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Anotace:

Samples of red clover plants characteristic with dwarf growth were investigated with transmission
electron microscopy. Most frequent virus particles observed there were filamentous ones of 300
to 800 nm long. Nucleic acid was isolated, transcribed and amplified using PCR with potexvirus-
and potyvirus-specific primers 353G1, 353G2 (Petrzik, K., unpublished data), P9502, P0502
(Revers et al., 1999) and Poty2/P4 (Gibbs and Mackenzie, 1997). Successful amplification with
potexvirus-specific primers, sequencing and comparison with GenBank sequences revealed
White clover mosaic virus (WCIMV) there. Coat protein gene of this virus was obtained with
amplification and compared with complete sequence of WCIMV from GenBank. O-strain of
WCIMV was identified.
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Uvod

Viry jsou nebunécné organismy, které infikuji
prakticky vSe zivé. Tato prace je zaméfena na viry
rostlinné, jako plvodce mnoha onemocnéni, které
jsou Casto dusledkem ztraty kvality i kvantity
zemédélskych plodin a mohou tedy vést k velkym
ekonomickym problémim. Nasledky mohou byt
zvlasté dramatické v zemich jejichz ekonomika
zvelké ¢&asti, nebo zcela zavisi na konkrétnim

zemédeélském produktu (Bos, L., 1999). S rychlosti

replikace viru souvisi i ¢asté mutace, které mohou
byt ztratové, nebo naopak vyhodné a vést tfeba k vytvofeni rezistenci. Tedy i viry podléhaji
selekénim tlakim a i z tohoto divodu je znalost fytovirt velmi dllezita.

Rostlinna virologie se tedy zabyva detekci a diagnostikou plvodcl rostlinnych
onemocnéni. Citliva detekce pak umozni v€asné odhaleni viru pfi produkci viruprostych osiv

a sadby, jejichz pouziti je nejucinnéjsi ochranou proti virbzam.

Morfologie
Rostlinny virus je fetézec jedné nebo vice molekul nukleovych kyselin, obvykle uzavieny

v ochranném plasti nebo plastich z proteinu nebo lipoproteinu, ktery je schopen organizovat svoji
vlastni replikaci pouze uvnitf vhodnych hostitelskych bunék (Matthews, 1991).

Pro jejich vizualizaci se uziva transmisni elektronové mikroskopie TEM, ktera umoznuje
rozliSit Castice podle tvaru a velikosti. Byly pozorovany tvary izometrické, baciliformni, tyCkovité,
vlaknité, slozené a komplexni. Tvar €astice je pro viry charakteristickym rysem a jejich velikost je
velmi variabilni. Primér ¢astice se pohybuje kolem 20 nm a nejdelSi vlaknité viry dosahuiji i pfes
2000 nm. Za tvar i velikost odpovida proteinovy plast (kapsid), ktery je tvofen jednim nebo vice
druhy proteinovych molekul. Tyto molekuly rozpoznavaji nukleovou kyselinu a navzajem se
k sobé Fadi podle fyzikalnich a chemickych afinit. Interakce mezi nukleovou kyselinou
a proteinovym plastém je vysoce specifickd a hraje dllezitou roli v utvafeni konzervativni
struktury virové Castice. Usporadani virového plasté uruje symetrii virové &astice na helikalni
a kubickou (Navratil, M.).

Prehled rostlinnych vird je uveden v tabulce (tab.1, viz pfiloha). Rostlinné viry jsou az na
vyjimky tvofeny jednoduchym nukleoproteinem bez vnéjSiho obalu. Pouze zastupci rodd
Reovirus, Fivijivirus a Oryzavirus maji dvouvrstevny proteinovy plast. Typicky lipidovy obal maji
pouze zastupci Rhabdoviridae.
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Nukleové kyseliny a genova exprese
Nukleovou kyselinou je jednofetézcova/dvoufetézcova DNA (,single/double stranded*

ss/dsDNA) nebo ss/dsRNA. +RNA (positive sense) funguje v hostitelské burfice jako mRNA a je
prekladana do sekvence aminokyselin bezprostfedné po priniku do burnky, zatimco —RNA
(negative sense) musi byt pfepsana virovou RNA polymerazou do komplementarniho +RNA
vlakna, které funguje jako mRNA a slouzi téz jako templat pro syntézu dalSich viaken —RNA.
Nukleova kyselina nese geny pro syntézu strukturnich a nestrukturnich proteind ddlezitych pro
virovou replikaci. Zakladnimi jsou geny pro polymerazovou transkriptazu a replikazu, transportni
proteiny a plastové proteiny.

Exprese virovych genU je zprostfedkovana ribozomy a kompletnim translacnim
systémem infikované bunky. Za ¢teni genetické informace viru pomoci tripletového kédu jsou
zodpovédné enzymy a faktory hostitelské buriky stejné jako ve zdravé burice. Virové funkéni
proteiny jsou obvykle syntetizovany velice rychle (béhem nékolika minut) po infekci burky,
strukturni proteiny jsou syntetizovany pozdéji. V prubéhu infekce hostitelské buriky je tedy
zvyhodniovana virova geneticka informace na Ukor genetické informace bunécné. Translace
bunénych mRNA béhem virové infekce muze byt ovlivnéna proteolytickou inaktivaci iniciacnich
faktort trasnlace, selektivni degradaci bunéénych mRNA, nebo zménou intrabunééného prostredi

vedouciho k preferenci virovych mRNA (Navratil, M.).

Pienos infekce

Rostlinnym virdm, na rozdil od bakteriofagl a zZivociSnych virG, znemoznuje pfimou
interakci s cytoplazmatickou membranou bunééna sténa. Rostlinné viry tedy pronikaji do
hostitelské buriky pasivhé a geneticky podminéné interakce s receptory hostitelské buriky
probihaji az v cytoplazmé. Infek&nost viru neni vzdy stejna a u fady zastupcu se velmi lisi.

Pfenos je zprostfedkovan vektory, mechanickym poskozenim, roubovanim, semeny,
pylem, dotykem rostlin apod. V rostliné se virus Sifi z mista poSkozeni plasmodezmaty z buriky
do buhky (tomu ¢&asto napomahaji specifické proteiny, které si virus kéduje napf. TGB
u Potexvirt), poté cévnimi svazky s asimilaty do kofend a nasledné do celé rostliny
(Bos, L., 1999).

Taxonomie
Roku 1966 byla zalozena Mezinarodni komise pro taxonomii vird (International Comitee

for Taxonomy of Viruses, ICTV), ktera sjednotila informace dosud znamych vird. Obecnymi kritérii
pro tvorbu systému se staly: typ nukleové kyseliny, symetrie proteinového plasté, pfitomnost
nebo absence plasté a replikaéni strategie viru. (tab.1, viz pfiloha) Nukleotidova sekvenéni data

jsou shromazdovana v databazi GenBank (National Center of Biotechnology Information, NCBI).
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Vlaknité viry infikujici nebo nalezené na Trifoliu
Rod Trifolium - jetel - je hostitelem celé fady rostlinnych vird. V databazi VIDE (Plant

Viruses Online) je uvedeno nékolik desitek virl schopnych infikovat tento rostlinny rod. Jetel luéni
je schopno infikovat 35 vird, z nichz 12 ma vlaknité ¢astice. Jsou to zastupci rodl Potyvirus
(Celed Potyviridae), Carlavirus a Potexvirus (Celed Flexiviridae). Nékteré vlastnosti t&chto virl
jsou uvedeny v nasledujici tabulce (tab.2). Tento vycet vS8ak nemusi byt vyCerpavajici a v nasich

vzorcich by se mohl vyskytovat i dosud nepopsany virus s vlaknitymi ¢asticemi.

Tab.2: Viry s vlaknitymi ¢asticemi infikujici Trifolium pratense a nékteré jejich

virus rod velikost | symptomy na jeteli symptomy na
(nm) tabaku
Bean yellow mosaic potyvirus Potyvirus 750 mozaika chlorotické léze
mozaika a chlorotické
paskovani nebo bez nekrotické Zloutnuti
Clover yellow vein potyvirus Potyvirus 760 pfiznaku listd, nesystematické
Pea mosaic potyvirus Potyvirus 785 - 800 | systemicka mozaika +'
Plum pox potyvirus Potyvirus 764 + lokalni l1éze
Watermelon mosaic 2 potyvirus Potyvirus 760 + +
lokalni l1éze, systemické
Muskmelon vein necrosis carlavirus | Carlavirus 674 listové a Zilni nekrézy nevnimavy k infekci
Pea streak carlavirus Carlavirus 620 + +
systemicka mozaika,
Zloutnuti zZilek, listové
Red clover vein mosaic carlavirus Carlavirus 645 deformace +
mozaika s nekrotickymi
Clover yellow mosaic potexvirus Potexvirus 540 pruhy nevnimavy k infekci
Narcissus mosaic potexvirus Potexvirus 550 + nevnimavy k infekci
Viola mottle potexvirus Potexvirus 480 + nevnimavy k infekci
nekrotické skvrny,
nepravidelna mozaika,
White clover mosaic potexvirus Potexvirus 480 nékdy latentni nevnimavy k infekci

1 - vnimavy k infekci; symptomy neuvadény

Nékteré rody celedi Potyviridae, Flexiviridae a Closteroviridae, poCty jejich druhf,
rozsahy délek vlaknitych zastupcl a molekulova hmotnost plastovych proteind jsou uvedeny
v tabulce 3. Velikost ¢astic neznamého vlaknitého viru byla plvodné stanovena na 300 - 800 nm
(Franova, J., osobni sdéleni) a tomuto rozmezi neodpovida pouze velikost Closteroviru, jejichz

délka se pohybuje mezi 1250 - 2200 nm.
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rod quchel.tl velikost (nm) P'as‘(;;,’r"z fg?)te'" Tab.3: Rody &eledi Potyviridae,
Capillovirus 3 600 - 1536 31-36 Flexiviridae a Closteroviridae -
Carlavirus 35 610 - 700 26.2 | uvadéné pocty druhd, délek
Closterovirus 12 1250 - 2200 18-27 | Vlaknitych ¢&astic a molekulové
Potexvirus 27 470 - 580 37.7 hmotnosti plastového proteinu.
Bymovirus 6 250 - 300; 500 - 600 30-47 (Bos, L., 1999)
Potyvirus 128 680 - 900 33-34
Trichovirus 4 640 - 760 22 -27
. Rody Potyvirus a Bymovirus patfi do Celedi Potyviridae. Genom obsahuje pouze jeden

Cteci ramec, ktery je pfekladan do polyproteinu a posttranslaéné Stépen virovymi proteazami.

+ssRNA genom potyvir(i o délce pfes 9000 nukleotidd ma na 5’ konci kovalentné pfipojen
VPg protein a na 3’ konci nekédujici oblast, ktera konéi sekvenci 25 - 100 adeninovych zbytk
(polyA konec). Polyprotein potyviru (cca 3000 aa) je posttranslaéné St&pen virovymi protedzami
ve specifickych mistech na 8 funkénich proteind. Dva z nich (Vpg a CP) jsou pfitomny ve virové
Castici a 6 dalSich (protein 1 a 3, helper komponent Hc-Pro, cytoplazmatické inkluze Cl(Hel)
a jaderné inkluze a (Vpg/pro) a b (Rep) se vyskytuji v ramci €astice a mohou byt izolovany
z infikované rostliny). Dva dalSi proteiny ozna¢ené 6K1 a 6K2 nebyly detekovany in vivo (obr.1)
(Shukla, D.D. a kol., 1994; Bos, L., 1999).

Viriony potyvird byly nalezeny v cytoplazmé, jadfe, chloroplastu, Golgiho aparatu
i bunétné vakuole. Dale se v infikované bufce mohou vyskytovat charakteristické
cytoplazmatické (krystalicka, amorfni a membranova téliska) nebo jaderné inkluze (krystalicka
téliska). Mnoho potyvird je pfenosnych msicemi (vektory) neperzistentnim zplsobem s rliznym
stupném efektivity. Tomuto pfenosu napomaha pomocny protein (HC-Pro). Nékolik malo potyvirl
je pfenosnych Sirokou Skalou vektorll, a nékteré jsou omezeny pouze na nékolik druht mSic.
Kromé vektorl mohou byt pfenosné mechanickou inokulaci, roubovanim, semeny i pylem. Infikuji
celou fadu rostlinnych druh(. Jejich rozS$ifeni je celosvétové a jsou bézné hlavné v tropickych
a subtropickych oblastech. (ICTVdB, 00.057.0.01. Potyvirus)

(I i PL— o

P1 HC-Pro P3 6Kj Hel 6K,VPg Pro Pol CP

Obr.1: Usporadani genomu rodu Potyvirus (¢eled Potyviridae)

Na rozdil od vSech rodl Celedi Potyviridae maji Bymoviry dva typy &astic obsahujici dvoudilnou
ssRNA a nejsou pfenosné roubovanim, kontaktem rostlin, semeny ani pylem. Pfenos infekce je

z infikované na zdravou rostlinu zprostfedkovan mechanickou inokulaci, nebo zoosporami houby
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Polymyxa graminis (fad Plasmodiophorales) parazitujici na kofenech rostlin (Bos L., 1999,
str.309). Virus muze pretrvavat v klidovych sporach nékolik mésict nebo let. Mize byt tedy s
pudou prenasen na dlouhé vzdalenosti vétrem, kontaminovanym osivem nebo zemédélskymi
stroji. Viriony bymovird byly nalezeny v cytoplazmé, kde také vytvareji inkluze (amorfni nebo
membranova téliska) (ICTVdB, 00.057.0.03. Bymovirus).

. Rody Potexvirus, Carlavirus, Capillovirus a Trichovirus patfi to Eeledi Flexiviridae. ssSRNA
genom je cca 6000 - 8500 nukleotid( dlouhy, ma na 5’ konci metylovanou ¢epi¢ku a na 3’ konci
polyA sekvenci. Infikuji celou Ffadu jednodéloznych i dvoudéloznych rostlinnych druhd a jsou

celosvétové rozsifeny.

TGB CcP
RNA polymeraza | | polyA
- . > . %/
Obr. 2: Usporadani genomu rodu Potexvirus (Celed Flexiviridae) @

Potexviry maji metylovanou €epicku (m7GpppA), polyA konec a 5 otevienych &tecich ramcu
(ORF ,Open Reading Frame”) (obr.2). Prvni ORF kéduje RNA polymerazu, nasledujici tfi ORF
tzv. TGB (,triple gen block”) kdoduji proteiny, které zprostfedkovavaji pohyb mezi burikami
a zbyvajici ORF koéduje plastovy protein. Viriony byly nalezeny v cytoplazmé, jadru a bunééné
vakuole. Stejné jako Potyviry obsahuji cytoplazmatické a jaderné inkluze. Jsou pfenosné
roubovanim a mohou byt pfenosné vektory, mechanickou inokulaci, semeny (ne pylem)
a kontaktem mezi rostlinami. Pfenos vektory (€lenovci, hmyz, pavoukovci, roztoCi) je
neperzistentni a nékteré vyZzaduji pomocny virus (ICTVdB, 00.056.0.01. Potexvirus; NCBI).

Carlavirus na rozdil od Potexvird kdduje 1 az 2 strukturni proteiny, ma 6 ORF (také TGB).
Pfenos infekce se od Potexvirl liSi pouze nepfenosnosti kontaktem mezi rostlinami a moznosti
prenosu pylem. Pfenos vektory (€lenovci, hmyz) je semi- nebo neperzistentni. Viriony se vyskytuji
v cytoplazmé, chloroplastu, mitochondrii a vytvareji cytoplasmatické inkluze (ICTVdB,
00.056.0.04. Carlavirus).

Capilloviry kéduji 1 strukturni protein - plastovy protein (CP ,coat protein”) a 2 nestrukturni
proteiny. Nejsou pfenosné vektory, avSak nékteré mechanickou inokulaci nebo semeny. Viriony
byly nalezeny v cytoplazmé nebo jadru a vytvareji cytoplazmatické inkluze z amorfnich télisek
(ICTVdB, 00.056.0.06. Capillovirus).

Trichoviry kéduji stejny pocet proteint jako Capilloviry, maji 5 az 7 ORF. Jsou pfenosné
vektory (€lenovci, hmyzem, pavoukovci a rozto€i) semiperzistentnim pfenosem, a je zapotfebi
pomocného viru. Dale pylem do semen a nékdy mechanickou inokulaci nebo semeny. Nebyly

nalezeny zadné inkluze, a viriony pouze v cytoplazmé (ICTVdB, 00.056.0.08. Trichovirus).
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Materialy a metody

Pro identifikaci viru byla vyuzita transmisni elektronova mikroskopie (TEM) a dale
provedena izolace nukleovych kyselin, reverzni transkripce (RT), polymerazova fetézova reakce
(PCR), Dot Blot hybridizace a sekvenovani.

Rostlinny material
V rostlinach jetele luéniho (Trifolium pratense),

ktery byl s priznaky zakrslosti odebran z porostl
Slechtitelské stanice v Hladkych Zivoticich, byla
pozorovana smeésna infekce fytoplazmy a nékolika
rostlinnych virG. Bylo nalezeno nékolik typl virovych
¢astic (Franova, J. a kol., 2005): ohebné vlaknité
Castice o délce 300 - 800 nm (obr.3), ojedinélé obalené
Castice stfelového tvaru typické pro rhabdoviry (obr.4)
a bacilovité Castice s viditelnou strukturou pfipominajici
zastupce rodu Varicosavirus (obr.5). Vlaknité viriony
pfevazovaly ve vSech vzorcich.

Mechanickou inokulaci byl uspéSné pfenesen

pouze tento virus na laboratorniho hostitele - tabak
Nicotiana occidentalis 37B, jak bylo ovéfeno Obr.3: Viriony &astené purifikovaného

elektronovou mikroskopii (Franova, J. a kol., 2005). viaknittho  viru z  jetele  luéniho
kontrastované uranylacetatem. ZvétSeni

60 000x. Foto: Franova, J.

Rhabdoviry ani varicosaviry nejsou mechanicky
pfenosné.

Dalsi vzorky byly odebirany nahodné v raznych
lokalitach Moravy, jiznich, severnich a stfednich Cech. Hlavnim p¥iznakem infekce byla zakrslost
rostliny. Testovano bylo listové pletivo rostlin z Eeledi bobovitych (Fabaceae): jetel luéni (Trifolium

pratense), jetel plazivy (Trifolium repens), vikev Uzkolista (Vicia angustifolia).

Priprava vzorku pro TEM
Preparat pro transmisni elektronovou mikroskopii byl pfipraven smaceci metodou. Vzorek

byl nanesen na kovovou sitku potazenou uhlikovym filmem a barven uranylacetatem. Testovano
bylo listové pletivo.

Délky vlaknitych virl z pofizenych snimk( byly zméfeny pomoci kfivky v programu
AutoCAD 2006 (Computer-aided design).
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Izolace nukleovych kyselin

Izolace RNA byla provedena pouzitim RNeasy Mini kitu (QIAGEN) a RNA Blue

(kat.&. 013, Top-Bio, Ceska republika) podle navodd.

RNeasy Mini kit (QIAGEN)

100 pl listového pletiva bylo homogenizovano se 450 pl pufru RLT obsahujiciho guanidin
isothiokyanatan.

Homogenat byl centrifugovan pfi 15 000 g po 2 minuty pfes kolonu, ktera odstrafiuje
bunéény material. (Projde jen malé mnozstvi bunééného materialu, ktery vytvori pellet na
dné zkumavky.)

K 450 ul supernatantu byla pfidana polovina objemu 96% etanolu, promichano
a centrifugovano 8 000 g 15 sekund pfes kolonu, ktera zachyti RNA.

Kontaminujici latky byly z membrany odstranény promyvacimi pufry (RW1, RPE
obsahujicimi etanol) a centrifugovany vzdy pfi 8 000 g.

Nasledné byla RNA extrahovana z membrany do 30 pl H,O centrifugaci pfi 15 000 g
1 minutu.

VSechny centrifugace byly provadény pfi 20 - 25°C.

RNA Blue ( Top-Bio, Ceskéd republika)

100 mg listového pletiva bylo homogenizovano v 1 ml RNA Blue a homogenat ponechan
ve zkumavce (Ependorf) 5 minut pfi 20°C.

K homogenatu bylo pfidano 0.2 ml chloroformu, promichano a opét inkubovano 5 minut
pfi pokojové teploté.

Po centrifugaci pfi 12 000 g po dobu 10 minut pfi 4°C, byla odebrana horni bezbarva
vodni faze.

K fazi bylo pfidano 0.5 ml izopropylalkoholu a inkubovano 10 minut pfi 4°C.

Poté centrifugovano pfi 12 000 g po dobu 10 minut pfi 4°C (po centrifugaci se RNA
nachazi na dné a po stranach zkumavky).

Supernatant byl odstranén a k sedimentu pfidan 1 ml 75% etanolu; promichano
a sedimentovano centrifugaci 5 minut pfi 4°C.

Supernatant byl odstranén a sediment vysuSen na cetrivapu 5 - 10 minut.

Po vysu$eni byl sediment rozpustén v 50 ul H,0.
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Primery

Pro RT-PCR a sekvenacni reakce byly pouzity tyto primery:
321E8 5- CGT GTATCT TCT AGT CTT CAT TGT - 3’
321E7 5'- GGA TAA GTA ATA AGA GGG GCA ATA-3’

353G1 up 5- TTYCTNAARTCNCARTGGGTCA - 3’ (Petrzik, K., nepublikované udaje)
353G2 re 5'- GCATCAAAAGTGGGRCCTTC - 3’ (Petrzik, K., nepublikované udaje)
P9502/CPUP, poty.re P0502 (Revers a kol., 1999)

Poty2/P4 (Gibbs a Mackenzie, 1997)

RT-PCR
Pro amplifikaci genu CP proteinu byl pouZzit ,Access RT-PCR System Kit* (Promega,

Medison, USA), obsahujici AMV reverzni transkriptazu a Tfl-polymerazu. V jedné reakci tak

dochazi k reverzni transkripci a nasledné k amplifikaci ziskané DNA.

Reak¢ni smés:

Access Quick 2x pufr 10 ul

primery (321E7,321E8) po 1 pl (20 pymol/l)
AMV 0.5l (xU)

RNA izolat 1ul

H.O 6.5 pl

Celkem 20 yl

Programové schéma:
RT: 45 minut pfi 48°C
3 minuty pfi 94°C
PCR: 30 cyklh: 30 sekund pfi 94°C (denaturace)
30 sekund pfi 50°C (annealing)
1 minuta pfi 68°C (extension)
5 minut pfi 72°C

Gel
Pro kontrolu amplifikovaného produktu byla pouzita agarézova gelova elektroforéza

(1.5% agardza v 0.5 x TBE pufru, pH = 8.3; barveno: syber green).
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Sekvenovani

Amplifikaéni DNA produkty byly pfecistény pomoci kitl ,Gen Elute™ PCR Cleen - Up Kit

nebo Gen Elute™ Gel Extraction Kit* (Sigma, USA):

Bylo pouZito kolonky s membranou pro zachyceni nukleové kyseliny. Membrana byla
promyvana roztoky obsahujicimi etanol a vysuSena centrifugaci. Poté byla nukleova
kyselina z membrany vymyta 30 pl eluéniho pufru.

Pfi extrakci z gelu pfedchazelo tomuto postupu rozpusténi gelu s PCR produktem
v rozpous$técim roztoku pfi 60°C a pfidanim izopropanolu, ktery zabrani opétovnému
ztuhnuti pfi snizeni teploty.

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

Pro sekvenaci byly pouZity stejné primery, jako pro RT-PCR (321E7 a 321 ES8).

Sekvenacni reakce byla provedena pomoci kitu ,Big DyeT'VI Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction“ (Promega) a vysledky zpracovany programem VectorNTI 8.

Sekvenacni reakce:
MIX (Sequencing PR-100) 2 ul

pufr 5x 3yl
primer (321E7/321E8) 1 ul (20 pymol/l)
PCR produkt 6 ul
H.O 8 ul
celkem 20 pl

Programové schéma:
30 cykld: 10 sekund pfi 96°C

5 sekund pfi 50°C
4 minuty pfi 60°C

Precipitace:

K 20 pl produktu bylo pfidano 80 pl 75% izopropanolu, ponechano 15 minut pfi 20°C
a poté centrifugovano pfi 17 000 g a 4°C po dobu 15 minut.

Supernatant byl odsan a k sedimentu pfidano 200 pl 70% etanolu, promichano
a centrifugovano pfi 17 000 g a 4°C po dobu 5 minut.

Supernatant byl odsan a sediment vysu$en na cetrivapu (10 - 15 minut).
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Priprava DIG-labelled sondy (DIG-labelling kit, Boehringer, Manheim)

54 ul izolované DNA bylo denaturovano 5 minut.
Ochlazeno na ledu.
Do zkumavky chlazené na ledu bylo pfidano: 12 pyl smés nahodnych hexamerud
12 ul ANTP
36 pl H,O (doplnéni objemu na 114 pl)
+ 6 pl Klenow
Inkubovano 1 hodinu pfi 37°C.
Reakce byla zastavena 12 pl 0.2M EDTA, 15 ul 4M LiCl a 450 pl pfedchlazeného 95%
etanolu.
Inkubovano 30 minut pfi -70°C.
Centrifugovano 20 minut pfi 14 000 g.
Supernatant byl odstranén a sediment promyt 200 pl 70% etanolu.

Sediment vysuSen na centrivapu.

Dot Blot hybridizace

Nylonova membrana byla napusténa 2xSSC a na vlhkou membranu naneseny vzorky

(2 pl PCR produktu).

Vzorky fixovany 20 minut ve flowboxu pod UV.

Prehybridizace 1 hodinu pfi 68°C v hybridizacnim pufru (20 ml).

Bylo denaturovano 15 pl sondy po dobu 5 minut, ochlazeno na ledu .

Sonda byla pfidana do 7 ml hybridizaéniho pufru (v ném nylonova membrana)
a inkubovana pfes noc pfi 68°C.

Membrana byla promyta 2x po 5 minutach v 2xSSC pfi 20°C, 2x po 15 minutach
v 0.1xSSC pfi 68°C (50 ml/100 sz) a 1 minutu v promyvacim pufru pfi 20°C.

Inkubovana 30 minut v pufru 2 na tfepacce pfi 20°C (100ml).

Reakce s anti-DIG-AP 1gG fedéné 1 : 5000 v pufru 2, 30 minut na tfepacce pfi 20°C
(1 pl anti-DIG-AP 1gG a 5 ml pufru 2).

Dale byla membrana vymyvana 2x po 15 minutach pufrem 1 pfi 20°C a stabilizovana po
2 minuty v pufru 3.

Barevna reakce: 45 ul NBT a 30 pl x-fosfatu v 10 ml pufru 3.

Inkubovano ve tmé.

Po vyvoji barvy byla membrana promyta po 5 minut v pufru 4.
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Pufry:
20xSSC 100 ml
3M NaCl 17.53 g
0.3M citronan sodny 8.82¢
pH 7.0
Pufr 1 1l
0.1M kys. maleinova 11.60g
0.15M NacCl 8.76 g
pH 7.5

10% blokovaci roztok v pufru 1

Pufr 3 0.51
1M Tris 6.05¢
3M NaCl 292¢g
0.5M MgCl, 5.83g
pH 9.5
Pufr 4 250 ml
1M Tris 2.5 ml
0.5M EDTA 0.5 ml
pH 8.0
Hybridiza¢ni pufr 250 ml
20xSSC 62.5 ml
10% blokovaci roztok 25.0 ml
10% laurylsarcosyl 2.5ml
10% SDS 0.5 ml

Promyvaci pufr
Pufr 1 250 ml
Tween 20 0.75 mi
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Vysledky a diskuze

Data nebyly publikovany, a z tohoto diivodu nejsou prezentovany elektronickou cestou.
Original této prace v tisténé podobé je archivovan v knihovné biologickych Gstavii AV CR

a Biologickeé fakulty JU v Ceskych Budéjovicich.
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Zaver

Neznamy vlaknity virus nalezeny ve vzorcich jetele lu¢niho (vzorek 12/13), pochazejici
ze S$lechtitelské stanice v Hladkych Zivoticich, jsme identifikovali na zaklad& transmisni
elektronové mikroskopie a metody amplifikace in vitro pomoci rodové specifickych primerd
zachycuijici viry rodu Potexvirus jako White clover mosaic virus WCIMV kmenu O. Sekvence
plastového proteinu vzorku 12/13 je umisténa v databazi GenBank DQ784572 (Franova, J.
a kol., 2006). Dale jsme otestovali Ctyficet vzork bobovitych rostlin odebranych nahodné z péti
lokalit. Virus jsme prokézali ve &tyfech vzorcich jetele lu¢niho a v péti jetele plazivého. Ctyfi
ziskané kompletni sekvence plastového proteinu byly porovnany s kompletni sekvenci WCIMV
z GenBank NC_003820 (Forster, R.L. a kol., 2006). Mutace jsme zjistili ve tficeti pozicich
a jednalo se pouze o tranzice. Celkova variabilita byla stanovena na 5.23%.

Nejvice substituci se vyskytovalo ve tfetich pozicich a na aminokyselinovou sekvenci
nemély zadny vliv. Dale jsme odhalili ¢tyfi substituce v prvni, a jednu ve druhé pozici, které se
projevily zmé&nou aminokyseliny. V nukleotidovych sekvencich se objevovaly mutace omezené
pouze na jetel luéni nebo jetel plazivy. Jsou patrné i v aminokyselinovych sekvencich, kde ffi
zameény jsou patrné jen u jetele plazivého, jedna u jetele luéniho a jedna zaména je spole€na
obéma druhdm.

Z nizkého poctu mutaci je patrné, ze se jedna o konzervovanou oblast a pro virus je
sekvence plastového proteinu, jako jediného strukturniho proteinu, dilezitym prvkem jeho
existence. Neotestovali jsme v8ak mnoho vzork(l a ziskali jen malo sekvenci, abychom mohli
uvést podrobnéjSi zavéry. Virus je zfejmé bézné rozSifen v mirnych oblastech, ale jeho
koncentrace v rostliné nemusi byt pfili§ vysoka.

Kromé& WCIMV se ve vzorcich mohly vyskytovat i vlidknité ¢astice jiného viru, ale pokud
nebyl pfenosny mechanickou inokulaci a jeho koncentrace v rostliné nebyla dostateéné vysoka,
nepodafilo se nam jej detekovat. U testovanych vzorku jetele jsme se setkali se zakrslosti rostliny
a fada téchto vzorku byla na WCIMV pozitivni. Zakrslost vS§ak mohla byt zplsobena jinym virem
nebo pusobenim kombinace vird, které jsme ve smésné infekci vzorku 12/13 neobjevili. Je-li tento
virus puvodcem zakrslosti jetele luéniho, pfipadné jinych rostlin, ma jeho vyskyt velky vyznam

v péstitelstvi a hospodarstvi.
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Zkratky

aa
CP

cDNA

DNA
dsRNA/DNA
ssRNA/DNA
mRNA

nt
ORF
pb
PCR
RNA
RT
sp.
TEM
TGB

Identifikace vlaknitého viru infikujici jetel luéni (Trifolium pratense)

»-amino acid“ aminokyselina

~coat protein® plastovy protein

~copy DNA" = RNA pfepsana reverzni transkriptazou do DNA
deoxyribonukleova kyselina

»-double strand“ dvojvlaknova RNA/DNA

»single strand” jednoviaknova RNA/DNA

.messenger RNA" posel“ RNA nesouci pfepis genu z DNA k pfekladu do
proteinu

»nukleotid“ nukleotid

»open reading frame"“ otevieny ¢teci ramec

,bp - base pair” Cesky pb — par bazi

.polymerase chain reaction” polymerazova fetézova reakce
ribonukleova kyselina

.reverse transcription® reverzni transkripce

.Species” druh

~fransmission electron microscopy* transmisni elektronova mikroskopie

Ltriple gen block®
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Pfiloha

Tab.1. Zakladni taxonomické rozdéleni rostlinnych virti (Virus Taxonomy, 2005; ICTVdB).

typ NK Celed rod Tvar druh
Mastrevitus gem Maize streak virus
Geminiviridae Curtovirus gem Beet curly top virus
sSDNA Begomovirus gem Bean golden yellow mosaic virus
Topocuvirus Tomato pseudo-curly top virus
Nanoviridae Nanovirus iso Subterranean clover stunt virus
DNA Babuvirus iso Banana bunchy top virus
Caulimovirus iso Cauliflower mosaic virus
Soymovirus bac Soybean chlorotic mottle virus
dsDNA-RT Caulimoviridae Cavemovirus Cassava vein mosaic virus
Tungrovirus bac Rice tungro bacilliform virus
Badnavirus bac Commelia yellow mottle virus
Petuvirus bac Petunia vein clearing virus
RNA Metaviridae Metavirus Saccharomyces cerevisiae Ty 3 virus
ssRNA-RT - Pseudovirus iso + env Saccharomyces cerevisiae Ty 1 virus
Pseudoviridae
Sirevirus iso Glycine max SIRE1 virus
Partitiviridae Alphacryptovirus iso White clover cryptic virus 1
Betacryptovirus iso White clover cryptic virus 2
Fijivirus iso Fiji disease virus
dsRNA Reoviridae Phytoreovirus iso Wound tumor virus
Oryzavirus iso Rice ragged stunt virus
- Endornavirus - Vicia faba endornavirus
- Varicosavirus rod Lettuce big-vein associated virus
Bunyaviridae Tospovirus iso + env Tomato spotted wilt virus
sSRNA (-) Rhabdoviridae Cytorhabdovirus bac + env Lettuce necrotic yellow virus
Nucleorhabdovirus bac + env Potato yellow dwarf virus
sSRNA (+) Alfamovirus bac Alfalfa mocaic virus
llarvirus iso+bac Tobacco streak virus
Bromoviridae Bromovirus iso Brome mosaic virus
Cucumovirus iso Cucumber mosaic virus
Oleavirus iso/bac + pol Olive latent virus 2
Closterovirus fil Beet yellows virus
Closteroviridae Crinivirus fil Lettuce infectious yellows virus
Ampelovirus fil Grapevine leafroll-associated virus
Comovirus iso Cowpea mosaic virus
Comoviridae Fabavirus iso Broad bean wilt virus 1
Nepovirus iso Tobacco ringspot virus
Potexvirus fil Potato virus X
Mandarivirus fil Indian citrus ringspot virus
Allexivirus fil Shallot virus X
Flexiviridae Carlavirus fil Carnation latent virus
Foveavirus fil Apple stem pitting virus
Capillovirus fil Apple stem grooving virus
Vitivirus fil Grapevine virus A
Trichovirus fil Apple chlorotic leaf spot virus
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Luteovirus iso Barley yellow dvarf virus - PAV
Luteoviridae Polerovirus iso Potato leafroll virus
Enamovirus iso Pea enation mosaic virus-1
Potyvirus fil Potato virus Y
Rymovirus fil Reygrass mosaic virus
Potyviridae Bymovirus fil Barley yellow mosaic virus
Macluravirus fil Maclura mosaic virus
Ipomovirus fil Sweet potato mild mottle virus
Tritimovirus fil Wheat streak mosaic virus
Sequiviridae Sequivirus iso + pol Parsnip yellow fleck virus
Waikavirus iso + pol Rice tungro spherical virus
Tombusvirus iso Tomato bushy stunt virus
Carmovirus iso Carnation mottle virus
Necrovirus iso Tobacco necrosis virus A
Tombusiviridae Dianthovirus iso Carnation rongspot virus
Machlomovirus iso Maize chlorotic mottle virus
Avenavirus iso Oat chlorotic stunt virus
Aureusvirus iso Pothos latent virus
Panicovirus iso Panicum mosaic virus
Maculavirus iso Grapevine fleck virus
Tymoviridae Tymovirus iso Turnip yellow mosaic virus
Marafivirus iso Maize rayado fino virus
- Cheravirus iso Cherry rasp leaf virus
- Benyvirus rod Beet necrotic yellow vein virus
3 Furovirus rod Soil-borne wheat mosaic virus
- Hordeivirus rod Barley stripe mosaic virus
- Idaeovirus iso Raspberry bushy dwarf virus
- Ourmiavirus bac Ourmia melon virus
- Pecluvirus rod Peanut clump virus
- Pomovirus rod Potato mop-top virus
- Sadwavirus iso Satsuma dwarf virus
- Sobemovirus iso Southern bean mosaic virus
- Tobamovirus rod Tobacco mosaic virus
- Tobravirus rod Tobacco rattle virus
- Umbravirus - Carrot mottle virus

Zkratky: zdvojeny ,geminate” (gem), baciliformni (bac), vlaknity ,filamentous® (fil), s lipidovym obalem

~enveloped (env), izometrické (iso), mnohosténny ,polyhedral” (pol), tykovity ,rod-like“ (rod)
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