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SOUHRN

Bakterialni a houbova spolecenstva ovlivituji rovnovahu vSech ekosystémt. Jsou jednim
z kli¢ovych faktort pro spravny rust a vyzivu rostlin. Pro detekci mikroorganismi a studium
mikrobialnich spole¢enstev se Vv soucasnosti uplatituje hlavné metoda PCR a 'high throughput
sequencing'.

Cilem této prace byla identifikace druhti bakterii a hub vyskytujicich se na povrchu
poskozenych plodii merun¢k pomoci PCR amplifikace variabilnich oblasti 16S rDNA bakterii
a ITS oblasti u hub a identifikace mikroorganismt na zakladé analyzy sekvenci ziskanych
Sangerovym sekvenovanim a sekvenovanim nové generace.

Pomoci konvenéniho pfistupu, ktery zahrnoval Sangerovo sekvenovani se na povrchu plodu
merunky nepodafilo identifikovat zadny fytopatogenni mikroorganismus. Pomoci
sekvenovani nové generace bylo na povrchu plodii merunék s poskozenim a bez poskozeni

detekovano devét roda hub, ale nebyl prokazan jejich ptimy vliv na poSkozeni plodu.
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SUMMARY

Bacterial and fungal communities affect the balance of all ecosystems. They are one of the key
factors for good plant growth and nutrition. Nowadays, PCR and 'high throughput sequencing'
are mainly used to detect microorganisms and study microbial communities.

The aim of this work was to identify species of bacteria and fungi occurring on the surface of
damaged apricot fruits by PCR amplification of variable regions of 16S rDNA bacteria and ITS

regions of fungi, and identification of microorganisms based on sequence analysis obtained by

Sanger sequencing and next generation sequencing.

Using a conventional approach using Sanger sequencing, no phytopathogenic microorganism
could be identified on the surface of the apricot fruit. Using next-generation sequencing, nine

genera of fungi were detected on the surface of apricot fruits with and without damage, but their

direct effect on fruit damage was not proven.
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1.UVOD

Mikroorganismy jsou hlavnimi faktory, které ovliviiuji fungovani a rovnovahu vSech ekosystému
a piispivaji ke kolob¢hu Zivin a k primarni produkci. Termin mikroorganismy zahrnuje bakterie,
kvasinky, houby a v nékterych pfipadech i viry. Studium mikrobidlnich spolecenstev
v konkrétnich ekologickych nikach je klicové pro pochopeni jejich vzajemného pilisobeni.
Mikrobiomy jsou studovany v ramci humanni a veterinarni mediciny, studie na lidech a jinych
savcich prokazaly roli mikrobiomu v fad¢€ fyziologickych procesi, které jsou Zivotné dulezité pro
zdravi hostitele, vcetné energetické homeostazy, metabolismu, imunologické aktivity
a neurobehavioralniho vyvoje. Poznatky o mikrobiomech jsou nezbytné pro pochopeni fungovani
zemédelskych ekosystémi, které se uplatni v ochrané plodin pied chorobami a sktdci, zvyseni
produktivity rostlin a zlepSeni absorpce Zivin.

Studium mikrobiomt je spojeno s rozvojem metod jejich detekce a identifikace. Existenci
mikroorganismi prokazali jako prvni Robert Hooke a Anthony van Leeuwenhoek jiz v roce 1665
a jesté téhoz roku své poznatky publikovali v knize Micrographia. Objev mikroorganismt
umoznila vyroba jednoduchych mikroskopt. Pravé ve spojeni s uzivanim mikroskopt jiz bylo
popséno velké mnozstvi mikroorganismt a jejich vyznam pro lidské zdravi, zemédélstvi, pramysl
a puvod a vznik Zivota na Zemi.

V soucasné dobe¢ se predpoklada, Ze se na Zemi vyskytuje az jeden bilion druhd mikroorganismd,
ale ne vSechny druhy se zatim podafilo popsat. Napi. v jednom gramu ptidy se mize vyskytovat
az nékolik tisic druhli mikroorganismil, ale jen méné€ nez 1 % téchto druht bylo dosud kultivovano
a popsano.

Diagnostika mikroorganismu byla zalozena na jejich izolaci a kultivaci na riznych typech médii
podle jejich fyziologickych a nutri¢nich potieb. Dnes se vice a vice uplatituje detekce pomoci
PCR, tato metoda totiz na rozdil od kultivace umoznuje identifikovat i nekultivovatelné
mikroorganismy piimo ve vzorcich. V soucasné dobé se ke studiu mikrobidlnich spolecenstev
kromé klasickych metod vyuziva i 'high throughput sequencing'. Nespornou vyhodou této metody

je moznost analyzy vSech genomd organismd, které se nachazeji ve vzorku.



N

. CILE PRACE

Vypracovani reSerSe na téma 'Bakteridlni a houbova spolecenstva na povrchu ovoce'.

Zvladnuti pouzivanych metod: odbér vzorku, izolace DNA, PCR, sekvenovani,

bioinformatika.

Identifikace fytopatogennich mikroorganismti na povrchu plodi merunék.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. Mikrobiom

Mikrobiom je definovan jako skupina v§ech mikroorganismi fyzicky se vyskytujicich na, anebo
v téle lidi, jinych organismil nebo v urcitych prostredich. Slozeni spolecenstev mikroorganismti se
velmi 1i8i v zavislosti na charakteristikich prostiedi. (Marchesi et Ravel, 2015) do mikrobiomu
zahrnuji jen bakterie, kvasinky, houby a viry, Beule (2018) spektrum mikroorganismu rozsiiuje
0 améby a bicikovce.

V soucasné dobé se studuje predev§im lidsky mikrobiom. Touto tématikou se zabyva napf.
"The Human Microbiome Project’. Jedna se o velké mnozstvi navzajem propojenych studii
z celého svéta, jejichz cilem je poznat kompletni slozeni lidského mikrobiomu a jeho vliv
na genetické a metabolické procesy v téle (Turnbaugh et al., 2007). Ukazuje se, Ze i nepatogenni
mikroorganismy mohou pfispet k rozvoji a zdravi jednotlivet, u kterych se vyskytuji. Napiiklad
mikrobiom v lidském stievé byl spojen se zdravou funkci mozku, imunitniho systému, traviciho
traktu, ale také s fadou onemocnéni od rakoviny az po metabolické a psychiatrické poruchy
(Ritpitakphong et al., 2016). Vysledky tohoto projektu nam mohou poskytnout také informace
0 evoluci ¢loveéka, o vlivu rychle se vyvijejicich technologii a zmén zivotniho stylu
na mikroevoluci lidi a rovnéz jejich vliv na nachylnost k riznym chorobam (Turnbaugh et al.,

2007).

3.1.1 Mikrobiom rostlin

Studium mikroorganismi spojenych s rostlinami ma dlouhou historii, ktera sahd az k definici
rhizosféry podle Lorenze Hiltnera v roce 1904 (Hartmann et al., 2008). Piestoze jedny z prvnich
studii rostlinného mikrobiomu byly provadény na kotfenech rostlin, dnes nejsou opomijeny ani
studie mikroorganismi kolonizujicich povrch plod®, listd, kvéth, stonkd a endogennich
mikroorganismt vyskytujicich se v rostlinnych pletivech (Abdelfattah et al., 2016). Domnivam
se, Ze konkrétni mikrobiom rostlin (rostlinnych organtl) je primarné dan kompatibilitou hostitelské
rostliny a mikroorganismi a je dale ovlivnén fadou biotickych a abiotickych faktort. Mezi
nejvyznamnéjsi faktory ovliviujici mikrobiom podzemni ¢asti rostlin patii pH pidy, jeji salinita,
typ pudy, struktura pidy, pidni vlhkost a ptdni organicka hmota (Fierer, 2017). Zatimco faktory
jako jsou vngjsi podminky (svétlo, teplo, mnozstvi vody, ziviny) ovliviiuji hlavn€¢ mikrobiom
nadzemnich c¢asti rostlin (Hardoim et al., 2015). Je také znamo, ze dalsi faktory souvisejici
s hostitelem, jako je stafi rostlin a zdravotni stav rostlin, ovliviiuji strukturu mikrobialnich
spoleCenstev prostiednictvim produkce specifickych kofenovych exudati, které napt. u bakterie
Azoarcus sp. kmen BH72 vyvolavaji zvysenou transkripei gend, jejichz produkty se uplatiiuji pfi
endofytické kolonizaci rostlin mikroorganismy (Reinhold-Hurek et al., 2015).

Jednotlivé mikroorganismy rostlinného mikrobiomu miizeme podle jejich vlivu na rostliny

rozdglit na prospeésné, neutralni nebo patogenni. Mezi asi nejznamé;jsi prospésné mikroorganismy
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patii hlizkovité bakterie, které jsou schopny fixovat vzdusny dusik. Jedna se o endofytické
gramnegativni pudni bakterie, které Ziji v symbioze s rostlinami z Celedi bobovitych (Spaink,
2000). Tyto bakterie, které jsou na zakladé symbiotického chovani souhrnné nazyvané ,,rhizobia®,
patii do celedi Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae a Bradyrhizobiaceae
(Madigan et al., 2003) a maji schopnost indukovat tvorbu hlizek v hostitelské rostliné pomoci
produkce specifickych signalnich molekul tzv. ,,nod faktora* (Lerouge et al., 1990; Spaink et al.,
1991; Truchet et al., 1991). Dalsi z fady prospé$nych bakterii jsou n€které ptirozené epifytické
bakterie, které mohou vykazovat pfiznivé ucinky narostlinu jako je zvySend produkce
fytohormont a s ni spojena podpora rustu. Druhy bakterii Azospirillum sp., Alcaligenes faecalis,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas sp. a Xanthomonas sp. jsou schopny produkovat auxiny,
cytokininy nebo gibereliny (Bulgarelli et al., 2013; (Costacurta et Vanderleyden, 1995). Nékteré
bakterie ovlivilyjici rist rostlin mohou sekretovat 1-aminocyklopropan-1-karboxylat deaminazu
(ACCD), ktera snizuje hladinu stresového hormonu ethylenu. Mezi kmeny bakterii, které dokazi
zvysit hladinu ACCD patii naptiklad zastupci rodt Pseudomonas sp., Arthrobacter sp. a Bacillus
sp. (Rascovan et al., 2016). Rada pfirozené se vyskytujicich rostlinnych mikroorganismi zlep3uje
absorpci zivin, podporuje biosyntézu antimikrobialnich sloucenin a ptimo nebo zprostiedkované
inhibuje rostlinné patogeny (Bulgarelli et al., 2013). Carrion et al. (2018) uvadéji, ze
proteobakterie Paraburkholderia graminis vyskytujici v rhizosféfe rostlin dokaze potlacit rast
houbovych patogenti produkci tékavych organickych sloucenin obsahujicich siru, které maji
fungicidni uc¢inek. Dalsi ptiklad ptisobeni ptirozené se vyskytujicich mikroorganismti uvadi Duran
et al. (2018) - endofytické mikroorganismy patiici do rodu Serratia a Enterobacteras podle néj
potlacuji rust houby Gaeumannomyces graminis, ktera je zodpovédna u obilovin za ¢ernani pat
stébel. Stejny uGcinek na nékteré patogeny vyskytujici se v pid€ maji tzv. supresivni pidy,
ve kterych je ptitomen mikrobiom, ktery je schopny rust téchto patogent potla¢it (Santhanam
etal., 2015). Mezi takové mikroorganismy patii zejména zastupci rodi Pseudomonas,
Streptomyces, Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter a Pantoea (Exposito et al., 2017; Schlatter
etal., 2017).

Celosvétove roste obava z patogend trvale se vyskytujicich v zivotnim prostiedi. Studie, které
se zabyvaji touto tématikou, se zaméfuji zejména na lidské patogeny, zatimco rostlinnym
patogenim byla dosud vénovana jen mald pozornost (Guilbaud et al., 2016). Jednim
z vyznamnych rostlinnych patogentd je bakterie Pseudomonas syringae. Patovary P. syringae
napadaji Sirokou $kalu hospodarsky vyznamnych druhti peckovin, dale okurky, olivy nebo kiwi
a prostrednictvim produkce fytotoxickych sloucenin, proteinti a fytohormonti zptisobuji chloroézy
nebo nekrozy listt a dieva (Ashorpour et al., 2008; Koh et al., 2014; Izadiyan et Taghavi, 2017;
Mansfield et al., 2012). Mezi dal$i patogeny, které zptisobuji vyznamné ekonomické ztraty, patii
Ralstonia solanacearum, ktera je podle Genin et al. (2010) nejni¢ivéjsi patogenni bakterii rostlin

na svété. Druh R. solanacearum se piedstavuje velkou skupinu kment, které se 1isi vyskytem,
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spektrem hostiteli a patogennim projevem. R. solanacearum dokaze infikovat az 250 druht rostlin
a je pivodcem hnédé hniloby brambor, vadnuti rajcat, tabaku, lilku a nékterych okrasnych rostlin.
Vyznamnym patogenem, ktery napada fadu ovocnych stromti, keii a okrasnych rostlin a vyvolava
u nich bakterialni spalu je Erwinia amylovora. Tento patogen je nebezpe¢ny zejména pro mladé
ovocné stromy, u kterych muze zpusobit i jejich thyn (Mansfield et al., 2012).

Prestoze mezi mikrobioty fylosféry dominuji bakterie nad archei a houbami, pravé ptitomnost
nékterych hub muze hrat klicovou roli ve zdravi rostlin a jejich produkci (Bulgarelli et al., 2013).
vétsina organismi, které nejsou schopny fotosyntézy, jsou i houby zavislé na existenci rostlin,
které jim poskytuji uhlik jakozto zdroj energie. Vztah mezi houbami a rostlinami byva vétsinou
vzajemné prospé$ny, mnoho druhli hub je saprofytickych, tj. Ziji na odumielych rostlinnych
materialech, rozkladaji je a recykluji Ziviny, které jsou poté znovu dostupné pro rostliny.
V prubéhu evoluce zacaly n¢které houby aktivné interagovat rostlinami. Vétsina z téchto interakci
je pro rostlinu vyhodna, napf. pro jejich rdst a vyvoj, jako v pifipadé¢ symbidz, mykorhiz
a endofytickych hub (Grayer et Kokubun, 2001).

Nékteré rostliny pfirozené hosti rezervoar endofytickych hub, které u nich nezplsobuji zadné
choroby. Praveé naopak, endofytické houby hraji zasadni roli pti ochrang rostliny proti patogentim
a mohou mit i pozitivni vliv na rust rostlin (Saminathan et al., 2018). Nejznamé&jsi kofenové
epifytické mikroorganismy jsou houby vytvarejici ektomykorhizy, vétSinou se podileji na zvyseni
mobilizace a absorpce zivin v ptidé, zatimco hostitelska rostlina jim poskytuje sacharidy, tento typ
symbidzy je dominantni zejména mezi kofeny dfevin a zastupci oddéleni Basidiomycota
a Ascomycota (Vandenkoornhuyse et al., 2015; Landeweert et al., 2001). Symbiotické houby
rovnéz prispivaji k obrané rostlin proti patogentim, napt. vyvolanim systémovée ziskana rezistence
nebo indukované systémové rezistence. Nekteré houbové endofyty dokonce moduluji rezistenci
hostitelskych rostlin, napt. endofyt Colleotrichum tropicale, vyskytujici se v listech kakaovniku
(Theobroma cacao), indukuje expresi stovek hostitelskych obrannych genii, coz ma za nasledek
celkové zlepSeni jejich odolnosti (Busby et al., 2016).

Cast hub se déle vyvinula opaénym smérem, porusily rovnovéhu vzajemného prospéchu, aby se
staly patogeny rostlin (Grayer et Kokubun, 2001). Houbové patogeny na rozdil od bakterialnich
jsou jedine¢né svou invazivnosti a ¢asto pfimo pronikaji buné¢nou sténou, aby ziskaly pfistup
k bunéénému obsahu (Mellersh et al., 2002). Mezi nejcastéji se vyskytujici patogenni houby na
svété patii tzv. padli (oddéleni Ascomycota, fad Erysiphales), které napada listy, stonky, kvéty
a plody téméf 10 000 druht krytosemennych. Kazdoro¢ni opatfeni plodin proti padli zahrnuje
obrovské vydaje na fungicidy a vyvoj rezistentnich odrad (Glawe, 2008). Vyznamné ekonomické
ztraty vyvolavaji i druhy Cladosporium sp. nebo Alternaria alternata (Abdelfattah et al., 2016).
Rostlinné patogeny ale nemusi mit nutn¢ jen negativni vyznam, Alternaria sp. byla pouzita pii
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fulvum byla dilezitym genetickym modelem pro pochopeni molekularni podstaty hostitelské
rezistence (Glawe, 2008; Rivas et Thomas, 2005).

Ochrana spotiebitele a ochrana zivotniho prostfedi maji prednost pted jakymikoli jinymi
vyrobnimi nebo ekonomickymi divody. Ochrana rostlin pied patogeny, skidci a plevely
se postupné pieorientovala od masového pouzivani pesticidii k racionalnimu pouzivani pesticida
v integrované a ekologické produkci, u kterého mé zdravi uzivatele a ochrana zZivotniho prostiedi
pfednost pfed produktivnimi nebo ekonomickymi strankami rostlinné vyroby. V tomto novém
scénafi ochrany plodin se zavadéji i mikrobidlni pesticidy a v souc¢asné dobé nékolik prospésnych
mikroorganismu tvoii souc¢ast nové generace mikrobialnich pesticidii a mnoha dalSich pfirodnich

produktti mikrobialniho ptivodu (Montesinos, 2003).

3.1.2 Studium mikrobiomu

Jako prvni se studiu lidského mikrobiomu vénoval Theodor Escherich. Prokézal, ze ihned
po narozeni dochazi ke kolonizaci téla novorozence mikroorganismy. Pfestoze je matetské mléko
sterilni a je prvni potravou novorozence, pozoroval pfitomnost kokul, bacili a kvasinek
na obarvenych sklickach s prvni stolici novorozence i na sklickach se stolici kojenct (Flamm,
2011).

U rostlin se vétSina studii zamétfuje na rhizosféru, tedy exogenni mikrobiom, pfestoze
mikroorganismy jsou schopny kolonizovat i rostlinna pletiva, kde tvofi endogenni mikrobiom
(Berg et al., 2014). V soucasné dob¢ ¢eli rostlinna vyroba mnoha vyzvam, jako je zména klimatu,
demograficky vyvoj a rist poptavky po udrzitelné produkci. A protoze mikroorganismy prokazaly
potencial pro pouziti jako bioferilizatory nebo biopesticidy, roste zajem o tento alternativni zptisob
vyzivy a ochrany plodin v agrotechnickych postupech (Mitter et al., 2016; Mendes et al., 2013).
VétSina rostlin interaguje s mikroorganismy, které jsou ¢asto nezbytné pro jejich rlst a preziti.
Berg et al., (2014) dokonce povazuji mikroorganismy, které kolonizuji rizné ¢asti rostlin,
za ,,druhy genom rostliny”. V tomto ohledu mnoho studii v poslednich desetiletich dokazalo,
7e interakce mezi rostlinami a mikroorganismy jsou rozhodujici nejen pro lepsi pochopeni
problematiky rastu rostlin, ale také pro zajisténi udrzitelné rostlinné vyroby v ménicim se svéte.
Dalsim dtlezitym divodem pro studium mikrobialni diverzity je nedostatek znalosti o existujicich
a vyhynulych mikroorganismech. Neexistuje totiz shoda v tom, kolik druhi mikroorganismi na
svéte existuje (Fakruddin, 2015).

U bakterii a hub pievazuje symptomaticka diagnostika na hostitelich a fenotypova diagnostika
ziskanych bakteridlnich a houbovych izolatl. Kultivatni metody ndm primarné poskytuji
kvalitativni data, i kdyz lze ziskat i kvantitativni informace, napfiklad pocet kolonii. Vyhoda
kultiva¢nich metod spociva v tom, ze UspeéSna izolace poskytuje objektivni dikaz piitomnosti
mikroorganismu a kultury, ktera je k dispozici pro dalsi charakterizaci. Tradi¢ni kultivace

mikroorganismti ale zachycuji jen omezenou c¢ast diverzity, kterd je ve vzorku, pokud nejsou
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pouzity rozmanité kultivaéni pfistupy, které poskytuji rtizné nutri¢ni podminky a nemaskuji
ptitomnost pomalu rostoucich mikroorganismu (Sanzani et al., 2014). Navic kultiva¢ni metody
nemusi byt dostatecné citlivé pro detekci mikroorganismii u presymptomatickych infekci
a nemohou tak detekovat n¢kolik sezonné aktivnich patogent prenaSenych v ptid€, mezi které patii
néktefi zastupci rodu Phytophthora sp. Jedna se totiz o sezonné aktivni efemerni organismy, které
mohou byt v hostitelskych tkanich nebo ptdéach rychle nahrazeny jinymi mikroorganismy.
Velikost jejich populace mtize ve velmi kratkém casovém obdobi kolisat z nedetekovatelné az
k velmi vysoké hodnoté (Cooke et al., 2007). Bylo prokazano, ze kultivovatelné bakterie
predstavuji mensi zlomek z celkového mikrobiomu (Giovannoni et al., 1990), pfi¢emz
se odhaduje, ze pouze 1-10 % padnich bakterii je kultivovatelnych (Hugenholtz et Pace, 1996).
Morfologické charakteristiky jako tvar bun¢k, bunééna sténa, Grammovo barveni atd. samy o sob¢
nemusi byt dostate¢né pro spolehlivou diagnostiku mikrobt (Fakruddin, 2015). Dalsi klasifikace
a rozfazeni do rodd a druhti se provadi pomoci fady biochemickych testll. Nicmén¢ sekvenovani
16S rDNA dokazalo, Ze tyto biochemické testy nemusi byt spolehlivé (Batt, 2016).

Detekce fytopatogennich hub mize byt u nékterych hostitelskych organismt provedena piimo
diky typickym pfiznakim infekce. Pokud nejsou specifické projevy infekce jednoznacné,
vyuzivaji kultivacni metody vlhké komory, které mohou podpofit rist a sporulaci patogenu
z pletiv hostitele nebo izolaci patogenu na kultivacnich médiich. Tato technika je vhodna pro
patogeny v hostitelskych tkanich, protoze je mozné fyzicky zabranit v rastu kontaminujicim
mikroorganismim. Ve slozitych vzorcich prostfedi, jako je pida nebo voda, vS§ak mohou rychleji
rostouci saprofytické organismy skryvat pfitomnost primarniho patogenu (Sanzani et al., 2014).
Jako vzorek pro identifikaci druhit mohou slouzit plodnice hub nebo houbové kultury. Nicméné
drtiva vétsina hub nevytvaii zadné plodnice a nemize byt tedy kultivovana pomoci dostupnych
technik. Pravé molekuldrni identifikace pomaha objasnit stale malo popsanou diverzitu hub
v komplexnich prostiedich jako je rhizosféra, puda, sedimenty a voda (Ren et al., 2019).
Molekularni identifikaci a genomickou analyzu cilového druhu mohou komplikovat spolecné
se vyskytujici mikroorganismy ve vzorku; pti kultivaci hub je bézna piitomnost
endosymbiotickych bakterii, ale bylo dokazano, Ze plodnice mohou byt napadeny i prokaryoty,
protisty, jinymi houbami a mikroskopickymi vodnimi bezobratlymi (hlistice, chvostoskoci a larvy
dvoukiidlych) (Tedersoo et al., 2016).

Ve srovnani s témito metodami ma metagenomicky pfistup schopnost odhalit diive skrytou
rozmanitost spoleenstva mikroorganismi (Wei et al., 2018). Metagenomika piedstavuje soubor
molekularné biologickych metod, které pracuji s veSkerou genetickou informaci ze vzorku
a poskytuji tak daleko vétsi mnozstvi informaci o biodiversité nez postupy zalozené na kultivaci;
jinak feCeno se jedna o sekvenéni a funk¢ni analyzu vSech mikrobidlnich genomt obsazenych
ve vzorku prostiedi (Riesenfeld et al., 2004; Daniel, 2005). Tyto studie mikrobiomti nAm mohou
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produktech biologické kontroly a poskliziiovych opatieni (Gilbert et Dupont, 2011).

Kromé sekvenovani celkové extrahované DNA nebo RNA prostiednictvim cDNA jsou Casto
pouzivany prtistupy, které zahrnuji amplifikaci jednotlivych gent pfed sekvenovanim.
Ribozomalni operon je diky své pfitomnosti ve vSech organismech a diky pfiméfené
konzervovanosti ¢asto pouzivan jako zlaty standard pii identifikaci. Pfistupy na bazi amplikond
zamétené na variabilni specifické markery, napt. 16S rDNA ITS nebo 18S rDNA se bézné
pouzivaji pti identifikaci bakterii, archei a hub (Scholer et al., 2017).

PCR amplifikace 16S rDNA je nyni nejcastéji pouzivanou metodou pro stanoveni slozeni
bakterialnich spolecenstev zejména proto, Ze obsahuje jak vysoce konzervované oblasti pro navrh
primerd, tak hypervariabilni oblasti pro identifikaci fylogenetickych charakteristik
mikroorganismi (Yang et al., 2016). Nebylo vSak dosazeno shody ohledné¢ toho, které
z 9 variabilnich oblasti 16S rDNA by mély byt zacileny pfi studiich bakterii (Obrazek 1) (Sperling
etal., 2017). Ke studiu mikrobialni diverzity a bakterialnich spolecenstev v pletivech a na povrchu
rostlin se pouzivaji hlavné V3 a V4 variabilni oblasti (Eichmeier et al., 2019; Klindworth et al.,
2013).

Vi V2 V3 V4 V5 Vo V7 % V9

Obrazek 1: Variabilni oblasti 16S rDNA (zhotoveno podle Swift Amplicon 16S + ITS Panel;
https://swiftbiosci.com/swift-amplicon-16s-its-panel/).

Vnitini transkribované mezerniky (ITS) jsou primarni volbou pro identifikaci hub. Dva vysoce
variabilni mezerniky: ITS1+ITS2 jsou obvykle druhové specifické, zatimco vmezeteny 5.8S gen
je vysoce konzervovany (Obrazek 2). Téchto vlastnosti se vyuziva i pti identifikaci nékolika

dal$ich skupin eukaryot, v¢etné rostlin a zivo¢icht (Bengtsson-Palme et al., 2013).

ITS1 ITS2
188 I 5.;S 268

Obrazek 2: Organizace eukaryotni rDNA (zhotoveno podle Swift Amplicon 16S + ITS Panel;

https://swiftbiosci.com/swift-amplicon-16s-its-panel/).

3.2 Mikrobiom rhizosféry

Termin rhizosféra poprvé pouzil rostlinny fyziolog Lorenz Hiltner, rhizosféru popisuje jako oblast
okolo kofene rostliny, ktera je obyvana jedine¢nou populaci mikroorganismi ovlivnénych
kofenovymi exudaty (Hartmann et al., 2008). Kofeny rostlin vylucuji Sirokou $kalu sloucenin,

které jsou rozhodujicimi faktory pro interakci s mikroorganismy. Jedna se o fadu organickych
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a anorganickych sloucenin, které zahrnuji cukry, mastné kyseliny, CO, rtizné anionty a kationty,
terpenoidy, thiazoly, cyklické adenosinové estery, aminokyseliny a proteiny (Badri et Vivanco,
2009, Rasmann et al., 2012). Jednou z dulezitych funkci téchto sloucenin je zahajeni chemotaxe,
ktera rostlinam umozni pfitahovat mikroorganismy (Bais et al., 2006). Kromé sloucenin, které

se uvolfuji pfi vzniku prospésnych interakci, vylucuji rostliny i inositoly a bithienyl a jeho
derivaty, které odpuzuji patogenni mikroorganismy z okoli rhizosféry (Rasmann et al., 2012).
Podle Egamberdieva et al., (2008) se v rhizosféie vyskytuje az 10 mikrobialnich bun&k na gram
pudy a vice nez 30000 prokaryotickych druhd (Mendes et al., 2011). VétSina téchto
mikroorganismi hraje zasadni roli pfi podpofe ristu rostlin, a to hlavné diky zvySenému piisunu
zivin, které jsou v pudé Spatné dostupné, jako napt. fosfor, dusik, zelezo a zinek. Hlavnimi
mechanismy zvySeni pfijmu zivin jsou zvySeni rozpustnosti fosfatl a rozpustnosti soli zinku
z nerozpustnych sloucenin, fixace dusiku a vazba Zeleza prostiednictvim produkce siderofort.
Mikroorganismy maji rovnéz zasadni vliv pfi pfeziti a toleranci rostlin vi¢i biotickym
a abiotickym faktortim. Cini tak fadou mechanismi jako je biofertilizace, stimulace ristu kofent,
kontrola abiotického stresu, rhizoremediace a kontrola chorob prostiednictvim inhibice rdstu
nekterych patogenti. Tyto mechanismy byly intenzivné studovany u rhizobakterii spadajicich do
kment Proteobacteria a Firmicutes (rody Pseudomonas a Bacillus) a u hub patficich do oddé€leni
Deuteromycetes (rod Trichoderma) (Ali et al., 2017).

V mikrobiomu rhizosféry se ale nevyskytuji pouze prospesné bakterie, at’ uz pro zdravi rostlin
nebo ¢loveéka (Ali et al., 2017). V rhizosféfe se mohou vyskytovat i bakterie izce souvisejici
s nozokomialnimi infekcemi: Psedomonas aeruginosa, Serratia marcescens, Burkholderia
cepacia a Streptomonas maltophilia. Byly detekovany i druhy, které mohou zptisobovat kozni
infekce (Bacillus cereus, Proteus vulgaris, Pseudomonas sp.) nebo infekce mocovych cest
(Proteus vulgaris, Burkholderia cepacia) (Berg et al., 2005).

Existuje jen nékolik skupin plidnich patogennich bakterii, pravdépodobné proto, Ze bakterie
netvorici spory v pide, nemohou dlouho pfezit. Pfikladem patogennich bakterii vyskytujicich
se v pudé je Ralstonia solanacearum zpusobujici hnédou hnilobu brambor a Agrobacterium
tumefaciens vytvarejici nadory v pletivech dvoudéloznych rostlin (Mendes et al., 2013).

Dalsimi mikroorganismy, které maji klicovy vliv v rhizosféte jsou houby, které se vyskytuji spolu
s rostlinami v mutualistickém vztahu. Symbiotické souziti hub s kofeny vyssich rostlin neboli
mykorhiza, je v pfirodé¢ velmi rozsifena. U kofenid strom v mirnych pasmech se setkavame
zejména s ektomykorhizou, coz znamend, Ze houbovy organismus nepronikd do pletiv
symbiotické rostliny, zatimco pfi endomykorhize ¢ast houbovych hyf pronika do bunék rostliny.
Vyznam mykorhizy byl dlouho podcenovan, ale v posledni dobé se ukazuje, Ze 70-90 % vSech
rostlin je mykorhiznich (Parniske, 2008). Tyto vztahy vytvaii fada hub, ale pro zemédélstvi jsou

---------

zastupci ¢eledi Glomeromycota. AMH jsou v symbioze s vice nez 80 % celedi rostlin, které

9



zahrnuji mnoho druhui plodin (Gosling et al., 2006). AMH zajistuji svému hostiteli absorpci
fosfatovych ionti (Sanders et Tinker, 1971), zvySuji odolnost hostitelské rostliny vic¢i hmyzu
(Gange et West, 1994) a pudnim patogenum (Newsham et al., 1995), zlepsuji odolnost vii¢i suchu
(Augé et al., 1994) a zvysuji toleranci k zasoleni pidy a pfitomnosti tézkych kovu (Shetty et al.,
1995; Mohammad et al., 2003). Na druhé stran¢ houby pfijimaji uhlik z hostitelské rostliny, ktery
jim umoziuje rust a dokongit tak jejich zivotni cyklus (Gosling et al., 2006).

Kromé hub, které jsou pro rostliny prospésné, je velké mnozstvi hub pfitomnych v rhizosfére
parazitarnich a zpusobuji vazné choroby, které mohou vést az k smrti rostlin (Ali et al., 2017).
Témer vSechny patogenni houby pfitomné v rhizosféie jsou nekrotrofni, coZz znamena, ze zabijeji
hostitelské rostliny svymi toxiny a nasledné ziskavaji ziviny z mrtvych organizmil. Rostliny
napadené houbovymi ptidnimi patogeny mohou mit fadu ptiznakd, ale zaroven mohou byt obtizné
diagnostikovatelné, protoze vétSina symptomi je pozorovatelnd pouze pod zemi a projevy
napadeni na nadzemni ¢asti rostlin mohou byt podobné t€ém, které jsou zptisobeny abiotickymi
faktory zahrnujicimi sucho, stres nebo nedostatek zivin. Pidni houbové patogeny mohou
zpuisobovat také rozklad semen a kotfenovou hnilobu. Jakmile je kofen infikovan, miize se patogen
§ifit na dalsi kofeny, jako napt. u zoosporickych hub rodu Pythium a Phytophthora nebo se infekce
muaze Sifit prostfednictvim prorustani mycelia, jako je tomu u rodd Rhizoctonia

a Gaeumannomyces (Mendes et al., 2013).

3.3 Endomikrobiom

Endofyty neboli organismy, které ziji uvnitt rostlinnych pletiv, jsou soucasti mikrobiomu kazdé
rostliny. Némecky botanik, Anton de Bary, ktery je povazovan za otce rostlinné patologie, vytvoril
v roce 1886 termin endofyt, pomoci kterého popsal endofytni houby jako parazitické druhy Zijici
uvnitt rostlinnych pletiv. Wilson (1995) jako endofyty oznaduje organismy (nejéastéji houby,
bakterie ¢i fasy), které jsou schopné alespon ¢ast svého zivotniho cyklu zit uvnitt rostliny, aniz by
zpusobovaly jeji poskozeni nebo jakékoliv viditelné znamky onemocnéni.

Potencialni ptinos nékterych endofytickych mikroorganismi spociva v ochrané rostlin pred
patogeny a hmyzem, zvySeni tolerance stresu, modulaci vyvoje rostlin a potlaceni ristu plevelu.
Konkrétni mechanismy, kterymi endofytické mikroorganismy plni tyto funkce u rostlin se 1isi
Vv zavislosti na mikroorganismu a rostlin¢ (White et al., 2019). Endofyty mohou rovnéz ovlivnit
zavaznost symptomu choroby, a tedy i zdvaznost onemocnéni rostlin, ale i pies rostouci pocet
studii je zdkladni mechanismus interakci stdle nejasny. Jednim z uvaZovanych mechanismi
je indukce systémové rezistence hostitele (Busby et al., 2016).

Mezi endofytni mikroorganizmy jsou fazeny i zastupci bakterii. Nékteré endofytni bakterie mohou
zvysit schopnost tolerance k xenobiotickym slouc¢eninam vyskytujicim se v pudé a urychlit jejich

degradaci. Napfiklad u rostlin rostoucich v pidé kontaminované ropou byla popsana endofyticka

spoleCenstva s vyssi Cetnosti bakterii degradujicich uhlovodiky nez u rostlin na nekontaminované
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pudé (Porras-Alfaro et Bayman, 2011).

Piitomnost jinych bakterialnich endofyti se u rostlin nékdy ani nemusi projevit. Z pletiv
bezptiznakovych rostlin révy vinné, kukufice a ryze bylo izolovano 129 bakterialnich druht, které
nalezely do 54 rodu, ptficemz nejcastéji byli detekovani zastupci rodi: Pseudomonas, Bacillus,
Enterobacter a  Agrobacterium. Pseudomonas, Erwinia, Bacillus, Pseudomonas,
Corynebacterium, Burkholderia, Enterobacter  byly detekovany v kofenech kukufice,
Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas a Bacillus ve stonku kukufice, Enterobacter,
Pseudomonas, Pantoea, Rhodococcus ve stonku révy vinné (Hallmann et al., 1997),
Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes v kotenech révy vinné (Burns et al.,
2015) a celedé¢ Rhizobiaceae, Comamonadaceae, Streptomycetaceae a Bradyrhizobiaceae
v kofenech ryze (Edwards et al., 2015).

Podle Fishera et Petriniho (1992) muizeme rozdé€lit endofytické houby do dvou kategorii: jedna
zahrnuje prevazné saprofytni organismy a druha potencialni patogeny. Toto rozdé€leni se ale neda
aplikovat na vSechny houbové endofyty, nékteré z nich s komplexnimi zivotnimi cykly mohou
totiz spadat do obou kategorii. I kdyz je dany endofyt schopen infikovat vice hostitelt, jeho
interakce mohou vykazovat funk¢ni nebo ekologickou specifitu: endofyt jednoho hostitelského
druhu schopny kolonizovat jiny druh nemusi interagovat s obéma druhy stejnym zpisobem. Velké
mnozstvi literatury rostlinné patologie udava, ze houbové patogeny s komplexnimi zivotnimi
cykly osidluji rozli¢né hostitelské druhy v riznych Zivotnich stadiich a ze jejich interakce s témito
hostiteli se vyrazné lisi (Arnold, 2007). Mnoho hub bé&Zn¢ uvadénych jako endofyty jsou
fytopatology povazovany za minoritni nebo sekundéarni patogeny. Jejich Casty vyskyt ve zdravych
i nemocnych rostlindich jenom zdlraziiuje to, ze neni mozné presné stanovit hranice mezi
endofyty, fakultativnimi patogeny a latentnimi patogeny (Stone et al., 2004). Fisher et Petrini
(1992) napt. zjistili, ze druhy Alternaria alternata, Epicoccum purpurascens a Cladosporium
tenuissimum, které byly diive popisovany jako saprofyti nebo jen slabi paraziti ryZe, jsou schopné
kolonizovat i ziva pletiva mladych rostlin ryze. Dal§im vyznamnymi endofyty jsou
vieckovytrusné houby z rodu Colletotrichum napadajici fadu hostitelti (jahodnik, celer, lilek, rajce,
paprika, broskvon, bortivka, réva vinna aj.). Velmi vyznamnymi endofyty a zaroven patogeny jsou
zastupci rodu Fusarium, ktefi jsou piivodci tzv. fusariového vadnuti. Fusaria jsou sice ¢astymi, ale
ziidka dominantnimi slozkami endomikrobiomu (Stone et al., 2004). Mezi typické endofytické
houbové patogeny dievin patiéi pivodci antrakndz, jako je antrakndza platanu (Apiognomonia
veneta) a antrakndza buku (Apiognomonia errabunda).

Houbové endofyty, které musi pronikat a pretrvavat v hostitelskych pletivech, s vétsi
pravdépodobnosti vykazuji urCity stupen specifity i s ohledem na houby, které se mohou
prechodné vyskytovat na povrchu jejich hostitele. Tyto endofyty pak mohou uplatiiovat svou
antimikrobialni aktivitu nebo produkovat sekundarni metabolity pouze za piitomnosti elicitorii

nebo substratli organismu, ve kterém se vyskytuji. Pfikladem je entomopatogenni houba
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Beauveria bassiana zptsobujici plisiova onemocnéni hmyzu (Arnold, 2007). Bing et Lewis,
(1991) prokazali, ze Beauveria bassiana muize rist jako endofyt, a pfitom chranit kukufici pred
zavijeCem kukuficnym. U rostlin kakaovniku bylo prokdzano, ze nékteré endofytické houby
mohou snizit poSkozeni patogeny Phytophthtora palmivora, Moniliophtora roreri
a Moniliophtora perniciosa; u divokych banani endofyty Cordana sp. a Nodulosporium sp.
inhibovaly rast patogenu Colleotrichum pomoci produkce sekundarnich metabolitti (Porras-Alfaro
et Bayman, 2011).

3.4 Mikrobiom fylosféry

Na povrchu rostlin se nachazeji stovky druhi bakterii, kvasinek a hub. Bakterie jsou ale zdaleka
nejpodetnéjsimi kolonizatory, na povrchu listii se miize vyskytovat az 107 bunék na cm? (Lindow
et Leveau, 2002). Toto mikroprostiedi, tzv. fylosféra je oblast, kterou tvoii nadzemni organy
rostlin a atmosféra a podléha kombinovanému regulacnimu vlivu obou téchto slozek (Marendiak
et al., 1987). Obecné plati, ze mikroorganismy vyskytujici se na nadzemnich ¢astech rostlin
pochazi z piidy, osiva a vzduchu a ptizptisobuji se zivotu v rostlinnych pletivech nebo na jejich
povrchu, kde na slozeni mikrobialni komunity ma vliv n€kolik faktorti véetné pidy, podminek
prostiedi a agrotechniky (Hardoim et al., 2015; Stone et al., 2018). Heterogenni prostiedi tvorené
fylosférou podporuje koexistenci Sirokého spektra mikroorganismi vcetné prokaryot (bakterie
améne cCasto archebakterie), eukaryot (houby aoomycety) a vird. Bakterialnim epifytnim
spoleCenstvim obecné dominuji Proteobacteria (napt. Methylobacterium, Sphingomonas,
Pseudomonas), houbovym epifytnim spoleenstviim dominuji Ascomycota (napi. Auerobasidium,
Cladosporium, Taphrina) (Vacher et al., 2016). Strukturni analyza fylosféry révy vinné potvrdila
vyskyt rodti Pseudomonas, Sphingomonas, Bacillus, Enterobacter, Pantoea a Metylobacteriumas
(Zarraonaindia et al., 2015, (Kecskeméti et al., 2016). Studiu mikrobiomu na listech kukufice se
vénovali Wallace et al. (2018) zjistili, ze mezi dominantni zastupce pattily rody Sphingomonas
a Methylobacterium. Steven et al. (2018) detekovali v kvétech jabloné nejéastéji druhy rodu
Pseudomonas a ¢eledi Enterobacteriaceaeas. Podobné ¢etné studie provedené na kvétech jabloni,
mandli, grapefruitu, tabaku nebo na kvétech dyné zjistily, ze se nejcastéji vyskytovali zastupci
rodu Pseudomonas (Aleklett et al., 2014). Pravé bakterie Pseudomonas syringae je jednim
Z nejvice prostudovanych patogent rostlin, zplsobuje choroby obrovského ekonomického
vyznamu, jelikoz napada Sirokou skalu rostlin (Mansfield et al., 2012). Pseudomonas syringae je
schopna rust epifyticky a proniknout do pletiv listi pies stomata nebo ranami, kde pti vhodnych
podminkach katalyzuje tvorbu ledu pomoci svych nuklea¢n¢ aktivnich ledovych jader a zptsobuje
tak mrazové poskozeni u rostlin (Vacher et al., 2016; Hattlrigh, 1989).

Kromé bakterii je povrch listl masivné kolonizovan kvasinkami a vlaknitymi houbami. Mezi
jedny z nejbéznéjsich patogent na svéte patii patogeny zpusobujici padli: Erysiphe, Podosphaera,

Phyllactinia a Blumeria. Tyto druhy po proniknuti kutikulou a po rozruseni bunééné stény
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ziskavaji zdroje z rostlinnych bunék, pfi infekci rostou jejich mycelia na povrchu listt, kde
vytvateji Sedé povlaky (Glawe, 2008).

Mnoho horizontalng ptfenaSenych endofytd pravdé€podobné zacind rlst na povrchu listd pied
proniknutim do pletiva rostliny. Mohou se tedy v rdmci svého vyvoje pteorientovat z epifytniho
organismu na endofytni. Tato zména je v nékterych pfipadech mozna i naopak. Z endofyth
se mohou stat epifyty, pokud jsou vystaveny vnéjSimu prostfedi, napt. pfi poSkozeni pletiva
a mohou pomoct ochranit exponované ¢asti pred vnéj$im prostfedim diky vytvoreni biofilmu nebo
prekrytim odhaleného mista svymi hyfami (Porras-Alfaro et Bayman, 2011).

O Cetnych nepatogennich mikroorganismech vyskytujicich se na povrchu rostlin se toho obecné
vi jen velmi malo, hraji dtilezitou roli pii udrzovani velikosti populace skodlivych mikroorganismi
a nékteré jsou dnes pouzivany jako biologicka kontrola pro ochranu rostlin ped chorobami nebo
mrazem.

Fylosféru rostlin, zejména plodin mohou osidlovat i lidské patogenni bakterie jako Escherichia
coli nebo Salmonella enteritica. S trendem vétsi spotfeby Cerstvé ovoce a zeleniny a celosvétové
distribuce téchto produktti zrtznych oblasti s riznymi hygienickymi podminkami budou

spotiebitelé vystaveni vy§§imu riziku expozice lidskym patogentim (Lindow et Leveau, 2002).

3.5 Mikrobiom plodu

Mikroorganismy jsou nedilnou soucasti plodii ovoce a zeleniny, kde se nachazi jako epifyty
na jejich povrchu nebo jako endofyty v pletivech. VétSina téchto mikroorganismii neni patogenni,
ale bylo potvrzeno, Ze v nékterych ptipadech konzumace tepelné neupravené zeleniny a ovoce je
rizikovym faktorem pro infekci sttevnimi patogeny jako Escherichia coli O157:H7, ktera byla
izolovana z listd Spenatu nebo salatu a Salmonella typhimurium a S. newport byly detekovany na
rajéatech a salatu (Heaton et Jones, 2008). Expozice nepatogennim mikroorganismim
vyskytujicim se na povrchu plodi miize u lidi také ovlivnit vyvoj alergii. Kromé vlivu na lidské
zdravi, maji tyto mikroorganismy vliv i na rychlost znehodnoceni potravin (Leff et Fierer, 2013).
Priciny a mechanismy znehodnocovani plodin mikroorganismy a podminky spravného skladovani
spolu s biologickou a posklizitovou biologickou kontrolou jsou v posledni dobé velmi intenzivné
studovany.

Z ptedchozich studii, které se zaméfily na kultivovatelna bakteridlni a houbovéa spolecenstva
a jejich vliv na produkci vyplynulo nekolik klicovych zavért: (1) existuje nekolik faktort, jako je
kultivar a fyziologicky stav rostliny a patogenu, které ovliviiuji kolonizaci rostliny
mikroorganismy (napf. u potravinovych patogent ptitomnych na salatu) (Critzer et Doyle, 2010;
Mitra et al., 2009; Klerks et al., 2007), (2) podminky pfi péstovani a skladovani mohou ovlivnit
sloZeni pfitomnych bakterialnich spoleenstev (Ponce et al., 2008; Rastogi et al., 2012; Rudi et
al., 2002, Lopez-Velasco et al., 2011; Granado et al., 2008; Ottesen et al., 2009) a (3) nepatogenni

mikroorganismy mohou inhibovat rlst patogennich mikroorganismi na povrchu ploda (Liao et
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Fett, 2001; Critzer te Doyle, 2010; Enya et al., 2007; Shi et al., 2009; Teplitski et al., 2011). Jiz
zminéné rozdily v podminkéach pi#i péstovani, transportu a skladovdni ovoce mohou ovlivnit
rozmanitost a sloZzeni mikrobialnich spoleéenstev (Nguyen-the et Carlin, 1994; Gram et al., 2002).
Ptedpoklada se, ze plody vyvijejici se bliz k zemi budou mit ve svém mikrobiomu vyssi zastoupeni
pudnich mikroorganismi nebo u plodd skladovanych pfi nizsich teplotach bude vétsi podil
psychrofilnich bakterii (Nguyen-the et Carlin, 1994; Rudi et al., 2002; Lopez-Velasco et al.,
2011).

Vétsina studii mikroorganismil spojenych s rostlinnou produkci se zaméfila na relativné maly
pocet patogennich bakterii. Tyto studie zdaleka nepokryvaji celkovou rozmanitost a slozeni
mikrobialnich spolec¢enstev piitomnych na plodech (Leff et Fierer, 2013). Interakce mezi riznymi
druhy mikroorganismti mohou ovlivnit strukturu mikrobialnich spole¢enstev, které obyvaji povrch
plodi a svym vlivem na rostlinu mohou ovlivnit fadu ekologickych a evolu¢nich procesu.
Biogeograficka distribuce mikrobialnich spolecenstev byla az doposud studovana hlavné na
plodech révy vinné, které jsou zakladnim zdrojem pro vyrobu vina. Jen malo studii se zabyvalo
mikrobiomem ploda slivoni, jabloni, hrusni, tfe$ni nebo jahodnikl (Vepstaité-Monstaviéé et al.,
2018).

PrestoZe vétSina bakterii na povrchu hroznti nemtize prezit za extrémnich podminek, které panuji
béhem procesu fermentace vina, jsou uzite¢né pro zdravi rostliny, kvalitu plodu, vynos, a dokonce
i proces vyroby vina. Jejich metabolické aktivity na povrchu hroznd hraji daleZitou roli na zacatku
kvaseni (Nisiotou et Nychas, 2007; Verginer et al., 2010). V poslednich letech byly studie
zamétené zejména na vliv mikrobiomu povrchu hroznd na proces vyroby vina, zatimco obecné
sloZzeni mikrobiomu povrchu hroznti bylo studovano velmi malo. Az nedavno byly zkoumany
zmény v mikrobiomu v zavislosti na vinicich (Portillo et al., 2016). Zhang et al. (2019) se vénovali
studiu fylogenetické skladby bakteridlniho mikrobiomu u 12 klond 6 odrtid révy vinné (kazdou
odridu zastupovaly 2 klony). Analyzou 12 kloni ziskali cca 440 000 sekvenci, ve kterych bylo
detekovano 933 bakterialnich rodt, které nalezely do 45 kment. U vSech klont byly pfitomny
rody Pseudomonas, Bacillus a Lactococcus. Nejpocetnéjsi a Casto se vyskytujici byly kmeny
Cyanobacteria, Proteobacteria a Firmicutes. Kmeny Bacteriodetes, Chlororflexi, Acidobacteria
a Planctomycetes se vyskytovaly klonové specificky. PrestoZe je zndmo, Ze na utvareni
mikrobiomu plodu révy vinné ma vliv zZivotniho prostiedi, kultivar a konkrétni podminky vinice,
stale je tieba prozkoumat nékolik dalSich aspektti. Mezzasalma et al., (2018) studovali mikrobiom
tii odrad révy vinné, které se péstuji po celém svété: Cabernet Sauvignon, Syrah a Sauvighon
Blanc, a to ve tech sbirkach genovych zdroju, které byly charakterizovany riiznymi klimatickymi
podminkami (severni Itélie a severni Spanélsko). Analyza 16S rRNA pomoci High Throughput
Sequencing pidniho mikrobiomu révy vinné dokazala, Ze vSechny vzorky hroznt sdilely, bez
ohledu na misto odbéru vzorkli (Upati italskych Alp, Lombardie a sever Spanélska), nékteré

bakterialni taxony, zejména rody Bacillus, Methylobacterium, Sphingomonas a dalsi rody patfici
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do tfidy Aplhaproteobacteria. Autofi rovnéZ potvrdili, ze puda piedstavuje primarni rezervoar
mikroorganismli pro mikrobiom hroznii, ktery je az ze 60 % tvofen rody vyskytujicimi se jak
V pudé, tak na povrchu hroznid. Zarovei je mozné odvodit zemépisny ptivod a kultivar révy vinné
na zaklad€ sloZzeni mikrobiomu hrozntl, a to s vysokou pfesnosti, az 75 % (9 z 12 testovanych
vzorki). Cerstvé hrozny révy vinné jsou béhem sklizné nebo piepravy nachylné na kontaminaci
nékterymi houbami, které mohou urychlovat jeho rozklad nebo produkovat mykotoxiny
a vyvolavat napt. alergie. Tournas et Katsoudas (2005) analyzovali 251 vzorkt Eerstvého ovoce
zahrnujicich plody révy vinné, jahody, borivky, maliny, ostruziny a nékteré citrusy. Ovoce
zakoupené na trhu povrchové sterilizovali, 14 dni inkubovali bez jakéhokoliv média a nasledn¢
hodnotili vyskyt hub. Procento kontaminovanych vzorki kolisalo v zavislosti na druhu ovoce.
Nejbéznéjsimi houbami izolovanymi ze vzorkd malin, ostruzin, bortivek a jahod byly Botrytis
cinerea, Rhizopus, Alternaria, Penicillium, Cladosporium a Fusarium nasledované kvasinkami
rodu Trichoderma a Aureobasidium. 35 % testovanych vzorkd hrozn bylo kontaminovano
houbami Alternaria, Botrytis cinerea a Cladosporium. U plodu citrust vykazovalo pfitomnost hub
83 % vzorkd, jednalo se pfedev§im o rody Alternaria, Cladosporium, Penicillium a Fusarium.

V poslednich letech je velmi intenzivné studovan mikrobiom plodd jabloni, a to zejména
v souvislosti s poskliziiovymi opatfenimi a vyuzitim biopesticidl. Poskliziiové patogeny totiz
zpusobuji velké ztraty v produkci jablek. Bylo jiz popsano vice nez 90 druhti hub, které zptisobuji
hniloby jablek béhem skladovani (Leibinger et al., 1997); patii mezi né houba Pezicula
malicorticis, ktera zpusobuje kruhovou hnédou hnilobu jablek, Penicillium expansum zpuasobujici
modrou hnilobu jablek a Botrytis cinerea (pliseni $eda). Ke kontrole poskliziiovych patogent se
prevazné pouzivaji syntetické fungicidy. Nicmén€ vznik patogenti rezistentnich k fungicidim
a poptavka vefejnosti po snizeni pouzivani pesticidi vedla ke hledani alternativnich strategii
(Janisiewicz et al., 1994; Wilson et al., 1993). Proto bylo rozsahle studovano pouziti bakterialnich
kment nebo kvasinek k potlaceni poskliziiovych patogent (Janisiewicz et al., 1994; Kim et al.,
1997; Roberts, 1990; Roberts, 1994). Spole¢nost Bionext vyvinula slibny antagonisticky
biokontrolni prosttedek NEX0101 obsahujici jako aktivni slozku kvasinku Candida oleophila.
Pusobeni téchto kvasinek je zaloZeno na kolonizaci poranéni, hlavnim cilem NEX0101 je pivodce
modré hniloby jablek Penicillium expansum aplisen Seda zpisobena Botrytis cinerea
(Vorstermans et al., 2007). Uginnost biologickych kontrolnich agens Pseudomonas syringae,
Pseudomonas fluorescens a Candida sp. studovali i Zhou et al. (1999) na plodech broskvoni. Zralé
plody — broskve byly poranény a spole¢né inokulovany izolaty Pseudomonas syringae
a Pseudomonas fluorescens nebo izolatem Candida sp. v kombinaci s konidiemi Monilia
fructicola nebo sporangiosporami Rhizopus stolonifer. Broskve inokulované M. fructicola byly
100% infikovany do 3 dnt. Broskve inokulované M. fructicola a P. syringae byly infikovany
pouze z 5 %. Oproti tomu broskve inokulované P. fluorescens nebo Candida sp. byly infikovany

stejné vazné jako broskve, na které nebyly aplikovany zadné biokontrolni agens. Ve spojenych
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statech se Candida oleophila a Pseudomonas syringae bézné pouzivaji jako posklizitové fungicidy
proti peniciliové hnilob€ u jabloni, tfeSni, hrusni a citrusiti uz od zacatku 90. let, konkrétné jako
ptipravky Bio-Save 10 a Bio-Save 11 (Leibinger et al., 1997).

Na povrchu plodu jsou pfitomny rovnéz i nepatogenni houby. Abdelfattah et al. (2016) dokonce
prokazali, ze diverzita houbové mikrofléry u sklizenych jablek se v ramci jednotlivych ¢asti plodu
lisi. Ve vzorcich ze slupek byl dominantni rod Penicillium, zatimco ve vzorcich ze stopek a zbytku
kalichu ptevazovaly houby rodu Alternaria. Ascomycota piedstavovala vice nez 90 %
identifikovanych druhd, Basidiomycota 8 % a Chytridiomycota 0,1 %.

Krom¢ fady druhti hub se na povrchu ploda jabloni vyskytuji i bakterie. Ottesen et al. (2009)
uvadgji, Ze pii analyze 16S rDNA z fylosféry plodi jabloni identifikovali kmeny Acidobacteria,
Bacteroidetes, Cyanobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Firmicutes a Actinobacteria.
Vedle révy vinné a jadrovin je mikrobiom plodu studovan i u peckovin. Péstovani peckovin je
v Ceské republice dilezitym odvétvim ovocnafstvi a méa dlouholetou tradici, zejména pak
péstovani merunék, broskvoni a slivoni (Polak et al., 2010). Plody peckovin obecné patii k rychle
se kazicimu ovoci a jeho doba skladovani je ¢asto ovlivnéna houbovou nebo bakterialni infekei.
Moniliova hniloba ovocnych stromi se vyskytuje ve vSech oblastech péstovani ovoce na svéte.
Tato choroba kazdoro¢né zplisobuje znaéné ztraty v produkci peckovin. Typické ptiznaky jsou
podobné na vSech druzich ovocnych stromil, které napadéa a zahrnuji hnédnuti a usychani kvétd,
M. laxa, M. fructigena a M. fructicola (Poniatowska et al., 2013). V Severni Americe hnédou
hnilobu zpusobuje hlavné M. fructicola a v mensi mife potom M. laxa, zatimco v Evropé jsou
hlavnimu pivodci hnédé hniloby M. fructigena a M. laxa (Coté et al., 2004). Poniatowska et al.
(2013) ziskali celkem 670 izolatt Monilia spp. z infikovaného ovoce. Byly shromazdény
z riznych komerc¢nich ovocnych sadt peckovin a jabloni v Polsku. Pomoci multiplex PCR se jim
podafilo identifikovat 20 izolatd ziskanych ze $vestek, broskvi a jablek jako M. polystroma,
5 izolatu ze $vestek jako M. fructicola. Zbyvajici izolaty byly identifikovany jako M. fructigena
nebo M. laxa.

Dalsim omezujicim faktorem pro produkci peckovin je ale podle Ivanové et al. (2012) sucha
skvrnitost listd peckovin. Primarnimi patogeny zpusobujicimi tuto chorobu je bakterie druhu
Xanthomonas pruni spolu s Xanthomonas campestris, ale identické piiznaky mohou byt
zpusobeny i houbovym patogenem znamym jako Stigmina carpophila. U nékterych druhti Prunus
sp. (P. amygdalus, P. armeniaca, P. avium, P. cerasus, P. communis, P. domestica, P. dulcis,
P. italica, P. laurocerasus, P. persica) se mohou typické ptiznaky jako u suché skvrnitosti listi
objevit i po pisobeni jinych faktort, které zpisobuji poskozeni listi, jako je padli nebo jiné houby,
které napadaji listy, Skiidci, nutri¢ni problémy a poSkozeni v disledku neptiznivych ptidnich nebo
povétrnostnich podminek. Tyto infekce listh mohou vést az k defoliaci, ktera béhem raného

vyvoje ovoce muize zpusobit opad nezralych plodi (Ivanova et al., 2012).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Plody merun¢k byly zaslany ze sadu ve Velkych Pavlovicich dne 2.7.2018. Jednalo se o zdravé

plody bez znamek napadeni nebo poskozeni (PM-Zd) a o plody, u kterych se vyskytovaly hnédé

skvrny na slupce plodu (PM-2). Zdravé plody bez znamek poskozeni byly analyzovany

pracovniky laboratotfe. Vzorky byly uchovavany v -80 °C.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

@)

@)

Agaro6za (Amresco, kat. ¢. 0491B70)

Ampicilin 100 pg-ml* (Duchefa Biochemie, A0104)

Deionizovana voda

Ethidium bromid 10 mg-ml* (Biotium, kat. ¢. 40042)

GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. SM0241)
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific kat. ¢. SM0323)
Good View Nucleic Acid Stain (SBS Genetech, kat. ¢. HGV-2)

Isopropanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 278475)

IPTG (Promega, kat. ¢. V3953)

MyTaq Red DNA polymeraza (Bioline, kat. ¢. BIO-21107)

Primery S-D-Bact-0785-a-A-21, S-D-Bact-0008-a-S-16, ITS1, ITS4, M13F a M13R
(Generi Biotech)

SOC médium (Sigma-Aldrich, kat. ¢. S1797)

X-Gal (Thermo Scientific, kat. ¢. #R0404)

Pouzité soupravy

O

O

O

Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, kat. ¢. 4337455)
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, kat. ¢. 69104)

MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina, kat. ¢. MS-102-3001)

PGEM-T Vector system kit (Promega, kat. ¢. A1360)

QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, kat. ¢. 28704)

Swift Amplicon 16S+ ITS Panel (Biosciences, kat. ¢. AL-51648)

Pouzité roztoky a jejich ptiprava

O

50x TAE pufr (242 g Tris base rozpustit za stalého michani v 800 ml dH20O, ptidat 57,1 ml
ledové kyseliny octové a 100 ml 0,5M EDTA (pH 8), doplnit do 1 000 ml), dale nafedéno

na 1x.
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o LB médium (10 g kaseinového hydrolyzatu, 5 g kvasni¢éného autolyzatu, 5 g peptonu

a 10 g NaCl v 1 000 ml deionizované vody).

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zatizeni

O

O

O

Vahy EK 200G (A&D Co. Ltd.)

Analytické vahy AE 24 Q (Mettler)

Inkubator 1500 (Flow Laboratories)

Dokumentacni systém G-Box véetn¢ softwaru GeneSnap (Syngene)
Elektroforeticka komtrka HU10 Mini - Plus Horizontal (Scie - Plas)
Fluorometr DyNA Quant 200 (Hoefer)

Geneticky analyzator ABI PRISM 3790 (PE Applied Biosystems, USA)
Homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals)

Chladnicka kombinovand ERB 3445 (Electrolux)

Keramické kulicky Lysing Matrix M (MP Biomedicals)

Laminarni box PV-100 (Telstar)

Mikrovlnna trouba (OTF)

Mini centrifuga PrismTM mini (Labnet)

Mini centrifuga Spectrafuge™ mini - centrifuge (Labnet)
Hlubokomrazici box (Scholeller)

NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific)

Stolni centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

Termoblok Mixing Block MB - 102 (BIOER)

Termocykler T personal (Biometra)

Termocykler T100 Thermal Cycler (BIO RAD)

UV transiluminator UVT-14 L (Herolab)

Vortex IKA MS2 mini shaker (Gemini BV)

Vyrobnik Supinkového ledu Ice Flaker (Brema)

Zdroj stejnosmérného elektrického proudu Power Station 300 (Labnet)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 1zolace DNA

Z plodi merunék uchovavanych pii -80 °C byla odtiznuto cca 50 mg slupky (blanity exokarp),
na které byly pozorovatelné patologické zmény v podobé hnédych skvrn. Izolace DNA byla
provedena za pouziti DNeasy Plant Mini Kit.

Cca 50 mg vzorku bylo homogenizovano ve 2ml zkumavce s ptidavkem 400 pl pufru AP1 a 4 pl
RNasy A pomoci keramické kulicky o priméru 6,35 mm (Lysing Matrix M, MP Biomedicals)
v homogenizatoru FastPrep-24 (MP Biomedicals) po dobu 60 s pii 4 m-st. Homogenat byl
V prubehu 10min inkubace pfi 65 °C 2-3x zamichan pievracenim. Po inkubaci bylo k homogenétu
pfidano 130 pl pufru P3, po promichani byl vzorek inkubovan 5 min na ledu. Lyzat byl
centrifugovan 5 min pii 20 000 g. Nasledné byl supernatant pfepipetovan do filtracni kolony
umisténé do 2ml sbérné zkumavky a centrifugovan 2 min pti 20 000 g. Filtrat byl pfemistén
do ¢isté 2 ml zkumavky. Bylo pfidano 1,5 objemu pufru AWI1 a roztok byl dobie promichan
pipetovanim. 650 pl roztoku bylo pfemisténo do DNeasy Mini spin vazebné kolony a do nové 2ml
centrifugacni zkumavky. Roztok v koloné byl centrifugovan 1 min pii 6000 g a filtrat byl nasledné
vylit do odpadu. DNeasy mini spin vazebna kolona byla pfemisténa do nové 2ml centrifugacni
zkumavky a bylo ptfidano 500 ul AW2 pufru, byla provedena centrifugace 1 min pii 6000 g.
Roztok, ktery protekl, byl vylit do odpadu. Na kolonu bylo pfidano 500 pl pufru AW2, a vSe bylo
centrifugovano 2 min pfi 20 000 g. DNeasy mini spin vazebna kolona byla pfemisténa do nové
1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky a do ni bylo napipetovano 30 pl deionizované vody piimo
na membranu kolony. Prob&hla inkubace 5 min pii pokojové teploté a nasledné byla provedena
centrifugace 1 min pii 6000 g, pti které doslo k uvolnéni DNA. Koncentrace izolované DNA byla
zméfena pomoci spektrofotometru Nanodrop. Izolovana DNA byla nasledné uchovavana pii

—-80 °C.

4.4.2 PCR amplifikace taxonomicky vyznamnych oblasti bakterii a hub
Pro identifikaci druhti bakterii byly pouzity V3+V4 variabilni oblasti 16S rDNA a pro identifikaci
druhd hub ITS1+ITS2 oblasti.

4.3.1 PCR amplifikace V3+V4 variabilnich oblasti 16S rDNA

Pro identifikaci druhti bakterii v poskozeném plodu PM-2 byla provedena amplifikace V3+V4
variabilnich oblasti 16S rDNA. K amplifikaci DNA byly pouzity primery S-D-Bact-0785-a-A-21
a S-D-Bact-0008-a-S-16 (Tabulka 1) (Klindworth et al., 2013).
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Tabulka 1: Primery pouzité pro amplifikaci V3+V4 variabilnich oblasti 16S rDNA.

) Velikost PCR )
Primer Sekvence (5 '- 3)) Literatura
produktu [bp]
S-D-Bact-0008-a-S-16 (F) AGAGTTTGATCMTGGC 750 Klindworth
S-D-Bact-0785-a-A-21 (R) GACTACHVGGGTATCTAATCC etal., 2013

PCR reakéni smés byla pfipravena smichanim 5 pl 5x koncentrovaného MyTaq Red Reaction
Buffer, 15,8 pl deionizované vody, 0,5 ul S-D-Bact-0785-a-A-21 primeru (20 pmol-ul?), 0,5 ul
S-D-Bact-0008-a-S-16 primeru (20 pmol-ul?), 0,2 ul MyTaq Red DNA polymerazy (5U-ul?).
Smés byla promichana a rozpipetovana do 0,2ml PCR mikrozkumavek po 22 pl. Do kazdé
mikrozkumavky bylo pfidano 3 ul izolované DNA. Cely postup byl proveden za sterilnich
podminek v laminadrnim boxu na ledu. Mikrozkumavky byly promichany, stoceny na
mikrocentrifuze a nasledné byly vlozeny do termocykléru, kde prob&hla PCR reakce, jejiz Casovy

a teplotni profil byl nasledujici:

Tabulka 2: Podminky PCR reakce.

Proces Teplota [°C ] Cas Pocet cykla
Denaturace 95 5 min 1
94 30s
PCR amplifikace 55 30s 35
72 30s
Zaveérecna elongace 72 5 min 1

4.4.3 PCR amplifikace ITS1 +ITS2 oblasti

Pro identifikaci neznamych druhd hub v poskozeném plodu byla provedena amplifikace
ITS1+ITS2 oblasti z izolované DNA. K amplifikaci DNA byly pouzity primery ITS1 a ITS4
(Tabulka 3) (White et al., 1990).

Tabulka 3: Primery pouzité pro amplifikaci ITSI+ITS2 oblasti.

. Velikost PCR .
Primer Sekvence (5'- 3") Literatura
produktu [bp]

ITS1 (F) TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 (R) TCCTCCGCTTATTGATATGC

cca 710-850 White et al., 1990

PCR reakéni smés byla ptipravena smichanim 5 ul 5x koncentrovaného MyTaq Red Reaction
Buffer, 15,8 ul deionizované vody, 0,5 pl ITS1 primeru (20 pmol-ul?), 0,5 ul ITS4 primeru
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(20 pmol-plt) a 0,2 pl MyTaq Red DNA polymerazy (5U-ul?). Smés byla promichina
a rozpipetovana do 0,2ml PCR mikrozkumavek po 22 pl. Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano
3 plizolované DNA. Cely postup byl proveden za sterilnich podminek v laminarnim boxu na ledu.
Mikrozkumavky byly promichany, stoeny na mikrocentrifuze a nasledné byly vloZeny

do termocykléru, kde prob&hla PCR reakce, jejiz Casovy a teplotni profil byl nasledujici:

Tabulka 4: Podminky PCR reakce.

Proces Teplota [°C ] Cas Pocet cykli
Denaturace 95 5 min 1
94 30s
PCR amplifikace 52 30s 35
72 60 s
Zavérecna elongace 72 7 min 1

4.4.4 Elektroforeticka separace PCR produktu

Vysledky PCR byly analyzovany v 1% agarosovém gelu v TAE pufru. Bylo pouzito 50 ml pfedem
pripraveného 1% agarosového gelu, do kterého byly po rozpusténi ptidany 2 pl fluorescencniho
barviva Good View. Do jamek byly naneseny 2 pl standardu molekulové hmotnosti Gene Ruler
100bp DNA a jednotlivé PCR produkty vzdy po 4 pl. Elektroforetickd separace probihala
cca 45 min pfi 80 V. PCR produkty byly vizualizovany pomoci UV transiluminatoru pti 302 nm
(G:Box, Syngene).

Pro izolaci PCR produktii pomoci QIAquick Gel Extraction Kit byly pouzit obdobny postup.
Elektroforetické separace byla provedena v 75 ml 1% agarosového gelu, do kterého bylo pfidano
5 ul ethidium bromidu (5 mg-ml?). Do jamek byly naneseny 2 ul standardu molekulové hmotnosti
Gene Ruler 100bp DNA a jednotlivé PCR produkty vzdy po 10 ul. Elektroforeticka separace
probihala cca 45 min pii 80 V. PCR produkty byly vizualizovany pomoci UV transiluminatoru pti
365 nm.

4.4.5 1zolace PCR produkti z gelu

Izolace PCR produktt z gelu byla provedena pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (podle
QIAquick Spin Handbook 07/2002, QIAGEN, Germany).

Oblasti gelu, kde se nachazely PCR produkty byly z gelu vyfezany pomoci sterilnich skalpeld
a umistény do 1,5ml mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly zvazeny pted a po vlozeni vyiezané
casti gelu, aby byla zjisténa hmotnost gelu s PCR produktem. Poté byl pfidan pufr QG
vV objemovém poméru 3:1 (napf. 3 ml pufru : 1 g gelu). Mikrozkumavky s gelem a s QG pufrem
byly inkubovany 10 min pfti 50 °C v dry-bloku, dokud se gel tipIn¢ nerozpustil. Po inkubaci byl

k smési postupné pridan 1 objem isopropanolu a roztok byl pienesen na kolonu, byla provedena
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centrifugace 1 min pfi 15 000 g a roztok, ktery kolonou protekl, byl vylit do odpadu. Na kolonku
bylo napipetovano 500 ul QG pufru, byla provedena centrifugace 1 min pii 15 000 g. Roztok,
ktery kolonou protekl, byl vylit do odpadu. Na kolonu bylo pfiddno 750 pl PE pufru, byla
provedena centrifugace 1 min pti 15 000 g a roztok, ktery kolonou protekl, byl vylit do odpadu.
Kolonka centrifugovana jesté jednou 1 min pii 15 000 g, aby doslo k jejimu uplnému vysuseni.
Takto vysuSena kolonka byla umisténa do nové 1,5ml zkumavky. Izolovana DNA byla z kolonky
uvolnéna 30 pl deionizované vody, ktera byla napipetovana pfimo na membranu kolony

a centrifugovana 1 min pti 15 000 g.

4.4.6 Klonovani PCR produktu

Klonovani bylo provedeno pomoci pGEM-T kitu (Promega). Kultivacni médium LB bylo
pfipraveno rozpusténim 10 g kaseinového hydrolyzatu, 5 g kvasni¢éného autolyzatu, 5 g peptonu
a 10 g NaCl v 1 000 ml deionizované vody a bylo autoklavovano pti 120 °C po dobu 20 min. Pied
rozlitim do Petriho misek byl k médiu pfidan ampicilin (byla 100 pg-ml?). Byla piipravena liga¢ni

sme¢s dle tabulky €. 6 a inkubovana ptes noc pti 4 °C.

Tabulka 5: Slozeni ligaéni smési.

Chemikalie 1 reakce
PGEM-T liga¢ni pufr Sul
Ligaza 1l
pGEmMM-T plazmid 0,5 pl
PCR produkt 3,5ul

Po inkubaci byla liga¢ni smés promichana s rozmrazenymi kompetentnimi bunikami E. coli DH5a
— 50 pl kompetentnich bunék s 20 pl ligacni smési. Nasledovala 20min inkubace na lede¢.
Transformace kompetentnich bun€k byla provedena teplotnim Sokem, bunky byly spolu s ligacni
smési inkubovany 45 s pifi 42 °C a poté ihned umistény na led, kde byly ponechdny minimalné
2 min. Ke transformovanym buiikdm bylo ptiddno 850 pl SOC média a buiiky byly inkubovana
1,5 h na rotacni tfepacce pfi teplote¢ 37 °C. Suspenzni kultura byla sedimentovana po dobu 2 min
pti 5000 g, nasledné bylo odpipetovano cca 850 pl supernatantu a sediment byl resuspendovan
pipetovanim v 50 ul SOC média. Resuspendované bunky byly pfeneseny na povrch tuhého LB
média, na které bylo ptedem aplikovano 50 ul X-Gal (20 mg-ml?) a 4 ul IPTG (200 mg-ml?),
a byly rozetfeny bakteriologickou klickou. Bunky v Petriho miskach byly inkubovany pii 37 °C
pres noc. Transformované kolonie byly pfeockovany do novych Petriho misek s LB médiem

a byly kultivovany pies noc pti 37 °C.
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4.4.7 Ovéreni uspésnosti ligace pomoci PCR reakce

Reakéni smés byla pfipravena smichdnim 5 pl 5x koncentrovaného MyTaq Red Reaction puftru,
19,55 pl deionizované vody, 0,125 ul primeru M13F (20 pmol-ul?), 0,125 pl primeru M13R
(20 pmol-pl?) a 0,2 pul MyTaq Red polymerazy (5 U-ul'). Reakéni smés byla promichéna
a prepipetovana do 0,2ml PCR zkumavek po 25 pl. Do zkumavek byly pomoci sterilnich paratek
z jednotlivych kolonii pfeneseny transformované bakterie. Mikrozkumavky byly promichany,
stoCeny na mikrocentrifuze a nasledné byly vloZeny do termocykléru, kde probéhla PCR reakce,

jejiz casovy a teplotni profil byl nasledujici:

Tabulka 6: Podminky PCR reakce.

Proces Teplota [°C ] Cas Pocet cykli
Denaturace 95 5 min 1
95 30s
PCR amplifikace 55 30s 35
72 30s
Zaveérecna elongace 72 10 min 1

Vysledky PCR amplifikace byly vizualizovany pomoci elektroforetické separace v 1%

agarosovém gelu.

4.4.8 Sangerovo sekvenovani

Izolace PCR produktli z gelu byla provedena pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (podle
QIAquick Spin Handbook 07/2002, QIAGEN, Germany) obdobné¢ jako v kapitole 4.5.

Vzorky byly znaceny pomoci BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitu podle navodu
vyrobce. Koncentrace PCR produkti byla zméfena pomoci fluorometru. Pro oboustranné
sekvena¢ni znaceni amplifikovanych fragmentt bylo pouZito cca 20 ng-pl? templatové DNA,
2 ul primeru M13F (1,6 pmol-ul?), 2 ul primeru M13R (1,6 pmol-ul?), 1 ul BigDye reakéni smési
a1l ul Sequencing pufru. Ptipravend PCR smés byla rozpipetovana po 4 pl do 0,2ml PCR
zkumavek a k ni bylo pfidano 6 pl vzorku nafedéného na pozadovanou koncentraci.
Mikrozkumavky byly promichany, stoCeny na mikrocentrifuze a nasledné byly vlozeny

do termocykléru, kde probéhla PCR reakce, jejiz Casovy a teplotni profil byl nasledujici:
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Tabulka 7: Podminky PCR reakce.

Proces Teplota [°C ] Cas Pocet cykla
Denaturace 96 1 min 1
96 10s
PCR amplifikace 50 5s 35
60 4 min

Sekvena¢ni analyza byla provedena pomoci genetického analyzitoru ABI PRISM 3790
(PE Applied Biosystems, USA) na Ustavu experimentélni botaniky, AV CR v Olomouci.

4.49 NGS

Z plodu merunky PM-2 uchovavaného pti -80 °C bylo odfiznuto cca 50 mg slupky, na které byly
pozorovatelné patologické zmény v podobé hnédych skvrn. Izolace DNA byla provedena za
pouziti DNeasy Plant Mini Kit (viz kapitola 4.2). Koncentrace izolované DNA byla zméfena
pomoci spektrofotometru Nanodrop. Pfiprava DNA knihovny, purifikace DNA pomoci
magnetickych kulicek a indexovani bylo provedeno pracovniky laboratofe pomoci Swift
Amplicon 16S+ ITS Panel podle pokyni vyrobce.

NGS sekvenovéni bylo provedeno na Ustavu experimentalni botaniky AV CR pomoci piistroje

MiSeq Illumina za pouziti MiSeq Reagent Kit v3 (2 x 300 cykli).

4.4.10 Bioinformaticka analyza sekvenci DNA

Sekvenaéni vystupy ze Sangerova sekvenovani byly slozeny do konec¢né sekvence pomoci
programu Seqman (DNASTAR, Lasergene). Slozené sekvence byly porovnavany se sekvencemi
v databazi NCBI pomoci algoritmu BLAST (BLASTN, www.ncbi.nih.gov/BLAST).

NGS vystupy byly analyzovany pomoci programu Geneious Prime 2020.1.1. U ¢teni ziskanych
pomoci forward primeru byla provedena kontrola kvality ¢teni, trimovani algoritmem BBDuk
(default) a filtrovani na velikost 140 az 301 nt. Genom hostitele byl odfiltrovan namapovanim
¢teni na sekvence HF969271 (Prunus armeniaca) a KU535463 (Citrus tachibana). Sekvence byly
namapovany pomoci programu Geneious (Sensitivity: low, 5 opakovani). Nepouzita ¢teni byla

identifikovana pomoci algoritmu BlastN porovnanim s databazi UNITE.
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5. VYSLEDKY

5.1 Izolace DNA
Z cca 50 mg slupky (PM-2), na které byly pozorovatelné patologické zmény v podobé hnédych
skvrn byla izolovana DNA. Jeji koncentrace byla zméfena pomoci spektrofotometru a Cinila

40,89 ng-ul?, pomér absorbanci 260/280 nm vyjadfujici miru zne¢isténi mél hodnotu 1,95.

5.2 Identifikace bakterii a hub pomoci PCR amplifikace V3+V4 variabilnich oblasti
16S rDNA a ITS1+ITS2 oblasti a konvencniho sekvenovani

V3+V4 variabilni oblasti 16S rDNA byly amplifikovany pomoci primerit S-D-Bact-0785-a-A-2
a S-D-Bact-0008-a-S-16; ITS1+ITS2 oblasti hub byly amplifikovany pomoci primerid ITS1
alTS4. Velikost PCR produktli byla stanovena pomoci elektroforetické separace v 1%
agarosovém gelu. V3+V4 PCR produkty mély velikost cca 800 bp, ITS1+ITS2 PCR produkty
cca 750 bp (Obr. 3, 6; Tab. 8, 9, 10).

Tabulka 8: O¢ekavané velikosti produkt u pouzitych primeru.

Primery Délka sekvence [bp]
S-D-Bact-0008-a-S-16 (F) 750
S-D-Bact-0785-a-A-21 (R)

ITS1 (F)

710-850

ITS4 (R)

M13F (ITS1+ITS2)
800-900
M13R (ITS1+ITS2)
M13F (V3+V4)
800-900
M13R (V3+V4)

5.2.1 Identifikace bakterii pomoci sekvenace variabilnich oblasti V3+V4 16S rDNA genu
PCR produkty byly uspésné zaklonovany do plazmidu pGEM-T, ktery byl transformovan
tepelnym Sokem do bakterii Escherichia coli kmene DH5a. Uspé&snost ligace byla testovana
celkem u 56 kolonii, pfiCemz vSechny byly pozitivni na piitomnost ligovaného segmentu
0 velikosti cca 1 000 bp (Obrazek 4 a 5). VSech 56 pozitivnich kolonii bylo oznaceno pomoci
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitu a sekvenovano za pouziti primera M13F/M13R.
Velikost PCR produktt byla 719-796 bp (Tabulka 9).
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Obrazek 3: Detekce V3+V4 variabilnich oblasti 16S rDNA pomoci primera
S-D-Bact-0785-a-A-21 a S-D-Bact-0008-a-S-6. Legenda: M — marker molekulové hmotnosti;
2 — plod PM-2; B — negativni kontrola.

M. 128838 oAb iS58 26 17 84 9uil0° L 12013 14 15

1000 bp — ——— — ——— ) — —— — — — — — \—

500 bp —

M 16 1818 19220821022 23 24 25 26 27 28 29 30

500 bp —

Obrazek 4: Test Gsp&snosti klonovani PCR produktti (V3+V4 oblasti) a jejich amplifikace pomoci
primerd M13F/M13R. Legenda: M — marker molekulové hmotnosti; kolonie: 1-30.

M 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

500 bp—

M 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56

1000 B o — - - - - - - — - —

500 bp—

Obrazek 5: Test uspésnosti klonovani PCR produkti (V3+V4 oblasti) a jejich amplifikace pomoci
primera M13F/M13R. Legenda: M — marker molekulové hmotnosti; kolonie: 31-56.
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Pét sekvenci V3+V4 variabilnich oblasti se nepodatfilo slozit do kontigu z dvodu nedostate¢né
kvality ¢teni, nebo z diivodu absence piesahu. Tyto sekvence byly vyfazeny. Zbylé sekvence byly
slozeny do kontigu a jednotlivé kontigy byly porovnany se sekvencemi v databazi NCBI pomoci
algoritmu BLAST.

Na zakladé porovnani sekvenci s databazi NCBI, z celkového poctu 48 sekvenci V3+V4
variabilnich oblasti mélo 36 sekvenci nejvetsi shodu s kompletnim genomem chloroplastti nebo
mitochondrii u rostlin ¢eledi Rosaceae (Cotoneaster schantungesis, Prunus avium, Spiraea
martini, Phoenix dactylifera, Rhamnus taquetiia) s hodnotami pokryti od 93 % do 100 %, E value
0 a s procentualni identitou od 93,70 % do 100 %. 12 sekvenci vykazovalo nejvétsi shodu s genem
pro 16S rRNA nekultivovatelnych sinic rodu Trichodesmium s hodnotami pokryti od 96 % do
100 %, E value 0 a s procentualni identitou od 99,06 % do 100 % (Pfiloha 1).

Tabulka 9: Délky kontigti sloZenych ze sekvenci V3+V4 variabilnich oblasti.

Cislo Délka sekvence Cislo Délka sekvence
vzorku [bp] vzorku [bp]
1 732 25 734
2 771 26 772
3 773 27 719
4 731 28 736
5 737 29 739
6 772 30 786
7 738 31 738
8 796 32 781
9 730 33 731
10 730 34 787
11 739 35 779
12 772 36 779
13 773 37 784
14 738 38 749
15 730 39 730
16 731 40 733
17 731 41 732
18 739 42 772
19 730 43 777
20 747 44 780
21 731 45 772
22 727 46 776
23 772 47 737
24 770 48 772
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5.2.2 Identifikace hub pomoci sekvenace oblasti ITS1+ITS2

PCR produkty byly tspé$né zaklonovany do plazmidu pGEM-T, ktery byl transformovan
tepelnym Sokem do bakterii Escherichia coli kmene DH5a. Uspésnost ligace byla testovana
u 50 kolonii, pficemz 48 jich bylo pozitivnich na pfitomnost ligovaného segmentu o velikosti
cca 1 000 bp (Obrazek 7, 8 a 9). Tyto PCR produkty byly znaceny pomoci BigDye Terminator

v3.1 Cycle Sequencing Kitu asekvenovany Sangerovym sekvenovanim za pouZiti primerd
M13F/M13R. Velikost PCR produkti byla 601-746 bp (Tabulka 10).

Obrazek 6: Detekce ITS1+ITS2 oblasti hub pomoci primert ITS1 a ITS4. Legenda: M — marker

molekulové hmotnosti; 2 — plod PM-2; B — negativni kontrola.

M 'L 22 3edens 67 800 10 111213415

1000 bp—— v v - - - —— — — — — —

500 bp —

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 2930
1000 bp—— - = o e o - o - — -

500 bp —

Obrazek 7: Test Gspésnosti klonovani PCR produktt (ITS1+ITS2 oblasti) a jejich amplifikace

pomoci primert M13F/M13R. Legenda: M — marker molekulové hmotnosti; kolonie: 1-30.
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M 31 32 3334 3536 37 38 39 40 41 42 43 44 45

500 bp—

M 46 47 48 49 50

1000 bp—4 4 e v o e
500 bp—

Obrazek 8: Test uspésnosti klonovani PCR produkti (ITS1+ITS2 oblasti) a jejich amplifikace
pomoci primerdt M13F/M13R. Legenda: M — marker molekulové hmotnosti; kolonie: 31-50.

M 6 28 36 37 45

1000 bp —

800 bp —
500 bp —

100 bp —

Obrazek 9: Test Gspésnosti klonovani PCR produktt (ITS1+ITS2 oblasti) a jejich amplifikace
pomoci primert M13F/M13R. Legenda: M — marker molekulové hmotnosti, kolonie: 6-45.

Jednu sekvenci ITS1+ITS2 oblasti se nepodatilo slozit do kontigu z divodu nedostate¢né kvality
Cteni a absence presahu, proto byla tato sekvence vyfazena z dalSich analyz. Zbylé sekvence byly
sloZzeny do kontigu a jednotlivé kontigy byly porovnany se sekvencemi v databazi NCBI pomoci
algoritmu BLAST.

Vsech 47 sekvenci (primery ITS1 a ITS4) vykazovalo nejvétsi shodu se sekvenci genu pro
ribozomalni RNA (rRNA) malé podjednotky robozému rostlin rodu Prunus (Prunus sibirica
a Prunus armeniaca) s hodnotami pokryti od 90 % do 100 %, E value 0 a s procentualni identitou
od 96,31 % do 100 % (Ptiloha 2).
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Tabulka 10: Délky kontigu sloZzenych ze sekvenci ITS1+ITS2 oblasti.

Cislo Délka sekvence Cislo Délka sekvence

vzorku [bp] vzorku [bp]
1 682 25 679
2 681 26 683
3 683 27 690
4 681 28 676
5 681 29 682
6 684 30 691
7 676 31 698
8 689 32 681
9 691 33 684
10 682 34 692
11 682 35 687
12 652 36 680
13 680 37 677
14 647 38 601
15 685 39 681
16 680 40 681
17 602 41 683
18 683 42 692
19 610 43 682
20 691 44 681
21 682 45 699
22 703 46 681
23 692 47 746
24 680

5.3 Identifikace houbovych spole¢enstev pomoci Swift Amplicon 16S+ ITS Panel kitu a NGS
sekvenovani

Pro NGS sekvenovani byl vybran vzorek DNA izolované z poskozeného plodu PM-2. ITS1+ITS2
eukaryotni oblasti byly amplifikovany a pouzity na piipravu sekvena¢ni knihovny pomoci kitu
Swift Amplicon 16S+ ITS Panel. Ziskané sekvence byly analyzovany pomoci programu Geneious
Prime 2020.1.1. Celkem bylo ziskano 210 137 sekvenci v parovém cteni. U 210 137 cteni
ziskanych pomoci forward primeru byla provedena kontrola kvality ¢teni a po trimovani
algoritmem BBDuk (default) a filtrovanim na velikost 140 az 301 nt bylo ziskdno 148 118 c¢teni.
Nasledné bylo provedeno odfiltrovani genomu hostitele namapovanim ¢teni na 2 sekvence.
Na sekvenci HF969271 (Prunus armeniaca) bylo namapovano 68 823 a na sekvenci KU535463
(Citrus tachibana) byla namapovana 1 sekvence. Nepouzitd ¢teni byla identifikovana pomoci
algoritmu BlastN porovnanim s databazi UNITE. Proti databazi UNITE bylo identifikovano

147 sekvenci vyhovujicich parametrim: minimalni délka 140 nt, pokryti (Query coverage)
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97-100 %, pairwise identity 95-100 % (Tabulka 11, 12, Graf 1A, Graf 2A a Piiloha 3).
Identifikované skupiny hub a jejich cetnost byly porovnany s udaji ziskanymi ze zdravého plodu
meruiky

(PM-Zd), které mi byly poskytnuty pracovniky laboratofe (Tabulka 11, 12, Graf 1B, Graf 2B
a Priloha 4).

Tabulka 11: Rody hub identifikované v poskozeném PM-2 (A) a zdravém PM-Zd plodu (B).

Rod A B
Pocet Vyskyt [%] Pocet Vyskyt [%]
Alternaria 6 4,1 % 4 53%
Auerobasidium 11 7,5 % 2 2,6 %
Cladosporium 29 19,7 % 10 13,2 %
Filobasidium 5 34 % 0 0,0 %
Holtermanniella 1 0,7% 0 0,0%
Mycosphaerella 93 63,3 % 58 76,3 %
Pseudoroticeae 0 0,0 % 1 13%
Sarocladium 0 0,0 % 1 13%
Stemphylium 2 1,4 % 0 0,0 %

Nejvice zastoupené rody jsou zvyraznény tucné.

Tabulka 12: Druhy hub identifikované v poskozeném PM-2 (A) a zdravém PM-Zd plodu (B).

Druh A B
Pocet Vyskyt [%] Pocet Vyskyt [%]
Alternaria alternata 3 2,0 % 2 2,6 %
Alternaria betae-kenyensis 2 1,4 % 2 2,6 %
Alternaria infectoria 1 0,7 % 0 0,0 %
Aureobasidium namibiae 2 1,4 % 2 2,6 %
Aureobasidium melanogenum 6 4,1% 0 0,0 %
Aureobasidium pullulans 3 2,0% 0 0,0 %
Cladosporium grevilleae 25 17,0 % 8 10,5 %
Cladosporium delicatulum 1 0,7 % 0 0,0 %
Cladosporium flabelliforme 3 2,0% 0 0,0 %
Cladosporium pseudiridis 0 0,0 % 1 1,3%
Cladosporium ramotenellum 0 0,0 % 1 1,3%
Filobasidium floriforme 1 0,7 % 0 0,0%
Filobasidium sp. 2 1,4 % 0 0,0 %
Filobasidium wieringae 2 1,4% 0 0,0 %
Holtermanniella wattica 1 0,7 % 0 0,0 %
Mycosphaerella tassiana 93 63,3 % 58 76,3 %
Pseudeurotiaceae sp. 0 0,0% 1 1,3%
Sarocladium bactrocephalum 0 0,0 % 1 1,3%
Stemphylium sp. 2 1,4 % 0 0,0 %

Nejvice zastoupené druhy jsou zvyraznény tuéné.
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Graf 1: Rody hub identifikované v poskozeném PM-2 (A) a zdravém plodu PM-Zd (B).
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Graf 2: Druhy hub identifikované v poskozeném PM-2 (A) a zdravém plodu PM-Zd (B).
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V poskozeném pletivu blanitého exokarpu bylo detekovano celkem 7 rodi hub: Alternaria,
Aureobasidium, Cladosporium, Filobasidium, Holtermanniella, Mycosphaerella a Stemphylium,
které byly reprezentovany 13 druhy. V pletivu blanitého exokarpu zdravého plodu bylo
detekovdno 6 rodi hub: Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium, Mycoshaerella,
Pseudoroticeae a Sarocladium, které byly reprezentovany 8 druhy.

Nejvice zastoupené jsou v obou piipadech, tj. poskozeny plod PM-2 a zdravy plod PM-Zd, rody
Mycosphaerella a Cladosporium, pficemz cCetnost zachycenych sekvenci zastupcd
r. Mycosphaerella je 1,6x vyssi u plodu merunky s hnédou skvrnou (PM-2) nez u zdravého plodu
(PM-Zd); v ptipadé zastupcti r. Cladosporium 2,9x vyssi. Rod Mycosphaerella byl u poskozeného
i zdravého plodu zastoupen jedinym druhem, a to Mycosphaerella tassiana (PM-2: 93 sekvenci,
tj. 63,3 % z celkového poctu sekvenci; PM-Zd: 58, 76,3 %).

U druhého nejvice zastoupeného rodu Cladosporium (PM-2: 29 sekvenci, 19,7 %; PM-Zd: 10,
13,2 %) bylo detekovano 5 druhd, pficemz nejvice byl zastoupen druh C. grevilleae (PM-2: 25,
17 %; PM-Zd: 8, 10,5 %). Zbyvajici druhy byly zachyceny jen ojedinéle; u poskozeného plodu
byly detekovany druhy C. delicatulum (1, 0,7 %) a C. flabelliforme (3, 2 %), u zdravého plodu
druhy C. pseudiridis (1; 1,3 %) a C. ramotenellum (1, 1,3 %).

Méné zastoupené jsou V obou ptipadech rody Aureobasidium (PM-2: 11 sekvenci; 7,5 %; PM-Zd:
2; 2,6 %) a Alternaria (PM-2: 6; 4,1 %; PM-Zd: 4; 5,3 %). Rod Aureobasidium je zastoupen
druhem A. pullulans (PM-2: 11; 7,5 %; PM-Zd: 2; 2,6). Rod Alternaria je pak zastoupen 3 druhy,
ato A. alternata (PM-2: 3; 2 %; PM-Zd: 2; 2,6 %), A. betae-kenyensis (PM-2: 2; 1,4 %; PM-Zd:
2; 2,6 %) a A. infectoria, ktera se vyskytovala pouze u plodu meruniky a hnédou skvrnou PM-2
(PM-2: 1; 0,7 %; PM-Zd: 0; 0 %).

Pouze u plodu meruiiky s hnédou skvrnou (PM-2) byli nalezeni zastupci rodu Filobasidium
(PM-2: 5 sekvenci; 3,4 %): F. floriforme (PM-2: 1; 0,7 %), F. sp. (PM-2: 2; 1,4 %) a F. wieringae
(PM-2: 2; 1,4 %).

Zbylé rody byly zachyceny pouze ojedinéle, v ptipadé plodu meruriky s hnédou skvrnou se jednalo
o0 rody Holtermanniella, ktera byla zastoupena jedinym druhem: H. wattica (1 sekvence, 0,7 %)
ar. Stemphylium, ktery byl rovnéz zastoupen jednim druhem: Stemphylium sp. (2, 1,4 %).
U zdravého plodu se sporadicky vyskytovaly rody Pseudoroticeae (1, 1,3 %) a r. Sarocladium,

zastoupeny druhem S. bactrocephalum (1, 1,3 %).
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6. DISKUZE

Cilem prace bylo identifikovat patogenni mikroorganismy, které¢ se mohly podilet na poskozeni
povrchu plodu (blanity exokarp) merufiky, kde vznikla hnéda skvrna (Obrazek 10A, 10B). Pro
jejich identifikaci byly pouZity dva ptistupy: konvenéni pfistup a sekvenovani nové generace.
Pomoci konvencniho piistupu, ktery nam umoziuje analyzovat pouze cca 50 sekvenci se
nepodafilo detekovat zadny fytopatogenni mikroorganismus. Podil sekvenci fytopatogennich
mikroorganismu byl pfili§ maly vzhledem k amplifikovanym sekvencim 16S rDNA chloroplastd
a ITS oblasti hostitelské buiky.

Naproti tomu, pomoci NGS bylo ziskano a analyzovano cca 200 000 sekvenci, ve kterych bylo
detekovano 147 sekvencich reprezentujicich 7 rodi hub. Sekvence hub tedy tvofily cca 0,073 %
vSech sekvenci. V ptipadé konvenéniho pfistupu zalozeném na PCR amplifikaci, klonovani PCR
produktl a sekvenovani dle Sangera bychom méli byt schopni v 50 ziskanych sekvencich nalézt
jen 0,036 sekvenci hub, coz neumoziiuje houbam specifické sekvence detekovat. Pravdépodobnost
vyskytu sekvenci mikroorganismia v cca 50 analyzovanych sekvencich je tedy mnohem mensi,
nez pravdépodobnost jejich vyskytu v cca 200 000 sekvencich, které byly ziskany pomoci
sekvenovani nové generace.

Pouzité univerzalni primery amplifikovaly prokaryotni 16S rDNA a ITS variabilni oblasti
eukaryotni DNA, kter¢ se rovnéz vyskytuji v chloroplastech a mitochondriich bun¢k hostitelské
rostliny. Za ptredpokladu, Zze mikroorganismy by mohly byt pfitomny i v bunikach blanitého
exokarpu, byl pro izolaci DNA pouzit blanity exokarp a pfilehla pletiva, to ale zplsobilo
kontaminaci DNA hostitelské rostliny. Kontaminaci DNA z hostitelské rostliny je mozné zabranit
odbérem  bakterii a hub (spor, hyf) zpovrchu plodu v ultrazvukové lazni
(https://patentimages.storage.googleapis.com/3e/13/a1/91748f9c3cbad8/US20100255573A1. pdf).

Obrazek 10: A—Plod meruiiky s hnédou skvrnou PM-2; B—Rez plodem meruiiky s hnédou skvrnou
PM-2 (foto Safaiova).
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Obrazek 11: Slune¢ni tzeh na plodech merunky (zdroj: https://izahradkar.cz/zahrada/ochrana-
rostlin/choroby/rostliny-poskozuje-slunce-svetlo-vysoke-teploty/).

Nejpocetnéj§im druhem u obou vzorkt (PM-2, PM-Zd) je Mycosphaerella tassiana. Zastupci
komplexu Mycosphaerella jsou ekologicky vysoce adaptabilni a patii mezi nejbéZzné&jsi patogeny
rostlin, ukterych zpusobuji fadu onemocnéni, které negativné ovliviiuji péstovani tady
hospodatsky vyznamnych plodin. Podle Braun et al. (2003) se Mycosphaerella tassiana muze
bézné vyskytovat bez jakychkoliv ptiznakt na plodech tfe$ni a merunék. Crous et al. (2011) vSak
uvadéji, ze infekce houbami rodu Mycosphaerella se ¢asto projevuje tvorbou nekroz a skvrn na
povrchu plodd ovocnych dievin, ale také nadort. M. citri zpUsobuje skvrny na listech citrust
(Pretorius et al., 2003), M. ambiphylla a M. cryptica jsou zodpovédné za skvrny na listech
a kmenech eukalyptu (Cortinas et al., 2006) a M. graminicola napada psenici, kde na listech
vytvaii Carkovité Cervené az hnédé skvrny ohraniCené Zzilnatinou, na klasech se projevuje
hnédofialovymi skvrnami, které se od $pic¢ek plev postupné rozsituji (Goodwin et Zismann, 2001).
Druhym nej¢etné&jsim druhem bylo Cladosporium grevilleae. Cladosporium je jednim z nejvétsich
a nejrozmanitéjsich rodu ttidy Hyphomycetes. Vyskytuje se v rozmanitych podminkach od pudy,
po rostliny, v potravinach, barvach, textiliich a vzduchu. Velky vyznam ma rod Cladosporium pii
skladovani ovoce a obilovin. Znehodnocuje totiz kontaminované plody skladované pii nizkych
teplotach a také vyvolava Skody na obilovinach, jako jsou je¢men, oves, Zito a pSenice (Mousa,
2017). Ztraty zpusobené témito houbami na skladovanych jablkach jsou velké, piestoze
nevyvolavaji ptimé poskozeni plodu, ale zhorSuji jeho vzhled, kvalitu a prodejni hodnotu. Na
kontaminovanych plodech se vytvaii mélké hnilobné okrsky nebo tmavé Sedé sazovité povlaky
(Ruehle, 1930). Soucasny vyzkum se zabyva vztahem mezi kadefavkou $vestkovou (Taphrina
pruni), ktera zpisobuje puchrovitost $vestek a houbou Cladosporium delicatulum. Amanelah
Baharvandi et Zafari (2015) prokazali, ze C. delicatulum je destruktivni parazit T. pruni,
momentalné se studuje mozné vyuziti C. delicatulum pro biologickou kontrolu T. pruni. Nékteti
zastupci rodu Cladosporium patii mezi mykoparazity. Konkrétné C. gallicola a C. uredinicla
parazituji na rzi a padli, té€chto vlastnosti se u nich vyuziva pfi biologické kontrole. Piestoze druhy
Cladosporium nejsou uvadény jako producenti mykotoxini, mohou ohroZzovat zdravi lidi,
a to zejména u pacientll se zavaznym astmatem, u kterych zpisobuji plistiové alergie (Segers et

al., 2015).
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Rod Alternaria zahrnuje pfiblizné 280 druht (Gannibal, 2016). Alternaria alternata, ktera se
vyskytovala v obou vzorcich je znama jako puvodce skvrnitosti listd u vice nez 100 hostitelskych
druhii rostlin, ale také jako ptivodce poskliziiovych chorob, napt. hniloby jablek. Mimo jiné
vyvolava i infekce hornich cest dychacich u lidi (Woudenberg et al., 2015). Jako prvni
0 A. alternata jakozto pavodci chorob broskvi v Japonsku informovali Inoue et Nasu (2000), ktefi
pozorovali hnéd¢ az Cerné skvrny na plodech, vétvickach a listech. Houba se vyskytuje bézné
V prostfedi jabloniovych a hrusnovych sad, kde dochdzi k napadeni poranéného nebo
poskozeného ovoce. Na plodech se objevuji okrouhlé hnédé az cerné skvrny, mirné propadlé se
suchym a lesklym povrchem (Ostry, 2008).

Nékteré druhy hub r. Alternaria produkuji mykotoxiny, jako napf. kyselinu teniazonovou,
alternariol, alternariol-monomethylether a altenuen, které maji hematotoxické, genotoxické
a mutagenni u¢inky. Nejvyznamnéj§im producentem alternariovych mykotoxina je Alternaria
alternata, jejiz mykotoxiny kontaminuji rizné kulturni rostliny a potraviny. Prostfednictvim
vzdusného pienosu spor kontaminuje zejména obiloviny, jablka a rajcata (Ramires et al., 2018).
Produkované mykotoxiny jsou toxické pro teplokrevné Zivoéichy. Halaby et al., (2001)
zdokumentovali piipad houbové infekce zptisobené druhem Alternaria infectoria, ktera u piijemce
transplantované ledviny zapti¢inila vznik plicnich infiltrat a koznich 1ézi.

Zastupci rodu Aureobasidium se vyskytuji pfevazné v pudé, véetné antarktickych pud, ve vodé
nebo ve dievé (Chi et al., 2009). Nejvyznamné&js§im zastupcem tohoto rodu je Aureobasidium
pullulans — druh znamy zejména svym biotechnologickym vyznamem jako producent biologicky
rozlozitelného extracelularniho polysacharidu pullulanu (poly-a-1-6-maltotriosa), ktery se hojné
vyuziva v medicing, potravinaiském prumyslu a dal$ich oborech (Zalar et al., 2008). N¢které
kmeny A. pullulans se pouzivaji k vyrobé cyklického peptidu, aureobasidinu A, ktery ma
specifickou antifungalni aktivitu a vyuziva se tak jako biofungicidni prostiedek v zeméd¢lstvi
(Gostincar et al., 2014). Velky vyznam v biotechnologii ma i vyuziti A. pullulans pro vyrobu
amylaz, celulaz, lipaz a jinych enzymu (Chi et al., 2009). U kojencti byla hlasena invazivni infekce
A pullulans , ktera v extrémnich ptipadech kon¢ila smrti (Hawkes et al., 2005).

Rody Filobasidium, Holtermanniella a Stemphylium se vyskytovaly pouze u vzorku se skvrnami.
Zastupci rodu Filobasidium patii k hlavnim rodim dosud identifikovanych hub v antarktickych
stanovistich, obecné byly studie rozmanitosti hub v antarktickém prostedi provadény hlavné za
pouziti vzorka pudy, vody, ledu, snéhu, moiskych sedimentd, permafrostu aj. (Ferreira et al.,
2019). Mimo Antarktidu je mozné setkat se s houbami rodu Filobasidium napt. pfi Cisténi
odpadnich vod z vinafstvi (Santos et al., 2014).

Holtermanniella wattica je Vv soucasnosti intenzivné studovana, konkrétné jeji schopnost
akumulovat lipidy, ¢ehoz se hojné vyuziva pfi ziskavani oleochemickych produkti jako jsou
biopaliva nebo produkty pro chemicky pramysl (Filippucci et al., 2016).

Rod Stemphylium je zodpovédny za choroby cukrové fepy (Woudenberg et al., 2017), lusténin,
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cibule, chiestu, petrZele aj. Jednotlivé kmeny produkuji Sirokou $kalu sekundarnich metaboliti,
Z nichz mnohé pravdépodobné hraji roli béhem infekce hostitelské rostliny. Tyto metabolity maji
biologické aktivity, jako jsou cytotoxické a antibakteridlni u¢inky, které by v budoucnu mohly byt
vyuzity ve farmaceutickém pramyslu (Olsen et al., 2018).

Rody Pseudeuroticeae a Sarocladium se vyskytovaly pouze u vzorku plodu bez znamek
poskozeni. Rod Sarocladium v soué¢asné dobé zahrnuje 10 druht. Ekonomicky nejvyznamnéj$im
druhem je S. oryzae, ktery zpusobuje hnilobu ryze a produkuje antimikrobialni metabolity kyselinu
helvolovou a cerulenin. Jedinym mykoparazitickym druhem rodu Sarocladium je S. mycophilum
(Giraldo et al., 2015).

Z vysledkl vyplyva, ze zadna z detekovanych hub pravdépodobné neni pfi¢inou primarniho
poskozeni plodii meruné¢k. Hnédé skvrny viditelné na povrchu plodt jsou identické se skvrnami,
které byly zplsobeny slune¢nim uzehem (Obrazek 10, 11).

Vysoké zastoupeni rodu Mycosphaerella na povrchu ploda je mozné odivodnit tim, Ze se tyto
houby na merunkach bézné bezpiiznakoveé vyskytuji. Druhy nejpocetnéjsi rod Cladosporium
a rod Alternaria se ¢asto pouze uchycuji na povrchu zdravych ploda rostlin na cukernych latkach
vyluCovanych savym hmyzem. Vyssi zastoupeni obou fytopatogennich hub na poskozeném

pletivu souvisi s tim, Ze poskozeni vytvari lepsi prostiedi pro zachyt a rist houbovych patogend.
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7. ZAVER

V ramci své bakalafské prace jsem vypracovala literarni reSersi na téma 'Bakteridlni a houbova
spolecenstva na povrchu ovoce’. V experimentalni ¢asti jsem se zabyvala izolaci DNA ze vzorku
plodu meruniky a jejim sekvenovanim za ucelem zjisténi pficin vzniku hnédych skvrn na povrchu
plodi merun¢k a detekci patogennich mikroorganismi, které mohly poskodit exokarp plodu
a zpusobit tak vznik hnédych skvrn na ovoci. Pouzila jsem dva pfistupy: konvencni pfistup
a sekvenovani nové generace.

o Konvencni piistup je pro tento typ studii nevhodny, pomoci tohoto pfistupu nebyly
detekovany zadné mikroorganismy, protoze jejich podil ve vzorku byl pfili§ maly. Ve
vzorku pfevazovala DNA hostitelské rostliny, ktera byla amplifikovana pomoci pouzitych
primert. Primery S-D-Bact-0785-a-A-21 a S-D-Bact-0008-a-S-16 amplifikuji V3+V4
variabilni oblasti prokaryotni 16S rDNA a primery ITS1, ITS4 amplifikuji ITS1+ITS2
variabilni oblasti eukaryotni DNA, které se vyskytujiiv DNA chloroplasti a mitochondrii
hostitelské rostliny, ktera byla ve vzorku pfitomna ve velkém mnozstvi.

o Sekvenovani nové generace umoznilo analyzu cca 200 000 sekvenci ziskanych
Z poskozeného pletiva blanitého exokarpu, Vramci kterych se podafilo identifikovat
7 rodd hub: Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium, Filobasidium, Holtermanniella,
Mycosphaerella a Stemphylium, které byly reprezentovany 13 druhy.

o Vpletivu blanitého exokarpu zdravého plodu bylo pracovniky laboratofe detekovéano
6 rodd hub: Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium, Mycoshaerella, Pseudoroticeae
a Sarocladium, které byly reprezentovany 8 druhy.

o Vposkozeném pletivu bylo zaznamenano vys§i zastoupeni rodid Aureobasidium,
Cladosporium, Filobasidium, Holtermanniella, Mycosphaerella a Stemphylium nez
v pletivu zdravého plodu.

o Nebyl prokazan piimy vliv ptitomnych mikroorganismi na poskozeni plodi merunék.

Za ucelem eliminace kontaminace DNA z hostitelské rostliny by v budoucnu mél byt odbér
mikroorganismi z povrchu plodu provadén pomoci ultrazvukové 1azné.

Pro detekei vétsiho mnozstvi mikroorganismi by bylo mozné upravit podminky trimovani a zvysit
hloubku ¢teni, napt. provést ¢teni az 2 mil. sekvenci.

Z vysledkt vyplyva, Ze primédrni poSkozeni plodi merunék v podobé hnédych skvrn bylo
pravdépodobné zptisobeno slune¢nim uzehem bez ucasti houbovych patogenti. Vliv detekovanych

houbovych patogenti na poSkozeni plodi meruiiky je potfeba potvrdil biologickym testem.

39



8. LITERATURA

Abdelfattah, A., Wisniewski, M., Droby, S., Schena, L. (2016): Spatial and compositional variation in the
fungal communities of organic and conventionally grown apple fruit at the consumer point-of-
purchase. Horticulture Research 3: 16047.

Aleklett, K., Hart, M., Shade, A. (2014): The microbial ecology of flowers: An emerging frontier in
phyllosphere researchl. Botany 92: 253-266.

Ali, M.A., Naveed, M., Mustafa, A., Abbas, A. (2017): The good, the bad, and the ugly of rhizosphere
microbiome. In Probiotics and Plant Health pp. 253-290.

Amanelah Baharvandi, H., Zafari, D. (2015): Identification of Cladosporium delicatulum as a mycoparasite
of Taphrina pruni. Archives of Phytopathology and Plant Protection 48: 688—697.

Arnold, A.E. (2007): Understanding the diversity of foliar endophytic fungi: progress, challenges, and
frontiers. Fungal Biology Reviews 21: 51-66.

Ashorpour, M., Kazempour, M.N., Ramezanie, M. (2008): Occurrence of Pseudomonas syringae pv.
syringae the causal agent of bacterial canker on olives (Olea europaea) in Iran. ScienceAsia 34: 323—
326.

Augé, R.M., Duan, X., Ebel, R.C., Stodola, A.J.W. (1994): Nonhydraulic signalling of soil drying in
mycorrhizal maize. Planta 193: 74-82.

Badri, D. V., Vivanco, J.M. (2009): Regulation and function of root exudates. Plant, Cell and Environment
32: 666-681.

Bais, H.P., Weir, T.L., Perry, L.G. (2006): The role of root exudates in rhizosphere interactions with plants
and other organisms. Annual Review of Plant Biology 57: 233-266.

Batt, C.A. (2016): Microorganism. Reference Module in Food Science, Elsevier: 8-9.

Bengtsson-Palme, J., Ryberg, M., Hartmann et al. (2013): Improved software detection and extraction of
ITS1 and ITS2 from ribosomal ITS sequences of fungi and other eukaryotes for analysis of
environmental sequencing data. Methods in Ecology and Evolution 4: 914-919.

Berg, G., Eberl, L., Hartmann, A. (2005): The rhizosphere as a reservoir for opportunistic human pathogenic
bacteria. Environmental Microbiology 7: 1673-1685.

Berg, G., Grube, M., Schloter, M., Smalla, K. (2014): Unraveling the plant microbiome: Looking back and
future perspectives. Frontiers in Microbiology 5: 1-8.

Beule, A.G. (2018): The Microbiome - The unscheduled parameter for future therapies. Laryngo- rhino-
otologie 97: 279-S311.

Bing, L.A., Lewis, L.C. (1991): Suppression of Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae) by
endophytic Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin. Environmental Entomology 20: 1207-1211.

Braun, U., Crous, P.W., Dugan, F., Groenewald, J.Z. (Ewald), Sybren De Hoog, G. (2003): Phylogeny and
taxonomy of Cladosporium-like hyphomycetes, including Davidiella gen. nov., the teleomorph of
Cladosporium s. str. Mycological Progress 2: 3—18.

Bulgarelli, D., Schlaeppi, K., Spaepen (2013): Structure and functions of the bacterial microbiota of plants.
Annual Review of Plant Biology 64: 807-838.

Burns, K.N., Kluepfel, D.A., Strauss, S.L. (2015): Vineyard soil bacterial diversity and composition
revealed by 16S rRNA genes: Differentiation by geographic features. Soil Biology and Biochemistry
91: 232-247.

Busby, P.E., Ridout, M., Newcombe, G. (2016): Fungal endophytes: modifiers of plant disease. Plant
Molecular Biology 90: 645-655.

40



Carrién, V.J., Cordovez, V., Tyc (2018): Involvement of Burkholderiaceae and sulfurous volatiles in
disease-suppressive soils. ISME Journal 12: 2307-2321.

Chi, Z., Wang, F., Chi, Z., Yue, L., Liu, G., Zhang, T. (2009): Bioproducts from Aureobasidium pullulans,
a biotechnologically important yeast. Applied Microbiology and Biotechnology 82: 793-804.

Cooke, D.E.L., Schena, L., Cacciola, S.O. (2007): Tools to detect, identify and monitor Phytophthora
species in natural ecosystems. Journal of Plant Pathology 89: 13-28.

Cortinas, M.N., Crous, P.W., Wingfield, B.D., Wingfield, M.J. (2006): Multi-gene phylogenies and
phenotypic characters distinguish two species within the Colletogloeopsis zuluensis complex
associated with Eucalyptus stem cankers. Studies in Mycology 55: 133-146.

Costacurta, A., Vanderleyden, J. (1995): Synthesis of phytohormones by plant-associated bacteria. Critical
Reviews in Microbiology 21: 1-18.

Coté, M.J., Tardif, M.C., Meldrum, A.J. (2004): Identification of Monilinia fructigena, M. fructicola, M.
laxa, and Monilia polystroma on inoculated and naturally infected fruit using multiplex PCR. Plant
Disease 88: 1219-1225.

Critzer, F.J., Doyle, M.P. (2010): Microbial ecology of foodborne pathogens associated with produce.
Current Opinion in Biotechnology 21: 125-130.

Crous, P.W., Tanaka, K., Summerell, B.A., Groenewald, J.Z. (2011): Additions to the Mycosphaerella
complex. IMA Fungus 2: 49-64.

Daniel, R. (2005): The metagenomics of soil. Nature Reviews Microbiology 3: 470—478.

Duréan, P., Tortella, G., Viscardi, S. (2018): Microbial community composition in take-All suppressive soils.
Frontiers in Microbiology 9: 1-15.

Edwards, J., Johnson, C., Santos-Medellin, C. (2015): Structure, variation, and assembly of the root-
associated microbiomes of rice. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 112: 911-920.

Egamberdieva, D., Kamilova, F., Validov, S. (2008): High incidence of plant growth-stimulating bacteria
associated with the rhizosphere of wheat grown on salinated soil in Uzbekistan. Environmental
Microbiology 10: 1-9.

Eichmeier, A., Kiss, T., Necas, T. (2019): High-throughput sequencing analysis of the bacterial community
in stone fruit phloem tissues infected by “Candidatus Phytoplasma prunorum”. Microbial Ecology 77:
664-675.

Enya, J., Shinohara, H., Yoshida, S. (2007): Culturable leaf-associated bacteria on tomato plants and their
potential as biological control agents. Microbial Ecology 53: 524-536.

Exposito, R.G., de Bruijn, 1., Postma, J., Raaijmakers, J.M. (2017): Current insights into the role of
Rhizosphere bacteria in disease suppressive soils. Frontiers in Microbiology 8: 1-12.

Fakruddin, M. (2015): Methods for analyzing diversity of microbial communities in natural environments.
Microbes in Soil and Their Agricultural Prospects 42: 123-151.

Ferreira, E.M.S., de Sousa, F.M.P., Rosa, L.H., Pimenta, R.S. (2019): Taxonomy and richness of yeasts
associated with angiosperms, bryophytes, and meltwater biofilms collected in the Antarctic Peninsula.
Extremophiles 23: 151-159.

Fierer, N. (2017): Embracing the unknown: Disentangling the complexities of the soil microbiome. Nature
Reviews Microbiology 15: 579-590.

Filippucci, S., Tasselli, G., Scardua, A. (2016): Study of Holtermanniella wattica, Leucosporidium

creatinivorum, Naganishia adeliensis, Solicoccozyma aeria, and Solicoccozyma terricola for their
lipogenic aptitude from different carbon sources. Biotechnology for Biofuels 9: 1-14.

41



Fisher, P.J., Petrini, O. (1992): Fungal saprobes and pathogens as endophytes of rice (Oryza sativa L.). New
Phytologist 120: 137-143.

Flamm, H. (2011): Der osterreichische padiater Theodor Escherich als bakteriologe und sozialhygieniker:
Zur 100. Wiederkehr seines Todestages am 15. Feber 1911. Wiener Klinische Wochenschrift 123:
157-171.

Gange, A.C., West, H.M. (1994): Interactions between arbuscular mycorrhizal fungi and foliar-feeding
insects in Plantago lanceolata L. New Phytologist 128: 79-87.

Gannibal, P.B. (2016): Distribution of Alternaria species among sections. 2. Section Alternaria. Mycotaxon
130: 941-949.

Genin, S. (2010): Molecular traits controlling host range and adaptation to plants in Ralstonia solanacearum.
New Phytologist 187: 920-928.

Gilbert, J.A., Dupont, C.L. (2011): Microbial metagenomics: Beyond the genome. Annual Review of
Marine Science 3: 347-371.

Giovannoni, S.J., Britschgi, T.B., Moyer, C.L., Field, K.G. (1990): Genetic diversity in Sargasso Sea
bacterioplankton. Nature 345: 60-63.

Giraldo, A., Gené, J., Sutton, D.A. (2015): Phylogeny of Sarocladium (Hypocreales). Persoonia - Molecular
Phylogeny and Evolution of Fungi 34: 10-24.

Glawe, D.A. (2008): The powdery mildews: A review of the world’s most familiar (yet poorly known) plant
pathogens. Annual Review of Phytopathology 46: 27-51.

Goodwin, S.B., Zismann, V.L. (2001): Phylogenetic analyses of the ITS region of ribosomal DNA reveal
that Septoria passerinii from barley is closely related to the wheat pathogen Mycosphaerella
graminicola. Mycologia 93: 934-946.

Gosling, P., Hodge, A., Goodlass, G., Bending, G.D. (2006): Arbuscular mycorrhizal fungi and organic
farming. Agriculture, Ecosystems and Environment 113: 17-35.

Gostinéar, C., Ohm, R.A., Kogej, T. (2014): Genome sequencing of four Aureobasidium pullulans varieties:
Biotechnological potential, stress tolerance, and description of new species. BMC Genomics 15: 549.

Gram, L., Ravn, L., Rasch, M. (2002): Food spoilage - Interactions between food spoilage bacteria.
International Journal of Food Microbiology 78: 79-97.

Granado, J., Thiirig, B., Kieffer, E. (2008): Culturable fungi of stored ‘golden delicious’ apple fruits: A one-
season comparison study of organic and integrated production systems in Switzerland. Microbial
Ecology 56: 720-732.

Grayer, R.J., Kokubun, T. (2001): Plant-fungal interactions: The search for phytoalexins and other
antifungal compounds from higher plants. Phytochemistry 56: 253-263.

Guilbaud, C., Morris, C.E., Barakat, M., Ortet, P., Berge, O. (2016): Isolation and identification of
Pseudomonas syringae facilitated by a PCR targeting the whole P. syringae group. FEMS
Microbiology Ecology 92:146.

Halaby, T., Boots, H., Vermeulen, A. (2001): Phaeohyphomycosis caused by Alternaria infectoria in a renal
transplant recipient. Journal of Clinical Microbiology 39: 1952—1955.

Hallmann, J., Quadt-Hallmann, A., Mahaffee (1997): Bacterial endophytes in agricultural crops. NRC
Canada Can. J. Microbiol 43: 895-914.

Hardoim, P.R., van Overbeek, L.S., Berg, G. (2015): The hidden world within plants: ecological and
evolutionary considerations for defining functioning of microbial endophytes. Microbiology and
Molecular Biology Reviews 79: 293-320.

Hartmann, A., Rothballer, M., Schmid, M. (2008): Lorenz Hiltner, a pioneer in rhizosphere microbial
ecology and soil bacteriology research. Plant and Soil 312: 7-14.

42



Hattlrigh, M.J. (1989): Infection and systemic invasion of deciduous fruit trees by pseudomonas syringae in
South Africa. Plant Disease 73: 784.

Hawkes, M., Rennie, R., Sand, C., Vaudry, W. (2005): Aureobasidium pullulans infection: Fungemia in an
infant and a review of human cases. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 51: 209-213.

Heaton, J.C., Jones, K. (2008): Microbial contamination of fruit and vegetables and the behaviour of
enteropathogens in the phyllosphere: A review. Journal of Applied Microbiology 104: 613-626.

Herman P. Spaink, Douglas M. Sheeley, Anton A. N. van Brussel (1991): A novel highly unsaturated fatty
asic moiety of lipo-oligosacharide signals determines host specifity of Rhizobium. Nature 354: 56—
58.

Hugenholtz, P., Pace, N.R. (1996): Identifying microbial diversity in the natural environment: A molecular
phylogenetic approach. Trends in Biotechnology 14: 190-197.

Inoue, K., Nasu, H. (2000): Black spot of peach caused by Alternaria alternata (Fr.) Keissler. Journal of
General Plant Pathology 66: 18-22.

Ivanova, H., Kalo¢aiova, M., Bolvansky, M. (2012): Shot-hole disease on Prunus persica - the morphology
and biology of Stigmina carpophila. Folia Oecologica 39: 21-27.

Izadiyan, M., Taghavi, S.M. (2017): Diversity of iranian strains of pseudomonas syringae pv. Syringae and
pseudomonas syringae pv. lachrymans. Journal of Plant Pathology 99: 487-491.

Janisiewicz, W.J., Peterson, D.L., Bors, R. (1994): Control of storage decay of apples with Sporobolomyces
roseus. Plant Disease 78: 466—470.

Kecskeméti, E., Berkelmann-Lohnertz, B., Reineke, A. (2016): Are epiphytic microbial communities in the
carposphere of ripening grape clusters (Vitis vinifera L.) different between conventional, organic, and
biodynamic grapes? PLoS ONE 11: 1-23.

Kim, D.S., Cook, R.J., Weller, D.M. (1997): Bacillus sp. L324-92 for biological control of three root
diseases of wheat grown with reduced tillage. Phytopathology 87: 551-558.

Klerks, M.M., Franz, E., Van Gent-Pelzer, M. (2007): Differential interaction of Salmonella enterica
serovars with lettuce cultivars and plant-microbe factors influencing the colonization efficiency.
ISME Journal 1: 620-631.

Klindworth, A., Pruesse, E., Schweer, T. (2013): Evaluation of general 16S ribosomal RNA gene PCR
primers for classical and next-generation sequencing-based diversity studies. Nucleic Acids Research
41: 1-11.

Koh, H.S., Kim, G.H., Lee (2014): Molecular characteristics of Pseudomonas syringae pv. actinidiae strains
isolated in Korea and a multiplex PCR assay for haplotype differentiation. Plant Pathology Journal
30: 96-101.

Landeweert, R., Hoffland, E., Finlay, R.D. (2001): Linking plants to rocks: ectomycorrhizal fungi mobilize
nutrients from minerals. Trends in Ecology & Evolution 16: 248-254.

Leff, JW., Fierer, N. (2013): Bacterial communities associated with the surfaces of fresh fruits and
vegetables. PLoS ONE 8: 1-9.

Leibinger, W., Breuker, B., Hahn, M., Mendgen, K. (1997): Control of postharvest pathogens and
colonization of the apple surface by antagonistic microorganisms in the field. Phytopathology 87:
1103-1110.

Lerouge, P., Roche, P., Faucher, C. (1990): Symbiotic host-specificity of Rhizobium meliloti is determined
by a sulphated and acylated glucosamine oligosaccharide signal. Nature 344: 781-784.

Liao, C.H., Fett, W.F. (2001): Analysis of native microflora and selection of strains antagonistic to human
pathogens on fresh produce. Journal of Food Protection 64: 1110-1115.

43



Lindow, S.E., Leveau, J.H.J. (2002): Phyllosphere microbiology. Current Opinion in Biotechnology 13:
238-243.

Lopez-Velasco, G., Welbaum, G.E., Boyer, R.R., Mane, S.P., Ponder, M.A. (2011): Changes in spinach
phylloepiphytic bacteria communities following minimal processing and refrigerated storage
described using pyrosequencing of 16S rRNA amplicons. Journal of Applied Microbiology 110:
1203-1214.

Madigan et al. (2000): Brock biology of microorganisms. Englewood Cliffs, NJ: Prentice-Hall. 991 pp

Mansfield, J., Genin, S., Magori, S. (2012): Top 10 plant pathogenic bacteria in molecular plant pathology.
Molecular Plant Pathology 13: 614-629.

Marendiak, D., S. Leitgeb et Kopéanova., L. PoI'nohospodarska mikrobiologia. Bratislava: Priroda, 1987.
Marchesi, J.R., Ravel, J. (2015): The vocabulary of microbiome research: a proposal. Microbiome 3: 1-3.

Mellersh, D.G., Foulds, I. V., Higgins, V.J. (2002): H202 plays different roles in determining penetration
failure in three diverse plant-fungal interactions. Plant Journal 29: 257-268.

Mendes, R., Garbeva, P., Raaijmakers, J.M. (2013): The rhizosphere microbiome: Significance of plant
beneficial, plant pathogenic, and human pathogenic microorganisms. FEMS Microbiology Reviews
37: 634-663.

Mendes, R., Kruijt, M., De Bruijn, 1. (2011): Deciphering the rhizosphere microbiome for disease-
suppressive bacteria. Science 332: 1097-1100.

Mezzasalma, V., Sandionigi, A., Guzzetti, L. (2018): Geographical and cultivar features differentiate grape
microbiota in Northern Italy and Spain vineyards. Frontiers in Microbiology 9: 1-13.

Mitra, R., Cuesta-Alonso, E., Wayadande, A. (2009): Effect of route of introduction and host cultivar on the
colonization, internalization, and movement of the human pathogen Escherichia coli O157:H7 in
spinach. Journal of Food Protection 72: 1521-1530.

Mitter, B., Pfaffenbichler, N., Sessitsch, A. (2016): Plant-microbe partnerships in 2020. Microbial
Biotechnology 9: 635-640.

Mohammad, M.J., Malkawi, H.1., Shibli, R. (2003): Effects of arbuscular mycorrhizal fungi and phosphorus
fertilization on growth and nutrient uptake of Barley grown on soils with different levels of salts.
Journal of Plant Nutrition 26: 125-137.

Montesinos, E. (2003): Development, registration and commercialization of microbial pesticides for plant
protection. International Microbiology 6: 245-252.

Mousa, A.A. (2017): Nanotools for molecular identification two novels Cladosporium cladosporioides
species (Cladosporiaceae) collected from tomato phyloplane. Journal of Yeast and Fungal Research
8:11-18.

Newsham, K.K., Fitter, A.H., Watkinson, A.R. (1995): Multi-functionality and biodiversity in arbuscular
mycorrhizas. Trends in Ecology & Evolution 10: 407-411.

Nguyen-the, C., Carlin, F. (1994): The microbiology of minimally processed fresh fruits and vegetables.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition 34: 371-401.

Nisiotou, A.A., Nychas, G.J.E. (2007): Yeast populations residing on healthy or Botrytis-infected grapes
from a vineyard in Attica, Greece. Applied and Environmental Microbiology 73: 2765-2768.

Olsen, K.J.K., Rossman, A., Andersen, B. (2018): Metabolite production by species of Stemphylium. Fungal
Biology 122: 172-181.

Ostry, V. (2008): Alternaria mycotoxins: an overview of chemical characterization, producers, toxicity,
analysis and occurrence in foodstuffs . World Mycotoxin Journal 1: 175-188.

44



Ottesen, A.R., White, J.R., Skaltsas, D.N. (2009): Impact of organic and conventional management on the
phyllosphere microbial ecology of an apple crop. Journal of Food Protection 72: 2321-2325.

Parniske, M. (2008): Arbuscular mycorrhiza: The mother of plant root endosymbioses. Nature Reviews
Microbiology 6: 763-775.

Polak et al. (2010): Sarka peckovin - sou¢asny stav problematiky v Ceské republice a v Evropé. VURYV,
v.v.i. Praha 2010, ISBN: 978-80-7427-039-0

Ponce, A.G., Agiiero, M. V., Roura, S.I. (2008): Dynamics of indigenous microbial populations of butter
head lettuce grown in mulch and on bare soil. Journal of Food Science 73: 257-263.

Poniatowska, A., Michalecka, M., Bielenin, A. (2013): Characteristic of Monilinia spp. fungi causing brown
rot of pome and stone fruits in Poland. European Journal of Plant Pathology 135: 855-865.

Porras-Alfaro, A., Bayman, P. (2011): Hidden fungi, emergent properties: endophytes and microbiomes.
Annual Review of Phytopathology 49: 291-315.

Portillo, M. del C., Franques, J., Araque, 1. (2016): Bacterial diversity of Grenache and Carignan grape
surface from different vineyards at Priorat wine region (Catalonia, Spain). International Journal of
Food Microbiology 219: 56-63.

Pretorius, M.C., Crous, P.W., Groenewald, J.Z., Braun, U. (2003): Phylogeny of some cercosporoid fungi
from Citrus. Sydowia 55: 286-305.

Ramires, F.A., Masiello, M., Somma, S. (2018): Phylogeny and mycotoxin characterization of alternaria
species isolated from wheat grown in Tuscany, Italy. Toxins 10; 1-15.

Rascovan, N., Carbonetto, B., Perrig, D. (2016): Integrated analysis of root microbiomes of soybean and
wheat from agricultural fields. Scientific Reports 6: 1-12.

Rasmann, S., Ali, J.G., Helder, J., van der Putten, W.H. (2012): Ecology and evolution of soil nematode
chemotaxis. Journal of Chemical Ecology 38: 615-628.

Rastogi, G., Shodio, A., Tech, J.J. (2012): Leaf microbiota in an agroecosystem: Spatiotemporal variation
in bacterial community composition on field-grown lettuce. ISME Journal 6: 1812-1822.

Reinhold-Hurek, B., Biinger, W., Burbano, C.S., Sabale (2015): Roots shaping their microbiome: global
hotspots for microbial activity. Annual Review of Phytopathology 53: 403-424.

Ren, F., Dong, W., Yan, D.H. (2019): Organs, cultivars, soil, and fruit properties affect structure of
endophytic mycobiota of pinggu peach trees. Microorganisms 7: 1-15.

Riesenfeld, C.S., Schloss, P.D., Handelsman, J. (2004): Metagenomics: Genomic analysis of microbial
communities. Annual Review of Genetics 38: 525-552.

Ritpitakphong, U., Falquet, L., Vimoltust, A. (2016): The microbiome of the leaf surface of Arabidopsis
protects against a fungal pathogen. New Phytologist 210: 1033-1043.

Rivas, S., Thomas, C.M. (2005): Molecular interactions between tomato and the leaf mold pathogen
Cladosporium fulvum . Annual Review of Phytopathology 43: 395-436.

Roberts, R.G. (1990): Postharvest biological control of grey mold of apple by Cryptococcus laurentii.
Phytopatology 80: 526-530.

Roberts, R.G. (1994): Integrating biological control into postharvest disease management strategies.
HortScience 29: 758-762.

Rudi, K., Flateland, S.L., Hanssen, J.F., Bengtsson, G., Nissen, H. (2002): Development and evaluation of
a 16S ribosomal DNA array-based approach for describing complex microbial communities in ready-
to-eat vegetable salads packed in a modified atmosphere. Applied and Environmental Microbiology
68: 1146-1156.

45



Ruehle, G.D. (1930): Cladosporium species from Apple fruit and the perfect stage of Cladosporium
herbarum. Phytopathology 10: 854.

Saminathan, T., Garcia, M., Ghimire, B. (2018): Metagenomic and metatranscriptomic analyses of diverse
watermelon cultivars reveal the role of fruit associated microbiome in carbohydrate metabolism and
ripening of mature fruits. Frontiers in Plant Science 9: 1-13.

Sanders, F.E., Tinker, P.B. (1971): Mechanism of absorption of phosphate from soil by endogone
mycorrhizas. Nature 233: 278-279.

Santhanam, R., Luu, V.T., Weinhold, A. (2015): Native root-associated bacteria rescue a plant from a
sudden-wilt disease that emerged during continuous cropping. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 112: 5013-5120.

Santos, C., Lucas, M.S., Dias, A.A. (2014): Winery wastewater treatment by combination of Cryptococcus
laurentii and Fenton’s reagent. Chemosphere 117: 53-58.

Sanzani, S.M., Li Destri Nicosia, M.G., Faedda, R. (2014): Use of quantitative PCR detection methods to
study biocontrol agents and phytopathogenic fungi and oomycetes in environmental samples. Journal
of Phytopathology 162: 1-13.

Schlatter, D., Kinkel, L., Thomashow, L. (2017): Disease suppressive soils: New insights from the soil
microbiome. Phytopathology 107: 1284-1297.

Scholer, A., Jacquiod, S., Vestergaard, G., Schulz, S., Schloter, M. (2017): Analysis of soil microbial
communities based on amplicon sequencing of marker genes. Biology and Fertility of Soils 53: 485—
489.

Segers, F.J.J., Meijer, M., Houbraken, J. (2015): Xerotolerant Cladosporium sphaerospermum are
predominant on indoor surfaces compared to other cladosporium species. PLoS ONE 10: 1-15.

Shetty, K.G., Hetrick, B.A.D., Schwab, A.P. (1995): Effects of mycorrhizae and fertilizer amendments on
zinc tolerance of plants. Environmental Pollution 88: 307-314.

Shi, X., Wu, Z., Namvar, A. (2009): Microbial population profiles of the microflora associated with pre-
and postharvest tomatoes contaminated with Salmonella typhimurium or Salmonella montevideo.
Journal of Applied Microbiology 107: 329-338.

Spaink, H.P. (2000): Root nodulation and infection factors produced by rhizobial bacteria. Annu. Rev.
Microbiol. 54: 257-88

Sperling, J.L., Silva-Branddo, K.L., Branddo, M.M. (2017): Comparison of bacterial 16S rRNA variable
regions for microbiome surveys of ticks. Ticks and Tick-borne Diseases 8: 453-461.

Steven, B., Huntley, R.B., Zeng, Q. (2018): The influence of flower anatomy and apple cultivar on the apple
flower phytobiome. Phytobiomes Journal 2: 171-179.

Stone, B.W.G., Weingarten, E.A., Jackson, C.R. (2018): The Role of the Phyllosphere Microbiome in Plant
Health and Function. Annual Plant Reviews online 1: 533-556.

Stone et al. (2004): Endophytic fungi. Biodiversity of Fungi, Publisher: Elsevier Academic Press, pp.241-
270

Tedersoo, L., Liiv, I, Kivistik, P.A. (2016): Genomics and metagenomics technologies to recover ribosomal
DNA and single-copy genes from old fruitbody and ectomycorrhiza specimens. MycoKeys 13: 1-20.

Teplitski, M., Warriner, K., Bartz, J., Schneider, K.R. (2011): Untangling metabolic and communication
networks: Interactions of enterics with phytobacteria and their implications in produce safety. Trends
in Microbiology 19: 121-127.

Tournas, V.H., Katsoudas, E. (2005): Mould and yeast flora in fresh berries, grapes and citrus fruits.
International Journal of Food Microbiology 105: 11-17.

46



Truchet, G., Roche, P., Lerouge, P. (1991): Sulphated lipo-oligosaccharide signals of Rhizobium meliloti
elicit root nodule organogenesis in alfalfa. Nature 351: 670-673.

Turnbaugh, P.J., Ley, R.E., Hamady, M. (2007): The human microbiome project: exploring the microbial
part of ourselves in a changing world. Nature 449: 804-810.

Vacher, C., Hampe, A., Porté, A.J. (2016): The Phyllosphere: Microbial jungle at the plant—climate
interface. Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics 47: 1-24.

Vandenkoornhuyse, P., Quaiser, A., Duhamel, M. (2015): The importance of the microbiome of the plant
holobiont. New Phytologist 206: 1196-1206.

Vepstaité-Monstavicé, 1., LukSa, J., Staneviciené, R. (2018): Distribution of apple and blackcurrant
microbiota in Lithuania and the Czech Republic. Microbiological Research 206: 1-8.

Verginer, M., Leitner, E., Berg, G. (2010): Production of volatile metabolites by grape-associated
microorganisms. Journal of Agricultural and Food Chemistry 58: 8344—-8350.

Vorstermans, B., Laer, S., Creemers, P., Pujos, P., Jijakli, H. (2007): Improving control of storage diseases
on apple by combining biological and physical post-harvest methods. Bulletin OILB/SROP 30: 423—
426.

Wallace, J.G., Kremling, K.A., Kovar, L.L., Buckler, E.S. (2018): Quantitative genetics of the maize leaf
microbiome. Phytobiomes Journal 2: 208-224.

Wei, Y.J., Wu, Y., Yan, Y.Z. (2018): High-throughput sequencing of microbial community diversity in soil,
grapes, leaves, grape juice and wine of grapevine from China. PLoS ONE 13: 1-17.

White, J.F., Kingsley, K.L., Zhang, Q. (2019): Review: Endophytic microbes and their potential applications
in crop management. Pest Management Science 75: 2558-2565.

White, T.J., Bruns, T., Lee, S., Taylor, J. (1990): Amplification and Direct Sequencing of Fungal Ribosomal
Rna Genes for Phylogenetics. PCR Protocols: 315-322.

Wilson, C.L., Wisniewski, M.E., Droby, S., Chalutz, E. (1993): A selection strategy for microbial
antagonists to control postharvest diseases of fruits and vegetables. Scientia Horticulturae 53: 183—
189.

Wilson, D. (1995): Endophyte: The Evolution of a Term, and Clarification of Its Use and Definition. Oikos
73: 274.

Woudenberg, J.H.C., Hanse, B., van Leeuwen, G.C.M., Groenewald, J.Z., Crous, P.W. (2017):
Stemphylium revisited. Studies in Mycology 87: 77-103.

Woudenberg, J.H.C., Seidl, M.F., Groenewald, J.Z., de Vries (2015): Alternaria section Alternaria: Species,
formae speciales or pathotypes? Studies in Mycology 82: 1-21.

Yang, B., Wang, Y., Qian, P.Y. (2016): Sensitivity and correlation of hypervariable regions in 16S rRNA
genes in phylogenetic analysis. BMC Bioinformatics 17: 1-8.

Zalar, P., Gostincar, C., de Hoog, G.S., Ursi¢, V.(2008): Redefinition of Aureobasidium pullulans and its
varieties. Studies in Mycology 61: 21-38.

Zarraonaindia, 1., Owens, S.M., Weisenhorn, P. (2015): The Soil Microbiome Influences Grapevine-
Associated Microbiota. mBio 6: 176.

Zhang, J., Wang, E.T., Singh, R.P. (2019): Grape berry surface bacterial microbiome: impact from the
varieties and clones in the same vineyard from central China. Journal of Applied Microbiology 126:
204-214.

Zhou, T., Northover, J., Schneider, K.E. (1999): Biological control of postharvest diseases of peach with
phyllosphere isolates of Pseudomonas syringae. Canadian Journal of Plant Pathology 21: 375-381.

47



9. PRILOHY

Ptiloha 1: Vysledky porovnani ziskanych sekvenci V3+V4 oblasti s databazi NCBI pomoci

algoritmu BLASTN.

i . Query E Per. Accession

Kolonie Organismus cover value Identity number

1 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 99% 0 99,73% NC_045840.1

2 L_Jncultured Trlchodesmlum sp. clone ACH-14S-279 16S 96% 0 99,33% KM873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

3 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  99% 0 99,87% NC_044768.1

4 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 99% 0 99,73% NC_045840.1

5 L_Jncultured Trlchodesmlur_n sp. clone ACH-14S-279 16S 100% 0 99,86% KM873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

6 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  100% 0 99,74% NC_044768.1

7 L_Jncultured Trlchodesmlur_n sp. clone ACH-14S-279 16S 100% 0 99,73% KM873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

8 Spiraea martini plastid, partial genome 93% 0 95,70% KY419987.1

9 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 100% O 99,73% NC_045840.1

10 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 100% O 99,73% NC_045840.1

1 anultured Trlchodesmlur_n sp. clone ACH-14S-279 16S 99% 0 99,50% KM873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

12 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  100% 0O 99,74% NC_044768.1

13 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome ~ 99% 0 99,87% NC_044768.1

14 L_Jncultured Trlchodesmlur_n sp. clone ACH-14S-279 16S 100% 0 10000%  KM8731131
ribosomal RNA gene, partial sequence

15 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 100% O 99,73% NC_045840.1

16 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 100% O 99,59% NC_045840.1

17 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 99% 0 99,86% NC_045840.1

18 anultured Trlchodesmlur_n sp. clone ACH-14S-279 16S 99% 0 99,59% KM873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

19 zgr(])grr:;( dactylifera cultivar Naghal mitochondrion, complete 100% 0 93.70% MH176158.1

20 L_Jncultured Trlchodesmlum sp. clone ACH-14S-279 16S 100% 0 99,06% KM873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

21 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 99% 0 99,73% NC_045840.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5W1MWD27016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5W29EF61016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5W2HPV8Y014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5W2R94KX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5W334PBD014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5W3XHGR4016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751258723
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751258723
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5W44MG74016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY419987.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5W4MBZKS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WB3UACS014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WBFEE7U014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WBKMMPM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WBUVAW601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WC0FY3P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WC4TZBV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WCAWURT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WCHXBYT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WCS7YEN01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WCXCE4C016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH176158.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WD1YPR4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WD9CWF101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WDF12P3016

Priloha 1: Vysledky porovnani ziskanych sekvenci V3+V4 oblasti s databazi NCBI pomoci

algoritmu BLASTN — pokrac¢ovani.

i . Query E Per. Accession
Kolonie Organismus cover value Identity number
22 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 99% 0 99,72% NC_045840.1
23 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  100% O 99,87% NC_044768.1
24 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  100% O 99,87% NC_044768.1
25 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 100% O 99,73% NC_045840.1
26 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  100% 0 99,87% NC_044768.1
27 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 99% 0 99,86% NC_045840.1
28 Rhamnus taquetii chloroplast, complete genome 100% O 99,19% NC_045855.1
29 L_Jncultured Trlchodesmlur_n sp. clone ACH-14S-279 16S 99% 0 99,73% KM873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
30 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  99% 0 99,87% NC_044768.1
31 anultured Trlchodesmlur_n sp. clone ACH-14S-279 16S 99% 0 99,73% KM873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
32 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  99% 0 99,74% NC_044768.1
33 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 99% 0 99,86% NC_045840.1
34 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  100% 0O 99,75% NC_044768.1
35 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  100% 0O 99,74% NC_044768.1
36 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome ~ 99% 0 99,87% NC_044768.1
37 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  100% O 99,87% NC_044768.1
38 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome  100% 0O 100,00%  NC_044768.1
39 Cotoneaster schantungensis chloroplast, complete genome 100% O 99,86% NC_045840.1
40 anultured Trlchodesmlur_n sp. clone ACH-14S-279 16S 100% 0 99.73% KM873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
a1 anultured Trlchodesmlur_n sp. clone ACH-14S-279 16S 100% 0 99.86% KMB873113.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
42 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome ~ 100% 0 99,74%  NC_044768.1
43 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome ~ 100% 0 99,87%  NC _044768.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WDSSS0K01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WE2X5SS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WEC1ZHN01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WEKTKK9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WEVWMWY016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WF2Z8G2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045855.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WFCD5XE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WFKWBSP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WFV3BXA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WG1EDUR016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WG903XR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WGFU1PA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WJH0NZ6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WJH0NZ6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WJH0NZ6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YPEE5EE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5WJH0NZ6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_045840.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YPWRMT201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YPX6E8D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YRBGUH001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YPEE5EE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YPEE5EE01R

Priloha 1: Vysledky porovnani ziskanych sekvenci V3+V4 oblasti s databazi NCBI pomoci
algoritmu BLASTN — pokrac¢ovani.

i . Query E Per. Accession
Kolonie Organismus cover value Identity number
44 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome 99% 0 99,74%  NC_044768.1
45 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome ~ 100% 0 99,74%  NC_044768.1
46 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome ~ 100% 0 99,87%  NC _044768.1

Uncultured Trichodesmium sp. clone ACH-14S-279 16S

a7 ribosomal RNA gene, partial sequence

100% 0 99,73%  KM873113.1

48 Prunus avium cultivar summit mitochondrion, complete genome ~ 100% 0 99,74% NC_044768.1

Ptiloha 2: Vysledky porovnani ziskanych sekvenci ITS1+ITS2 oblasti s databazi NCBI pomoci
algoritmu BLASTN.

. ) Query E Per. Accession
Kolonie Organismus )
cover  value Identity number

Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA
1 ) 100% 0 99,42%  MG735463.1
gene, partial sequence

Prunus armeniaca cultivar Pinaizi small subunit ribosomal
2 ) 100% 0 98,68% MGT735475.1
RNA gene, partial sequence

Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA
3 ) 100% 0 99,27% MG735463.1
gene, partial sequence

Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit
4 . ) 100% 0 99,85% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Prunus armeniaca cultivar Pinaizi small subunit ribosomal
5 ) 100% 0 98,68% MG735475.1
RNA gene, partial sequence

Prunus armeniaca cultivar Pinaizi small subunit ribosomal
7 ) 100% 0 98,25% MG735475.1
RNA gene, partial sequence

Prunus armeniaca cultivar kezimayirou small subunit ribosomal
8 ) 99% 0 96,31% MG735476.1
RNA gene, partial sequence

Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit
9 . ) 98% 0 99,12% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit
10 . ] 98% 0 99,27% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YPEE5EE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YPEE5EE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YPEE5EE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM873113.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YRBGUH001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_044768.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=5YPEE5EE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64GDS70T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64GED960014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64GWBKSY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64GXAWGJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735476.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64H2XD7901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64H3BU5N01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64H427UA01R

Priloha 2: Vysledky porovnani ziskanych sekvenci ITS1+ITS2 oblasti s databazi NCBI pomoci

algoritmu BLASTN — pokrac¢ovani.

) ) Query E Per. Accession
Kolonie Organismus .
cover value  Identity number

Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

11 . ] 100% 0 99,85% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar Pinaizi small subunit ribosomal

12 ] 100% 0 98,53% MG735475.1
RNA gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

13 ] 100% 0 97,11% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar huanna small subunit ribosomal

14 ) 100% 0 9941% MG735477.1
RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

15 ) ) 98% 0 98,60% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

16 ) ) 98% 0 98,82% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

17 ) ) 100% 0 98,24% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar caopixing small subunit ribosomal

18 ] 99% 0 97,67% MG735468.1
RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar giuhong small subunit ribosomal

19 ] 100% 0 98,24% MG735459.1
RNA gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

20 ) 98% 0 99,01% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

21 ) ) 100% 0 9797% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

22 ) 99% 0 98,68% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

23 ] 97% 0 98,84% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

24 ) 98% 0 99,13% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar Pinaizi small subunit ribosomal

25 ] 100% 0 99,26% MG735475.1
RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar Pinaizi small subunit ribosomal

26 ) 100% 0 99,41% MG735475.1
RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

27 100% 0 9941% MG735461.1

ribosomal RNA gene, partial sequence
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64H9JE0D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64HA03B8014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735477.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64HZN4NS01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64J0TJNR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64J70AHF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735468.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64J7NU9501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735459.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64J8C651014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64J9AHED01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64JFXJZA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64JGH1HU01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64JH2EHW01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64JRF94201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64JS1A9Z01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64JSKAB201R

Priloha 2: Vysledky porovnani ziskanych sekvenci ITS1+ITS2 oblasti s databazi NCBI pomoci

algoritmu BLASTN — pokrac¢ovani.

) ) Query E Per. Accession
Kolonie Organismus .
cover value  Identity number

Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

28 . ] 98% 0 100,00% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

29 ] 100% 0 99,12% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

30 . ] 100% 0 99,71% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

31 ) 98% 0 99,13% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

32 ) 98% 0 98,40% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

33 ) ) 100% 0 98,97% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

34 ] 100% 0 98,98% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar Pinaizi small subunit ribosomal

35 ] 98% 0 98,97% MG735475.1
RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

36 . ] 98% 0 99,85% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit

37 ) ) 100% 0 99,12% MG735461.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

38 ) 100% 0 99,41% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

39 ) 100% 0 98,51% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

40 ] 100% 0 98,83% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar Pinaizi small subunit ribosomal

41 ) 100% 0 98,53% MG735475.1
RNA gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

42 ) 100% 0 99,27%  MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar Pinaizi small subunit ribosomal

43 ) 98% 0 99,12% MG735475.1
RNA gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA

44 100% 0 98,39% MG735463.1

gene, partial sequence
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64JT5NJY01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64JZ3M7C01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64JZPE2K01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64K0SCRG01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64K19F7R01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64K7RH3D01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64K99J3X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64KA19B601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64KAT4Z901R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64KGD32P01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64KGX6N301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64KHEEPF01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64KT8ECR01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64KTTZ2S01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735475.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64KU9BGB01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64KUZB9V01R

Priloha 2: Vysledky porovnani ziskanych sekvenci ITS1+ITS2 oblasti s databazi NCBI pomoci

algoritmu BLASTN — pokrac¢ovani.

) ) Query E Per. Accession
Kolonie Organismus .
cover value  Identity number
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA
45 ) 100% 0 98,24% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA
46 ) 97% 0 98,98% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus sibirica cultivar shanxing small subunit ribosomal RNA
47 ) 100% 0 98,54% MG735463.1
gene, partial sequence
Prunus armeniaca cultivar chuanzhihongxing small subunit
48 90% 0 99,85% MGT735461.1

ribosomal RNA gene, partial sequence

Priloha 3: Druhy hub identifikované pomoci Swift Amplicon 16S+ ITS Panel kitu a NGS

sekvenovani a jejich accession number a SH code.

Identifikované druhy hub

Accession number/SH code

Alternaria alternata

|KF465761|SH2179670.08FU|

Alternaria betae-kenyensis

IKP124419|SH2180558.08FU|

Alternaria infectoria

|AF347034{SH2127280.08FU|

Aureobasidium melanogenum

|FJ150886|SH2149989.08FU|

Aureobasidium namibiae

|KT693730|SH2149997.08FU|

Aureobasidium pullulans

|AJ244232|SH1515060.08FU|

Cladosporium delicatulum

|HM148081|SH2320203.08FU|

Cladosporium flabelliforme

|HM148092|SH2320220.08FU|

Cladosporium grevilleae

JF770450|SH2320233.08FU|

Filobasidium floriforme

|AF190007|SH2525150.08FU|

Filobasidium sp.

|[EU266556|SH2076881.08FU|

Filobasidium wieringae

|AF444373|SH1631613.08FU|

Holtermanniella wattica

IFJ473373|SH2039839.08FU|

Mycosphaerella tassiana

|[EF679363|SH1572792.08FU|

Stemphylium sp.

|DQ491516|SH2179673.08FU|
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64M21WRM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64M2JXE601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735463.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64M33JS601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG735461.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=64M3MXA201R

Priloha 4: Druhy hub identifikované ze zdravého plodu merunky bez znamek poskozeni
pracovniky laboratote pomoci Swift Amplicon 16S+ ITS Panel kitu a NGS sekvenovani a jejich

accession number a SH code.

Identifikované druhy hub Accession number/SH code
Alternaria alternata |KF465761|SH2179670.08FU|
Alternaria betae-kenyensis |KP124419|SH2180558.08FU|
Aureobasidium namibiae |KT693730|SH2149997.08FU|
Cladosporium grevilleae [JF770450|SH2320233.08FU|
Cladosporium pseudiridis |[EF679383|SH2320385.08FU|
Cladosporium ramotenellum |[EF679384|SH2320230.08FU|
Pseudeurotiaceae sp. |EF679363|SH1572792.08FU|
Sarocladium bactrocephalum [JF495199|SH1647619.08FU|
Mycosphaerella tassiana [HG965006|SH1911891.08FU|
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