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1. CÍLE PRÁCE 
 

Tato diplomová práce byla zaměřena na: 

 

1/ vypracování literární rešerše o mykovirech, se zaměřením na Plasmopara halstedii 

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

 

2/ experimentální detekci PhV v populaci P. halstedii na území ČR. Tato část práce 

zahrnovala kultivaci P. halstedii v laboratorních podmínkách (příprava rostlinného 

materiálu, inokulace semenáčků, přemnožování a uchovávání patogenu, odebírání 

vzorků pro extrakci RNA), zavedení a optimalizaci metody detekce PhV v izolátech P. 

halstedii, včetně zhodnocení výskytu a rozšíření PhV na území ČR na základě vlastního 

screeningu v kombinaci s již dříve získanými výsledky. 
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2. ÚVOD 
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).  

Jedním z poměrně dobře charakterizovaných mykovirů je Plasmopara halstedii 

virus (PhV) parazitující na Plasmopara halstedii, jednom z nejvýznamnějších patogenů 

pěstované slunečnice roční. V různých částech stélky Plasmopara halstedii byly 

transmisní elektronovou mikroskopií lokalizovány viriony, které byly morfologicky 

shodné v izolátech plísně slunečnicové různého geografického původu i patotypů. 

Následné molekulární studie potvrdily, že tyto virové částice byly i sekvenčně identické 

a dobře odlišitelné od jiných mykovirů, což dokládá, že se jedná o jeden samostatný 

druh. Morfologické změny u izolátů P. halstedii obsahujících viriony nebyly 

zaznamenány. PhV však může způsobit hypovirulenci (oslabení agresivity patogena, tj. 

schopnosti produkovat infekční částice a napadat další hostitele). 

Předložená diplomová práce se zabývá obecnou charakteristikou mykovirů, 

podrobněji pak Plasmopara halstedii virem jako součástí komplexního patosystému 

Helianthus annuus - Plasmopara halstedii - Plasmopara halstedii virus a rozšířením 

PhV v populaci P. halstedii na území České republiky. 
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3. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

3.1 Mykoviry 

Viry jsou nebuněční intracelulární paraziti, kteří nejsou schopni samostatné 

existence a množení bez živého hostitele, tj. jsou biotrofní. Viry jsou tvořeny nukleovou 

kyselinou (DNA nebo RNA), která je chráněna plášťovým proteinem. Pro svou 

existenci a replikaci využívají proteosyntetický aparát hostitele (Benda et al., 2006). 

Podle hostitelských organismů viry můžeme rozdělit na viry rostlinné, živočišné, 

houbové a bakteriofágy (viry bakterií). 

Pro pojmenování virů hub byly dříve používány tři termíny - mykoviry (Bozarth, 

1972), mykofágy (Nash et al., 1973) a virům podobné částice („virus-like particles“, 

VLP). Různorodá terminologie je výsledkem spíše různého výzkumného zaměření 

vědeckých pracovníků než rozdílů ve struktuře a funkcích virů hub (Bozarth, 1979). 

Nejvhodnější se zdá být použití termínu mykoviry nebo VLP. Někteří autoři používají 

pojem VLP pro částice podobné virům, detekované u hub pomocí elektronové 

mikroskopie, které doposud nebyly izolovány a charakterizovány, a označení mykoviry 

pro částice, které již byly z hub izolovány a je známá jejich morfologie 

a nukleoproteinové složení (Ghabrial, 1980). Poslední zmiňovaná terminologie bude 

používána i v rámci této diplomové práce. 

Mykoviry nepředstavují parazity výhradně makro nebo mikromycet z říše Fungi, 

ale vyskytují se i u houbám podobných organismů zařazených do říše Chromista. 

Použití termínu „mykoviry“ pro označení virů napadajících např. zástupce tř. 

Peronosporomycetes (syn. Oomycetes), mezi které náleží i P. halstedii, je poněkud 

nepřesné a do jisté míry zavádějící, protože se nejedná o houby v pravém slova smyslu 

(Kalina et Váňa, 2005). Nicméně v literatuře a ve vědecké komunitě je termín 

„mykoviry“ běžně užíván i pro viry infikující houbové organismy mimo říši Fungi, 

podobně jako jsou choroby rostlin způsobené těmito organismy běžně označovány jako 

mykózy. 

 

3.1.1 Obecná charakteristika  

Většina známých mykovirů se vyznačuje izometrickými viriony o průměrné 

velikosti 25-50 nm (Buck, 1986) a jejich genomy jsou tvořeny dsRNA nebo ssRNA. 

Podle 7. Zprávy ICTV (van Regenmortel et al., 2000) měla většina charakterizovaných 
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mykovirů dsRNA genomy; byly popsány pouze dva ssRNA viry a to Mushroom 

bacilliform virus z plodnic Agaricus bisporus nakažených chorobou „La France“ 

způsobující jejich deformace (Revill et al., 1999) a Sclerophthora macrospora virus B 

z mycelia Sclerophthora macrospora (Yokoi et al., 1999). O pět let později 8. Zpráva 

ICTV (Fauquet et al., 2005) uvádí již 28 ssRNA virů, což je téměř 1/3 dosud 

charakterizovaných mykovirů. 

Na rozdíl od virů rostlin a živočichů mykovirům chybí extracelulární fáze 

reprodukčního cyklu, a proto nejsou infekční v klasickém slova smyslu. Infekce totiž 

obvykle nemůže být zahájena expozicí neinfikovaných částí stélky výtažkem 

připraveným z infikovaného houbového kmene (Nuss, 2011). Omezení či absence styku 

s extracelulárním prostředím snižuje potřebu tvorby částic, které chrání virovou 

genetickou informaci a značný počet mykovirů, např. členové taxonomické rodiny 

Narnaviridae a Hypoviridae, nekódují ani kapsidový protein (Nuss, 2005).  

První zpráva o mykovirech byla publikována již před více než 50 lety (Hollings, 

1962) přesto jsou znalosti o těchto nebuněčných organismech stále značně omezené. 

Většina studií se zabývá viry ekonomicky významných hub, jako jsou pěstované houby 

(př. Agaricus bisporus - pečárka dvouvýtrusá), kvasinky (př. Saccharomyces cerevisiae 

- kvasinka pivní), původci mykóz rostlin (př. Cryphonectria parasitica - původce 

korové nekrózy kaštanovníku), a dalších polyfágních mikromycet (Aspergillus sp. - 

kropidlák) (Pearson et al., 2009). Vůbec prvním detekovaným mykovirem byl v roce 

1962 Mushroom bacilliform virus (MBV), který popsal M. Hollings jako 

viriony v deformovaných plodnicích A. bisporus při studiu „La France disease“ 

a položil tak základy mykovirologie (Ghabrial et Suzuki, 2009).  

 
3.1.2 Taxonomie a původ  

Současná klasifikace virů upravená Mezinárodním výborem pro taxonomii virů 

(ICTV) zahrnuje hierarchické zařazení: rodina, rod a druh (Fauquet et al., 2005).     

8. Zpráva ICTV uvádí 90 druhů mykovirů, které jsou řazeny do 10 virových rodin. 

Jejich přehled je uveden v tabulce č. 1. Zhruba 20 % mykovirů zůstává zatím 

nezařazeno, což je způsobeno nedostatkem sekvenčních dat (Pearson et al., 2009). 

Některé mykoviry fytopatogenních hub vykazují určitou podobnost nukleotidových 
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sekvencí s rostlinnými viry. Tyto blízké fylogenetické vztahy naznačují možný původ 

některých mykovirů (Pearson et al., 2009). 

 

Tabulka č. 1: Přehled rodin, rodů a druhů mykovirů a jejich hostitelů (upraveno podle 

Pearson et al., 2009). 
Rodina Rod Druh/hostitel 

Adenoviridae Rhizidiovirus Rhizidiomyces virus (RhiV)/ Rhizidiomyces 

Chrisoviridae Chrisovirus Helminthosporium victoriae virus 145S/ Helminthosporium victoriae
Penicillium brevicompactus virus/ Penicillium brevicompactus 
Penicillium chrysogenum virus/ Penicillium chrysogenum 
Penicillium cyaneo-fulvum virus/ Penicillium cyaneo-fulvum 

Hypoviridae Hypovirus Cryphonectria hypovirus 1/ Cryphonectria parasitica 
Cryphonectria hypovirus 2/ Cryphonectria parasitica 
Cryphonectria hypovirus 3/ Cryphonectria parasitica 
Cryphonectria hypovirus 4/ Cryphonectria parasitica 

Reoviridae Mycoreovirus Mycoreovirus-1/ Cryphonectria parasitica 
Mycoreovirus-2/ Cryphonectria parasitica 
Mycoreovirus-3/ Rosellinia necatrix 

Partitiviridae Partitivirus Agaricus bisporus virus 4/Agaricus bisporus 
Aspergillus ochraceous virus/Aspergillus ochraceous 
Atkinsonella hypoxylon virus/ Atkinsonella hypoxylon 
Discula destructiva virus 2/ Discula destructiva 
Fusarium poae virus/ Fusarium poae 
Fusarium solani virus 1/ Fusarium solani 
Gaeumannomyces graminis virus 019/6-A/ Gaeumannomyces graminis 
Gaeumannomyces graminis virus T1-A/ Gaeumannomyces graminis 
Gremmeniella abietina RNA virus MS1/ Gremmeniella abietina 
Helicobasidium mompa virus/ Helicobasidium mompa 
Heterobasidion annosum virus/ Heterobasidion annosum 
Penicillium stoloniferum virus S/ Penicillium stoloniferum 
Rhizoctonia solani virus 717/ Rhizoctonia solani 
Diplocarpon rosae virus/ Diplocarpon rosae 
Penicillium stoloniferum virus F/ Penicillium stoloniferum 
Phialophora radicicola virus 2-2-A/ Phialophora radicicola 

Totiviridae Totivirus  Helminthosporium victoriae virus 190S/ Helminthosporium victoriae
Saccharomyces cerevisiae virus L-A (L1)/ Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae virus L-BC (La)/ Saccharomyces cerevisiae
Ustilago maydis virus H1/ Ustilago maydis  
Aspergillus foetidus virus S/ Aspergillus foetidus 
Aspergillus niger virus S/ Aspergillus niger 
Gaeumannomyces graminis virus 87-1-H/ Gaeumannomyces graminis 
Mycogone perniciosa virus/ Mycogone perniciosa 

Barnaviridae Barnavirus Mushroom bacilliform virus (MBV)/Agaricus bisporus 
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Tabulka č. 1, pokračování: Přehled rodin, rodů a druhů mykovirů a jejich hostitelů 

(upraveno podle Pearson et al., 2009). 
Rodina Rod Druh/hostitel 
   
   
Narnaviridae Mitovirus Cryphonectria mitovirus 1/Cryphonectria parasitica 

Ophiostoma mitovirus 3a/ Ophiostoma, Sclerotinia homoeocarpa 
Ophiostoma mitovirus 4/ Ophiostoma novo-ulmi 
Ophiostoma mitovirus 5/ Ophiostoma novo-ulmi 
Ophiostoma mitovirus 6/ Ophiostoma novo-ulmi 
Gremmeniella mitovirus S1/ Gremmeniella abietina 
Ophiostoma mitovirus 1a/ Ophiostoma 
Ophiostoma mitovirus 1b/ Ophiostoma 
Ophiostoma mitovirus 2/ Ophiostoma 
Ophiostoma mitovirus 3b/ Ophiostoma 

 Narnavirus Saccharomyces 20S RNA narnavirus/ Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces 23S RNA narnavirus/ Saccharomyces cerevisiae 

 nezařazeno Rhizoctonia virus M2/ Rhizoctonia solani 

Pseudoviridae Hemivirus Candida albicans Tca2 virus/ Candida albicans 
Candida albicans Tca5 virus/ Candida albicans 
Saccharomyces paradoxus Ty5 virus/ Saccharomyces paradoxus 

 Pseudovirus Saccharomyces cerevisiae Ty1 virus/ Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces cerevisiae Ty2 virus/ Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces cerevisiae Ty4 virus/ Saccharomyces cerevisiae 

Metaviridae Metavirus Cladosporium fulvum T-1 virus/ Cladosporium fulvum 
Fusarium oxysporum Skippy virus/ Fusarium oxysporum 
Saccharomyces cerevisiae Ty3 virus/ Saccharomyces cerevisiae 
Schizosaccharomyces pombe Tf1 virus/ Schizosaccharomyces pombe 
Schizosaccharomyces pombe Tf2 virus/ Schizosaccharomyces pombe 

 

Pro vysvětlení původu a vývoje mykovirů byly navrženy dvě hlavní teorie 

(Ghabrial, 1998). Podle první z nich se mykoviry vyvíjely společně se svými 

houbovými hostiteli. Tato hypotéza je založena na faktu, že přenos mykovirů je omezen 

pouze na vnitrobuněčný mechanismus a horizontální přenos viru na jiné houbové 

hostitele je spíše vzácný a vztah houbový hostitel-mykovirus je starobylého původu 

(Buck, 1998). Spektrum hostitelů mykovirů je omezeno na jednotlivé druhy nebo druhy 

blízce příbuzné. Dlouhá doba koevoluce může také odpovídat za zjevně bezpříznakový 

fenotyp mnoha mykovirových infekcí (Pearson et al., 2009). Druhá hypotéza, týkající se 

mykovirů fytopatogenních hub, navrhuje přenos původně rostlinného viru z rostliny na 

fytopatogenní houbu. Důkazy pro podporu této hypotézy vychází ze srovnání 
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nukleotidových sekvencí mykovirů a rostlinných virů (Pearson et al., 2009). Příkladem 

jsou Sclerophthora macrospora Virus B (SmVB) (Yokoi et al., 1999), vykazující 

podobnost s Luteoviridae (Potato leafroll virus (PLRV) způsobující virovou svinutku 

bramboru) a Sobemoviridae (Southern bean mosaic virus (SBMV), syn. Sobemovirus, 

způsobující mozaiku fazole). Sclerophthora macrospora Virus A (SmVA) (Yokoi et al., 

2003) společně s Plasmopara halstedii virus (PhV) vykazuje pro změnu podobnost 

s Nodaviridae (Stripped Jack nervous necrosis virus) a Tombusviridae (Carnation 

mottle virus (CarMV) způsobující virovou strakatost hvozdíku) (Heller-Dohmen et al., 

2011).  

 
3.1.3 Přenos  

U mykovirů není známý extracelulární mechanismus přenosu, jsou tak zcela 

závislé na svém hostiteli (Buck, 1998). Vnitrobuněčný přenos může být uskutečněn 

1/ horizontálně mezi různými houbovými kmeny, když se infikovaná stélka dostává do 

kontaktu s neinfikovanou stélkou potenciálního nového hostitele nebo 2/ vertikálně 

sporulací, tj. přenos z mycelia na pohlavní i nepohlavní spory. Pro šíření mykovirů je 

hlavním mechanismem přenosu právě druhý zmíněný, tj. vertikální transfer (Buck, 

1998).  

K horizontálnímu přenosu může dojít prostřednictvím hyfové anastomózy, kdy 

dojde k funkčnímu spojení hyf různých houbových jedinců a tím ke genetické 

a cytoplazmatické výměně, a tedy k přenosu viru obsaženého v cytoplazmě (Pearson et 

al., 2009). Tento jev je používán pro experimentální přenos virů při umělé inokulaci 

(Suzaki et al., 2005, Xie et al., 2006). Přenos virových částic prostřednictvím výměny 

cytoplazmy může být omezen nebo dokonce vyloučen díky existenci tzv. vegetativní 

inkompatibility (VIC). Jedná se o obranný mechanismus, který se vyvinul u vláknitých 

hub pravděpodobně jako obrana proti přenosu virů, transpozonů a plazmidů (Caten, 

1972). Při interakci vegetativně nekompatibilních kmenů dojde k programované 

buněčné smrti, čímž se zabraňuje výměně buněčných obsahů (Leslie et Zeller, 1996). 

Tento proces je kontrolován řadou genových lokusů označených jako vic lokusy (Glass 

et Dementhon, 2006, Saupe, 2000). U Cryphonectria parasitica je VIC řízena nejméně 

6 vic lokusy se dvěma alelami pro každý z těchto lokusů (Cortesi et Milgroom, 1998). 

U kmenů s identickými alelami ve všech nebo ve většině lokusů dochází snadno 
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k anastomóze, a tak i k přenosu viru. S rostoucím počtem odlišných alel klesá schopnost 

hyf fúzovat, což brání přenosu i virů (Liu et Milgroom., 1996). 

Zatímco mechanismus vegetativní inkompatibility slouží jako antivirový 

obranný mechanismus na úrovni populace, na úrovni jedinců zajišťuje obrannou reakci 

„RNA silencing“ (Nuss, 2011). Jedním z prvních organismů, používaných ke studiu 

RNA interference, byl houbový modelový organismus Neurospora crassa. Většina 

znalostí o umlčování RNA u hub je odvozeno ze studií tohoto organismu. Absence 

experimentálního systému typu Neurospora crassa s mykovirem však neumožňuje 

studium RNA umlčování jako antivirové obrany hub. k těmto studiím byl použit 

alternativní experimentální systém Cryphtonectria parasitica - Cryphonectria 

parasitica hypovirus (Nuss, 2011). 

 
3.1.4 Vliv na biologii hostitelů a symptomy 

Mykoviry byly dosud detekovány již u více než 100 druhů hub (Hollings, 1978). 

Mezi hostitele patří zástupci všech čtyř skupin pravých hub (ř. Fungi): odd. 

Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota, a také fytopatogenní 

peronospory (ř. Chromista) (Pearson et al., 2009). Výskyt jednoho viru může být 

pozitivně či negativně ovlivněn přítomností jiných virů u hostitele. Toto vzájemné 

ovlivňování bylo zjištěno např. u Mushroom bacilliform virus (MBV), který byl 

přítomen v 60 % izolátů Agaricus bisporus, infikovaných zároveň La France isometric 

virus (LIV), ale pouze u 5 % izolátů žampionů bez LIV. Tato skutečnost naznačuje, že 

MBV vyžaduje LIV jako pomocný virus při přenosu (Romaine et Schlagnhauffer, 1995). 

Mykovirové infekce se velmi často jeví jako bezpříznakové (Buck, 1986). Absence 

symptomů za určitých podmínek však nevylučuje, že by virus mohl vyvolat příznaky při 

změně podmínek prostředí. I když změny fenotypu nejsou zjevné, je pravděpodobné, že 

infekce bude mít alespoň malý vliv na růst či patogenitu hostitele (Pearson et al., 2009). 

U některých fytopatogenních hub ze skupin Ascomycotina a Basidiomycotina 

byly prokázány hypovirulentní účinky virů, což znamená, že tyto mykoviry snižují 

schopnost houbového patogena vyvolat chorobu u rostlinného hostitele. Mohou tak být 

potenciálně využity pro kontrolu chorob způsobených houbami (Nuss, 2005). Seznam 

těchto hub a jejich virových parazitů je uveden v tabulce č. 2 (uvedeny jsou pouze 

systémy, pro které je stanovena nukleotidová sekvence mykoviru). 
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Tabulka č. 2: Přehled fytopatogenních hub s hypovirulencí zprostředkovanou 

mykoviry (upraveno podle Nuss, 2005).  

Hostitel  Choroba Fytopatogenní houba Virová rodina mykoviru 

kaštanovník  Chestnut blight (Korová 
nekróza kaštanovníku) 

Cryphonectria 
parasitica (Ascomycota) 

Reoviridae, Narnaviridae  
(rod Mitovirus), 
Hypoviridae 

peckoviny 
Diaporthe diseases of stone 
fruits (diaportová korová 
nekróza peckovin 

Diaporthe perjuncta 
(Ascomycota) 

nezařazený ssRNA virus 
příbuzný Tombusviridae  

Poaceae 
(lipnicovité) 

Dollar spot disease of 
turfgrass (drobná kruhovitá 
ohniskovitost trávníku) 

Sclerotinia 
homoeocarpa 
(Ascomycota) 

Narnaviridae  
(rod Mitovirus) 

jilm Dutch elm disease 
(grafióza jilmů) 

Ophiostoma ulmi,  
Ophiostoma novo-ulmi 
(Ascomycota) 

Narnaviridae  
(rod Mitovirus) 

brambory Rhizoctonia disease of 
potato (kořenová hniloba) 

Rhizoctonia solani 
(Basidiomycota) nezařazen 

obilniny Scab disease of small grain 
(Fusariová spála obilnin) 

Fusarium graminearum 
(Ascomycota) nezařazen 

oves Victoria blight of oats  Helminthosporium 
victoriae (Ascomycota) Totiviridae, Chrysoviridae 

vinná réva White root rot (hniloba 
kořenů révy) 

Rosellinia necatrix 
(Ascomycota) Reoviridae 

 

Nejlépe studovaným příkladem mykoviru, který uděluje hypovirulentní fenotyp 

je Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) detekovaný u Cryphonectria parasitica. Tento 

virus byl úspěšně použit v praxi jako prostředek biologické ochrany (Nuss, 2005). 

CHV1 se používá pro kontrolu nekrózy kaštanovníku v jeho evropských populacích, 

snižuje závažnost a rozsah epidemií (Heiniger et Rigling, 1994). V severoamerických 

lesních ekosystémech je úsilí o zavedení efektivní biologické kontroly pomocí CHV1 

zatím neúspěšné (Griffin, 1986). Evropské populace C. parasitica mají mnohem nižší 

diverzitu vic lokusů, řídících vegetativní inkompatibilitu, a CHV1 se tedy šíří rychleji 

než už severoamerických populací, které v těchto lokusech vykazují vysokou 

rozmanitost (Liu et al., 1996). 

Některé změny fenotypu vyvolané mykovirovou infekcí mohou být pro hostitele 

naopak prospěšné. Příkladem může být endofytní houba Curvularia protuberata, která 

za přítomnosti mykoviru Curvularia thermal tolerance virus (CThTV) uděluje teplotní 

toleranci trávě Dichanthelium lanuginosum (Marquez et al., 2007). Tento druh trávy 

roste v geotermálních půdách v Yellowstonském národním parku při teplotě vyšší než 
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50 °C a pro přežití v těchto teplotách vyžaduje přítomnost zmíněné houby s CThTV 

(Roossinck, 2011). 

 

3.1.5 Významné mykoviry a jejich hostitelé 

V roce 1948 byla popsána choroba způsobující poškození pěstovaných plodnic 

žampionů Agaricus bisporus, tzv. „La France disease“ (Ghabrial et Suzuki, 2009), která 

se projevuje zpomalením vývoje plodnic hub, které se mohou předčasně otevírat, 

hnědnout nebo stejně jako mycelium projevovat další známky deformace (na obrázku č. 

1A. a 1B.), které je činí neprodejnými (Mikula, 2002). Mushroom bacilliform virus 

(MBV), který byl detekován v napadených plodnicích a popsaný v roce 1962 stál při 

zrodu mykovirologie (Ghabrial et Suzuki, 2009). Následný intenzivní výzkum ukázal, 

že La France disease je mimo přítomnosti MBV spojena s přítomností druhého 

samostatně se replikujícího viru s názvem La France isomeric virus (LIV) (Romaine et 

Schlagnhaufer, 1995). Mezi další ekonomicky významné mykoviry pěstovaných hub 

patří také Oyster mushroom spherical virus (OMSV) (Yu et al., 2003) a Oyster 

mushroom isometric virus způsobující odumírání plodnic Pleurotus ostreatus (hlívy 

ústřičné) (Ro et al., 2006). 

 

 
Obrázek č. 1: A - Deformované plodnice Agaricus bisporus vykazující typické 

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

a růstu se symptomy La France disease (převzato z Elibuyuk et Bostan, 2010). 
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Významnými mykoviry jsou také viry kvasinek, z nichž některé se podílejí na 

tzv. killer fenoménu. U Saccharomyces cerevisiae byly detekovány dva dsDNA viry (L-

A a L-BC), dva ssRNA samostatné replikony (20S a 23S RNA) a několik retrovirů (Ty1, 

Ty2, Ty3, Ty4) (Wickner, 1976). Výzkum virů kvasinek začal s objevem killer 

fenoménu a jeho spojením s dsRNA. Jedná se o jev, kdy některé kmeny kvasinek 

vylučují toxický protein, který je letální pro jiné kmeny a zároveň kmeny, které jej 

produkují, jsou vůči němu imunní nebo rezistentní. (Wickner, 1996). Toxin a imunitní 

protein jsou kódovány satelitem M1 hlavního kvasinkového dsRNA viru s názvem L-A 

(Bostian et al., 1980). Bylo popsáno ještě několik dalších satelitů kódující toxin-

imunitní systém kvasinek a byly označeny jako M2, M3, M28 atd. (Young, 1993). L-A 

představuje rodinu blízce příbuzných virů odlišitelných na základě sekvence nebo 

funkce. Dalším dsRNA virem je L-BC, který má stejně velký jednosegmentový genom 

jako L-A ale jeho sekvence je odlišná (Sommer et Wickner, 1982). 

V rámci rostlinné patologie dominuje výzkum Cryphonectria hypovirus 1 

(CHV1), který byl úspěšně použit jako prostředek biologické ochrany proti 

Cryphonectria parasitica (Nuss, 2005), mikromycety zavlečené do Severní Ameriky 

a Evropy z Dálného východu, způsobující korovou nekrózu kaštanovníku. Fenotypové 

změny plísně spojené s infekcí CHV1 zahrnují snížení asexuální sporulace, změnu 

morfologie kolonií a často také sníženou produkci pigmentu a akumulaci specifických 

metabolitů, jako je například kyselina šťavelová (Anagnostakis, 1979). Testování 

různých izolátů C. parasitica prokázalo značnou variabilitu v úrovni hypovirulence 

a v rozsahu souvisejících příznaků, což koreluje se sekvenční rozmanitostí CHV1 (Chen 

et al., 1994). Jako příklad můžeme uvést virové izoláty označené CHV1-EP713 

a CHV1-Euro7, které jsou homologní, ale mají odlišnou expresi symptomů (Nuss, 

2005). Oba tyto kmeny snižují tvorbu oranžového pigmentu produkovaného virus-free 

kmeny C. parasitica. Biologický význam této fenotypové změny je nejasný, poskytuje 

však marker CHV1 infekce (Nuss, 2005). Oba kmeny snižují sporulaci, CHV1-EP713 

výrazně zpomaluje růst kolonií C. parasitica na pevném médiu, zatímco kmeny 

infikované CHV1-Euro7 rostou na médiu rychleji než izogenní „virus-free“ kmeny 

(Chen et Nuss, 1999). Tyto odlišné fenotypy jsou viditelné na obrázku č. 2 a jsou 

výrazné i přímo na rostlinném pletivu. Na větvičkách kaštanovníku infikovaných kmeny 

C. parasitica s izolátem viru CHV1-EP13 se tvoří malé povrchové vředy s malým 

počtem stromatických puchýřků, ve kterých vznikají nepohlavní výtrusy. Oproti tomu 
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kmeny C. parasitica infikované izolátem CHV1-Euro7 tvoří rychle se šířící vředy, které 

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

 
Obrázek č. 2: Vliv infekce virem CHV1 na morfologii kolonií Cryphonectria 

parasitica (převzato z Nuss, 2005). A - kmen EP155 bez virové infekce, B - izogenní 

kmen infikovaný izolátem viru CHV1 - EP713, C - izogenní kmen infikovaný méně 

infekčním izolátem CHV1 - Euro7.  

 

Rod Aspergillus je jednou z nejlépe prostudovaných skupin mikromycet, což je 

způsobeno také tím, že jej lze jako saprotrofní organismus poměrně snadno a úspěšně 

pěstovat v in vitro podmínkách. Zástupci tohoto rodu jsou pro člověka zajímaví 

v mnoha směrech - A. nidulans posloužil jako experimentální model pro studium 

parasexuálního procesu a řada druhů je využívána v biotechnologiích (produkce amyláz, 

kyseliny citronové, sójové omáčky). Naopak toxiny produkující zástupci kontaminují 

obilniny a další potraviny a některé druhy mohou infikovat živočichy včetně člověka. 

(Bennett, 2010). Přestože bylo díky rozsáhlému průzkumu detekováno množství VLP 

a nukleových kyselin virového původu (van Diepeningen et al., 2008), zejména 

u nepohlavně se rozmnožujících aspergilů, pouze malé množství z nich bylo studováno 

podrobněji. Mezi ně patří např. částečně charakterizované Aspergillus viry 1816, 178 

a 341 vyskytující se u A. nidulans, u kterých byl studován mechansmus RNA silencingu 

při interakci virového patogenu a houbového hostitele (Hammond et al., 2008). 

 

3.1.6 Mykoviry oomycet 

U oomycet bylo charakterizováno zatím jen malé množství virů, a studie vlivu 

mykovirů na tyto hostitele jsou tedy spíš vzácné (Grasse et al., 2013). Mykoviry byly 

detekovány u rostlinných patogenů z této skupiny, jejich seznam je uveden v tabulce č. 3.  
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Tabulka č. 3: Přehled mykovirů, ds RNA a VLP u oomycet.  

Hostitel  Choroba Fytopatogenní houba Virus/Virová rodina 

polyfágní Phytophthora blight Phytophtora drechsleri 
(Pyhtiales)  VLP a) 

brambor, 
rajče 

Potato blight  
(plíseň bramborová) 

Phytophthora infestans 
(Pyhtiales)  

Phytophthora infestans RNA 
virus 1 (PiRV-1)/ Astroviridae b), c) 

   Phytophthora infestans RNA 
virus 2 (PiRV-2)/ nezařazen b) 

   Phytophthora infestans RNA 
virus 3 (PiRV-3)/ nezařazen b), d) 

   Phytophthora infestans RNA 
virus 4 (PiRV-4)/Narnaviridae b) 

polyfágní nekrózy a hniloby Pythium butleri 
(Pyhtiales)  ds RNA e) 

polyfágní nekrózy a hiloby Pythium irregulare 
(Pyhtiales)  VLP a ds RNAf) g) 

polyfágní nekrózy a hniloby Pythium sylvaticum 
(Pyhtiales)  

Tobaccoo mosaic virus (TMV)/ 
Virgaviridae h) 

slunečnice 
Sunflower downy 
mildew  
(plíseň slunečnice) 

Plasmopara halstedii 
(Peronosporales) 

Plasmopara halstedii virus (PhV)/ 
nezařazen i) 

Poaceae 
(lipnicovité) Yellow tuft disease Sclerophtora macrospora 

(Peronosporales) 
Sclerophthora macrospora virus 
A (SmVA)/ nezařazen j) 

   Sclerophthora macrospora virus 
B (SmVB)/ nezařazen k) 

Brassicaceae 
(brukvovité) White blister rust Albugo candida 

(Albuginales) VLP l) 

 

a) VLP v in vitro kultuře (Roos et Shaw, 1985) 
b) 5 segmentů ds RNA, které pravděpodobně  

patří 4 různým virům (Cai et al., 2012) 
c) Cai et al., 2009 
d) Cai et al., 2013 
e) Rai, 2009 
f) Klassen et al., 1991 
 

 

g) Gillings et al., 1993 
h) umělá inokulace TMV (Brants, 1971) 
i) Heller-Dohmen et al., 2011 
j) Yokoi et al., 2003 
k) Yokoi et al., 1999 
l) Buck, 1986 

 

Phytophthora infestans, původce plísně brambor a rajčat, způsobuje každoročně 

vysoké ekonomické ztráty (Goodwin, 1997). V izolátech P. infestans bylo detekováno 

pět segmentů dsRNA (Cai et al., 2009), které představují genomy čtyř nezávislých 

mykovirů označených P. infestans RNA virus 1-4 (PiRV-1-4). PiRV-1 je tvořen dvěma 

dsRNA (o velikosti 3160 a 2776 bp) a je nejblíže příbuzný zástupcům Astroviridae, což 

jsou živočišné RNA viry (Cai et al., 2013). PiRV-2 je největší z mykovirů detekovaných 

u P. infestans, jeho dsRNA o velikosti 11170 bp není podobná žádné skupině virů (Cai 

et al., nepublikováno). Nejmenší z pěti segmentů dsRNA o velikosti 3kb představuje 

genom PiRV-4, který je členem Narnaviridae (Cai et al., 2012). Mykoviry nalezené 
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u Sclerophthora macrospora a Plasmopara halstedii budou dále charakterizovány 

v samostatných podkapitolách. 

 

3.2 Patosystém Helianthus annuus - Plasmopara halstedii - Plasmopara halstedii virus 

3.2.1 Helianthus annuus 

Slunečnice roční (Helianthus annuus L.) je teplomilná jednoletá bylina z čeledi 

Asteraceae, původem ze Severní Ameriky (Kirschner et Šída, 2004). Dnes je tato 

plodina pěstována po celém světě, hlavně pro své olejnaté nažky, které jsou zdrojem 

lehce stravitelného oleje vhodného především na přípravu a konzervaci pokrmů 

(Kirschner et Šída, 2004). Semena obsahují 20-40 % bílkovin a 30-65 % oleje, který až 

z 80 % obsahuje kyselinu linolovou (www.eppo.int, 2000). Mezi další druhy rodu 

slunečnice vyskytující se hojně v ČR patří H. tuberosus (s. topinambur) 

a H.× laetiflorus (s. pozdní) (Kirschner et Šída, 2004). 

Slunečnice je plodina s mírnými požadavky na půdu a vlhkost, ale je velmi 

riziková z hlediska potenciálních ztrát způsobených chorobami, hmyzem, plevelem 

nebo ptáky. Mezi hlavní patogeny slunečnice ve světovém měřítku patří například 

Sclerotinia sclerotiorum (sklerotiniová hniloba), Diaporthe helianthi (šedá skvrnitost 

slunečnice) a Plasmopara halstedii (plíseň slunečnicová), která je hrozbou především 

kvůli nově vznikajícím patogenním rasám a odolnosti vůči fungicigům, které se 

používají k chemické kontrole (www.eppo.int, 2000). Nejvýznamnějšími patogeny 

slunečnice v České republice jsou Sclerotinia sclerotiorum způsobující bílou hnilobu 

slunečnice, Phoma macdonaldii způsobující fomové černání lodyh a Botrytis cinerea 

znehodnocující nažky a květenství těsně před sklizní (Kudlíková et Veverka, 1999; 

www.eagri.cz, 2013). 

 

3.2.2 Plasmopara halstedii 

Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. et De Toni (1888), původním názvem 

Peronospora halstedii (Farlow, 1883), je obligátně biotrofní patogen z říše Chromista, 

oddělení Oomycota, třídy Peronosporomycetes, řádu Peronosporales (Lebeda et al., 

2006). Plasmopara patří do kategorie tzv. „downy mildew“ linií, která je druhově 

nejpočetnější skupinou v rámci čel. Peronosporaceae (Thines, 2014). v rámci této linie 

patří spolu s rody Basidiophora, Benua, Bremia, Paraperonospora, Plasmopara, 
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Plasmoverna a Protobremia do skupiny tvořící hruškovitá (pyriformní) haustoria 

(Voglmayer et al., 2004), jejíž postavení mezi ostatními „downy mildews“ je ukázáno 

na obrázku č. 3.  

 

 
Obrázek č. 3: Postavení Plasmopara halstedii v rámci skupiny „downy mildews“ 

(DM) s pyriformními haustorii (označeno červeným rámečkem) v systému Oomycet 

(upraveno podle Thines, 2014). 

 

P. halstedii způsobuje plísňovitost slunečnice, která je považována za jednu 

z celosvětově nejzávažnějších hrozeb slunečnice, a to kvůli vzniku a šíření nových ras 

či izolátů rezistentních k fungicidům (Roeckel-Drevet et al., 2003) a především kvůli 

oosporám, které jsou schopné přetrvávat v půdě několik let (Spring, 2001). Plísňovitost 

slunečnice byla proto zařazena mezi karanténní choroby, v Evropě od roku 1992 

(Delmotte et al. 2008), v České republice pak o deset let později (Spurný, 2005).  

Plísňovitost slunečnice postihuje především mladé rostliny slunečnice roční při 

dostatečné vlhkosti půdy a maximální teplotě mezi 15-18 °C (Sakr et al., 2008). 
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U napadených rostlin vyvolává typické symptomy, které jsou výsledkem systémové 

nebo lokální infekce (www.eppo.int, 2014). Systémově napadené rostliny prakticky 

neprodukují použitelné nažky (Čača et al., 1981) a spolu s lokálně infikovanými 

rostlinami hrají významnou roli jako zdroj inokula při šíření choroby (Spring, 2001). 

Kromě slunečnice roční Helianthus annuus L. patří mezi hostitelské rostliny 

P. halstedii i další plané a pěstované druhy rodu Helianthus. Například H. tuberosus 

(s. topinambur), H. lenticularis (s. roční - původní planá populace) nebo H. x laetiflorus 

(s. pozdní) (Virányi et Spring, 2011). Stejně tak P. halstedii napadá i několik zástupců 

z jiných rodů čeledi Asteraceae, např. Ambrosia artemisiifolia (ambrózie trojklaná) 

(Virányi et Spring, 2011), Xanthium strumarium (řepeň durkoman) (Virányi, 2002) 

nebo Rudbeckia fulgida (třapatka lesklá) (Dankers et al., 2004). 

 

3.2.2.1 Biologie a morfologie P. halstedii  

Stélka P. halstedii je tvořena nepřehrádkovanými hyfami často nepravidelného 

tvaru, které produkují hruškovitá haustoria (5-10 µm v průměru) pronikající do 

hostitelských buněk a zabezpečující patogenu příjem živin. Sporangiofory jsou v horní 

polovině monopodiálně větvené a nesou vejčitá až elipsoidní sporangia o velikosti   18-

30 µm x 14-20 µm. Ve sporangiích se vytváří variabilní počet ledvinitých 

dvoubičíkatých zoospor (Diagnostiscs Bulletin OEPP/EPPO, 2008). Pohlavním 

procesem zvaným oogamie (splynutí oogonia s antheridiem) vznikají na konci 

vegetační sezóny tlustostěnné oospory (Spring, 2001). Nalézáme je ve všech 

vegetativních orgánech hostitelské rostliny, zejména v kořenech a listech, těsně pod 

epidermis. Oospory jsou kulovité, mají 15-30 µm v průměru a mají lehce zvrásněnou 

vnější stěnu (Diagnostiscs Bulletin OEPP/EPPO, 2008).  

Oospory představují primární inokulum, v první řadě slouží k přežití patogenu 

do další vegetační sezóny a umožňují dlouhodobé přetrvávání patogena v půdě (Spring, 

2001). Z přezimující pohlavně vzniklé oospory roste zoosporangium, které uvolňuje 

variabilní počet primárních zoospor způsobujících primární infekci (Bouterige et al., 

2003). Zoospory pronikají do semenáčků kořeny, infekce postupuje vzhůru a rostlinná 

pletiva jsou prorůstána mezibuněčnými hyfami a haustorii (Wehtje et Zimmer, 1978). 

Podle intenzity napadení může dojít k odumření semenáčků (padání klíčních rostlin) 

nebo rozvoji systémové infekce. Podle symptomů rozlišujeme 3 typy infekce: 

systémovou, lokální a latentní. Systémová infekce zasahuje všechny části rostliny, mezi 
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hlavní symptomy patří celková zakrslost rostlin (obrázek č. 4 A, B), chlorotické skvrny 

na listech (obrázek č. 4 C, D) s nárosty sporangioforů na spodní straně lézí (obrázek 4D) 

a v případě velmi silné infekce i padání klíčních rostlin. Lokální infekce je omezená na 

určitou část pletiva nadzemní části rostliny a vede většinou ke vzniku lokalizovaných 

chlorotických lézí. Latentní infekce je zpravidla bezpříznaková, umožňuje však plísni 

dokončit životní cyklus a zamořit půdu dalšími oosporami (Spring, 2001). 

 

 
Obrázek č. 4: Typické symptomy vyvolané u slunečnice systémovou infekcí 

P. halstedii. A. – zakrslost, srovnání se zdravou rostlinou (na fotografii vpravo), B. - 

zakrslost, deformace listové čepele a chlorotické léze na listech, C. - chlorotické skvrny 

na bazální části listových čepelí, D. - bíle zbarvené shluky sporangioforů na spodní 

straně napadených listů. Foto: R. Pospíchalová. 
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        V průběhu vegetační sezóny dochází k tvorbě nepohlavních zoosporangií na 

spodní straně infikovaných listů a jejich šíření větrem na okolní rostliny (Bouterige et 

al., 2003). Tento způsob přenosu způsobuje sekundární infekce nadzemních částí 

rostlin, které se projevují jako lokální infekce a jen zřídka vedou k rozvoji systémové 

infekce (Bouterige et al., 2003). Infikované rostliny mohou ale produkovat semena 

obsahující mycelium patogenní houby. Rostliny pěstované z infikovaného osiva jsou 

obvykle bezpříznakové, patogen ale může dokončit životní cyklus a takovéto rostliny 

mohou zamořit půdu houbovými oosporami. Tímto způsobem může a pravděpodobně 

i docházelo k přenosu patogena i na velké vzdálenosti (Sackston, 1981). 

 
3.2.2.2 Výskyt a variabilita P. halstedii 

P. halstedii byla popsána v roce 1882 v severovýchodní části USA a dnes už je 

rozšířena ve všech zemích světa pěstujících slunečnici (Sackston, 1981) mimo Austrálii 

a Nový Zéland (Constantinescu et Thines, 2010). Seznam zemí s výskytem P. halstedii 

je uveden v tabulce č. 4.  

 

Tabulka č. 4: Přehled výskytu P. halstedii v jednotlivých zemích světa (převzato 

z EPPO, 2014).  

Světadíl  Státy  

Evropa 

Albánie, Bulharsko, Česká republika, Estonsko, Francie, Itálie, 
Maďarsko, Moldavsko, Německo, Polsko (nepotvrzeno), 
Rakousko, Rumunsko, Rusko, Slovensko, Španělsko, Švýcarsko, 
Turecko, Ukrajina 

Asie Ázerbajdžán, Čína, Gruzie, Indie, Irán, Irák, Izrael, Japonsko, 
Kazachstán, Pakistán, Rusko, Turecko 

Afrika Egypt, Etiopie, Keňa, Maroko, Zimbabwe, Uganda 

Severní Amerika Kanada, USA - Kalifornie, Kansas, Minnesota, Severní a Jížní 
Dakota 

Střední Amerika a Karibik Dominikánská republika 

Jižní Amerika Argentina, Brazílie, Chile, Paraguay, Uruguay 
 

První výskyt u nás byl hlášen na území bývalého Československa v roce 1950 

v oblastech jižní Moravy a jižního Slovenska (Bojňanský, 1956). Výskyt P. halstedii je 

monitorován Státní rostlinolékařskou správou, která je od 1.1.2014 součástí ÚKZUZ. 

Od roku 2007 probíhá každoroční monitoring výskytu P. halstedii na vybraných 

lokalitách v ČR pracovníky KB PřF UP v Olomouci (Sedlářová et al., 2012). Přestože 
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slunečnice v ČR není pěstována v takové míře jako v jihovýchodní Evropě a plíseň 

slunečnicová nepatří mezi ekonomicky závažná onemocnění, pozice ČR ve Střední 

Evropě může vytvářet podmínky pro šíření choroby. V letech 2007-2012 byla 

provedena první detailní studie o výskytu P. halstedii v České republice. Výskyt 

patogena byl potvrzen na 7 lokalitách, především na jižní Moravě a v centrální části 

republiky (východní a střední Čechy) (Sedlářová et al., 2012). V roce 2013 přibyly další 

dvě lokality s výskytem P. halstedii a to Lednice - zahrady MENDELU a Kunětická 

hora (Trojanová, nepublikované výsledky). Opakovaný výskyt systémové infekce byl 

potvrzen pouze na 4 lokalitách - Olomouc-Holice, Brno-Chrlice, Lednice a Podivín 

(Sedlářová et al., 2012).  

P. halstedii vykazuje vnitrodruhovou variabilitu a podle schopnosti překonávat 

různé geny rezistence u diferenciačních linií slunečnic jsou rozlišovány fyziologické 

rasy (Gulya, 2007). Do roku 2006 bylo po celém světě zaznamenáno nejméně 36 ras P. 

halstedii a patogenní variabilita zřejmě stále narůstá. Celosvětově dominantními rasami 

jsou rasy 700, 710, 730 a 770 (Gulya, 2007), v současnosti se v Evropě začíná šířit rasa 

704 (Bán et al., 2014a) a nově byla z Maďarska potvrzena i rasa 714 s potenciálem 

dalšího šíření (Bán et al., 2014b). Na území České republiky dominuje rasa 710, dále 

byly potvrzeny rasy 700, 704 a 714 (Trojanová, nepublikované výsledky). 

 

3.2.3 Plasmopara halstedii virus (PhV) 

PhV byl poprvé zjištěn u izolátů P. halstedii v roce 1990 (Gulya et al., 1990). 

V roce 2008 byl proveden rozsáhlý screening izolátů P. halstedii, který ukázal častý 

výskyt PhV u izolátů různé rasy, geografického původu a různé citlivosti na metalaxyl. 

Přítomnost virionů byla zjištěna transmisní elektronovou mikroskopií, což byla hlavní 

metoda detekce virionů před rozvojem molekulárních metod (Heller-Dohmen et al., 

2008). Viriony byly přítomny v cytoplazmě mezibuněčného mycelia, v haustoriích, 

sporangioforech, zoosporangiích a oosporách (Gulya et al., 1992) a zároveň nebyly 

detekovány v buňkách infikovaných slunečnic (Heller-Dohmen et al., 2008). PhV zatím 

nebyl taxonomicky zařazen do žádné skupiny mykovirů. Podle sekvencí nukleových 

kyselin vykazuje příbuznost 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 částice o velikosti cca 37 nm, mají zrnitý povrch 

s výběžky o velikosti cca 4 nm (Mayhew et al., 1992) a jsou neobalené (Heller-Dohmen 

et al., 2008), jak je patrné z obrázku č. 5. Nebyl pozorován žádný zásadní rozdíl 

v morfologii ani biochemických vlastnostech u virionů vyskytujících se u různých 

izolátů P. halstedii (Heller-Dohmen et al., 2008). Viriony jsou většinou volně 

rozptýlené v cytoplazmě, často také tvoří krystalické struktury (Gulya et al., 1992). 

 

 

Obrázek č. 5: Negativně barvené viriony PhV (měřítko 40 nm) (převzato z Heller-

Dohmen et al., 2008). 

 

3.2.3.2 Interakce PhV s P. halstedii 

Studií zabývajících se účinkem PhV a obecně mykovirů na houbové hostitele je 

prozatím velmi málo. Jedním z důvodů může být biotrofní povaha P. halstedii, která 

experimenty spojené se studiem těchto interakcí značně komplikuje. Bylo však 

potvrzeno, že přítomnost PhV vede k hypovirulenci izolátů P. halstedii, tedy snížení 

schopnosti P. halstedii vyvolat chorobu. Intenzita sporulace (vyjádřená počtem 

sporangií na cm2 děložního lístku) byla u kmenů obsahujících PhV nižší v průměru o  30 

% v porovnání s „virus-free“ kmeny. Nižší infekčnost byla pozorována také v testech 

latentního období. U kmenů bez viru došlo ke sporulaci mezi 8. a 9. dnem po inokulaci, 

u kmenů obsahujících virus byla tato doba prodloužena o cca 1 den. Došlo též ke 

snížení intenzity výskytu systémových infekcí asi o jednu třetinu (Grasse et al., 2013). 

Na převzatém grafu je vidět, že u všech testovaných izolátů došlo ke snížení intenzity 

infekce v přítomnosti PhV (obrázek č. 6).  
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Obrázek č. 6: Poměr infikovaných a neinfikovaných semenáčků 14 dní po inokulaci 

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

 
3.2.3.3 Genom PhV 

Kapilární elektroforézou byly u PhV detekovány dva typy virové nukleové 

kyseliny, které byly citlivé na RNázy a naopak necitlivé vůči DNáze což vedlo 

k závěru, že nukleové kyseliny jsou jednovláknové (Mayhew et al., 1992). Genom PhV 

je tedy tvořen dvěma molekulami ssRNA (označeny RNA1 a RNA2) (Heller-Dohmen 

et al., 2008). Analýza sekvence RNA1 o délce 2783 nukleotidů prokázala existenci 

jednoho ORF (ORF1), který kóduje polypeptid o odhadované velikosti 104 kDa. 

Analýza odvozené sekvence aminokyselin naznačila přítomnost předpokládané RdRp 

domény. Tato doména vykazuje cca 40% podobnost s RdRp virů rodiny Nodaviridae. 

RNA2 má celkovou délku 1526 nukleotidů a obsahuje ORF2 o délce 1128 nt (375 

aminokyselinových zbytků), který kóduje plášťový protein (Heller-Dohmen et al., 

2011). 

Molekulová hmotnost plášťového proteinu byla dříve na základě SDS - PAGE 

analýzy odhadována na 37,5 kDa (Mayhew et al., 1992) a 36 kDa (Heller-Dohmen    et 

al., 2008), což se neshodovalo s vypočítanou velikostí 40 kDa pro 375 aminokyselin 

odvozených z nukleotidové sekvence ORF2. Polypeptid byl proto analyzován 

hmotnostní spektrometrií, která ukázala, že N - konec plášťového proteinu je in vivo 

proteolyticky zkracován na konečnou velikost 352 aminokyselin o molekulové 

hmotnosti 38.0 kDa. Plášťový protein vykazuje 37% podobnost s plášťovým proteinem 

virů z rodiny Tombusviridae (Heller-Dohmen et al., 2011). 
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 Pro kompletní sekvenování PhV byl vybrán izolát pH8-99 (Heller-Dohmen et 

al., 2011), další izoláty byly sekvenovány částečně a jejich vzájemné srovnání ukázalo 

velmi nízkou sekvenční variabilitu. Odvozená aminokyselinová sekvence jak z ORF1 

tak ORF2 vykazuje podobnost s aminokyselinovými sekvencemi Sclerophthora 

macrospora virus A (SmV A) (Heller-Dohmen et al., 2011). Porovnání obou mykovirů 

je věnována následující podkapitola.  

 
3.2.3.4 Srovnání PhV a SmV A 

Dosavadní studie ukázaly, že PhV sdílí několik morfologických, biochemických 

a molekulárních vlastností s mykovirem typu A detekovaným v S. macrospora. 

Srovnání je shrnuto v tabulce č. 5. 
 

Tabulka č. 5: Srovnání Plasmopara halstedii virus (PhV) a Sclerophthora macrospora 

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

 PhV SmV A 

Morfologie     
Velikost virionů 37 nm 40 nm 
Tvar virionů izometrický izometrický 
   
Genom      
Typ nukleové kyseliny ssRNA ssRNA 
Velikost genomu 4,3 kb 5,9 kb 
Počet segmentů 2 3 

Velikost segmentů a přítomnost 
ORF 

RNA1 : 2793 nt (ORF1)  
RNA2: 1526 nt (ORF2) 

RNA1 : 2928 (ORF1a, ORF1b)  
RNA2: 1981 nt (ORF2)  
RNA3: 977 nt 

Velikost a funkce ORF ORF1 2745 nt (RdRp)  
ORF2 1128 (CP) 

ORF1a 2697 nt (RdRp)  
ORF1b 870 nt (neznámá funkce)  
ORF2 1269 nt (CP) 

Velikost 5´netranslatované  
oblasti (5´UTR) 

RNA1 18 nt  
RNA2 164 nt 

RNA1 66 nt  
RNA2 11 

Velikost 3´netranslatované oblasti 
(3´UTR) 

RNA1 30 nt  
RNA2 234 nt 

RNA1 165 nt  
RNA2 701 nt 

3´poly(A) konec přítomen u RNA1 i RNA2 chybí u všech 3 RNA 
Proteiny     
Počet strukturních proteinů 1 2 

Velikost strukturních proteinů 
SDS-PAGE : 36 kDa  
ORF2: 40 kDa (375 amk)  
MS: 38 kDa 

SDS-PAGE: 43 a 39 kDa  
ORF2: 45 kDa (433 amk)  
MS: 38 kDa 

CP vykazuje podobnost s CP SmV A, Tombusviry PhV, Tombusviry 
Počet nestrukturních proteinů 1 1 - 2 

Velikost nestrukturních proteinů ORF1: 104 kDa (914 amk) ORF1a: 100 kDa (898 amk)  
ORF1b: 33 kDa (289 amk) 

RdRp vykazuje podobnost s  SmV A, Nodaviry PhV, Nodaviry 
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 Oba viry jsou izometrické a mají granulární povrch (Mayhew et al., 1992). PhV 

měří 37 nm v průměru, SmV A je o něco větší (asi 40 nm v průměru). Oba virové 

genomy jsou segmentované a jsou tvořeny ssRNA. V SmV A byly detekovány tři 

segmenty RNA na rozdíl od PhV, který obsahuje pouze dva segmenty. Částečné 

srovnání aminokyselinových sekvencí PhV a SmV a ukázalo 58% podobnost (Heller-

Dohmen  et al., 2008). Oba viry vykazují podobnost sekvence RNA-dependentní RNA 

polymerázy se členy rodiny Nodaviridae (Heller-Dohmen et al., 2011). Jsou to 

živočišné ssRNA viry infikující ryby (ICTVdB Management, 2006) např. Striped Jack 

nervous virus (SJNNV) způsobující virovou encefalitidu larev tropické ryby 

Pseudocaranx dentex (Arimoto et al., 1993) nebo Barfin flounder nervous necrosis 

virus (BFNNV), který je původcem nervové virové nekrózy u platýzovité ryby Verasper 

moseri (Watanabe et al., 1998). Plášťový protein obou virů vykazuje podobnost 

s rostlinnými viry z rodiny Tombusviridae (Heller-Dohmen et al., 2011). Opět se jedná 

o ssRNA viry a jako příklad můžeme uvést Pelargonium leaf curl virus způsobující 

virovou kadeřavost pelargonií nebo Carnation mottle virus způsobující virovou 

strakatost hvozdíku (ICTV, 2002). 

 

 3.3 Patosystém Sclerophthora macrospora - Sclerophthora macrospora virus  

Sclerophthora macrospora (Sacc.) Thirumalachar, CG Shaw & Narasimhan je 

obligátní parazit patřící mezi tzv. „graminicolous downy mildews“ (GDM) (Thines 

2014), infikující zástupce čeledi Poaceae (lipnicovité). Sclerophthora byla nejdříve 

řazena do rodu Sclerospora podle tlusté stěny oospor (Saccardo, 1890), sporangiální 

fáze však byla více podobná zástupcům rodu Phytophthora (Tanaka, 1940). Později 

byla proto zařazena k novému rodu Sclerophthora (Thiumalachar et al., 1953). Tato 

patogenní plíseň byla nalezena u více než 140 druhů trav čeledi Poaceae, zahrnující 

ekonomicky významné rody obilovin, pícnin a okrasných travin jako je např. Zea 

(kukuřice), Triticum (pšenice), Sorghum (čirok), Secale (žito), Hordeum (ječmen), 

Avena (oves), Oryza (rýže), Digitaria (rosička), Agrostis (psineček), Lolium (jílek), 

Panicum (proso), Poa (lipnice), Festuca (kostřava) atp. (Gjærum et al., 1986; Farr et al, 

1989). Choroba způsobená S. macrospora není příliš ekonomicky významná 

a vyskytuje se především v nedostatečně odvodněných oblastech nebo v oblastech 

zasažených povodněmi. S. macrospora způsobuje systémové infekce. Rostliny vykazují 

  23

KOPIE



nadměrné odnožování a úzké chlorotické listy. Nejtypičtější symptomem je tzv. crazy 

top, kdy dochází k nadměrné proliferaci květenství a přeměně na listové struktury 

(EPPO, 2014). 

V Japonsku byly u rostlin rýže napadených S. macrospora detekovány 2 typy 

virových částic, které se vyskytovaly buď jednotlivě, nebo oba současně (Honkura et 

al., 1983). Kromě SmV A, popsaného v předchozí podkapitole, byl u patogenní houby 

popsán S. macrospora virus B (SmV B). Viriony o velikosti 32 nm v průměru mají 

izometrický tvar a hladký povrch. Genom je tvořen (+)ssRNA (velikost 5,5 kb) a kóduje 

plášťový protein o velikosti 41 kDa. Organizace genomu je charakteristická a odlišná od 

jiných známých RNA mykovirů a nelze jej tedy, podobně jako SmV A, taxonomicky 

zařadit do žádné virové rodiny (Yokoi et al., 1999). Oba viry se hojně vyskytují 

v cytoplazmě oospor a myceliu. Fenotypové změny plísně následkem virové infekce 

nebo jejich role při vyvolání choroby jsou zatím stále nejasné (Yokoi et al., 1999).  
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4. MATERIÁL A METODY 

Detekce PhV proběhla ve dvou fázích podle dvou odlišných metodik. Pilotní 

testování první sady izolátů P. halstedii převážně v herbarizovaném stavu bylo 

provedeno Mgr. Zuzanou Trojanovou na pracovišti prof. Otmara Springa na Univerzitě 

v Hohenheimu (Stuttgart, Německo) na jaře roku 2012 podle metodiky, která je 

uvedena v kapitole 4.2. Druhá fáze testování proběhla v roce 2014 podle metodiky 

uvedené v kapitole 4.3. a příslušných podkapitolách. 

 

4.1 Rostlinný materiál a izoláty P. halstedii 

Detekce přítomnosti PhV byla prováděna u izolátů P. halstedii, které byly 

získány sběrem slunečnic vykazujících symptomy napadení na lokalitách v České 

republice (shrnuty v tabulkách č. 6 a 7). Izoláty z lokalit Brno, Lednice a Olomouc 

představují sběry infikovaných rostlin pěstovaných pro experimentální účely na 

provokačních pozemcích ÚKZUZ (Brno-Chrlice a Lednice) a UPOL (Olomouc - 

Holice). Izoláty z lokality Podivín představují sběry infikovaných slunečnic z výdrolu 

na malých soukromých políčkách v okolí obce Podivín. Izolát z lokality Lednice - 

MENDELU představuje sběr jediné infikované rostliny (izolát č. 1307) z okrasného 

záhonu Zahradnické fakulty Mendelovy univerzity v Brně sídlící v Lednici. Izolát 

z lokality Kunětická hora představuje sběr jediné infikované rostliny (izolát č. 1320) ze 

skupiny okrasných slunečnic na 1. nádvoří státního hradu Kunětická hora.  

Izoláty byly přemnožovány a uchovávány na náchylném kultivaru slunečnice 

roční Helianthus annuus cv. Giganteus (Benary, Han.-Münden, Německo) podle 

upravené metodiky dr. Gulyi (Gulya, 1991; Gulya, 1996), kterou popisuje Bartůšek 

(Bartůšek, 2013). Výjimkou byl izolát 1320, který byl pouze herbarizován. 

Vzorky pro izolaci RNA byly odebírány z pravých nebo děložních listů 

slunečnic kolonizovaných P. halstedii. Jednotlivé vzorky představující části rostlinného 

pletiva s viditelnou sporulací a listové ploše odpovídající cca 0,25 cm2 byly odebírány 

za sterilních podmínek ve flow boxu. Poté byly zamraženy v popsaných RNase free 

mikrozkumavkách a uchovávány v -80 °C do doby, než byly použity pro extrakci RNA. 

Pokud to množství rostlinného materiálu dovolovalo, byly stejným způsobem získány 

tzv. původní vzorky, které pochází přímo z pravých listů slunečnic vykazujících 

symptomy napadení (sporulaci patogenu), které byly posbírány na uvedených 
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lokalitách. V ostatních případech byly vzorky odebírány z děložních lístků 12-14 dní 

starých semenáčků, u kterých byla inokulace P. halstedii a indukce sporulace provedena 

v laboratorních podmínkách. Vzorky B5/10 (1213), P8/10 (1214), P9/10 (1215), P11/11 

(1216), P12/11 (1217), P14/11 (1211) byly ve stadiu 4 denních inokulovaných 

semenáčků převezeny na pracoviště prof. Otmara Springa na Univerzitě v Hohenheimu, 

Stuttgart, Německo, kde byly dopěstovány a dále přemnožovány ve standardních 

podmínkách.  

 

Tabulka č. 6: Seznam izolátů P. halstedii použitých pro detekci PhV při pilotním 

screeningu v roce 2012. 

Kód izolátu Lokalita původu Rok sběru Rasa 
(LDI) a) 

Rasa 
(WSI) b) Poznámka 

B5/10 Brno 2010 770 -  
B5/10 (1213) Brno 2010 770 - živý izolát 
B3/11 Brno 2011 700 -  
B8/11 Brno 2011 700 700  
B10/11 Brno 2011 700 -  
P7/10 Podivín 2010 700 -  
P7/10 orig Podivín 2010 700 - původní vzorek 
P8/10 Podivín 2010 700 -  
P8/10 orig Podivín 2010 700 - původní vzorek 
P8/10 (1214) Podivín 2010 700 - živý izolát 
P9/10 Podivín 2010 730 -  
P9/10 (1215) Podivín 2010 730 710 živý izolát 
P10/10 orig Podivín 2010 700 - původní vzorek 
P11/10 orig Podivín 2010 700 - původní vzorek 
P11/11 Podivín 2011 714 -  
P11/11 (1216) Podivín 2011 714 714 živý izolát 
P12/11 Podivín 2011 704 714  
P12/11 (1217) Podivín 2011 704 - živý izolát 
P14/11 Podivín 2011 774 -  
P14/11 (1211) Podivín 2011 774 700 živý izolát 
P14/11 (1211) K1 Podivín 2011 - - monozoosporický izolát 
P15/11 Podivín 2011 704 704  
L16/11 Lednice 2011 700 700  
L17/11 Lednice 2011 770 -  
L18/11 Lednice 2011 700 -  
L19/11 Lednice 2011 700 -  
L20/11 Lednice 2011 700 700  
H22/11 Olomouc 2011 700 -  
H23/11 Olomouc 2011 700 700  
H24/11 Olomouc 2011 770 710  
H25/11 Olomouc 2011 770 710  

 

a) LDI - rasa určena metodou inokulace listových disků (podle Stojaspal, 2009), Trojanová 
(nepublikováno) 

b) WSI - rasa určena metodou inokulace semenáčků podle Bartůšek (2013); Trojanová 
(nepublikováno) 
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Tabulka č. 7: Seznam izolátů P. halstedii použitých pro detekci PhV ve druhé fázi 

screeningu v roce 2014. 

Kód izolátu Lokalita původu Rok sběru Rasa 
(LDI) a) 

Rasa 
(WSI) b) Poznámka 

0701 Olomouc 2007 700 - vzorek nepřežil  
1009 Podivín 2010 730 710  
1010 Podivín 2010 700 710  
1108 Brno 2011 700 700  
1111 Podivín 2011 714 714  
1112 Podivín  2011 704 714  
1114 Podivín 2011 774 700  
1115 Podivín 2011 704 704  
1116 Lednice 2011 700 700  
1120 Lednice 2011 700 710  
1123 Olomouc 2011 700 700  
1124 Olomouc 2011 770 710  
1125 Olomouc 2011 770 710  
1201 Olomouc 2012 - 710  
1202 Olomouc 2012 - 710  
1203 Olomouc 2012 - 710  
1204 Olomouc 2012 - 710  
1205 Olomouc 2012 - 710  
1206 Olomouc 2012 - 710  
1207 Olomouc 2012 - 710  
1208 Olomouc 2012 - 710  
1209 Lednice 2012 - - vzorek nepřežil  
1210 Lednice 2012 - 704  
1303 Lednice 2013 - - vzorek nepřežil  
1304 Lednice 2013 - 700  
1305 Lednice 2013 - - vzorek nepřežil  
1306 Lednice 2013 - 704  
1307 Lednice - MENDELU 2013 - 714  
1308 Brno 2013 - 710  
1309 Brno 2013 - 710  
1310 Brno 2013 - -  vzorek nepřežil 
1313 Brno 2013 - - vzorek nepřežil  
1315 Olomouc 2013 - 710  
1316 Olomouc 2013 - 710  
1317 Olomouc 2013 - 710  
1318 Olomouc 2013 - 710  
1319 Olomouc 2013 - 710  
1320 Kunětická hora 2013 - - herbarizovaný vzorek 
1401 Podivín 2014 - - probíhá určení rasy 
1402 Podivín 2014 - - probíhá určení rasy 
1403 Podivín 2014 - - probíhá určení rasy 
1404 Podivín 2014 - - probíhá určení rasy 
1405 Podivín 2014 - - probíhá určení rasy 
1406 Podivín 2014 - - probíhá určení rasy 
1412 Olomouc 2014 - - probíhá určení rasy 
1413 Olomouc 2014 - - probíhá určení rasy 
1414 Olomouc 2014 - - probíhá určení rasy 
1415 Olomouc 2014 - - probíhá určení rasy 
1416 Olomouc 2014 - - probíhá určení rasy 
1417 Olomouc 2014 - - probíhá určení rasy 

a) LDI - rasa určena metodou inokulace listových disků- (podle Stojaspal, 2009), Trojanová 
(nepublikováno) 

b) WSI - rasa určena metodou inokulace semenáčků podle Bartůšek (2013); Trojanová 
(nepublikováno) 
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Monozoosporický izolát P14/11 (1211) K1 byl vytvořen Z. Trojanovou v roce 

2012 na pracovišti v Hohenheimu podle Springa et al. (1998). Herbarizované vzorky 

byly získané usušením děložních lístků se sporulací v obálkách z filtračního papíru. 

Tyto vzorky byly po dokonalém vyschnutí do doby extrakce skladovány v temném 

a suchém prostředí při pokojové teplotě. 

 

4.2 Metodika detekce PhV v roce 2012 

Extrakce RNA byla provedena dle metodiky jak ji uvádí Grasse et al. (2013) 

s použitím Aurum Total RNA Mini Kitu (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) dle 

pokynů výrobce. Syntéza cDNA byla provedena pomocí RevertAid™ reverse 

transcriptase kit (Fermentas, Glen Burnie, USA) podle pokynů výrobce.  

 

Tabulka č. 8: Primery použité při detekci PhV při pilotním screeningu. 
Označení Sekvence 5´->3´ Autoři Produkt 

PHV_pol_F1 CATATGGCCTCCGGAAGACAATC Grasse et al., 2013 300 bp 
PHV_pol_R1 TAACACTGATTTTTCCCGCTTTGA Grasse et al., 2013 

HexaUbiQ_F2 CTGTTTCGCTTCGTCTCTTTCA W. Grasse (nepublikováno) 230 bp 
HexaUbiQ_R2 CTGAGCCTGAGCACGAGATGA W. Grasse (nepublikováno) 

 

Tabulka č. 9: Podmínky PCR reakce pro detekci PhV při pilotním screeningu. A. 

reakce s primery PhV_pol_F1 a PhV_pol_R1. B. reakce s primery HexaUbiQ_F2 

a HexaUbiQ_R2.  
A.             PhV_pol_F1 a PhV_pol_R1 
  B.         HexaUbiQ_F2 a HexaUbiQ_R2 

 

Proces Teplota Čas 
Počet 
cyklů  Proces Teplota Čas 

Počet 
cyklů 

Denaturace  94°C 3 min 1  Denaturace  94°C 3 min 1 

 94°C 30 s    94°C 30 s  
Amplifikace  57°C 45 s 35  Amplifikace  59°C 45 s 35 
 72°C 60 s    72°C 60 s  

Terminace  72°C 10 min 1  Terminace  72°C 10 min 1 
 

cDNA byla amplifikována pomocí PCR na přístroji peqStar thermocycler 

(Peqlab, Erlangen, Německo) za použití primerů PhV_pol_F1 a PhV_pol_R1, které 

byly navrženy podle sekvence PhV uložené do GenBank autory Heller-Dohmen et al. 

(2008) a jejich sekvece jsou uvedeny v tabulce č. 8. Jako kontrola byly použity primery 
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HexaUbiQ_F2 a HexaUbiQ_R2 navržené W. Grassem (nepublikováno), jejichž sekvece 

jsou rovněž uvedeny v tabulce č. 8. Podmínky PCR reakce pro oba páry primerů jsou 

uvedeny v tabulce č. 9 a složení reakční směsi v tabulce č. 10. PCR produkty byly 

vizualizovány promocí mikročipové kapilární elektroforézy (MultiNa, Shimadzu, 

Duisburg, Německo) s použitím Shimadzu DNA 2500 Kitu. 

 

Tabulka č. 10: Složení reakční směsi pro PCR při pilotním testování. 

Složka směsi Reagencie 
Koncentrace 
prac. roztoku 

Objem 
vzorku 

Reakční pufr 10x Taq Buffer with (NH4)2SO4 (Thermo 
Scientific) 10x 1,25 µl 

Směs nukleotidů 10 mM dNTP mix (Fermentas) 2mM 1,25 µl 
MgCl2 25 mM MgCl2 (Thermo Scientific) 25mM 0,5 µl 

Pár primerů 
PHV_pol_F1 nebo HexaUbiQ_F2 25µM 0,25 µl 
PHV_pol_R1 nebo HexaUbiQ_R2 25µM 0,25 µl 

DNA polymeráza Taq DNA Polymerase (recombinant) 1U/µl 
(Fermentas) 5 U/µl 0,5 µl 

destilovaná voda d H2O  7 µl 

 Celkový objem premixu 11,5 µl 
 vzorek cDNA 1 µl 
  Celkový objem reakční směsi 12,5 µl 

 

4.3 Metodika detekce PhV v roce 2014 

4.3.1 Izolace RNA 

K izolaci celkové RNA byl použit kit InviTrap Spin Plant RNA Mini Kit 

(Invitec, ČR). Virová RNA byla extrahována ze sporangií a hyf plísně slunečnicové, 

které se nacházely v a na rostlinném pletivu. Společně s virovou RNA byla izolována 

také celková rostlinná RNA. Izolace probíhala v pokojové teplotě podle manuálu 

výrobce, pokud nebylo uvedeno jinak. Ve sterilní zkumavce bylo připraveno 

požadované množství čerstvého lyzačního pufru (RP Lysis Solution), ke kterému byla 

přidána 1/100 požadovaného objemu 1M β-merkaptoethanolu (Sigma). Pro jeden 

vzorek bylo k 1000 µl lyzačního pufru přidáno 0,7 µl zásobního 14,3M β-

merkaptoethanolu. Zmražený vzorek byl pomocí sterilního plastového tloučku 

a tekutého dusíku homogenizován přímo v mikrozkumavce. Po důkladném rozdrcení 

stále ještě zmraženého vzorku bylo do zkumavky přidáno 900 µl připraveného 

lyzačního pufru a vzorky byly v pufru inkubovány v termomixu (Thermocell Cooling 
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and Heating block CHB-202, Bioer, Čína) 30 minut za stálého míchání při 400 rpm. Po 

inkubaci byly vzorky centrifugovány 1 minutu při 11 000 g (Centrifuge 5415R – 

Eppendorf, Německo). Celý objem supernatantu byl přepipetován do připraveného 

prefiltru a centrifugován 1 minutu při 11 000 g. K filtrátu bylo přidáno 500 µl 96% 

ethanolu (Sigma). Směs byla důkladně promíchána pipetou a 750 µl lyzátu bylo 

naneseno na kolonku (RTA spin filter) umístěnou ve sběrné zkumavce. Po minutové 

inkubaci byla kolonka centrifugována 1 minutu při 11 000 g. V případě většího 

množství lyzátu byl tento krok opakován. Na kolonku bylo naneseno 500 µl 

promývacího pufru 1 (Wash Buffer 1) a byla provedena centrifugace 1 minutu při 

11 000 g. Poté bylo na kolonku naneseno 700 µl promývacího pufru 2 (Wash Buffer 2) 

a kolonka byla opět centrifugována 1 minutu při 11 000 g. Po promývacích krocích byla 

membrána RTA spin filtru vysušena čtyřminutovou centrifugací při 11 000 g. Kolonka 

byla přemístěna do řádně popsané sterilní eluční zkumavky (Rnase- free Elution Tube) 

a bylo na ni naneseno 45 µl elučního pufru (Elution Buffer R). Po čtyřminutové 

inkubaci byla kolonka centrifugována 1 minutu při 11 000 g a zkumavka se získanou 

RNA byla ihned umístěna na led. Část izolované RNA byla pro kontrolu kvality 

nanesena na 1% agarózový gel a eletroforeticky rozdělena (0,5x TBE pufr, 150 V, 30 

min). Vyhovující nedegradované vzorky RNA (jako např. izoláty 1009 a 1108 na 

obrázku č. 7) byly přepsány reverzní transkripcí na cDNA, zbývající RNA byla 

uskladněna v -80 °C. 

 
Obrázek č. 7: Kontrola kvality izolované RNA pomocí elektroforézy. U vzorků 1009 

a 1108 jsou přítomny jasné 18S a 28S ribozomální RNA bandy, což značí že RNA není 

degradovaná a je využitelná pro syntézu cDNA. Foto R. Pospíchalová. 

 

4.3.2 Syntéza virové cDNA z izolované RNA 

Revezrní transkripce probíhala následujícím postupem. Do sterilní nuklease-free 

mikrozkumavky byl k 11,5 µl RNA přidán 1 µl oligo(dT)18 primeru (Thermo 
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Scientific). Směs byla v termocycleru (XP Cycler TXCP, Bioer, Čína) preinkubována 5 

minut při 65 °C a poté zchlazena na ledu. Ke každému vzorku bylo přidáno 7,5 µl 

reakční směsi připravené podle tabulky č. 11. Vzorky byly inkubovány v cycleru 60 

minut při 42 °C. Reakce byla ukončena zahřátím směsi na 70 °C po dobu 10 minut. 

 

Tabulka č. 11: Složení reakční směsi pro reverzní transkripci 

Složka směsi Reagencie 
Objem 
vzorku 

Reakční pufr M-MLV 5x Reaction Buffer (Promega) 4 µl 
Inhibitor RNáz RNasin Plus RNase Inhibitor 40 U/µl (Promega) 0,5 µl (20 U) 

Směs nukleotidů 10 mM dNTP Mix (Thermo Scientific) 2 µl 
(1 mM) 

Reverzní transkriptáza M-MLV Reverse Transcriptase 200 U/µl (Promega) 1 µl 
(200 U) 

 Objem reakční směsi bez RNA a primeru 7,5 µl 
 Celkový objem reakční směsi 20 µl 

 
4.3.3 Detekce viru pomocí PCR 

Pro identifikaci virové cDNA byla u všech vzorků použita PCR amplifikace 

pomocí specifických PhV primerů pro virovou polymerázu (PHV_pol_UTR3_F1 

a PHV_pol_R7), u vzorků s pozitivním výsledkem bylo provedeno potvrzení 

přítomnosti viru další PCR amplifikací pomocí PhV specifických primerů pro plášťový 

protein (PHV_WG_F2 a PHV_WG_R2). Dále byla provedena kontrolní amplifikace 

pomocí univerzálního RAPD dekameru OPX 13 pro potvrtení přítomnosti cDNA. 

Sekvence primerů použitých pro detekci PhV v roce 2014 jsou uvedeny v tabulce č. 12. 

Podmínky PCR reakcí prováděných v thermocycleru (XP Cycler TXCP, Bioer, Čína) se 

lišily pouze teplotou annelingu primerů a jsou uvedeny v tabulce č. 13. Složení reakční 

směsi pro PCR bylo obdobné pro všechny reakce a je uvedeno v tabulce č. 14, pouze 

v případě OPX 13 bylo použito 0,2 µl primeru a 8,95 µl destilované vody.  

Získané PCR produkty byly spolu se standartními fragmenty DNA 

HypperLadder 50bp (Bioline) rozděleny elektroforetickou separací (komůrka Easycast 

B1, OWL separation systems, USA) v 1,5% agarózovém 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) při 150 V po dobu 30 minut (zdroj Minis-300 VP, Major 

Science, Taiwan) a vyzualizovány v UV transluminátoru (UVT-20 SML, Helolab, 
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Německo). Dokumentační fotografie byly zhotoveny pomocí fotoaparátu (DC 290, 

Kodak, USA) a softwaru KODAK 1D 3.6. 

 

Tabulka č. 12: Primery použité při detekci PhV v roce 2014. 
Označení Sekvence 5´->3´ Autoři Produkt 

PHV_pol_ 
UTR3_F1 

AGTTTGTTTCTGCAGTCGTTTCA W. Grasse 
(nepublikováno) 440 bp 

PHV_pol_R7 TAACACTGATTTTTCCCGCTTTGA W. Grasse 
(nepublikováno) 

PHV_WG_F2 GCGGGCTCTGCTTATGGA W. Grasse 
(nepublikováno) 500 bp 

PHV_WG_R2 GGGTTCTCTTTGGGATCACATTC Grasse et al., 2013 

OPX 13 ACGGGAGCAA Michelim et al., 2008 - 

 

Tabulka č. 13: Podmínky PCR reakcí při detekci PhV v roce 2014. 

Proces Teplota Čas Počet cyklů 

Denaturace  95°C 2 min 1 

 95°C 45 s  
Amplifikace  55a)/54b)/45c)°C 45 s 35 
 72°C 45 s  

Terminace  72°C 5 min 1 
a) PHV_pol_UTR3_F1 + PHV_pol_R7 
b) PHV_WG_F2 + PHV_WG_R2 
c) OPX 13  

 

Tabulka č. 14: Složení reakční směsi pro PCR při detecki PhV v roce 2014. 

Složka směsi Reagencie 
Koncentrace 
prac. roztoku 

Objem 
vzorku 

Reakční pufr 5x Green GoTaq Reaction Buffer with 1,5 
mM MgCl2 (Promega) 5x 2,50 µl 

Směs nukleotidů 10 mM dNTP mix (Fermentas) 10mM 0,25 µl 

Pár primerů 
PHV_pol_UTR3_F1 nebo PHV_WG_F2 25µM 0,20 µl 
PHV_pol_R7 nebo PHV_WG_R2 25µM 0,20 µl 

 OPX 13 25µM  0,20 µl 
DNA polymeráza GoTaq DNA Polymerase 15/µl (Promega) 5 U/µl 0,1 µl 
destilovaná voda d H2O  8,75 µl 

 Celkový objem premixu 11,5 µl 
 vzorek cDNA 1 µl 
  Celkový objem reakční směsi 12,5 µl 
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5. VÝSLEDKY 

Při pilotním screeningu bylo otestováno 31 vzorků (1 monozoosporický, 6 

živých izolátů, 4 původní a 20 herbarizovaných vzorků), mapujících celkem 21 českých 

izolátů P. halstedii. Obrázek č. 8 ilustruje výsledek PCR amplifikace a vizualizace 

produktů pomocí software MultiNa systému. Přehled výsledků z pilotního testování 

izolátů z roku 2012 je uveden v tabulce č. 15. PhV byl prokázán u vzorků pocházejících 

z lokalit Brno, Podivín a Lednice. PhV pozitivní vzorky byly B5/10 (virus prokázán 

u čerstvého i herbarizovaného vzorku) a B8/11 z Brna, L17/11 herbarizovaný vzorek 

z Lednice a vzorky z Podivína - P9/10, P11/11, P12/11 (čerstvý i herbarizovaný 

vzorek). U vzorků P14/11, P14/11 (1211) a L18/11 výsledek nelze jednoznačně určit, 

po amplifikaci a vizualizaci byly pozorovány pouze velmi slabé bandy jak je patrné na 

souhrném obrázku č. 9. PhV nebyl detekován v žádném vzorku z lokality Olomouc. 

 
Obrázek č. 8: Výsledek PCR a vizualizace produktů při optimalizaci pilotního 

screeningu. X1 - standartní DNA fragmenty, A1-A5 kontrola reverzní transkripce 

(HexaUbiQ_F2 a HexaUbiQ_R2 primery, modrá šipka), B1-B5 vlastní vzorky 

(PhV_pol_F1 a PhV_pol_R1 primery, červená šipka). Vzorky #1190K4 

(kontaminovaný PhV negativní izolát) a #1190K4+ (PhV pozitivní izolát) jsou 

monozoosporické izoláty (Grasse et al., 2013), vzorek Giga je kontrola připravená 

z rostlinného pletiva neinfikovaného P. halstedii, B6 pozitivní kontorola - PhV pozitivní 

izolát P. halstedii, přítomnost viru byla prokázána elektronovou mikroskopií (Heller-

Dohmen et al., 2008), B7 negativní kontrola. 
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Tabulka č. 15: Souhrn výsledků pilotního screeningu přítomnosti PhV u izolátů 

P. halstedii z České republiky. 

 
Lokalita / Kód izolátu PhV Poznámka 

Brno   
B5/10 +  
B5/10 (1213) + živý izolát 
B3/11 -  
B8/11 +  
B10/11 -  

Podivín   
P7/10 -  
P7/10 org - původní vzorek 
P8/10 -  
P8/10 orig - původní vzorek 
P8/10 (1214) - živý izolát 
P9/10 -  
P9/10 (1215) + živý izolát 
P10/10 orig - původní vzorek 
P11/10 orig - původní vzorek 
P11/11 -  
P11/11 (1216) + živý izolát 
P12/11 +  
P12/11 (1217) + živý izolát 
P14/11 (+)  
P14/11 (1211) (+) živý izolát 
P14/11 (1211) K1 - monozoosporický izolát 
P15/11 -  

Lednice   
L16/11 -  
L17/11 +  
L18/11 (+)  
L19/11 -  
L20/11 -  

Olomouc   
H22/11 -  
H23/11 -  
H24/11 -  
H25/11 - 

 
 

 
+ PhV přítomen 
- PhV nepřítomen 
(+) nejezdnoznačná přítomnost PhV 
tučně PhV pozitivní izoláty 
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Obrázek č. 9: Souhrnný obrázek vizualizace produktů (PhV_pol_F1 a PhV_pol_R1 

primery) pilotně testovaných vzorků a pozitivní (posC) i negativní (negC) kontrola. 

Virus-pozitivní vzorky jsou označeny červeně. Band odpovídající PhV je označen 

červenou šipkou, slabé bandy u vzorků P14/11, P14/11 (1211) a L18/11 (modré šipky). 

 

Ve druhé fázi screeningu bylo testováno celkem 51 vzorků (1 herbarizovaný 

izolát (1320), 12 původních izolátů (1401 až 1406 a 1412 až 1417) a 38 čerstvých 

izolátů přemnožovaných in vitro). Obrázek č. 10 ilustruje výsledek PCR amplifikace 

a vizualizace produktů po gelové elektroforéze na snímku pořízeném na 

transluminátoru. Přehled výsledků testování izolátů z roku 2014 je uveden v tabulce 

č. 16.  

PhV byl potvrzen u vzorků pocházejících z lokalit Brno (1108 odpovídá dříve 

testovanému vzorku B8/11) a Podivín (1111 a 1112 odpovídají dříve testovaným 

vzorkům P11/11 a P12/11). Přítomnost PhV byla nově detekována na lokalitě Olomouc 

(1416) a naopak nebyla potvrzena na lokalitě Lednice. Na lokalitách Lednice - 

MENDELU a Kunětická hora, zastoupených vždy pouze jedním vzorkem, nebyla 

přítomnost PhV prokázána. U všech výše uvedených izolátů byla přítomnost PhV 

potvrzena PCR amplifikací s párem primerů specifických jak pro polymerázu tak pro 

plášťový protein viru, jak je ilustrováno na obrázku č. 11. 
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Tabulka č. 16: Souhrn výsledků druhé fáze screeningu přítomnosti PhV u izolátů 

P. halstedii z České republiky v roce 2014. 

 
Lokalita / Kód izolátu PhV Poznámka 

Brno  
1108 +  
1308 -  
1309 -  
1310 (+) kontaminace při izolaci 
1313 -  
1315 -  

Kunětická hora  
1320 -  

Lednice  
1116 -  
1120 -  
1303 (+) kontaminace při izolaci 
1304 (+) kontaminace při izolaci 
1305 -  
1306 -  
1209 -  
1210 -  

 
Lednice - MENDELU 

1307 -  
Olomouc  

0701 -  
1123 -  
1124 -  
1125 -  
1201 -  
1202 -  
1203 -  
1204 -  
1205 (+) kontaminace při izolaci 
1206 -  
1207 -  
1208 -  
1315 -  
1316 -  
1317 (+) kontaminace při izolaci 
1318 -  
1319 (+) kontaminace při izolaci 
1412 -  
1413 (+) kontaminace při izolaci 
1414 -  
1415 -  
1416 +  
1417 -  
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Tabulka č. 16, pokračování: Souhrn výsledků druhé fáze screeningu přítomnosti PhV 

u izolátů P. halstedii z České republiky v roce 2014. 

 
Lokalita / Kód izolátu PhV Poznámka 

Podivín  
1009 -  
1010 -  
1111 +  
1112 +  
1114 -  
1115 -  
1401 -  
1402 (+) kontaminace při izolaci 
1403 (+) kontaminace při izolaci 
1404 -  
1405 -  
1406 (+) kontaminace při izolaci 

+ PhV přítomen 
- PhV nepřítomen 
(+) nejezdnoznačná přítomnost PhV - nepotrvzeno primery specifickými pro plášťový protein 
tučně PhV pozitivní izoláty 
 

 

 
Obrázek č. 10: Příklad vizualizace produktů OPX 13 (vlevo) a PHV_pol_UTR3_F1 + 

PHV_pol_R7 (vpravo) při optimalizaci metodiky. Šipkou je označen band 

příslušející PhV. 
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Obrázek č. 11: Souhrnný obrázek vizualizace produktů (PhV_WG_F2 a PhV_WG_R2 

primery) u vzorků z roku 2014 a pozitivní (posC) i negativní (negC) kontroly. Virus-

pozitivní vzorky jsou označeny červeně a band odpovídající PhV je označen šipkou. 
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6. DISKUZE 
Přítomnost PhV byla testována celkem v 61 izolátech P. halstedii pocházejících 

ze šesti lokalit na území ČR - Brno (pokusné pole ÚKZUZ), Podivín (soukromé pole), 

Lednice (pokusné pole ÚKZUZ), Lednice-MENDELU (okrasný záhon), Olomouc 

(pokusné pole UPOL) a Kunětická hora (okrasný záhon) z rozmezí let 2007-2014. 

Přítomnost viru byla jednoznačně prokázána u celkem 12 vzorků reprezentujích 7 

izolátů. 

Pouze u třech testovaných izolátů byla přítomnost PhV potvrzena nezávisle 

oběma použitými metodikami, jednak proto, že izoláty B5/10 a L17/11 již nejsou 

k dispozici (nepřežily subkultivaci); v případě pozitivního výsledku na PhV u izolátu 

P9/10 (1215) bylo potvrzeno, že se jedná o druhotnou kontaminaci vzorku, ke které 

došlo na univerzitním pracovišti v Hohenheimu. Vzorek izolovaný z čerstvě 

vypěstovaného izolátu 1009 v ČR totiž neobsahoval žádnou virovou RNA, stejně tak 

jako původní herbarizovaný vzorek testovaný při pilotním screeningu. 

Podobně byly objasněny nejednoznačné výsledky testu na PhV u izolátů, 

u kterých byl také předpoklad druhotné kontaminace. Monozoosporický izolát P14/11 

(1211) K1 byl podle všeho izolován z mateřského izolátu P14/11 (1211) ještě před tím 

než došlo ke kontaminaci - přítomnost PhV nebyla prokázána u monozoosporického 

izolátu, herbarizovaného vzorku ani z čerstvě vypěstovaného izolátu v ČR stejného 

původu. Naopak u izolátu L18/11 nebylo možné potvrdit ani vyvrátit přítomnost PhV, 

protože stejně jako mnohé další izoláty z roku 2010 a 2011 nepřežil přemnožení.  

Poněkud obtížná je interpretace výsledku u izolátu 1111 respektive P11/11. Při 

pilotním screeningu byla přítomnost viru prokázána pouze v čerstvě přemnoženém 

materiálu a nikoli u herbarizovaného a původního vzorku. Na druhou stranu byla 

přítomnost viru detekována i u čerstvě vypěstovaného izolátu v ČR pocházejícího ze 

stejné napadené rostliny. Pravděpodobné vysvětlení tohoto výsledku může být 

následující: PhV nebyl přítomen v původním materiálu představovaným konkrétní 

infikovanou rostlinou sbíranou na lokalitě v Podivíně, ale do izolátu mohl být vnesen 

krátce po sběru při zpracování a manipulaci s ostatními vzorky, sbíranými na téže 

lokalitě. Toto vysvětlení podporuje fakt, že přítomnost PhV byla jednoznačně prokázána 

u izolátu 1112 sbíraného v témže roce na téže lokalitě. 

Postup testování přítomnosti PhV musela být v ČR modifikována, protože 

původní metodika jak ji popisuje Grasse et al. (2013) a která byla použita i při prvním 
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testování českých izolátů v Německu, v naší laboratoři nefungovala. Počáteční problém 

s izolací dostatečně kvalitní RNA byl vyřešen použitím izolačního kitu od jiného 

výrobce, který poskytl spolehlivější výsledky. Navíc byla homogenizace rostlinného 

materiálu pomocí skleněných kuliček v homogenizátoru nahrazena ruční homogenizací 

za použití tloučků a tekutého dusíku, které zabezpečilo důkladnější rozdrcení 

rostlinného materiálu, a tím i vyšší koncentraci izolované RNA v homogenátu. 

Při PCR amplifikaci byly původní primery PhV_pol_F1 a PhV_pol_R1 (Grasse 

et al., 2013) nahrazeny jiným párem primerů pro virovou polymerázu 

PHV_pol_UTR3_F1 a PHV_pol_R7 (Grasse, nepublikováno), protože ani nově 

syntetizované aliquoty i přes správně provedenou extrakci RNA a syntézu cDNA 

neposkytly při amplifikaci požadované produkty. Kontrolní univerzální primery 

HexaUbiQ_F2 a HexaUbiQ_R2 navržené W. Grassem (nepublikováno), které měly 

potvdit správný průběh syntézy cDNA, stejně jako výše uvedený pár neposkytly při 

amplifikaci žádné produkty. Proto bylo pro kontrolu přítomnosti cDNA přistoupeno 

k použití jednoho z RAPD dekamerů - pro testování celkem 6 různých kandidátů byl 

vybrán OPX 13 (Michelim et al., 2008), který poskytoval u většiny testovaných izolátů 

stejný produkt. 

Viriony PhV byly u P. halstedii poprvé pozorovány transmisní elektronovou 

mikroskopií v roce 1990, jednalo se o izolát pocházející ze Severní Ameriky (Gulya, 

1990). O dva roky později Gulya et al. publikovali studii charakterizující tento 

mykovirus morfologicky a biochemicky (Gulya et al., 1992). V té době však nebyly 

známy žádné údaje o rozšíření PhV ve světě a vlivu viru na P. halstedii . Až v roce 2008 

byl proveden rozsáhlý screening izolátů P. halstedii z celkem 8 zemí světa. Viriony 

byly pozorovány u 23 z 26 izolátů P. halstedii, tyto izoláty představovaly celkem 8 

fyziologických ras z Rakouska, Francie, Německa, Maďarska, Slovenska a dále ze 3 

amerických zemí - z Argentiny, Kanady a USA (Heller-Dohmen et al., 2008). 

Nepublikované výsledky Z. Trojanové ve spolupráci s laboratoří prof. O. Springa 

v Hohenheimu z roku 2012 a výsledky této diplomové práce mohou tedy rozšířit 

informace o výskytu PhV ve světě. Můžeme předpokládat, že stejně jako P. halstedii je 

i PhV celosvětově rozšířen. Pro potvrzení by však bylo potřeba studií o výskytu 

v dalších zemích světa, především z oblastí Jižní Ameriky, Asie a Afriky. 

Přestože Heller-Dohmen et al. (2008) uvádí, že PhV je přítomen téměř u všech 

testovaných izolátů, naše výsledky se s tímto tvrzením rozcházejí. U drtivé většiny 
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izolátů pocházejících z ČR PhV přítomen není.. Tento rozpor může být vysvětlen 

faktem, že v době, kdy Heller-Dohmen et al. (2008) prováděli screening, nebyl znám 

fakt, že PhV může být přenesen na ostatní izoláty bez viru používáním stejných 

kultivačních nádob a nástrojů (W. Grasse, osobní rozhovor). To, že je kontaminace 

izolátů PhV velmi snadná, bylo prokázáno kontaminací 2 izolátů původně bez viru, 

které byly dovezeny z ČR na pracoviště v Hohenheimu. Přesto, že byly dodrženy 

všechny zásady zabraňující křížové kontaminaci a jednotlivé izoláty byly kultivovány 

odděleně, tak došlo k transferu. Navíc všechny doposud osekvenované izoláty PhV 

vykazují abnormální homogenitu (Grasse et al., 2013) a je tedy vysoce pravděpodobné, 

že se může jednat o izolát viru pocházejícího z jednoho zdroje. 

V roce 2013 byla stanovena kompletní sekvence PhV detekovaného u izolátu 

Ph8-99 pocházejícího z Francie a u izolátů z USA, Německa a Maďarska byla získána 

částečná sekvence (Grasse et al., 2013). Tyto sekvence byly porovnány se známými 

sekvencemi ostatních virů. Největší podobnost vykazovaly s viry rodiny Nodaviridae 

a Tombusviridae. Tombusviridae je rodina rostlinných virů, což by mohlo naznačit 

možný původ mykoviru. Pro původ mykovirů existují dvě hypotézy (Ghabrial, 1998), 

které jsou uvedeny v literární rešerši (3.1.2 Taxonomie a původ mykovirů, str. 4). Dle 

jedné z těchto hypotéz, jak uvádí Pearson et al. (2009), mohly být rostlinné viry 

přeneseny z rostlin na fytopatogenní houbu a postupně se vyvinuly v druhově specifický 

mykovirus. Důkazem této hypotézy je srovnání nukleotidových sekvencí mykovirů, 

které v některých případech vykazují nejvyšší podobnost právě s rostlinnými viry 

(Pearson et al., 2009). Mezi viry způsobující choroby u slunečnice roční patří druhově 

nespecifické viry způsobující mozaiky - Cucumber mosaic virus (Kůdela et al., 2012) 

a Tobacco streak virus (Dijkstra, 1983). Ani jeden z těchto rostlinných virů však nepatří 

do zmíněné rodiny Tombusviridae. I přes veškeré úsilí, které bylo věnováno objasnění 

původu PhV zůstává tato otázka dosud nezodpovězená. 

Další z vlastností, která si u mykovirů obecně zaslouží pozornost, je jejich vliv 

na hostitelský houbový organismus. Řada mykovirů patogenů rostlin se jeví jako 

bezpříznaková, ale u Plasmopara halstedii viru byl prokázán hypovirulentní účinek. 

Tento fakt by snad mohl být v budoucnu použit pro kontrolu plísňovitosti slunečnice 

v biologické ochraně této plodiny. Na rozdíl od biotrofní P. halstedii další zástupce 

oomycet, u kterého byl detekován virus, hemibiotrofní Phytophthora infestans, reaguje 

na přítomnost viru zcela opačným způsobem. Pod vlivem virové infekce dochází ke 
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zvýšenému růstu plísně bramborové (Tooley et al., 1989). Během testování izolátů P. 

halstedii, které prováděli Heller-Dohmen et al. (2008), byly viriony PhV detekovány jak 

u agresivnějších fyziologických ras, tak i u těch vyvolávajících mírnější projevy 

choroby. Ani morfologicky se viriony u jednotlivých ras nijak nelišily. To vedlo autory 

k formulaci předběžného závěru, že přítomnost PhV zřejmě nemá zásadní vliv na 

patogenitu P. halstedii (Heller-Dohmen et al., 2008). Návazný výzkum však prokázal 

hypovirulentní účinek PhV. Interakce slunečnice-P. halstedii-PhV byly studovány 

s použitím vzorků plísně z USA, Švýcarska, Německa a také jednoho izolátu z České 

republiky, lokality Podivín (izolát 1211K3). Z těchto izolátů byly vytvořeny izogenní 

kmeny obsahující virus a virus-free kmeny (Grasse et al., 2013). Virová infekce měla 

vliv na schopnost vyvolat chorobu u hostitelské rostliny, a to konkrétně snížením 

intenzity sporulace, systémových infekcí a prodloužením nepohlavního cyklu, tj. doby, 

během které došlo ke sporulaci (Grasse et al., 2013). Tento účinek viru, který by mohl 

být využit ve prospěch rostliny, se zdá být zajímavý z hlediska biologické ochrany 

slunečnice proti plísni. 

Tato práce poskytuje vůbec první údaje o výskytu PhV na našem území. Po 

zhodnocení veškerých výsledků můžeme s jistotou tvrdit, že přirozený výskyt PhV byl 

prokázán u 5 izolátů pocházejících z lokalit Brno, Podivín, Lednice a Olomouc. 

Můžeme předpokládat, že virus je sporadicky přítomen v celé populaci P. halstedii na 

území ČR a na dvou lokalitách, které byly zastoupeny vždy pouze jedním vzorkem 

nemusel být detekován kvůli příliš nízkému počtu testovaných izolátů. Překvapivé je 

však zjištění, že na stejné lokalitě se ve stejném roce vyskytují v populaci P. halstedii 

jak izoláty s virem, tak bez viru. Můžeme pouze spekulovat, disponují-li některé izoláty 

P. halstedii mechanismy, kterými jsou schopny ubránit se virové infekci, jako je např. 

RNA silencing známý u původce rakoviny kaštanovníku Cryphonectria parasitica 

(Nuss, 2011), nebo je-li popluace viru v testovaném období (vzorky jsou sbírány 

v květnu-červenci) teprve na samém počátku své expanze na naše území. Pro objasnění 

této otázky by bylo vhodné ověřit získané výsledky ještě další metodou detekce 

virových částic, jakou je např. elektronová mikroskopie (Heller-Dohmen et al., 2008) 

a pokračovat ve screeningu přítomnosti PhV na dalších lokalitách v ČR.
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7. ZÁVĚR 
Mykoviry jsou nebuněční paraziti hub a houbových organismů, které byly 

detekovány u desítek hostitelů včetně fytopatogenních druhů, avšak jejich původ a role 

v ekosystémech je stále dosti nejasná. Zajímavý je jejich potenciál v biologické ochraně 

mykóz, které každoročně způsobují zemědělcům rozsáhlé škody. Předložená práce se 

zabývá obecnou charakteristikou mykovirů, teoriemi o jejich původu, přenosu, dále pak 

vztahy mykovirů s hostiteli a významnými zástupci z této skupiny nebuněčných 

organismů. Podrobněji se pak věnuje Plasmopara halstedii viru, který byl detekován 

u původce plísňovitosti slunečnice P. halstedii. V práci je popsán celý komplexní 

patosystém Helianthus annuus - Plasmopara halstedii - Plasmopara halstedii virus. 

Přestože genom PhV, tvořený dvěmi jednovláknovými RNA, byl již plně osekvenován, 

nelze tento virus zařadit do žádné z již popsaných rodin mykovirů. Nejvyšší podobnost 

vykazuje PhV s virem Sclerophthora macrospora virus A izolovaným z oomycety 

Sclerophthora macrospora, se kterým má společné také některé morfologické 

a biochemické vlastnosti. Mykovirové infekce se často projevují jako bezpříznakové, 

u PhV byl však prokázán hypovirulentní účinek, snižující schopnost P. halstedii vyvolat 

chorobu u slunečnice roční, která je jejím hlavním hostitelem.  

Přítomnost PhV v české populaci plísně slunečnicové byla pomocí 

molekulárních metod prokázána u 5 z 61 testovaných izolátů, které byly získány z šesti 

lokalit na území České republiky. Přítomnost viru byla prokázána na lokalitách: Brno, 

Lednice, Olomouc a Podivín; na lokalitách Lednice-MENDELU a Kunětická hora PhV 

prokázán nebyl.  
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

Zkratka Anglicky (český výraz) 

amk aminokyselina 
bp base pairs (páry bazí) 
CP coat protein (plášťový protein) 
cDNA complementary DNA (komplementární DNA) 
DM downy mildew (zástupce Peronosporaceae) 
dpi days per inoculation (dnů po inokulaci) 
dsRNA double-strand ribonukleotid acid (dvouvláknová ribonukleová kyselina) 

ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses (Mezinárodní výbor 
pro taxonomii virů)  

MS mass spectrometry (hmotnostní spektrometrie) 
nt nucleotides (nukleotidy) 
ORF open reading frame (otevřený čtecí rámec) 
RdRp RNA-dependent RNA polymerase (RNA-dependentní RNA polymeráza) 

RAPD random amplified polymorphic DNA (polymorfismus náhodně 
amplifikované DNA) 

SDS-PAGE polyacrylamid gel electroforesis with SDS (polyakrylamidová 
elektroforéza v přítomnost dodecylsíranu sodného) 

ssRNA single-strand ribonukleotid acid (jednovláknová ribonukleová kyselina) 
ÚKZUZ Ústřední kontrolní a zkušební ústav zemědělský 

VIC vegetative incompatibility (vegetativní neslučitelnost) 
VLP virus-like pacticles (virům podobné částice) 
 
 
Zkratka Anglický název viru 

BFNNV Barfin flounder nervous necrosis virus 
CarMV Carnation mottle virus  
CThTV Curvularia thermal tolerance virus  
CHV1 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  
SJNNV Striped Jack nervous virus 
SmV A,B Sclerophthora macrospora Virus A,B 
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