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Souhrn

Rod Allexivirus z ¢eledi Flexiviridae byl ustanoven v roce 1998 a je cekisvé
rozSkeny. Allexiviry napadaji zéstupce rod@llium. V téchto rostlindch setasto
vyskytuji ve smisnych infekcich, které maji vliv na zeéd¢lské vynosy. Naproti tomu
samotné allexiviry fisobi na rostlitd bud’ jen nepatrné symptomy anebiibec Zzadné, a
proto je i vliv na produkci nulovy nebo nepatrnylleXiviry jsou (+)ssRNA viry
s délkou virionu 600 — 800 nm. Jejich genom je piz@van do &tecich ramé. Podle
genetické variability nukleotidovych a aminokyselnfch sekvenci byli zastupci rodu
Allexivirus rozckleni do 8 druli a 3 druhy jsou zde prozatighpiitazené. Pro detekci a
identifikaci allexivini Ize pouzit pedevSim molekularni metody zalozené na RT-PCR
nebo i v kkterych gipadech sérologické metody (ELISA).

Pomoci RT-PCR za pomoci ,Random’ primgls@sne vyzkouSen i M4T primer)
pro tvorbu cDNA a kombinace PCR primeAllex-CP(+)/NABP(-) byla prokazana
piitomnost allexivid v 76,67 % analyzovanych vzorcich. Mezi detekovargltexiviry
byli pomoci sekvetni analyzy identifikovani zastup&arlic virus B Garlic virus Ca
Garlic virus D. V polovire sekvencovanych vzorcich byly zjiy smésné infekce

jednotlivymi allexiviry.



Summary

The genusAllexivirus (family Flexiviridage) has been submitted in 1998 and is
widespread throughout the world. The natural hostaflexiviruses is the plant genus
Allium. These plants are usually infected by mixture imfises which substantially
influences agricultural yields. In contrast, all@xises within plants alone do not affect
the production because they cause either no syngptommild ones. The genus
Allexivirus has single-stranded RNA and is long 600 — 800thengenome is organized
into 6 ORFs. The members of the gedlexivirus have been divided into 6 species
and 3 tentative species according to nucleotide anoho acid sequences. The main
detection method is PCR (a molecular method) buSEL(a serological method) can
be also limitedly used.

The presence of allexiviruses in a sample of 3taisse has been detected by RT-
PCR with positive result of 76,67 %. There wereduBandom primers (for RT) and
Allex-CP(+)/NABP(-) (for PCR). Half of the sequemkcsamples have been identified as
Garlic virus B Garlic virus CandGarlic virus D, whereas the rest contained mixture of

allexiviruses.
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1. Uvod

Cesnek je ekonomicky velmitteZitou zemddélskou plodinou, kterd seéstuje
celos¥tové. Virové infekcecesneku jsowinitelem, ktery rostlindm a potazmo celé
zentdélské produkci zpsobuje velké Skody. RodAllexivirus patici do celedi
Flexiviridae je pravapodobr ¢asto se vyskytujicim rodem napadajici rostlinilium
ve snesné infekci s dalSimi rody.

Tato prace je roziena do dvoucdsti, literarni a experimentalni. Prviast,
Souwasny staweSené problematiky, shrnuje celkové poznatky oiailech. Jsou zde
souhrnné informace ¢eledi Flexiviridae nasleduje charakteristika allexijrjejich
geografické roz&eni, biologické vlastnosti a moznosti detekce atifikace.

Nasleduje experimentaliést, kterd se zabyva detekci a identifikaci aliekive 30

raznych kultivarecitesneku za pomoci technik RT-PCR a sekvencovani.



2. Cile prace

Cilem préace bylo:
- charakterizovat zastupce roAlexivirus s ohledem na jejich taxonomii, geografické
rozSieni, biologické vlastnosti, genetickou variabilizolati a jejich fylogenetickée
vztahy;
- shrnout metody, které Ize uplatnif detekci a identifikaci allexivi;
- Zjistit pritomnost allexivifi v souboru iiznych kultivafi ¢esneku, fevazre ceskeho

puvodu, a v pozitivnim fipact urcit jejich druhové zgazeni a fylogenetickeé vztahy.



3. Soucasny stav reSené problematiky

Virdzy c¢esneku jsou dnes jiz tak roisié, Ze je téut jisté, Ze viry infikované
gesneky, potkavame dehina pultech obchdd Cesnek je napadé&adou vif a jednim
z nich je i nepilis zkoumany rodAllexivirus, patici do ¢eledi Flexiviridae Allexiviry
jsou relativie nedavno popsanym rodem, ktery sam oésaitSinou nezfisobuje na
rostlinach viditelné fiznaky ani vyznamhneovliviuje kvalitu produkc&esneku. Jeho
zastupci proto nejsou povazovani za ekonomicky agame a z tohototdodu nebyl

vyskyt roduAllexivirusdoposud v Evrappodrobr zkouman.

3.1. Charakteristika celedi Flexiviridae

Tato ¢eled’ byla ustanovena v roce 2004 (ICTVdB, version &0 jméno dostala
podle spoléného vldknitého vzhledu zastupqz anglickéhoflexuous viaknity).
Flexiviry jsou (+)ssRNA viry (Adamset al, 2004) charakteristické podobnosti
v morfologii virionu, ve spolkénych znacich typu a organizace genomu a jsou zde
pozorovany silné fylogenetické vztahy mezi replikiani a strukturalnimi proteiny
(Martelli et al, 2007).

Zéastupci ¢eledi Flexiviridae infikuji v ptirozenych podminkach Sirokou Skalu
dvouctloznych rostlin, deviny a byliny, jen Bidka jednodlozné rostliny. Jednotlivi
zastupciceledi infikuji obvykle omezenou Skalu hostitglAdamset al, 2004). Jejich
vyznamnymi hostiteli jsou zefdélské rostliny, na nichZ Zgobuji mirné i zavazné
Skody, z nichZz ekonomicky nejvyznaigi jsou infekce ovocnychievin. Flexiviry se
pienaSi pedevsim mechanicky nebo vegetativha praé¢ vegetativni mnozeni
bylinnych hostitel pomoci infikovanych cibulek, hliz a oddéngiedstavuje vyznamny
zdroj infekce a je ktiovy pro jejich genos (Martelliet al, 2007).

Virové ¢astice flexivif se vyskytuji v bitkach hostitelskych rostlin ve foihshluki,
které se objevujiiedevsim v cytoplazé mére v jade. VrejSi podobadchto shluki se
liSi rod od rodu, mohou byt viaknité (potexviryitiviry a capilloviry), anebo tuhé a
nevlaknité (carlaviry, trichoviry a foveaviry). D& vlaknitych forem viit se pohybuje
vétSinou ve stovkach nanométrod 470 nm u potexvir do giblizné¢ 1 000 nm u
carlavini. Vlastni virovacastice flexivif je tvaena kapsidovou podjednotkou, jenz je
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jednoducha a obaluje jednu molekulu RNA velkaiblZne od 6 kb do 9 kb, ktera tvio
asi 5 % celkové hmotnosti virionu. Viriony obsahtgké koncovou strukturu, které
sestava zifdavného virového proteinu a prapbdobr podmiiuje virovy transport
v infikovanych rostlinach (Martelket al,, 2007).

Genom flexivifi je tvaren reékolika étecimi rdmci (ORFopen reading franje jejichz
pocet se mezidruhavliSi (mohou mit az 6tecich rama, viz Tab. I). U vSech radjsou
spole&né ti zakladnicteci ramce: ramec kddujici replikasu (obsahujiagizZkovované
motivy methyltransferasa, RNA-dependentni RNA pwdyasa, RNA helikasa), ramec
s geny, jejichz produkty umagji mezibugény pohyb viriorii, rdmec pro pla®vy
protein (CP) a Sesty ramec (gkterych viri), ktery nize ¢ast&né zasahovat do 3'-
konce CP genu, ktery ma schopnost vazby na nulie@damset al, 2004).

Celed’ Flexiviridae obsahuje celkem 9 radPotexvirus, Mandarivirus, Allexivirus,
Carlavirus, Foveavirus, Capillovirus, Vitivirus, iThovirus a provizord zaazeny
Citrivirus. (Martelli et al, 2007). Vzajemné srovnanikierych jejich vlastnosti je

shrnuto v Tab. I.

Tab. I: Vybrané charakteristiky jednotlivych foelediFlexiviridae (podle Martelliet
al., 2007)

. . Velikost Ve,“vi,(OSE Velikost

délka virionu plagového y . L
rod genomu . pocet ORF | replikasového

(nm) (kb) proteinu proteinu (kDa)

(kDa)

Potexvirus 470 — 580 59-7,0 22 -27 5 146 - 191
Mandarivirus | 650 7,5 36 6 187
Allexivirus asi 800 8,1-8,8 26 — 28 6 175 -194
Carlavirus 610 — 700 7,4—-8,5 31-40 6 226 — 238
Foveavirus 723 — 800+ 8,7-9,3 28 — 45 5 nebo 6 144 — 147
Capillovirus 640 — 700 6,5-74 25 - 27 2 nebo 3 214 - 241
Vitivirus 725 — 785 7,4—7,6 21-23 5 195 -196
Trichovirus 640 — 760 75-8,1 21 -22 3 nebo 4 216 — 217
Citrivirus 960 8,7 41 3 227
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3.2. Charakteristika rodu Allexivirus

Rod Allexivirus byl ustanoven relativhnedavno, v roce 1998 (ICTVdB, version 4,
2006). Jméno je odvozeno od rodlliium, coz je hostitelsky rod, ktery allexiviry
infikuji. Zakladni charakteristika rodéllexivirus vychazi z taxonomické struktury

rodu, jeho roz$eni a z biologickych vlastnosti.

3.2.1. Taxonomicka struktura rodu

Do roduAllexivirus nalezi 8 druth a 3 druhy jsou zde prozatigpiifazené. Podle
rozhodnuti ICTV v jeji sedmé zpr&y2000) byla definovana molekularni kritéria, ktera
vSak nejsou jednotna. Pro odliSeni drwtroduAllexivirus byla stanovena @vzakladni
kritéria: (1) identita aminokyselinové sekvencespi&ého proteinu, kterd je nizsi nez
90% a (2) identita nukleotidové sekvence 3‘-koncogkodujici oblasti, jez je niz8i nez
90%. Podle &hto hledisek se zastupci rodillexivirus rozcluji do tchto drufi:
Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV), Garvirus A (GarV-A), Garlic virus
B (GarV-B), Garlic virus C (GarV-C), Garlic virus BGarV-D), Garlic virus E (GarV-
E), Garlic virus X (GarV-X), Shallot virus X (Sh\YXako prozatimni druhy jsou
zarazeny Garlic mite-borne latent virus (GarMbLV), Omimite-borne latent virus
(OMDbLV), Shallot mite-borne latent virus (ShMbLVHéIgueraet al., 1997; Sumiet
al., 1993, 1999; Chent al, 2001, Songet al, 1998, Kanyukaet al, 1992). Typovym
zastupcem rodAllexivirus je Shallot virus X(ICTVdB, version 4, 2006).

3.2.2. Geografické rozSi Feni

Rod Allexivirus je celos¥toveé rozsfeny (Leeet al, 2007). Jeho zastupci byl
detekovani v Asii Cina, Indie, iran, Japonsko, Korea), v Jizni Ameriéegentina,
Brazilie), v Australii a Oceénii (Novy Zéland) aEwrop: (Recko) (viz Tab. Il
(Cafruneet al, 2006; Dovast al, 2001; Conciet al, 2003; Cheret al, 2001, 2004;
Majumderet al, 2008; Melo Filhoet al, 2004; Parlet al, 2005; Pearsost al, 2006;
Perez-Egusquizat al, 2008; Shahraeegt al, 2008; Sumkt al, 1993, 1999; Waret
al., 2009).

Za rozsfeni allexivifi je odpoedna gedevSim dlouhodoba zeédglska propagace
vegetativik mnozenéha@esneku (pstovani ze strouzly a mezinarodni obchod s timto

rostlinnym materialem. K roz&ni gispel i hmyzi prenasé Aceria tulipae(viz dale)
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(Leeet al.,2007).

Tab. II: ZjisS€ny vyskyt jednotlivych drut roduAllexivirus

zemg identifikovany druh

Cina GarV-D, GarV-E, -X (Cheat al, 2001, 2004)

Indie ShVX (Majumdeket al, 2007)

fran GarV-B, -C, -D (Shahraeet al, 2008)

Japonsko GarV-A, -B, -C, -D (Suret al, 1993, 1999)

Korea GarV-A, -B, -C, -D, -E, -X; GarMbFV (Pagk al, 2005)
Argentina GarV-A, GarMbFV (Cafrunet al, 2006, Concet al, 2003)
Brazilie GarV-A, -B, -C, -D, GarMbFV (Melo Filhet al, 2004)
Novy GarV-A, -B, -C, -D, ShVX (Perez-Egusquigaal, 2008, Warcet al,
Zéland 2009, Pearsoat al, 2006)

Recko GarV-B, -C, -D (Dovast al, 2001)

3.2.3. Biologické vlastnosti

3.2.3.1. Prirozeny hostitel

Prirozenym hostitelem allexivir jsou zastupci rodWAllium. Ve vSech doposud
zaznamenanychiipadech byly hostiteli kulturni rostliny, doposuejsou znamy Zadné
plarg rostouci hostitelské druhy (Chet al, 2001). Tyto viry byly nalezeny &llium
sativum (¢esnek) (GarV-A, GarV-B, GarV-C, GarV-D, GarV-E, @aX), A.
ascalonicum (Salotka) (ShVX, ShMbLV, GarV-A, GarV-D, GarV-B)A. chinese
(GarV-A, GarV-B),A.cepa(cibule) (GarV-C, GarV-D)A. porrum(pérek) (GarV-C) a
v A. senescen@GarV-A) (Parket al, 2005, Pearsoet al, 2006, Shahraeest al 2008,
Wardet al.,2009).
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3.2.3.2. Vyskyt v hostiteli

Allexiviry napadaji parenchymatické fiky, diky ¢emuz jsou relativh snadno
mechanicky penosné (Martellet al, 2007). Viriony se hromadi v cytoplaZniLee et
al., 2007), kde maji podobu velkych inkluzni¢higek (Kanget al, 2007) (viz Obr. 1).

Zaznamenané stené infekce hostitelskych rostlin  potvrzujitivie  zjiS€nou
skute&nost, Ze ucesneku nebyla prokazandidzova ochrana, tzn. Ze infekce jednim
virem nechrani rostliny proti infekci blizcé&ipuzného viru (Frasest al, 1998). Chen
et al (2001) navic prokazali, Ze jedna rostlindz@ byt infikovana dznymi izolaty
stejného viru (nap izolat Garlic virus X nebo blizce fibuznych zastugc stejného
rodu (nap. GarV-X a GarV-E). Komené péstovanécesneky jsou napadeny &sici
vira s grevahou potyvilt (Onion yelow dwarf virusOYDV aLeek yellow stripe virys
LYSV), carlaviti (Garlic common latent virysGarCLV aGarlic latent virus GarLV =
Shallot latent virus SLV) a rekterych zastupic rodu Allexivirus (Chenet al, 2001,
2004, Kanyukaet al 1992, Ryaboet al, 1996, Sumet al, 1999, Takaichet al., 2001,
Tsuneyoshiet al, 1998, Van Dijk 1994, Vishnichenket al, 1993, Yamashitat al,
1996) .

Obr.1: Virovécastice agregované v epidermalnichikach(pr/evzato z Kang et al.,
2007)

3.2.3.3. Priznaky infekce

Samotné allexiviry indukuji na rostlinactesneku bd vznik giznaki infekce, tj.
slabé netetelné prouzky a mirnou mozaiku, anebo nejsou ¢ngStvibec Zadné
symptomy (Yamashitat al. 1996, Van Dijk 1994). V fipact infekce viry komplexu

cesneku, které dir¢ napadajici zastupce rodallium, mohou allexiviry vyvolavat
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viditelné giznaky (Wardet al, 2009) (viz Obr. 2). Hlavnim symptomem takovéto
smésné infekce je retardovanyst, na listech se objevuje Ztyprouzkovana mosaika a
list mize byt pokroucen a deformovan (Leteal, 2007).

3.2.3.4. Zpusob p fenosu
Allexiviry se prenaSeji vegetativi) mechanickyéi pomoci fgenaseéi. Vegetativni
zpisob je povaZzovan za velmi vyznamny, viry s# #iky vegetativnimu zjsobu
mnoZzeni hostitelskych rostlin (strouzky). Mechagickitenos je mozny manualni
inokulaci zdravych rostlin pomoci rostlinnycfé® napadeného hostitele (Fauqeieal.,

2005). Hlavnim hmyzim vektorem allexiuijsou acérie Aceria tulipae)(Kanget al,
2007).

Obr. 2:Cesneky bezvirozni (1) a napadené viry (2)
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3.2.3.5. Koncentrace allexivir @ v rostlin é

Cafruneet al. (2006) porovnavali @imeérnou koncentraci vir v rostliné s teplotou
okolniho progtedi s cilem zjistit korelaci teploty a vyskytu aildru v jednotlivych
rostlinach. B péstovani rostlin v zewdélskych podminkach afipteplotach ézn¢
kolisajicich v pitbéhu roku vSak tuto skuteost neprokazali. Zjistili, Ze koncentrace

vira v ¢esneku kolisala, ale nepdila se jim prokazat Zzadnou statistickou korelaci.

3.2.3.6. Ovlivn éni vynosu po infekci

Jak jiz bylo zmiano, samotné allexiviry gsobi na rostlidé pouze nepatrné
symptomy, pokud nejsou ve ssmé infekci s dalSimi druhy, kdyagobi snizeni
hmotnosti paliek a celko¥ tak i snizeni zegu¢lské produkce. Vzhledem k tomu byl
vliv samotnych allexivii na vynosy zkouman jen vyjire. Vyjimkou je prace
skupiny Cafruneet al. (2006), kt&i zaznamenali sniZzeni hmotnosti strouZkesnek i
v disledku infekce samotnymi drul@arlic virus Aa Garlic virus C

Vliv smésné infekce wesneku zkoumali Takaictet al. (2001), ktéi ve Francii
zZjistili 17 — 54% ubytek vahy palitesneki ve sngsné infekci s LYSV, kdeZto pokud
byl pfitomen OYDV, byl vliv na rostlinu je8tvySsi, redukce se pohybovala mezi 39 %
az 60 %. Conciet al. (2003) navézali na tuto préci studiem moZnostiothikce
bezvirozni sadby do zemkIské produkce. Stanovili, Ze bezvirozni rostliny jima
vyrazre vysSi vynos nez infikované (obsahujici komplexivikznych druli a rodi).
Kultivovali ¢cesneky v pibéhu peti nasledujicich let v ze&délskych podminkach a jiz
po prvni sklizni bylo zji&tno vysoké procento infikovanych rostlin. V naslédigh
skliznich byl zaznamenan pokles vynosu. Stale g &tSi vynosnost {vodns
neinfikovanych rostlin i po &i letech jejich gstovani ve srovnani s chronicky
infikovanymi rostlinami z Bzné produkce (Congt al, 2003). Je izjmé, Ze introdukce
bezviroznich rostlin do zetdélské produkce mé vyznam,ckoli v kratké dols
péstovani v zerdélskych podminkach dochazi k jejich infikovani Siook Skalou

rostlinnych vif.

3.2.3.7. Vlastnosti virionu

Protazeny nukleokapsid allexiuije neobaleny, ma helikalni symetrii, je viaknity,
(ICTVdB, version 4, 2006) (viz Obr. 3) s délkou 6860800 nm (Leect al, 2007).
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Uvniti kapsidu se nachdazi linearni, pozitivni, jeditezcova RNA. Viriony mohou také
obsahovat dvouSroubovici DNA nezndméhivgodu a funkce (ICTVdB, version 4,
2006).

Obr. 3: Viriony allexivifi, fotografie z elektronového mikroskopu¢vzato z
http://www.dpvweb.net/notes/showem.php?genus=Aliens); méritko 200 nm

3.2.3.8. Charakteristika genomu

Kompletni genom je dlouhy 8,1 — 8,8 kb (Martetial, 2007), 3"-konec molekuly
ma poly(A) konec. Obsah guaninu a cytosinu se pojeyl rozmezi 46,7 — 49,2 %
(ICTVdB, version 4, 2006).

Na typickém genomu rodAllexivirus bylo identifikovano celkem Gtecich rama
(ORF) — replikasa (ORF1), ORF2, ORF3, ORF4 s domegilis jasnou funkci
kédovaného proteinu, ORF5 pro plégy protein a ORF6 (viz Obr. 4) (Chent al,
2001).

Replikasa zaujima nejtdi cast genomu a koduje celkovy polypeptid o velikas®d
— 195 kDa. Redpoklada se, Ze tento protein obsahtijmobtivy, jejichz funkce jsou: (1)
methyltransferasa, (2) helikasa a (3) RNA depemddRNA polymerasa (RdRp) (Chen
et al, 2001, 2004).

Nasledujicicteci ramce, ORF2 a ORF3, kdéduji nejspis tuntkdulezité bilkoviny.
ORF2 koduje 25 — 28 kDa protein, ktery je podobryBL (riple gene block 1L
u carlavifi a potexvifi, ozn&uje se proto &dy jako TGBpl. Je to na leucin bohaty
protein, na kterém byl identifikovdn motiv, kteryahe mit funkci NTP-dependentni
helikasy. Struktura proteinu je ttena amfipatickymi alfa-helixy, které maji schopnost
vazat RNA nebo DNA. ORF3 kdduje 11 — 12 kDa pro{di®Bp2) o struktie 'helix-
coil-helix', které tvei 2 transmembranové regionyfigg@mz N-konec a zakladni C-
konec tohoto proteinu jsou uvhitytoplasmy. Redpoklada se, Ze oba zréné proteiny

(TGBpl a TGBp2) jsou kibvé v procesuignosu virioi mezi buikami (Chenet al.,
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2001). TGB proteiny totiZz interaguji s plazmodegmatstlinnych butk a pomahaji
v pohybu virov&astice z bitkky do buiky (Kanget al, 2007, Dinangt al, 1993).

ORF4 je rkterymi svymi vlastnostmi unikatni v celém genomieobsahuje
klasicky iniciani kodon a kdéduje na serin a threonin bohaty pnatevelikosti 40 kDa.
Tato bilkovina obsahuje asi 30 fosforyméch mist, které mohou byt rozpoznany
kinasami a fosfatasami. Po fosforylaci nese prot&itké mnoZstvi zapoénnabitych
naboji. Je to nejvariabikjSi protein rodu s dosud neznamou funkci (Céeal., 2001,
2004).

Plagovy protein (CP) je kddovan ORF 5. Jeho velikos2§e- 29 kDa (Cheat al,
2001), byl vSak zjign i 30 kDa protein (Kanget al, 2007). Tento protein je dale
charakteristicky vysokou konzrevativnosti sekverseyjimkou variabilnino N-konce
(Chenet al, 2001).

Poslednim¢tecim rdmcem je ORF6. Koduje protein bohaty naitgeuktery ma
velikost 14 — 15 kDa. Tento protein se vaze naemkbu kyselinu a je mozné, Ze je

zapojen v regulaci replikace virové RNA (Chetral, 2001).

replikasa
Methyltransferasa Helikasa RdRp

CP
protein

5!

ORF3 ORF6

Obr. 4: Schéma organizace genomu réteaxivirus (podle Chen et al. (2004))

3.2.4. Geneticka variabilita allexivir

Jednotlivé,GarV* druhy (minimalg GarV-A a GarV-C) a ShVX se pragpbodobr
vyvijely nezavisle z hypotetického spahého gedka. K evoldnim proce8m, které
postupr tento vyvoj diferencovaly, I1ze zahrnout v§mu, peskladani a duplikaci gén
(Sumiet al.,1999).

Chenet al. (2004) navrhli rozéleni zastupg rodu Allexivirus do 2 hlavnich skupin
podle identity nukleotidovych sekvenci. Prvni skgppodle nich zahrnovala GarV-E,
GarV-D a GarV-A a do druhé skupiny atitaaradili GarV-B, GarV-C a GarV-X.
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VSimli si rovrez, Ze totéz rozteni odpovida rozdilm v organizaci sekvenci. Druhy
GarV-B, GarV-C a GarV-X obsahuji kratky (9 — 17 ngtranslatovany region mezi
¢tecim rdmcem na konci ORF5 ¢éecim ramcem na Zatku ORF6. U zbyvajicich
druhi (GarV-E, GarV-D, GarV-A) je tato oblast exprimo@amblasti ORF5 a ORF6 na
sebe pimo navazuji tim zjsobem, Ze posledni nukleotid stop kodonu genu pro
pla¥ovy protein (CP) (TAAnebo TGA je zarové prvnim nukleotidem inicieniho
kodonu (ATG) v ORF6.

Sumi et al. (1999) porovnavali aminokyselinovou sekieh podobnost replikasy
mezi GarV-A, GarV-C a GarV-X. Zjistili, Ze tyto dny maji 58,4 — 79% vzajemnou
podobnost v RdRp proteinu. JenomzZe identita sekvertasti mezi doménami
methyltransferasy a helikasy je nizSi nez 33 %.oAAutavrhuji, Ze takto vyznamna
sekverni divergence v hypervariabilnim Gseku je vysledkatmych insercéi deleci.
Jejich dalSim zjishim bylo, Ze hypervariabilni oblast RARp u ShVXvigznamr
podobna s oblasti u drul@lover yellow mosaic virugod Potexviru3. U ,GarV* druhi
nebyla podobna similarita s potexviry nalezena.

Korelace mezi sekvencemi a geografickyiivgdem, tzn. vyskyt witych druhi
v urcité lokalité, je neustaléeSeny problém. Chest al. (2004) zjistili, Ze druh GarV-D
se vCing vyskytuje vzdy v asociaci s kazdym z dalSich dreddu Allexivirus, zatimco
GarV-X byl vzdy nalezen sam. Tato korelace je pépedobr dana vegetativnim
zpusobem rozmnoZovani rostlinného materialu a také@gsem acériemi (Chest al,
2004). Ucité selekni tlaky (podminky prosedi, alternativni hostitelé, ¢iinnost
vektorového penosu) maji podil na genetické variabilizolati stejnych drub.
Rozdilné ekologické niky tak nejspis #&mily adaptaci &chto vii (Melo Filhoet al,
2004).

U argentinského izolatu druhGarlic mite-borne filamentous virugGarMbFV)
nebyla geografickd podobnost izdladosud prokazéna. V Brazilii byla zpgg
vyznamré vysSi similarita izolatu tohoto druhu s geografididizkym argentinskym
Filho et al, 2004). Ale GarMbFV zjighy v Koreji vykazoval vySSi aminokyselinovou
identitu (75%) s argentinskym izolatem nez s gefigya bliZzSim, japonskym (58%)
(Parket al, 2005).
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Tab. lll: Fiklady typovych sekvenci izokajednotlivych druli allexivira (podle
ICTVdB, version 4, 2006; databdze GenBank, NCBI)

) znama Délka Accession | Referentni
nazev druhu
sekvence sekvence (nt) | number sekvence

Garlic mite-borne |\ 1na bro R 762 X98991 |
filamentous virus
Garlic virus A kompletni 8 660 AB010300| NC_ 003375
Garlic virus B neuplina 5077 AB010301| -
Garlic virus C kompletni 8405 AB010302| NC_003376
Garlic virus D neuplna 4 497 AB010303| -
Garlic virus E kompletni 8 451 AJ292230 NC 004012

8 319 AJ292229 |-
Garlic virus X kompletni

P 8 106 u89243 NC_001800

Shallot virus X kompletni 8 832 M97264 NC_003795

3.3. Detekce a identifikace

Detekce slouzi ke zji&i pritomnosti viG. Fi identifikaci se zkouma identita
jednotlivych nalezenych sekvenci. Pro detekci aliek se lze pouzit metody
sérologické nebo molekularni. Znalost identityavéiesneku je dlezita pro studium
virové epidemiologie, ziskané informace mohou byd4ity pro Upravu progratnpro
Slecheni rostlin tak, aby byly nové kultivary plodin odé proti virové infekci (Melo
Filho et al, 2004).

Cafrune et al. (2006) stanovili doportené obdobi pro testovanirifpmnosti
allexiviri v Argentirg (potazmo v podobnych klimatickych podminkéch).stj, Ze
optimalni doba pro detekci allexivifje asi 64 — 81 dni po gatku gstovani nebo ke
konci vegetaniho cyklu (testovano na GarV-A). Jejich dalSimS&fim bylo, Ze
strouzkycesneku, které bylyipdem devernalizované, jsou nejvh&8im rostlinnym

organem pro weni gitomnosti allexivifi.

3.3.1. Sérologicka detekce

ELISA (Enzyme-linked immunosorbet assgyjednou ze zakladnich diagnostickych
metod, picemZ jeji podstatou je interakce protilatky s amgm. U allexivii je

antigenem pl&®vy protein viru, konkréth N-koncova oblast, kterd obsahuje vikov

-20 -



specifické epitopy. Produkce vysoce specifickyabtifitek proti allexiviiim je obtizna
(Dovaset al, 2001) a tyto protilatky proto nejsodané komegné dostupné.

Nektefi autai vyuzili ELISA metodu pro detekci allexiviy ale i podrobrgjSim
zkoumani této metody dadpMelo Filho et al. (2004) k zagru, Ze u roduAllexivirus
lze tuto metodu vyuzit pro detekci, ale neni jii vhodna pro rozliSovani konkrétnich
druhi (tj. k jejich identifikaci). KiZové reakce totiz¢asto vedou k chybnym

interpretacim vysledk

3.3.2. Detekce s pouzitim molekularnich metod zaloz ené na
RT-PCR

Molekularni metody jsou dalSim &gpobem detekce vir Dovaset al. (2001) zjistili,
Ze metoda PCR (polymerasovéizové reakcepolymerase chain reactipnma ve
srovnani s ELISA metodou vys§i citlivost (16 10kréat citlivgjsi). U PCR je doba
potiebn& pro detekci kratSi nez je tomu u ELISY a datBbdou PCR je SirSi schopnost
detekce jednotlivych druh(Dovaset al, 2001).

Molekularni metody jsou kibvé pro identifikaci allexivit. JelikoZ jsou allexiviry
sSRNA viry, jejich detekce jsou zaloZzeny na métty. RT-PCR. B dvoukrokové RT-
PCR je nejprve ziskdna cDNA procesem reverzni krgpgee (RT, reverse
transcription), pii které dochézi k hybridizaci primeru a syntéze éDIeverzni
transkriptasou. Nasleduje krok amplifikace konkiféonuseku cDNA pomoci PCR.
Tato reakce probiha s pomoci odpovidajici kombimaireeri (oligonukleotidi), které
umozni specifické namnozZeni konkrétniho Useku DRER reakce je zaloZena na
cyklech denaturace DNA, nasedani pritngti specifické teplat a nasledné syntézy
komplementarniho vlakna.

Pro univerzalni syntézu cDNA atitmejcastji navrhuji pouziti primeru oligo d(T)
(Dovas et al, 2001; Kanget al, 2007) nebo M4T (Chert al, 2001, 2004). Pro
druhow specifickou syntézu allexivirnaopak Melo Filhcet al. (2004) navrhli pouZiti
primeri GarV-A2, GarV-B2 a GarV-C2 (viz Tab. V).

Pro PCR detekci allexivirje mozno pouzit univerzalni kombinace pritherAllex-
CP(+)/INABP(-), M4/pGV-3t, ALLEX 1/ALLEX 2 nebo tzné druho¥ specifické
kombinace, jako ndap ShVX-CPF/ShVX-CPR, GarV-Al/GarV-A2, GarV-Bl/GarV-
B2, GarV-Cl/GarV-C2, GarV-D1/GarV-D2 (charaktetstia pouziti shrnuty v Tab. IV
av Tab.V).
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Tab. IV: Sekvence primémpouzité pro detekci allexivir

oznateni sekvence poznamka
M4T 5 —GTT TTC CCA GTC ACG AC (T)15 -3* L
Univerzalni,
Allex-CP(+) 5'—-TGG RCX TGC TAC CAC AAY GG-3' 750 bp
(Chenet al, 2004)
NABP(-) 5'—CCY TTC AGC ATA TAG CTT AGC -3'
PGV-3t 5'_TGG XCX TGC TAC CAC AAX GG -3° (Chenet al, 2001)
(+) GAT CGG AAC CAA GGA ATA A pro GarV-X,
661 bp
) GAG TGG AAA CCA TAT TCG AG (Parket al, 2005)
(+) ATG TCA GGT TCC ACA AGT pro GarMbFV,
723 bp
) TCA GAA CGT AAT CAT GGG A (Parket al, 2005)
ShVX-CPF 5 —ATT TAG GGG TGA AGG TCT GT -3 pro ShvX, 912 bp
(Perez-Egusquiza
ShVX-CPR 5 —GAG TTT TGA GGT CGT TGG -3 et al, 2008)
ALLEX 1 5'— CYGC TAA GCT ATA TGC TGA ARG G -3 Univerzalni,
183 — 192 bp
ALLEX 2 5 _TGTT RCA ARG TAA GTT TAG YAA TAT CAA CA -3 g%g‘f;‘set al,
GarV-Al 5'—-CCC AAG CTT ACT GGA AGG GTG AAT TAG AT
GarV-A2 5'—-CCC AAG CTT AGG ATA TTA AAG TCT TGA GG
GarV-B1 5 —-CCA AGC TTT TAATTT ACA CTG GCT TAGA-3* Pro GarV-A,
GarV-B, GarV-C,
GarV-B2 5' —-CCA AGC TTT ATG CAT TTC TGG GTC AAGA-3' GarV-D,
. . cca 800 bp (Melo
GarV-C1 5' —CCC AAG CTT CAT CTA CAA CAA CAA AGG C& Filho et al. 2004)
GarV-C2 5'—-CCC AAG CTT ATA AGG GTG CAT GAT TGT GG+
GarV-D1 5'—-CCA AGC TTA AGC AAG TGA AGA GTG TAAG-3'
GarV-D2 5 —CCA AGC TTT TTG GAA GAG GAG GTT GAGA-3'

(+)

5'—-RGX CTT GTT AAC CTC ATG GRX-3'

()

5 —XYG TTT GAG TGC TCAGTT GYX-3'

Univerzalni
(Kanget al,, 2007)

X=AT,C,G,Y=T,C,R=A, G)

(+) 'sense’ primer, (-) ‘antisense' primer
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Tab. V: RT-PCR primerové kombinace pouZivané ptekiz allexiviri

Reverzni transkripce PCR Autar
MAT M4, pGV-3t Cheret al,, 2001
MAT AllexCP(+), NABP(-) Cheret al, 2004
oligo d(T)primer ), () Kangt al, 2007
oligo d(T)primer ALLEX 1, ALLEX 2 Dovast al, 2001
GarV-A2 GarV-Al, GarV-A2
GarV-B2 GarV-B1, GarV-B2

Melo Filhoet al, 2004
GarV-C2 GarV-C1, GarV-C2
GarV-D2 GarV-D1, GarV-D2
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4. Experimentalni €ast

Detekce allexiviii ve vzorkucesnelk rostoucich v polnich podminkéach

4.1. Material a metody

4.1.1. Rostlinny materidl

Pritomnost allexivii byla testovana ve 30 vzorciaglesneku, tiznych kultivai
geského pvodu (viz Tab. VI), pochéazejici z genové sbirky WIRuzyre, pobaka
Olomouc. Jednotlivé rostliny vykazovalyizné intenzivni giznaky infekce viry
komplexucesneku (Obr. 5).

4.1.2. Izolace celkové RNA

Celkova RNA byla izolovana z cca 0,2 g (1,85-2,05ligti jednotlivych rostlin
¢esneku odebiranych v polo¥ikvétna roku 2009. Pro izolaci celkové RNA byl pouzit
TriReagent (Sigma), v souladu s pokyny vyrobce. RMga v pibéhu izolace
roz&lena do dvou alikvot, a nasletidlouhodoks uchovavana ip -80° C.

Pro nasledné analyzy byl vzdy jeden vzorek izolévRNA na testovanou rostlinu
rozpusén v 50ul dEPC dHO, a nasledhbyla spektrofotometricky zji§ha jeji istota
a koncentrace v gl vzorku pomoci spektrofotometru NanoDrop1000 (hiner~isher

Scientific Inc).

4.1.3. Reverzni transkripce

Virova cDNA byla ziskdna ve dvoukrokové reverznangkripci za pomoci
,Random” primeit (Promega) anebo M4T primeruubizolované RNA (660 — 2 790 ng
RNA) bylo smichano gasti reakni snesi (,premix 1): 1 ul (0,5 uM) primeru a Ql
dEPC destilované vody, celkovy objem {15 a inkubovano 5 minipteplo& 70° C a
nasledg okamzit preneseno na led. K této &sn byl pridan zbytek readni snesi
(,premix 11*): 8 ul AMV-RT pufru (5x), 4 Wl dNTP (10 mM; Promega), 0,al
inhibitoru ribonukleasy (40 W; Promega) a 1l AMV Reverzni traskriptazy (10 Wl,
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Promega) a 11,bl dEPC destilované vody, celkovy objem @5 Reverzni transkripce
v celkovém objemu 4@l probshla v zavislosti na pouzitém primeru, pro ,Random’
primery @i 37 °C anebo i pouziti primeru M4T f 42°C po dobu 60 min v cycleru
Thermal Cycler Gene E (Techne).

4.1.4. Polymerasova fetézova reakce

cDNA byla amplifikovana v nasledné PCR reakci zampoi kombinace
univerzalnich primer AllexCP(+) (f primer), NABP(-) (r primer) podle @h et al.
(2004) utenych pro detekci allexivir(viz Tab. V).

Reakce prothla celkovém v objemu 2pl. Reakni snmés obsahovala: pl Go-Taq
pufru (5x) (Promega), 1,6l MgCl, (25 mM, Promega), 8,43 destilované vody, 6,25
ul dNTP (1 mM, Promega), 0,3l r primeru (20 pmol/l) a 0,31l f primeru (20
pmol/l), 0,20ul Go Taq polymerasy (5 Wl, Promega).

Podminky reakce byly s pouZzitim ,Random’ prifn@dsledujici:
1 . P@éatetna predenaturace 94 °C, 3 min
2.1. Denaturace 94 °C, 1 min
2.2. Hybridizace primdr(annealing) 51 °C, 1 min;
2.3. ProdluZovéni primén(extension) 72 °C, 2 min 35 coykli

3. Zawrecna elongace 72 °C, 7 minut

Podminky reakce s pouzitim M4T primeru byly nasjexu
1 .Pa@ateina predenaturace 94 °C, 3 min
2.1. Denaturace 94 °C, 1 min
2.2. Hybridizace primdr(annealing) 48 °C, 1 min
34 cykii
2.3. Prodluzovani primér(extension) 72 °C, 2 min

3. Zawrecna elongace 72 °C, 10 minut

Vysledek PCR reakce byl vyhodnocen pomoci elektéxp v 1,5% agar6zovém
gelu (Amresco) sifidavkem 5ul GelRed (10 000x v DMSO; Biotium, Ltd.) v TAE
pufru (sloZeni viz Hloha, str. 39). Migrace vzoik probihala za podminek
stejnosmirného napti pri 70 V po dobu 45 minut. Produkty byly vizualizoyama
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dokumentovany pomoci UV transluminatoru a dokumamte zdizeni SynGene
(Synoptics Ltd, UK).

4.1.5. Sekvencovani

Pro naslednou genetickou analyzu bylo vybrano X¥kézizolovanych z kultivar
cesnekuceského fivodu. PCR produkty @ekavané velikosti byly izolovany pomoci
QIAGEN Gel extraction kitu (QIAGEN), podle pok§rvyrobce. I1zolovana DNA byla
oboustranaé sekvencovana specifickymi primery, niéye byla ozn&ena pomoci
BigDye Terminator sequencing Kkitu, v.3.1 (Appliedo8/stems), podle pokyn

vyrobce, a nasle@nsekvencovana pomoci genetického analyzatoru ABBRRIZ30.

4.1.6. Fylogeneticka analyza

Sekvence analyzovanych DNA fragméettyly sloZzeny za pomoci specializovaného
programu Segman (DNASTAR, Lasergene). Jejich iteetyl zjiS€na porovnanim se
znamymi sekvencemi pomoci programu BLAST (http:Awmcbi.nih.gov/BLAST).

Ziskané sekvence byly porovnany s vybranymi homdlog sekvencemi izolét
allexivira dostupnymi v databazi GenBank.

Fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi izolaty adieiru byly analyzovany pomoci
neighbor-joining analyzy Clustal (Mega 4.0). Vysiédfylogenetické stromy byly
vizualizovany pomoci programu Mega 4.0 (TreeExplore
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4.2. Vysledky a diskuse

Na sbiranych listech rostlin byly patrné gjBi ¢i slabSi piznaky napadeni viry
komplexu ¢esneku (viz str. 14). Rostliny vykazovalyfrepevsim iizny stupé
prouzkovitosti, mirnou zakrslost a &ai listi (Obr. 5).

Vlastni izolace celkové RNA byla i&na, u vSech 30 vzaikse podglo ziskat
dostaténé mnozstvi RNACistota RNA se iznila, od 1,84 do 2,07, jeji kvalita byla
dost&ujici pro uspdné provedeni reverzni transkripce. Koncentradeazés RNA byla
prekvapiw variabilni, nijak nekorelovala s mnozstvim listougitym pro izolaci, nap
u vzorku¢. 2 @i hmotnosti vzorku listu 0,12 g byla koncentracazejované RNA
vysoka (526,1 ngd) a naopak u vzorké. 20 s 0,19 g vzorku listu byla nejnizsi ze
vSech 30 vzork, pouze 130,8 ngl (viz Tab. VI). Dané rozdily pravghodobré souvisi
s kvalitou listi a stupgm projeva piiznaka virové infekce, tj. s mnoZstvi tzv. ,zelené”

hmoty.
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Tab. VI: Seznam analyzovanych vzork vysledky PCR detekce allexitir

gislo o dmg;sllg)(r“a di kultivar navazka listu koncentrace| ¢&istota RNA PCR

vzorku rostliny (9) RNA (ngiu) |{(A260/A280 nm)detekce
1 N 1065/3 Prim 0,19 363,0 1,97 -
2 S 1623/9 k:‘?_r‘(’)"z‘jtrt’ a 0,12 526,1 2,01 +
3 N 1066/5 Japo 0,17 229,6 1,97 -
4 P 1404/1 kpr :}flg\gfj&a 0,12 149,7 1,95 +
5 P 1057/7 Moravan 0,18 1942 1,97 4
6 P 2806/5 Vekan 0,19 204,4 2,03 -
7 P 1058/8 Ropal 0,17 558,8 2,00 +
8 P 1027/1 Kuklensky 0,20 368,2 1,92 +
9 N 2842/2 Tibadur 0,18 347,4 1,95 +
10 | P 2853/5 Dukét 0,19 131,7 1,99 -
11 P 1298/5 Landrace BK 0,18 325,5 2,07 +
12 | S1194/3 Hot:i”&g"g‘;‘;’ice 0,17 467,7 1,98 +
13 P 2817/5 Karel 0,21 181,2 1,98 +
14 | P 1229/3 k'f;‘_‘f)"gg(‘j’é 0,19 2778 2,01 +
15 P 1032/10 Pathradsky 0,20 206,8 2,07 +
16 | N1167/6 Landrace BK 0,19 266,4 1,91 i
17 | N1074/1 Z&horsky 0,17 477,5 2,04 4
18 S 1164/7 Landrace BK 0,19 386,2 1,95 +
19 | S1025/8 Revisan 0,20 200,8 1,95 +
20 P 1347/1 Oravska Porubja 0,19 130,8 1,84
21 | N2685/6 J'kzrr;'\f)‘é'g‘&’: 0,18 617,5 1,96 -
22 P 2856/4 Djambul 0,18 328,3 1,94 -
23 P 1059/8 Bzenecky 0,21 245,8 1,91 +
24 | S 1008/4 Mako 0,19 336,1 1,94 +
25 | P 1341/2 vbiﬂgri‘ﬁﬁ}n 0,18 306,1 1,96 +
26 N 2828/1 Benéan 0,17 287,6 1,90 +
27 | N2808/5 Lukan 0,19 162,7 2,08 +
28 | P 1224/5 kra}figélﬁ i 0,18 172,1 2,09 "
29 P 1297/1 Landrace BK 0,18 225,2 1,96 +
30 | P 2805/7 Jovan 0,18 132,1 2,01 1

Vysweétlivky: + pozitivni reakce; - negativni reakce
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Celkow byla detekce vir rodu Allexivirus pozitivni ve 23 vzorcich z 30, tzn. byl
prokazan vyskyt allexivir v 76,67 % vzork ¢esneku iiznych kultivati. Pro detekci
byly pro RT pouzity ,Random’ primery a byl také wmsSen M4T primer. Podminky
PCR amplifikace byly v obouifpadech stejné (pouziti printeAllexCP(+), NABP(-)),
velikost zmnozeného fragmentu dokazujidtgmnost allexivié byl 750 bp.

Reverzni transkripce s ,Random‘ primery byla poaait vSech vzoik Pozitivni
nalez fragmentu byl ve 23fripadech z 30. U vzorkd. 6 byl nalezen slaby produkt
v oblasti 780 bp (viz Obr. 5). Tento vzorek byligpaven z rostlinného materialu
mnozstvi 0,19 g, tedy vysok& hodnota, a koncentRi¢a byla stedre vysoka (204,4
ngiul). Cistota RNA byla také adekvatni (2,03). Vzorkeks proto nebyl hodnocen jako
pozitivni nalez. H provedeni reverzni transkripce s ,Random‘ primebyl
charakteristicky vyskyt nespecifickych prodiuktelikosti 250 bp (celkay zjisteny v 19
piipadech z 30), coz je praygbdobnym dsledkem nespecifické tvorby cDNA.

L1 2 3 4 5 6 7 8 90 B

«_ 750bp

Obr. 5: Detekce allexivirve vzorcich 1 - 10
(RT primer: Random primer, PCR primery: AllexCP(NABP(-)) (L: 100 bp DNA
ladder, Fermentas; 1-10: vzor&yl-10, B: voda (negativni kontrola) ).
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A B

18 19 20 B L 21 222324 25 26 27 28 29 30

<« 750 bp

Obr. 6: Detekce alexivirve vzorcich (A)18 — 20 a (B) 21 — 30

(RT primer: Random primer, PCR primery: AllexCP(NABP(-)) (L: 100 bp DNA
ladder, Fermentas; 18-20: vzorky18-20, 21-30: vzorky¢. 21-30, B: voda (negativni
kontrola) ).

Pro reverzni transkripci bylo vyzkouSeno také pouddT primeru (podle Chept
al., 2004). M4T primer byl pouzit u 7 vzaiktj. vzorky 11 — 17, a i v tomtotipact byl
prokdzan pozitivni nalez allexivirv 6 vzorcich ze 7 (viz Obr. 7).fiPpouZiti tohoto
primeru nedochazelo k vyraznému vzniku nespecitibkgroduki (1 pripad ze 7) jako

tomu bylo u ,Random’ primeru.

L 11 12 1 14 15 16 17 B B

<«— 750 bp

Obr. 7: Detekce allexivirve vzorcich 11 — 17
(RT primer: M4T, PCR primery: AllexCP(+), NABP(-L: 100 bp DNA ladder,
Fermentas; 11-17: vzorkyl1-17, B: voda (negativni kontrola) ).

Byla vyzkouSena PCR amplifikaceti ppouziti PCR primeru AllexCP(+) a M4T
v kombinaci s tvorbou cDNAIPRT s pouzitim M4T primeru. Tato kombinace prifiner
nevedla k usgsné tvorls Zzadného patrného fragmentu a ukazala se jako deghpro

amplifikaci 3" oblasti genomu allexivir(viz Obr. 8).
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L 11 12 10 14 15 16 17 B

«— 200 bp

Obr. 8: Detekce allexivirve vzorcich 11 — 17
(RT primer: M4T, PCR primery: AllexCP, M4T) (L: 1d8p DNA ladder, Fermentas;
11-17: vzorky. 11-17, B: voda (negativni kontrola) ).

Sekverni analyza a porovnani se znamymi sekvencemi ptvepecifitu PCR
detekce. VSechny analyzované vzorky vykazovaly padst se znamymi izolaty

allexiviru.

Na zaklad porovnani sekvenci s databdzemi pomoci BLAST s#aifpo u peti
vzorka identifikovat druhovou specifitu detekovanych =ierti, a to u izolai
ziskanych ze vzortk¢. 2, 12, 19, 24 a 26. VSechny takto ziskané a &tamaované
izolaty vykazovaly homologii s GenBank dostupnyrekwencemi allexivii, odliSné
v3ak bylo jejich druhové #azeni.

Ze vzorku¢. 2 byl ziskan izolat identifikovan jakGarlic virus B tento ziskany
izolat ozn&eny jako ,Horvath S1623", vykazoval 90% podobnoiotatemcinskym
YC (AJ551482) a s korejskym (AF543829). DalSi izeta (vzoreke. 26), ktery byl
identifikovan jako GarV-B, je ,Bendhn N 2828‘, jenz vykazoval 90% identitu s
¢inskymi izolaty ,YC' (AJ551482) a ,TS2' (AJ551488 89% identitu s korejskym
izolatem (AF543829). Jako druBarlic virus C byl identifikovan izolat ,Landrace
S1194° ze vzorku¢. 12, ktery vykazoval 79% identitu s japonskym d&em
(AB010302) a 78% podobnost s italskym izolatem 88l vessalico® (AY170322).
Izolaty ze vzorku¢. 19 (,Revntan S1025%) a ze vzorkd. 24 (,Mako S1008‘) byly
identifikovany jako Garlic virus D, pricemz oba vykazovaly 96% podobnost
s korejskym izoldtem (AF519572) a 96% s UK izolaig:38892).

Fylogenetick& analyza izotaha zaklad sekvenci o délce 631-634 bp pokryvajicich

oblast genu pla®vého proteinu potvrdila jejich druhovériaaeni. VSechny allexiviry
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se se statistickou fkaznosti vyétvily do skupin v souladu s jejich druhovou
specifitou. Dva izolaty, ,Horvath S1623" a ,Betd N 2828°, vytvaily vétev spoleéng

s ostatnimi izolaty GarV-B, s japonskym (AB0103@l¥scinskym (AJ551480). Izolat
,Landrace S1194‘ se vywil s izolaty charakterizovanymi jak@arlic virus C, které
pochazeji z Japonska (D49443, AB010302). Izolagvitan S1025" a ,Mako S1008"
byly odliSné od cinskych izolat, ale vykazovaly fibuznost sizolaty GarV-D
pochazejicich z UK (L38892), Koreji (AF519572) apdaska (AB010303). Nase
izolaty Garlic virus D vytvorily samostatnou étev statisticky odliSnou od izolatohoto
druhu pochazejicich@iny (AJ551492, AJ551486).

210 220 230 240
T A T © A A C A T T C T A A G G T C T A& T T G 6 G A G A& G T A G G

Obr.9: Sekvenmi vystup ukazujici nafffomnost snisné infekce

U ostatnich @ti analyzovanych vzork piima sekveéni analyza vlastnich PCR
produkti ukazala pitomnost smisnych infekci vice allexivir, které nebylo mozno od
sebe za danych podminek odlisit (viz. Obr. 9). A&malhomologie takto generovanych
sekvenci ukazala podobnost s vice izolaty,inapvzorkué. 4 ziskaného gesneku
kultivaru ,Pavlovice P 1404‘ byla zji&a podobnost sésné sekvence s druhe@arlic
virus X (identita 75%, U89243) a s druhébarlic virus B(identita 84%, AJ551482).
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Obr. 10: Fylogeneticky strom izotatllexivira (ozn&eny zelenou Sipkou) vytveny
podle neighbor-joining analyzy na zaksadekvenci o délce 631-634 bp pokryvajici
oblast genu pl&@®vého proteinu.

Izolaty jsou popsany jménem nebo zemiqdu a Accesion Number (v zavorce)é&ifilko znézoiiuje

0,05 substituci na poziciCisla predstavuji hodnoty bootstrap ziskan& peighbor-joining analyze,
pri¢emz jsou zobrazeny hodnoty vySsi nez 70.

4.3. Zaver

VSechny testované kultivary projevoval§iznaky infekce napadeni viry. V 76,67 %
kultivari byla prokazana ftomnost allexiviti a u g@ti vzorkia se pod#lo zjistit
druhové z#azeni izolai. Byly prokazany druhyarlic virus B Garlis virus Ca Garlic

virus D. V naSich materialech se allexiviry vyskytovale snésnych infekcich.
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5. Zaver

Allexiviry, se svymi 8radnymi a 3 prozatinthzatazenymi druhy, péit do celedi
Flexiviridae a jsou celositové rozStené. Jejich firozenym hostitelem je rodllium,
piicemz nac¢esneku mohou indukovat slabé symptomy infekce nellmec zadné.
VétSinou se vyskytuji ve sésné infekci s dalSimi virgesneku a cely tento komplex
ovliviiuje vyrazr zentdélské vynosy. Allexiviry jsou (+)ssRNA viry s genome
organizovanym do @tecich ramé. Podobnost sekvenci nukleatidi aminokyselin
byla pouzita #iznymi autory pro popis genetické variability alkixii. Je znama
kompletni sekvence genomu u t&#asSech drufl roduAllexivirus Pro jejich detekci Ize
pouzit ELISA metodu nebo molekularni metody zalézea RT-PCR.

U analyzovaného soubotiesnek byla prokazanaiftomnost allexiviti (v 76,67 %
kultivari) a s pomoci sekveéni a fylogenetické analyzy zde byli identifikovadstupci

druhi Garlic virus B Garlic virus CaGarlic virus D.

-34 -



6. Literatura

Adams, M. J., Antoniw, J. F., Bar-Joseph, M., Brunt A. A., Candresse, T., Foster, G. D., Martelli,
G. P., Milne, R. G., Zavriev, S. K., Fauquet, C. M(2004): The new plant virus family Flexiviridae
and assessment of molecular criteria for specigmdmtion Arch. Virol. 149(8): 1045-1060, 1672.

Cafrune, E. E., Balzarini, M., and Conci, V. C.(2006): Changes in the concentration offdlexivirus
during the crop cycle of two garlic cultivaRlant Dis.90:1293-1296.

Chen, J., Zheng, H.-Y., Antoniw, J.F., Adams, M.J.Chen, J.-P., Lin, L. (2004): Detection and
classification of allexiviruses from garlic in ChirArch. Virol. 149: 435-445

Chen, J., Chen, J., Adams, M. J(2001): Molecular characterisation of a complex tomi& of viruses in
garlic with mosaic symptoms in Chinarch. Virol. 146: 1841-1853.

Chen, J., Chen, J. P., Adams, M. J2002): Characterisation of some carla- and potygés from bulb
crops in ChinaArch. Virol. 147: 419-428.

Conci, V. C., Canavelli, A., Lunello, P., Di RienzpJ., Nome, S. F., Zumelzu, G., and ltalia, R.
(2003): Yield losses associated with virus-infectglic plants during five successive yedPtant
Dis. 87: 1411-1415.

Dinant, S., Janda, M., Kroner, P. A. , Ahlquist, P.(1993): Bromovirus RNA replication and
transcription require compatibility between the ypoérase- and helicase-like viral RNA synthesis
proteins.J. Virol. 67: 7181-7189

Dovas, C. I., Hatziloukas, E., Salomon, R., Barg,.EShiboleth, Y., Katis, N. I.(2001): Comparison of
Methods for Virus Detection iAllium spp.J. Phytopathol149: 731-737

Fauquet , C. M., Mayo, M. A., Maniloff, J., Desselbrger, U. , Ball, L. A. (2005): Virus Taxonomy:
Eigth Report of the International Committee on Trexmy of Viruses. Academic Press, San Diego,
CA.

Fraser, R. S. S,(1998): Introduction to classical cross protection Foster G. D., Taylor S. C. (eds)
Plant virology protocols, Humana Press, Totowal p24.

Helguera, M., Bravo-Almonacid, F., Kobayashi, K., Rabinowicz, P. D., Conci, V.,
Mentaberry, A. (1997): Immunological detection of a Gagyé virus in Argentine garlic
cultivars.Plant Dis 81:1005-1010.

ICTVdB Management (2006): 00.056.0.03Allexivirus In; ICTVdB - The Universal Virus Database,
version 4. Bichen-Osmond, C. (Ed), Columbia Unitsers New York, USA
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/ICTVdBY/).

Kang, S. G., Koo, B. J., Lee, E. T., Chang, M. (007): Allexivirus Transmitted by Eriophyid Mites
in Garlic PlantsJ. Microbiol. Biotechnol17(11): 1833-1840.

Kanyuka, K. V., Vischnichenko, V. K., Levay, K. E.,Kandrikov, D. Y, Ryabov, E. V., Zavriev, S. K.
(1992): Nucleotide sequence of shallot virus X RMAeals a 5'-proximal cistron closely related to
those of potexviruses and a unique arrangmenteoBHproximal cistronsJ. Gen. Virol.73; 2553-
2560.

-35 -



Lee, E. T., Koo, B. J., Jung, J. H., Chang, M. UKang, S. G.(2007): Detection of Allexiviruses in the
Garlic Plants in Kored?lant Pathol. J23(4): 266-271.

Majumder, S., Arya, M., Pant, R.P.(2008): Shallot virus X in Indian shallot, a newus report for
India. Plant Pathol 57(2):396.

Martelli, G. P., Adams, M. J., Kreuze, J. F., Dolja V. V. (2007): FamilyFlexiviridae A Case Study in
Virion and Genome PlasticitAnnu. Rev. Phytopathal5: 73-100.

Melo Filho, P. de A., Nagata, T., Dusi, A. N., Busdl. A., Torres, A. C., Eiras, M. , Resende, R. de
O. (2004): Detection of thredllexivirus species infecting garlic in BraziPesq. agropec. bras.,
Brasilia39(8): 735-740.

Park, K. S., Bae, Y. J., Jung, E. J., Kang, S. J2005): RT-PCR-based detection of six garlic \@s
and their phylogenetic relationshigs.Microbiol. Biotechnol15: 1110-1114

Pearson, M. N., Clover, G. R. G., Guy, P. L., Fleter, J. D., van der Vlugt, R. A. A.(2006): A
review of the plant virus, viroid and mollicute ceds for New Zealanddustralian Plant Pathol35:
217-252.

Perez-Egusquiza, Z., Ward, L. I., Clover, G. R. G.Fletcher, J. D., van der Vlugt, R. A. A.(2008):
First report ofShallot virus Xin shallot in New Zealand (http://www.bspp.org.ukifen2009/2008-
72.asp [Verified 20 June 2009]).

Ryabov, E. V., Generozov, E. V., Vetten, H. J., Zaiev, S. K. (1996): Analysis of the 3‘-region of the
mite born filamentous virus genome testifies itiatien to the shallot virus X grougvol. Biol.
(Moskva)30: 103-110.

Shahraeen, N., Lesemann, D. E., Ghotbi, {2008): Survey for viruses infecting onion, gadicd leek
crops in IranBulletin OEPP/EPP(B8: 131-135.

Song, S. I, Song, J. T., Kim, Ch. H., Lee, J. SChoi, Y. D. (1998): Molecular characterization of the
garlic virus X genomel. Gen. Virol.79: 155-159.

Sumi, S., Matsumi, T., Tsuneyoshi, T(1999): Complete nucleotide sequences of gartieseis A and
C, members of the newly ratified genilexivirus. Arch Virol144: 1819-1826.

Sumi, S., Tsuneyoshi, T., Furutani, H(1993): Novel rod-shaped viruses isolated fromigaAllium
sativum,possessing a unique genome organizatio@en. Virol.74: 1879-1885.

Takaichi, M., Nagakubo, T., and Oeda, K.(2001): Mixed virus infections of garlic determihdy a
multivalent polyclonal antiserum and virus effeatsdisease symptomBlant Dis.85:71-75.

Tsuneyoshi, T., Mitsumi, T., Natsuaki, K. T., Sumi,S. (1998): Nucleotide sequence analysis of virus
isolates indicates the presence of three potywpegies in Allium plantsArch Virol. 143(1):97-113.

Van Dijk, P. (1994): Virus diseases @fllium species and prospects for their contéadta Horticulture
358: 299-305.

Van Regenmortel, M. H. V., Fauquet, C. M., BishopD. H. L., Carstens, E. B., Estes, M. K., Lemon,
S. M., Maniloff, J., Mayo, M. A., McGeoch, D. J., @ingle, C. R., Wickner, R. B. (eds) (2000):
Virus taxonomy: Seventh report of the Internatio@almmittee on Taxonomy of Viruses. Academic

Press, London, San Diego, USA.

-36 -



Vishnichenko, V. K., Konareva, T. N., Zavriev, S. K(1993): A new filamentous virus in shall®ant
Pathol.42: 121-126.

Ward, L. I., Perez-Egusquiza, Z., Fletcher, D., Cleer, G. R. G.(2009): A survey of viral diseases of
Allium crops in New Zealandustralasian Plant Patholog$8: 533-539.

Yamashita, K., Sakai, J., Hanada, K.(1996): Characterization of a new virus from gailfdlium
sativumL.), garlic mite-borne virusAnn Phytopathol Soc JB2: 483-489.

-37 -



7. Seznam pouzitych zkratek

DNA
(+)ssRNA
bp
cDNA

CP

dEPC
dNTP
ELISA

f primer
GarMbFV
GarV-A
GarV-B
GarVv-C
GarV-D
GarV-E
GarV-X
ICTV
ICTVdB

kb
kDa
LYSV
NCBI
nm

nt
ORF
OoYDV
PCR

r primer
RdRp
RNA
RT
ShV-X
TGB
uv
VURV

deoxyribonukleova kyselinaleoxyribonucleic acid
pozitivni jedntettzcova RNA single-stranded RNA
pary bazibase pairs

komplementarni DNA

plagovy protein

diethylpyrokarbonat

dinukleotidtrifosfat

enzyme-linked immunosorbent assay

@imy primer,forward primer

Garlic mite-borne filamentous virus

Garlic virus A

Garlic virus B

Garlic virus C

Garlic virus D

Garlic virus E

Garlic virus X

the International Committee on Taxonomy ofl4es
the International Committee on Taxonomy aflges
database

kilobaze

kilodaltony

Leek yellow stripe virus

National Center for Biotechnology Information
nanometry

nukleotid(y)

(oteweny)cteci ramecppen reading frame

Onion yellow dwarf virus

polymerazovéettzova reakcepolymerase chain reaction

Z@Etny primer,reverse primer

RNA dependentni RNA polymerasa
ribonukleovéa kyselinajbonucleic acid
reverzni transkripceeverse transcription
Shallot virus X

triple gene block

ultrafialové, ultra-violet

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby
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8. PFilohy

Slozeni roztok

5x TAE pufr
STHS 24,2 ¢g
- ledova kyselina octova.......... 5,71 ml
-05MEDTA......ceviinn. 10 ml

pH 8,0 (upravit kyselinou octovou)
doplnit vodou do 1000 ml
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