Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska prace

Olomouc 2021 Adéla Kovalikova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Plasmopara halstedii virus v Ceské republice

Bakalarska prace

Adéla Kovalikova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunécna biologie

Forma studia: Prezenéni

Olomouc 2021 Vedouci prace: doc. RNDr. Michaela Sedlaiova, Ph.D.
Konzultantka: Mgr. Dana Safafova, Ph.D.



UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta
Akademicky rok: 2019/2020

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a piijmeni:  Adéla KOVALIKOVA

Osobni ¢islo: R18648

Studijni program: B1501 Biologie

Studijni obor: Molekularni a bunééna biologie
Téma prace: Plasmopara halstedii virus v CR

Zadavajici katedra: ~ Katedra bunécné biologie a genetiky

Zasady pro vypracovani

1/ Zpracovani literarniho priehledu k dané problematice:
interakce slunecnice - Plasmopara halstedii (Ph) - Plasmopara halstedii virus (PhV)
vyskyt a patogenni variabilita Ph v CR
viry peronospor, podrobna charakteristika PhV, rozsireni ve svété, hypovirulence Ph
2/ \lyhodnoceni dat z fenotypového stanoveni ras Ph na diferenciacnim souboru slunecnice
3/ P¥iprava vzorki z izolatéi Ph z CR, extrakce RNA, reverzni transkripce do cDNA, PCR amplifikace pomoci specifickych PhV primerd, elektroforeticka
detekce fragmentl
4/ Zhodnoceni vyskytu a rozsiteni PhV na tzemi CR, srovnani s diivéjsimi daty
5/ Interpretace vysledkd a souhmn

Rozsah pracovni zprévy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani bakalarské prace: tisténa

Seznam doporucené literatury:

Drabkova Trojanova, Z., Sedlarova, M., Pospichalova, R., Lebeda, A. (2018): Pathogenic variability of Plasmopara halstedii infecting sunflower in the
Czech Republic. Plant Pathology 67(1): 136-144.

Gulya, T.J., Freeman, T.P.,, Mayhew, D.E. (1990): Virus-like particles in Plasmopara halstedii, sunflower downy mildew. Phytopathology 80: 1032.
Gulya, TJ., Freeman, T.P., Mayhew, D.E. (1992): Ultrastructure of virus-like particles in Plasmopara halstedii. Canadian Journal of Botany 70: 334-339.
Thines, M. (2014): Phylogeny and evolution of plant pathogenic oomycetes - a global overview. European Journal of Plant Pathology 138: 431-447.
Trojanova, Z., Sedlarova, M., Gulya, T.J., Lebeda, A. (2017): Methodology of virulence screening and race characterization of Plasmopara halstedii, and
resistance evaluation in sunflower - a review. Plant Pathology 66(2): 171-185.

Heller-Dohmen, M., Gopfert, J. C., Hammerschmidt, R., Spring, 0. (2008): Different pathotypes of the sunflower downy mildew pathogen Plasmopara
halstedii all contain isometric virions. Molecular Plant Pathology 9 (6): 777-786.

Heller-Dohmen, M., Gopfert, J. C., Pfannsteil, J., Spring, 0. (2011): The nucleotide sequence and genome organization of Plasmopara halstedii virus.
Virology Journal 8: 123.

Grasse, W., Zipper, R., Totska, M., Spring, 0. (2013): Plasmopara halstedii virus causes hypovirulence in Plasmopara halstedii, the downy mildew
pathogen of the sunflower. Fungal Genetics and Biology 57: 42-47.



Sedlarova, M., Trojanova, Z., Lebeda, A. (2013): Distribution and harmfulness of Plasmopara halstedii on sunflower in the Czech Republic. Plant Protection
Science 49 (1): 1-10.

Grasse, W., Spring, 0. (2015): Occurence and genetic diversity of the Plasmopara halstedii virus in sunflower downy mildew populations of the world.
Fungal Biology 119: 170-178.

Sedlarova, M., Pospichalova, R., Drabkova Trojanova, Z., Bart(sek, T., Slobodianova, L., Lebeda, A. (2016): First report of Plasmopara halstedii new races
705 and 715 on sunflower from Czech Republic - short communication. Plant Protection Science 52(3): 182-187.

Spring, 0., Zipper, R. (2016): Asexual Recombinants of Plasmapara halstedii Pathotypes from Dual Infection of Sunflower. PLOS ONE 11 (12).

Grasse, W., Spring, 0. (2017): ssRNA viruses from biotrophic Qomycetes form a new phylogenetic group between Nodaviridae and Tombusviridae.
Archives of Virology 162(5): 1319-1324.

Spring, 0. (2019): Spreading and global pathogenic diversity of sunflower downy mildew - Review. Plant Protection Science 55: 149-158.

Vedouci bakalai‘ské préace: doc. RNDr. Michaela Sedlarova, Ph.D.
Katedra botaniky

Datum zadéni bakalarské prace: ~ 20. dubna 2020
Termin odevzdani bakalarské prace: 31. Cervence 2021

LS.

doc. RNDr. Martin Kubala, Ph.D. prof. RNDr. Zdenék Dvorak, DrSc.
dékan vedouci katedry

V Olomouci dne 3. brezna 2021



Bibliograficka identifikace

Jméno a prijmeni autora: Adéla Kovalikova

Nazev prace: Plasmopara halstedii virus v Ceské republice

Typ prace: Bakalaiska prace

Pracovisté: Katedra bunécné biologie a genetiky PiF UP v Olomouci

Vedouci prace: doc. RNDr. Michaela Sedlafova, Ph.D. (Katedra botaniky PfF UP

v Olomouci)

Rok obhajoby prace: 2021

Abstrakt:

Plasmopara halstedii je pivodcem plisné sluneCnice, kterd celosvétové vyznamné snizuje
vynos plodiny. V CR jsou rozsiteni a patogenni variabilita podrobné studovany od roku 2007.
Infekce Plasmopara halstedii virus (PhV) muze zpusobovat hypovirulenci P. halstedii, ¢ehoz

by mohlo byt vyuZito v biologické ochrané slunec¢nice.

V ramci bakalarské prace byl zjisStovan vyskyt PhV v izolatech P. halstedii pochazejicich
ze Sesti lokalit Ceské republiky (Brno-Chrlice, Hustopete u Brna, Kroméiiz, Lednice,
Olomouc a Podivin) z let 2014-2020. K detekci viru byla uzita metoda RT-PCR amplifikace
se specifickymi primery. Ziskana data byla porovnavana s diive ziskanymi tudaji.
Z 33 studovanych izolati P. halstedii byl vyskyt PhV potvrzen u 24 z nich. Pfitomnost viru
byla prokdzana na péti studovanych lokalitich vyjma pozemkt zku$ebni stanice UKZUZ
v Brné-Chrlicich.

Kli¢ova slova: Plasmopara halstedii, Plasmopara halstedii virus, fyziologické rasy,

slune¢nice, RT-PCR, hypovirulence
Pocet stran: 63
Pocet priloh: 0

Jazyk: Cesky



Bibliographic identification

Author’s first name and surname: Adéla Kovalikova

Title: Plasmopara halstedii virus in the Czech Republic

Type of thesis: Bachelor thesis

Workplace: Department of Cell Biology and Genetics, Faculty of Science, Palacky
University in Olomouc

Supervisor: doc. RNDr. Michaela Sedlatova, Ph.D. (Department of Botany, Faculty
of Science, Palacky University in Olomouc)

The year of presentation: 2021

Abstract:

Plasmopara halstedii is a causal agent of sunflower downy mildew with global distribuion
and negative economic impact on the crop yield, which has been monitored in the Czech
Republic from 2007 (distribution as well as pathogenic variability). Infection by Plasmopara
halstedii virus can cause hypovirulence in P. halstedii which is of importance in biological

regulation of sunflower downy mildew.

Within this bachelor thesis presence of PhV was tested in P. halstedii isolates originating
from six locations in the Czech Republic (Lednice, Olomouc, Kroméiiz, Brno-Chrlice,
Hustopece u Brna and Podivin), collected between years 2014 and 2020. RT-PCR using
PhV-specific primers revealed presence of PhV in 24 out of 33 P. halstedii isolates. The data
was compared with those obtained in earlier studies. Presence of PhV was confirmed in five

localities except Brno-Chrlice.

Keywords: Plasmopara halstedii, Plasmopara halstedii virus, physiological races, sunflower,

PCR, hypovirulence

Number of pages: 63
Number of appendices: 0

Language: Czech

il



Prohlasuji, Ze jsem tuto bakaladfskou praci vypracovala samostatné v pribéhu
bakalarského studia pod vedenim doc. RNDr. Michaely Sedlafové, Ph.D.s pouZitim

uvedenych literarnich zdroji.

V Olomouci, dne

il



Podékovani

Déekuji své vedouci doc. RNDr. Michaele Sedlafové, Ph.D. za odborné¢ vedeni pti
zpracovavani bakalaiské prace, své konzultantce Mgr. Dané Safafové, Ph.D. za piedani
praktickych zkuSenosti pfi praci v laboratofi a v neposledni fadé svym blizkym za podporu
béhem mého studia. Zpracovani bakaldiské prace bylo podpofeno projektem IGA UP
PiF-2021-01.

v



I UVOQotiiti e 1
2 CHIE PIACE .oeeeeiiiieeeeiiiee ettt e ettt e e ettt e e ettt e e e e tbaeeeeesaaaeeeeestsbeeeeansaeeesannsbaaeeesnnsaaeeanns 2
3 LIterarni PIERIEd .....oeeiiiiiiiiieiiiiee e e et e e e enenes 3
3.1  Charakteristika Plasmopara RAIStedii .................cccccuuiieeeiuiieeesiiiieeeeiieeeeeeciveee e 3
3.1.1  Zivotni cyklus Plasmopara halStedii ..................cocooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenan, 3
3.1.2  Vliv Plasmopara halstedii na biologii hostitele .............ccccceeverviiiiniiiiieeeeeenn, 4
3.1.3  Morfologie Plasmopara halstedii ...................ccccoovveeiuiiiiiiieieeieiiiiiiiieeeeeeeeeeens 5
3.1.4  Plvod a Siteni Plasmopara halStedii..................cooeeeeevueeiiiiiieeesiiiiiiiiieeeeeeeneenns 6
3.1.5 Patogenita Plasmopara RalStedii .................ccceeeeeemeeeiiuiiiieeeeeeeeeeiiiiieeeeeeeeeeeenns 8
3.1.6  Geneticka diverzita Plasmopara halstedii.................ccccccoeveeeeeeeciiininieeeeeeeeeans 10
3.1.7  Determinace ras Plasmopara halStedii.................cccccouuveiiieeeemsiiiiiiieeeeeeeeneenns 12
3.1.8  Alternativni zpisoby determinace ras Plasmopara halstedii ............................ 15
3.1.9  Variabilita a vyskyt Plasmopara halstedii v CR .........cccocoieieoeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 17

3.2 ViIry hub @ OOMYCEL .....ueviiiiiiiiieeeeeiiiieieee et e e e et e e e e e e e e enaaaeeeaeeeeeeas 20
3.2.1  Obecna charakteristika myKOVIIT ............ouvviiiieiiiiiiiiiieee e 20
3.2.2 Taxonomie a pivod MYKOVIIT ....ccceeeiieiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiiieee e e e e e e eivrreeeeeeeeeeeneens 21
3.2.3  PTENOS MYKOVIITL ..vvviiiieiiiiiiiiiiiiiie e e e eeeeiiie e e e e e e et e eeeeeeeeesnensnnneaeeeeeaesnnnnns 22
3.2.4  Vliv mykovirQ na biologii hostitele ............cccceeviiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e, 22
3.2.5 Antivirova obrana houbovych organismuil ............cccccvvieeieeieeiiiiiiiiiieeee e 23
3.2.6  VITY OOIMYCEE ..uvtiiiiiiiiieeeiiitee ettt e ettt e ettt e e e ettt e e e et eee e e bt eeeeennseeeeeeneees 24

3.3 Charakteristika Plasmopara halstedii VIFus..............ccccccoeeeeeeiiuveieeeieieeeeecciiieeeeeeeennn 26
3.3.1  Morfologie PRV ... 26
3.3.2 Interakce PhV s Plasmopara halStedii ...................ccccoueeiiiieeeeeciiiiiiiieeeeeeeeenns 27
333 0 Genom PhV .o 28
3.3.4  ROZSIENT PRV ..ooiiiii e 29
3.3.5 Taxonomické zatazeni PhV ...........ccoiiiiiiiiiiiiii e 30

4 Material @ MELOAY ......eeeiiiiiiiieiiiie ettt e e ee e 32
4.1 Biologicky mMateridl.........ccocuiiiiiiiiiiiiiiiii e 32



4.2 Pouzité chemikélie, SOUPTAVY @ TOZEOKY ....eeevuviiiiiiiiiiieeeiiiee et 34

4.3  Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci poStUPY ........ccevevvvieeeviiireenniiiiieeeriiieeeees 36
4.3.1  1z0lace RNA ...ttt 36
4.3.2  ReVerzni transSKIiPCe........ccereuiiieeiiiiiieeeriiieeeeeiieeeeeeiteeeeeeirreeeeessreeeesssneaeeannns 36
4.3.3  Polymerazova fet€ZoVA 1€akCe........uuiiieriiiiieeeiiiee et 37
4.3.4  Elektroforetickd separace v agar0zoveém gelu ..........cccceeeevviiiieeniiiiieeeeniiieeeenes 38
VTSIEAKY ettt ettt et e et eenree e 40
DISKUZE. ..ttt et e et e e e e e 48
ZLAVET ettt et ettt ettt ettt e ettt e e at e ettt e e n bt e e e tt e e ettt e enteeennreeens 52
Seznam POUZILE HEETATUIY .....cceeiiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e re e e e e e e e snenaneeeas 53

Vi



Seznam symbolii a zkratek

CC-NBS-LRR coiled-coil nucleotide binding site leucin rich repeat

CP plastovy protein (coat protein)

DMPH downy mildews with pyriform haustoria

dsRNA dvouvlaknova RNA

EF entomopatogenni houby (entomopathogenic fungi)

ESTs expressed sequence tag

HR hypersenzitivni reakce

ICTV Mezinarodni vybor pro taxonomii virt (International Committee on

Taxonomy of Viruses)

INRA Institut National de la Recherche Agronomique
MLG multilokusovy genotyp

mtDNA mitochondridlni DNA

MU Mendelova univerzita

NCBI National Center for Biotechnology Information
ORF otevieny Cteci ramec (open reading frame)
PCD programovana bunécna smrt (programmed cell death)
PhV Plasmopara halstedii virus

PTI PAMP-triggered immunity

RdRp RNA-dependentni RNA polymeraza

RISC RNA-induced silencing complex

SDI Soil drench inoculation

SmV-A Sclerophthora macrospora virus A

SmV-B Sclerophthora macrospora virus B

ssRNA jednovldknovd RNA (single-stranded RNA)
+ssRNA jednovlaknova RNA s pozitivni polaritou

vii



—ssRNA
TIR-NBS-LRR
UKZUZ

vic

VLP

VSR

vsRNA

jednovlaknova RNA s negativni polaritou

Toll/interleukin-1 receptor nucleotide binding site leucin rich repeat
Ustiedni kontrolni a zkugebni istav zem&délsky

vegetativni inkompatibilita

viru podobna ¢astice (virus-like particle)

virové supresory RNA silencingu

virus-derived small RNA

viii



Seznam obrazku

Obr. 1: Pavod a rozsiteni Plasmopara halstedii.

Obr. 2: Teoretické moznosti prubehu parasexudlni genetické vymény u Plasmopara halstedii.
Obr. 3: Geneticka variabilita ve francouzské populaci Plasmopara halstedii.

Obr. 4: Lokality s vyskytem Plasmopara halstedii v Ceské republice v letech 2007-2014.

Obr. 5: Isometrické viriony PhV s 4nm vybéZzky na jejich povrchu.

Obr. 6: Intenzita sporulace Plasmopara halstedii.
Obr. 7: Globalni rozsiteni PhV.

Obr. 8: Fylogenetickd analyza aminokyselinové sekvence RdRp, plastového proteinu
a fylogenetickd analyza kombinujici aminokyselinové sekvence RNA-dependentni RNA

polymerdzy a plaStového proteinu.
Obr. 9: Detekce PhV za pouziti PCR primertt PhV_pol F1 a PhV_pol R2.

Obr. 10: Detekce PhV za pouziti PCR s kombinacemi primert PhV_pol F1 a PhV_pol R2
aPhV_GW_F1 aPhV_GW_R2.

Obr. 11: Rozifeni PhV v Ceské republice na zakladé vysledkt screeningu piitomnosti PhV

v roce 2020 vedenym v ramci této prace.

Obr. 12: Rozsifeni PhV v Ceské republice na zakladé vysledkt screeningu piitomnosti PhV

vroce 2012 a v roce 2014 provedenym v ramci prace R. Pospichaloveé.

X



Seznam tabulek

Tabulka 1: Diferencia¢ni soubor slune¢nice pro urceni rasy Plasmopara halstedii.
Tabulka 2: Rozsiteni ras Plasmopara halstedii v Ceské republice v letech 2007-2014.
Tabulka 3: Seznam izolatt Plasmopara halstedii.

Tabulka 4: Slozeni reakéni smési I pro reverzni transkripci.

Tabulka 5: Sekvence primerti pouzitych pti detekci PhV.

Tabulka 6: Podminky PCR reakei pti detekci PhV.

Tabulka 7: Slozeni reakéni smési pro PCR amplifikaci ptfi detekci PhV.

Tabulka 8: Celkovy stupenn napadeni P. halstedii u nachylnych diferencianich linii

slunecnice.

Tabulka 9: Vysledky screeningu ptritomnosti PhV v izolatech Plasmopara halstedii
pochézejicich z Ceské republiky, ktery byl proveden v roce 2020.



1 Uvod

Mykoviry byly poprvé popsany pied vice nez 50 lety, jejich role vSak neni dosud plné¢
objasnénd. Mykoviry byly pozorovany ve vSech hlavnich taxonech fiSe Fungi, ale také
u houbdm podobnych organismi z fiSe Chromista, tfidy Oomycota. Mykoviry se vyskytuji
vétSinou bezptiznakove, mohou vsak pozitivné ¢i negativné ovliviiovat biologii hostitelského
houbového organismu. Plasmopara halstedii virus (PhV) je jednim z téch mykovirt, které
biologii svého hostitele ovliviiuji negativné. Ptitomnost PhV v Plasmopara halstedii, ptivodci
plisn¢ slunecnice, zptisobuje hypovirulenci, coz by mohlo byt vyuzito v biologické ochrané
slunecnice.

Tato prace se zabyva charakteristikou P. halstedii, PhV a jejich vzijemnou interakci,

v experimentélni &asti pak studiem roziifeni PhV v populaci P. halstedii na tizemi Ceské

republiky.



2 Cile prace
Cili této bakalatské prace bylo:

1. Vypracovat literarni prehled k dané problematice:
— interakce slunec¢nice-Plasmopara halstedii-Plasmopara halstedii virus (PhV);
— vyskyt a patogenni variabilita P.halstedii v CR;
— viry oomycet, podrobna charakteristika PhV, rozSifeni ve svété, vliv na fitness

P. halstedii.

2. Vyhodnotit data z fenotypového stanoveni ras P. halstedii na diferencia¢nim souboru
slune¢nice.

3. Detekovat PhV ve vzorcich zizolatd P. halstedii z CR, extrahovat RNA, provést
reverzni transkripci do cDNA, amplifikovat cDNA metodou PCR pomoci specifickych
PhV primerti a detekovat fragmenty PhV elektroforetickou separaci v agar6zovém gelu.

4. Zhodnotit vyskyt a rozsiteni PhV na uzemi CR, srovnat s difvéj§imi daty.



3 Literarni prehled

3.1  Charakteristika Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et de Toni (1888), obligatné biotrofni patogen (Thines,
2014), byla jakozto piivodce plisné slune¢nice popsana poprvé roku 1888 v USA (Sindelkova
et al., 2008).

P. halstedii je zatazena do tiSe Chromista, oddéleni Oomycota Incertaec sedis, tfidy
Peronosporea, podtiidy Peronosporidae, fadu Peronosporales a celedi Peronosporaceae
(Index Fungorum, 2021). Klasifikace podle Lifemap (http://lifemap.univ-lyonl.fr/) zalozena
na datech portdlu NCBI (National Center for Biotechnology Information) tadi P. halstedii
do skupiny SAR (oznacované také jako superfiSe), skupiny Stramenopiles (oznacované takeé
jako infrafise), tfidy Oomycota, fadu Peronosporales a Celedi Peronosporaceae (LifeMap

NCBI, 2021).

V ramci cCeledi Peronosporaceae se tadi do druhové nejpocetnéjsi skupiny tzv. "downy
mildew" linii, tato skupina se dale Cleni a P. halstedii patti do skupiny, jejiz zastupci tvori
pyriformni haustoria (tzv. downy mildews with pyriform haustoria, DMPH). Dal§imi zastupce
této skupiny jsou napt. rody Bremia ¢i Basidiophora (Voglamayer et al., 2004). P. halstedii
infikuje kromé slunecnice ro¢ni (Helianthus annuus) 1 dals$i rostliny rodu Helianthus,
jmenovité H. argophyllus, H. debilis, H. petiolaris, H. doronicoides a H. grosseserratus.
Hostitelsky okruh P. halstedii zahrnuje pies 100 druhii v ramci Celedi Asteraceae, napiiklad

Ambrosia artemisiifolia, Artemisia vulgaris a Xanthium strumarium (Viranyi, 2002).

3.1.1 Zivotni cyklus Plasmopara halstedii

Pohlavné vzniklé oospory Plasmopara halstedii jsou ptenosné piidou a zplsobuji primarni
infekcei kliénich rostlin. Oospory umoziuji patogenu preckat v pid¢ a v nazkach po nékolik let
(Spring, 2001). Za ptiznivych podminek oospory kli¢i hyfou, na které se vytvari zoosporangia
produkujici zoospory. Zoospory se v pudnim roztoku pohybuji pomoci dvou bi¢ikt (jeden
z nich je péfity) a do kli¢nich rostlin pronikaji pfes kotenové vlaseni, na kterych po nasednuti
vykli¢i v infekéni hyfu. Rostlinou proristaji hyfy systémové s rGstem rostliny a indukuji
zakrsly riist. Za vlhka se na listech hostitelské rostliny objevuje sporulace v podobé povlaku
sporangioforil a zoosporangii. Zoosporangia jsou prenasena vétrem na listy dalSich rostlin, na

kterych se za vlhka uvoliiuji zoospory. Timto zpusobem dochédzi k sekundarni infekci
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okolnich rostlin, diky ¢emuz se patogen relativné snadno rozsiti na velkém rozsahu. Zoospory
na povrchu listli encystuji, kli¢i hyfou a nasledn¢ penetruji hostitelska pletiva (Bouterige,
2003). Mycelium proriistd mezibunéénymi prostory hostitele a tvofi haustoria, jejichz
prostfednictvim Cerpa P. halstedii ziviny z okolnich bunék (Diagnostiscs Bulletin
OEPP/EPPO, 2014). Za vlhkych podminek produkuje patogen dal$i zoosporangia (Bouterige,
2003). P. halstedii je homothalicky druh patogenu, coz znamend, ze k pohlavnimu
rozmnozovani (gametangiogamii) neni zapotiebi Gcasti dvou fyziologicky odlisnych mycelii

(Spring, 2000).

Slabé napadené a také sekundarné infikované rostliny produkuji kli¢ivé nazky, které nesou
mycelium patogenu. Z téchto nazek vyrlstaji latentné¢ infikované rostliny. V pletivech
latentn¢ infikované rostliny se vytvaieji oospory, které se vétrem roznasi do okolni pidy

(Sindelkova et al., 2008).

Na zakladé¢ symptoml jsou rozliSovany tfi formy infekce: systémova, lokdlni a latentni
(Spring, 2001). To, jaké symptomy se projevi, zavisi na stafi rostliny v case infekce

P. halstedii a na misté priniku patogenu do rostliny (Viranyi, 1988).

3.1.2 Vliv Plasmopara halstedii na biologii hostitele

Rostliny zasazené systémovou infekci vykazuji az o dvé tfetiny mensi vzrist rostliny oproti
neinfikovanym rostlindm a chlor6zu podél hlavnich zilek listu, nazky jsou Casto degenerované
(Spring, 2001). Listy semenackt byvaji kompletné chlorotické a zkroucené smérem doli. Ve
vlhkych podminkach se na spodni strané listu objevuje sporulace v podob¢ bilého povlaku
tvofeného zoosporangiofory a zoosporangii Plasmopara halstedii. Rozsah sporulace na
abaxialni ploSe listu pfesné¢ odpovida chlorotickym oblastem na adaxialni ploSe listu
(Diagnostiscs Bulletin OEPP/EPPO, 2014). Kvétni ubor systémové infikované hostitelské
rostliny dortistd mensi velikosti v porovnani se zdravou rostlinou a smétuje béhem dozravani
nazek vzhiru oproti neinfikovanym rostlindm, jejichz kvétni abor reaguje gravitropné a sklani
se smérem k zemi (Spring, 2001). Kofeny rostliny postizené systémovou infekei byvaji mensi
a tmavs$i nez kofeny zdravé rostliny (Viranyi, 1988; Diagnostiscs Bulletin OEPP/EPPO,
2014). Rostlina zasazend systémovou infekci neprodukuje bud’ zddné nazky, nebo produkuje
malo naZzek snizkou Zivotnosti. Tato skutecnost plisobi nemalé ekonomické problémy

(Diagnostiscs Bulletin OEPP/EPPO, 2014). Mezi méné Casté¢ symptomy systémové infekce



P. halstedii patii padani kli¢nich rostlin, zména barvy dfen¢ stonku a poruchy v tvorbé

kvétenstvi. (Sackston, 1981).

Lokalni infekce P. halstedii se omezuje na mensi ¢ast rostliny, nejcastéji na listy, kudy vnikaji
zoospory patogenu do rostliny. Vnéj§im projevem lokalni infekce jsou malé, hranaté, svétle
zelené skvrny na listech, které jsou ohranicené zilnatinou (Diagnostiscs Bulletin OEPP/EPPO,
2014). Patogen se po pruniku do listu §ifi parenchymatickymi buiikami do vysSich c¢ésti
rostliny, jednd se tedy o sekundarni zpiisob infekce. Listy jsou normalni velikosti, rostlina
dosahuje 60-80 % normalni vySky (Spring, 2001). Lokélni infekce se miize ve vhodnych
podminkéach vyvinout v systémovou infekci. K tomu dochazi tak, ze patogen proroste pies

fapik listu do stonku a odtud se dale §ii'i (Ratai-Vida, 1996).

Rostlina zasaZena latentni formou infekce P. halstedii nevykazuje zadny z charakteristickych
symptomd, které se objevuji u zbylych dvou typt infekce, pfesto miize patogen stale dokoncit
svilj zivotni cyklus produkci pohlavné tvotenych oospor (Heller ef al., 1997). Vzrist
infikované rostliny dosahuje stejné velikosti jako vzrust zdravé rostliny, taktéz se nevyskytuje
chloroza listi. Velikost kvétniho lizka rostlin zasaZenych latentni infekci je stejna jako
u nezasazenych rostlin, dochazi k produkci Zivotnych semen, jejichz velikost je jen mirné
mensi v porovnani se semeny neinfikovanych rostlin. Hmotnost semen je o 30—40 % mensi
v porovnani se semeny zdravé rostliny. Mycelium patogenu je piitomné v kvétnim lizku
a zasazenych nazkach, kdezto ve stonku a listech se mycelium nevyskytuje. Z toho je ziejmé,
ze se jednd o velmi pozdni sekundarni infekci. Z epidemiologického hlediska plisobi latentni
infekce znacné problémy, protoze ackoliv je rostlina bez symptomt, patogen dokonci sviij
zivotni cyklus a oospory v semenech se dostanou do pudy, kde piezivaji nékolik let. Latentni
forma infekce je také diky minimalnimu mnozstvi symptomu ¢asto obtizn€ rozpoznatelnd, coz

usnadiluje Sifeni patogenu (Spring, 2001).

3.1.3 Morfologie Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii je obligatné biotrofni rostlinny patogen, proto jej nelze péstovat na
umélych médiich. Morfologicka identifikace je moZznd za pomoci mikroskopu. Mycelium
tvofi intercelularni nepigmentované nepifehrddkované mnohojaderné hyfy nepravidelného

tvaru, které¢ v priméru méfi 6-20 um. Na myceliu se tvoii okrouhla az pyriformni haustoria



(5-10 pm v primeéru), ktera pronikaji do mezofylovych bunék hostitelské rostliny a umoziuji
tak Cerpani Zivin.

Zoosporangiofory prorustaji ven z pletiva priduchy, ve své horni ¢asti se monopodialné vétvi,
pricemz vedlej$i vétve rostou v témét pravém uhlu na hlavni osu sporangioforu a nesou
papilatni zoosporangia vej¢itého az elipsoidniho tvaru (Diagnostiscs Bulletin OEPP/EPPO,
2014). Velikost zoosporangii je variabilni (Virdnyi, 1988). V kazdém zoosporangiu se
mitoticky vytvofi az 20 dvoubiCikatych zoospor ledvinit¢ho tvaru. Pfi pohlavnim
rozmnoZzovani se po redukénim déleni na jedné stélce vytvareji haploidni sam¢i antheridia
cylindrického, na jednom konci se rozsitujiciho tvaru a bezbarva oogonia sférického tvaru. Po
jejich splynuti vznik4 diploidni oosféra a nasledné tlustosténna oospora. Pohlavné tvotené
oospory vznikaji ve vSech vegetativnich orgdnech hostitelské rostliny, ale ptedevSim
v kofenech a v listech. Zlutohnddé pigmentované oospory maji lehce zvrasnénou sténu,
sféricky tvar a vytvaieji se tésné¢ pod epidermis hostitelské rostliny (Diagnostiscs Bulletin
OEPP/EPPO, 2014). Oospory ptezivaji az dekadu a ve vhodnych podminkéch kli¢i v hyfu, na

které se nasledné tvoti zoosporangium (Hall, 1989).

3.1.4 Puvod a Sifeni Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii méa pivod v Severni Americe (Sackston, 1981), poprvé byla popsana
v Indiané, Iow¢ a Minnesot¢ na zacatku 20. let 20. stoleti (Yong et Morris, 1927). Na ostatni
kontinenty vyjma Australie, Nového Zélandu, Antarktidy a Oceanie (Gilley et al., 2020;
Gulya et al., 2007) byla pravdépodobné rozsifena ve form¢ mycelii pod osemeni nazek
hostitele (Viranyi et Spring, 2011). V Evrop¢ byl vyskyt P. halstedii poprvé popsan na Gizemi
tehdejs$i Jugoslavie ve 40. letech 20. stoleti. Dalsi Sifeni zmapoval ve svém c¢lanku prof.

O. Spring, viz obr. 1 (Spring, 2019).
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Obr. 1: Piivod a rozsiFeni Plasmopara halstedii. Ptevzato z ¢lanku Spring (2019). Zluta
Sipka znaci zavleCeni P. halstedii do tehdejsi Jugoslavie, Cervené prerusované Sipky ukazuji
dalsi Sifeni z Jugoslavie do dalSich zemi Evropy, do Afriky a Asie. Zelena Sipka znac¢i druhou

vinu $ifeni P. halstedii.

Na tizemi tehdej$iho Ceskoslovenska byl vyskyt plisné slune¢nice hlagen poprvé v padesatych
letech 20. stoleti, a to pfedevSim na izemi jizni Moravy a jizniho Slovenska (Bojiiansky 1956,
1957). V Ceské republice byla P. halstedii opétovné zaznamenana v roce 1999 na pozemku
Mendelovy univerzity v Brn€é (Veverka et Kiizkova-Kudlikova, 2006). Pliseni slunecnice je
v Evropé od roku 1992 zafazena mezi karanténni choroby (Delmotte et al., 2008), v Ceské
republice byla P. halstedii zatazena mezi regulované nekaranténni skodlivé organismy v roce
2002 (Spurny, 2005) a jeji vyskyt byl zaznamendvan Statni rostlinolékatskou spravou,
od roku 2014 Ustiednim kontrolnim a zkusebnim ustavem zemédélskym (UKZUZ).

Pliseni slunecnice ve stfedni Evropé neni hlavni pfiéinou ztrdt na Grod¢ slune€nice, mezi
de Bary, a pliseni Seda, kterou ZpUSObUJe Botrytis cinerea Pers. (Kudlikova et. Veverka, 1999).
Ackoli se v Ceské republice nepéstuje slune¢nice ve velkém mnozstvi jako v jinych
evropskych zemich a pliseni slune¢nice neni hlavni hrozbou pro urodu slune¢nice, je nutné na
nasSem uzemi regulovat vyskyt patogenu, protoze mize na dlouhou dobu zamofit pozemky

a Ceska republika zaujima vyhodnou polohu z hlediska $ifeni patogenu do okolnich zemi



(Sedlarova et al., 2013). Dalsim divodem pro nutnost regulace Plasmopara halstedii je fakt,

ze u mikromycet mtize dochézet k prehlédnuti, dokud nezpisobi ekonomické ztraty.

3.1.5 Patogenita Plasmopara halstedii

Patogenitou se oznacuje schopnost mikroorganismu vyvolat chorobu. Mira patogenity
urcitétho patogenu je dana jeho virulenci, kterd tvofi kvalitativni slozku patogenity,
a agresivitou, ktera je jejim kvantitativnim parametrem (Kudela, 1989). V ptipadé
Plasmopara halstedii virulence znamena schopnost fyziologické rasy (n€kterymi autory
oznaCované jako patotyp) piekonat obranu hostitele kodovanou ur€itym genem rezistence
anapadnout tak urcity genotyp hostitelské rostliny. To je umoZnéno vnitrodruhovou
variabilitou P. halstedii (Gulya, 2007). Jedna se tedy o vlastnost individudlni, izolaty jedné
rasy vykazuji stejnou virulenci viici stejnému kultivaru hostitelské rostliny. P. halstedii jedné
rasy dokaZze napadnout jeden genotyp slunecnice, ale izolat jiné rasy muize napadat jiny

genotyp.

Kvantitativni slozku patogenity tvoii agresivita patogenu, kterd je v ptipad¢ P. halstedii dana
piredevsim mirou sporulace, listovou plochou zasazenou sporulaci a délkou latence. Agresivita
urcuje miru schopnosti patogenu napadnout hostitele a zptisobit jeho poSkozeni. Kazda rasa
P. halstedii je vic¢i riznym kultivarim hostitelské rostliny jinak agresivni (Kormany
et Viranyi, 1997). Fyziologickd rasa (Ci patotyp) patogenu je tedy morfologicky podobna
podskupina uvniti druhu, kterd se od jinych ras lisi svou virulenci a kterd neni morfologicky

(a v soucasné dob¢ jesté ani spolehlivé molekularn¢) odlisitelna.

Interakce mezi rostlinou a patogenem je fizena geny virulence neboli efektorovymi geny
patogenu avr a odpovidajicimi geny rezistence R. Pokud je v rdmci dané interakce pfitomny
gen virulence a jemu odpovidajici gen rezistence, vysledkem je Gspé$nad obrana hostitelské
rostliny proti napadeni patogenu. Pokud jeden z nich chybi nebo dojde k nekompatibilni
reakci, vysledkem je rozezndni patogenu rostlinou, coz vede k hypersenzitivni odpovédi
(HR), ktera je programovanou bunéénou smrti (PCD). Obétovani napadené bunky ma
za nasledek zpomaleni aZ zastaveni patogenu (Radwan et al., 2011). Efektorové geny patii
mezi skupinu rychle se vyvijejicich gentl, a zvySuji tim fitness dané¢ho patogenu v konkrétnim
hostiteli (Bahri et al., 2009; Montarry et al., 2010). Pro patogen nicméné neni vyhodné nést

velké mnozstvi efektorovych genli, protoze tim by zvySil energetické naroky na svou



existenci, coz by nasledné¢ mohlo snizovat agresivitu daného patogenu vic¢i formam hostitele,

proti kterému gen virulence nenese (Leach ef al., 2001).

Slune¢nice disponuje dvéma typy rezistence vuci P. halstedii. Rezistence typu I omezuje rast
patogenu na oblast hypokotylu, indukovand HR omezuje Sifeni patogenu do stonku.
Rezistence typu II je slabsi, patogen prortsta do déloznich listt hostitele. Interakce mezi geny
virulence a geny rezistence vede k aktivaci HR na velké ploSe napadenych listli a je spusténa

systémova rezistence, coZ dohromady zastavi postup patogenu.

Rezistence typu I je regulovana mj. genem rezistence RGC151, ktery patii do tfidy gent
TIR-NBS-LRR (Toll/interleukin-1 receptor nucleotide binding site leucin rich repeat).
Rezistence typu II je regulovana transkripty tfidy gentt CC-NBS-LRR (coiled-coil nucleotide
binding site leucin rich repeat), mezi které patii mj. gen RGC203 (Radwan et al., 2011).

Klicovymi elementy patogenity oomycet a hub jsou efektory, které ovliviiuji obranny systém
hostitele a umoznuji kolonizaci hostitelského pletiva. U zastupcli oomycet jsou zndmé
minimaln¢ dvé tfidy cytoplazmatickych efektorti, RXLR a CRN. Tyto proteiny jsou
produkovany haustorii a translokovany ptes extrahaustorialni membranu do infikovanych
bunék, kde potlacuji ptisobeni produkti genti rezistence rostliny, a tim zajiSt'uji patogenitu
(Whisson et al., 2007). P. halstedii produkuje taktéz efektorové proteiny RXLR a CRN,
piicemz protein RXLR ma vétsi specificitu nez CRN efektor. Prvné jmenovany protein
obsahuje motivy aminokyselinové sekvence RXLR a n¢kdy i dEER, CRN efektor zase
LXLFLAK motiv. Ty maji schopnost pienést tyto proteiny virulence pies plazmatickou

membranu rostlinné bunky (As-sadi et al., 2011).

RXLRs u zastupcti fadu Peronosporales jsou nejcastéji tvofeny konzervativni a-helikalni
doménou WY (Win ef al., 2012), v ptipadé P. halstedii je to u 18-23 % RXLRs. V ptipadé
RXLRs u P. halstedii jsou zajimavé jejich cilové bunéné kompartmenty. PhARXLR-C10 je
lokalizovan v jadie a jadérku, podobné jako PhARXLR02. PhRXLR-C09 a PhRXLR-C11 jsou
vazany na plasmatickou membranu a také jsou lokalizovany v jadie. Razné efektory
vyvolavajici HR vykazuji jinou miru suprese PTI (PAMPs-triggered immunity), coZ je jeden
ze dvou druht rostlinné imunity. Obecné efektory aktivujici HR maji miru suprese PTI vyssi
nez 45 %, ale napiiklad efektor PhARXLR-CO1 vykazuje az 90% miru suprese PTI. Dva RXLR
efektory byly u P. halstedii lokalizovany v buiice pobliz chloroplastli, coz vyzdvihuje roli

plastidli v rané obrané rostliny. Tyto efektory mohou zabréanit produkci reaktivnich forem
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kysliku chloroplasty, ¢imz blokuji HR, pii které je jejich nadprodukce a tzv. oxidativni stres

hlavnim mechanismem naruSeni biomolekul (Pecrix ef al., 2018).

Analyza ESTs (expressed sequence tag) odhalila dal$i geny, které by se mohly podilet na
procesu infekce. Jeden EST je homologni s Kazal-like serin protedza inhibitorem
Phythophthora infestans, dalsi EST vykazoval silnou homologii s Cystatin-like cystein
proteaza inhibitorem taktéz P. infestans (hemibiotrofni zastupce celedi Peronosporaceae).
Vétsina ze zkoumanych ESTs byla pfibuzna sekvencim odpovidajicim proteiniim, které jsou
zodpovédné za bunécny metabolismus, syntézu proteinti, transdukci signalti a bunéény stres

(Bouzidi et al., 2007).

3.1.6 Geneticka diverzita Plasmopara halstedii

Velka geneticka variabilita populaci Plasmopara halstedii je ptekvapiva vzhledem k tomu, ze
tento organismus patii mezi homothalické druhy, u kterych pfevladd inbredni mnozeni.
V pohlavni fazi reprodukéniho cyklu probiha nejcastéji samooplozeni, v asexudlni fazi potom
mitoticka reprodukce (Spring et Zipper, 2006). Mezi mechanismy vzniku novych ras
v lokalnich populacich P. halstedii patii pfedev§im mutace v genech virulence v klonalnich
liniich (vznikl¢é mitoticky), kiizeni dvou ras a ndslednd rekombinace (meioticky) nebo
zavlecCeni ras schopnych piekonat geny rezistence sluneCnic v jedné oblasti do oblasti jiné

a jejich adaptace (Delmotte et al., 2008).

Asexualni alternativou k meiotické rekombinaci je parasexualni proces (u hub a houbovych
organismi nejCastéji fuzi vedle sebe rostoucich mycelii), vedouci ke vzniku
heterokaryotického mycelia. V piipadé P. halstedii bylo experimentdln¢ potvrzeno, ze
ke genetické rekombinaci formou parasexualniho procesu dochazi v piipadé tzv. dudlnich
infekci, kdy je jedna rostlina infikovdna dvéma rasami patogenu soucasné. Dudlni infekce
vedla ke tvorbé nepohlavnich zooosporangii, ze kterych vznikla forma patogenu kombinujici
fenotypové charakteristiky rodi¢ovskych izolatlh — napt. po jednom rodi¢i novy izolat prevzal
rezistenci vic¢i fungicidu metalaxylu, po druhém pievzal virulenci vii¢i danému genotypu
hostitelské rostliny. Vysledny patogen byl schopny infikovat specifickou, fungicidem
oSetfenou linii slunecnice, kterou ani jeden z rodicovskych izolatl nebyl schopen infikovat.

Tato nova kombinace vlastnosti byla poté dédéna po mnoho generaci, pficemz u rodiCovskych
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izolatd zaddna podobnd nova kombinace nevznikla, ¢imz se vyloucila moznost plisobeni

nahodnych mutaci (Spring et Zipper, 2006).

Zustava ale porad nejasné, v jaké fazi infekéniho procesu k parasexualni genetické vymeéné
jader dochazi a také jak k ni dochazi. Nabizi se ¢tyfi moznosti prubehu parasexudlni genetické
vymény (viz obr. 2). Prvni variantu predstavuje ptijeti odhalené¢ho jadra zoospory jednoho
kmene zoosporou jiného kmene (obr. 2A), dal$i moznosti je fize zoospor (obr. 2B) — v obou
téchto pripadech se jedna o proces genetické vyméeny, ke kterému mize dojit pred kontaktem
patogenu s hostitelskou rostlinou. Tteti moznosti je fuze klicnich vldken wvyrGstajicich
z encystovanych zoospor ptfed penetraci do hostitelské buiiky (obr. 2C). Posledni moZnosti je
vyména jader a mitochondrii mezi hyfami dvou kment prostfednictvim anastoméz (obr. 2D)
— tato varianta je ovlivnéna interakci s hostitelem, mohlo by k ni dochazet v neselektivnich
podminkach infekce nebo v rané fazi invaze do hostitele pfedtim, nez by zacaly piisobit proti

patogenu produkty rostlinnych genti rezistence nebo nez by zacal u¢inkovat fungicid.

Na hostiteli nezavisla stadia infekce jsou méné citliva viiéi u€inkim fungicidu metalaxylu,
proto je pravdépodobné, ze ke genetické vyméné dochdzi jesté pred infekci hostitele.
Ke genetické rekombinaci dochazi pravdépodobnéji ve fazi zoospor, jejichz fizi nebrani
bunécna sténa a kterymi se také nové vzniklé kombinace vlastnosti dale dédi (Spring
et Zipper, 2016). Parasexualni proces miize také hrat vyznamnou roli ve speciaci peronospor

a jejich vazb¢ na hostitelské rostliny (Voglmayr et al., 2004; Thines, 2019).
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Obr. 2: Teoretické moZnosti pribéhu parasexualni genetické vymény u Plasmopara
halstedii. Prevzato z Clanku Spring et Zipper (2016). A—C nezavisi na hostiteli, D zavisi na
hostiteli. A — absorpce odhalené¢ho jadra zoospory jednoho kmene zoosporou jiného kmene,
B — faze zoospor, C — fuze klicnich vldken z encystovanych zoospor pied penetraci do
hostitelské bunky, D — vyména jader a mitochondrii mezi hyfami dvou kmena procesem

zvanym anastomoza.

3.1.7 Determinace ras Plasmopara halstedii

Rezistence slunecnice proti infekci Plasmopara halstedii byla poprvé popsana pied vice nez
50 lety v Rumunsku (Vranceanu et Stoenescu, 1970). S objevem prvni rasy schopné ptekonat
gen rezistence v 70. letech 20. stoleti zapocal vyzkum virulence P. halstedii. V 70. letech 20.
stoleti byly zndmy pouze dv€ rasy P. halstedii, rasa 1 (soucasné oznaceni 100) neboli
’European race’ a rasa 2 (soucasné oznaceni 300) neboli ’Red River Valley race’, obé
popsané v Kanadé¢ a USA (Gulya, 2007). Rasy byly zpocatku pojmenovavany cislem podle
toho, v jakém potadi byly objevovany. S piibyvajicim poctem ras v USA se vSak jejich
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oznacovani stalo neptehlednym (Gulya et al., 1991a). Z praktickych diivodi bylo proto
zadouci zvolit jiny zptisob oznafeni. Systém zaloZeny na tom, jaké geny rezistence dana rasa
prekonava, navrhli Gulya et al. (1991b) a Sackston et al. (1990). Nicméné jesté par let

pokracovalo pojmenovani ras P. halstedii pofradovym Cislem.

Od roku 2000 se zacal pouzivat pro pojmenovani a urceni rasy soubor 3x3 diferenciacnich
linii slunecnice, které nesou specifické kombinace genli rezistence vuci P. halstedii,
oznacované Pl. V zavislosti na reakci hostitele na inokulaci P. halstedii, naslednou inkubaci
cca 14 dni a vyhodnoceni fenotypu (nachylnost vs. rezistence) je kazdé diferencia¢ni linii
podle jejiho potadi ptifazeno Cislo, soucet Cisel v ramci samostatnych tfi skupin poté udava
jedine¢nou ¢islici v ramci tripletového kodu (Gulya et al. 1998; Tourvieille de Labrouhe
et al., 2000). S narlstajici patogenni variabilitou bylo potfeba navysit pocet diferenciacnich
linii na 15 (Tourvielle de Labrouhe et al.,, 2012), pficemz stavajici znaCeni ras zustalo
zachovdno a pouze dosSlo krozSifeni oznacCeni rasy ztrojCiselného na péticiselny kod
(Sedlafova et al., 2016), noveji na 18 diferenciacnich linii a oznaCeni rasy Sesti¢iselnym
koédem (Gilley et al., 2020). Smyslem a vyhodou oznacovani ras P. halstedii pomoci
¢iselného kodu spocivd nejen v rozeznani jednotlivych ras, ale kéd také nese informaci
o virulenci dané rasy a interakci skazdou diferenciacni linii. Dal§i vyhodou tohoto
oznaCovani systémem tripleti diferencianich linii je moznost kod kdykoliv rozsitit a

soucasné zachovat moznost srovnavani se starSimi vysledky (Trojanova et al., 2017).

Patogenni variabilita P. halstedii diky intenzivnimu péstovani slunecnice v monokulturach
a zavadeni kultivar s monogenni rezistenci roste. Postupné dochéazi k prekonavanim dalSich
genu rezistence, napi. Pls (Ban et al., 2014a, 2014b; Sedlarova et al., 2016; Garcia-Carneros
et Molinero-Ruiz, 2017). Vyznamnym milnikem v populaci P. halstedii bylo v roce 2017
v Italii pozorované piekonani genu Pls (Martin-Sanz et al., 2019) v hybridech slune¢nice
odvozenych od linie RHA 340 a vyskyt téchto vysoce virulentnich ras od roku 2018 1 ve
Francii (Miranda-Fuentes et al., 2021). V populacich P. halstedii byla prokdzana ptitomnost
ras virulentnich vii¢i vS§em deviti liniim diferenciaéniho souboru, ackoliv existence jednoho
izolatu, ktery by byl sam o sob¢ virulentni vii¢i vS§em deviti liniim, dosud prokézana nebyla
(Gascuel et al., 2015; Spring et al., 2018; Virdnyi et al., 2015). Linie slune¢nice RHA 340
byla dosud pouZivana jako donor gentli rezistence k produkci rezistentnich hybrid. Nese mj.
pravé zminovany gen rezistence Pls, ktery je pivodem z druhu Helianthus argophyllus
(Miller et Gulya, 1988), coz ji doposud zajistovalo rezistenci vi¢i vSem rasdm P. halstedii
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vyskytujicim se v Evropé. Vroce 2018 bylo v Evropé potvrzeno 5 izolati rasy
714 infikyjicich druh slune¢nice nesouci gen Pls, vici kterym by hostitelska rostlina méla byt
rezistentni. Novy patotyp je doCasné pojmenovany jako 714- Pls. Z toho vyplynula potieba
aktualizace systému identifikace ras P. halstedii, Do aktualizovaného diferencia¢niho souboru
by méla byt zahrnuta linie RHA 340, ktera je vefejné dostupné a nese gen Pls (Martin-Sanz
etal.,2019).

Béhem let dochazelo také ke zménam ve slozeni diferenciacnich soubord, taktéz
2016). Proto byl v minulém roce poddn navrh na zavedeni tii dodatkovych diferencia¢nich
linii (viz tabulka 1). Soucasti tohoto Sestého tripletu je 1 vySe zminéna linie RHA 340 nesouci
gen rezistence Pls. Na zaklad¢ tohoto rozsifeného souboru byly pozorovatelné rozdily v rdmci
n¢kolika izolath, které byly pivodné pojmenovany stejnym tripletovym kodem. Konkrétné
napft. izolat ur¢eny puvodné jako rasa 710 byl na zéklad¢ rozsiteného souboru rozpoznan jako
tfi rizné rasy, rasa 710600, 710602 a 710702. Navzdory tomu, ze by piipadné¢ doslo
k rozsiteni diferenciacniho souboru o jeden triplet, bude potteba soubor i nadale rozsifovat

a pozménovat s tim, jak bude pfekonanych gent rezistence ptibyvat (Gilley et al., 2020).
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Tabulka 1: Diferencia¢ni soubor slunecnice pro urceni rasy Plasmopara halstedii.
Prevzato z ¢lanku Gilley et al. (2020), upraveno. Krom¢ jiz pouzivanych péti tripletd linii
slune¢nice (uvedeny s odpovidajicimi geny rezistence) je zahrnut ndvrh na rozsifeni
diferencia¢niho souboru o Sesty triplet podle Gilley et al. (2020; Sedé podbarveno). Nejnovéji

prekonany gen rezistence Pls je zvyraznén tucné.

Tripletovy 1'<od US Standardni diferenciacni linie* | Gen rezistence
Set | Hodnota virulence
1 D-1 Mycogen 270 Zadny
1. 2 D-2 RHA 265 Pl
4 D-3 RHA 274 P>/ Pl
1 D-4 DM-2 neznamy
2 2 D-5 PM 17 Pls_
4 D-6 803-1 Pls+
1 D-7 HA-R4 Plis
3. 2 D-8 HA-R5 Pl
4 D-9 HA 335 Pls
Diferenciaéni linie dopInéné v roce 2012 (INRA®)
1 D-10 Y7Q Pls
4. 2 D-11 PSCS8 Pl
4 D-12 XA Ply
1 D-13 PSS2RM Pls/ Pl
5. 2 D-14 VAQ Pls
4 D-15 RHA 419 Plyrg
US Dodatkové linie®
1 D-16 RHA 491 Pl;s
6. 2 D-17 RHA 340 Pls
4 D-18 HA 490 Pl;;

a — Tourvielle de Labrouhe et al., 2000, upraveno; b — INRA, Institut National de la
Recherche Agronomique, France (Tourvielle de Labrouhe et al., 2012); ¢ — Gilley et al
(2020).

3.1.8 Alternativni zptisoby determinace ras Plasmopara halstedii

Aktudlni zplsob determinace ras Plasmopara halstedii je zalozen na fenotypu interakce
hostitele s patogenem, resp. vyhodnoceni sporulace P. halstedii. Také neni mozné detekovat
latentni formu infekce. Proto se hledaji nové zplisoby determinace ras, které by byly zalozeny

na jinych principech.
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Jednou z moznosti je vyuzit polymorfismu nukleotidii (SNPs), které jsou rozmistény po celém
genomu a v populaéni genetice se vyuzivaji jako molekularni markery, protoze maji vysokou
rozliSovaci schopnost. Pfi vyuziti SNPs pfi testovani izolath P. halstedii ve Francii bylo
potvrzeno nékolikeré zavleceni patogenu do zemé. Nejprve byla zavlecena rasa 100, poté 710
a nakonec 703. To mohlo pfinést do této oblasti novy genovy material pro vyvoj novych ras,
konkrétn¢ pro rekombinaci mezi rasami nebo nahromadéni mutaci v klonalnich liniich a tim
vzniku novych ras. Postupné doslo ke genetickému odliSeni tii skupin izolatd, které byly
organizované okolo tfi ptvodnich ras ve Francii (viz obr. 3). Pfilezitostni rekombinacni
udalosti mezi geneticky odliSnymi rasami mohly vést ke vzniku novych ras — rasa 334 je
intermedidtem mezi pivodnimi rasami 710 a 703, podobn¢ rasa 707 vznikla rekombinaci
mezi rasami 703 a304. Jedna klondlni linie pfedstavovana jednim multilokusovym
genotypem (MLG) mize také zahrnovat vice ras, coz je vysvétleno plisobenim mutaci v rdmci
klondlni linie, které vedou ke vzniku novych ras na stejném genetickém zdklad¢ (Delmotte

et al., 2008).

O cluster 1
804 O cluster 2
W cluster 3

1 i __

% pravdépodobnost zafazeni do skupiny
3

0 Y v v —,
100 300 304 707 703 307 700 730 334 T4 717 74 314 710
(1966) (1995) (2000) (2004) (1669) (2002) (1995) (2005) (2004) (2002) (2004) (2002) (2001) (1988)

Plasmopara halstedii rasy

Obr. 3: Geneticka variabilita ve francouzské populaci Plasmopara halstedii. Pievzato
z Clanku Delmotte et al. (2008). Zatazeni ras P. halstedii do skupin bylo provedeno na
zakladé studia SNPs; rok prvniho popisu danych ras ve Francii je uveden v zavorkach.
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Pozdé&ji bylo objeveno 22 SNPs v sekvenci CRN efektorti, které byly pouZzity pro urceni
genetickych vzdalenosti mezi 4 rasami (rasy 100, 304, 703 a 710). Genetickd vzdalenost mezi
rasami 100, 703 a 710 souhlasila se tiemi dfive popsanymi skupinami (Delmotte et al., 2008).
Ur¢ité noveé popsané SNPs také dokazuji jasné odliseni ras 100 a 304, coz nebylo dfive

pozorovano (As-sadi et al., 2011).

Existence tfi jasné vyhranénych skupin byla opakované potvrzena i pti zkoumani alelovych
a mtDNA haplotypt. 1zolaty stejné rasy sdilely alelovy nebo mtDNA haplotyp, ale také byly
pfitomné nékteré izolaty jinych ras, které sdilely identické MLG. To opét naznacuje, Ze nove
vzniklé  rasy mohou  vznikat klondlni  reprodukci s ndslednymi = mutacemi.
Nejpravdépodobnéjsi zpisobem vzniku novych ras zlstava ale proces hybridizace, tedy
ktizeni izolatt dvou ras s naslednou meiotickou rekombinaci. Populacné geneticka analyza
prokazala, ze populace P. halstedii jsou velmi inbredni, coZ je v korelaci s faktem, Ze se jedna

0 homothalicky druh (Ahmed et al., 2012).

Za vznik sekundarnich infekci a Sifeni epidemie béhem vegetace hostitelské rostliny jsou
v ramci zivotniho cyklu P. halstedii zodpovédnd zoosporangia. Byl proto zkoumén vztah
mezi morfologii zoosporangii a slozkami patogenity P. halstedii, tedy virulenci a agresivitou.
Bylo by totiz velmi uzitecné, pokud by k urCeni ras P. halstedii mohly byt pouzitelné jeji
morfologické charakteristiky. Nejcastéji se vyskytujicimi zoosporangii jsou ovalna a kulata
zoosporangia, pficemz ovalna jsou vzdy vétsi nez kulatd. Tvar a velikost zoosporangii
ovliviiuje zejména genotyp hostitelské rostliny, ale také jeji staii. Co se tyCe agresivity
P. halstedii a morfologii zoosporangii, jedinym potvrzenym vztahem je nepfima umeéra mezi
hustotou sporulace a velikosti zoosporangii, vysvétlenim pro tento jev je pravdépodobné
fyziologickd rovnovdha mezi kvantitou a rozmérem. Nebyl potvrzen Zadny vztah mezi
virulenci patogenu a morfologii jeho zoosporangii, proto neni morfologie P. halstedii

pouzitelnd k rozliSeni ras (Sakr et al., 2008).

3.1.9 Variabilita a vyskyt Plasmopara halstedii v CR

Do roku 2014 bylo celosvétové popsano 42 fyziologickych ras. V ¢ervnu roku 2014 byla ve
vzorcich Plasmopara halstedii pochazejicich ze slunecnice z lokality pobliz mésta Podivin
v Ceské republice opakovanymi testy prokazana piitomnost rasy 705 a 715. S jejich objevem

se zvysil pocCet popsanych ras na 44 (Sedlatova et al., 2016). K roku 2018 je znamych
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50 fyziologickych ras P. halstedii (Spring, 2019). Celosvétove nejhojnéjsi jsou rasy 100, 300,
330, 700, 703, 710, 730 a 770. V minulosti pfevazoval vyskyt méné virulentnich ras 100, 300
a 700, po roce 1988 zacaly prevladat virulentngjsi rasy 700 a 730. Od roku 2006 dominuji
predevsim rasy 700, 710, 730 a 770 (Gulya, 2007; Virdnyi et al., 2015).

Detailni monitoring vyskytu P. halstedii na naSem uzemi byl zah4jena v roce 2007 Katedrou
botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Do roku 2014 bylo
identifikovano celkem 8 ras, ale pouze 6 z nich (700, 704, 705, 710, 714 a 715) bylo

potvrzeno presnéj$i metodou SDI (Soil drench inoculation; Goosen et Sackston, 1968).

NEMECKO

POLSKO

Praha
®

*
Caslav

Olomouc

Olomouc - Holice

Brno
® *

Kroméfiz
Brno - Chrlice

Lednice Podivin
&

SLOVENSKO

RAKOUSKO

Obr. 4: Lokality s vyskytem Plasmopara halstedii (oznatené hvézdickou) v Ceské
republice v letech 2007-2014. Pievzato z ¢lanku Drabkova-Trojanova et al. (2018).

Ptitomnost P. halstedii byla prokdzana na osmi lokalitach — Krométiz, Olomouc-Holice,
Brno-Chrlice, Lednice, Lednice — Mendelova univerzita (MU), Podivin, Caslav a Ledce (viz
obr. 4). Opakovany vyskyt patogenu byl zaznamendn ve méstech Podivin a Lednice,
v méstskych ctvrtich Brno-Chrlice a Olomouc-Holice. NejvySsi patogenni variabilita byla
zjisténa ve mésté¢ Podivin, kde byly kromé rasy 730 popsany vSechny vySe zminéné rasy.
V Ceské republice je nejhojnéji zastoupena rasa 700, jejiz p¥itomnost byla zjisténa na viech

lokalitach vyjma Lednice — MU. Druha nejcastéji zastoupend rasa na nasem Uzemi je rasa
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710, ktera se u nas objevovala od roku 2010. Rasa 710 mohla byt v CR teoreticky piitomna uz
od roku 2008, protoze metoda SDI, ktera je k identifikaci ras vhodnéjsi, odhalila rasy pivodné
urcené jako 730 a 770 jako rasu 710 (Drabkova-Trojanova et al., 2018). Detailn€ji popsané
geografické rozloZeni ras P. halstedii v Ceské republice v letech 2007-2014 je uvedeno
v tabulce 2. Od roku 2014 se fenotypové hodnoceni v CR provadi uz na 15 diferenciaénich
liniich, vysledkem je pétimistny kod virulence. Prvni tii ¢isla tohoto kodu dovoluji srovnani
se star§imi vysledky, ke kterym se doslo testovanim izolatd na 9 diferenciacnich liniich.

Od roku 2013 jsou v CR nejéast&jsi rasy 704 a 714 (Sedlafova et al., 2020).

Tabulka 2: Rozsifeni ras Plasmopara halstedii v Ceské republice v letech 2007-2014.

Ptevzato z ¢lanku Drabkova-Trojanova ef al. (2018).

Lokalita 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 Pocet ras
Brno — Chrlice 700 700, 730% 770* 700, 704 710 5
Caéslav 700 1
Kromériz 700, 770° 2
Ledce 700 1
Lednice 700 700, 7702 704 704, 700 3
Lednice - MU 714 1
Olomouc - Holice 700 700 700, 710 710 710 700, 710 2
Podivin 700, 770% 700, 710 704, 714 705, 710, 714, 715 7

a — nepotvrzeno metodou SDI; b — Lednice — Mendelova univerzita, lezi asi 3 km od Lednice

(pole ZS UKZUZ).
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3.2 Viry hub a oomycet

Viry jsou nebunécni intracelularni paraziti piedstavujici jednu z nejjednodussich organizaci
zivé hmoty. Viry tvoii nukleova kyselina, kterd je obalend bilkovinnym obalem. Jejich
existence je zcela zavisld na hostitelské bunce, jejiz metabolicky a energeticky aparat
vyuzivaji viry ke své reprodukci, jsou tzv. biotrofni (Benda et al., 2006). Viry parazituji jak
v rostlinnych a zivo¢isnych buiikéach, tak i v buiikach bakterii a houbovych organismt. Viry
houbovych organismli byvaji pojmenovany vice zpisoby — mykofagy (Ellis e Kleinschmidt,
1967), viru-podobné castice (VLP) a mykoviry (Bozarth, 1972). Nazyvat viry houbovych
organismi pojmem mykofagy se jevi jako nejméné vhodné, protoze pii infekci témito viry
nedochdzi k lyzi bun€k a protoZe virus nedokédze prochazet pres bunécnou sténu bunék
hostitele. Pojem VLP pouzivaji n¢kteti autoii pouze pro dosud neizolované a blize nepopsané
Castice, které byly pozorované pouze mikroskopicky a které vykazuji jednu a vice
charakteristik virdt. Mykoviry oznacuji jiz izolované a popsané cCastice o zndmém

nukleoproteinovém sloZeni.

3.2.1 Obecna charakteristika mykoviri

Mykoviry byly poprvé popsany roku 1962 u druhu Agaricus bisporus (Hollings, 1962),
jednalo se o Mushroom bacilliform virus. U vladknitych mikroskopickych hub neboli
mikromycet byly mykoviry pozorovany o pét let pozd€ji u druhu Penicillium stoloniferum

(Ellis et Kleinschmidt, 1967).

Mykoviry se vyznacuji predevSim absenci extracelularni faze reprodukcéniho cyklu. S tim
souvisi 1 fakt, ze mykoviry nelyzuji hostitelskou bunku, protoze jsou na ni existencné zavislé.
Mykoviry jsou tedy svym zpisobem neinfekéni (Buck, 1986), coz dokladd fakt, ze
vystavenim neinfekéni hyfy bunéénému extraktu, ktery byl pfipraven z infekéniho houbového

organismu, neni mozné pienést infekci (Nuss, 2005).

Vétsina mykovirh ma genom kodujici pouze malé mnozstvi proteini (Ghabrial et al., 2015).
Nejjednodussi zndmé mykoviry jsou zéstupci Celedi Narnaviridae, jejichz genom koduje
jediny protein, RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRp). Zastupci Celedi Partitiviridae
a Totiviridae nesou vétSinou pouze geny kodujici RdRp a kapsidovy protein. Zraly virion
mize nést jeden nebo vice genomovych segmenti. Mykoviry fadici se do rodu Mitovirus

celedi Narnaviridae se replikuji uvnitt hostitelské mitochondrie, kdezto ostatni znamé
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mykoviry se replikuji v prostoru cytoplasmy hostitelské buniky. Tato jejich bunécna lokalizace

miize mit vliv na zpisob replikace a pfenosu mykoviri (Sutela et al., 2019).

Viriony vétSiny popsanych mykovirii jsou izometrické a v priméru dosahuji velikosti 25—
48 nm (Bozarth, 1979). Genom vétSiny mykovirt je tvofen dsRNA, asi tfetina popsanych viri
je tvotfena +ssRNA (King et al., 2011). VétSina mykovirih ma proteinovy plast’ a je neobalena,
velké mnozstvi dokonce nemé ani proteinovy plast. To souvisi s intraceluldrnim zptisobem

ptenosu (Sutela et al., 2019).

3.2.2 Taxonomie a piivod mykoviri

Klasifikace virtt upravend ICTV (Mezinarodni vybor pro taxonomii viril) z roku 2017 tadi
mykoviry do 12 virovych celedi (Peyambari et al., 2020). Nicmén¢ stale dochazi k upravam
klasifikace mykoviri, protoze jsou objevovany a popisovany nové druhy a s nimi i Celedi
a dalsi nadfazené taxony. Podle nejnovéjSich zdrojl je taxonomie mykoviri nasledujici. Sedm
virovych cCeledi zahrnuje dsRNA mykoviry, konkrétné se jedna o celedi Chrysoviridae,
Endornaviridae, Megabirnaviridae, Quadriviridae, Partiviridae, Reoviridae a Totiviridae.
Mykoviry s genomem tvofenym +ssRNA se tadi do 8 virovych celedi: Alphafiexiviridae,
Barnaviridae,  Gammaflexiviridae, —Hypoviridae, — Narnaviridae, = Gammaflexiviridae,
Deltaflexiviridae a Botourmiaviridae (Abbas, 2016; Sutela et al., 2019). Mykoviry tadici se
do ¢eledi Mymonaviridae maji genetickou informaci kodovanou v —ssRNA molekule. Jedinou
skupinou mykoviri, jejiz zastupci maji genom tvoreny kruhovou molekulou ssDNA, je celed’

Genomoviridae. (Sutela et al., 2019).

Existuji dvé hlavni hypotézy, které by mohly vysvétlit pivod mykovirt (Pearson et al., 2009).
Prvni hypotéza je zalozena na faktu, Ze pfenos vird je mozny pouze interceluldrné (Buck,
1998). Siroky hostitelsky okruh zastupcl tii nejvétsich &eledi mykovirG (Partiviridae,
Totiviridae a Reoviridae) naznacuje starobyly ptvod téchto vir (Peyambari et al, 2020).
Dlouha doba koevoluce vedla k vyvoji bezptiznakového fenotypu velkého mnozstvi
mykovirovych infekci, coz je vyhodné jak pro hostitele, tak pro mykovirus (Pearson et al.,
2009). Absence extracelularni faze reprodukéniho cyklu mykovirh také podporuje tuto teorii,
protoZze mykoviry jsou svou existenci zcela zavislé na svém hostiteli, takze se s velkou

pravdépodobnosti musely vyvijet spole¢né se svym hostitelem (Peyambeari et al., 2020).
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Druhd hypotéza vychazi zptedpokladu, ze se mykoviry vyvinuly relativné neddvno
z rostlinnych virti (Abbas, 2016). Podle této teorie byl mykovirus piivodné rostlinnym virem,
ktery se premistil z hostitelské bunky do fytopatogena (Nibert et al., 2014). Malé mnozstvi
houbovych organismii piedstavuje vektory rostlinnych virti, vzacna udalost tak mohla vést
k prijeti nového hostitele timto virem (Varga et al., 2003). Srovnani nukleotidovych sekvenci
mykovird a rostlinnych vird podporuje tuto teorii (Pearson et al., 2009), nicméné ob¢ tyto

teorie nejsou dostateéné piesvédcivé, tudiz piivod mykovirt ziistava neujasnén (Abbas, 2016).

3.2.3 Ptenos myKkoviri

Jak bylo zminéno, mykoviry postradaji extracelularni fazi reprodukéniho cyklu.
Extracelularnimu pfenosu brani bunéfnd sténa hub, pifes kterou se viriony mykovirt

nedokaZzou dostat bez usmrceni hostitelské buiiky (Ghabrial, 1994).

K pfenosu mykoviri dochazi intracelularné béhem bunééného déleni, sporogenezi a fuzi
bunck (Ghabrial, 1998). Je zndm jak horizontdlni, tak vertikdIni zplsob pfenosu mykovirt
mezi hostiteli. Horizontadlnimu pfenos je zajiStén procesem anastomoézy, pii kterém dochazi
k fazi infikované a neinfikované hyfy a tim ke genetické a cytoplasmatické vyméné. Viriony
mykoviri jsou soucasti cytoplasmy hostitelskych buné€k, tudiz jsou v této vymeéné zahrnuty.
K tomuto procesu je nezbytné, aby houbové hyfy byly tzv. vegetativné¢ kompatibilni.
Vegetativni inkompatibilita hyf tvofi pfirozenou bariéru v horizontdlnim pienosu mykovirt
(Pearson et al., 2009). Vice je o této problematice pojednadvano v podkapitole 3.2.4 (Vliv
mykovirti na biologii hostitele). Primarnim zpisobem Sifeni mykovirt je vertikalni pienos
viriont sporulaci. Pti tvorbé asexudlnich spor proudi viriony snadno ptes cytoplasmu (Buck,

1998). Pii tvorbé pohlavnich spor dochazi k pfenosu méné casto (Pearson et al., 2009).

3.2.4 Vliv mykoviri na biologii hostitele

Pfitomnost mykovirGi byla zaznamendna ve vSech hlavnich taxonech fiSe Fungi vcetné
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota a Chytridiomycota (Abbas, 2016). Kromé fise
Fungi napadaji mykoviry i houbam podobné organismy fiSe Chromista, konkrétné zastupce
ttidy Oomycota. Mykoviry se nejcastéji vyskytuji v latentni form&, mén€ Casto mohou
pozitivné ¢i negativné ovliviiovat biologii hostitelského organismu. Symptomy se mohou
v ptithodnych podminkéach projevit, proto je pro tyto bezptiznakové viry preferovany pojem
kryptické viry (Pearson ef al., 2009).
22



Ptikladem mykoviru, ktery svou piitomnosti zvyhodiuje hostitelsky organismu, je dsRNA
mykovirus Curvularia thermal tolerance virus (CThTV). Hostitelskym organismem tohoto
mykoviru je vieckovytrusad houba Curvularia protuberata, kterd infikuje trdvu Dichanthelium
lanuginosum. Ptitomnost viru zajiStuje tepelnou toleranci jak houbé, tak rostlingé. Diky
tomuto jevu dokéze cely systém rust v teplotdch kolem 65 °C v okoli termalnich prament

v Yellowstone NP (Méarquez et al., 2007).

Hypovirulentni uc¢inky nékterych vir predstavuji teoretickou moznost kontroly houbovych
chorob. Regulace houbovych chorob konvenénimi chemickymi fungicidy vede casto
ke vzniku rezistence vi¢i témto fungicidim a casto je neefektivni. Proto vyuziti virG jako
biokontrolnich agens pfedstavuje zajimavou alternativu v této oblasti. Dobfe prostudovanym
piikladem viru zptsobujicim hypovirulenci je Cryphonectria parasitica virus 1. Hostitelem
tohoto viru je Cryphonectria parasitica zpusobujici korovou nekroézu kastanovniku (Choi

et Nuss, 1992).

3.2.5 Antivirova obrana houbovych organismi

Houbové organismy si vyvinuly zpiisoby, jakymi se mohou infekci mykoviry branit. Na
urovni populaci figuruje jakozto antivirovy obranny systém tzv. vegetativni inkompatibilita
(vic). Mechanismem vic je branéno ptenosu virovych c¢astic mezi hyfami dvou
nekompatibilnich kment. Interakce téchto dvou nekompatibilnich kmeniti vede k rychle
programované bunééné smrti (PCD), coz zabrani vyméné bunécnych komponent (Leslie
et Zeller, 1996). Tento systém genetického rozpoznavani se vyvinul jako obranny

mechanismus branici pfenosu vir, mobilnich genovych elementt a plazmidi (Caten, 1972).

Na bunééné urovni funguje jako antivirovy obranny mechanismus proces zvany RNA
silencing neboli uml¢ovani RNA. Klicovymi elementy v procesu umlcovani RNA jsou
konzervované ribonukledzy, které jsou soucasti Dicer-like a Agronaute-like proteinovych
rodin (Hammond, 2005). Umlcovani RNA probihd nasledovné. Dicer endonukledza rozpozna
virové dsRNA a vyuZzije svoji aktivitu podobnou aktivit¢ RNazy III k rozstépeni dsSRNA na
malé vsRNA (virus-derived small RNA) o délce 21-24 nukleotidi. Tyto vsRNA jsou vlozeny
do efektorového komplexu RISC (RNA-induced silencing complex), jehoz soucasti je
i protein z rodiny Agronaut, ktery ma aktivitu podobnou aktivit¢ RNazy H. Nasledné¢ dojde

k oddéleni vlaken RNA, jedno z vldken je degradovano a druhé vldkno ziistava spojeno
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s RISC komplexem. Tento komplex se komplementarné vaze na cilovou virovou RNA, kterou
nasledné rozstipe diky aktivité proteinu Agronaut. RozStépend virovd RNA je nakonec

hostitelskou buitkkou odbourana.

Poprvé byla RNA interference studovana u modelové houby Neurospora crassa, u které vsak
neni zndm mykovirus, coz znemoznuje studium RNA umlcovani jako antivirové obrany
houbovych organismti. Pfibuznou houbou (ve stejné podttidé¢ Sordariomycetidae) je jiz vyse
zminénd Cryphtonectria parasitica, jeji interakci s Cryphtonectria parasitica hypovirus lze

vyuzit jako alternativni experimentalni systém pro studium RNA umlcovani (Nuss, 2011).

Hypovirulentni mykoviry dokézi obejit tento systém uml¢ovani RNA pomoci supresorit RNA
umlcovani (virové supresory RNA silencingu — VSR). Potencial ve vyuziti RNA uml¢ovani
jakoZto mechanismu regulace houbovych chorob spociva ve vlozeni nebo vyjmuti téchto VSR
tak, aby mykovirova infekce stile snizovala virulenci patogenni houby, ale aby nebyla
negativné ovlivnéna fitness mykoviri a schopnost hypovirulentnich kmenid houbového

fytopatogena Sifit se a pretrvavat v ekosystému.

3.2.6 Viry oomycet

U zéstupct tfidy Oomycota byly v devadesatych letech dvacatého stoleti poprvé pozorovany
viru-podobné castice ve vzorcich ryze infikované patogenem Sclerophthora macrospora
(Honkura et al., 1983). Tyto VLP byly pozd¢ji identifikovany jako Sclerophthora macrospora
virus A (SmV-A) a Sclerophthora macrospora virus B (SmV-B). SmV-A je tvofen tfemi
+ssRNA, RNAIT o délce 2 982 nukleotidii nese dva ORF. ORFla koduje RNA-dependentni
RNA polymerazu (RdRp) a ORF1b kdéduje protein o neznamé funkci. RNA2 o délce 1 981
nukleotidii nese ORF2, ktery koduje plastovy protein (CP). RNA3 o délce 977 nukleotidi
nenese zadny zjevny ORF, jedna se pravdépodobné o satelitni RNA (Yokoi et al, 2003).
Genom SmV-B je tvofen pouze jednou +ssRNA o délce 5 533 nukleotidli, kterd nese dva
ORF. ORF1 kéduje chymotrypsinu-podobnou serin proteazu a RdRp a ORF2 kdéduje CP
(Yokoti et al., 1999).

Dale byly VLP pozorovany v nékterych izolatech Albugo candida (Buck, 1986). V Pythium
butleri byla pouze detekovéana pifitomnost dsRNA, ale VLP zde potvrzeny nebyly. Naopak
v Pythium irregulare byla potvrzena ptitomnost jak dsRNA, tak i VLP (Gillings et al., 1993).
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V izolatech Phytophthora infestans byly popsany celkem ¢tyfi rizné mykoviry —
Phytophthora infestans RNA virus 1-4 (PiRVs 1-4). Genom PiRV-1 tvoii RNAI o délce
3 160 nukleotidi a RNA2 o délce 2 776 nukleotidii. ORF1 na RNA1 koduje RdRp, ORF2 na
RNA2 koéduje protedzu. Potencidlni ORF3 na RNA2 kdduje protein neznamé funkce.
Zvlastnosti PIRV-1 je skutecnost, ze u néj existuji dvé formy RNA2. Minoritn¢ zastoupena
forma RNA2B (u 4 ze 17 zkoumanych vzorki) mé tsekem o délce 9 nukleotidii nahrazenou
sekvenci, ktera je v majoritné zastoupené¢ formé RNA2A dlouhd 19 nukleotidi. Toto
specifické nahrazeni rozbiji ORF2 na ORF2B-1 a ORF2B-2. V piipad€¢ minoritn¢ zastoupené
formy RNA2B je protedza kodovana ORF2B-2 (Cai ef Hillman, 2013). PiIRV-1 je pfibuzny
zastupctim tiidy Astroviridae (Cai et al., 2013).

PiRV-2 nese dlouhou RNA o délce 11 170 nukleotidi kodujici jediny polyprotein dlouhy
3 710 aminokyselin. PIRV-3 ma genom tvofeny jednou ssRNA dlouhou 8 112 nukleotida,
ktera nese dva ORF. ORF1 koduje protein neznamé funkce a ORF2 koduje virovou RdRp
(Cai et Hillman, 2013). Spolu s dalSimi nezatazenymi viry — Phlebiopsis gigantea virus 2
(PgV2), Fusarium virguliforme RNA virus 1 (FvV1), Fusarium virguliforme RNA virus 2
(FvF2), Fusarium graminearum virus 3 (FgV3) a Grapevine-associated totivirus-2 (GaTV-2)
tvofi PiRV-3 nové navrhovanou skupinu s provizornim ndzvem New genus 2 (Cai et al.,

2013). PiRV-4 je zatazen do ¢eledi Narnaviridae a jeho genom je tvofen dsRNA o délce 3 kb.
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3.3  Charakteristika Plasmopara halstedii virus

Viru podobné castice (VLP) v Plasmopara halstedii byly poprvé pozorovany T. Gulyou
v roce 1990 (Gulya et al., 1990). Ptritomnost téchto virovych ¢astic byla potvrzena v dalSich
péti izolatech P. halstedii rasy 300 (syn. rasa 2, 'Red River Valley’ rasa) pochazejicich ze
severni Dakoty v USA (Gulya et al., 1992).

3.3.1 Morfologie PhV

Viriony Plasmopara halstedii virus (PhV) jsou izometrické o priméru 37 nm a na svém
granularnim povrchu (Heller-Dohmen, 2008) nesou 4 nm velké vybézky (Mayhew et al.,
1992; obr. 5). Pozd¢&ji byla mikroskopicky potvrzena ptitomnost VLP v cytoplazmé
intercelularniho mycelia P. halstedii, haustorii, sporangiofort, zoosporangii a oospor. Viriony
se vyskytuji v patogenu nezavisle na jeho fyziologické rase, geografickém piivodu a citlivosti
vuci fungicidu metalaxylu (Heller-Dohmen, 2008), nejcastéji voln€ v cytoplazmé, ale také
jako soucasti vezikull. Casto tvoii krystalické struktury (Gulya et al., 1992). Buiky
hostitelské rostliny — slunecnice — ztistavaji nezasazené¢ (Mayhew et al., 1992). Tvar viriont
nebyl ovlivnén ucinkem chloroformu pii purifikaci, coz indikuje neobalené¢ viriony

(Heller-Dohmen, 2008).

Obr. 5: Isometrické viriony PhV. Pievzato z &lanku Mayhew et al. (1992). Sipkami jsou

oznaceny 4nm vybézky na povrchu PhV. Méfitko 30 nm.
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3.3.2 Interakce PhV s Plasmopara halstedii

Prekdzkou pro praci s PhV je pifedevSim biotrofni povaha jeho hostitele, kultivace
Plasmopara halstedii je kompletné zavisla na zivé hostitelské rostlin¢ (Heller-Dohmen et al.,
2011). Vliv PhV na patogenitu P. halstedii prokazan nebyl (Grasse et al., 2013). Patogenitou
se rozumi schopnost vyvolat chorobu a patogenita byla testovana metodou kultivacniho

patotestu na diferencia¢nim souboru (Tourvieille et al., 2000).

Jak bylo popsano vySe, kvantitativni sloZku patogenity tvoii agresivita patogenu (viz
podkapitola 3.1.5 Patogenita Plasmopara halstedii). Agresivita zahrnuje vice faktorq,
v ptipadé P. halstedii se jednd predev§im o intenzitu infekce, délku latence a hustotu

sporulace.
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Obr. 6: Intenzita sporulace Plasmopara halstedii. Ptevzato z ¢lanku Grasse ef al. (2013).
Podet sporangii na cm? plochy d&lozniho listu byl hodnocen mezi 8. a 13. dnem po inokulaci.

Spojita ¢ara znaci bezvirézni kmeny, pferuSovana ¢ara kmeny obsahujici PhV.

Vlivem ptitomnosti PhV doslo k redukci miry systémové infekce o 25 % a mira celkové
infekce (pocet infikovanych rostlin) klesla o 10 %. Latentni perioda (doba od inokulace po
objeveni sporulace u 70 % infikovanych rostlin) trvala u bezvir6znich kmenti primérné 8§-9
dni, u kmenii nesoucich PhV se tato doba prodlouzila v priméru o jeden den. Intenzita
sporulace se sniZila u kmenti obsahujicich PhV v priméru o 30 % v porovnani s kmeny bez

viru. Tento faktor virulence vykazoval oproti zbyvajicim faktorim nejvétsi rozdily mezi
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kmeny P. halstedii (viz obr. 6), u nékterych kmend doslo k poklesu hustoty sporulace az
0 50 %, u jinych jen o 5 %. Ve vice nez 90 % izolatd P. halstedii byla potvrzena piitomnost
PhV a také bylo prokdzano, ze PhV neni vazan na konkrétni fyziologickou rasu (Grasse et
Spring, 2015). Bylo prokéazano, ze ptfitomnost PhV zplsobuje hypovirulenci P. halstedii
(Grasse et al., 2013).

3.3.3 Genom PhV

Uz pti vyzkumu v roce 1992 se zjistilo, Ze nukleova kyselina izolovana z PhV je citliva viici
ucinkim RN4azy, ale viici DNaze I je odolnd. Tim bylo prokazano, ze genom PhV tvofi
sSRNA (Mayhew et al., 1992). Pozd¢ji bylo zjisténo, Ze se jedna o dvé samostatné molekuly
sSRNA, RNA 1 a RNA 2 (Heller-Dohmen et al., 2008).

RNA 1 o délce 2 793 nukleotidli nese jeden otevieny cteci rdmec (ORF 1) o délce 2 745
nukleotidt, ktery koduje RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRp). Oblast ORF 1 je
ohrani¢ena nepieklddanou oblasti na 5" konci (5'UTR) o délce 18 nukleotidi a 3'UTR o délce
30 nukleotidi. RdRp vykazuje podobnost s RdRp viru Sclerophthora macrospora virus A
(SmV-A) a s viry ¢eledi Nodaviridae. Odhadovana velikost RdRp je 104 kDa.

RNA 2 je dlouhd 1 526 nukleotidi a nese ORF 2 o velikosti 1 128 nukleotidi. Oblast ORF 2
je ohrani¢ena 164 nukleotidii dlouhou 5'UTR oblasti a 3'UTR oblasti o délce 234 nukleotidi.
ORF 2 koduje plastovy protein (CP), jehoz velikost byla na zakladé nukleotidové sekvence
odhadnuta na 40 kDa (Heller-Dohmen et al., 2011). ExperimentaIn¢ stanovena velikost CP je
ale mensi, 36-37,5 kDa (Heller-Dohmen et al., 2008; Mayhew et al., 1992). Tento rozdil je
zpusoben posttranslacnimi Gpravami a proteolytickym Stépenim translacniho produktu na
N’konci polypeptidu. CP je pied plsobenim dosud neznamé protedzy tvofen 375
aminokyselinami, upravami dojde ke zmenSeni polypeptidu na délku 352 aminokyselin.

CP vykazuje podobnost s CP virit Celedi Tombusviridae a s virem SmV-A (Heller-Dohmen

etal.,2011).

Variabilita virové sekvence obou molekul RNA PhV zriiznych izolatd byla o 0,3 % nizsi
nezavisle na rase hostitele, geografickém ptivodu a citlivosti vii¢i fungicidu metalaxylu. Nizka
variabilita ukazuje, Ze zmény v téchto vysoce konzervovanych molekuldch RNA jsou
Skodlivé pro proces skladani a uvolnéni virové Castice z hostitelské buniky a proto k nim

nedochdzi, resp. dochédzi k nim ve velmi malé mife (Heller-Dohmen et al., 2011).

28



3.3.4 Rozsireni PhV

Screening 128 izolath Plasmopara halstedii ze 17 zemi 5 kontinentl prob&hl roku 2015

a zahrnoval az 40 let staré vzorky. PhV byl ptfitomen v hostiteli nezdvisle na stafi vzorkd,

jejich geografickém ptivodu (globalni rozsifeni viz obr. 7), rase i materidlu (Cerstvé odebrana

sporangia, zmrazena sporangia a celé listy slunecnice se sporulaci), ze kterého byla nukleova

kyselina izolovana. Bylo pitekvapivé, ze i1 v dlouhodobé uchovavanych vzorcich byla

detekovatelna RNA viru (Grasse et al., 2015). Tato skute¢nost podporuje teorii, ze RNA PhV

je velmi stabilni a dobfe chranéna proti degradaci ato pravdépodobné diky proofreading

aktivit¢ RdRp nebo pfitomnosti ¢epicky na 5 ’konci (Dickson et Wilusz, 2011; Barr ef Faerns,
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Obr. 7: Globalni rozifeni PhV. Pfevzato z ¢lanku Grasse et al. (2015). Cisla znaéi pomér

mezi poctem izolath se zichytem PhV a celkovym poctem analyzovanych Plasmopara

halstedii.
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Velmi ¢asty vyskyt PhV pozitivnich izolatli byl potvrzen vicekrat v prechozich letech (Heller-
Dohmen et al., 2008; Grasse et al., 2015). Divodem pro vysoké procento infekci PhV
v P. halstedii miize byt fakt, Zze PhV neni krypticky virus jako vétSina mykovirti (Buck, 1998),
jez se §ifi pouze interceluldrné a jez nevyvolavaji ptiznaky. PhV naopak dokaze infikovat
hostitele z vnéjSitho prostiedi, jak bylo prokdzano ve studii zkoumajici interakci PhV
s hostitelem (Grasse et al., 2013), kdy zoospory bezviréznich kmenti P. halstedii byly béhem

inokulace infikovany pouze kontaktem s izolovanymi viriony PhV.

3.3.5 Taxonomické zarazeni PhV

Jediny znamy virus, jehoZ CP 1 RdRp vykazuji podobnost s odpovidajicimi proteiny PhV, je
virus SmV-A. Jednd se o neobvyklé viry, jejich RdRp se podoba RdRp virt z Celedi
Nodaviridae, kdezto CP je nejpodobngjsi CP viri ze zcela odliSnych skupin, z celedi
Tombusviridae, Circoviridae a nové skupiny tzv. chimérnich virit (DNA-RNA viry). Proto je
velmi naro¢né tento virus klasifikovat, protoze na zéklad¢ kazdého z proteinti PhV se tento

virus fylogeneticky fadi do jiné skupiny vird.

Vysledkem fylogenetick¢é analyzy zalozené na aminokyselinové sekvenci RdRp je
fylogeneticky strom, ve kterém Celedi Tombusviridae a Nodaviridae tvoti samostatné vétve.
Viry oomycet (PhV a SmV-A) tvofi dalsi samostatnou vétev pobliz ¢eledi Nodaviridae, ke
kterym ma aminokyselinova sekvence RdRp viri PhV 1 SmV-A nejbliz (viz obr. 8A).
Fylogeneticka analyza aminokyselinové sekvence CP demonstruje odliSnost virti oomycet od
vira Celedi Nodaviridae 1 Tombusviridae, protoze viry oomycet opét tvorily samostatnou
vétev na fylogenetickém stromé na pomezi mezi témito dvéma celedémi (viz obr. 8B). Proto
byla na zéklad€ spolecné analyzy obou proteinli jak na aminokyselinové, tak na genomové
urovni navrzena samostatnd taxonomicka skupina virG oomycet, umisténa na pomezi mezi

celedémi Tombusviridae a Nodaviridae (viz obr. 8C; Grasse et al., 2017).
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Obr. 8: Fylogeneticka analyza aminokyselinové sekvence RdRp (A), plastového
proteinu (B) a spojenych aminokyselinovych sekvenci RNA-dependentni RNA
polymeriazy a plastového proteinu (C). Pievzato zc¢lanku Grasse efal. (2017). 1 —

Nodaviridae, 11 — viry oomycet, Il — Tombusviridae, IV — chimerické viry.
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

V ramci bakalarské prace byla testovana ptritomnost PhV u 33 izolath Plasmopara halstedii,
jejiz vzorky byly ziskany sbérem ze symptomatickych rostlin na lokalitach v Ceské republice
v letech 2014-2020 (viz tabulka 3). Napadené rostliny z lokalit Lednice, Olomouc,
Brno-Chrlice a Kroméfiz byly péstovany pro experimentdlni ucely na provokacnich
pozemcich UKZUZ (Lednice, Brno-Chrlice), UPOL (Olomouc-Holice) a ZVU (Kromé&iiz).
Z lokality Krométiz pochazi také jeden izolat ze soukromé zahrady. Izolaty z lokalit
Hustopece u Brna a Podivin pochézeji z infikovanych rostlin z vydrolu slune¢nice na polich

s naslednou plodinou, kukufici.

Vzorky pro izolaci RNA byly odebirdny ze zamrazen¢ho materidlu listli slune¢nice se
sporulaci P. halstedii, dlouhodobé uchovavaného v —-80 °C, a to zdé€loznich listh
infikovanych rostlin po pfemnoZeni daného izolatu na nachylné linii slune¢nice (Perodovik
nebo Giganteus), u izolati 1902 a 1903 navic 1 z pravych listd rostliny (piivodni vzorek
odebrany v terénu pii sbéru P. halstedii). Vzorky piedstavovaly Cast pletiva s viditelnou

sporulaci P. halstedii o plose zhruba 1 cm?.
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Tabulka 3: Seznam izolati Plasmopara halstedii.

g:)’)l(:i tu Lokalita piivodu ::;l:‘u ili:)’)l(:'\ tu Lokalita piivodu ioél:_u
1405 Podivin 2014 1713 Hustopece u Brna 2017
1416 Olomouc-Holice 2014 1714 Hustopece u Brna 2017
1605  Lednice, UKZUZ® 2016 1715  Hustopede u Brna 2017
1608 Olomouc-Holice 2016 1716 Olomouc-Holice 2017
1610  Olomouc-Holice 2016 1718 Krométiz, ZVU? 2017
1611 Olomouc-Holice 2016 1720 Hustopece u Brna 2017
1612 Olomouc-Holice 2016 1721 Kroméiiz, ZVU? 2017
1613 Olomouc-Holice 2016 1801 Kroméfiz, soukroma zahrada 2018
1614  Olomouc-Holice 2016 1802 Lednice, UKZUZ" 2018
1704  Hustope¢e u Brna 2017 1901 Lednice, UKZUZP 2019
1705  Hustope¢e u Brna 2017 1902 Lednice, UKZUZP 2019
1706 ~ Hustope¢e u Brna 2017 1903 Lednice, UKZUZ" 2019
1708  Hustope¢e u Brna 2017 1904 Lednice, UKZUZ" 2019
1709  Hustope¢eu Brna 2017 1905 Lednice, UKZUZP 2019
1710  Hustope¢eu Brna 2017 1906 Lednice, UKZUZP 2019
1711  Hustope¢e u Brna 2017 2001 Brno-Chrlice, UKZUZ? 2020
1712 Hustopece u Brna 2017

a—ZVU — Zem&dglsky vyzkumny ustav; b — UKZUZ — Ustiedni kontrolni a zkusebni tstav
zemédelsky
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4.2  Pouzité chemikilie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
o 96—100% ethanol (Lach-Ner; 20025-A96)
o 2-merkaptoethanol (Serva; kat. ¢. 28625)
o Agarose for DNA elektrophoresis (Serva; kat. ¢. 11404.05)
o BioScript Reverse Transcriptase (Bioline; BIO-27036)
o (Fermentas; kat. ¢. SM0243)
o dNTP Mix (10 mM each) (Fermentas; kat. ¢. R0192)
o GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium; kat. ¢. 41002-0,5ml)
o MyTaq DNA Polymerase (Bioline; BIO-21105)
o RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega; kat. ¢. N211B)
o Random Hexamer Primers (Bioline; kat. ¢. BIO-38028)
o Oligonukleotidy (primery) (Generi-Biotech)

Pouzité soupravy
o Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corporation; kat. ¢. 25 800)
PouZzité roztoky a jejich priprava

50x TAE (Tris-Acetate-EDTA): 242 g Tris base rozpustit za stalého michani v 800 ml
dH20, ptidat 57,1 ml ledové kyseliny octové a 100 ml 0,5M EDTA (pH 8), doplnit
do 1000 ml.

0,1% bromfenolova modf v 30% glycerolu.
Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

o Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)
o Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet International, Inc.)
o Dokumentacni systém G:BOX (Syngene)
o Elektroforetickd komora HU10 MINI (Scie-Plas)
o Fluorimetr DyNa Quant 200 (Hoefer)
o Homogenizator FastPrep 24 (MP Biomedicals)
o Laminarni box PV-100 (Telstar)
o Minicentrifuga PRISMTM mini (Labnet International, Inc.)
o Power Station 300 (Labnet)
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Spektrofotometr Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)
Thermocycler T100TM Thermal Cycler (BIO-RAD)
Thermocycler T personal (Biometra)

Vahy EK 200G (A&D Engineering)

Vyrobnik Supinkového ledu Ice Flaker (BREMA)

Vortex MS1 Minishaker (IKA)

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

Zdroj stejnosmérného proudu MS major science, MP-250V (Major Science)
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4.3  Pouzité experimentilni a vyhodnocovaci postupy

4.3.1 Izolace RNA

K izolaci celkové RNA ze vzorku byl pouzit kit Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen
Biotek Corporation). Celkova RNA byla extrahovana ze sporangii a hyf Plasmopara halstedii, anebo

z listu sluneénice infikované P. halstedii. 1zolace probihala pfi pokojové teplote.

Ve sterilni zkumavce bylo pfipraveno pozadované mnozstvi lyzacniho pufru (Lysis Buffer C),
ke kterému byl pfidan v poméru 1:100 (Serva). Do 2ml homogeniza¢ni zkumavky bylo ptidano 50 mg
vzorku listu s houbovymi sporangii, ke kterému bylo nasledné ptidano 600 pl lyzac¢niho pufru
s 2-merkaptoethanolem. Vzorek byl zhomogenizovan pomoci Lysis Matrix A za pouziti
homogenizatoru (FastPrep 24, MP Biomedicals) pii rychlosti 5,5 m-s™ po dobu 45 s. Homogenat byl
inkubovan po dobu 5 min pfi teploté 55°C a poté byl veskery lyzat pfemistén do filtracni kolony
umisténé ve sbérné zkumavce a centrifugovan 2 min pii 14 000 RPM. Supernatant bez srazeniny byl
preveden do ¢isté mikrocentrifuga¢ni zkumavky a byl k nému pfidan 96-100% ethanol (Lach-Ner;
20025-A96) vpoméru 1:1 kobjemu supernatantu. Vzorek byl promichan ve vortexu (MSI1
Minishaker, IKA).

AZ 600 ul vzorku bylo pfemisténo do spin kolony umisténé ve sbérné zkumavce a centrifugovano pii
6 000 RPM po dobu 60 s a poté pti 14 000 RPM po dobu 60 s. Filtrat byl vylit a do spin kolony v téze
sbérné zkumavce bylo pfidano 400 pl promyvaciho pufru (Wash Solution A). Vzorek byl
centrifugovan pii 14 000 RPM 60 s. Promyti promyvaci pufrem bylo provedeno celkem 3x. Vzorek
byl poté centrifugovan nasucho pti 14 000 RPM 2 min. Spin kolona byla umisténa do Cisté 1,7ml
eluéni zkumavky. Na fritu spin kolony bylo ptfidano 50pul elu¢niho roztoku (Elution Solution A),
vzorek byl centrifugovan 2 min pii 2 000 RPM a poté 1 min ptfi 14 000 RPM. Izolovand RNA byla
uchovavana pii teploté —70 °C. Spektrofotometricky (NanoDrop 1000, Thermo Scientific) byla

stanovena koncentrace a kvalita izolované RNA.

4.3.2 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena ve dvou po sobé nasledujicich krocich. Byla pfipravena
reakéni smés I (sloZeni je uvedeno v tabulce 4). K 8 pl reakéni smési byly ptidany 2 pl
izolované RNA (300-500 ng), celkovy objem reakce byl 1 pl. Reakéni smés I byla
inkubovéna pti 70 °C po dobu 5 min a ndsledné¢ umisténa na led. Ke kazdému vzorku bylo

ptidano 20 pl reakéni smési II, slozeni viz tabulka 4. Vzorky byly vloZeny do termocycleru
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(Thermocycler T1I00TM Thermal Cycler, BIO-RAD) a reverzni transkripce probéhla za
podminek 25 °C/10 min, 42 °C/30 min, 85 °C/5 min.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési I pro reverzni transkripci

Polozka Koncentrace Konecéna PipetoYany objem
pracovniho roztoku koncentrace [ul] (jeden test)
Reakéni smés 1
Voda - - 5
dNTP 10 mmol-1! 500 pmol-1"! 1,5
Random primer 20 pmol-1"! 1 pmol-1! 1,5
Celkem - -
Reakéni smés 11
Voda - - 12
RT-PCR pufr 5x Ix 6
Inhibitor ribonukleaz 40 U-pl! 40 U-reakce! 1
BioScript RT 200 U-pl! 10 U-reakce™! 1
Celkovy objem reakce - 30

4.3.3 Polymerazova retézova reakce

Detekce viru byla provedena metodou PCR amplifikace za pouziti primert specifickych pro
virovou RdRp (PhV pol F1 a PhV pol R1) a primert specifickych pro virovy plastovy
protein (PhV_GW F2 a PhV_GW R2). Sekvence specifickych primert jsou uvedeny
v tabulce 5. Jako templat byla vyuzita cDNA ziskana reverzni transkripci. Byla pfipravena
reakéni smés, slozeni viz tabulka 7. Reakéni smés byla rozpipetovana po 23 ul do 200ul
mikrozkumavek a do kazdé zkumavky byly pfidany 2 pl vzorku cDNA. Reakéni smés byla
promichdna a zkumavky byly umistény do termocykleru, ve kterém probéhla reakce za

podminek uvedenych v tabulce 6. Vysledné PCR produkty byly uchovavany pii —20 °C.

37



Tabulka 5: Sekvence primeru pouzitych pri detekci PhV.

Velikost PCR

Nazev primeru Sekvence 53 produktu [bp]

Reference

PhV pol F1  CATATGGCCTCCGGAAGACAATC 100
PhV pol R TAACACTGATTTTTCCCGCTTTGA P G L 2013
PhV WG F2  TCAAGGGATCGATCGTATTCACA rasse et at.,

PhV_ WG R2 GGGTTCTCTTTGGGATCACATTC 500bp
Tabulka 6: Podminky PCR reakci pri detekci PhV.
Proces Teplota Doba trvani Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 °C 2 min 1
Denaturace 95 °C 30s
Nasedani primert 58 °C 30 s 35
Syntéza 72 °C 30 s
Terminace 72 °C 5 min 1

Tabulka 7: SloZeni reakéni smési pro PCR amplifikaci pri detekci PhV.

Polozka Koncentrace Koneéna PipetoYanjf objem
pracovniho roztoku koncentrace [pl] (jeden test)
Pufr 5x 1x 5
Voda 17,3
f primer® 20 pmol-I! 0,2 umol-1"! 0,25
r primer® 20 pmol-I! 0,2 umol-1"! 0,25
Taq polymeraza 5U-ul! 1 U-reakce™ 0,2
Celkovy objem reakce 23

a—PhV_pol F1 nebo PhV_WG F2; b —-PhV pol R1 nebo PhV_ WG R2

4.3.4 Elektroforeticka separace v agarézovém gelu

Do ptedem piipravené¢ho 1,5% agar6zového gelu (Agarose for DNA elektrophoresis, Serva)
v 50 ml 1x TAE pufru bylo pfidano 2,5 pl interkala¢niho barviva GelRed Nucleic Acid Stain
(Biotium) a vSe bylo nalito do elektroforetické vany (HU10 MINI, Scie-Plas). Do prvni jamky
bylo napipetovano 1,5 pl markeru molekulové hmotnosti (GeneRulerTM 100 bp DNA ladder,
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Fermentas) a do ostatnich jamek po 3 pl PCR produktu. Elektroforetickd separace probihala
pti napéti 80 V (zdroj stejnosmérného proudu MP-250V, Major Science) po dobu 45 min.
PCR produkty byly vizualizovany pomoci dokumenta¢niho systému G:BOX (Syngene).
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5 Vysledky

Béhem screeningu bylo otestovano 35 vzorkd, reprezentujicich 33 izolatd Plasmopara

halstedii pavodem z Ceské republiky odebranych v letech 2014-2020.

Virus byl detekovan u 23 vzorkl P. halstedii, pti amplifikaci s pouzitim specifickych PhV
primeri jak pro polymerazu, tak pro kapsidovy protein viru byly ziskdny produkty
o oc¢ekavané velikosti (viz obr. 9 a 10). Pfitomnost viru tak byla prokdzana u vzorka

pochézejicich z lokalit Hustopece u Brna, Olomouc-Holice, Lednice, Krométiz a Podivin

(mapa lokalit viz obr. 9, souhrn viz tabulka 9 a obr. 11).

PhV pozitivnich bylo 75 % vzorkt piivodem z Hustopec¢i u Brna, a to vzorky z izolatt 1708,
1709, 1710, 1711, 1712, 1713, 1714, 1715 a 1720, 62,5 % vzorkl pochazejicich z Olomouce,
a to vzorky z izolatt 1608, 1610, 1611 a 1716; 62,5 % vzorkd pochazejicich z Lednice, a to
vzorky z izolati 1605, 1901, 1904, 1905 a 1906, vSechny vzorky pivodem z Kroméfize,
a sice vzorky z izolata 1718, 1721 a 1801 a vzorek z izolatu 1405 z Podivina (vzorky

odebrany ze zmrazené¢ho materialu po pfemnozeni izolatu).

U n€kolika vzorkil byl zaznamenan neprikazny vysledek, u vzorka 1405 a 1906 byly ziskany
pii1 detekci viru slabé PCR produkty (viz obr. 9). Z tohoto divodu byla provedena i druha
PCR amplifikace, ktera potvrdila piitomnost viru v téchto vzorcich. Opakovana PCR
amplifikace byla provedena i1 v pfipad¢ vzorkl pochazejicich z izolati 1614, 1704 a 1705,

pritomnost viru se nepotvrdila a tyto vzorky byly vyhodnoceny negativné.

Vysledky detekce PhV vzorkl z izolatd 1902 a 1903 vysly rozporuplné. V obou piipadech
byly testovany vzorky pochazejici ze zmrazenych déloznich listi slunecCnice
1z ptivodnich pravych listi. Co se ty¢e vzorku izolatu 1902 pochdzejiciho ze zmrazenych
déloznich listd, slabé pozitivni vysledek byl detekovan po amplifikaci primery PhV_pol F1
a PhV _pol R2, kdeZto ptfi pouziti primert PhV_GW F1 a PhV_GW _R2 byl vysledek
negativni. U plvodniho vzorku izolatu 1902 nebyl virus detekovan. Pozitivni vysledky
vykazoval vzorek izolatu 1903 pochazejiciho z pravych listli pouze po amplifikaci primery
PhV_GW _F1 a PhV_GW_R2. Pii pouZiti primertt PhV_pol F1 a PhV pol R2 i v ptipadé
vzorku z pfemnozeného materialu nebyl virus detekovan. Orientaénim sekvenovanim téchto
produktii byla prokazana nespecificity produkti (Safafova, osobni sdéleni), virus nebyl ve

vzorku pfitomen.
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Vzorek 1416 z Olomouce byl pouzit v celém experimentu jako pozitivni kontrola, detekce
PhV vtomto vzorku probéhla poprvé roku 2014 R. Pospichalovou (Pospichalova, 2014).
U vzorkii z Kroméiize byl potvrzen virus v izoldtech zprovokaéniho pozemku UKZUZ
iz jednoho izolatu ze soukromé zahrady. PhV nebyl detekovan v jediném izolatu P. halstedii

z lokality Brno-Chrlice.
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Obr. 9: Detekce PhV za pouziti PCR primera PhV_pol F1 a PhV_pol R2. M — marker
molekulové hmotnosti (GeneRulerTM 100 bp DNA ladder), BL — negativni kontrola (voda).
PhV pozitivni vzorky jsou oznaceny cCervené, tucné psané vzorky vykazovaly nejasné

vysledky, a byly proto testovany opakované.
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Obr. 10: Detekce PhV za pouziti PCR s kombinacemi primera PhV_pol F1
a PhV_pol R2 (nahoie) a PhV_GW_F1 a PhV_GW_R2 (dole). M — marker molekulové
hmotnosti (GeneRulerTM 100 bp DNA ladder), BL — negativni kontrola (voda), vzorky
oznaCeny izola¢nimi Cisly, D — zmrazené dé€lozni listy rostlin po pfemnozeni izolatu na
nachylné linii slunecnice, P — pravé listy ptivodnich vzorkd. PhV pozitivni vzorky jsou
oznacCeny Cervené, tuéné psané vzorky vykazovaly nejasné vysledky, a byly proto testovany

opakovang.

Z diavodu restriktivnich epidemiologickych opatfeni v souvislosti s vyskytem onemocnéni
covid-19 nebylo mozné provést inokulacni testy, proto byla vyhodnocena data z patotestl
P. halstedii na diferenciacnich linich slune¢nice (data poskytnuta vedouci prace) s cilem
vyhledat potencialni souvislost mezi ptitomnosti / nepfitomnosti PhV a intenzitou sporulace
P. halstedii na nachylnych diferenciacnich liniich (GB a Giganteus), kterd vyjadiuje stupen

napadeni rostliny (viz tabulka 8).
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Tabulka 8: Celkovy stupen napadeni P. halstedii u nachylnych diferencia¢nich linii

slunecnice.
lk L4 W
Kéd Pritomnost Datum Diferenciacni linie Helianthus Celkovy ’stupen
izolatu PhV hodnoceni  annuus bez genu rezistence napadeni
P. halstedii*
GB 100 %
8.7.2014 .
Giganteus 90 %
B 19
10. 8. 2015 G. 81%
1405 N Giganteus 93 %
GB 100 ¢
23.8.2015 i o
Giganteus 67 %
GB 100 %
10. 12. 2015
Giganteus 90 %
GB 100 %
1416 + 26. 11. 2015
Giganteus 67 %
B V)
27.7.2016 G, 88 %
1612 Giganteus 87 %
GB 44 %
21.9.2016
Giganteus 75 %
GB 100 %
10.8.2016 " 570,
anteus
tel3 - ng - 78 <V°
0
24.8.2016
Giganteus 100 %
+ PhV pfitomen, — PhV nepfitomen
p= Z(lm‘).lOO
x.N
* procento maximalni mozné sporulace , kde: P = celkovy stupen

napadeni; n = pocet rostlin v kazdé kategorii; v = stupenl napadeni; x = rozsah stupnice

napadeni; N = celkovy pocet hodnocenych rostlin.

Celkovy stupenn napadeni (= % maximalni mozné sporulace) PhV pozitivniho izolatu
P. halstedii 1405 na nachylné linii GB se pohyboval mezi 81 % a 100 %. Celkovy stupen
napadeni téhoz izolatu na nachylné linii Giganteus byl v rozmezi 67-93 %. Sporulace PhV
pozitivniho izolatu 1416 na diferenciacni linii GB doséhla 100 %, kdezto na linii Giganteus

jen 67 %. Bezvirozni izolat 1612 vykazoval pfi napadeni linie GB sporulaci 44 % a 88 %, pfi
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napadeni linie Giganteus dosahla sporulace 75 % a 87 %. Izolat 1613 je taktéz bezvirdzni
a pii napadeni nachylné linie GB dosahl sporulace 100 % a 78 %, kdezto pfi napadeni linie

Giganteus celkovy stupen napadeni odpovidal 67 % a 100 %.

Srovnani celkového stupné napadeni odrazi biologickou variabilitu PhV. Pti pfemnozovani
P. halstedii v listopadu (vysledky nezvetejnény) se sporulace vyskytla pouze na zlomku
déloznich rostlin. Fakt, Ze se tyto vysledky neshoduji, potvrzuje, ze je potieba optimalizovat

podminky experimentu.
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Tabulka 9: Vysledky screeningu piitomnosti PhV v izolitech Plasmopara halstedii pochazejicich z Ceské republiky, ktery byl proveden v roce 2020.

Kod Piitomnost
Lokalita ptivodu

izolatu PhV
1405 Podivin +
1416 Olomouc-Holice +
1605 Lednice, UKZUZ®  +
1608 Olomouc-Holice +
1610 Olomouc-Holice +
1611 Olomouc-Holice +
1612 Olomouc-Holice -
1613 Olomouc-Holice -
1614 Olomouc-Holice -
1704 Hustopece u Brna -
1705 Hustopece u Brna -
1706 Hustopece u Brna -
1708 Hustopece u Brna +
1709 Hustopece u Brna +
1710 Hustopece u Brna +
1711 Hustopece u Brna +
1712 Hustopece u Brna +
1713 Hustopece u Brna +

Kod Piitomnost
Lokalita ptivodu Poznamka

izolatu PhV

1714 Hustopece u Brna +

1715 Hustopece u Brna +

1716 Olomouc-Holice +

1718 Krométiz, ZVU? +

1720 Hustopece u Brna +

1721 Krométiz, ZVU? +

1801 Kroméfiz, soukroma zahrada +

1802 Lednice, UKZUZ" -~

1901 Lednice, UKZUZ" +

1902 Lednice, UKZUZ® - rostlinny material — ptivodni pravé listy
rostlinny material — d€lozni listy,

1902 Lednice, UKZUZ® - materidl pfemnozeny v laboratofi; slaby
produkt polF1/R1

. , rostlinny material — pivodni pravé listy;
1903 Lednice, UKZUZP - ’
eamee, polFI1/R1 - vs. WGF2/R2+

1903 Lednice, UKZUZ" B rostlig{ly ] materviél - déloirii. listy,
material pfemnozeny v laboratofi

1904 Lednice, UKZUZ® +

1905 Lednice, UKZUZ" +

1906 Lednice, UKZUZP +

2001 Brno-Chrlice, UKZUZP -

a — ZVU — Zemédélsky vyzkumny ustav; b — UKZUZ — Ustiedni kontrolni a zkuSebni ustav zemédélsky; + PhV piitomen,
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Na zéklad¢ vysledkt screeningu ptitomnosti PhV v roce 2020 byla vytvofena mapa rozsiteni
PhV v Ceské republice (obr. 11). S vyuzitim dat ze screeningu ptitomnosti PhV v letech 2012
a 2014 provedenym v ramci prace R. Pospichalové byla vytvofena mapa rozsifeni PhV
v téchto letech (obr. 12). V obou studiich byly testovany dva shodné izolaty P. halstedii (1405
z Podivina a 1416 z Olomouce-Holice), ostatni izolaty se liSily rokem sbéru a lokalitami. Do

studie v ramci této bakalaiské prace byly zarazeny izolaty z Krométize a Hustopec¢i u Brna,

naopak chybély izolaty z Kunétické hory a Lednice MU.

OIombuc-HoIice‘S/S ®4

‘Brno-Chrlice ( )/1 Q ‘KFoméﬁ’z 3f3

H_Qstopeée uBrna 9/12

Lednice 5/8 Podivin 1/1

Obr. 11: Rozifeni PhV v Ceské republice na zikladé vysledki screeningu p¥itomnosti
PhV v roce 2020 provedenym v ramci této prace. Cisla zna¢i pomér mezi poétem vzorki
obsahujicich PhV a celkovym poétem vzorkii Plasmopara halstedii. Cervend psané nazvy

lokalit znaci lokality s pozitivnim nalezem PhV.
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Obr. 12: Rozifeni PhV v Ceské republice na zikladé vysledki screeningu p¥itomnosti
PhV v roce 2012 a v roce 2014 provedenym v ramci prace R. Pospichalové (data pfevzata
z Pospichalova, 2014). Cisla znadi pomér mezi poétem vzorkd obsahujicich PhV a celkovym
poétem vzorktl Plasmopara halstedii. Cervené psané nazvy lokalit znaéi lokality s pozitivnim

nalezem PhV.
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6 Diskuze

Béhem screeningu pfitomnosti PhV byly otestovany vzorky z 33 izolatd Plasmopara halstedii
pochazejicich ze Sesti lokalit na Gizemi Ceské republiky z let 2014-2020: provokaéni pozemky
UKZUZ vLednici a Brnd-Chrlicich, ZVU vKromé&iZi a Biocentra PiF UPOL
u Brna a v Podivin¢. Pfitomnost viru byla prokazana u celkem 26 vzorka odpovidajicich

24 1zolatum P. halstedii.

Vzorky izolath 1405, 1614, 1704, 1705 a 1906 vykazovaly po prvni proveden¢ PCR
amplifikaci nejednozna¢né vysledky, proto bylo potieba analyzu opakovat. Ackoliv po druhé
amplifikaci vykazovaly tfi z té€chto vzorkl (1614, 1704 a 1705) pfitomnost slabého produktu,
nejednalo se o PhV, nebot’ tyto produkty byly v porovnani s pozitivni kontrolou, kterou
predstavuje vzorek 1416, velmi slabé. Slaby produkt byl dan pravdépodobné nizkou

koncentraci viru, nicméné neda se vyloucit, Ze se mohlo jednat o kontaminaci.

Vzorek izolatu 1902 pochazejici ze zmrazenych déloznich listii slune¢nice vykazoval po
amplifikaci primery PhV pol F1 aPhV pol R2 slabé pozitivni vysledek, kdezto po
amplifikaci primery PhV_GW_F1 a PhV_GW_R2 byl vysledek negativni. Také u ptivodniho
vzorku izolatu 1902 nebyla pfitomnost viru prokdzana. Vzorek izolatu 1903 pochézejiciho
z pravych listi ptvodnich vzorkli po amplifikaci primery PhV_GW F1 a PhV.GW_R2
vykazoval pozitivni vysledky, kdezto po amplifikaci primery PhV pol F1 a PhV pol R2
vysel vysledek negativné. U pfemnozené¢ho materidlu izolatu 1903 nebyl PhV detekovan.
V obou piipadech se jednalo o nespecificky bakterialni produkt, proto Ize u obou téchto

izolatl pritomnost PhV vyloucit.

Poprvé byl PhV pozorovén v izolatu P. halstedii v roce 1990 elektronmikroskopicky (Gulya
et al., 1990). K biochemické, morfologické a genomové charakteristice téchto viriont, a tim
padem i potvrzeni, ze se jedna o virus, do§lo o dva roky pozdéji (Gulya et al., 1992; Mayhew
et al., 1992). Az v roce 2008 probéhla prvni studie zahrnujici mj. rozsiteni PhV ve svété. PhV
byl detekovan v izolatech pochazejicich z osmi rtiznych zemi v Evropé, Severni a Jizni
Americe, konkrétné¢ se jednalo o Francii, Madarsko, Némecko, Rakousko, Slovensko,
Argentinu, Kanadu a USA (Heller Dohmen et al., 2008). Az v roce 2015 prob&hl vyzkum
zabyvajici se roz$ifenim PhV v globalni métitku (Grasse et Spring, 2015). V ramci tohoto

vyzkumu byly testovany izolaty ze 17 zemi péti kontinentl (viz obr. 7). Pfitomnost PhV byla
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hlasena ve vice nez 90 % izolatl, coz se shodovalo s vysledky z roku 2008 (Heller-Dohmen
et al., 2008). S timto tvrzenim se rozchdzeji vysledky z diplomové prace R. Pospichalove,
které potvrdila ptitomnost PhV pouze u 12 % izolath P. halstedii (7 z 59), které pochéazely ze
tyi lokalit na tzemi CR (UKZUZ Brno-Chrlice a Lednice, Olomouc-Holice a Podivin)
(Pospichalova, 2014). Screening rozsiteni PhV provedeny v ramci této bakalafské prace
potvrzuje piitomnost PhV v 73 % izolati pochazejicich z péti lokalit v ramci Ceské republiky
v letech 2014-2020. Tento udaj koreluje s udaji z let 2008 a 2015 (Heller-Dohmen et al.,
2008; Grasse et Spring, 2015), ale je v rozporu s udajem o rozsiteni PhV v Ceské republice

z roku 2014 (Pospichalova, 2014).

Ptitomnost PhV byla detekovdna ve vice izolatech pochézejicich z lokalit Olomouc-Holice
a Lednice (UKZUZ), nez tomu bylo v roce 2014, kdy byl PhV detekovan pouze v jednom
izolatu P. halstedii z obou zminénych lokalit. To odpovida v obou piipadech podilu méné nez
10 % z celkového poctu izolati z danych lokalit. Aktualni screening vykazuje ptitomnost PhV
v 62,5 % izolath P. halstedii z obou téchto lokalit. Na druhou stranu bylo detekovano méné
izolatli s PhV v lokalitach Brno-Chrlice a Podivin, nez tomu bylo v roce 2014. Nicméné bylo
testovano pouze po jednom izolatu z kazdé z téchto dvou lokalit, takze virus nemusel byt
detekovan kvili nedostatecnému poctu testovanych izolatd. Izolat ptivodem z Brna
neobsahoval PhV, kdezto v izolatu z Podivina byla pfitomnost PhV potvrzena. Nové byly
testovany izolaty pochazejici z Krométize a Hustopeci u Brna, kde bylo v obou piipadech
zastoupeni izolatli s PhV pomérné vysoké. V Hustopecich u Brna byla potvrzena ptitomnost
PhV u 75 % izolath P. halstedii, coz ptedstavuje nejvyssi podil ze vSech testovanych izolati

(shrnuti viz obr. 11 a 12).

Izolaty 1405 a 1416 byly testovany na pfitomnost PhV jak v roce 2014, tak v roce 2020.
Vzorek pochdzejici z izolatu 1416 byl pouzit v rdmci testovani v roce 2020 jako pozitivni
kontrola, pfi opakované analyze vykazoval tento vzorek vzdy vysokou koncentraci viru.
V roce 2014 zastupoval tento vzorek jediny virus-pozitivni izolat ze vSech testovanych izolati
pochazejicich z lokality Olomouc-Holice. Naproti tomu v izolatu 1405 nebyl PhV v roce 2014
detekovan, kdeZto pfi testovani v roce 2020 byla pfitomnost viru potvrzena. Divodem pro
tuto neshodu ve vysledcich mlize byt velmi nizké4 koncentrace viru ve vzorku. Tuto domnénku
potvrzuje fakt, Ze pii pozdéjSim testovani byl vysledek analyzy vzorku izolatu 1405 nejasny
abylo potieba analyzu opakovat. Pfi opakované analyze byl pfi nanaSeni vzorkli na
elektroforeticky gel zvySen objem nanaSenych vzorki, ¢imz se zvySilo mnozstvi analyzované
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virové nukleové kyseliny v gelu. Diky tomu bylo mozné detekovat PhV i pti jeho nizké

koncentraci ve vzorku.

Vzhledem k aktudlné probihajici pandemii onemocnéni covid-19 byla zavedena celostatni
restrikéni omezeni, kviili kterym nebylo mozné v rdmci této bakalaiské prace provést casove
naro¢né inokula¢ni laboratorni experimenty v pivodné planovaném rozsahu. Kdyby to bylo
mozné, probéhl by experiment, ktery by se zaméfoval na vlastnost hypovirulence PhV.
V ramci tohoto experimentu by probéhlo porovnani vlivu inokulace nachylné rostliny
izolatem P. halstedii s PhV a izoldtem bez PhV. Také by se pro inokulaci pouzily izolaty

ruznych ras, aby se zjistilo, jestli ma rasa P. halstedii vliv na ptipadnou hypovirulenci.

Alternativné byly proto pouzity star§i vysledky sporulace na nachylnych diferencia¢nich
liniich z minulych let a hodnocena existence souvislosti mezi ptfitomnosti PhV a stupném

napadenti (viz tabulka 8).

Interakce PhV s hostitelskym organismem je jeho velmi zajimavou a potencialné uzite¢nou
vlastnosti. Mykoviry se vétSinou jevi jako bezptiznakové, nicméné u PhV byl pozorovan
hypovirulentni u¢inek (Grasse et al., 2013). Pokud by byla tato vlastnost potvrzena, bylo by
vyhodné vyuzit PhV pro kontrolu P. halstedii v biologické ochran¢ slune¢nice. Ptfi prvnim
zkoumani vlastnosti PhV byla pfitomnost jeho viriont detekovéana u izolatt, které vyvolavaly
mirnéj$i projevy choroby, ale také u agresivnich fyziologickych ras P. halstedii. To vedlo
k zavéru, Zze neni zadna souvislost mezi rasou patogenu a ptitomnosti PhV (Heller-Dohmen
et al., 2008). Nasledn¢ byl proveden dals$i vyzkum, jehoz vysledkem bylo potvrzeni
hypovirulentniho uc¢inku PhV. Ptitomnost PhV snizila intenzitu sporulace, rozsah

systémovych infekei a dobu latence (Grasse ef al., 2013).

Data hodnocena v této praci neprokazala zadnou souvislost mezi pritomnosti nebo absenci
PhV v téchto izolatech a nepotvrdila ocekdvani, ze PhV pozitivni izolaty budou vykazovat
niz§i stupenn napadeni rostliny. Pé&stovani nachylnych rostlin (kultivary Peredovik, GB
a Giganteus) a inokulace probihaly v minulosti jako soucdst patotestii riznych studentl
a pracovnikll a za riznych podminek (sklenik, kultivatni komory, fytotrony), coz mohlo
ovlivnit vysledky. Také nebylo provedeno dostate¢né mnoZstvi testovani a nebylo pouZito

dostatek vzorkt, tudiz jsou Gdaje nesrovnatelné.
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Jako dal$i moznost biologické ochrany slunecnice proti P. halstedii byla navrzena aplikace
entomopatogennich hub, které mohou kolonizovat i rostlinnd pletiva a jako endofyté branit
infekci P. halstedii; tento alternativni zplsob ochrany proti P. halstedii je vSak nutné

optimalizovat (Miranda-Fuentes ef al., 2021).

Tato bakaldiska prace rozsifuje tidaje z roku 2014 (Pospichalova, 2014) o rozsiteni PhV na
tizemi Ceské republiky. Vyskyt PhV byl potvrzen na vsech studovanych lokalit vyjma
UKZUZ Brno-Chrlice. Vzhledem k tomu, Ze tato lokalita byla zastoupena pouze jednim
vzorkem, virus nemusel byt detekovan vinou nizkého poctu testovanych vzorki. Zajimavé je,
7ze mezi 1zolaty ziskanymi ve stejném roce na stejné lokalité¢ byly izolaty jak bez viru, tak
1s virem. Toto zjiSténi se shoduje se zadvéry R. Pospichalové. Kromé¢ informaci o rozsifeni
PhV na nasem uzemi vyvstava z této prace nékolik otazek, které by bylo zajimavé objasnit.
Ptfedevsim by bylo vhodné podniknout zmiflovany experiment, jehoz podstatou je zjistit vliv
PhV na agresivitu patogenu. V ramci experimentu by bylo zajimavé zjistit, jestli existuje
néjaka souvislost mezi fyziologickymi rasami P. halstedii a hypovirulenci PhV. S tim souvisi
1 otazka, jestli v interakci s patogenem hraje roli 1 variabilita genomu PhV. VSechny do roku
2015 sekvencované vzorky PhV vykazuji velmi nizkou variabilitu jak v kodujicich, tak
1 nekodujicich oblastech genomu (Grasse et Spring, 2015). Bylo by vhodné tuto informaci
aktualizovat a sekvencovat vzorky PhV zrGznych izolath P. halstedii a z riznych lokalit

nejen naseho tizemi.
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7 Zavér

Vyskyt Plasmopara halstedii virus v ¢eské populaci Plasmopara halstedii, pivodce plisné
slune¢nice, byl molekuldarnimi metodami potvrzen u 24 z 33 testovanych izolath
pochazejicich z péti lokalit na tizemi Ceské republiky. Lokalitami, kde byla potvrzena

pritomnost PhV, jsou mésta Krométiz, Hustopece u Brna, Podivin, Lednice a méstské Casti

Olomouc-Holice a Brno-Chrlice.

Vzhledem k aktualn€ probihajici pandemii onemocnéni covid-19 a celostatnim restrikénim
omezenim v letech 2020-2021 nebylo mozné vramci této bakalafské prace provést
biologické kultivaéni experimenty, které by zhodnotily hypovirulenci PhV. Pokud by se
potvrdilo, Ze pritomnost PhV v izolatu P. halstedii zptisobuje hypovirulence izolatti patogenu,
dalo by se této skutecnosti vyuzit k regulaci P. halstedii v biologické ochrané slunecnice.

Z tohoto divodu by bylo vhodné tento experiment v budoucnu uskutecnit.
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