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1. Ciele prace

Ciel'om diplomovej prace bolo:

e Vypracovanie literarneho prehl'adu na tému ,,dsRNA pre stanovenie viromu rastlin®

s dérazom na rastlinny virom a sekvenovanie novej generacie.

e Ziskanie nukleotidovych sekvencii virusovych izolatov pritomnych V rastlinnych

vzorkach s vyuzitim sekvenovania novej generacie.

e Zaradenie virusovych izolatov do prislusnych skupin na zaklade sekvenacnych

a fylogenetickych analyz.



2. Uvod

Virom je subor vsetkych virusov pritomnych v organizme hostitela, jeho skumanim
mozno ziskat komplexné informacie a zvolit adekvatne regulacné opatrenia, respektive
vhodnu lie¢bu. Preto je Stidium virému stale castejSou témou, ¢i uz v l'udskom, zivo¢isnom,
alebo rastlinnom vyskume. Rastlinné virusy predstavujii vyznamny faktor hlavne pri
pestovani hospodarsky vyznamnych rastlin a zamedzenie ich prenosu ¢asto predstavuje jedinu
moznost’ ako pokryt’” dopyt po potravinovych plodinach ako su napriklad pSenica, jaCmen
aryza, ale aj rastlinich so vSestrannym vyuzitim, akou je napriklad baza Ccierna.
NajvhodnejSou metddou Studia rastlinného viromu je sekvenovanie novej generacie, ktoré je
limitované predovsetkym harvérovymi obmedzeniami a finan¢nou naro¢nost'ou celej analyzy.
Napriek tomu vSak zaziva prudky rozmach. Jednym z moznych pristupov Studia viromu touto
metodou je izolacia dsRNA, tito je nasledne prepisand do cDNA, zktorej si dalej

konStruované sekvenacné kniznice a tieto su nakoniec sekvenované.



3. Literarny prehPad
31 Coje to virom

Slovo virém vzniklo odvodenim zo slov virus a genom, prvykrat bolo pouzité v roku
2003 pri popise moznosti sledovania 'udského virdmu resp. suboru virusov cirkulujucich
v l'udskych populaciach (Anderson et al., 2003). S kI'ai¢ovym slovom virom uvadza databaza
Web of Science (https://apps.webofknowledge.com/WOS_GeneralSearch_input.do?produ
ct=WOS&search_mode=GeneralSearch&SID=T24t0e98mK5Cn8BWmOP&preferencesSave
d=) k 4. novembru 2016 pat'sto Sest'desiat pat’ publikacii. Virom mozno definovat’ ako subor
virusovych organizmov Zijucich v organizme hostitel'a (Lederberg, 2000; Wylie et al., 2012a;
Virgin, 2014). O viréme existuje v sucasnosti ovel'a menej informacii nez o bakteridlnom
mikrobiome. Hlavnym dovodom tohto faktu je skuto¢nost’, Ze prirodzené zivotné prostredie
bakterialneho mikrobiomu je prevazne extracelularne, kym virom preziva len vo vnutri
buniek, pretoze virusy nie st kultivovatelné in vitro, tato skuto¢nost’ ich ¢ini tazSie
pristupnymi experimentalnej analyze. Vyskum bakteridlneho mikrobiomu je vo velkej miere
zalozeny na sekvenovani bakteridlnych ribozomdlnych génov bezne dostupnymi metédami.
Izolacia virusovych nukleovych kyselin z buniek a ich nasledna sekvenacia je vsak zlozitejsia
a naro¢nejSia (Woolhouse et al., 2008). V poslednych rokoch sa vdaka pokroku
v bioinformatike podarilo vyvinut metody na identifikaciu viromu vo velkych sekven¢nych
databazach, s ¢im je spojeny rozvoj sekvenaénych technologii novej generacie (Next

Generation Sequencing; NGS), ktoré st hlavnym zdrojom obrovského mnozstva tychto dat.

Napriek technickym prekdzkam vSak poznatkov o virome pribida. Dovodom je
predovsetkym hlavna téma biomedicinskeho vyskumu na zaciatku 21. storocia, ktordh mozno
charakterizovat’ otazkou: ,,Co tvori molekularno — geneticky zaklad ¢loveka?“ Prekvapivo
sa ukazalo, ze za velku Cast’ naSej biologie a individuality vd’a¢ime mikroorganizmom
a virusom Zzijacim v a na nasich telach. Toto zistenie sI'ubuje radikalnu zmenu zasad a praxe
v medicine, oblasti verejného zdravia a zakladného vyskumu (Relman, 2012). Preto sa
pozornost upriamila na nové moznosti ich detekcie a analyzy, o umoznilo rozvoj
metagenomickych pristupov umoziujucich $tudium l'udského virdému, ktorému vd’acime

za vacsinu nasich doterajsSich poznatkov.



Srozvojom metdd sekvenovania novej generacie, zvySovanim kapacity a efektivity
spolu s poklesom cien sa pozornost’ vedeckej komunity zamerala najprv na zivo¢isny a neskor
i na rastlinny virom, ¢omu zodpovedaju aj tidaje z databazy Web of Science — z celkového

poctu 565 publikacii je na rastlinny virom zameranych len 39 (platné k 4. novembru 2016).

3.2 LDLudsky virom

Opis ludského viromu je v porovnani s dnes dobre popisanym bakteridlnym
mikrobiomom relativne novy a pomerne obmedzeny. Niekol’ko viromovych stadii ukazuje, ze
virusy mézu mat’ bud’ prospesné alebo skodlivé ucinky na l'udské zdravie v zavislosti od ich
interakcii s hostitel'mi, inymi virusmi a baktériami (Foxman et al., 2011; Holtzman et al.,
2012; Popovi¢ et al., 2012; Wylie et al., 2012b; Minot et al., 2013). Studie preukazali, ze
viromy v slinach, gastrointestinadlnom trakte a dychacich cestach su odlisné, ¢o znamena, ze
lokalne prostredie zohrava zasadnu ulohu pri utvarani 'udskych viromov, a tiez ukazuju, ze
tieto virusy moézu mat tGlohu pri formovani mikrobidlnej diverzity v Ustnej dutine
(Pride et al., 2012). Crevné baktérie zasadne vplyvaji na Pudské zdravie a su zapojené do
celého radu patofyziologickych procesov, vratane obezity, zapalovych ochoreni Criev

a kardiovaskularnych ochoreni (Quigley, 2013).

Zistilo sa, ze regulacia mikrobialnej diverzity v zazivacom trakte a systémovom obehu
viromom moéze mat dalekosiahle doésledky. Napriklad bolo pozorované, ze Specificka
expanzia bakteriofagov u Crohnovej choroby je spojena so znizenim bakterialnej diverzity,
¢o podporuje myslienku, ze virom moze prispiet’ k ¢revnym zapalom a bakterialnej disbioze
(Norman et al., 2015). Dalej sa dokazalo, Ze bakteriofagy v &reve by mohli mat’ vplyv na
bakterialnu floru, hostitel'a. Z tohto dovodu je mozné, ze by mohli takisto ovplyviovat
bakterialne funkcie (Abeles et Pride, 2014). Zistilo sa, ze podmnozina ¢revnych baktérii
sa podiela na tvorbe trimetylaminu, metabolitu spojeného s ateroskler6zou, pricom je mozZné,

ze tento proces by mohli modulovat’ prave bakteriofagy (Tang et Hazen, 2014).

Aj ked tieto spravy upozoriiuji na potencidlnu tlohu viromu v oblasti zdravia,
odolnosti a chorob, zdkladné molekuldrne a fyziologické mechanizmy tychto uUCinkov
zostavaju do znac¢nej miery nezname. Projekt I'udského mikrobiomu (Human Microbiome
Project; https://commonfund.nih.gov/hmp/index) nam umoznil lepsie pochopit’ ulohu baktérii
v l'udskom tele, a tiez viedol k zisteniu mozného vyznamu virému pre srdce, pluca, krv
a odolnost’” voc¢i ochoreniam. Pokroky v technologiach ako metagenomické sekvenovanie

a pocitacova analyza vel'kého mnozstva sekvenacnych dat, mozno vyuzit pre d’alsi vyskum
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l'udského gendomu. Jedinecné vyzvy, ktorym tento vyskum celi, ako napriklad neexistujuci
univerzalny virusovy molekularny marker (podobny bakterialnemu 16S rRNA)

a heterogénnost’ prvkov viromu, zaroven zdoraziuju potrebu Specialneho vyskumného usilia

(Zou et al., 2016).

Virém zahfna klasické virusy, ktoré infikuju hostitela. Odhaduje sa, ze priemerny
zdravy ¢lovek ma vo svojom tele viac ako pat latentnych virusov (Wylie et al., 2014).
Ich skuto¢ny pocet mdze byt ale vyssi, ked’ze je pravdepodobné, ze mnoho komponentov
viromu dosial’ nebolo identifikovanych. Medzi klasické virusy, ktoré st cCasto pritomné
v Tudskom organizme vo forme latentnych infekcii, patria adenovirusy, herpesvirusy
a papilomavirusy. Niektoré z tychto virusovych infekcii zostavaju u hostitel'ov s normalnym,
zdravym imunitnym systémom asymptomatické, avSak v organizme s naruSenou imunitou
dokazu spdsobit’ priznaky ochorenia. Do viromu patria taktiez virusy spdsobujiuce chronicku
infekciu, o ktorych vsak nie je zname, ¢i by mohli vyvolat’ priznaky ochorenia. Medzi takéto
,komenzalne* virusy patria nedavno objavené virusy rodu Anellovirus, ide 0 DNA virusy,
Ktorych pritomnost’ bola dokazana vo vysokom percente I'udskej populacie, a tiez u mnohych

druhov zvierat (Bernardin et al., 2010).

Virusové produkty pritomné v bunkéch, vratane fragmentov virusovych nukleovych
kyselin a réznych proteinov virusového pdvodu, su takisto sti€astou viromu. NajzndmejSim
prikladom st endogénne retrovirusy pritomné v chromozémoch, ktoré tvoria okolo 8 %
Pudského genomu (Lander et al., 2001). Tieto fragmenty st vysledkom inzercie retroviralnej
DNA. Vicsina tychto sekvencii presla v priebehu tisicro¢i mnohymi mutaciami, a preto uz nie
st schopné produkovat’ funkéné virusové castice. Dudsky gén syncitin, ktory ma povod
v retroviralnej inzercii (Pérot et al., 2012), je plne funkény a hra ulohu v morfogenéze
placenty (Blond et al.,, 2000). Mutacie v syncitine boli identifikované u pacientov

s roztrisenou skler6zou a schizofréniou (Karlsson et al., 2001; Antony et al., 2007).
3.3 Virém zivocichov

Virusové zoondzy tvoria vacSinu novo objavujtcich sa I'udskych virusovych ochoreni
(Wolfe et al., 2007). Ludia st neustale vystaveni obrovskému suboru zivo¢isnych virusov, ale
biologické a epidemiologické prekazky braniace medzidruhového prenosu virusu st znacné,
a preto vacSina virusov, ktoré infikuju vol'ne Zijice a domace zvierata, nie je 'ahko prenosna

na Cloveka (Parrish et al., 2008). Dlhodoby pravidelny kontakt medzi 'ud'mi a zvieratami

zvySuje pravdepodobnost’ vzniku virusu prisposobeného k infekcii a replikécii u l'udi, a to
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bud’ priamo alebo prostrednictvom sekundarnych hostitel'ov (Morse et al., 2012). Napriklad
svine domace (Sus scrofa domesticus) su vyznamnym zdrojom bielkovin na celom svete, ale
podliehaju ¢astym virusovym ochoreniam a poc¢etnym infekciam, ktoré su schopné infikovat’
aj l'udi. Moderné podmienky hospodarenia mozu tiez zvysit' prenos virusu a potencialne
roz$irenie zoondzy. Analyza viromu zvierat méze 'ahko dokumentovat’ cirkulaciu zndmych
1 novych virusov, ¢im ul'ahCuje detekciu objavujucich sa virusov a perspektivne hodnotenie
ich patogénneho a zoonotického potencialu (Shan et al., 2011). Doékladné pochopenie
rozmanitosti virusov vo volnej prirode poskytuje taktiez vychodiskové epidemiologické
informacie o potencialnych patogénoch zvierat a I'udi (van den Brandt et al., 2012). Pre virusy
prendSané¢ medzi zvieratami alud'mi su charakteristické podobné sposoby prenosu
a tkanivovy tropizmus, ¢o mozno vidiet na priklade virusu I'udskej/opi¢ej imunodeficiencie
(HIVI/SIV). Patogenéza mdze byt nepritomna alebo podobna, ale tiez vyrazne odli$na, ak sa

virus prenesie na nového hostitel’a.

V roku 2014 sa uskuto¢nila metagenomicka $tudia exkrementov 25 maciek zijucich
v utulku v Kalifornii. Viac ako 90 % virusovych sekvenci suviselo s virusmi cicavcov, zvySok
s bakterialnymi virusmi. Vo vykaloch boli pritomné virusy patriace do ¢el'adi Astroviridae,
Coronaviridae, Parvoviridae, Circoviridae, Herpesviridae, Anelloviridae, Caliciviridae
a Picobirnaviridae. Identifikovalo sa Sest’ znamych virusov: Feline coronavirus type 1, Felid
herpes 1, Feline calicivirus, Feline norovirus, Feline panleukopenia virus
a Picobirnavirus. Spolu s nimi boli charakterizované nové druhy astrovirusov a bocavirusov

a prvy geném cyklovirusu u maciek (Zhang et al., 2014).

Virusova DNA izolovana z konskych vykalov bola sekvenovana Sangerovym
sekvenovanim, ziskalo sa 178 140 sekvencii. Z tychto bolo 63 % virusovych, 20 %
baktérialnych, 7 % archeonovych, 6 % eukaryotnych a 5 % stiviselo s mobilnymi genetickymi
elementmi. Z virusovych sekvencii patrilo 59 % celadi Siphoviridae, 26 % doteraz
neklasifikovanym fagom, 17 % celadi Myoviridae, 4 % celadi Podoviridae a 2 % rodu
Orthopoxvirus (Cann et al., 2004).

S vyuzitim metagenomického pristupu sa skiimali exkrementy uSkatcov kalifornskych
(Zalophus californianus) rézneho veku a zdravotného stavu. Boli charakterizované noveé,
doteraz nepopisané, cicavéie virusy zo Styroch c¢eladi RNA virusov (Astroviridae,
Picornaviridae, Caliciviridae a Reoviridae) a jednej celade DNA virusov (Parvoviridae).

Dalej taktiez prvé Uplné alebo Ciastocné gendmy sapelovirusov, sapovirusov, norovirusov

12



a bocavirusov tychto morskych cicavcov. V najvySSej miere mali zastipenie astrovirusy

a bocavirusy (Li et al., 2011).

Metagenomicka analyza exkrementov svii domacich — 24 zdravych a 12 trpiacich
hnackovitym ochorenim, vykonana v roku 2011, priniesla tieto vysledky: stolica zdravych
svii obsahovala priemerne 4,2 réznych cicavéich virusov, zatial' ¢o stolica chorych 5,4
roznych cicav¢ich virusov. 99 % virusovych sekvencii patrilo do ¢eladi RNA virusov
Picornaviridae, Astroviridae, Coronaviridae a Caliciviridae, len 1 % prinalezalo do ¢eladi
DNA virusov Circoviridae a Parvoviridae. Prasacie RNA virusy identifikované v klesajucom
pocte sekvencnych Citani zahfnali kobuvirusy, astrovirusy, enterovirusy, sapovirusy,
sapelovirusy, koronavirusy, bocavirusy a teschovirusy. Ziskali sa takmer kompletné genomy
mnohych novych druhov prasacich astrovirusov i bocavirusov a sucasne sa charakterizovalo
niekol’ko malych kruhovych DNA genéomov kodujucich replikazové proteiny a 2 vysoko
divergentné virusy radu Picornavirales (Shan et al., 2011).

Analyza enterickej virusovej flory kun lesnych (Martes martes) ajazvecov lesnych
(Meles meles) metagenomickym pristupom odhalila novy druh anelovirusu a bocavirusu
u kian; novy virus podobny cirkovirusom a DNA virus pribuzny s geminivirusmi u jazvecov.
Okrem toho boli u oboch detekované sekvencie homologne so sekvenciami virusov celadi

Paramyxoviridae a Picornaviridae (van den Brandt et al., 2012).

Sekvenovanim Ciastoéne purifikovanej nahodne amplifikovanej virusovej RNA
a DNA z exkrementov 105 volne Zijucich hlodavcov (mysi, hrabosov a potkanov)
zozbieranych v Kalifornii a vo Virginii boli identifikované virusy celadi Circoviridae,
Picobirnaviridae,  Picornaviridae,  Astroviridae,  Parvoviridae, Papillomaviridae,
Adenoviridae a Coronaviridae. Bolo charakterizovanych 17 malych kruhovych DNA
genémov obsahujtcich 1 alebo 2 replikac¢né gény vzdialene pribuzné s ¢el'ad’ou Circoviridae
reprezentujuce niekol’ko potencidlne novych virusovych ¢eladi. V ¢el'adi Picornaviridae boli
charakterizované 2 nové kandidatne rody ako aj virus blizko geneticky pribuzny l'udskému
virusovému patogénu Aichi. ldentifikovali sa fragmenty prvého mySieho sapelovirusu
a pikobirnavirusov. Taktiez bol charakterizovany prvy mysi geném astrovirusu. Podarilo sa
osekvenovat’ gendém mysieho papilomavirusu a fragmenty nového adenovirusu a virusu
asociovaného s adenovirusom. Dalsiu Gast’ fekalneho viromu hlodavcov tvorili hmyzie virusy
¢eladi  Densoviridae, Iridoviridae, Polydnaviridae, Dicistroviriade, Bromoviridae
a Virgaviridae, a tiez rastlinné virusy ¢el'adi Nanoviridae, Geminiviridae, Phycodnaviridae,

Secoviridae, Partitiviridae, Tymoviridae, Rodindach Alphaflexiviridae a Tombusviridae,
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ktoré odrazaju beznu stravu hlodavcov — hmyz arastliny. Fylogenetické analyzy uplnych
a Ciastocnych virusovych genémov odhalili mnohé predtym neznadme virusové druhy, rody

a ¢elade (Phan et al., 2011).

Virusy dlhodobo zijice v urcitom hostitelovi si typicky dobre prispdsobené
a sposobuji menej vyrazné patologické zmeny, avSak patogenéza u nového hostitela moze
byt okamzite zrejma, ¢oho prikladom je prenos virusu eboly z netopierov na c¢loveka.
Stadium niektorych Zivodisnych virusov méze preto poskytnit novy pohlad na vyvoj
i historiu T'udskych virusov a v niektorych pripadoch i nahradné modely pre skumanie
prevencie aliecby virusovych ochoreni c¢loveka (Wobus et al., 2006; Bukh, 2012,
Evans et Silvestri, 2013). Okrem tohto méze identifikacia evoluéne konzervovanych alebo
odlisnych genomovych oblasti pribuznych virusov pomoct’ pri identifikéacii nukleotidovych ¢i
proteinovych sekvencii dolezitych pre vstup, replikaciu, hostitel'skti a tkanivovu Specifitu,
imunitni odpoved’ a patogenézu. Pochopenie ochoreni zvierat a identifikacia zivociSnych
virusov su dolezité pre mapovanie zoonotickych rezervoarov, objasnenie povodu a evolicie
virusov a vyvoj modelovych systémov pre dolezité ludské virusy. Stadium virému zvierat je
taktiez ucinnym sposobom identifikacie zvieracich homoloégov Tudskych virusov

(Scheel et al., 2015).

3.4 Virom rastlin

Stadiu rastlinnych virusov dominovala od pociatku analyza patogénov infikujticich
kultarne rastliny. Izolacia, charakterizacia a sekvenacia genému rastlinnych virusov sa neskor
roz§irila o virusy infikujice buriny, alebo divokych pribuznych pestovanych, hospodarsky
vyznamnych rastlin. Virusy a virusom podobné castice (virus-like particles)
v polnohospodarsky nevyznamnych rastlindch boli do tej doby objavované nédhodne,
napriklad ak boli priznaky naznacujiice infekciu pozorované v prirode. Az rozvoj
sekvenovania ¢cDNA vo velkom meradle a v poslednom desatroc¢i sekvenovanie novej
generacie umoznili virologom systematicky skrining na pritomnost’ znamych i tiplne novych
virusov v rastlinnych populaciach ich vlastnej volby (Roosinck et al., 2012;
Mushegian et al., 2016).

Tieto snahy nam poskytli relativne dobré znalosti o vSeobecnej gendmovej diverzite
virusov krytosemennych rastlin. Tato sa zdd byt uplne bez virusov s velkymi alebo
linedrnymi  DNA gendmami, =zahfna vSak DNA virusy s malymi, kruhovymi,

jednovldknovymi gendémami: pararetrovirusy, ktoré enkapsiduju dvojvladknovi DNA
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a exprimuji svoj gendm prostrednictvom RNA medziproduktu, a velké mnoZstvo virusov
majucich RNA genom, kam patria aj virusy, ktorych viriony enkapsiduju pozitivne (+) alebo
negativne (-) orientované jednovlaknové RNA (ssRNA), dvojvlaknové RNA (dsRNA) alebo
ambisense RNA (Kazazian, 2004; Goodier et Kazazian, 2008). Sekvena¢na analyza
podobnosti i fylogenetické Studie preukdzali hlboké a prastaré vztahy kazdej z tychto
virusovych skupin s virusmi, ktoré mézu infikovat’ huby a Zivocichy. Uvedené Studie nacrtli
evolu¢né spojenie medzi tymito virusovymi liniami a virusmi infikujucimi jednobunkové

eukaryotické organizmy, baktérie a archeény (Koonin et al., 2015).

3.4.1 Metagenomika a rastlinné virusy

Termin metagenomika odkazuje na sekvenéni analyzu vzorieck z prostredia
obsahujiceho neznamu zmes foriem Zivota, Casto vel'a takych, ktoré nie s kultivovatel'né
in vitro. V roku 2002 Breitbart et al. prvykrat vykonali metagenomicka $tidiu morskych
virusov shotgun sekvenovanim vzorky virusovej populacie ziskanej z 200 litrov morskej
vody. Rozvoj metagenomiky viedol k hilbSiemu poznaniu obrovskej rozmanitosti
mikrobidlneho sveta. Pre mnoho mikroorganizmov sa osvedcilo sekvenovanie univerzalnych
genémovych oblasti, ako napriklad ribozomalnych RNA génov (Stackebrandt et Goebel,
1994; Seifert, 2009). Avsak virusy neobsahuju Ziadne vSeobecne konzervativne sekvencie,
preto metagenomické virusové stadie vyuzivaju takzvany ,,enrichment® vzoriek zo zivotného
prostredia o virusy nasledovany random alebo shotgun sekvena¢nou analyzou. Nedavne
metagenomické studie objavili virusom podobné sekvencie z ro6znych prostredi vratane rastlin
(Roossinck et al., 2010). Spolo¢nou témou vsetkych virusovych metagenomickych stadii je
vel'ké mnozstvo virusom podobnych sekvencii vo vSetkych prostrediach, a tiez vel'mi vysoky
pocet sekvencii SO Ziadnym vztahom ku znamym sekvenciam v databazach. Nedostatkom
vacsiny tychto §tadii je, Ze neumoziuju rozsiahle ekologické analyzy, pretoze hostitel’a virusu
nie je mozné urcit’.

Rastlinni virologovia pouzivaju k $tadiu biodiverzity niektoré pristupy lisiace sa od
inych metagenomickych s§tadii. V niektorych pripadoch analyzuju zmesné vzorky
(tiez oznaCované ako ,,lawn mover method*), iné stadie oddel'uju jednotlivé vzorky rastlin, ¢o
umoznuje podrobnejSiu analyzu ekoldgie virusov. Tieto typy Stadii st o0znacované ako
ekogenomika, aby sa odlisili od tych, ktoré vyuzivaji environmentalne vzorky
(Roossinck, 2011).
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Obrazok 1: Distribiicia virusovych druhov do celadi. Cisla oznacujii pocet druhov
rastlinnych virusov v kazdej celadi podla Medzinarodného vyboru pre taxondmiu virusov
(ICTV). Celade s hviezdickou zahiiajii druhy infikujiice dalsich nerastlinnych hostitelov
(Roossinck, 2012).

3.4.2 Detekcia rastlinnych virusov

Virusy tvoria takmer polovicu (47 %) hlasenych rastlinnych infekénych chorob
(Anderson et al., 2004). Detekcia a identifikacia existujucich, vznikajtcich a novych virusov
sa spolieha na Siroku Skalu technik, ako napriklad biologické testy, elektronova mikroskopia,
polymerazova retazova reakcia (PCR) a jej varianty, ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) a v poslednej dobe tieZ microarraye (Mumford et al., 2006;
Boonham et al., 2008). Biologické testy a elektronova mikroskopia su najstarSie techniky
pouzivané pre detekciu Sirokého spektra znamych rastlinnych virusov v pripade identifikacie
novych virusov (Matthews, 1991). Biologické testy st zavislé od dostupnosti vhodnych
diferenciatnych a propagativnych hostitel'skych rastlin. TaktieZ vyZaduji vhodné
environmentalne podmienky a v niektorych pripadoch sa symptémy na kontrolnych rastlinach
moézu prejavit az za niekol’ko mesiacov. Okrem toho je interpreticia vysledkov testov
subjektivna. Elektronovd mikroskopia poskytuje priamy dokaz pritomnosti virusu,

ale je schopna rozlisit’ od seba iba virusy s odlisnou morfologiou.
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Virusova diagnostika sa stala 'ahko dostupnou, vd’aka dvom hlavnym prielomom
v priebehu poslednych Styroch desatro¢i. Prvym z nich bol sérologicky test ELISA vo forme,
ktora pouziva pre detekciu virusov polyklonalne alebo monoklonalne protilatky.
Polyklonalne protilatky su véacsinou druhovo ¢i kmenovo Specifické, ale nemozno vylucit’
krizové reakcie (Clark et Adams, 1977). Druhym bola moznost amplifikacie DNA in vitro
vSeobecne znama ako PCR (Candresse et al., 1998).

Spomenuté techniky nie st vhodné pre identifikaciu novych virusov, pretoze vyzaduju
predchadzajtiice znalosti o viruse, a to bud’ jeho sekven¢ni informaciu pre navrh primerov,
alebo virusovo $pecifické protilatky. Vzhl'adom na tieto obmedzenia boli pre lepsiu detekciu
a charakterizaciu novych ¢i neobvyklych virusov napadajacich roézne rastliny pouzité nové
pristupy, predovsSetkym sekvenacné technoldgie novej generacie. Uvedené sekvenovanie bolo
pouzité aj naobjasnenie rastlinnych ochoreni neznamej virusovej etiologie a interakcie
hostitel' — virus. Prehl'ad pokrokov dosiahnutych vyuzitim sekvenovania novej generacie pri
charakterizacii, objave a molekularnych interakciach rastlinnych virusov je uvedeny
Vv tabul’ke 1.

Tabulka 1: Vyuzitie sekvencnych technoldgii novej generécie vo vyskume rastlinnych
virusov podl'a Web of Science

Objav Pouzity pristup Sekv. Referencia

platforma

Nectarine stem pitting associated Metagenomicka _
_ Illumina Bag et al., 2015
virus (NSPaV) analyza

Kompletna genémova sekv. HVEV | Sekvenovanie _
[llumina | Candresse et al., 2016

virusu parovych koncov
_ S Sekvenovanie _ )
Botrytis ourmia-like virus ONA lllumina | Donaire et al., 2016
C

Sekvenovanie
Novy kmen TSV virusu ) 454-FLX | Duttaetal., 2013
»poolovej“ cDNA

Korelacia medzi expresiou génu Sekvenovanie

lllumina | Gao et al., 2016
WRKY16 a priznakmi virusu TCV | RNA

) Sekvenovanie ) )
Potato mop-top virus (PMTV) ) Ilumina | Gil etal., 2016
celkovej RNA
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Tabul’ka 1: Vyuzitie sekvenc¢nych technoldgii novej generécie vo vyskume rastlinnych
virusov podl'a Web of Science — pokracovanie

Objav Pouzity pristup Sekv. Referencia
platforma
Identifikécia satelitnej RNA GFRV )
Sekvenovanie _ ] )
virusu vo vini¢i hroznorodom IHlumina Chiumenti et al., 2016
o SmMRNA
(V. vinifera)
) . Sekvenovanie ]
Gompholobium virus A lllumina | Kohetal., 2016
dsRNA
) ) Sekvenovanie _
Squash chlorotic leaf spot virus lllumina | Lecog et al., 2016
SmMRNA
o Sekvenovanie _ )
Apple geminivirus lllumina | Liang et al., 2015
SMRNA
Citrus chlorotic dwarf-associated Sekvenovanie .
) lllumina | Loconsole et al., 2012
virus SmRNA a DNA
_ Sekvenovanie _
Ramu stunt virus Illumina Mollov et al., 2016
cDNA
) ) ) Sekvenovanie _ o
Grapevine redleaf-associated virus lllumina | Poojari et al., 2013
cDNA
) _ Sekvenovanie _ _
Tomato matilda virus lllumina | Saquib et al., 2015
cDNA
) o Sekvenovanie _
Citrullus lanatus cryptic virus SOLID Selaetal., 2013
RNA
) ) ) Sekvenovanie lon _
Citrus tristeza virus ) Varveri et al., 2015
SIRNA Torrent
o ) ) Sekvenovanie 454
Lettuce big-vein associated virus ) Verbeek et al., 2013
celkovej RNA GS-FLX
) ) Sekvenovanie )
Lettuce necrotic leaf curl virus lllumina | Verbeek et al., 2014
cDNA
o Sekvenovanie lon Yanagisawa
Blueberry shoestring virus
DNA Torrent etal., 2016
Apple stem grooving virus = Sekvenovanie )
lllumina | Yeonhwa et al., 2016

Citrus tatter leaf virus

RNA

18




3.4.3 Sekvenaéné technologie novej generacie (NGS)

Vysoko kapacitné NGS metddy su zakladnym néstrojom metagenomickych stratégii
pre identifikdciu nezndmych chordb spojenych s virusmi a objavovanim novych virusov.
Maju tiez nezastupite'ni tlohu pri Stidiu mikrobidlnej evolucie, mechanizmov patogenézy
a fylogeografie, umoznuju priamu detekciu, identifikaciu a objavovanie virusov objektivnym
sposobom bez nutnosti pouzitia protilatok alebo predchadzajicej znalosti sekvencie patogénu.
Tieto metédy vSak nemozno pouzit narutinni diagnostiku vzhladom na cenu analyzy
a neoverenu reprodukovatel'nost’ (Cox-Foster et al., 2007; Quan et al., 2008; Barzon et al.,
2011; Studholme et al., 2011).

Pyrosekvenacna platforma 454 FLX, vyvinuta firmou 454 Life Sciences v roku 2005,
bola prvou sekvena¢nou technologiou novej generacie. Sekvenator spolo¢nosti Illumina
vyvinuty firmou Solexa uviedli na trh zac¢iatkom roka 2007. Platformy 454, Illumina a SOLID
(vyvinuta v roku 2006) sekvenuju populacie amplifikovanych templatovych DNA molekul
s typickou technikou ,wash-and-scan“ a predstavuju druhti generaciu NGS technologii
(Schadt et al., 2010).

V poslednych piatich rokoch bolo vyvinutych mnoho d’alSich vylepSenych platforiem
ako Heliscope, lon Torrent, real-time sekvenovacie platformy PacBio RSII firmy Pacific
Biosciences a ION firmy Oxford Nanopore. lon Torrent a Heliscope Ssa nachadzaju
na pomedzi technologii druhej a tretej generacie, pretoze maju mnoho vlastnosti technoldogii
druhej a niektoré z technologii tretej generacie, zatial’ co sekvenacné platformy firiem Pacific
Biosciences a Oxford Nanopore st oznafované ako sekvenacné metody tretej generacie,
pretoze sekvenuji velké molekuly DNA kontinualne, bez nutnosti prerusenia medzi
jednotlivymi sekvena¢nymi krokmi (,,single molecule real time sequencing; SMRT®)
(Prabha et al., 2013). Moznosti aplikacii sekvenovania novej generacie zhrnuli Kim et al.

v schéme, ktorti uvadzam v obrazku 2.
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Sekvenovanie novej generdcie

qDNA/BAC/

* Dbjavovanie genetickjch
varidcil naprieé celym gendmom

* Objavovanie lokusow zvyéujicich nachylnost k ochoreniu

alokusov spésabujicich ochorenie
*Viac ekanomické a vykonné

Objavovanie vzicnych a novjch variantoy

* Hladanie novjch varidcil alebo potvrdenie
kandidétnych variantow v cielovyich (sekoch
* Multiplexné cielene obohacujice techniky
(microdroplet PCR, hybridizécia)

* Metabarcoding (COI, bl ITS, (RNA)

Jednobunkové genomika

* Vyskum genetickjch variécil na Grovi jedne] bunky
* Dhbjasfiuje réane interakeie medzi jednotfivmi bunkami

Metagendmavé sekvenavanie

* Ohjasfiovanie ekologickych funkcil
nekuttivovatelngch organizmov

* Objavovanie novych rodov s biodiverzifikiciou

Obrazok 2: Moznosti sekvenovania novej generdcie (Kim et al., 2014)

Celogenémavé sekvenovanie

l
l | ;
' | |
1 l

Celkovd
RNA/mRNA/RcRNA mikroRN

* Komplexnd diferencidina analjza génovej expresie
* Dbjavovanie novjch génov

* Analza editice

ANA (alternativny splicing, cSNP)

Sekvenovanie maljch RNA

* Analjza génove) expresie miRNA
* Stidium génovej requlafne; siete a cielov miRNA
* Objavovanie fylogeneticky pecifickych biomarkerov

Sekvenovanie metatranshriptomu

* Komplexnd analyza in situ ANA poolov’ komunit
* Prolovanie expresie komunit

aich ekologickych funkcii

* Objasnenie taxonomickych étruktir
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3.4.4 Aplikacie NGS technolégii v rastlinnej virologii

NGS technolégie urychlili pokrok v detekcii virusov pomocou metagenomickej
analyzy a ,deep sequencingu”“. De novo sekvenacia virusov pomocou metddy
»deep sequencing™ je technikou, ktora uspesne identifikovala zname inezndme virusy
(Capobianchi et al., 2013). Sekvenacia NGS metodami vyuziva nukleové kyseliny, pricom

existuje niekol’ko moznosti.

Prvou aj najstarSou je izolacia RNA z infikovaného hostitel'a, z ktorej sa reverznou
transkripciou ziska cDNA, z tej sa potom konstruuju sekvena¢né kniznice a nasleduje vlastné
NGS sekvenovanie. Tymto postupom bola analyzovana celkova RNA =z rastlin rajciaka
jedlého (Solanum lycopersicum) infikovanych virusom mozaiky pepina (PepMV).
Vyizolovana nukleova kyselina (RNA) sa reverznou transkripciou previedla na cDNA a boli
pripravené sekvena¢né kniznice, ktoré boli nasledne sekvenované, ¢im sa ziskalo 65 691
sekvencii. Tieto sa nasledujucim skladanim do kontigov zredukovali na 387 kontigov a 6 963
nepriradenych sekvencii. Dal$ia analyza programom BLAST (Altschul et al., 1997) ukazala,
ze 20,1 % z celkového poctu sekvencii patrilo PepMV a 70 % sekvencii bolo rastlinného
ribozomalneho alebo chloroplastového povodu. Sedem zo zostavenych kontigov zodpovedalo
PepMV, pricom pokryvali 97 percent virusového genému. S pouzitim uz publikovanej
sekvencie PepMV (Acc. No. AJ606361) ako ,scaffoldu” a dalSich dosial’ nepriradenych
sekvencii z kompletného datasetu bolo dosiahnuté 100 percentné pokrytie genomu. Ziskana

sekvencia mala dizku 6 382 bp, bez poly(A) konca (Adams et al., 2009).

Dal3im pristupom je izolacia virusovo $pecifickej dsSRNA a sekvenovanie tejto frakcie
pomocou NGS. Tymto pristupom bola analyzovana napriklad populdcia rastlin vinica
hroznorodého (Vitis vinifera). Dvojretazcova RNA sa izolovala z,poolu® materidlu
ziskaného zo 44 nahodne vybranych rastlin pochadzajicich z jednoho vinohradu.
Z dsRNA bola syntetizovand cDNA. Fragmenty cDNA s vel’kostou cca 200 bp boli vybrané
pre PCR ,enrichment”, na ktory sa pouzila qPCR. Nasledovalo sekvenovanie metédou
[llumina. Zo ziskanych sekvencii boli vytvorené kontigy, a z nich ,,scaffoldy* s pouzitim
de novo algoritmu programu Velvet (Zerbino et Birney, 2008). Vysledkom bolo 449
»scaffoldov*, ktoré boli analyzované s vyuZzitim programu BLAST. Analyza ukézala, Ze tieto
,,scaffoldy” zodpovedaju virusom Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) s 59 %
z celkového poctu sekvencii; Grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV)
s 4 %; Grapevine virus A (GVA) s 1 %; a Grapevine virus E (GVE) s 1 % (Coetzee et al.,
2010).
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Inou moznostou je izoldcia malych RNA (smRNA). Styri podozrivé vzorky rajéiaka
pochadzajuce z USA a Mexika boli pouzité pre tvorbu smRNA kniznice a ,,deep sequencing*.
Z kazdej kniznice bolo ziskanych medzi 5 — 7 milionmi smRNA sekvencii, z ktorych viac
ako 90 % bolo z gendmu rajc¢iaka. Po in silico odpoé¢itani rajéiakovych smRNA boli
ostavajuce virusom podobné siRNA zostavené s/bez vyuzitia referencného virusu. Kompletny
gendm sa zostavil pre Potato spindle tuber viroid (PSTVd) len s vyuzitim siRNA. Okrem
toho, bol zostaveny takmer kompletny geném (98 %) virusu Pepino mosaic virus. S vyuzitim
de novo zostavovania sekvencii bol identifikovany novy potyvirus s menej ako 60 % celkovej
genomovej nukleotidovej sekvenénej identity s inymi znamymi virusmi a ziskala sa uplna

genomova sekvencia tohto virusu (Li et al., 2012).

Skladanie vyznamnej Casti virusovej sekvencie z prekryvov malych interferujucich
RNA (siRNA) pre identifikaciu virusu je d’al§im uspe$nym pristupom vyuzivajucim masivne
paralelné sekvenovanie. Tento pristup sa aplikoval napriklad pre charakterizaciu kompletného
viromu povojniku batatového (Ipomoea batatas). Z rastlin infikovanych dvoma RNA virusmi
Sweetpotato feathery mottle virus (SPFMV), Sweetpotato chlorotic stunt virus (SPCSV) bud’
individualne alebo simultanne sa vyizolovala celkovd RNA, ktora bola nasledne prepisana do
CcDNA a skonstruované sekvenacné kniznice boli sekvenované metdédou Illumina. Kontigy
siRNA boli zostavené s pomocou troch r6znych softvérov na zostavovanie malych sekvencii:

Velvet, SSAKE (Warren et al., 2007) a VCAKE (Jeck et al., 2007).

Vysledkom boli rézne sa prekryvajuce kontigy v zavislosti od pouzitého programu
a nastavenych parametrov, tieto sa mohli d’alej skladat’ do véacSich kontigov pomocou
programu Contig Express, ktory je sucastou softvérového balika Vector NTI®
(https://www.thermofisher.com/sk/en/home/life-science/cloning/vector-nti-software/vector-nti
advance-software/vector-nti-advance-downloads.html). Takto zostavené kontigy boli pouzité
na vyhladavanie v databazach GenBank/EMBL/DDBJ pomocou BLAST-u. Prehl'adavanie
nukleotidovych a proteinovych databaz BLAST-om so zostavenymi kontigmi aim
zodpovedajucimi peptidami tuspeSne identifikovalo ocCakdvané virusy v kazdej rastline
a prekvapivo tiez niekolko kontigov podobnych s badnavirusmi (¢elad” Caulimoviridae;
dsDNA reverzne sa transkribujiice virusy) a mastrevirusmi (¢elad” Geminiviridae; sSDNA
virusy). Okrem toho pokryvali kontigy SPFMV generované zo simultdnne infikovanych
rastlin cely gendm a mohli byt dalej zostavené pre vytvorenie kompletnej gendmovej

sekvencie tohto virusu (Kreuze et al., 2009).
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Metagenomicka analyza vektora (Vector-enabled metagenomics; VEM) s vyuzitim
NGS je dalsim praktickym pristupom $tadia rozmanitosti virusov, konkrétne tych, ktoré su
prenasané cez vektorov. Tento pristup umoznil popis DNA virusov molic tabakovych
(Bemisia tabaci) zozbieranych z dvoch dolezitych pol'nohospodarskych oblasti — Homestead
a Citra na Floride. Zozbierané molice boli homogenizované, virusy boli precistené filtraciou
cez Sterivex filter (Millipore, Billerica, MA), nasledne extrahované a osekvenované. Tym sa
ziskali DNA sekvencie virusov pritomnych v moliciach. BLAST analyza ukazala, Ze
79 % zo sekvencii viromu molic z oblasti Citra a 93 % sekvencii z oblasti Homestead
vykazovalo vyznamni podobnost’ so znamymi begomovirusmi s identitou medzi 70 az
100 %. Viromu molic z oblasti Citra dominoval Cucurbit leaf crumple virus (CuLCrV),
ide 0begomovirus znamy tym, Ze napada rastliny dyne cervenej (Citrullus lanatus).
Usporiadanie (,,alignment®) ziskanych sekvencii voci referencnému gendému CuLCrV
z databazy GenBank preukdzalo, Ze VEM analyza takmer uplne pokryla DNA-A a Ciasto¢ne
pokryla DNA-B sekvenciu tohto virusu. Segmenty oboch DNA-A a DNA-B zlozené z daného
viromu zdiel'ali 97 % nukleotidovu identitu s referenénym genémom CuLCrV. Dve sekvencie
s homologiou 96 — 97 % boli identifikované ako DNA-B virusu Sida golden mosaic virus
a jedna sekvencia identifikovala Tobacco leaf rugose virus s identitou 88 %. Obdobne boli
pri virome molic z Homesteadu objavené virusy Anoda geminivirus, Macroptilium golden
mosaic virus, Malvastrum yellow mosaic Helshire virus, Malvastrum yellow mosaic Jamaica
virus, Sida golden mosaic virus, Sida golden yellow vein virus, Tomato yellow leaf curl virus,
Wissadula golden mosaic virus, s dominanciou Tomato yellow leaf curl virus a Sida golden

mosaic virus (Ng et al., 2011).

Metodou ,,deep sequencing® bol identifikovany novy zastupca rodu Cucumovirus.
Vzorka RNA pochéadzala z gomfrény hlavkatej (Gomphrena globosa) infikovanej neznamym
patogénom pdvodne izolovanym mechanickou inokulaciou z kvitnucej liatry klasnatej (Liatris
spicata). RNA z tejto vzorky bola sekvenovana, ziskalo sa 71 146 sekvencii a z nich vzniklo
738 kontigov. BLAST analyza ukazala, ze 40,9 % sekvencii bolo vzdialene pribuznych
s cucumovirusmi Cucumber mosaic virus (CMV), Peanut stunt virus (PSV) a Tomato
aspermy virus (TAV), priblizne 47 % sekvencii malo ribozomalny alebo chloroplastovy
povod. Genom nového cucumovirusu s navrhovanym nazvom Gayfeather mild mottle virus
infikujaceho liatru klasnatu, nevyZadoval dodatocné skladanie s pomocou referennych

gendmov a bol kompletne zlozeny zo ziskanych kontigov (Adams et al., 2009).
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Analyza malych RNA sekvencii z listov divoko rasticej reznacky lalo¢natej (Dactylis
glomerata) spouzitim 454 ,deep sequencingu® objavila doteraz nepoznany virus zltej
zakrslosti  obilnin  (CYDV) patriaci do ¢elade Luteoviridae, rodu Luteovirus
(Pallett et al., 2010).

3.4.4.1 Ekogenomika virusov a charakterizacia virusovej populacie alebo virému

rastlin

NGS technolégie urychlili pokrok v detekcii virusov pomocou metagenomického
sekvenovania, ktoré dalo moznost' rozvoju metagenomiky umoziujucej presné stanovenie
virusovej populacie v danom ekosystéme alebo konkrétnom organizme, ¢o je zndme pod
pojmom virom. Uskuto¢nila sa metagenomicka S$tidia biodiverzity virusov ziskanych
z rastlinného materialu pochadzajuceho z prirodnej rezervacie Tall Grass Prairie Preserve
v severovychodnej Oklahome, ide 0 oblast’ s relativne nizkou diverzitou rastlin, a Area de
Conservacion Guanacaste Vv severozapadnej Kostarike, ktora je naopak oblast'ou
s mimoriadne vysokou rozmanitostou rastlinnych druhov. Obohatena dSRNA z rastlinnych
vzoriek sa reverznou transkripciou prepisala do cDNA. Tato bola namnozena pomocou PCR
a zo vzoriek sa nasledne vytvorili ,,pooly*, ktoré boli osekvenované metédou 454. Sekvencie
sa postupne skladali softvérom Newbler s vysledkom 4 200 kontigov s priemernou dizkou
400 bp. Tie sa dalej zanalyzovali BLAST-om, ¢o preukazalo infekcie virusmi celadi
Bromoviridae,  Caulimoviridae,  Chrysoviridae,  Closteroviridae, = Endornaviridae,
Luteoviridae, Narnaviridae, Partitiviridae, Potyviridae, Totiviridae, Tymoviridae

a niektorymi neznamymi virusmi (Roossinck et al., 2010).

S pomocou sekvenovania celkovej RNA bola vykonana studia zaoberajtica sa detekciou
virusov z listového pletiva mucenky belasej (Passiflora caeruela) vykazujucej priznaky
virusovej infekcie. Vyizolovand RNA sa reverzne transkribovala do cDNA, ktora bola
nasledne sekvenovand metdodou Illumina. Pat milidonov sekvencii nahodne vybranych
z datasetu sa skladalo programom Geneious Pro 5.0 (Drummond et al., 2010). Priemerny
pocet kontigov na milién sekvencii bol 10 675. BLAST analyza odhalila, ze najdlhsi kontig
mal 99,2 % identitu s Passionfruit woodiness virus, ktorého celogendmova sekvencia bola
uspesne zostavena zo ziskanych kontigov. Okrem toho boli tuspesne osekvenované
polyadenylované aj nepolyadenylované virusy, vratane DNA virusov. Sekvenovali sa celkové
RNA extrahované zo 120 listovych vzoriek pochadzajucich zo 17 druhov rastlin, pricom

12 zidentifikovanych virusov patrilo do uZz popisanych rodov Potyvirus, Nepovirus,
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Allexivirus a Carlavirus, ale 4 boli celkom nezname, a preto st navrhované za novych ¢lenov

rodov Potyvirus, Sadwavirus a Trichovirus (Wylie et Jones, 2011).

Polyadenylovana RNA z rastliny zapadoaustralskej endemickej strukoviny
Hardenbergia comptoniana a z rastliny prirodzene sa vyskytujucej muéenky belasej bola
sekvenovand S pouzitim technoldgie Illumina. De novo skladanie softvérom Velvet
a Geneious Pro a nasledna BLAST analyza kontigov odhalili kompletné genomové sekvencie
2 roznych izolatov virusu Hardenbergia mosaic virus (HarMV), izolatu Passionfruit
woodiness virus a nepopisanych virusov patriacich do celade Betaflexiviridae
(Wylie et al., 2012c).

Metoda ,,deep sequencingu bola pouzitd na charakterizaciu rastlinnych virusovych
infekcii vini¢a hroznorodého z Talianska, Juznej Afriky a USA (Al Rwahnih et al., 2009;
Coetzee et al., 2010; Al Rwahnih et al., 2011; Giampetruzzia et al., 2011). Z dsRNA
izolovanej z jednotlivych rastlin alebo zo zmesného tkaniva z jednotlivych vinic (Al Rwahnih
et al., 2009; Coetzee et al., 2010) boli objavené 2 nové DNA virusy, ktoré patria do rodov

Badnavirus a Mastrevirus.

,Deep sequencing* analyza RNA z rastlin vini¢a, ktoré vykazovali priznaky ochorenia
Syrah decline s vyuzitim 454 vysokokapacitného sekvenovania odhalila niekol’ko virusov
a viroidnu infekciu. Vo vini¢i pochadzajuceho z USA bol objaveny novy virus pomenovany
Grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1) (Al Rwahnih et al., 2009). NGS sekvenovanie dsRNA
zmesnych vzoriek z0 44 rastlin vini¢a odhalilo mnozstvo virusov a aj domnelé hubové virusy
(Coetzee et al., 2010). Charakterizacia viromu jednotlivych rastlin 454 vysokokapacitnym
sekvenovanim dsRNA ziskanej z kmena vinic¢a ukazala, Ze mu dominovali prave mykovirusy.
Analyza preukazala klucovi sadu sekvencii podobnych sekvenciam hubovych virusov
reprezentujucu polovicu vsetkych znamych celadi mykovirusov vratane Chrysoviridae,

Hypoviridae, Narnaviridae, Partitiviridae a Totiviridae (Al Rwahnih et al., 2011).

Analyza malych RNA z 2 rastlin vini¢a odrody Pinot-Gris v talianskej oblasti Trentino
bola vykonana pomocou lllumina vysokokapacitného sekvenovania. Stadia odhalila virusy
a viroidy u oboch rastlin, ktorych virém pozostaval z Grapevine rupestris stem pitting-
associated virus (GRSPaV), Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV), GSyV-1,
doteraz neznameho virusu a 2 viroidov Hop stunt viroid (HSVd) a Grapevine yellow speckle
viroid 1 (GYSVd1). Uvedena analyza viedla tiez k objavu nového virusového druhu.

Novy virus mal gendmovu organizaciu zhodnt s Grapevine inner berry virus (GINV), ¢o je
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trichovirus hlaseny iba z Japonska, ale molekularne rozdiely s GINV boli dostatoc¢ne velké
na to, aby bolo mozné objaveny virus klasifikovat’ ako novy druh, pre ktory bol navrhnuty

provizorny nazov Grapevine Pinot gris virus (Giampetruzzia et al., 2011).

3.5 Globalny virém

Globalny virom zahfiia vSetky virusy infikujuce rézne formy zivota, alebo jednoducho
vSetky virusy existujuce v prirode. Zatial' co niektoré virusy si obmedzené iba na urcitého
hostitel'a, iné mozu nakazit' viacero druhov. To znamena, ze virom urcitého druhu by mal
zahfnat' iba tie virusy, ktoré osidl'uju a najcastejSie napadaju daného hostitel'a (druh). Virom
hostitel’'a zahfiia vSak tiez endogénne virusy a virusom podobné Castice ako aj virusy, ktoré

infikuju mikroorganizmy osidl'ujuce hostitel'a (Virgin, 2014).

Vyvoj vysoko vykonnych sekvenovacich platforiem novej generacie viedol
k dramatickému zniZeniu nakladov a narastu objektivne objavenych novych virusovych
sekvencii (Lipkin, 2013). Niektoré z tychto novych virusov st tak vyrazne odlisné od dosial
znamych virusov, ze mozu byt klasifikované len ako prvé ¢leny novych virusovych cel'adi
(Kapoor et al.,, 2010). Hoci tieto pokroky teoreticky slubuji kompletni geneticka
charakterizéciu globalneho viromu, na identifikdciu virusov vel'mi odliSnych od akychkol'vek
dosial’ zndmych patogénov je potrebné d’alSie zdokonalovanie dostupnych technolégii, ¢i uz

z hl'adiska softwérového alebo hardwérového (Anthony et al., 2013; Delwart, 2013).

Zameranim vacSiny virusovych objavnych Studii bola identifikacia a charakterizacia
Pudskych virusov, kvoli ich klinickému a verejnozdravotnickemu vyznamu (Wylie et al.,
2012a). Komplexné stadium globalneho viromu odhali pravdepodobne nepreberné mnozstvo
homologov T'udskych virusov, a tym povedie k lepSiemu pochopeniu vzniku I'udskych virusov
a potencialnych ochoreni I'udi a zvierat (Anthony et al., 2013). Znalost’ tychto faktov umozni
okrem toho rychlu identifikaciu prirodnych rezervoarov novo vznikajicich T'udskych

patogénov a vyvoj prostriedkov na zabranenie budiicemu medzidruhovému prenosu virusov.
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4. Material a metody
4.1 Biologicky material

Listy bazy ¢iernej (Sambucus nigra L.) s ozna¢enim B2 pochadzajucej z Olomouca —
Hnévotinu, odobraté 13. septembra 2015 pracovnikmi Laboratofe molekularni biologie
mikroorganizmt Katedry bunécné biologie a genetiky UP v Olomouci, uchovavané pri teplote
-80°C.

4.2 NGS sekvenovanie
4.2.1 Izolacia dsRNA

Izolacia dSRNA zo vzorky bazy Ciernej S o0znacenim B2 prebichala podla tohto
postupu: 10 g listov bazy ¢iernej bolo homogenizovanych v tekutom dusiku a extrahovanych
zmesou 13,3 ml STE (2x); 930 ul SDS (20 %); 270 ul bentonitu (40 mg/ml) a 19 ml fenolu-
TE (pH 8,0). Zmes bola nasledne dokladne premiesana a umiestnena do rotatora na dobu 60
minut pri teplote 4°C. Nasledovala centrifugacia pri 3 000 g po dobu 15 minut pri teplote
20°C. Vodna faza bola prepipetovana do skiimaviek a centrifugovana pri 10 000 g (20 minqt,
20°C). K zozbieranej vodnej faze boli pridané 3 ml 100 % etylalkoholu (Lachner) a obsah
skamavky bol dokladne premieSany. Potom bola zmes prepipetovana po 10 ml do skimaviek
obsahujucich 200 mg celulézy CF11 (Whatman) a umiestnena do rotatora na 60 minut pri
teplote 4°C. Suspenzia bola premyta 1 ml STE (1x) + 15 % etylalkoholom a premiesana,
nasledovalo pomalé mieSanie po dobu 5 minut, centrifugacia pri 5000 g (1 minata, 20°C)
a odobratie supernatantu, tento krok bol zopakovany dvakrat. K suchej celuléze CF11 bolo
pridanych 200 pl STE (1x), obsah skimavky bol dokladne premiesany na rotatore (5 minut,
20 °C). Nasledovala centrifugacia pri 5 000 g (1 minuata, 20°C). Supernatant bol odobraty do
novej skiamavky a bola zopakovana elucia naviazanych nukleovych kyselin z CF11 celulozy.
K zachytenému supernatantu bolo pridanych 40 pl 3M octanu sodného (pH 5,2) a 320 nl
izopropanolu. Nukleové kyseliny boli precipitované cez noc pri -80°C. Na druhy den boli
centrifugované pri 20 000 g (20 minuat, 20°C), premyté 0,5 ml 75 % etylalkoholom a znovu
centrifugované za rovnakych podmienok. Sediment bol vysuSeny na SpeedVacu
(ThermoFisher), nato bol rozpusteny v 170 ul DEPC vody a oSetreny DNazou I podla
navodu vyrobcu. Nasledne bol extrahovany 300 npl fenol:chloroform:izoamylalkoholom
(25:25:1) a centrifugovany pri 10 000 g (5 minut, 20°C); dsSRNA bola vo vodnej faze zrazana
2 objemami 100 % etylalkoholu a 1/10 objemu 3M octanu sodného. Zrazana dsRNA bola

uchovavana jednu hodinu v mrazaku pri -80°C apotom centrifugovana pri 20 000 g
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(20 minut, 4°C). Supernatant bol odobrany a pelet premyty 500 pul 70 % etylalkoholu
a centrifugovany pri 20000 g (20 minat, 4°C). Supernatant bol znovu odobraty a pelet
vysuSeny na SpeedVacu. Nasledne bol pelet rozpusteny v 50 ul DEPC vody a uchovavany pri
-80°C.

V takto pripravenej vzorke bazy ciernej s oznaCenim B2 boli stanovené hodnoty
koncentracie a kvality vyizolovanej RNA pomocou Agilent RNA 6000 Nano Kitu
s vysledkom 817 ng/ul a RIN (RNA Integrity Number) 3,5.

4.2.2 Vlastné sekvenovanie

dsRNA izolovana zo vzorky bazy ciernej bola sekvenovand metédou Illumina

s vyuzitim sekvenatoru HiSeq2500, firmou SEQme s.r.o. so sidlom v Dobfisi.

4.2.3 Analyza sekvencii

Ziskané sekvencie boli analyzované s pouzitim programu Geneious 9.1.8
(http://lwww.geneious.com, Kearse et al., 2012). Identita ziskanych sekvencii bola zistena
pomocou implementovaného programu BLAST. Alignment analyzovanych sekvenci bol
vykonany programom ClustalW implementovanom v programe Mega 7 (Kumar et al., 2016).
Sekvencna matica bola nasledne pouzitd na analyzu genetickej variability. Fylogenetické
vztahy boli vyhodnotené pomocou Neighbour-joining analyzy v programe Mega 7, metédou
Bootstrap s opakovanim 1000 x. Ziskany fylogeneticky strom bol vizualizovany pomocou

modulu TreeExplorer v programe Mega 7.
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5. Pouzité pristroje, roztoky a chemikalie
5.1 Pouzité pristroje

Centrifiiga Jouan MR 22i (Jouan)

Centrifuga K23D (VEB MLW)

Centriftiga Biofuge pico (Heraeus)

Laminarny box PV-100 (Telstar)

Minicentrifaga E-Centrifuge (Wealtec)

Minirotator Bio RS-24 (Biosan)

Thermo Savant DNA SpeedVac® SPD111V (Thermo Scientific)
Vahy KERN 440-33N(KERN & SOHN GmbH — Waagen)
Vortex MS1 Minishaker IKA (Profilab)

5.2 Pouzité roztoky a chemikalie

bentonit (Sigma B3378)

celuléza CF11 (Whatman)

DEPC voda

DNaza I (Thermo Scientific EN0525)

etylalkohol (99,8 %) (Lachner)

etylalkohol (70 %)

fenol-TE (Sigma 77607)

fenol:chloroform: izoamylalkohol mix (Sigma P2069)
Izopropanol (Lachner)

SDS (20 %)

STE pufor 2 x (0,2 M NaCl, 100 mM Tris, 2 mM EDTA)
octan sodny (3M, pH 5,2)
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6. Vysledky
6.1 NGS sekvenovanie

V praktickej Casti tejto diplomovej prace boli pomocou programu Geneious 9.1.8
zlozené virusové sekvencie ziskané sekvenovanim dsRNA pochadzajucej zo vzorky bazy
¢iernej s oznaCenim B2, pre ktord bolo metddou Illumina ziskanych 19 252 481 sekvencii.
dsRNA sekvenacné kniznice boli pripravené s vyuzitim TrueSeq Stranded mRNAseq Sample
Prep kitu (Illumina) a sekvenované platformou HiSeq2500 s dizkou ¢&itania 100 bp. Tieto boli
nasledne zlozené algoritmom Tadpole integrovanym v programe Geneious 9.1.8 do 4 519
de novo kontigov s minimalnou dizkou 200 bp, maximalnou dizkou 3 084 bp a priemernou
dizkou 340 bp, s vyuzitim 100 % objemu dat, hodnotou Kmer 19, bez orezivania pred
skladanim, s minimalnym pokrytim 1 a minimalnym prediZenim 1. Nasledne bola vykonana
selekcia de novo kontigov na zaklade namapovania na zname sekvencie virusov Vv databaze
NCBI programom BLASTn s maximalnou e-value le-1; match/mismatch score 2,-3
a minimalnou dizkou zhody sekvencii (word size) 11, &im bola zistena zhoda so sekvenciami
virusov Elderberry carlavirus A (EIVA) a Elderberry carlavirus B (EIVB). Tymto bolo
ziskanych 11 kontigov, ktoré boli nésledne predlzované namapovavanim kompletného balika
ziskanych sekvencii s vyuzitim integrovaného mapperu Geneious pri V minimalnom prekryve
sekvencii 80 % a minimalnej identite prekryvu 95 %. PrediZované kontigy boli potom
blastované proti lokalne vytvorenej databazi obsahujtcej sekvencie Elderberry carlavirus A a
Elderberry carlavirus B, za podmienok BLAST-u zhodnych s podmienkami uvedenymi
vyssie, pre overenie spravnosti a vylucenie skladania artefaktov. Prehlad kontigov uvadzam
Vv tabul’ke 2.

Uvedené kontigy boli nasledne spajané v programe Mega 7 na zadklade vzijomného
presahu dlhého minimalne 100 bp pri Giplnej zhode prekryvajucich sa tsekov do ,,scaffoldov*,
ktorych bolo ziskanych 5 (prehladne uvadzam v tabulke 3). ,,Scaffoldy“ boli taktiez
predlzované namapovavanim kompletného balika ziskanych sekvencii pri minimalnom
prekryve sekvencii 80 % a minimalnej identite prekryvu 95 %, spdjané a namapované na
referencné sekvencie Elderberry carlavirus A (Acc. No. KJ572560.2) a Elderberry carlavirus

B (Acc. No. KJ572561.2) s vyuzitim integrovaného mapperu Geneious.

Celkovo boli ziskané 3 virusové sekvencie, z toho: 2 sekvencie Elderberry carlavirus A,
ato: sekvencia Al s celkovou dizkou 8 634 bp; pokrytim 97 % aidentitou 81 % so
sekvenciou EIVA (Acc. No. KJ572560.2); asekvencia A2 s celkovou dizkou 8 626 bp;
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pokrytim 74 % a identitou 76 % so sekvenciou EIVA (Acc. No. KJ572560.2) a 1 sekvencia
Elderberry carlavirus B s celkovou dizkou 8 595 bp; s pokrytim 92 % a identitou 76 % so
sekvenciou EIVB (Acc. No. KJ572561.2).

Tabulka 2: Prehl’'ad ziskanych kontigov

Kontig Dizka (bp) Priemerné pokrytie Identita (%)
Kontig 111 1155 1958 99,4
Kontig 1120 432 1989 99,5
Kontig 1254 B 553 7022 99,5
Kontig 1264 447 2 268 99,5
Kontig 165 991 2 149 99,4
Kontig 1654 B 427 2637 99,5
Kontig 2321 480 1056 99,5
Kontig 2535 461 1016 99,5
Kontig 2711 467 1773 99,3
Kontig 2716 465 866 99,4
Kontig 2741 475 1851 99,4

Tabulka 3: Prehl'ad ziskanych ,,scaffoldov*

Scaffold Dizka (bp) Priemerné pokrytie | Identita (%0)
Scaffold B 8595 8931 99,5
Scaffold Al 4100 2311 99,4
Scaffold A2 4 886 1115 99,6
Scaffold A3 4 633 2519 99,4
Scaffold A4 3836 1220 99,4

Fylogeneticka analyza ziskanych sekvencii, ktora bola uskutocnena v programe Mega 7
s vyuzitim suboru sekvencii rastlinnych virusov patriacich do celade Betaflexiviridae jasne
ukdzala prisluSnost’ naSich izolatov k vySSie spominanym virusom. Po zoradeni
celogendmovych sekvencii bol metodou Neigbour-joining s bootstrap opakovanim 1 000 krat
bol skonstruovany fylogeneticky strom (obrazok 3). Odlisnost’ izolatu vzniknutého spojenim

»scaffoldov A3 a A4 bola dana vyskytom roznych alelovych variant — SNP.
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NC 002552.1 Hop latent virus

NC 010538.1 Hop mosaic virus

NC 008266.1 Narcissus common latent virus
100 NC 001361.2 Potato virus M

NC 002795.1 Aconitum latent virus

92 NC 011540.1 Hippeastrum latent virus
NC 014730.1 Cowpea mild mottle virus
100 NC 011525.1 Potato latent virus

NC 008020.1 Daphne virus S

NC 009087.2 Chrysanthemum virus B
NC 009991.1 Phlox Virus B

84

100

100

82

100

o 74 NC 009383.1 Phlox virus S
ﬂ| NC 029087.1 Elderberry carlavirus C
100 NC 029089.1 Elderberry carlavirus E

NC 017859.1 American hop latent virus
L 94 NC 009759.1 Potato rough dwarf virus
* ’_{ NC 007289.1 Potato virus S
NC 010305.1 Ligustrum necrotic ringspot virus
NC 003499.1 Blueberry scorch virus

os [ NC 012869.1 Hydrangea chlorotic mottle virus
74 _| NC 013006.1 Kalanchoe latent virus
NC 005138.1 Lily symptomless virus
99 NC 016080.1 Mirabilis jalapa mottle virus
T NC 008292.1 Passiflora latent carlavirus

NC 006550.1 Sweet potato chlorotic fleck virus
NC 008552.1 Narcissus symptomless virus

100 NC 009764.1 Coleus vein necrosis virus

100 —| NC 016440.1 Garlic common latent virus

H> NC 013527.1 Butterbur mosaic virus

NC 012038.1 Helleborus net necrosis virus

NC 003557.1 Garlic latent virus

100
NC 012210.1 Red clover vein mosaic virus
100

NC 005343.1 Poplar mosaic virus
NC 018448.1 Sweet potato virus C-6
NC 029088.1 Elderberry carlavirus D

E NC 029086.1 Elderberry carlavirus B
100 Elderberry carlavirus sekvencia B1 (Scaffold B)
100 ——Elderberry carlavirus sekvencia A2 (Scaffold A2+A4)

100 _|: NC 029085.1 Elderberry carlavirus A
100 Elderberry carlavirus sekvencia Al (Scaffold A1+A3)

0.10

Obrazok 3: Fylogeneticky strom vybranych virusovych izolatov celade Betaflexiviridae
a nasich zlozenych sekvencii zostaveny metodou Neighbour-joining s bootstrap opakovanim
1 000 x. V obrazku su znacené iba bootstrap hodnoty presahujuce 70 percent a nase izolaty su
znacené cervenou farbou, mierka reprezentuje 0,1 substitucii na poziciu, sekvencie su
popisané identifikacnym cislom (Accession Number) a ndzvom virusu
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Analyza otvorenych ¢itajucich ramcov (ORF) v programe Mega 7 ukdzala, ze nase
zlozené virusové sekvencie obsahuju vsetkych 6 ORF Specifickych pre karlavirusy, pricom
nase sekvencie EICVA obsahuji kompletny ORF1 s dizkou 5988 bp; sekvencia EICVB
obsahuje takmer kompletny ORF 1 s dizkou 5 974 bp. Pre prehl'adnost’ uvadzam ich blizgie
charakteristiky v tabul’ke 4. Taktiez bol vykonany vypocet poc¢tu aminokyselinovych zamien
v zlozenych sekvencidch V porovnani s referenénymi sekvenciami vyuzitim pairwise

distances analyzy s metdédou p-distance, vysledky ktorej uvadzam v tabul’ke 5.

Tabulka 4: Prehl’'ad otvorenych citajucich ramcov v naSich sekvenciach

Otvoreny Citajici ramec Kéduje Pozicia v

naSich sekvenciach (bp)

Al; A2/B1

ORF 1 Replikazovy polyprotein 51-6 039/55-6 029
ORF 2 Triple gene block protein 1 6 078-6 776/6 060-6 767
ORF 3 Triple gene block protein 2 6 754-7 086/6 376-7 068
ORF 4 Triple gene block protein 3 7 064-7 283/7 041-7 259
ORF 5 Plastovy protein 7 339-8 235/7 317-8 210
ORF 6 Vizobny protein NK 8 231-8 533/ 8 210-8 512

Tabul’ka 5: Prehl'ad nukleotidovych/aminokyselinovych zamien v zloZzenych sekvenciach
V porovnani s referenénymi sekvenciami uvadzany percentach

Otvoreny Elderberry carlavirus A | Elderberry carlavirus A | Elderberry carlavirus
¢itajici ramec | sekvencia Al sekvencia A2 B, sekvencia B1

ORF 1 21,4/11,4 26,5/16,4 27,7/118,7
ORF 2 20,6/13,8 25,5/20,7 27,0/16,7
ORF 3 23,4/19,1 27,0/19,1 23,1/16,4
ORF 4 24,2/25,0 33,8/36,1 25,6/30,6
ORF 5 17,9/2,3 21,0/4,7 20,4/5,7

ORF 6 18,5/21,7 27,7/36,0 16,8/15,0
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Dalej bolo zistené, ze nukleotidova/aminokyselinovd identita sekvencie Al
so sekvenciou B1 je 64,9 % / 45,2 % pre replikazovy protein a 75,7 % / 90,5 % pre plastovy
protein. Nukleotidova/aminokyselinova identita sekvencie A2 so sekvenciou Bl je 65,4 % /
44,7 % pre replikazovy protein a 76,6 % / 89,9 % pre plastovy protein. Z ¢oho vyplyva,
7ze sa jedna o2 rozne virusy - Elderberry carlavirus A a Elderberry carlavirus B
(vid obrazok 3; tabulka 5). Charakteristicky motiv domény RNA-dependentnej RNA
polymerazy (RARp) karlavirusov S/ITGGx3Tx3sNS/Tx22GDD bol identifikovany v sekvenciach
Al a A2 a ich referencnej sekvencii v pozicii 1 857-1 892 bp a mal sekvenciu
SGx3TxasNTx22GDD. V sekvencii Bl a jej referencnej sekvenci bol identifikovany v pozicii
1 848-1 883 bp a mal sekvenciu SGxzTxaNTx23GDD.
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7. Diskusia

V tejto praci boli skimané virusy bazy ¢iernej. Ide 0 2 az 8 metrov vysoky ker z ¢el'ade
bazovité (Sambucaceae) rastici hojne na celom tzemi Ceskej republiky, rozsireny po celej
Eurdpe, Malej Azii, na Kaukaze, zapadnej Sibiri, v severnej Afrike a severnej Amerike. Baza
je znacne odolna voc¢i mrazu a dari sa jej v polotieni, na lesnych Cistinkach alebo okrajoch
ciest, najma v luznych a inych listnatych lesoch, hojne sa vyskytuje od nizin po horské pasmo,
podobnym spdsobom aj na druhotnych stanovistiach pri plotoch, na opustenych miestach,
rumoviskach, pri domoch, na rubaniskdch. Rastie na Cerstvych, humoéznych a kyprych,
podach bohatych na ziviny adusik. (http://www.kvetenacr.cz/detail.asp?IDdetail=577;
navstivené dna 3. 4. 2017).

Baza v sucasnosti ziskava popularitu na trhu ako Cerstvé ovocie ¢i prisada na varenie,
ale taktiez v medicine a priemysle (Grbic et al., 2011; Samuels et al., 2012). Znalost’ viromu
bazy umozni predchddzat’ ochoreniam, ktoré znizuji vynosy tejto hospodarsky vyznamne;j
rastliny. V minulosti sa virusy infikujice bazu rozliSovali podl'a miesta vyskytu na
severoamerické alebo eurdpske, pricom jeden druh mohol byt’ popisany pod r6znymi nazvami
(Ellis et al., 1992). V sucasnosti sa preferuje klasifikacia na zaklade molekularnych dat
(Ho et al., 2016). Je zname, Ze niektoré virusy sposobuju ochorenia v americkej aj europske;j
populacii bazy (Way, 1981), vratane ¢lenov ¢eladi Bromoviridae [Cucumber mosaic virus
(Polak et al., 1990)], Secoviridae [Arabis mosaic virus, Cherry leaf roll virus, Strawberry
latent ringspot virus, Tobacco ringspot virus, Tomato black ringspot virus
(Lister, 1964; Uyemoto, 1970; Jones et Murant, 1971; Jones, 1972; Way, 1981;
Polak et al., 1990)] a Tombusviridae [Elderberry latent virus, Tobacco necrosis virus,
Tomato bushy stunt virus (Jones, 1972; Polak et al., 1990; Uyemoto et Gilmer, 1971)].
Blueberry scorch virus (BIScV), Elderberry symptomless virus (EIBSV) a niekol’ko d’alsich
predpokladanych c¢lenov rodu Carlavirus bolo taktiez diagnostikovanych v baze ciernej.
(Van Lent et al., 1980; Ellis et al.,1992; Cooper, 1993). BIScV bol charakterizovany na
molekularnej urovni (Cavileer et al., 1994), ale o inych karlavirusoch bazy vieme len vel'mi

malo. Tato skutocnost’ robi z diskriminacie réznych karlavirusov bazy naro¢nu ulohu.

Zmiesané infekcie neumoziuju posudenie patogénneho vplyvu jednotlivych virusov na
bazu. Niektoré karlavirusy ako napriklad BIScV mozu spdsobit’ zavazné ochorenie
u niekol’kych hostitel'ov (Martin et al., 2012), ale pri baze st asymptomatické (Kalinowska
et al.,, 2013). Vzhladom na to, ze u¢inok novych virusov v samostatnej alebo zmieSanej

infekcii nie je znamy aich biologickd charakterizacia postupne pokracuje (Postman
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et al., nepublikované), malo by sa Tusilie zamerat na odstranenie tychto virusov
z rastlin pouzivanych v pestovatel'skych Skolkach. Kvoli rozmanitosti virusov infikujucich
bazu a nedostatku informacii o ich vektoroch, je nutné pri vysadbe pouzit' testované
certifikované rastliny bez virusov (Charlebois et al., 2010). V pripade inych bobul'ovin, ako
st jahody a Rubus spp., je dobre zdokumentované, ze bezpriznakové virusy mézu pdsobit’
synergicky a spdsobovat’ zavazné ochorenie, ak sa vyskytuji v zmesnych infekciach
(Martin et Tzanetakis, 2013; Martin et al., 2013). V nami ziskanych virusovych sekvenciach,
pochadzajucich z rastliny bazy ¢iernej vykazujicej chloroticki mozaikovitost’, boli pritomné
2 virusy rodu Carlavirus, a to Elderberry carlavirus A a Elderberry carlavirus B. Jednalo sa
teda 0 zmesnu infekciu a takato zmesna infekcia roznymi karlavirusmi uz bola popisana

v severenej Amerike (Ho et Tzanetakis, 2014), av§ak v ramci Eurdpy ide 0 prvy popis.

Carlavirus je rod virusov patriaci do radu Tymovirales a celade Betaflexiviridae,
ktorych prirodzenymi hostiteI'mi s rastliny. V sucasnosti existuje 52 druhov tohto rodu.
Medzi choroby spojené s karlavirusmi patria predovsetkym mozaiky a chlorézy. Rod bol
prvykrat definovany vroku 2009 v deviatej sprave ICTV (King et al., 2011).
Je charakterizovany $iestimi otvorenymi ¢itacimi ramcami a pritomnostou triple gene bloku
(TGB). Viribny st neobalené, vlaknité s velkostou 610 — 700 nm a 12 az 13 nm
v priemere. Linearny 5,8 — 9 kb gendém tvori pozitivne orientovana, jednoretazcova RNA,
3' koniec je polyadenylovany. Pri niektorych druhov je na 5' konci guanozinova ¢iapocka.
Genom koduje 3 az 6 bielkovin vratane obalového proteinu, ktory sa nachadza
na 3 konci a RdRp umiestnenej na 5' konci genomu (King et al., 2011;
http://viralzone.expasy.org/all_by species/268.html; navstivené 3. aprila 2017).

Molekularne kritéria na vymedzenie druhov rodu Carlavirus podl'a 9. spravy ICTV su

nasledovné:

e [Kazdy jednotlivy druh ma obvykle $pecificky okruh prirodzenych hostitelov.

e (dlisné druhy si vzdjomne nebrania v infikovani beznych druhov hostitel'skych
rastlin, teda s mozné zmesné infekcie.

® (dlisné druhy su lahko rozliSitelné sérologickymi postupmi; izolaty jednotlivych
druhov su casto rozliSitelné v reakciach s polyklonalnymi antisérami, rovnako

aj s monoklonalnymi protilatkami.
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® (dlisné druhy maji nukleotidova identitu plastového proteinu alebo replikazového
proteinu  mensiu nez 72 % (aminokyselinova identitu plastového proteinu alebo

replikazového proteinu mensiu nez 80 %) (King et al., 2011).

Nami ziskané izolaty pochadzali z bazy Ciernej, zatial’ nebol Studovany ich hostitel'sky okruh,
vzajomne si nebrania v infikovani bazy ¢iernej, ¢oho dokazom je zistena zmesna infekcia.
Rozlisitel'nost’ sérologickymi postupmi nemozno posudit, nakol’ko neboli respektive nie su
dostupné protilatky. Nukleotidové/aminokyselinova identita sekvencie Al s referenc¢nou
sekvenciou Elderberry carlavirus A je 78,6 / 88,6 % pre replikazovy protein a 82,1 / 97,7 %
pre plastovy protein; identita sekvencie A2 s referen¢nou sekvenciou je 73,5 / 83,6 % pre
replikazovy protein a 79,0 / 95,3 % pre plastovy protein. Nukleotidova/aminokyselinova
identita sekvencie B1 s referen¢nou sekvenciou Elderberry carlavirus B je 72,3 /81,3 % pre
replikazovy protein a 79,6 / 94,3 % pre plastovy protein, ¢o je nad hrani¢nymi hodnotami pre

rozlisenie druhov rodu Carlavirus a jedna sa teda o rovnaké virusy.

Prirodzeny okruh hostitelov jednotlivych druhov karlavirusov je obmedzeny
na jeden alebo niekol’ko druhov rastlin. Vaésina tychto vyrusov je prenasana neperzistentne
voSkami, ale napriklad Cowpea mild mottle virus (CPMMV) je prenasany molicami
semi — perzistentne. Karlavirusy infikujuce hostitel'a, ktory sa rozmnoZuje vegetativne,
pretrvavaju aj v hostitel'skom propagativnom materiali. Tri z karlavirusov infikujucich
strukoviny (Pea streak virus, Red clover vein mosaic virus a CPMMV) st prenosné osivom.
Vicsina druhov je mechanicky prenosné na Siroku Skalu hostitelov. Mnohé z tychto virusov
maju obmedzent geografickt distribuciu, ale tie, ktoré pretrvavaji v propagativnom materiali
maju Sirsi okruh vyskytu (Adams et al., 2004). Virus s nazvom ,,Elderberry carlavirus A* bol
prvykrat popisany v roku 1970 v Skétsku, v rastlinach Sambucus canadensis importovanych
z Kanady (Jones, 1970). Nie je mozné overit sekven¢nti zhodu s nasimi izolatmi, nakol'’ko
dany virus, ani jeho sekvena¢né data nie st k dispozicii. Medzi jeho prirodzenych hostitel'ov
patria Sambucus canadensis, S. nigra a S. racemosa. Virus je prenasany neperzistentne
hmyzim vektorom voSkou broskynovou (Myzus persicae), Stepenim rastlin a mechanickou
inokulaciou. Geografickd distribucia virusu zahffia Kanadu, USA, Holandsko, Velku
Britaniu, Japonsko a byvalé Ceskoslovensko (Br¢ak, 1964; Bréak et Polak 1966;
Uyemoto et Gilmer, 1971; Brunt et Stace-Smith, 1972; Jones, 1972). Elderberry carlavirus B
popisali vroku 2016 Ho et al. Detailné informacie 0 okruhu prirodzenych hostitel'ov,

geografickej distribucii a spdsobe Sirenia virusu nie st zname.

37



Nedavno bolo charakterizovanych 5 novych karlavirusov infikujucich bazu ¢iernu, ktoré
boli predbezne pomenované Elderberry carlavirus A-E (EIVA-EIVE). Ich genémova
organizacia je podobna ako pri inych karlavirusoch, s velkostou medzi 8 540 az 8 628
nukleotidmi, bez polyadenilovanych koncov. EIVA, EIVB a EIVD zdielaju spolo¢ného
predka rovnako ako EIVC a EIVE, ¢o naznaCuje, Ze speciacia moze byt sympatricka so
vsetkymi virusmi, ktoré boli objavené v baze ciernej. Analyzy konzervovanych domén
karlavirusov ukazuji, Ze sekvenacné motivy 2-oxoglutarat-dependentnych a Fe (II)-
dependentnych oxygenaz su spolahlivymi indikdtormi fylogenetickej klasifikacie
karlavirusov a spolu s rekombinaciou hraju vyznamnu ulohu vo vyvoji rodu. Bol vyvinuty
univerzalny RT-PCR test, detekujuci vSetky karlavirusy bazy a pripadnych d’al§ich ¢lenov
rodu Carlavirus (Ho et al., 2016). Nami ziskané virusové sekvencie mali dizku 8 623 bp,
8 629 bp a 8 595 bp s polyadenilovanymi koncami, 5 konce su nelplné, ateda kratSie
Vv porovnani s referenénymi sekvenciami. Overenie dizky nasich sekvencii mozno dokonéit
s vyuzitym 5°-RACE PCR. Ziskané sekvencie koduju vsetkych 6 charakteristickych ORF,
zistili sme, Ze izolaty Elderberry carlavirus A, Elderberry carlavirus B a Elderberry
carlavirus D, vratane naSich izolatov, neobsahuji konzervativnu sekvenciu siedmich
aminokyselin plastového proteinu (GLGVPTE) pritomnt takmer vo vsetkych znamych
karlavirusoch (Gaspar et al., 2008), zatial' ¢o virusy Elderberry carlavirus C a Elderberry
carlavirus E tato sekvenciu obsahuju. Fylogeneticka analyza naSich izolatov preukazala
prislusnost’ naSich izolatov k rodu Carlavirus, konkrétne Elderberry carlavirus A
a Elderberry carlavirus B. Dalej bola zistena vysoka miera vntitrodruhovej variability v ramci

ziskanych sekvencii.
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8. Zaver

V mojej diplomovej praci som sa venoval charakterizacii viromu bazy ¢iernej. Vypracoval
som literarny reSer§ o suCasnom stave problematiky, vktorom su zhrnuté zakladné
charakteristiky viromu, sucasné poznatky o moznostiach Stidia viromu a informaciach

ziskanych jeho Studiom.

V experimentalnej Casti prace som analyzoval vzorku bazy dCiernej a tspesne
identifikoval azaradil ziskané virusové izolaty do prisluSnych taxonomickych
skupin.V analyzovanej vzorke bola detekovana zmesna infekcia virusmi Elderberry
carlavirus A a Elderberry carlavirus B, patriacich do radu Tymovirales a ¢elade
Betaflexiviridae, ktorych prirodzenymi hostitelmi s rastliny. Boli uréené pozicie
jednotlivych ORF a charakteristického motivu RdRp domény, $pecifickej pre rod Carlavirus,
taktiez bola charakterizovand nukleotidovd a aminokyselinovéa identita jednotlivych izolatov

s referenénymi sekvenciami.
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