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Souhrn

Pea seed-borne mosaic vir(BSbMV) je rostlinny virus, ktery nalezi do rodu
Potyvirusa celedi Potyviridae Poprvé byl popsan v roce 1966 dr. Musilem v béwal
Ceskoslovensku a dnes je prapddobrg rozsfen celoswtové. PSbMV je ekonomicky
vyznamny patogen, protoZe tgwmbuje sniZeni kvality a vynosu u hospe#s
dulezitych plodin¢eledi Fabaceae Virus se penasi infikovanymi semeny, msicetii
mechanickou inokulaci. PSbMV je +ssRNA neobalemasvio typické velikosti 770
nm. Genom viru koduje jeden polyprotein, kteryjenén na 10 oblasti: P1-Pro, HC-
Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, Nla-VPg, Nla-Pro, NIb a CP.

Izolaty viru byly na z&klatl jejich neschopnosti infikovat konkrétni genotypy
hrachu setého seskupeny &g patotypi: P-1, P-2, P-3 a P-4. U rostlin byly objeveny
geny rezistencsbm-1 sbm-2 sbm-3a sbm-4 které zajiuji rezistenci uci ctyiem
predchozim patotyjm.

V experimentalni¢asti jsem se zabyvala detekci a charakterizaci avymh
oblasti genomu vir®ea seed-borne mosaic virlal, HC-Pro, Cl a Nla/Nlb.

Byla potvrzena vhodnost navrZzenych kombinaci pnimé&SbMVP1F /
PSbMVP1R1407 pro P1 oblast, PSBMVHCProF / PSBMVHEPpro HC-Pro oblast,
PSbMVCIF3863 / PSbMVCIR6057 pro Cl oblast a PSbMgRff)6619 / PSbNIbR
pro Nla/NIb oblast pro detekce danych oblasti.

Ze sekvenci jednotlivych oblasti genoreského izolatu PSB117CZ a izdlat
194, 204 a 262 byla provedena analyza podobnosijvy8Si podobnost vykazovaly
izolaty kizolatu DPD1 (95-99 %) patotypu P-1. Nizsodobnost (78-87 %) pak
vykazovaly izolaty sizolatem L-1 patotypu P-2. dkeané izolaty vykazovaly 81%
podobnost v P1 oblasti s izolatem S6 patotypu Pr472% podobnost v HC-Pro oblasti
sizolatem NY patotypu P-4 a 81-82% podobnost asibINIa/NIb s izolatem NY
patotypu P-4.

Neighbor-joining analyza P1, HC-Pro a Nla/NIb olldsto situaci potvrdila,
nejvyssi fylogenetickouffbuznost vykazoval izolat 262 s typicky®eskym izolatem
PSB117CZ a izolat 194 s izolatem 204. Byla prokazhoamologie nukleotidovych i
aminokyselinovych sekvenci P1, HC-Pro a Nla/NIbastil izolah 194, 204, 262 a
PSB117CZ s izolatem DPDL1 (patotyp P-1).



Summary

Pea seed-borne mosaic virgBSbMV) is a plant virus which belongs to the
genusPotyvirusand familyPotyviridae It was first described in 1966 by Dr. Musil in
the former Czechoslovakia and today is probablyegfadead throughout the world.
PSbMV is an economically important pathogen becausauses a decrease in the
guality and yield of economically important crodstioe family Fabaceae The virus is
transmitted throught infected seeds, aphids or am@chl inoculation. PSbMV is
uncoated + ssRNA virus of the typical size of 7#@.rVirus genome, coding one
polyprotein, is divided into 10 areas: P1-Pro, HG;AP3, 6K1, Cl, 6K2, VGP-NIa,
Nla-Pro, Nlb and CP.

Description of the existence of resistance genesngndifferent pea lines, i.sbm-1
sbm-2 sbm-3andsbm-4 allowed discrimination of virus isolates into fgpathotypes
P-1, P-2, P-3 and P-4 based on their ability toawae corresponding genes.

In experimental part of thesis, | was concernedetection and characterization
of selected genome regions of the seleEted seed-borne mosaic viriselates: the P1,
HC-Pro, Cl and Nla/Nlb.

The detectional usability of the combination of hewdesigned primers
PSbMVP1F / PSbMVP1R1407 for the P1 region, PSBMVHEP PSBMVHCProR
for the HC-Pro region, PSbMVCIF3863 / PSbMVCIR60tF the CI region and
PSbMVVPgR(f)6619 / PSbNIbR for the Nla/NlIb regioasnconfirmed.

Sequences from different regions of the genomezet@ isolate PSB117CZ and
isolates 194, 204 and 262 were analyzed for identgolates showed the highest
identity with isolate DPD1 (95-99%), pathotype Pldwer identity (78-87 %) with
isolate L-1, pathotype P-2. Examined isolates slib®#% identity in the P1 region
with the isolate S-6, pathotype P-4, 71-72% idgntitthe HC-Pro with the isolate NY,
pathotype P-4 and 81-82% identity in the Nla / Mith the isolate NY, pathotype P-4.

Neighbor-Joining analysis of the regions P1, HC-Bnol Nla/NIb confirmed
this situation, the closest phylogenetic relatigpshwere detected among the isolate
262 and the typical Czech isolate PSB117CZ, as ageitolate 194 and the isolate 204
was showed. Significant homology of isolates 194,262 and PSB117CZ with DPD1
isolate based on analyse of nucleotide and amimbsaguences of regions P1, HC-Pro
and Nla/Nlb (pathotype P-1) was showed too.
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1 Uvod

Hospodé&sky vyznamné rostliny jsou neustéle vystavovankitia vngjSiho
prostedi a napadany mnozstvirtiznych mikroorganisiin z nichZz dlezitou skupinou
jsou viry.

Vyznamnou skupinou rostlinnych vije ¢eled’ Potyviridae rod Potyvirus Mezi
viry je rod Potyvirus nejwtsi a pgedstavuje fiblizn¢ 30 % znamych patogén
rostlinnych vifi. Vyznamnym zastupcem rodRotyvirus je Pea seed-borne mosaic
virus (PSbMV).

Pea seed-borne mosaic virbgl poprvé popsan €eskoslovensku v roce 1966.
PSbMV zpisobuje choroby u hospadky vyznamnych rostlin Zeledi Fabaceae kdy

zejména u hrachuipcky, bobu a cizrny zjsobuje snizovani kvality a vynosu l&ésin.



Cile prace

Cilem mé bakakiské prace je vypracovat literarni reSerSi na téma
Charakteristika izolat viru semenem ignosné mozaiky hrachu (PSbMV),

s dirazem na jejich genetickou variabilitu a biologickastnosti.

Detekovat a charakterizovat vybragésti genomu studovanych atypickych
izolath PSbMV.
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3 Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV)

3.1 Taxonomické z#éazeni PSbMV

Pea seed-borne mosaic viruwirus semenem ipnosné mozaiky hrachu,
PSbMV) jetfazen daielediPotyviridaea roduPotyvirus(Jones a kol., 1998; Johansen a
kol., 1991; Johansen a kol., 2001; Fauquet a ROIO5). RodPotyvirusje mezi viry
nejwtsi (Timmerman a kol., 1990), zahrnujébtizné 30 % vSech dosud znamych
rostlinnych vif (Borgstroma Johansen, 2001).

Pro ozné&eni viru semenemipnosné mozaiky hrachu se pouZivaji také dalSi
nazvy jako nap Pea fizzle top virugHampton, 1969)Pea leaf rolling virus(Musil,
1966),Pea leaf roll mosaic virugBos, 1970)Pea leaf rolling mosaic virysSeed-borne
virus of peaMink a kol., 1969) aNew seed-borne virus of péatevenson a Hagedorn,
1969) (Khetarpal a Maury, 1987). Tato starSi, difeseplatna synonyma, vznikla na
z&klad priznaki pozorovanych u infikovanych rostlin, igobu genosu viru a délce
virovych ¢astic (Khetarpal a Maury, 1987; Plant Viruses G lif996).

3.2 Geografické roz&ieni PSbMV

Pea seed-borne mosaic virdsyl poprvé popsan dr. Musilem v byvalém
Ceskoslovensku v roce 1966 na rostlinach hrachihegiisum sativum Pojmenoval
jej Pea leaf rolling virugMusil, 1966).

Pea seed-borne mosaic virbgl popsan v Japonsku v roce 1967 (Inouye, 1967),
v zapadnim Nmecku (Thottappilly a Schmutter, 1968), ve Spojénystatech
americkych — v Oregonu (Hampton, 1969), ve Wasbimgt(Mink a kol., 1969) a ve
Wisconsinu (Stevenson a Hagedorn, 1969). Dale ioys\popsan v Nizozemsku (Bos,
1970), v Kanad (Zimmer a Ali-Khan, 1976), Svédsku (Lindsten a.kd976), byvalé
Jugoslavii (Milicic a Grbelja, 1977), Polsku (Kowké, 1979), Svycarsku (Pelet, 1980),
Novém Zélandu (Fry a Young, 1980), UK (Matthewsach ,k1981) a Indii (Thakur a
kol., 1984). V letech 1987-1992 byl prokazan vysiB&bMV na Novém Zélandu
(Fletcher, 1993). V roce 1995 byla potvrzendtagmnost viru v v Pakistanu (Ali a
Randles, 1997) a v Jordansku (Mabrouk a Mansow8)19Abraham a kol. (2000)
prokézali vyskyt viru PSbMV na rostlinach bobu ohé&o Yicia fabal.) v Etiopii.
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Dnes jePea seed-borne mosaic virpsavdipodobré rozsfen po celém g€,
coZ je spojovanoipdevsim se Zjsobem jeho f@nosu, vymnou genetického materialu
a importem nebo exportem infikovanych semen pedsiitvim mezinarodniho obchodu
(Ali a Randles, 1997; Grunwald a kol., 2004).

To, Ze se virus dostava z jedné Zedo druhé progednictvim mezinarodniho
obchodu s infikovanymi semeny, potvrdili ifap\ftab a Freeman (2006), kiezjistili,
Ze byl do Svédska importovan péav materialech pochéazejicich z Australie. V tomtéz
roce byl PSbMV v Australii poprvé popsan ve sbigenovych zdraj (Torok a
Randles, 2007).

Za (Eelem potvrzeni Udaj o virovych infekcich hrachu @eské republice
v sedmdesatych a osmdesatych letech minuléhoistglgiroveden v letech 2003-2005
prizkum na porostech hrachu st péstitelsky vyznamnych lokalitachCeské
republiky. Pidkova a kolektiv (2006) zjigvali vyskyt a frekvenci nejvyznanySich
virovych patogefs hrachu setého Pfsum sativumL.). Potvrdili divejSi nalezy,
v analyzovaném materialu byl detekov@ea seed-borne mosaic virQgrus semenem
pienosné mozaiky hrachu, PSbMWea enation mosaic virugvirus vymistkove
mozaiky hrachu, PEMV) a v malé faiBean yellow mosaic virugirus Zluté mozaiky
fazolu, BYMV). Na rostlinAch secasto vyskytovaly sgsné infekce, zejména
kombinace PEMV s PSbMV. Z celkového ¢po 422 odebranych vzoik bylo
sérologicky identifikovano 99 vzoilkPEMV (42,86 % z celkového p pozitivnich
rostlin), 125 vzork PSbMV (54,11 % z celkového §a pozitivnich rostlin) a 7 vzotk
BYMV (3,03 % z celkového pitu pozitivnich rostlin).

3.3 Biologické vlastnosti
3.3.1 Riznaky choroby na rostlinach

U riznych druli a kultivami rostlin se infekce virenPea seed-borne mosaic
virus projevuje fizré. Nekdy se piznaky choroby nemusi projevit, pgpads se mohou
projevovat jen velmi mirtav podolé mozaiky (Plant Viruses Online, 2006).

Nekteré znaky napadeni virem jsou sgoke pro vSechny hostitelské rostliny a

nékteré jsou pro wité druhy rostlin specifické.
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» Charakteristickym projevem napadeni hrachu setBisun sativuni.) virem
semenem ffgnosné mozaiky hrachu je napadné svinovani wKrag. Obr.1),
tvorba listové mozaiky (viz. Obr.2), pragiovani listovych Zilek, tvorba
zkracenych internodii auzny stupé@ zakrslosti rostliny (viz. Obr.3). U
napadenych rostlin dochazi kpeé@imu kveteni, ksty jsou casto
deformované, mohou ale vykvést za vzniku deformgearuski. Vyvoj semen
v luscich niize byt nerovnorrny, mohou dozrat pouze jedno neb@ demena
(Plant Viruses Online, 2006§.asto také dochazi k nekroze osemeni za vzniku
patrnych prouzk (viz. Obr.4), redukuje se i velikost a vaha senta¥, ma za
nasledek snizeni vynosu a kvality semen (Frew a 28102; Plant Viruses
Online, 2006; Torok a Randles, 2007).

* Na listech fazolu obecnéh®ljaseolus vulgarid..) se objevuji tma¥ a swtle
hredé skvrny.Cepel listu je redukovana. Na semenech infikovamgattlin se
vyskytuji hrédé krouzky (viz. Obr.5) a jejich velikost je vzhéad k semeim
zdravych rostlin redukovana (Aftab a Freeman, 2006)

» U cizrny berani Cicer arietinumL.) se infekce virem projevuje Zloutnutim
novych vyhonk a now vyristajici rostlinka je zakrslého v@tu. Typicka je
tvorba listové mozaiky a svinovani fistAftab a Freeman, 2006).

* U cocky kuchynské (ens culinarisL.) jsou infikované rostliny zakrslé a nove
vyhonky jsou postizené slabou chlorézou, listy biyvwaalformované. Na
Spickach listi byva viditelna postupujici nekr6za (Aftab a Freama006;
Hampton, 1982).

V zavislosti na vlastni hostitelské rostijnjejim kultivaru, a na typu virového

izolatu miZze byt rozsah a intenzitdipnaki dosti variabilni.
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Obr. 1: Svinutka na listech hrac Obr. 2: Mozaika na listech hrachu
setého Pisum sativuni..) setého Pisum sativuni..)

Obr. 3: Zakrslost u rostliny hrachu setéRisgm sativuni..) zpasobena virem PSbMV
(vlevo na obrazku: zdravé rostlina; vpravo na okwainfikovand rostlina)

Obr. 4: PSbMV na semenech hrachu Obr. 5: PSbMV na semenech fazolu
(prevzato z Aftab a Freeman, 2006) [fevzato z Aftab a Freeman, 2006)
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3.3.2 Hostitelé PSbhMV

Pea seed-borne mosaic virusapada Sirokou Skalu rostlin. Aapola a
jeho kolektiv v roce 1974 publikovali, Ze virus Y infikuje 47 druhi rotlin z 12
celedi (Aapola a kol., 1974).

Pea seed-borne mosaic virygirozert napada zastupceeledi Fabaceae
nejvyznamgjSimi hostiteli jsou hospodsky dilezité plodiny, jako naip:

Lensculinaris L. (coc¢ka kuchyiska)

PisumsativumL. (hrach sety)

Cicer arietinumL. (cizrna beranti)

Viciafabal. (bob obecny);
ale i dalSi rostliny jako ndp Lathyrus odoratus (hrachor vonny) (ICTVdB
Management, 2006).

U dalSichceledi, které zahrnuji vnimavé druhy rostlin, se M8bvyskytuje
pouze experimentatnprirozere se u nich nevyskytuje. Jsoudeledi:
Amaranthaceae laskavcovité
Apocynaceae toje¥ovité (Catharanthus roseusbarvinek #iZzovy)
Chenopodiaceae merlikovité Beta vulgarid.. —iepa obecn& henopodium
album- merlik bily)
Asteraceae- hwzdnicovité
Brassicaceae- brukvovité Brassica campestrissp.Pekinensis Pekingské
zeli,Brassica oleraceaar. Capitata- zeli hlavkovéBrassica
oleraceavar. Gemmifera kapustaizZickova)
Cucurbitaceae- tykvovité Cucurbita maxima tykev obrovska)
Solanaceae- lilkovité
Tetragoniaceae- ¢tyibodovité (Tetragonia tetragonioides Ctyibog rozloZité)
(ICTVdB Management, 2006; http://www.biolib.cz).
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3.3.3 Renos PSbMV

U viru semenem fignosné mozaiky hrachu znante riizné zmgisoby genosu
z infikované rostliny na rostlinu zdravou.

* Prvnim zmsobem penosu PSbMV je neperzistentni vektorovyenmos
prostednictvim msic, jako vektobyli identifikovani Acyrthosiphon pelargoni
Acyrthosiphon pisurfviz. Obr.6,7),Acyrthosiphon sesbania8phis craccivora
Aphis fabage Aphis gossypii Aphis nasturtii Aulacorthum circumflexum
Aulacorthum solani Brevicoryne brassicaeCryptomyzus ribis Dactynotus
escalantij Macrosiphum avenaéviacrosiphum euphorbiaéMacrosiphum pisi
Macrosiphum rosae Metopolophium dirhodum Myzus persicae Ovatus
crataegarius Phorodon cannabjsRhopalosiphum pada Semiaphis dauci
(ICTVdB Management, 2006; Plant Viruses Online, @99

» DalSi zgisob genosu PSbMV je fignos prosednictvim infikovanych semen.
Tento enos je zavisly na symplastickém transportu virianinfikovanych
matdgskych bugk do embrya (Roberts a kol.,, 2003)ieRos PSbMV

infikovanymi semeny byl prokdzan u hrachu seté@osky kuchyiské a fazolu

obecného, naopak u cizrny berani semefgng@sny neni (Hampton a Mink,
1975).

b 3

Obr. 6: MSice kyjatka hrachovaObr. 7: Kyjatka hrachové Acyrthosiphon
(Acyrthosiphon pisuin pisun) na listech hrachu setého

(prevzato z (prevzato z
http://canadianbiodiversity.mcgill.ca/english/ http://www.inra.fr/hyppz/RAVAGEUR/6acypis.htm)
species/insects/insectpages/aphididae.htm)
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3.3.4

Frekvence penosu zavisi jak na genotypu hostitele, tak na tyeoovirového
izolatu, a niZze se pohybovat v rozmezi od 0 % do &&00 % (Johansen a
kol., 1996). Penos semenem ma kvantitativni charakter, jeho &eke
nekoreluje s hromadim virai ve vegetativnich tkanich. Je prokazano, Ze 5
konec genomu viru PSbMV o délce 2,5 kb m& hlavini mb miru penosu
semenem (Johansen a kol., 1996).

Treti zpisob genosu PSbMV se gk prostednictvim mechanické inokulace
(ICTVdB Management, 2006), ktera seézhé provadi v laboratornich
podminkach za delem udrzovani a manipulace s virovymi izolaty, ksky
mechanicky narusSi povrch listu rostliny a poté setakto rozruSenou tka

inokuluje vir.

Prabéh infekce

Pro vznik infekce pdebujePea seed-borne mosaic vifustejré jako i ostatni

potyviry, realizaciiti kompletnich kidovych kroki, ke kterym dochdazi uvititrostliny.

Prvnim krokem je amplifikace genomu viru uv¥nitapadené rostlinné tkly, druhym

krokem je pohyb z hiky do buiky a #etim krokem je transport viri@gnviru na dlouhou

vzdalenost. VSechnyitkroky mohou byt ovliviny mechanismy recesivni rezistence

(Borgstrom a Johansen, 2001).
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34 Molekularni vlastnosti

3.4.1 Charakteristika viriona PSbMV

Pea seed-borne mosaic virge identifikuje z rostlinnétavy ziskané z listu,
ktera obsahuje viriony PSbMV. Viriony byly dale ea¢ény v kdenovém parenchymu a
mezofylu a také v cytoplazf{Plant Viruses Online, 1996).

3411 Morfologie virioni PSbMV

Viriony viru Pea seed-borne mosaic virge skladaji z kapsidy, uvhikteré je
uzawena RNA (viz. Obr.8). PSbMV péatmezi neobalené viry, coz znamena, zZe
kapsida tvéena plaSovym proteinem viru nema obal.

Nukleokapsida je protahlého tvaru se spiralovitgmetrii. Viriony PSbMV jsou
vlaknité a pruzné (viz. Obr.9). Typicka délka vimioje 770 nm a &ka 12 nm. Axialni

kanalek neniietelny. Rozté Sroubovice je 3,4 nm (ICTVdB Management, 2006).

Obr. 8: Schéma virionu PSbMV
(prevzato z http://www.expasy.org/viralzone/all_by tpim/50.html)

Obr. 9: Viriony viru PSbMV
(prevzato z Plant Viruses Online, 1996)
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3.4.1.2 Fyzikalré-chemické vlastnosti

Viriony PSbMV maji vznasivou hustotu v gradientuGC4,329 g.crif a jejich
sedimenténi koeficient je 154 %, Purifikované viriony sedimentuji jako
jednaiasticové (ICTVdB Management, 2006).

Teplota, pi které dochazi k inaktivaci virignviru semenem fignosné mozaiky
hrachu neboli TIP (thermal inactivating point) °8. Zivotnost virioth v podminkach
in vitro (LIV) je 1 den v listech a 4 dny v kenech (ICTVdB Management, 2006).

3.4.1.3 Nukleova kyselina

Pea seed-borne mosaic virabsahuje ve své kapsigednovlaknovou molekulu
RNA, kter4 pedstavuje 5,3 % z celkové hmotnosti virionu PSbNMMnolekule RNA
jsou zastoupeny jednotlivé baze v pgom22,8 % guaninu (G), 44 % adeninu (A), 17,6
% cytosinu (C) a 15,6 % uracilu (U) (ICTVdB Managart 2006).

3414 Proteiny

Proteiny, strukturniho i nestrukturniho charaktgutedstavuji piblizné 94 %
z celkové hmotnosti virionu PSbMV (ICTVdB Manager)&2006).

3.4.15 Lipidy

Ve virionech PSbMV nebyly nalezeny zadné lipidy TM&IB Management,
2006).

3.5 Genom PSbMV

Pea seed-borne mosaic virgbsahuje ve své kapsidnolekulu RNA. Ta je
linearni, jednovlaknova a pozitigrorientovana, jedna se o tzv. +ssRNA (Johansen a
kol., 1991; Wang a Maule, 1994). Kompletni nukldotid sekvence genomu PSbMV
byla stanovena z klonované virové cDNA &npym sekvenovanim virové RNA
(Johansen a kol., 1991).
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Analyza typového izolatu DPD1 ukazala, Ze genorgjnstjako u ostatnich
potyvirt, je nedleny a dlouhy fiblizné 10 000 nukleotid (Johansen a kol., 1991; Plant
Viruses Online, 1996; Fauquet a kol., 2005; ICT\WdBnagement, 2006) a ttigeden
jednoduchytteci ramec (open reading frame, ORF) kéduijici jgugprotein (Olsen a
Johansen, 2001). Genom viru je na svém 5 koncoan vedouci sekvenci o 143
nukleotidech a na svém 3‘ konci je zaken oblasti o 163 nukleotidech (Johansen a
kol., 1991).

Primarnim produktem genomu PSbMV je polyprotein elcd 3198
aminokyselin s fedpoklddanou molekularni hmotnosti #1363 537. Tento polyprotein
je posléze proteolyticky &en za vzniku 8-10 zralych virovych protéifTimmerman a
kol., 1990). Sipeni se &e pomoci ti virem kédovanych protedz (Johansen a kol.,
2001). Tyto proteazy jsou P1 proteaza, "helper-acomapt” proteaza (HC-Pro) a 49-kDa
protedza (49k-Pro) (Dougherty a Semler, 1993). Kodkery iniciuje translaci je na
pocatku genomu, v blizkosti 5° konce RNA vlakna(Timmman a kol., 1990).

Na 5° konci molekuly RNA je fosfodiesterovou vazbpies tyrosinovy zbytek
navazan virem kédovany protein VPg (Keller a kb898) a 3' konec molekuly RNA je
zakorten poly-A sekvenci (Timmerman a kol., 1990; Johars&ol., 1991; Nicolaisen
a kol., 1992; Keller a kol., 1998).

3.5.1 Jednotlivé oblasti genomu PSbMV

Pea seed-borne mosaic virk®duje jediny polyprotein, ktery je Stiparemi
virem kodovanymi proteazami na fuimid proteiny (Timmerman a kol., 1990). Takto je
genom PSbMV, stefnjako u ostatnich potyvir ¢lenén na 10 oblasti: P1-Pro, HC-Pro,
P3, 6K1, CI, 6K2, Nla-VPg, Nla-Pro, NIb a CP (Anslem a Johansen, 1998) (viz Obr.
10).

Palyprotein

ey vl ) )
k¥

He-pro (TRSH) | VPg |Nlapro | NIbRdRp | cP

U
v Cleavage by Nla-pro

Obr. 10: Schéma genomu potyir
(prevzato z http://www.expasy.org/viralzone/all_by tpin/50.html )

| P1-pro
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3511 CP oblast

Tato oblast koduje plé8vy protein (coat protein), ktery v genomucirea
syntézou aminokyseliny alanin ( Timmerman a kd@90Q).

Tento protein je nutny pro pohyb viribrz buiky do buiky a pohyb na dlouhé
vzdalenosti (Dolja a kol., 1994; Andersen a Johan$898).

3512 HC-Pro oblast

HC-Pro kodujici sekvence je u izolatu DPD1 dloubh292 nukleotid a
oblast) (Torok a Randles, 2007). HC-Pro proteinmeltifunkéni, umoZuje pohyb
virionu na dlouhou vzdalenost v hostiteli specifickzpisobem, je pdebny pro penos
m3icemi, ovliwiuje také replikaci virioh uvniti buiky (Andersen a Johansen, 1998).
Helper component proteinaza (HC-Pro) je hlavni met@antou penosu
prostednictvim semen (Johansen a kol., 1996) a je takéesorem RNA unibvani
(Savenkov a Valkonen, 2002).

3.5.1.3 P3-6k1 oblast

P3-6k1 je oblast hrajici rozhodujici roli v rdgalci viru nebo v pohybu z kilky
do buiky (Johansen a kol., 2001). V oblasti kodujici R3-@rotein viru PSbMV byly
nalezeny virové determinanty virulence. P3-6klraistie nezbytny pro vznik infekce
(Hjulsager a kol., 2006).

3.5.14 VPg oblast

VPg protein byl identifikovan jako specificka hibsiska patogenni determinanta
recesivni rezistence hrajici vyznamnou roli ve wéroamplifikaci, pohybu viriof
z bunky do buiky (cell to cell movement) a pohybu viribma dlouhé vzdalenosti
(Borgstrom a Johansen, 2001; Johansen a kol., 28va amplifikace zavisi na

interakci mezi VPg proteinem a faktorem hostit@er@strom a Johansen, 2001).
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3.6 Patotypy PSbMV

Izolaty viru semenem ipnosné mozaiky hrachu byly na zakiagejich
neschopnosti infikovat konkrétni genotypy hrachtélse seskupeny détyi patotyp:
P-1, P-2, P-3 a P-4 (Alconero a kol., 1989; Hjuésag kol., 2002; Hjulsager a kol.,
2006). Jedna se o futik rozazeni izolai na zaklad jejich biologickych vlastnosti,
protoZze geneticka rezistenceicv PSbMV v hrachu setémP{sum sativumL.) je
zaloZzena natyfech homozygotnich recesivnich genestbm-1 sbm-2 sbm-3a sbm-4
Kromé patotym P-1, P-2, P-3 a P-4 byly popsany dalSi atypickétpgpy U-1, U-2, Pi a
Pv, které nemohou byazeny mezi fedchozictyti patotypy (Torok a Randles, 2007).

Rostliny mohou nést geny rezisterstem-1 sbm-2 sbm-3nebosbm-4 Nektere
izolaty viru PSbMV nejsou schopny tyto geny rezisee fekonavat, coZz ma za
nésledek odolnost rostliny nesouci konkrétni geszystence &¢i prislusnym izoldim
viru.

U hrachu setého byly selektovakiyii kategorie hrachovych genotyptzv.
diferenci&ni linie, umo#ujici biologickou patotypizaci izolat (Provvidenti a
Alconero, 1988; Johansen a kol., 2001; Hjulsadesla 2002) :

» kategorie A — rostliny hrachu nemaji Zadny z rexistich gefi, a proto jsou
nachylné ke vSenityiem virovym patotypm (vSechny rostliny
jsou vnimavé). Do této kategorie flahag. kultivary Fjord
(Johansen a kol., 2001) a Brutus (Hjulsager a RODSG).

» kategorie B — rostliny hrachu jsou tzv. multiregrghi, coZ znamena, Ze rostliny
nesou vsechnytyii geny rezistence a proto jsou odolnéiv
vSem ¢tyfem virovym patotypm. Do této kategorie patnag.
kultivary/polozky No. 8720 (Pl 193586) a PLP 91A @7492)
(Johansen a kol., 2001).

» kategorie C — rostliny hrachu nesou geny rezistsbhoe-2a sbm-3 a proto jsou
odolné vi¢i virovym patotymim P-2 a P-3. Do kategorie C Hat
nag. kultivary Bonneville (Johansen a kol., 2001; Idpger a
kol., 2002) a Dark Skinned Perfection (Borgstrondahansen,
2001; Johansen a kol., 2001).
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» kategorie D — rostliny hrachu nesou geny rezistehoe-1a sbm-2 a proto jsou
odolné vi¢i virovym patotymm P-1 a P-2. Do kategorie D jsou
razeny nap kultivary Aal34 (Pl 269818) (Johansen a kol.,
2001) a Sankia (Pl 269774) (Johansen a kol., 2Bidlsager a
kol., 2002).

3.6.1 Patotyp P-1

Tento patotyp neni schopetegonat rezistenci rostlin hrachu zptestkovanou
genem rezistencebm-1 Do tohoto patotypu jsoidazeny typové izolaty viru DPD1
(PSbMV-DPD1) (Borgstrom a Johansen, 2001; Olserhardksen, 2001) a US (PSbMV-
US) (Ali a Randles, 1997). Izolaty tohoto patotyjpau schopny infikovat naplinie
hrachu Pl 343305 a PLP 426 (Pl 347422) (Provvide®iticonero, 1986).

Izolat PSbMV-DPD1 zfisobuje typické deéasné prositlovani zilek v listech,

svinovani listi a zkracovani internodii (Johansen a kol., 1996).

3.6.2 Patotyp P-2

Patotyp P-2 neni schoperfegonat rezistenci Zigobenou fitomnosti get
rezistencesbm-2a sbm-3u hrachu setého. &ocky kuchyiské je rezistence k tomuto
patotypu zfisobena genem rezistensiev (Alconero a kol., 1986). K tomuto patotypu
pafi izolat L-1 (PSbMV-L) (Gao a kol., 2004).

L-1 vyvolava vazyjsi priznaky ucocky kuchyiské, zatimco mnoho kultivar
hrachu setého je odolnych. U nachylnych kultivarachu, nab u kultivaru hrachu Pl
343305 (Provvidenti a Alconero, 1986),ugpbuje vazne ifznaky choroby (Olsen a
Johansen, 2001). Kultivary hrachu, které jsou temisi \i¢i Bean yellow mosaic virys
jsou také rezistentniti izolatu L-1. U hrachu setéhdocky kuchyiské a cizrny berani
zpasobuje izolat L-1 vazijSi symptomy nez u izolatpatotypi P-1 a P-4 (Alconero a
kol., 1986).
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3.6.3 Patotyp P-3

Patotyp P-3 je schopenigkonat rezistenci Zigobenou fitomnosti genu
rezistencesbm-1 ale nedokazeipkonat rezistenci danou geny rezistesioce-2a
sbm-3 Tento infekni profil odliSuje patotyp P-3 od patotygP-1, P-2 a P-4. Do
patotypu P-3 pét izoldt NEP-1, ktery byl izolovan z bobu obecnéYiwia fabg
pochazejiciho z Nepalu. Stéjpako patotyp P-2 neinfikuje izolat NEP-1 kultivary
hrachu Bonneville a Dark Skinned Perfection, repnézjici kategorii C. 1zolat NEP-1
infikuje linie hrachu setého Aal34 (Pl 269818) alda (Pl 269774) (Hjulsager a kol.,
2002).

3.6.4 Patotyp P-4

Patotyp P-4 neni schopetiegonat rezistenci rostliny apobenou fitomnosti
genu rezistencabm-4 u hrachu setého. K tomuto patotypu js@zeny izolaty NY
(Johansen a kol., 1996; Olsen a Johansen, 20086) (@l5a Randles, 1997; Torok a
Randles, 2007). Izolaty patotypu P-4 infikuji hakultivary hrachu Aal134 (Pl 269818)

a Sankia (Pl 269774) (Provvidenti a Alconero, 1986

U patotypu P-4 nejsouftiznaky choroby tak vazné jako u patotypu P-1
(Alconero a kol., 1986). Typickymifznakem napadeni hrachu virem patotypu P-4 je
zkracovani internodii, redukcdistu infikovanych rostlin (Johansen a kol., 1996).
P¥iznaky choroby se projevuji padnez u P-1 patotyjp (Alconero a kol., 1986).

3.6.6 Patotypy U-1 a U-2

Byly popsany i zvlastni izolaty s novymi biologjeki vliastnostmi, které nebylo
mozné zeadit mezi existujici patotypy P-1, P-2, P-3 nebd, BrotoZze pekonavaly
odliSné kombinace diferenciaich linii. Pro tyto atypickeé izolatyipodem z Pakistanu
autai navrhli za&azeni jako patotypy P-5 a P-6 (Ali a Randles, 198Iv;a Randles,
2001).
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3.7 Geny rezistence u hrachu setéhai® PSbMV

U rostlin bylo identifikovano velké mnoZstvitippzert se vyskytujicich
dominantnich a recesivnich dgerrezistence proti potyvim, mechanismus jejich
ptisobeni neni prozatim vzdy obj&san

Eukaryoticky inici&ni translé&ni faktor elF4E a jeho isoforma elF(iso)4E jsou
proteiny v hostitelské rostlé které se po napadeni virem PSbMV vazi na VPgsbbla

v jeho genomu (Borgstrom a Johansen, 2001).

Odolnost wc¢i PSbMV je podmisna recesivéy, ctyii recesivie zalozené geny
hrachu setéhosbm-1 sbm-2 sbm-3 a sbm-4 poskytuji odolnost &i c¢tyifem

potyvirovym patotygm P-1, P-2, P-3 a P-4 (Provvidenti a Alconero, 1986

3.7.1 Gen rezistencebm-1

Gen sbm-1se u hrachu setého nachazi na 6. chromozomu verdk¥hové
skupirgé a poskytuje rostlinAm rezistenctig¥ patotypu P-1 PSbMV (Provvidenti a
Alconero, 1988a, 1988b; Torok a Randles, 2007).

Gensbm-1byl mapovan na vazebnych mapach hrachu setéhoZ#ipo metod
RFLPs, RAPDs a AFLPs. Vysledkem byla identifikacELR marke@ spojenych
ssbm-1genem v genetickych vzdalenostech od 5 cM do 10(EMw a kol., 2002).
Podrobna analyza senzitivnich a rezistentni gerotylachu vedla také k vytveni
specifickych marker na vychazejicich z detekce jednonukleotidovéhgrmotfismu
(SNP), a k detekci mutaci v elF4e faktoru, kter@vieji s rezistenci rostlin hrachu
vici PSbMV (Smykal a kol., 2010).

3.7.2 Gen rezistencebm-2
Gen rezistencesbm-2 poskytuje rezistenci i¢i patotypu P-2. U hrachu se
nachazi na 2. chromozému ve Il. vazbové skuigfProvvidenti a Alconero, 1988a,;

Johansen a kol., 2001; Olsen a Johansen, 2001; &reoV., 2002; Torok a Randles,
2007).
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Gen recesivni rezistenebm-2u Pisum sativunslouzi jako virova determinanta
proti PSbMV a byla identifikovana v kédujici N-obtaP3 proteinu (Hjulsager a kol.,
2006).

3.7.3 Gen rezistencebm-3

Rezistenci uci patotypu P-2 poskytuje spolu s gensbhm-2také gensbm-3
Gen sbm-3se nachazi na 6. chromozému ve IV. vazbové skupimrachu setého
(Provvidenti a Alconero, 1988a, 1988b; Johanseol.a2001). Geny rezistensbm-2a
sbm-3neni schopenipkonat patotyp P-3 (Hjulsager a kol., 2002).

3.7.4 Gen rezistencebm-4

Genysbm-4se taktéz nachazi u hrachu setého na 6. chromozé\i vazbové
skupire a poskytuje rezistenci rostlimi# patotypu P-4 (Provvidenti a Alconero, 1988a,
1988b).

3.8 Ekonomicky vyznam PSbMV

Pea seed-borne mosaic virys ekonomicky vyznamny semenenieposny
potyvirus, ktery prrozere infikuje lus€niny. Virus miZze zpmisobit vysoké ztraty
v produkci a to hlavav piipads, pokud k infekci dojde pro&dnictvim semen (Jones a
kol., 1998). PSbMV byval ilve mylré povazovan zagvodce slab se projevujicich
chorob, protoZzetasto zfisoboval mirné fiznaky choroby a malé ztraty ve vynosu.
Nicmére studie provaghé organizaci ICARDA v Syrii ukazaly, Ze ztraty vgnosu
jsou vyznamné. U cizrny, bobdpcky a hrachu byly ztraty 66 %, 40,5 %, 44,6 % a
49,2 %. Experimenty provédé ve sklenicich ukézaly, Ze patotyp P-1 redukuje
produkci semen o 35 % a patotyp P-4 az o 82 %.i3al&lie ukazaly, Zze PSbMV
infikuje az 42 % rostlin hrachu na polich (Plantruges Online, 1996). Tyto a dalSi
studie s PSbMV ukéazaly, Ze tento virus je z hlealiskonomického velmi vyznamny,
protoze zfisobuje choroby u hospaig&y vyznamnych rostlin a vyragrsniZuje jejich
produkci. Kontrola vyskytu viru semenenieposné mozaiky hrachu je zaloZena na
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kontrole kometné¢ dovazeného materidlu, a na jeho eliminaci ze kbfrenovych
zdroji, jakozto sekundarniho zdrojéeiii viru (Torok a Randles, 2007).

3.9 Detekce a identifikace PSbMV

Detekce a identifikace viru semenentemosné mozaiky hrachu v listech a
v semenech je mozna trédim testovanim pomoci DAS-ELISA testu, pomoci RT-
PCR, sekvencovaniripadre elektronové mikroskopie. (ICTVdB Management, 2006)

Pro sérologicky DAS-ELISA test se odebiraji vzorkyostlin, které vykazuji
piiznaky virového napadeni (listova mozaika, piétlswi Zilek, krouceni list, Zloutnuti
listt, deformace luska semen, poruchyistu apod.). DAS-ELISA test (napFletcher,
1993; Johansen a kol., 1996; Safé a kol., 2008a) se v stasnosti bzné provadi
komekn¢ zakoupenymi kity, nap firmy. DSMZ nebo Loewe Biochemica ¢hecko),
podle navod dodanych vyrobci.

Pro detekci a identifikaci potyvir mezi ®Z PSbMV pat, je vyuzivana
technika RT-PCR, kdy je virovy genom pomoci revéteanskripce fepsan do cDNA
a vybrany usek genomu pak amplifikovan v nasled@® Reakci (Johansen a kol.,
1996; Borgstrom a Johansen, 2001; Olsen a Joha2@eh;, Torok a Randles, 2007)

Mén¢ vyuzivanou technikou je elektronova mikroskopiempoci které je mozne
detekovat fitomnost inkluznichdisek anebo viriofh v ultratenkychrezech list nebo
semen (Wang a kol., 1991; Roberts a kol., 2003).
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4 Experimentalni¢ast

Cilem experimentalnéasti bakaléské prace bylo detekovat a charakterizovat
oblasti v genomu (P1 oblast, HC-Pro oblast, Clsbh Nla/NIb oblast) vybranych
atypickych izolat viru semenem fignosné mozaiky hrachiPéa seed-borne mosaic
virus, PSbMV).

4.1 Material a metody

4.1.1 Biologicky material

Jako biologicky material byly pouzityfitizolaty viru semenem ignosné
mozaiky hrachu (izolat 194, 204 a 262). Vzorky jeitimych izolati byly ziskany
z rostlin hrachu setéhoPisum sativun vnimaveho kultivaru “Merkur”, které jsou
udrZzovany ve sbirce virovych izolétaboratde molekularni biologie mikroorganism
na Katede burgcné biologie a genetikyiRodowdecké fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci.

41.2 Izolace celkové RNA

Celkova RNA byla izolovana z cca 0,dgrstvych list pomoci NucleoSpin
RNA Plant kitu firmy Macherey-Nagel (kat. 740949.250). lzolace RNA byla
provedena podle pokyirvyrobce.

Po izolaci RNA byla stanovenastota a koncentrace izolované RNA pomoci
spektrofotometru NanoDrop1000 (Thermo Fisher Siierihc.).

Vzorky izolované RNA byly dlouhod@uchovavany v -80°C.

4.1.3 Reverzni transkripce (RT)
Virova cDNA byla ziskana pomoci reverzni transkeipRT) s pomoci
,Random’ primefi nebo specifického “reverze” primeru.

K5 ul izolované RNA bylo fidano 10 pl reakni smesi | (,premix 1): 9 pl
dEPC destilované vody a 1 ul (0,5uM) ,Random’ pritneebo ,reverze’ primeru. Tato
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smes o celkovém objemu 15 pl byla inkubovana 5 mintgplo€ 70°C a ihned po
ukonieni inkubace fenesena na led. Nasledoylo do reakni snesi pripipetovano 25
ul ,premixu 11*: 11,5 dEPC destilované vody, 8 uTHRCR pufru (5x), 4 ul dNTP (10
mM), 0,5 pl inhibitoru ribonukleasy (40 U/ul) a LAMV RT polymerazy (10 U/ul).
Reverzni transkripce prébla v celkovém konsmém objemu 40 pl
v termocycleru Thermal Cycler Gene E (Techne), poud60 min i 37°C nebo 42°C
pii prepisu pomoci ,Random’ primérespektive specifického ,reverze’ primeru.
Po prokthnuti reverzni transkripce byly vzorky cDNA dloulodd uchovavany v
-20°C.

4.1.4 Polymerazovéaetézova reakce (PCR)

Cilové oblasti komplementarni DNA (cDNA), kterd4 aykiskana reverzni
transkripci, byly nasledgnamplifikovdny pomoci polymerazowétzové reakce (PCR)

za pouziti specifické kombinace paru prifner

4.1.4.1 Reakni smés pro PCR amplifikace

Reakni snts pro 1 vzorek obsahovala 2,5 pul RedTaq pufru (8)gd0x),
0,5 ul MgCh (25 mM), 11,12 pl destilované vody, 6,25 pl dNTR(M), 0,3125 pl
“forward” (F) primeru (20 pmol/ul), 0,3125 pl ‘rexe” (R) primeru (20 pmol/ul) a 1 pl
RedTaq polymerazy (1 U/ul).

Pro detekci oblasti P1 byla nbnavrzena a afovana kombinace primier
* PSbMVP1F/PSbMVP1R1407

Pro detekci oblasti HC-Pro byla nbmavrZzena a asfovana kombinace primigr
* PSBMVHCProF / PSBMVHCProR

Pro detekci oblasti CI byla ndwnavrzena a asfovana kombinace primigr
 PSbMVCIF3863 / PSbMVCIR6057

Pro detekci oblasti Nla/NIb byla néwavrZzena a a¥ovana kombinace priméer
« PSbMVVPgR(f)6619 / PSbNIbR
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4.1.4.2 Podminky PCR reakce

PCR reakce probihala v termocycleru (T-Personainitra) zadchto podminek:

e pocateni pre-denaturace 94°C, 3 min
e 35 cykii:

0 denaturace 94°C, 1 min

0 annealing 2 min

o elongace 72°C, 2-3 min
* zawrecna elongace 72°C, 10 min

Teplota nasedani (annealing) prithéyla volena v zavislosti na pouZzité kombinaci
primeri: pro kombinaci primér PSbMVP1F / PSbMVP1R1407, PSbHCProR /
PSbHCProR a PSbMVCIF3863 / PSbMVCIR6057 to bylalotap 55°C, pro
kombinaci primeit PSbMVVPgR(f)6619 / PSbNIbR 51°C.

4.1.4.3 Vyhodnoceni PCR produki

Uspsdnost amplifikace a velikost PCR prodiukbyly hodnoceny pomoci
elektroforetické separace (ELFO) v 2% agar6zowg#io v prostedi TAE pufru. DNA
byla barvena pomoci ethidium bromidu (0,01mg/50agérézy) nebo barviva GelRed
(5u1/50 ml agardzy; Biotium, Ltd.). Pro nanasendnka byl pouzit jednotny systém, tj.
do prvni jamky gelu byly naneseny 2 ul ladderu aldi$ich jamek 5 pl analyzovaného
vzorku. Migrace vzork probihala v TAE pufru (slozeni vizibha) @i stejnosnérném
nageti 70 V po dobu 45 minut. PCR produkty byly vizaaWany a dokumentovany
pomoci UV transluminatoru a dokumetniého z&izeni SynGene (Synoptics Ltd, UK).

415 Klonovani a sekvencovani

Nasledné klonovani a sekvencovani fragrndmglo provedeno na pracovisti
Laboratde molekularni biologie mikroorganism

Jednotlivé PCR produkty byly pfistény pomoci Gel extraction kitu (QIAGEN,
kat. ¢. 28704) a naslednklonovany pomoci pGEM-T cloning kitu (Promega, .kat
A3600) v buikach Escherichia coli kmen JM109, podle pokynvyrobce. Jednotlivé

pozitivni kolonie byly naslednselektovany pomoci PCR reakce za pouziti kombinace
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univerzalnich primér M13F/M13R a nasledné elektroforetické detekci kasdti
produkti (priklad viz Obr. 11).

M13F/M13R amplikony odpovidajici velikosti bylyalovany pomoci QIAquick
Gel Extraction kitu (QIAGEN, kate. 28706) Vzorky byly naslednznaieny pomoci
BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing kitu (ApglBiosystems, kat. 4337455)
a sekvencovany pomoci Genetického Analyzatoru ABRISM 3730 (Applied

Biosystems) na Ustavu experimentalni botaniky, & Olomouc.

Obr. 11: Detekce pozitivnich kolonii nesoucich framt HC-Pro.

M 123456 7 8 9 10 11 12 131415

= ow ey e W =
-

(drahy: M- marker — GeneRuller 100 bp Plus DNAded Fermentas; 1-15: jednotlivé
testované kolonie; Sipka oznge specificky produkt)

4.1.6 Fylogenetickd analyza

Sekvenani data byla analyzovana a nasledkladana do koreych sekvenci
(kontigi) pomoci programu Segman (DNASTAR, Lasergene).

Identifikace a mira podobnosti ziskanych sekven®ADse sekvencemi
znamymi byla zji&tna srovnanim s databazi GenBank geabtictvim programu
BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/blast).

Ziskané nukleotidové a odvozené aminokyselinovévesste byly pomoci
programu MEGA 4.0 (Tamura a kol.,, 2007) nastegprorovnany se sekvencemi
odpovidajicich genomickych oblasti iz@éldSbMV dostupnych v databazi GenBank.
Mimo to byly v analyzach pouzity i odpovidajici sekce izolatu PSB117CZipodem
z CR, néleziciho k patotypu P-1 (Saféa a kol., 2008a). Matice ziskané z jednotlivych
piitazeni pokryvajici uplné oblasti P1, HCPro a Nla/Nigly vyuzity pro stanoveni
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fylogenetické pibuznosti jednotlivych izolét za pomoci neighbor-joining analyzy
programu ClustalW (http://clustalw.ddbj.nig.ac.gqpte.html).

Vlastni fylogenetické stromy byly vizualizovany poai programu TreeViewX
version 0.5.0 (Page, 1996).

4.2 Vysledky

Pro studium vybranych oblasti genomu byly zvolertivel na GzemiCeské
republiky identifikované izolaty viru semenenteposné mozaiky hrachu (PSbMV),
pavodem z hrachu, vykazujici atypické biologické thasti (Saféova, osobni sdeni),
tyto izolaty byly ozn&eny jako 194, 204 a 262. Experimentalni rostlingchu, cv.
Merkur, vykazovaly po infekci jednotlivymi izolatiyypické giznaky infekce PSbMV,

piedevsim silnou mozaiku a svinutku tist

RNA byla ve vSechtech gipadech usgsnre izolovana z fiznakovych lisk
pokusnych rostlin. # orienta&ni spektrofotometrické analyze byla potvrzena jeji
kvalita, pon¢r absorbance A260/280 se pohyboval v rozmezi 1)9-2,

Pro detekce cilovych oblasti byla zvolena techi®aPCR. V prvni fazi byla
virova RNA pgeepsana do cDNA za pouziti ,Random’ prireY jednotlivych gipadech
byla owfovana i moznost tohotoigpisu i za pomoci tzv. ,reverze‘ specifickych

primer.
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42.1 P1 oblast

Pro detekci a amplifikaci oblasti P1 byla pouZiteowiena no¢ navrzena
kombinace primér PSbMVP1F / PSbMVP1R1407¢ekavany fragment o délce 1428
bp pokryval celou oblast P1 proteazy a N-termindhbiast HCPro. Byla testovana
aplikace dvou postupreverzni transkripce, ktera vedla k &&pé syntéze virové cDNA
a nasledné amplifikace cilové oblasti. Jak pouziti RT-PCR ,Random‘ primér
PSbMVP1F / PSbMVP1R1407, takfiippouZziti PSbMVP1R1407-PSbMVP1F /
PSbMVP1R1407 byly ziskany produktgekavané velikosti o délce cca cca 1400 bp.
Po provedeni reverzni transkripce s pomoci ,Randmmert byly zaznamenany slabé
nespecifické produkty o mensi velikosti (viz. Oh2).

Nasled® byla provedena geneticka analyza amlikan analyza podobnosti a
fylogenetickd analyzafifbuznosti. Porovnanim vSech sekvenci ziskanychesewu
izolath PSB117CZ, 194, 204 a 262 s databazi GenBank pastgmitmu BLAST byla
prokazana jejich identita s P1 oblasté@mych izolat PSbMV.

Tab. 1: Podobnost izolat oblasti P1.

Izolat DPD1 (P-1) L-1 (P-2) S6(P-4)
(Ac. No. D10930.1) (Ac. No. AJ252242.1) (Ac. No. AF127770.1
PSB117CZ| 99 % 85 % 81 %
194 97 % 85 % 81 %
204 97 % 85 % 81 %
262 99 % 85 % 81 %

Pri analyze ziskanych sekvenci pokryvajicich obldsbfHCPro o délce 1428
bp vykazovaly sekvence ngpgi podobnost sizolatem DPD1 (Ac. No. D10930.1),
piislusejicimu k patotypu P-1, podlée&kavani nizSi podobnost s izolatsigusejicimi
k patotygim P-2 a P-4 (viz. Tab. 1.).

Nasledna fylogeneticka analyza P1 oblastterla izolaty 194, 204 a 262 na
zaklad nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci douwetusteti. Do clusteru |
nélezi izolat 262, ktery je fylogenetickyilpuzny séeskym izolatem PSB117CZ a
DPD1. Do clusteru Il nalezi izolat 194, ktery jeéoiyeneticky pibuzny s izolatem 204
(viz. Obr. 13).
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Obr. 12: Detekce amplikanP1 oblasti (cca 1400 bp) jednotlivych atypickyzblati
PSbMV

(drahy M: marker — GeneRuller 100 bp Plus DNA lagdé&ermentas; 1: izolat 204;
2: izolat 194; 3: izolat 262; Sipka oznge specificky produkf> nespecificky produkt)

Obr. 13: Fylogeneticky strom izotaPSbMV vytvdeny pomoci neighbor-joining
analyzy na zakladukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci Plastl

genomu.
48/48 262
84/86|| psSB117CZ
100/100 DPD1 (D10930.1)
204
100/100 |_ 194
L1 (AJ252242.1)
NY (X89997.1)
-
0.05

Izolaty ~ jsou popsany jménem a figupovym koédem  databaze GenBank.
Cisla gedstavuji hodnoty bootstrap ziskané& peighbor-joining analyze nukleotidovych
(standardni pismo) a aminokyselinovy&hrgivg sekvenci.
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4272 HC-Pro oblast

Pro detekci a amplifikaci HC-Pro oblasti byla pdazikombinace nay
navrzenych primér PSBMVHCProF / PSBMVHCProR. Komplementarni cDNA
ziskdna v reverzni transkripci za pouziti ‘Randoimieri a za pouziti primer
PSBMVHCProR. Sledovana oblast pak byla amplifik@vamasledné PCR reakce. Po
PCR reakci byly detekovany produkty ¢e@@avané velikosti cca 1500 bp (viz. Obr. 14).
Pri pouziti cDNA ziskané s pomoci ,Random’ pririemebyly zaznamenany zadné

nespecifické produkty.

Obr. 14: Detekce amplik@éarHC-Pro oblasti (cca 1500 bp)jednotlivych atypidkyc
izolath PSbMV

(drahy M: marker — GeneRuller 100 bp Plus DNA kdrermentas; 1: izolat 204;
2:izolat 194; 3: izolat 262; Sipka ozuge specificky produkt)

Nasledw byla provedena geneticka analyza amlikoanalyza podobnosti a
fylogeneticka analyzaifbuznosti. Porovnanim vSech sekvenci HC-Pro oblagtolat
PSB117CZ, 194, 204 a 262 s databazi GenBank pomigoritmu BLAST byla
prokazana jejich identita s HC-Pro oblastfiinych izolali PSbMV.

Pri analyze ziskanych sekvenci pokryvajicich oblaStP+o o délce 1495 bp
vykazovaly sekvence najisi podobnost sizolatem DPD1 (Ac. No. D10930.1),
piislusejicimu k patotypu P-1 a podige&avani nizsi podobnost s izolat§igbusejicimi
k patotygim P-2 a P-4 (viz. Tab. 2).

U oblasti HC-Pro o délce 1337 bp byly zkoumané ai3ol194, 204 a 262
roz&kleny fylogenetickou analyzou na zaktadukleotidovych a aminokyselinovych
sekvenci dofit clustefi. V obou gipadech, byly zjigny obdobné fibuzenské vztahy,

OB

byla prokazana vysSitipuznostéeskych izolat s izolatem DPD1. Fylogeneticka
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analyza nukleotidovych sekvenci prokazaldpznost izolatu 262 aceskym izolatem
PSB117CZ a DPD1; druhouétev vytvaily izolaty 194 a 204, izolaty ostatnich
patotym se vywtvily opét samostaté (viz. Obr. 15).

Tab. 2: Podobnost izolat oblasti HC-Pro.

Izolat DPD1 (P-1) L-1 (P-2) NY (P-4)
(Ac. No. D10930.1) (Ac. No. AJ252242.1) (Ac. No. X89997.1)
PSB117CZ| 98 % 78 % 71%
194 95 % 79 % 71 %
204 95 % 79 % 71 %
262 98 % 79 % 72 %

Obr. 15: Fylogeneticky strom PSbMV vytiemy pomoci neighbor-joining analyzy na
zaklaginukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci HC-Blbtasti

genomu.
PSB117CZ
99/96 | g0
100/99 DPD1 (D10930)
194
m{204
L1 (AJ252242)
_ S6 (AF127770.1)
100/100 [ NY (X89997.1)
—
0.02

Izolaty jsou popsany jménem &giupovym kddem databize GenBank.
Cisla pedstavuji hodnoty bootstrap ziskan& peighbor-joining analyze nukleotidovych
(standardni pismo) a aminokyselinovykhrgivg sekvenci.
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4.2.3 Cl oblast

Pro detekci a amplifikaci oblasti CI byla pouzita&ena moznost pouziti ndv
navrzené kombinace primePSbMVCIF3863 / PSbMVCIR6057. Reverzni transkripce
byla provedena jen za pouziti "Random’primenasledna PCR reakce pébla
aspesre, na elektroforetickém gelu reakci byly detekovayprodukty, jeden o
ocekavané velikosti cca 2200 bp, druhy o velikosté 860 bp (viz. Obr. 16).

Analyza podobnosti a fylogeneticka analyza nebyldéto oblasti genomu
provedena. Orientai sekverini analyza kratkého fragmentu potvrdila, Ze se gedn
oblast Cl, tj. doSlo k navazani prindasvnitr amplifikované oblasti.

Obr. 16: Detekce amplikanCl oblasti jednotlivych atypickych izol&@PSbMV

(drahy M: marker — GeneRuller 100 bp Plus DNA lagdé&ermentas; 1: izolat 204;
2:izolat 194; 3: izolat 262, 4. izolat 204; Sipkena&uje specificky produkt)
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424 Nla/NIb oblast

Pro detekci a amplifikaci oblasti Nla/NIb byla p@taza owiena kombinace
now navrzenych primé&rPSbMVVPgR(f)6619 / PSbNIbR. Komplementarni DNA&yl
ziskana za pouziti "Random’primierv nasledujici PCR byla sledovand oblast
amplifikovdna za pomoci PCR reakce. U vSech vigokipadech byly detekovany

produkty o @ekavané velikosti cca 2300 bp, bylo zaznamenana&évehnozstvi
nespecifickych produkt(viz Obr. 17).

Obr. 17: Detekce amplikanNIa/NIb oblasti (cca 2300 bp) jednotlivych atypjck

izolat PSbMV
— = i
vy —
" =
.o -
- @49

(drahy M: marker — GeneRuller 100 lysHDNA ladder, Fermentas; 1: izolat
204; 2: izolat 194; 3: izolat 262k oznduje specificky produkt)

Nasled# byla provedena geneticka analyza podobnosti sekvem
fylogeneticka analyzarflbbuznosti izolai. Porovnanim vSech sekvenci Nla/Nlb oblasti u
izolath PSB117CZ, 194, 204 a 262 s databazi GenBank pastgmitmu BLAST byla
prokadzana jejich identita s oblasti Nla/Nitzmych izolati PSbMV.
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Pri analyze ziskanych sekvenci pokryvajicich oblast/NIb o délce 2355 bp,
vykazovaly sekvence negjifi podobnost sizolatem DPD1 (Ac. No. D10930.1),
piislusejicimu k patotypu P-1, podlée&xavani nizSi podobnost s izolatsigusejicimi
k patotygim P-2 a P-4 (viz. Tab. 3).

Tab. 3: Podobnost izolat oblasti Nla/NIb.

Izolat DPD1 (P-1) L-1 (P-2) NY (P-4)
(Ac. No. D10930.1) (Ac. No. AJ252242.1) (Ac. No. X89997.1)
PSB117CZ| 99 % 87 % 81 %
194 96 % 87 % 81 %
204 95 % 87 % 81 %
262 99 % 87 % 82 %

Fylogenetickd analyza oblasti Nla/NIb o déR@&55 bp rozdila zkoumané
izolaty na zaklad nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci diosamostatnych
clustefi. Fylogeneticka analyza nukleotidovych sekvenck@rala, podobnost izofat
PSB117CZ, 262 a DPD1 s izolaty 194 a 262, kter& w§avorily samostatnou dtev
(viz. Obr. 18). Analyza aminokyselinovych sekvemmbkazala stejné ffbuzenské
vztahy, ¢eské izolaty vSak nevykazaly statistickyukmzné rozdily, naopak se &p

prikazre vyvétvily izolaty L1 a NY (viz. Obr 19).
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Obr. 18: Fylogeneticky strom izotaPSbMV vytvdeny pomoci neighbor-joining
analyzy na zékladukleotidovych sekvenci Nla-NIb oblasti genomu.

100

100

100

A

Izoldty jsou popsdny jménem a figiupovym kédem  databaze
Cisla gredstavuji hodnoty bootstrap ziskarténgighbor-joining analyze.

GenBank.

Obr. 19: Fylogeneticky strom izotaPSbMV vytvdeny pomoci neighbor-joining
analyzy na zakladminokyselinovych sekvenci Nla-NlIb oblasti genomu.

— PSB117CZ
29 | pPD1 (D10930.1)

262
100

194

204

L1 (AJ252242.1)

NY (X89997.1).

0.005

lzolaty jsou popsany jménem a figtupovym kdédem  databaze
Cisla gredstavuji hodnoty bootstrap ziskarfén@ighbor-joining analyze.
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5 Diskuze

Virus semenem ignosné mozaiky hrachuP¢a seed-borne mosaic virus
PSbMV) je vyznamny patogen napadajici bobovitdirgstZpiasobuje zn&né ztraty na
hospodésky vyznamnych plodinach, které jsodsfpvany v itiznych zemich sia.

V Ceské republice sPea seed-borne mosaic virugskytuje gedevsim na rostlinach
hrachu setéhoP{sum sativumL.). Napadeni rostliny virem PSbMV se projevuje
typickymi symptomy, ne&gstjSimi piiznaky jsou chlorotickd mozaika lis& svinovani
lista (Pidkova a kol., 2006; Plant Viruses Online, 20@&f&ova a kol., 2008a).
K charakterizaci viru PSbMV nebo jehoiyodu nestéi znat pouze jeho vlastni
epidemiologii, rychlost projevu choroby u napaddnmyostlin, intenzitu vyvolanych
symptonti nebo UspSnost penosu semenem. Tyto faktory totiz nemusi byt spojen
s konkrétnim izoldtem viru, ale i s genotypem helké rostliny (Provvidenti a
Alconero, 1986; Khetarpal a Maury, 1987; Alconerko&, 1989; Ali a Randles, 1997;
Ali a Randles, 2001; Hjulsager a kol., 2002).

Existence rezistentnich linii hrachu vedla k vyard systému patotypizace.
Jednotlivé izolaty viru semenemigmosné mozaiky hrachu byly na zaklad
neschopnosti figkonavat sbm geny rezistence u rostlin rodény do ¢tyi patotym —
P1, P-2, P-3 a P-4. Zastoupeni izblairu v jednotlivych patotypech souvisi i s jejich
geografickym fivodem, proto je systém patotypizace uiite také pro zjiSovani
zdroju infekce. Patotyp P-1 byl popsan hlaw Evropg: (Johansen a kol., 1996), dale
v Asii (Pakistan), maénv Australii (Ali a Randles, 1997; Ali a Randle€)(; Torok a
Randles, 2007) a v USA (Torok a Randles, 2007)otiatP-4 byl popsan v Australii
(Torok a Randles, 2007) a na Novém Zélandu (Fletct@93). Stanovengcthto ¢ctyr
patotypi ale neni dostaijici, protoZe existuji izolaty viru, které dispghatypickymi
biologickymi vlastnostmi, fekonavaji odliSné kombinace difererizigch linii,
oznaené jako nap patotypy U-1, U-2, izolaty Pv nebo Pi (Khetarpdol, 1990; Ali a
Randles, 1997; Ali a Randles, 2001; Torok a Ran@e87).

Do této skupiny atypickych izok&t jeZz nelze na zaklad biologickych
vlastnosti zgadit do Zzadného z patotyppati také studované izolaty PSbMV (194, 204
a 262), pestoze na infikovanych rostlinach hrachu setéhmMmaji typické piznaky
infekce, které jsou stejné jako u jiz popsanyckgiméeskych izolai (Saf&ova a kol.,
2008b).
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Pomoci genetické analyzy oblasti P1, HC-Pro a NNka/byla prokazana
fylogenetick& pibuznost izolat 194, 204 a 262 se znamymi izolaty evropského (DPD1
a ¢eského pvodu (PSB117C2), islusejicimi k patotypu P-1 (Borgstrom a Johansen,
2001; Olsen a Johansen, 2001; &afa a kol., 2008a). Ve sledovanych oblastech
nebyly nalezeny Zzadné mutace, na zakktdrych by byly izolaty odliSeny od ostatnich
patotypmi. Obdobné studie provéld Ali a Randles (2001). Porovnavali izolaty
z Pakistanu s izolaty US a S6 a analyzovali jeiehomické oblasti NIb/CP/UTR a P1-
Pro/HC-Pro. Genetickou variabilitu australskych akiptanskych izoldét studovali
Torok a Randles (2007). V obou pracich autaliSili jednotlivé izolaty, ale nebyli
schopni je rozélit do skupin podle patotyp nebo dokonce odliSit nové U-1 a U-2
patotypy. Tyto zji&iné Udaje nazralji, Ze pouze malé ziny v sekvencich genomu
mohou zpsobit zneny v biologickych vlastnostech. Tym dr. Johanseiia dkive
prokazal dinnost takovych substituci: kratka substituce wiG@ni oblasti VPg
ovlivnila virulenci viru (Borgstrom a Johansen, 200zangna jedné aminokyseliny

v oblasti HC-Pro ovlivnila $éni viru v rostlik (Andersen a Johansen, 1998).
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6 Zawer

Ve sveé bakal&ské praci jsem shrnula dosavadni poznatky o Rea seed-borne
mosaic virus(PSbMV). PSbMV, nélezZici déeledi Potyviridae je ekonomicky velmi
dulezity patogen, ktery je pragdodobré rozSten po celém s#¢. Jeho pirozenym
hostitelem jsou rostlingeledi Fabaceae(rody Pisum Lathyrus Lens Cicer a Vicia).
Na miznych rostlinach se infekce virem projevujgmymi pfiznaky nebo se také nemusi
vabec projevovat. Typickymififznaky choroby jsou listova mozaiky a svinovantilis
Pea seed-borne mosaic virngzznamm snizuje zerddélskou produkci a kvalitu u
hospodésky dilezitych plodin ¢eledi Fabaceae nag. u hrachu setéhogocky
kuchynské, cizrny berani a bobu obecného. Genom vire@leny a sklada se z 10
oblasti: P1-Pro, HC-Pro, P3, 6K1, Cl, 6K2, Nla-VRga-Pro, NIb a CPCtyii z téchto
oblasti byly objektem studia v praktickésti mé bakai&ké prace.

V praktickécasti jsem se zabyvala izolaty 194, 204 a 262 hraetého Pisum
sativumL.), konkrétrg oblastmi P1, HC-Pro, Cl a Nla/NIb.

Byla owfena moznost a vhodnost pouziti ,Random‘priiner specifickych
primeri pro syntézu komplementarni DNA. Ve vSectippdech byla tato cDNA
aspsre ziskana, p pouziti ‘random’primér doslo v nasledné PCR amplifikaci
k tvorbeé nespecifickych produfit

Nowv¢ navrzené primery a jejich kombinace se ukazalyg pkodné pro detekci a
syntézu vybranych genomickych oblasti sledovan§eskych izolai, tj. kombinace
primeri PSbMVP1F / PSbMVP1R1407 pro syntézu fragmentuynalicino P1 oblast,
kombinace PSBMVHCProF / PSBMVHCProR pro syntézwasilHC-Pro, kombinace
PSbMVCIF3863 / PSbMVCIR6057 pro syntézu CI oblasti kombinace primér
PSbMVVPgR(f)6619 / PSbNIbR pro syntézu Nla-Nlb ahilaVe vSech fipadech
doSlo k amplifikaci cilové oblasti, coZz bylo potero pomoci sekvencovani a analyzy
BLAST.

Pt porovnanim ziskanych sekvenci oblasti P1, HC&kda/NIb bylo zjis¢no,
Ze zkoumané izolaty 194, 204, 262 a typi¢kgky izoldt PSB117CZ vykazuji vysokou
podobnost (95-99 %) s izolatem DPD1, patotypu MN{ESi podobnost (78-87 %)
vykazovaly zkoumané izolaty s izolatem L-1, patotyp-2. U oblasti P1 vykazovaly
zkoumané izolaty 81% podobnost s izolatem S6, patoP-4, u oblasti HC-Pro 71-
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72% podobnost s izolatem NY, patotypu P-4 a u ébM&/NIb 81-82% podobnost
s izoldtem NY, patotypu P-4.

Geneticka analyza jednotlivych fragméngrokazala fibuznost analyzovanych
ceskych izolai, kdy nejvyssi stupepiibuznosti vykazoval atypicky izolat 262 s\
popsanym izolatem PSB117CZ, a izolaty 194 a 204/bdeyeticka analyza prokazala
homologii nukleotidovych i aminokyselinovych sekeée®1, HC-Pro a Nla/Nlb oblasti
¢eskych izolai s referetinim izolatem viru PSbMV DPD1, patotypu P-1.

V ramci analyzovanych genomickych fragmemebyla identifikovana oblast
nebo Zetelnd mutace, kter& by mohla souviset s jejichiSngii biologickymi
vlastnostmi.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symidol

AFLPs
AMK

bp

C

cDNA

Cl protein
cM

CsCl

CP
DAS-ELISA
dEPC
dNTP
EDTA
ELFO
ELISA
EtBr
f-primer

G

HC-Pro protein
ICARDA
ICTVdB
MgCl,

Nla protein
Nib protein
ORF

PCR
PSbMV
RAPDs
RFLPs
RNA

adenin
amplified fragment lenght polymorphisms
aminokyselina
base pairs, pary bazi
cytosin
komplementarni DNA
cytoplasmatic inclusigrotein cytoplazmatickych inkluzi
centiMorgan
chlorid cesny
coat protein, pl&8vy protein
double antibody sandwich ELISA
diethylpyrokarbonat
deoxynukleosidtrifosfat
kyselina ethylendiamintetraoctova
elektroforéza
enzym-linked immunosorbent assay
ethidium bromid
forward primer, imy primer
guanin
helper component-proteinase
International Centre for Agriculture in thry Areas
the International Comta#& on Taxonomy of Viruses database
chlorid hie¢naty
nuclear inclusion aptein jadernych inkluzi a
nuclear inclusion bog@in jadernych inkluzi b
open reading frame, ofeny¢teci ramec
polymerase chain reaction, polymeradzet&ova reakce
Pea seed-borne mosaic virus
random amplified polymorphic DNAs
restriction fragment lenght polymorphisms
ribonukleova kyselina
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r-primer
RT
RT-PCR

S

T

Taq polymerase
U

UV z&eni

VPg

+ssRNA

reverse primer, #my primer
reverse transcription, reverzni transkripce
reverse transcription - polymerase chaincti@a reverzni
transkripce - polymerazovétzova reakce
Svedberg = sedimeiitd konstanta
thymin
termostabilni polymeraza izolovabakterieThermus aquaticus
uracil
ultrafialové zéeni
viral genome-linked protein, protein spojenyirovym genomem
positive orientated single stranded RNAzi{pvné orientovana

jednovlaknovBIR
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9  Prilohy

9.1 Slozeni roztok

5x TAE pufr
e Tris 2429
* ledové kyselina octova 5,71 ml
 0,5MEDTA 10 ml

pH pufru (8,0) se upravuje kyselinou octovou, m#rdophuje vodou do 1000 ml.

9.2  Hiprava 2% agarozy

300 ml 2% agardzy
e agardza 69
* 1IXTAE 300 ml
Pracovni roztok je 5x TAE, proto je nutiedit na 1x TAE, s 1x TAE a agardzy

se zahiva po dobu asi 4 minut, nez dojde k Uplnému rogpisgarozy v 1x TAE.
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