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Anotace

Fusarium oxysporum je vieckovytrusa plisen zpusobujici rostlinnou nemoc
fusariové vadnuti na siroké skale ekonomicky vyznamnych plodin. Mykoviry
jsou obligatni parazité hub schopni své hostitele negativné ovlivnit. Néekteré
mykoviry zptisobuji snizeni virulence v jejich fytopatogennich houbovych hos-
titelich, coz slibuje uplatnéni v oblasti biologické ochrany rostlin. V této praci
byla detekovana pritomnost dsRNA mykoviri v izolatech Fusarium oxyspo-
rum. Dvouvlaknova RNA o velké molekularni hmotnosti se bézné v bun-
kach nevyskytuje, je tedy znakem virové infekce. Fenotypové charakteristiky
dsRNA pozitivnich a dsRNA negativnich kment byly porovnany s cilem zjis-
tit zmény zpusobené pritomnosti mykoviru, véetné testu virulence F. oxy-
sproum na modelové rostliné Arabidopsis thaliana. Reverzné transkripéni
PCR byla virova geneticka informace prevedana do DNA a amplifikovana
pro molekularni analyzy.

Klicova slova: mykovirus, dsRNA, Fusarium ozxysporum, biokontrola, fusa-
riové vadnuti

Annotation

Fusarium oxysporum is an ascomycete mold causing Fusarium wilt, a plant
disease affecting a wide range of economically significant crops. Mycoviru-
ses are obligate parasites of fungi capable of debilitating their fungal hosts.
Some mycoviruses cause a decrease in virulence in their phytopathogennic
fungal hosts. This could be used as a means of biological control of plants
agaist fusarium wilt. In this thesis, dSRNA presence was detected in isolates
of Fusarium oxysporum. High molecular weight double stranded RNA only
occurs in cells as viral RNA| therefore it is a signal of virus infection. Phe-
notypic characteristics of dsRNA positive and dsRNA negative isolates were
compared in order to determine the changes caused by the mycovirus, inclu-
ding a virulence test of F. oxysporum on model plant Arabidopsis thaliana.
Reverse transcription PCR was used to convert the viral genetic information
into DNA which was amplified for further mocelular analyses.

Keywords: mycovirus, dsRNA, Fusarium ozxysporum, biocontrol, fusarium
wilt



Abstrakt

Mykoviry jsou obligatni parazité hub zptsobujici kryptické infekce nebo vy-
znamnd onemocnéni. Vétsina z nich ma genetickou informaci v podobé dsRNA
nebo ssRNA s dsRNA replikativni formou. Jsou zkoumény pro moznost vy-
uziti v boji proti fytopatogennim houbam decimujicim zemédélské plodiny.
V této praci byly zkoumany mykoviry vieckovytrusé plisné Fusarium oxyspo-
rum, kterd kazdorocné zptisobuje znacné skody na rade zemédélskych plodin.
Prostrednictvim dvou nezavislych metod izolace dsRNA byla potvrzena pri-
tomnost dsSRNA v kmeni houby F. ozysporum CCM F-545, indikujici vyskyt
mykoviru. Fenotypové charakteristiky kmene F. ozysporum CCM F-545 ob-
sahujici dsRNA a kmene F. oxysporum CCM F-419 neobsahujici dsRNA
byly porovnany s cilem zjistit vliv mykoviru na fenotyp hostitele. F. oxy-
sporum CCM F-545 rostl rychleji na bézném neselektivnim médiu nez kmen
F. oxysporum CCM F-419. Porovnani fytopatogenity bylo provedeno na mo-
delové rostliné Arabidopsis thaliana. Zavazné priznaky vaskuldrniho vadnuti
na zkoumanych rostlindch vyvolal pouze kmen neobsahujici dsRNA. To na-
znacuje, ze mykovirus reprimuje geny virulence F. ozxysporum, coz znemoz-
nuje houbé napadat rostliny. Reverzni transkripci a PCR byla dsRNA vi-
rového puvodu prevedena do DNA a amplifikovana. Ligace a transformace
fragmentii virové genetické informace do bakterie Escherichia coli pro sek-
venaci byla netuspésna. Sekvencéni data jsou nezbytna pro popsani tohoto
potencidlné nového mykoviru. Je tfeba potvrdit prenosnost vyse zminénych
fenotypovych zmén.



Abstract

Mycoviruses are obligate parasites of fungi causing cryptic infections or se-
rious illnesses in their hosts. Most have a dsRNA or ssRNA genome with
a dsRNA replicative form. They are researched for their potential use as bio-
control agents against plant pathogennic fungi. In this work, mycoviruses of
the ascomycete mold Fusarium oxysporum were investigated. F. ozysporum
causes significant losses on a wide array of crops. Two independent methods
of dsRNA isolation were used to confirm the presence of dsSRNA in F. ozyspo-
rum CCM F-545, a hallmark of mycovirus infection. Phenotypic characteris-
tics of F. oxysporum CCM F-545 (dsRNA-containing isolate) were compared
with F. oxysporum CCM F-419 (dsRNA-non-containing isolate) in order to
determine the changes in phenotype caused by the mycovirus. F. oxzysporum
CCM F-545 grew more quickly than F. oxysporum CCM F-419 on general
non-selective medium. Comparision of phytopathogenity was carried out on
the model plant Arabidopsis thaliana. Only the presence of a dsRNA-negative
isolate caused severe symptoms of vascular wilt. This finding suggests that
the presence of a dsSRNA mycovirus represses virulence genes in F. ozyspo-
rum, which makes the fungus unable to cause disease in plants. The recovered
dsRNA was reverse transcribed to DNA and amplified with PCR. Ligation
and transformation of vrial DNA fragments into Escherichia coli were not
successful. Sequence data are needed to characterise this possibly novel my-
covirus
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1 Uvod

1.1 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum je vieckovytrusad mikroskopicka houba. Je kosmopolitné
rozsitena a vyskytuje se v pudé (Leslie et al. , 2006). Mnoho kmenu je fyto-
patogennich, zplsobuji zavaznou vaskularni nemoc u rady rostlin - fusariové
vadnuti. Kazdorocné zpusobuje velké skody na rajcatech (Benhamou et al.
, 1989), bananech (Ploetz, 2006), cizrné (Jiménez-Gasco et al. , 2010), sa-
latu (Pasquali et al. , 2005) a na mnoha dalsich hostitelich (Gordon, 1965).
Zije i saprofyticky, coz ji umoziuje riist na rozkladajici se organické hmoté
v pudé. Produkuje klidova stadia, diky kterym mtize preckat v ptdé pres 20
let (Agrios, 2005). Patogenni kmeny se déli podle adaptaci na konkrétniho
hostitele na taxonomickou jednotku forma specialis (plurdl formae specia-
les, zkratka f.sp.). Vétsina kment produkuje skodlivé mykotoxiny (Mirocha
et al. , 1989). F. oxysporum je oportunitni lidsky patogen, muze zpusobovat
infekce v imunokompromitovanych pacientech (Boutati & Anaissie, 1997).
Kromé sterilizace ptidy a pouziti totalnich fungicidi neexistuje ¢inna stra-
tegie k boji proti F. ozysporum v zemédélstvi.

1.1.1 Makroskopicka morfologie

Na zivném neselektivnim agaru maji mycelia F. ozysporum bilou, bézovou az
prihlednou barvu a vétsina kment produkuje “nacechrané” vzdusné myce-
lium (Obr. ¢. 1). Svétla barva mycelia se pri delsi kultivaci proméni v tmavé
fialovou az ¢ernou. Pigmenty F. oxysporum byly zkoumany z hlediska vyuziti
jako barviva (Nagia & El-Mohamedy, 2007; Tatum et al. , 1985). F. oxyspo-
rum je pri kultivaci na riznych médiich rizné zbarvené. Uvadéné zbarveni je
pro bramborovo dextrézovy agar (zkracovano PDA z Potato Dextrose Agar),
coz je standardni médium pro posuzovani makroskopické morfologie u rodu
Fusarium (Leslie et al. , 2006). Soustfedné kruznice ptipominajici letokruhy
na myceliu jsou pii kultivaci pravdépodobné zptisobeny svételnym rezimem.
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Na bézném neselektivnim mykologickém médiu (PDA) roste houba rychle,
Ize ji kultivovat i na béznych bakteriologickych agarech. Pro primou izolaci
z pudy nebo pletiva ¢i tkané hostitele byla vyvinuta rada selektivnich médii
(Nishimura, 2007).

Obrazek 1: Fotografie mycelii F. oxysporum rostouci na PDA. Fotografie byly
porizeny Sesty den od naockovani. Zdroj: Martin Matl

1.1.2 Mikroskopicka morfologie

Pod mikroskopem vidime, ze nepigmentované hyfy rozdéluji septa (prepazky).
Septa jsou porovité, coz umoznuje vymeénu zivin v rdmci mycelia jedné houby
nebo dvou ptibuznych hub (Obr. ¢. 2). Kdyz dojde k fuzi hyf dvou pribuz-
nych ¢i identickych kment, mluvime o anastoméze. Anastomoza je potenci-
alni zpisob sifeni virti v populaci hub neschopnych sexuédlniho rozmnozovani
(viz sekce 1.2.2). F. ozysporum ma tii typy asexudlnich spor: a) mikrokonidie
b)makrokonidie ¢) chlamydospory. Mikrokonidie jsou ze vSech typiu asexudl-
nich spor nejhojnéjsi a jsou houbou produkovany viceméné za vsech podmi-
nek. Jsou to malé, ovalné, jedno az dvoubunécéné utvary, nejéastéji vznikajici
v myceliu v kupkach. Makrokonidie jsou o néco vétsi, ti1 az pétibunécné, spi-
caté a ke konci prohnuté. Chlamydospory jsou silnosténné bunky s drsnym
povrchem, které jsou produkovany na starém myceliu. Pravé chlamydospory
umoznuji této houbé prezit v pudé za nepriznivych podminek az 20 let, jsou
velmi odolné vici vngjsim vliviim a za ptiznivych podminek vykli¢i (Agrios,
2005). Tvar konidii je charakteristickym urcovacim znakem této houby. Nema
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zaddné znamé pohlavni stadium ani systém pohlavniho rozmnozovani, proto
o ni mluvime jako o anamorfni houbé. Spory které vytvari nepohlavné se
nékdy souhrnné nazyvaji mitospory.

Obrazek 2: Mikrofotografie vzdusného mycelia F. oxysporum, z=400. Hyfy jsou
oddélené viditelnymi pirepazkami a vyrtstaji z nich konidiofory nesouci mikroko-
nidie. Zdroj: Martin Matl

1.1.3 Genetika

Genom F. ozysporum f. sp. lycopersici (napadajici rajée - Solanum lycoper-
sicum) byl sekvenovan (Ma et al. , 2010). Na patnacti chromozomech je v ném
ulozeno 17 708 protein-kodujicich genti. Cely genom ma délku 60 Mbp, coz
je zhruba o 44 % vice nez nejpribuznéjsi druh Fusarium verticillioides. Ge-
nom F. oxysporum obsahuje velké mnozstvi dalsich protein-kédujicich genu
souvisejicich zejména s patogenitou. Zkoumanym tématem jsou pribuzenské
vztahy a evoluce jednotlivych formae speciales. Forma specialis je skupina
izolatt F. oxysporum adaptovanych k napadeni urcitého rostlinného druhu
¢i skupiny rostlinnych druhti. Bylo vsak prokazano, ze adaptace na urcitého
hostitele nastala evolu¢né nezavisle nékolikrat, coz znamena, ze nékteré for-
mae speciales nepredstavuji monofyletické taxony (Skovgaard et al. , 2001;
Baayen et al. , 2000). Forma specialis tudiz neni taxonomicka jednotka, ale
popisuje jen fenotypovy znak daného izolatu. Formae speciales se déli dale
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na tzv. rasy. Rasa je skupina izolati F. ozxysporum schopné napadat hostitele
s ur¢itym rezistenénim mechanismem (konkrétni kultivar péstované plodiny).
Napriklad F. oxysporum f. sp. lycopersici ma tii rasy, rasy 1 a 2 jsou pomérné
rozsitené a ve vétsiné zemi jsou k dispozici rezistentni kultivary rajcat. V roce
1979 se v Australii objevil izolat F. oxysporum f. sp. lycopersici schopny pre-
konat rezistenéni mechanismy rostlin proti rase 1 a 2. Byla popsana nova
rasa 3 (Grattidge et al. , 1982). Rasa 3 se postupné sitila a decimovala kon-
vencné péstované kultivary, dokud nebyl vyslechtén kultivar rezistentni viici
rase 3 (Scott & Jones, 1989). Nejmensi taxonomickd jednotka F. oxysporum
je vegetativné kompatibilni skupina (vegetative compatibility group - VCG).
Kdyz dva kmeny houby néalezi stejné VCG, miize dojit k anastoméze. Sys-
tém vegetativné kompatibilnich skupin je pravdépodobné u F. ozxysporum
zpusoben lokusy vegetativni inkompatibility, zkracovano vic z vegetative in-
compatibility loci (Elias et al. , 1991). Na jinych houbach bylo prokazano, ze
kdyz jsou dva izolaty identické ve vic lokusech, dojde k anastoméze (Perkins
et al. , 1982). Tento objev naznacuje, ze i u F. oxysporum je vegetativni
kompatibilita dana geneticky. Kvili absenci pohlavniho rozmnozovani VCG
pravdépodobné predstavuji klonalni a evoluéné izolovanou linii (Elias et al. |
1993). Souvislost VCG s rasou u F. oxysporum f. sp. lycopersici neni (Elias
et al. , 1991). Obr. ¢. 3 ukazuje vztahy formae speciales s rasou a VCG na
F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Fusarium oxysporum

f. sp. phaseoli f. sp. lycopersici f. sp. coffea
EER EEn

Rj!%a 1 Rasa 2 Ralsa 3

Obrazek 3: Schéma kategorizace Fusarium oxysporum. Vypustka implikuje nevy-
znacené vétve. Ze vsSech znazornénych trovni zachycuje evoluéni pribuznost pouze
VCG. Oznaceni VCG 003- zastupuje asi 50 riznych VCG s jedinym ¢lenem. Zdroj:
Martin Matl
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1.1.4 Ekologie

F. oxysporum najdeme v pidé, na odumfelych rostlinach, primo jako endo-
parazita v rostlindch nebo jako endofyta asymptomaticky kolonizujici koreny
(Agrios, 2005). Zije nejcastéji saprofyticky nebo jako komenzalista ve vztahu
s rostlinnymi koteny (Gordon et al. , 1989). Rozsifeni této houby je mimo-
radné Siroké, od pousti po tundru (Leslie et al. , 2006). U rostlin, u kterych
dana patogenni forma specialis nezptisobuje infekci, mtze zit houba pravé
jako endofyt. Toto souziti je mnohdy pro rostlinu prospésné, protoze nepa-
togenni houba okupuje ekologickou niku, kterou by bézné vyuzil patogenni
kmen a muze aktivovat obranny systém rostliny, aniz by zpusobila vaznou
nemoc. Tyto vztahy a jejich potencidlni vyuziti jako biologicka kontrola pa-
togent v zemédélstvi jsou intenzivné zkoumany a slibuji nadéji jako alter-
nativu ke konvenénim zptsobum boje proti F. ozysporum (Fravel et al. |
2003). Ekologie F. ozysporum na prirozenych stanovistich a v ekosystémech
nebyla dostatecné prozkouména, protoze primarnim objektem zajmu je ze-
médélské prostiedi. Nové hypotézy tadi fytopatogenitu F. ozysporum jako
recentni fenomén, evolucné vznikly z agresivniho ristu v kolonizovaném xy-
lému kofene rostliny a nasledné specializaci na paraziticky zptisob zZivota.
Nastup zemédélstvi a moderni zemédélské praktiky tdajné prispély k vét-
simu tspéchu a rozsiteni téchto patogent. Klonalni populace se dnes s lid-
skou pomoci mohou §ifit na dlouhé vzdalenosti (Gordon & Martyn, 1997).
Na pravdépodobnost této teorie poukazuje i fakt, ze houba je saprofyticka,
a v pripadé nepritomnosti primarniho hostitele je schopna nepatogenicky ko-
lonizovat rhizosféru jinych druhi (Mandeel & Baker, 1991). To naznacuje
malou miru specializace na obligdtné paraziticky zivot.

1.1.5 Fytopatogenita

Vv

(Agrios, 2005). Prubéh této nemoci je nasledujici. Chlamydospory ¢i konidie
v pudé vykli¢i a mycelium se zacne rozrustat. Hyfy pronikaji do hostitelské
rostliny prostfednictvim mikroskopickych ranek na kotenech, zptisobené rost-
liné napf. zivocéisnymi parazity nebo prodiranim se substratem. Poté co houba
pronikne do korene, zac¢ne se rychle mnozit a usazovat ve vodivych pletivech.
Postupuje xylémem smérem nahoru. V hostiteli jsou houbou produkovany
nejprve mikrospory, poté makrospory a na starém myceliu chlamydospory.
V rostliné F. ozxysporum produkuje mykotoxiny a inaktivuje obranny systém
rostliny. Rozvod vody a zZivin rostliny je postiZzen a rostlina postupné vadne.
Nemoc je rychld a po diagnéze je pozdé na jakoukoliv ochranu. Rostlina
zloutne, uplné vadne, neprodukuje plody a roste zakrsle (Obr. ¢. 4). Tyto
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symptomy jsou podobné napri¢ vétsinou plodin postizenych fusariovym vad-
nutim (Agrios, 2005). Staré mycelium produkuje chlamydospory a konidiemi
tvofenymi na listech se muze houba S§itit na prilehlé rostliny prostrednic-
tvim desté, kontaminované vody, vétru nebo lidskym prispénim, napft. or-
bou, okopavanim, zamorenymi odévy nebo néstroji (Jones & Miller, 1982).
Tyto vlastnosti délaji z F. oxysporum velice neprijemného sktdce. Jak jiz
bylo zminéno, F. oxysporum je pritomna témér ve vsech podminkach a pt-
dach, nicméné jisté faktory jsou priznivéjsi pro vznik nemoci. Napt. teplota
pti teplotach nad 25 °C (Egel & Martyn, 2007). Kyselé a vlhké pudy také
zvysuji uspéch F. ozysporum (Jones & Miller, 1982). Nyni se v zemeédélstvi
k boji proti F. ozysporum pouzivaji totalni fungicidy, fumigace, sterilizace
pudy a rezistentni kultivary plodin (Jones et al., 1982). Z téchto opatfeni je
nejvyhodnéjsi pravé pouziti rezistentnich kultivari, ty vsak nejsou k dispo-
zici pro kazdou plodinu. Také se mohou rozsitit nové kmeny F. ozysporum
schopné obejit soucCasné rezistenéni mechanismy plodin (Grattidge et al. |
1982). Na zamotenych pudach je nutné rotace plodin, a dlouhodobé odsta-
veni hostitelské plodiny z mista. Biokontrola za pomoci bakterii, jinych hub
nebo nepatogennich kment F. oxysporum je velice lakava a slibnd moznost
boje proti tomuto patogenu (Fravel et al. , 2003).

Obrazek 4: Fotografie rostliny Arabidopsis thaliana péstované za pritomnosti F.
oxysporum porizena 52. den po zaseti. Mala veikost rostliny, zluté zbarveni listi
a silné snizend rychlost ristu poukazuji na napadeni rostliny F. oxysporum. Zdroj:
Martin Matl
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1.2 Mykoviry

Viry napadajici houby jsou oznacovany terminem mykoviry. V soucasné dobé
je zndmo vice nez 80 mykoviri (Pearson et al. , 2009). V minulosti skupinu
mykovirt tvorily vyhradné dsRNA viry, nyni jsou vsSak stile castéji obje-
vovany i ssRNA mykoviry a je zndmy DNA mykovirus (Ghabrial et al. |
2015). Viriony se vétsinou skladaji z kapsidu, obalu a genetického materi-
alu. Pritomnost mykovirii byla zjisténa u témeér vsech skupin hub, nicméné
vétsina pozornosti je vénovana modelovym organismim (Saccharomyces cere-
visiae), jedlym houbdm a fytopatogennim houbam. Mykoviry nejsou infek¢ni
v pravém slova smyslu, jejich prenos probihd vyhradné intraceluldrné (Nuss,
2005). Nové mykoviry jsou objevovany pomérné casto, a to diky relativni
neprozkoumanosti této skupiny virti a vyraznym snizovanim cen celogeno-
movych sekvenaci (Pearson et al. , 2009). O roli mykovira v ekosystémech
ale stale neni mnoho zndmo. Mykoviry jsou zkoumany pro potencial biokon-
troly houbovych onemocnéni (Fravel et al. , 2003).

1.2.1 Klasifikace mykovira

International Committee on Taxonomy of Viruses kazdoro¢né vydava aktu-
alni systém klasifikace vira (Virus Taxonomy: 2014 Release) a také obsédhlou
zpravu shrnujici taxonomii a poznatky celé virologie (King et al. , 2011). Ty
jsou fazeny podle fylogenetické pribuznosti podobné jako bunécné organismy.
Viry jsou rfazeny do radu, celedi, podceledi, rodt a druhi. Taxonomicky kla-
sifikovat virus je vsak velice obtizna zalezitost, mnoho Celedi tudiz neni za-
fazeno do radd, mnoho rodt neni zarazeno do celedi apod. Hlavni znaky,
na jejichz zékladé jsou viry klasifikovany jsou: typ nukleové kyseliny, pocet
segmentil nukleové kyseliny, morfologie virionu a podobnost sekvence nukle-
ové kyseliny. Jednodussi a casto pouzivanou alternativou systému ICTV je
Baltimorova klasifikace vira (Baltimore, 1971). Baltimorova klasifikace bere
v potaz to, ze cilem vsech virt je svou nukleovou kyselinu prevést do mRNA
(Obr. ¢. 5). Tento systém Fadi viry do sedmi skupin na zdkladé typu nuk-
leové kyseliny pritomné ve virionu a jejich transkripéni strategie. Jednotlivé
skupiny jsou zde popsany blize.

Baltimorova klasifikace mykovira

I dsDNA viry
Trida I obsahuje viry jejichz genom je slozen z dvoutetézcové DNA.
Jejich transkripce probiha stejné jako u vSech bunécénych organismi.
Virus patiici do tfidy I je naptiklad T4 bakteriofag.
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IT (+)ssDNA viry
Trida IT obsahuje viry jejichz genom je slozen z jednoretézcové (+)DNA.
Znaménko + u nukleové kyseliny znaci, ze tato molekula ma direkciona-
litu stejnou jako mRNA| tudiz k (+)ssDNA molekuldm musi byt pred
transkripci nasyntetizovan komplementarni retézec (analogicky ozna-
Cen jako -) a tento Fetézec je vyuzit jako templat pro transkripci do
mRNA. Meziproduktem transkripce je dsDNA.

IIT dsRNA viry
Trida III obsahuje viry, jejichZz genom je slozen z dvoufetézcové RNA.
Transkripce probihd s (-) vldknem jako templatem. Do této t¥idy patii
rada mykovirta, napt. ¢eled Totiviridae popsana nize.

IV (+) ssRNA viry

Trida IV obsahuje viry, jejichz genom je slozen z jednoretézcové (+)RNA.
Jejich genom je k produkované RNA identicky, tudiz virionova RNA
neni komplementarni k mRNA. Pred transkripci samotnou je tedy na-
syntetizovano (-) vlakno komplementérni k virionové ssRNA. Jako me-
ziprodukt vznika dsRNA. Jako templat pro transkripci slouzi nové na-
syntetizovany fetézec, nebo samotna virionova (+)ssRNA. Celed Nar-
naviridae, jejiz zastupci napadaji napt. fytopatogenni vieckovytrusou
houbu Cryphonectria parasitica (Hillman & Cai, 2013), patii k tride
IV.

V (-)ssRNA viry
Trida V obsahuje viry, jejichz genom je slozen z jednotetézcové (-)RNA.
Jejich virionova RNA je komplementarni k produkované RNA. Tran-
skripce probiha syntézou komplementarniho fetézce k virionové RNA,
tento noveé nasyntetizovany retézec rovnou slouzi jako mRNA. Zndmym
zastupcem t¥idy V je ebolavirus (Casillas et al. , 2003).

VI (+) ssRNA viry s reverzni transkriptdzou (retroviry)
Trida VI obsahuje viry, jejichZ genom je sloZen z jednofetézcové (+)RNA,
ktera je prepsana do DNA a integrovana do hostitelského genomu. Vi-
rus integrovany do genomu svého hostitele se nazyva provirus. Zastupce
tiidy VI je Human immunodeficiency virus 1 zptsobujici nemoc AIDS.

VII dsDNA viry s reverzni transkriptazou (pararetroviry)
Trida VII obsahuje viry, jejichz genom je slozen z dvoutetézcové DNA,
jejichz mRNA je pouzita jako templat pro syntézu virionové DNA viru
reverzni transkriptazou. Zastupci tridy VII vyuzivaji mRNA také jako
templat pro replikaci. Prikladem je Cauliflower mosaic virus napadajici
kvétak - Brassica oleracea (Geering, 2007).
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Obrazek 5: Schéma znazornujici systém Baltimorovy klasifikace virt na zakladé
jejich genetické informace a transkripéni strategie. Sipky naznacuji transkripci
nukleovych kyselin. Tfida IV ma (4)ssRNA genom, ten je vyuzivan piimo jako
mRNA, nebo je dosyntetizovan komplementarni fetézec a vznikne dsRNA mezi-
produkt. Tfida VI provadi reverzni transkripci (vyznacenou prerusovanou ¢arou)
k prevodu ssRNA do dsDNA integrujici se do hostitelského genomu. Tt¥ida VII pou-
ziva reverzni transkripci pro replikaci, tudiz neni v tomto schématu transkripénich
strategii vyznacena. Zdroj: Martin Matl

Tato prace se zabyva viry v tridach III a IV Baltimorovy klasifikace,
tedy ssRNA viry a dsRNA viry. Existuji sice mykoviry v tiidé II a V, ty
jsou vsak nedostatecné charakterizovany a zatim nezarazeny, proto nebudou
v této praci popisovany (Ghabrial et al. , 2015). Baltimorova klasifikace je
velice uzitecnd z praktického hlediska, avsak o kategorizaci virti na zakladé
fylogenetické pribuznosti se snazi pouze systém ICTV. Tato klasifikace ale
zdaleka neni kompletni a jednoznacné (je mnoho nezarazenych druht, rodia
a Celedi). Déle jsou popsény nékteré vyznamné celedi mykovira (King et al.
, 2011).
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Prehled vyznamnych celedi mykovirt
dsRNA

Chrysoviridae

Celed Chrysoviridae dostala jméno podle jednoho z prvnich dobfe cha-
rakterizovanych mykovirt - Penicillium chrysogenum virus (PcV). Tento
virus se sklada ze ¢tyt molekul dsRNA (3,5-2,9 kb) které koduji RNA-
dependentni RNA polymerazu, kapsidovy protein a dva dalsi segmenty
(Jiang & Ghabrial, 2004). Neobalené kapsidy jsou ikosaedralni (dva-
cetisténné). Vsechny ¢tyfi segmenty genomu jsou enkapsidovany oddé-
lené.

Totiviridae

Genom Totiviridae je nesegmentovany, latinské slovo toti - cely, neroz-
déleny, je proto zakladem jména. Tyto dsRNA viry napadaji houby
a prvoky. Velikost genomu se pohybuje okolo 4,6-7 kb. U Saccharo-
myces cerevisiae viru L-A jsou kédované proteiny dva, a to kapsidovy
protein a RNA-dependentni RNA polymeraza. Tyto dva geny jsou vSak
na molekule RNA prekryté. Diky mechanismu ribosomal frameshift je
nékdy produktem translace polyprotein kapsidového proteinu a RNA-
dependentni RNA polymeréazy. K ribosomal frameshift dochazi tehdy,
kdyz se ribozom pfi translaci mRNA posune o jednu bazi zpét. Expri-
movan je sam kapsidovy protein a také polyprotein vznikly spojenim
RdRp s kapsidovym proteinem (Dinman et al. , 1991).

Partitiviridae
Neobaleny ikosaedralni virion této skupiny je zvlastni tim, ze vzdy ob-
sahuje pouze jednu polovinu genomu. dsRNA genom Partitiviridae je
rozdélen na dva 2 kb segmenty které jsou enkapsidovany oddélené —
kazdy segment ma sviij kapsid. Jméno je odvozeno z latinského partitus
— oddéleny. Partitiviridae vétsinou zpusobuji kryptické infekce (Ghab-
rial et al. , 2015).

Reoviridae
Rod Mycoreoviridae zarnuje vSechny znamé mykoviry celedi Reoviri-
dae. Mycroreovirus-1 a Mycoreovirus-2 byly detekovany u vreckovy-
trusé vldknité houby Cryphonectria parasitica, ptivodce korové nekrézy
kasta-novniku. V tomto hostiteli zptisobuje virus hypovirulenci (Deng
et al. , 2007). Virion je dvojkapsidovy a obsahuje 11 nebo 12 segmentt
dsRNA. Kazdy z nich ma pravé jeden ORF a kéduje jeden protein.

Megabirnaviridae
Dva segmenty dsRNA o délce 7 a 9 kb charakterizuji Megabirnaviri-
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dae. Tento pomérné velky genom (mega-), rozdéleni na dva tiseky (-bi-),
a skutecnost, Ze se jednd o molekuly RNA (-rna-) dévaji celedi Megabir-
naviridee jméno. Viriony jsou enkapsidované. Rosellinia necatriz me-
gabirnavirus 1 napada fytopatogenni vieckovytrusou houbu Rosellinia
necatriz. Je asociovan s hypovirulenci a snizenym mycelidlnim ristem

(Chiba et al. , 2009).

Endornaviridae
Zéstupci Endornaviridae nemaji pravy kapsid a jejich jedind molekula
dsRNA je 14 kb az 17.6 kb velké. Jediny mykovirus patiici k této celedi
Helicobasidium mompa endornavirus 1.

Quadriviridae
Genom Quadriviridae je rozdélen do ¢tyT segmentt pravdépodobné en-
kapsidovanych samostatné. Ty koduji ¢tyti proteiny, RNA-dependentni
RNA polymedazu, dva mozné strukturni proteiny a jeden nezndmy pro-
tein. Dohromady ¢ini velikost genomu 16.8 kb.

(+)ssRNA

Hypoviridae

Viron zastupct Hyproviridae je nekapsidovany a neobaleny. Genom
v podobé jedné 9-13 kb molekuly dsRNA je spolu s RNA-dependentni
RNA polymerazou enkapsulovany v lipidovych vaccich pochazejicich
z hostitele. Pro infekei staci jen jeden (+)ssRNA Tetézec, proto byla tato
Celed pretazena z kategorie dsRNA virt k ssRNA virim (King et al.
, 2011). Hypoviridae maji jeden nebo dva ORF, kédujici RNA depen-
dentni RNA polymerdzu a pripadné dalsi nestrukturni proteiny (van
Regenmortel & Mahy, 2009). Vyznamnym a studovanym zdstupcem
Hypoviridae je Cryphonectria hypovirus 1, zplsobujici hypovirulenci
ve svém hostiteli. Cryphonectria parasitica zptisobuje korovou nekrézu
kastanovniku (Deng et al. , 2007).

Alphafiexiviridae
Tato celed se vyznacuje neobalenym, sinusoidnim a vldknitym kapsi-
dem. Zastupci parazituji na rostlinach a houbéach, konkrétné fytopa-
togenni Botrytis cinerea a Sclerotinia sclerotiorum. Jejich genom je
tvoren 6 - 9 kb dlouhou jedinou molekulou (+)ssRNA, jeji 3’ konec je
polyadenylovany.

Barnaviridae Tycinkovité ikosaedralné symetrické viriony ukryvaji jedinou
4kb molekulu (+)ssRNA. Barnaviridae zastupuje pouze jeden rod a druh,
Mushroom bacilliform virus (MBV) napadajici kultivovanou jedlou houbu
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Agaricus bisporus. Tento virus je asociovan s tzv. nemoci La France.
Epidemie této choroby vedla k objevu prvniho mykoviru v roce 1962,
znacici poc¢atek mykovirologie (Hollings, 1962).

Gammafleziviridae
Virion Gammaflexiviridae je strukturné velice podobny Alphafiexiviri-
dae. Jedinym zastupcem této Celedi je Botrytis virus F (BotV-F) in-
fikujici fytopatogenni vieckovytrusou houbu Botrytis cinerea. Jedina
molekula (4)ssRNA je 6,8 kb dlouh4 a jeji 3’ konec je polyadenylovany
(Howitt et al. , 2001).

Narnaviridae
Genom Narnaviridae je asociovany s absenci kapsidu, tudiz tvofi ne-
pravy virion. Maji (+)ssRNA nesegmentovany genom délky 2,5-3 kb.
Tyto mykoviry se fadi k tém nejjednodussim. Jeden ORF obsahuje jen
RNA-dependentni RNA polymerdzu (Hillman & Cai, 2013).

1.2.2 Evoluce, prenos a ptuvod mykoviri

Prestoze je virus nebunécéna entita, je predmétem biologické evoluce. V této
casti prace jsou popsany zakladni procesy, které ridi evoluci virti a mykovirt.
Ty poslouzi k hlubsimu pochopeni jejich role a vyznamu. Dale jsou strucné
popsany teorie mozné fylogeneze mykovirt.

Mira mutaci RNA virt je v porovnani s DNA viry, mikroby a vyssimi eu-
karyoty neobycejné vysokéa (Drake & Holland, 1999). ZvysSend mutac¢ni rych-
lost v kombinaci s obrovskym mnozstvim potomstva virti podstatné zrychluje
proces adaptace na okoli. Prakticky priklad tohoto fenoménu je neobycejné
rychla evoluce ptivodce chiipky, influenzaviru, ktera se projevuje sezonnimi
epidemiemi. Kazdou sezonu se objevi novy kmen, ktery ma zmutované povr-
chové proteiny, coz mu umoznuje obejit imunitu hostitele. Rychlost adaptace
Influenzaviru na imunitni systém hostitele si vyzadava kazdoroc¢ni preocko-
vani proti novym kmentm chripky (Hay et al. , 2001). Zvysena rychlost
mutace ma vsak i své nevyhody. U takto rychle mutujicich organismt mize
dojit k tzv. error catastrophe (chybova katastrofa). V pfipadé tohoto scénére
dochazi k takové akumulaci chyb pri replikaci, ze drtiva vétSina potomstva je
kvtli ndhodnym nevyhodnym mutacim nezivotaschopna, populace zkolabuje
a vymre. Error catastrophe je fenomén predikovany matematickymi modely,
i empiricky pozorovany. Néktera antivirotika umeéle zvysuji mutacni rychlost
viru, az dojde k error catastrophe (Pariente et al. , 2005). Primérnim zdrojem
novych sekvenci je mutace.

Pro nizsi eukaryoty, prokaryoty a viry miize byt vsak zdroj evoluc¢nich
novinek také exogenni, horizontalnim prenosem genti miize jeden organismus
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prijmout usek genetické informace z neptibuzného organismu. Horizontalni
prenos gent se uplatnuje dvéma konkrétnimi mechanismy: rekombinaci s ci-
zim organismem a genetickym shiftem. Nehomologni a homologni rekombi-
nace (Obr. ¢. 6b) byla pozorovana u (4)ssRNA, (-)ssRNA a dsRNA viru
rostlin, a je pravdépodobné velkou hnaci silou evoluce téchto viru (Figle-
rowicz & Bujarski, 2011). Nehomologni rekombinace RNA viru s bunécnou
mRNA je spojend s letdlni mutaci viru bovinni virové diarrhey (Becher &
Tautz, 2011). Rekombinace mezi RNA viry také pravdépodobné zmirnuje
uc¢inek negativnich mutaci, naptiklad introdukeci funkéni alely do klonalni
populace s nefunkéni alelou (Worobey & Holmes, 1999). Genovy shift neboli
reassortment (pretiidéni) je proces, ve kterém jsou zkombinovany segmenty
z dvou ¢i vice kment viru a enkapsidovany jako novy virus (Obr. ¢. 6a). Tento
novy virus ma genetickou informaci slozenou ze dvou zdroji, je v podstaté
jakousi chimérou. Genovy shift se mize uplatiovat jenom u segmentovanych
virt. Nové viriony obsahujici segmenty z rtiznorodych zdroji a casto daji
vzniknout novému patogennimu kmenu (Marshall et al. , 2013).
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(a) Schematické znazornéni (b) Schematické zndzornéni homologni a nehomologni
reassortmentu. Segmenty ge- rekombinace. Dvé neidentickd vldkna nukleové kyse-
nomu dvou odli$nych virioni liny se pfi homologni rekombinaci prekiizi a vyméni
jsou v hostiteli zkombinovany komplementarni tseky genetické informace. Pfi ne-
za vzniku nového kmene viru. homologni rekombinaci jsou vyménény nekomplemen-
Zdroj: Martin Matl tarni tseky. Zdroj: Martin Matl

Obrazek 6: Mechanizmy horizontalntho genového transferu uplatnujici se u my-
koviru.
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Tyto hlavni mechanismy jsou uplatnény u vsech skupin viri. Mykoviry
se viak lis{ od ostatnich svym zptisobem zivota. Zivodisné viry se do no-
vych bunék a hostitelit dostavaji prostrednictvim specifickych povrchovych
proteint zprostiedkovavajicich proniknuti viru do bunky (Dimmock et al. |
2007). Mykoviry postradaji extracelularni zpusob infekce, a tak ziji vyhradné
uvnitt bunky hostitele. Pfenaseny jsou bunéénym délenim, sporogenezi, ana-
stomé6zou a bunéénou fazi (Ghabrial & Suzuki, 2009). Byl prokézan prenos
mykoviru z jednoho druhu fytopatogenni houby na druhy jiné a nepribuzné.
Prenos mykoviru vyznamné ovlivnil fenotyp novych hostitelu (Lee et al. |
2011). Anastomoéza je zpusob prenosu mykovirti v ramci jedné vegetativneé
kompatibilni skupiny (Chu et al. , 2002).

Prirozené omezend schopnost sifeni mykovirit mé znacné evolucni na-
sledky. Mykovirus vyrazné handicapujici svého hostitele nevyhnutelné vy-
hyne, nebof svého hostitele selekéné znevyhodni a ten vyhyne. Mykovirus
nemuze “opustit potapéjici se lod*, kvili omezeni v Siteni. Je tudiz pravdé-
podobné, zZe vétSina mykovira je nyni v “rovnovazném stavu” se svymi hos-
titeli - vyrazné negativné svého hostitele neovliviuji (Pearson et al. , 2009).
Vétsina mykoviri tedy pro svého hostitele nepredstavuji drastické selekéni
znevyhodnéni, nékteré dokonce svému hostiteli poméhaji (Ozkan & Coutts,
2015).

Intracelularni povaha mykovirti a snizend schopnost siteni vznaseji otdzku
jejich ptuvodu. Dvé hlavni hypotézy existuji. Hypotéza koevoluce navrhuje,
ze mykoviry jsou velice stard skupina, a ze jejich souziti s houbami je dlou-
hodobé. Zaklada na tom, Zze metody pfenosu mykovirt jsou velice omezené,
a tudiz je pravdépodobné, ze mykoviry a houby dosdhly dnesni diverzity ko-
evoluci po dobu stovek milionti let (Pearson et al. , 2009). Podle této teorie
se mykoviry vyvijely spolu s jejich hostiteli. Biostatistické testy do jisté miry
potvrdily kodivergenci jako dominantni zdroj diverzity mykoviri a jejich hos-
titell, pro mnohé taxony jsou vsSak vysledky kvili malému poctu sekvenci
neprikazné (Goker et al. , 2011). Presto vSsak néktera pozorovani do teorie
koevoluce nezapadaji. Zejména napadna podobnost celedi Hypoviridae k rost-
linnym viram z celedi Potyviridae (King, 2011). Tuto zvlastnost vysvétluje
teorie rostlinného viru. Ta 1ika, ze nékteré skupiny virta fytopatogennich hub
vznikly prenosem mezi rostlinou a jejim houbovym parazitem. Tato malo
pravdépodobnad, le¢ mozna, udalost by mohla vysvétlovat pribuznost myko-
virt k rostlinnym virim (Pearson et al. , 2009).

1.2.3 Vyuziti jako forma biokontroly

Prestoze vétsina mykovirti neméa vyrazny vliv na fenotyp svého hostitele, exis-
tuje mnoho pripadi, kdy svého hostitele postihuji negativné (Pearson et al.
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, 2009). V pfipadé, Ze mykovirus snizuje virulenci patogennich hub, mluvime
o mykoviro-mediované hypovirulenci. Tyto mykoviry predstavuji atraktivni
moznost biologické kontroly rostlinnych chorob (Nuss, 2005). Cryphonectria
parasitica je fytopatogenni vieckovytrusa houba, kterda na pocatku 20. sto-
leti znicila populaci kastanovnikt na vychodnim pobrezi Spojenych stata. Po
druhé svétové vélce byla zavlecena i do Evropy, nicméné diky mykovirtim z ce-
ledi Hypoviridae (zejména CHV1 zminény v sekci 1.2.1) epidemie v Evropé
nikdy nedosdhla amerického méritka (Heiniger & Rigling, 1994). Tato udalost
do zna¢né miry zvedla zdjem o vyuziti mykoviri jako biokontrolni opatfeni
proti rostlinnym patogentim. Omezené moznosti Sireni mykovirt jsou prekaz-
kou pro jejich vyuziti. V- Americe se nachazi mnoho VCG C. parasitica, které
znemoznuji prenos mykoviru CHV1. Proto byl CHV1 v Americe netispésny
v boji proti C. parasitica.

Zpusob pouziti mykoviru v ochrané plodin na prikladu asexudlni houby,
jejiz prirodni populace je odlisné VCG nez kmen s mykovirem je navrzen na
obr. ¢. 7. Protoplastovou fuzi ziskame kmen s mykovirem o zadané VCG,
ktery muzeme vypustit na cilové stanovisté. Anastomézou tento kmen infi-
kuje mykovirem celou prirodni populaci.
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Obrazek 7: Navrhovany zpusob infekce virulentni populace asexualni houby v pii-
rodé mykovirem. Odbérem vzorku z prirodni populace a jeho protoplastovou fizi
s kmenem obsahujicim mykovirus ziskdme kmen houby stejné VCG jako v pfirodni
populaci s mykovirem. Reintrodukce této houby do ptuvodni populace zptisobi in-
fekci celé populace mykovirem prostrednictvim anastomézy. Zdroj: Martin Matl
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2 C(Cile prace

Cilem préace je ovérit vyskyt dsRNA mykovirt v kmenech fytopatogenni
houby Fusarium oxysporum a popsat jejich vliv na houbového hostitele, a na
rostlinného hostitele houby.

Pritomnost dsRNA bude vyuzita jako indikace pritomnosi dsRNA my-
koviru ve vzorku. Posouzena bude izolaci dsRNA kyselym fenolem (Flegr,
1987) a celulézou (Morris et al. , 1979). Kmeny F. ozysporum s a bez myko-
viru budou porovnavany v ohledech mikroskopické a makroskopické morfo-
logie, rychlosti riistu na mykologickém médiu a fytopatogenity na modelové
rostliné Arabidopsis thaliana. Reverzné transkripéni polymerazova retézova
reakce a molekularni klonovani budou provedeny s cilem pripravit virovou
genetickou informaci pro sekvenaci.

1. Detekce dsRNA v izolatech F. oxysporum

2. Zjisténi fenotypovych rozdili mezi dsRNA obsahujicim a dsRNA ne-
obsahujicim kmenem
e V rychlosti ristu na PDA médiu
o V mikroskopické morfologii
« V makroskopické morfologii

« Ve fytopatogenité na Arabidopsis thaliana
3. Izolace virové RNA a molekularné-biologické metody

a

(a) Reverzni transkripce virové dsRNA

(b) PCR ¢DNA fragmentu virového ptvodu
)
)

Ligace DNA virového puvodu do plasmidového vektoru

(c

(d) Transformace Escherichia coli plasmidem — tvorba cDNA knihovny
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3 Metodika

3.1 Prace s F. oxysporum

V pribéhu celé prace bylo nutné uchovavat kmeny F. ozysporum a kultivo-
vat je dle potieby. Tyto tkoly vyzadovaly klasické mikrobiologické metody
jako je ptiprava zivného média, rozlévani média do Petriho misek, zhoto-
veni Sikmych agart a ockovani plisni na zivnd média. Kvili agresivni povaze
F. oxysporum byla dodrzovana ptisna bezpecnostni opatieni pri pfimé praci
s mikroskopickou houbou.

3.1.1 Priprava PDA média

Vétsina saprofytnich hub si bohaté vystaci s jednoduchym médiem, nejpou-
zivanéjsim neselektivnim médiem pro kultivaci mikroskopickych hub je PDA
- potato dextrose agar, ¢ili bramborovo dextrézovy agar. Je to standardni
médium pro pozorovani makroskopické morfologie u rodu Fusarium (Leslie
a Summerell, 2006). Na piipravu 200 ml média bylo nastrouhéno 50 g bram-
bor, které byly povareny ve zhruba 100 ml destilované vody po dobu 10 minut.
Tento bramborovy vyvar byl prefiltrovan a filtrat byl smichan se 4 g agaru
(ztuzova¢ média) a 4 g dextrézy (D-glukéza). Objem média byl doplnén na
200 ml destilovanou vodou. Sterilizace média byla provedena v malém auto-
klavu (Prestige Medical Classic) pii teploté 121 °C a tlaku 15 psi po dobu 15
minut. PTi téchto podminkach jsou zni¢eny vsechny vegetativni i dormantni
stadia organismil a médium je sterilni.

Takto pripravené PDA médium bylo pouzito na vyrobu sikmych agaru
a Petriho misek s agarem. Po sterilizaci v autoklavu (Obr. ¢. 8) je mozné
s médiem pracovat. Sikmé agary byly pfipraveny napipetovanim 5 ml jesté
teplého média do mikrobiologickych zkumavek a zazatkovanim. Zkumavky
byly polozeny na hranol tstim vzhiiru, tak, aby se médium v nich obsazené
rozlilo nasikmo, ¢imz byl zvysen povrch (Obr. ¢. 9). Zhruba po hodiné agar
ztuhl a zkumavky byly skladovany vodorovné ¢i horizontalné podle potieby.
Sikmé agary byly pouzity k dlouhodobému skladovani vzorkt F. ozysporum.
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Petriho misky s médiem byly pfipraveny nalitim rovnomérné vrstvy jesté
teplého média (zhruba 30 ml) do sklenéné Petriho misky o praméru 10 cm.
Po ztuhnuti je mozné Petriho misky i sikmé agary naockovat.

Obrazek 8: Autoklav Prestige Medical Classic. Zdroj: Martin Matl

3.1.2 Oc¢kovani hub na zZivna média

Houby k naockovani (inokulum) byly naockovany (inokulovany) na Sikmé
agary a Petriho misky dvéma zptisoby.

1. Na sikmy agar: Sterilni jednordzovou ockovaci klickou se dotkneme my-
celia a klickou vlnitym pohybem rozetfeme inokulum po povrchu sik-
mého agaru.

2. Na Petriho misku vpichem: Rovnou ockovaci jehlou se dotkneme my-
celia a dno Petriho misky s médiem uchopime stranou s médiem dolt.
Ze spodu jehlu vedeme vzhiru, dokud nevpichneme jehlu s inokulem
do Petriho misky na médium doprostied. Opét priklopime viko Petriho
misky (Obr. ¢. 10).

Ockovani vpichem je provadéno dnem vzhiru kvili moznosti uvolnéni
spor. Kdyby z jehly spora houby spadla na médium mimo misto vpichu,
houba by rostla ze dvou mist najednou, coz je pro experimenty sledujici rust
mycelia nevhodné. Pri sledovani ristu provadime vpich do presného stredu
misky, urc¢eného nakreslenim krize fixem na dno misky.
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Obrazek 9: Fotografie cerstvé nalitych Sikmych agard. Zkumavky s agarem chlad-
nou pod thlem, jsou podeptreny deskou. Zdroj: Martin Matl

Pri praci s mikroskopickymi houbami je tfeba dbat na sterilitu a bezpec-
nost prace. Vsechna prace primo s houbami byla provedena v UV boxu,
ktery vysokou davkou germicidniho UV zafeni zni¢i vSe zivé uvniti pred
a po praci. Pred praci s houbami byly v UV boxu ponechany pouze ockovaci
klicky a UV lampa byla zapnuta. Tim byla veskerd klidova i vegetativni stadia
mikroorganismi v prostoru boxu znicena. Poté je mozné zacit se samotnou
praci v boxu. Po skonceni prace je tfeba vyjmout z boxu vsechen biologicky
materidl, ktery chceme uchovat (napt. naockované Petriho misky) a opét
UV lampu zapnout, ¢imz opét zneskodnime jakékoliv organismy. Manipulaci
s houbami je tfeba provést ve sterilnich rukavicich a dodrzovat spravné po-
stupy dezinfekce rukou. Ptred a po praci byly pracovni plochy vydezinfikovany
chemickymi prostredky.

Dno Petrihg —— [ 1

misky s médiem
Inokulum/

Zkumavka s kulturou Ockovau Jehta

k p?eobkovém Sterilni Petriho
miska s médiem

(a) Ockovaci Jehou se dotkneme inokula. (b) Ockovaci jehlou s inokulem se do-

Zdroj: Martin Matl tkneme stredu misky urcené k naockovani
dnem vzhiru. Zdroj: Martin Matl

Obrazek 10: Ockovani vpichem. Zdroj: Martin Matl
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3.2 Detekce dsRNA

Pro izolaci dsRNA byla zvolena metoda extrakce kyselym fenolem (Flegr,
1987) a metoda extrakce za pouziti celulézy (Morris et al. , 1979). Efek-
tivita téchto metod, resp. jejich selektivita na extrakci pouze dsRNA byla
posouzena naslednym enzymatickym stépenim vzorkt. Pritomnost nukleo-
vych kyselin byla vizualizovana pomoci agarézové elektroforetické separace.
Pritomnost dsRNA ve zkoumaném organismu naznacuje pritomnost dsRNA
viru. Dvouvldknovd RNA vétsi nez nékolik set bp se totiz bézné nevysky-
tuje v organismech, existuje pouze jako geneticky material dsSRNA virt nebo
meziprodukt replikace ssRNA virti. Houba obsahujici dsRNA je brana jako
houba obsahujici mykovirus. Cést izolované dsRNA byla pouzita pro elek-
troforézu, tedy samotnou detekci dsRNA, a ¢ast byla pouzita pro reverzni
transkripci a molekularni klonovéani (viz kap. 3.6 a 3.7).

3.2.1 Extrakce kyselym fenolem
Postup

Zhruba polovina agaru prorostlého myceliem z Petriho misky byla prene-
sena do plastové centrifugacni 50 ml zkumavky. K celkovému objemu smési
byl pfidédn jeden dil kyselého fenolu (pH 4,3 , Sigma-Aldrich) a zkumavky
byly zhruba 3 minuty prudce protiepavany. Poté byly vzorky centrifugovany
na 5 000 rpm po dobu 15 minut. Po centrifugaci byla svrchni vodni faze
reextrahovana s dvéma dily chloroform:isoamylalkoholu (24:1) do 2ml mik-
rozkumavky. Po promichani byly vzorky opét centrifugovany pti 5 000 rpm
na 15 minut. Svrchni faze byla prenesena do nové mikrozkumavky a bylo
k ni pridano 0,75 dilu isopropanolu. Pro vysrazeni nukleovych kyselin prosly
mikrozkumavky tfemi cykly mrazeni a tani na suchém ledu. Po tomto kroku
byly mikrozkumavky centrifugovany pii 5 000 rpm 15 minut. Pouhym okem
viditelné pelety nukleovych kyselin byly promyty 60% ethanolem a rozpus-
tény ve sterilni destilované vodé pro dalsi uskladnéni a manipulaci. Obr. ¢.
11 znézornuje extrakei kyselym fenolem.

Vysvétlent

Tento postup je extrakce kapalina-kapalina. Vyuziva se rozdilnych roz-
pustnosti riznych typt biomolekul. V prvnim kroku této extrakce je pridan
kysely fenol ke vzorku a tato smés je silné protrepana. Fenol je malo rozpustny
ve vodé a nemisi se s ni. Silnym protfepanim vznika emulze, a cast fenolu se
dostava do vodni faze a zde pisobi na proteiny. Fenol proteiny denaturuje,
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sl Fenol <P Protein stDNA ﬁdsRNA )ssRNA

Zdroj dsRNA
+

Fenol Chloroform: Isoamylalkohol Isopropanol Ethanol
Protfepani Protfepani
Centrifugace Centrifugace

& —_—_— P — 9
Centrlfugace
) Rozpustenl
Chlazeni peletu v pufru
Centrifugace
_———>

Obrazek 11: Zjednodusené znazornéni izolace dsRNA metodou kyselého fenolu.
Vertikalni sipky symbolizuji pridané chemikalie, horizontélni ¢arkované sipky sym-
bolizuji jaka ¢ast vzorku byla odebrana po provedeni tikonu specifikovaného nad
sipkou. VsSechny kroky jsou pro jednoduchost znazornény v mikrozkumavkach
Zdroj: Martin Métl

tato nepolarni latka obklopi polarni proteiny a zatla¢i polarni rezidua amino-
kyselin dovnitf proteinu, ¢imz vytésni vnitini nepolarni (hydrofobni) rezidua
aminokyselin na povrch proteinu (Oswald, 2008). Takto jsou proteiny dena-
turovany a ztraci rozpustnost ve vodé, stavaji se rozpustné ve fenolu, nebo
prechazeji do interfize mezi vodni a organickou fazi. Volné baze ssRNA jsou
v kyselém prostredi protonovany a molekuly ssRNA se stavaji méné polar-
nimi. Proteiny tedy prejdou do fenolové faze, DNA a ssRNA prejde v kyselém
prostredi taktéz do fenolu, coz zanecha dsRNA ve vodni fazi. Tyto dvé faze
jsou porad v emulzi, abychom s nimi mohli pracovat, musime je oddélit centri-
fugaci. Fenol je hustsi nez voda, tim padem po centrifugaci bude nejsvrchnéjsi
vrstva vodni, pod ni je vrstva fenolova a tplné naspodu jsou pevné necistoty.
Ve vodni fazi je ale stéle asi 7 % fenolu (Schiirmann & Diederichs, 1964),
fenolu ktery obsahuje i proteiny a DNA. To je velky podil necistot, a proto
se k oddélené vodni fazi pridava chloroform-isoamylalkohol. Chloroform se
taktéz nemisi s vodou, a po dalsim protfepani se presune vétsina zbyvajiciho
fenolu spolu s proteiny pravé do chloroformové faze. Isoamylalkohol je pti-
pravek proti pénéni. Po opétovné centrifugaci se oddéli chloroformova hustsi
faze a vodni méné husta faze. Ve vodni fazi je nyni dsRNA. Ve vodni fazi jsou
ale i jiné latky a necistoty, napt. soli. Pro jejich oddéleni se pouziva vysrazeni
nukleovych kyselin ethanolem nebo isopropanolem. V prvnim srazecim kroku
se pouziva isopropanol. Ten je uprednostnén ptred ethanolem, protoze 0,75
objemu isopropanolu je, pro nase tucely, ekvivalentni 2 objemtim ethanolu,
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coz je vzhledem k objemné vodni fazi priorita. Srazeni probiha rychleji pri
nizsich teplotach, proto je pouzit suchy led. Mnohé experimenty vSak nazna-
¢uji, Ze pouziti nizkych teplot neni nutné (Zeugin & Hartley, 1985). Nékteré
publikace dokonce oznacuji inkubace pti nizkych teplotach za kontraproduk-
tivni (Green & Sambrook, 2012). Pivodni postup vsak byl nésledovan, proto
bylo provedeno srazeni za nizkych teplot. Po centrifugaci ztistane maly pelet
na sténé mikrozkumavky. K nému je ptidan ethanol, probihé tzv. ethanolové
srazeni. Ethanol upravi chemicko-fyzikalni vlastnosti roztoku tak, ze rozpus-
téné sodikové ionty prilnou k zaporné nabité nukleové kyseliné a vytvori tak
celek bez naboje - nepolarni celek. Sodikové ionty za pomoci ethanolu tudiz
neutralizuji ribonukleovou kyselinu (Piskur & Rupprecht, 1995). RNA je nyni
nepolarni a tudiz nerozpustna ve vodé, vysrazi se a po centrifugaci ji vidime
jako pelet na sténé zkumavky. Timto zbavime vzorek zbylych necistot. Po
opétovné centrifugaci ethanol odstranime, pelet nechame ve zkumavce cas-
tecné vysusit (Green & Sambrook, 2012) a resuspendujeme v pozadovaném
pufru. Pelet by mél byt zcela rozpustén za 30-60 minut (Flegr, 1987). Takto
pripravenda dsRNA je zmrazena a uchovana pro dalsi analyzy.

3.2.2 Extrakce celul6zou

Postup

Staré mycelium z jedné Petriho misky bylo preneseno do 50 ml plastové
centrifugacni zkumavky a k nému bylo pridano nékolik ocelovych kuli¢ek.
Smeés byla ponorena do tekutého dusiku a po dikladném promrznuti byla
vortexovana po dobu tii minut. Do zkumavky byly pfidany 2,5-3 ml lyzacén-
niho pufru a vzorek byl opét vortexovan 3 minuty. Do bunécného lyzatu byly
priddny 3 ml smési fenol:chloroform:isoamylalkohol (v poméru 25:24:1) a vzo-
rek byl vortexovan 3 minuty a centrifugovan 3 minuty na 14000 rpm. Vodni
(svrchni) éast byla prenesena do 1,5 ml mikrozkumavek a bylo k ni pridano
300 ul smési fenol:chloroform:isoamylalkohol (v poméru 25:24:1) a vzorek
byl opét vortexovan po dobu t¥{ minut. Vrstvy byly oddéleny centrifugaci na
14000 rpm 5 minut. Vodni (svrchni) vrstva byla prenesena do nové mikroz-
kumavky spolu s 300 pl smési chloroform:isoamylalkohol a opét vortexovana
3 minuty a centrifugovana pri 14000 rpm 5 minut. Po centrifugaci byla vodni
(svrchni) vrstva odebrana do nové mikrozkumavky a bylo k ni priddano 30 ul
5M NaCl a 250 pl ¢istého ethanolu. Mikrozkumavka byla doplnéna sterilni
destilovanou vodou na 1,5 ml a vzorek byl inkubovan pti -20 °C 20 minut.
Po zmrazeni vzorku a roztati byla priddna Sigma Cell Cellulose zhruba po
rysku 100 pl a inkubovana po dobu 10 minut. Celuléza se po par minutach
usadila na dné mikrozkumavky, a supernatant byl prenesen do kolony. K ce-
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lul6ze byl pridén 1 ml TSE pufru s 15% ethanolem a celd smés i s celul6zou
byla prenesena do kolony. Promyvanim TSE pufrem s 15% ethanolem byla
dsRNA stale navazana na celuldzu, kdezto rozpusténé necistoty byly unaseny
proudem pufru. Promyta kapalina byla odstranéna. Kolona byla promyta ¢tr-
nactkrat, pokazdé 1,2 ml pufru. Po promyti byla kolona naposledy naplnéna
400 nl TSE pufru bez ethanolu. Protékajici kapalina byla zachycena do mi-
krozkumavky a bylo k ni pridano 30 pul 5M NaCl a 1,5 ml ¢istého ethanolu.
Vzorek byl v této smési inkubovan pii -20 °C po dobu 20 minut. Vzorek
byl centrifugovan po dobu 20 minut na 14000 rpm a supernatant byl od-
stranén. Pelet na dné mikrozkumavky byl vysusen a resuspendovan v 10 pl
nuclease-free DEPC vody. Po rozpusténi peletu mtzeme se vzorkem dsRNA
dale pracovat ¢i uchovavat pri -20 °C.

Vysvétleni

Zmrazeni vzorku v tekutém dusiku a nasledné rozemleti predstavuji tzv.
homogenizaci vzorku. Je rozruseno mycelium a ¢astecné bunécéné stény. Ly-
zacni pufr iplné zni¢i membranové struktury diky detergentiim, solim a ky-
selindm. Smés fenol:chloroform:isoamylalkohol denaturuje proteiny, a po cen-
trifugaci proteiny a lipidy ztstanou v organické fazi. Ve vodni fazi pti pH 8
kyselin. K ziskané vodni fazi je pridan chloroform:isoamylalkohol pro snizeni
mnozstvi rozpusténého fenolu a tim padem kontaminujicich proteint. Po cen-
trifugaci je k vodni fazi pridano 30 pl 5M roztoku chloridu sodného a 250
pl c¢istého ethanolu, objem je doplnén na 1,5 ml vodou. Pii této koncentraci
soli a ethanolu se dsRNA vaze na celuléozu. K tomu dochazi pri inkubaci.
Celuldza je nerozpustna, a proto se v koloné zachyti a neprojde ji. Ostatni
latky rozpusténé ve vodé pres kolonu projdou. Kolona je ¢trnactkrat pro-
myta TSE pufrem s ethanolem. Pritomnost ethanolu je v tomto kroku velice
dulezitd, ethanol udrzuje dsRNA navazanou na celuléze. Pri promyvani neni
s pufrem odplavena jen dsRNA, ktera je imobilizovand na celuléze. Finalni
promyti kolony TSE pufrem bez ethanolu umozni dsRNA opét se rozpustit
v pufru. Protékajici pufr s dsRNA zachytime do nové mikrozkumavky. Nyni
je tfeba vycistit dsRNA od nezadoucich latek rozpusténych v TSE pufru.
To je docileno ethanolovym srazenim, viz extrakce kyselym fenolem. Pelet je
poté rozpustén v DEPC vodé. Je to sterilni destilovana voda oSetfend pti-
davkem DEPC, slouc¢eniny deaktivujici ribonukledzy. Obr. ¢. 12 a obr. ¢. 113
schematicky znazornuji postup celulézové extrakce.
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Obrazek 12: Zjednodusené znézornéni izolace dsRNA metodou celulézy, prvni
cast. Vertikalni sipky symbolizuji pridané chemikalie, horizontalni ¢arkované sipky
symbolizuji, jakd ¢ast vzorku byla odebrana po provedeni tkonu specifikovaného
nad Sipkou. Zdroj: Martin Matl
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Obrazek 13: Zjednodusené znazornéni izolace dsRNA metodou celulézy, druha
cast. Vertikdlni sipky symbolizuji pridané chemikalie, horizontalni ¢arkované Sipky
symbolizuji, jaka ¢ast vzorku byla odebrana po provedeni tikonu specifikovaného
nad sipkou. Zdroj: Martin Matl
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3.2.3 Enzymatické stépeni DNasou a S1 nukleasou

Cést nukleovych kyselin extrahovanjch metodami vyse byla natrdvena en-
zymy degradujicimi DNA a ssRNA. DNasa (New England Biolabs) nastépila
dsDNA issDNA ve vzorku a S1 nukleasa (Invitrogen) nastépila jakékoliv jed-
novlaknové retézce nukleovych kyselin. Tim byla ve vzorcich znicena DNA
a ssRNA, ztstala jen dsRNA. Stépeni bylo provedeno nésledovné.
Mastermixy jednotlivych enzymu byly pripraveny oddélené podle dopo-
ruceni vyrobce. Mastermix se pripravuje pro n+1 mnozstvi vzorki, kde n je
skutecny pocet vzorkil. Pro optimalni aktivitu jsou enzymy smichany se sub-
stratem v pritomnosti zvlastniho pufru. Pufry jsou pro jednotlivé enzyma-
tické reakce specifické. Obsahuji nezbytné kofaktory pro funkci daného en-
zymu a jsou v&tSinou prodavany spoleéné s enzymem.! Do fadné oznacenych
mikrozkumavek bylo napipetovano nasledujici mnozstvi enzymii a pufri:

’ S1 nukleasa | DNasa ‘
H Objem ‘ Reagencie H Objem ‘ Reagencie H
0,5 nl | S1 nukleasa (Invitrogen) | 0,5 pl | DNasa (NEB)

1,1 pl | pufr (Invitrogen, 10X) 1,3 ul | pufr (NEB, 10X)

Tabulka 1: Slozky mastermixu pro enzymatické reakce S1 nukleasy a DNasy

Po pripravé mastermixu bylo do kazdého vzorku urceného ke stépeni pri-
pipetovano 1,6 ul reakéni smési S1 nukleasy a vzorky byly inkubovany pti 37
°C po dobu 30 minut. Po nastépeni S1 nukleasou prichazi na rfadu DNasa,
z jeji reakéni smési bylo odpipetovano 1,8 pl na kazdy vzorek. Vzorky byly
opét inkubovany pti 37 °C po dobu 30 minut. Enzymy byly deaktivovany
(denaturovany) pti teploté 70 °C opét 30 minut. Inkubace probéhly v ther-
mobloku (Obr. ¢. 14). Takto pfipravené vzorky jsou nastépené, a i kdyz
ssDNA, ssRNA a dsDNA v nich jsou pfitomny, jsou nastépeny na tak malé
kousky, ze je pri elektroforetické separaci nedetekujeme.

3.2.4 Elektroforeticka separace

Pro elektroforetickou separaci fragmentti nukleovych kyselin a priblizné po-
souzeni kvality a kvantity ziskané dsRNA byla pouzita standardni agarézova
gelova elektroforéza. Do 100 mililitri 0,5X TBE pufru byl pridan jeden gram
agarézy (SERVA). Agaréza byla rozpusténa za pouziti mikrovinné trouby. Po
zchlazeni na cca 40-50 °C bylo k tomuto roztoku napipetovano 1,5 nl barvy

IPufry jsou dodaviny komeréné s enzymy, jejich slozeni neni zvefejnéno, protoze je
chranéno autorskym pravem.
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Obrazek 14: Thermoblok. Na tomto zatizeni byly inkubovany vzorky za zvysSené
teploty. Zdroj: Martin Matl

GelRed, tato barva se interkaluje do DNA a fluoreskuje pod UV svétlem.
Tekuta agardza byla po pridavku barvy nalita do aparatury pro elektrofo-
rézu se zasazenym hiebenem pro vzorky. Po ztuhnuti agarézového gelu byl
odstranén hreben, gel zalit 0,5X TBE pufrem a do vzniklych jamek byly
napipetovany vzorky podle potteby konkrétniho experimentu.

Elektroforéza funguje na principu separace nabitych biomolekul podle
hmotnosti. Agarézovy gel s jamkami pro vzorky je vlozen do aparatury. Poté
je zalit pufrem. Je duilezité, aby byl pufr stejného slozeni a koncentrace jako
pufr, ze kterého je pripraven gel samotny. Na dvou strandch aparatury jsou
elektrody. Kladna elektroda je na strané dale od vzorkl a zaporna elektroda
je na strané blize ke vzorkim. Po napipetovani vzorkt do prislusnych jamek
je aparatura zapojena do zdroje o napéti 60-120 V. Zaporné nabité nukleové
kyseliny jsou v tomto prostiedi pritahovany ke kladné elektrodé na druhé
strané gelu. Prostiedi agarézy vsak zpomaluje cestu nukleovych kyselin na
konec gelu, a to tak, ze kratsi fragmenty se “propletou” agardzou rychleji
nez ty delsi. Tim je dosazeno rozdéleni fragmentt na zakladé hmotnosti. Po
zhruba jedné hodiné pod proudem je aparatura vypojena, zdroj vypnut a gel
vyjmut z aparatury. Gel je pozorovan pod UV svétlem a vysledkem je soubor
prouzku v kazdé jamce odpovidajici profilu nukleovych kyselin v ptvodni
smeési uttidéné podle délky (Green & Sambrook, 2012).
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3.3 Porovnani mycelialniho riastu

Rychlost ristu dsRNA pozitivniho a dsRNA negativniho izolatu F. ozyspo-
rum byla stanovena pozorovanim rustu mycelia na PDA médiu.

Meéreni rtstu bylo provedeno vzdy v triplikdtech, tudiz byly naockovany
tfi Petriho misky pro kazdy kmen houby. Na spodni stranu kazdé Petriho
misky s médiem byl nakreslen kiiz. Takto byl vyznacen stfed misky. Do to-
hoto mista bylo provedeno ockovani vpichem. Ockovani bylo provedeno jen
do jednoho mista. Naockované Petriho misky byly ponechany v pokojové tep-
loté na dennim svétle. Z mista vpichu rostlo mycelium kruhové a tento rust
byl zaznamenavan. Vzorky byly foceny po dvou, péti a sedmi dnech od naoc-
kovani fotoaparatem Canon. V softwaru NIS elements 4.20.00 bylo provedeno
meéreni pruméru mycelia. Tyto idaje byly dédle zpracovany v Microsoft Office
Excel.

3.4 Sklickové kultury

Hyfy mikroskopickych hub nemiizeme pozorovat pod mikroskopem standard-
nim zptisobem, pri prenaseni na podlozni sklicko bychom je totiz pretrhali
a znic¢ili. K mikroskopickému pozorovani plisni se pouziva metoda sklickovych
kultur. Tato metoda spoc¢iva v tom, ze mycelium poroste kryci sklo, a to je
mozné vyjmout a pozorovat na ném viceméné neporusené hyfy. Takto lze
sledovat rozdily mezi kmeny houby a poridit mikrofotografie. Zvlastni zretel
je dan na pozorovani asexualnich spor, urc¢ovaciho znaku F. ozysporum.

Petriho miska s Zivnym médiem
Kryci sklo
Houba rostouci po skle

b J

Obrazek 15: Zhotoveni sklickovych kultur. Kryci skla pro mikroskopovani jsou
zasunuty do zivného agaru pod thlem a na bod styku skla a agaru je naockovana
houba. Obrazek zachycuje houbu rostouci po krycim skle. Zdroj: Martin Matl

Postup pro zakladani sklickovych kultur je nasledujici. Do PDA média na
Petriho misce zasuneme sterilni kryci sklo pod thlem zhruba 45° Obr. ¢. 15
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znazornuje zalozené sklickové kultury. Ockovaci jehlou preneseme inokulum
z mycelia do mista dotyku agaru a kryciho skla. Krycich skel se na Petriho
misku vleze nékolik, v tomto experimentu byly pripraveny dvé kryci sklicka
od kazdého vzorku houby. Takto naockované houby nechame rozrist. Myce-
lium poroste po krycim skle smérem nahoru, mluvime o vzdusném myceliu,
i smérem dolit podél kryciho skla do substratu, mluvime o substratovém
myceliu. Po nékolika dnech kryci sklo z agaru opatrné vyjmeme za okraj ne-
porostly myceliem, polozime na sklicko podlozni a pozorujeme neimerznim
objektivem mikroskopu pri zvétseni 400x.

3.5 Test patogenity na Arabidopsis thaliana

Porovnéni interakei rostlina-houba s dsSRNA pozitivnim a dsRNA negativnim
kmenem bylo studovano na rostliné Arabidopsis thaliana (ekotyp Columbia).
Kratky zivotni cyklus, mald velikost, vysoka produkce semen, a velice maly
genom délaji z tohoto nenapadného plevele vyborny rostlinny modelovy or-
ganismus (Meyerowitz, 1987).

Malé kvétinace byly do poloviny naplnény sterilizovanym zahradnickym
substratem. Na substrat byly polozeny 1 cm? velké vyiezy PDA média pro-
rostlé myceliem. 7 celkem patnacti kvétinact obsahovalo pét kvétinacu kus
agaru s myceliem dsRNA negativniho kmenu, pét kvétinacu kus agaru s my-
celiem dsRNA pozitivniho kmenu a pét kvétinact kus sterilniho agaru (kont-
rola). Zahradnickym substratem byly kvétinace doplnény po okraj. Kvétinace
byly zality a na povrch substratu byla umisténa 3 semena A. thaliana (Obr.
¢. 16). I kdyz je zadmérem pozorovat pouze jednu rostlinu v kvétinici, byla
vyseta tii semena. Kvili nepfiznivym podminkam ¢i nestoprocentni klici-
vosti nemusi vSechna vykli¢it. Se tfemi semeny v kvétinac¢i roste Sance, ze
alespon jedno vykli¢i. Tato prace byla provadéna ve sterilnim prostredi. Po
vyseti byly kvétindce umistény na slunné misto v laboratori. Pozdéji doslo
k vypleni tak, aby v kazdém kvétinaci zbyla pouze jedna rostlina. Kvétinace
byly zalévany podle potieby a zmény v ristu tii skupin byly sledovany.
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A. thaliana
l Substrat

Agar
se
vzorkem

Obrazek 16: Schematické zndroznéni testu fytopatogenity. Prifez kvétindcem
ukazuje experiment v den zaloZeni. Agar se vzorkem je ve stfedu kvétindce a se-
mena Arabidopsis thaliana jsou na povrchu substratu. Zdroj: Martin Matl

3.6 Reverzné transkripéni polymerazova re-
tézova reakce

RNA ziskana extrakei celulézou byla dale pouzita pro molekularni charakte-
rizaci. V prvnim kroku byla provedena reverzni transkripce, prevedeni RNA
na stabilnéjsi DNA. V druhém kroku byla tato DNA purifikovana a v tre-
tim kroku byla amplifikovana pomoci polymerazové tetézové reakce. Poly-
merazova fetézova reakce (PCR) takto spojend s reverzni transkripei byva
oznacovana jako RT-PCR (Obr. ¢. 17). Metody adaptované podle Roossinck
et al. (2010) a Khalifa & Pearson (2013) umoznuji v principu jednoduchou
transkripci dvouvlaknovych fragmenttt do cDNA a jejich naslednou amplifi-
kaci PCR. V nasledujici podkapitole je z téchto fragmentti pripravena cDNA
knihovna, pripravny krok pro sekvenaci.

3.6.1 Reverzni transkripce

Pro skladovani a dalsi molekularni analyzy je vhodné prevést RNA na DNA.
DNA je mnohem stabilnéjsi nez RNA diky ztraté jedné hydroxylové skupiny.
I tato mald zména ¢ini DNA chemicky odolnéjsi (Murray, 2012). V labora-
tofi se tato technika nazyva reverzni transkripce a je pouzivana napft. pro
prepis mRNA a virové RNA do DNA (Green & Sambrook, 2012) a jejich
nasledné sekvenace. Reverzni transkripce je proces opac¢ny ke klasické tran-
skripci. Provadi se enzymem nazyvanym reverzni transkriptaza, neboli RNA-
dependentni DNA polymeraza. Ten syntetizuje vlakno DNA komplementarni
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Obrazek 17: Schematické zndzornéni reverzné transkripcni polymerazové reté-
zové reakce. Schéma nasleduje molekuldrni osud dvou komplementarnich cDNA
transkriptt napric¢ reverzni transkripci (zluté pozadi), purifikaci (Cervené pozadi)
a PCR (modré pozadi). Koneénym produktem 45 cyklia PCR jsou miliony molekul
DNA (na obrazku neznizornény). Zdroj: Martin Matl



ke vlaknu RNA. Reverzni transkriptédza byla objevena u virti skupiny VI a VII
a za jeji objev byla udélena Nobelova cena (Baltimore, 1970).

Vybér primert pro reverzni transkripci je klicovy. Nezname presnou sek-
venci RNA, kterou chceme transkribovat, pouzivame proto nahodné primery.
Nahodny primer znamend, ze sekvence nukleotidi v ném neni urc¢ena a zpra-
vidla se lisi. V ndhodné smési primerti z 12 nukleotidl jsou vlastné vSechny
kombinace 12ti nukleotidi v ndhodném poradi. Nahodny primer hybridizuje
s komplementarnim tisekem na templatové RNA. Diky velkému mnozstvi pri-
meril ve vzorku a jejich rtiznych sekvenci je jisté, ze k sekvenci templatové
RNA se najde nékolik komplementarnich primert. Kvili divodim dilezitym
pro prubéh PCR reakce v sekci 3.6.3 je pred ndhodnych 12 nukleotidi také
vloZena znacka (“tag”). Je to kratky 14ti nukleotidovy tisek DNA o zndmé
sekvenci. Celkovy primer ma tim padem 26 nukleotidl, 14 z nich je znacka
a 12 je nahodnych. Celkova sekvence primeru je 5-CCT TCG GAT CCT
CCN NNN NNN NNN NN-3’” (Obr. ¢. 18).

ACC T TCGGATCCT.CCNNNNNNNNNNNNK)

Obrazek 18: Schematicka znazornéni primeru pouzitého pro reverzni transkripci.
Pismena A, T, G a C znazornuji nukleotidy adeninu, thyminu, cytosinu a guaninu.
Pismeno N zndzornuje ndhodny nukleotid (z angl. any). Zdroj: Martin M4tl

Na zacatku reakce je tfeba pripravit smés templatové RNA a primeru.
V mikrozkumavkach bylo smichdano 11 pl RNA z extrakce celulézou s 2 pl
primeru o koncentraci 20 pM. Mikrozkumavky se vzorky a primery byly inku-
bovany pri 65 °C po dobu 10 minut. Tim je docilena denaturace templatové
RNA a primeru. Ke vzorkam byly pridany 4 pl reakéniho pufru, 0,5 pl inhi-
bitoru RNasy, 2 ul dANTP smési a 0,5 pl reverzni transkriptézy. Je dilezité
zminit, ze reagencie a enzymy musi byt priddavany do smési v poradi uvede-
ném v manualu. Enzym je skladovan kratkodobé v lednici. Po pridani enzymu
byly vzorky ponechany pti 25 °C 10 minut a poté inkubovany pti 50 °C 60
minut. V tomto kroku dojde k samotné reverzni transkripci. Reverzni tran-
skriptaza byla inaktivovana 5 min inkubaci pti 85 °C. Reverzni transkripci
popisuje tab. ¢. 2.
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H Objem \ Reagencie \ Fin. mnoz. Inkubace H

11 nl Templatova RNA neznamé : v aE o
2 pl | Primer pro reverzni transkripci 2 pM 10 minut pfi 65 °C
4 nl Pufr pro reverzni transkripci 1X . v o o
0,5 ul Inhibitor RNasy 20 U 10 minut pri 25 °C
2l Smés dNTP 4 pM : “ en o
0,5 ul Reverzni transkriptaza 10U 60 minut pri 50 °C

Tabulka 2: Rozpis slozek reakéni smési pro reverzni transkripci. Finalni mnozstvi
je uvedeno pro samotny krok reverzni transkripce s objemem 20 pl a vyjadiuje
pocet enzymovych jednotek pro enzymy, koncentraci v doporucenych jednotkach
pro pufry, a ostatni slozky v molarni koncentraci. Sloupec inkubace vyjadiuje délku
a teplotu inkubace danych a predchozich slozek smési. Zdroj: Martin Matl

3.6.2 Purufikace RT produktu

K odstranéni enzymu, primerti, RNA templatu a ostatnich kontaminanta
potencialné inhibujicich nasledujici PCR reakci od zadané cDNA pro ampli-
fikaci byla pouzita dvoufazova purifikace. V prvni fazi byla veskerd RNA na-
stépena enzymem RNasa A. V druhé fazi byla enzymaticky nastépena RNA,
primery a enzymy oddéleny od cDNA prostrednictvim purifikac¢ni sady QI-
Aquick PCR Purification Kit od firmy Qiagen. Presny princip funkce téchto
komerc¢nich souprav je predmétem autorského prava a neni zcela zverejnén.
Slozeni pufrii a reagencii neni znamo a jsou oznaceny heslovité. Hlavnim ry-
sem tohoto PCR purifikac¢niho kitu je selektivni vazba DNA na centrifugacni
kolonu a nasledné promyvani riaznymi pufry, které odmyji nechténé kontami-
nanty. Svym principem je tento postup analogicky k RNA extrakci celul6zou.

Enzymatické stépeni RNA v post-RT reakéni smési bylo docileno RNasou
A. 1 pg RNasy A (objem 1 pl) byl napipetovan do kazdého vzorku post-
RT reakéni smési. Vzorky byly inkubovany pii pokojové teploté po dobu 15
minut, v tomto kroku doslo k samotnému enzymatickému stépeni. RNasa
byla inaktivovana pri 85 °C po dobu 2 minut. Takto oSetfené vzorky nyni
mohou prejit do druhé faze, purifikace.

Nésledujici procedurou byla provedena purifikace cDNA (Quick-StartPro-
tocol QIAquick® PCR Purification Kit). 5 objemt PB pufru bylo pfidano k 1
objemu reverzné transkripéni post-reakéni smési. Tato smés byla prenesena
do centrifugac¢ni kolony z kitu. Tato kolona byla centrifugovana 30-60 sekund,
v tomto kroku se DNA navazala na kolonu. Protékajici faze byla odstranéna.
Ke koloné bylo pridano 0,75 ml PE pufru, kolona byla centrifugovana a proté-
kajici faze odstranéna. Po tomto kroku byla kolona opét centrifugovana pro
odstranéni zbyvajiciho pufru. Svrchni cast kolony byla prenesena do cisté
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1,5 ml mikrozkumavky a na stied kolony bylo umisténo 20 nl EB pufru a ko-
lona byla ponechana jednu minutu pro eluci DNA z kolony. Centrifugaci po
dobu 60 s byla v mikrozkumavce ziskana precisténa cDNA.

3.6.3 Polymerazova retézova reakce

Tuto ¢istou ¢cDNA je nyni nutno amplifiko-
vat, namnozit. Toho je docilenou technikou
polymeréazové fetézové reakce, PCR, (Green &
Sambrook, 2012). V ni je DNA polymeraza
spolu s templatovou DNA, primery a deoxy-
nukleotidy inkubovana cyklicky pfi rtznych
teplotach. Stiidani teplot zptisobuje zmény
konformace DNA a umoznuje promyslenou
enzymaticky katalyzovanou fetézovou reakci,
jejiz produktem je exponencidlné stoupajici
mnozstvi DNA v reak¢ni zkumavce (Saiki
et al. , 1988). Teoreticky je mozno z jediné mo-
lekuly templatové DNA ziskat miliardy iden-
tickych molekul v faddech hodin.
Strucny popis PCR

Teploty pri kterych PCR probiha jsou tii.
Prvni je faze denaturace. Pii teploté 90 - 96
°C jsou preruseny vodikové miustky mezi du-
sikatymi bazemi jednotlivych fetézci v tem-
platové dvouretézcové DNA a tyto Tetézce se
rozestoupi. V druhé fazi, pri teploté kolem
50 °C se vodikové vazby obnovi, ale s krat-
kymi, uméle nasyntetizovanymi oligonukleo-
tidy zvanymi primery. Primery se pripoji na
zakladé komplementarity bazi k templatové
DNA. Mluvime o hybridizaci ¢i nasedani pri-
mert. Tyto primery jsou do reakéni smési pri-
davany cilené a pro kazdou reakci jsou jedi-
necné. V posledni fazi, zhruba 70 °C zacne
pracovat termostabilni DNA polymeraza.

Ta syntetizuje vldkno komplementarni
k templatové DNA od primeru ve sméru 5’
— 3’ (Lehman et al. , 1958). Polymeraza pri-
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Obrazek 19: Schématické
znédzornéni  jednoho  cyklu
PCR. Zdroj: Martin Matl

dava nukleotidy podle Watson-Crickovského parovani, tedy G k C a A k T.
Nyni mame dvé dvouretézcové molekuly DNA z jedné dvouretézcové mole-
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kuly DNA v jednom cyklu reakce. V klasické PCR je téchto cykla 25 - 35,
a produkty kazdé reakce vstupuji do reakce bezprostredné nasledujici, tim
padem se po dokonceni cyklu ti teplot vzdy zdvojuje mnozstvi DNA. Am-
plifikovan je pouze tisek ohranicen primery, ty jsou proto klicové pro uspéch
PCR. Obr. ¢. 19 ilustruje princip metody PCR. Tabulka ¢. 3 udava slozky
reakéni smési pro PCR.

H Objem ‘ Reagencie ‘ Fin. mnoz. H
2,5 nl Taq pufr (10X, Top Bio) 1X
1 pl | Primer 5-CCT TCG GAT CCT CC-3" | 0,78 nM
1ql Smeés ANTP 200 ptM
20 ul cDNA templat neznameé
1pl Taq polymerasa 1.1 (Top Bio) 1U

Tabulka 3: Rozpis slozek pro PCR. Ve sloupci mnozstvi je pro enzymy uveden
celkovy pocet jednotek (U), pro primery a jiné chemikdlie molarni koncentrace
a pro pufry doporucend koncentrace. Zdroj: Martin Matl

Pro tuspéch reakce je dilezita volba DNA polymerazy. Pouzivany jsou ter-
mostabilni polymerazy schopné vydrzet teploty okolo 90 °C bez zmény funké-
nosti. Pravé objev této polymerazy z termofilni bakterie Thermus aquaticus
umoznil siroké vyuziti této metody. VSechny polymerazy pro zacatek syntézy
potfebuji kratky dvouretézcovy usek. Ten vznikne z denaturovaného vldkna
nasednutim primeru. Primer miize byt v PCR reakci ndhodny nebo navrzeny.
Nahodné primery jsou oligonukleotidy s nahodnym ¢i nedefinovanym zastou-
penim a usporadanim dusikatych bazi. Nezname jejich sekvenci. S uréitou
pravdépodobnosti tyto ndahodné fragmenty najdou komplementarni sekvenci
na templatové DNA a nasednou na ni. Navrzené primery jsou primery s de-
finovanou a cilené urcenou sekvenci. Na templatovou DNA se navazou jen
v cilovém misté. Kdyz chceme napr. amplifikovat gen pro inzulin, najdeme
si jeho sekvenci a vybereme bezprostiedné pred ni a bezprostiedné za ni
sekvence 15-25 nukleotidl vyskytujici se jen a pouze pred a pouze za timto
genem, nikde jinde v genomu cilového ¢i jakéhokoli jiného organismu. Ampli-
fikovan bude jen zddany gen. Reakce je provedena v jediné mikrozkumavce
o objemu 0,2 ml.
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Polymerdazovd retézovd reakce virové cDNA
Vzhledem k ndhodnosti primert pouzi-
tych pro reverzni transkripci je mozné, ze
kazdy transkript se v post-reakéni smési vy-
skytuje pravé jen jednou. Nicméné vzhle-
dem k tomu, ze transkripty vSechny po-
I. Hybridizace chazeji z jedné dsRNA, pravdépodobné do-
chazi k jejich prekryvu. Toho je vyuzito pro
regeneraci druhého mista k nasednuti pri-
BTG+ 44444 4444+ SILAEN mert.

Druhé misto pro hybridizaci primert
vznikne v prvnim PCR cyklu, a to po
nasednuti dvou prekryvajicich se vlaken
a nasledné elongaci. Tim je nasyntetizo-
van zbytek vldkna podle vldkna komple-
3'00C000000000000.05 mentarniho, byla vytvorena dsDNA iden-

II. Denaturace tickd ke kratké Gasti pivodni dsRNA s pfi-
danymi misty o znamé sekvenci pro nase-
dani primert. Dalsi cykly PCR jiz probihaji
norméalnim zpusobem. Je vhodné pripome-
nout, ze kdyby templatem byla jen jednote-
tézcova molekula, tato PCR by neprobéhla,
ETNRD 44444+ 4444+ 4N nebot by v prvnim cyklu nevzniklo druhé

misto pro nasedani primerd. Samotny pri-
ETINS 444+ 4+ 4444+ SCu N béh PCR reakce, presnéji prvni cyklus, je

Il. Elongace naznacen v obr. ¢. 20. Kazda DNA polyme-
raza pracuje lehce odlisnym zptsobem. D1i-
lezita vlastnost Taqg DNA polymerazy ne-
znazornéna na obr. ¢. 20 je pridani jednoho
neparového adeninového nukleotidu na 3’
konec syntetizované DNA molekuly. Tento
presah je dulezity pro bunécnou funkci po-
lymeréazy, a je vyuzivan i v molekularné bi-
ologickych metodach, konkrétné pri ligaci
v dalsi kapitole.

Pristroj zajistujici cyklické zmény teplot se nazyva thermocycler. Tento
jednoduchy stroj je navrzen tak, aby byl schopen mikrozkumavky s reakéni
smeési ohtivat a zchlazovat cyklicky podle nastavenych teplot. Ohfivani a chla-
zeni probiha pomoci kombinace ventilatoru a Peltierova ¢lanku. Na jednodu-
chém displeji (dotykovy nebo s tlacitky) je mozné pres jednoduché grafické
uzivatelské rozhrani nastavit parametry reakce (Tab. ¢. 4). To zahrnuje na-

I. Elongace

Il. Hybridizace

Obrazek 20: Schematické
znazornéni prvniho cyklu PCR
cDNA. V tomto cyklu dojde
k regeneraci druhého mista pro
nasedani primert. Zdroj: Martin
Matl

44



staveni teplot a dob pro pribéh jednotlivych cyklia. Pocet cykli je také za-
dan. Vétsina PCR reakci také zacind dlouhou denaturaci pti vysoké teploté
a konci delsi elongaci. Tyto kroky zajistuji diikladnou denaturaci vsech tem-
platovych molekul v prvnim kroku a kompletni elongaci v kroku poslednim.
Vétsina PCR reakci probiha 2 - 3 hodiny, a thermocycler je nastaven tak,
aby po dokonéeni vzorky chladil na 4 °C (naptiklad pres noc).

Priprava a provedeni samotné PCR reakce je jednoduché. V jedné mik-
rozkumavce byl pripraven mastermix z PCR pufru, primeru, deoxynukleosid-
trifosfati a DNA polymerazy (Tab. ¢. 3). Mastermix byl rozdélen do mikroz-
kumavek pro vzorky. K nému byla pripipetovana templatova cDNA. Takto
pripravené vzorky jsou pripravené pro PCR. Jednotlivé mikrozkumavky byly
vloZeny do thermocycleru a odpovidajici PCR program byl zahdjen (Tab. ¢.
4).

Ovéreni uspéchu PCR reakce bylo provedeno agardzovou gelovou elektro-
forézou podle protokolu v sekci 3.2.4.

H Faze ‘ Teplota(°C) ‘ Cas(mm:ss) ‘ Opakovani H
Inicia¢ni denaturace 94 3:00 1X
Denaturace 94 0:30 45X
Nasedani primert 94 0:30 45X
Elongace 94 1:00 45X
Finalni elongace 94 10:00 1X

Tabulka 4: Parametry PCR reakce. Zdroj: Martin Matl

3.7 Priprava cDNA knihovny

Vlozenim fragmenti cDNA z RT-PCR do plasmidu ziskdme rekombinantni
plasmid. Transformaci E. coli timto rekombinantnim plasmidem ziskdme spo-
lehlivy zdroj insertové DNA. Plasmid v FE. coli zustava a s kazdou novou
bunkou se zkopiruje i plasmid. Této metodé se rika molekularni klonovani.
Mnozina bakteridlnich kolonii, kazda obsahujici jeden tsek insertové DNA
stejného puvodu, se nazyva cDNA knihovna. Tyto bakterie jsou jednoduse
uchovavany a kultivovany, plasmid je mozné z nich extrahovat a pouzit pro
dalsi molekularni analyzy, napt. sekvenovani. Jelikoz kazda kolonie obsahuje
odlisny fragment, je mozné na jedné Petriho misce s transformovanymi bak-
teriemi mit cely genom viru. Priprava ¢cDNA knihovny je nutna pro dalsi
sekvenaci virového genomu. Vétsina sekvenacnich metod nesekvenuje cely
fragment DNA | prvnich nékolik nukleotidi vynecha. Tomu se lze vyvarovat
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prave sekvenovanim cilové DNA vlozené do plasmidu, prvnich par vynecha-
nych nukleotidi jsou plasmidovaho ptivodu a sekvenovan je insert beze ztrat.

3.7.1 Ligace cDNA a plasmidu

Insertovda DNA a plasmidovy vektor musi byt spojeny v jednu molekulu.
Tento proces se nazyva ligace (Obr. ¢. 21). Ligaci katalyzuje enzym DNA li-
gaza (Promega). Pouzity plasmidovy vektor je pGEM®-T linearizovany vek-
tor (Promega). Na 3’ koncich plasmidové DNA je jeden thyminovy nukle-
otid. RT-PCR produkt z pfedchozi reakce ma komplementarni adeninovy
nukleotid na svém 3’ konci. Tyto tseky k sobé samovolné prilehnou svymi
komplementdrnimi T/A konci. Pfiddnim enzymu DNA ligdza jsou tyto tseky
spojeny vytvorenim kovalentni fosfodiesterové vazby mezi 5’ fosforylem (fos-
fore¢nou skupinou) a 3" hydroxyskupinou dvou nukleotidi. Produktem reakce
je plasmid s vlozenou insertovou DNA (Holton & Graham, 1991).

O

Plasmid Teplotni Sok

Vapenaté ionty U

Transformovana
bakterialni burika

Bakteridlni burika

Obrazek 21: Schéma ligace insertu a plasmidu DNA ligazou s TA presahy. Jed-
nonukleotidové thyminové a adeninové presahy se spoji vodikovymi mustky podle
komplementarity bazi a DNA ligdza dvé molekuly spoji v jednu vytvorenim no-
vych fosfodiesterovych vazeb. Vyznacena je 3’ a 5 direkcionalita molekul. Zdroj:
Martin Matl

Slozky smési byly napipetovany do mikrozkumavek (Tab. ¢. 5). Dva vzorky
a jedna kontrola byly inkubovany pii 10 °C pres noc. Dulezita je opatrna ma-
nipulace s enzymy. Ty jsou do reakénich smési obecné pridavany nejpozdéji.
Kdyz se s nimi bezprostiedné nepracuje, jsou uchovavany kratkodobé v led-
nici pri 4 °C.
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H Objem \ Reagencie \ Fin. mnoz. \ Inkubace H

1yl pGEM®-T vektor (Promega) 50 ng

1yl T4 DNA ligdza (Promega) 3U 121 10 °C
5pul | 2X Rapid Ligation Buffer (Promega) 1X

5 nl Insertova cDNA neznameé

Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro ligaci na jeden vzorek. Ve sloupci mnozstvi
je pro plasmid uvedena hmotnost, pro pufr je uvedena doporucend koncentrace
a pro enzymy je uveden pocet jednotek (U) v reakci. Zdroj: Martin Matl

pGEM®-T linearizovany vektor

Linearizovany vektor znamend, ze plasmid neni v prirozené kruznicové
formé, ale je nastépen v jednom misté. Na 3’ konce tohoto mista jsou pri-
dany thyminova rezidua. To umoznuje jednoduchou ligaci na zakladé kom-
patibility T/A koncu. Prostfednictvim tzv. plasmidové mapy se znazornuji
vSechny geny, restrikéni mista a primer-komplementarni sekvence na daném
plasmidu (Obr. ¢. 22). Na plasmidu se nachézi gen k rezistenci vici antibio-
tiku ampicillinu. Po transformaci jsou bakterie naockovany na zivné médium
obsahujici ampicillin. Bakterie postradajici rezistenci k nému, tzn. bakterie
postradajici plasmid jsou timto antibiotikem zlikvidovany. Rezistenc¢ni gen je
tudiz “selek¢éni marker”.

Xmnl 1994
Seal Mael
'Qac?;_'. 2692
1 o Iz l 1 stan
Apal 14
Aatli 20
W Sphil 6
Amp' BstZl 31
pGEM®-T lacZ Neol | a7
Vector 7 Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Moal 62
BstZl [
Pstl 73
Sall 75
Mded a2
Sacl 4
o BstXl 103 3
Msil 12z
126 %
tsps |'® 3

Obrazek 22: Mapa vektoru pGEM®-T. Insert je vlozen mezi thyminové presahy.
Vektor obsahuje mnoho restrikénich mist. Amp" oznacuje gen kddujici rezistenci
viuci ampicilinu, béznému antibiotiku. Zkratka ori oznacuje misto pocitku replikace
plasmidu (origin of replication). V pravém sloupci je vycet restrikénich mist pro
restrikéni endokukledzy. Zkratky T7 a SP6 oznacuji promotory. Zdroj: Promega,
pGEM(R)-T and pGEM(R)-T Easy Vector Systems Technical Manual
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3.7.2 Priprava kompetentnich bunék

Pro molekularni klonovani byl zvolen Escherichia coli kmen DH5a. Postrada
geny pro nékteré exonukledzy a rekombinaci, coz z néj déla idedlni vektor
pro piipravu ¢cDNA knihoven pro sekvenovani (Taylor et al. , 1993). Je to
tzv. neexpresni kmen. Bakterialni bunky jsou oSetreny specidlnim zptisobem,
aby se z nich staly bunky kompetentni. Takové bunky jsou ochotny pfijimat
extracelularni DNA (Solomon & Grossman, 1996). Samotna priprava kompe-
tentnich bunék spociva ve vystavovani bunék teplotnim vykyvim a zvysené
koncentraci Ca?* iontii.

1. Burky Escherichia coli kmen DH5a(Novagen) byly naockovany do 2 ml
tekutého LB média a ponechany na trepacce pti 37 °C pres noc.

2. Druhy den byla kultura preockovdana do 110 ml tekutého LB média
a inkubovana pti 37 °C dokud nedosahla optické hustoty OD 0,3 - 0,5.

3. Kultura byla rozdélena po 50 ml do sterilnich chlazenych kyvet a kyvety
byly chlazeny 10 minut na ledu.

4. Po chlazeni byly kultury centrifugvany 7 minut pti 1 680 g a 4 °C.
Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan ve 20 ml vychla-
zeného 50 mM roztoku CaCls,.

5. Smés byla inkubovana 145 minut na ledu a centrifugovana 7 minut pfi
1680 g a4 °C.

6. Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan v 1 ml vychlazeného
72 mM CaCl,.

7. Ke smési bylo pripipetovano 230 pl 80% glycerolu a smés byla aliquo-
tovana po 100 pul do zkumavek a uchovana pti -80 °C.

3.7.3 Transformace teplotnim sokem

Jako transformace se oznacuje genetickd modifikace organismu exogenni DNA
(Chen & Dubnau, 2004). V tomto ptipadé transformujeme kompetentni bunky
E. coli plasmidem obsahujicim fragment transkribované virové genetické in-
formace (Obr. ¢. 23). Kompetentni bunky jsou pii transformaci teplotnim
Sokem spolu s plasmidem vystaveny vykyvim teplot. Plasmid, za normal-
nich podminek negativné nabitd DNA, je v pufru obalen Ca?* ionty a néboj
je neutralizovan. Takova neutralné nabita molekula projde diky teplotnimu
Soku pres bunéénou sténu E. coli a dostane se do buiiky. Sance, ze bakterie
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plasmid prijme, se zvysuje v nepriznivych podminkéch, proto bakterie vy-
stavujeme neptiznivym, ale definovanym podminkam. Bakterie, které prijaly
plasmid oznacujeme jako transformované. Replikuji plasmid kdyz se samy
déli a syntetizuji podle néj proteiny. Plasmid pGEM®-T s vlozenou inserto-
vou DNA (viz sekce 3.7.1) byl transformovan do kompetentnich bunék Esche-
richia coli DH5a(viz sekce 3.7.2). Mikrozkumavky s aliquoty kompetentnich
bunék uchovavané pri -80 °C byly preneseny na led. V tomto stadiu jsou
bunky citlivé na stres z vnéjsiho prostiedi, rozmrznuti musi probéhnout po-
zvolna. Ke kompetentnim buntkkam bylo pridano 12 pl zligovaného plasmidu
a bunky s plasmidem byly inkubovany na ledu 30 minut. Teplotni Sok byl
proveden 45s inkubaci pri 42 °C a naslednym chlazenim na ledu dvé minuty.
Disrupce bunécné stény pri zvysené teploté umozni vniknuti plasmidu. Inte-
grita bakterialnich bunék je obnovena pti nizsichi teplotach. V ¢asti bakterial-
nich bunék je nyni pritomen plasmid, mluvime o transformovanych bunkéch.
Bylo k nim ptidano 900 pl LB média a nasledovala hodinova inkubace pti
37 °C na stolni tfepacce (300 rpm). Tato faze se nazyva regenerace. V médiu
muze kultura rist a zacit s exprimaci plasmidu. U transformovanych bakterii
dochézi k expresi genu kédujiciho resistenci vici ampicillinu. Regenerované
bunky byly centrifugovany 2 minuty na 5000 rpm a 800 pl supernatantu
bylo odebrano. Propipetovanim byl bunéény pelet na dné mikrozkumavky
promichan se zbytkem kapaliny ve zkumavce. Zhruba 200 pl této transfor-
mované bakterialni suspenze bylo inokulovano na Petriho misky s LB médiem
a ampicillinem (100 pg/ml). Petriho misky s E. coli byly inkubovany pii 37
°C (Green & Sambrook, 2012). Transformované bunky jsou rezistentni vici
ampicilinu a preziji na médiu, ale bunky bez plasmidu postradaji gen pro
rezistenci a tak je ampicilin znic¢i (Bush & Sykes, 1984).

Teplotni Sok
Vapenaté ionty U

Plazmid

Bakterialni burika )
Transformovana
bakterialni burika

Obrazek 23: Schematické zndzornéni bakterialni transformace jedné bakterialni
bunky teplotnim Sokem. Bakteridlni bunka spolu s plasmidem jsou vystaveny tep-
lotnimu $oku v piftomnosti Ca®* iontf. Plasmid vnikne do buiiky a vysledkem je
transformovand bakterialni burika. Zdroj: Martin Matl
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3.7.4 Colony PCR

Pro zjisténi pritomnosti ¢i absence inserové DNA v transformovanych kul-
turach byla provedena colony PCR. Tato PCR metoda zakldada na pouziti
bakteridlnich bunék jako templatové DNA pro PCR. Primery jsou voleny
tak, aby obklopovaly insertovou DNA, pro nase potreby byl pouzit primer
z PCR amplifikace inserové DNA. Tato PCR je ve své podstaté identicka
s tou v sekci 3.6.3., ale jejim hlavnim cilem je posoudit pritomnost insetové
DNA v jednotlivych bakterialnich koloniich. Oc¢ekdvanym produktem jsou
fragmenty DNA v priblizné velikosti insertu. Vizualizace probéhla opét na
standardni agarézové gelové elektroforéze.

Pro colony PCR byl pfipraven master mix na deset vzorki (tudiz s jednim
vzorkem navic) podle upraveného protokolu ze sekce 3.6.3 (Tab. ¢. 6). Master
mix byl rozpipetovan po 25,5 | do deseti 0,2 ml PCR mikrozkumavek. Jako
templatova DNA byly pouzity bakterialni kolonie. Spic¢kou mikropipety byly
kolonie z povrchu zivného média na Petriho misce nabrany a preneseny do
prislusné mikrozkumavky. Tato prace byla provedena asepticky v UV boxu.
Cty¥i mikrozkumavky obsahovaly ¢tyii riizné kolonie z transformace dsRNA
pozitivniho vzorku, dalsi ¢tyfi mikrozkumavky obsahovaly ¢tyti rtizné ko-
lonie z transformace dsRNA negativniho kmenu a posledni dvé zkumavky
obsahovaly dvé rtzné kolonie z kontrolni transformace. Vzorky z kontrolni
transformace zde slouzi jako negativni kontrola - v plasmidech kontrolnich
bakterii je kontrolni insertovd DNA. Ta neobsahuje insert ohranic¢eny sek-
venci komplementarni s pouzitym primerem. Tudiz musi nutné vyjit nega-
tivné. Bakteridlni bunky byly zniceny a zlyzovany prodlouzenou denaturaci,
10 minut pti 94 °C. VsSechny ostatni parametry reakce byly shodné s pro-
tokolem polymerazové fetézové reakce virové cDNA sekce 3.6.3 (Tab. ¢. 7).
Vyhodnoceni Colony PCR bylo provedeno metodou agarézové gelové elek-
troforézy stejné jako v sekci 3.2.4.

H Objem \ Reagencie \ Fin. mnoz. H
2,5 nl Taq pufr (10X, Top Bio) 1X
1 pl | Primer 5-CCT TCG GAT CCT CC-3" | 0,78 nM
1l Smeés dNTP 200 pM
20 ul Voda
1pl Taq polymerasa 1.1 (Top Bio) 1U

Tabulka 6: Rozpis slozek pro Colony PCR master mix. Ve sloupci mnozstvi je pro
enzymy uveden celkovy pocet jednotek (U), pro primery a jiné chemikalie molarni
koncentrace a pro pufry doporucend koncentrace. Zdroj: Martin Matl
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H

Faze

Teplota(°C) ‘ Cas(mm:ss) ‘ Opakovani ‘

|

Inicia¢ni denaturace 94 10:00 1X
Denaturace 94 0:30 45X
Nasedani primert 94 0:30 45X
Elongace 94 1:00 45X
Finalni elongace 94 10:00 1X

Tabulka 7: Parametry Colony PCR reakce. Zdroj: Martin Matl
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4 Vysledky

4.1 Detekce dsRNA

7 deviti kmenti F. oxysporum v Ceské sbirce mikroorganismit byly vybrany
Ctyti pro izolaci dsRNA. Izolace byla provedena metodou kyselym fenolem
(Flegr, 1987) i celul6zou (Morris et al. , 1979). Tyto dva nezavislé zpusoby
izolace dsRNA potvrdily jeji pfitomnost. P¥itomnost prouzku na gelu nazna-
cuje pritomnost dsRNA ve zkoumaném vzorku, naopak jeho absence svédci
o jeji neptitomnosti (Obr. ¢. 24).

Obrazek 24: Fotografie agarézového gelu enzymaticky stépenych vzorki z izolace
kyselym fenolem. Svétly prouzek znaci pritomnost dsRNA ve vzorku. Zdroj: Martin
Matl
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Kmen F. oxysporum CCM F-545 byl vyhodnocen jako dsRNA obsahujici
kmen kvili nejjasnéjsimu prouzku na gelu. Je mozné, ze jamky 1 a 2 také
obsahuji dsRNA, ale kvili reprodukovanosti vysledkt a jasnosti prouzku byl
jako vzorovy dsRNA-pozitivni kmen zvolen F. oxysporum CCM F-545. Kmen
F. oxysporum CCM F-419 byl vyhodnocen jako dsRNA neobsahujici kmen.
Tyto dva kmeny byly pouzity jako reprezentativni kmeny dsRNA pozitiv-
niho a dsRNA negativniho izoldtu F. ozysporum. Vyskyt dsRNA v izolatu
F. oxysporum poukazuje na pritomnost mykoviru.

4.2 Porovnani mycelidlniho rtstu

Rozdil v rychlosti rastu mycelii byl stanoven na PDA médiu. Dva kmeny F.
oxysporum, dsSRNA pozitivni a dsRNA negativni, byly naockovany do stredu
misky a foceny po dvou, péti a sedmi dnech od naockovani. Fotografie byly
potizeny softwarem NIS elements ver. 4.20.00. V tomto programu bylo také
provedeno méreni priméru mycelii. Priméry myecelii byly vykresleny na grafu
v zéavislosti na vzorku a na poctu dni od inokulace. Po sedmi dnech rtstu
mycelii byl experiment ukonc¢en z obav o prertistani mycelii pfes Petriho
misky.

Byl pozorovan rozdil v rstu dsRNA negativniho CCM F-419 a dsRNA
pozitivnitho vzorku CCM F-545 (Obr. ¢. 25, obr. ¢. 26). Morfologicky byly
oba izolaty identické.

Délka = 41,69 mm Délka = 52,89 mm

(a) Vzorek F. oxysporum CCM F-419. (b) Vzorek F. ozxysporum CCM F-545.

Obrazek 25: Vzorky F. oxysporum po pétidenni kultivaci na PDA médiu. Zdroj:
Martin Matl
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Ve vSech casovych bodech pozorovani méril primér mycelii dsSRNA po-
zitivniho vzorku vice nez prumér mycelii vzorku dsRNA negativniho. Tento
trend byl pozorovan u vsech triplikat obou izolatii.

Rust mycelia na PDA

m7dni
5 dni
m2dny

Velikost myceliav mm

CCM F-419a CCM F-419b CCM F-419c CCM F-545a CCM F-545b CCM F-545c¢
Vzorek F. oxysporum

Obrézek 26: Rust mycelia dvou izolatu F. oxysporum (kazdy ve tfech triplika-
tech) na PDA médiu. Pramér mycelia v milimetrech byl zméfen a nanesen na
graf dva, pét a sedm dni od naockovani na PDA médium. Rychlejsi rtist dsRNA
pozitivniho kmenu oproti dsRNA negativnimu kmenu je patrny. Zdroj: Martin
Matl

4.3 Sklickové kultury

Mikroskopicka prace byla provedena na mikroskopu Olympus a snimky byly
foceny softwarem NIS elements 4.20.00. Kryci skla byla opatrné vyjmuta
z agaru a mikroskopovana ve fazovém kontrastu. Na zkoumanych vzorcich
byly zkoumany dva typy mycelia: vzdusné mycelium a substratové mycelium.
Substratové mycelium se sklada z hyf ponofenych primo v médiu, kdezto
vzdusné mycelium se sklada z volnych hyf na sklicku a na vzduchu. Na kaz-
dém krycim skle byla zhruba polovina mycelia vzdusného a polovina sub-
stratového. Zvlastni zietel byl dan na pozorovani rozdili mezi zkoumanymi
kmeny F. ozysporum, nicméné zadné markantni rozdily nebyly pozorovany.
Na snimcich nize je vidét rada struktur, nékteré z nich jsou zde blize popsany
(Obr ¢. 27, 28, 29 a 30).
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Zéakladem mycelia jsou houbova vlakna - hyfy. Hyfy jsou mnohobunécné
a rozdélené prepazkami zvanymi septa. Rozdéluji se a zase spojuji. Fuze
dvou hyf jedné houby (nebo dvou piibuznych hub) se nazyva anastomoza.
F. ozysporum ma t¥i typy asexudalnich spor - mikrokonidie, makrokonidie
a chlamydospory. Mikrokonidie jsou malé ovalné, elipsoidni ¢i ledvinovité ne-
septované bunky. V myceliu jsou velmi hojné. Na fotografiich je vidime volné
umisténé, nahromadéné kolem hyf nebo na konidioforech. Konidiofory jsou
konidie produkujici hyfy. Konidie jsou na nich tvoteny ze Spicky a hromadi se
v kupkéch. Makrokonidie byly na nasich vzorcich pozorovany velice vzacneé.
Konidie maji vétsinou 3-5 sept a jsou zahnuté.

Viditelné rozdily mezi dsRNA pozitivnim a dsRNA negativnim kmenem
nebyly na mikrofotografiich potizenych metodou sklickovych kultur pozoro-
vany. Velké mnozstvi mikrokonidii bylo pozorovano u obou kment.

Obrazek 27: Hyfy se septy. Vzdusné mycelium. Fusarium oxysporum CCM F-545
z=400x. Zdroj: Martin Matl

Obrazek 28: Mikrokonidie nakupené okolo hyf. Na hyfach vyrustaji pravdépo-
dobné neseptované nezralé konidiofory. Vzdusné mycelium. Fusarium oxysporum
CCM F-419, z=400%. Zdroj: Martin Matl
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Obrazek 29: Mikrokonidie nahromadéné na konidioforech. Vzdusné mycelium,
Fusarium oxysporum CCM F-419, z=400x. Zdroj: Martin Matl

Obrazek 30: Extrémni nahromadéni konidii. Substratové mycelium. Fusarium
oxysporum CCM F-545 | z=400x. Zdroj: Martin Matl

4.4 Test patogenity na Arabidopsis thaliana

Po trech tydnech od vysevu byly rostliny povazovany za dostatecné staré
pro pleti. Z kazdého kvétinace byly pinzetou vyjmuty mladé rostliny tak,
aby v kvétinaci zustala pouze jedna. Obecné lze tvrdit, Ze rostliny A. tha-
liana v pribéhu tohoto experimentu rostly pomalu. Pravdépodobné je tato
redukce v rychlosti riistu zptisobena zkracenou podzimni fotoperiodou nebo
umisténim kvétinac¢t na vychod.

Vyznamné rozdily v ristu a vzezieni byly mezi F. ozysporum CCM F-545
a F. oxysporum CCM F-419 inokulovanymi rostlinami pozorovany. Rostliny
A. thaliana inokulované dsRNA-pozitivinim kmenem F. ozysporum byly fe-
notypové velice blizké kontrolnim rostlindm (Obr. ¢. 33 a 31). Mély 7 - 13
listk s jasné zelenym zbarvenim. Jejich rizice mérily jeden az ti centime-
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try. Tyto znaky sdilely s kontrolni skupinou rostlin. A. thaliana inokulované
dsRNA-negativnim kmenem F. ozysporum jevily zndmky choroby (Obr. ¢.
32). Mély 5 - 8 listku s proménlivym zbarvenim. Nékteré jasné zelené, jiné
nazloutlé. Velikost riizice se pohybovala okolo jednoho centimetru. Nemocné
rostliny zahynuly zhruba sty den od vyseti. Tento experiment mél sledovat
cely zivotni cyklus hostitele véetné vyvoj pupene a kvétu, kvili rychlému pri-
béhu nemoci u rostlin s dsRNA-negativnim kmenem vSak tato data nebyla
ziskana.

Obrazek 31: Fotografie A. thaliana ze skupiny rostlin neinokulovanych F. oxy-
sporum 72. den po vyseti. Zdroj: Martin Matl

Obrazek 32: Fotografie A. thaliana ze skupiny rostlin inokulované dsRNA-
negativnim kmenem F. ozxysporum 72. den po vyseti. Zdroj: Martin Matl
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Obrazek 33: Fotografie A. thaliana ze skupiny rostlin inokulované dsRNA-
pozitivnim kmenem F. oxysporum 72. den po vyseti. Zdroj: Martin Matl

Vyznamné rozdily v mite patogenity byly mezi dsSRNA pozitivnim a dsRNA
negativnim kmenem F. ozysporum pozorovany. Rostliny vystavené pritom-
nosti dsRNA-pozitivniho kmenu houby rostly jako neinfikované rostliny. Rost-
liny vystavené pritomnosti dsRNA-negativniho izolatu F. oxysporum jevily
vazné znamky choroby. Tyto rostliny podlehly chorobé.

4.5 Reverzné transkripéni polymerazova re-
tézova reakce

Agarozova gelova elektroforéza potvrdila tspéch reverzné transkripéni poly-
merazové retézové reakce.

4.6 Priprava cDNA knihovny

Transformované bakterdlni bunky vyseté na Petriho misky s LB médiem
s ampicillinem rostly prekvapivé husté (Obr. ¢. 34). Jednotlivé kolonie nebylo
mozné od sebe rozlisit. Tento jev byl pozorovan na vsech miskach s trans-
formanty, jak dsRNA-negativni, dsRNA-pozitivni a kontrolni vzorek. Pro
rozliseni jednotlivych bakterialnich kolonii byla zvolena metoda kiizového
roztéru na nové Petriho misky s LB médiem a ampicillinem. K¥izovy roztér
byl tspésny v rozdéleni kolonii a z néj byly vybirany kolonie pro colony PCR.

Vysledek Colony PCR byl negativni. Na agar6zovém gelu nebyl pozoro-
van zadny prouzek korespondujici k insertu v zadném ze vzorkl. Negativni
kontrola také vysla zaporné.
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Obrézek 34: Fotografie E. coli transformantt (kontrolni vzorek) vysetych na Pe-
triho misku s LB médiem a ampicillinem tfeti den po inokulaci. Petriho miska
je focena ze spodni strany. Jednolita vrstva bakterii je viditelna. Vlevo vidime
oddélené kolonie a neporostly agar, pravdépodobné zpusobeno nedokonalym roz-
prostfenim inokula na Petriho misku. Zdroj: Martin Matl
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5 Diskuze

Detekce a izolace dsRNA probéhla tspésné. Dalsim analyzam byly podro-
beny jen dva vzorky, CCM F-545 (reprezentativni dsRNA pozitivni vzorek)
a CCM F-419 (reprezentativni dsRNA negativni vzorek). Hojnost dsRNA
pozitivnich vysledki i v tak malém poctu vzorkl naznacuje necekany vyskyt
dsRNA mykovirt v dosud neprozkoumanych taxonech jako je F. ozysporum.
O diverzité a vlastnostech mykovirt v F. ozxysporum neni mnoho znamo. Vy-
zkum na tomto ekonomicky vyznamném subjektu slibuje zajimavé vysledky.
Dalsim poznatkem “oficialné nezahrnutym” do této prace je porovnani me-
tod izolace dsRNA. Flegrova metoda extrakce kyselym fenolem je vyrazné
rychlejsi, snadnéjsi a produkuje vyborné vysledky. Jeji nevyhodou je vysoka
cena kyselého fenolu a horsi dostupnost této reagencie. Izolace celulézou je
mnohem pracnéjsi a produkuje mensi mnozstvi dsRNA. Cena spotiebované
celulozy je relativné nizka, a jeji selektivita pro vazbu dsRNA prinasi lepsi
teoretickou cistotu oproti extrakei kyselym fenolem. Jsem presvédcen, ze pec-
livym kvalitativnim porovnanim a optimalizaci téchto metod je mozné zefek-
tivnit izolaci dsRNA pro ucely mykovirologie.

Pozorovanim ristu CCM F-545 a CCM F-419 byl zjistén rozdil v ristu
téchto kment. Vyznamné rychlejsi rist CCM F-545 oproti CCM F-419 na-
znacuje, ze pritomnost dsRNA mykoviru mize ovliviiovat rychlost riistu na
obecném médiu. Zjisténi ze pravée dsRNA obsahujici vzorek rostl rychleji je
ponékud prekvapujici. Spolu s vysledkem testu fytopatogenity jsou tyto fe-
notypové rozdily zajimavym vysledkem. Potencialni vyznam a uplatnéni jsou
probrany nize.

Sklickové kultury F. ozysporum neprokazaly zadny rozdil mezi dsRNA
negativnim a dsRNA pozitivnim kmenem na trovni mikroskopické morfo-
logie. Vzhledem k tomu, ze dsRNA pozitivni kmen nezpiisobuje viditelnou
deterioraci mycelia a hyf, neni toto zjisténi prekvapujici.

Patogenita a virulence je velice vyznamnym znakem u choroboplodnych
organismu. V testu patogenity na A. thaliana byly pozorovany vyznamné roz-
dily mezi dsRNA pozitivnim a dsRNA negativnim kmenem F. ozysporum.
Rostliny inokulované dsRNA negativnim kmenem jevily viditelné znamky
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nemoci, zatimco rostliny inokulované dsRNA pozitivnim kmenem vypadaly
stejné jako kontrolni rostliny. Vadnuti nemocnych rostlin probihalo tak rychle,
ze po nékolika mésicich rostliny inokulované dsRNA negativnim kmenem
F. ozxysporum uvadly. Zména v mife patogenity je vyraznd, naznacuje, ze
pritomnost mykoviru negativné ovliviiuje schopnost jeho houbového hosti-
tele napadat rostliny. Pfenos fenotypu snizené patogenity by jednoznacné
potvrdil virovy puvod. Toho 1ze docilit v ramci jedné VCG prostirednictvim
anastomézy (Chu et al. , 2002) a v ramci ruznych VCG protoplastovou fuzi
(Lee et al. , 2011). Snizeni patogenity infikovaného izolatu F. ozxysporum by
umoznilo uplatnéni mykoviru v ochrané plodin. Interakce, p¥ip. kompetice
tehcto dvou kment v rostlinném hostiteli také stoji za prozkoumaéani. Exis-
tuje pripad, kdy pritomnost neskodného endofytického kmenu F. ozysporum
v rostliné vyvolalo rezistenci vici patogennim kmentim (Aimé et al. , 2013).
Je tfeba zminit, Ze test patogenity byl provadén v laboratornich podminkach,
nikoliv ve skleniku, a to kviuli obavam z introdukce F. oxysporum do prostoru
vyhrazenému pro praci s rostlinami.

Reverzné transkripéni polymerazova tetézova reakce probéhla tspésné.
Na agarézové gelové elektroforéze PCR reakce byla vidét Smouha, coz zna-
mend smés amplikont rizné délky. To je o¢ekavany produkt RT-PCR reakce.
Ziskand DNA je dale amplifikovatelna a vyuzitelna pro dalsi analyzy s cilem
ziskani sekvence mykoviru.

Vysledek Colony PCR byl negativni. Na agarézovém gelu nebyl v ani
jednom zkoumaném vzorku pozorovan prouzek signalizujici pritomnost in-
serové DNA v plasmidu bakteridlnich bunék. Negativni kontrola vysla také
negativné. Moznych vysvétleni neispéchu je nékolik. Prvni z nich je pou-
ziti neaktivniho ampicillinu. Toto antibiotikum je pomérné choulostivé a po
nékolika mésicich skladovani pti -20 °C podstupuje hydrolyzu a ztraci akti-
vitu. Nepri-tomnost aktivniho ampicillinu na Petriho miskach umoznuje rtst
netransformovanym bunkam. To by vysvétlovalo abnormalni pocet “transfor-
mantl” na prvotnim vysevu. Dalsi moznosti je pouziti kompetentnich bunék
rezistentnich vi¢i ampicillinu. Predpokladem pro tento scénér je nechténd in-
trodukce Ampr genu do populace kompetentnich bunék. K té by pravdépo-
dobné doslo jesté pred pripravou kompetentnich bunék. Tteti moznosti je
religace. Plasmid mtze svymi konci prilnout k sobé a ligaci opét zaujmout
svou puvodni kruznicovou formu. V kruznicové formé se dostane do bakte-
ridlnich bunék Ty jsou diky plasmidu rezistentni vicéi ampicillinu a tudiz
rostou, ale jejich plasmid neobsahuje pozadovany insert. Religaci lze predejit
purifikaci plasmidu a insertu. Je tfeba znovu provést ligaci a transformaci.
Hotova ¢cDNA knihovna umozni sekvenaci genomu zkoumaného mykoviru.
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6 Zaver

Ze vzorku fytopatogenni plisné Fusarium ozysporum byla izolovana dvou-
retézcova RNA, charakteristicka pro virovou infekci. Dva kmeny této houby,
CCM F-545 a CCM F-419 byly zvoleny jako reprezentativni dsRNA pozitivni
a dsRNA negativni vzorky. Na nich bylo zkouméano, jak pritomnost mykoviru
ovliviiuje fenotypové charakteristiky F. oxysporum. Vyznamné rozdily mezi
témito kmeny byly pozorovany v ohledu rychlosti ristu a fytopatogenity.
F. ozysporum CCM F-545 obsahujici dsRNA nezptsobilo fusariové vadnuti
u modelové rostliny Arabidospsis thaliana, kdezto dsRNA negativni F. oxy-
sporum CCM F-419 v rostlindch vyvolalo viditelné zpomaleni ristu, zloutnuti
listti a vadnuti. To nas vede k domnénce, ze pritomnost mykoviru zmirnuje
patogenitu této houby. Kmen obsahujici dsRNA rostl na PDA agaru rychleji
nez dsRNA neobsahujici kmen. Rozdily v mikro- a makroskopické morfologii
nebyly pozorovany. Dvouvlaknova RNA byla po izolaci prevedena na cDNA
a amplifikovana metodou PCR. Ligace této DNA do vektoru pGEM®-T a na-
sledna transformace do FEscherichia coli DH5 neprobéhla tspésné. Pravdé-
podobné priciny selhani byly probrany a byla navrzena preventivni opatieni.
Budouci tspésna transformace povede k sekvenovani virové genetické infor-
mace. Dalsi vyzkum je nutny v oblasti prenosu mykoviru a fenotypu na nové
hostitele. Podrobnéjsi vyzkum mykovirt v dosud neprozkoumanych taxonech
jako Fusarium ozxysporum je nutny pro pochopeni jejich role v ekosystému,
a proverit moznost pouziti mykovirii v ochrané plodin.
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