2020). Protein p21 o stejné délce jako u izolatu AlIm138 byl zaznamenan
napiiklad u izolath Apr184R, G15 3, Kyoto-2, LV16, Ponferrada, Taian nebo YD
(Katsiani et al., 2015, 2018a; Lim et al., 2015; Ruiz-Garcia et al., 2016; Wang et al.,
2016; Kinoti et al., 2020; Safaiova et al., 2020).

Pii analyze sekvenci byl u izolatu G15_3 (Acc. No. LN794218) identifikovan alternativni

0 12 nukleotidi dale smérem k 3"-konci, nez je kodon TTG ptivodné popsany autory
(Katsiani et al., 2015). Nov¢ identifikovany ORF 3 by kddoval produkty o stejné délce
jako AIm138 a dalsich 27 studovanych izolati (mimo ITMAR a UW2). ORF5 by

kodoval produkty o stejné délce jako vSechny analyzované izolaty v této préci.
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Vysoké podobnost izoldtu AIm138 s izolaty z Asie a Australie podporuje tvrzeni, Ze se
LChV1 sifi globalné spoletné s infikovanym materidlem mezi komercnimi sady
(Jelkmann et Eastwell, 2011; Jeger et al., 2017). Porovnani identity izolatu Alm138
s izolaty dostupnych v databdzi GenBank podpofilo tvrzeni, ze vysoka variabilita LChV 1
izolath neni zplisobena geografickym pivodem ani specifitou k hostitelské rostling
(Katsiani et al., 2015, 2018a). Jednim z moznych vysvétleni vysoké variability, ktera je
pro tento virus pfizna¢nd, muze byt rekombinace mezi jednotlivymi LChV1 izolaty
Vv pribéhu evoluce, i kdyz rekombinantnich udéalosti bylo zatim u soucasnych izolata
detekovano malo, konkrétné u feckého izolatu No2 ISTO, u italského izolatu ITMAR
a u australskych izolati LVV, LV16 a TAS16 (Katsiani et al., 2015, 2018a; Kinoti et al.,
2020).

Rozsifujici se okruh hostiteltl i geografického rozmisténi, absence znamého vektoru,
neznama pii¢ina vysoké variability a nejasna epidemiologickd situace — to je
vyjmenovani pouze nékolika duvodd, pro¢ je dulezité LChV1 stale detailné studovat

a zaméfit sva Usili na pochopeni a prohloubeni naseho poznéni.
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7 ZAVER

Byla potvrzena infekce mandlon¢ vykazujici symptomy little cherry disease virem little
cherry virus 1. RT-PCR a Sangerovym sekvenovanim byla ziskdna kompletni sekvence
LChV1 izolatu AlIm138, kterd byla 16 928 nt dlouha a obsahovala osm otevienych ¢tecich
ramcti. Sekvence vykazovala nejvyssi identitu s Ceskym izolatem ziskanym z merunky
obecné Aprl84R (96,2%), japonskym izolatem ziskanym ze sakury ozdobné Kyoto-2
(92,1 %), c¢inskym izolatem ziskanym z tfe$né obecné BJ (91,9 %) a australskym
izolatem ziskanym z tfeSné obecné LV27S2 (91,1 %). Fylogenetickou analyzou pomoci
algoritmu Neighbor-Joining se izolat Alm138 vyvétvil do jiz popsané fylogenetické
skupiny G5 spolecné s jiz zminénymi izolaty Apr184R, Kyoto-2, BJ aLV27S2, ¢imz byla
potvrzena evolucni ptibuznost téchto izolatd. Analyzou 31 LChV1 izolatt dostupnych
v GenBank nebyla zjisténa souvislost mezi vysokou variabilitou a geografickou ¢i

hostitelskou specifitou.

Piitomnost LChV1 izolatu pfibuznym s izolaty piivodem z Asie a Australie v Ceské
republice prokazuje diivéjsi zavéry o globalnim Sifenti little cherry virus 1 v infikovaném
materialu. Ze skutecnosti, Ze byl tento izolat ziskan z genotypu mandloné senzitivniho

k LChV1 je patrné, Ze je potieba podniknout G¢inné kroky k zabranéni §iteni tohoto viru.
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