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Souhrn 

Tato diplomová práce se zabývá molekulárně genetickou charakteristikou českých izolátů 

Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV), zástupce rodu Nanovirus, čeledi Nanoviridae. 

Teoretická část shrnuje obecné znalosti jak o čeledi Nanoviridae, jejich morfologii, biologických 

vlastnostech a organizaci genomu, ale také se detailněji zaměřuje na popis viru pea necrotic yellow 

dwarf virus samotného. Závěrem shrnuje obecné poznatky o rekombinacích a přeskupování 

genomu u ssDNA virů. 

Praktická část se soustředí na popis genomu získaných virových izolátů. Nejdříve se zabývá detekcí 

a amplifikací jednotlivých genomových segmentů u 26 českých izolátů PNYDV. Sangerovým 

sekvenováním byly získány parciální sekvence DNA-C, -M, -N, -R, -S, -U2 a -U4 o délce 

861–939 bp, nepodařilo se amplifikovat segment DNA-U1. Byly identifikovány a charakterizovány 

základní motivy v genomových segmentech PNYDV (kmenová smyčka, replikační počátek, TATA 

box a polyadenylační signál) a byly identifikovány významné změny v jejich struktuře. Mutace 

se ve většině případů vyskytovaly pouze v nekódujících oblastech, v oblasti kódující byly mutace 

pouze výjimkou či se jednalo o synonymní mutace. Genetickou a fylogenetickou analýzou pomocí 

neighbor-joining metody bylo zjištěno, že jednotlivé genomové segmenty tvoří silně homogenní 

skupiny a jejich variabilita je celkově velmi nízká. České izoláty PNYDV se od evropských izolátů 

téměř nelišily. V rámci všech známých izolátů PNYDV bylo identifikováno 7 rekombinantních 

událostí, z toho pět rekombinantních segmentů (mezi DNA-C a -N; DNA-N a -C; DNA-U4 a -N) 

bylo detekováno u českých PNYDV izolátů. Je také diskutována epidemiologie viru a možnost 

jeho dalšího šíření v ČR a Evropě. 
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Summary 

This diploma thesis deals with molecular and genetic characterisation of Czech isolates 

of Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV), a representative of the genus Nanovirus, family 

Nanoviridae. 

The theoretical part summarizes general knowledge about family Nanoviridae, its morphology, 

biological characteristics and genome organization, but it also focuses on the description 

of the pea necrotic yellow dwarf virus itself in detail. Finally, it summarizes the general knowledge 

about recombination and genetic reassortments of ssDNA viruses. 

The experimental part focuses on the description of the genome of obtained viral isolates. Firstly, 

it deals with the detection and amplification of genomic segments in 26 Czech PNYDV isolates. 

Partial sequences of DNA-C, -M, -N, -R, -S, -U2 and –U4 of 861–939 bp in leght were obtainen 

by Sanger sequencing. It failed to amplify DNA-U1 segment. The basic motifs in the PNYDV 

genomic segments (stem loop, origin of replication, TATA box and polyadenylation signal) 

were identified and characterized, and significant changes in their structure were detected. In most 

cases, the mutations occurred only in the non-coding regions, in the coding region the mutations 

were only an exception or were synonymous mutations. Gentic and phylogenetic analysis using 

the neighbour-joining method revealed that the individual genomic segments form strongly 

homogeneous groups and the variability is very low. Czech PNYDV isolates were almost identical 

from European isolates. Within all known PNYDV isolates, 7 recombinant events were identified, 

of which five recombinant segments (between DNA-C and -N; DNA-N and -C; DNA-U4 and -N) 

were detected in Czech PNYDV solates. The epidemiology of the virus and the possibility 

of its further spread in the Czech Republic and Europe are also discussed.  
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1 Úvod 

 

Jednovláknové DNA (ssDNA) viry infikují většinu žijících organismů. Napadají zástupce 

prokaryot (Microviridae a Inoviridae), rostlin (Geminiviridae a Nanoviridae), živočichů 

(Anelloviridae, Circoviridae a Parvoviridae), ale například i člověka samotného. 

U živočichů či člověka ssDNA viry nezpůsobují žádná fatální onemocnění, naopak jsou 

ale velkou hrozbou pro rostlinný svět. Choroby vyvolávané rostlinnými ssDNA viry 

závažně poškozují kulturní plodiny, což vede k poklesu výnosu a kvality jejich produkce. 

Příkladem významné skupiny plodin, kterou napadá širší skupina ssDNA virů, jsou 

luštěniny, a jedním ze závažných patogenů právě bobovitých rostlin je nově popsaný 

zástupce čeledi Nanoviridae, rodu Nanovirus, Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV). 

Tento virus napadá hrách setý (Pisum sativum L.), čočku jedlou (Lens culinaris Medik.), 

bob obecný (Vicia faba L.) nebo vikvi setou (Vicia sativa L.), u nichž způsobuje stáčení, 

žloutnutí listů a zakrslost, což může vést až k úhynu hostitelské rostliny. PNYDV 

je v posledních letech intenzivně zkoumán, jelikož dochází k jeho rozšiřování v rámci 

Evropy. Od svého objevu v roce 2009 byl detekován v Německu, Rakousku, Nizozemsku 

a Dánsku.  

Tato diplomová práce se zabývá identifikací a charakterizací izolátů PNYDV nově 

detekovaných v České republice a rozšiřuje znalosti o jeho genetické variabilitě a evoluční 

příbuznosti s izoláty získanými v jiných evropských zemích. 
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2 Cíle práce 

 

1. Shrnutí aktuálních poznatků o genomu a genetické struktuře nanovirů s důrazem 

na pea necrotic yellow dwarf virus. 

2. Izolace DNA z rostlinného materiálu, detekce a PCR amplifikace genomických 

fragmentů PNYDV, jejich sekvenování. 

3. Bioinformatická analýza sekvenčních dat; genetická, rekombinantní analýza 

detekovaných izolátů a jejich genomických částí. 

4. Fylogenetická analýza českých izolátů v kontextu evoluce PNYDV a evoluce nanovirů. 
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3 Literární přehled 

 

3.1 Čeleď Nanoviridae 

Jednovláknové DNA (ssDNA) viry napadají rostliny, živočichy, ale i člověka samotného. 

Mezi rostlinné ssDNA viry se řadí dvě čeledě, Geminiviridae a Nanoviridae. Dříve 

než byla vytvořena samotná čeleď Nanoviridae, byl v roce 1998 ustanoven rod Nanovirus. 

Čeleď Nanoviridae byla vytvořena až v roce 2002. Ve stejném roce byl také do této čeledi 

přidán druhý rod názvem Babuvirus (Lal et al., 2020b; Mayo, 2002; Pringle, 1998). Název 

čeledi Nanoviridae je odvozen z řeckého nanos (trpaslík), což odkazuje na velikost virionů 

a genomových segmentů, ale také na schopnost jejich zástupců způsobovat zakrslost 

u rostlin (ICTV, 2021).  

Aktuálně je do čeledi zařazeno 12 druhů. Jedná se o 3 zástupce rodu Babuvirus: Abaca 

bunchy top virus (ABTV), Banana bunchy top virus (BBTV) a Cardamom bushy dwarf 

virus (CdBDV), 8 zástupců rodu Nanovirus: Black medic leaf roll virus (BMLRV), Faba 

bean necrotic stunt virus (FBNSV), Faba bean necrotic yellows virus (FBNYV), Faba 

bean yellow leaf virus (FBYLV), Milk vetch dwarf virus (MDV), Pea necrotic yellow 

dwarf virus (PNYDV), Pea yellow stunt virus (PYSV) a Subterranean clover stunt virus 

(SCSV). Poslední zástupce Coconut foliar decay virus (CFDV) nebyl dosud zařazen 

do konkrétního rodu (ICTV, 2021).  

Klasifikace zástupců Nanoviridae vychází z molekulárních a biologických kritérií. 

U některých zástupců ale bylo zjištěno, že se jejich okruhy hostitelů prolínají, 

proto je aktuálně doporučeno upřednostňovat nad biologickými kritérii kritéria 

molekulární, která se jeví jako vhodnější pro přesnou identifikaci a zařazení do druhů 

a rodů. Základní taxonomická kritéria doporučená pro čeleď Nanoviridae dle ICTVdb 

(2021) jsou: 

- Rozdíly v přirozeném okruhu hostitelů. 

- Rozdíly v druzích vektorových mšic a jejich počtu. 

- Reakce na monoklonální protilátky specifické proti jednotlivým druhům. 

- Rozdíly v aminokyselinových sekvencích plášťového proteinu (CP) větší než 15 % 

a/nebo. 

- Identita celkové nukleotidové sekvence CP menší než 75 % obecně indikuje odlišný 

druh. 
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3.1.1 Morfologie a struktura virionů zástupců čeledi Nanoviridae 

Zástupci čeledi Nanoviridae jsou charakterističtí svými malými neobalenými viriony, 

jež dosahují v průměru 17–20 nm a jsou ikosahedrální symetrie, jedná se tedy 

o dvacetistěn složený z rovnostranných trojúhelníků, obrázek 1 a 2. Kapsida virové částice 

je složena z 60 kapsomer tvořených stejným plášťovým proteinem (CP). Viriony mají 

angulární až hexagonální tvar (Chu et Helms, 1988; Lal et al., 2020b; Thomas et al., 2021; 

Wu et Su, 1990). 

 

Obrázek 1: Virové částice Faba bean necrotic yellows virus (FBNYV) (převzato 

a upraveno z ICTV, 2021). 

 

 

Obrázek 2: Schéma stavby virionů zástupců čeledi Nanoviridae (převzato 

z ViralZone, 2020). 
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3.1.2 Biologické vlastnosti zástupců čeledi Nanoviridae 

Zástupci čeledi Nanoviridae se vyskytují pouze ve floému. Floém je součástí vodivých 

pletiv rostlin a zajišťuje převážně přesun produktů fotosyntézy do celé rostliny, díky čemuž 

se viry mohou jednoduše šířit dále od místa průniku (Grigoras, 2018). 

Mezi symptomy, které se projevují u rostlin napadených zástupci čeledi Nanoviridae, 

se řadí zakrnělost infikované rostliny, stáčení listů, chlorózy a celkové žloutnutí listů. 

U rodu Babuvirus se také mohou objevit na listech tmavě zelené pruhy a jiné pruhovité 

mozaiky, příklady symptomů jsou uvedeny na obrázku 3. Infekce může vést 

až k předčasnému uhynutí samotné rostliny (Lal et al., 2020b; Magee, 1927; Thomas, 

2019; Vetten, 2009).  

 

 

Obrázek 3: Symptomatické rostliny napadené zástupci čeledi Nanoviridae (převzato z Lal 

et al., 2020b). 

(A) žloutnutí listů a zakrslost u papáji, (B) nekrózy u fazole obecné, (C) poškození listů u kokosové 

palmy, (D) rostlina banánu vykazující symptomy onemocněním ‚bunchy top‘. 

 

V přirozených podmínkách jsou zástupci čeledi Nanoviridae přenášeni různými druhy 

mšic, Pentalonia nigonervosa, Micromyzus kalimpongensis, Aphis craccivora, Aphis 
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gossypii, Acyrthosipon pisum, Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae, a samotný 

přenos probíhá perzistentním nepropagativním způsobem (Lal et al., 2020b; Sicard et al., 

2015; Vetten et al., 2016). Vektorový přenos ale pravděpodobně vyžaduje určitý pomocný 

faktor, který je kódovaný samotným virem. Jedním z hypotetických pomocných faktorů 

je protein NSP (Grigoras et al., 2018; Lal et al., 2020b).  Mechanický přenos ani přenos 

semeny nebyl dosud potvrzen. Jedinou výjimkou se stal úspěšný experimentální přenos 

infekčních klonů FBNYV biolistickou metodou (Grigoras et al., 2014; Timchenko et al., 

2006). 

Zástupci čeledi Nanoviridae mají omezený okruh hostitelů a oba rody se v hostitelském 

okruhu i geografickém rozšíření velmi odlišují. Zástupci rodu Nanovirus infikují primárně 

luštěniny z čeledi bobovitých (Fabaceae), zatímco babuviry byly dosud identifikovány 

v rostlinách čeledi banánovníkovitých (Musaceae) a čeledi zázvorníkovitých 

(Zingiberaceae) (Abraham et al., 2010; Amin et al., 2008; Burns et al., 1995; Franz et al., 

1997; Grigoras et al., 2010; Mandal et al., 2004).  

Okruh hostitelů rodu Nanovirus se ale stále rozšiřuje a to nejen v rámci dvouděložných 

rostlin čeledi bobovitých (Fabaceae), ale například nanovirus milk vetch dwarf virus 

(MDV) byl detekován u zástupců čeledi papájovitých (Caricaceae) a lilkovitých 

(Solanaceae), ale také u čeledi liliovitých (Liliaceae) (Lal et al., 2018; Lal et al., 2020a). 

I když je okruh hostitelů zástupců čeledi Nanoviridae omezený, hlášení o jejich 

přítomnosti v různých zemích světa stále přibývá. Jejich výskyt byl zaznamenán v Asii 

(Malajsie, Filipíny, Indie, Japonsko, Čína, Írán, Korea), Evropě (Francie, Německo, 

Rakousko), Africe (Etiopie, Maroko) a Austrálii. Žádný ze zástupců nebyl dosud nalezen 

na americkém kontinentu (Abraham et al., 2010; Abraham et al., 2012; CABI, 2020; 

Gaafar et al., 2016; Ghosh et al., 2015; Grigoras et al., 2014; Hassan-Sheikhi et al., 2020; 

Heydarnejad et al., 2017; Lal et al., 2018; Lal et al., 2020b; Makkouk et Kumari, 2009; 

Mandal et al., 2004; Sharman et al., 2008; Thomas, 2008; Vetten et al., 2019). 

 

3.1.3 Organizace genomů zástupců čeledi Nanoviridae a jejich replikace 

Genom zástupců čeledi Nanoviridae je složen z šesti (rod Babuvirus) nebo osmi 

(rod Nanovirus) segmentů o velikosti 923–1114 nt tvořených pozitivně orientovanou 

jednovláknovou kruhovou monocistronickou DNA (ssDNA), obrázek 4 a 5. Jeden segment 
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kóduje vždy pouze jeden protein (Beetham et al., 1999; Gronenborn, 2004; Halbert 

et Baker, 2015; Katul et al., 1998).  

 

  

Obrázek 4: Schéma organizace genomu zástupců rodu Nanovirus (převzato a upraveno 

z ICTV, 2021). 

M-Rep: iniciační replikační protein, CP: plášťový protein, Clink: Clink protein, MP: ‚movement‘ 

protein, NSP: ‚ nuclear shuttle‘ protein, ORF: otevřený čtecí rámec  

 

 

Obrázek 5: Schéma organizace genomu zástupců rodu Babuvirus (převzato a upraveno 

z ICTV, 2021). 

M-Rep: iniciační replikační protein, CP: plášťový protein, Clink: Clink protein, MP: ‚movement‘ 

protein, NSP: ‚ nuclear shuttle‘ protein, ORF: otevřený čtecí rámec  
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Segment DNA-R kóduje iniciační replikační protein (M-Rep) o velikosti 33,1–33,7 kDa, 

DNA-S kóduje plášťový protein (CP) o velikosti 18,7–19,6 kDa, DNA-C kóduje Clink 

protein o velikosti 18,5–19,9 kDa, který souvisí s regulací buněčného cyklu hostitelské 

buňky, DNA-M kóduje ‚movement‘ protein (MP) o velikosti 12,7–13,7 kDa, který 

zajišťuje pohyb virových částic z buňky do buňky, a DNA-N kóduje ‚nuclear shuttle‘ 

protein (NSP) o velikosti 17,3–17,7 kDa. U zástupců čeledi Nanoviridae se vyskytují další 

čtyři segmenty pojmenované DNA-U1, DNA-U2, DNA-U3 a DNA-U4, které kódují 

proteiny o neznámé funkci, konkrétně proteiny U1 o velikosti 16,9–18,0 kDa, U2 

o velikosti 14,2–15,4 kDa, U3 o velikosti 10,3 kDa a U4 o velikosti 10 nebo 12,5 kDa. 

U banana bunchy top virus (BBTV) byl identifikován i protein U5 o neznámé funkci, jehož 

otevřený čtecí rámec je vnořený do otevřeného čtecího rámce kódujícího M-Rep 

(Gronenborn et al., 2011; Lal et al., 2020b; Vetten, 2009; Wickramaarachchi et al., 2016). 

Jednotlivé segmenty mají velice podobnou organizaci, obsahují kmenovou smyčku 

obklopenou konzervativními invertovanými repeticemi, která je složena z CR-SL smyčky 

a CR-M oblasti u rodu Babuvirus nebo CR-II u rodu Nanovirus.  Každou oblast kódující 

virový protein předchází promotorová sekvence s TATA boxem a je ukončena 

polyadenylačním signálem. U nanovirů byla popsána u segmentu DNA-R odlišnost 

struktury, polyadenylační signál se nenachází za kódující oblastí, ale mezi TATA boxem 

a začátkem ORF. Toto uspořádání vede k transkripci replikačního počátku a syntéze 

terminálně redundantní mRNA, která je schopná vázat se do sekundárních struktur 

nukleových kyselin. Hypoteticky se může jednat o jednu z možných cest regulace exprese 

proteinu M-Rep (Gronenborn et al., 2011; Hu et Yeh, 2011; ICTV, 2021). 

Virové DNA se replikují v jádře hostitelských buněk pomocí valivé kružnice za vzniku 

transkripčně a replikačně aktivních meziproduktů dvouvláknové DNA (dsDNA), obrázek 

6. K syntéze virové dsDNA dochází po rozbalení viru za pomoci hostitelské DNA 

polymerázy a virových primerů (Gronenborn, 2004). Na základě znalostí o příbuzných 

geminivirech se předpokládá, že u čeledi Nanoviridae dochází k asociaci dsDNA produktů 

s histonovými proteiny a vzniku minichromozomů (Abouzid et al., 1988; Pilartz et Jeske, 

1992; Pilartz et Jeske, 2003). Samotná replikace virové DNA je iniciována proteinem 

M-Rep, který štípe vlákno DNA v místě replikačního počátku (v-ori) (Timchenko et al., 

1999). Průběžně jak je syntetizováno nové vlákno, to původní je postupně vytlačováno 

až do okamžiku, kdy se konce řetězců navzájem ligují za vzniku kruhových ssDNA řetězců 

(Martin et al., 2011a).  
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Obrázek 6: Schéma mechanismu replikace valivou kružnicí (převzato z Martin et al., 

2011a). 

Rep: iniciační replikační protein 

 

Virový počátek replikace (v-ori) je tvořen konzervativní sekvencí TATTATTAC nebo 

TAGTATTAC ohraničenou invertovanými repeticemi tvořící kmenovou smyčku. 

Nekódující oblasti všech zástupců čeledi Nanoviridae sdílejí vysoce konzervativní oblast 

CR-SL, která zahrnuje i krátké repetitivní sekvence (iterony), u nichž je předpokládáno, 

že jsou vazebným místem pro M-Rep protein. Všechny ostatní proteiny nutné pro replikaci 

jsou poskytovány hostitelskou buňkou (Herrera-Valencia et al., 2006; Timchenko et al., 

1999; Timchenko et al., 2000; ICTV, 2021). 

U zástupců čeledi Nanoviridae bylo zjištěno, že se v jedné infikované hostitelské buňce 

nemusí vyskytovat všechny segmenty genomu. Příkladem jsou genomové segmenty faba 

bean necrotic stunt virus (FBNSV), které se akumulují nezávisle v různých buňkách 

a kompletují se napříč buňkami. Tato skutečnost naznačuje, že přítomnost všech virových 

segmentů genomu v jedné konkrétní buňce není pro vyvolání infekce nutná, ale že dochází 

k vyvolání infekce v rámci mnohobuněčného pletiva (Sicard et al., 2013; Sicard et al., 

2016; Sicard et al., 2019). Všechny genomové segmenty musí dosáhnout specifického 

počtu kopií, aby mohla propuknout infekce. Ale přesto se některé genomové segmenty 

zástupců čeledi Nanoviridae vyskytují s nízkou frekvencí a některé naopak dominují. Tato 

variabilita počtu kopií genomových segmentů je specifická pro jednotlivé hostitele 

(Hastings et al., 2009;  Sicard et al., 2013; Stranger et al., 2007). 
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U většiny izolátů zástupců čeledi Nanoviridae byly nalezeny nejen tyto základní genomové 

segmenty, ale také až čtyři další alfasatelitní ssDNA o velikosti 1000–1100 nt, které 

jsou zařazeny do jiné čeledi, Alphasatellitidae. Alfasatelity mají odlišnou strukturu 

než klasické cirkulární ssDNA zástupců čeledi Nanoviridae a kódují vlastní Rep protein, 

který je vývojově odlišný od M-Rep proteinu nanovirů i babuvirů. Dokáží se tedy 

replikovat samostatně a nezávisle na základních genomových segmentech zástupců čeledi 

Nanoviridae. Očekává se, že tyto satelitní ssDNA mohou modulovat expresi symptomů 

způsobených infekcí zástupců čeledi Nanoviridae (Briddon et al., 2012; Briddon et al., 

2018; Gronenborn, 2004; Timchenko et al., 1999; Timchenko et al., 2000; Vetten, 2008). 

 

3.2 Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) 

Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV), zástupce rodu Nanovirus, čeledi Nanoviridae, 

je závažným patogenem, který napadá především hrách setý (Pisum sativum L.), 

ale na základě podobných symptomů byl detekován také v čočce jedlé (Lens culinaris 

Medik.), bobu obecném (Vicia faba L.) a vikvi seté (Vicia sativa L.) (Grigoras et al., 2010; 

Gaafar et al., 2016).  

 

3.2.1 Biologické vlastnosti viru 

Typické symptomy, které PNYDV vyvolává u bobovitých rostlin, jsou stáčení a žloutnutí 

listů, zabarvování vrcholu do žluta, zakrslost a velice rychlé uhynutí rostliny (Grigoras 

et al., 2010), obrázek 7. Rostliny často nebývají napadeny pouze PNYDV, ale vyskytují 

se u nich směsné infekce, např. infekce pea enation mosaic virus (PEMV), nebo infekce 

zástupci rodu Polerovirus a zástupci čeledi Potyviridae (Saucke et al., 2018).   
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Obrázek 7: PNYDV infikované rostliny hrachu setého (vlevo a vpravo) a kontrolní 

rostlina (uprostřed) (foto: LMBM, KBB PřF). 

 

U bobu obecného bylo popsáno i typické rozložení infekce na poli, kdy je infikovaná 

oblast členěna do tří částí: symptomatické jádro, periferie a oblast zahrnující 

nesymptomatické zdravé rostliny. Jádro má kruhovitou strukturu a je tvořeno sterilními, 

silně zakrslými a umírajícími nekrotickými jedinci. Kolem tohoto černého jádra 

se pak nachází periferie, kruh rostlin žlutého zabarvení, které se odlisťují a postupně 

odumírají, ale nejsou zakrslé, dosahují standardního vzrůstu, obrázek 8 (Saucke et al., 

2018). 

 

 

Obrázek 8: Fotografie pole bobu obecnéo (Vicia faba L.) napadeného PNYDV (převzato 

ze Saucke et al., 2018). 



 

12 

 

PNYDV je přenášen pomocí mšic napadajících luštěniny perzistentní (nepropagativní) 

cirkulativní cestou. Virus se dostává do trávicího traktu hmyzího vektoru sáním 

nainfikované rostlině, ve kterém cirkuluje a množí se, na závěr se přesouvá do slinných 

kanálků, odkud může dojít k přenosu na další rostlinu. Pokud má hmyzí vektor v sobě 

částice PNYDV je následně infekční po celou dobu svého života (Krenz et al., 2017). 

Vektory PNYDV jsou kyjatka hrachová (Acyrthosiphon pisum), mšice maková (Aphis 

fabae) a mšice vojtěšková (Aphis craccivora). Potenciálně mohou existovat další zástupci 

mšic, kteří jsou schopni PNYDV přenášet, ale dosud nebyli popsáni (Cockbain et Costa, 

1973; King et al., 2012; Makkouk et Kumari, 2009; Ziebell, 2017).  

Další možné způsoby přenosu, např. mechanický přenos, přenos semeny nebo přenos 

kontaktem listů či kořenů, stejně tak přenos podzemními vektory, nebyly dosud potvrzeny, 

ale nejsou vyvráceny (Saucke et al., 2018). 

 

3.2.2 Geografická distribuce viru 

V roce 2009 byl v Německu pozorován masivní úhyn hrachu setého. Na základě ELISA 

testů došlo k prvotní detekci a popisu nového zástupce rodu Nanovirus, PNYDV (Grigoras 

et al., 2010). Postupně byl PNYDV detekován v Rakousku a v Nizozemsku, následně 

byl identifikován také v Dánsku (Gaafar et al., 2016; Gaafar et al., 2017; Gaafar et al., 

2018). Doposud publikovaný výskyt PNYDV je vyobrazen na obrázku 9. 

  

 

Obrázek 9: Mapa výskytu pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) (převzato z CABI, 

2020). 

oranžové body: místo detekce PNYDV 
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PNYDV se v posledních letech rychle rozšiřuje. Toto šíření může být způsobeno slabšími 

zimami v centrální Evropě, díky nimž anholocyklické kmeny vektorových mšic 

(např. kyjatka hrachová) snadněji přežívají. Anholocyklické mšice jsou původní kmeny 

mšic z jižní Evropy, které nemají úplný vývojový cyklus a celoročně se množí pouze 

partenogeneticky. Nymfy nejsou pak schopny přežívat delší mrazivá období, letální jsou 

poklesy teplot pod -5 °C trvající nepřetržitě několik dní (Fryč et Rychlý, 2016; Rychlý, 

2020). Jejich přežití následně vede k rozšíření letového období mšic a účinnějšímu šíření 

viru. Alternativním faktorem nadměrného šíření PNYDV je zvyšující se hustota 

luštěninových polí ve střední Evropě (Gaafar et al., 2016; Gaafar et al, 2017; Saucke et al., 

2018; Ziebell, 2017).  

  

3.2.3 Virové proteiny PNYDV a jejich funkce 

PNYDV je typický zástupce nanovirů, jehož genom se skládá z pěti základních (R, S, C, 

M, N) a jedné až tří vedlejších (U1, U2, U4) kruhových ssDNA o velikosti okolo 1 kb. 

Každá monocistronická molekula kóduje stejně jako v případě jiných nanovirů jeden 

konkrétní protein, ale funkce některých z nich ještě není plně známa (Hogenhout et al., 

2008; Krenz et al., 2017; Sicard et al., 2015).  

DNA-R kóduje hlavní replikační iniciační protein (M-Rep) o velikosti 33–34 kDa 

a je lokalizován v jádru s výjimkou jadérka. Přenos M-Rep proteinu do jádra 

je zprostředkován pomocí jaderného lokalizačního signálu (NLS), o motivu RKKR, který 

byl predikován v centrální oblasti proteinu v pozici 144–147. Tento multifunkční protein 

rozeznává počátek virové replikace a iniciuje replikaci podobným mechanismem, jako 

je popsán u zástupců virů rodu Geminivirus. Rep proteiny iniciují replikaci v jádře 

štípáním konzervativní sekvence ohraničené invertovanými repeticemi (IR) v místě 

počátku replikace (v-ori). Samotná replikace probíhá mechanismem valivé kružnice 

(Gronenborn, 2004; Grigoras et al., 2008; Krenz et al., 2017; Laufs et al., 1995; 

Timchenko et al., 1999; Timchenko et al., 2000). 

DNA-S kóduje plášťový protein (CP) o velikosti 19 kDa, který je lokalizován v jádře 

a také v jadérku hostitelské buňky. Plášťový protein slouží k tvorbě virové částice, která 

má ikosahedrální tvar o průměru 18–19 nm. U CP byla predikována jaderná lokalizační 

sekvence v pozici 4 až 25 aminokyselinové sekvence (Krenz et al., 2017; ViralZone, 2020; 

Wanitchakorn et al., 1997). 
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DNA-C kóduje Clink protein (‚cell-cycle link‘) o velikosti 20 kDa, který je svou funkcí 

mezi rostlinnými viry velmi unikátní. Clink proteiny jsou lokalizovány, jak v jádře, 

tak v cytosolu. Tyto proteiny obsahují ve své sekvenci LxCxE motiv, kterým se dokáží 

vázat na rostlinné homology savčího retinoblastomového proteinu (RBR). Clink proteiny 

se kromě RBR dále váží na hostitelský protein podobný SKP1 (S-phase kinase-associated 

protein 1) pomocí  F-box motivu. SKP1 je člen SCF komplexu, který je součástí 

na ubiquitinu závislé degradaci 26S proteazomem. Tento komplex hraje důležitou roli 

při přechodu buňky z G1 do S fáze. Cílový protein proteazomu však není známý. Clink 

protein tedy může nejen stimulovat virovou replikaci, ale může také působit jako 

modulátor virového buněčného cyklu. Replikace nanovirů na tomto proteinu ale není plně 

závislá, Clink protein pouze zvyšuje její účinnost (Aronson et al., 2000; Bai et al., 1996; 

Krek, 1998; Krenz et al., 2017; Lageix et al., 2007, Patton et al., 1998). 

DNA-M kóduje ‚movement‘ protein (MP), který zajišťuje pohyb virové částice z buňky 

do buňky. Nacházejí se v okolí jádra a na okraji buňky a jejich lokalizace se výrazně 

podobá lokalizaci proteinu Arabidopsis thaliana Synaptotagmin 1 (ICTV, 2021; Krenz 

et al., 2017; Pérez-Sancho et al., 2015). 

DNA-N kóduje ‚nuclear shuttle‘ protein (NSP) lokalizovaný v jaderné cytoplasmě. Mezi 

nově identifikovaného interakčního partnera NSP se řadí Ras-GAP SH3-domain-binding-

like protein objevený u Arabidopsis thaliana (AtG3BP), na kterém závisí sestavování 

tzv. stresových granulí (SG). Stresová granula jsou dynamické struktury v cytoplazmě, 

které se začínají tvořit při působení vnějšího stresu a vedou k celkovému snižování genové 

exprese. Po odeznění buněčného stresu dochází k rozpadu SG a genová exprese se obnoví 

do původního stavu. Při navázání NSP na AtG3BP dochází k inhibici vzniku komplexu SG 

a umožňuje tím efektivnější virovou infekci (Buchan et Parker, 2009; Krapp et al., 2017; 

Krenz et al., 2017). 

DNA-U1, -U2 a -U4 kódují proteiny o zatím neznámé funkci. Protein U1 se vyskytuje 

uvnitř jádra. Jeho částečná podobnost C-terminální oblasti s proteinem REn geminivirů 

naznačuje, že může napomáhat při regulaci virové replikace. Podle jiné hypotézy se ale 

tento protein zapojuje i do virového transportu. Protein U2 je lokalizován na periferiích 

jádra a protein U4 se vyskytuje na okraji buňky případně v okolí jádra, což připomíná 

umístění typické pro endoplazmatické retikulum. Ztráta U4 proteinu nemění u rostliny 

žádným způsobem průběh infekce, ale přesto zatím nebyl nalezen izolát, u kterého 

by segment DNA-U4 chyběl. Je tedy možné, že protein U4 poskytuje viru selektivní 
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výhodu, může být sice postradatelný u infekce hrachu setého nebo bobu obecného, 

ale naopak může být důležitým faktorem pro jiného hostitele, který dosud nebyl 

identifikován (Krenz et al., 2017; Settlage et al., 2005).  

U proteinů MP a U4 jsou predikovány transmembránové domény v oblasti aminokyselin  

25–47, nebo 7–29, což může vysvětlovat jejich výskyt v místech cytoplazmatické 

membrány nebo endoplazmatického retikula (Krenz et al., 2017). 

Mezi proteiny PNYDV dochází k vzájemným interakcím, zatím jich bylo identifikováno 

sedm, obrázek 10. M-Rep protein interaguje v jádře sám se sebou za tvorby oligomerové 

formace, podobně jako Rep proteiny geminivirů, ale navíc interaguje i s proteinem NSP 

a CP, což může hrát roli v životním cyklu viru. Jedna z hypotéz říká, že NSP a CP proteiny 

dokáží regulovat replikaci právě pomocí interakce s M-Rep podobně jako to dělá protein 

REn geminivirů. Dále bylo potvrzeno, že protein NSP interaguje v nukleoplasmě i sám 

se sebou. Může se jednat o pomocnou strukturu nezbytnou pro správný přenos viru 

mšicemi. Interakce MP-MP byla pozorována v blízkém okolí jádra, na periferii a jako 

vezikulám podobné struktury různorodé velikosti. MP dále interaguje s proteinem U4 

se stejnou lokalizací. Interakce proteinů U4 navzájem byla pozorována 

u endoplazmatického retikula (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Krenz et al., 2011; Krenz et 

al., 2017). 

MP-U4 proteinový komplex byl kolokalizován společně s proteinovým markerem 

endoplazmatického retikula. Tento komplex se odlišuje svým tvarem, velikostí i umístěním 

od signálů samotných proteinů (Krenz et al., 2017). 
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Obrázek 10: Souhrnné schéma interakcí proteinů PNYDV (převzato z Krenz et al., 2017). 

M-Rep: iniciační replikační protein, CP: plášťový protein, Clink: Clink protein, MP: ‚movement‘ 

protein, NSP: ‚ nuclear shuttle‘ protein 

 

3.3 Rekombinace u ssDNA virů  

Rekombinace společně s bodovými mutacemi je jedna z hlavních hybných sil v evoluci 

mnoha virů, u kterých zlepšuje adaptační schopnost a zvyšuje fitness.  Také ale funguje 

jako klíčový mechanismus při opravě zlomů v DNA a jako obrana před akumulací 

škodlivých mutací. Dříve se zastával názor, že RNA viry v porovnání s DNA viry jsou 

schopné evoluce mnohem rychleji, ale aktuální výzkum potvrdil, že ssDNA viry mutují 

se srovnatelným tempem a v některých oblastech genomu dokonce i rychleji (Felsenstein, 

1974; Martin et al., 2006; Martin et al., 2011a).  

U ssDNA virů se vyskytují tři typy rekombinací. Prvním typem je homologní 

rekombinace, kdy dochází k nahrazení sekvence v genomu homologní sekvencí. Druhým 

typem je nehomologní rekombinace, během níž dochází ke spojení dvou odlišných 

sekvencí. Může docházet k duplikaci, deleci nebo inzerci virových sekvencí a dokonce 

může dojít k vložení virových sekvencí do genomu hostitelských buněk. Posledním typem 

rekombinací je genetické přeskupování genomu, nazývané také pseudorekombinace, 

během něhož se vyměňují celé genomové komponenty multipartitních ssDNA virů (Martin 

et al., 2011a). 
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K rekombinaci může docházet různými mechanismy a ne všechny z nich jsou důkladně 

popsány. Příkladem může být narušení replikace střetem transkripčních enzymových 

komplexů s těmi replikačními, případně může být replikace zastavena jednořetězovými 

zlomy v templátovém vlákně u replikačně aktivní dsDNA, kdy dojde k předčasnému 

oddělení replikačních enzymů. Oddělené replikační enzymy následně mohou opětovně 

nasednout na jinou molekulu DNA za vzniku rekombinanta vytvořeného mechanismem 

nazývaným ‚copy-choice‘ (Martin et al., 2011a; Owor et al. 2007). 

Další možnou variantou je rekombinace vzniklá za pomoci hostitelských opravných 

mechanismů. V infikovaných buňkách se vyskytuje velké množství kruhových dsDNA 

molekul, u kterých může dojít k dvouřetězovým zlomům. Tyto zlomy aktivují reparační 

mechanismy buňky hostitele a dojde k opravě pomocí homologní rekombinace (Jeske et al. 

2001; Xu et Price 2011).  

Přeskupování genomu (‚genetic reassortment‘) je běžným jevem u virů se segmentovaným 

genomem, kteří tímto způsobem mohou zvyšovat svoji virulenci, rozšiřovat okruh hostitelů 

či překonávat rezistenci hostitele a celkově tedy zvyšovat svoji fitness. Aby ale byli nově 

vzniklí rekombinanti životaschopní, musí nově získané segmenty genomu správně 

interagovat s ostatními virovými komponenty, například s replikačním proteinem 

či ‚movement‘ proteiny. V opačném případě nemusí docházet ke správné replikaci 

či přenosu virových částic (Grigoras et al., 2014; Martin et al. 2011a; Stainton et al., 2012, 

Sung et Coutts, 1995). 

K rekombinaci nemusí docházet jen mezi viry samotnými, ale může dojít k přenosu 

genetického materiálu mezi ssDNA viry a jejich hostiteli. Nevirové DNA původem 

z hostitelských rostlin byly objeveny u zástupců čeledi Geminiviridae. K tomuto přenosu 

genetického materiálu ale dochází i opačným směrem, kdy se integrují fragmenty virové 

DNA do hostitelských chromozomů. V minulosti došlo k četným případům, kdy se virová 

ssDNA začlenila do genomů živočišných, rostlinných i prokaryotických druhů. Příkladem 

může být začlenění DNA geminiviru do genomů zárodečných linií rostlin rodu tabáku 

(Nicotiana L.), ke kterému podle odhadů došlo před 0,2 až 5 miliony let (Ashby et al., 

1997; Belyi et al., 2010; Lefeuvre et al., 2011; Martin et al., 2011a; Murad et al., 2004; 

Saunders et Stanley, 1999). 
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Rychlost rekombinace a přeskupování genomu je ovlivněno tím, jak moc často 

se jednotlivé druhy a kmeny virů potkávají v jádrech hostitelských rostlin. Mezi hlavní 

faktory, které ovlivňují četnost rekombinací, patří: geografické rozšíření, epidemiologické 

cykly, okruh hostitelů a tkáňové tropismy (Martin et al., 2011a). 

Místa rekombinace detekovaná v genomech ssDNA virů nejsou distribuovány náhodně, 

ale naopak se se zvýšenou frekvencí vyskytují v tzv. ‚hot spotech‘. Mezi ‚hot spoty‘ 

u ssDNA virů se řadí například virový počátek replikace (v-ori) nebo sekundární struktury. 

Rekombinace se také mnohem častěji vyskytují v nekódujících oblastech na okrajích genů, 

kde nejsou na rozdíl od rekombinací v kódujících oblastech natolik škodlivé. Rekombinace 

v kódujících oblastech mohou mít za následek špatné skládání výsledného proteinu, či jeho 

zkrácení a následnou nefunkčnost (Lefeuvre et al., 2009; Martin et al., 2011a; Martin et 

al., 2011b). 

 

3.3.1 Rekombinace u čeledi Nanoviridae 

K rekombinacím dochází u zástupců čeledi Nanoviridae s velmi podobnou četností 

a převládají rekombinace mezidruhové nad vnitrodruhovými K rekombinacím dochází 

nejčastěji v nekódujících oblastech, například v místě virového počátku replikace (v-ori). 

U nanovirů je popsána rekombinace v nekódujících oblastech segmentů DNA-U2 

a DNA-M mezi viry pea yellow stunt virus (PYSV) a faba bean yellow leaf virus 

(FBYLV). Naopak u babuvirů byla zaznamenána rekombinace v oblasti kmenové smyčky 

u genomového segmentu U3, kde se nachází replikační počátek. V této oblasti dochází 

k rekombinaci kmenové smyčky U3 s kmenovou smyčkou ostatních genomových 

segmentů. Výsledkem je lepší adaptace, kdy M-Rep protein snáze interaguje s U3 

segmentem (Grigoras et al., 2014; Hyder et al., 2011; Staiton et al., 2012; Wu et al., 2008). 

 

3.3.2 Přeskupování genomu u čeledi Nanoviridae 

U zástupců čeledi Nanoviridae může opět docházet k výměně genetického materiálu jak 

mezi rozdílnými, tak i stejnými druhy. Nejčastěji dochází k výměně pouze jedné molekuly 

genomu a často se jedná o molekulu DNA-M. Naopak molekuly DNA-S a DNA-C 

vykazují nejnižší frekvenci přeskupování. Byly popsány i životaschopné přenosy segmentů 

DNA-R u stejných druhů virů, ale pro přenos mezi různými druhy pravděpodobně existuje 
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určitá genetická bariéra. Příkladem přeskupování genomu u rodu Nanovirus může být 

prokázaný přenos segmentů DNA-M a DNA-U4 mezi různými izoláty faba bean necrotic 

yellows virus (FBNYV), nebo výskyt segmentů DNA-U2 u black medic leaf roll virus 

(BMLRV) a DNA-U4 u milk vetch dwarf virus (MDV), které byly získány z jiného druhu 

viru (Grigoras et al., 2014; Stainton et al., 2012).  
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4 Materiál a metody 

 

4.1 Biologický materiál 

Analyzováno bylo 24 vzorků hrachu setého (Pisum sativum L.) sbíraných v dubnu 2019 

ve čtyřech oblastech a 1 vzorek hrachu setého peluška (Pisum sativum var. arvense (L.) 

Poir.). Seznam vzorků je uveden v tabulce 1. Odebrané listy byly lyofilizovány a následně 

skladovány v -80 °C. 

 

Tabulka 1: Seznam testovaných vzorků. 

Datum sběru Označení vzorku Lokalita Hostitel Příznaky 

15. 4. 2019 1900813-1A 

Jaroměřice nad 

Rokytnou 
hrách setý 

žloutnutí, 

odumírání, 

zakrslost 

1900813-1B 

1900813-1C 

1900813-2A 

1900813-2C 

1900813-3A 

1900813-3B 

1900813-3C 

1900815-1B 

Čáslav hrách setý 

žloutnutí, 

odumírání, 

zakrslost 

1900815-1C 

1900815-2A 

1900815-2B 

1900815-2C 

1900815-3A 

1900832-1/2 

Uherský Ostroh hrách setý 

žloutnutí, 

odumírání, 

zakrslost 

1900832-1/3 

1900832-2/1 

1900832-2/3 

1900832-3/2 

1900832-3/3 

16. 4. 2019 1900836-1B 

Chrlice hrách setý 

žloutnutí, 

odumírání, 

zakrslost 

1900836-1C 

1900836-2A 

1900836-2C 

23. 4. 2019 
1900968-P482 Uhříněves 

hrách setý 

peluška 

žloutnutí, 

odumírání 
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4.2 Použité chemikálie, soupravy a roztoky 

Použité chemikálie 

Agarose SERVA for DNA electrophoresis (Serva, kat.č. 11404.05) 

Deionizovaná voda 

GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, kat.č. 41002) 

GeneRuler
TM

 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, kat.č. SM0323) 

Hoechst 33258, Pentahydrate (bis-Benzimide) (ThermoFisher, kat. č. H3569) 

Isopropanol (Lach-Ner, kat. č. 20037-AT0) 

 

Použité soupravy 

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, kat.č. 69104) 

Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, kat. č. 4337455) 

MyTaq
TM

 DNA Polymerase (Bioline kat.č. BIO-21106) 

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, kat.č. 28706) 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (250) (Macherey-Nagel, kat.č. 740609.250) 

 

Použité roztoky 

1% roztok ethidium bromidu ve vodě (Sigma – Aldrich, kat. č. E1510)  

1x TAE pufr (40 mM Tris base, 20 mM kyselina octová, 1 mM EDTA) 

50x TAE (Tris-Acetate-EDTA): 242 g Tris base rozpustit v 800 ml dH2O, přidat 57,1 ml 

ledové kyseliny octové a 100 ml 0,5M EDTA (pH 8), doplnit dH2O do 1000 ml. 

 

4.3 Seznam použitých přístrojů a zařízení 

Analytické váhy AE240 (Mettler Toledo) 

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus) 

Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet International, Inc.) 
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Elektroforetická komora HU10 MINI (Fisherbrand) 

Fluorimetr DyNa Quant 200 (Hoefer) 

Homogenizátor FastPrep 24 (MP Biomedicals) 

Minicentrifuga PRISM
TM

 mini (Labnet International, Inc.) 

Laminární box PV-100 (Telstar) 

Spektrofotometr Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) 

Dokumentační systém G:BOX + software GeneSnap (SynGene) 

Přístroj na výrobu ledu (Icematic) 

Thermocycler T100
TM

 Thermal Cycler (BIO-RED) 

Thermocycler T personal (Biometra) 

UV transluminátor UVT-14L (Herolab) 

Váhy EK 200G (A&D Engineering) 

Vortex MS1 Minishaker (IKA) 

Zařízení pro inkubaci a třepání Mixing Block MB-102 (Bioer) 

Zdroj stejnosměrného proudu MS major science, MP-250V (BioTech) 

 

4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

4.4.1 Izolace DNA 

Celková DNA byla izolována ze vzorků listů metodou adsorpce na silikátovou membránu 

za použití kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).  

Maximálně 20 mg lyofilizovaného nebo 100 mg čerstvého nebo zmraženého listu bylo 

homogenizováno ve 400 µl AP1 pufru a 4 µl RNase A s použitím homogenizátoru 

FastPrep a lyzační matrix A. Homogenizace probíhala při intenzitě 5,0 m∙s
-1

 po dobu 45 s. 

Dále bylo postupováno podle pokynů výrobce. 

Koncentrace a kvalita vyizolované DNA byla stanovena spektrofotometricky, DNA byla 

následně dlouhodobě uchováváno v hlubokomrazicím boxu při teplotě -70 °C. DNA byla 

v průběhu práce krátkodobě uchovávána na ledu. 
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4.4.2 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Přítomnost viru ve vzorcích byla potvrzena pomocí polymerázové řetězové reakce (PCR). 

Amplifikace jednotlivých segmentů genomu pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) 

byla provedena za použití 8 dvojic specifických primerů dle Gaafar et al. (2017), 

tj. priPeaCdir/priPeaCrev, priPeaMdir/priPeaMrev, priPeaNdir/priPeaNrev, priPeaRdir/- 

priPeaRrev, priPeaSdir/priPeaSrev, priPeaU1dir/priPeaU1rev, priPeaU2dir/priPeaU2rev 

a priPeaU4dir/priPeaU4-rev. Dvojice primerů priPeaSdir/priPeaSrev a priPeaU4dir/- 

priPeaU4rev byly oproti originálu modifikovány a byly vytvořeny a následně použity 

primery degenerované. Sekvence primerů jsou uvedeny v tabulce 2. Složení reakční směsi 

bylo pro všechny reakce stejné.  

 

Tabulka 2: Seznam použitých primerů. 

Název primeru Sekvence 5´–3´ Reference 

priPeaCdir GCCGGAAGCTTGCCGGACTGACGGAG 

Gaafar et al. 

(2017) 

priPeaCrev AGCTTCCGGCAAGACGCAGTAATTG 

priPeaMdir TACCTGAACGTCCTGTATCTT 

priPeaMrev TCAGGTACTGAATTACTTGCC 

priPeaNdir GAAGAACCCAGGAAGGTGTTGC 

priPeaNrev GGTTCTTCCAATTTACCTTTCATGG 

priPeaRdir GGAATACCAAGGTGAGTTACGG 

priPeaRrev TATTCCCTGAGAGTCCCGGAC 

priPeaSdir AACCWCCGGATATYACCAGAT 

priPeaSrev CCGGAGGTTTTATTTCAAAACCAAC 

priPeaU1dir TGGTGAAGAAATTGCAGGTGAT 

priPeaU1rev TTCACCAGTTTCTCGTCAGAAC 

priPeaU2dir GATCAAGAACAAGGTTAGTTTATG 

priPeaU2rev TCTTGATCGGAGACGAACTGGA 

priPeaU4dir ATCAAGTCTGAAGATGMTAYG 

priPeaU4rev GACTTGATTTCAACATCTCTTTCAC 

Tučně označena modifikace primerů.  
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PCR reakční směs byla připravena z pufru, deionizované vody, primerů a MyTaq
TM

 DNA 

polymerázy, její složení je uvedeno v tabulce 3. Její množství vždy odpovídalo počtu 

analyzovaných vzorků. Směs byla rozpipetována po 24 µl do 0,2 ml mikrozkumavek. 

Do každé mikrozkumavky byl dále přidán 1 µl DNA získané izolací ze vzorků listů. 

Amplifikace probíhala 40 cyklů za podmínek (tabulka 4): počáteční denaturace 95 °C 

3 min, denaturace 95 °C 45 s, nasedání primerů v rozsahu teplot  53–66 °C v závislosti 

na použité kombinaci primerů (tabulka 5) 45 s, elongace 72 °C 60 s a konečná elongace 

72 °C 5 min. PCR produkty byly skladovány při -18 °C. 

 

Tabulka 3: Složení reakční směsi pro PCR reakci pro 1 test. 

Reagencie 
Koncentrace 

pracovního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

roztoku 

Objem 

reagencie (µl) 

pufr 5x 1x 5,00 

deionizovaná voda   18,30 

forward primer 20 pmol∙µl
-1

 0,2 µmol∙l
-1

 0,25 

reverse primer 20 pmol∙µl
-1

 0,2 µmol∙l
-1

 0,25 

MyTaq
TM

 DNA polymeráza 5 U∙µl
-1

 1 U 0,20 

 

Tabulka 4: Podmínky PCR amplifikace. 

Proces Teplota (°C) Čas Počet cyklů 

počáteční denaturace 95 3 min 1 

denaturace 95 45 s  

40 nasedání primerů x 45 s 

elongace 72 60 s 

konečná elongace 72 5 min 1 

 

Tabulka 5: Teploty nasedání primerů. 

Název primerů Teplota (°C) 

priPeaCdir/ priPeaCrev 66 

priPeaMdir/ priPeaMrev 58 

priPeaNdir/ priPeaNrev 56 

priPeaRdir/ priPeaRrev 58 

priPeaSdir/ priPeaSrev 58 

priPeaU1dir/ priPeaU1rev 58 

priPeaU2dir/ priPeaU2rev 54 

priPeaU4dir/ priPeaU4rev 53 
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4.4.3 Elektroforetická separace 

Produkty získané pomocí PCR amplifikace byly detekovány elektroforetickou separací 

v 1,5% agarózovém gelu v TAE pufru (1x) s interkalačním barvivem GelRed Nucleic Acid 

Stain.  

50 ml agarózového gelu bylo smícháno s 3 µl GelRed Nucleic Acid Stain a tato směs byla 

nalita do vaničky o rozměru 10x10 cm. Gel byl po 30 min převrstven 1x TAE pufrem. 

Následně bylo do první jamky napipetováno 1,5 µl standardu molekulové hmotnosti 

GeneRuler
TM

 100 bp Plus DNA Ladder a do následujících jamek byly napipetovány vždy 

3µl PCR produktu.  

Elektroforetická separace probíhala cca 45  min při 70 V. PCR amplikony byly detekovány 

pomocí UV-transluminátoru a vyfoceny dokumentačním zařízením Syngene, G:Box. 

 

4.4.4 Izolace PCR produktu 

V případě, že byly získány unikátní specifické PCR produkty, byly tyto produkty 

izolovány přímo z roztoku pomocí kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, kdy ale byly 

modifikovány časy centrifugace a závěrečný eluční objem.  

Reakční směsi po provedené PCR amplifikaci byly naředěny na objem 100 µl 

deionizovanou vodou. NTI pufr byl naředěn v poměru 1 : 8 a následně byl přidán 

ke vzorkům v objemovém poměru 2 : 1, v našem případě bylo tedy přidáno 200 µl pufru 

ke 100 µl vzorku. Směs byla promíchána pipetováním a nanesena na kolonku umístěnou 

ve 2 ml sběrné zkumavce. Kolonka byla centrifugována 1 min při 11 000 rpm, filtrát byl 

vylit do odpadu. Následně bylo na kolonku napipetováno 600 µl NT3 promývacího pufru 

a centrifugováno opět za stejných podmínek. Filtrát byl odstraněn. Tento krok byl 

proveden dvakrát. Dále bylo centrifugováno 2 min při 11 000 rpm pro vysušení kolonky 

a kolonka byla umístěna do nové 1,5 ml zkumavky. Na kolonku bylo napipetováno 25 µl 

elučního pufru NE, směs byla inkubována 1 min při laboratorní teplotě a následně byla 

kolonka centrifugována 1 min při 11 000 rpm.  

Pokud bylo v reakci získáno více amplikonů odlišné velikosti, byl vybrán amplikon 

očekávané velikosti a ten byl izolován pomocí QIAquick Gel Extraction Kit podle pokynů 
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výrobce, kdy byl upraven pouze poslední eluční krok. DNA byla eluována do 30 µl 

deionizované vody. 

Koncentrace a kvalita izolované DNA byla stanovena fluorimetricky. Získaná DNA byla 

následně uchovávána v -18 °C. 

 

4.4.5 Sangerovo sekvenování  

Sekvenační značení bylo provedeno za pomocí Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle 

Sequencing Kit. Reakční směs byla připravena smícháním sekvenačního BigDye® pufru, 

BigDye® Terminator mixu a primeru o koncentraci 1,6 pmol∙µl
-1. Rozpis reakční směsi pro 

jeden vzorek je uveden v tabulce 6. Takto připravená reakční směs byla rozpipetována 

po 4 µl do 0,2 ml mikrozkumavek a bylo k ní přidáno 6 µl vzorku DNA předem naředěné 

tak, aby bylo použito 25 ng DNA na reakci. Každý amplikon byl osekvenován 

oboustranně, za použití specifických amplifikačních primerů. 

 

Tabulka 6: Složení reakční směsi pro sekvenační značení pro 1 test. 

Reagencie 
Objem 

chemikálie (µl) 

BigDye® pufr 1,00 

primer 2,00 

BigDye® Terminator mix 1,00 

 

Tabulka 7: Podmínky sekvenačního značení. 

Proces Teplota (°C) Čas Počet cyklů 

počáteční denaturace 96 1 min 1 

denaturace 96 10 s  

40 nasedání primerů 50 5 s 

elongace 60 4 min 

 

Připravené reakční směsi s DNA byly protřepány, stočeny a vloženy do thermocycleru, 

kde proběhla sekvenační reakce za podmínek doporučených výrobcem (tabulka 7). 

Produkty byly napipetovány do 96-jamkové sekvenační desky a byly analyzovány 

kapilárovou elektroforézou pomocí sekvenačního analyzátoru ABI PRISM 3730 

na pracovišti ÚEB AV ČR, CR-Haná. 
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4.4.6 Bioinformatická analýza  

Protisměrné výstupy ze sekvenátoru byly sestaveny do kontigů a následně manuálně 

editovány pomocí programu SeqMan Lasergene (Dnastar, Inc.). Identity získaných kontigů 

byly potvrzeny za pomocí programu BLASTN (Altschul et al., 1997) na základě porovnání 

se sekvencemi dostupnými v databázi GenBank. Sekvence získaných segmentů byly 

porovnány navzájem a s odpovídajícími sekvencemi specifických DNA segmentů PNYDV 

izolátů dostupných v GeBank za použití p-distance analýzy programu MEGA v. 7.0.26 

(Kumar et al., 2016). 

U studovaných PNYDV segmentů byla zjišťována genetická variabilita a evoluční 

příbuznost pomocí porovnávání získaných sekvencí se sekvencemi PNYDV izolátů 

dostupných v databázi GenBank (NCBI). Mnohočetný alignment sekvencí nukleotidů 

a aminokyselin byl vytvořen pomocí programu ClustalW (Thompson et al., 1994). Takto 

získaný mnohočetný alignment byl použit pro fylogenetickou analýzu. Jako nejvhodnější 

byl pomocí algoritmu Modeltest vyhodnocen pro nukleotidové sekvence model 

Tamura 3-parametrický test a pro aminokyselinové sekvence JTT, fylogenetické analýzy 

byly provedeny prostřednictvím neighbor-joining algoritmu s bootstrap opakováním 500x 

(Felsenstein, 1985; Jones et al., 1992; Saitou et Nei, 1987; Tamura, 1992). Výsledné 

fylogenetické stromy byly zobrazeny pomocí programu TreeExplorer (vše MEGA 

v. 7.0.26). 

Analýza rekombinantů byla provedena s použitím mnohočetného alignmentu všech 

získaných sekvencí a sekvencí PNYDV dostupných v GenBank (NCBI) v programu RDP4 

za použití algoritmů RDP, GENECONV, Chimaera, MaxChi, BootScan, SiScan a 3Seq 

(Gibbs et al., 2000; Martin et al., 2005; Martin et Rybicki, 2000; Martin et al.,  2015; 

Maynard Smith, 1992; Lam et al., 2018; Padidam et al., 1999; Posada et Crandall, 2001). 

Za statisticky průkazné rekombinantní molekuly byly považovány sekvence potvrzené 

4 a více analytickými nástroji. 
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5 Výsledky 

 

Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) je novým, stále ne příliš známým rostlinným 

virem, který nebyl dosud v České republice detekován. Díky spolupráci s laboratoří 

virologie, Oddělení diagnostiky škodlivých organismů rostlin, ÚKZUZ Olomouc bylo 

v roce 2019 získáno 35 vzorků hrachu setého (Pisum sativum L.) a 1 vzorek hrachu setého 

peluška (Pisum sativum var. arvense (L.) Poir.) vykazující typické příznaky infekce 

PNYDV, tj. žloutnutí listů, zakrslý růst a postupné odumírání.  

Tato diplomová práce se zaměřila na molekulárně genetickou charakteristiku českých 

PNYDV izolátů s cílem rozšíření znalostí o genetické variabilitě tohoto závažného 

patogenu luštěnin. 

 

5.1 Detekce a amplifikace genomových segmentů PNYDV 

Pro analýzu bylo vybráno 25 vzorků z pěti lokalit v České republice, u nichž byla 

potvrzena přítomnost viru pomocí specifické PCR zaměřené na detekci genomových 

segmentů DNA-C a DNA-N. Oba dva virové segmenty o předpokládané velikosti 1000 bp 

byly úspěšně amplifikovány, obrázek 11. Genomový segment DNA-C byl amplifikován 

u všech testovaných rostlin a DNA-N byl detekován v 92 % případů (u 23 z 25 rostlin).  

 

Obrázek 11: Detekce genomových segmentů DNA-C (A) a DNA-N (B) PNYDV. 

L: standard molekulární hmotnosti (GeneRuler
TM

 100 bp Plus DNA Ladder); B: slepý vzorek; 

Z: zdravá rostlina; 1–25: vzorky; 1–8: 1900813-1A, -1B, -1C, -2A, -2C, -3A, -3B, -3C; 

9–14: 1900815-1B, -1C, -2A, -2B, -2C, -3A; 15–20: 1900832-1/2, -1/3, -2/1, -2/3, -3/2, -3/3; 

21–24: 1900836-1B, -1C, -2A, -2C; 25: 1900968-P482  
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Následně byly amplifikovány i ostatní genomové segmenty, DNA-M, DNA-R, DNA-S, 

DNA-U2 a DNA-U4, obrázek 12. Všechny detekované produkty odpovídaly očekávané 

velikosti cca 1000 bp. Při amplifikaci genomových segmentů DNA-R, -S, -U2 a U4 byly 

získány produkty u všech vzorků. Genomový segment DNA-M byl amplifikován u 23 

vzorků z 25.  

 

Obrázek 12: Detekce PNYDV genomových segmentů DNA-M (A), DNA-R (B), DNA-S 

(C), DNA-U2 (D) a DNA-U4 (E) PNYDV. 

L: standard molekulární hmotnosti (GeneRuler
TM

 100 bp Plus DNA Ladder); B: slepý vzorek; 

Z: zdravá rostlina; 1–25: vzorky; 1–8: 1900813-1A, -1B, -1C, -2A, -2C, -3A, -3B, -3C; 

9–14: 1900815-1B, -1C, -2A, -2B, -2C, -3A; 15–20: 1900832-1/2, -1/3, -2/1, -2/3, -3/2, -3/3; 

21–24: 1900836-1B, -1C, -2A, -2C; 25: 1900968-P482  
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5.2 Charakteristika českých PNYDV izolátů 

Jednotlivé genomové segmenty byly obousměrně sekvenovány pomocí amplifikačních 

primerů. Byly získány sekvence pokrývající většinu délky studovaných DNA molekul, 

přičemž u všech sekvencí nebyla získána oblast nasedání primerů o velikosti 

cca 43–118 bp.  

Bylo získáno 23 sekvencí DNA-C o délce 907–921 bp, 21  sekvencí DNA-M o délce 

891–919 bp, 20 sekvencí DNA-N o délce 886–939 bp, 24 sekvencí DNA-R o délce 

917–933 bp, 25 sekvencí DNA-S o délce 894–912 bp, 25 sekvencí DNA-U2 o délce 

896–923 bp a 25 sekvencí DNA-U4 o délce 861–926 bp. U pěti vzorků (1900813-3B, 

1900815-2C, 1900832-1/2, -2/1, 1900836-2C) byly detekovány u některých genomových 

segmentů směsné infekce minimálně dvou odlišných izolátů PNYDV, a proto 

se nepodařilo parciální genomové sekvence získat a nebyly dále zařazeny do analýzy. 

 

5.2.1 Základní motivy detekované v genomových segmentech izolátů viru 

Molekuly jednotlivých genomových segmentů českých izolátů obsahovaly motivy typické 

pro PNYDV, jako jsou: kmenová smyčka, replikační počátek, TATA box a polyadenylační 

signální sekvence. Sekvence motivů a jejich pozice odpovídala druhovému popisu 

a ve většině případů nebyla identifikována žádná odchylka. Přehled sekvencí motivů 

a jejich pozic je uveden v tabulce 8. U několika izolátů byla nalezena odchylka v umístění 

motivů v genomu, která byla způsobena přítomností delecí či inzercí v nekódující oblasti. 

V rámci kmenových smyček genomových segmentů DNA-C, -M, -N a -U2 byla 

opakovaně detekována na první pozici motivu substituce C→G. Záměna se vyskytovala 

u izolátů bez ohledu na jejich původ, u DNA-C se jednalo o izoláty 1900832-1/2, -1/3 

a -3/3, u DNA-M o izoláty 1900813-3B, 1900815-1C, 1900832-3/2 a 1900968-P482, 

u DNA-N o izoláty 1900813-3C, 1900836-1C a 1900968-P482 a u DNA-U2 o izoláty 

1900813-1C, -3C, 1900832-3/3, 1900836-1C a 1900968-P482. U izolátů DNA-M: 

1900815-1B a 1900836-2A; DNA-U2: 1900815-2C a 1900832-2/1 byla tato pozice 

variabilní s 50% četnostní obou bází.  

U izolátů 1900836-1B byla navíc detekována záměna v polyadenylační signální sekvenci 

segmentu DNA-M, substituce A→T v pozici jedna. 
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Tabulka 8: Sekvence a pozice charakteristických motivů PNYDV (pozice vztažená 

k předpokládané plné délce jednotlivých ssDNA).  

Název motivu Sekvence Pozice 

DNA-C 

Kmenová smyčka C/GCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG 969–989, 1–14 

Počátek replikace TAGTATTAC 983–989, 1–2 

TATA box TATAAAT 233–239 

PolyA signál AATAAA 785–790 

DNA-M 

Kmenová smyčka C/GCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG 968–988, 1–14 

Počátek replikace TAGTATTAC 982–988, 1–2 

TATA box TATAAAT 237–243 

PolyA signál A/TATAAA 703–708 

DNA-N 

Kmenová smyčka C/GCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG 973–993, 1–14 

Počátek replikace TAGTATTAC 987–993, 1–2 

TATA box TATAAAT 289–295 

PolyA signál AATAAATAAA 805–814 

DNA-R 

Kmenová smyčka CTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAG 983–1002, 1–13 

Počátek replikace TAGTATTAC 996–1002, 1–2 

TATA box TATATAT 55–61 

PolyA signál AATAAA 92–97 

DNA-S 

Kmenová smyčka CCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG 963–983, 1–14 

Počátek replikace TAGTATTAC 977–983, 1–2 

TATA box TATAAAT 223–229 

PolyA signál AAATAAA 815–821 

DNA-U2 

Kmenová smyčka C/GCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG 965–985, 1–14 

Počátek replikace TAGTATTAC 979–985, 1–2 

TATA box TATAAAT 235–241 

PolyA signál AATAAA 699–704 

DNA-U4 

Kmenová smyčka GGGAGGGGGCTTAGTATTACCCCCCTCCC 962–979, 1–11 

Počátek replikace TAGTATTAC 973–979, 1–2 

TATA box TATAAAA 285–291 

PolyA signál TATAAAA 741–746 
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5.2.2 Genetická analýza DNA-C 

DNA-C segmenty českých izolátů vykazovaly vysokou homogenitu, vzájemná identita 

byla 96,4–100 %, obrázek 13. Izoláty původem ze stejné lokality vykazovaly obecně vyšší 

identitu než izoláty napříč lokalitami. Nukleotidové sekvence DNA-C segmentů lokality I 

(Jaroměřice nad Rokytnou) vykazovaly identitu 99,6–100 % s výjimkou izolátu 

1900813-1A, který vykazuje 99,4% identitu s izolátem 1900836-1C z lokality IV (Chrlice). 

Obdobná situace byla zjištěna i u izolátů lokality II (Čáslav) (identita 99,5–100 %) 

a jim podobný pak byl izolát 1900968-P482 z lokality V (Uhříněves) (99,4–100 %). 

Izoláty lokality III (Uherský Ostroh), konkrétně 1900832-1/2, -1/3 a -3/3, se odlišovaly 

výrazněji. Identita těchto izolátů navzájem byla 98,4–99,5 %, ale s izoláty předchozích 

lokalit sdílely identitu nižší, 96,4–98,9 %. DNA-C segmenty PNYDV izolátu z lokality IV 

vykazovaly opět větší variabilitu, izolát 1900836-1B vykazoval nejvyšší identitu (99,9 %) 

s izolátem 1900815-2B lokality II.  

U odlišných izolátů byly identifikovány specifické inzerce a delece v nekódujících 

oblastech segmentu ve srovnání s referenční sekvencí PNYDV DNA-C (Acc. No. 

NC_023158.1), a to: inzerce adeninu na pozici 139 a inzerce GTTGA na pozici 152–156 

u izolátů 1900813-1A a 1900836-1C; inzerce guaninu (pozice 824) a tyminu (pozice 831) 

u izolátu 1900832-1/2; delece sekvence AATAGTGTC na pozici 933–941 vztažené 

k referenční sekvenci u izolátů 1900832-1/3 a 1900832-3/3; a delece adeninu v pozici 914 

referenční sekvence a delece sekvence TGTTGGGGTCAAATAGTGTCA v pozici 922–942 

referenční sekvence u izolátu 1900832-1/2. 

České izoláty vykazovaly vysokou podobnost s doposud známými dalšími evropskými 

izoláty, převážná většina (18 z 23) napříč všemi lokalitami vykazovala 98,2–99,8% 

identitu s rakouským izolátem Gross-Enzersdorf 1 (KC979045.1).  

Vysokou homogenitu a odlišnost některých izolátů potvrdila i fylogenetická analýza, 

obrázek 13, kde tři izoláty lokality III (1900832-1/2, -1/3 a -3/3) vytvořily samostatnou 

statisticky průkaznou skupinu; a zároveň se samostatně vyvětvily i izoláty 1900813-1A 

a 1900836-1C. 

Clink protein vykazuje pouze nízkou variabilitu a u většiny izolátů byl totožný, viz heat 

mapa na obrázku 13. Mírně odlišné se ukázaly izoláty 1900813-1B (97,2–99,3 %), 
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CZE  1900832-1/3 CZE 
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 1900832-1/2 CZE 

 NL HZ16-186 (KY593279.1) 

NLD 
 1900813-1B CZE 

 DK HZ16-573 (MH000247.1) DNK 

 NL HZ16-189 (KY593287.1) NLD 

 DK HZ16-468 (MH000229.1) 

DNK  DK HZ16-583 (MH000264.1) 

DNK  Drohndorf-15 (NC_023158.1) DEU 

 1900815-2C CZE 

 DK HZ16-572 (MH000241.1) DNK 

 1900836-2A CZE 

 1900813-3A CZE 
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 JKI ID 31400 (MK948525.1) DEU 

 DK HZ16-582 (MH000258.1) DNK 

 110726 (KY810774.1) DEU 

 1900836-1C CZE 

 1900813-1A CZE 

 PYSV (NC_023309.1) AUT 

0.05 

1900815-2B (97,2–99,3 %) a 1900832-2/3 (97,3–99,3 %) a evropské izoláty 110726 

(97,1–99,4 %) a DK HZ16-468 (97,1–99,3 %). 

  

 

 

 

 

 

Obrázek 13: Heatmapa identit nukleotidových sekvencí DNA-C segmentu (vlevo; NT) 

a odpovídajících aminokyselinových sekvencí Clink proteinu (vpravo; AK); a příslušný 

fylogenetický strom izolátů konstruovaný na základě nt-sekvencí pomocí neighbor-joining 

analýzy. 

Měřítko představuje 0,05 substitucí na pozici. 

AUT: Rakousko, CZE: Česká republika, DEU: Německo, DNK: Dánsko, NLD: Nizozemsko 
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5.2.3 Genetická analýza DNA-M 

DNA-M segmenty českých izolátů byly variabilnější než ostatní segmenty, vykazovaly 

navzájem 94,8–100% identitu, obrázek 14. Izoláty z jednotlivých lokalit tvořily homogenní 

skupiny až na výjimky. Izoláty lokality I vykazovaly navzájem 99,0–99,7% identitu, 

od které se odlišovaly pouze izoláty 1900813-1A, -2A a -3A. Izolát 1900813-1A 

vykazoval nejvyšší identitu (99,2 a 99,3 %) k izolátům 1900815-1C a 1900832-1/2 

z lokalit II a III.  Izolát 1900813-2A byl opět nejvíce podobný (99,9 %) izolátu z lokality 

II, 1900815-3A, ale také izolátu z lokality IV, 1900836-2A. Poslední odlišný izolát první 

lokality, 1900813-3A, sdílel 98,8% identitu s izolátem 1900832-1/3 z lokality III. U izolátů 

lokality II byla situace podobná, vzájemná identita byla 98,2–99,4 % s výjimkou 

již zmiňovaného izolátu 1900815-1C. Izoláty lokality III byly nejvariabilnější a navzájem 

vykazovaly nižší identity, 95,1–98,9 %.  

U jednoho z odlišných izolátů třetí lokality, 1900832-3/2, byly v nekódující oblasti 

identifikovány dvě delece ve srovnání s referenční sekvencí PNYDV DNA-M 

(NC_023156.1). Delece tyminu v pozici 913 referenční sekvence a delece sekvence 

TGGGATCAAATAGTGTCATTT v pozici 924–944 referenční sekvence. 

Zjištěné variability jednotlivých izolátů v rámci lokalit potvrdil i výsledný fylogenetický 

strom, obrázek 14. Jednu ze statisticky průkazných větví tvořily izoláty 1900813-1A, 

1900815-1C, 1900832-1/2 společně s dánským izolátem DK HZ16-583 (MH000267.1). 

Další samostatnou skupinu tvořily izoláty 1900832-3/2, 1900813-3A, 1900832-1/3 

a nizozemský izolát NL HZ16-189 (KY593288.1). Také zmiňované izoláty 1900813-2A, 

1900815-3A, 1900836-2A, 1900836-1B se vyskytovaly v jedné z větví společně s dalšími 

evropskými izoláty Drohndorf-15 (NC_023156.1), 110726 (KY810775.1), DK HZ16-572 

(MH000239.1), DK HZ16-573 (MH000250.1) a DK HZ16-582 (MH000256.1).  

Aminokyselinové sekvence ‚movement‘ proteinu většiny izolátů byly naprosto totožné, 

obrázek 14. Výjimkou se staly tři české izoláty, 1900813-1A, 1900815-1C a 1900832-1/2. 

Tyto izoláty byly odlišné všem ostatním (96,8–97,5% identita), ale navzájem vykazovaly 

99,9% identitu. Stejnou identitu také sdílely s dánským izolátem DK HZ16-583 

(MH000267.1). Tyto čtyři izoláty tvořily ve fylogenetickém stromu samostatnou 

statisticky průkaznou větev. 
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Obrázek 14: Heatmapa identit nukleotidových sekvencí DNA-M segmentu (vlevo; NT) 

a odpovídajících aminokyselinových sekvencí ‚movement‘ proteinu (vpravo; AK); 

a příslušný fylogenetický strom izolátů konstruovaný na základě nt-sekvencí pomocí 

neighbor-joining analýzy. 

Měřítko představuje 0,05 substitucí na pozici. 

AUT: Rakousko, CZE: Česká republika, DEU: Německo, DNK: Dánsko, NLD: Nizozemsko 
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5.2.4 Genetická analýza DNA-N 

Většina izolátů z lokalit I, II, III a IV tvořily navzájem homogenní skupinu a vykazovaly 

k sobě velmi vysoké identity, 99,6–100 %, obrázek 15. Výjimkou byly dva vzorky, 

1900813-3A a -3C, které se odlišovaly od všech ostatních izolátů ze stejné lokality 

i z lokalit dalších. Izolát 1900813-3A byl nejvíce podobný (99,5 %) německému izolátu 

Drohndorf-15 (NC_023159.1). Naopak izolát 1900813-3C vykazoval nejvyšší identitu 

(99,2–99,3 %) s izoláty 1900815-3A, 1900836-1C a 1900968-P482.  

U těchto čtyř izolátů (1900813-3C, 1900815-3A, 1900836-1C, 1900968-P482) byla 

identifikována delece sekvence TGGGATCAAATAGTGTCATTT v pozici 929–949 

referenční sekvence PNYDV DNA-N (NC_023159.1). U vzorku 1900813-3C 

se vyskytovala i delece adeninu v pozici 918 referenční sekvence 

Při srovnání českých izolátů s evropskými byla zjištěna největší podobnost (98,4-99,9 %) 

u 16 vzorků z 20 s dánským izolátem DK HZ16-583 (MH000266.1) a německým izolátem 

Drohndorf-15 (NC_023159.1). Další evropské izoláty, JKI ID 31400 (MK948527.1), 

DK HZ16-582 (MH000259.1), DK HZ16-573 (MH000249.1), DK HZ16-468 

(MH000231.1), 110726 (KY810776.1) a NL HZ16-189 (KY593289.1), se od českých 

odlišovaly výrazněji, vykazovaly s českými izoláty identitu 97,7–99,1 %.  

Odlišnost izolátů 1900813-3C, 1900815-3A, 1900836-1C a 1900968-P482 od ostatních 

prokázala i fylogenetická analýza, kde se tyto čtyři izoláty vyvětvily do samostatné větve, 

obrázek 15. Samostatnou skupinu také vytvořily již zmiňované evropské izoláty 

DK HZ16-582 (MH000259.1), DK HZ16-573 (MH000249.1), NL HZ16-189 

(KY593289.1), JKI ID 31400 (MK948527.1) a 110726 (KY810776.1). 

Aminokyselinové sekvence NSP proteinu českých izolátů byly téměř totožné 

a vyskytovala se u nich pouze nízká variabilita, obrázek 15. České izoláty navzájem 

vykazovaly 99,9% až 100% identity. Ve fylogenetickém stromu vytvořily samostatnou 

statisticky průkaznou větev pouze německé izoláty JKI ID 31400 (MK948527.1) a 110726 

(KY810776.1). Samostatně se také vyvětvil dánský izolát DK HZ16-572 (MH000242.1). 
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Obrázek 15: Heatmapa identit nukleotidových sekvencí DNA-N segmentu (vlevo; NT) 

a odpovídajících aminokyselinových sekvencí NSP proteinu (vpravo; AK); a příslušný 

fylogenetický strom izolátů konstruovaný na základě nt-sekvencí pomocí neighbor-joining 

analýzy. 

Měřítko představuje 0,05 substitucí na pozici. 

AUT: Rakousko, CZE: Česká republika, DEU: Německo, DNK: Dánsko, NLD: Nizozemsko 
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5.2.5 Genetická analýza DNA-R 

U sekvencí DNA-R byla zaznamenána celkově nejnižší variabilita. Většina izolátů 

vykazovala navzájem 99,8–100% identitu, obrázek 16. Mírně odlišným byl pouze jeden 

český izolát, 1900813-3C, který sdílel s ostatními izoláty pouze 99,3–99,7% identitu. 

Při srovnání s evropskými izoláty se ukázalo, že německé izoláty Drohndorf-15 

(NC_023154.1) a JKI ID 31400 (MK948528.1) byly oproti ostatním izolátům také mírně 

odlišné, vykazovaly k ostatním izolátům 99,3–99,8% identitu. 

V rámci fylogenetického stromu tvořil německý izolát JKI ID 31400 (MK948528.1) 

a český izolát 1900813-3C samostatnou větev. Zároveň se samostatně vyvětvil i izolát 

Drohndorf-15 (NC_023154.1). 

Aminokyselinové sekvence M-Rep proteinu byly opět navzájem totožné, obrázek 16. 

Z českých izolátů pouze izolát 1900968-P482 nevykazoval 100% identitu s žádným jiným 

izolátem, jeho identita k ostatním se pohybovala v rozmezí 98,5–99,6 %. Výrazněji se ale 

odlišoval německý izolát JKI ID 31400 (MK948528.1), který s ostatními izoláty sdílel 

pouze 98,4–99,3% identitu. 

 

5.2.6 Genetická analýza DNA-S 

U českých izolátů DNA-S byla zaznamenána vysoká homogenita, navzájem vykazovaly 

97,8–100% identitu, obrázek 17. Izoláty z lokality II a IV byly navzájem téměř totožné, 

99,6–100% identitu. K izolátům z lokality II a IV se také podobaly až na výjimky 

(99,5–100 %) izoláty z první (1900813-1B, -1C a -3C) a třetí lokality (1900832-1/3, -2/1, 

-3/2 a -3/3). Izolát 1900813-1A vykazoval nejvyšší identitu (99,8 %) s dánským izolátem 

DK HZ16-583 (MH000265.1). Další izoláty z lokality I, 1900813-2A, -2C a -3B, si byly 

velmi blízké a vykazovaly 99,8–100% identitu k dánskému izolátu DK HZ16-468 

(MH000230.1), německému Drohndorf-15 (NC_023155.1) a nizozemskému 

NL HZ16-189 (KY593291.1). 

Sekvence plášťového proteinu českých izolátů byly na základě p-distance analýzy 

rozděleny do dvou homogenních skupin, obrázek 17. Jednu skupinu tvořily izoláty 

1900813-2A,-2C, -3A, -3B, 1900832-1/2,-2/3 a 1900968-P482, které byly také shodné 
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s dánským izolátem DK HZ16-468 (MH000230.1), německým izolátem Drohndorf-15 

(NC_023155.1) a nizozemským izolátem NL HZ16-189 (KY593291.1). 

 

  

 

 

 

 

Obrázek 16: Heatmapa identit nukleotidových sekvencí DNA-R segmentu (vlevo; NT) 

a odpovídajících aminokyselinových sekvencí M-Rep proteinu (vpravo; AK); a příslušný 

fylogenetický strom izolátů konstruovaný na základě nt-sekvencí pomocí neighbor-joining 

analýzy. 

Měřítko představuje 0,01 substitucí na pozici. 

AUT: Rakousko, CZE: Česká republika, DEU: Německo, DNK: Dánsko, NLD: Nizozemsko 
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Obrázek 17: Heatmapa identit nukleotidových sekvencí DNA-S segmentu (vlevo; NT) 

a odpovídajících aminokyselinových sekvencí plášťového proteinu (vpravo; AK); 

a příslušný fylogenetický strom izolátů konstruovaný na základě nt-sekvencí pomocí 

neighbor-joining analýzy. 

Měřítko představuje 0,1 substitucí na pozici. 

AUT: Rakousko, CZE: Česká republika, DEU: Německo, DNK: Dánsko, NLD: Nizozemsko 

           : přerušení větve 
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5.2.7 Genetická analýza DNA-U2 

Většina sekvencí DNA-U2 ze všech lokalit vykazovala navzájem velmi blízké identity 

(98,9–100 %) a tvořila téměř nevariabilní skupinu, obrázek 18. Odlišnost od ostatních 

se ukázala u čtyř izolátů, 1900813-1A, 1900815-3A, 1900832-3/3 a 1900836-1B. Izolát 

1900813-1A byl nejvíce podobný (99,9 % a 99,7 %) dánskému izolátu DK HZ16-583 

(MH000262.1) a nizozemskému izolátu NL HZ16-189 (KY593293.1). S tímto českým 

izolátem vykazoval nejvyšší identitu (98,8 % a 98,4 %) i izolát 1900815-3A 

a 1900832-3/3. Izolát 1900836-1B byl nejvíce podobný (98,3 %) izolátu 1900836-2A. 

Mírná odlišnost izolátu 1900836-1B může být dána výskytem delece sekvence TGT 

v pozici 247–249 referenční sekvence PNYDV DNA-U2 (NC_023157.1). Dále byla 

identifikována inzerce AT v pozici 754–755 u izolátu 1900836-1C. 

Při srovnání českých izolátů s evropskými byla většina izolátů (22 z 25) nejvíce podobná 

(98,7–99,7 %) dánskému izolátu DK HZ16-582 (MH000257.1) a rakouskému izolátu 

Gross Enzersdorf 1 (KC979049.1). 

V rámci fylogenetického stromu tvořily samostatnou statisticky průkaznou větev izoláty 

1900813-1A, DK HZ16-583 (MH000262.1) a NL HZ16-189 (KY593293.1), ke kterým byl 

blízce příbuzný i izolát 1900832-3/3 a 1900815-3A, obrázek 18.  

U U2 proteinu byla variabilita opět nižší, obrázek 18. Velká část izolátů byla sekvenčně 

shodná. Nejodlišnějším izolátem se stal izolát 1900832-3/3, u kterého se identity 

s ostatními izoláty pohybovaly v rozmezí 95,5–97,7 %. Vlastní skupinu také vytvořily 

izoláty 1900813-1A, -3B, 1900815-3A, 1900836-1B a -2A, které navzájem byly totožné, 

ale k ostatním českým izolátům odlišné (cca 98,8% identita). K izolátům 1900813-1A, 

-3B, 1900815-3A, 1900836-1B a -2A byl také totožný dánský izolát DK HZ16-573 

(MH000245.1). 
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Obrázek 18: Heatmapa identit nukleotidových sekvencí DNA-U2 segmentu (vlevo; NT) 

a odpovídajících aminokyselinových sekvencí U2 proteinu (vpravo; AK); a příslušný 

fylogenetický strom izolátů konstruovaný na základě nt-sekvencí pomocí neighbor-joining 

analýzy. 

Měřítko představuje 0,1 substitucí na pozici. 

AUT: Rakousko, CZE: Česká republika, DEU: Německo, DNK: Dánsko, NLD: Nizozemsko 

           : přerušení větve 
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5.2.8 Genetická analýza DNA-U4 

Izoláty DNA-U4 byly navzájem opět poměrně homogenní, vykazovaly 98–100% identitu, 

obrázek 19. V rámci lokality I se od ostatních izolátů odlišoval pouze izolát 1900813-3B 

a nejvyšší podobnost vykazoval (99,7 % a 99,9 %) s izoláty 1900815-2C a 1900832-3/3. 

Mezi českými izoláty se také vytvořila zcela homogenní skupina izolátů 1900813-1B, -1C, 

3C, 1900815-3A, 1900832-1/3 a 1900836-2C. Při porovnání českých izolátů s evropskými 

izoláty byla převážná většina (23 z 25) nejvíce podobná (98,9–100 %) dánskému izolátu 

DK HZ16-468 (MH000228.1). 

U českých izolátů byla identifikována jediná delece, která se vyskytovala u izolátu 

1900836-1C. Jednalo se o deleci cytosinu v nekódující oblasti v pozici 344 referenční 

sekvence PNYDV DNA-U4 (NC_023161.1). 

Ve fylogenetickém stromu vznikly 3 statisticky průkazné skupiny, obrázek 19. Dvě 

z těchto skupin obsahovaly české izoláty. První větev obsahovala izoláty 1900815-2A, 

1900836-1C a 1900968-P482. Druhá větev pak obsahovala izoláty 1900836-2A, 

1900815-2C, 1900813-3B a 1900832-3/3. 

Aminokyselinové sekvence U4 proteinu byly opět méně variabilní než nukleotidové 

a většina izolátů byla navzájem shodná, obrázek 19. Odlišoval se pouze český izolát 

1900832-2/3, který byl ale totožný k nizozemskému izolátu NL HZ16-186 (KY593286.1). 

Nejvzdálenějším izolátem se stal izolát 1900813-2C, jehož U4 protein vykazoval 

s ostatními izoláty pouze 96,1–98,7% identitu. Ve fylogenetickém stromu se vyvětvil 

do samostatné skupiny český izolát 1900832-2/3 společně s nizozemským izolátem 

NL HZ16-186 (KY593286.1) a německým izolátem Drohndorf-15 (NC_023161.1). 

Samostatnou větev také tvořil český izolát 1900813-2C. 
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Obrázek 19: Heatmapa identit nukleotidových sekvencí DNA-U4 segmentu (vlevo; NT) 

a odpovídajících aminokyselinových sekvencí U4 proteinu (vpravo; AK); a příslušný 

fylogenetický strom izolátů konstruovaný na základě nukleotidových sekvencí pomocí 

neighbor-joining analýzy. 

Měřítko představuje 0,02 substitucí na pozici. 
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5.2.9 Rekombinantní analýza 

Na základě RDP4 rekombinantní analýzy bylo identifikováno 7 rekombinantních událostí 

v nekódujících oblastech podpořených 4–7 statistickými algoritmy (RDP, GENECONV, 

Bootscan, Maxchi, Chimaera, SiSscan a 3Seq), tabulka 9. 

Analýzou bylo identifikováno 5 českých rekombinantních izolátů. Tři rekombinantní 

události proběhly mezi DNA-C a DNA-N. Jednalo se o rekombinanta DNA-C izolátu 

1900813-1A, u něhož byly identifikovány jako potenciální rodičovské sekvence DNA-N 

(major) izolátu NL HZ16-189 (Acc. No. KY593289.1) a DNA-C (minor) izolátu 

1900832-1/2. Druhým rekombinantem byla DNA-C izolátu 1900832-1/3, která vznikla 

potenciální rekombinací DNA-C (major) izolátu DK HZ16-468 (MH000229.1) a DNA-N 

(minor) izolátu 1900968-P482. Segment DNA-C izolátu 1900832-1/2 byl identifikován 

jako další rekombinantní molekula a jeho rodičovské sekvence byly DNA-C (major) 

izolátu JKI ID 3140 (MK948525.1) a DNA-N (minor) izolátu 1900968-P482.  

Dvě rekombinantní události se týkaly segmentu DNA-M. V prvním případě se jednalo 

o rekombinanta DNA-M izolátu 1900832-3/2, jež vznikl rekombinací DNA-U4 (major) 

izolátu DK HZ16-582 (MH000261.1) a DNA-N (minor) izolátu 1900968-P482. 

Je  pravděpodobné, že molekula DNA-N izolátu 1900968-P482 je také rekombinantní 

molekulou. Tato rekombinace byla jako jediná identifikována všemi použitými metodami. 

Druhá rekombinantní událost zahrnovala jako rekombinanta DNA-M izolátu 1900813-3C, 

jehož majoritní rodičovská sekvence je neznámá, ale jako minoritní byla identifikována 

molekula DNA-N izolátu DK HZ16-468 (MH000231.1). 

Poslední dvě rekombinantní události zahrnovaly české izoláty jako jednoho z rodičovských 

sekvencí. V prvním případě byl detekován rekombinant DNA-M izolátu DK HZ16-468 

(MH000232.1) a jako jeho rodičovské sekvence byly identifikovány DNA-M (major) 

izolátu NL HZ16-186 (KY593280.1) a DNA-U2 (minor) izolátu 1900813-3A. Poslední 

rekombinantní událost byla identifikována u DNA-U2 izolátu 110726 (KY810780.1), 

jehož rodičovské sekvence byly DNA-U2 (major) izolátu 1900832-3/3 DNA-U2 a DNA-M 

(minor) izolátu NL HZ16-186 (KY593280.1). 
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6 Diskuze 

 

Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) je nově popsaným virem napadající luštěniny, 

např. hrách setý (Pisum sativum L.), čočku jedlou (Lens culinaris Medik.), bob obecný 

(Vicia faba L.) nebo vikev setou (Vicia sativa L.) (Grigoras et al., 2010; Gaafar et al., 

2016). K jeho prvotní detekci došlo v roce 2009 v Německu a jeho výskyt byl v dalších 

letech hlášen i v Rakousku, Nizozemsku a Dánsku (Gaafar et al., 2016; Gaafar et al., 2017; 

Gaafar et al., 2018; Grigoras et al., 2010). V roce 2019 byl PNYDV nově detekován 

na hrachu setém (Pisum sativum L.) i v České republice a to na pěti lokalitách (Jaroměřice 

nad Rokytnou, Čáslav, Uherský Ostroh, Chrlice a Uhříněves).  

Genetická variabilita českých izolátů PNYDV byla nízká a jednalo se o velmi homogenní 

skupinu. Z mé fylogenetické analýzy také nevyplynula žádná geografická ani druhová 

specifita. Tyto výsledky korelují s výsledky Grigorase et al. (2014), který nezjistil žádnou 

významnější variabilitu v rámci genomů nanovirů. Z tohoto jsem usoudila, že je virus 

pravděpodobně evolučně mladý a zatím nedošlo k výraznějšímu genetickému rozrůznění. 

Je ale možné, že se PNYDV vyskytuje v Evropě delší dobu, než se domníváme, pouze 

nedošlo k jeho detekci v rámci směsných infekcí. Typicky se totiž PNYDV vyskytuje 

společně s pea enation mosaic virus (PEMV), nebo se zástupci rodu Polerovirus a zástupci 

čeledi Potyviridae (Saucke et al., 2018). Proto je možné, že některé pozorované symptomy 

mohly být chybně přiřazovány jinému viru bobovitých rostlin (např. PEMV), nebo že viry 

navzájem v rámci koinfekce interagují a modulují průběh infekce, ať už negativně 

či pozitivně, a tedy došlo k výskytu jeho ničivých projevů až v této době. U rostlinných 

virů byly popsány jak synergické, tak antagonistické interakce, ale také byly zaznamenány 

interakce pomocného viru a viru závislého (Syller, 2012). Synergické interakce mezi 

dvěma rostlinnými viry vedoucí ke zvýraznění symptomů infekce, obejití rezistence 

hostitele a rychlejšímu odumření hostitelské rostliny byly popsány například u dvojice virů 

tomato chlorosis virus (ToCV) a tomato spotted wilt virus (TSWV) (García-Cano et al., 

2006), pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV) a pepper golden mosaic virus 

(PepGMV) (Rentería-Canett et al., 2011), nebo sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV)  

a sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) (Untiveros et al., 2007). 

V rámci práce byly studovány jednotlivé genomové segmenty, u některých izolátů 

se ale opakovaně nepodařilo amplifikovat genomový segment DNA-C a DNA-M. 
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Je možné, že se amplifikace nezdařila z důvodu výraznější variability v místě nasedání 

primerů. U nanovirů byl potvrzen výskyt vnitrodruhové i mezidruhové rekombinace 

(Grigoras et al., 2014), je tedy možné že se mohlo jednat o rekombinantní molekuly, 

u kterých místo nasedání neodpovídalo použité kombinaci primerů. 

Mutace zaznamenané u českých izolátů PNYDV se nejčastěji vyskytovaly v nekódující 

oblasti a většinou nezasahovaly do žádné funkčně důležité oblasti, což odpovídá 

i výsledkům práce Grigoras et al. (2014). V rámci kmenové smyčky byla identifikována 

mutace v první pozici, která ale nebyla unikátní. Stejná mutace se vyskytovala 

i u německého izolátu JKI ID 31400 (Acc. No. MK948525.1; MK948526.1; MK948527.1; 

MK948531.1). Mutace v kódující oblasti se vyskytovaly u českých i zahraničních izolátů, 

ale byly spíše výjimečné, většinou byly zaznamenány synonymní mutace, které 

se neprojevily v sekvenci proteinu. Toto pozorování odpovídá dosavadním poznatkům 

o genetické variabilitě kódujících oblastí i dalších zástupců nanovirů, u nichž jsou mutace 

v kódujících oblastech ojedinělé (Grigoras et al., 2014). 

U nanovirů faba bean necrotic yellows virus (FBNYV), pea yellow stunt virus (PYSV), 

faba bean necrotic stunt virus (FBNSV) a black medic leaf roll virus (BMLRV) byly 

identifikovány Grigorasem et al. (2014) nejen jednonukleotidové záměny, ale také 

rozsáhlejší indely. V naší práci byly poprvé zaznamenány indely i u izolátů PNYDV. 

V rámci rekombinantní analýzy vyplynulo, že tyto indely vznikají v důsledku 

rekombinantních událostí. U některých rostlin byly zaznamenány směsné infekce více 

variabilních izolátů PNYDV, což může napomáhat vzniku vnitrodruhových rekombinací. 

U nanovirů byla zaznamenána ale i rekombinace mezidruhová (Grigoras et al., 2014), 

je tedy pravděpodobné, že k ní může docházet i u PNYDV, který se může vyskytovat 

ve směsných infekcích s dalšími rostlinnými viry (např. PEMV, viry rodu Polerovirus 

a čeledi Potyviridae) (Saucke et al., 2018). 

V práci Grigorase et al. (2014) byla zaznamenána u nanovirů nejčastěji rekombinace 

u segmentů DNA-C, DNA-U2 a DNA-U4, nejméně pak rekombinoval segment DNA-S. 

V mém případě jsem zaznamenala stejně jako Grigoras et al. (2014) nejvíce 

rekombinantních molekul u segmentů DNA-C (3 rekombinantní události), ale také jsem 

identifikovala tři rekombinantní události u molekuly DNA-M. Grigoras et al. (2014) také 

popsal rekombinaci mezi molekulou DNA-U2 FBYLV a DNA-M PYSV, která vyústila 

ve vznik molekuly DNA-U2 PYSV. Rekombinace mezi DNA-U2 a DNA-M 

se vyskytovala i v mých výstupech, ale jednalo se pouze o vnitrodruhovou rekombinaci, 
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konkrétně byly identifikovány dvě rekombinantní události, kdy v jednom případě byla 

molekula DNA-M majoritní sekvencí a molekula DNA-U2 minoritní sekvencí a v druhém 

případě byla situace opačná. Na rozdíl od Grigorase et al. (2014) jsem nezaznamenala 

žádnou mezidruhovou rekombinaci. 

PNYDV je přenášen pomocí mšic napadající bobovité rostliny, konkrétně se jedná 

o kyjatku hrachovou (Acyrthosiphon pisum), mšici makovou (Aphis fabae) a mšici 

vojtěškovou (Aphis craccivora) (King et al., 2012). Výskyt kyjatky hrachové 

(Acyrthosiphon pisum) v České republice v posledních letech stoupá.  Od roku 2016 byla 

opětovně zaznamenána nadprůměrná letová aktivita této mšice. V roce 2019 byla kyjatka 

hrachová (Acyrthosiphon pisum) detekována na 38 monitorovacích lokalitách ÚKZUZu 

s hrachem setým (Pisum sativum L.), z toho na 11 lokalitách se jednalo o škodlivý výskyt, 

tj. výskyt 3 a více mšic na rostlinu. Maximální výskyt byl zaznamenán v Lomu u Tachova, 

kde bylo v průměru 16 mšic na rostlinu (Rychlý et al., 2020; Šafář et al., 2019; ÚKZUZ, 

Rostlinolékařský portál, 2021).  

Nejen že se kyjatka hrachová úspěšně šíří po území České republiky, může ale také 

docházet k přenosům nakažených mšic mezi jednotlivými státy Evropy. Dle hypotézy 

‚hopand fly‘ jsou mšice schopné migrovat na dlouhé vzdálenosti za pomoci silných větrů, 

kdy mohou být unášeny i několik stovek kilometrů daleko (Ghosh et al., 2019). Tato 

hypotéza by mohla vysvětlit rychlé rozšíření PNYDV v rámci Evropy. Vítr totiž pravidelně 

proudí směrem od Dánska, přes Německo a Českou republikou, ale také směrem zpět.  

Kyjatka hrachová napadá nejen bob obecný a hrách setý, ale také sóju luštinatou, jetel 

luční, tolici vojtěšku a různé druhy lupiny (ÚKZUZ, Rostlinolékařský portál, 2021). 

Všechny hostitelské rostliny kyjatky hrachové spadají do čeledi bobovitých (Fabaceae), 

hypoteticky je tedy možné, že okruh hostitelů PNYDV může být daleko širší. Důležitým 

rezervoárem mohou být i plané bobovité rostliny rostoucí kolem polí, u kterých ale může 

infekce probíhat latentně a nemusí tedy docházet k viditelným, destruktivním účinkům, 

které jsou pozorovány u hrachu setého a bobu obecného.  

Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) je stále velmi málo popsaný virus, který 

ale způsobuje závažná poškození na svých hostitelích, která mohou končit až samotným 

odumření rostliny. Infekce tímto virem má tedy i fatální důsledky pro jejich pěstitele. Proto 

je potřeba dále prohlubovat znalosti především o šíření viru, jeho hostitelském okruhu 

zejména rezervoárových rostlinách, okruhu vektorů, ale také o genetické variabilitě, 
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tak aby se v budoucnu dalo šíření tohoto viru efektivně bránit a jeho výskyt, co nejvíce 

eliminovat.  
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7 Závěr 

 

V rámci této diplomové práce byl analyzován soubor 24 vzorků hrachu setého (Pisum 

sativum L.) a 1 vzorek hrachu setého peluška (Pisum sativum var. arvense (L.) Poir.) z pěti 

lokalit (Jaroměřice nad Rokytnou, Čáslav, Uherský Ostroh, Chrlice a Uhříněves) v České 

republice. Infekce PNYDV byla potvrzena u všech získaných symptomatických vzorků. 

U jednotlivých izolátů viru byly amplifikovány genomové segmenty DNA-C, -M, -N, -R, 

-S, -U2 a -U4 a byly získány jejich odpovídající parciální sekvence o délce 861–939 bp.  

U všech nukleotidových sekvencí českých izolátů PNYDV byly identifikovány 

charakteristické motivy, jako jsou: kmenová smyčka, replikační počátek, TATA box 

a polyadenylační signální sekvence. Jejich sekvence i pozice odpovídala druhovému 

popisu, odchylky byly identifikovány pouze u sekvencí s indely. U 15 sekvencí českých 

PNYDV izolátů byla detekována substituce C→G na první pozici v rámci kmenových 

smyček genomových segmentů DNA-C, -M, -N a -U2. U izolátu 1900836-1B byla také 

detekována substituce A→T v pozici jedna v polyadenylační signální sekvenci. Mutace 

se převážně vyskytovaly v nekódující oblasti, v kódujících oblastech byly mutace pouze 

výjimkou, nebo se zde vyskytovaly mutace synonymní.  

Nukleotidové i aminokyselinové sekvence jednotlivých genomových segmentů českých 

izolátů tvořily ve všech případech silně homogenní skupiny s velmi nízkou variabilitou. 

Při srovnání českých a evropských PNYDV izolátů byla zaznamenána nejvyšší variabilita 

u nukleotidových sekvencí DNA-M, kdy izoláty vykazovaly navzájem 94,8–100% 

identitu. Naopak nejnižší variabilita byla detekována u nukleotidových sekvencí DNA-R 

(99,3–100% identita). 

Celkově bylo detekováno 7 rekombinantních událostí, kdy v pěti případech 

byl rekombinantní segment detekován u českého izolátu a ve dvou případech 

u zahraničních izolátů. Jedna rekombinantní událost byla zaznamenána mezi genomovými 

segmenty DNA-U4 a DNA-N, jedna také mezi DNA-N a DNA-C, pak dvě události mezi 

DNA-C a DNA-N, jedna událost mezi DNA-M a DNA-U2 a jedna událost mezi DNA-U2 

a DNA-M. U poslední rekombinace byla určena pouze minoritní rodičovská sekvence 

a jednalo se o genomový segment DNA-N. 
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Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) je novým stále ještě nepříliš popsaným virem, 

který se v posledních letech výrazně rozšířil již v pěti státech Evropy (Německo, 

Rakousko, Dánsko, Nizozemsko a Česká republika) a je pravděpodobné, že budeme jeho 

výskyt postupně detekovat i v dalších zemích. PNYDV je závažným patogenem luštěnin, 

u nichž infekce způsobuje velmi vážná poškození a vede až k odumírání hostitelů. Je tedy 

nutné zaměřit se na důkladné pochopení biologických vlastností tohoto viru, rozšířit 

znalosti o jeho genetické variabilitě, okruhu hostitelů, okruhu vektorů a identifikovat 

potenciální rezervoáry, kterými by mohly být i např. plané bobovité rostliny. Je důležité 

se zaměřit na zabránění šíření PNYDV dále po světě a najít správný postup, 

co nejúčinnější ochrany pěstovaných luštěnin. 
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