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Anotace:

Samples of lucerne plants characteristic with local necrosic lesions, leave malformation
and yellow spots on leaves were investigated with transmission electron microscopy. Virus
particles observed there were filamentous ones of 600 to 700 nm long. Nucleic acid was
isolated, transcribed and amplified using PCR. Genus-specific primers were designed based on
reverse genetics from the highly conserved genes for carlaviruses, potexviruses and
potyviruses. Successful amplification with carlavirus-specific primers, sequencing and
comparison with sequences in GenBank database revealed presence of a carlavirus. This was
later identified by nucleotide sequence comparison as a new isolate V4 of Alfalfa latent virus.
Specific primers for isolate V4 were designed in a coat protein position. Half of the genom of
this virus was obtained with PCR and PCR modified amplifications and compared with

sequences of Alfalfa latent virus and Pea streak virus from GenBank.
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Cil prace

Predbézné zkoumani transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) vzorku vojtéSky seté
(Medicago sativa), pochazejici ze Slechtitelské stanice ZeleSice (AGROGEN, spol. s.r.0.),
odhalilo vlaknité ¢astice o délce 600 - 700 nm (obr. 1; Franova a kol., 2009). Rostlina vojtésky
vykazovala symptomy infekce, jako jsou deformace listll s vyskytem malych Zlutavych skvrn a
svétlani zilek (obr.2). Cilem této prace byla identifikace nalezeného vlaknitého viru

molekularnimi metodami a sekvenace jeho genomu.

Obr. 1: Snimek vlaknitych €astic o velikosti 600 — 700 nm z transmisni elektronové

mikroskopie, negativni kontrast [1:200 nm] (foto: Franova).
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Uvod

Taxonomicky rod vojtésky (Medicago)
zahrnuje pfiblizné 100 druhl. V ¢eskych podminkach
se nejCastéji vyskytuji tfi druhy vojtéSky, kterymi jsou
vojtéSka seta (Medicago sativa), vojtéSka zvrhla
(Medicago varia Mart.) a vojtésSka srpovita (Medicago
falcata L.) (Klesnil a kol., 1978). V Ceské republice je
pro péstovani registrovano 17 odrid vojtésky, které
jsou typu sativa s minimalnim podilem M. falcata
v genotypu (Seznam registrovanych odrud, 2009).
Tato zemédélska plodina je péstovana hlavné pro
vysokou produkci kvalitni pice a pro vysoky obsah
bilkovin, karotenu, vitaminu C a E. Jeji hluboky
kofenovy systém umoznuje Cerpat ziviny i ze
spodnich vrstev pldy, a proto dobfe odolava suchu i
mrazu. Tyto vlastnosti umozniuji vojtéSce prezivat i
v takovych oblastech, jako jsou asijské stepi, odkud
se vojtéska plvodné rozsifila. V Ceské republice se

péstuje hlavné v kukufi¢né a fepafské vyrobni oblasti

nebo lepsi bramborarské oblasti.
Pro hospodarskou vyznamnost této rostliny Obr. 2: Listy vojtésky seté (Medicago
je velmi dllezita dobra ochrana proti Skadcim, ktefi

sativa) s pfiznaky infekce (foto:
mohou snizovat vynos a kvalitu pice. Semena i Franova).

rostlina vojtésky mohou byt napadeny celou fadou

hub, jako jsou rody pytium (Pythium sp.),

leptosferulina (Leptosphaerulina sp.), Phoma (napf. Phoma medicaginis), rez (Uromyces),
pakustfebka (Pseudopeziza), stemfylium (napf. Stemphylium vesicarium), skvrnaticka (napf.
Cercospora medicaginis), vietenatka (napf. Peronospora trifoliorum), Leptotrochila (napf.
Leptotrochila medicaginis) a dal$i (National Lucerne Organization, 2008).

VojtéSku napada také celda fada hmyzich $kadcu, mezi kterymi najdeme fytosugni
plostice, jako je klopuska svétla (Adelphocoris lineolatus), klopuska chlupata (Lygus
rugulipennis), klopudka &erna (Adelphocoris seticornis), dale jizZ méné parazitujici plodomorka
vojtédkova (Contarinia medicaginis), bejlomorka vojtéskova (Dasineura ignorata), tmavka
vojtéSkova (Bruchophagus roddi), tfasnénka vojtéskova (Odontothrips confusus) a dalSi (Petfik
a kol., 1987). Boj proti hmyzim Sk{dcim je mozny vhodnymi insekticidy. Hmyz s sebou vS§ak
pfinasi nebezpedi pfenosu virovych chorob, zvlasté u fytosugnich druhd, které se zivi sanim
rostlinnych Stav. Virovy patogen hmyziho jedince vyuziva jako vektora a v rostliné se potom
replikuje s vyuzitim hostitelského translaéniho aparatu, jako Alfalfa mosaic virus, ktery je

v rostliné vojté8ky pomérné Casty. Virové infekce se mohou v rostling projevit celou Fadou
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symptomu, jejichz nasledkem miize dojit az k uhynu rostliny. Pouhé symptomy projevujici se na
rostliné vSak, s mnozstvim vySe zminénych patogend, k identifikaci virové infekce stacit

nemohou. Proto je nezbytna detekce a studium rostlinnych virl na molekularni drovni.

Taxonomie

Klasifikace virG je zaloZzena na typu nukleové kyseliny (RNA, DNA) a zda se jedna o
jedno- nebo dvouvldknovou nukleovou kyselinu. Dale rozhoduje poclet &astic genomu,
usporadani otevienych Ctecich rdmc, jejich zplsob exprese a podobnost aminokyselinovych
sekvenci. Rozhodujicim faktorem je i pfitomnost nebo absence bilkovinného obalu a ¢astéjSiho
proteinového kapsidu, ktery pfimo interaguje s nukleovou kyselinou a dava tak tvar virové
Castici. V dlsledku neustalych nalez(l novych vird a izolatl je taxonomie stale upfesfovana a
meénéna. Databaze vir( a jejich taxonomie jsou dostupné na internetu (ICTVdB, 2002).

Postup pouzivany pro identifikaci vira

Identifikaci viru provadime na zakladé biologické charakteristiky viru a molekularnich
metod. Biologickou charakteristikou jsou symptomy, kterymi se virova infekce projevuje na
hostitelské rostling, velikost a tvar virové partikule, které jsou zjistitelné transmisni elektronovou
mikroskopii, ale také druh a Skala hostitelskych rostlin, které jsou na virovou infekci citlivé.
Identifikace na zakladé molekularnich metod se provadi polymerazovou Fetézovou reakci
s pouzitim rodové specifickych primerQ. Ty jsou navrhovany pro vysoce konzervované oblasti
sekvenci genll v ramci celého rodu (reverzni genetika).

Podle symptom virové infekce projevujici se na rostliné mizeme identifikovat virus jen
v pfipadé, Zze se jednd o velmi charakteristické pfiznaky, které jsou nezaménitelné s jinym
virovym nebo nevirovym cinitelem. Nékteré virové pfiznaky mohou byt simulovany napfiklad
raznymi chemickymi latkami, nedostatky nebo naopak nadbytky dulezitych makro a mikro prvku
v pUdé, jinymi parazitujicimi organismy apod. Pro potvrzeni virové infekce na rostliné je tedy
obvykle prvnim krokem pouziti transmisni elektronové mikroskopie.

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) slouZi k detekci pfitomnosti viru v rostliné,
jeho struktury, velikosti a morfologie virové Castice, kterd upfesiuje naslednou molekularni a
sérologickou diagnostiku. Znalost tvaru virové partikule pak mize zuzit Skalu zkoumanych vird.
V nasSem pfipadé vlaknity typ Castice je typicky pro nékteré jednovlaknové RNA viry s pozitivni
poIaritou* (+ssRNA) celedi Closteroviridae, Flexiviridae a Potyviridae (tab. 1). Rozméry &astic
vlaknitého tvaru potom mohou pomoci identifikovat patogena diky nasi znalosti rozsahu
velikosti Castic celé fady rodd. Dlouhé vlaknité castice nejsou svym tvarem na rozdil od
izometrického a baciliformniho tvaru pfi pfipravé preparatd pro transmisni elektronovou
mikroskopii tolik stabilni. Castice se mohou lamat, a proto musime pogitat s odchylkou délky
pozorovanych ¢astic od skute¢né velikosti. Pro identifikaci viru se tedy nelze zaméfit pouze na

skupiny (Celedé, rody) zahrnujici velikosti pozorovanych ¢astic (obr. 10).

* Pozitivni polarita znamena pfimé vyuziti virové RNA jako mRNA pro translaci v rostlinné burice.
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Tab. 1: Taxonomie vlaknitych jednovlaknovych rostlinnych RNA vird s pozitivni
polaritou (ICTVdB, 2002).

NK Celed Rod Druh
Closterovirus | Beet yellows virus
Closteroviridae | Crinivirus Lettuce infectious yellows virus
Ampelovirus Grapevine leafroll-associated virus
Potexvirus Potato virus X
Mandarivirus | Indian citrus ringspot virus
Allexivirus Shallot virus X
Flexiviridae Carlavirus Carnation latent virus
Foveavirus Apple stem pitting virus
ssRNA (+) Capillovirus | Apple stem grooving virus
Vitivirus Grapevine virus A
Trichovirus Apple chlorotic leaf spot virus
Potyvirus Potato virus Y
Rymovirus Reygrass mosaic virus
Potyviridae Bymovirus Barley yellow mosaic virus
Macluravirus | Maclura mosaic virus
Ipomovirus Sweet potato mild mottle virus
Tritimovirus Wheat streak mosaic virus

Tab. 2: Vycet virovych patogent infikujicich vojtésku (Medicago sp.) (Brunt a kol., 1996b).

Druhy virti zaznamenané na rostliné vojtésky (Medicago sp.)

Alfalfa 1 alphacryptovirus

Alfalfa 2 ) betacryptovirus

Alfalfa latent carlavirus

Alfalfa mosaic alfamovirus

Bean leaf roll luteovirus

Bean yellow mosaic potyvirus

Beet curly top hybrigeminivirus

Beet western yellows hybrigeminivirus
Broad bean mottle bromovirus
Carnation mottle carmovirus

Carrot mosaic potyvirus

Cassia mild mosaic Pcarlavirus
Chickpea distortion mosaic potyvirus
Clover yellow mosaic potexvirus
Clover yellow vein potyvirus
Cucumber mosaic cucumovirus
Faba bean necrotic yellows nanavirus
Hop trefoil 1 alphacryptovirus

Hop trefoil 2 betacryptovirus

Hop trefoil 3 alphacryptovirus
Lucerne Australian latent nepovirus

Lucerne Australian symptomless nepovirus

Lucerne enation ’nucleorhabdovirus
Lucerne transient streak sobemovirus
Milk vetch dwarf nanavirus

Muskmelon vein necrosis carlavirus
Narcissus mosaic potexvirus

Pea enation mosaic enamovirus

Pea mild mosaic comovirus

Pea seed-borne mosaic potyvirus

Pea streak carlavirus

Peanut stunt cucumovirus

Red clover mottle comovirus

Red clover necrotic mosaic dianthovirus
Red clover vein mosaic carlavirus
Soybean dwarf luteovirus
Subterranean clover red leaf luteovirus
Subterranean clover stunt nanavirus
Tobacco ringspot nepovirus

Tobacco streak ilarvirus

Tobacco yellow dwarf monogeminivirus
Watermelon mosaic 2 potyvirus

White clover mosaic potexvirus

? . P « y
@ Virus neni pfesné zarazen.
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Dal$im pomocnym identifikacnim faktorem je jizZ zminé&na hostitelska rostlina. Je znama
fada rostlinnych vird, které infikuji Sirokou $kalu rostlinnych druh, ale také fada téch, o kterych
zatim vime, Ze infikuji jen urcity druh rostliny. Na internetu byly vytvofeny databaze, ve kterych
je pro jednotlivé rostliny zaznamenan vycet virovych patogenl na které jsou citlivé a jejichz
pfitomnost byla v rostliné potvrzena. V pfipadé vojtéSky (Medicago sp.) je popsano 43 virovych
patogenu (tab. 2; Brunt a kol., 1996). K charakteristice viru tedy patfi i vyCet rostlin které jsou na
virus citlivé a které ne.

Pokud se dale zamé&fime pouze na zastupce vlaknitého tvaru infikujici vojtésku,
muzeme vyrazné urychlit identifikaci patogena, jedna-li se o znamy, na vojtéSce jiz dfive
nalezeny virus (tab. 3). Vlaknité viry byly nalezeny pouze na tfech druzich vojtésky, kterymi jsou
Medicago alba (syn. komonice bila, Melilotus albus), Medicago hispida (syn. tolice mnohotvara,
Medicago polymorpha L.) a Medicago sativa (vojtéSka seta). VyCet téchto vlaknitych vird
zahrnuje pouze viry roda Potexvirus, Carlavirus a Potyvirus. Vzhledem k délce nami
pozorovanych ¢astic, pak virové &astice nejvice odpovidaji jen rodim Carlavirus a Potyvirus.
Jak ale bylo zminéno vySe, rod Potexvirus nemuzeme Uplné vyloucit za pfedpokladu, Ze se

Castice pfi pfipravé preparatt lamou, a nebo Ze se jedna o dosud nepopsany virus.

Tab. 3: Vlaknité viry nalezené na tfech druzich vojtéSky. (ICTVdB*; Plant Viruses
Online** (Brunt a kol., 1996b).

Hostitel Virus Délka castice [nm]
Medicago alba Clover yellow mosaic potexvirus 540
Muskmelon vein necrosis carlavirus 674*
Medicago hispida | Muskmelon vein necrosis carlavirus 674*
Watermelon mosaic 2 potyvirus 750 - 780
Medicago sativa Alfalfa latent carlavirus 635 (653)
Bean yellow mosaic potyvirus 750
Carrot mosaic *) potyvirus 740**
Cassia mild mosaic ” carlavirus 640*
Chickpea distortion mosaic potyvirus 750*
Clover yellow mosaic potexvirus 540
Clover yellow vein potyvirus 767 (590 - 700)
Narcissus mosaic potexvirus 550
Pea seed-borne mosaic potyvirus 770
Pea streak carlavirus 619 (630)
Red clover vein mosaic carlavirus 600 - 700
Watermelon mosaic 2 potyvirus 750 - 780
White clover mosaic potexvirus 480

Timto postupem zaloZeném na biologickych viastnostech viru miizeme pfedpokladat, Ze
nami nalezeny vlaknity virus by mohl, ale nemusi, byt jeden z uvedenych vlaknitych vird jiz
nalezenych na vojtéSce a nebo se muze jednat o dosud nepopsany virus, cozZ je prokazatelné

pouze vhodnymi sérologickymi (napf. ELISA) nebo molekularnimi metodami.
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Charakteristika rodu Potyvirus

Rod Potyvirus patfi do Celedi Potyviridae. Genom zastupcu této ¢eledi je jednovlaknova
ribonukleova kyselina s pozitivni polaritou (+ssRNA), kter& ma pouze jeden otevieny Cteci
ramec, jenz je po prelozeni do polyproteinu posttranslacné stépen virovymi proteazami.

Genom potyvird o délce pres 9000 nukleotidi ma na 5’ konci kovalentné pFipojen VPg
protein a na 3’ konci nekodujici oblast koncici sekvenci 25 - 100 adeninovych zbytk( (polyA
konec). Polyprotein potyviru (cca 3000 aa) je posttranslacné Stépen virovy mi proteazami ve
specificky ch mistech na 8 funkénich protein( (obr. 3). Dva z nich (VPg a CP) jsou pfitomny ve
virové Castici a 6 dalSich (protein 1 a 3, helper komponent HC-Pro, cytoplazmatické inkluze ClI
(Hel - helikaza) a jaderné inkluze Nla (VPg/Pro), NIb (RNA polymeraza) se vyskytuji v ramci
Castice a mohou b yt izolovany z infikované rostliny). Dva dalSi proteiny ozna¢ené 6K1 a 6K2
nebyly detekovany in vivo (Shukla, 1994; Bos,1999).

VPy 6K, 6K; Nla-Pro NIk CcP polyA
i
g — Al Bt I - »
SUTR - P1 HC-Pro P3 cl VPy ’ ”Qum

GNNSGGQ  WCIEN OMKAA

Obr. 3: Uspofadani genomu rodu Potyvirus (Celed Potyviridae) s aminokyselinovymi motivy WCIEN a
QMKAA.

Potyvirovd +ssRNA je obalena proteinovym kapsidem, ktery je formovan v helikalni
symetrii. Vytvari Castice vlaknitého tvaru o délce 680 az 900 nanometrt a Sifce 11 az 13
nanometrd (ICTVdb, 00.057.0.01. Potyvirus).

Viriony potyvirl byly nalezeny v cytoplazmé, jadfe, chloroplastu, Golgiho aparatu i
bunééné vakuole. V infikované burfice se také mohou vyskytovat charakteristické
cytoplazmatické (krystalicka, amorfni a membranova téliska) nebo jaderné inkluze (krystalicka
téliska). Mnoho potyvird je pfenosn ych msicemi (vektory) neperzistentnim zplsobem s
rizn ym stupném efektivity. Tomuto pfenosu napomaha pomocn y protein (HC-Pro). Nékolik
malo potyvirll je pfenosn ych Sirokou Skalou vektord, jiné jsou omezeny pouze na nékolik druh(
msic. Kromé vektord mohou by t pfenosné mechanickou inokulaci, roubovanim, semeny i
pylem. Infikuji celou Fadu jednodéloznych i dvoudéloznych rostliny. Jejich rozSifeni je
celosvétové a jsou bézné hlavné v tropick y ch a subtropickych oblastech (ICTVdB,
00.057.0.01. Potyvirus).

Zastupci tohoto rodu mohou zpulsobovat celou fadu symptom( infekce na listech,
kvétech, plodech i semenech. Pfikladem jsou nekrézy Zilnatiny (PVYN), zména barvy kvétu
(TuMV), skvrnitost a deformace plodt (WMV2) a fada dalSich (Shukla, 1994b).

Rodové specifické primery pro rod Potyvirus byly navrzeny porovnanim potyvirovych
aminokyselinovych sekvenci kédujicich RNA polymerazu (NIb) a kapsidovy protein (CP).
V oblasti RNAP (NIb) byl nalezen motiv GNNSGQPSTVVDN (Gibbs a kol., 2003) a v oblasti

kapsidového proteinu (CP) byly nalezeny konzervované aminokyselinové motivy
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VWCIENGTSP a QMKAA. V téchto konzervovanych oblastech pak byly podle nukleotidovych
sekvenci navrzeny degenerované primery motivu GNNSGQ 5-GGBAAYAAYAGYGGDCARCC-
3’ (Gibbs a kol., 1977), ktery byl pouzit v upravené formé 5-GGNAAYAAYAGYGGNCARCC-3’
(464J0), a WCIEN 5-TGAGGATCCTTGTGYATHGARAAYGG-3* (321E6). V PCR reakci byl s

témito primery pouzit v opacném smeéru poly(dT) primer (347H3).

Charakteristika c¢eledi Flexiviridae
Rody Carlavirus a Potexvirus patfi do Celedi Flexiviridae. Tato Celed byla odvozena

z fylogenetické analyzy nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci RNA polymerazy (RNAP)
a kapsidového proteinu (CP), a proto jsou rodové specifické primery navrhovany v téchto
oblastech. Genom zastupcl této celedi (tab.4) je tvofen +ssRNA obsahujici 5 nebo 6
otevienych ctecich ramcl. Na 3’ konci je vétSinou poly A konec, ale nékteré genomy maji na
konci Sesty otevieny Cteci ramec (ORF®6), ktery pravdépodobné slouzi jako vazebné misto
(nucleotide-binding site) a v jehoz pfitomnosti mize polyA konec chybét. Prvni otevieny Cteci
ramec (ORF1) kéduje kromé RNA dependentni RNA polymerazy (RdRp) také helikazu, nékdy
methyl transferazu a proteazu. Dalsi ORF koduji jeden nebo vice proteinl, které
zprostfedkovavaji pohyb mezi bufikami (MP-movement protein) a jeden nebo dva strukturni
proteiny (CP, tab. 4). Né&které Cteci ramce jsou translatovany ze subgenomové mRNA (Adams a
kol., 2004).

Tab. 4: Charakteristika rodt ¢eledi Flexiviridae (Adams a kol., 2004).

Rod Délka virionu [nm] Pocet ORF MP CP (kDa)
Potexvirus 470-580 5 TGB 22-27
Mandarivirus 650 6 TGB 34
Allexivirus cca 800 6 TGB 26-29
Carlavirus 610-700 6 TGB 32-34
Foveavirus 800 5 TGB 28-44
Capillovirus 640-700 2 nebo 3 30K 25-27
Vitivirus 725-785 5 30K 18-22
Trichovirus 640-760 3 nebo 4 30K 21-24

Charakteristika rodu Carlavirus

Virion carlavird je tvofen +ssRNA a proteinovym kapsidem. Nukleokapsid ma helikalni
symetrii a vznikla vlaknita ¢astice dosahuje délky (500-) 610 az 700 (-720) nanometr( a Sifky 12
az 15 nanometrd. Neékteré viriony mohou obsahovat subgenomovou RNA, ktera je
pravdépodobné zabalena do kratSich partikuli.

+ssRNA genom carlavirt (obr. 4), ktery je 6000 — 8500 nukleotidd dlouhy, ma nékdy na
5’ konci methylovanou &epicku a na 3’ konci vétSinou polyA sekvenci. Prvni ¢teci ramec kdéduje
methyl transferazu (MT), protedzu (PRO), helikdzu (HEL) a RNA dependentni RNA polymerazu
(na obrazku POL). Nasledujici tfi éteci ramce kdduji tzv. ,triple gen block” (TGB) proteiny, které

zprostfedkovavaji pohyb mezi bufikami. Paty otevieny ¢&teci ramec koduje jeden nebo dva
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strukturni proteiny (CP, kapsidovy protein), na né&jZz nékdy navazuje Sesty &teci ramec nékdy
oznaCovany jako ,cysteine-rich protein“ (CRP) nebo jako vazebné misto ,nucleotide-binding
site” (Lukhovitskaya a kol., 2005).

Symptom(, kterymi se carlaviry projevuji na listech nebo kvétenstvich, je cela fada.
Projevem infekce mlize byt zakrslost celé rostliny, deformace listd, chlorézy, nekrézy Slahound,
mozaiky nebo chlorézy Zilek na listech apod. Symptomy mohou pretrvavat nebo ménit b&éhem
nékolika tydnd, v pribéhu roku, sezénné, nebo zmizi kratce po infekci. Infekce vS§ak maze byt
také bezpfiznakova.

Carlaviry jsou pfenosné roubovanim, vektory, mechanickou inokulaci, semeny i pylem.
Nejsou vSak pfenosné kontaktem mezi rostlinami. Pfenos vektory (€lenovci Arthropoda; hmyz
fadu Hemiptera, Celedi Aleyrodidae, Aphididae) je semi- nebo neperzistentni. Viriony se
vyskytuji v cytoplazmé, chloroplastu, mitochondrii a vytvareji cytoplazmatické inkluze. Infikuji
celou fadu jednodélozn ych i dvoudéloznych rostlinn y ch druhl a jsou celosvétové rozsifeny
(ICTVdB, 00.056.0.04. Carlavirus).

ORF 2 oRF 3
ORF 6

5'UTR 1 ORF 1 JUTR 1
:/, 358C4 358CH \
K TGB2 \
I MT PRO HEL POL [ TGBI E:j H ocr | P
TGB3 CRP

Obr. 4: Obecny popis genomu carlaviru s Sesti otevienymi &tecimi ramci. Cervenymi Sipkami vyznacena

pozice rodové specifickych primer( (358C4, 358C5) amplifikujici ¢ast Useku, ktery kdduje RdRp.

Nasledujici pasaz casti stran 11 — 12 obsahuje utajované skute¢nosti a je
obsazena pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Prirodovédecké
fakulté JU.
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Charakteristika rodu Potexvirus

+ssRNA genom potexviru obsahuje 5 otevienych ¢tecich ramcd. Na 5 konci je
methylovana c&epiCka a 3’ konec je polyadenylovan. Oteviené cCteci ramce koduji RNA
dependentni RNA polymerazu, TGB (,triple gen block”) kddujici proteiny zprostfedkovavajici
pohyb mezi burikami a kapsidovy protein (CP, obr. 6). Virové &astice dosahuji délky 470 az
570 nm a mohou byt nalezeny v cytoplazmé, jadru nebo buné&né vakuole. V infikovanych
burikach se mohou vytvéret jaderné nebo cytoplazmatické inkluze.

Infekce rostliny zplsobena viry tohoto rodu mulze, ale také nemusi, byt na rostliné
viditelna. Symptomy zplsobené infekci mohou pretrvavat nebo se liSit podle sezony.

Potexviry mohou byt pfenosné roubovanim, vektory, mechanickou inokulaci, semeny
(ne pylem) a kontaktem mezi rostlinami. Pfenos vektory, kterymi mohou byt &lenovci, hmyz,
pavouci i roztoci je neperzistentni. Nékteré druhy v8ak k pfenosu vektorem potfebuiji tzv. ,helper
virus, pomocn y virus (ICTVdB, 00.056.0.01. Potexvirus).

TGB CP
RNA polymeraza J polyA

/ : Lo/
- LJ> -

353G1 35362

Obr. 6: Obecny popis genomu potexviru s rodové specifickymi primery 353G1 a 353G2.
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Nasledujici pasaz strany 13 obsahuje utajované skuteé¢nosti a je obsazena pouze

v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Pfirodovédecké fakulté JU.
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Materialy a metody

Rostlinny material

Vzorek vojtéSky seté (Medicago
sativa, obr. 1) pochazejici ze Slechtitelské
stanice ZeleSice (AGROGEN, spol. s.r.0.),
infikovany neznamym vlaknitym virem, a
dale oznadovany jako vzorek V4, byl pouZit
jako inokulum pro mechanickou inokulaci
na laboratorni rostlinu tabaku (Nicotiana
occidentalis 37B, obr.8), fazol obecny
(Phaseolus vulgaris) a hrach sety (Pisum

sativum).

Purifikace viru

Pro purifikaci bylo pouzito 100 g ! iy

listového pletiva inokulovaného tabaku, Obr. 8: List tabaku Nicotiana occidentalis 37B
které bylo homogenizovano v 0.1 M 18 dni po mechanické inokulaci (foto: Franova).

fosfatovém pufru. Homogenat byl
prefiltrovan a s pfidanim butanolu a
chloroformu byly vysrazeny proteiny. Po centrifugaci byly z odebraného supernatantu vysrazeny
nukleové kyseliny pomoci PEG 6000 a NaCl. Purifikat byl ziskan rozpusténim sedimentu v H,O.

Izolace virovych nukleovych kyselin

Izolace RNA byla provedena pouzitim kit( ,RNeasy Plant Mini Kit* (QIAGEN, Némecko)
a ,Nucleospin® RNA 1l (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG, Némecko) podle navodi. Pro
izolaci z purifikatu bylo pouzito 50 pl purifikdtu a vynechan 2. krok pro pouziti kolony

s membranou na odstranéni bunééného materialu.

RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Némecko)

- 100 mg listového pletiva bylo homogenizovano ve 450 pl pufru RLT obsahujiciho
guanidin isothiokyanatan.

- Homogenat byl centrifugovan pfi 15000 x g po 2 minuty pfes kolonu pro odstranéni
buné&ného materialu. Pfi vétsi hustoté materialu byl homogenat na kratkou dobu
centrifugovan ve zkumavce a teprve poté centrifugovan pres kolonu.

- K 450 yl supernatantu byla pfidana polovina objemu 96% etanolu, a dale promichan
a centrifugovano pfi 8 000 x g po 15 sekund pfes kolonu zachycujici RNA.

- Kontaminujici latky byly z membrany odstranény promyvacimi pufry (RW1, RPE

obsahujicimi etanol) a centrifugovany vzdy pfi 8 000 x g.
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Nasledné byla RNA extrahovana z membrany 30 yl H,O centrifugaci pfi 15 000 x g po
1 minutu.

VSechny centrifugace byly provadény pfi 20 — 25°C.

NucleoSpin ®RNA Il (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG, Némecko)

30 mg listového pletiva bylo homogenizovano s pfidanim 350 pl pufru RA1 pro lyzi
bunék.

Homogenat byl centrifugovan pres kolonu s filtrem (NucleoSpin®Filter) pi 11 000 x g po
1 minutu pro odstranéni buné¢éného materialu.

Supernatant byl odebran do nové sterilni zkumavky s pfidanim 350 pl 70% etanolu,
protfepano a takto pfipraveny lyzat byl centrifugovan pfi 11 000 x g po 30 sekund pfes
kolonu zachycujici RNA.

Na membranu bylo pfidano 350 yl MDB (Membrane Desalting Buffer) a centrifugovano
pfi 11 000 x g po 1 minutu pro zefektivnéni nasledného Stépeni rDNasou, ktera byla
pfipravena podle navodu a na membrané inkubovana 15 minut pfi pokojové teploté.
Kontaminujici latky byly odstranény promyvanim ve tfech krocich pomoci pufri RA2 a
RA3.

RNA byla extrahovana z membrany 50 pl H,O s naslednou centrifugaci pfi 11 000 x g

po 1 minutu.

Molekularni metody pouzité pro amplifikaci NK

Ziskana RNA byla reverzni transkripci pfepsana do cDNA, ktera byla pouzita pro

amplifikaci NK metodou PCR nebo modifikovanymi PCR metodami pro amplifikace neznamych

sekvenci pomoci jednoho primeru: SISPA (Sequence Independent Single Primer Amplification;

Allander a kol., 2001) a DOP-PCR (Degenerative Oligonucleotide Primer Polymerase Chain

Reaction; Nanda a kol., 2008) se specidln& degenerovanym primerem.

Reverzni transkripce

RevertAid™ H Minus M-MuLV RT (Fermentas, Litva)

pufr 5x 2 ul
M-MuLV H RT [200 U/l] 0.5yl
dNTP [10 mM] 1ul
primer [20 pmol/ul] 0.5 pl
RNA 4 ul
H,O 2 ul
Celkem 10 ul

Program reakce: pfi pouziti nahodnych hexanukleotid(: 25°C/10’ + 45°C/60’ + 70°C/10'.
pfi pouziti specifického primeru: reakce bez M-MuLV H™ — zahféti na
Ta primeru — 45°C/60’ + 70°C/10’.
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iScript™ cDNA Synthesis Kit (BIO-RAD)

iScript reakéni mix 5x 2 pl (oligo(dT) primery)
iScript reverzni transkriptaza 0.5 pl
RNA templat 3yl
H.O 4.5 pl
Celkem 10 pl

Program reakce: 25°C/5’ + 42°C/30’ + 85°C/5'.

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Pro amplifikace kratkych produktd do 1500 pb byl pouzit ,PPP Mater mix* (Top-Bio
s.r.o., Ceska republika) nebo ,PCR Master Mix“ (Fermentas, Litva). Amplifikace del$ich a
nékterych problematickych fragmentd byla provedena polymerazou ,,DreamTaqT'\’I DNA

Polymerase“ (Fermentas, Litva) a ,LA DNA Polymerases Mix“ (Top-Bio s.r.0., Ceska republika).

PPP Mater Mix (Taq-Purple DNA Polymerase PCR Master Mix, Top-Bio s.r.o., Ceskd rep.)
Slozeni:
150 mM Tris-HCI, pH 8.8, 40 mM (NH,4),SO,, 0.02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM
dATP, 400 uyM dCTP, 400 uyM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Tag-Purple DNA

polymerazy, stabilizatory a aditiva.

Reakce:
PPP Master Mix 2x 10 i
primery [20 pmol/pl] 0.5 + 0.5 pl (tab. 5)
cDNA 2yl
H.O 7 ul
Celkem 20 pl

Program reakce: 94°C/2’ + 25-30 x (94°C/30” + Ta/x” + 72°C/x’) + 72°C/10’.

PCR Master Mix (Fermentas, Litva)
Slozeni:
0.05 U/ul Taq DNA polymerazy, reakéni pufr, 4 mM MgCl,, 0.4 mM dATP, 0.4 mM
dCTP, 0.4 mM dGTP, 0.4 mM dTTP.
Reakce:
PCR Master Mix 2x 10 l
Primery [20 pmol/ul] 0.5+ 0.5 yl

cDNA 2 ul
H.O 7 ul
Celkem 20 ul

Program reakce: 94°C/2’ + 25-30 x (94°C/30” + Ta/x” + 68°C/x’) + 68°C/10’.
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DNA polymerazy

DreamTag™ DNA Polymerase (Fermentas, Litva)

Reakce:
Pufr 10x 2 ul
DreamTag [5U/14l] 0.5 ul
Primery [20 pmol/ul] 0.5+ 0.5 pl

dNTP [10 mM] 1l
cDNA 2 ul
H,O 13.5 ul
Celkem 20 ul

Reakce: 94°C/2’ + 25-30 x (94°C/30” + Ta/x” + 72°C/x’) + 72°C/10’.

LA DNA Polymerases Mix (Top-Bio s.r.o., Ceska republika)

Slozeni:
10 x LA PCR pufr: 500 mM Tris-HCI, pH 9.3 (25°C), 150 mM (NH,).SO,, 2.25 mM
MgCl,, 1% Tween 20.

Reakce:

LA PCR pufr 10x 2 ul

LA DNA polymeraza [5U/1pl] 0.5 pl
primery [20 pmol/ul] 0.5+ 0.5l
cDNA [10 mM] 2 ul

dNTP 1 ul

H.0 3.5yl
Celkem 20 ul

Reakce: 94°C/2’ + 25-30 x (94°C/30” + Ta/x” + 72°C/x’) + 72°C/10’.

Primery

PCR amplifikaéni primery:

[(f) - ,,forward“; (re) - ,reverse®; (x - x pb) - poloha v sekvenci izolatu V4]
DOP 5’-CCG ACT CGA GIN NNN NNT GTG G-3’ (Nanda a kol., 2008)

Nasledujici pasaz casti stran 17 — 18 obsahuje utajované skutec¢nosti a je

obsazena pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Prirodovédecké
fakulté JU.
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Detekéni primery:
464J0(f) 5-GGN AAY AAY AGY GGN CAR CC-3’ (Gibbs a kol., 1997)

Nasledujici pasaz casti strany 18 obsahuje utajované skutec¢nosti a je obsazena
pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Prirodovédecké fakulté
JU.

Sekvenacni primery:

M13f 5-GTA AAA CGA CGG CCA G-3' (Invitrogen)
M13re 5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3’ (Invitrogen)
pJET1.2f 5'-CGA CTCACT ATA GGG AGA GCG GCC-3' (Fermentas, Litva)

pJET1.2re 5’-AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG-3’ (Fermentas, Litva)

Adaptor pro SISPA metodu:
NBam24 5-AGG CAA CTG TGC TAT CCG AGG GAG-3
NCsp11 5-TAC TCC CTC GG-3

Tab. 5: Kombinace primer( v reakci 94°C/2’ + 25-30 x (94°C/30” + Ta/x” + 68°C/x’) + 72°C/10'.

Kombinace primeru Annealing (Ta) [°C/s] | Syntéza [°C/minuty]
347R3 + 321E6 50/30 72/1
353G1 + 353G2 50/30 72/1
358C4 + 358C5 50/30 72/1
415H1 + 416R7 45/30 7211
422E3 + 422E4 45/30 72/1.5
424M5 + 150N 1(dt) 48/30 72/1.5
428M9 + 430K0 50/30 72/1
CPf + CPre 58/30 72/1
pJET1.2f + pJET1.2re | 50/30 72/1 —x
M13f + M13re 50/30 72/1 —x
Agarézovy gel

Pro kontrolu amplifikovaného produktu byla pouzita agarézova gelova elektroforéza
(1% nebo 1.5% agaréza v 0.5 x TBE pufru, pH = 8.3; barveno: Sybr® green).

18



Identifikace a sekvenovani genomu nového viru infikujiciho vojtésku.

SISPA - Sequence Independent Single Primer Amplification (Allander a kol., 2001)

100 mg rostlinného pletiva (nebo 50 ul purifikatu) bylo homogenizovano v 0.5 ml 0.1 M
fosfatovém pufru. Poté byl homogenat prefilirovan bakterialnim filtrem do 1.5 ml
zkumavky.

Do zkumavky bylo pfidano 100 U DNasy | a inkubovano 2 hodiny pfi 37°C.

Nasledné byla provedena izolace RNA (RNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN, nebo
Nucleospin®RNA II, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG), pii které byl vynechan krok
pro odstranéni bunéénych zbytka.

Ziskana RNA byla pfepsana do cDNA reverzni transkripci v objemu 10 pl (RevertAid™
H Minus M-MuLV RT; Fermentas, Litva).

Kreakci reverzni transkripce bylo pfidano 40 pl reakce pro pfepis cDNA do

dvouvlaknové formy:

= RNasa H [1U/ul] 2 pl (Invitrogen, Carlsbad)
= E.coli DNA Pol. | pufr 10x 4 ul (TaKaRa)

= dNTP [1mM] 1l

= E.coli DNA polymeraza | [1U/pl] 1 yl (TaKaRa)

= H,0 32 yl

Inkubace: 12°C/1h + 22°C/1h + 72°C/10".

Z 50 pl reakce bylo 10 pl pouZito pro Stépnou reakci restrikénim enzymem Csp6l. 20 pl
reakce byla inkubovana ve vodni Iazni 15 minut pfi 37°C (Fast Digest™, Fermentas).
Stépna reakce byla nasledné precisténa pomoci 70% izopropanolu a etanolu. Sediment
byl po vysu$eni rozpustén v 7 ul H,O.

K 7 ul rozs§tépené dsDNA byl pfidan 1 ul adaptoru (hybridizované primery NBam24 a
NCsp11 viz str. 18), 1 yl T4 DNA ligazy [6U/ul] (TaKaRa), 1 yl pufru (10x) a inkubovano
1hodinu pfi 4°C a 4 hodiny pfi 16°C.

1 pl ligaéni reakce byl pouZzit pro PCR (obr. 7):

=  PPP mix 2x 10

=  NBam24 [20 ymol/I] 1ul

= ligacni reakce 1ul

= H,O 8 ul
Celkem 20 yl

Program reakce: 40 x (94°C/1’ + 72°C/3’).

PCR byla vyhodnocena na 1% agarézovém gelu. Vysledné prouzky byly vyfezany
z gelu, precistény a klonovany kitem ,Clone JET™ PCR Clonning Kit* (viz str. 20).
Po PCR amplifikaci klonovanych produktl byla provedena sekvenace a ziskana

sekvence analyzovana.
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DOP-PCR - Degenerative Oligonucleotide Primer Polymerase Chain Reaction (Nanda a
kol., 2008)
Univerzaini primer: 5’-xxxxxINNNNNNxxxxx-3’ (primer pod ozna&enim 479M1).
DOP-PCR reakce: 10 mM KCI
1.5 mM MgCl,
10 mM Tris pH 8.4
200 uM dNTP
2.4 uM primeru 479M1
2.5 U Tag polymeraza

Program reakce:
95°C/5" + 5 x [94°C/1’+ 30°C/90”+ (rychlost zvySovani teploty 0.2°C/s) 72°C/3’] + 35 x [94°C/1'+
(+ 14”/cyklus) + 55°C/1’ + 72°C/2’] cca 6 hodin.

Klonovani

Klonovani bylo provedeno pomoci kit ,Clone JET™ PCR Clonning Kit* (Fermentas,
Litva) a ,TA Clonning® Kit* (Invitrogen, Carlsbad). ,CloneJET™ PCR Clonning Kit* liguje do
tupych koncti a je vhodnéjsi pro kratsi PCR produkty, zatimco ,TA Clonning® Kit* liguje do

jednonukleotidovych (adeninovych) pfesahu a je vhodnéjsi pro delsi PCR produkty.

CloneJET™ PCR Clonning (Fermentas, Litva)
Konce PCR produktu byly zatupeny reakci:

= reakéni pufr 5l
= PCR produkt 2 ul
= H,O 1.5l

= DNA blunting enzyme 0.5 pl
- Reakce byla inkubovana 5 minut pfi 70°C a poté ochlazena na ledu.
- Ktéto reakci byl pfidan vektor a ligaza:
= pJET/blunt Cloning Vector [50 ng/pl] 0.5 pl
= T4 DNA Ligase [5 U/ul] 0.5 ul
- Ligace probihala 30 minut pfi 22°C.
- 2.5 pl ziskané liga¢ni reakce bylo pfidano do bunék (TOP10) a inkubovano 10 minut na
ledu, poté inkubovano 30 sekund ve vodni lazni pfi teploté 42°C a nasledné ochlazeno

na ledu s pfidanim 200 pyl SOC média.

o0 Genotyp TOP10: F" merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74
resA1 araD139 A(ara-leu)7697galUgalK rpsL (StrR) endA1 nupG.

- Bunky byly tfepany 1 hodinu pfi 37°C a poté byly pfeneseny na plotny s AMP a
inkubovany 16 hodin pfi 37°C.

- Jednotlivé klony byly pouzity jako DNA templat pro PCR amplifikaci s primery pJET1.2f
a pJET1.2re.
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TA Clonning® Kit (Invitrogen, Carlsbad)

S PCR produktem byla pfipravena ligaéni reakce:

= PCR produkt 3.5 ul
= Salt solution 1ul
= H,O 1l
=  TOPO vector 0.5 pl

Reakce byla inkubovana 5 minut pfi 22°C a poté ochlazena na ledu.
2 pl ligacni reakce byly pfidany do bunék TOP10F’ a inkubovany na ledu 30 minut.
Poté byly bunky inkubovany ve vodni lazni o teploté 42°C po 30 sekund a nasledné

ochlazeny na ledu s pfidanim 350 yl SOC média.

o0 Genotyp TOP10F”: F’ [IachTn1O(TetR)] mcrA A(mrr-hsdRMS-mcerBC)
®80/acZAM15 AlacX74 recAlaraD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str%)
endA1 nupG.

Bunky byly tfepany 1 hodinu pfi 37°C.

Po tfepani byly bufiky pfeneseny na plotny s AMP, na které byl pfedem aplikovan IPTG
a X-GAL, a inkubovany 16 hodin pfi 37°C.

Vyrostlé bilé kolonie byly pouZity pro PCR amplifikaci s primery M13f a M13re.

Extrakce PCR produktu z PCR reakce nebo agarézového gelu

Kit*

Amplifikované PCR produkty byly precistény pomoci kitti ,Gen Elute™ PCR Clean - Up

nebo ,Gen Elute™ Gel Extraction Kit* (Sigma, USA) podle navod(.

Bylo pouzito kolony s membranou pro zachyceni nukleovych kyselin. Membrana byla
poté promyta roztoky obsahujicimi etanol a vysusena centrifugaci.

Nukleové kyseliny byly z membrany vymyty 30 pl eluéniho pufru.

Pro extrakci z agar6zového gelu byl nejdfive gel obsahujici PCR produkt rozpustén
v rozpou$técim roztoku pfi teploté 60°C a pfidanim izopropanolu bylo zabranéno
opétovnému ztuhnuti pfi sniZzeni teploty. Nasledny postup je principem stejny
s pfedchozim.

VSechny centrifugace byly provadény pfi 12 000 - 14 000 x g.
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Sekvenovani

Sekvenacéni reakce byla provedena kitem ,Big DyeT'VI Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction* (Promega) a sekvence byly zpracovany v programech FinchTV verze 1.3.1 a

MEGA version 3.1 (Kumar a kol., 2004).

Sekvenacni reakce:

pufr 5x 3l
MIX (Sequencing PR-100) 2yl
primer [20 umol/l] 1ul
PCR produkt 6 ul
H.O 8 ul
Celkem 20 yl

Program reakce: 30 x (96°C/10” + 50°C/5"+ 60°C/4").

Fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence byly porovnavany s databazi

GenBank programem Blast,

analyzovany s dostupnymi sekvenénimi daty pomoci programl BioEdit, tree view, MEGA

version 3.1 (Kumar a kol.,, 2004) se systémem ClustalW a s jejich pomoci vygenetrovany

fylogenentické vztahy.
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Vysledky a diskuze

Nasledujici pasaz o rozsahu stran 23 — 30 obsahuje utajované skute¢nosti a je
obsazena pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Prirodovédecké
fakulté JU.
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Charakteristika carlaviru Alfalfa latent virus

Alfalfa latent virus (ALVT) je RNA vlaknity virus o délce &astice 635 az 653 nanometrd,
ktery byl poprvé identifikovan na vojtéSce (Medicago sativa cv. Dawson) v USA, kde je bézné
rozsifen ve statech Nebraska a Wisconsin (Veerisetty, DPV). Odtud pochazi dva hlavni izolaty
Alfalfa latent virus (Nebraska) a Pea streak virus (Wisconsin), jejichZz sekvence pochazi z roku
2001 a jeji autofi poukazuji na molekularni podobnost Alfalfa latent viru (AY037925) a Pea
streak viru (AF354652).

Skala rostlinnych hostiteld tohoto viru je pomérné uzka. Alfalfa latent virus infikuje
pfevazné bobovité rostliny (Celed Fabaceae). Ve vétSiné pripadl se infekce neprojevuje
zadnymi symptomy, avSak je nékolik druh( rostlin jako bob obecny (Vicia faba), kde se virus na
inokulovanych listech projevil nékolika tmavymi ¢ervenohné&dymi nekrotickymi lokalnimi Iézemi
a tmavymi cervenohnédymi nekrézami na vrcholovych listech. Vadnuti a opadavani listu
s ob&asnymi tmavé Cervenohnédymi nekrézami stonk( dokonce vedly k uhynu rostliny. Dalsi
rostlinou je hrach sety (Pisum sativum cv. Lincoln) s bezpfiznakovou systémovou infekci pfi 20
az 26°C, avsak pfi 13°C dochazelo ke svétlani zilek, chlor6zam miladych listd a vice nez dva
mésice po inokulaci dochazelo k nekré6zam starych listll. V ramci téchto rostlin byl prokazan
prenos vektorem kyjatky hrachové (Acyrthosiphon pisum), ktery se na rostliné zivil 30 minut a
po akviziéni dobé 5 az 10 minut byl virus efektivné pfenesen na hrach sety (Pisum sativum) a
bob obecny (Vicia faba) bez ohledu na zdroj viru. Pokud byl zdrojem viru hrach, byl virus
pfenasen na vojtésku, ale s nizsi efektivitou. U hrachu nebyl prokazan pfenos viru semenem
(Veerisetty, 1977a).

Podle morfologie je Alfalfa latent virus (ALV) Fazen mezi carlaviry, ale nevykazuje
sérologickou pfibuznost s Pea streak virem (PeSV) ani Red clover vein mosaic virem (RCVMV)
(Veerisetty, 1977b).

Prestoze se ALV a PeSV fadi mezi carlaviry, liSi se od nich absenci ORF6, kédujiciho
CRP protein o velikosti 15kDa, ktery obsahuje motiv podobny zinkovému prstu. Podobnost
s aminokyselinovou sekvenci bunéénych NK vazebnych proteini napovidd RNA a DNA
vazebnou aktivitu.

Tyto CRP jsou déleny do dvou skupin na zakladé strukturni a funkéni podobnosti. Prvni
skupinou jsou CRP celedi Tubiviridae (rod Hordeivirus, Tobravirus, Benyvirus, Pecluvirus,
Furovirus), které maji charakteristicky vysoce konzervovany centraini motiv Cys-Gly...Cys-Gly-
X-X-His. Tato skupina CRP se podili na regulaci replikace a exprese virového genomu,
moduluje systémovy transport viru a funguje jako determinant patogenicity. U nékterych druht
je schopny posttranskripéniho genového silencingu.

Druhou skupinou jsou CRP rodu Allexivirus a Carlavirus (Celed Flexiviridae), které maji

konzervovanou oblast Arg bohaté domény a motiv podobny zinkovému prstu. U Potato viru M

T Alfalfa latent virus je dale v této praci oznacen zkratkou ALV. Tato zkratka ale oficialné reprezentuje

Avian luekosis virus a Arracacha latent carlavirus.
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vykazuje RNA i DNA vazebnou aktivitu in vitro. Role CRP této skupiny v Zivotnim cyklu viru neni
znama.

CRP je zfejmé determinantem virové patogenicity, tedy kontroluje interakci viru
s hostitelskou rostlinou (zalezi na obranném systému rostliny), coz bylo prokazano pokusem, ve
kterém byl proveden uspésny pfenos CRP z CVB (Chrisanthemum virus B) do PVX-K12
(Potato virus X) a byla pozorovana drasticka zména produkce symptomu( na tabaku Nicotiana
bentamiana. Na inokulovanych listech se objevily nekrotické léze a nekrézy apikalnich list(
misto asymptomatické infekce a slabé mozaiky, ktera je u PVX bé&zna (Lukhovitskaya a kol.,
2005).
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Aminokyselinové sekvence
Nasledujici pasaz o rozsahu stran 32 — 34 obsahuje utajované skute¢nosti a je

obsazena pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Prirodovédecké
fakulté JU.
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Fylogeneticka analyza
Nasledujici pasaz o rozsahu stran 35 - 36 obsahuje utajované skute¢nosti a je

obsazena pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Prirodovédecké
fakulté JU.
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Zaver

Neznamy vlaknity virus (izolat V4), ktery byl transmisni elektronovou mikroskopii
nalezen ve vzorku vojtésky seté (Medicago sativa) pochazejici ze ZeleSic (AGROGEN, spol.
s.r.0.), byl molekularni metodou PCR identifikovan jako izolat carlavirG Alfalfa latent virus a Pea
streak virus. Postupnou PCR amplifikaci a sekvenaci byla ziskana sekvence poloviny genomu o
délce 4046 bazi. Tato sekvence byla uloZzena do databaze GenBank pod registraénim &islem
HM107774.

Sekvence V4 izolatu obsahuje mutace spolecné s izolaty Alfalfa latent virus (ALV) i Pea
streak virus (PeSV), a zaroven nese 7 V4 specifickych aminokyselinovych mutaci v ramci
ORF5. Sekvence izolatu V4 vykazuje 80% podobnost nukleotidové sekvence patého Cteciho
ramce s PeSV a ALV (79.9%), avSak podle aminokyselinové sekvence 95.6% podobnost
s ALV, tedy o 1% vétSi podobnost nez s PeSV (tab. 12). Zajimava je také V4 podobnost mutaci
s izolaty ALV, PeSV a &astené s virem Red clover vein mosaic virus (RCVMV) pochazejicim
z USA a ktera pravdépodobné souvisi s plvodnim rozSifenim této plodiny.

Podle dosavadnich historickych zdroju se péstovani vojtéSky rozsifilo ze Stfedni Asie,
zejména z nynéjSiho Uzemi Irdnu, pfed 2500 lety. VojtéSku péstovali i Per8ané a bé&hem
perskych valek se vojtéska rozsifila do Recka, odtud do Rimské Fise (2. stol. pf. n. I.), dale do
Afriky a Spanélska. AZ od 16. stoleti se péstovani vojtésky $ifilo do zbytku Evropy. Do Ameriky
vojtésku dovezli Spanélé pocatkem 16. stoleti, a jeji p&stovani se $itilo z Mexika do Peru,
Argentiny a Kalifornie. Zajimavé je, Ze do Kanady a severnich oblasti USA byla dovezena
hybridni vojtédka némeckym farmafem Grimmem roku 1857 (Klesnil a kol., 1978). V Severni
Americe je v dnedni dobé nejvétsi svétova produkce vojtéSky a v USA je jeji péstovani nejvice
soustfedovano ve statech Kalifornie, Jizni Dakota a Wisconsin.

Zda se, Ze tento virus ma pomérné uzkou $kalu rostlinnych hostitell, a protoze se na
rostliné Casto neprojevuje zadnymi symptomy a zaroven s letalitou symptom( infekce u
nékterych hostitel(, je jeho detekce a Sifeni Spatné sledovatelné. Tento rys muze byt zpusoben
absenci Sestého ¢&teciho ramce, ktery se bézné u carlavirll vyskytuje a kéduje CRP (,cysteine
rich protein®), ktery pravdépodobné ovliviiuje projev pfiznakd infekce na rostliné. Projev
symptomu infekce je u ALV zavisly také na vnéjSich podminkach, coz dokazuje pokus
s hrachem setym (Pisum sativum), na kterém se pfi 20 az 26°C neprojevovaly Zadné
symptomy, ale pfi péstovani v teploté 13°C dochazelo ke svétlani zilek, chlor6zam mladych list(
a vice nez 2 mésice po inokulaci dochazelo k nekr6zam starych listt (Veerisetty, 1977a).

Pravdépodobné existuje vice izolatll tohoto viru, ale jejich detekce je slozita vzhledem
k tomu, Ze je infekce, za optimalnich podminek, asymptomaticka. V soucasnosti se intenzivné
pracuje na vytvoreni protilatek V4 izolatu. To ale komplikuje nedostatek rostlinného materialu,

ktery je zpusoben nelspésnosti pfenosu viru na laboratorni rostliny.
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Zkratky

aa »amino acid“, aminokyselina

ALV ~Alfalfa latent virus*

AMP ampicilin

cDNA ,copy DNA® = RNA pfepsana reverzni transkriptazou do DNA
CP »coat protein®, kapsidovy protein

CRP ~cysteine rich protein®

CvB »,Chrisanthemum virus B*

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

DOP-PCR .Degenerative Oligonucleotide Primer Polymerase Chain Reaction®
dsRNA/DNA  ,double strand”, dvouvlaknova RNA/DNA

ELISA ,=Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay*

IPTG sisopropylthiogalaktosid®

MMLV H »Murine moloney leukemia virus®

mRNA ~-messenger RNA*“ = RNA nesouci pfepis genu z DNA k pfekladu do proteinu
NK nukleova kyselina

nt ,hucleotide® nukleotid

ORF »open reading frame®, otevien y {teci ramec

pb ,bp - base pair, €esky pb — par bazi

PeSV .Pea streak virus*

PCR .polymerase chain reaction®, polymerazova retézova reakce
PVX potato virus X

PVYN Potato virus Y

RCVMC ,Red clover vein mosaic virus*

RdRp RNA dependentni RNA polymeraza

RNA ribonukleova kyselina

RNAP RNA polymeraza

RT reverzni transkriptaza

SISPA »Sequence independent single primer amplification®

sp. ~Species” druh

ssRNA/DNA  ,single strand®, jednovlaknovd RNA/DNA

syn. synonymum

Ta teplota ,annealingu®

Taq »1 hermophylus aquaticus®

TEM transmisni elektronova mikroskopie

TGB Jriple gen block®

TuMV Turnip mosaic potyvirus

X-GAL ~bromo-chloro-indolyl galaktéza“

WMV2 Watermelon mosaic potyvirus 2
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