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1. Uvod

Houby hraji v ekosystému zasadni rddivhiho reducenta organického materialu,
nezbytného mykorhizniho symbionta rostlin a vyznéhm patogenu rostlin i Zigaha.
Vyznam hub v zemském ekosystému je nezastupitéako hlavni tlohy hub t2eme zminit
redukci organického materialu, mykorhizni symbidzarbu a pemenu organické biomasy,
ale také konkuremi, antibiotické a patogenni vlastnosticv jinym organisnim a sob
navzajem (Valinsky 2002).t8s vSechny jmenované funkce hub je znamo jen veléio o
jejich diversit. Odhaduje se, Ze existuje okolo 1,5 mitiafruhi hub a z nich bylo popsano
5-10%.

Erysiphe alphitoides (padli duboveé, synMicrosphaera alphitoides) je invazni
parazitickd houbd@adu Erysiphales§idy Euascomycetes, oddtleni Ascomycota, ktera se od
osmdesatych let 20. stoleti radsi po celé Evrop (Gibbs 1999). Na nadzemni¢stech
rostliny vytv&i souvisly bily mycelialni povlak a v epidermélnithrikach listi formuje
parazitické Gtvary, haustoria (Callan & Carris 2D04 naSich podminkach napaééysiphe
alphitoides prevazre dub letni a dub zimni a #pobuje na nich zaé Skody. Projevuje se
souvislym mycelialnim povlakem na povrchuiiskoSatym keovitym habitem postizeného
stromu, vytahlymi wtvemi, hypertrofii lisi a celkovym zpomalenimistu. Houba
piedstavuje znay problém, hlavé pak pro semerglty dubi v lesnich Skolkach. Dnes je jiz
témet nemozné najit neinfikovany strontegto se v tégt totalne napadeném porostu &ds
vyskytne zcela zdravy jedinec, nebo alesoodliSnou intenzitou symptaminfekce. Pak
vyvstava otdzka, jde-li o jedince #&nou urovni rezistence v kombinacitigmou mirou
patogenity padli dubového, nebo je zde dal3i fakiery infekci zabranilRada rostlinnych
patolodi predpoklada, Ze vyvoj infekce agpobené padlim dubovym souvisi s fenologii dubu
v kombinaci s podminkami prdeti (Gibbs & Grieg 1997). Jedna se tedy o muliitkyf
systém, list, fyloplan stromu, padli dubové a obdamet&ni sezény, kdy se snazime dany
problém analyzovat.

Tato prace by ®a shrnout dosavadni poznatky a metody studia &postev
mikroorganisnd na povrchu rostlin se zaienim na mikromycety. Déle zhodnotitimpos
oswdéenych modernich metod molekularni ekologie a vybna¢tody vhodné pro
charakteristiku a sledovani sezénnichémnspol€éenstva mikroskopickych hub na povrchu

listd dubu letnihoQuercus robur. Porovnat stromy infikované padli dubovy#irysiphe



alphitoides oproti spoléenstvu na povrchu list neinfikovanych dub (resp. mé#

infikovanych) a popsat vliv patogenu na celkové&sta spoléenstva fyloplanu dubu.

2. Teoretickaast

2.1. Mikrobialni ekologie fyloplanu

Fyloplan, celkova plocha ligtrostliny, gedstavuje jeden z nejigich mikrobialnich
ekosystém na zemi, jeho plocha je odhadovéna na plochuilbiimé 2 — 6,4x16 km?
(Lindow & Brandl 2003) a je povaZzovan za jedno mdkych vysoce nestabilnich a
stresovych pro#tdi (Widden 1997). Pojem fylosféra zahrnuje i ¥miprostedi list.

Diversita hub ve fyloplanu je vysledkem souhry erdnych mezidruhovych interakci
mezi mikroorganismy a mnoha abiotickymi a biotickyfaktory. Houby a kvasinky (houby,
které nevytvéeji mycelium) na povrchu listu jsou zavislé na &mikfilmu Zivin. Ty se usazuji
z ovzdusi, jsou vykovany listem, nebo vyt¢any hmyzem a jinymi organismy.

Komunity hub a mikroorganisin prezivaji zné&ny stres a odolavajicastym
disturbancim, fedevsim pak silnym vykyim vihkosti a dostupnosti vyZivy. Sérstresové
prostedi vedlo k vyvoji diznych strategii zaji%jjici organisndm preZziti. Fyloplan proto
piedstavuje velice zajimavy suchozemsky ekosysténkypg#ci zivnou mdu velkému
mnozstvi organisin Listy rostlin jsou kolonizovany Sirokym spektretruhi hub, které maji
razny vztah krostliaa i sok® navzajem. Mira usiSnosti v kompetinim ¢i konkurergnim
vztahu zavisi nejen na vlastnostech mikroorganisamotného, ale také na faktorech jako
jsou mnozstvi Zivin, vihkost, dfaa typu listu, pitomnost t@ist inhibujicich latek, mnoZstvi
propaguli imigrujicich (fchozich Zivotaschopnych) a emigrujicich (odchandji
z fyloplanu) a také na hustoprodukovanych propaguli (Nix-Stolet al. 2008). Houbové
organismy, jako nedilna séést fyloplanu, jsou ve fyloplanu zastoupend’laktivni tistovou
vlaknitou fazi — hyfou, rostoucim a sporulujicim aallem, nebo se vyskytuji jako spoéra
s izné definovanou dormanci. Tato spora ak@ivayklici a poroste podle aktualnich
podminek ve fyloplanu. Jedna-li se o fytopatogetrah, hraje § kliceni roli také geneticka
kompatibilita mezi danym druhem houbového organismhostitelskou rostlinou (Vogel &
Somerville 2002). Spoéra jako reproduk jednotka se do fyloplanu dostava pasivideStm,



mlhou, proudnim vzduchu, antropogennimi faktory, hmyzem ajebmjsou aktivé a cilert
vymrsgny z mateéné plodnice jako nagklad v gipadt padli bukovéhoRhyllactinia guttata).

Systém mikroorganistnve fyloplanu je dynamicky a v fioéhu roku se réni. Na
zéklad Chessonova (1994) modelu kompetice IZedpokladat, Ze v takto pramlivém
prostedi, jakym je plocha listu, bude koexistovat vieempetujicich drut nez v prosedi

stabilnim, jakym je nafklad tlejici devo, nebo kiEenovy systém rostliny (Widden 1997).

2.2.1. Vyuzivani substratu — exploatace

V prostedi natolik nestabilnim, jako je povrch listu, bjvaejusgEsnsjsi predevsim
saprofytni a epifytni druhy, které rychle rostotaké druhy produkujici velké mnoZstvi spor.
Prikladem mohou byt zygomycety igdy Mucorales. Houby Zijici timto zpsobem, vyuZzivaji
predevSim jednoduché cukry a byvaji prvnimi koloropatpii rozkladu substratu. Druhou
stranu pedstavuji houby, jakymi je n&glad Penicillium nebo Trichoderma, vSestran&

enzymaticky vybavené, schopnémt slozi€jSi uhlovodiky, jako Skroby, celulézu a lignin
(Widden 1997).

2.2.2. Interference

DalSim podstatnym faktorem je kompetice pfedhictvim produkce antibiotickych a
rast inhibujicich latek Fenicillium, Trichoderma atp.). Strategie se&asto liSi mezi
jednotlivymi druhy v ramci jednoho rodu. Interakeeezi houbami mohou mit podobu od
naprosteho vzajemného propojeni az po ¢opaextrém v podob tvorby inhibénich
rastovych zon, zaloZenych na chemickydistovych inhibitorech. Mycelia mohou v mist
vzajemného styku interagovat fyzikalnimi bariérampodolg riznych modifikaci istu
(zhuseni, tvorba smyek) nebo se mohou vzajetnprenistat. Tyto interakce lze didb
pozorovat v kulturach, jako takzvané inkii zony a na tlejicimiéw v podolé barevnych
z6n (Widden 1997).



2.2.3. Saprofytické a epifytické mikroorganismy

Tenka vrstva Zivin na povrchu listje specifickou nikou pro Siroké spektrum
saprotrofnich mikroorganisim Jako vyZiva jim slouzi mrtvé kilky rostliny, celé nekrotické
casti pletiv. Za epifyty ozrimijeme organismy, které vyuZzivaji latky usazené eaghu listu
(rostlinné exudaty, exkrementy Zzitioht). Chovaji-li se #které saprotrofni druhy
piilezitostre jako parazité, tedy napadaji rostlinné pletivoéZivnluvime o parasitismu
fakultativnim. Pednost& tyto druhy napadaji oslabena nebo pénénpletiva, ktera hubi a
nebo se Zivi jejich zbytky. O epifytnich houbaclvéidme v gipac, Ze Ziji na povrchu listu,
nezasahuji do pletiv rostliny a Zivi se latkamipavrchu listu. \étSinou se ale nesetkdvame
se striktni specializaci. Houby obvykle Ziji naliemi fiznych strategii a v pbéhu sezony je
podle aktualnich podminek mohouémit. Striktni specializace je vlastni spiSe pravym

parazitim.

2.2.4. VIaknité houby

Rastu vliaknitych hub na povrchu listu nejlépe&dii vysoka relativni vzdusné vihkost
a mirné fhoderate) teploty. Tyto mikroorganismy lze nalézt na vSechuzéch rostlin
v mirném pasu i v tropech. Celkbwejwtsi ¢ast druli viaknitych hub tvéi zastupci urdlé
tiéidy imperfektnich hub Deuteromycetes, @8inou anamorfy askomycet. Kazdy druh se
muaze ve fyloplanu vyskytovat jako pohlavni teleomarfrebo anamorfni nepohlavni stadium
a byt tak identifikovana jako dvaiané druhy. Mezi nejobvyklejSi rody, identifikované&
povrchu listi, pati nagiklad Aspergillus, Alternaria, Aureobasidium,Botrytis, Cladosporium,
Epicoccum a Semphylium. Obcas Ize také nalézt kolonie basidiomycet nebo zygemny
(Indcio et al. 2002). VIaknité houby jsou povazovany z&éeghodné obyvatele fyloplanu
vyskytujici se zde iedevsim ve formh spor. \&tSina tchto hub je saprotfytni nebo stab
paraziticka, jako ndjklad Alternaria, Ascochyta, Cercospora, Cladosporium, Corynespora,
Phyllostica, Pestalotia a Pestaliopsis, které zfisobuji |€éze a jiné znamky infekce nemych
¢astech rostliny (Cook 1975, 1978; Holliday 1980Qallan & Carris 2004). Onemo&mi
listt zpisobend dmito houbami se projevujiizné rozsahlou nekroézou pletiv a vyskytem
reproduknich atvaf, jakymi jsou nepohlavni acervuli a pyknidy, nebmhlavni perithecia

(resp. kleistothecia) nebo apothecia (Obr. 1). Zpiaikavaji v podob saprotrofnich mycelii



nebo askomat na oduetych rostlinnych organechid€vazna ¥tSina z nich se rozviji az na

starSich listech, hla¥nv dolni ¢asti fylosféry na spodni stranisti, kde jsou pikduchy a

mensi radiani stres.

Kleistothecium Perithecium Apothecium

Obr. 1. Z&kladni typy askomat. (http://www.plantpath.wiscupp300-UW/images/image001.jpg)

Rozsahla mycelia na zdravych listech jsou gawh vzacnym jevem vilastnim spise
pravym rostlinnym patogém (Fonseca & Inacio 2006). Kk ochrare pred UV z&enim ma
vétSina mikromycet na povrchu listpigmentovana mycelia i sporangia (Callan & Carris
2004). Vzhledem k nestabilnim podminkame@evsim vihkosti) se na povrchu tisibjevuji
piedevsim druhy vyzraijici se rychlymiistem nebo druhy dimorfni, tedy schopné existovat
ve forme mycelia nebo kvasinkové fokmv zavislosti na podminkach, jako riigad
Aureobasidium pullutans. Leventin a Dorsey (2006) izolovali z povrchu distlmus
americana a Quercus palustris 23 rodi mikromycet, mezi nimiz byla nejhajj$i prav A.
pullutans spole&n¢ s rodemPhoma. Mezi ostatni nejhog)Si mikromycety na obou typech
lista patily Cladosporium a Alternaria. Rody Cladosporium, Alternaria, Epicoccum,
Curvularia, Pithomyces, Drechslera, Fusarium, Nigrospora, Penicillium a Aspergillus byly
v této studii identifikovany ve vzorku povrchu obtypot listu i ve vzorku spor zachycenych
do specialnich pasti ze vzduchu. Vzhledem k torad,%rod bylo identifikovano g prvnim
skéru vzorki z nedpl rozvinutych list, vyvodili Leventin a Dorsey, Ze spory ve vzduchu
piedstavuji zdroj mikromycet, které mohou event&&olonizovat povrch list. Také byla
prokdzana souvislost mezi vyskytem roBhoma na listech a iitomnosti askospor réd
Leptosphaeria, Didymella, Mycosphaerela, Pleospora, Phaeosphaeria a Diaporthe,
anamorfami rodiPhoma, ve vzduchu. To vysiluji bud’ tim, ZePhoma na listech vytvéela
pohlavni stadium a uvisbvala do vzduchu askospory, neboPt®ma vyrostla v kulturach

z usazenych askospor zréfrych rodi.
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2.2.5. Kvasinky

Kvasinkové, ¢ili jednoburééné formy hub, vyznaujici se schopnosti mnozit se
~pucenim®, jsou, podobhjako houby vilaknité, iitomny v mirném i tropickém klimatickém
pasu. Jejich abundanceibe byt velmi vysoka a to v pamu k ostatnim mikroorganisim az
50:1. Kvasinky se roz8iji predevsim prosédnictvim dedovych kapek, ale nafklad spory
dimorfické bazidiomycetyAureobasidium pulutans jsou ve velkém mnozstvi identifikovany
ve vzduchu (Tayloret al. 2004). Ekologickd usgnost kvasinek neni zcela vytena,
nicméré za hlavni faktory jsou povazovany schopnost vyatZikutikulu, morfologické
adaptace do extrémnich pii@sti, tolerance ke ztgténi a antimikrobidlnim latkam, jakymi
jsou napiklad fytoalexiny. U samotnych kvasinek byla prokada tvorba antibiotickych a
antimykotickych latek, zrnaé zvysujicich jejich konkurenceschopnost, coz jeirhezbami
jev poreérné obvykly (McCormacket al. 1994. Rozvoj kvasinek je limitovanipdevsim
zdroji uhliku v podob cukni a zdroji dusiku. Specifické kvasinky jsou schopyéZivat latky
jako jsou napiklad pentézy, polyoly,organické kyseliny, aromatické skmniny a
aminokyseliny, coz jsou obvykle produkty rostlinoéhmetabolismu nebo produkty
modifikované hmyzendi mikroorganismy.

Vzdusné povrchy rostlin osidlujigdevsim kvasinky z odtkni basidiomycetes.
NejcasgjSi rody kvasinek izolované z povrchu ldistrostlin mirného pasu byvaji
Soorobolomyces, Rhodotorula a Cryptococcus (McCormack et al. 1994). Na progedi
listovych ploch jsou zvlaSadaptované rodyBullera, Sporobolomyces a Tilletiopsis, které
vytvéreji aktivre vystrelované balistokonidie ( Inacio & Pereira 2002).18Ddnojny rod je
oranZzové azervené kolonie tvigci Dioszegia anamorfa rodulremella (Wanget al. 2008).
Velmi obvykla, az vSudyiitomna je dimorfni euaskomycefareobasidium pullutans, ktera
ma silné antagonistickéciimnky viaci mnoha plisnim a je pouzivana k biologické ochkran
sklizenych plod (Schenaet al. 2002). Kvasinky ve fyloplanu se neshoduji s druhy
v korenovém systému a tudiz jsou fyloplanu specifigk@nseca & Inacio 2006 ).
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2.2.6. Parazité

Biotrofni parazité rostlin, jsou zavisli na zivérostiteli a vyznauji se fizn¢ Sirokou
specifitou. Mnohé druhy jsou schopny parazitovaewuiznych, ¥tSinou blizce fibuznych
hostiteli, nicmér intenzita infekce a Ugpnost parazita se zvySuje se specificitou interakce
parazit - hostitel. Specificita je houbovym paremit rozeznavana préstnictvim
specifickych receptdér na povrchu hostitelskych list povrchovych exudat vlastnich
hostitelské rostlign a fyzikalnimi rozdily v topografii povrchu parazkého a hostitelského
organismu. Tyto faktory jsou rozhodujici pro delhi spory. Usgsnost vykléeni spory,
vytvoreni apresoria a penetrace hyf do pletiva je ptetmo lepkavymi latkami na povrchu
spory. \EtSinou se jedna o hygroskopické latky udrzujicikelst a hydrofobni adherenty na
bazi glykoproteifi a polysacharil V této sndsi byvaji gitomny i latky schopné ochranit
spéru ped obranou hostitele v podbledovatych latek a také enzymy narusujici povrch
hostitele. (Epstein & Nicholson 1997) Obvykle tgdatogen pronika do pletiv na mistech se
slabsi obranou (mezery meziiami, piduchy, pora#éni atp.), je schopen usmmit rist
mycelia k&tmto vstumm (thigmotropismus) a morfologicky se figpisobovat
(thigmodiferenciace). Samotna schopnost adhezevimyé miru patogenity. Houbové
fytopatogeny aktivé vnikaji do pletiv fyzikalni a chemickou cestowtdinou pomoci
apresoria na Kicim vlaknu, pogipact ,infekénim polStékem“(infection cushion) na fistove

Spicce mycelia.

2.2.6.1.Erysiphe alphitoides

Skupina parazitickych askomycet, ozoganych jako padli Hrysiphales -
mouwnatky), gedstavuje okolo dvaceti rddh @iblizn¢ 400 druld, z nichz ¥tSina nalezi rodu
Erysiphe. Jejich hostitelé tvd priblizné 4,5% cévnatych rostlin (Hirata 1986 in Callan &
Carris 2004). Odhadovany ¢t potencidlnich hostitiel je 9838 drufi krytosemennych
rostlin (u nahosemennych nejsou hostitelé znaméeghoz @iblizn¢ 4/5 pgredstavuji byliny.
Mira specializace na hostitele kolisa izrmych druli od Siroké specializace az po velmi
Uzkou (Callan & Carris 2004). Skupirarysiphe alphitoides sensu lato zahrnuje pouze
biotrofni parazity.
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Prvni znamky infekceE. alphitoides se projevuji zjara flezen — duben) bilymi
mouwnymi povlaky mycelia na svrchni pokozceiiQuercusrobur (Obr. 2).

E. alphitoides napada fedevsSim jedince s nizsi fitnessiegevSim semenky a
zastiné mladsSi stromy, ale iétwe vzrostlych strorin Na mladych listech Wi z askospor
vétveneé septované hyalinni tenkagté mycelium o tlou¥e 3-1um s lalokovitymi apresorii

0 praméru 6-1Qum. Mycelium pronika haustorii (Obr. 3) do epiderniéh burk listu.

Obr. 2. Myceliélni povlakE. alphitoides na listech vzrostlého dubu letniho. (foto Mich&2€08)

Anamorfa (nepohlavni stadium, obr. ©Qidium quercinum fazend do odtdeni
Deuteromycotinaf(ingi imperfecti) vyrasté jako cylindrické fehradkované konidiofory.
Nepohlavni spory konidie jsou terminalni, solitérmégité elipsovité s oblym vrcholem,
naspodu séznuté, 25-40(-45) x 13-2mom velké (Takamatset al. 2007).

Rychlé sfeni anamorfnich propagulétvem vede k sekundarni infekci. Jeji intenzita
je dana mnoha faktory, hla¥rpak nizkou vzdusSnou vlhkosti. Padli ob&@écha nejstsi
Skody gedevsim v oblastech, které se vyarahorkymi léty s malym sraZzkovym uhrnem,

jako napiklad Kalifornsky poloostrov nebo Izrael (Yarwoo#7B in Callan & Carris 2004).
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V pribéhu sezény pdista mycelium u slabSich jedingétSinu listové plochy¢imz negativa
narusuje s&telny rezim rostliny a fsobi listovou hypertrofii a protahovani mladych o,
tedy koSaty dist koruny. Na podzim se hlayma svrchnicasti listu vytvdeji teleomorfni
(pohlavni) kulaté askomata. Kleistothecia (Obr.o5yelikosti 75-14Qm jsou rozeseta na
povrchu mycelia. Zbarveni kleistothecifephazi od Zlutohidého az kKernému u zralych.
Peridiové biiky jsou nepravidekh geometrické. Postupnkleistotheciim vice¢i meénrg

ekvatorialé donistaji givésky — appendixy.
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Obr. 3. Nakres padlErysiphe graminis. Houba Zije na povrchu ligtjen vyZivujici organy (haustoria), pronikaji
do epidermanich béh listu.
(autor kresby Lenore Gray, http://www.ipm.uiuc.edsgadses/series400/rpd406/406-2.gif)

Appendixy jsou rovné tlustasiné s zadnowi jednou gepézkou, skdy mirrg
pigmentované na bazi, termindlwétvené. Vyznam appendixatim nebyl odhalen, nicmé&n
tvar jejich &tveni je spolén¢ s patem wecek v kleistotheciutdezitym rodow specifickym
taxonomickym znakem (Obr. 6)iiRiréovani hraje roli také druh hostitelské rostlinyotoze
vétSina padli ma specifického hostitele (Callan & r3a2004). Kleistothecium obsahuje
v&ckovita Siroce vajité elipsovita wecka (4-15) fisedla az na kratké stopce, 40-80 x 30-
55um, 10-18um v praméru. Kazdé vecko ma 6-8 pohlavnich Siroce &g} elipsovitych

bezbarvych askospor, 13-26 x 71 velkych. Kleistotheciaipckavaji zimni obdobi. Pro
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skupinu E. alphitoides s. lato je charakteristickym hostitelem roQuercus. Konkrétré
Quercus dentata, Q. crispula, Q. petraea, Q. robur, Q. serrata (houba je schopna infikovat i

n¢které druhytelediHippocastanaceae).

Obr. 4. Obr. 5.

Erysiphe alphitoides, anamorfa. (A) Appressoria. Erysiphe alphitoides, teleomorfa (velmi

(B) Konidiofory. (C) Primarni konidie. podobné a sotva roaéziné odE.

(D) Sekundarni konidie@&st&ne vyklicenym myceliem). hypophylla). (A) Kleistothecium. (B) Yecka.
Mefitko [LOmm. U. Braun del. Mfitko [25 mm (kleistothecium), 10mm

(vfecka). U. Braun del. (Takamatsiual. 2007)

Pro E. alphitoides s. str. je charakteristickym hostiteler®. crispula, Q. robur a
Q.serrata (Takamatsiet al. 2007).

Vzhledem k tomu Ze padli intenzivmasahuje do metabolismu listu resp. celé rostliny
(Magyarosyet al. 1976, Gordon & Duniway 1982) Ize‘qulpokladat, Ze i celkové slozeni
komunity fyloplanu bude d&ak ovlivnéno. V prvni fack lze aekavat hyperparazity
samotného padliAmpelomyces quisgqualis, jiz vyuZivanou k biologické ochrara s ni¢asto
zantnovany druhPhoma glomerata. U P. glomerata a A. quisqualis byla prokazana inhibice
rastu a tvorby konidii padli (Sullivan & White 1999pruhow nespecifiti hyperparazité
z roduAmpelomyces, schopni infikovat inejmensim 65 druhErysiphaceae v deviti rodech,
pronikaji do hyf padli, kde pok&gji v rastu. Na povrchu hyf, konidioforu, pmmajicich

konidii, piipadré na mladych nezralych kleistotheciich hostitele gpgom nalézt lahvicovita
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konidiomata — pyknidy rozmnozovaci orgamympelomyces. Kiss a Nakasone (1998)
prokazali ZeAmpelomyces je schopna inhibovat pohlavni i nepohlavni spaiyiaebo mohou
dokonce usmrtit celé kolonie padli. Anamorfni feldoma predstavuje fiblizné 223 druli
saprofyti a parazii, kte‘i se podob# jako Ampelomyces vyznauji tvorbou pyknid.(Levetin
& Dorsey 2006).

Spaerotheca

Erysiphe

Podosphaera

Microsphaera

VICE WRECEK

Key to the Genera of the Powdery Mildew Fungi

Obr. 6. Priklady rodo¥ specifickych znak na kleistotheciichiznych padli.
(http://www.plantpath.wisc.edu/pp300-UW/images/imdgd4.jpg)
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3. METODICKA CAST

3.1. Skr vzorka

Vzorky listi pro analyzu je vhodné sbirat vicekrat ul@hu sezény, coz pro dub letni
znamena dobuiiblizné od za&atku kwtna, kdy se v oteviraji pupeny a rozvijeji se mladé
listy, aZ do konceijna, kdy listy postup&iodumiraji. Padli sleduje ontogeneticky vyvojdist
Hned jak se mladé listy Zmaji rozvijet, je mozné makroskopicky pozoro¥etné bilé teky
postupg se rozhstajici do jednolitého povlaku. Koncem sezoény retetih dozravaji
kleistothecia. UtrZzené listy je nutné aseptickyuiitado nadoby s dostatkem vzduchu tak, aby
se nezapdy a vzajemrt nedotykaly. Vzorky jefeba neprodlehlaborator® zpracovat, aby
nedoSlo ke zkresleni vlivem rychlého rozvoje sagrokych mikromycet a rozkladu

puvodniho spoléenstva.

3.2. Komunitni vzorky

Ziskat vzorek totalni povrchové mikroflory listuneozné &kolika zpisoby, napiklad
mechanicky oSkrabat povrch listu, strhnout komplktrtikulu nebo list omyt.

Prvni je sice jednoduchd,ale vede také k ziskamdfgtii a velkého mnoZstvi balastu
v podolg listové pokozky a duzniny.

DalSi moznost, kterou pouZili Heuser a Zimmer (30Q2abizi ziskani samotné
povrchové kutikuly a vSeho, co se na ni vyskytljest se gitlaci na kapku glycerolu
nanesenou na kovovy négblocek, plech, Spachtle) a ten je naskedasténé ponden do
kapalného dusiku. Po naslednémimpznuti a strzeni listu istane kompletni kutikula
piimrazena ke glycerolu. Misto glycerolu lze&igadré pouzit vodu. Ledova plocha
s kutikulou se oskrabe, led se neché roztat andskauspenzi Ize pouZzit k izolaci DNA. Tato
technika umotuje ziskani kompletni kutikuly spodni a svrchnasir listu zvlag a ziskany
vzorek je pouzitelny ke kvantitativni analyze korityn

Treti mozna metoda spioa v dikladném omyti povrchu pomoci ultrazvuku v pufrové
lazni (0.1M roztok KPO,, pH 7). Suspenze je nasleédrcentrifugovanaip 30 000 G po dobu
15 minut, usazenina resuspendovana v pozadovanémistun fosfatového pufru. Ziskana

suspenze poslouzirgdevsim k izolaci celkové DNA komunity a také jakokulum pro
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ziskani poétu CFU olony forming units, viz kultivace). Tato metoda se jevi jako
nejvhodrjsi, nebd byla jiz v praxi o¢iena pimo za @éelem ziskani celkové DNA z povrchu
listu, navic jeji produkt poslouzi ke statistice (CR dostauje k analyze druhové diversity
(Yanget al. 2000). Za nevyhodu posledni zrrie techniky by bylo mozné povazovat to, ze
neodeli svrchni a spodni stranuiiBtudii spor na povrchu ligtjilmu a dubu sice Leventin a
Dorsey (2006) izolovali ze svrchni stranyt8i mnozstvi kolonii, ale rozdil oproti spodni

straré nebyl signifikantni.

3.3. Metody ldentifikace

3.3.1. Klasické metody

Na rozdil od metod molekulérnich jsou klasické rdgtpredevsim levsi a vyZaduji
mere specialniho vybaveni, nicmé&fjsou vyrazg pracrgjsi, komplikovarjsi a zdaleka ne
vSechny druhy hubifiomné na povrchu listu Ize Gspe nakultivovatin vitro. Kultivace je

ponerné nakladna a spravné mikroskopickéani je otazkou zkuSenosti a praxe.

3.3.1.1. Kultivace

Zakladnim postupem pro laboratorni studium mikroatyzolovanych ze vzorku j&
vitro kultivace na definovanych Zivnych meédiich. Izolazekultivace ¢istych kultur hub
zahrnuje pipravu sterilniho média. &Sina médii obsahuje hla¥rvodu, jednoduché nebo
slozi®jSi zdroje uhliku jakymi jsou cukry, lipidy, pepyid organické kyseliny nebo
aminokyseliny a zdroje dusiku v podopeptidi, aminokyselin, amonnych sléenin nebo
dusinani. Média mohou byt dale obohacena o vitaminy, eaéricaminokyseliny, zdroje
fosforu, siry a stopovych prik Pokud ma byt sloZzeni média reprodukovateln&esrp
definované, pouzivaji se latkycisté forme. Obvykle se vSak pouzivaji komplexni extrakty
rostlinné nebo Ziv&isné tkar, jako napiklad sladovy extrakt, peptony nebo krevni extrakt.
Ponery jednotlivych slozek Ize amit, podle toho, jak je pt¢ba ovlivnit fist kultury. Média
s nizkou koncentraci zdroje polysachariobvykle podporuji sporulaci. Na druhou stranu

Siroké spektrum monosachatida disacharili o vysoké koncentraci &aici spiSe

18



vegetativnimu tstu. Extréma vysoka koncentrace uhlovodila soli zase znéjstupiuje
vodu a uplg inhibuje ist. Nekdy je nutné upravit pH prosdnictvim kontrolovaného
piidavani kyseliny nebo zasady. Samotné houby niajié naroky na pH substratu, navic
agar netuhne v kyselém priedi, tudiZ je po ffidani kyselé slozky, jako jsotieba rkteré
ovocné §avy, do tuhého média nutné pH zvysit. Pokud jégt tuhé médiumigava se do
smeési praskovy agar (15-20g/l).

Samotna sterilizace sétginou provadi v autoklavech, tlakovych parnickigiah, kde
jsou nadoby s médiem vystaveny 121°C po dobu 1B2ut. Nekteré komponenty médii,
jako treba vitaminy nebo antibiotika, jsou tepkotnestabilni. V takovémifpadt je treba
médium sterilizovat filtraci if@s specialni membranu s pory o velikosti u2 které
nepropusti biikky hub ani bakterie. Druha moznost je tyto latkidat do média po ochlazeni.
Pokud se jedna o tuhé agarové médium, je limittgjsliota 45-50°C, kdy agar @aa tuhnout
rozléva se na sterilni Petriho misky (Bills & Fas2@04).

3.3.1.1.1. Selektivni média

Pro potl&eni rfistu bakterii @i izolaci hub se do médiifjlavaji antimikrobialni
antibiotika. Pedevsim se pouziva streptomycin sulfat, gentamgdetracyklin v koncentraci
50 mg/ | nebo chloramfenikol o koncentraci 100 mBtztoky antibiotik jsou sterilizovany
filtraci a do médii se favaji po zchladnuti na 45-50 °C, pouze chloraikf#nije
termostabilni a je mozné haigat do média fed klavovanim. U &kterych antimikrobialnich
antibiotik byla pozorovana selektivni toxicitaiv raiznym houbam, igdevsSim z oddeni
oomycet a basidiomycet (Tuite 1969; Singleton 1893Bills & Foster 2004). Je mozZné
pouzit i kombinacitznych antibiotik. Nafiklad kombinace chlortetracyklinu a streptomycin
sulfatu po 50 mg/l se pouzivaipmapovani pdnich vldknitych hub. Tato antibiotika
specificky interferuji s funkci bakteridlniho ritmeu a nikdy nebylo pozorovano, Ze by
jakkoli negiznivé ovliviiovala fist askomycet a basidiomycet.

Druhou skupinu tvid antibiotika fungicidni, kterd byvaji do médikigavana za
ucelem specifické eliminace ditych skupin hub. Také mohou poslouzit jako zpomalte
rastu @ dlouhodobé kultivaci. Jedna se ponm dost toxické latky jako ndklad
cykloheximid, cyklosporin A, pentachlornitrobenz&CNB) a pimaricin (natamycin).
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Posledni typ antibiotik je cileny proti rozton. Jejich vajjka mohou byt zanesena
s inokulem do kultur, které mohou zcela &ni Pro zamezeni jejichustu se pouZzivaji
akaricidni latky dieldrin a lindan, které jsou siltoxické pro Zivgichy, ale na houby maji

nepatrny vliv (Bills & Foster 2004).

3.3.1.1.2. Tuha media

V¢étSinu mikromycet Ize po#nné dokie kultivovat na tuhych — agarovych Zivnych
médiich. Pro z&kladni izolaci driulse pouZivaji média s obsahem zékladnichic(lukoza,
sacharOza, dextr6za, maltdza), fippd se zdroji dusiku (peptony). Vzorek examinovaného
organismu je nanesen (otisknut, naliteatatd.) na agarovou plotnu. Pokud se jedna & sm
spér a fragmeiit mycelii, jakou je povrchova mikroflora listobjevi se na takové platrza
24—48 hodin kultivace v termoboxti peplo€ 20-25 °C drobna mycelid@iznych vilaknitych
hub nebo kolonie tznych kvasinek. Kolonie jsou &eny a jejich mnoZstvi se udava
v jednotkach schopnych vytiid kolonii - ,CFU* (colony forming units) vztazenych na
jednotku plochy listu (Leventi& Dorsey 2006 ). # priliS vysoké koncentraci sp6r se kolonie
preristaji a je nutné inokulum kedit. To je mozné provéstikladnym setenim povrchu listu
vatovym, nebo gnovym tamponem, ktery jeilladné ,vypran® ve slabém roztoku srédla
(cca 0,04%), které zajisti homogenitu suspenze rftighdni spory by jinak ustaly
v povrchové blance) (Hodges al. 2006), ta je pak viznych koncentracich nanesena na
plotny s médiem aikladre rozetena sterilni mikrobiologickou ,hokejkou“. Ze zisKenh
CFU hodnot se vypite pramér. OdliSna mycelia resp. kolonie jgeba v této dobod sebe
odcklit do samostatnych kultur.fPstejné kultiv&ni teplot se sleduje rychlostistu, tvar
kolonii, ohranieni, tvar a zfisob ¥tveni vidken a schopnost péstat do substratu (vztah ke
kysliku). Barva kolonie, zbarvovani média a barezmény kolonie jsou velmi podstatnymi
znaky, které mohou rozhodovat mlentifikaci a mnohdy se projevi v pagéli fazi vyvoje, po
spuséni sekundarniho metabolismiupo pridani ugitych latek do média.

Také pro spushi sporulace je néirlka nutné pouzit specialni médidada druli
mikromycet tvdi velice Kehké konidiofory, které nelze bez posSkozeni neldnéipm znéeni
pienést na podlozni skko, proto secasto penaseji do tzv. ,skikovych kultur,” kdy se
mikromycety kultivuji na tenkém filmu média naneéenna podlozni skiko umistné v

.-mlZzné komirce," tedy unle vytvoreném mikroklimatu o vysoké vzdusné vihkostvpdre
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slouzici k vyvolani sporulace mikromycet v danénbsstatu (Schmit& Lodge 2005).
Obligatni parazity a hyperparazity nelze pro zégslna Zivém hostiteli kultivovat pomoci
Zzivnych médii. Pro izolaci biotrofnich parazije poteba sterild kultivovat hostitelskou
rostlinu, nebo jeji organ na agarovém mediuymélém osetleni. Organ nebo rostlina se
infikuje jednou spérou nebo spérami z jedné koloAdiek je mozné ziskatistou kulturu
parazita. Podokinje mozné kultivaci udrzetripzivoté ¢asti jiz infikovanych rostlin ziskanych
v terénu a dokonce vyvolat sporulaci houbovych miranebo epifyli. Kulturu je mozné
ziskat i ze spor dlouhodsluskladrnych za sucha a nizké teploty (Niebal. 2002).

3.3.1.2. Mikroskopie

Z&kladnim nastrojem pro identifikaci mikromycet faikroskop. Mikroskopické
examinaci je mozné podrobitimo nalezeny vzorek, nebo vzoré&kté kultury izolované ze
substratu. Houby se tuji podle zakladnich charakteristickych zfakviditelnych i
dostaténém z¥tSeni (400x — 1000x), protoze velikost spor se pofg/okolo 1@m.

Z&kladnim znakem jeiphradkovani. Basidiomycety a askomycety maji myoeli
piehradkované, ostatni houbové organismy zZlead zygomycetes, chytridiomycetes a
oomycetes ftramneopila) maji mycelium ,coenocytické,€ili bez pehradek. Dale je
vyznamny typ ¥tveni mycelia a konidiofdi.

Rody je mozné uit na zaklad rozmnoZovacich struktur. Nepohlavni vyvojoveé faze
hub nazyvané anamorfy vytt&i v rizném stupni rozvoje mycelia ,konidiofory",
modifikované ¥tve mycelia, na jejichz konci se vyiei nepohlavni spéry konidie. Jeden
znak je typ konidioforu, tedy specificky souhrn stidosti jakymi je typ &tveni,
piehradkovani, zjsob uloZeni spor, pépad tvorba ,konidiomat,” neboli nepohlavnich
plodnic (Obr. 7). Samotné spéry resp. jejich veikadvar, povrch, barvagtdinou rozhoduji
pii druhové identifikaci. Pro identifikaci mikromycgg k dispozici velké mnoZstvi &émvacich
kli¢ct, nagiklad The Deuteromycetes (Kiffer nad Morelet 199d)crofungi on Land Plants
(Elis &Elis, 1995), Dematiaceaous hyphomycetess(E2001) A revision of Chrysosporium
and allied genera (C.A.N. van Oorschot), The Asamety genus Eupenicillium and related

Penicillium anamorphs, (Amelia C. Stolk and RobeA. Samson) atd.
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Obr. 7. llustra&ni priklady rozmanitosti tvadr konidiofori nékterych nejizrejSich deuteromycet.
(http://www.sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/imageskatie/perokresby)
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3.3.1.2.1. Fixace a barveni vzangro mikroskopii

Neobarvené vzorky je mozné pozorovat veétléw poli, fazovém kontrastu nebo
fazovém rozhrani. Samotné mikroskopovariZenzahrnovat barveni vzarknebo chemické
reakce mycelia resp. spor §akou latkou.

Barvenim zesiluje kontrast a viditelnostitych ¢asti houby. Specificka schopnost
absorbovat barviva odliSuje houbové tk&rd hostitelské a vizualizuje b&mé organely.
Schopnost fijimat barvivo fiznymi ¢astmi stélky i rizné barevné reakce, jsouleitymi

identifikacnimi znaky. Obech se jednd o viceci mére jedovaté a karcinogenni
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latky.Vzduchem roznaSené spory byvaji hydrofobrk jajich pozorovani je dobré pouzit
slaby roztok sm#edla (Tween, kuchisky saponat, atp.).

Fixace vzorku se pouziva kusmrceni &ynzvySeni citlivosti k barveni nebo
zamezeni degradace inych struktur v mrtvych hikach @i dlouhodobém uchovavani.
Z&kladni fixa&ni roztok je ethanol ve sfsi s ledovou kyselinou octovou. Déle se pouziva
rozlicnych sndsi latek jako hexadecyltrimethylamonium bromid, y&ghdiamintetraacetat
sodny (EDTA), formalin a glycerol.

K barveni vzork se pouzivaji sisi fenolu, kyseliny mléné, slodenin jodu a mnoha
riznych barviv na bazi anilinu apod. Rozsahly sezma@nodi pro vyrobu &chto snési Ize
najit v literatate, napiklad v @iloze knihy Biodiversity of Fungi (2004, str. 6138).

3.3.2. Analyza spotenstev molekularnimi metodami

.Klasické“ metody studia komunity mikroorganigmesp. mikromycet s sebou nesou
mnoha Uskali. ldentifikaci na zakkdsymptonii choroby (u parazi), morfologie
mikroznaki nebo biochemickych tastvyZzaduje zkuSené odborniky s mnohaletou praxiéTak
neni mozné kultivace vSech hub, navi¢geow nara@na a citliva na kontaminaci.

Podobr odhady druhové rozmanitosti zaloZzené fanpm mikroskopovéani vzoiék
zavisi na ,ochat’ jednotlivych drutii sporulovat a neodhali druhy vyskytujici se v koittun
v rané fazi jako sterilni mycelium. Navic kultivové@a mikroorganismy nemusi zdaleka byt
vyznamné pro dané prosti (Yanget al. 2001).

Molekularni metody umaiuji testovat vzorky fimo, bez kultivace, takze odhali i
nekultivovatelné organismy (parazity, hyperpargzikyeré hraji v komunitnezanedbatelnou
roli (Atkins & Clark 2004). V celkové DNA izolovange spoléenstva, je také mozné odhalit
mikromycety, které byly fitomné ve vzorku pouze jako sterilni myceliuth nepatrné
kolonie, a tudiZz je nebylo mozné odhalit a idekdtifiat mikroskopicky. Nezanedbatelnym
piinosem, diky Sirokému spektru citlivych tgohi izolace DNA, je moZnost aplikovat
molekularni metody idmo na vzorky, které obsahuji velmi malé mnozstiNAD jakymi je
nagiklad povrchova mikroflora list(Yanget al. 2001) nebo starych obiagMohlenhoff et
al. 2001).

Molekularni metody charakterizuji nukleové kyselinyitomné ve vSech stadiich
Zivotniho cyklu hub a tedy obchéazeji problémy spéjes metodami mikroskopickymi.
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V bakteriélni ekologii se ukazaly uzZiteé gedevsim d¥ metody schopné analyzovat &ny
vzorek DNA: T-RFLP Terminal Restriction Fragment Length Polymorfism, viz kap. 3.3.2.5.)
a DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, viz. kap. 3.3.2.4.2.) (Nikolchewat al.
2003). Ok metody zpracovavaji produkty polymerazde&zové reakce ,PCR“Rolymerase
Chain Reaction, viz. kap. 3.3.2.2.).

3.3.2.1. Izolace DNA

3.3.2.1.1. DNA z kultur

Vysledky molekularni analyzy celkové komunitni DNfe vhodné porovnat
s mikromycetami ziskanymidisté kultde otisknutim listu nebo vysetim ziskané suspenze na
agarovou plotnu. Maly kousek (cca 3 mm x 3mm) kolteného mycelia poskytne optimalni
mnozstvi materialu pro izolaci DNA (Nikolcheva & ié@cher 2004).

3.3.2.1.2. DNA z celého listu

V prvni fad je treba vzit v potaz, Ze mnohé houby vygjana listu jen nepatrné
mnozstvi biomasy. flezité je také brat v potaz moznotitpmnost latek, které by mohly
inhibovat rekteré metody (PCR, DGGE). Samotna &tma stha hub je komplexem
polysacharid, chitinu, proteii a pigmeni. Nékteré druhy hub vyti&ji velmi tlusté bu&iné
sttny s vysokym obsahem melaninovych deriv&tfenolickymi skupinami, jenz mohou
inhibovat PCR (Mo6hlenhoffet al. 2001). Proto je iezité buky nejprve dkladne
mechanicky rozbit, nafklad tenim vysuSeného vzorku se sterilnim piskem, segkelatou
nebo pomoci specialniho itzeni Jbead beater” (Yang et al. 2001), popipact drcenim
vzorku zmrazeného kapalnym dusikem. &uwny homogenat byva potéétginou oSeen
enzymy (proteazy, celulazy, chitinazy) a detergd®pS —sodium dodecylsulphate), které
rozlozi zbytky busénych stn. Lyzat se také oSefje RNazou, pro eliminaci RNA ze vzorku
a poté je s enzymy inkubovani peplo& okolo 60°C. Cisteéni lyzatu fenolem nebo sisi

fenolu a chloroformu v dalSim kroku odstuge burg¢né komponenty a enzymy degradujici
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DNA. Napiklad Heuser & Zimmer (2002) pouzili fenol/chlorofaisoamyl alkohol
v poneru 25:24:1. DNA se vysrazi isopropanolem, zachgtinmembraé a je zbavena soli
prostednictvim promyvani ethanolem a néasledného sus€hemickou fazi extrakce
genomové DNA lIze také provést pomociikikomegné vyrakgnych souprayDynal's DNA
direct, Mo Bio Laboratories, Inc. Soil DNA isolatickit, Qiagen DNeasy atp.), specificky
urcenych pro ufity typ vzorku. Tento zfisob je rychly, ale nemusi byt dostate citlivy pro
izolaci DNA z celé komunity. Zcela vSak pastgro vzorkycistych kultur, které poskytuji
dostatek biomasy daného druhu (Atkins & Clark 20@4) vhodné vyzkouSelizné metody
izolace DNA a vybrat tu, jejimz vysledkem bude &ob maximalni mozn&isto a
koncentraci. Hpadné inhibitory PCR iftomné ve vzorku DNA Ize po#d pridanim BSA
(bovine serum albumin — albumin z hosziho séra, cca 2mg M)l do reakni snisi PCR. BSA
vaze Siroké spektrum latek ¢gtre fenolickych skupin melanin piitomnych v bug¢nych
sttnach hub)¢imz zamezuje jejich kontaktuTaq polymerazou a jeji inhibici (Méhlenhoét
al. 2001).

3.3.2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerazovéetizova reakce (PCR) je metoda vyuZivajici prvky keme DNA,
schopna pozadovany Gsek DNA namnoZit a? dCefektivie oddslit od zbytku genomu.
V prvni fack je treba navrhnout sekvenci dvou pririeoligonukleotidi o velikosti kolem 20
bazi. Ty jsou na objednavku nasyntetizovany speoldnymi vyrobci (Generi Biotech
apod.). Primery vymezuji usek DNA aany k amplifikaci tak, Ze jsou sekvencghto
nukleotidh komplementarni se sekvencemi DNA, které oblasamiuji. Sekvence primér
se navrhuji na zakl&djiz znamych sekvenci, stazenych &teré z internetovych databazi
(GenBank, EMBL). H reakci PCR na tato mistafilpybridizuji a slouzi jako p&atek
replikace pro DNA polymerazu. Par primesestava zforward“ primeru pro jedno vlakno
DNA a ,reverse" primeru pro druhé reverZnkomplementérni vliakno. Neévsyntetizovana
DNA je produkovanan vitro pii reakci katalyzované DNA polymerazou. Kazdy dalgilus
vyuZiva no¥ nasyntetizovanych fragmenjako templatu (fedlohy — @vodni DNA) a tim
padem se kazdym cyklem qmi nasyntetizovanych molekul dvojnasobi (Obr. 8héts et
al. 2002).
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Uspsdnost reakce se kontroluje pomoci gelové elektéafpr(viz. kap. 3.3.2.3.1),
ktera zaroveé separuje jednotlivé slozky reak smesi od produktu. Produkt reakce je

vétSinou uten kdalSimu zpracovani separami, klonovacimi nebo sekvetrdami

technikami.
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Obr. 8. Amplifikace DNA pouZitim techniky PCR. Znalost schopnosti DNA byt amplifikovana je vyuZzita
k navrZzeni dvou DNA oligonukleotid kazdy komplementarni k sekvenci na jednofatzcil DNA dvouvldkna
DNA na op&nych koncich oblasti dené k amplifikaci. Tyto oligonukleotidy slouzi jalwimery proin vitro
DNA syntézu, zprogedkovanou DNA polymerazou, a vymezuji oddil DNArktbude amplifikovana. (A) PCR
za&ina dvouvldknovou DNA a kazdy cyklus reakcedima kratkym tepelnym odenim pro oddeni
(denaturaci) dvouvlakna (step 1). Po #&ddi vlaken se ochlazenim reéak smési umozni molekulam obou
primert, pritomnym v nadbytku, fhybribizovat ke komplementarnim sekvencim na vén DNA (step 2).
Tato snés je poté inkubovéna s DNA polymerazottgmi deoxyribonukleosid trifosfaty tak, ze je nova AN
syntetizovana s gatkem ve dvou primerech (step 3). Cely cyklus jmpoznovu zapéat denaturaci odtljici
now syntetizovana dvouvlakna DNA. (B) Jak je postupkmyan znovu a znovu, ndsyntetizované fragmenty
slouzi jako templaty v dalSim kole&hem rékolika kol je gevladajici DNA shodna se sekvenci vymezenou
obéma primery (¢etrg) na pivodnim templatu. Zivodni DNA je amplifikovana jen sekvence vymezena
primery, protoZze zde nejsotifwmny jiné primery.

(Albertset al. 2002, str.1319)
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3.3.2.2.1. Cilova oblast, design prirner

Specifické informace z databazi umaoj vybrat cilovouc¢ast DNA a navrhnout
primery napi¢ konzervovanymi variabilnimi oblastmi. Hlavni oldiagro vyvoj molekularni
diagnostiky hub jsou ribosomalni geny. Tyto gergujshodné pro citlivou detekciipPCR,
protoZe je Ize nalézt ve vSech organismech v mramich. Jaderna ribosomalni DNA
(rDNA) hub sestava zeitgeni. Gemi pro velkou podjednotku (25S), malou podjednotku
ribosomu (18S) a gen 5.8S, atkhych ,spacerovymi“ Useky ITSinternal trancribed
gpacer) (Atkins & Clark 2004). Mnohé sady primiebéZné pouzivané $ studiu komunity
houbovych organistnprojevily nedostaiou specificitu a tendenci ke spéte amplifikaci
geni jinych eukaryai, nagiklad bezobratlych. f@devSim se jednalo o primery navrzené pro
amplifikaci oblasti 18S rDNA. Bkteré universalni ,houbové“ primery jsou dokonce
podezelé z toho, Ze by mohlytednostd amplifikovat sekvence ditych taxonomickych
skupin. | kdyZ jsou amplifikované geny houbovéliwqru, miZze nedostatma mezidruhova
variabilita 18S rDNA snizit taxonomické rozliSena mirovéx rodu i vysSi. Oblast ITS
prokazuje vy3Si sekvéni variabilitu a profily vytvéené prosednictvim ITS primer
vykazuji vysSi diversitu nez ty amplifikované s 1B3NA primery (Kennedy & Clipson,
2003). ITS oblast sice neni vhodnéa pro studiumrediuhové variability, nicmé&npro svou
vysokou konzervovanost a mezidruhovou variabilitidalni k vyvoji celéady specifickych
primeri pro identifikaci druld hub (Martin & Rygiewicz 2005).

Oblast ITS se ndfklad p@i studiu spoléenstva d#evokaznych tvrdohub
Vysledky DGGE analyzy oblasti ITS byly prokazatekonzistentni s vysledky fylogenetické
sekverni analyzy (Greeret al. 2004). Mimo oblast ITS se jako vhodné ukazujigjes
tubulinovy gen a ,mating type“ geny (Atkins & Clag04).

DalSi moZnost nabizi séasny trend DNA barcodingu“. Pavodnim idealem bylo
pouzivat krychlé a jednotné identifikaci vSech amgmi jeden universalni molekularni
marker, podob& jako carovy kéd — har code’. Pro ZivaiiSnou #iSi byl stanoven jako
nejvhodrjSi usek genCoxl kddujici mitochondrialni enzym cytochrom oxidaatgtSina
mykologa ale pouziva k identifikaci Usek ITS, nebo vyjitné D1/D2 oblast genu pro velkou
podjednotku ribosomu (LSWi 28S). Tu pouZzivaji fgdevsim specialisté na kvasinky. Mezi
houbami nebyl nalezen dost&ateé konzervovany Usek genboxl, na ktery by bylo mozné
navrhnout univerzalni primery pro barcoding hubifg8e 2008). Napiklad Seifertet al.
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(2007) navrhnul primer na oblaSbx1, pomoci jehoZ se potie UspEsre rozlisit 360 druli a
poddruti askomycet zeledi Trichocomaceae. Na druhou stranu ve studii zabyvajici se
komplexemAspergillus niger (Geiseret al. 2007) se variabilita genCox1 ukazala jako
nedostaujici k identifikaci drulii (Seifert 2008). Na sdizi pod zastitou organizace CBOL
(Consortium for the Barcode of Life) podpdilo 27 mykolodh z 12 zemi navrh, aby byla oblast
ITS pouzivana jako mykologickybar code”. Tento navrh jegtnebyl oficialré schvalen.

Nikolcheva a Barlocher (2004) jiz navrhli a @S owfili sadu universalnich
cast&né degenerovanych primeepro studium spolenstev mikromycet v opadu tlejicim na
dré potoka a jeho zem v pribéhu sezoény. Primery vymezuji oblast mezi 28S rDNASS
rDNA specificky pro Askomycety, Bazidiomycety, Zyggcety, ChytridiomycetyRungi) a
Oomycety &ramenopila) (Tab. 1.). Série primérITS 4 byla navrZzena podle znamych
sekvenci genu pro velkou podjednotku (28S) zastlazdé cilové skupiny hub, které byly
staZzeny z internetové databaze GenBank (Tab. 2.).

Primer Teplota annealingu
* ITS4Asco (Ascomycota): 55C
5 GTTACTRRGGCAATCCCTGTTGY

« ITS4Basidio (Basidiomycota): 58C
5 GCRCGGAARACGCTTCTCZ

* ITS4Chytrid (Chytridiomycota): 53C
5 TTTTCCCGTTTCATTCGCCA 3

* ITS400 (Oomycota): 48C
5 ATAGACTACAATTCGCC 3’

* ITS4Zygo (Zygomycota): 48C
5 AAAACGTWTCTTCAAA 3’

* ITSS:

5" GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3

Tab. 1. Sekvence skupin@vspecifickych primek ITS4 pro Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota,
Oomycota, Zygomycota s uvedenymi optimalnimi teplotami annealingu v kamaci s, forward” primerem ITS5
(Nikolcheva &Barlocher 2004)
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Tab. 2. Sekvence pouzité pro design prifnel databazi GenBank j&aagaromyces chybré zapsana jako
Sagaaromyces. V GenBank IzeApiotrichum porosum Ize také najit jakdrichosporon porosum (pod stejnym
¢islem). (Nikolcheva &arlocher 2004)

Oddéleni Rod/Druh GenBank €. Odd éleni Rod/Druh GenBank ¢.
Ascomycota Basidiomycota
Acremonium strictum AY138482 Phellinus bicuspidatus AY059022
Acremonium strictum AY138485 Phellinus contiguus AF311029
Aureobasidium sp. AY167611 Phellodon melaleucus AY228355
Bartalinia laurina AF382369 Phlebia radiata AY089740
Beauveria bassiana AF280637 Phlebia serialis AF141629
Botryosphaeria ribis AY004336 Phlebopus portentosus AF336260
Candida sp. AF389527 Ramaria pinicola AF213112
Ceratocystis moniliformis AF275499 Ramaria stricta AF287887
Chaetosphaeria fusiformis AF178554 Rhizopogon pumilionus AY177252
Clavispora intechensis AF538871 Rhodotorula sonckii AY213009
Cordyceps subsessilis AF373285 Russula aurantiaca AF506427
Corollospora filiformis AF491256 Scleroderma sp. AF336271
Curvularia cymbopogonis AF163996 Serpula incrassata AF098401
Curvularia oryzae AF163991 Sistotrema brinkmannii AF506473
Discula destructiva AF277136 Trechispora sp. AF347088
Fusarium falciforme AY097326 Trichosporon pullulans AJ507665
Fusarium lichenicola AY097321 Tubulicium vermiculare AJ406424
Fusarium solani AY097316 Vararia insolita AF518665
Geotrichum sp. AY225313 Vararia investiens AF506484
Glomerella cingulata AF543786 Veligaster columnaris AF336273
Hypocrea jecorina AF510497 Vuilleminia comedens AF518666
Hypoxylon fragiforme AY083829 Xerocomus rubellus AF514829
Lignicola tropica AF539474 Chytridiomycota
Lignincola longirostris AF534473 Blastocladiella emersonii X90411
Mycosphaerella cryptica AF309585 Oomycota
Nectria ventricosa AF228361 Achlya ambisexualis AF218026
Ophiostoma montium AY194948 Achlya bisexualis AF218203
Penicillium boreae AF481122 Albugo blitii AY035543
Penicillium crustosum AF484409 Albugo candida AY035540
Peziza sp. AF335171 Albugo tragopogonis AY035542
Phialocephala compacta AF326083 Aphanomyces laevis AF218198
Phoma herbarum AY293790 Apodachlya brachynema AF218199
Pichia farinosa AF335974 Basidiophora entospora AY035513
Pichia sydowiorum AJ508573 Bremia lactucae AY035507
Polycephalomyces ramosus AY259503 Bremia lactucae AY035512
Pseudallescheria boydii AY228123 Bremiella megasperma AY035516
Pseudocyphellaria coriacea AF351149 Dictyucus sterilis AF218193
Saagaromyces abonnis AF539469 Paraperonospora leptosperma AY035515
Terfezia claveryi AF435823 Peronophytophthora litchii AY035531
Trichoderma viride AY291123 Peronospora alta AY035493
Truncatella angustata AF382383 Peronospora camelinae AY035506
Tuber californicum AF127120 Peronospora dentariae AY035505
Verticillium sp. AY089746 Phytophthora cambivora AY035533
Basidiomycota Phytophthora capsici AY035532
Amylostereum chailletii AF518599 Plasmopara densa AY035525
Apiotrichum porosum AF189833 Plasmopara geranii AY035520
Boletus satanas AF336242 Plasmopara halstedii AY035523
Bullera coprosmaensis AF363660 Plasmopara obducens AY035522
Clavulina cinerea AF335456 Plasmopara viticola AY035524
Corticium roseum us0647 Pseudoperonospora cubensis AY035496
Duportella tristicula u80649 Pseudoperonospora urticae AY035495
Fellomyces distylii AF363652 Pythiopsis cymosa AF218172
Gloeocystidiellum porosum AF310095 Pythium aquatile AF218200
Gloeocystidiellum porosum AF310091 Pythium sp. AY035537
Gymnopaxillus nudus AY177266 Sclerospora graminicola AY035514
Gyroporus castaneus AF336253 Sclerospora graminicola AY035513
Hydnellum aurantiacum AF347113 Thraustotheca clavata AF218181
Hydnellum gracilipes AY012676 Zygomycota
Hygrophoropsis aurantiaca AF352816 Glomus caledonium AF396794
Hysterangium stoloniferum AF336259 Glomus coronatum AF141739
Lactarius vellereus AF325294 Glomus fragilistratum AF145747
Lentinellus auricula AF506415 Glomus geosporum AF145745
Peniophora cinerea AF506424 Glomus geosporum AJ510241
Peniophora proxima u80660 Glomus mosseae AF396798
Glomus mosseae Y07565
Scutellospora calospora AJ510231
Scutellospora pellucida AF396784
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Vazebné mistorgverse” primeru ITS4 bylo umigino na s&azené dligned) znamé
sekvence 28S rDNAieznych zastupt jednotlivych skupin hub sénem 3’ (downstream) od

ITS4 na gen pro 28S (obr. 9) v maximakonzervovaném useku.

ITS5 - ITS3GC ITS4 Chyind Oo Basidio
— RN -~ - -——
185 rRNA JERY ITS2 28S rRNA
-+ -+
100 bp Asco 7ygo

Obr. 9. Diagram vazebnych mist primiefTS4Asco, ITS4Basidio, ITS4Chytridio, ITS400, ITS4Zyga genu
28S rRNA. Znézorény jsou i ITS3GC and ITS5 (Whitet al. 1990). ITS oblast neni nakreslenaifggném
meéfitku (Nikolcheva &Bérlocher 2004).

Pro negativni kontrolu bylo pouzito sekvenci jadgemDNA bakterii, cévnatych
rostlin, fas (Wetné rozsivek) a zZivéichia. Jako forward primer poslouzil ITS5, ktery byl
stejny pro vSechny skupiny. Annealingoveé teploty kazdy par primérbyly optimalizovany
podle vysledik série amplifikanich reakci uskut&énych s postupnym nastem teploty
vzdy o 1°C od 10°C pod az 5C nad vypétenou annealingovou teplotou. Reakce poskytnou
smeés fragmeni ITS riznych gitomnych druli hub z kazdé skupiny o velikostiiplizné 400
pari bazi (bp).

Kazda kombinace ITS4 sITS5 byla otestovana s taéypizolovanymi zZas a
cévnatych rostlin, ficemz v této negativni kontrole nebyitpmen Zadny produkt. Sisi ITS
jednotlivych skupin hub byly dale zpracovany metadd-RFLP a DGGE, které slouzi
k vytvoreni specifického profilufingerprint) komunity. Oblast ITS sefpstudiu spoléenstva
direvokaznych tvrdohubPyrenomycetes) ukazala jako citligjSi a vhodwjSi pi pouziti s
DGGE nez 18S rDNA. Vysledky DGGE analyzy oblastsIbyly prokazatek konzistentni
s vysledky fylogenetické sekvém analyzy (Greest al. 2004).

Velmi zajimavych vysledk pii studiu spoléenstva hub na kenovém systémugkiné
travy ovsiku vyvySenéhd\rrhenatherum elatius dosahl Vandenkoornhuyset al. (2002)
pouzitim universalnich prim&roznaenych AU2 (TTTCGATGGTAGGATAGDGG) a AU4
(RTCTCACTAAGCCATTC), které vymezuji oblast malé agmmalni podjednotky (SSU
rRNA). Ze sngsi amplikori (produkfi PCR) byla vytvéena klonovéa knihovna (viz. klonova
knihovna, viz kap. 3.3.2.6.) a 200 nahddtybranych klom bylo osekvenovano. Vysledkem
bylo 49 iiznych sekvenci, &hoZz pouze 7 se shodovalo (>99% shoda) se znamymi

sekvencemi. Fylogenetickd analyza se zbylymi 12068nm#mi sekvencemi hubfipadila
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ostatni sekvence do vSech eldehi hub Chytridiomyota, Zygomycota, Basidiomycota,
Ascomycota). Neznamé sekvenceifom nejsou povazovany za chimérické, protoze byly
nezavisle nalezeny ve vice vzorcich. Také studipolesenstva hub tlejiciho opadu naédn
vodniho toku pomoci paru primeAU2 a AU4 v kombinaci s metodou klonové knihovny
(Seenaet al. 2008) odhalilo mnohem &t8i diversitu, nez jakd byla odhadovéna podle

identifikace spor.

3.3.2.3. Sekvenace DNA

Sekvenace je proceduraj piz je zji¥ovana sekvenceijli poradi nukleotid DNA.
Provadi se prostdnictvim modifikované PCR, takzvané sekvgriaeakce. Ta se liSi od
bézné PCR tim, Ze ve s13i deoxyribonukleosid trifosfatjsou gFitomny dideoxynukleosidy,
které nahod# ukortuji elongacirettzce. Kazdy typ dideoxyribonukleosidu je oZea jinou
fluorescetni barvou. Vysledkem reakce je &mnamplikori raznych délek nahodn
ukontenych na v8ech pozicich v daném Useku. Tyto ampjiksou poté chromatograficky
detekovany laserovym paprskem v ,sekvenatoru“ dedkem je chromatogranmflperts et
al. 2002). zjiséna sekvence byva obvykle zpracovana pomoci softwamize poslouzit

k fylogenetické analyze, nebaiie byt srovnana se znamymi sekvencemi v databapiwth.

3.3.2.4. Sepatai metody

3.3.2.4.1. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je obecnal/v principu elekteraltka metoda slouzici k separaci
biologickych makromolekul (DNA, RNA, protei) na zéklad jejich velikosti (resp.
hmotnosti) a naboje. Sisi molekul jsou naneseny do jamek v gelu das§ji 1-2%
agarozovem, ifpadré akrylamidovém) jehoZz trojrozémou siti putuji v elektrickém poli (70-
120V) nizre rychle v zavislosti na své hmotnosti. Gelova eldkiréza se pouziva také
k rozcleni produktt PCR a pro kontrolu jeji ugpnosti. PCR reakci Ize posléze purifikovat
od komponent reaki sntsi (QIAquick PCR Purification Kit, QIAgen). Jedniet prouzky
DNA Ize z gelu také jednoduchou procedurou extrah@@IAquick Spin Gel Extraction Kit,
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Qiagen). Negativinabita DNA se pohybuje smem k anod (kladna elektroda). Pro vizualni
kontrolu pohybu vzorku v gelu a jeho sednuti na gimoky se pidava takzvany lpading
buffer* s obsahem barviv (bromfenolova nfpdxylencyanolovd mad apod.) ve sisi
s glycerolem. DNA se v gelu vizualizuje na geluofiescetinim interkal&nim barvivem
(ethidium bromid, SYBR-green) na transiluminatorii plnové délce okolo 300nm.
Fragmenty o1zné velikosti se pod UV lampou projevi jakorizé prouzky (bandy*). Ke
vzorkim se na gel nandsi Zdb,ladder” - genomova fagova DNA restiké S€pena na
fragmenty o znamé velikosti, ktera slouzi jaké&itko. Laddery oiiznych délkach je mozné
vlastnoriné vyrobit, nebo koupit od komémich vyrobd.

3.3.2.4.2. DGGE

Denaturéni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je matokbmbinujici
prednosti klonovani, sekvenovani a T-RFLP (viz. Kaf.2.5.). PoZadovany getiitomny v
genomu vSeckilena komunity je zansten vhodnymi primery a amplifikovan prostinictvim
PCR. Pokud se geny uiznych druli podstats liSi velikosti, Ize je odd#it obycejnou
elektroforézou. Rozdily mezi druhy nebo kmeny mohale speéivat jen v bodovych
mutacich. Dvouvldknové sekvence DNA, které se hel@kou ale sloZzenim bazi nelze
béZznou elektroforézou odtit. DGGE vyuZiva odliSnou schopnost takovych framth
denaturovat (rozdit dvouvlaknovou DNA na jednovlaknovou) k separaana
polyakrylamidovém gelu obsahujicim vgtajici gradient chemického denattrio ¢inidla.
Sekvence odliSujici se bazovym sloZzenim denaturajifiznych pozicich v gelu. Ret
prouzki na gelu (ribotyf)) vypovida o divers# geni v pavodnim vzorku (Obr. 11 a 12).
Prakticka vyhoda oproti T-RFLP je moznost vyizolowa osekvenovat DNA z kazdého
prouzku a tudiz identifikovat vS8echny geny ve viogorovnanim sekvenci se sekvencemi
zve'ejrénymi v databazi GenBank (Nikolcheva & Barlocher 200Produkt PCR musi byt
pro DGGE upraven modifikovanym primerem. V konkfgtnptipadt se jednd o primer
ITS3GC, ktery je modifikovan 40-50ti bazovyniepisem (GC tail) guanosinu a cytosinu.
Pouzitim produktu prvni PCR jako templatu pro PCRary primett ITS3GC a ITS4
(,nested" primery a ,nested* PCR) ziskdme kratdgfment uvnit produktu prvni PCR (Obr.
3). Tento fragment bude préstinictvim ITS3GC op#&n koncovou ,GC svorkou“(GC
clamp), kterd maip DGGE zabranit uplné denaturaci vlaken a je nezbyiro optimalni
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rozliSeni fragmerit v denaturdnim gradientu. Vzorec bandii“ na gelu poskytuje profil
populace, ve kterém relativni intenzita kazdéhothgna jeho pozice na gelurgrstavuje
relativni hojnost uitého druhu v populaci (Muyzest al. 1993). Z¢istych kultur hub, které
byly sowasré kultivovany na Zivnych médiich, |z&ipravit srovnavaci ladder” pro DGGE
(Obr. 10). Pomoci takovéhdagdderu“ je mozné identifikovat velkowast hub ze vzorku
podle pozic ban@l coz uSei mnohoc¢asu a financi pétbych k jejich sekvenaci. DalSi
identifikace by byla nutnd jen u dnuhdetekovanych DGGE, jeZ neodhalila kultiv&
technika. Zpracovanim fotografie gelu specialninftvemrem (NIH image), lze ziskat
piedstavu o relativnim zastoupeni diwke vzorku. Intenzita baiidv kazdém pruhu vypovida
0 pontru jednotlivych druli vzhledem k celkové intenzitpruhu (Nikolcheva & Béarlocher
2004). Analyza pomoci DGGE je wd§m pouzivana ke studiu diversity spédastev
mikroorganisni a hub. Kriticky bod rozhodujici o dostabeém taxonomickém rozliSeni je
piedevSim vhodny vys oblasti DNA pro amplifikaci resp. navrzeni vhodhyprimefi
(Greenet al. 2004). Rima amplifikace vzorku DNA s GC- modifikovanymi prery se
neukazala jako dosta® ucinna. Nested PCR zti& zvySuje citlivost detekce drih
v prostedi (Oros-Sichleet al. 2006).

Analogick& procedura je TGGE (temperature gradightelectrophoresis),ipniz je
gradient chemického denaturantu nahrazen gradietegiotnim.
DalSi metoda analogickd DGGE je ,Single strand contional polymorphism* (SSCP).
Rozdilnd rychlost pohybu v elektrickém poli jeitpm dana odliSnou trojrozémou

strukturou, kterou utvd jednotlivéietzce DNA, jsou-li od sebe odigny.

Organismus A
Crpanismus B
Omganismus C
Smes A, Bal
Vzorek komunity

|

if— G0 svorka

AR

Obr.10. Princip DGGE a vytvieni srovnavaciho ,ladderu®. (http://www.microbe.dprats/GC-gel.jpg)

vzristalici koncenirace denaturaniu
elektroforéza

b4 b i
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Birch wood in July Maple Ieaves in July
Asco  Basidio Chytrid Qo Zygo all Asco Basidio Chytrid Oo Zygo  all

Obr. 11. DGGE z DNA izolované ziezového #va a javorovych li§t pondenych do potoka v pbehu
gervence a amplifikované pomoci skupiti@pecifickych primef. Pruh ozn&eny “all” predstavuje amplifikaci
stejného templatu pomoci ITS4 a ITS5. (NikolchevB&locher2009

Pomoci DGGE je mozné prov#idi SirSi analyzy daného ekosystému. Disal.
(2007) odhalil p takové studii, ktera na tlejicich listech mimobhdetekovala i ostatni
mikroorganismy, celkem 33 drathub, 30 bakterii a 18 aktinomycet. Na listech java
dubu gitom byly pozorovany jisté rozdily v zastoupenirjetivych druhi. TuzSi dubové s
vyS§8im obsahem ligninu listy fgm¢ potrebuji rozmanitjSi slozeni spol&enstva
dekompozitoii. Na zaklad toho je dobré poukazat na fakt, Ze pro pochop#aimikromycet

v ekosystému jetdezité analyzovat vztahy s ostatnimi mikroorganismy
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Obr. 12. PCR-DGGE profily 16S rDNA komunity mikroorganisrz fylosféry deviti iznych plodin. Pruhy: 1-
3, OroBlanco; 4-6, pomeraovnik Valencia ; 7-9, pomerdovnik Navel; 10-12, bavinik; 13-15, kukce; 16-
18, cukrovaepa; 19-21, fazol obecny. (Yasgal. 2001)

3.3.2.5. Terminal restriction fragment lenght potyphism (T-RFLP)

T-RFLP je velmi vykonna technika vyvinuta baktemidekologii. Bi T-RFLP je
izolovana DNA amplifikovana s jednit obéma primery fluorescemé ozna&enymi na 5’
konci. Produkt PCR je nasletlrepracovan restridnim enzymem a ozdané koncové
fragmenty jsou separovany a detekovany DNA sekeeedt. Pdet fragmeni razné
velikosti poskytuje fedstavu o minimalnim gtu druhi pritomnych v analyzovaném
spol&enstvu. Vzorec fragmeint ziskanych i T-RFLP nuize byt porovnan s délkou
fragment ziskanych stejnou procedurogigtych kultur.

Tato metoda nefize byt pouzita k identifikaci rdd¢i druhi hub, nicmén je schopna
poskytnout dobrou fedstavu o druhové rozmanitosti hub v substratu qiieva &
Barlocher 2005).
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3.3.2.6. Klonova knihovna

Casti DNA spoléenstva naamplifikované PCR pomoci skupih@pecifickych je
mozné pouzit v vytvi@ni takzvané ,genové knihovny“. Princip této metodga@iva
v zaklonovanigili vneseni useku DNA do bakterii préstinictvim plasmidové transformace.
Bakterie, nejastji laboratorni kmenE. coli, nesouci tyto geny se kultivuji na Zivnych
médiich,¢imz jsou produkty PCR namnoZzeny (Obr. 13).

L,Environmentalni klonova knihovna"

Kultivace ,,.environmentalnich

CA ) H 0_-\\ ‘\‘I
klond" na médiu Qj/é\ﬂj :
LB
2 AN
S Vo ®
; o
lzolace DNA ( '(5\‘ e
ze spoleéenstva / \_/ \?_J/’
] I Il I I Transformace
" “ || “ || bunék E. coli
plazmidem

Il
A
npinn
PCR gent IR (:)(:)
Wi o wghy

pomoci skupinové
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2005, Byron €. Crump
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I S
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Obr. 13. Vytvoreni, environmentalni“ klonové knihovny.
(http://hpl.umces.edu/faculty/bcrump/CloneLibraryf)pd

Vysledkem kultivace transformovanych bakterii jemkmita bakterii se stejnou
diversitou zkoumaného genu, jakowlm pavodni spoléenstvo ve vzorku substratu. Tato
procedura navic znasobi mnoZstvi vSech ribigtygdy i takovych, které by bylo vipodnim
vzorku obtizné detekovat. i€tdstavu o frekvenci vyskytu konkrétnich skupin hué
spole&enstvu, ktera je zaloZzena na jejich goném zastoupeni v celkovém ,DNA pool®

kultury, ziskame fylogenetickou analyzou nah®drybiranych zaklonovanych sekvenci,
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pticemzZ vSechny sekvence, které se vzajeti®i o 1% a mé# jsou povazovany za stejny
druh (OTU — Operational Taxonomic Unit). Teoreticky nel tento gistup poskytnout
mnohem ¥tSi rozliSeni a jednoziaé druhové Zazeni. B DGGE i T-RFLP se mohouizné
sekvence, jejichz homogenitu je mozné odhalit podai analyzou, projevit jako tentyz
jednotlivych druli a poddrufi a o tom, jak jednotlivé druhy oviiwvji druhovou diversitu
(Seenaet al. 2008).

3.3.2.7. Oligonukleotidovy fingerprinting rRNA gefOFRG)

OFRG (Oligonucleotide fingerprinting of rRNA geneg metoda zaloZzenda na
principu hybridizace produktPCR k sérii oligonukleotidovych sond, které jsakwertné
homologni k hledané cilové sekvenci DNA. DNA somdghou byt kratké oligonukleotidy,
nebo fragmenty dlouhé aZékolik set pab bazi a jsou ozrany radioizotopem nebo
fluorescednim barvivem. Sondy mohou byt pouzity k detekci csipgkych sekvenci ve
vzorcich DNA i RNA (cDNA). V pipact OFRG se pouziva technikaryay”, pii které z
produktu PCR (sis amplikori SSU rDNA) vytvdi klonova knihovna. Naklonované
fragmenty (obvykle 1504 kldn se navaZzou na nylonovou membréarisgbenim tepla nebo
UV zé&eni. Vytvdi se sondy, které nesou navazané fluoresddrarvivo. Jejich sekvence se
navrhuji podle druhayspecifickych Usek znamych sekvenciiiye ugenych hub. Roztoky
s obsahem jednotlivych sond se nanasi na membPakud je ve vzorkuiftomna sekvence
komplementarni sorg sonda se k ni pevmavaze. Poté se roztok se vyplachne a pokud
sonda #stane pihybridizovana ke specifické sekvenci, projevi s&znou intenzitou jako
pozitivni, negativni nebo netity signal. Sondu Ize ze vzorku &puvolnit a sérii takovychto
hybridizatnich pokud lze ziskat pedstavu o fitomnosti jednotlivych drul ve vzorku.
Vysledkem je specificky ,fingerprint* n&fklad spoléenstva fdnich hub (Valinskyet al.
2002).

OFRG analyza na&fklad odhalila mimaady bakterii také riekaré velkou diversitu
hub ve gtevech mysSi. Tést 300 klomi odpovidalo Askomycetam z rddAcremonium,
Alternaria, Monilinia a Fusarium. Bazidiomycetdm rodurilobasidium, Cryptococcus a
Scleroderma odpovidalo 69 klofn 216 kloi bylo nejblizSi Chytridiomycetam a
Zygomycetam (Scupharat al. 2006). Hlavni vyhody této techniky spweaji ve vysoké
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citlivosti, moznosti rychlého zpracovani velkéha:fpovzorki a v tom, Ze lze vypustietné

sekvenace.

4. Zaer

Pomoci uvedenych metod, konkréCR - DGGE s pouzitim skupin®gpecifickych
primeri Ize dosdhnout zajimavych vyslédkii analyze @iznych prostedi. Velky potencial
nabizi metoda klonové knihovny, obzviaStpak v kombinaci s citlivou detekci
prostednictvim arraye.

Za pinosné bych povazoval porovnat nejen vysledky métadickych s metodami
molekularnimi, ale také vysledkyianych molekularnich metod vzajemnNikolcheva a
Barlocher (2004) nagklad odhalili n€ekaré¢ velkou diversitu hub v opadu na émoku
pouzitim sady primérITS4. Seena, Wynberg a Bérlocher (2008) odhalibratéz prosedi
jeS€ mnohem vice organisim kdyZ pouzili primery AU2 a AU4 v kombinaci s klovou
knihovnou. Osob& bych vzajema porovnal nagiklad vyslednou diversitu zji&ou pomoci
primeri ITS4 a primel AU2 a AU4 ve stejném vzorku. Takézné metody sbru vzorki a
izolace DNA by mohly finést odliSné vysledky. Ze statistického hlediskanbgiklad bylo
dobré odebirat se¢asrt listy z niznychc¢ésti fylosféry.

Fyloplan rostlin zasazenych patogenni houb@dgtavuje velice zajimavy ekosystém,
jenz Ize tradinimi mykologickymi metodami. Tyto metody jsou siéty owiené, nicméa
maji ukité hranice, které touto klasickou cestou nel#ekpnat. Nové techniky molekularni
biologie, vyvinuté p studiu diversity bakterii vifrozeném prosedi a modifikované pro
eukaryotni organismy, poskytuji jedim®u moznost nahlédnout do slozitého ekosystému
mikroskopickych hub z jiného Uhlu. Kombinace mol@knich dat ziskanych zkolika
grami substratu s terénnimi daty ziskanymi z mnohétgivoblasti je hlavnim cilem studia
ekologie hub (Schmit & Lodge 2005). Molekularni aladophuji data ziskana tratfi¢,
naproti tomu molekularni diagnostika nire bez spravnuréenych vzork fungovat. Za
idealni cestu lze tedy povazovat vzajemnou synékaon tradéniho a molekularniho
pristupu.

Pokud by dkladna analyza mikromycet ve fyloplanu napadenéhomai odhalila
odliSnosti v druhové skladb mohli bychom na zakla&dnich ziskat zajimavoutedstavu o

Uloze konkrétnich mikromycet v tomto ekosystémwuzajemnych vztazich mezi patogenem,
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rostlinou a povrchovou mykoflorou listSrovnavanim podobnych studiznych ekosystétn

bychom pak ziskali lepSi@dstavu o Uloze hub v biosé
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