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1. Cil metodiky

Houby rodu vaclavka (Armillaria) zpUsobuji ro€né vysoké ztraty na smrkovych porostech.
Stromy, oslabené suchem, jsou nachylngjsi k napadeni houbovymi i hmyzimi Skudci. Je
pfedpoklad, Ze v souvislosti se zménami klimatu, jako jsou rostouci teploty a zvySujici se
deficit srazek, bude dochazet k vétSimu infeknimu tlaku vaclavek na smrkové porosty a
vaclavky se tak mohou stat daleko vyznamnéjSim problémem v lesnim hospodafeni, nez
jsou dnes. Ochrana proti vaclavkam a obecné proti houbovym patogenum neni v
praktickém lesnim managementu ucinna a v zasadé neni proti vaclavkam rodu Armillaria
ani mozna. Proto vyvstava otazka, jestli vibec a jaka je mozna uc€inna ochrana v ramci
lesniho managementu proti vaclavkam. Na zakladé pozadavku statni spravy je realizovan
vyzkumny projekt, jehoz jednim z cilu bylo najit a identifikovat mykoviry u vaclavek r.
Armillaria pomoci metod Next Generation Sequencing (NGS), které by se daly v budoucnu
vyuzit v biologické ochrané proti témto patogennim houbam.

Vaclavky r. Armillaria jsou rozSifeny po celém svété, kde zpusobuji znaéné hospodarské a
ekonomické Skody na hostitelskych rostlinach (Coetzee a kol., 2018; Guillaumin a kol.,
1993). V CR bylo popsano 7 druh(i vaclavek r. Armillaria, které $kodi zejména v lesnim
hospodarstvi, ze kterych je vaclavka smrkova (Armillaria ostoyae) dominantnim
patogenem ve smrkovych porostech (Antonin a kol., 2009). Stupen rozsifeni a souvisejici
ekonomické ztraty jsou nesnadno vycisliteIné vzhledem k tomu, Ze evidence poSkozeného
difeva se vykazuje pouze pfi identifikaci myceliem poskozeného stromu. Daleko vétsi efekt
na zdravotni stav stromi ma ale podzemni mycelium, které oslabuje hostitelské rostliny
cerpanim zivin z napadenych stromu. Tyto dopady nejsou jasné viditelné a tudiz
ekonomické dopady takto napadenych stromu se odhaduji obtizné.

Hlavnim ekonomickym dopadem vaclavek je poskozeni jinymi biotickymi nebo abiotickymi
stresory oslabenych stromu a znehodnoceni pokacené drevni hmoty. Vaclavky Skodi ale i
v lesnich Skolkach na semenaccich, takze hned od pocatku péstovani jsou smrky pod
tlakem vaclavek r. Armillaria.

Opatfeni na ochranu proti vaclavkam nejsou ucinna, protoze nebyla doposud nalezena
ucinna metoda proti t€émto patogennim houbam. Jednou z potencialnich metod v ochrané
smrkovych porostl proti vaclavkam je hledani biologickych prostfedkt ochrany, které jsou
soucasti pudniho ekosystému vaclavka - hostitel a mohou regulovat jeji vyskyt nebo
zivotni funkce. Jednim z téchto potencialnich bioagens mohou byt mykoviry.

Jednim z dil€ich cilu FeSeni projektu QK1920412 "Mykoviry jako soucast potencialnich
biopreparatd v ochrané smrkovych porostl proti vaclavkam", v ramci kterého byla
metodika vypracovana, je pomoci metod NGS identifikovat potencialni mykoviry, které by
se daly pouzit v biologické ochrané proti vaclavkam.

Cilem metodiky je podat uceleny soubor analytickych postupl pro detekci vira uvnitf
hostitelskych organizm( a moznost izolace novych virl a jejich vyuziti jako pfipadnych
prostfedkd biologické ochrany v lesnim managementu a ochrané smrkovych a jinych
porostl proti dfevokaznym a patogennim houbam.

VétsSina mykoviru jsou viry ze skupiny dsRNA virQ (viry s genom dvouvlaknové RNA), které
se daji identifikovat standardnimi molekularnimi metodami (Ghabrial a kol., 2015; Ghabrial
a Suzuki, 2009). V souvislosti s rychlym rozvojem a dostupnosti technik celogenomového
sekvenovani (NGS) a rozSifovanim urovné znalosti o této skupiné virll a zpfesnovanim



genetickych databazi se ukazuje, ze znacna ¢ast mykovirl patfi do skupiny ssRNA virQ,
které se daji efektivné najit pouze metodami NGS (Zhang a kol., 2018).

V soucasné dobé s rozvojem technik NGS dochazi k explozivnimu nartstu popisu novych
vird u hub. VétSina téchto virl patfi do skupiny RNA virl. Mykoviry, jak se tato skupina
souhrnné oznacuje, byly identifikovany u vSech hlavnich skupin hub, vcetné
Chytridiomycota, Ascomycota, Deuteromycota a Basidiomycota (Herrero a kol., 2012; Son
a kol., 2015). Prvni mykovirus byl popsan u zampionU (Agaricus bisporus) jiz v 60. letech
minulého stoleti (Hollings 1962). Mykoviry byly popsany i u nékolika vyznamnych
fytopatogennich hub, napf. Rhizoctonia solani, Cryphonectrica parasitica, Sclerotinia
sclerotiorum, Botrytis cinerea (Ghabrial a kol., 2015; Bryner a kol., 2012; Hao a kol., 2018;
Boland 1992; Abdoulaye a kol., 2019). Jejich vliv na hostitele je v zasadé neznamy.
VétSina mykovird uvnitf hostitele pretrvava v latentni fazi bez viditelnych symptomu u
hostitelskych organizmd (Garcia - Pendrejas a kol., 2019). Na druhou stranu, existuji
mykoviry, které dramaticky ovliviiuji rast hostitele, nebo ovliviiuji jeho pohlavni
schopnost mykoviru redukovat virulenci houbového patogena (Boland 1992; Nuss 2005;
Sharma a kol., 2018; Son a kol., 2015; Xie a Jiang, 2014).

Vzhledem k tomu, Ze bylo popsano doposud pouze nékolik mykovird vaclavek (Linnakoski
a kol., 2021; Rumbou a kol., 2021), a to pouze NGS metodami, nejsou znamy zadné
vztahy mezi viry a hostitelskymi houbami a jejich vliv na patogenitu vaclavek. Kromé studia
téchto vztahu je dulezité hledat i nové moznosti biologickych prostfedkd na ochranu proti
vaclavkam a tato metodika pfinasi podrobny navod na identifikaci novych virl nejenom u
vaclavek, ale i u hub obecné.



2. Vlastni popis metodiky

V soucasné dobé v souvislosti se zavadénim a cenovou dostupnosti novych sekvenacnich
metod dochazi k enormnimu narGstu nové popsanych a objevenych organizmu napfi¢
celym systémem zivé pfirody. Tyto vysledky se nevyhybaji ani nové popsanym virm u
hub. V posledni dobé byla identifikovana cela fada vira u fytopatogennich hub (Sutella a
kol., 2019; Hillman a kol. 2018; Ghabrail a kol., 2015). Uloha virai v Zivotnich cyklech hub
ale nebyla doposud podrobnéji popsana, takze neni zatim Uplné jasna role virt a jejich vliv
na hostitele. Tato metodika ma za cil podrobné popsat postup vedouci k identifikaci
novych viri u hub a jejich testovani v laboratornich podminkach tak, aby uzivatelé
metodiky byli schopni popsanymi postupy identifikovat virus a otestovat jeho pfipadny vliv
na hostitelskou houbu. Metodika se zabyva stopkovytrusymi houbami rodu Armillaria, ale
uvedené metodické postupy se daji s menSimi Upravami, vztahujicimi se k Zivotnim
podminkam mitosporickych hub, pouzit i k izolaci virovych &astic u této skupiny hub (Obr.

1).
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Obr. 1. Schematické znazornéni postupu determinace mykovirtl u hub rodu Armillaria




SoucCasné poznatky ukazuji, Ze pouzivané diagnostické metody nejsou schopny virové
infekce u hub detekovat vzhledem k malému mnozstvi informaci o vlivu virll na fenotyp
hostitelské houby obecné. NejspolehlivéjSim detekénim mechanizmem je kombinace
genetickych a molekularné biologickych metod. Diky pfedchozim vyzkumdm, zaloZzenym
na NGS metodach byla identifikovana cela fada mykovird (Rumbou a kol., 2021). Tyto viry
patfi do skupiny dsRNA virt, které se kromé NGS metod daji identifikovat izolaci RNA a
separaci dsRNA pomoci gelové elektroforézy a ssRNA virl, které se daji identifikovat
pouze metodami NGS a zpracovanim vystupl sekvenovani bioinformatickymi metodami.
V momenté, kdy takto ziskame sekvenci ssRNA vir(i, da se jiz dalSimi rutinnimi postupy
molekularné biologickymi identifikovat virus v izolované RNA hostitelského organizmu.
Uvedenymi postupy byla identifikovana cela fada houbovych viri, vCetné nékolika
mykovirll u vaclavek, vyskytujicih se po celém svété (Rusko, Finsko, JAR). S cenovou
dostupnosti metod sekvenovani genomu hub budou pfibyvat i informace o vyskytu virt u
jednotlivych skupin hub. Je na dalSim zkoumani, zejména biologickém, jaka je role vir( v
hostitelich a jestli je moznost vyuziti téchto virG pfipadné v biologické ochrané nejenom
proti vaclavkam, ale obecné proti dalSim houbovym patogentm.

Vzhledem k vyznamu vaclavek jako parazitd na celé fadé druhd dfevin je potfeba
podporovat vyzkum nejenom biologicky, ale i molekularni, ktery povede k ziskavani
poznatkl o vztahu vaclavka - virus i na molekularni, biochemické a genetické urovni.

Tato problematika RNA viru a jejich vlivu na hostitele neni u hub doposud zcela uspokojivé
vysvétlena. Da fici, Ze stojime na pocCatku vyzkumu houbovych vird a jejich vlivu na
hostitele. Vzhledem k rostoucimu spektru houbovych patogenl a ohrozeni nejenom
drevin, ale celé fady rostlin, mize nabyvat na vyznamu vyzkum houbovych virl nejen z
hlediska identifikace novych virovych kmenud/druhd, ale i vyzkum interakci mezi virem a
hostitelem. Hledani novych kmenu virt jako potencionalni biologické agens v ochrané proti
houbovym patogenim se jevi jako jedna z cest v budouci ochrané rostlin, v naSem
pfipadé smrkovych porostl proti vaclavkam a dalSim patogennim houbam.



3. Priprava biologického materialu

Vzorky na izolaci nukleovych kyselin pfipravujeme v zasadé tfemi zplUsoby. Nukleové
kyseliny muUzeme extrahovat z plodnic, mycelia nebo rhizomorf. Pro dlouhodobé&;jsi
uchovavani materialu pro izolaci nukleovych kyselin jsou nejvhodnéjSi ¢asti plodnic. Na
druhou stranu i z hlediska dalSich pokusU a zkoumani vztaht mykovirus - hostitel je nutné
mit zivy material jak viru, tak hostitele. Proto je dulezité izolovat Zivé kultury vaclavek jak
ze spor z plodnic, tak z rhizomorf. PodrobnéjSi metodika kultivace vaclavek byla popsana
v pfedchozi metodice (Curn a kol., 2019).

3.1. Odbér vzorku

Izolaci vird z vaclavek je mozné provadét jak z fixovaného materialu, tak ze Zivych hub.
ssRNA viry se identifikuji z celkové RNA hostitelského organizmu. Fixaz tkané pro dalSi
analyzy se provadi v RNAlateru (napf. ThermoFisher), kde fixovanou tkan uchovavame v
mrazaku pfi -20 °C. Z takto fixované tkané se izoluje celkova RNA a dsRNA, které se dale
zpracovavaji k dalSimu analytickému zkoumani.

Z hlediska identifikace novych virli a testovani jejich vlivu na hostitele je daleko vyhodnéjsi
uchovavat vzorky a kultury vaclavek v laboratofi pro dlouhodobé zkoumani. Z plodnic se
mikrobiologickou klickou pfenesou zralé spory na ME agar v Petriho misce, rozetfou se po
povrchu a daji se do termostatu temperovaného na 25 °C. Po vykli€eni spor se nové
vytvofené mycélium pfenese na nové misky s agarem.

Vzhledem k tomu, Ze plodnice vaclavek jsou vazané svym vyskytem pouze na kratkou
¢ast roku, je vyhodnéjsi - pokud zname ohnisko vyskytu vaclavek - nasbirat rhizomorfy z
pudy a z nich izolovat DNA ¢i zakladat nové kultury in vitro. Od paty napadeného stromu
vybereme &ast rhizomorfy vaclavky a s trochou puady ji dame do plastového zipovaciho
sacku, ktery uzavieme. Takto uchovavané rhizomorfy, pokud nevyschnou, vydrzi v
chladicim boxu nebo lednici nékolik tydnl beze ztraty schopnosti tvorby mycélia.

Rhizomorfy vyndame ze sacku na filtracni papir, omyjeme je ve sterilni destilované H:0.
Nasledné rhizomorfu skalpelem rozdélime na nékolik ¢asti. ZaleZzi na délce a tloustce
rhizomorfy, idealni je délka 5 — 10 cm.

Ve sterilnim boxu si pfipravime tfi Petriho misky: jednu se 70% etanolem, druhou s
roztokem 3% SAVA a jednu s Cistou sterilni destilovanou vodou. Kousek rhizomorfy
namoc¢ime na 30 sekund do 70% etanolu, pak pfendame rhizomorfu na 10 minut do
roztoku SAVA a nakonec ji dikladné proplachneme ve sterilni destilované vodé. Na
kousku sterilniho filtracniho papiru odfizneme konce rhizomorfy - cca 1 cm, a rhizomorfu
pokldadame na ME agar v Petriho miskach. Misky dame do termostatu (25 °C) a po
nékolika dnech nové narostlé mycelium rozpasazujeme na nové misky s ME agarem.
Pracujeme se sterilnimi nastroji (pinzety, sklapel) ve sterilnim boxu, které mezi kazdym
krokem opalujeme nad plynovym kahanem.

Takto nové kultivované kultury slouzi nejen jako studijni material k identifikaci novych vird,
ale zaroven jako zasobarna pro pokusy virus-hostitel.



4. Detekce vira v hostitelskych vaclavkach

Pfitomnost mykovird v hostitelskych organizmech se da detekovat nékolika zpusoby.
dsRNA mykoviry se identifikuji izolaci dsRNA z mycelia kultivovanych vaclavek, ssRNA
mykoviry hledame NGS analyzou izolované celkové RNA z mycelia a naslednym
bioinformatickym zpracovanim ziskanych sekvenci pfisluSnymi postupy, které maiji odhalit
pFitomnost virovych sekvenci v genomu hostitelskych hub.

4. 1. Biologicky material

Kultivace hub probiha podle standardnich protokoll, pospanych dfive (Curn a kol., 2019).
Celkovou RNA i dsRNA izolujeme z Cerstvého materialu nebo z materialu fixovaného
(RNAlater). dsRNA se muze izolovat i z lyofilizovaného mycelia nebo houbové tkané.

4. 2. Izolace dsRNA

Pfi tomto postupu izolujeme dsRNA z biomasy hostitele. Metoda vyuziva afinity dsRNA k
celuloze, kdy z celkového vyizolovaného objemu nukleovych kyselin se navazanim na
celulézu oddéli dsRNA. Tato metoda slouzi k izolaci dsRNA virll, ale neni vhodna pro
detekci ssRNA vird. dsRNA se neizoluje pomoci komercnich kita, protoze zakladem
izolace je navazani dsRNA na celulézu. Izolace se provadi podle plvodniho protokolu
izolace dsRNA (Morris a Dodds, 1979), ale modifikovaného pro potieby izolaci viru z hub.

Homogenizace houbového mycelia se provadi v porcelanové tieci misce. Vzorek se mize
homogenizovat v Cerstvém stavu, stejné jako zmrazeny. Navazi se mycelium - 0,1 - 10 mg
- a tlouckem vzorek zhomogenizujeme.

1 K zhomogenizovanému vzorku se postupné pfida 1ml 2xSTE pufru, smés se
dukladné promicha, pfida se 400 pl chloroformu, smés se opét promicha, pfida se
600 pl fenolu a po promichani se prida nakonec 100 pl 10% SDS (viz Curn a kol.,
2019).

2 Takto pfipravenou smeés prelijeme z tfeci misky do mikrozkumavky a nechame
smés 1 hodinu tocit na rotatoru pfi 4 °C.

3 Poté se mikrocentrifugacni zkumavky se smési sto¢i 15 minut pfi 15 000 ot. ve 4 °C
v centrifuze.

4 Supernatant se po centrifugaci pfenda do novych mikrozkumavek, k supernatantu

se pfida 0,1 g celulézy a na 1ml supernatantu se pfida 160 pl ledového 96%

ethanolu (z mrazaku -20 °C). Pro spravnou izolaci je naprosto nutné mit vyslednou

koncentraci etanolu 16%.

Tato smés se nasledné necha 30 minut to€it na rotatoru pfi 4 °C.

Po 30ti minutach se mikrozkumavky sto¢i 3 minuty pfi 15000 ot. ve 4 °C

Po centrifugaci odstranime supernatant.

Pelet ve zkumavce promyjeme 1 ml roztoku 1 x STE pufru v 16% etanolu. Sto¢ime

na centrifuze pfi 15000 ot. 3 minuty pfi 4 °C. Odstranime supernatant.

Krok 8 opakujeme 5x.

10 Po poslednim promyti odstranime supernatant a peletovanou celul6zu s navazanou
dsRNA dikladné vysuSime v termobloku, temperovaném na 55 °C. Doba suSeni
celuldézy je cca 5 - 10 minut. Mikrozkumavky s celulézou nechavame v termobloku
oteviené. Smyslem je nechat odpafit zbytek etanolu, ktery by mohl ovlivnit
rozpustnost nukleovych kyselin.

oo ~NO O
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11 Po vysuseni k celul6ze pfidame 500 pl 1 x STE pufru a inkubujeme v termobloku pfi
65 °C 5 minut.

12 Poté zkumavky sto€ime 3 minuty ve 4 °C pfi 15000 ot. Supernatant slijeme do
novych mikrozkumavek o objemu 2 ml.

13 K supernatantu pfidame 1500 pl 96% ethanolu (4 °C) a nechame 20 minut
inkubovat v mrazaku pfi -20 °C. Zde je mozné izolaci pferusit.

14 Zkumavky vyndame z mrazaku, stoCime 15 minut ve 4 °C pfi 15000 ot.

15 Dukladné slijeme supernatant

16 Peletovanou dsRNA na dné zkumavky rozpustime ve 30 ul sterilni vody. 15 pl
rozpusténé dsRNA se dava na agarozovy gel (viz obr. ).

STE pufr 2x 0,2 mol/l NaCl; 100 mmol/l Tris; 2 mmol/| EDTA

STE pufr 1x + 15% ethylalkohol (4 ml STE 10x + 6 ml etylalkoholu 99,8% pro UV
spektroskopii + 30 ml dEPC vody

--
-— gy W

— m—
.
i

Obr. 2. Gel s dsRNA mykoviry. Prvni sloupec je velikostni marker, pak tfi vzorky s dsRNA o
velikosti 10000 bp, 5500 bp a s dvéma dsRNA o velikosti 10000 bp a 6000 bp.

Po vizualizaci na agar6zovéem gelu se pruhy s dsRNA z gelu vyfiznou, komer¢nimi Kity se
vyizoluji z agaru (napf. Zymoclean Gel RNA Recovery Kit, Zymo Research) podle
protokolu vyrobce. S takto vyizolovanou RNA byla provedena reverzni transkripce dle
protokolu vyrobce (napf. ImProm-1I™ Reverse Transcription System, Promega, Madison,
USA) a vznikla cDNA byla zaslana do specializované laboratofe na sekvenovani
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4. 3. Izolace celkové RNA

Pro detekci ssRNA virl je nutné vyizolovat celkovou RNA z hostitele a takto ziskanou RNA
sekvenovat pfislusnymi metodami. Celkovou RNA je mozné izolovat pomoci
mikroextrakénich metod (komeréné dostupnymi kity) nebo pomoci standardnich metod
izolace, kdy se ziska vétsi mnozstvi celkové RNA. Metody izolace pomoci kitu jsou
zaloZeny na principu extrakce RNA pomoci mikrokolonek, kdy se na matrix uvnitf kolonky
navaze RNA z lyzované tkané.

RNA je obecné méné stabilni nez DNA, vCetné vétSi nachylnosti k teplotni degradaci.
Dulezitou soucasti prostredi jsou vSudypfitomné RNAzy (ribonuklazy), enzymy degradujici
RNA. | malé stopové mnozstvi RNAz mize degradovat celou RNA. Zdrojem RNAZ je napf.
kGize, prach, vzorek ze kterého RNA izolujeme, chemikalie potfebné k izolaci atd.
Kontaminace pfi extrakci vede k degradaci vzorku, ktery se projevi pfi elektroforetické
separaci pfi kontrole kvality izolované RNA. Nedegradovand, spravné vyizolovana RNA se
na gelu jevi jako dva ostré prouzky (horni 28S rRNA, dolni 18S rRNA, viz obr.). Po
degradaci je na gelu misto prouzkl vidét napf. neostra Smouha a takto degradovana RNA
neni k dalSimu pouziti vhodna.

Obr. 3. Celkova RNA na
agarozovém gelu. Horni pruh
odpovida 28S rRNA, spodni
pruh 18S rRNA.

Proto izolace RNA musi
probihat ve sterilnim, Cistém
prostfedi, vzhledem k tomu,
Zze RNA je nachylna na
rychlou degradaci a
poskozeni. Je nutné pracovat
presné, peclivé a rychle.
Minimalizovat dobu otevieni
nadob, zkumavek nebo boxu
na S$picky. Je tfreba ménit
Casto ochranné rukavice a nedotykat se vlasu, kize a vSech nesterilnich pfedmétd. Po
celou dobu izolace se pouzivaji pouze DNA a RNA free plasty, Spicky s filtrem a Cisté
sterilni pipety. Pfed samotnou izolaci RNA je dobré UV lampou vysterilovat misto izolace a
sterilizovat vSechny plasty a nastroje, potfebné k extrakci celkové RNA.

4. 3. 1. l1zolace celkové RNA pomoci SPLIT RNA Extraction Kit (Lexogen)

1 Pred izolaci se nechaji zkumavky Phase Lock Gel 30 minut temperovat pfi
laboratorni teploté. Pro kazdy vzorek pouzijeme jednu zkumavku.

2 Poté zkumavku Phase Lock Gel 1 minutu centrifugujeme pfi 12000 ot. v 18 °C, aby
se gel usadil na dné zkumavky.

3 Vzorek mycelia (10 - 100 mg) v tekutém dusiku zhomogenizujeme v tfeci misce a
rozpustime ve 400 pl studeného (4 °C) izolacniho pufru (IB).
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4 Homogenizovany vzorek v izolacnim pufru pfepipetujeme do zkumavky Phase Lock
Gel.

5 PFfidame 400 ul roztoku fenolu pH 4,3 (RNAzol) a promichame 5x pFevracenim
zkumavky.

6 PFfidame 150 ul pufru (AB) a opatrné promichame pipetovanim.

7 Pfidame 200 pl chloroformu a promichame pFevracenim zkumavky 15 vtefin
(Nevortexovat!)

8 Zkumavky nechame inkubovat pfi pokojové teploté 2 minuty.

9 Poté se vzorky centrifuguji 2 minuty pfi 18 °C a 12000 ot.

10 Horni fazi nad gelem ve zkumavce pifeneseme dekantovanim do nové 2 ml
zkumavky. UPOZORNENI: nepfenasime pipetovanim, aby nedo$lo k pfenosu gelu
z Phase Lock Gel zkumavky.

11 UrCime objem prenesené vodné faze, ktery se muze liSit v zavislosti na objemu
vzorku a objemu homogenizace a extrakce. Pfidame isopropanol v mnozstvi 1,75
nasobku objemu pfeneseného supernatantu.

12 Smés promichame vortexovanim po dobu 10ti vtefin.

13 Do sbérné zkumavky z kitu dame purifikaéni kolonku a pfeneseme do ni maximalné
800 ul roztoku vodné faze s isopropanolem.

14 Zkumavku centrifugujeme 20 vtefin pfi 12000 ot. pfi 18 °C, odstranime obsah
sbérné zkumavky.

15 Krok 14 opakujeme do spotfebovani roztoku vodné faze s isopropanolem ve 2 i
zkumavce.

16 Na kolonku pfidame 500 pl promyvaciho pufru (WB) a centrifugujeme 20 vtefin pfi
12000 ot. pfi 18 °C. Tento krok 2x opakujeme (celkem tedy promyvame kolonku WB
pufrem 3x).

17 Po promyti vzorky centrifugujeme 1 minutu pfi 12000 ot. pfi 18 °C pro upiné
odstranéni zbytk( promyvaciho pufru.

18 Pfenesem purifikaéni kolonku do nové 1,5 ml zkumavky.

19 Eluéni pufr (EB) pfedehfejeme v termobloku nebo vodni 1azni po dobu 5 minut na
70 °C.

20 Pfidame 10 - 50 pl pfedehfatého elu¢niho pufru (EB) do kolonky a inkubujeme 1
minutu pfi laboratorni teploté.

21 Zkumavky centrifugujeme 1 minutu pfi 12000 ot. pfi 18 °C.

22 Odebereme kolonku a k extrahované celkové RNA pfidame 1 ul inhibitoru Rnaz.

23 V tomto okamzZiku je celkova RNA vycisténa a pfipravena ke kontrole kvality a k
dalSimu pouziti.

4. 3. 2. Extrakce RNA pomoci €inidla Trizol

Trizol je chemické Cinidlo (nebo roztok) pouzivané v izolaci nukleovych kyselin poslednich
40 let. Trizol je komercni nazev tohoto roztoku, a existuje cela fada extrakcnich €inidel s
podobnym nazvem (znacky dle rlznych vyrobcl) a slozenim, ale zalozena na smési,
obsahujici guanidin thiokyanat a fenol. Spravny nazev metody izolace RNA by mél byt
guanidin thiokyanatova fenol - chloroformova extrakce. Pouzitim Trizolu je mozné
dosahnout vyssiho vynosu extrahované RNA, vysSi Cistoty a stability pfi skladovani.
Nevyhodou jsou zdravotni rizika spojena s manipulaci s fenolem a chloroformem a také
pomérné ¢asoveé naroCna doba centrifugace.

Pfi praci s Trizolem dodrZujeme bezpecnostni pravidla. Je dobré pouZivat dvoje nitrilové
rukavice a chranit se tak proti pfimému kontaktu s chemickou latkou, vCetné nadob a
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nastroji, které s ni pfiSly do styku. Samozfejmosti prace se zdravim poskozujicimi
slou€eninami, obsahujicimi fenol, chloroform, thiokyanat apod., je prace v dobfe odvétrané
mistnosti nebo v digestofi.

Vysledny izolat tvofi bud samotna celkova RNA, nebo je v ném zastoupena jak RNA, tak i
DNA a proteiny. VSechny tyto slozky lze ziskat i z malého mnozstvi tkané. RNA je
izolovana neporusena, kontaminace hotového izolatu DNA a bilkovinou je minimaini.

Na izolaci pouzivame biologicky material v €istém stavu, Cerstvy nebo hluboko zamrazeny
(-80 °C). Homogenizace se da alternativné provadét mechanicky pomoci mlynkd s
vysokou frekvenci. V takovém pfipadé se pouzivaji mikrozkumavky s kulatym dnem o
objemu 2 ml se safe - lock uzavérem. Pfed homogenizaci se do zkumavky pfidavaji
kulicky, které pomahaji rozbit homogenizovanou tkan. Kulicky sklenéné nechame ve
vzorku, kulicky kovové se po sterilizaci daji pouzit opakované.

1 Vzorek mycelia (0,1 - 10 mg) vlozime do mikrocentrifugacni zkumavky o objemu 1,5
ml. Do zkumavky pfidame 1 ml TRI Reagent pfedehiaty na 60 °C a cela suspenze
se homogenizuje ty€inkou. V nékterych pfipadech je vhodné vzorek homogenizovat
v 500 ul TRI reagentu a zbyvajicich 500 pl pfidat az po homogenizaci vzorku. V
takovém pfipadé je nutné vzorek jemné tyCinkou promichat. Homogenizovany
vzorek inkubujeme 5 minut pfi pokojové teploté.

2 Po homogenizaci vzorek centrifugujeme pfi 3000 ot 20 minut pfi teploté 4 °C.

3 Po centrifugaci odebereme supernatant do nové zkumavky a pfidame 200 pl
chloroformu. Vzorek 15 s vortexujeme a 5 min. inkubujeme pfi laboratorni teploté.
Ve zkumavce se oddéli dvé faze, jedna rlzova naspodu zkumavky, druha cira
navrchu rlizové vrstvy. Pak vzorek centrifugujeme ve 4 °C 15 min. a 12000 ot.

4 Do nové zkumavky odebereme opatrné Cistou vodnou vrchni fazi supernatantu a
opakujeme krok 3.

5 Vodnou fazi z horni ¢asti pfevedeme do nové zkumavky a pfidame 500 pl ledového
propanolu a 500 pl 1,2 M NaCl. Promichame a nechame inkubovat pfi laboratorni
teploté 10 minut. Pak vzorek centrifugujeme 10 minut pfi 12 000 ot ve 4 °C.

6 Odstranime supernatant a RNA pelet promyjeme pfidanim 1 ml 75 % ethanolu.
Vzorek promichame na vortexu a centrifugujeme 5 minut pfi 8 500 ot. ve 4 °C.

7 Odstranime supernatant a opakujeme krok 6. V této fazi izolace mohou byt vzorky
RNA pelet v etanolu skladovany nejméné tyden v lednici, nékolik mésict v mrazaku
pfi -20 °C.

8 Po centrifugaci a peclivém odstranéni veSkerého supernatantu nechame RNA pelet
5 - 10 min susit. Je potfeba odstranit stopové zbytky etanolu, ktery by mohl ovlivnit
naslednou kvalitu nukleové kyseliny. Pelet RNA nesmi byt suSen delSi dobu,
protoZe se zvySujici se dobou suseni klesa rozpustnost RNA.

9 K peletu RNA pfidame 20 yl RNA-free vody, pfipadné 1 pl inhibitoru RNAz, a dame
inkubovat na 10 minut do termobloku nastaveného na 60 °C.

10 Extrahovanou celkovou RNA pouzZivame hned k dalSim analyzam (kontrola kvality,
méfeni koncentrace, cDNA knihovny, sekvenovani) nebo muzeme vzorek
uchovavat v mrazaku v -80 °C.
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4. 4. Kontrola kvality vyizolované celkové RNA.

Kvalitu RNA kontrolujeme na 1% agar6zovém gelu. Jedna se o kontrolu, zda neni RNA
degradovana, popf kontaminovana DNA. Kontrola probiha vizualizaci gelu v UV svétle.

1 Pfipravime 1,5% ni agar6zovy gel. Navazime 1,5 mg agardzy, kterou rozpustime ve
100 ml TBE pufru. Smés zahfivame v mikrovinné troubé do uplného rozpusténi
agardzy. Roztok musi byt Ciry. Po ochlazeni pod tekouci vodou pfidame 2 pl etidium
bromidu.

2 Gel nechame 30 min. ztuhnout. Barvivo 6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific)
rozfedime na koncentraci 1x. Takto zfedény loading dye smichame v poméru 8:2 s
vyizolovanou celkovou RNA. Celkovy objem 10 ul ladderu a kontrolované RNA
napipetujeme do vytvofenych slotd v gelu. Naneseni stejného mnozstvi ladderu
jako kontrolované RNA umozni orienta¢ni posouzeni mnozstvi vyizolované RNA.

3 Po naneseni vzorkl na gel zapneme zdroj napéti a nastavime nap¥. 90V na 45 min.
béhu elektroforézy.

4 Po ukonceni elektroforézy vyjmeme gel z TBE pufru a polozime ho na vizualiza¢ni
UV Cteci zafizeni a zkontrolujeme kvalitu extrahované RNA (viz obr.).

TBE pufr 1x: 10,8 g Tris, 5,5 g k. borité, 4 ml 0,5 M EDTA na 1l destilované H-0
4. 5. Uréeni koncentrace izolované RNA

Koncentrace extrahované celkové RNA je dllezitym hlediskem pfi pfipravé sekvenacnich
knihoven. Proto je pfed pFipravou vzorkl pro sekvenovani nezbytné zjistit, kromé Cistoty, i
koncentraci celkové RNA, kterou chceme sekvenovat. Jednou z metod ur€eni koncentrace
nukleovych kyselin je fluorometrické stanoveni koncentrace pomoci fluorescencnich barev.
Toto méfeni koncentrace je pfesnéjSi nez napf. metody méfici koncentraci
spektrofotometricky. U této metody jsou specificky se vazici flurochromy jiné na dsDNA,
jiné s afinitou k RNA nebo k proteinim.

Koncentrace se méFfi pomoci pfistroje QuibitTM  Fluorometer (InvitrogenTM,
Massachusetts, USA)

1 Pro méfeni koncentrace celkové RNA pouzivame Qubit® RNA BR Assay Kits
(Invitrogene).

2 VSechny potfebné chemikalie pro méreni koncentrace celkové RNA nechame
vytemperovat na laboratorni teplotu. Skladuji se v lednici pfi 4 °C.

3 Pfipravime si pracovni roztok smichanim Quant-iTTM reagentu s Quant-iTTM
pufrem v poméru 1:199 yl v mnozstvi 200 ul pro kazdy vzorek + 2 vzorky, které
slouzi jako standardy.

4 Pripravime si kalibracni roztoky standardd pro meéfeni ssRNA. Ve specialnich
mikrozkumavkach uréenych pro fluorometrickd méreni. Pro kalibraéni standard 1
smichame 190 ul pracovniho roztoku s 10 pl Standardu 1, pro kalibraéni roztok 2
smichame stejné objemy Standardu 2.

5 Vzorky s celkovou RNA pfipravime k méfeni smichanim 180 - 199 ul pracovniho
roztoku, pfipraveného v kroku 2, s 1 - 20 yl vzorku s RNA do finalniho objemu 200
Ml v mikrozkumavkach uréenych pro méreni.

6 Standardy i vzorky 2-3 vtefiny vortexujeme a nechame 2 minuty inkubovat pfi
laboratorni teploté.
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7 Na flurometru QuibitTM si pomoci Sipek vybereme v hlavnim menu méfeni ssRNA,
které potvrdime tlaCitkem GO.

8 Pak v menu zvolime moznost nové kalibrace - Run new calibration a opét
zmacneme tlacitko Go.

9 Do méficich otvort vlozime pfipraveny kalibracni roztok standard 1 a potvrdime
tlacitkem GO.

10 Nasledné vlozime roztok standardu 2, potvrdime tlaCitkem GO a kalibrace pro
méreni ssSRNA je hotova.

11 Po kalibraci nasledné vkladame vzorky s celkovou RNA pfipravené k méfeni a po
kazdém méreni zmackneme tlacitko GO.

12 Koncentrace RNA se zobrazuje na displayi fluorometru par vtefin po zméreni
vzorku. Celkova koncentrace se vypocitava dle nasledujiciho vzorce:

Koncentrace vzorku= Q X iﬂ

kde

Q = Hodnota fluorescence ziskana z QuibitTM fluorometru
x = pocet mikrolitrd vzorku pouzitych v méfeni (viz krok 4)

Obr. 4. Pristroj na méfeni koncentrace nukleovych kyselin — QuibitTM.
Takto pfipraveny vzorek, tzn. zkontrolovany na integritu RNA a s urCenou pfesnou

koncentraci, se necha osekvenovat na specializovanych pracovistich, ktera disponuji NGS
sekvenatory. Napf. v laboratofi firmy SeqMe. s.r.0. (Dobfis, CR).
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5. NGS sekvenovani

NGS sekvenovani (next generation sequencing) je jednou z novych metod sekvenovani
nukleovych kyselin. Zavedeni téchto metod je spojeno s rozvojem biologickych metod
vyuzivanych v projektu sekvenovani lidského genomu na pfelomu tisicileti. V sou€asné
dobé metody sekvenovani NGS prevladaji a vzhledem ke klesajici cené sekvenovani
vzorkU se stavaji stale dostupnéjSimi v biologickém vyzkumu.

Zakladnim znakem NGS technik je opakujici se paralelni ¢teni klonalné amplifikovanych
klastra stejnych DNA molekul. KliGovy rozdil od prvni generace sekvenovani (Sangerovo
sekvenovani) je tedy to, ze u sangerovych sekvenator(i pfedstavuje jeden vzorek soubor
stejnych molekul DNA, ze kterych sekvenator ziska jedno unikatni ¢teni. Sleduje tedy linii
jeden vzorek se stejnymi fragmenty DNA -> jedna enzymaticka reakce -> jedna pFectena
sekvence DNA. Cela sekvence DNA ve vzorku je preCtena za predpokladu, ze
nepiekracuje délku zhruba 1000 bazi.

Metoda NGS vyuziva masivni paralelizaci, kdy v ramci jedné enzymatické reakce jsou
preCteny az miliardy fragmentd DNA souCasné. Sekvenovany vzorek obsahuje smés
riznych fragmentl DNA a jen &ast jich je nakonec prectena. NGS sekvenovani tedy
probiha tak, ze jeden vzorek s ruznymi fragmenty DNA -> jedna enzymatické reakce ->
nékteré sekvence precteny. Tato zdanliva nedokonalost je ale kompenzovana obrovskym
mnozstvim vystupnich dat a nahodnosti vybéru fragmentl k sekvenovani. Ve vzorku je
kazda sekvenace DNA zastoupena v mnoha kopiich. Diky nahodnému vybéru fragmentu k
sekvenovani vystupni sekvenacni data obsahuji stejny pomér sekvenci jako je ve
vstupnim vzorku. Neni tedy nutné precist kazdy jednotlivy fragment ve vzorku. V pfipadé
sekvenovani RNA je distribuce sekvenci ve vzorku nerovhnomérna a je treba zajistit
dostate¢né mnozstvi vystupnich dat, aby bylo zajisténo ve vystupu i dostate¢né mnozstvi
malo zastoupenych sekvenci RNA. Hlavni vyhody NGS jsou generovani obrovského
mnozstvi sekvenacnich dat za kratkou dobu a vyrazné nizsi cena za osekvenovanou bazi.
Nejbéznéji pouzivanou NGS platformou je lllumina.

RNA sekvenovani - RNAseq metoda NGS zahrnuje izolaci RNA a tvorbu cDNA
sekvenacnich knihoven z vyizolované RNA. Tyto knihovny jsou pak sekvenovany na
sekvenatoru a obvykle ziskame miliony kratkych sekvenci (cca 150 bp) které se nasledné
zpracovavaji bioinformatickymi metodami.

Pfiprava knihoven je kritickym krokem a dulezitym prvkem pro kvalitu vyslednych
sekvenacnich dat. Pfi pfipravé knihoven se jako standard v procesu tvorby knihoven pro
lllumina sekvenovani pouziva klasicka PCR reakce, ktera zaru€i amplifikaci vétSiho
mnozstvi usekl cDNA, které jsou pak efektivnéji sekvenovany.

Na naamplifikované Useky se navazou tzv. adaptory, coz jsou Fetézce nukleotidi o znamé
sekvenci, které jsou na cDNA vlakno napojeny v obou smérech. Takto oznacené useky
cDNA jsou pfipraveny k sekvenovani. Adaptory jsou specifické pro kazdou sekvenaéni
platformu. Jsou nutné pro procesy pfi sekvenovani a oznacuji specificky kazdy
sekvenovany vzorek.

Cely proces pfipravy vzorku (knihoven) pro NGS metodou PCR je celkem jednoduchy a
zvladnutelny v bézné laboratofi. Zaroven je mozné pro vétSinu sekvenacnich platforem
pouzit pfi pfipravé cDNA knihovny kromé adaptort i tzv. barcoding*. Ke kazdému useku
DNA s naligovanym adaptorem se jesté pfipoji kratka sekvence, ktera umoznuje rozlisit
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desitky az stovky rGznych vzorku, které se tak mohou v ramci jednoho béhu pfistroje
sekvenovat naraz (€imz se také snizuje cena sekvenovani).

VétSina sekvenacnich platforem neni zalozena na detekci signalu pouze z jednoho
fragmentu pfipravené knihovny. Je nutné prostorové oddélené namnozit kazdy fragment
na takovy pocet stejnych kopii, aby byl signal natolik silny k identifikaci bazi. Tento krok je
proveden klonalni amplifikaci nasledujici po pfipravé knihovny. Klonalni amplifikace uz je
soucasti technologie NGS.

Pomoci PCR (polymerazové fetézové reakce — polymerase chain reaction) se vytvori
klonalni klastry slozené ze stejnych kopii cDNA fragmentl. Cely proces je lokalizovan na
misto, kde nasledné probiha samotna enzymaticka reakce sekvenovani. Tato cast
sekvenatorl se oznacuje jako flow cell, coz je v pfipadé platformy Illumina sklenéna
destiCka, ktera v sobé obsahuje nékolik plochych kanalkl, kterymi je mozné nechat
protékat kapaliny. Vnitfni povrch kanalki je husté pokryt dvéma druhy specifickych
oligonukleotidovych Fetézci komplementarnich k jednomu z adaptortu pfipojeného pfi
pripravé knihovny. Nasledné se nanese pfipravena knihovna do flow cell. Po upravach
cDNA vlakna jsou ve flow cell pouze klastry shodnych fragmentl zhruba s tisici
jednovlakennymi molekulami DNA. Nasledné je pfistoupeno k samotné sekvenaci.

Klonalni amplifikace fragmentd knihovny je provedena na vnitinim povrchu samotné flow
cell, ktera obsahuje nékolik kanall. Po vytvoreni klonu jsou pfidany sekvenacni primery,
které nasednou na druhou ¢ast adaptorové sekvence. Samotna sekvenace je provadéna
prodluzovanim jednovlaknovych fragmentd v klastru DNA polymerazou. Sekvenovani je
zaznamenavano pomoci fluorescencnich sond (rdzné barvy pro rizné baze). V. momenté,
kdy je ziskana pozZadovana deélka sekvence, probiha sekvenovani jednotlivych viaken.
Ziskané snimky jsou analyzovany na pocitaci, ktery pro kazdy identifikovany klastr na
snimku prevede barevné signaly do sekvence nukleotidl. Sekvence s nekvalitnim Cteni a
ze spojenych klastrli jsou odfiltrovany.

Z vysSe uvedeného vyplyva, Ze samotné sekvenovani neni praktické provadét v béznych
laboratofich. Na NGS sekvenovani se specializuji komeréni laboratofe a firmy (napf. u
nas Segme s.r.o, Macrogen Korea s laboratofemi v N&mecku nebo Spanélsku, Eurofins
Genomics Némecko), které jsou schopny pfipravit knihovny a osekvenovat pozadované
vzorky ve velmi dobré kvalité za pfijatelnou cenu.

V lokalni laboratofi je mozné pfipravit sekvenacni knihovny, které se amplifikuji a klonuji
pomoci komeréné dostupnych kitu, ale cena za zpracovani vzorku a pfipravu knihoven a v
neposledni Ffadé i zkuSdenosti komerénich laboratofi s pfipravou knihoven hovofi ve
prospéch zadavani zakazek komerc¢ni cestou.

5. 1. Priprava knihoven

Po izolaci celkové RNA a ovéfeni kvality a zméfeni koncentrace se vzorky odeSlou do
komercni laboratofe (Segme s.r.o., Dobfi$). V laboratofi se provede opét kontrola kvality
nami dodané RNA, protoZze pokud by doslo k degradaci a poSkozeni nukleové kyseliny
béhem trasnportu, nema smysl pfipravovat z nekvalitniho materialu knihovny pro
sekvenovani. Kontrola kvality probihd pomoci kitu Qubit RNA BR Assay Kit a pfistroje
Agilent Bioanalyzer RNA 6000 Nano.

Pfed pfipravou knihovny se odstrani ribozomalni RNA (RNA deplece) pomoci kitu
NEBNext rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat), ktera odstrani rRNA hostitelského
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organizmu, coz vede k veétSi presnosti pfi hledani neeukaryotnich genomd v
sekvenovanych datech.

Po kontrole kvality se pfistoupi k pfipravé knihoven. PouZzivaji se kity, navrzené pfimo pro
sekvenacni platformu lllumina - NEBNext Ultra Il Directional RNA Library Prep Kit for
lllumina a NEBNext pltiplex Oligos for lllumina (Unique Dual Index Primer Pairs). Nasledné
se zkontroluje i kvalita pfipravenych knihoven pomoci kitd Agilent Bioanalyzer 2100 High
sensitivity DNA Kit, Invitrogen Collibri Library Quantification Kit a Qubit 1X dsDNA High-
Sensitivity Assay Kit. Takto naklonované a zkontrolované vzorky jsou pfipravené k
sekvenovani.

Sekvenovani probiha na platformé

NovaSeq 6000 System - 2 x 150 bp e —
obéma sméry - 3 -5a 5 -3 (Obr. ). L

Vystupem z komeréni laboratofe je

zprava o sekvenovani (Obr. ), kde

jsou informace o tvorbé knihovny (viz — 3
vySe), informace o  kvalité a
koncentraci vstupni RNA, informace o
sekvenovaani. pocCet readu celkovy
(sekvenci), prumérna délka readd.
Vysledkem NGS sekvenovani je
soubor se sekvencemi z obou sméru
sekvenovanych readd, ktery je dodan
zadavateli a ktery se dale zpravovava

bioinformatickymi postupy. b —

Obr. 5. NovaSeq 6000 bioanalyzator (https://www.illumina.com)

dh

Sok
LLe D lr Vucaky

Obr. 6. Zprava o sekvenovani jako informacni vystup z externi laboratofe (upraveno).

19


https://www.illumina.com/

6. Zpracovani sekvenacnich dat - bioinformaticka analyza RNAseq sekvenci

Vystupem ze sekvenatoru, které jsou dale zpracovavany, jsou dva soubory se
sekvencemi, jeden pro kazdy smér &teni. Zpracovani dat muze byt soucasti objednavky
NGS sekvenovani, protoZze vSechny specializované firmy a laboratofe nabizeji jako
soucast své nabidky i zpracovani vystupnich dat. V takovém pripadé je vysledkem soubor
se sekvencemi, odpovidajicimi zaznamim v databazich (viz dale).

Na druhou stranu, pro alespon se zakladnimi pocitaCovymi znalostmi obeznameného
Clovéka neni problém se se zpracovanim bioinformatickych dat seznamit. Existuje cela
fada automatizovanych postupl, kde vétSina ukond, spojenych se zpracovanim dat,
probiha automaticky a kone¢nym vystupem je soubor s vysledky. Na druhou stranu je cela
fada skriptl, program0 apod., ktera je k dispozici na internetu a ktera mize pomoci ve
zpracovani dat i lidem, ktefi nemaji programatorské zkusSenosti. Je ale tfeba fFici, ze
analyza dat je jen zaclatek, protoze hlavnim divodem zpracovani dat je hledani
biologickych udaju v pocitacovych datech.

Zpracovani NGS dat je ale velmi naro¢né na pocitatové vybaveni. S malymi soubory se
da pracovat i na primérné vybavenych stolnich pocitacich, ale vzhledem k tomu, zZe
vystupem z analyzator( jsou mnoha gigabytové soubory, na zpracovani celého objemu dat
je potfebna i pocitatova infrastruktura.

Pro akademickou sféru v CR je k dispozici platforma MetaCentrum VO
(www.metacentrum.cz). Jedna se o pocitaCovou infrastrukturu, otevienou vsem
akademickym pracovnikim a studentlim s moznosti bezplatného vyuziti vypocetni a
ulozné kapacity a fady aplikaCnich programd pro zpracovani velkého objemu dat
(podrobnosti viz stranky Metacentra).

VSechny dale uvedené kroky a postupy se provadély pfes vzdaleny pfistup na pocitacich
Metacentrum. Proto budou i pfikazy uvedené ve formatu pro pocitacovou strukturu
Metacentrum. Verze programu a skriptd se mohou lisit od zde popsanych v zavislosti na
dobé vydavani novych verzi pfisluSnych nastroju a programovacich baliki. VSechny dale
uvedené programy a nastroje pro zpracovani dat jsou dostupné na platformé Metacentrum
a neni potfeba je instalovat.

6. 1. Kontrola kvality sekvenovanych dat

NGS technologie umoznuje ziskani dullezitych biologickych udaju o genomu celé fady
organizmU. Pfesnost vyhodnoceni udajl zalezi na hrubych sekvenovanych datech a jejich
kvalité. Je jasné, Zze béhem sekvenovani dochazi k celé fadé chyb, a je proto potfeba
vétSinu téchto chyb odstranit, aby nedochazelo ke zkresleni vystupu pfi zpracovani dat.

Sekvence nukleotidli, dodané po skonceni sekvenovani, jsou ulozeny v souborech
formatu FASTQ (.fastq, .fq). Jedna se o textovy soubor, ke kterému jsou pfidané informace
o kvalité sekvence (obr. ). Kazdy zaznam - sekvence - v tomto souboru se sklada ze 4
radkd. Prvni fadek je tzv. FASTA identifikator, druha fadka je nukleotidova sekvence. Treti
fadek zaCina znaménkem + a znamena konec sekvence. Posledni fadek udava informaci
o kvalité sekvence. Jedna se o tzv. PHRED hodnotu, neboli pravdépodobnost poctu
nekvalitnich bazi.
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Obr. 7. Fastq sekvence jako vystup z bioanalyzatoru.

Pro kontrolu kvality NGS sekvenci se pouzije nastroj FastQC (Andrews 2010,
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Jedna se o software, jehoz
soucasti je i pfikaz fastqc (viz dale). Nasledujici sled pfikazli provede kontrolu kvality

hrubych sekvenovanych dat. Pro jednodusSsSi orientaci jsou sobory s opacnym smérem
¢teni pojmenované R1 a R2.

fastqc -t N R1.fq -0 vystup
fastqc -t N R2.fq -0 vystup

kde parametr -t N udava pocet procesoru, parametr -o udava adresaf, kde budou ulozeny
vysledky pfikazu

Vysledkem jsou dva soubory R1.html a R1.zip pro soubor R1.fq a R2.html a R2.zip pro
soubor R2.fq. V komprimovanych zip souborech jsou podrobna data o kvalité sekvenci a
data, ze kterych je tvofen vizualné privétivéjSi html soubor. Ten otevieme napf. v prohlizeci
Firefox a dostaneme graficky vystup fastqc analyzy. Jedna se o 11 kategorii, které
vyhodnocuji kvalitu sekvenci ve fastqc souboru. U kazdé kategorie je symbol, ktery
oznacuje vysledky kategorie.

VSech 11 kategorii ovliviiuje kvalitu dalSiho zpracovani dat (mapovani sekvenci na
jsou kvalita sekvenci a obsah adaptor( v sekvencich. Nékteré z kvalitativnich parametrd
se daji feSit na urovni pfipravy knihovny a béhem sekvenovani, ale nasledujici kroky v
analyze sekvenci se zaméfuji pouze na odstranéni nekvalitnich sekvenci a odstranéni
adaptoru ze sekvenci, a tim ke zvySeni kvality ¢teni ve fastq souborech.
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Obr. 8. Kvalita sekvenci pfed odstranénim Spatnych sekvenci pfikazem fastqc (vlevo), a
po odstranéni nekvalitnich sekvenci.

Dobré sekvence jsou v zelené oblasti grafu. VSechny baze maji primérné kvalitu vétsi nez
30 a proto mizeme mluvit o kvalitné osekvenovanych sekvencich. Jinymi slovy PHRED
skore kvalitnich sekvenci je nad 30.

Obsah adaptorti je v neupravenych sekvencich znacny, (viz obr. 8) a proto musime
pristoupit k dalSimu kroku zpracovani dat.

6. 2. Odstranéni adaptora (trimming) z hrubych sekvenci

Adaptory jsou kratké fetézce nukleotidi o znamé sekvenci, a jsou specifické pro kazdou
sekvenacni platformu. Jsou nutné pro procesy pfi sekvenovani, ale je nutné je odstranit pfi
nasledné analyze sekvenacnich dat. Spole¢né s adaptory se ze souborl hrubych sekvenci
odstrani i méné kvalitni sekvence, které by mohly nasledné negativné ovlivnit vysledky
analyzy.

Pro odstranéni adaptorl a nekvalitnich sekvenci se pouziva cela fada programu
(Trimmomatic, TrimGalore, Cutadapt, Adapterremoval, atd.). VétSina téchto programu zna
adaptorové sekvence pouzivané na nejbéznéjSich sekvenacnich platformach, ale tyto
sekvence se daji zadat pfimo do pfikazu at uz ve formé sekvence nebo ve formé& souboru
se sekvencemi adaptord. Pokud nevime sekvenci adaptorl a dalSich sekvenci, které se
pridavaly béhem tvorby sekvenacnich knihoven (barcody, indexy), vyzadame si u
sekvenacni laboratore tyto informace.

Sekvence adaptort pro analyzatory lllumina z laboratofe Segme jsou pro soubor R1
AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA a pro soubor R2
AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT.

Pfikaz k odstranéni adaptort je nasledujici (v pfipadé pouziti programu cutadapt — Martin
2012, https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable)

cutadapt --cores N --quality-cutoff 30 --trim-n --minimum-length 50 -a
AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCA -A AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT
-0 Rl.trim.fq -p R2.trim.fg R1.fq R2.fq
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Parametr --cores udava pocet procesoru, parametr --quality-cutoff 30 udava prfikazu
odstranit sekvence s kvalitou niz§i nez PHRED skére 30, --trimm-n odstranuje konce s
neznamymi bazemi (NNNNN), ---minimum-length 50 odstanuje sekvence kratsi, nez 50
bp, parametr -a je sekvence R1 adaptoru, -A je sekvence adaptoru R2, parametr -o udava
nazev souboru se sekvencemi bez adaptord a bez sekvenci s nizkou kvalitou &teni
(R1.trim.fq pro R1 soubor, R2.trim.fq pro R2 soubor), R1.fq a R2.fq jsou vstupni soubory.

Nasleduje opét kvalita kontroly sekvenci (viz vySe), kde se ovéfi obsah adaptori v
sekvencich a kvalita sekvenci, kdyz byly odstranény méné kvalitni sekvence. Vstupnimi
soubory pfikazu jsou soubory R1.trim,fq a R2.trim.fq. Vysledky by v kvalité sekvenci mély
odpovidat sekvenci na obr.. Kontrola odstranéni adaptoru je na obr. , kde je vidét, Ze
adaptory byly ze sekvenci odstranény.

Obr. 9. Obsah adaptoru pfed pouzitim pfikazu cutadapt (vlevo) a po odstranéni adaptort
(vpravo).

6. 3. Mapovani sekvenci na referenéni genom

Vzhledem k tomu, Ze i po odstranéni nekvalitnich sekvenci je v souboru cela fada
sekvenci, ktera nema souvislost s genomem virl, ktery hledame, slouzi tento krok v
analyze sekvenacnich dat k odstranéni sekvenci, které jsou primarné houbové. Pouzijeme
genom houby vaclavky smrkové (Armillaria ostoyae), ktery je v databazi GenBank (napf.
ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/genbank/fungi/Armillaria_ostoyae/latest assembly_versions/
GCA _900157425.1_version_2/ z 9.3.2020). Vaclavka smrkova, stejné jako nékolik dalSich
druhu vaclavek, ma osekvenovany genom se znamym poctem gend a proto je praktické
odstranit ze sekvenovanych dat data, ktera patfi ke genomu houby. Nejenom, Ze se tim
zpfesni nasledné analyzy, ale také zrychli, protoze odstranénim sekvenovanych
houbovych dat dojde i ke zmenSeni poctu sekvenci a tim se zmensi i vstupni soubory pro
nasledné analyzy.

K dispozici je nékolik programa, které mapuiji ziskané ¢teni na referen¢ni sekvence (bwa,
hisat2 napf.) a program STAR (Dobin a kol., 2013, https://github.com/alexdobin/STAR),
ktery je pouzit pro namapovani sekvenovanych dat ke genomu A. ostoyae. Ten pracuje ve
dvou krocich, kdy se nejprve vytvofi indexovy soubor genomu referenéniho organizmu (v.
smrkova) a nasledné se k tomuto genomu namapuji sekvence z nami analyzovanych
soubor(.
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Pro referencni genom muzeme pouzit genomovou sekvenci
GCA _900157425.1 _version_2 genomic.fna.gz, a GTF anotatni soubor genu
GCA_900157425.1_version_2_genomic.gtf.gz.

Nejprve vytvofime indexovany soubor nasledujicim pfikazem:

STAR --runThreadN N --runMode genomeGenerate -genomeDir
star_genome -genomeFastaFiles
GCA_900157425.1_version_2_genomic.fna.gz --sjdbGTFfile
GCA_900157425.1_version_2_genomic.gtf.gz. --sjdbOverhang
149

Parametr --runThreadN udava pocet procesoru, --runMode genomeGenerate udava
pfikazu tvorbu indexu, --genomeDir je adresaf, kde bude index soubor umistén, --
genomeFastaFiles specifikuje cestu k souboru s referencnim genomem ve formatu fasta,
--sjdbGTFfile specifikuje cestu s popisem genomu A. ostoyae ve formatu GTF, --
sjdbOverhang urCuje délku sekvenci, idealné by méla byt o jednu bazi mensi, nez je délka
sekvenci v sekvenacnim vystupu ze sekvenatoru (v souborech R1.fq a R2.fq)

Vysledkem uvedeného pfikazu je vygenerovany index soubor, ke kterému se mapuji
soubory s odstranénymi adaptory R1.trim.fq a R2.trim.fq.

Mapovani sekvenci k referenénimu genomu zavedeme nasledujicim pfikazem:

STAR --runThreadN N --outSAMattributes All --outSAMtype BAM

Unsorted SortedByCoordinate --outReadsUnmapped Fastx --
guantMode TranscriptomeSAM GeneCounts --1limitBAMsortRAM
250000000000 --genomeDir star_genome --readFileslIn

R1.trim.fq R2.trim.fq

--outSAMattributes All do vystupu celkového jsou zafazeny vSechny dostupné attributy
--outSAMtype BAM Unsorted SortedByCoordinate format vystupniho souboru - BAM
nesefazeny, sefazeny podle koordinat

--outReadsUnmapped Fastx vystup nenamapovanych sekvenci v oddélenych fasta
souborech, tzn. Ze pro kazdy smér &teni bude vytvofen jeden soubor s nenamapovanymi,
nebo ¢aste€né namapovanymi sekvencemi,

--quantMode TranscriptomeSAM GeneCounts

--limitBAMsortRAM 250000000000 maximum operacni pameéti pro sefazeni BAM souboru
--genomeDir ukazuje cestu k indexovanému referenénimu genomu star_genome
--readFilesln specifikuje vstupni soubory R1.trim.fq a R2.trim.fq

Vysledkem alignovacich program( je obvykle soubor ve formatu SAM (Sequence
alignment Map), v zasadé textovy soubor se seznamem genu a hamapovanych sekvenci
a nebo, jako v nasem pfipadé BAM soubor (Binary alignment Map), coz je v zasadé
zkomprimovany SAM soubor.
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Obr. 10. Vypis ze sam souboru. SQ znamena sekvence, PG informuje o pouzitém
programu.

Namapované sekvence k referenénimu genomu mohou byt vizualizovany pomoci
programu Internal Genome Browser - IGV (Robinson a kol., 2011,
https://software.broadinstitute.org/software/igv) (obr.), kde jsou vidét sekvence
namapované k jednotlivym genim. Jedna se vlastné o graficky vystup SAM souboru.
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Obr. 11. Namapované sekvence hub rodu Armillaria k referen¢nimu genomu A. ostoyae v
programu IGV.

Vystupem vySe uvedeného pfikazu je kromé BAM souboru s namapovanymi sekvencemi
a dva soubory se sekvencemi nenamapovanymi, kazdy pro jeden smér ¢teni R1_unmap.fq
a R2_unmap.fq.
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6. 4. De novo seskupovani (assembly) nenamapovanych sekvenci

De novo znamena latinsky od zaCatku. V tomto slova smyslu se jedna o skladani sekvenci
bez referenc¢niho genomu, jinymi slovy bez toho, aniz bychom znali jak sekvence vypadaji.
Skladani a tvorba novych sekvenci je finalnim krokem bioinformatické analyzy.

Programy, které seskupuji sekvence dohromady, se nazyvaji assemblery. Vysledkem je
fasta soubor se sekvencemi rizné velikosti které oznacujeme jako blizké sekvence -
kontigy (contigs - contiguous sequences) nebo jako scaffolds (€esky mozna konstrukce).
Scaffolds jsou €asti genomu rekonstruované z kontigi a obsahuji mezery.

Programu (assemblert), které davaji dohromady sekvence genomu, je cela fada, pracuji s
rznymi algoritmy. Dale jsou popsany pfikazy dvou assemblerd, které se pouzivaji
nejCastéji. Je také potfeba fici, Ze pokud mame stejny soubor s nenamapovanymi
sekvencemi, a pouzijeme rizné assemblery, mlze se stat, Zze se nékteré finalni sekvence
budou lisit.

Prvni assemblerem, ktery je dnes Siroce pouzivany pfi bioinformatické analyze, je program
Trinity (Grabherr a kol., 2011, https://github.com/trinityrnaseg/trinityrnaseq/wiki). Assembler
Trinity spustime nasledujicim pfikazem:

Trinity --seqType fq --left R1_unmap.fq --right R2_unmap.fq
--CPU N --max_memory 480G --min_contig_length 500

kde parametr --seqType znamena, v jakém formatu jsou vstupni soubory, parametry --left
a --right jsou parametry pro soubory se sekvencemi podle sméru jejich ¢teni, --CPU pocet
procesorll, --max-memory je maximalni mozna pamét pro béh pfikazu a --
min_contig_length je minimalni délka slozenych vyslednych sekvenci.

Vysledkem béhu pfikazu je soubor Trinity.fasta, ktery obsahuje vétSinou nékolik tisic rizné
dlouhych nové sestavenych sekvenci:

>trinity_DN11763_c0_g2_i1l
GACATATACGTCCATGACCCATATCCCGAAATAATTCCCTTCTCCAACTTCGCACCCCACTTCAAC
CTACGACTACACGATCCTCTCGAGTCTGCCATACTGCTAGATATAGCCCGTGGTATTCCACTTCCT
TCCATATACGATGTTTTCGAAGCCCAGAGTGCATCCTGGTCGAAAGAGATACGTCTTTTACACGGA
GTAAAGAGGGAGGCTGCCGTTAACTGGGATGTATTCTTCGAGGAAGGGTGCCAGCATCTATCCATT
GCAGACGGTGTTGATCCCAATCCCCAGATGGCAAGACGCATTCATCATCAGCTAAAGAAATTTCGA
GAGAGTATCCGTGGTCGTCGGTTCTTTCCTCGGGCAACCCATAAGAACATGAGCAGGAGTACACGA
CGAGACTTCGAGAGACAAACAGGGCATTCATTGGAGGGGATTCCCATCTTCGGACAAGATAATTGG
GGTGCGCATTACCACAAGACGGGGAAGAAACTAGGTGGTTCCAGCGAGATGAGACAGAAGTGGTAT
CACCATGGTGCAAAGCCCAGGACCTACTTCGCAATGGGGGGCGAGGCGTACGAGGCTTGTCGATTC
CTACAGGACTTCTTCACCGATATAGTAGGCTTCTTCATGCCAACAAACCACAAAACACGGTTACAG
CCAGATCGTCTGTTCCTATCATCCAAATATGACAAAGAGGACCCCCATTTCCGCATTTAC
>trinity_DN11763_c0_g1_i1l
GATATGGGTCATGGACGTATATGTCAGGATGTTGTTCGATCATTTGGCGCAAGGTGGAGAAGGAGT
CGGGTCGTGGCCATGATTGCGCTTGGCAGGATTTGATCAGGAGATTACGTGCTGAAAGCGGGAGTC
GAGAGAGAGTTCGGATAACCGTACGGTATTCGGGGTACACCAGAGAGAAGAGTTCCTTCAGATCGG
TTCGGGTGTGCATCCTCTCCTCTGCTGCTCTTCTTAGAACAACTTGAGAGTGCTCCGGTATTTCGA
GAAGAAGTATCGAGCGAGCAACACACACACCCCAGAAGATCATGAACTCCTTAATCTATCTCGGTG
AAACCCCATCCGACCGACAATCGGTATCCG
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Druhym assemblerem, ktery se v sou€asné dobé nejCastéji pouziva, je program SPAdes
(Bankevich a kol., 2012, https://cab.spbu.ru/software/spades). Ten spustime pfikazem

spades.py -t N -m 480 -1 R1_unmap.fq -2 R2_unmap.fq -o
spadesRNA --rna

kde parametr -t znamena pocet procesort, parametr -m ur€uje maximalné pouzitelnou
operaCni pamét pro béh pfikazu, parametry -1 a -2 jsou vstupni soubory pfikazu s
nenamapovanymi sekvencemi, parametr -o je parametr pro adresar vystupnich souboru a
pfepinac --rna zanmena, ze program pfistupuje k datlim jakoby pochazely ze sekvenovani
RNA, tzn. Ze sklada sekvence genu, nikoli cely genom.

Vysledkem béhu spades s parametrem --rna je soubor transcripts.fasta (pokud
nepouzijeme prepina¢ --rna je vysledkem soubor scaffolds.fasta), ktery, stejné jako v
pripadé Trinity je tvofen nékolika tisici sekvencemi rizné délky:

>NODE_10213_1length_501_cov_0.440299
ATGGGTTATAGCGAGCGGGACGTGGAAGGCATCAGATGGCAATCATCGGTTATGCGCGAC
GCTGAACTCACCTCAAAGGGTTGGAGCAGGATACGTCCCGGTCTCGAGGAGGCGATCAAA
GAAAACCGAGTTCGGCAAGCCAAAGCGGACCCTAGTACGGCGCTATACGCACGTGCTGAA
ATTGCGAGTGGCCTCTCCGTAAAATACGCACCGATTGCGTACACGTCCAACATTGCTACC
GTGAATACCAAAGGACAGGCTGGTTTGATGAACACGGGACGGTTCGTGCCAAGATATTTA
AGAGCGGCCGGATATGAATTACCCTCCAGCCACGACATCGCCTTTCTCGGCGGAGTCCTG
AACAATGTTACGCTAAACTTGTACTTCAATACTCGCTAACAAAGGCGGGTTCAGCCCATA
GGTCACTCCGACAGACGGCAGTCGCCGCCAAGGGAAAGGCTGGCGAAAGTTTCTTACTCT
ACACGATCATACCATGCGGAC
>NODE_10214_1length_500_cov_22601.112219
AATAGATTGTTAAGTGAAAATCAAGGACGTGACAAAATCTTATACAGTTGTGAAGTGAGC
TTGGTAGTCGCTACTTATAATGATCGTATGTAACAACGCATCAACAGTTTTTAGCTTTGT
TACGCCGAAAATTTAACGGGTCTTAAACAATCAACCGATATCGTGTTGATATTGAATTTA
TAAATTTTACCCTTCCTATTAAAAGTTAAACCCCAACCTTCCCACTACTATATCTTTGTA
AAAGTGGGTAGAAAAGGGTTGTCGTTAACGCTAGGGCTAAATGTTTATTCTTTATCTAGG
TAGTAGAACATTCAGTCAATCTATTTATAAAATAGTGTTTCATTATTTTTTAGGCAACTG
AAGAGAGAATGCTGACATGAGTAACGTAAAAGAAGAATATAATTCTTCTCGCCGAAAACG
AAAGGGTTACAATAAAAGGTTAAATCATTTTGTGTTAATGCGGCCTCTAAGGACTATAAC
CAAAGTTATGGCTGATGAGT
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6. 5. Analyza nové sestavenych sekvenci

Nové sestavené sekvence - kontigy a scaffolds v pfislusnych, vy$e uvedenych souborech
(viz kap.) - je potfeba srovnat z doposud znamymi sekvencemi a zjistit, zda se v nami
sekvenovanych datech vyskytuji nové, doposud neobjevené nebo nepublikované virové
sekvence. Tento proces porovnavani sekvenci se nazyva hledani podobnych sekvenci
(sequence similarity search) a je jednim z dulezitych krok( v bioinformatické analyze
hledani novych virovych sekvenci. NejpouzivanéjSim nastrojem je tzv. BLAST (Basic local
alignment search tool — https://ftp.ncbi.nim.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST,
Altschul a kol., 1990), ktery porovnava sekvence s databazi jiz znamych sekvenci (Sayers
a kol., 2019). Tento program byl vyvinut Narodnim centrem biologickych informaci (NCBI -
Bethesda, MD), které také spravuje NCBI databazi vSech dosposud deponovanych
sekvenci, nukleotidovych i proteinovych. Ukolem BLAST programu je najit co
nejpodobnéjsSi sekvence nasim, nové vytvofenym. Vlozime sekvenci, ktera nas zajima, a
hledame v databazich sekvenci identickou nebo podobnou. Vzhledem k tomu, Ze v
posledni dobé roste pocet zaznamu v databazich exponencialnim tempem, jsou nékteré
databaze pfipravené pfimo a pouze na virové sekvence, které se daji pouzit. Nicméneé je
tfeba si dat pozor na stafi a dobu obnovovani novych zaznama v téchto databazich.

Vv,

bioinformatické analyzy, kdy doba trvani béhu pfikazu muze byt i nékolik dni, nez jsou
vSechny nami vytvofené sekvence porovnany s databazi. Soubory s kontigy obsahuji
nékolik tisic sekvenci. Proto je napf. lepsi rozdélit soubor na nékolik mensich soubord,
napf. podle velikosti kontigli, a v§echny kontigy kratSi nez napf 500 (nebo 1000, zalezi na
tom, co hledame) bp odstranit ze souboru uplné.

Prvné se zjistuje, zda-li jsou v novych sekvencich useky, odpovidajici jiz znamym virovym
sekvencim. Prvné porovname sekvence s databazi virovych referenénich genomu z NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/ ...... -> all nucleotides)

blastn -num_threads N -query soubor_s_contigy.fasta -db
nazev_database -max_target_seqs 1 -evalue 1e-3 -outfmt '6
gseqid pident 1length glen slen qgstart gend evalue bitscore
salltitles sscinames' -out soubor_s_vysledky.txt

kde -num_threads je poCet procesord, -query je vstupni soubor s kontigy (v naSem pfipadé
transcripts.fasta nebo Trinity.fasta), -max_target_seqs je parametr, ktery udava maximalni
pocet cilovych sekvenci podobnych vstupnim kontigim, -evalue je parametr udavajici jaka
je pravdépodobnost Ze je dotazovana sekvence pfitomna v databazi (expected value), -
outfmt je parametr, kterym se urCuje podoba vystupniho souboru (viz dale) a -out je nazev
vystupniho souboru s vysledky hledani. Blastn pfikaz znamena hledani v nukleotidovych
databazich, kdy se porovnavaji nukleotidové sekvence s nukleotidovymi sekvencemi.

Vystupem je textovy soubor s nékolika sloupci. Prvni sloupec identifikuje kontig, u kterého
se nasla v databazi shoda (qseqid). Druhy sloupec udava procento podobnosti kontigu s
vyhledanou sekvenci (pident). Treti sloupec udava délku alignmentu obou sekvenci
(length). Délka sekvence kontigu udava, jak je dlouha sekvence (glen) ve srovnani s
délkou referencni sekvence (slen). ZaCatek (gstart) a konec (gend) alignmentu udava, v
jak je dlouha sekvence, kde se jednotlivé nukleotidy (proteiny v pfipadé blastx, viz dale)
prekryvaji. Evalue (evalue) je hodnota, ktera odpovida poc&tu zaznamdu, které by byly
statisticky vyznamné podobné zajmové sekvenci a zaroven mély nizkou pravdépodobnost,
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tim lepsi je vysledek hledani.

Ivdks [

= pesdabraaria (] ] . Imliunk
Corye . CRtT T DR
raferareird eadaere & ramarn erdnd TS algamEmiu
SOOI A Rk LD T 420z e 1] L L
OO L0 mwpr LIl ooy o JZiL 3L 5l ]
A= 1X EERT a1 AN £y B ER il e |
D2 BT _mwp 1423 0l it P L o) 721 n

L1
algrreermu

A
EE
il
Lt

sander
=Pt
BEH

L]
ol
i
ol

v v

Marey argsn ol
OLAST dambda

Fovr g pum b som oy T wmg il fur
e pia peddia - I skl ErE R pECITE
(R RUR S TR PR R E R o ]
Pore pdg spsla - s Daam ik e g en g

Obr. 12. Pozitivni shoda sekvenci s nukleotidovymi sekvencemi z NCBI databaze. Popis

sloupcu viz text.

Dale mizeme kontigy porovnat s nukleotidovou databazi vSech organizmu, spravovanou

NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide)

blastn -num_threads N -query soubor_s_contigy.fasta -db nt
-outfmt
length glen slen qgstart gend evalue bitscore salltitles

-max_target_seqs 1 -evalue 1le-5

sscinames' -out soubor_s_vysledky.txt

'6 qseqgid pident

Nakonec porovname nami vytvofené kontigy s proteinovou databazi (napf. nr z NCBI,
swissprot z EMBL), v naSem pfipadé s databazi UniProt (https://www.uniprot.org/uniprot/?
guery=taxonomy:10239 pro viry). Pokud neni Zadna nebo minimalni shoda nasich kontigu
s nukleotidovymi zaznamy, pouzijeme srovnani kontigli s proteinovou databazi. Databaze
UniProt obsahuje referenéni sekvence proteinu, genu a popisli, nutnych pro studium

exprese genu a proteinu.

blastx -num_threads N -query

uniprot -max_target_seqs 1 -evalue 1le-5
pident length qlen slen qstart
salltitles sscinames' -out soubor_s_vysledky.txt
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Obr. 13. Pozitivni shoda novych kontigl s proteinovymi sekvencemi ambi — like znamych
virt z UniProt databaze. Popis sloupcl viz text vyse.

Témito kroky a srovnani sekvenci s databazemi nukleotidovych a proteinovych sekvenci
jsme ziskali zaznamy o potencialnich virovych sekvenci. Pokud budeme popisovat nové
viry, je nutné ale vSechny tyto sekvence otestovat a zjistit, jak jsou viry v hostiteli
usporadany, jestli se jedna o provirus, nebo o cely virus a jeho pfesnou sekvenci.
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Pokud nebudeme chtit novy virus popisovat a bude nam stacit pouha jeho identifikace,
muUzeme rovnou pfistoupit k testovani jeho virulence a pfenosu.
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Obr. 14. Sekvence nové detekovaného ambi-like viru s vyznacenymi kodujicimi oblastmi v
podobé& ORF (open reading frames). Jeden ORF je ve sméru 3' -> 5', druhy ORF ve sméru
5 -> 3\
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7. VySetieni biologického materialu na pfitomnost mykoviru

V momentu, kdy mame k dispozici sekvenci viru, ziskanou bioinformatickou analyzou NGS
dat, mizeme zacit testovat pFitomnost virG v jednotlivych izolatech z biobanky vaclavek.
Postup spociva v navrzeni specifickych primerd pro sekvenci ambi-like vir(, screening
pritomnosti ambi-like virll v izolovanych kulturach vaclavek a testech, vedoucich k pfenosu
virll z infikovanych na neinfikované houby. K tomuto pfenosu dochazi pomoci hybridizace
hyfovych vlaken, ktera jsou infikovana mykovirem a hyfovych viaken bez pfitomnosti
mykovird. Zaroven jsou ovéfovany kmeny, které budou vhodnymi adepty na pokusy s
pfenosem viru, protoze se v nich ambi-like viry nevyskytuiji.

7.1. Navrhovani primert

Prvnim krokem v analyze mykovird v kmenech hub, u nichZ nebylo provadéno NGS
sekvenovani, je navrzeni specifickych primert pro ¢ast sekvence ambi-like viru. Po PCR
analyze je amplifikovany fragment virové sekvence identifikovan vizualné na agarézovém
gelu a poté je osekvenovan a ziskana sekvence je porovnana pomoci nastroje BLAST s
databazi sekvenci NCBI (GenBank). K navrhovani primer( existuje cela fada programd,
nejpouzivanégjsim je software Primer3 (Untergasser a kol., 2012), ktery je soucasti baliku
Geneious.

1. Sekvenci sestavenou z NGS sekvenovani nahrajeme do programu Geneious (ve
verzi 8.1.9 — Biomatters, Ltd.) a sputime program Primer3. Program sam vyhleda
nejpfihodnéjsi sekvence primerd ve sméru 3' -> 5' i ve sméru 5' -> 3.

2. Vybereme sekvence primer( (forward a reverse primerovy par), které odpovidaji
nejlépe zadanym kriteriim — napf. navrzeny fragment byl dlouhy idealné kolem 500
bp, oba F i R primery méli co nejpodobné&jSi Tm (melting temperature), primery
nesmi vytvaret vlasenky a dimery, pomér G-C para bazi by mél byt idealné mezi
40-60 % a primery by se mély primarné navrhovat z konzervované ¢asti DNA.

3. Nasledné vybrané primery porovname pomoci BLAST s databazi. Zvolené
sekvence primerld se nesmi vyskytovat v jiném organismu, ktery by se mohl
vyskytovat spole¢né s nami zkoumanym materialem. .

4. Sekvence primerd, které jsme vybrali, nechame nasystetizovat v komeréni
laboraotfi (napf. KRD Praha, Macrogen Europe, Holandsko).

5. P¥iklad navrzenych primerQ pro sekvenci ambi-like virl jsou v tabulce 1

Tab. 1. Navrzené sekvence primeru pro ambi-like virus

Nazev primeru Sekvence primeru
Ambi F GCTATGGCTGACTCCTCGTC
Ambi R ACAGGGCAATCATTGGAGGG
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7. 2. Reverzni transkripce izolované celkové RNA

PCR reakce probiha na templatu DNA, analyza je zaloZzena na replikaci DNA a kliCovym
enzymem je DNA polymeraza. Proto je nutné izolovanou celkovou RNA (viz kap. 4.3.)
prepsat procesem reverzni transkripce na cDNA, ktera slouzi jako templat pro PCR s
primery pro ambi-like virus. Existuje cela fada komerénich kitl pro reverzni transkripci.
Jedna se v zasadé o jednu reakci kombinujici reverzni transkripci a PCR , ktera probiha v
termocyklerech, stejné jako klasicka PCR. Proces reverzni transkripce probiha podle
manualu vyrobce kitu.

Reverzni transkripce se pfipravi pomoci kitu, napf. kitem ImProm-Il Reverse Transcription
System (Promega, Madison, USA)

1. Na ledu smichame 0,5 ul forward primeru, 0,5 ul reverse primeru, 3 ul celkové RNA
a 1 ul vody bez nukleaz.

2. Smés nechame denaturovat pfi 70 °C 5 minut, poté okamzité pfemistime zpét na
led a nechame inkubovat alesporn 5 minut.

3. Pfipravime reakEéni mix pro reverzni transkripci smichanim nasledujicich
komponent na ledu.

Voda bez nukleaz 3,7 ul
ImProm-Il 5x reakéni pufr 4 ul
MgCI2 4,8 ul
dNTP mix 1 ul
Rekombinantni RNasin ribonukleazovy inhibitor 0,5 ul
ImProme-Il reverzni transkriptaza 1l
Finalni objem 15 pl

4. Cely namichany objem 15 pl reakéniho mixu pfidame k denaturované celkové RNA
s navrzenymi ambi-like F i R primery.

5. Vzorek vloZzime do termo-bloku a nastavime teplotni profil reakce nasledovné
25 °C - 5 minut
42 °C - 60 minut
70 °C - 15 minut

6. Vysledkem reakce je cDNA, kterou muizeme pouzit pro dalSi analyzy, popf.
zamrazit pfi -80° C do doby pouZiti.
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7.3. Klasicka PCR reakce a diikaz ambi-like virt

Jako templat klasické PCR slouzi cDNA ziskana reverzni transkripci. Klasickou PCR
provadime proto, abychom:

1) potvrdili a zjistili, kde v NGS sekvenovanych vzorcich hub se ambi-like virus nachazi,
protoze celkova RNA se izoluje jako pool nékolika vzorkd vaclavek,

2) zjistili, jestli se ambi-like viry nenachazeji také v jinych, NGS nesekvenovanych,
izolatech a vzorcich mycelia vaclavek.

Pro PCR pouzijeme navrzené primery specifické pro nami identifikované ambi-like viry (viz
vyse).

Pfiprava reak¢ni smési:

H.0 4 ul
Ambi F primer 1 ul
Ambi R primer 1l
PPP Master Mix (Top-Bio, Vestec, CR) 10 pl
cDNA 4 ul
Finalni objem 20 pl

Mikrozkumavky s PCR smési vlozime do termocykleru a spustime reakci o nasledujicim
teplotnim profilu:

Pocate¢ni denaturace: 94 °C 2 minuty

Denaturace 94 °C 1 minuta
25 cykl(:  Annealing 60 °C 1 minuta (dle Tm primert)
Elongace 72 °C 2 minuty

Konec€na elongace: 72 °C 5 minut

Po dokonCeni PCR vizualizujeme amplifikované fragmenty na agar6zovém gelu a
amplifikované PCR produkty nechame osekvenovat v externi laboratofi s ambi-like primery
za ucCelem potvrzeni specificnosti analyzy. Vysledné sekvence porovhame s databazi
sekvenci NCBI (podrobnéjsi postup viz. Curn a kol., 2019).
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8. Testovani prenosu mykovira v laboratofri

Vzhledem k tomu, Ze se mykoviry povazuji za potencialni prostfedky biologické ochrany
proti celé fadé fytopatogennich hub, je dllezité testovat prenositelnost mykovirli mezi
jedinci populaci fytopatogennich druhl hub. Doposud byly popsany pfenosy mykovir(
sporami nebo splynutim hyf anastomézou (Nuss 2005; Zhao a kol. 2020; Yu a kol., 2013).
Z vySe uvedeného vyplyva, ze pfenos mykovird mezi jedinci je mozny a to muze mit i
potencialni dopad na biologickou ochranu proti vaclavkam.

8.1. Hybridizace kment vaclavek

Pfenos mykovird splyvanim hyf je proces, kdy dochazi k vyméné genetickych informaci
mezi jedinci a moznému prenosu informaci z jednoho jedince na druhého. Testy jsou
postavené na prorUstani hyfovych vlaken infikovanych mykovirem a neinfikovanych
mykovirem kmen( vaclavek na jedné agarové misce. Popsany postup je graficky
znazornén na obrazku 15.

1. Pfipravime si misky s ME agarem

2. Na misku s agarem dame na jednu polovinu inokulum mycelia kmene vaclavky,
ktera neni infikovana ambi-like virem. Na druhou polovinu agaru v misce dame
kmen vaclavky, ktery je ambi-like virem infikovany (obr. 15A.)

3. Jako kontrolu nainokulujeme kazdy kmen vaclavky zvlast na samostatnou misku s
agarem.

4. Misky umistime do termostatu a nechame kultivovat (viz Curn a kol., 2019).

5. Po cca 3 tydnech misky z termostatu vyndame a Cast nové narostlého mycelia na
styku obou kmenu odebereme a nainokulujeme na nové misky s agarem. Opét
dame kultivovat do termostatu (obr. 15C).

6. Pasazovani provadime po tfech tydnech. Nukleové kyseliny ale mizeme izolovat jiz
po 2 tydnech, kdy odeberem mycelium a vyizolujeme celkovou RNA a/nebo DNA.
Extrahované kyseliny zpracujeme pfislu§nymi postupy (viz ptedeslé kapitoly, Curn a
kol., 2019). Nukleové kyseliny extrahujeme i z kontrolnich vzorku.

7. V pfipadé, ze PCR reakci s pfisluSnymi primery ziskame amplikony mykovirt
v pivodné neinfikovaném kmeni a Sangerovo sekvenovani potvrdi pfritomnost
sekvenci mykoviru v plvodné neinfekénim kmeni, dosahli jsme hyfalniho prenosu
mykoviru.
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Obr. 15, Schematické znazornéni postupu testovani pfenosu viru.
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9. Srovnani novosti postupu

V souéasné dob& neni v CR k dispozici dostupnd metodika, zabyvajici se touto
problematikou. Dosud dostupné informace jsou dilCi, velké mnozstvi informaci tykajicich
se metod NGS je dostupné v celé fadé védeckych publikaci a monografiich, zabyvajicich
se problematikou detekce virovych nakaz u hub, ale nikde dostupné v takto podrobné a
komplexni podobé.

Predkladana metodika zahrnuje popis vSech metodickych a analytickych postupu od sbéru
a kultivace hub, pfes izolaci nukleovych kyselin a jejich zpracovani pro NGS analyzu az po
podrobny popis bioinformatického zpracovani NGS dat a popis detekce novych virQ.

Novost postupu spociva v kombinaci metod molekularné biologickych a bioinformatickych
pouzitelnych k detekci virt a jejich identifikaci u vaclavek, které nebyly doposud v CR pro
diagnostiku virt vaclavek pouzity.

10. Popis uplatnéni metodiky

Metodika "Metodika identifikace a determinace mykovird u hub rodu Armillaria" v prvni
Casti popisuje teoreticky uvod do problematiky. V praktické Casti jsou uvedeny postupy
potfebné pro nakladani s biologickymi vzorky, izolaci nukleovych kyselin, pfipravu vzorki
pro NGS sekvenovani a vyhodnoceni sekvenacnich dat pomoci bioinformatickych nastroju
pro detekci viru v houbovych hostitelich.

V metodice jsou shrnuty soubory optimalizovanych postupl a navodl pro molekularni a
bioinformatickou analyzu sekvenci novych virll, na jejichz zakladé lze dle uvedenych
postupl provadét analyzy houbovych hostitell s cilem optimalni detekce pfitomnosti RNA
virovych elementd. Vystupem analyzy je detekce potencialnich biologickych agens,
pouzitelnych v ramci integrované, popf. biologické ochrany proti vaclavkam, resp. houbam
obecné.

UzZivatelé metodiky jsou vyzkumna lesnicka pracovisté, ktera mohou vyuZit pfednosti
optimalizovaného postupu detekce novych potencialnich biologicky aktivnich virovych
elementl u patogennich hub. Metodiku mohou vyuzit v ramci védecké cinnosti i vysoké a
stfedni Skoly se zaméfenim na ochranu lesa. Metodika se mlze uplatnit v celé fadé
vyzkumnych a vysokoskolskych organizaci vzhledem k obecnému postupu pfi detekci
novych organizm( metodami NGS.
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11. Ekonomické aspekty

Pfedpokladané pfinosy metodiky v roviné ekonomické nelze pfesné vycislit. V pfipadé
uspesné identifikace viru, ktery bude zasadné ovliviiovat vztah vaclavka - smrk ve
prospéch smrku, by byly ekonomické pfinosy vycisleny do vySe nékolika stovek tisic korun
ve formé vysSich vynosl z produké&nich ploch a kvalitni, vyhodné obchodovatelné dievni
hmoty. Identifikace viru vhodného k biologické ochrané smrkd proti vaclvkam by také
prinesla finanéni prospéch ve formé uzitnych vzorl a patentovych pfihlasek.

DalsSimi pfinosy predkladané metodiky jsou rozSifeni spektra technik a metodickych
postupl pouzivanych v diagnostickych laboratofich, rozSifeni portfolia technik a sluzeb
provadénych v laboratofi a ekonomicky pfinos souvisejici s témito sluzbami a v roviné
metodické a vzdélavaci. Metodika bude vyuZita ve vyzkumnych laboratofich, na vysokych
a stfednich skolach.
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