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Uvod

Zastupcovia drevoznehodnocujucich hib z rodu lesk-
lokérovka (Ganoderma) patria k vyznamnym pdvodcom
hnilob dreva zivych drevin. Rod Ganoderma P. Karst.,
1881, je jednym z druhovo najpocetnejSich rodov radu
Polyporales'. Lesklokorovky sa vyznaduju charakteristic-
kymi vytrusmi typu bazidiospéra s dvojitou stenou
a povrchovou ornamentikou”. Majti vajcovity tvar, sa echi-
nuldtne a mézu mat’ prediZeny alebo trunkétny (skrateny)
vrchol. Aj ked slovensky ndzov tohto taxénu evokuje pri-
tomnost’ lesklého povrchu plodnic, rozliSuju sa 2 typy,
plodnice s lesklym a plodnice s matnym povrchom®.
V Eurodpe, vratane Slovenska, rastie sedem druhov*: Gano-
derma lipsiense (Batsch) G. F. Atk., G. australe (Fr.) Pat.,
G. carnosum Pat., G. pfeifferi Bres., G. lucidum (Curtis)
P. Karst., G. resinaceum Boud. a G. valesiacum Boud.*”.
Klasicka identifikacia druhov z rodu Ganoderma je zalo-
zend hlavne na analyze a porovnani anatomicko-
morfologickych charakteristik plodnic. Okrem klasickych
metod sa pri identifikdcii organizmov do popredia Coraz
viac dostavaji molekulové metddy. Zastupcovia rodu Ga-
noderma a ich identifikdcia si v ostatnej dobe zaujmom
mnohych vedeckych §tadii vyuzivajucich moderné mole-
kulové pristupy®'’. Molekulové metody su zalozené naj-
mé na analyze DNA, ako napr. polymorfizmus dizky res-
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trikénych fragmentov amplifikovaného ITS medzernika —
ITS-PCR-RFLP analyza. V ostatnych rokoch sa vSak na
identifikaciu Sirokého spektra baktérii, mykobaktérii
a hub, a to hlavne v klinickych laboratoriach'', pouziva
ovela rychlejsia MALDI-TOF hmotnostna spektrometria
proteinovych profilov — MALDI-TOF MS. Absencia hmot-
nostnych spektier drevorozkladajucich hib v identifikacnej
databaze MALDI-TOF MS vsak zatial’ neumoziuje ich iden-
tifikaciu touto metddou. Ciel'om tejto Stidie bolo porovnat’
rozliSovaciu schopnost’ ITS-PCR-RFLP analyzy s nami vyvi-
nutou metédou pre identifikaciu druhov rodu Ganoderma
zalozenej na MALDI-TOF MS analyze.

Experimentalna ¢ast’
Material

V predlozenej $tadii sme pouzili tieto vzorky plodnic
(charakteristika kazdej vzorky obsahuje druh lesklokorov-
ky, miesto nalezu, hostitel'sku drevinu, datum odberu vzor-
ky, krstné meno a priezvisko zberatel’a a urcovatel’a):

C. 1 Ganoderma carnosum, Slovenské republika,
Donovaly — osada Bully, neidentifikovatel'na drevina, pen,
09.09.2015, leg. Terézia Gasparcova, det. Jan Gaper;

C. 2 Ganoderma pfeifferi, Slovenska republika, To-
pol’¢ianky — park, Tilia platyphyllos Scop., 25.10.2015,
leg. Michaela Kruzlikova, det. Jan Géper;

C. 3 Ganoderma lipsiense, Slovenské republika, Kor-
na — sukromna zahrada, neidentifikovatel'na drevina, pen,
18.10.2015, leg. Simona Kvasnova, det. Jan Gaper;

C. 4 Ganoderma lipsiense, Ceska republika, Domora-
dovice, neidentifikovatel'na drevina, pen, 15.10.2015, leg.
Markéta Kudélova, det. Jan Géper;

C. 5 Ganoderma lipsiense, Slovenska republika, Det-
va — Kamenolom Jezova, Quercus robur L., 21.10.2015,
leg. Martin Sebesta, det. Jan Gaper;

C. 6 Ganoderma lipsiense, Slovenska republika, Spa-
nia Dolina — chatova oblast’, neidentifikovatel'na drevina,
pen, 16.11.2015, leg. Terézia GasSparcova, det. Jan Gaper;

C. 7 Ganoderma australe, Slovenska republika, Ziar
nad Hronom — Park S. Moysesa, Tilia platyphyllos Scop.,
09.01.2016, leg. Michaela Kruzlikova, det. Jan Géper.

Metodika

Druhy sme determinovali na zaklade makro-
a mikroskopickych analyz plodnic*'?. Z plodnic sme izolo-
vali ¢isté kultiry, ktoré sme kultivovali na sladinovom
agare (zlozenie na 1 dm® destilovanej vody: sladovy extra-
kt 30 g, pepton 3 g, agar 15 g; pH 5,6 + 0,2 pri 25 °C; Mil-
com, Tabor, Ceskd republika) v termostate pri teplote
24 + 1 °C. Na izolaciu genémovej DNA sme pouzili upra-
vend metodiku, ktorti publikovali Goodwin a Lee". Asi
100 mg mycélia sme suspendovali v 300 pl lyza¢ného
roztoku a nasledne vystavili 6-10 mikrovinnym impulzom
(600 W po dobu 2-4 sekundy). Nasledne sme pridali
300 pl Cerstvého lyza¢ného roztoku a inkubovali 2 min pri
teplote 98 °C. Ziskané DNA sme opakovane extrahovali
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zmesou chloroform-izoamylalkohol (24:1). Cisté nukleové
kyseliny sme eluovali v 50 ul TE pufra. Ziskana DNA sme
podrobili elektroforetickej analyze v 1% agarézovom géli.
Pri ITS-PCR-RFLP analyze sme postupovali podl'a meto-
diky Jadovej a spol.". Na amplifikaciu ITS medzernika
sme pouzili $pecifické priméry ITS1 a ITS4 (cit.">). PCR
reakcia bola vykonand v termocykléri MJ Mini Personal
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA).
Reakéna zmes s objemom 50 pl obsahovala 200 pM
dNTP, 1 pM primér ITS1, 1 uM primér ITS4, 1.25
U Taq DNA polymeraza (Invitrogen, Paisley, UK), 5 pl
10x PCR pufor (Invitrogen, Paisley, UK), 2 mM MgCl,,
50 ng templatova DNA. Na Stiepenie ziskanych ampliké-
nov z ITS-PCR bola pouzitd restrikénd endonukledza Hae-
IIT (Fermentas Gmbh, Germany). 10 pl PCR produktu sme
Stiepili vybranou restrikénou endonukledzou po dobu
1 hodiny podl'a ndvodu vyrobcu. Nasledne sme DNA frag-
menty oddelili v 1,5% agar6zovom géli a na porovnanie
sme pouzili 100 bp marker molekulovych velkosti
(Invitrogen, Paisley, UK). MALDI-TOF MS analyza: pre
analyzu sme chemicky extrahovali bielkoviny zo vzoriek
cerstvého mycélia z Cistych kultdr rastucich na sladinovom
extrakte. Vzorky mycélia (50 pg) sme suspendovali
v 600 pl destilovanej vody a inkubovali 5 min pri teplote
95 °C. Nasledne sme k zmesi pridali 900 pl absolutneho
etanolu, dokladne premiesali, centrifugovali pri maximal-
nych otdckach (14 000 rpm) po dobu 2 min na centrifiige
Mikro 120 centrifuge (Hettich, Tuttlingen, Germany)
a supernatant odstranili. K peletu sme pridali 100 pl 70%
kyseliny mravcej, dokladne premiesali a pridali rovnaké
mnozstvo acetonitrilu, a opét’ premieSali. Zmesnu vzorku
sme centrifugovali pri maximalnych otdckach po dobu
2 min. 1 pl supernatantu sme naniesli na MALDI dosticku
a nechali uschnut’ pri laboratornej teplote. Nasledne sme
vzorky prekryli 1 pl roztoku MALDI matrice (1 % roztok
kyseliny alfa-kyano-4-hydroxySkoricovej v roztoku 50 %
acetonitril, 47,5 % voda a 2,5 % kyselina trifloroctova )
a opdt nechali uschnut pri laboratornej teplote. Kazdu
vzorku sme analyzovali minimalne dva razy na pristroji
Microflex LT (Bruker Daltonik GmbH, Leipzig, Germa-
ny). Zhlukovl analyzu podobnosti ziskanych proteinovych
profilov a dendrogram sme vytvorili v programe MALDI
Biotyper 3.0 (Bruker).

Vysledky a diskusia

Ako vyplyva z charakteristiky biologického materia-
lu, anatomicko-morfologickou analyzou plodnic sme iden-
tifikovali Styri druhy lesklokoroviek — G. carnosum,
G. pfeifferi, G. lipsiense a G. australe. Na zaklade
MALDI-TOF MS analyzy sme ziskali dobre definované
spektra vsetkych Studovanych druhov s m/z hodnotami
v rozmedzi 3000 az 15 000. Kazdy druh vykazoval $peci-
ficky dominantny band s m/z hodnotou 6331,9 pre
G. carnosum, 62209 pre G. pfeifferi, 4107,7 pre
G. lipsiense a 4117,6 pre G. australe (normalizované spek-
trd jednotlivych druhov st prezentované na obr. 1 a 2). Na
zhodnotenie pouzitel'nosti MALDI-TOF MS analyzy pre
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identifikaciu a rozlisenie hib rodu Ganoderma bola vyko-
nané zhlukové analyza ziskanych spektier (obr. 3B). Vy-
sledny dendrogram (obr. 3A) potvrdil, ze MALDI-TOF
MS analyza produkuje druhovo Specifické spektra hub
rodu Ganoderma a pomocou tejto analyzy mézeme vybra-
né druhy hub jednoznacne rozlisit. Kym podobnost’ spek-
tier roznych izolatov toho ist¢ho druhu a medzi opakova-
nymi analyzami tej istej vzorky bola velmi vysokd
(pozorovana distance level menej ako 100), spektra jednot-
livych druhov sa lisili vyrazne viac (pozorovana distance
level viac ako 450) (obr. 3A).

O pouziti MALDI-TOF MS analyzy pri identifikécii
hib je relativne malo literarnych odkazov. Schmidt
a Kalow'® prvykrat pouzili tato analyzu na diferenciaciu
drevorozkladajacich hib z rodov Serpula, Coniophora
a Antrodia. V §tudii testovali vzorky mycélii (3 pary dru-
hov — napr. Serpula lacrymans a Serpula himantioides),
ktoré su morfologicky vel'mi podobné a len tazko rozlisi-
tel'né tradicnymi metddami. Na zaklade porovnania ziska-
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Obr. 1. Porovnanie MALDI-TOF MS normalizovanych spek-
tier; hore Ganoderma carnosum (vzorka €. 1), dole Ganoderma

pfeifferi (vzorka €. 2)
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Obr. 2. Porovnanie MALDI-TOF MS normalizovanych spek-
tier; hore Ganoderma lipsiense (vzorka ¢. 6), dole Ganoderma
australe (vzorka €. 7)
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nych spektier zistili, Z2 MALDI-TOF MS je vhodna na
rozliSenie testovanych vzoriek. Chalupova a spol."” sa vo
svojej prehladovej Stadii zaoberali identifikaciou hub za
pomoci MALDI-TOF MS analyzy. Zastupcovia mnohych
znamych rodov ako Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
Trichoderma, ale aj roznych kvasiniek boli uspesne identi-
fikované za pomoci MALDI-TOF MS analyzy'’. Autori
naznacili zaujimavy pristup identifikdcie hub MALDI-
TOF MS analyzou popri zauzivanych mikroskopickych
a molekulovych metodach. Pre potvrdenie druhovej varia-
bility Studovanych druhov hib sme pouZili ITS-PCR-
RFLP analyzu, ktorou sme ziskali druhovo Specifické
RFLP profily (obr. 3C), ktoré koreluju s vysledkami anato-
micko-morfologickej charakteristiky plodnic a vysledkami
MALDI-TOF MS analyzy. Stiepenim PCR produktov
v drahach patriacich druhom Ganoderma carnosum
a Ganoderma pfeifferi vznikli fragmenty r6znych velkosti,
¢o naznacuje, Ze moze ist’ o dva rozdielne druhy. K postie-
peniu PCR produktu v drahe patriacej druhu Ganoderma
australe nedoslo, ¢o naznacuje, ze ide o geneticky rozdiel-
ne taxény. Podobne sme pozorovali rozdielne ITS-PCR-
RFLP profily u druhov Ganoderma australe a Ganoderma
lipsiense. Porovnanim profilov Styroch izolatov Ganoder-
ma lipsiense sme nedetegovali Ziadnu vnatrodruhova va-
riabilitu. Na Slovensku boli pomocou molekulovych
analyz Studované len dva druhy: Ganoderma lipsiense
a Ganoderma australe, ktoré si na zaklade morfologic-
kych znakov vel'mi podobné. Na ich odliSenie autori vyu-
zili ITS-PCR-RFLP metddu, ktortl potvrdili mikroskopic-
kou analyzou velkosti bazidiospor'®. Zheng a spol.” tiez
vyuzili vo svojej Studii ITS PCR-RFLP analyzu na objas-
nenie genetickej diverzity komplexu Ganoderma lucidum.
Zhlukova analyza rozdelila 39 kmenov, vratane Trametes
versicolor ako kontrolnej vzorky, do 7 skupin. Pouzitel-
nost’ tejto metddy poukazuje na to, Ze Studie na molekulo-
vej arovni mézu predstavovat’ uzitocntt doplnkova metddu
k stcasnému klasifikanému systému rodu Ganoderma
zalozenom na morfologickych charakteristikich'®. Res-
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Obr. 3. Porovnanie vysledkov MALDI-TOF MS analyzy a ITS-PCR-RFLP analyzy; A — dendrogram poukazuje na pribuznost’ vzo-
riek Studovanych hub rodu Ganoderma na zaklade porovnania hmotnostnych spektier ziskanych analyzou MALDI-TOF MS, B — porov-
nanie MALDI-TOF profilov jednotlivych izolatov, C — profily Stiepenia ITS sekvencii jednotlivych izolatov restrikénou endonukleazou
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trikéna analyzu vyuzili vo svojej §tudii aj Jadova a spol.™,
ktori sa venovali problematike variability drevorozkladaju-
cej huby Fomes fomentarius v pohori Vihorlatské vrchy na
vychodnom Slovensku. ITS-PCR-RFLP analyzou zistili
pritomnost’ dvoch genotypov, ¢o bolo potvrdené aj sek-
vencnou analyzou. V naSom pripade ITS-PCR-RFLP
a MALDI-TOF MS potvrdili druhovu variabilitu izolatov
rodu Ganoderma pozorovani morfologicky. Vo vsetkych
pripadoch sme pozorovali perfektni korelaciu medzi vy-
sledkami ITS-PCR-RFLP analyzy, MALDI-TOF MS ana-
lyzy a anatomicko-morfologickou charakteristikou plod-
nic. Nase vysledky potvrdzuju, ze ITS-PCR-RFLP analyza
a MALDI-TOF MS analyza st schopné rozlisit' druhy
rodu Ganoderma s porovnatel'nou presnostou a predstavu-
ju tak pomerne rychle alternativne metddy k narocnej ana-
tomicko-morfologickej analyze plodnic.

Zaver

V tejto Studii bola porovnana schopnost’ novo apliko-
vanej] metody MALDI-TOF MS a zndmej metody
ITS-PCR-RFLP pre identifikaciu drevorozkladajucich hub
rodu Ganoderma. Anatomicko-morfologickou analyzou
siedmich vzoriek plodnic sme determinovali Styri druhy.
Restrikénd analyza ukdzala tiez pritomnost’ Styroch dru-
hov. Rovnako MALDI-TOF MS analyzou boli ziskané
druhovo Specifické spektra Styroch druhov rodu Ganoder-
ma. Zo ziskanych spektier bola urobena zhlukova analyza.
Vysledky ukazali, ze MALDI-TOF MS analyza je schopna
rozlisit’ testované druhy s porovnate'nou presnostou ako
ITS-PCR-RFLP analyza a méze byt’ vyuzita pri identifika-
cii druhov rodu Ganoderma.

Autori dakuju grantovym agentiuram VEGA (projekt
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financnu podporu predlozenej prace.

LITERATURA

1. Lima Janior N. C., Gibertoni B. T., Malosso E.: Rev.

Biol. Trop. 62, 1197 (2014).

Moncalvo J. M., Ryvarden L.: 4 nomenclatural Study

of the Ganodermataceae Donk. Fungiflora, Oslo

1997.

. Moncalvo J.-M., v knihe: Ganoderma Diseases of

Perennial Crops (Flood J., Bridge P.D., Holderness

M., ed.), kap. 2. CABI Publishing, Wallingford 2000.

Bernicchia A.: Polyporaceae s.l. Fungi Europaei.

Massimo Candusso, Alassio 2005.

Gaperova S.: Acta Facultatis Ecologiae 8, 93 (2001).

Wang D.-M., Wu S.-H., Su C.-H., Peng J.-T., Shih Y .-

H., Chen L.-C.: Bot. Stud. 50, 451 (2009).

Nusaibah S. A., Latiffah Z., Hassaan A. R.: Pertanika

J. Trop. Agric. Sci. 34, 83 (2011).

Wang X.-C., Xi R.-J., Li Y., Wang D.-M., Yao Y.-J.:

PLoS One 7, e40857 (2012).

. Cao Y., Wu S.-H., Dai Y.-C.: Fungal Divers. 56, 49
(2012).

2.

e

391

Laboratorni pfistroje a postupy

. Zhou L.-W., Cao Y., Wu S.-H., Vlasdk J., Li D. -W,,
Li M.-]., Dai Y.-C.: Phytochemistry /74, 7 (2015).
Fournier P.-E., Drancourt M., Colson P., Rolain J.-M.,
La Scola B., Raoult D.: Nat. Rev. Microbiol. /7, 574
(2013).

Breitenbach J., Kréanzlin F.: Fungi of Switzerland. Non
gilled fungi. Heterobasidiomycetes, Aphyllophorales,
Gastromycetes. Mykologia Verlag, Lucerne 1986.
Goodwin D. C., Lee S. B.: BioTechniques 15, 438
(1993).

Judova J., Dubikova K., Gaperova S., Gaper J., Pristas
P.: Fungal Biol. 716, 155 (2012).

White T. J., Bruns T., Lee S., Taylor J., v knihe: PCR
Protocols: a Guide to Methods and Applications
(Innis M. A., Gelfand D. H., Sninsky J. J., White, T.
J., ed.), kap. 38. Academic Press, San Diego 1990.
Schmidt O., Kalow W.: Holzforschung 59, 374
(2005).

Chalupova J., Raus M., Sedlafova M., Sebela M.:
Biotechnol. Adv. 32, 230 (2014).

Ciko§ S., Koppel J., Kantikovd M.: Polymerdzova
retazova reakcia a jej pouzitie v biologickom vyskume
a diagnostike. Ustav fyziologie hospodarskych zvierat
SAV, Kosice 2001.

Zheng L., Jia D., Fei X., Luo X., Yang Z.: Microbiol.
Res. 164,312 (2009).

11.

12.

13.
14.

15.

16.
17.

18.

19.

T. GaSparcova®, J. Gaper™*, P. Pristas’, S. Kvasnova®,
and S. Gaperova® (“ Department of Biology and Ecology,
Faculty of Natural Sciences, Matej Bel University, Banskd
Bystrica, Slovakia, ® Department of Biology and General
Ecology, Faculty of Ecology and Environmental Sciences,
Technical University, Zvolen, Slovakia, © Department of Biol-
ogy and Ecology, Faculty of Sciences, University of Ostrava,
Czech Republic, * Institute of Biology and Ecology, Faculty
of Natural Sciences, Pavol Josef Safirik University, Kosice,
Slovakia): Comparison of ITS-PCR-RFLP and MALDI-
TOF MS Methods for the Identification of Wood-
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The traditional identification of the species of the genus
Ganoderma (Basidiomycota phylum, Polyporales order) is
based on its anatomical and morphological characteristics of
basidiocarps. In recent years, molecular methods based on
the analysis of the DNA are widely used. In this study, ability
of newly applied method MALDI-TOF MS and known ITS-
PCR-RFLP have been compared for the identification of
fungi of the genus Ganoderma. The samples of seven mem-
bers of the genus have been determined based on its anatomi-
cal and morphological traits and four species have been iden-
tified. Restriction analysis also showed the presence of four
species of the genus. MALDI-TOF MS analysis yielded well
defined spectra for all species tested. The cluster analysis has
been carried out from the spectra obtained. The results have
shown that MALDI-TOF MS is capable to distinguish
among studied fungi with an accuracy comparable to ITS-
PCR-RFLP and could be used for identification of fungi of
the genus Ganoderma.



