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Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva molekularné genetickou charakteristikou ceskych izolatt

Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV), zastupce rodu Nanovirus, ¢eledi Nanoviridae.

Teoreticka ¢ast shrnuje obecné znalosti jak o ¢eledi Nanoviridae, jejich morfologii, biologickych
vlastnostech a organizaci genomu, ale také se detailnéji zametuje na popis viru pea necrotic yellow
dwarf virus samotného. Zavérem shrnuje obecné poznatky o rekombinacich a pieskupovani

genomu u ssDNA virti.

Prakticka Cast se soustiedi na popis genomu ziskanych virovych izolat. Nejdiive se zabyva detekci
a amplifikaci jednotlivych genomovych segmentll u 26 Ceskych izolath PNYDV. Sangerovym
sekvenovanim byly ziskdny parcidlni sekvence DNA-C, -M, -N, -R, -S, -U2 a -U4 o délce
861-939 bp, nepodafilo se amplifikovat segment DNA-U1. Byly identifikovany a charakterizovany
zakladni motivy v genomovych segmentech PNYDV (kmenova smycka, replikacni pocatek, TATA
box a polyadenyla¢ni signal) a byly identifikovany vyznamné zmény v jejich struktuie. Mutace
se ve vétsiné piipada vyskytovaly pouze v nekoddujicich oblastech, v oblasti kodujici byly mutace
pouze vyjimkou ¢i se jednalo o synonymni mutace. Genetickou a fylogenetickou analyzou pomoci
neighbor-joining metody bylo zji$téno, ze jednotlivé genomové segmenty tvofi silné homogenni
skupiny a jejich variabilita je celkové velmi nizka. Ceské izolaty PNYDV se od evropskych izolati
téméi neliSily. V rdmci v8ech znamych izolath PNYDYV bylo identifikovano 7 rekombinantnich
udalosti, z toho pét rekombinantnich segment (mezi DNA-C a -N; DNA-N a -C; DNA-U4 a -N)
bylo detekovano u ceskych PNYDV izolatd. Je také diskutovana epidemiologie viru a moznost

jeho dalsiho $iteni v CR a Evropé.
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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 Uvod

ey

Jednovlaknové DNA (ssDNA) viry infikuji vétSinu zijicich organismi. Napadaji zastupce
prokaryot (Microviridae a Inoviridae), rostlin (Geminiviridae a Nanoviridae), zivo¢ichd
(Anelloviridae, Circoviridae a Parvoviridae), ale napiiklad i ¢lovéka samotného.
U zivocichu ¢i Clovéka ssDNA viry nezptisobuji zddna fatalni onemocnéni, naopak jsou
ale velkou hrozbou pro rostlinny svét. Choroby vyvolavané rostlinnymi ssDNA viry

zavazné poskozuji kulturni plodiny, coz vede k poklesu vynosu a kvality jejich produkce.

Ptikladem vyznamné skupiny plodin, kterou napadd SirSi skupina ssDNA virt, jsou
lusténiny, a jednim ze zdvaznych patogend pravé bobovitych rostlin je nové popsany
zastupce Celedi Nanoviridae, rodu Nanovirus, Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV).
Tento virus napada hrach sety (Pisum sativum L.), ¢o¢ku jedlou (Lens culinaris Medik.),
bob obecny (Vicia faba L.) nebo vikvi setou (Vicia sativa L.), u nichz zptsobuje staceni,
Zloutnuti list a zakrslost, coz mulze vést az K uhynu hostitelské rostliny. PNYDV
je v poslednich letech intenzivné zkouman, jelikoz dochazi k jeho rozsifovani v ramci
Evropy. Od svého objevu v roce 2009 byl detekovan v Némecku, Rakousku, Nizozemsku

a Dansku.

Tato diplomova prace se zabyva identifikaci a charakterizaci izolath PNYDV nové
detekovanych v Ceské republice a rozsifuje znalosti o jeho genetické variabilité a evoluéni

pribuznosti s izolaty ziskanymi v jinych evropskych zemich.



2 Cile prace

1. Shrnuti aktudlnich poznatkii o genomu a genetické struktufe nanovir s dirazem

na pea necrotic yellow dwarf virus.

2. Izolace DNA z rostlinného materidlu, detekce a PCR amplifikace genomickych

fragmentit PNYDYV, jejich sekvenovani.

3. Bioinformatickd analyza sekvencnich dat; genetickd, rekombinantni analyza

detekovanych izolati a jejich genomickych ¢asti.

4. Fylogeneticka analyza ¢eskych izolatl v kontextu evoluce PNYDV a evoluce nanovirt.



3 Literarni prehled

3.1 Celed Nanoviridae

Jednovlaknové DNA (ssDNA) viry napadaji rostliny, Zivocichy, ale i ¢lovéka samotného.
Mezi rostlinné ssDNA viry se fadi dvé celedé, Geminiviridae a Nanoviridae. Dtive
nez byla vytvofena samotna ¢eled” Nanoviridae, byl v roce 1998 ustanoven rod Nanovirus.
Celed’ Nanoviridae byla vytvoiena az v roce 2002. Ve stejném roce byl také do této &eledi
ptidan druhy rod nazvem Babuvirus (Lal et al., 2020b; Mayo, 2002; Pringle, 1998). Nazev
¢eledi Nanoviridae je odvozen z feckého nanos (trpaslik), coz odkazuje na velikost viriona
a genomovych segmentil, ale také na schopnost jejich zdstupcii zplsobovat zakrslost

urostlin (ICTV, 2021).

Aktualné je do Celedi zatazeno 12 druhid. Jedna se o 3 zastupce rodu Babuvirus: Abaca
bunchy top virus (ABTV), Banana bunchy top virus (BBTV) a Cardamom bushy dwarf
virus (CdBDV), 8 zastupct 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). Posledni zastupce Coconut foliar decay virus (CFDV) nebyl dosud zatazen
do konkrétniho rodu (ICTV, 2021).

Klasifikace zastupct Nanoviridae vychazi z molekularnich a biologickych kritérii.
U nékterych zastupci ale bylo zjisténo, Ze se jejich okruhy hostitell prolinaji,
proto je aktualné doporu¢eno upfednostiiovat nad biologickymi kritérii  kritéria
molekularni, kterd se jevi jako vhodnéjsi pro ptresnou identifikaci a zafazeni do druhi
arodt. Zakladni taxonomicka kritéria doporuc¢ena pro Celed” Nanoviridae dle ICTVdb
(2021) jsou:

- Rozdily v pfirozeném okruhu hostiteld.

- Rozdily v druzich vektorovych msic a jejich poctu.

- Reakce na monoklonalni protilatky specifické proti jednotlivym druhtim.

- Rozdily v aminokyselinovych sekvencich plastového proteinu (CP) vétsi nez 15 %
a/nebo.

- Identita celkové nukleotidové sekvence CP mensi nez 75 % obecné indikuje odlisSny
druh.



3.1.1 Morfologie a struktura viriont zastupcu ¢eledi Nanoviridae

Zastupci celedi Nanoviridae jsou charakteristi¢ti svymi malymi neobalenymi viriony,
jez dosahuji v priméru 17-20nm a jsou ikosahedralni symetrie, jedna se tedy
0 dvacetistén slozeny z rovnostrannych trojihelnikt, obrazek 1 a 2. Kapsida virové ¢astice

je slozena z 60 kapsomer tvofenych stejnym plastovym proteinem (CP). Viriony maji

angularni az hexagonalni tvar (Chu et Helms, 1988; Lal et al., 2020b; Thomas et al., 2021;
Wu et Su, 1990).

Obrazek 1: Virové castice Faba bean necrotic yellows virus (FBNYV) (pievzato
a upraveno z ICTV, 2021).

Obrazek 2: Schéma stavby viriond zastupci celedi Nanoviridae (pfevzato
z ViralZone, 2020).



3.1.2 Biologické vlastnosti zastupcii ¢eledi Nanoviridae

Zastupci Celedi Nanoviridae se vyskytuji pouze ve floému. Floém je soucasti vodivych
pletiv rostlin a zajiSt'uje ptevazné presun produktl fotosyntézy do celé rostliny, diky ¢emuz

se viry mohou jednoduse §ifit dale od mista praniku (Grigoras, 2018).

Mezi symptomy, které se projevuji u rostlin napadenych zastupci celedi Nanoviridae,
se fadi zakrnélost infikované rostliny, staceni listl, chlorézy a celkové zloutnuti lista.
U rodu Babuvirus se také mohou objevit na listech tmavé zelené pruhy a jiné pruhovité

mozaiky, ptiklady symptom jsou uvedeny na obrazku 3. Infekce milze vést

az k predcasnému uhynuti samotné rostliny (Lal et al., 2020b; Magee, 1927; Thomas,
2019; Vetten, 2009).

Obrazek 3: Symptomatické rostliny napadené zastupci ¢eledi Nanoviridae (pievzato z Lal
et al., 2020b).

(A) zloutnuti listd a zakrslost u papaji, (B) nekrozy u fazole obecné, (C) poskozeni listd u kokosové

palmy, (D) rostlina bananu vykazujici symptomy onemocnénim ,bunchy top*.

V ptirozenych podminkach jsou zastupci ¢eledi Nanoviridae pienaseni riznymi druhy

msic, Pentalonia nigonervosa, Micromyzus kalimpongensis, Aphis craccivora, Aphis
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gossypii, Acyrthosipon pisum, Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae, a samotny
prenos probiha perzistentnim nepropagativnim zptisobem (Lal et al., 2020b; Sicard et al.,
2015; Vetten et al., 2016). Vektorovy pienos ale pravdépodobné vyzaduje urcity pomocny
faktor, ktery je kddovany samotnym virem. Jednim z hypotetickych pomocnych faktort
je protein NSP (Grigoras et al., 2018; Lal et al., 2020b). Mechanicky pienos ani pfenos
semeny nebyl dosud potvrzen. Jedinou vyjimkou se stal spéSny experimentalni ptrenos
infekénich klont FBNY'V biolistickou metodou (Grigoras et al., 2014; Timchenko et al.,
2006).

Zastupci ¢eledi Nanoviridae maji omezeny okruh hostitelti a oba rody se v hostitelském
okruhu i geografickém rozsiteni velmi odliSuji. Zastupci rodu Nanovirus infikuji primarné
lusténiny z Celedi bobovitych (Fabaceae), zatimco babuviry byly dosud identifikovany
v rostlindich  celedi  bandnovnikovitych (Musaceae) a celedi zazvornikovitych
(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 hostiteltl rodu Nanovirus se ale stale rozsifuje a to nejen v ramci dvoudéloznych
rostlin Celedi bobovitych (Fabaceae), ale naptiklad nanovirus milk vetch dwarf virus
(MDV) byl detekovan u zastupct cCeledi papajovitych (Caricaceae) a lilkovitych
(Solanaceae), ale také u ¢eledi liliovitych (Liliaceae) (Lal et al., 2018; Lal et al., 2020a).

I kdyz je okruh hostiteld zastupci celedi Nanoviridae omezeny, hlaseni o jejich
pfitomnosti v riznych zemich svéta stale ptibyva. Jejich vyskyt byl zaznamenan v Asii
(Malajsie, Filipiny, Indie, Japonsko, Cina, [ran, Korea), Evropé (Francie, Némecko,
Rakousko), Africe (Etiopie, Maroko) a Australii. Zadny ze zastupcti 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 genomii zastupcu ¢eledi Nanoviridae a jejich replikace

Genom zastupci cCeledi Nanoviridae je slozen zSesti (rod Babuvirus) nebo osmi
(rod Nanovirus) segmenti o velikosti 9231114 nt tvofenych pozitivné orientovanou

jednovladknovou kruhovou monocistronickou DNA (ssDNA), obrazek 4 a 5. Jeden segment



koéduje vzdy pouze jeden protein (Beetham et al., 1999; Gronenborn, 2004; Halbert
et Baker, 2015; Katul et al., 1998).
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Obrazek 4: Schéma organizace genomu zastupci rodu Nanovirus (pfevzato a upraveno
zICTV, 2021).
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DNA-S koéduje plastovy protein (CP) o velikosti 18,7-19,6 kDa, DNA-C kdduje Clink
protein o velikosti 18,5-19,9 kDa, ktery souvisi s regulaci buné¢ného cyklu hostitelské
buiikky, DNA-M koduje ,movement® protein (MP) o velikosti 12,7-13,7 kDa, ktery
zajiStuje pohyb virovych castic z buniky do buiiky, a DNA-N koduje ,nuclear shuttle
protein (NSP) o velikosti 17,3-17,7 kDa. U zastupct ¢eledi Nanoviridae se vyskytuji dalsi
Ctyfi segmenty pojmenované DNA-U1, DNA-U2, DNA-U3 a DNA-U4, které koduji
proteiny o neznamé funkci, konkrétn¢ proteiny Ul 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 identifikovan i protein U5 o neznamé funkci, jehoz
otevieny cCteci rdmec je vnofeny do oteviené¢ho Ccteciho rdmce kodujictho M-Rep

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

Jednotlivé segmenty maji velice podobnou organizaci, obsahuji kmenovou smycku
obklopenou konzervativnimi invertovanymi repeticemi, kterd je slozena z CR-SL smycky
a CR-M oblasti u rodu Babuvirus nebo CR-Il u rodu Nanovirus. Kazdou oblast kodujici
virovy protein predchdzi promotorovd sekvence s TATA boxem a je ukoncena
polyadenylacnim signdlem. U nanovird byla popsana u segmentu DNA-R odliSnost
struktury, polyadenylacni signal se nenachazi za kodujici oblasti, ale mezi TATA boxem
a zaCatkem ORF. Toto uspotfddani vede k transkripci replikaéniho pocatku a syntéze
terminalné¢ redundantni mRNA, ktera je schopna véazat se do sekundarnich struktur
nukleovych kyselin. Hypoteticky se mize jednat o jednu z moznych cest regulace exprese

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

Virové DNA se replikuji v jadfe hostitelskych bun¢k pomoci valivé kruznice za vzniku
transkripéné a replikacné aktivnich meziprodukti dvouvlaknové DNA (dsDNA), obrazek
6. Ksyntéze virové dsDNA dochdzi po rozbaleni viru za pomoci hostitelské DNA
polymerazy a virovych primert (Gronenborn, 2004). Na zakladé znalosti o piibuznych
geminivirech se pfedpoklada, ze u ¢eledi Nanoviridae dochazi k asociaci dsDNA produktt
S histonovymi proteiny a vzniku minichromozomi (Abouzid et al., 1988; Pilartz et Jeske,
1992; Pilartz et Jeske, 2003). Samotna replikace virové DNA je iniciovana proteinem
M-Rep, ktery stipe vlakno DNA v misté replikacniho pocatku (v-ori) (Timchenko et al.,
1999). Pribézné jak je syntetizovano nové vldkno, to puvodni je postupné vytlacovano
az do okamziku, kdy se konce fetézcli navzajem liguji za vzniku kruhovych ssDNA fetézct

(Martin et al., 2011a).
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Virovy pocatek replikace (v-ori) je tvofen konzervativni sekvenci TATTATTAC nebo
TAGTATTAC ohrani¢enou invertovanymi repeticemi tvofici kmenovou smycku.
Nekodujici oblasti vSech zastupct ¢eledi Nanoviridae sdileji vysoce konzervativni oblast
CR-SL, ktera zahrnuje i1 kratké repetitivni sekvence (iterony), u nichz je predpokladano,
Ze jsou vazebnym mistem pro M-Rep protein. VSechny ostatni proteiny nutné pro replikaci
jsou poskytovany hostitelskou buitkou (Herrera-Valencia et al., 2006; Timchenko et al.,
1999; Timchenko et al., 2000; ICTV, 2021).

U zastupcu celedi Nanoviridae bylo zjisténo, ze se v jedné infikované hostitelské burce
nemusi vyskytovat vSechny segmenty genomu. Pfikladem jsou genomové segmenty faba
bean necrotic stunt virus (FBNSV), které se akumuluji nezavisle v riznych bunkach
a kompletuji se napti¢ buiikami. Tato skutenost naznacuje, Ze pfitomnost vSech virovych
segmentil genomu v jedné konkrétni buiice neni pro vyvolani infekce nutna, ale ze dochazi
k vyvolani infekce v ramci mnohobunécného pletiva (Sicard et al., 2013; Sicard et al.,
2016; Sicard etal., 2019). Vsechny genomové segmenty musi dosdhnout specifického
poctu kopii, aby mohla propuknout infekce. Ale piesto se nékteré genomové segmenty
zastupcu ¢eledi Nanoviridae vyskytuji s nizkou frekvenci a nékteré naopak dominuji. Tato
variabilita poctu kopii genomovych segmentli je specifickd pro jednotlivé hostitele

(Hastings et al., 2009; Sicard et al., 2013; Stranger et al., 2007).



U vétsiny izolati zastupcu Celedi Nanoviridae byly nalezeny nejen tyto zakladni genomové
segmenty, ale také az Ctyii dal$i alfasatelitni ssDNA o velikosti 1000—1100 nt, které
jsou zafazeny do jiné cCeledi, Alphasatellitidae. Alfasatelity maji odliSnou strukturu
nez klasické cirkularni ssDNA zastupct ¢eledi Nanoviridae a koduji vlastni Rep protein,
ktery je vyvojové odliSny od M-Rep proteinu nanovirG i babuvirt. Dokéazi se tedy
replikovat samostatné a nezavisle na zakladnich genomovych segmentech zastupct celedi
Nanoviridae. Oc¢ekava se, Ze tyto satelitni ssDNA mohou modulovat expresi symptomu
zpusobenych infekci zastupcu ¢eledi 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 (PNYDYV), zastupce rodu Nanovirus, ¢eledi Nanoviridae,
je zavaznym patogenem, ktery napada piedev§im hrach sety (Pisum sativum L.),
ale na zaklad¢ podobnych symptomut byl detekovan také v Cocce 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 vyvoldva u bobovitych rostlin, jsou staeni a Zloutnuti
listd, zabarvovani vrcholu do Zluta, zakrslost a velice rychlé uhynuti rostliny (Grigoras
et al., 2010), obrazek 7. Rostliny Casto nebyvaji napadeny pouze PNYDV, ale vyskytuji
se u nich smésné infekce, napt. infekce pea enation mosaic virus (PEMV), nebo infekce

zastupci rodu Polerovirus a zastupci ¢eledi Potyviridae (Saucke et al., 2018).

10



Obrazek 7: PNYDV infikované rostliny hrachu setého (vlevo a vpravo) a kontrolni

rostlina (uprostied) (foto: LMBM, KBB PiF).

U bobu obecného bylo popsano i typické rozlozeni infekce na poli, kdy je infikovana
oblast c¢lenéna do tii Casti: symptomatické jadro, periferie a oblast zahrnujici
nesymptomatické zdravé rostliny. Jadro ma kruhovitou strukturu a je tvofeno sterilnimi,
silné¢ zakrslymi aumirajicimi nekrotickymi jedinci. Kolem tohoto c¢erného jadra
se pak nachazi periferie, kruh rostlin Zlutého zabarveni, které se odlistuji a postupné
odumiraji, ale nejsou zakrslé, dosahuji standardniho vzrastu, obrazek 8 (Saucke et al.,

2018).

Obrazek 8: Fotografie pole bobu obecnéo (Vicia faba L.) napadeného PNYDV (ptevzato
ze Saucke et al., 2018).
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PNYDV je pfenaSen pomoci mSic napadajicich lusténiny perzistentni (nepropagativni)
cirkulativni cestou. Virus se dostdvd do traviciho traktu hmyziho vektoru sanim
nainfikované rostlin€, ve kterém cirkuluje a mnozi se, na zavér se presouva do slinnych
kanalkti, odkud mutze dojit k pfenosu na dalsi rostlinu. Pokud ma hmyzi vektor v sobé
castice PNYDV je nasledné infekéni po celou dobu svého Zivota (Krenz et al., 2017).
Vektory PNYDV jsou kyjatka hrachova (Acyrthosiphon pisum), msice makova (Aphis
fabae) a msice vojtéskova (Aphis craccivora). Potencialné mohou existovat dalsi zastupci
msic, ktefi jsou schopni PNYDV pienaset, ale dosud nebyli popsani (Cockbain et Costa,
1973; King et al., 2012; Makkouk et Kumari, 2009; Ziebell, 2017).

Dalsi mozné zplsoby pfenosu, napi. mechanicky pfenos, pfenos semeny nebo pienos
kontaktem listl ¢i kofend, stejné tak pfenos podzemnimi vektory, nebyly dosud potvrzeny,

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

3.2.2 Geograficka distribuce viru

V roce 2009 byl v Némecku pozorovan masivni uhyn hrachu setého. Na zakladé ELISA
testit doslo k prvotni detekci a popisu nového zastupce rodu Nanovirus, PNYDV (Grigoras
et al., 2010). Postupné¢ byl PNYDV detekovan v Rakousku a v Nizozemsku, nasledné
byl identifikovan také v Dansku (Gaafar et al., 2016; Gaafar et al., 2017; Gaafar et al.,
2018). Doposud publikovany vyskyt PNYDV je vyobrazen na obrazku 9.

)
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Obrazek 9: Mapa vyskytu pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) (pievzato z CABI,
2020).

oranzové body: misto detekce PNYDV
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PNYDV se v poslednich letech rychle rozsituje. Toto Sifeni miiZze byt zptsobeno slabsimi
zimami V centralni Evropé, diky nimz anholocyklické kmeny vektorovych msic
(napf. kyjatka hrachova) snadné&ji piezivaji. Anholocyklické msSice jsou ptvodni kmeny
msic zjizni Evropy, které nemaji uplny vyvojovy cyklus a celoro¢né se mnozi pouze
partenogeneticky. Nymfy nejsou pak schopny piezivat delsi mraziva obdobi, letalni jsou
poklesy teplot pod -5 °C trvajici nepfetrzité¢ n¢kolik dni (Fry¢ et Rychly, 2016; Rychly,
2020). Jejich preziti nasledné vede k rozsifeni letového obdobi mSic a u¢innéjSimu Sifeni
viru. Alternativnim faktorem nadmémého Sifeni PNYDV je zvySujici se hustota
lusténinovych poli ve stiedni Evropé (Gaafar et al., 2016; Gaafar et al, 2017; Saucke et al.,
2018; Ziebell, 2017).

3.2.3 Virové proteiny PNYDYV a jejich funkce

PNYDV je typicky zéastupce nanovirt, jehoz genom se sklada z péti zakladnich (R, S, C,
M, N) a jedné az tii vedlejSich (U1, U2, U4) kruhovych ssDNA o velikosti okolo 1 kb.
Kazdd monocistronickd molekula koéduje stejné jako v piipad€ jinych nanovirii jeden
konkrétni protein, ale funkce nékterych z nich jesté neni plné znama (Hogenhout et al.,
2008; Krenz et al., 2017; Sicard et al., 2015).

a je lokalizovan v jadru svyjimkou jadérka. Prenos M-Rep proteinu do jadra
je zprosttedkovan pomoci jaderného lokaliza¢niho signalu (NLS), o motivu RKKR, ktery
byl predikovan v centralni oblasti proteinu v pozici 144-147. Tento multifunkéni protein
rozeznava pocatek virové replikace a iniciuje replikaci podobnym mechanismem, jako
je popsan u zastupci vird rodu Geminivirus. Rep proteiny iniciuji replikaci v jadie
Stipanim konzervativni sekvence ohrani¢ené invertovanymi repeticemi (IR) v misté
pocatku replikace (v-ori). Samotnd replikace probihd mechanismem valivé kruznice
(Gronenborn, 2004; Grigoras et al., 2008; Krenz et al., 2017; Laufs et al., 1995;
Timchenko et al., 1999; Timchenko et al., 2000).

DNA-S koduje plastovy protein (CP) o velikosti 19 kDa, ktery je lokalizovan v jadie
a také v jadérku hostitelské bunky. PlaStovy protein slouzi k tvorbé virové castice, ktera
ma ikosahedralni tvar o priméru 18-19 nm. U CP byla predikovéana jaderna lokaliza¢ni
sekvence v pozici 4 az 25 aminokyselinové sekvence (Krenz et al., 2017; ViralZone, 2020;
Wanitchakorn et al., 1997).
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DNA-C koduje Clink protein (,cell-cycle link®) o velikosti 20 kDa, ktery je svou funkci
mezi rostlinnymi viry velmi unikatni. Clink proteiny jsou lokalizovany, jak v jadre,
tak v cytosolu. Tyto proteiny obsahuji ve své sekvenci LxCxE motiv, kterym se dokazi
vazat na rostlinné homology savc¢iho retinoblastomového proteinu (RBR). Clink proteiny
se krom¢ RBR dale vazi na hostitelsky protein podobny SKP1 (S-phase kinase-associated
protein 1) pomoci F-box motivu. SKP1 je ¢len SCF komplexu, ktery je soucasti
na ubiquitinu zavislé degradaci 26S proteazomem. Tento komplex hraje dilezitou roli
pii ptechodu buiikky z G1 do S faze. Cilovy protein proteazomu vSak neni znamy. Clink
protein tedy muze nejen stimulovat virovou replikaci, ale mize také pusobit jako
modulator virového bunééného cyklu. Replikace nanovirt na tomto proteinu ale neni plné
zavisla, Clink protein pouze zvySuje jeji G€innost (Aronson et al., 2000; Bai et al., 1996;
Krek, 1998; Krenz et al., 2017; Lageix et al., 2007, Patton et al., 1998).

DNA-M koéduje ,movement® protein (MP), ktery zajisStuje pohyb virové castice z buiky
do bunky. Nachazeji se v okoli jadra a na okraji buiky a jejich lokalizace se vyrazné
podoba lokalizaci proteinu Arabidopsis thaliana Synaptotagmin 1 (ICTV, 2021; Krenz
et al., 2017; Pérez-Sancho et al., 2015).

DNA-N kéduje ,nuclear shuttle® protein (NSP) lokalizovany v jaderné cytoplasmé. Mezi
nov¢ identifikovaného interakéniho partnera NSP se fadi Ras-GAP SH3-domain-binding-
like protein objeveny u Arabidopsis thaliana (AtG3BP), na kterém zavisi sestavovani
tzv. stresovych granuli (SG). Stresovd granula jsou dynamické struktury v cytoplazmé,
které se zacinaji tvofit pii pisobeni vnéjsiho stresu a vedou k celkovému snizovani genové
exprese. Po odeznéni bunécného stresu dochazi k rozpadu SG a genova exprese se obnovi
do puvodniho stavu. Pfi navazani NSP na AtG3BP dochazi k inhibici vzniku komplexu SG
a umoznuje tim efektivnéjsi virovou infekci (Buchan et Parker, 2009; Krapp et al., 2017;
Krenz et al., 2017).

DNA-U1, -U2 a -U4 koduji proteiny o zatim nezndmé funkci. Protein Ul se vyskytuje
uvnitt jadra. Jeho ¢astecna podobnost C-terminalni oblasti s proteinem REn geminivirt
naznacuje, ze mize napomahat pii regulaci virové replikace. Podle jiné hypotézy se ale
tento protein zapojuje i do virového transportu. Protein U2 je lokalizovan na periferiich
jadra a protein U4 se vyskytuje na okraji buiiky pfipadné v okoli jadra, coz pfipomina
umisténi typické pro endoplazmatické retikulum. Ztrata U4 proteinu neméni u rostliny
zadnym zplsobem pribéh infekce, ale pfesto zatim nebyl nalezen izolat, u kterého
by segment DNA-U4 chybél. Je tedy mozné, ze protein U4 poskytuje viru selektivni
14



vyhodu, mize byt sice postradatelny u infekce hrachu setého nebo bobu obecného,
ale naopak muze byt dulezitym faktorem pro jiného hostitele, ktery dosud nebyl
identifikovan (Krenz et al., 2017; Settlage et al., 2005).

U proteinit MP a U4 jsou predikovany transmembranové domény v oblasti aminokyselin
25-47, nebo 7-29, coz muze vysvétlovat jejich vyskyt v mistech cytoplazmatické

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

Mezi proteiny PNYDV dochazi k vzajemnym interakcim, zatim jich bylo identifikovano
sedm, obrazek 10. M-Rep protein interaguje v jadie sam se sebou za tvorby oligomerové
formace, podobné jako Rep proteiny geminivirQ, ale navic interaguje i s proteinem NSP
a CP, coz muze hrat roli v zivotnim cyklu viru. Jedna z hypotéz iikd, ze NSP a CP proteiny
dokazi regulovat replikaci pravé pomoci interakce s M-Rep podobné jako to déla protein
REn geminivirti. Dale bylo potvrzeno, Ze protein NSP interaguje v nukleoplasmé i sam
se sebou. Muze se jednat o pomocnou strukturu nezbytnou pro spravny pienos viru
mSicemi. Interakce MP-MP byla pozorovana v blizkém okoli jadra, na periferii a jako
vezikulam podobné struktury riznorodé velikosti. MP dale interaguje s proteinem U4
se stejnou  lokalizaci. Interakce proteini U4 navzijem Dbyla pozorovana
u endoplazmatického retikula (Hanley-Bowdoin et al., 2013; Krenz et al., 2011; Krenz et
al., 2017).

MP-U4 proteinovy komplex byl kolokalizovan spole¢né s proteinovym markerem
endoplazmatického retikula. Tento komplex se odliSuje svym tvarem, velikosti 1 umisténim

od signald samotnych proteint (Krenz et al., 2017).
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Obrazek 10: Souhrnné schéma interakci proteinit PNYDV (pievzato z Krenz et al., 2017).
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protein, NSP: , nuclear shuttle® protein

3.3 Rekombinace u ssDNA viru

Rekombinace spole¢né s bodovymi mutacemi je jedna z hlavnich hybnych sil v evoluci
mnoha virt, u kterych zlepSuje adaptacni schopnost a zvysuje fitness. Také ale funguje
jako klicovy mechanismus pii opravé zlomi v DNA a jako obrana pied akumulaci
Skodlivych mutaci. Diive se zastaval nazor, ze RNA viry v porovnani s DNA viry jsou
schopné evoluce mnohem rychleji, ale aktudlni vyzkum potvrdil, Ze ssDNA viry mutuji
se srovnatelnym tempem a v nékterych oblastech genomu dokonce i rychleji (Felsenstein,
1974; Martin et al., 2006; Martin et al., 2011a).

U ssDNA virh se vyskytuji tfi typy rekombinaci. Prvnim typem je homologni
rekombinace, kdy dochéazi k nahrazeni sekvence v genomu homologni sekvenci. Druhym
typem je nehomologni rekombinace, béhem niz dochazi ke spojeni dvou odlisnych
sekvenci. Mlze dochazet k duplikaci, deleci nebo inzerci virovych sekvenci a dokonce
muze dojit k vloZeni virovych sekvenci do genomu hostitelskych bunék. Poslednim typem
rekombinaci je genetické pieskupovani genomu, nazyvané také pseudorekombinace,
béhem néhoz se vyménuji celé genomové komponenty multipartitnich ssDNA vird (Martin

etal., 2011a).
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K rekombinaci miize dochdzet riznymi mechanismy a ne vSechny z nich jsou dikladné
popsany. Piikladem mutize byt naruseni replikace stfetem transkripénich enzymovych
komplexti s témi replikacnimi, piipadné muze byt replikace zastavena jednofetézovymi
zlomy v templatovém vlakné u replika¢né aktivni dsDNA, kdy dojde k pfedCasnému
oddéleni replikacnich enzymt. Oddélené replikacni enzymy néasledné¢ mohou opétovné
nasednout na jinou molekulu DNA za vzniku rekombinanta vytvofeného mechanismem

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

Dalsi moznou variantou je rekombinace vznikla za pomoci hostitelskych opravnych
mechanismi. V infikovanych bunkach se vyskytuje velké mnozstvi kruhovych dsDNA
molekul, u kterych mtze dojit k dvoufetézovym zlomim. Tyto zlomy aktivuji reparacni

mechanismy buiiky hostitele a dojde k opravé pomoci homologni rekombinace (Jeske et al.

2001; Xu et Price 2011).

Preskupovani genomu (,genetic reassortment) je béznym jevem u virli se segmentovanym
genomem, ktefi timto zptisobem mohou zvySovat svoji virulenci, rozsifovat okruh hostitelt
¢1 ptekonavat rezistenci hostitele a celkové tedy zvySovat svoji fitness. Aby ale byli nové
vznikli rekombinanti Zzivotaschopni, musi nové ziskané segmenty genomu spravné
interagovat s ostatnimi virovymi komponenty, naptiklad s replikaénim proteinem
¢1 ,movement‘ proteiny. V opatném piipadé nemusi dochazet ke spravné replikaci
¢i prenosu virovych ¢astic (Grigoras et al., 2014; Martin et al. 2011a; Stainton et al., 2012,
Sung et Coutts, 1995).

K rekombinaci nemusi dochéazet jen mezi viry samotnymi, ale muze dojit k pfenosu
genetického materidlu mezi ssDNA viry a jejich hostiteli. Nevirové DNA plvodem
z hostitelskych rostlin byly objeveny u zastupci ¢eledi Geminiviridae. K tomuto pienosu
genetického materidlu ale dochazi i opacnym smérem, kdy se integruji fragmenty virové
DNA do hostitelskych chromozomt. V minulosti doslo k ¢etnym ptipadiim, kdy se virova
ssDNA zaclenila do genomt Zivo€isnych, rostlinnych i prokaryotickych druhti. Piikladem
muZe byt zaClenéni DNA geminiviru do genomi zarode¢nych linii rostlin rodu tabaku
(Nicotiana L.), ke kterému podle odhadt doslo pfed 0,2 az 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 pieskupovani genomu je ovlivnéno tim, jak moc casto
se jednotlivé druhy a kmeny virth potkévaji v jadrech hostitelskych rostlin. Mezi hlavni
faktory, které ovliviiuji Cetnost rekombinaci, patii: geografické rozsifeni, epidemiologické

cykly, okruh hostitelt a tkaniové tropismy (Martin et al., 2011a).

Mista rekombinace detekovand v genomech ssDNA viri nejsou distribuovany nahodné,
ale naopak se se zvySenou frekvenci vyskytuji v tzv. ,hot spotech‘. Mezi ,hot spoty
u sSDNA viru se fadi napiiklad virovy pocatek replikace (v-ori) nebo sekundarni struktury.
Rekombinace se také mnohem castéji vyskytuji v nekddujicich oblastech na okrajich gent,
kde nejsou na rozdil od rekombinaci v kddujicich oblastech natolik Skodlivé. Rekombinace
Vv kodujicich oblastech mohou mit za nasledek Spatné skladani vysledného proteinu, ¢i jeho
zkraceni a naslednou nefunk¢nost (Lefeuvre et al., 2009; Martin et al., 2011a; Martin et
al., 2011b).

3.3.1 Rekombinace u ¢eledi Nanoviridae

K rekombinacim dochazi u zastupcti celedi Nanoviridae svelmi podobnou cetnosti
a prevladaji rekombinace mezidruhové nad vnitrodruhovymi K rekombinacim dochazi
nejcastéji v nekodujicich oblastech, naptiklad v misté virového pocatku replikace (v-ori).
U nanoviri je popsana rekombinace v nekodujicich oblastech segmenti DNA-U2
a DNA-M mezi viry pea yellow stunt virus (PYSV) a faba bean yellow leaf virus
(FBYLV). Naopak u babuvirti byla zaznamenana rekombinace v oblasti kmenové smycky
u genomového segmentu U3, kde se nachdzi replikacni pocatek. V této oblasti dochazi
k rekombinaci kmenové smycky U3 skmenovou smyckou ostatnich genomovych
segmentl. Vysledkem je lepSi adaptace, kdy M-Rep protein snaze interaguje s U3
segmentem (Grigoras et al., 2014; Hyder et al., 2011, Staiton et al., 2012; Wu et al., 2008).

3.3.2 Pieskupovani genomu u ¢eledi Nanoviridae

U zastupct Celedi Nanoviridae mize opét dochazet k vyiméné genetického materialu jak
mezi rozdilnymi, tak i stejnymi druhy. Nej€ast&ji dochazi k vyméné pouze jedné molekuly

genomu a Casto sejedna o molekulu DNA-M. Naopak molekuly DNA-S a DNA-C

v

DNA-R u stejnych druhti virti, ale pro pienos mezi riznymi druhy pravdépodobné existuje
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urcita geneticka bariéra. Prikladem preskupovani genomu u rodu Nanovirus muze byt
prokazany ptenos segmenti DNA-M a DNA-U4 mezi riznymi izolaty faba bean necrotic
yellows virus (FBNYV), nebo vyskyt segmentt DNA-U2 u black medic leaf roll virus
(BMLRV) a DNA-U4 u milk vetch dwarf virus (MDV), které byly ziskany z jiného druhu
viru (Grigoras et al., 2014; Stainton et al., 2012).
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material

Analyzovano bylo 24 vzorka hrachu setého (Pisum sativum L.) sbiranych v dubnu 2019
ve Ctyfech oblastech a 1 vzorek hrachu setého peluska (Pisum sativum var. arvense (L.)

Poir.). Seznam vzorkd je uveden v tabulce 1. Odebrané listy byly lyofilizovany a nasledné

skladovany v -80 °C.

Tabulka 1: Seznam testovanych vzorki.

Datum sbéru Oznaceni vzorku Lokalita Hostitel Ptiznaky
15. 4. 2019 1900813-1A
1900813-1B
1900813-1C 5 ,
1900813-2A Jaroméfice nad hrach sety oz(izl;:?rl;h
1900813-2C Rokytnou zakrslost
1900813-3A
1900813-3B
1900813-3C
1900815-1B
1900815-1C sloutnuti
Zloutnuti,
1288212:2: Caslav hrach sety odumirani,
zakrslost
1900815-2C
1900815-3A

1900832-1/2
1900832-1/3

1900832-2/1 Zloutnut,
1900832-2/3 Uhersky Ostroh  hréch sety odumirani,
) zakrslost
1900832-3/2
1900832-3/3
16. 4. 2019 1900836-1B ] ’
1900836-1C . zloutnuti,
1900836-2A Chrlice hrachsety ~ odumiran,
) zakrslost
1900836-2C
23.4. 2019 1900968-P482 Uhfindves hrachvsety zloutrrlu,tl,’
peluska odumirani
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie
Agarose SERVA for DNA electrophoresis (Serva, kat.¢. 11404.05)
Deionizovana voda
GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, kat.c. 41002)
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, kat.&. SM0323)
Hoechst 33258, Pentahydrate (bis-Benzimide) (ThermoFisher, kat. ¢. H3569)

Isopropanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20037-ATO)

Pouzité soupravy
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, kat.¢. 69104)
Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, kat. ¢. 4337455)
MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline kat.&. BIO-21106)
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, kat.¢. 28706)

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

Pouzité roztoky
1% roztok ethidium bromidu ve vodé (Sigma — Aldrich, kat. ¢. E1510)
1x TAE pufr (40 mM Tris base, 20 mM kyselina octovd, 1 mM EDTA)

50x TAE (Tris-Acetate-EDTA): 242 g Tris base rozpustit v 800 ml dH,0, ptidat 57,1 ml
ledové kyseliny octové a 100 ml 0,5M EDTA (pH 8), doplnit dH,O do 1000 ml.

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Analytické vahy AE240 (Mettler Toledo)
Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet International, Inc.)
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Elektroforeticka komora HU10 MINI (Fisherbrand)
Fluorimetr DyNa Quant 200 (Hoefer)

Homogenizator FastPrep 24 (MP Biomedicals)
Minicentrifuga PRISM™ mini (Labnet International, Inc.)
Laminarni box PV-100 (Telstar)

Spektrofotometr Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)
Dokumentac¢ni systém G:BOX + software GeneSnap (SynGene)
Ptistroj na vyrobu ledu (Icematic)

Thermocycler T100™ Thermal Cycler (BIO-RED)
Thermocycler T personal (Biometra)

UV transluminator UVT-14L (Herolab)

Vahy EK 200G (A&D Engineering)

Vortex MS1 Minishaker (IKA)

Zatizeni pro inkubaci a tfepani Mixing Block MB-102 (Bioer)

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

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Izolace DNA

Celkova DNA byla izolovana ze vzorki listi metodou adsorpce na silikdtovou membranu

za pouziti kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Maximalné 20 mg lyofilizovaného nebo 100 mg cCerstvého nebo zmrazeného listu bylo
homogenizovano ve 400 pl AP1 pufru a 4 ul RNase A s pouzitim homogenizatoru
FastPrep a lyza¢ni matrix A. Homogenizace probihala pfi intenzité 5,0 m's™ po dobu 45s.

Déle bylo postupovano podle pokynt vyrobce.

Koncentrace a kvalita vyizolované DNA byla stanovena spektrofotometricky, DNA byla
nasledné¢ dlouhodobé uchovavano v hlubokomrazicim boxu pii teploté -70 °C. DNA byla

Vv pritbéhu prace kratkodobé uchovavana na ledu.
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4.4.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Ptitomnost viru ve vzorcich byla potvrzena pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR).
Amplifikace jednotlivych segmentii genomu pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV)
byla provedena za pouziti 8 dvojic specifickych primert dle Gaafar et al. (2017),
tj. priPeaCdir/priPeaCrev, priPeaMdir/priPeaMrev, priPeaNdir/priPeaNrev, priPeaRdir/-
priPeaRrev, priPeaSdir/priPeaSrev, priPeaUldir/priPeaUlrev, priPeaU2dir/priPeal2rev
a priPeaU4dir/priPeaU4-rev. Dvojice primert priPeaSdir/priPeaSrev a priPeaU4dir/-
priPeaU4rev byly oproti origindlu modifikovany a byly vytvofeny a nasledné pouzity
primery degenerované. Sekvence primeri jsou uvedeny v tabulce 2. SloZeni reak¢éni smési

bylo pro vSechny reakce stejné.

Tabulka 2: Seznam pouzitych primert.

priPeaU4rev

Nazev primeru Sekvence 5'-3° Reference

priPeaCdir GCCGGAAGCTTGCCGGACTGACGGAG

priPeaCrev AGCTTCCGGCAAGACGCAGTAATTG

priPeaMdir TACCTGAACGTCCTGTATCTT

priPeaMrev TCAGGTACTGAATTACTTGCC

priPeaNdir GAAGAACCCAGGAAGGTGTTGC

priPeaNrev GGTTCTTCCAATTTACCTTTCATGG

priPeaRdir GGAATACCAAGGTGAGTTACGG

priPeaRrev TATTCCCTGAGAGTCCCGGAC Gaafar et al.
priPeaSdir AACCWCCGGATATYACCAGAT (2017)
priPeaSrev CCGGAGGTTTTATTTCAAAACCAAC

priPeaU1dir TGGTGAAGAAATTGCAGGTGAT
priPeaUlrev TTCACCAGTTTCTCGTCAGAAC

priPeaU2dir GATCAAGAACAAGGTTAGTTTATG
priPeaU2rev TCTTGATCGGAGACGAACTGGA

pﬂPeaU4dk ATCAAGTCTGAAGATGMTAYG

GACTTGATTTCAACATCTCTTTCAC

Tucné oznacena modifikace primert.
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PCR reakéni smés byla piipravena z pufru, deionizované vody, primerti a MyTaq"™ DNA
polymerazy, jeji slozeni je uvedeno v tabulce 3. Jeji mnozstvi vzdy odpovidalo poctu
analyzovanych vzorkd. Smés byla rozpipetovana po 24 ul do 0,2 ml mikrozkumavek.
Do kazdé mikrozkumavky byl déale ptidan 1 ul DNA ziskané izolaci ze vzorku listl.
Amplifikace probihala 40 cykli za podminek (tabulka 4): pocatecni denaturace 95 °C
3 min, denaturace 95 °C 45 s, nasedani primert v rozsahu teplot 53-66 °C v zavislosti
na pouzité kombinaci primera (tabulka 5) 45 s, elongace 72 °C 60 s a kone¢na elongace
72 °C 5 min. PCR produkty byly skladovany pti -18 °C.

Tabulka 3: SloZeni reakéni smési pro PCR reakci pro 1 test.

Konec¢na

. Koncentrace Objem
Reagencie : koncentrace .
pracovniho roztoku roztoku reagencie (ul)
pufr 5x 1x 5,00
deionizovana voda 18,30
forward primer 20 pmol-pl™* 0,2 pmol-I™* 0,25
reverse primer 20 pmol-pl™ 0,2 pmol-I™ 0,25
MyTaq™ DNA polymeraza 5U-pl? 1U 0,20
Tabulka 4: Podminky PCR amplifikace.
Proces Teplota (°C) Cas Pocet cyklii
pocate¢ni denaturace 95 3 min 1
denaturace 95 45s
nasedani primera X 45s 40
elongace 72 60 s
konec¢na elongace 72 5 min 1

Tabulka 5: Teploty nasedani primert.

Nazev primeru Teplota (°C)
priPeaCdir/ priPeaCrev 66
priPeaMdir/ priPeaMrev 58
priPeaNdir/ priPeaNrev 56
priPeaRdir/ priPeaRrev 58
priPeaSdir/ priPeaSrev 58

priPeaUldir/ priPeaUlrev 58
priPeaU2dir/ priPeal2rev 54
priPeaU4dir/ priPeaU4rev 53
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4.4.3 Elektroforeticka separace

Produkty ziskané pomoci PCR amplifikace byly detekovany elektroforetickou separaci
Vv 1,5% agar6ézovém gelu v TAE pufru (1x) s interkalaénim barvivem GelRed Nucleic Acid
Stain.

50 ml agardézového gelu bylo smichano s 3 ul GelRed Nucleic Acid Stain a tato smés byla
nalita do vanicky o rozméru 10x10 cm. Gel byl po 30 min pievrstven 1x TAE pufrem.
Nasledné bylo do prvni jamky napipetovano 1,5 pl standardu molekulové hmotnosti
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder a do nasledujicich jamek byly napipetovany vzdy
3ul PCR produktu.

Elektroforeticka separace probihala cca 45 min pii 70 V. PCR amplikony byly detekovéany

pomoci UV-transluminatoru a vyfoceny dokumenta¢nim zatizenim Syngene, G:Box.

4.4.4 1zolace PCR produktu

V piipadé, ze byly ziskany unikatni specifické PCR produkty, byly tyto produkty
izolovany pfimo z roztoku pomoci kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, kdy ale byly

modifikovany Casy centrifugace a zavérecny elu¢ni objem.

Reakéni smési po provedené PCR amplifikaci byly nafedény na objem 100 pl
deionizovanou vodou. NTI pufr byl nafedén v poméru 1 : 8 a nasledné byl ptidan
ke vzorkiim v objemovém poméru 2 : 1, v naSem piipadé bylo tedy pfidano 200 pl pufru
ke 100 pl vzorku. Smés byla promichana pipetovanim a nanesena na kolonku umisténou
ve 2 ml sbérné zkumavce. Kolonka byla centrifugovana 1 min pii 11 000 rpm, filtrat byl
vylit do odpadu. Nasledné bylo na kolonku napipetovano 600 pl NT3 promyvaciho pufru
a centrifugovano opét za stejnych podminek. Filtrat byl odstranén. Tento krok byl
proveden dvakrat. Déle bylo centrifugovano 2 min pii 11 000 rpm pro vysuseni kolonky
a kolonka byla umisténa do nové 1,5 ml zkumavky. Na kolonku bylo napipetovano 25 ul
elu¢niho pufru NE, smés byla inkubovana 1 min pfi laboratorni teploté a nésledné byla

kolonka centrifugovéna 1 min pti 11 000 rpm.

Pokud bylo v reakci ziskano vice amplikoni odlisné velikosti, byl vybran amplikon

ocekavané velikosti a ten byl izolovan pomoci QIAquick Gel Extraction Kit podle pokynt
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vyrobce, kdy byl upraven pouze posledni elu¢ni krok. DNA byla eluovana do 30 pl

deionizované vody.

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

nasledné uchovavana v -18 °C.

4.4.5 Sangerovo sekvenovani

Sekvenaéni znaceni bylo provedeno za pomoci Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle
Sequencing Kit. Reak¢ni smés byla pfipravena smichanim sekvena¢niho BigDye® pufru,
BigDye® Terminator mixu a primeru o koncentraci 1,6 pmol-ul™. Rozpis reakéni smési pro
jeden vzorek je uveden v tabulce 6. Takto pfipravena reakéni smés byla rozpipetovana
po 4 ul do 0,2 ml mikrozkumavek a bylo k ni ptidano 6 pl vzorku DNA piedem naiedéné
tak, aby bylo pouzito 25 ng DNA na reakci. Kazdy amplikon byl osekvenovan

oboustranng, za pouziti specifickych amplifika¢nich primert.

Tabulka 6: Slozeni reakéni smési pro sekvenacni znaceni pro 1 test.

Reagencie O.bj,e m
chemikalie (ul)
BigDye® pufr 1,00
primer 2,00
BigDye® Terminator mix 1,00

Tabulka 7: Podminky sekvena¢niho znaceni.

Proces Teplota (°C) Cas Pocet cykli
pocate¢ni denaturace 96 1 min 1
denaturace 96 10s
nasedani primera 50 5s 40
elongace 60 4 min

Ptipravené reakéni smési s DNA byly protiepany, stoCeny a vlozeny do thermocycleru,
kde prob¢hla sekvenacni reakce za podminek doporucenych vyrobcem (tabulka 7).
Produkty byly napipetovany do 96-jamkové sekvenacni desky a byly analyzovany
kapildrovou elektroforézou pomoci sekvena¢niho analyzatoru ABI PRISM 3730
na pracovisti UEB AV CR, CR-Hana.
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4.4.6 Bioinformaticka analyza

Protismérné vystupy ze sekvenatoru byly sestaveny do kontigi a nasledné manualné
editovany pomoci programu SeqMan Lasergene (Dnastar, Inc.). Identity ziskanych kontigti
byly potvrzeny za pomoci programu BLASTN (Altschul et al., 1997) na zéklad¢ porovnani
se sekvencemi dostupnymi v databazi GenBank. Sekvence ziskanych segmenti byly
porovnany navzajem a s odpovidajicimi sekvencemi specifickych DNA segmentti PNYDV
izolatl dostupnych v GeBank za pouziti p-distance analyzy programu MEGA v. 7.0.26
(Kumar et al., 2016).

U studovanych PNYDV segmentii byla zjistovana genetickd variabilita a evoluéni
ptibuznost pomoci porovndvani ziskanych sekvenci se sekvencemi PNYDV izolath
dostupnych v databdzi GenBank (NCBI). Mnohocetny alignment sekvenci nukleotidl
a aminokyselin byl vytvofen pomoci programu ClustalW (Thompson et al., 1994). Takto
ziskany mnohocetny alignment byl pouzit pro fylogenetickou analyzu. Jako nejvhodné;jsi
byl pomoci algoritmu Modeltest vyhodnocen pro nukleotidové sekvence model
Tamura 3-parametricky test a pro aminokyselinové sekvence JTT, fylogenetické analyzy
byly provedeny prostfednictvim neighbor-joining algoritmu s bootstrap opakovanim 500x
(Felsenstein, 1985; Jones et al., 1992; Saitou et Nei, 1987; Tamura, 1992). Vysledné
fylogenetické stromy byly zobrazeny pomoci programu TreeExplorer (vSe MEGA
v. 7.0.26).

Analyza rekombinantli byla provedena s pouZzitim mnohodetného alignmentu vsech
ziskanych sekvenci a sekvenci PNYDYV dostupnych v GenBank (NCBI) v programu RDP4
za pouziti algoritmit RDP, GENECONYV, 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 prukazné rekombinantni molekuly byly povazovany sekvence potvrzené

4 a vice analytickymi nastroji.
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5 Vysledky

Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) je novym, stale ne pfili§ znamym rostlinnym
virem, ktery nebyl dosud v Ceské republice detekovan. Diky spolupraci s laboratoii
virologie, Oddéleni diagnostiky $kodlivych organismii rostlin, UKZUZ Olomouc bylo
Vv roce 2019 ziskano 35 vzorkt hrachu setého (Pisum sativum L.) a 1 vzorek hrachu setého
peluska (Pisum sativum var. arvense (L.) Poir.) vykazujici typické piiznaky infekce

PNYDV, tj. zloutnuti listl, zakrsly rist a postupné odumirani.

Tato diplomové prace se zaméfila na molekuldrné genetickou charakteristiku Ceskych
PNYDV izolati s cilem rozsifeni znalosti o genetické variabilit¢ tohoto zavazného

patogenu lusténin.

5.1 Detekce a amplifikace genomovych segmenti PNYDV

Pro analyzu bylo vybrano 25 vzorkd zpéti lokalit v Ceské republice, u nichz byla
potvrzena pfitomnost viru pomoci specifické PCR zamétené na detekci genomovych
segmentli DNA-C a DNA-N. Oba dva virové segmenty o predpokladané velikosti 1000 bp
byly uspésn¢ amplifikovany, obrazek 11. Genomovy segment DNA-C byl amplifikovan
u vSech testovanych rostlin a DNA-N byl detekovan v 92 % piipada (u 23 z 25 rostlin).

L Z1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13141516 17 1819 2021 22 2324 25 B

WNWWAWWW WwWWWWWW\-yAWm, 'u'

L Z1 23 456 7 8 9 101112 13141516 17 1819 20 21 22 2324 25 B
B

WS YW il Rl 1" Lahaladad™ - - -

Obrazek 11: Detekce genomovych segmenti DNA-C (A) a DNA-N (B) PNYDV.

L: standard molekularni hmotnosti (GeneRuler'™ 100 bp Plus DNA Ladder); B: slepy vzorek;
Z: zdrava 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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Nasledné byly amplifikovany i ostatni genomové segmenty, DNA-M, DNA-R, DNA-S,
DNA-U2 a DNA-U4, obrazek 12. Vsechny detekované produkty odpovidaly ocekavané
velikosti cca 1000 bp. Pti amplifikaci genomovych segmenti DNA-R, -S, -U2 a U4 byly
ziskany produkty u vSech vzorki. Genomovy segment DNA-M byl amplifikovan u 23

vzorku z 25.

L Z1 2 3 45 67 8 9 10 11121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 B
A
WWWN WS W W W D e - -
L Z 1 23 45 6 7 8 9 1011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 B
B
0 0 0 0 0 5 o v o o 0 0 00 0 o 0
L Z 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11121314 151617 1819 20 21 2223 24 25 B
C
G0 e e
L Z 1 2 3 45 6 7 8 910 11121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 B
D
badad o had ol L b lad L L Ll Lol dadal LU Lo
L Z1 2 3 45 6 7 8 91011121314 151617 18 19 20 21 22 23 2425 B
E

Obrazek 12: Detekce PNYDV genomovych segmenti DNA-M (A), DNA-R (B), DNA-S
(C), DNA-U2 (D) a DNA-U4 (E) PNYDV.

L: standard molekularni hmotnosti (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder); B: slepy vzorek;
Z: zdrava 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 ¢eskych PNYDYV izolati

Jednotlivé genomové segmenty byly obousmérné sekvenovany pomoci amplifikacnich
primert. Byly ziskany sekvence pokryvajici vétSinu délky studovanych DNA molekul,
pficemz u vSech sekvenci nebyla ziskdna oblast nasedani primerd o velikosti

cca 43-118 bp.

Bylo ziskano 23 sekvenci DNA-C o délce 907-921 bp, 21 sekvenci DNA-M o délce
891-919 bp, 20 sekvenci DNA-N o délce 886-939 bp, 24 sekvenci DNA-R o délce
917-933 bp, 25 sekvenci DNA-S o délce 894-912 bp, 25 sekvenci DNA-U2 o délce
896923 bp a 25 sekvenci DNA-U4 o délce 861-926 bp. U péti vzorka (1900813-3B,
1900815-2C, 1900832-1/2, -2/1, 1900836-2C) byly detekovany u nékterych genomovych
segmenti smésné infekce minimalné dvou odlisSnych izolath PNYDV, a proto

se nepodafilo parcidlni genomové sekvence ziskat a nebyly dale zatazeny do analyzy.

5.2.1 Zakladni motivy detekované v genomovych segmentech izolati viru

Molekuly jednotlivych genomovych segmentl ¢eskych izolatli obsahovaly motivy typické
pro PNYDV, jako jsou: kmenova smycka, replikacni pocatek, TATA box a polyadenyla¢ni
signalni sekvence. Sekvence motivli a jejich pozice odpovidala druhovému popisu
ave vétSiné piipadi nebyla identifikovana Z4dnd odchylka. Piehled sekvenci motivl
a jejich pozic je uveden v tabulce 8. U nékolika izolatli byla nalezena odchylka v umisténi

motivl v genomu, ktera byla zptisobena ptitomnosti deleci ¢i inzerci v nekodujici oblasti.

V ramci kmenovych smycek genomovych segmenti DNA-C, -M, -N a -U2 byla
opakovan¢ detekovana na prvni pozici motivu substituce C—G. Zaména se vyskytovala
U izolatli bez ohledu na jejich ptivod, u DNA-C se jednalo o izolaty 1900832-1/2, -1/3
a -3/3, uDNA-M o izolaty 1900813-3B, 1900815-1C, 1900832-3/2 a 1900968-P482,
u DNA-N o izolaty 1900813-3C, 1900836-1C a 1900968-P482 a u DNA-U2 o izolaty
1900813-1C, -3C, 1900832-3/3, 1900836-1C a 1900968-P482. U izolati DNA-M:
1900815-1B a 1900836-2A; DNA-U2: 1900815-2C a 1900832-2/1 byla tato pozice

variabilni s 50% Cetnostni obou bazi.

U izolatt 1900836-1B byla navic detekovana zaména v polyadenylacni signalni sekvenci

segmentu DNA-M, substituce A—T v pozici jedna.
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k pfedpokladané plné délce jednotlivych ssDNA).

Tabulka 8: Sekvence a pozice charakteristickych motivi PNYDV (pozice vztazena

Nazev motivu Sekvence Pozice
DNA-C
Kmenova smyc¢ka C/GCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG  969-989, 1-14
Pocatek replikace TAGTATTAC 983-989, 1-2
TATA box TATAAAT 233-239
PolyA signal AATAAA 785-790
DNA-M
Kmenova smycka C/GCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG  968-988, 1-14
Pocatek replikace TAGTATTAC 982-988, 1-2
TATA box TATAAAT 237-243
PolyA signal A/TATAAA 703-708
DNA-N
Kmenova smycka C/GCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG 973-993, 1-14
Pocatek replikace TAGTATTAC 987-993, 1-2
TATA box TATAAAT 289-295
PolyA signal AATAAATAAA 805-814
DNA-R
Kmenova smycka CTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAG 983-1002, 1-13
Pocatek replikace TAGTATTAC 996-1002, 1-2
TATA box TATATAT 55-61
PolyA signal AATAAA 92-97
DNA-S
Kmenova smycka CCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG 963-983, 1-14
Pocatek replikace TAGTATTAC 977983, 1-2
TATA box TATAAAT 223-229
PolyA signal AAATAAA 815-821
DNA-U2
Kmenova smycka C/GCTGGCACGGGGCTTAGTATTACCCCCGTGCCAGG 965-985, 1-14
Pocatek replikace TAGTATTAC 979-985, 1-2
TATA box TATAAAT 235-241
PolyA signal AATAAA 699-704
DNA-U4
Kmenova smycka GGGAGGGGGCTTAGTATTACCCCCCTCCC 962-979, 1-11
Pocatek replikace TAGTATTAC 973-979, 1-2
TATA box TATAAAA 285-291
PolyA signal TATAAAA 741-746
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5.2.2 Geneticka analyza DNA-C

DNA-C segmenty ceskych izolati vykazovaly vysokou homogenitu, vzdjemna identita
byla 96,4-100 %, obrazek 13. Izolaty ptivodem ze stejné lokality vykazovaly obecné vyssi
identitu nez izolaty napiic¢ lokalitami. Nukleotidové sekvence DNA-C segmentii lokality I
(Jarométice nad Rokytnou) vykazovaly identitu 99,6-100 % s vyjimkou izolatu
1900813-1A, ktery vykazuje 99,4% identitu s izolatem 1900836-1C z lokality 1V (Chrlice).
Obdobna situace byla zjisténa i u izolatd lokality II (Caslav) (identita 99,5-100 %)
a jim podobny pak byl izolat 1900968-P482 z lokality V (Uhfinéves) (99,4-100 %).
Izolaty lokality III (Uhersky Ostroh), konkrétné 1900832-1/2, -1/3 a -3/3, se odliSovaly
vyraznéji. Identita téchto izolath navzdjem byla 98,4-99,5 %, ale s izolaty ptedchozich
lokalit sdilely identitu nizsi, 96,4-98,9 %. DNA-C segmenty PNYDYV izolatu z lokality IV
vykazovaly opét vétsi variabilitu, izolat 1900836-1B vykazoval nejvyssi identitu (99,9 %)
s izolatem 1900815-2B lokality I1.

U odlisnych izolati byly identifikovany specifické inzerce a delece v nekddujicich
oblastech segmentu ve srovnani sreferenéni sekvenci PNYDV DNA-C (Acc. No.
NC_023158.1), a to: inzerce adeninu na pozici 139 a inzerce GTTGA na pozici 152—-156
u izolata 1900813-1A a 1900836-1C; inzerce guaninu (pozice 824) a tyminu (pozice 831)
u izolatu 1900832-1/2; delece sekvence AATAGTGTC na pozici 933-941 vztazené
k referen¢ni sekvenci u izolata 1900832-1/3 a 1900832-3/3; a delece adeninu v pozici 914
referenéni sekvence a delece sekvence TGTTGGGGTCAAATAGTGTCA V pozici 922-942

referen¢ni sekvence u izolatu 1900832-1/2.

Ceské izolaty vykazovaly vysokou podobnost s doposud znamymi dal§imi evropskymi
izolaty, prevaznd vétSina (18 z 23) napii¢ vSemi lokalitami vykazovala 98,2-99,8%

identitu s rakouskym izolatem Gross-Enzersdorf 1 (KC979045.1).

Vysokou homogenitu a odliSnost nékterych izolatd potvrdila i fylogenetickd analyza,
obrazek 13, kde tii izolaty lokality IIT (1900832-1/2, -1/3 a -3/3) vytvotily samostatnou
statisticky prukaznou skupinu; a zaroven se samostatné vyvétvily i izolaty 1900813-1A

a1900836-1C.

Clink protein vykazuje pouze nizkou variabilitu a u vétSiny izolatd byl totozny, viz heat

mapa na obrazku 13. Mimn¢ odlisné se ukazaly izolaty 1900813-1B (97,2-99,3 %),
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1900815-2B (97,2-99,3 %) a 1900832-2/3 (97,3-99,3 %) a evropské izolaty 110726
(97,1-99,4 %) a DK HZ16-468 (97,1-99,3 %).
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Obrazek 13: Heatmapa identit nukleotidovych sekvenci DNA-C segmentu (vlevo; NT)
a odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci Clink proteinu (vpravo; AK); a pfislusny
fylogeneticky strom izolatt konstruovany na zakladé nt-sekvenci pomoci neighbor-joining
analyzy.

Metitko predstavuje 0,05 substituci na pozici.

AUT: Rakousko, CZE: Ceska republika, DEU: Némecko, DNK: Dansko, NLD: Nizozemsko
—4L: preruseni vétve
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5.2.3 Geneticka analyza DNA-M

DNA-M segmenty ceskych izolati byly variabilnéjs$i nez ostatni segmenty, vykazovaly
navzédjem 94,8—100% identitu, obrazek 14. Izolaty z jednotlivych lokalit tvofily homogenni
skupiny az na vyjimky. Izolaty lokality I vykazovaly navzajem 99,0-99,7% identitu,
od které se odliSovaly pouze izolaty 1900813-1A, -2A a -3A. Izolat 1900813-1A
vykazoval nejvyssi identitu (99,2 a 99,3 %) kizolatim 1900815-1C a 1900832-1/2
z lokalit 11 a I1l. Izolat 1900813-2A byl opét nejvice podobny (99,9 %) izolatu z lokality
I, 1900815-3A, ale také izolatu z lokality 1V, 1900836-2A. Posledni odlisny izolat prvni
lokality, 1900813-3A, sdilel 98,8% identitu s izolatem 1900832-1/3 z lokality III. U izolata
lokality II byla situace podobna, vzajemna identita byla 98,2-99,4 % s vyjimkou

jiz zminovaného izolatu 1900815-1C. Izolaty lokality III byly nejvariabilnéjsi a navzijem

cv w7

U jednoho z odlisnych izolath tieti lokality, 1900832-3/2, byly v nekddujici oblasti
identifikovany dvé delece ve srovnani s referencni sekvenci PNYDV DNA-M
(NC_023156.1). Delece tyminu v pozici 913 referen¢ni sekvence a delece sekvence

TGGGATCAAATAGTGTCATTT V pozici 924-944 referencni sekvence.

Zjisténé variability jednotlivych izolath v ramci lokalit potvrdil i vysledny fylogeneticky
strom, obrazek 14. Jednu ze statisticky prikaznych vétvi tvotily izolaty 1900813-1A,
1900815-1C, 1900832-1/2 spole¢né s danskym izolatem DK HZ16-583 (MH000267.1).
Dalsi samostatnou skupinu tvofily izolaty 1900832-3/2, 1900813-3A, 1900832-1/3
a nizozemsky izolat NL HZ16-189 (KY593288.1). Také zminované izolaty 1900813-2A,
1900815-3A, 1900836-2A, 1900836-1B se vyskytovaly v jedné z vétvi spole¢né s dalSimi
evropskymi izolaty Drohndorf-15 (NC_023156.1), 110726 (KY810775.1), DK HZ16-572
(MHO000239.1), DK HZ16-573 (MH000250.1) a DK HZ16-582 (MH000256.1).

Aminokyselinové sekvence ,movement’ proteinu vétSiny izolatd byly naprosto totozné,
obrazek 14. Vyjimkou se staly tii ¢eské izolaty, 1900813-1A, 1900815-1C a 1900832-1/2.
Tyto izolaty byly odlisné vSem ostatnim (96,8-97,5% identita), ale navzajem vykazovaly
99,9% identitu. Stejnou identitu také sdilely s danskym izolatem DK HZ16-583
(MH000267.1). Tyto ctyfi izolaty tvofily ve fylogenetickém stromu samostatnou

statisticky prukaznou vétev.
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Obrazek 14: Heatmapa identit nukleotidovych sekvenci DNA-M segmentu (vlevo; NT)
a odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci ,movement‘ proteinu (vpravo; AK);
a pfislusny fylogeneticky strom izolath konstruovany na zakladé nt-sekvenci pomoci
neighbor-joining analyzy.

Meritko predstavuje 0,05 substituci na pozici.

AUT: Rakousko, CZE: Ceska republika, DEU: Némecko, DNK: Dansko, NLD: Nizozemsko

—,%{/— : preruseni vétve
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5.2.4 Geneticka analyza DNA-N

Vétsina izolata z lokalit I, 11, IIT a IV tvotily navzajem homogenni skupinu a vykazovaly
k sobé velmi vysoké identity, 99,6-100 %, obrazek 15. Vyjimkou byly dva vzorky,
1900813-3A a -3C, které se odliSovaly od vSech ostatnich izolati ze stejné lokality
I z lokalit dalsich. Izolat 1900813-3A byl nejvice podobny (99,5 %) némeckému izolatu
Drohndorf-15 (NC_023159.1). Naopak izolat 1900813-3C vykazoval nejvyssi identitu
(99,2-99,3 %) s izolaty 1900815-3A, 1900836-1C a 1900968-P482.

U téchto Ctyf izolatd (1900813-3C, 1900815-3A, 1900836-1C, 1900968-P482) byla
identifikovana delece sekvence TGGGATCAAATAGTGTCATTT V pozici 929-949
referen¢ni  sekvence PNYDV DNA-N (NC_023159.1). Uvzorku 1900813-3C

se vyskytovala i delece adeninu v pozici 918 referen¢ni sekvence

Pfi srovnani Ceskych izolati s evropskymi byla zjisténa nejvétsi podobnost (98,4-99,9 %)
u 16 vzorkl z 20 s danskym izolatem DK HZ16-583 (MH000266.1) a némeckym izolatem
Drohndorf-15 (NC_023159.1). Dalsi evropské izolaty, JKI ID 31400 (MK948527.1),
DK HZ16-582 (MH000259.1), DK HZ16-573 (MHO000249.1), DK HZ16-468
(MH000231.1), 110726 (KY810776.1) a NL HZ16-189 (KY593289.1), se od ceskych
odlisovaly vyraznéji, vykazovaly s ¢eskymi izolaty identitu 97,7-99,1 %.

Odlisnost izolati 1900813-3C, 1900815-3A, 1900836-1C a 1900968-P482 od ostatnich
prokazala i1 fylogeneticka analyza, kde se tyto Ctyfi izolaty vyvétvily do samostatné vétve,
obrazek 15. Samostatnou skupinu také vytvotily jiz zmiflované evropské izolaty
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 cCeskych izolatd byly téméf totozné
avyskytovala seu nich pouze nizka variabilita, obrazek 15. Ceské izolaty navzajem
vykazovaly 99,9% az 100% identity. Ve fylogenetickém stromu vytvofily samostatnou
statisticky prikaznou vétev pouze némecké izolaty JKI ID 31400 (MK948527.1) a 110726
(KY810776.1). Samostatn¢ se také vyvétvil dansky izolat DK HZ16-572 (MH000242.1).
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Obrazek 15: Heatmapa identit nukleotidovych sekvenci DNA-N segmentu (vlevo; NT)
a odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci NSP proteinu (vpravo; AK); a pfislusny
fylogeneticky strom izolatt konstruovany na zakladé nt-sekvenci pomoci neighbor-joining
analyzy.

Metitko predstavuje 0,05 substituci na pozici.

AUT: Rakousko, CZE: Ceska republika, DEU: Némecko, DNK: Dansko, NLD: Nizozemsko

—,%{/— : preruseni vétve
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5.2.5 Geneticka analyza DNA-R

v

vykazovala navzdjem 99,8—-100% identitu, obrazek 16. Mirné¢ odliSnym byl pouze jeden
Cesky izolat, 1900813-3C, ktery sdilel s ostatnimi izolaty pouze 99,3-99,7% identitu.
Pti srovnani s evropskymi izolaty se ukdzalo, ze némecké izoldty Drohndorf-15
(NC_023154.1) a JKI ID 31400 (MK948528.1) byly oproti ostatnim izolatim také mirné

odli$né, vykazovaly k ostatnim izolatim 99,3-99,8% identitu.

V ramci fylogenetického stromu tvofil némecky izolat JKI ID 31400 (MK948528.1)
a Cesky izolat 1900813-3C samostatnou vétev. Zaroven se samostatné vyvéetvil 1 izolat

Drohndorf-15 (NC_023154.1).

Aminokyselinové sekvence M-Rep proteinu byly opét navzijem totozné, obrazek 16.
Z Ceskych izolati pouze izolat 1900968-P482 nevykazoval 100% identitu s zadnym jinym
izolatem, jeho identita k ostatnim se pohybovala v rozmezi 98,5-99,6 %. Vyrazné&ji se ale
odlisoval némecky izolat JKI ID 31400 (MK948528.1), ktery s ostatnimi izolaty sdilel
pouze 98,4-99,3% identitu.

5.2.6 Geneticka analyza DNA-S

U ceskych izolati DNA-S byla zaznamenana vysoka homogenita, navzajem vykazovaly
97,8-100% identitu, obrazek 17. Izolaty z lokality II a IV byly navzdjem témeét totoZné,
99,6-100% identitu. Kizolatim zlokality II a IV se také podobaly az na vyjimky
(99,5-100 %) izolaty z prvni (1900813-1B, -1C a -3C) a tfeti lokality (1900832-1/3, -2/1,
-3/2 a -3/3). Izolat 1900813-1A vykazoval nejvyssi identitu (99,8 %) s danskym izolatem
DK HZ16-583 (MH000265.1). Dalsi izolaty z lokality I, 1900813-2A, -2C a -3B, si byly
velmi blizké a vykazovaly 99,8-100% identitu k danskému izolatu DK HZ16-468
(MH000230.1), némeckému Drohndorf-15 (NC_023155.1) a nizozemskému
NL HZ16-189 (KY593291.1).

Sekvence plastového proteinu Ceskych izolath byly na zakladé p-distance analyzy
rozdéleny do dvou homogennich skupin, obrazek 17. Jednu skupinu tvotily izolaty

1900813-2A,-2C, -3A, -3B, 1900832-1/2,-2/3 a 1900968-P482, které byly také shodné

38



s danskym izolatem DK HZ16-468 (MH000230.1), némeckym izolatem Drohndorf-15
(NC_023155.1) a nizozemskym izolatem NL HZ16-189 (KY593291.1).
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Obrazek 16: Heatmapa identit nukleotidovych sekvenci DNA-R segmentu (vlevo; NT)

a odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci M-Rep proteinu (vpravo; AK); a pfislusny

fylogeneticky strom izolatt konstruovany na zakladé nt-sekvenci pomoci neighbor-joining

analyzy.

Meritko predstavuje 0,01 substituci na pozici.

AUT: Rakousko, CZE: Ceska republika, DEU: Némecko, DNK: Dansko, NLD: Nizozemsko

ﬁ‘;‘/— : preruseni vétve
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Obrazek 17: Heatmapa identit nukleotidovych sekvenci DNA-S segmentu (vlevo; NT)
a odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci plastového proteinu (vpravo; AK);
a pfislusny fylogeneticky strom izolath konstruovany na zdkladé nt-sekvenci pomoci
neighbor-joining analyzy.

Metitko predstavuje 0,1 substituci na pozici.

AUT: Rakousko, CZE: Ceska republika, DEU: Némecko, DNK: Dansko, NLD: Nizozemsko

—,%{/— : preruseni vétve
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5.2.7 Geneticka analyza DNA-U2

Vétsina sekvenci DNA-U2 ze vSech lokalit vykazovala navzajem velmi blizké identity
(98,9-100 %) atvotila téméf nevariabilni skupinu, obrazek 18. OdliSnost od ostatnich
se ukazala u ¢tyf izolatt, 1900813-1A, 1900815-3A, 1900832-3/3 a 1900836-1B. Izolat
1900813-1A byl nejvice podobny (99,9 % a 99,7 %) danskému izolatu DK HZ16-583
(MH000262.1) a nizozemskému izolatu NL HZ16-189 (KY593293.1). S timto ¢eskym
izolatem vykazoval nejvysSi identitu (98,8 % a 98,4 %) 1 izolat 1900815-3A
a 1900832-3/3. 1zolat 1900836-1B byl nejvice podobny (98,3 %) izolatu 1900836-2A.

Mirna odliSnost izolatu 1900836-1B miize byt dana vyskytem delece sekvence TGT
v pozici 247-249 referen¢ni sekvence PNYDV DNA-U2 (NC 023157.1). Dale byla
identifikovana inzerce AT v pozici 754—755 u izolatu 1900836-1C.

Pti srovnani Ceskych izolatl s evropskymi byla vétSina izolatd (22 z 25) nejvice podobna
(98,7-99,7 %) danskému izolatu DK HZ16-582 (MH000257.1) a rakouskému izolatu
Gross Enzersdorf 1 (KC979049.1).

V ramci fylogenetického stromu tvofily samostatnou statisticky prikaznou vétev izolaty
1900813-1A, DK HZ16-583 (MH000262.1) a NL HZ16-189 (KY593293.1), ke kterym byl
blizce piibuzny i izolat 1900832-3/3 a 1900815-3A, obrazek 18.

U U2 proteinu byla variabilita opét nizsi, obrazek 18. Velka ¢ast izolath byla sekvenéné
S ostatnimi 1zolaty pohybovaly v rozmezi 95,5-97,7 %. Vlastni skupinu také vytvoftily
izolaty 1900813-1A, -3B, 1900815-3A, 1900836-1B a -2A, které navzajem byly totozné,
ale k ostatnim ¢eskym izolatim odlisné (cca 98,8% identita). K izolatim 1900813-1A,
-3B, 1900815-3A, 1900836-1B a -2A byl také totozny dansky izolat DK HZ16-573
(MH000245.1).
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Obrazek 18: Heatmapa identit nukleotidovych sekvenci DNA-U2 segmentu (vlevo; NT)
a odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci U2 proteinu (vpravo; AK); a pfislusny
fylogeneticky strom izolatt konstruovany na zakladé nt-sekvenci pomoci neighbor-joining
analyzy.

Metitko predstavuje 0,1 substituci na pozici.

AUT: Rakousko, CZE: Ceska republika, DEU: Némecko, DNK: Dansko, NLD: Nizozemsko

—,%{/— : preruseni vétve
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5.2.8 Geneticka analyza DNA-U4

Izolaty DNA-U4 byly navzajem opét pomérné homogenni, vykazovaly 98—100% identitu,
obrazek 19. V ramci lokality I se od ostatnich izolati odliSoval pouze izolat 1900813-3B
anejvyssi podobnost vykazoval (99,7 % a 99,9 %) s izolaty 1900815-2C a 1900832-3/3.
Mezi ¢eskymi izolaty se také vytvofila zcela homogenni skupina izolatd 1900813-1B, -1C,
3C, 1900815-3A, 1900832-1/3 a 1900836-2C. Pii porovnani ¢eskych izolatl s evropskymi
izolaty byla pfevazna vétsina (23 z 25) nejvice podobna (98,9-100 %) danskému izolatu

DK HZ16-468 (MH000228.1).

U ceskych izolati byla identifikovana jedina delece, ktera se vyskytovala u izolatu
1900836-1C. Jednalo se o deleci cytosinu v nekodujici oblasti v pozici 344 referenéni
sekvence PNYDV DNA-U4 (NC_023161.1).

Ve fylogenetickém stromu vznikly 3 statisticky pritkkazné skupiny, obrazek 19. Dvé
z téchto skupin obsahovaly ¢eské izolaty. Prvni vétev obsahovala izolaty 1900815-2A,
1900836-1C a1900968-P482. Druhd vétev pak obsahovala izolaty 1900836-2A,
1900815-2C, 1900813-3B a 1900832-3/3.

Aminokyselinové sekvence U4 proteinu byly opét méné variabilni nez nukleotidové
a vétSina izolath byla navzijem shodnd, obrazek 19. OdliSoval se pouze Cesky izolat
1900832-2/3, ktery byl ale totozny k nizozemskému izolatu NL HZ16-186 (KY593286.1).
Nejvzdalengjsim izolatem se stal izolat 1900813-2C, jehoz U4 protein vykazoval
s ostatnimi izolaty pouze 96,1-98,7% identitu. Ve fylogenetickém stromu se vyvétvil
do samostatné skupiny Cesky izolat 1900832-2/3 spoleéné s nizozemskym izolatem
NL HZ16-186 (KY593286.1) anémeckym izolatem Drohndorf-15 (NC_023161.1).

Samostatnou vétev také tvofil Cesky izolat 1900813-2C.
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Obrazek 19: Heatmapa identit nukleotidovych sekvenci DNA-U4 segmentu (vlevo; NT)
a odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci U4 proteinu (vpravo; AK); a pfislusny
fylogeneticky strom izolatd konstruovany na zakladé nukleotidovych sekvenci pomoci
neighbor-joining analyzy.

Meritko predstavuje 0,02 substituci na pozici.

AUT: Rakousko, CZE: Ceska republika, DEU: Némecko, DNK: Dansko, NLD: Nizozemsko

ﬁ‘;‘/— : preruseni vétve

44



5.2.9 Rekombinantni analyza

Na zakladé RDP4 rekombinantni analyzy bylo identifikovdno 7 rekombinantnich udalosti
v nekodujicich oblastech podpotfenych 4-7 statistickymi algoritmy (RDP, GENECONYV,

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

Analyzou bylo identifikovano 5 ceskych rekombinantnich izolatl. Tfi rekombinantni
udalosti prob¢hly mezi DNA-C a DNA-N. Jednalo se o rekombinanta DNA-C izolatu
1900813-1A, u néhoz byly identifikovany jako potencidlni rodicovské sekvence DNA-N
(major) izolatu NL HZ16-189 (Acc. No. KY593289.1) a DNA-C (minor) izolatu
1900832-1/2. Druhym rekombinantem byla DNA-C izolatu 1900832-1/3, ktera vznikla
potencialni rekombinaci DNA-C (major) izolatu DK HZ16-468 (MH000229.1) a DNA-N
(minor) izolatu 1900968-P482. Segment DNA-C izolatu 1900832-1/2 byl identifikovan
jako dal$i rekombinantni molekula a jeho rodi¢ovské sekvence byly DNA-C (major)
izolatu JKI ID 3140 (MK948525.1) a DNA-N (minor) izolatu 1900968-P482.

Dvé rekombinantni udalosti se tykaly segmentu DNA-M. V prvnim pfipad¢é se jednalo
o rekombinanta DNA-M izolatu 1900832-3/2, jez vznikl rekombinaci DNA-U4 (major)
izolatu DK HZ16-582 (MH000261.1) a DNA-N (minor) izolatu 1900968-P482.
Je pravdépodobné, ze molekula DNA-N izolatu 1900968-P482 je také rekombinantni
molekulou. Tato rekombinace byla jako jedina identifikovana vSemi pouzitymi metodami.
Druha rekombinantni udélost zahrnovala jako rekombinanta DNA-M izolatu 1900813-3C,
jehoZz majoritni rodiCovska sekvence je nezndm4, ale jako minoritni byla identifikovana

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

Posledni dvé rekombinantni udalosti zahrnovaly ¢eské izolaty jako jednoho z rodi€ovskych
sekvenci. V prvnim ptipadé byl detekovan rekombinant DNA-M izoldtu DK HZ16-468
(MHO000232.1) ajako jeho rodiCovské sekvence byly identifikovany DNA-M (major)
izolatu NL HZ16-186 (KY593280.1) a DNA-U2 (minor) izolatu 1900813-3A. Posledni
rekombinantni udalost byla identifikovana u DNA-U2 izolatu 110726 (KY810780.1),
jehoz rodicovské sekvence byly DNA-U2 (major) izolatu 1900832-3/3 DNA-U2 a DNA-M
(minor) izolatu NL HZ16-186 (KY593280.1).
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6 Diskuze

Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) je nové popsanym virem napadajici lusténiny,
napf. hrach sety (Pisum sativum L.), ¢oc¢ku jedlou (Lens culinaris Medik.), bob obecny
(Vicia faba L.) nebo vikev setou (Vicia sativa L.) (Grigoras et al., 2010; Gaafar et al.,
2016). K jeho prvotni detekci doslo v roce 2009 v Némecku a jeho vyskyt byl v dalSich
letech hlasen i v Rakousku, Nizozemsku a Dansku (Gaafar et al., 2016; Gaafar et al., 2017;
Gaafar et al., 2018; Grigoras et al., 2010). V roce 2019 byl PNYDV nové detekovan
na hrachu setém (Pisum sativum L.) i v Ceské republice a to na péti lokalitach (Jaroméfice

nad Rokytnou, Caslav, Uhersky Ostroh, Chrlice a Uhfinéves).

Geneticka variabilita ¢eskych izolath PNYDYV byla nizka a jednalo se o velmi homogenni
skupinu. Zmé fylogenetické analyzy také nevyplynula zadna geograficka ani druhova
specifita. Tyto vysledky koreluji s vysledky Grigorase et al. (2014), ktery nezjistil Zadnou
vyznamnéj§i variabilitu v rdmeci genoml nanovirl. Z tohoto jsem usoudila, ze je virus
pravdépodobné evolu¢né mlady a zatim nedoslo k vyraznéjSimu genetickému rozrtiznéni.
Je ale mozné, ze se PNYDV vyskytuje v Evropé delsi dobu, nez se domnivame, pouze
nedoslo k jeho detekci v ramci smésnych infekci. Typicky se totiz PNYDV vyskytuje
spole¢né s pea enation mosaic virus (PEMV), nebo se zastupci rodu Polerovirus a zastupci
¢eledi Potyviridae (Saucke et al., 2018). Proto je mozné, Ze nékteré pozorované symptomy
mohly byt chybné pfifazovany jinému viru bobovitych rostlin (napt. PEMV), nebo Ze viry
navzajem vramci koinfekce interaguji a moduluji pribéh infekce, at’ uz negativné
¢i pozitivné, a tedy doslo k vyskytu jeho ni¢ivych projevil az v této dobé. U rostlinnych
virll byly popsany jak synergické, tak antagonistické interakce, ale také byly zaznamenany
interakce pomocného viru a viru zavislého (Syller, 2012). Synergické interakce mezi
dvéma rostlinnymi viry vedouci ke zvyraznéni symptomui infekce, obejiti rezistence
hostitele a rychlejsimu odumfeni hostitelské rostliny byly popsany napfiklad u dvojice vira
tomato chlorosis virus (ToCV) a tomato spotted wilt virus (TSWYV) (Garcia-Cano et al.,
2006), pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV) apepper golden mosaic virus
(PepGMV) (Renteria-Canett et al., 2011), nebo sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV)
a sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) (Untiveros et al., 2007).

V ramci prace byly studovdny jednotlivé genomové segmenty, u nékterych izolath

se ale opakované¢ nepodafilo amplifikovat genomovy segment DNA-C a DNA-M.
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Je mozné, Ze se amplifikace nezdafila z divodu vyraznéjsi variability v misté¢ nasedéani
primerti. U nanovirt byl potvrzen vyskyt vnitrodruhové i mezidruhové rekombinace
(Grigoras et al., 2014), je tedy mozné ze se mohlo jednat o rekombinantni molekuly,

u kterych misto nasedani neodpovidalo pouzité kombinaci primert.

Mutace zaznamenané u Ceskych izolath PNYDV se nejcastéji vyskytovaly v nekddujici
oblasti a vétSinou nezasahovaly do zadné funkéné dulezité oblasti, coz odpovida
i vysledktim prace Grigoras et al. (2014). V ramci kmenové smycky byla identifikovana
mutace V prvni pozici, kterd ale nebyla unikatni. Stejnd mutace se vyskytovala
I u némeckého izolatu JKI ID 31400 (Acc. No. MK948525.1; MK948526.1; MK948527.1;
MK948531.1). Mutace Vv kodujici oblasti se vyskytovaly u ¢eskych i zahrani¢nich izolatu,
ale byly spiSe vyjimecné, vétSinou byly zaznamenany synonymni mutace, které
se neprojevily v sekvenci proteinu. Toto pozorovani odpovida dosavadnim poznatkim
0 genetické variabilité kédujicich oblasti i dalSich zastupcli nanovirti, u nichz jsou mutace

v kédujicich oblastech ojedinélé (Grigoras et al., 2014).

U nanovird 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
identifikovany Grigorasem et al. (2014) nejen jednonukleotidové zamény, ale také
rozséahlejsi indely. V nasi praci byly poprvé zaznamenany indely i u izolath PNYDV.
V ramci rekombinantni analyzy vyplynulo, Ze tyto indely vznikaji v dasledku
rekombinantnich udélosti. U nékterych rostlin byly zaznamenany smésné infekce vice
variabilnich izolath PNYDYV, coz miize napomahat vzniku vnitrodruhovych rekombinaci.
U nanovirti byla zaznamenana ale i rekombinace mezidruhova (Grigoras et al., 2014),
je tedy pravdépodobné, ze k ni mize dochazet i u PNYDV, ktery se muze vyskytovat
ve smésnych infekcich s dal$imi rostlinnymi viry (napt. PEMV, viry rodu Polerovirus
a celedi Potyviridae) (Saucke et al., 2018).

V praci Grigorase et al. (2014) byla zaznamenana u nanovirii nejcastéji rekombinace
u segmentt DNA-C, DNA-U2 a DNA-U4, nejmén¢ pak rekombinoval segment DNA-S.
V mém piipadé¢ jsem zaznamenala stejné jako Grigoras et al. (2014) nejvice
rekombinantnich molekul u segmentii DNA-C (3 rekombinantni udalosti), ale také jsem
identifikovala tfi rekombinantni udalosti u molekuly DNA-M. Grigoras et al. (2014) také
popsal rekombinaci mezi molekulou DNA-U2 FBYLV a DNA-M PYSV, ktera vyustila
ve vznik molekuly DNA-U2 PYSV. Rekombinace mezi DNA-U2 a DNA-M
se vyskytovala i v mych vystupech, ale jednalo se pouze o vnitrodruhovou rekombinaci,
48



konkrétn¢ byly identifikovany dvé rekombinantni udélosti, kdy v jednom ptipadé byla
molekula DNA-M majoritni sekvenci a molekula DNA-U2 minoritni sekvenci a v druhém
pifipad¢ byla situace opa¢na. Na rozdil od Grigorase et al. (2014) jsem nezaznamenala

zadnou mezidruhovou rekombinaci.

PNYDV je pfenaSen pomoci msSic napadajici bobovité rostliny, konkrétné se jedna
0 kyjatku hrachovou (Acyrthosiphon pisum), msici makovou (Aphis fabae) a msSici
vojtéskovou (Aphis craccivora) (King etal., 2012). Vyskyt kyjatky hrachové
(Acyrthosiphon pisum) v Ceské republice v poslednich letech stoupa. Od roku 2016 byla
opétovné zaznamenana nadprimérna letova aktivita této msice. V roce 2019 byla kyjatka
hrachova (Acyrthosiphon pisum) detekovana na 38 monitorovacich lokalitich UKZUZu
s hrachem setym (Pisum sativum L.), z toho na 11 lokalitach se jednalo o Skodlivy vyskyt,
tj. vyskyt 3 a vice mSic na rostlinu. Maximalni vyskyt byl zaznamenan v Lomu u Tachova,
kde bylo v priméru 16 msic na rostlinu (Rychly et al., 2020; Safat et al., 2019; UKZUZ,
Rostlinolékatsky portal, 2021).

Nejen Ze se kyjatka hrachova tsp&né $ifi po tizemi Ceské republiky, mize ale také
dochazet k pfenosim nakazenych msSic mezi jednotlivymi stity Evropy. Dle hypotézy
,hopand fly* jsou msice schopné migrovat na dlouhé vzdalenosti za pomoci silnych vétri,
kdy mohou byt unaseny i n€kolik stovek kilometrii daleko (Ghosh et al., 2019). Tato
hypotéza by mohla vysvétlit rychlé rozsiteni PNYDV v ramci Evropy. Vitr totiZ pravidelné

proudi smérem od Danska, pfes Némecko a Ceskou republikou, ale také smérem zpét.

Kyjatka hrachovéa napadd nejen bob obecny a hrach sety, ale také soju lustinatou, jetel
luéni, tolici vojtésku a rtizné druhy lupiny (UKZUZ, Rostlinolékaisky portal, 2021).
Vsechny hostitelské rostliny kyjatky hrachové spadaji do ¢eledi bobovitych (Fabaceae),
hypoteticky je tedy mozné, Ze okruh hostiteli PNYDV muze byt daleko Sir$i. Dulezitym
rezervoarem mohou byt i plané bobovité rostliny rostouci kolem poli, u kterych ale miize
infekce probihat latentn¢ a nemusi tedy dochazet k viditelnym, destruktivnim ucinktm,

které jsou pozorovany u hrachu setého a bobu obecného.

Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) je stale velmi malo popsany virus, ktery
ale zpuisobuje zavazna poskozeni na svych hostitelich, ktera mohou koncit az samotnym
odumfeni rostliny. Infekce timto virem ma tedy i fatalni disledky pro jejich péstitele. Proto
je potieba dale prohlubovat znalosti predevS§im o Sifeni viru, jeho hostitelském okruhu

zejména rezervoarovych rostlinach, okruhu vektort, ale také o genetické variabilité,
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tak aby se v budoucnu dalo Sifeni tohoto viru efektivné branit a jeho vyskyt, co nejvice

eliminovat.
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V ramci této diplomové prace byl analyzovan soubor 24 vzorkil hrachu setého (Pisum
sativum L.) a 1 vzorek hrachu setého peluska (Pisum sativum var. arvense (L.) Poir.) z péti
lokalit (Jaroméfice nad Rokytnou, Caslav, Uhersky Ostroh, Chrlice a Uh#inéves) v Ceské
republice. Infekce PNYDV byla potvrzena u vSech ziskanych symptomatickych vzorkd.
U jednotlivych izolath viru byly amplifikovany genomové segmenty DNA-C, -M, -N, -R,
-S, -U2 a -U4 a byly ziskany jejich odpovidajici parcialni sekvence o délce 861-939 bp.

U vSech nukleotidovych sekvenci ceskych izolath PNYDV byly identifikovany
charakteristické motivy, jako jsou: kmenovd smycka, replikacni pocatek, TATA box
a polyadenylacni signalni sekvence. Jejich sekvence i pozice odpovidala druhovému
popisu, odchylky byly identifikovany pouze u sekvenci s indely. U 15 sekvenci ¢eskych
PNYDV izolati byla detekovana substituce C—G na prvni pozici v ramci kmenovych
smycek genomovych segmenti DNA-C, -M, -N a -U2. U izolatu 1900836-1B byla také
detekovana substituce A—T v pozici jedna v polyadenyla¢ni signalni sekvenci. Mutace
se prevazné vyskytovaly v nekodujici oblasti, v kddujicich oblastech byly mutace pouze

vyjimkou, nebo se zde vyskytovaly mutace synonymni.

Nukleotidové 1 aminokyselinové sekvence jednotlivych genomovych segmentli ¢eskych
izolath tvotily ve vSech piipadech silné homogenni skupiny s velmi nizkou variabilitou.
Pfi srovnani ceskych a evropskych PNYDYV izolath byla zaznamenéna nejvyssi variabilita
u nukleotidovych sekvenci DNA-M, kdy izolaty vykazovaly navzajem 94,8-100%

cvwr

(99,3-100% identita).

Celkové bylo detekovano 7 rekombinantnich udalosti, kdy v péti ptipadech
byl rekombinantni segment detekovan u ceského izolatu a ve dvou piipadech
u zahranicnich izolati. Jedna rekombinantni udalost byla zaznamenana mezi genomovymi
segmenty DNA-U4 a DNA-N, jedna také mezi DNA-N a DNA-C, pak dvé udalosti mezi
DNA-C a DNA-N, jedna udalost mezi DNA-M a DNA-U2 a jedna udalost mezi DNA-U2
a DNA-M. U posledni rekombinace byla uréena pouze minoritni rodi¢ovska sekvence

a jednalo se o genomovy segment DNA-N.
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Pea necrotic yellow dwarf virus (PNYDV) je novym stéle jeSté nepiili§ popsanym virem,
ktery se v poslednich letech vyrazné rozsifil jiz v péti statech Evropy (Némecko,
Rakousko, Dansko, Nizozemsko a Ceské republika) a je pravdépodobné, e budeme jeho
vyskyt postupné detekovat i v dalSich zemich. PNYDYV je zavaznym patogenem lusténin,
U nichz infekce zpisobuje velmi vaznéa poskozeni a vede az k odumirani hostiteld. Je tedy
nutné zaméfit se na dukladné pochopeni biologickych vlastnosti tohoto viru, rozsifit
znalosti o jeho genetické variabilité, okruhu hostitelti, okruhu vektorti a identifikovat
potencialni rezervoary, kterymi by mohly byt i napt. plané bobovité rostliny. Je dilezité
se zaméfit na zabranéni Sifeni PNYDV déle po svét€ a najit spravny postup,

€0 nejucinnéjsi ochrany péstovanych lusténin.
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