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SOUHRN

Literarni reserSe této diplomové prace je zaméfena na obecnou charakteristiku
mykovirll ajejich vztah k fytopatogennim mikroorganismiim. Podrobnéji se prace
vénuje charakteristice Plasmopara halstedii viru (PhV) a jeho hostitele Plasmopara
halstedii, karanténniho ptvodce plisnovitosti slunecnice ro¢ni. Soucasti DP je také
porovnani patosystému Plasmopara halstedii - PhV s podobnym patosystémem
Sclerophthora macrospora - Sclerophthora macrospora virus A .

V experimentélni ¢asti DP byla optimalizovédna metoda detekce PhV v izolatech
P. halstedii pomoci PCR amplifikace s pouzitim PhV specifickych primert, ktera byla
pozd&ji vyuzita pfi studiu vyskytu tohoto viru v populaci P. halstedii z izemi CR. Data

z vlastniho screeningu rozsiteni PhV byly srovnany s jiz dfive ziskanymi vysledky.



SUMMARY

This diplomma work reviews biology of mycoviruses with focus on
relationships between mycoviruses and plant pathogenic fungi. Plasmopara halstedii
virus, aparasite of Plasmopara halstedii which is a quarantine causal agent of
sunflower downy mildew, is described in details. This pathosystem is compared with
the most similar pathosystem of Sclerophtora macrospora - Sclerophthora macrospora
virus A.

Optimization of Plasmopara halstedii virus detection method and screening of
PhV presence in Plasmopara halstedii isolates originating from the Czech Republic

were the main experimental tasks in this thesis. PCR using PhV-specific primers

reveale |
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1. CILE PRACE

Tato diplomova prace byla zaméfena na:

1/ vypracovani literarni reSerSe o mykovirech, se zamétenim na Plasmopara halstedii

virus (PhV), jeho charakteristiku, interakce s Plasmopara halstedii.

2/ experimentéalni detekci PhV v populaci P. halstedii na uzemi CR. Tato Gast prace
zahrnovala kultivaci P. halstedii v laboratornich podminkach (pfiprava rostlinného
materidlu, inokulace semendacki, pfemnoZovani auchovavani patogenu, odebirani
vzorkl pro extrakci RNA), zavedeni a optimalizaci metody detekce PhV v izolatech P.
halstedii, véetné zhodnoceni vyskytu a roz§ifeni PhV na Gizemi CR na zakladé vlastniho

screeningu v kombinaci s jiz diive ziskanymi vysledky.



2.UVOD

Prvni zminky o mykovirech (virech napadajicich vyhradné houby a houbové
organismy) byly publikovany pied vice nez 40 lety, pfesto je vSak mnoZstvi informaci
o téchto obligatnich parazitech omezené a jejich role v biosystémech neni doposud
zcela objasnéna. Mykoviry byly detekovany u vSech skupin houbovych organismi
ztise Fungi, ale také u fytopatogennich peronospor (,,downy mildews®) zfise
Chromista, odd. Oomycota, tf. Peronosporomycetes, . Peronosporales. Vztahy
mykovirt s houbovymi hostiteli v rdmci komplexnich patosystému (hostitel - parazit -
hyperparazit) jsou bezesporu fascinujicim a doposud pomérn¢ mélo probddanym polem,
hlavnim zajmem mykovirologii vsSak =zistava vyuziti mykovird jako prostredkil
biologické ochrany rostlin proti fytopatogennim houbam. Kontrola houbovych chorob
rostlin pomoci chemickych fungicidi a doporucené agronomické praxe je casto
neucinnd a je komplikovéna rezistenci k fungicidiim a pozadavky na ochranu Zivotniho
prostiedi (Nuss, 2005). Potencial vyuziti mykovirt jako prostfedkii biologické ochrany
proti rostlinnym patogentim je proto jednim z hlavnich dtvodu jejich vyzkumu (Pearson
et al.,2009).

Jednim z pomérné dobte charakterizovanych mykovirl je Plasmopara halstedii
virus (PhV) parazitujici na Plasmopara halstedii, jednom z nejvyznamnéjsich patogenti
péstované sluneCnice ro¢ni. V ruznych castech stélky Plasmopara halstedii byly
transmisni elektronovou mikroskopii lokalizovany viriony, které byly morfologicky
shodné v izolatech plisné slunecnicové ruzného geografického plvodu i patotypt.
Nasledné molekularni studie potvrdily, Ze tyto virové ¢astice byly i sekvencné identické
a dobte odlisitelné od jinych mykovirt,, coz doklada, Ze se jednd o jeden samostatny
druh. Morfologické zmény uizolath P. halstedii obsahujicich viriony nebyly
zaznamenany. PhV vSak muize zplsobit hypovirulenci (oslabeni agresivity patogena, tj.
schopnosti produkovat infekéni ¢astice a napadat dalsi hostitele).

Predlozena diplomova prace se zabyva obecnou charakteristikou mykovird,
podrobné&ji pak Plasmopara halstedii virem jako soucasti komplexniho patosystému
Helianthus annuus - Plasmopara halstedii - Plasmopara halstedii virus a roz$itenim

PhV v populaci P. halstedii na izemi Ceské republiky.



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
3.1 Mykoviry

Viry jsou nebunécni intracelularni paraziti, ktefi nejsou schopni samostatné
existence a mnozeni bez zivého hostitele, tj. jsou biotrofni. Viry jsou tvofeny nukleovou
kyselinou (DNA nebo RNA), kterd je chranéna plastovym proteinem. Pro svou
existenci a replikaci vyuZzivaji proteosynteticky aparat hostitele (Benda et al., 2006).
Podle hostitelskych organismil viry muzeme rozdélit na viry rostlinné, zivoci$né,
houbov¢ a bakteriofagy (viry bakterii).

Pro pojmenovani virti hub byly dfive pouzivany tfi terminy - mykoviry (Bozarth,
1972), mykofagy (Nash et al., 1973) a virim podobné castice (,,virus-like particles®,
VLP). Riznoroda terminologie je vysledkem spiSe rizného vyzkumného zaméteni
védeckych pracovnikli nez rozdilii ve struktufe a funkcich viri hub (Bozarth, 1979).
Nejvhodnégjsi se zda byt pouziti terminu mykoviry nebo VLP. N¢kteti autoii pouzivaji
pojem VLP pro castice podobné virim, detekované uhub pomoci elektronové
mikroskopie, které doposud nebyly izolovany a charakterizovany, a oznaceni mykoviry
pro Castice, které jiz byly zhub izolovany aje zndméd jejich morfologie
a nukleoproteinové slozeni (Ghabrial, 1980). Posledni zminovana terminologie bude
pouzivana i v rdmci této diplomové prace.

Mykoviry nepfedstavuji parazity vyhradné makro nebo mikromycet z tiSe Fungi,
ale vyskytuji se i uhoubam podobnych organismi zatfazenych do tiSe Chromista.
Pouziti terminu ,mykoviry®“ pro oznaceni virl napadajicich napf. zéastupce tf.
Peronosporomycetes (syn. Oomycetes), mezi které nalezi 1 P. halstedii, je ponékud
nepiesné a do jisté miry zavad¢jici, protoZe se nejedna o houby v pravém slova smyslu
(Kalina er Vana, 2005). Nicméné v literatufe ave védecké komunité je termin
»~mykoviry” bézné uzivan ipro viry infikujici houbové organismy mimo fiSi Fungi,
podobné¢ jako jsou choroby rostlin zptisobené t¢mito organismy bé€zné oznacovany jako

mykozy.

3.1.1 Obecna charakteristika

VétSina znamych mykovird se vyznacuje izometrickymi viriony o pramérné
velikosti 25-50 nm (Buck, 1986) a jejich genomy jsou tvofeny dsRNA nebo ssRNA.
Podle 7. Zpravy ICTV (van Regenmortel et al., 2000) m¢la vétSina charakterizovanych



mykovira dsRNA genomy; byly popsany pouze dva ssRNA viry ato Mushroom
bacilliform virus z plodnic Agaricus bisporus nakazenych chorobou ,La France*
zpusobujici jejich deformace (Revill et al., 1999) a Sclerophthora macrospora virus B
z mycelia Sclerophthora macrospora (Yokoi et al., 1999). O pét let pozdéji 8. Zprava
ICTV (Fauquet et al., 2005) uvadi jiz 28 ssRNA vird, coz je témét 1/3 dosud
charakterizovanych mykovirt.

Na rozdil od vird rostlin a zivo¢ichi mykovirim chybi extracelularni faze
reprodukéniho cyklu, a proto nejsou infekéni v klasickém slova smyslu. Infekce totiz
obvykle nemiize byt zahdjena expozici neinfikovanych casti stélky vytazkem
pfipravenym z infikovaného houbového kmene (Nuss, 2011). Omezeni ¢i absence styku
s extracelularnim prostfedim snizuje potiebu tvorby castic, které chrani virovou
genetickou informaci a znaény pocet mykovirti, napt. ¢lenové taxonomické rodiny
Narnaviridae a Hypoviridae, nekoduji ani kapsidovy protein (Nuss, 2005).

Prvni zprava o mykovirech byla publikovéna jiz pted vice nez 50 lety (Hollings,
1962) presto jsou znalosti o téchto nebunéénych organismech stale znacné omezené.
Vétsina studii se zabyva viry ekonomicky vyznamnych hub, jako jsou péstované houby
(pt. Agaricus bisporus - pecarka dvouvytrusd), kvasinky (pt. Saccharomyces cerevisiae
- kvasinka pivni), ptivodci mykoz rostlin (pi. Cryphonectria parasitica - pavodce
korové nekrdzy kastanovniku), a dalSich polyfagnich mikromycet (Aspergillus sp. -
kropidlak) (Pearson et al., 2009). Vibec prvnim detekovanym mykovirem byl v roce
1962 Mushroom bacilliform virus (MBV), ktery popsal M. Hollings jako
viriony v deformovanych plodnicich A4. bisporus pti studiu ,La France disease®

a polozil tak zdklady mykovirologie (Ghabrial et Suzuki, 2009).


http://cs.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces_cerevisiae
















3.1.5 Vyznamné mykoviry a jejich hostitelé

V roce 1948 byla popsana choroba zpiisobujici poskozeni peéstovanych plodnic
zampioni Agaricus bisporus, tzv. ,,La France disease* (Ghabrial et Suzuki, 2009), ktera
se projevuje zpomalenim vyvoje plodnic hub, které se mohou pifedCasné otevirat,
hnédnout nebo stejné jako mycelium projevovat dal§i znamky deformace (na obrazku ¢.
1A. a 1B.), které je Cini neprodejnymi (Mikula, 2002). Mushroom bacilliform virus
(MBYV), ktery byl detekovan v napadenych plodnicich a popsany v roce 1962 stal pii
zrodu mykovirologie (Ghabrial et Suzuki, 2009). Nasledny intenzivni vyzkum ukézal,
ze La France disease je mimo pfitomnosti MBV spojena s pfitomnosti druhého
samostatné se replikujiciho viru s ndzvem La France isomeric virus (LIV) (Romaine et
Schlagnhaufer, 1995). Mezi dals$i ekonomicky vyznamné mykoviry péstovanych hub
patti také Opyster mushroom spherical virus (OMSV) (Yu et al., 2003) a Oyster
mushroom isometric virus zpusobujici odumiradni plodnic Pleurotus ostreatus (hlivy

Gstiené) (Ro et al., 2006).

Obrazek €. 1: A - Deformované plodnice Agaricus bisporus vykazujici typické

symptomy La France disease. B - Mycelium Agaricus bisporus abnormélni barvy

a ristu se symptomy La France disease (pievzato z Elibuyuk ef Bostan, 2010).
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Vyznamnymi mykoviry jsou také viry kvasinek, z nichz n¢které se podileji na
tzv. killer fenoménu. U Saccharomyces cerevisiae byly detekovany dva dsDNA viry (L-
A a L-BC), dva ssRNA samostatné replikony (20S a 23S RNA) a n¢kolik retrovirt (7y/,
Ty2, Ty3, Tv4) (Wickner, 1976). Vyzkum vird kvasinek zacal sobjevem Kkiller
fenoménu a jeho spojenim s dsRNA. Jedna se ojev, kdy nékteré¢ kmeny kvasinek
vylucuji toxicky protein, ktery je letdlni pro jiné kmeny a zdroven kmeny, které jej
produkuji, jsou vi¢i nému imunni nebo rezistentni. (Wickner, 1996). Toxin a imunitni
protein jsou kédovany satelitem M1 hlavniho kvasinkového dsRNA viru s ndzvem L-4
(Bostian et al., 1980). Bylo popsano jesté¢ né€kolik dalSich satelitd kodujici toxin-
imunitni systém kvasinek a byly oznaceny jako M2, M3, M28 atd. (Young, 1993). L-4
pfedstavuje rodinu blizce piibuznych vird odliSitelnych na zéklad¢ sekvence nebo
funkce. Dal§im dsRNA virem je L-BC, ktery ma stejné velky jednosegmentovy genom
jako L-A ale jeho sekvence je odlisna (Sommer e Wickner, 1982).

Vramci rostlinné patologie dominuje vyzkum Cryphonectria hypovirus 1
(CHVI), ktery byl uspésné¢ pouzit jako prosttedek biologické ochrany proti
Cryphonectria parasitica (Nuss, 2005), mikromycety zavleCené do Severni Ameriky
a Evropy z Délného vychodu, zptisobujici korovou nekrézu kastanovniku. Fenotypové
zmény plisné spojené s infekci CHVI zahrnuji snizeni asexudlni sporulace, zménu
morfologie kolonii a casto také snizenou produkci pigmentu a akumulaci specifickych
metabolitt, jako je napriklad kyselina Stavelovd (Anagnostakis, 1979). Testovani
ruznych izolath C. parasitica prokazalo zna¢nou variabilitu v trovni hypovirulence
a v rozsahu souvisejicich pfiznaki, coz koreluje se sekvencni rozmanitosti CHVI (Chen
et al., 1994). Jako ptiklad mliZzeme uvést virové izolaty oznacené CHVI-EP713
a CHVI1-Euro7, které jsou homologni, ale maji odliSnou expresi symptomt (Nuss,
2005). Oba tyto kmeny snizuji tvorbu oranzového pigmentu produkovaného virus-free
kmeny C. parasitica. Biologicky vyznam této fenotypové zmény je nejasny, poskytuje
vSak marker CHV1 infekce (Nuss, 2005). Oba kmeny snizuji sporulaci, CHVI-EP713
vyrazn¢ zpomaluje rust kolonii C. parasitica na pevném médiu, zatimco kmeny
infikované CHVI-Euro7 rostou na médiu rychleji nez izogenni ,,virus-free kmeny
(Chen et Nuss, 1999). Tyto odlisné fenotypy jsou viditelné na obrazku ¢. 2 ajsou
vyrazné i ptfimo na rostlinném pletivu. Na vétvickach kastanovniku infikovanych kmeny
C. parasitica s izolaitem viru CHVI-EP13 se tvoii malé povrchové viedy s malym

poctem stromatickych puchyiktl, ve kterych vznikaji nepohlavni vytrusy. Oproti tomu
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kmeny C. parasitica infikované izoladtem CHV'I-Euro7 tvofi rychle se Sifici viedy, které

jsou husté pokryty stromaty (Chen et Nuss, 1999).

EP
CHV1-EP713

Obrazek ¢. 2: Vliv infekce virem CHVI na morfologii kolonii Cryphonectria

parasitica (ptevzato z Nuss, 2005). A - kmen EP155 bez virové infekce, B - izogenni
kmen infikovany izolatem viru CHVI - EP713, C - izogenni kmen infikovany méné

infek¢énim izolatem CHV'I - Euro7.

Rod Aspergillus je jednou z nejlépe prostudovanych skupin mikromycet, coz je
zpisobeno také tim, Ze jej l1ze jako saprotrofni organismus pomérné snadno a uspésné
pestovat vin vitro podminkéch. Zastupci tohoto rodu jsou pro ¢loveéka zajimavi
v mnoha smérech - A. nidulans poslouzil jako experimentalni model pro studium
parasexudalniho procesu a fada druhti je vyuZzivana v biotechnologiich (produkce amylaz,
kyseliny citronové, s6jové omacky). Naopak toxiny produkujici zastupci kontaminuji
obilniny a dalsi potraviny a n¢které druhy mohou infikovat Zivocichy véetné ¢lovéka.
(Bennett, 2010). Piestoze bylo diky rozsdhlému prizkumu detekovano mnozstvi VLP
a nukleovych kyselin virového piivodu (van Diepeningen et al., 2008), zejména
u nepohlavné se rozmnoZzujicich aspergilii, pouze malé mnozstvi z nich bylo studovano
podrobnéji. Mezi né patii napt. ¢astecné charakterizované Aspergillus viry 1816, 178
a 341 vyskytujici se u A. nidulans, u kterych byl studovan mechansmus RNA silencingu

pii interakcei virového patogenu a houbového hostitele (Hammond ez al., 2008).
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http://en.wikipedia.org/wiki/Virgaviridae
http://link.springer.com/search?facet-author=%22D.+Hendrina+Brants%22

3.2 Patosystém Helianthus annuus - Plasmopara halstedii- Plasmopara halstedii virus
3.2.1 Helianthus annuus

Slunecnice roéni (Helianthus annuus L.) je teplomilna jednoleta bylina z Celedi
Asteraceae, pivodem ze Severni Ameriky (Kirschner et Sida, 2004). Dnes je tato
plodina péstovana po celém svéte, hlavné pro své olejnaté nazky, které jsou zdrojem
lehce stravitelného oleje vhodného pifedev§im na ptipravu a konzervaci pokrmil
(Kirschner et Sida, 2004). Semena obsahuji 20-40 % bilkovin a 30-65 % oleje, ktery az
z 80 % obsahuje kyselinu linolovou (www.eppo.int, 2000). Mezi dal$i druhy rodu
sluneénice vyskytujici se hojné vCR patii H. tuberosus (s. topinambur)
a H. x laetiflorus (s. pozdni) (Kirschner et Sida, 2004).

Slunecnice je plodina s mirnymi pozadavky na pudu a vlhkost, ale je velmi
rizikova z hlediska potencidlnich ztrat zpusobenych chorobami, hmyzem, plevelem
nebo ptaky. Mezi hlavni patogeny slunecnice ve svétovém meéfitku patii napiiklad
Sclerotinia sclerotiorum (sklerotiniova hniloba), Diaporthe helianthi (Sed4 skvrnitost
slunec¢nice) a Plasmopara halstedii (pliseti slunecnicova), ktera je hrozbou predevsim
kvili noveé vznikajicim patogennim rasam a odolnosti vic¢i fungicigm, které se
pouzivaji k chemické kontrole (www.eppo.int, 2000). NejvyznamnéjSimi patogeny
slune¢nice v Ceské republice jsou Sclerotinia sclerotiorum zptsobujici bilou hnilobu
slunecnice, Phoma macdonaldii zplisobujici fomové Cerndni lodyh a Botrytis cinerea
znehodnocujici nazky a kvétenstvi tésné pred sklizni (Kudlikova et Veverka, 1999;

www.eagri.cz, 2013).

3.2.2 Plasmopara halstedii

Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et De Toni (1888), piivodnim nazvem
Peronospora halstedii (Farlow, 1883), je obligatné biotrofni patogen z fiSe Chromista,
oddé¢leni Oomycota, tfidy Peronosporomycetes, fadu Peronosporales (Lebeda et al.,
2006). Plasmopara patii do kategorie tzv. ,,downy mildew* linii, ktera je druhové
nejpocetnéjsi skupinou v ramci ¢el. Peronosporaceae (Thines, 2014). v rdmci této linie

patii spolu srody Basidiophora, Benua, Bremia, Paraperonospora, Plasmopara,
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Plasmoverna a Protobremia do skupiny tvofici hruSkovitad (pyriformni) haustoria
(Voglmayer et al., 2004), jejiz postaveni mezi ostatnimi ,,downy mildews* je ukdzano

na obrazku ¢&. 3.

[l vvhradné obligatné biotrofni
parazité krytosemennych rostlin
[ obsahuje nekrotrofni a hemibio- DM s barevnymi
trofni rostlinné patogeny sporangli
ostatni o 0 0
— ¢ | 3
— pravdépodobné monofyletické _m DM na Brassicaceae g S 3
arafyletické nebo " — 8 8 =
paratyle o DM s pyriformnimi o o o
nejasné monofyletické . o Is) -
haustorii oy 3 bt
— — 8 B 3
g | DM N2 travinach g » 5
I Phytophthora s.1., ! :-
150 | Halophytophthora, 2,
) . Phytopythium v
vznik oogamie )
050 Pythiaceae — pythium s.1.,
2 "lagenidie"
1 Salisapiliacae

|_ B Albuginales

I— Rhipidiales

LAtkinsiellales®
Leptomitales

150 | Saprolegniaceae

JAchlyaceae*

—— 1 Verrucalvaceae

solelubs)
-oideg
alul|
lujeuids)
-oides

bazalni linie Oomycet, které jsou vétSinou holokarpické,
biotrofni a ziji na rostlihach, Zivotisich, houbach
—I a zastupcich Straminipila

Obrazek ¢. 3: Postaveni Plasmopara halstedii v ramci skupiny ,,downy mildews*
(DM) s pyriformnimi haustorii (oznaceno Cervenym rameckem) v systému Oomycet

(upraveno podle Thines, 2014).

P. halstedii zplsobuje plisiovitost slunecnice, kterd je povazovana za jednu
z celosvétoveé nejzavaznéjSich hrozeb slunecnice, a to kvili vzniku a Sifeni novych ras
¢i izolatd rezistentnich k fungicidim (Roeckel-Drevet et al., 2003) a ptedevsim kvuli
oosporam, které jsou schopné pretrvavat v ptidé nékolik let (Spring, 2001). Plisnovitost
slune¢nice byla proto zafazena mezi karanténni choroby, v Evropé od roku 1992
(Delmotte et al. 2008), v Ceské republice pak o deset let pozdgji (Spurny, 2005).

Plisnovitost slune¢nice postihuje predevsim mladé rostliny slunecnice ro¢ni pii

dostate¢né vlhkosti pidy a maximalni teplot¢ mezi 15-18 °C (Sakr et al., 2008).
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U napadenych rostlin vyvolava typické symptomy, které jsou vysledkem systémové
nebo lokalni infekce (www.eppo.int, 2014). Systémové napadené rostliny prakticky
neprodukuji pouzitelné nazky (Caca et al, 1981) aspolu slokalné infikovanymi

Kromé¢ slunecnice ro¢ni Helianthus annuus L. patii mezi hostitelské rostliny
P. halstedii 1dalsi plané a péstované druhy rodu Helianthus. Naptiklad H. tuberosus
(s. topinambur), H. lenticularis (s. ro¢ni - ptivodni plané populace) nebo H. x laetiflorus
(s. pozdni) (Viranyi et Spring, 2011). Stejné tak P. halstedii napada i nékolik zastupcti
zjinych rodi Celedi Asteraceae, napt. Ambrosia artemisiifolia (ambrozie trojkland)
(Viranyi et Spring, 2011), Xanthium strumarium (fepett durkoman) (Virdnyi, 2002)
nebo Rudbeckia fulgida (tfapatka leskld) (Dankers et al., 2004).

3.2.2.1 Biologie a morfologie P. halstedii

Stélka P. halstedii je tvotena nepiehradkovanymi hyfami ¢asto nepravidelného
tvaru, které produkuji hruSkovita haustoria (5-10 pm v priméru) pronikajici do
hostitelskych bunck a zabezpecujici patogenu piijem Zivin. Sporangiofory jsou v horni
poloviné monopodidln€ vétvené a nesou vejcita az elipsoidni sporangia o velikosti 18-
30 um x 14-20 pm. Ve sporangiich se vytvaii variabilni pocet ledvinitych
dvoubicikatych zoospor (Diagnostiscs Bulletin OEPP/EPPO, 2008). Pohlavnim
procesem zvanym oogamie (splynuti oogonia s antheridiem) vznikaji na konci
vegetatni sezény tlustosténné oospory (Spring, 2001). Nalézame je ve vSech
vegetativnich organech hostitelské rostliny, zejména v kofenech a listech, tésné¢ pod
epidermis. Oospory jsou kulovité, maji 15-30 pm v priméru a maji lehce zvrasnénou
vnéjsi sténu (Diagnostiscs Bulletin OEPP/EPPO, 2008).

Oospory predstavuji primarni inokulum, v prvni fadé slouZzi k pfeziti patogenu
do dalsi vegetacni sezény a umoziiuji dlouhodobé pretrvavani patogena v ptidé (Spring,
2001). Z prezimujici pohlavné vzniklé oospory roste zoosporangium, které uvoliuje
variabilni pocet primarnich zoospor zpusobujicich primarni infekci (Bouterige et al.,
2003). Zoospory pronikaji do semenackl koteny, infekce postupuje vzhiiru a rostlinna
pletiva jsou prorlstana mezibunénymi hyfami a haustorii (Wehtje et Zimmer, 1978).
Podle intenzity napadeni mize dojit k odumfeni semenackd (padani klicnich rostlin)
nebo rozvoji systémové infekce. Podle symptomi rozliSujeme 3 typy infekce:

systémovou, lokélni a latentni. Systémova infekce zasahuje vSechny ¢asti rostliny, mezi
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hlavni symptomy patii celkova zakrslost rostlin (obrazek ¢. 4 A, B), chlorotické skvrny
na listech (obrazek €. 4 C, D) s nérosty sporangioforii na spodni strané 1ézi (obrazek 4D)
a v pripad¢ velmi silné infekce i padani klicnich rostlin. Lokalni infekce je omezena na
urcitou Cast pletiva nadzemni ¢asti rostliny a vede vétSinou ke vzniku lokalizovanych
chlorotickych 1ézi. Latentni infekce je zpravidla bezpiiznakova, umoznuje vSak plisni

dokoncit Zivotni cyklus a zamofit plidu dal$imi oosporami (Spring, 2001).

g

Obrazek ¢. 4: Typické symptomy vyvolané u sluneCnice systémovou infekci
P. halstedii. A. — zakrslost, srovnani se zdravou rostlinou (na fotografii vpravo), B. -
zakrslost, deformace listové Cepele a chlorotické 1éze na listech, C. - chlorotické skvrny
na bazalni ¢asti listovych Cepeli, D. - bile zbarvené shluky sporangioforti na spodni

stran€ napadenych listd. Foto: R. Pospichalova.
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V pribéhu vegetacni sezony dochazi k tvorbé nepohlavnich zoosporangii na
spodni stran¢ infikovanych listl a jejich Sifeni vétrem na okolni rostliny (Bouterige et
al., 2003). Tento zpusob pfenosu zpusobuje sekundarni infekce nadzemnich ¢ésti
rostlin, které se projevuji jako lokalni infekce a jen ziidka vedou k rozvoji systémové
infekce (Bouterige et al., 2003). Infikované rostliny mohou ale produkovat semena
obsahujici mycelium patogenni houby. Rostliny péstované z infikovaného osiva jsou
obvykle bezptiznakové, patogen ale mize dokoncit zivotni cyklus a takovéto rostliny
mohou zamoftit pidu houbovymi oosporami. Timto zpisobem muze a pravdépodobné

1 dochazelo k pfenosu patogena i na velké vzdalenosti (Sackston, 1981).

3.2.2.2 Vyskyt a variabilita P. halstedii

P. halstedii byla popsana v roce 1882 v severovychodni ¢asti USA a dnes uz je
rozsifena ve vSech zemich svéta péstujicich slunecnici (Sackston, 1981) mimo Australii
a Novy Z¢land (Constantinescu et Thines, 2010). Seznam zemi s vyskytem P. halstedii

je uveden v tabulce ¢. 4.

Tabulka €. 4: Piehled vyskytu P. halstedii v jednotlivych zemich svéta (prevzato
z EPPO, 2014).

Svétadil Staty

Albénie, Bulharsko, Ceska republika, Estonsko, Francie, Italie,
Madarsko, Moldavsko, Neémecko, Polsko (nepotvrzeno),

Evropa Rakousko, Rumunsko, Rusko, Slovensko, Spanélsko, Svycarsko,
Turecko, Ukrajina

Asie Azerbajdién, Cina, Gruzie, Indie, Iran, Irak, Izrael, Japonsko,
Kazachstan, Pakistan, Rusko, Turecko

Afrika Egypt, Etiopie, Kena, Maroko, Zimbabwe, Uganda

Kanada, USA - Kalifornie, Kansas, Minnesota, Severni a Jizni
Dakota

Stfedni Amerika a Karibik Dominikéanska republika

Severni Amerika

Jizni Amerika Argentina, Brazilie, Chile, Paraguay, Uruguay

Prvni vyskyt unas byl hlaSen na uzemi byvalého Ceskoslovenska v roce 1950
v oblastech jizni Moravy a jizniho Slovenska (Bojnansky, 1956). Vyskyt P. halstedii je
monitorovan Statni rostlinolékai'skou spravou, ktera je od 1.1.2014 sou¢asti UKZUZ.
Od roku 2007 probiha kazdorocni monitoring vyskytu P. halstedii na vybranych
lokalitach v CR pracovniky KB P¥F UP v Olomouci (Sedlafova et al., 2012). Pfestoze
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slunecnice v CR neni péstovana v takové mife jako v jihovychodni Evropé a plisen
slune¢nicova nepatfi mezi ekonomicky zdvazna onemocnéni, pozice CR ve Stfedni

Evrop¢ muze vytvaret podminky pro Sifeni choroby. V letech 2007-2012 byla
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3.2.3 Plasmopara halstedii virus (PhV)

PhV byl poprvé zjistén u izolath P. halstedii v roce 1990 (Gulya et al., 1990).
V roce 2008 byl proveden rozsahly screening izolath P. halstedii, ktery ukazal Casty
vyskyt PhV u izolath rizné rasy, geografického ptivodu a riizné citlivosti na metalaxyl.
Ptitomnost viriont byla zjiSténa transmisni elektronovou mikroskopii, coz byla hlavni
metoda detekce viriond pfed rozvojem molekuldrnich metod (Heller-Dohmen et al.,
2008). Viriony byly pfitomny v cytoplazmé mezibunééného mycelia, v haustoriich,
sporangioforech, zoosporangiich a oosporach (Gulya et al., 1992) a zaroven nebyly
detekovany v bunikach infikovanych slune¢nic (Heller-Dohmen et al., 2008). PhV zatim
nebyl taxonomicky zatazen do zadné skupiny mykovirt. Podle sekvenci nukleovych
kyselin vykazuje ptibuznost s viry skupiny Tombusviridae a Nodaviridae (Heller-

Dohmen et al., 2011).
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3.2.3.1 Morfologie PhV

Viriony PhV jsou izometrické castice o velikosti cca 37 nm, maji zrnity povrch
s vybézky o velikosti cca 4 nm (Mayhew et al., 1992) a jsou neobalené (Heller-Dohmen
et al., 2008), jak je patrné¢ z obrazku ¢. 5. Nebyl pozorovan zadny zasadni rozdil
v morfologii ani biochemickych vlastnostech u virioni vyskytujicich se u rtznych
izolath P. halstedii (Heller-Dohmen et al., 2008). Viriony jsou vétSinou volné

rozptylené v cytoplazmé, Casto také tvoti krystalické struktury (Gulya et al., 1992).

Obrazek ¢. 5: Negativné barvené viriony PhlV (métitko 40 nm) (pfevzato z Heller-

Dohmen et al., 2008).

3.2.3.2 Interakce PhV's P. halstedii

Studii zabyvajicich se u¢inkem PAV a obecné mykovirii na houbové hostitele je
prozatim velmi malo. Jednim z diivodli miiZze byt biotrofni povaha P. halstedii, ktera
experimenty spojené se studiem téchto interakci znacné komplikuje. Bylo vSak
potvrzeno, ze ptitomnost PhV vede k hypovirulenci izolat P. halstedii, tedy snizeni
schopnosti P. halstedii vyvolat chorobu. Intenzita sporulace (vyjadiena poctem
sporangii na cm” d&lozniho listku) byla u kmenii obsahujicich PhV niz§i v priméru o 30
% v porovnani s ,,virus-free* kmeny. Niz8i infekénost byla pozorovéana také v testech
latentniho obdobi. U kmeni bez viru doslo ke sporulaci mezi 8. a 9. dnem po inokulaci,
u kmenti obsahujicich virus byla tato doba prodlouzena occa 1 den. Doslo téz ke
sniZeni intenzity vyskytu systémovych infekci asi o jednu tietinu (Grasse et al., 2013).
Na prevzatém grafu je vidét, ze u vSech testovanych izolatti doslo ke snizeni intenzity

infekce v pfitomnosti PhV (obrazek €. 6).

20



100% -

80%

60% -

40% A

20% -

#1155K1 #1155K1* #889K1 #889K1* #1211K3 #1211K3* #1190K4 #1190K4*
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Obrazek ¢. 6: Pomér infikovanych a neinfikovanych semenackt 14 dni po inokulaci

izolaty P. halstedii s PhV a bez PhV (upraveno podle Grasse et al,, 2013)

3.2.3.3 Genom PhV

Kapilarni elektroforézou byly u PhV detekovany dva typy virové nukleové
kyseliny, které byly citlivé na RNazy anaopak necitlivé vic¢i DNaze coz vedlo
k zavéru, ze nukleové kyseliny jsou jednovlaknové (Mayhew et al., 1992). Genom PhV
je tedy tvofen dvéma molekulami ssSRNA (oznaceny RNA1 a RNA2) (Heller-Dohmen
et al., 2008). Analyza sekvence RNA1 o délce 2783 nukleotidi prokdzala existenci
jednoho ORF (ORFI1), ktery koduje polypeptid o odhadované velikosti 104 kDa.
Analyza odvozené sekvence aminokyselin naznacila pfitomnost predpokladané RdRp
domény. Tato doména vykazuje cca 40% podobnost s RdRp virli rodiny Nodaviridae.
RNA2 mé celkovou délku 1526 nukleotidii a obsahuje ORF2 o délce 1128 nt (375
aminokyselinovych zbytkl), ktery koduje plastovy protein (Heller-Dohmen et al.,
2011).

Molekulova hmotnost plastového proteinu byla diive na zakladé¢ SDS - PAGE
analyzy odhadovéana na 37,5 kDa (Mayhew et al., 1992) a 36 kDa (Heller-Dohmen et
al., 2008), coz se neshodovalo s vypocitanou velikosti 40 kDa pro 375 aminokyselin
odvozenych znukleotidové sekvence ORF2. Polypeptid byl proto analyzovan
hmotnostni spektrometrii, kterd ukazala, Ze N - konec plastového proteinu je in vivo
proteolyticky zkracovan na konecnou velikost 352 aminokyselin o molekulové
hmotnosti 38.0 kDa. Plastovy protein vykazuje 37% podobnost s plastovym proteinem

virl z rodiny Tombusviridae (Heller-Dohmen et al., 2011).
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Pro kompletni sekvenovani Ph)V byl vybran izolat pH8-99 (Heller-Dohmen et
al., 2011), dalsi izolaty byly sekvenovany castecné a jejich vzdjemné srovnani ukdzalo
velmi nizkou sekvenc¢ni variabilitu. Odvozena aminokyselinova sekvence jak z ORF1
tak ORF2 vykazuje podobnost s aminokyselinovymi sekvencemi Sclerophthora
macrospora virus A (SmV A) (Heller-Dohmen et al., 2011). Porovnani obou mykovira

je vénovéana nasledujici podkapitola.

3.2.3.4 Srovnani PhV a SmV A

Dosavadni studie ukézaly, ze PhV sdili nékolik morfologickych, biochemickych
a molekularnich vlastnosti s mykovirem typu A detekovanym v S. macrospora.

Srovnani je shrnuto v tabulce €. 5.

Tabulka €. 5: Srovnani Plasmopara halstedii virus (PhV) a Sclerophthora macrospora

viru a (SmV A) (upraveno podle Heller-Dohmen ef al., 2011).

PhV SmV A
Morfologie
Velikost virionti 37 nm 40 nm
Tvar viriontl izometricky izometricky
Genom
Typ nukleové kyseliny ssSRNA ssRNA
Velikost genomu 4,3 kb 59kb
Pocet segmenttl 2 3

Velikost segmentll a pritomnost
ORF

RNALI : 2793 nt (ORF1)
RNA2: 1526 nt (ORF2)

RNAL : 2928 (ORF1a, ORF1b)
RNA2: 1981 nt (ORF2)

RNA3: 977 nt
ORF1a 2697 nt (RdRp)
Velikost a funkce ORF 8%% ?Zgg ?éngp) ORF1b 870 nt (neznama funkce)
ORF2 1269 nt (CP)
Velikost 5 netranslatované RNALI 18 nt RNALI 66 nt
oblasti (5"'UTR) RNA2 164 nt RNA2 11
Velikost 3 netranslatované oblasti ~ RNA1 30 nt RNA1 165 nt
(3'UTR) RNA2 234 nt RNA2 701 nt
3"poly(A) konec ptitomen u RNA1 i RNA2 chybi u vsech 3 RNA
Proteiny
Pocet strukturnich proteinti 1 2
SDS-PAGE : 36 kDa SDS-PAGE: 43 a39 kDa
Velikost strukturnich proteinti ORF2: 40 kDa (375 amk) ORF2: 45 kDa (433 amk)
MS: 38 kDa MS: 38 kDa
CP vykazuje podobnost s CP SmV A, Tombusviry PhV, Tombusviry
Pocet nestrukturnich proteinti 1 1-2

Velikost nestrukturnich proteinti
RdRp vykazuje podobnost s

ORF1: 104 kDa (914 amk)
SmV A, Nodaviry

ORF1a: 100 kDa (898 amk)
ORF1b: 33 kDa (289 amk)
PhV, Nodaviry
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Oba viry jsou izometrické a maji granularni povrch (Mayhew et al., 1992). PhV
méti 37 nm v priméru, SmV A4 je onéco vétsi (asi 40 nm v priméru). Oba virové
genomy jsou segmentované a jsou tvoreny ssSRNA. V SmV A byly detekovéany tii
segmenty RNA na rozdil od PhV, ktery obsahuje pouze dva segmenty. Césteéné
srovnani aminokyselinovych sekvenci PhV a SmV a ukdzalo 58% podobnost (Heller-
Dohmen et al., 2008). Oba viry vykazuji podobnost sekvence RNA-dependentni RNA
polymerazy se Cleny rodiny Nodaviridae (Heller-Dohmen et al., 2011). Jsou to
zivocisné ssRNA viry infikujici ryby (ICTVdB Management, 2006) napt. Striped Jack
nervous virus (SJNNV) zpusobujici virovou encefalitidu larev tropické ryby
Pseudocaranx dentex (Arimoto et al., 1993) nebo Barfin flounder nervous necrosis
virus (BFNNV), ktery je pivodcem nervové virové nekrézy u platyzovité ryby Verasper
moseri (Watanabe et al., 1998). Plastovy protein obou viri vykazuje podobnost
s rostlinnymi viry z rodiny Tombusviridae (Heller-Dohmen et al., 2011). Opét se jedna
0 ssRNA viry ajako ptiklad mizeme uvést Pelargonium leaf curl virus zplsobujici

virovou kadetavost pelargonii nebo Carnation mottle virus zpusobujici virovou

strakatost hvozdiku (ICTV, 2002).

3.3 Patosystém Sclerophthora macrospora - Sclerophthora macrospora virus

Sclerophthora macrospora (Sacc.) Thirumalachar, CG Shaw & Narasimhan je
obligatni parazit patfici mezi tzv. ,,graminicolous downy mildews (GDM) (Thines
2014), infikujici zastupce celedi Poaceae (lipnicovité). Sclerophthora byla nejdiive
fazena do rodu Sclerospora podle tlusté stény oospor (Saccardo, 1890), sporangialni
faze vSak byla vice podobnéd zastupcim rodu Phytophthora (Tanaka, 1940). Pozdéji
byla proto zafazena k novému rodu Sclerophthora (Thiumalachar et al., 1953). Tato
patogenni plisen byla nalezena u vice nez 140 druht trav Celedi Poaceae, zahrnujici
ekonomicky vyznamné rody obilovin, picnin a okrasnych travin jako je napf. Zea
(kukutice), Triticum (pSenice), Sorghum (Cirok), Secale (zito), Hordeum (jeCmen),
Avena (oves), Oryza (ryze), Digitaria (rosicka), Agrostis (psinecek), Lolium (jilek),
Panicum (proso), Poa (lipnice), Festuca (kosttava) atp. (Gjerum et al., 1986; Farr et al,
1989). Choroba zplsobend S. macrospora neni piiliS§ ekonomicky vyznamna
a vyskytuje se predevSim v nedostate¢né¢ odvodnénych oblastech nebo v oblastech

zasazenych povodnémi. S. macrospora zpusobuje systémové infekce. Rostliny vykazuji
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top, kdy dochazi k nadmérné proliferaci kvétenstvi a pfeméné na listové struktury
(EPPO, 2014).

V Japonsku byly u rostlin ryze napadenych S. macrospora detekovany 2 typy
virovych castic, které se vyskytovaly bud’ jednotlivé, nebo oba soucasné (Honkura et
al., 1983). Kromé SmV A4, popsaného v ptedchozi podkapitole, byl u patogenni houby
popsan S. macrospora virus B (SmV B). Viriony o velikosti 32 nm v priméru maji
izometricky tvar a hladky povrch. Genom je tvofen (+)ssRNA (velikost 5,5 kb) a koduje
plastovy protein o velikosti 41 kDa. Organizace genomu je charakteristicka a odlisna od
jinych zndmych RNA mykovirl a nelze jej tedy, podobné jako SmV A, taxonomicky
zafadit do zadné virové rodiny (Yokoi ef al., 1999). Oba viry se hojné vyskytuji
v cytoplazmé oospor a myceliu. Fenotypové zmény plisné nasledkem virové infekce

nebo jejich role pii vyvolani choroby jsou zatim stale nejasné (Yokoi et al., 1999).
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v Hohenheimu (Stuttgart, Némecko) na jate roku 2012 podle metodiky, kterd je
uvedena v kapitole 4.2. Druha faze testovani probéhla v roce 2014 podle metodiky

uvedené v kapitole 4.3. a prislusnych podkapitolach.
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4.2 Metodika detekce PhV v roce 2012

Extrakce RNA byla provedena dle metodiky jak ji uvadi Grasse et al. (2013)
s pouzitim Aurum Total RNA Mini Kitu (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) dle

pokynt vyrobce. Syntéza cDNA byla provedena pomoci RevertAid™ reverse

transcriptase kit (Fermentas, Glen Burnie, USA) podle pokynii vyrobce.

Tabulka €. 8: Primery pouzité pii detekci PhV pfi pilotnim screeningu.

Oznaceni Sekvence 5°->3

Autori Produkt

PHV pol F1 = CATATGGCCTCCGGAAGACAATC Grasse et al., 2013 300 bp
PHV _pol Rl  TAACACTGATTTTTCCCGCTTTGA Grasse et al., 2013

Tabulka €. 9: Podminky PCR reakce pro detekci PhV pfi pilotnim screeningu. A.

reakce sprimery PhV pol F1 aPhV pol RI. B. reakce sprimery HexaUbiQ F2

a HexaUbiQ R2.

A. PhV _pol F1 aPhV pol RI B. HexaUbiQ_ F2 a HexaUbiQ R2
5 Pocet 5 Pocet
Proces Teplota Cas cyklu Proces Teplota Cas cyklu
Denaturace 94°C 3 min 1 Denaturace 94°C 3 min 1
94°C 30s 94°C 30s
Amplifikace 57°C 45s 35 Amplifikace 59°C 45s 35
72°C 60 s 72°C 60 s
Terminace 72°C 10 min 1 Terminace 72°C 10 min 1

cDNA byla amplifikovana pomoci PCR na pfistroji peqStar thermocycler

(Peqlab, Erlangen, Némecko) za pouziti primerd PhV _pol F1 a PhV pol RI1, které

byly navrZeny podle sekvence PhV ulozené do GenBank autory Heller-Dohmen et al.

(2008) a jejich sekvece jsou uvedeny v tabulce €. 8. Jako kontrola byly pouzity primery
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HexaUbiQ F2 a HexaUbiQ R2 navrzené W. Grassem (nepublikovadno), jejichz sekvece
jsou rovnéz uvedeny v tabulce ¢. 8. Podminky PCR reakce pro oba pary primerl jsou
uvedeny v tabulce ¢. 9 aslozeni reakéni smési v tabulce ¢. 10. PCR produkty byly
vizualizovany promoci mikro¢ipové kapilarni elektroforézy (MultiNa, Shimadzu,

Duisburg, Némecko) s pouzitim Shimadzu DNA 2500 Kitu.

Tabulka €. 10: Slozeni reakéni smési pro PCR pfi pilotnim testovani.

Koncentrace Objem
Slozka smési Reagencie prac. roztoku vzorku
Reakéni pufr 10?4 Ta.lq Buffer with (NH4),SO4 (Thermo 10x 1,25 ul
Scientific)
Smés nukleotidd 10 mM dNTP mix (Fermentas) 2mM 1,25 ul
MgCl, 25 mM MgCl, (Thermo Scientific) 25mM 0,5 ul
L PHV _pol FI nebo HexaUbiQ F2 25uM 0,25 pl
Par primeru .
PHV pol R1 nebo HexaUbiQ R2 25uM 0,25 pl
, Taq DNA Polymerase (recombinant) 1U/ul
DNA polymeraza (Fermentas) 5 U/ul 0,5 ul
destilovand voda  d H,O 7 ul
Celkovy objem premixu 11,5 pl
vzorek cDNA 1 ul
Celkovy objem reakéni smési 12,5 ul

4.3 Metodika detekce PhV v roce 2014

4.3.1 Izolace RNA

K izolaci celkové RNA byl pouzit kit InviTrap Spin Plant RNA Mini Kit
(Invitec, CR). Virovd RNA byla extrahovéna ze sporangii a hyf plisné sluneénicové,
které se nachazely v a na rostlinném pletivu. Spole¢né s virovou RNA byla izolovana
také celkova rostlinnd RNA. Izolace probihala v pokojové teploté podle manuélu
vyrobce, pokud nebylo uvedeno jinak. Ve sterilni zkumavce bylo pfipraveno
pozadované mnozstvi Cerstvého lyzacniho pufru (RP Lysis Solution), ke kterému byla
priddna 1/100 pozadovaného objemu 1M B-merkaptoethanolu (Sigma). Pro jeden
vzorek bylo k 1000 pl lyzaéniho pufru piidano 0,7 pl zasobniho 14,3M -
merkaptoethanolu. Zmrazeny vzorek byl pomoci sterilniho plastového tloucku
a tekutého dusiku homogenizovan piimo v mikrozkumavce. Po dikladném rozdrceni
stale jeSt¢ zmrazené¢ho vzorku bylo do zkumavky pfidano 900 pl ptipraveného

lyza¢niho pufru a vzorky byly v pufru inkubovany v termomixu (Thermocell Cooling
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and Heating block CHB-202, Bioer, Cina) 30 minut za stalého michani pti 400 rpm. Po
inkubaci byly vzorky centrifugovany 1 minutu pii 11 000 g (Centrifuge 5415R —
Eppendorf, Némecko). Cely objem supernatantu byl ptepipetovan do ptipraveného
prefiltru a centrifugovan 1 minutu pii 11 000 g. K filtratu bylo pfidano 500 pl 96%
ethanolu (Sigma). Smés byla dikladné¢ promichéna pipetou a 750 pl lyzatu bylo
naneseno na kolonku (RTA spin filter) umisténou ve sbérné zkumavce. Po minutové
inkubaci byla kolonka centrifugovdna 1 minutu pii 11 000 g. V pfipadé¢ vétsiho
mnozstvi lyzatu byl tento krok opakovan. Na kolonku bylo naneseno 500 pl
promyvaciho pufru 1 (Wash Buffer 1) abyla provedena centrifugace 1 minutu pfi
11 000 g. Poté bylo na kolonku naneseno 700 pl promyvaciho pufru 2 (Wash Buffer 2)
a kolonka byla opét centrifugovana 1 minutu pfi 11 000 g. Po promyvacich krocich byla
membrana RTA spin filtru vysuSena ¢tyfminutovou centrifugaci pfi 11 000 g. Kolonka
byla premisténa do fadné popsané sterilni elu¢ni zkumavky (Rnase- free Elution Tube)
abylo na ni naneseno 45 pl eluéniho pufru (Elution Buffer R). Po c¢tyfminutové
inkubaci byla kolonka centrifugovdna 1 minutu pii 11 000 g a zkumavka se ziskanou
RNA byla ihned umisténa na led. Cast izolované RNA byla pro kontrolu kvality
nanesena na 1% agardzovy gel a eletroforeticky rozdélena (0,5x TBE pufr, 150 V, 30
min). Vyhovujici nedegradované vzorky RNA (jako napf. izolaty 1009 a 1108 na
obrazku ¢. 7) byly prepsany reverzni transkripci na cDNA, zbyvajici RNA byla
uskladnéna v -80 °C.

1009 1010 0701 1108

- . —

S — 28S
« 1I8S

Obrazek €. 7: Kontrola kvality izolované RNA pomoci elektroforézy. U vzorka 1009
a 1108 jsou pritomny jasné 18S a 28S ribozomalni RNA bandy, coZ znaci Ze RNA neni

degradovanad a je vyuzitelna pro syntézu cDNA. Foto R. Pospichalova.

4.3.2 Syntéza virové cDNA z izolované RNA

Revezrni transkripce probihala nasledujicim postupem. Do sterilni nuklease-free

mikrozkumavky byl k11,5 pul RNA pfidin 1 pl oligo(dT);s primeru (Thermo
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Scientific). Smés byla v termocycleru (XP Cycler TXCP, Bioer, Cina) preinkubovana 5
minut pfi 65 °C apoté zchlazena na ledu. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 7,5 pl
reakéni smési pripravené podle tabulky ¢. 11. Vzorky byly inkubovany v cycleru 60

minut pti 42 °C. Reakce byla ukonc¢ena zahtatim smési na 70 °C po dobu 10 minut.

Tabulka €. 11: Slozeni reakéni smési pro reverzni transkripci

Objem
Slozka smési Reagencie vzorku
Reakéni pufr M-MLYV 5x Reaction Buffer (Promega) 4 ul
Inhibitor RNaz RNasin Plus RNase Inhibitor 40 U/ul (Promega) 0,5 ul (20 U)
y e . . AP 2l
Smés nukleotidd 10 mM dNTP Mix (Thermo Scientific) (1 mM)
Reverzni transkriptiza =~ M-MLV Reverse Transcriptase 200 U/pul (Promega) (2(1)(? {J)
Objem reakéni smési bez RNA a primeru 7,5 ul
Celkovy objem reak¢ni smési 20 ul

4.3.3 Detekce viru pomoci PCR

Pro identifikaci virové cDNA byla u vSech vzorkli pouzita PCR amplifikace
pomoci specifickych PAV primeri pro virovou polymerazu (PHV pol UTR3 Fl1
aPHV pol R7), uvzorki spozitivnim vysledkem bylo provedeno potvrzeni
pritomnosti viru dalsi PCR amplifikaci pomoci PhV specifickych primert pro plastovy
protein (PHV_WG F2 a PHV_WG R2). Dale byla provedena kontrolni amplifikace
pomoci univerzalniho RAPD dekameru OPX 13 pro potvrteni pfitomnosti cDNA.
Sekvence primert pouzitych pro detekci PhV v roce 2014 jsou uvedeny v tabulce ¢. 12.
Podminky PCR reakci provadénych v thermocycleru (XP Cycler TXCP, Bioer, Cina) se
liSily pouze teplotou annelingu primert a jsou uvedeny v tabulce ¢. 13. SloZeni reakéni
smési pro PCR bylo obdobné pro vSechny reakce a je uvedeno v tabulce ¢. 14, pouze
v ptipadé OPX 13 bylo pouzito 0,2 ul primeru a 8,95 pul destilované vody.

Ziskané PCR produkty byly spolu se standartnimi fragmenty DNA
HypperLadder 50bp (Bioline) rozd€leny elektroforetickou separaci (komiirka Easycast
B1, OWL separation systems, USA) v 1,5% agarézovém gelu (SeaKem LE Agarose,
Lonza) s barvivem GelRed Nucleic acid stain 10 000x in water (Biotium) v 0,5x TBE
pufru (Bio Basic Inc., Kanada) pti 150 V po dobu 30 minut (zdroj Minis-300 VP, Major

Science, Taiwan) a vyzualizovany v UV transluminatoru (UVT-20 SML, Helolab,
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Némecko). Dokumentacni fotografie byly zhotoveny pomoci fotoaparatu (DC 290,

Kodak, USA) a softwaru KODAK 1D 3.6.

Tabulka €. 12: Primery pouzité pti detekci PhV v roce 2014.

Oznaceni Sekvence 5°->3 Produkt

Autofi

Tabulka €. 13: Podminky PCR reakci pfi detekci PAV v roce 2014.

Proces Teplota Cas Pocet cyklu

Denaturace 95°C 2 min 1
95°C 45s

Amplifikace  55Y/54"/459°C 455 35
72°C 45s

Terminace 72°C 5 min 1

“PHV_pol UTR3_F1 + PHV pol R7
Y PHV_ WG F2 + PHV_WG R2
9 OPX 13

Tabulka €. 14: Slozeni reakéni smési pro PCR pfi detecki PhV v roce 2014.

Koncentrace Objem
Slozka smési Reagencie prac. roztoku  vzorku
Reakéni pufe flic N?lr\iegnc S?I;Fi)qmlz;:non Buffer with 1,5 Sx 2,50 ul
Smés nukleotidti 10 mM dNTP mix (Fermentas) 10mM 0,25 ul
o PHV pol UTR3 FI nebo PHV_WG F2 25uM 0,20 pl
Par primert

PHV pol R7 nebo PHV_WG R2 25uM 0,20 pl
OPX 13 25uM 0,20 pl
DNA polymeraza GoTaq DNA Polymerase 15/pul (Promega) 5 U/ul 0,1 pul
destilovana voda d H,O 8,75 ul
Celkovy objem premixu 11,5 ul

vzorek cDNA 1 ul
Celkovy objem reakéni smési 12,5 ul

32



5. VYSLEDKY

o
on



-— el — ——f— ——

b EF.- -




LN
- 7 3



-— - —— - = -










[e)]
on



=



_ _ —



4



7. ZAVER

Mykoviry jsou nebunééni paraziti hub a houbovych organismt, které byly
detekovany u desitek hostitelti v€etné fytopatogennich druhi, avsak jejich ptivod a role
v ekosystémech je stile dosti nejasna. Zajimavy je jejich potencial v biologické ochrané
mykodz, které kazdorocné zplsobuji zemédélcim rozsahlé Skody. Predlozena prace se
zabyva obecnou charakteristikou mykovird, teoriemi o jejich ptivodu, pienosu, dale pak
vztahy mykovirG s hostiteli a vyznamnymi zastupci ztéto skupiny nebunéénych
organismt. Podrobnéji se pak vénuje Plasmopara halstedii viru, ktery byl detekovan
u ptvodce plistiovitosti slunecnice P. halstedii. V praci je popsan cely komplexni
patosystém Helianthus annuus - Plasmopara halstedii - Plasmopara halstedii virus.
Prestoze genom PhV, tvoreny dvémi jednovlaknovymi RNA, byl jiz pln¢€ osekvenovan,
nelze tento virus zafadit do zadné z jiz popsanych rodin mykovir. Nejvyssi podobnost
vykazuje PhV s virem Sclerophthora macrospora virus A izolovanym z oomycety
Sclerophthora macrospora, se kterym mé spoleéné také nékteré morfologické
a biochemické vlastnosti. Mykovirové infekce se Casto projevuji jako bezptiznakove,
u PhV byl vsak prokézan hypovirulentni u¢inek, snizujici schopnost P. halstedii vyvolat

chorobu u slunecnice ro¢ni, ktera je jejim hlavnim hostitelem.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Anglicky (Cesky vyraz)

amk aminokyselina

bp base pairs (pary bazi)

CP coat protein (plastovy protein)

cDNA complementary DNA (komplementarni DNA)

DM downy mildew (zastupce Peronosporaceae)

dpi days per inoculation (dnt po inokulaci)

dsRNA double-strand ribonukleotid acid (dvouvlaknova ribonukleova kyselina)

ICTV Intemational..Co'mmittee on Taxonomy of Viruses (Mezinarodni vybor
pro taxonomii vir)

MS mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

nt nucleotides (nukleotidy)

ORF open reading frame (otevieny Cteci rdmec)

RdRp RNA-dependent RNA polymerase (RNA-dependentni RNA polymeraza)

RAPD randqm amplified polymorphic DNA (polymorfismus ndhodné
amplifikované DNA)
polyacrylamid gel electroforesis with SDS (polyakrylamidova

SDS-PAGE . o ] ;
elektroforéza v pritomnost dodecylsiranu sodného)

ssRNA single-strand ribonukleotid acid (jednovlaknova ribonukleova kyselina)

UKZUZ Ustiedni kontrolni a zkuebni ustav zemédélsky

VIC vegetative incompatibility (vegetativni neslucitelnost)

VLP virus-like pacticles (virim podobné ¢astice)

Zkratka Anglicky nazev viru

BEFNNV Barfin flounder nervous necrosis virus

CarMV Carnation mottle virus

CThTV Curvularia thermal tolerance virus

CHVI Cryphonectria hypovirus 1

LIV La France isometric virus

MBV Mushroom bacilliform virus

OMSV Oyster mushroom spherical virus

PhV Plasmopara halstedii virus

PiRV 1-4 Phytophthora infestans RNA virus 1-4

PLRV Potato leafroll virus

SBMV Southern bean mosaic virus

SINNV Striped Jack nervous virus

SmV A,B Sclerophthora macrospora Virus A,B
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	První zmínky o mykovirech (virech napadajících výhradně houby a houbové organismy) byly publikovány před více než 40 lety, přesto je však množství informací o těchto obligátních parazitech omezené a jejich role v biosystémech není doposud zcela objasněná. Mykoviry byly detekovány u všech skupin houbových organismů z říše Fungi, ale také u fytopatogenních peronospor („downy mildews“) z říše Chromista, odd. Oomycota, tř. Peronosporomycetes, ř. Peronosporales. Vztahy mykovirů s houbovými hostiteli v rámci komplexních patosystémů (hostitel - parazit - hyperparazit) jsou bezesporu fascinujícím a doposud poměrně málo probádaným polem, hlavním zájmem mykovirologů však zůstává využití mykovirů jako prostředků biologické ochrany rostlin proti fytopatogenním houbám. Kontrola houbových chorob rostlin pomocí chemických fungicidů a doporučené agronomické praxe je často neúčinná a je komplikována rezistencí k fungicidům a požadavky na ochranu životního prostředí (Nuss, 2005). Potenciál využití mykovirů jako prostředků biologické ochrany proti rostlinným patogenům je proto jedním z hlavních důvodů jejich výzkumu (Pearson et al., 2009). 
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