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1 Uvod

Prvni zminky o mykovirech, virech hub a oomyceti, byly publikovany pied vice nez 60 lety
a mykoviry jsou v soucasnosti intenzivné studovany, i1 pfesto jsou ale znalosti o téchto
intracelularnich biotrofnich parazitech pomémé omezené. Mykoviry mohou mit na své
hostitele jak pozitivni, tak negativni G¢inky, vyznam mykovird vzrista zejména v souvislosti

se studiem ucinku virové infekce v ochrané rostlin proti infekci houbovymi patogeny.

Jednim z takto studovanych, ale relativné novych a zaroveri malo popsanych virovych druht
je ’plasmopara halstedii virus’, jehoz hostitelem je ptavodce plisn€ slunecnice, Plasmopara
halstedii. Tento virus byl poprvé pozorovan v 90. letech 20. stoleti, ale genom tohoto viru byl
popsan az v roce 2008. V Ceské republice byl vyskyt ’plasmopara halstedii virus’ poprvé
zaznamenan v roce 2014, ale o genetické variabilité ’plasmopara halstedii virus’ na nasem
uzemi nejsou dostupné zadné informace. Diplomova prace se proto primarné zameétruje na
molekularné genetickou charakteristiku Ceskych izolati ’plasmopara halstedii virus’ a také

izolatl tohoto viru pivodem z Mad’arska.



2 Cile prace
Cili této diplomové prace bylo:

1. Vypracovat literarni piehled aktualnich poznatkti o *plasmopara halstedii virus’ (PhV)

a dalSich sekvencn€ podobnych mykovirech.

2. Provést molekularné genetickou charakteristiku vybraného souboru virovych izolatt
za pouziti technik izolace RNA, RT-PCR, konvenc¢niho Sangerova sekvenovani

a bioinformatické analyzy ziskanych sekvencnich dat.

3. Zhodnotit mikroevolu¢ni vztahy studovanych a dosud popsanych izolati PhV.



3 Literarni piehled

3.1 Mykoviry

Viry jsou intracelularni biotrofni parazité, ktefi nejsou schopni samostatné existence a jejichz
replikace je zavisla na zivé hostitelské burice. Mykoviry, zahrnujici sensu lato viry hub
a oomycetd, jsou typické perzistentnim intracelularnim nelytickym zptisobem Zivota.
Mykoviry se §ifi dvéma zpusoby, horizontalné anastomézami myecelii a vertikalné sporulaci
(Pearson et al., 2009, Sutela et al, 2019). Diskutovan, ale nepotvrzen zustava
environmentalni pfenos vcetné zapojeni hmyzich faktori (Myers ef James, 2022). Prii
anastomoze dochazi k fuzi dvou vegetativn€é kompatibilnich hyf riznych houbovych
organismu, kdy spolu s cytoplasmou dojde i k pfesunu mykovird. Primarné se mykoviry

prenasi pohlavné 1 nepohlavné tvorenymi sporami (Pearson ef al., 2009; Sutela et al., 2019).

3.1.1 Puvod mykoviru

O dosud nejasném puvodu mykoviri existuji dvé hypotézy (Ghabrial, 1998). Podle prvni
hypotézy existuje né€jaky spolecny predek vSech mykovird a mykoviry se vyvijeli spolu se
svymi hostiteli (Pearson ef al., 2009). Tato hypotéza je zalozena na faktu, Ze pfenos mykovira
je mozny pouze intracelularné (Buck, 1998). Podle druhé hypotézy, zalozené na sekvencni
podobnosti mykovirt a rostlinnych virti, byly mykoviry ptivodné rostlinnymi viry a relativné
nedavno doSlo kjejich pfesunu z bunék rostlinného hostitele do bunék jejich houbovych
patogenu (Pearson ez al., 2009). V souladu s druhou hypotézou je i fakt, ze mnoho ssSRNA
mykovira zpuasobuyjicich hypovirulenci hostitele je fylogeneticky piibuznéjsi rostlinnym

ssRNA virim nez typicky avirulentnim dsRNA mykovirim (Xie et al., 2006).

3.1.2  Vliv mykoviru na hostitele

Virové infekce hub a oomycett byvaji vétSinou asymptomatické. Nékteré mykoviry zpisobuji
oslabeni hostitele, jiné mykoviry zvysSuji fitness hostitele. Naptiklad Cryphonectria parasitica
virus 1 zpusobuje hypovirulenci svého hostitele, kterym je Cryphonectria parasitica, pavodce
korové nekrozy kastanovniku (Choi ef Nuss, 1992). Prikladem mykoviru, ktery poskytuje
svému hostiteli znacnou ekologickou vyhodu, je Curvularia thermal tolerance virus (CThTV).
Hostitelem CThTV je fytopatogenni askomyceta Curvularia protuberata, kterd infikuje

koteny travy Dichanthelium lanuginosum. Pfitomnost CThTV zajisfuje v tomto
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mutualistickém systému toleranci teplot az do 65 °C a nizkého pH na extrémnich stanovistich

v Yellowstonském narodnim parku (Marquez et al., 2007).

3.1.3 Genom a taxonomie mykoviru

Genom prevazné veétS§iny mykovira je tvoien ssRNA nebo dsRNA, dle Baltimorovy
klasifikace se fadi do skupiny III, IV a V (Baltimore, 1971). VétSina mykovird ma malé
genomy, které obsahuji geny kodujici pouze nékolik proteini (Ghabriel et al., 2015).
Nejjednodussi z dosud znamych mykovira (rod Mitovirus, Celed Mitoviridae) koduji pouze
jediny protein, RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRp). Tyto mykoviry se replikuji
uvnitf mitochondrii hostitele, kdezto vSechny ostatni znamé mykoviry jsou cytosolické
a replikuji se tedy v cytoplasmé hostitele. Zastupci Celedi Partiviridae a Totiviridae koduji

vétsinou pouze RdRp a plastovy protein (CP; Sutela ez al., 2019).

Velikost genomu mykovira se pohybuje mezi 2.5 a 23 kb a genom obsahuje 1-12 gend. Viry
s dSRNA genomem jsou typicky obalené, ssRNA viry vétSinou postradaji pravé viriony
a netvori tedy proteinovou kapsidu. Vyjimkou jsou viry Celedi Barnaviridae, které tvori

kapsidu vzdy, a viry Celedi Polymycoviridae, které tvoti kapsidu obcas.

Taxonomie mykovirt je zaloZena na fylogenetické analyze genu pro RdRp a CP, organizaci
genomu a biologickych vlastnostech. Mykoviry s (+)ssRNA genomem jsou rozdéleny do
deviti Celedi (viz tabulka 1). Nékteré mykoviry mohou mit (—)ssRNA genom (viry Celedi
Mymonaviridae a Phenuiviridae). Mykoviry s genomem tvofenym dsRNA se déli do deviti
Celedi (viz tabulka 1). Mykoviry s ssDNA genomem se fadi do ¢eledi Genomoviridae (Myers
et James, 2022). Kromé mykovirt, jejichz zafazeni je ziejmé, existuje velké mnozstvi
mykovirta bez jasné klasifikace. Neustale jsou objevovany a popisovany nové mykoviry

a stale jich velka Cast zistava neznama, jejich klasifikace se tedy neustale méni a upravuyje.



Tabulka 1: Piehled aktualn€ uznanych ¢eledi a rodi viri hub a oomyceti (Pfevzato z Sutela et

al., 2019, upraveno).
Druh nukleové
. kyseliny, pocet
Celed Rod Druh (priklad) molekul nukleové Morfologie
kyseliny (velikost
genomu)
nezarazeno Rhizidiovirus Rhizidiomyces virus ~ dsDNA, 1 60nm 1 ometricke vinony
s proteinovou kapsidou
Sclerotinia
. . . sclero{zorum kruhova ssDNA, 1 20-22nm izometrické viriony
Genomoviridae Gemycircularvirus hypovirulence (2.2 kb) tvoiici protein Kapsid
associated DNA ’ onict profeinovou kapsidu
Virus
Alphachrysovirus f;f lsc(lJllletllanjm Virus
Chrvsoviridae Bot); O‘E haeria dsRNA, 4 35-40nm izometrické viriony
b Betachrysovirus yosp (2.4-3.6 kb) tvofici proteinovou kapsidu
dothidea
chrysovirus 1
Mewabirnaviridae Meeabirnavirus Rosellinia necatrix dsRNA, 2 52nm izometrické viriony
8 8 megabirnavirus 1 (7.2-8.,9 kb) tvoftici proteinovou kapsidu
Alphapartitivirus Helzcobaszdl_u_m ;
mompa partitivirus
o L 70_ dsRNA, 2 25-50nm izometrické viriony
Partitiviridae L Atkinsonella oy . .
Betapartitivirus ) (34,8 kb) tvoftici proteinovou kapsidu
hypoxylon virus
G fitivi Penicillium
ammaparfiviris stoloniferum virus S
60—80nm obalené viriony
Reoviridae Mycoreoviruse Mycoreovirus 1 dsRNA, 9-12 tvotici ikosahedralni
(0,7-4,1 kb) : .
proteinovou kapsidu
Totivirus Sacch_af’omy_ces 30—40nm izometrické viriony
o cerevisiae virus L-A  dsRNA, 1 o . .
Totiviridae - - tvoftici proteinovou kapsidu,
.. L Helminthosporium (4,6-7 kb) X
Victorivirus o ; neobalené
victoriae virus 190S
Quadriviridae Quadrivirus Rszilil;\z;it?elcamx dsRNA, 4 43nm izometricke viriony
= = q (3.5-5kb) tvoftici proteinovou kapsidu
Polymycoviridae Polymycovirus 2:21?}’5;{1];” dsRNA, 4-8 obcas tvofi kapsidu, obalenc;
ymy ymy 8 . (7,5-12,5 kb) vetSinou netvoii pravé viriony
tetramycovirus 1
Curvulaviridae Orthocurvulavirus Curvularia thermal ~ dsRNA, 2 25-30nm izometrické viriony
tolerance virus (1.8-2,2 kb) tvoftici proteinovou kapsidu
o . Zygosaccharomyces ~ dsRNA, 1 ” . .
Amalgaviridae Zybavirus bailii virus 7 (3.1 kb) tvoti proteinovou kapsidu
Botrexvirus Botrytis virus X
Sclerotinia o
Alphaflexiviridae sclerotiorum (H)ssRNA. 1 (5.4-9 Zyzéil(l)r\rfligélllf(}) gearlirlony
P Sclerodarnavirus debilitation- kb)
associated RNA
Virus
18-20 x 48—-53nm
. . Mushroom (+)ssRNA, 1 (4.0 kb)  baciliformni viriony tvoiici
Barnaviridae Barnavirus . . . .
bacilliform virus proteinovou kapsidu,
neobalené
o . o (+)ssRNA, 1 (6,8 kb)  720nm ohebné viriony
Gammaflexiviridae  Mycoflexivirus Botrytis virus I tyckovitého tvaru
Sclerotinia
Deltaflexiviridae Deltaflexivirus sclerotiorum (+)ssRNA, 1 (8,2 kb) pravdépodobné neobaleny

deltaflexivirus 1




Tabulka 1, pokracovani: Piehled aktualné uznanych Celedi a rodu virt hub a oomyceta
(Prevzato z Sutela er al., 2019, upraveno).

Druh nukleové

. kyseliny, pocet

Celed Rod Druh (priklad) molekul nukleové Morfologie
kyseliny (velikost
genomu)

Helicobasidium
Alphaendornavirus ~ mompa

alphaendornavirus (+)ssRNA,1 o -
netvorl prave viriony

Endornaviridae 1 (9,7-17,6 kb)
Sclerotinia
Betaendornavirus sclerotiorum
betaendornavirus 1
Crvphonectria (+)ssRNA, 1 50-80nm pleomorfni
Hypoviridae Hypovirus VP (9,1-12.7 kb) vezikuly, netvoti pravé
hypovirus 1 .
viriony
neobaleny
. ) Saccharomyces 205 (+)ssRNA, 1 ribonukleoproteinovy
Narnaviridae Narnavirus RNA narnavirus (2,3-2,9 kb) komplex, netvoii pravé
viriony
. neobaleny
o o Cryp h_o_neclwa (+)ssRNA, 1 ribonukleoproteinovy
Mitoviridae Mitovirus parasitica o .
o (2,3-2,9 kb) komplex, netvoii pravé
mitovirus 1 .
viriony
Botoulivirus Botrytis botoulivirus
o Magoulivirus Magnaporihe (+)ssRNA, 1 (2.4-3.2 L
Botourmiaviridae magoulivirus 1 kb) netvofi pravé viriony
. Sclerotinia
Scleroulivirus o
scleroulivirus 1
Sclerotinia
. ) ) sclerotiorum (-)ssRNA, 1 (10 kb)  vlaknité obalené viriony,
Mymonaviridae Sclerotimonavirus negative-stranded 50%1000 nm
RNA virus 1
o . Fusarium sibiricum  (=)ssSRNA, 3 w o
Phenuiviridae Coguvirus coguvirus 1 (1.2-7 kb) netvoii pravé viriony

3.1.4  Viry oomycetu

Viru podobné cCastice (virus-like particels, VLP) u zastupcd oomycetl, oddéleni
Peronosporomycota byly poprvé pozorovany u plisné velkovytrusé (Sclerophthora
makrospora) infikujici ryzi (Honkura et al., 1983). Pozdé&ji byly tyto VLP blize identifikovany
a popsany jako dva rizné (+)ssRNA viry (Shikaro ef Ehara, 1985). Prvnim z téchto vira je
sclerophthora macrospora virus A (SmV-A). Izometrické viriony SmV-A maji 30 nm
v pruméru a na svém povrchu nesou 4nm vybézky. Genom SmV-A je tvofen tfemi RNA.
RNALI je dlouhd 2 928 nt a nese dva ORF, ORFla kéduje RdRp a ORF1b koduje protein
neznamé funkce. RNA2 o délce 1 981 nt nese ORF2, ktera koduje CP. RNA 3 o délce 977 nt
nenese zadny ORFa je povazovana za satelitni RNA. Kapsida SmV-A je tvofena dvéma
plastovymi proteiny, p43 a p39, oba jsou kodované ORF2. Protein p39 je odvozen
proteolytickym S§tépenim z p43 (Yokoi et al., 2003). Druhym zastupcem je sclerophthora



macrospora virus B (SmV-B). Viriony SmV-B jsou izometrické a v priméru 32 nm velké.
Genom je tvofen jedinou RNA o délce 5 533 nt, ktera nese dva ORF. ORF1 koduje protein
s motivy chrymotrypsin-podobné serinové proteazy a RdRp, ORF2 kéduje CP (Yokoi ef al.,
1999).

Pivodce plisné bramborové, Phytophthora infestans, je hostitelem Ctyt dalSich dobfe
popsanych viri oomyceti — phytophthora infestans virus 1-4 (PiRV-1-4; Cai ef Hillman,
2013; Cai et al., 2013; 2018). VSechny ctyfi viry napadajici P. infestans maji genom tvoreny
dsRNA. Genom PiRV1 sestava ze dvou RNA. RNA1 o délce 3 160 nt nese ORF1 kodujici
polyprotein o velikosti 977 aa, ktery nese motivy charakteristické pro RdRp. RNA2 o délce
2 776 nt nese ORF2, ktery kdduje polyprotein o velikosti 847 aa, pravdépodobné se jedna
o trypsinu-podobnou serinovou protedzu. RNA2 nese 1 druhy ORF (ORF3) kodujici protein
neznamé funkce. Existuje alternativni forma RNA2, ve které je 19nt usek nahrazen jinou 9nt
sekvenci. Pomér vyskytu téchto dvou forem je 3:1 ve prospéch delsi RNA2A. Alternativni
sekvence RNA2B vede krozdeéleni ORF2 do dvou pojmenovanych jako ORF2B-1
a ORF2B-2. V ptipad¢ alternativni RNA2B koduje proteazu ORF2B-2. PiIRV1 nema jasné
taxonomické zatrazeni, ale na zakladé sekvence RdRp je nejpiibuznéjsi virim Celedi

Astroviridae (Cai et al., 2009).

Genom PiRV2 je tvofen RNA o délce 11 170 nt, ktera nese jeden ORF kodujici polyprotein
o velikosti 3 710 aa s motivy cysteinové protedzy pobliz N-konce a RdRp pobliz C-konce.
PiRV2 neni pfibuzny zadnému znadmému viru (Cai et al., 2012). Bylo zjisténo, ze PiRV2

stimuluje produkci sporangii hostitele, tudiz zvySuje jeho virulenci (Cai ef Hillman 2013).

PiRV3 ma genom tvofeny RNA o délce 8 112 nt, ktera nese dva ORF. ORF1 koduje protein
neznamé funkce a ORF2 koduje RdRp, ktera je podobna RdRp dalSich 5 neklasifikovanych
dsRNA (Phlebiopsis gigantea virus 2, Fusarium virguliforme RNA virus 1 a 2, Fusarium
graminearum virus 3 a Grapevine-associated totivirus-2). Spolecné stémito 5 viry tvorfi
PiRV3 nové navrzenou taxonomickou skupinu ’Fusagraviridae’ (Cai ef al., 2013; Sutela et
al., 2019). ORF2 méa 31 nt dlouhy pfesah s ORF1. Tésné€ pied terminacnim kodonem v ORF1
se nachazi sekvence G TTA AAC, na které dochazi k —1 sklouznuti ribozomu pfi translaci
a tim zmizi terminacni kodon ORF1. Po translaci tedy vznikaji bud’ dva proteiny, nebo jeden

fuzni, pokud dojde ke sklouznuti (Cai ez al., 2013).



Genom PiRV4 je tvoren 2 984 nt dlouhou RNA, ktera nese jeden ORF kodujici RdRp. Tato
RdRp je ptibuzna s RdARp Saccharomyces cerevisiae narnavirus 20S a 23S, ktery se fadi do
rodu Narnavirus, Celedi Narnaviridae. Na zakladé této podobnosti bylo navrhnuto zarazeni

PiRV4 do Celedi Narnaviridae (Cai et al., 2012).

Nedavno byly v motském zastupci oddéleni Peronosporomycota Phytophthora condilina
objeveny viry fadici se do tadu Bunyavirales (Botella et Jung, 2021). P. condilina je nové
popsany druh rodu Phytophthora, ktery byl izolovany ze vzorku brakickych vod v jiznim
Portugalsku (Burgess ez al., 2018). Tyto nové objevené dsRNA viry byly pojmenovany jako
phytophthora condilina negative stranded RNA virus 1-13 (PcoNSRV; Botella ef Jung,
2021).

Phytophthora cactorum RNA virus 1 (PcRV1) je dsRNA virus nedavno objeveny v izolatu
P. cactorum pochézejici zbfizy bélokoré. Genom PcRVI1 velky 5699 nt nese dva
prekryvajici se ORF, které koduji CP o velikosti 705 aa a RdRp o velikosti 779 aa (Poimala ef
Vainio, 2020). VLP nebo virové dsRNA byly dale pozorovany v Plasmopara viticola,
ptvodci plisné révy vinné (Chiapello ez al., 2020) a v Pythium irregular (Gillings et al.,
1993). Novy druh rodu Gammapartivirus, ¢eledi Partiviridae byl objeven v Pythium nuun
abyl pojmenovan pythium nuun virus 1 (Shiba er al, 2018). Ve dvou izolatech
Globisporangium splendens (dtive Pythium) byl objeven dsRNA virus, ktery byl pojmenovan
pythium splendens RNA virus 1 (Shiba et al., 2019). V Pythium polare, ktery napada mechy
na Arktidé, byly pozorovany tfi VLP s dsRNA genomem, pozd¢€ji pojmenovany pythium
polare RNA virus 1 a2 a pythium polare bunya-like RNA virus 1 (Sasai et al., 2018).
V Japonsku byly nové objeveny v Globisporangium ultimum (diive Pythium) dva dsRNA
viry, pythium ultimatum RNA virus 1 a2 (PuRV1 a PuRV1), PuRV1 je podobny virim
navrhované Celedi Fusariviridae a PuRV 2 je podobny viram cCeledi 7otiviridae (Fukunishi et

al., 2021).



3.2 Charakteristika ’plasmopara halstedii virus’ (PhV)

Viru podobné castice (VLP) byly v Plasmopara halstedii poprvé pozorovany v 90. letech
20. stoleti (Gulya et al., 1990; 1992). VLP byly pozorovany v myceliu péti izolatu P. halstedii
rasy 300 pivodem ze severni Dakoty, kdezto burnky hostitelské rostliny VLP neobsahovaly
(Gulya et al., 1992). Pozdéji byla pritomnost virioni ’plasmopara halstedii virus’ (PhV)
prokazana v haustoriich, hyfach, sporangioforech, zoosporangiich 1 oosporach P. halstedii.
Viriony PhV byly pozorovany nezavisle na fyziologické rase hostitelského patogenu,

geografickém ptvodu a citlivosti vici fungicidu methalaxylu (Heller-Dohmen et al., 2008).

3.2.1 Morfologie virionu PhV

Virony PhV maji izometricky tvar a méfi 37 nm v priméru. Povrch virion PhV je granularni
s epitopy o délce 4 nm (Gulya et al., 1992; Mayhew et al., 1992; Heller-Dohmen ef al., 2008).
Viriony jsou intaktni vici pasobeni chloroformu, jsou tedy neobalené (Heller-Dohmen ef al.,
2008). Viriony se vyskytuji v hostiteli jak volné v cytoplasmé, tak jako soucast vezikul.
Viriony casto formuji krystalické struktury, obzvlast pokud jsou v kontaktu s bunécnou

membranou (Gulya et al., 1992; Heller-Dohmen e al., 2008).

3.2.2 Organizace genomu a geneticka diverzita PhV

Genom PhV tvofen je dvéma molekulami ssSRNA s pozitivni orientaci (Gulya et al., 1992;
Mayhew et al., 1992). Jejich existence byla prokazana na zakladé zjisténych stépicich ucinkt
RNazy A, a to jak v prostfedi o nizké, tak i vysoké koncentraci soli, viici pasobeni DNazy 1

byla nukleova kyselina rezistentni (Heller-Dohmen ez al., 2008).

RNAL je dlouha 2 793 nt, o molekulové hmotnosti 1,05:10° (Mayhew ef al., 1992). RNA1
nese jeden otevieny Cteci ramec ORF1 o délce 2 745 nt, ktery koduje 914 aa dlouhy peptid se
specifickou doménou pro RNA-dependentni RNA polymerazu s GDD motivem. Odhadovana
molekulova hmotnost RNA-dependentni RNA polymerazy (RdRp) je 104 kDa. ORF1 je
ohrani¢en 5’ neptekladanou oblasti (UTR) o délce 18 nt a3’-UTR oblasti o délce 30 nt
(Heller-Dohmen et al., 2011).

RNA2 je dlouha 1526 nt, o molekulové hmotnosti 0,53-10° (Mayhew et al., 1992). RNA2
nese ORF2 o délce 1 128 nt kodujici 375 aminokyselin dlouhy plastovy protein (CP). ORF2



je ohranicen 5°-UTR o délce 164 nt a 3’-UTR o délce 234 nt. Experimentalné byla jeho
velikost stanovena na 36-37,5 kDa (Heller-Dohmen et al., 2008, Mayhew et al., 1992).

Na zakladé aminokyselinovych sekvenci byla velikost CP teoreticky odhadnuta na 40 kDa.
Hmotnostni spektrofotometrii byla prokazana pritomnost specifického mista v pozicich 24-35
na N-terminalnim konci CP, které je rozeznavano neznamou proteazou jinou nez trypsin. CP
je tedy in vivo proteolyticky zpracovavan dosud neznamou proteazou a zkracen na velikost

352 aminokyselin a molekulovou hmotnost 38 kDa (Heller-Dohmen ez al., 2011).

Sekven¢ni analyzou 22 vzorkii PhV z riznych zemi svéta byla zjisténa vysoka podobnost
jednotlivych izolatd, kdy bylo ve ctecich ramcich obou RNA identifikovano pouze
variabilnich 18 mist (SNP). Na péti pozicich se objevuji SNP opakované, 13 SNP se
vyskytuje vzacné u jednoho nebo dvou vzorkid a vyskyt SNP nema vliv na strukturu proteint
kédované témito ORF. Byla zjiS§téna velmi mala geneticka diverzita ORF, v pripadé RNAI
kodujici RdRp 0,003 % a v ptipadé RNA2 kodujici CP 0,008 %. Analyza nepiekladanych
oblasti (UTR) u RNA2 prokazala vyskyt dalSich 8 nukleotidovych zadmén ajedné kratké
delece, pficemz in silico analyzou bylo zjisténo, ze tyto zamény nevedly ke zméné sekundarni
struktury RNA. Variabilita v UTR oblastech je asi tfikrat vy$si nez v ORF (0,025 %),
nicméné nebylo prokdzano, ze by tato variabilita méla vliv na regulacni procesy replikace

PhV (Grasse et Spring, 2015).

3.2.3 Taxonomické zarazeni PhV

Presna klasifikace a fylogenetické vztahy PhV jsou stale nejasné. Jediny znamy virus, jehoz
charakteristiky jsou podobné PhV, je ’sclerophthora macrospora virus A’ (SmV-A).
Hostitelem SmV-A je stejné jako v pifipadé PhV obligatné biotrofni patogen patfici do
oddéleni Peronosporomycota. Pii fylogenetické analyze DNA-RNA hybridnich vird (Diemer
et Stedman, 2012) a chimerickych virti (Roux ez al., 2013; Krupovic et al., 2015) zalozené na
aminokyselinovych sekvencich CP tvoril PhV spolu se SmV-A vétve pobliz vird celedi
Tombusviridae. CP PhV a SmV-A tedy vykazuji aminokyselinovou podobnost s CP virt
Celedi Tombusviridae, déale také s viry Celedi Circoviridae a hybridnimi DNA-RNA viry
(Grasse et Spring, 2017). Na druhou stranu pii fylogenetické analyze zalozené na
aminokyselinovych sekvenci RdRp vird Celedi Nodaviridae tvorily PhV a SmV-A spolu

s n€kolika viry ¢eledi Nodaviridae novou skupinu zvanou ,noda” (Ahola er Karlin, 2015).
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RdRp PhV a SmV-A je tedy homologni s odpovidajicimi enzymy Celedi Nodaviridae (Grasse
et Spring, 2017).

Pti fylogenetické analyze aminokyselinovych sekvenci RdRp tvofily viry Celedi Nodaviridae
i Tombusviridae samostatné skupiny. Viry oomycetd (PhV a SmV-A) tvorily samostatnou
skupinu pobliz Celedi Nodaviridae. Fylogeneticka analyza zalozena na aminokyselinovych
sekvencich CP ukazala velkou odlisnost PhV a SmV-A od vira jak celedi Nodaviridae, tak
i Tombusviridae. Fylogeneticka analyza umistila viry oomyceti do samostatné skupiny pobliz
virt Celedi Tombusviridae a hybridnich DNA-RNA virt, které tvorily Ctvrtou samostatnou

skupinu.

ANV-CHN

MoNV

HCRSV

TGNNV TNV-A

oMMV

2,

2
ToNoV °©
Chiv-14

SMV-A BSL ROHV
’T‘ CiV-LDMD
Obr. 1: Fylogeneticky strom spojenych aminokyselinovych sekvenci RdRp a CP.
Prevzato z Grasse et Spring (2017). I — Nodaviridae, 11 — viry oomycet, Il — Tombusviridae,
IV — hybridni DNA-RNA viry.

Protoze analyza zalozena na samostatnych aminokyselinovych sekvencich jednotlivych
proteinti umistila PhV a SmV-A pobliz riznych virovych skupin, byl pro fylogenetickou
analyzu zvolen odliSny pfistup kombinujici aminokyselinové sekvence obou proteini. Na
zaklade spoleCné analyzy obou proteint vznikl fylogeneticky strom odliSujici Ctyfi samostatné
skupiny (viz obr. 1). PhV, SmV-A a dalsi doposud neklasifikovany virus ’tombunodavirus
UCT’ (ToNoV) tvorily skupinu oznacenou jako viry oomycet, kterd se v ramci topologie

stromu nachazela v blizkosti skupiny virG Celedi Nodaviridae. Na zaklad¢é fylogenetické
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analyzy vykazovaly viry oomyceti také podobnost se skupinou tvofenou hybridnimi
DNA-RNA viry. Obé dvé tyto vétve byly na pomezi mezi Celedémi 7Tombusviridae

a Nodaviridae.

Mezni pozici viri oomyceti mezi Celedémi Tombusviridae a Nodaviridae podporuje i jejich
organizace genomu. Podobné jako u virt Celedi Nodaviridae se genom PhV sklada ze dvou
ssSRNA s pozitivni orientaci. V tomto ohledu se SmV-A od PhV li§i, méa oproti PhV 1 treti
RNA s dosud neznamou funkci. RdRp PhV a SmV-A odpovida RdRp vird celedi
Nodaviridae, oproti tomu jejich CP se od CP viri oomycetd se zcela lisi. Z pohledu
organizace genomu jsou viry oomycetil viram Celedi 7ombusviridae méné podobni. Tyto viry
jsou stejné jako viry oomyceti tvoreny ssRNA, ta ale neni segmentovana a koduje az 5

proteint (viz obr. 2).

Size 2000 nt 4000 nt 6000 nt
L i A '

-i RdRp - -{ Capsid |— Nodaviridae
Unknown m Capsid Lake Sinai Virus 1

2 Pl 4
1 RdRp b ="Capsid F Peamcpere halstedi

. h
RARp L Capsid = = ecroepors irus A

RdRp H Capsid H{:‘ Tombusviridae

Ori Chimeric Virus 14

Capsid

Rep

Obr. 2: Srovnani genomu PhV s viry ¢eledi Tombusviridae a Nodavirirdae a dal§imi viry.
Zelené ramecky znaci podobnost mezi RdRp, Cervené ramecky znaci podobnost mezi CP.

Prevzato z Grasse ef Spring (2017).

Spolu s PhV a SmV-A je soucasti této nové skupiny i ToNoV. Tento virus je pomérné
neprozkoumany, jeho viriony nebyly doposud izolovany a také neni znamy jeho hostitel.
Pokud by se zjistilo, Ze je hostitelem ToNoV také patogen odde€leni Peronosporomycota,
tvorily by PhV, SmV-A a ToNoV samostatnou homogenni skupinu vira, ktera by byla
charakteristicka hostitelskou specifitou. Moznym vysvétlenim pro existenci takovéto skupiny

by mohl byt horizontalni prenos gent (Grasse ef Spring, 2017).
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3.2.4 Rozsireni PhV

V roce 2015 probehl rozsahly screening izolatd P. halstedii pochazejicich ze 17 zemi. PhV
byl pfitomen u izolati z Francie, Némecka, Rakouska, Slovenska, Madarska, Bulharska,
Italie, Turecka, Spanélska, Maroka, Indie, Ciny, Jihoafrické republiky, Argentiny, USA
a Kanady. Vyskyt PhV byl prokazan u 117 ze 128 testovanych izolati, coz odpovida vice nez
90 % izolatt, ve vzorcich o stafi od 3 do 40 let, bez ohledu na jejich geograficky ptuvod, rasu
P. halstedii a material, ktery slouzil jako zdroj pro izolaci RNA (zamrazena sporangia, Cerstve
sklizena sporangia, slunecnicové listy z herbarovych sbirek s viditelnou sporulaci; Grasse et
Spring, 2015). Podobné vysoké procento izolatd P. halstedii infikovanych PhV bylo

zaznamenano jiz v roce 2008 (Heller-Dohmen e al., 2008).

Na uzemi Ceské republiky byl poprvé vyskyt PhV zjistovan v roce 2014, kdy byl PhV
detekovan pouze u 12 % testovanych izolath Plasmopara halstedii pochazejicich z Brna,
Podivina, Olomouce a Lednice (Pospichalova, 2014). V praci, ktera predchazela aktalnimu
vyzkumu, byl PhV detekovan u 73 % izolath pochazejicich obdobnych lokalit, z Olomouce,
Hustopece u Brna, Lednice, Podivina a Kroméfize (Kovalikova, 2020), coz koreluje s udaji

z jinych zemi z let 2008 a 2015 (Heller-Dohmen e# al., 2008; Grasse et Spring, 2015).

3.2.5 Interakce PhV s Plasmopara halstedii

Vliv PhV na svého hostitele byl dosud zkouman jen malo, pravdépodobné z divodu obligatné
biotrofni povahy P. halstedii. Grasse et al. (2013) studovali vliv pfitomnosti PhV na virulenci
P. halstedii (kvalitativni slozka patogenity, schopnost fyziologické rasy patogenu vyvolat
u daného genotypu hostitele chorobu) a agresivitu (kvantitativni slozka patogenity, mira
napadeni hostitele a jeho poskozeni). Vliv PhV na virulenci hostitele pozorovan nebyl, ale

pfitomnost PhV snizovala agresivitu hostitele.

Vlivem pritomnosti PhV byla doba latence (Cas od inokulace do prvni sporulace) prodlouzena
o asi 1 den, pravdépodobné doslo ke zpomaleni vyvoje mycelia. Hustota sporulace na
déloznich listech byla nizsi v praiméru o 30 % u izolati s PhV. Mira celkové infekce rostlin
klesla o 10 % a mira systémové infekce klesla z 51,5 % u bezvirdznich izolatd na 36,5 %
u izolath s PhV, tedy vice rostlin zvladlo omezit rist patogenu na oblast hypokotylu a zabranit
jeho rozsifeni do stonku rostliny. Bylo tedy prokazano, ze pfitomnost PhV zpisobuje

hypovirulenci P. halstedii tim, ze snizuje jeji agresivitu (Grasse ef al., 2013).



3.3 Charakteristika Plasmopara halstedii

Obligatn€ biotrofni patogen Plasmopara halstedii (Farl.) Berl. & De Toni (1888) je
pivodcem plisné sluneCnice. Svym zafazenim spada do celedi Peronosporaceae, tadu
Peronosporales, podtiidy Peronosporidae, tfidy Peronosporea, oddéleni Peronosporomycota

a fiSe Chromista (Index Fungorum, 2023).

P. halstedii pochazi ze Severni Ameriky, kde ma pivod i jeji hostitel — slunecnice roc¢ni
(Helianthus annuus). Prvni zdznam vyskytu plisné slunecnice je datovan do roku 1888
(Farlow er Seymour, 1888). Od 20. let 20. stoleti zacala pliseni slunecnice pusobit zavazné
Skody na urod¢ slunecnice ve Spojenych statech americkych (Henry ez Gilbert, 1924), odkud
byla zaznamendna prvni vlna §ifeni ve 40. letech 20. stoleti. P. halstedii se rozsitila nejprve
do Evropy, konkrétné do Jugoslavie, odkud se Sifila do okolnich vychodoevropskych zemi
a do Ruska (Novotelnova, 1966). Mezi lety 1970 a 1990 doslo k rozsifeni do stfedni a jizni
Evropy, Asie aseverni Afriky. Druhd vlna S§ifeni vedla ze Severni do Jizni Ameriky
v 50. letech 20. stoleti (Spring, 2019). Dnes je vyskyt P. halstedii sledovan na vSech
kontinentech vyjma Australie, Nového Zélandu a Oceanie (Constantinescu ef Thines, 2010).
Populace P. halstedii jsou variabilni z hlediska své patogenity a pokusy o ochranu slunecnice
jsou tak znesnadnény vyvojem novych patotypa P. halstedii, piekonavajicich geny rezistence
u novych hybridu ¢i vznikem kmend odolnych vici fungicidim (Ban et al., 2021; Molinero

Ruiz, 2022).

3.3.1  Zivotni cyklus Plasmopara halstedii a vliv infekce na hostitele

Plasmopara halstedii je béhem celého zivotniho cyklu uUzce spjata s pletivy hostitelské
rostliny, slunecnice, a pfibuznych rostlin Celedi Asteraceae (Diagnostiscs, 2014, viz obr. 3).
Jednd se o homothalicky druh, k pohlavnimu rozmnozovani, oogametangiogamii, dochazi
splynutim haploidniho antheridia s haploidnim oogoniem v ramci jednoho mycelia. Po
oplozeni dojde k vytvoreni diploidni tlustosténné oospory, umoziujici patogenu preckat

v nazkach hostitele nebo v ptidé po dobu mnoha let (Spring, 2000).
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Obr. 3: Zivotni cyklus Plasmopara halstedii. Pfevzato z Spring (2001). 1 — pohlavni
rozmnozovani (gametangiogamie), 2 — oogonium s nezralou oosporou, 3 — zrala oospora, 4 —
oospora s primarnim sporangiem, 5 — zoospora (primarni infekce), 6 — semenacek hostitelské
rostliny, 7a — systémov¢ infikovana rostlina, 7b — latentni infekce omezena na délozni listy, 7c
— lokalni infekce omezena na listy (sekundarni infekce), 8 — sporangiofor, 9 — sporangium, 10

— z0o0spora.

Za vhodnych podminek kli¢i oospora hyfou se sporangiem, které produkuje biflagelatni
zoospory infikujici hostitele pies kofenové vlaseni. Pokud je infekce patogenem silna, dochazi
az k padani kli¢nich rostlin a tedy odumfeni hostitele. Pii slabsi infekci proriista mycelium
P. halstedii rostlinou a zpisobuje mnoho symptomt, jedna se pak o systémovou infekci. Za
vlhkych podminek zafne patogen vytvaret na listech bily povlak sporangii. Vétrem se
sporangia uvoliuji z povrchu list a pienasi se na dalsi rostliny, ¢imz dochazi k sekundarni

infekci téchto rostlin (Spring, 2001).

Na abaxialni stran€ listu dojde k uvolnéni zoospor ze sporangii, které zde kli¢i hyfami.
Mycelium je hemiedofytické, hyfy tedy prorustaji pruduchy a nasledné se rozrastaji v pletivu.
Mycelium vytvafi haustoria, pomoci kterych muze Cerpat ziviny z hostitelskych bunék.
U sekundarné infikovanych rostlin se mize vyvinout jak lokalni, tak i systémova infekce
(Spring et Zipper, 2006). Ve vlhkém prostiedi mize patogen produkovat dalsi sporangia a tim
infikovat dalsi okolni rostliny (Bouterige, 2003).
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V zavislosti na symptomech se rozliSuji tfi formy infekce. Systémova infekce postihuje
vSechny casti hostitele, zplisobuje predev§im zakrslost rostliny, dale také chlorozu
a deformaci listd. Pfi silné infekci mize dojit az k padani kli¢nich rostlin. V kvétnim tboru
systémove napadené rostliny se vyviji hluché nebo latentné infikované nazky (Spring, 2001).
Z téchto latentné infikovanych nazek se vyviji rostlina bez viditelnych symptomi, nicméné
patogen je potrad schopen dokoncit svij zivotni cyklus, dojde k pohlavnimu rozmnozeni
avytvoreni odolnych  oospor (Heller, 1997). Ty pretrvavaji v puadé roky
a z epidemiologického hlediska plisobi vazny problém (Spring, 2001). Lokalni infekce je
omezena na mens$i plochu, zpravidla se jedna o listy, kudy pronikl patogen do hostitelské
rostliny. Lokalni infekce se projevuje vznikem chloréz v oblasti, kde doslo k priniku

patogenu do rostliny (Diagnostics, 2014).

3.3.2  Morfologie Plasmopara halstedii

Diploidni mycelium P. halstedii se sklada z intercelularnich bezbarvych neprehradkovanych
hyf o priméru 6-20 um. Na myceliu se vytvari mala haustoria kulovitého az hruskovitého
tvaru o pruméru 5-10 pum. Sporangiofory (viz obr. 4) prorostou za vhodnych podminek
pruduchy ven, zejména na abaxialni strané listu. V horni Casti se monopodialné vétvi, vznika

7-8 vétvi v pravych uhlech od hlavni osy sporangioforu.

Obr. 4: Sporangiofor Plasmopara Obr. 5: Sporangia Plasmopara halstedii.
halstedii. Fotografie pofizena v srpnu roku Fotografie pofizena v srpnu roku 2022.
2022.
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Sporangiofory nesou sporangia ovoidniho az elipsoidniho tvaru (viz obr. 5), vnichz se
mitoticky tvoifi do 20 zoospor ledvinovitého tvaru. Po meiotickém déleni na jedné stélce
vznikaji haploidni oogonia a antheridia. Samic¢i oogonia maji sféricky tvar a jsou bezbarva.
Samci antheridia maji na jedné strané rozSitfujici se tvar. Jejich splynutim vznika diploidni
zlutohnéda oospora sférického tvaru o velikosti 15-30 um v primeéru, jejiz stény jsou lehce

vrascCité. Oospora ve vhodnych podminkach kli¢i v hyfu (Diagnostics, 2014).

3.3.3  Determinace ras Plasmopara halstedii a variabilita v CR

Patogenita vyjadiuje schopnost mikroorganismu vyvolat chorobu (NZIP, 2023). Virulence
vyjadiuje schopnost urcité fyziologické rasy P. halstedii ptekonat obranu hostitelské rostliny
kédovanou geny rezistence a vyvolat u daného genotypu hostitelské rostliny chorobu (Gulya,
2007). Prvni fyziologické rasy byly objeveny v 70. letech 20. stoleti a od té¢ doby zapocal
vyzkum virulence P. halstedii. Zpocatku byly odliSovany pouze dvé rasy, rasa 1 neboli
"European race’ a rasa 2 neboli Red River Valley race’ (Zimmer, 1974). UrCovani rasy bylo
zalozeno na schopnosti P. halstedii vyvolat chorobu u linii slunecnice, které nesou gen
rezistence oznaCovany jako P/ V té dob€ neexistoval zadny standardizovany set
diferenciaCnich linii slunecnice ani mezindrodni nazvoslovi pro pojmenovavani ras
P. halstedii, proto se stavalo, ze byly dvé rozdilné rasy souc¢asné pojmenovany stejnym c¢islem

(Gulya, 2007).

Roku 2000 se zacal pro identifikovani ras P. halstedii pouzivat standardizovany soubor deviti
vefejné dostupnych linii slunecnice. Tyto tzv. diferenciacni linie nesou specifické kombinace
slune¢nice na pfitomnost patogenu je urCeno, zda je dana linie vici patogenu nachylna, nebo
rezistentni. Podle toho je dané linii pfifazeno cislo. Soucet cCisel vramci tripletu
diferencia¢nich linii udava cislici tripletového kédu. Velka vyhoda v pojmenovani ras pomoci
tripletového kodu spocivd v tom, ze tento kod nese informaci o virulenci dané rasy
(Tourvieille de Labrouhe ef al, 2000). Roku 2015 doslo z divodu rostouci patogenni
variability k navySeni z9 na 15 diferenciacnich linii slunecnic, stavajici pojmenovani ras
zustalo, pouze piibyly dvé Cislice v ramci tripletového kodu a z trojCiselného se tedy stal
péticiselny kod, nicméné pouzivani tohoto rozsifeného systému jesté neni zavedeno vsude

(Tourvieille de Labrouhe ez al., 2015).
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Pocet popsanych fyziologickych ras P. halstedii neustale roste. V roce 2006 bylo celosvétove
znamo 36 fyziologickych ras (Gulya, 2007), v roce 2014 jich bylo popsanych uz 42 (Viranyi
et al., 2015). V cervnu roku 2014 byla u dvou vzorka pochazejicich z oblasti pobliz mésta
Podivin v Ceské republice prokazana piitomnost dosud nepopsanych ras 705 a 715, &imz
doslo k navySeni znamych fyziologickych ras na 44 (Sedlatova et al., 2016). Roku 2018 bylo
celosvétoveé popsano 50 ras P. halstedii (Spring, 2019). Kromé rychlého navySovani poctu
popsanych ras je pozorovatelny i1 vyrazny posun smérem kvice virulentnim rasam
(Drabkova-Trojanova et al., 2018; Spring, 2019; Ban et al., 2021; Miranda-Fuentes et al.,
2021). Méné¢ virulentni a diive velmi hojné rasy 100, 300 a 700 byly v 90. letech 20. stoleti
postupné nahrazeny virulentné&j§imi rasami 310, 330, 710 a 730 (Spring, 2019). Od roku 2006
jsou nejhojnéji zastoupeny rasy 700, 710, 730 a 770 (Gulya, 2007).

V Ceské republice byly v letech 2007-2014 identifikovany rasy 700, 704, 705, 710, 714, 715.
V letech 2013-2014 bylo provedeno testovani pomoci rozsifeného diferencia¢niho souboru
o 15 liniich a byly popsany rasy 700 60, 704 71, 705 71, 710 60, 714 61 a 715 71
(Drabkova-Trojanova et al., 2018), od roku 2014 se v CR provadi uréovani rasy P. halstedii
na tomto rozsifeném diferenciaénim souboru standardng. V Ceské republice prevladala
vletech 2007-2011 rasa 700, od roku 2010 rasa 710 a od roku 2013 jsou nejhojnéji
zastoupené rasy 704 a 714 (Sedlarova et al., 2020).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Bylo testovano 35 vzorkll ’plasmopara halstedii virus’ pochazejicich z izolatd Plasmopara
halstedii (viz tabulka 3). Vzorky byly ziskany sbérem ze symptomatickych rostlin v Ceské
republice v letech 2012-2021 a v Mad'arsku v letech 2012-2022. Vzorky pro izolaci RNA
byly odebrany ze zmrazenych déloznich listd sluneCnice (Helianthus annuus cv. Giganteus,
cv. Peredovik a cv. Iregi szirke csikos) se sporulaci Plasmopara halstedii. U Ctyt
bezviroznich izolatd P. halstedii byla urCovana rasa, jeden ztéchto bezvirdznich izolatd

a virdzni izolat H5-22 slouzily pro ptenos PhV (viz tabulka 2).

Tabulka 2: Seznam izolatu Plasmopara halstedii pro urcovani rasy a pirenos PhV.

Nazev izolatu Zemé, lokalita ptivodu Rok sbéru
2104%¢ CR, Pielic 2021
2107*¢ CR, Nova Ves u Mélnika 2021
2109*5¢ CR, Nova Ves u Mélnika 2021
2110%¢ CR, Pielic 2021
H5-22%¢ Mad’arsko 2014

% _ jzolaty pro uréeni rasy; ° — izolaty pro pienos PhV, € — v ramci této prace byla testovana piitomnost
PhV
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Tabulka 3: Seznam izolatu PhV.

Nazeyv izolatu Zemé, lokalita ptivodu Rok sbéru
1405 CR, Podivin 2014
1416 CR, Olomouc-Holice 2014
1605 CR, Lednice, UKZUZ® 2016
1608 CR, Olomouc-Holice 2016
1610 CR. Olomouc-Holice 2016
1611 CR, Olomouc-Holice 2016
1708 CR, Hustopede u Brna 2017
1709 CR, Hustopede u Brna 2017
1710 CR, Hustopede u Brna 2017
1711 CR, Hustopeée u Brna 2017
1712 CR, Hustopeée u Brna 2017
1713 CR, Hustopeée u Brna 2017
1714 CR, Hustopede u Brna 2017
1715 CR, Hustopede u Brna 2017
1716 CR, Olomouc-Holice 2017
1718 CR, Kroméfiz, ZVU? 2017
1720 CR, Hustopeée u Brna 2017
1721 CR, Kroméfiz, ZVU? 2017
1801 CR, Kroméfiz, soukroma zahrada 2018
1901 CR, Lednice, UKZUZ® 2019
1904 CR, Lednice, UKZUZ® 2019
1905 CR, Lednice, UKZUZ® 2019
1906 CR, Lednice, UKZUZ® 2019
Hl1 Mad’arsko 2014
H2 Mad’arsko 2014
H3 Mad’arsko 2014
H4 Mad’arsko 2016
H5 Mad’arsko 2016
H7 Mad’arsko 2014
H9 Mad’arsko 2014
H10 Mad’arsko 2014
Hl11 Mad’arsko 2012
HI12 Mad’arsko 2014
H13 Mad’arsko 2012
H14 Mad'arsko 2014

4_ ZVU - Zemé&dslsky vyzkumny ustav; ° — UKZUZ — Ustiedni kontrolni a zkusebni tstav
zemédélsky
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

o 96—100% ethanol (Lach-Ner; 20025-A96)

o 2-merkaptoethanol (Serva; kat. €. 28625)

o Agarose for DNA Elektrophoresis (Serva; kat. ¢. 11404.05)

o BioScript Reverse Transcriptase (Bioline; BIO-27036)

o GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas; kat. &. SM0243)
o GeneRuler™ 100 bp+ DNA Ladder (Fermentas, kat. &. SM0323)
o dNTP Mix (10 mmol-1" each) (Fermentas; kat. &. R0192)

o Ethidium bromide (EB), (10 pg'ml™ in H,O) (Biotium; kat. &. 40042)
o GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium; kat. ¢. 41002)

o MyFi™ Mix (Bioline; kat. & BIO-25049)

o MyTaq DNA Polymerase (Bioline; BIO-21105)

o RNasin Ribonuclease Inhibitor (Promega; kat. ¢. N211B)

o Random Hexamer Primers (Bioline; kat. ¢. BIO-38028)

o Oligonukleotidy (primery) (Generi-Biotech)

o 6x DNA Loading Dye (Fermentas; kat. ¢. R0611)

o Deionizovana voda
Pouzité soupravy

o Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek Corporation; kat. ¢. 25 800)

o Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems;
kat. ¢. 4337458)

o NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel; kat. ¢. 740609.50)

o FastGene Gel/PCR Extraction Kit (kat. €. FG-91302)

Pouzité roztoky a jejich priprava

o 50x TAE (Tris-Acetate-EDTA): 242 g Tris base rozpustit za stalého michani v 800 ml
dH,O0, pfiidat 57,1 ml ledové kyseliny octové a 100 ml 0,5M EDTA (pH 8), doplnit do
1000 ml.

o 0,1% bromfenolova modf v 30% glycerolu.

o 1% KOH.
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Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

o

o

o

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet International, Inc.)
Chromafil CA-45/25 (S) (Macherey-Nagel; kat. €. 729025)
Dokumentacni systém G:BOX (Syngene)

Elektroforetickd komora HU10 MINI (Scie-Plas)
Fluorimetr DyNa Quant 200 (Hoefer)

Homogenizator FastPrep 24 (MP Biomedicals)

Laminarni box PV-100 (Telstar)

Minicentrifuga PRISMTM mini (Labnet International, Inc.)
Power Station 300 (Labnet)

Spektrofotometr Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)
Thermocycler T100™ Thermal Cycler (BIO-RAD)
Thermocycler T personal (Biometra)

Uhelon 130 T extra (Silk Progress)

UV-transluminator UVT-14 L (Herolab)

Vahy EK 200G (A&D Engineering)

Vyrobnik Supinkového ledu Ice Flaker (BREMA)

Vortex MS1 Minishaker (IKA)

Zatizeni pro inkubaci a tfepani Mixing Block MB-102 (Bioer)
Zdroj stejnosmérného proudu MS major science, MP-250V (Major Science)
Techne DB-2D Dri-Block Heater

ultrazvukova lazen
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4.3 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy pro molekuldrné

genetickou charakteristiku PhV

4.3.1 Izolace RNA

Celkova RNA byla izolovana z listi slunecnice infikovanych Plasmopara halstedii pomoci

kitu Plant/Fungi Total RNA Purification (Norgen Biotek Corp.), podle pokyni vyrobce.

Pted izolaci byl pfipraven Cerstvy lyzacni pufr (Lysis Buffer C) pfidanim 2-merkaptoethanolu
(Serva) v poméru 1:100. 50 mg listu bylo homogenizovano v 600 ul pfipraveného pufru za
pouziti FastPrep24 homogenizatoru (MP Biomedicals) pomoci Lysis Matrix A pii rychlosti
55m-s" po dobu 45 s. Homogenat byl poté inkubovan po dobu 5 min pii teploté 55 °C.
Lyzat byl premistén do filtracni kolonky, ktera byla vlozena do sbé&mé zkumavky,
a centrifugovan 5 min pfi 14 000 rpm. Supernatant byl pfesunut do Cisté zkumavky a bylo

k nému pfidano stejné mnozstvi 98% ethanolu a vzorek byl promichan na vortexu.

Roztok byl nasledné¢ piemistén na spin kolonku umisténou ve sb&mé zkumavce
a centrifugovan 1 min pfi 6 000 rpm. Po odstranéni filtratu bylo na kolonku piidano 400 pl
promyvaciho roztoku (Wash Solution A), vzorek byl centrifugovan 1 min pii 14 000 rpm
a filtrat byl nasledné odstranén. Toto promyti bylo opakovano dvakrat, poté byla kolonka

centrifugovana 2 min pii 14 000 rpm.

Kolonka byla pfemisténa do cisté 1,5ml eluéni zkumavky, bylo pfidano 50 pl eluéniho
roztoku (Elution Solution A) a vzorek byl centrifugovan 2 min pfi 2 000 rpm a nasledné 1 min
pfi 14 000 rpm. Izolovana RNA byla dlouhodobé uchovavana pii —80 °C. Koncentrace
a Cistota izolované RNA byla stanovena spektrofotometricky (NanoDrop 1000, Thermo

Scientific).

4.3.2 Reverzni transkripce

Izolovana RNA byla pifepsana do komplementarni DNA reverzni transkripci pomoci
BioScript Reverse Transcriptase (Bioline) a Random Hexamer Primers (Bioline). Byly
pfipraveny dvé reakéni smési (viz tabulka 4). K 8 pl reakéni smeési I byly pridany 2 ul (300-
500 ng) RNA. Reakéni smés I s RNA byla inkubovéna pii 70 °C 5 min a nasledné presunuta
na led. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 20 pl reakéni smési II (slozeni viz tabulka 4).

Vzorky byly vloZzeny do termocycleru (Thermocycler T100™ Thermal Cycler (BIO-RAD)
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areverzni transkripce probéhla za nasledujicich podminek: 25 °C/10 min, 42 °C/30 min

a 85 °C/5 min.

Tabulka 4: SloZeni reakénich smési pro reverzni transkripci.

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

43.3 Polymerazova retézova reakce

4.3.3.1 Detekce PhV

Virovd c¢cDNA byla detekovana metodou PCR amplifikace za pouziti MyTaq DNA
Polymerase a primera specifickych pro obé virové molekuly; pro detekci RNA1, virové RdRp
byly pouzity primery PHV_RdRp polF1 a PHV_RdRp polR1 a pro detekci RNA2, genu pro
plastovy protein primery PHV_WG F2 a PHV_WG R2 (sekvence primerd viz tabulka 5).
Reakéni smés (rozpis viz tabulka 6) byla rozpipetovana po 23 pl do 200ul mikrozkumavek
a do kazdé mikrozkumavky byly pfidany 2 ul templatové cDNA. Po promichéani reakcni
smési se vzorkem byly zkumavky umistény do termocykleru, ve kterém prob&hla reakce za

podminek uvedenych v tabulce 7. PCR produkty byly uchovavany pii —20 °C.

Ziskané PCR produkty byly rozdéleny elektroforetickou separaci v 1,5% agardézovém gelu
(Agarose for DNA Elektrophoresis; Serva) v 1x TAE pufru. Do 50 ml pfedem piipraveného
rozehtatého agar6zového gelu byly pridany 2 pl interkala¢niho barviva (GelRed Nucleic Acid
Stain; Biotium) a gel byl nasledné prelit do elektroforetické vany (HU10 MINI; Scie-Plas). Po
ztuhnuti byl gel prevrstven studenym 1x TAE pufrem. Do prvni jamky byl napipetovan 1 ul

markeru molekulové hmotnosti (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder; Fermentas), do ostatnich
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jamek pak byly napipetovany 3 ul PCR produktu. Elektroforeticka separace probihala pfi
napéti 80 V (zdroj stejnosmérného proudu MS Major Science, MP-250V) po dobu 30—-45 min

Po probéhnuti elektroforetické separace byly PCR produkty vizualizovany pomoci

dokumentacniho systému G:BOX (Syngene).

Tabulka S: Sekvence primeru pouzitych pri detekci PhV.

Velikost
Nazev primeru Sekvence 5°-3’ Orloentace PCR
primeru produktu
[bp]
PHV RdRp polR1*® TAACACTGATTTTTCCCGCTTTGA forward
300 bp
PHV RdRp polF1*® CATATGGCCTCCGGAAGACAATC reverse
PHV WG F2° GCGGGCTCTGCTTATGGA forward
500 bp
PHV WG R2*° GGGTTCTCTTTGGGATCACATTC  reverse

Reference: * — Grasse et al., 2013, ° — Grasse ef Spring, 2015, € — nepublikovano

Tabulka 6: SloZeni reakéni smési pro PCR amplifikaci za pouziti MyTaq DNA
Polymerase.

Polozka Koncentrace Konec¢na Pipetovany objem
pracovniho roztoku koncentrace [ul] (jeden test)
Pufr 5x 1% 5
Voda 17,3
Forward primer 20 pmol-1™ 0,2 pmol-1™ 0,25
Reverse primer 20 pmol-1™ 0,2 pmol-1”! 0,25
Taq polymeraza 5U-pl™ 1 U-reakce™ 0,2
Celkovy objem reakce 23
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Tabulka 7: Podminky PCR reakce pri detekci PhV a pri amplifikaci genomickych dseku
PhV.

Proces Teplota Doba trvani Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95°C 120 s 1
Denaturace 95°C 30s
Nasedani primert 58 °C 30s 35
Syntéza 72 °C 30s
Terminace 72 °C 300 s 1

4.3.3.2 Amplifikace genomickych useki

Vlastni PCR amplifikace probihala obdobné jako pii detekci viru za vyuziti specifickych
primert (sekvence primert viz tabulka 8). Pouzité kombinace primert jsou uvedeny v tabulce
9 (mapa nasedani primert viz obr. 6 a 7). V zavislosti na velikosti o¢ekavanych produktt byla
ptipravena reakcni smes, pro amplikony < 1500 bp byla pouzita MyTaq DNA Polymerase
(slozeni viz tabulka 6), pro amplikony > 1500 bp byla amplifikace provedena pomoci MyFi™
Mix (Bioline; slozeni viz tabulka 10). Jako templat byly v obou pfipadech pouzity 2ul cDNA.
Podminky amplifika¢ni reakce se liSily v zavislosti na zvolenych primerech a délce
amplikonu (viz tabulka 11). Teplota nasedani primeru se lisila podle zvolenych primert (viz
tabulka 9) a doba trvani syntézy zavisela na délce amplikonu, pficemz délka amplifikacniho
kroku byla prodlouzena o 30 s na kazdych 500 bp délky PCR produktu. PCR produkty byly
dlouhodobé uchovavany pii —20 °C.
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Tabulka 8: Seznam pouzitych primeru.

Nazev primeru Sekvence 5°-3° Pozice* Tm primera [°C]
RNA1 (RdRp)

PhV_RdRp UTR5 F2® ATCACGCAGAGTACACTATG 2-21 54,72
PhV-RdRp 73F GTGGTTGGCCTTGCGAC 73-89 58,96
PhV-RdRP 570F TTACCGTGTTGCTGGAGGTG 570-589 60,25
PHV pol F5° TTCCCGGTTTAAAATCGTGAG 822-842 54,55
PhV-RdRp 1072R CTGGTAGTTTCTGCGAATGGT 1072-1052 58,30
PhV-RdRp 1264R CATCTACTATGCGCCCAGCAA 1264-1244 60,54
PHV pol RI*" TAACACTGATTTTTCCCGCTTTGA  1674-1697 59,42
PHV pol R5" TCAGGTCGGAAAGCCAATAA 1763-1744 56,84
PHV pol F2° TCCGACCTGAATACACGAATGA 1754-1775 59,24
PHV pol FI1*° CATATGGCCTCCGGAAGACAATC  1968-1946 61,11
PHV pol R2° GGTCCATAAAGCCGGTTCAAA 2144-2124 58.84
PhV-RdRp 2230F CGGACCACAAATATCCAGAA 2230-2249 55,15
PhV-RdRp 2349R ATATCTTGCCGGGAGGTGTG 2349-2330 59,53
PHV pol R7° GGGCTTCCTGCGGTTTG 2754-2738 58,62
PhV_RdRp UTR3 R2® TGGATACTTAGGACATTGGC 2792-2773 54,51
RNA2 (CP)

PhV_Coat UTR5 FI’* TAAACAGCCCCGACGCAG 32-49 60,05
PHV_WG F2° GCGGGCTCTGCTTATGGA 174-191 59,49
PHV WG F1*° TCAAGGGATCGATCGTATTCACA  355-377 59,37
PHV WG R2*° GGGTTCTCTTTGGGATCACATTC 679-657 59.3
PhV-CP_1019F CAGATGGACAGAAACGGGAG 1019-1038 58,00
PhV_Coat UTR3 R4® TCGCCTATGCGGGTCTCC 1526-1509 61,22

Reference: * — Grasse ef al. (2013); ® — Grasse er Spring (2015); ¢ — nepublikovano; neoznadené

primery byly navrzeny v této praci.

* — pozice vuci referenéni sekvenci (GenBank Acc. No. HM453713.1 a HM453718.1)
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Tabulka 9: Kombinace primeru pouzitych pri amplifikaci genomickych fragmentu.

Nazev primera

Velikost PCR produktu [bp]

Tm primera [°C]

RNAL1 (RdRp)

PhV_RdRp UTR5 F2/PhV-RdRp 1264R 1262 54
PhV_RdRp UTR5 F2/PHV pol R5 1761 55
PhV_RdRp UTR5 F2/PHV pol F1 1966 54
PhV_RdRp UTR5 F2/PhV RdRp UTR3 R2 2790 54
PhV-RdRp_73F/ PhV-RdRp_1072R 999 58
PhV-RdRP_570F/ PhV-RdRp 1072R 502 58
PhV-RdRP_570F/PHV _pol F1 1398 60
PHV pol F5/PhV_RdRp UTR3 R2 1970 54
PHV pol R1/PHV pol Fl 294 59
PHV pol R1/PHV_pol R2 470 58
PHV_pol R1/PHV pol R7 1080 58
PHV pol R1/PhV_RdRp UTR3 R2 1118 54
PHV pol F2/PhV-RdRp 2349R 595 59
PHV pol F2/PHV pol R7 1000 58
PHV pol F2/PhV_RdRp UTR3 R2 1038 54
PhV-RdRp 2230F/ PHV pol R7 524 55
RNA2 (CP)

PhV_Coat UTR5 F1/PHV_WG R2 647 58
PhV_Coat UTR5_F1/PhV_Coat UTR3_R4 1492 58
PHV_WG _F2/ PHV_WG R2 505 59
PHV_WG F2/PhV_Coat UTR3_R4 1352 58
PHV_WG F1/PhV_Coat UTR3_R4 1171 58
PhV-CP_1019F/ PhV_Coat UTR3 R4 507 58
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Obr. 6: Mapa nasedani primeru na molekulu RNA1 (kodujici RdRp) PhV izolatu
Ph8-99 (Acc. No. HM453713.1). Jednotlivé primery oznaceny nazvem a orientaci (> forward,

<reverse).

>PhV_Coat_UTRS _F1
>PHV_WG _F2
>PHV_WG F1
<PHV_WG R2
>PhV_CP_1019F

00U O i A A 1 A 0

Obr. 7: Mapa nasedani primeru na molekulu RNA2 (kédujici CP) PhV izolatu Ph8-99
(Acc. No. HM453718.1). Jednotlivé primery oznaCeny nazvem a orientaci (> forward,

<reverse).
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Tabulka 10: SloZeni reak¢ni smési pro PCR amplifikaci genomickych useki PhV za
pouziti MyFi™ Mix.

Polozka Koncentrace Konecna Pipetovany objem
pracovniho roztoku koncentrace [ul] (jeden test)
Pufr 2% 1x 12,5
Voda 10
Forward primer 20 pmol-1™ 0,2 pmol-1™ 0,25
Reverse primer 20 pmol-1™ 0,2 pmol-1™”! 0,25
Celkovy objem reakce 23

Tabulka 11: Podminky PCR reakce pri amplifikaci genomickych useki PhV.

Proces Teplota Doba trvani Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95°C 120 s 1
Denaturace 95 °C 30s
Nasedani primert * 30s 35
Syntéza 72 °C 30 g**
Terminace 72 °C 300 s 1

*Teplota nasedani primeru se liSila podle zvolenych primera (viz tabulka); **Délka amplifika¢niho
kroku byla prodlouzena o 30 s na kazdych 500 bp délky PCR produktu.

4.3.4  FElektroforeticka separace PCR produktia

Ziskané PCR produkty byly rozd€leny elektroforetickou separaci, PCR produkty < 1000 bp
byly rozdéleny v 1,5% agar6zovém gelu (Agarose for DNA Elektrophoresis; Serva) v 1x
TAE pufru a PCR produkty > 1000 bp byly rozd€leny v 1% agar6zovém gelu (Agarose for
DNA Elektrophoresis; Serva) v 1x TAE pufru. PCR produkty byly vizualizovany pomoci
interkalacniho barviva GelRed (GelRed Nucleic Acid Stain; Biotium).

Do 50 ml predem pfipraveného rozehtatého agardézového gelu byly pfidany 2 pul
interkalacniho barviva (GelRed Nucleic Acid Stain; Biotium) a gel byl nésledné prelit do
elektroforetické vany (HU10 MINI; Scie-Plas). Po ztuhnuti byl gel pfevrstven studenym 1x
TAE pufrem. Do prvni jamky byl napipetovan 1 pl markeru molekulové hmotnosti (pro PCR
produkty < 1000 bp GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, Fermentas; pro PCR produkty
> 1000 bp GeneRuler™ 100+ bp DNA Ladder, Fermentas), do ostatnich jamek pak byly
napipetovany 3 ul PCR produktu. Elektroforeticka separace probihala pfi napéti 80 V (zdroj
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stejnosmérného proudu MS Major Sscience, MP-250V) po dobu 30—45 min. Po probéhnuti
elektroforetické separace byly PCR produkty vizualizovany pomoci dokumenta¢niho systému

G:BOX (Syngene).

4.3.5 Izolace PCR produktu pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

Pokud byla koncentrace PCR produktu vizualné vyhodnocena jako vysoka, byl PCR produkt
izolovan pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) kitu podle doporuceni
vyrobce.

Byl pfipraven pracovni roztok pufru NTI v poméru 1:5 s deionizovanou vodou, v mnozstvi
odpovidajicim poctu izolovanych vzorkii. PCR vzorek byl doplnén do celkového objemu
100 pl, nasledné bylo ptidano 200 ul NTI pufru. Smes byla promichana pipetovanim a cely
objem mikrozkumavky byl prepipetovan do NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kolonky

umisténé ve sbérmé zkumavce a centrifugovan 1 min pii 11 000 rpm.

Po odstranéni filtratu bylo na kolonku pfidano 700 pl NT3 pufru a vzorek byl centrifugovan
I min pfi 11 000 rpm. Promyvaci krok byl zopakovan. Po odstranéni filtratu po druhém
promyvani byla membrana kolonky vysuSena centrifugaci nasucho pii 11 000 rpm po dobu
2 min. Kolonka byla premisténa do cCisté 1,5ml elucni zkumavky, na membranu bylo
napipetovano 20 ul deionizované vody a kolonka byla centrifugovana 1 min pii 11 000 rpm.
Koncentrace DNA byla stanovena fluorometricky (Fluorimetr DyNa Quant 200; Hoefer)

a izolovana DNA byla uchovavana pti —20 °C.

4.3.6 Izolace PCR produktu z gelu pomoci kitu FastGene Gel/PCR Extraction Kit

Pokud byla koncentrace PCR produktu vizualné hodnocena jako nizka, byl PCR produkt

izolovan z gelu pomoci FastGene Gel/PCR Extraction kitu podle doporuceni vyrobce.

Do 75 ml rozehtatého 1% agarozového gelu bylo pridano 5 pl ethidium bromidu (10 pgrml™)
a gel byl prelit do elektroforetické vany (HU10 MINI, Scie-Plas). Po ztuhnuti byl gel
prevrstven studenym 1x TAE pufrem. Do prvni jamky byl nanesen 1 pl markeru molekulové
hmotnosti (GeneRuler™ 100+ bp DNA Ladder; Fermentas) a do dalsich jamek byl
napipetovan veSkery PCR produkt, jeden PCR produkt rozdélen do dvou jamek.

Elektroforeticka separace probihala pfi 80 V minimalné 45 min



Po probéhnuti elektroforetické separace byl gel premistén na UV-transiluminator (UVT-14 L;
Herolab) a kazdy PCR produkt byl sterilnim skalpelem vyfiznut a umistén do 1,5ml
mikrozkumavky. Do kazdé zkumavky bylo ptfidano 500 ul GP1 pufru a mikrozkumavky byly
inkubovany 10 min pfi 55 °C. Po inkubaci byl cely obsah zkumavky nanesen na kolonku
umisténé ve sbérné zkumavce a kolonka byla centrifugovana 1 min pfi 13 000 rpm. Filtrat byl
odstranén, do kolonky bylo pifiddino 600 pl promyvaciho pufru GP2 a kolonka byla
centrifugovana 1 min pifi 13 000 rpm. Po odstranéni filtratu byl promyvaci krok zopakovan.
Po odstranéni filtratu po druhém promyvani byla membrana kolonky vysuSena centrifugaci
nasucho pfi 13 000 rpm po dobu 2 min. Kolonka byla pfemisténa do cCisté 1,5ml elucni
zkumavky, na membranu bylo napipetovano 20 pl elu¢niho pufru GP3 a kolonka byla
centrifugovana 2 min pii 13 000 rpm. Koncentrace DNA byla stanovena fluorometricky

(Fluorimetr DyNa Quant 200; Hoefer) a izolovana DNA byla uchovavana pti —20 °C.

4.3.7 Sekvenacni znaceni

Sekvenacni znaceni bylo provedeno pomoci Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing

kitu (Applied Biosystems).

Byla pfipravena reakéni smeés tak, ze byla smichana Big Dye Terminator v. 3.1 polymeraza
s pufrem v poméru 1:1 pl. Do reakéni smési byly pfidany 2 pl sekvenacniho primeru
o koncentraci 1,6 pmol pgrml™. Do reakce bylo piidano 20-50 ng DNA v zavislosti na
velikosti amplikonu v celkovém objemu 6 pl. Pro sekvenovani byly pouzity koncové primery,
které byly pouzity pro amplifikaci fragmenti (viz kapitola 4.3.3.2, tabulka 8), v pfipadé
delsich fragmentt byly pro sekvenovani pouzity i dalSi primery nasedajici do jejich vnitini

oblasti (viz obr. 6 a 7).

Mikrozkumavky byly vlozeny do termocycleru, ve kterém probé¢hla reakce za podminek, viz
tabulka 12. Vzorky byly nasledné sekvenovany pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM
3730 na pracovisti UEB AV CR v Olomouci.



Tabulka 12: Podminky sekvenacniho znaceni.

Proces Teplota Doba trvani Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95°C 60 s 1
Denaturace 95°C 10s
Nasedani primert 50°C 5s 40
Syntéza 60 °C 240 s
Terminace 60 °C 300 s 1

4.3.8 Bioinformaticka analyza

Primery pro amplifikaci a sekvenacni znacCeni byly navrzeny pomoci programu
Primer-BLAST (Ye et al., 2012). V programu pDraw ver. 1.1.149 (AcaClone) byla vytvorena
genomickd mapa s misty nasedani primert (viz obr. 6 a 7). Teploty nasedani primerd (viz

tabulka 8) byly zjistény pomoci programu Primer-BLAST (Ye et al., 2012).

Vystupni sekvencéni data byla sestavena do kontigih pomoci programi SeqMan Lasergene
(DNAStar, Inc.) a Geneious Prime 2023.0.4. Identita ziskanych kontigl byla ovéfena pomoci
programu BLASTN (Altschul ef al.,, 1997) vici nr databazi NCBI. U studovanych izolatt
byla vyhodnocena genetickd wvariabilita a procentualni identita genomickych
a aminokyselinovych sekvenci porovnavanim sekvenci mezi sebou, se sekvencemi PhV
izolati dostupnymi v databazi GenBank a s dalsimi vybranymi viry (viz tabulka 13) za vyuziti
p-distance analyzy v programu MEGA v. 11.0 (Tamura et al., 2021). Viry byly vybrany na
zakladé toho, Ze jednotlivé genové produkty PhV vykazuji podobnost s proteiny riznych
virovych celedi — RdRp PhV odpovida RdRp viri ¢eledi Nodaviridae a CP PhV odpovida CP
vird Celedi Tombusviridae. Dalsi viry byly vybrany na zakladé podobnosti zjisténé

v ptedchozich studiich (Grasse ef Spring, 2017).

Geneticka variabilita byla vizualizovana pomoci "heat mapy’ vytvofené v programu Microsoft
Excel 2010. Ziskané sekvence byly porovnany se sekvencemi PhV dostupnymi v databazi
GenBank a pfipadné dalSimi pfibuznymi sekvencemi pomoci mnohocetného alignmentu na
zakladé nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci, pomoci programu ClustalW
(Thompson et al., 1994). Ziskany mnohocetny alignment byl pouzit pro fylogenetickou
analyzu. Haplotypova sit' byla konstruovana pomoci algoritmu Median Joining Network
programu PopArt (Leigh ez Bryant, 2015). Fylogenetické analyzy genomickych sekvenci byly

provedeny pomoci maximum parsimony algoritmu s bootstrap opakovanim 1000. Pomoci

2R
25



algoritmu Modeltest byl jako nejvhodnéjsi vyhodnocen pro aminokyselinové sekvence model
JTT (Jones ef al., 1992). Fylogenetické analyzy aminokyselinovych sekvenci byly provedeny
pomoci neighbor-joining algoritmu s bootstrap opakovanim 1000 (Felsenstein, 1985; Saitou
et Nei, 1987). Fylogenetické stromy byly vizualizovany pomoci programu Tree Exporer

(vSechny analyzy MEGA v. 11.0).

Tabulka 13: Seznam sekvenci virovych izolatu pouzitych v bioinformatickych analyzich

a jejich GenBank Accession Numbers.

Nazev viru (zkratka)/nazev izolatu RNA1 RNA2
plasmopara halstedii virus A (PhV)/Ph8-99  HM453713.1 HM453718.1
plasmopara halstedii virus A (PhV)/Ph1-00  -- HM453721.1
plasmopara halstedii virus A (PhV)/Ph10-00 -- HM453725.1
plasmopara halstedii virus A (PhV)/Ph19-01 -- HM453719.1
plasmopara halstedii virus A (PhV)/Ph1-97  -- HM453723.1
plasmopara halstedii virus A (PhV)/Ph4-93  -- HM453722.1
plasmopara halstedii virus A (PhV)/Ph9-98  -- HM453720.1
plasmopara halstedii virus A (PhV)/Ph5-05  -- HM453724.1
bat associated nodavirus® (BGaV) MT734811.1 --
mosinovirus® (MoNV) KJ632942.1 -

pariacoto virus® (PaV) AF171942.1 -

nodamura virus® (NoV) NC_002690.1  NC 002691.1
flock house virus® (FHV) NC 004146.1  --
sclerophthora macrospora virus® (SmV-A) NC 005817.1  --

lake sinai virus 1 (LSV-1) NC 035466.1  --

hibiscus chlorotic ringspot virus® (HCRSV) - OP779319.1
pelargonium leaf curl virus® (PLCV) -- HM461992.1
tomato bushy stunt virus® (TBSV) -- M21958.1
cucumber bulgarian latent virus® (CBV) -- KJ572966.1
pothos latent virus® (PoLV) -- NC_000939.2
neckar river virus® (NRV) -- MZ130936.1
pear latent virus® (PeLV) - AY100482.1
tobacco necrosis virus A® (TNV-A) -- AY546104.1
olive mild mosaic virus” (OMMYV) - KY769774.1
lake sinai virus 1 (LSV-1) -- NC 035466.1
tombunodavirus UC1 ¢ (ToNoV) -- KF510030.2
sclerophthora macrospora virus A° (SmV-A)  -- NC 005818.1
chimeric virus 14 ° (ChiV-14) - NC_027196.1

* —viry Eeledi Nodaviridae, ° - viry Geledi Tombusviridae, © — nezatazené viry



4.4 Metodika stanoveni ras Plasmopara halstedii a test pirenosu PhV

4.4.1 Mnozeni P. halstedii

Mnozeni izolatt P. halstedii bylo provadéno metodou ,,whole seedling inoculation” (WSI) na
kultivarech slune¢nice roCni Helianthus annuus cv. Giganteus, cv. Peredovik a cv. Iregi
sziirke csikos, jez postradaji geny rezistence a jsou tedy nachylné vici napadeni dosud
znamymi P. halstedii. Prace s izolaty byla provadéna podle postupu, ktery

publikovali v Trojanova et al. (2017).

Semena nachylného kultivaru H. annuus byla desinfikovana 10% roztokem Sava s nékolika
kapkami detergentu po dobu 10-15 min, proplachnuta kohoutkovou vodou a umisténa do
plastové krabicky s vlhkou vrstvou buniciny a filtracniho papiru. Semena klicila 2-3 dny pfi
teploté 19°C ve tmé. Pro inokulaci byla vybrana semena bez zndmek poskozeni ¢i bakterialni

infekce s kofeny dlouhymi 1-2 cm a zbavena osemeni.

Inokulum bylo pfipravovano bud’ z Cerstvych, nebo zamrazenych dé€loznich listl sluneCnice
se sporulaci P. halstedii (cca 4 délozni listy se sporluaci/S ml destilované vody). Suspenze
sporangii byla zkontrolovana svételnym mikroskopem a hustota inokulace upravena na cca

10 000 zivotaschopnych sporangii na 1 ml vody.

Do pfipraveného inokula byla vlozena naklicend semena tak, aby byla cela ponofena.
Inokulace probihala 2—-5 hod ve tmé pii 19 °C. Po inokulaci byla semena rovnomérné
vysazena do kvétinaci do % naplnénych perlitem. Kvétinace byly oznaCeny a umistény do
beden oddélené podle izolata tak, aby v jedné bedné byly pouze rostliny inokulované jednim
izolatem. Inokulované rostliny byly péstovany ve fytotronu pfti teploté 19 °C s fotoperiodou
12/12 hod 11 dni. Prvnich 24 hod byly bedny s kvétinaci pfiklopeny vikem, aby byly rostliny
ve tme. Pro vyvolani sporulace vyzaduje P. halstedii 100% vlhkost po dobu minimalné 8 hod
a tmu. Jedenacty den byly rostliny navlh¢eny vodou a i s kvétina¢i umistény do igelitového

pytle. Rostliny byly do dalSiho dne uchovavany ve tme.

Délozni listy se sporulaci bylo mozno pouzit pro experimenty, dalsi inokulaci nebo uchovat

v =20 °C pro pozdé&jsi vyuziti.



4.4.2 Testovaniras P. halstedii na diferencia¢nim souboru slune¢nic metodou SDI

Rasy izolata P. halstedii (viz tabulka 2) byly urCovany metodou ,,soil drench inoculation”
(SDI, Trojanova ef al., 2017) na diferencia¢nim souboru slunecnic. Na tyto tzv. patotesty bylo
pouzivano 15 genotypu H. annuus tvoticich 5 tripletd (HA-304, RHA-265, RHA-274; PMI-3,
PM-17, 803-1; HAR-4, QHP-2, HA-335; Y7Q, PSC8, XA; PSS2RM, VAQ, RHA-419)
a jedna kontrolni linie (Helianthus annuus cv. Giganteus, resp. cv. Peredovik). Semenacky
jednotlivych genotypu H. annuus byly piipravovany podle postupu, viz kapitola 4.4.1. Na tac
naplnény navlhéenym perlitem byla vfadach vysadzena naklicend semena, minimalné
10 semen na kazdou diferenciacni linii. Semena byla sazena do perlitu kofenem dolt tak, aby

cast semene vyCnivala na povrch perlitu.

Inokulum bylo pfipravovano stejné, jako je popsano v kapitole 4.4.1. Pomoci Biirkerovy

x-1 000

komurky byla spocitana koncentrace inokula za pouziti vzorce Toroi pocet

sporangii'‘ml™!, kde x = pocet &astic v uhlopii¢ce Biirkerovy komtrky (12 pogitanych
Ctverc). Nasledné se spocital objem inokula, které obsahovalo 10 000 Zzivotaschopnych
zoosporangii. Optimalni objem byl rozmezi 20-30 ul, pfipadné bylo inokulum dodatecné
nafedéno nebo zahusténo pfidanim délozniho listu se sporulaci a setfepanim zoosporangii

pomoci tfepacky.

Na kazdy semenacCek byl nanesen dany objem inokula s 10 000 zoosporangii. Semenacky
byly po inokulaci prekryty perlitem. Cely tac byl umistén do bedny a inokulované rostliny
byly péstovany ve fytotronu pii teploté 19 °C s fotoperiodou 12/12 hod asi 11 dni. Prvnich
24 hod byly rostliny uchovavany ve tmé. Rostliny byly zalévany kazdy den. Jedenacty den

rostliny navlhéeny vodou a dalSich 24 hod byly rostliny uchovavany ve tme.

Pomoci semikvantitativni stupnice byla vyhodnocena mira napadeni rostlin P. halstedii. Podle
procenta plochy listii se sporulaci P. halstedii byl rostling pfifazen stupen napadeni v rozmezi

hodnot 0-3 (viz obr. 8).



Obr. 8: Semikvantitativni stupnice napadeni rostlin Plasmopara halstedii. Pievzato
z Trojanova et al. (2017). 0 — zadna viditelna sporulace na listech, 1 — omezena sporulace, 2 —
<50 % povrchu déloznich listt pokryto sporulaci, 3 —> 50 % povrchu déloznich listi pokryto

sporulaci.

Po urceni stupné napadeni kazdé rostliny v kazdé diferenciacni linii byla stanovena mira

napadeni jednotlivych diferenciaénich linii. Pro vypoCet byl pouzit vzorec

P = % + 100 [%], kde P je celkova mira napadeni, n je pocet rostlin daného stupné
napadeni, v je stuperi napadeni (0-3), X je rozmezi hodnot stupnice napadeni (v tomto piipade
3) a N je celkovy pocet rostlin v dané diferenciacni linii (minimaln¢ 10). Pokud bylo
procentualni napadeni vys§i nez 60 %, byla rostlina vyhodnocena jako nachylna vuaci
napadeni P. halstedii, pokud bylo napadeni niz§i nez 40 %, byla rostlina vyhodnocena jako
rezistentni. Pokud bylo procentualni napadeni v rozmezi 40-60 %, bylo potfeba patotest

opakovat. K tomu, aby byl patotest vyhodnocen jako prokazatelny, bylo potfeba, aby mira

napadeni kontrolni linie byla vy$si nez 70 %.

Na zavér byl stanoven pétimistny kod virulence, ktery oznacoval vyslednou rasu daného
izolatu. Pokud byla prvni linie tripletu vyhodnocena jako nachylné, odpovidala ji hodnota 1.
Pokud byla druha linie tripletu vyhodnocena jako nachylna, byla ji pfifazena hodnota 2,
pokud byla jako nachylna vyhodnocena teti linie tripletu, byla ji pfifazena hodnota 4. Kod

virulence byl poté spocitan sectenim hodnot pfifazenym v ramci tripletu.
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44.3 Prenos PhV

Prenos viru probéhl podle upraveného postupu uvedeného v Grasse et al. (2013). Pro pienos
byl zvolen bezvirdzni izolat 2109 a donorem viréznich zoosporangii byl izolat HS5-22.
K prenosu virdznich zoosporangii byly pouzity Cerstvé délozni listy izolatu H5-22, tento
izolat byl pfemnozen postupem uvedenym v kapitole 4.4.1. Pfedem bylo nakliceno 65 semen

nachylného kultivaru Helianthus annuus (cv. Iregi sziirke csikos).

Pro infikovani bezvirdézniho izolatu P. halstedii byla ziskana zoosporangia z vir6zniho izolatu.
Z 6 Cerstvych déloznich lista izolatu H5-22 byla zoosporangia smyta do pfiblizné 5 ml vody.
Postupnou centrifugaci a odstrafiovanim supernatantu bylo inokulum zahu$téno, dale se
pracovalo s asi 600 pl koncentrovaného inokula. Zoosporangia byla rozdrcena v ultrazvukové
lazni (60 kHz, 5 min). Stav zoosporangii byl zkontrolovan pod mikroskopem, protoze nedoslo
k poruseni zoosporangii a uvolnéni zoospor, bylo potieba rozdrdit zoosporangia mechanicky.
Mechanicka homogenizace probéhla v homogenizatoru FastPrep 24 (MP Biomedicals) pfi
rychlosti 5,5 m*s™ po dobu 30 s. Opét byl stav zoosporangii zkontrolovan pod mikroskopem a
protoze stale nebyla vét§ina zoosporangii poruSena, bylo potfeba homogenizovat dal za
ptisn€jSich podminek. Probehla tedy znovu mechanickd homogenizace, ale pfi rychlosti
6,5 m's” po dobu 40 s. Homogenizace byla je$té jednou zopakovana. Homogenat byl filtrovan
ptes uhelon o velikosti ok 25/30 um (uhelon 130 T extra; Silk Progress) pro odstranéni zbytka
bunék. Filtrat byl zkontrolovan pod mikroskopem, v idealnim piipadé€ nebyla pozorovana
zadna zoosporangia. Polovina filtratu byla rovnou pouzita na pienos viru, druha polovina byla
jestd filtrovana pies Chromafil CA-45/25 (Macherey-Nagel) o velikosti ok 0,45 pm. Cast
virové suspenze, ktera byla filtrovana pouze uhelonem, byla pouzita na inokulaci 4

nakli¢enych semen, coz slouzilo jako negativni kontrola.

Bylo pfipraveno inokulum izolatu 2109 ze zmrazenych déloznich listi s viditelnou sporulaci
P. halstedii (postup viz kapitola 4.4.1). Polovina inokula byla smichana s virovou suspenzi,
ktera byla filtrovana pouze uhelonem, druhd polovina inokula byla smichana s virovou
suspenzi, ktera byla filtrovana i pomoci Chromafil CA-45/25 (Macherey-Nagel). Kazdé
inokulum bylo pouzito pro inokulaci 30 naklicenych semen. Inokulace probihala za podminek
standardnich pro inokulaci (viz kapitola 4.4.1). Pti praci se dbalo na Cistotu prace, veskeré
nastroje a kvétinace byly pribézné desinfikovany 1% roztokem KOH, dle doporuceni prof. O.
Springa a jeho kolegt (Gstni sdéleni). Délozni listy s viditelnou sporulaci byly pouzity pro

kontrolni detekci PhV (viz kapitola 4.3.3.1).



5 Vysledky

"Plasmopara halstedii virus’ (PhV) je novym a stale ne pfili§ znamym mykovirem infikujicim
Plasmopara  halstedii. Tato diplomova prace zameéfila na molekularn€ genetickou
charakteristiku Ceskych a mad’arskych izolati PhV scilem rozsifeni znalosti o genetické
variabilit€ tohoto viru a doplnéni studii z jinych zemi, které probéhly v piedchozich letech

(Heller-Dohmen ez al., 2011; Grasse et Spring, 2015; 2017).

Pro analyzu bylo pouzito 23 izolath Ceského a 12 madarského pivodu (viz tabulka 3).
U téchto izolatd byla potvrzena pfitomnost viru pomoci RT-PCR a specifickych primert.
U 18 cCeskych a 7 mad’arskych izolati PhV byly Sangerovym sekvenovanim ziskany témér
kompletni sekvence obou molekul RNA, u 2 Ceskych a jednoho mad’arského izolatu byla
ziskana pouze téméf kompletni sekvence RNA2, u 3 Ceskych a 3 madarskych izolata byla
ziskana parcialni sekvence RNA2 a madarského izolatu H4 byla ziskana pouze parcialni
sekvence RNA1 (detaily viz tabulka 14). Finalni genomické sekvence byly ziskany spojenim
jednotlivych fragment. Identita sekvenci byla potvrzena na zakladé podobnosti vaci
referencni sekvenci izolatu Ph8-99 (GenBank Acc. No. pro RNA1 HM453713.1 a pro RNA2
HM453718.1).



Tabulka 14: Seznam ziskanych sekvenci ceskych a mad’arskych izolata PhV.

izolat

RNA1

délka sekvence [nt] (lokalizace)*

RNA2

délka sekvence [nt] (lokalizace)*

1405
1416
1605
1608
1610
1611
1708
1709
1710
1711
1712
1713
1714
1715
1716
1718
1720
1721
1801
1901
1904
1905
1906
H1
H2
H3
H4
H5
H7
HO
H10
H11
H12
H13
H14

2693 (52-2745)
2738 (52-2790)
2670 (64-2734)
2724 (52-2776)
2650 (97-2747)
2644 (95-2739)
2694 (52-2746)
2705 (39-2744)
2685 (56-2741)
2722 (57-2779)
2727 (52-2779)
2695 (52-2747)
2730 (52-2782)

2636 (105-2741)

2697 (52-2749)
2693 (52-2745)
2691 (52-2743)

2678 (95-2773)

2701 (52-2753)
1886 (52-1938)
2659 (81-2740)
2688 (51-2739)
2695 (52-2747)
2743 (34-2777)
2690 (51-2741)
2708 (39-2747)

1431 (46-1477)
1386 (86-1472)
1441 (52-1493)
1387 (85-1472)
1404 (86-1490)
1385 (89-1474)
1391 (87-1478)
1390 (87-1477)
1385 (87-1472)
584 (78-662)
1387 (85-1472)
1410 (87-1497)
1369 (85-1454)
1412 (85-1497)
1372 (51-1423)
1387 (85-1472)
1412 (83-1495)
1274 (85-1359)
1413 (103-1516)
582 (83-665)
1354 (102-1456)
1394 (78-1472)
579 (85-664)
588 (89-677)
576 (89-665)
1344 (87-1431)
1432 (83-1515)
1396 (83-1479)
544 (122-666)
1396 (76-1472)
1403 (76-1479)
1386 (87-1473)
1390 (87-1477)
1396 (76-1472)

* pozice vuci referenéni sekvenci Ph8-99 (RNA1 — HM453713.1 a RNA2 — HM453718.1, GenBank)

-- sekvence nebyla ziskana
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5.1 Geneticka variabilita PhV

Porovnanim genomickych sekvenci PhV izolath mezi sebou bylo identifikovano 19
variabilnich mist (SNPs). Pozice SNPs jsou vztahovany vuci referencni sekvenci izolatu
Ph8-99 (GenBank Acc. No. pro RNAl HM453713.1 a pro RNA2 HM453718.1).
V ORF RNAI (viz tabulka 15) bylo identifikovano 7 SNPs; A—T”, T—C™ A—-G"?*
C—TH G-AY" C—>TY", G->A™¥. Ve trech piipadech se jedna o nesynonymni mutaci,
substituce G—A""? vede k zamén& Ala—Thr, C—T""
GC—AT”?"” vede k zamén& Ala—lle aG—A™" vede kzaméné Ala—Thr.

V nepiekladanych (5’-UTR, 3’-UTR) oblastech RNAT1 nebyla identifikovana zadna variabilni

vede k zaméné Ala—Val, vyskyt

mista.

V ORF RNA2 (viz tabulka 16) byly identifikovany 2 SNPs; T—C*"* a C—T*. Ve jednom
piipadé se jedna o nesynonymni mutaci, substituce C—T" "
V nepiekladanych (5’-UTR) oblastech RNA2 byly identifikovany 2 SNPs; C—T'*, G—A"",
v neptekladanych (3°-UTR) oblastech RNA2 byly identifikovny také 2 SNPs; T—C'**

a G—>A1504.

vede k zaméné Ala—Val.
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Tabulka 15: Detekovana variabilni mista v RNA1 molekule PhV.

izolat ORF1
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Jako referencni sekvence slouzila sekvence izolatu Ph8-99 (GenBank Acc. No. HM453713.1). Tuéné
zvyraznéné pozice v zahlavi oznacuji variabilni mista podle Grasse et Spring (2015). * — chybéjici
sekvence.

Nesynonymni mutace oznaéeny homim indexem: a: Ala—Thr, b: Ala—Val, ¢. Met—Val,
d: Ala—Thr, ¢: Phe—Val, f: Asp—Glu, g: His—GlIn, h: Ala—lle.
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Tabulka 16: Detekovana variabilni mista v RNA2 molekule PhV.

izolat 5’UTR ORF2 3’'UTR
= = = £l - E) -
2 o o =) a P = & 9 = % % N = 3 ) E < & 2
-+ W
— — n -+ v o - o o ~ ~ ® — — — — — — — —

¢T GA TC TG GA AG GC CA CT TIC TA CT GA AIC T/C GA GA TG AC GA

Ph8-99 C G T T G A G C C T T C G A T G G T A G
1405 C G C T G A G C T T T C G A C G G T * *
1416 C G C T G A G C T T T C G A C G G * * *
1605 C G C T G A G C T T T C G A C G G T A G
1608 C G C T G A G C T T T C G A C G G * * *
1610 C A C T G A G C T T T C G A C G G T A *
1611 C G C T G A G C T T T C G A C G G T * *
1708 C G C T G A G C C T T C G A T G G T * *
1709 T G C T G A G C C T T C G A T G G T * *
1710 T G C T G A G C C T T C G A T G G * * *
1711 T G C T G A G C * * * * * * * * * * * *
1712 C G C T G A G C C T T C G A T G G * * *
1713 C G C T G A G C C T T C G A T G G T A *
1714 C G C T G A G C C T T C G A T * * * * *
1715 C G C T G A G C C T T C G A T G G T A *
1716 C G C T G A G C T T T C G A * * * * * *
1718 T G C T G A G C C T T C G A T G G * * *
1721 C G C T G A G C T T T C G * * * * * * *

Jako referencni sekvence slouzila sekvence izolatu Ph8-99 (GenBank Acc. No. HM453718.1). Tucné zvyraznéné pozice oznacuji variabilni mista popsana
v Grasse et Spring (2015). * — chyb¢jici sekvence.

Nesynonymni mutace oznaéeny hornim indexem: a: Ala—Val, b: lle—Met, c: Val—lle, d: Glu—Gln, e: Asn—Lys, f: Ser—Thr, g: Thr—lle.
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Tabulka 16, pokracovani: Detekovana variabilni mista v RNA2 molekule PhV.

izolat 5’UTR ORF2 3°’UTR

CT GA TC TG GA A/G GIC CA CT TC TA CT GA AC TIC GA GA T/G AC G/A
Ph8-99 C G T T G A G C C T T C G A T G G T A G
1720 C G C T G A G C C T T C G A T G G T A *
1801 C G C T G A G C C T T C G A T G G T A A
1904 C G C T G A G C C T T C G A T * * * * *
1905 C G C T G A G C C T T C G A T * * *
H3 C G C T G A G C C T T C G A * * * * * *
HS5 C G C T G A G C C T T C G A T G G T A A
H7 C G C T G A G C C T T C G A T G G T * *
H10 C G C T G A G C C T T C G A T G G * * *
HI11 C G C T G A G C C T T C G A T G G T * *
HI12 C G C T G A G C C T T C G A T G G T * *
H13 C G C T G A G C C T T C G A T G G T * *
H14 C G C T G A G C C T T C G A T G G * * *

Jako referencni sekvence slouzila sekvence izolatu Ph8-99 (GenBank Acc. No. HM453718.1). Tucné zvyraznéné pozice oznacuji variabilni mista popsana
v Grasse et Spring (2015). * — chyb¢jici sekvence.

Nesynonymni mutace oznaéeny hornim indexem: a: Ala—Val, b: lle—Met, c: Val—lle, d: Glu—Gln, e: Asn—Lys, f: Ser—Thr, g: Thr—lle.
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Na zakladé vyskytu SNPs v molekule RNA1 byly izolaty rozdéleny do 6 genotypu, respektive
5 haplotyp (viz obr. 9A). Ceské izolaty PhV byly relativné homogenni, 12 izolatd z 18 se
fadilo k jednomu prevladajicimu genotypu. Genotyp je charakteristicky pfitomnosti SNPs
A—G'" a G—>A™ a byl detekovan u Geskych izolatd 1416, 1708, 1715, 1718, 1709, 1710,
1712, 1713, 1714, 1720, 1801 a 1905. Tento genotyp byl podobné Cetny i mezi madarskymi
izolaty PhV, tadilo se k nému 5 izolatd PhV z 8, a sice H7, H10, H11, H12 a H13. Ostatni
genotypy detekované u Ceskych izolatl, a noveé popsané pro PhV, se od tohoto prevladajiciho
genotypu liSily vjednom, resp. tftech SNPs. Mezi Ceskymi izolaty byl druhy nejpocetné)si
genotyp, ktery je charakterizovany vyskytem SNPs T—C"% A—G'*** a G—>A?** a ktery byl
detekovan u izolati 1605, 1716, 1608, 1610 a 1611. Genotyp charakterizovany pfitomnosti
SNPs G—A"" C—T"" a G—A™" byl zastoupen pouze izolatem 1405. Zbyvajici tii
madarské PhV izolaty reprezentovaly minimalné dva nové genotypy. Genotyp izolatu H3 je
charakteristicky pfitomnosti SNPs A—G'*** C—>T"" a G—>A***. Sekvence izolatu H4 je
pouze parcialni, byly u n& detekovany pouze SNPs A—G'**? a C—T"® jeho presné
zafazeni proto neni mozné. Izolat H5 ma genotyp, ktery je specificky vyskytem SNPs A—T”,
A—-G? €T a G—-AM. 1zolat 1405 je unikatni lokalitou pivodu a genotypem,
u ostatnich izolatd nebyla zjiSténa zadna souvislost mezi lokalitou pavodu, rokem sbéru

izolath a genotypem.

A 1405 B

A(1972)
7(1973)

G(2443)

A(1242)

Ph8-99
1416 1610

C(702)

1605

Obr. 9: Haplotypova sit’ PhV studovanych izolatu konstruovana na zakladé A) RNAI,
B) RNA2. Velikost kruhii odpovida frekvenci genotypt, usecky zastupuji jednotlivé SNP,
tucné uvedeny priklady PhV izolata.
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Na zakladé vyskytu SNPs v molekule RNA2 byly izolaty rozdéleny do 6 genotypt (z toho pét
nové popsanych), respektive 5 haplotypt (viz obr. 9B). Nejcastéji detekovana ve srovnani
s referenéni sekvenci Ph8-99 (Acc. No. HM453718.1) byla zaména T—C"% ktera byla
prevazujici jak u Ceskych, tak u madarskych izolata. Tento genotyp byl zjistén u 10 z 23
Seskych PhV izolati, konkrétn& u izolatd 1708, 1715, 1712, 1713, 1714, 1720, 1901, 1904,
1905 a 1906. Mad’arské izolaty PhV byly velmi homogenni, tento genotyp byl zji§tén u 10
izolatd z 11, a sice H1, H2, H3, H5, H7, H9, H10, H11, H12, H13 a H14. U mad’arského
izolatu H5 byla ziskana delsi sekvence nez u ostatnich mad’arskych izolatt, takze byl u tohoto
izolatu zjistén i SNP v pozici 1505, tj. G—A"" Mezi geskymi izolaty PhV druhy nejastdjsi
genotyp je charakteristicky pritomnosti SNPs T—C*"?, C—T* a T—-C"* a byl zaznamenan
u izolata 1416, 1405, 1605, 1608 a 1611. U ceskych izolatd 1716 a 1721 byla ziskana
sekvence dosahujici pouze 1423, resp. 1359 nt (pozice vztahovany vuci referen¢ni sekvenci
izolatu Ph8-99, GenBank Acc. No. HM453718.1), genotyp téchto izolatd je specificky
vyskytem SNPs T—C" a C-T™, ptfitomnost zamény v pozici 1449 proto nemohla byt
vyhodnocena. Izolaty 1718, 1709, 1710 a 1711 maji genotyp charakteristicky pfitomnosti
SNPs C—T'? a T—>C"", uizolatu 1711 byla ale ziskana jen aste¢na sekvence o délce 662 nt
(vaci referencni sekvenci izolatu Ph8-99). Genotyp izolatu 1610 je specificky pfitomnosti
nejvice SNPs; G—A"" T-C"?, C-T% a T-C"". U izolatu 1801 byl detekovan stejny
genotyp jako u mad’arského izolatu HS, tento genotyp je charakteristicky pfitomnosti SNPs
T2 g GoASH
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1416
1708
1715
1718
1405
1605
1716
1608
1610
1611
1709
1710
1712
1713
1714
1720
1801
1905

100,00%
99,96%
99,89%
53,00%
42,00%
35,00%
20,00%
16,00%

Obr. 10: Procentualni identita genomickych sekvenci RNA1 a aminokyselinovych RdRp sekvenci PhV izolati a dalSich vird. Leva dolni polovina
obrazku prestavuje genomické sekvence, prava homi polovina aminokyselinové sekvence. Barevna Skala reprezentuje procentualni identitu. Tucné
zvyraznény nové ceské a mad’arské izolaty.
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PeLV
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SmV-A
CHiV-14

Obr. 11: Procentualni identita genomickych sekvenci RNA2 a aminokyselinovych CP sekvenci PhV izolatu a dalSich vira. Leva dolni polovina obrazku
prestavuje genomické sekvence, prava horni polovina aminokyselinové sekvence. Barevna skala reprezentuje procentualni identitu. Tuéné zvyraznény nove
Ceské a mad’arske izolaty.
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Genomické sekvence RNAI1 ceskych i madarskych izolath PhV vykazovaly vysokou
homogenitu. Vzajemna identita genomickych sekvenci RNAT1 cCeskych izolati byla 99,85-
100 %, identita mad’arskych izolati se pohybovala v rozmezi 99,92-100 % (viz obr. 10).
Mezi Ceskymi izolaty vykazoval nejmensi podobnost (99,85 %) izolat 1405 s izolaty 1605,
1716, 1608, 1610 a 1611, izolat 1405 se od ostatnich zminénych odliSoval 4 variabilnimi
misty. V ramci madarskych izolatd vykazoval nejmensi podobnost (99,92 %) izolat H5
sizolaty H7, H10, H11, H12 a H13, izolat H5 se od ostatnich zminénych izolatd odliSoval
dvéma variabilnimi misty. Genomické sekvence RNA1 Ceskych izolatd PhV vykazovaly
s genomickymi sekvencemi madarskych izolatd identitu 99,81-100 %, nejmensi podobnost

mezi sebou vykazovaly izolaty HS a 1405 (99,81 %), které se odlisuji 5 variabilnimi misty.

Srovnanim genomickych sekvenci RNA1 Ceskych izolati s izolatem PhV Ph8-99 (Acc. No.
HM453713.1) byla zjiSténa podobnost 99,89-99.3 %, nejmensi identitu s izolatem Ph8-99
vykazovaly Ceské izolaty 1405, 1605, 1716, 1608, 1610 a 1611 (99,89 %), které se od izolatu
Ph8-99 odliSovaly 3 variabilnimi misty; ostatni Ceské izolaty PhV se od izolatu Ph8-99
odliSovaly ve dvou variabilnich mstech a wvykazovaly identitu 99,93 %. Srovnanim
genomickych sekvenci RNA1 madarskych izolati sizolatem PhV Ph8-99 (Acc. No.
HM453713.1) byla zjisténa identita 99,85-99,93 %, nejmensi identitu s izolatem Ph8-99
vykazoval mad’arsky izolat HS (99,85 %), ktery se od izolatu Ph8-99 odliSoval 4 variabilnimi

misty.

P-distance analyzou byla pfi srovnani genomickych sekvenci RNA1 Ceskych a mad’arskych
izolati PhV s viry Celedi Nodaviridae zjisténa podobnost 34,88-42,62 %, PhV izolaty jsou si
nejpodobnéjsi s pariacoto virus (Acc. No. AF171942.1; 41,8-42,62 %) a mosinovirus (Acc.
No. KJ632942.1; 41,02-41,52%). Z dalSich evolu¢né pribuznych vird vykazuji Ceské
amad’arské izolaty PhV nejvét§i podobnost genomickych sekvenci s sclerophthora
macrospora virus A (Acc. No. NC 005817.1; 40,79-41,32%). Nejmensi identitu
genomickych sekvenci vykazuji ceské a mad’arské izolaty PhV s lake sinai virus 1 (Acc. No.
NC 035466.1; 34,85-35,29 %), z viru Celedi Nodaviridae vykazuji Ceské a mad’arské izolaty
PhV nejmensi identitu s nodamura virus (Acc. No. NC_002690.1; 35,43-35,73 %)).

Aminokyselinové sekvence RdRp cCeskych i madarskych izolatd PhV jsou také velmi
homogenni. Vzajemna identita aminokyselinovych sekvenci RdRp cCeskych izolatd byla
99,89-100 %, identita mad’arskych izolatd byla 100% (viz obr. 10). Mezi Ceskymi izolaty
vykazoval nejmensi podobnost (99,89 %) izolat 1405 s ostatnimi ¢eskymi izolaty, izolat 1405
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se v ramci aminokyselinovych sekvenci od ostatnich Ceskych izolati odlisoval v jedné
aminokyseliné. Aminokyselinové sekvence RdRp ceskych izolati PhV vykazovaly
s aminokyselinovymi sekvencemi RdRp mad’arskych izolatt identitu 99,89-100 %, nejmensi
identitu vykazoval izolat 1405 (99,89 %) s mad’arskymi izolaty PhV (kromé izolatu H4,
u kterého byla zjisténa pouze parcialni sekvence), izolat 1405 se v ramci aminokyselinovych

sekvenci od mad’arskych izolati odliSoval v jedné aminokyseliné.

Srovnanim aminokyselinovych sekvenci RdRp Ceskych izolatd s izolatem PhV Ph8-99 (Acc.
No. HM453713.1) byla zjiSténa podobnost 99,78-99, 89 %, nejmensi identitu s izolatem
Ph8-99 vykazoval Cesky izolat 1405 (99,78 %), ktery se od izolatu Ph8-99 odlisoval ve
2 aminokyselinach; ostatni Ceské izolaty PhV se od izolatu Ph8-99 odliSovaly v jedné
aminokyselin€ a vykazovaly identitu 99,89 %. Srovnanim aminokyselinovych sekvenci RdRp
madarskych izolatd sizolatem PhV Ph8-99 (Acc. No. HM453713.1) byla zjisténa identita
99,89-100 %, nejvétsi identitu s izolatem Ph8-99 vykazoval madarsky izolat H4 (100 %),
ktery je reprezentovan pouze parcialni sekvenci pokryvajici 52-1938 nt vaci referencni
sekvenci, kterou je prave izolat Ph8-99; ostatni mad’arské izolaty PhV se od izolatu Ph8-99

odliSovaly v jedné aminokyselin€ a vykazovaly identitu 99,89 %.

P-distance analyzou byla pifi srovnani aminokyselinovych sekvenci RdRp ceskych
a madarskych izolatd PhV s viry Celedi Nodaviridae zjisténa podobnost 17,77-18,72 %, PhV
izolaty vykazuji nejveétsi identitu s pariacoto virus (Acc. No. AF171942.1; 19,49-20,07 %)
a mosinovirus (Acc. No. KJ632942.1; 20,45-20,9 %). Z dalSich evolu¢né piibuznych vira
vykazuji Ceské a madarské izolaty PhV nejvétsi podobnost aminokyselinovych sekvenci
RdRp s sclerophthora macrospora virus A (Acc. No. NC 005817.1; 16,99-28,47 %).
Nejmensi identitu aminokyselinovych sekvenci RdRp vykazuji Ceské a mad'arské izolaty PhV
s lake sinai virus 1 (Acc. No. NC 035466.1; 16,99—17.08 %), z vira Celedi Nodaviridae
vykazuji Ceské a madarské izolaty PhV nejmens$i identitu s nodamura virus (Acc. No.

NC_002690.1; 17,77-18,72 %).

Genomické sekvence RNA2 ceskych i madarskych izolath PhV vykazovaly vysokou
homogenitu. Vzajemna identita genomickych sekvenci RNA2 Ceskych izolata byla 99,65-
100 %, identita genomickych sekvenci RNA2 madarskych izolati byla 100 % (viz obr. 11).
Z Ceskych izolath vykazoval obecné nejnizsi identitu s ostatnimi Ceskymi izolaty izolat 1610
(99,65-99,93 %), ktery je jedineénym svym SNP G—A"’ Genomické sekvence RNA2

Ceskych izolatd PhV vykazovaly s genomickymi sekvencemi madarskych izolati identitu
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99,78-100 %, od mad’arskych izolati se nejvic lisil Cesky izolat 1610 (99,78 %), ktery se od

kompletnich sekvenci mad’arskych izolati odliSoval ve tfech variabilnich mistech.

Srovnanim genomickych sekvenci RNA2 Ceskych izolath s dalsimi izolaty PhV dostupnymi
v databazi GenBank (seznam viz tabulka 13) byla zjisténa podobnost 99,64—-100 %, nejmensi
identitu vykazoval Cesky izolat 1610 s izolatem Ph1-00 (Acc. No. HM453721.1; 99,64 %)).
Srovnanim genomickych sekvenci RNA2 madarskych izolatd s dal§imi izolaty PhV
dostupnymi v databazi GenBank byla zjiS§téna identita 99,79-100 %, nejmensi identitu
vykazoval mad’arsky izolat HS s izolatem Ph1-00 (Acc. No. HM453721.1; 99,79 %).

P-distance analyzou byla pfi srovnani genomickych sekvenci RNA2 Ceskych a mad’arskych
izolati PhV s viry Celedi Tombusviridae zjisténa identita 28,87-41,3 %, PhV izolaty vykazuji
nejvetsi identitu s cucumber bulgarian latent virus (Acc. No. KJ572966.1; 35,3-41,05 %)
a tomato bushy stunt virus (Acc. No. M21958.1; 34-41,3 %). Z dalSich evolu¢né piibuznych
vira vykazuji ¢eské a mad’arské izolaty PhV na zakladé p-distance analyzy nejvétsi podobnost
genomickych sekvenci RNA2 s sclerophthora macrospora virus A (Acc. No. NC 005818.1;
48,6-56,7 %) a tombunodavirus UCl (Acc. No. KF510030.2; 53,6-57,9 %). Nejmensi
identitu genomickych sekvenci vykazuji Ceské a madarské izolaty PhV s lake sinai virus 1
(Acc. No. NC 035466.1; 36,6-38,8 %), zvira Celedi Tombusviridae vykazuji Ceské
a mad’arské izolaty PhV nejmensi identitu s olive mild mosaic virus (Acc. No. KY769774.1;

28,9-31,9 %).

Aminokyselinové sekvence CP Ceskych i madarskych izolath PhV jsou homogenni.
Vzajemna identita aminokyselinovych sekvenci CP Ceskych i mad’arskych izolata byla 100 %
(viz obr. 11). Aminokyselinové sekvence CP ceskych izolath PhV vykazovaly

s aminokyselinovymi sekvencemi mad’arskych izolatli identitu tedy také 100 %.

Srovnanim aminokyselinovych sekvenci CP Ceskych a madarskych izolata s dal§imi izolaty
PhV dostupnymi v databazi GenBank (seznam viz tabulka 13) byla zjiSténa podobnost 99,4—
100 %, nejmensSi identitu vykazovaly Ceské a madarské izolaty PhV (99,7 %), u kterych byla
ziskana témeét kompletni sekvence, s izolaty Ph1-00 (Acc. No. HM453721.1), Ph19-01 (Acc.
No. HM453719.1) a Ph8-99 (Acc. No. HM453718.1).

P-distance analyzou byla pfi srovnani aminokyselinovych sekvenci CP ¢eskych a mad’arskych
izolath PhV s viry Celedi Tombusviridae zjisténa podobnost 15,6-28,7 %, PhV izolaty
vykazuji nejvétsi identitu s pelargonium leaf curl virus (Acc. No. HM461992.1; 22,02—
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28,48 %), tomato bushy stunt virus (Acc. No. M21958.1; 22,39-28,66 %), pear latent virus
(Acc. No. AY100482.1; 22,32-27,85 %), pothos latent virus (Acc. No. NC_000939.2; 22.4—
27,15 %) a hibiscus chlorotic ringspot virus (Acc. No. OP779319.1; 22,51-25,63 %).
Z dalsich evolu¢né piibuznych viri vykazuji Ceské a mad’arské izolaty PhV na zakladé
p-distance analyzy nejvétsi podobnost aminokyselinovych sekvenci CP s sclerophthora
macrospora virus A (Acc. No. NC 005818.1; 44,69-58,93 %) a tombunodavirus UC1 (Acc.
No. KF510030.2; 50,41-61,4 %). Nejmensi identitu genomickych sekvenci vykazuji Ceské
a mad’arské izolaty PhV snodamura virus patficim do celedi Nodaviridae (Acc. No.
NC _002691.1; 8,75-12,05 %), zvird Celedi Tombusviridae vykazuji Ceské a madarské
izolaty PhV nejmensi identitu s olive mild mosaic virus (Acc. No. KY769774.1; 15,58-
16,78 %).
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5.2 Fylogeneticka analyza

Vysokou homogenitu izolati PhV potvrdila fylogeneticka analyza genomickych sekvenci
RNA1 aRNA2 (viz obr. 12 a 14) provedena pomoci algoritmu maximalni parsimonie
a aminokyselinovych sekvenci RdRp a CP (viz obr 13 al5) provedena pomoci
neighbor-joining algoritmu, kde izolaty PhV tvoftily vzdy samostatnou signifikantni skupinu
s minimalnim vétvenim. Topologie stromu potvrzuje unikatnost tohoto viru a jeho velkou
evoluéni vzdalenost. Analyza ziskanych nukleotidovych sekvenci RNA1 (viz obr. 12)
prokazala fylogenetickou pfibuznost s viry SmV-A a LSV-1, viry Celedi Nodaviridae tvotily
samostatnou skupinu. Analyza aminokyselinovych sekvenci RdRp (viz obr. 13) potvrdila
pozici SmV-A, viry Celedi Nodaviridae tvorily opét samostatnou skupinu, naopak virus
LSV-1 tvoril samostatnou, evoluéné¢ vzdalenou vétev. Pfi fylogenetické analyze
nukleotidovych sekvenci RNA2 (viz obr. 14) se jako PhV izolatim nejpodobnéjsi jevily viry
ToNoV a SmV-A. Druhou nejblizsi skupinu tvotily viry LSV-1 a ChiV-14. Virus NoV patfici
do Celedi Nodaviridae se vyvétvil do samostatné vétve, viry Celedi Tombusviridae tvorily
fylogeneticky nejvzdalené;si skupinu. Na zakladé analyzy aminokyselinovych sekvenci CP
(viz obr. 15) vykazuji k PhV izolatim nejvétsi pfibuznost viry ToNoV, SmV-A a ChiV-14,
viry Celedi Tombusviridae tvorily opét samostatnou skupinu a nejvzdalené;si se jevi LSV-1

a NoV.
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Obr. 12: Fylogeneticky strom PhV izolita
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zakladé genomickych sekvenci RNA1 pomoci
algoritmu maximalni parsimonie. Analyzované
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Obr. 14: Fylogeneticky strom PhV izolita
a dalSich vybranych vira konstruovany na
zakladé genomickych sekvenci RNA2 pomoci
pomoci algoritmu maximilni parsimonie.
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5.3 Urceni ras P. halstedii a pirenos PhV

U izolatd 2104, 2107, 2109, 2110 (viz tabulka 2) zvolenych pro urCeni rasy P. halstedii byla
potvrzena pritomnost PhV pomoci RT-PCR a specifickych primerd, izolat H5-22 byl

bezvirdzni a byl proto zvolen pro pfenos viru.

Metodou SDI byly na diferencia¢nim souboru slunecnic testovany 4 ¢eské izolaty P. halstedii,
jejichz sbér probehl v roce 2021 (viz tabulka 2). UrCena rasa P. halstedii byla oznacena
unikatnim pétimistnym Ciselnym kodem, ktery odpovida fenotypové reakci péti tripletu
diferenciacnich linii sluneCnice na pfitomnost patogenu. UrCeni rasy u izolatu 2104 bylo
obtizné, protoze se ziejme jednalo o smés dvou ras (700 60 a 712 60). Vysledky urceni ras

jsou uvedeny v tabulce 18.

Metodou SDI byly 4 izolaty P. halstedii na zaklad¢ fenotypové reakce na diferenciacnich linii
slune¢nice zarazeny do 3 ras, izolaty 2107 a 2110 patii k rase 710 60, izolat 2109 patii k rase
700 60 a v piipadé€ izolatu 2104 byl identifikovan smésny vzorek rasy 700 60 a nové, dosud
neidentifikované, rasy 712 60 (souhrn viz tabulka 17).

Tabulka 17: Identifikované rasy P. halstedii.

Nazev izolatu Lokalita Rasa

2104 Prelic 700 60/712 60
2107 Nova Ves u Mélnika 710 60

2109 Nova Ves u Mélnika 700 60

2110 Prelic 710 60

V ramci prace byla za pouziti modifikovaného postupu podle Grasse et al. (2013) testovana
moznost pfenosu PhV z virozniho izolatu Plasmopary halstedii do bezvirdzniho izolatu. Byly
porovnavany dva zpusoby pfipravy inokulacniho homogenatu, ktery byl filtrovan (1) pres
uhelon o velikosti ok 25/30 um anebo (2) ptes uhelon o velikosti ok 25/30 um a Chromatfil
CA-45/25 o velikosti ok 0,45 um. Virova RNA byla detekovana pomoci RT-PCR amplifikace
pouze pii filtrovani homogenatu zoosporangii uhelonem (viz obr. 15). Naopak pfi filtrovani
homogenatu zoosporangii uhelonem a pomoci Chromafil CA-45/25 nebyla detekovana

pfitomnost zadné virové RNA.

Spolu s ptfenosem PhV probéhlo pfemnozeni dvou dlouhodobé uchovéavanych, zamrazenych,

viroznich izolatd P. halstedii — H5-22 a H4-22 s cilem oziveni materiali pro potencialni

56



biologické testy. Toto pfemnozeni ale nebylo uspé€$né, v namnozeném vzorku P. halstedii

byla detekovana pouze ptitomnost virové RdRp, druha genomickd RNA nebyla zjisténa.

1 2 3 4 RTBL M 1 2 3 4 RTBL
BL BL

E <_

B =<

Obr. 15: Detekce PhV po prenosu viru za pouziti primeru (A)
PHV_RdRp_polR1/PHV_RdRp polF1 (RNA1) a (B) PHV_ WG _F2/ PHV_WG R2
(RNA2).

M — marker molekulové hmotnosti (GeneRulerTM 100 bp DNA ladder), drahy: 1 — H4-22 po
pfemnozeni, 2 — H5 po pfemnozeni, 3 — pfenos PhV (filtrace uhelon 30/25 um), 4 — pfenos
PhV (filtrace uhelon 25/30 um, Chromafil CA-45/25), RT BL — RT negativni kontrola, BL —
PCR negativni kontrola.; Sipka oznacuje specificky produkt.
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6 Diskuze

"Plasmopara halstedii virus’ (PhV) je relativné nové popsanym virem napadajicim obligatné
biotrofni patogen Plasmopara halstedii, pattici do oddéleni Peronosporomycota. K jeho
prvotni detekci doslo v 90. letech 20. stoleti (Gulya et al., 1990) v USA, v Ceské republice
byl vyskyt PhV zaznamenan viubec poprvé az v roce 2014 v lokalitach Brno-Chrlice, Podivin,
Lednice a Olomouc-Holice (Pospichalové, 2014). Genom PhV byl ¢aste¢né popsan v ramci
izolath z Némecka, Madarska, Francie a USA v roce 2008, geneticka diverzita ziskanych
sekvenci byla velmi mala (Heller-Dohmen ez al., 2008). Kompletni sekvence genomu PhV
byla ziskana poprvé v roce 2011 (Heller-Dohmen ez al., 2011). Pfi nasledné rozsahlé analyze
kompletnich sekvenci 22 izolati PhV z riznych zemi svéta byla opét zjisténa velmi nizka
geneticka variabilita PhV (Grasse et Spring, 2015). V ramci téchto studii ale nebyly zahrnuty
Ceské izolaty, proto se tato diplomova prace zaméfila na molekularné genetickou

charakteristiku mj. Ceskych izolati PhV.

Analyza Ceskych a mad’arskych izolat *plasmopara halstedii virus’ umoznila identifikaci jiz
znamych (Grasse et Spring, 2015), ale 1 zcela novych variabilnich mist, jak v koduyjicich, tak
v nekodujicich oblastech genomickych RNA sekvenci. Nové bylo identifikovano 6 SNP, ¢imz
se pocet znamych SNP v genomu PhV zvedl z 27 na 33 SNP. Vyskyt indel oblasti (--)—AA
(30) zjisténé u referencniho francouzského izolatu Ph8-99 bohuzel nemohl byt potrvzen nebo
vyvracen, protoze sekvence RNA ziskané v ramci diplomové prace byly kratsi a tuto 5’-UTR

oblast nezahrnovaly.

Mezi Ceskymi a mad’arskymi izolaty bylo detekovano 6 genotypu na zakladé vyskytu SNPs
v molekule RNA1 a 6 genotypt na zaklad¢é vyskytu SNPs v molekule RNA2. Prevladajici
RNAI genotyp (SNPs A—G'*? a G—>A?") byl detekovan jiz dfive u 11 izolatd z riznych
zemi svéta, konkrétng z Indie, USA, Maroka, Jihoafrické republiky, Francie, Italie, Spanélska,
Turecka a Bulharska (Grasse ef Spring, 2015). Také nejcastéji detekovany genotyp
vmolekule RNA2 (SNP T—C'’?) byl jiz diive zaznamenan, a sice u izolatd pivodem
z Némecka, Spanélska, Jihoafrické republiky a USA (Grasse et Spring, 2015). Ostatni
genotypy byly detekovany poprvé. Provedena genotypizace a nemoznost spojit vyskyt
konkrétntho RNA1 a RNA2 genotypu s lokalitou nebo rokem sbéru potvrzuje situaci
zjisténou v ramci prvni PhV studie pied téméf deseti lety (Grasse et Spring, 2015). Zachyt
novych PhV genotypu a zjisténa variabilita mize byt dana tim, ze tak rozsahly soubor izolatt

z jedné zemé doposud nikdo neanalyzoval.
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I presto, ze bylo detekovano nékolik novych genotypt, geneticka variabilita Ceskych
i mad’arskych izolatd PhV byla obecné velmi nizka, jednalo se v obou piipadech o velmi
homogenni virovou populaci. Tyto vysledky koreluji s vysledky Grasse ez Spring (2015),
ktetfi nezjistili zddnou vyznamnéj$i variabilitu v ramci genomu PhV. Z toho je mozné
usuzovat, ze je PhV pravdépodobné evolucné mlady virus a zatim nedoslo k vyraznéj§imu
genetickému rozriznéni. Vzhledem k uzké specializaci PhV na svého hostitele a zptsobu jeho

prenosu je také pravdépodobné, Ze na virus pusobi velky selekéni tlak.

V nedavné studii zabyvajici se taxonomickym zafazenim PhV byla zjisténa podobnost RdRp
PhV a SmV-A s RdRp vird Celedi Nodaviridae a podobnost CP PhV a SmV-A s CP vira
Celedi 7Tombusviridae (Grasse et Spring, 2017). Tato podobnost byla potvrzena
fylogenetickou  analyzou. Také genomické sekvence RNA1 (34,88-42,62 %)
a aminokyselinové sekvence RdRp (17,77-18,72 %) vira celedi Nodaviridae vykazovaly
urcitou shodu s odpovidajicimi sekvencemi RARP PhV izolatd. Stejné tak vykazovaly
genomické sekvence RNA2 (28,87-41,3 %) a aminokyselinové sekvence CP (15,6-28,7 %)

vira Celedi Tombusviridae urcitou identitu s odpovidajicimi sekvencemi CP PhV izolata.

Rasa Plasmopara halstedii 712 60 je zcela unikatni, jedna se o prvni zachyt nejen v Ceské
republice, ale 1 na svét€. Vzhledem k smésné povaze vzorku je ale pro jeji potvrzeni nutné
diferenciacni experiment zopakovat. Izolaty 2107 a 2110 byly vyhodnoceny jako rasa 710 60,
ktera je v Ceské republice pomé&mé bé&zna (Drabkova-Trojanova et al., 2018). Tzolat 2109 byl

vyhodnocen jako rasa 700 60, coz je dalsi v Ceské republice b&zné se vyskytujici rasa.

V ramci prace byl proveden pokus o pfenos viru na bezvirozni kmen Plasmopara halstedii
pomoci postupu podle Grasse et al. (2013). I kdyz autofi ve své praci dokladaji tispésny
prenos PhV, samotny experimentalni prenos mykoviri mezi hostiteli je obecné velmi obtizny
a jeho uspésné provedeni podminéno fadou biologickych faktorti (Cortesi ef al., 2001, Wu et
al., 2017). A tato skutecnost se potvrdila 1 v této praci. Virus se podafilo prenést, pokud byl
homogenat pripraven sonikaci pii 60 kHz a filtrovan ptes uhelon o velikosti ok 25/30 um. To
je v souladu s Grasse ef al. (2013), 1 kdyz ucinnost pfenosu je niz§i. Neni ale jasné, zda pfi
dostupné metodé¢ homogenizace doslo k u€innému rozbiti zoospor a nelze vyloucit, ze oka
uhelonu propustila i spory plasmopary, protoze jejich pramérna velikost je 15-30 pum
(Diagnostiscs, 2014). Je mozné, ze nedoslo k pfenosu jen viru, ale plasmopary infikované

PhV, a tim doSlo ke vzniku smésné infekce. Proto by bylo vhodné pokracovat v analyze
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vysledku pfenosového experimentu, tedy po provedeni pfenosu viru urcit rasu takto vzniklého

izolatu, aby se vyloucil vznik smésného vzorku.

Pti filtraci uhelonem 1 pomoci Chromafil CA-45/25 o velikosti ok 0,45 pm virus detekovan
nebyl. To potvrzuje, ze virus neni (nebo je jen velmi obtizné) pfenosny prostiednictvim
samostatnych viriont, jejichz velikost je v priméru 37 nm, ale pro uspéSnou infekci
bezvirozniho kmene plasmopary, stejné€ jako u dalSich mykovirt, je nezbytna anastomoza,
tedy fuzi houbovych hyf obsahujici virus a zdravych hyf a vymeéna cytoplasmatického obsahu
(Grasse et al., 2013, Pearson et al., 2009). Navozeni tohoto v pfirodé bézného stavu (Pearson

etal., 2009; Sutela et al., 2019) je experimentalné naro¢né.
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7 Zavér

Tato prace rozSifuje znalosti o genetické varibilit€¢ ’plasmopara halstedii virus’. Pocet
variabilnich mist zaznamenanych v genomu ’plasmopara halstedii virus’ byl roz§ifen z 27
znamych variabilnich mist na 33. Geneticka variabilita izolatd *plasmopara halstedii virus’ je
velmi mald, jak Ceskd, tak mad’arska populace viru je velmi homogenni. Izolaty viru byly
zatazeny do 6 RNA1 a 6 RNA2 genotypl, z nich 5 pro kazdou RNA bylo zjisténo noveé
amohly by byt vysledkem jeho postupného evoluéniho rozriznéni. Distancni
a fylogenetickou analyzou byla potvrzena podobnost ziskanych PhV izolatd a jejich
jednotlivych RNA molekul s doposud popsanymi izolaty PhV pivodem z rtznych zemi
a kontinentd a nebyla zjiSténa korelace mezi variabilitou a geografickym ptavodem nebo
rokem sbéru virézniho kmene Plasmopara halstedii. 1 kdyz v ptirodé€ pravdépodobné dochazi
k prenosu mykovira relativné Casto, jen velmi mala uspésnost prenosového pokusu potvrdila
jeho obtiznost v experementalnich podminkach a nutnosti navozeni optimalnich podminek

pro anastomézu mezi viroznim a bezviroznim kmenem PhV hostitele.

Byly urleny rasy &tyt izolatt Plasmopara halstedii, dvé z nich, 700 60 a 710 60, jsou v Ceské
republice bézné. V jednom piipadé byla identifikovana zcela nova rasa 712 60, ktera ale se

vyskytovala ve smésné infekci se béznou rasou 710 60.
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