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1.Literarni prfehled

1.1 Uvod

Virus mozaiky fedkvicky je celosvétove rozsifeny rostlinny virus, ktery parazituje
zejména na rostlinach z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Poprvé byl tento virus
popsan v Kalifornii Tompkinsem (1939). Mnohem pozd&ji byl nalezen v Japonsku
(Tochihara, 1968). V Evropé byl poprvé nalezen v Jugoslavii v roce 1972 (Stefanac a
Mamula, 1972). V posledni dobé byl tento virus nalezen v Maroku (Koenig a Fischer,
1981) a Iranu (Farzadfar et al., 2004).

Sérologické a biologické testy ukdzaly, Ze japonské a americké izolaty jsou
identické (Campbell a Tochihara, 1969). Pozdé&ji, kdyz byly porovnény s jugoslavskym
izolatem HZ, objevily se v sérologickych i biologickych testech odlignosti (Stefanac a
Mamula, 1972). Evropské izolaty byly pivodné povazovany za sérologicky uniformni,
ale recentni studie (Spak a Kubelkova, 2000) odhalila mezi témito izolty uréitou

odli$nost.

1.2.Virus mozaiky tedkvicky - klasifikace

Virus mozaiky fedkvicky (Radish mosaic virus, RaMV) patfi spolecné s dal$imi
¢trnacti druhy rostlinnych vird do rodu Comovirus. Tento rod se fadi spolecné s rody
Nepovirus, Fabavirus, Cheravirus a Sadwavirus do ¢eledi Comoviridae (Mayo, 2005).

Rod Comovirus zahrnuje neobalené rostlinné viry, s izometrickymi kapsidami
sloZzenymi ze 32 kapsomer (Adams, a Antoniw, 2005).

Genom je tvofen jednovlaknovou RNA s pozitivni polaritou. Je rozdélen do dvou
casti RNA 1 a RNA 2, které jsou enkapsidovany samostatné ve dvou riznych typech
¢astic. Kompletni genom je velky asi 10 000 nukleotidd, pticemz vétsi segment RNA 1 je
okolo 6000 nukleotidi dlouhy a mensi segment genomu RNA 2 je dlouhy asi 3500

nukleotidii. Kazdad ze dvou genomovych RNA ma na 5'- konci protein VPg, kovalentné



navazany fosfodiesterovou vazbou mezi 5'- termina¢nim nukleotidem a serinovym
zbytkem VPg a na 3’- konci poly(A) fetézec (Drygin et al., 1987).

Rod Comovirus kromé Radish mosaic viru (RaMV) zahrnuje dale Andean potato
mottle virus (APMoV), Bean pod mottle virus (BPMV), Bean rugose mosaic virus
(BRMV), Broad bean stain virus (BBSV), Broad bean true mosaic virus (BBTMV),
Cowpea mosaic virus (CPMV), Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), Glycine mosaic
virus (GMV), Pea green mottle virus (PGMV), Pea mild mosaic virus (PMiMV), Qualil
pea mosaic virus (QPMV), Red clover mottle virus (RCMV), Squash mosaic virus
(SgMV) a Ullucus virus C (UVC) prozatimné je do tohoto rodu fazen i Turnip ringspot
virus, ktery byl v nedavné dob& popsan a ¢asteéné osekvenovan (Rajakaruna, 2006).

Z téchto Ctrnécti vird je jich dosud alespon ¢astecné osekvenovano téchto osm:
Andean potato mottle virus (APMoV), ), Red clover mottle virus (RCMV), Squash mosaic
virus (SgMV), Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), Cowpea mosaic virus (yellow
strain) (CPMV), Turnip ringspot virus, Bean pod mottle virus (BPMV), Bean rugose

mosaic virus (BRMV) a Radish mosaic virus (RaMV).

1.3. Hostitelé, symptomy, ptenos

Virus mozaiky fedkvi¢ky je jedinym clenem rodu Comovirus, ktery infikuje
zejména druhy rostlin z ¢eledi Brasicaceae. Symptomy virové infekce jsou proménlivé
v zavislosti na druhu rostliny, jejim stavu, podminkach prostiedi a koncentraci viru
v rostliné. RaMV zpiisobuje mozaiky, chlorotickou a nekrotickou krouzkovitost, nekrézy
zilek, deformace listil, pfipadné systémové nekrozy. Nékteré hostitelské rostliny napft.
Brassica rapa perviridis jsou v citlivosti k RaMV heterozygotni. Dalsi vykazuji
v citlivosti k RaMV zna¢né rozdily, napi. Brassica rapa var. rapifera je rezistentni,
Brassica oleracea capitata a Brassica campestris jsou k RaMV citlivé (Adams a
Antoniw, 2005).

Dalsi hostitelé tohoto viru muzeme nalézt v ¢eledich Solanaceae,
Chenopodiaceae a Cucurbitaceae. U téchto hostitelti se pti infekci objevuji lokalni 1éze,
ale infekce mtze probihat 1 bez piiznaki.

Virus je pfenaSen bud’ mechanickou cestou pii poranéni rostliny, nebo hmyzem
sajicim na rostlinach a to zejména brouky Phyllotreta spp., Epitrix hirtipennis a

Diabrotica undecimpunctata. Pfenos semeny nebyl pozorovan ( Campbell a Colt, 1967).


http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=203
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=203
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=108
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=246
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=246
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=029
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=020
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=378
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=209
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=238
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=238
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=074
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=043
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=043
http://www.dpvweb.net/dpv/showdpv.php?dpvno=277
http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=121#2

1.4. Virové Castice

Purifikat viru lze rozdélit centrifugaci v hustotnim sacharozovém gradientu na tfi
komponenty liSici se obsahem RNA: B — spodni, které obsahuji RNA 1 a jejich
sedimentacni koeficient je 116 S, M — stiedni obsahuji RNA 2, sedimentacni koeficient
je 97 S, T — horni jsou tvoieny prazdnymi kapsidy, sedimentacni koeficient 57 S (Adams
a Antoniw, 2005). Viriony jsou izometrické a maji 30 nm v priméru (Campbell, 1964;

Tochihara, 1968).

1.5. Genom

Genom viru mozaiky fedkvicky je tvofen linedrni jednovlaknovou RNA s
pozitivni orientaci. RNA je rozd€lena do dvou segmentt, které jsou enkapsidovany kazdy
zvlast. Oba segmenty jsou primarné exprimovany do polyproteint a ty jsou nasledné
Stépeny virovou proteazou na funk¢ni proteiny.

RNA 1 kéduje polyprotein o velikosti 200 k, ktery se Stépi na pét funkénich
proteini (viz. Obr 1.1): kofaktor protedzy (32 K), helikdzu (58 K), VPg (4 K), proteazu
(24 K) a RNA-polymerazu (87 K).

RNA 2 koduje polyprotein o velikosti 105 k, resp. 95 k alternativni iniciaci
kodénem. Z téchto polyproteinii vznikaji velky (40 K) a maly (20 K) kapsidovy
protein a protein MP (48 k resp. 59 K), ktery se ti¢astni tvorby tubularnich struktur mezi

butikami, prostfednictvim kterych se virus §ifi (Zemla et al., 1998).


http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=121#1
http://www.dpvweb.net/dpv/showrefs.php?dpvno=121#10
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Obr. 1.1: Schéma organizace genomu viru mozaiky redkvicky



1.6. Sérologie a piibuzenské vztahy

Virus je dobry imunogen. Sérologické diftzni testy poskytuji dobrou reakci
s jednoduchou precipitacni linii. Z ostatnich virt rodu Comovirus je RaMV sérologicky
ptibuzny BPMV, SqMV (Campbell, 1964), RCMV a CPMV (Bruening, 1978).

Izolaty RaMV z Kalifornie a Japonska byly sérologicky identické (Campbell a
Tochihara, 1969), zatimco jugoslavsky izolat HZ byl blizce piibuzny, ale v obou testech
odlisitelny od kalifornského izolatu ( Stefanac a Mamula, 1972). U izolati z Jugoslavie,
Velké Britanie, Némecka a Italie nebyly nalezeny Zadné odlignosti (Plakolli a Stefanac,
1976). Diky této ptibuznosti jsou izolaty nahlizeny spisSe jako varianty jednoho druhu nez
jako rozdilné blizce piibuzné druhy.

Od roku 1985 byla provadéna v Ceské Republice rozsahla studie vyskytu RaMV
v bobovitych picnindch u nichz by mohl byt vyskyt RaMV ekonomicky vyznamny.
V rutinnich sérologickych testech byla pozorovana sérologickd variabilita, proto byla
prezkoumana hypotéza Plakolliho a Stefanaca (1976) tykajici se homogenity evropskych
izolatit RaMV (Spak a Kubelkova, 2000). Byla zkouména sérologicka variabilita ¢eskych
izolath ziskanych z riznych lokalit a riznych rostlin. Dale byla zkoumana sérologicka
piibuznost mezi vybranymi evropskymi izolaty a americkym typem viru (Spak a
Kubelkova, 2000). Vysledky této detailni sérologické analyzy potvrdily sérologickou

odlisnost jak mezi Ceskymi izoldty navzajem tak mezi ¢eskymi a evropskymi izolaty.

1.7. Cil prace

Cilem této prace bylo porovnani variability gent pro obalové proteiny nékterych

izolatd RaMV.



2. Material a metody

2.1. Biologicky material

Izolaty RaMV1, CB3, CB9, M12, M92, Vladivostok pochézeji ze sbirky
oddéleni Rostlinné virologie, Ustav molekularni biologie rostlin, AV CR. Izolat
RaMV 1 byl nalezen v rostliné Brassica napus var. silvestris v blizkosti Ceského
Krumlova. Izolaty CB3 a CB9 pochazeji z rostlin Sinapis alba ze stejného pole
nedaleko Ceskych Budg&jovic. Vladivostok, M92 a M12 jsou izolaty pochazejici
z Ruska. Izolat M 12 pochazi z rostliny Brassica pekinensis z botanické zahrady

moskevské statni univerzity.

2.2.0ziveni a namnozeni izolatu

Z konzervovanych lyofylizovanych vzorkt byly pfipraveny suspenze v 0,1 M
fostatovém pufru, pH 7 a sklenénou tyC€inkou byly tyto smési naneseny na listy rostlin
hot¢ice bilé (Sinapis alba), které byly ptedtim popraseny karborundem. Po téech tydnech
byly sklizeny rostliny s pfiznaky a uchovany pii - 20°C.

2.3. Purifikace viru

Virus byl z rostlin izolovan diferencialni centrifugaci. 100 g zmrazenych lista
bylo homogenizovano ve 100 ml 0,1 M fosfatového pufru, pH 7. Homogenat byl
prefiltrovan pies vrstvu gazy. Ke ziskané §tavé byla ptidana cefidla: 10 obj. % n-
butanolu a 5 0bj.% chloroformu. Smés byla centrifugovana 10 min pfi 10 000 x g.
K supernatantu byla pridana 4 obj % PEG 6000 (Sigma) a 4 obj % NaCl. Pfes noc byl
virus precipitovan za stalého michani pii 10°C. Virus byl oddélen centrifugaci 15 min pii
10 000 x g, byl odstranén supernatant a sediment byl rozpustén v 0,01 M fosfatovém
pufru, pH 7. Déle byl vzorek centrifugovan tfi hodiny pfi 50 000 x g. Sediment
obsahujici virus byl resuspendovan v 0,01 M fosfatovém pufru, pH 7 a uchovavan pfti

-20°C.



2.4. Izolace celkové RNA

2.5.

RNA byla izolovana pomoci RNease purification kit (Sigma). K 50 pl purifikatu
viru bylo pfidano 450 pl pufru RLT obsahujiciho denaturujici guanidin isothiokyanat,
ktery inaktivuje RNazy. Pro odstranéni zbytkli rostlinnych pletiv byla tato smeés

pfenesena do kolonky a centrifugovana 2 min na minicentrifuze pii 10 000 x g.

Dale bylo k tomuto pfefiltrovanému roztoku ptidano 0,5 objemu 99% etanolu.
Tato smés byla pienesena do RNeasy mini spin kolonky obsahujici silica-gelovou
membranu, na niz byla pfi centrifugaci 15 sec pii 10 000 x g navdazana RNA. Pro
odstranéni kontaminujicich latek bylo déle ptfiddno 700 pl pufru RW1 a vzorek byl
centrifugovéan 15 sec pfi 10 000 x g. Nasledné bylo piidano 500 pl pufru RPE a vzorek
byl centrifugovan 15 sec pti 10 000 x g. RNA byla vymyta pfidanim 30 pl vody a
centrifugaci 1 min pii 32 600 x g.

Reverzni transkripce a amplifikace

Pro amplifikaci jednotlivych usekti genti pro kapsidové proteiny byl pouzit Acces
RT-PCR system Kit (Promega, Madison, USA). Tento dvouenzymaticky systém je
navrzen pro jednokrokové provedeni reverzni transkripce a amplifikace polymerazovou
fetézovou reakei specifické RNA. Systém vyuziva AMV reverzni transkriptazu z Avian
myeloblastosis viru pro syntézu prvniho vlakna cDNA a termostabilni Tfl — polymerazu
z Thermus flavus pro syntézu druhého vlakna cDNA a DNA amplifikaci. Reakce
probihala v celkovém objemu 25 pl. Kone¢né koncentrace jednotlivych slozek smési jsou

uvedeny v tabulce 2.1.



Tab.2. 1: finalni koncentrace slozek reakéni smési RT-PCR

Slozky reak¢ni smésy Vyslednd koncentrace
AMV/Tfl 5X reakéni pufr 5ul

dNTP Mix (10 mM kazdy dNTP) 0,2 mM
Primer 1 1 uM
Primer 2 1 uM
Rndza inhibitor 5U

25 mM MgSO, 1 mM
AMV reverzni transkriptaza 0,1 U/ul
Tfl DNA polymeraza 0.1 U/ul
RNA l ug—1pg
Sterilni voda 14,3 pl

Reakce byla provadéna na gradientovym termocykleru, PTC — 200 Peltier

Thermal Cycler (Biotech), pfi nasledujicim programovém schematu:

o 45 min pii 45°C — syntéza cDNA
o 2 min pii 94°C — denaturace
o 35 cyklu:

30 sec 93°C - denaturace

1 min teplota optimalizovana pro nasedani
primerd

2 min 70°C — syntéza DNA

10 min pfi 68°C

Ziskané produkty byly kontrolovdny agarozovou gelovou elektroforézou (1%

agaroza v 1 x TBE pufru o slozeni 8,9 mM Tris, 8,9 mM kyselina borita, 0,1 mM EDTA,

barveni: SyberGreen)



2.6. Purifikace produkti RT-PCR

Ziskané amplikony byly bud’ izolovany z gelu pomoci Qiaex II Gel Extraction Kit
(Qiagen) nebo purifikovany GeneElute PCR DNA Purification Kit (Sigma).

V ptipadé purifikace kitem GeneElute PCR DNA Purification Kit (Sigma) bylo
kolonky napipetovano 0,5 ml Column Preparation Solution a centrifugovano 1 min pii
12 000 x g. Ke 100 pl PCR produktu bylo pfidano 500 pul Binding Solution a smés byla
pfenesena do kolonky. Vzorek byl centrifugovan 1 min pii 12 000 x g. DNA byla
navazana na silika - gelovou membranu kolonky. Kontaminujici latky byly vymyty
pfidanim 0,5 ml Wash Solution, obsahujicim etanol, do kolonky a centrifugaci 1 min pfi
10 000 x g. Déle byla kolonka centrifugovana 2 min pfi maximalni rychlosti, aby byl
odstranén zbyly etanol. DNA byla vymyta pfidanim 50 pl vody a centrifugaci 1 min pfi

maximalni rychlosti

2.7. Klonovani

Produkty amplifikace byly klonovany pomoci TOPO® TA Cloning Kit for
Sequencing (Invitrogen). Tento kit umoziuje rychlé klonovani produkti

amplifikovanych Taq - polymerdzou do vektoru.

Tab.2. 2: Reakéni smés pro ligaci

PCR produkt 3l
roztok soli 1 ul
TOPO® vector 1 ul
|V0da I 1wl I

2.8. Kontrola klonu

pCR™ 4-TOPO® umoziiuje primou selekci rekombinantii na zakladé bilo/modrého
zbarveni bakterialnich kolonii na miskach s IPTG/X-gal. Zivné agary, na které se
bakterie  vysévaly, byly potieny  X-gal  (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-BD-
galaktopyranosid) a IPTG (isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid). Bilé pozitivni kolonie
byly analyzovany metodou PCR za pouziti PPP Master Mix (TopBio) a primeri M13
Forward (-20) a M13 Reverse.



Tab.2. 3: Sekvence a pozice primeri M13 Reverse a M13 Forward (-20).

Primer sekvence Pozice na plasmidu
M13 Reverse 5'- GTAAAACGACGGCCCAG- 3 205 -221
M 13 Forward (-20) 5'-CAGGAAACAGCTATGAC- 3’ 355-370

Reakéni smés obsahovala: 10 pl PPP Master Mix
8 ul vody
a 0,5 ul primerti a jako templat na Spicku paratka nabrana

kolonie z misky

PCR cyklus:
e 35 cykli:
0 30 sec 93°C - denaturace

0 30 sec teplota optimalizovana pro nasedani primeri
0 30 sec 72°C — syntéza DNA
e 10 min pii 72°C

2.9. Sekvenovani

Pro sekvenovani byly pouzity primery s odpovidajici lokalizaci. Sekvenéni

reakce byla provadéna pomoci kitu BigDye® Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems).

Tab. 2.2: Reaké¢ni smés.

Ready Reaction Premix 4 ul
primer 20 pmol 2 ul
templat 10 ng (3ul)
Big Dye Sequencing pufr 6 ul
voda 5 ul

10



Reakce byla provadéna na gradientovym termocykleru, PTC — 200 Peltier

Thermal Cycler (Biotech), pfi nasledujicim programovém schematu:

e 35 cykli:
0 10sec 96°C
0 30 sec 93°C - denaturace
0 5secpii1 50°C
O 4 min pii 60°C
e 5 min pii 60°C

11



3. Vysledky

Nasledujici pasaz o rozsahu 9 stran obsahuje utajované skute¢nosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Piirodovédecké fakulté JU.
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4. Diskuse

RaMV je lehce mechanicky pfenosny virus a oziveni sbirkovych izolatl bylo
bezproblémové. Mechanické inokulace na hostitele byla velmi GspéSna. U izolatt
RaMV1, CB3, CBY a Vladivostok se ptiznaky objevily piiblizn¢ u dvou tfetin
naockovanych rostlin. U izolatih M12 a M92 byla uspésnost prenosu o néco nizsi a
zpusobena odliSnosti mezi moskevskymi a ceskymi izolaty, ktera byla potvrzena
sérologickymi (Spak a Kubelkova, 2000) i molekuldrnimi metodami (viz. vysledky).

Geny pro obalové proteiny jsou v ramci rodu pomérné malo konzervované.
Kritickym krokem se proto stalo navrzeni primert. Pfi sekvenovani prvniho izolatu
RaMV1 byl nejprve ziskan usek o velikosti 202 bp zaklonovanim a osekvenovanim
produktt amplifikovanych pomoci degenerovanych primert 206N9 a 206PO0.
Primery tedy hybridizovaly nespecificky, podle ptfedpokladané pozice hybridizace
ohranicuji tyto primery tsek o velikosti 1779bp. Nespecificky rovnéz hybridizoval
primer 108D4, ktery spolecné s primerem 206P0 amplifikoval asek dlouhy 510 bp,
podle ocekavané pozice hybridizace mél byt usek ohraniceny témito primery dlouhy
1688 bp. Tato nespecifickd hybridizace byla zpiisobena pouzitim nizké hybridizacni
teploty pti RT-PCR. Ostatni primery jiz hybridizovaly v pfedpokladanych mistech.

V ptipadé amplifikace s pouzitim degenerovanych primer nebylo mozné
tyto primery soucasné pouZzit pro sekvenovani, protoze sekvenaéni zaznam byl
necitelny. Tyto produkty musely byt zaklonovany a sekvenovany M13 primery. U
amplifikaci se specifickymi primery byly tyto primery pouZity i pro sekvenovani bez
problému.

Podobnost RaMV s ostatnimi komoviry se pohybuje od 41% u Bean pod
mottle virus AY 744933 (Zhang a Ghabrial, 2004) do 30% u Andean potato mottle
virus P38485 (Shindo et al.,1993). Ostatni komoviry s vyjimkou APoMV vykazuji
mezi sebou homologii vyssi. Fylogenetické vztahy vypoctené z aminokyselinovych
sekvenci genil pro obalové proteiny fadi RaMV a APMoV samostatné od ostatnich
komovirt. Tyto vysledky odpovidaji fylogenetické analyze zalozené na
aminokyselinové sekvenci RNA dependentni RNA polymerazy (Petrzik et al., 2005,
Komatsu et al., 2007), RNA1 polyproteinu a RNA2 polyproteinu (Komatsu et al.,
2007). Toto samostatné postaveni RaMV a APMoV a jejich nizka homologie
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s ostatnimi komoviry, mize byt vysvétlena jejich odlisnosti od ostatnich komovirt
v hostitelském pasmu. RaMV je jedinym komovirem parazitujicim na rostlinach
¢eledi Brassicaceae, APMoV parazituje na rostlinach z ¢eledi Solenaceae. Hostiteli
BPMV, SqMV, RCMV, CPMV a CPSMYV jsou rostliny z ¢eledi Leguminoseae.

Velky obalovy protein RaMV je kdédovan 1124 nukleotidy, které jsou
prepisovany do sekvence 375 aminokyselin. Lisi se tak o jednu aminokyselinu od
Bean pod mottle virus AY 744933 (Zhang a Ghabrial, 2004), Cowpea mosaic virus
NP_613285 (Wazenbeek et al., 1983), Cowpea severe mosaic virus NP_619517
(Chen a Bruening, 1992), které maji velikost velkého obalového proteinu 374
aminokyselin a Red clover mottle virus NP_620464 (Shanks et al., 1986), jehoz
obalovy protein je velky 376 aminokyselin. Andean potato mottle virus P38485
(Shindo et al.,1993) ma oproti RaMV velky obalovy protein o 12 aminokyselin
delsi. Gen pro maly obalovy protein je tvoten 736 nukleotidy a koduje protein o
velikosti 245 aminokyselin, coz z néj déla nejvetsi CPS mezi komoviry. Velikosti se
nejvic blizi RCMV, ktery ma 214 aminokyselin a CPMV, jehoz maly obalovy
protein je tvofen 213 aminokyselinami. BPMV ma maly obalovy protein krat$i nez
RaMV o0 47, APMoV o0 48 a CPSMV o 50 aminokyselin. Nejvétsi rozdil je mezi
malym obalovym proteinem RaMV a SqMV, kde obalovy protein SQMV je kratsi o
61 aminokyselin.

Maly obalovy protein je narozdil od velkého obalového proteinu u komovir
variabilnéj$i nejen v délce, ale také v primarni sekvenci aminokyselin (viz.
vysledky). Toto zjisténi je v souladu s vysledky Galla et al. (1995) i Haudenshielda
a Palukaitise (1998).

Na zéklad€ homologie s ostatnimi komoviry bylo nalezeno pravdépodobné
St€pné misto mezi velkym a malym obalovym proteinem (viz. vysledky). Stejné jako
u ostatnich komoviri je i u RaMV1 konzervovany glutamin v pozici -1. Alanin
v pozici -4 je krom¢ SqMV a BPMV rovnéz konzervovan u vSech komovira véetné
RaMV1. V poloze -6 se u v§ech komovirii s vyjimkou RCMV vyskytuje leucin.
Dale ma RaMV v poloze -2 prolin stejn¢ jako RCMV a APMoV a v poloze -3 maji
RaMV a SqMYV serin. Prolin v poloze -5 je unikatni pro RaMV. Identicky motiv byl
nalezen i u japonského izolatu RaMV (Komatsu et al., 2007) a izolatu CB9 (viz.
vysledky).

Pti amplifikaci a sekvenovani jednotlivych izolati byly ziskdny pouze kratké

amplikony. Nejdelsi tisek byl ziskan u izolatu CB9 — 892bp, ktery se v nukleotidové
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sekvenci odliSuje od RaMV1 ve 3%. V mistech hybridizaci primert ale u n¢j nebyla
pozorovana zadna odlisSnost od RaMV 1. U ruskych izolatl byly ziskany pouze
amplikony ohranicené primery 24215 317R1. Vladivostok je v této sekvenci s
RaMV1 shodny z 98%, izolaty M12 a M92 pouze ze 70%. Je tedy pravdépodobné,
Ze mista nasedani primera jsou u téchto izolatl variabilni. Napt. misto hybridizace
reverzniho primeru 317R0, které spadéa do ziskanych sekvenci se u Vladivostoku lisi
od sekvence RaMV jednim nukleotidem a u izolati M12 a M92 ¢tyfmi nukleotidy.

Podobnost mezi izolaty RaMV, CB3, CB9Y, Vladivostok a japonskym
izolatem RaMV (viz. vysledky) odpovida rozpéti hodnot zjisSténému pti porovnani
homologie mezi tfemi osekvenovanymi izolaty SQMV (Kimble AF059533, Arizona
AF059532 (Haudenshield a Palukaitis, 1998) a CH 99/211 DQ868881 (Gu et al.,
2006) a péti izolaty BPMV (K-D1 AF330206, K-Hol AF330208, V-W1 AF330209,
I-JH1 AF330210 (Clark et al., 2000) a K - Hancockl AF394607 (Gu a Ghabrial,
2005). U SqMYV byla v nukleotidové sekvenci zjisténa nejnizsi homologie 88,8% a
96,4% a nejvyssi 98,7%. U péti izolath BPMYV byla nejniZsi zjisténa hodnota
nukleotidové sekvence 96,6%, nejvyssi 98,9%. V skvenci aminokyselin byla
projevila mezi moskevskymi izolaty M12, M92 a RaMV — pouhych 70% pft1
porovnani nukleotidové sekvence a 77,4% homologie v aminokyselinové sekvenci.

Izolat RaMV1 je ve ziskané aminokyselinové sekvenci identicky s izolatem
CB3. Toto zjisténi odpovida i vysledkim sérologickych testii provadénych dvojitym
difuznim testem v agaru (Spak, Kubelkova, 2000). Jako homologni se v
sérologickych testech projevily 1 izolaty RaMV1 a CB9, které se ve ziskané
aminokyselinové sekvenci li§i ze 2%. Porovnani RaMV1 a japonského izolatu
RaMV BAF75831 (Komatsu et al., 2007) vykazuje 93% homologii. Japonsky izolat
RaMV se v sérologickych testech jevi identicky s americkym izolatem RaMV
(Campbell a Tochihara, 1969). Americky izolat je sérologicky homologni s RaMV1
(Spak a Kubelkova, 2000). Je mozné, Ze tyto nizké nehomologie nejsou ve dvojitém
difiznim testu rozlisitelné.

Z ruskych izolatl byl v sérologickych testech pouzit jen izolat M 12, ktery
byl homlogni s ostatnimi testovanymi ruskymi izolaty. Pro sérologické testy
s Ceskymi izolaty byl z téchto homolognich ruskych izolat vybran izolat M15.

RaMV1 a M15 se od sebe v sérologickych testech lisi (Spak a Kubelkova, 2000).

15



Tato odliSnost byla potvrzena i metodami molekularni biologie. RaMV1 a M12 se

od sebe ve ziskané aminokyselinové sekvenci lisi ze 30%.
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5. Zaver

Byla poprvé zjisténa sekvence obou obalovych genti pro kapsidové proteiny
RaMV. Byly ziskany sekvence gent pro obalové proteiny n¢kolika sbirkovych
izolath RaMV. Tyto sekvence byly pielozeny do sekvenci aminokyselin a byla
zjiSténa piirozena variabilita genti pro obalové proteiny a porovnana s variabilitou

ptibuznych viril. Byla diskutovana korelace sekvencnich dat s daty sérologickymi.
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6. Seznam pouZzitych zkratek

AMV - reverzni transkriptaza z Avian Myeloblastosis Viru
APMoV - Andean potato mottle virus

BPMV - Bean pod mottle virus

CB9, CB3 — izolaty RaMV

CP — obalové proteiny

CPMYV - Cowpea mosaic virus

CPSMYV - Cowpea severe mosaic virus

dNTP - deoxyribonukleotid trifosfat

EDTA - ethylen - diamin tetraoctova kyselina

IPTG - isopropyl -8 - D — thiogalaktopyranosid

M12, M92 — izolaty RaMV

MP - movement protein (transportni protein)

PCR - polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
PEG - polyetylen glykol

RaMYV - Radish mosaic virus

RCMV - Red clover mosaic virus

RT - reverzni transkripce

SgMYV - Squash mosaic virus

Taq - DNA polymeraza z Thermus aquaticus

TBE - Tris-Borate-EDTA pufr

Tfl - DNA polymeraza z Thermus flavus

X-gal - 5 - bromo - 4 - chloro - 3 - indolyl -  -D - galaktopyranosid
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