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Abstrakt

Zastupci rodu Armillaria jsou Siroce rozsitenymi lesnimi patogeny, proti nimz dosud nebyla
vyvinuta Ucinnd ochrana. Vzhledem k jejich dlouhovékosti a tvorbé rozsahlych klondlnich
jedinc by mohlo byt vyhodné pouziti mykovir(i jako prostfedk(l biologické kontroly proti
témto patogentim. Tato prace popisuje druhové zastoupeni vaclavek rodu Armillaria v CR, a
nasledné detekci a charakterizaci virt u Armillaria spp. nasbiranych v Ceské republice. U druhfi
Armillaria ostoyae a A. cepistipes bylo detekovano celkem pét ssRNA vir(l, véetné viru z celedi
Tymoviridae a c¢tyf vird patficich do nedavno popsané skupiny "ambivir(" s kruhovym
ambisense usporadanim genomu. Ve viech ambivirovych sekvencich byly popsany ribozymy
hammerhead (HHRz) i hairpin ribozymy (HpRz). Nové detekované viry byly porovnany pomoci
fylogenetické analyzy a na zakladé sekvenacnich dat byly navrieny primery a optimalizovéna

metoda RT-PCR pro rychly screening pfitomnosti téchto viru.

Klicova slova: Armillaria, kofenova hniloba, viry, ambivirus, tymovirus, biologicka kontrola



Abstract

Members of the genus Armillaria are widespread forest pathogens against which effective
protection has not yet been developed. Given their longevity and the formation of large clonal
individuals, the use of mycoviruses as biological control agents could be an effective
alternative against these pathogens. This paper describes the species distribution of Armillaria
spp. in the Czech Republic, followed by the detection and characterization of viruses in
Armillaria spp. collected in the Czech Republic. A total of five ssSRNA viruses were detected in
Armillaria ostoyae and A. cepistipes, including a virus from the family Tymoviridae and four
viruses belonging to the recently described group of "ambiviruses" with a circular ambisense
genome arrangement. Both hammerhead ribozymes (HHRz) and hairpin ribozymes (HpRz)
have been described in all ambivirus sequences. The newly detected viruses were compared
by phylogenetic analysis and primers were designed based on the sequencing data and the

RT-PCR method was optimized for rapid screening for the presence of these viruses.

Keywords: Armillaria, Root rot, viruses, ambivirus, tymovirus, biological control
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1 UvoD

Vaclavky (Armillaria) predstavuji rod rostlinnych patogennich hub, ktery zahrnuje asi 40
znamych morfologickych a nejméné 129 biologickych druhl (Coetzee a kol., 2018). Mnohé z
nich jsou patogeny, které zplsobuji onemocnéni projevujici se hnilobou kofent u Siroké skaly
strom( a kerd, véetné hospodarsky vyznamnych jehliénan(. V naSich podminkach se ¢asto
vyskytuji ve smrkovych porostech. Jsou snadno rozeznatelné podle svych rhizomorf, které
slouzi k vyhleddvani potravy a zaroven pretrvavaji v padé za nepfiznivych podminek pro rlst.
Stejné jako ostatni houby zpUsobujici bilé hniloby mohou Armillaria rozkladat vSechny slozky
ligninového dfeva, a lze je tak zaradit mezi houby patogenni i saprofytické (Sipos a kol., 2018).
Produkuji enzymy rozkladajici polysacharidy lignin a celulézu, coz houbam umoziuje Zivit se i
jiz odumrelou organickou hmotou (Rodriguez a kol., 1997). Houbam rodu Armillaria se dafi
pfevainé ve vlhkych podminkach, v suchych a chladnych podminkach preckavaji ve formé
rhizomorf (Denman a kol., 2000). NakaZeni vaclavkami muzZe probihat ptres pldu rhizomorfy
nebo pfimym kontaktem s myceliem rostoucim v infikované rostliné (Charles a kol., 1991).
Mezi limitujici faktory ohroZzujici zivot saprofytnich hub patfi konkurence mezi jednotlivymi
druhy hub Zijicimi ve spole¢ném prostoru, dale stres zplisobeny nevhodnymi klimatickymi,
vyzivovymi nebo mikrobiotickymi podminkami a disturbance. U smrkovych porost(i ¢asto
dochazi ke konkurenci mezi vaclavkou obecnou (Armillaria mellea), troudnatcem kopytovitym

(Fomes fomentarius), ohnovci (Phellinus) a lesklokorkami (Ganoderma; Klan, 1989).

Dalsim limitujicim faktorem, omezujicim rdst a patogenitu vaclavek mohou byt mykoviry.
Mykoviry obecné byly detekovany ve vSech hlavnich skupinach patogennich hub (Ghabrial a
Suzuki, 2009). Jsou to prevainé dvouvlaknové (ds) RNA viry, ale vyskytuji se i ve formé
jednovlaknovych (ss) RNA virGd a kruhovych jednovlaknovych (ss) DNA vird. Ve svém
replikaénim cyklu neprochdzi extraceluldarni fazi, jsou prenaseny intracelularné
prostfednictvim spor nebo skrz spojovéani hyf (Ghabrial, 1998). U&innost pfenosu spor se lisi
podle typu spor a taxonomického zarazeni hostitelskych hub (lhrmark, 2004). Ve vétsiné
hostitelich prezivaji asymptomaticky, zatimco u nékterych byla prokazana snizena schopnost
virulence hostitelskych hub. Tato vlastnost, oznacovana jako hypovirulence, mize byt uzitecna
predevsim kvali rozsahlosti houbovych chorob vzemédélstvi a lesnictvi a omezenym

moznostem kontroly téchto chorob.



Existuji vyznamné lesni patogenni houby, jako jsou napf. Cryphonectria parasitica,
Phytophthora spp., Ophiostoma spp., Gremmeniella abietina, Hymenoscyphus fraxineus,
Heterobasidion annosum a Armillaria spp., které hosti mykoviry s rliznymi vztahy mezi
houbami a viry (Mufioz-Adalia a kol. 2016; Vainio a kol. 2018; Sutela a kol. 2021). U Armillaria
popsali jiz Blattny a kol. (1973) a Reaves a kol. (1988) pritomnost virim podobnych ¢astic u A.
mellea a A. ostoyae, ale teprve v roce 2021 byly viry potvrzeny pomoci molekuldrnich metod

(Linnakoski a kol., 2021).

V dosavadnich studiich tykajicich se mykovirl vaclavek Armillaria bylo popsano nékolik RNA
vir(. Cilem téchto studii bylo pfedevsim porozumét rozmanitosti a vlivu téchto mykovirl na
druhy rodu Armillaria a zaméfit se na jejich ekologickou roli a potencidlni vliv na virulenci hub.
Doposud byl virom rodu Armillaria molekularné zkouman ve vzorcich z Finska, Ruska (Sibif),
Jizni Afriky a Svycarska. Bylo popsano nékolik pozitivnich i negativnich ssRNA vir(i a dva dsRNA
mykoviry. U péti rGznych druhl rodu Armillaria (A. mellea, A. borealis, A. cepisti-pes, A.
ostoyae, A. gallica) byly popsany mitoviry, ourmia-like viry, tymoviry, flegiviry, ambi-like viry,
nékolik dosud neklasifikovanych (+)ssRNA a dva neklasifikované dsRNA viry (Linnakoski a kol.

2021; Shamsi a kol. 2024).



2 Cile prace a hypotézy

Tato prace byla primarné zamérena na detekci mykovird u houbovych patogend rodu
Armillaria.

Dil¢imi cili bylo:
e Monitorovani druhového zastoupeni vaclavek rodu Armillaria ve vzorcich sbiranych
v Ceské republice se zaméFenim na druhové odlieni pomoci molekularnich markert
e Detekovani a identifikace jednotlivych mykovir( vyskytujicich se v ¢eskych populacich
vaclavek Armillaria
e Genomova analyza a fylogenetické zarfazeni popsanych mykovir(
e Navrh a optimalizace metody RT-PCR (Reverse-transcription polymerase chain reaction)

pro rychly screening pritomnosti mykovir(

Hypotézy:

e Na zakladé molekuldrni marker( lze odlisit jednotlivé druhy rodu Armillaria
e Houby rodu Armillaria v CR jsou hostiteli mykovird

e Metodu RT-PCR lIze vyuzit pro detekci RNA vir(



3 Material a metodika

3.1 Identifikace druht vaclavek rodu Armillaria

Prvni ¢ast této prace je zamérena na presnou identifikaci vaclavek rodu Armillaria pomoci
molekuldrnich markert. Mimo poutZiti dalSich markert byla vyvinuta i metoda LAMP (loop
mediated isothermal amplification) k presné identifikaci Armillaria ostoyae v polnich
podminkach. K vyvoji a optimalizaci nového testu LAMP pro urceni druhu bylo pouZito celkem
101 izolath hub rodu Armillaria, které zahrnovaly A. ostoyae, A. cepistipes a A. gallica.
K zavedeni a testovani metody LAMP byla pouZita sbirka sta vzorkél z vychodni ¢asti Ceské
republiky a jednoho vzorku z CCBAS218 (Armillaria gallica — Sbirka kultur basidiomyceta,
Mikrobiologicky Ustav Akademie véd CR, Ceska republika,

http://www?2.biomed.cas.cz/ccbas/fungi.htm). DNA byla ze vzork( izolovana pomoci roztoku

CTAB-PVP (cetyltrimetylamoniumbromid — polyvinylpyrrolidon; Curn a kol. 2019) a
extrahovand DNA byla resuspendovana v 1x TE pufru a uchovavana pfi -20°C. Druhy vaclavek
rodu Armillaria byly ur¢eny na zakladé molekularnich marker(. Pro presné odliseni druh( byla
pouzita kombinace marker( pro ITS oblast a pro eukaryoticky elongacni faktor 1-alfa (EF 1-a).
Byla provedena nested PCR s primery pro ITS oblast: ITS1 a ITS4, a vnitfnimi primery AR1 a
AR2 (Lochman a kol., 2004) a PCR amplifikace s primery pro oblast EF 1-a EF1160F a EF1750R
(Kauserud a Schumacher, 2003). Amplifikované fragmenty byly sekvenovany v externi
laboratofi SEQme s.r.o (Dobii, Ceska republika), pomoci softwaru blastn porovnany
s databazi GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) a pfifazeny k jednotlivym druhim

Armillaria.

Z databaze GenBank byl ziskan soubor sekvenci genu Armillaria tefl od zastupch vsech
hlavnich evropskych druhl a byl vytvofen alignment pro urceni konzervativnich oblasti
vhodnych k ndvrhu primer(i. Na zakladé tohoto alignmentu bylo pomoci LAMP designer
softwaru (OptiGene Limited; Version 1.12, 2017) navrzeno pét LAMP primer( pro detekci A.
ostoyae a asimilaéni sonda znacend fluorescentni slouc¢eninou TAMRA (5-
karboxytetramethylrhodamin) na 5’konci. Reakce byly provedeny ve tfech opakovanich
pomoci systému QuantStudioTM 6 Flex Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA) a na ru¢nim
zafizeni Smart-DART (Diagenetix, USA).


http://www2.biomed.cas.cz/ccbas/fungi.htm

3.2 Detekce mykovirl u hub rodu Armillaria

Zatimco prvni ¢ast prace byla zamérena na druhovou identifikaci vaclavek, nasledujici ¢asti se
zabyvaji detekci a charakterizaci mykovird vyskytujicich se u hub rodu Armillaria v Ceské
republice. Vzorky hub rodu Armillaria byly sbirdny v letech 2019-2020 v Ceské republice,
predeviim na severovychodni Moravé, v Moravském krasu a jihovychodnich Cechdach. Spory z
plodnic nebo rizomorfy byly pfeneseny a kultivovdny na ME agaru pfi 25 °C po dobu pfiblizné
Ctyr tydn( pred sbérem. Ndsledné byly vzorky na stejném ME agaru skladovany pfi 4 °C.

U vzorkl byla nejdfive provedena detekce pritomnosti virovych dsRNA molekul. Mycelium
z jedné Petriho misky bylo lyofilizovano a ndsledné vortexovanim s ocelovymi kulickami
homogenizovano. dsRNA byla extrahovana dle protokolu Morris a Dodds (1979) s nékterymi
modifikacemi, jak je popsano v praci Tonka a kol. (2021). I1zolaty Gremmeniella a Phytophthora

s dfive potvrzenou pfitomnosti dsRNA mykovird byly pouzivany jako pozitivni kontrola.

Nasledné bylo pro sekvencni analyzu celkové RNA vybrano 13 vzork( pochazejicich z rGznych
lokalit Ceské republiky. Celkovd RNA byla izolovdna pomoci extrakéniho kitu RNA SPLIT
(Lexogen, Viden, Rakousko) a uchovavana pfi -80°C. Izolovand RNA vybranych 13 vzork(
Armillaria byla slou¢ena do jednoho smésného vzorku a oSetifena pomoci TURBO DNA-free
TM Kit (InvitrogenTM (Waltham, MA, USA). Takto pfipraveny smésny vzorek byl odeslan do
spoleénosti SEQme s.r.o. (Dobfis, Ceska republika) ke konstrukci knihovny a NGS sekvenovani
RNA. Pred pfipravou knihovny byla ribozomalni RNA (rRNA) depletovdna pomoci soupravy
NEB-Next rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat). Knihovna byla pfipravena pomoci sady
NEB-Next Ultra Il Directional RNA Library Prep Kit for lllumina. Kvalita pfipravené knihovny
byla zkontrolovana pomoci soupravy Agilent Bioanalyzer 2100 High sensitivity DNA Kit,
soupravy Invitrogen Collibri Library Quantification Kit a soupravy Qubit 1X dsDNA High-
Sensitivity Assay Kit. Knihovny byly ¢teny pomoci pair-end sekvenovani (PE) (2 x 150 nt) na
pfistroji NovaSeq6000 (DS-150) (Illumina, San Diego, CA, USA) s pouzitim sady Cinidel NovaSeq
S4 v1.5. Sekvenacni data byla stazena z datového ulozZisté spolec¢nosti SEQme s. r. 0. (Dobfis,
Ceska republika) a softwarové zpracovdna pomoci programt FASTQC v.0.11.9 (Andrews,

2010) a Cutadapt v3.4 (Martin, 2012).

Po zpracovani surovych sekvencnich dat, byly odstranény sekvence patfici hostitelskym
houbam. K tomuto ucelu byl pouZzit program STAR v2.7.9a (Dobin a kol., 2013). K odhaleni jiz

znamych virQ byla pouZita databdze Viral NCBI



(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/) a nasledné byla provedena analyza de
novo sestavenych sekvenci pomoci programu SPAdes verze 3.15.3 (Bankevich a kol., 2012),
které byly porovnavany s databazemi Virus UniProt KB
(https://www.uniprot.org/uniprotkb?query=10239), Virus NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/), RVDB (https://rvdb.dbi.udel.edu/) a Virus-

Host DB (https://www.genome.jp/virushostdb/).

V této praci bylo detekovdno a popsdno celkem pét mykovir(i, které zahrnovaly Ctyfi viry
pfifazené k mykovirové skupiné ,ambiviry“ a jeden vir nalezici do celedi Tymoviridae.
Aminokyselinové (aa) sekvence RdRP oblasti kazdého viru byly zahrnuty do fylogenetickych
analyz. Sekvence byly porovnany v Geneious v. 8.1.9 pomoci MUSCLE v3.8.425 (Edgar, 2004)
spolu se zndmymi aa sekvencemi ptibuznych virl. Fylogenetické stromy byly sestaveny
pomoci metody maximalni pravdépodobnosti (Stamatakis a kol., 2008) v RAXML-HPC v.8 na
XSEDE béZicim na webovém portalu CIPRES Science Gateway (Miller a kol., 2010).
Bootstrapping byl proveden s pouzitim doporucenych parametri poskytovanych portadlem

CIPRES Science Gateway. Stromy byly vizualizovany ve FIGTREE (V1.4.4).

Pritomnost virl v jednotlivych izolatech byla ovéfena metodou RT-PCR (Reverse transcription
— PCR) a naslednym Sangerovym sekvenovanim. Pro syntézu cDNA byl pouzit LunaScript® RT
SuperMix Kit (New England Biolabs, UK) a Uspésnost syntézy byla ovéfena amplifikaci oblasti
tefa, ktera byla vizualizovdana na agardézovém gelu. cDNA byla dale pouZita pro PCR reakci
s virové specifickymi primery, které byly navrzeny na zdkladé sekvenacnich dat. PCR produkty
byly vizualizovany gelovou elektroforézou, vysledné fragmenty byly vyfiznuty a precistény
pomoci NucleoSpin® Gel a PCR Clean-up kit-Macherey-Nagel (BioTech as, Ceskd republika) a
ExoSAP-IT™ PCR Product Clean-up Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA). Poté byly

fragmenty odeslany do SEQme (Dobfi3, Ceska republika) a sekvenovany.



4 Vysledky a diskuze

4.1 Druhové zastoupeni vaclavek rodu Armillaria

Na zakladé amplifikace ITS/tefl oblasti a srovnani s GenBank databazi bylo identifikovano
celkem 64 izolatl A. ostoyae, 33 A. cepistipes a 3 A. gallica. Vysledky testli LAMP oblasti tefl
A. ostoyae jasné prokazaly pozitivitu pfi testovani DNA izolatl A. ostoyae z rlznych lokalit. P¥i
screeningu jinych druhl rodu Armillaria (A. cepistipes, A. gallica) nebyl ani jednim z test(

ziskan zadny pozitivni signdl. Detekéni limit testu LAMP byl stanoven na 1.6 pg-uL™ na reakci.

Vyhodou metody LAMP oproti konvencni PCR je jeji jednodussi a rychlejsi provedeni a
snadnéjsi hodnoceni vysledk(l. Navic citlivost metody LAMP je 10x-100x vyssi neZ u konvenéni
PCR (Wang a kol., 2015). Kromé PCR a LAMP je dalsi molekularni technikou uplatiovanou k
identifikaci a kvantifikaci hub kvantitativni PCR v redlném c¢ase (qPCR) (Aslam a kol., 2017).
Metoda qPCR umoziuje identifikaci a kvantifikaci DNA sekvenci a je ¢asto vyuZivana k detekci
fytopatogennich hub v tkanich infikovanych rostlin (Hariharan a Prasannath, 2021). Nicméné
je gPCR vyuzivdna predevsim pro kvantifikace nukleovych kyselin v biologickych vzorcich a
neni Siroce vyuzivana pro druhovou identifikaci. Navic je pro analyzu qPCR zapotiebi drahé
pristrojové vybaveni s fluorescenénimi detekénimi moduly, zatimco tato prace popisuje

metodu LAMP provedenou pomoci prenosného ru¢niho zafizeni pouzitelného pfimo v terénu.

Jedna se o prvni zaznam vyuZiti metody LAMP pro identifikaci vaclavek Armillaria. Metoda
LAMP v kombinaci s pouzitim asimilacni sondy je jednoduchy, rychly, citlivy a specificky
identifikacni test. ProtoZe nevyzaduje pouziti Zzadného specializovaného vybaveni, lze jej
snadno pouZit pfimo vterénu pro rychlou detekci A. ostoyae a mlze tak byt uZiteCnym

monitorovacim nastrojem téchto lesnich patogen.

4.2 Mykoviry vyskytujici se v éeskych populacich Armillaria

Tato prace popisuje genomy celkem péti domnélych jednoretézcovych (ss) RNA mykovirQ
izolovanych z ¢eskych populaci vaclavek rodu Armillaria. Mezi tyto mykoviry patfi Ctyfi viry
nalezici do skupiny ,ambivirl“ a jeden vir ptifazeny kvirové celedi Tymoviridae. U
zkoumanych izolat nebyly pfi extrakci detekovany zadné dsRNA castice, coz bylo nasledné
potvrzeno i vysokovykonnym sekvenovanim (HTS) celkové RNA. Nékteré viry ssRNA mohou
béhem své replikace produkovat meziprodukty dsRNA. Ne vSechny viry ssRNA vsak generuji

dsRNA a produkované mnoiZstvi se u jednotlivych druh( vir( lisi. Nas vysledek souhlasi se



studiem Linnakoski a kol. (2021), kterd se zabyvala detekci mykovirl v izolatech hub rodu
Armillaria z Finska, Ruska a severni Afriky a odpovida i vysledkim prace Dvordak (2008), ktery
v houbach Armillaria z CR nezachytil dsRNA viry. Nicméné Shamsi a kol. (2024) ve své praci
uvadéji dva detekované mykoviry s genomem dsRNA (partitivirus a flegivirus) ve vzorcich

pochazejicich ze Svycarska.

4.2.1 Identifikace ssRNA virli

Sekvenovani celkové RNA vygenerovalo 113 milionl pair-end c¢teni. Po softwarovém
kvalitativnim zpracovani bylo ziskdno 8809 kontigli delSich neZ 1 kb. Srovnani kontigl BLASTX
odhalilo ctyfi virové kontigy se sekvencni podobnosti se ¢leny skupiny kruhovych RNA vir(
»ambiviry“ a jeden se vztahuje k ¢lenlm fadu Tymovirales, konkrétné celedi Tymoviridae

(Tab. 1).

Tabulka 1. Mykoviry detekované ve vzorcich Armillaria v této studii.

A -
Virus Name  Acronym L CCessIon  prost Similar Virus® E Value Q(%) 1(%)
Number ?®

Mapped Depth of
Reads Coverage

Armillaria Armillaria spp. ambi-

AALV1 4663 ON380550 0.0 96 96.31 24,902 780.91

ambi-like virus 1 like virus 3
Armillaria
Phlebiopsis gigantea 103
ostoyae ambi- AOALV2 4541 ON380551 ambi-like virus 2 2x10 41 36.65 27,239 863.10
like virus 2
Armillaria
Armillaria mellea
ostoyae ambi- AoALV3 4562 ON380552 ambi like virus 4 0.0 56 80.94 21,362 678.90
like virus 3
Armillaria
ostoyae ambi. ACALVA 4549 ON380553 Arm"'iri'fugr;‘b""ke 0.0 46 9157 6169  196.26
like virus 4
Armillaria
Lentinula edodes
ostoyae AoTV1 6824 ON380554 tymo-like virus 1 0.0 94 68.16 4959 106.22
tymovirus 1

Prace Sutela a kol. (2020) byla prvni studii, ktera popsala ,,ambiviry” u endomykorhiznich hub
Ceratobasidium sp. a Tulasnella sp. Poté byly objeveny u Cryphonectria parasitica (Forgia a

kol., 2021) a mnoha agaricomycetes, véetné Armillaria spp. (Linnakoski a kol., 2021; Shamsi a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2827443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2827443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2912973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2912973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2827443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2827443
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2778984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2778984

kol., 2024) Heterobasidion spp. (Sutela a kol., 2021), Rhizoctonia spp. (Linnakoski a kol., 2021)
a Phlebiopsis gigantea (Drenkhan a kol., 2022). Stejné jako v téchto studiich, genomové
sekvence domnélych ambi-like vir(i detekovanych v ¢eskych izolatech Armillaria spp. byly cca.
4,5 kb dlouhé a obsahovaly typické RARP konzervované domény vcéetné motivu GDD. Na
zakladé procentualniho porovnavani parovych sekvenci (PASC; Tab. 2 A, B) byly identifikovany
Ctyri rGzné viry a povazovany za rGzné druhy podle stejnych kritérii jako Sutela a kol. (2020),
Forgia a kol. (2021) a Turina a kol. (2023).

Tabulka 2, A. Parové sekvencni srovnani (PASC; %) na zakladé nukleotidové sekvence ambi-
like virt; B. PASC % na zakladé RdRP aminokyselinové (aa) sekvence ambi-like virQ

A B
AoALV1 Ao0ALV2 Ao0ALV3 AoALV1 AoALV2 Ao0ALV3
AoALV2  27.66 AoALV2 19.53
AoALV3 3140 31.90 Ao0ALV3 77.46 18.65
AoALV4 8573 29.82 30.09 AoALV4 90.93 19.20 77.52

Viry byly pfedbéiné pojmenovany s ohledem na jejich hostitelskou identitu (Tab. 1). AALV1,
A0ALV2 a AoALV3 obsahovaly dva a AoALV4 obsahovaly tfi neprekryvajici se ambisense ORF.
AALV1 kdéduje prvni pozitivni (+) sense ORF (ORF A) odpovidajici RARP (713 aa dlouhy) a druhy
negativni (-) sense ORF (ORF B) odpovidajici hypotetickému proteinu (HP) dlouhému 410 aa.
AOALV2 kéduje (-) sense ORF B-HP 655 aa long a (+) sense ORF A-RdRP 710 aa long. AoALV3
obsahuje prvni (+) sense ORF odpovidajici hypotetickému proteinu (ORF B) dlouhému 400 aa
a druhy negativni sense ORF (ORF A) odpovidajici RARP 682 aa dlouhému. Toto usporadani
ukazuje, zZe kontig byl sestaven v orientaci 3' az 5'. AoALV4 kdduje prvni (-) smysl ORF B-HP
405 aa dlouhy, druhy negativni ORF 220 aa dlouhy a tfeti (+) smysl ORF A-RdRP 713 aa dlouhy
(Obr. 1).
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Obrazek 1. Schematické znazornéni genomu AALV1 (A), AoALV2 (B), AoALV3 (C) a AoALV4 (D)
s predikovanymi sekunddrnimi strukturami ORF a ribozymy (rbz) nakreslenymi jako inlay;
¢erné Sipky ukazuji potencidlni misto samostépeni na predpokladanych motivech HHRz a
HPRz. Konzervované zbytky jsou zvyraznény modre; (E) schematické zndzornéni genomu
AoTV1 s predpokladanym ORF a jeho konzervovanymi motivy. Polarita rbz (+) je definovana
jako fetézec RNA koédujici polymerdzu (ORF A).

Ambivirové genomy maji jedine¢nou vlastnost, Ze maji kruhové genomy kdédujici RdRP a
divergentni ribozymy v rlznych kombinacich v sense i antisense orientaci (Forgia a kol., 2023).
V naSich analyzach bylo detekovdano nékolik hammerhead (HHRz) a hairpin (HpRz)
riboenzym. To je v souladu se zjiSténimi Forgia a kol. (2023), ktefi popisuji motivy HHRz a
HpRz a predpovédéli mista Stépeni u znamych ,, ambivirad“. Ackoli se HHRz typicky sklada z 30
az 40 nukleotidu (nt), u ,,ambivird” vaclavek se nékteré z nich zdaji byt o néco delsi, v rozmezi

od 55 do 78 nt.



4.2.2

Fylogeneticka analyza virQ

Fylogenetické vztahy ¢eskych ambivirl A. ostoyae s jinymi ambiviry ukazuji, Ze se sdruzuji do

dvou oddélenych shluk virl, pficemz oba zahrnuji viry z A. mellea a A. borealis (Obr. 2). Tento

vysledek naznacuje monofyleticky plvod ambivirovych sekvenci u Armillaria spp.

ﬂlr Armillaria sp. ambi-like virus 8_WOK58265.1

Armillaria novae-zelandiae ambi-like virus 1_DAD54841
Ceratobasidium ambivirus 1_QPB44668 Quambiviridae
Tulesnella ambivirus 4_QPB44672

Tulesnella ambivirus 3_QPB44670
Tulasnella ambivirus 5_QPB44674

100 Armillaria borealis ambi-like virus 1_QUD20357
100 Armillaria ectypa ambi-like virus 1_DAD54833
Armillaria mellea ambi-like virus 3_WOK58267.1
Armillaria luteobubalina ambi-like virus_1_DAD54835
100 Heterobasidion ambi-like virus 4 _UHK02578
—1 Heterobasidion ambi-like virus 3_UHK02576
Armillaria sp. ambi-like virus 6_\WPK49511.1
Armillaria sp. ambi-like virus 5_WOK58261.1
Armillaria mellea ambi-like virus 1_DAD54837
Armillaria ostoyae ambi-like virus 2 * Unambiviridae
Phlebiopsis gigantea ambi-like virus 2_UJT31806
Cryphonectria parasitica ambivirus 1_QMP84022
100 [ Heterobasidion ambi-like virus 2_UHK02574
Heterobasidion ambi-like virus 1_UHK02572
Phlebiopsis gigantea ambi-like virus 1_UJT31805
Tulasnella ambivirus 1_QPB44664
Tulasnella ambivirus 2_QPB44666
Rhizoctonia solani ambivirus 2_QMP84026
Rhizoctonia solani ambivirus 1_QMP84024 Dumbiviridae
Armillaria mellea ambi-like virus 5_WOK58270.1
Armillaria borealis ambi-like virus 2_QUD20363
Armillaria sp. ambi-like virus 7_WOK58262.1
0Armillaria mellea ambi-like virus 2_DAD54839
Armillaria ostoyae ambi-like virus 4*

Armillaria ambi-like virus 1 *
‘Armillaria ambi-like virus 3_QUD20376
0 Armillaria ostoyae ambi-like virus_3 *

Armillaria mellea ambi-like virus 4_WOKS58268.1

100

100

Trimbiviridae

Ourmia melon virus_YP_002019757

Obrazek 2. Fylogeneticky strom RAXML sestaveny na RdRP reprezentativnich ambivird. Uzly
jsou oznaceny hodnotami bootstrap =50 %. Délky vétvi jsou Skalovany podle ocekdvaného
zakladniho pocétu aminokyselinovych substituci. Strom je zakorfenény ve stfedu a jako vnéjsi
skupinu pouziva Ourmia melon virus. Viry z ¢eskych vaclavek rodu Armillaria jsou psany modre
a oznaceny hvézdickou.

Dale byl a Armillaria ostoyae detekovan virovy kontig pripominajici znaky téch z rodu

Tymoviridae. Armillaria ostoyae tymovirus 1 ma délku pfiblizné 6,8 kb a kdduje jeden (+) sense

ORF s 2172 aa (Obr. 1E). Na zakladé sekvencni analyzy tymovird byly odhaleny konzervované



sekvence, véetné konzervovanych oblasti patficich do pfam01660 superrodiny Vmethyltransf
cl03298 v oblasti 143—-314 (E-hodnota 6,72 x 10-9). Tato methyltransferdzovd doména byla
detekovdna v Sirokém spektru virG a podili se na prekryvani mRNA. Kromé toho byly
detekovany konzervované sekvence patfici do PFAMO01443 Superfamily Viral_Helicasel
CL26263 LO-CATED 1113-1322 (E-hodnota 2,66 x 10-14) a PS-SSRNAV_RDRP SUPER Family
CL40470 Nachazi se 1600—-1799 (E-10 -14) -25) (Lu a kol., 2020).

Rad Tymovirales byl poprvé popsdn v roce 2004 a v soucasnosti zahrnuje pét celedi:
Alphaflexiviridae, Betaflexiviridae, Gammaflexiviridae, Deltaflexiviridae a Tymoviridae (Adams
a kol., 2011). Clenové tadu Tymovirales obsahuji 5,9 a7 9,0 kb (+) ssRNA genom, ktery jsou
¢asto polyadenylované. Nejvétsi protein, polyprotein asociovany s replikaci (RP), je kddovan
vsemi Cleny fadu Tymovirales. Tymovirales RP obvykle obsahuje sady konzervovanych
funkénich domén (King a kol., 2012). Armillaria ostoyae tymovirus 1 je druhy tymovirus

popsany v ramci rodu Armillaria po studii Shami a kol. (2024).



Fylogenetické vztahy s dalSimi ¢leny z radu Tymoviriales z GenBank ukazuje Obr. 3.
Fylogeneticky nejblizsi virus k viru AoTV1 je Lentinula edodes tymo-like virus 1, ktery byl

detekovdn v ¢inském vzorku houby Lentinula edodes (GenBank: QOX06053).

100 Soybean leaf-associated mycoflexivirus 1_YP_009508374.1
- 80 [ seivia saiponin selimorkine 1_YP_009508363.1
_| S Fusarium graminearum deltaflexivirus_1_YP_009268710.1
Botrytis virus F_NP_068549.1
Ribes americanum virus A_YP_009553496.1
Cherry mottle leaf virus_NP_062428.1
Watermelon virus A_QEA69426.1
Actinidia seed borne latent virus_BBH55947.1
L:ctinidia virus B_QJQ13953.1
Arracacha virus V_YP_009352883.1
il Potato virus T_AZM68728.1
Prunus virus T_QVES55506.1

ﬂ: Afican oil palm ringspot virus_YP_002776347.1

Cherry rusty mottle associated virus_AOT80763.1
68 Apricot latent virus_YP_004089619.1
Asian prunus virus 1_YP_009094347 .1
Birch carlavirus_QBJ27544.1
Butterbur mosaic virus_UKY18867.1
Caper latent virus_QTZ97115.1
Aconitum latent virus_NP_116487.1
Cole latent virus_QGN03513.1
- Atractylodes mottle virus_YP_009508317.1

Diuris virus A_YP_006905850.1

Apple stem grooving virus_ALJ56060.1
Cherry virus A_ASL72081.1

Donkey orchid symptomless virus_YP_008828152.1
Botrytis virus X_NP_932306.1
Alfalfa virus S_QJD13457.1
Shallot virus X_NP_620648.1
Garlic virus A_QNJ60325.1
Vanilla latent virus_YP009389473.1
Cassia mild mosaic virus_QEM20968.1
Blackberry virus E_YP_004659200.1
Lolium latent virus YP_001718499.1
Allium virus X_YP_002647027.1
Alternanthera mosaic virus_QUP51765.1
Cactus virus X_NP_148778.1
100 E Indian citrus ringspot virus_NP_203553.1
Citrus yellow vein clearing virus_QIN54978.1
100 Alstroemeria virus X_YP_319827.1
Asparagus virus 3_YP_001715612.1
Sclerotinia sclerotiorum debilitation-associated RNA virus_YP_325662.1

100 Anagyris vein yellowing virus_YP_002308578.1
- I_I:\ndean potato latent virus_YP_007517180.1
97 Alfalfa virus F_YP_009551972.1 72

Nectarine marafivirus M_ALX72770.1
Maize rayado fino virus_NP_115454.2
Bombyx mori latent virus_BAD35017.1
100 | Armillaria borealis tymo-like virus 1_WEA82905.1
Armillaria ostoyae RNA virus 1_WOKS58250.1
100 — Armillaria ostoyae tymovirus_1*
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Obrazek 3. Fylogeneticky strom RAXML zalozeny na RdRP Armillaria ostoyae tymoviru 1
(modra pismena a *) a dalSich clenl rfadu Tymovirales. Uzly jsou oznaceny hodnotami
bootstrap =50 %. Délky vétvi jsou Skalovany podle ofekdvaného poctu aminokyselinovych

substituci.



4.2.3 RT-PCR screening

Nékteré viry popsané v této praci byli detekované ve vice izoldtech, a dokonce i u rdznych
druh0 Armillaria. AALV1 byl ptfitomen v jednom izolatu A. ostoyae a v A. cepistipes. AOALV2
byl detekovdn pouze v jednom izolatu, zatimco AoALV3 byl detekovan ve dvou izolatech,
Ao0ALV4 ve Ctyfech a AoTV1 pouze v jednom izolatu. Zajimavé je, Ze izolaty, mezi nimiz doslo
k mezidruhovému prenosu viru, byly shromazdény na lokalitach vzdalenych od sebe pfiblizné
50 km. Tyto vysledky naznacuji, 7e ambiviry jsou G&inné prenaseny v Armillaria v Ceské
republice stejné jako v jinych oblastech severni polokoule (Linnakoski a kol., 2021; Shamsi a
kol., 2024), kde bylo zjisténo, Ze ambi-like viry jsou velmi béZné u izolatd Armillaria. Tato
ucinnost by také mohla souviset se skutecnosti, Ze zastupci rodu Armillaria, stejné jako dalsi
houby zpUsobujici hnilobu kotfenl strom(, jako jsou Heterobasidion spp. nebo Rosellinia
necatrix, obvykle tvori velké klondlni jedince, ktefi rostou po celd desetileti. Lze tedy
predpokladat, Zze akumulace virl a mezidruhovy prenos mykovirl jsou povaZzovany spise za
vzacné. Laboratorni experimenty vsak ukdazaly, Ze jsou mozné v ramci houbovych rodu
Aspergillus (Coenen a kol., 1997), Sclerotinia (Melzer a kol., 2002) a Cryphonectria (Liu a kol.,
2003). Studie in vitro prokazaly prenosy mykovirlh mezi somaticky nekompatibilnimi kmeny
hub Heterobasidion (Ihmark a kol., 2002; Vainio a kol., 2010; Vainio a kol., 2011), které jsou

relativné bézné jak v laboratofi, tak v pfirodé.



5 Zaveér

V ramci této prace byly splnény vSechny vytycené cile:

Na zdkladé molekuldarnich metod bylo identifikovano 64 druh( A. ostoyae, 33 A.
cepistipes a 3 A. gallica sbiranych v Ceské republice
Byly popsany nové ssRNA mykoviry u hub Armillaria ostoyae a cepistipes

o 4 viry ndleZici do virové skupiny ,,ambiviry”

o 1virnalezici do virové ¢eledi Tymoviridae
Byly charakterizovany genomy detekovanych vird a provedena fylogenetickd analyza
se vsemi popsanymi sekvencemi
Byla navrZena a optimalizovdna metoda RT-PCR pro rychlou detekci popsanych RNA
vird
Nékteré z popsanych virll se vyskytovaly ve vice nez jednom izolatu, a dokonce i u

raznych druht Armillaria

Zaroven byly v této praci potvrzeny vSechny stanovené hypotézy:

Prokazalo se, Ze na zakladé molekularnich marker( Ize spolehlivé odlisit jednotlivé
druhy rodu Armillaria

Bylo popsano nékolik mykovirl izolovanych z vaclavek rodu Armillaria pochazejicich z
CR

Metodou RT-PCR byla syntetizovana cDNA, kterd byla vyuzZita pro potvrzeni
pritomnosti mykovirl a metoda RT-PCR se tak ukazala vhodna pro poufziti pri detekci

znamych mykovira.
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