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SOUHRN

Bakaléatskd prace pojedndva o virech infikujicich bez cerny (Sambucus nigra L.).
Teoreticka ¢ast kratce charakterizuje bez cerny a dale se zabyva taxonomif virl infikujicich
bez cerny, jejich okruhem hostiteld a pfiznaky, které nanich zplsobuji, jejich
geografickym rozsifenim, zpisoby pifenosu a molekuldrni charakteristikou. Konkrétné
popisuje viry Cherry leaf roll virus (CLRV), Arabis mosaic virus (AtMV), Tomato black
ring virus (TBRV), Tomato ringspot virus (ToRSV), Tobacco ringspot virus (TRSV),
Cherry rasp leaf virus (CRLV) a Strawberry latent ringspot virus (SLRSV) z Celedi
Secoviridae, Sambucus virus S (SVS), Apple mosaic virus (ApMV) a Cucumber mosaic
virus (CMV) z Celedi Bromoviridae, viry zrodu Carlavirus (Celed Betaflexiviridae),

Elderberry latent virus (ELV), Tomato bushy stunt virus (TBSV) a Tobacco necrosis virus

(TNV) z Celedi Tombusviridae a Tobacco mosaic virus (TMV) z Celedi Virgaviridae.

Praktickd ¢ast je zaméfena na detekci vira ze vzorku list bezu. Vzorky byly testovany
na pritomnost CLRV, ArMV, ApMV, viry rodu Carlavirus, TBRV a SLRSV. Byla
potvrzena piitomnost CLRV, virG z rodu Carlavirus a AtMV. Ze 40 testovanych vzorki
byl CLRV detekovan ve 12 z nich, viry rodu Carlavirus ve 21 z nich a ArMV byl pfitomen
jen v jednom vzorku. U nékterych bezi se vyskytla smésnd infekce zptisobena viry CLRV

a carlaviry.
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SUMMARY

The bachelor thesis is about viruses that infect black elderberry (Sambucus nigra L.).
Theoretical part briefly characterizes black elderberry. Than it talks about the taxonomy
of viruses infecting black elderberry, their host range, the symptoms they cause, their
geografical distribution, the manners of transmition and their molecular characterization.
Particularly, it describes viruses Cherry leaf roll virus (CLRV), Arabis mosaic virus
(ArtMYV), Tomato black ring virus (TBRV), Tomato ringspot virus (ToRSV), Tobacco
ringspot virus (TRSV), Cherry rasp leaf virus (CRLV) and Strawberry latent ringspot
virus (SLRSV) from the family Secoviridae, Sambucus virus S (SVS), Apple mosaic virus
(ApMV) and Cucumber mosaic virus (CMV) from the family Bromoviridae, viruses of
the genus Carlavirus (family Betaflexiviridae), Elderberry latent virus (ELV), Tomato
bushy stunt virus (TBSV) and Tobacco necrosis virus (TNV) from the family

Tombusviridae and Tobacco mosaic virus (TMV) from the family Virgaviridae.

The experimental part is focused on the detection of viruses in samples of elderberry
leaves. The samples were tested for the presence of CLRV, ArMV, ApMYV, viruses of the
genus Carlavirus, TBRV and SLRSV. The presence of CLRV, viruses of the genus
Carlavirus and ArMV was confirmed. Out of the 40 tested samples CLRV was present in
12 of them, the viruses of the genus Carlavirus were present in 21 of them and ArMV was
detected in a single sample. Some elderberries suffered mixed infection of CLRV and

carlaviruses.
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1 UVOD

Virom je soubor genetické informace vSech virti v daném hostiteli. Viry u rostlin zptsobuji
fadu ptiznakl, chlorotické a nekrotické skvrny na listech, morfologické zmény listt,
zakrslost, snizeni plodnosti nebo znehodnoceni plodii. V nékterych ptipadech dochdzi
i k dhynu infikovanych rostlin. Nékteré infekce jsou latentni, ale pisobi synergicky
v ptipad¢ infekce dal§im virem. Informace z vyzkumu vird rostlin se vyuZivaji
v zeméedélstvi. Aby se zamezilo hospodarskym ztratdm, pouZzivd se vysadbovy materidl
zkontrolovany na piitomnost viri, které danou rostlinu infikuji. V pfipad¢ vyskytu infekce
u hospodéisky péstovanych rostlin je mozné zabranit jejimu dalSimu Sifeni omezenim
pohybu a Sifeni vektorti tohoto viru. Zdrojem infekce mohou byt plané rostouci rostliny

v okoli poli.

Péstovani bezu Cerného se rozSifuje diky jeho pozitivnimu vlivu na lidské zdravi. Jeho

plody jsou vyuzivany ve farmacii pii prevenci proti virovym infekcim.

K detekci konkrétnich virG v rostlinném materidlu se vyuzivd RT-PCR se specifickymi

primery.



2 CILE PRACE

Shromdazdéni literarnich zdrojti a vypracovani literarni reSerSe na téma ,,Charakteristika
RNA virti infikujicich zastupce rodu Sambucus*.

Analyza vybraného souboru vzorkl bezu ¢erného a detekce vird s diirazem na nepoviry,
zvladnuti technik izolace RNA, RT-PCR, elektroforéza.

Charakteristika RNA viromu symptomatickych a nesymptomatickych vzorki.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Bez ¢erny (Sambucus nigra L.)

Bez Cerny je dfevina, mizZe se jednat o strom i ket. Kefovitd varianta dosahuje vysky 5 m,
stromovitd az 10 m. Vétve mladych rostlin maji zelenou nebo Sedozelenou barvu a jejich
povrch byva brazdén lenticelami. StarSi vétve jsou tmavsi, zbarvené vice doseda nebo
dohnéda. Vétve obsahuji Sirokou bilou nebo naZloutlou dfeni. Bez ma mélky kofenovy
systém rozrastajici se do velké plochy. Listy jsou vstiicné, lichozpefené a maji kratky
tapik. Cepel listkit m4 elipticky nebo vejéité elipticky tvar a pilovité zubaty okraj. Vrchol
listka je zaSpicatély. Délka listkli se pohybuje mezi 4 aZ 8 cm a Sitka mezi 1,5 az 3 cm.
Kvétenstvim je plochy vrcholik, ktery ma primér 10-25 cm. Kvétenstvi je tvofeno
drobnymi bilymi nebo nazloutlymi vonnymi kvéty. Kvéty jsou oboupohlavné, objevuji se

v kvétnu az v Cervnu. Plodem je drobna (5-8 mm velkd), leskld, duZnatd, cernofialova

peckovice. Plod nese 3-5 vejCitych az elipsoidnich semen.

Bez cerny roste predevSim na pasekdch, svétlindch, okrajich lesii, ve svétlych listnatych
a luznich lesich, v obcich a podél vodnich tokd. Vyhovuji mu vlhké, humézni pidy bohaté

na dusik. Je schopen odoldvat klimatickym extrémtm (Slavik, 2010).

3.1.1 Taxonomické zarazeni

Do druhu Sambucus nigra se kromé evropského poddruhu Sambucus nigra subsp. nigra
nov¢ fadi i dals§i poddruhy, které byly plvodné povazovdny za samostatné druhy.
NejvyznaméjSim znich je americky poddruh Sambucus nigra subsp. canadensis

(Applequist, 2015).

Bez Cerny patii do Celedi bezovité (Sambucaceae) (Slavik, 2010). Diive byl bez tazen
do Celedi zimolezovité (Caprifoliaceae), ktera ale nebyla monofyletickd. Bez je soucasti

fadu Stétkotvaré (Dipsacales) (Donoghue a kol., 2001).
3.1.2 RozSireni a péstovani

Evropsky poddruh bezu cerného (S. n. subsp. nigra) je rozSiten v Evropé kromé
nejseverncjSich oblasti, v Malé Asii ana Kavkaze. Byl zavleCen 1 na ostrovy
ve Stfedozemnim mofi a do severni Afriky. V Ceské republice je roziifen po celém tizemi
kromé& nejvyssich poloh (Slavik, 2010). Americky poddruh (S. n. subsp. canadensis) je

puvodni rostlinou na vychodé Severni Ameriky a ve Sttedni Americe (Applequist, 2015).



Bez ¢erny je péstovan v zahraddch kolem domii, nékteré jeho kultivary i v parcich (Slavik,
2010). Mezi jeho okrasné formy patii Sambucus nigra f. alba, S. nigra f. aurea, S. nigra f.
laciniata a S. nigra f. pendula (EPPO, 2008). Komercni zeméd¢lskd produkce je
soustiedéna do Danska, Itdlie, Rakouska a Némecka (Mohebalian a kol., 2012). Nejcast¢ji
péstovanym kultivarem v Evropé je ‘Haschberg®, ktery je vyuzivdn pro produkci plodii
(Veberic a kol., 2009). V Severni Americe je bez péstovdn v menSim méfitku nez
v Evropé, nicméné jeho produkce stdle nartistd. Ve Spojenych stitech byva nejcastéji
pestovan poddruh S. n. subsp. canadensis, protoze pro evropsky poddruh S. n. subsp. nigra
zde nejsou vhodné podminky. Je snaha vyslechtit kultivar evropského poddruhu bezu

cerného, ktery by bez problémii rostl i v Severni Americe (Thomas a kol., 2015).

3.1.3 Vyuziti

Bez Cerny je medonosnd dievina. Kvéty a plody bezu byvaji vyuzivany jako potravina
nebo k lidovému lécitelstvi. Zpracovava se i ve farmaceutickém pramyslu. Kvéty slouZzi
k ptipravé ndpoju. Z plodu jsou pfipravovany zavafeniny, povidla, §tdvy a vina. Ze zralych
plodii se ziskdava barvivo. Plody obsahuji vitaminy A, B6 a C, ddle také vapnik, Zelezo
a n¢které antioxidanty. Listy by nemély byt konzumovany, protoZe obsahuji jedovaty
podporuji vykaslavdni a mohou mit i mirny stimula¢ni Gc¢inek na tvorbu mléka u kojicich
Zen. Plody mirni bolest pfi migrénach, maji projimavy tc¢inek, poméhaji pfi bolesti biicha,
bolesti v krku a revmatismu (Charlebois, 2007; Slavik, 2010; Uradnicek a kol., 2009).
Roschek a kol. (2009) zjistili, Ze extrakt z plod bezu ¢erného inhibuje infekci chiipkovym
virem A (HIN1) v buiikdch psich ledvin in vitro. Inhibice infekce je zptsobena flavonoidy,
které se vazou na viriony a brani jim tak ve vstupu do hostitelské bunky. Plody bezu by
tedy mély byt schopné zabrénit rozvoji chiipkové infekce. Odvar z kiiry bezu je schopen
inhibovat infekci viru Feline immunodeficiency virus (FIV) v buiikdch kocicich ledvin in
vitro. FIV je velmi podobny viru Human immunodeficiency virus (HIV), coZ naznacuje, Ze
by vytazky z bezové kliry mohly byt vyuzivany i k 1é¢be syndromu ziskané lidské imunitni

nedostatecnosti (AIDS) (Uncini Manganelli a kol., 2005).

3.2 RNA viry infikujici bez ¢erny

Viry bezu cerného nebyly pfili§ intenzivné studovéany. V poslednich letech ale stoupl
zdjem o komer¢ni produkci bezu. Ve Spojenych stitech se zarok 2009 zvysil prodej

vyzivovych dopliikkil z bezu ¢erného o 50 % (Mohebalian a kol., 2012). S tim se zvysil
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i zdjem o studium jeho skiidcti (Holb a kol., 2010; Thomas a kol., 2015). Pfesto byly viry
infikujici bez studovany jiz diive. Prvni price jsou datovdny od poloviny 20. stoleti
(Blattny a Osvald, 1950; Jones a Murant, 1971; Uyemoto, 1970). Virézy u bezu ¢erného
zpusobuji dekolorac¢ni i morfogenni zmény. BéZnymi ptiznaky jsou chlorotické lemovani
zilek a chlorotickd mozaika na listech. Chlorotické lemovéani Zilek se objevuje jen
na nékterych listech napadené rostliny. Vyrazné je na jate a na podzim. Byva spojeno se
zakrslosti a snizenim fertility (mdlo kvétl). Mozaiku tvofi ostfe ohrani¢ené nepravidelné
skvrny, krouzky aelipsy. Zprvu jsou tyto skvrny Zzlutozelené, ale cCasem mohou
(Blattny a Osvald, 1950; Cooper, 1979). DalSimi pozorovanymi piiznaky jsou
puchytovitost listdi, zlaté panaSovani listl, bélani okraji listh a ¢asti listh mezi Zilkami
(zachovani zelenych zilek a ostrivkl), vicedilnost vrcholovych listkl a krajkovitost listki.
Ptiznaky mohou byt i kombinované (Blattny a Osvald, 1950). Bez cerny infikuji viry
z Celedi Secoviridae, Bromoviridae, Betaflexiviridae, Tombusviridae a Virgaviridae.
Genom virit vSech téchto Celedi tvoii jednovldknovd RNA s funkci mRNA (+ssRNA)
(Keller a kol., 2015; King a kol., 2012; Mayo a Jones, 1973; Schimanski, 1991; Uyemoto,
1970). Je nejasné, jestli mize byt bez infikovdn virem Apple mosaic virus z Celedi

Bromoviridae, protoze autofi zaménuji bez Cerny a jefdb (Grimova a kol., 2013).
3.2.1 Celed’ Secoviridae

Celed Secoviridae patii do faddu Picornavirales. Tato &eled zahrnuje rody Nepovirus,
Comovirus, Fabavirus, Cheravirus, Sadwavirus, Torradovirus, Sequivirus a Waikavirus.
Jednd se o viry rostlin, které napadaji zeméd€lsky vyznamné plodiny a sniZuji jejich
vynosy. Jsou pienaSeny had’atky, mSicemi a brouky, pfipadné i pylem a semeny. Jejich
viriony jsou neobalené, maji ikosahedrdlni symetrii a primér okolo 30 nm. Kapsida je
sloZena z 60 kapsomer, které jsou tvofeny ttemi doménami. Genom je predstavovan dvéma
linearnimi +ssRNA, pficemZz kazda znich je nesena jinou virovou castici (Thompson
akol., 2014). Vyjimku tvoii viry rodt Sequivirus a Waikavirus, jejichz genom je tvoien
jedinou molekulou +ssRNA. Viriony obsahujici RNA-1 a RNA-2 Ize od sebe rozliSit
na zdkladé jejich sedimentacniho koeficientu. Rychleji sedimentujici viriony nesou RNA-1
a nazyvaji se B komponenty, stiedné rychle sedimentujici viriony (M komponenty)
obsahuji RNA-2 a pomalu sedimentujici viriony (T komponenty) jsou prazdné. U virt,
jejichz genomova RNA je rozdé€lena do dvou virioni, je pro vznik infekce zapotiebi obou

¢astic nesoucich genomovou RNA. U vétSiny druhil z ¢eledi Secoviridae byva genomova
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RNA polyadenylovdna na 3‘ konci. Na 5° konec nukleové kyseliny je u nékterych virti
kovalentné navazdn VPg protein kédovany virem. RNA-1 sice nese vSechny informace
potiebné pro replikaci viru, ale bez RNA-2, kterd kdduje dalsi proteiny, nemohou vznikat
nové virové Castice (King a kol., 2012). Obvykle kazd4d molekula genomové RNA kdduje
jeden velky polyprotein, ktery je aZ posttraslacné St€pen trypsinu podobnou protedzou
na dil¢i proteiny. U viril s rozdélenym genomem kéduje RNA-1 kofaktor protedzy (P1A),
helikdzu, trypsinu podobnou protedzu, RNA dependentni RNA polymerazu (RdRp) a VPg
protein, je-li pfitomen. RNA-2 pak nese geny pro plastovy protein (CP), movement protein
(MP) a N-termindlni doménu zapojenou do replikace RNA-2 (viz Obr. 1). U virt, jejichz
genom je tvoren jedinou molekulou RNA, jsou geny pro CP a MP proteiny bliZze 3 konci
a geny pro ostatni funk¢ni proteiny blize 5° konci genomové RNA. CP a MP jsou nezbytné
k pohybu viriona z buiiky do buiiky. Pocet CP se u jednotlivych rodi 1isi, pohybuje se
od jedné do tfi. Trypsinu podobnd protedza $tépi virové polyproteiny na jednotlivé funk¢ni
proteiny. Helikaza je zapotiebi pro zacatek replikace (Li a kol., 2014; Thompson a kol.,
2014; King a kol., 2012).

RMA-1 (7.5kD)
oy [PIAL_ e M2 e T —
RMA-2 (3.9kb)
@@|P2A| [T —

Obrazek 1: Usporddani genomu vir rodu Nepovirus (podle Viralzone, 2017a)

Legenda: P1A - kofaktor protedzy; Hel — helikdza; VPg — protein, ktery se vdze
na 5 konec genomové RNA; Pro — trypsinu podobnd protedza; POL — RNA dependentni
RNA polymerdza; P2A - N termindlni doména zapojend do replikace RNA-2; MP —
movement protein; CP — plaStovy protein (coat protein)

Rod Nepovirus
Rod virt Nepovirus je soucésti podCeledi Comovirinae. Mezi ptiznaky napadeni rostliny
virem tohoto rodu patii teCky a skvrny na listech a plodech, pfipadné¢ mozaika. U bylin
jsou pfiznaky pozorovatelné jen ze zacatku infekce. K vymizeni piiznakli dochdzi diky
RNA interferenci (RNAi), pfi niZ dochdzi k umlcovani genii viru rostlinou. V diasledku
RNAi muze, ale nemusi dojit ke sniZeni koncentrace virové RNA v rostlinnych bunkéach.

NP

Viry rodu Nepovirus jsou Siroce rozsifeny v oblastech s mirnym klimatem. Genom téchto



virtt odpovid4 obecné charakteristice Celedi Secoviridae. RNA-2 kéduje jen jeden jediny

velky plastovy protein.

Viry rodu Nepovirus jsou na zdklad¢ velikosti RNA-2 rozdé€leny do tii podskupin. Viry
podskupiny A maji krat§si RNA-2 (3700—4000 nukleotidl). Ta je pfitomna v komponentech
MiB. Délka RNA-2 u viri podskupiny B se pohybuje mezi 4400 a 4700 nukleotidy.
Nejdelsi RNA-2 maji viry podskupiny C, ato 6400-7300 nukleotidi. RNA-2 se
u podskupin B i C vyskytuje pouze v M komponentech (King a kol., 2012).

Cherry leaf roll virus (CLRYV)
Cherry leaf roll virus ma Siroky okruh hostitelti. Infikuje pfedev§im dfeviny, ale i byliny.
Mezi bézné hostitele CLRV patii bfiza bélokord (Betula pendula Roth.), bez Cerny
(Sambucus nigra L.), tieSen a ofeSak kralovsky (Juglans regia L.). U riznych hostitelskych
druhti vyvolavd CLRV odlisné ptiznaky (Rebenstof a kol., 2006). Piiznaky typické pro
CLRYV nabezu (Sambucus spp. L.) jsou chlorotické mozaiky a skvrny (Berniak, 2016),
Zluté chlorotické lemovani kolem zilek, pfipadné tmavé zelené lemovani Zzilek
na chlorotickych listech (Mili¢i¢ a kol., 1987). U ofe§dkt (Juglans spp. L.) virus zpusobuje
cerné nekrotické pruhy vtkdnich kambia a floému (Mircetich a Rowhani, 1984).
Infikované btizy (Betula spp.L.) maji nasvych listech chlorotické skvrny, krouzky
a lemovani kolem Zilek, n¢kdy i nekrotické skvrny. Okraje listd biiz infikovanych CLRV
byvaji srolované. Dochéazi zde také ke zméné organizace gran v chloroplastech (Cooper
a Atkinson, 1975; von Bargen a kol., 2009). CLRV vaZn¢ poskozuje tieSn¢ (Prunus avium
L.), unichZz tato infekce typicky zpusobuje srolovani okraji listd. Ddle dochazi
k opozdénému puceni listd akveteni. NakaZené stromy nejsou schopny produkovat
dostatek pryskyfice, odumiraji jim vétve, ptipadné odumfiou celé stromy (Cropley, 1961).
U olivovniku evropského (Olea europanea L.) virus zpisobuje zloutnuti listl a deformaci
listh a ploda (Luigi a kol., 2011). CLRV je pfendSen semeny a pylem, ale nepiedpoklada
se, ze by byl pfenasen had’atky, jako jiné viry z rodu Nepovirus (Wang a kol., 2002). Virus
se béZzné vyskytuje v Evropé, byl detekovan iv Severni Americe, v Chile, v Rusku,
na Novém Zéland¢, v Austrdlii a v Japonsku. Tento virus vykazuje pomérné velkou
vnitrodruhovou variabilitu, ato jak v sekvenci RNA, tak iv antigennich vlastnostech.
Izolaty zriznych hostitelii byly nazdkladé¢ sekvenci neptfeklddanych oblasti (UTR)
na 3‘ konci rozdé€leny do Sesti skupin, které zpravidla odpovidaji 1 hostiteli, ze kterého byly
vyizolovany. Izolaty infikujici bez patii do fylogenetické skupiny E. Antigenni vlastnosti

jednotlivych izolath CLRV byly studovdny pomoci protilitek proti izolitu CLRV



z vlaiského ofechu (Juglans regia L. zFrancie. Zadni ze sedmi pouZitych
monoklondlnich protilatek nebyla schopnd reagovat se vSemi 24 testovanymi izolaty.
Skupiny slozené z izolatd se stejnymi antigennimi vlastnostmi se z velké Casti prekryvaji
s fylogenetickymi skupinami vytvofenymi na zéklad¢ sekvence 3‘-UTR. (Rebenstof a kol.,

2006).

RNA-1 u CLRYV izolatu z tieSné (Prunus avium L.) ma velikost 7893 nukleotidii a RNA-2
velikost 6492 nukleotida (bez polyA sekvence na 3° konci). CLRV patii do podskupiny C
rodu Nepovirus, ktera je charakterizovdna velkou RNA-2 a dlouhou 3‘-UTR na obou
molekuldch RNA (Eastwell a kol., 2012). Sekvence 3°UTR a5°‘UTR je na RNA-1
a RNA-2 v ramci jednoho izolatu totoznd nebo alespoii velmi podobnd. (Eastwell a kol.,

2012; Rebenstof a kol., 2006).

Arabis mosaic virus (ArMV)
Arabis mosaic virus (ArMV) ma Siroky okruh hostiteli, mezi né€Z patii napf. tieSen, vinna
réva (Vitis vinifera L.), lilie (Lilium spp. L.) malinik (Rubus idaeus L.), Cerny rybiz (Ribes
nigrum L.), jahodnik (Fragaria spp L.), bez ¢erny (Sambucus nigra L.) achmel otalivy
(Humulus lupulus L.) (Gao a kol., 2016; Jones a McGavin, 2008; Kondakova, 1998a;
Schimanski, 1991; gpak akol., 1997). Typ arozsah ptiznaki zpisobenych ArMV zdleZi
na hostiteli a na konkrétnim virovém izoldtu. Na listech infikovaného bezu cerného
(Sambucus nigra L.) se objevuje chlorotické lemovani Zilek. To je viditelné zejména
na jafe anapodzim, presléto se tento piiznak ztraci (Cooper, 1979). U jahodniki se
objevuji chlorotické tecky a skvrny, zakrslost a pfedcasny thyn, u nékterych kultivarii
dokonce 1 systémové chlor6zy nebo systémové nekrézy (Kondakova, 1998a). AtMV vazné
poskozuje rybiz. Listy rybizu byvaji postizeny chlorotickymi skvrnami a krouzky. Infekce
také vyrazn¢ sniZuje vynos. (Jones a McGavin, 2008). ArMV je pfendsen semeny,
roubovanim, a piredevs§im had’atky druhu Xiphinema diversicaudatum (Micoletsky). Virus
je Siroce rozSiten, je mozné jej detekovat v Evropé, Asii, Severni Americe a nékterych
oblastech Afriky. Tento virus patfi do podskupiny A v ramci rodu Nepovirus, ktera je

charakteristicka relativné kratkou RNA-2 (Elbeaino a kol., 2012).

Tomato black ring virus (TBRYV)
Tomato black ring virus ma Siroky okruh hostitelti. Infikuje mnohé hospodarsky vyznamné
rostliny napt. raje (Solanun lycopersicum L.), okurku (Cucumis sativum L.), tykev
obecnou (Cucurbita pepo L.) hrach sety (Pisum sativum L.), tabdk (Nicotiana spp. L.)
(Rymelska akol., 2013) a bez Cerny (Sambucus nigra L.) (Schimanski, 1991). Typ
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a zdvaznost piiznakli zptisobenych infekci TBRV zdvisi na druhu hostitelské rostliny
1 na konkrétnim virovém izolatu (Rymelska a kol., 2013). Listy infikovaného bezu ¢erného
(Sambucus nigra L.) jsou postizeny chlorotickym lemovanim zilek. To je viditelné
zejména na jafe a na podzim, pies léto se tento pfiznak ztraci (Cooper, 1979). Infikovana
rajéata maji nekrotické teCky na listech ajejich listy jsou pokroucené. Na listech
infikovanych okurek se vyskytuji chlorotické tecky, pfipadné mozaiky. Infekce muiZze
probéhnout i bezptiznakove. U infikovaného hrachu vnikaji systémové mozaiky na listech
a jejich deformace (Rymelska akol., 2013). TBRV je pfendSen larvami had’atek rodu
Longidorus, konkrétné L. elongatus a L. attenuatum (Harrison, 1961). Virus je rozSiten
celosvétove, jeho pfitomnost byla zjiSténa v Evropé, Severni 1 Jizni Americe a v nékterych
oblastech Asie a Afriky (Rymelska a kol., 2013). TBRV patii do podskupiny B v ramci
rodu Nepovirus (Jonczyk a kol., 2004).

Tomato ringspot virus (ToRSV)
Tomato ringspot virus ma Siroky okruh hostitell, patii mezi n¢ napt. vinnd réva (Vitis
vinifera L.) a bez Cerny. Pfiznaky zplsobené timto virem se na rtiznych hostitelich 1isf,
stejné tak se 1i$i i pfiznaky vyvolané riznymi kmeny viru ToRSV. Virus na listech bezu
zpusobuje chlorotické lemovani Zilnatiny, chlorotické kresby a krouzky, nebo celkovou
chlor6zu (Uyemoto, 1970). Rostliny jsou celkové oslabené a po n€kolika letech infekce
mohou uhynout. Infikované bezy jiZ neprodukuji dobré plody (Way, 1981). Infikované
rostliny vinné révy maji na svych listech chlorotické skvrny a zZluté lemovani zilek. TORSV
snizuje drodu vina (Uyemoto, 1970). Tento virus je pfendSen had’atky a pylem (Way,
1981) aje rozsifen celosvétové (EPPO, 2017d). ToRSV patii v rdmci rodu Nepovirus
do podskupiny C, pro kterou je charakteristickd dlouhd RNA-2 (Walker a kol., 2015).
VSechny izolaty tohoto viru testované Uyemotem (1970) mély stejné antigenni vlastnosti.
ToRSV se svymi morfologickymi i biologickymi vlastnostmi velmi podoba viru Tobacco

ringspot virus (TRSV), nicméng tento virus se sérem proti TORSV nereaguje.

Tobacco ringspot virus (TRSV)
Tobacco ringspot virus ma Siroky okruh hostitelii (Chang a kol., 2016). Infikuje napt. s6ju
(Glycine max (L.) Merr.), tabdk (Nicotiana tabacum L.) ztidka i bez (EPPO, 2017¢). TRSV
u s6ji zpusobuje zakrslost, rolovani listkili a nekr6zu pupenti. Rostliny infikované v ¢asnych
stadiich vyvoje maji Spatné vyvinuté kvéty, coz vede k nizké produkci luski, piipadné
k dplné sterilité. TRSV ma tedy velky ekonomicky dopad na péstovani s6ji. Tento virus je

prenasen pylem a had’atky druhu Xiphinema americanum Cobb, méné Casto také saranCaty



druhu Melanoplus differentialis Thomas, ttdsnénkami druhu Thrips tabaci Lindeman nebo
brouky druhu Epitrix hirtipennis Melsheimer. TBRV je rozsiten celosvétové (Chang a kol.,

2016). Tento virus patii do podskupiny A v ramci rodu Nepovirus (Zadeh a Foster, 2001).

Rod Cheravirus

Infekce vyvolané viry rodu Cheravirus jsou doprovazeny jen mirnymi ptiznaky nebo jsou
zcela bezptiznakové. Viry jsou piendSeny had’atky, pfipadné z generace na generaci
pomoci semen. V infikovanych bunikdch jsou pozorovédny tubuldrni struktury, které jsou
zapojeny do transportu virti z buiiky do buniky. Genom virii rodu Cheravirus kéduje tfi

plastové proteiny podobné velikosti (King a kol., 2012).

Cherry rasp leaf virus (CRLYV)
Cherry rasp leaf virus infikuje predevsim dfeviny, ale i byliny. Casto postihuje komeréné
pestované ovocné dieviny napi. jabloné (Malus domestica L.) a tieSn¢ (James a Upton,
2002), déle také lilek brambor (Solanum tuberosum L.) a sléz (Malva spp. L.). Jednim
z hostitelit CRLV je i bez ¢erny (Sambucus nigra L.). Na listech infikovanych bezi se
objevuji chlorotické skvrny a krouzky. Listy jsou deformované (Villamor a Eastwell,
2016). U tfeSni tento virus vyrazn€ sniZuje drodu. Na spodni strané listli infikovanych
ttesni se objevuji vyrastky. Stromy jsou méné vitdlni, a nékdy i odumiraji. U infikovanych
jabloni dochdazi k rolovani listi smérem od okrajii ke stiedni Zilce. Plody jsou zplostélé
amaji hor§i chut. CRLV je piendSen had’atkem Xiphinema americanum. U nékterych
bylinnych druh byl dokdzédn ipienos semeny. Virus se do svého okoli §ifi pomalu
vzhledem k pomalému pohybu had’dtek (EPPO, 2017a; James a Upton, 2002). CLRV je
puvodnim virem v Severni Americe, ale byl detekovan i na Novém Zélandu. V Evrop¢ se
nevyskytuje. Jednd se o karanténni virus. Aby nebyl CLRV ddle Sifen, je tfeba pouzivat
zkontrolovany vysadbovy materidl. M¢la by byt zkontrolovdna i plda, protoZze miZe

obsahovat infek¢ni had’atka (EPPO, 2017a).

Strawberry latent ringspot virus (SLRSV)
Strawberry latent ringspot virus patii do Celedi Secoviridae, ale neni zatazen do Zaddného
rodu (King a kol., 2012). Dtive byl fazen do rodu Sadwavirus (Fauquet a kol., 2005).
SLRSYV infikuje vice nez 126 druhil patiicich do 27 ¢eledi. Mezi hostitele tohoto viru patii
napt. jahodniky (Fragaria spp. L.), mata (Mentha spp. L.) (Tzanetakis a kol., 2006), bez
cerny (Sambucus nigra L.), ale 1 dalsi zemé&d¢€lské plodiny (EPPO, 2017b). Na infikovaném
bezu cerném bylo pozorovano chlorotické lemovani Zilek (Cooper, 1979). U jahodnikt

zpusobuje infekce timto virem zpomaleny riist a kveteni a systémovou chlorézu na listech,
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kterd se objevuje na jafe a v pribchu léta vymizi. Napadené jahodniky maji také méné
Slahounti (Kondakova, 1998b). Virus je ptenaSen had’édtky Xiphinema diversicaudatum
a X. coxi, experimentdln¢ také mechanickou inokulaci infekéni mizou. SLRSV se
vyskytuje predevsim v Severni Americe, ale i v Evropé (EPPO, 2008; Kondakova, 1998b;
Tzanetakis a kol., 2006).

3.2.2 Celed’ Bromoviridae

Celed Bromoviridae zahrnuje rody Alfamovirus, Anulavirus, Bromovirus, Cucumovirus,
llarvirus a Olearvirus (ICVT, 2017a). Jednd se o viry rostlin, které casto infikuji
zemédelské plodiny. Jsou prendSeny hmyzimi vektory, a to bud neperzistentné nebo
mechanicky. Jsou rozSifeny celosveétoveé. Jejich viriony mohou mit sféricky tvar
s ikosahedrdlni symetrii nebo baciliformni tvar. Primér sférickych virioni se pohybuje
mezi 26 a 35 nm. Délka baciliformnich viriond je 30-85 nm a Sitka 18-26 nm. Genom je
predstavovan linearni +ssSRNA a mize zahrnovat i subgenomickou RNA (sgRNA) nebo
satelitni RNA. Velikost genomu se pohybuje okolo 8 kb. Genom se sklada ze tfi linedrnich
+ssRNA (RNA-1, -2, -3), které nesou na 5° konci proteinovou ¢epicku. Na 3° konci nejsou
polyadenylovany, ale vyskytuji se zde vysoce konzervované sekvence nukleotidl, které
vytvéfeji sekunddrni strukturu a mohou byt aminoacylovany. CP je kédovan sgRNA, kterd
je odvozend od otevieného Cteciho rdmce 3b (ORF3b) na RNA-3, a nemusi byt soucasti
virionu. Pro mnozeni viru je zapotiebi enzymu replikdzy, ktery se sklada ze dvou proteinti.
Prvni z nich ma funkci helikdzy a je kédovan RNA-1, druhy ma funkci RdRp a je kédovan
RNA-2. RNA-3 kbéduje MP a protein, ktery se vdZe na 5‘ konec genomovych RNA
(viz Obr. 2).

RNA-1 (3.4kb) RNA-3 (2.2kb)
5'e—f ORF1a +—3-0H Se—{  MP | 3"-OH
RNA-2 (3.1kb) TR i
S'e—] ORFZa —3-0H N
(ORF2b RNA-4 (1.0kb)

Obrazek 2: Usporddani genomu vira ¢eledi Bromoviridae (podle ViralZone, 2017b)

Legenda: ORF - otevieny Cteci rdmec; MP — movement protein; CP — plastovy protein
(coat protein); RNA-4 — subgenomickd RNA

Replikace RNA probihd na cytoplazmatické membrané hostitelské bunky. Nejdiive je
genomovd RNA (+ssRNA) piepsana do -ssRNA andasledné¢ je minus RNA vldkno
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prepsdno opét do nové pozitivni genomové ssRNA. Plastovy protein je akumulovén
v hostitelskych buiikdch ve velkém mnozZstvi, zatimco nestrukturdlnich protein je zde
daleko méné. Nové viriony vznikaji a hromadi se v cytoplazmé hostitelskych bunck

(Fauquet a kol., 2005; King a kol., 2012).

Rod Bromovirus

Viry rodu Bromovirus maji uzky piirozeny okruh hostiteli. Pfiznaky se 1i$i v zavislosti
na kombinaci viru a jeho hostitele, miiZze se jednat o mozaiky a deformace. Infekce mohou
byt i bezpiiznakové. VétSina téchto virt je pfendSena brouky, efektivita pfenosu je vSak
nizka. Déle jsou pfendseny mechanicky, Broad bean mottle virus (BBMV) je pienasen
i semeny (Saféfové a kol., 2017). Viriony jsou sférické a maji pramér 27 nm (King a kol.,

2012).

Sambucus virus S (SVS)

Sambucus virus S byl objeven Safifovou a kol. (2017) na bezu ¢erném v Ceské republice.
Infikovany ket m¢l zakrslé zZluté listy, jeho plody byly malé, a vyvijely se a dozravaly
nerovnomérné. Na tomtéz kefti ale byly detekovany 1 viry z rodu Carlavirus a CLRV. Neni
tedy jisté, jakou souvislost maji tyto ptiznaky s infekci SVS. Virus byl v rostliné rozsiten
nerovnomérng, presto byly pfiznaky pozorovany na vSech jejich castech. Genom SVS
odpovidd obecné charakteristice vira z rodu Bromovirus. Geneticky nejpodobné&jsi viru
SVS je Melandrium yellow fleck virus (MYFV), se kterym sdili 69,9 % sekvence
aminokyselin u proteinu kédovaného ORF1 a 69,4 % u proteinu kédovaného ORF2.

Rod Ilarvirus

Viry rodu Ilarvirus infikuji predev§im dfeviny. Jsou obsazeny v pylovych zrnech, které
jsou prendseny vétrem na dal$i rostliny, a tak je infikuji. Pfipadné mohou byt pfendSeny
mechanicky tfdsnénkami, které se pylem zivi. U n€kterych druhti rodu Illarvirus kéduje
2b ORF na RNA-2 protein, ktery je supresorem RNA interference. Napadend rostlina pak
nemuze umlcovat geny viru. VSechny virové RNA jsou na 3° konci zakonc¢eny podobnou

sekvenci nukleotidu (King a kol., 2012).

Apple mosaic virus (ApMYV)
Apple mosaic virus ma Siroky okruh hostiteld, je schopen infikovat vice nez 65 druht
rostlin z 19 celedi. Mezi hospodéisky vyznamné hostitele ApMV patii jablon (Malus
domestica L.), liska (Corylus avellana L.), jahodnik (Fragaria spp. L.), malinik (Rubus

idaeus L.) a riizni zastupci rodu Prunus (tfeSen, slivon, mandlon, broskvon atd.) (Grimova
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a kol., 2016). Existuje ojedin€ly zdznam o infekci ApMV na bezu ¢erném (Grimov4 a kol.,
2013). Ptiznaky zptsobené ApMYV se lisi v zdvislosti na hostiteli a konkrétnim virovém
kmenu (Grimova a kol., 2016). U napadenych jabloni tento virus zpisobuje chlorotickou
mozaiku listl, jejich deformaci, pfipadné i nekrotické skvrny. MlZe se objevit také zluté
lemovani kolem zilek. Takto postizené listy predCasné opadadvaji. U mladych rostlin
zpomaluje rust. Virus vyrazn€ snizuje vynosy u zemédélsky péstovanych stromu. Jabloné
maji méne ovoce, to je mensi a obsahuje mensi mnozstvi vitaminu C. N¢které kultivary
jabloni vSak zustavaji bez piiznakil (Grimova a kol., 2016; Lakshmi a kol., 2011). Listy
lisek infikovanych ArMV jsou postizeny chlorotickymi a Zlutymi krouzky a mozaikami.
ArMV u lisek zpomaluje rist a vyrazné snizuje vynosy. Nékteré lisky napadené virem
byvaji bez pfiznakl (Cieslinska a Valasevich, 2016). ApMV je pfendsen vegetativné
a roubovanim. Neni zndmy zadny pfenos vektorem (Grimova a kol., 2016). U chmelu byl
prokdzan i pienos vzdjemnym dotykem rostlin (Pethybridge a kol., 2002). ApMV je rozSiten

celosvétoveé v zdvislosti na vyskytu svych hostitelskych druhti (Grimova a kol., 2016).
Rod Cucumovirus

Viry rodu Cucumovirus maji velmi Siroky okruh hostitelli. Jsou pirendSeny neperzistentné
mSicemi. VSechny viry tohoto rodu nesou blizko 3” konce RNA-2 druhy ORF, ktery
kéduje protein pusobici jako supresor RNA interference (protein 2b) stejné jako
u nékterych virG rodu [Ilarvirus. VSechny virové RNA jsou na3‘konci zakonceny
podobnou sekvenci nukleotidl, kterd mize formovat strukturu podobnou transferové RNA

(tRNA). Tato struktura mize byt aminoacylovana tyrosinem (King a kol., 2012).

Cucumber mosaic virus (CMYV)
Cucumber mosaic virus ma §ir§i okruh hostitekli neZ jakykoli jiny virus (Palukaitis a kol.,
1992). Je schopen infikovat vice nez 1000 druhti rostlin z 85 riiznych Celedi napt. okurky
(Cucumis spp. L.), dyné¢ (Cucurbita spp. L.), rajcata (Solanum lycopersicum L.), lilie
(Lilium L.) a bez Cerny (Sambucus nigra L.) (Kim akol., 2016; Lin akol., 2003;
Schimanski, 1991). Jednd se o jeden z ekonomicky nejvyznamnéjSich virG rostlin (Lin
a kol., 2003). Virus napadd plodiny v oblastech s mirnym a tropickym klimatem. CMV je
prenasen neperzistentn¢ vice nez 80 druhy msSic. Pfiznaky infekce CMV se postupné méni.
Prvni listy nakazené rostliny jsou chlorotické, mladsi listy, které vyrostly aZ po nakazeni
rostliny virem, nesou mozaiku. Listy na jeSt€¢ mladSich vétvich jsou deformované.
Nejmladsi tkdné€ rostliny uz nenesou zZadné viditelné ptfiznaky infekce. Toto postupné
uzdravovani rostliny se déje pravdépodobné kvili uml¢ovani virovych gent rostlinou, a to
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1 pfesto, Ze CMV kdéduje protein 2b, ktery funguje jako supresor RNAi. Mezi systémové
pfiznaky infekce CMV patii také zkracovani internodii a maly vzrist (Murphy a kol.,
2016). Jednotlivé izolaty viru CMV byly rozdéleny do dvou podskupin na zdkladé jejich

antigennich vlastnosti, peptidového mapovani CP a sekvence nukleovych kyselin.

3.2.3 Celed’ Betaflexiviridae

Celed’ Betaflexiviridae patii do fadu Tymovirales. Tato &eled’ zahrnuje rody Capillovirus,
Carlavirus, Citrivirus, Foveavirus, Trichovirus, Vitivirus, Robigovirus, Chordovirus,
Divavirus a Tepovirus (ICVT, 2017a). Viry z Celedi Betaflexiviridae infikuji rostliny,
predevs§im dreviny. Velkd ¢ést vird patficich do této Celedi zpusobuje jen mirné piiznaky.
Vsechny viry z Celedi Betaflexiviridae jsou pfendSeny mechanickou inokulaci, jen nékteré
z nich mohou byt pfendSeny hmyzimi vektory. Jejich virové ¢astice maji tvar flexibilniho
vldkna o priméru 12-13 nm. Délka viriont se pohybuje obvykle mezi 600 a 1000 nm, ale
mohou byt i delsi. Virové Castice maji helikdlni symetrii a jsou neobalené. Kapsida je
tvofena jedinym plastovym proteinem. Genom vétSiny téchto vird je tvofen jednou linedrni
molekulou +ssRNA. Jen néckteré viry zrodu Carlavirus maji dvé sgRNA nesené
samostatné mens$imi viriony. Velikost genomové RNA se pohybuje mezi 5,9 a 9 kb.
SgRNA maji velikost 2,1-3,3kb a 1,3-1,6kb. RNA nesou na svém 5° konci
7-metylguanosinovou cCepiCku a jsou polyadenylovdny na3‘konci. Genom kdduje
2-6 proteinli, jejich pocet je konstantni v rdmci jednotlivych rodd. ORFI navazuje
na 5° UTR akdduje protein umoziujici replikaci RNA. Soucésti tohoto proteinu jsou
domény s metyltransferazovou aktivitou, aktivitou helikazy a RNA dependentni RNA
polymerdzy. U vétSiny virt z této Celedi se mezi doménami s aktivitou metyltransferazy
a helikdzy nachdzi jest¢ domény s aktivitou alkylovaného DNA repara¢niho proteinu
(alkylated DNA repair protein) a papainu podobné protedzy. Dal$i mensi ORF kdéduji
proteiny umoznujici pohyb viru z buiiky do bunky (King a kol., 2012; ViralZone, 2017c).
Viry roda Capillovirus, Citrivirus, Trichovirus, Vitivirus a Tepovirus maji jediny MP, viry
rodit Carlavirus, Foveavirus a viry nezarazené do Zadného rodu nesou ve svém genomu tfi
ORF kodujici proteiny zapojené do pohybu viri. Tyto ORF se souhrnné nazyvaji jako
'triple gene block' (TGB) (Marais akol., 2015). Gen (geny) pro MP jsou zpravidla
umistény u 3‘ konce ORFI1. Zanim (za nimi) se nachdzi gen pro CP. U viri zrodi
Carlavirus, Vitivirus a nékterych virtt z rodu Trichovirus se na 3‘ konci RNA nachdzi gen
pro protein s motivem zinkového prstu, ktery je schopen vdzat se na nukleové kyseliny.

Viry rodu Vitivirus navic exprimuji protein piisobici jako supresor uml¢ovani RNA gend.
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ORF1 je transkribovan ptimo z genomové RNA, ostatni ORF jsou prepisovany z menSich
sgRNA (viz Obr. 3). Replikace se odehrava v cytoplasmé. K jejimu uskutecnéni je

zapotiebi pouze replikacni polyprotein kédovany ORF1 (King a kol., 2012).

Rod Carlavirus

Zastupci rodu Carlavirus infikuji uzky okruh hostiteli (van Lent a kol., 1980).
Nevyvolédvaji zdvazné pfiznaky, nicméné se v dusledku infekce objevuji v napadenych
pletivech ruzné virové inkluze aagregity. Stejné jako ostatni zdstupci z Celedi
Betaflexiviridae jsou viry rodu Carlavirus ptenaSeny mechanickou inokulaci. Kromé toho
muze byt vétSina druhli pfendSena neperzistentné msicemi, nékteré také molicemi nebo

NP

semeny. Jednotlivé druhy jsou pfirozen¢ rozSifeny na mensim tzemi, ale druhy infikujici
zemédelské plodiny byly diky péstovani rozsiteny na rtiznd mista. Vyskytuji se predev§im
vmirném pdsmu. Genom carlavirh odpovidd obecné charakteristice celedi
Betaflexiviridae. Obsahuje Sest ORF. Produkt ORF1 je posttranslatné Stépen pomoci
domény s aktivitou papainu podobné protedzy. Viriony téchto virl jsou silné imunogenni,
nckteré druhy vyvolavaji specifickou odezvu, jiné maji podobné antigenni vlastnosti (King

a kol., 2012).

— _ CRF6
RdRp || TGB1 |  [1683
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? e s
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P

Obrazek 3: Uspotadani genomu virt rodu Carlavirus (podle ViralZone, 2017d)

Legenda: RdRp — ORF1 (gen pro replikacni polyprotein), TGB - 'triple gene block', CP -
plastovy protein (coat protein), ORF6 — gen pro protein vézajici nukleové kyseliny,
genomic RNA - genomickd RNA, putative subgenomic RNAs - predpoklddané
subgenomické RNA

Existuje n€kolik zdznamii z druhé poloviny 20. stoleti o tom, ze viry rodu Carlavirus
infikuji bez (Milic¢i¢ a kol., 1987; van Lent a kol., 1980). Nalezeny virus byl nazvan
Elderberry virus A (van Lent a kol., 1980). Podle EPPO (2017c) je vhodné&jsi pouZzivat
nazev Elderberry symptomless virus (ESLV). Nejsou znamy sekvence genomové RNA

u ESLYV, tento virus byval detekovan pomoci polyklonélnich protilatek. Vzhledem k tomu,
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Ze se infekce virti rodu Carlavirus Casto vyskytuji ve smeési s jinymi viry, at’ uz stejného,
nebo jiného rodu, je mozné, Ze ESLV je vlastné jen smésici n€kolika druhi rodu

Carlavirus (Ho a kol., 2016).

Keller a kol. (2015) testovali pfitomnost virt v deviti riznych kultivarech bezu ¢erného
péstovanych ve Spojenych stitech (8 kultivart Sambucus nigra subsp. canadensis
a 1 kultivar Sambucus nigra subsp. nigra). Objevili dva druhy virt patiicich do rodu
Carlavirus. Vsechny testované kultivary S. n. subsp. canadensis byly pozitivni pro oba tyto

viry. Kultivar S. n. subsp. nigra byl infikovan pouze jednim z téchto viri.

Ho a kol. (2016) objevili pét druht virt rodu Carlavirus v americkém poddruhu bezu
c¢erného (S. n. subsp. canadensis) avbezu Cerveném (S. racemosa). Predb&Zné je
pojmenovaly Elderberry virus A-E (EIVA-EIVE). Pomoci fylogenetické analyzy zjistili, Ze
viry EIVA, EIVB aEIVD jsou si velmi blizce piibuzné. TotéZ plati o EIVC a EIVE.
Ukazuje se, Ze u carlavirii na bezu dochdazi k sympatrické speciaci, pficemz EIVA, EIVB
a EIVD tvofi jednu vyvojovou linii a EIVC a EIVE druhou. Svou roli v jejich evoluci hraje

1 rekombinace.

SmiSené infekce neumoZnuji zjistit patogenitu a ekonomicky dopad jednotlivych druht
carlaviri (Ho a kol., 2016). Infekce viry rodu Carlavirus na bezu mohou byt latentni.
Nicméné je zndmo, Ze rtizné viry v jednom hostiteli plisobi synergisticky. Latentni viry
tohoto rodu tak mohou pfispét ke vzniku zdvaznych chorob (van Lent a kol., 1980). Proto

by méla byt vyvinuta snaha o jejich eliminaci pfi mnozeni rostlin (Keller a kol., 2015).

Bez cerny infikuje 1 Blueberry scorch virus (B1ScV) z rodu Carlavirus. Tento virus se
vyskytuje ve Spojenych statech a nékterych zemich Evropy. BIScV je neperzistentné
pfenaSen mSicemi. U kanadské bortvky (Brusnice chocholi¢natd, Vaccinium
corymbosum L.) zpusobuje nekrézy listi a kvéta, piipadné chlorézy. Nabezu je vSak

infekce bezptiznakova (Kalinowska a kol., 2013).

3.2.4 Celed® Tombusviridae

Celed Tombusviridae zahrnuje rody Aureusvirus, Avenavirus, Alphacarmovirus,
Betacarmovirus, Gammacarmovirus, Dianthovirus, Machlomovirus, = Panicovirus,
Tombusvirus, Alphanecrovirus, Betanecrovirus, Pelarspovirus, Umbravirus, Gallantivirus,
Zeavirus a Macanavirus (ICVT, 2017a). Viry této Celedi infikuji rostliny. Jednotlivé druhy

maji pomérné uzky okruh piirozenych hostitelti, ale dalsi rostliny infikuji experimentalné.
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Infikovdn byvéd Casto pouze kofenovy systém rostlin, ale mohou vznikat i systémové
infekce. Viry Celedi Tombusviridae jsou prenaSeny mechanickou inokulaci a mnoZitelskym
materidlem, nékteré druhy také semeny a dotekem. Ddéle jsou tyto viry béZné pfitomné
v pudé¢, kterd je sama o sob¢ infek¢ni. Piesto jsou nékteré druhy virti pienasené i vektory.
VétSina druht z této Celedi je rozsifena v mirném pasmu, nékteré vSak byly detekovany
v tropech (King a kol., 2012). Jejich viriony maji ikosahedrédlni symetrii a jsou neobalené
(George a kol., 2015). Kapsida je slozena ze 180 identickych proteinovych podjednotek
ama primér 30-32 nm. Genom vira Celedi Tombusviridae je tvofen jednou linedrni
molekulou +ssRNA. Vyjimku tvoii viry rodu Dianthovirus, jejichZ genom je tvofen dvéma
molekulami +ssRNA. 5°konec genomové RNA nenese cepicku a3‘konec neni
polyadenylovan. S nékterymi druhy vira jsou asociovany satelitni RNA nebo satelitni viry.
Genom virt ¢eledi Tombusviridae nese 3-5 ORF. Jejich pocet je stejny v ramci rodu. Jeden
z ORF koéduje RdRp. Uvniti sekvence tohoto ORF se nachdzi terminacni kodon, ktery ale
byva periodicky uml€ovan. Sttida se tedy syntéza dlouhého a kratkého proteinu. Viry rodu
Dianthovirus tuto situaci fes$i posunem RNA na ribozomu. Souc¢ésti polymerazy neni Zadna
helikdzova ani metyltranferdzova doména. ORF pro RdRp je preklddan piimo z genomové
RNA, dalsi ORF bliZze 3 konci jsou piekladany ze sgRNA. Dalsi ORF koéduji CP a MP,
u nékterych rodii jsou exprimovany i proteiny potlacujici uml¢ovani genti nebo dalsi

proteiny nezndmé funkce (viz Obr. 4).

Tomato bushy stunt virus

e GENOMIC RNA (4.7 Kb) ORF2 ORF4

I T SR (mp | 5
| RdRp l [ ORF3
5 ORF1 l ‘ '
RaRp | l OH 3
YD EEss 1 i
termiratior - _ on 3
Subgenomic RNA (2.2 Kb)
v

caky scannin RS O 2

Subgenomic RNA (0.9 Kb)

Obrazek 4: Usporadani genomu vira celedi Tombusviridae (podle ViralZone, 2017e)

Legenda: ORF — otevieny ¢teci rdmec; RdARp — RNA dependentni RNA polymeréaza; CP
— plastovy protein (coat protein); MP — movement protein; ORF3 — gen pro protein
potlacujici uml¢ovani gent, suppression of termination — umlceni terminace, subgenomic
RNA - subgenomickd RNA, 'leaky scanning' - umoziuje alternativni ¢teni sgRNA
a vznik supresoru uml¢ovani RNA
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Translace je fizena sekvenci na 3°-UTR, kterd hybridizuje s 5°-UTR za tvorby vlasenky.
Replikace genomové RNA probihd v membranovych vezikuldch asociovanych
s endoplasmatickym retikulem, piipadné v modifikovanych peroxizomech, mitochondriich

a vyjimecné i v chloroplastech (King a kol., 2012).
Elderberry latent virus (ELV)

Elderberry latent virus je patii do Celedi Tombusviridae, ale neni zatazen do Zadného
zrodl (ICTV, 2017b). Tento virus byl poprvé izolovan z amerického poddruhu bezu
cerného (Sambucus nigra subsp. canadensis) ve Spojenych stitech (Jones, 1972). VSichni
znamy prirozeni hostitelé ELV patfi dorodu Sambucus (EPPO, 2017f). Infekce ELV
na bezu zlstdvd bez piiznakd (Jones, 1972). Na experimentdln¢ infikovanych hostitelich
Chenopodium amaranticolor a C. quinoa vyvolava tento virus vznik velkych chlorotickych
skvrn a nékdy i mirnou systémovou chlorézu. ELV je téz schopen infikovat rostliny tabaku
druhu Nicotiana benthamiana a N. clevelandii, u nichZz vyvolavd mirnou systémovou
chlor6zu. 1 néckolik dalSich rostlin lze experimentdlné infikovat timto virem, avSak
nedochdazi u nich krozvoji symptomt (Chenopodium murale, C. capitatum, Datura
stramonium, N. tabacum cv. White Burley, N. debnyii, N. glutinosa, N. megalosiphon,
Tetragonia expansa, a Vicia faba) (Jones akol., 2000). ELV byl detekovan v Evropé
a Severni Americe (EPPO, 2017g). ELV je velmi podobny viru Pelargonium ringspot
virus (PelRSV). Viriony ELV precipituji s polyklondlnimi protilatkami proti PelRSV
a naopak. Sdili i mnoho dalSich vlastnosti jako okruh experimentédlnich hostitelil, velikost
viriond a velikost jednoho z proteinii. Je otdzkou, jestli by meéli byt povazovany

za samostatné druhy nebo pouze za dva kmeny téhoz druhu (Jones a kol., 2000).

Rod Tombusvirus

Vétsina vird z rodu Tombusvirus infikuje své hostitele bez pomoci vektorl, vyjimkou je
pouze virus Cucumber necrosis virus, ktery je prendSen houbou druhu Olpidium
bornovanus. Genom téchto virti obsahuje ¢tyfi ORF. ORF1 kdéduje protein, ktery ukotvuje
virus ve vnéjsi mitochondridlni nebo peroxizomdlni membréané. V piipad¢, Ze je umlcen
stop kodon za ORF1, translace pokracuje za vzniku vétSiho proteinu. Oba tyto proteiny
predstavuji soucast RdRp. ORF2 kéduje CP a z ORF3 a ORF4 jsou prepisovany dva malé
MP (King a kol., 2012).
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Tomato bushy stunt virus (TBSV)

Tomato bushy stunt virus ma tzky okruh hostiteldi. Infikuje rajée (Solanum lycopersicum
L.), salat (Lactuca sativa L.), vinnou révu (Vitis vinifera L.) a n€kolik dalSich rostlin
(Hafez a kol., 2010; Novak a Lanzova, 1976). Existuje i zdznam o infekci TBSV na bezu
cerném (Schimanski, 1991). U rajéete TBSV zpiisobuje deformaci listl spojenou
s chlorotickou mozaikou a nekrézou. Listy jsou malé arostou blizko u sebe. Infikované
rostliny maji méné plodl, ty jsou mens$i anajejich povrchu se objevuji chlorotické
krouzky, skvrny alinie. TBRV zpiisobuje péstitelim rajéat velké ekonomické ztraty.
Viriony jsou stabilni a vyskytuji se v pletivech ve vysokych koncentracich, odtud se
dostavaji idopudy. TBSV je pifendSen pylem, semeny, mnoZzitelskym materidlem
a experimentaln¢ mechanickou inokulaci. Tento virus je rozsiten v Severni i JiZni Americe,

v Evropé€ a v severni Africe (Hafez a kol., 2010).

Rod Betanecrovirus

Viry rodu Betanecrovirus maji Siroky okruh hostiteli. Typickym pifiznakem, které tyto viry
vyvolavaji, jsou lokdlni nekrotické 1éze na listech (King a kol., 2012). Genom téchto virt
obsahuje pét ORF. ORF1 kéduje protein o relativni molekulové hmotnosti asi 22 kDa.
V ptipadé, Ze je stop kodon umlcen, translace pokracuje a vznikne protein o relativni
molekulové hmotnosti 88 kDa. Oba tyto proteiny jsou potfebné k replikaci genomu. ORF2,
ORF3 a ORF4 kéduji malé MP. CP je kédovan ORF5 v blizkosti 3¢ konce genomové RNA
(Fang a Coutts, 2013).

Tobacco necrosis virus (TNV)

Tobacco necrosis virus ma velké mnozstvi hostiteld. Patii mezi n€ napt. tabak (Nicotiana
tabacum L.), cuketa (Cucurbita pepo var. giromontiina), tazol obecny (Phaseolus
vulgaris L.), okurka (Cucumis sativum L.) abez (Sambucus spp. L.) (Montalbini a Della
Torre, 1996; Roggero a Lisa, 1995; Teakle, 1962; Uyemoto akol., 1971). U tabdku
zplisobuje tento virus nekrotické tecky na listech (Montalbini a Della Torre, 1996).
Na mladych listech infikovanych cuket se objevuji zluté krouzky, které ¢asem nekrotizuji.
Nekréza postihuje také stonek atapiky (Roggero a Lisa, 1995). Na kofenech fazoll
a okurek infikovanych TNV se vyskytuji nekrotické 1éze. Na kofeny hostitelti je virus
pfendsen pomoci houby lahvickovky zelené (Olpidium brassicae) (Teakle, 1962). TNV je

rozsiten celosvétove (King a kol., 2012).
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3.2.5 Celed’ Virgaviridae

Celed Virgaviridae zahrnuje rody Furovirus, Goravirus, Hordeivirus, Pecluvirus,
Pomovirus, Tobamovirus a Tobravirus (ICTV, 2017a). Tyto viry infikuji rostliny. Dal$imi
biologickymi vlastnostmi se navzdjem vyznamné lisi. Jejich viriony jsou neobalené, maji
tyCkovity tvar a helikdlni symetrii. Jejich genom je tvofen +ssRNA, kterd na svém 5° konci
nese Cepicku a je zakoncena strukturou podobnou tRNA na 3 konci. Molekul genomové
RNA muze byt nékolik v zdvislosti na rodu. Genom kéduje RdRp, jeden nebo vice MP
a CP. RdRp je pteklddana pifimo z genomové RNA, zatimco dal$i geny jsou exprimovany

ze sgRNA (viz Obr. 5) (King a kol., 2012).
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Obrazek 5: Usporadani genomu vird rodu Tobamovirus (podle ViralZone, 2017f)

Legenda: ORF — otevieny cteci rdmec; ¢ — epicka (cap), RARp — RNA dependentni RNA
polymeraza; MP — movement protein; CP — plastovy protein (coat protein), small replicase
subunit — mald podjednotka replikdzy, ribosomal readthrough — uml€ovany stop kodon,
subgenomic RNAs — subgenomické RNA

Rod Tobamovirus

Viry rodu Tobamovirus maji pomérn¢ uzky okruh pfirozenych hostiteli, ale
experimentdlné infikuji mnoho dal§ich druhii rostlin. Jsou pfendSeny kontaktem bez
pomoci vektoril, pfipadné semeny. Viry rodu Tobamovirus jsou rozsiteny po celém sveéte.
Jejich virové Castice jsou dlouhé 300-310 nm a maji primeér 18 nm. Krats$i viriony nesou
sgRNA. Genom je piedstavovan jedinou molekulou RNA. Gen pro RdRp obsahuje stop
kodon, ktery byva nékdy umlcovan. Pro replikaci je zapotiebi obou proteini kédovanych
timto genem. RdRp ma helikdzovou a methyltransferdzovou doménu. Dale genomova
RNA koéduje jeden MP ajeden CP (viz Obr. 5) (King akol., 2012). CP je zapotiebi
pro pohyb viru v hostiteli na velké vzddlenosti (Chen a kol., 1996). Viriony téchto viril

jsou silné imunogeny (King a kol., 2012).
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Tobacco mosaic virus (TMYV)

Hostitelsky okruh jednotlivych kmeni viru Tobacco mosaic virus se od sebe lisi (Chen
akol., 1996). Nektery z kmenit TMV byl detekovan napft. na tabdku (Nikotiana L.), rajceti
(Solanum lycopersicum L.), paprice (Capsicum L.), Cesneku ¢inském (Allium chinense G.
Don) a bezu (Chen a kol., 1996; Fletcher a MacNeill, 1971; Mueller, 1967). Pfiznaky
zpusobené timto virem se u hostiteli téhoz druhu lisi v zavislosti na konkrétnim genotypu
hostitele a podminkach, ve kterych je hostitelskd rostlina péstovdna. Vliv na piiznaky ma
teplota prostiedi, intenzita svétla a délka dne (osvétleni). Infikovand rajcata maji v zimé
(teplota 14,5 °C) pokroucené listy a pomalu rostou. V 1ét¢ (teplota 20 °C) jsou tyto
pfiznaky mirnéjsi, ale objevuje se mozaika na listech (Fletcher a MacNeill, 1971).
U tabdku infikovaného TMV se objevuji pii 15,5 °C lokdlni nekrotické 1éze, pii 22,5 °C
dochdzi k sekundarni nekrdze, kterd mize byt letdlni. Pii 36 °C a vysSich teplotach jsou

na rostlindch patrné chlorotické 1€ze, mozaiky alemovani Zilek (McKinney a Clayton,

1945).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

V ramci bakaléiské prace bylo testovano 39 rostlin bezu ¢erného (Sambucus nigra subsp.
nigra) ajeden bez chebdi (Sambucus ebulus). Vzorky listi pochdzi z rtiznych lokalit,
2 vzorky jsou z Olomoucka, 1 z blizkosti obce Hnévotin, 1 z blizkosti obce Slatinky,
5 z udoli fticky Sumice pobliz Nameéste na Hané, 16 z Lednice, 1 z Velkého Tynce,
4 z blizkosti obce Cejkovice, 1 v blizkosti obce Rosténice a 9 ze Stielskych HoStic. Vzorek

bezu chebdi byl sebran u obce Cejkovice. Vzorky byly skladovany v mrazicim boxu pii -

80 °C.

Vzorky byly testovany na piitomnost nasledujicich virt: Cherry leaf roll virus (CLRV),
Arabis mosaic virus (AtMV), Apple mosaic virus (ApMV), viry rodu Carlavirus, Tomato

black ring virus (TBRV) a Strawberry latent ringspot virus (SLRSV).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
Agarose I (AMBRESCO, kat.¢. 97062-250)
dNTP Mix (10 mM each) (ThermoFisher Scientific, kat.c. R0192)
GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, kat.&. SM0241)
GoodView II, Nucleic Acid Stain (SBS Genetech, kat.¢. HGV-2)
Rnasin ribonuclease inhibitor (Promega, kat.¢. N2111)
2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat.¢. 63700)
Random primers (Promega, kat.¢. C1181)
Pouzité soupravy
BioScript™ reverzni transkriptdza (Bioline, kat.¢. BIO-27036)
My Taq Red DNA polymeréza (Bioline, kat.¢. BIO-21110)
NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel, kat.¢. 740949.250)
Pouzité roztoky a jejich priprava
50x TAE (242 g Tris base, 57,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml EDTA ¢ = 0,5 mol-1"!,

doplnéno na 1 1 deionizovanou vodou)

70% Etanol
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4.3 Pouzité pristroje

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Elektroforeticka komora HU10 MINI (Fisherbrand)

Homogenizator FastPrep 24 (MP Biomedicals)

Laminarni box Telstar (PV-100)

Minicentrifuga PRISM™ mini (Labnet International, Inc.)
Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo SCIENTIFIC)
Thermocycler T100™ Thermal Cycler (BIO-RED)

Transilumindtor G : BOX (SynGene) - dokumentac¢ni systém GeneSnap
Véihy AND EK 200G (Schoellar Pharma Prague, Ltd.)

Vortex MS2 Minishaker (IKA)

Vyrobnik ledu F100 Compact (Icematic)

Zdroj stejnosmérného proudu MS major science, MP-250V (BioTech)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 1zolace RNA

Celkova RNA ze vzorku listli byla izolovdna metodou adsorpce na silikitovou membréanu

pomoci kitu NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel).

Do homogenizacni zkumavky bylo vlozeno 70-80 mg vzorku listu. Vzorek byl
homogenizovan spolecné¢ se 700 pl RAI1 pufru a 7 pl merkaptoetanolu pomoci
homogenizatoru FastPrep (MP Biomedicals) pfi 5,0 M/S po dobu 30 s. Homogenat byl
kratce stoCen v centrifuze, supernatant byl aplikovdn na Place NucleoSpin Filtr umistény
ve sbérné zkumavce a centrifugovan pfi 13 000 rpm po dobu 1 min. Filtrdt byl pfemistén
do 2ml zkumavky, do které bylo pfiddno 700 pul 70% etanolu a smés byla zvortexovana.
Asi  polovina této smeési byla piemisténa naNucleSpin RNA Plant Column
a centrifugovdna pti 13 000 rpm po dobu 1 min. Filtrdt byl odstranén a na kolonu byl
pfemistén zbytek smési. Ta byla opét centrifugovana pfi stejnych podminkéch. Filtrat byl
opét odstranén. Nakolonu bylo aplikovano 350 pul MDB pufru ajeji obsah byl
centrifugovan pfi 13 000 rpm po dobu 1 min. Byla pfipravena DNéza reakéni smes
smichdnim 10 pl DNézy I s 90 ul DNéaza reakéniho pufru. Smés byla promichédna

preklapénim zkumavky. 95 pl DN4aza reakéni smési bylo aplikovano na stied silikatové
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membrany kolony. Obsah kolony byl inkubovéan s DNaza reakéni smési po dobu 15 min.
Nésledné byla kolona promyta 200 pul RA2 pufru a centrifugovana pii 13 000 rpm po dobu
30 s. Kolona byla pfemisténa do nové sbérné zkumavky. Dale bylo na kolonu aplikovdno
600 ul RA3 pufru. Kolona byla centrifugovana pii 13 000 rpm po dobu 1 min. Filtrat byl
odstranén. Na kolonu bylo aplikovdno 250 pul RA3 pufru. Kolona byla centrifugovédna
pfi 13 000 rpm po dobu 2 min. Kolona byla pfemisténa do nové 'nuklease-free' 1,5ml
zkumavky abyla z ni vymyta RNA pomoci 60 ul 'RNase-free' vody. Déle byla kolona
centrifugovdna pti 13 000 rpm po dobu 1 min. Zkumavky s vyizolovanou RNA byly
kratkodobé uchovdvédny na ledu, dlouhodobé v mrazicim boxu pfti -80 °C. Koncentrace
a Cistota vyizolované RNA byla stanovena pomoci spektrofotometru NanoDrop 1000

(Thermo Scientific).

4.4.2 Reverzni transkripce

Pro ptepsani izolované RNA do cDNA bylo vyuZito reverzni transkripce (RT) s random

primery. K jejimu provedeni byl pouZit kit BioScript Reverse Transcriptase (Bioline).

Vzorky izolované RNA byly ziedény pomoci dEPC vody na koncentraci cca 150 ug-ml™.
Ziedéné vzorky byly stoeny v centrifuze, protfepany a znovu stoeny. Vzorky RNA
1 vSechny potiebné chemikdlie byly uchovavany na ledu a prace probihala v laminarnim

boxu, aby se zabrdnilo poSkozeni a znecisténi chemikalif a vzork.

Nejprve byly namichdny dvé reakéni smési, prvni z dEPC vody, dNTP a random primert,
druhd z dEPC vody, RT-PCR reak¢niho pufru, inhibitoru ribonukledz a reverzni
transkriptdzy (BioScript). MnozZstvi jednotlivych chemikalii odpovidalo poctu vzorkl
(viz Tab. 1). Pripravené reak¢ni smési byly stoCeny v centrifuze, protfepdny a znovu
stoceny. Do 0,2ml mikrozkumavek bylo napipetovano 7 ul reakéni smési I a 3 pul fedénych
vzorkl. Ziskand smés byla stoena v centrifuze, protiepdna a znovu stocena. Zkumavky
s takto pfipravenou smési byly premistény do thermo cycleru (BIO-RED), kde byly
po dobu 5 min inkubovény pti 70 °C. Poté byly okamzité pfemistény na led. Do zkumavek
bylo pfiddno 10 ul reakéni smési II. Takto ziskand smés byla stoCena v centrifuze,
protfepdna a znovu stocena. Zkumavky byly piemistény do cycleru, kde byly inkubovéany
po dobu 10 min pii 25 °C a poté 30 min pii 42 °C. Ziskand cDNA byla uchovdvana

v mrazaku.
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Tabulka 1: SloZeni RT reakénich smési pro jeden vzorek

Polozka Koncentrace Konecna 1 test [ul]
prac. roztoku  koncentrace
Reakéni smés |
voda 5,6
dNTP 10 mmol-I? 500 umol-I? 1
random primer 20 pmol-I*? 0,4 pmol-I* 0,4
Reakéni smés Il
voda 4
RT-PCR pufr 5x 1x 4
inh. ribonukleaz 40 U-pl? 40U 1
BioScript RT pol 10 U-pl? 10U 1

4.4.3 Detekce viri polymerazovou retézovou reakci (PCR)

Detekce konkrétnich vird ve vzorcich byla provedena pomoci PCR se specifickymi

primery a cDNA ziskané reverzni transkripci jako templétu.

Byla pfipravena reakéni smeés z pufru, sterilni vody, forward a reverse primerid a Taq
polymerdzy v mnoZstvi odpovidajicimu poctu vzorkil (viz Tab. 2). Pfipravena reakcni
smés byla stoCena v centrifuze, protfepdna a znovu sto¢ena. Do 0,2ml mikrozkumavek
bylo napipetovdno po 23 ul reakéni smési a byly pfidany 2 pl vzorkti cDNA. Ziskand smés
byla stoCena v centrifuze, protiepana a znovu stoCena. Zkumavky s takto pfipravenou
smési byly vloZeny do cycleru. Na piistroji byly nastaveny podminky pro PCR amplifikaci.
Zkumavky se ziskanymi PCR produkty byly uchovaviny v mrazaku.

Po celou dobu price byly chemikalie uchovavéiny na ledu. Prace probihala ve sterilnich

podminkdch laminarniho boxu.

Tabulka 2: SloZeni PCR reak¢ni smési pro jeden vzorek

Polozka Koncentrace Konecna 1 test [l]
prac. koncentrace
roztoku
pufr 5x 1x 5
voda 17,55
f primer 20 umol-I?t 0,1 umol-I?* 0,13
r primer 20 pmol-I*? 0,1 pmol-I* 0,13
Taq pol 5U-ul? 1U 0,2
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Detekce CLRV

Detekce CLRV byla provedena pomoci PCR podle Bertoliniho akol. (2003) se
specifickymi primery CLRV1/CLRV2 (postup viz kapitola ,4.4.3 Detekce virl
polymerdzovou fetézovou reakci*). PCR amplifikace probihala za podminek popsanych

v Tab. 3.

Tabulka 3: Podminky PCR pro detekci CLRV a 'direct' PCR pro SLRSV

Teplota Cas Pocet
cyklt
94 °C 2 min 1
94 °C 30s
50 °C 30s 35
72°C 1 min
72°C 7 min 1

Detekce ArMV

Detekce ArMV byla provedena pomoci nested PCR podle Pantalea akol. (2001).
Pro 'direct’ PCR byly pouzity specifické primery AP1/AP2 (postup viz kapitola
»4.4.3 Detekce viri polymerazovou fetézovou reakci). PCR amplifikace probihala

za podminek popsanych v Tab. 4.

Tabulka 4: Podminky PCR pro detekci ApMV, 'direct' PCR pro ArMV a nested PCR
pro SLRSV

Teplota Cas Pocet
cyklt
94 °C 2 min 1
94 °C 30s
50 °C 30s 40
72 °C 1 min
72 °C 7 min 1

Pfi 'direct' PCR pro ArMV mohou vznikat nespecifické produkty, proto se k detekci

pouziva nested PCR.

Produkty 'direct' PCR pro ArMV byly 40x zfedény. (Do 0,2ml mikrozkumavek bylo
napipetovano 78 ul sterilni vody a ndsledné 2 pl produktu 'direct' PCR.) Natedény vzorek

byl stofen v centrifuze, protfepdn a znovu stoCen. Byla pfipravena reakéni smés
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smichanim pufru, sterilni vody, primerd ArMVInt/AP2 apolymerdzy v mnoZstvi
odpovidajicimu poctu vzorkd (viz Tab.2). Pripravend reakc¢ni smés byla stocena
v centrifuze, protfepana a znovu stocena. Do 0,2ml mikrozkumavek bylo napipetovano po
23 ul reak¢ni smési a byly pfidany 2 ul zfedéného produktu 'direct' PCR. Takto pfipravena
smes byla stoCena v centrifuze, protfepana a znovu sto¢ena. Zkumavky s touto smési byly

pfemistény do cycleru, ktery byl nastaven na podminky amplifikace popsané v Tab. 5.

Tabulka 5: Podminky nested PCR pro ArMV

Teplota Cas Pocet
cyklt
94 °C 2 min 1
94 °C 30s
50 °C 30s 40
72 °C 30s
72 °C 7 min 1

Detekce ApMV

Detekce ApMV byla provedena pomoci PCR podle Sdncheze-Navarra a kol. (2005) se
specifickymi primery ApMV S/ApMV A (postup viz kapitola ,4.4.3 Detekce vira
polymerdzovou fetézovou reakci*). PCR amplifikace probihala za podminek popsanych

v Tab. 4.

Detekce vira rodu Carlavirus

Pro hromadnou detekci viri rodu Carlavirus pomoci PCR se vyuzivd primeri
univcarla F/univcarla R (Ho akol., 2016) (postup viz kapitola ,,4.4.3 Detekce virt
polymerdzovou fetézovou reakci*). PCR amplifikace probihala za podminek popsanych

v Tab. 6.

Tabulka 6: Podminky PCR pro detekci virti rodu Carlavirus

Teplota Cas Pocet
cykla
95 °C 3 min 1
95 °C 20s
53°C 20s 40
72 °C 30s
72 °C 7 min 1
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Detekce TBRV
Detekce TBRYV byla provedena pomoci PCR se specifickymi primery TBRV-F/TBRV-R

(Zemének, 2017) (postup viz kapitola ,,4.4.3 Detekce virti polymerdzovou fetézovou

reakci®). PCR amplifikace probihala za podminek popsanych v Tab. 7.

Tabulka 7: Podminky PCR pro detekci TBRV

Teplota Cas Pocet
cykla
95°C 3 min 1
95 °C 30s
55°C 30s 40
72°C 30s
72°C 7 min 1

Detekce SLRSV

Detekce SLRSV byla provedena pomoci nested PCR podle Bertoliniho a kol. (2003).
Pro 'direct’ PCR byly pouZzity specifické primery SLRSVI1/SLRSV2 a postup popsany
v kapitole ,,4.4.3 Detekce viri polymerdzovou fetézovou reakci*. Podminky pro 'direct'
PCR amplifikaci jsou uvedeny v Tab.3. Pronested PCR byly pouZity primery
SLRSV il1/SLRSV i2. Nested PCR pro SLRSV byla provedena stejnym zptusobem jako
nested PCR pro ArMV (viz kapitola ,,Detekce ArMV*), 1isi se pouze podminky PCR
amplifikace (viz Tab. 4).
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Tabulka 8: Seznam pouzitych primert

Virus Nazev Sekvence 5'-3' Velikost PCR Reference
primeru produktu
[bp]
CLRV CLRV1 CATTTCCATGCGACCGGTCTT Bertolini
CLRV2 AGTCCGACACTCATACAATAAGC 283 a kol., 2003
ArMmV AP1 AATACCCCGGGTGTTACATCG
AP2 CATTAACTTAAGATCAAGGATTC 421 T(arl‘ta'eo
ArMV1-nt CCCCAATGATTATTTCCTATGG 184* a kol 2001
ApMV ApMV S CGTGAGGAAGTTTAGGTTG Sénchez-
ApMV A GCCTCCTAATCGGGGCATCAA 417 Navarro
a kol., 2005
Carlavirus univ-carlaF  TGYACIGARWSIGAYTRYGARGC** Ho a kol.,
univ-carlaR  GCYTCICCISWRWAICKCATDAT** 180 2016
TBRV TBRV-F TCGCACTTTGGGGTACAGTC Zemanek,
TBRV-R TGGTGGCACACATAATGGCT 414 2017
SLRSV SLRSV 1 GTTACTTTTACCTCCTCATTGTCCATGTGTTG
SLRSV 2 GACTATCGTACGGTCTACAAGCGTGTGGCGTC 181 Bertolini
SLRSV il TGGCCTTTATTGGTTGGAT a kol., 2003
SLRSV i2 ATCTGCCACTGATTCTCAC 109

*velikost PCR produktu s pouZitim primertt ArtMV1-nt a AP2
**Y -C,T;I-inosin; R—-A,G;W-A,C,G;S-C,G;K-G, T;D-A,G, T

4.4.4 Elektroforeticka separace

Produkty PCR reakce byly detekovdany pomoci elektroforetické separace v 1% agar6zovém

gelu.

Zasobni roztok 1% agar6zy byl piipraven smichdnim 3 g agardézy (Agarose I,
AMBRESCO) a 300 ml 1x TAE pufru. Suspenze byla rozvafena v mikrovinné troubég. Gel
byl okamzité pouzit, prebytky byly po vychladnuti uchovavéany v chladni¢ce. Do 50 ml
piipraveného 1% roztoku agarézy byly po chvili chlddnuti pfidiny 3 ul GoodView
(GoodView II, Nucleic Acid Stain) asmeés byla promichdna, nasledné¢ byla pielita
do vanicky s hfebinkem. Gel tuhnul po dobu alespon 30 min. Do elektroforetické komiirky
byl nalit 1x TAE pufr tak, aby ptevrstvil gel. Do prvni a posledni jamky bylo napipetovano
1,5 ul standardu molekulové hmotnosti (100 bp DNA ladder, GeneRuler™) a do ostatnich

jamek 5 ul PCR produktu. Elektroforéza probihala pii napéti 80 V po dobu 30-40 min.

Vysledky elektroforézy byly vizualizovany pomoci UV-transilumindtoru (G : BOX,

Syngene) a programu GeneSnap.
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5 VYSLEDKY

V ramci experimentdlni Casti bakalafské prace byla testovdna pfitomnost nékterych RNA
virit ve vzorcich listd 39 rostlin bezu ¢erného a jedné rostliny bezu chebdi. Z pletiva listil
byla izolovana celkovd RNA. Ta byla pfepsdna do cDNA reverzni transkripci s random
primery. Reverzni transkripty byly pouZity jako templat pro PCR se specifickymi primery
pro detekci konkrétnich virG nebo skupin virti. Piitomnost PCR produkti byla zjiSténa

pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu.

5.1 Detekce CLRYV

Detekce CLRV byla provedena pomoci RT-PCR podle Bertolinitho akol. (2003).
V souboru 40 vzorka bylo detekovano 12 vzork bezu cerného pozitivnich pro CLRV,
jeden pochdzel z Olomoucka (vzorek B2), jeden ze Slatinek (vzorek B15), jeden z ddoli
ricky Sumice pobliZ Namésté na Hané (vzorek B22), tii z Cejkovic (vzorky B68, B69
a B71), jeden z Rosténic (vzorek B72) a pét ze Strelskych Hostic (vzorky B74, B76, B77,
B78 a B81). U téchto vzork byl ziskan PCR produkt o oCekdvané velikosti 283 bp
(viz Obr. 6).

B70
B71
B76
B77
B78
B30
B72
B74
B3
M

Obrazek 6: Detekce CLRV pomoci RT-PCR u ¢asti vzorkl

Legenda: B70, B71 atd. — oznaceni vzorkii; M — marker molekulové véhy, GeneRuler™
100bp DNA Ladder; Sipka ukazuje specificky PCR produkt o velikosti 283 bp

Listy infikovanych rostlin byly postizeny chlorotickou mozaikou, skvrnami a krouZzky,
piipadné celkovou chlorézou. Jedna infikovana rostlina méla prosvétlenou Zilnatinu a jina

rostlina zkrabacené listy. U 10z 12 rostlin infikovanych CLRV byly detekovany i viry
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rodu Carlavirus. Jedna ze dvou rostlin infikovanych pouze CLRV nejevila Zadné pfiznaky

infekce.

5.2 Detekce ArMV

Virus ArMV byl detekovan pomoci nested RT-PCR podle Pantalea a kol. (2001). Mezi
40 testovanymi vzorky byl nalezen jeden pozitivni vzorek pro ArMV. Jednalo se o vzorek
B56 pochédzejici z bezu Cerného z Velkého Tynce. U tohoto vzorku byl ziskdn PCR
produkt o o¢ekdvané velikosti 184 bp (viz Obr. 7).

Listy rostliny infikované ArMV byly postiZzeny chlorotickou mozaikou.

Obrazek 7: Detekce ArMV pomoci nested RT-PCR u ¢asti vzorki

Legenda: B79, B81 atd. — oznaceni vzorkii; M — marker molekulové véhy, GeneRuler™
100bp DNA Ladder; Sipka ukazuje specificky PCR produkt o velikosti 184 bp

5.3 Detekce ApMV

Detekce ApMV byla provedena pomoci RT-PCR podle Sancheze-Navarra a kol. (2005).

U Zadného ze 40 testovanych vzorkil nebyl ziskdn produkt.
5.4 Detekce viru rodu Carlavirus

Detekce virti rodu Carlavirus byla provedena pomoci RT-PCR s vyuzitim degenerovanych
primert podle Ho akol. (2016). U vétSiny vzorkil byl ziskdn specificky PCR produkt,
un&kterych znich vSak bylo produktu velmi malé mnozstvi. Zidny PCR produkt
nevykazovaly vzorky z Lednice, vzorek z Velkého Tynce, vzorek z Rosténic a jeden

ze vzorku ze Stielskych Hostic. Zbyvajicich 21 vzorkt se ukdzalo byt pozitivni pro néktery
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bliZze nespecifikovany virus z rodu Carlavirus (viz Tab. 9). Byl u nich ziskan specificky

produkt o velikosti 180 bp (viz Obr. 8). Jednim z nich byl i bez chebdi (vzorek B70).

Tabulka 9: Vzorky pozitivni pro viry rodu Carlavirus podle lokalit, ze kterych pochédzeji

Lokalita Pocet Cislo vzorku
Olomoucko 2 B2, B7
Hnévotin 1 B11
Slatinky 1 B15
Sumice, Namést n. H. 5 B21, B22, B82-84
Cejkovice 4 B68-71
Strelské Hostice 8 B73-76, B78-81

oy O o
O R o DR ESE B D
S mm MO mMmMmMOMOM@OOM@MA@OMO@MM@MM 2
= =

.- — - 7 180 bp

Obrazek 8: Detekce virti rodu Carlavirus pomoci RT-PCR u ¢ésti vzorka

Legenda: B73-B81— oznaceni vzorkii; M — marker molekulové vahy, GeneRuler™ 100bp
DNA Ladder; Sipka ukazuje specificky PCR produkt o velikosti 180 bp

U 10 testovanych rostlin se vyskytla smésnd infekce zptisobend CLRV aviry rodu
Carlavirus. Postihla jednu rostlinu z Olomoucka (vzorek B2), jednu ze Slatinek (vzorek
B15), jednu z tdoli ficky Sumice pobliz Namésté na Hané (vzorek B22), tii z Cejkovic
(vzorky B68, B69 a B71), actyfi ze Stielskych Hostic (vzorky B74, B76, B78 a B81).

Pouze u dvou vzorki pozitivnich pro CLRV nebyly detekovany také viry rodu Carlavirus.

Témeér polovina rostlin infikovanych pouze viry rodu Carlavirus nejevila Zddné piiznaky
infekce. Ostatni infikované rostliny byly postizeny chlorotickou mozaikou, piipadné
celkovou chlorézou listi. Jedna infikovand rostlina méla zkrabacené listy bez

chlorotickych piiznaki.
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Vsechny rostliny postizené smésnou infekci CLRV a carlaviry mé€ly na listech chlorotické

mozaiky nebo byly zasazeny celkovou chlorézou listl (viz kapitola ,,5.1 Detekce CLRV*).

Vsechny rostliny, u nichZ nebyl detekovan Zadny z testovanych virti, byly bezptiznakové.

5.5 Detekce TBRV

Detekce TBRV byla provedena pomoci RT-PCR podle Zemédnka (2017). Pfitomnost
tohoto viru byla testovdna u 36 vzorku, 4 vzorky (B2, B11, B21 a B73) nebyly testovany
z divodu nedostatku reverzniho transkriptu. U Zadného z téchto 36 vzorkli nebyl ziskdn

produkt.

5.6 Detekce SLRSV

Detekce SLRSV byla provedena pomoci nested RT-PCR podle Bertoliniho a kol. (2003).
Pfitomnost tohoto viru byla testovdna u 37 vzorkl, 3 vzorky (B2, B11 a B73) nebyly
testovany z diivodu nedostatku reverzniho transkriptu. U Zadného z téchto 37 vzorkli nebyl

ziskédn produkt.
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6 DISKUZE

Bez Cerny (Sambucus nigra L.) infikuji nejCastéji viry CLRV aviry rodu Carlavirus.
CLRYV je vestiedni Evropé¢ rozsifenym virem. Byl detekovdn v Némecku na biizach
(Betula pendula Roth.), jetdabech (Sorbus aucuparia L.), jasanech (Fraxinus excelsior L.)
abezu cerném, v Polsku nabezu cCerném i cCerveném (S. nigra a S. racemosa L.)
a na Slovensku na ofeSaku (Juglans regia L.) (Berniak, 2016; Rebenstorf a kol., 2006).
V Ceské republice byla infekce CLRV zjisténa u tfe$ni (Prunus avium L.), ofe$aki
a malinikd (Rubus idaeus 1..) (Kumari, 2009). Pfitomnost CLRV byla zjisténa u 12 vzorkt
bezu cerného testovanych vrdmci této bakalarské prace, tedy u30 % vzorkl. Tyto
pozitivni vzorky pochdzi ze stfednf a jizni Moravy a jiznich Cech. D4 se tedy usuzovat, Ze
je CLRV nabezu rozsiten po celé Ceské republice. Nilez odpovidd situaci v zemich
sousedicich s Ceskou republikou. Piiznaky na listech bezil infikovanich CLRV odpovidaji

tém popsanym v literatufe (Berniak, 2016).

ArMV je roziifenym virem v Ceské republice i v sousednim Polsku a Némecku (EPPO,
2017h). Na naSem uzemi byl detekovdn na maliniku (Rubus idaeus L.) ana vinné réveé
(Vitis vinifera L.) (Kominek, 2008; Kominek a Holleinova, 2003; §pak akol. 1997).
Ptipadi, kdy byl ArMV detekovan na bezu ¢erném neni mnoho. Podaftilo se to Cadmanovi
(1960) ve Velké Britanii a Schimanskému (1991) v Némecku. V rdmci této prace byl
detekovan jeden vzorek bezu cCerného infikovany ArMV na stfeni Moraveé. PiestoZe se
jednd o jediny pozitivni vzorek, je tento vysledek neocekavany. Riizné kmeny ArMV maji
totiz odlisSny okruh hostiteltl, a tedy kmen ArMV infikujici vinnou révu nebo malinik
nemusi byt schopen ptenosu na bez (EPPO, 20171). Ptiznaky na listech bezu infikovaného

ArMYV jsou podobné tém popsanym v literatuie (Cooper, 1979).

ApMYV je béZnym patogenem chmele (Humulus lupulus L.) vyskytujicim se na tzemi
Ceské republiky. Déle byl na nasem tizemi detekovéan na hrusnich (Pyrus spp. L.), liskach
(Corylus avellana L.), slivonich (Prunus domestica L.), jablonich (Malus domestica L.)
adokonce 1inaftasich rodu Trebouxia, které jsou fotobiontem nékterych lisejniki.
(Grimova a kol., 2013; Petrzik, 2005; Petrzik a Svoboda, 1997; Petrzik a kol., 2013).
Existuje ojedin€ld anejednoznacnd prace vramci niz byl detekovdn ApMV na bezu
Serném v Ceské republice (Grimova akol., 2013). Analyza velkého poétu bezi vsak

piitomnost ApMYV na bezu nepotvrdila.
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Viry rodu Carlavirus byly v Ceské republice detekovany opakované. Piitomnost viri
Garlic common latent virus (GarCLV) a Shallot latent virus (SLV) byla zjiSténa
na ¢esneku (Allium sativum L.), ptitomnost Hop mosaic virus (HpMV) na chmelu
(Humulus lupulus L.) a ptitomnost Pea streak virus (PeSV) na tolici vojtéSce (Medicago
sativa L.) (Klukackova a kol., 2007; Poke a kol., 2010; Sarkisova a kol., 2016). Vzhledem
k tomu, Ze viry tohoto rodu maji izky okruh hostiteld, se vSak nedd pfedpoklddat, Ze by
tyto viry mohly infikovat i bez ¢erny (van Lent a kol., 1980). Viry rodu Carlavirus na bezu
¢erném byly v ramci Evropy detekovany v Némecku, Nizozemsku, Chorvatsku a v Polsku
(Kalinowska a kol., 2013; Mili¢i¢ a kol., 1987; Schimanski, 1991; van Lent a kol., 1980).
Ze vzorkl testovanych vrdmci této bakalarské prace jich bylo 21 oznacenych jako
pozitivni pro viry rodu Carlavirus. Tedy z 52,5 % testovanych vzorka byl ziskdn
specificky produkt. Pozitivni vzorky pochdzi ze stiedni a jizni Moravy a jiznich Cech. D4
se tedy usuzovat, Ze je CLRV na bezu rozsifen po celé Ceské republice. Jedn4 se o velky
podil pozitivnich vzorkl. Viry rodu Carlavirus byly detekovdny pomoci univerzalnich
degenerovanych primerd, neni tedy mozné urcit konkrétni druh virG. BIScV nabezu
nezpisoboval zadné viditelné symptomy (Kalinowska a kol., 2013), zatimco listy vétSiny
bezl, u kterych byly detekovany pouze viry rodu Carlavirus, byly postizeny chlorotickou
mozaiku. Je ale mozné, Ze tyto bezy byly infikovény i jinym virem, ktery nebyl testovén.
Viry rodu Carlavirus ptasobi synergicky s jinymi viry (van Lent akol.,, 1980). Bezy
infikované smésnou infekci carlaviri a CLRV byly podle ptedpokladu vSechny

symptomatické.

Ve stfedni Evropé byl TBRV detekovan na bezu ¢erném v Némecku a v Polsku (Rymelska
akol.,, 2013; Schimanski, 1991). V Ceské republice byla piitomnost TBRV zjisténa
u vinné révy (Vitis vinifera L.), maliniku (Rubus idaeus 1L.) ajahodniku velkoplodého
(Fragaria x ananassa Duch.) (HonetSlegrova a §pak, 1995; Kominek, 2008; §pak a kol.,
1997). Ve vSech vySe zminénych piipadech byl TBRV detekovan jen u nckolika rostlin
z vétStho mnoZstvi testovanych. V rdmci této prace ale nebyl nalezen Zadny vzorek

pozitivni pro TBRV.

SLRSV byl v Ceské republice detekovan na maliniku (Rubus idaeus L.), ostruZiniku
(Rubus spp. L.), jahodniku velkoplodém (Fragaria x ananassa Duch.) a na tfeSni (Prunus
avium L.) (HonetSlegrova a Spak, 1995; Kumari, 2009; Spak a kol., 1997). Piipady infekce
SLRSV na bezu ¢erném jsou znamy v Severni Americe (EPPO, 2008; Tzanetakis a kol.,

2006), v kontinentdlni Evropé ale zatim Zadna infekce timto virem na bezu nebyla
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zaznamendna. Podle ofekdvani ani v ramci této priace nebyl SLRSV ve vzorcich bezu

Cerného z CR detekovan.

Z&dny ze vzork®, u kterych nebyl detekovdn Z4dny virus, nevykazoval Z4dné piiznaky

typické pro virové infekce. D4 se tedy predpoklddat, Ze nejsou infikovany zadnym virem.
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7 ZAVER
V ramci této bakalaiské prace byly testovany vzorky z 39 rostlin bezu ¢erného (Sambucus
nigra subsp. nigra) ajeden vzorek zbezu chebdi (Sambucus ebulus) na pritomnost
nékterych RNA viri.. Vzorky pochézely z nékolika lokalit natzemi Ceské republiky.
Ve vzorcich byla prokdzana piitomnost virtt Cherry leaf roll virus, viri z rodu Carlavirus,
které jiz dale nebyly urCovany do druhii, a Arabis mosaic virus. Virem Cherry leaf roll
virus bylo infikovdno 30 % testovanych rostlin a viry rodu Carlavirus 52,5 % testovanych
rostlin. Arabis mosaic virus byl detekovian pouze v jednom vzorku (odpovidd 2,5 %
testovanych rostlin). Déle byly testovany viry Apple mosaic virus, Tomato black ring virus

a Strawberry latent ringspot virus, Zadny z nich ale nebyl detekovan.
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