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SOUHRN

Bakalaiska prace se zabyva viry infikujicimi brukvovitou zeleninu (r. Brassica)

se zam¢&fenim na Turnip mosaic virus (TuMV) a jeho hostitelsky okruh.

V teoretické Casti prace jsou popisovany hlavni viry rostlin rodu Brassica se zaméfenim
na jejich taxonomické zarazeni, geografické rozsiteni, hostitelsky okruh, ptfiznaky infekce,
pfenos a Sifeni a molekularni vlastnosti. Konkrétné se jedna o Cauliflower mosaic virus,
Turnip yellow mosaic virus a Turnip yellows virus. Zvlastni daraz je kladen na Turnip
mosaic virus, u kterého jsou jednotlivé vlastnosti popsany podrobnéji, charakterizovana
je také geneticka variabilita a metody detekce. Zavér teoretické Casti je vénovan metodé

kvantitativni PCR a jejimu vyuziti v detekci rostlinnych virti.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na detekci a naslednou charakterizaci ziskanych izolatl
TuMV. Pomoci sekvenovani a fylogenetické analyzy byla zjiSténa genetickd variabilita
11 izolatih TuMV pochézejicich z riiznych oblasti Ceské republiky. Dale byla vyvinuta
a optimalizovana metoda detekce TuMV pomoci RT-kvantitativni PCR, ktera zahrnovala
navrzeni primert, optimalizaci teploty nasedani primerti a koncentrace primeri a absolutni

kvantifikaci s vyuzitim SYBR Premix Ex Taq™.
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SUMMARY

This bachelor thesis deals with viruses of Brassicaceae vegetable plants (g. Brassica)

with the focus on the Turnip mosaic virus and its host range.

In the theoretical part the main viruses of the genus Brassica are described with the focus on their

taxonomic classification, geographical distribution, host range, infection symptoms,
transmission and spread and molecular properties. Specifically, it is Cauliflower mosaic virus,
Turnip yellow mosaic virus and Turnip yellows virus. Special emphasis is placed on the Turnip
mosaic virus, in which the properties are described in more detail and the genetic variability
and detection methods are also characterized. The end of the theoretical part is devoted

to the quantitative PCR method and its use in the detection of plant viruses.

The experimental part was focused on detection and subsequent characterization of obtained
TuMV isolates. Sequencing and phylogenetic analysis revealed the genetic variability
of 11 TuMV isolates from different regions of the Czech Republic. The TuMV detection
method was developed and optimized using RT-quantitative PCR, which included primer
design, optimization of primer annealing temperature and primer concentration and virus

absolute quantification using SYBR Premix Ex Tagq™.
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1 UVOD

Rostliny rodu Brassica jsou vyznamnymi hospodaiskymi plodinami péstovanymi po celém
svétd. Castym patogenem brukvovitych plodin je Turnip mosaic virus, zastupce &eledi
Potyviridae, u kterého dosSlo Vv pribéhu casu ke genetickému rozriznéni a piizptisobeni
se riznym hostitelim. Dnes se proto vyskytuje celosvétové, ma Siroky okruh hostiteltl
a u brukvovitych plodin zptsobuje vyznamné hospodaiské ztraty. Dal§imi zndmymi viry
infikujicimi brukvovité rostliny jsou Cauliflower mosaic virus, Turnip yellows virus nebo

Turnip yellow mosaic virus.

Ve virologii je zapotiebi pouziti spolehlivych metod detekce virové infekce, v poslednich
letech se pro detekci krom& DAS-ELISA testu a konvenénich PCR technik pouziva také
kvantitativni PCR. Jeji oblibenost spociva piedevS§im v jednoduchosti, vysoké citlivosti
a rychlosti reakce. Dalsi vyhodou je snizeni rizika kontaminace pti vyhodnocovani, protoze

vysledek reakce je mozné sledovat jiz v prub&hu reakce.



2 CiL PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo (i) vypracovat literarni reSerSi charakterizujici viry
napadajici brukvovitou zeleninu se zaméfenim na TUMV ajeho hostitelsky okruh,
(i) stanovit genetickou variabilitu ziskanych izolati TuMV a (iii) vyvinout a optimalizovat

metodu detekce TuMV pomoci RT-kvantitativni PCR.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Viry infikujici brukvovitou zeleninu (r. Brassica)

Rostliny rodu Brassica patii mezi vyznamné hospodaiské plodiny, brukev fepka (Brassica
napus) je hned po so6ji (Glycine max L.) druhou nejvyznamnéjsi olejninou na svété. Dalsimi
dulezitymi plodinami této skupiny jsou napi. brukev zelna (Brassica oleraceae), zeli
hlavkové (Brassica oleracea convar. capitata L.), kapusta hlavkova (Brassica oleracea
var. sabauda L.), kvétak (Brassica oleracea var. botrytis), brokolice (Brassica oleracea
var. italica), kedluben (Brassica oleracea var. gongylodes L.), pekingské a ¢inské zeli
(Brassica rapa var. pekinensis / chinensis L.), vodnice (Brassica rapa var. rapa L.) nebo
tufin (Brassica napus subsp. napobrassica L.). Tato velmi rozmanita skupina sezonnich
plodin zahrnuje jednoleté idvouleté rostliny (Gupta, 2016), které nachazeji vyuziti
Vv zeméd¢lstvi, jako vyznamna slozka lidské stravy nebo jako potrava pro hospodaiska

zvitata, n¢které slouzi k produkci pramyslovych nebo potravinaiskych oleju.

Dulezitymi prvky je tak kvalita produkce a zaroven vysoky vynos brukvovitych zelenin.
Kvalita produkce avynos mize byt ovliviiovan fadou faktorti, kromé nevyhovujicich
podminek pro péstovani se na jejich snizovani podileji také onemocnéni zptisobena riznymi
patogeny. Nejvyznamné&jsi virové infekce vyvolavaji ¢tyfi viry, a to Cauliflower mosaic virus
(virus mozaiky kvétaku, CaMV), Turnip yellow mosaic virus (virus zluté mozaiky vodnice,
TYMV), Turnip yellows virus (virus Zloutenky vodnice, TuYV) a Turnip mosaic virus (virus
mozaiky vodnice, TUMV). Mezi dalsi vyznamné viry infikujici rostliny rodu Brassica patii
Cucumber mosaic virus (virus mozaiky okurky, CuMV), Lettuce mosaic virus (virus mozaiky
salatu, LMV) nebo Tomato spotted wilt virus (virus bronzovitosti rajéete, TSWV). Rostliny
mohou byt infikovany jednim virem, av§ak velmi ¢asté jsou smésné infekce, kdy je rostlina

napadena dvéma nebo vice druhy vira (Moreno a kol., 2004).

3.1.1 Cauliflower mosaic virus (virus mozaiky kvétiku, CaMV)

Virus mozaiky kvétaku je prvnim rostlinnym virem, u kterého byla jako nositelka dédi¢né
informace identifikovana dvouvlaknova DNA (Shepherd a kol., 1970). Pro virus je typicka
neobalend kulovitd cCastice S ikozahedrickym uspofaddnim a s primérem okolo
53 nm. Je zatazovan dorodu Caulimovirus, ktery jejednim ze Sesti rodi Celedi
Caulimoviridae (Haas a kol., 2002). Infekce timto virem byly zaznamenany po celém svété

(Yasaka a kol., 2014). Jednotlivé izolaty infikuji uzsi okruh hostitell, predevsim rostliny
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z Celedi Brassicaceae, nékteré zastupce celedi Solanaceae anékteré izolaty mohou
experimentalné infikovat i Arabidopsis thaliana. V zavislosti na typu izolatu, typu hostitele
a podminkéch prostiedi jsou projevy infekce nejriznéjsiho charakteru — chlorézy, nekrézy,
mozaiky, prosvétleni zilek aj. (Melcher, 1989). Virus je pfenasen neperzistentnim zptisobem
(pouze na povrchu stiletu) nékolika druhy msic, napt. msici broskvonovou (Myzus persicae).
U neperzistentniho zpGsobu pienosu CaMV byla identifikovana pomocna strategie,
kdy jsou virem kédovany pomocné proteiny P2 a P3, které interaguji s receptory umisténymi

ve stiletu msic (Hoh a kol., 2010).

CaMV byl prvnim rostlinnym virem, u které¢ho bylo provedeno celogenomové sekvenovani
(Franck akol.,, 1980). Genom tvofi kruhova molekula dsDNA o velikosti okolo
8 000 bp. Virus vyuziva pro svou replikaci strategii typickou pro pararetroviry, virova
dvouvldknovd DNA je nejdiive pfepsana do RNA a nésledn€ pomoci reverzni transkriptazy

prepsana zpét do dsDNA (Hohn a kol., 1985).

3.1.2 Turnip yellow mosaic virus (virus Zluté mozaiky vodnice, TYMV)

Turnip yellow mosaic virus ma obalenou kulovitou ikozahedrickou ¢astici s primérem okolo
28 nm, ktera obsahuje (+)ssRNA. Virus je fazen do ¢eledi Tymoviridae a rodu Tymovirus.
Pochazi z Evropy, krom¢ tohoto kontinentu je rozsifen i v Asii nebo Australii. Nazev viru
je odvozen od typického ptiznaku infekce — vyraznych zlutych skvrn, které se vytvaieji
na infikovanych listech. (Dreher, 2004). Virus napada piedevsim rostliny rodu Brassica,
avsak bylo prokazano, Ze v experimentalnich podminkach infikuje i Arabidopsis thaliana
(Martinez-Herrera a kol., 1994). Piirozenym vektorem je kousavy hmyz — diepcici rodu
Phyllotreta. Dalsimi vektory jsou néktefi zastupci hmyzu Zivici se hostitelskymi rostlinami,
jedna se o nékteré jiné brouky, kobylky, sarancata nebo Skvory (Smith, 1977). Dale je virus
ptenosny i semeny (de Assis Filho a Sherwood, 2000; Hein, 1984) nebo velmi snadno
mechanickou inokulaci (Markham a Smith, 1949).

Vyraznym znakem pozorovanym v infikovanych buiikach je koexistence infekéni virové
Castice aprazdné kapsidy, dale také shlukovani chloroplasti. Uvnitf chloroplasti
se nachazeji vacky, které vznikly vchlipenim membrany a jejichz tvorba byla indukovana
virovou ¢astici. Tyto vacky jsou vyuzivany pro replikaci viru (Lafléche a kol., 1972). Genom
je tvofen 6,3 kb, pfiCemz se Vv genomu vyskytuje vyrazny nepomér CaG bazi
(38 % C a 18 % G) (Bink a kol., 2002).



3.1.3 Turnip yellows virus (virus Zloutenky vodnice, TuYV)

Ve starsi literatufe je uvadén pod nazvem Beet western yellows virus (virus zapadni mozaiky
fepy, BWYYV). Izolaty viru vykazovaly odlisnou variabilitu a hostitelskou specifitu,
kdy evropské izolaty neinfikovaly cukrovou fepu (Graichen a Rabenstein, 1996; Stevens
a kol., 1994). Na zaklad¢ téchto poznatk International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) schvalila navrh na reklasifikaci viru, ktery je nyni rozdélen na dva samostatné druhy
— Beet western yellows virus (BWYV) a Turnip yellows virus (TuYV) (Mayo, 2002). Virova
¢astice TuYV je kulovita, obalena o priméru okolo 25 nm a obsahuje (+)ssSRNA, virus

je zatazen do rodu Polerovirus a ¢eledi Luteoviridae. Virus je rozsifen celosvétove.

TuYV ma pomérné Siroky hostitelsky okruh, infikuje minimalné 13 rostlinnych celedsi,
nejvice vSak rostliny z celedi Brassicaceae a Fabaceae. Virus napadd kromé plané
rostoucich rostlin i hospodatsky vyznamné plodiny, infekce zpuisobuje velké hospodaiské
ztraty v produkcei fepky olejky (Brassica napus L.) (Jay a kol., 1999; Milosevic a kol., 2016;
Smith a Hinckes, 1985) a lociky seté (Lactuca sativa) (Walkey a Pink, 1990). Infekce virem
se projevuje nejriznéjSimi symptomy, které mohou byt snadno zaménény za piiznaky
zpusobené stresem ¢i nedostatkem nékterych dilezitych Zivin — jedna se 0 zCervenani okraji
listd, Zloutnuti az zCervenani zilek ¢izakrsly vzrust rostlin. AvSak nékdy se infekce
neprojevuje viditelnymi symptomy, ztstava tak bez povSimnuti (Stevens a kol., 2008). Virus
je pfenasen perzistentnim zptisobem, za hlavniho pifenaSee viru je povazovana msice
broskvonova (Myzus persicae), virova infekce je omezena na floém hostitelskych rostlin
(Boissinot a kol., 2017).



3.2 Turnip mosaic virus (virus mozaiky vodnice, TuMV)

Virus mozaiky vodnice neboli Turnip mosaic virus (TuMV) je celosvétove rozsifeny vlaknity
virus s velikosti castice okolo 720 nm. Patii do Celedi Potyviridae arodu Potyvirus
(Tomlinson, 1970). Infikuje Sirokou Skalu rostlin, pfedevsim rostliny z ¢eledi Brassicaceae
a je povazovan za jeden z nejvyznamnéjSich patogent téchto kulturnich plodin (Walsh
a Jenner, 2006).

3.2.1 Charakteristika ¢eledi Potyviridae

Celed’ Potyviridae je nejvétsi skupinou rostlinnych RNA vird, do éeledi spada deset rodu,
a to Bevemovirus, Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, Poacevirus,
Potyvirus, Roymovirus, Rymovirus a Tritimovirus (Viralzone, 2019). Jednotlivé rody
se od sebe lisi hostitelskym okruhem ataké strukturou genomu. Virové Castice
jsou neobalené, vlaknité a flexibilni o délce 650-900 nm a priméru 11-15 nm. Genom tvofi
(+)ssRNA a jeho velikost se u jednotlivych zastupct pohybuje od 8,2 do 11,3 kb (Wylie
a kol., 2017). Zvlastnim piipadem je rod Bymovirus, virova Castice zastupcu rodu obsahuje
dveé molekuly (+)ssRNA, které maji velikosti 250-300 a 500-600 nm (Adams a kol., 2012).
Zaroven jsou zastupci rodu Bymovirus pienaSeni predevSim protisty Polymyxa graminis
(Kashiwazaki a kol., 1991), kdezto zbytek Celedi je pfenaSen riznymi zastupci kmene
¢lenovcl. Unikatnim rysem sdilenym vSemi druhy Celedi Potyviridae je indukce tvorby
charakteristickych cylindrickych “pinwheel” inkluznich télisek v cytoplazmé infikovanych
bunék (Edwardson, 1974). Tyto inkluze jsou tvofeny virovym CI proteinem ("cylindrical

inclusion protein”) a jsou vyuzivany pro diagnostiku zastupcu ¢eledi (Sorel a kol., 2014).

3.2.2 Charakteristika rodu Potyvirus

Rod Potyvirus je nejpocéetnéjsi ze vSech deseti rodi celedi Potyviridae, spada do néj vétsina
zastupcu ¢eledi a podle nejnovéjsich dat z International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV, 2019) je v rodu zafazeno celkem 175 druhti. Skupina je pojmenovana podle svého
typického zastupce — Potato virusY (Y virus bramboru, PVY). Potyviry jsou pienaseny
neperzistentnim zptisobem vice nez 200 druhy msic, néktefi zastupci se mohou $ifit také
semeny. Pro zafazeni do skupiny musi viry spliiovat charakteristiky, jako jsou vlaknité
Castice odpovidajici velikosti, neperzistentni zptisob pfenosu msicemi, tvorba “pinwheel”’

inkluzi v cytoplazmé a moznost je sérologicky odlisit od morfologicky podobnych virt.
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Hospodatsky vyznamnymi zastupci jsou Potato virusY (Y virus bramboru, PVY),
Plum pox virus (virus Sarky Svestky, PPV), Pea seed-borne mosaic virus (virus semenem
prenosné mozaiky hrachu, PSbMV) nebo Turnip mosaic virus (virus mozaiky vodnice,
TuMV).

3.2.3 Geografické rozsifeni TUMV

Na zakladé vysledki testovani vzorki infikovanych rostlin z 28 zemi svéta byl Turnip
mosaic virus zafazen jako druhy nejvyznamnéj$i virus infikujici polni zeleninu
hned po Cucumber mosaic virus (CuMV) (Tomlinson, 1987). Prvni zminky o TuMV pochazi
z roku 1921 z izemi Indiany a Washingtonu ve Spojenych statech, kdy byl nezavisle na sobé
objeven dvéma védeckymi tymy (Gardner a Kendrick, 1921; Schultz, 1921). Dnes je rozsifen
pravdépodobné celosvétoveé, vyskytuje se v mirném i subtropickém pasu Vv Africe,
Asii, Evropé, Oceanii, Severni a Jizni Americe (Ohshima a kol., 2002; Schwinghamer
a kol., 2014). Byl dokonce prvnim rostlinnym virovym patogenem identifikovanym na tzemi
ostrova Islandu (Kegler a kol., 1998). V roce 1990 byl virus poprvé detekovan v Ceské
republice (Spak a Kubelkova, 1990).

3.2.4 Hostitelsky okruh TuMV

Oproti jinym zastupct Celedi Potyviridae je TUMV schopen infikovat velmi Siroky okruh
hostitelt. Poprvé byl popsan v ¢inském zeli (Brassica campestris ssp. chinensis), japonské
hoi¢ici (Brassica japonica) a vodnici (Brassica campestris ssp. rapa) ve Spojenych statech
(Schultz, 1921). Napada kulturni i plan¢ rostouci rostliny. Je znamo, ze infikuje nejméné
318 druhu ve vice nez 43 ¢eledich dvoudéloznych rostlin, véetné Brassicaceae, Asteraceae,
Chenopodiaceae, Fabaceae a Caryophyllaceae, ale infikuje také jednod€lozné rostliny
(Blancard a kol., 2006; Tomlinson, 1970; Walsh a Jenner, 2002). Nej¢ast&jsim hostitelem
jsou rostliny celedi Brassicaceae, bézné infikuje kvétak, hlavkovou kapustu, ruzickovou
kapustu, brokolici, tufin, vodnici, brukev fepku, fedkev, kien, ¢inské zeli nebo fefichu (Sutic
a kol., 1999). TuMV se rychle prizpisobuje prostiedi, proto se jeho hostitelsky okruh velmi
rychle rozsifuje a zahrnuje nové netypické rostliny, jako jsou napt. lilie (r. Lilium) (Bellardi
a Bertaccini, 2001), cizrna (r. Cicer) (Schwinghamer a kol., 2007), orchidej Phalaenopsis
(Zheng akol., 2008), Pachycladon (Fletcher akol., 2010) nebo mochyné duznoploda
(Physalis philadelphica) (Liu a kol., 2012).



3.2.5 Priznaky infekce TuUMV

Infekce vyvolana TuUMV se projevuje odlisné predevsim v zavislosti na typu izolatu a typu
hostitelské rostliny. Infekce virem je systémova, dochazi k tvorbé mozaik a nekroz.
Typickym projevem je chloroticka mozaika, ktera zpravidla postihuje velkou ¢ast rostliny.
Skvrny mohou mit kruhovity nebo nepravidelny tvar, u nejstarSich listd vétSinou dochazi
k jejich vyraznému zezloutnuti po celé plose (Moreno a Fereres, 2012). Nekroticka reakce
se naopak projevuje deformacemi a naslednym odumiranim postizenych pletiv. Mozaikové
reakce vétSinou nemaji za disledek odumteni rostlin, avSak dochazi k jejich oslabeni, tudiz
jsou nachylnéjsi na sekundarni infekce zplsobené dal§imi patogeny. Nekrozy
jsou pro nékteré rostliny letalni. Uvedené symptomy se mohou projevovat na jedné rostliné
oddélené v raznych ¢asovych obdobich, nekteré izolaty vSak vyvolavaji oba typy pitiznaki
soucasn¢ (Tomlinson a Ward, 1978; Walsh a Tomlinson, 1985). Pfi sou¢asném projevu obou
typt piiznakti mize dochazet k symptomum, jako jsou ¢erné nekrotické prstence, skvrnitost

a prosvétleni zilek (Shattuck, 1992).

Infekce zpiisobuje vyznamné ekonomické ztraty u zeli, vodnice, tufinu, hoicice a fedkve.
Nejnachylnéjsi na infekci je zeli, u kterého vznikaji piiznaky, jako jsou zakrslost,
prosvétlovani Zilek spojené s mramorovanim listu v jejich okoli, skvrnitost, ¢erné nekrotické
1éze a nekrotické prstence (Tompkins a Thomas, 1938; Walkey a Pink, 1988). Castym jevem
je vznik nekréz uvniti hlavek zeli pfi jejich dlouhodobém skladovani. Zaroven byla
pozorovana niz§i hmotnost infikovanych zelnych hlavek oproti zdravym (Walkey
a Webb, 1978; Walkey and Neely, 1980). Vyznamné ztraty jsou pozorovany i u tufinu.
Infikované kofeny tufinu jsou malé, dochazi k jejich deformacim, v nékterych mistech
jsou zuzené a ptipominaji svym tvarem ,husi krk“. Pii ¢asné infekci rostliny v dobé do
dvanacti tydnd od vyseti jsou kofeny tufinu pro konzumaci nebo dal$i zpracovani

nepouzitelné (Shattuck a kol., 1989).

Smésné virové infekce jsou u rostlin rodu Brassica bézné. V ptipadé TuMV bylo zjisténo,
ze v kombinaci s CaMV dochazi k zesileni projevl infekce, zaroven je tato smésna infekce
nejcastéjsi. TYMV naopak ve smésné infekci s TuMV projevy infekce zmirfuje,
TuYV se na zmén¢ intenzity projevu symptoma s TuMV nepodili (Raybould a kol., 1999;
Spence a kol., 2007). Krom¢ virovych smésnych infekci bylo napft. zjisténo, Zze vzajemné
dochazi k zesilovani projevu infekce u TuMV a houbového patogenu Fusarium oxysporum
f. sp. conglutinans, ktery je také vyznamnym infekénim agens brukvovitych rostlin (Reyes
a Chadha, 1972).



3.2.6 Prenos a Sifeni viru TuMV

Stejné jako ostatni zastupci Celedi Potyviridae je virus prenasen neperzistentnim zptisobem
msSicemi. Poprvé byl pfenos msicemi identifikovan u msice broskvonové (Myzus persicae). Jako
velmi efektivni byl také potvrzen pienos viru msici zelnou (Brevicoryne brassicae L.) (Clayton,
1930). Je znamo vice nez 89 druhi msic, kterymi miiZe byt virus prenasen (Edwardson a Christie,
1986). Pii interakci vektor a hostitel dochazi k vzajemnému ovliviiovani. Bylo zjisténo, Ze msice
Lipaphis erysimi, které také prenaseji TuMV, se rychleji mnozi na rostlinach infikovanych
TuMV ve srovnani s rostlinami zdravymi. U msice broskvonové (Myzus persicae) tento
jev potvrzen nebyl (Adachi a kol., 2018). Virus neni jinymi druhy hmyzu bézné pienasen. Dosud
nebyl potvrzen pienos viru semeny, jeho rezervoarem jsou infikované plodiny a plané€ rostouci
rostliny. V experimentalnich podminkach bylo zjisténo, ze je virus velmi dobie pienosny

mechanickou inokulaci (Gardner a Kendrick, 1921; Hoggan a Johnson, 1935).

3.2.7 Molekularni vlastnosti TUMV

Turnip mosaic virus ma pozitivné orientované vlakno RNA, tj. (+)ssRNA, které ma na svém
5" konci, stejné jako jini zastupci Celedi Potyviridae, ptfipojeny virem kodovany protein
(VPg) s funkci ¢epicky (Murphy a kol., 1991), 3" konec RNA je polyadenylovany (Tremblay
a kol., 1990). Prvni tplna sekvence TuMYV byla stanovena v roce 1992. Genom s velikosti okolo
9 830 nukleotidii obsahuje jeden velky otevieny ¢teci ramec (ORF) o velikosti 9 489 bp a malou
nekodujici oblast (NCR) s velikosti 129 bp (Nicolas a Laliberté, 1992). Velky c¢teci ramec
genomu TuMV koduje primarni produkt — polyprotein o velikosti 358 kDa, ktery je dale $t€pen
virem kodovanymi proteazami na celkem 10 funkénich proteinti. Od N- k C- konci polyproteinu
jsou za sebou funkéni proteiny fazeny nasledovné: P1 protein, HC-Pro (“helper component’
proteaza), P3 protein, 6K1 peptid, CI (‘cylindrical inclusion” protein), 6K2 peptid,
Nla-VPg (“viral genome-linked” protein), Nla-Pro (‘'nuclear inclusion body” a-proteaza),
NIb (‘nuclear inclusion body b" s funkci RNA-dependentni RNA polymerazy) a CP (plastovy
protein) (Riechmann a kol., 1992).

V genomu TuMV byl objeven i druhy, maly ¢teci ramec oznacovany jako ‘PIPO” (‘Pretty
Interesting  Potyviridae ORF’). Tento ¢&teci ramec Senachdzi v genomu Vv pozici
3079 az 3 258 v piekryvu s oblasti kodujici polyprotein, konkrétné s oblasti pro P3 protein.
Bylo zjisténo, ze je nezbytny pro zivotaschopnost viru. I pfi plné¢ funkénim polyproteinu
jsou nasledky pro virus letalni, pokud dojde k mutaci v oblasti "PIPO” ORF (Chung a kol., 2008).



3.2.8 Geneticka variabilita TUMV

Piedpoklada se, ze kevzniku arozriznéni TuMV doslo v uplynulych tisici letech,
pravdépodobné z predka spolecného s dnesnim izolatem TuMYV infikujicim orchideje
— TuMV OM. S aktivnim zemé&dé&lstvim doslo k jeho pfenosu na rostliny ¢eledi Brassicaceae
a specializaci natohoto hostitele (Nguyen akol.,, 2013b). Puvodni rozliSeni izolatl
se soustfedilo predevsim na hostitelskou specifitu a interakci s geny rezistence. Na zakladé
toho byly izolaty rozdélovany do skupin ozna¢ovanych C1—Cg podle odlisnosti pozorovanych
u ¢inského zeli (Green a Deng, 1985; Provvidenti, 1980). Dale byly také izolaty rozliSovany
na rtizné patotypy (Jenner a Walsh, 1996) nebo sérotypy (Jenner a kol., 1999; Stavolone a kol.,
1998).

Pozd¢ji byla vétsi pozornost vénovana genetické variabilité, a to na trovni RNA i proteint.
Byla studovana variabilita ptedevsim oblasti genu pro plastovy protein (Ohshima akol.,
2002; Sanchez a kol., 2003) nebo celého polyproteinu (Farzadfar a kol., 2008; Tomimura
akol., 2003). lzolaty TuMV tak byly pterozdéleny na zakladé fylogenetickych vztahd
do ¢tyt zakladnich skupin — World-B, basal-B, basal-BR, Asian-BR, kdy jako nejvariabilngjsi
a nejpuvodnéjsi z nich byla identifikovana skupina basal-B; a pozdéji byla dopInéna skupina
Orechis. Izolaty patotypu B infikuji pfedevsim rostliny rodu Brassica a téméf neinfikuji rostliny
rodu Raphanus a izolaty patotypu BR infikuji rostliny rodu Brassica i Raphanus (Ohshima
akol., 2002; Tan akol., 2004; Tomimura akol., 2003). V jednotlivych fylogenetickych
skupinach se vyvétvuji izolaty podle geografického rozsifeni a také podle hostitelti, nejsou
vSak znamy zmeény v nukleotidovych nebo aminokyselinovych sekvencich, které by tyto
preference zpasobovaly (Tomimura a kol., 2003). Zaroven dochazi do jisté miry k prolinani
patotypt skupiny World-B, ve které se vyvétvuji v mensim zastoupeni i izolaty patotypu
BR (Ohshima a kol., 2002; Tomimura a kol., 2003). Bylo zjisténo, Ze euroasijské izolaty
vykazuji pomérné€ velkou variabilitu, nejvzdalené;si evropske a asijské izolaty TuMV vykazuji
vzajemnou identitu Gplnych anebo ¢aste¢nych nukleotidovych sekvenci okolo 77 % a kolem

88 % v aminokyselinovych sekvencich (Tomimura a kol., 2003).

Hlavnim procesem zvySujici genetickou variabilitu TuMV je rekombinace, kterd je béZna
uvnitt imezi liniemi. Bylo zjisténo, Ze rekombinace je u TuMV velmi Casta, zejména
v P1 oblasti a narozhrani jednotlivych genti polyproteinu, byl popsan vyskyt az 65-76 %
rekombinantnich izolatd ve srovnani s jejich celkovym poctem, nejéastéji se jedna o izolaty
pivodem z asijskych zemi spadajici do hostitelské skupiny BR (Farzadfar a kol., 2008;
Nguyen a kol., 2013b; Ohshima a kol., 2007; Tan a kol., 2004).
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3.2.9 Detekce TuMV

Virové castice TUMV a typicka "pinwheel” inkluzni téliska v infikovanych buikach je mozné
identifikovat za pouziti elektronového mikroskopu (Hiebert a McDonald, 1973) ¢i v reakci
S protilatkami pomoci imunoelektronové mikroskopie (Walkey a Webb, 1984), nicméné
pro rutinni detekci TUMV nejsou tyto metody pfili§ vyuzivany. Standardné pouzivanou
metodou pro detekci TuMV je DAS-ELISA test, metoda je zalozena na interakci viru
s protilatkami, komplex protilatka-virus-protilatka-enzym  je vizualizovan pfidanim
substratu, ktery je rozkladan enzymem na barevny produkt (Jenner a kol., 1999; Richter
a kol., 1994). Dalsimi metodami vyuzivajicimi pro detekci viru protilatky jsou Western
blot nebo 'Tissue Blot Immunoassay” (TBIA). Piidetekci pomoci Western blottingu
jsou pouzivany nejéastéji protilatky specifické pro plastovy protein TuMV (Ling a kol.,
1995; Suehiro a kol., 2004). TBIA je rychla a spolehliva metoda ¢asto vyuzivana pro detekci
rostlinnych virti, piikteré je Stdva z Cerstvych rostlinnych pletiv prenesena piimo
na nitrocelulézovou membranu, ktera je inkubovana s odpovidajicimi protilatkami
a nasledné je reakce vizualizovana pfidanim chromogenniho substratu (Chang a kol., 2011,

Lin a kol., 1990).

Nejspolehlivéjsi metody detekce TuMV jsou zalozeny na detekci nukleové kyseliny, jedna
se 0 RT-PCR a RT-gqPCR, obecné jsou to rychlé metody na provedeni, nicméné Casoveé
naro¢né je samotné navrzeni a optimalizace metody pro vérohodné a opakovatelné vysledky
(Espy a kol., 2006; Mclngvale a kol., 2002). Detekce TuMV pomoci PCR zahrnuje izolaci
celkové RNA zrostliny, reverzni transkripci za vzniku cDNA pomoci random primerd,
oligo(dT) primeru nebo specifickych primerd, samotnou PCR amplifikaci a jeji
vyhodnoceni. Pro amplifikaci je velmi c¢asto vyuzivana oblast plastového proteinu
a to pravdépodobné proto, Ze plastovy protein plni nékolik dulezitych funkci — obaluje
virovou RNA, hraje roli vregulaci replikace, podili se naptfenosu viru msSicemi
nebo na pohybu viru vrostliné (Urcuqui-Inchima a kol., 2001). V piipadé konvenéni
PCR jsou amplifikovany produkty o velikosti okolo 700-1 000 bp, které jsou nasledné
detekovany napt. pomoci elektroforetické separace (Cai a kol., 2007; Sanchez a kol., 2003;
Zhao a kol., 2013). Rychlejsi a citlivéjsi metoda je detekce TuMV pomoci kvantitativni
PCR (bud’ jednokrokova nebo dvoukrokova RT-gPCR), kdy je virova nukleova kyselina
amplifikovana specifickymi primery, pro detekci je také pouzivana oblast genu pro plastovy
protein TuMV (Kamitani a kol., 2019; Martin a Elena, 2009; Vijayan a kol., 2017).
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3.3 Kvantitativni PCR v detekci rostlinnych virt

Detekce virh zalozena na PCR jerychla aspolehliva metoda. Kromé klasické
PCR je pro zjistovani ptitomnosti virovych ¢astic pouzivana také kvantitativni PCR (qPCR).
Pti gPCR je mozné sledovat prubéh reakce spolu s narustem mnozstvi DNA v kazdém cyklu,
a proto je oproti klasické PCR mozné stanovit presné mnozstvi DNA ¢i RNA (pouzitim
RT-gPCR) (Freeman akol., 1999). Detekce nukleové kyseliny je umoznéna pouzitim
fluorescenénich barviv nebo sond Vreakci, které interaguji s DNA a jejichz signal
je v pribéhu reakce monitorovan pomoci specialniho termocykléru. Samotna fluorescenéni
barviva jsou nespecificka a interaguji s jakoukoliv dvouvlaknovou DNA, pokud se v reakci
vyskytuje DNA jednovlaknova, k navazani barviva nedojde. Nejpouzivanéjsi fluorescenéni
technologii je SYBR Green, ipfes svou nespecifickou vazbu na DNA. Dale mohou
byt pti gPCR  pouzivany fluorescenéni sondy obsahujici sekvence komplementarni
k detekovanému useku DNA, které zvysuji specifitu reakce, pouzivany jsou napt. TagMan,

Scorpion nebo FRET sondy (Mirmajlessi a kol., 2015).

Pti kvantitativni PCR jsou amplifikovany kratké useky DNA vétsinou o velikosti 70-100 bp,
¢imz je zajisténa vyssi efektivita reakce. Zaroven je metoda rychlejsi, jelikoz neni nutné
PCR produkt dale detekovat, napt. pomoci elektroforetické separace ¢i kolorimetrickych
reakci (Sun a kol., 2018). Metoda (at’ uz za pouziti SYBR Green nebo sond) je velmi citliva,
jelikoz jsou detekovany ivelmi nizké koncentrace nukleové Kkyseliny ve vzorku,
napfi. ve srovnani s ELISA testem bylo zjisténo, Ze je detekce pomoci gPCR asi 1 000x
citlivéjsi (Boben a kol., 2007).

Existuji  dva pfistupy, které jsou pouzivany pro stanoveni mnozstvi templatové
DNA na zaklad¢ prubéhu reakce ve vzorcich o zndmé vstupni koncentraci — absolutni
a relativni kvantifikace. Absolutni kvantifikace umoznuje stanoveni pfesného poctu kopii
cilového fragmentu, je zaloZena na pouziti standardii o zndmé koncentraci. Ze standardi
je sestrojena kalibra¢ni kiivka a koncentrace neznamych vzorka jsou z kalibra¢ni kiivky
odecitiny pomoci hodnot Ct. Tento zplGsob vyhodnoceni qPCR je ¢asto pouzivan
v mikrobiologii pro stanoveni vychoziho poctu kopii studovanych mikroorganismi
(Becker-André a Hahlbrock, 1989; Pfaffl a Hageleit, 2001). Relativni kvantifikace je obvykle
vyuZivana ke stanoveni genové exprese. Mira genové exprese je vztahovana k vnitfnimu
standardu, tzv. house-keeping genu, jehoz exprese je V priubé¢hu reakce ve vSech vzorcich
konstantni. Pro vypocet relativni kvantifikace je nejcastéji pouzivana komparativni metoda

delta-delta (222" (Livak a Schmittgen, 2001) nebo metoda podle Pffafla (Pfaffl, 2001).
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Metoda detekce pomoci kvantitativni PCR je v rostlinné virologii vyuzivana stale Castéji,
mizeme detekovat rizné druhy vird a zaroven od sebe odlisit i jednotlivé izolaty. U virt
brukvovitych zelenin je znamé predevsim vyuziti QPCR u Cauliflower mosaic virus (CaMV)
v souvislosti s testovanim GMO rostlin. Nejedna se piimo o detekci CaMV, ale o detekci
35S promotoru CaMV, ktery se ve vétsin¢ piipadech vyuziva pro transformaci rostlin
(Hull a kol., 2009). U dalsich virt brukvovitych rostlin byla metoda detekce a kvantifikace
viru pomoci qPCR vyvinuta ipro TYMV (Penazova akol.,, 2016), TuYV (Chomic
a kol., 2011) nebo TuMV (Martin a Elena, 2009), ve vsech ptipadech s vyuZzitim oblasti genu

pro plastovy protein jako amplifikovaného fragmentu.
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

K analyze bylo pouzito 13 vzorkd odebranych z riznych druht rostlin ¢eledi Brassicaceae
pochazejicich z riznych lokalit regionu Morava (tabulka 1). U téchto vzorki byla prokazana
ptitomnost TuMV pomoci DAS-ELISA testu (Bioreba Ltd.) provedeného v Laboratofi

molekularni biologie mikroorganismd.

Tabulka 1: Seznam testovanych TuMV pozitivnich vzorkd.

Oznaceni vzorku Lokalita Druh rostliny
10-2019 Pustéjov kedluben bily
21-2019 Pustéjov kedluben bily
22-2019 Jistebnik Cinské zeli
27-2019 Jistebnik tufin
39-2019 Jistebnik tufin
41-2019 Jistebnik kfen
47-2019 Sedlnice tufin
53-2019 Sedlnice tufin

CZEVSE71 Beskydy kien

K1 Lednice kien

K3 Lednice kien

CHK Ceska republika kien
KAl Slavonin kvétak

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Chemikalie

o B-merkaptoethanol (SERVA, kat. ¢. 28625.02)

o Agarose I™ (Ambresco, kat. &. 97062-250)

o dNTPs mix (Thermo Scientific™, kat. ¢. R0191)

o Ethanol (99,8%) pro UV spektroskopii (Lach-Ner, kat. ¢. 20025-U99-M1000-1)
o GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific™, kat. ¢&. SM0241)

o GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™, kat. ¢. SM0321)
o GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, kat. ¢. 41002)

o Hoechst 33258 (Thermo Scientific™, kat. ¢. H1398)

o Isopropylalkohol p. a. (Lach-Ner, kat. ¢. 20037-AT0-M1000-1)
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(@]

(@]

Random primery (Promega Corporation, kat. ¢. C1181)
SYBR™ Green | Nucleic Acid Gel Stain — 10 000x v DMSO (Thermo Scientific™,
kat. ¢. S7585)

Roztoky

o

o

o

0,1% bromfenolova modi ve 30% glycerolu

70% ethanol (701,4 ml 99,8% ethanolu doplnit do 1 000 ml dH20)

Ethidium bromid (Biotium, kat. &. 40042) (koncentrace 5 mg'ml™)

50x TAE (navazit 242 g Tris, odméfit 57,1 ml ledové kyseliny octové a 37,2 ml
0,5mol‘1* EDTA-Naz-2H-0 a doplnit do 1 000 ml dH20)

1x TAE pufr (20 ml 50x TAE doplnit do 1 000 ml dH20)

10x TNE (navazit 12,11 g Tris, 3,72 g 10mmol-I* EDTA-Na,'2H,0 a 116,89 g NaCl
a doplnit do 1 000 ml dH.0)

Soupravy

©)

©)

©)

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Thermo Scientific™, kat. ¢. 4337455)
BioScript™ Reverse Transcriptase Kit (Bioline, kat. ¢. BIO-27036)

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, kat. ¢. 28706)

MyTag "™ DNA polymerase (Bioline, kat. ¢. BIO-21105)

MyTag ™ Red DNA polymerase (Bioline, kat. ¢ BIO-21108)

NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740120.250)

SYBR Premix Ex Taq™ (Takara Bio Inc., kat. ¢. RR420Q)

4.3 Seznam pouZzitych pristroju a zarizeni

©)

o

o

centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

dokumentaéni systém G:box se softwarem GeneSnap (Syngene)
elektroforeticka komirka HU 10 (Scie-Plas)

fluorometr Hoefer DyNa Quant 200 (Amershan Biosciensis)
homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals)

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

laminarni box PV-100 (Telstar)

mikrovinna trouba MA 85050 (OTF)

minicentrifuga Prism Mini Centrifuge (Labnet International)

spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific™)
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o termoblok Mixing Block MB-102 (Bioer)

o termocyklér gradientovy T-Gradient (Biometra)

o termocyklér pro kvantitativni PCR Rotor-Gene 3000™ (Corbett Research)

o termocyklér T100 (Bio-Rad)

o UV transluminator UVT-14L (Herolab)

o vortex MS2 Minishaker (IKA)

o vyrobnik Supinkového ledu IceFlaker GB 903 (Brema)

o zdroj stejnosmérného napéti MP-250V (Major Science) a Power Station 300 (Labnet)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 l1zolace RNA

Celkova RNA byla izolovana pomoci NucleoSpin RNA Plant kitu podle modifikované¢ho
postupu vyrobce. 80 mg rostlinného materialu bylo homogenizovano v 700 ul pufru
RAL1 s ptfidavkem 7 pl B-merkaptoethanolu pomoci homogenizatoru FastPrep24 tfepanim
rychlosti 5 m's™ po dobu 30 s. Homogenét byl piepipetovan na filtr s fialovym krouzkem.
Filtr se vzorkem byl centrifugovan 1 min pfi 13 000 rpm. Filtrat byl bez poruSeni peletu
pienesen do ¢isté mikrozkumavky, bylo pfidano 700 ul ethanolu a vzorek byl promichan
vortexovanim. Nasledné byl vzorek ptepipetovan na vazebnou membranu kolonky s modrym
krouzkem. Byla provedena centrifugace 1 min pii 13 000 rpm. Kolonka byla pifemisténa
do nové jimaci zkumavky. Na stfed kolonky bylo naneseno 350 ul MDB pufru a vzorek
byl centrifugovan 1 min pti 13 000 rpm. Do sterilni mikrozkumavky byla pfipravena
smés 10 ul rDNase 1 a90 ul DNase reakéniho pufru. Z této smési bylo napipetovano
95 ul na stfed kolonky. Kolonka byla inkubovana 15 min pfi pokojové teploté. Nasledovala
sériec promyvani kolonky, kdy pokazdém promyti nasledovala centrifugace
1 min pti 13 000 rpm — 200 pl RA2 pufru, 600 ul RA2 pufru a 250 pl pufru RA3. Pii kazdém
promyvacim kroku byla vzdy vyménéna jimaci zkumavka za novou. Poté byla kolonka
umisténa donové 'RNAse-free” zkumavky anafritu kolonky bylo aplikovano
60 ul RNase-free vody. Nasledovala centrifugace 1 min pii 13 000 rpm. Mikrozkumavky
s uvolnénou RNA byly okamzité umistény na led. Koncentrace a ¢istota RNA byla stanovena

spektrofotometricky pomoci NanoDrop 1000.
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4.4.2 Reverzni transkripce

Pro ziskani cDNA byla provedena dvoukrokova reverzni transkripce pomoci kitu BioScript
S pouzitim random primert.. Veskerd prace probihala v lamindrnim boxu na ledu. Byly
pfipraveny dvé reakéni smési — reakéni smés | all. K reakéni smési | 0 celkovém objemu
7 ul obsahujici 4 ul dEPC H20, 1,5 ul 10mmol-1* dNTPs mixu a 1,5 pl 20umol‘1* random
primerti byly pfidany 3 ul RNA okoncentraci 300 ng-ull. Pro rozvolnéni RNA byla
smés inkubovana pii 70 °C 5 min. Po uplynuti inkuba¢ni doby byly zkumavky se vzorky ihned
umistény na led. K této smési byla ptidana reakéni smés 11 0 celkovém objemu 20 pl obsahujici
12 pl dEPC H20, 6 pl 5x RT-PCR pufru, 1 ul 40U-ul™ inhibitoru ribonukleas a 1 pl 200U-ul™
Bioscript™ reverzni transkriptazy. Celkovy objem reakce byl 30 ul. Zkumavky byly vloZeny
do termocykléru, kde byly inkubovany 10 min pii 25 °C, 30 min pii 42 °C anasledné
5 min pii 85 °C. Ziskana cDNA byla nasledné uchovavana pti —20 °C.

4.4.3 PCR detekce TuMV

Pomoci primert TuF 8705-8726 a TUR 9690-9669 (viz tabulka 2) byla amplifikovana oblast
plastového proteinu (CP) genomu TuMV. Reakéni smés obsahovala 5 pl MyTaq
Red reakéniho pufru, 17,3 ul deionizované vody, 0,25 ul 20pumol-1" TuF 8705-8726 primeru,
0,25 pl 20umol 1 TuR 9690-9669 primeru a 0,2 pl 5U-ul? MyTaq polymerazy. K reakéni
smési byly pfidany 2 ul ¢cDNA vzorku. PCR zkumavky byly vloZeny do termocykléru,

kde probéhla reakce podle parametrti uvedenych v tabulce 3.

Tabulka 2: Sekvence pouzitych TUMV detekénich primert.

Primer Sekvence 5-3” Reference
TuF 8705-8726 CAAGCAATCTTTGAGGATTATG
TuR 9690-9669 TATTTCCCATAAGCGAGAATAC

Sanchez a kol., 2003

Tabulka 3: Reakéni podminky pro TuF 8705-8726/TuR 9690-9669 PCR amplifikaci.

W

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 2 min 1
Denaturace 95 30s
Nasedani primeru 53 30s 35
Syntéza 72 1 min
Dosyntetizovani 72 5 min 1
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4.4.4 Elektroforéza PCR produkti v agarézovém gelu

Separace PCR produktt probihala v 1% agarézovém gelu. 50 ml rozehiaté agardzy bylo
odméieno do kadinky a ke smési bylo piidano 2,5 ul barviva GelRed. Po dukladném
rozmichani barviva byla smés nalita do pfipravené vanicky S vlozenym hiebinkem.
Gel tuhnul 15 min pii pokojové teploté, nasledné minimalné¢ dalSich 15 min pii 4-6 °C
v chladni¢ce. Pfipraveny agarozovy gel byl vlozen do komurky, poté byl pievrstven
1x TAE pufrem abyl opatrné¢ vyjmut hiebinek. Do prvni jamky bylo napipetovano
1,5 pl standardu relativni molekulové hmotnosti GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
do nasledujicich jamek byly pipetovany PCR produkty o objemu 5 pl. Separace probihala
cca 45 min pii 80V, nasledné byl gel vyhodnocen v dokumenta¢nim systému Syngene

pomoci UV transluminatoru a softwaru GeneSnap.

4.4.5 lzolace PCR produktu z gelu

TuF 8705-8726/TuR 9690-9669 PCR produkty byly izolovany z gelu pomoci QlAquick
Gel Extraction kitu (QIAGEN) podle postupu doporuéeného vyrobcem. Byl piipraven
1% agardzovy gel, kdy k 75 ml rozvafené agardzy byly ptidany 4 ul ethidium bromidu.
Produkty byly rozdéleny pii 80 V cca 45 min. Po elektroforetické separaci byl gel umistén
na UV transluminator a sterilnim skalpelem z n&j byly vyfiznuty viditelné PCR produkty
0 o¢ekavané velikosti. Vyfiznuty gen byl umistén do sterilni 1,5ml mikrozkumavky,
k obsahu zkumavky byl pfidan QG pufr v poméru 1 : 3 (hmotnost vzorku : objem pufru).
Mikrozkumavky byly inkubovany 10 min pii 50 °C v termobloku, dokud nedoslo k uplnému
rozpusténi gelu. Nasledné byl ptidan 1 objem izopropanolu a smés byla jemné promichana.
Smés byla napipetovana na QIAquick kolonku vV jimaci zkumavce a centrifugovana
1 min pti 13 000 rpm, filtrat byl odstranén. Na kolonku bylo aplikovano 500 ul QG pufru
a kolonka byla centrifugovana 1 min pii 13 000 rpm, filtrat byl opét odstranén. Nasledovalo
ptidani 750 pl PE pufru a centrifugace. Kolonka byla umisténa do nové mikrozkumavky.
Na kolonku bylo napipetovano 30 ul deionizované vody abyla centrifugovana
1 min pti 13 000 rpm. Izolovana DNA byla uchovavana pii —20 °C. Koncentrace izolované

DNA byla stanovena pouzitim fluorometru.
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4.4.6 Sekvenovani PCR fragmentu

Sekvenaéni znaéeni DNA fragmentli bylo provedeno pomoci BigDye™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing kitu podle pokynt vyrobce. Byly pfipraveny dvé reak¢éni smési, kazda
z nich obsahovala 1 pl sekvenaéniho pufru, 1 ul BigDye reakéni smési a2 pl 1,6umol 1?
primeru (jedna smées obsahovala TuF 8705-8726, druha TuR 9690-9669 primer). Ke kazdé
smési bylo pfidano 6 ul templatové DNA o celkovém mnozstvi 20 ng. Vzorky byly vlozeny
do termocykléru, kde probéhla reakce podle parametri uvedenych v tabulce 4. Pfipravené
vzorky byly analyzovany pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM 3730 na pracovisti
Ustavu experimentalni botaniky, AV CR-CR Hana UPOL, Olomouc.

Tabulka 4: Reakéni podminky pro sekvenaéni znaceni.

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 1 min 1
Denaturace 95 10s
Nasedani primeri 50 5s 40
Syntéza 60 4 min

4.4.7 Bioinformaticka analyza

Vystupy ze sekvenovani byly poskladany do kone¢nych kontigli pomoci programu Segman
Lasergene (Dnastar, Inc.). Identita sekvenci byla potvrzena porovnanim se znamymi
sekvencemi databaze GenBank (Benson a kol., 2013) pomoci programu BLASTN (Zhang
a kol., 2000). Ziskané sekvence byly nasledné porovnany se sekvencemi TuMV dostupnymi
Vv databazi GenBank, pomoci algoritmu ClustalW byly ze sekvenci vytvofeny mnohocetné
alignmenty. Genetickd variabilita izolata a jejich fylogenetické vztahy byly nasledné
analyzovany neighbor-joining metodou v programu MEGA7 (Kumar a kol., 2016). Ziskané
fylogenetické stromy byly vizualizovany pomoci Tree Explorer (MEGAYT).
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4.4.8 Optimalizace podminek nasedani primera pro qPCR

Pro potieby této prace byly navrzeny dvé dvojice detekénich primerit TuMV1F/TUMV1R
a TUMV1F/TUMVZ2R pro detekci TuMV pomoci kvantitativni PCR. Pro Stanoveni optimalni
teploty nasedani primert byla provedena gradientova PCR. Byly pfipraveny dvé reakéni
smési, kdy kazda znich obsahovala 4 ul 5x MyTaqg reakéniho pufru, 13,4 ul dH20,
0,2 pul 20pmol'I* TUMV1F primeru, 0,2 ul 20umol‘1* TUMV1R nebo TuMV2R primeru
a 0,2 ul 5U-ul? MyTaq polymerazy. Ke smési byly ptidany 2 ul cDNA vzorki pfipravenych
vySe popsanou reverzni transkripci. Reakce probéhla v gradientovém termocykléru
za podminek uvedenych v tabulce 5, v reakci byly pouzity Etyfi rtizné teploty nasedani
primerd, konkrétné teploty 57, 60, 63 a 66 °C. Produkty byly elektroforeticky separovany

V 2% agardzovém gelu za standardnich podminek uvedenych vyse.

Nasledovala analyza teploty tani PCR produkti. Do 0,Iml zkumavek bylo napipetovano
10 I PCR produktu a 0,5 ul barviva SYBR Green. Stripy zkumavek byly uzavieny
avlozeny do qPCR termocykléru Rotor-Gene 3000™, kde byla spusténa analyza pomoci
softwaru RotorGene pii teplotach 50-99 °C, kdy teplota stoupala po 0,5 °C, pti prvnim kroku

po dobu 30 s, v nasledujicich krocich se zvySujici se teplotou kazdych 5 s.

Tabulka 5: Reakéni  podminky gradientové PCR  za pouziti detekénich  primerd
TuMV1F/TuMV1R a TUMV1F/TuMV?2R.

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 2 min 1
Denaturace 95 20s
Nasedani primert 57/60/63/66 20s 35
Syntéza 72 20s
Dosyntetizovani 72 5 min 1

4.4.9 Optimalizace podminek kvantitativni PCR (qPCR)

Byla optimalizovana metoda detekce TuMV pomoci kvantitativni PCR. Byly mezi sebou
porovnavany dva rizné typy reakénich smési — smés s MyTaq polymerazou a barvivem
SYBR Green a kit pro kvantitativni PCR SYBR Premix Ex Tag™. Pro detekci byla pouzita
pouze kombinace primerd TuMV1F/TUMVI1R, ukazdého chemismu byla optimalizovana
teplota nasedani primert a jejich koncentrace. Zaroven u smési s MyTaq polymerazou byla

V reakci testovana i ruzné koncentrace SYBR Green.
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MyTag-SYBR Green kvantitativni PCR

Teplota nasedani primert TuMV1F/TuMV1R prosmés s MyTaq polymerazou byla

optimalizovana vySe popsanym postupem, byla pouzita stejna reakéni smés i podminky

reakce.

Byla provedena qPCR pro dvé riizné koncentrace primeri (0,1 a 0,2 pmol‘l?) a zaroven

pro dvé ruzné koncentrace SYBR Green (500x a 400x). SloZeni jednotlivych reakénich smési

je uvedeno v tabulce 6. Smés byla napipetovana do 0,1ml PCR zkumavek a byly k ni pfidany

2 ul cDNA. Vlastni reakce probéhla spole¢né s naslednou analyzou teploty tani produktt

podle programu cyklovani uvedeného v tabulce 7.

Tabulka 6: Slozeni qPCR reakéni smési s MyTaq polymerazou a SYBR Green pro rizné

koncentrace primerq.

. Koncentrace Konec¢na .
Polozka pracovniho roztoku koncentrace Objem na 1 test [pl]
MyTaq reakéni Ex 1x 4
pufr
doplnit do celkového
dH-0 ) ) objemu 20 pl
SYBR Green 10 000x 500x / 400x 1/0,8
TuMV1F primer 20 umol-1?t 0,2/0,1 pmol‘I* 0,2/0,1
TuMV1R primer 20 umol-1?t 0,2/0,1 pmol‘1*? 0,2/0,1
MyTaq polymeraza 50l 1 U-reakce™ 0,2
vzorek - - 2
celkovy objem 20 pl

Tabulka 7: Reakéni podminky qPCR za pouziti MyTaq polymerazy a SYBR Green.

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 2 min 1
Denaturace 95 10s
Nasedani primeru 66 10s 50
Syntéza 72 10s
30 s v prvnim kroku
, - 50-99 . o
Analyza teploty tani po 5 s V nasledujicich 1

(zména teploty po 0,5 °C)
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gPCR s kitem SYBR Premix Ex Taq™

Teplota nasedani primerd TUMV1F/TUMVI1R byla optimalizovana pomoci gradientové
PCR, testovany byly teploty nasedani primert 66, 68 a 70 °C, slozeni reakéni smési
je uvedeno v tabulce 8. Ke smési byly ptidany 2 pul cDNA vzorku, vlastni reakce probihala

za podminek uvedenych v tabulce 9.

Tabulka 8: Slozeni qPCR reakéni smési pro kit SYBR Premix Ex Taq™.

Koncentrace Kone¢na

Polozk i 1 1
orozika pracovniho roztoku koncentrace Objem [pl] na 1 test
SYBR E)_( Taq ox 1x 4
Premix
doplnit do celkového
dH.0O - -
? objemu 20 pl
. 2/0,1 1
TuMV1F primer 20 umol 1 0 leoq’ofl_/lo’ 0,2/0,15/0,1
. 2/0,1 1
TuMV1R primer 20 pmol-1*? 0 p/u(r)l,olf'sl'/lo’ 0,2/0,15/0,1
vzorek - - 2
celkovy objem 20

Tabulka 9: Reakéni  podminky gradientové PCR  za pouziti detek¢nich  primerd
TuMV1F/TuMVI1R a kitu SYBR Premix Ex Tag™.

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 95 2 min 1
Denaturace 95 20s
Nasedani primert 66 /68/70 20s 35
Syntéza 72 20s
Dosyntetizovani 72 5 min 1

Byla provedena qPCR s pouzitim tii riiznych koncentraci primeri (0,1, 0,15 a 0,2 umol‘1?)
a 2 ul cDNA vzorkd, sloZeni reak¢éni smési je uvedeno v tabulce 8. Reakce byly provedeny

v triplikatech za podminek uvedenych v tabulce 10.
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Tabulka 10: Reakéni podminky qPCR pro SYBR Premix Ex Taq™.

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 30s 1
Denaturace 95 5S 45
Nasedani primeri a syntéza 66 20s

Absolutni kvantifikace

Byla ptipravena zied’ovaci fada vzorki, vzorky cDNA byly postupné fedény dEPC H20 10x,
100x, 1 000x a 10 000x. Pracovniky Laboratofe molekularni biologie mikroorganismi
byl ptipraven standard, rekombinantni plazmid pGEM-T nesouci TuMV amplikon
Tu8705/Tu9669 o velikosti 985 bp. U plazmidu byla zjisténa koncentrace pro Stanoveni
poétu kopii a z tohoto standardu byla pfipravena kalibra¢ni fada o fedéni 10x (10*x—10°x).
Byla piipravena reakéni smés pro SYBR Premix Ex Taq™ kit s primery o koncentraci
0,1 umol‘1** (sloZeni viz tabulka 8), ktera byla rozpipetovana do 0,1ml zkumavek a nasledné
byly pfidainy 2pul vzorku (standardu nebo cDNA), analyza byla provedena
ve tfech opakovanich. Reakce probéhla podle programu uvedeného v tabulce 10. Absolutni
kvantifikace byla provedena metodou stanoveni Ct (RotorGene). Ze vzorkli o znamé
koncentraci byla nasledn¢ vytvotfena kalibra¢ni kiivka pro absolutni kvantifikaci a byly

zjistény koncentrace ziskanych izolata.
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5 VYSLEDKY

5.1 Geneticka variabilita ziskanych izolati TuMV

Scilem charakterizovat genetickou variabilitu TuMV bylo analyzovano 11 izolatd
TuMV pochazejicich z riznych oblasti Ceské republiky — Pust&jov, Jistebnik, Lednice, Sedlnice,
Beskydy, Slavonin a jeden z blize nespecifikované lokality, pfevazné z vlastnich sbérti pracovisté
nebo byly izolity poskytnuty ze sbirky UMBR AV CR v Ceskych Budgjovicich. Pomoci
RT-PCR za pouziti primerd TuF 8705-8726 a TuR 9690-9669 a sekvenovani byly ziskany
sekvence o délce 898 anebo 869 nt (pro izolat K1) pokryvajici celou oblast genu pro plastovy
protein. Porovnadnim ziskanych sekvenci se znamymi sekvencemi viru dostupnymi v databézi
GenBank bylo pomoci programu BLASTN potvrzeno, Ze sejedna o izolaty TuMV. Izolaty
10-2019, 27-2019, 47-2019 a 53-2019 vykazovaly nejvétsi identitu (99,12-99,34 %) se sekvenci
izolatu UT (Acc. No. AB701736). Izolaty K1 a K3 vykazovaly 96,67-97,37% identitu s izolaty
DNK4 (Acc. No. AB701704.1) aNDJ (Acc. No. AB093616). Izolaty CH-K a41-2019 byly
nejpodobngjsi s izolatem RUS2 (Acc. No. AB093607) sidentitou 98,46 a 98,57 %. ldentitu
98,70 % vykazoval izolat CZEVSE71 se sekvenci DNK2 (Acc. No. AB252108) a identita
99,66 % byla stanovena uizolatu 39-2019 sizolatem HC9 (Acc. No. MH469725). Izolat
KAL vykazoval identitu 99,22 % se sekvenci NLD2 (Acc. No. AB701727). Vzajemna identita
studovanych ¢eskych izolatti byla 91,20-100 %.

Fylogenetickou analyzou bylo zjiSténo, ze vSechny studované izolaty vytvorily skupinu (klastr)
spolecné s typovymi Ceskymi a evropskymi izolaty pocetné fylogenetické skupiny World-B
(viz obrazek 1). Studované izolaty se rozdélily do dvou hlavnich vétvi. Izolaty CZEVSET1,
CH-K a41-2019 vytvorily spolecn¢ s diive popsanym izoldtem ceskym CZEI1, polskym
CAR37A aruskymi izolaty RUS1 a RUS2 jednu prikaznou vétev, zbyvajici se vyvétvily
napt. S Ceskym izolatem CZE5 anebo TuMV typovym britskym izolatem UKI1 v druhou,
7ze vméné poletné vétvi byly vSechny studované izolaty (CZEVSE71, CH-K a41-2019)
izolovany z kienu selského (Armoracia rusticana) stejné tak jako izolaty CAR37A a RUSL.
Druha vétev byla variabilngjsi, co se hostiteld tyce, ze studovanych ceskych izolath
se zde vyvétvily vsechny (27-2019, 39-2019, 47-2019 a 53-2019), které byly izolovany z tufinu,
dale KA1 zkvetaku, 10-2019 z kedlubnu bilého. Vyvétvily se zde také studované izolaty
K1 a K3 a typovy izolat CAR37, které byly izolovany z kienu selského (Armoracia rustiacana).

Pocetné zastoupeni ve vétvi mély typové izolaty infikujici brukev fepku (Brassica napus).
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Obrazek 1: Fylogeneticky strom izolath TuMV sestaveny na zakladé nukleotidovych
sekvenci genu pro plastovy protein (Strom byl vytvoien pouzitim neighbor-joining metody,
ve stromu jsou zobrazeny pouze hodnoty bootstrap > 70. Svorkami jsou oznaceny zakladni
fylogenetické skupiny. Jednotlivé izolaty jsou popsany nazvem izolatu a Accession Number
(v zavorce). Méftitko predstavuje 0,02 substituci na pozici, jako outgroup byl pouzit izolat
TuMV ORM (Acc. No. AB701692)).
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5.2 Optimalizace podminek kvantitativni PCR (qPCR)

Scilem vytvofit a optimalizovat vhodny systém detekce TuMV pomoci kvantitativni
PCR byly mezi sebou porovnavany metody detekce — amplifikace pomoci MyTaq
polymerazy s barvivem SYBR Green a SYBR Premix Ex Taq™ Kkit.

Na zakladé porovndni rtznych teplot nasedani primertt pfi pouziti MyTaq polymerazy
abarviva SYBR Green byla jako nejvhodnéjsi znich identifikovana teplota
66 °C pro ob¢ dvojice primerd. Pfitéto teplot¢ nedochazelo ke vzniku falesné pozitivnich
produktii Vv negativni kontrole narozdil odnizSich teplot. U kombinace primert
TUMV1F/TuMV2R vsak pfi teploté 66 °C dochazelo k vyraznému ubytku PCR produktu,
efektivita reakce byla niz§i ve srovnani s primery TuMV1F/TuMVI1R (viz obrazek 2).
Pro dalsi praci byla proto pouzivana pouze dvojice primera TUMV1F/TUMV1R.

3 A

=

&=l a 1b 1c-1d 2a 2b 2¢ '2d 3a 3b- 3¢:3d

s

-~

. — -——— —
B

la 1b Ic 1d 2a 2b 2¢ 2d 3a3b 3¢ 3d

I Ladder

Obrazek 2: Optimalizace teploty nasedani primera pro primery (A) TUMV1F/TuMV1R
a (B) TUMV1F/TuMV2R (vzorky — 1: blank, 2: negativni kontrola, 3:53-2019, teplota
nasedani primerti — a: 57 °C, b: 60 °C, c: 63 °C, d: 66 °C, ladder: GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder).

Porovnanim dvou riznych koncentraci primert byla zaznamenana nizsi citlivost reakce
a vznik mensiho mnozstvi produktu p¥i pouziti koncentrace primert 0,1 umol1? ve srovnani
s 0,2 umol‘1* (viz obrazek 3). Byla zaznamenana mirnd inhibice reakce pii pouziti vyssi
koncentrace barviva SYBR Green (500x), pfinizs§i koncentraci (400x) byl pocatek
amplifikace detekovéan o 2 cykly dfive.

Ptfi pouZivani tohoto systému neméla v reakcich amplifikacni kfivka optimalni sigmoidni

pribéh, kiivky pozitivnich vzorkl zacinaly stoupat v 15. az 20. cyklu.

26



A

la 1b 1c 2a 2b 2¢c 3a 3b 3c 4a 4b 4c

' '- Ladder
. l- Ladder

la 1b Ic 2a 2b 2¢c 3a 3b 3c 4a 4b 4c

' '_ Ladder
l l'- Ladder

Obrazek 3: Optimalizace koncentrace primert v amplifikaci pomoci MyTaq polymerazy
abarviva SYBR Green pro koncentrace primerti (A) 0,2 umoll? a (B) 0,1 umol-1*
(vzorky — 1: K1, 2: 10-2019, 3: negativni kontrola, 4: blank, teplota nasedani primert
—a: 66 °C, b: 68 °C, c: 70 °C; ladder — GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder).

Druh4 testovana metoda byla detekce pomoci komeréniho kitu SYBR Premix Ex Tagq™.
Pii teploté nasedani primert 68 °C bylo vyrazné snizeno mnozstvi ziskaného PCR produktu
ve srovnani Steplotou 66 °C. Piiteplot¢ 70 °C nevznikaly PCR produkty zadné
(viz obrazek 4), proto byla jako optimalni opét zvolena teplota nasedani primera 66 °C.

S ohledem natuto skute¢nost byly upraveny podminky PCR amplifikace doporucované

vyrobcem.
2 =
E 3
- la 1b 1c 2a 2b 2¢ 3a 3b 3¢ 4

Obrazek 4: Optimalizace teploty nasedani primerd TUMV1F/TuMV1R pro detekci viru
pomoci SYBR Premix Ex Taq™ kitu (vzorky — 1: 10-2019, 2: negativni kontrola, 3: blank,
teplota nasedani primerti — a: 70 °C, b: 68 °C, c: 66 °C, ladder: GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder).
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Obrazek 5: Optimalizace koncentrace primert pro amplifikaci za pouziti SYBR Premix

Ex Taq™ kitu (zelena: 0,2 pmol‘1?, modra: 0,15 pmol‘1*, oranzova: 0,1 pmol‘17?).

Pfi porovnani ti riznych koncentraci primerd byl pozorovan mirné odlisny prabéh
amplifika¢ni reakce, pouZitim koncentrace primeri 0,1 pmoll1* byl zaznamenan nejvétsi
nartst mnozstvi PCR produktu v reakci, proto byla tato koncentrace, i pies amplifikaci

Vv pozd¢jsich cyklech, vyhodnocena jako nejvhodnéjsi (viz obrazek 5).

Amplifikace s pouzitim SYBR Premix Ex Taq™ kitu byla vyhodnocena z hlediska priibéhu

jako vhodné;jsi ve srovnani s amplifikaci pomoci MyTaq polymerazy a barviva SYBR Green.

Spolehlivost a citlivost detekéni metody byla ovéfovana za pomoci umélé kontroly, kdy jako
templatova DNA pro amplifika¢ni reakci byl pouzit rekombinantni plazmid pGEM-T
nesouci fragment Tu8705/Tu9669, dale jen TuMV rekombinantni plazmid. Z roztoku
plazmidu o koncentraci 151 ng-ul? byla pfipravena kalibraéni fada o fedéni
10x, o koncentraci 35 000 000-35 kopii v 1pul vzorku. Piiziedéni 10'x a10%x byly
koncentrace plazmidu natolik vysoké, Ze reakce byla zainhibovana a nebylo mozné odecist
vysledné pocty kopii, proto nebyly do kalibra¢ni fady pouzity. Produkty vsak byly pii téchto
fedénich ziskany, jejich specifita byla potvrzena v analyze teploty tdni PCR produkti.
Pii fedénich 103-10°x byly detekovany nizsi pocty kopii (chyba 22,24-29,09 %) oproti
otekavani, pfi niz§ich koncentracich (fedéni 10°-10°x) byly detekovany hodnoty bliZici

se oc¢ekavani, kdy rozsah chyby pipetovani byl 1,47-6,50 % (viz obrazek 6 a tabulka 11).
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Obrazek 6: Ovéreni spolehlivosti detekce TUMV pomoci primert TuMVI1F/TuMV1R

za pouziti zied'ovaci fady (10x) standardu, TuMV rekombinantniho plazmidu.

Tabulka 11: Teoretické a detekované poCty kopii zfedovaci fady standardu,

TuMV rekombinantniho plazmidu v 1 pl.

Fedéni 10%x 10*x 10°x 108x  10"x  10%x 10%
Te""etk‘g';iyi Pocet 35500000 3500000 350000 35000 3500 350 35
Detekovany ) 017006 2721546 248564 33750 3728 345 35
pocet kopii
Chyba [%] 29.09 22.24 2898 493 650 147 277
45 P~ S REEEEEEE T R GEECEEEE EELEIEEE:

I B B ool SRS p— e NN SR,
35 44-mn0oeos I T SEREE e S
5 30 4--enaes e S g s e e
2544------- e RO R EET - Rl GREEEEEE
P, 1/ R NN - SRS p— o o . -
s B - R oo oo

-1001 1000 1001 10702 10703 1004 1005 10706 10707
Concentration

Obrazek 7: Kalibraéni  kiivka sestavena nazakladé tedéni standardu, TuMV

rekombinantniho plazmidu.

Pro vytvofeni  kalibraéni  kiivky byly pouzity spolehlivéjsi hodnoty tedéni
10° az 10% (viz obrazek 7). Reakce prob&hla s efektivitou (E) 86,63 %, korelaéni
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koeficient (R?) byl 0,9997 asklon kalibraéni kiivky (k) —3,690. Spolehlivost reakce byla
oveéfovana i U standardnich vzorkl, cDNA byla ziskdna z listG tufinu, kiene, kvétaku
a kedlubnu. Amplifikace byla ve vsech ptipadech Gspésna, pii pouziti zted'ovaci fady byly
u vzorki detekovany efektivity amplifikace odpovidajici umélému standardu. Vysoka
koncentrace vstupni cDNA a tim i izolatu viru méla obdobny inhibujici Gc¢inek jako v ptipadé
snejméné vhodnou hodnotou pro sklon kalibraéni kiivky —3,565 byla zaznamenana
pro tufin. Efektivita reakce pres 100 % (109,42 %) byla zaznamenana spolu se sklonem
kalibra¢ni kiivky —3,115 pro vzorek izolovany z listu kedlubnu, pro kien byly ziskany
hodnoty 97,86 % a-3,374 aprokvétak 94,56 % a—3,460. Korela¢ni koeficient (R?)
byl pro vzorek kienu 0,9905, kvétaku 0,9971, tufinu 0,9979 akedlubnu 0,9739
(viz tabulka 12).

Tabulka 12: Spolehlivost detekce primery TuMV1F/TuMVI1R ve vzorcich odlisného

puvodu.
Efektivita Sklon kalibraéni :g;f’ll:l:zl k"rel;';'::cl:;t;c'e“t
0 o
(B) [%] krivky (k) (R) na druhou (R?)
standard 86,63 -3,690 0,9998 0,9997
ki‘en 97,86 -3,374 0,9953 0,9905
kvétak 94,56 -3,460 0,9986 0,9971
turin 90,76 -3,565 0,9989 0,9979
kedluben 109,42 -3,115 0,9869 0,9739
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Obrazek 8: Priklad  pribéhu  kvantitativni PCR ~ u vybranych  izolatdi  TuMV.

(rizova: KA1, fialova: CH-K, modra: K1, oranzova: negativni kontrola, zelena: blank).

Pii reakcich s cDNA izolath vird sfedénim 10x (viz obrazek 8) se hodnota Ct u vzorku
s nejvyssi koncentraci pohybovala v rozmezi 14-17. U blanku a negativnich kontrol byla
zaznamenana nespecificka amplifikace, kterd vSak byla na zaklad¢ analyzy teploty tani
PCR produktti (Tm) dobie odlisitelna od pozitivnich vzorki. Tm izolati byla 86 °C,
Tm nespecifickych produkti byla 78 °C (viz obrazek 9).

i
4 e
A
i 3 4 ‘:;-HI’
= |
w
°

55 60 65 70 75 80 85 90 95
deg.

Obrazek 9: Analyza teploty tdni PCR produktl (rizova: KA1, tmavé fialova: CH-K, modra:

K1, oranzové: negativni kontrola, zelend: blank).
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S ohledem na velky pocet vzorkt a s cilem standardizovat vysledky byla provedena absolutni
kvantifikace za pouziti kalibraéni fady vytvofené s pouzitim standardu, TuMV
rekombinantniho plazmidu a vzorek CH-K, fedéni 10X, byl vyuzit jako kalibra¢ni kontrola.
Nejvyssi koncentrace TuUMV byla zaznamenana u vzorki CH-K izolovaného z kienu
a KA1 z kvétaku. Koncentrace v fadech milionu kopii v nejvysSich koncentracich byly
zjistény pro vzorky 10-2019 z kedlubnu, 41-2019 z kiene a 47-2019 z tufinu. Naopak

nejnizsi koncentrace byly zjistény pro vzorky K1 z kiene a 39-2019 z tufinu (viz tabulka 13).

Tabulka 13: Detekované poéty kopii vybranych izolati TuMV pomoci qPCR.

Pramérné pocty detekovanych kopii

Vzorky cDNA Redéni cDNA
neiedéna 10x 100x 1 000x 10 000x
CH-K 18 727 642 9 184 257 914 060 101 188 3711
K1 122 897 92 413 13331 1099 137
KA1 16 010 728 8796538 1095524 125 444 13 672
10-2019 7 495 681 5418643 1990 058 145 165 11 655
39-2019 264 996 446 713 190 052 19 234 901
41-2019 2 445 954 1 490 066 248 301 18 677 811
47-2019 6 566 409 4 350 554 652 305 48 662 4 802
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6 DISKUZE

Turnip mosaic virus je vyznamnym celosvétové rozsifenym patogenem infikujicim Siroky
okruh hostitelti, predevsim rostliny ¢eledi Brassicaceae. Genetické rozriznéni izolatit TuMV
souvisi s rychlym pfizptisobovanim se novym hostitelim a podminkdm prostiedi. Vzajemna
identita eurasijskych izolatd je udavana okolo 77 % avice (Tomimura akol., 2003).
Pro zjisténi evolu¢nich vztahl mezi jednotlivymi izolaty je pouzivana fylogeneticka analyza,
na jejimz zéklad¢ jsou izolaty TuMV rozdé€lovany do péti zakladnich fylogenetickych skupin
— World-B, basal-B, basal-BR, Asian-BR a Orchis (Ohshima a kol., 2002; Tan a kol., 2004;
Tomimura a kol., 2003). Guerret a kol. (2016) vytvofili jiny systém rozdéleni izolatd TuMV,
a to na fyloskupiny 1-VI, které se ¢astecné piekryvaji s rozdélenim piavodnim. Skupina
World-B byla rozdélena do dvou skupin (I all), skupiny Asian-BR a basal-BR se spojily
dohromady (I11) a skupina basal-B se rozdélila na dvé (IV aV). Toto rozd€leni ale nelze

brat jako spolehlivé, jelikoz vétveni skupin I a Il stromu ma hodnotu bootstrap nizsi nez 70.

Skupina World-B byva rozdélovana na dalsi té'i podskupiny (se spolehlivou hodnotou bootstrap
vétsi nez 90), nekdy piimo oznaCované jako Bl, B2 a B3, kdy je uskupiny Bl mozné
pozorovat naznak preference K urCité geografické oblasti, zahrnuje Ceské, ruské apolské
izolaty. Dale byva rozdé€lovana také skupina basal-B, ato na podskupiny Bl a B2 (Nguyen
a kol., 2013a; Ohshima a kol., 2002; Yasaka a kol., 2015; Yasaka a kol, 2017).

V této praci byla porovnavana vzajemna variabilita Ceskych izolath TuMV, konkrétné oblasti
genu pro plastovy protein, izolaty vykazovaly pomérné vysokou identitu 91,20-100 %. Izolaty
10-2019 z kedlubnu a 53-2019 z tufinu, které pochazely z riznych oblasti, byly dokonce
v oblasti genu pro plastovy protein identické. Mohlo by se jednat o stejné izolaty, u kterych
doslo k pfenosu na jiné misto, pro potvrzeni by bylo vSak nutné znét celogenomovou sekvenci.
Vétveni evoluéniho stromu odpovidalo dnes pouzivanému rozdéleni, izolaty se rozdélily
do péti hlavnich skupin. Podle oekavani se ve stromu vyvétvily typové izolaty s vyjimkou
australského izolatu WA-AP1, ktery bézn¢ spada do skupiny basal-B, nicméné ve stromu doslo
kjeho wvyclenéni ve skupiné World-B. Studované izolaty se vyvétvily ve skupiné
World-B, ¢imz se potvrdila jejich podobnost sdfive popsanymi ceskymi izolaty
CZE1 a CZE5 (Tan a kol., 2004; Tomimura a kol., 2004). Skupina World-B se dale rozd¢lila
nadvé prukazné vétve, které dosud v zadné dostupné praci zabyvajici se variabilitou

TuMV nebyly identifikovany. V rdmci méné pocetné vétve byl pozorovan naznak geografické
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preference — izolaty ceské, ruské a polské, stejné jako ve vyse uvedené podskupiné World-B1,
a zaroven je zde i naznak hostitelské specifity (kien selsky). V ramci druhé vétve bylo naopak
pozorovano ruznorodé geografické rozsifeni i hostitelska specifita (tufin, kedluben, kien,

brukev fepka a dalsi).

Dale byla vyvinuta a optimalizovana metoda detekce TuMV pomoci RT-gPCR pro snadnéjsi
arychlejsi diagnostiku TuMV s vyuzitim absolutni kvantifikace. Byly mezi sebou
porovnavany dvatypy metod. Metodu RT-gPCR svyuzitim SYBR Green a MyTaq
polymerazy je mozné pro detekci TUMV pouzit, byly ziskavany specifické produkty, avsak
kiivky nemély optimalni pribéh azaroven byl virus detekovan v pozdéjSich cyklech.
bylo dosahovano standardnich vysledkli, v reakci dochazelo ke specifické amplifikaci
potvrzené ziskavanim stejnych teplot tani virovych produkt. Zaroven mély kiivky optimalni
tvar oproti predchozi metodé. Metoda je zaroven robustni, je tedy dosahovano obdobnych

vysledkt i pfi mensich chybach.

Pro stanoveni poctu kopii vzorkli pouzitim absolutni kvantifikace je tieba sestavit kalibracni
kiivku standardu, ze které je nasledné mozné odecist podle hodnot Ct koncentraci vzork.
Pro spolehlivé vysledky absolutni kvantifikace je vhodné, aby kalibra¢ni kiivka byla sestavena
minimaln¢ ze Sesti boda pro pokryti co nejvétSiho rozsahu koncentrace cilového fragmentu
DNA (Bustin akol., 2012). Spolehlivost reakce optimalizované metody S vyuzitim
SYBR Premix Ex Tag™ kitu byla ovlivnéna pouzitim netplné kalibra¢ni kfivky pouze
0 Ctyfech fedénich, ato z diivodu vysoké chybovosti pipetovani pii vyssich koncentracich
standardu — fedéni 10%-10°x (22,24-29,09 %), které pro kalibraéni k¥ivku nebyly pouZity.
V niz8ich koncentracich jiz bylo dosahovano spolehlivéjsich hodnot. Reakce standardu
probéhla s efektivitou (E) 86,63 % ahodnotou R? 0,9998 a sklonem kalibraéni kiivky (K)
—-3,690. Spolehliva efektivita amplifikace se v praxi pohybuje okolo 90-105% a sklon
kalibraé¢ni kiivky okolo hodnot —3,2 az-3,5, optimalni je hodnota—3,32 (Johnson a kol., 2013).
Z vyse uveden¢ho vyplyva, Ze pro dalsi préci a potvrzeni spolehlivosti navrzeného detekéniho

postupu bude potieba sestavit novou kalibra¢ni kiivku s vétSim poctem bodd a mensi

chybovosti v pipetovani.

Funkénost metody byla potvrzena pouzitim redlnych vzorkd, u nichz byly ziskavany specifické
pocty kopii i pies nizsi vstupni koncentraci vzorku ve srovnani se standardem. Zaroven reakce
u realnych vzorkt probihala s vyssi efektivitou (U vSech nad 90 %), nejvhodnéjsi hodnoty byly
ziskany pro vzorek kienu (99,86 % a —3,374).
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7 ZAVER

Vramci této prace byla analyzovana geneticka variabilita 11 ¢eskych izolath
TuMV z rtiznych hostiteld aroznych oblasti CR, konkrétné variabilita oblasti genu
pro plastovy protein. Vzajemna identita studovanych izolatd byla 91,20-100 %, izolaty
se fylogenetickou analyzou zatadily do skupiny World-B, kde vytvotily dvé prikazné vétve,
které diive nebyly detekovany, u jedné z nich s naznakem hostitelské specifity — specializace

izolatl na kfen. Byla potvrzena podobnost izolatl s diive popsanymi ¢eskymi izolaty.

Byly navrzeny vhodné detekéni primery a vyvinuta a optimalizovana spolehliva metoda
detekce TuMV pomoci RT-gPCR a jeho absolutni kvantifikace s vyuzitim komercniho kitu
SYBR Premix Ex Tag™. Spolehlivost metody byla ovéfena pouzitim standardu,
TuMV rekombinantniho plazmidu, a také pouZitim redlnych vzorkid — detekce TuMV izolath
infikujicich kien, tufin, kedluben bily a zeli. Pro dokonceni ptipravy metodického postupu
by vsak bylo vhodné zopakovat a standardizovat detekci viru za pouziti uméle vytvoiené

kontroly, rekombinantniho plazmidu a pro potencidlni vysokou koncentraci viru v rostling.

35



8 LITERATURA

Adachi S., Honma T., Yasaka R., Ohshima K., Tokuda M. (2018): Effects of infection
by Turnip mosaic virus on the population growth of generalist and specialist aphid
vectors on turnip plants. PLoS ONE 13(7): 1-8.

Adams M. J., Zerbini F., French R., Rabenstein F., Frank, Stenger D. C., Valkonen J.P.T.
(2012): Family Potyviridae. Virus Taxonomy, 9th Report of the International
Committee for Taxonomy of Viruses: 1069-1089.

Becker-André M., Hahlbrock K. (1989): Absolute mRNA quantification using
the polymerase chain reaction (PCR). A novel approach by a PCR aided transcript
titration assay (PATTY). Nucleic Acids Research 17: 9437-9446.

Bellardi M. G., Bertaccini A. (2001): First report of Turnip mosaic virus in lily. Journal
of Plant Pathology 83: 69.

Benson D. A., Cavanaugh M., Clark K., Karsch-Mizrachi I., Lipman D. J., Ostell J., Sayers
E.W. (2013): GenBank. Nucleic Acids Research 41: D36-42.

Bink H. H. J., Hellendoorn K., van der Meulen J., Pleij C. W. A. (2002): Protonation
of non-Watson—Crick base pairs and encapsidation of turnip yellow mosaic virus
RNA. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 99: 13465-13470.

Blancard D., Lot H., Maisonneuve B., Ryder E. J. (2006): A colour atlas of diseases of lettuce
and related salad crops: observation, biology and control. Manson, London.

Boben J., Kramberger P., Petrovi¢ N., Cankar K., Peterka M., Strancar A., Ravnikar M.
(2007): Detection and quantification of Tomato mosaic virus in irrigation waters.
European Journal of Plant Pathology 118: 59-71.

Boissinot S., Pichon E., Sorin C., Piccini C., Scheidecker D., Ziegler-Graff V., Brault V.
(2017): Systemic propagation of a fluorescent infectious clone of a Polerovirus
following inoculation by Agrobacteria and aphids. Viruses 9(7): E166.

Bustin S., Zaccara S., Nolan T. (2012): An introduction to the real-time polymerase chain
reaction. Quant. Real Time PCR Applied Microbiology: 3—-26.

Cai L., XuZ.Y., Chen K.R,, Yang L. Y., Hou M. S. (2007): Virulence variation of Turnip
mosaic virus to oilseed rape and sequencing of coat protein genes. Acta
Phytopathologica Sinica 37(2) 169-174.

Chang P. G. S., Mclaughlin W., Tolin S. A. (2011): Tissue blot immunoassay and direct
RT-PCR of cucumoviruses and potyviruses from the same NitroPure nitrocellulose
membrane. Journal of Virological Methods 171(2): 345-351.

Chomic A., Winder L., Armstrong K. F., Pearson M. N., Hampton J. G. (2011): Detection
and discrimination of members of the family Luteoviridae by real-time
PCR and SYBR® GreenER™ melting curve analysis. Journal of Virological
Methods 171: 46-52.

Chung B. Y. W., Miller W. A., Atkins J. F., Firth A. E. (2008): An overlapping essential gene
in the Potyviridae. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 105: 5897-5902.

Clayton E. E. (1930): A study of the mosaic disease of Crucifers. Journal of Agricultural
Research 40: 263-270.

36



de Assis Filho F. M., Sherwood J. L. (2000): Evaluation of seed transmission of Turnip
yellow mosaic virus and Tobacco mosaic virus in Arabidopsis thaliana.
Phytopathology 90: 1233-1238.

Dreher T. W. (2004): Turnip yellow mosaic virus: transfer RNA mimicry, chloroplasts
and a C-rich genome. Molecular Plant Pathology 5: 367-375.

Edwardson J. R. (1974): Some properties of the potato virus Y-group. Experiment Station
Monograph Series - Florida Agricultural Experiment Station: No 4, 398.

Edwardson J. R., Christie R. G. (1986): Viruses infecting forage legumes. Agricultural
Experiment Stations, Institute of food and agricultural sciences, University of Florida,
Gainesville.

Espy M. J., Uhl J. R,, Sloan L. M., Buckwalter S. P., Jones M. F., Vetter E. A., Yao J. D. C.,
Wengenack N. L., Rosenblatt J. E., Cockerill F. R., Smith T. F. (2006): Real-time
PCR in clinical microbiology: applications for routine laboratory testing. Clinical
Microbiology Reviews 19: 165-256.

Farzadfar S., Tomitaka Y., Ikematsu M., Golnaraghi A. R., Pourrahim R., Ohshima K.
(2008): Molecular characterisation of Turnip mosaic virus isolates from Brassicaceae
weeds. European Journal of Plant Pathology 124: 45-55.

Fletcher J. D., Lister R. A., Bulman S. R., Heenan P. B. (2010): First record of Turnip mosaic
virus in Pachycladon spp. (Brassicaceae): An endangered native plant species
in New Zealand. Australasian Plant Disease Notes 5: 9-10.

Franck A., Guilley H., Jonard G., Richards K., Hirth L. (1980): Nucleotide sequence
of cauliflower mosaic virus DNA. Cell 21: 285-294.

Freeman W. M., Walker S. J., Vrana K. E. (1999): Quantitative RT-PCR: pitfalls
and potential. BioTechniques 26: 112-122, 124-125.

Gardner M. W., Kendrick J. B. (1921): Turnip mosaic. Journal of Agricultural Research 22:
123-124.

Graichen K., Rabenstein F. (1996): European isolates of beet western yellows virus (BWYV)
from oilseed rape (Brassica napus L. ssp. napus) are non-pathogenic on sugar beet
(Beta vulgaris L var. altissima) but represent isolates of turnip yellows virus (TuYV).
Journal of Plant Diseases and Protection 103: 233-245.

Green S. K., Deng T. C. (1985): Turnip mosaic virus strains in cruciferous hosts in Taiwan.
Plant Disease 69: 28-31.

Guerret M. G. L., Nyalugwe E. P., Maina S., Barbetti M. J., van Leur J. A. G., Jones R. A.
C. (2016): Biological and molecular properties of a Turnip mosaic virus (TuMV)
strain that breaks TuMV resistances in Brassica napus. Plant Disease 101: 674-683.

Gupta S. K. (2016): Brassicas, In: Gupta, S. K. (ed.): Breeding oilseed crops for sustainable
production, pp. 33-53, Academic Press, San Diego.

Haas M., Bureau M., Geldreich A., Yot P., Keller M. (2002): Cauliflower mosaic virus:
still in the news. Molecular Plant Pathology 3: 419-429.

Hein A. (1984): Transmission of Turnip yellow mosaic virus by by seeds of Camelina sativa
(gold of pleasure). Journal of plant diseases and protection 91: 549-551.

Hiebert E., McDonald J. G. (1973): Characterization of some proteins associated with viruses
in the potato Y group. Virology 56: 349-361.

Hoggan 1., Johnson J. (1935): A virus of Crucifers and other hosts. Phytopathology 25:
640-644.

37



Hoh F., Uzest M., Drucker M., Plisson-Chastang C., Bron P., Blanc S., Dumas C. (2010):
Structural insights into the molecular mechanisms of Cauliflower mosaic virus
transmission by its insect vector. Journal of Virology 84: 4706-4713.

Hohn T., Hohn B., Pfeiffer P. (1985): Reverse transcription in CaMV. Trends in Biochemical
Sciences 10: 205-209.

Hull R., Covey S. N., Dale P. (2009): Genetically modified plants and the 35S promoter:
assessing the risks and enhancing the debate. Microbial Ecology in Health
and Disease 12: 1-5.

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). [online] [navS$tiveno
27.12. 2019]. Dostupné z https://talk.ictvonline.org/taxonomy/.

Jay C. N., Rossall S., Smith H. G. (1999): Effects of beet western yellows virus on growth
and yield of oilseed rape (Brassica napus). The Journal of Agricultural Science 133:
131-139.

Jenner C. E., Keane G. J., Jones J. E., Walsh J. A. (1999): Serotypic variation in turnip mosaic
virus. Plant Pathology 48: 101-108.

Jenner C. E., Walsh J. A. (1996): Pathotypic variation in turnip mosaic virus with special
reference to European isolates. Plant Pathology 45: 848-856.

Johnson G., Nolan T., Bustin S. (2013): Real-time quantitative PCR, pathogen detection
and MIQE. Methods in molecular biology (Clifton, N.J.) 943: 1-16.

Kamitani M., Nagano A. J., Honjo M. N., Kudoh H. (2019): A survey on plant viruses
in natural Brassicaceae communities using RNA-Seq. Microbial Ecology 78:
113-121.

Kashiwazaki S., Minobe Y., Hibino H. (1991): Nucleotide sequence of barley yellow mosaic
virus RNA 2. The Journal of General Virology 72: 995-999.

Kegler H., Ehrig F., Rabenstein F. (1998): Evidence of a plant virus in Iceland. Archives
of Phytopathology and Plant Protection 31: 241-246.

Kumar S., Stecher G., Tamura K. (2016): MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 7.0 for bigger datasets. Molecular Biology and Evolution 33: 1870
1874.

Lafléche D., Bové C., Dupont G., Mouchés C., Astier T., Garnier M., Bové J. M. (1972): Site
of viral RNA replication in the cells of higher plants: TYMV-RNA synthesis
on the chloroplast outer membrane system. Proceedings of the 8th FEBS Meeting:
RNA Viruses/ribosomes 27: 43-71.

Lin N. S., Hsu Y. H., Hsu H. T. (1990): Immunological detection of plant viruses
and a mycoplasmalike organism by direct tissue blotting on nitrocellulose
membranes. Phytopathology 80: 824-828.

Ling K. S., Provvidenti R., Gonsalves D. (1995): Detection of turnip mosaic virus isolates
using an antiserum to coat protein breakdown products. Plant Disease 79(8):
809-812.

Liu H. Y., Koike S. T., Xu D., Li R. (2012): First report of Turnip mosaic virus in tomatillo
(Physalis philadelphica) in California. Plant Disease 96: 296.

Livak K. J., Schmittgen T. D. (2001): Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods San Diego
California 25: 402-408.

Markham R., Smith K. M. (1949): Studies on the virus of turnip yellow mosaic. Parasitology
39: 330-342.

38



Martin S., Elena S. F. (2009): Application of game theory to the interaction between plant
viruses during mixed infections. The Journal of General Virology 90: 2815-2820.

Martinez-Herrera D., Romero J., Martinez-Zapater J., Ponz F. (1994): Suitability
of Arabidopsis thaliana as a system for the study of plant-virus interactions.
Fitopatologia 29: 132-136.

Mayo M. A. (2002): Virology division news: ICTV at the Paris ICV: Results of the Plenary
session and the binomial ballot. Archives of Virology 147: 2254-2260.

Mclingvale S. C., Elhanafi D., Drake M. A. (2002): Optimization of reverse transcriptase PCR
to detect viable shiga-toxin-producing Escherichia coli. Applied and Environmental
Microbiology 68: 799-806.

Melcher U. (1989): Symptoms of Cauliflower mosaic virus infection in Arabidopsis thaliana
and turnip. Botanical Gazette 150: 139-147.

Milosevic D., Ignjatov M., Nikoli¢ Z., Stankovi¢ 1., Bulaji¢ A., Marjanovi¢-Jeromela A.,
Krsti¢ B. (2016): The presence of turnip yellows virus in oilseed rape (Brassica napus
L.) in Serbia. Pestic. Fitomedicina 31: 37—44.

Mirmajlessi S. M., Loit E., Midnd M., Mansouripour S. M. (2015): Real-time PCR applied
to study on plant pathogens: potential applications in diagnosis - a review. Plant
Protection Science 51: 177-190.

Moreno A., Blas C.D., Biurrun R., Nebreda M., Palacios I., Duque M., Fereres A. (2004):
The incidence and distribution of viruses infecting lettuce, cultivated Brassica
and associated natural vegetation in Spain. Ann. Appl. Biol. 144: 339-346.

Moreno A., Fereres A. (2012): Virus diseases in lettuce in the Mediterranean Basin,
In: Loebenstein, G., Lecoq, H. (Eds.): Advances in Virus Research, Viruses and Virus
Diseases of Vegetables in the Mediterranean Basin, pp. 247-288, Academic Press,
San Diego.

Murphy J. F., Rychlik W., Rhoads R. E., Hunt A. G., Shaw J. G. (1991): A tyrosine residue
in the small nuclear inclusion protein of tobacco vein mottling virus links
the VPg to the viral RNA. Journal of Virology 65: 511-513.

Nguyen H. D., Tran H. T. N., Ohshima K. (2013a): Genetic variation of the Turnip mosaic
virus population of Vietnam: A case study of founder, regional and local influences.
Virus Research 171: 138-149.

Nguyen H. D., Yasuhiro T., Ho S. Y. W., Duchéne S., Vetten H.-J., Lesemann D., Walsh J.
A., Gibbs A. J., Ohshima K. (2013b): Turnip mosaic potyvirus probably first spread
to Eurasian Brassica crops from wild orchids about 1000 years ago. PLoS ONE 8(2):
1-13.

Nicolas O., Laliberté J. F. (1992): The complete nucleotide sequence of turnip mosaic
potyvirus RNA. Journal of General Virology 73: 2785-2793.

Ohshima K., Tomitaka Y., Wood J. T., Minematsu Y., Kajiyama H., Tomimura K., Gibbs A.
J. (2007): Patterns of recombination in turnip mosaic virus genomic sequences
indicate hotspots of recombination. The Journal of General Virology 88: 298-315.

Ohshima K., Yamaguchi Y., Hirota R., Hamamoto T., Tomimura K., Tan Z., Sano T.,
Azuhata F., Walsh J. A., Fletcher J., Chen J., Gera A., Gibbs A. (2002): Molecular
evolution of Turnip mosaic virus: evidence of host adaptation, genetic recombination
and geographical spread. The Journal of General Virology 83: 1511-1521.

Penazova E., Eichmeier A., Pokluda R. (2016): New real-time RT-PCR assays for detection
of TYMV (Turnip yellow mosaic virus) and evaluation of reaction of cabbages

39



to TYMV infection. Proceedings of International PhD Students Conference:
742-747.

Pfaffl M. W. (2001): A new mathematical model for relative quantification in real-time
RT-PCR. Nucleic Acids Research 29(9): e45, 2002—-2007.

Pfaffl M. W., Hageleit M. (2001): Validities of mMRNA quantification using recombinant
RNA and recombinant DNA external calibration curves in real-time RT-PCR.
Biotechnology Letters 23: 275-282

Provvidenti R. (1980): Evaluation of Chinese cabbage cultivars from Japan and the People’s
Republic of China for resistance to turnip mosaic virus and cauliflower mosaic virus.
Journal of the American Society for Horticultural Science 105: 571-573.

Raybould A. F., Maskell L. C., Edwards M. L., Cooper J. I, Gray A. J. (1999):
The prevalence and spatial distribution of viruses in natural populations of Brassica
oleracea. New Phytologist 141: 265-275.

Reyes A. A., Chadha K. C. (1972): Interaction between Fusarium oxysporum
f. sp. conglutinans and turnip mosaic virus in Brassica campestris var. chinensis
seedlings. Phytopathology 62, 1424-1428.

Richter J., Proll E., Rabenstein F., Stanarius A. (1994): Serological detection of members
of the Potyviridae with polyclonal antisera. Journal of Phytopathology: 142: 11-18.

Riechmann J. L., Lain S., Garcia J. A. (1992): Highlights and prospects of potyvirus
molecular biology. Journal of General Virology 73: 1-16.

Sanchez F., Wang X., Jenner C. E., Walsh J. A., Ponz F. (2003): Strains of Turnip mosaic
potyvirus as defined by the molecular analysis of the coat protein gene of the virus.
Virus Research 94: 33-43.

Schultz E. S. (1921): A transmissible mosaic disease of chinese cabbage, mustard and turnip.
Journal of Agricultural Research 22: 173-178.

Schwinghamer M. W., Schilg M. A., Walsh J. A., Bambach R. W., Cossu R. M., Bambridge
J. M., Hind-Lanoiselet T. L., McCorkell B. E., Cross P. (2014): Turnip mosaic virus:
potential for crop losses in the grain belt of New South Wales, Australia. Australasian
Plant Pathology 43: 663-678.

Schwinghamer M. W., Thomas J. E., Parry J. N., Schilg M. A., Dann E. K. (2007): First
record of natural infection of chickpea by Turnip mosaic virus. Australasian Plant
Disease Notes 2: 41-43.

Shattuck V. I. (1992): The biology, epidemiology, and control of Turnip mosaic virus,
In: Janick J. (ed.): Plant Breeding Reviews 14, pp. 199-238, John Wilkey and Sons,
New York.

Shattuck V. I., Brolley B., Stobbs L. W., Lougheed E. C. (1989): The effect of turnip mosaic
virus infection on the mineral content and storability of field-grown rutabaga.

Communications in Soil Science and Plant Analysis 20: 581-595.

Shepherd R.J., Bruening G.E., Wakeman R.J. (1970): Double-stranded DNA from
cauliflower mosaic virus. Virology 41: 339-347.

Smith H., Hinckes J. (1985): Studies on Beet western yellows virus in oilseed rape (Brassica
napus ssp. oleifera) and sugar beet (Beta vulgaris). Annals of Applied Biology 107:
473-484.

Smith K. M. (1977): Plant viruses, 6. ed. Science Paperbacks, Chapman and Hall, London.

Sorel M., Garcia J. A., German-Retana S. (2014): The Potyviridae cylindrical inclusion
helicase: A key multipartner and multifunctional protein. Molecular Plant-Microbe
Interactions 27: 215-226.

40



Spak J., Kubelkova D. (1990): Occurrence of turnip mosaic virus in opium poppy (Papaver
somniferum) in CSFR. Ochrana Rostlin - UVTIZ (CSFR) 26: 257-261.

Spence N. J., Phiri N. A., Hughes S. L., Mwaniki A., Simons S., Oduor G., Chacha D., Kuria
A., Ndirangu S., Kibata G. N., Marris G. C. (2007): Economic impact of Turnip
mosaic virus, Cauliflower mosaic virus and Beet mosaic virus in three Kenyan
vegetables. Plant Pathology 56: 317-323.

Stavolone L., Alioto D., Ragozzino A., Laliberté¢ J. F. (1998): Variability among turnip
mosaic potyvirus isolates. Phytopathology 88: 1200-1204.

Stevens M., Clark B., McGrann G. (2008): Turnip yellows virus (syn Beet western yellows
virus): An emerging threat to European oilseed rape production. Research Review
No. 69, HGCA, London.

Stevens M., Smith H. G., Hallsworth P. B. (1994): The host range of beet yellowing viruses
among common arable weed species. Plant Pathology 43: 579-588.

Suehiro N., Natsuaki T., Watanabe T., Okuda S. (2004): An important determinant
of the ability of Turnip mosaic virus to infect Brassica spp. and/or Raphanus sativus
is in its P3 protein. Journal of General Virology 85: 2087—-2098.

Sun S. R., Ahmad K., Wu X. B., Chen J. S., Fu H. Y., Huang M. T., Gao S. J. (2018):
Development of quantitative Real-time PCR assays for rapid and sensitive detection
of two Badnavirus species in sugarcane. BioMed Research International 2018: 1-10.

Sutic D. D, Ford R. E., Tosic M. T. (1999): Handbook of plant virus diseases. CRC Press,
New York.

Tan Z., Wada Y., Chen J., Ohshima K. (2004): Inter- and intralineage recombinants
are common in natural populations of Turnip mosaic virus. The Journal of General
Virology 85: 2683-2696.

Tomimura K., Gibbs A., Jenner C. E., Walsh J., Ohshima K. (2003): The phylogeny of Turnip
mosaic virus; comparisons of 38 genomic sequences reveal a Eurasian origin
and a recent “emergence” in East Asia. Molecular Ecology 12: 2099-111.

Tomimura K., gpak J., Katis N., Jenner C. E., Walsh J. A., Gibbs A. J., Ohshima K. (2004):
Comparisons of the genetic structure of populations of Turnip mosaic virus in West
and East Eurasia. Virology 330: 408-423.

Tomlinson J. A. (1987): Epidemiology and control of virus diseases of vegetables. Annals
of Applied Biology 110: 661-681.

Tomlinson J. A. (1970): Turnip mosaic virus. Descriptions of Plant Viruses. [online]
[navstiveno 25. 10. 2019]. Dostupné z
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=008.

Tomlinson J. A., Ward C. M. (1978): The reactions of swede (Brassica napus) to infection
by Turnip mosaic virus. Annals of Applied Biology 89, 61-69.

Tompkins C. M., Thomas H. R. (1938): A mosaic disease of Chinese cabbage. Journal
of Agricultural Research 56: 541-551.

Tremblay M. F., Nicolas O., Sinha R. C., Lazure C., Lalibert¢ J. F. (1990): Sequence
of the 3’-terminal region of turnip mosaic virus RNA and the capsid protein gene.
Journal of General Virology 71: 2769-2772.

Urcuqui-Inchima S., Haenni A., Bernardi F. (2001): Potyvirus proteins: A wealth
of functions. Virus Research 74: 157-75.

Vijayan V., Lopez-Gonzalez S., Sanchez F., Ponz F., Pagan 1. (2017): Virulence evolution
of a sterilizing plant virus: Tuning multiplication and resource exploitation. Virus
Evolution 3(2): 1-11.

41



Viralzone. [online] [navs$tiveno 25. 10. 2019]. Dostupné z https://viralzone.expasy.org/48.

Walkey D. G. A., Neely H. A. (1980): Resistance in white cabbage to necrosis caused
by turnip and cauliflower mosaic viruses and pepper-spot. The Journal of Agricultural
Science 95: 703-713.

Walkey D. G. A., Pink D. A. C. (1990): Studies on resistance to beet western yellows virus
in lettuce (Lactuca sativa) and the occurrence of field sources of the virus. Plant
Pathology 39: 141-155.

Walkey D. G. A, Pink D. A. C. (1988): Reactions of white cabbage (Brassica oleracea
var. capitata) to four different strains of turnip mosaic virus. Annals of Applied
Biology 112: 273-284.

Walkey D. G. A., Webb M. J. W. (1984): The use of a simple electron microscope serology
procedure to observe relationships of seven potyviruses. Journal of Phytopathology
110: 319-327.

Walkey D. G. A., Webb M. J. W. (1978): Internal necrosis in stored white cabbage caused
by turnip mosaic virus. Annals of Applied Biology 89: 435-441.

Walsh J. A., Jenner C. E. (2006): Resistance to Turnip mosaic virus in the Brassicaceae,
In: Loebenstein, G., Carr, J.P. (eds.), Natural Resistance Mechanisms of Plants
to Viruses, pp. 415-430, Springer Netherlands, Dordrecht.

Walsh J. A., Jenner C. E. (2002): Turnip mosaic virus and the quest for durable
resistance.Molecular Plant Pathology 3: 289-300.

Walsh J. A., Tomlinson J. A. (1985): Viruses infecting winter oilseed rape (Brassica napus
ssp. oleifera). Annals of Applied Biology 107: 485-495.

Wylie S., Adams M., Chalam C., Kreuze J., Lopez-Moya J. J., Ohshima K., Praveen S.,
Rabenstein F., Frank, Stenger D., Wang A., Zerbini F., Consortium I., Lefkowitz E.,
Davison A. J., Siddell S. G., Simmonds P., Adams M. J., Smith D. B., Orton R. J.,
Sanfagon H. (2017): ICTV virus taxonomy profile: Potyviridae. Journal of General
Virology 8: 352-354.

Yasaka R., Fukagawa H., Ikematsu M., Soda H., Korkmaz S., Golnaraghi A., Katis N., Ho
S. Y. W., Gibbs A. J., Ohshima K. (2017): The timescale of emergence and spread of
Turnip mosaic potyvirus. Scientific Reports 7: 1-14.

Yasaka R., Nguyen H. D., Ho S. Y. W., Duchéne S., Korkmaz S., Katis N., Takahashi H.,
Gibbs A. J., Ohshima K. (2014): The temporal evolution and global spread
of Cauliflower mosaic virus, a plant pararetrovirus. PLoS ONE 9(1): 1-12.

Yasaka R., Ohba K., Schwinghamer M. W., Fletcher J., Ochoa-Corona F. M., Thomas J.E.,
Ho S. Y. W, Gibbs A. J, Ohshima K. (2015): Phylodynamic evidence
of the migration of turnip mosaic potyvirus from Europe to Australia and New
Zealand. Journal of General Virology 96: 701-713.

Zhang Z., Schwartz S., Wagner L., Miller W. (2000): A greedy algorithm for aligning DNA
sequences. Journal of Computational Biology: A Journal of Computational Molecular
Cell Biology 7: 203-214.

Zhao L., Feng C., Hao X., Wang R., Hu L., Wang Q., Wu Y. (2013): Detection and molecular
variability of Turnip mosaic virus (TuMV) in Shaanxi, China. Journal
of Phytopathology 162(7-8): 519-522.

Zheng Y. X., Chen C. C., Chen Y. K., Jan F. J. (2008): Identification and characterization
of a Potyvirus causing chlorotic spots on Phalaenopsis orchids. European Journal
of Plant Pathology 121(1): 87-95.

42



