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SOUHRN

Bakalaiska prace se zabyva molekuldrni a genetickou variabilitou a fylogenetickou
ptibuznosti izolatl viru chlorotické skvrnitosti jablon¢ (ACLSV).

V teoretické Casti je popsano taxonomické zarazeni ACLSV spolu s charakterizaci
¢eledi Betaflexiviridae a rodu Trichovirus. Zminény jsou struktura a sloZeni virové Castice
ACLSV a biologické vlastnosti viru. Popsana je také virova RNA ACLSV a dalsich
virovych druhti fadicich se k rodu Trichovirus véetné charakterizace vlastnosti a funkci
jednotlivych virovych proteinli a syntézy virové RNA ACLSV. Jsou charakterizovany
variabilni a konzervované oblasti genomu, které byly zjiStény v jednotlivych ctecich
ramcich ACLSV a dalsich pfibuznych druh. Zminéna je variabilita a okruh hostitelt
zastupct rodu Trichovirus. Uvedena je fada statt, kde byl zaznamenan vyskyt ACLSV,
dale jsou zminény pfiznaky infekce ACLSV na hostitelskych druzich. V teoretické ¢asti
jsou popsany metody detekce ACLSV a také ozdravovani rostlin.

V experimentalni ¢asti byly ziskdny sekvence jednotlivych ¢tecich ramcu izolatu
ACLSV 154 ziskaného ze stromu Prunus domestica. Dil¢i nukleotidové sekvence ORF1,
ORF2 a ORF3 byly dlouh¢ 3663 nt, 1288 nt, a 288 nt. Tyto sekvence vykazovaly nejvyssi
procentualni identitu 81 % - 86 % se sekvencemi izolath ACLSV B6, P863,
GC10a a Be. Izolat se pravdépodobné fadi do klastru B6. Analyza v programu BLAST
a fylogeneticka analyza ¢asti nukleotidovych i aminokyselinovych sekvenci jednotlivych
¢tecich ramct potvrdily vysokou variabilitu mezi sekvencemi izolatt ACLSV z riznych
zemi sv€ta. Rekombinacni analyza byla provedena mezi sekvencemi nukleotid téchto

izolata.



SUMMARY

The bachelor thesis deals with the molecular and genetic variability and
phylogenetic relation of individual isolates of the Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV).

The theoretical part describes the taxonomic classification of ACLSV and
characterization of the family Betaflexiviridae and genus Trichovirus. There are also
mentioned structure and composition of the viral particles of ACLSV and viral biological
properties. The viral RNA of ACLSV and other viral strains belonging to the genus
Trichovirus is described including the characterization of properties and functions of
individual virus proteins and the synthesis of the ACLSV viral RNA. The theoretical part
also contains characteristics of variable and conserved regions of the genome which are
identified in the individual reading frames of ACLSV and other related species. There is
also information about variability and host range of viruses from genus Trichovirus.
Many countries where the occurrence of ACLSV has been reported are provided in the
theoretical part of this thesis. The symptoms of ACLSV infection in host species are
mentioned below. In the theoretical part, there are description of methods of detecting
ACLSV and plant healing.

In the experimental part was obtained sequences of individual ORFs of ACLSV
154 isolate obtained from a tree of Prunus domestica. The length of the partial nucleotide
sequences of ORF1, ORF2 and ORF3 was 3663 nt, 1288 nt, 288 nt. These sequences
exhibited the highest percent identity 81 % - 86 % with sequences of ACLSV isolates B6,
P863, GC10a and Be. The Isolate probably belongs to the B6 cluster. Analysis by BLAST
and phylogenetic analysis of parts of the nucleotide and amino acid sequences of
individual reading frames confirmed the high variability between sequences of ACLSV
isolates from different countries of the World. The recombination analysis was provided
with nucloetides sequences of ACLSV isolates.



Podékovani:

Timto bych chtél podékovat svému vedoucimu bakalaiské prace prof. RNDr. Milanu
Navratilovi, CSc., za odborné vedeni, pfipominky a mnozstvi vénovaného ¢asu v prab&éhu
vypracovavani mé bakalaiské prace. Také bych chtél pod€kovat pracovnikiim
z Laboratofe molekularni biologie mikroorganismu, zvlasté pani laborantce Jané
Veselské. Moje podeékovani patii také mé rodiné a pratelim za jejich psychickou
podporu. Prace byly financovany Interni grantovou agenturou Univerzity Palackého

IGA_PrF_2016_003.



Obsah

075 OO 9
(01 1< o) 2 To7 T TP TSP PRSPPRPRRTPN 10
SeZNAM ZKIALEK ..o 11
Soucasny stav studované problematiky.........cccoviiiiiiiiiieiie e 12
4.1 THICNOVITUS ... 12
4.1.1  Apple chlorotic leaf SPOt VIFUS.........ccvcvveieiieeiiiice e 13
Charakteristika genomu ACLSV a nékterych dalsich ¢lenti rodu Trichovirus............ 14
5.1  Charakteristika jednotlivych ¢tecich ramcti ACLSV .......cccooviiiiiiiiiiicee 15
5.2  Organizace genomu nékterych dalSich zastupcti rodu Trichovirus.........c............ 18
5.3  Konzervované a variabilni oblasti ACLSV .......cccocviiiiiiiiiiceeeee e 20
5.3.1 Konzervovaneé ObIasti.........ccuoveeerririeiininiese s 20
5.3.2  Variabilnd Oblasti ......ccoviiiiiiiiieieree s 20
5.3.3 Syntéza RNA molekul ACLSV .....ccciiiiiiiiiiiii e 21
Molekularni variabilita ACLSV .....cccoiiiiiiiiiiiice s 22
6.1  Geografické rozsiteni a geneticka variabilita ACLSV .......ccccoiiiiiiiniiciic 23
6.2  Geneticka variabilita dal$ich zastupct rodu TFICNOVIFUS .........covvviivnviiiieiiienns 23
Okruh hostitell ACLSV ..o 24
7.1  Okruh hostitelti dal$ich zastupcti rodu TFICNOVIFUS........cccoviiiiiiiiiriiciccees 25
Priznaky chlorotické skvrnitosti listl jablon€ na rGznych hostitelich............c..ccceeee 25
8.1  Geografické rozSifeni ACLSV ... e 26
8.2 Metody GELEKCE VIIU....cc.iviiiiiiiciiiiiiie st 27
8.3 OzdravovaAni TOSTHN ......eiuiiiieiieiticee e 27
IMEBLOTIKAL ... 29
9.1  Biologicky Materidl........c.cocuiiiiiiiiiiiiiie et 29
9.2 Izolace VIrOVE RINA......cociiiiiieiie e s 29
9.3  Reverzni transkripce a polymerazova 1et€zova reakce ..........ccooevvrvciinvieennne 30
9.4 EICKITOTOTEZA ....c.viiviiie ittt et 31

9.5

S Te 110377 o) TR 31



9.6  OCkovani agaroVyCh PLOTEIN.......ccvviiuiiiiiiii e e st 32

9.7  Test pozitivnich kolonii, ovéfeni Gispé$nosti ligace a transformace...................... 32
9.8  1zolace VZOTKUl Z GEIU......cveviieiciiise e 33
0.9 Sevenacni ZNACENT ........cveverriiieie e s 33
9.10 Bioinformatickd analyza ..........ccccvovririieiiiecieee e 34
0.11  POMUCKY ...viteiiieiiiiee et 35
9.12 Reagencie a biologicky mMaterial ..........ccocveiiiiiriiiinienree e 36
1O VPSICAKY i e 38
11 DISKUZE ..ot 54
12 ZAVET oo 58
13 SEZNAM HILEIALUIY ..ocvviviieeeiecte ettt sbe e re e b sre e e ee e 59

13.1  INTEINELOVE ZATOJC....viveiieeieieieeie sttt nne s 67



1 Uvod

Virova onemocnéni rostlin jsou zavaznym problémem pii péstovani kulturnich
plodin. N¢které viry mohou byt pfenaSeny pylem, semeny, hmyzimi vektory nebo pii
roubovani. Virové infekce maji vliv na urodnost a kvalitu plodi napadenych rostlin.
V soucasné dob¢ jsou vypracovavany a zavadény moderni metody detekce virovych
nukleovych kyselin a proteinii, stejné¢ jako metody ozdravovani rostlin
at’ uz pomoci chemoterapie, termoterapie nebo kombinaci obou téchto metod. Rovnéz
jsou slechtény kultivary rostlin, které jsou rezistentni K virovym infekcim. Viry
jsou rozsifeny po celém svété a Casto vykazuji vysokou genetickou a biologickou
variabilitu. Studium genetické a biologické variability ma stejné jako studium zpisobu
Sifeni virti vyznamnou roli v boji proti chorobam, které zptisobuji.

Trichovirus je rozmanitym virovym rodem, jehoz zastupci maji vyznamny vliv
na kvalitu ovoce. Nejlépe prozkoumanym zastupcem tohoto rodu z hlediska molekularni
biologie i biologickych vlastnosti je Apple chlorotic leaf spot virus, nékteré dalsi viry jako
naptiklad Phlomis mottle virus byly objeveny a zatazeny do rodu Trichovirus teprve

relativné nedavno.
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Cile prace

Vypracovani reSerSe na téma Genetickd variabilita zastupci rodu
Trichovirus a jejich hostitelska specifita.

Zvladnuti pouzitych metod: izolace celkové RNA, RT - PCR, klonovani,
sekvenovani, bioinformatika.

Analyza ziskanych genomickych sekvenci ACLSV a sekvenci dostupnych
v databazi NCBI s cilem nalézt mozné genomické rekombinace
a analyzovat vztah mezi genetickou variabilitou izolatd a jejich

hostitelskym okruhem.
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Seznam zkratek

Acc. = ptistupové cCislo

ACLSV = Apple chlorotic leaf spot virus

AGCaV = Apple green crincle associated virus

ak = aminokyselina

APCLSV = Apricot pseudo - chlorotic leaf spot virus
ApLV = Apricot latent virus

ASGV = Apple steam grooving virus

ASPV = Apple stem pitting virus

bp = par bazi

cDNA = komplementarni DNA

CMLYV = Cherry mottle leaf virus

DNA = deoxyribonukleotidova kyselina

dsRNA = dvouvlaknova ribonukleové kyselina

EPPO = Evropska a sttedomotska organizace na ochranu rostlin
EU = Evropska unie

GINV = Grapevine berry inner necrosis virus

GPGV = Grapevine Pinot gris virus

kbp = 1000 pari bazi

kDa = kilodalton

mRNA = messenger ribonukleova kyselina

nt = nukleotid

ORF = otevieny ¢teci ramec

PcMV = Peach mosaic virus

PCR = polymerazova fetézova reakce

PVT = Potato virus T

RdRp = RNA dependentni RNA polymeraza

RNA = ribonukleova kyselina

RT-PCR = reverzni transkripce - polymerazova fetézova reakce
SCCP = polymorfismus konformace jednovlaknové DNA

SSRNA = jednovlaknové ribonukleova kyselina
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4 Soucasny stav studované problematiky

4.1 Trichovirus

Trichovirus je relativné mladym virovym rodem ftadicim se Kk ¢eledi
Betaflexiviridae a podéeledi Trivirinae. Do tohoto rodu se fadi celkem 7 virovych druht:
Apple chlorotic leaf spot virus, Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus, Cherry mottle
leaf virus, Grapevine berry inner necrosis virus, Grapevine Pinot gris virus, Peach
mosaic virus, Phlomis mottle virus (https://talk.ictvonline.org/taxonomy/). Okruh
hostitelskych druhtit mtze byt Siroky jako v piipadé¢ ACLSV, U ostatnich zastupct rodu
Trichovirus tak Siroky byt nemusi, coZ je uvedeno v kapitole 7.1 Okruh hostitelt
dalsich zastupct rodu Trichovirus. Replikace viru se odehrava v cytoplazmé napadené
bunky. Pramér flexibilni virové ¢astice byva 12 nm a délka v rozmezi 640 nm - 820 nm.
Kapsida ma helikalni strukturu. Relativni molekulova hmotnost plastového proteinu
se pohybuje mezi 19,7 kDa - 27 kDa. Zastupci tohoto rodu maji maly genom o velikosti
ptiblizn¢ 7,5 kbp - 8,7 kbp a mnozstvi RNA odpovida asi 5 % hmotnosti virové ¢astice.
Nekteré viry jako Cherry mottle leaf virus a Peach mosaic virus obsahuji
ve své nukleové kyseling dalsi kratky ¢teci ramec za sekvenci pro plastovy protein. Viry
tohoto rodu neobsahuji lipidy anisacharidy. Trichoviry jsou obecné podobné
closteroviram (Martelli a kol. 1994; James a kol. 2000; Adams a kol. 2004; James a kol.
2006Martelli a kol. 2007).
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4.1.1 Apple chlorotic leaf spot virus

Obrazek 1: Virové castice ACLSV (Virus taxonomy 2012)

- . 3 e’ /3 % Ao o e s i T
Na snimku z elektronového mikroskopu jsou viditelné vlaknité ¢astice viru ACLSV.

Virus chlorotické skvrnitosti listd jabloné byl poprvé objeven u jabloné Vv roce
1959 ve Spojenych statech americkych. Nasledné byl nalezen na jinych kontinentech
I u dalsich ovocnych druhd z Celedi rizovitych (Rosaceae) napf. u hrusné, Svestky,
merunky nebo broskvoné. Jedna se 0 rostlinny virus vyskytujici se prakticky po celém
svété a mira jeho rozsifeni zavisi na vyskytu hostitelskych druhti. ACLSV je ptfenasen
vegetativné, tedy spolu s c¢astmi tél rostlin naptiklad pfi roubovani, ockovani
a odnozovani. Neni zndm Zadny vektor, ktery by ACLSV pienasSel a neni mozny ani
ptenos  prostiednictvim  pylu nebo semen (Yoshikawa a kol. 2001;
Garcia-lIbarra a kol. 2010; Piipola a kol. 2011; Katsiani a kol. 2014; Malan a kol. 2015).
Hlavni prevenci pied Sifenim ACLSV je pouzivani bezvirézniho materialu v ovocnych
sadech. ACLSV se ¢asto vyskytuje ve smésnych infekcich, napiiklad s Apple steam
grooving virus nebo Apple steam pitting virus. Ztraty na Grodé zplsobené timto virem
se pohybuji okolo 30 % - 40 % (Nemchinov a kol. 1995 cit. dle Rana a kol. 2010;
Malan a kol. 2015; Guo a kol. 2016; Ondrusikova a kol. 2016).

Pivodné byl tento virus fazen do rodu Closterovirus, v souc¢asné dobé spada
do rodu Trichovirus, tento rod se fadi do cCeledi Betaflexiviridae. Izolaty ziskané v

riznych ¢astech svéta se sekvenéné 1i§i, coz je zminéno Vv kapitole
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6.1  Geografické rozsiteni a Geneticka variabilita ACLSV. Jeho velikost se pohybuje
okolo 720 nm na délku a 12 nm Vv priméru a ¢astice obsahuje asi 5 % - 5,2 % nukleové
kyseliny. Kapsida viru ma helikalni strukturu s asi 190 ota¢kami. Jedna otacka je vysoka
asi 3,80 nm a je tvofena piiblizné 9 az 10 aminokyselinami. Obsahuje malé mnozZstvi
aromatickych aminokyselin, coz prokazuji nizké hodnoty absorbance UV zéfeni virovymi
Casticemi (Bar - Joseph a kol. 1974; Pasquini a kol. 1988; Martelli a kol. 1994;
Yoshikawa a kol. 2001).

Zatim byly ziskany celogenomové sekvence osmadvaceti izolatt ACLSV: PBM1
(AJ243438), ACLSV-BJ (KU960942), SY1 (KM207212), SY2 (KU870524), SY3
(KU870525), QD-13 (KJ522693), JB (KC935956), YH (KC935955), KMS (KC935954),
AC-ind (HE980332), Z3 (IJN634761), Z1 (JN634760), Ta Tao 5 (EU223295),
MO-5 (AB326225), B6 (AB326224), A4 (AB326223), Balaton 1 (X99752), P-205
(D14996), P863 (M58152), (NC_001409), GW (KX506849), 38/85-A (KX579122),
38/85-B (KX579123), MB (KY310578), JH (KY310577), CJ (KY310576),
CH (KY310575), BC (KY310574), MS (KC847061) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

5 Charakteristika genomu ACLSV a nékterych dalSich

¢lenu rodu Trichovirus

Genomova nukleova kyselina ACLSV je piedstavovana jednofetézcovou +RNA
0 délce 7545 nt az 7555 nt. RNA ACLSV je upravena poly A sekvenci na 3" konci.
Z celkového  poctu  bazi  genomové  ssRNA jenejvice  zastoupen  adenin
s 31,5 % - 32 %, guanin je obsazen v genomové sSRNA v mnozstvi 23 % - 23,8 %, uracil
je zastoupen 27 % a cytosin je dusikata baze, ktera je zastoupena v nejmensim mnozstvi
17,7 % - 18 %. Na 3" konci genomové ssRNA je 148 nukleotidti dlouha nepiekladana
sekvence a na 5" konci je 190 nukleotidi dlouhd nepiekladana sekvence
(Yoshikawa a kol. 1988; German a kol. 1990; German a kol. 1997; Dhir a kol. 2013).
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5.1 Charakteristika jednotlivych ¢tecich ramci ACLSV

Obrazek 2: Schéma genomu ACLSV (pfevzato z Virus taxonomy 2012)

ORF1 ORF3
T AkB P-Pro  Hel RiRp |  [CP| A(n) 3OH
[ mMP |
ORF2

Mtr = metyl transferaza; P-Pro = podjednotka proteazy; Hel = podjenotka helikazy;
RdRp = RNA dependentni RNA polymeraza; MP = ,,movement protein“; CP = plastovy
protein; ORF1 = otevieny c¢teci ramec 1; ORF2 =otevieny cCteci ramec 2;

ORF3 = otevieny ¢teci ramec 3.

Sekvence prvniho ¢&teciho ramce ORF1 je dlouhd pfiblizné¢ 5670 nukleotidd,
koéduje polyprotein o zjisténé molekuldrni hmotnosti 216,5 kDa, ktery je tvofeny
1890 aminokyselinami, vyznamné se podili na replikaci viru a tvofi jej 4 domény
pro metyltransferazu, protedzu, helikdzu, a RNA dependentni RNA polymerazu. Inicia¢ni
kodon je lokalizovan na pozici 149 nt - 151 nt astop kodon byl nalezen na pozici
5810 nt - 5812 nt. Metyltransferazova doména polyproteinu se nachazi v jeho
N’ terminalni oblasti 59 - 233 v aminokyselinovém potadi. Helikaza se nachazi na pozici
1060 - 1301 v aminokyselinovém potadi. Oblast, na které je lokalizovana polymeraza,
odpovida pozici 1643 - 1731 v aminokyselinovém potadi na C” koncové oblasti proteinu

(German a kol. 1990; German a kol. 1997; Marini a kol. 2008; Guo a kol. 2016).

.....

.....

.....

.....

inicia¢nich a terminacnich kodonli vybranych izolath ACLSV jsou uvedeny
v tabulce ¢. 1. Iniciacni kodony, které neposkytuji dostatecny signal pro zahajeni
translace, se vyskytuji také u jinych zastupct rodu Trichovirus jakymi jsou CMLV,
APCLSV (James a kol. 2000; Liberti a kol. 2005).
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.....

ACLSV
Izolat ORF1 [nt] ORF2 [nt] ORF3 [nt] Zdroj
P-205 152 - 5809 | 5727 -7100 | 6784 - 7365 Sato a kol. 1993
Balaton 1 | 149-5812 | 5725-7106 | 6623 - 7371 | German a kol. 1997
P863 152 - 5806 | 5718 -7100 | 6613 - 7365 | German a kol. 1990
TaTao5 | 160-5804 | 5714 -7056 | 6750 - 7333 | Marini a kol. 2008
RC 150 - 5651 | 5716 - 7360 * Dhir a kol. 2013

.....

Druhy ¢teci ramec ORF2 je sekvence dlouha 1377 nukleotidt a jejim produktem
je "movement protein” 0 molekularni hmotnosti 51,3 kDa slozeny ze 459 aminokyselin.
signal pro iniciaci translace, diky ¢emuz se 5° koncova oblast tohoto ¢teciho ramce
ORF1.
7104 nt - 7106 nt, proto se 3" koncova oblast tohoto otevieného Cteciho ramce piekryva

ptekryva s 3" koncovou oblasti Stop kodon se nachazi na pozici

.....

jednotlivymi izolaty mohou lisit, jak je uvedeno v tabulce ¢. 1., coz dokazuji rozdily
v aminokyselinovém zastoupeni syntetizovaného proteinu (German a kol. 1990; German
a kol. 1997; Marini a kol. 2008).

"Movement proteiny" riiznych vird jsou si vzajemné podobné aminokyselinovymi
sekvencemi (German a kol. 1990; Melcher a kol. 1990; Mushegian akol. 1993;
Sato a kol. 1993). "Movement proteiny” vird jsou translatovany ribozomy a nasledné
se kumuluji nejvice v oblasti bunécné stény hostitelské bunky, 50 kDa protein ACLSV
se akumuluje ve stejnych bunéénych strukturach. Diky rozdilné elektroforetické mobilité
izolovanych "movement proteinti” byla zjisténa jeho posttranslacni modifikace, konkrétné
fosforylace, ke které dochazi v infikovanych bunkach rostlinnych pletiv. Schopnost
tyto

je pravdépodobné zavisla na N’ koncové oblasti proteinu. Tento protein je ze vSech

interakce 50 kDa proteinu s plazmodezmaty  atransportu  skrze utvary

produkti genomové nukleové kyseliny ACLSV nejvice variabilni (Berna a kol. 1986;
Godefroy-Colburn a kol. 1986; Candresse a kol. 1995; Sato a kol. 1995;
German a kol. 1997; Satoh a kol. 2000; Niu a kol. 2012).

Treti cteci ramec ORF3 koduje sekvenci dlouhou 744 nukleotidd,

ktera ma kapacitu pro syntézu polypeptidu 0 molekularni hmotnosti
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28,1 kDa - 28,3 kDa slozeného z 248 aminokyselin (German a kol. 1990; Sato a kol.
1993; German a kol. 1997). Expresi tohoto ¢teciho ramce dochazi k syntéze plastového
proteinu o relativni molekularni hmotnosti 21,5 kDa - 22 kDa, sloZzeného pfiblizné
ze 193 aminokyselin. Inicia¢ni AUG kodon tohoto ¢teciho ramce Se nachazi na pozici
6623 nt - 6625 nt a stop kodon je lokalizovany na pozici 7369 nt - 7371 nt. Podobné
terminac¢ni. Inicia¢ni kodon na pozici 6791 nt - 6793 nt, ktery poskytuje lepsi signal a
iniciuje syntézu plastového proteinu Vv bunkéch rostlin, se nachazi uvniti ¢teciho ramce.
uvedeno Vv tabulce ¢. 1.

Plastovy protein vykazuje ze vSech popsanych proteini ACLSV nejvyssi
konzervovanost. Plastovy protein vykazuje rozdilnou pohyblivost pii elektroforetické
separaci, coz zavisi na poradi aminokyselin utvafejicich plastovy protein a nikoliv
na relativni hmotnosti plastového proteinu. Samotny plastovy protein viri ma celou fadu
funkei. Ovliviiuje replikaci a jeji efektivitu, modulaci symptoml a podili
se na potlacovani RNA umlcovani (Candresse a kol. 1995; Malinowski a kol. 1998 cit.
dle Al Rwahnih a kol. 2004; Pasquini a kol. 1998; Callaway a kol. 2001;
Thomas a kol. 2003; Lu a kol. 2004; Rana a kol. 2010).

Jednotlivé izolaty je mozné rozdélit v zavislosti na vystavbé plastového
proteinu na dvé skupiny, tzv. klastry B6 a P205. Konkrétné jde o aminokyseliny
na pozicih 40, 59, 75, 130, 184. Virové izolaty ze skupiny B6 maji ve svém plastovém
proteinu zafazeny na pozicich 40 serin, 59 leucin, 75 tyrosin, 130 treonin a 184 leucin.
Izolaty z klastru P205 se lisi na pozici 40 aminokyselinou alanin, 59 valin, 75 fenylalanin,
130 serin a 184 metionin. Alanin a fenylalanin na pozicich 40 a 75 maji vyznamny vliv
na vyssi infekénost a vyraznéj$i modulaci symptomi v ptipadé klastru P205 ve srovnani
se skupinou izolatti B6 (Yaegashi a kol. 2007).

Velikost plastového proteinu viru ACLSV neni konstantni
a virové izolaty lze roztiidit do n€kolika skupin lisicich se velikosti a elektroforetickou
mobilitou plastového proteinu. Velikost plastového proteinu jednotlivych skupin pfitom
souvisi s Cetnosti vyskytu jejich zastupcii. Napiiklad izolaty s plaStovym proteinem
o velikosti 22,7 kDa a 21,5 kDa identifikované v Italii se vyznaovaly nejvyssi Cetnosti
vyskytu. Naproti tomu izolaty S velikosti plastového proteinu 19,7 kDa se vyskytovaly

vzacne.
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Odlisnou velikost plastového proteinu ACLSV mulzeme zjistit také u izolath
infikujicich odlisné hostitelské rostliny. Vyse zminénd skupina s nejmensi velikosti

proteinového plasté byla pravdépodobné specializovana pouze na peckoviny

24

a kol. 1995; Cieslinska a kol. 2007a).

5.2 Organizace genomu nékterych dalSich zastupci rodu

Trichovirus

Ribonukleové kyseliny Apricot pseudo - chlorotic leaf spot virus, Grapevine berry
inner necrosis virus, Grapevine Pinot gris virus obsahuji 3 oteviené ¢teci ramce kodujici
protein virové replikazy, ,,movement protein™ a plastovy protein. Cherry mottle leaf virus
a Peach mosaic virus obsahuji dalsi otevieny ¢éteci ramec kodujici ,,nucleic acid binding
protein®.

Prvni éteci ramce virt APCLSV, GINV, CMLV, PcMV, GPGV jsou
piedstavovany sekvencemi o délce piiblizné 5500 nt az 5800 nt, které koduji RARp
a terminac¢nich kodonti se mezi jednotlivymi izolaty mohou lisit. Délky sekvenci

jednotlivych ¢tecich ramct jsou uvedeny Vv tabulce €. 2.
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Tabulka 2: Charakteristika ¢tecich ramcti ORF1, ORF2, ORF3 a ORF4

Virus ORF1[nt] | ORF2[nt] | ORF3[nt] | ORF4 [nt]

APCLSV | 108-5788 | 5698 - 7073 | 6755 - 7338 * Liberti a kol. 2005
GINV 103 - 5708 | 5612 - 6666 | 6573 - 7162 * Yoshikawa a kol. 1997
CMLV 178 - 5841 | 5753 - 7021 | 6741 -7322 | 7470 - 7877 James a kol. 2000
PcMV 158 - 5817 | 5736 - 7004 | 6724 - 7304 | 7451 - 7863 James a kol. 2006
GPGV 105 - 5674 | 5578 - 6707 | 6590 - 7179 * Gualandri a kol. 2007

Mr proteint [kDa]
Virus 1 [kDa] 2 [kDa] 3 [kDa] 4 [kDa]

APCLSV 216,1 51,3 21,5 * Liberti a kol. 2005
GINV o 39,0 22,0 * Yoshikawa a kol. 1997
CMLV 215,8 47,0 21,6 15,3 James a kol. 2000
PcMV 216,3 47,2 21,7 15,7 James a kol. 2006
GPGV 214 41,7 22,0 * Gualandri a kol. 2007

1 = RdRp; 2 = "movement protein”; 3 = plastovy protein; 4 = "nucleic acid binding

protein”; * = Genomova RNA APCLSV, GINV a GPGV neobsahuje ORF4, "nucleic acid

.....

kodonu nebyly uvedeny.

Druhé ¢&teci ramce vira APCLSV, GINV, CMLV, PcMV, GPGV jsou
predstavovany sekvencemi o délce piiblizné 1000 nt az 1300 nt, které koduji "movement
protein” o relativni molekularni hmotnosti 39 kDa - 51,3 kDa. Délka sekvence a pozice

inicia¢nich a terminacnich kodonti se mezi jednotlivymi izolaty mohou

ramce vira APCLSV, GINV, CMLV, PcMV, GPGV jsou

lisit.
Treti Cteci
predstavovany sekvencemi o délce ptiblizné 600 nt - 800 nt, které koduji plastovy protein
a terminacnich kodontli se mezi jednotlivymi izolaty lisi.

Ctvrté &teci ramce vira CMLV, PcMV jsou piedstavovany sekvencemi o délce
ptiblizné 400 nukleotidl, které jsou od ORF3 odd¢leny vzdy kratkou nekodujici oblasti.
Sekvence ORF4 koduji "nucleic acid binding proteiny™ o relativni molekularni hmotnosti

.....

jednotlivymi izolaty lisi.
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5.3 Konzervované a variabilni oblasti ACLSV

5.3.1 Konzervované oblasti

Vysoce konzervované oblasti se vyskytuji v otevieném ¢tecim radmci
1, konzervované oblasti se nachazi vdoméné helikazy, RdRp polymerazy
a metyltransferazy. Dalsi konzervované motivy Se nachazeji v druhém otevieném Ctecim
ramci Vv pozici 5565 nt - 5571 nt, tedy 145 nt pted ssRNA genomovou sekvenci kodujici
"movement protein” apodobné také v tfetim otevieném Ctecim ramci Vv pozicCi
6593 nt - 6599 nt, 177 nukleotidi pted sekvenci kodujici plastovy protein. Tyto
konzervované oblasti maji charakter hexanukleotidi a jejich sekvence je UUAGGU
aslouzi jako startovaci sekvence v procesu transkripce obou subgenomickych RNA
(German a kol. 1990; German a kol. 1997; Dhir a kol. 2013).

5.3.2 Variabilni oblasti

V genomu ACLSV byly nalezeny vedle konzervovanych také variabilni oblasti.
Prvni se nachazi mezi konzervovanymi doménami metyltransferazy a proteazy v pozici
602 nt - 672 nt ve ¢tecim ramci ORF1. Ani jeden z izolatd ACLSV nesdilel v této oblasti
vétsi nez 20% shodu. V piipadé indického izolatu byla objevena dal§i hypervariabilni
oblast lokalizovand za doménou RNA dependentni RNA polymerazy, izolaty v této
oblasti vykazovaly identitu pouze 41 % - 43 %. Druha hypervariabilni oblast se nachazi
v C" koncové oblasti ORF2 atieti v N" koncové oblasti ORF3 (German a kol. 1997;
Mathioudakis a kol. 2010; Dhir a kol. 2013).
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5.3.3 Syntéza RNA molekul ACLSV

Replikace genomu se nejspiSe dé&je pres 6 riznych molekul dsRNA.
Infekce rostlinné bunky ACLSV ma vSak za nasledek syntézu pouze malého mnoZzstvi
uvedenych dvouvlaknovych nukleovych kyselin. Nejvétsi z téchto dsRNA 1 se také
vyskytuje v nejmensim mnozstvi, ma podobnou velikost jako genomova ssRNA a jedna
se tak nejspise o jeji dvouvlaknovou formu. V procesu replikace totiz virus syntetizuje
—RNA fetézec, ktery je komplementdrni k +RNA vldknu genomové ssRNA, nasledné
je podle —RNA vlakna na jeho 3" konci syntetizovano nové +RNA vlakno. Dalsi dvé
velké dsRNA Il a III maji velikost 6,4 kbp respektive 5,4 kbp, jejich funkce a pivod
vSak nejsou znadmy. Tfi men$i molekuly dsRNA IV, V a VI maji molekulovou délku
2,2 kbp respektive 1,1 kbp a 1 kbp a odpovidaji nejspiSe dvouvlaknové formé
pravdépodobné mRNA pro plastovy a"movement protein”. Funkce dsRNA
VI je podobné nezndma jako Il a Il a odpovidd piepisu vnitrogenomové oblasti RNA

ACLSYV (Dodds a kol. 1998; Yoshikawa a kol. 1988; German a kol. 1992).
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Obrazek 3: Zivotni cyklus +RNA rostlinnych virai (pfevzato z Safarnejad a kol. 2011).

Il

RdRp = RNA dependentni RNA polymeraza; CP = plastovy protein; MP = "movement
protein”; obrazek znazoriuje replika¢ni cyklus +RNA rostlinnych virt, syntézu virovych
proteinii translacnim apardtem hostitelské builky a transport virovych ¢&astic
do sousednich rostlinnych bun¢k; 1 = prinik vird do bunky; 2 = disociace plastového
proteinu; 3 = translace virové RdRp; 4 = syntéza —RNA; 5 = syntéza +RNA,;
6 = translace zbyvajicich virovych proteinii; 7 = skladani virovych ¢astic;

8 = ""movement protein"* umoziuje transport plazmodezmaty.

6 Molekularni variabilita ACLSV

Nukleotidové sekvence genomu ACLSV vykazuji vysokou genetickou variabilitu
mezi jednotlivymi izolaty, nejcastéji v rozmezi 10 % az 20 %. Na variabilitu a evoluci
RNA vird maji vliv mutace, jejich pfi¢inou je neptesnost RNA polymerazy pii zatazovani
nukleotidi v prubéhu syntézy komplementarnich fetézci arekombinace. Variabilitu
sekvenci lze mezi jednotlivymi izolaty @ACLSV dokazat SSCP analyzou
(Roossinck a kol. 1997; Rwanih a kol. 2004; Nakahara a kol. 2011), ale preferovanéjsi

metodou je sekvenovani.
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6.1 Geografické rozsiieni a geneticka variabilita ACLSV

Nukleotidové i aminokyselinové sekvence ACLSV vykazuji vysokou variabilitu.
Sekvence ACLSV vykazuji nejvétsi procentualni identitu nejéastéji mezi Ssekvencemi
izolatl pochazajicich ze stejného statu nebo kontinentu. Nékteré izolaty z Italie, Recka,
ale také asijskych stati vSak vykazuji vy$$i nebo obdobnou shodu se sekvencemi
pochazejicimi z jinych kontinentd. Variabilita mezi sekvencemi izolati z odliSnych
kontinentd dosahovala hodnot nejvyse okolo 15 % - 30 % (Pasquini a kol. 1998;
Al Rwanih a kol. 2004; Gadiou a kol. 2010; Mathioudakis a kol. 2010;
Piipola a kol. 2011; Rana a kol. 2010; Song a kol. 2011; Guo a kol. 2016;
Wu a kol. 2010).

6.2 Geneticka variabilita dalSich zastupci rodu Trichovirus

Geneticka variabilita ostatnich zastupci rodu Trichovirus neni tak podrobné
prozkoumana jako v piipadé ACLSV. Vysokou variabillitu ale vykazuji sekvence CMLV
a GINV. Aminokyselinova sekvence "movement proteinu™ izolati Cherry mottle leaf
virus vykazuje vyss$i variabilitu nez v pfipadé plastového proteinu a RNA dependentni
RNA polymerazy CMLV, pododné jako v ptipadé ACLSV. Variabilita aminokyselinové
sekvence "movement proteinu” se pohybuje vrozmezi 11,3 % - 19 %. Genomova
ribonukleova kyselina CMLV obsahuje v prvnim otevieném ¢tecim ramci motivy
pro metyltransferazu, oxygenazu, peptidazu, helikazu a RARp polymerazu. V prvnim
otevieném ¢tecim ramci CMLV se nachazi minimalné jedna variabilni oblast za doménou
metyltranferazy. V této oblasti vykazuji izolaty identitu nizsi nez 69 % (Su a kol. 2016).
Cherry mottle leaf virus je nejpfibuznéjsi Peach mosaic virus, aminikyselinova identita
mezi proteinovymi sekvencemi CMLV a PcMV se pohybuje Vv rozmezi
54 % - 83 %. Nejvyssi variabilitu vykazuje aminokyselinova sekvence proteinu
kédovaného Etvrtym otevienym ctecim ramcem. Aminokyselinové sekvence proteinti
CMLV aACLSV vykazovaly identitu vrozmezi 46,7 % - 63,6 % V zavislosti
na zkoumaném otevieném c¢tecim ramci a izolatu ACLSV. Aminokyselinové sekvence
proteini PcMV  vykazuji se sekvencemi aminokyselin proteind ACLSV identitu
v rozmezi 47 % - 60 % (James a kol. 2000; James a kol. 2006).
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Nukleotidové sekvence Grapevine berry inner necrosis virus vykazuji podobné
jako v ptipadé ACLSV variabilitu mezi izolaty, ta ale v piipadé GINV neni na rozdil
od ACLSV dobie prozkoumana. Variabilita nukleotidové sekvence kodujici plastovy
protein dosahuje maximalné 21,5 %. Sekvence kodujici "movement protein” vykazuje
variabilitu maximalné¢ 31,2 %. V plastovém proteinu GINV je konzervovana
aminokyselina arginin na pozici 104 a kyselina asparagova na pozici 147. Viru GINV
je pravdépodobné nejpiibuznéjsi Grapevine Pinot gris virus, identita mezi nukleotidovymi
sekvencemi GINV a GPGV je 69 %. Sekvence aminokyselin GINV i nukleotidi GPGV
vykazuji identitu také S ostatnimi zastupci K rodu Trichovirus. Nukleova sekvence viru
GPGV vykazovala identitu 49 % se sekvenci ribonukleové kyseliny ACLSV. Nejnizssi
identitu vykazovala sekvence ribonukleové kyseliny GPGV se sekvenci CMLV.
Aminokyselinové sekvence GINV vykazuji identitu 36 % - 55 % se sekvencemi
aminokyselin jednotlivych proteint ACLSV (Yoshikawa a kol. 1997; Glasa a kol. 2014;
Fan a kol. 2017).

Genom Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus je oraganizovan podobné jako
v piipadé ACLSV. Konzervované oblasti jsou piedstavovany metyltransferazou,
proteazou, helikazou a RdRp v ORF1. Sekvence APCLSV vykazuji nejvyssi identitu
65,8 % - 66,7 % se sekvencemi ACLSV a nejnizsi identitu 59,8 % respektive
55,1 % s CMLSV a GINV (Liberti a kol. 2005).

7  OKkruh hostitelu ACLSV

ACLSV napada ptevazné druhy z ¢eledi rizovitych (Rosaceae), ktera obsahuje
rozlisné druhy dfevin, ale také ket a bylin péstovanych prakticky po celém svété
v zahradach a sadech (Lister a kol. 1970; Németh a kol. 1986; Katsiani a kol. 2014).
Do této Celedi spadaji druhy, které se péstuji pro své plody, jakymi jsou jablka, hrusky,
Svestky, broskve a meruiiky. Rostlinné druhy, které mohou byt hostitelskym organizmem,

jsou uvedeny dale v textu v kapitole 8.1  Geografické rozsifeni ACLSV.
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7.1 OKruh hostiteli dalSich zastupci rodu Trichovirus

PcMV napadd hlavné broskvoné, mandloné, slivong, Svestky a merunky
(Cochran a kol. 1940 cit. dle Gispert a kol. 1998; Oldfield a kol. 1995). CMLV napada
tieSné, broskvoné a merunky. Oba tyto viry jsou pienaSeny vektory. CMLV pienasi
Eriophyes inaequalis aPcMV pienasi Eriophyes insidiosus (James a kol. 1993,
Oldfield a kol. 1995; Mekuria a kol. 2013).

GINV napadé vinnou révu, byl poprvé objeven v Japonsku a ptisobi zna¢né Skody
v oblasti Yamanashi (Kunugi a kol. 2000 cit. dle Fan a kol. 2017). GPGV napada vinnou
révu a také né€které byliny Silene latifolia a Chenopodium album (Gualandri a kol. 2017).

Okruh hostitelit APCLSV je podobny jako v ptipadé¢ ACLSV. APCLSV napada
merunky, slivoné, broskvoné a jablon¢ (Liberti a kol. 2005).

Phlomis mottle virus byl objeven vroce 2006 a zatim pravdépodobné jedinou

hostitelskou rostlinou byla Phlomis fructicosa L. (Saldarelli a kol. 2008).

8  Priznaky chlorotické skvrnitosti listi jabloné na réznych
hostitelich

Chloroticka skvrnitost listi jabloné je chorobou, jejiz symptomy jsou rozdilné
Vv zavislosti na napadeném druhu rostliny, jejim stafi, fyziologickém stavu a na virovém
kmeni. U jabloni napadenych ACLSV pozorujeme svétle zelené nebo Zluté skvrny, kruhy
a kresby na listech, popfipad¢é (asymetrické) deformace listt, jejich nekrozy a predasny
opad listd. Na plodech se objevuji cervenohnédé kruhy, tzv. rzivost slupek ploda
a na kmeni se mohou objevovat znaky nekrotického poskozeni kiry (Lister a kol. 1970;
Desvignes a kol. 1988).

Na citlivych odridach broskvoni je mozné pozorovat tmaveé zelené skvrnité listy
nebo chlorotické nekrozy. Nékdy se objevuji také kruhy nebo skvrny na plodech,
Zloutnuti zilnatiny. Naprosta vétSina odrud je ale infikovana, aniz by se pfitomnost viru
projevovala (Desvignes a kol. 1988; Bazzoni a kol. 2010).

Merunky reaguji na pfitomnost viru 1Gzné a nckteré nevykazuji
zadné nebo jen mirné priznaky. VétSinou je pozorovano poskozeni listl, zluté nekrozy

azloutnuti  zilnatiny. Muze také dojit k inkompatibilit¢ roubu apodnoze
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(Nemeth a kol. 1986; Desvignes a kol. 1988; Yoshikawa a kol. 2001;
Bazzoni a kol. 2010).

Na citlivych kultivarech slivoni mohou byt pozorovany falesné piiznaky Sarky
Svestky oznaCované jako "pseudopox”, Stépeni kiury a odumieni stromu, také Zluté
nekrozy a tecky na listech ajejich deformace aZloutnuti zilnatiny listl
(Desvignes a kol. 1988; Yoshikawa a kol. 2001; Bazzoni a kol. 2010).

Na tfesni se infekce ACLSV projevuje nekrozou listi a plodd, objevuje
se praskani kiary acasto byla pozorovana inkompatibilita roubu a podnoze
(Németh a kol. 1986; Desvignes a kol. 1988; Yoshikawa a kol. 2001; Malan a kol. 2015).

8.1 Geografické rozsireni ACLSV

ACLSYV napada hlavné rostliny z ¢eledi (Rosaceae) a je rozsifen celosvétoveé. Virus
byl zaznamenan v Evropé, kde se vyskytuje v celé fadé statii, napiiklad v Recku, byvalé
Jugoslavii, Ceské republice, Bosné a Hercegoving, Litvé, Finsku, Bulharsku, Polsku, Italii,
Spanélsku a Srbsku. Napadany jsou jablond, v Recku je napadeno 65,7 % jabloni
a v byvalé Jugoslavii bylo prokazano napadeni 40 % - 90 % jabloni. V Litvé bylo ACLSV
napadeno mensi mnoztvi jabloni nez v Recku i Jugoslavii, konkrétné 23,8 %. ACLSV
napada jabloné i v Ceské republice a Polsku. Virus infikuje také broskvong, v Bosné
a Hercegoviné je napadeno 64 % stromi. DalSimi hostiteli mohou byt hrusn¢, merunky,
treSné, visné, mandloné a slivoné. ACLSV se casto vyskytuje ve smésnych infekcich
nejcastéji s ASPV (Babovi¢ a kol. 1986 cit. dle Svoboda a kol. 2010; Lemmetty a kol.
1989 cit. dle Svoboda a kol. 2010; Cieslinska a kol. 1995; Myrta a kol. 2003;
Polak a kol. 2006; Mandic akol. 2007; Polak a kol. 2007; Loli¢ a kol. 2010;
Mathioudakis a kol. 2010; Svoboda a kol. 2010; Piipola a kol. 2011; Borisova a kol. 2014).

Na asijském kontinentu byla ptitomnost ACLSV zaznamenana nejméné
v 7 statech, konkrétné v Syrii, Jordansku, Turecku, Japonsku, Indii, Ciné a Koreji.
Virus napada jablon¢ v Japonsku, kde ptisobi velké skody. V Indii ACLSV napada plané
rostliny 1 kultivary broskvong, jablon¢, merunky a v oblasti Himachal Pradesh mandloné¢.
Obdobné¢ jako v Evropé se ACLSV vyskytuje ve smésnych infekcich nejcastéji s ASGV,
ApLV a AGCaV. Smésné infekce byly zjistény napiiklad v Koreji
(Yanase a kol. 1974 cit. dle Salmon a kol. 2002; Yirektirk a kol. 1984
cit. dle Ulubas a kol. 2004; Myrta a kol. 2003; Ulubas a kol. 2004; Salem a kol. 2005;
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Ismaeil a kol. 2006, Rana a kol. 2007, Rana a kol. 2008,
Wu a kol. 2010; Cho a kol. 2016; Guo a kol. 2016; Katwal a kol. 2016).

V Africe byl ACLSV identifikovan minimaln¢ v jednom stat¢, kterym je Tunisko,
kde ACLSV napada jablon¢ a broskvon¢, zaznamenany byly také smésné infekce s ASPV
(Mahfoudhi a kol. 2013).

V Australii je vyskyt zaznamenan ve vétSiné sadli jadrovin, objevuji se tam také
smésné infekce. Na Novém Zélandu jsou zamoieny vysadby jabloni (Wood a kol. 1973;
Constable a kol. 2007).

8.2 Metody detekce viru

ACLSV muze byt detekovan celou fadou laboratornich metod, nejcastéji
se pouzivaji DAS ELISA nebo reverzni transkripce a nasledné polymerazové fetézové
reakce. RT - PCR je Casto vyuzivana pro svou citlivost.

Dal§imi metodami pro detekci ACLSV jsou nested RT - PCR a multiplex PCR.
Tyto metody jsou vysoce specifické a vykazuji vyssi citlivost nez DAS ELISA test
(Kinard a kol. 1996; Menzel a kol. 2002; Ulubas a kol. 2004; Wang a kol. 2011,
Watpade a kol. 2012; Ji a kol. 2013; Katsiani a kol. 2014; Malan a kol. 2015).

ACLSV je mozné detekovat pomoci real time PCR a kratké fluorescen¢né znacené
MGB DNA proby. Metoda umoziuje citlivou a jednozna¢nou identifikaci patogenu
pomoci sond cilenych na konzervované oblasti v genomovych sekvencich virovych

izolat (Salmon a kol. 2002).

8.3 Ozdravovani rostlin

Ochrana rostlin pfed ACLSV je dosti problematickd. Virus je pfenasen
vegetativné, proto se klade diraz na pouzivani certifikovaného rostlinného materialu,
jehoz produkci se zabyva naptiklad organizace SAPO. V Ceské republice je zaveden
systém certifikace zdravotniho stavu vysadbového materidlu révy vinné a ovocnych
dievin. Tento systém je vsouladu se systétmem EPPO a piedpisy EU. Pfiprava
bezvirozniho materialu  je mozna pomoci kultivace apikalnich meristému

(Wang a kol. 2006; Malan a kol. 2015; Ondrusikova a kol. 2016).

27


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santosh%20Watpade%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24293825

Pro ozdravovani rostlin se vyuziva chemoterapie a termoterapie in vivo nebo
in vitro. Proces termoterapie dokaze inhibovat prubéh replikace a distribuci virovych
Castic. Nektera virostatika jako ribavirin dokazi ovliviiovat zdravotni stav rostlin
i rychlost ristu rostlin a jejich kofentl. Usp&$nost chemoterapie nebo termoterapie zavisi
na druhu, odridé rostlin azplsobu aplikovani chemoterapeutika a vysoké teploty.
Ne vSechny rostliny jsou schopny pfezit zvySené teploty nebo koncentrace chemickych
latek. Naptiiklad broskvoné, meruniky a tfeSné¢ jsou citlivé na proces termoterapie.
Jadroviny jsou obecné¢ odolnéjsi viaci vySSim teplotdim a phsobeni virostatik.
Virostatikem, které se pouziva Vprocesu ozdravovani rostlin, je Virazole
(Janeckova a kol. 1993 cit. dle Pavelkova a kol. 2015; Spiegel a kol. 1995;
Cieslinska a kol. 2002; Cieslinska a kol. 2007b; Wang a kol. 2006).
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9 Metodika
9.1 Biologicky material

Bakterie: Escherichia coli dh5 alpha
Listy $vestky domaci ze stroma ¢. 153, 154 a 155 (Prunus domestica) péstovanych na

okraji obce Sumice.

9.2 1Izolace virové RNA

Izolace virové RNA byla provadéna pomoci kitu NucleoSpin ® RNA Plant
(Machery Nagel). 0,9 - 1,1 mg lyofilizovanych listd vzorku 153, 154 a 155 bylo
preneseno do mikrozkumavky spolu s 350 pl RA1 pufru, 3,5 pl B - merkaptoetanolu
a homogenizovdno s homogenizacni  kulickou v homogenizatoru  FastPrep
(MP) nastaveném na 5 m/s a 60 s. Homogenat byl pfenesen z mikrozkumavky na Place
NucleoSpin Filtr, po centrifugaci pii 11 000 g po dobu 60 s byl filtrat pfenesen do nové
sbérné mikrozkumavky. K filtratu bylo piidano 350 ul 70% etanolu a smés byla
promichana na tiepacce. Nasledné byl filtrat pfenesen do NucleoSpin RNA Plant
Columm  a centrifugovan pti 11000 g a 30 s. NucleoSpin RNA Plant Columm byl
pienesen do nové sbérné zkumavky a jeji silikatova membrana byla vysuSena centrifugaci
pti 11000 g a 60 spo ptidani 350 pul MDB. Na stted membrany bylo naneseno
95 ul roztoku DNazy, ktera byla pfipravena smiSenim 10 pl DNazy a 90 pl reakéniho
pufru, nasledné¢ byla smés promichana na tiepace a poté inkubovana 15 minut
pti pokojové teploté. Pro promyti bylo na ni naneseno 200 pul RA2 a centrifugovano
pfi 11 000 g a 30 s. Po dokonceni centrifugace byla sbérnd zkumavka zbavena filtratu
avyklepnuta, poté byla do ni vracena kolonka, na jejiz stied bylo naneseno
600 ul RA3 aopét byla provedena centrifugace pii 11 000 g a 30 s. Po dokonceni
centrifugace byla sbérna zkumavka zbavena filtratu, pot¢ do ni byla vracena kolonka,
najejiz stred bylo naneseno 250 pl RA3, nasledné byla provedena centrifugace
pii 11 000 g a 120 s, membrana byla touto centrifugaci vysusena. Kolonka byla pfenesena
do nové sbérné mikrozkumavky pro eluci vysoce ¢ist¢é RNA. Pro nasledné uvolnéni
izolované RNA ze silikdtové membrany kolonky bylo na stfed této membrany naneseno

60 ul "RNaze - free" vody a byla provedena centrifugace pii 11 000 g a 60 s. Po posledni
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provedené centrifugaci byla spektrofotometricky zmeétena koncentrace a Cistota izolované

RNA.

9.3 Reverzni transkripce a polymerazova retézova reakce

Izolovana RNA byla ptepsdna do cDNA pomoci Bioskript RT polymerazy
arandom primerd, nasledné byla provedena polymerazova fetézova reakce. Ta byla
provadéna pro amplifikaci specifickych sekvenci. Nejprve byla pfipravena reakéni smés
smichanim nasledujicich reagencii: 12 pl Red reaction buffer (5x), 13 pl deionizované
vody, 1,2 ul F1 primeru (20 pmol/ul), 1,2 wl R1 primeru (20 pmol/ul), 0,6 ul MyTag
polymerazy (5U/ul). Nasledné¢ byla smés

centrifugovdna pfi laboratorni teploté

apromichana na tfepaCce a opét centrifugovana pifi laboratorni teplotg.

K 18 pl napipetované reakéni smeési bylo pfidano 2 pl vzorku reverzniho transkriptu
virové RNA. PCR mikrozkumavky byly nasledné centrifugovany pii laboratorni teploté
avlozeny do PCR cykleru, nastaveni reverzni

termocykleru pro transkripci

a polymerazovou fetézovou reakci je uvedeno v tabulkach ¢. 3 a 4.

Tabulka 3: Nastaveni termocykleru pro reverzni transkripci

Reak¢ni smés 1
Teplota [°C] | Cas [min]
70 5
Reakéni smés 2
Teplota [°C] | Cas [min]
25 10
42 30

Tabulka 4: Nastaveni termocykleru pro PCR amplifikaci reverzniho transkriptu ACLSV

Faze Pocet cyklti | Teplota [°C] | Cas [min]
Pocate¢ni denaturace 1x 94 5
Denaturace 94 0,5
Hybridizace primert 35X 44 - 52 0,5
Prodluzovani primerti 72 15
Finalni extenze 1x 72 10
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Tabulka 5: Primery pouzit¢é pro amplifikaci genomickych segmenti ACLSV
(Niu a kol. 2012)

Primer Teplota[rl)ét}ridizace
F1| TGATACTGATACAGTGTACACTCACG
R1| TTGTCAAAGAACCAATCCTTCATGC 52
F2 AAGAAACCTGATGTACAATC 44
R2 CTTTTGGTAACCTGCAGGCAT
F3| AATGAGGAGTGTTATGACGATGA
R3 ATCGAACTTTGTTCATCTAT 47
F4 TACTTTTGTCCTAAGGATG 48
R4 TGTCGTCCCAACCAAAATG
F5 TACCGGATAATTACTACATT
R5 TGCATCAATTGATATGGACAGT 47
F6 TTCGTTTTCAAGGTCATGCC 50
R6 TTGATGTTCGGGTCCGAAG

9.4 Elektroforéza

Bylo ptipraveno 50 ml 1,5% agar6zového gelu v TAE pufru s 3 ul Good View
barviva. Po zatuhnuti agardzy byl vyjmut hiebinek a do elektroforetické komurky byl
nalit pfenosovy TAE pufr. Vzorky byly naneseny do jamek vytvofenych hiebinkem.
Nasledné¢ byla komurka ptikryta vikem a napojena na zdroj elektrického proudu. Po
ub&hnuti doby potiebné k dostatecné separaci vzorkti byla elektroforeticka komurka
odpojena od zdroje proudu. Gel byl vytazen z komirky a opatrné z n&j byl vylit zbytek

prenosového pufru. Nésledné byl vyhodnocen vysledek elektroforetické separace.

9.5 Klonovani

Transformace bakterii byla provedena pro zisk velkého mnozstvi produktu
k sekvenaéni analyze. Pouzit byl komeréni kit pPGEM®™ - T Easy Vector Systems. Liga¢ni
smés byla pfipravena ve Sterilnich podminkach laminarniho boxu a skladala
se z pGEM - T liga¢niho pufru v objemu 5 pul (2x), plazmidu pGEM - T easy v objemu
0,5 ul (50 ng/ul), PCR produktu o objemu 3,5 ul a 1 pl ligazy, (3U/ul). Nakonec byla

smés opatrn¢ promichéna a centrifugovana pii laboratorni teploté. Takto ptipravena
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ligaéni smés byla inkubovéana ptes noc pii teplot¢ 4 °C. Po ukonceni inkubace liga¢ni
smési bylo smichano 50 pl bakterialni suspenze $5 pl piipravené ligacni smési, obsah
mikrozkumavky byl opatrn¢ promichan a inkubovan na ledu po dobu 20 minut.
Transformace téchto bakterii byla provedena pomoci teplotniho Soku, bunky byly
inkubovany pfi teplot¢ 42 °C po dobu 45s. Nasledné byly bakterie preneseny na led,
kde byly inkubovany alesponn 2 min. Po dokonceni inkubace bylo do mikrozkumavky
napipetovano 850 ul SOC média a bakterialni suspenze byla inkubovana na rota¢ni

tiepacce po dobu 1,5 h.

9.6 Ockovani agarovych ploten

Transformované bakteridlni buiikky byly zakoncentrovany centrifugaci po dobu
3 min pii 5000 g pii laboratorni teploté. Po centrifugaci bylo odpipetovano ptiblizné
850 pl supernatantu a sediment byl rozsuspendovan v pfiblizné 50 pul SOC média.
Rozsuspendované builky byly piepipetovany na povrch kultivaéniho média a rozetfeny
klickou a inkubovany pfi teplot¢ 37 °C, druhy den byla vyhodnocena transformace
bakterii.

9.7 Test pozitivnich kolonii, ovéFeni uspéSnosti ligace

a transformace

Pro testovani pozitivnich kolonii byla vyuzita PCR reakce s primery M13. Byla
pfipravena reakéni smés, do mikrozkumavky byl napipetovan reakéni pufr v objemu
5ul (5x), deionizovana PCR voda vobjemu 1955 ul, F primer v objemu
0,13 ul (20 pmol/ul) aR primer vobjemu 0,13 ul (20 pmol/ul). Nakonec byla
napipetovana Tag polymeraza vobjemu 0,2 ul (5U/ul). Reakéni smés byla
centrifugovdna pii laboratorni teplot¢ a protiepana, nasledné byla rozpipetovana
do pfipravenych PCR mikrozkumavek po 25 pl. Vybrané bile zabarvené bakterialni
kolonie byly pfeneseny na novou agarovou plotnu. Po pfenosu bakterii bylo paratko
omaceno v reak¢éni smési, ktera byla rozpipetovana do jednotlivych PCR mikrozkumavek.
PCR mikrozkumavky byly nasledné centrifugovany pfi laboratorni teploté¢ a vlozeny
do PCR cykleru, nastaveni termocykleru je uvedeno v tabulce ¢. 6. Nasledné byla

provedena izolace PCR produktu z gelu.
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Tabulka 6: Nastaveni termocykleru pro PCR amplifikaci s primery M13

Faze Pocet cykla | Teplota [°C] Cas [min]
Uvolnéni a denaturace
plazmidu 1x % S
95 0,5
PCR amplifikace 25X 55 0,5
72 0,5
Elongace 1X 72 10

9.8 1Izolace vzorki z gelu

Separace PCR produkti probéhla v 1,5% agarézovém gelu s piidavkem
5 ul ethidium bromidu do 75 ml gelu. Gel byl pfenesen na UV transluminator, pomoci
sterilnich skalpeld byly zgelu vyfiznuty jednotlivé PCR produkty a pfeneseny
do mikrozkumavek. Do zkumavek byl napipetovan QG pufr v poméru 3:1 k hmotnosti
vyfiznutého gelu. Tyto mikrozkumavky byly pro rozpusténi gelu inkubovany
vdry - blocku po dobu 10 min pfi teplot¢ 50 °C. Do zkumavky byl napipetovan
izopropanol vpoméru 1:1 k hmotnosti gelu amikrozkumavka byla promichana
na tfepacce. Na kolonku pro izolaci DNA byla napipetovana rozpusténa smés (maximalni
objem 700 ul) a nasledné centrifugovana po dobu 1 min pii 15 000 g. Zkumavka byla
vylita, vyklepnuta a na kolonku bylo napipetovano 500 ul QG pufru a centrifugovana
podobu 1minal5000g. Zkumavka byla vylita, vyklepnuta a na kolonku bylo
napipetovano 750 ul PE pufru, a centrifugovana po dobu 1 min pii 15000 g. Zkumavka
byla vylita, vyklepnuta a centrifugovana po dobu 1 min pii 15 000 g. Kolonka, na kterou
bylo napipetovdno 30 pl destilované vody, byla umisténa do nové sbérné zkumavky
a centrifugovana po dobu 1 min pfi 15 000 g. Koncentrace izolované DNA byla zjiSténa
pomoci fluorimetru a vzorky byly vysuSeny na dry - blocku pii55 °C po dobu

30 min a nasledné byly smiSeny s 8 ul deionizované vody.

9.9 Sevenacni znaceni

Pro piipravu vzorku na Sangerovo sekvenovani bylo provedeno sekvenacni

znaGeni PCR fragmentd pomoci kitu BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit.
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Reakéni smési byly centrifugovany pfi laboratorni teploté, promichany na tiepacce
a centrifugovany  pfi  laboratorni  teploté.  Nasledné byly rozpipetovany
po 4 ul do jednotlivych PCR mikrozkumavek a do kazdé bylo napipetovano
6 ul (4ng/ul) vzorku, PCR mikrozkumavky byly opatrné protfepany, centrifugovany
pfi laboratorni  teplot¢ aumistény do termocykleru, nastaveni termocykleru

je uvedeno v tabulce ¢. 7.

Tabulka 7: Nastaveni termocykleru pro sekvenaéni znaceni

Pocet cykla | Teplota [°C] Cas
1x 96 1 min

96 10s

35x 50 5s
60 4 min

9.10 Bioinformaticka analyza

Primarni vystupy byly sestaveny do kontigi v programu SegMan Lasergene
(DNASTAR®). Slozené kontigy byly analyzovany v programu MEGA 7 a algoritmu
Clustal W a porovnavany s referenénim genomem, kterym byl NC 014009. Byly
V programu nucleotide Blast a protein Blast byla zjiSténa procentudlni identita ziskané
sekvence se sekvencemi z databaze GeneBank. Pro sestaveni koneéné sekvence byly
vybrany ty sekvence PCR produktl, které vykazovaly na trovni nukleotidli nejvétsi
identitu s referenénim genomem. Mezi jednotlivymi sekvencemi PCR produkti a také
mezi konecnou sestavenou sekvenci areferencnim genomem byl zjiStén pocet zameén
nukleotidi a aminokyselin. Pro fylogenetickou analyzu byly vyuzity sekvence stazené
z databaze Genebank a sestavena sekvence 154, samotna analyza byla provedena
v programu MEGA 7 (MEGA Software). Fylogeneticka analyza byla provedena pomoci
metody neighbor-joining. Tree Explorer byl vyuzit pro =zobrazeni vysledkd.
Rekombinacni analyza byla provedena v programu RDP4 v4.85 s pouzitim algoritmi
RDP, GENECONV, BOOTSCAN/RESCAN, MAXCHI a CHIMAERA.
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9.11 Pomucky

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

Elektroforetickd komtrka: HU10 Mini - Plus Horizontal (Scie - Plas)
Fluorometr: Hoefer DyNA Quant 200 fluorometer (Amersham Biosciences)
G:BOX - gelovy dokumentac¢ni a analyticky systém (Syngene)
Homogenizator: FastPrep® - 24 (MP Biomedicals)

Laminarni box: PV - 100 (Telstar)

Spektrofotometr: NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo SCIENTIFIC)
Stolni centrifuga: Biofuge pico™ (Heraeus(™")

Mikrovlna trouba: MA 85050 (OTF)

Mini centrifuga: PrismTM mini (Labnet)

Mini centrifuga: Spectrafuge™ mini - centrifuge (Labnet)

Stolni centrifuga: Spectrafuge™ 24D (Labnet)

Termoblok: Mixing Block MB - 102 (BIOER)

Termocykler: T100 Thermal Cycler (BIO RAD)

Termocykler: T personal (Biometra)

Ttepacka: Bio RS - 24 (BioSan)

Tiepacka: IKA® MS2 mini shaker (Gemini BV)

Vyrobnik ledu: Icematic F100 Compact (Gemini BV)

Zdroj stejnosmérného elektrického proudu: MS - 250V (Major science) a Power station
300 (labnet)
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9.12 Reagencie a biologicky material

Kity

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific)
QIAquick Gel Extraction Kit 250 (Qiagen)

NucleoSpin® RNA Plant (Marchery - Nagel)

PGEM® - T Easy Vector Systems (Promega)

Pufry
1x TAE pufr

40 mM Tris-acetate + 1 mM EDTA ph 8: 4,84g Tris + 1,142 ml ledové kyseliny
octové + 0,5 M EDTA 2ml, upravit na pH 8 a doplnit na 1000 ml.

10x TNE pufr

12,11 g, 100Mm Tris + 3,72 g 10 mM EDTA NA; x 7 H,0O + 116,89 NaCl, rozpustit v cca
800 ml vody a upravit pH na 7,4 pomoci HCI, doplnit do 1000 ml destilovanou vodou.
Pted pouzitim filtrovat (0,45 pm).

Média

SOC médium

2 g peptonu, 0,5 g kvasni¢ného extraktu, 1 ml 1M NacCl, 0,25 ml 1M KCI rozpustit v 97 ml
destilované vody, autoklavovat a ochladit na pokojovou teplotu. Pfidat 1 ml roztoku 2M

Mg?*, 1 ml 2M roztoku glukozy.

LB médium

10 g hydrolyzatu kaseinu, 5 g kvasni¢ného autolyzatu, 5g peptonu, 10 g NaCl, 16 - 18 ¢
Agar (tuhé LB) a 1000 ml destilované vody, upravit pH na 7,2 - 7,4 a autoklavovat
25 - 30 min / 120°C.
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Chemikalie

Agarose | ™ (Amresco)

BioScript™ (Bioline)

B3 - merkaptoetanol

Deionizovana voda

dEPC voda

Etanol 70%

Etanol 98,8% pro UV spektroskopii (Lachner)

Ethidium bromid 1% roztok ve vod¢

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

Hoechst: Rozpustit 10 mg Hoechst 33258 v 10 ml destilované vody
Izopropanol (Lachner)

MyTag™ Red DNA Polymerase (Bioline)
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10 Vysledky

V prubéhu praktické casti byly ziskany dil¢i sekvence z 3 vzorkli oznacenych
153, 154, 155 celkové RNA ze stromu Prunus domestica (Svestka domaci), péstované
na okraji obce Sumice v okrese Uherské Hradisté.

Byla provedena reverzni transkripce a nasledné PCR reakce s primery
F1/R1, F2/2, F3/R3, F4/R4, F5/R5 a F6/R6 odvozenymi od izolatu ACLSV
P863 (Acc. No. M58152) ze Svestky (Niu a kol. 2012). Ziskané PCR produkty
jednotlivych izolati byly separovany elektroforézou. PCR amplifikaci reverzniho
transkriptu izolatu 153 se podatilo amplifikovat 3 segmenty z 6 moznych, amplikony byly
ziskdny pomoci primerd F1/R1, F2/R2 a F3/R3. V piipad¢ izolatu 154 se podatilo
amplifikovat 4 segmenty z 6, konkrétné¢ amplikony byly =ziskany pomoci primert
F1/R1, F2/R2, F3/R3 a F6/R6, které byly vybrany pro dalsi praci. U izolatu 155 bylo
ziskano 5 PCR produktt, amplikony byly ziskany pomoci primert F1/R1, F2/R2, F3/R3,
F4/R4 a F6/R6, jak je uvedeno v tabulce ¢. 8.

Tabulka 8: Ziskané PCR produkty

Primer 1zolat 1zolat 1zolat
153 154 155
Fl + +* +
R1
F2 + + +*
R2
F3
+ + +
R3
F4
- - +
R4
F5 ) ) )
R5
F6 ] N o
R6

(+) = PCR produkt; (-) = PCR produkt nebyl ziskan; * = PCR produkty, které byly

amplifikovany také Veronikou Sevéikovou.
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Obrazek 4: Elektroforetogram PCR amplifikace reverzniho transkriptu s primery F6R6

1 = Marker Generuler 100bp +; 2 = izolat 153, nebyl pozorovan PCR produkt; 3 = izolat
154; 4 = izolat 155.

Délka nukleotidové sekvence byla odhadnuta pomoci markeru GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder po ukonceni -elektroforetické separace, délka PCR produkti
FIR1 aF6R6 odpovidala ptiblizné 1250 nt. V piipadé PCR  produktu
F2R2 a F3R3 byla odhadnuta délka 1500 nt. Piesné délky sekvenci byly ovéfeny
pii zpracovavani sekvenacnich dat a bylo zjisténo, ze odpovidaly o¢ekavanym délkam,

jak je uvedeno v tabulce ¢. 9.

Tabulka 9: Délka ziskanych PCR produktt

Pouzité primery F1/R1 F2/R2 F3/R3 F6/R6

Ocekavana
velikost
ziskanych PCR
produkti [nt]

1281 1482 1364 1218

Odhadovana
velikost PCR 1250 1500 1500 1250
produkti [nt]

Zjisténa velikost
ziskanych PCR 1281 1482 1364 1218
produktu [nt]
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Ziskané PCR produkty byly vyizolovany z gelu a zaklonovany do bakteridlnich
plazmidi pGEM - T easy. Pro zaklonovani do bakterii byly vybrany ty PCR produkty,
kterych bylo dostate¢né mnozstvi. Ze vzorku 153 nebyl pouzit zadny PCR produkt
proligaci do plazmidu. Ze vzorku 154 ©byly vybrany PCR  produkty
154 F1R1, 154 F2R2, 154 F3R3 a 154 F6R6. Ze vzorku 155byly pro ligaci
do plazmidu vybrany produkty 155 F1R1, 155 F2R2, 155 F4R4 a 155 F6R6. Byla
provedena kontrola naklonovaného produktu PCR reakci
S primery M13F a M13R. Uspé&sng byly naklonovany produkty
154 F1R1, 154 F2R2, 154 _F3R3 a 154 F6R6. V piipadé izolatu 155 byly uspésné
naklonovany produkty 155 F1R1, 155 F2R2, 155 F6R6. Fragmenty 155 amplifikované
s primery F4R4 nebyly ziskany, obrazek ¢. 5 dokazuje neuspés$nou ligaci 154 FAR4

segmentu do plazmidu.

Obrazek 5: Elektroforetogram PCR produkti Colony PCR s primery M13, vzorek
155 F4R4

1 = PCR produkt 154_R3F3; 2 = PCR produkt 155_F4R4; 3 = PCR produkt 154 _RG6F6.

PCR produkty ziskané amplifikaci s primery M13 byly oznaceny pro sekvenovani
pomoci kitu BigDye® Terminator v3.1. Vysledky sekvenovani byly nasledn& editovany
v programu Segman a spojeny do kontigi, které byly analyzovany v programu BLAST

pro zjisténi identity samotné sekvence a také pro nalezeni sekvenci s nejvyssi procentudlni
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identitou, ty jsou uvedeny v tabulce ¢. 10. VSechny ¢tyfi sekvence 154 F1R1 vykazovaly
nejvyssi identitu 86 % se sekvenci slivonového izolatu ACLSV P863 (Acc. M58152).
VSechny tifi sekvence 154 F2R2 28 vykazovaly nejvyssi identitu 86 % se sekvenci
jablonového izolatu ACLSV B6 (Acc. AB326224). Sekvence 154 F2R2 28 vykazovala
se sekvenci izolatu ACLSV B6 identitu 77 % a sekvence 154 F2R2 29 a 154 F2R2 30
vykazovaly identitu 76 % se sekvenci izolatu ACLSV B6 (Acc. AB326224). Sekvence
154 F3R3 vykazovaly nejvy$si procentualni identitu sizolaty Z1 (Acc. JN634760),
MS (Acc. KC847061) a P863 (Acc. M58152) Sekvence 154 F3R3_37 a sekvence izolatu
ACLSV Z1 (Acc. JN634760) vykazovaly identitu 83 9%. Sekvence 154 F3R3_38
vykazovala identitu 85 % se sekvenci izolatu B6 (Acc. AB326224). Sekvence
154 F3R3_39 vykazovala 82 % ACLSV MS
(Acc. KC847061). Sekvence 154 F3R3 127 vykazovala identitu 82 % se sekvenci
ACLSV P863 (Acc. M58152). Vsechny tii sekvence 154 F6R6 vykazovaly nejvyssi
identitu 83 % se sekvenci izolatu ACLSV GCl0a (Acc. AB520992). Variabilita mezi

identitu se sekvenci izolatu

nukleotidovymi sekvencemi izolatu ACLSV 154 a sekvencemi ostanich izolati ACLSV

byla vysoka a pohybovala se v rozmezi 14 % - 24 %.

Tabulka 10: Procentualni identita ziskanych sekvenci s izolaty ACLSV zji§téna pomoci
programu BLAST.

Kombinace primert
FIR1 | F2R2 | F3R3 | F6R6
Pozitivni kolonie a identita klonovanych fragmentl se sekvencemi v
databazi GeneBank
154 F1IR1 1 | 154 F2R2_28 | 154 F3R3_37 | 154 F6R6_14
(P863/86 %) (B6/77 %) (Z1/83 %) (GC10a /83 %)
154 F1IR1_2 | 154_F2R2_29 | 154 F3R3_38 | 154 _F6R6_16
(P863/86 %) (B6/76 %) (B6/85 %) (GC10a /83 %)
154 F1IR1_4 | 154 _F2R2_30 | 154 F3R3_39 | 154 _F6R6_19
(P863/86 %) (B6/76 %) (MS /82 %) (GC10a /83 %)
154 F1R1 5 154 F3R3_127
(P863/86 %) (P863/82 %)

Se ziskanymi sekvencemi byl proveden mnohacetny alignment, na jehoz zaklad¢
byla zjisténa variabilita mezi sekvencemi ziskanymi z jednotlivych bakterialnich kolonii.

Mezi sekvencemi 154 F1IR1 5 a 154 _F1R1_4 bylo 19 nukleotidovych zamén. Mezi
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sekvencemi 154 F1R1 5a 154 F1R1 2 bylo 21 zamén a mezi sekvencemi 154 F1R1 5
a 154 FIR1 1 bylo také 21 zamén. Mezi sekvencemi 154 F1R1 2a 154 1 4 bylo
pocet byl
154 FIR1 1a154 F1R1 4. Sekvence 154 F1R1 1 a 154 F1R1_2 byly identické. Pocet

zamén mezi sekvencemi 154_F1R1 je uveden v tabulce ¢. 11.

10 nukleotidovy  zamén,  Stejny zamén mezi  sekvencemi

Tabulka 11: Pocet nukleotidovych zamén mezi sekvencemi 154 F1R1

Sekvence 154 F1IR1_1 | 154 FIR1 2 | 154 F1IR1 4 | 154 F1R1_5
154 F1R1_1 0 0 10 21
154 F1R1_2 0 10 21
154 _F1R1_4 0 19
154 F1R1_5 0
Po  provedeni  mnohacetného  alignmentu  nukleotidovych  sekvenci

154 F2R2_28, 154 F2R2_29 a 154 F2R2_30 v programu Mega 7 bylo mezi sekvencemi
154 F2R2_28 a 154_F2R2_29 9 nukleotidovych zamén. Stejny pocet zameén byl mezi
sekvencemi 154 F2R2 28 a 154 F2R2 30. Sekvence 154 F2R2 29 a 154 F2R2 30

byly identické. Pocet zamén mezi sekvencemi 154 _F2R2 je uveden v tabulce ¢. 12.

Tabulka 12: Pocet nukleotidovych zamén mezi sekvencemi 154 F2R2

Sekvence | 154 F2R2 28| 154 F2R2 29 | 154 F2R2 30
154 F2R2 28 0 9 9
154 F2R2 29 0 0
154 F2R2 30 0

Po provedeni mnohocetného alignmentu v programu Mega 7 bylo mezi

sekvencemi 154_F3R3 39 a 154 F3R3 38 zjisténo 183 zamén, mezi sekvencemi

154 F3R3_39a 154 F3R3_37 bylo 229 zamen. Mezi sekvencemi
154 F3R3_ 39 a 154 F3R3_ 127 bylo 234 zamén. Mezi  sekvencemi
154 F3R3_38 a154 F3R3_127 bylo 10 zamen, mezi sekvencemi
154 F3R3_38 a 154_F3R3_37 hylo 7 z&mén. A mezi sekvencemi

154 F3R3_37 a 154 F3R3_127 byly 3. Pocet zamén mezi sekvencemi 154 F3R3

je uveden v tabulce ¢. 13.
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Tabulka 13: Pocet nukleotidovych zamén mezi sekvencemi 154_R3F3

Sekvence |154 F3R3 37154 F3R3_38[154 F3R3 39154 F3R3_127
154 F3R3_37 0 7 229 3
154 _F3R3_38 0 183 10
154 _F3R3_39 234
154 _F3R3_127 0

Po provedeni mnohocetného alignmentu v programu Mega 7 byly mezi
sekvencemi 154 F6R6 16 a 154 F6R6_19 a 154 F6R6 14, 154 F6R6_19 nalezeny
4 zamény. Mezi sekvencemi 154 F6R6_14 a 154 F6R6_16 bylo 8 zamén. Pocet zamén

mezi sekvencemi 154 F6R6 je uveden v tabulce ¢. 14.

Tabulka 14: Pocet nukleotidovych zamén mezi sekvencemi 154 _F6R6

Sekvence |154 F6R6 14 |154 F6R6 16 | 154 F6R6 19
154 F6R6 14 0 8 4
154 F6R6 16 0 4
154 F6R6_19 0

Pomoci programu Mega 7 byla zjisténa procentualni identita jednotlivych sekvenci
ziskanych z bakteridlnich kolonii s referenénim genomem, kterym byla nukleotidova
sekvence izolatu P863 (Acc. NC001409). Pro sestaveni sekvence ORF1 ACLSV byly
vybrany ty sekvence, které vykazovaly vysokou procentualni identitu s nukleotidovou
154 F1R1 2 vykazovala

86 % s referen¢nim genomem. ldentita sekvence 154 F2R2_28 s referen¢nim genomem

sekvenci  referen¢niho  genomu.  Sekvence identitu
byla 71,3 %. Sekvence 154 F3R3_37 vykazovala se sekvenci referencniho genomu
identitu 82,6 %. Pro ORF2 aORF3 byla vybrana sekvence 154 F6R6_16, ktera
vykazovala identitu 80 % s referenénim genomem. Procentualni hodnoty identity mezi
sekvencemi 154 FIRI, 154 F2R2, 154 F3R3, 154 F6R6 a sekvenci referencniho genomu

jsou uvedeny v tabulce ¢. 15.
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Tabulka 15: Procentualni identita ziskanych sekvenci s referenénim genomem

Sekvence 154_F1R1 | ldentita s referen¢nim genomem [%]
154 F1R1 1 86
154 F1R1 2 86
154 F1R1 4 85,9
154 F1R1 5 83,6
Sekvence 154_F2R2 | Identita s referencnim genomem [%]
154 F2R2 28 71,3
154 F2R2_29 71,2
154 F2R2_30 71,2
Sekvence 154_F3R3 | ldentita s referen¢nim genomem [%]
154 F3R3_37 82,6
154 F3R3 38 82,8
154 F3R3 39 82,2
154 F3R3_127 82,4
Sekvence 154 F6R6 | Identita s referen¢nim genomem [%0]
154 F6R6 14 79,6
154 F6R6_16 80
154 F6R6_19 80

Identita = procentualni identita jednotlivych sekvenci s genomem NC014009; Zzluté

zvyraznéni jednotlivych = sekvence, které byly vybrany pro dalsi praci.

Ze ziskanych sekvenci byly v programu Mega 7 sloZeny jednotlivé Cteci ramce
ACLSV, zORFl byla ziskana sekvence dlouha 3663 nt zcelkovych 5655 nt,
coz odpovidalo 64 % délky sekvence prvniho otevieného &teciho ramce. Sekvence
odpovidajici otevienému cCtecimu rdmci
81 % a 82 % s nukleotidovymi Ssekvencemi izolatt ACLSV B6 (Acc. AB326224)
P863 (Acc. M58152). Z ORF2 byla dlouha

1218 nt z celkovych 1381 nt, odpovidala 88,1 %, délky sekvence otevieného ¢teciho ramce

1 vykazovala nejvétSi sekvencni identitu

respektive ziskana  sekvence
2 a vykazovala nejvétsi sekvencni identitu 85% s nukleotidovou sekvenci izolatu ACLSV
GC10a (Acc. AB520992). Z posledniho c¢teciho ramce ORF3 byla ziskana sekvence
0 délce 288 ntzcelkovych 582 nt, coz odpovidalo 49,5 % délky sekvence tfetiho
otevieného cteciho ramce a vykazovala nejvétsi identitu 86 % s nukleotidovou sekvenci
izolatu ACLSV Be (Acc. AM709776). Délky ziskanych sekvenci a jejich procentualni

identita s nukleotidovymi sekvencemi izolath ACLSV jsou uvedeny v tabulce ¢. 16.
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Tabulka 16: Délka sklozenych sekvenci jednotlivych ¢&tecich ramci ACLSV a jejich

procentualni identita se sekvencemi v databazi Genebank

s , , Sekvence Izolat ACLSV
Cteci Ziskana sekvence |., ., , . s
Amec [nt] éteciho ramce _ S nejvyssi
[nt] identitou: [%]
B6, P863:
ORF1 3663 5655 81, 82
ORF2 1218 1381 GC10a: 85
ORF3 288 582 Be: 86

B6 (Acc. AB326224); P863 (Acc. 58152); GCl0a (Acc. AB520992);
Be (Acc. AM709776)

Z prvniho otevieného éteciho ramce nebyla osekvenovana sekvence poslednich
1992 nukleotidi z divodu netspésné amplifikace cilového segmentu. Z druhého
otevien¢ho ctectho rdmce nebyla ze stejného divodu ziskdna sekvence prvnich
138 nukleotidi z 5° konce a také sekvence 27 nukleotidti z 3" konce. Z tietiho ¢teciho
ramce nebyla ziskana sekvence poslednich 294 nukleotida.

Sekvence nukleotidi byla pielozena do sekvence aminokyselin a byly
vyhledavany zamény nukleotidli a aminokyselin mezi sekvencemi ¢tecich ramci ACLSV
154 areferen¢nim  genomem.  Mezi  nukleotidovymi a  aminokyselinovymi
sekvencemi ORF1 izolatu 154 a sekvencemi referenéniho genomu  bylo
773 nukleotidovych zamén a 178 aminokyselinovych zamén. Mezi sekvencemi
ORF1 areferennim genomem bylo Vv porovnani s ostatnimi étecimi ramci nejvetsi
mnozstvi nukleotidovych iaminokyselinovych zamén. Mezi sekvencemi nukleotidi
a aminokyselin ORF2 izolatu 154 a referencniho genomu bylo 244 nukleotidovych zamén
oproti referenc¢nimu genomu, poc¢et zamén aminokyselin byl 73. V porovnani se dvéma
zbyvajicimi sekvencemi byl pocet aminokyselinovych inukleotidovych zamén mezi
ORF2 a referenénim genomem druhy nejvyssi. V. ORF 3 bylo 50 nukleotidovych
a 16 aminokyselinovych zdmén oproti referenénimu genomu. V piipadé ziskané Casti
tohoto Cteciho ramce je ale nejkrat$i. Pocty zamén nukleotidd a aminokyselin mezi

ziskanymi sekvencemi a sekvencemi referen¢niho genomu jsou uvedeny v tabulce ¢. 17.
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Tabulka 17: Pocet nukleotidovych a aminokyselinovych zamén

sekvencemi jednotlivych ¢tecich ramci ACLSV a referenénim genomem

mezi slozenymi

Cteci rAmec | Zamény nt | Zamény ak
ORF1 773 178
ORF2 244 73
ORF3 50 16
Identita nukleotidovych sekvenci ORFI1 referenéniho genomu a izolatu

154 sestaven¢ho ze tii dil¢ich sekvenci byla 78,9 % a identita aminokyselinovych
sekvenci RdRp referen¢niho genomu a izolatu 154 byla 84,1 %.

Identita nukleotidovych sekvenci ORF2 referenéniho genomu a izolatu 154 byla
80 % a aminokyselinové sekvence "movement proteini" referenéniho genomu a izolatu
154 vykazovaly identitu 80,2 %. Nukleotidové sekvence ORF3 referen¢niho genomu
aizolatu 154 vykazovaly identitu 82,6 % a identitu 81,8 % vykazovaly aminokyselinové
sekvence plaStovych proteinii referencniho genomu a izolatu 154.

Nejvyssi variabilitu nukleotidovych sekvenci vykazoval druhy otevieny cteci
ramec a nejnizsi variabilitu nukleotidovych sekvenci vykazoval tfeti otevieny Cteci ramec.
Nejnizsi variabilitu vykazovala aminokyselinova sekvence RARp a nejvyssi variabilitu
vykazovala aminokyselinova sekvence "movement proteinu”. Procentualni identity mezi

ziskanymi sekvencemi a referenénim genomem jsou uvedeny v tabulce ¢. 18.

Tabulka 18: Procentualni identity sekvenci ¢tecich ramcu izolatu 154 s referen¢nim

genomem
) Identita s Identita s
Cteci ramec refereCnim refereCnim
genomem nt [%] | genomem ak [%]
ORF1 78,9 84,1
ORF2 80,0 80,2
ORF3 82,6 81,8

Nukleotidové a aminokyselinové sekvence izolatti 154, 158 a dalSich vybranych
izolath ACLSV z Genebank databaze byly analyzovany metodou neighbor - joining.
Izolaty ACLSV, jejichZ nukleotidové sekvence ORF1 byly analyzovany, se rozdélily
do 3 Kklastrai a dva izolaty se vyvétvily samostatné. Cesky izolat 154 se fadil do prvniho

Klastru a vytvofil spoleénou vétev se slivotiovym izolatem 158 z Ceské republiky. Prvni
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Klastr dale vytvotily slivonové a jablonové izolaty P863, QD13, Z1, Z3 a B6 z Francie,
Ciny a Japonska. Druhy klastr vytvotily izolaty P-205, A4 a AC-ind z Indie a Japonska,
jejichz  hostitelem byla jablon. Treti klastr vytvofily izolaty SYO01, JB
a MO-5 z Ciny a Japonska, jejichZ hostiteli byly hloh, hruseti, a jablofi. Samostatné vétve

vytvorily slivonové izolaty Bal 1 a Ta Tao 5 z Mad’arska a z USA.

Obrazek 6: Fylogeneticky strom ORF1 ACLSV(nt)

100 KI522693.10Q0-13 Malus China
- _|:AEI 326224.1 B6 Malus Japan

JMNE34761.1Z3 Persica China

] w [ JINE34760.121 Persica China > 1. klastr

MEE152.1 P63 Prunusdomesica Frenoe

100 |g4 158 Prunus domestica Caedh
{ 154 Prunus domestica Casch J
- 0143861 P-205 Malus Japan 7
] s HES20332.1 AC-ind Malus Inda } 2. klastr
- 7':;«9 3262731 A4 Malus Japan J
¥589752.1 Bal 1 Prunus svium Hungan
KM207212.1 501 Crataegus China T
m KC935956.1.J8 Pyrus China } 3. klastr
a1 AB226226.1 MO-5 Malus Japan
EU2232951Ta Tao5 Parsica LUSA
AYT13378.1 APCLSY Sus2 Prunus salicins Italy
—

0,050
Jsou uvedeny "accession number” kazdého izolatu, oznaéeni izolatu, hostitelsky druh

azem¢ puvodu. Méfitko predstavuje 0,05 substituci na pozici. V kladogramu jsou

zobrazeny hodnoty bootstrap 70 a vyssi. Jako outgroup byl zvolen Sus2.

Analyzované byly aminokyselinové sekvence proteinu RdRp izolatat ACLSV.
Izolaty se rozdélily do tii klastrii, pocet klastri 1 zastoupeni izolati bylo stejné jako
v piipad¢ sekvence nukleotidii. Izolaty 154, 158, P863, Z1, Z3 zprvniho klastru

se vyvétvily odli$ng, jak lze vidét na obrazcich €. 6 a 7.
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Obrazek 7: Fylogeneticky strom ORF1 ACLSV (ak)

KJ522693.1 QA0-13 Malus China 3
AB326224.1 BS Malus Japan
158 Prunus domestica Caach
154 Prunus domestica Czach > 1. klastr
MEE152 .1 PEE63 Prunusdomestice Franoe
100 | 52 — JME34761.1 Z3 Persica China
w0l IMG634760.1Z1 Persica China J
D1489585.1 P-205 Malus Japan
— HE980332.1 ACG-ind Malus India } 2. klastr
{AB 326223.1 A4 Malus Japsn J
#¥98752.1 Bal 1 Prunus avium Hungary
KM207212.15%01 Crateegus China
I : HCE35956.1 J8 Pyrus China
AB326225.1 MO-5 Malus Japan
EU223295.1Ta Tao 5 Persica USA
ANTA133T91 APCLSY Sus2 Prunus selicins Italy

100

100

3. klastr

\ﬂ_l

Pro kazdy izolat jsou uvedeny "accession number”, oznaceni izolatu, hostitelsky druh
azem¢ puvodu. Méfitko piedstavuje 0,05 substituci na pozici. V kladogramu jsou

zobrazeny hodnoty bootstrap 70 a vyssi. Jako outgroup byl zvolen Sus2.

Byly analyzovany nukleotidové sekvence ORF2 izolath ACLSV a izolaty
se rozdélily do péti klastri a tii izolaty se vyvétvily samostatné. Izolat 154 se fadil
do patého klastru a vytvofil spoleénou vétev s izolatem GC10a. Slivonové a jablonové
izolaty patého klastru pochazely z Ceké republiky a Japonska. Prvni klastr vytvotily
slivofiové izolaty 158, P863, Z1 a Z3 z Ceské republiky, Francie a Ciny. Druhy klastr
vytvorily jablonové izolaty QD-13 a B6 z Jizni Koreje a Japonska. Tteti klastr vytvotily
jabloniové izolaty AC-ind a A4 zIndie a Japonska. Ctvrty klastr vytvoiily izolaty
MO-5, SYO01 a JB z Japonska a Ciny, hostiteli byly jablof, hloh a hrusen. Samostatné
vétve vytvotily slivonové izolaty: P-205, Bal 1 a Ta Tao z Japonska, Mad’arska a USA.
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Obrazek 8: Fylogeneticky strom ORF2 ACLSV (nt)

£|_— JME347T61.1 Z3 Persica China

100 JMNG34760.1 Z1 Persica China

& 158 Prunus domestica Czach

MEE152.1 PEE3 Prunusdomestca France
KRE06327.1 CLGWE Malus domestica South Koes

K.J522693.1Q0-13 Malus China
AB326224.1 BE Malus .Japan

C145996.1 P-205Msalus Japan
HES®80332.1 AC-ind Malus India
AB326223.1 A4 Malus Japan
] ————————————— AB326225.1 MO-5 Malus.Japan
e KM207212.1 501 Crateegus Chine
100 ?1—|: K.C835956.1 JB Pyrus Ching
ABE520892.15C10a Malus domestica Japan
?' 154 Prunus domestica Czech
X899752.1 Bal 1 Prunus aviumHungary
ELI223295.1Ta Tao b Persica USA

—_—
050

7

% 1. klastr
J

|

JL 2. klastr
}+ 3. Klastr
} 4. klastr
} 5. klastr

ANT 133791 APCLSV Sus2 Prunussalicina laly

Jsou uvedeny "accession number” kazdého izolatu, oznaéeni izolatu, hostitelsky druh

azem¢& puvodu. Méfitko predstavuje 0,05 substituci na pozici. V kladogramu jsou

zobrazeny hodnoty bootstrap 70 a vyssi. Jako outgroup byl zvolen Sus2.

Byly analyzovany aminokyselinové sekvence "movement proteind" izolatl

ACLSV. Izolaty se rozdélily do péti klastrii, pocCet klastri i zastoupeni izolatl

Vv jednotlivych klastrech bylo stejné jako v pfipad¢é sekvence nukleotidii ORF2. Izolaty

druhého klastru a izolaty P-205 a Bal 1 se vyvétvily odlisné, jak lze vidét na obrazcich

¢.8a9.

49



Obrazek 9: Fylogeneticky strom ORF2 ACLSV (ak)

a2 JME34761.1 Z3 Persica China

100 JNE34750.1 Z1 Persica China L
158 Prunus domestics Czmch J

ME52152.1 PBE3 Prunusdomestica France

AB325224.1 B85 Malus Japan

KRE06327.1 CLGAS Malus domestics South Kora \#

KJ522693.1 Q013 Malus Chna -/

HES80332.1AC-ind Malus Inda

AB326223.1 A4 Malus Japan }

0149981 P-205Mslus Japan

AB326225.1 MO-5 Malus . Japan \#

J

1. klastr

2. klastr

3. klastr

4. Kklastr

100 EN207212.1 5701 Crateegus Ching

35 KCB35956.1.JB Pyrus China

¥99752.1 Bal 1 Prunus avium Hungany

_|:AEIEZEIBBZ.1GC1EIEMEIu5d:>nEticaJapan } 5 klastr
& 154 Prunus domestica Caech

EU223295.1Ta Tao b Persica USA

—| AYT13373. 1 APCLSV Sus2 Prunussalicina ek

0,050

Jsou uvedeny "accession number" kazdého izolatu, oznaceni izolatu, hostitelsky
druh a zemé¢ puvodu. Métitko piedstavuje 0,05 substituci na pozici. V kladogramu jsou

zobrazeny hodnoty bootstrap 70 a vyssi. Jako outgroup byl zvolen Sus2.

Analyzovany byly nukleotidové sekvence ORF3 izolath ACLSV. Izolaty
se rozdélily do cCtyf klastri a samostatné vétve vytvorily Ctyfi slivoniové izolaty
154, P863, Bal 1 a Ta Tao 5 z Ceské republiky, Francie, Mad’arska a USA. Prvni klastr
vytvoiily izolaty MO-5, P-205, A4. SY01, JB a AC-ind z Japonska, Ciny a Indie.
Hostiteli byly jablon¢, hloh a broskvon. Druhy klastr vytvotily jablonové
izolaty B6 aQD-13 zJaponska a Ciny. Tieti Klastr vytvotily slivofiové izolaty
Z1, Z3 a 158 z Ciny a Ceské republiky. Ctvrty klastr vytvofily tii izolaty, jeden slivotiovy

a dva jablonové BE a Kalpa z Indie.
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Obrazek 10: Fylogeneticky strom ORF3 ACLSV (nt)

0 KRZ207212.15%01 Crateegus Chine
35 —I: AB326225.1 MO-5Malus Japan W
KIC835856.1.J8 Pyrus China L 1. klastr
- _|j014555.1p-255ma|u545pan
E] AB326223.1 A4 Malus Japar
HES80332.1 AC-ind Malus Inda
K.J522693.1 Q0-13 Malus China
}+ 2 Klastr
AB326224.1 BS Malus Japan
158 Prunus domestica Ca=ch Y
JME34761.1Z3 Parsica Chins } 3. klastr
EE JNE34760.1Z1 Persica Chine o

154 Prunus domestica Czech
AM492050.1 Peach India Sokn R

41,:_3[{ ANT09776.2 BE Malus domestica Inde } 4. klastr
= w| AM494509.1 Kalpa spple Inda J

MEE152.1 PE63 Prunusdomestica France

X¥99752.1 Bal 1 Prunus avium Hungarny
EU223295.1Ta Tao b Persica USA
ANT13378.1 APCLSV Sus2 Prunussalicing Haly

Q.00

Jsou uvedeny "accession number” kazdého izolatu, oznaceni izolatu, hostitelsky druh
azem¢& puvodu. Méfitko predstavuje 0,05 substituci na pozici. V kladogramu jsou

zobrazeny hodnoty bootstrap 70 a vyssi. Jako outgroup byl zvolen Sus2.

Izolaty ACLSV se po analyze aminokyselinové sekvence plastovych
proteinli rozdélily do ti klastr. Pocet klastrli 1 zastoupeni izolat v jednotlivych klastrech
bylo odlisné od vétveni kladogramu pro sekvenci nukleotidd ORF3, jak lze vidét
na obrazcich ¢.10 a 11. Prvni klastr vytvofily izolaty (Acc. AM498050), Kalpa, BE,
QD-13 a B6 z Indie, Ciny a Japonska, hostiteli byly jablon a slivoni. Druhy klastr vytvofily
slivotiové a jablofiové izolaty 154, 158, Z1, Z3 a AC-ind z Ceské republiky, Ciny a Indie.
Tteti klastr vytvotily izolaty P-205, A4, MO-5, SYO01 a JB z Japonska a Ciny. Hostiteli
byly jablon, hloh a slivon. Samostatné vétve vytvorily slivoiiové izolaty Ta Tao, P863
a Bal 1 z USA, Francie a Mad’arska.
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Obrazek 11: Fylogeneticky strom ORF3 ACLSV (ak)

AM488050.1 Peach India Soln 3\
AM484509.1 Kalpa apple Inda
AMTDITTE.2 BEMalus domestica Inda
K.J522693.1Q0-13 Malus China
AB326224.1 BE Malus Japan
HESE0332.1 AC-ind Malus Inda
154 Prunus domestica Caech
= 158 Prunus domestica Czech
= ‘|:‘:N534?51.123 Persica China
] JME34760.1 Z1 Persica Chine
e D149%86. 1 P-205 Malus Japan N
AB326223.1 A4 Malus Japan
AB326225.1 MO-5 Malus Japan ~ 3. klastr
FM207T212.15%01 Cratsegus China
B4 KZB35956.1.JB Pyrus Chine <
ME2152.1 PBE3 Prunusdomestica Fanoe

Y~

1. klastr

e

2. klastr

X88752.1 Bal 1 Prunus aviumHungary
ELJ223295.1 Ta Tao b Persica USA

ANT13378.1 APCLEV Sus2 Prunus salicina el

Q1050

Jsou uvedeny "accession number" kazdého izolatu, oznaceni izolatu, hostitelsky druh
azem¢& puvodu. Méfitko predstavuje 0,05 substituci na pozici. V kladogramu jsou

zobrazeny hodnoty bootstrap 70 a vyssi. Jako outgroup byl zvolen Sus2.

Se sekvencemi vySe zminénych izolath ACLSV zarovnanymi do bloku byla
provedena rekombina¢ni analyza v programu RDP4. Nebyla nalezena Zadna
rekombina¢ni udalost mezi sekvencemi nukleotidi druhych a tfetich otevienych ¢tecich
ramcl izolatu 154, 158 a odpovidajicimi sekvencemi izolath ACLSV ziskanymi
z databaze GENEBANK QD-13 (Acc. KJ522693), B6 (Acc. AB326224), Z1
(Acc. IN634760), Z3 (Acc. IN634761), GC10a (Acc. AB520992), P-205 (Acc. D14996),
Ac-ind (Acc. HE980332), A4 (Acc. AB326223), Bal 1 (Acc. X99752), SYO01
(Acc. KM207212), JB (Acc.KC935956), MO-5 (Acc. AB326225), Ta Tao 5
(Acc. EU223295), P863 (Acc. M58152), CLGW3 (Acc. KR606327), BE
(Acc. AM709776), Kalpa (AM494509), a indicky (AM498050). Mezi sekvencemi
prvnich otevienych ¢tecich ramct byla nalezena jedna potencialni rekombinace.

Potencialni mista zlomu byla nalezena v pozicich 2595/2596 nt a2837/2838 nt.
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Jako hlavni predek byl urcen ¢insky izolat QD-13 (Acc. KJ522693), jako minoritni

predek potom &esky izolat 158 pochézejici ze $vestky domaci (obec Sumice).

Obrazek 12: Rekombinacni analyza mezi izolaty ACLSV

UPGMA of sagron derrved hom mayr pavert (1 - 2555 and 2733 - 3536 3]

Potestar recombrare [ Corscernd vt wres
Prwrta oo jaernt Igromed ot ates
Pomastal macr paswnt

UPGMA of segon desved from mnce parent (2556 - 2737)

14096 11525500 Apple ChOEC lea! 850t vires genc
5211525508 Agple chiceotic inaf $pot virus com
1.1 4525803 Agple chiorote leal apot virus st

1 952-5800 Apple chinrotic leal spot virus s

1°152-5800 Apple Chorotic leat spot vius o

_mnssmmmwmm-
11525508 Aople chiorehi leat act veus &
e AY 713379, Apricet peudo-chibrotic ieaf spot vis &

Prtestar rmoombnan
Powsta wancs porert
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11 Diskuze

Virus ACLSV ma celosvétovy areal rozSifeni jak je uvedeno v Kkapitole
8.1  Geografické rozsifeni ACLSV a Siroky okruh hostitelskych druhli pfevazné
z ¢eledi Rosaceae (Katsiani a kol. 2014). Izolaty 153, 154 a 155 pochazeji ze Svestky
domaci (Prunus domestica) péstované na okraji obce Sumice. Mezi jednotlivymi izolaty
ACLSYV se objevuje vysoka molekularni variabilita.

Plastovy protein ma kliCcovy vyznam napiiklad pro infek¢nost virovych ¢astic,
interakci  Castic s replikacnim  aparatem  bunky a  modulaci  symptomu
(Callaway a kol. 2001; Thomas a kol. 2003; Lu a kol. 2004). Zmény v aminokyselinach
zatazenych do primarni struktury proteinu utvarejiciho plast’ viru maji vliv na rychlost
elektroforetické separace plastového proteinu. Z hlediska zastoupeni aminokyselin
proteinového plasté na pozicich 40, 59, 75, 130, a 184 mtzeme izolaty ACLSV rozlisit do
dvou skupin, tzv. klastr B6 a P 205. Izolat 154 podobné jako izolat 158 (zpracovavany
Veronikou Sevéikovou) nebylo mozné piimo zatadit do jednoho z klastrii z diéivodu
aminokyseliny valin na pozici 59. Izolat 154 se nejvice podobal klastru B6 diky
aminokyselinam serin a tyrosin na pozicich 40 a 75. Z divodu, ze sekvence dlouha
288 nukleotidti neodpovidala celé sekvenci pro plastovy protein viru, nebylo mozné
zjistit zastoupeni aminokyselin na pozicich 130 a 184. Aminokyseliny serin a tyrosin byly
zjistény také u indického izolatu (Pasquini a kol. 1998; Yaegashi a kol. 2007;
Rana a kol. 2008; Rana a kol. 2010).

Délka genomové RNA viru ACLSV je ptiblizné¢ 7500 nt (German a kol. 1997,
German a kol. 1990; Dhir a kol. 2013; Sato a kol. 1993; Marini a kol. 2008).
Celogenomové sekvence izolatu 154 a referenéniho genomu nemohly byt porovnany.
Proto byly porovnany pouze sekvence odpovidajici ¢asteCnym sekvencim jednotlivych
otevienych Ctecich ramct izolatu 154 a odpovidajich segmentt celogenomové referencni
sekvence. Divodem mohla byt chyba pfti pipetovani PCR reakce nebo PCR produktu
do liga¢ni smési, malé mnozstvi templatu, Spatné nasedani primert atd. Sekvence
nukleotidi odpovidajici casti otevieného <¢teciho ramce 1 vykazovala identitu
78,9 % s referencnim genomem a neobsahovala pfiblizn¢ 1992 nukleotidi z C” koncové
oblasti. Sekvence aminokyselin proteinu RdRp izolatu 154 a referen¢niho genomu
vykazovaly identitu 84,1 %. Sekvence odpovidajici ¢asti ORF2 neobsahovala pfiblizné

138 nukleotidi N” koncové oblasti a pfiblizné 27 nukleotidd z C* koncové oblasti,
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sekvence nukleotidii izolatu 154 sreferenénim genomem vykazovaly identitu
80 %. Aminokyselinové sekvence "movement proteinu” vykazovaly identitu
80,2 %. Nukleotidova sekvence odpovidajici ¢asti oteviené¢ho cteciho ramce
3 neobsahovala 294 nukleotidii z C” koncové oblasti sekvence izolatu 154. Nukleotidové
sekvence plastového proteinu izolatu 154 a referen¢niho genomu vykazovaly identitu
82,6 %, aminokyselinové sekvence plastového proteinu izolatu 154 a referencéniho
genomu vykazovaly identitu 81,8 %. Nejvyssi variabilita genomové sekvence ACLSV
by méla odpovidat nukleotidové sekvenci kodujici oblast "movement proteinu”,
variabilita sekvenci mezi izolaty ACLSV se pohybuje v rozmezi 15 % - 23 %. Sekvence
nukleotidii, ktera kdéduje "movement protein", vykazovala vysokou variabilitu
20 %. Sekvence aminokyselin "movement proteinu" izolatu 154 vykazovala nejvyssi
variabilitu 19,8 %. Naopak nejkonzervovanéj§im proteinem je plastovy protein viru,
jehoz variabilita by se méla pohybovat v rozmezi 7 % - 13 %. Nukleotidova sekvence
koédujici  plastovy  protein  izolatu 154  vykazovala nejnizS§i  variabilitu
17,4 %. Aminokyselinova sekvence plastového proteinu ale vykazovala variabilitu
18,2 %, ktera byla vyssi nez variabilita aminokyselinové sekvence RdRp. Nukleotidova
sekvence plastového proteinu vykazovala variabilitu podobnou, ale vyssi nez udavané
rozmezi. Duvodem vys§i variability nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci
plastového proteinu miize byt chybéjici oblast C” konce plastového proteinu, N” koncova
sekvence totiz vykazuje vyssi variabilitu. Sekvence nukleotidi RNA dependentni RNA
sekvence aminokyselin RdRp 15,9 %. Variabilita nukleotidovych i aminokyselinovych
sekvenci byla vysoka stejné jako v ptipadé sekvence izolatu 158. Vyse zminéné hodnoty
jsou srovnatelné s vysledky jinych praci. Guo zjistil identitu sekvenci pro "movement
protein” a ta byla 65,9 % - 94 %, identita sekvenci jednotlivych izolati kodujicich
plastové proteiny byla 70,3 % - 95,9 % a 69,3 % - 91,8 % pro replikdzovy protein.
Sekvence analyzované Dhirem vykazovaly identitu 80 % - 86 % pro "movement protein”
a 90 % - 92 %, 75 % - 83 % pro plastovy protein, respektive RdRp. Aminokyselinové
sekvence "movement protein", které analyzoval Marini, vykazovaly identitu
60 %. Aminokyselinové sekvence pro plastovy protein a RdRp vykazovaly identitu
72 % - 75,6% respektive 74 % - 75% (Pasquini a kol. 1998; Candresse a kol. 1995;
Al Rwanih a kol. 2004; Marini a kol. 2008; Mathioudakis a kol. 2010; Dhir a kol. 2013;
Guo a kol. 2016; Sevéikova 2016). K podobnym zavéram dosli také Sato a German (Sato
a kol. 1993; German a kol. 1997).
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Celkovy pocet nukleotidovych a aminokyselinovych zdmén mezi ziskanou
sekvenci pro ORF1 o délce 3663 nt areferencnim genomem byl 773, respektive 178.
Zamén bylo v prvnim ¢étecim ramci nejvice. Tyto hodnoty mohly byt ovlivnény velikosti
sekvence pro prvni Cteci ramec, kterd je vyrazn¢ delSi nez zbyvajici dvé. Zamény
nukleotidi i aminokyselin se mezi sekvencemi druhého otevieného ¢tecitho ramce
a referen¢niho genomu vyskytovaly méné casto nez v sekvenci pro ORF1. Jejich pocet
byl 244 a zamén aminokyselin bylo 73. Nejnizsi po¢et zdmén nukleotidi i aminokyselin
byl mezi ziskanymi sekvencemi ORF3 a referenénim genomem, celkové
50 nukleotidovych a 16 aminokyselinovych zamén. Poc¢et zamén mezi sekvencemi ORF2
a ORF3 izolatu 154 a referen¢niho genomu se vyrazné¢ neodliSoval od poctu zamén
zjisténych Veronikou Sevéikovou. Rozdil byl patrny pouze mezi sekvencemi
ORF1 a referenénim genomem. Pocet zamén byl 773 v ptipadé izolatu 154, respektive
1027 zamén Vv piipade izolatu 158. Tento rozdil je zptisoben vétsi délkou sekvence ORF1
izolatu 158 (Sevéikova 2016).

Fylogenetickou analyzou provedenou se sekvencemi odpovidajicimi castem
jednotlivych otevienych ctecich ramcli ACLSV byla zjisténa vysoka variabilita izolatd
ACLSV. Jednotlivé kladogramy se vétvily rozdilné ve srovnani s vysledky V. Sevéikové
(Sevéikova 2016). Pii analyze nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci prvniho
Steciho rAmce vytvatel izolat 154 prvni klastr s izolaty z Ceské republiky, Francie, Ciny
aJaponska. Vyslo najevo, ze nejpiibuzngjsi s izolatem 154 je cCesky izolat 158,
francouzsky izolat P 863 byl piibuzny s obéma Ceskymi izolaty. Pii analyze
aminokyselinovych sekvenci izolatu ACLSV izolat P 863 blizkou piibuznost s ¢eskymi
izolaty nevykazoval. Pii analyze nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci druhého
otevieného c¢teciho ramce vytvarel izolat 154 paty Klastr sizolatem z Japonska.
Nejptibuznéjsim izolatem s ceskym izolatem 154 byl GC10a. V ptipadé izolatu 158 byly
zabyvajici se timto izolatem (Sevéikova 2016). Pfi analyze nukleotidovych sekvenci
trettho cteciho rdmce vytvarel izolat 154 Ctvrty klastr s izolaty z Indie. Po provedeni
analyzy aminokyselinovych sekvenci tohoto Cteciho ramce vytvérel izolat 154 druhy
klastr s izolaty z Ceské republiky a Ciny, se kterymi vykazoval ptibuznost.

Stejné jako v piipadé prace Veroniky Sevéikové utvaiel americky izolat spoleénou
vétev s izolatem APCLSV z Italie (outgroup), i Vtomto piipadé se nejspiSe jednalo
o diisledek rekombinaci v ramci ¢eledi Betaflexiviridae (Sevéikova 2016; Worobey a kol.

2000; Marais a kol. 2015). Vétveni izolatu 158 a jeho nejptibuznéjSich izolatd

56



Z1, Z3 a P 863 bylo podobné vétveni zaznamenanému ve stari praci (Sevéikova 2016),
vétveni ostatnich shodnych izolati ACLSV bylo odlisné.

Rekombinace a mutace jsou hlavnimi mechanismy evoluce RNA vira
(Roossinck a kol. 1997). Mezi sekvencemi izolatu 154 a vybranych izolati ACLSV
z databaze GENEBANK bylo objeveno potencionalni rekombina¢ni misto na pozici
2596 nt a 2737 nt. Rekombinaci v ORF1 mezi izolaty ACLSV zjistil také Dhir
(Dhir a kol. 2013).
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12 Zavér

Byly ziskany kompletni sekvence jednotlivych ¢tecich ramci ACLSV ORF1
0 délce 3663 nt, ORF2 o délce 1218 nt a 288 nt dlouha sekvence ORF3. Byla prokazéana
variabilita nukleotidovych i aminokyselinovych sekvenci, ktera byla popsana uz dfive.
Pti fylogenetické analyze byla prokazana piibuznost sekvenci jednotlivych ¢tecich ramcti
a proteind izolatu 154 se sekvencemi izolatu 158 z Ceské republiky (ORF1) a japonskym
izoldtem GCl0a (ORF2). Sekvence indickych izolath byly nejptibuznéjsimi
s nukleotidovou sekvenci tfetiho otevieného ctecitho ramce, cesky izolat 158 byl
nejpiibuzngjsi aminokyselinové sekvenci ORF3 izolatu 154. Bylo potvrzeno,
ze nukleotidova sekvence kodujici plastovy protein vykazovala nejvyssi procentudlni
identitu s odpovidajici nukleotidovou sekvenci referen¢niho genomu (Acc. NC001409).
Sekvence aminokyselin RNA dependentni RNA polymerazy izolatu 154 vykazovala
nejvyS$i  procentualni  idnetitu s aminokyselinovou sekvenci RdRp izolatu
P 863 (Acc. NC001409). Dalsi moznosti pro vyzkum c&eského izolatu 154 ACLSV
by mohlo byt ziskani chybéjicich sekvenci otevienych ¢tecich ramct a vyuziti 3° Race

PCR pro ziskani sekvenci 5" a 3" konce genomické RNA.
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