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SOUHRN

Bakalaiska prace se vénuje vyuziti dvouvlaknové RNA (double-stranded RNA, dsRNA) pfi
studiu rostlinnych RNA virt.

V teoretické ¢asti jsou popsany rostlinné RNA viry, které jsou rozdéleny do 3 skupin podle
replikaéni strategie na (+)ssRNA viry, (-)sSRNA viry a dsRNA viry. U kazdé skupiny je
uvedena stru¢na charakteristika genomu, zpusob jejich replikace a jsou piedstaveni
nejvyznamnéjsi zastupci danych skupin. Druha ¢ast je vénovéana vyznamu dsRNA pro detekci
a identifikaci rostlinnych vird a metodam studia virové dsRNA jako je napt. izolace dsRNA,
diagnostika virih pomoci jejich dsRNA profili, RT-PCR, molekularni klonovani
a sekvenovani genomu RNA virl s vyuzitim klasickych metod sekvenovani i sekvenovani
nové generace. Na zaveér teoretické Casti je uvedena charakteristika rodu Luteovirus
a zastupcu tohoto rodu infikujicich dfeviny — Nectarine stem pitting-associated virus,

Cherry-associated luteovirus a Rose spring dwarf-associated luteovirus.

Cilem experimentalni casti byla izolace dSRNA zviry infikovanych rostlin a jejich
identifikace. Ve stromu vi$né se podafilo identifikovat Nectarine stem pitting-associated virus
a ziskat CasteCnou genomickou sekvenci ORF 3, ORF 5 a c¢ast 3" nepiekladané oblasti

genomu.



SUMMARY

This bachelor's thesis deals with the use of double-stranded RNA (dsRNA) in the study of
plant RNA viruses.

In the theoretical part, plant RNA viruses are described and divided into 3 groups according to
the replication strategy. The groups are (+) sSRNA viruses, (-) sSRNA viruses and dsRNA
viruses. For each group there is a brief description of the genome, the way the genomes are
replicated, and the most prominent representatives of the groups are presented. The second
part concentrates on the importance of the dsSRNA for the detection and identification of plant
viruses and on the methods of viral dSRNA study such as dsRNA isolation, virus diagnosis
based on usage of their own dsRNA patterns, RT-PCR, molecular cloning and sequencing of
RNA genome using traditional methods of sequencing and next generation sequencing. At the
end of the theoretical part, we are introducing the characteristics of the genus Luteovirus and
of the members of this species which infects the woody species — Nectarine stem pitting-

associated virus, Cherry-associated luteovirus and Rose spring dwarf-associated luteovirus.

The aim of the experimental part was to isolate the dsSRNA from the infected plants and to
identify them. We were able to identify the Nectarine stem pitting-associated virus in the sour
cherry tree and we succeeded in obtaining the partial genomic sequence of ORF 3, ORF 5 and

part of 3" untraslated region.
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

(-)ssRNA single-strand RNA (jednovlaknova RNA) s negativni polaritou
(+)ssRNA single-strand RNA (jednovlaknova RNA) s pozitivni polaritou
BChVv Beet chlorosis virus

BLRV Bean leafroll virus

BYDV-GAV Barley yellow dwarf virus-GAV

BYDV-Kerll Barley yellow dwarf virus-kerll

BYDV-MAV Barley yellow dwarf virus-MAV

BYDV-PAS Barley yellow dwarf virus-PAS

BYDV-PAV Barley yellow dwarf virus-PAV

CABYV Cucurbit aphid-borne yellows virus

cDNA komplementéarni deoxyribonukleova kyselina

CVEV Citrus vein enation virus

CYDV Cereal yellow dwarf virus-RPV

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOP degenerované oligonukleotidové primery

DRB4 dsRNA ,,binding" proteinu 4

dsRNA double stranded RNA (dvouvlaknova RNA)

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

GST glutation-S-transferazy

ChaLV Cherry-associated luteovirus

ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses

MRNA mediatorova RNA

NGS next generation sequencing (sekvenovani nové generace)
NSPaV Nectarine stem pitting-associated virus

ORF open reading frame (otevieny ¢teci ramec)

PCR polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
PEMV-1 Pea enation mosaic virus 1

PVPP polyvinylpolypyrolidon

PLRV Potato leafroll virus

RdRp RNA-dependentni RNA polymeraza

RNA ribonukleova kyselina

RSDaV Rose spring dwarf-associated virus

RT reverzni transkripce

SbDV Soybean dwarf virus

SDS sodium dodecyl sulfate (dodecylsiran sodny)

STE sodium chloride Tris EDTA (chlorid sodny Tris EDTA) pufr
SSRNA single-stranded RNA (jednovlaknova RNA)

TAE Tris acetate EDTA (Tris-acetatovy EDTA) pufr

TuYV Turnip yellows virus



2 UVOD

RNA viry predstavuji asi 90 % vSech znamych rostlinnych virti. Jedna se o nebunétné
parazity, ktefi infikuji rostlinné buniky a u fady uzitkovych i okrasnych rostlin vyvolavaji
zavazné choroby. Detekce a identifikace rostlinnych RNA virt je zasadni pro prevenci

virovych onemocnéni a naslednou 1é¢bu rostlin.

K diagnostice rostlinnych RNA viri se v minulosti pouzivaly metody zalozené na hodnoceni
ptiznakt, které se na rostlinach vyskytovaly nebo na identifikaci virovych ¢astic pomoci
mikroskopie. V soucasné dobé nachazeji uplatnéni napiiklad sérologické metody, ale zacinaji

prevladat metody molekularni biologie, které se soustfedi na analyzu nukleovych kyselin.

Vyhodnou strategii pii studiu rostlinnych RNA vird je izolace a analyza dvouvlaknové RNA
(double-stranded RNA, dsRNA). Molekula dsRNA piedstavuje genom dsRNA virt a také
vznikd jako meziprodukt pfi replikaci virl s jednovldknovou RNA. Dvouvladknovd RNA se
u zdravych rostlin vyskytuje v nedetekovatelnych mnozstvich. Pokud je v rostliné ptitomna
dsRNA o velikosti vice nez 0,5 kb, je velka pravdépodobnost, Ze je tato rostlina infikovana
RNA viry. Izolovana dsSRNA po separaci v gelu vytvari charakteristické dsRNA profily, které
jsou specifické pro druhy, pfipadné rody a ¢eledi RNA virl. Z tohoto diivodu je studium
dsRNA vhodnou metodou pro diagnostiku RNA virt (Dodds et al., 1984). Izolace virové
dsRNA z rostlinného materialu a vyuziti dalSich metod jako je polymerazova fetézova reakce,
molekuldrni klonovani a sekvenovani se stdva standardnim postupem pro popis novych

rostlinnych RNA vird.



3 CILE PRACE

e Vypracovani reSerSe na téma ,,Vyuziti dSRNA pfi studiu rostlinnych virti*.
e Zvladnuti metod: izolace dsRNA, RT-PCR, sekvenovani, bioinformatika,
elektroforéza v agar6zovém gelu.

e lzolace dsRNA z viry infikovanych rostlin, jejich identifikace pomoci RT-PCR

a sekvenovani.



4 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

4.1 RNA viry

RNA viry jsou velmi riiznorodou skupinou nebunécnych organisml a tvoii vétSinu vSech
znamych virG. Skladdaji se znukleové kyseliny a kapsidy. Jejich genom je tvofen
ribonukleovou kyselinou (RNA), ktera mize byt bud jednovlaknova (single-stranded, ss)
nebo dvouvlidknova (double-stranded, ds). Podle organizace genomu a replikaéni strategie

muzeme délit RNA viry do ¢tyi zakladnich skupin:

1. (+)ssRNA viry — viry, u kterych je genom tvoien jednovlaknovou RNA s pozitivni
polaritou,

2. (-)ssSRNA viry — viry, u kterych je genom tvofen jednovlaknovou RNA s negativni
polaritou,

3. dsRNA viry — viry, u kterych je genom tvoien dvouvlaknovou RNA,

4. sSRNA-RT viry — viry, u kterych je genom tvofen jednovlaknovou RNA
a disponuji schopnosti prepsat svou RNA do dsDNA pomoci enzymu reverzni

transkriptazy a zaclenit ji do genomu hostitele.

Zastupci rostlinnych virt se nachéazeji pouze v prvnich tfech skupindch. Dvouvldknovd RNA
se pak vyskytuje také pouze u téchto tfi skupin. U dsRNA virt,, kde dvouvldknova RNA
predstavuje genom a U (+)ssRNA virG a (-)ssRNA vir, kde tato molekula vznika jako

replika¢ni meziprodukt.

4.1.1 (+)ssRNA viry

(+)ssRNA viry jsou nejpocetnéjsi skupinou RNA virti a tudiz skupinou velmi rtiznorodou.
Genom RNA virt tvofeny jednovlaknovou RNA s pozitivni polaritou lze charakterizovat jako
linearni, u nékterych celedi muze byt segmentovany. Velikost se pohybuje od 2,3 kb
do 31,0 kb (Anonymous 1).

Po proniknuti virionu do bunky vétSinou prostiednictvim vektoru dojde jeho rozbaleni

a genové expresi. Existuji dve strategie replikace a exprese genetické informace u (+)ssRNA
virt:

1. Virova RNA je pfimo vyuzita jako mediatorova RNA (mMRNA) a je prekladana

do sekvence aminokyselin za vzniku polypeptidu, ktery musi byt nasledné

rozStépen na jednotlivé proteiny. Tyto proteiny pak plni funkci stavebni a tvoii
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kapsidu, ale vytvareji se také nestavebni proteiny, které se dale ucastni replikace.
Jednim z nich je RNA-dependentni RNA polymeraza (RdRp). Plsobenim tohoto
enzymu je vytvorena komplementarni jednovlaknova negativni RNA, ktera slouzi
jako templat pro opétovnou syntézu virové (+)ssRNA. Tim, ze se zde vytvaii RNA
vlakna s negativni polaritou, vznikaji dvouvldknové replikaéni meziprodukty.
(Ahlquist, 2006; Miller et Koev, 2000). dsRNA meziprodukt, ktery je po celé délce
dvouvlaknovy, byva oznacCovan jako ,replicative form*“ a dsSRNA meziprodukt,
ktery je Castecné jednovlaknovy a Casteéné dvouvldknovy se oznacuje ,,replicative
intermediate” (Buck, 1999). Tento zplsob exprese genomu se vyskytuje naptiklad
u Picornavirales (Dougherty et Semler, 1993).

2. S druhou strategii exprese genomu se setkavame napi. u Celedi Alphaflexiviridae.
K vytvofeni (+)ssRNA je potieba dvou cykli translace. V prvnim cyklu translace je
syntetizovan polypeptid, jehoz rozstépenim vznikaji pouze nestavebni proteiny,
které se podileji na replikaci genomické RNA napt. RdRp. Po této replikaci vznika
MRNA, ktera neni identicka s genomickou a nazyva se subgenomicka RNA. Jeji
translaci vznikd dalSi polypeptid, jehoz segmenty tvofi stavebni proteiny.
Ptitomnost téchto dvou cykli je dilezitd pro odd€leni rané a pozdni faze exprese

pti infekci (Anonymous 2).

(+)ssRNA viry predstavuji asi tfetinu vSech znamych virlt a jsou roz€lenény do 3 fadi
a 31 geledi. Rady Picornavirales a Tymovirales zahrnuji rostlinné viry. Do Picornavirales
a Celedi Secoviridae patii viry velmi Casto se vyskytujici a napadaji Siroké spektrum hostiteld.
Jedna se o Arabis mosaic virus, Cherry leaf roll virus nebo Tomato ringspot virus.
(Sanfacon et al., 2009). Tymovirales zahrnuje tii Celedi Alfaflexiviridae, Betaflexiviridae
a Tymoviridae. Ze zastupci tohoto fadu mohou byt uvedeni napiiklad Cherry virus A, Apple
chlorotic leaf spot virus a Potato latent virus, které infikuji hospodaisky vyznamné druhy
rostlin a dievin. Mezi rostlinné (+)ssRNA viry zafazujeme dalSich 5 ¢eledi, které nejsou
zatazeny do daného tadu: Bromoviridae, Closteroviridae, Luteoviridae, Potyviridae
a Tombusviridae (ICTV, 2015).

4.1.2 (-)ssRNA viry

U rostlinnych (-)ssRNA virt je uloZena geneticka informace v molekule RNA s negativni
polaritou. Velikost genomu (-)ssSRNA viri se pohybuje v rozmezi od 1,6 kb do 25,2 kb.

Genom je linearni a u nékterych viri miize byt segmentovany (Anonymous 3).
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Zpisob replikace (-)ssRNA virth se lisi pravé podle toho, zda maji segmentovany nebo
nesegmentovany genom. Ovsem V obou piipadech dochézi ke vzniku mRNA, kterd je
pozitivné orientovana a docasn¢ tak vznikaji dvouvlaknové meziprodukty. Tato molekula pak
slouzi jak pro syntézu proteinu, tak jako templat pro vznik genomické (-)sSRNA (Bustamante
et Hull, 1998; Kormelink et al., 2011).

Rostlinné (-)ssRNA viry ¢lenime do 3 Celedi - Bunyaviridae, Ophioviridae, Rhabdoviridae
a dvou rodu - Emaravirus a Tenuivirus. Nejpocetnéjsi ¢eled’ Bunyaviridae primarné zahrnuje
viry vyskytujici se u zvifat a pouze 1 rod z celkovych péti této Celedi predstavuje viry
rostlinné. Jde o rod Tospovirus a typovym druhem patiicim do tohoto rodu je Tomato spotted
wilt virus, jehoz genom byl popsan uz v roce 1991 (De Haan et al., 1991; Kormelink et al.,
1992). Rody Tospovirus a Tenuivirus jsou charakteristické tim, Ze jejich genom z ¢asti
obsahuje (+)ssRNA a z ¢asti (-)sSRNA. Tudiz ta ¢ast genomu, ktera ma pozitivni polaritu, je
piimo piekladana, zatimco Cast s negativni polaritou — cast komplementarni - musi byt
prepsana do molekuly mRNA a az poté zde probiha translace. Takové viry pak nazyvame
ambisense RNA viry (Nguyen et Haenni, 2002). Mezi rostlinné viry rodu Tospovirus patii
napi. Tomato spotted wilt tospovirus a do rodu Tenuivirus zastupce Rice stripe virus

(ICTV, 2015).

4.1.3 dsRNA viry

dsRNA viry jsou skupinou virQ, které charakterizuje pfitomnost ikosaedrického uspotadani
proteinového plasté a velikost virovych ¢astic pohybujici se od 18 do 360 nm. Jejich genom je
tvofen dvouvldknovou RNA a je linearni. Genom dsRNA virti je asto segmentovany a je zde

zna¢na variabilita v poctu téchto segmentiim (Mertens, 2004).

Replikacni cyklus dsRNA vird probihd uvnitf hostitelské buniky, do které se viriony
u rostlinnych bunék nejcastéji dostavaji pomoci vektoru. V procesu transkripce je kazdy
segment RNA piepisovan jednotlivé enzymem RNA-dependentni RNA polymerdzou a vznika
(+)ssRNA. Nasleduje translace a vznika polypeptid, ktery tvoii proteiny kapsidy. RNA
S pozitivni polaritou je také vyuzita jako templat pro vznik RNA s negativni polaritou a tim
muze vzniknout dvouvlaknova RNA tvofici genom téchto virt (Patton et Spencert, 2000).
ProtoZze eukaryotické bunky maji vyvinuty zplsoby, jak deaktivovat dvouvlaknovou
RNA, kterou povazuji za cizorodou, replikace probihd uvniti ikosaedrické kapsidy

(Anonymous 4).
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Podle ICTV (2015) se dsRNA viry fadi do jedenacti ¢eledi, z nichz 4 zahrnuji viry napadajici
rostliny - Amalgaviridae, Endornaviridae, Partitiviridae a Reoviridae.

Nejvice poc¢etné zastoupenou skupinou jsou Reoviridae. Genom Reoviridae se sklada z 10 az
12 segmentt, které kéduji 10 az 14 proteinti. Velikost jejich genomu odpovida od 18,2 kb
do 30,5 kb (Anonymous 5). Do ¢eledi Reoviridae jsou zafazeny tyto viry - Rice dwarf virus,
Maize rough dwarf virus nebo Garlic dwarf virus. Mezi jejich typické projevy patii zakrslost
a Cetné deformace u napadenych rostlin. Druhou nejpocetnéjsi skupinou jsou Partitivirae
zpusobujici virova onemocnéni u rostlin a hub. Za zminku také stoji ¢eled’” Endornaviridae,
jejichz zastupci napadaji hospodaisky vyznamné druhy jako je naptiklad ryze seta, bob

obecny a fazol obecny (ICTV, 2015).

4.2 Pritomnost dSRNA u viry infikovanych rostlin

Morris et Dodds (1979) poprvé popsali ptitomnost dvouvlaknové RNA ve virem
infikovanych rostlinnych pletivech. dsRNA izolovali z rostlin napadenych viry Turnip yellow
mosaic virus, Alfalfa mosaic virus, Tobacco mosaic virus a dalsimi (+)ssRNA viry. Izolovana
dsRNA pak poslouzila jako vychozi material pro gelovou elektroforézu a zjistili, Ze kazdy
Z testovanych vira vytvoril po separaci v gelu charakteristicky profil (dsSRNA profil) podle
poctu a velikosti viru specifickych dsRNA. Dosli tedy k zévéru, ze tento postup je vhodny pro
detekci a identifikaci RNA virt. V dal$im studiu virové specifické dvouvlaknové RNA
pokracovali Valverde et al. (1990). Vychazeli ze stejného piedpokladu, a to, ze pomoci
dsRNA profilu Ize taxonomicky zafadit RNA. Genom viru, ktery obsahuje jednu ssRNA
molekulu by mél tvofit jeden hlavni dsRNA produkt o velikosti dvojnasobku molekulové
hmotnosti ssSRNA. AvSak pfi testovani byly detekovany dalsi produkty, které mély mensi
molekulovou hmotnost a mize se tedy jednat o subgenomickou RNA nebo satelitni RNA.
Vznik téchto produktl je dilezity pfi rozliSeni jednotlivych virGi v ramcei rodu a celedi. Bylo
také zjisténo, ze v rostlinnych bunkach je pfitomna i dsRNA, ktera nemusi byt virového
pivodu, a pouze ve srovnani se zdravou rostlinou miZeme po separaci v gelu odecist
ptitomnost virové dvouvlaknové RNA. Dvouvldknovd RNA se od t¢ doby pouziva jako

vychozi material pro studium RNA vird.

4.2.1 Distribuce a vyskyt dSRNA v rostlinnych buiikach a pletivech

Jak uz bylo popsano, dsRNA se vyskytuje v rostliné pii napadeni dsRNA viry (+)sSRNA viry,
dsRNA viry i (-)sSRNA viry. Virova dsRNA se v nakazené rostlin¢ vyskytuje ve vSech jejich
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castech, ale v zavislosti na stafi testované rostliny i na druhu pouzitého pletiva pfi testovani
se dSRNA v rostliné nachazi v riznych koncentracich. Bylo zjisténo, ze vétsi mnozstvi
dsRNA se nachazi v listech, zatimco v kofenech a kiife je ji mnohem méné (Jordan et al.,
1983). Také byla potvrzena hypotéza, ze v mladych listech se nachazi vice dsRNA nez
ve starych. Li et al. (2007) amplifikovali izolovanou dsRNA z rizné starych listli jahodniku
pomoci RT-PCR. Vysledek poukazoval na to, ze dSRNA izolovana z mladych listi vytvorila
vice produktu nez dsRNA z listl starych. Zajimavé také bylo, ze po zfedéni vzorka 1x byly
vSechny amplikony na gelu stejné¢ zietelné. Jenomze kdyZz bylo provedeno fedéni 100x,
amplikony dsRNA odpovidajici vzorkiim ze zralych listd uz nebyly na gelu tak viditelné a po
fedéni 100 000x jiz skoro neviditelné oproti amplikonim dsRNA, ktera odpovidala listim

mladym.

Moreno et al. (1989) sledovali zmény v profilech dSRNA v prubéhu roku. Po sesbirani
materidlu v riznych mésicich v ramci jednoho roku byla provedena analyza dsRNA. Profily
dsRNA byly velmi silné a jasné na jafe a na podzim, zatimco v 1été¢ polovina z nich

se projevovala slabé a v zim¢ velmi slabé.

U mnoha onemocnéni zpisobené rostlinnymi viry byly pozorovany i cytologické zmény
v bunikach hostitele. Mezi nejcastéjsi patfi vznik méchyikdi na povrchu chloroplasti,
mitochondrii, jadra nebo tonoplastu. Uvniti téchto méchyrkli jsou pozorovany struktury

fibrilarni povahy, které nejspi$ odpovidaji dvouvlaknové RNA (Dodds et al., 1984).
4.3 Metody studia virové dsRNA

4.3.1 lzolace dsRNA

Pocate¢nim krokem ve studiu dvouvlaknové RNA je jeji izolace. dSRNA Ize izolovat
z Cerstvych, lyofilizovanych i1 zmrazenych rostlinnych pletiv. Izolace probihd pomérné
snadno, protoze dsRNA je stabilni a snadno se extrahuje 1 z malého mnozstvi rostlinného
materialu — 1 g 1 méné¢ (Dodds et al., 1984). Kizolaci byva tradiéné¢ pouzivana

fenol-chloroformova extrakce, ale zname i izolaci bez pouziti téchto latek.

Prvnim, kdo se pokusil o izolaci dsSRNA z viry infikovanych rostlin byli Morris et Dodds
(1979). Tato metoda je vyuzivana dodnes, i kdyz byla fadou autord modifikovana. Nyni bude

zjednodusSen¢ popsan postup této izolace.

Izolace je zahajena homogenizaci rostlinného pletiva o hmotnosti 10 g a pfidanim 10 ml GPS

pufru (0,2 mol/l glycin; 0,1 mol/l Na;HPO4; 0,6 mol/l NaCl; pH 9,5),
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1 ml 10 % dodecylsiranu sodného (SDS), 0,1 ml B-merkaptoetanolu, 10 ml fenolu a 10 ml
roztoku chloroformu a pentanolu v poméru 25:1. Dale po stoceni vzorku je vyuzita vodna
faze, kterd obsahuje dvouvlaknovou RNA, ale i jednovldknovou RNA a DNA. Zasadni
vtomto postupu izolace dsRNA je pouziti celulozy CF-11 a etanolu, jehoz absolutni
koncentrace je 15 %. Dvouvldknova RNA se prioritné vaze k celuléze CF-11 v pfitomnosti
etanolu pravé o koncentraci 15%. Autofi pak v postupu pokracuji na zakladé¢ dvou riznych

postupti. Prvni postup vyuziva celulézové kolony a druha je tzv. ,,batch* metoda.

Dle prvniho postupu je k vodné fazi piidan STE pufr (0,1 mol/l NaCl; 0,05 mol/l Tris-HCI;
0,001 mol/l Na2EDTA,; pH 7,0) s etanolem o celkové koncentraci 15 % (STE/15%Et). Tento
roztok je umistén na kolonu s celulézou CF11, opét promyt STE/15%Et. Dvouvlaknova RNA

je eluovana STE pufrem bez ptidavku etanolu.

U tzv. ,batch® metody je nejdiive proplachnuta celuléza CF11 15% vodnym roztokem
etanolu. Dobie promichana smés je centrifugovana a supernatant odstranén. Pelet je
resuspendovan v STE/15%Et a celuléza je umisténa na kolonu a promyta STE/15%Et
K odstranéni jednovlaknové RNA. dsRNA je poté obdobné¢ jako v prvnim postupu uvolnéna

STE pufrem bez etanolu.

DNA ve vzorku pak muze byt odstranéna piidavkem deoxyribonukleazy | v prostiedi
hofe¢natych iontd. V poslednim kroku dojde k vysrazeni dsRNA etanolem. Ve zkratce
se jedna o fenol-chloroformovou metodu izolace a schopnost riznych druhti nukleovych
kyselin vazat se nacelulozu CF11 vrizné koncentraci etanolu. Ve vhodné zvolenych

podminkach je tak mozné, aby se dsSRNA vazala vyhradné na celulozu CF11.

Dalsimi autory, ktefi se zabyvali vyvojem metody izolace dsSRNA byli Valverde et al. (1990).
I kdyz Valverde et al. (1990) vychazeli z vyse popsaného postupu podle Morris et Dodds
(1979), doslo k ur¢itym zménam a celkovému zjednoduseni. Zatimco Morris et Dodds (1979)
izolovali z 10 g; Valverde et al. (1990) pouze z 3,5 g. Khomogenatu je navic pfidavan
bentonit, ktery srazi proteiny. U tohoto postupu je vyuZito dvou kolon, na které jsou postupné
nality suspenze celulozy CF1l a vodné faze setanolem. Zde nalézame dalsi rozdil
a to v koncentraci etanolu. Ta je v tomto piipadé 16 %. Obecné schéma mizeme vidét na
obrazku 1. V principu je tato metoda velmi podobna a postup dle Valverde et al. (1990)

a Morris et Dodds (1979) patii v dne$ni dob€ mezi nejpouzivanéjsi.
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Obrazek 1: Schéma postupu izolace dsRNA (pfevzato a upraveno z Valverde et al., 1990)

Piidani etanolu (16 %) STE + STE
l_j I etanol (16 %) l
— S— —y —
.- s, , Homogenizace pletiva
g ; fedi dsRINA
v prostredi STE pufru, —_—
bentonitu a SDS ssRNA
DNA
Celuléza .
+ dsRNA Celuloza
1 |
Rostlinné pletivo Centrifugace 1 1
infikované RNA viry I |
I 1
ssRNA dSRNA
DNA $

Nicmén¢ byly publikovany i alternativni metody izolace a purifikace dsSRNA. Izolace dSRNA
bez pouziti fenolu a chloroformu byla publikovana v roce 2008 a vychazi z postupu podle
Morris et Dodds (1979). Rozdilem je pouziti jiného pufru, ktery se pridava
k homogenizovanému vzorku. Nazyva se EBA pufr a obsahuje 50 mmol/l Tris-HCI, pH 8,5;
50 mmol/l EDTA; 3% SDS; 1% p-merkaptoetanol a 1% PVPP — polyvinylpolypyrolidon.
Dalsim rozdilem je také vyssi celkova koncentrace pouzitého etanolu, ktera je 20 % (Balijja et

al., 2008).

Ke zkvalitnéni vysledku izolace dsRNA miZze byt také pouzit enzym proteindza K.
Proteinaza K je vyuzivana k rozstépeni proteind a tim je schopna deaktivovat ribonukleazy

a deoxyribonukleazy, které stépi nukleové kyseliny (Akin et al., 1998).

Kobayashi et al. (2009) piedstavili inovativni metodu izolace dsSRNA, ktera postrada
nevyhody klasickych metod izolace dsRNA jako je asova naro¢nost. Autofi pouzili k izolaci
protein, ktery vznikd fuzi glutation-S-transferazy (GST) a dsRNA ,binding®
proteinu 4 (DRB4). GST-DRBA4 protein specificky vaze pouze dsRNA (Hiraguri et al., 2005).
Tato metoda se zda byt efektivni, doslo ke zkraceni doby izolace a s vyuzitim dalsich technik
(reverzni transkripce, PCR amplifikace, klonovéani a sekvenovani) byl pomoci této metody

charakterizovan genom viru Gentian ovary ringspot virus (Atsumi et al., 2015).

Na zavér je nutno zminit, ze kvalita izolované dsRNA odpovida piesnosti a Cistoté prace.

Vsechny RNA molekuly jsou snadno degradovatelné ribonukledzami, které jsou aktivni
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pfi riznych teplotach i hodnotach pH. I pfesto, Ze dsRNA je stabilnéjsi nez ssSRNA je nutné

postupovat pii praci s dsRNA tak, aby byla pted vlivem téchto enzymi ochranéna.

4.3.2 Detekce a identifikace rostlinnych vira pomoci dsRNA profilua

Jak uz bylo vySe popsano, izolovand dsRNA z viry infikovanych rostlin vytvaii po separaci
v gelu dsRNA profil, podle kterého mizeme virus taxonomicky zatfadit do dané skupiny.
V minulosti  byly popsany dsRNA profily celedi Bromoviridae, Virgaviridae
(Jordan et al., 1983), Luteoviridae (Gildow et al., 1983), Alphaflexiviridae, Betaflexiviridae,
Potyviridae (Valverde et al., 1985), Closteroviridae (Moreno et al., 1989) a dalSich. Jedna se
0 jednoduchou a ¢asové nenarocnou metodu. Oproti jinym technikdm je analyza dsRNA
profild vyhodna 1 Vv pfipadé, kdy je rostlina infikovand né¢kolika viry zaroven
(Valverde et De La Torre-Almaraz, 2017). Nevyhodou je, Ze dsRNA profily nejsou
charakterizovany u vSech rostlinnych RNA virti a fada virth produkuje velmi malé mnoZzstvi
dvouvlaknovych replika¢nich forem nebo subgenomické RNA, které po separaci nelze

identifikovat (Valverde et Dodds, 1986).

4.3.3 Polymerazova ietézova reakce spojena sreverzni transkripci (RT-PCR)

a molekularni klonovani

Izolovana dsRNA nemiize slouzit jako templat pro amplifikaci pomoci PCR, proto musi byt
dsRNA piepsana do komplementarni dvouvlaknové molekuly DNA (cDNA) v procesu
reverzni transkripce (RT). Poté nasleduje amplifikace cDNA pomoci PCR. Pouzitim
specificky navrzenych primera je RT-PCR jednou ze zakladnich molekularnich metod
detekce RNA vird.

V prvnim kroku RT-PCR dochazi kreverzni transkripci. Aby mohlo dojit k RT, musi
probe¢hnout denaturace dsRNA. Pii pouziti dsSRNA jako templatu pro RT se potykame
S problémem stability dsSRNA. Naproti tomu u izolace dsRNA je jeji stabilita vyhodou, zde je
dilezité, aby pti RT doslo k uplnému rozvolnéni molekuly a piepis probéhl bez chyby.
K denaturaci se pouziva pisobeni vysoké teploty 99 °C po dobu 10 min, methylrtut,
dimethylsulfoxid nebo jejich kombinace (Hadidi et al., 2011; Imai et al., 1983;
Jelkman et al., 1989).

Po denaturaci nasleduje samotna RT. Denaturovana dsRNA je templatem Kk syntéze prvniho
vlakna ¢cDNA enzymem reverzni transkriptazou (RNA-dependentni DNA polymeraza).

Soucasti reakéni smési RT musi byt vhodné zvolené primery. V ptipad€, Ze je studovana
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neznama virova dSRNA, jsou velmi ¢asto pouzivany nahodné hexanukleotidové primery,
které nasedaji podél celého useku denaturované RNA. Pokud je sekvence zndma, pouzivaji se
specificky navrzené primery. Pi syntéze prvniho vldkna cDNA vznikaji duplexy RNA/DNA.
Dale dochazi k deaktivaci reverzni transkriptazy a do reakce je ptidana ribonukleaza H, ktera
degraduje templatovda RNA vldkna a mize probéhnout syntéza druhého vldkna cDNA
enzymem DNA polymerazou I. Po RT probiha standardni PCR (Cashdollar et al., 1982;
Tzanetakis et al., 2005).

Izolace dsSRNA a nasledna RT-PCR byla vyuzita pro ziskani celogenomickych sekvenci virt
ovocnych stromi jako jsou Cherry virus A (Jelkmann, 1995), Cherry green ring mottle virus
(Zhang et al., 1998) a Prunus virus T (Marais et al., 2014); viry obilovin, mezi které patii
napt. Barley yellow dwarf virus (Gildow et al., 1983) a viry dalsich uZitkovych plodin jako
napiiklad Pea streak virus (Su et al., 2015).

Pokud je charakterizovan genom neznamého viru a je K dispozici jen velmi malé mnozstvi
vzorku, vyuziva se metoda DOP-PCR. Principem DOP-PCR je amplifikace cDNA s pouzitim
degenerovanych oligonukleotidovych  primerd (DOP). DOP obsahuji nahodnou
hexanukleotidovou sekvenci mezi definovanym 5 a 3” koncem. Metodu DOP-PCR pouzili
Rott et Jelkmann (2001) ke studiu vlaknitych virt tée$ni. I pfesto, ze izolovali velmi malé
mnozstvi dsRNA z viry infikovanych pletiv tfesni, pomoci DOP-PCR a sekvenovani popsali
genom (+)ssRNA viru tfeSni Cherry necrotic rusty mottle virus patficiho do fadu

Tymovirales, ¢eledi Betaflexiviridae.

Virova dsSRNA piepsana do cDNA muze slouzit jako templat pro molekularni klonovani.
Zhang et Rowhani (2000) sekvenovali vybrané cDNA klony a popsali segmenty genomu virQ
napadajici révu vinnou. Pomoci postupu, ktery piedstavili Jelkmann et al. (1989) lze klonovat
cDNA ziskanou z méné nez 1 ug izolované dsRNA. Usp&sné klonovali cDNA odpovidajici
viram Plum pox virus, Cucumber mosaic virus, Strawberry mild yellow-edge virus a Rasberry

leaf spot virus.

4.3.4 Sekvenovani genomu RNA virt

K sekvenovani virové dsRNA, respektive cDNA, se pouzivaji klasické metody sekvenovani

I sekvenovani nové generace (NGS, next generation sequencing).

Mezi klasické metody sekvenovani fadime Maxam-Gilbertovu metodu, ktera vyuZiva znaceni
fragmenttl cDNA radioaktivnim fosforem *2P. Pomoci této metody byly popsany napi. Gasti

genomu dsRNA virt infikujicich ryzi setou Rice dwarf virus, Rice gall dwarf virus
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(Kudo et al., 1991) a dalsi. V soucasnosti se tato metoda jiz nepouziva. Druhou klasickou
metodou, ktera se naopak pouziva dodnes, je sekvenovani podle Sangera. Studiem izolované
dsRNA a sekvenovanim podle Sangera byly charakterizovany genomy (+)ssRNA virti napf.
Little chery virus 1 (Jelkmann et al., 1997), Blackberry yellow vein associated virus, Mint
virus X, Beet pseudo-yellows virus, (-)ssRNA vird — European mountain ash ringspot-
associated virus (Benthack et al., 2005) i dsRNA virt — White clover cryptic virus 1
(Boccardo et Candresse, 2005a; Boccardo et Candresse, 2005b).

Sekvenovani nové generace je soubor revoluCnich metod, které umoziuji velmi rychlé
sekvenovani velkého mnozstvi DNA molekul. Tyto metody se vyvijeji od pocatku 21. stoleti.
Na zacatku vyvoje NGS stala technologie pyrosekvenovani (platforma 454 firmy Roche).
V soucasnosti je nejpouzivangjs$i NGS technologii platfrorma firmy Illumina. Tato platforma
stejné jako dalsi (Solid, Pacific Biosciences a lon Torrent) vyuziva postup, ktery zahrnuje
pripravu CDNA knihovny, samotné sekvenovani a analyzu dat. Vyhodou je, ze pomoci
uvedenych platforem Ize sekvenovat i cDNA ziskanou piepisem virové dsRNA a NGS se tak
stava standardem v celogenomickém sekvenovani rostlinnych viri (Barba et al., 2014,

Wu et al., 2015).

Pomoci platformy 454/Roche byly identifikovany viry 11 celedi (Bromoviridae,
Caulimoviridae,  Chrysoviridae,  Closteroviridae, = Endornaviridae,  Luteoviridae,
Narnaviridae, Partitiviridae, Potyviridae, Totiviridae a Tymoviridae), jejichz dsRNA byla
izolovana z plan¢ rostoucich rostlinnych druhti (Roosinck et al., 2010). Coetzee et al. (2010)
studovali viry révy vinné a pouzitim platformy llumina detekovali druhy
Grapevine leafroll-associatedvirus 3, Grapevine rupestris step pitting-assoiated virus

a Grapevine virus A.

Yanagisawa et al. (2016) pouzili izolovanou dsRNA pro NGS Kk identifikaci nového RNA
viru pomoci DECS analyzy. DECS analyza zahrnuje izolaci dsRNA, exhaustivni RT-PCR
amplifikaci, klonovani a sekvenovani. Izolaci dsSRNA provedli pomoci rekombinantniho
proteinu DBR4, nasledovala standardni RT-PCR a molekularni klonovani. Pro NGS byla
pouzita platforma Ion Torrent. Vysledkem byla molekularni charakteristika genomu nového
viru nazvaného Blueberry shoestring virus patiiciho mezi (+)ssRNA viry, do rodu

Sobhemovirus.
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4.4 Charakteristika rodu Luteovirus

Rod Luteovirus, spole¢né s rody Enamovirus a Polerovirus, patii do ¢eledi Luteoviridae.
Jde o viry, jejichz genom je tvofen (+)ssRNA a ma velikost od 4,9 kb do 6,0 kb. Jsou pro né

charakteristické neobalené ikosaedralni ¢astice o velikosti 25 — 30 nm (Anonymous 6).

Nejcastéji je prenos zastupcu rodu Luteovirus uskute¢nén pomoci hmyziho vektoru,
konkrétné¢ pomoci msic. Pfenos je vektorové specificky a konkrétni druh viru je pfenasen

pouze omezenym pocétem druhti msic (Gray et Gildow, 2003).

Do rodu Luteovirus podle ICTV 2015 patii 8 druhti: Barley yellow dwarf virus-kerll, Barley
yellow dwarf virus-kerlll, Barley yellow dwarf virus-MAV, Barley yellow dwarf virus-PAS,
Barley yellow dwarf virus-PAV, Bean leafroll virus a Rose spring dwarf-associated virus.
Typovym druhem rodu Luteovirus je Barley yellow dwarf virus-PAV. Barley yellow dwarf
virus zpusobuje zlutou zakrslost jeémene. Pfiznaky této choroby zavisi na druhu napadené
rostliny, na jejim staii apod., ale typicky se projevuje Zloutnutim, pfipadné ¢ervenanim lista.
BYDV napadaji hospodatrsky vyznamné rostliny Celedi Poaceae jako napiiklad oves sety,
pSenice seta, jeCmen sety, ryze seta a dalsi (Miller et Rasochova, 1997). Bean leafroll virus
zpusobuje onemocnéni nejcastéji u rostlin z ¢eledi bobovitych (Trucco et al., 2016). Okruhem

hostitelil vétSiny téchto virti jsou obiloviny nebo byliny.

Do ¢eledi Luteoviridae patii 4 druhy, které pfirozen¢ infikuji dieviny. Jedna se o Citrus vein
enation virus z rodu Enamovirus infikujici citrusy (Vives et al., 2013). Dalsi tii druhy patii
do rodu Luteovirus. Jde o druhy Nectarine stem pitting-associated virus, Cherry-associated

luteovirus a Rose spring dwarf-associated virus.

4.4.1 Molekularni charakteristika Nectarine stem pitting-associated virus

V roce 2015 byl charakterizovan novy virus oznaceny jako Nectarine stem pitting-associated
virus (NSPaV), ktery byl izolovan zpletiv broskvoné obecné (Prunus persica)
(Bag et al., 2015). Genom NSPaV je slozen ze 4991 nukleotidi (nt) a zahrnuje 4 oteviené
¢teci ramce (ORFs) oznacené jako ORF 1, ORF2, ORF3 a ORF 5 (viz obrazek 2).
ORF 1 (132 — 1118 nt) a ORF 2 (1117 — 2674 nt) koduji proteiny P1 a P2, které tvofi
RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRp) tcastnici se replikace. Pti ¢teni ORF 2 dochazi
K posunu ¢teni tohoto ¢teciho ramce o jeden nukleotid ve sméru k 5” konci (-1 posun), jak
napovida pozice posledniho nukleotidu u ORF 1 — pozice 1118 a zacatek ORF 2 — pozice
1117. V oblasti mezi ORF 1 a ORF 2 se vyskytuje sekvence konzervativni i pro ostatni viry
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rodu Luteovirus, ktera je zodpovédna =za tento posun ribozomu pii translaci
(Domier et al., 2002). Jedna se o sekvenci ,, GGGUUUUU*. Mezi ORF 2 a ORF 3 se nachazi
mezigenova oblast o délce 65 nt. ORF 3 koduje plastovy protein. Ctenim ORF 3 a ORF 5
(2740 — 4325 nt) vznika fazni protein, jehoz vznik je umoznén pieskofenim ,,leaky* stop
kodonu v pozici 3357. Funkce tohoto proteinu je spojena s vektorovym pienosem viru pomoci
msSic.

Obrazek 2: Organizace genomu NSPaV (pfevzato z Bag et al., 2015)

132 1,118 2,740 3357 4,320

1,117 2,674

* znazornuje ,,leaky* stop kodon na konci ORF 3

4.4.2 Molekularni charakteristika Cherry-associated luteovirus

Kolektiv védcii z Ustavu molekularni biologie rostlin v Ceskych Budg&jovicich publikoval
Vv fijnu roku 2016 objev dal$iho viru patticiho do fadu Luteovirus oznaceného jako Cherry-
associated luteovirus (ChALV), ktery se vyskytuje na tfesnich (Lenz et al., 2016). Genom
ChALV se sklada z 5857 nukleotidi (nt). Soucasti genomu je 8 otevienych Ctecich ramct
(ORF 1, ORF 2, ORF 3a, ORF 3, ORF 4, ORF 5, ORF 6, ORF 7). Fuzi proteinti vznikajicich
¢tenim ORF1 a ORF2 (122 - 2793 nt) vznikd RdRp. Soucasti ORF 1 je sekvence
,GGGUUUUU*, ktera zodpovida za posun ve ¢teni ¢teciho ramce. ORF 3a (2807 — 2944 nt)
koéduje plastovy protein a ORF 4 koduje ,,movement* protein zodpovidajici za pohyb viru
zbunky do bunky. Soucasti ORF 3a je UGA ,leaky“ stop kodon. ORF3 a ORF5
(2948 - 4891 nt) koduji P3-P5 protein. V oblasti mezi ORF 5 a ORF 6 byla identifikovana
konzervativni sekvence typicka pro zastupce rodu Luteovirus dlouha 17 nukleotidi
GGAUCCUGGGAAACAGG, ktera vytvaii vlasenkovou strukturu. ORF 6 a ORF 7 ziejmé

koduji zatim blize neidentifikované proteiny.

4.4.3 Molekularni charakteristika Rose spring dwarf-associated virus

Genom Rose spring dwarf-assocaited virus je slozen z 5808 nukleotidd a obsahuje
8 otevienych ¢tecich ramct. Obdobné jako u NSPaV a ChaLV ¢tenim ORF 1 (187 — 1308 nt)
a ORF 2 (1308 — 2888 nt) vznika fuzni protein RdRp. ORF 3 (3006 — 3665 nt) a ORF 5
(3006 — 5045 nt) koduje fuzni plastovy protein, jehoz vznik je umoznén preskocenim ,,leaky*
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stop kodonu mezi ORF 3 a ORF5. ORF 4 (3055-3612 nt) je soucasti ORF 3 a koduje
,movement* protein. ORF 6, ORF 7 a ORF 8 koéduji proteiny oznacované jako P6, respektive
P7 a P8, jejichz funkce je zatim neznama (NidaM et al., 2008).
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Biologicky material

V experimentalni ¢asti byl pouzit vzorek s oznacenim H83 z visné obecné (Cerasus vulgaris)
— Amarelka chvalkovicka (strom 2/15) pochazejici z genofondu Vyzkumného
a Slechtitelského ustavu ovocnarského Holovousy s.r.o. Byly pouzity listy, které vykazovaly
mirnou difizni mozaiku a jejich sbér byl proveden 29. 5. 2014. Listy byly lyofilizovany
a uchovany pii -70 °C.

5.2 lzolace dsRNA

Ve vychlazené tfeci misce v kapalném dusiku bylo homogenizovano 750 mg listd.
Homogenat byl pienesen do 15ml falkony a knému bylo ptidano 4 ml STE 2x,
280 ul 20% SDS, 80 ul bentonitu a5,7 ml fenolu. Falkona byla umisténa do rotatoru
a promichavana po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti této doby byla falkona
centrifugovana 15 min pii 3 000 g a 4 °C v chlazené centrifuze MR22i (Jouan). Vodna faze
byla odpipetovana do mikrozkumavky o objemu 2 ml a znovu centrifugovana 20 min pfi
10000 g a 4 °C v chlazené centrifuze UNIVERSAL 320 R (Hettich). Vodna faze byla
odpipetovana do nové mikrozkumavky o objemu 2 ml. Byl ptidan 99,8% etylalkohol tak, aby
vysledna koncentrace etylalkoholu byla 15 % (celkovy objem vodné faze vynasobeny 0,176).
Mikrokumavka byla vortexovana a cely objem byl pfenesen do nové mikrozkumavky
oobjemu 2 ml s40 mg celulozy CF11l. Mikrozkumavka byla vortexovana, promichana
na rotatoru po dobu 30 min a centrifugovana 80 s pii 5000 g a 4 °C. Supernatant byl
odstranén. K peletu byl pfidan 1 ml STE 1x + 15% etylalkohol. Mikrozkumavka byla
vortexovana, promichana na rotatoru po dobu 5 min a centrifugovana 80 s pifi 5000 g
pii 4 °C. Supernatant byl opét odstranén a promyti STE 1x + 15% etylalkohol bylo opakovano
3X — 5x do té doby, nez se barva peletu stala bilou. Poté bylo k peletu pfidano 200 pl STE 1x.
Mikrozkumavka byla vortexovana, promichana 5 min na rotatoru a centrifugovana 80 s pfi
50009 a 4 °C. Supernatant byl odpipetovan do nové mikrozkumavky o objemu 2 ml
auchovavan na ledu. Pelet byl resuspendovan v 200 pul STE 1x a krok byl opakovan.
Supernatant byl pfidan k jiz diive odpipetovanému a centrifugovan 80 s pti 5000 g a 4 °C.
Supernatant byl odpipetovan do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a bylo pfidano 40 pl acetatu
sodného a 320 ul izopropanolu. Srazeni probihalo pfes noc pti — 80 °C. Zkumavka byla

centrifugovana 20 min pii 20 000 g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet byl proplachnut
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0,5 ml 70% etanolu. Zkumavka byla centrifugovana 20 min pii 20 000 g a 4 °C. Supernatant
byl odstranén a pelet byl rozpustén v 170 pl dEPC vody. Vzorek byl oSetfen DNazou | podle
navodu vyrobce. Vzorek byl extrahovan stejnym objemem smési
fenol:chloform:isoamylalkohol. Zkumavka byla centrifugovana 5 min pti 10 000 g a 20 °C.
Supernatant byl odstranén a byl k nému pfidan dvojnasobek objemu 99,8% etylalkoholu
a jedna desetina objemu acetatu sodného, srazeni RNA probihalo 1 hod pii -80 °C. Zkumavka
byla centrifugovana 20 min pii 20 000 g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelet byl omyt
0,5 ml 70% etylalkoholu. Zkumavka byla opét centrifugovana 20 min pii 20 000 g a 4 °C.
Supernatant byl odstranén a pelet byl rozpustén v 50 pul dEPC vody. Koncentrace dsRNA

a mira znecisténi byla zméfena pomoci spektrofotometru NanoDrop.

5.3 RT-PCR

Detekce viru byla provedena pomoci RT-PCR amplifikace. Izolovana dsRNA byla pouzita
pro amplifikaci s primery EnlF a En7R, které navrhl vedouci prace na zakladé dat z NGS
sekvenovani ziskanych ve spolupraci s INRA Bordeaux (UMR 1332 Biologie du Fruit
et Pathologie). Jako negativni kontrola byla pouzita celkova RNA izolovana z listi meruniky
(Prunus armeniaca) kultivar Marlen. RT-PCR produkty byly detekovany pomoci

elektroforetické separace. Detekci viru a elektroforetickou separaci provedl vedouci prace.

Izolovana dsRNA byla piepsana do cDNA v procesu reverzni transkripce (RT). Pro RT byla
pouzita reverzni transkriptaza BioScript™ a random primery. Nasledovala PCR amplifikace
cilenych  fragmentdi  pomoci  primerdt  3FLuteo/3RLuteo a  5FLuteo/5SRLuteo.
RT-PCR produkty byly detekovany pomoci elektroforetické separace. Navrzeni primert,
RT-PCR a clektroforeticka separace byla provedena pracovniky Laboratofe molekularni

biologie a mikroorganismtl.

5.4 Elektroforeticka separace

PCR produkty byly detekovany elektroforetickou separaci v 1% agarézovém gelu
a vizualizovany pomoci UV-transluminatoru. Byl pfipraven 1% roztok agarozy v 1x TAE
pufru. Do 50 ml tohoto roztoku po mirném zchladnuti byly pfidany 3 pl barviva GoodView.
Cely obsah byl nalit do elektroforetické vanicky s hiebinkem. Gel tuhnul 30 minut pfi
pokojové teploté a 15 minut v chladnicce. Po ztuhnuti byl do elektroforetické¢ komtirky nalit
TAE 1x tak, aby pfevrstvil gel. Do prvni jamky byly napipetovany 2 pl standardu molekulové
hmotnosti GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). Do ostatnich jamek bylo
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napipetovdno 5 pl PCR produktii, které jiz obsahovaly vzorkovaci pufr. Po uzavieni

elektroforetické komtrky probihala separace 45 minut pfi 80 V.

5.5 lzolace PCR produktu z gelu

PCR produkty byly izolovany pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu dle postupu QIAquick
Spin Handbook 07/2002, QIAGEN (Germany).

Nejprve byl piipraven 1 % agar6zovy gel rozvafenim 0,75 g agarézy v 75 ml TAE 1x.
Po rozvaieni bylo k roztoku pfidano 5 pl 1% roztoku ethidium bromidu a cely objem byl nalit
do elektroforetické vanic¢ky s hfebinkem. Gel tuhnul 30 minut pfi pokojové teploté a 15 minut
Vv chladni¢ce. Po ztuhnuti byl do elektroforetické komtirky nalit TAE 1x. Do prvni jamky byly
napipetovany 2 pl standardu molekulové hmotnosti GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder.
Do ostatnich jamek byly pipetovany PCR vzorky smichané se4 pl nanaseciho pufru
Blue/Orange Loading Dye. Separace probihala 45 minut pii 80 V. Gel byl vyjmut a oplachnut
destilovanou vodou a vizualizovan pii 365 nm na UV trasluminatoru.

Sterilnim skalpelem byly vyfezany PCR produkty a umistény do 1,5ml mikrozkumavek. Pro
dalsi postup bylo nutné zvazit kazdy z vytiznutych geli. Do kazdé mikrozkumavky byl pfidan
QG pufr v objemovém poméru 3:1 (v/iw). Mikrozkumavky byly poté inkubovany pii teploté
50 °C v dry-bloku po dobu 10 minut, aby se gel v pufru rozpustil. Do mikrozkumavek byl
ptfidan 1 objem izopropanolu (tzn. pfi navazce 100 pg bylo ptidano 100 pl izopropanolu).
Smés byla napipetovand do kolonek pro izolaci DNA, kterd byla vloZend do sbé&rné
zkumavky. Kolonky byly centrifugovany 1 min pii 13 000 rpm. Bylo odstranéno to,
co proteklo do sbérnych zkumavek a na kolonky bylo pfidano 500 pul QG pufru. Nasledovala
centrifugace pii stejnych podminkach jako prvni centrifugace a bylo vylito to, co proteklo.
Na kolonky bylo pfidano 750 pl PE pufru a opét centrifugace. Bylo vylito to, co proteklo
aznova byly kolonky centrifugovany. Nasledné byly kolonky umistény do novych 1,5ml
zkumavek. Na stied kolonek bylo napipetovano 30 pl destilované vody a kolonky byly
centrifugovany pti 13 000 rpm 10 min. Izolovanou DNA je pak mozno dlouhodobé¢ uchovavat
pii -20 °C.

5.6 Klonovani PCR produktu

PCR produkty izolované z gelu byly zaklonovany do pGEM-T plazmidu a transformovany
do bakterii E. coli (kmen DH5a). Ke klonovani byl pouzit kit pPGEM®-T Easy Vector System.

PCR produkty byly pied ligaci vysuSeny v koncentratoru a rozpustény v 6 pl destilované
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vody. Dale byla ptipravena ligacni smés (viz tabulka 1), ktera byla po promichani inkubovana
ptes noc pii 4 °C. Rozmrazené kompetentni buiiky o objemu 50 pl byly smichdny s5 pl
ligatni smési a ponechany 20 min na ledu. Po teplotnim Soku, kdy byly zkumavky
inkubovany 45 s pti 42 °C a ihned zchlazeny na ledu, bylo ptidano 850 pul SOC média. Smés
byla inkubovana na rota¢ni tiepacce po dobu 1,5 hod pii teploté 37 °C a poté centrifugovana
po dobu 2 min pti 5 000 g. Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan v 50 pul SOC
média. Byly pfipraveny kultivaéni misky s LB médiem s pfidavkem ampicilinu. Na povrch
média bylo napipetovano 4 pl IPTG a 40 ul X-Gal. Resuspendované bunky byly na povrch
LB/Amp/IPTG/X-Gal média napipetovany a rozetieny kultivac¢ni klickou. Kultivaéni misky
byly inkubovany ptes noc pii 37 °C.

Pozitivni kolonie byly pomoci sterilnich paratek pieneseny na nové LB/Amp médium
a inkubovéany ptes noc pii 37 °C. Pozitivni kolonie poté byly otestovany pomoci PCR
s pouzitim primerd M13F/M13R. Podle poctu testd byla piipravena PCR reakéni smes
(viz tabulka Il) a rozpipetovana do PCR zkumavek. Vzorky kolonii transformovanych bakterii
byly pfeneseny paratkem do PCR zkumavek. PCR amplifikace probihala za podminek
uvedenych v tabulce Ill. PCR produkty byly poté vyhodnoceny pomoci elektroforetické
separace V 1% agardézovém gelu (viz 4.4 Elektroforeticka separace) s tim rozdilem, Ze
do jamek bylo pipetovano 3 pl PCR produktu. Elektroforeticka separace byla provedena

pracovniky Laboratofe molekularni biologie a mikroorganismd.

V ptipadé pozitivity byly PCR produkty opét izolovany z gelu (viz 4.5 Izolace PCR produktu

z gelu) a byla u nich pomoci fluorimetru zmétena koncentrace DNA.

Tabulka I: Slozeni ligaéni smési

Chemikalie MnozZstvi na 1 reakei [pl]
PGEM-T liga¢ni pufr 5,0
ligaza 1,0
pGEM-T plazmid 0,5
PCR produkt 3,5
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Tabulka I1: Slozeni PCR reakéni smési

Koncentrace Konetns
Polozka pracovniho K 1 test [ul]
oncentrace
roztoku
pufr 5x 1X 5,00
voda - - 19,70
primer M13F 100 pmol/ul 0,2 pmol/I 0,05
primer M13R 100 pmol/ul 0,2 umol/ 0,05
Tag DN,A 5 U/l 1 U/reakce 0,20
polymeraza

Tabulka I11: Podminky PCR amplifikace S pouzitim primert M13F/M13R

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
inkubace 96 1 min 1
denaturace 96 10s
hybridizace 50 5s 40
elongace 60 4 min

5.7 Sekvenovani

Izolované PCR produkty byly ozna¢eny pomoci Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
kitu podle navodu. Nejprve musely byt PCR produkty vhodné nafedény, aby mély
odpovidajici koncentraci DNA. Byly pfipraveny 2 reakéni smési, pficemz kazda se liSila
Vv pouziti jiného primeru (primer M13F a primer M13R). Smés pro 1 vzorek se skladala z 1 pl
Big Dye pufru, 1 pl Big Dye a 2 ul odpovidajiciho primeru (1,6 pmol/ul). Po rozpipetovani
bylo do kazdé PCR mikrozkumavky pfiddno 6 pl nafedéného PCR produktu. PCR zkumavky
byly umistény do termocykléru a sekvenacni znafeni probihalo za podminek uvedenych
v tabulace IV. Vzorky byly sekvenovany pomoci genetického analyzatoru ABI3730
na pracovisti UEB, AV CR, Olomouc. Vystupy ziskané z genetického analyzatoru byly
sestaveny do kontigi v programu SeqMan Lasergene (Dnastar, Inc.). Identifikace viru byla

provedena porovndnim se sekvencemi v databazi GenBank pomoci programu BLAST.
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Tabulka 1V: Podminky sekvena¢niho znaceni vzorkl

W

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla
uvolnéni
a denaturace 95 5 min 1
plazmidu
95 30s
PCR 55 30s 25
amplifikace
72 30s
elongace 72 10 min 1

5.8 Bioinformaticka analyza

Sekvence jednotlivych klond byly pfifazeny pomoci mnohocetného alignmentu v programu
ClustalW, ktery je soucasti programu MEGA7. Analyza DNA polymorfismu sekvence byla
provedena v programu DnaSP v5. Fylogenetické
neighbor-joining a vizualizovany v modulu Tree Explorer

Rekombinaéni analyza byla provedena v programu RDP4 v4.85 s pouzitim algoritmi RDP,

stromy byly vytvofeny metodou

GENECONV, BOOTSCAN/RECSCAN, MAXCHI a CHIMAERA.
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5.9 Pouzité chemikalie a roztoky

Acetat sodny (Lachner; 3 mol/l; pH 5,2)

Agar6za I™ Biotechnology Grade (Ambresco)

Ampicilin (100 pg/ul)

Bentonit (Sigma-Aldrich, 40 mg/ml)

Bromfenolova modft (1% roztok v 30% glycerinu)

CF11 celul6za (Whatman)

dEPC voda

DNaza I (Thermo Scientific)

Ethidium bromid (1% roztok ve vodg)

Etylalkohol 70 %

Etylalkohol 99,8 % pro UV spektroskopii (Lachner)

Fenol (Sigma-Aldrich)

Fenol:chloroform:izoamylalkohol (25:25:1; Sigma-Aldrich)
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific)
GoodView™ Nucleic Acid Stain

IPTG (200 mg/ml)

Izopropanol (Lachner)

Kapalny dusik

LB médium

SDS (20%)

SOC médium pro pGEM®-T Easy Vector System

STE pufr 1x + 15% ethylalkohol (4 ml STE 10x + 6 ml etylalkoholu 99,8% pro UV
spektroskopii + 30 ml dEPC vody)

STE pufr 2x (0,2 mol/l NaCl; 100 mmol/l Tris; 2 mmol/l EDTA)
TAE pufr 1x (40 mmol/l Tris-acetat, 2 mmol/l EDTA)
X-Gal (20 mg/1 ml)

5.10 Pouzité kity

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific)
pPGEM®-T Easy Vector System (Promega)
QIAgiuck Gel Extraction Kit (Qiagen)
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5.11 Pouzité pristroje

Analytické vahy A&D EK 200G (A&D Co. Ltd.)
Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

DNA fluorometr Hoefer DyNA Quant 200 (Amersham Biosciences)
Elektroforeticka komtrka HU 10 (Scie-Plas)

Fluorimetr Hoefer DyNa Quant 200 (Amershan Biosciensis)
G:BOX - gelovy dokumentacni a analyticky systém (Syngene)
Chlazena centrifuga MR22i (Jouan)

Chlazena centrifuga UNIVERSAL 320 R (Hettich)

Koncentrator SPD111V-230 (SpeedVacTM)

Laminarni box PV-100 (Telstar)

MikrovInna trouba MA 85050 (OTF)

Minicentrifuga SpectrafugeTM MINI (Labnet)

NanoDrop 1000 Spektrofotometr (ThermoScientific)

Piistroj na tvorbu ledu Icematic F100, Compact Ice flakem (Gemini FV)
Rotator Multi Bio RS-24 (Biosan)

Termoblok Mixing Block MB-102 (Bioer)

Termocycler T100 (BIO-RAD)

Termocycler T-Personal (Biometra)

UV transluminator UVT-14 L (Herolab)

Vakuova pumpa XF5423050 (Millipore)

Vortex MS 2 (IKA)

Zdroj stejnosmérného proudu Power Station 300 (Labnet)
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6 VYSLEDKY

Cilem experimentalni ¢asti bylo izolovat dsSRNA a vyuzit ji pro detekci a sekvenovani

genomu Nectarine stem pitting-associated virus (NSPaV).
Izolace dsRNA a detekce viru NSPaV ve vzorku H83

Zlista visné vzorku H83 byla izolovana dsRNA a zmeéfena jeji koncentrace pomoci
spektrofotometru, ktera byla 4 ng/ul, pomér absorbanci 260/280 vyjadfujici miru znecisténi
se rovnal hodnoté 1,54 a pomér absorbanci 260/230 hodnot¢ 3,3.

Piitomnost Nectarine stem pitting-associated virus ve vzorku H83 byla potvrzena pomoci
RT-PCR. Amplifikace s primery En7F a EnlR vedla ke vzniku PCR produktu o pfiblizné
velikosti 350 bp (viz obrazek 3), sekvenovanim naklonovaného produktu byla stanovena

ocekavana velikost 338 bp. Negativni kontrola i slepy vzorek nedavaly zadny PCR produkt.

Obrazek 3: Detekce viru NSPaV pomoci RT-PCR s primery En7R a EnlF

Legenda: 1: GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, 2: negativni kontrola, 3: slepy vzorek H,O,
4-10: neznamé vzorky, 11: H83

PCR amplifikace s primery 3FLuteo/3RLuteo

Izolovand dsRNA byla pfepsana do cDNA a amplifikovand pomoci primeri
3FLuteo/3RLuteo. PCR byla tfikrat opakovana a byly ziskany tii RT-PCR produkty
0 o¢ekavané velikosti 1100 bp s ozna¢enim 8L, 9L a 10L. Po izolaci z gelu byly zaklonovany
do pGEM-T plazmidu a transformovany do bakterii E. coli. Déale byla provedena PCR
s primery M13F/M13R. V ptipadé klonovaného PCR produktu 8L bylo testovano 6 kolonii,
5 z nich davalo oc¢ekavany produkt o velikosti 1300 bp; v pfipadé produktu 9L bylo testovano
6 kolonii, 5 znich davalo ocekavany produkt o velikosti 1300 bp; v pfipadé 10L bylo
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testovano 5 kolonii, vSechny znich davaly ocekavany produkt o velikosti 1300 bp.
PCR produkty z 2 kolonii 8L pojmenované 8L40 a 8142 byly znaceny a sekvenovany;
PCR produkty z 3 kolonii 9L pojmenované 9156, 9L58 a 9L59 byly znaceny a sekvenovany;
PCR produkty z 2 kolonii 10L pojmenované 10L63 a 10L65 byly znafeny a sekvenovany

(viz obrazek 5 a obrazek 6). Pfed zna¢enim a sekvenovanim byla u PCR produkti zméfena

koncentrace DNA (viz tabulka V).

Obrazek 4. RT-PCR amplifikace genomického segmentu virového izolatu H83 s pomoci

primertt 3FLuteo/3RLuteo

1 2 3 4567 89 10

AT A
{1 C

Legenda: 1,10: GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder; 2, 6-9: neznamé vzorky; 3: 8L; 4: 9L; 5: 10L

Obrazek 5: PCR amplifikace s pomoci primerdt M13F/M13R

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Legenda: 1,17: GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder; 2-8: neznamé vzorky; 9: 8L38; 10: 8L39;
11: 8L40; 12: 8L41; 13: 8L42; 14: 8L43; 15-27: neznamé vzorky; 28: 9L56; 29: 9L57; 30: 9L58;
31: 9L59; 32: 9L60. Tuéné jsou vyznaceny PCR produkty, které byly znaceny a sekvenovany.
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Obrazek 6: PCR amplifikace s pomoci primert M13R/M13F

Legenda: 1: GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, 2: 9L61, 3: 10L62, 4: 10L63, 5: 10L64, 6: 10L65,
7: 10L66. Tucné jsou vyznaceny PCR produkty, které byly znaceny a sekvenovany.

Tabulka V: Koncentrace DNA PCR produktt amplifikovanych s primery M13R/M13F

PCR produkt 8L40 | 8L42 9L56 9L58 9L59 10L63 | 10L65

Koncentrace [ng/pl] | 35 41 37 33 36 26 47

PCR amplifikace s primery 5FLuteo/5RLuteo
Izolovana dsRNA piepsana do cDNA byla amplifikovand pomoci primerit SFLuteo/5RLuteo.
RT-PCR produkt s ozna¢enim CR/CF o velikosti 1000 bp byl izolovan z gelu a ptimo znacen

a sekvenovan.

Obrazek 7: RT-PCR amplifikace genomického segmentu virového izoldtu HS83

s pomoci primert 5FLuteo/5RLuteo

1 2 3 4 § 6 7 8 9% 10 11

1
.

s
v""

-—
-

1 -

Legenda: 1: GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, 2-10: neznamé vzorky, 11: CR/CF
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Skladani sekvence a jeji porovnani s referéni sekvenci NSPaV

Primarni sekvence 8140 byla sloZzena do kontigu o velikosti 1041 nt, 8L42 do kontigu
0 velikosti 1055 nt, 9L56 do kontigu o velikost 1055 nt, 9L58 do kontigu o velikosti 1055 nt,
9L59 do kontigu o velikosti 1061 nt, 10L63 do kontigu o velikosti 1055 nt, 10L65 do kontigu
o0 velikosti 1061 nt a CR/CF do kontigu o velikost 928 nt. Jednotlivé kontigy byly porovnany
se sekvencemi v databazi GenBank pomoci programu BLAST a vSechny vykazovaly identitu
vétsi nez 90 % s Nectarine stem pitting-associated virus (NSPaV) izolatem 12P42 (Accession
number, Acc. No. KT273410.1), NSPaV izolatem SF04522E (Acc. No. KT273409.1)
a s celogenomickou sekvenci NSPaV (Acc. No. NC_027211.1). Kontigy byly pfifazeny

pomoci mnohocetného alignmentu a byla ziskana sekvence o velikosti 1984 nt.

Sekvence izolatu H83 o velikosti 1984 nt byla poté porovnana s celogenomickou referen¢ni
sekvenci NSPaV (Acc. No. NC_027211.1) a urcena jeji pozice. Sekvence odpovidd ORF 3,
ORF 5 a 3" nepiekladané oblasti. Byla ziskdna céastecna sekvence ORF 3 o délce 384 nt
z celkové délky 618 nt nachazejici se v pozici 2974-3357 referenéni sekvence a sekvence
celého c¢teciho ramce ORF 5 o délce 964 nt v pozici 3357-4320. Také byla ziskana Cast
sekvence 3" neptekladané oblasti o délce 638 nt z celkové délky 672 nt v pozici 4320-4957.
,Leaky* stop kodon UGA byl identifikovan v pozici 3357 (viz obrazek 8).

Obrazek 8: Organizace genomu NSPaV (Acc. No. NC_027211.1) s vyznacenou sekvenci
izolatu H83

132 1118 2740 3357 4320
5° 3’
1117 2674
2974 4957

Legenda: Cervena Sipka vyznaCuje usek ziskané sekvence, * znazoriiuje ,leaky* stop kodon
v pozici 3357
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Pomoci mnohocetného alignmentu byly identifikovany nukleotidové a aminokyselinové
zamény mezi izolatem H83 a referenéni sekvenci NSPaV (Acc. No. NC_027211.1) oblasti
ORF 3 a ORF 5. Mezi t¢mito sekvencemi se vyskytovalo 97 nukleotidovych zamén a 37

aminokyselinovych zamén (viz tabulka VI).

Tabulka VI: Vyskyt a pozice nukleotidovych a aminokyselinovych zdmén mezi NSPaV
(Acc. No. NC_027211.1) a ziskanou sekvenci izolatu H83 v oblasti ORF 3 a ORF 5

35

Pozice NT Pozice AMK Pozice NT Pozice | AMK
NT zaména | AMK | ziména NT zaména | AMK | zaiména
268 CIT 89 K/K 897 CIT 299 YIY
283 GIT 95 A/S 906 TIC 302 CIC
306 AIG 102 K/K 912 G/A 304 G/G
309 TIA 103 SIS 948 C/IA 316 N/K
318 CIT 106 D/D 952 C/A 318 H/N
405 T/IC 135 SIS 1001 CIT 333 AN
435 G/A 145 VIV 1023 G/A 341 K/K
457 TIA 153 SIT 1026 TIA 342 I/1
459 AIT 154 FIF 1035 T/IC 345 YIY
483 T/IC 161 P/P 1047 TIC 349 H/H
510 CIT 170 N/N 1089 TIC 363 CIC
537 AIT 179 L/L 1098 T/IC 366 H/H
546 G/A 182 AJA 1103 AIG 368 D/G
554 CIT 185 AV 1104 C/IA 368 D/IG
555 AIT 185 AV 1107 G/IA 369 Q/Q
559 TIA 187 SIT 1126 AIG 376 v
580 AIG 194 v 1179 AIT 393 P/P
588 CIT 196 TIT 1188 CIT 396 I/1
618 T/IC 206 SIS 1191 AIG 397 Q/Q
639 T/IA 213 P/P 1224 CIT 409 SIG
645 G/A 215 E/E 1225 AIG 409 SIG
648 AlG 216 P/P 1234 AIT 412 T/S
649 AIG 217 T/IA 1236 TIA 412 T/S
660 T/IA 220 P/P 1239 T/IC 413 D/D
678 AIT 226 SIS 1242 AIG 414 K/K
745 CIT 249 H/Y 1260 CIT 420 SIS
750 A/C 251 K/K 1272 TIG 424 S/S
804 A/C 268 K/N 1278 CIT 426 D/D
837 CIT 279 D/D 1282 G/IA 428 VIN
852 TIG 284 F/L 1283 T/A 428 VIN
855 AIG 285 P/P 1299 TIC 433 CIC
862 CIT 288 L/L 1344 AIT 450 Y/F
864 G/A 288 L/L 1355 CIT 452 AV




Pokracovani Tabulky VI: Vyskyt a pozice nukleotidovych a aminokyselinovych zamén

mezi NSPaV (Acc. No. NC_027211.1) a ziskanou sekvenci izolatu H83 v oblasti ORF 3

aORF5
Pozice NT Pozice | AMK Pozice NT Pozice | AMK
NT zaména | AMK | ziména NT zaména | AMK | zaména

1356 AIG 452 AV 1475 C/IA 492 TT
80 GIT 458 GIV 1482 T/C 494 P/S
1374 T/C 458 GIV 1486 CIT 496 P/S
1375 T/C 459 S/IP 1495 CIT 499 P/S
1383 CIA 461 H/Q 1497 T/C 499 P/S
1384 T/IA 462 F/l 1498 CIT 500 P/S
1415 AIT 472 E/V 1500 AIC 500 P/S
1417 AIT 473 1/S 1506 CIT 502 P/P
1418 T/C 473 D/E 1510 G/IA 504 i
1428 C/IA A76 TIT 1525 C/IA 509 PIT
1434 C/IA 478 P/P 1528 AIC 510 T/P
1437 T/IA 479 L/L 1557 T/A 519 N/K
1440 AIG 480 SIA 1560 AT 520 SIS
1468 T/G 490 SIA 1570 T/A 524 F/l
1470 AIG 490 AJE

Legenda: Nukleotidové (NT) a aminokyselinové (AMK) zamény jsou popsany tak, ze nukleotid nebo
aminokyselina pred lomitkem pfislusi NSPaV a nukleotid nebo aminokyselina za lomitkem ptislusi
izolatu H83. Pozice nukleotidd i aminokyselin je vztazena k zacatku sekvence ORF 3
NSPaV (Acc. No. NC_027211.1). Zvyraznény jsou nukleotidové zamény, které zpisobily zménu
aminokyseliny. Nukleotidové a aminokyselinové zamény pied oddélujici tuénou ¢arou se vyskytuji
v ORF 3 a zamény za tlustou carou se vyskytuji v ORF 5.

Fylogeneticka analyza

S cilem zjistit fylogenetickou pozici izolatu H83 v ramci rodu Luteovirus byly vytvofeny

fylogenetické stromy na zaklad¢é neighbor-joining analyzy.

Z fylogenetické analyzy parcialni nukleotidové sekvence ORF 3 a ORF 5 (1347 nt) izolatu
H83 vyplyva, Ze izolat H83 a NSPaV vytvotili spole¢nou vétev se zastupci Barley yellow
dwarf virus (BYDV). Dalsimi zastupci ve stejné vétvi jsou Cherry-associated luteovirus
(ChaLV) aRose spring dwarf-associated virus (RSDaV). Dale se v této vétvi nachazeli
zastupci rodu Luteovirus - Bean leafroll virus (BLRV) a Soybean dwarf virus (SbDV). Druha
vétev zahrnuje zastupce rodu Polerovirus a treti vétev vytvorili zastupci rodu Enamovirus
(viz obrazek 10).

ktera cita

Dale byla provedena fylogenetickd analyza aminokyselinové sekvence,

449 aminokyselin a odpovida parcialni sekvenci ¢teciho ramce ORF 3 a ORF 5 izolatu H83.
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Narozdil od fylogenetické¢ analyzy nukleotidové sekvence jsou nejblizSimi pifibuznymi
NSPaV a izolatu H83 zastupci Rose spring dwarf-associated virus (RSDaV) a Cherry-
associated luteovirus (ChaLV). Soucasti stejné vétve jsou dalsi ¢lenové rodu Luteovirus -
Barley yellow dwarf virus (BYDV), Bean leafroll virus (BLRV) a Soybean dwarf virus
(SbDV). Dalsi vétev tvofi zastupci rodu Polerovirus. Tieti vétev zahrnuje zastupce rodu

Enamovirus (viz obrazek 11).

Obrazek 10: Fylogeneticky strom vybranych zastupct ¢eledi Luteoviridae vytvofeny na

zakladé¢ neighbor-joining analyzy nukleotidovych sekvenci odpovidajicich parcidlni sekvenci
ORF 3 a ORF 5 izolatu H83

100 - BYDV-GAV (NC 004666.1 Luteo) |
—[ BYDV-MAV (NC 003680.1 Luteo)
94 BYDV-Kerll (NC 021481.1 Luteo)
BYDV-PAS (NC 002160.2 Luteo)
99 BYDV-PAV (NC 004750.1 Luteo)
- NSPaV (NC 027211.1 Luteo) §
100 L Hg3 <
89 — ChalLV (NC 031800.1 Luteo)
RSDaV (NC 010806.1 Luteo)
BLRV (NC 003369.1 Luteo)
721 SbDV (NC 003056.1 Luteo) ]
84 CYDV (NC 004751.1 Polero)
’7 PLRV (NC 001747.1 Polero) §(
98| —— CABYV (EU000535.1 Polero) | &
BChV (AF352025.1 Polero) >
WETqu (NC 003743.1 Polero) ]
CVEV (NC 021564.1 Enamo)_ §‘
100 L— PEMV-1 (NC 003629.1 Enamo) ]S

0.50

Zastupci jsou popsani zkratkou nazvu, v zavorce je uvedeno Acc. No. a zkratka rodu, do kterého patfi.
Meritko predstavuje 0,50 substituci na pozici. Zobrazeny jsou hodnoty bootstrap > 70. Tucné je
vyznafena ziskana sekvence. Pouzité zkratky: BYDV-GAV - Barley yellow dwarf virus-GAV,
BYDV-MAYV - Barley yellow dwarf virus-MAV, BYDV-Kerll - Barley yellow dwarf virus-kerll,
BYDV-PAS - Barley yellow dwarf virus-PAS, BYDV-PAV - Barley yellow dwarf virus-PAV,
ChaLV - Cherry-associated luteovirus, RSDaV - Rose spring dwarf-associated virus,
BLRV - Bean leafroll virus, SbDV - Soybean dwarf virus, CYDV - Cereal yellow dwarf virus-RPV,
PLRV - Potato leafroll virus, CABYV - Cucurbit aphid-borne yellows virus, BChV - Beet chlorosis
virus, TuYV - Turnip yellows virus, CVEV - Citrus vein enation virus, PEMV-1 - Pea enation mosaic
virus 1, Luteo - Luteovirus, Polero - Polerovirus, Enamo - Enamovirus
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Obrazek 11: Fylogeneticky strom vybranych zastupci cCeledi Luteoviridae vytvofeny na
zakladé neighbor-joining analyzy aminokyselinovych sekvenci odpovidajicich parcidlni

sekvenci ORF 3 a ORF 5 izolatu H83

100 — BYDV-GAV (NC 004666.1 Luteo)
_[ BYDV-MAV (NC 003680.1 Luteo)
— BYDV-PAS (NC 002160.2 Luteo)
100 L— BYDV-PAV (NC 004750.1 Luteo)
BYDV-Kerll (NC 021481.1 Luteo)

100

97

ChalLV (NC 031800.1 Luteo) gf;
~H ——— RSDaV (NC 010806.1 Luteo) =
0 ”  NSPaV (NC 027211.1 Luteo)
100 L H83
BLRV (NC 003369.1 Luteo)
99 L SbDV (NC 003056.1 Luteo)
CABYV (EU000535.1 Polero) -
100 — BChV (AF352025.1 Polero) |
100 [ TuYV (NC 003743.1 Polero) %
9% | —— CYDV (NC 004751.1 Polero) |
| PLRV (NC 001747.1 Polero) |
CVEV (NC 021564.1 Enamo)| ot
100 PEMV-1 (NC 003629.1 Enamo) i
—
0.20

Zastupci jsou popsani zkratkou nazvu, v zadvorce je uvedeno Acc. No. a zkratka rodu, do kterého patfi.
Mgtitko predstavuje 0,20 substituci na pozici. Zobrazeny jsou hodnoty bootstrap > 70. Uvedeni
zastupci se shoduji se zastupci, ktefi jsou uvedeni ve fylogenetickém stromu (viz obrazek 10). Tucné
je vyznacena ziskana sekvence.

U fylogenetického stromu vytvoieného na zaklad¢ parcialni sekvence 3" neptekladané oblasti
(638 nt) izolatu H83 doslo k odlisnému vétveni nez u fylogenetického stromu vytvofeného na
zaklade parcialni sekvence ORF 3 a ORF 5. Soucasti prvni vétve jsou izolat H83, NSPaV, dva
zastupci rodu Enamovirus - Pea enation mosaic virus 1 (PEMV-1) a Citrus vein enation virus
(CVEV) a zastupci Barley yellow dwarf virus (BYDV). Druha vétev zahrnuje Rose spring
dwarf-associated virus (RSDaV) a Cherry associated-luteovirus (ChaLV) patficich do rodu
Luteovirus. Tieti vétev vytvorily viry rodu Polerovirus a dva ¢lenové rodu Luteovirus —

Soybean dwarf virus (SbDV) a Bean leafroll virus (BLRV) (viz obrazek 12).
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Obrazek 12: Fylogeneticky strom vybranych zastupct celedi Luteoviridae vytvofeny na

zaklad€ neighbor-joining analyzy parcialni sekvence 3" neprekladané oblasti izolatu H83

100 —— BYDV-GAV (NC 004666.1 Luteo)
L BYDV-MAV (NC 003680.1 Luteo)
BYDV-PAV (NC 004750.1 Luteo)
100 L——— BYDV-PAS (NC 002160.2 Luteo)
BYDV-Kerll (NC 021481.1 Luteo)
CVEV (NC 021564.1 Enamo)
PEMV-1 (NC 003629.1 Enamo)

100

99

82 — NSPaV (NC 027211.1 Luteo)

100 I_ H83
100

ChaLV (NC 031800.1 Luteo)

87 RSDaV (NC 010806.1 Luteo)
99 SbDV (NC 003056.1 Luteo) .

BLRV (NC 003369.1 Luteo)

CABYV (EU000535.1 Polero)

100 —— BChV (AF352025.1 Polero)

100 100 TuYV (NC 003743.1 Polero)

PLRV (NC 001747.1 Polero)

98 CYDV (NC 004751.1 Polero)

T AORA

€ ARA

0.10

Zastupci jsou popsani zkratkou nazvu, v zavorce je uvedeno Acc. No. a zkratka rodu, do kterého patfi.
Metitko predstavuje 0,10 substituci na pozici. Zobrazeny jsou hodnoty bootstrap > 70. Uvedeni
zastupci se shoduji se zastupci, ktefi jsou uvedeni ve fylogenetickém stromu (viz obrazek 10). Tucné
je vyznacena ziskana sekvence.

Fylogeneticka analyza celé¢ ziskané nukleotidové sekvence izolatu H83, ktera se sklada
z ¢astecné sekvence ORF 3, ORF 5 a c¢aste¢né sekvence 3° nepiekladané oblasti (1984 nt)
ukazuje, ze prvni vétev zahrnuje izolat H83, NSPaV a zastupce rodu Enamovirus —
Pea enation mosaic virus 1 (PEMV-1) a Citrus vein enation virus (CVEV) obdobné jako
u fylogenetického stromu vytvoreného na zaklad¢ Caste¢né sekvence 3” nepiekladané oblasti.
Soucasti této vétve jsou také zastupci Barley yellow dwarf virus (BYDV) z rodu Luteovirus.
Druhou samostatnou vétev vytvareji Rose spring dwarf-associated virus (RSDaV) a Cherry

associated-luteovirus (ChaLV). Tteti vétev zahrnuje viry Soybean dwarf virus (SbDV),
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Bean leafroll virus (BLRV), oba zrodu Luteovirus a vSechny vybrané zastupce rodu

Polerovirus (viz obrazek 13).

Obrazek 13: Fylogeneticky strom vybranych zastupct celedi Luteoviridae vytvofeny
na zéklad¢ neighbor-joining analyzy celé ziskané sekvence (parcialni sekvence ORF 3 +

ORF 5 + parcialni sekvence 3" neprekladané oblasti) izolatu H83

100 —— BChV (AF352025.1 Polero)
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BLRV (NC 003369.1 Luteo)
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CYDV (NC 004751.1 Polero)

97 PLRV (NC 001747.1 Polero)
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100 L——— BYDV-PAV (NC 004750.1 Luteo)
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—o
0.10

Zastupci jsou popsani zkratkou nazvu, v zadvorce je uvedeno Acc. No. a zkratka rodu, do kterého patfi.
Mgtitko predstavuje 0,10 substituci na pozici. Zobrazeny jsou hodnoty bootstrap > 70. Uvedeni
zastupci se shoduji se zastupci, ktefi jsou uvedeni ve fylogenetickém stromu (viz obrazek 10). Tu¢né
je vyznacena ziskana sekvence.

Rekombinaéni analyza

Vzhledem k rozdilnosti mezi c¢astecnou sekvenci ORF 3+ ORF 5 a casteCnou sekvenci
3" nepiekladané oblasti, kterd vyplyva z fylogenetickych stromt (viz obrazek 10 a obrazek
12) byla provedena rekombina¢ni analyza v programu RDP4. Byly analyzovany
rekombinacni udalosti mezi sekvenci izolatu H83 (1984 nt) a celogenomickych sekvenci
zastupcu Barley yellow dwarf virus-GAV, Barley yellow dwarf virus-MAV, Barley yellow

dwarf virus-kerll, Barley yellow dwarf virus-PAS, Barley yellow dwarf virus-PAV, Cherry-
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associated luteovirus, Rose spring dwarf-associated virus, Bean leafroll virus, Soybean dwarf
virus, Cereal yellow dwarf virus-RPV, Potato leafroll virus, Cucurbit aphid-borne yellows
virus, Beet chlorosis virus, Turnip yellows virus, Citrus vein enation virus a Pea enation
mosaic virus 1, které byly pfifazeny pomoci mnohocetného aligmentu a zarovnany do bloku.
Pomoci algoritmii RDP, GENECONV, BOOTSCAN/RECSCAN a MAXCHI nebyla
nalezena zadna rekombinacni udalost mezi témito sekvencemi. Pomoci algoritmu
CHIMAERA, ktery informuje pouze o poloze potencionalnich zlomui a neposkytuje informaci
o rekombinacnich udalostech, byla nalezena 2 mista potencionalniho zlomu v sekvenci izolatu
H83 v nukleotidové pozici 869 a 898 (viz obrazek 14). Moznd rekombinace mezi

ORF 3 + ORF 5 a 3" nepiekladanou oblasti timto nebyla potvrzena.

Obrazek 14: Analyza mist zlomu v sekvenci izolatu H83 pomoci algoritmu CHIMAERA
v programu RDP4
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7 DISKUZE

Izolace dvouvlaknové RNA je jednou z moznosti, jak ziskat virovou RNA z pletiv rostlin.
Druhym velmi casto vyuzivanym postupem je izolace celkové RNA. Vyhodou izolace
celkové RNA je moznost pouziti komeréné dodavanych kitt, kdy izolace pomoci téchto kith
je méné Casové naro¢na nez izolace dSRNA pomoci postupu, ktery popsali Morris et Dodds
(1979) a Valverde et al. (1990). Pokud je izolovana celkova RNA z pletiv rostlin, pouze malé
mnozstvi odpovida virové RNA, v nadbytku je zde ribozomalni RNA. Rwahnih et al. (2009)
izolovali dsRNA a celkovou RNA z kury révy vinné. dsRNA izolovali dle vySe zminénych
postupt. Celkovou RNA izolovali pomoci RNeasy Plant minikitu (Qiagen). Fragmenty cDNA
odpovidajici dsSRNA a celkové RNA byly sekvenovany a porovhany se sekvencemi v databazi
GenBank. Z celkového poctu sekvenovanych cDNA fragmentd ziskanych z izolované dsRNA
zhruba 25 % odpovidalo virovym sekvencim. Naproti tomu u cDNA fragmenti, které vznikly
ptepisem celkové RNA, odpovidalo virovym sekvencim méné€ nez 1 % z celkového poctu.
| pfes to, ze museli pouzit pfi izolaci dSRNA 10x vice rostlinného materialu nez pti izolaci
celkové RNA, vysledky jasné€ naznacuji, ze pro studium RNA viromu byla vyhodnéjsi izolace

dsRNA a jeji analyza.

V ramci této prace byla izolovana dSRNA z vi$né a byl u ni detekovan Nectarine stem pitting-
associated virus (NSPaV). NSPaV patti do rodu Luteovirus, ¢eledi Luteoviridae. Podle Kinga
et al. (2011) jednim z kritérii pro uréeni nového druhu rodu Luteovirus je to, Ze rozdil
v aminokyselinové sekvenci jakéhokoliv produktu musi byt vétsi nez 10 %. Fuzni protein,
ktery vznikl ¢tenim parcialni sekvence ORF 3 a ORF 5 izolatu H83 vykazoval 94% identitu
s fuznim proteinem NSPaV (Acc. No. ALX72766.1) vznikajici translaci totoznych OREF,
tudiz izolat H83 odpovida NSPaV. Genom zastupcu Luteovirus zahrnuje obvykle 4 — 6
otevienych ctecich ramct. U vSech zastupct se nachdzi ORF 1 a ORF 2, jejichz translaci
vznikd RNA-dependentni RNA polymerdza (RdRp), ORF 3 koédujici plastovy protein
o velikosti 21 — 23 kDa a ORF 5. Translaci ORF 3 a ORF 5 vznika fazni protein, ktery je
dilezity pro ptenos pomoci vektoru (Mayo et Ziegler-Graff, 1996).

Hlavnim evoluénim mechanismem podilejicim se na vzniku novych druhd u celedi
Luteoviridae je rekombinace. Jednim z mist, kde doslo k rekombinaci je nekddujici oblast
mezi ORF2 a ORF 3. Zatimco ORF 3 je pfibuzny ORF 3 u ostatnich zastupci rodu
Luteovirus, coz potvrzuje i nase provedena fylogeneticka analyza, gen pro RdRp u téchto vira

je nejblize ptibuzny genu pro RdRp u zastupci ¢eledi Tombusviridae. U rodt Enamovirus

42



a Polerovirus je gen pro RdRp nejblize piibuzny odpovidajicimu genu u ¢lent rodu
Sobemovirus (Gibbs et Cooper, 1994; Pagan et Holmes, 2010).

Typickym znakem genomické sekvence vird rodu Luteovirus je pritomnost ,leaky* stop
kodonu, ktery se nachazi mezi ORF3 a ORF5. U vétSiny zastupci Se mezi témito
ORF vyskytuje ,,leaky*“ stop kodon UAG vymezeny oblasti AAA-UAG-GUA (Firth et al.,
2011). V ziskané sekvenci izolatu H83 byl identifikovan ,leaky“ stop kodon UGA v oblasti
AGC-UGA-CGU. U referen¢niho genomu NSPaV (Acc. No. NC _027211.1) se vyskytuje
rovnéz  ,leaky“ stop kodon UGA, ale predchazejici kodon se  lisi
v 1 nukleotidu - AGU-UGA-CGU (nukleotidova zaména je oznaena tuén¢). Tato zaména
nema vliv na pteklad do aminokyselinové sekvence, jde o tichou mutaci - kodony AGC
i AGU koduji aminokyselinu serin. Podle Nida'M et al. (2008) je ,,leaky* stop kodon UGA
mezi ORF 3 a ORF 5 také piitomen v genomu Rose spring dwarf-associated virus, ktery je
dle fylogenetické analyzy sekvence ORF 3 a ORF 5 nejbliz§im piibuznym NSPaV. Jejich
piibuznost mtze byt také vysvétlena tim, Ze spole¢né s Cherry-associated luteovirus, se jedna
0 tii zastupce rodu Luteovirus, ktefi infikuji dfeviny celedi Rosaceae (Bag et al., 2015).
Dosud nebyla popsana rekombinace u zastupct rodu Luteovirus v oblasti mezi ORF 3, ORF 5
a 3’ nepickladané oblasti a ani rekombina¢ni analyza sekvence izolatu H83 s ostatnimi

zastupci rodu Luteovirus tuto moznost nepotvrzuje.

Soucasti genomu nékterych zastupct rodu Luteovirus je ORF 4. ORF 4 celou svou délkou
prekryva ORF 3 a jeho translaci vznika ,,movement” protein. ORF 4 nebyl u izolati NSPaV
dostupnych v databazi GenBank, ani u izolatu H83 identifikovan. S vyjimkou Soybean dwarf
virus je v genomu vsech ¢lend rodu Luteovirus ptitomen ORF 6, ktery je oddélen nekodujici
oblasti za ORF 5. M4 se za to, Ze ORF 6 koduje protein o velikosti cca 6 kDa a jeho funkce
neni zatim znama (King et al., 2011). U NSPaV ORF 6 chybi - za ORF5 se nachazi
3" neptekladana oblast. Podobnd struktura genomu jako u NSPaV se vyskytuje u zastupct
rodu Enamovirus — Pea enation mosaic virus 1 a Citrus vein enation virus. Jejich genom
obsahuje ORF 1, ORF 2, ORF 3 a ORF 5, navic také ORF 0, ktery koduje protein s nezndmou
funkci (Demler et de Zoeten, 1991; Vives et al., 2013). Fakt, ze sou¢asti genomu zastupci
Enamovirus neni ORF 6, mize vysvétlovat vznik spolecné vétve u fylogenetické analyzy
vytvofené na zakladé 3" neptekladané oblasti i celé ziskané sekvence, ktera zahrnovala ¢ast

ORF 3, ORF 5 a 3" neptekladanou oblast.

Poprvé byl NSPaV popsan u broskvoné obecné (Prunus persica) v Kalifornii (Bag et al.,

2015). Vyskyt NSPaV byl potvrzen v Japonsku u merunky japonské (Prunus mume)
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(Candresse et al., 2017) a v Cin& u Prunus persica cv. nectarina (Lu et al., 2017). Vzhledem
k nedavnému objevu NSPaV nebyl zatim publikovan zaddny dalsi vyskyt. Dal§im zastupcem
rodu Luteovirus infikujici dfeviny, jehoz vyskyt byl potvrzen v Ceské republice a jde o prvni
nalez v Evropé, je Cherry-associated luteovirus. Spole¢né s NSPaV jde zatim o jediné dva

druhy rodu Luteovirus, které napadaji visné (Lenz et al., 2016).
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8 ZAVER

Teoreticka ¢ast této prace je vénovana RNA virim, vyznamu izolace a analyzy dvouvlaknové
RNA u rostlinnych vird a charakteristice zastupcti rodu Luteovirus.

V praktické ¢asti byla studovana dvouvlaknova RNA izolovand z listi visSn¢€ obecné (Cerasus
vulgaris). Ve vzorku H83 byl detekovan Nectarine stem pitting-associated virus (NSPaV)
patiici do rodu Luteovirus, celedi Luteoviridae a byla sestavena jeho Caste¢na genomicka
sekvence. V porovnani s referen¢ni genomickou sekvenci (NC_027211.1) byla uréena pozice
sekvence izolatu H83. Ziskana sekvence o délce 1984 nt z celkové délky 4991 nt odpovida
castecné sekvenci ORF 3, kompletni sekvenci ORF 5 a Castecné sekvenci 3" nepiekladané
oblasti. Ipfes to, ze fylogeneticka analyza naznaCovala moznost rekombinace mezi
ORF 3 + ORF 5 a 3" neptekladanou oblasti v ramci druhd ¢eledi Luteoviridae, rekombinace
zde nebyla potvrzena.

Podle dostupnych zdroji se jedna o prvni nalez Nectarine stem pitting-associated virus

v Evropé.
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