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Identifikace jednotlivych druhi
Vaclavek ze vzorku plidy

TEORETICKY UVOD

V soucasné dobé je na svété rozliSovano pres 40 druh( vaclavek (rod Armillaria),
které se vyskytuji na vSech kontinentech s vyjimkou Antarktidy. Poprvé byl rod vaclavka
identifikovan v 18. stoleti, ale az v roce 1973 objeveni bifaktoridlniho sexudlniho
inkompatibilitniho systému umoznilo spolehlivé identifikovat jednotlivé druhy vaclavek. V
Evropé bylo do soucasnosti identifikovano sedm druhl vaclavek, Armillaria borealis,
cepistipes, ectypa, gallica, mellea, ostoyae a tabescens [2]. Vaclavky se vyskytuji témér na
vSech druzich porostl, mezi néZz patfi predevsim listnaté a jehli¢naté lesy, ovocné sady a
parky. Vyskyt jednotlivych druhG je omezen jednak klimatickymi a geografickymi
podminkami a na druhé strané vyskytem vhodnych hostitel(i [2]. Vaclavky se v lese podileji
na rozkladu odumrelé dievni hmoty, ¢imz v mnohém pfipominaji chovani mykorhiznich hub.
V mnoha pfipadech vSak prechazi k nekrotrofnimu parazitizmu, resp. saproparazitizmu, na
celé Skale drevin, predevsim pak na smrku, borovici a dubu. Byly vSak pozorovany i na
nahosemennych a krytosemennych rostlinach, na celé radé bylin, na obilnindch nebo na
okrasnych rostlinach. Kazdoroc¢né pak zpUsobuji obrovské skody na lesnich porostech [1,2].
Nékteré druhy mohou byt obligatnimi saprotrofy, avSak vSechny druhy jsou schopné napadat
stresem oslabené hostitele. Nékteré druhy dale produkuji antibiotické latky, které jim
pomahaji udrzet kontrolu nad infikovanym hostitelem [2]. Jednotlivé druhy vaclavek se lisi
jednak svou patogenitou a také spektrem napadanych hostitel(. Proto je z hlediska lesniho
hospodafstvi velmi dlilezité odliSovat od sebe jednotlivé druhy.

V soucasné dobé jsou k identifikaci jednotlivych druh( vaclavek nejvice pouzivané
parové testy objevené Hinkitou v roce 1973, avsak v posledni dobé se k identifikaci zacinaji
pouzivat molekularné—biologické metody, mezi néz predevSim analyza restrikénich
fragment( ribozomalni DNA.

Restrikcni analyza.

Restrikéni endonukleasy jsou enzymy, které rozpoznavaji ve dvousroubovicové DNA
specifickou sekvenci sloZzenou obvykle ze 4 az 6 par( bazi a v tomto misté DNA specificky
Stépi. Vétsina rozpoznavanych sekvenci restrikénimi enzymy ma dokonalou dvojéetnou
rotaéni symetrii. Tyto sekvence jsou zndmy jako tzv. palindromy. Celd fada restrikénich
enzymU (napf. Hinf I, Mbo 1) katalyzuje $tépeni dvou vldken DNA v polohdch symetricky
rozmisténych okolo stfedu palindromové sekvence. Vznikaji tak fragmenty s koheznimi ¢i




lepivymi konci. U nékterych restrikénich enzym (Alu |) naopak misto Stépeni prochazi primo
dvojcetnou osou palindromu. Vznikaji pak fragmenty se zarovnanymi ¢i tupymi konci [18].

Polymorfie délky restrikénich fragment( (RFLP) poté poskytuje cenné informace o
rozdilech mezi sekvencemi u jednotlivych druhl organizm( a je v soucasné dobé jednou z
nejpouzivanéjsich metod v taxonomii a fylogenezi.

Identifikace na zdkladé ribozomdlni RNA

Geny kodujici ribozomalni RNA jsou z hlediska taxonomického a fylogenetického
velmi ¢asto pouzivané. ITS oblast rDNA je velmi polymorfni, ¢imz se stava pro taxonomické a
fylogenetické studie velmi vyhodnou. Tato oblast lezi mezi malou jadernou rDNA a velkou
jadernou rDNA a je 5.8S rDNA rozdélena na oblasti ITS 1 a ITS 2 [3]. Pro amplifikaci této
oblasti u hub byly navrzeny primery ITS 1 a ITS 4 (obrazek 1).
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Obrazek 1: Umisténi ITS oblasti a primer( ITS 1, ITS 4, ARM1 a ARM2 na rDNA [3]

Detekce vdclavek na zdkladé RFLP analyzy ITS oblasti

Pro specifikou detekci vaclavek poté byly navrzeny primery ARM1 a ARM2 leZici na
okrajich oblasti ITS1 a ITS2 (obrazek 1). Tyto primery se pouzivaji pro specifickou amplifikaci
vsech sedmi evropkych druh( vaclavek. Pro dosaZeni velmi vysoké citlivosti metody pro
identifikaci vaclavek se vzork(l pady se vyuzivd tzv. nested PCR, pri které dochazi
k amplifikaci pozadované oblasti pomoci dvou parQ primerd. Prvni par, tzv. externi, se
vétSinou vyznacuje nizsi specifitou a slouzi k pfed-mnozeni pozadované oblasti. Druhy par,
tzv. interni, je poté vysoce specificky a pouziva se k namnoZeni pozadované oblasti z jiz pred-
mnozZeného vzorku. Prfi identifikaci vaclavek ze vzork( pldy lze vyuZit jako externi par
primerG primery ITS1 a ITS4 a jako interni par primery ARM1 a ARM2.

Pro urceni konkrétniho druhu vaclavky se poté vyuZivd RFLP analyza oblasti
namnozené pomoci primer(l ARM1 a ARM2 vyuzivajici restrikéni endonukleazy Hinfl a Alul.
Délky restrikénich fragmentl pro jednotlivé druhy vaclavek jsou uvedeny v tabulce nize.
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Izolat Délka  amplikonu | Restrikéni fragmenty Restrikéni fragmenty
(bp) Hinfl (bp) Alul (bp)
ITS/AR
A. borealis A1® 868/711 293,172,56, 31,75, 68 41,97, 180, 222, 323
A. cepistipes 204° 868/711 293, 227,43, 132 41,97, 180, 222, 323
A. gallica 147 b 868/711 294, 227,43, 63, 69 41,97, 180, 222, 323
A. mellea 185° 882/724 148, 159, 401 40,47,97, 149, 214, 325
A. ostoyae C2° 870/713 294, 228, 31,75, 69 41,97, 180, 222, 323
A. tabescens T4? 847/690 295, 125, 93, 32,129 35,70, 96, 138, 181, 327
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Izolace DNA z pidy pomoci izola¢niho kitu PowerSoil DNA
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Do tfeci misky navazte pfiblizné 250 mg vzorku pldy a rozetfete s trochou morského
pisku a smés preneste do pfipravenych rozbijecich zkumavek. Promichejte opatrnym
vortexovanim.

Pfidejte 60 pl roztoku C1 a nékolikrat promichejte obracenim zkumavky nebo vortexujte.
Umistéte rozbijeci zkumavky vodorovné a vortexujte maximalni rychlosti 10 minut.
Centrifugujte 30 sekund pfi 10 000 x g.

Pfeneste supernatant do Cisté 2 ml mikrozkumavky.

Poznamka: Ocekdvejte 400 az 500 pl smési. Smés mUze stdle obsahovat urcité mnozstvi
pldnich ¢astic.

Pfidejte 250 ul roztoku C2 a vortexujte 5 sekund. Inkubujte 5 minut pfi 4°C.
Centrifugujte 1 minutu pti pokojové teploté a pti 10 000 x g.

Pfeneste do Cisté 2 ml mikrozkumavky (pfiloZena) maximalné 600 pl supernatantu.
Pfidejte 200 ul roztoku C3 a kratce vortexujte. Inkubujte 5 minut pfi 4°C.

. Centrifugujte 1 minutu pfi pokojové teploté pfi 10 000 x g.

. Pfeneste do Cisté 2 ml mikrozkumavky (pfilozena) maximalné 750 ul supernatantu.

. Pfidejte 1200 pl roztoku C4 a vortexujte 5 sekund.

. Pfeneste priblizné 675 pl do kolonky a centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g pfi pokojové

teploté. Vylijte prefiltrovanou kapalinu a pridejte dalSich 675 pl smési do kolonky a
centrifugujte 1 minutu pti 10 000 x g pfi pokojové teploté. Pridejte do kolonky zbytek
smési a centrifugujte 1 minutu pfi 10 000 x g pfi pokojové teploté.

Poznamka: Kazdy vzorek je nutné rozdélit na tfi davky.

Pfidejte 500 ul roztoku C5 a centrifugujte 30 sekund pfi 10 000 x g pfi pokojové teploté.
Vylijte proteklou kapalinu.

Centrifugujte znovu 1 minutu pfi 10 000 x g pfi pokojové teploté.

Opatrné preneste kolonku do Cisté 2 ml mikrozkumavky (pfiloZzena). Zabrarte potfisnéni
kolonky roztokem C5.

Pridejte 80 pl roztoku C6 doprostfed bilé membrany uvnitf kolonky a centrifugujte 30
sekund pfi pokojové teploté pfi 10 000 x g.

Vyjméte kolonku. DNA ve zkumavce je nyni pfipravena pro dalsi pouziti.

Meéreni Cistoty izolované DNA pomoci Nano-fotometru
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Na fotometru nastavte méreni koncentrace dsDNA.

Na ¢ocku meéfici kyvety nepipetujte 3 ul PCR vody a zakryjte vrskem s faktorem 10.
Zmacknéte tlacitko pro méreni Blanku (BLANK).

Cocku a vréek otfete tampdnem a poté na ¢ocku napipetujte 3 pl vzorku DNA.

Zakryjte ¢ocku vrskem s faktorem 10 a zmacknéte tlacitko pro méreni vzorku (SAMPLE).
Vytisknete hodnoty Cistoty Azeo/280, A230/260 @ N@aMerené spektrum.



Priprava 1. Reakéni smési nested-PCR

Pripravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Primer ITS1 (1 uM) 1,5 ul
Primer ITS4 (1 uM) 1,5 ul
Kapa 2G Mix 2x konc 15 ul
PCR voda 10 pl
DNA 2 ul

Reakéni smés jemné promichejte a kratce stoéte a vloZte do cycleru. Na cycleru nastavte
nasledujici program:

95°C 2,5min
95°C 30s

55°C 305} 35x
72°C 20s

Priprava 2. Reakéni smési nested-PCR

Ptipravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

Primer ARM1 (5 uM) 1,5 ul
Primer ARM2 (5 uM) 1,5 ul
Kapa 2G Mix 2x konc 10
PCR voda 5ul
1 PCR reakce 2 ul

Reakéni smés jemné promichejte a kratce stoéte a vloite do cycleru. Na cycleru nastavte
nasledujici program:

95°C 2,5min
95°C 30s

60°C 305} 40x
72°C 20s



Restrikéni analyza PCR produktu

Pripravte reakéni smés dle uvedené tabulky do PCR zkumavky:

PCR reakéni smés 16 pl
10 x Reakeni pufr 2 ul
Enzym Hinf | (Alul) 2 ul

Reakéni smés jemné promichejte, kratce stocte a inkubujte 15 min pfi 37°C.

Analyza Restrikénich fragmentl pomoci agarézové elektroforézy

Pripravte 2% agarosovy gel — navazte 2 g agardzy, pridejte 100 ml 1x TBE pufru a agarosu
dikladné rozvarte v mikroviné troubé. Poté nechte zchladnout agarosu na cca. 70°C,
pridejte 2 pupl Midori green DNA stain (http://www.nippongenetics.eu/dnarna-
electrophoresis/dna-stains/midori-green-dna-stain/), promichejte a nalijte do pfipravené
vanicky. Vlozte hiebinek a nechte asi 20 minut tuhnout.

Opatrné vytahnéte hrebinek, vlozte nality gel do elektroforetické aparatury a zalijte TBE
pufrem tak, aby byl gel cca 3mm pod uUrovni hladiny (na aparatufe je znacka maxima).

K tomu si pfipravte cca 400ml 1x TBE pufru.

Na parafilm naneste po kapkdch nanaseci pufr, kapku smichejte se 4 ul restrikénich smési a
ke zbytku PCR a naneste do jamky.

Naneste vzorky na gel v nasledujicim poradi:
Délkovy marker — PCR produkt - RA Hinfl — RA Alul

Elektroforézu provadéjte pfi 100V cca 20 minut (¢as je proménny).

Analyza Restrik¢nich fragmentt pomoci HPLC

Do insertu napipetujte 15 pl smési po restrikéni analyze a 10 pl PCR vody. Insert vloZte do
HPLC pristroje HP 1100 Series a spustte nasledujici metodu, ve které je pouzita TSK-gel DEAE
NPR kolona a pritok ¢ini 1 ml/min:



Roztok A Roztok B
10 mM Tris-HCI (pH =9.0); 0.8 M NaCl 10 mM Tris-HCI (pH =9.0)
Gradient
T (min) % B
0 62.5
0.1 50
0.11 50
3 35
10 25
10.5 0
11.5 0
11.51 0
11.70 62.5
14.50 62.5

Na kolonu nastfiknéte 20 ul vzorku.

VYHODNOCENI

- Uvedte koncentraci a na zakladé namérenych dat zhodnotte Cistotu izolované DNA
- Na zakladé délky amplifikatu a vysledku restrikéni analyzy urcete, jaky druh vaclavky
obsahoval vas vzorek puady, vysledek zdlivodnéte.



