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Souhrn

Virus zluté zakrslosti cibule (OYDV) patii do rodu Potyvirus, ¢eledi Potyviridae. Jeho
genetickou informaci ptedstavuje linearni, jednovlaknova RNA s pozitivni polaritou a funkci
messenger RNA, na 5° konci ma piipojen VPg protein namisto Cepicky, a na 3° konci
poly(A)-sekvenci. Virovy genom koduje polyprotein, ktery je nasledné §t€pen na 10 proteinti.

OYDV je nejrozsifen¢jSim virem fazenym do komplexu vira cesneku, napada
zastupce rodu Allium po celém svéte. Mezi typické ptiznaky infekce OYDV patii zluté pruhy
a chlorotické 1éze na listech. U infikovanych plodin se ¢asto nachazi ve smésné infekci
s dal$imi viry, coz vede K zesileni symptomu a vét§im ztratam v zemédélskych vynosech.

Prace se zabyva charakterizaci 3 izolath OYDV pivodem z Ceské republiky, které
byly ziskany z hostitelskych rostlin cibule a ¢esneku, dva izolaty ptivodem z cibule a jeden
izolat ptivodem z ¢esneku. U izolatu 1172 ziskaného z ¢esneku byla stanovena hostitelska
specifita, kdy bylo zjiSténo, Ze je tento izolat pfenosny pouze na cesnek, nikoliv na cibuli.
Tento izolat je tak vilbec prvnim popsanym izolatem, jehoz hostitelska specifita je omezena
pouze na Cesnek.

Pomoci RT-PCR a sekvencovani byla ziskana kompletni genomova sekvence u izolatt
OYDV Kiivsky a Puchala pivodem z cibule, o délce 10 461 bp bez poly(A)-konce a parcialni
sekvence izolatu OYDV 1172 ptivodem z ¢esneku, 0 délce 4 590 bp bez poly(A)-konce.

Genomové sekvence izolati Kiivsky a Puchala mezi sebou vykazuji 99% identitu,
naopak jejich identita s izolatem 1172 je jen 77%. Izolaty Kiivsky a Puchala vykazuji
nejvetsi, 93% podobnost s némeckym izolatem OYDV-At (Acc. No. JX433020.1)
a s argentinskym izolatem OYDV-Se (Acc. No. JX433019.1), jejichz ptivodnim hostitelem
byla také cibule. Izolat 1172 vykazuje nejvétsi, 88% identitu s izolatem OYDV-SW9-Arg3
pivodem z ¢esneku z Argentiny (Acc. No. KF632715.1).

Fylogeneticka analyza potvrdila odlisnost studovanych izolatt OYDV v souladu
s jejich znamou hostitelskou specifitou. Izolaty plivodem z cibule, nepfenosné na cesnek,
vytvotily samostatnou fylogenetickou vétev, druhou vétev vytvofril izolat 1172 spolecné
s izolatem OYDV-SW9-Arg3, a tfeti samostatnou vétev vytvorily izolaty pivodem z Cesneku,

prenosné jak na Cesnek, tak na cibuli.



Summary

Onion yellow dwarf virus (OYDV) is a member of genus Potyvirus, family
Potyviridae. Genetic information is carried by linear, single-stranded, positive-sense RNA.
RNA has 5 terminal genome-linked protein (VPg) and 3¢ poly(A) tail. The viral genom
encodes polyprotein that is cleaved into ten proteins.

OYDV is the most widespread virus classified into the garlic virus complex which
infects the members of genus Allium throughout the world. Typical symptoms of OYDV
infection are yellow striping and chlorotic lesions on the leaves. OYDV usually occurs
in mixed infection with other viruses in infected plants causing stronger symptoms and
greater losses in crop yields.

Three OYDV isolates from the Czech Republic were characterized in this work. These
isolates were obtained from host plants onion and garlic, two isolates originating from onion
and one isolate originating from garlic. Host specifity of isolate 1172 obtained from garlic
was determined. It was found out that this isolate infects only garlic, not onion. This isolate is
characterized as the first isolate which host specificity is limited to garlic.

Using RT-PCR and sequencing the complete genomic sequence of isolates Kiivsky
and Puchala originating from onion with the length of 10 461 bp with no poly (A) tail and
partial sequence of the isolate OYDV 1172 originating from garlic with the length of 4 590 bp
without the poly (A) tail was obtained.

Genomic sequences of isolates Kfivsky and Puchala show 99% identity, similarity
of these sequences with isolate 1172 was 77 %. Isolates Kiivsky and Puchala show the largest
93% similarity with German isolate OYDV-At (Acc. No. JX433020.1) and with Argentine
isolate OYDV-Se (Acc. No. JX433019.1) whose original host was also onion. Isolate 1172
has the highest 88% identity with isolate OYDV-SW9-Arg3 origin of garlic from Argentina
(Acc. No. KF632715.1).

Phylogenetic analysis confirmed the difference of the OYDV isolates characterized
in this work consistent with their known host specificity. Isolates originating from onion,
which do not infect garlic, created separate phylogenetic group. The isolate 1172 along with
isolate OYDV-SW9-Arg3 belong to the second group. The third group is consisted of isolates

originating from garlic which infect garlic and onion.
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1 Uvod

Zastupci rodu Allium jsou hospodaisky vyznamnymi plodinami péstovanymi po celém
svété. Viry napadajici tyto plodiny zpisobuji znacné ztraty ve vynosech, dochazi hlavné
k ubytku na vaze u cibuli a jejich celkovému znehodnoceni. Takovych vird je cela skala,
infekce se objevuje u kulturnich plodin, pfevazné u ¢esneki a cibuli.

U rodu Allium se viry velmi Casto Vyskytuji ve smésné infekci, kterd je nazyvana
komplexem viri ¢esneku. Virus zluté zakrslosti cibule (Onion yellow dwarf virus, OYDV),
pattici do Celedi Potyviridae, je nejrozsitenéjsim virem fazenym do komplexu virti ¢esneku.

Prace je rozdélena na dvé casti, pricemz prvni €ast se zabyva literarni reSersi tykajici
se charakteristiky OYDV, pozornost je vénovana problematice hostitelské specifity viru zluté
zakrslosti cibule a dalsich vira rodu Potyvirus. Experimentalni ¢ast je zamétena na genetickou
charakteristiku tfi izolatd viru zluté zakrslosti cibule pochazejicich z riznych hostitelskych

rostlin ¢esneku a cibule, a analyzu jejich hostitelské specifity.



2 Cil prace

Cilem této prace bylo vypracovani literarni reserSe tykajici se variability potyvira
a jejich hostitelské specifity s dirazem na OYDV, dale zjisténi hostitelské specifity

a genetickd analyza vybranych izolat viru zluté zakrslosti cibule (OYDV).



3 Soucasny stav reSené problematiky

vvvvvv

zastupct rodu Allium, péstuje se po celém svéte. Je to zelenina, ktera je oblibena pii pfipraveé
pokrmd, a je Siroce vyuzivana nejen v tradi¢nim lécitelstvi, ale jeji vyznam roste i v klasické
mediciné. VyznaCuje se antibiotickou, antidiabetickou, protirakovinnou, antioxida¢ni
aktivitou, byl prokdzan jeho uc¢inek na snizovani krevniho tlaku a hladiny cholesterolu
(Keusgen, 2002; Baghalian et al., 2010).

Globalni produkce ¢esneku neustale stoupa, v roce 2003 byla zaznamenana produkce
vice nez 13 miliona tun (Alves et al., 2008), vroce 2013 uz piesdhla 24 miliont tun
(FAOSTAT, 2013).

V soucasné dobé je vaznym hospodarskym problémem znacna redukce vynost
a kvality zptisobend virovou infekci rostlin, viry napadajici ¢esnek by proto mély byt vice
studovany.

Cesnek je obvykle infikovan smési virli oznadovanou jako komplex virGi Eesneku,
jedna se o Onion yellow dwarf virus, Leek yellow stripe virus (oba z rodu Potyvirus), Garlic
common latent virus, Shallot latent virus (oba z rodu Carlavirus) a ruzné alexiviry (rod
Allexivirus), tj. Garlic virus A, B, D, E, X, Garlic mite-borne filamentous virus a Shallot virus
X (Walkey et Antill, 1989; Van Dijk, 1994; Majumder et Baranwal, 2014).

Také cibule kuchynska (Allium cepa L.), pattici rovnéz do rodu Allium, je nachylna
k fad¢ chorob zpisobenych houbami, bakteriemi a viry. Mezi viry infikujici cibuli jsou

obecné fazeny potyviry, carlaviry, allexiviry a tospoviry (Mohan et Schwartz, 2005).

3.1 Charakteristika ¢eledi Potyviridae a rodu Potyvirus

3.1.1 Vyznam ¢eledi a jeji zastupci

Celed’ Potyviridae zahrnuje vice nez 30 % znamych viri napadajicich rostliny, z nichz
mnohé maji vyznam v zeméd¢lstvi (Chung et al., 2008). Odhady poctu virovych druhd této
Celedi se lisi, Chen et al. v roce 2001 uvedli, Ze je do této Celedi fazeno vice nez 200 druht
virt, avSak podle nejnovéjsich dat z ICTV (2014) se jedna pouze 0 190 druhd.

Zastupci Potyviridae jsou rozde€leni do 8 rodt: Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus,

Macluravirus, Poacevirus, Potyvirus, Rymovirus a Tritimovirus (ICTV, 2014).
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Nejpocetnéj$im rodem je r. Potyvirus, do kterého fadime celkem 158 druhu virt. Rod
Potyvirus je pojmenovan podle svého typového zastupce Potato virus Y (Ward et Shukla,
1991). Mezi dalsi vyznamné zastupce, napadajici odlisné hostitele, patii naptiklad Plum pox
virus (PPV), Onion yellow dwarf virus (OYDV).

3.1.2 Virova ¢astice

Virion zastupci celedi Potyviridae predstavuje neobalena kapsida vyznacujici
se helikalni symetrii, uvniti které se nachazi molekula SSRNA. Virova c¢astice je vlaknité
struktury, délka odpovida 680-900 nm a sifka 12-15 nm. Velikost virionu viru zluté zakrslosti
cibule patfici do rodu Potyvirus je odhadovana na 725-750 nm (Mahmoud et al., 2007;
Baghalian et al., 2010, viz fotografie 1).

Molekula RNA odpovida 5 % hmotnosti virionu, 95 % hmotnosti ¢astice je tvofeno
proteiny (ICTVdB Management, 2006).

Fotografie 1: Purifikované virové castice rodu Potyvirus (bilé Sipky) vizualizované

pomoci elektronového mikroskopu (Baghalian et al., 2010).

500 nm
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3.1.2.1 Genom

Genetickou informaci celedi Potyviridae predstavuje linearni, jednovlaknova RNA
s pozitivni polaritou (SSRNA) a funkci messenger RNA (Dougherty et Carrington, 1988),
na 5° konci ma piipojen VPg protein namisto Cepicky, a na 3° konci poly(A)-sekvenci
(ICTVdb Management, 2006). Genom r. Potyvirus je tvofen dvéma ¢tecimi ramci (ORF, open
reading frame). Dlouhy ¢teci ramec koduje strukturni a nestrukturni proteiny, je prelozen
do polyproteinu o velikosti 3 000-3 100 aminokyselin (viz obrazek 1), které jsou nasledné
Stépeny na 10 proteint (Riechman et al., 1992, King et al., 2012).

Kratky otevieny Cteci ramec, nazyvany také jako PIPO, je vlozen do P3 cistronu
kodujiciho fuzni P3-PIPO protein. Tento ORF je velmi konzervativni (Chung et al., 2008).
Zastupci rodu Potyvirus maji striktné konzervativni organizaci genomu, i kdyz jeho délka se
muze lisit. Genomy riznych druhd potyvirti jsou prumérné 9,1-10,5 kb dlouhé, variabilita se
vyskytuje v délce UTR na 3° konci genomu, nejveétsi rozdily se vyskytuji v délce plastového
proteinu (CP) a proteinu P1 (Chen et al., 2003).

Gen kodujici plastovy protein predstavuje méné nez 10 % virového genomu, avSak
podobnost v této oblasti je mezi jednotlivymi druhy potyviri vyznamnym taxonomickym
kritériem (Adams et al., 2005; Gibbs et al., 2010). Dostupnost celych kompletnich sekvenci

virovych izolati by v§ak mohla poskytnout snadnéjsi klasifikaci téchto vird.

Obrazek 1: Schéma organizace genomu rodu Potyvirus (King et al., 2012)

PIPO

Al (+2f5) Cl Nia NIb
1 | I | |
O + il w Y \

@ 35K | 52K | 50K 7K |[21K| 27K | 58K SDKL r
BK1 Helicase 6K2 A(n) 3'0H

P1-Pro HC-Pro P3 ATPase  VPg Protease Replicase CP

7 Membrane
anchar

Pouzité symboly:

?: funkce proteinu 6K1 je zatim nejasna, rovnéz proteaza Stépici proteiny P3/6K1
K: kilodaltony (kDa)

o: proteolytické §t€pné misto St€pené protedzou P1

¢: proteolytické Stépné misto Stépené protazou HC-Pro

¥V : proteolyticka $t€pna mista St€pena protedzou Nla

(+2 fs): 2. ¢teci ramec posunu
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membrane anchor: protein 6K2 pfedstavuje membranovou kotvu

Al: protein HC-Pro je souc¢asti amorfnich inkluzi

3.1.2.2 Proteiny a jejich funkce

Polyprotein potyvird je $tépen smérem od N k C-konci, prvnim proteinem je Pl
protein, dalsimi jsou HC-Pro (Helper Component-Protease), P3 protein, 6K1 protein, ClI
(Cylindrical Inclusion protein), 6K2 protein, Nla, Nlb a CP (Coat Protein) (Riechmann et al.,
1992). Vyznamnym proteinem potyviru je i VPg (Viral Protein genome-linked).

P1 protein vykazuje nejvétsi variabilitu v délce a sekvenci aminokyselin mezi
jednotlivymi druhy potyvir. P1 je charakteristicky protedzovou aktivitou, GXSG motiv, ktery
je aktivnim mistem této serinové proteazy, se u OYDV objevuje v pozici 406-409
aminokyselin. Proteolyticka $tépna mista se nachdzi v ramci motivu GXSG mezi
aminokyselinami Y/F-S (Chen et al., 2003; King et al., 2012).

P1 je dale zodpovédny za pienos viru mezi jednotlivymi bunikami v ramci rostliny
a také mezi rostlinami navzajem (Riechmann et al., 1992). P1 pravdépodobné ovliviiuje
rozvinuti symptomu u napadené rostliny (Lee et Wong, 1998; Shi et al., 2007) a mize také
souviset se vznikem rozdilnych symptomt u riznych druht rostlin (Celli et al., 2013).

HC-Pro protein se vyznaCuje proteazovou aktivitou, S$tépi dipeptid G-G
V charakteristickém $tépném misté YXVG/G u zastupct rodu Potyvirus (konkrétné u viru
OYDV se jedna o YNVG/G). HC-Pro ma u riiznych potyvird podobnou délku sekvence, tato
oblast zahrnuje dva motivy CCC (u OYDV v pozici 752-754 aminokyselina) a PTK
(u OYDV v pozici 770-772 aminokyselina) souvisejici S pfenosem viru pomoci masic.
Obsahuje také motiv GYCY, ktery je $t€pen cysteinovou proteazou a nachazi se v pozici
802-805 aminokyselina (Chen et al., 2003). HC-Pro ma vyznam v pfenosu viru hmyzem
(Carrington et al., 1989; King et al., 2012). Jedna se piedevsim o msice, kdy HC-Pro zajistuje
kumulaci viru v jejich bodavé sacim ustnim ustroji, pomoci néhoz msice pienasi virus na dalsi
rostliny (Berger et Pirone, 1986).

Funkce P3 proteinu neni moc dobie znama. P3 mulze byt pravdépodobné zapojen
do replikace RNA a souvisi také s rozvinutim symptomd u infikovanych rostlin
(Rodriguez-Cezero et al., 1993; Langenberg et Zang, 1997; King et al., 2012). P3 ma v ramci
zastupcu Celedi Potyviridae nejdelsi aminokyselinovou sekvenci u viru OYDV. (Chen et al.,
2003).
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viru z bunky do bunky (Hong et al., 2007; King et al., 2012).

CI protein je soucasti cytoplazmatickych inkluzi (Edwardson, 1974; King et al., 2012),
mize byt zapojen do transportu viru z buniky do bunky pomoci plazmodezmat (Lawson
et Hearon, 1971). CI se vyznacuje helikazovou aktivitou (Gorbalenya et al., 1988, King et al.,
2012) a ATP-azovou aktivitou, je schopen rozvolnit RNA duplex (Lain et al., 1990).

6K2 je malym transmembranovym proteinem, ktery hraje vyznamnou roli v RNA
replikaci, kdy ukotvuje replika¢ni komplex k endoplazmatickému retikulu (Riechmann et al.,
1992; King et al., 2012).

VPg protein, ktery je pfipojen k 5° konci genomu, méa vyznam pii RNA replikaci

RNA interference (Riechmann et al., 1992; King et al., 2012).
Nla je hlavni proteazou S$té€pici polyprotein potyvird v 6 $t€pnych mistech (znaceny A-F),
ktera jsou definovana aminokyselinami Q/E-(S/G/A). Tato proteraza byla nalezena
Vv jadernych inkluzich, je zapojena do RNA replikace (Riechmann et al., 1992, King et al.,
2012).

NIb je RNA dependentni RNA polymeraza, ktera byla nalezena v jadernych inkluzich,
hraje také dilezitou roli pti RNA replikaci (Riechmann et al., 1992, King et al., 2012).

Plastovy protein (CP) je zodpovédny za sbaleni virové RNA do kapsidy, pomaha
rozvinuti symptoma a Sifeni viru V rostling, jeho soucasti je konzervovany DAG motiv
souvisejici s prenosem viru pomoci msic (Maiss et al., 1989; Shukla et Ward, 1989; King
et al., 2012). CP je nejrozsahleji charakterizovanym genovym produktem potyvirQ, kromé
vyuziti v taxonomii je pouzivan také v diagnostice a pii studiu evoluce (Ward et Shukla,
1991).

N-konec polyproteinu je vramci celedi Potyviridae velmi variabilni ¢asti,
konzervovana je pouze oblast C-konce u této celedi, ¢ehoz lIze vyuzit k taxonomii

jednotlivych druhti virg.

3.2 Charakteristika zastupci rodu Potyvirus infikujicich ¢esnek a cibuli

3.2.1 Vyznam OYDV a LYSV

OYDV a LYSV jsou typickymi zastupci rodu Potyvirus infikujici r. Allium, byly
vibec prvnimi identifikovanymi a popsanymi Viry napadajici ¢esnek (Bos, 1976, 1981).
OYDV je hlavnim virem infikujicim rod Allium, druhym nejvyznamnéj$im je virus LYSV
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pusobici ¢asto ve smésné infekci spolu s virem OYDV (Lot et al., 1998). Infekce komplexem
dvou a vice virti ¢esneku je problémem, nebot’ dochazi k zesileni symptomt u napadenych
rostlin. Je také obtizné od sebe separovat viry pusobici ve smésné infekci, jelikoz maji
vyhrazenou hostitelskou specifitu. Tento problém se tyka virt infikujicich plodiny mnozici se
vegetativné, jakymi jsou Cesnek a Salotka (Van Dijk 1993a, Tsuneyoshi et al., 1997).

Van Dijk (1993a) rozlisil na zékladé rozdilné hostitelské specifity a sérologie Ctyfi
potyviry infikujici zastupce rodu Allium, jednalo se o jiz znamé viry OYDV, LYSV a nové
objevené SYSV (Shallot yellow stripe virus) a WoYSV (Welsh onion yellow stripe virus).
Fylogenetickou analyzou aminokyselinové sekvence polyproteinu bylo zjisténo, ze je virus
OYDV vzdalen¢ piibuzny k Pea seed-borne mosaic virus (obsahuje 45 % identickych

aminokyselin) a také k virim napadajicim travy a obilniny (Chen et al., 2003).

3.2.2 Struktura genomu OYDV

Struktura genomu viru OYDV, typického zastupce rodu Potyvirus, odpovida obecné
struktufe genomu potyvird. Izolaty OYDV ptivodem z ¢esneku a cibule maji podobnou délku
sekvence, jedna se ptiblizné 0 10,5 kb. Tyto izolaty také reaguji stejné proti protilatkam proti
OYDV z cibule a vykazuji vysokou podobnost v sekvenci genu koédujici plastovy protein,
jsou proto povazovany za stejny druh (Chen et al., 2001).

Kompletni nukleotidova sekvence viru OYDV byla poprvé uréena v roce 2003, jedna
se 0 izolat Yuhang z &esneku pochézejiciho z Ciny (provincie Zhejiang). Genom je dlouhy
10 538 nukleotidd a kdduje hlavni polyprotein slozeny z 3 403 aminokyselin, 0 molekularni
hmotnosti 385,1 kDa (Chen et al., 2003).

Dalsi dvé kompletni nukleotidové sekvence izolatd viru OYDV puvodem z ¢esneku
byly zjistény v Japonsku (Takaki et al., 2006). Genom bézn¢ se vyskytujiciho izolatu OYDV
(G5h) ma velikost 10 459 nukleotidii a koduje 3 403 aminokyselin, izolat OYDV vyvolavajici
slabé ptiznaky infekce (G79) ma genom o velikosti 10 183 nukleotidt, jenz koduje 3 311
aminokyselin. Rozdily v sekvenci nukleotidi i aminokyselin mezi izolaty G5h a G79
odpovidaji 7 %, pficemz izolat G79 ma krat$i nukleotidovou sekvenci, nese totiz deleci
Vv oblasti kodujici HC-Pro. Tato delece mé za nasledek sniZeni intenzity infekce u infikované
rostliny. Cesnek, ktery voln& roste na polich, miize byt pfitom infikovan obéma formami
téchto izolati OYDV (Takaki et al., 2006).

Prvni kompletni nukleotidova sekvence viru OYDV pivodem z cibule byla zjisténa
u dvou izolatd v Argentiné (Celli et al., 2013). Genom je dlouhy 10 459 a 10 461 nukleotidu
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bez poly(A)-sekvence, izolaty vykazuji 92,2% podobnost. Cteci ramec obou izolati ma
velikost 10 143 nukleotidti, genom koduje hlavni polyprotein o velikosti 3 381 aminokyselin.
Izolat OYDV pochazejici z Némecka vykazuje mirné ptiznaky infekce (OYDV-Mi), druhy
izolat pivodem z Argentiny ma za nasledek zavaznou formu infekce (OYDV-Se) (Celli et al.,
2013).

U izolatu Yuhang byl objeven rozdil v délce aminokyselinové sekvence P3 proteinu
(obsahujici 530 AK), nez jak je tomu v pfipad¢ jinych druhd potyvird, u kterych ma P3
obvykle délku 344-378 AK. Bylo potvrzeno, ze se tato sekvence na N-konci polyproteinu
nevyskytuje v zadné jiné ¢asti genomu a nesouhlasi také s zadnymi sekvencemi v databazi.
Otestovanim dalsich izolatd OYDV z éesneku z Ciny byla u 4 z nich potvrzena piitomnost
totozné sekvence (Chen et al., 2003).

U izolatu G79 byla zjisténa mezi 1521 a 1797 nukleotidy delece o délce 276
nukleotidti (odpovidajici 92 aminokyselinam), jedna se o ¢ast genomu kodujici protein
HC-Pro. Tato delece byla objevena i u dalSich izolath OYDV pochazejicich z ¢esneku.
Mutace byly obecné rozptyleny po celém genomu, C-konec polyproteinu zahrnujici proteiny
Nla, NIb a CP byl vysoce konzervativni. Bylo potvrzeno, Ze delece v oblasti genomu kodujici
protein HC-Pro na N-konci polyproteinu, jenz souvisi s pfenosem viru msicemi, snizovala
symptomy u napadenych rostlin. Nasledné¢ byly porovnany oblasti kodujici jednotlivé
proteiny a také sekvence proteinti mezi 3 izolaty OYDV (G79, G5h a Yuhang). Izolaty G5h
a Yuhang obsahovaly neporusenou oblast nukleotidi kodujici HC-Pro na rozdil od izolatu
G79, v ramci vSech 3 izolati OYDYV tak gen pro HC-Pro vykazoval nejvétsi variabilitu (pouze
80,4 % identickych nukleotidid a 82,9% podobnost odpovidajicich aminokyselin). U genu
kodujiciho protein P1 byla mezi izolaty podobnost pouze 81,7 % nukleotidi a 76,4 %
odpovidajicich aminokyselin. Nejvice konzervativni byl gen pro 6K1 (100 %), rovnéz
proteolytickda mista polyproteinu byla u vSech izolatt identicka. Jelikoz je virus OYDV
prendSen v piipadé Cesneku pomoci vegetativniho rozmnozovani, delece v oblasti kodujici
HC-Pro souvisejici s pfenosem viru pomoci msic, tak neohrozi infek¢nost viru OYDV u této
plodiny (Takaki et al., 2006).

U izolath OYDV-Mi a OYDV-Se pochazejicich z cibule byl objeven rozdil
Vv proteolytickém miste Stépicim proteiny 6K1/CI, jedna se o motiv VQYQ/A u izolatu
OYDV-Mi a motiv VHYQ/A u izolatu OYDV-Se. Dalsich 8 z 9 proteolytickych $tépnych
mist polyproteinu se jiz u obou izolatt shodovalo. Polyprotein obou izolatd vykazoval 94,5%
identitu v sekvenci aminokyselin, byl typicky stépen na 10 proteint. Jednotlivé proteiny obou

izolath OYDYV také vykazovaly stejnou molekulovou hmotnost. Plastovy protein vykazoval
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nejvetsi shodu v sekvenci aminokyselin mezi obéma izolaty, a to 97,7 %, P1 protein byl zase
nejvice variabilni (80,8 % aminokyselin bylo identickych). V sekvenci plastového proteinu
bylo mezi obéma izolaty OYDV objeveno 6 rozdilnych aminokyselin, znichz se
4 vyskytovaly na C-konci polyproteinu. Dale bylo v sekvenci P1 proteinu objeveno
84 rozdilnych aminokyselin, které maji za nasledek 45 % vSech zmén v aminokyselinové

sekvenci v ramci celého polyproteinu mezi obéma izolaty OYDV (Celli et al., 2013).

3.2.3 Biologické vlastnosti OYDV a LYSV

3.2.3.1 Priznaky infekce

Typickymi pfiznaky infekce virem OYDV jsou zluté pruhy, chlorotické a nekrotické
1éze na listech, zIuté skvrny u baze listl, dale zvrasnéni, deformace a uvadani celych rostlin
(Van Dijk, 1993a; Mahmoud et al., 2007). U ¢esneki se OYDV projevuje predev§im mirnymi
chlorotickymi az jasn¢ zlutymi pruhy na listech, rozvinuti symptomil ale zavisi na daném
virovém izolatu a kultivaru ¢esneku, objevuje se také redukce rustu (Arya et al., 2006).

Infekce OYDV snizuje produkci semen cibule, na infikovanych listech cibule se
objevuji nepravidelné zluté pruhy ptechazejici az k celkovému zeZloutnuti, doprovazené
zplosténim, std¢enim listl a ndslednym zakrnénim celé rostliny. Nasledkem toho dochazi
ke zhorSeni vzhledu cibuli pfi skladovani, které mohou zacit také predcasné pucet (Arya et al.,
2006).

Infekce zastupct rodu Allium dalsimi viry mize tyto pfiznaky jesté zhorsit, jedna se
napt. o LYSV, carlaviry (GarCLV a SLV) a allexiviry. LYSV zptasobuje mirnéj$i symptomy
oproti OYDV, mira zavaznosti infekce viry OYDV a LYSV se stupnuje s dobou
od propuknuti infekce, rozvinuti symptomu zavisi na daném mésici v prub&éhu roku (Lot et al.,
1998). Carlaviry nevyvolavaji zadné zavazné ptiznaky infekce, jestlize se na rostling
vyskytuji samostatné (Van Dijk, 1993b).

V mezofylu listi infikovanych rostlin byly objeveny cytoplazmatické cylindrické
inkluze, potvrzujici zatazeni viru OYDV do rodu Potyvirus podle Edwardsonovy klasifikace
(Edwardson, 1974; Riechmann et al., 1992). Koncentrace viru Vv rostlinné tkani pozitivné
koreluje s vizualni detekci intenzity choroby, avSak negativné s vySkou rostliny, hmotnosti

cibuli a strouzkt (Bagi et al., 2012).
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3.2.3.2 Ekonomicky vyznam

Viry OYDV a LYSV zplsobuji znaény ubytek ve vynosech ¢esneku a cibule po celém
svété, OYDV se vsak vyskytuje Castéji nez LYSV a zplsobuje nejvétsi ztraty (Lot et al.,
1998; Mahmoud et al., 2007). Odhaduje se, ze infekce zpusobuje Ubytek ve vynosech
v rozsahu 25-50 % a az 88% ztraty na vaze cibuli (Walkey et Antill, 1989; Canavelli et al.,
1998, Lot et al., 1998). Virova infekce ma za nasledek také nizsi kvalitu strouzki (Chen et al.,
2003). Dale bylo prokazano, ze u rostlin ¢esneku vypéstovanych z infikovanych strouzki
dochazi k vétSim ztratdm v porovnani s rostlinami ptivodem ze zdravych strouzku, které jsou
dodate¢né mechanicky inokulovany virem (Lot et al., 1998).

OYDV zptisobuje chorobu ozna¢ovanou jako ,,mozaikovitost” u zastupcti rodu Allium
rozvinuti symptomu, objevuje se redukce rustu, hmotnosti a poméru hmoty cibuli (Lot et al.,
1998; Bagi et al., 2012). OYDV muze napadat cibule i Cesneky také ve smésné infekci
s allexiviry. Ve vynosech cCesneku byly zjistény znaéné ztraty zpusobené allexiviry,

odpovidajici 14-32 % (Cafrune et al., 2006; Kumar et al., 2010).

3.2.3.3 Okruh hostitelii

Virus OYDV ma omezenou hostitelskou specifitu, pfirozené infikuje pouze rostliny
Celedi Alliaceae. OYDV je vyznamnym patogenem cibule a Cesneku (Arya et al., 2006),
puvodné byl detekovan u cibule kychynské (Allium cepa L.), kdy se projevoval svymi
typickymi symptomy (Bos, 1976), dnes je ale za jeho nejvyznamnéjsiho hostitele pokladan
Cesnek (Allium sativum L.). OYDV se také bézné vyskytuje u cibule salotky (Allium cepa var.
aggregatum) a dalsich druht cibuli, tj. Allium cepa var. perutile, Allium cepa var. viviparum
a u Cesneku ofesec (Allium scorodoprasum L.) (Van Dijk, 1993a).

Vyskyt LYSV byl potvrzen u vegetativné se mnozici cibule perlovky (Allium
ampeloprasum var. sectivum) a u péru (Allium ampeloprasum var. porrum). OYDV a LYSV
byly detekovany rovnéz u druhi Allium longicuspis (plané rostouci Cesnek) a Allium
ampeloprasum var. holmense (Van Dijk, 1993a). OYDV neni mechanicky pfenosny na por
a také na zastupce Celedi Solanaceae, Cucurbitaceae a Leguminaceae (Mahmoud et al.,
2007).
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3.2.3.4 Pienos viru

Virus OYDV je prenaSen pfi vegetativnim rozmnozovani ¢esneku pomoci strouzkd,
ve kterych se kumuluje (Chen et al., 2003). Také carlaviry, ptsobici ve smésné infekci
s virem OYDV, jsou sifeny na dalsi rostliny timto zptsobem (Dovas et al., 2001). Virus neni
naopak pienosny prostiednictvim semen, coz je vyhodou u cibuli a povazujeme to za jeji
ptirozenou ochranu pied viry (Dovas et al., 2001). Infikované cibule v§ak mohou slouzit jako
rezervoar virt napadajicich dalsi zastupce rodu Allium (Kumar et al., 2010).

Sifeni virt a s nimi spojenych chorob podporuji napiiklad zemédélci v Srbsku, ktefi
vyuzivaji ¢ast své urody jako sadbovy material na dalsi rok (Gvozdanovi¢-Varga et al., 2009).
U rostlin vypéstovanych z bezviréznich semen dovezenych z jinych zemi dochazi po urcité
dobé k propuknuti infekce, jelikoz piichazi do styku sjiz infikovanymi rostlinami.
Pro udrzeni zdravého rostlinného materidlu je tak doporu¢eno mnozit cibule pomoci semen
(Kumar et al., 2010).

OYDV je jako typicky zastupce rodu Potyvirus pfenasen msicemi neperzistentnim
zpusobem. Msice broskvonova (Myzus persicae Sulzer), msice vojtéskova (Aphis craccivora
Koch), msice bavinikova (Aphis gossypii Glover) a kyjatka hrachova (Acyrthosiphon pisum
Harris) jsou nejucinngjs$imi vektory pii prenosu virt OYDV a LYSV. U M. persicae byl
zaznamenan prenos OYDV z ¢esneku na ¢esnek S nejvétsi ucinnosti, a to az 66,7 %, u LYSV
se jednalo az 0 63,6 %. Bylo vsak zji§téno, ze bezkiidlé formy msic jsou mnohem u¢inng;jsi
pii pfenosu téchto viri (Abd El-Wahab, 2009). Ackoliv jsou kiidlaté mSice méné Gcinné
béhem pienosu viru, hraji vSak dulezitou roli v jeho $ifeni na dalsi rostliny. Dfive bylo
potvrzeno, ze je OYDV z Cesneku na cibuli pfenosny prostiednictvim M. persicae velmi malo
(Bos et al., 1978), coz souhlasi s poznatky Abd EIl-Wahab (2009).

| kdyz jsou nékteré potyviry pienosné i vlnovniky a molicemi, pfenos molicemi
u OYDV nebyl popsan (Riechmann et al., 1992). Bylo ale potrzeno, Ze je OYDV ve smésné

infekci s alexiviry ptenasen pomoci msic a vinovnikd (Kumar et al., 2010).

3.2.3.5 Geografické rozsireni

Virus OYDV je celosvétové rozsifen, OYDV a LYSV byly spolu s carlaviry
detekovany na ¢esneku pochazejicim z mnoha zemi (Klukackova et al., 2007). Vyskyt OYDV
a LYSV byl potvrzen v Recku (Dovas et al., 2001), Italii (Dovas et Vovlas, 2003), Brazilii
(Daniels, 1999; Fajardo et al., 2001) a Japonsku (Takaichi et al., 1998, 2001), Conci et al.
(2002) studovali LYSV v Argenting.
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Ptitomnost OYDV spolu s LYSV, GarCLV a alexiviry byla testovana u cCesneku
pochazejiciho ze 4 oblasti Brazilie, které pokryvaji 76 % péstitelské plochy této plodiny.
Smésna infekce byla detekovana u 22 % testovanych rostlin, potyviry byly zjistény ve vSech
testovanych oblastech, pficemz vyskyt LYSV pievladal nad OYDV. GarCLV zrodu
Carlavirus byl vsak rozsiten nejméné (Fayad-André et al., 2011).

V Srbsku byl OYDV identifikovan u 30,5 % testovanych rostlin ¢esneku, LYSV nebyl
potvrzen v zadném vzorku (Bagi et al., 2012).

V Polsku byla u 4 kultivari cesneku pochazejicich z rGznych region zjiSténa
ptitomnost OYDV u 20,7 % testovanych rostlin. Virus GarCLV se vsak vyskytoval nejcastéji,
a to v 86,2 % pripadech, nasledovany SLV v 79,3 % vzorcich (Chodorska et al., 2014).
U okrasnych druhii rodu Allium nebyla v Polsku detekovana ptitomnost virat OYDV, LYSV
ani GarCLV, avSak u cesneku péstovaného bézné na polich byla zjisténa pfitomnost viru
OYDV u 75 % testovanych rostlin, LYSV byl detekovan ve 32,1 % vzorcich, GarCLV byl ale
potvrzen nejcastéji (88,2 %) (Winiarczyk et al., 2014).

V lzraeli byla u volné rostouciho cesneku zaznamendna pfitomnost viru OYDV
ve smésné infekci spolus LYSV, GarCLV a alexiviry (Shiboleth et al., 2001).

U cesnekll pochazejicich z rliznych ¢asti Indie byly ve smésné infekci spolu s OYDV
identifikovany také viry SLV, GarCLV a allexiviry. OYDV a allexiviry byly potvrzeny
u vsech testovanych cesnekti, zatimco SLV a GarCLV pouze v nékolika ¢astech Indie
(Majumder et Baranwal, 2014).

V Ceské republice poprvé popsal vyskyt skvrn na listech Gesneku, zptsobenych
virovou infekci, Novak vroce 1959. V soucasnosti byl v ramci analyzy ceského
mnozitelského materidlu péti odrid ¢esneku detekovan 75,4% vyskyt OYDV, byl vSak zjistén
vyssi vyskyt carlavirdt (GarCLV, SLV) ve srovnani s OYDV, infekce virem LYSV byla
zaznamenana nejméné (Klukackova et al., 2007).

Pritomnost OYDV byla potvrzena také v Egypté, nejvétsi prirozeny vyskyt virové
infekce (70,6 %) byl zjistén u cibule, nasledované ¢esnekem (61,0 %) (Abd El-Wahab et al.,
2009).

V Turecku byla u rostlin cibule kromé virt OYDV a LYSV testovana piitomnost také
IYSV (Iris yellow spot virus), SLV a GarCLV. Infekce byla zjisténa u 17,16 % testovanych
rostlin, nejrozsahlejsi infekce byla zplisobena virem OYDV (12,33 %), nasledovanym LYSV
(3,60 %). Pouze 1,19 % rostlin bylo infikovano virem SLV, avSak u zadnych nebyl potvrzen
vyskyt GarCLV a IYSV (Sevik et Akcura, 2013).
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3.3 Hostitelska specifita potyviri

Rostliny a s nimi spojené patogeny se spoleéné¢ vyvijely miliony let. U obou se tak
vyvinuly rozmanité geny a jejich produkty, proteiny, slouzici jak k uspéSnému napadeni
a pomnoZeni se patogena v hostitelské rostliné, determinanty avirulence, tak obranné
mechanismy rostlin vii¢i nim, pfedstavované napf. geny rezistence. Rezistence rostliny vici
patogenu je zajiSténa rozpoznanim determinantu avirulence patogena pomoci produktl
R geni, ¢imz se spusti obranné mechanismy. Produkt jednoho genu rezistence rostliny tak
specificky vnima jen jeden odpovidajici protein, ktery se poté chova u patogena jako genovy
produkt avirulence, jenz neni schopen vyvolat v hostiteli pfislusné onemocnéni. (Rouxel
et Balesdent, 2010).

Proteiny avirulence jsou tak efektory zapojenymi do patogenity, u vird se prakticky
vSechny proteiny chovaji jako determinanty avirulence. Vykazuji relativné velkou variabilitu,
a tim pomahaji patogenim rychle uniknout pied rozpoznanim geny rezistence daného
hostitele (Rouxel et Balesdent, 2010).

Virova infekce je vlastné formou biotického stresu, na ktery rostliny reaguji zménou
genové exprese. Bylo zjisténo, ze infekce virem Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV)
inhibuje genovou expresi hostitele (Wang et Maule, 1995). Infikované rostliny se poté snazi
tyto ztraty kompenzovat zvySenou tvorbou ribozomu potiebnych k syntéze vlastnich proteind.
Tento proces nebyl ale doposud objasnén, virus mize tyto ribozomy vyuzivat k navySeni
kapacity buriky a k nasledné syntéze dalsich virovych proteinti (Yang et al., 2007).

HC-Pro se ucastni potlaceni posttranskripéniho umlcovani genli (PTGS), coz je
mechanismus pouzivany rostlinami v ramci kontroly hladiny RNA v buiikidch a slouzi také
jako obranny mechanismus proti virové infekci (Stenger et al., 2005).

Za determinanty avirulence je obecné povaZovan plastovy protein (CP), RNA
polymeraza (ptedev§im jeji helikazova doména), proteiny zajistujici pohyb viru v hostiteli
(,,movement proteins®), VPg, CI, P3 protein a Nla proteaza. Posledni studie ukazuji, ze virovy
genom sam o sob& muze piedstavovat determinant avirulence (Rouxel et Balesdent, 2010).

Pro zastupce rodu Potyvirus je charakteristicka variabilita na 3° oblasti genomu,
variabilita genu pro plastovy protein (CP) je zakladnim kritériem pro rozliseni jednotlivych
zastupcu rodu Potyvirus do odpovidajicich druhti (Shukla et al., 1991; Ward et Shukla, 1991).

Analyza genetické variability genu pro plaStovy protein umoznila rozliSeni atypickych
izolath OYDV z riznych hostitelskych rostlin Allium wakegi, A. fistulosum a A. chinense.
Tsuneyoshi et al. (1997) studovali izolaty OYDV =z Allium wakegi, které vykazovaly
73,5-76% identitu s jinymi znamymi izolaty OYDV a zaroven méné nez 60% identitu
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S LYSV izolaty izolovanymi z ¢esneku a péru. Na zaklade vysoké idenity s dalSimi izolaty
z Japonska je tedy mozné usuzovat, ze pted dlouhou dobou probéhla invaze kmenu OYDV,
jenz se postupné rozsifil na japonské rostliny rodu Allium. Tyto japonské izolaty OYDYV jsou
povazovany za blizce ptibuzné k virim WoYSV a SYSV, a to na zaklad¢ rozdilné sérologie
a hostitelské specifity v porovnani s jinymi izolaty OYDV. O rok pozdéji byl pro viry patfici
do skupiny ,,wakegi type“ navrzen nazev Wakegi yellow dwarf virus (WYDV) (Tsuneyoshi
et al., 1998).

Pfirozenym zdrojem genetické variability RNA virt a také zmén hostitelské specifity
jsou rekombinace, coz bylo demonstrovano napi. u Bean yellow mosaic virus (BYMV) z rodu
Potyvirus. Virus BYMV se vyznacéuje Sirokym okruhem hostitelli, zahrnujicim jednodélozné
i dvoudélozné rostliny. Praveé rekombinace pravdépodobné hrala roli ve specializaci hostiteli
BYMYV a je tak zodpovédna za rozsiteni piirozené hostitelské specifity daného viru. Skupina
izolath BYMV, u kterych byla rekombinace zaznamenana nejvice, rozsifila svlij okruh
hostiteld na jiz zminéné jednod€lozné i dvoud€lozné rostliny (Kehoe et al., 2014).
U testované skupiny, kterd zahrnovala izolaty BYMV s tizkym okruhem hostitelli, byla také
zjiStétna rekombinace, kterd by mohla po néjaké dobé zplisobit rozSifeni viru
1 na dalsi hostitele. Rekombinace byly potvrzeny u genomovych oblasti P3, PIPO, CI a VPg,
které souviseji predevs§im s patogenitou viru, avSak rovnéz u gent kodujicich P1, HC-Pro,
6K1, 6K2, Nla, NIb a CP (Kehoe et al., 2014).

Potyviry maji obecné omezeny okruh hostiteltt (Hollings et Brunt, 1981), i kdyz se
u riznych druhtt mize vyrazné lisit. Nékteré jako napi. Tobacco etch virus, (TEV) infikuji
pouze limitovany pocet rostlinnych druht, zatimco jiné, napf. Watermelon mosaic virus,
(WMV) infikuji Sirokou $kalt rostlinnych druhd (Shukla et al., 1994).

Dana situace souvisi 1 se skute¢nosti, Ze potyviry nekdduji jeden vyhrazeny protein
zodpovédny za Sifeni viru, ale Ze se na ném ucastni n€kolik proteind, zejména se jedna
0 HC-Pro, CI, VPg a CP. Tyto proteiny jsou také spojovany se schopnosti viru piekonat
rezistenci hostitele (Johansen et al., 2001).

U potyvirti bylo opakované prokazéano, Ze zmény v genu pro plastovy protein vedou
ke zménam hostitelské specifity. N-konec plastového proteinu Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV) byl nahrazen jinym N-koncem plastového proteinu odlisného potyviru se stejnym,
ale $ir§im okruhem hostitelti (Watermelon mosaic virus, WMV) a také s rozdilnym okruhem
hostitelt (Tobacco etch virus, TEV). Upraveny ZYMV zpusoboval u tykvovitych, bézné
infikovanych virem ZYMYV, velmi silné pocatecni symptomy. Po 6 tydnech od inokulace

virem ZYMV s N-koncem plastového proteinu viru TEV, ale zacaly u infikovanych cuket
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a okurek mizet symptomy u mladych listl, koncentrace viru v rostliné byla rovnéz nizsi, navic
se u napadenych rostlin objevila specifickd obrana proti sekundarni infekci. Upravené viry tak
nepiekonaly ptirozen¢ se vyskytujici rezistenci okurek k ZYMV, ani nerozsitily okruh
hostiteld na druhy bézn¢ infikované viry TEV a WMV. Navzdory zna¢né variabilité¢ v délce
a sekvenci plastového proteinu riznych potyvirt usnadnil tento CP protein systémovou
infekci tykvovitych bézné infikovanych virem ZYMYV, nedoslo ale Kk infekci dalsich hostiteld,
kteti nejsou charakteristi¢ti pro tento virus. Bylo tak potvrzeno, Ze je N-konec plastového
proteinu dulezity pro infekénost viru a piizptsobeni se viru k jeho hostiteli (Ullah et al.,
2003).

Delece N- a C-konce Tobacco etch virus (TEV) zabranila pohybu viru uvniti floému
na dlouhé vzdalenosti (Dolja et al., 1994; 1995), zaména aminokyseliny na N-konci
plastového proteinu Tobacco vein mottling virus (TVMV) zrus$ila schopnost viru zpusobit
systtmovou infekci, neméla ale vliv na replikaci a pfitomnost virionu v protoplastu
(Lopez-Moya et Pirone, 1998).

Zaména jedné aminokyseliny v plastovém proteinu Pea seed borne mosaic virus
(PSbMV) vedla k systémové infekci zpusobujici lokalni 1éze u svého typického hostitele,
Chenopodium quinoa, virus také interagoval se specifickymi komponenty hostitele, které
umoznily efektivni pohyb viru na dlouhé vzdalenosti (Andersen et Johansen, 1998).

Vyznamnou determinantou avirulence potyvird je P3 protein (Suchiro, et al., 2004).

Bylo prokédzano, Ze pravé variabilita P3 je zodpovédna za odliSnou hostitelskou specifitu
Turnip mosaic virus (TuMV), a to u izolatu Tu-2R1, ktery infikuje japonskou fedkev
(Raphanus sativum L.) a také Brassica spp., u brukve zelné (Brassica oleracea L.) vsak
zpusobuje pouze mirné symptomy infekce a U izolatu Tu-3, ktery infikuje pouze Brassica
spp., nikoliv fedkev (Suehiro et al., 2004). P3 protein je také determinantou avirulence
u extrémni formy rezistence Brassica napus, jedna se o geny TuRB03 a TuRB04 (Jenner
etal., 2002).
i u Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV) (Hjulsager et al., 2006). U Plum pox virus (PPV)
P3 protein spolu s 6K1 ovliviiuje rozvinuti symptomi v ramci systémové infekce svého
hostitele Pisum sativum a Nicotiana clevelandii (Saenz et al., 2000), ovliviiuje také infekci
u slivoné $vestky a broskvoni z rodu Prunus (Dallot et al., 2001).

Ptizplisobeni se novému hostiteli je ale slozitéjsi proces, coz bylo ukdzano pomoci
dlohouhodobého testovani hostitelské specifity u Plum pox virus (PPV). Populace PPV

Z broskvoni jsou schopné trvalé adaptace na bylinného hostitele, a to na hrach. S nizsi
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ucinnosti l1ze zpétné pienést PPV z hrachu na broskvoné. Po takové adaptaci dochézi
ke snizeni doby do rozvinuti symptomt, zvySené ucinnosti inokulace a také zvySeni
koncentrace viru v rostlin€. Po adaptaci viru na jiné¢ho hostitele byla zaznamenana specificka
mutace v NIb genu, kterd dovolila viru mnohem rychleji se replikovat nez v pavodnim
hostiteli, objevily se mutace také v dalSich castech genomu. Po vyhubeni dfevin postizenych
PPV by ale mohl nastat problém, kdyby se PPV pfemistil na jiného hostitele, jenz by poté
slouzil jako jeho rezervodar. Je obtizné ptenést PPV na jiného hostitele, ale jakmile je novy
hostitel infikovan, kazdy dalsi pfenos na stejn¢ho hostitele bude jiz snadny, protoze se virus
na néj adaptuje (Wallis et al., 2007).

HC-Pro muaze byt rovnéz faktorem pro fizeni hostitelské specifity u PPV, coz potvrdili
Saenz et al. (2000). Zhotovenim hybridnich virt,, u kterych byl nahrazen gen kodujici CP
u viru PPV odpovidajicim genem z Zucchini yellow mosaic virus, bylo zjisténo, ze CP nema

zadny vliv na hostitelskou specifitu (Tobias et al., 2001).

3.3.1 Geneticka variabilita a hostitelska specifita OYDV

Odlisna hostitelska specifita je studovana i u izolath OYDV pochazejicich z cibule
a Cesneku. Nové popsané izolaty, OYDV-Se a OYDV-Mi pochazejici z cibule, vykazuji
podobnost v nukleotidové sekvenci CP s izolaty OYDV z ¢esneku dostupnymi v GenBank
pouze max. 70,7 %, coz je hodnota niz$i, nez je kritérium pro zafazeni do druhu. King et al.
(2012) udavaji, Ze podobnost v sekvenci aminokyselin plastového proteinu musi byt
nad 80 % a podobnost v sekvenci nukleotidii nad 76 % v ramci genu kodujiciho plastovy
protein a rovnéz v ramci celého genomu.

Porovnanim sekvence nukleotidi mezi izolaty OYDYV z cibule a ¢esneku bylo zjisténo,
ze pouze gen kodujici plastovy protein a 3’UTR oblast mély vysSi procentudlni shodu
nukleotidt, nez jaka je navrhovand minimalni hodnota. Nicméné nukleotidové sekvence
kodujici kompletni polyprotein (pfedevsim oblasti genomu kodujici proteiny P1, HC-Pro, P3,
VPg, Nla, CI) vykazovaly niz§i podobnost neZ u jinych izolatl stejného druhu. Gen kédujici
CI mezi izolaty OYDV z Cesneku a cibule vykazoval mensi procentudlni podobnost, avSak
gen kodujici NIb vykazoval podobnost vyssi (Celli et al., 2013).

Byly objeveny rozdily i mezi proteolytickymi S$t€pnymi misty u izolath OYDV
z cibule a Cesneku. Pouze 3 proteolyticka $tépna mista se u izolatu OYDV-Se z cibule se

shoduji s izolatem z Cesneku, u izolatu OYDV-Mi se jednd o shodu 4 Stépnych mist. Také
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GxSG motiv lokalizovany uvniti P1 proteinu byl u izolatu OYDV z cibule nalezen na jiné
pozici v sekvenci aminokyselin nez u izolatu z ¢esneku.

Vysoka identita v sekvenci aminokyselin plastového proteinu mezi izoldity OYDV
Z cesneku a cibule byla doposud dostacujici k zafazeni téchto izolati do stejného druhu, avSak
znalost kompletni sekvence izolatd z ¢esneku a cibule by s vétsi jistotou dovolila virus OYDV
povazovat za stejny druh. Celli et al., (2013) proto navrhli, aby se pouze virovy izolat z cibule
nazyval OYDYV, avsak izolat z ¢esneku by mél byt pojmenovan jako ,,garlic commnon stripe
virus“ (GaCSV).

Ackoliv izolaty OYDV pochézejici z cibule vykazuji vysoky stupent podobnosti
v genomové sekvenci, objevuji se zna¢né rozdily v projevu symptomi. Neni tedy doposud
jasné, zda genetické rozdily mezi dvéma izolaty pochazejicimi z cibule mohou byt spojovany
s jejich geografickym pivodem a biologickymi vlastnostmi, predev§im agresivitou (Celli
etal., 2013).

Izolat OYDV-Se (zptisobujici zavaznou formu infekce) ziskany z cibule byl prenesen
na rostliny cibule s 95% uspésnosti, avsiak OYDV-Mi (zpusobujici mirnou formu infekce)
taktéz ptivodem z cibule byl pfenesen pouze s 11% UspéSnosti. Tyto izolaty se liSily pouze
Vv agresivité a virulenci vi¢i napadené rostling, nikoliv v hostitelské specifité, nepodafilo se je
mechanicky pfenést na Cesnek, pazitku a poérek, coz potvrdilo teorii, ze izoladt OYDV
pochazejici z cibule infikuje pouze cibuli a izoldt cesneku infikuje pouze ¢esnek (Van Dijk,
1993a; Conci et al., 1999; Celli et al., 2013). Je obecné¢ znamo, Ze je OYDV z Cesneku
obtizné ptenosny na cibuli, av§ak z cibule na cibuli je pfenosny snadno (Mahmoud et al.,
2007).

Rozdily v hostitelské specifité a také v sekvenci aminokyselin mezi izolaty z cibule
a ¢esneku poukazuji na skute€nost, Ze by mohly pfedstavovat odli$né druhy. Jelikoz je OYDV
zZ ¢esneku obtizné prenosny na cibuli, nékteré zdroje uvadi OYDV pochézeji z Cesneku jako
OYDV-G a OYDV z cibule jako OYDV-O (Van Dijk, 1993a, Conci et al., 1999, Mahmoud
et al., 2007)

3.4 Detekce OYDV
Pro detekci OYDV jsou vyuzivany metody, které¢ jsou bézné k detekci virt. Bylo

potvrzeno, Ze koncentrace viru je obecné nizsi v apikalnich ¢astech rostliny a v mladych

listech oproti vyzralej$im a star§im listam (Mahmoud et al., 2007), viry OYDV a LYSV se
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vyskytuji ve vysSich koncentracich v poslednich dvou plné vyvinutych listech (Dovas et al.,
2002).

Detekce OYDV v rostliné je mozna hned nékolika zpusoby, vizualni detekce

prostiednictvim pozorovani piiznakti je tim nejrychlejSim prostiedkem, avSak malo
spolehlivym. Casto vyuzivanou metodou je sérologickd metoda ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay), hojné pouzivanou formou ELISA testu je DAS-ELISA test
(Double-antibody sandwich-Enzyme-linked immunosorbent assay) (Clark et Adams, 1977).
Dalsi moznosti je po nastupu molekularnich metod vyuziti RT-PCR k detekci RNA-viru
Vv hostiteli.
Detekce OYDV spolu s LYSV je vizualné snadnd, nebot tyto viry vyvolavaji typické
ptiznaky, jedna se o charakteristickou svétlou Zlutozelenou mozaiku na listech (Van Dijk,
1993a; Takaichi et al., 1998). V zavislosti na hostiteli a podminkach prostiedi ale nemusi byt
ptiznaky infekce vzdy ztetelné (Alves et al., 2008; Baghalian et al., 2010), navic rizné viry
vyvoléavaji stejné piiznaky, proto neni vhodné se spoléhat pouze na vizudlni detekci.

Naopak DAS-ELISA test je spolehlivou metodou pro béznou detekci OYDV, a to diky
vyuziti komeréné dostupnych protilatek. Protilatky ale nemusi vzdy reagovat skazdym
virovym materidlem, nebot’ viry jsou velmi variabilni, coz je nevyhodou této metody. Dochazi
tak k nechténym kiizovym reakcim, které maji za nasledek interpretaci nespravnych vysledku
(Conci et al., 1999). Klasifikace vird je proto velmi obtizna ¢asto kviili nevhodnym antisérum,
nizké citlivosti této metody a nedostatku rostlin infikovanych pouze jednim, snadno
identifikovatelnym virem (Shiboleth et al., 2001).

Sérologické metody mohou byt tedy vyuzity spiSe pro detekci potyvird, nejsou ale
vhodné k taxonomii (Shukla et Ward, 1988), ptedevsim kviili variabilité¢ plastového proteinu
na N-konci polyproteinu u potyvirdi a Stim spojenou obtiznou produkci specifickych
protilatek proti OYDV.

RT-PCR je citlivou a spolehlivou technikou pro testovani ptitomnosti OYDV (Arya
et al., 2006), vyhodou je v tomto piipadé detekce konkrétniho viru, moznou variantou je také
duplex ¢i multiplex RT-PCR pouzivana pro identifikaci vice virt ve smésné infekci najednou.
Pomoci duplex RT-PCR byl poprvé identifikovan u cibuli pochdzejicich z Indie soucasné
virus OYDV a allexiviry (Kumar et al., 2010). OYDV spolu s SLV (z rodu Carlavirus) byly
detekovany v listech a strouZcich cesneki pochézejicich z Indie rovnéz pomoci duplex
RT-PCR (Majumder et al., 2008).

Detekce potyvirt je provadéna predevSim na zaklad¢ analyzy genu pro plastovy

protein na 3° konci genomu, DAG motiv souvisejici s pienosem viru pomoci msic, ktery je
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piitomen blizko tohoto genu, je taktéz dulezitym znakem charakteristickym pro potyviry
(Riechmann et al., 1992; Arya et al.,, 2006). Bylo potvrzeno, ze substituce nékolika
aminokyselin v sekvenci plastového proteinu muize zménit biologické vlastnosti viru,
naptiklad jeho antigenni vlastnosti, proto jsou aminokyseliny plastového proteinu uziteCnym

markerem pro klasifikaci riznych izolati OYDYV (Baghalian et al., 2010).
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Infikované rostliny cesneku a cibule byly péstovany ve skleniku, v péstebnim
substratu perlit, v kvétina¢ich o priméru 9 cm a to v mésicich duben-kvéten a zéfi-fijen.
Stejné podminky byly pouzity i pti pfenosovych experimentech. Pro experimenty byl zvolen
kultivar ¢esneku 1172 ziskany ze sbirky genovych zdroji VURV, Olomouc, u kterého byla
detekovana ptitomnost jen OYDV, dalsi viry komplexu virti cesneku nebyly pfitomny.

Pro srovnani molekularn€ biologické variability byly analyzy doplnény dvéma vzorky
diive testovanych izolati OYDV plvodem z cibule, Kfivsky a Puchala. Tento biologicky
material (vzorky listi a izolovana RNA) byl dlouhodobé¢ skladovan pfi teploté -80 °C. Izolaty

virtl byly ziskany z hostitelskych rostlin ¢esneku a cibule piivodem z Ceské republiky.

4.2 DAS-ELISA

Detekce pfitomnosti viru byla provedena pomoci DAS-ELISA testu. Byly pouzity
protilatky Onion Yellow Dwarf Virus IgG, Onion yellow dwarf virus IgG Conjugated w/AP
(BIOREBA, Switzerland); Garlic Common Latent Virus 1gG, Garlic Common Latent Virus
IlgG Conjugated w/AP (BIOREBA, Switzerland); Leek Yellow Stripe Virus 1gG, Leek
Yellow Stripe Virus IgG Conjugated w/AP (BIOREBA, Switzerland); Shallot Latent Virus
IgG, Shallot Latent Virus IgG Conjugated w/AP (BIOREBA, Switzerland), detekce byla
provedena podle pokynil vyrobce.

V prvnim kroku bylo provedeno potaZeni povrchu jamek ELISA desticky protilatkami
anti-OYDV, anti-GarCLV, anti-LYSV a anti-SLV proti testovanym virim. Jednotlivé
protilatky byly fedény v potahovacim pufru (anti-OYDV 500x; anti-GarCLV, anti-LYSV
a anti-SLV 1000x), a poté bylo do jamky pipetovano 200 pl roztoku. Desticka byla
inkubovéna pti 35 °C po dobu 3 hodin (Solo HT Incubator, Thermo Labsystems), pak byla
na promyvacce tfikrat promyta promyvacim pufrem (ELx50, BioTek).

Nasledovala homogenizace vzork listil testovanych rostlin spolu s extrakénim pufrem
pomoci  tyCového  homogenizéru (ULTRA-TURRAX, JANKE & KUNKEL,
IK-Labortechnik) pti fedéni 1:10, kdy bylo na cca 0,5 g listu pouzito 5 ml pufru.

Do jamky ELISA desticky bylo pipetovano 250 ul vzorku, v kazdé desticce byla pouzita
pozitivni kontrola (rostlina infikovand OYDV), negativni kontrola (zdravé rostlina)

a extrakéni pufr jako tzv. slepa kontrola (blank).
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Desticka byla piekryta folii a inkubovana pies noc v lednici pii 4 °C. Nasledujici den
byla desticka tfikrat promyta promyvaci pufrem a bylo pfiddno 200 pl konjugacnich
protilatek, tfedénych v konjuga¢nim pufru podle doporuceni vyrobce: anti-OYDV 500x;
anti-GCLV, anti-LYSV a anti-SLV 1000x. Nasledovala inkubace pii 35 °C po dobu 3 hodin.
Poté byla desticka jednou promyta promyvacim pufrem. Nakonec bylo piidano 200 pl
substratu (na 7 ml substratového pufru pouzito 5,25 mg p-nitrofenylfosfatu) a desticka byla
inkubovéna pii pokojové teploté, za tmy. Barevna zména byla stanovena na zakladé méteni
absorbance pii 405 nm pomoci ELISA readeru (ELx800, BioTek) po 1, 2 a 3 hodinach

inkubace.

SloZeni pufri pouzitych pri DAS-ELISA testu:
Potahovaci pufr (pH 9,6; 1000 ml)

Na,COs (Lachema) 159¢g
NaHCO3 (Lachema) 2,939

PBS pufr (pH 7,4; 1000 ml)

NaCl (Lachema) 8,00 g
KH2PO4 (Lachema) 0,20 g
Na2HPO4.12H,0 (Lachema) 2,90 ¢
KCI (Lachema) 0,20 g

Extrakéni pufr (pH 7,4; 1000 ml)

PBS 1000 ml
PVP K-25 (Serva) 20,00 g
Tween 20 (Sigma) 0,50 ml

Odtu¢néné susené mléko (Olma) 10,00 g

Konjugacni pufr (pH 7,4; 1000 ml)

PBS 1000 mi
PVP K-25 (Serva) 20,00 g
Odtu¢néné susené mléko (Olma) 2,009

Tween 20 (Sigma) 0,50 ml
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Promyvaci pufr
1/5 PBS 1000 ml
Tween 20 (Sigma) 0,50 ml

Substratovy pufr (pH 9,8; 1000 ml)
Diethanolamin (Sigma) 97 ml

(upraveno pomoci HCI)

4.3 Mechanicka inokulace

Ptenos viru byl provadén pomoci mechanické inokulace rostlin. Pro inokulaci byly
pouzity listy cesneku 1172, ktery vykazoval symptomy infekce studovanym virovych
izolatem. 0,5 g listu bylo homogenizovano ve tfeci misce spolu s 2,5 ml fosfatového pufru
(tj. vpoméru 1:5 w/v), 30 mg celitu a 30 mg aktivniho uhli. Inokulum bylo nasledné
houbickou naneseno na rostliny cibule cv. VSetana ve stadiu tfi listl, vzdy na 2 listy dané
rostliny (ne vSak na nejmladsi list) a po 5 min opldchnuto vodou. Bylo testovdno 12 rostlin,

pokus byl nezavisle dvakrat opakovan.

Fosfatovy pufr (pH 8; 250 ml)
Na2HPO4.12H20 (Lachema) 0,895 ¢
KH2PO4 (Lachema) 0,349

4.4 Testovani hostitelské specifity
Cilem tohoto biologického pokusu bylo zjistit, zda je izoldt OYDV pochazejici
z ¢esneku 1172 prenosny na cibuli. Po 14 dnech od mechanické inokulace byla GpéSnost

inokulace a pfitomnost viru OYDV v téchto rostlinach ovéfena pomoci DAS-ELISA testu.

4.5 lzolace RNA

Celkova RNA byla izolovana pomoci Tri-Reagentu (Sigma), podle modifikovaného
postupu vyrobce. Ve tfeci misce umisténé naledu bylo 0,1 g rostlinného pletiva
(infikovaného listu) ¢esneku homogenizovano v 1 ml Tri-Reagentu. Nasledné byl obsah
misky (homogenat) premistén do zkumavky a ponechén 5 min pii pokojové teplote. Poté bylo

piidano 0,2 ml chloroformu, zkumavka byla intenzivné protiepavdna po dobu cca 15s
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a ponechana 15 min pii pokojové teploté. Nasledné byla zkumavka centrifugovana 15 min
pii 12000 g a 4°C (centrifuga UNIVERSAL 32, Schoeller instruments, Hettich
ZENTRIFUGEN) a 100 pl vodné faze obsahujici RNA bylo pfemisténo do novych zkumavek
a do kazdé bylo ptidano 0,5 ml izopropanolu. Vzorky byly inkubovany pii pokojové teploté
po dobu 10 min, nasledné centrifugovany pfi 12 000 g po dobu 10 min pii 4 °C. Supernatant
byl opatrné odstranén a k izolované RNA byl pfidan 1 ml 75% etanolu. Vzorky byly opét
centrifugovany pii 12 000 g po dobu 5 min pfii 4 °C. Etanol byl odpipetovan a ptedchozi krok
byl zopakovan. Takto vyizolovana, vysrazena RNA byla uchovéna v -80 °C.

Pro dalsi pouziti byl odstranén etanol, a sedimentovanda RNA byla vysuSena
ve vakuové odparce (SpeedVac, SPD 111V, ThermoSavant; UV S400A Universal Vacuum
System) po dobu 20 min pii 35 °C. Nasledné bylo do zkumavek ptidano 30 ul dEPC dH20
pro rozpusténi RNA a zkumavka byla inkubovana na tiepacce pti pokojové teploté po dobu
Smin, pfi 300 rpm (Mixing Block MB-102, BIOER). Rozpustétnd RNA byla pouZita
pro jednotlivé analyzy a dlouhodobé uchovavana v -80 °C. Koncentrace RNA byla stanovena

ve 2 pl vzorku pomoci spektrofotometru NanoDrop1000 (Thermo Fisher Scientific).

4.6 Reverzni transkripce

Virovd cDNA byla ziskana prostfednictvim dvoukrokové reverzni transkripce
S pouzitim random nebo specifického reverzniho primeru. Do prvni Casti reakéni smési
(Premix I) o objemu 10 pl obsahujici 9 ul dEPC dH20 a 1 ul primeru (20 pmol/ul, Generi
Biotech) byly pfidany 3 pl vyizolované RNA. Smés byla zakdpnuta parafinovym olejem
a inkubovana pii 70 °C po dobu 5 min v termobloku (DB-2D Dri-Block, Techne), kdy
probihala predenaturace, a poté byla okamzité pfemisténa na led.

Nésledné byla k této smési pfidana druha ¢ast reakéni smési (Premix II) o celkovém
objemu 27 pl obsahujici 15,5 pul dEPC dH20, 8 ul 5x AMV RT pufru (Promega), 2 pul 10 mM
dNTP mixu (Fermentas), 0,5 ul 40U/ul inhibitoru ribonukleas (Promega) a 1 ul 10 U/ul
AMV reverzni transkriptdzy (Promega), celkovy objem reakce tedy odpovidal 40 ul. Poté
byla hotova smés zvortexovana (vortex-yellowline TTS2, MANEKO) a sto¢ena na centrifuze
(minicentrifuga-PRISM mini, Labnet).

Reverzni transkripce byla u vSech studovanych izolatd (1172, Ktivsky a Puchala)
provedena pomoci primert Poly(T)18, OYD-DW a Random primer, u izolatu 1172 byly
pouzity také primery 1gR, 2gR, 3gR, 4gR, 5gR. Reverzni transkripce probihala po dobu
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60 min v termobloku, za teploty 37 °C pii pouziti random primeru anebo 42 °C pii pouziti

specifickych primerd.

4.7 Polymerazova retézova reakce

Jednotlivé genomické fragmenty byly amplifikovany pomoci kombinaci forward
a reverse primerQ v zavislosti na typu amplifikovaného fragmentu. Reakéni smés o objemu
18 pul byla slozena ze 4 ul 5x pufru (5x MyTaq Red Reaction Buffer, BIOLINE), 13,4 ul
destilované vody, 0,2 ul forward (F) primeru (20 pmol/ul, Generi Biotech), 0,2 ul reverse (R)
primeru (20 pmol/ul, Generi Biotech) a 0,2 ul 5U/ul Taq polymerazy (BIOLINE). K této
smesi byly pfidany 2 ul RT produktu, celkovy objem reakce tedy odpovidal 20 pl.
Polymerazova tetézova reakce probihala v termocykléru (Biometra, Schoeller Instruments)
dle podminek danych specifickymi primery (viz tabulka 3).

Pro amplifikaci genomt izolath OYDYV pochazejicich z cibule a ¢esneku byly pouZity
tyto kombinace primert: OCP2/P9502, Sprimer/OYD-DW, OYD7706/0YD-DW. Dale byly
pouze pro izolaty z cibuli navrzeny primery a kombinace primeri OoR, 1oF/10R, 20F/20R,
2.10F/2.10R, 30F/30R, 4oF/40R, 50F/50R, 60F/60R, 70F/70R, 80F/80R, 90F/90R,
9.10F/9.10R (viz tabulka 1). Pro izolat z Cesneku 1172 byly jest¢ navrzeny kombinace
primert 1gF/1gR, 2gF/2gR, 3gF/3gR, 3.1gF/1.1gR, 4gF/4gR, 5gF/5gR (viz tabulka 2).
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Tabulka 1: Seznam primera pouZzitych pro amplifikaci genomu izolati OYDYV z cibule

Nazev Autor Sekvence 5¢ — 3¢
OCP2 Duchoslavova, 2008 GARTATCCACTMGCACCAGT
P9502 Van der Vlugt et Bouwen, 1997 GCGGATCCTTTTTTTTTTTTTTTTT
Sprimer Chen et al., 2001 GGNAAYAAYAGYGGNCARCC
OYD-DW Van der Vlugt, et al. 1999 CACGGATCCGYGCCATWATYTGTCTG
0YD7706 Gorgolova, 2009 ACACTGGATAACAACTAAGGAAGG
Poly(T)18 TTTTTTTTTTTTTTTTTT
OoR Tato prace ATTTGGATTCATGTGTTTCGTC
1oF Tato prace AAAATTATAAAAACAAAACAC
10R Tato prace CGTATATCGAATTCATCCACTAAG
20F Tato prace AGCGCACTGTGTAACGAG
20R Tato prace TGTCATCCTTTCTATATCTGTGGT
2.10F Tato prace AAAAACAAGCCACTGGACGATG
2.10R Tato prace CCAATTGACGCGACCCTCTTA
30F Tato prace TCGAATGACCAAGAAGTG
30R Tato prace GTGTGAAGTGATGCTGTTT
4oF Tato prace GACAGCCAACATTGAAGACACAGA
40R Tato prace TGCGATAAATTTTTCCATACTTCC
5oF Tato prace GAATGGGAAAAGCTAAAGTGTATG
50R Tato prace ATCCAGATTCGCGTCCAGGTAT
60F Tato prace TTTACGCGAACAACAGC
60R Tato prace TGGTATTCTAACATTATCATCACA
ToF Tato prace GTCCCAAACATTCCTACTT
70R Tato prace TTCTTCGCAAAACGCCTTCCT
8oF Tato prace AGCAACTGAATACACTCCTACTGG
8oR Tato prace AGATTTGGCTGCTTCATTCGTG
9oF Tato prace GGGCATACATAGTTTGACCA
90R Tato prace GTAGATATTCCACATTTCCTGAGC
9.10F Tato prace TCTCAATATGAAATCGGCAGTTGG
9.10R Tato prace TGATTGTACGGGGCCTGTTCC
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Tabulka 2: Seznam primert pouzitych pro amplifikaci genomu izolati OYDYV z ¢esneku

Nazev Autor Sekvence 5¢ — 3¢
Poly(T)18 TTTTTTTTTTTTTTTTITT
1gF Tato prace AGCCGTGGGATATAGGTGAGAAGA
1gR Tato prace GAATGCGTAACGTGCCAAACTA
2gF Tato prace TTAATAGCGTGACCTTCCAATC
20R Tato prace ACTACGCGTTCTCTATCCA
2.1gF Tato prace ACGAGGAATAATGGGACACTGAAG
2.1gR Tato prace CAATCGGAGCAGCTGTAAATGA
3gF Tato prace ATGGGGCGGAAAATGAATA
39R Tato prace CAACAATGGCTGAAAGAACTG
3.1gF Tato prace ATGCGAATTGAAATGGTGGAAGAC
1.1gR Tato prace CGTCCTCCTTAGATTTGCTCCTAC
4gF Tato prace TGGCTCAATGCATAAACAAATAC
49R Tato prace AGTCCTCCTGAGAACACCT
5gF Tato prace TAGGAGTCATGGTGTATTTCTTG
5gR Tato prace ATGGTATTTTGGTATTGTCCTCA

Tabulka 3: Reakéni podminky pro PCR

Teplota [°C] Cas [min] Pocet cykli
Predenaturace 95 3 1x
Denaturace 95 1
Nasedani primert X (viz tabulka 4) 1 35-40x
Syntéza 72 1
Dosyntetizovani 72 7 1x

Pozn: U primerovych part OYD7706/0YD-DW a 3.1gF/1.1gR probihd syntéza vzhledem
k ocekavané velikosti PCR produktu po dobu 2 min.
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Tabulka 4: Teplota nasedani pouzitych primeri a délka o¢ekavanych PCR produkti

Primerovy par

Teplota nasedani primeri [°C]

Délka produktu [bp]

OCP2/P9502 48 602
Sprimer/OYD-DW 48 1102
OYD7706/0YD-DW 49 2324
10F/10R 49,9 1256
20F/20R 51,9 1206
2.10F/2.10R 53 1202
30F/30R 50,9 1256
40F/40R 54 1323
50F/50R 53 1303
60F/60R 51,8 1302
70F/70R 51 1453
80F/80R 53,6 1204
90F/90R 52 1248
9.10F/9.10R 53,3 1031
1gF/1gR 54,3 1310
2gF/2gR 51,2 1267
3gF/3gR 52,9 1329
3.1gF/1.1gR 61 2183
4gF/4gR 51,3 1279
5gF/5gR 52,6 1328

4.8 Elektroforéza v agarozovém gelu

Pro zjisténi velikosti PCR produktu byla provedena jeho elektroforetickd separace
V 1,5% agar6zovém gelu. Do kadinky bylo odméteno 50 ml rozvafené agarosy (AGAROSE 1,
AMRESCO) a ptidano 3 pl barviva GoodView Nucleic Acid Stain (SBS Genetech), smés
byla promichdna a nalita do vani¢ky s elektroforetickym hiebinkem. Gel byl ponechén
tuhnout po dobu minimalng 0,5 hod, poté byl zalit TAE pufrem a vytahnut hiebinek. Do prvni
jamky byly napipetovany 2 ul markeru molekulové hmotnosti Gene Ruler 100 bp plus DNA

ladder (Fermentas) a do dalSich jamek postupné produkty PCR reakce o objemu 5 pl.

Migrace vzorki v gelu probé&hla pii stejnosmérném napéti 80 V' po dobu cca 45 min (zdroj
elektrického napéti - POWER STATION 300, Labnet). Gel byl nésledné¢ premistén na UV
transluminator (G:BOX Syngene), PCR produkty byly vizualizovany v UV svétle a poté

zdokumentovany pomoci dokumenta¢niho zafizeni a softwaru GeneSnap (Syngene).
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5x TAE pufr (pH 8, 1000 ml)

Tris (Serva) 2429
ledova kyselina octova (Lach-Ner) 571 ml
0,5 mol/l EDTA (Lachema) 10 mi

pro vlastni pouziti fedime na 1x TAE

4.9 lzolace PCR produktu z gelu

Ziskan¢ PCR produkty byly izolovany pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu
(QIAGEN) podle pokynt vyrobce.

Nejprve byla provedena elektroforetickd separace v 1% agarézovém gelu. Do 75 ml
rozvafené agarozy byly piidany 4 ul ethidium bromidu (o koncentraci 2,5 mg/lml; Serva).
Po ztuhnuti byl gel zalit TAE pufrem a separace prob¢hla pii 80 V po dobu cca 45 min.

Po skonc¢eni separace byl gel umistén na UV transluminator uréeny pro vyfezavani
z gelu (UVT-14L, Herolab). Sterilnim skalpelem byly vyiezavany v UV svétle jednotlivé
PCR produkty do 1,5ml mikrozkumavek. Poté bylo potieba zjistit vahu gelu ve zkumavce
(véhy - A&D EK 200g) a ptidat QG pufr v objemovém poméru 3:1. Nasledné byly zkumavky
inkubovany po dobu 10 min pii 50 °C v dry-bloku, dokud se gel kompletné nerozpustil. Poté
byl pfidan 1 objem izopropanolu a smés byla pfemisténa do kolonky ur¢ené k izolaci DNA.
Postupné byl pridavan QG pufr, PE pufr a kolonka se smési byla opakovan¢ centrifugovana
(stolni centrifuga — Biofuge pico, Heraeus). Nakonec bylo do kolonky napipetovano 30 pl
destilované vody, tato DNA byla dlouhodobé& uchovéavana v -20 °C.

Koncentrace vyizolované DNA byla stanovena fluorometricky pomoci fluorometru
(Hoefer DyNA Quant 200) v TNE pufru za pomoci barviva Hoechst 33258 (1mg/ml;
Sigma-Aldrich).

10x TNE pufr (pH 7,4; 1000 ml)

Tris (Serva) 12,119
EDTA (Lachema) 3,729
NaCl (Lachema) 116,89 g

doplnit destilovanou vodou
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4.10 Sekvencovani DNA fragmentii

Sekvena¢ni znaceni bylo provedeno pomoci Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kitu (AB Applied Biosystems) podle pokynt vyrobce. Slozeni reakéni smési bylo
2 ul (3,2 pmol) sekvena¢niho primeru, 1 pl Big Dye (Sequencing RR-100), 1 ul pufru (Big
Dye Terminator sequencing buffer, 5x) a 6 ul vzorku DNA nafedéného na pozadovanou
koncentraci.

Mnozstvi pouzité DNA v reakci odpovidalo velikosti PCR fragmentu, tj. 30 ng DNA
bylo pouzito v piipadé PCR produktu dlouhého cca 600 bp, 40 ng DNA pro produkt
1 100-1 300 bp dlouhy a 50 ng DNA u produktt delsich nez 2 000 bp.

Nasledné byly zkumavky umistény do termocykléru a bylo provedeno sekvenacni

znaceni za podminek doporucenych vyrobcem (viz tabulka 5).

Tabulka 5: Reakéni podminky pro PCR

Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Predenaturace 96 1 min 1x
Denaturace 96 10s
Nasedani primeri 50 5s 40x
Syntéza 60 4 min

Vzorky byly analyzovany pomoci genetického analyzatoru ABI3730 (Applied

Biosystems) na pracovisti Ustavu experimentélni botaniky, AV CR, Olomouc.

4.11 Bioinformaticka analyza

Prvnim krokem bioinformatické analyzy bylo navrZzeni primeri potiebnych
pro amplifikaci genomickych fragmenti a pro sekvencovani genomu virovych izolatd.
Primery pouZité v jednotlivych analyzach byly navrZzeny pomoci software PrimerSelect,
Lasergene (Dnastar, Inc.). Jako referen¢ni sekvence byly pouzity sekvence izolati OYDV-Se
(Acc. No. JX433019.1) pro izolaty OYDV z cibule a OYDV-SW9-Arg3 (Acc. No.
KF632715.1) pro izoldity OYDV z Cesneku, pifipadné byly primery navrzeny na zakladé
pribézné ziskanych sekvenci studovanych izolati viru.

Sekvenacni vystupy byly sestaveny do kone¢nych kontigh pomoci programu SeqMan,
Lasergene (Dnastar, Inc.). Nasledovala jejich identifikace prostiednictvim programu BLAST.

Ziskané sekvence byly porovnany se sekvencemi OYDV dostupnymi v databazi GenBank,
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byla sestavena matice pomoci programu ClustalW a na jejim zakladé byla provedena jejich
fylogeneticka analyza pomoci neighbor-joining metody, maximum composite likelihood

metoda s 1000 opakovanimi (obé MEGA 6.0). Vysledny fylogeneticky strom byl
vizualizovan v programu Tree Explorer (MEGA 6.0).
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5 Vysledky

Pro planované experimenty byl dualezity vybér vhodného materialu. Byl proveden
skrining riznych rostlin ¢esneku a byla vybrana rostlina ¢esneku vykazujici typické priznaky
infekce OYDV - zlutou prouzkovitost na listech a byl pozorovan celkové zakrsly vzrist
rostliny (viz fotografie 2). Na zaklad¢ DAS-ELISA testu byla potvrzena pfitomnost viru
OYDV u ¢esneku 1172, naopak dalsi viry komplexu ¢esneku (GarCLV, SLV, LYSV) nebyly
zjistény.

Tento virovy izolat byl vhodny pro nasledné analyzy, protoze smésnd infekce
s dalsimi viry by mohla pozménit vysledky analyzy hostitelské specifity u studovaného

izolatu OYDV.

5.1 Hostitelska specifita izolatu 1172

Pomoci pfenosovych experiment byla testovana hostitelska specifita izolatu 1172.
V prvni fazi bylo virem inokulovano 12 rostlin cibule kuchyiiské (cv. Vietana). Zadna rostlina
nevykazovala po 14, 21 a 30 dnech viditelné ptiznaky infekce. Pfitomnost viru nebyla
prokazana ani pomoci DAS-ELISA testu. Pfenosovy experiment byl dvakrat opakovan, se

stejnym vysledkem. Virovy izolat byl pfenosny jen na ¢esnek (viz tabulka 6).

Tabulka 6: Testovani hostitelské specifity OYDYV izolatu 1172

Hostitelska rostlin Pocet testovanych / pozitivnich rostlin
Cibule (Allium cepa L.) 12/0

12/0

10/0
Cesnek (Allium sativum L.) 5/5

Pro studium genetické variability byly vybrany tii izolaty OYDYV, izolat 1172
puvodem z Cesneku a dale dva izolaty (Ktivsky a Puchala) piivodem z cibule, u kterych bylo
dfive zjisténo, Ze nejsou naopak pienosné na ¢esnek (Gorgolova, 2009). Cilem této prace bylo
ziskat celou sekvenci genomu vSech tii izolath viru OYDV. Byla zvolena zékladni strategie
amplifikace dil¢ich fragmenti, kdy byly porovnany zndmé sekvence OYDV a sekvence byla

rozdé€lena na fragmenty o délce piiblizné 1 200 bp, s piekryvem okolo 300 bp (viz obrazek 2,
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3). Byly postupné navrzeny primery, které poslouzily k ziskani dil¢ich genomickych

fragmentt téchto izolath OYDV.

5.2 Genom izolati OYDYV pochazejicich z cibule

U izolati Krivsky a Puchala se podatilo uspésné ziskat celkové genomické sekvence.
V prvni fazi byla ovéfena identita izolath z cibule. Pomoci reverzni transkripce s primerem
Poly(T)18 byla poté syntetizovana cDNA, zniz byly uspésn¢ amplifikovany genomické
fragmenty z oblasti CP a 3‘UTR. Pomoci PCR s primerovymi kombinacemi OCP2/P9502
a Sprimer/OYD-DW tak byla namnoZena ¢ast genomu o délce 602 a 1 102 bp (viz fotografie
3A, 3B). Pomoci primerové kombinace OYD7706/0YD-DW byl uspésné ziskan fragment
o ocekavané velikosti 2 324 bp, jako primer pro reverzni transkripci byl v tomto piipade
pouzit OYD-DW (viz fotografie 3C).

Byly ziskany sekvence amlifikovanych fragmenti a pomoci BLAST byla potvrzena
jejich podobnost s izolaty OYDV ptivodem z cibule. Na zakladé znamé sekvence (OYDV-Se,
Acc. No. JX433019.1) dostupné v databazi GenBank byla genomova sekvence rozdélena na 9
¢asti o délce cca 1 200 bp, pficemz fragmenty mély prekryv ptiblizné 300 bp (viz obrazek 2).
Pro PCR amplifikaci byly navrzeny nové kombinace primert 10F/10R, 20F/20R, 30F/30R,
40F/40R, 50F/50R, 60F/60R, 70F/70R, 80F/80R, 90F/90R, pfi reverzni transkripci byly
pouzity Random primery. Pomoci specifické PCR byly Gspésné€ ziskany amlikony s pouzitim
primerd 1oF/10R, 30F/30R, 40F/40R, 50F/50R, 60F/60R, 70F/70R, 80F/80R, 90F/90R
(pouze u izolatu Ktivsky), nepodaftilo se viak ziskat fragmenty s pouZitim kombinace primeri
20F/20R u obou izolatl (viz fotografie 4A, 4B) a 90F/90R u izolatu Puchala (viz fotografie
4B). Na zaklad¢ ziskanych fragmentl a znalosti hrani¢nich ¢asti byly proto navrzeny nové
primery OoR, 2.10F, 2.10R, 9.10F a 9.10R a chyb¢jici ¢asti genomu byly uspesné ziskany.

Dil¢i fragmenty genomu izolath Krivsky a Puchala byly sloZeny do celkové sekvence
o délce 10 461 bp bez poly(A)-konce. Analyzou BLAST bylo nasledné ovéieno, ze se v obou
ptipadech jedna o virus OYDV. Genomové sekvence obou izolatl vykazuji nejvétsi, 93%
podobnost sizolatem OYDV-At (Acc. No. JX433020.1) pochazejicim z Neémecka
a s izolatem OYDV-Se (Acc. No. JX433019.1) pochazejicim z Argentiny, jejichz ptivodnim
hostitelem byla cibule. Genomové sekvence izolati Kiivsky a Puchala mezi sebou vykazuji
99% identitu. Sekvence téchto izolath vykazuji nejvice 76% identitu s izolaty ptivodem
z Cesneku, jedna se o izolaty Yuhang (Acc. No. AJ510223.1), MS/SW1 (Acc. No.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31414243?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=JYRE87SZ01R

HQ258894.1), SG1 (Acc. No. JX429964.1), G79 (Acc. No. AB219833.1), G5h (Acc. No.
AB219834.1).

Obrazek 2: Schéma kombinaci primeru k syntéze a sekvencovani kompletni sekvence

genomu izolati OYDYV piivodem z cibule

2000 4000 60p0 3000 10000
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e —
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5.3 Genom izolatu OYDYV pochazejiciho z ¢esneku

Pro ziskéani celkové genomické sekvence izolatu 1172 z ¢esneku byla zvolena obdobna
strategie amplifikace dil¢ich fragmentl stejn€ jako u izolath OYDV pochazejicich z cibule.
Genom izolatu 1172 se vSak nepodatilo ziskat kompletni.

Pomoci PCR amplifikace byly obecné u izolatu 1172 ziskdny pouze slabé dil¢i
produkty i pfes pouziti specifickych primerd, nebot” se virus v hostitelské rostliné vyskytoval
ve velmi nizké koncentraci.

Pomoci reverzni transkripce s primerem Poly(T)18 byla syntetizovana cDNA, z niZ
byly uspésné amplifikovany genomické fragmenty z oblasti CP a 3‘UTR. Pomoci PCR
s primerovymi kombinacemi OCP2/P9502 a Sprimer/OYD-DW tak byly namnozeny casti
genomu o délce 602 a 1 102 bp (viz fotografie 3A, 3B). Na téchto fotografiich je patrné, ze
tyto kombinace primerti jsou vhodné piedev§im pro izolaty pochézejici z cibule, nebot’ byl
ziskan velmi slaby produkt. Pomoci primerové kombinace OYD7706/0YD-DW nebyl ziskan
zadny produkt (viz fotografie 3C).
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Na zakladé ziskané sekvence CP a 3‘UTR byla potvrzena vysoka identita s izolatem
OYDV-SW9-Arg3 pochazejicim z Argentiny (Acc. No. KF632715.1), podle jehoz sekvence
byly navrzeny primery pro amplifikaci dalSich dil¢ich fragmentl izolatu 1172. Pro zjisténi
kompletni genomické sekvence byla zbyvajici ¢ast genomu rozdélena na 5 fragmentt o délce
cca 1 300 bp, pficemz fragmenty mély piekryv pfiblizné 300 bp (viz obrazek 3). Pro reverzni
transkripci byly pouzity nové navrzené primery 1gR, 2gR, 3gR, 4gR, 5gR, Random primery
nebyly vtomto pfipadé¢ vhodné, jelikoz nebyl ziskan ocekavany produkt. Diléi ¢asti byly
amplifikovany pomoci PCR s primerovymi kombinacemi 1gF/1gR, 2gF/2gR, 3gF/3gR,
4gF/4gR, 5gF/5gR, avSak pouze pomoci primerového paru 4gF/4gR byla naamplifikovana
odpovidajici ¢ast genomu o délce 1279 bp (viz fotografie SA). S pouzitim primerovych
kombinaci 1gF/1gR, 2gF/2gR, 3gF/3gR a 5gF/5gR nebyly ziskany ocekavané fragmenty.
Ziskané fragmenty o délce 1279 bp (v pifipadé pouziti primerové kombinace 4gF/4gR)
a fragmenty z oblasti CP a 3‘UTR o délce 602 a 1102 bp (v piipadé pouziti primerovych
kombinaci OCP2/P9502 a Sprimer/OYD-DW) byly sekvencovany, podle hrani¢nich sekvenci
byly poté navrzeny primery 3.1gF a 1.1gR. Fragment o délce 2183 bp byl uspésné
amplifikovan (viz fotografie 5B) a sekvenovan pomoci hrani¢nich sekvenci ziskanych
kombinaci primerd 3.1gF, 1.1gR (pro vn&j$i cast) a 2.1gF, 2.1gR (pro vnitini Cast).
Pro ziskani chybéjici sekvence na 5 konci genomu by bylo vhodné provést RACE-PCR, tato
metoda nebyla ale z ¢asovych dtivoda uskuteénéna.

Dil¢i fragmenty genomu izolatu 1172 byly slozeny do parcialni sekvence o délce
4 590 bp bez poly(A)-konce. Analyzou BLAST bylo nasledné ovéieno, Ze se jedna o virus
OYDV. Genomicka sekvence izolatu 1172 vykazovala nejvétsi, 88% podobnost s izolatem
OYDV-SW9-Arg3 (Acc. No. KF632715.1), ktery je puvodem z C¢esneku pochazejiciho
z Argentiny. Nasledné byly vzajemné porovnany sekvence 3 izolati ziskanych v této praci,
kdy bylo zjisténo, Ze genomova sekvence izolatu 1172 z ¢esneku vykazuje pouze 77%

identitu v porovnani s izolaty Kiivskym a Puchalou, které jsou ptivodem z cibule.
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Obrazek 3: Schéma kombinaci primera k syntéze a sekvencovani parcialni sekvence

genomu izolatu OYDYV piivodem z ¢esneku
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Fotografie 2: Rostlina ¢esneku infikovaného izolitem 1172, vykazujici typické priznaky

virové infekce OYDV
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Fotografie 3: Genomické fragmenty izolati 1172, Kiivsky a Puchala, amplifikované
pomoci specifickych primeri

A) produkty PCR ziskané s kombinaci primera OCP2/P9502

B) produkty PCR ziskané s kombinaci primera Sprimer/OYD-DW

C) produkty PCR ziskané s kombinaci primerd OYD7706/0YD-DW

Drahy: L: Gene Ruler 100 bp plus DNA ladder, 1: izolat 1172, 2: izolat Ktivsky, 3: izolat
Puchala, 4: blank; (produkty oznaceny Sipkou)

L 1S2aes i 1 2 3 4 L1 2 3 4
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Fotografie 4: Genomické fragmenty izolatu K¥ivsky a Puchala, amplifikované pomoci
specifickych primeri

A) izolat Ktivsky

B) izolat Puchala

Drahy: L: Gene Ruler 100 bp plus DNA ladder, 1-9: produkty PCR s primerovymi
kombinacemi 1oF/10R, 20F/20R, 30F/30R, 40F/40R, 50F/50R, 60F/60R, 70F/70R, 80F/80R,
90F/90R, 10: blank; (produkty oznaceny Sipkou)
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Fotografie 5: Genomické fragmenty izolatu 1172, amplifikované pomoci specifickych
primeri

A) produkty PCR ziskané s kombinacemi primert 1gF/1gR, 2gF/2gR, 3gF/3gR, 4gF/4gR,
5gF/5gR

B) produkty PCR ziskané s kombinaci primert 3.1gF/1.1gR

Drahy: L: Gene Ruler 100 bp plus DNA ladder, 1-5: izolat 1172; 6A, 2B: blank; (produkty

oznaceny Sipkou)
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5.4 Geneticka a fylogeneticka analyza

Pomoci analyzy ClustalW byla provedena analyza genetické variability izolatd
OYDV. Vzhledem k tomu, Ze byla u izolatu 1172 ziskana pouze parcialni sekvence o délce
4 590 nt bez poly(A)-konce pokryvajici oblast parcialni sekvence genu kodujici Cl, 6K2, Nla,
NIb, CP a 3’UTR, byla provedena analyza, ve které byly porovnany sekvence genomu
odpovidajici této délce. Byla ziskana matice o délce 4 592 nt, pokryvajici sekvenci izolatu
1172 v pozici 1-4 584 nt.

Nové popisovany izolat 1172 vykazoval pii porovnani s nejpodobnéjsimi sekvencemi

z ¢esneku rizné delece nebo inzerce, a t0 zejména Vv oblastech kodujicich proteiny Cl, CP
a 3’UTR oblast.
U nejpodobnéjsich izolatt OYDV-SW9-Arg2 a OYDV-SW9-Arg3 byla zjisténa inzerce 6
nukleotidd v pozici 1172'% nt, naopak u izolatu SGI byla zjisténa delece 6 nukleotidl
v pozici 4028-4 033. Izolat OYDV-SW9-Arg3 navic obsahuje jesté deleci v pozici
4 335-4592 v porovnani sizolatem 1172. Pro izolaty MS/SW1, SGl1 a RR1 je
charakteristicka delece 1 nukleotidu v pozici 4 379. Velka variabilita byla zjisténa v oblasti
odpovidajici pozici 4 409-4 415, kde jednotlivé izolaty v porovnani s izolatem 1172 obsahuji
rizné¢ dlouhé delece, a to: Kiivsky, Puchala a OYDV-Se 5 nt (v pozici 4 411-4 415),
OYDV-At 7 nt, OYDV-SW9-Arg2 a Yuhang 2 nt (v pozici 4 413-4 414). 1zolaty G79 a G5h
obsahuji deleci v pozici 4 516-4592. V pozici 4564 byla zjisténa delece 1 nukleotidu
u izolatu Ktivsky, OYDV-At, OYDV-Se a Puchala, jedna se o izolaty ziskané pouze z cibule.
U izolatu Bate6 zjiténa inzerce 2 nukleotidii v pozici 1172 nt.

Pfi porovnani celych genomu byla jako referen¢ni sekvence pouzita sekvence izolatu
OYDV-At o velikosti 10 459 nt (JX433020.1). Byla sestavena matice o délce 10 524 nt
pokryvajici sekvenci OYDV-At v pozici 16-10 444.

V porovnani s izolaty z ¢esneku nesou izolaty ziskané z cibule charakteristické delece,
které jsou obecné detekovany v oblastech gent kodujicich proteiny P1, P3, CP a také v oblasti
3’UTR. U nové popisovanych izolatt, Kiivsky, Puchala, i U izolati pivodem z Némecka
(OYDV-At) a Argentiny (OYDV-Se) byly zjistény tyto delece: 4 nt v pozici
512-515, 3 nt v pozici 535-537, 2 nt v pozici 588-589, 6 nt v pozici 607-612, 7 nt v pozici
631-637, 1 nt v pozici 651, 13 nt v pozici 666-678, 3 nt v pozici 750-752, 3 nt v pozici
805-807, 17 nt v pozici 838-854, 7 nt v pozici 869-875, 5 nt v pozici 3128-3 132, 1 nt
v pozici 3367, 1nt vpozici 10498. Tii izolaty pivodem cibule, Kiivsky, Puchala,
OYDV-Se, nesou 5 nt deleci v pozici 10 345-10 349, izolat OYDV-At ma v tomto misté
deleci delsi, a to 7 nt (v pozici 10 343-10 349).
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K izolatim OYDV plivodem z Cesneku je fazen i izolat RR1 ziskany z cibule, nebot’
s témito izolaty vykazuje velkou podobnost. Izolaty MS/SW1, SG1, RR1, G79, G5h
a Yuhang pochazejici z ¢esneku, v porovnani s referencnim izolatem OYDV-At ziskanym
z cibule, obsahuji delece v oblastech kodujicich proteiny P1, HC-Pro, P3, CP a také v oblasti
3’UTR, jedna se o tyto delece: 3 nt v pozici 1 043-1045, 2 nt v pozici 3148-3149 a 1 nt
v pozici 3 389. Izolat G79 obsahuje oproti referen¢nimu izolatu OYDV-At deleci 276 nt
v pozici 1508-1 783, dale izolat SG1 obsahuje deleci 6 nt v pozici 9 963-9 968. Izolaty
MS/SW1, SG1 a RR1 obsahuji deleci 1 nt v pozici 10 313. Izolat Yuhang obsahuje deleci 2 nt
v pozici 10 347-10 348. Izolaty G79 a G5h obsahuji deleci 75 nt v pozici 10 450-10 524.

Analyza na zédklad¢ parcidlnich sekvenci pokryvajicich sekvenci izolatu 1172 i analyza
na zakladé¢ Gplnych sekvenci izolatt ziskanych z cibule prokazala stejné fylogenetické vztahy
porovnavanych izolatl, byly vytvofeny stromy se stejnou topologii.

Vzhledem Kk tomu, ze byla u izolatu 1172 ziskana pouze parcialni sekvence o délce
4 590 nt bez poly(A)-konce pokryvajici oblast parcialni sekvence genu kodujici Cl, 6K2, Nla,
NIb, CP a 3°’UTR, byla provedena neighbor-joining analyza podle matice o délce 4 592 nt,
pokryvajici sekvenci izolatu 1172 v pozici 1-4 584 nt.

Analyza potvrdila odli$nost izolatd piivodem z cibule a Cesneku, které se vyvétvily,
s jedinou vyjimkou, do dvou samostatnych, vysoce statisticky prikaznych skupin (viz obrazek
4). Ceské izolaty OYDV pavodem z cibule (Allium cepa), Kiivsky a Puchala, vytvofily
samostatnou vétev spole¢né s dal$imi izolaty OYDV-At (z Némecka; Acc. No. JX433020.1)
a OYDV-Se (z Argentiny; Acc. No. JX433019.1).

Izolaty OYDV ziskané z &esneku vytvorily 4 clustery. Cesky izolat 1172 piivodem
Z Cesneku, ktery byl ziskan v této praci, vytvofil spole¢nou vétev (cluster III) s izolatem
OYDV-SW9-Arg3 (Acc. No. KF632715.1) pochazejicim z Argentiny. Tato vétev byla
prukazné odlisna od dalSich izolati a clusterd (I, Il a IV, Allium cepa). Zbyvajici izolaty
puvodem z Cesneku vykazovaly ptibuznost s ¢eskym izolatem, vytvotily dalsi dvé samostatné
fylogenetické vétve.

Cluster T byl tvofen izolaty G79 (Acc. No. AB219833.1) a G5h (Acc. No.
AB219834.1) pochazejicimi z Japonska, dale izolatem Bate6 (Acc. No. JN127342.1)
Z Australie a izolatem Yuhang (Acc. No. AJ510223.1) z Ciny.

Cluster II byl tvofen izolatem MS/SW1 (Acc. No. HQ258894.1) z Australie a izolatem
SG1 (Acc. No. JX429964.1) ze Spanélska. Souéasti tohoto clusteru je i izolat RR1 (Acc. No.
KJ451436.1) z Indie, ktery je specificky svym hostitelem, protoze jako jediny nepochazi

z Cesneku, ale byl izolovan z cibule, geneticky ale odpovida této skupin¢ izolatu.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/601132032?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=JUGSAHWG01R

Izolat OYDV-SW09-Arg2 (Acc No. KF632714.1), pochazejici z Argentiny, se nejvice
1i81 od ostatnich izolath OYDV pivodem nejen z Cesneku ale i cibule. Predstavuje cluster IV,

jenz je vymezen jako samostatna vétev tohoto fylogenetického stromu.

Obrazek 4: Fylogeneticky strom izolati OYDV zhotoveny pomoci neighbor-joining
analyzy

Jednotlivé izoldty OYDV jsou popsany jménem a piistupovym cislem (Acc. No.) podle
databaze GenBank. M¢fitko znazornuje 0,05 substituci na pozici. Zobrazeny hodnoty

bootstrap > 60.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/562745026?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=JUGSAHWG01R

6 Diskuze

V této praci byla pomoci pienosovych experimenti testovana hostitelska specifita
izolatu viru OYDV plvodem z ¢esneku. U Cesneku byla potvrzena pouze pfitomnost viru
OYDV, coz usnadnilo analyzu hostitelské specifity studovaného izolatu. Viry pusobici
ve smésné infekci si totiz mohou navzajem pomahat v napadani hostitele a jejich ucinek se
zvySuje, je navic mozna i kompetice mezi témito viry (Lot et al., 1998; Bagi et al., 2012).
Uspé&snost prenosu virového izolatu 1172 nebyla ale ovlivnéna koinfekei jinym virem.
U tohoto izolatu byla potvrzena 100% uspésnost pienosu na dalsi rostliny ¢esneku, avsak
na cibuli se jej 1 pfes opakované pokusy pienést nepodafilo. Izolaty OYDV pavodem
z Cesneku (poprvé oznacené jako skupina OYDV-G) jsou obecné povazovany za prenosné
na oba hostitele OYDYV, cesnek i cibuli, i kdyz Gispés$nost jejich pienosu z ¢esneku na cibuli je
niz§i (Van Dijk, 1993a; Conci et al., 1999, Mahmound et al., 2007), izolat 1172 se tedy
znaéné biologicky odlisuje od ostatnich izolatl ziskanych z ¢esneku.

Uzka hostitelka specifita byla u OYDV pozorovana jiz dfive, ale byla spojovana
scibuli jako jedinym hostitelem. U izolath Kiivsky a Puchala, které byly geneticky
charakterizovany v této praci, bylo jiz dfive potvrzeno, Ze nejsou prenosné na Cesnek, ale
pouze na cibuli (Gorgolova, 2009). Tyto vysledky v ramci testovani hostitelské specifity se
shoduji i s poznatky Celli et al. (2013), ktera popisuje tutéz situaci, izolaty OYDV ptivodem
z cibule byly mechanicky ptenosné pouze na cibuli, nikoliv na ¢esnek.

Odlisnost izolatu 1172 se projevila i v obtiznostech v popisu jeho genomu. lIzolat
vykazuje relativné velkou variabilitu v porovnani s jiz znamymi sekvencemi OYDV
dostupnymi Vv databazi GenBank, proto bylo navrzeni vhodnych primeri a uspé$na
amplifikace relativné mala, pozd¢€jsi analyza ukazala, ze mezi sekvenci genomu izolatu 1172
a nékterymi navrzenymi primery tak nebyla dostatecnd homologie. Pro amplifikaci
odpovidajicich dil¢ich fragmentii genomu musela byt zvolena zdlouhavéjsi strategie, kdy byly
postupné navrhovany nové primery a jejich kombinace, a to podle hrani¢nich sekvenci jiz
ziskanych fragmenta.

Sekvence navrzenych primert se u dil¢ich fragmenti genomu izolatd OYDV z cibule
a Cesneku lisily, n€které primery byly specifické jen pro izolaty z cibule a naopak. Tato
skuteCnost vypovida o znacné variabilité mezi sekvencemi genomu izolath OYDV z cibule

a ¢esneku, ktera miize souviset s jejich hostitelskou specifitou.
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Z fylogenetické analyzy je zfejmé, Ze izolat RR1 (Acc. No. KJ451436.1) vykazuje
vysokou podobnost sizolaty OYDV puvodem z cCesneku, i kdyz byl ziskan z cibule
(GenBank). Vzhledem k jeho velké podobnosti s izolaty z ¢esneku lze predpokladat, ze jeho
puvodnim hostitelem byl ¢esnek, ktery byl druhotné pfenesen na cibuli.

Izolaty puvodem z cibule, Kiivsky a Puchala, obsahuji po porovnani s parcialni
sekvenci izolatu 1172 pivodem z ¢esneku deleci 5 nt v pozici 4 411-4 415 a 1 nt v pozici
4564, jedna se o oblast genu kodujici plastovy protein (CP) a 3’UTR oblast. Z téchto
vysledktl je tak mozné usuzovat, Ze gen pro plastovy protein mize souviset s jiz zminénou
jedinecnou hostitelskou specifitou izolatu 1172.

Izolaty puvodem z cibule, Ktivsky, Puchala, OYDV-At (Acc. No. JX433020.1)
a OYDV-Se (Acc. No. JX433019.1), obsahuji po porovnani sizolatem 1172 ziskanym
z Cesneku delece na totoznych mistech, jedna se o geny kodujici proteiny P1, P3, CP a oblast
3’UTR. Izolaty Kiivsky a Puchala maji dale po porovnani s izolatem OYDV-Se (Acc. No.
JX433019.1) publikovanym Celli et al. (2013) také totoznou délku nukleotidové sekvence,
jedna se o 10461 nt. Druhy izolat OYDV-Mi (tj. OYDV-At) (Acc. No. JX433020.1) se
od téchto izolati jen nepatrné odliSuje v délce genomu odpovidajici 10 459 nt (Celli et al.,
2013). Ztéchto pozorovani je patrné, ze izolaty OYDV zcibule maji konstantni délku
nukleotidové sekvence a také charakteristické variabilni oblasti, které po porovnani s izolaty
s ¢esneku vykazuji rizn¢ dlouhé delece.

Celli et al. (2013) zjistila po porovnani genomové sekvence izolati ziskanych z cibule
(OYDV-Se, OYDV-Mi) a izolath z databaze GenBank ptivodem z ¢esneku charakteristické
oblasti, které nespliovaly kritérium pro zafazeni viru do stejného druhu (King et al., 2012).
Geny kodujici proteiny P1, HC-Pro, P3, VPg, Nla a CI vykazovaly shodu nukleotidové
sekvence mezi izolaty OYDV z cibule a ¢esneku mens$i nez 76 %, geny kodujici NIb, CP
a 3’UTR vsak toto kritérium spliovaly.

Zjisténé rozdily v genomové sekvenci izolati OYDV analyzovanych v této praci,
detekované v oblastech kodujicich proteiny P1, P3, plastovy protein (CP) a v 3’'UTR oblasti
u izolath ziskanych z cibule a Vv oblastech kodujicich proteiny P1, HC-Pro, P3, Cl, CP
a v 3’UTR oblasti izolatd ziskanych z ¢esneku, mohou mit za nasledek odlisnou hostitelskou
specifitu téchto izolatl, ktera souvisi i S jejich geografickym ptivodem, coz potvrdila i Celli

et al. (2013).
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7 Zavér

Virus zluté zakrslosti cibule (OYDYV) patiici do rodu Potyvirus je vyznamnym
zastupcem komplexu virt Cesneku, ktery napadd rostliny rodu Allium. Tento virus je
celosvétové rozsifeny, u infikovanych plodin vyvolavé charakteristické symptomy. Bylo
potvrzeno, ze infekce komplexem virti Cesneku vyrazné ovliviiuje zemédélské vynosy.

V této praci byla studovana hostitelska specifita a geneticka variabilita tii izolata viru
zluté zakrslosti cibule, jedna se o izolat 1172 piivodem z ¢esneku (Allium sativum L.) a dva
izolaty pavodem z cibule (Allium cepa L.), Ktivsky a Puchala.

U c¢esneku 1172 byl identifikovan virus OYDV, ktery vykazoval uzkou hostitelskou
specifitu, byl pfenosny pouze na ¢esnek, nikoliv na cibuli. Zadny takovy izolat zatim nebyl
doposud popsan. Analyza dvou izolati z cibule, které se vyznacuji opac¢nou hostitelskou
specifitou, potvrdila genetickou odliSnost a charakteristickou strukturu genomu typickou
pro nové popsané skupiny izolatd z cibule kuchynské (Allium cepa L.)

U dvou izolath OYDV ziskanych z cibule byla zjisténa kompletni sekvence genomu,
jedna o délku 10 461 bp bez poly(A)-konce, u izolatu z ¢esneku byla ziskana pouze parcialni
sekvence o délce 4590 bp bez poly(A) konce. Izolaty pavodem z cibule vykazovaly
vzajemnou 99% identitu, a pouze 77% identitu s izolatem 1172 plvodem z Cesneku.
Genomové sekvence izolati Kfivsky a Puchala vykazuji nejvétsi, 93% podobnost dal§imi
izolaty OYDV z cibule, a to s OYDV-At (Acc. No. JX433020.1) pochazejicim z Némecka
a OYDV-Se (Acc. No. JX433019.1) pochazejicim z Argentiny. Pii srovnani uplnych
genomickych sekvenci dale vykazuji 76% identitu s izolaty ptuvodem z Cesneku, Yuhang
(Acc. No. AJ510223.1), MS/SW1 (Acc. No. HQ258894.1), SG1 (Acc. No. JX429964.1), G79
(Acc. No. AB219833.1), G5h (Acc. No. AB219834.1). Izolat 1172 vykazuje nejvétsi, a to
88% identitu sizolatem OYDV-SW9-Arg3 pivodem z ¢esneku z Argentiny (Acc. No.
KF632715.1).

Fylogeneticka analyza potvrdila odlisnost vybranych izolati OYDV pivodem z cibule
a ¢esneku, které se vyvétvily, s jedinou vyjimkou, do dvou samostatnych skupin, v souladu se
zjisSténou nukleotidovou identitou. Porovnanim genomovych sekvenci studovanych izolata
spolu s dalsimi izolaty OYDV z databaze GenBank byla variabilita byla zjisténa v oblastech
kodujici proteiny P1, P3, plastovy protein (CP) a také v oblasti 3’UTR u izolatd ziskanych
z cibule a v oblastech kodujicich P1, HC-Pro, P3, CI, CP a 3’UTR oblasti u izolatt ptivodem

Z Cesneku.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

Acc. No.
AK
AMV
ATP
BLAST
bp
BYMV
cDNA

DAS-ELISA

deEPC
dH.0
dNTP
EDTA
elFAE
FAOSTAT
GaCsVv
GarCLV
ICTVdB
IYSV
LYSV
NCBI
ORF
OoYDV
PCR

PPV
PSbMV
PVP K-25
RT

SLV
SSRNA

piistupové ¢islo, accession number

aminokyselina(y)

Avian Myeloblastosis Virus

adenosintrifosfat

Basic Local Alignment Search Tool

pary bazi, base pairs

Bean yellow dwarf virus

komplementarni DNA, complementary DNA
double-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbant assay
diethylpyrokarbonat, diethylpyrocarbonate

destilovana voda, distilled water

dinukleotidtrifosfat, deoxyribonucleotide triphosphate
ethylendiamintetraoctova kyselina

eukaryotic translation initiation factor 4E

Food and Agriculture Organization of the United Nations
Garlic commnon stripe virus

Garlic common latent virus

The International Committee on Taxonomy of Viruses database
Iris yellow spot virus

Leek yellow stripe virus

National Center for Biotechnology Information

Cteci ramec, open reading frame

Onion yellow dwarf virus

polymerazova fetézova reakce, polymerase chain reaction
Plum pox virus

Pea seed-borne mosaic virus

polyvinylpyrrolidon K-25

reverzni transkripce, reverse transcription/reverzni
transkriptaza, reverse transcriptase

Shallot latent virus

jednovlaknova RNA, single-stranded RNA
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SYSV
TAE pufr
TEV
TRIS
TuMV
TVMV
UTR’
VURV
WMV
WoYSV
WYDV
ZYMV

Shallot yellow stripe virus
Tris-acetate-EDTA pufr

Tobacco etch virus
2-amino-2-hydroyxymethylpropan-1,3-diol
Turnip mosaic virus

Tobacco vein mottling virus
netranslatovana oblast, untranslated region
Vyzkumny ustav rostlinné vyroby
Watermelon mosaic virus

Welsh onion yellow stripe virus

Wakegi yellow dwarf virus

Zucchini yellow mosaic virus
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