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SOUHRN

Bakalatska prace se zabyva poznatky o Turnip mosaic virus (TuMV), ekonomicky vyznamném
viru brukvovitych (Brassicaceae).

Teoreticka Cast prace se soustfedi na Turnip mosaic virus. TuMV je charakterizovan
z molekuldrniho a genetického hlediska. Dale jsou popsany jeho biologické vlastnosti, kde je
zminén jeho hostitelsky okruh a pfenos. Popséana je jeho geneticka variabilita véetné€ rozdéleni
TuMYV do jednotlivych fylogenetickych skupin, geny rezistence u rostlin proti TuMV a kontrola
a management TuMV.

V experimentalni ¢asti byla provedena izolace RNA z rostlinného materialu, PCR amplifikace,
sekvenovani a fylogenetickd analyza. Byla zjiSténa geneticka variabilita dvou ¢eskych izolath
TuMV, TuMV29 a GZ42, které byly srovnany s izolaty z riznych zemi. Bylo zjisténo, ze oba

izolaty patii do fylogenetické skupiny World-B. Nejpodobnéjsi izoldtu TuMV29 byly izolaty
HC-9 a POL1 a izolatu GZ-42 byl nejpodobné&jsi izolat CAR37.
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This bachelor thesis deals with the knowledge of Turnip mosaic virus (TuMV), which is one

of the economically most important viruses infecting Brassicaceae.

The theoretical part is focused on Turnip mosaic virus. TuUMV is characterized from both

molecular and genetic side. There is also description of its biology including host range,

transmittion, genetic variability with TuMV division into phylogenetic groups, genes of

resistence in plants and control and management of TuUMV.

In the experimental part there is described isolation of RNA from plant material, PCR

amplification, sequencing and phylogenetic analysis. The genetic variability of two Czech

isolates, TuMV29 and GZ42, has been found and sequences were compared with isolates

from different countries. It was discovered that both isolates are part of the World-B

phylogenetic group. Isolate TuMV29 showed highest identity with isolates HC-9 and POL1.
Isolate GZ42 showed highest identity with polish isolate CAR37.
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1 UVOD

Mezi nejvyznamnéjsi viry infikujici polni plodiny patii Turnip mosaic virus, ktera je fazen do
¢eledi Potyviridae. Tento virus je celosvétove rozsifeny, a to hlavné lidskou ¢innosti. Ma Siroky
okruh hostiteli. Napada az 43 Celedi rostlin, hlavné brukvovité (Brassicaceae). Po svété se
Turnip mosaic virus vyskytuje v nékolika dobfe rozlisitelnych kmenech. Virus je pfendsen
msSicemi a V mensi mife také semeny. Jedna se o neobaleny virus slozeny z nukleové kyseliny
a proteinového plasté. Genom piedstavuje jedno vlaknova RNA nesouci 2 ¢teci ramce kodujici

dohromady 11 proteind. ORF1 koduje 10 proteinti a ORF2 (PIPO) kéduje protein P3N-PIPO.

Znalosti 0 genomu TuMV a jeho rozdilech mezi jednotlivymi izolaty maji Siroké vyuziti.
Pouzivaji se ke Slechténi a genetickym modifikacim hybridnich rostlin, které tak ziskavaji

rezistenci vici viru a tim se dokaZze zmensit hospodarsky dopad u plodin.



2 CILE PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo shrnuti poznatkd o Turnip mosaic viru (TUMV) v ramci jeho
genetické variability a vyskytu, izolace RNA z rostlinného materidlu, detekce RNA, PCR
amplifikace genomickych fragmentt TuMV a sekvenovani téchto fragmenti, vcetné provedeni

fylogenetické analyzy Ceskych izolatl a jejich srovnani s celosvétovou populaci TuMV.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Turnip mosaic virus

Turnip mosaic virus (TuMV, virus mozaiky vodnice) patii mezi nejrozsitenéjsi viry rostlin
a vyskytuje se po celém svété. Poprvé byl popsan roku 1921 ve Spojenych statech americkych
na brukvi Brassica campestris (Morero a Fereres, 2012), ale jiz roku 1862 byly ve Francii
pozorovany symptomy odpovidajici TuMV na fiale $edivé (Matthiola incana). TUMV je jediny
rostlinny virus, ktery byl zaznamenan na Islandu (Kegler et al., 1998). Byl hodnocen jako druhy
mosaic virus. TUMV je ekonomicky vyznamny kvili rozsahlym skodam na zemédé€lskych
plodinach, napiiklad na brukvi fepce olejce (Brassica napus subsp. napus). Zptsobuje $kody
i na zelening, napfiklad na tufinu (Brassica napus subsp. napobrassica) nebo ¢inském zeli
(Brassica rapa var. rapa sk. Chinensis), ale i na okrasnych rostlinach (Nellist et al., 2021;
Palukaitis a Kim, 2021; Walsh a Jenner, 2002).

Turnip mosaic virus se fadi mezi potyviry a ma Siroky okruh hostiteli ¢itajici 318 druhi rostlin
patficich do 43 riznych Eeledi. Infikuje ptedevs§im brukvovité rostliny. Pro jeho izolaci a k jeho
udrzovani ve sklenikovych podminkach se nejcastéji pouziva petinie (Petunia sp.), tabak
(Nicotiana glutinosa), brukev pekingska (Brassica pekinensis) a brukev fepak (B. rapa)
(Morero a Fereres, 2012; Nguyen et al., 2013, Zhu et al., 2016).

TuMV je velice variabilni a bylo popsano vice nez 100 riznych izolatd tohoto viru. Studium
variability TuUMV na genetické a molekularni urovni rozsifilo poznatky o jeho biologii,

virulenci a adaptaci na hostitele (Nguyen et al., 2013; Zhu et al., 2016).

3.1.1 Potyviry

Potyviry jsou nejrozsahlejsi rod nejvétsi Celedi rostlinnych virtt Potyviridae. Potyviry jsou
vlaknité viry dlouhé 700-750 nm. Kazdy virion obsahuje jednu kopii genomu ve formé
jednovlaknového fetézce RNA o velikosti ptiblizn€ 10 000 nukleotidl. Jejich genom mé jeden
velky €teci rdmec a jeden maly ¢teci ramec oznacovany PIPO. Translaci je geneticka informace
ptepisovana do polyproteinu, ktery je dale hydrolyzovéan na né€kolik mensich proteini (Ohshima

etal., 2002).


https://www.biolib.cz/cz/taxon/id39210/

Potyviry jsou rozSifeny nejvice v subtropickém a mirném pasu svéta. S nejvetsi
pravdépodobnosti vznikly v zapadni Eurasii nebo v Severni Americe. Mnoho je jich pfenaSeno
msSicemi. Infikuji Siroky okruh hostiteld v ramci jednod€loznych i dvoudéloznych rostlin.

(Nguen et al., 2013; Zhu et al., 2016).

Mezi Potyviry se mimo jiné fadi také Lettuce mosaic virus (virus mozaiky salatu), Plum pox
virus (virus Sarky $vestky), Potato virus Y (Y virus bramboru), Papaya ringspot virus a Zucchini

yellow mosaic virus (virus zluté mozaiky cukety).

TuMV patii do skupiny virGi podobnych potato virus Y. K podobnym virim patii také Japanese

yam virus, Narcissus late season yellows virus, Narciss yellow stripe virus, Scallion mosaic
virus a Wild onion symtomless virus. Tyto viry byly vétSinou izolovany z jednodéloznych
rostlin, napfiklad z divokych orchideji (Kawakubo et al., 2020; Nellist et al, 2021).

3.2 Molekularni a geneticka charakterizace TuMV

TuMV je vlaknity virus. Viriony jsou dlouhé 700 az 750 nm a na S$itku mivaji ptiblizné
13 az 15 nm. Viriony jsou flexibilni a kazdy virion obsahuje pouze jednu kopii virového
genomu. Genom tvoii jedno vlaknovy fetézec (+)RNA, ktery je tvofen pfiblizné¢ 9 835
nukleotidy. RNA molekula obsahuje jeden velky ¢teci ramec (ORF1) a jeden maly ¢teci ramec
ORF2 (PIPO). Geneticka informace je piekladana do jedné molekuly polyproteinu. Polyprotein
je nasledné hydrolyzovan na 10 funkénich proteinti. RNA molekulu obaluji podjednotky
plastového proteinu. Tyto podjednotky jsou v levoto¢ivém helikalnim uspotadani. Virion je
tvofen z cca 95 % plastovym proteinem a z 4-5 % RNA. Virova RNA obsahuje 31,7 %
adeninu, 22,0 % guaninu, 27,2 % cysteinu a 19,1 % uracilu (Choi et al., 1979). Molekularni
hmotnost RNA byla pomoci sedimenta¢ni analyzy a elektroforézy stanovena na 35 kD. Gen
plastového proteinu se sklada z 288 aminokyselin a ma molekularni hmotnost 33,2 kD. Jeden
virion obsahuje pfiblizn€ 2 000 podjednotek plastového proteinu. Tyto podjednotky interaguji
s RNA molekulou pomoci N-koncového raménka (N-terminal arm). N-koncové raménko také
spojuje jednotlivé podjednotky plastového proteinu. V ramci genomu vytvari podjednotky
plastového proteinu alfa-helikalni jadro s dvéma dlouhymi raménky (Cuesta et al., 2019;
Nguyen et al., 2013; Revers a Garcia, 2015; Shattuck, 1992).

5" konec genomu je zakoncen Cepickou na kterou je kovalentn€ navazan virem kédovany VPg
protein. 3" konec genomu je zakoncen poly-A koncem, ktery mize mit variabilni délku. Tento
genom mé jeden velky &teci ramec (ORF1). Cteci ramec ORF1 je vlozen mezi dvéma

nepiekladanymi regiony (UTR). Genom ma také jeden mensi ¢teci rdimec oznacovany ORF2
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(PIPO). Po translaci ORF1 se vznikly polyprotein upravuje tfemi virem kdédovanymi

proteazami (Walsh a Jenner, 2002).

Plastovy protein viru byl mimo jiné zkouman i pomoci Kkryoelektronové mikroskopie
(cryoEM). Touto metodou bylo zjisténo, ze struktury plastovych proteint s helikalni symetrii
u riznych rostlinnych vird jsou témet strukturné totozné i kdyz nesdili stejné nukleotidové
sekvence. Naptiklad Turnip mosaic virus ma téméf stejnou strukturu plastového proteinu jako

Bamboo mosaic virus nebo Watermelon mosaic virus.

TuMV tvoii Vv hostitelské bunice tzv. cylindrické inkluze, coz jsou agregaty nestrukturnich
proteinii. Jsou kodovany genomem viru a po obarveni jsou viditelné pomoci svételné
a elektronové mikroskopie. Inkluze se objevuji v epidermalnich a floémovych bunikach. Mohou
se objevovat jak u systémové infikovanych rostlin, tak i u rostlin vykazujicich pouze lokalni
symptomy. Velikost inkluzi mize byt rliznd a zavisi na velikosti hostitelské rostliny.

Z hostitelskych bunék mohou tplné vymizet po uplynuti urcitého ¢asu (Shattuck, 1992).

3.2.1 Virové proteiny

Jak jiz bylo feceno, virova RNA, piesnéji Cteci rdamec ORF1, je piekladana do jednoho
polyproteinu, ktery je dale upravovan do 10 proteini. Tyto proteiny jsou P1, HC-Pro, P3, 6K1,
Cl, 6K2, VPg, Nla, NIb a CP. Schématické zobrazeni jednotlivych proteint v jejich poradi

a s jejich molekulovou hmotnosti je zobrazena na obrazku ¢. 1. Podrobnéjsi informace

0 kazdém proteinu jsou vypsany nize.

& &

NIa]NIla
VP P1 - CP |—n(a
g |HC Pl‘ol P3 CI vpg|pro NIb n(A)
40 kDa s2kDa 40 kDa \ 72 kDa ‘\22 kDa 27kDa 6o kDa 32 kDa
6 kDa 6 kDa

Obrazek €. 1: Schéma genomu TuMV.

Protein P1
P1 protein je velice jednoduchy, ale velmi variabilni. Jeho molekulova hmotnost je 40 kDa. P1
dokaze vazat jednotetézcové nukleové kyseliny, a to RNA i DNA. Funguje jako proteaza

a pomoci stépného mista dokaze stipat C konec nove vznikajiciho polyproteinu (Ohshima et al.,

2007; Walsh a Jenner, 2002).



Protein HC-Pro (helper component protease)

HC-Pro navazuje v genomu po P1 a jeho relativni molekulova hmotnost je 52 kDa. HC-Pro ma
mnoho funkci, hlavné pfi pfenosu viru msicemi. Pii pfenosu napomahd navazani virového
plaste ke stylethm hmyzu. HC-Pro ma také protedzovou aktivitu a usnadnuje viru prachod
plasmodesmaty bunék pti pohybu viru mezi buiikami hostitele (Ohshima et al., 2007; Walsh
a Jenner, 2002).

Protein P3
P3 je spole¢né s P1 nejvariabilnéjsim proteinem TuMV. Jeho relativni molekulova hmotnost je

40 kDa. Jeho funkce je zatim neznama, ale mohl by se podilet na tvorbé symptomi u hostitelské
rostliny (Ohshima et al., 2007; Walsh a Jenner, 2002).

Protein 6K1
Jedna se o velmi kratky protein, ktery by mohl byt propojeny s P3 proteinem, ale to zatim
nebylo potvrzeno. Jeho relativni molekulova hmotnost je 6 kDa. Jeho funkce neni znama, ale

je mozné ze dokaze regulovat aktivitu P3 proteinu (Ohshima et al., 2007; Walsh a Jenner, 2002).

Protein CI (cytoplazmaticka / cylindricka inkluze)

CI protein je pojmenovan podle inkluzi, které vytvati v cytoplazmé. Jeho relativni molekulova
hmotnost je 72 kDa, coZ ho ¢ini nejvétSim proteinem viru. Tvofi cylindrické inkluze, které
miizou byt morfologicky rizné a souvisi s variabilitou nukleotidové sekvence tohoto proteinu.
Protein se nachazi hlavné kolem plazmodesmat buiiky a mohl by hrat roli v prostupu viru mezi
bunikami. Zatimco jeho C konec je variabilni, jeho N konec je konzervovanéjsi a obsahuje 2

epitopy (Ohshima el al., 2007; Walsh a Jenner, 2002).

Protein 6K2

Protein 6K2 je stejné jako protein 6K1 velmi maly a jeho relativni molekulova hmotnost ¢ini

6 kDa. Protein byva spojen s membranou bunky (Ohshima et al., 2007; Walsh a Jenner, 2002).

VPg protein (virus-encoded genom linked protein)

VPg protein ma molekulovou hmotnost 22 kDa. Je soucasti replika¢niho komplexu. Zapojen
je i do translace a ma vliv na polymerazovou aktivitu NIb. VPg je kovalentné navazany na
nukleotid na 5” konci (+) i () RNA fetézce a mohl by byt zapojen do iniciace syntézy fetézctu
(Ohshima et al., 2007; Walsh a Jenner, 2002).



Nla protein (nuclear inclusion a)

Nla protein ma funkci proteazy. Obsahuje nékolik $t€pnych mist, které maji vliv na stabilitu
a podili se na kontrole proteolytické aktivity béhem zivotniho cyklu viru. V potadi tfeti §tépné
misto dokaze oddélit 36 aminokyselin z C konce a regulovat proteazovou aktivitu. Relativni
molekulova hmotnost Nla proteinu je 22 kDa (Ohshima et al., 2007; Walsh a Jenner, 2002).

NIb protein (nuclear inclusion b)

NIb ma tii konzervované domény. Ma funkci RNA dependentni RNA polymerazy a dokaze
vyuzit UTR na 3’konci fetézce K vytvoieni komplementarniho vlakna RNA. Molekulova

hmotnost proteinu je 60 kDa (Ohshima et al., 2007; Walsh a Jenner, 2002).

Plast’ovy protein CP (coat protein)

Plastovy protein ma relativni molekulovou hmotnost 33 kDa. Jeho hlavni funkce je ochrana
virové DNA. N-konec plastového proteinu je velmi konzervovany a je zapojeny do navazani
plastového proteinu k pomocnym komponentlim a nasledné ke styletim msic. Jeho dalsi funkci
je zvySeni propustnosti plazmodesmat a tim pfispivat K mezibunééného pienosu viru

a k prenosu viru po téle hostitelské rostliny (Ohshima et al., 2007; Walsh a Jenner, 2002).

3.3 Biologické vlastnosti TuMV

3.3.1 Hostitelsky okruh

Turnip mosaic virus je rozsifen po celém svété a ma mnoho hostitelti patticich do celkem
43 Celedi. Nejcastgji infikuje virus rostliny patiici do Celedi brukvovitych (Brassicaceae),
hvézdnicovitych (Asteraceae), merlikovitych (Chenopodiaceae), bobovitych (Leguminosae)
a hvozdikovitych (Caryophyllaceae) (Walsh a Jenner, 2002). Bé&Znym hostitelem jsou
brukvovité plodiny, a to hlavné kvétak (Brassica oleracea var. botrytis), brokolice (B. oleracea
var. italica), zeli (B. oleracea convar. capitata), ruzickova kapusta (B. oleracea convar.
oleracea var. gemmifera), kedluben (B. oleracea var. gongylodes), kien (Armoracia rusticana)
tutin (B. napus subsp. Napobrassica) a ¢inské zeli (B. rapa var. rapa sk. Chinensis. Mimo
celed’ Brassicaceae infikuje naptiklad hrach (Pisum sativum), fefichu (Lepidium sp.), reven
(Rheum sp.), a salat (Lactuca sativa). Muze infikovat i okrasné rostliny, napiiklad mra¢nak
(Abutilon sp.) a fialu (Matthiola sp.). V neposledni fad¢ infikuje i travovité rostliny (Poales)
(Jenner a Walsh, 1996; Zhu et al., 2016).



3.3.2 Priznaky vyvolané virem

Nejcastéjsi symptomy pii infekci rostliny TuMV jsou chlorotické mozaiky na listech,
chlorotické a nekrotické lokalni 1éze, nekrotickd krouzkovitost, prosvétleni zilek na listech,
deformace listové Cepele, zakrslost, opadnuti starSich listli, redukce tvorby semen a uhynuti

rostliny (Morero a Fereres, 2012; Nellist et al., 2021; Shattuck, 1992).

Symptomy se mohou riiznit a jejich intenzita zavisi na mnoha faktorech. Jsou odli$né u riznych
izolath TuMV, raznych hostitelti a ovliviiuje je i prostiedi. Lisi se také starim rostliny a ro¢nim
obdobim (Nguen et al., 2013). Symptomy muze ovlivnit pfitomnost jin¢ho viru ¢i patogenu

a zavaznost symptomu odrazi koncentraci viru v hostitelskych tkdnich (Shattuck, 1992).

Symptomy TuMV se mohou na rostling objevit lokalné€, pouze na urcitych mistech, nebo mohou
vétsinou u mladych ¢i naopak starych rostlin. Systémové nekrotické reakce u urcitych druhii

brukvovitych vedou k uhynuti rostliny.

Virova infekce se projevuje i na semenech brukvovitych rostlin (Brassicaceae). Semena mohou
byt prazdnd nebo obsahovat 1éze. Semena jsou také mensi nez u zdravé rostliny. Mozaiky
nejsou pro rostlinu smrtelné, ale oslabuji rostlinu, coz Casto vede k sekundarnim infekcim

jinych zavaznéjsich patogenti (Morero a Fereres, 2012; Nellist et al., 2021; Shattuck, 1992).

U okrasnych rostlin patfi mezi symptomy také zména antokyanovych pigmentl tvorby tkani
okvétnich listkd, coz vede k tvorbé abnormdlnich sektorti, pruhti a skvrn. Tyto symptomy
se projevuji napiiklad u fialy sedivé (Matthiola incana) a chejru vonného (Cheiranthus cheiri)
(Shattuck, 1992).

Symptomy u zeli (B. oleracea convar. capitata) a ¢inského zeli (B. rapa var. rapa sk.
Chinensis)

U zeli a ¢inského zeli se objevuje systémové prosvétleni Zilek na listech, chlorotickd mozaiky,
nekrotické 1éze, krouzkovitost. Listy mohou byt zakrslé a zkroucené. Hlavky zeli mohou

obsahovat vngj$i nebo wvnitini nekrotické 1éze a jejich hmotnost pii sklizni bude nizsi
(Shattuck, 1992).

Symptomy u tufinu (B. napus subsp. napobrassica)
U tufinu byvaji symptomy rtiznorodé, ale ¢asto se objevuji systémové symptomy ve formée

mozaik, chlorotickych a nekrotické krouzkovitosti. Jako prvni projeveny symptom se objevuje



zahnuti Spicky novych listi dolti a ndsledné zpétné zakiiveni listové ¢epele a celkova deformace

listti. S nekrozou listi je spojena také zména zbarveni kotene (Shattuck, 1992).

Infekce muze vést 1 k uhynuti rostliny, to zalezi na zivotni etap¢€, ve které se rostliny nachazi
pii napadnuti virem a také na izolatu viru. Casté amrti jsou u rostlin v rané fazi vyvoje, kdy se
infekce projevi jako systémova mozaikova reakce, ktera vede k zastaveni vyvoje a k redukci

kotfenového systému (Shattuck, 1992).

Symptomy u salatu (Lactuca sativa) a nékterych dalSich brukvovitych

Mezi piiznaky infekce u salatu patii mala chlorotické mozaiky, kruhovité i nepravidelné 1éze

na listech, nekrdzy a deformace listové Cepele (Nellist et al., 2021).

FRVEEY

U kvétaku (B. oleracea var. botrytis) a razickové kapusty (B. oleracea var. gemmifera)
se objevuje krouzkovitost na listech a nekrotické skvrny. U brukve fepky olejky (B. napus

subsp. napus) se objevuji mozaiky, deformace listti a zakrslost (Nellist et al., 2021).

Dlouhodoba infekce u vytrvalych rostlin

V piirodé nemusi rostlina po napadeni virem ihned uhynout. Virus mutze v rostling velmi
dlouho piezivat. U vytrvalé rostliny fetisni¢niku Hallerové (Arabidopsis halleri) byla
pozorovana infekce TuMV na rostliné 3 roky. Po dobu téchto 3 let se neobjevily silné ptiznaky

infekce (Honjo et al., 2020).

V ptirozenych ekosystémech rostliny dokazi s virem piezivat. Rostliny jsou schopné
normalniho rustu a reprodukce. Infekce rostliny nesmi byt pfilis silna, ¢ehoz je dosazeno malym
mnozstvim viru pfitomného v rostliné nebo nizkou virulenci viru, jehoz akumulace je vysoka

(Honjo et al., 2020).

Ptiklad dlouhodobé infekce rostlin v pfirozeném ekosystému jsou populace fefiSni¢niku
Hallerové (A. halleri) v centralnim Japonsku. Rostliny z této populace jsou nakazeny TuMV
zcela béZné, ale na rostlinach se neprojevuji témét zadné ptiznaky. Dokdzi se rozmnozovat
vegetativné pomoci tvorby ruzic, pomoci kterych se virus dokéze ptfenaSet i na potomstvo.
U téchto dlouhodobych infekci bylo zjisténo, Ze viry jsou zavislé na ro¢nich obdobich, tedy na
teploté. Na teploté velmi zavisi schopnost viru se replikovat. Ideélni teplota pro replikaci se
pohybuje mezi 15°C a 30°C. U rostlin se objevuje mozaika hlavné na podzim, a pokud je teplota
okoli nizsi nez 15°C, tedy hlavné pies zimu, virus se replikuje minimaln€. Toto patii mezi
mechanismy, které pomahaji rostliné udrZzovat akumulaci viru nizkou. Mezi tyto mechanismy

mimo jiné patii také umlcovani virové RNA (Honjo et al., 2020).



3.3.3 Zpisob pienosu TuMV

Virus je ptrenasen 89 druhy polyfagnich msic. Mezi tyto pfenaseCe patii zejména msSice
bavinikova (Aphis gossypii), msice tryzelova (Lipaphis erysimi), msice zelna (Brevicoryne
brassicae), msice broskvonova (Myzus persicae) a msice kukuficna (Rhopalosiphum maidis).
Na nékterych lokalitich je dominantnim pienaSedem pouze jeden druh msice. V Ceské
republice pfenasi TuMV hlavné msice zelna (Brevicoryne brassicae) a msice broskvonova
(Myzus persicae) (eagri.cz). Msice tryzelova (Lipaphis erysimi) je hlavni pfenase¢ viru
V teplych Castech Asie a v Ontariu TuMV pfenasi hlavné msice kukufi¢na (Rhopalosiphum
maidis) a msice broskvonova (Myzus persicae) (Adachi, 2018; eagri.cz; Nellist, 2021;
Shattuck, 1992).

MsSice prenasi virus neperzistentnim zptisobem. Pfi neperzistentnim zptisobu pfenosu ziistava
virus pouze v bodavé sacim ustroji msic. Virus nepronika do celého té€la msice a ani se v ni
nereplikuje. Doba nabyvaciho sani, po kterém msice zacne prenaset virus, je velmi kratka. Trva
pouze n¢kolik minut. Neni piesn¢ znamo, jak dlouho dokéze msice virus ptenaset. Uvadi se, ze
mSice je infekéni méné nez 4 hodiny. MSice pfenese virus, pokud saje z listu, ktery je napaden
TuMV a hned vzéapéti saje ze zdravého listu jiné rostliny (Adachi et al., 2018; Nellist et al.,
2021).

TuMV dokazou pravdépodobné pienaset i diepcici (Phyllotreta sp.) (Carden a Gladders, 1984)
a n€které druhy tfasnének jako naptiklad tiasnénka uzkohlava (Thrips angusticeps) (Tompkins,
1939).

Turnip mosaic virus mtze byt také pfenasen infikovanymi semeny. Pienos semeny je zavisly
na typu izolatu a hostitelské rostling. Pfi zkoumani tohoto ptenosu bylo zjisténo, Ze konkrétni
izolat TuMV se ptenasel semeny brukve (Brassica sp.) ve frekvenci 40 %. U semen travin nebyl
ptenos potvrzen. U husenicku (Arabidopsis sp.) byl zaznamenan pienos semeny, ale pouze
vV malé mife. Procentudlni vysledky udavaji, ze pfenos viru semeny u huseni¢ku

(Arabidopsis sp.) kolisal ptiblizn¢ od 0 % do 4 % (Nellist et al., 2021; Zhu et al., 2016).

3.3.4 Ovlivnéni vynosu po infekci

TuMV je ekonomicky vyznamny kvili rozsdhlym Skodam na zemédé&lskych plodinach,
napiiklad na brukvi fepce olejce (Brassica napus subsp. napus). Zpusobuje Skody i na zelening,
napiiklad na tufinu (Brassica napus subsp. napobrassica) nebo ¢inském zeli (Brassica rapa
var. rapa sk. Chinensis), ale i na okrasnych rostlinach. U napadenych rostlin snizuje vynos

a jejich kvalitu. V Kanadé byly prokazany az 30% ztraty vynost u tufinu (B. napus subsp.
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napobrassica). Ve Spojeném kralovstvi byly zaznamenany 70% ztraty ve vynosu semen brukve
fepky olejky (Brassica napus subsp. napus) a v Keni byly zaznamenany 50% ztraty ve vynosu
hlavkového zeli (B. oleracea convar. capitata) (Nellist et al., 2021; Palukaitis a Kim, 2021).

3.4 Geografické rozsireni TuMV

Piedchiidce TuMV infikoval dvoud€lozné rostliny ajeho schopnost infikovat brukvovité

dvoudélozné rostliny se vyvinula teprve nedavno.

TuMV se pravdépodobné vyvinul z pfibuzného TuMV-OM infikujiciho orchideje (Orchidea).
Tato monofyleticka sesterska varianta byla objevena teprve nedavno a bylo vylouceno, ze by
se vyvinula z TuMV. TUMV-OM byl izolovan z evropskych orchideji, je velice podobny
TuMV, ale nenapada brukvovité rostliny. Bylo zjisténo, ze TuMV se oddélil od linie TUMV-
OM pred 1000 lety v Eurasii. Centrum vzniku TuMV bylo pravdépodobné na izemi Stfedozemi
a na Blizkém vychodé. O dalsich 150 let pozdé&ji se TuMYV rozdélil na 4 fylogenetické skupiny
(basal-B, world-B, basal-BR, Asian-BR), které existuji do dnesni doby. Do celého svéta se
z Evropy TuMYV rozsifil ptiblizné pied 500 lety (Kawakubo et al., 2020; Nguyen et al., 2013).

Kmen Iranian se pravdépodobné vyvinul pozdé¢ji nez kmen basal-B a mozna 1 pozdéji nez dalsi
kmeny. Nasvédcuje tomu nukleotidovd sekvence jejich izolatd, kterda vykazuje nizsi

nukleotidovou diverzitu (Kawakubo et al., 2020).

Migracni cesty TuMV od mista jeho vzniku se podle védci shoduji s hlavnimi historickymi
obchodnimi cestami. K rozSifeni hodné pfispéla Hedvabna stezka, ktera byla do 18. stoleti
hlavnim obchodnim spojnikem Eurasie. Velkou zasluhu na rozsiteni TuMV po svété ma lidska
¢innost. Jako hlavni uzel pro migraci TuMV se stala severovychodni Cina

(Kawakubo et al., 2020).

Kmen Asian-BR

Kmen Asian-BR vznikl v Turecku nebo v Italii. Pokud vznikl v Italii, dostal se velice rychle
do Turecka. Podle nékterych diikazii se z Turecka dostal do Irdnu a z ng&j na jih Asie. Dalsi
migraéni cesta tohoto kmenu vedla z Nepalu nebo z Japonska do severovychodni Ciny.
Severovychodni Cina poslouzila jako misto, odkud se TuMV rozsiiil do centralni Ciny,
jihovychodni Ciny, Indie, Japonska a mozna také do Vietnamu. Do Indie se TuMV mohl dostat
také z franu. Dali rozsiteni tohoto kmenu TuMV bylo zpiisobeno lidskou pomoci obchodnich
cest, kde se transportoval v rostlinném materialu. Kmen se takto dostal do jizni a jihovychodni
Eurasie (Kawakubo et al., 2020).
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Kmen basal-BR

Kmen basal-BR pravdépodobné vznikl v Italii a nasledné se v rostlinném materialu rozsifil
do Japonska. TaktéZ se dostal do Iranu a z n&j do provincie Xinjiang v Severozapadni Cing.
Nasledovalo jeho $ifeni do centralni Ciny a dale Hedvabnou stezkou. Tento kmen zptsobil

epidemii TuMV v Cing, Japonsku a Jizni Koreji (Kawakubo et al., 2020).

Podskupina world-B3

Tato podskupina TuMV se cirkula¢né Sifila z Asie do Evropy a zpét. Touto migraci se rozdélila
na 2 typy s rozdilnou patogenitou. Zatimco asijské izolaty infikuji rostliny Brassica i Raphanus,
evropské izolaty dokazou infikovat pouze rostliny Brassica a nikoliv Raphanus. Existuji stopy
migrace této podskupiny mezi Spojenym kralovstvim, Japonském, Ceskou republikou
a Reckem. Dal§i mozné migra¢ni cesty vedou se severovychodni Ciny do jihovychodni Ciny
acelého jihovychodu Asie. Pro Asii byla hlavnim zdrojem $ifeni severovychodni Cina,

pro Evropu to bylo Spojené kralovstvi (Kawakubo et al., 2020).
U ostatnich linii nejsou migracni cesty zatim objasnény.

3.4.1 Soucasné rozSireni TuMV

TuMV je rozsiten celosvétoveé na vSech kontinentech s vyjimkou Arktidy a Antarktidy. Jak Ize
vidét na mapé na obrazku ¢. 2, je virus rozsifen po celé Severni Americe, tedy USA i Kanady
a taktéz i v Castech Jizni Ameriky na uzemi Venezuely, Brazilie (Costa, 2010) a Argentiny
(Pontis, 1973). Dale se TuMV lokaln¢ vyskytuje v Australii (Jenner a Walsh, 1996)
a na n€kolika mistech Afriky. V Africe pfili§ rozSifeny neni, ale byl nalezen na tizemi Keni
(Jenner a Walsh, 1996), Mauriciu (Gungoosingh, 2001), Maroka (Fischer a Lockhart, 1976)
a Zimbabwe (Chivasa, 2002) a v Jizni Africe (McClean a Cowin, 1953). V Evropé je jeho
vyskyt potvrzen v Belgii, Rakousku, Ceské republice, Slovensku, Bulharsku, Chorvatsku,
Dansku, Francii, Némecku, Recku, Mad’arsku, Italii, Litvé, Nizozemsku, Polsku, Portugalsku,
Rumunsku, Rusku, Span&lsku, Svédsku a také ve Velké Britanii (CABI; Jenner a Walsh, 1996;
Moreno a Fereres, 2012), Rusku (Jenner a Walsh, 1996) a ve Svédsku (Shattuck, 1992). Nejvice
je TuMV rozsiten v Asii, a to na pevniné i nékterych ostrovnich statech. Jeho vyskyt je potvrzen
v Cing, Indii, Izraeli, franu, J aponsku, Jemenu, Nepalu, Filipinach, Saudské Arabii, Singapuru,

Jizni Koreji, Taiwanu, Thajsku, Turecku, Uzbekistanu, Vietnamu (CABI; Liu et al., 1996).
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Obrazek €. 2: Rozsiteni TuMV podle CABI

(https://www.cabi.org/isc/datasheet/54306#todistributionDatabaseTable).  Cervené  jsou
oblasti s prokazanym vyskytem TuMV. Bil¢ jsou oblasti, kde vyskyt TuMV nebyl publikovan.

3.5 Geneticka variabilita

Existuje nekolik systém rozdéleni TuMV zalozenych na riznych kritériich. Tyto systémy
vznikaly postupné od roku 1980 a nékteré byly rozsifovany. Jiz bylo popsano vice nez 100

riznych izolat tohoto viru (Nellist et al., 2021; Palukaitis a Kim, 2021).

3.5.1 Rozdéleni TUMV do patotypt

Prvni rozdéleni izolati TUMV do patotypt uvedl roku 1980 R. Provvidenti. Zkoumal nékolik
izolatd viru piivodem z ¢inského zeli (B. rapa var. rapa sk. Chinensis) a tyto izolaty rozlisil do
4 patotypu, C1-C4. Izolaty byly rozdéleny podle symptomi a podle rezistence rostliny
k danému izolatu. Pozdé&ji byl v Taiwanu k zakladnimu rozdé€leni pfidan patotyp C5 (Green
a Deng, 1985), nasledné v Kanadé dalsi dva patotypy S5 a C6 (Stobbs a Shattuck, 1989).
A nakonec byly v Ciné na brukvovitych rostlinach identifikovany patotypy C7 a C8 (Liu et al.,
1990).

TuMYV rozdélil do patotypi také Liu a spolupracovnici roku 1990. Patotypy byly rozdéleny
podle typu symptomu a vaznosti infekce na tufinu (Brassica napus var. napobrassica) a dalsich
brukvovitych. Izolaty byly rozdéleny do 7 patotypti pojmenovanych Tul az Tu7 (Liu et al.,
1990; Walsh a Jenner, 2002).

Systém podle C. E. Jennera a J. A. Walshe z roku 1996 rozd¢€luje izolaty TuMV do patotypt

podle patogenity a podle hostitelskych rostlin, které jsou vii¢i nim rezistentni. Pfi tomto systému
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se virova infekce zkoumala hlavné na rostlinach tufinu, ¢inského zeli a piipadné i na dalSich
brukvovitych rostlinach. Pomoci té€chto kritérii byl TuMV rozdélen do 12 rozdilnych patotypt
(Jenner a Walsh, 1996)

3.5.2 Rozdéleni TUMYV do fylogenetickych skupin

Podle okruhu hostitelti byl virus rozdélen do 3 fylogenetickych skupin. Izolaty, které napadaji
pievazné Brukve (Brassica) spadaji pod fylogenetickou skupinu s ozna¢enim [B]. Napadeni
izolatem této linie je Casto letalni. Tyto izolaty neinfikuji fedkve (Raphanus) a zptsobuji
mozaiky na listech. Izolaty fylogenetické skupiny [B(R)] infikuji hlavné brukve (Brassica), ale
dokazi infikovat i fedkve (Raphanus). U brukvi (Brassica) tato skupina vyvolava pouze
mozaiky listt, u fedkvi (Raphanus) ptisobi na rostlinu letalné. Posledni fylogeneticka skupina
ma oznaceni [BR] ajejiizolaty dokazi infikovat brukve (Brassica) i fedkve (Raphanus).
Nepusobi vsak letdln€ a u obou typl hostitelll vyvolava mozaiku listl. Néktefi autofi uvadi
pouze 2 hlavni fylogenetické linie a to [B] a [BR] (Ngueyn et al., 2013; Morero a Fereres,
2012).

Roku 2003 Sanchez rozdélil TuMV podle analyzy kodovaci sekvence CP a biologickych vztahii
do 4 fylogenetickych skupin. Prvni skupina MB se vyskytuje hlavné u brukvovitych (Brassica).
Druha skupina MR se vyskytuje hlavné u fedkvi (Radish). Tteti skupina tvoii ptechod mezi
témito skupinami izolati (IBR). Ctvrta skupina je tvofena izolaty, které byly na jinych nez na

vySe zminénych rostlinach (OBR) (Sanchez et al., 2003).

Fylogenetické skupiny podle K. Tomimury a jejich dalsi déleni
Posledni systém vytvoteny roku 2003 K. Tomimurou rozdélil TuMV do 4 fylogenetickych
skupin na zakladé jejich sekvenci a geografického rozlozeni. Tyto skupiny se prolinaji

s rozdélenim fylogenetickych skupin na [B], [BR] a [B(R)], které jsou vypsany vyse.

Nejvice rozsifena a nejvice variabilni je parafyleticka skupina basal-Brassica (basal-B). Tato
skupina je tvofena hlavné izolaty fylogenetické skupiny [(B)]. Izolaty z této skupiny napadaji
mnoho druhti brukvi, ale dokazi infikovat i rostliny jinych ¢eledi. Tato skupina se objevuje
hlavné v jihozapadni a centralni Eurasii. Basal-B ma dvé podskupiny s to basal-B1 a basal-B2
(Tomimura et al., 2003; Nguyen et al., 2013; Nellist et al., 2021; Palukaitis a Kim, 2021).

Druha skupina je pojmenovana world-Brassica (world-B) a jak uz jeji nazev vypovida tato
skupina je rozsifena po celém svété a v ramci hostitell je velice variabilni. Ma 3 podskupiny.
World-B1 se vyskytuje hlavné v Brazilii, Kanadé a na Novém Zélandu. World-B2 se vyskytuje
po celém svété, hlavné v Africe, Australii, Evropé a USA. World-B3 se vyskytuje hlavné
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v Rusku a Ceské republice (Tomimura et al., 2003; Nguyen et al., 2013; Nellist et al., 2021;
Palukaitis a Kim, 2021).

Treti skupinou je basal-Brassica/Raphanus (basal-BR). Tato skupina napada jak Brassica, tak
Raphanus rostliny. Vyskytuje se hlavné v Eurasii. Podle fylogenetické analyzy je blizka
skuping basal-B (Tomimura et al., 2003; Nguyen et al., 2013; Nellist et al., 2021; Palukaitis
a Kim, 2021).

Ctvrtou skupinou je Asian-Brassica/Raphanus (Asian-BR). Taktéz napada jak Brassica, tak
Raphanus rostliny. V ramci sekvenci je nejméné variabilni. Vyskytuje se ve vychodni Asii, a to
hlavné v Japonsku (Tomimura et al., 2003; Nguyen et al., 2013; Nellist et al., 2021 Palukaitis
a Kim, 2021).

K tomuto zakladnimi rozdé€leni byly pozdéji ptidany jesté dalsi 2 fylogenetické skupiny. Prvni
byla sesterska skupina napadajici rostliny rodu Orchidea. Posledni piidana fylogeneticka
skupina byla skupina Iranian a v ramci ni se v soucasnosti rozlisuji jesté¢ 2 podskupiny a to
Iranian 1 a Iranian 2 (Nellist et al., 2021; Palukaitis a Kim, 2021).

Genetickd informace TuMV obsahuje 44 rekombinacnich mist. Rozmisténi rekombinacnich

mist mezi genetickou informaci kodujici jednotlivé proteiny je popsano v tabulce ¢.1.

Tabulka ¢. 1: Rozmisténi rekombinacnich mist. V prvnim fadku jsou proteiny kodované

nukleotidovou sekvenci viru. V druhém fadku pocet rekombinacnich mist.

P1 HC-Pro | P3 6K1 Cl 6K2 VPg Nla NIb CP
7 7 2 0 11 2 6 3 2 4

3.7 Geny rezistence proti TUMV u Brassicaceae

Rostliny dokazi bojovat proti infekci pomoci geneticky podminéné rezistence. Clovékem byla
rezistence rostlin proti virim pouzivand u plodin uz od 70. let minulého stoleti. Prvni objeveny
gen zpisobujici rezistenci rostliny k TuMV byl objeven u salatu (Lactuca sativa) a pojmenovan
Tu gen (Palukaitis et al., 2021).

Geny rezistence proti TUMV u tufinu (B. napus)

Prvni popsany dominantni gen rezistentni proti TuMV u tufinu byl Tum gen, ktery nebyl dale
zkouman. Prvni zmapovany gen byl TURBO1 (TuMV Resistance in Brassica 01). Tento gen
vyvolava extrémni rezistenci k patotypu 1 TuMV. Rostlin s timto genem nemohou byt nikdy
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infikovany. Pokud je u viru v proteinu Cl mutace TURBOL1 piestava pusobit (Palukaitis et al.,
2021).

Dominantni gen TURBO0Z2 vyvolava kvantitativni rezistenci rostliny k asijskym izolatim
patotypu 1 TuMV. Gen TURBO03 je vyvolava rezistenci vi¢i nékterym izolatim patotypu 3 a 4.
Geny TURBO04 a TURBOS vytvati u rostlin extrémni rezistenci k nékterym izolatim patotypt 1
a 3, ale pouze pokud genom rostliny obsahuje oba tyto geny (Palukaitis, 2021).

Geny rezistence proti TUMV u ¢inského zeli (B. rapa var. rapa sk. Chinensis)

U c¢inského zeli je nékolik dominantnich i recesivnich genti rezistence proti TUMV. Dominantni
geny Tul a Tu2 vyvolavaji rezistenci proti linii C4 u mladych rostlin ¢inského zeli. Dominantni
geny Tu3 a Tu4 vyvolavaji rezistenci proti TuMV u dospélych rostlin. Dalsi geny vytvatejici
rezistenci jsou napiiklad TuR1, TuR2, TuR3 a TuR4 (Palukaitis et al., 2021).

Zajimavosti jsou dva geny nalezené u ¢inského zeli linie RLR22, mezi kterymi je epistaticky
vztah. Tyto geny vyvolavaji rezistenci vuci patotypam 1, 3, 4, 7, 8, 9 a 12. Jedna se o geny
ConTRO1 (Conditional TuMV Resistance 01) a retrO1l (recessive TuMV resistence 01).
ConTRO1 je dominantni a retr01 je recesivni gen k nému epistaticky (Palukaitis et al., 2021).

Dalsimi recesivnimi geny vyvolavajicimi rezistenci jsou rntl-1, rntl-2 a rntl-3. Krom¢ gent,
u kterych je jiz potvrzeno, Ze maji vliv na rezistenci rostliny, existuji i tzv. kandidati na geny,
které by mohly pisobit na rezistenci. Timto kandidatem je naptiklad dominantni gen BCTUR3

(Palukaitis et al., 2021).

3.8 Kontrola a management TuMV

Existuje mnoho mozZnosti, jak omezovat Siteni TUMV u hospodatskych rostlin. VétSina je
ovSem draha a ¢asové narocna. Prvni moznosti je pouziti insekticidli pro usmrceni msic a tim
zabranéni rychlého §ifeni viru. Tento zpusob se pouZziva béznég, ale vétSinou se pouziva spise
na hubeni mSic kviili jejich pfimému poskozovani plodin. Pro omezovani Sifeni viru neni pfilis
uspésny. Pouzivané insekticidy ve vétsing pripadii neusmrti msice dost rychle, a dokonce byly
popsany i piipady, kdy se diky insekticidim zvySila rychlost Sifeni viru mezi rostlinami,
protoze zpusobily zvySeni pohybu a saci aktivity msic. Navic se diky Castému pouzivani
insekticidt vytvotila u msic rezistence. Na druhou stranu, pokud se selektivné pouzije vhodny
insekticid, dokaze zabranit sekundarnimi Siteni viru (Nellist et al., 2021; Shattuck, 1992; Walsh
a Jenner, 2002).
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U plané rostoucich rostlin existuje kiizova ochrana. Princip této ochrany spociva v tom, ze
pokud uz je rostlina nakazend jednim kmenem viru a jevi pouze mirné ptiznaky, nemiize byt
nakazena jinym virulentnim kmenem. Bylo zjisténou, ze n€které kmeny Tabacco mosaic virus

(virus tabakové mozaiky) dokazi ochranit rostlinu pied TuMV (Shattuck, 1992).

Dalsi metodou ochrany plodin je pouziti gend zvySujicich rezistenci rostlin. Mnohé tyto geny,
ale ne vSechny, uz jsou zmapovany. U rostlin se mize zvysit jejich rezistence Slechténim, tedy
vzajemnym kiizenim jednotlivych linii plodiny. Krom¢ Slechténi je také moznost vyuzit
genového inZenyrstvi. Pfi genovém inzenyrstvi se do genomu rostliny vkladaji geny zvysujici
rezistenci od piibuznych druh. Mohou se vkladat geny od sexudlné kompatibilnich
I nekompatibilnich druhti. V genovém inZenyrstvi se také pouziva metoda, pti které se umlcu;ji
casti virové RNA pouzitim exprese sekvenci zriznych zdroji, hlavné z modelovych
organismi. Metody genetickych modifikaci nejsou v Evropé dobfe pfijimany a jejich
schvalovani je komplikované a trva mnoho let (Nellist et al., 2021; Shattuck, 1992; Walsh
a Jenner, 2002).
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4  MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material
K analyze byly pouzity 2 vzorky odebrané z rostlin napadnutych TuMV. Lokality, ze které tyto

vzorky jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Tabulka €. 2: Seznam analyzovanych vzork.

Oznadeni vzorku Lokalita odbéru Hostitelskéa rostlina
TuMV29 Farma NAPOLLI, Jistebnik tutin (B. napus, cv. Eleanor)
Gz42 Klasterni Lhota Armoracia rusticana

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

o Agardza I (Amresco, kat. ¢. 0710-500G)

o B-merkaptoethanol (Serva, kat. ¢. 28625)

o BioScript™ Reverse Transcriptase (Bioline, kat. &. BIO-27036)

o Deionizovana voda (pfipravovana v laboratofi)

o Ethanol (98,2 %) (Lach-Ner, kat. ¢. 20025)

o Ethidium bromid (Biotium, kat. ¢. 40042)

o GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, kat. ¢. SM0323)
o Isopropanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20037-ATO0)

o MyTaq™ Red DNA Polymerase (Bioline, kat. ¢. 21108)

o Random hexamer primers (Promega, kat. ¢. C118A)

o UntraPure™ Calf Thymus DNA Solution (Invitrogen™, kat. &. 15633019)

Primery:

Tabulka €. 3: Pouzité primery

Primer Sekvence 5°-3° Tc PCR produkt
CI-F GAGAACATATCAGTGCTTGARGGA
. 52°C 2060 nt
Nib-R TCTTCYTTCATCTCRGGTGTGAACTC
P3-F CGATTTAGGCGGCAGATACAGCG
54°C 2414 nt
CI-RCZ TCCYTCAAGCACTGATATGTTCTC
Nib-F GAGTTCACACCYGAGATGAARGAAGA
54°C 2222 nt
UTR-R TTTTTTTTTTTTTTTTTTGTCCCTTGCATCCTATCAAATG
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Pouzité roztoky

o 70% ethanol (701,4 ml 99,8% ethanolu doplnit do 1 000 ml dH,0)
o 1x TAE pufr (20 ml 50x TAE doplnit do 1 000 ml dH20)

Pouzité soupravy

o Nucleospin RNA Plant Kit (Macherey-Nagel)
o QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, kat. ¢. 28706)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

o Centrifuga Biofuge pico (Heraus)

o Elektroforeticka komora HU10 MINI (Scie-Plas)

o Fluorimetr DyNa Quant 200 (Hoefer)

o Homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals)

o Laboratorni vahy EK 200G (A&D Engineering)

o Laminarni box PV-100 (Telstar)

o Minicentrifuga PRISM™ mini (Labnet International, Inc.)
o Spektrofotometr Nanodrop 1000 (Thermo Scientific™)
o Power Station 300 (Labnet)

o Thermocycler TI00TM Thermal Cycler (BIO-RAD)

o UV transiluminator UVT-14 L (Herolab)

o Vortex MS1 Minishaker (IKA)

o Zdroj stejnosmérného proudu MP-250V (Major Science)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 1zolace RNA 7 rostlinného materialu

Celkova RNA byla izolovana pomoci Nucleospin RNA Plant kitu postupem stanovenym
vyrobcem. 50 mg rostlinného materialu bylo homogenizovano ve zkumavce s 350 ul RAL
a 3,5 pl B-merkaptoethanolu pomoci homogenizatoru FastPrep-24 tfepanim o rychlosti 4,0 m/s
20 sekund. Nasledn¢ byl lyzat aplikovén na filtr s fialovym ozna¢enim Place Nucleospin Filtr,
ktery byl vlozen do sbérné zkumavky a centrifugovan 1 min pti 13000 rpm. Filtrat byl pfenesen
do 2ml zkumavky a bylo k nému ptidano 350 pl 70% ethanolu. Kvili promichani byla
zkumavka nasledné zvortexovana. Lyzat byl ptenesen na silikonovou membranu kolonky
Nucleospin RNA Plant Column a centrifugovan 30 s pii 13000 rpm. Kolonka byla vlozena do

nové zkumavky a na silikonovou membranu bylo naneseno 350 ul MDB, nasledné byla
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zkumavka s kolonkou centrifugovana 1 min pii 13000 rpm, kvili vysuseni membrany. Na stied
membrany kolonky bylo napipetovano 95 ul DNasy, ktera byla pfipravena smichanim 10 pl
DNasel a 90 ul DNase reakéniho pufru, a vzorek byl inkubovan pii pokojové teploté 15 min.
Po uplynuti doby se promyvala membrana kolonky. Pii prvnim promyti se na kolonku naneslo
200 ul RA2 a zkumavka se centrifugovala 30 s pii 13000 rpm. Kolonka byla pfemisténa do
nové zkumavky. Pfi druhém promyti se na kolonku naneslo 600 ul RA3 a centrifugovalo se
30 s pti 13000 rpm. Filtrat se odstranil ze sbérné zkumavky. Pfi tfetim promyti se na kolonku
naneslo 250 ul RA3 a centrifugovalo se 2 min pii 13000 rpm. Kolonka se centrifugovala znovu
2 min pti 13000 rpm kvuli Gaplnému vysuSeni, nasledné byla kolonka pienesena do nuklease-
free 1,5 ml mikrozkumavky. Z kolonky se vymyla ¢ista RN A nanesenim 60 pul RNase-free vody
na kolonku a centrifugaci 1 min pfi 13000 rpm. Mikrozkumavky s RNA byly umistény do ledu

a koncentrace DNA se stanovila pomoci Nanodrop 1000.

4.4.2 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce se pouziva pro piepis RNA na cDNA. Reverzni transkripce se provadéla
ve dvou krocich za pouziti BioScript™ Reverse Transcriptase Kitu a random primert. V prvnim
kroku byla vytvofena reakéni smés I, ktera se skladala pro jeden vzorek z 3,6 ul DEPC H20,
1 ul 10mM dNTPs a 0,4 ul random primert. Tato smés méla celkovy objem 5 ul a ptidalo se
k ni 5 pl vzorku RNA o koncentraci 300 az 500 ng/ul. Vzorky s reak¢ni smési | se inkubovaly
v termocykléru 5 min pii 70 °C a poté se ihned ptidaly na 5 min do ledu. Po uplynuti dané doby
byla ptidana reakéni smés Il. Reakéni smés 11 obsahovala 4 pl DEPC H20, 4 ul 5x RT pufru,
1 ul RNAsin a 1 pl BioScript RT Pol. Celkovy objem byl 10 pul pro jeden vzorek. Po ptidani
reakéni smési I byly zkumavky vlozeny do termocykléru, kde se inkubovaly 10 min pii 25 °C,
nasledné 30 min pii 42°C a nakonec 5 min pii 85 °C. Vysledna cDNA byla déle skladovéana pti
—20 °C.

4.4.3 PCR reakce

PCR byla provedena pomoci MyTaq Red DNA polymerase. Reakéni smés se skladala z 5 pl
5x MyTaq Red pufru, 15,8 ul vody, 0,5 pul f primeri o koncentraci 20 pmol/ul, 0,5 pl r primert
0 koncentraci 20 pmol/ul a 0,2 ul Taq pol o koncentraci 5U/u. K reakéni smési byly pfidany
3 ul vzorku cDNA. Celkovy objem reakéni smési byl 25 pl. VVzorek se vlozil do termocykléru,
kde probéhla PCR reakce podle podminek uvedenych v tabulce ¢. 4.
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Tabulka €. 4: Teplotni a ¢asovy prabéh PCR

Teplota (°C) Pocet opakovani Cas
Pocateéni denaturace 94 1 2 min
Denaturace 94 30s
Annealing 52 35 30s
Elongace 72 2 min
Konec¢na elongace 72 1 5 min

4.4.4 1zolace PCR produktu z gelu

Na izolaci byl pouzit QIAquick Gel Extraction Kit podle postupu stanoveného vyrobcem. Byl
ptipraven 1% agarézovy gel s EtBr. Gel byl nalit do elektroforetické vanicky, do které byl
vlozen hiebinek a nechal se ztuhnout. Po ztuhnuti se vanicka vlozila do elektroforetické
komirky, hiebinek se odstranil. Gel byl ptevrstven 1% TAE pufrem a do jednotlivych jamek
byl napipetovan PCR produkt. Do prvni jamky byly napipetovany 2 ul standardu molekulové
hmotnosti GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder. Elektroforetickd separace zacala
na 60 V a pokracovala na 80 V.

Po skonceni elektroforézy se gel vlozil na UV transilumindtor a sterilnim skalpelem
se vytezavaly jednotlivé PCR produkty. Kazdy PCR produkt se vlozil do vlastni 1,5 ml
zkumavky. Poté se jednotlivé PCR produkty ve zkumavkach zvazily a podle jejich vahy byl
pfidan QG pufr v objemovém poméru 3:1. Zkumavky se inkubovaly 10 min pifi 50 °C
do kompletniho rozpusténi v dry-bloku. Po rozpusténi byl pfidan 1 objem izopropanolu a smés
se napipetovala do kolonky pro izolaci DNA. Kolonka se vzorkem se centrifugovala 1 min pii
13000 rpm, co proteklo bylo vylito. Do kolonky bylo pfidano 500 pl QG pufru a centrifugovalo
se 1 min pii 13000 rpm, co proteklo bylo vylito. Do kolonky se pfidalo 750 ul PE pufru
a centrifugovalo se 1 min pii 13000 rpm, poté se vylilo, co proteklo a centrifugovalo se 1 min
pii 13000 rpm. Kolonka se umistila do nové zkumavky a napipetovalo se do ni 30 pl
deionizované vody. Centrifugovalo se 1 min pfi 13000 rpm. Koncentrace izolované¢ DNA se

zjistila pomoci fluorimetru. Izolované DNA byla uchovavana pfi teploté —20 °C.

4.4.5 Bioinformaticka analyza
Ziskana sekvenc¢ni data byla poskladana pomoci Alignment Explorer v programu Mega 7.0.

Sekvence izolath TUMV?29 a GZ42 byly poskladany ze 6 segmentii. Dva segmenty byly ziskany
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pomoci primert CI-F/Nib-R a Nib-F/UTR-R. Ctyii segmenty byly poskytnuty pracovniky
laboratote. Spravnost byla potvrzena ptifazenim ziskané sekvence k podobné sekvenci jiného
izolatu TuMV. U izolatu GZ-42 to byla sekvence izolatu CAR37 a u izolatu TuMV29 to byly
sekvence izolati HC-9 a CZES.

S pomoci referencni sekvence (NC _002509.2) se v programu Mega 7.0 u obou zkoumanych

sekvenci vyznacily Cteci ramce a poloha proteinti kodovanych nukleotidovou sekvenci.

Zkoumané sekvence byly porovnany se sekvencemi ¢eskych i zahrani¢nich izolatd, které byly
vyhledany Vv databazi GenBank. Pomoci metody Neighbor-joining (Mega 7.0) byly zjistény
jejich fylogenetické vztahy a pomoci funkce Tree Explorer (Mega 7.0) byly sestaveny

fylogenetické stromy.

Pomoci funkce pairwise distances (Mega 7.0) byly zjistény distance jednotlivych sekvenci,

které byly nasledné ptepocteny na procentudlni identitu.
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5 Vysledky

Cilem experimentalni &asti byla molekularnd geneticka charakteristika izolatdh TuMV z Ceské
republiky. Zpracovany byly 2 izolaty TuMV: TuMV29 z rostliny tufinu (B. napus, cv. Eleanor)
a GZ42 z rostliny Armoracia rusticana.

Pomoci RT-PCR se specifickymi primery a sekvenovani byly ziskany useky DNA. Tyto tseky
byly sefazeny v programu Mega pomoci kompletni genomické sekvence geneticky podobného
izolatu TuMV. Pro sestaveni sekvence izolatu TuMV29 byla pouzita jako reference sekvence
CAR37 (DQ648592.1), pro sestaveni sekvence izolatu GZ42 byly jako reference pouzity
sekvence HC9 (MH469725.1) a CZE5 (AB252107.1) Chybgjici tiseky byly doplnény pomoci
zpracovanych sekvenci poskytnutych katedrou. U sekvence izolatu GZ42 byly doplnény
chybéjici tiseky nachézejici se v lokacich: 748 — 1181, 1455 — 1534, 3194 — 4178 a 4942 — 5288
v nukleotidové sekvenci. U sekvence izoldtu TuMV29 byly doplnény chybéjici useky
nachdazejici se v lokacich: 3164 — 3204 a 5913 — 6375 v nukleotidové sekvenci.

Byla ziskana sekvence pokryvajici kodujici oblast obou izolata TuMV. Nukleotidova sekvence
izolatu TuM V29 byla dlouha 9772 nukleotidi a délka nukleotidové sekvence GZ-42 byla 9753
nukleotidii. Pro zjisténi ¢tecich ramcli a pozic jednotlivych nukleotidy kodovanych proteint
byly genomické sekvence byly porovnany s referenéni sekvenci (NC_002509.2) Bylo zjisténo,
ze Cteci ramec ORF1 zacina na 131 nukleotidu a kon¢i na 9625 nukleotidu. ORF1 u izolatt
TuMV obsahuje 3164 aminokyselin a stop kodon. Byly zjiStény také pozice a délky vSech

jednotlivych proteinech a vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.

Z 5" konce prvni protein je protein P1, ktery je kodovany 1 086 nukleotidy a za¢ind zaroven
se ¢tecim ramcem ORF1. Thned za nim, v pofadi druhy se nachazi protein HC-Pro, ktery je
kodovany 1374 nukleotidy. Nasleduje protein P3 kodovany 1065 nukleotidy. V sekvenci
proteinu P3 se vyskytuje druhy c¢teci rdmec PIPO (ORF2) dlouhy 180 nukleotidd se stop
kodonem. Nejdelsi protein v ramci genomu je CI protein kodovany 1932 nukleotidy. CI protein
je z obou stran ohrani¢en kratkymi proteiny 6K1 a 6K2, které jsou kodovany 156 a 159
nukleotidy. Nasleduje protein Nla-VPg kdédovany 576 nukleotidy a protein Nla-Pro kédovany
729 nukleotidy. Druhy nejdelsi protein v genomické sekvenci je NIb protein, ktery je kddovany
1551 nukleotidy. Z 3" konce je jako prvni protein CP kddovany 864 nukleotidy.
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Tabulka ¢. 5: Charakteristika ¢tecich ramctt ORF1 a ORF2 (PIPO) a jednotlivych proteint

izolath TuMV29 a GZ42.

Oznaceni Nukleotidova pozice | Aminokyselinova pozice | Pocet aminokyselin
Cteci ramec ORF1 131 -9625 0-3164 3164 + STOP
Protein P1 131-1216 1-362 362
Protein HC-Pro 1217 - 2590 363 - 820 458
Protein P3 2591 - 3655 821-1175 355
Protein 6K1 3656 - 3811 1176 - 1227 52
Protein CI . 3812 -5743 1228 - 1871 644
Proteiny

Protein 6K2 5744 - 5902 1872 -1924 53
Protein Nia-VPg 5903 - 6478 1925 - 2116 192
Protein Nia-Pro 6479 - 7207 2117 - 2359 243
Protein Nib 7208 - 8758 2360 - 2876 517
Protein CP 8759 - 9622 2877 - 3164 288

Cteci ramec ORF2 (PIPO) 3079 - 3261 984 -1043 60 + STOP

U studovanych izolatu TuMV29 a GZ42 byla zjisténa jejich podobnost s jinymi izolaty TuMV
z Ceské republiky i ze svéta. Vysledné porovnani nukleotidovych sekvenci kompletnich
genomil je vyobrazeno v tabulce €. 6. Oba izolaty vykazovaly nejvétsi identitu s izolaty skupiny

World-B. Vysoka podobnost byla hlavné s ¢eskymi izolaty a s izolaty z evropskych zemi.

Izolat TuMV29 vykazoval nejvétsi identitu v nukleotidové sekvenci S izolatem POLI1 a to
96,5%. Vysoka identita v nukleotidové sekvenci byla zjisténa s ceskymi izolaty CZE4 a CZE
8. U obou izolatu byla identita 96,3 %. Vysokou identitu k TuMV29 v hodnoté 95,2 %
vykazoval také izolat HUNI. S vétSinou zkoumanych izolath vykazoval TuMV29 identitu
v rozmezi 84,1 — 88,9 %. Nejnizsi identitu v nukleotidové sekvenci 72,4% vykazoval izolat
ORM patiici do skupiny Orchis. Nizka identita 75,4% byla zjiSté€na také u izolatu PK1 patfici
do skupiny Basal-B.

Izolat GZ42 vykazoval nejvyssi identitu v nukleotidové sekvenci 94,2 % i izolatem CAR37.
Vysoka identita 93,8% byla zjiSténa také u nukleotidovych sekvenci izolath CZE2 a UKI.
Identita nad 93 % byla zjisténa u nukleotidovych sekvenci izolatih CZE11 a CZE12 a identita
nad 92 % byla zjisténa u nukleotidovych sekvenci izolati Ningbo, GD, AHBL a ZH1. Nejnizsi
identita byla stejn¢ jako u izolatu TuMV29 s izolaty ORM a PK 1. Nukleotidova sekvence ORM
vykazovala identitu 71,9 % a nukleotidova sekvence PK1 75,4 %.

Kromé¢ nukleotidovych sekvenci byla u obou izolati zkoumana i identita odvozenych
aminokyselinovych sekvenci. Procentualni vysledky jsou zobrazeny v tabulce €. 7. Stejné jako

u nukleotidovych sekvenci jsou sekvence nejvice podobné izolatim skupiny World-B.
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V odvozené aminokyselinové sekvenci vykazoval izolatem TuMV29 nejvyssi identitu se
sekvenci HC-9 a to 99,7 %. Vysokou identitu vykazovaly také aminokyselinové sekvence
Ceskych izolati CZE4 a CZES. Identitu 98,5 vykazovala aminokyselinovéa sekvence POL1.
Nejnizsi identitu v aminokyselinové sekvenci vykazoval stejné jako v nukleotidové sekvenci
izolat ORM pattici do skupiny Orchis. ORM vykazoval identitu 80,2 %. Nizkou identitu méli
také aminokyselinové sekvence izolath PK1 a TIGD. Izolat PK1 vykazoval identitu v ramci

aminokyselinové sekvence 83,0 % a izolat TIGD 88,4 %.

Izolat GZ42 vykazoval nejvyssi identitu v aminokyselinové sekvenci s izolatem CAR37
V procentudlni hodnoté 96,5 %. Vysoka nad 95 % byla zjisténa také u aminokyselinovych
sekvenci izolath GD, CZE2 a UK. U izolatu GD byla zjisténa identita 95,4 %, u izolatu CZE2
95,6 % a u izolatu UK1 95,5 %. Nejnizsi identitu 79,2 % vykazovala aminokyselinova sekvence
izolatu ORM. Druha nejnizsi identita 82,1 % byla zjiSténa také u aminokyselinové sekvence
PK1. Nizkou identitu vii¢i GZ42 vykazovaly také aminokyselinové sekvence TIGD a CZE10,
a to v hodnotach 87,9 % a 89,7 %.

Nukleotidové sekvence zkoumanych izolati GZ42 a TuMV29 vici sobé vykazovaly identitu

88,6 % a aminokyselinové sekvence téchto izolatl vykazovaly identitu 94,7 %.

Tabulka ¢. 6: Analyza identity sekvenci pokryvajicich kodujici oblast izolath TuMV
v procentech [%]. Pomoci barevné $kily je zaznadena mira identity mezi sekvenci. Cim
svétlejsi je znaCeni pole, tim je identita mezi sekvencemi niz§i. Studované izolaty TuMV29

a GZ42 jsou zvyraznény tucné.

CN9_(MH735114.1)
CAR37_(DQ648592.1)
CN7_(MH735112.1)
KCC1_(MW022512.1)
Ningbo_(MZ062212.1)
GD_(MT588113.1)
AHBL_(MW017473.1)
PK1_(MH469724.1)

KIH1_(KX674729.1) 75,4

ZH1_(KF246570.1) 74,6 84,1
WA-EP1_(KX610932.1) ! 76,5_%
UK1_(AB194798.1) ! 75,6 84,0 84,0
TuMV29 84,1 88,7 84,1 84,1 88,0 88,0 88,0 75,6 84,1 88,1 84,1 888

TIGD_(AB701735.1) 80,4 80,3 80,4 80,3 79,8 79,9 80,1 78,4 80,3 80,3 80,3 79,8 79,7

RUS1_(AB093606.1) | 83,6 86,0 83,6 83,7 853 854 856 754 83,6 855 83,7 857 859 79,9
POL1_(AB701728.1) 83,9 88,6 83,9 83,9 87,9 88,0 87,9 756 83,9 88,1 839 88,7 79,8 8538
HUN1_(AB701719.1) | 84,0 88,6 84,0 84,1 87,7 88,0 87,8 758 84,1 88,0 84,1 88,5 79,5 85,9948
Gz42 84,2 842 84,2 75,4 84,2 84,2 88,6 80,0 854 88,8 88,5
CZE12_(LC537542.1) | 84,3 84,3 84,3 75,7 84,3 84,3 88,8 79,9 86,0 88,9 88,5‘

CZE11 (LC537541.1) | 84,2 84,2 84,2 75,7 84,2 84,2 88,9 79,9 86,1 89,2 88,6

ORM_(AB701692.1) 72,3 72,3 72,3 72,4 72,4 72,2 72,5 76,8 72,3 72,6 72,3 72,4 72,4 716 72,4 72,6 72,4 719 72,4 72,4
CZE10_(LC537540.1) 81,9 81,6 81,9 81,9 81,7 81,9 81,8 80,6 81,9 81,8 82,0 81,7 81,6 83,3 81,0 81,8 82,0 81,2 81,7 81,8 72,5

CZES (LC537539.1) 84,2 88,8 84,2 84,3 87,8 88,2 87,9 759 84,3 88,1 84,3 888 79,8 86,0 88,6 88,7 88,8 72,5 82,0
CZE4_(LC537538.1) 84,2 88,8 84,2 84,3 87,8 88,2 87,9 758 84,3 88,1 84,4 88,7 79,8 86,0 88,6 88,7 88,8 72,6 82,0000
CzE2_(LC537537.1) | 84,1850 84,1 84,1 75,6 84,1096, 84,1 88,8 79,8 85,7 88,8 88,6 72,4 81,7 88,8 88,7
CZE1_(AB093608.1) 83,7 87,2 83,7 83,8 86,5 86,4 86,6 755 83,8 86,6 83,8 86,9 87,8 80,1047 87,8 83,4 86,4 87,3 87,3 72,0 81,1 885 88,6 87,0
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Tabulka ¢. 7: Analyza identity aminokyselinovych sekvenci izolati TuMV v procentech [%].
Pomoci barevné §kaly je zaznatena mira identity mezi sekvenci. Cim svétlejsi je znaGeni pole,

tim je identita mezi sekvencemi nizsi. Studované izolaty TuMV29 a GZ42 jsou zvyraznény
tucné.

Gz42

TuMV29 94,7

CAR37_(ABG43021.1) ‘

HCY_(AXS76845.1) | 94,8

WA-EP1_(APX54486.1) 92,1 92,5 92,9 92,6

TIGD_(BAM99253.1) 87,9 88,4 88,5 88,5 89,3

FRA2_(BAM99226.1) | 94,9 92,8 88,7

HUN1_(BAM99237.1) | 94,5 92,8 88,5876

PK1 (AXS76844.1) 82,1 83,0 82,9 83,2 84,0 84,2 83,3 83,1

GD_(QYF11819.1) 92,8 88,5/105,2005,2 82,8

Ningbo_(QZW25193.1) | 94,7 94,4 94,5 92,9 88,0 94,5 945 82,6[870

KCC1_(UBV46712.1) | 92,1 92,5 92,8 92,5000/ 89,2 92,8 92,7 83,9 92,7 92,9
CZE10_(BCD42166.1) 89,7 90,9 90,5 91,1 91,8 91,2 91,2 91,0 86,4 90,8 90,3 91,6

CZE8 (BCD42165.1) 88,50107,8198,8 82,90954 94,7 92,8 91,0
CN7_(QBQ58061.1) 89,2 92,7 92,7 83,9 92,7 92,8009,8 91,6 92,7
CZE5_(BAF31152.1) 92,6 88,5 83,0 94,6 92,6 91,1 92,6

CZE4_(BCD42164.1) 92,8 88,6 82,9 94,6 92,7 91,1 92,7

CZE2_(BCDA42163.1) 93,1 88,3 82,9 93,0 90,5 93,0‘
CZE1_(BAC79405.1) 93,1 93,8 94,2 94,0 92,4 88,2 941 939 824 93,8 93,4 924 90,6 94,0 92,3 93,8 941 94,1
ORM_(BAM99210.1) 79,2 80,2 79,7 80,3 80,4 78,2 80,3 80,2 86,1 80,1 80,2 80,4 80,0 80,3 80,4 80,3 80,4 80,3 79,3

POL1_(BAM99246.1) | 94,9/i0815W05,300816| 92,8 58,6108:3M07%,0 83,1085/2 94,6 92,8 91,2168)8| 92,7 94,0 80,5
RUS1_(BAC79403.1) 93,1 93,4 94,0 93,5 92,5 88,0 93,7 93,4 823 935 93,2 92,5 90,5 93,4 92,3 93,4 934 93,8 79,6 93,5
UK1_(BAD69823.1) 93,1 88,30105,4005,5 s2,9[07, 70078 93,1 90,6085, 93,0 94,0 80,3085,6 93,7
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Fylogeneticka analyza

Fylogenetickd analyza byla provedena za pomoci programu Mega 7.0. Porovnavany byly
kompletni nebo témét kompletni genomové nukleotidové sekvence a poté 1 aminokyselinové
sekvence. Zkoumané izolaty TuMV29 a GZ42 byly porovnavany s ¢eskymi 1 zahrani¢nimi
izolaty viru TuMV z fylogenetickych skupin Orchis, Basal-B, Basal-BR a World-B.

Z nukleotidovych i aminokyselinovych sekvenci byly sestaveny fylogenetické stromy pomoci
metody Neighbor-Joining. Jako outgroup byl pouzit izolat ORM. Sekvence, které byly pouzity
a informace o jejich hostitelskymi rostlinami a zemich ptivodu jsou vypsany v tabulce ¢. 8.
Pomoci fylogenetické analyzy bylo zjisténo, Ze izolaty TuMV29 i GZ42 patii do skupiny
World-B. Izolat GZ42 vytvotil vétev sizolatem CAR37, a to Vv nukleotidovém i
aminokyselinovém fylogenetickém stromu. Izolat CAR37 byl ziskan v Polsku z rostliny
Armoracia rusticana, pochazi ze stejného druhu rostliny jako GZ42 a nebyl odebran daleko od
mista vyskytu GZ42. Ve fylogenetickém stromu sestaveném pomoci nukleotidovych sekvenci
vytvorili izolaty, které byly po CAR37 izolatu GZ42 nejblize vétev, ktera byla rozdélena na dvé
skupiny. Prvni skupinu v rdmci této vétve vytvofili izolaty, které pivodem pochézely z Evropy,

a to hlavné z Ceské republiky. Byly to izolaty CZE2, CZE11, CZE12 a UKI. Izolaty byly
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ziskany z rtiznych rostlinnych druht, jak 1ze vidét v tabulce €. 8, a tedy je spojovalo spiSe misto
vyskytu. Druhd skupina, kterd je vytvofena na této vétvi je zajimava tim, ze se nejednd o
evropské izolaty, ale o izolaty pochazejici z Asie, konkrétnd z Ciny, které byly ziskany
z odlisnych druhd rostlin.

Izolat TuMV29 taktéz vytvoril vétev s izolatem ziskanym z Polska, a to konkrétné s izolatem
POLI1. Izolaty TuMV29 i POL1 byly oba ziskany z hostitelskych rostlin Brassica napus.
Nejblizsi vétev k TUMV29 se vytvorila zizolath HUN1, CZE4 a CZES8. Mezi izolaty
fylogeneticky nejblize k TuMV29 tedy patii pouze evropské izolaty. Celkovy nukleotidovy
fylogeneticky strom je zobrazen na obrazku ¢. 3.

Na obrazku ¢. 4 je zobrazen aminokyselinovy strom se zkoumanymi izolaty GZ42 a TuMV29.
Mnoho pouzitych referen¢nich sekvenci je totoznych s t€émi v nukleotidovém fylogenetickém
stromu, nékteré jsou vSak rozdilné.

V aminokyselinovém fylogenetickém stromu vytvofil izolat TuMV29 skupinu spolecné
s evropskymi izolaty CZE8, CZE4, HUN1, HC9, FRA2, CZE5 a POLI1. Nejblize ma izolat
TuMV29 k izolatu HC9 pochazejiciho ze Slovenska ziskaného z rostliny Papaver somniferum.
Izolat GZ42 vytvofil v aminokyselinovém fylogenetickém stromé stejnou vétev s izolatem
CAR37 jako v ptipadé nukleotidového fylogenetického stromu a jejich nejblizsi zistaly izolaty
GD, Ningbo, CZE2 a UK1.

Nejvzdalengjsi vétev kromé outgroup izolatu ORM u nukleotidového 1 aminokyselinového
fylogenetického stromu vytvofili izolaty PK1, CZE10 a TIGD spadajici pod fylogenetickou
skupinu Basal-B. Mezi vétvi Basal-B a World-B se vytvotila vétev s izolaty fylogenetické

skupiny Basal-BR.
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Tabulka €. 8: Referencni izolaty TuMV pouzité k fylogenetické analyze.

Fylogen.
sk.

Izolat

Hostitelska rostlina

Zemé¢ puvodu

Zdroj

Orchis

ORM (AB701692.1)

Anacamptis morio

Némecko

Nguyen H. D. et al. (2013)

Basal-B

PK1 (MH469724.1)

Papaver rhoeas

Slovensko

Glasa M. et al. (2018)

CZE10 (LC537540.1)

Alliaria officinalis

v

CR

Kawakubo et al. (2020)

TIGD (AB701735.1)

Tigridia sp.

Nguyen H. D. et al. (2013)

Basal-BR

CN7 (MH735112.1)

Raphanus sativus

Cina

Bez publikace

CN9 (MH735114.1)

Raphanus sativus

Cina

Bez publikace

KIH1 (KX674729.1

Raphanus sativus

Jizni Korea

Bez publikace

WA-EP1 Brassica napus Australie Guerret M. G. L. et al.
(KX610932.1) P (2017)
KCC1 (MW022512.1) Raphanus sativus Jizni Korea Bez publikace

World-B

CZE1 (AB093608.1)

Brassica oleracea

CR

Tomimura K. et al. (2003)

RUS1 (AB093606.1)

Armoracia rusticana

Rusko

Tomimura K. et al. (2003)

CZE4 (LC537538.1)

Brassica pekinensis

CR

Kawakubo et al. (2020)

CZES8 (LC537539.1)

Brassica pekinensis

CR

Kawakubo et al. (2020)

HUNL1 (AB701719.1)

Alliaria petiolata

Mad’arsko

Nguyen H. D. et al. (2013)

POL1 (AB701728.1)

Brassica napus oleifera

Polsko

Nguyen H. D. et al. (2013)

CAR37 (DQ648592.1)

Armoracia rusticana

Polsko

Kozubek E. et al. (2007)

CZE11 (LC537541.1)

Brassica oleracea

v

CR

Kawakubo et al. (2020)

CZE12 (LC537542.1)

Brassica oleracea

CR

Kawakubo et al. (2020)

CZE2 (LC537537.1)

Armoracia rusticana

CR

Kawakubo et al. (2020)

UK1 (AB194798.1)

Raphanus sativus

Velka
Britanie

Tan Z. et al. (2005)

Ningbo (MZ062212.1)

Arachis hypogaea

Cina

Li M. et al. (2022)

AHBL (MW017473.1)

Pseudostellaria
heterophylla

Cina

Bez publikace

ZH1 (KF246570.1)

Phalaenopsis sp.

Cina

Bez publikace

GD (MT588113.1)

B. rapa var. parachinensis

Cina

Bez publikace

FRA2 (BAM99226.1)

Brassica napus

Francie

Nguyen H. D. et al. (2013)

HC9 (MH469725.1)

Papaver somniferum

Slovensko

Glasa M. et al. (2018)
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GD (MT588113.1) T
ZH1 (KF246570.1)
AHBL (MW017473.1)
L Ningbo (MZ062212.1)

100 | UKL (AB194798.1)

CZE2 (LC537537.1)
100} 100 | ~cCzE12 (LC537542.1)
100 - CZE11 (LC537541.1)
CAR37 (DQ648592.1)
9| ) I World-B
TuMV29
L POL1 (AB701728.1)
10| — HUN1 (AB701719.1)
100 _[CZES (LC537539.1)
100 L CZE4 (LC537538.1)
RUS1 (AB093606.1)
100 L—— CZE1 (AB093608.1)
KCC1 (MW022512.1)
- rWA-EPl (KX610932.1)
KIH1 (KX674729.1) Basal-BR
CN9 (MH735114.1)
100 | CN7 (MH735112.1)
TIGD (AB701735.1)
86 | CZE10 (LC537540.1) Basal-B
PK1 (MH469724.1) -

ORM (AB701692.1) ] Orchis

93

100

100

100

100

100 10

0.050

Obrazek ¢. 3: Nukleotidovy fylogeneticky strom izolati TuMV vytvofeny metodou Neighbor-
Joining v programu Mega 7.0. Jako outgroup byl pouzit izolat ORM (AB701692.1). Jsou
zaznaceny bootstrap hodnoty vyssi nez 70. M¢étitko predstavuje 0,050 substituci na pozici. Po
pravé strané jsou izolaty rozdéleny do fylogenetickych skupin. Zkoumané izolaty jsou

zvyraznény tucné.
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100

100

100

100

100  CZES8 (BCD42165.1)
CZE4 (BCD42164.1)
HUN1 (BAM99237.1)
TuMV29

00- HC9 (AXS76845.1)
CZES5 (BAF31152.1)

100

100

100

100

100~ POL1 (BAM99246.1)
—— FRA2 (BAM99226.1)

GzZ42

—— CAR37 (ABG43021.1)

GD (QYF11819.1)
Ningbo (QZW25193.1)

[ CZE2 (BCD42163.1)
100 L UK1 (BAD69823.1)

CZE1 (BAC79405.1)

100

L RUS1 (BAC79403.1)
WA-EP1 (APX54486.1)

100 ‘:KCCl (UBV46712.1)

CN7 (QBQ58061.1)

TIGD (BAM99253.1)

CZE10 (BCD42166.1)
PK1 (AXS76844.1)

0.020

World-B

Basal-BR

Basal-B

ORM (BAM99210.1) ]  Orchis

Obrazek ¢. 4: Aminokyselinovy fylogeneticky strom izolath TuMV vytvofeny metodou

Neighbor-Joining v programu Mega 7.0. Jako outgroup byl pouzit izolat ORM (AB701692.1).

Jsou zaznaceny bootstrap hodnoty vyssi nez 70. Méfitko predstavuje 0,020 substituci na pozici.

Po pravé stran€ jsou izolaty rozdéleny do fylogenetickych skupin. Zkoumané izolaty jsou

zvyraznény tucné.
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6  Diskuse

Turnip mosaic virus je celosvétove rozsifeny hospodarsky dilezity virus napadajici predevsim
brukvovité rostliny. Je rozliSeno mnoho riiznych izolata, které se od sebe odliSuji genetickou
informaci 1 vnéjSimi projevy. Pomoci fylogenetickych analyz byly jednotlivé izoldty TuMV
rozdéleny do fylogenetickych skupin i podskupin. Hlavni fylogenetické skupiny se nazyvaji
World-B, Asian-BR, Basal-BR, Basal-B a Orchis (Tomimura et al., 2003; Nguyen et al., 2013;
Nellist et al., 2021; Palukaitis a Kim, 2021). Fylogeneticka skupina Orchis je od ostatnich
skupin nejvice vzdalena a identita izolatt této skupiny, jako je naptiklad izolat ORM, a izolaty
ostatnich skupin je mén¢ nez 80 %. V Evrop¢ pievlada fylogeneticka skupina World-B, mezi
jejiz izolaty patii naptiklad POL1, CZES, UK1 a FRA2.

V této praci byly porovnavany kompletni genomy dvou ¢eskych izolatl. lzolat GZ42 byl ziskan
z rostliny Armoracia rusticana a TuMV29 byl ziskan z rostliny Brassica napus. Zkoumané
izolaty byly porovnavany s ceskymi i1 zahrani¢nimi izolaty pochazejicimi z rGznych
hostitelskych rostlin. U zkoumanych izolatl byla zjiSténa jejich nukleotidova sekvence, na které
byly uréeny c¢teci ramce ORF1 a ORF2 (PIPO) a rozmisténi sekvenci kodujici jednotlivé
proteiny viru. U ziskanych nukleotidovych sekvenci byla zjisténa jejich podobnost k vybranym
izolatim a byl sestaven fylogeneticky strom. Nukleotidové sekvence byly poté pievedeny
na aminokyseliny a vzniklé aminokyselinové sekvence byly znovu porovnany s vybranymi
Ceskymi i zahrani¢nimi sekvencemi, byla zjisténa jejich identita a byl sestaven

aminokyselinovy fylogeneticky strom.

Pomoci fylogenetické analyzy bylo zjiSténo, Ze izolaty GZ42 a TuM V29 patii do fylogenetické
skupiny World-B.

V Ceské republice byl TuMV poprvé zaznamenan roku 1990 na rostlinném druhu Papaver
somniferum (Spak a Kubelkova, 1990) a od té doby byl detekovan na mnoho rostlinnych
druzich po celém tizemi (Kawakubo et al., 2020; Tomimura et al., 2007; Walsh a Jenner; 2002).
Obe¢ sekvence, GZ42 i TuMV29, mély vysokou identitu s ostatnimi ¢eskymi izolaty, kromé
CZE10. Identita sekvenci Ceskych izolati se zkoumanymi sekvencemi byla nejméné 81 %
a ve vétsing pripadu se pohybovala kolem 90 %. V ramci ¢eskych izolati mél izolat TuMV29
nejvyssi identitu s izolaty CZE4 a CZES, se kterymi byla jeho identita v nukleotidové sekvenci

Cvwr

identitu v ramci Ceskych izolatd mél izolat TuMV29 s izolatem CZE10. Jeho identita byla
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81,6 %. Izolat GZ42 mél nejveEtsi identitu v ramei nukleotidovych sekvenci Ceskych izolati

s izolatem CZE2 a to 93,8 % a nejmensi identitu 81,2 % s izolatem CZE10.

.....

ziskané v Polsku a na Slovensku (Glasa et al., 2018; Kozubek et al., 2007; Nguyen et al., 2013).
Izolat TuMV29 vykazoval nejvétsi identitu v nukleotidové sekvenci S izolatem POL1. V
nukleotidové sekvenci byla tato identita 96,5 % a v aminokyselinové sekvenci 98,5 %. Pti
aminokyselinové analyze byla zjisténa také velka podobnost se slovenskym izolatem HC9. Pti
analyze nukleotidovych sekvenci nebyl tento izolat HC9 pouzit, ale jeho identita 99,7 %
v aminokyselinové sekvenci znaci, ze je nejblize zkoumanému izolatu TuMV29 a ze sekvence
jsou témer identické. Zatimco izolaty TuMV29 a POL1 byly ziskany z hostitelské rostliny
Brassica napus, izolat HC9 byl ziskan z hostitelské rostliny Papaver somniferum, tedy z maku
setého. Rostliny pochazejici z jiné ¢eledi nez Brassica napus. U sekvenci izolatd TuMV29 a
POL1 muze byt podobnost zptisobena stejnym okruhem hostiteli. U sekvenci izolatd TuMV29
a HC9, které byly odebrany z hostitelskych rostlin rozdilnych ¢eledi by jejich velka podobnost
mohla byt zpisobena blizkym mistem vyskytu a je pravdépodobné, ze izolaty byly diive
sekvenéné totozné a k jejich rozriznéni doslo teprve nedavno. K tomuto rozdéleni mohlo dojit
napftiklad kvtli zméné okruhu hostitelti jednoho z izolatu.

Izolat GZ42 je v ramci analyz nukleotidovych i aminokyselinovych sekvenci nejvice podobny
polskému izolatu CAR37. Tento izolat byl odebran roku 2007, coz znaci, ze za poslednich 15 let
se genetickd informace TuMV piili§ nezménila (Kozubek et al., 2007). V rdmci
fylogenetickych stromi spolu tvoii izolaty vétev a jejich identita v nukleotidové sekvenci je
94,2 % a v aminokyselinové sekvenci je 96.5 %. Jejich vzajemnd podobnost by mohla byt
zpiisobena blizkym mistem odbéru téchto izolat a spole€nym okruhem hostiteld. Oba izolaty

byly ziskany z rostliny Armoracia rusticana.

Izolaty TuMV29 a GZ42 vykazuji podobnost v nukleotidové sekvenci 88,4 %
a v aminokyselinové sekvenci 94,7 %. Jejich vzajemnou podobnost mohl zvysit odbér vzorkt

blizko u sebe, na izemi Ceské republiky, a naopak snizit rozdilny okruh hostiteli.

V ramci Ceské republiky patii vétsina izolatd do fylogenetické skupiny World-B, kam patfi

I oba zkoumané izolaty. I1zolat TuMV29 je geneticky velmi podobny izolatim CZE4 a CZES,

u nichz bylo jiz diive zjiSténo, Ze patii do fylogenetické skupiny World-B. Stejné tomu je

I Uizolatu GZ42, ktery je geneticky velmi podobny izolatim CZE2, CZE11 a CZE12 patiicich

do fylogenetické skupiny World-B (Kawakubo et al., 2020). Jedinou vyjimkou mezi ¢eskymi

izolaty je izolat CZE10, ktery byl v ramci fylogenetické analyzy zatfazen do fylogenetické
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skupiny Basal-B. Izolat CZE10 byl izolovan zrodu Allium a diky tomu, ze infikuje
jednodélozné rostliny je jeho genetickd informace rozdilnd od ostatnich Ceskych izolatd
(Kawakubo et al., 2020). Na rozdil od Ceské republiky jsou v Evropé piitomny téméf viechny
fylogenetické skupiny. V Némecku lze najit izolaty pattici i do fylogenetické skupiny Orchis,
napiiklad izolat ORM. V Recku se nachazejici izolaty z fylogenetické skupiny Basal-B. Izolaty
patfici do fylogenetické skupiny Basal-BR jsou kromé Asie také v Italii a v Némecku. Pouze
vyskyt fylogenetické skupiny Asian-BR nebyl zatim v Evropé potvrzen (Tomimura et al., 2004;
Kawakubo et al., 2020).
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[ Zavér

Byla analyzovana geneticka variabilita sekvenci dvou ¢eskych izolatu Turnip mosaic virus.
Pomoci sekvenovani byla ziskana sekvence pokryvajici kodujici oblast obou izolath. U izolatu
TuMV29 byla ziskana sekvence dlouha 9772 nukleotidi a u izolatu GZ42 sekvence dlouha
9753 nukleotidt, v obou pfipadech zahrnovala Cteci ramce ORF1 a ORF2. Bylo zjisténa
podobnost izolati k Ceskym i zahrani¢nim izolatim a oOba izolaty byly zafazeny do
fylogenetické skupiny World-B. Izoldt TuMV29 vykazoval nejvyssi identitu se
slovenskym izolatem CN-9 (99,7 % Vv odvozenych aminokyselinovych sekvencich)
a s polskych izolatem POLI1 (96,5 % v nukleotidovych sekvencich). Izolat GZ42 vykazoval
nejvyssi identitu s polskych izoldtem CAR37 (94,2 % v nukleotidovych sekvencich, 96,5 %
vV odvozenych aminokyselinovych sekvencich).  Pomoci fylogenetické analyzy byly
zkonstruovany fylogenetické stromy. Izolat GZ42 vytvoril vétev s izoldtem CAR37. Izolat
TuMV29 vytvofil vétev sizolaitem POLI v nukleotidovém stromé a sizolatem HC-9
v aminokyselinovém strom¢. Fylogenetické stromy potvrdily evolu¢ni ptibuznost izolath

zjisténou studiem vzajemnych identit.
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