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Rastlinné virusy sa vyznacuju znacnou diverzitou

» medzi virusovymi druhmi
» jedno-/dvojvlaknovy DNA alebo RNA genom

rozne replikacné stratégie

velkost gendmu a jeho organizacia

» morfologia virusovych Castic

mechanizmy prenosu

» v ramci jedného virusu
» vysoka intra-Specificka variabilita kmenov/izolatov

molekularna (10-30% nukleotidova odliSnost)

biologicke a epidemiologické odlisSnosti ’ & f
vysoky adaptacny potencial ’ ' ¥ <




plum pox virus, PPV (kmene infikujuce Ceresne, PPV-C a -CR)
prunus necrotic ringspot virus, PNRSV
prune dwarf virus, PDV
apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV
cherry virus A, CVA
little cherry virus-1, LChV-1 a
little cherry virus-2, LChV-2
arabis mosaic virus, ArMV




Grapevine virus A
Grapevine leafroll associated virus-1
Grapevine Syrah virus-1
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- absencia priznakov # absencia patogena

- v jednotlivych rastlinach sa velmi ¢asto nachadzaju komplexy
zahffajuce viacero virusov, ¢o komplikuje jasné uréenie spojitosti
symptom — infekény agent.
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Specificka detekcia znameho virusu v sucasnosti nie je naro¢na

— ELISA, immuno-printing, lateral flow assays...

— PCR v roznych usporiadaniach (alebo RCA, isothermal
amplification...)

.
e
4 "‘.‘!"

-
Il
o

S

Siroka a polyvalentna detekcia, bez predchadzajucich znalosti, je

problematicka
— jediny test na diagnostiku vSetkych fytovirusov neexistuje (ziadny

plne konzervovany gén)
— vysoka vnutrodruhova variabilita virusov
— certifikaCné a karanténne schémy nie vzdy dostatocné




Sekvenovanie novej generacie NGS
(next generation / high throughput/ deep sequencing)

- nespecifické sekvenovanie

- generovanie obrovského mnozstva kratkych Citani 20-400bp
(10°-10° v jednom behu)

- Nové aplikacie:
- neskreslena analyza komplexnosti a diverzity virusovych
populacii (,virom®)
- metagenomicke studia virusov priamo v ich prirodzenych
prostrediach
- de novo sekvenacia

« ZvySené naroky na cenu, technologiu (NGS platformy...) a
bioinformatickd analyzu (oddelenie hostitel'skych sekvencii, blast

E verejnych databaz ...)




Rb&zne templaty pre NGS

DNA / RNA
extrakty z
purifikovanych
virusovych castic

DNA & RNA
virusy
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Totalna RNA, SIRNA dvojvlaknova RNA

messenger RNA

DNA & RNA DNA & RNA RNA virusy,
virusy, virusy, viroidy
viroidy viroidy



NGS analyza viniCa

cca 20-rocny vinic cv. Veltlinske

zelené (SK30) v opustenom « siRNA next-generation sequence
vinohrade na zapadnom Slovensku analysis (TrueSeq v.3 lllumina technology
(Pezinok) on a HiSeq 1000 equipment)

* bioinformatické nastroje: Geneious,
CLC Genomics Workbench, Velvet

SK30 ,virom*“:
:> GFkV
ArmMmv
GLRaV-1
GFLV (G. fanleaf virus)
GLRaV-3 (G. leafroll associated virus-1)
GRSPaV (G. rupestris stem pitting v.)
GDefV (G. deformation virus)
GPGV (G. Pinot gris trichovirus)
- predbezné testy (ELISA, RT-PCR) GSyV-1 (G. Syrah virus-1 mardfivirus)
odhalili pritomnost Grapevine fleck

virus, Arabis mosaic virus a Grapevine
leafroll associated virus-1




Mapovanie SK30 siRNA Citani (21-24 nt) oproti referenénej GPGV sekvencii
(NC _015782)




Grapevine Pinot gris virus (GPGV)
- prvykrat identifikovany v Taliansku v roku 2012
- asociovany s chlorotickymi Skvrnami a deformaciou listov
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- slovenské GPGYV izolaty formovali homogénny kluster (vzajomna
divergencia dosahovala 1.7%)

- molekularne odliSné od talianskeho izolatu (4.7 %)

- potencialna rekombinacia s Grapevine inner berry virus (GINV)




Grapevine Syrah virus-1 (GSyV-1)

- prvykrat identifikovany v USA (CA, MS) v roku 2009
- neznama etiolégia
- iba velmi sporadické udaje z Eurdpy (Taliansko, Francuzsko)
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- slovenské a Ceské GSyV-1 izolaty su geneticky znacne odlisné od
severoamerickych GSyV-1 a vyznacuju sa vysSou heterogenitou
- vysledky naznacCuju mozny eurdpsky pévod GSyV-1




- dizajnované primery pre rutinnu diagnostiku s vylepsenou polyvalentnostou
- novo vyvinuta RT-PCR umoznila identifikovat GPGV a GSyV-1 na
Slovensku (Pezinok, Svaty Jur, Cachtice, Topol&ianky, Zeleneé...) vo vysokej
frekvencii (ca. 30% vzoriek infikovanych)

GPGV movement protein (MP) gene

GPG-5637F, 5'-ATTGCGGAGTTGCCTTCAAG-3’, sense
GPG-5939R, 5'-CTGAGAAGCATTGTCCCATC-3’, antisense
302 bp

GPGV capsid protein (CP) gene

GPG-6609F, 5'-GAGATCAACAGTCAGGAGAG-3, sense
GPG-7020R, 5'-GACTTCTGGTGCCTTATCAC-3’, antisense
411 bp

GSyV-1 capsid protein (CP) gene

SY5922F (5"-CCAATGGGTCGCACTTGTTG-3, sense)
SY6295R (5"-ACTTCATGGTGGTGCCGGTG-3, antisense)
374 bp

- GPGV a GSyV-1 najdené na r6znych odrodach (veltlinske,

Dornfelder, Muller Thurgau, Alibernet, André, Rizlink viadsky, Tramin, Rubanka,
Ametyst, Chrupka, Prim, Burgundskeé sivé, Svéatovavrinecké ...) V rdznych
agroekologickych kontextoch

- ziadny Specificky symptomatologicky znak GPGV alebo
GSyV-1 infekcie (zmieSana infekcia GLRaV-1 a -3, ArMV,
GFkV, GRSPaV...)




Zavery

nove a vynarajuce sa (,emerging“) patogény alebo ich formy
predstavuju potencialnu hrozbu pre vysadby (otvorenie trhov,
klimatické zmeny, zmeny spektra vektorov...)

2014 : Grapevine Pinot gris virus (vinic)
2015 : Grapevine Syrah-1 virus (vini€)
2015 : Little cherry virus-1 a -2 (Ceresna)

pravdepodobne dlhodobo etablované na Slovensku, v minulosti
prehliadnuté

realny impakt na vysadby treba preverit

citliva a Specificka diagnostika predstavuje zakladny nastroj pre
identifikaciu pévodcov ochoreni a aplikaciu u€innych preventivnych
fytosanitarnych opatreni



Zavery

*NGS prinasa neskresleny a kompletny pohlad na
sanitarny stav vysetrovanej vzorky

urychluje Cas medzi objavom noveého virusu a
dostupnostou diagnostického testu

eumoznuje zlepsit polyvalentnost molekularnych testov
(RT-PCR, LAMP) integraciou kompletnejsej informacie o
virusovej diverzite (napr. design primerov...)



COST Action FA1407

Application of next generation sequencing
for the study and diagnosis of plant viral
diseases in agriculture

- vyvoj a validacia NGS technologickych Standardov pre
diagnostiku rastlinnych virusov

- navrh deciznych schém pre diagnostiku virusov

- zhodnotenie dopadu NGS na virusovu taxonomiu a na
interakcie virus-rastlina




Dakujem za pozornost.
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