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Abstract

RNA elements in the genugrmillaria

Mycoviruses are widespread among the fungi. Mostawnyuses reported have
dsRNA genomes. The first mycovirus was found ingtéle mushroormi\garicus
bisporus Mycoviruses do not have an extracellular phasheaif life cycle and are
transmitted only by intracellular routes. Many myicoses reveal no apparent
effect on their hosts. The gendgmillaria represents economically important
edible fungal pathogens causing root rot in conifend broadleaves trees. From
this viewpoint, genugrmillaria presents an important subject of research studies.
In this study we tried to find evidence for the ggrce of RNA elements in the
respective genus. Total amount of collected stramas 52. CF-11 method for
nuclei acids extraction was applied to 40 straifise method is based on the
affinity of cellulose powder for nuclei acids angesifically, the adsorption of
dsRNA at ethanol concentrations of 15%. Accordiagour results, there is no
evidence for dsRNA elements occurence in the testiedhs. The study was also
focused on basic characterization of physiologisofates, esp. to optimum growth
conditions on agar plates and milled straw as a®lbn rhizomorph formation and
fructification. No effect of pH changes and additi@f various alcohols on
rhizomorph formation was found, while primordiarfation was confirmed when

selected strains were cultivated on milled strathepresence of carrot.

Armillaria, dsRNA, rhizomorfy, mykoviry, fruktifikace, CF-1%aclavka
Armillaria, dsRNA, rhizomorphs, mycoviruses, fructificatiors-C1, honey

mushroom



Seznam pouzitych zkratek

ABV1 ..... Agaricus bisporus virus 1

BBMV ..... broad bean mottle virus

BWYYV ..... beet western yellows virus

BYDV ..... barley yellow dwarf virus

CarMV ..... carnation mottle virus

CcOAF ..... cytochrome c oxidace assembly factor

dsRNA ..... double-stranded RNA

ErLV ..... Erysimum latent virus

GlvV ..... Giardia lamblia virus

LIV ..... La France infectious virus

MBYV ..... mushroom bacilliform virus

MVX ..... mushroom virus X

OMIV-I ..... oyster mushroom isometric virus |
OMIV-II ..... oyster mushroom isometric virus Il
OMSV ..... oyster mushroom spherical virus

ORF ..... open reading frame

PEMV ..... pea enation mosaic virus

PLRV ..... potato leafroll virus
PoV1.....Pleurotus ostreatus virus 1

RdRp ..... RNA-dependentni RNA-polymeraza
SBMV ..... southern bean mosaic virus
ScV-L-A ... Saccharomyces cerevisiae virus-L-A
SSRNA..... single-stranded RNA

umvV ... Ustilago maydis virus
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1. Uvod

Rod Armillaria (vaclavka) zastupuje vyznamnou skupinu orgafiishkedna se o
dievokazné houby, které jsou spoluodgné za znéné ztraty zpsobené
v oblastech lesniho hospdgti a zemdélstvi. Boj proti Emto houbam je obtizny,
protoZze dokazi na napadenych Gzemich velmi dloulediyat v zemi a zasahuji
nékdy Uzemi az o velikostigkolika desitek hektar Velkacast vyzkumu vaclavek
se proto zawgiuje na boj proti jejich &ni. Jednd se o skupinu hub, ktera je
kosmopolitré rozStena a v naSich zetpisnych Sikach je ponirné hojna. Vaclavky
nicméré pati mezi oblibené poz@npodzimni jedlé houby, i kdyZz u citlivych
jedinai mohou vyvolavat gastrointestinalni obtize. Z egatkého hlediska mohou
byt vaclavky vhodné pro studium roiii mykovif v prirozenych populacich.

Do dnesni doby bylo popsan&kolik mykoviri z mnoha #iznych skupin hub.
Pravdpodobré nejvice prozkoumany zastupce mykdvifje ScV-L-A ze
Saccharomyces cerevisia@ s nim spojené satelitni dsRNA. Obecné vlastnosti
mykovird, jako je jejich &eni a vliv na hostitele, byly zkouméany v 70. letetwh
fack zastup@ ascomycedt (nag. rody Penicillium Aspergillug. Vabec prvni
popsany mykovirus pochazePRgaricus bisporus

Zastupci basidiomyceétnepatily zpocatku mezi intenzivé zkoumané druhy z
hlediska vyskytu vik. Nejvice studovanym byl prévAgaricus bisporusinfekce
této houby viry se totiZz projevuje mnozstvim napadnsymptoni. Postupengasu
byla objevenarada RNA elemefit i v jinych basidiomycetech. &Sinou v3ak
nemaji na hostitele Zadnyinek. V 80. a polovia 90. let probihal intenzivni
vyzkum vimi u hospodgsky vyznamnych basidiomydetNeexistuji ale tégt zadné
studie otetnosti vyskytu mykovir v prirode.

Tato prace je tématicky zatena jak na studium toho rodu z hlediska
fyziologického, tak z hlediska molekul&rbiologického. Cilem prace bylo vytkib
pracovni sbirku tznych druli (kmeni) vaclavek, porovnat vliv uitych
fyziologickych paramefr na st a morfologii jednotlivych kmen pokusit se
vyvolat tvorbu plodnic v uglych podminkach a zjistitifpadnou pitomnost RNA

element.



2. Prehled literatury
2.1. RodArmillaria

Rod Armillaria (¢esky nazev vaclavka) v sblzahrnuje skupinu druhvySSich
basidiomycal kosmopolitg rozStenych po celém st&€. Pati mezi devokazné
houby, jejichz hlavni funkci v ekosystému je rozktievni hmoty.

Véaclavky se podileji na rozkladu mrtvéheeda, jsou to ale také fakultativni
parazité a napadajifgdevSim oslabenéraliny, na které {sobi fizné stresové
faktory. A uz se jedna o négnivé abiotické faktory (teplota, vlhkost,
kontaminace fdy), nebo jde o oslabeniigobené jinymi druhyig@vokaznych hub
a mikroorganism. Mezi vaclavkami se ale také vyskytuji druhy, Etggou vysoce
virulentni a mohou Zjsobit uschnuti strona velikych plochach. V ramatchto
druhi existuji kmeny, které se z&r@& liSi v mite své virulence (Downer 2004).
Z tohoto divodu pedstavuji vaclavky vazny problém pro lesni hospstdé a
zemedeIstvi, zejména sadstvi. (Brown 2002). Armillaria dokdZe napadnout
vétSinu drulin stromi a ke, Predpoklada se, Ze infekci jsou schopny odolat pouze
téi druhy strondi: Acer negundo, Juglands hindsii, Taxus baccdtgto druhy
stromi mohou byt vysazovany na uzemiciZde postizenych vaclavkou (Martin
1999).

Boj s vyskytem vaclavky v zetdélskych oblasteh je nesnadny. Jednou napadené
plochy se daji&ko odl&it. Vykacenim postiZzenych ploch se neodstrani nepad
casti kaeni, které Aistavaji v @idé. Tyto zbytky pak pedstavuji zdroj infekce,
ktery mize petrvat v fidé dlouhé roky (Cox 2004t al). Mycelium je teplota
velmi odolné a mize gezit i rozsahlé lesni pozary (Smahal 1992). Ke kultivaci
ploch je nutné odstranit veSkeré zbytkydwi z pidy, které mohou obsahovat Zivé
mycelium hub. Na postizena mista se dopojel vysazet odolné druhy rostlin .
Zadny &inny fungicid proti vaclavkam neni k dispozici. (Doer 2004).

Vyskyt vaclavek neni v krajinna prvni pohled patrny. Jednotlivé organismy
mohou vytvéet v pidé velmi rozsahlou gimycelii, které zasahuji obrovské plochy
az viadech desitek hekta(Smith et al 1992). Takto postizena Uzemi je mozZno
rozeznat pomoci fotografovani krajiny z letadelz(abr. 1.). Na fotografii jsou

Uzemi postizena vaclavkou patrna jakeétieysi skvrny lesniho porostu.



Obr.1

Fotografie smiSenych jebiatych le§ ze zdpadni Montany fgvzato z

Armillaria root disease, Williamet al. 1989)

NejnapadgjSim znakem fitomnosti vaclavek v prasdi je tvorba plodnic. Ta je
¢aso¥ omezena v nasich zépisnych dtkadch na dobu zhruba odcZdku zdi do
konce listopadu. V tomtdasovém intervalu se t¥ioplodnice zhruba po dobu dvou
tii tydni. Zatatek fruktifikace je znén¢ variabilni, rok od roku se liSi. Zavisi na
piredchozim dlouhodobém vyvoji pasi, gevazre pak na vihkosti na konci léta a
na nizkych nénich teplotach (Pataky 2000).

Sireni véaclavek v progedi probiha fedevdim pomoci rhizomorf. Rhizomorfy
jsou svazky mycelii o gméru 0,5 - 3 mm. Na iXném pfifezu niZzeme u
rhizomorf rozeznat W)Si (¢asto melanizovanou)iku a vnitni dren skladajici se ze
svazki mycelia (Rigling et al. 2006). Melaninova vrstvaiedstavuje ochranu
vnitinich svazk mycelia ged napadenim mikroorganismy a&#im zneisténim
pudy (Fogarty & Tobin 1996). Vnini vrstva mycelia slouzi kipnosu vody a Zivin
(Lamour et al. 2007). Rhizomorfy se mohou étvit monopodiald nebo
dichotomicky (Morrison 2004). Rhizomorfy fgrstavuji hlavni zjsob Steni
vaclavek v prosedi, spory jsou za expanzi odgdné mensi grou (Cox 2004et
al.).
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2.2. Obecna charakteristika vim

u basidiomycefi

2.2.1. Genom a mira patogenity

VSechny dosud objevené viry v basidiomycetach RbiA viry. Naprosta etSina
téchto vimi jsou dsRNA viry. Z basidiomycietbyly izolovany dva ssRNA viry.
OMSV zPleurotus ostreatugHyun et al. 2003) a MBV z Agaricus bisporus
(Tavantzis et al. 1980). Genomy vir objevené v basidiomycetech jsou
segmentované i nesegmentovanétSsviou se jedna o genomy enkapsidované, ale
byly nalezeny i nahé dsRNA elementyAgrocybe aegeritdBarroso & Labarere
1990). Stejn tak nebyla naiiklad u vSech dsRNA elemeéntkteré byly nalezeny u
Agaricus bisporusprokazanaiftomnost v izolovanych kapsidach.

Roku 1950 byla u ¢stovanych Zampian popsana choroba, kteratgobovala
citelné ztraty na urad Hollings v roce 1962 oz za pavodce této choroby virus.
Jednalo se otbec prvni popsany virus hub (Lemke & Nash 1974)rGba byla
podle mista svého negjgiho roz&eni nazvanda France diseasdJ Zampioii se
setkavame asi s nejagresijiimi projevy houbovych vir. A dosud nebyl nalezen
Zzadny kmenAgaricus bisporus ktery by byl rezistentni proti vim. Naprosta
vétSina vSech houbovych virje ale latentnich a jejich vyskyt v houbach neni
spojen s zadnymi symptomy. U basidiomyiceebyl popsan zadny virus, ktery by
byl pro svého hostitele smrtici. Timageme vys¥tlit, pro¢ byly objeveny tak
pozcE.

2.2.2. Zivotni cyklus a &feni vira

U zadného zastupce viru basidiomyceebyly dopodrobna popsany vsechny faze
jeho Zivotniho cyklu. Pommné mald ¢ast izolovanych dsRNA eleméntbyla
podrobena hlubSimu zkoumaniieBto niizemetici, Ze se u vit basidiomycet
vyskytuji vSechny strategie exprese genomu, kiergbgct vyskytuji u RNA vif.
Byla popsana tvorba fazovanych polypeptal subgenomovych RNAfRranslaci
se mize uplatiovat ribozomalni posurteci faze. Jiny mozny mechanismus je
sklouznuti ribozému po AUG kodonu prvniho ORF, ktee gekryva s naslednym

ORF. Segmentované genomy ivirzase umoznuji diferencialni translaci
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jednotlivych RNA elemerit, které koduji jednotlivé proteiny. Pro viry
basidiomycel je obec# charakteristické, Zze postradaji ve svém Zivotnikic
extracelularni fazi. Viry nelyzuji napadenéiky a nejsou schopny infikovat tky
chraréné burcnou stnou (Lemke & Nash 1974).

Viry ke svému &eni vyuzivaji schopnost basidiomyitetvoiit anastomdézy.
Anastomoézy jsou propojeni mezi hyfami jednotlivystycelii stejného druhu a
umoiuji vzajemnou vyrdnu burg¢nych obsah. Jedna se o tzv. horizontalni
pienos viti. Aby byl tento penos Usgsny, musi byt fuzujici mycelia geneticky
kompatibilni. Inkompatibilita mycelii i@dstavuje jednu z moZznychtifdnich
bariér v Sfeni viri. Nicméré nejedna se o bariéru absolutni a byl prokdzéngs
dsRNA element u jinak navzajem reprodaké izolovanych populaci
Heterobasidion annosurtihrmark et al. 2002). Viry se také mohoui&ipomoci
spor. Jde o tzv. vertikalniignos vif. Uspdnost penosu vii do spor zavisi na
typu spor a druhu houbyi€¢hos dsRNA elemeitdo nepohlavnich spor (konidii),
ktery byl studovan u basidiomycekleterobasidion annosunprobihd s mnohem
mensi usgsnosti nez fenosy dsRNA elemeintdo konidii u ascomycét(lhrmark
et al.2004). Naopakignos dsRNA elemeitdo basidiospor byl pozorovan téiu
vSech basidiomycét U jednotlivych drubi i izolati se v3ak setkdvame s rozdily
v Usgsnosti infekce basidiospor. Nabizi se dvoji Wieni. Ugité druhy hub by
mohly disponovat mechanismy, které znesiogidprenos dsRNA elemeintdo
basidiospor. Tento dosud nepotvrzenigdpoklad by byl zajimavymifkladem
aktivni obrany basidiomycetproti Steni viri. Jinou moznosti je, Ze (Smost
infekce basidiospor zavisi na koncentraci dsRNAmeleti v myceliu. Ponmirné
casty pgenos dsRNA elemeilt do basidiospor se vyskytuje u huBhaffia
rhodozymaAgaricus bisporus Rhizoctonia solanflhrmarket al. 2004). Naopak u
druhu Agrocybe aegeritase zatim fenos dsRNA elemeint do basidiospor

nepodailo jednozn&n¢ prokazat (Barroso & Labarere 2000).

2.2.3. Klasifikace vimi basidiomycefi

Do dneSni doby bylo izolovano z basidiomycetnoho fiznych dsRNA
element. Na zaklad funkénich paitacovych analyz osekvenovanych dsRNA se
poddilo nékteré objevené viry Zadit do jiz stavajicich skupin houbovych ivir
(Totiviridae, Partitiviridae, Barnaviridag. Srovnavaci analyzy nukleotidovych a
aminokyselinovych sekvenci poukazaly na homologieimarni struktie ugitych
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proteimi mezi rekterymi houbovymi viry a &kterymi skupinami rostlinnych wir
(nap. sobemoviry, bromoviry, luteoviry, tymoviry).

Totiviridae Nazev této rodiny je odvozen od latinského sltatas (nedtleny).
Viry néalezejici do této skupin maji genom itgny jedinou molekulou dsRNA o
velikosti 4,6 — 7,0 kbp. 1zometrické viriony otonéru 30 — 40 nm obsahuji jeden
hlavni kapsidovy protein o velikosti 70 az 100 kPaspiSek 1998).

Partitiviridae Zahrnuje viry izolované z hub a rostlin. Nazev ¢gelvozen
z latinského slovaartitius (déleny). Genom partitivit je tvaren d¥ma segmenty
dsRNA. Segmenty maji velikost 1,4 aZz 3,0 kbp. Mesgfjment kdduje kapsidovy
protein, &tSi RNA polymerazu. I1zometrické viriony maji 30 © Am v pfiiméru
(PospiSek 1998).

Barnaviridae Tato rodina mé& jediného zastupce. Jednd se o MBkoZ
hostitelem jeAgaricus bisporusGenom je tvien jedinou molekulou (+) ssRNA o
délce 4 kbp (Revilet al. 1994). Viriony maji protahly tvar o délce 48 — B a
Sitce 18 — 20 nm. Jsou slozZeny z jednoho hlavnihoi#t@ypsho proteinu o velikosti
24,4 kDa (PospiSek 1998).

2.2.4. Oblasti snéirovani vyzkumu viria basidiomycefi

Naprosta wtSina studii vih u basidiomycdt je zangiena na pstované jedlé
houby. Oivodem je velky negativni dopad objevenychivia produkcidchto hub,

a stim spojenych velkych ekonomickych ztrAgaricus bisporuse nejdéle a
nejintenzivigji studovanym zastupcem basidiomyicehledré vyskytu virt.

U této houby bylo poprvé dokazano, Ze odjumost za nemoc postihujici houby
nese virus. Do dnesni doby bylo u drulAgaricus bisporusobjeveno velké
mnozstvi tiznych RNA elemerit Nékteré tyto elementy byly osekvenovany. Ale
pouze u mal&asti z nich se podeo urcit jejich informani smysl. A steja tak
neni zatim jashurcena odpovdnost jednotlivych elemeintza konkrétni symptomy
choroby. Agaricus bisporusmize byt infikovan wgkolika raznymi virovymi
entitami sodasré. Projevy vSechéthto vini jsou ale térér totozné. Z toho wvodu
nelze na zaklad fenotypového projevu choroby dit; jaky virus je za ni
odpowdny. Dokonce i patogeni nevirovéhéyodu mohou u Zampidinvyvolavat
choroby, které se svymi symptomy podobajintvirovym. Vyzkum se proto
vtomto @ipad zan®iuje na jasnou, rychlou a snadnou detekci jednatlivy
element. V pripac vypuknuti epidemie by pak bylo snadné€itirzda je za jeji
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propuknuti odpo¥dny virus. Ripadré o ktery virus se jednd (Romaine &
Schlagnhaufer 1995). Rychla a spolehliva detekee @ dilezith zejména pro
lokalizaci ohnisek nakazy a zamezeni dalSinkensgivirové infekce. Infekce sefSi
pomoci fragmeritinfikovaného mycelia a infikovanymi sporami.

Viry byly také nalezeny v jinych kom&me pestovanych houbéch.iiRladem
muze bytFlammulina velutiped,.entinula edodes Pleurotusostreatus(Magae &
Hayashi 1999) Jednd se o houby zwWaBbjré péstované v Asii. | vdchto
piipadech zfisobuji virové ndkazgasto citelné ztraty na uréduU téchto druli je
mnoZstvi objevenych RNA eleméntzatim menSi nez u ZampianNicmérgé u
Pleurotus ostreatubyl objeven v ptadi teprve druhy ssRNA virus basidiomyicet
(Hyunet al.2003).

Mezi basidiomycety pé#t velké mnoZstvi tiznych druli, které parazituji na
hospodésky vyznamnych rostlinach. Jedna siedevSim o houby idvokazné
(nap. Heterobasidion annosun$erpula lacrymans Ale najdeme zde i zastupce,
ktefi parazituji na kulturnich plodinach rfagRhizoctonia solani Tito parazité
predstavuji druhou skupinu basidiomyiceina které je zasiien vyzkum vit.
Doposud nebyl u zadn&alokazné houby objeven virus, ktery by ji vyrg&m
zpasobem Skodil. A i neinfelost houbovych vir a jejich omezené moZnosti
Sireni, znesnatlje jejich potencialni vyuziti v biologickém bojiqii dievokaznym
houbam. Nicméav nekterych provedenych studiichHeterobasidion annosuise
potvrdilo, Ze basidiospory obsahujici dsRNA elementaji sniZzenou ktivost
(Ihrmark et al. 2004). Viry by tedy mohly teoreticky znesihagat Steni
direvokaznych hub. Zatim se ale #frpdé nepodéilo prokazat, Ze by &aké druhy

direvokaznych hub byly ve svéniéii omezovany viry.

2.2.5. Vhodné modelové organismy pro studium wir

Basidiomycety pouZzivané pro studiumtviby mely spliovat ugita zakladni
kritéria. RedevSim dlezita je ¢asta tvorba plodnic. Tato podminka je snadno
splnitelna pi studiu komegné péstovanych hub. Neménpodstatné je, aby
nasbirané plodnice pochazely z co mozna&&jvo pdtu lokalit. To je dilezité
zejména pro studiumipozeného vyskytu a ekologie wuir Nasbirané plodnice
mohou pimo slouZit jako vzorky na analyzu RNA elementento postup séasto
pouziva tehdy, kdyz je p@ba rychle ufit pritomnost vifi v plodnicich
z houbovych farem. Z plodnic mohou byt také odepré&sti plektenchymu, které
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se nésledh péstuji ve vhodnych kultivenich mediich. Takto ziskané d@epré
definované laboratorni kmeny se pouzivaji fildad pro studium fenosu RNA
element mezi jednotlivymi izolaty.

Stim souvisi dalSi problematika Wh vhodného druhu basidiomycetu.
UspsSnost gstovani a rychlostistu zavisi na tom, jakou pouziva dana houba
potravni strategii. Relatiénnejsnadyyji se za laboratornich podmineksuji houby
dievokazné. Tyto druhy disponuji vykonnym enzymatiokyaparatem, ktery
rozklada celulézu asgkdy i lignin (tzv. houby bilé hniloby). To jsou vai stalé a
odolné biopolymery. Bevokazné houby proto did rostou na jakémkoli
komplexnim mediu. Pakud hife se za laboratornich podminedsiuji saprofytni
houby. Jejich hlavni nevyhodou je pomalgtr Nejhiie kultivovatelnymi houbami
jsou druhy mykorhizni, které ke svémistu potebuji casto velmi specifické latky.
Tyto latky dostavaji v firock od svych rostlinnych symbioint Takové specifické
podminky lIze ale ifp laboratornim pstovani &Zko zajistit. Studium fenosu vit do
podminek. Pouze paimé malé mnozstvi nenatoych drutii basidiomycet
dokéaze fruktifikovat v laborato Nalezeni vhodnych podminek, za kterych houby
tvori plodnice, niZe byt obtizné a je to ukohsto neproveditelny.

2.3. Viry u Agaricus bisporus

2.3.1. Charakteristika druhu

Agaricus bisporuge houba v firock rostouci mimo les. Hofnse vyskytuje na
hnojenych loukéch, travnatych pastvinach. V3Sude rkdedostatény zdroj dusiku.
Vytvéii plodnice od k¥tna do podzimu. Dnes jsogkieré kmeny gstovany unile
v obrovskych mnozstvich. Jeho hlavni vyhodiapgstovani spdiva v tom, Ze tvii
plodnice i na primarnim haploidnim myceliu. Kloboold 5 — 8 cm v fimeru.
Barva klobouku je #lava nebo hédava. Ten je kélavy a ma pes centimetr
v praiméru. Ma valcovity tvar o délce zhruba stejné, jakopitimér klobouku.
Lupeny jsou v mladi naZowlé. Postupentasu jejich barva hwne azcéerna.
Vytrusy jsou hidé. Maji vegity tvar o paiimeéru 8 — 9 um (Velenovsky 1920, pod

jménemPsalliota campestris
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2.3.2. LIV

LIV (La France isometric virus) pat mezi nejintenziviji studované viry
basidiomycel. Jednd se o enkapsidovany virus. Viroddstice maji 34 nm
v praméru. Tento virus je pravgbodobré odpowdny za chorobu zvandua France
diseasqVan der Lendet al. 1995). V postiZzenych plodnicich se nachazégistice
jinych velikosti. V infikovanych vzorcich bylo naeno zpravidla def nékdy
deset dsRNA elemeint Van de Lende navrhuje nazev ABV1 (Agaricus bispor
virus 1), protoZze dosud nebyl s jistotoutem @icinny vztah tohoto viru ka
France diseaseOznd&eni a velikosti elemefitv kpb jsou nasledujici: L1(3,6),
L2(3,0), L3(2,8), L4(2,7), L5(2,5), L6(2,35), Mi@), M2(1,35), S1(0,86),
S2(0,78); (Van der Lendet al. 1996). Byly osekvenovany elementy L3, M1, M2
(Harmsenet al. 1991); L1, L5 (Van der Lendet al. 1996). V purifikovanych
virionech byly nalezeny elementy L1, L2, L3, L4,,1M2. Oltas byly doprovazeny
dalSimi temi elementy M1, S1, S2 (Van der Lereteaal. 1994). dsRNA element L6
byl nalezen v nemocnych i zdravych plodnicich (M3er Lendeet al. 1996).
Viriony obsahuji dva hlavni proteiny o velikoste®d kDa a 120 kDa a jeden
minoritni protein o velkosti 115 kDa (Van der Lereteal. 1994).

L1 segment ma jeden velky ORF, ktery obsahuje 1@8mokyselin. To by
teoreticky odpovidalo proteinu o velikosti 121,8&Funkni paiitatova analyza
odhalila homologie mezi timto proteinem a jiz znamyRdRp jinych vifi. NejwtSi
podobnosti se ukazaly s viry ScV-L-A, UmV a GIV (vVder Lendeet al. 1996).
Tyto viry pati meziTotiviridae (PospiSek 1998). Do této rodiny ale rigeme LIV
zaradit. Zastupci této rodiny totiz maji na rozdil btV nesegmentovany genom.
L1 segment tedy kéduje RdRp a odpovida mu minoikmbsidovy protein o
velikosti 115 kDa. | kdyZ odvozena aminokyselinosékvence fedpokladala
protein o velikosti 121,8 kDa (Van der Lendeal. 1994, Van der Lendet al.
1996).

L3 segment pravgodobrt kdéduje kapsidovy protein o velikosti 90 kDa
(Harmsenet al. 1991). Nej¥étSi s virionem spojeny protein o velikosti 120 kjea
ziejme kodovan L2 segmentem, jedinym zbyvajicim dsRNAnglstem, ktery ma
dostaténou kédovaci kapacitu. L5 segment ma ORF o 427 @kyselinach, coz

by teoreticky odpovidalo proteinu o velikosti 81 &DNebyla zji&na Zadna
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homologie mezi timto dondtym proteinem a znadmymi proteiny (Van der Lerde
al. 1996).

M2 dsRNA kdéduje protein, ktery byl objeven v cytagpih& postizenych plodnic.
Tento protein o velikosti 40 kDa (Harmsem al. 1991) se ale nevyskytuje ve
virionech. Funkce tohoto proteinu je nezndmd, al&emsouviset s rozvojem
choroby (Van der Lendet al. 1996).

La France disease

La France diseasge jedna z nejva&isich chorob Bzné¢ péstovanych hub. Na
rozvoji této nemoci se @ize podilet vice vir. S chorobou ale vzdy souvisi 34 nm
viroveé ¢astice. A v postizenych houbach byktsinou nalezeno dét specifickych
dsRNA elemerit. Jde o jiZ vySe zmémy LIV. Ob¢as se v infikovanych plodnicich
nachazi také tzv. MBV. Je to ssRNA virus (Romain&élagnhaufer 1995). Jeho
podil na rozvoji choroby je neznamy. Houbové farpgstizené touto chorobou
piichazejicasto o celou Urodu. Je ro&Eiia po celém s a da sedzko vymytit.

Symptomy choroby jsou ve svychigledcich zodpaidné za snizené vynosy,
nebo az za Uplnou neprodejnost &ovanych hub. Mycelium roste na zahonech
pomalu. Na zahonech se také ifvbola mista. Vyskytuji setené malformace
plodnic. Obec# je choroba nebezpea hlavié pii prvni fazi gstovani, kdy na
substratu khi ¢erstw naakované mycelium. Pokud dojde k infekci pegdje cely
pribéh nemoci uz mirgSi. Choroba se 8i pomoci fragmerit infikovaného
mycelia a pomoci infikovanych spor (Irvine & Moraf99).

Proti chorolks se bojuje zfisninim hygienickych pravidel na houbovych farmach.
Dulezité je hlave disledné odd8eni jednotlivych fazi gstovani tak, aby mezi nimi
nedochazelo kiignosu spor a mycelia. Proto se na farméch pouzizjé filtry ve
vzduchotechnice asnéni na dvéich, které zamezuji vzajemnym kontaminacim
z jednotlivych mistnosti. Novy substrat se musidpvlastnim zatkovanim zbavit
vSech nezadoucich houbovych spor. To se provadiztei pri 65 °C po dobu 16
hodin. Dodrzeni tohoto postupu jaileZité, protoze prayv infekce g kliceni
mycelia zfisobuje ¢asto ztratu celé Urody. Jaka&inné se osédcily i nekteré
zmeny ve vyrobnich postupech. Dnes fiifad vyroba substratu a vlastrigovani

probiha v oddenych provozech.
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2.3.3. MVX

V poloviné 90. let se v Britanii na houbovych farmach objwilova choroba.
Symptomy byly podobné jako ua France diseaseale komegni test na 34 nm
virus byl negativni. Uk&zalo se, zZéiginou choroby jsou nové dsRNA elementy
(Gazeet al. 2000). Choroba byla nazvana mushroom virus X (MVX)yelkého
mnoZstvi vzork odebranych viiznych mistech postiZzeni bylo izolovano celkem 26
druhi dsRNA elemerit. Jejich velikost se pohybovala v rozmezi od 64@b20,2
kbp. VetSina z &échto elemerit nebyla nikdy pedtim uAgaricus bisporupopséana.

Tyto elementy byly odpadné za velké mnoZstvi sympténe nichz gkteré se
podobaly ¢m u La France diseaseAle objevily se zde i symptomy zcela noveé.
Prikladem niize byt hidé zbarveni plodnic u jinak bilych kmerzampiorii.
Vjinych pripadech zase plodnice ztratily barvu. Tyto symptosg nikdy
nevyskytly uLa France diseaseTakto znehodnocené houby nemohlyjippdo
prodeje. Postizeni bylo naianych mistech odlisSné. \Ekterych oblastech se
vyskytlo jen mélo fiznaki. Jiné oblasti byly&ce zasazeny a objevovaly se tam
malformace plodnic jakoiplLa France diseaseNa takovych mistech dochazelo
k velkym ztratam na ur@d Vzorky z fiznych oblasti byly podrobeny analyze na
vyskyt dsRNA elemefit Ziskané dsRNA profily se liSily podle mista edin
Frekvence vyskytu jednotlivych drahdsRNA byly Gzné. Z 26 dsRNA sefit
elementy Bzné vyskytovaly i u asymptomatickych vzdrk Tyto elementy maji
velikost 16,2 kbp, 9,4 kbp a 2,4 kb@tyii nejmensi dsRNA elementy o velikosti
2,0 kbp, 1,8 kbp, 0,8 kbp a 0,6 kbp byly vZzdy natez ve spojitosti s hanutim
plodnic. Pouze wthtoétyt druhi RNA se podglo urgit jejich spojitost s jakym
symptomem. MVX se #i podobr jako LIV infikovanym myceliem a sporami.
Stejre tak obrana proti MVX se podoba obéaproti La France disease jeji
podstatou je Zfisreni hygienickych pravidel na postizenych farmach.

Mezi MVX a LIV existuji vyznamné rozdily. LIV je éapsidovany virus, ktery
je vzdy spojeny s deviti &itymi dsRNA elementy a choroldaa France diseasg
po symptomatické strance j&sdefinovana. Naproti tomu houby postizené MVX
obsahuji izné profily dsRNA elemefit Stejré tak kombinace moznych symptém
jsou variabilni. U MVX se zatim nepaila objevit virion, ktery by se vyskytoval
spol&né s €mito elementy. Celkova & dsRNA elemerit které se vyskytuji u
MVX, je vétsi nez mnozstvi dsRNA eleméngpojenych s LIV. dsRNA elementy
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LIV se v cytoplasm vyskytuji v mnohem &Sich koncentracich nez dsRNA
elementy MVX. To nize byt jedna ziicin, pra: byly tyto elementy objeveny tak
pozck. Velké mnozstvi dsRNA eleménti MVX nazn&uje, Ze se jedna o vice nez

jeden virus (Grogaat al.2003).

2.3.4. MBV

MBV (mushroom bacilliform virus) byl objeven roku980. Dlouho byl
povazovan za jediného zastupce (+) ssRNAI wr basidiomycét. Je jedinym
zastupcem rodinyBarnaviridae (PospiSek 1998). M4 nesegmentovany genom o
délce 4009 nukleotid(Revill et al. 1994). Virion ma rozrry 19x50 nm. Virus se
naléza v plodnicich postizenydta France diseasepolu s LIV. Genom koduje
sedm ORF (viz obr.2). Na 5’ konci ma navazany Vpggin. V mnohych ohledech
je podobny Bkterym rostlinnym viéim, které pai mezi luteoviry a sobemoviry.
MBV ma neobvykle organizovany genom. Posloupnast kbdovanych protein
od 5’konce k 3’ konci je protedza-Vpg-polymerazatafgenomové usgadani je u
ssRNA viifi pomerné vzacné a mnohetastji se u nich vyskytuje uspadani Vpg-
proteaza-polymeraza. Stejnou genomovou organizaa jMBV méa nagklad
PLRV, ktery pati mezi luteoviry. Velikost Vpg proteinu MBV je zagmdobna
jinému luteoviru a sice BYDV (Revibt al. 1998).

ORF1 a ORF2 se na 5’ kondgkryvaji. ORF1 kdduje polypeptid o velikost 21
kDa, ORF2 koéduje protein o velikosti 72 kDa. U tthgroteinu byla zji$na
piitomnost motivu serinové proteazy. Tento protesvgipodobré autokatalyticky
vyStpuje Vpg. Ale zatim to nebylo potvrzendimpym pozorovanim. Podobné
motivy serinovych proteaz byly nalezeny u lutedBWYV, PEMV a sobemoviru
SBMV. Fi translaci ORF2 se nejspiSe uplge strategie sklouznuti RdRp po AUG
ORF1 tak, aby se mohl translatovat i ORF2 (Resfillal. 1998). ORF3 obsahuje
sekverdni  motiv. SGXxXTXXXNTxXNxGDD, kde x zn& libovolnou
aminokyselinu. Tento motiv jettezity pro replikaci RNA (PospiSek 1998). Tato
sekvence se vyskytuje u RdRp mnohych rostlinnyeh ze skupiny luteovir a
sobemovit. ORF3 se na svém &tku gekryva s ORF2 a jeh&teci faze ma &«i
ORF2 -1 posun. ORF3 (polymeradzovy gen) je pépedobre exprimovan -1
ribozomalnim posunendteci faze (Revillet al. 1994). Tento mechanismus si
vyzaduje d¢ specifické oblasti na molekule RNA. Prvni je tglippery site coz je

sedminukleotidova sekvence, kterd umge sklouznuti ribozému o jednu bézi
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zpét takovym zgisobem, aby po tomto skluzu bylo zachovano spraanévani na
prvnim i druhém migtkodonu. Druhou oblasti je vlasenkova strukturaragkou.
Tato struktura dokdze na chvilku zastavit pohylmzdmu po RNA pray v misg
slippery site coZz umozni skluz o jednu bazi vzad. Pro fungovéstioto
mechanismu je velmi iezita vzdalenost mezslippery site a vldsenkovou
strukturou. Jen specifickd vzdalenost meamito dwma misty totiz zajisti
zastaveni ribozoOmu préwna slippery site (PospiSek 1998). ORF4 na 3’ konci
genomu kéduje kapsidovy protein o velikosti 22 kBapsidovy protein jeigjme
translatovan ze subgenomové RNA. Tato RNA ma vstiksi 0,9 kb (Revilet al.
1999). Tuto hypotézu podporujiditeé podobnosti mezi MBV a CarMV. Existuji
sekverni homologie mezi kapsidovymi proteingchto dvou viti. Kapsidovy
protein CarMV je translatovan ze subgenomové RNAk® genomu tohoto viru je
4003 nukleotid. To je téndt stejné jako u MBV. 5’a 3’ nekddujici oblastichto
dvou viri jsou sekvetné podobné (Revilet al. 1994).

5' ORF1 , T _l- ORF3 ll ORF4 l 3'
—1— 7] T

[ ORF§

nucleatides 1000 2000 3000
Obr. 2. Genom a uspadani ORF u MBV, (fevzato z Revilet al. 1994)

MBYV byl vZzdy nalézan ve spoijitostilsa France diseasé/e zdravych plodnicich
se nevyskytoval. Jehdippmnost ale nebyla zji&ta ve vSechifpadechLa France
disease MBV byl proto povaZzovan za satelitni virus jedoahvin zpisobujiciho
tuto chorobu. Ne&pstji byl spojovan s LIV. Neni wen ani jeho podil na rozvoji
choroby (Revillet al. 1999). Nicmén neéktefi autdi uvadsji, Ze se jim podalo
izolovat MBV ze zdravych plodnic, které nebyly pbshy La France disease
(Romaine & Schlagnhaufer 1995). To biegstavovalo prvniikaz o nezavislosti

replikace MBV a také o tom, Ze MBV je asymptomajieirus.

2.3.5. Problematika studia vii u Agaricus bisporus

U Agaricus bisporusdylo nalezeno mnohaiznych dsRNA elemefita virovych

castic. Jen malé mnozstvi &hto elemerni bylo osekvenovano. iBlusnost
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jednotlivych elemerit k urcitym virionim je také ¢asto neznamd. Velikost
jednotlivych elemerit odhadnuta po elektroforetickém reiehi se u jednotlivych
studii mirré odliSuji. A je dosti mozné, Zeckteré dsRNA elementy podobnych
velikosti gedstavuji vlasth jeden druh RNA (Grogaret al. 2003). Déle se
napiklad ukazalo, Ze S3 segment vyskytujici sielja France diseasge vnitrné
deletovanou variantou M2 segmentu (Harmseal. 1991). Bylo nalezeno pamimé
velké mnozstvi dsRNA eleméntkteré se vyskytuji ve zdravych i nemocnych
plodnicich a nemaji Zadny negativni vliv nisstrhouby. U elemefitvyskytujicich
se jen u nemocnych plodnic, nebyl&Smou utena jejich pima odpo¥dnost za
né¢jaky symptom. Toto vSechno zatim dava velmi chabpiedstavu o
mechanismech podilejicich se na etioldgii France diseaselJedno z mnoznych
vyswétleni spd@iva v rozdilnosti kodonovych sad pouZivanych vimowvygeny a
hostitelem. Bhem vytvdeni plodnic se u houby vyrazmvySuje syntéza protein
To sebou finasi i velkou utilizaci aminoacyl~tRNA. Tvorba eirych proteir
muze snizovat koncentraci vzacnych aminoacyl~tRNAZwanych hostitelem az
na takovou Urovg kterd je nedostatea pro translaci hostitelskych mRNA. To
muze v konéném disledku zisobovat malformace plodnic. Zaravi naznauije,

Ze za symptomy choroby je odgowma spiS replikace viru, nez jeho pouh&
pritomnost v bitkkach (Van der Lendet al. 1996).

2.4. Viry u Pleurotus ostreatus

2.4.1. Charakteristika druhu

Pleurotus ostreatuge devokazna houba rostouci natgeech a kmenech
listnatych strom. Plodnice vyiistaji v trsech odijna do lezna. Na povrchu jsou
bélavé az Sedavé. Lupeny jsou bilé. Vytrusy majilbbarvu, valcovity tvar a jsou
velké 8 — 10 um (Velenovsky 1920). Klobouk ma &mpéru 6 — 18 cm. Ten je
kratky a Rlavy. Spolu Zampiony p#tk ¢asto gstovanym houbam. zZviaShojre
se @stuje v Asii. Jeji pstovani je technologicky mémarané nez uAgaricus
bisporus Roste nairznych biologickych odpadech (napiliny, slama). Pstuje se

také na gewvenych Spalcich.
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2.4.2. dsRNA viry uPleurotus ostreatus

Z Pleurotus ostreatusbylo izolovano #kolik druhi izometrickych virovych
¢astic. Tytocastice se navzajem liSily svou velikosti a obsal®RA molekul.
PoVl m& genom tweny dwma molekulami dsRNA. Virovécastice maji
v praiméru asi 30 nm. dsRNA-1 ma 2296 nukledtid kdéduje protein o velikosti
82,2 kDa. dsRNA-2 ma 2223 nukleatih kdéduje protein o velikosti 71,7 kDa.
VeEtSi segment kdduje pragpodobr RdRp, mensi iejmé koduje kapsidovy
protein. Sekvenceéthto dvou pedpokladanych protein vykazuje homologii
s RdRp a kapsidovym proteinem partitiv(Lim et al. 2005).

OMIV-I je virus s kapsidou o gméru 34 nm. Obsahuje dvanaéznych dsRNA
molekul. Kapsidovy protein ma velikost 71 kDa. Terirus byl vzdy nalezen ve
spojitosti s OMSV. OMIV-IIl mé& stejnou velikost jakOMIV-I (34 nm). Kapsida
obsahuje it dsRNA elementy. Dva zZthto elemerit se vyskytuji i v OMIV-I.
Kapsidovy protein méa velikost 62 kDa (Hyeh al. 2004). Van der Lende izoloval
z plodnic virovécéastice. Ty obsahovalyitdsRNA molekuly. Bylo prokazano, Ze
tyto elementy jsou odpédné za sniZzenou rychlosistu. Byl prokazan i ignos
téchto elemerit mezi d¥ma mycelii skrz anastomozy (Van der Leredal. 1995).
VSechny tytoii dSRNA elementy se vyskytovaly i u OMIV-I.

Urceni pgresné identity vSechéthto virovych ¢astic bude fedmétem dalSiho
vyzkumu. Napadné podobnosti mezi velikostmi kapsimbsahem RNA nazdaji,

Ze tyto viry jsou spiSdiznymi formami jednoho druhu viru.

2.4.3. OMSV

OMSYV (oyster mushroom spherical virus) byl nedaebgven jako teprve druhy
zastupce (+) ssRNA viru basidiomycéi Sféricky virion ma pimér 27 nm a je
tvoien kapsidovym proteinem o velikosti 28,5 kDa. Genmmtvaren jedinou
molekulou (+) ssRNA o délce 5,78 kb. Na 3’ konangewu je poly(A) usek o délce
74 nukleotidi. Nukleotidova sekvence odhalil@gigomnost sedmi ORF (viz obr 3.).
Tento virus je prauwpodobré zodpowdny za chorobu zvanoayster mushroom
Die-back diseaseTato choroba se velmi rychleisa jeji propuknuttasto zfisobi
ztratu celé urody. OMSV byl izolovan pouze z napgadé plodnic a ve zdravych
plodnicich se nenachazi.

ORF1 gedstavuje nejdelSi gen. Zabira celych 83 % gend€dduje protein o

velikosti 174 kDa. Aminokyselinova sekvence tohptoteinu vykazuje homologie
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se sekvencemi RdRpekterych rostlinnych vik. NejwtSi sekvenni podobnost
vykazuje OMSV s ErLV, ktery p&tmezi tymoviry. ORF2 je umigty na 3’ konci
genomu. Po ORF1 je druhy n&f§i a kdduje protein o velikosti 28,5 kDa. Jedna se
o kapsidovy protein. Tento protein nevykazuje Zadhomologii s jinym znamym
proteinem. Celko¥ mad OMSV nejblize k tymoviim. Nemé& Zadnou podobnost
v organizaci genomu s MBV (Hyuet al. 2003). Nedavno se ukazalo, Ze by ve

viroveé ¢astici mohly byt d¢ molekuly ssRNA (Hyuret al. 2004).

79 4821 4899 5615 ;

608 949 1802 2155 3311 3883 4001 439 5053 5685

Obr. 3. Genom a uspadani ORF u OMSV, {pvzato z Hyuret al. 2003)

2.5. Viry u Rhizoctonia solani

2.5.1. Charakteristika druhu

Rhizoctonia solanije vyznamny parazit brambor a mnoha jinych kulichn
plodin. Vytv&i velké mnozZstvi kmen s rozdilnou hostitelskou specializaci i
infek¢nosti. Na povrchu bramborovych hliz vyitv&ipadné sklerocia. Pomoci
sklerocii houba fezimuje. Napadené rostliny vyt&i deformované hlizy. P
silném napadeni vznikaji hlizy nad zemi v pazdilislouba postuphzpisobuje
nekrozy podzemnichéasti rostliny. Také dochazi ke Zloutnuti a svindvan

vrcholovych lisfi.

2.5.2. dsRNA elementy URhizoctonia solani

Rhizoctonia solantvoii mnoho populaci geneticky odliSnych skupin, kteeé
specializuji natizné hostitele. Do dnesni doby bylotmnych skupinach nalezeno
velké mnozstvi dsRNA eleméntJednotlivé izolaty z ditych skupin obsahovaly
navzajem odlisné profily RNA elemeéniBharathanet al. 2005). Byl zkouman
podil RNA molekul na miru patogenifghizoctonia solanvuéi jejim hostitelim.
Vysledky se v jednotlivych pozorovanich liSily.¢ieré vyzkumy ukazovaly na
zvySeni virulenceRhizoctonia solanv disledku pitomnosti dsSRNA molekul. Jiné
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zase nazrvaly, Ze za hypovirulenci¢kterych kmeid Rhizoctonia solanmohou

pra® dsRNA elementy. Vysitleni €chto rozdilnych zjigni spa&iva ve velké

variabilit¢ jak genotyj jednotlivych zkoumanych kméntak v nich nalezenych
RNA molekul (Jiaret al. 1998).

Zkoumani virulentniho kmenu Rhs1AP a odj mdvozenych nevirulentnich
kmeni Rhs1Al, Rhsl1lA2 a Rhs1A3 odhalil&gitpmnost RNA element které
mohou byt zodpoddné jak za zvySeni virulence, tak za hypovirul¢dhekshman &
Tavantzis 1994; Strausst al. 2000). Kmen Rhs1AP obsahoval dva segmenty
dsRNA o velkosti 23 kbp (tzv. L2 segment) a 6,5 ktgv. M1 segment). Zatimco
hypovirulentni kmen Rhs1Al obsahoval daisietementy o velikosti 25 kbp, 3,6
kbp (tzv. segment M2) a 1,2 kbp. Kmeny Rhs1A2 alRRl3svykazovaly snizeny
rast a postradaly segmenty L2 a M1. RNA molekula dkesti 1,2 kbp se
nachazela ve vS8ech kmenech odvozenych od RhslAksHiean & Tavantzis
1994). DalSi vyzkum se zaiil na segmenty M1 a M2. U M2 segmentu se
predpoklada, Ze je zodpé&dny za hypovirulencRhizoctonia solaniM1 segment je
zase povazovan zayodce zvySené virulence této houby.

M2 segment byl nalezen v cytoplasm mitochondriich. Uk&zalo se, Ze genom
Rhizoctonia solanv sol& obsahuje DNA kopii tohoto elementu. Sekvence jédno
rettzce koduje protein, ktery ma v solmotivy RdRp. Tento protein také vykazuje
vyznanou sekvedtni podobnost se dma doménami pentafutikiho proteinu,
ktery katalyzuje gt centralnich krok Sikimatové drahy u kvasinek a vlaknitych
hub (Lakshmanet al. 1998). Sikimatova drdha se vyskytuje u rostlin a
mikroorganisni. Je nezbytna pro tvorbu aromatickych gknin, které se uplaji
v primarnim metabolismu (n&paromatické aminokyseliny); (Coggiesal. 2003).

M1 segment se také nachézi v cytoplasmmitochondiich. M1 ma Sest ORF
(obr. 4.). Nej¢tSi je ORF2 na (+jetézci. Jedna se o helikdzovy gen, ktery kéduje
protein o velikosti 199 kDa. Tento protein ma vy&amau podobnost s A1 proteinem
BBMV, ktery pati mezi bromoviry. ORF5 na (#tzci tvaii komplementarni tsek
k ¢asti ORF2. Tento ORF koduje protein, ktery vykazajgnou podobnost
k CcOAF. CcOAF je pokladdan za chaperonin. Pomahasp&vnému sbaleni
podjednotkam cytochrom oxidazy. Toto naama mozny p@vod c¢asti M1
segmentu z mitochondialniho genomu, ktery nesetrelgkansportni geny. M1
segment nenese Zadny motiv RdRp, ale vzdy se wjgkyspoléné s L2
segmentem. Sekveéni analyza tohoto segmentu odhalildg@mnost motiw, které
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se vyskytuji u RdRp. To by mohlo nazpsaat, Ze M1 je svoji replikaci zavisli na
L2 (Jianet al. 1998). Sekvetni motivy nalezené u M1 a M2 segminkteré
vykazuji podobnost s &itymi bunéénymi geny, mohou podporovat hypotézu

evoluce RNA vifi hub a rostlin z&chto gerd.

ORF 2 (808-6048 n1)

+] >
ORF 1 (9-671 nt)
—_—

ﬁ
#

ORF 5 (3732-3301 nt) ORF 3(1374-53& nt)
ORF 6 (5226-4832 nt) ORF 4 (2754-2356 nt)

+3

Obr. 4. Usptadani ORF u segmentu M1 izolovanéh®hizoctonia solani

(prevzato z Jiaet al. 1998)
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3. Material a metody
3.1.

Armillaria

Kultivace jednotlivych kmeni rodu

Jednotlivé kmeny pouZité v této praci pro testoy@itomnosti RNA elemeiita
pro testovani jednotlivych fyziologickych parantewvliviujicich ffist pochazeji
jednak zvlastnich sbi a jednak se sbirky kmé&nvaclavek na Mendelgv
zemeédélské a lesnické univerzitv Brn¢ (viz Tab. 1). VeSkeré kmeny byly
kultivovany @i 25 °C jako optimélni teplét pro rist vaclavek (Jankovsky &

Schawl 1999).

¢. druh pivod ¢. druh pivod
kmene kmene

Al A. gallica Krésky les (Praha) ] Ab513| A. cepistipes MZLU Brno
A4 A. gallica Krésky les (Praha) | Ab18| A. cepistipes MZLU Brno
A5 A. ostoyae | Kr¢sky les (Praha)| A520| A. tabescens MZLU Brno
A6 A. gallica Krésky les (Praha) | Ab24| A.cepistipes| MZLU Brno
A7 A. gallica Krésky les (Praha) ] Ab32| A. ostoyae | MZLU Brno
A8 A. cepistipeg Kresky les (Praha) | A535| A. cepistipes MZLU Brno
Al10 | A. gallica Kresky les (Praha) | A537| A. ostoyae | MZLU Brno
All | A. gallica Hradec Krélové A538 | A. ostoyae | MZLU Brno
Al5 | A sp. Ricany A540 | A. cepistipes MZLU Brno
Al6 | A sp. Jevany A549 | A. ostoyae | MZLU Brno
Al19 | A sp. Dojettice A550 | A. gallica MZLU Brno
A21 | A sp. Blazim A555 | A. gallica MZLU Brno
A22 | A. sp. Kytin A556 | A. ostoyae | MZLU Brno
A25 | A sp. Kozi hory A560 | A. ostoyae | MZLU Brno
A26 | A. sp. Obory A565 | A. ostoyae | MZLU Brno
A27 | A. sp. Buda A566 | A. gallica MZLU Brno
A28 | A. sp. Neprejov A567 | A. ostoyae | MZLU Brno
A29 | A. sp. Solenice A575 | A. gallica MZLU Brno
A30 | A. sp. Praha Bubene A577 | A. gallica MZLU Brno
A31 | A sp. Hejnice A580 | A. ostoyae | MZLU Brno
A32 | A sp. Jestd A584 | A. cepistipes MZLU Brno
A33 | A sp. Tabor A585 | A. cepistipes MZLU Brno
A34 | A sp. Teplice A587 | A. ostoyae | MZLU Brno
A35 | A sp. Novy Hradek A593 | A. gallica MZLU Brno
A509 | A. cepistipes MZLU Brno A626 | A. gallica MZLU Brno
A511 | A. cepistipes MZLU Brno A640 | A. gallica MZLU Brno

Tab. 1 seznam pouzitych kmiepro jednotlivé experimenty
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3.1.1. Kultivace kmeni pro testovani fyziologickych parameti

Pro veSkeré fyziologické experimenty bylo pouzitevipé agarové HN-HC
medium [vinan amonny 2 g/l, D-glukdza 20 g/I, &0, 1 g/l, NaBPQO, 0,2 g/l,
MgSQ, . 7H0O 0,5 g/l, stopové prvky: 25 ml/l (sloZeni: CaClg/l, FeSQ. 7TH,0 2
g/l, ZnSQ . 7TH,0 0,2 g/l, CuS® . 5H,0 0,4 g/l, MnSQ . 4H,0 0,2 g/l)].
Jednotlivé kmeny byly u vSech experimewtkovany na Petriho misky (@ 9cm).
VSechny misky byly fotografovany na preésevaci desce (Fomei, Light box
LP130) fotoaparatem (Konica Minolta Dimage X1) teivalech jednoho tydne po
dobu celkem ti tydni. Paizené fotografie byly analyzovany @tacovym

programenmArea Counter

3.1.2. Kultivace za fizného pH

Bylo pfipraveno pevné agarové HN-HC medium o hodnotach5pHs, 7, 8.
Testovany byly kmeny A 566A( gallica), A 535 A. cepistipes A 580 A.
ostoyag. VSechny kmeny pro kazdou hodnotu pH, bylykavany ve iech
paralelach. Inokulum tud agarovy tetik o priméru 0,5 cm.

3.1.3. Kultivace za fiznych koncentraci glukozy

Bylo pripraveno pevné agarové medium o koncetracich giukog/l, 10 g/l, 20
g/l, 30 g/l, 40 g/l, 50 g/l. Testovany byly kmeny 350 @A. gallica), A 513 A.
cepistipey A 565 (A. ostoyag VSechny kmeny byly pro kazdou koncentraci
gluk6zy nagkovany na Petriho misky véetch paralelach. Inokulum téibagarovy

tertik o paiméru 0,5 cm.

3.1.4. Kultivace na alkoholech

Byly testovany kmeny A 566A( gallica), A 535 @A. cepistipes A 580 A.
ostoyaé. Do kazdé Petriho misky bylo napipetovano 20 oxkBho agarového HN-
HC media. Po dvou dnech byly do Petriho misek pip@ty alkoholy o
koncentracich 0 ppm, 100 ppm, 500 ppm, 1000 ppQ 2pm (Weinhold 1963).
Byly pouzity alkoholy metanol, etanol, isopropansipbutanol (GH100). Vodné
roztoky €chto alkohal byly vysterilizovany gama #énim davkou 25 (kGy). Do
kazdé misky bylo napipetovano 2 ml roztoktispuSného alkoholu offslusné
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koncentraci. VSechny kmeny byly pro kazdy alkoholkaZzdou koncentraci

naaikovany ve tech paralelach. Inokulum tiibagarovy te¢ik o piméru 0,5 cm.

3.1.5. Pdita¢ova analyza fotografii

Ke stanoveni obsahu plochy Petriho misek porogttingtlivymi kmeny byl
pouzit program Area Counter. Autorem tohoto progrgenBc. Tomas ¥trovsky.
Tento graficky editor wuje procentualni poén vymezené plochy bitmapy pomoci
integrace jejich pix@l Princip programu sgiva v ozn&eni zkoumané plochy
obrazku (fotografie), pdipad oznaeni oblasti, jenZ do vygtu zahrnuta byt
nema, uzivatelem pomoci jednoduchych kreslicichtrojas dale v nasledném
seteni bodi této plochy a porovnani s celkovou velikosti oktazpipadré
snizenou o nezadouci oblast. Aplikace tohoto prograbyla koncipovana
predevsim pro analyzu fotografii plochy rostoucihocetia a nasledné sestaveni
rastovych Kivek

3.1.6. Kultivace pro testovani RNA elemerii

Jednotlivé kmeny byly gstovany na dvou komplexnich tekutych mediich. GC
medium (glukdza 20 g/l, kukig¢ny extrakt 7 g/l), ME medium (20 g malt extrakt).
U obou medii bylo pH upraveno pomoci 5 M roztokuOtBna hodnotu 5,5.

Kazdy kmen byl kultivovan paralairve fech 500 ml Erlenmayerovychid@ch,
v kazdé bace bylo 100 ml media. Kazda ika byla nadkovanactyimi kousky
inokula z pevnych agarovychigh obsahujici stejné komplexni medium. Kultivace
probihala #i tydny. Prvni tyden probihala kultivace submersrdpisobem, aby
doSlo k rozndlnéni inokula na vic€asti. Nasledujici dva tydny probihala kultivace
staticky. Po skofeni kultivace byla narostla biomasa proplachnutestilované
vodé a vzorky byly zamrazeny v -80 °Cidel vlastni analyzou nukleovych kyselin
byly vzorky lyofilizovany po dobu 3 — 4 dn(Groganet. al.2003).

3.2. I1zolace nukleovych kyselin

VSechny pufry a reagencie bylyfipraveny z RNA-free vody, u které byla
RNazova aktivita odstrg&na pouzitim dimetylpyrokarbonatu. Lyofilizované

zamrazené vzorky byly rozdrceny v tekutém dusikuigei misce spolu s malym
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mnozstvim praskového ADs; (Ihrmark et al. 2001). Na kazdy gram rozdrceného
vzorku bylo gidano 5 ml 2 x STE pufru (0,2 M NaCl, 0,1 M TrisMin EDTA).
Smes byla homogenizovana. Ke &sn byl pridan 1 x objem saturovaného fenolu
(pH 4,5). Snis byla centrifugovana 20 miripd300 rpm (4 °C). Vodna faze byla
odebrana pomoci pipety bylo k nfiggno 0,5 x objemu fenolu (pH 4,5) a 0,5 x
objemu chloroformu. Sis byla centrifugovana 20 minutig300 rpm (4 °C). Ot
byla odebrana vodna faze a byl k slidan 1 x objem chloroformu. Nasledovala
centrifugace 20 minutip4300 rpm (4 °C). K vodné fazi bykipdn 96% etanol, tak
aby vysledna koncentrace etanolu v roztoku byla .18%oztoku byla pidana
praskova celuléza CF-11 (Whatman) (0,5 ¢/10 ml swgdantu). B této
koncentraci etanolu vroztoku se na celulézedpost® vaze dsRNA, zatimo
ssRNA a DNA #stavaji volg v roztoku a mohou byt odstr&my promytim.
(Morris & Dodds 1979). Sis byla promichavana po dobu 10 mintit4°C. Tato
smés pak byla nanesena na kolonku (Biorad) a bylalpobpvana 50 ml STE-15
pufrem (0,1 M NacCl, 0,05 M Tris, 1 mM EDTA, 15% V&atOH). dsRNA pak byla
uvolnéna z celuldzy promytim 10 ndistého STE pufru. Nukleové kyseliny byly
vysrazeny pomoci 2,5 objemu 96% etanolu 0,1 obj@mM acetitu sodného.
Precipitace probihalai@s noc i -20 °C. Vzorky pak byly centrifugovany 40 min
pii 4300 rpm (4 °C). Pelety byly proplachnuty 1 ml %0etanolu. S&s byla ot
centrifugovana 30 minutiép4300 rpm (4 °C). Pelety byly vysuSeny na vzduehu
byly rozpusény ve 100 pul RNA-free ddHO. Vzorky byly analyzovany
elektroforeticky v 0,9 % w/v agar6zovém gelu v TAE pufru (0,04 M Tris-acetét,
1 mM EDTA) (Maseket.al. 2004). Do kazdé jamky bylo napipetovano 20
vzorku. Jako standart velikosti nukleovych kysddydy pouzity markery: markex
DNA/Ecd®d1l, marker 1000bp/DNA Ladder plus. Vzorky byly wemy pomoci
syber gold. Elektroforéza probihala 1ki g0 V. Gely po elektroforéze byly
vyfotogafovany a fotografie byly zpraovany pomoodgramu 1D Image analysis,
verze 3.6.1 (Kodak).

3.3. Fruktifikace

Pri pokusu o fruktifikaci bylo jako medium pouZzit stkat o nasledujicim slozeni.
btezové piliny : pSewné otruby : voda v poénu 2,2 : 1 : 1,5 (Togashi 1996)
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Substratem byly napény 250 ml Erlenmayerovy By do jedné ietiny. Do
jedné poloviny &chto bagk bylo pridano 5 g strouhané mrkve. Tento substrat byl
autoklavovan dvakrat v 24 hodinovém intervalu mjezinotlivym sterilizacemi.
Jednotlivé baky byly inokulovany z Petriho misek kmeny A535, AGLBA566
(kazdy kmen byl &ovan dvakrat, jednou se strouhanou mrkvi, po dig® a
inkubovany jeden gsic @i teplog 25 °C. Po této dabbyly preneseny do fytotronu
S nastavitelnym stelnym a tepelnym rezimem, kde probihala kultivaeael6 °C

pii periodické zminé oswtleni po 12 hodinéch.

4. Vysledky

Uvedené tabulky a grafy shrnuji jednotlivé vysledkigré jsou dale podrobjn
diskutovany asti Diskuze.

4.1. Kultivace za tizného pH

pH 5
kmen/tydny 1. 2. 3.
4% 7% 11%
6% 8% 15%
A566 5% 8% 13%

pramér 5%:+0,8 | 8%+0,4 | 13%+1,6
6% 13% 19%
10% 15% 24%
A535 7% 13% 21%
prameér 8%=1,7 [ 14%+0,9| 21%+2
9% 11% 19%
8% 12% 21%
A580 7% 10% 19%
pramér 8%=0,8 | 11%+0,8| 20%+0,9

Tab. 2
Procentudlni vyjageni obsahu porostlé plochy Petriho misek u kinkb66 (A.

gallica), A 535 A. cepistipes A 580 A. ostoyagpii pH 5
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% 25% -

20% -

15% -

10% -

5% -

O)A) I T 1
0 1 2 3 tydny

—e— AS66 A535 —— A580

Graf 1
Grafické znazoréni rychlosti fistu kmetd A 566 (A. gallica), A 535 @A.

cepistipe}, A 580 @A. ostoyagna Zivné jgdé pii pH 5

pH 6
kmen/tydny 1. 2. 3.
4% 7% 12%
6% 9% 15%
A566 5% 9% 14%

prameér 5%20,8 | 8%+0,9 | 14%+1,2
5% 14% 19%
7% 11% 22%
A535 7% 12% 20%
prameér 6%+0,9(12%=+1,2| 20%+1,2
6% 11% 20%
8% 9% 22%
A580 6% 10% 20%
pramér 7%20,9 | 10%+0,8| 21%+0,9

Tab. 3
Procentualni vyjaieni obsahu porostlé plochy Petriho misek u kin&rb66 A.
gallica), A 535 (A. cepistipes A 580 A. ostoyagpii pH 6
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Graf 2
Grafické znazoréni rychlosti fistu kmetd A 566 (A. gallica), A 535 @A.

cepistipe}, A 580 @A. ostoyagna Zivné jgdé pii pH 6

pH 7
kmen/tydny 1. 2. 3.

5% 7% 13%

A566 8% 10% 10%
6% 9% 11%

pramér 6%+1,2 | 9%+1,2 | 11%*1,2
6% 12% 17%

A535 6% 10% 14%
5% 10% 16%
prameér 6%+0,4 | 11%+0,9| 16%=+1,2
6% 9% 23%

A580 6% 9% 19%
5% 8% 20%

pramér 6%+0,4 | 9%+0,4 | 21%+1,6

Tab. 4
Procentualni vyjaieni obsahu porostlé plochy Petriho misek u kinkrb66 A.
gallica), A 535 (A. cepistipels A 580 A. ostoyagpii pH 7
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Graf 3
Grafické znazoréni rychlosti fistu kmeri A 566 A. gallica), A 535 A.
cepistipey A 580 A. ostoyagna zivné pde pii pH 7

pH 8

kmen/tydny 1. 2. 3.
7% 9% 17%
A566 9% 11% 19%
7% 11% 17%
prameér 8%=0,9 [ 10%=0,9| 18%=0,9
8% 11% 13%
A535 7% 10% 12%
5% 10% 14%
prameér 7%+1,2 | 109%+0,4| 13%+0,8
10% 15% 27%
A580 7% 9% 16%
7% 11% 15%
prameér 8%=1,4 [ 12%+2,4| 19%=+0,5

Tab. 5
Procentualni vyjaieni obsahu porostlé plochy Petriho misek u kin&b66 A.
gallica), A 535 (A. cepistipes A 580 A. ostoyagpii pH 8
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Graf 4
Grafické znazoréni rychlosti fistu kmeri A 566 A. gallica), A 535 A.
cepistipey A 580 A. ostoyagna zivné pde pii pH 8
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Graf 5
MnozZsvi porostlé plochy u kmém 566 (A. gallica), A 535 A. cepistipes A 580
(A. ostoyagpo tech tydnechirstu v zavisloti na pH
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4.2. Kultivace za iznych koncentraci glukozy

Tabulky 6 az 11 znaztwji postupny iist jednotlivych kmet v obdobi ¥i tydni za

raznych koncentraci glukdzy v mediu.

konc.

glukozy 0 g/l

tydny 1. 2. 3.
5% 10% 11%
5% 6% 7%

A 550 5% 7% 10%

pramér | 5%=+0 | 8%*1,6|9%=1,6
8% 11% 12%
4% 5% 7%

A513 5% 6% 7%

pramér [ 6%+1,6| 7%+2,6| 9%=+2,3
4% 6% 7%
5% 7% 9%

A565 5% 6% 8%

pramér | 5%+0,4| 6%=0,4| 8%=0,8

Tab. 6

konc.

glukézy 10 g/L

tydny 1. 2. 3.
4% 8% 11%
4% 9% 11%

A 550 5% 10% 12%

pramér [4%=+0,5( 9%+0,8 | 11%+0,5
12% 17% 20%
17% 20% 22%

A513 15% 16% 19%

pramér | 15%=+2 [ 18%=+1,7| 20%+1,2
6% 9% 16%
7% 10% 15%

A565 8% 10% 15%

pramér [ 7%=0,8[ 10%+0,4| 15%=0,4

Tab. 7
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konc.

glukdzy 20 g/l
tydny 1. 2. 3.
4% 10% 13%
4% 8% 11%
A 550 4% 9% 13%
pramér | 4%+0 | 9%+0,8 | 12%t+0,9
11% 15% 19%
18% 25% 30%
A513 13% 16% 18%
pramér | 14%+2,9|19%+0,5| 22%+0,5
9% 20% 25%
8% 13% 20%
A565 8% 15% 20%
pramér | 8%+0,4 | 16%t2,9|22%+2,3
Tab. 8
konc.
glukozy 30 g/l
tydny 1. 2. 3.
5% 10% 14%
4% 9% 14%
A 550 5% 9% 13%
pramér | 5%+0,5| 9%0,6 | 14%t0,5
16% 21% 28%
14% 22% 27%
A513 13% 20% 25%
pramér | 14%+1,2| 21%+0,8| 27%+1,2
7% 17% 21%
4% 7% 10%
A565 8% 15% 20%
pramér | 6%=1,7 | 13%+0,5|17%=+0,5
Tab. 9
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konc.

glukézy 40 g/l
tydny 1. 2. 3.
5% 9% 15%
6% 12% 16%
A 550 5% 10% 15%
pramér | 5%+0,5 [ 10%t1,2| 15%+0,5
17% 19% 22%
12% 19% 24%
A513 13% 16% 21%
pramér [ 14%+2,2(18%+1,4|22%+1,2
4% 13% 17%
12% 16% 19%
A565 8% 14% 17%
pramér | 8%+3,3 | 14%t1,2| 18%+0,9
Tab. 10
konc.
glukozy 50 g/l
tydny 1. 2. 3.
5% 8% 11%
4% 7% 10%
A 550 5% 8% 10%
pramér | 5%+0,5| 8%0,5| 10%+0,5
9% 18% 21%
12% 25% 27%
A513 11% 19% 21%
pramér | 11%=+1,2|21%+3,0| 23%+2,3
5% 7% 12%
6% 13% 16%
A565 7% 9% 13%
pramér | 6%+0,8 | 10%t2,5| 14%+1,7
Tab. 11
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MnoZsvi porostlé plochy u kmérm 550 A. gallica), A 513 @A. cepistipes A 565
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Rychlost fistu kmenu A 5504. gallica) v zavislosti na koncentraci glukézy mediu
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Graf 8
Rychlost fistu kmenu A 513A. cepistipepsv zavislosti na koncentraci glukozy
mediu
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Rychlost fistu kmenu A565A. ostoyagv zavislosti na koncentraci glukdézy mediu
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4.3. Kultivace na pidach s niznou koncentraci

vybranych alkoholu

A566 Oppm |[100 ppm |500 ppm |1000 ppm | 2000 ppm
metanol 18% 19% 22% 24% 23%
etanol 22% 21% 23% 22% 24%
isopropanol 20% 19% 21% 20% 20%
isobutanol 22% 20% 20% 21% 22%
A566 0 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm | 2000 ppm
metanol \Q) (#) (| ") | & ) -
- 2 ~>,// - \ 4
etanol A ﬁ/) - (. Ty N
\, D 4 \\\> 7 \\‘ 4 .
isopropanol . L 3 » . (- )
\ o 4 \ y 3 ‘\‘_//‘
isobutanol ‘ | \\* ' ) ‘ '/ '; )
Tab. 12

MnoZstvi porostlé plochy u kmene A 56%. @allica) po fech tydnechistu v

zavislosti naiizné koncentraci vybranych alkokdlvyjadieno procentuatha

graficky)
A535 D ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm
metanol 8% 28% 30% P5% 25%
etanol 8% 28% 6% 29% 6%
isopropanol 5% 5% 5% B0% 5%
isobutanol B1% B0% B0% B7% 14%
A535 0 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm
p =
metanol * \.'A ', =y -
¥/ - J i S N g/
' ’ 4 ; N ; ‘4’
etanol | - ) [ e /. ) .
.8 in L AN
\ T = ’ ’ 3 - | "‘.
isopropanol t .} ¢ L B /\ ® } . ) 1 Q)
\/ ‘ 3 4 ] / S |
; { g
isobutanol “ ./ ) L Kl : ‘ K 4 ) \*l
Tab. 13

MnoZstvi porostlé plochy u kmene A 535. Cepistipespo tech tydnechirstu v
zavislosti naiizné koncentraci vybranych alkokdlvyjadieno procentuatha

graficky)
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A580 0 ppm 100 ppm | 500 ppm |1000 ppm | 2000 ppm
metanol 24% 29% 22% 23% 25%
etanol 21% 27% 21% 19% 24%
isopropanol 23% 23% 22% 23% 27%
isobutanol 26% 28% 29% 26% 32%
A580 0 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm
metanol / ® - \ » .. e
\ ’/,’ \ / \ 4 \ —/v’
etanol @ ”® . S ) e
,\ // ‘\./ N~ — \ )
isopropanol /\ L ) B . . .
S ¢ ] \v// n < p - 7
an . =
isobutanol ( . @ ) ’ ‘) ' ) . @ J
Tab. 14

MnozZstvi porostlé plochy u kmene A 588. pstoyagpo tech tydnechirstu v

zavislosti naitzné koncentraci vybranych alkobdlvyjadieno procentuatha

graficky)
HN-HC HN-HC HN-HC HN-HC
ME medium medium medium medium medium
metanol etanol isopropanol | isobutanol
konc. alkohold 0 ppm 1000 ppm 1000 ppm 1000 ppm 1000 ppm
A566 \%) e & ) - (&)
<l y | 4 | \\.,,_ y : y
A535 (‘*\ ‘ i‘) /./ ' ./ Kt.‘/
S/ P — 4 S 4
AS80 % e L . L 3
Tab. 15

Srovnani kultivace kménA 566 A. gallica), A 535 A. cepistipes A 580 A.

ostoyag na ME mediu v porovnani s HN-HC mediemiznymi alkoholy o

koncentraci 1000 ppm
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4.4. Kultivace pro analyzu nukleovych kyselin

A524 A566 A32
Obr. 5
Kultivace kmeii na tekutych GC mediich pro naslednou izolaci RNA
Kultivace probihala po dobuittydni. Narostla biomasa byla proplachnuta vodou
zamrazena a lyofilizovana. Z takto upravenych vizdala izolovana RNA. Timto

zpasobem se podio faddow vypestovat 20 az 80 g biomasy pro kazdy kmen.
4.5. 1zolace RNA
Ovéreni metodiky izolace pomoci praskové celuldézy CF-11

Izolace RNA z Endomyces magnusii (kmen DMPU4-1-g, sbirky katedry
genetiky a mikrobiologie Karlovy Univerzity v Prgze

Obr. 6
0,9 % agardzovy gel v 1 x TAE pufru, barveno sydwid
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1 — vzorek E. magnusii eluovany z kolonky pufremESI5 (obsahujici 15%
etanolu v/v), 20l

2 - markerh DNA/Ec®O1l, 4l

3 —vzorek E. magnusii uvainy z kolonky¢istym STE pufrem, 2@l

krouZek ozn&uje majoritni prouzek RNA, Sipkami jsou ozeay slabsi prouzky
RNA

4 — marker 1000bp/DNA Ladder plusu#

Izolace RNA zAgaricus bisporus

Obr. 7
0,9 % agardzovy gel v 1 x TAE pufru, barveno sydmid

1 - markef. DNA/EcdO1l, 4l

2 — vzorekAgaricus bisporus2Qul, pivodni biomasa cca. 60giqupokladana
velikost RNA 2,4 kb

3 - marker 1000bp/DNA Ladder plusu#
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Izolace RNA z kmmene A518

Obr. 8
0,9 % agardzovy gel v 1 x TAE pufru, barveno sydmid

1 - markefs DNA/EcdO1l, 4l

2 —vzorek A518, 2Ql, zelna Sipka ozriaije zbytky chromosomalni DNAgervené
Sipky zobrazuji ribozomalni RNA

3 - vzorek A518, 2@, po opisobeni DNazou
4 — vzorek A518, 2Ql, po opisobeni RNazou

5 - marker 1000bp/DNA Ladder plusu#
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Ukazka izolaci nukleovych kyselin z vybranych kme@i rodu
Armillaria

1 SZmgamaaEEse 8 9 10 111213

Obr. 9
0,9 % agardzovy gel v 1 x TAE pufru, barveno sydad
¢islo vzorku kmen
2 A509
3 A556
4 A565
5 A520
6 A560
7 Ab524
9 A566
10 A580
11 A577
12 A584
13 A540

1 - marke. DNA/Ec®1l, 4pl

8 - marker 1000bp/DNA Ladder plusu#
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Obr. 10
0,9 % agardzovy gel v 1 x TAE pufru, barveno sydmid

Cislo vzorku kmen
1 A7
2 All
3 A4
6 Al
7 A8

4 - markerh DNA/Ecd1l, 4l

5 - marker 1000bp/DNA Ladder plusu#

46




4.6. Fruktifikace

Obr. 11
Kmeny A535, A580, A566 pditydenni kultivaci s viditelnymi rhizomorfami

Jak je zejmé z uvedenych fotografii, p@itydenni kultivaci uvedenych kmén
doslo k dobe viditelné tvork rhizomorf (hrgda vldkna rozprogna podél sh
kultivacni néadoby). K tvord primordii dochéazelo ojedéle a jejich velikost
nepgesahovala 0,5 cm. K tvatb plodnic v piibéhu experimentu (1 #sic)

nedochazelo.

5. Diskuze

Vaclavky vytvaeji v piirodk velmi spletité a rozsahlé &ithizomorf, které slouzi
k jejich Steni v midé. Jsou tak vystavenyipobeni mnoha jsich faktoti, které
mohou ovliviovat jejich fist. Jednd se o faktory abiotické, jako je pEdyp
(Marcais & Wargo 2000) vlhkost, chemické sloZemnitost, tak o faktory biotické
(raizné jiné @mdni mikroorganismy, které mohou s vaclavkami injeraat). Stejs
tak mohou tyto faktory ovlifovat hostitelské rostliny, které vaclavky napadaiji.
Nizka hodnota pH fedstavuje dlouhodoby stresovy faktor prékteré druhy
rostlin, které pak mohou byt nachyjéi kinfekci vaclavkou (Godbold &

Hutterman 1994). Bkteré druhy mikroorganisinmohou stimulovat @ité kmeny
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vaclavek k tvor® rhizomorf, nap. nékteré druhy rodwPenicillium (Kwasna et al.
2004).

Za laboratornich podminek je &gkovy vzhled kolonii jednotlivych kmén
znan¢ variabilni a mnici se wWase. Jednotlivé kmeny mohou do media vguat
tmavy pigment, mohou vytvét, st rhizomorf, nebo naopak kompaktni kolonie
s hladkym okrajem. Tyto vlastnosti nejsou pro jetim® kmeny stale a smi se
v zavislosti na kultivénich podminkach. Problém kultivace kniewéaclavek
spa:iva v relativié pomalém distu ve srovnani s ostatnimiedtokaznymi houbami.
S dlouhodobou kultivaci jsou spojené problémy sipliymi a bakterialnimi
kontaminacemi. Tento problém fipasi obtize P studiu tohoto rodu
z mikrobiologického hlediska. Z tohotoivbdu jsem se za#il v této praci na
urcité faktory, které by mohly pozitienovlivnit rychlost kultivaci jednotlivych
kmeni. Cilem prace byla i snaha zjistit, jestli existujéité rozdily v narocich na
laboratorni kultivaci mezi jednotlivymi druhy. Zfidval jsem také, zda by ¢iré
faktory nemohly mit trvaly vliv na morfologii koldin Slo mi gredevsim o to cilen
vyvolat u jednotlivych kmein tvorbu rhizomorf. PokouSel jsem se také simulovat
takové laboratorni podminky, které by bylyizmivé pro tvorbu plodnic. Tvorba
plodnic vaclavek je sezénni zaleZitost s pows kratkou dobu trvani. Je ovligna
vicero faktory, mezi které patteplotni znény na konci léta (chladné noci), Zna
fotoperiody, zmina relativni vilhkosti. Obeen je fruktifikace plodnic za
laboratornich podminek velmi obtizn4. Zavisi na handaktorech, které neni
mozné simulovat. Provazanosichito faktofi je navic zn&nd a komplikovana.
Z ekologického hlediska se idldruktifikace hlavié u dcevokaznych a saprotofnich
hub, které se ve velkémégtuji jako potraviny nap hliva, Zampion. Schopnost
vyvolat fruktifikaci u vaclavek je zajimava jak fediska potravingského (vaclavka
je jedla houba), tak z hlediska vyzkumného (izolagenych latek). MnoZstvi
biomasy vzniklé fi fruktifikaci je totiz mnohem #tSi, neZz mnoZstvi biomasy
vypéstované kultivaci na tekutych mediich. Pouzil jseetodu gstovani vaclavek
na substratu z pilin (Togashi 1996). Do polovinjleBEmayerovych baik jsem
piidal strouhanou mrkev, kterd4 byéla indukovat tvorbu rhizomorf (Togashi &
Takizawa 1994). Rhizomorfy se ale filp se stejnou intenzitou i u kontrolnich
vzorki bez mrkve. Fruktifikaci se nam nepditta za pgredepsanych podminek
dosahnout, ale na substratu se viitacaspa primordia. Nej¢tSi mnozstvi kmein
jsem ale podrobil izolaci RNA s cilem nalezt dsRiEkEmenty. Takové elementy
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jsou giznakem virové infekce u hub.&t8ina dosud objevenych viru vySSich
basidiomycal, byla objevena u druity které se v zewalskych vyrobach gstuji ve
velkém. Téndt nic neni znamo ofpozeném vyskytu houbovych vir Vaclavka se
jevi jako model k tomuto vyzkumu. Jednotlivé klomphou fist na obrovskych
plochach a mohou dosahovat vysokéhdi gtamith et al. 1992). Takto rozsahlé
organismy interaguji na mnoha urovnich s velkym hshdm jinych organisiin
Tyto interakce by mohli vést i k vigné genetickych elemetit Nékteré houboveé
viry jsou pravédpodobré pribuzné srostlinnymi RNA viry (Ghabrial 1998).
Véaclavky se svoji ekologii podobaji druhteterobasidion annosumyJ tohoto
druhu byly dsRNA elementy objeveny (lhrmagk al. 2001). Vaclavka je také
v lesich pordrné béZny typ houby a tak neni na podzim problém seesh vzorki.

Pii experimentech, kde jsem sledoval ¢y rychlosti fistu kolonii, nebo
morfologické zminy jsem pouzival HN-HC medium. Je tdepré chemicky
definované medium, u kterého Ize snadnoémin jeden ¢i vice paramefr
(koncentrace glukdzy, hodnota pH) a sledovat takérgmv rychlosti fistu.
Véaclavky na tomto mediu rostou o poznani pomalefi na komplexnich mediich
GC a ME. Naproti tomu na GC a ME mediich navic @tivé kmeny¢astokrét
spontang vytvareji rhizomorfy. Na HN-HC mediu &Sina gstovanych kmein
vytvéarela hladké kolonie, a toto medium je proto vhodmé gptudium faktok
stimulujicich fist rhizomorf.

U tiech vybranych kmanA 566 (A. gallica), A 535 @. cepistipes A 580 A.
ostoya@ jsem testoval jejich schopnoststu a vznik pipadnych morfologickych
zmen za fiznych hodnot pH (Boddy & Jones 2006). Sledoval j$ejch rist na
pevnych agarovych mediich, u kterych jsem uprawl ma hodnoty 5, 6, 7, 8.
Pomoci poitacové analyzy fotografii jsem stanovil procentualoimpr porostlych
ploch na Petriho miskach. Vysledky viz (graf 5)¢ghto vysledk vyplyva, Ze
jednotlivé kmeny rostou Iépe za nizSich hodnot patrné je to hlawhu kmene
A535. V girodnich podminkach osidluji vaclavky rozmanitépi prostedi, jsou
rozSiené kosmopolitha nejsou flis citlivé na extrém&si hodnoty pH.

Jelikoz vaclavky rostou za laboratornich podminetmaleji nez ostatni
direvokazné houby, zkouSel jseng¢mit v mediu koncentraci glukdzy s cilem nalézt
optimum pro kultivace. Testoval jserfi kmeny A 550 A. gallica), A 513 A.
cepistipey A 565 A. ostoyag ZkouSel jsem koncentrace 0 g/l, 10 g/l, 20 &d,
g/l, 40 g/l, 50 g/I. Rst jednotlivych kmeta byl opst vyjadien v procentudlnim
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poneéru porostlé plochy ke zbytku Petriho misky. Vyslgdkobrazené v grafu 6
ukazuji, Ze optimum pro kultivace se nachazi zhrabai 20 az 30 g/l.

Tvorba rhizomorf, za laboratornich podminek, jeednotlivych kmen velmi
variabilni. Jednotlivé kmeny se od sebe vamivorby rhizomorf znéné liSi a
ovliviiuje ji i zpisob kultivace. V firok zavisi tvorba rhizomorf naaznych
faktorech. Indukce tvorby rhizomorf se za labonaichh pominek zkouSela pomoci
riznych latek. Ja jsem se zé&th na alkoholy. Konkrété na metanol, etanol,
isopropanol, isobutanol. Nizké koncentrace alkbhogji vliv na intenzitu tvorby
rhizomorf (Weinhold 1963). Testoval jsem kmeny A65@. gallica), A 535 A.
cepistipel A 580 (A. ostoyag Zadny z&chto kmeri netvdi na HN-HC mediu
spontans rhizomorfy. Ripravil jsem roztoky &chto alkohol a napipetoval je do
Petriho misek s 20 ml HN-HC media tak, aby vysle#inécentrace odpovidaly
hodnotam 100 ppm, 500 ppm, 1000, ppm, 2000 ppntiv&ak probihala po dobu
tii tydni. Vintervalech jednoho tydne byly misky fotogradmy a pro zji&ni
obsahu porostlé plochy Petriho misky nastedaitacové analyzovany. V rozporu
zkoumanych kmeh vyvolat tvorbu rhizomorf. Mezi jednotlivymi konceacemi
alkoholi nebyly ani patrné rozdily v rychlostistu. Naopak rhizomorfy se ochétn
tvorily na komplexnim ME mediu beztiidani jakéhoko-liv alkoholu viz. Tab. 15.
Rozdilné vysledky mohou byt &pobeny velkou variabilitou jednotlivych
vaclavkovych kmein v jejich schopnosti rhizomorfy vytvét. Svou roli nize hrat i
slozeni zivného media. Jednotlivé kmeny maji tendendit rhizomorfy spiSe v
mediich, které jsou bohatd na organickeé latky jgktbeba malt extrakt (u HN-HC
media je jedinou organickou latkou gluk6za a virsanonny). DalSi moZznosti
v rozdilnosti vysledi je, Zze jsem pouzil pevné agarové medium,avoainim
experimentu bylo pouzito medium tekuté (Weinhol®3)9 Alkoholy mohly diky
svym OH skupinam interagovat s polysacharidy, kigwaé sodasti agaru.

Pro kultivaci jednotlivych kmeahnpro naslednou analyzu RNA prdfijlsem pouZil
dv¢ komplexni media (GC, ME). iP kultivaci na obou mediich jsem ziskal
srovnatelné mnoZzstvi biomasy.

Metodu pro izolaci RNA jsem zvolil takzvanou izalgomoci praskoveé celulozy
CF-11 (Whatman). Tato metoda se Siroce pouzivazotace RNA z rostlinnych a
houbovych vzork (Morris and Dodds 1979, lhrmamdt al. 2001, Grogaret al.
2003). Fuknost této metody sem si &il na izolaci dsRNA z pozitivhiho kmene
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E. magnusiiktery dsRNA obsahoval obr 6. Pro dalSéi@ni metody jsem izoloval
RNA ze vzorkuAgaricus bisporusbr.7. Z tohoto vzorku se paila ziskat RNA o
velkosti zhruba 2,4 kb. U zampibrse pgedpoklada, Zze mohou celkengzbe
obsahovat wité dsRNA elementy (Grogaat al. 2003). Z zadného testovaného
kmene se mi nepodilo vyizolovat dsRNA. Divodi miZze byt rkolik.
Promdenost dsRNA elementy wipodnich populacich hub je pémé nizka
(Ihrmark et al. 2001). DalSi moZnosti je, Ze distribuce RNA eletiienpopulacich
hub je geograficky podména. K izolaci byly pouZzity pouze kmeny nasbirané na
uzemiCR. Jednotlivé klony vaclavek mohoiist na velkych plochach (Smit al.
1992) a z toho wrodu nmize rekolik zdanliv raiznych kmei predstavovat tentyz
organismus. DalSi moZnosti je, Ze &8st izolace pomoci metody s CF-11 si
vyZaduje zn&né mnoZzstvi biomasy na analyzu, desitky dré@roganet al. 2003),
coz vyzaduje zraé naroky na kultivaci. Obeé&ne pak problematika mykoviru
vySSich hubieSena fevazr u druhi, které jsou lidmi masivh péstovany
(2ampidny, hliva, shii-take). Oblast poznani vyskiRNA elemeni u prirodnich

populaci basidiomyceéttak Zistava neznama.

6. Souhrn

Vybrané kmeny byly podrobeny sérii pokuge snaze zjistit wité fyziologické
rozdily mezi jednotlivymi druhyA. gallica, A. cepistipes, A. ostoya&/Sechny
kmeny shodé& reagovaly na zemy pH prostedi a koncentrace glukézy. Jejich
reakce na tzr¢ nastavené hodnoty ¥S8iho prostedi se sice liSily, ale ne
dostaténg, aby to vedlo k z&ru o rozdilnych narocich na prosti mezi gmito
druhy. U Zadného kmene se nepd@dastimulovat tvorbu rhizomorf vigledku
ptitomnosti alkohal v mediu. Tvorba rhizomorf byla zavisla spiSe naizem
mediu, nez naijtomnosti alkohal. Rhizomorfy se tvitly na komplexnich mediich
na HN-HC mediu se netiity nikdy. U jednotlivych kmen byla izolovana RNA
pomoci metody s praskovou celulézou CF-11 (Whatmanfelem snahy objeveni
dsRNA elemerit. VSechny zkoumané vzorky byly n&tpmnost dsRNA negativni.
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