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SOUHRN

Tato bakalaiska prace se zabyva RNA viry napadajici bez ¢erny (Sambucus nigra L.)
V kulturnim a planém patosystému. Konkrétné se zaméfuje na Cherry leaf roll virus, Elderberry

carlavirus A, -B, -C, -D, -E, Elderberry aureus virus 1 a Rhabdovirus.

Teoreticka ¢ast obecné charakterizuje rod Sambucus, zamétuje se na bez erny, jeho vyuziti
a produkci v Ceské republice a ve svété. Déle se zabyva bakteridlnimi a houbovymi patogeny
a Skudci nalezenymi v bezu. Charakterizuje celedi RNA virG napadajici bez cerny —
Betaflexiviridae, Bromoviridae, Secoviridae, Tombusviridae a Virgaviridae a charakterizuje

konkrétni virové druhy napadajici bez.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na detekci Cherry leaf roll virus, Elderberry carlavirus A, -B,
-C, -D, -E, Elderberry aureus virus 1 a Rhabdovirus v 85 vzorcich listi bezu ¢erného
odebranych v produkéni vysadbé a jejim bezprostiednim okoli. 54 vzorkti pochazelo
z produk¢ni vysadby a 31 vzorkt z plané rostoucich ket bezu ¢erného. Na lokalité byly
detekovany 3 viry, a to Cherry leaf roll virus v 17 vzorcich, Elderberry aureus virus 1 ve 14
vzorcich a Rhabdovirus v jednom vzorku. Karlaviry v bezu nebyly detekovany. U Cherry leaf
roll virus a Elderberry aureu virus 1 pochazela vétSina infikovanych ket z planych ket

rostoucich v bezprostiednim okoli.



SUMMARY

This bachelor thesis is about RNA viruses that infect black elderberry (Sambucus nigra L.) in
cultural and wild pathosystem. Specifically, it focuses on Cherry leaf roll virus, Elderberry

carlavirus A, -B, -C, -D, -E, Elderberry aureus virus 1 and Rhabdovirus.

The theoretical part generally characterizes the genus of Sambucus, it focuses on black
elderberry, its use and production in the Czech Republic and in the world. It also describes
bacterial and fungal pathogens and pests found in elderberry. It characterizes the family of RNA
viruses infecting black elderberry — Betaflexiviridae, Bromoviridae, Secoviridae,
Tombusviridae and Virgaviridae. And it characterizes specific viral species infecting
elderberry.

The experimental part is focused on detection of Cherry leaf roll virus, Elderberry carlavirus
A, -B, -C, -D, -E, Elderberry aureus virus 1 and Rhabdovirus in 85 samples of elderberry. The
samples were collected from elder plants from orchard and from wild elder plants near the
orchard. 54 samples came from the orchard and 31 samples from wild elderberry bushes near
the orchard. Three species of viruses were detected at the site, namely Cherry leaf roll virus in
17 samples, Elderberry aureus virus 1 in 14 samples, Rhabdovirus in one sample. Elderberry
carlaviruses was not detected. For Cherry leaf roll virus and Elderberry aureus virus 1 most of

the infected specimens came from wild bushes growing around the orchard.
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1 UvVOD

Bez ¢erny (Sambucus nigra L.) je vyznamnym zastupcem rodu Sambucus. Vyskytuje se po celé
Evropé a na nékterych mistech Asie. V poslednich letech komer¢ni produkce bezu zacina
stoupat, jelikoz bez nachdzi velké vyuziti ve farmaceutickém a potravinarském primyslu diky
zna¢nému obsahu vitaminti a dalSich prospésnych latek. Je proto dilezité se zamétit na vyzkum
patogent, které by mohly ohrozit vynosy této rostliny v produkéni vysadbé a v ptipadé detekce
patogenu zabranit jejich dal§imu Sifeni. V soucasnosti je vyzkum nejvice zaméfen na detekci
virovych patogenti. Viry mohou zpisobovat chlordzy, nekrézy na listech, zloutnuti listd,

nerovnomérny vyvoj plodt, vyvojové malformace a prosychani celé rostliny.



CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe na téma: Viry bezu ¢erného (Sambucus nigra L.).

Odbér vzorka bezu ¢erného (Sambucus nigra L.) v produk¢ni vysadbé a z keiti bezu
¢erné¢ho rostoucich v jejim okoli.

Izolace RNA a detekce komplexu viri pomoci RT-PCR.

Porovnani spektra virovych druhti vyskytujicich v produkéni vysadbé a v plané
rostoucich rostlindch bezu Cerného. Stanoveni interakci mezi kulturnim a pfirodnim

patosystémem.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Rod Sambucus

Zastupci rodu Sambucus jsou nejcastéji opadavé kete, nizké stromy nebo vzacné také byliny
s bohatym mélkym kofenovym systémem rozlozenym do §itky nebo podzemnimi vybézky.
Kete obvykle dosahuji vySky 5 metrti, stromy maji vysku az 10 metrd. Vyznacuji se tlustymi
vétvemi s bilou nebo nazloutlou dieni a velkymi lenticelami. Listy jsou vstficné, lichozpetené,
listky pilovité. Kvéty maji Zlutavé bilou barvu s kratkym trubkovitym kalichem 1 korunou.
Z koruny vy¢nivaji ty¢inky s fialovymi nebo zlutymi prasniky. Kvétenstvim je plochy vrcholik
nebo vrcholi¢natd lata. Plody jsou ¢erné nebo Cervené zbarvené duznaté peckovice zpravidla
S péti peckami. Rostliny rodu Sambucus se vyskytuji v mirném az subtropickém pasu obou
polokouli kromé stfedni a jizni Afriky a v sou¢asnosti je znamo pies 40 riiznych druhi. V Ceské
republice se pFirozené vyskytuji tii zastupci rodu, a to bez ¢erny (Sambucus nigra L.), bez
Cerveny (Sambucus racemosa L.) a bez chebdi (Sambucus ebulus L.) (Hejny et Slavik, 1997,
Koblizek, 2000).

Taxonomické zatazeni rodu Sambucus znaéné stézuje jeho Siroké geografické rozSifeni
a morfologickd wvariabilita (Applequist, 2015). Diive byl tento rod fazen do celedi
Caprifoliaceae (zimolezovité). Ale bylo zjisténo, ze rod Sambucus tvoii spole¢né s rody
Virbunum, Sinadoxa, Tetradoxa a Adoxa samostatnou monofyletickou skupinu, ktera se
oddélila od zbytku celedi Caprifoliaceae. Rod Sambucus nyni patii do fadu Dipsacales

(Stétkotvaré), Celedi Adoxaceae (pizmovkovité) (Donoghue et al., 2001).

3.1.1 Bez ¢erny (Sambucus nigra L.)

Bez ¢erny (Sambucus nigra L.) je nejcastéji kef, vzacnéji strom. Ma Sedohnédou rozpraskanou
kiru, lichozpetené listy a vejcité listky, které jsou na okrajich pilovité. Mladé listy na vrcholu
vejcovitého pupenu jsou casto poskozovany jarnimi mrazy. Kvétenstvim jsou velmi Siroké
vrcholiky smetanové bilych kvéth. Ty€inky jsou pfiblizné stejné dlouhé jako koruna, prasniky
maji Zlutou barvu. Cnélka je velmi kratka nebo tplné chybi, blizna je tfilalo¢nata. Bez kvete
od kvétna do Cervna. Zralé plody jsou ¢erné peckovice az 6 mm velké. Bez ¢erny je znamy svou
promeénlivosti hlavné ve velikosti a tvaru listd, velikosti kvétenstvi a v barvé kvétt, jenz mohou

byt jak bilé, tak i do zluta zabarvené (Korbelat et Endris, 1968; Hajny et Slavik, 1997).
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Obrazek 1: Plody (bezinky) bezu ¢erného (Sambucus nigra L.) (Pfevzato z Botanicka zahrada

Vystavisté Flora Olomouc, 2018).

Bez &erny je hojné rozifen v Evropé a Malé Asii, Arménii a na Kavkazu. V CR roste kromé
nejvysSich poloh po celém tzemi. Vyhovuje mu vlhka humdézni ptida bohatéd na dusik, idedlni
pH ptdy se pohybuje mezi hodnotami 5,5-6,5. Ackoliv je bez ¢erny odolny proti chladnéjSim
teplotdm, dafi se mu lépe na mistech, kde nehrozi nahlé vykyvy teplot. Vyskytuje se
na pasekach, v lesich, podél komunikaci, zdi a plott, hojné také na sklddkach (Hejny et Slavik,
1997; Horacek, 2007; Byers et al., 2014). V Americe je hojny poddruh bezu ¢erného Sambucus
nigra subsp. canadensis (Applequist, 2015).

3.1.2 Vyuziti bezu ¢erného

Bez Cerny se hojné vyuziva jak v lidovém léCitelstvi, tak i potravinafstvi a ve farmaceutickém
pramyslu. Pouzivaji se hlavné kvéty a plody, ale obcas také klira a kofeny. Kvéty slouzi
k ptipravé napoji. Z plodi se vyrabi marmelady, dzemy, sirupy, likéry, bezinkova vina a také
ruzné extrakty. Plody je rovnéZ mozné vyuZzit jako potravinaiské barvivo napft. k dobarveni vina
(Hajny et Slavik, 1997, Charlebois, 2007). Bez je zdrojem vitamind A, B6 a C. Také obsahuje
vapnik, Zelezo, polyfenoly, antokyanova barviva, steroly a tfisloviny. M4 velky antioxida¢ni
potencidl, diky némuz neutralizuje volné radikély, které mohou byt pro naSe télo Skodlivé

(Charlebois, 2007). Kvéty bezu pomahaji snizit hore¢ku, maji potopudné a mo¢opudné G¢inky.
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Plody maji mirné projimaci u¢inky. Bez se hojn¢ vyuziva k 1é€b¢ nachlazeni, zacpy, ke snizeni
krevniho tlaku nebo tfeba k 1é¢bé revmatismu (Charlebois, 2007). Latky obsazené v bezu maji
antivirové a antimikrobidlni G¢inky. Maji pozitivni €inek proti viru chiipky, herpes simplex
viru a také proti bakteriim jako napf. proti pivodci chronické gastritidy Helicobacter pylori,
Escherichia coli nebo proti vnitrobunéénému parazitickému prvoku Plasmodium falciparum,
ktery zptusobuje malarii (Porter et Bode, 2017). Dale bylo prokazéano, ze extrakt z plodi bezu
efektivné inhibuje virus infek¢ni bronchitidy u kufat (Chen et al., 2014). Kromé kvéta a plodu
nasla takeé vyuZiti dieil bezu ¢erného, ktera slouzi jako médium pro ptipravu mikroskopickych
preparatd. Listy se ke konzumaci nevyuzivaji, protoze obsahuji alkaloidy (Korbelat et Endris,
1968; Kvétena CR, 2018).

3.1.3 Produkce bezu v CR a ve svété

Mezi nejvyznamnéjsi evropské péstitele bezu ¢erného (Sambucus nigra L.) patii Madarsko,
Rakousko, Némecko, Polsko, Dansko a Slovensko (Kaplan, 2011; Fejer et al., 2015;
Mlynarczik et al., 2018). V USA neni bez ¢erny tak popularni jako v Evropé. Je zde péstovan
poddruh bezu ¢erného Sambucus nigra subsp. canadensis. Nejvétsi plochy s bezem v USA se
nachazi v Oregonu (Finn et al., 2008; Cernusca et al., 2011). V Evropé je pro produkci péstovan
bez Cerny (Sambucus nigra L.), nejcasté€ji kultivar 'Haschberg', ktery slouzi ptedevsim
Kk produkci $tav z ploda (Veberic et al., 2009). Nejvétsi vysadby bezu ¢erného se nachazeji
Vv Mad’arsku, kde intenzivni vysadby ptresahuji 1500 ha. Sklizeni se pohybuje okolo 8 000 az
10 000 tun za rok a z ¢asti kon¢i na mistnim trhu, vétSina je vSak exportovana do Némecka.
Velmi vyznamné je péstovani bezu v Rakousku. V roce 2009 sady s bezem ¢ernym zaujimaly
1200 ha. Nejvétsi vysadba se nachézela ve spolkové zemi Styrsko (Kaplan, 2011). Sklizen bezu
v Rakousku ¢inila v roce 2017 asi 8 900 tun (Statistik Austria, 2017). V Némecku byl bez ¢erny
v roce 2017 péstovan na 596 ha. Nejvétsi plochou disponuje spolkova republika Poryni-Falc,
kde vysadby bezu ¢erného presahuji 160 ha. Sklizen pfesahuje 1900 tun ploda a asi 33 tun kvéth
(Statistisches Bundesamt Destatis, 2018). V Polsku se zacal bez péstovat pomérné nedavno.
Nejvétsi vysadba se nachazi na severu Polska, kde je vysazeno asi 150 ha. Bezinky jsou
vyvdzeny v mrazeném stavu piedev§im do Velké Britdnie a Némecka (Kaplan, 2011).
Na Slovensku mezi lety 2005 a 2012 se zvétsila plocha osazena bezem ¢ernym z 18 ha na 77 ha.
Kultivar 'Hashberg' je zde péstovan na 75 ha, coz predstavuje 97 % celkové plochy. Zbylé 3 %
(asi 2 ha) vysadby ploch tvofi kultivary 'Bohatka', 'Dana' a 'Sampo' a ostatni minoritni odridy

(Fejer et al., 2015). V roce 2010 se v Ceské republice za¢al bez &erny péstovat na 9 ha nedaleko



mésta Hustopeée. O rok pozdgji byla zaloZena mensi vysadba u Znojma. Bez se v CR vyuziva
predevsim na vyrobu $tav a nealkoholickych napoji v kombinaci s hroznovou §tavou (Kaplan,
2011). Ministerstvo zem&délstvi Ceské republiky uvadi udaje spojené s bezem &ernym pouze
dohromady s udaji o lisce obecné, jetabu obecném a Cerném, ofe$aku vlasském, mandloni,
kdouloni podlouhlou, kaStanovnikem jedlym a borGvkou. K ¢ervnu 2017 ¢inila plocha
plodnych ovocnych produkénich sadi vyse uvedenych druh vcetné bezu ¢erného 27 ha
a plocha mladych ovocnych sadii 1 ha (Buchtovéa, 2017). K ¢ervnu roku 2018 se plocha
plodnych ovocnych produkénich sadti vySe uvedenych druhi zmensila na 25 ha a plocha

mladych ovocnych sadt se zvétsila na 5 ha (Buchtova, 2018).

3.2 Patogeny a Skiidci bezu ¢erného

Ackoliv je bez pomérné odolny vici patogenim a $kidciim, existuje mnoho druht, které mohou
bez napadat. Patogeny 1 Skiidci Casto snizuji vitalitu rostlin a negativné ovliviiuji produkei.
Ochrana rostlin se zaméfuje predevSim na preventivni opatieni, které¢ redukuji podminky
pro vyskyt sktidcii a patogenti. Mezi né patii vybér vhodné lokality a zaopatieni spravné vyzivy
pro rostlinu. Dulezité je také odstranéni zdroji infekce likvidaci napadenych rostlin.
Opomenuta by neméla byt také biologickd ochrana jako napiiklad podpora ptirozenych
antagonisti Skudct nebo vyuziti feromonti. Vhodné je také zvazit pouziti pesticidu, jejichz
uc¢innost na bezu jeSté¢ neni uplné otestovana, jelikoz se ji zabyvalo jen velmi malo studii

(Hluchy et al., 1997; Byers et al., 2014).

3.2.1 Bakteridlni patogeny

Rostlinné bakterie mohou byt jak Skodlivé, tak piinosné pro rostlinu samotnou. Bakterie se
do rostliny mohou dostat prostiednictvim stomat, hydatod, lenticel nebo ptes poranéni (Vidaver
et Lambrecht, 2004). V Missouri byla zna¢né¢ poskozena troda bezu kvuli bakterii
Pseudomonas viridiflava, ktera zpisobuje skvrnitost listd. Tato bakterie byla mimo USA
nalezena také ve gpanélsku, ale ne na rostlinach bezu (Gonzalez et al., 2003; Byers et al., 2014).
Ve vzorcich bezu ¢erného v Idahu byly objeveny bakterie rodu Xanthomonas vyvolavajici
hné&dé nekrotické 1éze na listech, které byly sdruzené k sobé a zabiraly 2-3 cm? listové plochy.

VEtsi a starsi nekrotické oblasti ohrani¢oval Zluty okraj (Mohan et Bijman, 2000).



Fytoplazmy

Fytoplazmy jsou velkou skupinou fytopatogennich bakterii zpisobujici nemoci, které diive
byly povazovany za virova onemocnéni (Doy et al., 1967). Fytoplazmy lze pozorovat
elektronovym mikroskopem v sitkovicich rostlin. Vektory jsou zastupci hmyzu jako napf.
mery, kiisy nebo plostice (Navratil et Fialova, 2008). Filippin et al., (2008) zjistili, Ze
Vv rostlinach bezu, které vykazovaly typické ptiznaky onemocnéni zptisobeného fytoplazmou
jako svinutka, Zloutnuti ¢i zacervenani, byla pfitomna fytoplazma ze skupiny 16SrXII-A
Vv soucasnosti oznacovana jako Candidatus Phytoplasma solani a fytoplazma ze skupiny
16SrXII-E oznacovana Candidatus Phytoplasma fragariae. Tyto fytoplazmy se bézn¢ vyskytuji
na skoro celém uzemi Evropy, Chile, Asie (EPPO, 2018a).

3.2.3 Houbové patogeny

Houby patfi mezi velmi obsahlou heterogenni skupinu jednoduse utvafenych eukaryot.
Patogenni houby mohou napadat rizné ¢asti rostlin a zpiisobuji lokalni poskozeni, které mohou
ve vetsi mife zapfiCinit odumieni i celé rostliny (Kidela et al., 1989). Z houbovych onemocnéni
byla vbezu ¢erném detekovana vieckovytrusna houba Colletotrichum acutatum z Celedi
Glomerellaceae. Tento patogen se vyskytuje bézné¢ v Evropé, Australii, ale také v Kanadé
a USA. Onemocnéni se projevuje skvrnami na listech a $ifi se velmi rychle. Ochrana proti
jejimu Sifeni byla zatim zkoumana pouze na jahodach a doporucuje se rostliny oSettit smési
dichlofluanidu a captan-benomylu (EPPO, 2018b). Dalsi nemoci je rez bezu zpisobena druhem
Puccinia bolleyana. Jedna se o stopkovytrusnou houbu z ¢eledi Pucciniaceae, jez mize
zpusobit velké ekonomické Skody. U méné rozsifenych infekei se doporucuje napadané casti
rostliny vyfiznout a zni¢it (Byers et al., 2014). Dal$im patogenem je vieckovytrusna houba
Ramularia sambucina, ktera napada listy bezu a podle v§eho vsak neovliviiuje produkci kvéth
a plodii. Tato houba byla detekovéana v rostlinach bezu rostoucich v Italii v okoli feky Nera
(Borcean et David, 2017). V Ceské republice byla na rostlinach bezu detekovana skvrnaticka

bezova (Cercospora depazeoides) (Kolasinova, 2014).

3.2.4 Skiidci bezu

V Ceské republice byla na bezu nalezena msice bezova (Aphis sambuci) (Kolasinova, 2014).
Rostliny bezu také poskozuji vinovnici rodu Phyllocoptes, coz jsou mikroskopicti roztoci.

Zplsobuji zvrasnéni listh a mizou vazné poskodit mladé ovoce. VInovnici piezimuji



pod Supinami pupenti bezu. V soucasné dobé neni zndmo preventivni opatieni proti tomuto
Skudci. Vyznamny Skidce je brouk druhu Popillia japonica. Tito brouci se Zivi mimo jiné i listy
a kvéty bezu a mohou zpusobit rozsahlé ekonomické Skody, avSak na bezu se vyskytuji
sporadicky. Dal$im sktidcem je brouk Desmocerus palliatus, ktery své larvy klade do stonk
a kofend, ¢imz mize zpusobit jejich slabost ¢i lamani. Larvy motyla Tenthredo grandis mohou
zpusobit defoliaci nebo ptimo poskodit kvéty. Mezi vazné sktidce bezu patii také Drosophila
suzukii. Dospé€lé samice kladou vaji¢ka pifimo do plodt bezu. Vylihnuté larvy se pak zivi
bezinkami a plody tak ztraci na kvalité. Preventivni opatieni proti tomuto $kudci zahrnuji
odstranéni napadenych ¢asti rostliny, okamzité zmrazeni ovoce po sklizni a chemickou ochranu
(Byersetal., 2014). Ve volné rostoucim porostu poddruhu bezu ¢erného Sambucus nigra subsp.
canadensis v USA byly detekovany tii druhy skudct z ¢eledi knéznicovitych (Pentatomiadae)
a to Chinavia hilaris, Euschistus servus, Euschistus tristigmus. Tito Sktdci poté, co byli
nalezeni na bezu, napadali také bavinik a podzemnici olejnou na blizkych polich (Tillman
et Cottrell, 2016). Vyznamnymi $kddci bezu jsou i ptaci pozirajici plody. Zpusobuji skody
piredevsim na menSich vysadbach, ve vétSich sadech ztraty obvykle nejsou tak znatelné. Bez je

velmi Casto vysazovan podél sadll s jinym ovocem, aby ptaky odladkal (Way, 1981).

3.3 Viry infikujici bez

V soucasné dobé bylo zjisténo, Ze bez infikuji zastupci 5 ¢eledi RNA virti, a to Betaflexiviridae,

Bromoviridae, Secoviridae, Tombusviridae a Virgaviridae.

3.3.1 Celed Betaflexiviridae

Celed’ Betaflefiviradae se vyznaduje vldknitymi viriony s helikdlni symetrii, které maji
VvV priméru 12-13 nm a 600-1000 nm na délku. Genom ma délku 5,9 az 9 kb a je tvofen
pozitivné orientovanou sSRNA. Genom je na svém 3° konci polyadenylovéan a u nékterych roda
ma na 5° konci Gepicku. Celed Betaflexiviridae zahrnuje celkem 11 rodt — Capillovirus,
Carlavirus, Chordovirus, Citrivirus, Divavirus, Foveavirus, Tepovirus, Prunevirus,
Robigovirus, Trichovirus, Vitivirus. Bez ¢erny je infikovan pouze zastupci rodu Carlavirus
(ViralZone, 2019; ICTV, 2019).

RdRp [7GB1 |  [168d RBR ity 3
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Obrazek 2: Genom rodu Carlavirus (Pievzato z ViralZone, 2019).



V Nizozemsku byl v bezu nalezen virus identifikovany jako zastupce rodu Carlavirus o délce
678 nm a 12 nm v priméru, jehoz pifenaseCem byla msice Myzus persicae. Virus byl
pojmenovan Elderberry virus A (Van Lent et al., 1980). Virus podobny Elderberry virus A byl
o par let pozdéji detekovan také v byvalé Jugoslavii (Mili¢i¢ et al., 1987). Dale byly v bezu
cerném detekovany dva druhy rodu Carlavirus pojmenované Elderberry carlavirus 145
(EBCV145) a Elderberry carlavirus 153 (EBCV153). Nukleotidové sekvence téchto dvou virti
byly z vice nez 50 % identické. EBCV153 byl dle nukleotidové sekvence vice podobny jinym
karlavirim nez EBCV 145 (Keller et al., 2015). Dal$imi zastupci rodu Carlavirus nalezenymi
v bezu byli Elderberry virus A, -B, -C, -D, -E (EIVA-E). Rostliny bezu vykazovaly ptfiznaky
jako mozaika, Zloutnuti a malformace listti nebo zakrslost (Ho et al., 2016). Bez Cerny také
infikuje Blueberry scorch virus (BIScV) (Kalinowska et al., 2013). Tento virus nejcastéji
napada brusnici chocholi¢natou (Vaccinium corymsbosum L.), zaznamenan byl vyskyt také
u klikvy velkoplodé (Vaccinium macrocarpon L.) (Bristow et al., 2000; Wegener et al., 2004;
Lowery et al., 2005). BIScV se projevuje mozaikami na listech, chlor6zami a nekrézami
rostlinnych ¢asti, kdy u brusnice chocholicnaté vazné snizuje produkci az o jednu tietinu.
Bluberry scorch virus se pienasi msicemi rodu Fimbriaphis. Virus byl zaznamenan nejvice
v Severni Americe, nékolik vyskytd bylo zaznamenano také v Italii a Nizozemsku (Bristow
et al., 2000; Ciuffo et al., 2005; EPPO, 2019a). V bezu ¢erném (Sambucus nigra L.) byl

Blueberry scorch virus detekovan v Polsku v roce 2013 (Kalinowska et al., 2013).

3.3.2 Celed’ Bromoviridae

Celed” Bromoviridae ma neobalené viriony ikosahedrické symetrie. Velikost viriond se
pohybuje kolem 26 az 35 nm. Jedna se o viry s pozitivné orientovanou ssRNA. Celed’ ma
segmentovany, tripartitni genom skladajici se z RNAL, RNA2 a RNAS3, kdy kazdy ze segmentt
ma na svém 3° konci t-RNA podobnou strukturu a na 5 konci ¢epicku. Velikost genomu je
8 kb (ViralZone, 2019; ICTV, 2019). Celed Bromoviridae zahrnuje celkem 6 rodi —
Alfamovirus, Anulavirus, Bromovirus, Cucumovirus, llarvirus a Oleavirus. Bez cerny je
infikovan zastupci dvou rodi. Rodem Cucumovirus (Cucumber mosaic virus) a rodem

Bromovirus (Sambucus virus S) (Uyemoto et al., 1971, Safatova et al., 2017; ViralZone, 2019).



RNA-1 (3.2kb) P RNA-3 (2.1kb)
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Obrazek 3: Genom rodu Bromovirus. (Pfevzato z ViralZone, 2019).

Cucumber mosaic virus (CMV)

Cucumber mosaic virus ma Siroky okruh hostiteli mezi které patii vigna ¢inska (Vigna
unguiculata L.), tykev muskatova (Cucurbita moschata L.) ¢i okurka seta (Cucurmis
sativus L.). Virdza se projevuje nekrotickymi 1ézemi, mozaikou ¢i hnédymi skvrnami na listech
(Description of Plant Viruses, 2019). Virus je rozsiten téméf po celém svété (EPPO, 2019b).
CMV byl poprveé detekovan v rostlinach bezu pochazejicich ze Spojenych statli a ze Spojeného
kralovstvi (Uyemoto et al., 1971).

Sambucus virus S (SVS)
Sambucus virus S byl nedavno objeven v Ceské republice v rostlindch bezu &erného. Rostliny
vykazovaly ptiznaky jako zloutnuti, zakrnélost listii, redukovany a nerovnomérny vyvoj plodii,

avsak tyto pfiznaky zatim nemohou byt asociovany s piitomnosti SVS (Safafova et al., 2017).

3.3.3  Celed’ Secoviridae

Pro ¢eled’ jsou charakteristické neobalené viriony o velikosti 25-30 nm ikosahedrické symetrie.
Genom je obvykle segmentovany a sklada se z jednoho nebo ze dvou pozitivné orientovanych
linearnich vlaken ssRNA. Jedna se o molekuly RNA-1 o velikosti 6-8 kb a RNA-2 o velikosti
4-7 kb. Vétsina zastupct této Celedi jsou vyznamnymi rostlinnymi patogeny (ICTV, 2019;
ViralZone, 2019). Celed” Secoviridae zahrnuje 8 rodéi — Cheravirus, Comovirus, Fabavirus,
Nepovirus, Sadwavirus, Sequivirus, Torradovirus a Waikavirus. Zastupci infikujici bez se
nachazeji ve dvou rodech, a to v rodu Nepovirus (Cherry leaf roll virus, Tomato black ring
virus, Tomato ringspot virus, Arabis mosaic virus) a v rodu Cheravirus (Cherry rasp leaf roll
virus a Strawberry latent ringspot virus) (Cadman, 1960; Lister, 1964; Uyemoto, 1970; Mili¢i¢
et al., 1987; Pospieszny et al., 2004; Mishchenko et al., 2016; Villamor et Eastwell, 2016;
ViralZone, 2019).
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@ P1A| Hel VPg| Pro | POL | "
RNA-2 (3.9kb)
Grg P2A| MP | CP | AR 3"

Obrazek 4: Genom ¢eledi Secoviridae (Prevzato z ViralZone, 2019).

Cherry leaf roll virus (CLRV)

Cherry leaf roll virus napada kromé bezu dalsi rostlinné druhy, jako jsou ofeSak kralovsky
(Juglans regia L.), tfesen ptaci (Prunus avium L.) nebo biiza bélokora (Betula pendula L.)
(Rebenstorf et al., 2006). Ptiznaky onemocnéni se druh od druhu odlisuji. Zptisobuje naptiklad
chlorotické skvrny na listech, svinutku listd nebo je infekce bezptiznakova (ICTV, 2019).
Cherry leaf roll virus byl detekovan v Severni i Jizni Americe, Evropé, Asii a Australii (EPPO,
2019c¢). Konkrétné na bezu infikovanym CLRV bylo pozorovano vyrazné zluté mramorovani
predev$im mladych listd. Cherry leaf roll virus byl v bezu poprvé detekovan v roce 1968
v byvalé Jugoslavii. Dale byl CLRV v bezu zaznamenan v Ceské republice, Némecku,
Madarsku a Polsku (Rebenstorf et al., 2006; Berniak, 2016; Safafova et al., 2018). U bezu
¢erného Ize CLRV pienést mechanickou inokulaci (Plavsi¢-Banjac et Milic¢i¢, 1968; Milici¢ et
al., 1987).

Arabis mosaic virus (ArMV)

Arabis mosaic virus ma mnoho hostiteli mezi které patii réva vinna (Vitis vinifera L.), revenl
kadetava (Rheum rhabarbarum L.) nebo ostruzinik malinik (Rubus idaeus L.). Zpisobuje
chlorotické skvrny, mozaiky ¢i nekrozy (Abelleira et al., 2010; Komorowska et al., 2018;
ICTV, 2019). Virus je pfenasen pomoci had’atek rodu Xiphinema nebo semeny. Dale miize byt
ptrenasen mechanickou inokulaci nebo roubovanim (Jha et Posnette, 1961). Vyskyt ArMV byl
zaznamenan predev§im v Evropé, ale také na nékterych mistech v Severni a Jizni Americe,
Africe, Asii a Oceanii (EPPO, 2019d). Na bezu byl vyskyt ArMV zaznamenan ve Skotsku, kde

rostliny vykazovaly ptiznaky jako Zloutnuti Zilnatiny a krouzkovitost (Cadman, 1960).

Tomato black ring virus (TBRV)

Tomato black ring virus ma rovnéz Siroky okruh hostitelti jako naptiklad lilek rajée (Solanum
lycopersicum L.), fepu obecnou (Beta vulgaris L.), fazol obecny (Phaesolus vulgaris L.). Mezi
nejCastejsi priznaky se fadi nekrozy, listové malformace, zIuté zilkovani, chlor6zy. TBRV se

prenasi semenem, pylem, vektorem jsou had’atka rodu Longidorus nebo mechanickou inokulaci
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¢i roubovanim (ICTV, 2019). Virus byl zaznamenan na uzemi Evropy, Indie, Turecka
a Japonska (EPPO, 2019e). Tomato black ring virus byl v populaci bezu ¢erného poprvé
detekovéan v roce 2004 v Polsku. Infekce zptisobend TBRV se projevovala blednutim Zilnatiny,
chlorotickymi skvrnami a také opozdénym vyvojem listt. TBRV byl z bezu pienesen

mechanickou inokulaci také na Chenopodium quinoa L. (Pospieszny et al., 2004).

Tomato ringspot virus (TmRSV)

Tomato ringspot virus bézné€ napada pelargonii paskatou (Pelargonium hortorum L.), broskvon
obecnou (Prunus persica L.) nebo ostruzinik malinik (Rubus idaeus L.). Na rostlinach
infikovanych TmRSV lze pozorovat tfadu pfiznakd jako napiiklad Zzloutnuti Zzilnatiny,
krouzkovitost, mozaiku ¢i chlorézu na listech. TmRSV se pfenasi had’atky rodu Xiphinema,
pylem, semeny a mechanickou inokulaci. Virus se vyskytuje pfedev§im v Severni Americe, ale
byl také detekovan na izemi Jizni Ameriky, Evropy, Asie, Egypta, Toga a Nového Z¢landu.
(EPPO, 2019f; ICTV, 2019). TmRSV byl poprvé detekovan na bezu ve Spojenych Statech
ve staté New York. Bez infikovany TmMRSV se projevoval chlor6zou na listech, svétle zelenymi
nebo tmavé zelenymi skvrnami, krouzkovitosti. U bezu byl potvrzen pienos TmRSV semeny

(Uyeomoto, 1970; Uyemoto et al., 1971).

Cherry rasp leaf roll virus (CRLV)

Cherry rasp leaf roll virus se vyskytuje na broskvoni obecné (Prunus perscica L.), tfeSni ptac¢i
(Prunus avium L.) nebo na jabloni domaci (Malus domestica L.). U tfes$ni a broskvoni se virus
projevuje vyrustky na spodni strané listl, u jabloni je typickym ptiznakem svinutka lista
a zplosténi plodi. CRLV se pienasi had’atky (Nematoda). Vyskyt byl zaznamenam v Severni
Americe a Cing (EPPO, 2019g). CRLV byl poprvé detekovan v rostlinach bezu pochazejicich
ze Spojenych stati. Na bezu se CRLV projevoval ptiznaky mozaiky, krouZkovitosti a deformaci

lista (Villamor et Eastwell, 2016).

Strawberry latent ringspot virus (SLRV)

Strawberry latent ringspot virus byl detekovan u jahodniku zahradniho (Fragaria ananassa
L.), ostruziniku maliniku (Rubus idaeus L.) nebo u rybizu cerného (Ribes nigrum L.).
Infikovana rostlina obvykle nevykazuje Zadné ptiznaky, ale mohou se objevit drobné skvrnky
na listech. Pfenase¢em onemocnéni je Xiphinema diversicaudatum. Virus je rozsifen v Evropé,
Severni Americe, Egypté, Indii, Libanonu, Taiwanu a na Novém Z¢landu. Na bezu byl SLRV
detekovan v Anglii. Infikované rostliny bezu se projevovaly Zloutnutim zilnatiny (Lister, 1964;
EPPO, 2019h).
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3.3.4 Celed Tombusviridae

Pro ¢eled Tombusviridae jsou typické neobalené viriony s ikosahedrickou symetrii o velikosti
28-34 nm. Genom je tvoien jedinou linearni pozitivné orientovanou molekulou ssSRNA a ma
velikost 3,7—4,8 kb. Vyjimku tvoti rod Dianthovirus, jehoz genom se sklada ze dvou molekul
RNA. Celed’ zahrnuje celkem 16 rodi — Alphacarmovirus, Alphanecrovirus, Aureusvirus,
Avenavirus, Betacarmovirus, Dianthovirus, Gallantivirus, Gammacarmovirus, Macanavirus,
Machlomovirus, Panicovirus, Pelarspovirus, Tombusvirus, Umbravirus a Zeavirus. Bez ¢erny
(Sambucus nigra L.) je infikovan Elderberry latent virus z rodu Pelarspovirus, Tomato bushy
stunt virus z rodu Tombusvirus, Tobacco necrosis virus z rodu Betanecrovirus a Elderberry
aureus virus 1 z rodu Aureusvirus (Uyemoto et al., 1971; Jones, 1972; Polak et al., 1990;
Safafova et al., 2018; ICTV, 2019; ViralZone, 2019).

6 I ORF1 Genomicka RNA 4,4 kb [ ORF2. | [ORF4|

OH 3
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Obrazek 5: Genom rodu Aureusvirus. (Ptevzato z ViralZone, 2019).

Tomato bushy stunt virus (TBSV)

Tomato bushy stunt virus napada lilek rajce (Solanum lycopersicum L.) nebo lociku setou
(Lactuca sativa L.). Virus se projevuje chlor6zami, nekrozami, Zloutnutim listd a typickym
zhoustnutim porostu. TBSV se pfenasi semeny a pylem. Vyskyt viru byl zaznamenan v Kanadé,
Jizni Americe, Maroku, stfedni Evropg, Italii, Spanélsku a Spojeném Kralovstvi. Na bezu
gerném byl TBSV poprvé detekovan v Ceské republice a projevoval se skvrnami na listech
a blednutim zilnatiny (Polak et al., 1990; Cuadrado et al., 1994; Liu et al., 1999; Nawaz et al.,
2014; EPPO, 2019i).

Tobacco necrosis virus (TNV)

Tobacco necrosis virus se déli na dva sérotypy — sérotyp A skladajici se z kmeni A, B, C, S a
sérotyp D skladajici se zkment D a E. Typickymi hostiteli TNV jsou tabak virginsky
(Nicotiana tabacum L.), locika seta (Lactuca sativa L.) a okurka seta (Cucumis sativus L.).
Castym projevem TNV jsou ¢ervenohnddé nekrotické 1éze na listech, které po Gase vytvoii
celou sit’ podél Zilnatiny (Babos et Kassanis, 1963; ICTV, 2019). Pfenos Tobacco mosaic virus
je mozny zoosporami houbového obligatniho parazita Olpidium brassicae (Kassanis et
MacFarlane, 1965). Tobacco necrosis virus byl v bezu pravdépodobné poprvé detekovan v roce
1971 v New Yorku (Uyemoto et al., 1971).
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Elderberry latent virus (ELV)

ELV byl na bezu detekovan v roce 1972 ve Spojenych statech. Zatim jedinym ptirozenym
hostitelem Elderberry latent virus je bez, avsak mechanickou inokulaci byl ELV pfenesen
napiiklad na merlik ¢ilsky (Chenopodium quinoa L.), okurku setou (Cucumis sativus L.) nebo
na fepu (Beta vulgaris L.). Na merliku ¢ilském ELV zpsobil chlordzy na listech, na ostatnich
infikovanych rostlinach byla choroba bezptiznakova. Byl testovan pfenos ELV msSicemi
Macrosiphum euphorbiae a Myzus persicae, ale pienos byl neuspésny (Jones, 1972; Jones et
al., 2000).

Elderberry aureus virus 1 (EIAV1)

V letech 2015-2017 byl v Ceské republice z volné rostoucich rostlin bezu &erného (Sambucus
nigra L.) izolovan Elderberry aureus virus 1. Rostliny vykazovaly mirné ptiznaky virového
onemocnéni jako naptiklad chlorotické mozaiky na listech. V pfitomnosti jeste¢ jiného viru
Vv rostliné byl pozorovan nejednotny vyvoj kvétenstvi nebo hniloba ploda. Avsak tyto ptiznaky

zatim nemohou byt asociovany s EIAV1 (Safafova et al., 2018).

3.3.5 Celed Virgaviridae

Celed’ Virgaviridae ma neobalené viriony helikdlni symetrie a ty&kovitého tvaru. Velikost
virionu je mezi 20 az 25 nm. Zastupci ¢eledi Virgaviridae maji monopartitni genom s pozitivné
orientovanou ssSRNA. Délka genomu se v zavislosti na rodu lisi, konkrétné Tobamovirus ma
genom dlouhy 6,3-6,6 kb. Genom ma na 5° konci ¢epi¢ku a na 3° ma tRNA podobnou strukturu,
ktera miize pFipojovat aminokyseliny histidin, tyrosin nebo valin. Celed’ Virgaviridae zahrnuje
celkem 7 rodt — Furovirus, Hordeivirus, Goravirus, Pecluvirus, Pomovirus, Tobamovirus
a Tobravirus. Bez ¢erny napada Tobacco mosaic virus z ¢eledi Tobamovirus (Mueller, 1967,
ICTV, 2019; ViralZone, 2019).

5@ ] | ORF2 ORF4 1_&53.

M3Ia reolikazova podiednotka [ ORF3

Obrazek 6: Genom rodu Tobamovirus (Pievzato z ViralZone, 2019).

Tobacco mosaic virus (TMV)
Tobacco mosaic virus nejcastéji napada rostliny z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae), mezi které
patii tabak virginsky (Nicotiana tabacum L.) nebo lilek rajce (Solanum lycopersicum L.).

Rostliny napadené TMV vykazuji velkou variaci pfiznakd — svinutku listl, zakrnélost listi,
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mozaiky na listech, nekrdzy. Virus se mize piendset pfi kontaktu napadené Casti rostliny se
zdravou rostlinou, kontaminovanymi nastroji nebo pfes semena (American Phytopatology
Society, 2019). TMV se na bezu projevoval mozaikami a nekrézami na listech a deformaci listd
(Mueller, 1967).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

K analyze bylo pouzito 85 vzorkd listd bezu ¢erného (Sambucus nigra L.) odebrané dne
23.5.2018 ze sadu Agrofrukt a jeho okoli v Hustopecich. Bylo odebrano 54 vzorku z rostlin
rostoucich piimo v sadu (kultivary ‘Bohatka‘ a ‘Dana‘) a 31 vzorki z rostlin planych rostoucich
v okoli sadu. Bylo pouzZito rostlin vykazujicich 1 nevykazujicich pfiznaky onemocnéni.
U rostlin, které vykazovaly ptiznaky, se odebiralo minimalné¢ 5 listd s pfiznaky.
U bezptiznakovych rostlin se odebralo nahodné minimalné 5 listti po obvodu koruny. Listy byly

uchovavany ve -80 °C.

4.2  Seznam pouzitych chemikalii, souprav, roztoki a pristroju

4.2.1 Chemikalie

2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 63700)

70% ethanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20025-U99-M1000-1)

Agarose I (Ambresco, kat. ¢. 97062-250)

BioScript™ reverzni transkriptaza (Bioline, kat. ¢. BIO-27036)
Deionizovana voda

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas, kat. &. SM0241)
GoodView II, Nucleic Acid Stain (SBS Genetech, kat. ¢. HGV-2)
MyTaq Red DNA polymeraza (Bioline, kat. ¢. BIO-21110)
Random hexamer primers (Bioline, kat. ¢. BIO-38028)

4.2.2 Soupravy
NucleoSpin RNA Plant Kit (Macherey-Nagel kat. ¢. 740949.250)

4.2.3 Roztoky
1x TAE pufr (20 ml 50x TAE pufru doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou)

4.2.3 Pristroje

Analytické vahy 44-33 N (Kern)

Centrifuga Biofuge Pico (Heraus)

Dokumentacni systém G:BOX se softwarem GeneSnap (Syngene)
Elektroforeticka komora HU 10 (Scie-Plas)

Homogenizator FastPrep 24 (MP Biomedicals)

16



Laminarni box (PV-100, Telstar)

MikrovInna trouba (Daewoo)

Minicentrufuga Spectrafuge 16M (Labnet)

Mrazici box (Ultra Low MDF-U52V, Sanyo)

NanoDrop 1000 Thermo Scientific Spectrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
Termocykler T100™ (BIO-RAD)

UV transiluminator UV 1-14L (Herolab)

Vortex TTS 2 Yellowline (Maneko)

Vyrobnik ledu (Icematic f100 Compact)

Zdroj stejnosmérného napéti Power Station 300 (Labnet)

4.3 Detekce viru

4.3.1 Izolace celkové RNA

Rostlinna RNA byla izolovana pomoci NucleoSpin RNA kitu od firmy Macherey-Nagel.
K izolaci bylo pouzito 100 mg listu. Listy byly homogenizovany v 700 ul homogeniza¢niho
pufiu RA1 a 7 ul merkaptoetanolu v homogenizatoru FastPrep pii 5,0 M-s™ po dobu 30 s. Lyzat
byl nanesen na ‘NucleoSpin filtr® a centrifugovan 1 min pti 11 000 g. Filtrat byl umistén
bez poskozeni peletu na dné¢ zkumavky do zkumavky nové, bylo k nému ptidano 700 pl
70% etanolu a smes byla vortexovana. Lyzat byl pfenesen na ‘NucleoSpin RNA Plant Column®
a centrifugovan 30 s pii 11 000 g. Kolona byla pfemisténa do nové sbérné zkumavky.
Na kolonu bylo naneseno 350 ul MDB a byla centrifugovana pti 11 000 g po dobu 1 min. DNA
byla degradovana pomoci 95 pl DNase reakéni (10 ul DNAsel a 90 ul DNase reakéniho pufiu)
aplikované ptimo na stied silikditové membrany kolonky a kolona byla inkubovana v pokojové
teploté¢ 15 min. Membréana byla promyta Vv prvnim kroku pfidanim 200 pl RA2 na kolonku
a centrifugovanim 30 s pfi 11 000 g. Kolonka byla umisténa do nové zkumavky. V druhém
kroku byla membrana promyta pifidanim 600 pl RA3 na kolonku a centrifugovanim
30 s pfi 11 000 g. Byl odstranén filtrat a kolonka byla umisténa zpét do sbérné zkumavky.
Ve tretim kroku byla membrana promyta piidanim 250 ul RA3 na kolonku a centrifugovanim
2 min pii 11 000 g. V piipadé¢ potieby byl tieti krok opakovan. Kolonka byla umisténa do nové
‘nuclease-free‘ sbérné zkumavky. RNA Dbyla vymyta v 50 pul °‘RNase-free‘ vody
a centrifugovana 1 min pifi 11 000 g. Koncentrace a cCistota DNA byla zméfena pomoci

spektrofotometru NanoDrop 1000.
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4.3.2 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena spolupracovniky v laboratofi pomoci reverzni
transkriptizy BioScript™ (Bioline, kat. ¢. BIO-27036) a random primeri (Bioline, kat. ¢. BIO-
38028).

433 PCR
Cherry leaf roll virus, Elderberry aureus virus 1, Elderberry carlavirus A, -B, -C, -D, -E

a Rhabdovirus byly detekovany pomoci PCR se specifickymi primery.

Pro PCR reakci byla pouzita MyTaq™ Red Polymerase. Zkumavky byly v priibéhu prace
uchovavany na ledu a prace probihala ve sterilnim podminkach. Nejprve byla do jedné
zkumavky pripravena reakéni smés z reakéniho pufru, deionizované vody, forward a reverse
primert a Taq polymerazy (viz Tabulka 1). Reakéni smés se pipetovala po 18 ul do 0,2ml PCR
zkumavek a do kazdé zkumavky bylo pfidino 2 pl vzorku cDNA. Zkumavky s takto
piipravenou smési byly vlozeny do termocykleru, kde byly nastaveny podminky pro PCR

amplifikaci.

Tabulka 1: Slozeni PCR reak¢ni smési pro jeden vzorek.

Polozka Koncentrace prac.  Kone¢na koncentrace 1 test [ul]
roztoku
Pufr 5x 1x 4
Voda 13,6
F primer 20 pmol-pl? 0,1 umol-1? 0,1
R primer 20 pmol-pl? 0,1 pmol-1? 0,1
Taq polymeraza 5U-ul? 1U 0,2

Detekce viru Cherry leaf roll virus (CLRV)

Detekce CRLYV byla provedena pomoci specifickych primert
CLRVil: 5--GTTAACGAATATCTACTGC-3¢
a CLRVi2: 5*-CAAATATTGCTAAACAACC-3¢ dle Bertolini et al. (2003).

Teplotni profil reakce je znazornén v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Teplotni profil PCR reakce pro detekci CLRV.

Proces Teplota Cas Pocet cyklt
Pocate¢ni denaturace 95 °C 2 min
Denaturace 95 °C 30s
Hybridizace 50 °C 30s 35x
Elongace 72 °C 30s
Konecna elongace 72 °C 5 min

Detekce viru Elderberry aureus virus 1 (EIAV1)

Detekce EIAV1 byla provedena pomoci specifickych primeri
AurlF: 5--“ATCGACTCGTCATCTTGCCC-3¢
a AurlR: 5‘-GTCATAGCGGGACAGAACCC-3¢ dle Safafova et al. (2018). Teplotni profil

reakce je znazornén v Tabulce 3.

Tabulka 3: Teplotni profil reakce pro detekci EIAV1.

Proces Teplota Cas Pocet cyklt
Pocateéni denaturace 95 °C 2 min
Denaturace 95 °C 30s
Hybridizace 55°C 30s 35x
Elongace 72 °C 30s
Koneéna elongace 72 °C 5 min

Detekce vira Elderberry carlavirus A, -B, -C, -D, -E (EIVA-E)

Detekce EIVA-E byla provedena pomoci univerzalnich primera
UnivcarlaF: 5°-GYACIGARWSIGAYTRYGARGC-3¢
a UnivcarlaR: 5°-GCYTCICCISWRWAICKCATDAT-3‘ navrzenych Ho et al. (2013).

Teplotni profil reakce je znazornén v Tabulce 4.

Tabulka 4: Teplotni profil reakce pro detekci EIVA-E.

Proces Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 °C 2 min
Denaturace 95 °C 30s
Hybridizace 53°C 30s 35X
Elongace 72 °C 30s
Konecna elongace 72 °C 5 min
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Detekce viru Rhabdovirus

Detekce Rhadbovirus byla provedena pomoci specifickych primeri EB RhabF a EB RhabR.

Teplotni profil reakce je znazornén v Tabulce 5.

Tabulka 5: Teplotni profil reakce pro detekci Rhabdovirus.

Proces Teplota Cas Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 °C 2 min
Denaturace 95 °C 30s
Hybridizace 55°C 30s 35x
Elongace 72 °C 30s
Konecna elongace 72 °C 5 min

4.3.4 Elektroforeticka separace

PCR produkty byly detekovany pomoci elektroforetické separace v 1,5% agarézovém gelu.
Zasobni roztok 1,5% agardzového gelu byl piipraven rozvafenim 4,5 g agardzy v 300 ml
1x TAE pufru v mikrovinné troub¢. Gel byl uchovavan v lednici. Pro elektroforetickou separaci
bylo 50 ml gelu nalito do kadinky a kratce po vychladnuti bylo pfidano 3 pul GoodView barviva,
sm¢és byla promichana a nalita do pfedem piipravené elektroforetické vanic¢ky s hiebinkem. Gel
se nechal ztuhnout 15 min pfi pokojové teploté a nasledné asi 20 min v lednici. Ztuhnuty gel
byl vlozen do vanicky, vyjmul se z n&j hiebinek a do vanic¢ky byl po rysku nalit 1x TAE pufr.
Do prvni jamky bylo napipetovano 1,5 ul standardu molekulové hmotnosti. Do ostatnich jamek
bylo pipetovano 5 pl PCR produktl. Elektroforetickd komora byla pfipojena ke zdroji, ktery
byl nastaven na 80 V. Elektroforeticka separace probihala asi 40 min. Vysledky separace byly

vizualizovany pomoci UV-transiluminatoru.
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5 VYSLEDKY

Bylo testovano 85 vzorkl listll z rostlin bezu ¢erného Sambucus nigra L. pochazejicich
z Hustopeci ze sadu Agrofrukt a jeho okoli (viz Obrazek 7). 54 vzorki pochazelo ptimo ze sadu,
31 vzorki bylo z okoli sadu. Cilem experimentalni ¢asti byla detekce vybranych RNA vir
infikujici bez ¢erny (Cherry leaf roll virus, Elderberry carlavirus A, -B, -C, -D, -E, Elderberry
aureus virus 1 a Rhabdovirus) v sadu a okoli a zjistit, jestli jsou ve frekvencich vyskytd
jednotlivych virt rozdily mezi produkéni vysadbou a plané€ rostoucimi rostlinami bezu c¢erného.
Souhrnny ptehled vzorku, ve kterych byl detekovan alespon jeden nebo vice vyse uvedenych

RNA viri, véetné jejich mista vyskytu a ptipadnych piiznakt infekce je uveden v Tabulce 6.

Z celkovych 85 vzorkid byl ve 26 vzorcich detekovan alespon jeden virus, coz predstavuje
30,6 % ze vsech testovanych rostlin. 8 nakazenych rostlin se nachazelo v produkénim sadu,
zbylych 18 rostlin byly plan¢ rostouci bezy v bezprostiednim okoli. Z 8 rostlin pochazejicich
z produkéni vysadby, ve kterych byla nalezena virova infekce, vykazovalo 7 rostlin ptiznaky
virové infekce, zbyly jeden vzorek byl bez ptiznakti. Z 18 planych rostlin bezu rostoucich
V bezprostfednim okoli sadu, ve kterych byla detekovana virova infekce, vykazovalo 15
ptiznaky virové infekce a zbylé 3 rostliny byly asymptomatické. Smésna infekce byla ptitomna
u 6 vzorkl, z toho pouze 1 vzorek pochazel ze sadu, ostatni vzorky byly z planych rostlin.
V péti pripadech se jednalo o kombinaci Cherry leaf roll virus a Elderberry aureus virus 1
vyskytujici se pouze v plané rostoucich rostlinach. V jednom ptipadé se jednalo o kombinace

Cherry leaf roll virus a Rhabdovirus, ktera byla zjisténa v produkéni vysadbé.

Obrazek 7: Sad Agrofrukt v Hustopecich a jeho okoli — lokace mista odbéru vzorkl bezu
¢erného Sambucus nigra L. (Zdroj: mapy.cz).

Legenda: zluté ohraniceni — pfesné oznaceni mista odbéru.
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Tabulka 6: Piehled vzorkd bezu ¢erného (Sambucus nigra L.), lokalita jejich vyskytu, ptiznaky

infekce a vysledky detekce Cherry leaf roll virus, Elderberry carlavirus A-E, Elderberry aureus

virus 1 a Rhabdovirus.

Holel (i Priznaky infekce na
Vzorek  vyskytu Y e CLRV EIVA-E EIAV1 Rhabdovirus
! rostliné
rostliny
chlor6za, mozaika,
76 sad blednuti Zilnatiny ¥ i
chlor6za, mozaika,
7 S krouzkovitost i )
chlor6za, mozaika,
8 sad krouzkovitost i
93 sad krouzkovitost + -
111 sad difuzni mozaika + -
112 sad difuzni mozaika + -
113 sad diftzni mozaika + -
124 sad bez ptiznakl - -
. prosycha, mozaika, i
132 okoli sadu bilé okraje listli "
. mozaika,
133 okoli sadu krouZkovitost ¥ )
134 okoli sadu prosycha + -
135  okolisady  CNioroza mozaka, :
krouZkovitost
. mozaika,
136 okoli sadu krouzkovitost
, chloréza, mozaika, i
137 okoli sadu KkrouZkovitost +
. mozaika,
138 okoli sadu krouzkovitost " )
139 okoli sadu bez ptiznaka - -
141 okoli sadu slaba mozaika + -
144 okolisady  MOZAIKY. blednuti :
zilnatiny
151 okoli sadu bez priznaka - -
152 okoli sadu chlor6za, svinutka - -
153 okolisady VS zelenca : :
naSedIé listy
154 okoliisady  PoSYCHd pliznaky -
mykozy
155 okoli sadu  prosycha, malé listy + -
156 okoli sadu difuzni mozaika + -
157  okolisady ~ Oifuzni mozaika, :
svrasklé listy
158 okoli sadu bez ptiznakil - -

Legenda: CLRV — Cherry leaf roll virus, EIVA-E — Elderberry carlavirus A-E, EIAV1 — Elderberry aureus virus

1, + oznaceni pritomnosti viru, - oznaceni nepiitomnosti viru.
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5.1  Cherry leaf roll virus (CLRV)

Ptitomnost CLRYV byla zjisténa ve 20 % testovanych vzorkd, tj. v 17 ketich z 85 kefi.

Z 54 kert pochazejicich z produkéni vysadby bylo 7 keft pozitivnich na CLRV, coz
predstavuje 13 %. VsSechny pozitivné testované rostliny vykazovaly chlorotickou mozaiku,
ptipadné krouzkovitost. V 16 rostlinach vykazujicich stejné nebo podobné ptiznaky vsak virus
nebyl zjistén. Ani v jednom pfipadé¢ nebyl virus detekovan ve vzorcich odebranych
Z bezptiznakovych stromi. Mimo produkéni vysadbu bylo testovano 31 keit. CLRV byl
detekovan v 10 ptiznakovych ketich tj. 32,3 % ptipadi. Témét vSechny pozitivné testované
rostliny vykazovaly pfiznaky jako mozaika nebo krouzkovitost, obcas se objevily také ptiznaky
prosychani a bilych okrajt listii. Opét ani v jednom piipadée nebyl virus detekovan ve vzorcich
odebranych z bezptiznakovych stromid. Smésné infekce byly detekovany u 6 vzorkd, z toho
pouze jeden (vzorek 78) pochédzel ze sadu. Pozitivni vzorek 78 byl soucasné¢ nakazen
rhabdovirem. Vzorky 132, 137, 138, 154 a 155 byly soucasn¢ nakazeny Elderberry aureus

virusl.

Obrazek 8: Detekce Cherry leaf roll virus pomoci RT-PCR se specifickymi primery CLRVil

a CLRVi2 ve vzorcich bezu ¢erného (Sambucus nigra L.).

70 71 72 73 131 132 133 134 135 136 137 138 130 140 141 142

Legenda: M — marker molekulové hmotnosti GeneRuler™ 100 bp DNA ladder, 70-142 —

oznaceni jednotlivych vzorki bezu, Sipka — oznaceni specifického produktu.
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Obrazek 9: Rostliny bezu napadené CLRV s pfiznaky mozaiky, chlorézy a blednuti Zilnatiny
(Foto: Mgr. Dana Safafova, PhD.).

5.2  Elderberry carlavirus A, -B, -C, -D, -E
Elderberry carlavirus A, -B, -C, -D, -E nebyl detekovan jak v produkéni vysadbé, tak ani v plané

rostoucich bezech pochézejicich z bezprosttedniho okoli sadu.

5.3  Elderberry aureus virus 1 (EIAV1)

Pritomnost EIAV1 byla zji§téna ve 16,4 % testovanych vzorkd, tj. v 14 ketich z 85 keti.

Z 54 ket pochazejicich z produkéni vysadby byl pozitivni pouze jeden ket. Tento ket
nevykazoval zadné piiznaky. Mimo produkéni vysadbu bylo testovano 31 keit. EIAV1 byl
detekovan v 13 keftich tj. 41,9 % ptipadl. Celkové 3 pozitivné testované rostliny nevykazovaly
zadné ptiznaky. U zbylych 10 keili bylo zaznamenéno piiznakt jako napt. prosychani, mozaika,
bilé okraje listd, chlordza, krouzkovitost, blednuti zilnatiny, svinutka listd a svétle zelené listy.
Smésné infekce byly pfitomny pétkrat, z toho vzdy u rostlin rostoucich mimo sad. Pozitivni
vzorky 132, 137, 138, 154 a 155 byly sou€asné nakazeny CLRV. VZzdy se jednalo o rostliny

vykazujici ptiznaky.
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M 70 71 72 73 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142

M 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158

—— —

Obrazek 10: Detekce Elderberry aureus viru 1 pomoci RT-PCR se specifickymi primery AurlF

a AurlR ve vzorcich bezu ¢erného Sambucus nigra L.

Legenda: M — marker molekulové hmotnosti GeneRuler™ 100bp DNA ladder, 70-158 —

oznaceni jednotlivych vzorktl bezu, Sipka — oznaceni specifického produktu.

Obrazek 11: Rostlina bezu napadena EIAV1 s piiznaky mozaiky a blednuti zilnatiny (Foto:
Mgr. Dana Safafova, PhD.).
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5.4  Rhabdovirus
Z 85 testovanych vzorkd bezu ¢erného byl pozitivni pouze 1 vzorek. Tento vzorek pochazel
z produkéni vysadby a byly na ném viditelné ptiznaky chlorézy, mozaiky a krouzkovitosti.

Tento vzorek byl soucasné nakazen CLRV.

Obrazek 12: Detekce Rhabdovirus pomoci RT-PCR se specifickymi primery EB RhabF a EB
RhabR ve vzorcich bezu &erného Sambucus nigra L. (Autor: Mgr. Dana Safatova, PhD.).

7475 76 77 T8 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 o1 92
-
ol

93 9495 96 98 99 103 104 105 106 107 B K+

._

Legenda: M — marker molekulové hmotnosti GeneRuler™ 100 bp DNA ladder, 74-107 —
oznaceni jednotlivych vzorka bezu, B — negativni kontrola, K+ — pozitivni kontrola, Sipka —

oznaceni specifického produktu.
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Obrazek 13: Rostlina bezu napadena rhabdovirem a CLRV s pfiznaky mozaiky, chlorozy
a krouzkovitosti (Foto: Mgr. Dana Safafova, PhD.).
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6 DISKUSE

V této bakalaiské praci bylo z testovanych vzorkt bezu ¢erného (Sambucus nigra L.)

30,6 % pozitivnich na virovou infekei, tj. 26 z 85. 18 pozitivnich vzorkli pochazelo z plané
populace bezu v okoli sadu a 8 vzorkti pochazelo z produkéni vysadby. Rostliny ze sadu
pochazely z udrzovaciho Slechténi odrid ‘Bohatka‘ a ‘Dana‘ z ‘Vyskumny ustav ovocnych
a okrasnych drevin, a.s.® vV Bojnicich na Slovensku. V prubéhu udrzovaciho slechténi sice
nebyly testovany jednotlivé viry, ale materidly byly kontrolovany na vyskyt ptiznakti chorob.
Z toho se da usuzovat, ze ve vysadbovém materialu se nevyskytovaly viry, které vyvolavaji
piiznaky na infikovanych ketich. Je zde tedy pfedpoklad, Ze infekce by do sadu mohla byt

zavlecCena prave z planych bezi.

Cherry leaf roll virus je Siroce rozsiten po celé Evropé a ma velky okruh hostiteli. Virus byl
detekovan naptiklad v biize bélokoré (Betula pendula L.) ve Spojeném Kralovstvi, v tiesni
ptaci (Prunus avium L.) také ve Spojeném Kralovstvi a v ofeSaku kralovském (Juglans regia
L.) ve Francii. V bezu ¢erném byl vyskyt zaznamenan v Mad’arsku, na nékolika lokacich
v Némecku  (Rebenstorf et al, 2006) a vPolsku (Berniak, 2016).
Z testovanych virt v bezu ¢erném (Sambucus nigra L.) byl v této bakalaiské praci nejcastéjsi
vyskyt zaznamenan pravé u Cherry leaf roll virus. Virova infekce zptasobena CLRV byla
detekovana na 20 % testovanych rostlin, z nichz vétsi polovina pochdzela z bezl rostoucich
mimo sad. Podobnych vysledkii bylo zaznamenano i v Polsku, kde CLRV byl také
nejrozsifenéj$im detekovanym virem v bezu, byl nalezen ptedevsim na planych rostlinach bezu
¢erného (Berniak, 2016). CLRV byl v této bakalaiské praci pfitomen pouze v ptiznakovych
rostlinach. Jelikoz je to velmi Casto se vyskytujici virus u bezu cerného, mél by byt
Z udrzovaného Slechténi vyloucen, pravé z divodu vyvolavani jednoznacénych ptiznakl
(Rebenstorf et al., 2006; Berniak, 2016; Ho et al., 2016; Safifova et al., 2018). Co se tyce
ptenosu CLRYV, tak doposud nebyl zaznamenan ptenos had’atky nebo hmyzem. U bezu byl
potvrzen pienos pylem, semeny a mechanickou inokulaci. Interspecificky pfenos viru se
predpoklada s velmi nizkou frekvenci (Rebenstorf et al., 2006; Massalski et Cooper, 1984).
CLRYV byl pravdépodobné ptenesen pylem do produkéni vysadby z plané rostoucich keft. Mezi
planymi kefi mohl byt CLRV roz§ifen i semeny. AvSak tyto zplsoby pienosu mezi produkéni
vysadbou a planymi kefi a mezi planymi kefi navzajem je nutné experimentdlné prokazat.
U CLRV se da predpokladat, ze u rodu Sambucus je bézny vyskyt ve smisenych infekcich.

V 6 rostlinach ze 17, ve kterych byl detekovan Cherry leaf roll virus, byla pfitomna smisena
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virova infekce. Ho et al. (2016) CLRYV detekovali také ve vzorcich rodu Sambucus dohromady
s jinym virovym onemocnénim. Safafova et al. (2018) také potvrdili vyskyt CRLV ve smésné

infekci u rostlin bezu gerného.

O vyskytu Elderberry carlavirus A, -B, -C, -D, -E neni mnoho informaci. Virus byl pfedev§im
detekovan V rostlinach poddruhu bezu cerného Sambucus nigra subsp. canadensis L.
pochazejicich z USA a vbezu Cerveném (Sambucus racemosa L.) pivodem z Japonska
a Uzbekistanu (Ho et al., 2016). V roce 2018 byl zaznamenan vyskyt EIVA—E v bezu ¢erném
(Sambucus nigra L.) na uzemi Ceské republiky, a to konkrétné na 9 lokalitach (Vavrouskova,
2018). Safarova et al. v roce 2018 pii detekci Elderberry aureus virus 1 v Ceské republice
zaznamenali velmi vysokou frekvenci vyskytu EIVA-E pravé ve smésné infekci s EIAV1.
Avsak na lokalité testované v této bakalarské praci nebyl Elderberry carlavirus A, -B, -C, -D. -

E pfitomen.

Elderberry aureus virus 1 je nedavno objevenym virem, ktery byl poprvé detekovan v rostlinach
bezu &erného v Ceské republice. Vzorky bezu pochazely z planych rostlin z 12 lokalit ze 3
regionti CR (Safatova et al., 2018, Vavrouskova, 2018). Z testovanych rostlin v této bakalaiské
praci byl EIAV1 detekovan na 16,4 % (tj. 14 z 85 kefi), z toho pouze jeden vzorek pochazel
ze sadu, ostatni pozitivni vzorky pochazely zplané populace bezu v okoli sadu.
Za predpokladu, Ze se jedna o nové se vyskytujici virové onemocnéni je mozné, ze v produkéni
vysadb¢ virus zatim nebude ptili$ rozsiten, jelikoZ cilem produkéni vysadby by mély byt zdravé
rostliny. Avsak tyto informace by bylo potieba dale ovéfit. Zpusob prenosu EIAV1 neni znam.
Piibuznym virem Elderberry aureus virus 1 je Pothos latent virus, ktery by mél byt pfenosny
mechanickou inokulaci a had’atky (Chen et al., 2016). Safafova et al. (2018) dale uvadi, Ze
ptiznaky zpisobené EIAV1 byly slabé nebo se ptiznaky nevyskytovaly a uvadi, ze na
rostlinach, kde byly ptiznaky infekce vétSinou rozsahlejsi, byla pfitomna smiSena virova
infekce nejcastéji s Elderberry carlavirus A, -B, -C, -D, -E a Cherry leaf roll virus. Vyskyt
Elderberry aureus virus 1 ve smiSenych infekcich je potvrzen i v ramci této bakalaiské prace,
kdy na 5 pozitivné testovanych rostlinach na EIAV1 ze 14 byl pfitomen EIAV1 v kombinaci
Cherry leaf roll virus. Vzdy se jednalo o rostliny s pfiznaky. V této bakalaiské praci byl
v produkéni vysadbé EIAVI1 detekovan pouze v jedné asymptomatické rostlingé, u plané
rostoucich bezll v bezprosttednim okoli sadu byl EIAV1 detekovan u 3 asymptomatickych

rostlin ze 13. U asymptomatickych rostlin se ani v jednom ptipad¢€ nejednalo o smésnou infekci.

Rhabdovirus testovany v této bakalarské praci je upln€ novym virem, o kterém nejsou dostupné

zadné informace. Byl detekovan v jednom vzorku pochazejicim ze sadu. Tato pozitivné
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testovana rostlina projevovala pfiznaky jako chloréza, mozaika a krouzkovitost a byla zde

ptitomna smiSena infekce v kombinaci s Cherry leaf roll virus.
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7 ZAVER

V ramci této bakalaiské prace bylo testovano 85 rostlin bezu ¢erného (Sambucus nigra L.)
pochézejicich ze sadu Agrofrukt v Hustopecich a jeho okoli. Byl proveden prizkum vyskytu
virti na bezu ¢erném v produkéni vysadbé a v plané rostoucich kefich v bezprostiednim okoli
sadu. Ve vysadbé se vyskytoval na ptiznakovych rostlinach ptedevsim Cherry leaf roll virus.
Rhabdovirus a Elderberry aureus virus 1 se ve vysadbé vyskytovaly pouze ojedinéle, kdy
Rhabdovirus byl detekovéan na ptiznakové rostlin€ a EIAV1 byl detekovan na bezptiznakoveé
rostlin€. V planych rostlinach byl detekovan Cherry leaf roll virus a Elderberry aureus virus 1.
CLRV se vzdy vyskytoval na pfiznakovych rostlindich. EIAV1 se vyskytoval
I na bezptiznakovych. U smiSenych infekci EIAV1 a CLRV byly ptiznaky vzdy pfitomny.
Celkové bylo infikovano 30,6 % rostlin. CLRV bylo nakazeno 20 %. EIAV1 bylo nakazeno
16,4 %. Je zde predpoklad zavleceni CLRV a EIAV1 do produkéni vysadby, proto by mél byt
sledovan jejich prenos, ktery by mél byt podroben dikladnému vyzkumu. Také by méla byt
provadéna pravidelnd detekce u piiznakovych a bezptiznakovych rostlin. U ptiznakovych
rostlin se totiz nemusi vzdy jednat o virovou infekei. Podobné piiznaky mohou vyvolavat také

houbové patogeny.
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