Fakulta zemé&délska Jiho¢eska univerzita

... a technologické v Ceskych Budé&jovicich

Faculty of Agriculture University of South Bohemia
‘. and Technology in Ceské Budéjovice

JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICiCH
FAKULTA ZEMEDELSKA A TECHNOLOGICKA

Katedra genetiky a zeméd¢€lskych biotechnologii

Bakalarska prace

Identifikace RNA elementi u hub

Autorka prace: Barbora Pichalova

Vedouci prace: Mgr. Tonka Tomas Ph.D.

Ceské Budgjovice
2022



r

Prohlaseni

Prohladuji, Ze jsem autorem této kvalifikacni prace a ze jsem ji vypracovala pouze

s pouzitim pramend a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroju.

V Ceskych Bud&jovicich dne ..o v



Abstrakt

V soucasné dobé se do popredi zdjmu vyzkumu dostavaji interakce mezi houbami,
mykoviry a Zivotnim prostiedim. RiSe Fungi zahrnuje ekologicky a ekonomicky
vyznamné druhy hub, které mohou pusobit jako patogeny ¢i symbionti, nebo se mohou
vyskytovat v padé jako mykorhizni a endofytni houby. Navzdory jejich
ekologickému, biomedicinskému a primyslovému vyznamu stale chybi fylogenetické
studie celé fady hub a jejich vird. Pro pochopeni zakladnich vztahti mezi mykoviry
a jejich houbovymi hostiteli je zasadni studium biologickych vlastnosti, distribuce
a pfenosu nejen samotnych virt, ale také hub. Tato studie si klade za cil identifikovat
jednotlivé druhy hub a zjistit, zda se v nich nachazi mykoviry. Pro vyzkum diverzity
byly vyuzity vzorky hub sbiranych na uzemi Ceské republiky béhem roku 2020 a 2021.
K jejich detekci a identifikaci byly zvoleny molekularné genetické metody. DNA
zhub byla izolovana pomoci CTAB-PVP, usek DNA byl amplifikovan pomoci
sekvence oblasti ITS, translacniho elongacniho faktoru TEF1-a genu a genu [3-
tubulinu. Na zakladé sekvenci byl pro vzorky wvytvoien fylogeneticky strom
podle genetické podobnosti mezi jednotlivymi rody. Pro detekci mykovird byla
vyuzita metoda izolace dsSRNA pomoci fenol-chloroformu a celulozy a vzorky byly

vyhodnoceny pomoci agarozové elektroforézy.

Kli¢ova slova: Rise Fungi, mykoviry, dsRNA, fylogeneticky strom



Abstract

Nowadays, the focus of fungus, mycovirus and environmental interactions has
expanded. The kingdom of Fungi includes ecologically and economically important
species of fungi that are pathogenic or symbiotic or can occur in the soil as mycorrhizal
and endophytic fungi. Despite their ecological significance, biomedical and industrial
importance, phylogenomic studies of Fungi and their viruses are lacking.
To understand the basic interactions between mycoviruses and their fungal hosts,
the study of the biological properties, distribution and transmission is required.
This study aims to identify different species of fungi and determine the interaction
between fungus and virus. Samples collected in the Czech Republic during 2020
and 2021 were used for diversity research and molecular genetic methods were chosen
for their detection and identification. DNA was isolated using CTAB-PVP, the DNA
segment was amplified and phylogenetically analyzed using the sequences of internal
transcribed spacers (ITS), the translation elongation factor (TEF) 1-alpha gene
and the beta-tubulin gene. Based on the sequences, a phylogenetic tree was created
for the samples according to the genetic similarity between the individual genera.
The method of dsRNA isolation using phenol-chloroform and cellulose was used

for the detection of mycoviruses.

Keywords: The kigdom Fungi, mycoviruses, dSRNA, phylogenetic tree
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Uvod
Rise Fungi tvoii hned po hmyzu skupinu organismd s druhou nejvyssi odhadovanou
druhovou diverzitou. Jedna se o biologicky rozmanitou skupinu, jejiz ¢lenové zahrnuji
Sirokou Skalu typové odliSnych druhG s riznorodym zptisobem Zivota.
Vedle parazitickych, symbiotickych a mykorhiznich hub se v ptirodé vyskytuji houby
nepostradatelné funkce zejména pfi udrzovani a fungovani ekosystému a produkuji
fadu vyznamnych sekundarnich metabolitt.

Vyzkum diverzity jednotlivych druhti hub byl zaloZen na izolaci z prostiedi
a kultivaci na zivné pudé€ jiz od pocatku jejich studia a tyto metody se vyuZzivaji
dodnes. Vedle prvotni klasifikace na zakladé morfologickych znaki, se uplatiiuji
predevsim molekularné genetické metody zalozené na informacich o nukleotidové
sekvenci cilové genové oblasti, které mohou vést k ur€eni druhu, Castéji ale jen rodu
nebo okruhu rodd. Pokroky v molekularnich technikach tvori zaklad pro studium
tykajici se diverzity hub. Tvorba fylogenetického stromu poskytuje nahled
do rozmanitosti této fiSe a umoziuje ndm pochopit evolucni vztahy houbovych linii,
které daly vzniknout systému hub jaky zname dnes.

V posledni dobé se zvysil zajem predev§im o vyzkum interakci mezi houbami
a viry. Ackoliv vétSina mykovird nezpusobuje zjevné piiznaky infekce, existuje
nékolik virt, které ovliviiuji morfologii, produkci spor, virulenci a rist u svych
houbovych hostiteli. Dnes jsou viry posuzovany piedevsim z hlediska potencialniho
vyuziti v programu integrované ochrany proti §kodlivym Cinitelim a nékterym dal§im
patogenim na komeréné péstovanych plodinach. Pro pochopeni vztahi mezi viry
ajejich hostiteli je nutny rozvoj metod detekce, diky kterym bude mozné

charakterizovat nové mykoviry.




1 Houby

Houby patfi mezi heterotrofni organismy s eukaryotnim typem buriky. Tvoii druhové
bohatou skupinu organismd zahrnujici Ctyfi hlavni kmeny pravych hub
a to Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota a Zygomycota. V soucasné dobé
bylo na Index Fungorum zaznamenano pies 148 000 druht hub a mnohé z nich nebyly
dosud popsany (Hawkswort et al., 2017). Pfevazna vétsina hub jsou vlaknité haploidni
organismy, které se rozmnozuji pohlavné nebo nepohlavné prostiednictvim spor
a najdeme je téméf v kazdém prostiedi diky vysokeé plasticité a schopnosti se adaptovat
na razné nepfiznivé podminky. Tvori dulezitou slozku ekosystéma a podili se
na interakcich s ostatnimi  prokaryotickymi 1 eukaryotickymi  organismy
prostiednictvim mutualistickych, dekompozi¢nich a parazitickych vztahd. Jsou
vyuzivany Clovékem v zemédé€lském, farmaceutickém a potravinatském primyslu
a enviromentalnich technologiich. Produkuji Sirokou $kalu extracelularnich enzymu,
které rozkladaji organickou hmotu v piidé a tim reguluji kolob&h prvki a zivin. Tvori
padni biomasu, ovliviuji strukturu pudy a jeji trodnost, modifikuji stanoviste pro jiné
organismy a reguluji dynamiku fyziologickych procest v pudnim prostredi.
Mimo to existuji houby, které mohou slouzit jako biologicka cinidla regulujici
choroby a skadce a rust jinych patogennich organismu (Carris et al., 2012).
Bioaktivni slouceniny produkované houbami jsou velmi dulezité pro zvyseni
adaptibility jak samotnych hub, tak jejich hostitelskych rostlin. Bylo prokéazano,
ze latky produkované houbami maji pfimé ucinky proti herbivornimu hmyzu
a parazitickym houbam, které ohrozuji hostitelskou rostlinu. V soucasné dob¢ existuje
nékolik vysoce ucinnych piipravki na bazi druhi Trichoderma harzianum,
Trichoderma polysporum a Trichoderma atroviride, které jsou schvaleny
pro komer¢ni pouziti v zemédélstvi, lesnictvi a zahradnictvi pro podporu rastu rostlin
a jejich ochranu proti celé fade patogennich hub (Harman et al., 2004). Dal§im druhem
produkujicim ochranné latky proti nékterym fytopatogennim houbam je druh
Simplicillium lamellicola, ktery vykazuje vedle mykoparazitickych ucinkt
také insekticidni u¢inky (Shin et al., 2017). Mnoho registrovanych mykoinsekticidnich
pfipravkli na bazi entomopatogenni houby Beauveria bassiana a Beauveria
brongniartii mizeme najit na trhu jako latky urcené k regulaci zastupct ze skupin
Aleyrodidae (molice), Terebrantia (tfasnénky) a Aphidoidea (mSice) na zeleniné

a okrasnych kvétinach (Mascarin a Jaronski, 2016). Pidni houby mohou produkovat




fadu sekundarnich metabolitd vyuzivanych také ve farmaceutickém pramyslu.
Nejznaméj§im je [-laktamové antibiotikum penicilin  produkované druhem
Penicillium chrysogenum, které ma vysokou antibakterialni aktivitu proti Sirokému

spektru patogent (Toghueo a Boyom, 2020).

1.1 Endofytni houby

Endofytni houby jsou raznorodé polyfyletické skupiny mikroorganismi,
které kolonizuji intracelularné nebo intercelularné zivé tkané hostitelské rostliny,
aniz by vyvolaly jakykoliv viditelny vnéj§i znak infekce (Qin et al., 2018).
s vyskytem omezenym na nékolik malo bunék v urcitém pletivu. Endofyti se
do rostliny dostavaji v prabéhu svého zivota horizontalni kolonizaci. Houby do nich
vstupuji po prekonani vnéjSich bariér, kterymi jsou pfirozené otvory pletiv jako jsou
pruduchy a lenticely, otvory po mechanickém naruSeni rostliny, nebo vyuzivaji
specialni enzymy a sekundarni metabolity k prorustani do rostlinnych pletiv
ptes bunécnou sténu. Mnozstvi endofytnich hub v daném pletivu zavisi na druhu
organu a stafi hostitelské rostliny (Koukol a Hanac¢kova, 2017).

Vztahy mezi endofytickymi houbami a jejich hostitelskymi rostlinami mohou byt
symbiotické, antagonistické az mirné¢ patogenni. Z ekologického hlediska
mezi endofyty prevazuje piisné fizeny paraziticky zpusob zivota, kdy houby tézi
z ptitomnosti uvniti' tkan€ svého hostitele jeste pred jeho odumienim (Padhi et al.,
2013). Houby pfijimaji vyzivu a ochranu od hostitelské rostliny pro vlastni reprodukct,
zatimco hostitelské rostliné poskytuji vyssi konkurencni schopnost a vyssi toleranci
vuéi patogennim mikroorganismam, bylozravcim a riznym abiotickym stresim.
Pokud dochazi k oslabeni hostitele zdivodu napadeni jinym parazitickym
organismem, nebo stresem z nevhodnych klimatickych podminek, neskodny endofyt
se pro svého hostitele muze stat Skodlivym. Dusledkem je vycCerpani zivin vedouci
k odumirani hostitelské rostliny. Nasledné¢ dochéazi kintenzivni kolonizaci
odumfelych rostlin endofytnimi houbami zijicimi saprotrofnim zplisobem Zzivota
nejcastéji v pude, které se podili na jejich biologickém rozkladu (Jia et al., 2016).

Prestoze jsou endofytni houby povazovany za nové zdroje biologicky aktivnich
slouCenin, jejich  skutecny potencidl je stdle dosud neprozkouman.

Svuj biotechnologicky a pramyslovy vyznam ziskavaji v dasledku schopnosti
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vylucovat sekundarni metabolity, které mohou slouzit jako latky pro regulaci chorob
a Skadct na zemédé€lskych plodinach, jako antimikrobialni a antifungalni slouceniny
napomabhajici inhibovat rast fytopatogennich mikroorganismu a dalsi vyznamné latky
jako imunosupresiva a antibiotika. Mnoho pfirodnich produkti bylo izolovano
z endofytnich houbovych rodu Alternaria, Colletotrichum, Fusarium a Penicillium

(Fadiji a Babalola, 2020).

1.2 Entomopatogenni houby

Entomopatogenni houby jsou druhy hub, které parazituji na Sirokém spektru hostitelt
patficich do n€kolik fadi hmyzu a rozto¢t a mohou napadat vSechna jejich vyvojova
stadia. Nékteré druhy hub infikuji vice nez 700 zastupci z hmyzu jako jsou
Aleyrodidae (molice), Aphidoidea (msice), Terebrantia (tfasnénky) a Skudci z fadu
Lepidoptera (motyli) a Coleoptera (brouci), zatimco jiné druhy maji omezeny rozsah
hostiteld. Tyto houby jsou vétSinou vysoce specializovani parazité, kteti vykazuji
morfologické adaptace na zivotni cyklus svého hostitele. Vyuzivaji pfiznivych
podminek prostfedi k manipulaci hostiteld pro produkci spor ajejich rozsifeni
do okolniho prostredi (Carris et al., 2012). Entomopatogenni houby jsou zastoupeny
v mnoha fadech houbovych kment, nejvétsi pocet druhti se nachazi v kmeni
Zygomycota, Ascomycota a Deuteromycota. Jedna se o velmi rozmanitou skupinu,
kterd zahrnuje saprotrofni houby, entomopatogenni houby, rostlinné endofyty
a mykoparazity. Jejich vyskyt zavisi na hustoté populace hostitelli, pfitomnosti
alternativniho zdroje vyzivy, typu stanovis§té a podminkach prostfedi zejména vysoké
vlhkosti vzduchu (Dauda et al., 2018).

Mnoho entomopatogennich druhi ma podobné strategie zpusobu infekce. Kdyz se
konidie dostanou do kontaktu s hostitelem, pfichyti se na povrch téla pomoci
hydrofobnich mechanismd, vytvofi pevnou vazbu s kutikulou a za pfiznivych
podminek vykli¢i. Pronikaji pfimou penetraci nebo prostiednictvim piirozenych
otvort jako jsou dychaci otvory, ustni nebo fitni otvor do t€lni tekutiny svého hostitele
za tvorby fady specializovanych infek¢nich struktur a soucasného pisobeni enzymd.
Po proniknuti do kutikuly jsou houby uvnitf svého hostitele Sifeny po celém téle
hemocoelem a hostitel béhem tii az ¢trnacti dni po infekci umira. Houba prorusta

na povrch usmrceného hostitele a po jeho uhynuti vytvoii mycelium, kterym se muaze
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§ifit na nového hostitele, nebo se dostava zpét do pudniho prostiedi (Carris et al.,
2012).

Entomopatogenni houby produkuji nejen enzymy degradujici kutikulu jako jsou
chitinazy, proteazy a lipazy, ale béhem patogeneze vznika neékolik mykotoxini jako je
beauvericin, beauverolides a destruxin, které hmyz usmrcuji. Mezi druhy produkujici
mykoinsekticidni latky patfi naptiklad B. bassiana, B. brongniartii, Metarhizium
anisopliae, Lecanicillium sp. a Isaria fumosorosea, navic nekteré druhy rodu
Lecanicillium a Beauveria jsou znamé jako antagonisté vuci rostlinnym patogennim
houbam prostiednictvim mykoparazitismu. Studie o schopnosti nékterych druht
entomopatogennich hub fungovat jako endofyti a kolonizatofi rhizosféry predstavuje
nové moznosti jejich vyuziti v praxi. Ukazuje se, ze endofyticky rist ma negativni vliv
na fadu hmyzich skadct, kteti vytvari tunely do stonkid a kofent rostlin, navic by
mohly byt vyuzity jako mofidla semen nebo pudni inokulaty k riznym plodinam

pro vyssi toleranci k nepfiznivym podminkam prostfedi (Chandler, 2017).

1.3 Mykorhizni houby
Mykorhizni houby jsou ptidni houby, které kolonizuji kotfeny vysSich rostlin a tvofi
s nimi symbiotické vztahy zvané mykorhiza. Tyto houby jsou v piirodé rozsireny
témer ve vSech pudach a mohou vyznamné zlepsit piijem Zivin rostlinou a odolnost
vuci abiotickym stresovym faktorim tim, ze zprostfedkovavaji fadu komplexnich
systémll mezi rostlinou a houbou. Jsou to biotrofni organismy, které vyuzivaji
rostlinné fotosyntetické produkty a lipidy ke svému zivotnimu cyklu,
zatimco hostitelskym rostlinam usnadiuji rast ve stresovych podminkach jako je
sucho, slanost, vykyvy teplot a pifitomnost tézkych kovlu v padé. Houby mohou
kolonizovat kofeny mnoha rostlin odlisného druhu, az 80 % rostlinnych druhi muze
zit ve vztahu s mykorhiznimi houbami. VétSina druhli mykorhiznich hub patfi
do kmene Ascomycota, Zygomycota a Basidiomycota (Begum et al., 2019).
Mykorhizni houby jsou dilezitymi endosymbionty nezbytnymi v pidnim
ekosystému. V pudé se vyskytuji jako spory poskytujici rezervoar inokula, ktery zde
muze pretrvavat né€kolik desitek let, nebo se mohou vyskytovat jako hyfalni sit
spolecné s ulomky kofend, pomoci kterych kolonizuji své hostitelské rostliny.
Po kontaktu mycelia s kofeny rostliny dochazi kadhezi na povrchu kofent

a zhruba po dvou az tfech dnech dochazi ke tvorbé specialnich struktur, kterymi houba
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pronika pres bunécnou sténu rostliny do kofenovych bunék a ty se stavaji mistem
intenzivni vymény zivin mezi hostitelskou rostlinou a houbovym symbiontem
(Treseder, 2013). Houby zlepsuji pfistup kotfend rostliny k vétsi ptudni ploSe, coz ma
vliv na jejich lepsi rust, vyzivu a dostupnost zivin predevsim fosforu a dusiku. Zlepsuji
vlastnosti a kvalitu pidy, maji vliv na jeji strukturu a texturu a mohou urychlit rozklad
organické hmoty v pidé pudnimi mikroorganismy. Také zlepSuji akumulaci suSiny
a zvys$uji absorpci vody, ¢imz se zlepsuje tolerance rostlin vii¢i suchu a slanosti.
Mykorhizni houby maji Siroké uplatnéni v zemé&délstvi jako pfirodni hnojiva
vyuzivana pii regulaci ristu a vyvoje rostlin ve stresovém prostiedi a v budoucnu by
mohly slouzit jako nahrada za anorganicka hnojiva. Jejich aplikace mize ucinn€ snizit
pouzivani chemickych hnojiv, herbicidd a fungicida (Heijden et al., 2015). Zastupci
z rodu Trichoderma se pouzivaji jako biologicka hnojiva vhodna téméf pro vSechny
zemé&délské plodiny. Dal8imi zastupci vyuzivanymi k ochrané rostlin proti
patogennim houbam jsou mykorzhizni druhy Rhizoctonia solani, Pythium ultimum

a Botrytis cinerea (Thapa et al., 2020).

1.4 Molekularni techniky pro identifikaci hub

Mykologie jako véda se zacala vyvijet jiz od pocatku 18. stoleti zeyména s objevem
mikroskopu, prestoze houby jsou znamé a lidmi vyuzivané organismy jiz po cela
staleti. Ackoliv od pocatku rozvoje mykologie bylo objeveno mnoho novych druhi,
stale se jedna o nedostatecné prozkoumanou skupinu organismum. Celkem bylo
popsano okolo 150 tisic druht hub, ale odhaduje se, Ze na Zemi se vyskytuje vice
nez 6,28 milion druhti (Baldrian, et al., 2021). Vyzkum diverzity hub je nezbytny
pro zakladni poznatky v ekologii celé fady ekosystémua a tvoii zaklad pro studie
a poskytovani neocenitelnych zdroji v oblasti aplikované mikrobiologie.

Metody zalozené na pozorovani morfologickych znakt slouzily v minulosti
jako jediny prostiedek pro identifikaci hub na Grovni druht. Tyto metody vyuzivaji
fenotypovych znaka a soustiedi se na struktury produkujici spory vzniklé v dusledku
nepohlavni a pohlavni reprodukce. Nekteré druhy hub nevytvari typické asexualni
struktury, nebo tyto struktury mohou byt Casto vysoce plastické, coz vyrazné ztézuje
jejich identifikaci. V dnesni dob€ se jedna o metodu dulezitou pro pochopeni vyvoje

morfologickych znakli v ramci taxonomickych skupin, ackoliv u nékterych vysoce
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specializovanych linii hub nemusi dobfe fungovat pro taxonomické zatazeni na tirovni
druht (Raja et al., 2017).

Proto byly vyvinuty metody zalozené na sekvenaci nukleové kyseliny. Jedna se
o pfesnou, rychlou, univerzalné dostupnou a standardizovanou metodu utvareni
klasifikacnich systému a referencnich databazi organismt zaloZzenou na informacich
o nukleotidové sekvenci cilové genové oblasti, kterd je porovnavana se zndmymi
sekvencemi ulozenymi v databazi. K porovnani neznamé sekvence slouzi napftiklad
verfejné dostupné databaze International Nucleotide Sequence Database Collaboration
(INSDC) nebo National Center for Biotechnology Information (NCBI),
pomoci kterych 1ze neznamy druh umistit do evolu¢niho ramce s jinymi homolognimi
sekvencemi na zaklade fylogenetické pribuznosti (Raja et al., 2017). K identifikaci
slouzi kratky univerzalni usek DNA zurcité oblasti genomu v organismu o délce
zhruba 700 nukleotidd, ktery se pouziva jako jedine¢ny vzor k rozpoznani na urovni
druhu. Jednou z dilezitych Casti této metody je amplifikace cilenych oblasti kodu
DNA za vyuziti metody polymerazové fetézové reakce (PCR) pomoci specifickych
primert. Tyto primery musi byt dostatecné univerzalni, aby pokryly velkou skupinu
taxon a zaroven by mély produkovat amplikony, které jsou dostateCné rozmanité
k odliseni pfibuznych druhd. Bylo navrzeno nékolik specifickych primert
umoziujicich amplifikaci sekvenci hub (Toju et al., 2012).

Mezi nejastéji pouzivané primery patii internal transcribed spacer (ITS)
ribozomalni DNA (rDNA). Nuklearni rDNA jsou vysoce polymorfni nekddujici
oblasti obsazené v genomu v n¢kolika kopiich a lze je snadno amplifikovat.
U eukaryotnich organismi oblast ITS obsahuje dvé variabilni nekodujici oblasti ITS 1
alTS 2, které oddéluje mala podjednotka 18S a velka podjednotka 26S genu
jadernych ribozomu s vysoce konzervovanym 5.8S genem mezi nimi (Obr.1). U hub
cela oblast obsahuje priblizné¢ 600 az 800 bazovych part (bp) a patii mezi markery
s nejvyssi pravdépodobnosti spravné identifikace pro velmi Sirokou skupinu v celé fisi

hub (Fajarningsih, 2017).
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Obrizek 1: Lokalizace primera ITS

U nekterych houbovych rodu jako je rod Aspergillus, Penicillium a Trichoderma
k identifikaci na Grovni druht pouziti samotného ITS markeru nemusi stacit a muze
byt potieba sekvenovat vice gent kodujicich proteiny. Geny kodujici proteiny se
vyuzivaji ve fylogenetické analyze kvuli jejich lepSimu rozliSeni na vysSich
taxonomickych urovnich ve srovnani s IDNA geny. Mezi tyto geny patii translacni
elongacni faktor (TEF) 1-a, coz je gen kodujici podjednotky komplexu elongacniho
faktoru a gen kodujici B-tubulin, coz je protein pusobici jako strukturalni slozka

mikrotubuld (Sasikumar et al., 2012).
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2 Viry jako pivodci onemocnéni hub

Viry jsou submikroskopicti obligatni intrabunécni parazité obsahujici ve své nukleové
kyseliné komplex genetickych informaci nezbytnych pro reprodukci v hostitelskych
bunkach. Viry infikuji rizné hostitelské organismy od bakterii pies jednobunécna
eukaryota, az po rostliny a zivo¢ichy. Celkovy pocet dosud znamych vira presahuje
9000 druht a dalsi nové druhy jsou objevovany témér kazdy den (Abbas, 2016). Viry
infikujici rizné druhy hub se oznacuji jako mykoviry. Prvni zprava o mykovirech se
objevila v roce 1962, kdy byly viry objeveny v komeréné péstované houbé Agaricus
bisporus (peCarka dvouvytrusa). Byly pozorovany ptiznaky, mezi které patrily zmény
morfologie plodnic, poSkozeni houbové tkané a nasledné snizeni celkové produkce.
Tyto rané studie vedly k prvnimu pozorovani virt jako ptivodci onemocnéni u hub

(Lemke a Nash, 1974).

2.1 Taxonomie vira

Prvni systematickou klasifikaci virti navrhl v roce 1939 americky 1ékar a védec John
Eugene Bennett. Viry byly seskupeny na zakladé morfologickych a cytologickych
ptiznaka vyvolavajicich u svych hostitelti, podle zptusobu pfenosu prostiednictvim
vektor a antigennich, chemickych a fyzikalnich vlastnosti. V roce 1948 Francis
Oliver Holmes navrhl prvni taxonomicky systém, ktery obsahoval tfad Virales
a podrady pro viry infikujici bakterie, rostliny a zvifata. Systém Lwoff, Horne
a Tournier (LHT systém) byl dokoncen v roce 1966 a seskupoval viry do jednoho
kmene Vira se dvéma podkmeny na zakladé prfitomnosti ribonukleové
nebo deoxyribonukleové kyseliny ve svém genomu. Kazdy podkmen zahrnoval tiidy
zalozené na symetrii virionovych kapsid a ty se dale délily na tad Virales, podrad
Viridales, Celed’ Viridae, podCeled Virinae, rod a podrod Vira (Kuhn, 2021).

V roce 1971 zvetejnil americky virolog David Baltimore klasifikaci virt, ktera se
pouziva dodnes soubézné s oficialni taxonomii virt. Seskupil viry do sedmi
oddélenych skupin oznacCovanych jako Baltimore classification (BC), které se déli
na zakladé typu nukleové kyseliny zaClenéné do virioni a typu reprodukce viru.
Skupina BC I ptedstavuje viry obsahujici genom dvouvlaknové DNA (dsDNA). Viry
této skupiny syntetizuji mediatorovou RNA (mRNA) transkripci z templatového
vlakna DNA genomu. Skupina BC II zahrnuje viry s jednovlaknovymi DNA (ssDNA)

genomy, strategie reprodukce viru zahrnuje transformaci ssDNA virového genomu
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na dsDNA, ktery poté slouzi jako templat pro transkripci mRNA. Skupinu BC II1
predstavuji viry s dvouvlaknovymi RNA (dsRNA) genomy, které syntetizuji mRNA
transkripci ze svého dsRNA templatového vlakna. Skupina BC IV zahrnuje pozitivni
jednovlaknové RNA (ssRNA) viry vyuzivajici genomovou RNA piimo jako mRNA.
Do skupiny oznacené jako BC V patii negativni sSRNA viry, které syntetizuji mRNA
transkripci ze svého genomového templatu RNA. Pozitivni ssSRNA viry s DNA
meziproduktem (ssRNA-RT) patii do skupiny BC VI a viry s dsDNA genomem a RNA
meziproduktem (dsDNA-RT) patti do skupiny BC VII, kdy obé& tyto skupiny se
replikuji prostfednictvim reverzni transkripce (Ryu, 2017).

Vroce 1966 na Mezinarodnim kongresu pro mikrobiologii v Moskvé
predstavitelé spoleCnosti International Association of Microbiological Societies
(IAMS) zalozili mezinarodni vybor pro nazvoslovi vira International committee
for taxonomy of viruses (ICTV) a vytvorili celosvétove uznavany systém. V dasledku
toho byly viry zafazeny podle morfologickych, biofyzikalnich a biochemickych
vlastnosti. Po pfichodu metod sekvenovani genomu byly viry rozdéleny
do jednotlivych pfibuzenskych skupin podle virovych genomovych sekvenci
a fylogenetickych vztahti. V soucasné dobé ICTV zahrnuje 39 tiid, 59 fada, 189 Celedi,
2224 rodti a 9110 druhi vird k bfeznu roku 2021 (Walker et al., 2021).

2.2 Rozsifeni mykoviru
Zajem o vyzkum mykoviri v poslednich desetiletich vzrostl. Mykoviry infikuji jedlé
houby z oddéleni Basidiomycota, rostlinné a zivocisné patogenni houby, houby
nachazejici se v pudé na kotfenech rostlin nebo na rozkladajici se organické hmote,
a farmaceutickych enzymt. Do roku 1972 bylo identifikovano 55 raznych mykovirt.
Dnes je znamo pres 300 mykovirt, které byly sekvenovany a zaregistrovany
v databazich NCBI a jsou roz§ifeny ve v§ech hlavnich taxonomickych skupinach hub
(Kyrychenko et al., 2018).

Saprotrofni houby jsou zdaleka nejrozmanitéjsi a nejdominantnéjsi skupinou hub
obyvaji Cetné mikroskopické vlaknité houby z rodd Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Trichoderma, Mortierella, Umbelopsis a Rhizopus, kdy u zastupca v§ech

téchto rodu byly objeveny mykoviry (Sutela et al., 2019). Jednim z prvnich mykovirg,
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které byly podrobné studovany na biochemické, biofyzikalni a ultrastrukturalni arovni
byl virus objeveny v houbé P. chrysogenum zkmene Ascomycota vyuZzivané
pii vyrobé antibiotik. Zajem o farmaceuticky vyzkum antibakteriadlnich latek
produkovanych témito rody vedl k objevu dsRNA virového ptvodu. Viry obsahujici
dsRNA byly nasledné objeveny u dalSich druhti z rodu Penicillium, u komeréné
pestovaného rodu Aspergillus vyuzivaného ve farmaceutickém a potravinarském
prumyslu a u rodu Trichoderma, ktery se pouziva k ochrané rostlin, predev§im
v zemédélstvi a lesnictvi (Lee et al., 2017).

Dalsi ekonomicky a ekologicky vyznamnou skupinou hub jsou houby z kmene
Basidiomycota vyskytujici se na S§iroké Skale stanovist. Predstavuji vyznamnou
skupinu hub, které jsou schopny degradovat polymery rostlinného pivodu jako je
celuloza a hemiceluloza v lesnich a travnich biotopech, coz mé obrovsky vyznam
pro kolobéh prvka v pfirodé ajejich Cinnost je nezbytna pro trodnost pud. Prvni
mykoviry u vysSich hub byly izolovany zhouby A. bisporus a ptiznaky byly
pojmenovany jako La France disease. Nasledn€ byly izolovany mykoviry zpusobujici
onemocnéni dal§ich jedlych komer¢né vyznamnych druhGt hub z kmene
Basidiomycota a to Pleurotus ostreatus (hliva ustficna), Flammulina velutipes
(penizovka sametonohd) a Lentinula edodes (houzevnatec jedly) péstovanych
predevsim v Japonsku a Cin& (Kyrychenko et al., 2018).

Mezi vyznamné houby patii také entomopatogenni druhy, které jsou schopné
dlouhodobé rist v piidé a napadat rizné zastupce hmyzu. U této skupiny byly nalezeny

dsRNA elementy u druhu B. bassina a Cladosporium sp. (Sutella et al., 2019).

2.3 Dvouvlaknové RNA (dsRNA) mykoviry

Mykoviry jsou Siroce rozsifeny po celém svété a jejich rozmanitost se za poslednich
nekolik let rapidné zvysila zejména s rozvojem novych molekularné genetickych
metod a roz§ifenym pouzivanim nejmodern€jSich technik hloubkového sekvenovani.
V houbéach jsou stale nachdzeny viry s novym genomovym slozenim a unikatnimi
vlastnostmi, které nebyly dosud popsany (Walker et al., 2021). Mykoviry maji rizné
typy genomu. Podle ICTV mykoviry zahrnuji osm Celedi s linearnimi dsSRNA genomy
Amalgaviridae, Chrysoviridae, Megabirnaviridae, Partitiviridae, Polymycoviridae,
Quadriviridae, Reoviridae a Totiviridae a jeden rod nepiifazeny k zadné cCeledi

Botybirnavirus. Dale mykoviry obsahuji pozitivni ssSRNA genomy, jednu celed

18



s negativnim sSRNA genomem, dvé Celedi s RNA genomy stypem reprodukce
vyuzivajici reverzni transkripce a jednu rodinu s cirkularnim ssDNA genomem.
Zadné mykoviry s dsDNA nebyly dosud plné charakterizovany na molekularni urovni
(Mata et al., 2020).

Vyskyt a variabilita mykovira byla nejcastéji stanovena na zakladé pritomnosti
dsRNA elementl nalezenych v mnoha béznych vlaknitych houbach ve v§ech kmenech
pravych hub Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota a Basidiomycota. Viry jsou
schopny se ve svych hostitelich replikovat a profily dsSRNA mohou byt odli§né v ramci
izolath stejné houby. Dosud neni znamo, zda mnohocCetné dsRNA elementy
predstavuji smés né€kolika vird nebo jeden virus, ackoliv vykazuji smiSené infekce
(Pearson et al., 2009). Aby mohly mykoviry infikovat svého hostitele a tispésné se
vném replikovat, musely beéhem své evoluce prekonat ftadu specifickych
biochemickych problému.

Mnoho hostitelskych bunék ma schopnost rozpoznat dsRNA elementy uvniti
cytoplazmy a reaguje na jejich pfitomnost pomoci obrannych mechanisma
veetné indukce apoptdzy, produkce interferonu, modifikace hostitelskych
mechanismu bunééné translace a potlateni RNA exprese. DsRNA viry obsahuji vlastni
transkripéni enzymy a pfenasi je s sebou do hostitelské burky, coz jim umoziiuje
syntézu funkéni mRNA nezbytnou k iniciaci syntézy virovych proteini. Aby nedoslo
k jejich rozpoznani a zniCeni uvnitt hostitelské buriky, viry uchovavaji své genomy
a mRNA syntetizujici enzymy ve stabilni uzaviené proteinové kapsidé (Mertens,
2004).

Vnéjsi kapsidové vrstvy jsou zodpovédné za transport transkripné aktivniho
jadra virionu do cytoplazmatické hostitelské buriky a spolu s proteiny vykazuji
specifické adaptace na svij hostitelsky druh. Slozitost struktur kapsid je extrémné
variabilni. Vétsina dSRNA mykovira ma ikosaedrické kapsidové struktury sestaveny
z rizného poctu podjednotek usporadanych do prostorovych konformaci. Vngjsi plaste
kapsidy maji ochrannou roli a Gi€astni se vstupu do buriky, vnitini kapsida je pritomna
ve vSech virech a jeji funkci je organizace virového genomu a enzymu polymerazy

(Mata et al., 2020).
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2.4 Pienos mykoviru

Houbové viry maji intracelularni zptsob pfenosu zavisly na svych houbovych
hostitelich. K tomu vyuzivaji dva zpusoby pienosu, horizontalni pfenos
prostfednictvim protoplazmatické flize a vertikalni prenos béhem bunécného déleni
a tvorby sexualnich a asexualnich spor (Cortesi et al., 2001). Pfenos virt je regulovan
hostitelskymi systémy a zavisi na raznych faktorech, na bunécnych procesech
a drahach souvisejicich s bunénym transportem, metabolismu hostitelského
organismu a v neposledni fadé signalizaci RNA (Shahi et al., 2019). K vertikalnimu
prenosu jako primarnimu prostiedku Sifeni mykovira slouzi spory. Nepohlavni spory
jsou produkovany z modifikovanych hyf a mykoviry jsou pfenaseny béhem sporulace
do cytoplazmy. Pfenos pohlavnimi sporami je mén¢ Casty a mira infekce je obvykle
niz§i u hub, jejichz pohlavni stddium se v zivotnim cyklu vyskytuje cCastéji.
K horizontalnimu pfenosu mykovirG dochazi mezi riznymi kmeny hub
prostfednictvim hyféalni anastomézy, béhem které dochéazi ke splynuti postrannich
vétvi hyf a dojde k vyméné genetického a cytoplazmatického materialu,
veetné mykovird  obsaZenych v cytoplazmé svého hostitele. Uspéch zavisi
na kompatibilité jednotlivych druht, proto obvykle dochazi k pfenosu virt pouze

mezi kmeny stejného druhu houby (Pearson et al., 2009).

2.5 Hypovirulentni mykoviry
V minulosti byly viry chapany spiSe jako infek¢ni agens, které ve svém hostiteli
vyvolavaji vnéjsi projevy onemocnéni. Byly zkoumany predevsim skodlivé patogenni
kmeny mykovir, které zplsobuji zavazna onemocnéni a ekonomické ztraty
na komer¢né péstovanych houbach. Postupné se zacaly objevovat viry spojeny
s asymptomatickymi infekcemi. Jejich zivotni strategie ve velké mife nezpusobuje
hostiteli viditelna poskozeni, ale existuje nékolik mykovird podilejicich se
na fenotypovych zménach jako je nepravidelny rGst mycelii na zivném médiu,
abnormalni pigmentace a vliv na reprodukci hub (Sutela et al., 2019).
Biotechnologicka aplikace mykovird je spojena predevs§im s viry schopnymi
vyvolat snizenou virulenci oznacovanou jako hypovirulenci. Viry s hypovirulentnim
ucinkem ovliviiyji transkripni Grovné genu spojenych se zakladnimi bunécnymi
funkcemi ajsou schopny potlacit expresi hostitelské RNA, ktera muze chranit

hostitelsky organismus pted jinymi houbovymi viry. Nékteré mykoviry mohou svym
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hostitelskym houbam poskytnout selektivni nebo konkurenéni vyhodu a mohly by
najit uplatnéni v biologické ochrané proti houbovym patogenim (Segers et al., 2007).

Souvislost mezi hypovirulenci kmend hub a virovou infekci byla poprvé
prokazana na pocatku 50. let 20. stoleti. Kastany infikované houbou Cryphonectria
parasitica vykazovaly symptomy jako jsou léze na stoncich a do Cervena zbarvené
nekrotické 1éze na kufe stromu. Ukazalo se, ze kmeny hub C. parasitica izolované
z téchto 1ézi byly Spatné pigmentované, mély snizenou schopnost tvofit spory
a nedostatecnou schopnost syntetizovat nékteré metabolické latky. Z izolati byla
extrahovana dsRNA a byly objeveny dva hypovirelntni mykoviry dnes vyuzivané
k biologické ochrané kastant ve Spojenych statech a v Evropé proti korové nekroze
kasStanovniku (Kyrychenko et al., 2018). Dalsi hypovirulentni kmen pouzivany
v biologické ochrané je kmen pouzivany proti patogenni houbé Sclerotinia
sclerotiorum zpusobujici bilé hniloby u fepky a fady plevelnych i volné rostoucich
druht rostlin, predevsim zeleniny. Hypovirulentni viry jsou pfeneseny na patogenni
kmeny hub, kde inhibuji rdast houbovych 1ézi a zajistuji tak rostliné ochranu.
Pro jejich Gispésné pouziti je tfeba prekonat bariéry vegetativni inkompatibility kment
hub a zajistit tak GCinny prenos mykovird z hypovirulentniho kmene na cilovy

organismus (Abid et al., 2018).

2.6 Aplikace mykoviru v ochrané rostlin

Fytopatogenni houby jsou hlavnimi puvodci chorob u rostlin a zpisobuji znacné
ekonomické ztraty na mnoha péstovanych plodinach po celém svété. Ackoliv se
fungicidy ukazaly jako uspeéSné feSeni pii regulaci téchto patogennich hub,
jejich pouzivani je stale omezené s rozvojem rezistentnich kment odolnych
vuci fungicidim a s rostoucimi obavami z nezadoucich vedlejsich G€inkd na zivotni
prostiedi a lidské zdravi. Potencial mykovira jako latek v integrované ochrané rostlin
je vysoky, zeyména diky jejich schopnosti snizovat virulenci u houbovych rostlinnych
patogent prostiednictvim hypovirulentnich kment. Ackoliv pokroky ve vyvoji
a charakterizaci mykovird jsou stale na vzestupu, jejich pouziti v ochrané rostlin je
dosud omezené (Nuss, 2005). Pro pochopeni ucinku virti na své houbové hostitele jsou
zasadnim predpokladem znalosti o jejich biologickych vlastnostech, popsani
zakladnich principtt jejich zivotnich cykld, distribuce, prenosu a Sifeni

napfic¢ populacemi. Porozuméni molekularnim mechanismiim a aplikace vysoce
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vykonnych sekvenacnich technologii je zakladnim ptedpokladem pro jejich tispésné
studium. Vyzkum mykovirovych populaci se dosud soustiedi na jediny hostitelsky
druh a pouze nékolik z nich se zabyva moznosti pfenosu vird mezi houbami
interagujicimi v pfirozenych stanovistich. Zatimco nékteré mykoviry ovliviiyji
patogenitu hostitelskych hub, jejich uc€inek proti jinym mikrobim pritomnym

ve stejném rustovém substratu neni dosud popsan (Sutela et al.., 2019).

2.7 Detekce mykovira

V minulosti byly nejdulezitéj§im znakem pro charakterizaci viru symptomy vzniklé
v disledku interakce mezi virem a hostitelem, podle kterych bylo odvozeno
jejich pojmenovani. Protoze pfiznaky zptisobené virovou infekci se mohou snadno
zaménit za priznaky vyvolané jinymi patogeny, nedostatkem zivin v prostredi,
fyziologickymi poruchami nebo piisobenim toxickych latek, nejedna se o spolehlivou
metodu detekce. Symptomy zplisobené konkrétnim virem v hostiteli jsou vysoce
variabilni a virus maze zastat v latentni fazi v zavislosti na podminkach prostredi
a ro¢nim obdobi (Bhat a Rao, 2020).

Proto byly vyvinuty metody virové diagnostiky zahrnujici metody mnozeni
virovych castic jejich zavedenim do vhodné hostitelské bunécné linie a pozorovani
cytopatickych ucinkd, sérologické metody zalozené nareakci mezi antigenem
a protilatkou a molekularné genetické metody. U cytopatickych metod se pozoruje
infekce vyvolana viry, ktera zpusobuje poskozeni a nasledné morfologické zmeény
bunék. Sérologické metody vyuzivaji protilatky jako primarni prostiedky k detekci
virt. Tyto protilatky mohou byt polyklonalni, které vazi vice struktur na cilovou
molekulu a jsou vyuzivané k detekci kmend vird ze vzorku. Naproti tomu
monoklonalni protilatky vykazuji ur€itou specifitu a jsou vhodné pro cilenou detekci
odlisnych oblasti na cilové molekule vyuzivané pro rozliSeni mezi raznymi izolaty
nebo genotypy jednoho viru, nebo mezi podobnymi virovymi druhy v ramci rodu.
U molekularnich metod je prvnim krokem pro charakterizaci virG zalozeni Cisté
kultury virového izolatu ve vhodném hostiteli a izolace nukleové kyseliny
pro dalsi analyzu a charakterizaci (Cassedy et al., 2021).

Ke studiu viri na genomové urovni je potieba separace virového genomu,
ktera by napomohla k identifikaci a molekularni charakterizaci virovych castic

a vyvoji citlivé diagnostiky. Pfitomnost mykovirt byla nejcastéji stanovena na zakladé
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detekce dsRNA elementd u nékolika kmend hub. Protoze dsRNA elementy jsou
stabilni a odolné vuci pusobeni inhibitort RNaz, 1ze je pomémé snadno izolovat.
Existuje n€kolik postupt pro izolaci nukleové kyseliny ze vzorku. Separovana dsRNA
je poté denaturovana a pouzita jako templat pro syntézu komplementarni DNA
(cDNA) nebo pro kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci (RT-PCR). KliCovym
prvkem detekce na bazi nukleovych kyselin je PCR metoda vyuzivajici teplotnich
cykll aenzym polymerazu k amplifikaci fetézci DNA. Standartni polymeraza
pouzivana v PCR muze syntetizovat pouze z templatu DNA, proto amplifikace RNA
vyzaduje pouziti enzymu s reverzni transkripéni aktivitou. PCR a reverzni transkripce
jsou Siroce pouzivané metody pro detekci jak DNA, tak RNA vird. Genom muiZe byt
dale klonovan, sekvenovan, exprimovan a pouzit k ziskani rezistentnich transgennich

rostlin (Bhat a Rao, 2020).
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3 Cil prace
Cilem prace bylo:
e Vypracovani literarni reserSe k dané problematice
e Izolace DNA ze vzorkt hub
e Identifikace vzorka hub a tvorba fylogenetického stromu pomoci metod
PCR a sekvenovani

e Detekce pritomnosti mykoviri na zakladeé izolace dsRNA
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4 Metodika

4.1 Metodika kultivace hub na zivném médiu

Houby byly odebrany ve formé mycelia nebo ve formeé spor z rozkladajiciho se dieva
nebo pafezll, hmyzich zastupci a z pidy z nékolika mist v Ceské republice (Pfiloha
A). Plodnice hub byly sbirany v intervalu jednoho roku od srpna roku 2020 do srpna
roku 2021. Plodnice byly ponechany na vihkém ubrousku v uzaviené nadobé€ po rizné
dlouhou dobu potiebnou k rustu, poté byly spory z plodnice pfeneseny na agaroveé
médium, kde byly kultivovany. Jako kultivaéni médium bylo zvolené médium potato
dextrose agar (PDA). PDA je médium pro obecné pouziti k ristu nékolika druhti hub,
kvasinek a plisni. Sklad4 se z dehydratovaného bramborového bujénu a dextrozy,
jako tuhnouci latka se vyuziva agar. Na ptipravu 1 litru kultivacniho média se piida
39 g PDA, ktery se rozmicha v 800 ml destilované vody a poté se doplni do jednoho
litru. Smés se promicha a nasledné sterilizuje po dobu 15 minut pfi teploté 121 °C
(Aryal, 2019). Po vychladnuti se médium rozléva do sterilnich Petriho misek.
Pro kultivaci jednotlivych druht hub byla pfenesena cast agaru s myceliem o velikosti
1x1 cm pomoci kli¢ky na sterilizované Petriho misky s kultivaénim médiem. Vzorky
byly uchovéavany a kultivovany v termostatu po dobu jednoho mésice pfi pokojové

teploté, kde na Petriho misce po 2-3 tydnech vyrostlo mycelium (Ptiloha B, pfiloha C).

4.2 Metodika izolace DNA z hub

Pro extrakci nukleové kyseliny byl pouzit protokol pro izolaci DNA pomoci CTAB-
PVP. Metoda izolace DNA pomoci CTAB-PVP slouzi pro extrakci vét§iho mnozstvi
pomeérné Cisté DNA pro ucely standardizace metod jako je napfiklad metoda PCR.
DNA byla izolovana z &erstvého materialu. Cerstvym materialem se rozumi mycelium
v mnozstvi 10-100 mg odebrané pfimo z agaru, které bylo homogenizovano spolu
$ 500 ul roztoku CTAB-PVP ve sterilnich tfecich miskach anésledné prevedeno
pomoci pipety do mikrocentrifugacni zkumavky o objemu 1,5 ml.

CTAB (cetyltrimethylammoniumbromid) v roztoku slouzi jako kationtova
povrchové aktivni latka zasadni pro rozbiti bunééné membrany a zahéjeni bunécné
lyze. Ptidani PVP (polyvinylpyrrolidon) do roztoku CTAB slouzi k absorpci
fenolickych latek jako inhibitord polymerazové reakce. Polyfenoly se vazi na DNA
avysrazi se spolecné s nukleovou kyselinou, ze které jsou odstranény v dalSich

krocich. K ptecisténi roztoku od polyfenolickych latek slouzi také 2-merkaptoethanol,
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znamy téz pod nazvem [-merkaptoethanol (BME), ktery se pfidava do vzorku
v koncentraci  jako 1%. BME slouzi jako silné redukéni cinidlo,
a kromé polyfenolyckych latek redukuje disulfidové vazby mezi proteiny a zpusobuje
jejich denaturaci (Heikrujam et al., 2020). Vysledny roztok se ponechal inkubovat
po dobu 45 minut pfi teploté 65 °C.

Po centrifugaci pfi otackach 12 000 rpm po dobu 10 minut v roztoku dojde
k separaci DNA od proteint a dalSich pfimési. Pro oddéleni fazi byl do roztoku pridan
chloroform s isoamylalkoholem (IAA) v poméru 24:1 v mnozstvi 500 ul slouzici
jako rozpoustédlo, ve kterém se rozpousti nepolarni proteiny a lipidy od bunécného
odpadu. Izolovana DNA je zachovana ve vodni fézi, ktera je od organické faze
oddélend na zakladé rozdilné hustoty. Isoamylalkohol stabilizuje interfazi
mezi organickou vrstvou obsahujici lipidy, proteiny a dalsi necistoty a vodnou vrstvou
obsahujici DNA. Vzorky byly promichavany po dobu 10 min a poté centrifugovany
pii otackach 12 000 rpm po dobu 5 min. Pro srazeni nukleové kyseliny byla pfidana
do vzorku 1/5 objemu 5% CTAB. Nasledn¢ byl pfidan chloroform s IAA v mnozstvi
500 ul a smés se 10 minut promichéavala. Poté se roztok centrifugoval pfi rychlosti
14 000 rpm po dobu 5 min. K vysrazeni DNA z extrak¢éniho roztoku byl pouzit ledovy
isopropanol v mnozstvi 250 ul, ktery navic rozpousti nepolarni rozpoustédla,
mezi které patfi chloroform pouzity v krocich vySe a dochazi tak k odstranéni
nezadoucich necistot v ném obsazenych. Vzorky byly ponechéany pies noc pfi teploté
-20 °C (Curn, 2008).

Po centrifugaci pii otackach 14 000 rmp pfti teploté -4 °C po dobu 5 min byl
odstranén supernatant a do roztoku bylo pfidano 300 ul TE (Tris-EDTA:10 mM Tris,
I mM EDTA, pH 8) pufru svysokym obsahem soli pro zvySeni rozpustnosti
nezadoucich latek v ethanolu, ktery se do roztoku pfidal po inkubaci pii 37 °C
po uplynuti doby 60 min v mnozstvi 600 ul. Pfidani 96% ethanolu umoziiuje
odstranéni necistot, jakmile je DNA vysrazena a peletovana. Vzorky byly ponechany
ptes noc v mrazaku pii teploté -20 °C.

Nasledné byly vzorky centrifugovany pti 14 000 rpm pii -4 °C po dobu 10 min.
Vysrazena DNA byla precisténa pomoci ledového 70 % ethanolu, ve kterém DNA
zustava. Ethanol byl odstranén centrifugaci a pelet DNA se vysousel v oteviené
mikrocentrifuga¢ni zkumavce na vzduchu. Pro uchovani DNA po del§i dobu

v neporuseném stavu byl pelet rozpoustén v 20-200 pl TE pufru podle jeho mnozstvi.
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TE pufr chrani fetézce DNA pred poskozenim zafenim a pted volnymi radikaly, ionty
Mg?* obsazené v pufru EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd) chrani DNA
pted pusobenim enzymu §tépicich nukleové kyseliny (Chauhan, 2018). Vzorky byly
inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 60 min a nasledné byly uchovavany v mrazaku

pfi teploté - 20 °C.

4.3 Spektrofotometrické vyhodnoceni koncentrace extrahované DNA

Kvalita a mnozstvi celkové DNA ve vzorku byla stanovena spektrofotometricky.
Metoda je zalozena na méfeni pomoci fyzikalni veli¢iny absorbance A [nml],
ktera slouzi ke stanoveni vytézku a Cistoty DNA. Roztok vzorku byl
spektrofotometricky vyhodnocen pfi vinovych délkach od 260 nm do 280 nm. Pomeér
absorbance DNA (260 nm) / protein (280 nm) stanovi znecisténi nukleové kyseliny
pfitomnosti proteinti, pomér absorbanci DNA (260 nm)/ kontaminujici latky (230 nm)
urCuje pritomnost kontaminujicich latek v nukleové kyseliné, mezi které patii

sacharidy, fenoly a latky pouzité pfi izolaci DNA (Barbas et al., 2010).

4.4 Metodika polymerazové Fetézcové reakce (PCR)

PCR technologie se pouziva k rychlé amplifikaci vybraného useku sekvenci DNA
pro vyuziti v molekularni diagnostice. Pro ohraniceni vybraného useku DNA se
vyuzivaji kratké sekvence zvané primery. Jednd se o jednofetézcové
oligonukleotidové  sekvence dlouhé 20-25 nukleotidl, které pomoci
své komplementarity bazi pfisedaji k pfedem urCené Casti genomu, kterd ma byt
amplifikovana. Od téchto mist nasledné probiha syntéza nového vldkna DNA.
Pro syntézu je nezbytny enzym DNA polymeraza, kterd je stabilni pfi vysokych
teplotach. Pii reakci se vyuziva cyklickych zmén teplot sestavajicich ze tii zakladnich
krokua. Tyto kroky zahrnuji denaturaci DNA, nasedani primert a naslednou syntézu
DNA. Pomoci této techniky jsme schopni ziskat az miliardu kopii cilové sekvence
DNA béhem nékolika hodin (Garibyan a Avashia, 2013).

Pro amplifikaci isektt DNA byly vyuzity tfi univerzalni pary primert pro houbové
organismy se specifickymi sekvencemi (Tab. I). K amplifikaci ITS oblasti genomové
DNA byly pouzity primery ITS1 a ITS4, pro amplifikaci genu TEF 1-a byly pouzity
primery EF595F a EF1160R (Kauserud a Schumacher, 2001). Pro namnoZzeni useku
specifické oblasti genu pro B-tubulin kédujici GTP-vazebné misto byly pouzity

27



primery TubF a TubR (Guo et al, 2016). Na ptipravu PCR bylo pouzito 25 pl reakéni

smési obsahujici 12,5 pul Master Mixu (Go Taq), 8,5 ul H20, 0,75 pl kazdého primeru
a 2,5 ul templatu DNA.

Reverse/

forward

Tabulka I: Seznam pouzitych primeru

Sekvence

Teplota

nasedani

ITS1 Forward 5'- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’ 55°C
ITS4 Reverse 5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’ 55°C
EF595F | Forward | 5- CGTGACTTCATCAAGAACATG -3’ 45 °C
EF1160R | Reverse 5" - CCGATCTTGTAGACGTCCTG - 3’ 45 °C
TubF Forward 5'- GGTGCGGGTAACTGGGC -3’ 53 °C
TubR Reverse 5'- GAGGCAGCCATCATGTTCTT - 37 53°C

Podminky reakcniho cyklu zahrnovaly pocateéni denaturaci, ktera byla zahajena
pti teploté 94 °C po dobu 3 minut pro amplifikaci TEF a TUB a po dobu 4 minut u ITS,
po niz nasledovalo cyklické stfidani reakénich teplot sestavajicich z denaturace,
nasedani primert a syntézy DNA (Tab. II). ITS a TEF reakce zahrnovala 35 cykla
a TUB reakce zahrnovala 36 cyklu.

Tabulka II: Reakéni teploty a ¢asy u ITS, EF a TUB primera

denaturace DNA nasedani primera syntéza DNA
ITS 94 °C 30s 55°C 30s 72 °C 1 min
EF 94 °C 30s 45 °C 40 s 72 °C 40 s
TUB 94 °C 40 s 53 °C 40 s 72 °C I min

Kone¢na denaturace probéhla pfi teplot¢ 72 °C po dobu 10 minut u ITS a TEF
a pti teploté 72 °C po dobu 6 minut u TUB.

4.5 FElektroforetické vyhodnoceni vzorkiu
Elektroforéza je laboratorni technika pouzivana k identifikaci, kvantifikaci a Cisténi
fragmentt nukleovych kyselin. Vzorky se nanasi do jamek agarozového gelu a vystavi

se elektrickému napéti. Nukleové kyseliny jsou zaporné€ nabité diky fosfatim
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obsazenych ve své molekule, proto se v elektromagnetickym poli pohybuji smérem
ke katode. Elektroforéza vyuziva rozdilné pohyblivosti jednotlivych fragmentt danou
jejich molekulovou velikosti. Krat§i DNA fragmenty budou elektromagnetickym
polem cestovat rychleji, zatimco delSi fragmenty zistanou nejblize k jamkam,
coz vede k jejich separaci. Vizualizace fragmentt na gelu po elektroforetické separaci
je umoznéna pridanim fluorescencnich barviv. Fluorescencni barviva se navazi
na nukleovou kyselinu a jsou vizualizovany pod fluorescencni lampou (Lee et al.,
2012). Vzorky, které slouzily k identifikaci hub, byly vizualizovany elektroforeticky
pomoci fluorescencniho barviva ethidia bromidu (EtBr) na 1,5% agar6zovém gelu
a byly vystavény napéti 90 volti po dobu 45 minut. Nasledné byly vyhodnoceny

pod UV svétlem na zakladé detekovanych fragmentu.

4.6 Identifikace vzorki hub pomoci sekvenovani a fylogeneticka analyza
Sekvenovani je proces stanoveni sekvence nukleotidovych bazi adeninu, thyminu,
cytosinu a guaninu v ¢asti genomu DNA daného organismu. Jednd se o techniku
cileného sekvenovani, ktera vyuziva kratké oligonukleotidové primery k vyhledavani
specifickych oblasti DNA (Gomes a Korf, 2018). Amplifikované produkty PCR byly
precistény pred sekvenovanim ExoSAP-IT (ThermoFisher). ExoSAP-IT se pouziva
k enzymatickému Cisténi amplifikovaného produktu PCR, kde hydrolyzuje prebyte¢né
primery a nezaclenéné nukleotidy ve dvou po sobé jdoucich inkubacich. V prvnim
kroku dochazi ke stépeni prebytecnych primert a defosforylaci nukleotida pfi teploté
37 °C po dobu 30 minut. V druhém kroku dochazi k deaktivaci enzymt ptusobenim
vysoké teploty a to 80 °C po dobu 7 minut (Dugan et al., 2002). Na 10 pl vzorku byl
pfidan 1 ul ExoSAP-IT. Po probéhlé inkubaci bylo do vzorkd pfidano 5 pl
specifického primeru.

Amplifikované fragmenty z oblasti ITS, TEF a TUB ziskané pomoci PCR
ze vzorkll hub byly sekvenovany pomoci Sangerovo sekvenovani ve spolecnosti
SEQme s.r.0. (Dobiis). Ziskané sekvence ve FASTA formatu byly porovnany s NCBI
databazi, ve které jsou ulozené jiz referencni ¢i jinak znamé sekvence. Na zakladé
procentualni shody vyssi nez 98 % byly ke vzorkiim pfifazeny biologické druhy,
pokud byla podobnost s jiz znamou sekvenci niz§i, byl uren vzorek pouze na Grovni
rodu. Po ur¢eni houbového druhu ¢i rodu u kazdé sekvence, byl z danych sekvenci

vytvofen aligment v programu Molecular Evolutionary Genetics Analysis 11
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(MEGA11) a nasledné byl ztohoto aligmentu vytvoren fylogeneticky strom
vyuzivajici statisticky model The maximum likelihood phylogeny, ktery urcuje
pfibuznost na zaklad€ podobnosti jednotlivych sekvenci (Koichiro et al., 2021).

4.7 Metodika izolace dsRNA elementu z hub

Pro extrakci nukleové kyseliny ve formé dsRNA byla pouzita modifikace protokolu,
ktera vyuziva fenol-chloroform a celulézu (Morris a Dodds, 1979). Z kazdého vzorku
bylo odebrano mycelium o hmotnosti 100-150 mg, které bylo pievedeno
do mikrocentrifugacni zkumavky o objemu 2 ml anasledné bylo lyofilizovano
za nizké teploty ve vakuu. Pro rozruSeni bunécné membrany a zahajeni bunééné lyze
bylo ke kazdému vzorku ptidano 2xSTE pufr (chlorid sodny, tris-EDTA:100 mM Tris-
HCI, 10mM EDTA, 1M NaCl, pH 8) v celkovém mnozstvi 1000 pl. 2xSTE pufr slouzi
k naruseni bunéné membrany a precisténi nezadoucich polyfenolickych latek
(Heikrujam et al., 2020). Pro dalsi lyzi bun¢k byl ptidan 10% SDS pufr (dodecylsiran
sodny). Dale byl ziskany lyzat smichan s 400 pl chloroformu spole¢né s 600 ul fenolu.
Pridanim téchto dvou latek dochazi k postupnému precisténi roztoku nukleové
kyseliny od proteint. Po kazdém pfidani chemikalie v pozadovaném mnozstvi byly
vzorky homogenizovany ve sterilnich mikrocentrifugacnich zkumavkach o objemu
2 ml a smés se nasledné promichéavala na rotatoru pii teplote¢ 4 °C po dobu jedné
hodiny.

Po centrifugaci pfi rychlosti 14000 rpm pfii teploté 4 °C po dobu 15 minut byl
supernatant preveden do novych mikrocentrifugacnich zkumavek o objemu 2 ml.
Do kazdého vzorku byla pfidana celul6za v mnozstvi 100 mg na 100-150 mg mycelia.
Celuléza hraje vizolaci dsRNA zasadni roli, jelikoz vaze dvouvlaknovou RNA
v piitomnosti 16% ethanolu. Ten byl pfidan do objemu v zavislosti na mnozstvi
prevedeného supernatantu. Na 1000 pl supernatantu se piida 160 pl 96% ledového
ethanolu. Smés se nasledné promichavala pfi teplot¢ 4 °C po dobu 30 minut
na rotatoru. Po centrifugaci pfi teploté 4 °C a rychlosti 14000 rpm po dobu 3 min byl
odstranén supernatant a pelet spolecné s celulozou na dné mikrocentrifugacni
zkumavky byl vymyvan STE pufrem s 16% ethanolem v mnozstvi 1000 ul. Vzorek
byl promichan a nasledné centrifugovan pii rychlosti 14000 rpm za teploty 4 °C
po dobu 1 minuty. Tekutd faze byla odstranéna a tento krok byl opakovan pétkrat

po sobé pro dikladné promyti nukleové kyseliny od necistot.
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Po posledni centrifugaci a odstranéni tekuté faze byla celul6za vysusena pti 55 °C
po dobu 10 minut. Celuldza s obsazenou nukleovou kyselinou byla resuspendovana
v 1XSTE pufru v 65 °C po dobu 5 minut. Vzorky byly nésledn€ centrifugovany
pfi 14000 rpm pii teploté 4 °C po dobu 3 minut. Tekuta faze byla odebrana do nové
mikrocentrifugacni zkumavky o objemu 2 ml a bylo ptidano 1500 ul ledového 96%
ethanolu k vysrazeni nukleové kyseliny =z extrakéniho roztoku. Vzorky byly
ponechany pies noc pii teploté -20 °C. DsRNA byla nasledné ¢isténa a peletovana
pomoci ledového ethanolu, ktery se odstranil po centrifugaci pti teploté¢ 4 °C pii
otackach 14000 rpm po dobu 15 minut. Tekuta ¢ast byla odstranéna a vysrazeny pelet
se ponechal 5 minut vysousSet v oteviené zkumavce na filtranim papire. Pro uchovani
nukleové kyseliny po delsi dobu byl pelet rozpustén ve sterilni vodé o objemu 30 pl
a uchovan pfi teploté -80 °C.

Pro vizualizaci vzorkt, kde byly identifikovany dsRNA elementy, byl pouzit
1,5% agarozovy gel s pfidanim vizualizaniho barviva EtBr. Vzorky byly smichany
s barvivem Gel Loading Dye, Purple 6X (New England BioLabs), na 15 pl vzorku
bylo pfidano 15 pl barviva. Vzorky byly naneseny na gel v mnozstvi 20 pl a vystaveny
napéti 100 V po dobu 1 hodiny. Poté byly vyhodnoceny délky fragmentti v porovnani
s pozitivni kontrolou. Jako pozitivni kontrola byl pouzit houbovy rod Fusarium,

u kterého byla ptitomnost dsSRNA elementu spolehlivé detekovana.
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S Vysledky

5.1 Identifikace hub z neznamych vzorku

V bakalarské praci bylo testovano celkem 22 vzorkd hub. Vsechny vzorky byly
uspésné kultivovany na agarovém zivném médiu, kde po dobu 2-3 tydnu vyrostla
vzhledové odlisna mycelia. Z téchto mycelii byla nasledné extrahovana nukleova
kyselina ve formé DNA podle protokolu popsaného vyse. Celkovy vytézek DNA byl
vyhodnocen spektrofotometricky, ktery se v zavislosti na jednotlivém izolatu
pohyboval v rozmezi od 160 do 2000 ng/uL. Pro amplifikaci cileného useku DNA
byla vyuzita izolovana DNA o koncentraci od 160 do 600 ng/uL, vzorky,
u kterych byly nameéfeny koncentrace vyssi nez 600 ng/ulL, byly nafedény
destilovanou vodou. Pro stejné vzorky oznacené Cisly 1-22 (Tab. III) byly sestaveny
ti reakce, které se liSily pouzitymi primery a to pro oblasti ITS, TEF 1-a gen a gen
pro B-tubulin. Kazdé reakce zahrnovala dvé negativni kontroly oznacené jako k1 a k2
a jako marker byl pouzit Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder (New England
BioLabs).
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V prvni reakci za pouziti dvojice primerd EF595F a EF1160R z celkového poctu
22 testovanych vzorka vykazovalo vSech 22 vzorku pozitivni vysledek v agar6zovém

gelu o velikosti fragmentu 550 bp (Obr. 2).
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Obrizek 2: Amplifikace cileného tiseku DNA u vzorka hub pomoci TEF
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Pfi analyze druhé reakce s pary primerd ITS1 a ITS4 byl detekovan amplikon
o velikosti 650 bp u vSech 22 testovanych vzorkt (Obr. 3).

600 bp

Obrizek 3: Amplifikace cileného aseku DNA u vzorka hub pomoci ITS
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Pfi vizualizaci treti reakce, kde byly pouzity primery TubF a TubR, 12 vzorka
z celkového poctu 22 dosahovalo amplifikovaného fragmentu o velikosti 700 bp

(Obr. 4).
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Obrazek 4: Amplifikace vybranych useku DNA u vzorki hub pomoci
TITR
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Pomoci PCR reakce bylo analyzovano ve tfech reakcich celkem 22 vzorkid oznacenych
Cisly 1-22, kdy pouze 56 izolati z celkovych 66 bylo sekvenovano a pouzito
pro fylogenetickou analyzu. Celkem bylo identifikovano sedm houbovych roda
a jedenact houbovych druht na zakladé ITS a TEF sekvenci (Tab. III). Vzorky 1-3
byly identifikovany jako vyznamny rod Penicillium, konkrétni druhy byly pfifazeny
ke vzorku 1 Penicillium canescens pti pouziti ITS avzorku 2 P. chrysogenum
na zakladé ITS a TEF. Vzorky 4-5 byly identifikovany jako druh Aspergillus oryzae
z rodu Aspergillus na zakladé ITS. Rod Trichoderma izolovany z pudniho prostiedi
byl pfifazen ke vzorkiim 6-9, na urovni druhu byl charakterizovan vzorek 6 a vzorek
9 Trichoderma polysporum na zakladé ITS 1 TEF a vzorek 7 Trichoderma harzianum
na zakladé ITS. U vzorki 10-13 byl jednoznacné urCen entomopatogenni druh
B. bassiana z rodu Beauveria na zakladé ITS 1 TEF. Dal§i entomopatogenni rod
Lecanicillium byl pfifazen ke vzorkim 14-15, kde na zakladeé ITS byly identifikovany
druhy Lecanicillium lecanii u vzorku 14 a Lecanicillium muscarinum u vzorku 15.
U vzorka 16-18 byl identifikovan rod Simplicillium, vzorek 16 a vzorek 17 byl urCen
jako Simplicillium lamellicola na zéklad€ ITS. Ve vzorcich 19-22 byl identifikovan
padni druh Umbelopsis, vzorek 19 byl uren jako Umbelopsis ramanniana, vzorek 20
jako Umbelopsis nana a vzorek 22 jako Umbelopsis isabellina na zaklade ITS. U TUB
neslo spolehlivé rozeznat vzorky na trovni druhi, jednotlivé rody byly pfifazeny
ke vzorkiim 1-3 a to rod Penicillium, ke vzorku 5 byl pfitazen rod Aspergillus, rod
Trichoderma ke vzorku 6 a vzorku 9, rod Beauveria ke vzorkim 10-13 rod a ke vzorku

20 a vzorku 22 byl ptifazen rod Umbelopsis.
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Tabulka ITI: Seznam identifikovanych druhu hub na zikladé srovnani sekvenci s vefejnou
databizi NCBI

1 Penicillium canescens Penicillium Penicillium
2 | Penicillium chrysogenum | Penicillium chrysogenum Penicillium
3 Penicillium Penicillium Penicillium
4 Aspergillus oryzae Aspergillus -

5 Aspergillus oryzae Aspergillus Aspergillus
6 Trichoderma polysporum | Trichoderma polysporum Trichoderma
7 Trichoderma harzianum Trichoderma -

8 Trichoderma Trichoderma -

9 Trichoderma polysporum | Trichoderma polysporum Trichoderma
10 Beauveria bassiana Beauveria bassiana Beauveria
11 Beauveria bassiana Beauveria bassiana Beauveria
12 Beauveria bassiana Beauveria bassiana Beauveria
13 Beauveria bassiana Beauveria bassiana Beauveria
14 Lecanicillium lecanii Lecanicillium -

15 | Lecanicillium muscarinum Lecanicillium -

16 | Simplicillium lamellicola Simplicillium -

17 | Simplicillium lamellicola Simplicillium lamellicola -

18 Simplicillium Simplicillium -

19 Umbelopsis ramanniana Umbelopsis -

20 Umbelopsis nana Umbelopsis Umbelopsis
21 Umbelopsis Umbelopsis -

22 Umbelopsis isabellina Umbelopsis Umbelopsis
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Pro vyhodnoceni vztahti identifikovanych hub slouzily fylogenetické analyzy zalozené
na ITS a TEF, které byly vytvotreny pomoci programu MEGA 11. Izolaty vykazovaly
lepsi rozliSeni a presnéjsi zafazeni sekvenci pii pouziti primerd EF595F a EF1160R
v porovnani s pouzitymi primery ITS1 a ITS4. U vzorkt 1-22 (Tab. III) byly vytvoreny
linie na zakladé ptibuznosti jednotlivych druhti hub (Obr. 5). Jako fylogeneticky
ptibuzné byly vyhodnoceny ¢Ctyti rody Trichoderma, Simplicillium, Lecanicillium
a Beauveria, které patii do spole¢ného fadu Hypocreales z kmene Ascomycota. Rod
Trichoderma byl zatazen do samostatné houbové cCeledi Hypocreaceae, rody
Simplicillium, Lecanicillium a Beauveria byly seskupeny do stejné houbové Celedi
Cordycipitaceae. Do kmene Ascomycota byly zatazeny také rody Aspergillus
a Penicillium, které byly fylogeneticky umistény do jednoho houbového ftadu
Eurotiales, zatimco rod Umbelopsis z tadu Mucorales byl pfitazen do kmene

Chytridiomycota.

{ 9 Trichoderma polysporum
& Trichoderma polysporum

8 Trichoderma sp.
{ 7 Trichoderma sp.

16 Simplicillium sp.

4‘? 18 Simplicillium sp.
A7 Simplicillium lamellicola
15 Lecanicillium sp.

14 Lecanicillium sp.

12 Beauveria bassiana

13 Beauveria bassiana
' 11 Beauveria bassiana

10 Beauveria bassiana

: 5 Aspergillus sp.

4 Aspergillus sp.

1 Penicillium sp.
4‘? 3 Penicillium chrysogenum

2 Penicillium sp.

| 22 Umbelopsis sp.

21 Umbelopsis sp.
20 Umbelopsis sp.

19 Umbelopsis sp.

Obrizek 5: Fylogeneticky strom 22 identifikovanych hub na zikladé TEF
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5.2 Detekce dsRNA mykoviru u identifikovanych hub

Na pfitomnost mykovira bylo analyzovano celkem 22 vzorkl hub, které byly tispesné
identifikovany pomoci univerzalnich houbovych primerd jak bylo popsano vyse.
Pouze 4 vzorky oznacené Cisly 1-4 (Obr. 6). byly pozitivni na pfitomnost dsSRNA
elementt v agar6zovém gelu. V kazdé reakci byla pouZita pozitivni kontrola oznacena
kl a jako marker byl pouzit GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use
(ThermoFisher). Pozorovana velikost fragmentu ve vzorku 1 identifikovaného
jako S. lamellicola dosahovala délky mezi 500 a 700 bp. Ve vzorku byl objeven jeden
dsRNA element s dvéma fragmenty genomu stejné jako ve vzorku 4, ktery byl
identifikovan taktéz jako S. lamellicola. V druhu L. lecanii ozna¢eném jako vzorek 2
byly detekovany dva dsRNA elementy délky 700 bp a 1500 bp. V dsRNA o velikosti
1500 bp byly zaznamenany dva fragmenty genomu, zatimco dsRNA element délky
700 bp se sklada z jednoho fragmentu. DSRNA profil ve vzorku 4 A. oryzae obsahoval
dva fragmenty délky okolo 1500 bp a jeden fragment délky okolo 1000 bp.

150000 - e - W
1000 bp iy
700 bp

—— C——
5000 +— e & —_— -
—

5

Obriazek 6: Detekce dsRNA elementu
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6 Diskuse

6.1 Identifikace vzorku hub

Houby jsou vysoce rozmanitou skupinou organismt obyvajici Sirokou skalu stanovist’.
Predpoklada se, ze se jedna o organismy s nejvyssi odhadovanou druhovou diverzitou,
ackoliv spousta druhti nebyla dosud objevena a plné charakterizovana na molekularni
urovni. Molekularé genetické metody zalozené na sekvenaci nukleové kyseliny
vyuzivaji n€kolik univerzalnich houbovych primera k tvorbé fylogenetickych analyz
a stavaji se tak hlavnimi technikami pro pochopeni genetické diverzity hub. V této
praci pro amplifikaci cilenych oblasti DNA byly testovany oblasti pro ITS, TEF
a TUB.

Oblasti ribozomalni rDNA jsou vysoce konzervovana mista, ktera se pouzivaji
ve fylogenetickych studiich hub. Uvadi se, ze ITS se mohou lisit v riznych oblastech
rDNA mezi jednotlivymi druhy v ramci rodu nebo v ramci populaci, a proto slouzi
pro fylogenetické studie na taxonomické urovni. V této praci byla oblast ITS z 22
izolati amplifikovana univerzalnimi primery ITS1 alITS4, které produkovaly
pfiblizn€ 650 bp amplikon. Fylogeneticky strom odhalil, ze se jednd o druhové
variabilni skupinu hub a jednotlivé vzorky byly seskupeny do sedmi rodovych linii.
Mimé rozdily v nukleotidovych  sekvencich  zafadily nékteré vzorky
jako fylogeneticky pfibuzné druhy, pfestoze by mély byt identické. Naopak
k nékterym izolathm byl na zakladé sekvenci pfifazen stejny houbovy druh,
ackoliv na agarovém médiu vykazovaly tyto izolaty morfologicky odli§né znaky.

Jak ve své praci uvadé€ji Manter a Vivanco (2007) tyto primery maji specifitu
pro vSechny vys§i houby zkmene Ascomycota, Basidiomycota a Zygomycota,
ale vzhledem k podobnostem velikosti délky amplikont nékterych druh hub muze
byt skute€na druhova rozmanitost mnohem vyssi. Navic jak uvadeji Einax a Voigt
(2003), velka pozornost pii fylogenetickych studiich hub je zaméfena na ribozomalni
genové sekvence, ackoliv IDNA ma vysoky obsah repetitivnich sekvenci a v dusledku
toho dochazi k ¢astym mutacim. Proto byly v této praci testovany primery pro geny
kodujicich proteiny. Tyto geny obsahuji méné mist, kde mize dochazet k mutacim
a jsou tak mén¢ variabilni mezi n€kolika kopiemi, které vétsina genomu obsahuje.

Gen pro translacni elonga¢ni faktor 1-o0 kodujici ¢ast proteinového transla¢niho
aparatu byl u 22 vzorka amplifikovan pomoci EF595F a EF1160R a dosahoval délky
560 bp. Jedna se o gen, ktery vykazuje vysokou uroven polymorfismu
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mezi pfibuznymi druhy, takze byl povazovan za alternativu k rDNA pro fylogenetické
studie. Fylogenetické analyzy na zakladé druhove specifickych primert TEF poskytly
presnéjsi sekvence v porovnani sITS a bylo ziskano lepsi rozliseni skupin
stejn€ jako ve své praci uvadeji Guo et al. (2016).

Geny pro B-tubulin slouzi k tvorbé evolu¢nich vztahti na vSech urovnich,
predevsim na urovni druht. Gen byl u 22 vzorki amplifikovan pomoci TubF a TubR
a dosahoval délky zhruba 700 bp. Na rozdil od vysledku, které ve své praci uvadeéji
Einax a Voigt (2003) gen pro B-tubulin v této praci nebyl idealnim markerem
pro odhad fylogenetickych analyz a pouze 12 vzorkli bylo rozpoznano narodové
urovni. Proto vysledky ziskané pomoci primerd TubF a TubR slouzily pouze
pro doplnéni udaji, které nam poskytly predeslé analyzy zalozené na oblasti ITS

a genu TEF 1-a.

6.2 Detekce mykovira u hub
Mykoviry jsou rozSifeny ve vSech hlavnich skupinach hub vcetné rostlinnych
patogennich hub a entomopatogennich hub napadajicich roztoce a hmyz. Identifikace
dsRNA elementu se provadi extrakci celkové nukleové kyseliny z izolat a vizualizaci
pomoci agar6zové elektroforézy. V této praci byly nalezeny dva elementy dsRNA
u houbového druhu A. oryzae odebraného z ChelCic (Pfiloha A). Dva fragmenty
dosahovaly velikosti zhruba 1500 bp a jeden velikosti okolo 1000 bp. Vyzkumy
u izolatd z rodu Aspergillus odhalily pfitomnost dsSRNA elementt u né€kolika riznych
druht jako je A. niger, A. foetidus, A. ochraceus, A. flavus a dalsi, ale zadné dosud
popsané mykoviry nebyly sekvenovany a charakterizovany u druhu A. oryzae.
Proto byly hledany dsRNA elementy u jinych zastupct ze stejného rodu Aspergillus,
které se nejvice podobaly fragmentim detekovanych v této praci. Podle vysledkd,
které ve své studii uvadéji Kotta-Loizou a Coutts (2017) byl dsRNA profil nejvice
podobny u druhu A. fumigatus, ve kterém bylo objeveno tii az pét dsSRNA elementt
o velikosti od 870 bp do 3000 bp a u druhu A. flavus pouzivaného pii fermentaci
potravin v biotechnologickych aplikacich jako Aspergillus oryzae, ktery obsahoval
jeden az devét elementi dsRNA o velikosti od 400 bp do 3000 bp.

U entomopatogenniho druhu B. bassiana byly popsany dsRNA elementy ruzné
délky. Kotta-Loizou et al. (2017) ve své studii uvadeji, ze nalezeny genom viru

zizolatu B. bassina se skladal zrazného poctu dsRNA o velikosti od 800 bp
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do 3000 bp. Ve studii, kterou uvadeji Filippou et al. (2018) byly zaznamenany odli§né
elektroforetické profily pro izolaty B. bassiana, které obsahovaly jeden dsRNA
element se dvéma fragmenty genomu o velikosti 1600 bp a 1700 bp podobné tém,
které byly detekované v této praci v houbovém druhu L. lecanii odebraného
z Bavorova (Pfiloha A). Pfestoze se jedna o odlisné druhy, rod Lacanicillium a rod
Beuaveria patii do fylogeneticky ptibuzného tadu Hypocreales, ¢eledi Clavicipitaceae
z kmene Ascomycota, lze proto piedpokladat, ze mykoviry objevené v druhu
L. lecanii, které obsahovaly dva fragmenty dsRNA délky 1500 bp a jeden fragment
délky 500 bp by mohly patiit do stejné virové &eledi Partitiviridae. Zadné dsRNA
elementy nebyly dosud popsany u rodu Simplicillium a u rodu Lecanicillium,
proto ziskané vysledky nelze porovnat s jinymi studiemi zabyvajicimi se mykoviry
a byly by potfeba udélat rozsahlej§i studie u druhtt A. oryzae, S. lamellicola a

L. lecanii.
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7 Zavér

Pomoci univerzalnich genetickych markerd pro houbové organismy oblasti ITS,
TEF 1-a0 genu a genu pro B-tubulin, byly ziskany sekvence z testovanych vzorka hub.
Na zakladé sekvenci ziskanych amplifikaci DNA useku pouzitim dvojice primerd
ITS1 s ITS4 a EF595F s EF1160R bylo mozné k jednotlivym izolatim pfiradit
ptislusny houbovy rod nebo druh a pro urceni fylogenetické piibuznosti
identifikovanych izolata byl vytvoren fylogeneticky strom ze sekvenci genu pro TEF.
Ackoliv gen pro B-tubulin pouzitim primerd TubF s TubR mél slouzit pro lepsi
pochopeni druhové diverzity u vzorka identifikovanych jako Penicillium, Aspergillus
a Trichoderma, na zakladé ziskanych sekvenci nebylo mozné kizolatim pfifadit
konkrétni druh. Dale byla prokazana piitomnost dSRNA elementt u vzorkt A. oryzae
a entomopatogennich druht S. lamellicola a L. lecanii. Jelikoz tyto mykoviry nebyly
dosud sekvenovany a charakterizovany na molekularni urovni, nebylo mozné urcit,
o jaky virus se jedna. Pro dals$i charakterizaci a zafazeni izolatu do virové Celedi budou
vzorky dale zkoumany. Dal§im krokem po elektroforetické separaci na agar6zovém
gelu je pouziti dsRNA jako templatu pro syntézu cDNA a PCR amplifikaci pomoci
nahodnych primert a RNA ligazy k naslednému klonovani a sekvenovani. Dalsi studie
by se mély zaméfit na objasnéni molekularnich mechanismu interakce mezi hostitelem

a mykovirem, zejména ucinku mykovirové infekce na houbového hostitele.
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Nazev vzorku

Misto odbéru

Penicillium canescens Kvitkovice
Penicillium chrysogenum Bavorov

Penicillium spp. Blansky les
Aspergillus oryzae I Chelcice
Aspergillus oryzae 11 Bavorov

Trichoderma polysporum I Kvitkovice

Trichoderma harzianum

Ceské Budgjovice

Trichoderma spp.

Boletice

Trichoderma polysporum I1

LiSov

Beauveria bassiana 1

Pisecké hory (Vsetec)

Beauveria bassiana 11

Pisecké hory (Vsetec)

Beauveria bassiana I11

Pisecké hory (Vsetec)

Beauveria bassiana IV Dlouha Ves (u Chelcic)
Lecanicillium lecanii Bavorov
Lecanicillium muscarinum Bavorov

Simplicillium lamellicola 1

Ceské Budgjovice

Simplicillium lamellicola I1

Helfenburg

Simplicillium spp.

Ceské Budgjovice

Umbelopsis ramanniana

Lednice

Umbelopsis nana

LiSov

Umbelopsis spp.

Dlouha Ves (u Chelcic)

Umbelopsis isabellina

Bavorov




Penicillium canescens Penicillium chrysogenum Penicillium sp.

Aspergillus oryzae 1 Aspergillus oryzae I1 Trichoderma polysporum I

Trichoderma harzianum Trichoderma sp. Trichoderma polysporum Il

Beauveria bassiana 1 Beauveria bassiana 11 Beauveria bassiana 111
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Beauveria bassiana 1V Lecanicillium lecanii Lecanicillium muscarinum

Umbelopsis nana Umbelopsis ramanniana Umbelopsis isabellina

=

Umbelopsis sp.
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Seznam pouzitych zkratek

DNA
RNA
dsDNA
ssDNA
dsRNA
ssRNA
dsDNA
rDNA
cDNA
PCR
ITS
TEF
TUB
LHT systém
BC
IAMS
ICTV
INSDC
NCBI
PDA
CTAB
PVP
BME
TIAA
EDTA
TE
EtBr
STE

Deoxyribonukleova kyselina

Ribonukleova kyselina

Dvouvlaknova DNA

Jednovlaknova DNA

Dvouvlaknova RNA

Jednovlaknova RNA

Dvouvlaknova DNA

Ribozomalni DNA

Komplementarni DNA

Polymerazova retézova reakce

Internal transcribed spacer

Translacni elongacni faktor

Tubulin

Systém Lwoff, Horne a Tournier

Baltimore classification

International Association of Microbiological Societies
International committee on taxonomy of viruses
International Nucleotide Sequence Database Collaboration
National Center for Biotechnology Information
Potato dextrose agar
Cetyltrimethylammoniumbromid
Polyvinylpyrrolidon

-merkaptoethanol

Isoamylalkohol

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Tris-EDTA

Ethidium bromid

Chlorid sodny, tris-EDTA




