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I. Cil metodiky

Pro hodnoceni jednotlivych izolatd/kmenl hub (entomopatogennich hub ze
skupiny Deuteromycetes a hub rodu Armillaria ze skupiny Basidiomycetes) jsou
pouzivany ruzné metody. Samotna biologicka ¢&i klasicka® morfologicka
charakteristika jiz ale v souCasné dobé& neposkytuje dostate¢né pifesné urceni
jednotlivych druhl. Jiz v pribéhu 90. let 20. stoleti byla v ramci taxonomickych a
popula¢né-genetickych studii u hub vénovana pozornost kombinaci tradicni
morfologické klasifikace a novych molekularnich metod analyzy polymorfismu
DNA (Hillis 1987; Hillis et al. 1990; Bridge a Arora 1998).

Jedna z vyznamnych oblasti aplikace molekularnich metod byla sméfovana do
identifikace kmenu entomopatogennich hub vyuzivanych v programech biologické
ochrany rostlin. Metody =zalozené na pouziti metody PCR byly u
entomopatogennich hub vyuzity napf. u rodu Verticillium (Nazar et al. 1991; Typas
et al. 1992; Roberts et al. 1995; Mor et al. 1996), rodu Paecilomyces resp. Isaria
(Tigano-Milani et al. 1995a, 1995b; Obornik a Landa 1997) i u dalSich zastupcl
skupiny Deuteromycota, napf. Beauveria (Couteaudier et al. 1998a; Driver a
Milner 1998), Metarhizium (Driver a Milner 1998; Bidochka et al. 2001),
Trichoderma (Mills et al. 1998; Abbasi et al. 1999) a Gliocladium (Lexova et al.
1998; Bielikova et al. 2002).

V témze obdobi se zacaly molekularni markery vyuzivat i v populaéni genetice
hub pro ucely studia populaci fytopatogennich druhd (Brown 1996) ¢&i pro
sledovani genetické struktury populaci hub v pfirodnich ekosystémech (McDonald
1997; Couteaudier et al. 1998b; Xu 2006).

U vaclavek rodu Armillaria byly molekularni pfistupy k identifikaci jednotlivych
kmen( ¢i druhl vyuzity napf. v pracech Schulze at al. (1997), Smith-White et al.
(2002), Lochman et al. (2004) nebo Holusa et al. (2018). Molekularni metody jsou
pouzivany i pro studium genetické struktury populaci vaclavek (Prospero et al.
2010; Tsykun et al. 2017), studium fylogeneze (Kim et al. 2006) a evoluce této
skupiny (Anderson et al. 2018).

Vypracovani postupl pro aplikaci molekularnich technik pro popis a charakterizaci
kmenl hub je vyznamné i z pohledu polyfaktoridlniho hodnoceni sbirkovych
kmen( — toto polyfaktorialni hodnoceni kmen( vyuziva standardni systém ,in vitro*
testd, ,in vivo" biotestl v kombinaci s kmenové specifickym profilem DNA marker(.



Il. Vlastni popis metodiky

1. Uvod

Klasické a doposud standardni metody popisu a identifikace kmen( a izolatl hub
jsou zaloZzeny zejména na mikroskopickém hodnoceni jejich morfologickych
charakteristik. Vyuzivany jsou i jejich biologické charakteristiky a v nékterych
pfipadech i biochemické markery, napf. spektrum mastnych kyselin (Stahl a Klug
1996). Zavaznym nedostatkem tohoto pfistupu je omezend moznost popisu,
charakterizace a identifikace kmen( a izolat(l na druhové a poddruhové Grovni.

Mezi spolehlivé nastroje pro identifikaci genotypl/kment ¢&i izolatl, které mohou
byt rutinné aplikovany na velky pocet vzorkl patfi molekularni markery.
Molekularni pfistup ma také sva uskali, nicméné prevazuji zna¢né vyhody a tento
pfistup umoziiuje vypracovani postupll pro identifikaci genotypll, hodnoceni
genetické struktury populaci hub nebo jejich stabilitu. Moderni postupy a pfistupy
zahrnuji vyuziti metod molekularni biologie a jsou zaloZzeny na analyze isoenzymi,
proteinl a DNA. Obrovsky rozvoj metod, zaloZzenych na PCR, ktera byla poprvé
pouZita v roce 1984 (Saiki et al. 1985, 1988), vedl k vyvoji celé fady technik a
metodickych postup(, vyuzivanych i pro popis a identifikaci genotyp(i hub. Metody
vyuzivajici molekularni a biochemické markery se tak staly u€innym nastrojem
stanovovani genetické variability, ktery umoZnuje charakterizaci jednotlivych
genotypu (Gorg et al. 1992; Araujo 2014; Araujo a Sampaio-Maia 2018).

Predkladana metodika zahrnuje metody a postupy pro izolaci DNA, analyzu
riznych typl molekularnich markerl (analyzu zaloZzenou na amplifikaci
specifickych €asti genomu), metody a postupy pro elektroforetickou separaci a
vizualizaci molekularnich marker( a hodnoceni vysledk( molekularni analyzy.



2. Metodika izolace DNA

Material pouzivany pro izolaci DNA

biomasa z povrchovych kultur na Zzivném agaru
biomasa ze submerzni kultury

konidie ziskané ze sporulujici kultury

Cerstvé nebo v silikagelu vysuSené rhizomorfy

Kultivace hub probihda podle standardnich protokold. DNA izolujeme dle
pfislusného protokolu z Cerstvého materialu nebo z materidlu zamrazeného (po
odebrani material zamrazime a uchovavame v -80°C).

Metody izolace DNA hub

DNA izoluieme ze vSech vySe uvedenych typl materidlu, a to jak z materialu
Cerstvého, tak i zamrazeného nebo lyofilizovaného. VytéZnost, Cistota a pouziti
takto ziskané DNA jsou shrnuty na konci této kapitoly.

DNA je mozno izolovat mikroextrakénimi metodami (komeréné dostupnymi Kity)
nebo pomoci standardnich metod izolace DNA (ziskani vétS§iho mnozstvi DNA).
Metody izolace DNA pomoci kitll jsou zaloZzeny na principu purifikace DNA pomoci
mikrokolonek — na prvni kolonce dochazi k zachyceni proteind, polysachariddl,
detergentu a dalSich necistot, na druhé kolonce dochazi k zachyceni DNA a jejimu
naslednému vymyti eluénim roztokem.

Izolace DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)

Analyzovany vzorek mlzeme rozdrtit v tekutém dusiku. Pokud nepouzivame
tekuty dusik, rozdrtime vzorek kovovymi kuli€kami v homogenizatoru (napf.
BeadBeater, BioSpec Products, Inc., USA) pfimo v mikrocentrifugacni zkumavce.
Maximalni mnozstvi biomasy, které miZzeme k homogenizaci pouzit je 100 mg.

1. K homogenizovanému vzorku pfidame 400 pl pufru AP1 pfedehfatého na

65°C a 4 yl RNazy A (20 mg/ml). Dukladné protfepeme na vortexu. Smés

inkubujeme 10 min. pfi 65°C, béhem inkubace mikrocentrifugacni zkumavku

2-3x pfevratime.

Pfidame 130 pl pufru AP2, promichame a inkubujeme 5 min. na ledu.

Lyzat pfeneseme do QIlAshredder kolonek a centrifugujeme 2 min. pfi 8000

rom. PFi pipetovani lyzatu do kolonek je nutné odstfihnout Spi¢ku pipety. Pies

filtr projde do sbérné nadobky i mala &ast mrtvych bunécnych pletiv a

srazenin, kde vytvofi pelet.

4. Supernatant pfeneseme do novych mikrocentrifugacnich zkumavek. VétSinou
ziskame 450 pl supernatantu. Je-li ho méné, prepoéteme mnozstvi roztoku
pridavanych v dalSich krocich.

whn



10.

Pfidame 0,5 dilu pufru AP3 a 1 dil etanolu (96—100%) a promichame pomoci
pipety. Pf.. 450 pl supernatantu + 225 pl pufru AP3 + 450 ul etanolu.

650 pl smési z kroku 5 (v€etné srazenin) pfeneseme do DNeasy kolonek,
centrifugujeme 1 min. pfi > 8000 rpm a odstranime pfefiltrovanou frakci.
Opakujeme krok 6 se zbyvajicim vzorkem, odstranime prefiltrovanou frakci i
centrifugacni zkumavky.

DNeasy kolonky umistime do novych centrifugacnich zkumavek, pfidame 500
pl pufru AW do DNeasy kolonky, centrifugujeme 1 min. pfi > 8000 rpm a
odstranime prefiltrovanou frakci.

Pfidame 500 pl pufru AW do DNeasy kolonky, centrifugujeme 2 min. pfi
maximalnich otackach az do vysuSeni membrany v kolonce, odstranime
prefiltrovanou frakci i centrifugacni zkumavky. DNeasy kolonky vyndame
opatrné z centrifugaénich zkumavek, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku
etanolem obsazenym ve filtratu.

DNeasy kolonky pfeneseme do 1,5 ml (2 ml) mikrocentrifugacnich zkumavek
a pfidame 100 pl pufru AE (zahiatého na 65°C) pfimo na membrany kolonek a
centrifugujeme 1 min. pfi > 8000 rpm. Eluci miZzeme zopakovat (do nové
mikrocentrifugacni zkumavky).

Chemikalie:

e roztoky a kolony jsou soucasti kitu

e kapalny dusik

e ethanol (Cisty, 96% ethanol nedenaturovany)
e Supinkovy led

Pristroje:

e centrifuga, sada automatickych pipet, homogenizatory, vortex, tfepaci vodni
lazen nebo tiepaci dry-blok, termostat, analytické vahy

Izolace DNA s pouzitim Invisorb Spin Plant Mini Kit (INVITEK)

1.

»ow

2

V mikrocentrifugaéni zkumavce zhomogenizujeme cca 60 mg biomasy.
Homogenat pfeneseme do 1,5 ml mikrocentrifugaénich zkumavek a pfidame
400 pl Lysis Buffer P a 20 pl proteinazy K. Vortexujeme a nechame 30 min.
inkubovat pfi 65°C. Béhem inkubace 2 — 3krat promichame. Pfipravime si
Spin Filter do 2,0 ml Receiver Tube.

Vzorky pfeneseme na Spin Filter. Centrifugujeme 10 min. pfi 12000 rpm.
Pokud je to nutné pfidame 40 ul Rnazy A (10 mg/ml), vortexujeme a nechame
5 min. inkubovat pfi pokojové teploté.

Pridame 200 ul Binding Buffer P a vortexujeme.

Umistime nové Spin Filter do 2,0 ml Receiver Tube, pfeneseme vzorky a 1
min. inkubujeme. Centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm.

Odstranime filtrat a Spin Filter umistime zpét do 2,0 ml Receiver Tube.
Pfidame 550 pl Wash Buffer | a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm.
Odstranime filtrat a Spin Filter umistime zpét do 2,0 ml Receiver Tube.
Pfidame 550 pyl Wash Buffer Il a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm.
Odstranime filtrat a Spin Filter umistime zpét do 2,0 ml Receiver Tube. Krok



opakujeme. Nakonec centrifugujeme 2 min. pfi 12000 rpm kvali odstranéni
ethanolu.

8. Spin Filter umistime do novych 1,5 ml Receiver Tube a pfidame 50 — 100 ul
Elution Buffer D pfedehifatého na 65°C. Inkubujeme 3 min. pfi pokojové
teploté. Centrifugujeme 1 min. pfi 10000 rpm.

Pokud chceme vytvofit 1. a 2. eluat pfidame 50 ul Elution Buffer D pfedehfatého
na 65°C a inkubujeme 3 min. pfi pokojové teploté. Centrifugujeme 1 min. pfi
10000 rpm. Postup opakujeme znovu s dalSimi 50 ul Elution Buffer D, ale do
nové 1,5 ml Receiver Tube. Vznikne nam tak 50 pl 1. a 2. eluatu.

Chemikalie:
e roztoky a kolony jsou soucasti kitu
e kapalny dusik
e ethanol (Cisty, 96% ethanol nedenaturovany)
e Supinkovy led

Pristroje:
e centrifuga, sada automatickych pipet, homogenizatory, vortex, tfepaci vodni
lazen nebo tiepaci dry-blok, termostat, analytické vahy

Izolace DNA s pouzitim NucleoSpin Plant Il Kit (Macherey-Nagel)

1. 'V mikrocentrifugacni zkumavce zhomogenizujeme cca 100 mg biomasy.
Pfidame 150 mg pisku a 200 ul buffer PL1, zhomogenizujeme a zvortexujeme.
Pfidame 100 pl buffer PL1 a 10 pyl RNazy A (10 mg/ml) a pokradujeme v
homogenizaci.

2. Pfidame 100 pl chloroformu, vortexujeme 10 s a centrifugujeme 5 min. pfi
12000 rpm.

3. Do novych 1,5 ml mikrocentrifugacnich zkumavek prepipetujeme vodnou fazi
a inkubujeme 10 min. pfi 65°C.

4. Umistime nové NucleoSpin Filter (fialové) do nové 2,0 ml NucleoSpin

Collection Tube, pfeneseme vzorky a centrifugujeme 2 min. pfi 12000 rpm.

Odstranime filtr a pfidame 450 pl Binding Buffer PC, min. 5x propipetujeme.

Umistime NucleoSpin Plant Il Column (zelena barva) do nové 2,0 ml

NucleoSpin Collecting Tube a pfeneseme vzorky. Centrifugujeme 1 min. pfi

12000 rpm (maximalni kapacita je 700 ul, pro vetsi objem opakujeme krok).

Odstranime filtrat a filtr umistime zpét do 2,0 ml NucleoSpin Collection Tube.

7. Pridame 400 pl Wash Buffer PW1 a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm.
Odstranime filtrat a filtr umistime zpét do 2,0 ml NucleoSpin Collection Tube.

8. Prfidame 700 pl Wash Buffer PW2 a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm.
Odstranime filtrat a filtr umistime zpét do 2,0 ml Receiver Tube.

9. Pridame 200 pl Wash Buffer PW2 a centrifugujeme 2 min. pfi 12000 rpm kvdli
odstranéni ethanolu.

10. NucleoSpin Plant Il Column umistime do novych 1,5 ml mikrocentrifugacnich
zkumavek a pfidame 50 ul Buffer PE predehiatého na 70°C. Inkubujeme 5
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min. pfi 70°C a centrifugujeme 1 min. pfi 12000 rpm. Opakujeme tento krok do
stejné mikrozkumavky.

Pokud chceme vytvofit 1. a 2. eluat pfidame 50 pl Buffer PE pfedehiatého na 70°C
a inkubujeme 5 min. pfi 70°C. Centrifugujeme 1 min. pfi 10000 rpm. Postup
opakujeme znovu s dalS§imi 50 pl Buffer PE, ale do nové 1,5 mi
mikrocentrifugani zkumavky. Vznikne nam tak 50 pl 1. a 2. eluatu.

Chemikalie:
e roztoky a kolony jsou soucasti kitu
e kapalny dusik
e ethanol (Cisty, 96% ethanol nedenaturovany)
e Supinkovy led

Pristroje:
e centrifuga, sada automatickych pipet, homogenizatory, vortex, tfepaci vodni
lazen nebo tfepaci dry-blok, termostat, analytické vahy

Izolace DNA pomoci CTAB (Williams et al. 1992)

Tato metoda slouzZi k extrakci vét§iho mnozstvi pomérné &isté DNA pro ucely
standardizace metod, pro u€ely AFLP analyzy a metodu PCR s naslednym
sekvenovanim.

Metoda je zaloZena na schopnosti CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) vytvaret
komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli rozpustny
(0,7 M NacCl), ale pfi snizené koncentraci soli (0,45 M NaCl) vytvafi srazeninu
(Murray a Thompson 1980). CTAB zarover plsobi jako detergenéni ¢inidlo, které
uvolriuje DNA z komplexu membran a proteind. Na zakladé rozdilné rozpustnosti
CTAB v porovnani s DNA je Ize oddélit a ziskat dostate¢né Cistou DNA.

1. Pfipravime si roztok 2x CTAB a 1% 2-merkaptoethanolu, na jeden vzorek
pocitame 500 ul roztoku. Pfipraveny roztok CTAB s merkaptoetanolem dame
predehrat na 65°C.

2. Analyzovany vzorek muizeme homogenizovat v tekutém dusiku. Pokud
nepouzivame tekuty dusik do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifugaénich zkumavek
dame vzorek (cca 100 mg), ze kterého chceme izolovat DNA. Pro lepSi drceni
pletiva pfidame sterilni kiemicity pisek.

3. Ke kazdému vzorku pfidame 500 pl predehfatého pufru CTAB s
merkaptoetanolem, pletivo rozdrtime a promichame s pufrem. Nechame 45
min. inkubovat pfi 65°C. Bé&hem inkubace kazdych cca 15 min. lehce

promichame.
4. Pifidame 500 pl smési fenol-chloroform—IAA  (IAA - izoamylalkohol,
Isopentylalkohol, 3-metyl-1-butanol, 3-metyl-butan-1-ol), 10 min.

protfepavame. Centrifugujeme 5 min. maximalni rychlosti pfi pokojové teploté.

5. Do novych mikrocentrifugaénich zkumavek odpipetujeme vodnou fazi.
Pfidame 500 ul smési chloroform:IAA, 10 min. protfepavame. Centrifugujeme
5 min. maximalni rychlosti pfi pokojové teploté.



10.

11.

Do novych mikrocentrifugacnich zkumavek prepipetujeme vodnou fazi.
Pridame 2/3 objemu isopropanolu (pfiblizné 250 pl). 2—3x lehce promichame.
Dame na 30 min. do mrazaku (-20°C). Centrifugujeme 5 min. pfi 4°C
maximalni rychlosti. DNA by se méla zachytit na dné mikrocentrifugacni
zkumavky. Odstranime supernatant. Pelet usuSime (max. 3 hodiny pfi
laboratorni teploté).

Pfidame 300 ul 1x TE a nechame 30-60 min. inkubovat pfi 37°C.

Pfidame 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 600 pl ledového (z mrazaku)
96% ethanolu. 2-3x lehce promichame. Vzorky dame do mrazaku (-20°C)
minimalné na 20 min., maximaln& na 12 hodin (vétsi vytéZnost DNA).

Vzorky vyndame z mrazaku a 10 min. centrifugujeme maximalni rychlosti pfi
4°C. DNA vytvofi pelet na dné mikrocentrifugaéni zkumavky. Odstranime
supernatant (opatrné pipetou). Nechame dobfe usus$it (max. 3 hodiny pfi
laboratorni teploté).

Pfidame 400 pl ledového 70% ethanolu. 2 — 3x lehce promichame.
Centrifugujeme 2 min. maximalni rychlosti pfi teplot¢ 4°C. Okamzité
odstranime v8echen supernatant. Vzorky nechame dobfie ususit (cca 10 min.).
Podle mnozstvi peletu (DNA) pfidame 20-200 pl 1x TE pufru nebo sterilni
vody.

Pro dokonalé precisténi mizeme zopakovat postup od bodu 5. Pfidame 1 pi
Rnazy A a nechame 30 min. inkubovat ve 37°C.

Chemikalie:

e kapalny dusik

ethanol (Cisty, 96% ethanol nedenaturovany)

Supinkovy led

2x CTAB extrakéni pufr (2% CTAB, 100 mM Tris—HCI, pH=8,0, 50 mM
EDTA, 1,4 M NaCl, 1% 2-merkaptoetanol = 2-sulfanylethan-1-ol
2-merkaptoethanol

fenol—chloroform—IAA (25 : 24 : 1)

chloroform—IAA (24 : 1)

1x TE pufr sterilni

3 M octan sodny

isopropanol

70% ethanol

Rnaza A 2 mg/mi

Pristroje:

e stolni centrifuga, sada automatickych pipet, homogenizatory, vortex, tfepaci
vodni lazen nebo tfepaci dry-blok, termostat, analytické vahy, pH metr,
mrazak, digestor
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Izolace DNA pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon)

Jedna se o modifikaci pfedchozi metody s pouzitim CTAB. Pfidani PVP
(polyvinylpyrrolidon) odstrafiuje kontaminanty a umoZnuje ziskani Cisté a
kvalitnéjSi DNA. Vzorek, ze kterého izolujeme DNA, se homogenizuje v roztoku
CTAB — PVP. V kroku 4 se nepfidava smés fenolu a chloroformu s IAA, ale
pfidava se pouze smeés chloroformu s IAA (24:1), 10 minut se protfepava a
centrifuguje se 5 min pfi 14 000 ot. Poté se pfida 1/5 objemu 5% CTAB a smés se
promicha, opét se pfida 500 pl smési chloroform—IAA a 10 min. se protiepava.
Centrifuguje se 5 min. maximalni rychlosti pfi pokojové teploté.

V 8. kroku se pfida pouze 600 pl ledového (z mrazaku) 96% ethanolu. 2—-3x lehce
promichame. Vzorky dame do mrazaku (-20°C) minimalné na 20 min., maximalné
na 12 hodin (vétsi vytéznost DNA).

Dalsi kroky jsou stejné jako pfi izolaci metodou CTAB.

Chemikalie:
e 2x PVP-CTAB extrakéni pufr (2% CTAB, 100 mM Tris—HCI, pH=8,0,
20 mM EDTA, 1,4 M NaCl, 1% 2-merkaptoetanol, 1% PVP—40000)
e 5% CTAB
e chloroform—IAA (24 : 1)

Izolace DNA pomoci CTAB a soucasného pridani PVPP
(polyvinylpolypyrrolidon)

Dals$i modifikaci izolace DNA pomoci CTAB je pfidani PVPP
(polyvinylpolypyrrolidonu) do CTAB pufru pfi homogenizaci vzorku. Ke kazdému
vzorku pfidame 500 ul predehiatého CTAB pufru s merkaptoetanolem a 50 mg
PVPP, pletivo rozdrtime a promichame s pufrem. Nechame 45 min. inkubovat pfi
65°C. B&éhem inkubace kazdych cca 15 min. lehce promichame.

DalSi kroky izolace jsou stejné, jako v prfedchozich pfipadech.

Chemikalie:
e PVPP (polyvinylpolypyrrolidon)
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Izolace DNA s pouzitim SDS

Posledni modifikaci této metody je izolace DNA pomoci lyzaéniho pufru s SDS.

1.

2.

Pfipravime si roztok lyza¢niho pufru a 1% 2-merkaptoethanolu, na jeden
vzorek pocitame 500 pl roztoku.

Ke kazdému vzorku pfidame 500 pl lyza¢niho pufru s merkaptoetanolem,
pletivo rozdrtime a promichame s pufrem. Pfidame 50 uyl 10% SDS,
zhomogenizujeme a nechame 60 min. inkubovat pfi 37°C. Béhem inkubace
kazdych cca 15 min. lehce promichame.

Pfidame 75 pyl 5M NaCl a promichame. Pfidame 60 y 10% CTAB a 1 ul 1%
PVP, promichame a nechame 30 min. inkubovat pfi 65°C

Po centrifugaci 14000 rpm 10 min. se pfevede supernatant (500 ul) do novych
1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek a pfida se 500 pl chloroformu s IAA,
smeés se 10 min. promichava a nasledné centrifuguje 5 min. pfi 14000 rpm.

Do novych mikrocentrifugacnich zkumavek odpipetujeme vodnou fazi.
Pfidame 5 y RNazy A (10 mg/ml) a nechame 30 min. inkubovat pfi 37°C.
Pfidame 0,6 objemu isopropanolu a 2-3x lehce promichame. Dame na 20
min. (aZ na noc) do mrazaku (-20°C). Centrifugujeme 10 min. pfi 4°C
maximalni rychlosti. DNA by se méla zachytit na dné mikrocentrifugacni
zkumavky. Odstranime supernatant.

7. Pridame 1 ml ledového 70% ethanolu, 2 - 3x lehce promichame.
Centrifugujeme 2 min. maximalni rychlosti pfi pokojové teploté. Okamzité
odstranime vSechen supernatant, pro odstaranéni viditelnych necistot
opakujeme tento krok 2x. Vzorky nechame dobfe vysusit (max. 3 hodiny pfi
laboratorni teploté).

8. Podle mnozstvi peletu (DNA) pfidame 20—200 pl 1x sterilni vodu (rozpustit 40
min. pfi 37°C).

Chemikalie:

e kapalny dusik

lyzaéni pufr (50 mM Tris—HCI, 150mM NaCl, 100 mM EDTA)
10% SDS

5M NacCl

10% CTAB (w/v, v 0,7 M NaCl)

1% PVP (PVP-40 — Sigma, mol w 40000)
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Porovnani jednotlivych metod izolace DNA

Vzhledem k tomu, Ze techniky analyzy DNA markerd maji byt rutinné pouzivany
v bézné praxi pro identifikaci a charakterizaci nejenom sbirkovych kmen( hub, ale
i vzorkQl hub u kterych je nutna pfesna a rychla identifikace ze stadii Zivotniho
cyklu pfedchazejicim tvorbu plodnic (napf. rhizomorf v pfipadé vaclavek a jinych
stopkovytrusych saprofytnich a parazitickych hub), je nutné, aby byla k tomuto
ucelu pouzivana takova metoda extrakce DNA, ktera bude optimalizovana pro toto
uplatnéni. Za optimalni je povazovana takova metoda, ktera bude na strané jedné
prakticky a ekonomicky nenaro€na a na strané druhé bude poskytovat dostateCny
vytéZek Cisté DNA, pouZitelné k dalSim analyzam. Takto vybrana ,kompromisni“ a
optimalizovana metoda pak umoZni extrahovat co nejvétS$i pocCet vzorkl za
jednotku €asu (napf. denné) pfi uspokojivé vysoké kvalité DNA a za soufasné
ekonomické unosnosti.

V tabulce 1 jsou porovnany sledované charakteristiky pfi hledani optimalni
metody izolace DNA.

Tab. 1: Porovnani metod izolace DNA.

Pocet v Koncentrace .
Metoda Cerja izDocI):t?e vzork( Praﬁr:ost Prace s Yg;?gﬁf roztoku Vgﬁi\ek
[KE] h] na fenolem DNA [ul] DNA [ng]
den** H [ug/ml] 9
8
CTAB 10 (2dny)* | 2x24 4 ano 10 - 200 100-400 2-40
8
CTAB+PVP 11 (2dny)* | 2x24 4 ne 10 - 200 100-400 2-40
8
CTAB+PVPP 11 (2dny)* | 2x24 4 ne 10 - 200 100-400 2-40
SDS 12 8 2x24 3 ne 10 - 200 100-400 2-40
INVITEK 72 1,5-2 4 x 24 1 ne 100 5-10 0,05-0,2
QIAGEN 120 1,5-2 4 x 24 1 ne 100 5-20 0,05-0,2
MN 71 1,5-2 4 x 24 2 ne 100 5-10 0,05-0,2

* osm hodin, ale rozlozeno do dvou dnl
** standardni laboratof, 1 pracovni linka, 1 centrifuga s rotorem pro 24 mikrocentrifugaénich zkumavek
*** 1 — nejméné naroéné, 5 — nejvice naro¢ny postup

Bylo testovano sedm metod extrakce DNA: Ctyfi klasické metody izolace DNA —
izolace DNA pomoci CTAB (Williams et al. 1992) a pomoci CTAB s pfidanim PVP
nebo PVPP, pomoci CTAB a SDS (Tigano-Milani et al. 1995b) a tfi metody, pfi
nichz byl pouzZivan komeréné dodavany kit pro izolaci rostlinné DNA - Invisorb
Spin Plant Mini Kit (INVITEK), DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN) a NucleoSpin
Plant Il (MACHEREY-NAGEL).

Jako nejvhodné&jSi metoda izolace DNA byla vybrana metoda CTAB-PVP metoda.
Je sice pracnéjSi nez rychlé  kitové® metody, je ale vyrazné méné financné
naro¢na a u této metody Ize modifikovat jednotlivé kroky, je dosahovana vyssi
vytéznosti a Cistoty DNA, které jsou nezbytné k dalSim molekularnim analyzam.
VSechny tfi metody izolace zaloZzené na pouziti CTAB (metoda CTAB, metoda

13




CTAB-PVP a metoda CTAB-PVPP) maiji stejné parametry pfi zakladnim porovnani
(pracnost, mnozstvi izolované DNA). OdliSnost je zejména v kvalité a Cistoteé DNA
technik, jako jsou AFLP markery nebo izolace DNA z rhizomorf a syrocii vaclavek.
U méné naro¢nych technik (analyzy ITS, mikrosatelity) jsou tyto techniky
srovnatelné a poskytuji stejné vysledky.
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3. Metodika analyzy DNA markert

SSR (single sequence repeat), mikrosatelity

Za mikrosatelity se povazuji tandemové uspofadana kratka opakovani DNA
s délkou motivu 2—-4 parl bazi (Morgante and Olivieri, 1993). Di-, tri- nebo
tetranukleotidova opakovani jsou uspofadana v tandemech po 5 — 50 ti kopiich.

DNA fingerprinting zaloZeny na SSR markerech pouZzili pro identifikaci kmen{ hub
napf. Enkerli et al. (2001), Rehner a Buckley (2003), Schwarzenbach et al. (2007),
Gauthier et al. (2007), Dara et al. (2008), Castrillo et al. (2008) nebo Tsykun et al.
(2017).

Pro SSR analyzu byly pro u&ely pfedkladané metodiky pouzity primerové pary
Ba01, Ba02, Ba03, Ba05, Ba06, Ba08, Ba12, Ba13, Bb1F4, Bb8D6, Bb6AS,
Bb2F8, Bb10D4, Bb2A3, Bb5F4, Bb4H9, Bb8C11, Bb13A5 - sekvence primer(
jsou uvedeny v tabulce 2 (Rehner a Buckley 2003; Enkerli et al. 2001).

Tab. 2: Sekvence primerd pouzivanych pro SSR analyzu u hub.

Primer Sekvence ‘5—3’ Teplota
nasedani

Ba01 5 -CCAACCCAATCAATCGTCAT - 3 54°C
5— GAGAGGCGGAGCTAAGCA- &

Ba02 5— AACGCTATGCCTTGACGAC- 3’ 54°C
5—-GACGCCGAGCAATGTAACA - %

Ba03 5 -GCATAGATATGTCTCGCACC - 3’ 54°C
5-ACTACCCTGTCCCGCTGA - 3’

Ba05 5 -AGGCAATACCGAGGTTGGC - 37 58°C
5— ATCCATGGCGAGCCGTCC - 3°

Ba06 5 - GCGATTGACGAAAAGCTAGA- 3’ 54°C
5—ACTTGCTTTGCTGTTGCACA- 3’

Ba08 5—TGTTGCCGACACGAATTGT - 37 56°C
5 -GGCTCAAGCGCAAAGAGAAA - 3’

Ba12 5 -GGGTCCATCATGTACGGC - 3 56°C
5 -AGGCGTATACAGGTCGTG - 3’

Ba13 5 —-CAGGCAACAACACGATTTCA -3’ 56°C
5 —-ATGCCATCTACGACTTTATGA - 3’

Bb1F4 5-GATCCTTCGTCACCTGCTC- 3’ 58°C
5 -CGGTGTTGGAGAGCTATTGT- 3’

Bb8D6 5-TTTGTCCGAAGTTGTCTCAGT- 3’ 58°C
5 -TGCATTGTGAAAGGTAATGC- 3’

Bb6A8 5 -GATGATGCGACCTCTTGGAC- 3’ 56°C
5 -TGCGACAGATTCGGAGAGTA- 3’
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Bb2F8 5 -GCACACTTTCGCTGTGTCAT- 3’ 58°C
5 -ATGATGTCTGCCACGTCTGA-3’

Bb10D4 5 -TCTCCATTCCATATATCCAAGC-3’ 58°C
5-ACGCTGTTGCCGTAGTAGTC-3’

Bb2A3 5 -CACTTCAGTTATCATGCTCGAA- 3’ 58°C
5 -ATCTGGCACGTCAAGTGTCT-3’

Bb5F4 5 -CTCGATCACTTTTCCATCAA- 3’ 56°C
5 -TGGTTGGGTCATGTTAGTCA-3’

Bb4H9 5 -CTGCTCAGTGCTCATTGCTC- 3’ 54°C
5 —ACAGCTCGGCATTGATGATT-3’

Bb8C11 5 -TTGAATGGCCATGAGTTCTG- 3’ 58°C
5 -TGCTATGGTATGGATGGGCT-3’

Bb13A5 5 -CGACTTTGCGTGGAAGTATG- 3’ 58°C
5 -GGTTAGCAAATGGCCCTCTA-3’

Protokol SSR analyzy vychazi z metodiky Williams et al. (1990) upravené na
pracovisti Biotechnologického centra ZF JU Novakovou et al. (2008).

PCR reakce probiha v objemu 25 pl, v 1x reakéni pufru (75 mM Tris—HCI, pH=8,8,
20 mM (NH4).SO., 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs), 10 pM
primeru (Qiagen), 1,25 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio,
CZ) a 50 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 12,5 ul PPP master mixu
1 ul DNA
0,5 ul primer F
0,5 ul primer R
10,5 pl dH2O (voda do objemu 25 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:

e pocateCni denaturace 45s 95°C

e 33 cykll: 40 s 94°C
40 s 54-58°C, dle prislu§ného primeru
30s 72°C

¢ konec¢na elongace 5min 72°C

e stop - 4°C

PCR produkty se rozdéluji na 2% agarézovém gelu nebo na 3% Synergelu v 0,5x
TBE pufru. Jako marker se pouziva 100 bp DNA ladder (NEB) a DNA fragmenty
se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu pod UV svétlem. Profily se
zaznamenavaji pomoci systému Ingenius3 (Syngene, USA).

Profily SSR marker( se vyhodnocuji pomoci specializovaného software (BioProfil

1D+, Vilber Lourmat; GelManager for Windows, BioSystematica; UltraQuant) a
primarni data se dale statisticky zpracovavaiji.
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Chemikalie:
¢ PPP Master Mix
e templatova DNA
e primery
e dH,O (PCR dH;0, nebo Millipore dH.O)

Pristroje:
¢ PCR thermocykler, centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak

PCR-RFLP analyza ITS

Tato metoda je zaloZzena na specifické amplifikaci ITS regionu a Stépeni
amplifikovaného produktu. Volbou primer( je mozno amplifikovat Usek ITS1, ITS2
nebo cely region zahrnujici ITS1+ITS2 a 5,8S rDNA. ITS predstavuji nekddujici
usek mezi geny pro rRNA a oproti kodujicim sekvencim jsou vice variabilni. Jejich
délkového a sekvenéniho polymorfismu se vyuziva pfi analyze pomoci metody
PCR-RFLP a analyza ITS m(ize poskytnout data pro konstrukci fylogenetickych
strom(l, data pro identifikaci hub a hodnoceni homogenity souboru kmenfi.

Metoda se sklada ze dvou Casti:

I. Amplifikace specifického fragmentu z ITS regionu.

1. St&peni pfislusného fragmentu pomoci specifickych restrikénich endonukleaz.

I. Protokol ITS-RFLP analyzy byl modifikovan z metodik prace Gardes a Bruns
(1996) a Endrychova (2004). Pro ucely PCR-RFLP analyzy byly pouzity
univerzalni primery ITS1 a ITS4, resp. ITS1F aITS4: aITS5 a ITS4

Tab. 3: Sekvence primerl pouzivanych pro amplifikaci ITS regionu.

Primer Sekvence ‘5—3’

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTGGTAACAAGG
ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA

White et al (1990)

PCR reakce probiha v objemu 25 pl, v 1x reakéni pufru (75 mM Tris—HCI, pH=8,8,
20 mM (NH4).SO4, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl;, 200 uM dNTPs), 10 pM
primeru (Qiagen), 1,25 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio,
CZ) a 50 ng templatové DNA (Obr. 1.).
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Obr. 1. PCR analyza ITS genu 4-5 za pouziti specifickych primer(. Fragment o
velikosti 550-600 bp amplifikovan u izolatl Bba (Beauveria bassiana).

L Pol USA Rum Fr SKO1 SKO8SSSR Sv Ind C Kol BbrNPPFRT IFR K L

- e g gy

ITS-RFLP nest

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 12,5 ul PPP master mixu
1 ul DNA
0,5 ul primer ITS5 nebo ITS1 nebo ITS1F
0,5 ul primer ITS4
10,5 pl dH2O (voda do objemu 25 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:

Pro primerovy par ITS1F a ITS4:
e pocateCni denaturace 5 min  95°C

e 35 cykll: 1min  95°C
45 s 50°C
2min 72°C

e konecna elongace 10 min 72°C

e stop - 4°C

Pro primerovy par ITS1 aITS4, ITS5 a ITS4:
e pocateCni denaturace 2 min  94°C
e 10 cykll (-1°C/1 cyklus): 30's 94°C

30s 66°C
1min 72°C
e 25 cyklu: 30s 94°C
30s 56°C
1min 72°C
¢ konecna elongace 10 min 72°C
e stop - 4°C
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Il. Po ukonCeni PCR reakce se ¢ast objemu reakcéni smési pouzije pro RFLP
analyzu (Obr. 2). K této ¢asti PCR reakce je pfidan pufr pro pfisluSnou restrikéni
endonukleazu, 5 U restrickniho enzymu, BSA (zlepsSuje provedeni restrikéniho
Stépeni, mnozstvi je nutno optimalizovat dle restriktazy a pouzitého RE pufru, 1 pl
je vhodny u restriktaz NEB) a probiha $t&peni amplifikovaného fragmentu. Stépeni
amplifikovanych fragmentli DNA je mozno provadét pomoci rliznych restrikénich
endonukleaz (Alul, Hael, Mbol, Hinfl a Hhal).

Obr. 2. ITS-RFLP analyza genu 4-5 u izolatd Bba (B. bassiana) za pouziti

restriktazy Hhal.
L Pol USA Rum Fr SKO1 SKO8SSSR Sv Ind C Kol BbrNPPFR1 IFR K 5
el ——
R N
— —
—

¢ ITS-RFLP Hhal

Priprava reakce pro restrikéni analyzu:

e 15 ul PCR reakéni smési

e 2 ul 10x RE reaction buffer (pufr dodavany spole¢né s erestrikni
endonukleazou)

e 0,5-1 yl restrikéni endonukleazy (= 5 U)

e +1ul0,02 % BSA (bovine serum albumin, Sigma)

e voda do celkového objemu 20 pl

Stépeni probiha pfi teploté 37°C po dobu 6 - 7 hodin v termocykleru. Produkty
(nastépené fragmenty) se rozdéluji na 2 % agar6zovém gelu v 1x TBE pufru.
Kvalitngjsiho rozdéleni je dosazeno na 3 % Synergelu nebo 10 % PAGE v TBE
pufru. Jako marker se pouziva 100 bp DNA ladder (NEB) a DNA fragmenty se
vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu pod UV svétlem. Na gel je
nanaseno 10 pl nestépenych produktll a cely objem (20ul) $tépenych fragment.
Fingerprinty se zaznamenavaji pomoci systému Ingenius3 (Syngene, USA).
Fingerprinty se nasledné vyhodnocuji pomoci specializovaného software a
ziskana primarni data se dale statisticky zpracovavaji.
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Chemikalie:

pro PCR analyzu

DNA polymeraza, dNTP’s, 10x pufr, MgCl, nebo PPP Master Mix
templatova DNA

specifické primery

dH.O (PCR dH:0, nebo Millipore dH;0)

pro RFLP analyzu

e PCR reakce

e restrikéni endonukleaza

e pufr pro restrikéni endonukleazu

e 0,02 % BSA (bovine serum albumin, Sigma)
Pristroje:

e PCR thermocykler, centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak, termostat

PCR-RFLP analyza rDNA

Tato metoda je zaloZzena na specifické amplifikaci ¢asti gentd pro rRNA — rRNA,
ktera je soucasti velké (LSU) a malé (SSU) podjednotky ribozému. Volbou primert
je mozno amplifikovat rGzné domény genl pro rRNA. Jejich sekvencniho
polymorfismu se vyuziva pfi analyze pomoci metody PCR-RFLP a ta muze
poskytnout data pro konstrukci fylogenetickych strom(, data pro identifikaci hub a
hodnoceni homogenity souboru kmen(. (White et al. 1990; Rehner a Buckley
2003).

Metoda se sklada ze dvou &asti:

I. Amplifikace specifického fragmentu rDNA.

1. St&peni prisludného fragmentu pomoci specifickych restrikénich endonukleaz.

I. Protokol PCR-RFLP analyzy byl modifikovan z metodiky prace Gardes a Bruns

(1996). Pro ucely PCR-RFLP analyzy byly pouzity primery NL1 a NL4, LS1 a LS5,
NS1 - NS8:

Tab. 4: Sekvence primerl pouzivanych pro amplifikaci LSU a SSU.

Primer Sekvence ‘5—3’
NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG

Obomik et al.(2001)
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Primer Sekvence ‘5—3’
LS1 AGTACCCGCTGAACTTAAG
LS5 CCTGAGGGAAACTTCG
Hausner et al.(1993)
Primer Sekvence ‘5—3’
NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC
NS2 GGCTGCTGGCACCAGACTTGC
NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC
NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG
NS5 AACTTAAAGGAATTGACGGAAG
NS6 GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC
NS7 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC
NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGGA
White et al.(1990)

PCR reakce probiha v objemu 25 pl, v 1x reakéni pufru (75 mM Tris—HCI, pH=8,8,
20 mM (NH4).SO., 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs), 10 pM
primeru (Qiagen), 1,25 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio,
CZ) a 50 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 12,5 pl PPP master mixu
e 1 ulDNA
e 0,5 pl primer NL1/LS1/NS1/NS3/NS5/NS7
e 0,5 pl primer NL4 / LS5/ NS2 /NS4 / NS6 / NS8
e 10,5 pl dH.0O (voda do objemu 25 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:

Pro primerovy par NL1 a NL4:
e pocateCni denaturace 5min  94°C

e 25 cykll: 1min  94°C
45 s 50°C
1,25 min 72°C

e konecna elongace 5min 72°C

e stop - 4°C

Pro primerovy par NL1 a NL4:
e pocateCni denaturace 2 min. 94°C

e 30 cyklu: 1min  94°C
1min  55°C
1min 72°C

e konecna elongace 10 min 72°C

e stop - 4°C
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Pro primerové pary NS:
e pocatecni denaturace 3 min. 95°C

e 40 cyklu: 30s 94°C
40 s 50°C
1min 72°C

e konecna elongace 7min  72°C

e stop - 4°C

Il. Po ukonéeni PCR se &ast objemu reakéni smési pouzije pro RFLP analyzu.
K této Casti PCR reakce je pfidan pufr pro pfislusnou restrikéni endonukleazu, 5 U
restricniho enzymu, BSA (zlepSuje provedeni restrikéniho St&€peni, mnozstvi je
nutno optimalizovat dle restriktazy a pouzitého RE pufru, 1 ul je vhodny u
restriktaz NEB) a probiha $t8peni amplifikovaného fragmentu. St&peni
amplifikovanych fragmentd DNA je mozno provadét pomoci rliznych restrikénich
endonukleaz (Mbol, Hinfl a EcoRl).

Priprava reakce pro restrik¢ni analyzu:

e 15 yl PCR reak&ni smési

e 2 ul 10x RE reaction buffer (pufr dodavany spoleéné s restrikéni
endonukleazou)

¢ 0,5-1 pl restrikéni endonukleazy (= 5 U)

e +1ul0,02 % BSA (bovine serum albumin, Sigma)

e voda do celkového objemu 20 pl

Stépeni probiha pfi teploté 37°C po dobu 6 hodin v termocykleru. Produkty
(nastépené fragmenty) se rozdéluji na 2 % agarézovém gelu v 1x TBE pufru.
KvalitnéjSiho rozdéleni je dosazeno na 2 % Synergelu nebo 10 % PAGE v TBE
pufru. Jako marker se pouziva 100 bp DNA ladder (NEB) a DNA fragmenty se
vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu pod UV svétlem. Na gel je
nanaseno 10 pl nestépenych produktl a cely objem (20ul) $tépenych fragmentd.
Fingerprinty se zaznamenavaji pomoci systému Ingenius3 (Syngene, USA).
Fingerprinty se nasledné vyhodnocuji pomoci specializovaného software a
ziskana primarni data se dale statisticky zpracovavaiji.

Chemikalie:

pro PCR analyzu

DNA polymeraza, dNTP’s, 10x pufr, MgCl, nebo PPP Master Mix
templatova DNA

specifické primery

dH.O (PCR dH0, nebo Millipore dH;0)
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pro RFLP analyzu

¢ PCR reakce

¢ restrik¢ni endonukleaza

e pufr pro restrikéni endonukleazu

e 0,02 % BSA (bovine serum albumin, Sigma)
Pristroje:

e PCR thermocykler, centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak, termostat

AFLP (amplified fragment length polymorphism)

Technika AFLP kombinuje principy technik RFLP a PCR (Vos et al., 1995).
Vysokomolekularni genomicka DNA (nebo v pfipadé cDNA-AFLP ziskana cDNA)
se Stépi souCasné dvéma restrikénimi endonukleazami. Na vzniklou smés
restrikénich fragmentli se liguji adaptory o znamé sekvenci a provadi se
preselektivni amplifikace. Primery pro tento amplifikaéni krok jsou komplementarni
k adaptorlim s dal$im selektivnim nukleotidem na 3'— konci. Selektivni amplifikace
se pak provadi s primery se tfemi selektivnimi nukleotidy (v pfipadé rostlin resp.
objektl s velkym genomem). U AFLP dochazi ke kombinaci specifi¢nosti
restrikéniho $tépeni se snadnosti PCR. Polymorfismus se pak zjiStuje na zakladé
pfitomnosti/nepfitomnosti a velikosti amplifikovanych fragmentll po separaci na
PAGE nebo na genetickém analyzatoru (sekvenatoru).

Vv

patfi generovani velkého mnoZstvi dominantnich markerl pokryvajicich cely
genom. Kromé vyuziti pfi identifikaci genotypl je cilena zejména pro ucely
mapovani vyznamnych kvalitativnich a kvantitativnich znak(. Tato metoda nachazi
uplatnéni také pfi studiu biodiverzity, pfipravé markerll a genetickém mapovani
(Ballvora et al., 1995; Boucias et al., 2000a;2000b; Suwannakut et al., 2005).

Restrikce genomické DNA a ligace adaptoru (restrikéné ligacni krok):

Restrikce (50 pl celkovy objem):
40 pl vzorku DNA + 1x R/L pufr, 5 U EcoRlI, 5 U Msel

Na 1 vzorek: 4 ul H20, 5 ul 10x R/L pufru, 0,25 pyl EcoRI =5 U, 0,5 yl Msel =5 U
(10 I restrikéniho master mixu se pfida ke 40 ul templatu DNA, promicha se a
Stépi se 16 h pfi 37°C)

Ligace (60 pl celkovy objem):
50 pl restrik&ni smési + 1x R/L pufr, 5 pmol EcoRI 3’ adaptor, 5 pmol EcoRl
5 adaptor, 50 pmol Msel 3’ adaptor, 50 pmol Msel 5’ adaptor, 1,2 pmol
ATP, 1 U T4 DNA ligaza
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Na 1 vzorek: 1 pl 10x RL pufru, 0,1 pl EcoRI-3' adaptoru = 5 pmol, 0,1 pl EcoRI-
5' adaptoru = 5 pmol, 0,2 ul Mse-3' adaptoru = 50 pmol, 0,2 pl Mse-5' adaptoru =
50 pmol, 1,2 yl 10 mM ATP, 1 ul (1 U) T4 Ligase, 6,2 ul vody

(10 pl liganiho master mixu se pfida k 50 pl restrikéni smési, promicha se a
inkubuje se 3 h pfi 37°C)

R/L smés se po ukonceni ligace nafedi 10x TO.1E pufrem (540 ul TO.1E pufru +
60 ul R/L smési)

Pre-selektivni amplifikace (+1/+1) PCR

Preselektivni amplifikace (50 ul celkovy objem):
5 pl vzorku (10x nafedény vzorek po R/L), 1x PCR pufr, 4 mM MgCl,
200 yM dNTP’s, 75 ng EcoRI-A primeru, 75 ng Msel-A primeru, 1 U Taq
DNA polymerazy

Na 1 vzorek: 5 ul vzorku, 5 yl PCR pufru, 2 ul 50 mM MgCl;, 1 yl 10 mM dNTP’s,
0,15 pl EcoRI-A primeru (500 ng/pl), 0,15 pl Msel-A primeru (500 ng/ul), 0,2 pi
Taq (5 U/ul), 36,5 pl vody

(45 pl PCR master mixu se pfida k 5 ul vzorku)

Preselektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce:
e pocateCni denaturace 2 min. 94°C

e 30 cyklu: 30s 94°C
30s 60°C
1min 72°C

¢ konec¢na elongace 9min 72°C

e stop - 4°C

Po ukoné&eni preselektivni amplifikace se 40 pl reakéni smési 20 x nafedi (860 pl
TE + 40 pl templatu).

10 pl nenafedéného PCR produktu se pouzZije na elektroforézu (1,2% agarozovy
gel v 1x TBE/TAE pufru), pro ovéfeni R/L a Pre-Amp kroku — pfitomnost
fragment( o velikosti 0 — 400 bp.

Selektivni amplifikace (+3/+3) PCR

Selektivni amplifiakce (10 ul celkovy objem):
2,5 pl vzorku (20x nafedény vzorek po Pre-Amp), 1x PCR pufr, 1,5 mM
MgCl,, 200 pM dNTP’s, 5 ng EcoRI-ANN-FAM primeru, 30 ng Msel-ANN
primeru, 0,5 U Taq DNA polymerazy

Na 1 vzorek: 2,5 pl vzorku, 1 yl PCR pufru, 0,2 yl 10 mM dNTP’s, 0,087 pl EcoRI-
ANN-FAM primeru (10000 pmol), 0,095 pyl Msel-ANN primeru (316 ng/ul), 0,1 pl
Taq (5 U/ul), 6,018 pl vody

(7,5 pl PCR master mixu se pfida k 2,5 pl vzorku)
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Selektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce:

e pocateCni denaturace 2 min. 94°C

e 10 cyklu: 30s 94°C
30s 65°C (-1°Clcyklus)
1min 72°C
e 25 cyklu: 30s 94°C
30s 56°C
1min 72°C
¢ konecna elongace 15 min 72°C
e stop - 4°C

Priprava vzorku na fragmentacni analyzu:

Vzorky jsou pfipraveny do 96 jamkovych desti¢ek (Applied Biosystems):

11 pl formamidu, 0,4 pl 400 HD Rox Size Standard (Applied Biosystems),
1,0 pl vzorku (po selektivni amplifikaci)

Vzorky se dUkladné promichaji, musi byt bez bublinek a jsou v cykleru
denaturovany — 4 min. pfi 95°C. Ilhned (!) po ukon&eni denaturace jsou poloZeny
na nejméné 2 min. do chladiciho bloku temperovaného na -20°C. Po té je
provedena fragmentaéni analyza (ABI — Hitachi 3500 sekvenator) dle manualu k
sekvenatoru.

Chemikalie:

10x RL pufr (10 ml zasobni roztok): 0,121g Tris—acetate do 8 ml H.O
(100 mM); upravit pH na 7,5 pomoci led. kys. octové; pfidat 0,214 g MgAc
(octan hofec€naty) (100 mM); 0,491g KAc (octan draselny) (500 mM);
0,077g Dithiothreitol (DTT) (50 mM)

ATP (10 mM, 100 pl alikvoty, uchovavat v -80°C): 0,06 g ATP do 8 ml H;O;
upravit pH na 7,0 pomoci 0,1N NaOH; doplnit do 10 ml

TO.1E pufr: 5 ml 1 M Tris pH=7,5 (8,0), 100 ul 0,5 M EDTA, doplnit vodou
do 500 mi

Hi-Di formamid (Applied Biosystems)

400 HD Rox Size Standard nebo 500 Liz Size Standard (Applied
Biosystems)

templatova DNA

restrikéni enzymy (Msel, EcoRIl — NEB)

Mse a Eco adaptory, Mse a Eco preselektivni primery, Eco fluorescenéné
znacené selektivni primery, Mse selektivni primery

dH.O (PCR dH:0, nebo Millipore dH;0)

Pristroje:

PCR thermocykler, centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak, mrazici
destiCka, geneticky analyzator
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AFLP (amplified fragment length polymorphism) — modifikace dle
Suazo a Hall (1999)

Vysokomolekularni genomicka DNA (nebo v pfipadé cDNA-AFLP ziskana cDNA)
se Stépi jednou restricni endonukleazou. Na vzniklou populaci restrik€nich
fragmentu se liguji adaptory o zname sekvenci a provadi se amplifikace. Primery
pro tento amplifikacéni krok jsou komplementarni k adaptorlim s dal§imi trfemi
selektivnimi nukleotidy na 3’ konci.

Tab. 5: Sekvence adaptord a primer( pouzivanych pro ligaci a amplifikaci.

Primer Sekvence ‘5—3’
EcoRI adaptor U CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRI adaptor L AATTGGTACGCAGTCTAC
AAA primer GACTGCGTACCAATTCAAA
Atd.

(Suazo a Hall, 1999)

Na rozdil od nemodifikované metody AFLP je jeji vyhodou pouziti jednoho
primeru a méné krok(l pfi analyze. Po restrikci genomické DNA a ligaci adaptor(
(na 20 pl celkovy objem na jeden vzorek potfebujeme 8 ul H20, 2 ul 10x R/L
pufru, 2 pyl EcoRIl = 20 U, 1 pl EcoRI adaptor, 1 ul T4 ligaza = 1U, 1ul ATP, 5 pli
DNA). Stépeni a ligace probiha 8 h pii 37°C.

Po restrikci nasleduje hned selektivni amplifikace, kdy na vzorek o celkovém
objemu 25 pl potfebujeme 1 ul vzorku, 2,5 yl PCR pufru, 2 pl 50 mM MgCl,, 1 pl
10 mM dNTP’s, 2 pl primeru, 1 pl Taq (5 U/ul), 15,5 ul vody.

Teplotni profil PCR reakce:
e pocatecni denaturace 2 min. 94°C

e 10 cyklu: 30s 94°C
30s 65°C (-1°Clcyklus)
1min 72°C
e 25 cyklu: 30s 94°C
30s 56°C
1min 72°C
e konecna elongace 15 min 72°C
e stop - 4°C

Produkty (amplifikované fragmenty) se rozdéluji na 2 % agardézovém gelu v 1x
TBE pufru nebo 10 % PAGE v TBE pufru. Jako marker se pouziva 100 bp DNA
ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu
pod UV svétlem. Fingerprinty se zaznamenavaji pomoci systému Ingenius3
(Syngene, USA). Fingerprinty se nasledné vyhodnocuji pomoci specializovaného
software a ziskana primarni data se dale statisticky zpracovavaji.
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Chemikalie:

e 10x RL pufr (10 ml zasobni roztok): 0,121g Tris—acetate do 8 ml H.O
(100 mM); upravit pH na 7,5 pomoci led. kys. octové; pfidat 0,214 g MgAc
(octan hofecCnaty) (100 mM); 0,491g KAc (octan draselny) (500 mM);
0,077g Dithiothreitol (DTT) (50 mM)

e ATP (10 mM, 100 pl alikvoty, uchovavat v -80°C): 0,06 g ATP do 8 ml H;O;

upravit pH na 7,0 pomoci 0,1N NaOH; doplnit do 10 ml
templatova DNA

restrikéni enzymy (EcoRI — NEB)

EcoRI adaptory, EcoRI primery

dH.O (PCR dH:0, nebo Millipore dH;0)

MgCl.

T4 ligaza, Taq polymeraza

Pristroje:
e PCR thermocykler, centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak, mrazici
desticka

AFLP (amplified fragment length polymorphism) — modifikace dle
Muro et al. (2003)

Vysokomolekularni genomicka DNA (nebo v pfipadé cDNA-AFLP ziskana cDNA)
se Stépi souCasné dvéma restrikénimi endonukleazami. Oproti protokolu dle Vos
et al. (1995) je pouzita kombinace jinych restrikénich endonukleaz — EcoRI a
Hpall.

Tab. 6: Sekvence adaptorll a primer( pouzivanych pro ligaci a amplifikaci.

Primer Sekvence ‘5—3’

Ligace EcoRl-adaptors |CTC GTA GAC TGC GTA CC
CAT CTG ACG CAT GGT TAA
Hpall-adaptors |GAC GAT GAG TCC TGA G
TG CTACTC AGGACT C GC

Pre-amp | EcoRI-ad1 CTC GTA GAC TGC GTA CC
Hpall-ad1 GAC GAT GAGTCCTGA G

Sel-amp EcoRI-GC GAC TGC GTA CCAATT CGC
EcoRI-AT GAC TGC GTA CCA ATT CAT

Hpall-CTC GAT GAG TCC TGA GCG CCT C
Hpall-ACC GAT GAG TCC TGA GCG CACC

(Muro et al., 2003)
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Jedna se o dalSi modifikaci zakladni AFLP reakce. Po restrikci ve 40 pl celkového
objemu na jeden vzorek (20 ul H20, 4 pl 10x R/L pufru, 0,25 pl EcoRI =5 U, 0,5 pl
Hpall = 5 U, (Stépeni probiha se 1 h pfi 37°C) nasleduje ligace v objemu 50 pl, kdy
40 pl restrikéni smési smichame s 1 pl 10x RL pufru, 0,1 ul EcoRI-3' adaptoru = 5
pmol, 0,1 pyl EcoRI-5" adaptoru = 5 pmol, 0,2 yl Hpal-3' adaptoru = 50 pmol, 0,2 pi
Hpall-5" adaptoru = 50 pmol, 1 pl 10 mM ATP, 1 ul (1 U) T4 Ligase, 6,4 ul vody a
inkubujeme 3 h pfi 37°C.

Nasleduje preselektivni amplifikace. Na 1 vzorek budeme potfebovat 1 ul vzorku
R/L, 2 yl PCR pufru, 0,5 pl 50 mM MgCl,, 5 yl 10 mM dNTP’s, 1 pl EcoRI-ad1
primeru (500 ng/ul), 1 ul Hpall-ad1 primeru (500 ng/ul), 0,2 pl Taq (5 U/ul), 9,3 i
vody.

Preselektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce:
e pocatecni denaturace 5 min. 94°C

e 31 cyklu: 30s 94°C
1min  56°C
1,5min 72°C

e konecna elongace 5min 72°C

e stop - 4°C

Dalsim krokem této modifikace je selektivni amplifikace, kdy smichame 5 pl
vzorku, 2 ul PCR pufru, 0,4 yl 10 mM dNTP’s, 0,087 pl ECORI-NN—FAM primeru
(10000 pmol), 0,1 pl Hpall-NN primeru (300 ng/ul), 0,1 ul Taq (5 U/ul), 6,018 pli
vody.

Selektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce:
e pocatecni denaturace 2 min. 94°C

e 10 cyklu: 30s 94°C
30s 65°C (-1°Clcyklus)
1min 72°C
e 25 cyklu: 30s 94°C
30s 56°C
1min 72°C
e konecna elongace 15 min 72°C
e stop - 4°C

Poslednim krokem je fragmentacni analyza v sekvenatoru. VVzorky jsou pfipraveny
do 96 jamkovych destiCek (Applied Biosystems) smichanim 11 yl formamidu, 0,4
Ml 400 HD Rox Size Standard (Applied Biosystems) a 1 pl vzorku (po selektivni
amplifikaci)

Vzorky se dlkladné promichaji, musi byt bez bublinek a jsou v cykleru
denaturovany — 4 min. pfi 95°C. lhned (!) po ukonéeni denaturace jsou polozeny
na nejméné 2 min. do cold bloku vychlazeného na -20°C, po té je provedena
fragmentaéni analyza (ABI — automaticky geneticky analyzator ABI Hitachi 3500 —
sekvenator) dle manualu k sekvenatoru.
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Chemikalie:

10x RL pufr (10 ml zasobni roztok): 0,121g Tris—acetate do 8 ml H;O
(100 mM); upravit pH na 7,5 pomoci led. kys. octové; pfidat 0,214 g MgAc
(octan hofecCnaty) (100 mM); 0,491g KAc (octan draselny) (500 mM);
0,077g Dithiothreitol (DTT) (50 mM)

ATP (10 mM, 100 pl alikvoty, uchovavat v -80°C): 0,06 g ATP do 8 ml H2O;
upravit pH na 7,0 pomoci 0,1N NaOH; doplnit do 10 ml

TO.1E pufr: 5 ml 1 M Tris pH=7,5 (8,0), 100 ul 0,5 M EDTA, doplnit vodou
do 500 mi

Hi-Di formamid (Applied Biosystems)

400 HD Rox Size Standard nebo 500 Liz Size Standard (Applied
Biosystems)

templatova DNA

restrikéni enzymy (Msel, EcoRI — NEB)

Mse a Eco adaptory, Mse a Eco preselektivni primery, Eco fluorescenéné
znacené selektivni primery, Mse selektivni primery

dH,O (PCR dH.0, nebo Millipore dH.0)

Pristroje:

PCR thermocykler, centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak, mrazici
desti¢ka, geneticky analyzator

29



PCR a sekvenacni analyza ITS regionu u vaclavek r. Armillaria

Tato metoda je zaloZzena na specifické amplifikaci ITS regionu pfi pouziti primer(
specifickych pro rod Armillaria. Nejprve probéhne PCR reakce za pfitomnosti ITS
primeri a nasledné je tento produkt reamplifikovan pomoci specifickych AR
primerd (Lochman et al. 2004). Tyto primery umoznuji amplifikovat specificky
fragmenty téchto hub i ze smésnych vzork{l. Po PCR analyze jsou amplifikované
fragmenty purifikovany a sekvenovany. Na zakladé sekvenacni analyzy je pak
mozné identifikovat jednotlivé druhy vaclavek, které nelze na gelu po PCR rozlisit
(Obr. 3.). Analyza ITS muze poskytnout data pro konstrukci fylogenetickych
strom(, data pro identifikaci hub a hodnoceni homogenity souboru kmeni.

Tab. 7: Sekvence primerl pouzivanych pro amplifikaci ITS regionu.

Primer Sekvence ‘6—3’
AR1 CTGACCTGTTAAAGGGTATGTGC
AR2 AAGCTGAATCCTTCTACAAAGTCAA

Lochman et al. (2004)

PCR reakce s ITS1 a ITS4 primery (viz tab. 3) probiha v objemu 20 pl, v 1x
reakénim pufru PPP Master Mix (Top-Bio, CZ), 12,5 pM primeru (IDT), 1,25 U Taq
Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ) a 50 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 10 ul PPP master mixu
e 1 ul DNA
e 0,5 ul primer ITS1
e 0,5 ul primer ITS4
e 8 pl dH,0O (voda do objemu 20 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:

Pro primerovy par ITS1 a ITS4:
e pocateCni denaturace 5 min  95°C

e 40 cyklu: 40 s 95°C
30s 57°C
40 s 72°C

e konecna elongace 10 min 72°C

e chlazeni - 4°C

Reamplifikace s AR1 a AR2 primery probiha v objemu 25 pl, v 1x reakéni pufru
PPP Master Mix (Top-Bio, CZ), 12,5 pM primeru (IDT), 1,25 U Taq Purple DNA
polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ) a 50 ng PCR templatu s PCR reakce s
ITS primery.
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Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 12,5 ul PPP master mixu
e 25 ul PCR templatu
e 0,75 pl primer AR1
e 0,75 pl primer AR2
e 8,5 pl dH,0 (voda do objemu 25 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:

e pocatecni denaturace  2:30 min 94°C

e 35 cyklu: 30s 94°C
40 s 60°C
30s 72°C

e konecna elongace 7min  72°C

e chlazeni - 4°C

PCR produkty jsou separovany na 2% agarézovém gelu v 1xTBE pufru a uspésné
amplifikované fragmenty jsou sekvenovany.

Obr. 3. Amplifikované useky oblasti ohrani¢ené AR primery (cca 700 bp). Slot €. 1
velikostni marker, sloty €. 2 — 5 pozitivni vzorky po amplifikaci, slot &. 6 kontrola.
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PCR a sekvenacni analyza tefa regionu u vaclavek r. Armillaria

Tato metoda je zalozena na specifické amplifikaci oblasti eukaryotického
translacniho elongacniho faktoru 1-alfa — eEF1A (tefa). Tento faktor je kédovan
genem EEF1A ktery kéduje protein, podilejici se na elongacnich procesech na
ribozémech v bunkach eukaryotickych organizmi. Konzervovana sekvence
aminokyselin tvofici protein umoziuje pouziti tohoto molekularniho markeru v
taxonomické determinaci na druhové urovni (Kauserud a Schumacher 2001). Po
PCR analyze jsou amplifikované fragmenty purifikovany a sekvenovany. Na
zakladé sekvenacni analyzy je pak mozné identifikovat jednotlivé druhy vaclavek a
ziskana data sekevenovanim lze pouzit i pro konstrukci fylogenetickych stromi,
pro identifikaci hub a hodnoceni homogenity souboru kmen.

Tab. 8: Sekvence primerl pouzivanych pro amplifikaci tefa regionu.

Primer Sekvence ‘6—3’
EF595F CGTGACTTCATCAAGAACATG
EF1160R CCGATCTTGTAGACGTCCTG

Kauserud a Schumacher (2001)

PCR reakce s EF primery probiha v objemu 25 ul, v 1x reakénim pufru PPP
Master Mix (Top-Bio, CZ), 12,5 pM primeru (IDT), 1,25 U Taq Purple DNA
polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ) a 50 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:
e 12,5 ul PPP master mixu
e 25 ul PCR templatu
e 0,75 pl primer EF595F
e 0,75 pl primer EF1160R
e 8,5 pl dH,0O (voda do objemu 25 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pfi nasledujicim teplotnim profilu:

e pocateCni denaturace 4 min  94°C

e 35 cyklu: 30s 94°C
35s 55°C
40 s 72°C

e konecna elongace 10 min 72°C

e chlazeni - 4°C

PCR produkty jsou separovany na 2% agarézovém gelu v 1xXTBE pufru pomoci
vyhodnocovaciho zafizeni, jehoz soucasti je kamerovy systém, UV transiluminator
a vyhodnocovaci software. Pomoci tohoto programového vybaveni je mozné
pomoci velikostniho markeru a pozitivni kontroly potvrdit (stanovit) velikost PCR
produktu.
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Obr. 4. Amplikony tefa o délce 511 bp. Slot 1 — 5 pozitivni vzorky DNA, slot . 6
kontrola, slot €. 7 velikostni marker.
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4. Metodika elektroforézy DNA

Klasickou metodou, univerzalné pouzivanou k rozdéleni makromolekul, je
elektroforéza. V elektrickém poli se makromolekuly s nenulovym elektrickym
nabojem pohybuji k jedné z elektrod v zavislosti na své relativhi molekulové
hmotnosti, celkovém naboji a tvaru. DNA je kyselina, obsahuje zaporné nabité
fosfatové skupiny. V elektrickém poli se pohybuji fragmenty DNA od zaporné
elektrody smérem ke kladné. K déleni fragmentd DNA se uziva nejCastéji
agarozovy gel uloZzeny horizontalné. Fragmenty o stejné délce postupuji stejné
rychle a vytvofi prouzek. DNA je na gelu vizualizovana pomoci specifického
barveni ethidiumbromidem (EtBr). Tato latka patfi mezi interkalaéni barviva. Vaze
se dovnitf dvouSroubovice a po ozafeni ultrafialovym svétlem (UV) oranzové
fluoreskuje. Vzhledem k tomu, Ze ethidium bromid je karcinogen, gely jsou po
vyfotografovani skladovany ve zvlastni odpadni nadobé.

Elektroforéza v agar6zovém gelu
Priprava gelu:

1. Agardéza se smicha s vodou a pufrem v pfislusném poméru v Sirokohrdlé
Erlenmayerové barice a rozvafi se v mikrovinné troubé (2+1 min. na max
vykon, nesmi zpénit); agaréza musi byt dokonale rozpusténa, béhem
rozvareni je nutné s Erlenmayerovou bankou nékolikrat zamichat.

2. Roztok agarozy je tieba zchladit na cca 55°C, pfida se odpovidajici mnozstvi
ethidium bromidu, dlikladné promicha a nalije se do pfipravené vanicky;
nalévaci vani¢ka musi byt dokonale vyrovnana do vodorovné polohy. Agarézu
je nutné nalévat opatrné a plynule, bez tvorby bublin, pfipadné bubliny je
zapotiebi eliminovat.

3. Po naliti agarézy je se do vani¢ky umisti hiebinek a gel se necha 30—60 min.
ztuhnout.

4. Ztuhly gel je umistén do elektroforetické vany a pod hladinu pufru jsou do
jamek vkladany vzorky.

Nanaseni vzork{:

Vana elektroforetické jednotky se naplni dostate€nym mnoZstvim pracovniho
roztoku 1x koncentrovaného pufru (2 mm nad uroven gelu). K celému objemu
PCR reakce (25 pl) se pfida 4 ul nanaseciho pufru (LB), promicha se Spic¢kou a
nanese pod hladinu elektroforetického pufru do jamek. Alternativné je mozné
nanést vzorky na gel a poté opatrné vlozit gel i se vzorky pod hladinu
elektroforetického pufru.
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Nanaseci pufr — LB:
e 0,25% bromfenolové modfi, 40% (w/v) glycerolu nebo sacharozy ve vodé
e 0,025 g bromfenolové modfi, 4 g sacharbzy — rozmichat do 10 ml vody, pufr
se rozpipetuje do mikrocentrifugaénich zkumavek a uchovava v lednici

Roztok ethidium bromidu — EtBr:

e 10 mg ethidium bromidu se rozpusti v 1 ml destilované vody (pracovat
s rouskou v digestofi)

Marker — DNA ladder:
e 100 bp DNA ladder (NEB) — 1 yl markeru, 10 pl vody, 2 ul LB se promicha
a nanese na gel

Podminky separace:
e 23V po dobu 30 min. a poté 90 V po dobu 2,5 hod

Vizualizace DNA:

e gel

je polozen

na UV

transiluminator

a pod

zaznamenano/vyfotografovano spektrum marker(

Priprava gelu a pufra:

Tab. 9a: Slozeni 1,5% agar6zového gelu v TAE pufru.

UV svétlem je

Elektroforéza 1,5% agardzovy gel [pufr 50x TAE]

objem gelu | mnoz. agarézy | mnoZ. vody mnoz. pufru | mnoz. Et. Br. V [ul]
[mi] [a] [ml] TAE [ml]
50 0,75 49 1 5
100 1,5 98 2 8
150 2,25 147 3 8-10
200 3 196 4 12-13

Tab. 9b: Slozeni 1,5% agar6zového gelu v TBE pufru.

Elektroforéza 1,5% agardzovy gel [pufr 5x TBE]

objem gelu | mnoz. agarézy | mnoZz. vody mnoz. pufru | mnoz. Et. Br. V [ul]
[ml] [a] [ml] TBE [ml]
50 0,75 40 10 5
100 1,5 80 20 8
150 2,25 120 30 8-10
200 3 160 40 12-13
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Tab. 10: Priprava pracovnich roztok(l TAE a TBE pufra.

1x pufr TAE/TBE na 100 ml
koncentrace mnoz. vody mnoz. pufru
pufru
50x 98 2
10x 90 10
5x 80 20

Tab. 11: Slozeni zasobnich roztoki TAE a TBE pufrd

50x TAE 5x TBE
Tris (Trizma) 242 g 54
0,5MEDTA 100 mi 20 ml
led. kys. octova 57,1 ml -
kys. borita - 27,5
dH,O vodado 1L vodado 1L
Chemikalie:

e agaroza (v kvalité pro elektroforézu DNA)
zasobni roztok TAE/TBE pufru

roztok ethidium bromidu

LB pufr

DNA marker

PCR reakce

Pristroje:
e mikrovinna trouba, sada automatickych pipet, jednotka horizontalni
elektroforézy se zdrojem

Elektroforéeza v SYNERGELu

Synergel je pfipravek, ktery po smichani s agar6zou vytvafi gel a vyrazné zvySuje
separacni moznosti agarézového gelu. Separované fragmenty DNA vytvafi ostré
pruhy, dobfe rozdélené. Je pouzivan zejména pro separaci a detekci malych
fragment(. Oproti PAGE gelu je zachovana jednoduchost pfipravy a provedeni
gelu a jeho netoxi¢nost. Vypocet mnozstvi synergelu, které pridavame k agaroze —
koncentraci synergelu vypocitame na zakladé nasledujici ho vzorce:

conCSynergel - (A'0,7) l 2
kde A je koncetrace agarozoveho gelu bez pridavku synergelu, ktery chceme

prevést na synergel/agarozovy gel
0,7 — je hodnota koncentrace zakladniho agarozového gelu
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napi. v pfipadé, kdy standardni 3% agarozovy gel nahraZzujeme gelem
s pfidavkem synergelu je sloZeni gelu nasledujici:

A=3%

mnoZstvi synergelu ve smési: (3-0,7) /2 =1,15%

1,15% synergelu pfidame k 0,7% agarozy, tj. pro pfipravu 250 ml roztoku
pouzijeme 2,875 g synergelu a 1,75 g agarézy

Postup pfipravy Synergel/agar6zového gelu:
¢ Navazime dana mnozZstvi agardzy a synergelu.
e Pfidame takové mnozstvi 100% ethanolu, aby doslo k rozmichani (nesmi
se tvorit hrudky).
Pfidame 250 ml 0,5x TBE pufru.
Rozvafime v mikrovinné troubé.
Pfidame 5 pl roztoku ethidium bromidu.
Dlkladné promichame.
Nalijeme do vany / formy na gel.
Nechame ztuhnout — cca 1-1,5 hod.

Chemikalie:
e agaroza (v kvalité pro elektroforézu DNA)
Synergel (Roth)
zasobni roztok TBE pufru
roztok ethidium bromidu
LB pufr
DNA marker
PCR reakce

Pristroje:
e mikrovinna trouba, sada automatickych pipet, jednotka horizontalni
elektroforézy se zdrojem

Detekce DNA pomoci SYBR GREEN

V pfipadé pouziti barviva SYBR GREEN (nizSi toxicita, leps$i vizualizace
DNAnagelu, nizsi pozadi) se pfi pfipravé gelu nepouziva ethidium bromid. Po
ukonéeni PCR je ke vzorkim DNA pfidan nanaseci pufr (LB) se SYBR GREEN.
Vzorky jsou naneseny na gel a probiha elektroforéza. Po ukon&eni elektroforézy
probiha vizualizace DNA fragmentd/PCR produktd na UV transiluminatoru.
V pfipadé dokumentace gelli pomoci kamery nebo fotoaparatu je nutné pouziti
zeleného filtru namisto ¢erveného filtru pouzivaného u gelt barvenym ethidium
bromidem !

LB se SYBR GREEN: 0,025 g Bromphenol Blue
0,025 g Xylene Cyanol FF
3 ml glycerol
20 ul SYBR GREEN (koncentovany roztok, FLUKA)
doplnit dH-O do 10 ml
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rozpipetovat do alikvot a skladovat v temnu pfi -20°C, kratkodobé Ize skladovat i
pfi +4°C

Separace fragmenti DNA na ,,Cipové“ elektroforéze

Analyza amplifikovanych, resp. restrikénich fragmentii DNA byla provedena na
systému automatické Cipové elektroforesy Experion (Bio-Rad, USA), ktera pracuje
na principu mikrofluidni technologie, kdy se cela analyza odehrava v miniaturnim
prostiedi specialniho Cipu. Vlastni separace a detekce fragmenti DNA probiha ve
specialnich &ipech zaloZzenych na kombinaci mikrofluidni technologie LabChip
(Caliper Life Sciences') a citlivé fluorescentni detekce. Pro analyzu DNA se
pouZiva analyticky kit Experion DNA 1K/12K Analysis Kit, ktery obsahuje DNA
standard (1k nebo 12k Ladder), vzorkovy pufr (sample buffer), gelovy roztok,
fluorescenéni barvu, centrifugaéni filtry a mikrofluidni Cipy; kazdy &ip pojme 11
vzork(. Priprava vzorku pro analyzu spociva ve smichani 1 pl vzorku a 5 ul
vzorkoveého pufru. Na €ipy, do kterych jsou pfed vlastni analyzou zavedeny gelové
roztoky pomoci pfistroje “priming station” (dodavaného jako soucast systému),
jsou vzorky aplikovany v mnozstvi 6 pl po vy$e uvedené upravé. Vlastni analyza
na pfistroji Experion a zpracovani ziskanych dat je provadéno pomoci specialniho
software Experion, version 2.1 (Bio-Rad, USA).
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5. Sekvenaéni analyza DNA

V pfipadé, kdy se amplifikované produkty neliS§i svoji délkou, neni ovéfeni
vysledku PCR analyzy na agar6zovém gelu mozné (viz obr. 3 a 4). Druhovou,
popf. kmenovou variabilitu Ize z amplifikovanych Usek{ DNA urcit pomoci rliznych
typl fragmentacni analyzy, ale v sou¢asné dobé je nejjednodussi, nejrychlejsi a z
hlediska ekonomického nejidealnéjSi amplifikované useky DNA osekvenovat. Pro
sekvenovani amplikonl se standardné vyuziva Sangerova metoda. Pomoci
sekvenovani lze urcit pfesné poradi bazi v amplifikovaném uUseku a také rozdilné
pozice bazi v sekvenci, které se liSi dle druhu, popf. kmenu. Takto lze ziskat
relevantni informace, které slouzi ke genotypizaci nebo determinaci
analyzovanych vzork(l. PCR produkt slouzi jako templat pro sekvenovani, kdy je
vlakno amplifikovanych produktd denaturovano a jednoretézcova DNA slouzi jako
templat pro syntézu komplementarni sekvence. Pfed vlastni sekvenaci se
amplifikované Useky precistuji z dlvodu vys$si stability a prfesnosti sekvenacéni
analyzy. Vysledkem sekvenaéni reakce je uréeni pofadi nukleotidd v
sekvenovaném useku DNA znazornéné v podobé chromatogramu, kde kazdému
nukleotidu je pfifazena jina barva. Toto grafické znazornéni poradi jednotlivych
bazi v fetézci DNA umoznuje rychle ur€it kvalitu analyzy a editaci ziskané
sekvence (Obr. 5 a 6). Po ziskani vysledkl jsou tyto chromatogramy
elektroforetogramy vyhodnocovany specialnim softwarem.

Obr. 5. Vystup ze sekvenatoru — ziskana sekvence eEF1A pro A. ostoyae.

[RTY ATHSYC G S TG ATTGT QAT TCTCATCATCGCTGOTGG ALTGATGAST TT GAAGCCGGTAT TTCOAAGG ACGOCCAG ACYCGAGAGCACGLCCTCCT TGCCTTCACCCTTGGTGTCAGGCAGCT CATCGTCGOCG
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

TCAACAAGAT GGACACCACCAAGGTACGAGATCTATCGTTTTACCT TTTACCTTAGGCAAAT CTGACTGTTATCTCART GGAGCGAGGACCGGT TCAACGAAATCGTCAAGGAACTTCCACCTTCATCAAGAAGGTCGGCT
160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

f | 1 | | i |
o A Jlmnmm T mnulul T mlltunllh Iluh(lllﬂhﬂm liw ﬁ \lmm

BCAACCCCAAGGCCGTTGCTTTCGTCOCCATCTCTGOATGGCACGGT G ATAACATGT TGGAGGAGTCCGOCAAGT AAGTCCTTACCT AAGT ATGACCAGT GCTGCCTCTTAACGTTCTCTGTAGCATGCC. \TC()T‘\C-\\(J{IG
290 300 310 20 330 340 350 360 370 380 390 400 L0

| ﬁ\ | r‘ ﬂ\ 1
el uﬂmmnllm L m..lumuummmu.i A mﬂuml

CTGG ((\\uﬁh\ﬂ AGGOOGG TGTCGTCAAGGGCAAGACTCTCCTCGATGCCAT TGACGOCATTGAGCCCCCTGTCCGTCCCTCCGACAAGCCTCTOG TCTOCCTCTCCAGGCGACG AAAAAAWKE GG
430 440 450 460 470 480 490 300 510 520 330 540 550 560

39



V pfipadé analyzy vaclavek r. Armillaria se amplifikovany produkt sekvenuje s
primery specifickymi k dané sekvenci (tefa, AR).

Purifikace PCR produktu

Po PCR reakci se kromé poZadovanych amplikonl ve smési nachazeji zbytky
nukleotidl a primer(, které negativné ovliviiuji sekvenovani. Proto se PCR
produkty pfed vlastni sekvenaci purifikuji pomoci kitu ExoSap-IT (USB Corp.). Kit
je v zasadé tvofen smési enzym(l - exonukléazami a alkalickymi fosfatazami v
reakénim pufru. Timto roztokem se oSetii koneCna PCR reakce. Exonukleaza
odstranuje z produktu primery, alkalicka fosfataza zbytky nukleotidi. ExoSap se
pfidava pfimo do PCR produktu. Na kazdych 5 pyl PCR reakce se pfida 2 pl
ExoSapu (napf. k 25 ul reakce pfidame 10 ul ExoSapu). Reakci Inkubujeme 30
minut pfi 37°C a nasledné reakci inaktivujeme pfi 80°C 15 minut. Inkubace muze
probihat v termobloku, nebo v termocykleru. Pokud prodlouzime &as inkubace,
vysledny produkt bude lépe piecistény. Po oSetfeni PCR produktu ExoSapem je
potieba k reakci pfidat opét jeden z primerd!! Na kazdych 10 ul vzorku pfidame
5 ul primeru, forward nebo reverse, podle sméru, ktery chceme sekvenovat. Takto
upraveny vzorek je pfipraven k sekvenovani.

Obr. 6. Vystup ze sekvenatoru — ziskana sekvence ITS (AR) oblasti pro A.
cepistipes.

AC ATCATG (ll\\((II'GC(:{I\(JC\\LIF(I(ILII\\I[(G(\UI ATCTCCGCAAAGGGAGAAAGCAGA \(;Gl(}(,(.(‘ll\\(}( ACCTTCCAA (l'C\H(i AGCCAGACCCG AAAGCCTGATTAGT
10 20 40 50 a0 70 80 10( 110 120 130

[FACCAC TGTATGACTCGTATTCCGACCTAACYACAAGGCGTAGATAT TATCACAGCCTAGCAGCCAAAGTCAAACGGT TTCT GCTAATGCA TTTC\C{(‘G{T(‘ T(T(“('TT%" AACCA FC\\W((‘(C\T TC( ATCC
140 150 160 170 180 190 200 10 220 230

\(L(J(.XCILLI\ TGAAAGAAGGGG \UJII(_'\G ATTTAATGACACTCAAACAGGCATGCCCT TCGGAAT ACCAAAGGGCGCAAGGTGCGT TCAAAGACTCGATGAT TC (I(J\\Il('l(l\\ll(\(\l?\('ll \TCGCATT
280 290 300 1 320 330 340 350 360 310 380 390 H 10 420

[TCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG, FM{C\\L\F ATCCGTTGT TGAAAGT TGTATAAGATTTAAAGGACTTGCGTCCCATAAACAAGACAT TCTAGACATACAAGAG TT\T\T \GAC \TA( ACT TGATAGACAAAGGGAGC
= 460 470 480 490 500 510 520 4 550 560

TCGA \\(i\(i((lllf ACCGCTS GAAAGCGAAAGT TAAT CAAGTCT ACA \\(r(l(;( MCAGGTGGAT GAAT AGAACGCAACACGTCGAACGT GCACATATT
570 580 590 600 610 620 630 640 650 660
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Sekvenace predisténého produktu probiha v externi laboratofi (SEQme s.r.o., CR).
Purifikovany PCR produkt se posila v PCR mikrozkumavce. Sekvenace
Sangerovou metodou probiha na kapilarnich analyzatorech Applied BioSystems
prostfednictvim BigDye Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit (Applied
BioSystems). Vystup ze sekvenatoru je ve formatu ab7 (abi - chromatogram) a
jako sekvence nukleotidii ve formatu FASTA. Takto ziskané soubory sekvenci
jednotlivych amplikon/druhl/kmentl jsou dale zpracovany ve specialnich
programech (napf. MEGA X - Kumar et al. 2018, Geneious -
https://www.geneious.com) a upravené sekvence porovnany s on-line dostupnou
databazi nukleotidovych sekvenci NCBI prostfednictvim algoritmu BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool, Madden 2002). Sekvence jsou porovhavany mezi
sebou na zakladé podobnosti (Obr. 7).

Obr. 7. Usporadani (alignment) sekvenci nékolika druh(l vaclavek r. Armillaria,
ziskanych z databaze GenBank. TeCky znamenaji stejné nukleotidy, barevné jsou
oznaceny pozice bazi, které se v ramci druhl a kmen lisi. Takto se daji od sebe
jednotlivé druhy/kmeny odlisit.
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lll. Srovnani novosti postupt

Predkladanou ,Metodiku izolace DNA a analyzy molekularnich marker( u hub“ Ize
hodnotit jako novou metodiku, protoZze v sou¢asné dob& neni v CR k dispozici
dostupna metodika zahrhnujici optimalizované pracovni postupy pro izolaci DNA a
analyzu molekularnich markerl u entomopatogennich hub a vaclavek rodu
Armillaria. Dostupné informace jsou jen diléi a rozptylené ve védeckych
publikacich, které se problematikou molekularnich marker( zabyvaji. Komplexni
vyhodnoceni vhodnosti jednotlivych postupl izolace DNA a pouzitelnosti
jednotlivych markeri pak dostupné neni. Molekularni markery predstavuji ve
srovnani s morfologickymi &i biochemickymi markery kvalitativné novy pfistup,
ktery ma na jedné strané obrovsky potencial vyuZiti, na strané druhé pak ma i své
limity. Pro nekontroverzni pouziti molekularnich marker(i pro uc¢ely popisu kmen(
a jejich mozné identifikace je naprosto nezbytné pouzit vhodné postupy izolace
DNA, které poskytuji kvalitni DNA pouzitelnou pro opakovatelné a
reprodukovatelné analyzy. Rovnéz v oblasti vyvoje a pouziti jednotlivych marker(
dochazi k vyvoji a znaénému posunu a kazdy z definovanych molekularnich
markerd ma sva specifika. Realna interpretace molekularnich dat pak vyzaduje
volbu vhodnych a optimalizovanych postupll. Prednosti a limity jednotlivych
postupll pro izolaci DNA a analyzu molekularnich markerll jsou predmétem
predkladané metodiky.
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IV. Popis uplatnéni metodiky

,Metodika izolace DNA a analyzy molekularnich markerll u hub“ obsahuje
optimalizované postupy pro izolaci DNA. V metodice je uveden nejen piehled
jednotlivych metod extrakce nukleovych kyselin ze vzork( hub, ale je poukazano i
na prednosti jednotlivych metod. Metody izolace DNA jsou vyhodnoceny z pohledu
rychlosti a pracnosti provedeni, kvantity a kvality ziskané DNA. Ve druhé ¢asti jsou
pak predstaveny zakladni fingerprintové techniky a metody uréené pro separaci a
vyhodnoceni molekularnich marker.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych metod a postupll, na jejichz
zakladé Ize provadét rutinni analyzy DNA marker( pro potifeby rychlé a presné
determinace druht/kmenl hub. Vystupem analyzy je pak spektrum markeru, které
mohou byt vyuZity pro popis a identifikaci druh(, popf. jednotlivych kment a uréeni
genetické struktury variabilnich populaci. Jednotlivé molkularni metody jsou jiz
standardné pro tyto ucely pouzivany, mohou byt ale vhodnym dopliikem
morfologickych a biochemickych metod pfi taxonomické determinaci druhl a
rozliSeni jednotlivych populaci. UzZivatelé metodiky jsou vyzkumna a vyvojova
pracovisté, pracovisté kontrolnich organ(, kterda mohou s vyhodou vyuzit prednosti
analyzy molekularnich markerl — rychlost analyzy, vysokou miru polymorfismu a
nizké ovlivnéni faktory vnitfniho a vnéjSiho prostiedi.

UzZivatelé metodiky jsou pracovisté vyzkumna a védecka, ktera mohou s vyhodou
vyuzit prfednosti optimalizovanych postupl detekce genotyp( rliznych druhd hub.
Metodika bude uplatnéna prostifednictvim Retorta s.r.o. S timto subjektem byla
uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.
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V. Ekonomické aspekty

Predpokladané ekonomické prinosy metodiky jsou kalkulovany az do vyse
nékolika tisic K&. DalSimi pfinosy predkladané metodiky jsou rozSifeni spektra
technik a metodickych postupl pouzivanych v diagnostickych laboratofich,
roz8ifeni, portfolia technik a sluzeb provadénych v laboratofi, metodicka a
vzdélavaci funkce.

Do nakladli na zavedeni postupl uvedenych v metodice Ize zapocitat pofizeni
nejnutnéjSiho investi¢niho a neinvesti¢niho vybaveni pro provoz specializované
laboratofe a provedeni Ukonl a postupl uvadénych v metodice. V pfipadé
automatizace izolace DNA a zpracovani velkého objemu vzork( je pak nutné
poCitat s dalSimi naklady na pofizeni linky pro izolaci DNA pomoci
paramagnetickych partikuli v objemu cca 2,5 mil K& a automatické Cipové
elektroforézy nebo fragmentacniho analyzatoru ve vysi 1,4 mil KE. DalSi naklady
pak predstavuji naklady na chemikalie a na zakladé dlouhodobych kalkulaci &ini
jednotkova cena za analyzu 100 vzorkl se 3 molekularnimi markery 2 298 tis. K&.
(ceny za chemikalie, fragmentacni analyzu, sekvenovani a bioinformatickou
analyzu). V uvedeném pfikladu kalkulace nakladi nejsou uvedeny doplrikové
naklady, odpisy, naklady na vzdélavani a vySkoleni personalu laboratofe, naklady
na vyvoj metod, které jsou odvislé od konkrétni situace a vybavenosti (materialni i
personalni) pracovisté. Analyza 100 vzork(i ve specializovanych laboratofich,
provadéna sluzbou, je kalkulovana na 824 tis. KC pro stejny ramec analyzy.
Ekonmicky pfinos ¢&ini rozdil v cené analyzy, ktery je vyjadien usporou 1,5 mil. K&.
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