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Souhrn

Tato bakalaiska prace se zabyva charakteristikou Little cherry virus 1 (LChV-1) a jeho

vyznamem v kulturnim a planém patosystému meruniky obecné (Prunus armeniaca L.).

V teoretické Casti je uvedena charakteristika a vyznam meruiilky obecné (Prunus
armeniaca L.) a nejvyznamnéjsich chorob, které se u ni vyskytuji. Nasledné je struéné
popsana Celed ssRNA+ vird Closteroviridae a jeji rody Closterovirus, Crinivirus,
Ampelovirus a Velarivirus. Charakteristika zahrnuje popis morfologie a stavby genomu,
okruh hostitelti a typy vektorti. Pozornost je vénovana zejména charakteristice Little cherry
virus 1 (LChV-1) a chorob, se kterymi je jeho vyskyt asociovan. V ramci charakteristiky
LChV-1 je popsana jeho biologie, okruh hostitelt, geograficky vyskyt, zptisob pienosu

na hostitele, detek¢éni metody, organizace genomu a geneticka variabilita.

Experimentalni Cast je zaméfena na studium vyskytu Little cherry virus 1 (LChV-1)
Vv souboru 40 vzorkti meruiiky obecné (Prunus armeniaca L.) ze 4 rtiznych lokalit z jizni
Moravy za pouziti dvoji kombinace primert. Virus byl detekovan na tfech lokalitach
ze ¢tyt a to konkrétné s frekvenci Cetnosti vyskytu 37,5 %. V ramci studia genetické
variability detekovanych izolath byly ziskany parcialni sekvence otevieného Ccteciho
ramce 8 (ORFS) a plastového proteinu LChV-1, které pii pouziti BLASTN vykazovaly
nejveétsi identitu (86,99-99,51 %) s LChV-1 izolaty Aprl53 (Acc. No. KX831094.1),
Aprl72 (KX831099.1), W2 (HE580104.1), ITMAR (EU715989.1) a Kyoto-2
(MG934545.1). Fylogenetickou analyzou parcidlnich sekvenci ORF8 a plastového
proteinu, za pouziti Neighbor-Joining metody, nebyla prokazana geograficka

ani hostitelska specifita LChV-1 izolatd.



Summary

This bachelor thesis is about a characterization of Little cherry virus 1 (LChV-1)
and its importance in the cultural and wild pathosystem of apricots (Prunus armeniaca L.).

In the theoretical part, there are presented the characterization and importance of apricot
(Prunus armeniaca L.) and the most significant diseases that occur on it. Subsequently,
the family of ssRNA+ viruses Closteroviridae and its genera Closterovirus, Crinivirus,
Ampelovirus and Velarivirus are briefly described. The characterization includes
a description of morphology and genome structure, host range and types of vectors.
Attention is devoted especially to the characterization of Little cherry virus 1 (LChV-1)
and the diseases whose occurrence is associated with. In terms of LChV-1 is described its
biology, host range, geographical distribution, way of transmission to hosts, detection
methods, genome organization and genetic variability.

The experimental part is focused on the study of the occurrence of Little cherry virus 1
(LChV-1) in a collection of 40 samples of apricot (Prunus armeniaca L.) from four
different locations in South Moravia using a two pairs of primers. The virus was detected
at three locations out of four, specifically with a frequency of the occurrence 37,5 %. In the
study of the genetic variability of the detected isolates were obtained partial sequences of
the open reading frame 8 (ORF8) and the coat protein LChV-1, which showed by using
BLASTN the highest identity (86,99-99,51 %) with LChV-1 isolates Aprl53 (Acc. No.
KX831094.1), Aprl72 (KX831099.1), W2 (HE580104.1), ITMAR (EU715989.1)
and Kyoto-2 (MG934545.1). The phylogenetic analysis of partial sequences of ORF8
and coat protein using Neighbor-Joining method did not prove any geographical or host

specificity of LChV-1 isolates.
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1 Uvod

Virovd onemocnéni peckovin se fadi mezi zdvazné problémy tykajici se prevazné
komerénich vysadeb, kde zplisobuji radikalni pokles ve vynosu a kvalité plodl, a maji tedy
vyrazny negativni ekonomicky diisledek na péstitele. Zakladni metodou pro ochranu
peckovin pfed virovymi chorobami je kontrola S$lechtitelského materialu a zabranéni

rozSifovani virat hmyzimi vektory.

Mezi vyznamné virové patogeny peckovin se fadi Little cherry virus 1 (LChV-1) z celedi
Closteroviridae, ktery byl identifikovan jako jeden z pGivodci choroby ,Little cherry
disease‘ (LChD), vyskytujici se primarné na tfe$ni obecné (Prunus avium (L.) L.) a vi$ni
obecné (Prunus cerasus L.), u kterych zpusobuje typické piiznaky jako je maloplodost,
blednuti ¢i deformace plodi nebo zakrnély riist a zbarveni listi do bronzova az Cervena.
V poslednich letech byl ale okruh hostiteld LChV-1 rozsifen na dal$i zastupce rodu
Prunus, které patii mezi vyznamné kulturni peckoviny, napt. slivonl Svestka (Prunus
domestica L.), broskvon obecna (Prunus persica (L.) Batsch) ¢i meruiika obecna (Prunus
armeniaca (L.) L.), ve kterych se virus nejCastéji vyskytuje V latentni podobé. Vektor
LChV-1 stale neni znam, proto mtizeme pouze odhadovat, jakym zptisobem se dany virus

roz$ifuje na dalsi potenciondlni hostitele.



2 Cile prace

1. Vypracovani reSerSe shrnujici aktualni poznatky o hostitelském okruhu, vyskytu

a genetické variabilité ptivodct choroby maloplodosti tfesni.

2. Izolace RNA, detekce viru pomoci RT-PCR a elektroforetické separace, sekvenovani

PCR produkti, bioinformaticka analyza.

3. Skrining vyskytu Little cherry viru 1 v kulturnim patosystému s durazem na merufiku
obecnou (Prunus armeniaca) a srovnani pouzivanych detekénich metod. Molekularni

charakteristika detekovanych izolati.



3 Literarni prehled

3.1 Charakteristika meruriky obecné (Prunus armeniaca L.)

Merunika obecna (Prunus armeniaca L., syn. Armeniaca vulgaris Lam. a Prunus
armeniaca var vulgaris Zabel) je fazena do fadu rizotvaré (Rosales), Celedi ruzovité
(Rosaceae) a rodu slivon (Prunus) (Integrated Taxonomic Information System, 2018).
Mezi dal$i vyznamné zastupce rodu Prunus se tadi Svestka domaci (Prunus domestica L.),
viSen obecna (Prunus cerasus L.), tfeSen obecna (Prunus avium (L.) L.), broskvon obecna
(Prunus persica (L.) Batsch) ¢i mandlon obecna (Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb)
(The Plant List, 2018).

Meruiika je tradi¢ni kulturni ovocné plodina, ktera ma sviij pavod ve starovéké Cing, kde
nachazime prvni zminku o jejim péstovani okolo roku 2000 pted naSim letopoctem. Odtud
se rozsitila pres Stiedni Asii, fran do Malé Asie a Zakavkazska, odkud se diky pithodnému
subtropickému klimatu dostala k biehtim jizni Evropy, konkrétné do Recka, kde dostala
nazev arménské jablko. Ve stiedoevropskych zemich se vyskytuje od 14. stoleti (Hladik

et al., 1966).

Meruiikka obecna je opadava dievina, ktera muize dorlstat vySky aZz 30 m, ale béZné
péstované kultivary dosahuji vysky mnohem mensi. USlechtilé odridy merunék se roubuji,
nebo oc¢kuji na podnoze vypéstované ze semene, nejpouzivanéjsi je meruiikovy semenac,
nebo se mnozi vegetativnim zplsobem, tj. fizkovanim a oddélky. Meruitkovy semenac
vytvaii rozsahlou kofenovou soustavu, ktera jde do hloubky i do $itky. Habitus koruny
zavisi na ristovych podminkédch a navlastnostech odriidy. Samotny tvar muze byt
kuzelovity, kulaty, plochy az previsly. Listy jsou ovalné az eliptické, 5 az 7,5 cm dlouhé.
Kvéty maji rizové zbarveni, ale pii plném vykveteni jsou bilé barvy. K vykveteni dochézi
pomeérné brzy, proto jsou meruiiky citlivé na chladné klimatické podminky a ¢asto dochazi
k poskozeni kvétli a pupenti mrazem. Vykveteni zavisi na teploté vzduchu, kdy primérna
teplota po nékolik dni ¢ini 10 °C. Plody jsou prevazné oranzové barvy, ale mohou byt
i zluté, bilé nebo nacervenalé, kulatého ¢i ovalného tvaru. Slupka plodu je ochmyiena.
Tvrdd pecka je obklopena mékkou aStavnatou, obvykle oranZzovou duZninou

(Encyclopedia of Life, 2018; Hladik et al., 1966).

Péstovani merunék ma v Ceské republice dlouhou tradici. Lidé je péstuji na zahradach

pro osobni pouziti, ale i v ovocnych sadech pro komeréni vyuziti. V Ceské republice



se Vv roce 2017 celkové vyskytovalo 1 313 402 stromli meruiiky, coz byl Sesty nejpocetnéjsi
ovocny strom ¢i ket u nés, a ro¢ni spotieba merun€k je 1,6 kg na osobu (Buchtova, 2018).
Komerc¢ni péstitelé merunék s nejveétsi rozlohou sada se vyskytuji na jizni Moravé (napi.
Vizovice, Kobyli na Moravé, Prosiméfice, Jaroslavice). Naopak v Cechach ana severni
Moravé muzeme nalézt rozlohou mensi sady, které maji spiSe samozasobitelskou funkci
(Ovocnaiska unie Ceské republiky, 2018). Pavodni odridy péstované v Evropé jsou
kultivary meruniky obecné. Odrady v Asii jsou naopak odvozené od meruiiky mandzuské
(Prunus mandshurica (Maxim.) Koehne), m. sibifské (P. sibirica L.), m. tibetské (P.
holosericea), m. korejské (P.ansu (Maxim.) Kom.) a m. japonské (P. mume (Siebold)
Siebold & Zucc.). Moderni odriudy vznikly kiiZzenim asijskych kultivart s meruiikou
obecnou (Dvorak et al., 1978; Hladik et al., 1966; Jan, 2011).

Hospodatsky a kulturni vyznam merunék spociva v jejich plodech, které jsou spottebiteli
zadané pro svou lahodnou chut. Plody se uplatiuji jako konzumni ovoce, ale zaroven
se zpracovavaji na ovocné §tavy, zavareniny, marmelady ¢i dzemy a détské presnidavky.
Merunky se mohou susit, kandovat a nékteré domacnosti plody uchovévaji i mrazenim.
Plody meruniky jsou pro ¢lovéka piinosné i1 z hlediska vyzivy, jelikoz maji vysoky obsah
vitaminu A, vitaminu C ivybranych minerald, napf. véapniku, Zeleza nebo fosforu.
Nezpracovava se jenom duZnina, ale 1 samotné jadro, ze kterého se ziskava merunikovy olej
vyuzivany v kosmetickém primyslu. Neni ale doporucovano jadra konzumovat, jelikoz
obsahuji amygdalin, ktery se béhem metabolismu pfeménuje na jedovaty kyanid

(Encyclopedia of Life, 2018; Jan, 2011).

3.1.1 Choroby meruiiky obecné

Meruiiky jsou napadany bakteridlnimi, houbovymi, fytoplazmovymi i virovymi patogeny.
Mezi vyznamné bakteriozy lze zatradit bakteridlni nadorovitost zpiisobenou bakterii
Agrobacterium tumefaciens a rakovinné odumirani vétvi peckovin, které zptisobuje smésna
infekce bakterie Pseudomonas syringae pv. syringae a hub Leucostoma cincta (bélotercka
feSetlakova) a Leucostoma persooni. U bakterialni nadorovitosti pozorujeme vznik nadort
ruznych velikosti na kotfenech, kofenovém kréku i na mistech sristu podlozky s roubem.
Napadené stromy zpomaluji sviij rst, maji niz§i vynos ploda a postupné odumiraji. Diive

se choroba nejvice vyskytovala ve Skolkach, odkud se pfenasela do vysadeb (Benada et al.,



1962). Mezi symptomy rakovinného odumiradni vétvi peckovin se fadi vyskyt tmaveé
zbarvenych mist na vétvich a kmenech, které se mirn¢ propadaji a postupné nekrotizuji.
Nekrotické skvrny se postupné zvetsuji a zasahuji vodiva pletiva, coz zpusobuje, ze Casti
nad postizenymi misty vadnou a postupné usychaji. Na postizenych mistech se projevuje
silny klejotok, tj. rostlinny exsudat podobny pryskytici (Hluchy et al., 1997; Hri¢ovsky
et al., 2004; Rod, 2008).

Hlavnimi houbovymi patogeny jsou houba Gnomonia erythrostoma f. sp. armeniaca,
houba Monilia laxa (hlizenka chaba) zptusobujici moniliézu, houba Venturia carpophila
spojovana se strupovitosti peckovin a houba Wilsonomyces carpophilus, pivodce suché
skvrnitost listd. Gnomonia erythrostoma f. sp. armeniaca je specializovana forma
patogenu, kterd napada pouze merunku obecnou a zpiisobuje hnédnuti listi meruniky.
Tato choroba se projevuje neohrani¢enymi Zlutozelenymi skvrnami na C&epelich listd,
které se neustale zvétsuji, @ hnédnutim zilek na rubu listd (Hluchy et al., 1997; Hricovsky
et al., 2004; Rod, 2008). Houba Monilia laxa (hlizenka chaba) napada kvéty, u kterych ni¢i
pestik, ale okvéti zistavd zachovano. Pfiznaky napadeni kvétu ptipominaji poSkozeni
mrazem. Dale se infekce §ifi do dieva vétvi a ty nasledné¢ vadnou a usychaji. U plodii
se tato choroba nazyva moniliova hniloba plodi peckovin, ktera se vyznacuje méknutim
a hnédnutim duZiny napadené¢ho plodu a na jeho pokozce se postupné objevuji Sedé
povlaky (Benada et al., 1962; Rod, 2008). Pfi strupovitosti peckovin se na plodech vytvari
drobné, okrouhlé olivovésedé az SedoCerné skvrny, jejichz pocet narusta do té doby, dokud
nevytvoii souvislé Sedo¢erné plochy. Casto jsou postizeny plody ve spodnich &astech
koruny v zahusténych vysadbach. Tyto plody mohou byt nasledné napadany moniliovou
hnilobou. Podobné skvrny jako u strupovitosti peckovin se vyskytuji i u suché skvrnitosti
listl, ale nejsou napadéany plody, ale listy. Mezi zdravym a napadenym pletivem se vytvari
oddélovaci vrstva a nekrotizovand pletiva odpadavaji. Mlize to vést az k rozpadu listl

a jejich pfedcasnému opadani (Benada et al., 1962; Hluchy et al., 1997).

Velkym problémem se stalo pied¢asné hynuti merunék, neboli apoplexie merun¢k, které
jediky svym symptomim pfirovnavano k mrtvici. Je to choroba snahlym akutnim
pribéhem, kdy dochazi bez jakychkoliv pfedchozich ptfiznakd ve velmi kratkém case
k zvadnuti a odumfeni zdanlivé zdravych stroml. Existuje i forma chronicka, ktera

je dokonce Castéjsi nez forma akutni (Benada et al., 1962).

Mezi patogeny meruné€k se fadi i fytoplazmy, coz jsou jednoduché nehelikalni prokaryotni

organismy bez bunéfné stény. Vyznamnym fytoplazmovym patogenem merunék



je fytoplazma ,Candidatus Phytoplasma prunorum‘, fytoplazma evropské Zloutenky
peckovin (ESFY), kterd zptsobuje svinuti a Zloutnuti celych listl, nebo pouze jejich ¢asti.
Déle dochazi ke zhorSeni riistu a pfedCasnému opadu listi a plodid. Mize se vyskytovat

i nahlé odumfieni vétvi. Napadena rostlina obvykle uhyne do jednoho roku (Navratil et al.,
2008).

Nejcastéjsimi virozami merun€k jsou Sarka zpusobena virem Sarky Svestky (Plum pox
virus), nekrotickd krouzkovitost tfeSné zptusobena virem Prunus necrotic ringspot virus
(PNRSV) a chloroticka skvrnitost jabloné spojovana s virem Apple chlorotic leaf spot virus
(ACLSV). Typickym symptomem Sarky je prosvétlovani zilek na zac¢atku sezony (zacatek
¢ervence) na mladych listech, ale se stoupajicimi teplotami tento symptom mizi. Dale
se vytvareji krouzky na peckéach a nékdy se objevuji i na plodech. Riizné odridy merunck
reaguji na Sarku rizng. U senzitivnich kultivari merun¢k dochazi pti vysokych teplotach
az k deformaci plodu (Diekmann et Putter, 1996; Benada et al., 1962; Schlesingerova,
2011). Nekroticka krouzkovitost tfesné¢ vyvolana infekci PNRSV postihuje ptredevsim
tteSné a visné, ale vyskytuje se i na meruiikach a dalSich peckovinach. Pokud je strom
napaden timto virem, mizeme na Cepelich listi sledovat chlorotické ohrani¢ené skvrny,
drobné krouzky nebo prouzky. Nasledn¢ dochazi k jejich deformaci a nekrotizaci. Prunus
necrotic ringspot virus (PNRSV) zptisobuje retardaci ristu a snizeni vynosia (Hluchy et al.,
1997; Ogawa et English, 1991). Chlorotickda skvrnitost jabloné¢ se vyskytuje nejen
na jablonich, ale i na zastupcich rodu Prunus jako je meruika, broskvon, tfeSen a viSen.
Mezi symptomy se fadi svétlezelené skvrny, kresby na listech a jejich celkova deformace.
Dochazi i Kk jejich pifed¢asnému opadu. U jabloni se ACLSV vyskytuje v latentni podobé
bez ptiznakl, typické piiznaky na listech jsou pozorovany spiSe u hru$ni, broskvoni

a merunék (Diekmann et Putter, 1996; Hluchy et al., 1997; Verma et Sharma, 1999).

3.2 Charakteristika ¢eledi Closteroviridae

Virova ¢eled’ Closteroviridae byla ustanovena v roce 1996 (ICTV, 2018) a jeji nazev byl
odvozen na zakladé morfologie virovych ¢astic jejich zastupcu, kdy closter znamena
Vv fectin€ nit’ nebo vldkno. Tato ¢eled’ obsahuje velky pocet zastupcti rostlinnych vird, ktefi

zpiisobuji snizeni vynosu hospodafskych plodin, mezi které patii napiiklad visné, tfeSné,



merunky avinnd réva, a proto se staly pfedmétem zajmu fytopatologlh na celém svéte
(Martelli et al., 2002).

Viry, patiici do této celedi, maji ncobalené ¢astice vlaknitého tvaru s molekulami
plastového proteinu sto¢eného do Sroubovice a dosahujici délky od 650 nm (rody
s fragmentovanym genomem) do 2000 nm (rody S nefragmentovanym, monopartitnim
genomem) sprimérem 12 nm, viz obrazek 1. Jedna otoCka Sroubovice je tvofena
10 proteinovymi podjednotkami a stiedovy prostor, ve kterém se nachazi RNA, mé pramér
34 nm. Virova Castice je tvofena dvéma typy plastového proteinu, CP major (CP) a CP
minor (CPm) (Agranovsky et al., 1995; Febres et al., 1996; ICTV, 2018; Martelli et al.,
2002).

plast'ovy protein

Obrazek 1: Schéma struktury virové castice Closteroviridae (pfevzato a upraveno

z ViralZone, 2019).

Genom je tvofen jednou linearni jednovldknovou molekulou RNA, kterd je pozitivné
orientovana a na svém 5’- konci ma metylovanou nukleotidovou ¢epicku. 3’- konec neni
polyadenylovan a ani neobsahuje Zadnou strukturu podobajici se tRNA, ale nese nékolik
vlasenek a pseudouzel, které jsou nezbytné pro virovou replikaci. Samotna velikost
genomu odpovida velikosti virové ¢astice a pohybuje se v rozmezi od 13 000 do 19 000

nukleotidti (Bar-Joseph et al., 1997; ICTV, 2018).

Zastupci Celedi Closteroviridae jsou rozdélovani do né€kolika genetickych skupin, které
vykazuji v disledku silné negativni selekce velmi nizkou genetickou variabilitu. Nejvétsi
genetickou variabilitu vykazuji ampeloviry napadajici révu vinnou (napi. Grapevine
leafroll-associated virus 1, 4 a 11) a closterovirus Grapevine leafroll-associated virus 2.
Oproti tomu criniviry pfedstavuji rod s velmi nizkou genetickou variabilitou (Rubio et al.,

2013). Zdrojem genetické variability u Closteroviridae jsou dinukleotidové repetice, které



jsou u téchto virti nejrozsirenéj$im typem mikrosatelitt, uvazuje se i o jejich dilezité roli
pfi organizaci genomu (Biju et al., 2015).

Okruh pfirozenych i experimentalnich hostiteld Closteroviridae byva omezeny a samotné
viry se vyskytuji v regionech s mirnym nebo subtropickym klimatem. Closteroviridae jsou
pfenaseny semiperzistentné, tzn., Ze virus prochazi zazivacim traktem do slinnych Zlaz
vektora, odkud se pienasi do moznych hostiteltt do té doby, nez se vyCerpa obsah vSech
nasatych virovych ¢astic ve slinnych zlazach. Mezi pfirozené vektory patfi msice, molice,
vlnatky a Cervci. Tyto viry mohou byt pfenosné i mechanicky, ale u vétSiny jejich zastupct
byl tento pfenos netspé$ny, Grapevine leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7) a Little
cherry virus 1 (LChV-1) byl aspésné experimentalné prenesen pomoci kokotice. Na dlouhé
vzdélenosti se virus §ifi prostfednictvim vegetativniho rozmnoZovani. Pfenos pomoci
semen nebyl zatim prokazan. Zastupci ¢eledi Closteroviridae zptsobuji fadu onemocnéni,

ktera jsou Casto zpusobena smésnou infekci riznych virt, nebo kmeny stejného viru

(ICTV, 2018; Jarugula et al., 2010; Rubio et al., 2013).

Celed’ Closteroviridae byla ustanovena vroce 1998 a piivodné obsahovala dva rody:
Closterovirus a Crinivirus, jejichz hlavni rozdil spocival v pfitomnosti monopartitniho
nebo bipartitniho genomu. Mezi prvni viry zafazené do této Celedi patiil Beet yellows virus
(BYV) a Citrus tristeza virus (CTV) (Bar-Joseph, 2014; Martelli et al., 2002). Pozdgji
se zménil pfistup ke klasifikaci Celedi a jednotlivi zéstupci byli pterozdéleni podle druhu
hostitele a vektora. V roce 2002 byl ptidan rod Vinivirus, pojmenovany podle pfirozeného
hostitele Vitis vinifera (réva vinna) a posléze byl piejmenovan na rod Ampelovirus
(Martelli et al., 2002). Nejnovéjsim rodem je rod Velarivirus, ktery byl vytvofen po objevu
molekularniho charakteru Cordyline virus (CoV-1), a byl do né& zafazen Grapevine
learoll-associated virus 7 (GLRaV-7) aLittle cherry virus 1 (LChV-1) (ICTV, 2018;
Martelli et al., 2012).

Podle ICTVdb (ICTV, 2018) je soucasna klasifikace virt do druhti a rodt v této celedi

zalozena na téchto demarkacnich kritériich:

- Morfologie, struktura a velikost virovych castic.

- Velké pozitivné orientované jednovladknové RNA genomy s organizaci odliSnou
od jinych rostlinnych virg.

- Vyskyt unikéatnich genli kddujicich homolog bunééného ,heatshock® proteinu HSP70
(HSP70h) a duplikované kopie genu pro plastovy protein CPm.



- Blizké fylogenetické vztahy proteind vyuzivanych pii replikaci, tj. metyltransferdza
(Mtr), helikaza (Hel) a RNA-dependentni RNA polymeraza (RdRp).

- Strategie genomové exprese zalozend na ribozomalnim posunu, proteolytickém
zpracovani a produkci subgenomickych mRNA.

- Indukce specifickych cytopatickych struktur v infikovanych buikéach, skladajicich
se z cytoplazmatickych seskupeni viriond spojenych s jednotlivymi nebo spojenymi
membranovymi vezikuly.

- Specificky tkanovy tropismus (napt. floém).

- Pfirozeny pfenos pomoci msic, molic, vlnatek nebo Cervcl semiperzistentni cestou,
experimentalni pfenos pomoci mechanické inokulace je obtizny, nebo nemozny.

- Méné nez 75% aminokyselinova identita pro plastovy protein (CP), RNA-dependentni
RNA polymerédza (RdRp) a ,heatshock® protein (HSP70h).

3.2.1 Rod Closterovirus

Rod Closterovirus byl taxonomicky ustanoven na zasedani ,International Committee
on Taxonomy of Viruses® (ICTV) vroce 1975 v Madridu atypovym zastupcem tohoto
rodu se stal Beet yellows virus (BYV) (ICTV, 2018).

Viriony dosahuji obvykle délky v rozmezi 1 350-2 000 nm. Citrus tristeza virus (CTV)
obsahuje také castice mens$i, nez je jeho plnd délka, a ty mohou slouzit k obaleni
subgenomickych nebo vicenasobnych druhG defektnich RNA (D-RNA), obsahujici
vSechny cis pusobici sekvence potiebné k replikaci (Bar-Joseph et Mawassi, 2013; ICTV,
2018). VétsSinu délky virové Castice tvoii plastovy protein CP (22-25 kDa) a vedlejsi
plastovy protein CPm (24-27 kDa) tvoii kratky segment (cca 75 nm) na konci ¢astice. Gen
kodujici CPm je umistén pred genem kodujici CP (Martelli et al., 2002).

Genom je tvofen jednovlaknovou linearni pozitivné orientovanou molekulou RNA
(ssRNA+) o velikosti 14,5 az 19,3 kb. Zastupci rodu Closterovirus vykazuji 3 typy
organizace genomu, které jsou charakteristické pro jejich typické zastupce: Beet yellows
virus (BYV), Citrus tristeza virus (CTV) a Beet yellow stunt virus (BYSV). BYV obsahuje
8 otevienych Ctecich ramcti (ORFs) ohrani¢enych 5- a3’- UTR oblastmi. CTV ma 12
ORFs, opét ohranicenymi 5'- a 3’- UTR oblastmi, ale jiné velikosti. CTV se od BY'V lisi
tim, ze obsahuje dvé domény pro ,papain-like’ protedzu (ORFla), dile ORF2 koduje



33 kDa produkt, ktery neni podobny zadnému proteinu v databazi, a obsahuje navic ORF9
a ORF11. BYSV obsahuje 10 ORFs, ohrani¢enych UTR oblastmi o velikosti priméru mezi
UTR oblastmi BYV a CTV. Na rozdil od BYV Beet yellow stunt virus (BYSV) obsahuje
ORF2, které¢ koduje 30 kDa polypeptid, ktery neni podobny Zadnému jinému znamému
proteinu. Organizace genomu BYSV je pfechodny stav mezi organizaci BYV a CTV,
coz naznacuje, ze tyto tfi viry mohou predstavovat tfi etapy v evoluci rodu Closterovirus
(ICTV, 2018; King et al., 2011; Pappu et al., 1997).

Zastupci v tomto rod¢ infikuji pfevazné bylinné hostitele (plevele, zeleninu a kvétiny)
nebo kefe (malinik) a dfeviny. Mezi hlavni symptomy se fadi deformace listi a jejich
zezloutnuti ¢i zCervenani a vrascitost na kmeni nebo stonku. Viry tohoto rodu se prenase;ji
pomoci mSic semiperzistentni cestou, nékteti zastupci maji Siroké spektrum vektort, jiné
ptenasi pouze jeden specificky druh msice (napt. Carnation necrotic fleck virus, Wheat
yellow leaf virus). Nékteré druhy mohou byt pienaseny s jistymi obtizemi mechanickou
inokulaci (napt. Citrus tristeza virus, Grapevine leafroll-asssociated virus 2), ale zadny
zastupce neni prenaSen semeny. Muze dochazet k pfenosu pomoci vegetativniho

rozmnozovani, tj. okovanim (ICTV, 2018; Martelli et al., 2002).

3.2.2 Rod Crinivirus

Rod Crinivirus byl vytvofen v roce 1996, ale sviij nazev dostal az na podzim roku 1997
na zakladé vlaknitého tvaru virionti pfipominajicich praminek vlast dle latinského slova
crinis (vlasy). Typovym zastupcem je Lettuce infectious vyellows virus (LIYV)
(ICTV, 2018; King et al., 2011).

Pro criniviry jsou charakteristické dva typy viriond, viriony o délce 650-850 nm
a 700-900 nm. Svoji délkou se fadi mezi nejmensi viriony z celé celedi Closteroviridae.
(Loebenstein et Lecoq, 2012; Martelli et al., 2002).

Bipartitni genom velké Casti zastupcu rodu Crinivirus je tvofen dvéma ssRNA+ (RNA-1
a RNA-2) s celkovou velikosti 15,6-17,9 kb, které jsou samostatné obalené. V ramci rodu
Crinivirus ale mizeme nalézt jednu vyjimku, kterou je Potato yellow vein virus (PYVV),
jehoz tripartitni genom je tvofeny RNA-1, RNA-2 a RNA-3. Pro infekci jsou zapotiebi

vSechny molekuly RNA, které tvofi genom. VSichni zastupci rodu Crinivirus maji
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V genomu umistény gen pro CPm za genem pro plastovy protein CP (ICTV, 2018; Martelli
et al., 2002; Munoz Baena et al., 2016).

Criniviry napadaji primarn¢ bylinné hostitele, u kterych zplsobuji rozsahlé chlorozy
spolecné doprovazené zpomalenim rastu rostliny, az Uplnou zakrné€losti. Jsou prenaseny
semiperzistentné¢ pomoci molic rodu Trialeurodes, napf. molice sklenikova (Trialeurodes
vaporariorum), ktera pienasi Potato yellow vein virus (PYVV) nebo Blackberry yellow
vein-associated virus (BYVaV), a molic rodu Bemisia, napf. molice bavinikova (Bemisia
tabaci) pienasejici Tomato chlorosis virus (ToCV) ¢i Sweet potato chlorotic stunt virus
(SPCSV). Zadny ze zastupct neni pfenaSen pomoci semen ani mechanickou inokulaci

(ICTV, 2018; King et al., 2011).

3.2.3 Rod Ampelovirus

Rod Ampelovirus byl ustanoven v roce 2002 a jeho nazev byl odvozen od feckého slova

ampelos, vinna réva, jelikoz réva je typickym hostitelem tohoto rodu. Typovym zastupcem

je Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) (ICTV, 2018; King et al., 2011).

Virové Castice zastupcli tohoto rodu maji délku 1400-2 000 nm. Morfologie virioni
je do zna¢né miry shodna s ostatnimi rody v ¢eledi Closteroviridae (ICTV, 2018; Martelli
et al., 2002).

Viriony obsahuji linearni pozitivné orientovanou jednovlaknovou molekulu RNA
o0 velikosti 13-18,5 kb. Rod Ampelovirus vykazuje Sirokou variabilitu ve velikosti genomu
I jeho organizaci. Zastupce tohoto rodu délime dle organizace genomu na dvé skupiny,
na typ Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) a Little cherry virus 2 (LChV-2).
Tyto dva typy se od sebe 1i§i polohou genu pro plastovy protein CP a CPm, kdy u virQ
typu GLRaV-3 gen pro CPm lezi za genem pro CP, naopak u viriond typu LChV-2 se gen
pro CPm nachdzi o pét otevienych ctecich ramci diive nez gen pro CP. GLRaV-3 ma také
nejvetsi genom z celého rodu Ampelovirus. Vyjimkou je Grapevine leafroll-associated
virus 1 (GLRaV-1), ktery nese dvé kopie CPm (ICTV, 2018; Martelli et al., 2002).

Zastupci rodu Ampelovirus napadaji vétSinou dievinné hostitele (réva vinna, slivon Svestka
a fikovnik), ale také ananas. U hostitelli vyvolavaji zloutnuti a zCervenani listli (u vinné

révy), tvorbu vraséitosti na kmeni ¢i stonku (slivon $vestka), chfadnuti rostliny, nebo muize
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byt infekce bez ptiznakl (ananas). K pfenosu dochdzi semiperzistentni cestou a jejich
pfirozenymi vektory jsou cervci, napi. puklice (Parthenolecanium, Pulvinaria,
Neopulvinaria), vlnatky (Pseudococcus, Planococcus, Dysmicoccus, Phenacoccus).
Ampeloviry jsou pfenaseny velkym mnozstvim druhd ¢erved, ale napiiklad Little cherry
virus 2 je pfenasen pouze pomoci ¢ervce javorového (Phenacoccus aceris) a ampeloviry
napadajici ananas jsou pfenaseny vyhradné dvéma druhy rodu Dysmicoccus. Ampeloviry
mohou byt pienaSeny i na velké vzdalenosti pomoci vegetativniho rozmnoZovani,

ale pfenos semeny nebo mechanicky neni znam (ICTV, 2018; King et al., 2011).

3.2.4 Rod Velarivirus

Rod Velarivirus je nejmladsim ¢lenem celedi Closteroviridae a byl ustanoveny v roce
2013. Svuj nazev dostal dle latinského slova velari, skryty ¢i zahadny, jelikoz nékteré
choroby zplisobené viry patfici do tohoto rodu mohou byt bezptiznakoveé,

tedy pro pozorovatele skryté (ICTV, 2018; Martelli et al., 2012).

Pivodné¢ byly do rodu zafazeny Little cherry virus 1 (LChV-1), Grapevine
leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7) a Cordyline virus 1 (CoV-1), kteti se diive tadily
do skupiny nezafazenych viru ¢eledi Closteroviridae. Do soucasnosti bylo popsano sedm
zastupct: Areca palm velarivirus 1, Cordyline virus 1-4, Grapevine leafroll-associated
virus 7, Little cherry virus 1 (ICTV, 2018).

Viriony jsou neobalené, vlaknitého tvaru o délce v rozmezi 1 500-1 700 nm. Télo virionu
je tvofeno z plastového proteinu CP a konec castice z plastového proteinu CPm

(ViralZone, 2019).

Genom je monopartitni a je tvofen linedrni jednovldknovou pozitivné orientovanou
molekulou RNA o velikosti 16-17 kb. 5'- konec pravdépodobné obsahuje metylovanou

nukleotidovou cepicku a na 3°- konci se nevyskytuje polyadenylovy konec. Genom kdduje

10 proteinti (Al Rwahnih et al., 2012; ViralZone, 2019)

Vektor téchto rostlinnych virti neni znam (ICTV, 2018; ViralZone, 2019).
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3.3 Little cherry virus 1 (LChV-1)

Little cherry virus 1, zastupce rodu Velarivirus, c¢eledi Closteroviridae, byl spojen
s chorobou zvanou ,Little cherry disease‘ (LChD), neboli maloplodost tfesni a viSni.
Tato choroba muze byt vyvoland jedineCnou nebo smésnou infekci navzajem
nepfibuznymi patogeny, které jsou od sebe symptomaticky tézko oddélitelné a ptivodné
se nijak nerozsliSovaly. ,Little cherry disease‘ je tedy zpusobovana infekci Little cherry
virus 1 (LChV-1), Little cherry virus 2 (LChV-2) a Western X disease fytoplazmou
(Katsiani et al., 2015; WSU Tree Fruit, 2019).

Pivod patogenti miizeme nalézt u okrasnych teSni, u kterych LChD nezplsobuje zadné
viditelné piiznaky, proto vétSinou zlstavé infekce nediagnostikovana a miiZze se prenaset
na dalsi hostitele. Primarn¢ se LChD vyskytuje na visnich a tfeSnich, piesto byly
prokézany nalezy i na ostatnich zastupcich rodu Prunus, na kterych infekce nezptsobuje
zadné viditelné priznaky, a patogeny se zde vyskytuji v latentni podobé (Katsiani et al.,
2015; Matic et al., 2009b; WSU Tree Fruit, 2019).

Mezi hlavni symptomy LChD fadime maloplodost a blednuti plodl, zhorSeni jejich kvality
asnizeni koncentrace cukru v plodech. Plody jsou malé, deformované a teckované
(obrazek 2). Pfiznaky na listech se projevuji az v pozdéj$im 1ét€ ¢i na podzim, kdy dochazi

ke zbarveni do Cervena ¢i bronzova. U napadenych stromt také dochazi ke zpomaleni ristu

az k zakrn€losti. LChD tedy zptsobuje vyrazné snizeni vynosu stromu a ma silny negativni
ekonomicky dusledek pro péstitele (CABI, 2019; Matic et al., 2009b; Ludvikova et Sucha,
2011).

Obrazek 2: Porovnani zdravych plodi (A) s plody infikovanymi LChD (B) (pievzato
a upraveno z CABI, 2019).
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Bylo prokézano, ze infekce LChV-1 zplisobuje i dalsi choroby jako je ,Kwanzan stunting*
syndrom a ,Shirofugen stunt‘. Ob¢ choroby se vyskytuji na kultivarech sakury ozdobné
(Prunus serrulata Lindl.) u kultivaru Kwanzan a Shirofugen. Infekce maji spole¢né
symptomy, mezi které se ftadi: zakrnélost a deformace listd, postupujici nekroza
ve svazcich a uhynuti rostliny po nékolika vegetacnich cyklech. Little cherry virus 1 byl
u ,Kwanzan stunting’ syndromu prokdzan pomoci elektronové mikroskopie a potvrzen
pomoci metody RT-PCR se specifickymi primery. Asociace LChV-1 s ,Shirofugen stunt*
byla dokazana pomoci sekvenovani a nasledného porovnani sekvenci s jiz znamymi izolaty
LChV-1. Od téchto izolata se ale v uritych castech lisi a je tedy pravdépodobné, Ze se
jedna o evolu¢né odlisny izolat (Candresse et al., 2012; Kunze et al., 1982; Matic et al.,
2009Db).

Little cherry virus 1 kolonizuje floém hostitelt. Pomoci elektronové mikroskopie byla
U infikovanych stromt prokazdna pfitomnost vlaknitych virioni ve floémovém
parenchymu a Vv doprovodnych bunkach hlavni Zily Cepele listu a fapiku (Raine et al.,
1975; 1979).

Soucasny okruh hostiteld zahrnuje zastupce rodu Prunus. Mezi nejcitlivéjsi hostitele
se fadi tfeSen obecna (Prunus avium (L.) L.), ale viditelné symptomy infekce LChV-1
muzeme zaznamenat i u viSné obecné (P. cerasus L.) a slivoné¢ pensylvanské
(P. pensylvanica L. f.). Dale byvaji spise latentné infikovany okrasné tfe$né, napt. visen
vyiiznuta (P. incisa Thunb.), sakura obecna (P. serrulata Lindl.), P. sieboldii (CarriSre)
Wittm., tfeSen chloupkata (P. subhirtella Miq.) a slivon jezojska (P. yedoensis Matsum.).
Dalsimi tolerantnimi hostiteli jsou: slivon vykrajovana (P. emarginata (Douglas ex Hook.)
Walp.), visen turecka (P. mahaleb L.), viSen plstnata (P. tomentosa Thunb.), broskvon
obecna (P. persica (L.) Batsch), merunka obecna (P. armeniaca L.), slivon S$vestka
(P. domestica L.). S vyjimkou divokych odrud tfesni (P. emarginata (Douglas ex Hook.)
Walp. a P. pensylvanica L. f.) jsou vSechny tyto hostitelské rostliny péstovany v Evropé
jako ovocné stromy nebo okrasné dieviny (EPPO, 2019; Wang et al, 2016; Welsh
et Cheney, 1976).

Poprvé byl LChV-1 popsan v Némecku (Keim-Konrad et Jelkmann, 1996) a nasledné
ve Svycarsku, Nizozemsku a Velké Britanii (Vitushkina et al., 1997). Od roku 1997
byl LChV-1 zjistén v mnoha zemich Evropy, severni Ameriky (Rott et Jelkmann, 2001)
aleivzemich Asie. Infikované tfesné byly detekovany také v Polsku (Komorowska
et Cieslinska, 2004), Japonsku (Isogai et al., 2004), Italii (Matic et al., 2007), Spanélsku

14



(Ruiz-Garcia et al., 2016), Cing (Wang et al., 2016), Chile (Fiore et al., 2018), Korey (Cho
etal., 2018), ale i v Ceské republice (Ludvikové et Sucha, 2011) a na Slovensku (Glasa
et al., 2015). Pozdgji bylo zjisténo, ze LChV-1 muze infikovat i jiné hostitele. Little cherry
virus 1 byl nalezen na $vestkach ve Francii (Marais et al., 2016) a Belgii (Tahzima et al.,
2016), na broskvonich v Italii (Matic et al., 2007) a jako nejnovéjsi hostitel byly v Ceské
republice identifikovany meruiiky (Safafova et al., 2017), tento nalez byl nasledné
potvrzen detekci LChV-1 v Madarsku (Barath et al., 2018). Vyskyt LChV-1

je demonstrovan na obrazku 3.

Obrazek 3: Mapa vyskytu Little cherry virus 1 (pievzato z CABI, 2019).

Legenda: ¢ervené body: misto detekce LChV-1

Ptirozeny vektor pro LChV-1 je stile neznamy, stejné jako pro ostatni zastupce rodu
Velarivirus. Virus je ale pfenosny vegetativné pomoci roubovani a rozsifuje se tedy
spole¢né s infikovanym rostlinnym materialem (Katsiani et al., 2015). Experimentalné byl
LChV-1 pienesen pomoci kokotice evropské (Cuscuta europaea L.) z infikované tiesné
na Nicotiana occidentalis. Hostitel za 6 mésicti po pfenosu projevoval symptomy jako
je staceni listd, zCervenani listovych okraji a zil, zavadnuti a niz§i vegetacni rust
(Jelkmann et al., 2010).

Pro detekci LChV-1 se vyuziva pfevazné molekularnich metod jako je RT-PCR a nasledna

vizualizace produkti pomoci elektroforetické separace, Sangerovo sekvenovani nebo NGS
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techniky (Jelkmann et al., 2008). Existuji také snahy pro ziskani protilatek, které by mohly
byt vyuzity pii sérologickych testech typu ELISA, doposud se ale nepodatilo ziskat
spolehlivé sérum (Matic et al., 2009a).

Prvnim popsanym izolatem, u kterého byla v roce 1997 také poprvé ziskana kompletni
sekvence genomu LChV-1, je izolat UW2 (Karasev et al., 1995; Keim-Konrad
et Jelkmann, 1996, Jelkmann et al., 1997) a od té doby se pocet znamych sekvenci izolatl
stale zvySuje. Pomoci Sangerova sekvenovani nebo sekvenovani nové generace (,high
throughput sequencing‘, HTS) bylo ziskano 14 uplnych nebo témét plnych genomickych
sekvenci izolatd LChV-1 dostupnych v databazi GenBank. Jako piiklad sekvenci lze uvést
izolaty ITMAR, UW2, V3356, Jerte, Ponferrada, Taian, YD, G15_3, Kyoto-2, C118-Iso1,
-1s013, -Is015, P8-23, P8-42 (Candresse et al., 2013; Jelkmann et al., 1997; Katsiani et al.,
2018; Lim et al., 2015; Matic et al., 2009b; Ruiz-Garcia et al., 2016; Wang et al., 2016).

Organizace genomu izolati LChV-1 jsou si podobné a detailné byla popsana na ptivodnim
izolatu UW2 (schéma viz obrazek 4). Genom dosahuje velikosti 17 kb (16 934 nt)
a je organizovan do osmi otevienym ¢tecich ramct (ORFs). Prvni otevieny ¢teci ramec
(ORFla) koéduje 260 kDa polyprotein, ktery obsahuje konzervovanou doménu
,papain-like‘ proteazy, methyltransferdzy a helikdzy. ,Papain-like‘ protedza se ucastni
replikace a je odpovédna za S§té€peni N-konce tvoficiho se polyproteinu, methytransferaza
metyluje nukleotidy na 5°- konci a tvoii tim ¢epicku a helikdza plni funkci katalyzatoru
v prubéhu genové transkripce (Flores et al., 2013; Mielech et al., 2014; Ranji
et Boris-Lawrie, 2010). ORF1la je ukonéen UGA stop kodonem v pozici 6 981. ORF1b
koéduje RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRp), kterd katalyzuje ptepis ptivodniho
vladkna RNA do vldkna nového (Ahlquist, 2002). Predpoklada se, Ze ORF1b
je inicializovan posunem +1 translacniho ramce v stop kodonu ORFla, podobné jako

u Beet yellows virus (BYV) (Jelkmann et al., 1997; Wang et al., 2016).

Druhy otevieny ¢teci ramec (ORF2) ma zacatek 4 nukleotidy po stop kodonu UAA ORF1b
a kéduje doménu pro maly hydrofobni protein o velikosti 4kDa (p4), ktery obsahuje
N-termindlni tUsek nepolarnich aminokyselin s pfedpokladanou transmembranovou

doménou, u které se ocekava role v intracelularnim pohybu (Jelkmann et al.; 1997, Wang
et al., 2016).
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ORFla ORF1b ORF3 ORF35 ORF7

5 L-PRO MTR HEL RdRp HSPT0 CcP p21
I p4 61k CPm pa7
ORF2 ORF4 ORF6 ORF8

Obrazek 4: Schéma organizace genomu Little cherry virus 1 (pfevzato a upraveno

z Jelkmann et al., 2012).

Legenda: ORF: otevieny ¢teci ramec, L-PRO: ,papain-like‘ proteaza, MTR: methyltransferaza,
HEL: helikdaza, RdRp: RNA-dependentni RNA polymerdza, p4: hydrofobni protein o velikosti 4
kDa, HSP70: ,heatshock‘ protein o velikosti 70 kDa, 61k: protein o velikosti 61 kDa, CP: plastovy
protein, CPm: plastovy protein minor, p21: protein o velikosti 21 kDa, p27: protein o velikosti 27
kDa

Prvnich 11 nukleotidl tfetiho otevien¢ho cteciho ramce (ORF3), ktery koduje homolog
,heat-shock*® proteinu o velikosti 70 kDa (HSP70h), je piekryto ORF2 (Jelkmann et al.,
1997; Wang et al.,, 2016). Proteiny z rodiny HSP70 maji charakter molekularniho
chaperonu a vyskytuji se napti¢ vSemi typy bunéénych organismu (Boorstein et al., 1994).
Tyto proteiny se UCastni riiznych procesii, napi. regenerace bunck ze stresu, dohled
na spravnou konformaci vznikajicich proteinli, rozlozeni oligomernich bilkovinnych
komplexti, import proteini do endoplazmatického retikula nebo mitochondrii ¢i transport
receptort (Morimoto et al., 1994). Viry zpravidla gen pro HSP70 nekoduji, celed
Closteroviridae ale pravdépodobné tento gen ziskala pomoci rekombinace s hostitelskou
MRNA (Dolja et al., 1994). Nasledn¢ bylo prokazano, ze HSP70h pfedstavuje odlisny typ
virového ,movement‘ proteinu a jeho hlavni funkci u ¢eledi Closteroviridae je pohyb viru

z bunky do bunky (Peremyslov et al., 1999).

Ctvrty otevieny &teci ramec (ORF4) koduje polypeptid o velikosti 61 kDa (p61). Tento
protein ma chaperonovy charakter, proto se uvazuje, ze ma spolecné s plaStovymi proteiny
a HSP70h dulezitou funkci pfi sestavovani virionu. Zaroven neni vyloucené, Ze se spole¢né
s HSP70h ucastni pohybu viru z buiky do bunky (Jelkmann et al., 1997; Satyanarayana
et al., 2000; Wang et al., 2016).

Plastové proteiny (CP a Cpm) jsou kodovany patym a Sestym otevienym ¢tecim ramcem
(ORF5 a ORF6). Tyto proteiny kromé ochrany virového genomu maji i mnoho dulezitych

nestrukturnich funkeci, napf. regulace replikace a translace genomu. Plastovy protein CP

také interaguje s ,movement® proteiny nebo jejich analogy a napomaha tak k pfenosu
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virové Castice z buiiky do bunky. Bylo zjisténo, ze CP miize také fungovat jako supresor
tlumici expresi gent hostitele (Ivanov et al. 2012; Jelkmann et al., 1997; Lu et al., 2004;
Scholfthof, 2005; Wang et al., 2016).

Sedmy a osmy otevieny ¢teci rdmec (ORF7 a ORFS) koéduji dva polypeptidy s aktudlné
neznamou funkci o velikosti 21 kDa (p21) a 27 kDa (p27). O polypeptidu p21
se momentaln¢é uvazuje jako o supresoru tlumicim expresi genil hostitele, ale je zapotiebi

dal$ich studii (Jelkmann et al., 1997; Katsiani et al., 2018; Wang et al., 2016).

Sekvence izolata Little cherry virus 1 vykazuji navzajem velkou variabilitu. U pivodnich
izolatli bylo prokazano, ze sekvence izolati ITMAR a UW?2 sdileji 94% nukleotidovou
identitu, zatimco némecky izolat V2356 je odlisny. Izolaty se mohou lisit i délkou
jednotlivych homolognich proteini. Relativné casto je detekovan kratSi protein p4,
atouizolath GR, No2 ISTO, PHLC28 5 a GI8 2; pro izolat GR je charakteristicky
I krat$i protein HSP70h. Naopak proteiny p21 a p27 jsou siln¢ konzervovany a jsou typické
pro LChV-1, v ramci ostatnich zastupci rodu Velarivirus se podobné sekvence nevyskytuji
(Candresse et al., 2013; Katsiani et al., 2015).

Fylogenetické analyzy izolati LChV-1 na zakladé oblasti gent pro RdRp, HSP70h, CP
a CPm umoznily rozdélit izolaty do Ctyt skupin. DvE obsahovaly izolaty pochazejici
z tieSni a druhé dvé izolaty infikujici dalsi zéastupce rodu Prunus. Zarovenl ale nebyla
prokdzana Zadna korelace s geografickym plvodem izolath ¢i se samotnym hostitelem.
Pfi¢inou detekovanych blizkych fylogenetickych vztahi mezi izolaty plvodem
z broskvong, Svestky, visné a tfeSné mize byt skutecnost, ze se pro rod Prunus pouziva
stejné podnozi pii roubovani. Analyza primérného poctu nukleotidovych zdmén mezi
sekvencemi na 1 nesynonymni (dN) a na 1 synonymni (dS) pozici (dN/dS pomér), ukazala
nepiitomnost pozitivni selekce vici genim RdRp, HSP70h a CP, a také naopak naznacila
existenci silného selekéniho tlaku, ktery zachovava jejich integritu a biologickou funkci.
Gen pro RdRp vykazoval nejnizs§i pomér dN/dS, coz vedlo k zavéru, ze tato oblast
je pod silnou purifikaéni selekci. Rekombinace u RNA virt byla dokumentovana jako
jedna z nejvlivngjsich pohonnych sil ve tvorbé jejich variability. Rekombinace byla
zaznamenavana jiz u izolati jinych =zastupci celedi Closteroviridae, a proto
je pravdépodobné Ze hrala duleZitou roli i v evoluci a variabilit¢ LChV-1, i kdyz byla
konkrétn¢ pozorovana jen u feckého izolatu No2 ISTO v oblasti 3’- konce genu RdRp
(ORF1b) (Rubio et al., 2013; Karasev et al., 2000; Farooq et al., 2013; Turturo et al.,
2005; Katsiani et al., 2015; Matica et al., 2009Db).
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U tfesné€ obecné (Prunus avium (L.) L.) a visné obecné (Prunus cerasus L.) ma LChV-1
infekce silny negativni dopad na vynos a kvalitu plodi. Vzhledem k tomu ze mezi nové
hostitele LChV-1 patii zna¢na ¢ast oblibenych peckovin, je dulezité dale rozSifovat
znalosti o jeho genetické variabilité a epidemiologii, aby bylo mozné efektivné zabrafiovat
Sifeni LChV-1 na dalsi lokality a potencionalni hostitele, u kterych se pravdépodobné
prozatim vyskytuje pouze v latentni podobé a mohli by tak byt vyznamnym virovym

rezervoarem.
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4  Material a metody
4.1 Biologicky material

Bylo testovano 40 vzorkd meruiiky obecné (Prunus armeniaca), listy byly odebrany
ve ¢tyfech lokalitdich najizni Moravé vroce 2018. Odebrané listy byly uchovany

Vv chladicim boxu a poté dlouhodob¢ ulozeny pii -80 °C.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie
100% etanol
Agarose SERVA for DNA electrophoresis (Serva, kat.c. 11404.05)
dNTP Mix (10 mM each) (Fermentas, kat.¢. R0192)
GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, kat.¢. 41002-0,5ml)
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, kat.&. SM0243)
Isopropanol (Lach-Ner, kat.¢. 20037-ATO0)
RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega, kat.c. N211B)

Random Hexamer Primers (Bioline, kat.¢. BIO-38028)

Pouzité soupravy
BioScript Reverse Transcriptase (Bioline, kat.¢. BIO-27036)
MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline kat.&. BIO-21106)
Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corp., kat.c. 25800)

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

Pouzité roztoky

0,1% bromfenolova modf v 30% glycerinu
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50x TAE (242 g Tris base, 57,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml EDTA ¢ = 0,5 mol-I?,

doplnéno na 1 1 deionizovanou vodou)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet International, Inc.)
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)
Transiluminator G:BOX (SynGene) - dokumentaéni systém GeneSnap
Thermocycler T100™ Thermal Cycler (BIO-RED)
Thermocycler T personal (Biometra)

Vahy EK 200G (A&D Engineering)

Vortex MS1 Minishaker (IKA)

Vyrobnik ledu F100 Compact (Icematic)

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 lzolace RNA

Celkovd RNA byla izolovana ze vzorkil listh pomoci kitu Plant/Fungi Total RNA

Purification Kit (Norgen Biotek Corp.) metodou adsorpce na silikatovou membranu.
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Do homogenizac¢ni zkumavky bylo vlozeno < 50 mg listu a ptidano 600 pl lyza¢niho pufru
C. Vzorek byl homogenizovan pomoci homogeniza¢ni kulicky typu Matrix A
a homogenizatoru pii intenzitd 5,0 m's™ po dobu 45 s. Néslednd byl homogenat krétce
sto¢en na centrifuze ainkubovan pii 55 °C po dobu 5 min. V prub¢hu inkubace byl
homogenat michan pieklapénim. Lyzat byl piepipetovan do filtracni kolony umisténé
v Cisté sbérné zkumavce a centrifugovan 2 min pii 14 000 rpm. Supernatant byl pfemistén
do RNase-free zkumavky a bylo pfidano stejné mnozstvi 96—100% etanolu. Smés byla
promichana opatrnym pieklapénim, piepipetovana do Spin kolony a centrifugovana 1 min
pii 14 000 rpm. Supernatant byl odstranén. Na kolonu bylo napipetovano 400 ul
promyvaciho roztoku A, dale byla kolona centrifugovana 1 min pii 14 000 rpm
a supernatant byl poté odstranén. Tento krok byl dvakrat opakovan. Nésledné byla kolona
stocena dal$i 2 min pii 14 000 rpm. Sbérnd zkumavka byla vyhozena do odpadu a spin
kolona byla umisténa do ¢isté 1,7 ml eluéni zkumavky. Na kolonu bylo napipetovano 50 ul
elu¢niho roztoku A a smés byla centrifugovana 2 min pii 2 000 rpm a nasledné 2 min pfi
14 000 rpm. Pro ziskani vétSiho vytézku RNA byla jiz eluovand RNA V elu¢nim roztoku A

pfepipetovana opé€t na kolonu a znovu zcentrifugovana za stejnych podminek.

Zkumavky sizolovanou RNA byly kratkodobé uchovavany na ledu a nasledné fadné
popsany a ulozeny do mraziciho boxu (-80 °C). Koncentrace a kvalita vyizolované RNA

byla stanovena spektrofotometricky.

4.4.2 Reverzni transkripce

Piepis izolované RNA do komplementarni DNA (cDNA) byl proveden reverzni transkripci

s pomoci kitu BioScript Reverse Transcriptase (Bioline) s pouzitim random primerda.

Vzorky RNA 1 vSechny chemikalie byly po celou dobu prace v lamindrnim boxu
uchovavany na ledu. Byly namichiany dvé reakéni smési. Prvni smés obsahovala dEPC
vodu, smés nukleotidi (ANTP) a random primery, druha smés se skladala z dEPC vody,
RT-PCR pufru, RNasin inhibitoru ribonukledz a BioScript reverzni transkriptazy.

Slozeni reak¢nich smési je uvedeno v tabulce 1.
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Tabulka 1: Slozeni reakénich smési pro reverzni transkripci pro 1 test.

Koncentrace Konecna Objem
Reagencie pracovniho koncentrace A
roztoku roztoku chemilkalie [ul]
Reakéni smés 1
voda 5
dNTP 10 mmol-I* 500 pmol-1™ 1
random primery 50 ng-pl™ 1 pmol-* 1
Reakéni smés 2
voda 4
Bioscript pufr 5x 1x 4
inhibitor ribonukleaz 40 U-plt 40U 1
BioScript reverzni tranksriptiza 200 U-plt 200 U 1

Reakéni smés 1, ktera byla pfipravena pro vice vzorkl, byla rozpipetovana po 7 ul
do 0,2 ml mikrozkumavek a k tomu byly pfipipetovany 3 pl vzorku RNA o primérné
koncentraci 80 ng-ul™. Smés byla inkubovana 5min pfi 70 °C a nasledné okamzité
pfenesena na led. Ke smési bylo ptfidano 10 pl reakéni smési 2, smés byla promichana
a byla provedena reverzni transkripce za podminek doporucenych vyrobcem. Vzorky byly
inkubovany 10 min pii 25 °C, 30 min pti 42 °C a 5 min pii 85 °C. Ziskana cDNA byla

uchovavana pii -18 °C.

4.4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro detekci Little cherry virus 1 byly vyuzity specifické primery 1LC_12776F
allLC_13223R (Glasa et al., 2015), LCV_1U_16390 a LCV_1L_16809 (Rott et Jelkmann,
2001). Virus Sarky Svestky (PPV) byl detekovan pomoci specifickych primerd PPV1
a PPV2 (Wetzel et al., 1992). Jako templat byla pouzita cDNA ziskana reverzni transkripci
z izolované celkové RNA. Sekvence primert a velikost specifického produktu jsou

uvedeny v tabulce 2.

Reakéni smés pro PCR reakei se skladala z pufru, sterilni vody, primert a MyTaq"™™ DNA
polymerazy, jeji slozeni je uvedeno v tabulce 3. Reakéni smés byla pfipravena pro vice
vzorki ve sterilnim lamindrnim boxu na ledu a nasledné rozpipetovana
do 0,2 ml mikrozkumavek po 23 ul a byly pfidany 2 pl vzorku cDNA. Zkumavky byly
vlozeny do thermo cycleru, kde byly inkubovany dle daného programu, viz tabulka 4.

Ziskané PCR produkty byly uchovany pfi -18 °C.
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Tabulka 2: Seznam pouzitych primert.

. . 'y Velikost PCR
Nazev primeru Sekvence 5°-3 produktu [bp] Reference
1LC 12776F TCAAGAAAAGTTCTGGTGTGC Glasa et al.
1LC 13223R CGAGCTAGACGTATCAGTATC 448 (2015)
LCV 1U 16390 TCCGCCTGAAGCACCTAATCCA Rott
420 et Jelkmann
LCV 1L 16809 GGTAAGCGGTATAAAAACCCTCCTCT
= (2001)
PPV1 CCCTCACATCACCAGAGCCA Wetzel et al.
PPV/2 CAGACTACAGCCTCGCCAGA 243 (1992)
Tabulka 3: SloZeni reakéni smési pro PCR reakci pro 1 test.
_ Koncentr’ace Konecna Objem
Reagencie pracovniho koncentrace chemikilie [pl]
roztoku roztoku M
pufr 5x 1x 5,00
voda 17,55
forward primer 20 pmol-ul™ 0,1 pmol-I™ 0,13
reverse primer 20 pmol-ul™ 0,1 pmol-I™ 0,13
MyTaq"™" DNA polymeréza 5U-ul 1U 0,20
Tabulka 4: Podminky PCR amplifikace.
Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
primery 1LC 12776F/1LC_13223R (Glasa et al., 2015)
pocate¢ni denaturace 95 3 min 1
denaturace 95 30s
hybridizace 52 30s 40
elongace 72 30s
konecna elongace 72 5 min 1
primery LCV-1U_16390/LCV_1L_16809 (Rott et Jelkmann, 2001)
pocateCni denaturace 95 3 min 1
denaturace 95 30s
hybridizace 55 30s 40
elongace 72 30s
konecna elongace 72 5 min 1
primery PPV1/PPV2 (Wetzel et al., 1992)
pocate¢ni denaturace 94 3 min 1
denaturace 94 30s
hybridizace 62 30s 40
elongace 72 30s
kone¢na elongace 72 5 min 1
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4.4.4 Elektroforeticka separace

Produkty PCR amplifikace byly detekovany pomoci elektroforetické separace
V 1% agar6zovém gelu. Zasobni roztok 1% agardézového gelu byl pfipraven navazenim 3 g
agardzy a jeho rozpusténim v 300 ml 1x TAE pufru. Zéasobni roztok byl rozehian
vV mikrovinné troubé a bud’ pouzit okamzité, nebo uchovan v lednici pfi 4 °C. K mirn¢
vychladlému agar6zovému gelu o objemu 50 ml byly pfidany 3 ul barviva GelRed. Smés
byla dikladné promichana a pielita do vani¢ky s hiebinkem v elektroforetické komtirce.
Po ztuhnuti gelu byl gel prevrstven 1x TAE pufrem a do jamek bylo napipetovano 5 pl
reakéni smési. Pro urCeni velikosti PCR produktu bylo do prvni jamky déno 1,5 pl
standardu molekulové hmotnosti GeneRuler 100 bp DNA. Elektroforetickd separace
probihala pfti 80 V piiblizn¢ 30-45 min. Vysledky byly vyhodnoceny pomoci

UV-transluminatoru a dokumentaéniho zatizeni Syngene, G:Box.

4.4.5 lzolace PCR produktu z gelu

Izolace PCR produktu z gelu byla uskute¢néna pomoci kitu QIAquick® Gel Extraction Kit

dle pfiloZeného laboratorniho protokolu.

Byl pfipraven 1% agarézovy gel s ptidavkem ethidium bromidu, gel o objemu 75 ml byl
smichan s 5 ul 1% ethidium bromidu a nalit do vani¢ky s hiebinkem v elektroforetické
komirce. Po zatuhnuti gelu byl gel ptevrstven 1x TAE pufrem. Do prvni jamky byly
napipetovany 2 pl standardu molekulové hmotnosti GeneRuler 100 bp DNA a do dalSich
jamek byly dany vzorky smichané s 5 pl 0,1% bromfenolové modfi. Elektroforeticka

separace probihala pti 80 V piiblizné 30—45 min.

Gel byl pfenesen na UV translumindtor urceny pro vyfezavani z gelu a jednotlivé PCR
produkty byly vyfezany sterilnim skalpelem a umistény do ptedpiipravenych 1,5 ml
zkumavek. Bylo pracovdno v rukavicich a na kazdy vzorek byl pouzit novy skalpel,
aby se co nejvice zabranilo piipadné kontaminaci vzorkl. Vaha gelu byla zjisténa
zvazenim zkumavky s gelem a odectenim vahy samotné zkumavky a byl pfidan QG pufr
vV objemovém poméru 3:1. Zkumavky byly inkubovany 10 min pti 50 °C

pomoci termobloku az do tplného rozpusténi gelu. Zkumavky byly v pribéhu inkubace
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nékolikrat jemné protiepany. Byl pifiddn izopropanol v poméru 1:1, tj. 100 pg gelu
a 100 pl izopropanolu. Byla sestavena kolona pro izolaci DNA, ktera se skladala z fialové
kolony a sbérné zkumavky. Smés byla napipetovana do kolony a zcentrifugovana 1 min
pii 13 000 rpm. To, co proteklo, bylo vylito do odpadu. Do kolony bylo pfidano 500 ul QG
pufru a vzorek byl opét zcentrifugovan za stejnych podminek. Supernatant byl opét
odstranén. Dale bylo do kolony napipetovano 750 ul PE pufru a vzorek byl zcentrifugovan
1 min pii 13 000 rpm. Supernatant byl vylit do odpadu. Centrifugace byla opakovana
za stejnych podminek. Sbérna zkumavka byla odstranéna a kolona byla umisténa do nové
¢ist¢ 1,5ml zkumavky. Do kolony bylo napipetovano 50 ul deionizované vody

a zkumavka byla centrifugovana 1 min pii 13 000 rpm.

Koncentrace a kvalita izolované DNA byla zkontrolovdna pomoci fluorimetru. Izolovana

DNA byla nasledné uchovavana pii -70 °C.

4.4.6 Sekvenovani a bioinformaticka analyza

Sekvenac¢ni znaceni bylo provedeno pracovniky laboratofe pomoci kitu Big Dye
Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing kit, pfipravené vzorky byly analyzovany pomoci
genetického analyzatoru ABI PRISM 3730 na pracovisti UEB AV CR, CR-Hang,

Olomouc.

Vystupni sekvence ze sekvenatoru byly posklddany do kontigh za pouZziti programu
SeqMan Lasergene (Dnastar, Inc.) a ndsledné identifikovany pomoci programu BLASTN
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Altschul et al., 1997). Poté byly sekvence
studovanych izolatl spolecné s jiz znamymi sekvencemi LChV-1 dostupnymi v databazi
GenBank sefazeny v mnohocetny alignment prostiednictvim programu ClustalW
(Thompson et al., 1994). Vysledny mnohocetny alignment byl pouzit pti fylogenetické
analyze za pouziti algoritmu Neighbor-Joining a Tamura 3 parametrického modelu
(Felsenstein, 1985; Saitou et Nei, 1987; Tamura, 1992). Ziskany fylogeneticky strom byl
vizualizovan pomoci programu TreeExplorer. Mnohocetnd pfifazeni a veSkeré
fylogenetické analyzy a vizualizace byly provedeny v programu MEGA v. 7.0 (Kumar
et al., 2016).
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5 Vysledky

V ramci experimentalni Casti bakalafské prace bylo analyzovdno 40 vzorkli merunky
obecné (Prunus armeniaca L.) odebranych v kvétnu a Cervenci roku 2018 na ¢tyfech
lokalitach najizni Morav€. Seznam vzorkd je uvedeny v tabulce 5. Sesbirané listy
pochazely ze stroml rostoucich ve starSich produkénich sadech, byly vétSinou
bezptiznakové, ale na nckterych listech bylo mozné sledovat prosvétlovani Zilek a slabé

chlorotické mozaiky (naptiklad obrazek 5).

Obrazek 5: Priklad listd meruiiky obecné (Prunus armeniaca L.) vybranych pro nasledné
analyzy (foto: LMBM, KBB P{F).

Zlisth byla izolovana celkovda RNA, ktera byla pomoci RT-PCR piepsana
do komplementarni DNA (cDNA), kterd byla pouzita jako templat pro PCR reakci
se specifickymi primery na detekci Little cherry virus 1 (LChV-1). Vzorky byly také

otestovany na pfitomnost viru Sarky §vestky (Plum pox virus, PPV).
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Tabulka 5: Seznam testovanych vzorku.

Datum sbéru Oznadeni vzorku Lokalita

23.5.2018 159-2018
160-2018
162-2018
163-2018
164-2018
165-2018
166-2018
167-2018
170-2018
171-2018
173-2018
174-2018
175-2018
176-2018

2.7.2018 166R-2018
167R-2018
168R-2018
169R-2018
170R-2018
171R-2018
172R-2018
173R-2018
174R-2018
175R-2018
176R-2018
177R-2018

178R-2018
179R-2018
180R-2018
181R-2018
182R-2018
183R-2018
184R-2018
185R-2018
186R-2018
187R-2018

188R-2018
189R-2018
190R-2018
191R-2018
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5.1 Detekce LChV-1a PPV

Little cherry virus 1 byl detekovan pomoci PCR s pouzitim dvou kombinaci primeru
atopodle Rott et Jelkmann (2001) a Glasa et al. (2015). Pii pouziti primerQ
LCV_1U _16390/LCV_1L 16809 byly detekovany pouze produkty o velikosti cca 420 bp,
které odpovidaji o¢ekavané velikosti. V lokalité A bylo zaznamenano 5 pozitivnich vzorkt
ze 14, v lokalité B 2 vzorky z 12, v lokalit¢ C 5 vzorki z 10 a v posledni lokalité¢ D nebyl
pozitivni ani jeden vzorek (obrazek 6). Celkova frekvence LChV-1 ve vzorcich s touto

kombinaci primert byla 30 %.

Pomoci druhé kombinace primerit 1LC 12776F/1LC 13223R byly ziskany dva produkty
o velikostech cca 450 bp a 600 bp. Produkt o piiblizné velikosti 600 bp se vyskytoval
Vv 62,5 % vzorkd a z toho u péti vzorkli byl zaznamenan dvojband. S cilem identifikovat
veétsi produkt (v obrazku 6 oznacen hvézdickou) byl produkt ze vzorku 176-2018 izolovan
a nésledné sekvenovan. Bylo prokézano, ze ziskana sekvence (o délce 452 bp) vykazuje
97,98 % identitu s chloroplastovou DNA (Acc. No. XM _008229959.1). Po vylouceni
nespecifickych produkti bylo v lokalit¢ A detekovdno 6 pozitivnich vzorkl ze 14,
v lokalité B 4 vzorky z 12, v lokalité C 4 vzorky z 10 a v lokalité D opét nebyl zaznamenan
zadny pozitivni vzorek (obrazek 6). Little cherry virus 1 (LChV-1) byl s touto kombinaci

primert detekovéan v 35 % ptipadil.

Ve vétsiné vzorkd byl virus detekovan pomoci obou kombinaci detek¢nich primerd,
aleuvzorku 186R-2018 byl produkt detekovan pouze kombinaci primerQ
LCV_1U 16390/LCV_1L 16809; druhou kombinaci primerit 1LC 12776F/1LC _13223R
byl LChV-1 navic detekovan ve vzorcich 163-2018, 170R-2018 a 173R-2018. Celkova
frekvence vyskytu LChV-1 ve vzorcich byla 37,5 %. Na lokalité¢ D (Slechtitelské porosty)

nebyl LChV-1 zaznamenan ani jednou kombinaci detek¢nich primert.
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Obrazek 6: Detekce Little cherry virus 1 (A) s primery dle Rotta et Jelkmanna (2001)
a (B) s primery dle Glasy et al. (2015).

Legenda: L: standard molekularni hmotnosti (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder), B: slepy vzorek,
1-40: vzorky, 1: 160-2018, 2: 165-2018, 3: 159-2018, 4: 163-2018, 5: 166-2018, 6: 167-2018,
7:174-2018, 8: 162-2018, 9: 164-2018, 10: 170-2018, 11: 171-2018. 12:175-2018, 13: 176-2018,
14-39: 166R-2018 az 191R-2018, 40: 173-2018, *: nespecificky produkt, Sipka: specificky produkt

Vzorky byly dale testovany na vyskyt Plum pox virus (PPV) pro vyvraceni spojitosti
moznych symptomid pozorovanych na listech s onemocnénim Sarky Svestky. Vsechny
vzorky byly negativni, nebyl ziskdn specificky produkt potvrzujici ptitomnost PPV
(ptiklad detekce viz obrazek 7).

L 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Obrazek 7: Ptiklad detekce Plum pox virus (PPV).

Legenda: L: standard molekularni hmotnosti (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder), 1-15: vzorky,
1: 160-2018, 2: 165-2018, 3: 159-2018, 4: 163-2018, 5: 166-2018, 6: 167-2018, 7: 174-2018,
8: 162-2018, 9: 164-2018, 10: 170-2018, 11: 171-2018. 12:175-2018, 13: 176-2018, 14: 166R-
2018, 15: 167R-2018
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5.2 Fylogeneticka analyza

Sangerovym sekvenovanim byly pomoci kombinace primera
LCV_1U 16390/LCV_1L 16809 ziskany parcialni sekvence ORF8 o velikosti
400423 bp uosmi vzorkd: 160-2018, 165-2018, 167-2081, 174-2018, 168R-2018,
181R-2018, 184R-2018 a 185R-2018 a pomoci kombinace  primerQ
ILC 12776F/1LC 13223R byly ziskdny parcialni sekvence plastového proteinu
0 velikosti 420 bp a 452 bp u vzorki 174-2018 a 176-2018. Identita fragmenti ORFS8
aplastového proteinu byla ovéfena prostiednictvim programu BLASTN a vSechny
fragmenty byly identifikovany jako sekvence Little cherry virus 1 (LChV-1). Parcialni
sekvence ORF8 izolatd 160-2018, 174-2018, 168R-2018, 185R-2018 vykazovaly
08,77-99,51% identitu se sekvenci izolatu Aprl53 z Ceské republiky (Acc. No.
KX831094.1). Sekvence izolati 165-2018 a 167-2018 vykazovaly 97,27% a 97,15%
identitu také s meruiikovym izolatem z Ceské republiky, Apr172 (KX831099.1). Sekvence
izolati 181R-2018 a 184R-2018 byly nejvice podobné, 86,99% a 93,63% identita, izolatu
W?2 z Polska (HE580104.1).

Parcidlni sekvence plaStového proteinu izolatu 174-2018 byla nejvice podobna, 95,18%
identita, s italskym izolatem ITMAR (EU715989.1). Naopak izolat 176-2018 vykazoval
92,04% identitu s japonskym izolatem Kyoto-2 (MG934545.1).

Pfi porovnani ziskanych meruiikovych LChV-1 izolati a izolati dostupnych v databazi
GenBank bylo pomoci neighbor-joining fylogenetické analyzy parcidlnich sekvenci ORF8
zjisténo, Ze se izolaty rozdélily do 4 zékladnich vétvi a ceské meruiikoveé izolaty
se vyvétvily do dvou z nich (obrdzek 8). Izolaty nachazejici se v prvni vétvi vykazovaly
ptibuznost s izolatem ITMAR, UW2 a indickymi izolaty C2 a S. Dva izolaty se vyvétvily
do druhé hlavni vétve, kde vytvoftily statisticky prikaznou skupinu spolecné s izolaty

Kyoto-2, W2, SK15 a Ch.8.

Pti fylogenetické analyze parcidlnich sekvenci plastového proteinu se strom rozdélil
do péti hlavnich vétvi, kde se ziskané izolaty vyvétvily do dvou z nich (obrazek 9). Izolat
174-2018 vykazoval ptibuznost s némeckym izolatem UW2 plvodem z tfeSn€ a italskym
izolatem ITPER ziskanym z mandlong. Dale se ve vétvi vyskytoval spolecné s mad’arskym
merunkovym izolatem infikujicim merunku cv. Magyar Kajszi (MH321190.1) a Ceskymi
merunikovymi izolaty. Izolat 176-2018 spolecné s izolatem Kyoto-2 vytvofily samostatnou

statisticky prikaznou vétev.
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87| 185R-2018 CZE
168R-2018 CZE
174-2018 CZE
160-2018 CZE

Apr153 (KX831094.1) CZE _

og | Apri61 (KX831097.1) CZE
Apr156 (KX831095.1) CZE
Apr160 (KX831096.1) CZE
99 |167-2018 CZE
_{ 165-2018 CZE
98 _LApr169 (KX831098.1) CZE

2L Apr172 (kx831099.1) CZE
C2 (FN557587.1) IND
4100L Prunus avium
S (FM211646.2) IND
iL— W2 (HE580104.1) POL ] Prunus cerasus
Kyoto-2 (MG934545.1) JPN ] Prunus serrulata

83

81

— 181R-2018 CZE :| Prunus armeniaca
94 V2356 (JX669615.1) DEU

87_|;

Rannaja (MF069042.1) CZE/MLD

99

100

Prunus armeniaca

ITMAR (EU715989.1) ITA 7 Prunus cerasus
UW?2 (Y10237.1) DEU  Prunus avium

Prunus armeniaca

99 _|——SK15 (HE580103.1) IND }
95 Ch.8 (MG458879.1) BGR Prunus avium

184R-2018 CZE ] Prunus armeniaca

:| Prunus cerasus

P8-42 (MH300061.1) ESP ] Arunus avium
YD (KR080325.1) KOR ] Prunus persica

Ponferrada (KX192367.1) ESP
Jerte (KX192366.1) ESP

Prunus avium

P8-23 (MH300060.1) ESP
Taian (KR736335.1) CHN

0.05

G15_3 (LN794218.1) GRC ] Prunus avium

Obrazek 8: Fylogeneticky strom izolati LChV-1 sestaveny na zdklad¢ parcidlnich

nukleotidovych sekvenci ORFS.

Meéritko predstavuje 0,05 substituci na pozici. Bootstrap hodnoty mensi nez 70 nebyly zobrazeny.

Legenda: CZE: Ceska republika, ITA: Italie, DEU: Némecko, IND: Indie, POL: Polsko, JPN:
Japonsko, BGR: Bulharko, MLD: Moldavie, ESP: Spanélsko, KOR: Jizni Korea, CHN: Cina,

GRC: Recko
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Apri60 (KY368384.1) CZE
Aprl56 (KY368383.1) CZE
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SL9 (MH576603.1) POL 1 Prunus cerasus
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SL6 (MH576600.1) POL | Prunus cerasus

82 Aprl69 (KY368386.1) CZE

] 79 Aprl53 (KY368382.1) CZE | Prunus armeniaca

91

78 Apr172 (KY368387.1) CZE
93 174-2018 CZE 7] Prunus armeniaca

Z UW2 (Y10237.1) DEU ] Prunus avium
» ITPER (EU715999.1) ITA | Prunus amygdalus

ITMAR (EU715989.1) ITA | Prunus cerasus

SL3 (MH576597.1) POL ] Prunus avium

99— Kyoto-2 (MG934545.1) JPN | Prunus serrulata
| 176-2018 CZE 7] Prunus armeniaca

7 Ij Rannaja (MF069042.1) CZE/MLD
76 V2356 (JX669615.1) DEU Prunus cerasus
100 —— SL10 (MH576604.1) POL

E—— P8-42 (MH300061.1) ESP T Prunus avium
L Rij7BSpruim (KY173008.1) BEL ] Prunus domestica

100 [~ YD (KRO80325.1) KOR ] Prunus persica

SL8 (MH576602.1) PLN ] Prunus avium
08C (KP861757.1) SVK
Jerte (KX192366.1) ESP
P8-23 (MH300060.1) ESP
Ponferrada (KX192367.1) ESP
Taian (KR736335.1) CHN
G15_3 (LN794218.1) GRC ] Prunus avium

99

Prunus avium

0.02

Obrazek 9: Fylogeneticky strom izolati LChV-1 sestaveny na zakladé parcialnich nukleotidovych

sekvenci plastového proteinu.

Metitko piedstavuje 0,02 substituci na pozici. Bootstrap hodnoty mensi nez 70 nebyly

zobrazeny.

Legenda: CZE: Ceska republika, HUN: Mad’arsko, POL: Polsko, BEL: Belgie, DEU: Némecko,
ITA: Ttalie, JPN: Japonsko, MLD: Moldavie, ESP: Spanélsko, KOR: Jizni Korea, SVK: Slovensko,
CHN: Cina, GRC: Recko, M. k.: Magyar Kajszi
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6 Diskuze

Little cherry virus 1 (LChV-1) je zavazny patogen zpusobujici spolecné s Little cherry
virus 2 (LChV-2) a Western X disease fytoplazmou chorobu zvanou ,Little cherry
disease‘. Mezi jeji typické symptomy se fadi deformace a sniZeni kvality plodd, zbarveni
listi do Cervena ¢i zakrnélost ristu. Prirozenymi hostiteli LChV-1 je tfeSen obecna (Prunus
avium (L.) L.) avisenn obecna (Prunus cerasus L.), ale v posledni dob¢ byl tento virus
detekovan na dalSich zastupcich rodu Prunus. Jelikoz se zastupci rodu Prunus fadi mezi
vyznamné a oblibené peckoviny, je LChV-1 zafazen na seznam karanténnich patogent
doporucenych k regulaci (CABI, 2019; EPPO, 2019; Ludvikova et Sucha, 2011; WSU
Tree Fruit, 2019).

V Ceské republice byla choroba ,Little cherry disease‘ poprvé detekovéna na tfenich
a visnich ve vychodnich Cechach v roce 2011 (Ludvikové et Sucha, 2011). V roce 2017
byl vyskyt LChV-1 celosvétoveé poprvé detekovan na meruiice obecné (Prunus armeniaca
(L.) L.) v genovych zdrojich v Ceské republice, coz vedlo k dal§imu rozsifeni znalosti
0 okruhu hostitelii tohoto viru (Safafova et al., 2017). Na zakladé tohoto zjisténi byl
Vv ramci experimentalni Casti bakalarské prace zjistovan vyskyt LChV-1 a studovana
geneticka variabilita izolatt u souboru 40 vzorkd meruniky obecné (Prunus armeniaca (L.)

L.) plivodem ze 4 lokalit z jizni Moravy.

Na listech testovanych rostlin bylo pozorovano obcasné prosvétlovani zilek a slabé
chlorotick¢ mozaiky, ale vétSina listh byla bezptiznakova. V ramci experimentu bylo
prokazano, ze pozorované prosvétlovani zilek nema spojitost s infekci Plum pox virus
(PPV), ale neni moZzné vyvratit spojitost s jinym patogenem. Virus byl detekovan u 14
strom, u kterych nebyly pozorovany zadné specifické ptiznaky, pfipadné jen fyziologicke
zloutnuti listd. Tato zjiSténi potvrzuji domnénku o latentni infekci. Infekce LChV-1
vyvolava intenzivni pfiznaky a vyznamné poskozeni plodii u tfesné obecné (Prunus avium
(L.) L.) a visn€ obecné (Prunus cerasus L.) (CABI, 2019; Matic et al., 2009b; Ludvikova
et Sucha, 2011) a sakury ozdobné (Prunus serrulata Lindl.) (Candresse et al., 2012; Kunze
et al., 1982; Matic et al., 2009b). V piipadé novych hostiteld LChV-1 detekovanych
V poslednich letech, broskvoni, merun€k a Svestek, byla doposud zaznamendna také
jen latentni infekce (Marais et al., 2016; Matic et al., 2007; Safarova et al., 2017; Tahzima
etal., 2016).
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S kombinaci primerd 1LC 12776F/1LC 13223R byl detekovan nespecificky produkt
0 ptiblizné velikosti 600 bp. Prvni ¢ast vzorkll byla odebrana na konci kvétna 2018
a frekvence nespecifického produktu byla 42,86 %, ale u vzorkd sesbiranych na zacatku
cervence 2018 byla jiz Cetnost vyskytu 73,08 %. Vyskyt nespecifického produktu se tedy
zvysuje v zavislosti s ¢asem sbéru vzorki. Cim v pozdé&j§im 1ét& byly vzorky odebrany, tim
Casté&ji byl detekovan vznik nespecifickych produkti. Autofi téchto primerd, ktefi je vyuzili
nespecifickych produktti. Neni proto jasné jestli tento nespecificky produkt vznika pouze
u merunky obecné (Prunus armeniaca (L.) L.) nebo je ho mozné zaznamenat u vzorka

ziskanych ze starSich listt vSech hostitelskych zastupcii rodu Prunus.

U ¢tyit vzorkd (163-2018, 170R-2018, 173R-2018, 186R-2018) byl LChV-1 detekovan
pouze jednou ze dvou zvolenych kombinaci primert. Pfi pouziti pouze jedné kombinace
detek¢nich primert by tedy mohlo dojit k faleSn¢ negativnim vysledkiim. K podobnym
poznatktim dospéli jiz diive Katsiani et al. (2018), ktefi s ohledem na neshody v cilovych
mistech detekénich primert doporucuji pro zvySeni jejich LChV-1 detekéniho rozsahu

pouzivat vice kombinaci detekénich primera zacilenych na oblasti HSP70 a CP.

Druhd cast experimentalni Céasti bakalatské prace se zabyvala genetickou analyzou
ziskanych parcialnich sekvenci deseti izolati meruiiky obecné (Prunus armeniaca (L.) L.).
Doposud znamé sekvence izolath LChV-1 jsou velmi variabilni (Katsiani et al., 2015;
2018), coz se ukéazalo i u ceskych merunikovych izolatl, které se rozdelily do dvou
samostatnych vétvi vramci fylogenetického stromu zaloZzeného jak na parcidlnich
sekvencich ORF8, tak i fylogenetického stromu zaloZzeného na parcialnich sekvencich

plastového proteinu.

Pii studovani variability izolatd LChV-1, infikujicich nového hostitele, fylogenetickou
analyzou nebyla potvrzena geografickd ani hostitelska specifita detekovanych izolatd,
coz je v souladu se zjisténim Katsiani et al. (2015). Ve fylogenetickych stromech nedoslo
k vytvoteni samostatnych klastri podle zemé& puvodu izolati nebo pivodu hostitele.
PrestoZe vétSina merutikovych izolath vykazovala pfibuznost s izolaty pivodem z Evropy,
byl mezi studovanymi LChV-1 izolaty identifikovan i merunkovy izolat 176-2018, ktery
by prikazné nejptibuznéjsi s izolatem Kyoto-2 (MG934545.1) pochazejicim z Japonska

ze sakury ozdobné (Prunus serrulata Lindl.).
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U Little cherry virus 1 (LChV-1) doposud neni znadm pfirozeny vektor, ale vime,
Ze je pfenosny vegetativné pomoci roubovani a mize se tedy rozSifovat pomoci
Slechtitelského materialu (Katsiani et al., 2015). Je tedy pravdépodobné, Ze se LChV-1
rozsifil do komercnich sad pravé prostiednictvim infikovanych podnozi, a takto doslo
k infekci merun¢k izoldtem vykazujici ptibuznost s asijskymi izolaty LChV-1. Nelze

ale pln¢ vyloucit vliv neznamého vektoru.

Detekce LChV-1 na merunice obecné (Prunus armeniaca (L.) L.) poukazuje na nutnost
dalSiho vyzkumu a prohlubovani znalosti ohledn¢ epidemiologie, hlavné piekvapujici
absence vektoru, a genetické variability LChV-1. Je dilezité zamezit rozSifovani tohoto

viru na dalsi potencionalni hostitele, u kterych miize vyvolat zavazné infekce.
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Experimentalni ¢ast bakalaiské prace se zabyvala detekci Little cherry virus 1 (LChV-1)
v souboru nahodné sesbiranych 40 vzorkd meruniky obecné (Prunus armeniaca (L.) L.),
rostoucich ve starSich komer¢nich vysadbach, pochazejicich ze ctyr lokalit na jizni
Moravé. Virus byl detekovan pomoci dvoji kombinace detekénich primert a celkova

frekvence LChV-1 ve vzorcich byla 37,5 %, virus byl prokazan na tfech ze ¢tyt lokalit.

Byly ziskany parcialni nukleotidové sekvence otevieného cteciho ramce 8 (ORFS)
a parcialni nukleotidové sekvence plastového proteinu (CP). Identita fragmenti byla
ovéfena pomoci programu BLASTN a vSechny byly identifikovany jako sekvence
LChV-1. Vétsina ziskanych izolati byla nejvice podobna diive popsanym ceskym
merunkovym izolatim Aprl53 (Acc. No. KX831094.1) a Aprl72 (KX831099.1),
ale nékteré¢ vykazovaly piibuznost i s polskym izolatem W2 (HE580104.1), italskym
izolatem ITMAR (EU715989.1) ajaponskym izolatem Kyoto-2 (MG934545.1).

Fylogeneticka analyza nepotvrdila Zadnou hostitelskou ¢i geografickou specifitu izolati.

Na zédklad¢ ziskanych vysledkli je patrné, Ze je potieba neustdle rozSifovat znalosti
0 genetické variabilité, hostitelich a 0 moZnostech prenosu LChV-1 na dalsi hostitele rodu
Prunus. Déle je nutné, aby zacalo dochdzet k pravidelnym kontrolam Slechtitelského
materialu, aby mohlo byt efektivné zabranéno v jeho dal$im rozsifovani na potencionalni

hostitele.
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