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1. Uvod

Cilem této bakalarské prace bylo hodnoceni populacni diverzity padli dubového
(Microsphaera alphitoides) v Evrop¢ pomoci molekularnich marker a posouzeni vhodnosti
techniky molekuldrnich markert pro tyto ucely.

Padli dubové neni fazeno mezi hospodaisky vyznamna onemocnéni. Pfi¢inou je fakt,
ze jen zfidka byva znehodnocen veskery materidl. Zde je tfeba si uvédomit, ze padli dubové je
jen jednim z mnoha Skodlivych ¢initelti, ktefi negativné plisobi na porosty dubli a negativné
se projevuje zejména ve Skolkach. K plisobeni padli dubového se ptidruzuji dalsi patogenni
organismy, herbivorni $ktidci a nelze opomenout ani vliv abiotickych faktorti a vliv ¢lovéka,
ktery svou cinnosti ovliviiuje prostiedi. Vysledkem takového negativniho plisobeni
klimatickych vlivl, biotickych Ciniteld a clovéka je zhorSeni zdravotniho stavu a odolnosti
dubt, na kterych pak padli dubové zplisobi vétsi Skody. Muze tak dojit k odumirani nejen
semenackd, ty jsou obecné vice nachylné, ale i dospélych stromd, jinak vice odolnych. Ackoli
diive byl vyskyt padli dubového ojedin€ly a nedochézelo ke vzniku epidemii, dnes je situace
zcela jina. V evropskych podminkéch se tomuto parazitu dafi a zacind zplsobovat vazné
ekonomické skody. Velké problémy plsobi ve Francii, kde poSkozuje lanyzové plantaze,
které jsou zaloZené na ptitomnosti dubt.

Abychom mohli regulovat vyskyt patogena preventivnim opatfenim ¢i pfimo pomoci
fungicidnich pfipravki, je zapotiebi jeho vcasna detekce a identifikace. Zde se stile vice
uplatiiuji metody, které analyzuji nukleové kyseliny, proteiny, lipidy a polysacharidy, coz
jsou makromolekuly, které nesou dostateCnou informaci ve svych sekvencich, aby poskytly
jednoduchy, jednotny piistup ke studiu mikrobialni diverzity. Tyto metody pak nahrazuji
konvenc¢ni identifikacni postupy, které jsou dosti pracné a zdlouhavé. Pfedevsim se uplatiiuji
molekularné biologické metody, u kterych se predpoklada vétsi specificnost, citlivost, lepsi
reprodukovatelnost vysledkli a moznost rychlého testovani rozsahlého materialu, pficemz pro
analyzu odebirdme jen nepatrné mnozstvi tohoto materialu.
dava ptfednost DNA markertim pro jejich vétsi variabilitu, schopnost pokryt vétsi ¢ast genomu
a pro veétsi stalost vici prostiedi. Ve prospéch DNA markert hovoii téz rychlost a
spolehlivost prace. Cilem prace bylo zavést a vyhodnotit techniku DNA markert pro
hodnoceni diverzity kment padli dubového ziskanych v rdmci vyzkumného projektu z oblasti

Francie-Pyrenees, Bordeaux a Ceska Republika-Ceské Bud&jovice, Tieborisko.



2. Literarni piehled

2.1. genetické markery

Geneticky marker, jinak nazyvany téz signalni gen, je oznaceni pro urcity znak, ktery
se jasn¢ fenotypovée projevuje a je jednoduSe dédicné zalozen. Pro oznaceni markerem musi
byt splnéna podminka spojeni tohoto znaku genovou vazbou s jinymi kvantitativnimi nebo
kvalitativnimi znaky (Kukolikova, 2005).

V soucasné dob¢ jsou vyuzivany genetické markery na tirovni biochemickych markert
(proteinové markery-isoenzymy a zasobni bilkoviny, mastné kyseliny, sekundarni metabolity)
(Graman a Curn, 1999). Ty v$ak maji fadu nevyhod jako nizky polymorfizmus
isoenzymovych systémd, a také skutecnost, ze analyzuji fenotyp ptislusného organismu spise
nez jeho genotyp (Curn, 1999, Towner a Cockayne, 1993). Proto se do popiedi dostavaji
molekularni DNA markery (Graman a Curn, 1999).

2.2. Molekularni DNA markery

DNA markery jsou markery na trovni molekuly DNA. Umoziiuji jednoduse urovat
odli$nosti v primarni genetické informaci, kterou DNA nese. DNA markerovaci systémy jsou
zalozeny na polymorfizmu v sekvencich DNA u analyzovanych jedincl (populaci)
(Kukolikova, 2005).

Pomoci DNA markerd mitizeme detekovat rozdily v genetické informaci mezi
analyzovanymi druhy, populacemi, klony, jedinci, buitkami. DNA markery jsou zaloZeny na
polymorfizmu sekvenci DNA. Jsou vyuzivany napt. pro DNA fingerprinting pfi zjiStovani
genetické Cistoty osiva, ale i pro testovani otcovstvi, sledovani urcitych geni b&hem
Slechtitelskych programt, genetické mapovani, populacni genetiku a populacni gynekologii a
pfi studiu evoluce na molekuldrni Grovni (fylogenetické analyzy, feSeni taxonomickych
otazek). DNA markery jsou aplikovatelné u vSech organismi, kde je zvladnutd technika

1zolace DNA (Cano, 2000).
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3. Kategorie technik molekularnich markert

Vétsina molekularnich markert spada do jedné ze tii kategorii technik:

Techniky vyuzivajici hybridizaci bez pouziti PCR reakce:

Je to historicky prvni skupina molekularnich markert, ktera byla pouzivana od 70.
let a v soucasné dob€ je nahrazovéana technikami odvozenymi od PCR. Jedna se o
RFLP analyzu a metodu VNTR, ktera identifikuje minisatelity a mikrosatelity
(Grant a Shoemaker, 1997).

Techniky zalozené na PCR reakci (multi-locus PCR a dal$i techniky zalozené na

vyuzivani ndhodnvych primera):

Vyvoj PCR metod od poloviny 80. let 20. stoleti odstranil nezbytnost slozitych
hybridiza¢nich krok. Do této prvni kategorie amplifikacnich metod mulzeme
seskupit vSechny PCR techniky, které k amplifikaci DNA produktii (véetné produkti
odvozenych z RNA) pouzivaji nahodné primery. Spoleénym znakem téchto technik
je ten fakt, Ze nemusime znat cilové sekvence DNA fragmentl. RGzné metody z této
kategorie se 1isi délkou a sekvenci pouzitych primert, piisnosti PCR podminek a
metodou separace a detekce fragmenti (Karp a Edwards, 1997). Radime sem napt-

techniky RAPD, AFLP, SSR atd. (Caetano-Anollés a Gresshoff, 1997).

Techniky zalozené na PCR reakci (single-locus PCR zaloZené na amplifikaci

znamvch cilovych sekvenci):

Pro metody PCR zaméi¢né na specifické single-lokusy je nezbytba znalost cilovych
sekvenci nebo sekvenci ohranicujicich cilovou oblast (O'Malley a Whetten, 1997).

Radime sem napf. techniku PCR-RFLP (Caetano-Anollés a Gresshoff, 1997).



3.1. Metody PCR s nahodnymi primery

Polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction — PCR)

Podstatou této metody je in vitro amplifikace specifickych fragmenti DNA,
charakteristickych pro patogena, kterého chceme detekovat a identifikovat (Kidela et al.,
2002).

Od roku 1985, kdy byla metoda popsana, se pro svou specifitu, citlivost (teoreticky
muze byt detekovana jedna kopie DNA ve vzorku) a rychlost pouziva nejen pro detekci a
identifikaci patogeni, ale své uplatnéni nachazi i v soudnictvi pro geneticky fingerprinting,
v 1ékarstvi pro prenatdlni diagnostiku genetickych chorob, v detekci jednotlivych alel
polymorfnich lokusi, sekvenovani DNA atd. (Kukolikova, 2005).

Smés, vniZ polymerdzova fetézova reakce probihd, obsahuje templatovou DNA,
zpravidla 2 rtizné primery, prekurzory DNA, termostabilni polymerazu a pufr s hofe¢natymi
ionty. Primery jsou dva kratké jednofetézcové specifické ,,matricové™ oligonukleotidy
odvozené z DNA definovaného kmene houby (Kiidela et al., 2002). Koncentrace a vzajemné
poméry koncentraci templatu, prekurzorii i primerti a zejména hotecnatych iontd jsou pro
pribéh polymerazové fetézové reakce klicové (Vondrejs a Storchova, 1997).

Amplifikace je zaloZzena na uziti termostabilni DNA polymerazy izolované z bakterie
Thermus aquaticus, nazyvané Taq polymeraza. Bakterie Thermus aquaticus je schopna rastu i
pti 70-75°C. Purifikovana polymeraza ma optimalni teplotu pro polymerizaci 70-80 °C. Pfi
teplotach nad 90°C ztraci svou aktivitu, neni vSak denaturovana a pfi snizeni teploty se znovu
stava aktivni (Hoelzel, 1992).

Cela reakce se sklada ze tii po sob¢ jdoucich krokd, které jsou determinovany rtiznymi
teplotnimi podminkami:

e teplotni denaturace dsDNA
e teplotni hybridizace (annealing), neboli pfipojeni primert

e syntéza dvouretézcové DNA



Obr. 1.: Teplotni rezim a doby trvani jednotlivych kroki pfi polymerazové fetézové reakci
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V prvnim kroku dochézi vlivem vysoké teploty (90-95°C) k denaturaci dvouvlaknové
matricové DNA. Zchlazenim reak¢éni smési na teplotu annealingu (35-65°C dle pouzitého
primeru) se pro cilovou oblast specifické primery pfipoji k 5’konctim dvou jednovlaknovych
matricovych fetézcu (Edel, 1998). V poslednim kroku je teplota zvysena na 72 °C a za
ptitomnosti teplotné stabilni DNA polymerazy a deoxynukleotidtrifosfatii, stavebnich kament
nukleové kyseliny, dochazi k syntéze dvoutetézcové DNA (Kudela et al., 2002). Kazdy krok
trva obvykle 1-2 minuty. Tento sled tii krokd odpovidd jednomu cyklu PCR. Cely proces se
opakuje 30-50krat (Edel, 1998). PCR produkty jsou separovany na agar6zovém gelu, DNA
obarvena (ethidium bromid, SYBER Green, stiibro) a produkty jsou vizualizovany pod UV
zéatenim (Honig, 2005).

Reakce se provadéji v zafizeni nazyvaném termocykler, v némz se teplota méni
automaticky v naprogramovanych casovych intervalech. Postupnym opakovanim tohoto
procesu se exponencialné (2"; n = pocet cyklil) vytvari az miliarda kopii vybraného useku
cilové molekuly (obr. 2). Jelikoz vysledkem PCR je mnohondsobné zmnoZeni vybraného

tiseku DNA, lze ji oznadit za zptsob klonovani DNA (Smarda et al., 2005).



Obr. 2.: Teoretickd amplifikace cilového fragmentu DNA pfi zvySujicim se poctu cykll
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PCR je technika s vysokou citlivosti a specifitou, ale prave tyto jeji vlastnosti mohou
vést ke znaénym problémim, obzvlasté kdyz detekujeme virové ¢i bakteridlni geny pro
diagnostické ucely. Je dualezité si pfipomenout, ze nukleova kyselina z mrtvych, stejné tak
jako z zivych mikroorganizmti ndm da pozitivni reakci. Dokonce i jedind molekula DNA
muze byt amplifikovdna pomoci PCR, proto je nezbytné zabranit kontaminaci DNA vzork
molekulou amplifikované, nebo exogenni DNA. Uz nepatrna kontaminace laboratorniho skla,
pipet, nebo jednotlivych slozek PCR smési mliZze mit za nasledek faleSnou pozitivni reakci.
Takovéto problémy s kontaminaci si vynucuji potiebu extrémni Cistoty a peclivé kontroly.
Amplifikacni reakce by se méla odehravat ve fyzické izolaci (napf. v odlisné mistnosti) od
casti laboratofe, kde jsou pfijimany vzorky a kde je izolovdna cilovda DNA (Towner a
Cockayne, 1993).

Pro minimalizaci faleSnych pozitivnich vysledkti byly doporuceny urcité standardni
postupy zahrnujici pouzivani autoklavovanych roztokd, fyzikalni separaci pouzivanych PCR-
reagencii od templatové DNA a produkti PCR, piipravu reagencii 1 vzorki do alikvotnich

¢asti, pouzivani UV-svétla k odstranéni exogennich nukleovych kyselin na pracovni plose,



pouzivani jednorazovych rukavic, ptidavani DNA do reakce jako posledni slozky a peclivou
volbu pozitivnich, negativnich a vnitinich kontrol (Smarda et al., 2005).

DalSim problémem je relativné velky pocet chyb, ktery ma na svédomi Taq
polymeraza. Zaména bazi se objevuje piiblizné 1 v kazdych 9000 bp a posun (frameshift)
piiblizné 1 v kazdych 40 000 bp (Tindall a Kunkel, 1988). Ackoli se takové mnozstvi chyb
muze zdat nedulezité, mohou mit velky uc¢inek na homogenitu amplifikovanych produkta

(Towner a Cockayne, 1993).

Polymorfizmus nahodné amplifikované DNA (Random Amplified Polymorphic
DNA-RAPD analysis)

Metoda RAPD je jednou z metod zalozenych na PCR. K amplifikaci vyuziva jeden,
nebo vice primeri o délce 8-12 nukleotidl libovolné sekvence s neznamou homologii k cilové
sekvenci DNA, které se vazi na piislu$na mista templatové DNA (Smarda et al., 2005).
Metoda detekuje malé prevracené nukleotidové sekvence roztrousené po celé genomické
DNA. RAPD technika je u hub rozsahle pouzivana pro definici populaci na urovni druhu,
rodu nebo kmene. Na druhové trovni jsou RAPD data vyuzivana pro produkci druhové
specifickych sond a primerti. V nékterych studiich jsou RAPD profily pouzivany pro rozliSeni
individualnich izolatl v ramci druhu i mezi druhy. Casto je metoda pouzivana k determinaci
odlisnych vnitrodruhovych skupin, jako jsou anastomézni skupiny u druhu Rhizoctonia solani
(Duncans et al., 1993) a patogenni skupiny hub (Bidochka et al., 1994).

Princip metody je v tom, ze dochézi k nasedani primeru s vysokou pravdépodobnosti
na vice mistech na obou fetézcich DNA. Obvykle se vyskytne nékolik mist, kterd nejsou od
sebe priliS vzdalenda a umoziuji pripojeni primeri na protilehlych fetézcich 3’konci
smefujicimi k sob¢€. Vysledkem je amplifikace mnoha fragmenti s riiznou délkou (max. 2000
bp) a rozdilnym moldrnim mnoZstvim, v zdvislosti na izolatu, ze kterého DNA pochézi
(Smarda et al., 2005).

Je rozumné optimalizovat vSechny parametry RAPD analyzy, pfedevsim koncentraci
DNA, koncentraci hotfe¢natych iontli a primerti, podminky PCR reakce (pfedevsim teplotu

annealingu) a typ a mnozstvi termostabilni DNA polymerézy.

Nasledujici faktory ovliviiuji reprodukovatelnost RAPD profilti uvnitt a mezi laboratofemi:
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e Koncentrace DNA (existuje jistd kritickd koncentrace genomové DNA a pokud ji
nedosdhneme, RAPD amplifikace jiz neni reprodukovatelnd)

e Reprodukovatelnost profili z termocycleru (v riznych termocyclerech jsou odlisné
teplotni podminky)

e Kbvalita a koncentrace primeri (kvalita primera skladovanych v podobé zmrazenych
roztokli se mize zhorsit obzvlasté kdyz roztok casto rozpoustime a nasledné opét
zmrazime)

e Koncentrace horefnatych ionti (7ag polymerazy maji odliSné pozadavky na
mnozstvi hofe¢natych iontli. Pokud méme malou koncentraci hotfecnatych ionti,
dostaneme malo produkti. EDTA pfitomnd v pufru tvoii komplex s hoi¢ikem a
snizuje tak ucinnou koncentraci dostupnych hote¢natych iontt)

e Vybér DNA polymerazy

e Piesnost pipetovani (pipetovani malych mnozstvi, zejména mnozstvi pod 3 pl, mize
byt zdrojem chyb. Mnohé pipety jiz nejsou presné pii nabirdni mnozstvi pod 5 pl.
Proto je vyhodnéjsi pipetovat roztok pro vice vzorkll najednou) (Caetano-Anollés a

Gresshoft, 1997).

Vysledné produkty amplifikace jsou obvykle tfidény podle velikosti na agar6zovém
gelu a nasledné jsou vizualizovany pomoci ethidium bromidu. Kdyz pouzijeme stejny primer
pro DNA z odlisnych druhii, pozorujeme jedinecné vzory fragmentl. Kdyz pouzijeme DNA
z odlisnych kment stejného druhu, vzory fragmentl jsou témeét stejné s vyjimkou toho, ze
ptilezitostn¢ amplifikovany fragment je u jednoho kmene pfitomen, zatimco u dal$iho chybi.
Tyto polymorfni fragmenty byly dédi¢né a vytvorily novou tfidu genetickych markert-
RAPD markery. VétSina RAPD produktt, jsou vysledkem polymorfizmu, ke kterému doslo
béhem amplifikace. Tyto polymorfizmy jsou vysledkem bud’ zamény nukleotidovych bazi na
jednom z hlavnich mist, nebo inzerci ¢i deleci v amplifikované oblasti (Phillips a Vasil,

2001).
Vyhody metody RAPD:

1. nevyzaduje znalost cilovych sekvenci DNA, postup je relativné jednoduchy a rychly a pro

vytvoreni PCR produktt je potieba pouze nanogramové mnozstvi DNA;
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2. technika je uptednostiiovana pro rozliSeni genotypi u mnoha druhti, populaci nebo
patotypt, RAPD markery mohou byt téZ pouzity pfi analyze genotypl po kiizeni rodicii na

ruznych taxonomickych trovnich;

3. je to vhodny nastroj pro vytvotfeni genetickych map a RAPD se osvédcila jako efektivni

metoda pro identifikaci molekuldrnich markert;

4. tato metoda je vhodné pro populacni genetiku a je GspéSné€ pouzivéana pro rozliSeni druht a

kment v rdmci druhi u rostlin, bakterii, zivo¢icha a hub.

Pti technice RAPD se ptedpoklada, ze ,,prouzky* se stejnou mobilitou i1 intenzitou
zbarveni jsou stejné nebo velmi podobné sekvence. Ne vzdy to byvd pravda a dalSim
problémem je nedostatek znalosti, zda se markerovaci ,,prouzky*“ skladaji zkodujicich ¢i
nekddujicich sekvenci, a zda mohou reprezentovat geny, které by mély podléhat selekci.
Existuje jisty dikaz, Ze RAPD profil nemusi byt zcela ndhodny a Ze rizné ,,pruhy* mohou byt

homologni (Riesberg, 1996).

Mikrosatelity (Simple Sequence Repeat-SSR analysis)

V eukaryotnich genomech se v piekvapivé hojném poctu vyskytuji tandemova
opakovani velmi kratkych nukleotidovych motivii, kterd se nazyvaji mikrosatelity. Tyto useky
genomové DNA jsou délkové polymortfni, tj. jejich délka se u jednotlivych individui té€hoz
druhu casto lisi. Pfitom ale rozloZeni mikrosatelitl je v genomech konzervativni, coz svédci o
jejich funkéni vyznamnosti. Pro své specifické vlastnosti jsou mikrosatelity vhodnym
nastrojem mapovani genomu i analyz v populacni genetice (Kypr a Vorlickova, 1997).

Mikrosatelity jsou tedy kratké tandemové repetice slozené z di-, tri- nebo
tetranukleotidovych motivll. Pfi stanoveni genotypu se postupuje tak, Ze fragment
s repetitivnim motivem je amplifikovan v polymerazové fetézové reakci za pouziti primerd se
specifickym poradim bazi. Tim je identifikovan dany lokus, protoze uvedend repetitivni
sekvence se vjaderné DNA vyskytuje mnohokrat. Produkty ziskané PCR reakci se poté
elektroforeticky rozdéli a stanovi se pfitomnost jednotlivych alel, které diky rozdilné délce

maji riiznou rychlost migrace v gelu (Rehout et al., 2000).
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Mikrosatelity jsou vhodnymi markery pro vazbové mapovani genil a studium diverzity
vcetn€ uréovani otcovstvi (paternity) a rodi€ovstvi (parentity) (Kukolikova, 2005).

Mikrosatelitové markery se u hub pouzivaji hlavné u zéastupci pododdéleni
Ascomycotina a Basidiomycotina pro ucely popula¢nich studii a pro detekci vnitrodruhového
a mezidruhového polymorfizmu (Groppe et al., 1995; Hantula et al., 1996; Geistlinger et al.,
1997; Khashnobish et al., 1999).

3.2. Techniky vyuzivajici hybridizaci bez pouziti PCR reakce

Analyza délkového polymorfizmu restrikénich fragmenti (Restriction Fragment

Lenght Polymorphism — RFLP Analysis)

RFLP analyza je metoda zaloZzena na restrikénim Stépeni DNA, elektroforetické
separaci fragmentli DNA a hybridizaci se specifickou sondou (Southerntiv pienos) (Grant a
Shoemaker, 1997).

Typickd analyza RFLP zahrnuje nejprve izolaci a purifikaci genomové nebo
organelové DNA, poté nésleduje Sté€peni purifikované DNA restrikénimi endonukleazami.
Tyto enzymy §tépi DNA ve specifickych mistech na fragmenty rizné délky (Kidela et al.,
2002). Restrikéni endonukledzy pouzivané v molekularni genetice pochazeji prevazné
z bakterii, a protoze jsou jimi rozpoznavand mista na DNA kratkd (obvykle 4-8
nukleotidovych part), je vysoka pravdépodobnost, Ze se tato mista nahodné vyskytnou
v kazdé delSi molekule DNA. Proto mohou byt tyto enzymy vyuzity pro analyzu DNA
z jakéhokoliv zdroje (Alberts et al., 1998). Nékolik faktorti ovliviluje endonukleazovou
aktivitu, jsou to pH, koncentrace a typ iontii obsazenych v pufru a teplota reakce (Hoelzel,
1992).

Rozstépené fragmenty DNA lze rozdélit jednosmérnou elektroforézou v agarézovych
gelech, v nichz maji rGzn€¢ dlouhé fragmenty odliSnou pohyblivost. Pouzijeme-li ke $tépeni
urcitou endonukledzu, mizeme podle shodnosti ¢i odliSnosti restrikénich profili usuzovat na
shodnost ¢i odliSnost analyzované genomové nebo organelové DNA. Restrikéni analyze
muzeme podrobit bud’ cely chromozom, nebo jen jeho urcité sekvence DNA. Pti analyze
celého genomu je fragmentli obvykle mnoho a ptekryvaji se, takze vyhodnoceni je obtizné.
Z tohoto ditvodu se pouzivaji sondy, které¢ umozni zviditelnit pouze ty fragmenty, které

hybridizuji s pouzitou sondou. Postup RFLP analyzy je naznacen na obr. 3.
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Obr. 3.: DNA fragmenty separované elektroforézou v agaré6zovém gelu, jejich pretisk na

porézni membranu a hybridizace s komplementarnimi DNA oligonukleotidovymi

sondami (Southern blot)
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Uplatiiuje se postup znamy jako Southerniiv pfenos. Denaturovand DNA se pfenasi z gelu na

membranovy filtr, na kterém pak muize hybridizovat s komplementarni sekvenci nukleové

kyseliny (Kidela et al., 2002).
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Navzdory pracnosti je technika RFLP dosud povazovana, hlavné kvuli svému
polymorfizmu, alelické informaci a robustnosti, jako jeden z nejvhodnéjSich markerii pro

mapovani.

3.3. Single-locus PCR zaloZené na amplifikaci znamych cilovych sekvenci

Stanoveni polymorfizmu délky restrikénich fragmenti u produkti PCR (PCR-
RFLP)

PCR-RFLP je modifikace standardni PCR pouZivana pro typizaci cilové sekvence,
obvykle urcitého genu obsahujiciho sekvenéni polymorfizmus. V zavislosti na volbé primer
muze byt provedena analyza jakéhokoliv genu.

Metoda PCR-RFLP se sklada ze dvou krok:

1. amplifikace konkrétniho useku DNA pomoci dvojice znamych primerii. Casto se
vyuziva primerd, které jsou komplementarni k zacatkiim a konciim kédujicich gent okolo
nekodujici intergenické oblasti. Vysledkem amplifikace jsou produkty PCR o stejné délce,
které se detekuji elektroforeticky.

2. restrikce (nastépeni) namnozeného useku pomoci restrikénich endonukledz, které
specificky §tépi DNA. S pouzitim vhodné restrikéni endonukledzy ziskame spektrum nékolika
(az 8) fragmentli, které se li§i poCtem a velikosti podle druhu nebo kmene houby.
Amplifikované produkty jsou opét analyzovany elektroforézou v agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu (Smarda et al., 2005).

Pro metodu PCR-RFLP jsou pouzivany pfedev§$im ITS a IGS regiony, protoze se
vyznacuji velkym polymorfizmem a snadnosti amplifikace pomoci PCR univerzalnich

primert (Takamatsu, 1998).

4. Elektroforéza nukleovych kyselin
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Elektroforéza je fyzikalné-chemickd metoda separace latek zaloZzend na rozdilné
rychlosti pohybu c¢astic nesoucich elektricky ndboj v elektrickém stejnosmérném poli.
Rychlost pohybu zavisi na naboji a velikosti ¢astic (Kudela et al., 2002). Hlavnim nositelem
naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny, a proto se nukleové
kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opaéné nabité elektrodé-anodé (Smarda et al., 2005).

Elektroforetickd analyza vzorkli izolované DNA poskytuje dilezité informace o
vlastnostech a ¢istot¢ DNA. Pomoci této metody miZzeme zjistit, zda je vzorek kontaminovan
zbytky RNA, zda plazmidovda DNA je kontaminovana chromozomalni DNA, zda izolovana
DNA mé ocekavanou konformaci a jaké je rozlozeni velikosti fragmentii izolované linearni
DNA.

Pro elektroforetickou frakcionaci DNA se pouziva v posledni dobé zéisadné tzv.
gelovych elektroforéz, pii kterych frakcionované molekuly putuji gelem. Pro molekuly mensi
nez asi 1 kbp se jako nosi¢ pouziva polyakrylamidovy gel (obr. 5), pro vétsi molekuly
agardzovy gel (obr. 4). Gelové elektroforézy jsou vhodné nejen pro rozdéleni fragmentli DNA
podle velikosti, ale také podle konformace (Vondrejs a Storchova, 1997). Podle polohy gelu
v elektroforetické aparatufe rozliSujeme horizontalni a vertikalni gelovou elektroforézu, které
maji deskové uspotradani a dale kapilarni elektroforézu, u niz je gel uvniti kapilary.

Po dokonceni elektroforézy je tfeba identifikovat polohy separovanych molekul, které
nejsou viditelné pouhym okem. Molekuly DNA Ize snadno zviditelnit obarvenim vhodnym
barvivem. Nej¢astéji se pouziva etidium bromid, ktery se vmezetuje mezi sousedni pary bazi
v DNA a vytvaii s ni komplex, ktery po osvétleni UV svétlem Cervené fluoreskuje. Molekuly
DNA o stejné velikosti jsou pak na gelu patrné jako prouzky, jejichZ intenzita je imérné
koncentraci DNA (Smarda et al., 2005). Jesté citlivéjsi metodou je zaGlenéni radioaktivné
znac¢enych nukleotidii do DNA pied elektroforézou; pro tyto ucely se nejcastéji pouziva
radioizotop 2P, ktery je mozno snadno inkorporovat ve formé fosfatu do DNA a ktery
emituje vysoce energetické [-Castice, jez je mozno jednoduse detekovat pomoci

autoradiografie (Alberts et al., 1998).
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Obr. 4.: Struktura agardzy. Agardza je linearni polysacharid tvoteny -D-
galaktopyranozou a 3,6-anhydro-B-L-galaktopyranozou, které jsou spojeny

glykozidovymi vazbami.

Obr.5.: Polyakrylamidové gely jsou tvotfeny kopolymerem akrylamidu
(propenamidu) a N,N‘-methylen-bisakrylamidu
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5. Zpisoby vyhodnoceni molekularnich markeru

Vlastnosti jako je dominance ¢i kodominance a troven polymorfizmu, jsou dulezité
pii vybéru marker pro specifické aplikace. Molekularni markery vSak pfinasi i jiné
informace, nez jen ty o dominanci/kodominanci a polymorfizmu. Data pfitomnosti c¢i
nepiitomnosti prouzki na gelu ndm pfinaseji informace o podobnosti nebo odliSnosti mezi
genotypy (a jsou zavislé na pouzitém postupu vypoctu, napt. simple matching, Jaccardiv a
Dicetiv koeficient atd.). Toto zjiStovani genetické vzdalenosti je dilezitou metodou
vyjadiujici rozdilnost (nebo podobnost) sekvenci jednotlivei nebo taxonomickych jednotek.
Ziskana data jsou potom pouzita ke konstrukci ,,podobnostnich matic* a analyzovana pomoci
jednoho nebo n¢kolika riiznych shlukovych algoritmi, jako je napt. UPGMA (Unweighed
Pair-Group Method using arithmeric Averages), Neighbour-Joining nebo PCA (Principal
Coordinate Analysis). Vysledky jsou prezentovany ve formé phenogramu/dendrogramu nebo
zakladni soufadnicové kiivky, které umoziuji grafické znazornéni podobnosti mezi
skupinami subjektd nebo taxonomickymi jednotkami.

Data tykajici se nukleotidovych sekvenci a restrikénich mist mohou byt analyzovana
pomoci phenetickych pfistupli zalozenych na méteni celkové odlisSnosti/podobnosti. Tato data
mohou byt vhodna téZ pro kladistickou analyzu, ve které jsou dva vzorky spole¢né umistény
ve stejné skupiné/klastru, nikoli pro velkou genetickou podobnost, ale protoze maji stejny
jeden nebo vice markerd. Vysledné dendrogramy (nazyvané kladogramy) jsou
rekonstrukcemi fylogeneze a k selekci nejlepSich ,,strom* jsou pouzivany rizné¢ metodické
piistupy (parsimony nebo maximum likelihood approaches). Jako taxonomické jednotky jsou
v téchto studiich obvykle vybrani zastupci vyssich taxonomickych jednotek nebo druht, ale
kladistické metody mohou byt pouzity i kdyZ rekombinace mezi taxonomickymi jednotkami
je zanedbatelna, napi. pro dobie izolované kon-specifické populace a organelové geny.
Néhodné¢ amplifikovana data obvykle nejsou vhodna pro kladistické analyzy kvili problémim
identity a homologie prouzkl. K vyzkumu diverzity pfirodnich populaci se vice vztahuji data
tykajici se genové frekvence a frekvence alel. Pfi ném jsou data hodnocena pomoci populacni

genetické statistiky (Caetano-Anollés a Gresshoff, 1997).
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6. Volba vhodného markeru pro specifické aplikace

Predpokladany nescetny pocet rtiznych technik DNA markert a Sirokd rozmanitost
aplikaci, které mohou byt pouzity, vyvolavaji problém, jak vybrat nejvhodnéjsi DNA marker
pro danou specifickou studii. Tento problém volby vhodného markeru vyvstava pokazdé,
kdyZ je vyvinuta nova technika DNA markerovani. V otdzce volby vhodného markeru
sehrava svou ulohu celd fada faktort, nékteré z nich se zabyvaji technologii (markeru), jiné
vice souviseji se zkoumanou problematikou a dalsi se tykaji vyzkumnika a jeho moznosti.
Neni proto realné nalézt odpovéd’, ktera by vyhovovala vS§em uvaZzovanym variantam. Pro
ucely studia diverzity se zdd, Ze zatimco techniky ,,multi-lokus profilingu® maji silnou
stranku ve fingerprintingu, identifikaci a charakterizaci, kodominantni markery, jako napft.
RFLP, CAPS, STMS a sekvence haplotypt (jestlize jsou dostupné) jsou vhodngjs$i pro
genotypovani a populacni studie. Na otazky tykajici se evolucnich vztaht, at’ na druhové nebo
populacni urovni, nejptesnéji odpovidaji vysledky sekvenacnich analyz (Karp a Edwards,

1997).
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7. Padli dubové Microsphaera alphitoides

7.1. Taxonomické zarazeni padli dubového

Rige: FUNGI

Oddgleni: EUMYCOTA

Pododdélent: ASCOMYCOTINA

Ttida: ASCOMYCETES

Podtiida: ASCOHYMENOMYCETIDAE
Rad: ERYSIPHALES

Rod: MICROSPHAERA

Druh: MICROSPHAERA ALPHITOIDES

V ramci svého zivotniho cyklu vytvari houba dvé stadia, a proto ji byly dany dva nazvy se
zafazenim do odlisnych tiid. Dnes je houba zndma pod nazvem Microsphaera alphitoides—
pohlavni stadium, které houbu fadi mezi Ascomycetes, zatimco anamorfa Oidium quercinum

fadi houbu mezi Deuteromycetes (Hefmanova, 2003).

7.2. Plvod padli dubového

Padli dubové je zavleceny ektoparazit, ktery se v naSich podminkach jiz dokonale
aklimatizoval. Poprvé byla houba objevena v roce 1907 v Portugalsku, Spanélsku a Francii.
V roce 1908 se padli dubové rozsifilo do celé stfedni Evropy, kromé horskych a severskych
oblasti. V roce 1909 proniklo az do vychodni Evropy. Dnes parazituje na dubech v celé
Evropé a Malé Asii. Vazné ekonomické Skody piisobi v severni Evorpé na plantazich, kde
jsou jedlé ektomykorhitické houby rodu Tuber (lanyze) péstovany pomoci inokulace
semenackil dubu (Hefmanova, 2003).

Odkud padli dubové pochdzi, nebylo spolehlivé vysvétleno. Podle jednoho nézoru
bylo zavleceno do Evropy z Ameriky, podle jiného ndzoru pochazi z Portugalska, kde bylo
pozorovano jiz od roku 1876, ne vSak jako vazny Skiidce. V Portugalsku snad vytvofilo

v

novou, Skodlivéjsi rasu, kterd se rozsifila po Evropé. Klimatické naroky spiSe nasvédcuji
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jiznimu puvodu z Portugalska, nebot’ tato houba vyzaduje k Gplnému vyvoji teplé podnebi

(Ptihoda, 1959).

7.3. Vyznam padli dubového

Pivodné jde o teplomilnou houbu, kterd se rozsifovala a plsobila Skody v suchych
horkych létech, dnes se tato houba rozsituje jiz brzy z jara a plodnice vytvaii i v chladnych a
destivych obdobich. V soucasné dob¢ napada tato houba duby v lesich, parcich a skolkach po
celé Evropé a vzdy po nékolika letech vyvolava epidemie (Hetfmanova, 2003). Ke kalamité
dochdzi ve vétsin€ piipadl po zavleceni nového patogena, ktery v novych oblastech naSel
mimotadné pfirodni podminky ke svému rozsifeni. Nov¢ napadené hostitelské dieviny nemaji
vyvinuty zadny obranny mechanismus, protoze se se zavleCenym patogenem viibec nedostaly
do styku. Ztéchto divodi je v soucasné dobé kladen velky diiraz na vypracovani co
nejpodrobnéjsich karanténnich piedpist a opatfeni, jakoZ i na jejich velmi ptisné dodrzovani
(Havlova, 2003).

Padli dubové vytvaii ptisné specificky vztah se svym hostitelem. Citlivy k patogenu je
dub zimni (Quercus robur) 1 dub letni (Q. petrea). Uvadi se, ze dub zimni je k tomuto
patogenu méné citlivy. Pouze pfilezitostné jsou napadany i ostatni druhy rodu Quercus,
Fagus, Castanea a Acer (Johansson, 2001). V letech s epidemickym S$ifenim napada i druhy
dubt, které jsou v letech bézného Siteni odolné (napt. dub cerveny). Proto imunita, uvadénd u
nékterych druht je relativni a zalezi na infekénim tlaku choroby v daném vegetacnim obdobi

(Hefmanova, 2003).

7.4. Obecna charakteristika a rozmnoZovani houby

Jako padli se oznacuji choroby rostlin, zplisobené vieckatymi houbami z ¢eledi
Erysiphaceae. Obycejné povlekaji listy 1 jiné Zivé cCasti rostlin bilym povlakem podhoubi
s konidiemi. Jsou to houby vesmés cizopasné, jejich podhoubi roste vétSinou na povrchu listi
nebo letorostil a vysild do bun¢k haustoria, kterymi z nich ¢erpa vyzivu (Gutwirthova, 2003).
K nékaze dochazi po celé 1éto, hlavné na mladém listi letorostt. Starsi listy jsou odolngjsi
snad proto, ze maji silnéjSi pokozku a obsahuji méné vody. Vétévky letorosti se zelenou

ktrou se nakazi konidiemi méné a také se na nich konidie obycejné nevyvijeji (Havlova,

2003).
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Rozmnozovani je bud’ nepohlavni (konidiemi), nebo pohlavni (askosporami), které se
tvofi v malych kulatych uzavienych plodnickach, jeZ se nazyvaji kleistothecia (Gutwirthova,
2003). U nés se padli dubové rozmnozuje piedevSim konidiemi. Konidie jsou bezbarvé,
eliptického tvaru o velikosti 30-36 x 19-23 um a vyviji se na konidioforech podlouhlého tvaru
(Havlova, 2003). Konidie vykli¢i v mycelium a pii vhodnych podminkach vznikd nova
generace konidii béhem 3 dni. Témét nepietrzitd produkce spor je podporovana nizkou
vlhkosti vzduchu a silnym slune¢nim zéafenim. Velkému infekénimu tlaku jsou tedy vystaveny
pfedevsim tzv. janské vyhony, které se tvofi béhem srpna (Hefmanova, 2003). NejveEtsi rozvoj

podhoubi je pfi teplotach 26-28°C.

Obr. 6.: Microsphaera alphitoides-apendixy

L]
i

E M.Sedlfovi, 2004

Rozmnozovani askosporami je u nds vzacnéj$i. Na jafe stény plodnic praskaji a
z puklych viecek se uvolnuji a vyletuji cetné askospory a vyvolavaji jarni infekci. Askospory
u nas dozravaji v pozdnim 1ét¢, kdy se zejména na spodni strané listii zaCnou objevovat
zlutavé az cernohnédé kulovité plodnicky houby—kleistothecia (obr. 8). Kleistothecia dosahuji
v priméru velikosti 0,1 mm. Jsou opatfena pfivésnymi vladkny (apendixy) na konci
rozvétvenymi (obr. 7). Pfivésnd vldkna jsou na konci 3-6 krat dichotomicky rozvétvena. Pocet
privésnych vlaken je primérné 17-20. Uvniti kleistothecii se nachazi obvykle 8-15 ask s 2-8
askosporami. Velikost ask je 50-80 x 30-40 um a velikost askospor se pohybuje v rozmezi 20-
24 x 10-14 um ( Havlova, 2003).
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Obr. 7.: Snimky kleistothecii a mycelia z elektronové mikroskopie

100 pm

100 pm
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7.5. Symptomy napadeni

Houby infikuji hostitele a odebiraji mu Ziviny prostfednictvim haustorii, kterym specidlni
struktura umoziiuje vstup do bunék pokozky hostitele. Jelikoz houby penetruji pouze
bunécnou sténou a ne bunétnou membranou, neni tato invaze pro hostitele smrtelna. Prvni

stupné¢ infekce jsou skryté (Gutwirthova, 2003).

Obr. 8.: Kleistothecia na povrchu listu dubu

Béhem pocatecni faze infekce (konec jara) se objevuji malé chlorotické skvrny na
svrchni strané mladych listlh a vyhonki. Jakmile se houba rozsiti v tkanich hostitele, na listech
se objevi viditelné Sedobilé povlaky mycelia (obr. 10). Mycelium roste, shlukuje se a povlaky
pokryvaji ob¢ strany listh a mohou nakonec pokryt téméi celou plochu listu. Na
charakteristickém Sedavém vzhledu padli se podili konidie tvofici se na myceliu.
Kleistothecia jsou viditelnd pouhym okem, sférickd, zluta, pozd¢ji tmava (Johansson, 2001)
(obr. 9).

T&Zce napadené listy se svinuji, ztraci zbarveni, usychaji a opadavaji. Vyzkumy ze
Svédska ukazuji, Ze nekrézy se mohou objevit na sazenicich jiz v Eervenci. Spi¢ky vyhoni

byvaji znetvofené a pokroucené. Siln¢ infikované vyhony usychaji a po odumfeni
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vrcholovych vyhonli dochazi ke krnéni a koSaténi horni Casti koruny (Hefmanova, 2003).
Infikované vyhonky zesldbnou, ztvrdnou, postupné chfadnou a jsou nachylné k poSkozeni
mrazem uZ na podzim. Infikované rostliny po silném napadeni mohou zahynout
v nasledujicim ro¢nim obdobi, nebo mohou zahynout po né¢kolika dalSich ro¢nich obdobich,

kdy se napadeni padlim neustéle opakuje (Johansson, 2001).

Obr. 9.: Sedobilé povlaky mycelia na listech dubu

& M.Sedlafova, 2004

Disledkem napadeni je snizeni piirastku dubovych semenacku. Pletiva nedostatecné
vyzravaji, prodluZzuje se vegetacni doba listi a letorostl, letorosty nedievnati a jsou
nachylnéjsi k mrazovym Skodam. Ztrata ptirastku vede nékdy k nutnosti predrzet semenacky
do dalsiho roku, coz je z péstebniho hlediska naprosto nezddouci a zvySuje to naroky na
lidskou praci - podfezavani, vyzvedavani a vysadbu sazenic s velkym kofenovym systémem.
Pti podfezavani vznikéa nebezpeci infekce pomalu se hojicich feznych ran a odienin pidnimi
patogennimi houbami (Fusarium, Cylindrocarpon, Alternaria aj.) a houbami vyvolavajicimi
tracheomykdzni onemocnéni (Verticillium, Ophiostoma). Pii sledovani dvacetiletych
dubovych porostli vypéstovanych ze sazenic se zkracenymi kotfeny se ukazalo, ze na téchto
stromech je velmi silny vyskyt dievokaznych hub a plivodci kotenovych hnilob. Procento

napadeni stromil dosahovalo az 51% celkového poctu vysSetienych dubti (Hefmanova, 2003).
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7.6. Faktory ovliviiujici vyskyt padli dubového

Onemocnéni je pritomné v Evropé tam, kde jsou porosty dubi. Mladé jemné listy jsou
vice citlivé nez star$i listy a mladé stromky jsou nachylnéjs$i nez starSi, protoze maji veétsi
pomér novych vyhonii. Skody zptisobené padlim jsou vétsi, pokud je strom vystaven plisobeni
dalsich sktidct nebo patogenti

Pocasi ma velky vliv na zivotni cyklus M. alphitoides. Infekce je podporovana
vlhkymi a chladnymi podminkami béhem rozvijeni pupenti, kdezto vlhké a teplé podminky
jsou potiebné pro rust patogena v 1ét&. Také pozdni mraz podporuje rozvoj patogena snizenim
rezistence hostitele (Johansson, 2001). Mycelium padli dubového nejlépe roste pii teplotach
26-28°C, proto byva nejsilnéjsi infekeni tlak na mistech pfimo ozatenych sluncem.

Vysoké davky dusikatého hnojiva mohou podporovat vyvoj padli. Spory houby se
snadnéji §ifi v hustém porostu. Mikroklima v hustém porostu je vlh¢i, a to podporuje rast
houby a nizkd intenzita svétla v pfizemni vrstvé zvySuje mortalitu semenackt.. Z téchto
davodu skolky vytvareji ptiznivé podminky pro Sifeni padli (Hefmanova, 2003).

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje Sifeni nemoci, je znecCisténi vzduchu. V oblastech

s vysokym obsahem SO: ve vzduchu mélo onemocnéni mirnéj$i prubéh nez v oblastech s

,,Cistym* vzduchem (Gutwirthova, 2003).

7.7. Ochrana

Pokud zname eckologické naroky patogena, je moznd ochrana zménou podminek
prostiedi. Padli dubové je snadné€ji kontrolovano ve sklenicich, kde Ize ovlivnit klimatické
podminky. Ve venkovnich podminkach se vyskyt reguluje zménou péstitelskych postupti.
ProtoZe nejvétsi rozvoj padli je na rostlinach oslunénych, zastifiujeme doubky, nebo je
pestujeme ve stinu rostlin, které tvoti zeleny kryt (napft. lupina) a piisobi jako bariéra chranici
sazenice pred sporami Sifenymi vétrem (Hefmanova, 2003).

Ofezavat vétve napadené padlim se nedoporucuje, protoZe ofezdvanim se probudi

spici pupeny, jez vyrasi a noveé vyrostlé listy jsou zvlasté nachylné k ndkaze a ihned byva
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napadeno padlim, takZze ndkaza se timto zplisobem spiSe rozsifuje, nez omezuje. Zdrojem
nakazy semenackll a sazenic v porostech byvaji vymladky z pafezil po poraZzenych stromech.
V oblastech zamotenych padlim je proto ucelné soustavné odstranovat tyto vymladky
(Ptihoda, 1959). Proti padli jsou vysoce uc¢inné fungicidni pfipravky na bazi siry, ale i n¢které
piipravky organické. Ochrana proti padli ve Skolkdch by se neméla ani podceniovat, ani
zanedbavat, a pokud se padli ve Skolce objevi, aplikovat fungicidni ptipravky. Padli totiz
vnikd do pupent a pokud se nepouziji zddné fungicidni ptipravky na jeho potlaceni, rozsituje
se s napadenymi sazenicemi do vysadeb a porosti (Gutwirthova, 2003). Aplikace chemikalii
ma byt provedena pii prvnich symptomech a nasledné v pravidelnych intervalech. Je dilezité
piijmout opatfeni diive nez dojde k vytvofeni konidii. Preventivni oSetfeni pfed objevenim
symptom1l je zbyteéné, drahé a poskozuje prospésné houbové organismy v pude, a to ma
nepiiznivy vliv na rust a zdravotni stav rostlin.

O uspésné biologické ochrané nejsou zadné zpravy, avsak nekteré produkty zalozené
na rostlinnych extraktech maji preventivni efekt. Komeréné jsou vyuzivany ptirodni
antagonisté padli, ale vétSinou se jednd o preparaty, které jsou uc¢inné u padli na obilninach
nebo okurkach a neni zjiSténa jejich pouzitelnost viici padli dubu (Hefmanova, 2003).
K pfirozenym nepiatelim padli dubového patii houba Cicinnobolus cesatii De Barry. Tato
houba vSak napadé padli obycCejné az tehdy, kdyz je prekrocen nejvyssi bod jeho mnozeni,
takZe aZ poté, co se padli zna¢né rozsifilo. Jeji vyznam pro omezeni nadkazy byva tedy jiz

velmi maly (Piihoda, 1959).
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8. Material a metody

8.1. Odbér Kleistothecii padli dubového (Microsphaera alphitoides)

Vzorky byly odebirany v Ceskych Bud&jovicich v lokalitd Stromovka, na Tieboiisku
v lokalitach Opatovicky mlyn a Opatovicky mlyn-Branna, v Pyrenees v lokalité St. Giron a
v Bordeaux.

Kleistothecia byla izolovana z listli jiz vzrostlych stromi. Napadené listy byly z obou
stran pokryty bélavym az Sednoucim moucnatym povlakem mycelia houby. Silné¢ napadené
listy byly tvarové deformovany a zasychaly. Pro naslednou izolaci DNA byla vhodna pouze
zrala kleistothecia, kterd jsou pouhym okem viditelna, sférickd a vyznacuji se tmavohnédym
az ¢ernym zbarvenim. Zralé kleistothecia byla vybirdna pod binolupou a nésledné¢ odebirana

do eppendorfky.
8.2. Izolace DNA

Izolace byla provedena komercnim kitem Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek). Tato
metoda je zalozena na principu purifikace DNA pomoci specielnich mikrokolon, na kterych
dochazi k zachyceni DNA, odstranéni proteind, polysacharidi, detergentu a dalSich necistot, a
pak nasleduje vymyti DNA elu¢nim roztokem. Pro DNA extrakci bylo pouzito pfiblizné 100
mg biomasy, ziskané z kleistothecii. Vzorky DNA byly uchovavany pti -20°C.

Mnozstvi 100 mg kleistothecii bylo homogenizovano v eppendorfce. Homogenat byl
pienesen do 1,5 ml reaction tube a bylo k nému piidano 400 pl Lysis Buffer P a 20 nl
proteindzy K. Smés byla vortexovana a ponechdna 30 min. inkubovat pfi 65°C. B¢hem
inkubace byla smés 2-3krat promichana. Nasledné byl ptipraven Spin Filter do 2,0 ml
Receiver Tube. Vzorky byly pieneseny na Spin Filter. Nasledovala centrifugace 10 min pfi
12000 rpm. Pokud je to nutné piida se 40 ul Rnazy A (10mg/ml), vortexuje a necha 5 min.
inkubovat pii pokojové teploté. Dale bylo ptidano 200 pl Binding Buffer P a smés byla
vortexovana. Do 2,0 ml Receiver Tube byly umistény nové Spin Filter, do nich byly
preneseny vzorky a 1 min. byly inkubovany. Naslednd centrifugace probihala 1 min. pfi
12000 rpm. Byl odstranén filtrat a Spin Filter byl umistén zpét do 2,0 ml Receiver Tube. Bylo
ptidano 550 pl Wash Buffer 1 a probéhla centrifugace 1 min. pfi 12000 rpm. Filtrat byl
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odstranén a Spin Filter umistén zpét do 2,0 ml Receiver Tube. Byl ptidan 550 ul Wash Buffer
Il a probéhla centrifugace 1 min. pii 12000 rpm. Filtrat byl Odstranén a Spin Filter byl
umistén zpét do 2,0 ml Receiver Tube. Krok byl opakovan. Nakonec byla smés znova
centrifugovana 2 min. pii 12000 rpm kvuli odstranéni ethanolu. Spin Filter byl umistén do
novych 1,5 ml Receiver Tube a bylo ptidano 50—100 pul predehiatého na 65°C Elution Buffer
D. Smé&s byla inkubovdna 3 min pfi pokojové teploté. Nasledovala centifugace 1 min. pii
10000 rpm.
Pokud chceme vytvofit 1. a 2. eluat pfidime 50ul predehiatého Elution Buffer D na

65°C. Inkubujeme 3 min pfi pokojové teploté. Centrifugujeme 1 min. A postup opakujeme
znovu s dalsimi 50 ul Elution Buffer D, ale do nové 1,5 ml Receiver Tube. Vznikne nam tak

50 pul 1. a 2. eluatu.

8.3. PCR-RFLP analyza

Pro PCR byly pouzity univerzalni primery ITS1 a ITS4:
ITS1 (5°-3’) - TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 (5°-3°) - TCCTCCGCTTATTGATATGC (White a kol. 1990).
Schéma pipetovani PCR reakce (TAKARA):

- 2,5 ul reakéniho pufru

- 0,5 ul dNTPs

- 0,25 + 0,25 pl primeru (ITS1, ITS4)

- 0,2 pl DNA polymerazy

- 1 ul DNA

- dH20 voda do objemu 25 pl

Amplifikace DNA probihala v termocykleru PTC-100 (MJ RESEARCH) s
nasledujicimi parametry: 94°C (2 min) pro pocatecni separaci DNA fetézct a 35 cykli: 94°C
(30 sek.) - denaturace, 62°C (3 min) - annealing primerti, 72°C (1 min) - elongace. Termalni
cyklus byl zakoncen elongacéni teplotou 72°C (10 min).

Amplifikované ITS produkty byly pouzity pro RFLP analyzu. Digesce
amplifikovanych fragmenti DNA se provadéla pomoci rtiznych restrikénich endonukledz
(HinfT a EcoRI) tak, ze 15 pul PCR produktu bylo smichéno s 2 pl RE pufru, 0,5 pl restrikéni
endonukledzy a doplnéno 2,5 pl H20 do kone¢ného objemu 20 pl.
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Smés byla inkubovéana v termocykleru 6 hod pii 37°C. Produkty po Stépeni byly
separovany pomoci PAGE (10% polyakrylamidovy gel v TBE pufru) nebo 2% agar6zového
gelu v TBE a detekovany ethidium bromidem. Doba trvani elektroforézy byla 6 hodin pfi
napéti 150 V. Gely byly fotografovany pod UV svétlem.

Ziskané elektroforeogramy byly zpracovavany pomoci specialniho software- BioProfil

1D++ pro vyhodnocovéani molekuldrnich dat.

8.4. RAPD analyza

Protokol RAPD analyzy byl modifikovan z metodiky prace WILLIAMS a kol. (1990).

PCR reakce byla provadéna v objemu 25 ul obsahujici 1x PCR buffer (10 mM Tris-HCI, pH
8,3, 50 mM KCI, 2 mM MgClz , 1% Triton X-100), 100 uM dNTP, 1 U Taq polymerazy
(TaKaRa), 10 pM primeru (Operon Technologies, Inc., Alameda, CA) a 25 ng templatové
DNA.
Schéma pipetovani:

e 2.5 ul reakéniho pufru

e 2 uldNTPs

e 1 ulDNA

e 4 ul primeru

e (0,2 ul DNA polymerazy

e dH20 voda do objemu 25 pl

Amplifikace DNA probihala v termocykleru PTC-100 (MJ RESEARCH). Teplotni
profil reakce byl nasledujici: 93°C (5 min) pro pocatecni separaci DNA fetézcl a 45
termalnich cykla: 92°C (1 min), 35°C (2 min) a 72°C (3 min). Termalni cyklus byl zakonc¢en
elongacni teplotou 72°C (10 min).

RAPD produkty byly analyzovany elektroforézou na 1,5% agardézovych gelech
(v TBE pufru) a detekovany barvenim ethidium bromidem. Doba trvani elektroforézy byla 3
hodiny pfi napéti 70V. Gely byly fotografovany pod UV svétlem pomoci digitdlniho
fotoaparatu EPSON PHOTOPC® 3100Z a zpracovany digitalni obrazovou analyzou

v programu Bioprofil 1D++.
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8.5. Digitalni obrazova analyza geli a hodnoceni dat

Pro vyhodnocovani dat byl vyuzit specielni software — BioProfil I1D++. Je to
softwarovy produkt uréeny zejména pro analyzu a objektivni porovnavani jednorozmérnych
elektroforetickych spekter. Umoznuje konstrukci rozsahlych databazi “fingerprintii”, které
pak mohou byt porovnavany. Vyuziti ma zejména v epidemiologickych studiich, identifikaci
genotypl, systematice, ekologii, populacni genetice, klinické biochemii a biotechnologickych
aplikacich.

Korekce obrazk gelti byly provadény za pouziti specielniho grafického software

Adobe Photoshop 7.0 CE.

Clusterova analyza

Celkem piehlednym a ilustrativnim vysledkem analyzy spekter je moznost seskupeni
(sgrupovéani) podobnych spekter na zakladé¢ vypoctu podobnostni matice-koeficientl
podobnosti kazdého vzorku se vSemi ostatnimi z vybrané databaze. Vysledky matice pak byly
podrobeny clusterové analyze (UPGMA - Unweighted Pair Group Method Using Averages) a

vysledky zobrazeny jako dendrogram.

Statistické zpracovani dat

Pro ucely komplexniho hodnoceni RAPD spekter bylo vyuzito statistického
zpracovani dat. Metoda digitalni analyzy pak pfedstavovala prostfedek pro primarni
zpracovani elektroforeogramti a zaznamenani pozice pruhii na gelu. Na zakladé takto
zjisténych a  korelovanych pruht na gelu bylo mozné sestavit matice
ptitomnosti/nepfitomnosti pruhu v dané zéné¢ a provést statistické hodnoceni (vypocet
frekvence alel, vypocet koeficientli genetické identity, vypocty genetickych vzdalenosti ¢i

podobnosti a sestaveni dendrogramii). Pro tyto ucely byl vyuzivan program MVSP.
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9. Vysledky
9.1. PCR-RFLP analyza

Nejprve byla pro analyzu vzorkt houby druhu Microsphaera alphitoides pouzita
metoda PCR-RFLP analyzy ITS regionu. V souvislosti stouto technikou byly pak na
jednotlivych vzorcich testovany dvé restrikéni endonukleazy.

Vysledkem PCR reakce byl fragment o velikosti piiblizné 600 bp. Nicméné
dochazelo 1 k amplifikaci dalSich nespecifickych fragmentt a bylo nutné optimalizovat prab¢h
reakce a reakéni podminky. Pro analyzu bylo pouzito 6 vzorkti Microsphaera alphitoides.

Vysledek PCR reakce — amplifikace ITS je na obr. 10.

Obr. 10.: vysledky po provedené PCR analyze u 6 vzorkt padli.

M 12 345 6
=m=s

il

l

|
i

¢

M-marker
1-vzorek pochazejici z oblasti Ceské Budgjovice Stromovka

2-vzorek pochazejici z oblasti Tieboiisko — Opatovicky mlyn
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3-vzorek pochazejici z oblasti Ttebonisko — Opatovicky mlyn - Branna
4-vzorek pochazejici z oblasti Pyrenees (St.Giron)
5-vzorek pochazejici z oblasti Bordeaux

6- vzorek pochazejici z oblasti Bordeaux

Z divodu amplifikace nespecifickych fragmentl se tedy piistoupilo k optimalizaci
reakénich podminek. Konkrétné byla zvySena teplota pro nasedani primeru na 63°C. Ani
zmeéna teplotniho profilu reakce vSak neptinesla odpovidajici vysledky. Doslo sice k omezeni
tvorby nespecifickych signalii nicméné v fad¢ ptipadt vitbec nedoslo k amplifikaci. Vysledek

PCR reakce po zméné teplotniho profilu je na obr. 11.

Obr. 11.: Vysledek PCR reakce po zméné teplotniho profilu - v draze 1,2,4 a 6
nedoslo k amplifikaci. V draze 3 a 5 doslo k amplifikaci a byla zde

omezena tvorba nespecifickych fragmentt.

1 2 3 4 S 6

Protoze ani zména teplotniho profilu reakce nevedla k pozadovanym vysledktim,
ptistoupilo se ke zmén¢ pufru a Taq polymerazy. Takto optimalizovana reakce pak probihala

v objemu 25 pl, s pouzitim Taq polymerazy a master mixu Top-Bio. Vysledkem po této
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optimalizaci jsou nestépené ITS fragmenty na obr. 12. Na obr. 12 je také uveden vysledek

Stépeni fragmentl jednotlivymi restrikénimi endonukledzami.

Obr. 12.: Nestépené ITS fragmenty péti vzorktl padli a vysledek stépeni téchto

fragmentl restrikénimi endonukledzami Eco RI a HinfIII.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15

M : 100 bp marker

Draha 1, 2, 3 odpovida vzorku ¢.1 pochazejicimu z oblasti Ceské Budgjovice-Stromovka

Draha 4, 5, 6 odpovida vzorku ¢€.2 pochédzejicimu z oblasti Tiebonsko-Opatovicky mlyn
Draha 7, 8, 9 odpovida vzorku €. 3 pochazejicimu z oblasti Trebonsko-Opatovicky mlyn-
Branna

Draha 10, 11, 12 odpovida vzorku ¢. 4 pochazejicimu z oblasti Pyrenees (St.Giron)

Draha 13, 14, 15 odpovida vzorku €. 5 pochazejicimu z oblasti Bordeaux

Nestépené ITS fragmenty :

dréha 1, 4, 7, 10 —u téchto vzorkd nebyl na zakladé¢ PCR prokazan zadny
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polymorfizmus.

draha 13 — délka PCR produktu se u tohoto vzorku liSila od ostatnich.

PCR-RFLP s Eco RI:
draha 2, 5, 8, 11 — u téchto vzorkii nebyl prokazan zadny polymorfizmus restrikénich
fragment.

dréha 14 — vzorek vykazuje polymorfizmus.

PCR-RFLP s HinfIII:
draha 3, 6, 9, 12 - u téchto vzorkii nebyl prokazan zadny polymorfizmus restrik¢nich
fragmentt.

dréha 15 - vzorek vykazuje polymorfizmus.

Restrikénimi endonukleazami byly nastépeny amplifikované fragmenty, rozdily mezi
jednotlivymi vzorky byly ale malé. Vzorky 1-4 vykazuji prakticky stejné spektrum
restrikénich fragmentd, vzorek 5 je pak odlisny, ale i tato odliSnost je zplsobena vyrazné
mens$i velikosti ptvodniho amplifikovaného fragmentu ITS. Toto muize byt zplsobeno
kontaminaci vzorku jinou houbou a proto bez ovéfeni sekvenovanim nemohl byt tento vzorek

hodnocen.

9.2. RAPD analyza

Provedeni RAPD analyz ptedchdzel vybér vhodnych nahodnych primert,
poskytujicich u jednotlivych kmenii polymorfni spektrum pruhti. Byly vybrany 3 vyhovujici
primery poskytujici dostateCny pocet zietelnych a jasné odliSitelnych prouzki: OPA-19,
OPA-20, OPB-06. Vysledné spektrum amplifikovanych fragment po RAPD analyze se tfemi
vybranymi primery je na Obr.13.
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Obr. 13.: Vysledky RAPD analyzy — 6 vzorkt padli, primery OPA-19, OPA-20 a OPB-06.

OPA-19 OPA-20 OPB-06 M

Pozice na gelu 1-6 odpovida vzorktim 1-6 a primeru OPA-19

Pozice na gelu 7-12 odpovidéa vzorkim 1-6 a primeru OPA-20
Pozice na gelu 13-18 odpovida vzorklim 1-6 a primeru OPB-06

Pozice na gelu 19 predstavuje DNA marker

Po odectu fragmentl z gelu na obr. 13 byla ziskdna matice pfitomnosti/neptitomnosti
pruhtl v dané zo6né u hodnocenych vzorki padli dubového a vybranych polymorfnich primert
(tab. 1). Vysledna matice genetické vzdalenosti vypoctend na zékladé Nei and Li koeficientu

je v tab. 2.
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Tab. 1.: matice pfitomnosti/neptitomnosti pruhti na gelu

VZ.

VZ.

VZ.

VZ.

VZ.

VZ.

1

1

1

OPA-19

OPA-20

OPB-06
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Tab. 2.: Matice genetické vzdalenosti vypoctena na zéklad¢é Nei and Li koeficientu

genetické podobnosti:

Nei & Li‘s Coefficient
Similarity matrix
vz. 1 vz.2 vz.3 vz. 4 vz. 5 vz. 6
vz. 1 1,000
vz.2 0,652 1,000
vz. 3 0,783 0,524 1,000
vz. 4 0,400 0,390 0,537 1,000
vz. 5 0,458 0,500 0,636 0,558 1,000
vz. 6 0,409 0,500 0,400 0,513 0,667 1,000

Dendrogram na obr. 15 ukazuje genetickou vzdalenost, vyjadienou jako miru
podobnosti (shody) mezi kmeny houby druhu Microsphaera alphitoides. Na zakladé
uvedené¢ho dendrogramu je mozné odlisit kazdy ze sledovanych vzorkii, nedochazi k jejich
prekryvani a je ziejmé, Ze se vzorky shlukovaly podle mista pivodu. Vzorky pochazejici
z Francie a vzorky pochazeji z Ceské republiky se seskupily do dvou shlukd podle

geografické lokalizace a odliSnost mezi témito dvéma shluky je vyssi nez 50%.

Vystup z ordinacni analyzy — PCO analyza na obr. 14 vykazuje podobny vysledek jako
dendrogram na obr. 15. I po provedeni PCO analyzy se vzorky rovnomérné rozmistily ve
vysledném grafu a je mozné vSechny vzorky rozpoznat, neprekryvaji se a vytvaii samostatné,

dobie odlisitelné a identifikovatelné skupiny.
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Obr. 15.: Dendrogram ziskany metodou clusterové analyzy UPGMA (Unweighed Pair-
Group Method using arithmeric Averages) a vytvoreny na zakladé pouziti sady tii

vybranych primerii u jednotlivych kment padli dubového:

UPGMA
vz. 6
vz. 5
vz. 4
vz. 2
vz. 3
vz. 1l
0{4 OTS DTB 0T7 OTS OTQ ‘1
Nei & Li's Coefficient

Obr. 14.: Ordinac¢ni diagram — PCO metoda:

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
0.6
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PRINCIPAL COORDINATES ANALYSIS

Gower General Similarity Coefficient

Eigenvalues

Axis 1 Axis 2 Axis 3 Axis 4 Axis 5 Axis 6
Eigenvalues 0,862 0,562 0,436 0,303 0,132 0,000
Percentage 37,555 24,479 19,010 13,210 5,746 0,000

Cum. Percentage | 37,555 62,034 81,044 94,254 100,000 100,000

PCO case scores

Axis 1 Axis 2 Axis 3 Axis 4 Axis 5 Axis 6

vz. 1 0,570 -0,034 0,013 0,219 0,198 0,408
vz. 2 0,232 0,467 -0,212 -0,278 -0,057 0,408
vz.3 0,289 -0,341 0,178 -0,022 -0,245 0,408
vz. 4 -0,340 -0,363 -0,437 -0,040 0,052 0,408
vz. 5 -0,337 -0,036 0,407 -0,230 0,139 0,408
vz. 6 -0,414 0,306 0,051 0,351 -0,087 0,408

Vysledky RAPD analyz ukazuji na vysokou miru genetického polymorfizmu mezi
analyzovanymi vzorky. Na zéklad¢ clusterové i PCO analyzy lze vzorky odliSit. Na zakladé
RAPD profila 1ze konstatovat, Zze odliSnost mezi jednotlivymi vzorky je velmi vysoka a je na
urovni 20-50 %. Na zaklad€ analyzy tohoto molekularniho markeru je tedy mozné odlisit
kazdy ze sledovanych vzorkli, nedochazi k jejich piekryvani a je ziejmé, Ze se vzorky
shlukovaly podle mista piivodu, pficemz nejvetsi odliSnost je mezi vzorky pochdzejicimi

z Francie a vzorky pochéazejicimi z Ceské republiky.

41



10. Diskuze

Cilem této prace bylo posouzeni vhodnosti techniky molekularnich markerii pro
hodnoceni diverzity kmenti padli dubového (Microsphaera alphitoides) a pokus o vybér
takové metody, kterd by podéavala reprodukovatelné vysledky a byla spolehliva a jednoducha.
Hodnoceny byly metody RAPD, PCR-RFLP a SSR. Témto analyzdm byla podrobena
genomova DNA z kleistothecii, nasbiranych z listti dospélych dubt.

V praci byly provedeny analyzy RAPD a ITS, mikrosatelity se nepodatilo Gspésné
amplifikovat. Analyzy SSR markerti byly provadény ve spolupraci s pracovistém INRA
Bordeaux, nicméné ani na tomto pracovisti se doposud nepodatilo izolovat vhodné primery a
optimalizovat reakci.

Pro izolaci genomové DNA z kleistothecii se jako optimalni jevi metoda izolace
pomoci Invisorb Spin Plant Mini Kit. Pomoci této metody je DNA ziskana v dobré kvalité a
my tak mizeme v klidu analyzovat testované DNA markery. Dobra kvalita je zajiSténa
odstranénim proteint, polysacharidil, detergentu a dalSich necistot od nami pozadované DNA.
Jistou nevyhodou miize byt vysSi cena tohoto komer¢niho kitu. DalSimi metodami
pouzivanymi pro izolaci DNA je metoda CTAB a metoda vyuZivajicic CHELEX (Doyle a
Doyle, 1990; Obornik et al., 2000).

Tyto metody mi ale neposkytly odpovidajici vysledky, na druhou stranu napf.
Kavkova et al. 2004 CHELEX tuspésné pouzila pro izolaci DNA z mykorhiznich kofenti
dubu.

Pti PCR reakci byl amplifikovan fragment o velikosti ptiblizn€ 600 bp, ale dochézelo i
k amplifikaci dalSich nespecifickych fragmentd. Z tohoto divodu bylo nutné optimalizovat
prubéh reakce a reakéni podminky. Byla tedy zvySena teplota pro nasedani primeru na 63°C
a doSlo k omezeni tvorby nespecifickych signald. V fad¢ piipadi vSak vibec nedoslo
k amplifikaci, proto se tato optimalizace nejevila jako vhodna. Nésledovala dalsi
optimalizace, pfi které se pristoupilo ke zméné pufru a Taq polymerazy. Reakce pak probihala

v objemu 25 pl, s pouzitim Taq polymerazy a master mixu Top-Bio. Ani tato optimalizace
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vSak nepfinesla pozadované vysledky. Ziejmé doSlo ke kontaminaci vzorkii jinou houbou
nebo DNA z rostlinného pletiva. Tato moznost je velmi redlnd, vezmeme-li v uvahu, jakou
citlivosti se PCR analyza vyznacuje.

Po pouziti restrikénich endonukledz doslo k nastépeni amplifikovaného fragmentu.
Rozdily mezi jednotlivymi vzorky vSak byly malé. Vzorky 1-4 vykazovaly prakticky stejné
spektrum restrikénich fragmenti, vzorek 5 byl pak odlisny, ale tato odlisSnost byla zplisobena
vyrazn¢ mensi velikosti plivodniho amplifikovaného fragmentu ITS. Toto miZe byt
zpusobeno pravé kontaminaci vzorku jinou houbou a proto bez ovétreni sekvenovanim nemohl
byt tento vzorek hodnocen. Tuto metodu (PCR-RFLP) pro hodnoceni diverzity patogennich a
mykorhitickych hub pouzivali i Kavkova et al., 2005. V dalSim postupu budou amplifikované
produkty purifikovany pomoci PCR Produkt Purification Spin Kit (Genomed). Takto
pfipravené vzorky budou zasldny k sekvenovani na Mikrobiologicky ustav AVCR na
sekvenacni analyzu. Ziskané nukleotidové sekvence budou porovnavany se sekvencemi
ulozenymi v GenBank (NCBI - National Center for Biotechnology Information pomoci
programu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1997), ktery slouZi ke
komplexnimu vyhleddvani podobnosti a homologie v nukleotidovych databazich.

Vysledky RAPD analyz ukazuji na vysokou miru genetického polymorfizmu mezi
analyzovanymi vzorky. Na zakladé clusterové i PCO analyzy lze vzorky odlisit. OdliSnost
mezi jednotlivymi vzorky je velmi vysokd a je na urovni 20-50 %. RAPD analyza vSak
obecné poskytuje velice variabilni a obtizné¢ opakovatelné a nereprodukovatelné vysledky.

Z toho dtivodu se také v dnesni dob¢ pristupuje spise k AFLP analyze.
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11. Zavér

Cilem prace bylo zavést a vyhodnotit techniku DNA markerti pro hodnoceni diverzity
kmeni padli dubového.

V praci jsem pouzila techniku RAPD a PCR-RFLP ITS. Nejprve byla vybrana
nejvhodnéjsi metoda izolace DNA. Tou se zdé byt izolace pomoci komercniho kitu Invisorb
Spin Plant Mini Kit (Invitek). Néasledovalo provedeni PCR analyz-amplifikace ITS a RAPD
analyza. Protokoly pro provedeni PCR analyz musely byt optimalizovany, nebot” dochazelo
k amplifikaci nespecifickych fragmenti. Ani vysledky po Stépeni restrikénimi
endonukledzami nebyly optimélni, nebot rozdily mezi jednotlivymi vzorky byly malé.
Molekularni metoda PCR-RFLP ITS se tedy neosvéd&ila jako vhodny nastroj pro analyzu
genetické variability padli dubového. Jinak tomu bylo u RAPD analyzy. Ta se ukazala jako velmi
vhodna pro detekci polymorfizmu a hodnoceni diverzity. Na zékladé analyzy tohoto
molekularniho markeru bylo mozné odlisit kazdy ze sledovanych vzorkii, nedochézelo
k jejich prekryvani a bylo zfejmé, Ze se vzorky shlukovaly podle mista pivodu, pficemz
nejvétsi odlisnost byla mezi vzorky pochazejicimi z Francie a vzorky pochazejicimi z Ceské
republiky. RAPD analyza vSak obecné poskytuje velice variabilni a obtizné opakovatelné a
nereprodukovatelné vysledky. Z toho divodu se také v dneSni dobé piistupuje spiSe k AFLP

analyze.
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