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Abstrakt 

Zástupci rodu Armillaria jsou široce rozšířenými lesními patogeny, proti nimž dosud nebyla 

vyvinuta účinná ochrana. Vzhledem k jejich dlouhověkosti a tvorbě rozsáhlých klonálních 

jedinců by mohlo být výhodné použití mykovirů jako prostředků biologické kontroly proti 

těmto patogenům. Tato práce popisuje druhové zastoupení václavek rodu Armillaria v ČR, 

a následně detekci a charakterizaci virů u Armillaria spp. nasbíraných v České republice. U 

druhů Armillaria ostoyae a A. cepistipes bylo detekováno celkem pět ssRNA virů, včetně 

viru z čeledi Tymoviridae a čtyř virů patřících do nedávno popsané skupiny "ambivirů" s 

kruhovým ambisense uspořádáním genomu. Ve všech ambivirových sekvencích byly 

popsány ribozymy hammerhead (HHRz) i hairpin ribozymy (HpRz). Nově detekované viry 

byly porovnány pomocí fylogenetické analýzy a na základě sekvenačních dat byly navrženy 

primery a optimalizována metoda RT-PCR pro rychlý screening přítomnosti těchto virů. 

Klíčová slova: Armillaria, kořenová hniloba, viry, ambivirus, tymovirus, biologická kontrola 
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Abstract 

Members of the genus Armillaria are widespread forest pathogens against which effective 

protection has not yet been developed. Given their longevity and the formation of large 

clonal individuals, the use of mycoviruses as biological control agents could be an effective 

alternative against these pathogens. This paper describes the species distribution of Ar­

millaria spp. in the Czech Republic, followed by the detection and characterization of viru­

ses in Armillaria spp. collected in the Czech Republic. A total of five ssRNA viruses were 

detected in Armillaria ostoyae and A. cepistipes, including a virus from the family Tymoviri-

dae and four viruses belonging to the recently described group of "ambiviruses" with a 

circular ambisense genome arrangement. Both hammerhead ribozymes (HHRz) and hairpin 

ribozymes (HpRz) have been described in all ambivirus sequences. The newly detected vi­

ruses were compared by phylogenetic analysis and primers were designed based on the 

sequencing data and the RT-PCR method was optimized for rapid screening for the pre­

sence of these viruses. 

Keywords: Armillaria, Root rot, viruses, ambivirus, tymovirus, biological control 
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1 ÚVOD 

Václavky (Armillaria) představují rod rostlinných patogenních hub, který zahrnuje asi 40 

známých morfologických a nejméně 129 biologických druhů (Coetzee a kol., 2018). Mnohé 

z nich jsou patogeny, které způsobují onemocnění projevující se hnilobou kořenů u široké 

škály stromů a keřů, včetně hospodářsky významných jehličnanů. V našich podmínkách se 

často vyskytují ve smrkových porostech. Jsou snadno rozeznatelné podle svých rhizomorf, 

které slouží k vyhledávání potravy a zároveň přetrvávají v půdě za nepříznivých podmínek 

pro růst. Stejně jako ostatní houby způsobující bílé hniloby mohou Armillaria rozkládat 

všechny složky ligninového dřeva, a lze je tak zařadit mezi houby patogenní i saprofytické 

(Sipos a kol., 2018). Produkují enzymy rozkládající polysacharidy lignin a celulózu, což hou­

bám umožňuje živit se i již odumřelou organickou hmotou (Rodriguez a kol., 1997). Houbám 

rodu Armillaria se daří převážně ve vlhkých podmínkách, v suchých a chladných podmín­

kách přečkávají ve formě rhizomorf (Denman a kol., 2000). Nakažení václavkami může pro­

bíhat přes půdu rhizomorfy nebo přímým kontaktem s myceliem rostoucím v infikované 

rostlině (Charles a kol., 1991). Mezi limitující faktory ohrožující život saprofytních hub patří 

konkurence mezi jednotlivými druhy hub žijícími ve společném prostoru, dále stres způso­

bený nevhodnými klimatickými, výživovými nebo mikrobiotickými podmínkami a distur­

bance. U smrkových porostů často dochází ke konkurenci mezi václavkou obecnou (Armilla­

ria mellea), troudnatcem kopytovitým (Fomes fomentarius), ohňovci (Phellinus) a lesklo-

korkami (Ganoderma; Klán, 1989). 

Dalším limitujícím faktorem, omezujícím růst a patogenitu václavek mohou být mykoviry. 

Mykoviry obecně byly detekovány ve všech hlavních skupinách patogenních hub (Ghabrial 

a Suzuki, 2009). Jsou to převážně dvouvláknové (ds) RNA viry, ale vyskytují se i ve formě 

jednovláknových (ss) RNA virů a kruhových jednovláknových (ss) DNA virů. Ve svém repli-

kačním cyklu neprochází extracelulární fází, jsou přenášeny intracelulárně prostřednictvím 

spor nebo skrz spojování hyf (Ghabrial, 1998). Účinnost přenosu spor se liší podle typu spor 

a taxonomického zařazení hostitelských hub (Ihrmark, 2004). Ve většině hostitelích přeží­

vají asymptomaticky, zatímco u některých byla prokázána snížená schopnost virulence hos­

titelských hub. Tato vlastnost, označovaná jako hypovirulence, může být užitečná přede­

vším kvůli rozsáhlosti houbových chorob v zemědělství a lesnictví a omezeným možnostem 

kontroly těchto chorob. 
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Existují významné lesní patogenní houby, jako jsou např. Cryphonectria parasitica, Phy-

tophthora spp., Ophiostoma spp., Gremmeniella abietina, Hymenoscyphus fraxineus, Hete-

robasidion annosum a Armillaria spp., které hostí mykoviry s různými vztahy mezi houbami 

a viry (Munoz-Adalia a kol. 2016; Vainio a kol. 2018; Sutela a kol. 2021). U Armillaria popsali 

již Blattny a kol. (1973) a Reaves a kol. (1988) přítomnost virům podobných částic u A. 

mellea a A. ostoyae, ale teprve v roce 2021 byly viry potvrzeny pomocí molekulárních me­

tod (Linnakoski a kol., 2021). 

V dosavadních studiích týkajících se mykovirů václavek Armillaria bylo popsáno několik RNA 

virů. Cílem těchto studií bylo především porozumět rozmanitosti a vlivu těchto mykovirů 

na druhy rodu Armillaria a zaměřit se na jejich ekologickou roli a potenciální vliv na virulenci 

hub. Doposud byl virom rodu Armillaria molekulárně zkoumán ve vzorcích z Finska, Ruska 

(Sibiř), Jižní Afriky a Švýcarska. Bylo popsáno několik pozitivních i negativních ssRNA virů a 

dva dsRNA mykoviry. U pěti různých druhů rodu Armillaria (A. mellea, A. borealis, A. cepisti-

pes, A. ostoyae, A. gallica) byly popsány mitoviry, ourmia-like viry, tymoviry, flegiviry, ambi-

like viry, několik dosud neklasifikovaných (+)ssRNA a dva neklasifikované dsRNA viry (Linna­

koski a kol. 2021; Shamsi a kol. 2024). 
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2 Václavky rodu ArmMaria 

Houbové patogeny hrají v lesních ekosystémech důležitou roli. Významně ovlivňují rozma­

nitost, strukturu a dynamiku lesních společenstev (Hansen a kol., 2000). Houby rodu Ar-

millaria (dle Maphosa (2005): čeleď Tricholomataceae; řád Agaricales; třída Basidiomy-

cetes), také známé pod českým názvem václavka, jsou skupinou hub, které se vyskytují po 

celém světě. Tyto houby patří k nejrozšířenějším houbám na světě a mají velmi důležitou 

roli v lesní ekologii. Jejich hlavní funkcí je rozklad organického materiálu v lesních ekosys­

témech a jsou popsány jejich symbiotické vztahy i s některými orchidejemi např. Galeola 

septentrionalis (Ogura-Tsujita, 2021). 

Armillaria se živí odumřelým dřevem a zásadně pomáhají při rozkladu dřeva v lese. Při 

tomto procesu dochází k obnově půdy a uvolňování živin z mrtvého dřeva do půdy, což 

poskytuje živiny pro další rostliny a houby. Armillaria primárně likvidují nemocné či již od­

umřelé stromy, které pomáhají rozkládat a tím udržovat zdraví lesa a snižovat riziko pře­

nosu infekce na další zdravé stromy. Napadají však i zdravé jedince, narušují jejich vodní 

režim a mohou tak způsobovat odumírání i jinak zcela zdravých stromů. Tyto houby se mo­

hou napojit na kořeny stromů, způsobit jejich ochabnutia smrt. Tento proces je známý jako 

hniloba kořenů, pro lesní hospodářství může být velmi problematický a vést k velkým eko­

nomickým ztrátám (Baumgartner a kol., 2011). Kromě toho, Armillaria mohou sami přená­

šet viry a bakterie mezi jednotlivými stromy, což vede k šíření dalších onemocnění. Armilla­

ria jsou považovány za nejvýznamnější patogeny poškozující smrkové porosty v nižších a 

středních polohách. Největší dopad mívají v lesích oslabených pěstováním na hranici eko­

logického optima. Dřeviny se tak stávají citlivějšími vůči jakýmkoliv stresovým faktorům 

(Křístek a Urban, 2013). V roce 2022 bylo převážně na severní Moravě a ve Slezsku evido­

váno 115 000 m 3„václavkového dříví" (Lubojacký a kol., 2023). Kromě jehličnanů napadají 

houby rodu Armillaria i další rostlinné druhy, bylo popsáno více než 600 dalších druhů, které 

mohou být hostiteli těchto patogenů, patří mezi ně i zemědělsky významné druhy jako jsou 

např. obilniny, vinná réva a brambory (Jančařík a Jankovský, 1999). 

Houby rodu Armillaria jsou zajímavá také svou dlouhověkostí a jsou považovány za nejroz-

sáhlejší organizmy světa. V USA je známá václavka Armillaria ostoyae, která je rozlehlá na 
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890 hektarech lesa a její stáří je odhadováno na 2 400 let (Maheshwari, 2005). Další zajíma­

vostí je, že se u václavek můžeme setkat s bioluminiscencí. Ve václavkách dochází k reakci 

kyslíku s luciferinem katalyzované enzymem luciferázou, to vede k světélkování mycelia a 

mladých rizomorf. Ekologický význam tohoto jevu zatím nebyl objasněn (Sochor a kol., 

2015). 

Užitečná může být i schopnost václavek detoxikovat půdu od fenolů a ropných derivátů, 

díky enzymům rozkládajícím dřevo. Tyto látky se do lesních půd dostávají především kvůli 

lesnické mechanizaci (Jankovský a Scháněl, 1997). V posledních letech se vědci snaží využít 

schopnosti václavek k rozkladu dřeva při produkci alternativních paliv a bio materiálů. Toto 

využití má potenciál snížit závislost společnosti na fosilních palivech (Hadibarata a kol., 

2015; Kim a kol., 2023). 

Smrk ztepilý (Picea abies) je významným hostitelem hub rodu Armillaria v České republice. 

Zdá se, že v posledních letech dochází k úbytku smrku ztepilého v Evropě, který je umocněn 

i patogenními houbami, jako jsou václavky rodu Armillaria (Cienciala a kol., 2017). Hojnost 

a druhové složení populací václavek r. Armillaria je obtížné určit. Onemocnění kořenovou 

hnilobou lze u smrku často rozpoznat pomocí odumírání koruny, chlorotických jehlic nebo 

pryskyřičných výtoků. Tyto příznaky je obtížné odlišit od příznaků, které jsou vyvolány ji­

nými patogeny nebo škůdci (Holuša a kol., 2018). Přesnější údaje o distribuci lze získat z pří­

tomnosti plodnic, mycelií nebo rizomorf na kořenech napadených stromů (Morrison a kol., 

2004). 

K úbytku smrkových porostů v ČR i Evropě houby rodu Armillaria významně přispívají, pří­

činou je i změna prostředí, která jehličnaté porosty stresuje, a ty se pak stávají náchylnější 

k patogenům. K současnému stavu smrkových porostů významně přispívá i nevhodné mo-

nokulturní složení lesů, které vzniká za účelem co největší produkce dřeva a vede k posou­

vání pěstování smrku na okraj ekologického optima (Jankovský, 2014). 

2.1 Taxonomické zastoupení václavek v ČR 

Taxonomická historie rodu Armillaria sahá až do 17. století, kdy byl tento rod poprvé za­

znamenán dánským botanikem Martinem Vahlem. Tento rod obsahuje 40 morfologických 

druhů, z nichž některé jsou velmi podobné a obtížně rozeznatelné. Nicméně, díky pokroku 

v molekulární biologii, se taxonomie této houby stává přesnější, umožňuje správné určení 
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druhů a byl na základě ní objeven značný počet biologických druhů tohoto rodu (Baumgart-

ner a kol., 2011). V současnosti je rozpoznáno nejméně 129 biologických druhů (Coetzee a 

kol., 2018) a probíhají další výzkumy v oblasti taxonomie této houby pro lepší pochopení 

její evoluce a fylogeneze. Jedním z cílů tohoto výzkumu je zjistit, jaký vliv má Armillaria na 

ekosystémy a jak může být využita v lékařských a technologických aplikacích (Gao a kol., 

2009, Muszynska a kol., 2011; Kim a kol., 2023). 

V České republice se dle práce Antonín a Tomšovský (2010) vyskytuje pět prstenatých: vác­

lavka smrková (A. ostoyae), václavka obecná (A. mellea), václavka hlíznatá (A. gallica, syn. 

bulbosa), václavka severská (A. borealis), václavka cibulkotřenná (A. cepistipes) a dva bez-

prstenaté druhy václavek: václavka bezprstenná (A. socialis, syn. A. tabescens) a václavka 

bažinná (A. ectypa). 

Nejrozšířenějším druhem v České republice je václavka smrková, která způsobuje většinu 

kořenových chorob smrků ve středních a nižších polohách. K velkým ekonomickým ztrátám 

dochází především ve smrkových monokulturách, ve smíšených lesích je václavka smrková 

spíše saprofyt a k parazitickému vztahu dochází jen s oslabenými jedinci (Schwarze a kol., 

2000). Václavku obecnou v našich podmínkách nalezneme výhradně na listnatých, zejména 

ovocných stromech v teplejších oblastech (Antonín a Tomšovský, 2010). Václavka severská 

roste převážně ve středních až vyšších polohách a napadá převážně smrkové porosty, ale 

může se vyskytovat i na listnatých stromech (Jankovský, 2003). Václavka hlíznatá byla po­

zorována na největším počtu hostitelů. Jehličnaté stromy však napadá vzácně, nalezneme 

ji spíše na dubech, habrech a dalších listnatých stromech, především v teplých nížinatých 

oblastech (Antonín a kol., 2009). Václavka cibulkotřenná se vyskytuje převážně ve vyšších a 

vlhkých oblastech, kde parazituje na dřevě buků, smrků, jasanů i dalších (Antonín a kol., 

2009). 

Václavka bezprstenná se v České republice nachází pouze v nejteplejších místech na jižní a 

střední Moravě. Je to teplomilná houba, která žije převážně saprofyticky v doubravách a 

lužních lesích (Antonín a Tomšovský, 2010). Její výskyt je spíše vzácný a je proto zařazena v 

Červeném seznamu hub České republiky (Holec a Beran, 2006). Václavka bažinná je dalším 

ohroženým druhem, především kvůli vodohospodářským a lesním zásahům. Je to saprofyt 

rostoucí pouze na silně podmáčených loukách a rašeliništích. Pro svou vzácnost a výskyt na 
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omezených stanovištích je zařazena mezi kriticky ohrožené druhy v Seznamu zvláště chrá­

něných druhů podle zákona o ochraně přírody č. 114/92 Sb. a vyhlášky č. 395/92 Sb. (An­

tonín a Bieberová, 1995). V ČR se pravidelně vyskytovala na jediném stanovišti - NPR Ruda 

v CHKO Třeboňsko. Dále byla překvapivě nalezena v 2009 ještě v Českomoravské vrchovině 

- PR v Lísovech u Počátek (Antonín a Tomšovský, 2010). 

Houby rodu Armillaria jsou považovány za hlavní abioticky faktor, který způsobuje chřad­

nutí a úbytek smrkových lesů v České republice. Nejčastější příčinou je konkrétně na našem 

území václavka smrková, následně václavka cibulková a v menší míře i václavka severská. 

V nižších lokalitách může smrkové porosty napadat i václavka hlízovitá, zatímco václavka 

obecná nebyla na smrku pozorována (Jankovský, 2014). 

2.2 Molekulární determinace druhů václavek 

Morfologická identifikace druhů rodu Armillaria je vzhledem k jejich mezidruhové podob­

nosti poměrně obtížná, často i nemožná. Pro přesnou identifikace je potřeba mikroskopické 

analýzy, jako je například zkoumání charakteristických struktur výtrusů, hyf a bazidiomů 

(Gezahgne a kol., 2004). Proto se v současnosti přistupuje spíše k identifikace založené na 

molekulárních metodách. Často využívaným markerem pro druhovou identifikaci rodu Ar­

millaria jsou například oblasti ITS (Internal Transcribed Spacer). ITS se nachází v nekódující 

oblasti jaderné rRNA. Jsou to krátké intergenové regiony oddělující strukturní ribozomální 

podjednotky 18S, 5,8S a 28S (Anderson a Stasovski, 1992). Ačkoliv byly ITS několikrát 

úspěšně použity pro odlišení jednotlivých druhů Armillaria (Koch a kol., 2021, Kim a kol., 

2006, Schulze a kol., 1997), neposkytují dostatečnou variabilitu pro odlišení druhů A. gallica 

a A. cepistipes (Antonín a kol., 2009). Další využívanou oblastní pro molekulární identifikaci 

je oblast IGS-1 (Intergenic Spacer Region 1), která se nachází mezi ribozomální podjednot-

kou 28S a genem 5S. Tento marker byl úspěšně využit např. ve studiích Tsykun a kol. (2013), 

Kim a kol. (2006) a White a kol. (1998). Při identifikaci několika afrických druhů Armillaria 

byla však popsána inverze genu 5S, což znemožnilo použití tohoto markeru (Coetzee a kol., 

2018). Z kódujících oblastí je ve fylogenezi rodu Armillaria často využíván gen pro elongační 

faktor 1-a. Tento gen je přítomen ve všech eukaryotických organismech, obsahuje vysoce 

konzervované sekvence, které umožňují druhovou analýzu u mnoha taxonů. Dostatečnou 

variabilitu pro druhovou diferenciaci zajišťují degenerované nukleotidy na třetích pozicích 
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kodonů aminokyselin. Ty však zároveň komplikují návrh univerzálních primerůa ztěžují tak 

amplifikaci (Djernaes a Damgaard, 2005). Přesto je gen EF 1-a často využíván a považován 

za jeden z nejlepších molekulárních markerů v identifikaci hub (Coetzee a kol., 2018). 

Další kódující oblastí, která je využívána k mezidruhové identifikaci hub je gen pro beta-

tubulin. Sekvence tohoto genu obsahuje variabilní introny a stejně jako u genu EF 1-a ob­

sahuje degenerované třetí pozice kodonů aminokyselin, což umožňuje jeho využití na me­

zidruhové nebo dokonce i vnitrodruhové úrovni v taxonomii hub (Geisera kol., 1998; Myllys 

a kol., 2001; Sung a kol., 2007; Guo a kol., 2016). 

2.3 Šíření václavek a vliv na smrkové porosty ČR 

Nejčastější způsob šíření hub Armillaria je vegetativně pomocí mycelia, ale je možné i ge-

nerativní rozmnožování pomocí výtrusů - bazidiospor. Bazidiospory klíčí pouze v dosta­

tečně vlhkém prostredia dokážou se vzduchem rozšířit až do vzdálenosti 100 km (Vasaitis 

a kol., 2008). Vegetativně Armillaria využívají k šíření mycelium, které tvoří rizomorfy. Ri-

zomorfy jsou dlouhé provazovité útvary, spletené z povrchového mycelia, pomocí nichž se 

václavky dostávají do lýkových částí kořenového systému a dále i do dřeňových a pryskyřič-

ných kanálků (Jankovský, 1997). 

Podmínkou pro napadení václavkou je predispozice hostitele, ke které často vede narušení 

vodního režimu, ať už nadměrným suchem nebo nadměrnou vlhkostí a následnou hypoxií. 

I krátkodobé narušení vodního režimu vede k oslabení jedinců a vzniku predispozice pro 

napadení houbovým patogenem (Jankovský, 2014). Příznaky infekce jsou pozorovatelné až 

ve chvíli, kdy strom už hyne. Nejprve se projeví změna barvy jehličí na světle zelenou až 

šedou, následně dochází k omezení růstu stromu, usychání a opad jehličí, a nakonec k úpl­

nému odumírání stromu (Pešková a Soukup, 2013). 

Pod kůrou infikovaných jedinců lze pozorovat typický bílý povlak, tzv. syrocium, které se 

rozrůstá od kořenů a postupuje k bázi kmene (Jankovský, 1997). Infekce václavkami vede 

k charakteristické bílé hnilobě, která pomocí enzymů způsobí mineralizaci dřeva. To vede 

ke zvětšení dřevní hmoty, ale snížení hmotnosti a tvrdosti dřeva (Jankovský a kol., 2005). 

Mezi příznaky infekce patří i ronění pryskyřice na kmeni stromů (Jankovský, 1997). 
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V roce 2019, kdy bylo evidováno 145 tisíc m 3„václavkového dříví", došlo k mírnému zlep­

šení a poklesu václavkami napadených porostů oproti předchozím rokům, přesto jsou stále 

oblasti, kde situace zůstává vážná. Tyto oblasti se nachází především na Moravě a ve Slez­

sku (Knížek a Liška, 2020). V roce 2020 byl zaznamenán další nárůst objemu „václavkového 

dříví" na 207 tisíc m 3 (Knížek a Liška, 2021). V následujících letech se trend opět otočil a 

došlo k výraznému poklesu. V roce 2021 bylo hlášeno celkem 113 tisíc m 3 „václavkového 

dříví (Lubojacký a kol., 2022), v roce 2022 bylo evidováno 115 tisíc „václavkového dříví (Lu-

bojacký a kol., 2023). Tento výrazný pokles objemu znehodnoceného dříví je, ale pravdě­

podobně způsoben vytěžením mnoha postižených porostů v předchozích letech ((Lubo­

jacký a kol., 2022). 

Obr. l : Evidovaný objem vytěženého smrkového václavkového dříví a rozloha smrkových 
porostů napadených václavkami v letech 2001-2022 (Lubojacký a kol., 2022) 

Václavka tedy prokazatelně přispívá k úbytku smrkových porostů jako patogen narušující 

jejich vodní cyklus a zároveň působí i jako stresor oslabující stromy, které jsou následně 

snadno napadnutelný pro kůrovce (např. Ips typographus; Sierota a Grodzki, 2020). 
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2.4 Metody ochrany smrkových porostů 

V současnosti existuje několik způsobů ochrany smrkových porostů proti václavkám rodu 

Armillaria. Patří mezi ně výkop kořenového límce nebo chemické fungicidy. Jako účinná 

ochrana proti A. ostoyae se ukázalo také odstranění nakažených pařezů (Cleary a kol., 

2013). Žádná ze zavedených metod však nedokáže zcela eliminovat mycelium z kontamino­

vaného místa (Linnakoski a kol., 2021). Mycelia těchto patogenů jsou velmi odolná vůči 

vysokým teplotám. Přežívají dokonce i rozsáhlé lesní požáry (Smith a kol., 1992). Zároveň 

nelze vyléčit už napadené stromy. Vykácením napadených porostů se neodstraní zbytky 

kořenů, ze kterých se Armillaria mohou šířit i několik dalších let (Cox a kol., 2004). Účinná 

by mohla být preventivní opatření zahrnující včasné vytěžení napadených porostů a změnu 

dřevinné skladby ze současných smrkových monokultur na přirozené smíšené dřevinné po­

rosty (Pešková a Soukup, 2013). Další potenciální možností ochrany proti těmto patoge-

nům, by mohly být, v současnosti velmi diskutované, mykoviry. Virom těchto patogenů však 

nebyl doposud dostatečně prozkoumán. 
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3 Mykoviry 

Mykoviry jsou různorodá skupina virů, které infikují houby, včetně kvasinek a plísní. Jsou to 

stejně jako ostatní druhy virů nebuněčné intracelulární organismy neschopné samostatné 

existence mimo svého hostitele, tj. jsou biotrofní. Poprvé byly objeveny v 60. letech 20. 

století. 14 let poté, co byla v Pensylvánii hlášena nemoc „La France" u hub Agaricus bispo-

rus, charakterizována deformovanými plodnicemi a ztrátou výnosu. Podobné nemoci byly 

hlášeny i z Evropy a Japonska, což následně vedlo k objevu mykovirů a prvnímu popisu vi­

rových částic uvnitř houbového hostitele (Hollings, 1962). Od té doby vědci identifikovali 

mnoho různých druhů mykovirů, které infikují houby napříč širokou škálou taxonů (Herrero 

a kol., 2009; Herrero a kol. 2013; Nerva a kol., 2019). Mykoviry jsou předmětem velkého 

zájmu vědců studujících ekologii hub a patologii rostlin, protože mohou mít významný do­

pad na růst, reprodukci a virulenci jejich houbových hostitelů. 

Vztah mykovirů s jejich houbovými hostiteli je jeden z fascinujících aspektů výzkumu. My­

koviry mohou mít významný dopad na fyziologii a biologii svého hostitele a způsobit různé 

fenotypové účinky. Některé mykoviry jsou pro houby škodlivé a způsobují příznaky jako je 

snížený růst, abnormální morfologie, změna rychlosti replikace a snížená virulence. Jiné 

mykoviry nemají na své houbové hostitele žádný vliv. Některé mohou dokonce poskytovat 

svým houbovým hostitelům výhody ve formě zrychleného růstu, odolnosti vůči environ-

mentálním stresorům a zvýšené virulence. Bylo prokázáno, že některé mykoviry dokonce 

ovlivňují produkci sekundárních metabolitů jejich hostitelských hub, což vede ke změnám 

v jejich aromatických a chuťových profilech (Nerva a kol., 2019; Ninomiya a kol., 2020; 

Kotta-Loizou 2021). 

Jedním z důvodů rozsáhlého studia mykovirů je jejich potenciál v biologické ochraně rost­

lin. Použití mykovirů jako biologického agens bylo poprvé popsáno ve spojitosti s epidemií 

plísně kaštanové (Turchetti a Mareši, 1993; Milgroom a Cortesi, 2004). To zásadně přispělo 

ke zvýšení zájmu o houbové viry a rozvoji nových detekčních metod. Zavedení technologie 

vysokovýkonného sekvenování (HTS) značně usnadnilo a zrychlilo objevy nových mykovirů. 

Rozsáhlým výzkumem bylo potvrzeno, že mykoviry jsou v říši hub všudypřítomné a zároveň 

byla odhaleno jejich pozoruhodná rozmanitost (Herrero a kol., 2012; Sutela a kol., 2019, 

García-Pedrejas a kol., 2019). 
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3.1 Taxonomie mykovirů 

Taxonomie mykovirů je předmětem studia po mnoho let a neustále se vyvíjí s tím, jak jsou 

objevovány nové druhy virů. Původně byly pro pojmenovávání virů hub využívány tři ter­

míny - mykoviry (Bozarth, 1972), mykofágy (Nash a kol., 1973) a virům podobné částice 

(„virus-like particles", VLP). Jedná se však pouze o rozdílnou terminologii jednotlivých vý­

zkumníků, která nemá souvislost se strukturou nebo funkcí jednotlivých virů hub (Bozarth, 

1979). Někteří autoři používají termín VLP pro částice detekované u houbových hostitelů 

podobné virům, které ještě nebyly dostatečně charakterizovány, zatímco termín mykoviry 

používají pro dostatečně popsané částice, u kterých je známá morfologie a nukleoprotei-

nové složení (Ghabrial, 1980). 

Zprvu se zdálo, že všechny mykoviry mají dsRNA genomovou strukturu. Tato teorie byla 

s dalšími popsanými mykoviry vyvrácena. ICTV (Regenmortel a kol., 2000) uváděl ještě 

v roce 2000, že většina mykovirů má dsRNA genom, pouze u dvou známých mykovirů byl 

popsán ssRNA genom, a to Mushroom bacilliform virus z plodnic/4gar/o/s bisporus nakaže­

ných chorobou „La France" způsobující jejich deformace (Revill a kol., 1999) a Scleropht-

hora macrospora virus B z mycelia Sclerophthora macrospora (Yokoi a kol., 1999). V roce 

2005 ICTV (Fauquet a kol., 2005) popisuje již 28 ssRNA virů, které tvoří téměř třetinu ze 

všech tehdy známých mykovirů. Od té doby je evidováno stále narůstající množství ds i 

ssRNA virů. Dnes se mykoviry na základě jejich genomu dělí na dvouřetězcové RNA viry 

(dsRNA), jednořetězcové pozitivní RNA viry (+ssRNA), jednořetězcové negativní RNA viry (-

ssRNA) a kruhové jednořetězcové DNA viry (ssDNA; Ghabrial a kol., 2015). 

Houbové viry jsou zařazeny do několika virových čeledí, z nichž některé obsahují pouze my­

koviry, jiné čeledi, jako například Partitiviridae obsahují zástupce, kteří mohou napadat jak 

houby, tak i rostliny a zvířata. Mykoviry se dělí primárně do devíti čeledí obsahující dsRNA 

viry a devíti čeledí obsahující pozitivní +ssRNA viry, dále je popsáno jen několik zástupců 

s negativním - ssRNA a ssDNA genomem (Obr. 2). 
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Obr. 2: Fylogenetické rozdělení mykovirových čeledí; Polymycoviridae nebyly doposud za­
řazeny. (Jillian a kol., 2022) 

Existují také další faktory, které lze použít k rozdělení druhů mykovirů. Jedním z takových 

faktorů je typ hostitele, kterého virus infikuje. Některé mykoviry například infikují pouze 

specifické typy hub, zatímco jiné mohou infikovat širokou škálu různých druhů hub či rost­

lin, případně živočichů (Gillings a kol., 1993; Hacker a kol., 2005; Pearson a kol., 2009; Her-

rero a kol., 2012). Mykoviry byly dokonce nalezeny i v lidských patogenních houbách (Kotta-

Loizou a Coutts, 2017). Taxonomie mykovirů se neustále vyvíjí, protože jsou objevovány 

nové druhy a překlasifikovány ty stávající. Pokroky v technologiích genomového sekveno-

vání usnadnily identifikaci a klasifikaci nových mykovirů a výzkumníci neustále pracují na 

lepším pochopení rozmanitosti a vlastností těchto virů. 

3.2 Genomová organizace mykovirů 

Genomová organizace mykovirů je zajímavou a stále zkoumanou oblastí v oboru virológie. 

Jak bylo popsáno výše mykoviry mohou mít svou genetickou informaci kódovanou jak 

v RNA, tak DNA. Přičemž každý typ má specifické charakteristiky a mechanizmy replikace. 

Genomy mykovirů mohou být lineární, kruhové, jednořetězcové nebo dvou řetězcové. 

Často mají překrývající se čtecí rámce (frameshift reading), což umožňuje vytváření více 

proteinů z jednoho genu. Většina z nich je tvořena pouze malými genomy, které kódují jen 
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několik proteinů (Ghabrial a kol., 2015; Lefkowitz a kol., 2018). Nejjednodušší doposud 

známý mykovir je +ssRNA mytovirus z čeledi Narnaviridae, který se často vyskytuje jako 

koinfekce u mykovirových infekcí a kóduje pouze jeden protein, RdRP (RNA dependentní 

RNA polymeráza), nezbytný pro replikaci viru (Hillman a kol., 2018; Sutela a kol., 2019). 

Replikace mykovirů je zcela závislá na hostitelských buňkách a probíhá v jejich cytoplazmě. 

Výjimkou jsou členové čeledi Botourmiaviridae, kteří se replikují v hostitelských mitochon-

driích (Hillman a kol., 2018). RNA viry jsou obecně náchylné k chybám v procesu replikace, 

přičemž mutační rychlost je vypočítána na 10"3-10"5 na nukleotid v jednom replikačním 

cyklu (Domingo a Holland, 1997). V důsledku toho se populace RNA virů skládají z komplex­

ních a dynamicky se vyvíjejících sekvencí, tzv. kvazi-druhů (Domingo a Holland, 1997; Van 

Regenmortel, 2007). Výskyt kvazi-druhů může být pro RNA viry evolučně výhodné, umož­

ňuje totiž rychlé přizpůsobování se novému prostředí (García-Arenal a kol., 2001; Schneider 

a Roossinck, 2001). 

Výzkum genomové organizace mykovirů má velký význam pro pochopení interakcí mezi 

virem a hostitelskou houbou. Pomáhá nám lépe porozumět evoluci a diverzitě mykovirů, 

jejich replikačním mechanismům a adaptabilitě na různá prostředí. To může vést k vývoji 

nových strategií pro ochranu rostlin a hub před patogenními mykoviry a rozšíření našich 

znalostí o virální ekologii. 

3.3 Hostitelé a přenos mykovirů 

V současnosti je popsáno více než 150 000 druhů hub (https://www.speciesfungo- 

rum.org/Names/Names.asp) a předpokládá se, že jich je ještě řádově více neobjevených. 

Na základě odhadu, že mykoviry napadají 30-80 % z nich (Ghabrial a Suzuki, 2009) lze oče­

kávat velkou rozmanitost stále nepopsaných druhů mykovirů. Spektrum hostitelů mykovirů 

je poměrně široké a bylo prokázáno, že infikují různé druhy hub napříč třídami, jako jsou 

Ascomycetes, Basidiomycetes a Zygomycetes, ale vyskytují se i u houbám podobných orga­

nismů náležících do říše Chromista. 

Přesto, že jsou mykoviry taxonomicky různorodé, zdá se, že všechny sdílí cyklus přenosu se 

svými hostiteli (Villarreal, 2008). Mykoviry se množí uvnitř houbové tkáně a houbových bu-
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něk. Replikují se převážně v buněčné cytoplazmě, ale jsou i druhy replikující se v mitochon-

driích hostitelských buněk, např. mitovirus (Góker a kol., 2011, Milgroom a Hillman, 2011). 

Životní cyklus mykovirů na rozdíl od jiných virů postrádá extracelulární fázi. Proto nejsou 

infekční v klasickém slova smyslu. Omezení styku s extracelulárním prostředím ovlivňuje i 

potřebu vytváření částic pro ochranu genetické informace. Spousta mykovirů jako jsou 

např. členové taxonomických rodin Narnaviridae a Hypoviridae, ani nevytváří kapsidový 

protein (Nuss, 2005). K přenosu dochází horizontální cestou skrz intracelulární hyfální ana-

stomózu vedoucí k cytoplazmatické výměně u vegetativně kompatibilních druhů (Zhang a 

kol., 2014). K vertikálnímu způsobu přenosu mykovirů dochází v přírodě pomocí houbových 

spor (Ghabrial a kol., 2015; Sutela a kol., 2019) Uvnitř hostitele se mykoviry šíří buněčným 

dělením. Mykoviry nenarušují buňky hub, které infikují, ale spíše využívají buněčný aparát 

svého hostitele, aby se replikovaly. Infikované houby proto mohou vypadat naprosto 

zdravě, ale přesto budou schopny přenést vir na jiné houby. 

Mykoviry jsou obecně považovány za pouze endogenní viry (Ghabrial a Suzuki, 2009; Ghab­

rial, 1998; Lemke, 1979) a předpokládá se, že úplně postrádají extracelulární fázi v jejich 

multiplikačních cyklech. Yu a kol. (2013) ve své práci popisují, že purifikované částice DNA 

mykovirů Sclerotinia sclerotiorum hypovirulence-asociovaný DNA virus 1 (SsHADV-1), jsou 

infekční při extracelulární aplikaci na svého hostitele Sclerotinia sclerotiorum. Virové částice 

izolované z infikovaného hostitele mohou infikovat hyfy bezvirového 5. sclerotiorum přímo, 

když jsou aplikovány na hyfy pěstované na bramborovém dextrózovém agaru nebo nastří­

kané na listy Arabidopsis thaliana a Brassica napus, bez ohledu na příslušnost k vegetativní 

kompatibilitě. 

Kromě přímého extracelulárního přenosu byla v několika studiích popsána i možnost pře­

nosu mykovirů pomocí vektorových organismů jako jsou háďátka, roztoči pancířníci (Oriba-

tida) či roztoč Thyerophagus corticalis (Hillman a kol., 2004; Yaegashi a kol., 2013; Šimoni a 

kol., 2014; Petrzika kol., 2016). Mykovirusv myceliu Rosselinia necatrix, fytopatogenu způ­

sobujícím bílou hnilobu kořenů jabloní, během inkubace v půdě vedl k hypotéze, že krmení 

mikročlenovci nebo háďátky může vést k mezidruhovému přenosu RNA virů (Yaegashi a 

Kanematsu, 2012). Dále Liu a kol. (2016) ve své práci popisují možnost SsHADV-1 infikovat 

mykofágní hmyz, Lycoriella ingenua, a jeho využití jako přenosového vektoru. Virus získaný 

larvami živícími se koloniemi virem infikovaného kmene 5. sclerotiorum byl replikován a 
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uchováván v larvách, kuklách, dospělcích i vejcích. Potomstvo larev vylíhnutých z virulent­

ních vajíček bylo přenašečem viru a mohlo virus také úspěšně přenášet. 

Oba tyto pro mykoviry netypické mechanismy přenosu překonávají vegetativní inkompati-

bilitu a mohou tak usnadnit výzkum a využití mykovirů v biologické ochraně rostlin. Vege­

tativní inkompatibilita představuje hlavní překážku pro úspěšný horizontální přenos hou­

bových virů mezi druhy nebo kmeny hub. Hyfy se neslučují a je zahájena programovaná 

buněčná smrt, která brání horizontálnímu přenosu mykoviru (Wu a kol., 2017). Proto by 

překonání této bariéry významně usnadnilo využití mykovirů v praxi. 

3.4 Hypovirulence a biologická kontrola houbových patogenů 

Hypovirulence je termín používaný k popisu jevu, při kterém normálně virulentní patogen 

ztrácí schopnost způsobit u hostitele onemocnění. Může být zprostředkována působením 

virové infekce, mitochondriálními defekty nebo mutacemi vgenomu hub (Ghabrial a 

Suzuki, 2008). Když se patogenní houba nakazí mykovirem, virus naruší normálnífungování 

houby, což vede ke snížení virulence. Přesný mechanismus, kterým mykoviry vyvolávají hy-

povirulenci, není plně objasněn. Předpokládá se, že virus interferuje s expresí genů zapoje­

ných do patogenity. V důsledku toho infikovaná houba již není schopna způsobit onemoc­

nění u svého hostitele. Zároveň hypovirulence bývá spojována s dalšími fenotypovými změ­

nami, jako jsou snížená pigmentace, snížená sporulace a růstové defekty (Hillman a kol., 

2018). Tyto fenotypové změny jsou způsobeny změnami v expresi genů hub a jsou induko­

vány pomocí umlčování RNA, změnami genové exprese a disrupčním transkriptomem 

(Nuss, 2005; Nuss, 2011). 

Hypovirulence byla poprvé pozorována v polovině minulého století u patogenní houby 

Cryphonectria parasitica, která na počátku 20. století zpustošila porosty kaštanovníku v Se­

verní Americe a následně byla zavlečena i do Evropy. V 50. letech 20. století bylo v Itálii 

zjištěno, že v některých sadech došlo ke spontánnímu uzdravení kaštanovníku z infekce C. 

parasitica a infekce se přestala šířit. Virus izolovaný z této houby vykazoval v laboratoři níz­

kou virulenci. Tento objev vyprovokoval extenzivní výzkum mykovirů a odstartoval program 

biologické kontroly k ošetření kaštanovníkových sadů (Turchetti a Mareši, 1993; Heiniger a 

Rigling, 1994; Dawe a Nuss, 2001; Milgroom a Cortesi, 2004). 
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3.4.1 Hypovirulence v biologické ochraně rostlin 

Mykoviry mají několik výhod ve srovnání s tradičními pesticidy používanými v ochraně rost­

lin. Jednou z výhod je, že mykoviry jsou specifické vůči určitým druhům hub a neovlivňují 

ostatní organismy v ekosystému. To znamená, že se minimalizuje riziko nepříznivých do­

padů na přírodní nepřátele škůdců nebo na benefiční organismy, které jsou důležité pro 

udržení ekologické rovnováhy. Dále jsou mykoviry biologicky rozložitelné a nezanechávají 

žádná rezidua. To je v souladu s požadavky na udržitelnost a bezpečnost v zemědělství. 

Další výhodou mykovirů je jejich schopnost přirozeného šíření. Infikované houby mohou 

být nositeli mykovirů a šířit je mezi ostatními houbami. Tento přirozený mechanismus sni­

žuje náklady na aplikaci mykovirů a zvyšuje jejich efektivitu v ochraně rostlin. Navíc, myko­

viry mají schopnost přežívat v půdě a dlouhodobě udržovat svou aktivitu, což zvyšuje jejich 

účinnost i v dalších vegetačních obdobích (Nuss 2005; Muňoz-Adalia a kol. 2016; Villan La-

rios a kol. 2023). 

Doposud byla prokázána schopnost způsobit hypovirulenci hostitelů u desítek mykovirů, 

zde jsou nejznámější příklady: 

Cryphonectria parasitica. Je velmi destruktivní patogen ovlivňující dřeviny z rodu Casta-

nea, zejména kaštanovníky. C. parasitica patří mezi ascomycetové houby a byla poprvé 

identifikována v Severní Americe, kde byly devastující důsledky jejího působení na místní 

populace kaštanovníků. Nemoc se nakonec rozšířila i do Evropy a Asie, což způsobilo další 

zničující dopady na tamní populace kaštanovníků. Infekce C. parasitica začíná na povrchu 

kůry dřeviny, kde se vyvíjí kožovité léze. Tyto léze postupně pronikají hluboko do kůry a 

dřeva, což vede k odumírání cévních svazků a následnému stále většímu oslabení stromu. 

Postižení kaštanovníky často vykazují symptomy, jako je odumírání koruny, vrstvení kůry a 

tvorba drobných dřevěných výrůstků, které jsou charakteristické pro tuto nemoc 

(Anagnostakis, 2016). Jak již bylo popsáno výše, poprvé byla hypovirulence zaznamenána u 

patogenu plísně kaštanové C. parasitica. Mykoviry Cryphonectria hypovirus 1-4 (CHV1-4) 

náleží do rodu Hypovirus z čeledi Hypoviridae (Nuss a Hillman, 2011) a infikují své houbové 

hostitele v Evropě, Asii a Severní Americe. Ve svém hostiteli kromě hypovirulence způsobují 

změnu morfologie a pigmentace z jasně oranžové na bílou, lehce naoranžovělou a jsou pře­

nášeny pomocí hyfálníanastomózy a prostřednictvím konidiospor (Kyrychenko a kol., 2018; 
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Ghabrial a kol., 2015; Rigling a Prospero, 2018). Infekční cDNA klony hypoviru CHV1-EP713 

byly zkonstruovány z RNA a způsobují hypovirulenci po propuknutí infekce. cDNA je inte­

grována do jaderné DNA C. parasitica nebo přímo do fungálních sféroplastů. Tyto transfe-

kované systémy CHV1-EP713 RNA byly zavedeny také do kmene C. cubensis příbuzného C. 

parasitica v Jižní Africe za účelem kontroly onemocnění rakovinou eukalyptu. Nedávno byl 

tento systém zaveden dále u Phomopsis a Valsa ceratosperma, patogenů ovocných stromů, 

a vedl ke snížení infekčnosti u obou patogenů. C. parasitica infikovaná hypovirem CHVI 

snížila produkci oranžového pigmentu, který je produkován kmeny neobsahující mykoviry. 

Zbarvení je využíváno jako marker pro odlišení infikovaných a neinfikovaných kmenů hub 

(Hillman a kol. 2004). 

Sclerotinia sclerotiorum. Tento notoricky známý rostlinný houbový patogen řepky olejky, 

sóji a mnoha zelenin je rozšířen po celém světě a napadá více než 400 druhů rostlin, včetně 

Brassicacae, Fabacae a Solanacae (Jiang et al., 2013). 5. sclerotiorum produkuje bílou plí­

seň a způsobuje tmavé léze na stoncích svých hostitelů, prostřednictvím hyfálních agregátů 

- sklerocií prezimuje v půdě a infikuje plodiny v následujících sezónách (Heffer Link a Jo­

hnson, 2007). V současnosti se pro kontrolu tohoto rozšířeného patogenů používají fungi-

cidy, což negativně ovlivňuje životní prostředí a nevyhnutelně vytváří izoláty odolné vůči 

fungicidům. Mykoviry u 5. sclerotiorum byly poprvé popsány již před více než 30 lety (Bo-

land, 1992). Od té doby bylo u tohoto patogenů identifikováno několik různých mykovirů 

(viry ssRNA, dsRNA a ssDNA) včetně několika spojovaných s hypovirulenci, např. DNA virus 

1 (SsHADV-1 kmen DT-8) nebo mykovirus SsDRV (Yu a kol., 2015; Li a kol. 2019). Sclerotinia 

sclerotiorum s hypovirulenci asociovaný DNA virus 1 je zároveň prvním popsaným DNA vi­

rem infikujícím houby. Zhang a kol. (2020) ve své práci prokázali, že houba infikovaná virem 

S. sclerotiorum SsHADV-1 působí endofyticky a snižuje růst svých hostitelů ve srovnání 

s bezvirovými kmeny. 

Rhizoctonia solani. Rhizoctonia solani je jedním z nejvíce rozšířených fytopatogenních or­

ganismů patřících do třídy Basidiomycota. Jeho rozšíření je globální a postihuje různé druhy 

rostlin, včetně zemědělských plodin a okrasných rostlin. R. solani se vyskytuje ve formě 

mycelia, které se nachází buď v půdě, nebo na povrchu rostlin a do tkání svých hostitelů 

proniká prostřednictvím ran nebo kořenových špiček. Tato infekce vede k nejrůznějším 

chorobám, včetně cévního hnědnutí, skvrnitosti listů, padlí a hniloby kořenů. R. solani je 
24 



schopna přežít v půdě nebo na rostlinných zbytcích po dobu několika let. Škody způsobené 

R. solani'jsou nejen ekonomickou ztrátou, ale také mají negativní dopad na zemědělskou 

udržitelnost a potravinovou bezpečnost (Sneh a kol. 2013). Zheng a kol. (2020) ve své práci 

popsali dsRNA mykovir z čeledi Partitiviridae - Rhizoctonia solani partitivirus 2 (RsPV2). Pu-

rifikované částice tohoto mykoviru zavedené do protoplastů virulentního kmene R. solani 

vedly k vytvoření izogenního kmene se sníženým růstem mycelia a hypovirulencívůči listům 

rýže. Proto má tento mykovir potenciální využití v biologické ochraně. 

Fusarium graminearum. Je fytopatogenní houba napadající obilniny, zejména pšenici, ječ­

men a kukuřici. Tento patogen je rozšířen po celém světě a jeho přítomnost v polních kul­

turách představuje vážné hrozby pro zemědělce a potravinovou bezpečnost. F. graminea­

rum způsobuje hnědou skvrnitost, onemocnění rostlin, které nejvíce postihuje klasy u obi­

lovin. Tato choroba se projevuje hnědo-zlatými nebo růžovými skvrnami na klasech, které 

postupně přecházejí na obaly semen a způsobují jejich hnědnutí. Infikované rostliny často 

produkují méně zrna a mohou být náchylné k dalším patogenům a hmyzím škůdcům. F. 

graminearum je také známá produkcí mykotoxinu deoxynivalenol (DON), který je toxický 

pro lidi i zvířata. Mykotoxiny, které jsou produkovány touto houbou, jsou kontaminanty v 

potravinářských výrobcích, jako je mouka, pečivo, krmiva a alkoholické nápoje. Kontrola 

této houby je obtížná z důvodu její životaschopnosti ve venkovním prostředí, odolnosti 

proti chemickým látkám a schopnosti přežít v půdě po dlouhou dobu (Goswami a Kistler, 

2004). Darissa a kol. (2012) ve své práci popisují dsRNA mykovir FgV-ch9 detekovaný u 

houby F. graminearum, který ve středních a vyšších koncentracích v hostiteli dokáže snížit 

růst mycelia, snížit konidiační kapacitu, způsobit abnormální morfologii kolonií, dezorgani-

zovat cytoplazmu, a především snížit virulenci svého hostitele. 

Rosellinia necatrix. Je závažný půdní patogen z čeledi Roselliniaceae způsobující bílou hni­

lobu kořenů ovocných stromů a jiných dřevin. Při infekci se houba dostává do kořenů rost­

liny a způsobuje vznik charakteristických hnědých dutin. Tyto dutiny postupně ničí kořeny 

a kmen rostliny, což má za následek snížení jejího růstu a v konečném důsledku může vést 

až k úplnému odumření. R. necatrix má schopnost přežívat v půdě až 20 let. Její výskyt je 

zvláště problematický v oblastech s teplým a vlhkým podnebím, které jsou ideální pro růst 

této houby. Infekce se šíří prostřednictvím půdních částic, vodou, hmyzem a také pomocí 

vegetativního množení. Chiba a kol. (2009) ve své práci popsali mykovir Rosellinia necatrix 
25 



megabirnavirus (RnMBVl) izolovaný z R. necatrix. Následně vyvinuli transfekční protokol 

s použitím purifikovaných virionů a dokázali tak, že je tento mykovir zodpovědný za snížení 

virulence a růstu mycelia u několika hostitelských kmenů. 

Botrytis cinerea. Botrytida, známá také jako "šedá plíseň", je houbová choroba, která ovliv­

ňuje různé rostliny, zejména vinnou révu. Tato choroba může způsobit vážné škody na 

sklizni a kvalitě plodů. Tato houba se vyvíjí za vlhkého a teplého počasí, které poskytuje 

ideální podmínky pro její růst a šíření. Infekce začínají drobnými skvrnami, které se po­

stupně rozšiřují a mění barvu na hnědou nebo šedou. Postižené rostliny a plody jsou oba­

lené sivým povlakem, což je charakteristický příznak botrytidy (Williamson a kol., 2007). U 

druhů botrytis byly popsány různé mykoviry včetně Botrytis virus F (BVF), Botrytis virus X 

(BVX), Botrytis cinerea mitovirus 1 (BcMVl) a Botrytis porri RNA virus 1 (BpRVl) (Howitt a 

kol., 2001; Castro a kol., 2003; Pearson a Bailey, 2013). 

Mykoviry mají potenciál být účinným a ekologicky šetrným prostředkem pro boj proti škůd­

cům rostlin. V současné době se objevuje stále více studií zabývajících se využitím mykovirů 

v biologické ochraně rostlin. Jejich potenciál je velký a mohou se stát klíčovým prvkem udr­

žitelného zemědělství. Zatímco konvenční pesticidy mají negativní dopad na životní pro­

středí a lidské zdraví, mykoviry nabízejí šetrnější a efektivnější alternativu. Jejich využití by 

mohlo snížit závislost na chemických postřicích a přispět k udržitelnému rozvoji zeměděl­

ství. 
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4 Mykoviry václavek rodu Armillaria v ČR 

Vzhledem k omezeným možnostem ochrany smrkových porostů vůči patogenním houbám 

rodu Armillaria v České republice byl v této práci zkoumán jejich virom jako potenciální 

možnost detekce mykovirů využitelných v biologické ochraně. Jedná se o první studii na 

toto téma, po práci Bllatný (1973) a Reaves a kol. (1988) v českých populacích václavek. 

Zahraniční výzkum odhalil několik RNA virů spojených s těmito organismy. Virom Armillaria 

byl dosud molekulárně zkoumán ve vzorcích z Finska, Ruska (Sibiře), Jižní Afriky a Švýcarska. 

Bylo popsáno několik ssRNA virů a dva dsRNA viry. U pěti různých druhů rodu Armillaria (A. 

mellea, A. borealis, A. cepistipes, A. ostoyae, A. gallica) byly identifikovány mykoviry, které 

patří do virových čeledí mitovirů, ourmi-like virů, tymovirů, flegivirů, ambi-like virů a něko­

lik dosud neklasifikovaných (+)ssRNA a dvou neklasifikovaných dsRNA virů (Linnakoski a 

kol., 2021; Shamsi a kol., 2024). U hub rodu Armillaria byly v této práci detekováni zástupci 

virového rodu Tymovirus a nedávno popsané virové skupiny ambiviry. 

4.1 Tymoviry 

Tymoviry představují viry infikující převážně rostliny náležící do čeledi Tymoviridae a viro­

vého řádu Tymovirales. Tymovirové infekce u hub jsou relativně vzácné ve srovnání s jejich 

prevalencí v rostlinách. Jejich přítomnost však byla zjištěna u různých druhů hub patřících 

do různých taxonomických skupin, včetně Ascomycota a Basidiomycota (Howitt a kol., 

2001; Howitt a kol., 2006; Xie a kol., 2006; Shamsi a kol., 2024). Tymoviry infikující houby 

mají obecně podobné vlastnosti jako ty, které infikují rostliny. Jsou to neobalené kulovité 

částice s dvacetistěnnou kapsidovou strukturou a jednovláknovým genomem RNA s pozi­

tivním smyslem. Genom tymovirů bývá z pravidla monopartitní, přibližně 6-8 kb velký, s ne­

obvykle vysokým obsahem cytidinu (32 až 50 %; Martelli a kol., 2002; King a kol., 2012). Na 

rozdíl od mnoha rostlinných tymovirů nebyla u tymovirů infikující houby detekována sek­

vence kódující pohybový protein (Li a kol., 2016). 

4.2 Ambiviry 

Ambiviry jsou relativně nedávno popsanou, zatím taxonomicky nezařazenou mykovirovou 

skupinou. Jedná se o ssRNA viry s bicistronickým nesegmentovaným genomem. Jejich ge­

nom je velký přibližně 5 kb a obsahuje dva otevřené čtecí rámce (ORF A a B) charakteristicky 
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vambisense orientaci (Sutela a kol., 2020; Forgia a kol., 2021). ORF A obsahují konzervo­

vané sekvence motivu GDD charakteristické pro RNA-dependent RNA-polymerázy (RdRP) a 

proto se předpokládá, že ORF A jsou ambivirové RdRP (Sutela a kol., 2020; Forgia a kol., 

2021; Kondo a kol., 2022). ORF B - kódované proteiny jsou homolognís některými ORFans 

(nehostitelské RNA bez významné podobnosti se známými proteinovými sekvencemi) Aga-

ricus bisporus, jinak je jeho funkce zatím neobjasněna (Deakin a kol., 2017; Kondo a kol., 

2022; Chong a Lauber, 2023). 

Tyto mykoviry byly poprvé objeveny u R. solani (Picarelli a kol., 2019). Dále byly ambiviry 

popisovány u endomykorhizních hub (Sutela a kol., 2020), a u fytopatogenních hub, jako 

jsou C. parasitica (Forgia a kol., 2021), Armillaria spp. (Linnakoski a kol., 2021; Shamsi a kol., 

2024) a H. parviporum (Sutela a kol., 2021). Všechny dřívější práce předpokládali, že jsou 

ambiviry lineární a sekvenační nejasnosti vysvětluje tvorba dimerů. Zároveň nebyly zazna­

menány žádné fenotypové změny hostitelských hub související s virovou infekcí (Linnakoski 

a kol., 2021). 

Současné práce (Forgia a kol., 2022; Sato a Suzuki, 2023; Chong a Lauber, 2023; Shamsi a 

kol., 2024) však původní tvrzení o lineárním genomu ambivirů vyvrací. Dokonce zpochyb­

ňují i fakt, že mohu být ambiviry jednoznačně považovány za mykoviry. Forgia a kol. (2022) 

na základě de novo sestaveného transkriptu popsali spojitost mezi 3' a 5' terminálními 

konci, což vylučuje typický lineární genom RNA viru. Předpokládají, že ambiviry mají kru­

hové RNA genomy, kódující párové samoštěpící ribozymy. To umožňuje replikaci mechanis­

mem rotujícího kruhu podobného viroidům. Zdá se, že by ambiviry mohly vzniknout hybri-

dizací genomového základu podobnému viroidům s genem pro RdRp, který je charakteris­

tický pro RNA viry. Jako takové, mohou být odlišnou třídou infekčního agens. Chong a Lau­

ber (2023) popisují ambiviry jako „Hybridní infekční elementy kódující charakteristický gen 

RNA virů RNA-dependentní RNA polymerázu a samoštěpící RNA ribozymy nalezené v 

mnoha viroidech". 

Při podrobnější analýze traskriptomů se ukázalo, že kromě dvou hypotetických proteinů 

kódují ambiviry dva ribozymy, pro každý ORF jeden. Ty slouží ke štěpení jejich multimerních 

replikačních produktů a nacházejí se blízko C-koncové části každého ORF v oblasti genomu 
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nekódující protein. Nejčastěji jsou to ribozymy HHR (hammerhead) a HPR (hairpin), ale mo­

hou kódovat i jiné typy (Chong a Lauber, 2023). Predikce sekundárních struktur odhalila 

tyčinkovou nebo kvazi-tyčinkovou strukturu ambivirů s velmi vysokou stabilitou podobnou 

většině rostlinných viroidů. Zároveň asi 10 % ambivirových genomů má vysoce rozvětve­

nou, ale stále stabilní konformaci RNA s hlavní tyčinkovitou architekturou. Tato nová zjiš­

tění o hybridním složení ambivirových genomů spojují sféry virů a viroidů a vyvolávají 

otázky týkající se jejich původu a koevoluce (Forgia a kol., 2022). 
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5 Cíle práce a hypotézy 

Tato práce byla primárně zaměřena na detekci mykovirů u houbových patogenů rodu Ar-
millaria. 

Dílčími cíli bylo: 

• Monitorování druhového zastoupení václavek rodu Armillaria ve vzorcích sbíraných 

v České republice se zaměřením na druhové odlišení pomocí molekulárních mar­

ke rů 

• Detekování a identifikace jednotlivých mykovirů vyskytujících se v českých popula­

cích václavek Armillaria 

• Genomová analýza a fylogenetické zařazení popsaných mykovirů 

• Návrh a optimalizace metody RT-PCR (Reverse-transcription polymerase chain re­

action) pro rychlý screening přítomnosti mykovirů 

Hypotézy: 

• Na základě molekulární markerů lze odlišit jednotlivé druhy rodu Armillaria 

• Houby rodu Armillaria v ČR jsou hostiteli mykovirů 

• Metodu RT-PCR lze využít pro detekci RNA virů 

30 



6 Komentář k publikacím 

První publikace „Development of loop mediated isothermal amplification for rapid species 

detection of Armillaria ostoyae using assimilating probe" je zaměřena na přesnou identifi­

kaci Armillaria ostoyae v polních podmínkách pomocí metody LAMP (loop mediated iso­

thermal amplification). K vývoji a optimalizaci nového testu LAMP pro určení druhu bylo 

použito celkem 101 izolátů hub rodu Armillaria, které zahrnovaly A. ostoyae, A. cepistipes 

a A. gallica. K zavedení a testování metody LAMP byla použita sbírka sta vzorků z východní 

části České republiky a jednoho vzorku z CCBAS218 (Armillaria gallica-Sbírka kultur basidi-

omycetů, Mikrobiologický ústav Akademie věd ČR, Česká republika, http://www2.bio- 

med.cas.cz/ccbas/fungi.htm). DNA byla ze vzorků izolována pomocí roztoku CTAB-PVP 

(cetyltrimetylamoniumbromid - polyvinylpyrrolidon; Čum a kol. 2019) a extrahovaná DNA 

byla resuspendována v lx TE pufru a uchovávána při -20°C. Druhy václavek rodu Armillaria 

byly určeny na základě molekulárních markerů. Pro přesné odlišenídruhů byla použita kom­

binace markerů pro ITS oblast a pro eukaryotický elongační faktor 1-alfa (EF 1-a). Byla pro­

vedena nested PCR s primery pro ITS oblast: ITS1 a ITS4, a vnitřními primery AR1 a AR2 

(Lochman a kol., 2004) a PCR amplifikace s primery pro oblast EF 1-a EF1160F a EF1750R 

(Kauserud a Schumacher, 2003). Amplifikované fragmenty byly sekvenovány v externí la­

boratoři SEQme s.r.o (Dobříš, Česká republika), pomocí softwaru blastn porovnány s data­

bází GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) a přiřazeny k jednotlivým druhům Ar­

millaria. 

Z databáze GenBank byl získán soubor sekvencí genu Armillaria tef l od zástupců všech 

hlavních evropských druhů a byl vytvořen alignment pro určení konzervativních oblastí 

vhodných k návrhu primerů. Na základě tohoto alignmentu bylo pomocí LAMP designér 

softwaru (OptiGene Limited; Version 1.12, 2017) navrženo pět LAMP primerů pro detekci 

A. ostoyae a asimilační sonda značená fluorescenční sloučeninou TAMRA (5-karboxytetra-

methylrhodamin) na 5'konci. Reakce byly provedeny ve třech opakováních pomocí systému 

QuantStudioTM 6 Flex Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA) a na ručním zařízení 

Smart-DART (Diagenetix, USA). 

Na základě amplifikace ITS/tefl oblastí a srovnání s GenBank databází bylo identifikováno 

celkem 64 izolátů A. ostoyae, 33 A. cepistipes a 3 A. gallica. Výsledky testů LAMP oblasti 
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tef l A. ostoyae jasně prokázaly pozitivitu při testování DNA izolátů A. ostoyae z různých 

lokalit. Při screeningu jiných druhů rodu Armillaria (A. cepistipes, A. gallica) nebyl ani jed­

ním z testů získán žádný pozitivní signál. Detekční limit testu LAMP byl stanoven na 

1.6 pg-ul - 1 na reakci. 

Výhodou metody LAMP oproti konvenční PCR je její jednoduššía rychlejší provedení a snad­

nější hodnocení výsledků. Navíc citlivost metody LAMP je 10x-100x vyšší než u konvenční 

PCR (Wang a kol., 2015). Kromě PCR a LAMP je další molekulární technikou uplatňovanou 

k identifikaci a kvantifikaci hub kvantitativní PCR v reálném čase (qPCR) (Aslam a kol., 2017). 

Metoda qPCR umožňuje identifikaci a kvantifikaci DNA sekvencí a je často využívána k de­

tekci fytopatogenních hub v tkáních infikovaných rostlin (Hariharan a Prasannath, 2021). 

Nicméně je qPCR využívána především pro kvantifikace nukleových kyselin v biologických 

vzorcích a není široce využívána pro druhovou identifikaci. Navíc je pro analýzu qPCR zapo­

třebí drahé přístrojové vybavení s fluorescenčními detekčními moduly, zatímco tato práce 

popisuje metodu LAMP provedenou pomocí přenosného ručního zařízení použitelného 

přímo v terénu. 

Jedná se o první záznam využití metody LAMP pro identifikaci václavek Armillaria. Metoda 

LAMP v kombinaci s použitím asimilační sondy je jednoduchý, rychlý, citlivý a specifický 

identifikační test. Protože nevyžaduje použití žádného specializovaného vybavení, lze jej 

snadno použít přímo v terénu pro rychlou detekci A. ostoyae a může tak být užitečným mo­

nitorovacím nástrojem těchto lesních patogenů. 

Zatímco první publikace byla zaměřena na druhovou identifikaci václavek, následující práce 

se specializují na detekci a charakterizaci mykovirů vyskytujících se u hub rodu Armillaria 

v České republice. V publikaci č. 2 „Molecular characterization of a ssRNA mycovirus isola-

ted from the forest pathogenic fungus Armillaria ostoyae." a publikaci č. 3 „Development 

of RT-PCR for rapid detection of ssRNA ambi-like mycovirus in a root rot fungi (Armillaria 

spp.)" jsou popisovány průběžné výsledky práce. Publikace č. 4 uvádí kompletní shrnutí a 

nejnovější poznatky naší práce. 

Vzorky hub rodu Armillaria byly sbírány v letech 2019-2020 v České republice, především 

na severovýchodní Moravě, v Moravském krasu a jihovýchodních Čechách. Spory z plodnic 
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nebo rizomorfy byly přeneseny a kultivovány na ME agaru při 25 °C po dobu přibližně čtyř 

týdnů před sběrem. Následně byly vzorky na stejném ME agaru skladovány při 4 °C. 

U vzorků byla nejdříve provedena detekce přítomnosti virových dsRNA molekul. Mycelium 

z jedné Petriho misky bylo lyofilizováno a následně vortexováním s ocelovými kuličkami ho-

mogenizováno. dsRNA byla extrahována dle protokolu Morris a Dodds (1979) s některými 

modifikacemi, jak je popsáno v práci Tonka a kol. (2021). Izoláty Gremmeniella a Phytopht-

hora s dříve potvrzenou přítomností dsRNA mykovirů byly používány jako pozitivní kon­

trola. Žádný dsRNA element nebyl ve zkoumaných vzorcích detekován. 

Pro sekvenční analýzu celkové RNA bylo vybráno 13 vzorků pocházejících z různých lokalit 

České republiky. Celková RNA byla izolována pomocí extrakčního kitu RNA SPLIT (Lexogen, 

Vídeň, Rakousko) a uchovávána při -80°C. Izolovaná RNA vybraných 13 vzorků Armillaria 

byla sloučena do jednoho směsného vzorku a ošetřena pomocí TURBO DNA-free TM Kit 

(InvitrogenTM (Waltham, MA, USA). Takto připravený směsný vzorek byl odeslán do spo­

lečnosti SEQme s.r.o. (Dobříš, Česká republika) ke konstrukci knihovny a NGS sekvenování 

RNA. Před přípravou knihovny byla ribozomální RNA (rRNA) depletována pomocí soupravy 

NEB-Next rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat). Knihovna byla připravena pomocí sady 

NEB-Next Ultra II Directional RNA Library Prep Kitfor lllumina. Kvalita připravené knihovny 

byla zkontrolována pomocí soupravy Agilent Bioanalyzer 2100 High sensitivity DNA Kit, sou­

pravy Invitro-gen Collibri Library Quantification Kit a soupravy Qubit IX dsDNA High-Sensi-

tivity Assay Kit. Knihovny byly čteny pomocí pair-end sekvenování (PE) (2 x 150 nt) na pří­

stroji NovaSeq6000 (DS-150) (lllumina, San Diego, CA, USA) s použitím sady činidel NovaSeq 

S4 vl.5. Sekvenační data byla stažena z datového úložiště společnosti SEQme s. r. o. (Dob­

říš, Česká republika) a softwarově zpracována pomocí programů FASTQC v.0.11.9 (An­

drews, 2010) a Cutadapt v3.4 (Martin, 2012). 

Po zpracování surových sekvenčních dat, byly odstraněny sekvence patřící hostitelským 

houbám. K tomuto účelu byl použit program STAR v2.7.9a (Dobin a kol., 2013). K odhalení 

již známých virů byla použita databáze Viral NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/vi- 

rus/vssi/#/) a následně byla provedena analýza de novo sestavených sekvencí pomocí pro­

gramu SPAdes verze 3.15.3 (Bankevich a kol., 2012), které byly porovnávány s databázemi 

Virus UniProt KB (https://www.uniprot.org/uniprotkb?query=10239), Virus NCBI 
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gOv/labs/virus/vssi/#/), RVDB (https://rvdb.dbi.udel.edu/) a Vi-

rus-Host DB (https://www.genome.jp/virushostdb/). 

V této práci bylo detekováno a popsáno celkem pět mykovirů, které zahrnovaly čtyři viry 

přiřazené k mykovirové skupině „Ambiviry" a jeden vir náležící do čeledi Tymoviridae. 

V druhé publikaci „Molecular characterization of a ssRNA mycovirus isolated from the fo-

rest pathogenic fungus Armillaria ostoyae" je popsán jeden lineární ssRNA mykovir s geno-

mem vambi-sense uspořádání. Jedná se o první záchyt virové sekvence ze sekvenačních 

dat. Mykovir byl na základě dosud známých dat přiřazen ke skupině ambivirů a považován 

za lineární. Nicméně se po dalším podrobném zkoumání sekvenačních dat prokázala pří­

tomnost kromě tymoviru i dalších ambi-like virů a prokázalo se jejich kruhové uspořádání, 

jak je detailně popsáno ve čtvrté publikaci „Characterization of mycoviruses in Armillaria 

ostoyae and A. cepistipes in the Czech Republic". Genomové sekvence domnělých ambi-

like virů byly cca 4,5 kb dlouhé a obsahovaly typické RdRP konzervované domény včetně 

motivu GDD. Čtyři různé druhy ambi-like virů byly rozlišeny na základě procenta párového 

porovnání sekvencí (PASC) a byly pojmenovány s ohledem na jejich hostitelskou identitu -

Amillaria ambi-like virus 1, Amillaria ostoyae ambi-like virus 2-4 (AALV1, AoALV2-4). A A LVI, 

AoALV2 a AoALV3 obsahovaly dva a AoALV4 obsahoval tři nepřekrývající se ambisense ORF 

(open reading frame). Tymovir popsaný ve čtvrté publikaci obsahoval přibližně 6,8 kb a byl 

pojmenován Armillaria ostoyae tymovirus 1 (AoTVl). AoTVl kóduje jeden (+) sense ORF a 

na základě sekvenční analýzy byly odhaleny konzervované sekvence, včetně konzervova­

ných oblastí patřících do pfam01660 superrodiny Vmethyltransf cl03298 a konzervované 

sekvence patřící do PFAM01443 Superfamily Viral_Helicasel. Armillaria ostoyae tymovi­

rus 1 je druhý tymovirus popsaný v rámci rodu Armillaria po studii Shami a kol. (2024). 

Aminokyselinové (aa) sekvence RdRP oblastí každého viru byly zahrnuty do fylogenetických 

analýz. Sekvence byly porovnány v Geneious v. 8.1.9 pomocí MUSCLE v3.8.425 (Edgar, 

2004) spolu se známými aa sekvencemi příbuzných virů. Fylogenetické stromy byly sesta­

veny pomocí metody maximální pravděpodobnosti (Stamatakis a kol., 2008) v RAxML-HPC 

v.8 na XSEDE běžícím na webovém portálu CIPRES Science Gateway (Miller a kol., 2010). 

Bootstrapping byl proveden s použitím doporučených parametrů poskytovaných portálem 

CIPRES Science Gateway. Stromy byly vizualizovány ve FIGTREE (VI.4.4). Fylogenetické 
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vztahy českých ambivirů A. ostoyae s jinými ambiviry ukazují, že se sdružují do dvou oddě­

lených shluků virů, přičemž oba zahrnují viry z A. mellea a A. borealis. Tento výsledek na­

značuje monofyletický původ ambivirových sekvencí u Armillaria spp. Fylogeneticky nej-

bližší virus kviru AoTVl je Lentinula edodestymo-like virus 1, který byl detekován v čínském 

vzorku houby Lentinula edodes (GenBank: QOX06053). 

Přítomnost virů v jednotlivých izolátech byla ověřena metodou RT-PCR (Reverse transcrip-

tion - PCR) a následným Sangerovým sekvenováním jak je popsáno ve třetí publikaci „De-

velopment of RT-PCR for rapid detection of ssRNA ambi-like mycovirus in a root rot fungi 

(Armillaria spp.)". Pro syntézu cDNA byl použit LunaScript® RT SuperMix Kit (New England 

Biolabs, UK) a úspěšnost syntézy byla ověřena amplifikací oblasti tefa, která byla vizualizo-

vána na agarózovém gelu. cDNA byla dále použita pro PCR reakci s virově specifickými pri-

mery, které byly navrženy na základě sekvenačních dat. PCR produkty byly vizualizovány 

gelovou elektroforézou, výsledné fragmenty byly vyříznuty a přečištěny pomocí Nucleo-

Spin® Gel a PCR Clean-up kit-Macherey-Nagel (BioTech as, Česká republika) a ExoSAP-IT™ 

PCR Product Clean-up Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA). Poté byly fragmenty ode­

slány do SEQme (Dobříš, Česká republika) a sekvenovány. Rozšíření metody o další speci­

fické primery je popsáno ve čtvrté publikaci. 

Některé viry popsané v této práci byli detekované ve více izolátech, a dokonce i u různých 

druhů Armillaria. AALV1 byl přítomen v jednom izolátu A. ostoyae a v A. cepistipes. AoALV2 

byl detekován pouze v jednom izolátu, zatímco AoALV3 byl detekován ve dvou izolátech, 

AoALV4 ve čtyřech a AoTVl pouze v jednom izolátu. Zajímavé je, že izoláty, mezi nimiž do­

šlo k mezidruhovému přenosu viru, byly shromážděny na lokalitách vzdálených od sebe 

přibližně 50 km. Tyto výsledky naznačují, že ambiviry jsou účinně přenášeny v Armillaria v 

České republice stejně jako v jiných oblastech severní polokoule (Linnakoski a kol., 2021; 

Shamsi a kol., 2024), kde bylo zjištěno, že ambi-like viry jsou velmi běžné u izolátu Armilla­

ria. 
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Abstract: We introduced here the first loop mediated isothermal amplification (LAMP) assay for the identification of ho­
ney fungus, Armillaria ostoyae, a basidiomycote playing an important role in spruce declines in the Palaearctic region. 
In total, 101 isolates, representing three Armillaria species, were used to develop a new L A M P assay to determine species 
specific identification. We have here described L A M P primers enhanced with fluorescent dye that are able to amplify 
A. ostoyae DNA and detect fungi in a fast single step reaction. The detection limit of L A M P was 1 pg of genomic D N A 
per reaction. We optimized a new L A M P assay for the rapid detection of A. ostoyae using the translation elongation 
factor 1-a (tefl) marker and fluorescence labelled oligonucleotide assimilating probe. The L A M P assay does not require 
any specialized equipment, hence it can be used in the field for the rapid detection of A ostoyae even using the porta­
ble and mobile device. The specificity of the assay was confirmed by the use of A. ostoyae strains and Armillaria cepistipes 
and Armillaria gallica strains, respectively. In conclusion, the assay could be a rapid, specific, sensitive and low-cost tool 
for identification of A. ostoyae as well as the first step for expansion of this method in practical applications. 

Keywords: detection of fungi; molecular diagnosis; forest pathogen; root rot fungi; spruce decline 

Fungal pathogens play an important role in for­
est ecosystems. The complex Armillaria/De-
sarmillaria comprises approximately 41 species 
(Klopfenstein et al. 2017; K o c h et al. 2017; He et al. 
2019b) which are well-known pathogens causing 
root diseases on trees worldwide resulting in huge 
economic losses (Baumgartner et al. 2011). Nor­
way spruce (Picea abies) is an important host 
of Armillaria sp. (honey fungi) in the Palaearctic 

region and has suffered a generalized decline en­
hanced by Armillaria in the last years (Cienciala 
et al. 2017; Holuša et al. 2018). 

It is difficult to determine the abundance and 
species composition of honey fungus populations. 
Currently, with the progress in the development 
of molecular methods, Armillaria can be directly 
detected by P C R (Lochman et al. 2004; A n t o n í n 
et al. 2009; Park et al. 2018). However, the use 
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of this assay in real-time surveillance is not prac­
ticable as it is not directly applicable in the field 
due to operational constraints, including time con­
sumption and costs. Therefore, cost-effective rapid 
D N A amplification methods able to rapidly screen 
a large number of samples are needed. 

Loop mediated isothermal assays may provide 
a solution to real-time inspection including field 
use. This method was first described by Notomi 
et al. (2000). Advantages of L A M P assays include 
improved sensitivity and specificity, as well as fast 
reaction times. Thus, it has also become popular for 
rapid identification of plant pathogens, including 
fungi (Sillo et al. 2018; Aglietti et al. 2019; He et al. 
2019a; Stehlíková et al. 2020). A s compared to P C R -
based assays, L A M P methods are inexpensive, fast, 
sensitive and they can be performed in a minimally 
equipped laboratory (Ghosh et al. 2015). 

As far as we know, no report about the L A M P -
based method for rapid Armillaria species iden­
tification has been published to date. The L A M P 
method has widely been applied to soil, mycorrhi-
zal, and pathogenic fungi, but not yet to Armillar­
ia spp. (Ortega et al. 2018; King et al. 2019; Panek, 
Frac 2019). In the present work, we accomplished 
several goals: raising awareness of this method 
useful in the differentiation of Armillaria spp., us­
ing this method as a preventive technique in soil 
screening against Armillaria pathogens and utiliz­
ing this method in forest ecology in general. 

M A T E R I A L A N D M E T H O D S 

A collection of 100 samples f rom locations in the 
eastern part of the Czech Republic and one sample 
from C C B A S 2 1 8 (Armillaria gallica - Culture C o l ­
lection of Basidiomycetes, Institute of Microbiol ­
ogy, Czech Academy of Sciences, Czech Republic, 
http://www2.biomed.cas.cz/ccbas/fungi.htm) were 
used to test the new L A M P assay (101 in total). 
The Armillaria rhizomorphs were collected from 
trees that were less than 50 years old. Parts of rhi­
zomorphs were sampled in the basal part of the 
trunk, 5-15 cm below the soil and placed in sepa­
rate plastic bags. 

We have isolated D N A directly from collected 
rhizomorphs using the C T A B - P V P method (Poreb-
ski et al. 1997). The extracted D N A was suspended 
in I X T E buffer and stored at - 2 0 °C for further 
use. The D N A isolated directly from rhizomorphs 
was used for P C R and L A M P experiments. 
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The internal transcribed spacer (ITS) and the 
translation elongation factor 1-a (tefl) regions were 
amplified from extracted D N A using A R 1 / A R 2 and 
EF595F/EF1160R primers to confirm the species 
identification (Kauserud, Schumacher 2001; Lo­
chman et al. 2004). P C R products were subjected 
to electrophoresis on a 2% agarose gel in IX Tris/ 
bora te /EDTA buffer and were visualized by ethid-
ium bromide staining. Successfully amplified sam­
ples were sequenced at S E Q m e s.r.o (Dobříš , Czech 
Republic). The sequences were assembled and ana­
lyzed by the use of Geneious (Version 8.1.9, 2015). 
Each sequence was parsed into the primer specific 
regions (AR1/AR2 and EF595F/EF1160R, respec­
tively) and was then separately used to perform 
a blastn query against the GenBank database using 
the N C B I website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
B L A S T / ) . Sequence-based identities with a cutoff 
of > 98% were considered significant, i.e. belonging 
to the same species, and the best hit was defined 
as the sequence with the highest maximum identity 
to the query sequence. 

A set of Armillaria tefl gene sequences of rep­
resentatives of all major European species was 
obtained from the GenBank database and aligned 
to determine the pattern of sequence conserva­
tion. Sequences included those of target A. ostoyae 
(GenBank accession N o . EU251401, MN580142, 
JN657489) and other related Armillaria species, 
including A. cepistipes (MN580151), A. gallica 
(EU251391), A. ectypa (EU251403) and A. mellea 
(EU251399). The sequences were imported into 
Geneious 8.1.9 and primers were determined based 
on in silico analysis using L A M P designer software 
(OptiGene Limited; Version 1.12, 2017) to design 
A. ostoyae specific primers. 

Five A. ostoyae L A M P primers were proposed: 
outer primers F3 and B3, internal primers FIP (con­
sisting of the F l c and F2 sequences) and BIP (Blc 
and B2), and one loop primer LB. Primer codes 
mentioned here have been used for convention 
since the development of L A M P , with primer codes 
Loop F and Loop B applied in later assays (Notomi 
et al. 2000). Additionally, we designed an assimi­
lating probe labelled with the T A M R A fluorescent 
dye (5-carboxytetramethylrhodamin) at the 5' end. 
Primers, including the probe, were synthesized 
by Macrogen Inc. (South Korea) and their sequenc­
es are given in Table 1. 

To determine a quick extraction method for 
L A M P assay, genomic D N A was extracted from 
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Table 1. Designed L A M P primers and the assimilating probe for detection of A. ostoyae 

Name of the primer Sequence 5'-3' 

T A C C T C C C A G G C T G A T T G 

T C C A C T G A G A T A A C A G T C A G A 

T C G A G T C T G G C C G T C C T T T G C C A T T C T C A T C A T C G C 

T T G G T G T C A G G C A G C T C A T C T A G A T C T C G T A C C T T G G T G G 

T C G C C G T C A A C A A G A T G G 

T A M R A e - A C G C T G A G G A C C C G G A T G C G A A T G C G G A T G C G G A T G C C G A 
C T T C A A A T T C A C C A G T T C C A C C 

T C G G C A T C C G C A T C C G C A T T C G C A T C C G G G T C C T C A G C G T - BHQ"  

•"bold sequence - Flc; underlined sequence - F2; bbold sequence - Blc; underlined sequence - B2; cLoop B primer; ''fluo­
rescence strand of assimilating probe (underlined fragment acts as Loop F); ' T A M R A - 5-carboxytetramethylrhodamine; 
'quench strand of assimilating probe; E B H Q - Black Hole Quencher-1 

F3 

B > 

FIPa  

BIP' 

LBC 

Probe_LFd 

Qstrand' 

mycelia using the Plant Material D N A extraction 
kit (OptiGene Limited, the United Kingdom). 
A l l fungal cultivations were performed at 25 °C 
in the dark. A s a medium, we used malt extract 
agar (48 g-L"', M E agar, Merck) . After three weeks 
of mycelium growth, D N A was extracted according 
to the manufacturer's instructions. 

The L A M P amplification reaction contained 2.4 uL 
L A M P primer mixture (0.8 u M FIP and B1P, 0.2 u M 
F3 and B3 each, and 0.4 u M LB), 15 uL Isother­
mal Master M i x without intercalating dye (Op-
tigene, Inc., the United Kingdom), 2 uL L A M P 
probe mixture (Probe_LF and Q u e n c h strand at 
a final concentration 0.3 u M and 0.5 u M , respec­
tively) and 3 uL D N A template (final concentration 
2.5 ng-uL" 1 ) , filled with D E P C water. The reaction 
was performed in a 0.2 m L tube at a final volume 
of 25 uL. The reaction was incubated at 65 °C for 
30 m i n and finally at 80 °C for 2 m i n to termination. 
Sterilized water was used as a no template control 
( N T C ) . A l l reactions were performed in tripli­
cates. Real-time L A M P assays were carried out on 
a Q u a n t S t u d i o T M 6 Flex Real-Time P C R System 
(Applied Biosystems, U S A ) and on a handheld de­
vice, S m a r t - D A R T (Diagenetix, U S A ) . 

To test the specificity, assays for A. ostoyae were 
initially tested using D N A samples from the iso­
lates of A. cepistipes and A. gallica, respectively. 
To evaluate the sensitivity, the L A M P assays were 
performed using a 10-fold dilution series of ge­
nomic D N A from A. ostoyae ranging from 10 ng 
to 1 pg. Time to threshold (Tt) was calculated using 
manual baseline settings in QuantStudio Software 
(Version 1.3; 2015). 

R E S U L T S 

In total, 100 collected isolates and one A. gallica 
from C C B A S were tested to develop a new L A M P 
assay. Based on the ITS/tefl P C R amplification, 64 
isolates of A. ostoyae, 33 isolates of A. cepistipes and 
t h r e e s , gallica strains were confirmed by the blast 
against the N C B I database. Together with C C B A S 
A. gallica was used in the L A M P assays. 

The tefl A. ostoyae L A M P assays gave unam­
biguous positive results when tested against D N A 
from A. ostoyae isolates collected at different sites. 
They produced clear amplification curves (Fig­
ure 1). N o signal was obtained using either assay 
when screening other Armillaria species (A. ce­
pistipes and A. gallica, respectively) (Figure 1). 
The £e/"i-specific A. ostoyae primers gave positive 
results within 14:12-20:41 minutes. N o template 
controls ( N T C - water) included in each test ran 
tested negatively, that is, no amplification curves 
were observed for A. cepistipes or A. gallica. W h e n 
screened against serial dilutions of A. ostoyae 
D N A , the tefl L A M P assay could consistently de­
tect down to 1.0 pg (Figure 2). The testing method 
enabled the fast quantitative estimation of target 
A. ostoyae D N A present in samples. The detection 
limit of L A M P was 1.6 pg-uL" 1 of D N A per reac­
tion (Figure 2). The detection limit of conventional 
P C R with F3/B3 primers was 0.1 n g u L " 1 (data not 
shown). A s shown in Figure 1, the results indicat­
ed that a positive L A M P reaction occurred only 
in A. ostoyae, while the other species were negative. 

This study also employed the handheld device 
S m a r t - D A R T for fast and clear low-cost detection 
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T 1 1 1 T 1 1 1— 
0 10 20 30 0 10 20 30 

Time (min) Time (min) 

Figure 1. Representative results from screening of A ostoyae with new L A M P primers (each dilution was run in three repli­
cates); (A) specific LAMP amplification curves for serial dilutions of DNA extracted from A ostoyae using the LAMP primers 
designed for this study for the tefl marker of A ostoyae; (B) results of the specificity test of three different Armillaria spp. 

N T C - no template control 

20-

P 1 0 

R. 0.99; P< 0.01 

y. 1 0 + 2 . 2 » 

10 1 0.1 0.01 0.001 

Template D N A (ng) 

Figure 2. Sensitivity testing of EF1 - a L A M P primers de­
veloped in this study; screening against different amounts 
of A ostoyae D N A [curve was generated by linear regres­
sion analysis, plottingthe T (time to threshold) value in the 
y-axis vs. the logarithm of the starting D N A dilutions 
in the x-axis] 

of amplified D N A . The results obtained by this 
system were consistent with those obtained by the 
Quant Real Studio. Since the detection can be ac­
complished in a closed system between mobile 
device and handheld equipment, there is no risk 
of contamination and this system can be used eas­
ily in field conditions. 

D I S C U S S I O N 

To the best of our knowledge, this is the first 
report on the application of the L A M P assay for 
the detection of A. ostoyae. Relative to conven­
tional P C R , the L A M P assay reported here is easi­
er to perform, more rapid, and the results are easier 
to evaluate. The sensitivity advantage of the L A M P 
over conventional P C R is 10-100 times greater 
(Wang et al. 2015). O u r results showed that the de­
tection limits could be at the pg level for A . ostoyae 
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genomic D N A . C o m p a r e d to conventional P C R , 

the L A M P detection assay was more rapid and s im­

ple. The speed of the reaction was enhanced by the 

use of fluorescent dye in the assimilating probe. 

Additionally, the use of an assimilating probe with 

the L A M P assays allows sequence specific detec­

tion and it also allows detection in real-time (Kou-

guchi et al. 2010; Tanner et al. 2012). 

Besides P C R and L A M P , quantitative real-time 

P C R (qPCR) is another molecular technique imple­

mented to identify and quantify fungi (Aslam et al. 

2017). This method allows detection and quan­

tification of D N A sequences and is mostly used 

to detect phytopathogenic fungi in infected plant 

tissues (Hariharan, Prasannath, 2021). The real-time 

detection based on species-specific primers and 

fluorescent dyes is used to scan the reaction steps. 

Similar to our L A M P experiment with tefl primers 

the quantitative P C R was reported to amplify tefl 
sequences from Armillaria species in the northern 

hemisphere (Baumgartner et al. 2010). Neverthe­

less, q P C R is a tool for the quantification of nucleic 

acid in biological samples and is not widely used 

for the species identification from isolated D N A . 

For qPCR-based analysis a well-equipped labora­

tory with fluorescence detection modules is needed. 

However, in this work the newly developed L A M P 

assay was reported to identify Armillaria species 

from isolated D N A by the handheld device that can 

be used in the field. 

P C R amplification and sequencing of the tefl 
gene requires an expensive instrument for the 

thermal reaction, extra time and cost for gel elec­

trophoresis; the species identification period using 

sequencing of tefl usually takes several days and 

additional cost is needed. For L A M P , the identifi­

cation only requires a water bath, and the detection 

can be completed and judged by a pending hand­

held device, connected to a mobile phone within 

several hours (Jenkins et al. 2011). Therefore, 

L A M P detection is faster and requires a lower cost 

than P C R (He et al. 2019a). 

Several publications reported the detection 

of Armillaria fungi using specific primers including 

the IGS-1 or ITS1/ITS2 regions (Anderson, Staso-

vski 1992; Chil lal i et al. 1998). Al though these gene 

regions were successfully used in various phyloge-

netic studies ( K e č a et al. 2006; A n t o n í n et al. 2009; 

Klopfenstein et al. 2017), it was recognized that 

some of these primer pairs failed to differentiate 

among Armillaria species (Sicoli et al. 2003). Lat­

er on, several studies have shown that alternative 

loci should be considered to distinguish different 

Armillaria species, including these tefl, ^-tubulin 
or rpb2 genes ( R N A polymerase) (Matheny et al. 

2007; G u o et al. 2016; K o c h et al. 2017). Therefore 

for a primer and probe design, we used the tefl 
gene because it provides sufficient species resolu­

tion and differentiates Armillaria species (Mapho-

sa et al. 2006; M u l h o l l a n d et al. 2012; Coetzee et al. 

2018). However, with P C R amplification, A. ostoyae 
and other related Armillaria species are nearly i n ­

distinguishable on agarose gels. Their differentia­

tion is complicated and direct sequencing of P C R 

products takes a long time (Lochman et al. 2004; 

K i m et al. 2006). Using the L A M P assays with fluo­

rescent probe we were able to differentiate A. os­
toyae f rom other species within 14 minutes. 

Using the assimilating probe in L A M P reaction 

was described o n different isolates of the pathogen 

Ralstonia solanacearum (Kubota et al. 2011), which 

enhanced the specificity and speed of L A M P reac­

tion. The L A M P reaction might be facilitated by the 

addition of assimilating probes to the primers. 

In the present study, we used L A M P primers to­

gether with primers carrying a fluorescent marked 

probe (Table 1). This improved the reaction time 

and efficiency. 

The results presented in this study demonstrated 

the use of L A M P to rapidly detect A. ostoyae us­

ing genomic D N A under controlled in vitro condi­

tions, as was described previously for A. cepistipes 
(Stehlíkova et al. 2019). Further steps should include 

testing the specificity of the method described here 

under more challenging conditions of soil and root 

material from the environment. 

C O N C L U S I O N 

In conclusion, we have found that a L A M P assay 

c o m b i n e d with assimilating probe is simple, rapid, 

sensitive and specific. Because our L A M P assay 

does not require any specialized equipment, it can 

be used in the field for the rapid detection of A. os­
toyae in connection with mobile device and hand­

held A n d r o i d - b a s e d equipment . This is the first 

report on the use of L A M P assay for the detection 

of A. ostoyae. It is a promising assay for the rapid 

diagnosis of honey fungus infection in the labora­

tory and it will be very useful for monitor ing the 

Armillaria complex in the field prior to suggesting 

management strategies. 
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Species of the genus Armiliaria are members of the 
soil-borne fungal community that induce root rot and are 
contributing to the decline of Norway spruce and other 
coniferous stands in the northern hemisphere (1). Fungi 
of Armillaria spp. are highly destructive forest patho­
gens that infect economically important conifers and 
cause huge economic losses. Since the first description 
of fungal virus in cultivated mushrooms (2), dozens of 
new mycoviruses were identified and placed into a taxo­
nomie system of viruses (3). Mycovirus infections are 
symptomless and persist inside their host for decades (4). 
However, instead of classical molecular methods for the 
identification of mycoviruses in fungal genomes, the tran-
scriptome approaches have become more popular. Using 
the HTS, several mycoviruses with ambisense genome 
were described recently in Armiiiaria spp. from Finland, 
Russia and South Africa (5). Together with Cryphonectria 
parasitica ambivirus, Rhizoctonia solani ambiviruses (6), 
Tulasnella ambiviruses and Ceratobasidium ambivirus 
they established a new group of viruses temporarily 
named ambiviruses (7). 

E-mail: ttonka@fzt.jcu.cz; phone • 420 387772940. 
Abbreviations: aa = amino acids; A1V = ambi-like virus; Ab-
A1V2 = Armil/aria borealis ambi-like virus 2; AA1V3 = Armillaria 
ambi-like virus 3; AoAlV = Armillaria ostoyae ambi-like virus; 
CDD = Conserved domain database; HTS = high throughput 
sequencing; nt = nucleotides; ORF = open reading frame; 
RdRP = RNA dependent RNA polymerase; RT-PCR = reverse 
transcription PCR 

In the present study, we describe a new strain of the 
fungal virus with ambisense genome isolated from Armi-
lla ria ostoyae and, to our knowledge, this is the first report 
of ssRNA mycovirus found in this species of serious forest 
pathogen. 

Strains/species of Armillaria spp. were isolated from 
rhizomorphs (mycelial cords) collected at different 
locations in the Czech Republic. Fungal mycelia were 
cultivated on malt extract agar (ME agar). Total RNA 
was isolated using PureLink RNA M i n i Kit (Invitrogen) 
according to the manufacturer's procedures. Pooled 
total RNA sample of 13 Armillaria strains/species (10 A. 
ostoyae, 2 Armillaria gallica and 1 Armiiiaria cepistipes) 
was delivered to SEQme (Dobříš, Czech Republic) for 
further processing of the sample, including RNA qua­
lity control and library preparation (NEBNext Ultra II 
Directional RNA Library Prep Kit for Illumina, NEB Inc.). 
The host rRNA was depleted from the pooled sample 
using NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/ 
Rat) (NEB Inc.). A n Illumina platform Novaseq 6000 was 
used to generate 150 bp paired-end reads. After quality 
trimming, reads were assembled de novo with SPAdes. 
The assembled contigs longer than 1 kb were compared 
(yielding e-values < le 5 ) with the NCBI virus database, 
and with the RefSeq non-redundant database using 
blastn and blastx, respectively. A sample of each total 
RNA included in the pool was converted to cDNA using 
LunaScript RT SuperM ix Kit (NEB Inc.) according to the 
manufacturer's instructions. Identification of virus-host 
sample was performed using RT-PCR with virus-specific 
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primers based on the ORFs found in assembled virus 
contig (Table 1). 

Thirteen Armillaria strains from the Czech Republic 
representing three species (A. ostoyae, A. gallica and 
A. cepistipes) were included in the HTS analysis. The 
RNA-Seq library comprised -113 millions paired-end 
reads. After quality trimming and de novo assembly, we 
obtained 8809 contigs longer than 1 kb. Among viral 
contigs.we found one sequence that resembled the ambi-
like virus strain 3 described from Armillaria borealis 
and A. cepistipes, respectively. RT-PCR analysis of cDNA 
performed on each of the strains included in the pooled 
sample revealed that ambi-like virus was found only 
in the isolate representing A. ostoyae strain Harta. The 
complete sequence comprises 4523 nt, encoding three 
ORFs (Fig. 1). The 0RF1 and 0RF2 are overlapped in 2 nu­
cleotides. A blastp search of predicted proteins against 
a non-redundant database confirmed strong sequence 
similarity to ORFs of previously described ambi-like vi­
ruses deposited in the GenBank database. The 0RF1 was 
predicted to encode a putative protein of 712 amino acids 
(2139 nt). Blastp analysis showed that 0RF1 had a high 
amino acid similarity to the hypothetical proteins of 
AA1V3 (94.20-98.46%) and AbAlV2 (71.59-73.19%). Notably, 
the GDD triad is included in all these longest ORFs, which 
is considered to be a mark of the RdRP (Fig. 2). 

The smallest 0RF2 encoded sequence of 217 aa (654nt) 
and shared at least 62% similarity with hypothetical 
protein of AbAlV2, and between 94.47 and 99.08% with 
hypothetical proteins of AA1V3. The 0RF3 was 407 aa 
(1224 nt) long and shared 96.42-98.53% similarity with the 
hypothetical proteins of AA1V3 and at least 62% with pre­
dicted 0RF3 of AbAlV2. Both, 0RF2 and 0RF3, separated 
by an intergenic region of 33 nt in length, are read in the 
opposite direction of the 0RF1. 

To define the relationships within the group of ambi-
viruses. a phylogenetic tree was derivedbased on the nu­
cleotide sequences of previously described ambiviruses 
and ambi-like viruses. Three distant main clades, ambi-
like virus 1,2 and 3, separated from ambivirus sequences 
were detected. The results showed that AoAlV formed 
a clade wit h a bootstrap value of 100% with other AAlVs3, 
and ambi-like virus land 2 made individual clusters with 
highly supported bootstrap values (Fig. 3). The sequenced 

Table 1. Primer sets of AoAlV partial ORFs 

Primer name Primer sequence5-3' Position (nt) 

AoAlF GCTATGGCTGACTCTTCATC 1025-1080 

AoAIR ACAGGGCATTCATTGGAGGG 

AoA2F CTTCTCTCCCCGCGTATGAC 2625-3240 

AoA2R C GCATGTGCC ATATATCGC G 

genome of the virus infecting A. ostoyae was deposited in 
the NCBI GenBank database (Accession no. OL863120). 
Based on the similarity with up-to-date described ambi-
like viruses of several Armillaria spp. we designated this 
virus as Armillaria ostoyae ambi-like virus. 

A new group tentatively named ambiviruses com­
prises new putative viruses recently described in myco-
rrhizal fungi using HTS (7). Similar viruses were also found 
to infect C. parasitica and R. solani (6). Though viruses 
from this group seem to be very common in basidiomy-
cetes, there are no data on their biological or population 
structure. There is nothing known about the relationship 
between virus and host as well as virus-virus interaction 
even though many descriptions of new viruses were re­
ported to infect forest fungal pathogens in recent years 
(4; 8; 9). The ambi-like viruses were described to infect 
members of the genus Armillaria worldwide but not A. os­
toyae. These mycoviruses seem to be abundant and are 
distributed throughout the area where Armillaria fungi 
are found (5). All these ambi-like viruses remain uncla­
ssified and are not included in the virus taxonomy. Last 
year, many viruses with ambisense genome have been 
described to infect the pathogenic fungi (5, 6). The ambi-
like virus strain delimitation is based on the nucleotide 
and amino acid sequence identities (5). Although no other 
criteria are available for this new group of viruses, simi­
larity in sequences revealed that AoAlV shared homology 
with the ambi-like virus 3, which is strongly supported 
with the phylogenetic analysis based on multiple alig­
nment of the nucleotide sequences of ambi-like viruses. 

Although the GDD motif is present in aa sequence of 
the 0RF1, no conserved domains have been detected in 
AoAlV. The GDD motif is considered as a marker of RdRP 
but this gene has not been described either in ambi-like 

ORF3 f= ™ QRF2 2L. 
2496 ORF1 ^»14» 3TJTR 

F i g l 

Schematic representation of the Armillaria ostoyae ambi-like virus genome organization 
Three ORFs encoding three hypothetical proteins are depicted. Note the orientation of the 0RF1, 0RF2 and 3, respectively. A black line 
illustrates the genome. Numbers represent position of ORFs. 
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Fig. 2 

Alignment representing amino acids encoded by ORF1 of representative ambi-like viruses of strains 2 and 3 
Highlighted isGDD mot if, which is a hallmark of RdRP. Points indicate identical sites. Letters reveal differences in aa sequence. AmAlV2 
- Armillaria mellea ambi-like virus 2, A1V3 = ambi-like virus 3, Armillaria ostoyae AIV = Armillaria ostoyae ambi-like virus. 
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MN793996 Tulasnella ambivirus 5 

MT354566 Cryphonectria parasitica ambivirus 

BK014422 Armillaria novae-zelandiae ambi-like vims 1 

BK014419 Armillaria luteobubalina ambi-like virus 1 

BK014418 Armillaria ectypa ambi-like virus 1 

1 0 o j—MW423804 Armillaria borealis ambi-like virus 1 

MW423805 Armillaria borealis ambi-like virus 1 

— BK014420 Armillaria mellea ambi-like virus 1 

MN793993 Ceratobasidium ambivirus 1 

MT354567 Rhizoctonia solani ambivirus 1 

MT354568 Rhizoctonia solani ambivirus 2 

MN793995 Tulasnella ambivirus 4 

MN793994 Tulasnella ambivirus 3 

MN793992 Tulasnella ambivirus 2 

MN793991 Tulasnella ambivirus 1 

MW423810 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

MW423806 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

r MW423807 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

- MW423808 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

MW423809 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

BK014421 Armillaria mellea ambi-like virus 2 

MW423813 Armillaria ambi-like virus 3 

MW423811 Armillaria ambi-like virus 3 

MW423812 Armillaria ambi-like virus 3 

OL863120 Armillaria ostoyae ambi-like virus 

Fig. 3 

Phylogenetic tree of a putative group of ambiviruses inferred using maximum likelihood method 
The complete nt sequences were aligned in Geneious 8.1.9 with MUSCLE and the tree was constructed using GTR+F+R4 model (best-fit 
model according to ModelFinder) and 1000 bootstrap repetitions. The bootstrap values are shown on the branches. The ambi-like viruses, 
including AoAlVOL863120, are highlighted. 

viruses nor ambiviruses infecting C. parasitica or other 
macromycetes (4,5, 6). 

Based on genomic analysis, phylogenetic relation­
ships, similarity of nucleotide sequences, amino acid 
translation and host properties, this is a first report 
of the complete sequence of ambi-like virus isolated 
from A. ostoyae as well as the Czech Republic. The 
rod-shaped virus-like particles have been described 
in Armillaria mellea 50 years ago (10). However, this 
description of virus cannot be verified as it is unclear 
whether observed particles represent known viruses or 
not. Further research on the dsRNA viruses in Armillaria 
spp. proceeded in the Czech Republic with no success 
(11) and that is in agreement with later studies showing 
that viruses infecting Armillaria belong to the ssRNA 
viruses (4, 5). 

In conclusion, our study describes virus with ssRNA 
genome that can be classified in the tentative group of 

ambi-like viruses. Members of this group share highly 
similar single-stranded genome encoding 2-3 ORFs in 
ambisense orientation. They also share a similar host 
range. To date, in addition to AoAlV, only fifteen other 
ambi-like viruses have been identified, infecting exclu­
sively fungi of the genus Armillaria and also Heteroba-
sidion parviporum. Thus, these results together with 
previously discovered viruses indicate that there is huge 
undescribed diversity of fungal viruses in forest macro­
mycetes. Moreover, as ambi-like viruses seem to be hosted 
by Armillaria fungi and other serious fungal pathogens, it 
will be important to determine biological and ecological 
properties of this emerging viruses in more detail. The 
effect of these viruses on Armillaria spp. or their hosts in 
general remains unknown and needs to be investigated 
in further research. 

Here, the sequencing results revealed a virus with an am­
bisense genome infecting A. ostoyae and we named it Armi-
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Uariaostoyae ambi-likevirus. In thefuture, biological func­
tion of AoAlV will be under investigation due tothe possible 
biological control of honey fungus andf urther research also 
can expand our knowledge of the diversity and taxonomy 
of these mycoviruses as well as the host virus relationships. 
Description of the new virus may provide new insights into 
the taxonomy of fungal viruses. To our knowledge, this is 
the first report of the naturally mycovirus-infected fungal 
species A. ostoyae, the major and serious pathogen of the 
coniferous stands in Palearctic region. 
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Mycoviruses are viruses that infect fungi mainly from 
hosts in phyla Ascomycota and Basidiomycota. Although 
the majority of mycovirus infections appear to be cryp­
tic or symptomless, some viruses affect fungal growth 
or reduce the virulence of their hosts (1). These days, 
mycoviruses are intensively studied because of their 
possible use in biological control against serious fungal 
diseases (2). Though mycoviruses are widely distributed 
throughout the fungal kingdom, until recently there was 
only one report describing mycoviruses infecting fungi of 
the genus Armiiiaria (3). Fungal viruses with ambisense 
genome described in several pathogenic fungi including 
Armiiiaria spp. form the virus group temporarily named 
ambiviruses (4,5). 

Fungi in the genus Armiiiaria are known as important 
pathogens of forest trees. Armillaria ostoyae is a highly 
pathogenic parasite of coniferous stands in the Palearctic 
region (6). A n extensive survey of Armiiiaria viruses in 
the Czech Republic was carried out in 2019-2020 using 
the bioinformatic approach. However, analyses of virus 
sequences using NGS methods are time-consuming and 
costly. Therefore, the aim of this work was to develop 
a specific RT-PCR assay for easy identification of these 

E-mail: ttonka@fzt.jcu.cz; phone *420 387772940. 
Abbreviations: AlV(s) = ambi-like virus(es); A1V2 = ambi-like 
virus strain 2; A1V3 = ambi-like virus strain 3; CCBAS = Cul­
ture Collection of Basidiomycetes (Prague, Czech Republic); 
NGS = next generation sequencing; RT-PCR = reverse trans crip-
tionPCR 

mycoviruses and to speed up the detection of ambi-like vi­
ruses (AIVs), which seem to be abundant in Armiiiaria spp. 

The Armiiiaria strains were collected from different 
places i n the Czech Republic. They were cultivated on 
malt extract agar and growing mycelium was used for 
RNA isolation. In this experiment we analyzed 9 samples/ 
strains collected in nature (7 A. ostoyae, 1 A. gaiiica and 
1 A. cepistipes) and three fungal cultures obtained from 
CCBAS - A. tabescens CCBAS213, A. ostoyae CCBAS215 
and CCBAS325, respectively. The specific virus primers 
AmbiF (5 ' -GCTATGGCTGACTCCTCGTC-3' ) and AmbiR 
(5'-ACAGGGCAATCATTGGAGGG-3') were designed based 
on the assembled contigs. This primer pair has been able 
to detect the major ORF region, corresponding to the 
hypothetical protein ORFA of the AIVs, deposited in the 
NCBI GenBank database. 

Total RNA was isolatedusingSPLITRNAExtractionKit 
(Lexogen GmbH, Vienna, Austria) and used as a template 
for RT-PCR. The complementary DNA (cDNA) was synthe­
sized using the ImProm-II Reverse Transcription System 
(Promega, Madison, USA) according to the manufacturer's 
protocol. The AmbiF/AmbiR primers (0.5 |il each) were 
mixed with 3 ul of isolated RNA, filled to 5 ul with water, in­
cubated for 5min at 7 0 ° C a n d then cooled on ice for 5min. 
After a short centrifugation, 15 ul reverse transcription 
reaction mix containing 4 ul reverse transcriptase buffer, 
1 ul d N T P mix (0.5 mM), 0.5 ul RNAse inhibitor, 4.8 ul of 
MgCl 2,1 \il InProm-II RT (reverse transcriptase) was added 
and subsequently incubated at 25°C for 5 min, at 42°C for 
1 h, and at 70 °C for 15 min. The PCR reaction mixture (20 ul 
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QMP84024 Rhizoctonia solani ambivirus 1 

411 ArmiMaria ostoyae 

QUD20382 Armillaria ambi-like virus 3 

,„ -QUD20376 Armillaria ambi-like virus 3 

CCBAS325 Armillaria ostoyae 

QUD20379 Armillaria ambi-like virus 3 
1 0 0 DAU54H39 Armillaria mellea ambi-like virus 2 

QUD20363 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

QUD20373 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

QUD20366 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

QUD20368 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

QUD20371 Armillaria borealis ambi-like virus 2 

Fig.l 

A neighbor-joining tree of the AIVs was generated from sequences of the hypothetical protein encoded by the ORFA aligned 
with MUSCLE 

The tree was inferred with Rhizoctonia solani ambivirus 1 as an outgroup. Bootstrap values above 50% from 1000 replicates are indicated 
for the corresponding branches. The length of branches is proportional to the number of base changes indicated by the scale. 

total volume) containing 10 ul of PPP Master Mix (Top-Bio, 
Czech Republic), 1 ul of each primer (AmbiF/R) and 4 pi of 
the water was supplemented with 4 pi of cDNA. PC R reac­
tion consisted of denaturation at 94°C for 2 min., followed 
by 25 cycles of 94°C for 1 min, 60°C for 1 min, and 72°C for 
2 min, with a final extension at 72°C for 10 min. Final PCR 
products were analyzed by gel electrophoresis and posi­
tive samples were sequenced in an external laboratory 
(SEQme, Czech Republic). 

The isolated RNA from fungal mycelium was subjected 
to RT-PCR assay to investigate A1V sequences in different 
Armillaria strains/species. Two positive samples, both 
isolated from A. ostoyae, marked as 411 and CCBAS325 
and producing 776 bp amplicon, were sequenced and 
blasted against the NCBI nucleotide database. The re­
sults indicated that CCBAS325 shared 81.97% sequence 
identity with the A1V2 (BK014421) and sequence identity 
between 89.4-96.31% with A1V3 (MW423811, MW423812, 
MW423813). The amplicon of sample 411 shared 83.04% se­
quence identity with A1V2 (BK014421) and between 84.58 
and 85.35 % sequence identity with strain 3 (MW423812, 
MW423813) at the nucleotide level. Thus, A1V sequences 
amplified with our designed primers were detected in 
the mycelium of both A. ostoyae samples. The sample 411 
was collected in a spruce stand in 2019 and is cultivated 
in the laboratory. The CCBAS325 strain was isolated and 
deposited in culture collection in 1964 and is maintained 
there since then, obviously infected with the ambi-like 
virus for decades. 

The positive nucleotide sequences were then searched 
against NCBI non-redundant database using blastx. 
The results showed that the amino acid identity of the 

CCBAS325 and Armillar ia A1V3 hypothetical protein 
(ORFA) was greater than 94%, while the identity of the 
hypothetical protein (ORFA) of sample 411 and ORFA of 
Armillaria A1V3 was below 91%. The amino acid sequences 
of both samples had identity below 91% (75-90%) with 
hypothetical proteins (ORFA) encoded in A1V genomes 
of A. borealis (Fig. 1). 

We acknowledge that little is currently known about 
the ecology and/or host interactions of the AIVs. Despite 
the fact that there is also little known about the molecular 
and biological properties of this new putative group of 
viruses, our assay can now be used as a simple and fast 
RT-PCR test that will encourage the study of these fungal 
viruses. The RT-PCR method described here is rapid, reli­
able, and cost-effective for screening for A1V infection in 
Armillaria fungi. This method provides a useful tool for 
the investigation of mycoviruses within a host fungus. It 
is likely that with the specific detection of the A1V deve­
loped in the present work, a greater opportunity to study 
this group of mycoviruses will emerge. 

In conclusion, we demonstrated a novel detection 
method for AIVs using specific RT-PCR amplification. We 
have verified our method through successful detection of 
the Armillaria A1V sequences from growing mycelium. 
This work includes only preliminary results, which can 
prompt studies to examine the presence of AIVs in Armil­
laria spp., to investigate the specific host-virus or virus-
virus interactions as well as to further the description of 
incredible virus diversity. 
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Abstract: Members of the genus Armillaria are widespread forest pathogens against which effective 
protection has not yet been developed. Due to their longevity and the creation of large-scale cloning 
of Armillaria individuals, the use of mycoviruses as biocontrol agents (BCAs) against these pathogens 
could be an effective alternative. This work describes the detection and characterization of viruses 
in Armillaria spp. collected in the Czech Republic through the application of stranded total RNA 
sequencing. A total of five single-stranded RNA viruses were detected in Armillaria ostoyae and 
A. cepistipes, including viruses of the family Tymoviridae and four viruses belonging to the recently 
described "ambivirus" group with a circular ambisense genome arrangement. Both hammerhead 
(HHRz) and hairpin (HpRz) ribozymes were detected in all the ambiviricot sequences. Armillaria 
viruses were compared through phylogenetic analysis and confirmed their specific host by direct 
RT-PCR. One virus appears to infect both Armillaria species, suggesting the occurrence of interspecies 
transmission in nature. 

Keywords: root rot; viruses; circular genetic elements; ambivirus; tymovirus; biological control 

1. Introduction 

Fungal pathogens are important members in forest ecosystems. They affect the diver­
sity, structure and dynamics of forest communities substantially [1,2]. The fungal genus 
Armillaria includes more than 40 described species [3], which are causal agents of root 
rot in a wide variety of trees, shrubs and some herbs [4], including economically impor­
tant conifers (e.g., Abies, Picea, Pinus) and agricultural crops (e.g., Citrus, Jugluns, Mains, 
Primus, Vitis) [5], Norway spruce (Picea abies) is a major host of Armillaria in the Czech 
Republic. Over the last few years, Czech forests of Norway spruce seem to be suffering a 
generalized decline [6,7], which is enhanced by pathogenic fungi like Armillaria [8,9]. The 
decline is often caused by a combination of abiotic and biotic factors that limit tree growth, 
reduce foliage quality, and weaken root systems. These interactions can kill individual 
trees and entire stands [10,11], Although there are relatively efficient methods for the 
protection of agricultural crops against Armillaria root rot, none of the established methods 
can completely eliminate the mycelium from the contaminated site [12,13], Therefore, other 
strategies have to be pushed towards the development of environmentally friendly control 
approaches [14]. 

Fungal viruses (mycoviruses) of plant-interacting fungi are particularly significant 
for crop protection because they can influence the phenotype of their host. A n increasing 
number of mycoviruses with the ability to induce hypovirulence in their host have been 
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reported [15-17]. There are important forest pathogenic fungi, such as Cryphonectria para­
sitica, Phytophthora spp., Ophiostoma spp., Gremmeniella abietina, Hymenoscyphusfraxineus, 
Heterobasidion annosum and Armillaria spp., which host mycoviruses with diverse fungus-
virus relationships [18-20], In Armillaria, early studies by Blattny (1973) [21] and Reaves 
et al. (1988) [22] described the presence of virus-like particles in A. meUea and A. ostoyae, but 
it was not until 2021 that viruses were confirmed by molecular characterization [13,23,24]. 

Previous research on Armillaria root rot fungi has identified several R N A viruses. 
These studies have primarily aimed to understand the diversity and impact of these viruses 
on Armillaria species, focusing on their ecological roles and potential effects on fungal 
virulence. To date, the virome of the genus Armillaria has been molecularly investigated 
in samples from Finland, Russia (Siberia), South Africa and Switzerland. Several positive-
and negative-stranded ssRNA viruses and even two dsRNA mycoviruses have been de­
scribed. Mitoviruses, ourmia-like viruses, tymoviruses, phlegiviruses, ambi-like viruses, 
several previously unclassified (+)ssRNA and two unclassified dsRNA viruses have been 
described in five different Armillaria species (A. mellea, A. borealis, A. cepistipes, A. ostoyae, 
A.gallica) [13,23,24]. 

The main objectives of this study were (i) to confirm the occurrence of mycoviruses in 
a collection of isolates of the genus Armillaria in Central Europe, and (ii) to describe their 
genomic features and phylogenetic relationships. 

2. Materials and Methods 
2.1. Sampling 

Armillaria isolates were collected in the years 2019-2020 in the Czech Republic, mainly 
in northeastern Moravia, the Moravian Karst and southeastern Bohemia (Table 1). Spores 
from fruiting bodies or rhizomorphs were transferred and cultured on M E agar (7.5 g 
bacteriological agar, 3.5 g corn agar, 10 g malt extract, 10 g glucose/0.5 L; p H 5.5) at 
25 °C for approximately four weeks before being harvested. Subsequently, samples on the 
same M E agar were stored at 4 °C. A total of 13 samples, including Armillaria ostoyae and 
A. cepistipes, were cultivated and analyzed. 

Table 1. Data collection of the examined Armillaria isolates in this study. 

Isolate 
Code 

Fungal 
Species 

Site Coordinates Country Tree Host 
Fungal 

Material 
Collection Date 

(Day.Month.Year) 

1 A. cepistipes 49.5147885 N , 17.5546327 E Czech Republic Picea abies Rhizomorphs 29.9.2020 

2 A. ostoyae 48.9813906 N , 14.4205031 E Czech Republic Picea abies Fruiting body 31.10.2019 

3 A. ostoyae 49.81582 N , 17.34951 E Czech Republic Picea abies Fruiting body 27.10.2019 

4 A. ostoyae 48.6232622 N , 14.6442581 E Czech Republic Picea abies Fruiting body 16.10.2019 

5 A. ostoyae 50.10238 N , 16.0683 E Czech Republic Picea abies Fruiting body 23.10.2019 

6 A. ostoyae 49.5226228 N , 17.5717912 E Czech Republic Picea abies Rhizomorphs 5.9.2019 

7 A. ostoyae 49.8084936 N , 17.4939458 E Czech Republic Picea abies Rhizomorphs 4.8.2020 

8 A. ostoyae 49.31372 N , 16.77221 E Czech Republic Picea abies Fruiting body 23.10.2019 

9 A. ostoyae 48.6078636 N, 14.6688486 E Czech Republic Picea abies Fruiting body 21.10.2019 

10 A. ostoyae 49.8084936 N , 17.4939458 E Czech Republic- Picea abies Rhizomorphs 4.8.2020 

11 A. ostoyae 49.32247 N , 16.78645 E Czech Republic Picea abies Fruiting body 23.10.2019 

12 A. ostoyae 48.9815597 N , 14.4162544 E Czech Republic Picea abies Fruiting body 4.11.2020 

13 A. ostoyae 49.5419285 N , 17.3919515 E Czech Republic Picea abies Rhizomorphs 14.8.2019 

2.2. Isolation of Double-Stranded (ds) RNA 

The samples were first examined for the presence of potential viral dsRNA molecules. 
Mycelium from one Petri dish was lyophilized and collected in a 50 mL Falcon tube. 
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Two stainless steel beads with a diameter of 10 m m and liquid nitrogen were added 
to the Falcon tube and mycelium was homogenized by vortexing at maximum speed 
(3400 RPM/approx. 2 min). After homogenization, d s R N A was extracted using protocol 
Morris and Dodds (1979) [25] with some modifications, as described in the work of Tonka 
et al. (2021) [26]. Previously confirmed dsRNA-hosting isolates of Greinmeniella [27] and 
Phytophthora [28] were used as the positive control of each isolation. 

2.3. Isolation of Total RNA 

Thirteen samples were selected for stranded total R N A sequencing analysis (Table 1). 
Approximately 50-100 mg of fresh mycelium was collected from the agar of each sample 
and transferred to the 2 m L tubes with steel beads. The tubes were immersed in liquid 
nitrogen and vortexed (using Labnet vortex mixer VX-200, Labnet, Edion, NJ, USA) until 
the mycelium was ground to a fine powder. Isolation of total R N A was performed using a 
SPLIT R N A Extraction Kit (Lexogen, Vienna, Austria) following the protocol provided by 
the manufacturer, eluted in 30 uL of EB buffer. Total R N A was visualized on an agarose gel 
and stored at — 80 °C. 

2.4. Stranded Total RNA Sequencing 

The isolated total R N A of 13 Armillaria samples was pooled into one mixed sample 
and treated with T U R B O DNA-free T M Kit (Invitrogen™ (Waltham, M A , USA), Thermo 
Fisher Scientific (Waltham, M A , USA)). R N A quantity was measured by Qubit® Fluorom-
eter (Life Technologies (Carlsbad, C A , USA), Thermo Fisher Scientific). Total R N A was 
sent to SEQme s.r.o. (Dobris, Czech Republic) for R N A library construction and R N A 
sequencing. Prior to the library preparation, ribosomal R N A (rRNA) was depleted using 
the NEBNext r R N A Depletion Kit (Human/Mouse/Rat). The library was prepared using 
an NEBNext Ultra II Directional R N A Library Prep Kit for Illumina. The quality of the 
prepared library was checked using an Agilent Bioanalyzer 2100 High sensitivity D N A 
Kit, Invitrogen Collibri Library Quantification Kit and Qubit IX d s D N A High-Sensitivity 
Assay Kit. A K A P A Library Quantification Kit for Illumina platform was used for absolute 
qPCR-based quantification of the Illumina libraries flanked by the P5 and P7 flow cell oligo 
sequences. Libraries underwent paired-end (PE) (2 x 150 nt) sequencing on a NovaSeq6000 
(DS-150) (Illumina, San Diego, C A , USA) using a NovaSeq S4 vl.5 reagent kit. A n "in-lane" 
PhiX control spike was included in each lane of the flow cell. 

2.5. Bioinformatics 
2.5.1. Data Preprocessing 

The raw sequencing data were downloaded from the data repository of the sequencing 
company SEQme s. r. o. (Dobris, Czech Republic). The processing was carried out on 
the local server of the University of South Bohemia. In the first step, data quality was 
assessed using the FASTQC v.0.11.9 program [29]. This control step revealed the presence of 
a small number of adapter sequences. The nucleotide sequences of adapters were obtained 
according to the used library kit and sequencer machine mentioned earlier [30]. Adapter 
and quality trimming were performed using the program Cutadapt v3.4 [31] with require­
ments for a Phred score higher than 30 and a minimum length of the truncated sequence of 
50 bases. The software is available at the code depository GitHub [32]. Subsequently, data 
quality of trimmed reads was again assessed in F A S T Q C program mentioned previously. 

2.5.2. Host Reads' Removal 

After preprocessing the data, it was necessary to remove reads belonging to host fungi. 
The STAR v2.7.9a program was used for this purpose [33]. Assembly GCA_900157425.1 
version 2 of strain C18/9 of A. ostoyae was used as a reference sequence. After mapping the 
reads to the Armillaria genome, only unmapped reads were left for further processing. 
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2.5.3. Discovery of Known Virus 

To reveal already known viruses, the Viral NCBI database [34] was used for this 
purpose. We downloaded only complete viral RefSeq nucleotide sequences. O u r reads 
were aligned to this reference database by BWA v0.7.17.-rll88 program package [35]. In the 
next step, we calculated the coverage for each viral genome using Samtools kit vl.16.1 [32]. 
If the coverage was higher than 80 percent, we visualized the alignment for particular viral 
genome with IGV program v2.16.1 [36] and manually confirmed or denied the presence of 
the published virus. 

2.5.4. Discovery of Novel Viruses 

In the first step, de novo assembly was performed with unmapped reads from STAR 
aligner. The toolkit SPAdes version 3.15.3 [37] with default settings for metagenomics was 
used for this purpose. Assembled contigs shorter than 1000 bp were discarded. In the 
next step, the rest of contigs were compared to several databases: Viral UniProt KB [38], 
Viral NCBI [34], R V D B [39], Virus-Host DB [40]. Each of the databases was downloaded 
to a local server and was used to search for similarities between database sequences and 
assembled contigs. For this purpose, the program BLASTx and BLASTn v2.12.0+ was used. 
The threshold for the E-value was set to 1 x 10~3. A l l contigs with at least one hit were 
further used to search for similarity with the NCBI database nr (RefSeq non-redundant 
proteins) or nt (RefSeq Nucleotide) specifying the Armillaria taxon. If a positive hit was 
found, the E-value values were subsequently compared. If this value was higher for the 
results from viral databases, the contig was removed. In the last step, the remaining contigs 
were searched with the entire nr and nt databases and the threshold for the E-value was set 
a s l x 10" 5 . 

Potential protein-encoding segments were detected with a coding open reading frame 
(ORF) finder using Geneious® v.-8.1.9. Depth of coverage: for the calculation of the 
coverage depth, we used the following formula: (Total reads mapped to the final identified 
virus * average read length)/virus genome or contig length. 

2.5.5. Ribozymes' Detection 

The identification of potential ribozymes followed a customized protocol adapted 
from the viroid-like sequence search pipeline outlined by Lee et al. in 2023 [41]. The process 
began with the recognition of covalently closed circular RNAs (cccRNAs) using a modified 
version of the reference-free CIRIT algorithm, as introduced by Q i n et al. in 2020 [42]. 
This algorithm entails the exploration of overlapping regions between the starting and 
ending points of contigs to pinpoint cccRNAs. Unlike the original algorithm, our modified 
version repeatedly attempted to dissect potential cccRNAs into individual units, with the 
condition of maintaining a minimum 95% similarity within repeated regions. Subsequently, 
the identified cccRNAs underwent a search for known self-cleaving ribozymes, employing 
Infernal, a tool introduced by Nawrocki and Eddy in 2013 [43]. Ribozymes surpassing 
Rfam's curated gathering threshold or exhibiting E-values below 0.1 were identified in each 
polarity. In addition to this, a subset of sequences underwent further scrutiny using an R N A 
motif, a tool developed by Macke et al. in 2001 [44], This supplementary analysis aimed to 
uncover more diverse ribozymes that may not have been initially detected by Infernal. 

2.6. Retro Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and Sanger Sequencing 

Approximately 50-100 mg of fresh mycelium was collected and crushed in a mortar. 
Crushed mycelium was mixed with 600 uL of lysis buffer (LB; included in the PureLinkTM 
R N A Mini Kit) and 6 uL 2-mercaptoethanol and transferred to the 1.5 m L sterile tube. 
Isolation of total R N A was carried out using PureLinkTM R N A Mini Kit (Invitrogen, USA). 
The R N A was eluted in 30 uL of elution buffer and 1 uL of RNase inhibitor was added. The 
quality of total R N A was assessed by gel electrophoresis in 1.5% agarose gel and total R N A 
was stored at -80 °C. LunaScript® RT SuperMix Kit (New England Biolabs, Hitchin, UK) 
was used for the synthesis of c D N A , as reported by Tonka (2022) [45]. The success of c D N A 
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synthesis was verified by amplification of the eukaryotic region translation elongation 
factor 1-alpha-eEFlA (tefa) and checked by gel electrophoresis in 1.5% agarose gel [46]. If 
the amplification was successful, the c D N A was used in a PCR reaction with virus-specific 
primers. The virus-specific primers were designed to partially amplify the ORFs of putative 
viruses based on sequencing data from R N A sequencing using program Geneious V.-8.1.9. 
PCR amplification was performed with 12 uL PPP Master Mix (Top-Bio, Vestec, Czech 
Republic) 1 uL of each 10 m M primer (Table SI), 4 u l of c D N A and PCR-grade water in a 
total volume of 25 uL. PCR conditions were as follows: 94 °C 2 min, 25 x (94 °C 1 min, 60 ° C 
1 min, 72 ° C 2 min) 72 °C 5 min. Due to the low concentration of putative viruses, the PCR 
amplification was repeated with fresh chemicals and 4 uL of resulting product from the 
first PCR amplification was used as a template; then, PCR products were visualized by gel 
electrophoresis in 1.5% agarose gel. A l l resulting fragments with the appropriate size were 
cut from the gel, cleaned using NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit-Macherey-Nagel 
(BioTech a.s, Prague, Czech Republic), and ExoSAP-IT™ P C R Product Cleanup Reagent 
(Thermo Fisher Scientific, USA) , and then fragments were sent to SEQme (Dobříš, Czech 
Republic) for Sanger sequencing. 

2.7. Conserved Domains 

NCBI CD-search tool [47] was used to search for putative conserved domains in 
predicted amino acid (aa) sequences. A l l sequences were then aligned to aa sequences of 
related viruses retrieved from the GenBank using M U S C L E v3.8.425 in Geneious v.-8.1.9. 

2.8. Phylogenetic Analyses 

A m i n o acid (aa) sequences of RdRP regions of each virus were included in phylo­
genetic analyses. Sequences were aligned in Geneious v. 8.1.9 by M U S C L E v3.8.425 [48] 
together with known aa sequences of viruses considered to be related. Phylogenetic trees 
were built using the maximum likelihood method [49] in R A x M L - H P C v.8 on X S E D E 
running in the CIPRES Science Gateway web portal [50]. Bootstrapping was performed by 
using the recommended parameters provided by the CIPRES Science Gateway portal. The 
trees were visualized in FIGTREE (VI .4.4). 

3. Results and Discussion 

In this study, we described the genomes of five putative single-stranded (ss) R N A 
viruses hosted by pathogenic fungi belonging to the genus Armillaria (specifically A. ostoyae 
and A. cepistipes) from the Czech Republic. These new viruses include a member of the 
family Tymoviridae and members of recently described virus group, tentatively named 
"Ambiviruses" [51-54]. 

3.1. dsRNA Screening 

No d s R N A elements were detected in Czech isolates of Armillaria spp. As later demon­
strated by high-throughput sequencing (HTS) of total R N A , no d s R N A viruses appear 
to occur in our collection of isolates. Some ssRNA viruses can produce d s R N A interme­
diates during their replication. However, not all ssRNA viruses generate d s R N A , and 
the amount produced varies among viral species. While d s R N A extraction methods can 
capture dsRNA, they may not effectively detect all ssRNA viruses, especially those with low 
dsRNA abundance. Our result agrees with that of the study of Linnakoski et al. (2021) [13], 
which dealt with the detection of mycoviruses in isolates of fungi of the genus Armillaria 
from Finland, Russia, and North Africa, and it also corresponds to the results of Dvorak's 
work (2008) [55], which did not detect d s R N A viruses in Armillaria from the Czech Repub­
lic. However, Shamsi et al. (2004), in their work, report two detected mycoviruses with 
a d s R N A genome (a partitivirus and a phlegivirus) in samples originating from Switzer­
land [24]. Dvořák, in 2008 [55], and Blattný et al., in 1973 [21], studied the Armillaria fungi 
virome from the Czech Republic in their works. In his research, Dvořák (2008) [55] detected 
possible double-stranded molecules in forty samples from the Czech Republic, but they 
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were not confirmed to be viral, which coincides with the results of this study. Likewise, 
Blattny et al. (1973) [21] and Reaves et al. (1988) [22] detected virus-like particles in their 
works on Armillaria mellea and ArmUlaria ostoyae, but they were not further verified molecu-
larly. Blattny et al. (1973) [21 ] described these particles as rod-shaped (22-28 x 119 nm) or 
isometric (30 nm). 

3.2. Identification ofssRNA Viruses 

Total R N A sequencing generated 113 million paired-end (PE) reads. After quality 
trimming and de novo assembly, a total of 8809 contigs longer than 1 kb were obtained. 
BLASTX comparison of the contigs revealed four viral contigs with sequence similarities to 
members of the recently described circular R N A virus group "Ambiviruses" and one related 
to the members of the order Tymovirales, in particular, the family Tymoviridae (Table 2). 

Table 2. Mycoviruses detected in ArmUlaria samples in this study. 

Virus Name Acronym L Accession 
Number a 

Most Similar 
Virus b 

E Value Q <%) I (%) Mapped 
Reads 

Depth of 
Coverage 

Armillaria 
ambi-like virus 1 

AALV1 4663 ON380550 
Armillaria spp. 

ambi-like virus 3 
0.0 96 96.31 24,902 780.91 

Armillaria Phlebiopsis 
ostoyae ambi-like AoALV2 4541 ON380551 gigantea 2 x 10->u3 41 36.65 27,239 863.10 

virus 2 ambi-like virus 2 

Armillaria 
ostoyae ambi-like 

virus 3 
AoALV3 4562 ON3S0552 

Armillaria mellea 
ambi like virus 4 

0.0 56 80.94 21^62 678.90 

Armillaria 
ostoyae ambi-like 

virus 4 
AoALV4 4549 ON380553 Armillaria 

ambi-like virus 3 
0.0 46 91.57 6169 196.26 

Armillaria 
ostoyae tymovirus 1 

A o T V l 6824 ON380554 
Lentinula edodes 
tymo-like virus 1 

0.0 94 68.16 4959 106.22 

J Accession number in GenBank. b Most similar viruses in GenBank (BLASTX) accession numbers: MW423812.1 
(Armillaria ambi-like virus 3), MZ448625.1 (Phlebiopsis gigantea ambi-like vims 2), BK014421.1 (Armillaria mellea 
ambi-like virus 2), MW423813.1 (Armillaria ambi-like virus 3), MN744726.1 (Lentinula edodes tymo-like virus 
1); Q, query cover; I, Identity; L, virus sequence length; depth of coverage was calculated by following formula: 
(Total reads mapped to the final identified virus * average read length)/virus genome orcontig length. 

Regarding ambi-like viruses, Sutela et al.'s work in 2020 [51] was the first study to 
describe "ambiviruses" in the endomycorrhizal fungi Ceratobasidium sp. and Tulasnella 
sp. Then, they were discovered in Cryphonectria parasitica [52] and many agaricomycetes 
including Armillaria spp. [13,24], Heterobasidion spp. [20], Rhizoctonia spp. [13], and Phlebiop­
sis gigantea [56]. A s in these studies, the genomic sequences of the putative ambi-like 
viruses detected in Czech isolates of Annillaria spp. were approx. 4.5 kb long and contained 
typical RdRP conserved domains including the G D D motif (Figure S1A). Based on the 
pairwise sequence comparison (PASC) percentages (Table S2A,B), four different viruses 
were identified and considered different species following the same criteria as those of 
Sutela et al. in 2020 [51], Forgia at al. in 2021 [52] and Turina et al. in 2023 [53] 

They were tentatively named considering their host identity (Table 2). A A L V 1 , 
A o A L V 2 and A o A L V 3 contained two and A o A L V 4 contained three non-overlapping am-
bisense ORFs. A A L V 1 encodes a first positive (+) sense O R F (ORF A) corresponding to 
the RdRP (713 aa long) and a second negative (—) sense O R F (ORF B) corresponding 
to a hypothetical protein (HP) 410 aa long. A o A L V 2 encodes the (-) sense O R F B-HP 
655 aa long, and the (+) sense O R F A-RdRP 710 aa long. A o A L V 3 contains first (+) sense 
O R F corresponding to a hypothetical protein (ORF B) 400 aa long and a second negative 
sense O R F (ORF A) corresponding to RdRP 682 aa long. This arrangement shows that the 
contig was assembled in the 3' to 5' orientation. A o A L V 4 encodes a first (—) sense O R F 
B-HP 405 aa long, a second negative O R F 220 aa long, and a third (+) sense O R F A-RdRP 
713 aa long. 
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Ambivirus genomes have the unique feature of having circular genomes encoding 
RdRP and divergent ribozymes in various combinations in both sense and antisense orien­
tations [54]. In our analyses, several hammerhead (HHRz) and hairpin (HpRz) ribozymes 
were detected. This is in agreement with the findings of Forgia et al. (2023) [54], who 
describe the H H R z and H p R z motifs and predicted cleavage sites in both known fungal 
ambiviruses and ambiviricot RdRP palmprints of 439 distinct species-like operational 
taxonomie units (sOTUs) found in GenBank. Although H H R z typically consists of 30 to 
40 nucleotides (nts), in ArmiUaria ambiviruses, some of them seem to be slightly longer, 
ranging from 55 to 78 nts. The representation of ArmiUaria ambiviruses and their ribozymes 
is illustrated in Figure 1 A - D , and the positions in the particular ambivirus contigs are 
shown in Supplementary Table S3. 

The phylogenetic relationships of Czech A. ostoyae ambiviruses with other "am­
biviruses" (Figure 2) show that they group in two separated virus clusters, both of them 
including viruses from A. mellea and A. borealis. This result suggests a monophyletic origin 
of the ambiviricot sequences in ArmiUaria spp. 

c u 
A A 

A — U 
C — O 
J 5 

(A) 

Figure 1. Colli. 
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C 
A— U 

(C) 

HHRz (-) 

X 
HHRz(+) 

(D) 

VrTiethyltransf 

super family (d03298) 

ORF I PolvDrotein 

Viral helicasel 

super family (cl26263) 

(E) 

ps-ssRNAv RdRp-like 
super family (d40470) 

Figure 1. Schematic presentation of AALV1 (A), AoALV2 (B), AoALV3 (C) and AoALV4 (D) genomes 
with predicted ORFs and ribozymes (rbz) secondary structures drawn as inlay; black arrows show 
the potential self-cleavage site at the predicted HHRz and HPRz motifs. Conserved residues are 
highlighted in blue; (E) schematic representation of A o T V l genome with predicted ORF and its 
conserved motifs. The rbz (+) polarity is defined as the RNA strand coding for the polymerase 
(ORF A). * nt positions of the region spanning the ribozyme in the original virus con tig. For more 
information of the rbz position refer to Table S3. 
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-LT Armillana sp. ambi-like virus 8_WOK58265.1 
Armiliaria novae-zelandiae ambi-like virus 1_DAD54841 

Ceralobasidium ambivirus 1_QPB44668 
Tulesnella ambivirus 4_QPB44672 
- Tulesnella ambivirus 3_QPB44670 

Tulasnella ambivirus 5_QPB44674 
ioo .-Armiliaria borealis ambi-like virus 1_QUD20357 

ioo|—[p- Armiliaria ectypa ambi-like virus 1_DAD54833 
1——I Armiliaria mellea ambi-like virus 3WOK58267.1 

2_ I— Armiliaria luteobubalina ambi-like virus_1_DAD54835 
— Heterobasidion ambi-like virus 4 UHK02578 

Quambivlridae 

Trimbiviridae 

Heterobasidion ambi-like virus 3_UHK02576 
Armiliaria sp ambi-like virus 6_WPK49511 1 

Armiliaria sp. ambi-like virus 5_WOKS8261.1 
Armiliaria mellea ambi-like virus 1 DAD54837 

Unamblvlridae Armiliaria ostoyae ambi-like virus 2 * 
Phlebiopsis gigantea ambi-like virus 2_UJT31806 
Cryphonectria parasitica ambivirus 1_QMP84022 
r Heterobasidion ambi-like virus 2_UHK02574 
L Heterobasidion ambi-like virus 1UHK02572 

Phlebiopsis gigantea ambi-like virus 1_UJT31805 
Tulasnella ambivirus 1QPB44664 

Tulasnella ambivirus 2_QPB44666 
Rhizoctonia solani ambivirus 2_QMP84026 

Rhizoctonia solani ambivirus 1_QMP84024 
- Armillana mellea ambi-like virus 5_WOK58270 1 

Armiliaria borealis ambi-like virus 2_QUD20363 
Armiliaria sp ambi-like virus 7_WOK58262.1 

Armiliaria mellea ambi-like virus 2_DAD54839 
Armillana ostoyae ambi-like virus 4* 
Armiliaria ambi-like virus 1 " 

lArmillaria ambi-like virus 3_QUD20376 
Armillana ostoyae ambi-like virus_3 * 
Armiliaria mellea ambi-like virus 4 WOKS8268 1 

Dumbivihdae 

Ourmia melon virus YP 002019757 

10 

Figure 2. RAxML phylogenetic tree based on the predicted RdRP of representative ambiviruses. 
Nodes are labeled with bootstrap support values >50%. Branch lengths are scaled to the expected 
underlying number of amino acid substitutions per site. Tree is rooted in the midpoint and uses 
Ourmia melon virus as an outgroup. Czech Armiliaria viruses are written in blue and indicated with 
an asterisk. 

A n Armiliaria tymovirus 1. A viral contig resembling features of those from the 
genus Tymoviridae was detected in Armiliaria ostoyae. Armiliaria ostoyae tymovirus 1 is 
approximately 6.8 kb length and encodes one (-I-) sense O R F with 2172 aa (Figure IE). Based 
on the sequence analysis of tymoviruses, conserved sequences were revealed (Figure SIB), 
including conserved regions belonging to pfam01660 super family Vmethyltransf cl03298 
in region 143-314 (E-value 6.72 x 10~9). This methyltransferase domain has been detected 
in a wide range of viruses and is involved in m R N A capping. Furthermore, conserved 
sequences were detected belonging to pfam01443 superfamily Viral_helicasel cl26263 
located 1113-1322 (E-value 2.66 x 1 0 1 4 ) and ps-ssRNAv_RdRp-like super family cl40470 
located 1600-1799 (E-value 2.73 x 10" 2 5) [57]. 

The order Tymovirales was first described in 2004 and currently comprises five families: 
Alphaflexiviridae, Betaflexiviridae, Gammaflexiviridae, Deltaflexiviridae, and Tymoviridae [58]. 
Members of the order Tymovirales have a 5.9 to 9.0 kb (+) ssRNA genome that is often 
polyadenylated. The largest protein, the replication-associated polyprotein (RP), is encoded 
by all members of the Tymovirales order. Tymovirales RP usually contains sets of conserved 
functional domains [59]. 

Viruses belonging to this order usually have a wide range of host organisms. Betaflex­
iviridae and Tymoviridae are usually considered plant viruses [59], a single member of 
Gammaflexiviridae has been detected in a filamentous fungus [58,60], and Alphaflexiviridae 
have been detected both in plants and fungi [61]. Although most viruses in the order Tymovi­
rales are plant viruses, several members of this order are known to infect plant pathogenic 
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fungi, including Botrytis cinerea, Fusarium boothii, Fusarium graminearum, R. solani, and 

S. sclerotiorum [62-66]. Armillaria ostoyae tymovirus 1 is the second tymovirus described 

within the genus Armillaria after the study of Shami et al. (2004) [24]. 

The phylogenetic relationships with other members from the order Tymoviriales from 

GenBank are shown in Figure 3. The phylogenetically closest virus to the virus A o T V l is 

Lentinula edodes tymo-like virus 1, which was detected in a Chinese sample of the fungus 

Lentinula edodes. 

_j Soybean leaf-associated mycoflexivirus 1_YP_009508374.1 
I Sclerotinia sclerotiorum deltaflexivirus 1_YP_009K>8363.1 

— Fusarium graminearum deltaflexivirus_1_YP_009268710.1 
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Arracacha virus V_YP_009352883.1 
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Prunus virus T_QVE55506 1 
African oil palm ringspot virus_YP_002776347.1 

(Sherry nisty mottle associated virns_AOT807fi3 1 
Apricot latent virus_YP_004089619.1 
Asian prunus virus 1_YP_009094347.1 
Birch carlavirus_QBJ27544.1 

Butterbur mosaic virus_UKY18867.1 
Caper latent virus_QTZ97115.1 
Aconitum latont virus_NP_116487.1 
Cole latent virus_QGN03513.1 

Atractylodes mottJe virus_YP_009508317.1 
Diuris virus A_YP_006905850.1 

Apple stem grooving virus_ALJ56060.1 
Cherry virus A_ASL72081.1 

Donkey orchid symptomless virus_YP_008828152.1 
Botrytis virus X_NP_932306.1 

Alfalfa virus S_QJD13457.1 
Shallot virus X_NP_620648.1 

Garlic virus A_QNJ60325.1 
Vanilla latent virus_YP009389473.1 
Cassia mild mosaic virus_Q£M20968.1 

Blackberry virus E_YP_004659200.1 
Lolium latent virus YP_001718499 1 

Allium virus X_YP_002647027.1 
Alternanthera mosaic virus_QUP51765.1 

Cactus virus X_NP_148778.1 
Indian citrus ringspot virus_NP_203553 1 

Citrus yellow vein clearing virus_QIN54978.1 
Alstroemeria virus X_YP_319827.1 
Asparagus virus 3_YP_O01715612.1 

Sclerotinia sclerotiorum debilitation-associated RNA virus YP 325662.1 
- Anagyris vein yellowing virus_YP_002308578 1 
Andean potato latent virus_YP_007517180.1 

Alfalfa viruo F_YP_009551972.1 72 
Nectarine marafivirus M_ALX72770.1 

Maize rayado tlno virus_NP_115454.2 
Bombyx mori latent virus_BAD35017 1 

Armillaria borealis tymo-like virus 1_WEA82905.1 
Armillaria ostoyae RNA virus 1_WOK58250.1 

I Armillaria ostoyae tymovirus_1" 
' Lentinula edodes tymo-like virus 1_QOX06053.1 

U a 

Figure 3. RAxML phylogenetic tree based on the predicted RdRP of Armillaria ostoyae tymovirus 1 

(blue letters and *) and other members of the order Tymovirales. Nodes are labeled with bootstrap 

support values >50%. Branch lengths are scaled to the expected underlying number of amino acid 

substitutions per site. 

64 



Viruses 2024,16,610 11 of 14 

3.3. RT-PCR Screening 

Some of the viruses described in Czech isolates of Armillaria (Figure 1) are hosted by 
more than one isolate, and even by different species, suggesting interspecies transmission. 
A A L V 1 is present in isolate 1 (Armillaria cepistipes) and in isolate 7 (A. ostoyae), A o A L V 2 
was detected just in isolate 7 (A. ostoyae), A o A L V 3 is present in isolates 7 and 13 (A. ostoyae), 
A o A L V 4 in isolates 6, 7, 8 and 13 (A. ostoyae), and A o T V l was detected just in isolate 13 
(A. ostoyae; Figure S2). Interestingly, isolates 1 and 7, between which virus interspecies 
transmission has occurred, were collected at localities approximately 50 km apart. These 
results suggest that ambiviruses are transmitted efficiently in Armillaria in the Czech Re­
public, as seems to happen in other regions of the Northern hemisphere [13,24], where 
ambi-like viruses have been found to be very common in Armillaria isolates and occur often 
in A. borealis and A. mellea from Finland, Siberia, and Switzerland. This efficiency could also 
be related to the fact that members of the genus Armillaria, as well as other fungi causing 
tree root rot, such as Heterobasidion spp. or Rosellinia necatrix, usually form large clonal indi­
viduals that grow for decades. It can therefore be considered that virus accumulation and 
interspecies transmission of mycoviruses are considered rather rare. However, laboratory 
experiments have shown that these are possible within the fungal genera Aspergillus [67], 
Sclerotinia [68] and Cryphonectria [69]. In vitro studies have shown mycovirus transmissions 
between somatically incompatible fungal strains of Heterobasidion [70-72], being relatively 
common in both the laboratory and in nature. 

4. Conclusions 

Our study confirms the presence of one tymovirus and five "ambiviruses" infecting 
Czech populations of A. ostoyae and A. cepistipes. Their potential effect on infected Armillaria 
hosts and their ability to be transmitted intra- and interspecies should be further investigated. 

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: 
https://www.mdpi.com/article/10.3390/vl6040610/sl, Figure SI. A, Amino acid alignment of 
ambi-like viruses described in this study and related members. B, Amino acid aligment of Armillaria 
tymovirus described in this study and related members. Figure S2. Resulting RT-PCR gels. Table SI: 
List of primers used for direct virus RT-PCR detection. Table S2. A, pairwise sequence comparison 
(PASC) percentages (%) based on nucleotide sequence of ambi-like viruses hosted by Armillaria 
cepistipes and A. ostoyae. B, PASC % based on RdRP amino acid (aa) sequence of ambi-like viruses 
hosted by Armillaria cepistipes and A. ostoi/ac. Table S3: Types and genomic position of the ribozymes 
detected in Armillaria ambiviruses. 
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11 Závěr 

V rámci této práce byly splněny všechny vytyčené cíle: 

• Na základě molekulárních metod bylo identifikováno 64 druhů A. ostoyae, 33 A. 

cepistipes a 3 A. gallica sbíraných v České republice 

• Byly popsány nové ssRNA mykoviry u hub Armillaria ostoyae a cepistipes 

o 4 viry náležící do virové skupiny „ambiviry" 

o 1 vir náležící do virové čeledi Tymoviridae 

• Byly charakterizovány genomy detekovaných virů a provedena fylogenetická ana­

lýza se všemi popsanými sekvencemi 

• Byla navržena a optimalizována metoda RT-PCR pro rychlou detekci popsaných RNA 

virů 

• Některé z popsaných virů se vyskytovaly ve více než jednom izolátu, a dokonce i u 

různých druhů Armillaria 

Zároveň byly v této práci potvrzeny všechny stanovené hypotézy: 

• Prokázalo se, že na základě molekulárních markerů lze spolehlivě odlišit jednotlivé 

druhy rodu Armillaria 

• Bylo popsáno několik mykovirů izolovaných z václavek rodu Armillaria pocházejících 

z ČR 

• Metodou RT-PCR byla syntetizována cDNA, která byla využita pro potvrzení přítom­

nosti mykovirů a metoda RT-PCR se tak ukázala vhodná pro použití při detekci zná­

mých mykovirů. 
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