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Souhrn

Bakalaiska prace charakterizuje zastupce rostlinnych virt rodu Badnavirus, ¢eledi Caulimoviridae se
zaméfenim na jejich molekularni a biologické vlastnosti, a dale dalsi zastupce rostlinnych vird infikujici

bez ¢erny (Sambucus nigra L.).

Teoreticka Cast nejprve shrnuje obecné poznatky o Celedi Caulimoviridae a nasledné se vénuje
detailngj$i charakteristice rodu Badnavirus. Zamétuje se na interakci badnaviri s hostitelskou rostlinou,
je popsan okruh hostiteld, symptomy virové infekce a zpisoby pienosu viru, a dale organizace genomu
s dirazem na variabilitu ¢tecich ramcti a porovnani jednotlivych druhid. Popisuje metody detekce
zalozené na jejich molekularnich a serologickych vlastnostech. V textu jsou charakterizovany i sSRNA

viry infikujici bez ¢erny z ¢eledi Betaflexiviridae, Secoviridae a Tombusviridae.

Prakticka ¢ast je zaméfena na detekci nové zjisténého, doposud nepopsaného viru z rodu Badnavirus
v souboru 96 vzorki planych a kulturnich bezii ¢ernych piivodem z riiznych oblasti Ceské republiky. Je
porovnana geneticka variabilita detekovanych izolatl, je provedena fylogeneticka analyza a srovnani

s dal$imi zastupci rodu.
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Summary

This thesis focuses on plant viruses (genus Badnavirus, family Caulimoviridae), concentrating
on molecular and biological characteristics of these viruses and the occurrence of one novel badnavirus

in the Czech Republic. It further describes plant viruses infecting elderberry (Sambucus nigra L.)

The theoretical part summarizes information about the family Caulimoviridae and further describes the
genus Badnavirus and its members in detail. It is focused on host range, symptoms of infection,
transmission, genome organization of these viruses with emphasis on its variability among the genus
and detection methods. The text also characterizes ssSRNA viruses of families Betaflexiviridae,

Secoviridae and Tombusviridae infecting elderberry (Sambucus nigra L.).

The experimental part is focused on the detection of a novel badnavirus in a set of 96 samples of wild
and cultivated elderberry plants originating from various regions of the Czech Republic. The genetic
variability of detected isolates is compared, phylogenetic analysis and comparison with other members

of the genus are performed.
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1 Uvod

Badnaviry pfedstavuji skupinu rostlinnych pararetrovirG rozsifenych pievazné v tropickych
a subtropickych oblastech, v posledni dobé vSak dochazi k detekcim novych druhi badnavird i ve sttedni
Evropé. Projev virové infekce se 1isi v zavislosti na druhu viru, druhu hostitelské rostliny a podminkach
prostiedi, ve kterém se rostlina nachazi. Mezi nejcast&j$i ptiznaky virové infekce badnaviry patii
chlorotické skvrny, prosvétlovani zilek, deformace listli, mozaiky na listech a sniZzena vitalita, které maji
spole¢n¢ za duasledek sniZzeni vynosu hospodaisky dilezitych plodin. Vegetativni propagace rostlin je
jednou z hlavnich pficin $ifeni badnavird, vyzkumy vsak potvrdily i vektorovy pfenos a pienos pomoci

semen.

Komplikaci pti detekci badnavird je jejich schopnost rekombinace do genomu hostitelské rostliny. Virus
se tak vyskytuje nejen ve formé episomalni, ale také endogenni. V tomto ptipadé se pak rostlina jevi

jako zdrava a k projevim infekce dochazi pfi vystaveni rostliny stresovym faktortim.

Pti studiu nového druhu je kli¢em k jeho detekci izolace nukleové kyseliny a zjisténi jeji sekvence
sekvena¢nimi metodami, nasledné navrzeni specifickych par primerti a samotna detekce pomoci PCR.
Fylogeneticka analyza piipadné ziskanych sekvenci pfinasi informace o piibuznosti viru s dal§imi

zastupci konkrétniho rodu, pfipadné ¢eledi.



2 Cile prace

Cilem prvni casti této bakalarské prace je vypracovani literarni reSerSe shrujici poznatky o zastupcich
rodu Badnavirus (Caulimoviridae), se zaméfenim na jejich molekularné genetickou charakteristiku

a dale na metody jejich detekce.

Cilem praktické casti je analyza souboru vzorkll bezu ¢erného (Sambuccus nigra) z rliznych oblasti

Ceské republiky, skrining pfitomnosti badnavirt a jejich molekularné geneticka charakteristika.



3 Teoreticky uvod

3.1  Charakteristika ¢eledi Caulimoviridae
3.1.1 Obecna charakteristika

Celed’ Caulimoviridae zahrnuje rostlinné pararetroviry, jejichz viriony jsou neobalené a v zavislosti
na rodu mizeme pozorovat dva typy virovych ¢astic. V ramci Celedi Caulimoviridae rozliSujeme
Vv dnesni dobé 10 rodi, kdy rody Caulimovirus, Cavemovirus, Petuvirus, Rosadnavirus, Solendovirus
a Soymovirus jsou charakteristické izometrickym tvarem virovych ¢astic, zatimco viriony rodi
Badnavirus a Tungrovirus tvarem baciliformnim. Nové byly také ptidany rody Dioscovirus
a Vaccinivirus. Velikost viriont je variabilni. Viry s baciliformnimi ¢asticemi pozorujeme jako viriony
o priméru 30 nm a délce 60 az 900 nm, u rodu se sférickymi Casticemi se pak setkavame s viriony
0 praméru 45 az 50 nm. Virové ¢astice jsou velmi stabilni, vyskytuji-li v prostiedi, jehoZ pH se pohybuje

mezi pH4 az pHY, a také v prostiedi s vysokym obsahem soli (ICTV, 2020; ViralZone, 2020).

Viriony obsahuji jednu molekulu nekovalentné uzaviené kruhové molekuly dsDNA o velikosti
7,2-9,2 kbp. Na specifickych mistech obou vlaken genomu se nachazi tzv. diskontinuity. Zaporné
orientované vlakno obsahuje jednu diskontinuitu a kladné orientované vlakno jednu az tii diskontinuity.
Genom je charakteristicky pfitomnosti jednoho az osmi otevienych ¢tecich ramct (ORF), kdy se pocet
téchto ORFs lisi v zavislosti na jednotlivych druzich. Produkty kédované virovou DNA spoleéné
pro v8echny druhy v ramci ¢eledi Caulimoviridae jsou pohybovy protein, obalovy protein, viceucelovy
protein asociovany s viriony, asparagova proteaza a reverzni transkriptaza s asociovanou RNazovou H1
aktivitou. Organizace genomu je zavisla na druhu a je jednou z hlavnich charakteristik, podle kterych

se jednotlivé druhy navzajem rozlisuji (ICTV, 2020; ViralZone, 2018).

Viriony se po vstupu do buriky hostitelské rostliny pomoci signalu lokalizujiciho jadro (NLS), ktery
se nachazi na N-konci obalového proteinu a je vystaven na povrchu virionu, dostava k jadru buiiky. Zde
se priblizi k jadernému poru, dojde k jeho rozlozeni a uvolnéni virové DNA do jadra. Diskontinuity
nachazejici se v genomu jsou uceleny a dochazi k formaci super-svinuté DNA, ktera se sdruzuje
s histonovymi proteiny a tvofi v jadfe tzv. minichromozémy. Tyto chromozoémy jsou transkribovany
hostitelskou DNA-dependentni RNA polymerazou za vzniku transkriptu (35S nebo 34S RNA), ktery je,
Vv zavislosti na druhu, del$i nez samotny genom asi o 35-270 nt. Transkript slouzi jako templat
pro reverzni transkripci, jejiz ¢innosti vznika zaporné orientované vlakno DNA, a jako polycistronicka

mRNA slouzici k expresi ORFs (ICTV, 2018; ViralZone, 2018).

Béhem standardniho replikaéniho cyklu pararetrovir, na rozdil od retrovir, ve vétSiné piipadu
nedochazi k integraci virdlniho genomu do genomu hostitele. Misto toho se akumuluje v hostitelském
jaddte ve form¢ minichromozomi. Syntéza obou vldken DNA je zajiSténa virovou reverzni

transkriptazou a RNazou H1 (ICTV, 2018).



VétSina druhii v ramei této Celedi ma velice tzky hostitelsky okruh. Zastupci rod Petuvirus, Symovirus
a Cavemovirus napadaji pouze dvoudélozné rostliny, rod Tungrovirus napada rostliny jednodélozné,
a zastupci rodu Badnavirus jsou schopni infekce jak dvoudéloZnych, tak i jednod€loznych rostlin.
Zastupce ¢eledi Caulimoviridae mtizeme najit téméf po celém svété. Rody Tungrovirus a Badnavirus
se primarn¢ vyskytuji v tropickych a subtropickych oblastech, ale nékteré jejich zastupce je mozné najit
i vmirmém a subantarktickém pasmu, zatimco rody Petuvirus, Caulimovirus, Soymovirus
a Cavemovirus jsou rozsifeny pouze v oblastech mirného pasma. Symptomy infekce vyvolané témito
viry se lisi v zavislosti na druhu viru, hostitelské rostlin€ a podminkach, ve kterych se hostitelska rostlina
vyskytuje. Nejéastéji zastoupenymi symptomy mezi rody Petuvirus, Caulimovirus, Soymovirus
a Cavemovirus jsou mozaiky a prosvétlovani Zilek napadenych rostlin. Rody Badnavirus a Tungrovirus

jsou charakteristické zpuisobovanim chlorotickych skvrn a pruht podél zilnatiny (ICTV, 2020).

3.2  Charakteristika rodu Badnavirus
3.2.1 Symptomy, hostitelsky okruh a prenos

Zpisob projevu infekce badnaviry na hostitelské rostling je velmi variabilni. Lisi se v zavislosti na druhu
viru, druhu hostitelské rostliny a také na podminkach prostfedi, ve kterém se rostlina nachazi.
Chlorotické skvrny, prosvétlovani zilek, deformace listli, mozaiky na listech, zakrslost a snizena vitalita
jsou nejCastéji pozorovatelné symptomy na urovni celého organismu u rostlin, ve kterych byla
pfitomnost badnavird potvrzena. Zakrslost, mozaiky a senescence Vv pokrocilych stadiich byly
pozorovany v piipadé red clover bacilliform virus (RCBV) (Franova a JakeSova, 2012). Rubus yellow
mottle virus (RYMV) je zodpovédny za prosvétlovani zilek u maliniku obecného (Kalischuk et al.,
2008). Piper yellow mottle virus (PYMoV) napadajici rostliny ¢erného pepie u téchto rostlin podnécuje
vznik chlorotickych 1ézi, prosvétlovani Zzilek, svinuti list, omezeni tvorby plodu a celkové snizeni
vitality rostliny (Deeshma a Bhat, 2017). Skupina virti napadajici bananovnik (Musa sp.), tzv. banana
streak viruses (BSVs), je charakteristicka pro zpusobovani infekci projevujicimi se jako bilé az zluté
chlorotické pruhy na listech napadenych rostlin, které se v pokrocilejsich stadiich méni v nekrotické
léze, které na starSich listech zplisobuji charakteristické cerné pruhy. Dale dochézi k rozstépeni
pseudostemu, redukci rostlinného vzristu, zmenseni a malformaci plodd, opozdéni rozkvétu a konecné
ke kolapsu celé rostliny (Lockhart, 1986; Geering et al., 2005). Pro zna¢nou ¢ast rostlin napadenych
badnaviry vsak plati, ze k projevu infekce za jistych podminek nedochazi. Tato situace nastava,
vyskytuje-li se virus jako sekvence zakomponovana v genomu hostitelské rostliny, tedy v jeho tzv.
endogenni form¢. Symptomy mohou byt pozorovany az poté, co je rostlina vystavena nepfiznivym
vliviim, jako jsou napiiklad vykyvy teplot nebo nedostatek zivin, a dojde k expresi epizomalni formy

viru (Bhat et al., 2016).

Badnaviry mtizeme detekovat jak u jednodé€loznych, tak i dvoudé€loznych rostlin, pficemz hostitelsky

okruh jednotlivych zastupct badnaviri je velmi uzky. VétSinou nachazime viry pfirozené ptitomny



pouze u jednoho nebo velmi malého poétu druhti hostitelti charakteristickych pro konkrétni virus. Podle
hostitelské rostliny a symptomiti vyvolanych infekci virem je pak odvozen samotny nazev viru.
Na priklad cacao swollen shoot virus (CSSV) se ptirozené vyskytuje pouze na kakaovniku (Theobroma
cacao) a n¢kolika dalSich hostitelich, jako je baobab (Adansonia digitata), kapok (Ceiba pentandra)
nebo kolovnik (Cola gigantea, C. chlamydanta) (Friscina et al., 2017). Banana streak disease (BSD) je
infekce postihujici bananovniky (Musa sp.), jejimz piivodcem je banana streak virus (Lockhart, 1986).

Primarné dochazi k pfenosu badnavirti pfi vegetativni propagaci rostlin (Bhat et al., 2016). Vzhledem
k tomu, Ze roubovani patfi k nejéastéjsim metodam mnozeni rostlin, dochazi k Sifeni badnaviri touto
cestou velice snadno. Pfenos virovych ¢astic roubovanim byl prokazan v ptipadé birch leaf roll-
associated virus (BLRaV), kdy timto zptsobem doslo K pfenosu Vviru na neinfekéni sazenice biizy
(Betula sp.), u které byly pozd&ji pozorovany piiznaky birch leaf roll disease. BLRaV je zatim jediny
badnavirus infikujici bfizy (Betula sp.) (Rumbou et al., 2018). Pomoci roubovani bylo také potvrzeno,
ze za prosvétlovani zilek listi vinné révy (Vitis vinifera) je zodpovédny grapevine vein-clearing virus
(GVCV) (Zhang et al., 2011).

Nékolik malo druhit je vSak také pienositelnych pomoci semen. Tento zpisob pienosu je
charakteristicky na piiklad pro cacao swollen shoot virus (CSSV) (Quainoo et al., 2008), piper yellow
mottle virus (PYMoV) (Deeshma a Bhat, 2017) nebo taro bacilliform virus (TaBV) (Macanawai et al.,
2005). V piipadé red clover bacilliform virus (RCBV), coZ je zatim jediny detekovany zastupce
badnavirl parazitujici na krmnych plodinach, byl Gspésné proveden experimentalni pienos pomoci
inokulace na Nicotiana occidentalis (Franova a JakeSova, 2012). Jedinym dal§im znamym virem,

u kterého byl proveden ptenos timto zptisobem je kalanchée top spotting virus (Lockart a Ferji, 1988).

Dal$im zptsobem pienosu badnavirt je vektorovy ptenos. Jednim z zivoéisnych druht, u kterého byla
schopnost pienosu virové infekce prokazana, jsou vinatky. Experimenty prokazaly, Ze virus mize byt
semi-persistentné prenosny vicero druhy vinatek, nebo naopak pouze jednim konkrétnim druhem.
Ferrisia virgata byla potvrzena jako mozny vektor pifenosu badnaviru, serologicky ptibuzného s banana
streak virus (BSV) a sugar-cane bacilliform virus (ScBV), z hostitelské rostliny ¢erného pepie (Piper
nigrum L.) na sazenice (Bhat et al., 2003). Pienos z infikovanych rostlin byl také potvrzen v piipadé
piper yellow mottle virus (PYMV), kdy byla jako vektor pouzita Planococcus citri (Lockhart et al.,
1997). Druhym zivoc¢isnym druhem, ktery je spojovan s vektorovym pienosem badnavirt, jsou msice.
Gooseberry vein banding associated virus je semi-persistentné ptenasen ruznymi druhy msic, mezi které
patii Aphis grossulariae, Nasonovia ribisnigri nebo zastupci rodu Hyperomyzus (Adams et al., 1987).
Experimentalni pienos piper yellow mottle virus (PYMV) byl Gspésné proveden pomoci Diconocoris

distanti (celed’ sitnatkoviti), parazitujici na ¢erném pepii (Piper nigrum).



3.2.2 Vyskyt a ekonomicky vyznam

Badnaviry se pfevazn¢ vyskytuji v tropickych a subtropickych oblastech Afriky, Asie, Evropy a Jizni
a Severni Ameriky. VétSina druhd napada hospodaisky dilezité plodiny, mezi které patii banany, ¢erny
pepf, citrusy, kakao, cukrova titina, taro a sladké brambory (Bhat et al., 2016). V poslednich letech
se v8ak setkavame s pfipady vyskytu i v mirném pasmu, jako je tomu napiiklad u birch leaf roll-
associated virus (BLRaV), red clover bacilliform virus (RCBV) nebo rubus yellow net virus (RYNV)
(Kalischuk et al., 2008; Franova a JakeSova, 2012; Rumbou et al., 2018).

3.2.3 Organizace genomu

Genom badnaviri je tvofen Kruznicovou dvouvlaknovou molekulou DNA, pii¢emz jeho velikost
dosahuje v zavislosti na konkrétnim viru 7,2-9,2 kb. Genom je dale charakteristicky vyskytem
takzvanych diskontinuit, které se nachazi na obou vlaknech molekuly a které¢ vznikly jako dusledek
procesu reverzni transkripce (ViralZone, 2020). Tyto diskontinuity jsou po vstupu virionu do hostitelské
buniky zaceleny a dochazi tak k vytvofeni svinuté struktury DNA, ktera je v jadie hostitelské DNA
pozorovatelna jako minichromozomy. Nasleduje transkripce pomoci hostitelské DNA-dependentni
RNA polymerazy, jejiz vysledkem je transkript o vétsi délce, nez je délka samotného genomu viru (35S
nebo 34S RNA). Nadmérna délka transkriptu je zapii¢inéna piitomnosti nadbyte¢nych sekvenci
o0 velikosti 35-270 nukleotidti, v zavislosti na druhu, a které se nachazeji na obou koncich. Tento
transkript je dale vyuzit pro piepis ORF (otevieny Céteci ramec) nebo jako templat pro reverzni
transkripci, kdy dochazi k piepisu této RNA molekuly zpatky do dsDNA za pouziti reverzni

transkriptazy. Genom vsech druht badnavirt obsahuje alespon tfi oteviené ¢teci ramce (ICTV, 2020).

Referenéni druh Commelina yellow mottle virus (ComYMYV) obsahuje ve svém genomu tii ORFs. ORF |
je 602 bp dlouhy a je ptepisovan do polypeptidu o molarni hmotnosti 23 kDa, jehoz funkce je asociovana
s viriony. Produkt ORF I1, 0 molarni hmotnosti 15 kDa, je taktéZ spojovan se strukturou virionu. (Cheng
et al., 1996). ORF III koduje polyprotein, ktery je dale $tépen na dalsi produkty, jako je reverzni
transkriptaza, proteaza, ribonukleaza H a obalovy protein. Post-translaéni uprava asparagovou proteazou

dava vzniku jednotlivym proteinim (Medberry et al., 1990).

Nekteti zastupci badnavirti maji ve svém genomu jesté dalsi, dodate¢né ORFs. Piper yellow mottle virus
(PYMoV), yacon necrotic mottle virus (YNMoV), grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus
(GRLDaV), dioscorea bacilliform SN virus (DBSNV) a taro bacilliform virus (TaBV) maji kazdy jeden
dalsi ¢teci ramec (Yang et al., 2003; Seal a Muller, 2007; Hany et al., 2014; Lee et al., 2015; Maliogka
et al., 2015). Dva dodate¢né ¢teci ramce byly pozorovany u cacao swollen shoot virus (CSSV) a pagoda
yellow mosaic associated virus (PYMaV) (Hagen et al., 1993; Wang et al., 2014.), zatimco citrus yellow
mosaic virus (CYMV) a taro bacilliform CH virus (TaBCHV) maji ve svém genomu dalsi tfi oteviené
¢teci ramce (Borah et al., 2009; Kazmi et al., 2015). Nejvyssi pocet ORFs je zaznamenan na ptiklad

v ptipadé RYNV, ktery ma celkove sedm otevienych ¢tecich ramet (Kalischuk et al., 2013). Vysledkem



transkripce u rostlinnych pararetroviri je produkt, ktery obsahuje vysoce strukturovanou oblast
o velikosti asi 600 nukleotidi. Tato oblast obsahuje mnozstvi kratkych ORFs, coz ji dava potencial
k vytvofeni vlasenkovych struktur, které nemohou byt podrobeny translaci. Vytvofeni téchto
vlasenkovych struktur nasledné vede k tomu, ze se prvni dlouhy ¢teci ramec dostava do blizkosti patého
konce proximalniho ¢teciho ramce, ktery konci 5—10 nukleotidd v protisméru stabilniho strukturniho
elementu. Pti skenovani vlakna transkriptu ribozomem dochazi k preskocCeni tohoto elementu,

coz umozni translaci pravé prvniho dlouhého ¢teciho ramce (Ryabova a Hohn, 2000).

Kromé episomalni formy viri muzeme v piipadé rodi Badnavirus, Caulimovirus, Petuvirus
a Cavemovirus pozorovat také formy endogenni, a to pravé tehdy, dojde-li K integraci virové DNA
do jaderného genomu hostitelského organismu. Jelikoz béhem replika¢niho cyklu badnaviri nedochazi
k integraci virové DNA do hostitelského genomu obligatné, jako tomu je u retroviri, nazyvame je spolu
s dalsimi vySe zminénymi rody endogenni pararetroviry (EPRVs) (ICTV, 2020). Rod Florendovirus,
ktery obsahuje 34 riznych druhd, byl dokonce pozorovan pouze jako endogenni forma (Geering et al.,
2014). Pavodné kruhovita molekula virové DNA se v hostitelském genomu vyskytuje ve formé
linearnich fragmentt. Integrace virové DNA do genomu hostitelské rostliny je zplisobena procesem
rekombinace, pfi¢emz pritomnost endogenni formy viru neni nutné asociovana s infekcei. V ramci
endogenni formy pararetrovirt tedy rozli§ujeme, zptsobuje-li virus infekci ¢i nikoliv. Projev infekce
za pritomnosti endogenni formy viru byl zaznamenan u BSOLV (Banana streak OL virus), BSGF
(Banana streak GF virus) a BSIMV (Banana streak IM virus) (Chabannes et al., 2013). Hybridni druhy
bananovnikl vzniklé kiizenim Musa acuminata a Musa balbisiana nesly znaky infekce BSV i pfes to,
ze u rodi¢ovskych rostlin nebyly pozorovany zadné virové castice a k nakaze z vnéjsiho prostiedi taktéz
nedoslo. Tento fakt tedy vedl k hypotéze, Ze projev infekce BSV v hybridnich rostlinach je zapiic¢inén

ptitomnosti sekvenci virového genomu zaclenénych v genomu parentalnich rostlin (Lheureux et al.,
2003).

3.2.4  Zastupci rodu Badnavirus

Rod Badnavirus podle posledni zpravy zahrnuje 46 druhti. Pro zavedeni viru jako nového samostatného
druhu existuji jistd kritéria. Prvni, pokud se sekvence nukleotidi shoduje méné jak z 80 % a druhé,
kdy se sekvence aminokyselin v konzervativnim misté kodujicim reverzni transkriptazu/ribonukleazu
H shoduje méné jak z 89 %. (ICTV, 2020).

Banana streak viruses (BSVs)

Banana streak viruses (BSVs) patii mezi nejvice prostudovanou skupinu badnavirii. Tato skupina virg,
zodpovédna za 'banana streak disease’ a zpisobujici chlorozy a nekrozy bananovniku, byla poprvé
popsana a pojmenovana v Maroku v roce 1985. Dnes uz je ptitomnost BSV potvrzena, kromé Maroka,
i v mnoha jinych zemich, mezi které patii Indie, Malajsie, Cina, Indonésie, Filipiny, Vietnam, Thajsko,

Sri Lanka nebo Australie (Borah et al., 2013; Sharma et al., 2014).



Symptomy pozorovatelné na hostitelské rostling infikované timto virem zahrnuji chlorotické pruhy
a vietenovité 1éze, které posléze nekrotizuji a Cernaji, coz zplsobuje charakteristicky vzhled starSich
listl. Vyraznym rysem napadenych rostlin je také nerovnomérny vyskyt ptiznaki infekce na rostling.
Symptomy miZeme na piiklad pozorovat pouze na jednom listu nebo na vice mistech rostliny zaroven,
oba ptipady potvrzuji, ze rostlina je infikovana virem. Obecné také mizeme fict, Ze listy zakladané nebo
tvorené infikovanou rostlinou béhem obdobi vysokych teplot, vykazuji vyrazng&jsi pfiznaky infekce
(Lockhart, 1986).

BSV je horizontaln¢ a semi-perzistentné pienasen vlnatkami. Vzhledem k tomu, Ze se bananovniky
(Musa sp.) péstuji na plantazich v blizkosti i jinych rostlin, byl proveden vyzkum dokazujici pfenos
episomalniho BSV vlnatkami, které napadaji pravé tyto rostlinné druhy. Pozitivni vysledek ptfenosu
eBSV byl zaznamenan u vinatek napadajici Musa sp. (Pseudococcus elisae a Dysmicoccus brevipes),
Manilkara zapota, Anonna muricata, Ananas comosus (Dysmicoccus brevipes) a Nephelium napaceum.
Symptomy banana streak disease byly pozdé&ji pozorovany u vsech rostlin, doslo tedy k Gispésnému
pienosu aktivniho viru (Sison et al., 2017). Masova mikropropagace rostlin bananovniku, pouzivana

jako hlavni zptisob mnnozeni, je zodpovédna za vertikalni pfenos viru (Bhat et al., 2016).
Cacao swollen shoot virus (CSSV)

Cacao swollen shoot virus je badnavirus napadajici kakaovnik pravy (Theobroma cacao) v zemich
zapadni Afriky. Skody zptsobené timto virem znaén& ohrozuji ekonomiku zemi, které kakaovniky

péstuji (Quainoo et al., 2008).

Piitomnost viru byla prokazana ve vSech ¢astech semen infikovanych rostlin kakaovniku (Theobroma
cacao), coz vedlo kprovedeni experimentu dokazujictho pfenos viru béhem fertilizace.
Jako nejpravdépodobnéjsi zdroj infekce embrya se prokazalo osemeni. Mozné jsou tedy dva zpisoby
infekce semena — vznik zygoty splynutim infek¢nich gamet nebo infekce pies osemeni (Quainoo et al.,
2008). CSSV je semiperzistentné prenasen Planococcoides njalensis, Planococus citri a alespon dal§imi
dvanacti druhy vInatek (Roivainen, 1976). Siteni viru je zptisobeno pravé prenosem zprostiedkovanym
vinatkami a obnovovanim plantazi na mistech, kde se infekce vyskytovala. Vyznamnym zdrojem
infekce je vSak predevSim zpracovanim infikovanych rostlin, diky ¢emuz je virus Sifen i na dlouhé

vzdalenosti (Quainoo et al., 2008).

Genom CSSV je velky asi 7,5 kb (Lot et al., 1991) a obsahuje pét otevienych Etecich ramet, které
se nazyvaji ORF I, ORF II, ORF III, ORF X a ORF Y anachézeji se na pozitivnim vldkné. ORF1 kéduje
protein, o molarni hmotnosti 16,7 kDa, s doposud nepopsanou funkci (Hagen et al., 1993). Protein
kodovany ORF2, o molarni hmotnosti 14,4 kDa, je zodpovédny za vazbu nukleovych kyselin (Jacquot
et al., 1996). Nejvétsi z péti otevienych ¢tecich ramct je ORF3. Ten koduje polyprotein o molarni
hmotnosti 211 kDa, ktery je dale Stipan na jednotlivé produkty: protein pro pohyb viru z bunky

do bunky, proteinazu, reverzni transkritpazu (RT) a ribonukledzu H. ORFX kodujici protein o molarni



hmotnosti 13 kDa a ORFY kodujici produkt o molarni hmotnosti 14 kDa, oba 0 neznamé funkci. ORFX
a ORFY svoji polohou piekryvaji pozici ORF3 (Kouakou et al., 2012; Oro et al., 2012). V ramci druhu
samotného panuje vysoka geneticka variabilita. V oblastech vychodni Afriky, kde je virus nejvice
rozsiteny, bylo identifikovano celkem 11 skupin CSSV — skupiny A, B a C v Togu (Oro et al., 2012),
B, D, E a F na tizemi PobfeZi slonoviny (Kouakou et al., 2012). Pozdé&ji byly detekovany skupiny A, B,
C a E v Ghang, spolu s poprvé detekovanymi skupinami G, J, K, L a M (Abrokwah et al., 2016).

Commelina yellow mottle virus (CoYMV)

Commelina yellow mottle virus je typovym zastupcem rodu Badnavirus (ViralZone, 2020). Okruh
hostitelll je omezen pouze na jeden druh jednodéloznych rostlin, a to Commelina diffusa. Genom
CoYMV je velky 7489 bp s39,6% obsahem guaninu a cytosinu. Analyza sekvence genomu
identifikovala pét moznych otevienych ramct kodujicich produkty o molarni hmotnosti veétsi
nez 10 kDa. T# z téchto otevienych Etecich ramct se nachazeji na pozitivné orientovaném vlakné
a koduji proteiny o molarnich hmotnostech 23, 15 a 216 kDa. Na minusovém vlakné se nachazeji zbylé
dva oteviené ¢teci ramce (ORF x a ORF y), s potencialnimi produkty o molarni hmotnosti vétsi nez
10 kDa, u kterych vsak nedochazi k expresi (Medberry et al., 1990). Pomoci protilatek ptipravenych
proti proteinim CoYMYV bylo prokazano, Ze produkty kdédované ORF I a ORF II jsou asociované
s viriony

a 7e ORF III koduje plastovy protein (Cheng et al., 1996). V nebunéénych extraktech z rostlin
Commelina diffusa infikovanych CoYMYV byly pozorovany tubularni struktury obsahujici baciliformni
viriony, kdy povrch téchto struktur reagoval s protilatkami proti CoYMV movement proteinu. Podobné
tubularni struktury byly taktéz pozorovany v ultratenkych fezech nakaZenych rostlin. Zminéna
pozorovani nasvédcuji tomu, ze tyto struktury tvofené z ¢asti movement proteinem slouzi k pienosu

CoYMYV virionl mezi buiikami (Cheng et al., 1998).
Dioscorea bacilliform virus (DBV)

Dioscorea bacilliform virus (DBV) se vyskytuje v oblastech jizni polokoule, kde b&ézné napada n€kolik
druhu smldince (Dioscorea sp.). Virova infekce se projevuje chlorotickou mozaikou na listech, ktera
postupné vede ke sniZeni tvorby sacharidli a zasoby skrobu v hlizach, coz vede k jejich nizsi kvalité

a vytézku. Virus je prenasen vegetativné nebo pomoci vinatek (Planococcus citri) (Phillips et al., 1999).

Na zakladé genetické variability rozliSujeme Dioscorea alata bacilliform virus (DaBV) a Dioscorea
sansibarensis bacilliform virus (DsBV). Kompletni délka genomu DaBV byla pomoci sekvenovani dvou
izolati pochazejicich z Nigérie stanovena na 7 413 bp a 7 415 bp, v obou piipadech se v genomu
nachézely tfi oteviené Cteci ramce, jak je pro badnaviry charakteristické. Tyto ORFs potencialné koduji
produkty 0 molarni hmotnosti 29,5 kDa, 25,2 kDa a 228,3 kDa (Briddon et al., 1999). Genom DBSNV

se s genomem DBALYV shoduje pouze z 62 % a byl tedy popséan jako novy druh. Sekvenovani stanovilo



velikost genomu dvou izolatu tohoto badnaviru na 7 262 bp a 7 276 bp, pficemz se zde nachazi Ctyfi

oteviené ¢teci ramce kodujici produkty o délce 143, 126, 1 887 a 95 aminokyselin (Seal a Muller, 2007).
Piper yellow mottle virus (PYMoV)

Vyskyt piper yellow mottle virus byl poprvé zaznamenan v roce 1997 v Malajsii, Filipinach, Thajsku
ana Sri Lance, kde infikoval rostliny pepie ¢erného (Piper nigrum) a pepiovniku betelového (Piper
betle) (Lockhart et al., 1997). Na rostlinach infikovanych timto virem mtizeme pozorovat chlorotické
mozaiky, chlorozy, prosvétlovani zilek a nizkou kvalitu plodi. Symptomy jsou vsak velice variabilni
a sila jejich projevu se lisi v zavislosti na vnéjSich podminkach, zvlasté potom na teploté (Umadevi et
al., 2016). PYMoV se primarné pienasi vegetativné nebo pomoci semen (Hareesh a Bhat, 2010;
Deeshma a Bhat, 2014), zaznamenan byl vsak i vektorovy pienos zpiisobeny riznymi druhy vinatek
(Plannococcus citri, Ferrisia virgata) (Lockhart et al., 1997; Bhat et al., 2003).

Genom PYMoV je 7 622 bp velky a obsahuje étyfi oteviené ¢teci ramce. ORF I, ORF Il a ORF IV
koduji produkty o molarnich hmotnosti 15,7 kDa, 17,1 kDa a 17,9 kDa, funkce téchto proteint vSak
neni dosud znama. ORF III koduje polyprotein o velikosti 218,6 kDa, ktery je pro badnaviry
charakteristicky (Hany et al., 2014).

3.25 Metody detekce badnavira

Rod Badnavirus zahrnuje velké mnozstvi viri, které jsou vzajemné geneticky a serologicky odli$né.
Velké rozdily byly zjistény i v ramci jednotlivych druhti. (Geering et al., 2000, Borah et al., 2013).
Tento heterogenni charakter celého rodu zna¢né komplikuje detekci zaloZenou pravé na serologickych

vlastnostech a vlastnostech DNA.
Detekce pomoci PCR

Jednou z nejcastéji pouzivanych metod detekce badnavirti je PCR reakce. Zakladem pouziti této metody
je v piipadé rostlinnych virti ispés$na izolace nukleové kyseliny z rostlinného materialu a jeji nasledné
sekvenovani, které je klicové pro navrzeni detekCnich primert. Detekéni primery byvaji casto
navrhovany v oblasti ORF3, jelikoZ se jedna o velmi konzervativni oblast napti¢ badnaviry (Rumbou
et al., 2018). Na zakladé dostupnych sekvenci regiont kodujicich reverzni transkriptazu a ribonukleazu
H nékterych zastupct badnavirl, byly navrzeny degenerované detekéni primery BadnaFP a BadnaRP,
pticemz oéekavana délka aplikonu je 600 bp (Yang et al., 2003). Tyto primery lze vyuzit k detekci
badnavirid jako skupiny, nikoliv pro detekci konkrétniho badnaviru (Franova a JakeSova, 2012).
Pro detekci jednotlivych druht jsou navrhovany specifické detekéni primery — na ptiklad pro detekci
rubus yellow net virus byly navrzeny tfi pary specifickych primerd (RYNI, RYN2 a RYN3)
s o¢ekavanymi velikostmi produktd 350, 501 a 398 bp (Jones et al., 2002). PCR bylo dale uzito
na piiklad pii detekci grapevine vein clearing virus (Zhang et al., 2011), nebo pii potvrzeni uspésnosti

vektorového pienosu episomalniho banana streak virus (Sison et al., 2017).
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Dalsim vyuzitim PCR reakce v ramci studia rostlinnych vird, se kterym se setkavame, je kompletace
genomd. V piipadé birch leaf roll-associated virus byl po zpracovani NGS dat navrZzen par specifickych
primertit (PolyBadna-F1/R1). Tyto vné sméfujici primery byly navrzeny v konzervativnich mistech
na patém a tfetim konci scaffoldii ziskanych technikou NGS za U¢elem zkompletovani genomové

sekvence sledovaného viru a potvrzeni, ze se jedna o kruhovitou molekulu (Rumbou et al., 2018).
ELISA (enzyme-linked immunoassay)

Ptitomnost, pfibuznost sledovaného viru s dal§imi viry nebo jeho samotnou identitu lze také urcit
pomoci serologickych metod. Jednou z téchto metod je DAC-ELISA (direct antigen-coated enzyme-
linked immunoassay). Pravé této metody bylo uZito pfi studiu viru napadajici pepi ¢erny (Piper nigrum
L.). DAC-ELISA byla aplikovana za pouziti antisér proti badnavirim, cucumovirim, ilarviram,
potyvirim a tospovirum, ziskanych z Virology Unit, Indian Agricultural Research Institute. V ramci
badnavirovych antisér byla pouzita polyklonalni antiséra (Bio-Rad, Phytodiagnostics) proti riznym
zastupciim, mezi které pattily CoYMV, BSV, RTBV a SCBV, pticemz sledovany virus reagoval pouze
s protilatkami proti BSV a SCBV, coZ znaci jeho serologickou piibuznost s témito dvéma viry (Bhat
et al., 2003). Dalsi ovéfovani serologické pifibuznosti badnavird, konkrétné mezi BSV a SCBV
amezi CSSV, SRSV a DBV, infikujici citrusy v Indii (Gaddam et al., 2012), bylo provedeno pomoci
‘Dot-blot” ELISA testu podle Banttari a Goodwin (1985). ELISA metoda je vhodna nejen pro detekci
virovych castic, ale také pro urCeni koncentrace antigenti v tkanich infikované rostliny. Pomoci TAS-
ELISA (‘triple antibody sandwich’) (Thottappilly et al., 1998) byla vyvozena zavislost koncentrace
virovych antigenti na klimatickych podminkach v dobé sbéru vzorki, typu infikované tkané nebo
genotypu rostliny. Urceni vhodné tkané a doby odbéru je dulezité pro spravnou diagnostiku viru (Dahal

et al., 1998).

Pomoci ELISA metod lze také ovéfit, zda se v infikované hostitelské rostliné nachazi virus v jeho
episomalni nebo endogenni form¢. Za timto Gcelem bylo vyuzito PAS-ELISA (protein A sandwich)
metody pii sledovani vyskytu badnaviru v rostlinach yamu v zapadni Africe (Seal et al., 2014).
Pro detekci byla pouzita dvé antiséra navrzena specialné proti badnavirim infikujici yam (DaBV
a DbBV) (Philips et al., 1999) a antisérum proti badnavirim obecné (BenL). PAS-ELISA prokazala
pfitomnost virovych c¢éstic v 60 % testovanych vzorkd, zatimco PCR v 81 %. Porovnanim vysledkt
serologickych a molekularnich technik 1ze vyhodnotit zastoupeni episomdlni a endogenni formy viru

v rostling (Seal et al., 2014).
RCA

"Rolling-circle amplification” je v posledni dobé velice ¢asto uzivana metoda pro detekci badnavirt
a dalSich virt sgenomem tvotfenym kruhovitou DNA, jelikoz predchazi problému navrhovani
specifickych primerd. RCA je metoda, ktera byla v minulosti vyuzivana k amplifikaci a charakterizaci
kruhovitych DNA molekul, vcetné plasmidi (Dean et al., 2001), a také lidskych, zivocisnych
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i rostlinnych DNA virti (Johne et al., 2009). Nicméné bylo uziti metody RCA v ramci rostlinnych virti
omezené pouze na malé, jednovlaknové molekuly genomovych DNA vira rodd Geminiviridae
a Nanoviridae. Soucasny rozvoj metody umoziuje detekci virti s velkym genomem jako je naptiklad
banana streak virus, a dokonce diferenciaci mezi episomalnimi a integrovanymi virovymi genovymi
sekvencemi, kdy vysledkem byla amplifikaci pouze episomalnich genomovych sekvenci. (James et al.,
2011). 'Multiply-primed rolling circle amplification” vyuziva jedine¢nych vlastnosti Phi29 DNA
polymerazy a nahodnych primeri k ziskani dlouhych nukleotidovych sekvenci. Proces multiply-primed
RCA umoziuje amplifikaci kruhovité DNA piimo z bun¢k, jejimz vysledkem je templat vysoké kvality,

ktery mize byt dale vyuzit k DNA sekvencovani, navrhovani prob nebo klonovani (Dean et al., 2001).
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3.3 Viry infikujici bez ¢erny (Sambucus nigra L..)

Bez ¢erny (Sambucus nigra L.) je napadan celou fadou rostlinnych viri nalezicich do rtiznych ¢eledi.
Virus patiici do ¢eledi Caulimoviridae, konkrétnéji zatim nepopsany virus rodu Badnavirus, ktery
je pfedmétem této prace, je zatim jedinym virem této éeledi napadajici bez ¢erny (Sambucus nigra L.)
Pro veskeré dosud popsané virové infekce bezu plati, Ze jsou vyvolany pozitivné orientovanymi ssSRNA
viry z Celedi Betaflexiviridae, Bromoviridae, Secoviridae, Tombusviridae a Virgaviridae (Uyemoto,
1970)

3.3.1 Celed Betaflexiviridae

Celed Betaflexiviridae zahrnuje rostlinné viry, jejichz viriony jsou neobalené a lze je pozorovat jako
vlakna o délce 600—1000 nm a praméru 12-13 nm. Viry této ¢eledi jsou charakteristické linearni
pozitivné orientovanou ssRNA, jejiz velikost se pohybuje v zavislosti na druhu od 5,9 do 9,0 kb.
Molekula ssSRNA je na 5’konci zakonéena 7-methylguanosinovou cepi¢kou a na 3’konci polyA
sekvenci. V ramci této cCeledi rozliSujeme celkem 6 rodu: Capillovirus, Carlavirus, Citrivirus,
Foveavirus, Trichovirus, Vitivirus. Viriony rodu Carlavirus jsou pozorovatelné jako vlakna dlouha 610—
700 nm a 12-15 nm v praméru. (ICTV, 2020; ViralZone 2020).

Elderberry symptomless virus (EISV)

Elderberry symptomless virus je virus ptibuzny s viry rodu Carlavirus. Jednotlivé viry rodu Carlavirus
maji obecné velmi Uzky okruh pfirozenych hostitelt, i kdyz v pfipadé experimentalnich pienosi
je v nékterych ptipadech hostitelsky okruh §iroky. Vektorem spoleénym pro vétsinu virovych druht jsou
mSice, které infekci $ifi neperzsistentné. U jinych zastupct carlaviri, jako je napiiklad cowpea mild
mottle virus (CPMMV), se setkavame s pfenosem pomoci molic (Bemisia tabaci), nebo v ptipadé pea

streak virus a red clover vein mosaic virus se $itenim semeny (Anno-Nyako, 1986, ICTV 2020).

EISV byl poprvé detekovan a popsan roku 1966 v tehdejsim Ceskoslovensku (Bréak et al., 1966).
Detekce tohoto viru byla ptivodné popsana v ptipadé asymptomatickych ketti, pozdé€ji byly u keit
vykazujicich ptiznaky jako chlorotické skvrny na listech a zluté mozaiky pozorovany obdobné Castice
(Van Lent et al., 1980; Ellis, 1992). Tento virus byl Gspé$né¢ experimentalné prenesen mechanickou
inokulaci z kefu S. nigra a S. racemosa na fadu experimentalnich bylinnych indikatord, mezi které
patiily naptiklad Gomphrena globosa, Chenopodium amaranticolor nebo Cyamopsis tetragonoloba,
na kterych byly nasledné€ pozorovany chlorotické léze, chlorotické prstence a mozaiky. Pomoci mSic byl

také uspésné proveden vektorovy pienos semiperzistentniho charakteru (Van Lent et al., 1980).
Sambucus virusC,D aE

Sambucus virus C, D a E jsou nové popsané virové druhy rodu Carlavirus. Velikost virovych ¢asti
se pohybuje v rozmezi 8 540-8 628 nukleotidl (bez polyadenylovanych konci). Genom carlavird je

charakteristicky ptitomnosti Sesti ORFs v genomu. ORF1 koduje viralni replikdzovy protein 0 molarni
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hmotnosti 223 kDa, ktery zahrnuje konzervativni doménu pro methyltransferazu, 2-oxoglutarat a Fe*
dependentni oxygenazu, endopeptidazu, viralni RNA helikazu a RNA dependentni RNA polymerazu.
Cteci ramce ORFs 2,3 a 4, tzv. triple gene block (TGB), koduji proteiny o velikostech 25, 12 a 7 kDa
souvisejici s pohybem virionu z buriky do bunky. Plastovy protein (34 kDa) je kdédovan ORF5
a zahrnuje dvé po sobé jdouci domény pro plagtovy protein — Flexi_CP_N a Flexi_CP. Cteci ramec
ORF®B, ktery se piekryva se ¢tecim ramcem ORF 5, kdduje 11-16 kDa velky protein, tzv. nucleic acid
binding protein (NAB), ktery hraje roli v uml¢ovani genti (Zhou et al., 2006; Ho et al., 2016; ICTV
2018).

V soucasné dobé jesté popsani a navrzeni dal$i dva zastpuci, Elderberry virus A a Elderberry virus B,
jejich druhovy status vSak nebyl zatim potvrzen, z divodu neuplného splnéni podminek pro popis
nového druhu. ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) udava pravidla, podle kterych
je pro vymezeni novych druhd rodu Carlavirus nutna alespon 72% nukleotidova identita nebo 80%
aminokyselinova identita v replikdzovém nebo plastovém proteinu. Elderberry virus A a B spliluji

podminku 80% aminokyselinové identity v replikazovém proteinu, ale ne v CP (Ho et al., 2016).
3.3.2  Celed Secoviridae

Secoviridae je ¢eled’ neobalenych virti s viriony ikosahedrického tvaru o velikosti 25-30 nm v praméru.
Genom tvofi jedna nebo dvé (RNA-1 a RNA-2) pozitivné orientované molekuly ssRNA o velikostech
6-8 kb a4-7 kb. RNA-1 aRNA-2 zaroven slouzi jako mRNA a jsou translatovany do dvou
polyproteinti, které jsou nasledné S$té€peny na jednotlivé funkéni produkty. RNA-1 koduje proteiny
potiebné pro replikaci viru, zatimco RNA-2 koduje plastovy protein a movement protein (ViralZone,
2020).

Celed zahrnuje celkem 8 rodd, z ¢ehoz rody Comovirus, Fabavirus, Nepovirus, Cheravirus, Sadwavirus
a Torradovirus nesou ve svém genomu dvé molekuly ssRNA a rody Sequivirus a Waikavirus molekulu
jednu (ICTV, 2020). Pro bez ¢erny (Sambucus nigra L.) jsou vyznamni riizni zastupci, Z rodu Nepovirus:
arabic mosaic virus (AMV), cherry leaf roll virus (CLRV) a tomato ring spot virus (TRSV), z rodu
Cheravirus pak cherry rasp leaf virus (CRLV) (Schwenk et al., 1969; Uyemoto, 1970; Hansen et al.,
1974; Milici¢ et al., 1987).

Cherry leaf roll virus (CLRV)

Cherry leaf roll virus je celosvétové rozsifeny a jeho hostitelsky okruh je velmi Siroky. Ptirozené
je CLRV pfendSen pylem a semeny, taktéz byla Uspé€Sn¢ provedena mechanickd inokulace
xperimentalnich rostlin (Woo0 a Pearson, 2014). Infekce bezu ¢erného (Sambucus nigra L.) CLRV byla
poprvé popsana vroce 1968 na Uzemi tehdejsi Jugoslavie (Plav§i¢-Banjac a Mili¢i¢, 1968).
U infikovanych kefich bezu 1ze na listech pozorovat chlorotické mozaiky, chlordzy a sniZeni produkce

ploda (Hansen a Stace-Smith, 1971; Berniak, 2016).
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Jedna ze studii tohoto viru se uskute¢nila na Novém Zélendu, kde bylo popsano celkem Sest izolati:
cherry leaf roll virus infikujicich Actinidia chinensis, Malus domestica, Ribes rubrum, Rumex
obtusifolius a Vaccinium darrowii. Genom je tvofen dvéma molekulami pozitivné orientovanych
SSRNA. RNA-1 a RNA-2 jsou piiblizn¢ 8 kb a 7 kb dlouhé. Velikost ssSRNA téchto izolatl se pohybuje
v piipadé RNAI vrozmezi 7 919-7 921 nukleotidi a v pfipadé RNA-2 vrozmezi 6 361-6 363
nukleotidii bez polyA koncl. Kazda molekula RNA zahrnuje jeden otevieny cteci ramec. ORF
nachazejici se na RNA-1 koduje polyprotein P1 o délce 2 113 aminokyselin a RNA-2 protein P2 o délce
1 590 aminokyselin (Woo a Pearson, 2014).

Tomato black ring virus (TBRV)

Prvni zminka o infekci bezu ¢erného (Sambucus nigra L.) tomato black ring virus pochazi z roku 2004
(Pospieszny, 2004). Na infikovanych rostlinach byly pozorovatelné znamky virové infekce jako
chlorotické skvrny, mozaiky a prosvétlovani zilek na listech. Mechanickou inokulaci byl virus uspésné
pienesen na Chenopodium ssp., kde zptisoboval chlorotické a nekrotické 1éze, a na tabak Nicotiana ssp.,
u kterého byly pozorovatelné charakteristické kruhovité skvrny. Pfitomnost viru v experimentalnich

hostitelich byla ovéfena pomoci elektronové mikroskopie a ELISA testu (Pospieszny, 2004).

Infekce timto virem muzZe byt doprovazena pfitomnosti subviralnich &astic, jako satelitni nebo defektni
RNA, v infikované rostliné. Rostliny infikované izolaty, které obsahovaly defektni RNA, jevily slabsi
piiznaky virové infekce nez ty, které byly infikovany izolaty bez malych RNA molekul (Rymelska,
2013).

3.3.3  Celed’ Tombusviridae

Viry této Celedi maji neobalené, sférické nebo ikosaherdické viriony a v priméru maji 28—-34 nm.
Genom je tvofen jednou linearni, pozitivné orientovanou molekulou ssSRNA o velikosti 4-5,4 kb,
s vyjimkou rodu Dianthovirus, jehoZ genom je tvofen dvéma molekulami RNA o velikostech pfiblizné
3,8 kb a 1,4 kb. Na 5’konci se nenachazi ¢epicka a 3 konec neni opatien polyA sekvenci (ICTV, 2020;
ViralZone, 2020).

Celed zahrnuje celkem 16 roda: Alphacarmovirus, Alphanecrovirus, Aureusvirus, Avenavirus,
Betacarmovirus, Betanecrovirus, Dianthovirus, Gallantivirus, Gammacarmovirus, Macanavirus,
Machlomovirus, Panicovirus, Pelarspovirus, Tombusvirus, Umbravirus a Zeavirus (ViralZone, 2020).
Infekce bezu ¢erného (Sambucus nigra L.) byla popsana u rodt Pelarspovirus, Betanecrovirus
a Tombusvirus (Uyemoto a Gilmer, 1971; Jones, 1972; Polak et al., 1990).

Elderberry aureusvirus 1 (EIAV1)

Elderberry aureusvirus 1 je nové popsany, doposud oficialné nezafazeny, virus nalezici do rodu
Aureusvirus (Safafova et al., 2018). EIAV1 byl poprvé detekovan pii skriningu keiti bezu &erného

(Sambucus nigra L.) rostoucich na dvanacti lokalitach tii riiznych regionti Ceské republiky, zahrnujici
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jizni Cechy a stiedni a jizni Moravu. Testované kefe, ve kterych byl sledovany virus detekovan, jevily
mirné znamky virové infekce jako slabé chlordzy, difuzni chlorézy na listech a v nékterych ptipadech
neuniformni kveteni a dozravani plodt, anebo byly bezptiznakové. Zavaznéjsi ptiznaky virové infekce
(chlordzy, chlorotické prstence) byly taktéz pozorovany, ale v asociaci se smésnou infekei dal§imi viry
jako elderberry virus A (EIVA), elderberry virus B (EIVB) anebo cherry leaf roll virus CLRV (Safatova,
et al. 2018). Pfirozeny hostitelsky okruh jednotlivych zastupci skupiny Aureusvirus je ¢asto omezeny
pouze na jeden, maximaln¢ dva hostitelské druhy, coz plati i v piipadé EIAV1, kdy je prozatim znam

jako jeho jediny hostitel bez ¢erny (Safarova et al., 2018).

Velikost genomu typového izolatu EIAV1-B15 byla stanovena na 4 512 nukleotidd a zahrnuje pét ORFs
S organizaci charakteristickou pro aureusviry. Prvni otevieny cteci ramec, ktery ma velikost
729 nukleotidt, koduje protein asociovany s replikaci, 0 molarni hmotnosti 26,5 kDa, a obsahuje
pro tombusviry typickou p33 doménu. RNA-dependentni RNA polymeraza o molarni hmotnosti
85,3 kDa je kodovana 2 280 nukleotidii dlouhym ORF1-RT, ktery zahrnuje typickou RdRp doménu.
ORF2 je 1134 nukleotidd dlouhy a kdduje plaStovy protein o molarni hmotnosti 39,6 kDa
s konzervativni doménou CP S. Pohybovy protein (26 kDa) s doménou proteinu P21/22 je kédovan
711 nukleotidi dlouhym ORF3, zatimco ORF4, ktery je dlouhy 387 nukleotidi, kéduje RNA silencing
supresor (14 kDa) (Safatova et al., 2018).
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4  Material a metody

4.1 Biologicky material

V ramci experimentalni ¢asti bakalafské prace bylo na pfitomnost zatim nepopsaného viru rodu
Badnavirus otestovano celkem 95 rostlin bezu ¢erného (Sambucus nigra L.), jejichz listy byly odebrany
z kefd vykazujicich pfiznaky virové infekce a bezpiiznakovych kett. Jednotlivé vzorky pochazely
ze sbéril odebranych v letech 2015 az 2018 na lokalitach stfedni a jizni Moravy a jiznich Cech.
Po odebrani byly listy skladovany v -80 °C az do dalsiho pouziti. Do souboru testovanych vzorkt byly
zarazeny 3 rostliny Nicotiana occidentalis a hybridni rostlina N. occidentalis a N. glutinosa, které byly
vV ramci testovani mechanického pienosu viru inokulovany inokulem ziskanym z infikované rostliny.
(Pfenosovy experiment byl provadén pracovniky laboratofe molekularni biologie mikroorganismti,

KBB, PiF UP).

4.2  Pouiité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

o Agarosa (Ambresco, kat. ¢. 9012-36-2)

o Deionizovana voda

o GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, kat. &. SM0241)

o GelRed™ Nucleid Acid Stain (Biotium, kat. &. 41003)

o Hoechst 33258, Pentahydrate (bis-Benzimide) - 10 mg-ml* vodny roztok (ThermoFisher, Kat.
¢. H3569)

o lIsopropanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20037-AT0)

o MyFi™ DNA Pokymerase (Bioline, kat. ¢. BIO-21118)

o MyTagq™ DNA Polymerase (Bioline, kat. ¢. BIO-21106)

o Specifické primery navrzené pracovniky laboratofe molekularni biologie mikroorganismi
(KBB PiF UP)

o UltraPure™ Ethidium Bromide, 10 mg-ml™* (ThermoFisher, kat. &. 15585011)

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

Pouzité soupravy

o The BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher, kat. ¢. 4337457)
o QIAPrep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, kat. ¢. 27106)

o QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, kat ¢. 28704)
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Pouzité roztoky

o

o

50x TAE (Tris-Acetate-EDTA): 242 g Tris base rozpustit v 800 ml dH-0, ptidat 57,1 ml ledové
kyseliny octové a 100 ml 0,5M EDTA (pH 8), doplnit dH>O do 1000 ml.
1x TAE (Tris-Acetate-EDTA): 20 ml 50x TAE doplnit dHO.

Pouzité pristroje

O
O

o

4.3

Analytické vahy 440-33 N (Kern)

Centrifuga Biofuge pico (Heraus)

Centrifuga Spectrafuge 24D (LABNET)

Elektroforeticka komtrka HU 10 (Scie-Plas)

Fluorimetr DynaQuant DQ 200 (Amersham Biosciences)
Homogenizator FastPrep 24 (MP Biomdicals)

Laminarni box PV-100 (Telstar)

Mikrovinna trouba (Daewo0)

Minicentrifuga Spectrafuge™ 16M (Labnet)

NanoDrop 1000 Thermo Scientific Spectrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
Piistroj na vyrobu ledu (Icematic)

Termocyklér T100 (BIO-RAD)

UV transluminator UVT-14L (Herolab)

Dokumentacn systém G: BOX se softwarem GeneSnap (Syngene)
Vortex TTS 2 Yellowline (Maneko)

Zatizeni pro inkubaci a tfepani Mixing Block MB-102 (BIOER)

Zdroj stejnosmérného napéti Power Station 300 (Labnet)

Izolace DNA

DNA byla izolovana z listii pomoci kitu QIAPrep Spin Miniprep Kit, podle modifikovanych pokyni

vyrobce. [zolace probehla nasledovne:

1.

Piiblizn¢ 60 mg listu bylo pieneseno do homogenizaéni zkumavky s 250 pl pufru P1
a keramickou homogeniza¢ni kulickou, a nésledné¢ homogenizovano v homogenizatoru
FastPrep24.

Zhomogenizovany material byl pomoci mikropipety pfenesen do 1,5ml mikrozkumavky typu
Eppendorf.

Ke zhomogenizovanému materidlu bylo pfidano 250 pl pufru P2 a nasledné¢ byl obsah
mikrozkumavky jejim opatrnym prevracenim (10X) promichan.

Lyze probihala maximalné 5 min.

Do mikrozkumavky bylo ptidano 350 pl pufru N3 a naslednym pfevracenim zkumavky (10x)
byl obsah promichan.
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Obsah zkumavky byl centrifugovan 5 min pii 13 000 rpm ve stolni centrifuze.
Vznikly supernatant obsahujici DNA byl piepipetovanim aplikovan na QIAprep spin kolonu.
Supernatant byl centrifugovan 1 min pfi 13 000 g. Kapalny obsah zkumavky byl odstranén.

© © N o

QIAprep spin kolona byla promyta ptidanim 0,5 ml pufru PB a centrifugaci po dobu 1 min

pii 13 000 g. Kapalny obsah byl odstranén.

10. QIAprep spin kolona byla promyta ptidanim 0,75 ml pufru PE a centrifugaci po dobu 1 min.
Tento krok byl opakovan dvakrat.

11. Kapalny obsah mikrozkumavky byl odstranén a mikrozkumavka byla znovu centrifugovana
po dobu 1 min.

12. QIAprep kolona byla umisténa do Cisté 1,5ml mikrozkumavky, na QIAprep kolonu bylo
naneseno 50 ul EB pufru a ponechana 1 min stat, rozpusténa DNA byla uvolnéna
do mikrozkumavky centrifugaci po dobu 1 min pii 13 000 g.

13. Koncentrace a Cistota vyizolované DNA byla stanovena spektrofotometricky (NanoDrop 1000,

ThermoScientific).

Vyizolovana DNA byla nasledné ihned pouzita pro detekci viru nebo dlouhodobé ulozena

pii teploté -20°C.

4.4  PCR detekce badnaviru bezu éerného

Piitomnost sledovaného viru Vv testovanych rostlinach byla zjistovana za pomoci PCR reakce.
Pro detekci viru byla tedy pouzita PCR s pomoci kombinace primertt SUP a 5DW anebo 3UP a 3DW
a za pouziti MyTaq™ DNA polymerazy (Bioline). Veskeré kroky ptipravy PCR reakéni smési byly
provedeny ve sterilnich podminkach v laminarnim boxu. Samotna PCR reakce probihala v termocykléru

BIO-RAD T100™ThermalCycler.

Pro PCR byla pfipravena reakéni smés S ohledem na mnozstvi testovanych vzorkd obsahujici jednotlivé
slozky a specifické primery 5UP (f primer) a 5DW (r primer), anebo 3UP (f primer) a 3DW (r primer).
Ta byla dale rozpipetovana po 18 pul do 0,2ml mikrozkumavek. Nasledné byly do kazdé mikrozkumavky
pridany 2 pl vyizolované DNA. SloZeni reak¢ni smési a podminky PCR reakce viz Tabulka 1 a 2.
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Tabulka 1: Slozeni PCR reakéni smési pro detekci badnaviru

Polozka Koncent;’g;:oli)(zacovniho Objem pro 1 test [pl]
Pufr 5x 4,00
Destilovana voda 13,60
f primer 20 pmol-ul* 0,10
r primer 20 pmol-ul* 0,10
Taq DNA polymeriza 5U-pl?t 0,20
Celkem 18

Tabulka 2: Teplotni profil PCR reakce pro detekci badnaviru

Proces Teplota Cas Pocet cykli
Pocdateéni denaturace 95 °C 3 min Ix
Dentaurace 95 °C 30s
Nasedani primeru 52 °C 30s 35X
Elongace 72 °C 30s
Kone¢na elongace 72 °C 5 min Ix

4.5 PCR amplifikace genomickych fragmentii badnaviru bezu

Za ucelem sekvencovani virové DNA byla znovu provedena PCR vzorkid BS, B13 a B259 s pozitivhim
nalezem sledovaného viru. Pro amplifikaci vybranych ¢asti genomu viru bylo pouzito specifickych parii
primerd, konkrétné UP6/DW3, UP1/DW3, UP3/6DWsp, DW2/9DW, UP9/DW7a, 10UP/DW7
a 9UP/DW?7, navrZzenych pracovniky laboratofe molekularni biologie mikroorganismi (KBB PiF UP)
na zékladé HTS sekvenénich dat, amplikony byly ziskany pomoci MyFi™ DNA polymerazy (Bioline).

Slozeni PCR reakéni smési viz Tabulka 3.

Tabulka 3: Slozeni PCR reak¢ni smési pro amplifikaci virové DNA

Poloska Koncent:g;:oll)(zacovniho Objem pro 1 test [ul]
Pufr 5Xx 5,00
Destilovana voda 16,50
f primer 20 pmol-pl* 0,25
r primer 20 pmol-pl* 0,25
MyFi DNA polymeraza 2 U-ul? 1,00
Celkem 23
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4.6  Elektroforeticka separace

Vysledky PCR amplifikace byly analyzovany pomoci elektroforetické separace v 1% agarézovém gelu
(Agarose I, AMRESCO) v 1x TAE pufru. Gel pro jednu elektroforetickou separaci byl pfipraven z 50 ml
gelu, do kterého bylo po jeho rozvaifeni piidano 2,5 pl fluorescenéniho barviva GelRed™ Nucleic Acid
Stain (Biotium) pro naslednou vizualizaci produktii. Do prvni jamky gelu bylo vzdy napipetovano
1,5 pl standardu molekulové hmotnosti GeneRuler 100 bp DNA (Fermentas) a v dalSich jamkach bylo
vzdy analyzovano 5 ul PCR produktu. Separace byla nasledné provedena pii 80 V po dobu asi 45 min.
Vysledky byly vizualizovany pomoci UV transluminatoru a dokumenta¢niho systému Syngene
(G: BOX, Syngene).

4.7  lzolace PCR produktu z gelu

PCR produkty vhodné pro sekvencovani byly vyizolovany z gelu pomoci kitu QIAquick Gel Extraction
kit podle modifikovanych pokyni vyrobce. Postup byl proveden nasledovné:

1. PCR produkty byly rozdéleny na 1% agardézovém gelu, pii 80 V.

2. Gel byl umistén na UV transluminator uréeny pro vyfezavani z gelu.

3. Sterilnim skalpelem byl za prochazejiciho UV svétla vyfiznut PCR produkty a byl umistén
do oznacené a zvazené 1,5ml mikrozkumavky typu Eppendorf.

4. Do zkumavky bylo pfidan QG pufr v objemovém poméru 3:1 (v/w).

5. Mikrozkumavky s obsahem byly inkubovany pii 50°C v suché lazni (BIOER), dokud nedoslo
k rozpusténi gelu.

6. Do zkumavky byl pfidan jeden objem izopropanolu.

7. Smés byla promichana a napipetovdna do kolonky vlozené do sbérné zkumavky. Obsah byl
centrifugovan 1 min pfi 13 000 g.

8. Kapalny obsah sbémé zkumavky byl odstranén a do kolonky bylo pfidano 500 pl QG pufiu.
Byl zopakovan postup centrifugace a vyliti kapaliny ve sbérné zkumavce.

9. Do kolonky bylo ptidano 750 ul PE pufru a opét byl zopakovan proces centrifugace a vyliti
filtratu.

10. Kolonka umisténa v prazdné sbémé zkumavce byla znovu centrifugovdna 1 min
pfi 13000 g a nasledné umisténa do nové 1,5ml mikrozkumavky typu Eppendorf.

11. Do kolonky bylo napipetovano 30 pl destilované vody, rozpusténa DNA byla uvolnéna
do mikrozkumavky centrifugaci pti 13 000 g po dobu 1 min.

12. Koncentrace vyizolované DNA byla stanovena fluorimetricky pomoci barviva Hoechst 33258
(Fluorimetr DynaQuant DQ 200, Amersham Biosciences).

Ziskana DNA byla uchovavana pii teplot¢ -20°C a nasledné pouzita pro piipravu vzorkl

na sekvencovani.
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4.8  Sanger sekvencovani

Pro ptipravu vzorkli na sekvencovani byla pouzita souprava The BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (ThermoFisher). Izolovana DNA byla v zavislosti na délce analyzovanych fragmentt
nafedéna nasledovné: pro fragmenty o velikosti cca 2000 bp bylo pouzito 50 ng DNA na reakci,
pro fragmenty o délce cca 1800 bp bylo pouzito 40 ng na reakci a pro fragmenty o piiblizné délce

1000 bp 25 ng DNA na reakci.

Reakéni smés pro sekvenaéni reakci byla piipravena s ohledem na mnozstvi testovanych vzorkt a poctu
pouzitych primert, pficemz pro kazdy specificky primer byla pfipravena univerzalni reakéni smes
(slozeni viz Tabulka ¢. 4), ktera byla dale rozpipetovana po 4 ul do 0,2ml mikrozkumavek. Do kazdé
mikrozkumavky bylo nasledné ptidano 6 ul DNA o koncentraci odpovidajici délce sekvencovaného

fragmentu.

o UP6/DWS3 produkty byly sekvencovany s pouzitim primera UP6, DW3, UP1, DW1 a DW6.

o UP3/6DWsp produkty byly sekvencovany s pouzitim primerd UP3, 6DWsp, UP2, 6UPsp, DW4,
DW2a a UP2dw.

e DW2/DW9 produkty byly sekvencovany s pouzitim primerd DW2, DW9, UP9 a DW5.

o UP1/DWS3 produkty byly sekvencovany s pouzitim primera UP1 a DW3.

Veskeré kroky piipravy PCR reakéni smési byly provedeny ve sterilnich podminkach v laminarnim

boxu.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro pfipravu vzorku na sekvenCovani

Polozka Objem pro 1 test [pl]
Pufr 1,00
Primer 2,00
DNA 6,00
BigDye Terminator 1,00

Vysledek sekvenacni reakce byl nasledné vyhodnocen pomoci kapilarové elektroforézy za pouziti
genetického analyzatoru ABI PRISM 3730 na pracovisti Ustavu experimentalni botaniky AV CR -

Centrum regionu Hana pro biotechnologicky a zemé&d¢€lsky vyzkum, Univerzita Palackého v Olomouci.

4.9 Bioinformaticka analyza

Pro slozeni finalnich kontigh z jednotlivych vystupli genetického analyzatoru byl pouzit program
SeqMan (DNASTAR, Lasergene). Naslednym porovnani téchto kontigh se sekvencemi poskytnutymi
GenBank databazi a vyuzitim programu Blast (BLAST, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#) byla
urCena identita ziskanych sekvenci. Jednotlivé ziskané sekvence byly porovnané s odpovidajicimi

¢astmi genomu dal$ich zastupct rodu Badnavirus dostupnych v databazi GenBank za ucelem zjisténi
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jejich genetické variability. Byl proveden mnohocetny alignment pomoci programu Clustal W. Nasledna
fylogeneticka analyza byla provedena za pomoci Neighbor-joining metody, vysledné stromy byly

vizualizovany za pomoci Tree Explorer, vSechny algoritmy dostupné v programu MEGA v. 7.0.14.
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5 Vysledky

Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace byla analyza souboru vzorkid bezu ¢erného (Sambucus
nigra L.), které pochazely z oblasti jiznich Cech a jizni a stfedni Moravy. Byl proveden skrining
pfitomnosti sledovaného, dosud nepopsaného badnaviru celkem v 96 vzorcich plané rostouciho
a kulturniho bezu, coz zahrnovalo 23 vzorkd bezu pochazejicich z oblasti stfedni Moravy, 63 vzorkd
bezu ptivodem z jizni Moravy a 10 vzorkii bezu z oblasti jiznich Cech (Tabulka 5). Dale byl skrining
proveden v 8 rostlinach Nicotiana occidentalis a jedné rostliné N. occidentalis x N. glutinosa, které byly
pracovniky laboratofe molekularni biologie mikroorganismid, KBB PfF UP, vramci testovani

mechanického pfenosu viru inokulovany inokulem z infikované rostliny.

Dalsi casti bakalaiské prace bylo stanoveni molekularné genetické identity sledovaného viru a jeho

nasledna fylogeneticka analyza.

Tabulka 5: Seznam testovanych rostlin bezu a jejich piivod

Lokalita vorka  celkem
Sti‘edni Morava
Hnévotin, Zeravky 2
Namést’ na Hané 4
Olomouc (mésto) 6
Olomouc, Fort XIII 6 23
Olomouc, Hnévotin 1
Slatinice 1
Slatinky 3
Jizni Morava
Cejkovice 3
Dolni Dunajovice 1
Hlohovec 2
Hustopece (kulturni vysadba) 20 63
Hustopece (plané) 43
Knézpole 1
Milotice 2
Rosténice 1
Jizni Cechy
Rosténice 1
Strelské Hostice 5 10
Vetechov 4
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5.1 Detekce sledovaného badnaviru

Sledovany virus byl detekovan za pouziti specifickych primerd SUP (f primer) a SDW (r primer) pomoci
PCR. Pfitomnost tohoto viru byla potvrzena detekci PCR produktu o velikosti cca 500 bp (o¢ekavana
velikost 502 bp) u 75 vzorkl keft bezu z celkovych 96 testovanych ket (Obrazek 1). Virus byl
detekovan ve vSech tfech testovanych regionech, a to ve vysokych Cetnostech. Procentualni vyskyt

sledovaného viru ve vzorcich ze vSech testovanych oblasti inil 78,1 %.

Ptitomnost sledovaného viru byla znovu provéiena z divodu vysokého procenta pozitivnich nalezi
v predchozi PCR detekei a s cilem potencialné vylouc¢it moznou nespecifickou reakci pouzitych primerd
s rostlinnou DNA. Soubor nahodné vybranych 58 vzorkd, ktery zastupoval jak pozitivni, tak i negativni
nalezy ze vSech testovanych oblasti, byl tedy znovu pomoci PCR reakce otestovan, tentokrat s pomoci
specifickych primerd 3UP/DW (Obrazek 2). Produkt o velikosti cca 400 bp (ofekavana velikost
produktu 395 bp) byl detekovan u 51 vzorki, zatimco u zbylych 7 nebyl produkt ziskan.

Obrazek 1: Detekce sledovaného viru pomoci specifickych primerti SUP a SDW

L B138 B140 B141 B142 B144 B145 B146 B147 B148 B149 L

7 e =

L B22 B26 B27 B29 B31 B33 B34 B35 B37 B38 V L

N = =4 —

Legenda: L - GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Fermentas, B22—-B149 - oznaceni vzork, V - negativni kontrola,
Sipka oznacuje specificky produkt (500 bp).
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Obrazek 2: Detekce sledovaného viru pomoci specifickych primerti 3UP a 3DW

Legenda: L - GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Fermentas, 1-35 - oznadeni vzorkii, V - negativni kontrola, ipka

oznacuje specificky produkt (400 bp).

Vyskyt sledovaného badnaviru v jiznich Cechach

Pro testovéni piitomnosti sledovaného viru bylo z oblasti jiznich Cech vybrano 10 rostlin (Tabulka 6).
Mezi pozorovatelné symptomy na rostlindch patfila chlorotickd mozaika a svrastélé listy, 5 rostlin bylo

bezptiznakovych. Zachyt sledovaného viru €inil 60 %.

Amplikon byl po provedeni PCR reakce za pouziti paru primerd SUP/5DW ziskan v pfipadé 6 rostlin,
konkrétné vzorcich B73, B74, B75, B76, B78 a B81. Rostliny B73 a B76 byly vyhodnoceny jako
pozitivni na pfitomnost sledovaného viru i ptes to, ze na téchto rostlinich nebyly pozorovany zadné
pfiznaky virové infekce. Pii opétovném testovani vSech vzorkli z této oblasti, tentokrat za pouziti
3UP/DW pii PCR reakei, bylo dosazeno stejného vysledku ve vSech ptipadech az na jeden. Vzorek B8O
byl v ptipadé pouziti prvniho paru primeri shledan jako negativni, v pfipadé pouziti paru druhého byl

detekovan o¢ekavany produkt.
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Tabulka 6: Detekce viru v rostlinach bezu, jizni Cechy

PCR detekce primery

Vzorek 5UP/DW  3UP/DW Symptomy Lokalita
B72 - - bez symptomt Stielské Hostice
B73 + + bez symptomil Rosténice
B74 + + svrastélé listy Stielské Hostice
B75 + + chloroticka mozaika Vetechov
B76 + + bez symptomi Stielské Hostice
B77 - - bez symptomi Strelské Hosttice
B78 + + svrastélé listy Stielské Hosttice
B79 - - bez symptomi Vetechov
B80 - + chloroticka mozaika Vetechov
B81 + + svrastélé listy Vetechov

Legenda: (+) - pozitivni nélez; (-) - negativni nalez.

Vyskyt sledovaného badnaviru na stiredni Moravé

Ptitomnost viru v kefich bezu ¢erného rostoucich v oblasti stfedni Moravy byla provéfena celkem
ve 23 rostlinach (Tabulka 7). Kefe, ze kterych byly odebrany listy pro testovani, jevily znamky virové
infekce jako chlordzy, chlorotické mozaiky a chlorotické prstence na listech, nekrézy, zakrslosti listt,
stacenti listt nebo neuniformni dozravani plodu. Dale byly vzorky odebrany i z rostlin, které sice nejevily
zadné symptomy virové infekce, ale nachazely se v blizkosti symptomatickych rostlin. Virus byl

detekovan v 82,6 %.

Virus nebyl za pouZiti primert 5SUP a 5SDW detekovan pouze ve tiech piipadech: v rostliné B7 i pies to,
7e na jejich listech byla pozorovatelna chloroticka mozaika, dale v rostlin€ B261, kterd jevila znamky
chlordzy a zakrslosti listdl, v asymptomatické rostlin€ B13 a rostliné B189. Vsechny zbylé rostliny jevily
znamky virové infekce a pfitomnost sledovaného viru u nich byla potvrzena. Pro detekci viru druhym
parem specifickych primert (3UP a 3DW) bylo nahodné vybrano 19 vzorku, u kterych byla pfitomnost
viru pomoci PCR reakce potvrzena ve vSech rostlinach. Produkt byl ziskan i v piipadé tii ke, vzorkt

B7, B13 a B189, u kterych nebyl virus s pouZzitim primertt SUPa SDW detekovéan.

27



Tabulka 7: Detekce viru v rostlinach bezu, stfedni Morava

Vzorek P&%fg\tx/kcglﬁ) Igl/rlg\e/\r/y Symptomy Lokalita
B1 + + chloréza, staceni listt Olomouc, Hnévotin
B5 + + chloréza Olomouc, Fort X111
B6 + + bez symptomu Olomouc, Fort XIII
B7 - + chloroticka mozaika Olomouc, Fort X111
B8 + + Chlordza, malé listy Hnévotin, Zeravky
B9 + + Chlordza, malé listy Hnévotin, Zeravky
B12 + + chloréza Slatinky
B13 - + bez symptomu Slatinky
B15 + + chlordza, nerovnomérné dozralé plody Slatinky
B17 + + bez symptomil Slatinice
B20 + + chlorotické prstence Namést na Hané
B22 + + chlorotické prstence Nameést na Hané
B26 + + chlorotické prstence Nameést na Hané
B27 + + chlorotické prstence Namést na Hané
B41 + + chlor6za Olomouc
B42 + nt bez piiznaki Olomouc
B42-2018 + + mozaika, malé listy, nekrdza Olomouc
B189 - + nh Olomouc
B192 + + nh Olomouc
B259 + + Chlor6za, n;g;g?&gggovnomémé Olomouc, Fort XIII
B260 + nt chlor6za, malé listy Olomouc, Fort XI11
B261 - nt chloréza, malé listy Olomouc, Fort XIII
KOJ + nt chlordza, malé listy Olomouc

Legenda: (+) - pozitivni nalez; (-) - negativni nalez, nh - nehodnoceno, nt - netestovano, B42-2018 - fizek

Z puvodni rostliny B42.

Vyskyt sledovaného badnaviru na jizni Moravé

Celkem 63 vzork rostlin bezu ¢erného bylo odebrano v oblasti jizni Moravy. Pro testovani pfitomnosti

sledovaného viru bylo vybrano 20 rostlin z kulturniho sadu, které jevily ptfiznaky virové infekce jako

malolistost, chlorézy na listech, Zloutnuti listh a zasychani, nebo byly bezptiznakové. Daéle byly

pro analyzu vybrany plané rostliny vyskytujici se v okoli tohoto sadu. Vzorky byly odebrany z rostlin,

na kterych byly pozorovatelné chlorézy, chlorotické prstence, slabé mozaiky u mladych listt, difuzni

mozaika, prosvétlovani zilek, deformace listd, svrasténi listl, zakrslost listd, svinuté listy, zluté listy,
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kadetavost, bilé okraje listi, malé kvéty, zavadnuti rostliny, mensi vzrist nebo zasychani celé rostliny,

a Z bezptiznakovych rostlin v blizkosti symptomatickych kei.

Ze souboru 43 plané rostoucich rostlin bezu bylo 86 % z nich vyhodnoceno jako pozitivni na pfitomnost
sledovaného viru, na zakladé detekce produktu pfi pouziti primert S5UP a SDW (Tabulka 8). Vétsina
pozitivné vyhodnocenych stromt jevila znamky virové infekce, nicméné ptitomnost viru byla potvrzena
i v né€kolika asymptomatickych rostlinach, konkrétné ve vzorcich B39, B40, B150-2018, B151-2018,
B158-2018 a B161-2018. Veskeré vzorky, u kterych nebyla pfitomnost viru potvrzena, taktéz jevily
znamky virové infekce. Pti opakované PCR reakci s druhym parem primertt (3UP/DW), pro kterou bylo
nahodn¢ vybrano 10 rostlin, bylo u nékolika vzorkid dosazeno odlisnych vysledkd. Konkrétné v ptipadé
vzorki B33, B34 a B38, u kterych byl tentokrat ziskan produkt, a v pfipadé vzorku B35, u kterého

pritomnost viru potvrzena nebyla.

Pro urceni cetnosti sledovaného viru v kulturnim sadu v Hustopecich bylo vybrano 20 rostlin
(Tabulka 9), z nichz rostliny B74-2018, B79-2018, B84-2018, B89-2018, B103-2018, B108-2018
a B128-2018 nejevily zadné znaky virové infekce. Ptitomnost viru byla pomoci PCR reakce za pouziti
specifickych primert SUP a 5SDW prokazana ve 13 pfipadech (65 %) zahrnujicich i asymptomatické
rostliny B74-2018, B79-2018, B84-2018, B103-2018, B108-2018 a B128-2018. Virus nebyl detekovan
Vv ptipadé vzorki rostlin B76-2018, B81-2018, B90-2018, B95-2018, B118-2018 a B127-2018, které
ale jevily priznaky infekce virem, a asymptomatické rostliny B89-2018. Z vybraného souboru
kulturnich rostlin bezu bylo nasledné nahodné uréeno 19 vzorki, které byly znovu podrobeny PCR
reakci, tentokrat ale s parem specifickych primert 3UP a 3DW. Vysledky se vSak v pripadé vzorkd
B81-2018, B89-2018, B90-2018 a B95-2018 lisily.
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Tabulka 8: Detekce viru v rostlinach bezu, jizni Morava

PCR detekce primery

Vzorek 5UP/DW  3UP/DW Symptomy Lokalita
B29 + + chlorotické prstence Rosténice
B31 + + chlordza, malé listy Milotice
B33 - + zmlazujici, mozaika u mladych listt Milotice
B34 - + prosvétlené zilky Cejkovice
B35 + - zmlazujici kef, mozaika Cejkovice
B37 + + deformace listl Cejkovice
B38 - + deformace listii, mladé vyhony Hlohovec
B39 + + bez symptomil Hlohovec
B40 + + bez symptomil Dolni Dunajovice

B70-2018 + nt slaba chlor6za Hustopece
B71-2018 + nt slaba chlor6za Hustopece
B72-2018 + nt slaba chlordza, mirné svrasténi listt Hustopece
B102-2018 + + malé listy Hustopece
B131-2018 + nt bez symptomi Hustopece
B132-2018 + nt mozaika, bilé okraje listt Hustopece
B133-2018 + nt kombinace piiznak Hustopece
B134-2018 - nt prosycha Hustopece
B135-2018 + nt chlordzy, mozaika, krouzky Hustopece
B137-2018 + nt mozaika, krouzky, chloroza Hustopece
B138-2018 + nt mozaika, krouzky Hustopece
B140-2018 + nt chloroza, svrasklé listy Hustopece
B141-2018 + nt mirnd mozaika Hustopece
B142-2018 + nt chlorozy, krouzky, malé listy Hustopece
B144-2018 + nt mozaiky, prosvétleni zilek Hustopece
B145-2018 + nt chloréza Hustopece
B146-2018 + nt chlordza, prosvétleni zilek Hustopece
B147-2018 - nt chloréza Hustopece
B148-2018 + nt chloréza, deformace listt Hustopece
B149-2018 + nt mozaiky na listech Hustopece
B150-2018 + nt bez symptomil Hustopece

Legenda: (+) - pozitivni nalez, (-) - negativni nalez, nt - netestovano.
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Tabulka 9: Detekce viru v rostlinach bezu, jizni Morava (pokracovani)

PCR detekce primery

Vzorek 5UP/DW 3UP/DW Symptomy Lokalita
B151-2018 + nt bez symptomu Hustopece
B152-2018 - nt chloréza, svinutka Hustopece
B153-2018 + nt svétle zeleny kef, nasedlé listy Hustopece
B154-2018 + nt prosycha ket, houba Hustopece
B155-2018 + nt prosycha ket, malé listy Hustopece
B156-2018 + nt diftzni mozaika Hustopece
B158-2018 + nt bez symptomi Hustopece
B161-2018 + nt bez symptomil Hustopece
B168-2018 + nt prosycha, chlorozy, malé listy Hustopece
B169-2018 + nt mlady strom, chlordzy Hustopece
B172-2018 + nt prosycha, chlorozy, malé listy Hustopece
B177-2018 + nt prosycha, chlorozy, malé listy Hustopece

B300 + nt chlor6za, zmensené listy Knézpole

Legenda: (+) - pozitivni nalez; (-) - negativni nalez, nt - netestovano.

Tabulka 10: Detekce viru v kulturnich rostlinach bezu, cv. Dana a Bohatka

PCR detekce primery

Vzorek  5upipW 3UPIDW Symptomy
73-2018 + nt mensi listy
74-2018 + - zdravy

76-2018 - + chlor6za, mozaiky, zilky
79-2018 + + zdravy

81-2018 - + slaba chloréza
83-2018 + + chloroza, zavadla rostlina
84-2018 + + zdravy

89-2018 - + zdravy

90-2018 - + malé kvéty, slabsi vzriist
91-2018 + + svinuté malé listy, zavada
95-2018 - + strom zasycha, mrtvé dievo, chlorozy

Legenda: (+) - pozitivni nalez; (-) - negativni nalez, nt - netestovano.
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Tabulka 11: Detekce viru v kulturnich rostlinach bezu, cv. Dana a Bohatka (pokracovani)

PCR detekce primery

Vzorek  supiDW  3UPIDW Symptomy
98-2018 + + difuzni mozaiky, Spatny stav
99-2018 + + difuzni mozaiky, Spatny stav
103-2018 + + zdravy
108-2018 + + zdravy
109-2018 + + zluty, difizni mozaika
116-2018 + + svinutka, Zluty, malolistost
118-2018 - - svinutka, Zluty, malolistost
127-2018 - - obrost, kadetavost
128-2018 + + zdravy

Legenda: (+) - pozitivni nalez; (-) - negativni nalez, nt - netestovano.

V ramci experimentalni prace byla dale ovéfena tspésnost mechanického ptenosu sledovaného viru

na experimentalni bylinné hostitele. Pomoci PCR analyzy za pouziti specifickych primerd SUP/SDW

byla zjistovana pfitomnost viru v rostlinach tabaku, které byly inokulovany inokulem ziskanym

z infikované rostliny B13. Celkem bylo otestovano 8 rostlin N. occidentalis a jedna rostlina

N. occidentalis x N. glutinosa, které jevily symptomy, chlorézy a prosvétlovani zilek, podobné virové

infekci. V zadném z testovanych vzorkt nebyl ziskan ofekavany produkt, a experimentalni mechanicky

pienos se tedy nezdafil (Obrazek 3).

Obrazek 3: Detekce sledovaného viru pomoci primertt SUP a SDW v inokulovanych rostlinach

K10
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3040-1
3040-3
p-d

(‘Il
o
-+
o
(33}

Legenda: L - GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Fermentas; K10, K2G, 3022-1, 3022-2, 3022-3, 3022-4, 3040-

1, 3040-2, 3040-3 - oznaceni vzorki, N - negativni kontrola.
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5.2  Geneticka analyza detekovaného viru

U vybranych tfi izolath byla provedena amplifikace dvou oblasti genomu a byly ziskany sekvence
amplifikované pomoci primertt UP6, UP3, DW2, UP1, DW3, DW6sp a DW9. Parcialni sekvence ORF3
vzorkd B5, B13 a B259 byla ziskana amplifikaci pomoci specifickych primera UP1, DW1, UP3, DW3
a DW4, zatimco sekvence ORF5 pomoci primert DW6sp, UP6sp, DW2 a DW2a, o délce 1100-2766

bazi.

BlastN (Blastx) analyza potvrdila, Ze se jedna o oblasti ORFS5 a parcialni sekvence ORF3 odpovidajici
témto ORF jinych badnavirti dostupnych v databazi GenBank.

Parcialni aminokyselinova sekvence ORF3 vykazovala identitu se sekvencemi hypotetického proteinu
(Acc. No. NP043932.1) a plastového proteinu (Acc. No. AMB57362.1) strawberry vein banding virus
(SVBV), nachazejicimi se v oblasti ORFIV, s identitou 28 %,; sekvenci polyproteinu blueberry fruit drop
associated virus (BFDAV) (Acc. No. YP009182100.1) s identitou 27-28 %; sekvenci plastového
proteinu (Acc. No. AHA91330.1) a kapsidového proteinu (Acc. No. BAO53574.1) cauliflower mosaic
virus (CaMV), nachazejici se v oblasti ORF IV, sidentitou 25-26 %. Zaroven tato sekvence
ale vykazovala nejvys$$i identitu (29 %) S necharakterizovanym proteinem Chenopodium quinoa
o neznamé funkci (Acc. No. XP021743973.1).

Na zakladé podobnosti ziskanych sekvenci parcialniho ORF3 s nékterymi dalSimi zastupci Celedi
Caulimoviridae byla provedena fylogeneticka analyza (Obrazek 4). Pomoci metody neighbor-joining
byly porovnany fylogenetické vztahy, které byly vyjadieny pomoci nezakoienéného fylogenetického
stromu. Parcialni sekvence ORF3 izolati z bezu tvotily samostatnou signifikantni vétev, odlisnou

od ostatnich badnaviru.
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Obrazek 4: Fylogeneticka analyza ziskané parcialni sekvence ORF3 izolati BS, B13 a B259

Legenda: CRVBV - Cacao red vein-banding virus; CSSV - Cacao swollen shoot virus; DBV - Dioscorea
bacilliform virus; CaBV1 - Camellia badnavirus 1; CLNV - Cycad leaf necrosis virus; SCBMV - Sugarcane
bacilliform Mor virus; BSV-Acum - Banana streak virus Acuminata Yunnan; PYMoV - Piper yellow mottle virus;
YNMov - Yacon necrotic mottle virus; CoYMV - Commelina yellow mottle virus; CaMV - Cauliflower mosaic

viru; BFDaV - Blueberry fruit drop associated virus; SVBV - Strawberry vein banding virus.

Aminokyselinova sekvence ORF5 virovych izolati vykazovaly ¢aste¢nou identitu s riznymi oblastmi
genomu fady rostlinnych vird ¢eledi Caulimoviridae. Mezi podobné aminokyselinové sekvence
nalezely: s identitou 52-54 % sekvence ORF3 strawberry vein-banding virus (Acc. No. NP 043933.1);
s identitou 48-50 % sekvence ORF5 atractylodes mild mottle virus (Acc. No. YP 009165750.1) a sweet
potato caulimo-like virus (Acc. No. ADZ 45038.1), a sekvence kodujici polyprotein blueberry fruit drop
associated virus (Acc. No. YP 009182100.1); s identitou 47-48% sekvence ORFY rice tungro
bacilliform virus (Acc. No. FAA 01208.1), ORF3 cacao yellow vein banding virus (Acc. No. YP
009345075.1), ORF3 grapevine vein clearing virus (Acc. No. AM 62341.1), ORF3 pagoda yellow
mosaic associated virus (Acc. No. YP 009041481.1) a sekvence hypotetického proteinu pelargonium
vein banding virus (Acc. No. YP 003208050.1); s identitou 45-46 % sekvence ORF5 cauliflower mosaic
virus (Acc. No. BAO 53393.1), ORF5 angelica bushy stunt virus (Acc. No. YP 009666503.1), ORF5
horseradish latent virus (Acc. No. YP 006907836.1) a sekvence ORF4 dioscorea bacilliform virus (Acc.
No. ABI 47987.1); s identitou 44 % sekvence kodujici protein carnation etched ring virus (Acc. No.
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CAH 68829.1). Zaroven ale tyto sekvence vykazovaly ¢aste¢nou identitu (5253 %) se sekvenci
retrotranspozonu ryze seté (Oryza sativa) (Acc. No. AAP 53052.1) a sekvenci necharakterizovaného
proteinu rajéete jedlého (Solanum lycopersicum) (Acc. No. XP 025888337.1) s identitou 49-51 %.

Na zéklad¢ identity mezi ziskanymi sekvencemi ORFS5 a sekvencemi dal$ich virt ¢eledi Caulimoviridae
byla provedena fylogeneticka analyza sledovaného viru (Obrazek 5). Ziskané sekvence ORFS5 ptivodem
ze vzorkd B5, B13 a B259 byly, podle fylogenetického stromu vygenerovaného pomoci neighbor-
joining metody, evolu¢né nejblizsi se sekvenci sweet potato caulimo like virus (Cavemovirus,
Caulimoviridae), blueberry fruit drop associated virus (Vaccinivirus, Caulimoviridae) a rice tungro

bacilliform virus (Tungrovirus, Caulimoviridae).
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Obrazek 5: Fylogeneticka analyza ziskané sekvence ORF5 izolatt B5, B13 a B259
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Legenda: PVBYV - Pelargonium vein banding virus; SCBMV - Sugarcane bacilliform Mor virus; CYVBYV - Cacao

yellow vein banding virus; GVCV - Grapevine vein clearing virus; YNMoV - Yacon necrotic mottle virus; BSV-

Acum - Banana streak virus Acuminata Yunnan; CoYMV - Commelina yellow mottle virus; PYMoV - Piper

yellow mottle virus; CLNV - Cycad leaf necrosis virus; DBV - Dioscorea bacilliform virus; CaBV1 - Camellia

badnavirus 1; CRVBR - Cacao red vein-banding virus; CSSV - Cacao swollen shoot virus; RTBV - Rice tungro

bacilliform virus; BFDaV - Blueberry fruit drop associated virus; SPCa-LV - Sweet potato caulimo-like virus;

SVBYV - Strawberry vein banding virus; AnBSV - Angelica bushy stunt virus; AMMV-ES - Atractylodes mild

mottle virus; CERV - Carnation etched ring virus; CaMV - Cauliflower mosaic virus; HRLV - Horseradish latent

virus.
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6 Diskuze

Badnaviry se prevazné vyskytuji v subtropickych a tropickych oblastech, kde predstavuji velkou
ekonomickou hrozbu, jelikoz dochazi ke snizeni vynosu rostlin infikovanych témito viry (Hull, 1996;
Dahal et al., 2000; Daniells et al., 2001; Adejumo, 2005;). V poslednich letech vsak dochazi k detekci
badnavirl i V oblastech mirného pasma (Kalischuk et al., 2008; Franova a JakeSova, 2012; Rumbou
et al., 2018). Experimentalni ¢ast této bakalatské prace byla zaméfena na detekci dosud nepopsaného
badnaviru infikujiciho bez ¢erny (Sambucus nigra L) v Ceské republice. Jedinym dalsim badnavirem

popsanym a vyskytujicim se v Ceské republice je RCBV (Franova a JakeSové, 2002).

Pti skriningu vyskytu sledovaného viru byly pouzity dva pary specifickych detek¢énich primert
(3UP/3DW a 5UP/SDW), vysledky ale v mnoha ptipadech nebyly jednotné. Tyto rozdilné vysledky
mohou ukazovat na nespolehlivost prvniho paru primert, jelikoz nedoslo k amplifikaci virové DNA
i pfes to, Ze testované rostliny vykazovaly symptomy podobné infekci sledovanym virem. Pozorované

symptomy ale nemusi byt specifické a mohly byt vyvolany jinym rostlinnym virem.

Ttinact planych rostlin (B6, B13, B17, B39, B40, B42, B73, B76, B131-2018, B150-2018, B151-2018,
B158-2018 a B161-2018) bylo asymptomatickych, a piesto u nich byla vzdy za pouziti alespon jednoho
paru primerd prokazana piitomnost sledovaného viru. V ramci detekce sledovaného viru byl také
analyzovan soubor dvaceti vzorki rostlin bezu pochazejicich z kulturniho sadu v Hustopecich. V okoli
kulturniho sadu se vyskytovalo mnozstvi rostlin, u kterych byla pfitomnost viru potvrzena, je proto
pravdépodobné, Ze doslo k prenosu sledovaného viru z téchto planych rostlin i na rostliny kulturni.
Jakym zplsobem se sledovany badnavirus pfenasi, vSak zatim neni znamé. Mezi zpiisoby pifenosu
U popsanych badnavirt patii pfenos vegetativni propagaci, pfenos semeny, nebo zivo¢isnym vektorem
(msice, vlnatky) (Adams et al., 1987; Lockhart et al., 1997; Macanawai et al., 2005; Quainoo et al.,
2008; Zhang et al., 2011; Deeshma a Bhat, 2017; Rumbou et al., 2018), a proto je pravdépodobné,
ze k jeho prenosu do kulturniho sadu doslo infikovanymi mSicemi. Vysoka Cetnost detekovaného viru
je dosti prekvapiva, i pies to, Ze byly do souboru rostlin vybirany potencialné infikované rostliny.
Badnaviry se ale mtizou v rostlin€ vyskytovat v tzv. endogenni formé, kdy je jejich nukleova kyselina
zalenéna do genomu hostitelské rostliny. V takovém piipadé dochazi k projevim virové infekce pouze
V ptipadg, Ze je infikovana rostlina vystavéna stresovym podminkam (Lheureux et al., 2003; Chabannes
et al.,, 2013). V uvahu je vSak také nutné brat moznost faleSné pozitivniho nalezu zpisobeného
interferenci primert s rostlinnou DNA nebo detekci nefunkénich ¢asti genomu badnaviru zaclenéného

do genomu rostliny v ramci jeji evolulce.

Experiment za tcelem otestovat uspesnost mechanického ptenosu sledovaného viru prokazal, Ze tento
virus neni mechanicky pfenosny na rostliny N. occidentalis a N. occidentalis x N. glutinosa, na rozdil

od dalsich zastupcti badnavird, u kterych byl experimentalni pienos proveden uspésné (Silva et al.,
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2002). Pro jasné potvrzeni, Ze virus neni mechanicky pfenosny, by vSak bylo tfeba provést

experimentalni pfenos na $irsi okruh indikatorovych rostlin a pouzit jejich vétsi pocet.

Analyzou ziskanych sekvenci pomoci programu BLAST bylo zjisténo, ze studovany virus vykazuje
identitu se sekvencemi ORF3 a ORF5 vir nalezicich do ¢eledi Caulimoviridae. Vzhledem k tomu,
ze se nepodafilo najit sekvenci, ktera by vykazovala vyssi identitu se ziskanymi sekvencemi, mizeme
sledovany virus povazovat za dosud nezndmého zastupce rodu Badnavirus. Ziskané predpokladané
ORF3 sekvence bezovych izolati se z 29 % shoduji se sekvenci kodujici hypoteticky protein merliku
Cilského (Chenopodium quinoa) (Acc. No. XP021743973.1). Tato identita dokazuje schopnost
badnavirt integrovat svoji DNA do genomu hostitelské rostliny procesem rekombinace a vyskytovat
se tak i v endogenni formé, jako tomu je napfiklad u BSOLV (Banana streak OL virus, BSGF (Banana
streak GF virus) a BSIMV (Banana streak IM virus) (Chabannes et al., 2013). Tato skute¢nost je také
podporovana piitomnosti shody s hypotetickymi proteinovymi sekvencemi rajcete jedlého (Solanum
lycopersicum) (XP 025888337.1) a ryze seté (Oryza sativa) (AAP 53052.1) v piipadé ORF5
sledovaného viru. Schopnosti integrace DNA sledované¢ho viru do genomu hostitelské rostliny
nasvédcuje fakt, ze se pomoci sekvenovani podatilo ziskat pouze ¢aste¢né fragmenty virového genomu,

nikoliv celou kruhovou molekulu.

Fylogeneticky strom, sestrojeny pomoci neighbor-joining metody, prokazal, ze ziskané sekvence tvoii
samostatnou skupinu, a tedy potencialni novy druh rodu Badnavirus. Pro ziskani piesnéjSich informaci
o identité sledovaného viru by bylo tieba provést fylogenetickou analyzu jeho celého genomu, jehoZz

sekvenci se ale v ramci této bakalaiské prace nepodafila ziskat.
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7 Zavér

V ramci této bakalaiské prace byl testovan soubor vzorkd bezu cerného (Sambucus nigra L.)
na piitomnost dosud nepopsaného viru rodu Badnavirus (¢eled’ Caulimoviridae). Skrining tohoto viru
byl proveden celkem v 96 vzorcich plané rostoucich a kulturnich rostlin ptivodem z jiznich Cech a jizni
a stfedni Moravy. Pro detekci sledovaného viru byly navrzeny dvé kombinace specifickych primera
(5UP/5DW a 3UP/3DW), z nichz byla jako spolehlivéjsi vyhodnocena kombinace primertt 3UP/3DW.

Sledovany virus byl detekovan ve vzorcich ze vSech testovanych oblasti, a to s vysokym procentem

vyskytu - 60-82,6 %.

Sekvencovanim ziskanych ¢asti virové DNA pivodem z rostlin B5, B13 a B259 byly ziskany parcialni
sekvence ORF3 o délce 2 745-2 766 bp a sekvence ORF5 o délce 1 100-1 330 bp sledovaného viru.
Sekvence virovych izolath vykazovaly nejvys$si identitu se zastupci rostlinnych vira strawberry vein
banding virus, blueberry fruit drop associated virus, cauliflower mosaic virus a sweet potato caulimo-
like virus (Celed” Caulimoviridae). Naslednou fylogenetickou analyzou pomoci neighbor-joining
metody bylo prokazano, ze studovany virus tvofi v ramci badnaviri a celedi Caulimoviridae

samostatnou skupinu, coZ nasvédcuje tomu, Ze se s vysokou pravdépodobnosti jedna o novy virus.

BLAST analyza ziskanych sekvenci bezovych izolatd prokazala vyskyt podobnych sekvenci v genomu
merliku ¢ilského (Chenopodium guinoa), rajcete jedlého (Solanum lycopersicum) a ryze seté (Oryza
sativa). S ohledem na vysoky zachyt virovych sekvenci v rostlinich bezu ptivodem z rtiznych regionti
Ceské republiky, spole¢nd se schopnosti badnavirt zaglefiovat se do genomu hostitele, nelze bez ziskani

kompletni sekvence nového viru vyloucit vyskyt tohoto badnaviru v endogenni forme¢.
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