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DNA
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dsDNA
RNA
mRNA
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dATP
dTTP
dGTP
dCTP
rDNA
TE

Tris

2-deoxyribonukleova kyselina

Polymerase Chain Reaction (polymerazova reakce)
Restriction Fragmnt Length Polymorphism
(polymorfismus délky restrik¢nich fragmentit)
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mitochondridlni ribonukleova kyselina
cetyltrimethylamoniumbromid

kyselina ethylendiamintetraoctova
sodiumdodecylsulfat (dodecylsulfat sodny)
deoxyadenosin trifosfat

deoxythymin trifosfat

deoxyguanosin trifosfat

deoxycytidin trifosfat

ribozomalni 2-deoxyribonukleova kyselina
Tris/EDTA

tris(hydroxymethyl)aminomethan



Uvod

Hlavnim cilem této price byla izolace a analyza DNA hub, které pochazely
vétSinou z herbafovych poloZek, sekvenace a nasledné vytvofeni fylogenetickych
stromd pro konkrétni druhy hub. Vzorky hub byly ziskdvany zriiznych naSich

1 zahrani¢nich lokalit.

Vytvareni fylogenetickych stroml pomoci téchto analyz ma v dnes$ni dobé velky
rozmach a nahrazuje zazity a dnes uZ neplatny stary systém, ktery byl konstruovan
zejména z morfologického hlediska. Na zakladé¢ molekularni biologické analyzy se
zkoumaji klicové vyvojové vztahy mezi organismy na urovni DNA, proto se bez ni
systematicka biologie jiz neobejde. Molekularni uréeni dokdZe mnohdy rozliSit druhy
hub, které nelze morfologicky urcit. Studium hub pomoci molekularnich analyz

predstavuji jesté Siroké moZnosti dalSiho vyzkumu.

Houby, ackoliv se zdaji byt jen nezajimavymi organismy, jsou velmi vyznamné,
protoZze maji mnoho vyuZiti. V potravindfském primyslu se pouZivaji ptredevSim
k vyrobé plisiiovych syrd ¢i k vyrobé kvasnic, ve farmaceutickém a chemickém
pramyslu ptfedevsim jako antibiotika a jako producenti riznych enzymt a chemickych
latek. Jsou to také vyznamni rozkladaci organické hmoty, mutualisté, bez nichz by

mnoho rostlin nemohlo existovat, a mnohé jsou také paraziti.



1.1 Houby

Houby se vyskytuji prakticky vSude. Jsou to vyznamni rozkladaci, saprofyti,
paraziti a symbionti cévnatych rostlin (mykorhiza) ¢i sinic nebo fas (lichenismus).
Jedna se o eukaryotni organismy, jejichZ buitka m4 na rozdil od Zivocisné bunéCnou
sténu, ktera obsahuje chitin, a na rozdil od rostlinné neobsahuji chlorofyl. Mohou byt
jednobunécné i mnohobunécéné. Télo hub se skladid z hyf (houbovych vliken), které
mohou byt rozliSeny v podhoubi a plodnici. Rozmnozuji se nepohlavné fragmentaci,

pucenim ¢i pomoci nepohlavnich spor, nebo pohlavné (Kubat a kol. 1998).

Houby jsou vyznamné diky produkci rtiznych enzymt, antibiotik a specialnich
chemikalii a pfedev§im diky syntéze proteini. V genetickém inZenyrstvi jsou houby
vyuzivany k produkci heterolognich proteind. Heterologni protein je takovy protein,
ktery produkuje urcity genovy produkt v organismu, ktery ho normalné neprodukuje.
Zejména Aspergillus, Fusarium a Neurospora jsou v biotechnologii zndmé jako moZny

zdroj pro sekrece rekombinantnich proteinii (Bridge 1998).

1.1.1 Systém

Dnes tadime houby mezi tzv. Unikonta. Pod Unikonta jsou tzv. Opisthokonta,
kam fadime Fungi. Tam patii oddé€leni Chytridiomycota (chytridie neboli plisné
bunénkové), Blastocladiomycota, Microsporidiomycota, Zygomycota (houby spijivé),
Glomeromycota, Ascomycota (vieckovytrusné houby) a nejznaméjsSi Basidiomycota

(stopkovytrusné houby) [1].

1.1.2 Fylogeneze hub

Diive byla fylogeneze odvozena od fenotypovych znakii. Fenotypovymi znaky
mohou byt znaky morfologické, fyziologické, vyvojové nebo jimi mohou byt napf.
sekundarni metabolity ¢i jiné chemické latky. V dneSni dob¢ je fylogeneze hub
odvozovdna na zdklad¢ analyzy proteinli nebo nukleovych kyselin. Jedna se napf.
o analyzu izoenzymu, které katalyzuji stejnou reakci, ale v kaZdém organismu ma jinou
strukturu, DNA-DNA hybridizaci, elektroforeticky karyotyping, polymorfismus délky
restrik¢nich fragmentti (RFLP) a sekvenovani DNA (Bridge a kol. 1998).

Pro zjiSténi fylogeneze hub je nejlepSi polymerdzova fetézova reakce (PCR),
protoZe vétSina hub je v herbafové podobé, kde se vyskytuje pouze malé mnoZstvi

DNA, které je PCR schopna amplifikovat. Diky ni miZzeme DNA hub nechat



sekvenovat. Porovndnim sekvenci se sekvencemi ostatnich hub pak mulZeme zjistit

fylogeneze dané houby (Bridge a kol. 1998). Vice viz kapitola PCR v mykologii.

1.1.3 Rod Antrodiella

Rod Antrodiella patii do stopkovytrusych hub, do fadu Polyporales
(chorosotvaré) a do Celedi Phanerochaetaceae (kirovkovité). Plodnice jsou voskovité,
vétSinou rozlité az s tenkymi kloboucky. Plodnice maji poroidni hymenofor a jsou
vétSinou mekké az chrupavcité. Vytrusy jsou malé, hladké a bezbarvé. Rostou na

stromech, kde vytvéaieji bilou hnilobu (Antonin 2006, Holec a kol. 2012).

1.1.3.1 Druh Antrodiella onychoides a Antrodiella genistae

Antrodiella onychoides byla diive oznacovana jako Polyporus onychoides roste
prevazné na listnatych stromech (Fraxinus a Salix). A. onychoides a A. genistae jsou si
morfologicky velmi podobné. Maji krémové zbarvené plodnice, které jsou vétSinou
polorozlité az rozlité, které mohou byt lemovany Sirokym sterilnim okrajem. Plodnicky
jsou drobngjsi a jejich kloboucky mohou byt az 3,5 cm dlouhé, 1 cm Siroké a jen do 3
mm tlusté (Vampola 1991, Miettinen a kol. 2006). Rourky jsou na Sikmém podkladu
castecn¢ z boku oteviené. Pory A. onychoides jsou velmi drobné a okrouhlé az mirné
protazené, nekteré jsou obcas spojené. Jeji hyfovy systém je dimiticky (Miettinen a kol.
2006). Hyfovy systém A. genistae je trimiticky. Generativni hyfy A. genistae obsahuji
prezky, kdeZto A. onychoides pouze jednoducha septa (Ryvarden a Gilbertson 1993).

A. onychoides je makroskopicky od A. semisupina témét k nerozeznani, proto
nebyla dfive moc zndma. RozliSovat A. onychoides od druhu A. semisupina se podaftilo
teprve nedavno. Rozeznat se da bud mikroskopicky, nebo analyzou DNA.
A. onychoides méa na generativnich hyfach ptehradky bez ptezek (viz Piiloha 1 Obr. 2.),
a predevSim timto znakem se liSi od druhu A. semisupina (viz Piiloha 1 Obr. 3.)
a ostatnich druhl Antrodiella, které maji ptehradky s prezkami (Vampola, 1991).
Krom¢ toho se také lisi tvarem a velikosti vytrusti. A. onychoides je také podobna druhu
A. genistae (synonymum A. leucoxantha) (viz Piiloha 1 Obr. 1.), kterd by méla byt
pouze haploidni formou A. onychoides, méla by byt svétlejsi a méla by se vyskytovat na
jiném misté (Miettinen a kol. 2006). Sekvence A. genistae neni doposud znama, proto

byla vybrina houba urCena jako A. genistae.
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1.2 Herbarové polozky hub

1.2.1 Sbér

Houby sbirame celé, Cerstvé, neporusené a n¢kdy i se substratem. Se substratem
se sbiraji vétSinou mensi plodnice. Sbér hub se rtzné lisi. Napiiklad hlenky vkladame
do malych krabicek, kde je ptfipevnime Spendliky na polystyren, ktery krabicku vystyla.
Obecné vSak plati, Ze velké plodnice sbirame do koSiku odd¢lené od ostatnich pomoci

papiru a menSi sbirdme do krabicek utésnéné papirem ¢i mechem [9].

1.2.2 Konzervace
Houby se mohou su$it nebo ulozit do konzervacni tekutiny. Vyhoda
tekutinovych preparati je ta, Ze houba neztrati tvar a ¢asteCné ani barvu. Suseni je vSak

nejrozsitenéjsi forma pro védecké ucely. Provadi se pti teploté 30 — 40 °C [2]. Malé

plodnice mohou schnout 2 hodiny, velké az 48 hodin [3].

1.2.3 Scheda a uloZeni herbarovych polozek

Kazda herbarova polozka musi byt opatiena schedou, coz je etiketa, na které je
napsano latinské jméno houby, lokalita, prostiedi, kde byl sbér pofizen, substrat, datum
a jméno sbératele a urCovatele [2]. Opatieni schedou je tzv. evidence herbafovych
polozek 1. stupné&, po které nasleduje evidence 2. stupné. Jedna se o zapis do pocitacové
databize. Herbarové poloZzky jsou v obdlkdch ¢i saccich uloZeny do krabicek, na
kterych je scheda. Krabi¢ky jsou pak uloZeny do kartonovych krabic, které jsou

potazené latkou a jsou prachotésné [3].

1.2.4 Dalsi podminky

V mistnosti, kde jsou herbatfové polozky, by méla byt udrZzovana teplota mezi 17 -
22 °C a relativni vzduSnd vlhkost by méla byt nizs$i nez 50 %. Herbarové polozky
ochranime pred napadenim hmyzu cyklickym vymrazovanim a to tak, Ze je vystavime

teploté — 30 °C po dobu 2 — 3 dnti a po tydenni pifestavce proces opakujeme [3].
1.3 Molekularni analyza hub

1.3.1 Izolace a purifikace

Izolaci se rozumi ziskdvani DNA ¢i RNA z daného vzorku za pouZiti kombinace
chemického a fyzikdlniho pfistupu. Izoluje se bud’ genomovid DNA, totdlni RNA ¢i
mRNA a plasmidovd DNA z bakterii [4]. Pfed samotnou PCR je tieba nukleovou

kyselinu fadné izolovat a vy¢cistit tak, aby tam nezlstavaly necistoty a pozustatky po
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izola¢nich technikach (ethanol, fenol,..), které by mohly samotné reakci uskodit. Pti
izolaci je nutno dbat na to, aby nedoSlo ke kontaminaci vzorku napifiklad nasi DNA.
Izolace je nejispésnéjsi, kdyz je pouzit Cerstvy vzorek. DalSimi kli¢ovymi faktory, které
zlepSuji izolaci, jsou: rychlé zpracovani vzorku, vhodné vybrand homogenizaéni
metoda, vhodné mnoZzstvi vzorku (velké mnoZstvi miiZe zpusobit viskozitu DNA
preparitu, které vede ke zlomiim genomové DNA) a inaktivovani nukledz. Pro zlepSeni
izolaci je také vhodné zajistit, aby zkoumana DNA nepodléhala degradaci v pritbé¢hu
izolace, rozsahlého tfepani (vortex) ¢i béhem opakovaného pipetovani. Genomova DNA
je nejlépe uchovéana pii 2 — 8 °C ve vhodném pufru. Dlouhodobé skladovani je
nejvhodnéjsi pii teploté -50 az -80 °C. Podobné RNA se uchovéava v pH pod 8 a teploté
-50 az -80 °C (Degen a kol. 2006).

Prvnim krokem izolace je rozruseni tkané za pouZiti tlou¢kli, homogenizatora ¢i
sonikatoru. Poté rozruSime bunky lyza¢nimi roztoky a proteiny pomoci protedzy.
U zivociSnych staci slabé neiontové detergenty, jejichZ vlivem dojde k popraskani
bunék, kdeZto u bakterii a rostlinnych bunék je tfeba rozpustit bunécnou sténu, ¢ehoz
dosdhneme pouZzitim lysozymu, roztoku CTAB nebo celuldzy. Lyzac¢ni roztok obsahuje
i proteindzu K, kterd odstrani piitomné proteiny,a RNA&zu, kterd odstrani RNA.
Vyznamnou sloZkou lyza¢niho roztoku je i EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova),
tzv. chelata¢ni Cinidlo, které vyvazuje dvojmocné kationty, a diky tomu nedochazi
k degradaci DNA plisobenim DNéaz. Po rozrusSeni je tfeba DNA separovat od proteinil
a dalSich ptimési [4].

Templat obsahujici DNA musi byt vycistény, aby byla PCR reakce tspésna.
Templat totiz mze obsahovat inhibitory a nukledzy, které negativné ovliviiuji vykon
reakce. Pro vyciSténi se pouzivaji produkty specificky vytvorené pro ciSténi DNA
a RNA. Kvalitni DNA templat by mél mit vysoky stupeni integrity a nemél by obsahovat
RNA. RNA v tomto piipad¢ nese hotecnaté ionty a sniZzuje vynos PCR. Naopak RNA
templat by nemél obsahovat DNA. Negativnim vlivem na reakci mtiZze byt i to, Ze
vzorek je amplifikovdn pouze jednim primerem, nebo Ze ve vzorku neni dostatek

cilového tseku (Degen a kol. 2006).

Je zndmo nékolik typl izolaci. Mezi nejznamé&;jsi patii izolace DNA vazbou na

silikatovou kolonku, kterd se dnes bézn€ na specializovanych pracoviStich pouziva,

a izolace DNA fenol-chloroformovou metodou, ktera je spolehlivou a levnou metodou.
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Oproti prvni zminéné izolaci trvda mnohem delSi dobu a pfi praci se pouzivaji toxické

a zapachajici latky [4].

1.3.1.1 Izolace DNA vazbou na silikatovou kolonku

Pti této izolaci se pii vysoké koncentraci chaotropnich soli nukleové kyseliny
vazou na matrix v silikdtové kolonce, zatimco kontaminujici latky kolonkou protecou
(Degen a kol. 2006) [4]. Chaotropni sul dokaZe rozruSovat strukturu vody, protoze s ni
vytvaii vodikové mistky. Centrifugaci kolonky se roztok (bez DNA) odplavi pry¢ do
sbérné zkumavky. Matrix s navdzanou DNA se promyje promyvacim roztokem, ktery je
pak néslednou centrifugaci z kolonky odplaven [4]. DNA se pak eluuje napf.
destilovanou vodou nebo pufrem (Jandkova 2012). DNA je takto odplavena z matrix do

pripravené zkumavky [4].

P

Na silikatovou kolonku se nukleové kyseliny vazi podle toho, jakou mé roztok
iontovou silu a pH. Zalezi i na typu nukleové kyseliny. Kazd4 kolonka obsahuje
specidlni sklenénd vldkna a je upevnéna ve vélci. Tento princip umozZnuje rychlé
a efektivni promyvani a elu¢ni kroky (Degen a kol. 2006).

U kolonkovych kitl je dileZité brat v ivahu n¢kolik parametrd. ZéleZi na tom,
jestli jsou urCeny pro krev, tkai nebo rostlinu a jaké je mnozstvi vstupniho materilu.
Zalezi také na délce protokolu, vazebné kapacité¢ kolonky, Cistoté vytéZzku (udava

kontaminaci proteiny) a na tom, jakou hmotnost mé vytézek [4].

DNA DNA je centrifugaci

nanesena na matrx kolonky

Speciaini kolonka s matrix zachycujici DNA

‘ Z matrix je DNA vypiavena pufrem
centrifugaci do sbéme kolonky

Obr. 1. Silikatova kolonka [4].
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1.3.1.2 Izolace DNA fenol-chloroformovou metodou

Nejprve tkan homogenizujeme v pufru obsahujicim tenzid, ktery rozpusti
bunénou membranu. Nejcastéji se pouziva SDS (sodiumdodecylsulfat) a dodecylsiran
sodny. Dalsi €asteCny rozpad bunck zajisti proteindza K, kterd velmi ucinné Stépi
nukledzy a hydrolyzuje kontaminujici bilkoviny. Tento bakteridlni enzym ma optimum
okolo 60 °C. Poté se ptida smés fenol-chloroform, kterd se nemisi s vodou, a dochazi
k denaturaci a vysraZeni bilkovin. Pfi pH 7,6 se DNA disociuje a pfechazi do vodné
faze a zdenaturované proteiny pfechazi do hydrofobni faze. Pro lepsi oddéleni téchto
fazi se pridava trochu izoamylalkoholu. Zbytky fenolu by mohly zplsobit inhibici
polymerazové reakce. Vzorek se proto jesté proCisti samotnym chloroformem. DNA se
poté musi z vodného roztoku vysrdzet pomoci koncentrované soli, kterd odejme
rozpoustédlo (tzv. vysolovani), a pomoci nisledného ptidini ethanolu. VysraZend DNA
se pak promyva v 70% ethanolu, ktery rozpusti zbytky soli a bilkovin. Nakonec se DNA
musi  rozpustit v alkalickém pufru, ktery obsahuje EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova). Tato latka stejné jako proteinaza K inhibuje nukledzy a také

vzorek stabilizuje (Jandkova 2012).

EXTRAKCE PROTEINU Z ROZTOKU DNA

Homogenizace tkané Pliprava bunéiného lyzatu
v tekutém dusiku v extrakénim pufru Plidani fenol/chioroformu

Extrakce proteinu inkubacl
s fenol/chioroformem
Roztok DNA

Precipitace DNA
pomoci etanolu a octanu sodného pledisténé od proteny Separace proteinu centrifugaci

A

Obr. 2. Izolace fenol-chloroform [4].

14



1.3.2 PCR

PCR je metoda molekularni biologie, kterd ma za kol opakované amplifikovat
(zmnozit) DNA z pfedem urcenych vzorkl. Zakladnim principem PCR je opakovani
denaturace dvoufetézcové DNA, nésledna renaturace (annealing) osamocenych fetézcl
s primery, coZ jsou specifické oligonukleotidy, které ohranicuji sekvenci vybranou k
amplifikaci, a poté nasleduje syntéza (extension, elongace) nového fetézce DNA
(Degen a kol. 2006). PCR reakce se tedy sklada ze tii ¢asti. Denaturace, pii které
dochézi k rozpadu vodikovych mistkd mezi fetézci DNA, probihd pii 90 - 95°C. Po
tom dochazi k ochlazeni na 50 — 60 °C a k nasednuti specifickych oligonukleotid na
dva jednofetézcové templaty. Pfi zvySeni teploty na 72 °C se uskutecni syntéza nové
DNA. K ziskani urc¢itého useku DNA potifebujeme dva primery, které cileny tisek DNA
ohranicuji. Amplifikace se provadi pomoci DNA polymerdzy izolované z bakterie
Thermus aquaticus, kterd je odolna vici vysoké teploté. PCR probihé v cyklech. Jeden
cyklus se sklada z jiz zminénych tif krokii. Cykli je obvykle okolo 20 — 30, coz zajisti,

Ze se DNA exponencidlné¢ zmnoZi (Bridge a kol. 1998).

Podminky béhem cykli musime vhodné zvolit, aby PCR probchla tspéSné.
Denaturacni ¢as nesmi byt moc kratky, protoZe by nemusela byt termostabilni DNA
polymeraza aktivni. Optimalni renaturacni teplota zavisi na teploté¢ nasedani primerd.
Elongac¢ni ¢as zavisi na délce cileného tseku, ktery ma byt amplifikovan. Pocet cykli
zavisi na tom, jak velké mnoZstvi ma byt amplifikovidno. Jak cyklické parametry
ovliviiuji PCR, je mozno vidét v tabulce Tab. 1. Z téchto tdaji je moZno vytvaret

vhodné parametry pro vybrany systém (Degen a kol. 2006).

Tab. 1. PCR protokol (Degen a kol. 2006).

Initial Denaturation  94°C Few or no PCR products Premature denaturation of poly-
2 min merase, leading to reduced yield

Denaturationduring 94°C Reduced yield Reduced yield

Cycling 15-30s

Primer Annealing 50 to 65°C © Reduced yield Formation of nonspecific
30-60s products

Elongation 72°C Reduced yield » Reduced yield
45s-2min9 » Increased error rate

Total Number of 25-30 Reduced yield Formation of nonspecific

Cycles products

Final Elongation 72°C Products are not fully double- Formation of nonspecific
7 min stranded products

D With Taq DNA Polymerase; copied from standard PCR protocol (Chapter 4, section 4.1). Other enzyme
systems will require different parameter values.

% From Aoyagi (2001). Effects are generally independent of the enzyme system used.

L Optimal temperature depends on primer melting temperature.

9 g gation time depends on f length; for Taq DNA Poly , the r ded times are 45

seconds for targets that are 1 kb or shorter, 1 minute for 1.0 - 1.5 kb, and 2 minutes for 1.5 - 3.0 kb.
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Doba syntézy fetézcli zavisi na tom, kolik kb mé specificky templat. Na fetézce
do 1 kb by méla stacit doba 45 sekund. U delSich fetézcii se doba syntézy zveétsi prave

o nasobek 45 sekund (Degen a kol. 2006).

PCR probihda v reak¢ni smési, ktera obsahuje templat (matrice, piedloha),
primery, polymerazu a reakéni roztok, ve kterém je kromé ¢tyt deoxynukleosidtrifostata
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP) také pufrujici sloZzka a hotfecnaté soli. Pufrujici sloZkou
a hotecnatou soli se nastavi vhodna iontova rovnovaha. Koncentrace hotecnatych iontt,
které jsou kofaktorem polymerazy, je rozhodujici pro kone¢ny vytéZek. Specifi¢nost
parovani primerd muze byt zlepSena pfidanim konkrétnich sloucenin v reakéni smeési
nebo za pouZiti urcitych experimentalnich podminek (Bridge a kol. 1998). Koncentrace
primert je optimalni mezi 100 aZ 900 nM, pokud je ale vyssi, miiZe to zlepsit vysledek

(Degen a kol. 2006).

1.3.2.1 Typy PCR

Hot Start PCR je oproti klasické PCR jina v tom, Ze je nutnd vyssi teplota na to,
aby se aktivovala Taq polymeraza. Taqg polymeraza je upravena specidlnimi enzymy,
které blokuji jeji aktivitu pfi nizkych teplotach. Aktivuje se az pii 95 °C, kdy dojde ke
zniceni inhibujicich enzymi. Diky tomu nedochdzi v pribéhu piipravy ke vzniku
produktu z nespecificky nasednutych primerd, které u klasické mohou vzniknout,

protoZe Taq polymeraza reaguje uz za nizké teploty (Bridge a kol. 1998).

Ramp PCR je zvlastni v tom, Ze oproti klasické PCR se renaturacni teplota
s rostoucim poctem cykli sniZuje cyklus po cyklu. Provadi se piedevsim, kdyz

renaturacni teplota danych primert neni pfesn¢ urcena (Bridge a kol. 1998).

Long and accurate PCR (LA-PCR) dokaze spravné amplifikovat fragmenty delsi
nez 5 kb. DokaZze to diky tomu, Ze obsahuje smés dvou termostabilnich DNA
polymeraz, kterd je pojmenovéana jako Klen7aglLA-16. Jedna je vysoce schopna
opakovan¢ pokracovat v jeji katalytické funkci, aniZ by se oddélila od substratu. Druha
vykazuje 3°— 5° exonukledzovou aktivitu, kterd umoznuje korekturu produktu. Od
klasické PCR se nelisi jen tim, Ze obsahuje dvé polymerazy, ale i Casy a teploty cyklil
jsou jiné. Také mnozstvi pridanych latek je jiné, misto chloridu draselného obsahuje
siran amonny a misto cold startu ma bud’ hot start nebo Tagantibody start (Bridge a kol.

1998).

16



PCR with nested primers se pouziva predevs§im pfi nizkém mnozZstvi templatové
DNA. Hlavnim principem je druha amplifikace, kterd zvysi pocet amplikont (produktti
reakce). Pii nizkém mnoZstvi templatové DNA se Casto stava, Ze vznikaji nespecifické
produkty. Nested primery pfi druhé amplifikaci byvaji ¢asto obohaceny o dalsi tfi baze,

které zajist'uji, aby se amplifikovaly pouze Zadouci fragmenty (Bridge a kol. 1998).

Inverzni PCR umoziuje izolaci a identifikaci nezndmé sekvence a jeji naslednou
amplifikaci. V tomto pifipad¢ se jedna uz o klonovéani. Nezndméa sekvence, v niZ leZi
znama sekvence, se Stipe restrikénim enzymem na fragmenty, které se pak ligaci
cirkularizuji. Molekula se pak linearizuje Stépenim restikénim enzymem ve znadmé
sekvenci, ¢imZ se useky znamé sekvence dostanou na konec molekuly a ohranicuji

neznamou sekvenci, ktera pak 1ze diky tomu amplifikovat (Bridge a kol. 1998).

Existuji jesté dalsi typy PCR, ale tato prace neni zaméfena jen na PCR, proto

dalsi typy PCR jiZ nejsou uvedeny.

1.3.2.2 PCR v mykologii
Prvni PCR v mykologii popsal White (viz White a kol. 1990). Kniha se tykala
amplifikace a pfimého sekvenovani ribozomalni DNA ke stanoveni taxonomickych

a fylogenetickych vztahti (Bridge a kol. 1998).

Pfi extrakci nukleovych kyselin z hub ziskame totiZ jen malé mnozstvi Cistého
genetického materialu, proto je pro dal$i vyuZiti (pro porovnavani a identifikaci) treba

vzorek Cisté DNA pomoci PCR amplifikovat (Bridge a kol. 1998).

Pro vzijemné porovnavani a identifikaci hub se pouziva sekvence pro
ribozomalni RNA, na DNA tyto useky oznaCujeme jako ,rDNA sekvence®, které
souvisi se zdkladnimi Zivotnimi funkcemi organismi. Mutace v jejich sekvenci mize
ovlivnit cely ontogeneticky vyvoj jedince, proto jsou tyto sekvence vysoce
konzervativni a miizeme je vyuZit k druhové identifikaci. Cast sekvence maji viechny
houby spolec¢né. Zbytek sekvence se lisi, a tim mizeme odvozovat fylogenetické vztahy

(Bridge a kol. 1998).

Jednotka rDNA se v jadie tandemov¢ opakuje. Jedna jednotka zahrnuje nékolik
rRNA genti, které jsou vyznacené na obrazku pod textem (Obr. 3.) - malé jaderné (18S),
5.8S rRNA a velké jaderné geny (28S). Jako ,,S* se znaci Svedbergova jednotka. Je
odvozend od sedimentaniho koeficientu, coZ je veliCina, kterd udava cas, za ktery

probéhne sedimentace dané makromolekuly pfi jeji centrifugaci (ultracentrifugaci).
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Sedimentacni koeficient odpovidd sedimentani rychlosti v poli o jednotkovém
zrychleni. Sedimentac¢ni koeficient se udava v sekundach, kdezto Svedbergova jednotka
jako jeho nasobek. Plati, Ze 1S = 10" s. (Rosypal 1997). V jedné jednotce jsou geny od
sebe oddé€leny dvéma ohrani¢enymi vnitfnimi transkribovanymi oblastmi
(oznacovanymi jako ITS1 a ITS2), coz miZeme vidét na dalSim obrazku (Obr. 4.) a tyto
dv¢ jednotky na rDNA jsou odd€lené mezigenovou oblasti (5.8S rRNA). Posledni
rRNA gen (5S) mlze nebo nemusi byt opakovanou jednotkou, coZ zavisi na taxonech.
Malé jaderné geny (18S) se vyvijeji pomalu a jsou uZite¢né spiSe jen pro porovnani
vzdalené ptibuznych organismi (White a kol. 1990). Nekddujici oblasti (ITS a IGS) se
vyvijeji rychleji a jsou uzitecné pro porovnani druhti hub v ramci rodu nebo celedi, tedy
pro zjisténi fylogenetickych vztahii. Nejcastéji se pro porovnini vyuZziva oblast ITS.
Nekteré regiony 28S rDNA jsou také variabilni mezi druhy (Bridge a kol. 1998).

major rRNA ranscript 58 RNA gene
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Obr. 3. Jednotka rDNA [8].
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Obr. 4. Jednotka rDNA s oblastmi ITS [8].
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1.3.3 Analyza PCR produkti

PCR produkty se vizualizuji elektroforézou na agarosovém nebo
polyakrylamidovém gelu (Bridge a kol. 1998). Elektroforéza je soubor separacnich
metod, které ve stejnosmérném elektrickém poli za pomoci molekularniho sita
tvofeného vldkny polymerni slouCeniny vyuzivaji k d€leni latek jejich odliSnou
pohyblivost, kterd zavisi na hmotnosti molekuly a tedy délce dseku DNA. Vlivem
aniontovych fosfatovych skupin maji nukleové kyseliny negativni elektricky néboj,
proto se pohybuji smérem k anodé¢. Existuji dva druhy elektroforézy: kapilarni a gelova

(Jandkova 2012).

Agarosovy gel se pripravi z agarosového prasku a pufru pro elektroforézu.
Koncentraci roztoku piipravime tak, aby byla vhodna pro odd€lovani fragmenta urcité
velikosti ocekavané ve vzorku pfi elektroforéze. Koncentrace se mize urcit z tabulky
(viz Tab. 2.). Roztok agarosy ve sklenéné nadobé se pak zahifiva ve vodni 14zni nebo
v mikrovinné troubé do té doby, nezZ se zrna agarosy rozpusti a roztok nabyva cirého
vzhledu. PrabéZné se roztok promichiava krouzenim a pak se zchladi na 55 °C.
Transparentni ochlazeny roztok se nalije do formy, kde je pfipraveny hieben pro
vytvofeni otvorti. Piipadné vzniklé bubliny se musi odstranit, coZ lze provést napf.
propichnutim. Gel se necha ztuhnout. Mél by byt 3 aZ 5 mm vysoky. Kdyz je gel ztuhly,
je hieben opatrné¢ vyjmut (Sambrook a Russel 2001).

Tab. 2. Koncentrace agarosy v z4vislosti na rozsahu separace (Sambrook a Russel 2001).

Agarose Concentration Range of Separation of

in Gel (% [wiv]) Linear DNA Molecules (kb)
0.3 5-60

0.6 1-20

0.7 0.8-10

0.9 0.5-7

1.2 0.4-6

1.5 0-2-3

20 0.1-2

Na spravn¢ umistény gel je nalit pufr pro elektroforézu tak, aby byl gel zcela
ponoieny. Do jamek v gelu se pomoci mikropipet nanasi vzorky DNA smichané
s nandSecim pufrem (gel-loading buffer). NandSeci pufr vétSinou obsahuje
bromfenolovou modf a xylen cyanol. Do jedné jamky se nanasi ladder, podle kterého se
potom zjistuje, kolik parti bazi dand DNA ma. Nanaseni musi byt provedeno rychle,

aby nedosSlo k chybam vzniklych difizi molekul. Nakonec se zavie viko gelového
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zasobniku a pfipoji se elektrické vodice tak, aby DNA migrovalo smérem ke kladné
anodé¢. Pii elektroforéze se pouZiva napéti 1,5 V. Kontrolou spravného pribéhu jsou
vznikajici bublinky u anody a katody. Elektroforéza trva tak dlouho, dokud neni
bromfenolova modi a xylen cyanol dostate¢né vzdaleny. Pak se vypne elektricky proud
a vyjme vicko a kabely z nadrze. Gel se dal zkoumd pod UV svétlem a vytvofi se
fotografie gelu. Pod UV se miiZe produkt PCR vizualizovat diky pfitomnosti ethidium

bromidu, ktery je obsazen v gelu (Sambrook a Russel 2001).

Velikost a mnozstvi PCR produkti muzeme urcit ptiloZzenim standardniho
formatu ,,Jadderu” o znamé koncentraci a se specifikovanymi fragmenty o definovanych
velikostech. ,,DNA ladder* se na pfislusném gelu porovnava se vzorkem amplifikované

DNA (Bridge a kol. 1998).

1.3.4 Sekven¢ni analyza hub

Pouzivaji se dvé sekvencni analyzy hub. Jedna zahrnuje klonovéani a druhd je
zaloZena na piimém sekvenovani. Sekvenovani za pouZziti klonovani se stalo
piimocarejsi, ale je zapotiebi znacné usili a to zejména pii ziskavani dat sekvence
z velkého poctu jedincti. Dals$i nevyhodou jsou mutace vzniklé DNA polymeridzou
béhem syntézy. Aby se odliSila mutace v piivodni sekvenci, musi byt pro kazdy vzorek,
ktery je nékolikrat klonovéan, zavedena konvencni sekvence (Bridge a kol. 1998).
Konvencni sekvence, které maji stejnou funkci, se mezi srovnavanymi nukleotidovymi

sekvencemi vyskytuji nejcastéji (Rosypal 1997).

Piimé sekvenovani ma oproti prvni analyze nékolik vyhod. Je CcCasové
vyhodnégj$i, protoZe nezahrnuje klonovéni, a pfipadné chyby jsou minimalizovany,
protoZze kazdy nukleotid zahrnuje konvenc¢ni sekvenci diky tomu, Ze neni klonovan

(Bridge a kol. 1998).

1.3.5 Konstrukce fylogenetického stromu

Prvni fylogeneticky strom byl vytvofen Charlesem Darwinem [5]. Fylogeneticky
strom slouzi jako grafické znazornéni piibuzenskych vztahii mezi rdznymi
taxonomickymi jednotkami, o nichZ lze predpokladat, Ze maji spolecného predka.
Existuji dva typy stromu (viz Obr. 5.) - strom nezakofenény, ktery znazoriuje vztahy
mezi taxonomickymi jednotkami, ale nespecifikuje jejich spole¢ného predka, a strom

zakofenény, ktery specifikuje spolecného piedka vSech taxonomickych jednotek.
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Spolecny ptedek je oznacen jako kofen [5]. Popis zakofenéného fylogenetického stromu

muzeme vidét na obrazku pod obrazkem s typy stromt (Obr. 6.).

E
A

= "
B C

Obr. 6. Popis fylogenetického stromu.

Jednotlivé klady (vétve) maji mezi sebou rizné vztahy. Mohou byt
monofyletické, parafyletické nebo polyfyletické. Monofyletické taxony se vyznacuji
tim, Ze maji jediného spolecného ptredka. Parafyleticky znamen4, Ze nezahrnuje v§echny
potomky spole¢ného piedka, a polyfyleticky znamen4, Ze nezahrnuje spolecného piedka

a sestava z organismu riznych vyvojovych linif [5].

1.3.5.1 Metody konstrukce
Metody konstrukce vychazeji z matice distanci, kterd udavad vzajemné
vzdalenosti mezi vSemi dvojicemi taxonomickych jednotek, pro které konstruujeme

strom. Jako vzdalenost se zde pouZiva genetickd vzdalenost [5].

Pati sem metoda UPGMA, neighborjoining, maximum parsimony, maximum

likehood a molekularni hodiny [5].
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UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) neboli
shlukovaci analyza je nejjednodussi algoritmickou metodou konstrukce fylogenetického
stromu. Je zaloZzena na shlukovéani taxonomickych jednotek na zdklad¢ vzdalenosti.
Nejprve se musi zjistit dvojice taxonomickych jednotek, které k sobé maji nejbliZze. Tato
dvojice se slou¢i do skupiny, podle které se spocitd vzdalenost ke vSem ostatnim
taxonomickym jednotkdm. Vzdalenost taxonomické jednotky T k této nové skupiné
S se spocita jako aritmeticky pramér vzdalenosti mezi jednotkou T a vSemi prvky
skupiny S. Skupina S se muze dile povazovat za hypotetickou taxonomickou jednotku.
Pokud totiz mdme vice neZz jednu taxonomickou jednotku, musi se postup opakovat.
Kofenem je posledni hypoteticka taxonomické jednotka. Grafickym vyjadfenim postupu
tohoto shlukovani ziskame fylogeneticky strom [5].

Neighbor joining vychazi z hvézdicového stromu, kde je stied, a vSechny
taxonomické jednotky jsou reprezentovany pomoci listl. Tento strom se postupné

rozklada shlukovanim nejblizSich taxonomickych jednotek tak, aby se celkova délka

stromu co nejvice zmensila [5].

Maximum parsimony se snazi nalézt strom, ve kterém dochazi k minimu
evolu¢nich udalosti. Tato metoda také zohlediuje vahu evolu¢nich udélosti napi., Ze
n¢které nukleotidy ¢i aminokyseliny mutuji snize ¢i hlife nez ostatni [5].

Maximum likelihood vychézi se statistickych metod a pravdépodobnosti. Snazi
se odhadnout pravdépodobnost platnosti statistické hypotézy, kterd je predstavovana
fylogenetickym stromem pro data, kterdA mame k dispozici. VEtsi vérohodnost ma ten
strom, ktery pro vysvétleni dostupnych fylogenetickych dat potfebuje mensi pocet zmén
[5].

Dal$imi metodami jsou napf.: metoda nejmensich ¢tvercli, minimalni evoluce,

Bayéska metoda [5].

1.3.5.2 Programy

Pro fylogenetické studie se pouziva nékolik pocitatovych programi. Patii mezi
n¢ napt. program MEGA, Clustal W, Phylip, MACCLADE, PAUP a Puzzle. Pro
vytvaieni fylogenetickych stromt hub se nejCastéji pouzivd program MEGA7. Ten
vyuziva dalkové metody a Setrnost (parsimony). Dile ma zavedené i jiné statistiky

zahrnujici analyzu DNA, RNA a proteinové sekvence dat (Bridge a kol. 1998).
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1.3.5.3 GenBank

GenBank je sekven¢ni nukleotidova databdze, kterd je pfistupnd vetejnosti.
Vymeénuje si data s dal$imi nukleotidovymi databazemi — DNA DataBank of Japan
(DDBJ), European Nucleotide Archive (ENA), GenBank v NCBI. VSechny tfi tvofi
International Nucleotid Sequence Database Collaboration (INSDC). Do databaze lze
nahrat zaznamy specidlnimi programy Banklt a Sequin. Pfistup a vyhledavéani na

GenBank lze ptes webové rozhrani http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ ¢i ptes FTP

(File Transport Protocol), které Ize bezplatné nainstalovat do pocitace. FTP se musi

kazdé dva mésice aktualizovat [6].

2 Materialy a metody

2.1 Vzorky hub
Vzorky byly ziskany ze sbirkového materialu od Mgr. Jiftho Kouta, PhD. (FPE
ZCU). Jednalo se piedeviim o herbafové polozky. Houby byly ziskany z riiznych naich

i zahrani¢nich lokalit. Seznam pouZitych hub je sepsan v ptiloze 2 (Tab. 1.).

2.2 Design primeri

Konstrukce primert pro amplifikaci riznych rDNA regionti byly navrzeny tak,
aby se amplifikovaly fragmenty odlisSné od fragmentt, které maji vétSina hub spole¢né.
ITS primery byly rekonstruovany z mnoho ITS sekvenci riznych hub. Tyto ITS
sekvence z riiznych hub slouzi ke zjiSténi taxonomickych a fylogenetickych vztaht
mezi druhy vramci riznych rodid jako naptiklad Colletotrichum (hladkoplodka),
Phytophthora a Penicillium (StétiCkovec). RozliSeni hub na vnitrodruhové trovni
dosdhneme srovnanim vice variabilnich oblasti DNA pomoci tzv. ribozomélni IGS
sekvence. Mitochondridlni DNA lze analyzovat po amplifikaci s konsenzualnimi
primery. ITS region se skldadd ze dvou nekddujicich variabilnich oblasti, které se
vyskytuji uvnitf rDNA mezi malou a velkou podjednotkou rRNA genti. ITS region je
kratky, sklada se z 500 az 800 parti bazi. Pomoci PCR mohou byt snadno amplifikovany
za pouziti univerzadlnich parG primert, které jsou komplementarni k sekvencim
v konzervovanych oblastech. N¢které starSi studie se zaméfuji na IGS regiony, od
kterych se odvozuje RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmentil) (Bridge a kol.
1998).
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2.3 Izolace DNA

Vzorek byl nejprve homogenizovan, poté rozmélnén pomoci sterilniho pisku
a meédéného homogenizatoru v lyza¢nim pufru CTAB, ktery rozpousti bunécnou sténu.
Pufr obsahoval 3% cetyltrimethylamoniumbromid. Kromé jiZ zminéné homogenizace
byla provedena i homogenizace pomoci tekutého dusiku a pro lepsi rozruSeni bunécné
stény byla pouZzita proteindza K a 1 M roztok dithithreitolu (od firmy Sigma-Aldrich

spol. s.r.o., Praha)

DNA byla izolovdana pomoci forenzniho kitu pro kriminalistiku, klasickou
metodou fenol-chloroform, chloroformem a chloroform-isopropylalkoholem. Jako
nejlepsi v pripadé€ izolace DNA z hub se v té€chto analyzach osvédcila metoda pomoci

chloroform-isopropylalkoholu.

2.3.1 Metoda fenol-chloroform
Metoda byla pouzita podle Sambrook a Russell (2001)

1. Do plastikové zkumavky 1,5 ml (eppendorf) s homogenizovanym vzorkem
v CTAB pufru bylo napipetovano stejné mnoZzstvi fenol-chloroformu.

2. Vzorek s fenol-chloroformem byl intenzivné tiepan (vortex) tak dlouho (cca 3
minuty), dokud nevznikla emulze.

3. Vzorek byl centrifugovén pii 9000 g 10 minut. Organickéd a vodnd faze musi byt

dobfe oddélena.

Vodné faze (horni) byla odebrana pomoci pipety do nové plastikové zkumavky.

Kroky 1-4 byly znovu opakovény, kvili odstranéni proteinl ze vzorku.

Bylo ptfidéano stejné mnoZstvi chloroformu a byly opakovéany kroky 2-4.

NS e

DNA byla vysrdZzena pomoci octanu sodného (desetina objemu vodné faze

z rozpusténé DNA) a 96% ethanolu (2,5 X (Voctanu + Vyzorku))-

8. Vlastni srdZeni bylo provadéno v -20 °C.

9. VysraZzena DNA byla centrifugovéina pti 9000 g 10 minut.

10. Po centrifugaci byla vysrdZzenA DNA na dné plastikové zkumavky jako
sediment.

11. Supernatant (tekutina nad sedimentem) byl odebran.

12. Sediment (DNA) byl promyt 70% ethanolem pro odstranéni soli, které v ném
mohly byt obsaZeny.

13. Vzorek byl centrifugovan pii 9000 g 5 minut.

14. Vzorek byl vysuSen a pak byla DNA rozpuSténa v elu¢nim pufru (NucleoSpin).
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2.3.2

10.

11.
12.

233

Metoda chloroform

. Do plastikové zkumavky 1,5 ml (eppendorf) s homogenizovanym vzorkem

v CTAB pufru bylo napipetovano stejné mnoZstvi chloroformu.

Vzorek s chloroformem byl intenzivné tfepan (vortex) tak dlouho (cca 3
minuty), dokud nevznikla emulze.

Vzorek byl centrifugovéan pii 9000 g 10 minut, aby organicka a vodna faze byla
dobie odd¢lena. Na rozhrani bylo mozno vidét vysrazené proteiny.

Vodné faze (horni) byla odebrana pomoci pipety do nové plastikové zkumavky.
DNA byla vysraZzena pomoci octanu sodného (desetina objemu vodné faze

z rozpusténé DNA) a 96% ethanolu (2,5 X (Voctanu + Vyzorku))-

Vlastni sraZeni bylo provadéno v -20 °C.

VysraZzena DNA byla centrifugovéana pti 9000 g 10 minut.

Po centrifugaci byla vysrdZzena DNA na dn¢ plastikové zkumavky jako
sediment.

Supernatant (tekutina nad sedimentem) byl odebran.

Sediment (DNA) byl promyt 70% ethanolem pro odstranéni soli, které v ném
mohly byt obsaZeny.

Vzorek byl centrifugovan pii 9000 g 5 minut.

Vzorek byl vysuSen a pak byla DNA rozpusténa v elué¢nim pufru (NucleoSpin)

Metoda chloroform-isopropylalkohol
Metoda byla provedena podle protokolu (Wilkie 1996, Rogers a kol. 1994,

Simon a Warner 1996) na zdklad¢ jiz publikované metodiky Almakarem a kol.

2012.

1. Do plastikové zkumavky 1,5 ml (eppendorf) s homogenizovanym vzorkem byl
pfidan CTAB pufr. Vzorek s pufrem byl inkubovan po dobu 30 minut na 55 °C.

2. Poté bylo napipetovano stejné mnozstvi chloroformu:isopropylalkoholu (24:1).

3. Vzorek s chloroform-isopropylalkoholem byl opatrné tiepan (vortex) tak dlouho
(cca 3 minuty), dokud nevznikla emulze.

4. Vzorek byl centrifugovan pii 1600 g 10 minut, aby organicka a vodna faze byla
dobie odd¢lena. Na rozhrani bylo mozno vidét vysrazené proteiny.

5. Vodna faze (horni) byla odebrana pomoci pipety do nové plastikové zkumavky.

6. Krok 2-5 byl znovu proveden.
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7. Do vodné faze obsahujici DNA byl pfidan TE pufr s vysokou koncentraci soli
(sloZzeni: 1 M Tris pH 8.0, 0,5 M EDTA pH 8.0, 5 M NaCl a voda), aby se
CTAB odvéazalo od DNA.

8. DNA byla vysraZena pomoci octanu sodného (desetina objemu vodné faze
z rozpusténé DNA) a 96% ethanolu (2,5 X (Voctanu + Vyzorku))-

9. Vlastni sraZeni bylo provadéno v -20 °C.

10. VysraZzena DNA byla centrifugovana pti 9000 g 10 minut.

11. Po centrifugaci byla vysrdZendA DNA na dné plastikové zkumavky jako
sediment.

12. Supernatant (tekutina nad sedimentem) byl odebran.

13. Sediment (DNA) byl promyt 70% ethanolem pro odstranéni soli, které v ném
mohly byt obsaZeny.

14. Vzorek byl centrifugovan pfi 9000 g 5 minut.

15. Vzorek byl vysuSen a pak byla DNA rozpusténa v elu¢nim pufru (NucleoSpin)

2.3.4 Metoda chlorofrom-isopropylalkohol podle Murray a Thompson (1980)

2.3.5 Metoda pomoci forenzniho kitu NucleoSpin

1. Plastikova zkumavka 1,5 ml (eppendorf) s homogenizovanym vzorkem
v lyza¢nim pufru FLB (NucleoSpin) byla inkubovana v 56°C po dobu 1 —2
hodin.

2. Vzorek byl centrifugovan pii 5000 g 2 minuty.

3. Bylo odebrano 400 ml supernatantu a DNA byla vysraZena pomoci octanu
sodného (desetina objemu lyza¢niho pufru) a 350 ml 96% ethanolu.

4. Vlastni sraZeni bylo provadéno v -20 °C.

5. VysraZzena DNA byla centrifugovéina pti 9000 g 10 minut.

6. Po centrifugaci byla vysrazend DNA na dné plastikové zkumavky jako
sediment.

7. Supernatant (tekutina nad sedimentem) byl odebran.

8. VysraZzena DNA byla promyvana firemnimi promyvacimi roztoky. Pomoci BW
byla promyta jednou a pomoci BS dvakrat. Po promyti byl vzorek pokazdé
centrifugovan pti 3000 g po dobu 3 minut.

9. Vzorek byl promyt 70% ethanolem pro odstranéni soli, které v ném mohly byt
obsazeny.

10. Vzorek byl centrifugovan pii 9000 g 5 minut.
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11. Vzorek byl vysuSen a pak byla DNA rozpusténa v elu¢nim pufru (NucleoSpin)

2.4 PCRreakce

PCR komponenty byly od firmy Top-Bio, s.r.o. (Nad Safinou II ¢. 365, Vestec).
PCR amplifikac¢ni reakce pro useky ITS oblasti ribozomélni RNA vychéazela z prace
Tomsovsky a Kout (2013). Bylo pouzito n¢kolik primera (viz Tab. 3.). Design primera
vychézel z price White a kol. (1990). Primery ve form¢ oligonukleotidii syntetizovala
firma generibiotech s.r.o. (Machkova 587, 500 11 Hradec Kréalové). Program na PCR
byl podle programu z prace TomSovsky a Kout (2013). Amplifikace byla iniciovana
denaturaci pfi 94 °C po dobu 2 minut. K annealingu (dosednuti primeril) dochazelo
v prvnim amplifikacnim cyklu pii 60°C. Potom se teplota s dalSim cyklem sniZovala
o 1°C. SniZovani teploty probihalo u deviti cykli. DalSich 35 amplifika¢nich cyklu se
skladalo z denaturace pti 94 °C po dobu 30 sekund, annealingu pti 50°C také po dobu
30 sekund a elongace pii 72 °C po dobu 1 minuty (TomSovsky a Kout 2013).

Tab. 3. Primery (White a kol. 1990).

Nézev primeru Sekvence (5"— 3)

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

2.5 Sekvenovani
Sekvenovéni provadéla firma Biogen PRAHA s.r.o. ke sv. Isidoru 2293/4a, Praha
4

2.6 Vytvoreni fylogenetickych stromii
Sekvence byly analyzovany na webovych strankdch NCBI (The National Center for
Biotechnology) [6]. Vytvafeni fylogenetickych stroml bylo provadéno v programu
Mega6 a Mega7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), ktery byl stazen
z webového rozhrani http://www.megasoftware.net/. V tomto programu jsem
analyzu fylogenetickych stromil provadéla pomoci metody maximalni vérohodnosti

(ang. The Maximum Likelihood) (viz Tamura a Nei 1993).
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2.7 Pristroje

Pro méfené koncentrace genomové DNA byl pouZit spektrofotometr Hitachi U-
2001 se softwarem UV solutions 1.2. Amplifikace byla provadéna na cyclerech:
Thermal Cycler C1000™ a BIORAD MJ Mini Personal Thermal Cycler. Pro
centrifugovani byla pouzita centrifuga Eppendorf centrifuge 5415R. Pro separaci na

gelu byla pouZzita elektroforéza Consort EV243.

3 Vysledky

3.1 Testovani metodiky

Pti pouziti primert ITS1 a ITS4 nedochédzelo ke standardnim vysledkiim. Na gelu
bylo detekovéano vice pruhi (Obr. 7.) a nebyla amplifikovana Zddnd DNA o pfislusné
délce o spravném poctu part bazi. Charakter odpovidal funk¢nosti pouze jednoho
primeru. Pfi dalSich testech s primery ITS1, ITS2 a ITSS5 bylo potvrzeno nasedani

puvodniho primeru ITS1 a nikoliv hybridizace primeru ITS4, ziejmé se jednalo

o vyrobni chybu.

Obr. 7. Detekce na gelu s nestandardnim pruhem: A -vSteccherinum (Guatemala), B - Phellinus (La Palma), C
- Auricularia sp. (CR), D - Peniophora rufomarginata (CR), E - Auricularia sp. (Thajsko).
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Izolace byla nejprve provadéna metodou fenol-chloroform. DNA, kterd byla
izolovéana touto metodou, nebylo moZzno spridvn¢ amplifikovat. Templat pravdépodobné
neobsahoval kvalitni DNA a nebyl zbaven vSech nezidoucich latek, které amplifikaci
nasledné negativné€ ovlivnily. Tato metoda se pro herbarové polozky hub neosvédcila,
proto byla poté vyzkouSena metoda ¢iSténi DNA pouze pomoci chloroformu s pouZitim

lyzacniho pufru CTAB. Izolace chloroformem byla znacné uc¢innéjSi. Podafilo se

amplifikovat n¢kolik vzorku (Obr. 8. a Obr. 9.), které byly poslany na sekvenovéni.

ABCDEFGH

Obr. 8. Detekce na gelu, dspésna amplifikace DNA - B, C; A - Steccherinum sp. (PR Petrovka), B —
Steccherinum basi-badium (USA), C - Stereum sanguinolentum (CR), D - Phellinus (Rusko), E - Schizopora
flavipora (Morava), F — Diatrype decorticata (Plzent), G — Peniophora rufomarginata (T¥emos$na), H -
Mycorrhaphium (Sibir).
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Obr. 9. Detekce na gelu o spravném pocétu bazi u houby Mycorrhaphium sp., Calocera furcata — A -
Steccherinum (USA), B — Steccherinum basi-badium (Guatemala), C — Phellinus (La Palma), D — Steccherinum,
E — Mycorrhaphium (Sibi¥), F — Stereum sanguinolentum, G — Phellinus (Rusko), H — Skeletocutis (Thajsko), I —
Schizopora (Morava), J — Calocera furcata (Plzen), K — Diatrype decorticata, L — Lepiota sp., M — Antrodia sp..

Vzorky Steccherinum sp. (PR Petrovka), Steccherinum basi-badium.,
Mycorrhaphium sp. (Sibit), Stereum sanguinolentum, Calocera furcata (Plzen) byly
poslany na sekvenaci. Sekvenace amplifikovanych vzorki vSak nebyla uspé&Sna.
Sekvence Steccherinum basi-badium byla kontaminovana a nevykazovala podobnost se
vzorky hub. Jednalo se o smés DNA rizného plvodu, kterou se sice podafilo
sekvenovat, ale sekvenci neni mozZzno pfifadit Zddnému druhu. Sekvence z houby

Calocera furcata (Obr. 11.) nebyla Citeln (angl. mismatch).

Sekvenace nebyla zfejmé ani u houby Stereum sanguinolentum (viz Obr. 10.),

a tudiZ nemohl byt vytvofen fylogeneticky strom.
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Obr. 11. Sekvenogram houby Calocera furcata .

Spravné osekvenovat se podatfilo pouze vzorek z houby Steccherinum sp. (PR

Petrovka) (viz Obr. 12.), ale jednalo se o plisent Aspergillus sp..
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TTAACTAAAAACT CAGACTGCAAACT TCAGACAGTGTITCAAATGTTAGICTICGGCGGGCCGTGGCCACGCCGAAGCAACAGGG TACAGATAGACACGGATGGGAGGTTGGACCCAGA
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Obr. 12. Sekvenogram plisné Aspergillus sp..

Z této sekvence bylo tedy zjiSténo, Ze dochazelo ke kontaminaci plisnémi, které
nasledn¢ mohly negativné ptlisobit na PCR reakci a zpisobit amplifikaci zméti
fragmentt (ang. mismatch). DalSim sekvenovanym vzorkem byl vzorek z houby
Mycorrhaphium sp. ze Sibife. V tomto pifipadé se nepodafilo sekvenovat samotnou
houbu Mycorrhaphium sp., ale kvasinku zfejmé rodu Cryptococcus sp..

Izolace a néslednd amplifikace byla nejuspes$néjsi z nejméné starych vzorkt

(napt. Calocera furcata, kterd byla Cerstvd a nebyla uskladnéna jako herbarova
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polozka). AvSak ani tyto vzorky po namnoZeni a sekvenovani nevykazaly jasné

a spravng¢ Citelné sekvence, jak miiZzeme vidét na obrazku (Obr. 11.) na pfedchozi stran¢.

Z toho divodu, Ze se podafilo amplifikovat pouze plisné¢ a kvasinky, bylo
zifejmé, Ze se doposud nepodafilo spravné izolovat Zddanou DNA ze vzorkl hub. Proto
byla vyzkousena dalsi izola¢ni metoda vytvotena dle riznych zdroji (viz Wilkie 1996,
Rogers a kol. 1994, Simon a Warner 1996). Tato metoda vykazovala nejlepsi vysledky.
Izolace byla provadéna pomoci chloroform-isopropylalkoholu s pouzitim pufru CTAB.
Tato metoda se liSila oproti pfedchozi v n€kolika krocich. Zhomogenizovany vzorek
s CTAB byl pied pouzitim chloroform-isopropylalkoholu zahtivan na 55 °C po dobu 30
minut. Dal§im rozdilem bylo pouziti TE pufru s vysokou koncentraci soli, ktera
zajistuje odvazani CTAB od DNA (Wilkie 1996, Rogers a kol. 1994, Simon a Warner
1996). Touto metodou se podafilo namnoZit vzorek houby Antrodiella sp. a Fomes sp.

(Obr. 13.).
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Obr. 13. Detekce na gelu, tispésna amplifikace vzorku houby Antrodiella sp. a Fomes sp. - A — Steccherinum
(PR Petrovka), B - Stereum sanguinolentum, C — Phellinus (Rusko), D — Antrodiella (Kamerun), E — Antrodiella
genistae (Méstec Krdlové), F — Fomes sp., G - Peniophora rufomarginata (Tf¥emos$na), H — O — shodné (metoda
s merkaptoethanolem).

Vzorek houby Fomes sp. se nepodafilo osekvenovat. Jasnou a spravné Citelnou
sekvenci vSak vykazoval vzorek Antrodiella genistae, kterému se vénuje nasledujici

podkapitola 3.2 Fylogenetické vztahy Antrodiella genistae . Usp&$na izolaéni metoda
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byla dale aplikovéna na dalSi vzorky hub. Vzorky po PCR a detekci na gelu vSak
nevykazovaly Zzadné vysledky. Izolatni metodu jsem proto chtéla zefektivnit.
Homogenizaci jsem provedla pomoci tekutého dusiku a ptidala proteindzu Ka 1 M
roztok dithithreitolu pro lepsi pribéh lyza¢ni reakce. Vizualizace na gelu byla opét

negativni, proto byly hledany mozné pficiny nedosazeni vysledkl (viz diskuse).
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3.2 Fylogenetické vztahy Antroidella genistae

Byla ziskana sekvence druhu Antrodiella genistae (viz Obr. 14).

Obr. 14. Sekvenogram vzorku houby Antrodiella genistae.

Ziskana sekvence houby Antrodiella genistae:

AAGTTGTAGCTGGCCTTAGCAATGGGGCATGTGCACACTTTGTTCATC
CACCCTTCACACCTCTGTGCACTTCTCATGGGTTTGGGTTGCGTCTGAAAAT
ATGACAAAGCTCCTTCTCATGTGTTTTAACCACACACTATACAAGTTTTAGA
ATGTAACAATCATGCATTAATGCATTATAATACAACTTTCAGCAACGGATCT
CTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC

Na zédklad¢ sekvence byl poté vytviren fylogeneticky strom. Databiaze NCBI
vygenerovala dv¢ identické sekvence v oblasti ITS1 a ITS2 (Miettinen a kol. 2011, Yao
a kol. 1999). Antrodiella genistae vykazuje velmi tésnou piibuznost s A. onychoides

z fylogenetického 1 morfologického hlediska.

—92: Antrodiella pallasii Finland AF126894.1
37 Antrodiella citrinella Norway FJ613654.1
34 L Antrodiella parasitica Czech Republic AF126897.1

Antrodiella ichnusana Finland JN710516.1
54 492: Antrodiella romellii Finland JN710520.1
Antrodiella onychoides England AJ006674.1
a7 Antrodiella onychoides Finland JN710517.1
—3‘5|: Antrodiella leucoxantha Czech Republic
 — Antrodiella beschidica (synonym of Antrodiella semisupina) AF126878.1
99l Antrodiella pallescens Finland JN710518.1

Antrodiella hoehnelii Finland AF126892.1
Phlebia queletii Sweden AF141626.1
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Obr. 15. Molekularni fylogeneticka analyza metodou maximalni pravdépodobnosti (Maximum Likelihood).

Strom byl vytvofen metodou maximélni pravdépodobnosti na zdkladé modelu Tamura-Nei (Tamura a Nei 1993).
Zobrazuje se strom snejvy$si pravdépodobnosti (log likelihood (-719.2006)). Cisla vedle vétvi znazoriiuji
procentudlni zastoupeni stromtl, ve kterych jsou pfidruZené taxony seskupeny. Strom byl ziskan na zaklad¢ aplikaci
algoritmi Neighbor-Join a BioNJ. Evoluéni analyzy byly provedeny v MEGAG6 (Tamura a kol. 2013). Sekvence pro
vytvofeni stromu byly zkraceny a pfizptisobeny ziskané sekvenci vzhledem k oblasti ITS ohrani¢ené primery ITS1

a ITS2.
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4 Diskuse

Herbafové polozky jsou jiz obvykle morfologicky urfeny specialistou na
morfologii hub. Molekularni biologickd analyza vSak mulZe znacn€ zpfesnit
fylogenetické postaveni konkrétniho druhu houby. Proto je tato prace zaméfend
predevsim na izolaci DNA z herbatfovych poloZek. Izolace DNA z herbafovych polozek
neni snadnd, protoze pii pokojovych teplotich postupné dochazi k degradaci DNA

(Bonnet a kol. 2010) a postupnému rozkladu napft. diky plisnim a jejich enzymtim.

Vychézela jsem z literatury a pouzila jsem nejcastéji navrhované postupy izolace
z hub, prestoZze byly vétSinou zaméfeny na nativni vzorky hub. Nejcastéji se izolace
v ramci homogenizace provadély pomoci tekutého dusiku v roztoku CTAB a cCiSténi se
provadélo nékolika zpusoby. NejcastéjSim zptisobem ¢isténi byl fenol-chloroform ¢i

chloroform-isopropylalkohol.

Nejprve jsem provadéla homogenizaci celkové DNA pomoci homogenizatoru
s piskem a CiSténi bylo provddéné metodou fenol-chloroformem. Tento postup se poté
ukazal jako nevhodny na herbafové polozky a starSi vzorky. Z pocatku byly pii PCR
reakci pouZzity primery ITS1 a ITS4, které navrhl jiZ vroce 1990 White a kol. Ty
v kombinaci s izolaci pomoci fenol-chloroformu nedokazaly spravné amplifikovat DNA
z herbafovych poloZek hub. Izolace zprvu nebyla tUspésna pravdépodobné proto, Ze
nebyla dostate¢né€ rozruSena chitin6zni sténa houbovych bunék. I v ptipadég, zZe se DNA
amplifikovala, doSlo k namnoZeni DNA o nestejné délce, proto se na gelu podatilo
namnoZit vice pruhii (Obr. 7.). Na gelu byly detekovany nestandardni pruhy. Tyto pruhy
jsou typické pro PCR sjednim funkénim primerem, podobné jako u sekvenacéni
Sangerovy reakce. Po tomto zjiSténi byly syntetizovany opakované dalsi primery pro
oblast ITS4 podle White a kol. (1990). Po syntéze novych primert ITS4 se DNA opét
nedafilo amplifikovat, byly proto vyzkouSeny rizné kombinace primert, z nichz
nejosveédcenéjsi byla kombinace primeru ITS1 a ITS2. V okamziku, kdy byly pouZity
oba spravné a fungujici primery, sekvenace ukédzala smési DNA rtizného pavodu, c¢i
kontaminace. Ani CiSténi po vyfiznuti z gelu a opakované PCR reakci nebyly tspésné. Z
vice testovanych programi PCR, se nejvyraznéji osvédCil program gradientového
nasedani primert uvedeny v praci TomSovsky a Kout (2013). Ptesto nedoslo k potiebné

amplifikaci DNA.

Za pouziti izolace pomoci chloroformu, za pouZiti primert ITS 1 a ITS2 a pouZiti

programu podle TomSovského a Kout 2013 byly na gelu detekovany pruhy o spravném
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poctu part bazi. Detekce byly tspéSné u vzorku Steccherinum sp. (PR Petrovka),
Steccherinum basi-badium, Mycorrhaphium, Stereum sanguinolentum, Calocera
furcata (Plzen). Tyto vzorky byly poslany na sekvenaci. Sekvenace vSak nebyla
uspesna. Ziejme¢ byla DNA amplifikovana spole¢né s kontaminacemi, coz byla ziejmé
DNA z plisni ¢i kvasinek, které primery ITS jsou také schopny zachytit a amplifikovat.
Nemohl byt tedy vytvotfen fylogeneticky strom vybranych druhd hub. Amplifikace
cerstvych hub Calocera viscosa (Plzen)) a Calocera furcata (Plzen) byly o poznani
mnohem lepsi nez amplifikace herbarovych polozek. Obdobné to bylo i u detekce na
gelu. Sekvenovat se podafilo pouze vzorek ze Steccherinum sp. (lokalita Petrovka),
jednalo se vSak o plisent Aspergillus sp.. Dochazelo tedy ke kontaminaci plisnémi, které
nasledn¢ mohly negativné pusobit na PCR reakci. DalSim sekvenovanym vzorkem byl
vzorek z houby Mycorrhaphium sp. (z nékteré blize nespecifikované sibitské lokality).
Opct se ale nejednalo o o¢ekavanou sekvenci houby, nybrz o kvasinku Crypfococcus sp.
Vzhledem k tomu, Ze se nepodafilo spravné sekvenovat Zadnou houbu, pravdépodobné
nedoslo amplifikaci pozadovaného druhu houby a k chybé mohlo dojit u samotné
izolace. Je otazkou, pro¢ u vzorkd, kde vysla jasné Citelnd sekvence kvasinky ¢i plisné,
kontaminace nevytvofily Zddnou zmét’ (angl. mismatch). Zjevné nedoslo k izolaci DNA

z testované houby. DNA byla bud’ zni¢en4, nebo $patn¢ izolovana.

Na zédklad¢ tohoto pfedpokladu byly vyzkouSeny dalsi dvé metody izolace - izolace
chloroform-isopropylalkohol s pouZzitim lyza¢niho pufru CTAB podle (Wilkie 1996,
Rogers a kol. 1994, Simon a Warner 1996) a izolace podle Murray a Thompson (1980).
Izolace chloroform-isopropylalkohol s pouzitim CTAB byla za vSech provedenych
izolaci nejlepSi. Izolace zahrnovala nékolik podstatnych krokd. Homogenizovany
vzorek s pufrem CTAB byl zahiivan na 55 °C po dobu 30 minut pro lepsi rozruSeni
bunécné stény. Po pouZziti chloroform-isopropylalkoholu byl ptidan TE pufr s vysokou
koncentraci soli. DNA se totiZz od CTAB odvaZze jen diky piitomnosti vysoké
koncentraci soli. U vzorku houby Antrodiella genistae a houby Fomes sp. byla
izolovand DNA spravné amplifikovana. Citelnou sekvenci viak poskytnul jen vzorek
Antrodiella genistae. Vzorek houby Fomes sp. obsahoval smés sekvenci rizného typu
(angl. mismatch). Na zdklad¢ morfologie byl vzorek opakovan¢ urcen jako Antrodiella
genistae. Sekvence vSak podle databdaze NCBI (National center for biotechnologii)
odpovidala nejvice houbé Antrodiella onychoides (outkoveCka bezpiezkatd).

Morfologicky se tyto dva druhy lisi. Antrodiella genistae ma rozeznatelné piezky na
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generativnich hyfach, zatimco A. omnychoides tyto piezky neobsahuje. Sekvence
Antrodiella genistae je prvni sekvence tohoto druhu. V databazi GenBank se sekvence
ITS oblasti A. genistae nenachazi ani pod synonymnim pojmenovanim A. leucoxantha
[6]. Z fylogenetického hlediska je zajimavé, Ze sekvence odpovida zcela sekvencim A.
onychoides z jinych casti svéta. Pro lepsi porovnani by bylo vhodné sekvenovat delsi
usek ITS oblasti. Starsi studie jiz potvrdily t€snou blizkost A. genistae s A. onychoides,
kde bylo dokonce uvedeno, Ze A. genistae vychazi z A. onychoides (Ryvarden
a Gilbertson 1993). V nasem piipadé byly zvoleny primery ITS1 a ITS2, které se rovnéz
pouzivaji, 1 kdyz Castéji se pouziva oblast ITS1 a ITS4, které zahrnuji vétsi oblasti. Ve
fylogenetickém stromu jsem pouZzila srovnani sekvenci ze vzorku z Finska a Anglie (viz
Obr. 15.). Prozrazuje to velmi tésnou evoluc¢ni blizkost. Fylogeneticky strom byl
vytvofen z vétSiny evropskych sekvenci rodu Antrodiella dostupnych v databazi
GenBank [6]. Fylogenetické urceni na zdkladé ITS oblasti v jednotlivych vétvich do

znacné miry odpovida morfologickému urceni.

Izolace se ukazala byt tisp&Sn4, proto byla aplikovana u novych vzorki. Bohuzel se
Zadny ztéchto vzorkli nepodatfilo amplifikovat. Proto byly pro zlepSeni lyza¢niho
procesu pouzity dalsi prosttedky (tekuty dusik, proteindza K, 1 M roztok
dithiothreitolu). Ani po zdokonaleni lyza¢niho procesu nebylo dosaZeno
predpokladanych vysledkt. Déle byla testovana funkénost PCR cycleru tak, Ze PCR
reakce byla provadéna soucasné na dvou ruznych cyclerech. PCR cycler byl vSak plné
funk¢ni. Izolace DNA hub, které jsme vyzkouSeli, se podafila pouze v nékterych
piipadech a bez zadné spojitosti. Metoda byla pro kontrolu vyzkousena na
Saccharomyces cerevisiae, kde by nemélo byt obtizné DNA izolovat. Pfi detekci na
gelu vSak ani izolovand DNA z kvasinek nevykazovala jasny pruh o sprdvném poctu
bazi. Proto bylo provedeno meéfeni piedpokladané izolované genomové DNA na
spektrofotometru. Nejprve byl vyzkousen vzorek z kvasinek, u kterého bylo zjisténo, Ze
izolovany produkt obsahuje DNA ve vysoké koncentraci (viz Pfiloha 3 Obr. 1.). Poté
bylo méteni vyzkouSeno jesté na jeden ze zkoumanych vzorku (viz Pfiloha 3 Obr. 2.),
kde se také potvrdila pfitomnost DNA. Jedinou mozZnou pficinou, pro¢ detekce na gelu
nevypadé podle ptedpokladu, mize byt to, Ze se DNA stale Spatn¢ amplifikuje. Z toho
vyplynulo, Ze DNA se mi podafilo izolovat, doSlo vSak pravdépodobné k tomu, Ze
pouzity lyzaéni pufr CTAB znemozZnil pfistup primert potiebnych k amplifikaci, coZ je

také uvedeno v nekterych clancich a protokolech [11].
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Vzhledem k tomu, Ze se podatilo spravné sekvenovat pouze jednoho zastupce hub,
muZeme kromé Spatné amplifikace, také usuzovat, Ze herbafové polozky
pravdépodobné nebyly uskladnéné nejvhodnéji a jejich DNA podlehla degradaci
(Bonnet a kol. 2010). Tato degradace DNA mohla byt zplsobena i jiz zminénymi
plisnémi, které ziejmé kontaminovaly 1 uspé€$n€ amplifikované vzorky svoji DNA. Ke
kontaminaci mohlo také dojit pfi manipulaci se vzorky. Vzhledem k tomu, Ze se na
pracovisti tato metodika musela teprve zavadét, byly zkouSeny riizné metody izolace,
doslo k aplikovani nevhodnych primerti a nenavazani primeri na DNA, doslo ke
znacnému opozdéni, které se projevilo ve findlni fazi malym poctem uspeSné

sekvenovanych vzorki.
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5 Zavér

Cilem této prace byla izolace a analyza DNA hub, které pochazely vétSinou
z herbafovych polozek, jejich sekvenace a nasledné vytvoreni fylogenetickych stromu
pro konkrétni druhy hub. Izolace DNA hub byla navzdory o¢ekavani komplikovang;si
abyla uspéSnd jen u nckolika vzorka. Vzorky byly po spravném namnoZeni
sekvenovany. VétSina sekvenci nebyla pouzitelnd, jelikoZ nékteré sekvence, ze kterych
by se dal vytvorit fylogeneticky strom, nepatiily piedpokladanym druhtim hub, ale
patiily plisnim ¢i kvasinkdm, a pouze jedna sekvence patfila morfologicky urcené
houbé. V této praci byla poprvé tispéSné sekvenovéana A. genistae, kterd prokazala velmi
tésnou piibuznost s A. onychoides. Pomoci nové nalezené sekvence a sekvenci
z databdze GenBank byl vytvofen fylogeneticky strom pro nejblizsi ptibuzné druhu

Antrodiella genistae.
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6 Resumé

This bachelor’s thesis is focused on molecular biological analysis for phylogenetic
specification of some fungi species. I mostly used herbarium fungi. Analysis contained
isolation, PCR, sequencing and creating phylogenetic trees. The main part was isolation
of DNA because DNA from herbarium fungi is hard to get it. The best way how to
isolate DNA from herbarium fungi was chlorophorm-isoprylalcohol isolation after using
CTAB in 55 °C for 30 minutes with CTAB removing by highsalt TE buffer. I isolated
just some DNA strings, but most of them was just contamination of mould or yeast. |
got only one correct sequence and created phylogenetic tree of the sequence. It was

sequence of Antrodiella genistae, which is very close to A. onychoides.
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Priloha 1: Morfologie nékterych druhii Antrodiella

Fig. 64. Antrodiella genistae (Bourdot 3975). a, tramal generative hyphae; b, tramal binding
hyphae; ¢, tramal skeletal hyphae; d, basidia; e, basidiospores.

Obr. 1. Morfologie Antrodiella genistae (Ryvarden a Gilbertson 1993).

Fig. 66. Antrodiella onychoides (Gustavsson 1173). a, tramal generative hyphae; b, tramal
skeletal hyphae; c, basidia; d, basidiospores.

Obr. 2. Morfologie Antrodiella onychoides (Ryvarden a Gilbertson 1993).



Fig. 70. Antrodiella semisupina (RLG 16597). a, tramal generative hyphae; b, tramal binding
hyphae; ¢, tramal skeletal hyphae; d, basidia; e, fusoid cystidioles; f, basidiospores.

Obr. 3. Morfologie Antrodiella semisupina (Ryvarden a Gilbertson 1993).



Tab. 1. PouzZité vzorky.

Piiloha 2: Tabulka vzorku

Védecky nazev

Misto sbéru

Datum sbéru

Steccherinum USA 25.4.2009
muraskhinski? (1)
Steccherinum sp. (2) Guatemala 21.11. 2016
Steccherinum sp. (3) Ceska republika (Plzefi - PR Petrovka) | 15.9. 2013
Phellinus sp. (4) Kanarské ostrovy (La Palma) 28.4.2000
Steccherinum  basi-badium | USA 16.9. 1977
&)
Mycorrhaphium sp. (6) Rusko (Sibif) 21.9.2007
Stereum sanguinolentum (7) Cesk4 republika (Plzeni — Bukovec) 3.10. 2015
Auricularia sp. (8) Ceska republika (NPR Rendez-vous) 29.10. 2015
Phellinus sp. (9) Rusko (Kurkula) 27.7.2009
Auricularia sp. (10) Thajsko (Bangkok) 10. 8.2014
Skeletocutis cf. nivea (11) Thajsko btezen 2009
Schizopora flavipora (12) Cesk4 republika (Morava) 28.10. 2015
Calocera viscosa (20) Cesk4 republika (Plzenisko, Vrtbo) 2.10. 2016
Calocera furcata (21) Ceska republika (Plzenisko, Vrtbo) 2. 10. 2016
Diatrype decorticata (22) Ceska republika (Plzeti) 30.9. 2016
Peniophora rufomarginata | Ceské republika (Tfemo$n4) 30.9. 2016
(KL)
Lepiota sp. (31) Ceska republika (Plzefi, Bolevecké | 17. 10.2016
rybniky)
Antrodia pseudosinosa? | Ceska republika (Plzefi, Bolevecké | 17. 10. 2016
(32) rybniky)
Antrodiella sp. (33) Kamerun 17. 12. 2007
Antrodiella genistae (syn. | Ceska republika (Méstec Kralové) 6.5. 2005
A. leucoxantha) (34)
Fomes fomentarius (35) Cesk4 republika (Plzenisko, Krkavec) 2.4.2017
Hapalopilus nidulans (36) Cesk4 republika (Nové ves) 1.7.2014




Sidera sp. (37) Kanarské ostrovy (La Gomera) 16. 4. 2000
Stereum complicatum (38) | Kanarské ostrovy 27.2.2003
Stereum reflexulum? (39) Kanarské ostrovy (Tenerife, Anaga) 17.10. 2014
Stecherinum ochraceum | Kanarské ostrovy (Tenerife) 7.11.2014
(40)

Steccherinum sp. (41) Kanarské ostrovy (La Gomera) 16. 4. 2000
Porostereum spadiceum | Italie (Nuoro) 22.11. 1999
(42)

Laxitextum bicolor (43) USA (Minnesota) 16.9. 1977
Laxitextum bicolor (44) Cesk4 republika (Ttebotisko) 26. 4. 2008
Junghuhnia sp. (45) Ceské republika (Plzeni, Chotikovsky | 26. 2. 2017

les)

Boletopsis grisea (46) Kanarské ostrovy (Tenerife, Anaga) 31.10. 2014
Hyphoderma (sp.) (47) Kanarské ostrovy (Tenerife, Giiimar) | 22. 11. 2014
Tremella globospora (48) Kanarské ostrovy (Tenerife, Anaga) 2.11.2014




Piiloha 3: Méreni spektrofotometrem
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Obr. 1. Méfeni absorpce v zavislosti na zméné spektra svétla u Saccharomyces cerevisiae.
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Obr. 2. Méfeni absorpce v zavislosti na zméné spektra svétla u Tremella globospora.



