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SOUHRN

Diplomova prace se vénuje charakterizaci nového nukleorhabdoviru infikujiciho bez cerny

(Sambucus nigra) pomoci sekvenovani nové generace a Sangerova sekvenovani.

s Mz

Teoretickd ¢ast popisuje metody vhodné pro identifikaci novych druhll vird se zaméfenim
na viry ovocnych dfevin. Nejvétsi pozornost je vénovana sekvenovani nové generace. Je zde
popsan princip sekvenovani syntézou firmy Illumina, vyhody a nevyhody vyuZiti riznych typa
templatovych molekul, celkové RNA a DNA, siRNA, dsRNA a nukleovych kyselin
asociovanych s virionem. Ddéle se price zabyvd bioinformatickym zpracovanim dat
ze sekvenovani nové generace, véetné trimovani sekvenci, de novo skladani i mapovani ‘read”
na referencni sekvenci, a identifikace ziskanych kontigl. V teoretické Casti jsou také popsany
viry z Celedi Rhabdoviridae infikujici rostliny, pfiznaky, které zpiisobuji, morfologie jejich

viriont a jejich molekuldrni charakteristika.

Standardnimi technikami molekuldrni biologie a Sangerovym sekvenovanim byla ziskdna
téméf uplnd sekvence genomu viru z rodu Nucleorhabdovirus, ktery byl identifikovan na bezu
cerném pomoci sekvenovdni nové generace. V jeho genomu bylo identifikovdno Sest
otevienych cCtecich rdmcl s organizaci typickou proviry zrodu Nucleorhabdovirus
a konzervativni mezigenové sekvence. Byla provedena analyza identity celogenomové
sekvence, plastového proteinu, ‘movement” proteinu a RNA-dependentni RNA polymerazy
a jejich genll u tohoto nového izoldtu, ostatnich virt z rodu Nucleorhabdovirus a typovych
zastupcu dalSich rodi z ¢eledi Rhabdoviridae infikujicich rostliny. S nejpodobné&j$im virem ma
novy izoldt ve vSech analyzovanych nukleotidovych sekvencich identitu lehce piesahujici
50 %, atak tésn¢ nespliuje kritérium pro uznani jako samostatny druh v ramci rodu
Nucleorhabdovirus na zakladé sekvencni rozdilnosti. Lze jej ale povazovat za samostatny druh
na zdkladé¢ hostitelské specifity. Byla provedena fylogenetické analyza pro zjisténi piibuznosti

tohoto nového druhu s ostatnimi viry z rodu Nucleorhabdovirus.
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SUMMARY

This thesis focuses on characterization of a novel nucleorhabdovirus found in black elderberry

(Sambucus nigra) identified by high-throughput sequencing.

Theoretical part describes methods that enable discovering of novel virus species. It focuses on
discovering viruses of fruit trees and shrubs. The biggest attention is given to high-throughput
sequencing. It describes principles of Illumina sequencing by synthesis, advantages and
disadvantages of using different template molecules, total RNA or DNA, siRNA, dsRNA or
virion associated nucleic acid. Further, bioinformatic data processing is described including
data trimmimg, de novo assembly and mapping reads against the reference sequence, and
identification of obtained contigs. Theoretical part also focuses on characterization of viruses
from family Rhabdoviridae infecting plants, symptoms they cause, virion morphology and their

molecular characterization.

Nearly complete genome sequence of novel virus from genus Nucleorhabdovirus identified on
black elderberry by high-throughput sequencing was obtained by standard molecular technics
and Sanger sequencing. Its genome comprises six open reading frames with typical organization
of nucleorhabdoviruses and conservative intergenic sequences. Identities of genome sequence,
nucleocapsid protein, movement protein and RNA-dependent RN A polymerase, and their genes
were analyzed in novel isolate, other nucleorhabdoviruses and type species of other genera of
plant rhabdoviruses. The most similar virus to the novel isolate shares the identity slightly
exceeding 50 % which means it doesn’t fulfill species demarcation criteria based on sequence
distance in genus Nucleorhabdovirus, but it can be considered a distinct species based on
different ecology. The phylogenetic analysis was made to find out the congeniality of the new

species to other viruses from genus Nucleorhabdovirus.
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SEZNAM ZKRATEK

AaNV Alfalfa-associated nukleorhabdovirus

ApRVA Apple rootstock virus A

BCaRV-1 Black currant-associated rhabdovirus

BFTV-1 Bird’s-foot trefoil nucleorhabdovirus

DYVV Datura yellow vein nucleorhabdovirus

EMDV Eggplant mottled dwarf nucleorhabdoviru

G glykoprotein

GSPNuV Green Sichuan pepper nucleorhabdovirus

ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses, Mezindrodni vybor pro

klasifikaci vira

L RNA dependentni RNA polymeraza virt z ¢eledi Rhabdoviridae
LBVV Lettuce big-vein virus

LNYV Lettuce necrotic yellows cytorhabdovirus

M matrix protein

MESV Maize fine streak nucleorhabdoviru

MIMV Maize Iranian mosaic nucleorhabdoviru

MMaV Morogoro maize-asociated virus

MMV Maize mosaic nucleorhabdoviru

N nukleokapsid protein

NGS ‘next generation sequencing’, sekvenovani nové generace
OFV Orchid fleck dichorhavirus

ORF “open reading frame’, otevieny Cteci ramec

P fosfoprotein

P3 ‘movement protein” virt rostlin z ¢eledi Rhabdoviridae
PhCMoV Physostegia chlorotic mottle virus

PPV Plum pox virus

PYDV Potato yellow dwarf nucleorhabdoviru

RT reverzni transkripce

RYSV Rice yellow stunt nucleorhabdoviru

SYNV Sonchus yellow net nukleorhabdovirus

SYVV Sowthistle yellow vein nucleorhabdovirus

TaVCV Taro vein chlorosis nucleorhabdoviru

VANA “virion-associated nucleic acid’, nukleovd kyselina asociovand s virionem

WYSV Wheat yellow striate virus
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1 UVOD

Viceleté rostliny, jako jsou ovocné dieviny, jsou nachylné k akumulaci virovych infekci.
Nekteré viry zptisobuji péstitelim velké ztraty udrody, jiné virové infekce jsou latentni, ale
v kombinaci s infekei jinym virem mohou pusobit synergicky. Kromé vektori se
viry v ovocnéistvi prendseji predevsim diky vegetativnimu mnoZeni a roubovéani. Je tedy velmi
dulezité, aby mnozitelsky materidl byl viruprosty. Ke kontrole mnoZzitelského materidlu se
pouZzivaji predevsSim techniky zjiStujici pritomnost konkrétniho viru, jakou jsou ELISA
a RT-PCR. Aby mohly byt tyto techniky uplatnény, je tfeba znét virom daného druhu plodiny.
Sekvenovani nové generace umoziuje detekci vSech nukleovych kyselin virového pivodu

v testované rostliné bez ohledu na ptedchozi znalost jejtho viromu. Je tedy Gi¢innym ndstrojem

pro detekci, objevovani a sekvenovani novych druhi virg.



2 CILE PRACE

1) Shrnuti aktudlnich nejvyznamnéjSich pokrokl v identifikaci novych virti ovocnych dievin.

2) Analyza NGS dat ziskanych sekvenovanim siRNA a celkové RNA izolované z bezu ¢erného

s vyuzitim Illumina platformy.

3) Molekularn¢ genetickd charakteristika detekovanych novych nebo nové popsanych virt

pomoci standardnich technik RT-PCR, Sangerova sekvenovani a bioinformatické analyzy.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Virézy ovocnych drevin

Viry jsou vyznamnymi patogeny ovocnych dfevin. Existuje velké mnozstvi virQ, které tyto
dfeviny infikuji. V pribé¢hu let se v nich také mohou kumulovat razné druhy virti, a tak dochazi
ke vzniku smésnych infekci. Zatim bylo u ovocnych dievin detekovano 163 virdi patiicich
do 45 roda z 23 Celedi, ale dalsi viry jsou stdle objevovany. Vice nez 70 % téchto virG ma
genom tvofeny jednovliknovou RNA s funkei mRNA (+ssRNA). Rada virovych infekci je
latentni, ale n¢které viry zplsobuji zdvazné priznaky a s tim spojené velké finan¢ni ztraty
pro péstitele. Mezi pfiznaky virovych infekci na listech ovocnych dievin patii Zloutnuti,
chlorotické mozaiky, chlorotické lemovani Zilek, nekrotické tecky a pruhy, tvorba vyrustka
a jiné deformace listi. Plody napadenych dievin mohou byt malé, deformované a mit jinou
chut’. Podobn¢ jako u listdi, i u plodl virézy zpiisobuji zménu barvy, barevné tecky a pruhy.
Viry zptsobuji také deformace kmene a vétvi, zakrslost, pred¢asné opaddvani listl pfipadné
i odumieni dfeviny (Umer akol., 2019). Jednim z hospodéisky nejvyznamnéjSich viri
ovocnych drevin je Plum pox virus (PPV) z Celedi Potyviridae, ktery infikuje stromy z rodu
Prunus. PPV zptisobuje méknuti a pred¢asny opad plodt. Plody infikovanych stromil maji nizsi
cukernatost, nizsi zastoupeni fenolickych latek, flavonoidl a antioxidantli, naopak obsahuji
vetsi mnozstvi organickych kyselin (Usenic a Marn, 2017; MiloSevi¢ akol., 2019). Viry
ovocnych dfevin byvaji Casto pfendSeny vegetativnim mnoZenim, roubovanim a hmyzimi
vektory (Umer a kol., 2019). Viry jsou v radmci rostliny nerovnomérné rozloZeny a jejich titr
v prub¢hu roku kolisd, coz znesnadnuje detekci a identifikaci virii. Obzvlast’ v 1ét¢€ je titr vira
nizky (Dal Zotto a kol., 1999). Jednotlivé populace virti v riznych ¢astech rostliny se pak vyviji

nezavisle na sob¢ (Jridi a kol., 2006).

3.2 Metody pro identifikaci novych viri

V rutinnich diagnostickych laboratofich jsou detekovany konkrétni viry pomoci protildtek,
specifickych primerti a sond. Aby tomu tam mohlo byt, musi byt viry charakterizované, musi
byt zndma alespon ¢ast sekvence jejich genomu nebo jejich sérologické vlastnosti. Je zapotiebi,
aby diagnostické laboratote znaly virom rostlin, které na pfitomnost virti testuji. Nasledujici

techniky umoZznuji identifikovat nové dosud necharakterizované viry.

Biologické indexovani je metoda zaloZend na pieneseni virové infekce na indikdtorovou
rostlinu a vyhodnocovéni jejich piiznaki. Pfenos se provadi pomoci mechanické inokulace

na listy indikdtorové byliny nebo roubovanim na dievinu (Al Rwahnih a kol., 2015). Jedn4 se



o metodu naro¢nou na ¢as i praci a je v podstaté¢ nemozné jeji pomoci urcit konkrétni druh viru.

Vysledky je tieba potvrdit a upfesnit pomoci dalSich metod (Rott a kol., 2017).

Dalsi metodou schopnou zjistit pfitomnost viru bez piedchozi znalosti viromu testované
rostliny je transmisni elektronovd mikroskopie. Viriony ale mohou byt piehlédnuty, pokud
nejsou ve vzorku v dostate€ném titru (van Lent a kol., 1980). Pomoci elektronové mikroskopie
lze zjistit tvar a velikost viriond, jejich intraceluldrni lokalizaci a charakterizovat cytopatické
zmény zpusobené virem. TotoZnost viru lze obvykle urcit jen na trovni ¢eledi (Kwon a kol.,

2018; Popov a kol., 2019).

ELISA aPCR jsou technikami rutinné pouzivanymi k diagnostice virovych infekci. Tyto
metody jsou zaméfené na detekci konkrétniho viru nebo skupiny piibuznych virt. Pro piipravu
antiséra pro metodu ELISA je tfeba nejdiive izolovat viriony nebo proteiny ze sledovaného
viru. V piipad¢é PCR je tfeba znét alespoii ¢ast sekvence genomu daného viru, aby bylo mozné
navrhnout primery. ELISA ani PCR proto nejsou vhodnymi metodami pro cilenou identifikaci
novych virti (Boonham a kol., 2014). Presto vedla standartni PCR technika s degenerovanymi
primery k identifikaci nového viru, kdy byl pfi detekci ziskan produkt o dvojndsobné velikosti
oproti velikosti ocekdvané. Produkt byl osekvenovdn a ziskand sekvence byla podobna
sekvenci genu pro polymerdzu nékolika virt z rodu Carlavirus. Podatilo se tak objevit Potato

virus H.

Extrakci dsSRNA ze vzorku Ize ziskat genomovou RNA vétsiny ds- i sSRNA virt vyskytujicich
se vdaném pletivu bez ohledu na pfedchozi znalost viromu testované rostliny. Viry jsou
ndsledné¢ identifikovany pomoci gelové elektroforézy a analyzy restrik¢énich fragmentt (Morris
a Dodds, 1979). DsRNA z vird, které se nepovedou urcit nebo jesté nebyly charakterizovany,
je mozné piepsat do komplementirni DNA (cDNA), zaklonovat a osekvenovat (Benthack

a kol., 2005).

‘Rolling circle amplification’ je levnd metoda vhodna pro hromadnou detekci virti s genomem
tvofenym kruhovou DNA. Je tedy moZné objevit i novy virus s timto typem genomu. Pro uréeni
viru, pfipadné pro charakterizaci nové objeveného viru, se pouZiva restrikéni St€peni nebo
Sangerovo sekvenovani DNA amplifikované touto metodou. Pro Sangerovo sekvenovani je
DNA tieba linearizovat. Velkou nevyhodou metody ‘rolling circle amplification® je jeji
omezeni na DNA viry s kruhovym genomem (Haible a kol., 2006), kterych je mezi viry

infikujici ovocné dieviny malé mnozstvi (Umer a kol., 2019).



Microarray mohou slouzit k hromadné detekci virt, o kterych je zndmo, Ze mohou infikovat
testovaného hostitele. Kromé sond specifickych pro konkrétni druh viru mohou microarray nést
i sondy s vysoce konzervativni sekvenci. S nimi mohou hybridizovat i nukleové kyseliny dosud
neznamych virti, které maji sekvenci podobnou té, proti které byla sonda s konzervativni
sekvenci navrZzena. Tyto sondy by mély byt schopné zachytit vSechny viry z jedné celedi.
Microarray jsou vhodné pro detekci virti u rostlin, které miiZe infikovat velké mnozZstvi riznych

virt, jako je napf. réva vinna (Engel a kol., 2010).

Prelomovou technologii pro hromadou detekci a objevovani novych virt u rostlin se stalo
sekvenovani nové generace (NGS). NGS nevyzaduje pfedchozi znalost viromu testované
rostliny, je schopné detekovat RNA 1 DNA viry, ato svelmi nizkym
titrem, z asymptomatickych rostlin, sriznym tkdllovym tropismem a mistem replikace.
V piipad¢ objeveni nového viru pomoci NGS neni tieba totoznost viru upfesiiovat pomoci
dalSich metod, a pfitom je ziskdna alespon Castecnd sekvence genomu (Kreuze a kol., 2009).
Prvni publikace popisujici objev nového viru v rostliné pomoci NGS byly zvefejnény roku
2009. Jednalo se o objev viru Grapevine Syrah virus-1 z rodu Marafivirus narévé vinné
(Al Rwahnih a kol., 2009), viru Gayfeather mild mottle virus z rodu Cucumovirus infikujici
SuSkardu klasnatou (Liatris spicata) (Adams a kol., 2009) a dvou virt infikujicich povijnici
batdtovou (Ipomoea batatas), viru Sweet potato symptomless virus 1 z rodu Mastrevirus a viru

z rodu Badnavirus (Kreuze a kol., 2009).

3.3 Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace (NGS) je novym piistupem k sekvenovani nukleovych kyselin,
ktery umoziuje ziskat neznamé sekvence. V porovnani s klasickym sekvenovanim Sangerovou
metodou je sekvenovani NGS levnéjsi na pocCet partt bazi. Finan¢né se tedy vyplati, pokud
potiebujeme ziskat velké mnozZstvi sekven¢nich dat (Tucker akol., 2009). Existuji rtizné
piistupy NGS, prvnim z nich bylo pyrosekvenovani vyvinuté firmou 454 Life Sciences (pozdé&ji
odkoupené firmou Roche), které zacalo byt komeréné dostupné vroce 2005. Jednd se
o sekvenovani syntézou. DNA je ndhodn¢ naStépena a na jeji fragmenty jsou ligovany adaptéry
komplementarni k oligonukleotidiim imobilizovanym na kuli¢kach. Aby mohlo sekvenovani
probéhnout, musi byt nakulicku hybridizovan pouze jeden fragment DNA. Nésleduje
amplifikace fragmentli DNA na kulickdch pomoci emulzni PCR. Smés kuli¢ek obohacend o ty,
které nesou fragmenty DNA, je nanesena na desticku s jamkami. K témto kulickdm jsou
pridany jesté mens$i kulicky nesouci imobilizované enzymy ATP-sulfuryldzu a luciferazu.

Pfi samotném sekvenovdni jsou na “flow cell” cyklicky nandSeny dNTP. Pokud je nukleotid
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inkorporovan, uvolni se pyrofosfat, ktery je substratem pro ATP-sulfuryldzu, jejimz produktem
je ATP. ATP je zapotiebi pro reakci katalyzovanou luciferdzou, kterd emituje svétlo. Zablesky
svétla z jednotlivych jamek jsou snimdny a zaznamendny. Pfed nanesenim dalS$iho typu dNTP
je na “flow cell” pfidana apyréaza, ktera zbyvajici nukleotidy rozlozi. (Margulies a kol., 2005).
Pyrosekvenovani nasledovaly dalsi platformy zalozené na rGznych mechanismech (Tucker
a kol., 2009). NejpouzivanéjSimi jsou platformy firmy Illumina (Nakazato akol., 2013).
Mechanismus je zaloZeny na sekvenovani syntézou. Nejdiive je provedena piiprava knihovny,
kterd zahrnuje ligaci specifickych adaptérii. Nésledné jsou fragmenty DNA z knihovny
naneseny na ‘flow cell”, kde se hybridizuji na oligonukleotidy komplementarni k adaptéram.
Ty slouZzi jako primery pro mustkovou PCR amplifikaci. Jejim vysledkem je klastr molekul
o stejné sekvenci. Samotné sekvenovani probihd za syntézy komplementarniho fetézce pomoci
fluorescencné znacenych deoxynukleotidtrifosfati. Fluorescen¢ni znacka slouzi zaroven jako
reverzibilni terminédtor syntézy a po kazdém navazani nukleotidu je enzymaticky odStépena,
coz umoZzni navazani dalStho nukleotidu. Fluorescence je pribézné snimana a zaznamendvana

(Bentley a kol., 2008).

3.4 Identifikace novych viri rostlin pomoci sekvenovani nové
generace

Pomoci NGS je mozné ziskat sekvence ze vSech nukleovych kyselin ze vzorku véetné genomu
virti (Bag a kol., 2015). Pro sekvenovéni lze zvolit rizné typy vzorki, celkovou RNA, dsRNA,
siRNA, piipadné pro identifikaci virQ rostlin vyjimeéné pouZivanou celkovou DNA nebo

'virion-associated nucleic acid’ (VANA).

Nejjednodussim piistupem je sekvenovani celkové RNA. Tu je moZzné z rostliny vyizolovat
pomoci komerénich kiti. Nevyhodou tohoto pfistupu je, Ze vétSina ‘readd” je ziskdna
z hostitelské rostliny, coZ znemoznuje identifikaci virti, které se v rostlin¢ vyskytuji s nizkym
titrem (Maliogka a kol., 2018). Tato nevyhoda mtiZze byt pfekondna odstranénim ribozomalni
RNA z hostitelské rostliny (Villamor a kol., 2016). Pomoci tohoto pfistupu byl objeven napf.
virus Nectarine virus M z rodu Marafivirus na nektarince (Prunus persica cv. nectarina) a virus
z rodu Nucleorhabdovirus na ¢erném rybizu (Ribes nigrum) prozatimné pojmenovany Black

currant-associanted rhabdovirus (Villamor a kol., 2016; Wu a kol., 2018).

Dalsi moznosti je sekvenovani dsRNA. Vyhodou tohoto piistupu je velké zastoupeni virové
nukleové kyseliny ve vzorku (Maliogka a kol., 2018). dsRNA tvoii genom nékterych virti nebo
je meziproduktem replikace virti s genomem tvofenym ssRNA. Tento pfistup je tedy zaméefen

na RNA viry, pfesto se touto metodou podafilo identifikovat i DNA viry. Spekuluje se, Ze by
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molekuly dsSRNA mohly vznikat hybridizaci transkriptii z obou vldken dsDNA vird, piipadné
ssDNA virti s “ambisense” genomem (Rott a kol., 2017). Vzorek se ziskava z rostliny pomoci
fenol-chloroformové extrakce celkové DNA a RNA néasledované ‘long polymer cellulose
matrix~ chromatografii, kterd vzorek obohati o dsSRNA (Maliogka a kol., 2018). Pomoci tohoto
piistupu byl objeven napt. Nectarine stem pitting-associated virus zrodu Luteovirus
na nektarince (Prunus persica cv.nectarina), an€kolik navrZenych virti na bezu ¢erném
(Sambucus nigra), Elderberry aureusvirus 1 zrodu Aureusvirus, Sambucus virus S z rodu
Bromovirus a pét piibuznych druht carlavirti prozatimné pojmenovanych Elderberry virus A-E
(Bag akol., 2015; Safafova akol., 2018a; 2018b). Rottakol. (2017) pfii porovnavani
identifikace virGh pomoci NGS s konvenc¢nimi detekénimi metodami objevili novy virus

s genomem tvofenym ssDNA z ¢eledi Geminiviridae.

Dalsim vhodnym piistupem je sekvenovani malych RNA. Tato frakce je obohacena o siRNA
virového ptivodu. Molekuly siRNA vznikaji pfi RNA interferenci. Jedna se o mechanismus,
kterym se rostlina brani virové infekci tim, Ze $t€pi RNA virového plivodu na malé molekuly
(21-24 nukleotidtl) (Maliogka a kol., 2018). Nejvétsi zastoupeni RNA molekul odvozenych
od virti je mezi molekulami o velikosti 22 nukleotidii. Sekvenovani malych RNA umoziiuje
identifikaci RNA i DNA virti, a to i v pfipad¢ Ze se v rostliné vyskytuji s velmi nizkym titrem
(Kreuze a kol., 2009). Timto ptistupem byly objeveny napt. Mulberry mosaic dwarf-associated
virus, sSDNA virus z ¢eledi Geminiviridae, izolovany z moruSovniku bilého (Morus alba)
a Citrus leprosis virus cytoplasmic type 2, (+)ssSRNA virus zrodu Cilevirus, izolovany
z pomerancovniku (Citrus sinensis) (Roy akol.,, 2013; Ma akol., 2015). Nevyhodou
sekvenovani malych molekul RNA je, Ze se ze ziskanych kratkych ‘readii” obtizn¢ sklada cely
genom de novo (Maliogka akol., 2018). Mtze byt vyhodné tento piistup nakombinovat

Vs s

se sekvenovanim celkové RNA, z kterého jsou ziskany delsi ‘ready” (Cao a kol., 2019).

Sekvenovani celkové DNA vyizolované z rostliny neni vhodnym pfistupem pro identifikaci
novych viri na ovocnych dfevindch, protoZze umoZiiuje pouze detekci viri s genomem
tvofenym DNA (Maliogka a kol., 2018), které tvoii jen malou ¢ast virti infikujicich ovocné
dfeviny (Umer akol.,, 2019). Sekvenovidnim celkové DNA byl objeven novy virus
na citronovniku (Citrus limon) postizeném chorobou Citrus chlorotic dwarf disease. Jedna se
o virus z ¢eledi Geminiviridae a byl prozatimné pojmenovén Citrus chlorotic dwarf-associated

virus. Pii studii bylo vyuzito i sekvenovani malych RNA (Loconsole a kol., 2012).

Sekvenovani nukleovych kyselin asociovanych s virionem (VANA) je pfistupem aplikovanym

pii studiich virth Zivocichl a ¢lovéka nebo virG v environmentdlnich vzorcich. U rostlin se
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témé&f nepouZziva. Jednd se o piistup umoziujici sekvenovani RNA i DNA nachdzejici se uvnitt
kapsidy (Reavy a kol., 2015; Roossinck a kol., 2015). Izolace VANA je sloZitym procesem,
ktery zahrnuje centrifugaci homogendtu testovaného pletiva, filtraci, digesci volnych
nukleovych kyselin pomoci DNazy a RN&4zy, asamotnou extrakci nukleovych kyselin
z izolovanych viriont pomoci kitu. Timto ptistupem zkombinovanym se sekvenovanim malych
RNA byl objeven virus Sugarcane white streak virus z rodu Mastrevirus na cukrové titiné
(Saccharum officinarum) (Candresse a kol., 2014). Déle byla pomoci sekvenovidni VANA
ziskdna sekvence izolatu Plum pox virus z plané rostouci slivon¢ (Prunus domestica)

(Sheveleva a kol., 2013).

3.4.1 Metodika piipravy vzorku pro NGS

Extrakci nukleové kyseliny z rostlinnych pletiv nasleduje dalsi zpracovani vzorku. Pfiprava
RNA vzork pro sekvenovani syntézou od firmy Illumina zahrnuje fragmentaci molekul
v ptipad¢ pouziti celkové RNA nebo dsRNA nebo selekci velikostni frakce pomoci
polyakrylamidové gelové elektroforézy v piipad¢ sekvenovani malych RNA. RNA je néasledné
piepsdna do cDNA reverzni transkripci s random primery, v dal§im kroku je dosyntetizovdno
druhé vlakno cDNA. Na ziskané dsDNA jsou vytvoieny tupé konce. Pfesahy na 3” konci jsou
odstranény exonukledzou a pfesahy na 5 konci jsou dosyntetizovany polymerdzou.
Na 3” konce je nasledn¢ pfidano po jednou nukleotidu “A”. V dal$im kroku jsou na fragmenty
DNA ligovany adaptéry, které maji na svém 3~ konci jednonukleotidovy piesah tvofeny
nukleotidem “T”. Tento mechanismus zajiSt'uje, aby se pfi ligaci adaptérii ndhodné€ nespojovaly
fragmenty DNA ze vzorku mezi sebou, a nevznikaly tak chimérni molekuly. Molekuly DNA,
které maji naligované adaptéry zobou stran, jsou namnoZeny pomoci PCR
se specifickymi primery, které nasedaji na konce adaptérii. Adaptéry umoznuji, aby fragmenty
DNA mohly pozdégji hybridizovat s oligonukleotidy na “flow cell”. Ziskanou DNA je tfeba
pfesné kvantifikovat pomoci kvantitativni PCR a zjistit, jestli méa vzorek dostate¢nou Cistotu
a optimdln{ velikost fragmentii DNA (Kreuze a kol., 2009; TruSeq RNA sample preparation v2
guide, 2014). Nasleduje mustkovda PCR na ‘flow cell” a samotné sekvenovani, jejichz

mechanismus byl popsén diive v kapitole 3.3 (Bentley a kol., 2008).

3.4.2 Zpracovani dat

Vystupem ze sekvenovani jsou ‘ready” ve formatu FASTQ, ktery kromé sekvence bazi
zahrnuje také tzv. Q-skore vyjadiujici kvalitu sekvence. Q-skére odrazi pravdépodobnost,

7e dand baze byla zafazena chybné. Pro vztah pravdépodobnosti chyby (p) a Q-skére plati, Ze:



-Q
p= 1010

Pouziti readii” s nizkym Q-skére (menSim, nez 20, spolehlivost 99 %) mulze znemoZnit
skladani kontigt, nebo vést ke sklddani nespolehlivych kontigti (Del Fabbro a kol., 2013;
Blawid a kol., 2017). Pti tzv. trimovani sekvenci jsou odstranéna data o nizsi kvalité, nez je
nastaveny ‘threshold” a také adaptéry pouZité pii sekvenovéani. Nicméné je tieba trimovani

pouZzivat s opatrnosti, aby nedochézelo k velké ztraté dat (Blawid a kol., 2017).

Trimované ‘ready” mohou byt potom sklddany de novo do kontigl na zaklad¢ prekryvi mezi
nimi, aniz by byly pfedem znamy jejich sekvence. Nejvice pouzivanymi algoritmy pro de novo
sklddani genomu vird jsou Velvet a SPAdes. Algoritmus Velvet byl vyvinut pro sklddani
kratkych ‘readii” a SPAdes pro skldddni ‘readi” nerovnomérné rozloZenych v ramci genomu.
SPAdes je navic schopen sklddat dlouhé kontigy (Blawid a kol., 2017). De novo sklddani muze
byt problematické, pokud je virus variabilni, nebo pokud jednu rostlinu infikuje vice riiznych
izolatl jednoho druhu viru. Tento problém je nejvyraznéjsi, pokud se jednd o skladani kratkych

‘readl” (Maliogka a kol., 2018).

Alternativou k de novo sklddani je mapovani ‘readi” na referen¢ni sekvenci. Aby bylo mozné
tento pfistup pouZzit, je potfeba mit pfedstavu, které viry rostlinu infikuji a mit pfistupné
referen¢ni sekvence genomu téchto virti nebo jim blizce piibuznych (De Andrade a Vaslin,
2014). Tento piistup se pouziva také k odstranéni ‘readli” z hostitele. Odstranéni ¢4sti dat snizi
vypocetni naroc¢nost ndsledného de novo skladani a s tim uSetii i Cas. Nicméné je tieba dat
pozor, aby spolecné s ‘ready” z hostitele nebyly odstranény i virové ‘ready’. Na referencni
sekvenci lze mapovat i poskladané kontigy. Mapovani se pouziva také ke zjiSténi diverzity
populace studovaného viru v rostlin€ tim, Ze se ‘ready " mapuji na finalni poskladanou sekvenci

genomu (Blawid a kol., 2017).

Ziskané kontigy nezndmého plvodu jsou identifikovdny prohleddvanim virové databdze
algoritmem BLAST. Pro tento dcel piichazi v dvahu varianty algoritmu BLASTn, BLASTx
a tBLASTx. BLASTn je schopen najit shodu jen u velmi podobnych sekvenci, zatimco
BLASTx a tBLASTx objevi schodu na tirovni proteinu i u taxonomicky vzdalenéjsich taxonii
virQ, nez je druh. Do genomi rostlin mohou byt intergované ¢asti genomu virti, které mohou
byt mylné¢ interpretovany jako infek¢ni virus (Zheng a kol., 2017). Kontigy, které jsou podobné
se sekvencemi téhoZ druhu, pfipadné rodu virQ, jsou dile zpracovany spolecné. Kontigy jsou
prodluZovany opakovanym namapovdvanim trimovanych read”. ProdlouZené kontigy pak

mohou byt slozeny stejnym zpiisobem, jako se sklddaji ‘ready” de novo (Blawid a kol., 2017).



Kdyz neni mozné sloZit z kontigii cely genom, je mozné namapovat je na referencni sekvenci
pfibuzného viru, a zjistit tak jejich poradi a pfibliZnou vzdélenost mezi nimi (Villamor a kol.,

2016).

3.4.3 Verifikace sekvence a doplnéni mezer

K potvrzeni spravnosti sekvence ziskané pomoci NGS ak doplnéni dér mezi kontigy se
vyuzivd sekvenovani Sangerovou metodou. Vzorky pro sekvenovéani jsou amplifikovany
pomoci RT-PCR se specifickymi primery navrZzenymi na zakladé NGS dat. PCR produkty jsou
zaklonovany a osekvenoviny (Villamor akol., 2016). Konce genomu jsou amplifikovany

pomoci 5" a 3 RACE PCR (Frohman a kol., 1988).

3.5 Sekvenovani nové generace a rutinni diagnostika viri rostlin

Krom¢ objevovani novych druhti virit ma NGS potencidl pro vyuziti i v rutinni diagnostice virt
rostlin. NGS muze teoreticky detekovat vSechny viry pfitomné v testované rostliné a popsat
i jejich variabilitu na sekven¢ni drovni. NGS tak dava informaci o celkovém zdravotnim stavu
rostliny. Tato schopnost je ale zavisld kompletnosti virovych databdzi, se kterymi jsou data
porovnavéna (Rott a kol., 2017; Maree a kol., 2018). Naopak PCR se specifickymi primery
nemusi detekovat vSechny izolaty viru, pro jehoZ detekci byly primery navrZeny, pokud je
jejich genom variabilni v oblasti, na kterou primery nasedaji (Al Rwahnih a kol., 2015) NGS
muZe byt i finanéné vyhodné&jsi neZ soubor klasickych metod pro detekci konkrétnich druht
virtl, pokud jich testovanou rostlinu muze infikovat velké mnozstvi. Ddle je NGS rychlejsi nez
biologické indexovani dfevin, které zabere minimaln¢ 2 roky ¢asu, zatimco NGS a analyza dat
trva 1-2 mésice (Maree a kol., 2018). Schopnost detekovat vSechny viry bez ohledu na to, jaky
typ nukleové kyseliny tvoii jejich genom, méd sekvenovdni celkové RNA ochuzené
o ribozomdlni RNA hostitele a sekvenovani malych RNA. De novo sklddanim ‘readd”
ze sekvenovani celkové RNA se dafi ziskat delsi kontigy pokryvajici vétsi ¢ast genomu viru,
nez z readd” ziskanych sekvenovanim malych RNA (Visser akol., 2016). Sekvenovani
celkové RNA je schopné detekovat RNA viry i1 s velmi nizkym titrem a umoziuje ziskani vetsi
¢asti sekvence jejich genomu oproti sekvenovani malych RNA. Naopak sekvenovani malych

RNA déva lepsi vysledky pro DNA viry a viroidy (Pecman a kol., 2017).

Pti zpracovani NGS dat je tfeba dat pozor na falesn¢ pozitivni vysledky. Ziskana NGS data
obsahuji kromé sekvenci virl infikujicich testovanou rostlinu také sekvence bakteriofdgii
a dal$ich vira parazitujicich na organismech asociovanych s testovanou rostlinou (Rott a kol.,

2017). Piizpracovani vzorku pro NGS sekvenovani muze dojit kjeho kontaminaci
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a pti analyze dat mtize dojit k chybé¢. Proto by piitomnost viru detekovaného pomoci NGS m¢éla
byt potvrzena nékterou z klasickych metod, nejcastéji (RT)-PCR se specifickymi primery.
Specidlni pozornost je tieba vénovat DNA virGm. Fragmenty jejich genomu mohou byt
integrovany do genomu rostliny a detekovany pomoci NGS, piestoze v buiikdch testované
rostliny nejsou piitomny infekéni castice téchto virti. NejCastéji se do genomu hostitele

integruji viry z ¢eledi Caulimoviridae (Massart a kol., 2017).

Pti zavedeni NGS do rutinni diagnostiky by mohl nastat problém se srovnatelnosti riznych
piistupt. Bylo by potifeba standardizovat protokol azavézt systém s negativni kontrolou

a vnitini pozitivni kontrolou (Maree a kol., 2018).

Vyuziti NGS v rostlinné virologii md vliv na diagnostiku, aniZ by v tomto oboru bylo pfimo
pouzivéno. Diagnostické laboratofe a rostlinolékaiska sprava musi reagovat na existenci noveé
objevenych virQ, u nichZ je zndma sekvence jejich genomu, ale ne jejich biologické vlastnosti.
Informace o piiznacich, které virus zptsobuje, o jeho hostitelském okruhu, rozsifeni, zptisobu
Siteni a vektorech, a hospoddfském dopadu na plodiny jsou zdsadni pro zhodnoceni jeho
nebezpecnosti a zavedeni opatieni, kterd zabrini jeho dalSimu Siteni. ZjiSténi téchto informaci
je zasadnim tkolem navazujicim na objeveni viru pomoci NGS. N¢&jaka provizorni opatieni je
ale tfeba ud¢€lat rychle, ibez znalosti téchto informaci. PfedbéZzny odhad vlastnosti
anebezpe¢nosti viru lze provézt nazdkladé pfiznakd narostling, na které byl virus
identifikovan, a to i s ohledem na to, jaké dal$i viry tuto rostlinu infikovaly, dale také podle
vlastnosti ptibuznych virtt (Massart a kol., 2017). U n¢kterych plodin je nedosaZitelnym
pozadavkem, aby byly zcela prosté vSech virti, proto je tfeba naklddat s opatfenimi tykajicimi

se nov¢ objevenych virit opatrné (Maree a kol., 2018).

Sekvence genomu novych druhti virl, ziskané pomoci NGS, umoziuji rychlé navrZeni
specifickych primerua pro jejich detekci (RT)-PCR (Massart a kol., 2017). Podobné¢ umoziuji
NGS data ziskat piehled o variabilit¢ studovaného viru anavrhnout primery nasedajici
na konzervativni oblasti genomu, jejichZ pomoci bude moZzné detekovat §irsi spektrum izolat

studovaného viru (Marais a kol., 2014).

3.6 Charakteristika celedi Rhabdoviridae

Celed” Rhabdoviridae je velkou a ekologicky velmi diverzifikovanou skupinou vird,, patiici
do tadu Mononegavirales. Jeji zastupci infikuji bezobratlé ZivocCichy, obratlovce a rostliny.
Taxonomie virt v této Celedi se vyviji velmi rychle, coZ je zptisobeno z velké ¢asti tim, Ze bylo

v posledni dobé objeveno mnoho novych vir pomoci NGS (Dietzgen a kol., 2017). V soucasné
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dobé se do této celed¢ fadi 18 rodli (Amarasinghe a kol., 2018), pticemz vétSina z nich zahrnuje
viry infikujici Zivo¢ichy. Mezi rhabdoviry patii napf. i virus vztekliny. VétSina vird z této celedi
je pfendsena €lenovci. Nicméné, viry z rodl Lyssavirus a Novirhabdovirus si vyvinuly strategii
pienosu mezi obratlovci bez pomoci vektora, viry z rodu Sigmavirus jsou prenaSeny mezi
generacemi u octomilek (Dietzgen a kol., 2017) a Lettuce big-vein virus (rod Varicosavirus) je

Siten v pudé zoosporami houby Olpidium brassicaceae (Roggero a kol., 2000).

Viriony vira z ¢eledi Rhabdoviridae maji tvar podobny projektilu, né¢které jsou baciliformni,
a az na vyjimky jsou obalené. Jejich genom je tvofen ssSRNA s negativni polaritou o velikosti
11-16 kb (Dietzgen a kol., 2017). Genom vSech viri v této Celedi obsahuje 5 ¢tecich ramct
(ORF) kodujicich zdkladni proteiny, jsou to plastovy protein (N), fosfoprotein asociovany
s polymerdzou (P), matrix protein (M), glykoprotein (G) a RNA dependentni RNA polymeriza
(L). Geny pro tyto proteiny jsou v genomu uspoiddany v tomto potadi ve sméru od 3° konce
k 5 konci. V genomu nékterych rhabdovirt jsou i dal$i dopliikové oteviené ¢teci raimce (ORF)
kédujici razné proteiny, nékteré z nich jsou charakteristické pro dany rod viri (Walker a kol.,

2015).

Ciasti genomu vird z éeledi Rhabdoviridae mohou byt integrované do genomu hostitelské
rostliny nebo ¢lenovce. V genomu rostlin byly nalezeny sekvence podobné genu pro N protein.
V genomu ¢lenovct byly nalezeny i dalsi geny virt z této ¢eledi (Chiba a kol., 2011; Fort a kol.,

2012).

Z této cCeledi infikuji rostliny viry ze4rodl, jednd se orody Cytorhabdovirus,
Nucleorhabdovirus, Dichorhavirus a Varicosavirus (Dietzgen akol., 2017). Zavaznost
piiznakd, které tyto viry u rostlin vyvoldvaji se vyrazng lisi. Nékteré zptisobuji bezpiiznakové
infekce, jiné mohou vézt i k thynu rostliny. Nejcastéji zptsobuji zakrslost, Zloutnuti Zilnatiny
a chlorotické mozaiky, ptipadné lokdlni nekrézy. Rozsiteni téchto virl je omezené na rozsiteni
vektora, ktery je pfendsi. Podobné je tomu s okruhem hostiteli vira z ¢eledi Rhabdoviridae,
které infikuji rostliny. Pfirozené je jejich okruh hostiteld dzky a souvisi s tim, kterymi
rostlinami se vektor Zivi. Nicméng, experimentalné Ize tyto viry pfenést na vétsi mnozstvi druhti
rostlin (Jackson a kol., 2005). Genom virti z rodt Cytorhabdovirus a Nucleorhabdovirus je
stejné jako u rhabdovirti infikujicich zivocCichy tvofen jednou molekulou (-)ssRNA, zatimco
u virtt z rodt Dichoravirus a Varicosavirus se genom skladd ze dvou molekul RNA. Viry
zrodl Cytorhabdovirus, Varicosavirus —arhabdoviry infikujici Zivocichy se replikuji
v cytoplasmé, zatimco u virlt z rodlt Nucleorhabdovirus a Dichoravirus dochdzi k replikaci

v jadre hostitelské bunky (Dietzgen a kol., 2017).
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Zastupcem rodu Varicosavirus je jen jeden uznany druh, Lettuce big-vein virus (LBVYV).
Vytvéii neobalené virové ¢astice tvaru projektilu (ViralZone, 2020). Jeho RNA1 o velikosti cca
6,8 kb nese jeden dlouhy OREF, ktery kdduje L protein (Sasaya a kol., 2002). RNA2 o velikosti
cca 6,1 kb nese dalSich 5 ORF (Sasaya a kol., 2004). Fylogenetickd analyza podle proteinu L
naznacuje, ze rod Varicosavirus je pribuzn€jsi ostatnim rhabdovirim infikujicim rostliny nez
tém, které infikuji Zivo€ichy, nicméné je fylogeneticky vzdalenéjsi, neZ jsou ostatni rhabdoviry
rostlin mezi sebou (Sasaya a kol., 2002).

s\ s

Viry z rodu Dichoravirus vytvaii baciliformni viriony, piipadné viriony ve tvaru projektilu,
které jsou neobalené. Jejich RNA1 o velikosti cca 6,4 kb nese 5 ORF a RNA2 o velikosti
cca 6,0 kb nese jeden ORF kodujici L protein. Geny a jejich potadi jsou shodné s t€émi u rodu
Nucleorhabdovirus (Dietzgen a kol., 2014). I podle fylogenetickych analyz aminokyselinové
sekvence proteinu L tento rod zapadd mezi nukleorhabdoviry (Cao a kol., 2019; Gaafar a kol.,
2019), nicméné se 1i$i svymi biologickymi vlastnostmi jako jsou pfiznaky a vektofi, vlastnostmi

virionu a segmentovanym genomem (Dietzgen a kol., 2014).

3.6.1 Viry rodu Nucleorhabdovirus

Viry z rodu Nucleorhabdovirus jsou ptendSeny hmyzem, konkrétné kiisy, kiisky a mSicemi.
Jejich viriony maji tvar projektilu. V jejich genomu se vedle péti zdkladnich ORF rhabdovirt
nachédzi dalsi ORF oznaceny P3, ktery koduje ‘'movement protein”. Nachdzi se mezi genem
pro fosfoprotein a matrix protein. Geny jsou tedy v genomu v potadi 3‘-N-P-P3-M-G-L-5°
(Dietzgen a kol., 2017). Typovym zdstupcem rodu Nucleorhabdovirus je Potato yellow dwarf
virus (PYDV). Krom¢ ORFs typickych pro tento rod, nese sedmy ORF s nezndamou funkci,
nachézejici se mezi geny pro plastovy protein a fosfoprotein. Jednotlivé geny jsou od sebe
oddé€leny konzervovanymi oblastmi, jejichZ soucdsti je signdl pro zacatek transkripce. Tato

konzervovana sekvence se nachdzi i pred prvnim ORF (Bandyopadhyay a kol., 2010).

V soucasnosti patii do rodu Nucleorhabdovirus deset uznanych druhd vird, jsou to Potato
yellow dwarf nucleorhabdovirus (PYDV), Datura yellow vein nucleorhabdovirus (DYVV),
Eggplant mottled dwarfnucleorhabdovirus (EMDV), Maize Iranian mosaic nucleorhabdovirus
(MIMYV), Maize fine streak nucleorhabdovirus (MFSV), Maize mosaic nucleorhabdovirus
(MMV), Rice yellow stunt nucleorhabdovirus (RYSV), Sonchus yellow net nucleorhabdovirus
(SYNV), Sowthistle yellow vein nucleorhabdovirus (SYVV) aTaro vein chlorosis
nucleorhabdovirus (TaVCV) (Amarasinghe akol., 2018). Nicméné bylo v posledni dobé&

popséno velké mnozstvi dalSich potencidlnich zastupcii rodu Nucleorhabdovirus, kteti doposud
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nebyli oficidlné uznani jako druh. Jednd se o viry Black currant-associated rhabdovirus
(BCaRV-1) (Wu akol., 2018), Apple rootstock virus A (ApRVA) (Baek akol,
2019), Morogoro maize-associated virus (MMaV) (Read a kol., 2019), Green Sichuan pepper
nucleorhabdovirus (GSPNuV) (Cao akol.,, 2019), Bird’s-foot trefoil nucleorhabdovirus
(BFTV-1) (Debat a Bajerman, 2019) a Alfalfa-associated nucleorhabdovirus (AaNV), ktery ma

ve svém genomu mezi geny pro M a G sedmy ORF o neznamé funkci (Gaafar a kol., 2019).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pomoci NGS byl analyzovén vzorek listu bezu ¢erného (Sambucus nigra) odebrany v roce 2016
oznaceny B15. Jednalo se o vzorek ze Slatinek (stiedni Morava) s piiznaky virové infekce.
Analyzovany kef mél chlorotické skvrny na listech, zakrslé listy a mensi mnozZstvi plodi, které
m¢ly nerovnomérné rozloZeni. Kromé infekce zde popsanym novym nukleorhabdovirem byl
tento ket infikovan i nepovirem Cherry leaf roll virus (CLRV), carlaviry Elderberry virus A
a B, bromovirem Sambucus virus S a aureusvirem Elderberry aureusvirus 1 (§aféf0vé a kol.,

2018a). Vzorek B152 pochdzi ze stejného kete, byl odebran v roce 2017.

4.2 Pouzité chemikilie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie

Agar6za (AMRESCO, kat.c. 0710-500g)

Deionizovana voda

dEPC voda

dNTP Mix 10 mmol-1"!' each (Fermentas, kat.¢. R0192)

99,6% ethanol (Lach-Ner, kat.¢. 20025-U99-M1000-1)

Ethidium bromid, 5 mg-ml'1 ve vod¢, (Biotium, kat.¢. 40042)

Gel Red Nucleic Acid Stain (Biotium, kat.¢. 41003)

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas, kat.c. SM0241)

GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, kat.¢. SM323)
Glycerol (Lachema, kat.c. 40294)

FastRuler High range DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, kat.¢. SM1123)
Hoechst 33258, pentahydrate (Life Technologies, kat.¢. H1398)

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

2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat.¢. 63700)

Primery

Random primers (20 pmol-ul™!) (Promega, kat.é. C1181)

Rnasin ribonuclease inhibitor (40 U-ul") (Promega, kat.¢. N2111)

4.2.2 Pouzité soupravy

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems™, kat.c. 4337455)
BioScript Reverse Transcriptase (Bioline, kat.c. BIO-27036)
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QIAquick gel extraction kit (250) (Quiagen, kat.¢. 28706)
FMyFi DNA polymerdza (Bioline, kat.¢. BIO-21118)

MyTaq Red DNA polymeraza (Bioline, kat.c. BIO-21110)
NucleoSpin RNA Plant kit (Macherey-Nagel, kat.¢. 740949.250)
pGEM-T Vector system (Promega, kat.c. A3600)

SMARTer® RACE 5°/3’ Kit (Takara Bio, kat. ¢. 634858)

4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

50x TAE (242 g Tris base; 57,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml EDTA ¢ =0,5 mol-17,
doplnéno na 1 1 deionizovanou vodou)

0,1% bromfenolova modi v 30% glycerolu

10x TNE (12,1 g Tris.Clc=0,1 mol-1"! pH 7.4; 3,72 EDTA ¢=0,01 mol-1"!; 58,4 g NaCl
¢ =1mol-1")

Ampicilin (100 pg-pl™, sterilizace filtraci)

IPTG (isopropyl-B-D-galaktopyranosid) (400 mg IPTG rozpustit ve 2 ml deionizované vody,
sterilizovat filtraci)

LB médium, pevné (10 g kasein hydrolyzétu; 5 g kvasnicného autolyzatu; 5 g peptonu; 10 g
NaCl; 18 g agaru; 1 1 vody; sterilizovat autokldvovanim 25 min)

LB médium, tekuté (10 g kasein hydrolyzatu; 5 g kvasnicného autolyzatu; 5 g peptonu; 10 g
NaCl; 1 1 vody; sterilizovat autokldvovanim 25 min)

SOC médium (0,5% kvasnicny extrakt; 2% trypton; 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI; 10 mM MgCly;
10 mM MgSOys; 20 mM glukéza; sterilizovat autoklavovanim, gluk6zu ptidat az dodatecn¢)

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid) (20 mg X-Gal rozpustit v 1 ml

dimethylformamidu)

4.3 Pouzité pristroje

Autoklav (Microjet)

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Elektroforeticka komora HU10 MINI (Fisherbrand)
Fluorimetr DynaQuant DQ 200 (Amersham Biosciences)
Homogenizator FastPrep 24 (MP Biomedicals)
Laminarni box Telstar (PV-100)

Minicentrifuga PRISM™ mini (Labnet International, Inc.)

Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Scientific)
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Sucha lazen - DryBlock (Labnet International, Inc.)

Sucha lazen Mixing block, MB-102 (Bioer)

Termostat — SM 30 control, (Edmund Biihler GmbH)

Termostatova rotacni tfepacka - Bio RS — 24 (Biosan)

Thermocycler T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad)

Thermocycler — T personal (Biometra)

Transiluminédtor G : BOX (SynGene) - dokumentac¢ni systém GeneSnap
Transiluminator UVT — 14L (Herolab)

Véhy AND EK 200G (Schoellar Pharma Prague, Ltd.)

Vortex MS2 Minishaker (IKA)

Vyrobnik ledu F100 Compact (Icematic)

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

Zdroj stejnosmérného proudu Power Station 300 (Labnet International, Inc.)

4.4 Pouzité experimentilni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 NGS sekvenovani

Pro NGS sekvenovéni byl vybran vzorek B15. Pro sekvenovani byla provedena pracovniky
Laboratofe molekularni biologie mikroorganismu izolace dsSRNA pomoci afinitni celulozové
chromatografie, kterd byla sekvenovana na platform& HiSeq2500 (Illumina) komer¢ni firmou

SEQme s.t.0.

4.4.2 Analyza NGS dat

‘Ready” ziskané sekvenovanim dsRNA byly analyzovdny pomoci programu Geneious 9.1.8.

Pro skladani kontigli byla pouZita strategie de novo.

Ziskané ‘ready” byly trimovany (Q skoére 30). Bylo provedeno de novo skladani kontigh
za vyuziti assembleru SPAdes (K-mer 35; minimum contig legth 95 bp; identita 80 %). Ziskané
kontigy byly anotovany prohleddvanim virové databdze na GenBank pomoci algoritmi
BLASTXx (parametry: maximalni e-value 107°; defaultni nastaveni). Kontigy, které vykazovaly
podobnost se sekvencemi zndmych nukleorhabdovirt, byly vybrany a prodlouZeny mapovanim
‘readd” (senzitivity: low-fast; 5 opakovéni). Spravnost prodlouZeni kontigl s cilem vyloucit
chimérické sekvence byla zkontrolovdna pomoci algoritmu BLASTx. Ziskané prodlouzené
a zkontrolované kontigy byly mapovany na referencni sekvenci genomu nukleorhabdoviru
Datura yellow vein virus (parametry: highest senzitivity - slow). Prekryvajici se kontigy byly
ruéné spojeny v delsi pomoci programu MEGA 7.0. Pokryti findlnich kontighh a sekvence
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ovéfené pomoci Sangerova sekvenovani bylo stanoveno pomoci mapovani ‘readd’

prostiednictvim algoritmu Geneious mapper (senzitivity: medium-low-fast, 10 opakovéni).

4.4.3 Izolace RNA

Celkova RNA byla izolovana ze 70-80 mg listl vzorku pomoci kitu NucleoSpin RNA Plant
(Macherey-Nagel) podle navodu vyrobce, ktery byl modifikovan. List byl homogenizovan
ve dvojndsobku doporuceného objemu homogeniza¢niho pufru (700 ul pufru RA1 a7 ul
B-merkaptoethanolu), ndsledné¢ bylo pouZito dvojnasobné mnoZstvi 70% ethanolu (700 pl).
Koncentrace ziskané RNA byla stanovena spektrofotometricky. RNA byla dlouhodobé

uchovavana pfi -80 °C.

4.4.4 Reverzni transkripce

Pro ptepsani izolované RNA do cDNA bylo vyuzito reverzni transkripce (RT) s pouZzitim
Biscript™ MMLYV reverzni transkriptdzy (Bioline) a random primerti. Vzorky izolované RNA

byly ziedény pomoci dEPC vody na koncentraci cca 150 pg-ml™.

Byly pfipraveny dvé reakéni smési, prvni smichdnim dEPC vody, dNTP a random primert,
druhd smichanim dEPC vody, RT-PCR reak¢niho pufru, inhibitoru ribonukledz a reverzni

transkriptdzy (sloZeni viz Tab. 1) vyndsobeném poctem vzorkd.

K 7 pl reakéni smési I byly pfidany 3 pl vzorkd RNA (tj. 450 ng na reakci). Zkumavky s takto
piipravenou smési byly premistény do thermocycleru, kde byly po dobu 5 min inkubovany
pii 70 °C. Poté byly okamzité¢ pfemistény na led. Do zkumavek bylo pfiddno 10 pl reakéni
smesi II. Zkumavky s takto pfipravenou smési byly inkubovany po dobu 10 min pfi 25 °C, poté

30 min pii 42 °C a 5 min pii 85 °C. Ziskanad cDNA byla uchovavana v -20 °C.

Tabulka 1: SloZeni reakénich smési pro reverzni transkripci

Polozka Koncentrace Konecna 1 test [pl]
prac. roztoku Kkoncentrace

Reakéni smés 1

voda 5

dANTP 10 mmol-1"! 500 pmol-1'! 1
random primer 20 pmol-1"! 1 pmol-1"! 1

Reakéni smés 11

voda 4
RT-PCR pufr 5x 1x 4
RNase inhibitor 40 U-pl! 40U 1
BioScript ™ 10 U-pl! 10U 1
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4.4.5 PCR amplifikace

Na zdkladé¢ NGS dat byly navrzeny primery tak, aby s jejich pomoci ziskané PCR produkty
pokryvaly cely genom viru, a tak byla ovéfena data a aby byly vyplnény mezery ve scaffoldu

(seznam pouZzitych primert viz Tab. 4).

Byla pfipravena reakéni smés pro PCR smichdanim pufru, sterilni deionizované vody, forward
a reverse primert a polymerdzy v mnoZstvi odpovidajicimu poctu vzorkl, celkovy objem
reakce byl 25 ul. V zdvislosti na ocekdvané velikosti PCR produktu byla provedena amplifikace
pomoci MyTaq DNA polymerdzy (Bioline) nebo MyFi DNA polymerédza (Bioline) (sloZeni
reakénich smési viz Tab. 2 a 3). Produkty do velikosti 2500 bp byly amplifikoviany MyTaq
DNA polymerazou a pro ofekdvané vétsi produkty byla pouzita MyFi DNA polymeraza.
K 23ul reakéni smési a byly pfiddny 2 ul vzorkli cDNA. Teplotni priibéhy PCR reakci

s jednotlivymi pary primeri jsou uvedeny v Tab. 5 a 6.

Tabulka 2: SloZeni reakéni pro PCR s MyTaq DNA polymerazou

Polozka Koncentrace Konecna 1 test [pl]
prac. roztoku koncentrace
pufr 5x 1x 5
voda 17,54
f primer 20 umol-1! 0,1 pmol-1'! 0,13
r primer 20 pmol-1'! 0,1 pmol-1"! 0,13
MyTaq DNA pol 50 -ul'! 1U 0,2
Tabulka 3: SloZeni reakéni pro PCR s MyFi DNA polymerédzou
Polozka Koncentrace Konecna 1 test [pl]
prac. roztoku koncentrace
pufr 5x Ix 5
voda 17,24
f primer 20 pumol-I'! 0,1 pmol-1"! 0,13
r primer 20 umol-1! 0,1 pmol-1'! 0,13
MyFi DNA pol 2U-ul'! 1U 0,5
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Tabulka 4: Seznam pouZzitych primera

Velikost PCR Teplota nasedani

Nazev primeru produktu primerit Poznamka
430 F
908 R 479 bp 55°C detek¢ni
699 F
1598 R 900 bp 53 °C
1395 F
2058 R 664 bp 54 °C
1569 F
3178 R 1609 bp 53 °C
3007 F
4684 R 1678 bp 59 °C
4408 F
8258 R 3851 bp 54 °C
5276 F "
7918 R sekvenacni
5874 F L
7423 R sekvenacni
8333 F
9963 R 1626 bp 55°C
9939 F
12480 R 2541 bp 56 °C
10465 F o
11718 R sekvenacni
12122 R 5¢
496 R 3¢ RACE PCR
MI13 F .
MI13 R - 55 °C univerzalni
Tabulka 5: Teplotni priibéh PCR amplifikace genomickych fragmentt
Proces Teplota Cas Pocet cykld
Denaturace 95 °C 2 min 1x
Denaturace 95°C 30s
Nasedani X°C 30s 35x
Syntéza 72°C 30s
Dosyntetizovani 72°C 5 min 1x

Teplota nasedani primert pro jejich jednotlivé pary primera: 430 M08 R - 55 °C
1395 F/2058 R — 54 °C



Tabulka 6: Teplotni prib¢h PCR reakce s primery RBD 699 F/1598 R

Proces Teplota Cas Pocet cykla
Denaturace 95 °C 3 min 1x
Denaturace 95 °C 1 min

Nasedani X °C 1 min 35x

Syntéza 72 °C 1%/1,5%/3%/49 min

Dosyntetizovani 72 °C 5 min 1x

@ _ pro primery RBD 699 F/1598 R; ® - RBD 1569 F/3178 R, 3007 F/4684 R a 8333 F/9963 R;
¢.RBD 5276 F/7918 R, 9939 F/12480 R; ¢ - RBD 4408 F/8258 R
Teploty nasedani primert viz Tab. 4

4.4.6 RACE PCR

Ov¢éteni 5¢ a 3¢ konce genomické sekvence bylo provedeno SMARTer RACE 5°/3” kitu (Takara

Bio) pomoci podle doporuceni vyrobce.

4.4.7 Elektroforeticka separace

Produkty PCR reakce byly analyzovany pomoci elektroforetické separace v 1% agar6zovém
gelu s piidavkem 2 pl barviva GelRed (Biotium). Elektroforetickd separace probihala
v prostiedi TAE pufru pti 80 V po dobu cca 40 min. Velikost ziskanych PCR produkti byla
odhadnuta srovndnim se standardy molekulové hmotnosti. V zdvislosti na oekdvané velikosti
PCR produktu byl pouzit GeneRuler 100bp DNA Ladder (Fermentas), GeneRuler 100bp Plus
DNA Ladder (ThermoFisher Scientific) anebo FastRuler High Range DNA Ladder
(ThermoFisher Scientific). Vysledky elektroforetické separace byly vizualizovdny pomoci

UV-transiluminatoru (G : BOX, Syngene) a programu GeneSnap.

Tabulka 7: SloZeni “Master Mix~ smési pro RACE PCR

Polozka 1 test [ul]
PCR voda 15,5
2x SeqAmp pufr 25
SeqAmp DNA polymeraza 1

Tabulka 8: SloZeni reakéni smési pro RACE PCR

Polozka Koncentrace prac. Konecna 1 test [ul]
roztoku koncentrace

c¢DNA (pro 5" nebo 3" konec) 2,5

UPM 10x 1x 5

5 nebo 3" specificky primer 10 umol-1'! 0,2 pmol-1'! 1

Master Mix 41,5
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Tabulka 9: Teplotni priitbéh PCR amplifikace koncii genomu

Proces Teplota Doba Pocet cykli

Denaturace 94 °C 30s Sx

Annealing a syntéza 72 °C 3 min

Denaturace 94 °C 30s

Annealing 70 °C 30s 5x
Syntéza 72 °C 3 min

Denaturace 94 °C 30s

Annealing 68 °C 30s 25x
Syntéza 72 °C 3 min

4.4.8 Izolace PCR produktu z gelu

Pro pottebu nasledného sekvena¢niho znaceni, piipadné klonovani byl PCR produkt precistén
izolaci z gelu pomoci soupravy QIAquick Gel Extraction kit (Quiagen) podle doporuceni

vyrobce.

Byla provedena elektroforeticka separace PCR produktii v 1% agar6zovém gelu s ptidavkem
ethidium bromidu v prostfedi TAE pufru pfi napéti 80 V. PCR produkty byly vyfiznuty z gelu
skalpelem a pfemistény do zkumavek. Byl k nim pfiddn QG pufr v poméru 3 : 1. Zkumavky
byly inkubovany pfi 50 °C v suché lazni, dokud se gel zcela nerozpustil. Dile byl ptidan
isopropanol v poméru 1: 1. DNA byla navdzdna na silikatovou fritu kolonky za pomoci
centrifugace 1 min pti 13 000 otdckach (Centrifuga Biofuge pico, Heraeus). DNA byla promyta
QG pufrem a nésledné PE pufrem. DNA byla z kolonky eluovana 30 pl sterilni deionizované
vody. Jeji koncentrace v roztoku byla zjiSt€éna pomoci fluorimetru DynaQuant DQ 200

(Amersham Biosciences). Izolovand DNA byla dlouhodobé& uchovavéna pti -20 °C.

4.4.9 Klonovani PCR produktu

Izolované PCR produkty o velikosti vétsi nez 1700 bp byly klonovéany v buiikdch bakterii
Escherichia coli (kmen DHS5a). Mensi PCR produkty byly sekvenovany piimo. Déle byly
klonovany PCR produkty, z nichZ byly ziskdny nejednoznacné sekvence. Ke klonovani PCR

produktti byl pouzit pPGEM-T Vector systém (Promega).

Byla pfipravena liga¢ni smés smichdnim pGEM-T liga¢niho pufru, T4 DNA ligazy, pGEM-T
plazmidu a PCR produktu (viz Tab. 13). Smés byla inkubovana pii 4 °C pies noc. Nasledujici
den bylo smichdno 50 pl kompetentnich bunék s 5 pl ligacni smési, obsah zkumavky byl
inkubovdn 20 min naledu. Kompetentni buiiky byly transformovidny pomoci teplotniho
Soku pfi teploté 42 ° po dobu 45 s v suché 1dzni. Poté byla smés okamZité umisténa na led, kde

byla inkubovdna minimédlné¢ 2 min. Transformované kompetentni bunky byly kultivovany
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v SOC médiu v rotacni tfepacce pii teplot¢ 37 °C po dobu 1,5 hodiny. Suspenzni kultura
namnoZenych transformovanych bakterii byla zakoncentrovdna centrifugaci a pienesena
na povrch tuhého LB média s ampicilinem, X-Galem a IPTG. Transformované buniky na médiu

byly kultivovéany pies noc pii 37 °C.

Jednotlivé kolonie byly dal$itho dne pfeneseny na nové médium a otestovany na piitomnost
PCR produktu pomoci PCR reakce s univerzalnimi primery M13. V zavislosti na ocekavané
velikosti PCR produktu byla pouzita k amplifikaci bud MyTaq DNA polymerdza (Bioline)
(sloZeni reak¢ni smési viz Tab. 14), nebo MyFi DNA polymeraza (sloZeni reakéni smési viz

Tab. 15). Teplotni prib¢h testovaci PCR reakce je uveden v Tab. 16.

Detekce PCR produkti byla provedena pomoci elektroforetické separace za podminek
popsanych v kapitole 4.4.7. Z bakterii, které nesou pozadovany inzert, byly vytvofeny
konzervy. Bakterie byly pieockovany do tekutého LB média s ampicilinem a kultivovany
cca 16 hodin narotacni tfepacce pfti 37 °C. Nasledné bylo 850 ul bakteridlni suspenze

smichano se 150 ul sterilniho glycerolu. Konzervy byly uchovavény pfi -80 °C.

Tabulka 10: SloZeni ligacni smési pro klonovani PCR produktu

Polozka 1 reakce [pl]
pGEM-T liga¢ni pufr 5
T4 DNA ligaza 1
pGEM-T plazmid 0,5
PCR produkt 3,5

Tabulka 11: SloZeni reak¢ni smési pro PCR amplifikaci pomoci MyTaq DNA polymerazy

. Koncentrace Konecna
Polozka prac. roztoku koncentrace 1 test [pl]
pufr 5x Ix 5
voda 19,55
F primer 20 pmol-1'! 0,1 pmol-1"! 0,13
R primer 20 pmol-1'! 0,1 pmol-1"! 0,13
MyTaq DNA 5U-ul! 1U 0,2
polymeraza

Tabulka 12: SloZeni reakéni smési pro PCR amplifikaci pomoci MyFi DNA polymerazy

. Koncentrace Konecna
Polozka prac. roztoku koncentrace 1 test [pl]
pufr 5x 1x 6
voda 22,9
F primer 20 pumol-I'! 0,2 pmol-1! 0,3
R primer 20 pumol-I'! 0,2 pmol-1! 0,3
MyFi DNA 2 Ul 1U 0.5
polymeraza
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Tabulka 13: Teplotni prubéh PCR reakce

Proces Teplota Cas Pocet cykla
Denaturace 95 °C 5 min 1x
Denaturace 95 °C 1 min

Nasedani 55°C 1 min 40x

Syntéza 72 °C 4 min

Dosyntetizovani 72 °C 5 min 1x

4.4.10Sangerovo sekvenovani

Izolované PCR produkty byly oznafeny pomoci soupravy BigDye Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems) podle doporuceni vyrobce.

Byla pfipravena reak¢ni smés smichanim 1 pl pufru, 1 ul Big Dye a 2 pl primeru o koncentraci
1,6 umol-1"". K reakéni smési bylo piidano 6 ul DNA. Mnozstvi templdtové DNA bylo zvoleno
v z4vislosti na velikosti fragmentu (20 ng pro fragment o velikosti do 500 bp; 25 ng - 1000 bp;
30 ng - 1500 bp; 50 ng - 2000 bp a vice). Teplotni prubéh reakce je uveden v Tab. 17.

Vlastni sekvenovani bylo provedeno na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3730 na Ustavu

experimentdlni botaniky AV CR (CR Hand) v Olomouci.

4.4.11Bioinformaticka analyza

Vystupy ze Sangerova sekvenovani byly sklddany do kontigli pomoci programu Lasergene
(DNASTAR). V programu bylo nastaveno trimovani ‘readd” s nizkou kvalitou, jinak bylo

pouzito vychozi nastaveni programu. Vysledky sklddani byly manudlné kontrolovany.

Vysledna sekvence, s cilem vyloucit mozné artefakty, byla opétovné ovéfena porovnanim

pomoci algoritmu BLASTN a BLASTX.

V ziskané sekvenci byly identifikovany potencidlni Cteci rdimce pomoci programu ORF Finder
(NCBI) (minimal ORF length: 600 nt; genetic code: standard; ORF start codon: ATG only;
ignore nested ORF). Identifikované potencidlni pocatky ORF byly ovéfeny za pomoci
identifikace signalnich sekvenci pomoci manudlni kontroly a mnohocetného alignmentu.

Pozice ORF byla vykreslena do fyzické mapy genomu pomoci programu pDRAW32.

Ziskana sekvence byla porovnana se sekvencemi piibuznych virti dostupnych v databazi
GenBank. Byl proveden “multiple alignment” pomoci algoritmu Clustal W (defaultni
nastaveni). Identita sekvenci byla stanovena pomoci p-distance analyzy. Fylogenetickd analyza
byla provedena s vyuZitim Neighbor-Joining metody s bootstrap opakovanim 1000x (byly

zvoleny modely: Tamura 3-parametricky model pro nukleotidové sekvence, JTT model pro

24



aminokyselinové sekvence). Fylogenetické stromy byly vizualizovany pomoci Tree Explorer.

VSechny tyto analyzy byly provedeny v programu MEGA 7.0.

Tabulka 14: Teplotni prubéh sekvenacniho znaceni

Proces Teplota Cas Pocet cykli
Denaturace 95 °C 1 min 1x
Denaturace 95 °C 10s
Annealing 50 °C 5s 40x

Syntéza 60 °C 4 min
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5 VYSLEDKY

Sekvenovanim vzorku B15 pomoci NGS bylo ziskdno celkem 27 747 697 ‘readl” (s primérnou
délkou 100 nt). Bylo sloZeno 4 638 kontigl, pficemz 93 z nich vykazovalo podobnost se
sekvencemi nékterych virtt z rodu Nucleorhabdovirus. VétSina téchto kontigh v BLASTX
vykazovala nejvetsi podobnost se sekvencemi proteint viru Datura yellow vein virus (DYVV)
ato 88 znich. Se sekvencemi viru Sonchus yellow net virus (SYNV) vykazovalo nejvétsi
podobnost 5 kontigli. VétSina téchto kontigh byla podobna sekvenci RNA-dependentni RNA
polymerdzy (L protein), konkrétné 49 z nich vykazovalo podobnost v tomto proteinu viru
DYVV a4 kontigy s timto proteinem viru SYNV. S kazdym ze zbyvajicich péti proteinti viru
DYVV bylo podobnych n¢kolik kontigh (seznam kontigii podobnych sekvencim
nukleorhabdovirii viz Ptiloha 1). Kontigy, které vykazovaly podobnost s nékterym z téchto
virdl, byly prodlouzeny pomoci mapovani ‘readid” a nékteré kontigy se podaftilo spojit jejich
mapovanim na referencni sekvenci genomu viru DY VYV, pficemz bylo ziskdno 81 kone¢nych
kontigli. Nejdelsi kontig mél délku 1 160 nt a nejkratsi 161 nt, primérnd délka kontigu byla
420 nt. Nejvyssi pokryti kontigu ‘ready” bylo 8,5 x a nejnizsi 1,3 x, primérné pokryti kontigh
bylo 3,7x (viz Ptiloha 2). Ne&které kontigy se pfi namapovini na referencni sekvenci
piekryvaly, ale nemohly byt spojeny, protoZe se jejich sekvence liSily. Svéd¢i to o piitomnosti

vice izolatl viru v jedné rostling.

Ze vzorku B152 byla pomoci Sangerova sekvenovani ziskdna témért uplnd sekvence genomu
viru, jejiz soucasti je i sekvence 3 konce genomu, kterou se podatilo ziskat pomoci RACE
PCR. Naopak 5°RACE PCR se nezdafila, proto je sekvence na 5°konci v genu pro L

a nepiekladané oblasti genomu netiplnd. Celkova délka sekvence je 12 822 bp.

Pti opétovné analyze NGS dat bylo na sekvenci izoldtu B152 namapovano 639 ‘readii’, které
pokryvaly 93,4 % sekvence. Primérnd délka namapovanych ‘readi” byla 98,3 £+ 5 nt, primérné
pokryti referen¢ni sekvence ‘ready” bylo 4,7x. "Ready” nachdzejici se ve stejné pozici v genomu
se od sebe navzdjem liSily, coZ opétovné potvrdilo pfitomnost vice riznych izolat téhoz druhu
viru infikujicich tutéz rostlinu, a to pfinejmensim tii.

Ziskand genomickd sekvence byla analyzovdna pomoci algoritmu BLASTn. Tak byla
potvrzena piisluSnost viru B152 k virdm z rodu Nucleorhabdovirus. 1zolat vykazoval v riznych
parcidlnich oblastech (pokryti sekvence 34—10 %) genomu podobnost s Sesti zastupci vira
z tohoto rodu, Black currant-associated rhabdovirus izolat Veloy, Datura yellow vein virus,

Zhuye pepper nucleorhabdovirus isolate ZPNul, Sonchus yellow net virus, Apple rootstock
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virus A, Alfalfa associated nucleorhabdovirus. BLASTx analyza potvrdila podobnost
(97-75 %) oblasti L proteinu s L proteinem DYVV, ZPNuV, BCaRV-1, ApRVA a AaNV.

V sekvenci potencidlné nového rhabdoviru bylo identifikovdno 6 ORF s organizaci typickou
pro viry z rodu Nucleorhabdovirus (viz Obr. 1). Prvni ORF ma délku 1374 nt (pozice v genomu
179-1552) a kéduje plastovy protein (N) o délce 457 aa a molekulové hmotnosti 50,6 kDa.
ORF2 ma délku 1032 nt (pozice v genomu 1633-2664) a kdduje fosfoprotein (P) o délce 343 aa
a molekulové hmotnosti 37,9 kDa. ORF3 o délce 978 nt (pozice v genomu 2778-3755) kdduje
protein oznaceny P3, u néjz se predpoklada funkce ‘movement proteinu”. P3 protein mé velikost
325 aa a molekulovou hmotnost 37,1 kDa. Jako ORF4 byla algoritmem Open Reading Frame
Finder identifikovana sekvence o délce 1086 nt s pozici v genomu 3670-4755, nicmén¢ zacitek
této sekvence zasahuje do ptedchoziho ORF, coz se u virt z rodu Nucleorhabdovirus nestava.
Dalsi iniciaéni kodony se nachdzi v pozicich 3685, 3817 a 3922. S ohledem na velikost ¢tvrtého
ORF, kédujiciho matrix protein (M), u ostatnich nukleorhabdovira se d4 predpokladat, Ze tento
ORF zacind az na poslednim z nich. Nachazi se tedy v pozici 3922-4755 a ma délku 801 nt.
Koéduje matrix protein o velikosti 266 aa a molekulové hmotnosti 30,8 kDa. ORF5 m4 délku
1884 nt (pozice v genomu 4909-6792) akdduje glykoprotein (G) o velikosti 627 aa
a molekulové hmotnosti 70,5 kDa. Poslednim, a také nejvétSim otevienym ctecim radmcem je
ORF6. Vzhledem k tomu, Ze se nepodafilo ziskat sekvenci z 5‘-konce genomu, je tento ORF
nelplny. Z ORF6 byla ziskdna parcidlni sekvence 5850 nt (pozice v genomu 6973-12822),
tento ORF kéduje RNA-dependentni RNA polymerdzu (L), kterd je tvofena vice nez 1950 aa

a jeji molekulova hmotnost piesahuje 221,5 kDa.

Mezi ORFs se nachdzi konzervovana mezigenova sekvence typickd pro rhabdoviry o délce
16 nt (ATATAAGAAAAACCAA) (viz Tab. 18), byla identifikovdna v pozicich 1557-1573,
2691-2706, 3825-3840, 4835-4850 a 6875-6890. TotoZnou sekvenci jen o 2 nt kratSi nez
mezigenova sekvence najdeme pied zacatkem prvniho ORF (pozice v genomu 111-124). Tato
sekvence zahrnuje signdl k polyadenylaci o délce 9 nt, mezigenovy mezernik, ktery je tvofen
2 nt a ¢ast signélu pro start transkripce. Pfed signdlem pro polyadenylaci mRNA se nachazi
3 nt- sekvence o nezndmé funkci, kterd je shodnd u vSech mezigenovych sekvenci nového
nukleorhabdoviru, ale nevyskytuje se u konzervativni sekvence nachézejici se pred prvnim

ORF.

Umisténi této konzervované mezigenové sekvence v pozici 3825-3840 potvrzuje, Ze ORF4

zasahovala do nésledujiciho ¢tvrtého ORF.
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Nucleorhabdovirus B152
12822 bp

Obrazek 1: Schéma genomu nového nukleorhabdoviru B152 s lokalizovanymi ORF

N — plastovy protein, P — fosfoprotein, P3 — pfedpoklddany “movement protein”,
M — matrix protein, G — glykoprotein, L — RNA-dependentni RNA polymeraza (large protein)

Tabulka 15: Konzervovand mezigenova sekvence a jeji funkce

neznama polyA signal mezernik start
funkce transkripce
sekvence v genomu ATA TAAGAAAAA CC AAMHV*
sekvence v mRNA UAU AUUCUUUUU GG UUKDB*

*M — adenin nebo cytozin, H — adenin, cytosin nebo thymin, V — adenin, thymin nebo guanin,
K — uracil nebo guanin, D — adenin, guanin nebo uracil, B — cytosin, guanin nebo uracil

P-distance analyza (v programu MEGA 7.0) nové detekovaného rhabdoviru infikujiciho bez
cerny prokdzala jeho podobnost s jinymi zastupci rodu Nucleorhabdovirus infikujicimi rizné
rostlinné hostitele. Analyzou celé ziskané sekvence bylo zjiSténo, Ze izolat B152 vykazuje
nejvetsi 57% podobnost s virem DYVV (NC_028231.1) izolovanym z thungberie kiidlaté
(Thungberia alata). Dal§imi dvéma nejpodobné&jsimi viry jsou BCaRV-1 (MF543022.1), jediny
izolat viru ziskany z rybizu ¢erného (Ribes nigrum), s 50 % identitou,a SYNV (NC_001615.3),
izolat z experimentdlniho hostitele Nicotiana edwardsonii, se 49 % identitou. Sekvence
ostatnich zastupcu tohoto rodu uznanych ICTV nebo navrZzenych vykazovaly 3443 % identitu
s izoldtem B152 (viz Tab. 19). S typovym zdstupcem rodu Cytorhabdovirus, virem LNYV
(NC_007642.1), izolat B152 sdili 34 % celogenomové sekvence, coZ je identita srovnatelna
identity nukleotidové sekvence celého genomu s typovymi zdstupci rodu Dichorhavirus

a Varicosavirus, jejichZ genom je segmentovany, nebyla pro zjednoduSeni provedena.

Obdobné podobnosti byly detekovany i pii analyze jednotlivych ¢tecich ramcii a proteint, které
koéduji. Nejvyssi identitu v proteinu L vykazuje izoldt B152 s virem DY V'V, konkrétné 52 % aa
(57 % nt), nasleduje BCaRV-1 s49% aa (54% nt) identitou a SYNV s45% aa (52% nt)
identitou. Sekvence aminokyselin v proteinu L ostatnich uznanych nebo navrzenych zastupcii
rodu Nucleorhabdovirus vykazuji sizolatem B152 identitu 24-41 % a sekvence ORF
koédujiciho tento protein 38-49% identitu (viz Tab. 20). Izolat B152 vykazoval jen 20% (aa)
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identitu v proteinu L (37% nt) s typovym zdastupcem rodu Cytorhabdovirus, virem LNYV,
podobné je tomu is virem LBVV (NC_011558.1), jedinym zdstupcem rodu Varicosavirus.
Identita jeho proteinu L sizoldtem B152 je 19 % aa (37 % nt). Typovy zéstupce rodu
Dichorhavirus, OFV (LC222630.1), izolat Cym07 vykazuje v proteinu L s izolatem B152
identitu 28 % aa (41 % nt).

Zjisténda identita sekvence plaStového proteinu (N) izoldtu B152 s viry zrodu
Nucleorhabdovirus se pohybuje ve velkém rozsahu. Izoldt vykazuje nejvyssi, 60% identitu
pro aa- a 63% identitu pro nt- sekvenci s plaStovym proteinem viru DYVV. Podobn¢ i s virem
SYNV vykazuje izoldt B152 v tomto proteinu vysokou, 50% aa (55% nt) podobnost, s virem
BCaRV-1 m4 v proteinu N identitu 49 % aa (55 % nt). Sekvence N proteinu ostatnich uznanych
nebo navrzenych zastupcti rodu Nucleorhabdovirus vykazuji s izoldtem B152 identitu 17-45 %
aa a sekvence ORF kédujiciho tento protein 36-52% nt identitu (viz Tab. 21). Izolat B152
vykazoval pouze 18% (aa) identitu v proteinu N (35% nt) stypovym zdstupcem rodu
Cytorhabdovirus, virem LNYV (NC_007642.1). Podobn¢ je tomu i s identitou tohoto proteinu
nového izoldtu s virem OFV, typovym zdstupcem rodu Dichorhavirus, kterd ¢ini 17 % aa
(36 % nt), coz zna¢i malou podobnost, nicméné¢ podobnost nékterych zdstupcti rodu

Nucleorhabdovirus v tomto proteinu neni vetsi.

Protein P3 vykazuje nejvyssi variabilitu z analyzovanych proteini. AZ na vyjimky je identita
v tomto proteinu mezi vSemi nukleorhabdoviry velmi nizka. Stejné€ jako tomu bylo u analyzy
DYVV, BCaRV-1 aSYNV, piicemz virus DYVV vykazoval 44% aa (53% nt) identitu,
BCaRV-1 28% aa (42% nt) identitu a SYNV 25% aa (41% nt) identitu. Sekvence P3 proteinu
ostatnich uznanych nebo navrzenych zdstupct rodu Nucleorhabdovirus vykazuji s izoldtem
B152 jen identitu 6-20 % a sekvence ORF koédujictho tento protein 29-36 % identitu
(viz Tab. 22). Virus OFV, typovy zéastupce rodu Dichorhavirus, ma v proteinu P3 s izolatem

B152 identitu 11 % aa (33 % nt), je tedy v tomto proteinu popisovanému izoldtu podobné&jsi

neZ n€které nukleorhabdoviry.

Identita izolatu B152 a jemu nejpodobnéjsimu viru, DYVV, ve vSech genech lehce pfesahuje
50 %. V genu pro P Cini 53 %, v genu pro M 54 % a v genu pro G dokonce 59 %. Podobnost
proteini je o néco niZsi nez u gent, které je koduji. Podobnost proteinu P mezi izolatem B152
a DYVYV je jen 35 %, proteinu M 40 % a proteinu G 49 % (Tab. 23). AZ na n¢kolik vyjimek
jsou mezi nukleorhabdoviry identity v proteinech (aa) niz$i neZz identity v genech, které je

kéduji (nt), coz naznaCuje velké mnozstvi nesynonymnich mutaci u nového viru i ostatnich
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zastupct rodu Nucleorhadovirus. Pro splnéni kritéria pro uznéni izolatu jako nového virového
druhu na zdklad¢ rozdilnosti v sekvenci je zapotiebi, aby izoldt nepiesdhl 50% identitu
v nukleotidové sekvenci kédujicich oblasti. Tuto podminku izol4t t€sn¢€ nesplituje, miize byt ale

povazovan za novy druh na zdkladé€ rozdilné ekologie.

Podle fylogenetické analyzy celého genomu vytvaii novy nukleorhabdovirus B152
samostatnou statisticky prikaznou vétev (Obr. 2). Nejpiibuzné&jsi tomuto viru je virus DYVV.
Tyto dva viry vytvaii klastr spolecné s viry BCaRV-1, SYNV, ApRVA, AaNV a virem MFSV,
ktery je nejméné piibuzny ostatnim virGm ztohoto klastru. Ostatni viry zrodu
Nucleorhabdovirus tvoii samostatny klastr. Virus LNYV zrodu Cytorhabdovirus vytvari
samostatnou vétev liSici se od vSech doposud zndmych nukleorhabdoviri. Tato zjisténi
potvrdila i analyza jednotlivych ORF. V ramci fylogenetické analyzy sekvence proteinu L byly
oproti analyze celého genomu piidany i sekvence typovych zdastupci roda rhabdovira
se segmentovanym genomem, OFV zrodu Dichorhavirus a LBVV zrodu Varicosavirus.
Do téhoz klastru jako novy nukleorhabdovirus B152 se vyvétvil i virus OFV, prestoZe patii
do samostatného rodu Dichorhavirus. Nicméné¢, podobné jako v pfipad¢ viru MFSV neni
umisténi v tomto klastru statisticky prikazné. Varicosavirus LBVV, stejné¢ jako
cytorhabdovirus LNYV vytvaii samostatnou vétev mimo klastr tvofeny nukleorhabdoviry
a dichorhaviry (Obr. 3). Rozdily ve vétveni fylogenetickych stromt vytvorenych na zakladé
sekvence celého genomu aproteinu L jsou jen vrdmci dvou klastri virdt zrodu
Nucleorhabdovirus a jsou zanedbatelné. Vysledky fylogenetické analyzy proteinu N potvrzuji
predpoklady vytvofené na zdklad¢ analyz celého genomu a proteinu L (Obr. 4) Analyza
aminokyselinové sekvence proteinu P3 ma niZs{ statistickou prikaznost nez ptfedchozi analyzy,
coz souvisi s vysokou variabilitou v tomto proteinu. Piesto potvrzuje piedpoklady predchozich

analyz (Obr. 5). Nukleotidové sekvence ORF vykazovaly obdobné vétveni.
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Tabulka 16: Procentudlni identita genomickych sekvenci B152 a dalSich zdstupct rodu Nucleorhabdovirus

cely genom 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 B152
2 DYVV_(NC_028231.1) 0,57
3 BCaRV-1_(MF543022.1) 0,50 0,51
4 SYNV_(NC_001615.3) 0,49 049 0,55
5 ApRVA_(MH778545.1) 0,43 044 043 043
6 AaNV_(MG9I48563) 043 042 042 042 042
7 MEFSV_(NC_005974.1) 0,37 0,38 0,37 037 037 0,37
8 TaVCV_(NC_006942.1) 0,37 037 036 036 035 036 0,36
9 MMaV_(MK112501.2) 0,37 036 036 036 035 036 036 0,66
10 PYDV_(KY549567.1) 0,37 0,36 036 036 035 035 035 041 042
11 MMV_(MK828539.1) 0,36 0,36 036 036 035 036 036 059 0,60 0,40
12 MIMV_(DQ186554.1) 0,36 0,36 035 036 035 035 036 058 0,60 041 0,59
13  EMDV_(KC905081.1) 0,36 0,36 035 035 035 036 035 041 042 054 041 041
14 PhCMoV_(KX636164.1) 0,35 036 0,36 0,36 035 036 036 041 042 054 041 041 0,72
15 RYSV_(NC_003746.1) 0,34 034 034 034 034 034 034 038 038 039 038 038 0,38 0,39
16 LNYV_(NC_007642.1) 0,34 0,34 034 034 033 034 035 036 036 035 035 035 034 035 0,34

B152 — novy nukleorhabdovirus; DYVV — Datura yellow vein virus; BcaRV-1 — Black currant-associated rhabdovirus; SYNV — Sonchus yellow
net virus; ApRVA — Apple rootstock virus A; AaNV — Alfalfa-associated nucleorhabdovirus; MFSV — Maize fine streak virus; TaVCV — Taro
vein chlorosis virus; MmaV — Morogoro maize-asociated virus; PYDV — Potato yellow dwarf virus; MMV — Maize mosaic virus; MIMV — Maize
Iranian mosaic virus; EMDV — Eggplant mottled dwarf virus; PhCMoV — Physostegia chlorotic mottle virus; RYSV — Rice yellow stunt virus;
LNYYV — Lettuce necrotic yellows virus (Cytorhabdovirus)
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Tabulka 17: Procentudlni identita nukleotidové sekvence genu pro L protein a aminokyselinové sekvence tohoto proteinu u virt z rodu
Nucleorhabdovirus a typovych zastupcii rodl z ¢eledi Rhabdoviridae, kteii infikuji rostliny

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0o 11 12 13 14 15 16 17 18

1 B152 0,52 049 045 041 038 025 0,25 025 0,24 0,25 024 025 0,25 0,24 0,28 0,20 0,19
2 DYVV_(NC_028231.1) 0,57 049 044 040 038 025 024 025 024 024 024 024 024 025 027 020 0,18
3  BCaRV-1_(MF543022.1) 0,54 0,55 045 041 037 025 022 023 024 023 024 024 024 024 026 0,19 0,18
4 SYNV_(NC_001615.3) 0,52 0,51 0,52 040 037 025 023 024 024 023 024 024 025 024 026 020 0,18
5 ApRVA_(MH778545.1) 0,49 0,50 0,50 0,49 0,38 0,25 0,24 0,24 024 024 023 023 023 024 027 020 0,18
6 AaNV_(MGY48563.1) 0,49 048 048 048 049 026 023 023 025 023 024 025 025 023 027 020 0,18
7  MFSV_(NC_005974.1) 0,41 040 041 040 042 042 0,24 0,25 024 025 024 026 0,26 0,24 026 0,20 0,19
8 TaVCV_(NC_006942.1) 0,40 0,39 0,39 039 038 039 0,39 0,74 031 0,65 063 032 032 028 026 021 0,18
9 MMaV_(MK112501.2) 0,40 0,39 039 039 038 038 039 0,67 0,30 0,65 0,65 032 031 028 0,26 0,20 0,18
10 PYDV_(KY549567.1) 0,39 040 0,38 039 039 039 039 043 044 0,31 030 053 053 034 026 020 0,17
11 MMV_(MKS828539.1) 0,39 0,39 040 0,39 0,38 039 040 0,62 0,63 043 0,64 032 031 029 0,26 021 0,19
12 MIMV_(DQ186554.1) 0,40 0,39 039 040 038 039 039 061 0,63 044 0,63 032 032 028 026 020 0,17
13 EMDV_(KC905081.1) 0,39 0,39 038 0,39 0,39 039 0,39 044 044 057 045 044 0,84 032 025 0,19 0,18
14 PhCMoV_(KX636164.1) 0,38 0,39 0,38 040 039 040 039 044 044 057 044 044 0,74 0,32 025 0,20 0,18
15 RYSV_(NC_003746.1) 0,39 0,38 0,39 0,38 0,39 038 039 043 044 048 043 044 046 048 0,25 021 0,18
16 OFV_(LC222630.1) 0,41 040 040 040 041 041 040 040 040 041 040 041 041 040 040 0,21 0,19
17 LNYV_(NC_007642.1) 0,37 0,37 037 036 037 038 037 036 036 036 036 036 036 036 036 0,38 0,20
18 LBVV_(NC_011558.1) 0,37 0,37 037 037 036 038 036 036 035 035 036 036 034 035 035 037 0,36

Levy dolni roh — identita v nukleotidové sekvenci; Pravy horni roh — identita v aminokyselinové sekvenci; B152 — novy nukleorhabdovirus; DYVV
— Datura yellow vein virus; BcaRV-1 — Black currant-associated rhabdovirus; SYNV — Sonchus yellow net virus; ApRVA — Apple rootstock virus
A; AaNV — Alfalfa-associated nucleorhabdovirus; MFSV — Maize fine streak virus; TaVCV — Taro vein chlorosis virus;

MmaV — Morogoro maize-asociated virus; PYDV — Potato yellow dwarf virus; MMV — Maize mosaic virus; MIMV — Maize Iranian mosaic virus;
EMDV - Eggplant mottled dwarf virus; PhCMoV — Physostegia chlorotic mottle virus; RYSV — Rice yellow stunt virus; OFV — Orchid fleck virus
(Dichorhavirus); LNYV — Lettuce necrotic yellows virus (Cytorhabdovirus),; LBVV — Lettuce big-vein virus (Varicosavirus)

32



Tabulka 18: Procentudlni identita nukleotidové sekvence genu pro N protein a aminokyselinové sekvence tohoto proteinu u virti z rodu
Nucleorhabdovirus a typovych zastupcii rodl z ¢eledi Rhabdoviridae, kteii infikuji rostliny

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 B152 0,60 049 0,50 045 038 020 020 0,21 0,19 0,21 0,20 0,17 0,8 0,18 0,17 0,18
2 DYVV_(NC_028231.1) 0,63 049 050 046 039 022 0,19 020 020 020 0,19 0,19 0,19 0,19 0,18 0,17
3  BCaRV-1_(MF543022.1) 0,55 0,55 048 043 037 020 0,19 022 0,19 020 020 0,18 0,19 0,19 0,19 0,17
4 SYNV_(NC_001615.3) 0,55 0,55 0,54 041 038 020 0,16 0,19 0,19 0,19 0,17 0,16 0,17 0,19 0,17 0,17
5 ApRVA_(MH778545.1) 0,52 0,52 0,54 0,48 042 0,19 020 0,21 0,17 022 0,20 0,18 0,20 0,18 0,17 0,18
6 AaNV_(MGY48563.1) 0,50 048 048 048 0,50 021 020 o021 0,17 020 0,19 0,17 0,18 021 0,17 0,18
7 MFSV_(NC_005974.1) 0,38 0,38 0,39 0,39 040 0,39 0,20 0,23 0,21 0,21 0,21 0,18 0,20 0,21 0,20 0,14
8 TaVCV_(NC_006942.1) 0,39 0,39 040 038 038 039 037 0,75 021 0,64 05 021 021 022 0,19 0,19
9 MMaV_(MK112501.2) 0,37 0,39 039 0,38 0,38 0,39 0,38 0,72 0,22 0,68 0,57 022 024 0,23 020 0,19
10 PYDV_(KY549567.1) 0,37 036 036 036 034 036 036 039 040 021 020 046 047 021 0,18 0,14
11 MMV_(MKS828539.1) 0,36 0,37 038 0,38 0,38 0,37 037 062 0,63 0,39 0,60 0,23 0,22 0,24 0,19 0,19
12 MIMV_(DQ186554.1) 0,38 0,38 0,37 037 038 039 038 060 061 039 0,61 0,20 0,20 0,22 0,18 0,18
13 EMDV_(KC905081.1) 0,37 0,36 037 036 036 037 037 040 041 054 041 041 0,83 0,22 0,17 0,14
14 PhCMoV_(KX636164.1) 0,36 0,37 0,37 037 036 037 038 040 041 054 040 040 0,73 0,23 0,18 0,14
15 RYSV_(NC_003746.1) 0,36 0,39 036 038 036 039 037 039 040 039 041 041 040 0,40 0,18 0,13
16 OFV_(LC222629) 0,36 036 035 037 035 038 035 037 036 035 037 036 035 035 0,36 0,16
17 LNYV_(NC_007642.1) 0,35 035 036 036 035 035 035 034 035 033 036 0,34 036 035 033 035

Levy dolni roh —identita v nukleotidové sekvenci; Pravy horni roh — identita v aminokyselinové sekvenci; B152 — novy nukleorhabdovirus; DYVV
— Datura yellow vein virus; BcaRV-1 — Black currant-associated rhabdovirus; SYNV — Sonchus yellow net virus; ApRV A — Apple rootstock virus
A; AaNV — Alfalfa-associated nucleorhabdovirus; MFSV — Maize fine streak virus; TaVCV — Taro vein chlorosis virus;

MMaV — Morogoro maize-asociated virus; PYDV — Potato yellow dwarf virus; MMV — Maize mosaic virus; MIMV — Maize Iranian mosaic virus,
EMDV - Eggplant mottled dwarf virus; PhCMoV - Physostegia chlorotic mottle virus; RYSV — Rice yellow stunt virus;, OFV — Orchid
fleck virus (Dichorhavirus); LNYV — Lettuce necrotic yellows virus (Cytorhabdovirus)
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Tabulka 19: Procentudlni identita nukleotidové sekvence genu pro P3 protein a aminokyselinové sekvence tohoto proteinu u virli z rodu
Nucleorhabdovirus

P3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 B152 0,44 0,28 0,25 020 0,18 0,09 0,10 0,13 0,09 0,06 0,12 0,11 0,11
2 DYVV_(NC_028231.1) 0,53 0,26 0,28 0,20 021 0,09 0,12 0,13 0,07 0,09 0,12 0,12 0,12
3 BCaRV-1_(MF543022.1) 042 045 0,26 0,23 0,15 0,07 0,09 0,11 0,05 006 0,11 0,11 0,14
4 SYNV_(NC_001615.3) 0,41 042 045 0,19 0,19 0,08 0,07 0,14 0,07 0,06 0,12 0,11 0,14
5 ApRVA_(MH778545.1) 0,36 0,38 042 0,37 0,19 0,07 0,06 0,11 0,04 0,05 0,11 0,11 0,10
6 AaNV_(MGY48563.1) 0,36 0,38 0,34 037 0,35 0,10 0,10 0,12 0,10 0,09 0,14 0,13 0,12
7 TaVCV_(NC_006942.1) 0,29 033 0,29 0,28 0,30 0,30 0,63 0,10 044 041 0,13 0,14 0,08
8 MMaV_(MK112501.2) 0,29 0,32 030 030 029 0,30 0,65 0,08 046 0,39 0,11 0,12 0,09
9 PYDV_(KY549567.1) 0,36 035 0,29 031 030 029 031 0,33 0,11 0,13 046 046 0,12
10 MMV_(MKS828539.1) 0,30 0,31 0,30 030 0,30 0,29 0,54 0,57 0,33 042 0,13 0,12 0,10
11 MIMV_(DQ186554.1) 0,31 0,33 0,31 030 0,29 032 0,51 052 0,35 0,53 0,10 0,11 0,09
12 EMDV_(KC905081.1) 0,35 0,37 0,31 034 0,32 029 0,32 033 055 0,34 0,34 0,86 0,10
13 PhCMoV_(KX636164.1) 0,35 0,37 031 0,33 032 029 031 032 054 031 035 0,75 0,11
14 OFV_(LC222629.1) 0,33 0,31 034 032 031 032 029 032 031 033 031 0,33 0,31

Levy dolni roh — identita v nukleotidové sekvenci; Pravy horni roh — identita v aminokyselinové sekvenci; B152 — novy nukleorhabdovirus; DYVV
— Datura yellow vein virus; BcaRV-1 — Black currant-associated rhabdovirus; SYNV — Sonchus yellow net virus; ApRV A — Apple rootstock virus
A; AaNV — Alfalfa-associated nucleorhabdovirus; TaVCV — Taro vein chlorosis virus; MMaV — Morogoro maize-asociated virus; PYDV — Potato
yellow dwarf virus; MMV — Maize mosaic virus; MIMV — Maize Iranian mosaic virus; EMDV — Eggplant mottled dwarf virus; PhCMoV —
Physostegia chlorotic mottle virus; OFV — Orchid fleck virus (Dichorhavirus)
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Tabulka 20: Procentudlni identita vSech nukleotidovych sekvenci genti a aminokyselinovych
sekvenci proteinti viru Datura yellow vein virus s izolitem B152

ORF nt aa

0,53 0,35
0,54 0,40
0,59 0,49

Qg

- MMy (DQ18E554.1)
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1 100 tiblaty’ (MK112501.2)
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ol PhCMoY (K¥E3IB164.1)
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a5
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Obrazek 2: Fylogeneticky strom vytvofeny na zdklad¢ celogenomové sekvence virii z rodu
Nucleorhabdovirus

Jednotlivé viry jsou oznaleny zkratkou a piistupovym ¢islem databdze GenBank (Acc.No.).
Meéfitko vyjadiuje 0,2 substituce na pozici.

DYVV — Datura yellow vein virus; BCaRV-1 — Black currant-associated rhabdovirus; SYNV
— Sonchus yellow net virus; ApRVA — Apple rootstock virus A; AaNV — Alfalfa-associated
nucleorhabdovirus; MFSV — Maize fine streak virus; TaVCV — Taro vein chlorosis virus;
MMaV - Morogoro maize-asociated virus; PYDV - Potato yellow dwarf virus; MMV - Maize
mosaic virus; MIMV - Maize Iranian mosaic virus; EMDV - Eggplant mottled dwarf virus;
PhCMoV - Physostegia chlorotic mottle virus; RYSV - Rice yellow stunt virus;
LNYV - Lettuce necrotic yellows virus (Cytorhabdovirus)
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Obrazek 3: Fylogeneticky strom vytvofeny na zdkladé aminokyselinové sekvence proteinu L
virt z rodu Nucleorhabdovirus a zastupci rodt z ¢eledi Rhabdoviridae, kteti infikuji rostliny

Jednotlivé viry jsou oznaCeny zkratkou a pfistupovym cislem databdze GenBank (Acc.No.).
Meéfitko vyjadiuje 0,2 substituce na pozici.

DYVV - Datura yellow vein virus; BCaRV-1 — Black currant-associated rhabdovirus; SYNV
— Sonchus yellow net virus; ApRVA — Apple rootstock virus A; AaNV — Alfalfa-associated
nucleorhabdovirus; MFSV — Maize fine streak virus; TaVCV — Taro vein chlorosis virus;
MMaV — Morogoro maize-asociated virus; PYDV - Potato yellow dwarf virus; MMV - Maize
mosaic virus; MIMV - Maize Iranian mosaic virus; EMDV - Eggplant mottled dwarf virus;
PhCMoV - Physostegia chlorotic mottle virus; RYSV - Rice yellow stunt virus; OFV - Orchid
fleck virus (Dichorhavirus); LNYV - Lettuce necrotic yellows virus (Cytorhabdovirus); LBVV
— Lettuce big-vein virus (Varicosavirus)
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Obrazek 4: Fylogeneticky strom vytvoieny na zdklad¢ aminokyselinové sekvence proteinu N
virtt z rodu Nucleorhabdovirus a zastupct rodt z ¢eledi Rhabdoviridae, kteti infikuji rostliny

Jednotlivé viry jsou oznaceny zkratkou a piistupovym cislem databiaze GenBank (Acc.No.).
Meé¢fitko vyjadtuje 0,2 substituce na pozici.
DYVV - Datura yellow vein virus; BCaRV-1 — Black currant-associated rhabdovirus; SYNV
— Sonchus yellow net virus; ApRVA — Apple rootstock virus A; AaNV — Alfalfa-associated
nucleorhabdovirus; MFSV — Maize fine streak virus; TaVCV — Taro vein chlorosis virus;
MMaV - Morogoro maize-asociated virus; PYDV - Potato yellow dwarf virus; MMV - Maize
mosaic virus; MIMV - Maize Iranian mosaic virus; EMDV - Eggplant mottled dwarf virus;
PhCMoV - Physostegia chlorotic mottle virus; RYSV - Rice yellow stunt virus; OFV - Orchid
fleck virus (Dichorhavirus); LNYV - Lettuce necrotic yellows virus (Cytorhabdovirus)
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Obrazek 5: Fylogeneticky strom vytvofeny na zdkladé aminokyselinové sekvence
proteinu P3 virti z rodu Nucleorhabdovirus

Jednotlivé viry jsou oznaCeny zkratkou a pfistupovym cislem databdze GenBank
(Acc.No.). M¢étitko vyjadiuje 0,5 substituce na pozici.

DYVV — Datura yellow vein virus; BCaRV-1 — Black currant-associated rhabdovirus;
SYNV — Sonchus yellow net virus; ApRVA — Apple rootstock virus A; AaNV — Alfalfa-
associated nucleorhabdovirus; TaVCV — Taro vein chlorosis virus; MMaV — Morogoro
maize-asociated virus; PYDV - Potato yellow dwarf virus; MMV - Maize mosaic virus,
MIMV - Maize Iranian mosaic virus; EMDV - Eggplant mottled dwarf virus; PhCMoV -

Physostegia chlorotic mottle virus; OFV - Orchid fleck virus (Dichorhavirus)



6 DISKUZE

Vsechny viry, o kterych bylo dosud zndmo, Ze infikuji bez ¢erny (Sambucus nigra), maji genom
tvofeny (+)ssRNA. Novy nukleorhabdovirus B152 detekovany na této rostliné pomoci NGS je

prvnim zndmym virem, ktery infikuje bez Cerny a ma genom tvofeny (-)ssRNA.

Aby bylo moZné novy izolat popsany v této diplomové praci navrhnout jako novy virovy druh
nalezici do rodu Nucleorhabdovirus, musi spliiovat nékterd z ndsledujicich kritérii
definovanych International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV): mit méné nez 50%
identitu v nukleotidové sekvenci piibuznych genti, obsazovat jinou ekologickou niku (jedna se
o okruh hostitelii a vektora) a byt rozliSitelny od ostatnich viri z tohoto rodu sérologickymi
hostitelskym okruhem a vektory (ICTV, 2020). S virem DYVV ma izolat B152 nejvySsi
identitu v celogenomové sekvenci i ve vSech studovanych ORF, kterd u vSech téchto sekvenci

lehce presahuje tuto hranici.

Novy virus se li§f od ostatnich virti z rodu Nucleorhabdovirus svou ekologii. Zadny z doposud
popsanych viridl z tohoto rodu neinfikuje bez, nebo jinou jemu blizce piibuznou rostlinu. U viru
DYVYV, sekvencné nejpodobnéjsiho virového druhu nukleorhabdoviru B152, jsou zndmi dva
hostitelé¢, Durman obecny (Datura stramonium) z Celedi lilkovité (Solanaceae) a Thungberie
kiidlata (Thunbergia alata) z Celedi paznehtikovité (Acanthaceae). Tento virus byl detekovan
pouze v Austrdlii (Thomas a Dietzgen, 1991; Dietzgen a kol., 1992). Durman a thungberie
nejsou piibuzné ani nadrovni fddu, nicméné bez Cerny je vici nim jeSté¢ fylogeneticky
vzdélengjsi, nezZ jsou tyto dv¢ rostliny vici sobé navzdjem (Angiosperm Phylogeny Webside,
2020). Nukleorhabdovirus B152 izolovany v CR je tedy mo7né povaZovat za novy druh

na zdakladé rozdilného okruhu hostitelt.

Virus SYNV infikuje mléc zelinny (Sonchus oleraceus), dvouzubec chlupaty (Bidens pilosa)
a salat (Lactuca sativa) z Celedi hvézdnicovité (Asteraceae) na Floridé (Christie a kol., 1974;
Falk a kol., 1986). Virus PYDV infikuje rostliny z €eledi lilkovité (Solanaceae), ptedev§im
lilek brambor (Solanum tuberosum). Ztidka miiZe infikovat i rostliny jinych celedi. Tento virus
se vyskytuje pouze v Severni Americe (EPPO, 2020a). Virus EMDYV infikuje lilek vejcoplody
(Solanum melongena), lilek brambor, lilek ¢erny (Solanum nigrum), papriku setou (Capsicum
annuum) a tabak (Nicotiana tabacum) z Celedi lilkovitych, okurku (Cucumis sativum) a meloun
(Cucumis melo) z Celedi tykvovitych (Cucurbitaceae), ztidka miZe infikovat i rostliny jinych

Celedi. Tento virus je roz$iten v Evrop¢, severni Africe a na Blizkém vychodé (EPPO, 2020b).
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Virus MMV infikuje kukufici (Zea mays) z ¢eledi lipnicovitych (Poaceae) v jiznich oblastech
Severni Ameriky a v Jizni Americe (Amar a kol., 2005). Virus MIMV mitiZze krom¢ kukufice
infikovat i pSenici (Triticum aestivum), jeCmen (Hordeum vulgare) a mozna i dal$i lipnicovité.
Je rozsifen v Irdnu (Izadpanah akol., 1983). Virus MFSV infikuje kukufici ve Spojenych
statech (Redinbaugh a kol. 2002) Virus RYSV infikuje ryZi (Oryza sativa) z Celedi lipnicovité
v Cing, Japonsku a v jihovychodni Asii (EPPO, 2020c). Virus TaVCV infikuje plodinu
kolokazii jedlou (Colocasia esculenta) z Celedi aronovité (Araceae) na ostrovech v Tichém

oceanu (Revill a kol., 2005).

PrestoZe neni zndmo, Ze by jiny virus z rodu Nucleorhabdovirus bez infikoval, nevybocuje bez
jako hostitel z ,,fady*. Nukleorhabdoviry infikuji rizné rostliny pattici k vy$s§im dvoud€loZznym
a jednodé€loznym. Ikdyz vétSina jejich hostiteli jsou byliny nebo obiloviny, dieviny se
v omezené mife mezi hostiteli také objevuji. Pfikladem dfevinného hostitele je rybiz cerny

(Ribes nigrum) z ¢eledi meruzalkovité (Grossulariaceae) (Wu a kol., 2018).

Poslednim kritériem, které umozZnuje taxonomické vy€lenéni izolatu jakoZto nového virového
druhu, nejen jako vzdaleného typu jiz popsaného druhu, je moznost jeho odliSeni od ostatnich
nukleorhabdovir pomoci sérologickych metod a metod zaloZzenych na hybridizaci nukleovych

kyselin. Touto otdzkou se ale tato diplomova prace nezabyva.

Uznat izoldt popsany v této praci jako novy druh v rdmci rodu Nucleorhabdovirus pouze
na zdklad¢ rozdilnosti sekvenci nelze. Nicmén¢ ani dalsi jiz oficidlné uznané druhy virt
z tohoto rodu nesplnuji hranici maximalni 50% identity (nt) v genovych sekvenci. Z analyzy
sekvenci vyplynulo, Ze napt. viry MMV, MIMV a TaVCV maji mezi sebou vzajemnou identitu
vySS8i nez 50 % ve vSech zkoumanych ORF (geny pro L, N a P3 proteiny), stejné je tomu také
u virti PYDV a EMDV. Pro uznani jako nového druhu by tedy m¢l stacit vyrazn¢ odliSny
hostitel.

Dals$im znakem, ktery by naznacoval se jednd o novy druh, by byl odlisSny vektor. Ten ale neni
zndm ani u nového nukleorhabdoviru B152, ani u viru DYVV (Thomas a Dietzgen, 1991).
Nejpodobnéjsi virus nukleorhabdoviru B152, u kterého je zndm vektor, je SYNV, ktery je
prenasen mSici Aphis coreopsidis (Christie a kol., 1974). Kdyby byl zndm vektor nového viru,
bylo by moZné také cilen¢ zkoumat jeho okruh hostitelti, podle toho, kterymi dalSimi rostlinami
se vektor Zivi. Existuje hypotéza, Ze jednotlivé evolucni vétve v rdmci rodu Nucleorhabdovirus
maji podobného vektora (Bandyopadhyay a kol., 2010). D4 se tedy predpokladat, Ze vektorem

nového nukleorhabdoviru je néjaky druh msSice. Vzhledem k izkému okruhu hostiteli mezi
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zastupci rodu Nucleorhabdovirus (Jackson a kol., 2005) je moZné ito, Ze tento novy virus

zadné dalsi hostitele nema.

Nicméné, taxonomie tykajici se virti v soucasnosti zafazenych do rodu Nucleorhabdovirus, se
pravdépodobné v brzké dobé zmeéni. V srpnu roku 2019 byla navrzena nova kompletni
reklasifikace nukleorhabdoviri (Freitas-Astda akol., 2019). Viry zatazené do rodu
Nucleorhabdovirus maji byt rozttidény do tif rodt Alpha-, Beta- a Gammanucleorhabdovirus.
Diivodem je, Ze souCasny rod Nucleorhabdovirus neni monofyletickd skupina, viry rodu
Dichorhavirus jsou soucdsti klastru tvofeného predevsim nukleorhabdoviry. Do navrZzeného
rodu Alphanucleorhabdovirus by mély pattit viry EMDV, MIMV, MMV, PYDV (typovy
zastupce), RYSV a TaVCV. Didle by do tohoto rodu m¢ly patfit nové uznané druhy MMaV,
PhCMoV a Wheat yellow striate virus (WYSV). Do navrZzeného rodu Betanucleorhabdovirus
by m¢ély patiit viry DYVV, SYNV (typovy zastupce) a SYVV. Déle by do tohoto rodu mély
patfit nove uznané druhy Blackcurrant betanucleorhabdovirus (pivodné navrzeny nazev Black
currant-associated rhabdovirus), Trefoil betanucleorhabdovirus (pivodné navrZzeny ndzev
Bird’s-foot trefoil nucleorhabdovirus) a Alfalfa betanucleorhabdovirus (piivodné navrzeny
nazev Alfalfa-associated nucleorhabdovirus). Virus MFSV by mé¢l byt jedinym zastupcem rodu
Gammanucleorhabdovirus. Tyto navrzené rody odpovidaji jednotlivym klastrim
ve fylogenetickych stromech identifikovanych v této prici. V rdmci tohoto rozdéleni by mél
patiit novy nukleorhabdovirus B152 do rodu Betanucleorhabdovirus. Aby byl izolat uznan
zanovy virovy druh podle této nové reklasifikace, musi splitovat nékterd ze tii kritérii: mit
identitu v celogenomové sekvenci s ostatnimi betanukleorhabdoviry niZsi nez 75 %, obsazovat
jinou ekologickou niku anebo byt rozlisitelny od ostatnich vird z tohoto rodu sérologickymi
testy ¢i metodami zaloZenymi na hybridizaci nukleovych kyselin. Druhé a tfeti kritérium je
tedy totozné se souCasnymi kritérii pro uzndni nového virového druhu v rdmci
rodu Nucleorhabdovirus. Za téchto taxonomickych kritérii novy izolat splituje prvni podminku,
jeho 1identita v celogenomové sekvenci s ostatnimi viry, jejichZ sekvence je dostupna
v databdzi, nepfesahuje, ani se neblizi 75 %. Identita nového izolitu s viry SYVV a BFTV-1
neni zndm4, protoZe sekvence téchto virii nejsou dostupné v databédzi. Na zdklad¢ zndmych

skutecnosti, virus splituje i druhou taxonomickou podminku.

Neni mozné posoudit, jestli pfiznaky na kefi, na kterém byl novy nukleorhabdovirus B152
identifikovan, néjak souvisi s infekci timto virem, protoZe tento ket byl infikovan fadou dalSich

vira. Z ptiznakl, které bézné rhabdoviry u rostlin zplsobuji (Thomas a Dietzgen, 1991;
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Jackson a kol., 2005), byly na tomto kefi pozorovéany Zluté skvrny na listech a zakrslost listtl.

Jedna se ale o obecné, nespecifické ptiznaky virové infekce.

Ziskana témér uplnd sekvence genomu ma délku 12 822 nt. Genom nového nukleorhabdoviru
B152 nese 6 ORF typickych pro viry z rodu Nucleorhabdovirus (Jackson a kol., 2005; Dietzgen
akol.,, 2015). Nenese zadny doplikovy ORF. Sekvence neobsahuje stop kodon ORF
pro L protein, takZze neni zndma délka tohoto ORF, a také neni zndma sekvence nekddujici
oblasti na 5° konci genomu. Pro jeji ziskani je tfeba optimalizovat RACE PCR a navrhnout jiny
primer. Da se odhadnout, Ze skute¢na velikost genomu bude lehce pfesahovat 13 000 nt, coz
odpovida stiedni velikosti genomu v rdmci rodu Nucleorhabdovirus, u n&jZ se velikost genomu

virti pohybuje asi od 12 000 nt (12 020 nt u TaVCV) do 14 500 nt (14432 nt u BCaRV-1).

Na zdkladé¢ dil¢ich analyz se da predpokladat, Ze je pozice jednotlivych ORF v genomu nového
nukleorhabdoviru B152 identifikovana spravné. Vypoctené molekulové hmotnosti proteinti,
které by takto identifikované ORF kddovaly, jsou velmi blizké molekulovym hmotnostem
odpovidajicich proteinii fylogeneticky nejbliz§Stho viru DYVYV, tak jak je identifikovali
u kteréhokoli genu, rozdily by byly vétsi. Vypoctené molekulové hmotnosti jsou prakticky
totozné u proteini M a G, proteiny P a P3 nového nukleorhabdoviru B152 maji o zhruba
0,9 kDa vyssi molekulovou hmotnost oproti témto proteintim viru DY V'V, zatimco protein M
ma o cca 0,6 kDa menS$i molekulovou hmotnost. V piipad¢ proteinu L neni mozné timto

zpusobem kalkulovat vzhledem k tomu, Ze nezndme jeho pfesnou molekulovou hmotnost.

Konzervativni mezigenova sekvence o velikosti 16 nt byla identifikovand mezi v§emi ORF
nového nukleorhabdoviru B152. Tato sekvence se nachdzi ve zcela nezménéné formé také
v genomech virt DYVV, BCaRV-1 aSYNV (Wu akol., 2018). Vyjimkou je jedna tato
sekvence u viru DYVYV, kterd se lisi v jednom nukleotidu (Dietzgen a kol., 2015). Velmi
podobné regulacni sekvence se nachazi napti¢ genomy vSech virt z Celedi Rhabdoviridae.
Podobnosti 1ze vypozorovat i u dalSich virt, jejichZ genom je tvofen (-)ssRNA (Jackson a kol.,
2005). Tato regulacni sekvence zajistuje polyadenylaci mRNA ptepsané z ptedchoziho genu
a zacatek transkripce genu ndsledujiciho. Regulacni element pro start transkripce by mél mit
délku 5 nt (Dietzgen a kol., 2015), ale konzervativni jsou jen prvni 2 nt, dalsi nukleotidy se lisi
1mezi témito elementy u nového nukleorhabdovir B152. Pfed 9 nt- sekvenci povazovanou
zasigndl pro polyadenylaci mRNA (Dietzgen akol., 2015), se nachazi 3 nt- sekvence
o neznamé funkci, kterd je shodnd u vSech mezigenovych sekvenci nového nukleorhabdoviru

1 virat DYVV, BCaRV-1 a SYNV. Nenachazi se ale u této sekvence v blizkosti 3° konce. To,
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ze se tato zkracend konzervativni sekvence nachdzi pfed prvnim ORF, patrné souvisi
s transkripci RNA v blizkosti 3°konce, kterd nekdéduje Zadny protein, aje také
polyadenylovéana. Existence takové RNA byla popsédna u viru SYNV (Wagner a kol., 1996).

Vysledky fylogenetické analyzy na zdklad¢ proteinu L odpovidaji dosavadnim znalostem
o nukleorhabdovirech (Wu a kol., 2018; Baek a kol., 2019; Gaafar a kol., 2019). Rozséhlejsi
fylogenetické analyzy dalSich proteinii doposud publikovany nebyly, ale da se predpokladat
stejnd topologie stromi. Do stejného klastru s novym nukleorhabdovirem B152 patii hned
n¢kolik nové objevenych virt, konkrétné BCaRV-1, ApRVA a AaNV. Dal$im novym virem,
ktery by mél patfit do tohoto klastru, je BFTV-1 izolovany ze Stirovniku rizkatého (Lotus
corniculatus) v Cing, ale nemohl byt zahrnut do fylogenetickych analyz, protoZe jeho sekvence

momentaln¢ neni dostupnd v databazi GenBank. (Debat a Bajerman, 2019).

Ve vzorku B152 byla zjisténa piitomnost vice izolatli studovaného druhu nukleorhabdoviru,
z nichZ se zatim nepodafilo ziskat vetsi ¢ast sekvence. Tento virus byl detekovédn také u dvou
dal$ich rostlin bezu. Bude nésledovat prace na ziskani celych sekvenci dalSich izolati tohoto
viru a zjisténi vnitrodruhové variability, kterd se podle ¢asteCnych sekvenci zda byt pomérné

vysoka.
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7 ZAVER

Pomoci NGS a Sangerova sekvenovéni byl na bezu ¢erném (Sambucus nigra) identifikovan
novy (-)ssRNA virus z rodu Nucleorhabdovirus. V ramci této diplomové prace byla ziskdna
tém¢ef uplnd sekvence jeho genomu o délce 12 822 nt. V genomu izolatu bylo identifikovano
Sest otevienych ¢tecich ramctl s organizaci typickou pro viry tohoto taxonu. Jedna se o geny
kédujici plastovy protein (N), fosfoprotein (P), ‘movement protein” (P3), matrix protein (M),
glykoprotein (G) a RNA-dependentni RNA polymerazu (L). V oblastech mezi geny se nachizi
konzervativni sekvence podobné sekvencim udalSich virGt zrodu Nucleorhabdovirus

odpovidajici za iniciaci transkripce a polyadenylaci RNA.

Nukleorhabdovirus popsany v této praci vykazuje nejvyssi sekvenéni identitu s virem Datura
yellow vein virus. V otevienych Ctecich ramcich kédujicich plastovy protein, ‘movement
protein” a RNA-dependentni RNA polymerdzu se jeho identita stimto virem pohybuje
v rozmezi 53-63 %. Novy izolat 1ze uznat jako samostatny virovy druh na zdklad¢ rozdilné
ekologie, infikuje hostitele odliSného od hostitelt viru Datura yellow vein virus a je rozsiten
na jiném svétadilu. Fylogenetickd analyza prokdzala odliSnost nového viru od ostatnich virt
z rodu Nucleorhabdovirus. Novy nukleorhabdovirus je blizce ptibuzny s viry Datura yellow
vein virus, Black currant-associated rhabdovirus, Sonchus yellow net virus, Apple rootstock
virus A a Alfalfa-associated nucleorhabdovirus, s nimiZ vytvafi spole¢ny klastr v rdmci klastru

tvofeného viry rodu Nucleorhabdovirus.
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9 PRILOHY

Ptiloha 1: Kontigy sloZené de novo vykazujici identitu se sekvencemi nékterého z virti rodu Nucleorhabdovirus

Name Ide.ntlcal Palrw_lse Description E Value Hitend Hit start Query Query Query  Query
Sites Identity coverage end start
NP_042285.1 55.9% 55.9% glycoprotein (SYNV) 3.14e-20 442 375 Contig5646  92.31% 212 9
NP_042286.1 58.2% 58.2% polymerase (SYNV) 2.80e-17 1138 1084 Contig 11123  97.06% 168 4
NP_042286.1 65.3% 65.3% polymerase (SYNV) 6.84e-31 1111 1037 Contig 5123 98.25% 226 2
NP_042286.1 65.6% 65.6% polymerase (SYNV) 1.88e-22 399 339 Contig 8257 95.81% 186 4
NP_042286.1 43.6% 43.6% polymerase (SYNV) 3.59e-08 216 162 Contig 9510 91.16% 172 8
YP_009176972.1 54.7% 54.7% nucleocapsid protein (DYVV)  3.64e-14 82 30 Contig 13433 98.76% 159 1
YP_009176972.1 65.2% 65.2% nucleocapsid protein (DYVV)  6.04e-51 267 156 Contig 2022 98.82% 336 1
YP_009176972.1 53.3% 53.3% nucleocapsid protein (DYVV)  4.38e-21 127 53 Contig 2396 71.20% 234 10
YP_009176972.1 85.1% 85.1% nucleocapsid protein (DYVV)  3.88e-39 395 322 Contig 5409 98.67% 224 3
YP_009176972.1 64.3% 64.3% nucleocapsid protein (DYVV)  1.23e-29 260 191 Contig 6495  100.00% 210 1
YP_009176972.1 43.1% 43.1% nucleocapsid protein (DYVV)  1.66e-10 140 76 Contig 7373 96.00% 200 9
YP_009176972.1 79.7% 79.7% nucleocapsid protein (DYVV)  7.89e-62 411 294 Contig 844 68.34% 356 3
YP_009176972.1 85.0% 85.0% nucleocapsid protein (DYVV)  6.10e-31 312 253 Contig 9411 98.90% 181 2
YP_009176973.1 62.3% 62.3% phosphoprotein (DYVV) 1.49e-15 54 2 Contig 3612 60.23% 161 3
YP_009176973.1 35.7% 35.7% phosphoprotein (DYVV) 6.54e-06 269 214 Contig 4744 71.19% 235 68
YP_009176973.1 55.7% 55.7% phosphoprotein (DYVV) 9.42e-22 75 6 Contig 6305 99.06% 211 2
YP_009176973.1 53.8% 53.8% phosphoprotein (DYVV) 5.23e-18 72 8 Contig 7570 98.48% 197 3
YP_009176973.1 62.1% 62.1% phosphoprotein (DYVV) 1.07e-17 59 2 Contig 9084 94.05% 183 10
YP_009176974.1 40790 40.7% putative cell-to-cel 2.54e-07 201 151  Contig 11625 91.62% 160 8
movement protein (DYVV)
YP_009176974.1 4019 48.1% putative cell-to-cel 6.58e-12 292 241  Contig11653 93.41% 157 2
movement protein (DYVV)
YP_009176974.1 1979 49.7% putative cell-to-cel 1.12e-44 201 62 Contig 1240  97.67% 423 4
movement protein (DYVV)
YP_009176974.1 1509 42.2% putative cell-to-cell 3.65e-18 311 229  Contig2721  83.28% 295 47

movement protein (DYVV)




Name Identical Pairwise . . . Query Query Query
Sites Identity Description E Value Hitend Hit start Query coverage end start
YP_009176974.1 o190  57.1% putative cell-to-cell 1.04e-30 145 62 Contig3930  98.82% 255 4
movement protein (DYVV)
YP_009176974.1 )0 300 16.3% putative cell-to-cell 9.80e-20 95 14 Contig4129  98.40% 248 3
movement protein (DYVV)
YP_009176974.1 1579  29.2% putative cell-to-cell 428e-16 247 185  Contig5744  85.91% 219 31
movement protein (DYVV)
YP_009176974.1 o> 7% 62.7% putative cell-to-cell 1.65e-26 138 72 Contig 6365  95.26% 204 4
movement protein (DYVV)
YP_009176974.1 1579  29.2% putative cell-to-cell 6.56e-16 157 95 Contig 8590  100.00% 189 1
movement protein (DYVV)
YP_009176975.1 46.8% 46.8% matrix protein (DYVV) 1.11e-21 181 103 Contig 4595 99.16% 237 1
YP_009176975.1 45.7% 45.7% matrix protein (DYVV) 1.01e-15 82 13 Contig 5985 97.22% 211 2
YP_009176975.1 50.0% 50.0% matrix protein (DYVV) 3.97e-16 167 104 Contig 7868 98.46% 194 3
YP_009176975.1 41.9% 41.9% matrix protein (DYVV) 4.76e-12 82 21 Contig 8170 96.88% 191 6
YP_009176976.1 53.7% 53.7% glycoprotein (DYVV) 6.43e-15 269 216 Contig 11215 95.86% 165 4
YP_009176976.1 51.0% 51.0% glycoprotein (DYVV) 9.40e-13 147 97 Contig 11443  91.07% 166 14
YP_009176976.1 54.7% 54.7% glycoprotein (DYVV) 3.20e-15 285 233 Contig 11569 95.21% 163 5
YP_009176976.1 48.5% 48.5% glycoprotein (DYVV) 1.30e-28 554 452 Contig 1437 77.06% 309 1
YP_009176976.1 50.8% 50.8% glycoprotein (DYVV) 9.51e-37 238 121 Contig 1748 97.25% 363 10
YP_009176976.1 28.2% 28.2% glycoprotein (DYVV) 6.47e-12 597 495 Contig 2242 95.08% 313 5
YP_009176976.1 65.9% 65.9% glycoprotein (DYVV) 6.00e-39 342 252 Contig 3146 97.50% 278 6
YP_009176976.1 54.9% 54.9% glycoprotein (DYVV) 1.76e-13 56 6 Contig5684  69.23% 154 2
YP_009176976.1 65.7% 65.7% glycoprotein (DYVV) 1.73e-26 421 352 Contig 5885 96.33% 211 2
YP_009176976.1 69.2% 69.2% glycoprotein (DYVV) 1.05e-24 333 269 Contig 7358  97.50% 199 5
YP_009176976.1 62.5% 62.5% glycoprotein (DYVV) 2.22e-25 127 64 Contig 7866  98.46% 194 3
YP_009176976.1 54.5% 54.5% glycoprotein (DYVV) 3.12e-59 174 21 Contig 830 88.34% 522 61
YP_009176976.1 60.0% 60.0% glycoprotein (DYVV) 2.55e-19 504 445 Contig 9396  98.90% 182 3
YP_009176977.1 oo o0 56.0% RNA-dependent RNA 2.69e-57 961 806  Contig1033  99.57% 467 3

polymerase (DYVV)




Name Ide.ntlcal Palrw_lse Description E Value Hitend Hit start Query Query Query  Query
Sites Identity coverage end start

YP_009176977.1 o5 000 82.8% RNA-dependent RNA 6.93e-28 863 806  Contig 10438 100.00% 174 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o5 190 82.1% RNA-dependent RNA 426e-17 1295 1240  Contig 10814 97.67% 170 3
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o960 69.6% RNA-dependent RNA 1.02e28 799 744 Contig 10869 98.25% 170 3
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o919  89.1% RNA-dependent RNA 1.25e-06 730 676  Contig11394 98.21% 166 2
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o6 63.6% RNA-dependent RNA 4.65e-68 1249 1107  Contig1242  99.77% 429 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 ;099  33.9% RNA-dependent RNA 3.80e-27 921 868  Contig 12420 98.78% 162 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o099  88.9% RNA-dependent RNA 5.18¢-18 745 692  Contig12565 98.78% 164 3
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 oo 76.6% RNA-dependent RNA 9.10e-15 788 648  Contigl1271 99.30% 424 2
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 oo cor  s5.6% RNA-dependent RNA 9.65e-22 1373 1320  Contig12738 99.39% 162 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 3300  33.8% RNA-dependent RNA 4.49e-68 1707 1583  Contig1322 91.59% 416 36
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o379 93.2% RNA-dependent RNA 4.78e-15 759 716  Contig13976 87.42% 150 19
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o160 7a.6% RNA-dependent RNA 1.42e-62 1350 1217 Contig1430 100.00% 402 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1  Je09%  76.9% RNA-dependent RNA 1.23e52 793 664  Contig1513  99.74% 390 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1  ¢1390  64.3% RNA-dependent RNA 6.92e-08 1084 956  Contig1571  99.48% 381 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o 19%  28.1% RNA-dependent RNA 3.16e-45 1584 1460  Contig1572 97.91% 379 5

polymerase (DYVV)




Name Ide.ntlcal Palrw_lse Description E Value Hitend Hit start Query Query Query  Query
Sites Identity coverage end start

YP_009176977.1 o> cop  62.5% RNA-dependent RNA 410e-52 921 802  Contigl608 94.74% 360 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 .19 70.1% RNA-dependent RNA 3.60e-26 1280 1164  Contig1872 99.43% 352 2
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 1399 43.9% RNA-dependent RNA 3.44e-23 282 169  Contig1888 95.73% 342 7
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1  ,ocon  a6.5% RNA-dependent RNA 1.39e26 1452 1353 Contig1937 87.32% 309 7
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 1600 a7.0% RNA-dependent RNA 3.95e-14 1441 1331 Contig2072  99.70% 337 2
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 ;0000 36.0% RNA-dependent RNA 6.82e-39 138 53 Contig 2106  77.25% 334 77
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o 1%  60.4% RNA-dependent RNA 9.64e-29 1074 969  Contig2291 96.89% 312 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o100 51.0% RNA-dependent RNA 172e53 312 211 Contig2467 100.00% 312 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 oo 00 86.9% RNA-dependent RNA 6.10e-12 619 521  Contig2666  98.02% 299 3
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 3539 353% RNA-dependent RNA 2.80e-22 1699 1617  Contig3153 91.07% 265 11
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 oo 0o  s5.0% RNA-dependent RNA 1.64e-43 356 277 Contig3210 86.33% 243 4
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o1 4%  81.4% RNA-dependent RNA 1.23e26 879 794  Contig3683  98.47% 260 3
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1  sor%  58.2% RNA-dependent RNA 9.39e-18 109 31 Contig 3946  92.94% 253 17
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 4009  as.8% RNA-dependent RNA 8.47e-29 1464 1382 Contig3966  98.03% 254 6
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 19 67.1% RNA-dependent RNA 130e-19 442 370  Contigd319  89.39% 243 25

polymerase (DYVV)




Name Ide'ntlcal Palrw_lse Description E Value Hitend Hit start Query Query Query  Query
Sites Identity coverage end start

YP_009176977.1 oo 1oy 53.4% RNA-dependent RNA 9.44e-37 1386 1314  Contig5304 96.90% 224 6
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o200 75.7% RNA-dependent RNA 1.44e28 1322 1249  Contig5435 99.11% 222 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o900  69.0% RNA-dependent RNA 4.61le-36 1255 1185  Contig5721 96.82% 215 3
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o0 700 g5.7% RNA-dependent RNA 6.42e-37 653 584  Contig6191  98.59% 212 3
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o 6on  92.6% RNA-dependent RNA 7.67e-26 622 555  Contig6813  99.03% 204 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 oo 6 67.6% RNA-dependent RNA 3.48e-15 525 458  Contig6821 99.03% 205 2
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 )5 con  as6% RNA-dependent RNA 22523 236 169  Contig6912 99.51% 204 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o1 y%  6a.2% RNA-dependent RNA 9.64e-31 1217 1151  Contig7272 100.00% 201 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 )99  20.9% RNA-dependent RNA 8.73e-10 1908 1784  Contig769  71.27% 474 88
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1  ,o oo 78.5% RNA-dependent RNA 3.58¢-12 706 642  Contig7820 100.00% 195 1
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1  1919%  20.6% RNA-dependent RNA 9.40e-71 2106 1990  Contig807  65.98% 388 38
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 4509 a5.8% RNA-dependent RNA 8.78¢-19 1425 1367  Contig8127 91.71% 190 14
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 o> 7% 62.7% RNA-dependent RNA 3.03e-25 510 452  Contig8243 87.50% 192 25
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1 4% 77.4% RNA-dependent RNA 24827 563 502 Contig8627 98.94% 188 3
polymerase (DYVV)

YP_009176977.1  ¢1 500 6a.5% RNA-dependent RNA 7.49e-62 1255 1087  Contig863  98.64% 512 6

polymerase (DYVV)




Name Identical Pairwise . . . Query Query Query
Sites Identity Description E Value Hitend Hit start Query coverage end start
YP_009176977.1 o530 733% RNA-dependent RNA 1.07e31 419 360  Contig9452 98.90% 181 2
polymerase (DYVV)
YP_009176977.1 oo 0on  65.0% RNA-dependent RNA 1.57e-50 589 433 Contig968  97.72% 473 3
polymerase (DYVV)
YP_009176977.1 o1 500 91.5% RNA-dependent RNA 3.84e27 750 692  Contig9983  99.44% 178 2

polymerase (DYVV)




Ptiloha 2: Seznam konecnych de novo kontigt a jejich pokryti ‘ready”

Pairwise Mean Sequence

Name Sequences Identity Coverage Length
1033.1a 1571 57 98,50% 6,19 890
1748.1 a 11215 a 7358.1 35 98,10% 3,60 937
2666.1 a 7820.1 19 99,60% 2,73 656
5423 a 5304 a 3966 44 98,90% 6,44 656
5744 a 11653.1 10 98,00% 2,53 355
5885.1 a 1437.1 28 97,50% 3,36 780
6495.1 a 9411 10 97,30% 2,17 410
8257.1a968.1a6191.1 84 98,60% 7,05 1160
9510 a 2467.1 28 97,50% 5,29 502
Contig_10438 6 100,00% 2,87 174
Contig_10814.1 5 100,00% 1,58 251
Contig_10869.1 11 99,20% 3,99 247
Contig_11123 5 98,20% 2,16 170
Contig_11394.1 6 100,00% 2,80 178
Contig_11443.1 5 99,60% 1,96 202
Contig_11569 4 100,00% 1,79 167
Contig_11625.1 5 99,20% 1,64 244
Contig_1240.1 44 97,40% 5,77 732
Contig_1242 16 99,60% 3,43 430
Contig_12420.2 12 96,80% 2,27 521
Contig_12565.1 4 100,00% 1,27 234
Contig_1271.1 39 98,60% 8,51 438
Contig_12738 6 99,60% 3,04 164
Contig_1322.1 40 97,60% 7,06 538
Contig_13433 4 99,40% 1,84 161
Contig_13976.1 10 99,10% 3,02 286
Contig_1430.2 24 98,10% 3,53 647
Contig_1513 15 99,60% 3,40 391
Contig_1572.1 24 99,10% 5,31 418
Contig_1608.1 21 98,60% 3,75 531
Contig_1872 10 99,70% 2,52 353
Contig_1888.1 28 98,70% 4,74 558
Contig_1937.1 20 100,00% 4,95 380
Contig_2022.1 26 98,10% 6,60 373
Contig_2072.2 55 98,70% 5,46 981
Contig_2106.1 39 97,90% 6,84 551
Contig_2242.1 41 98,00% 4,80 823
Contig_2291.1 20 99,40% 4,73 400
Contig_2396.1 17 97,60% 4,75 334
Contig_2721.2 27 98,90% 4,28 591
Contig_3146.1 37 97,80% 4,79 735
Contig_3153.1 25 95,30% 4,65 514
Contig_3210.1 10 99,50% 3,13 286
Contig_3612.2 15 99,50% 5,28 264
Contig_3683.2 14 99,00% 3,36 384

Contig_3930 11 99,80% 3,89 255




Name Sequences Pairwise Mean Sequence
Identity Coverage Length
Contig_3946.1 11 99,20% 2,66 374
Contig_4129 12 96,60% 4,34 250
Contig_4319.1 12 99,50% 3,90 279
Contig_4595.1 25 97,40% 3,88 604
Contig_4744.1 36 99,00% 6,07 571
Contig_5123.1 11 100,00% 2,54 390
Contig_5409 7 99,20% 2,65 225
Contig_5646 10 99,80% 4,06 221
Contig_5684.1 9 99,80% 1,94 404
Contig_5721.1 16 97,50% 3,25 457
Contig_5985.1 20 98,10% 3,52 533
Contig_6305.2 27 97,20% 3,87 639
Contig_6365.1 9 99,20% 2,68 296
Contig_6813.1 10 97,70% 2,64 335
Contig_6821.1 6 100,00% 1,74 286
Contig_6912.1 6 100,00% 2,14 220
Contig_7272.1 7 100,00% 2,65 221
Contig_7373.1 6 99,70% 1,88 264
Contig_7570.1 7 99,70% 2,92 198
Contig_769.1 63 97,00% 7,93 772
Contig_7866.1 8 99,60% 2,35 297
Contig_7868.1 11 95,70% 3,64 276
Contig_807.1 53 97,40% 6,43 797
Contig_8127.1 8 99,50% 2,56 269
Contig_8170.1 11 99,10% 3,08 351
Contig_8243 5 100,00% 2,06 192
Contig_830.1 27 97,50% 4,73 546
Contig_844 20 98,60% 3,61 518
Contig_8590 4 99,50% 1,57 189
Contig_8627.2 13 99,60% 3,97 296
Contig_863 38 98,70% 7,14 515
Contig_9084.1 5 100,00% 1,71 233
Contig_9396 6 100,00% 2,71 182
Contig_9452.1 8 99,50% 1,84 373
Contig_9983 4 99,50% 1,68 178




