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Porovnani metod izolaci dvouvlaknové RNA z rostlinného pletiva

se zamérenim na vytéZnost virové frakce

Abstrakt

Pro diagnostiku rostlinnych patogenti Ize vyuZzit masivné paralelni sekvenovani (HTS),
které ma vyhodu v sekven¢né nespecifickém zachyceni sekvenci vSech pfitomnych

organismil ve vzorku. Vstupni materiél lze pfipravit vice metodami podle ti¢elu pouziti.

Cilem této prace je porovnat kvalitativni a kvantitativni profil dvou metod pro izolaci
RNA z rostlinného pletiva s obohacenim o dvouvlaknové frakce za Gcelem zvySeni
mnozstvi virovych RNA vi¢i RNA hostitelské rostliny. Srovnavanymi metodami jsou

bézn¢ vyuzivana afinni celuldzni chromatografie a diferencialni centrifugace s LiCL.

Jako vyzkumny soubor byla pouzita rostlina jetele lu¢niho (77ifolium pratense L.)
infikovana viry s jednovldknovymi a dvouvldknovymi RNA genomy. Tyto viry byly
v rostliné v minulosti detekovany pomoci HTS. Testovanymi metodami byly z rostliny
extrahovany ribonukleové kyseliny. Pomoci metody RT-PCR byly amplifikovany
specifické fragmenty osmi virh a po vyhodnoceni gelové elektroforézy byl porovnan
kvalitativni profil obou metod. Pro porovnani kvantitativniho profilu byly vybrany tfi viry
s riznymi druhy RNA genomti. Metodou RT-qPCR byla provedena jejich relativni
kvantifikace. S vyuzitim softwaru Bio-rad CFX Manager 3.1 byla vyhodnocena
normalizovand exprese jednotlivych virt k 26S ribozomalni RNA jako referen¢ni

kontrole.

Pomoci obou porovndvanych metod byla detekovéana ptfitomnost vSech testovanych virti.
Po vyhodnoceni kvantifikaénich dat a provedeni statistickych testd (F-test, T-test)
s hladinou vyznamnosti a = 0,05 bylo shleddno, Ze mezi metodou afinni celuldzni

chromatografie a metodou s diferencialni centrifugaci s LiCl neni signifikantni rozdil.
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Comparison of methods of isolating double-stranded RNA from plant

tissue with a focus on viral fraction yield

Abstract

High-throughput sequencing is one of methods used for diagnostics of plant pathogens
and has advantage of unspecific unbiased detection of all nucleic acids present in
a sample. Input material for HTS can be prepared using by different approaches that
reflect purpose of the planned task. During viral infections of plants, viral double stranded
RNAs are generated as replication intermediates or transcription products. Thus, they are
often used for HTS. Nevertheless, such preparations contain large amount of plant RNAs.
The work aimed for comparison of two methods of double stranded RNA
enrichment — widely used cellulose chromatography and differential centrifugation with
lithium chloride. Both qualitative and quantitative profiles of viral nucleic acids were
estimated.

An isolate HZ2 of red clover (7rifolium pratense L.) was used for the study. Previously,
there were detected eight different RNA viruses with HTS-aimed analyses in the plant.
To compare qualitative profile, RNA was extracted by each method, transcribed into
cDNA, and specific viral fragments were amplified using PCR, followed by agarose gel
electrophoresis. Quantitative profiles were analyzed using three selected viruses with
single- and double-stranded RNA genomes. Their relative quantification was estimated
using RT-qPCR approach. Further, normalized (to 26S rRNA as a reference) expressions
were calculated using Bio-rad CFX Manager 3.1 software.

All eight viruses were successfully detected using RNA material obtained by each
method. After evaluating the quantification data and performing statistical tests (F-test,
T-test; with a significance level of a = 0.05), no significant difference was found between

the compared methods.
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1. Uvod

Viry jsou nebunééné organismy, jejichz existence je pevné provazana s bunénym
svétem, nebot’ replikace jsou schopné pouze v bunikéch. Viry jako takové tvoii velmi

pocetnou a rozmanitou skupinu vyskytujici se ve vSech druzich organismt.

Na rostlinné viry je pohlizeno jako na bunécéné parazity. Pfedev§im v zemédélstvi jsou
vyznamnymi patogeny. Virové choroby mohou pisobit rozsahlé Skody v urodé
hospodaisky vyznamnych plodin a s tim spojené ekonomické ztraty. Rada vlastnosti virti
zustava velkou nezndmou, ale lze predpokladat, Ze nékteré jejich vlastnosti by mohly byt

z pohledu ¢lovéka v budoucnu uzitecné.

Ochrana rostlin pfed virovymi onemocnénimi je zaloZena pfedevSim na vcasné
diagnostice. V davné minulosti si ¢loveék musel vystacit pouze se symptomatologii. Dnes
se diagnostika opird o sérologické metody, a pfedev§im o metody molekularni. Hitem
posledniho desetileti se ve vyzkumnych laboratofich staly metody umoznujici masivné
paralelni sekvenovani (high-throughput sequencing, HTS). Tyto metody produkuji velka

mnozstvi sekvencénich dat a Ize je vyuzit pro rizné ucely.

Diagnostické vyuziti HTS v rostlinné patologii méa vyhodu v sekvenéné nespecifickém
zachyceni sekvenci vSech pfitomnych organismi ve vzorku. Nejvétsi ptinos HTS je
v diagnostice rostlinnych chorob s neznamou etiologii. Koncentrace rostlinnych virti
byvaji velmi nizké a sekvence hostitelského organismu pak tvoii balast. Hostitelsky
genom je tvofen dsDNA. VétSina rostlinnych virti ma genom tvotfeny RNA. Nékteré viry
jsou prirozené tvoreny dsRNA, jiné tuto formu tvoii béhem svého replikacniho cyklu.
Toho lze vyuzit pti ptipravé vzorku pro HTS metodou tzv. obohaceni o dsRNA, kterou
lze navysit mnozstvi virovych RNA viici RNA hostitelské rostliny. V soucasnosti se
k obohaceni nejcastéji vyuzivd metody afinni celulézni chromatografie. V odborné

literatufe jsou popsany i dalsi postupy, kterymi lze obohaceni dosahnout.

V této praci bude porovnan kvantitativni a kvalitativni profil dvou metod pro obohaceni
dsRNA. Jednou z metod bude jiz vySe zmiflovana metoda afinni celul6zni chromatografie
a druhou metodou bude diferencidlni centrifugace s LiCl. Jako vyzkumny soubor bude
pouzit izolat jetele infikovany RNA viry s jednovldknovymi a dvouvldknovymi genomy.
Zjisténé poznatky mohou pfispét k vétsi efektivité zpracovani vzorku a izolaci materialu

s vétsim podilem virové RNA.



2. Literarni prehled

2.1 Rostlinné viry

Nejstar$i dochovany psany zaznam o vyskytu onemocnéni zptisobeném rostlinnymi viry
pochazi z roku 752, kdy japonsky basnik Empress Koken zakomponoval do své basné
ver§ o rostlin€ se zloutnoucimi listy, pozdéji identifikované jako Eupatorium
lindleyanum, pravdépodobné napadené virem tobacco leaf curl virus. Ackoliv nejstarsi
dochované zaznamy o onemocnénich zptisobenych lidskymi viry pochazi z obdobi pied
vice nez 2000 lety, prvni skutecny objev virové Castice popsal v roce 1892 Iwanowski

na rostlinném viru, a to na viru mozaiky tabaku (Hull, 2009).
2.1.1 Obecna charakteristika

Viry lze charakterizovat jako nebunééné organismy, jejichz existence je pevné spjata
s existenci bun¢k (Necas, 2000). Replikace jsou schopné pouze v hostitelské buiice,
protoze nemaji vlastni metabolicky aparat. Viry jsou zastoupeny velice rozmanitym
souborem mikroorganismu, z ¢ehoz vyplyva i velika §ife hostiteld. Virovy genom nese
genetickou informaci o tom, jaké vlastnosti virus ma. Tato informace se predava
z generace na generaci. Vzhledem k tomu, Ze viry dokaZou tuto informaci promeéiovat,

jsou vysoce adaptabilni (Navratil, 2011).

Aby bylo mozné se v této vysoce heterogenni skupiné vird orientovat, bylo nutné ji
systematicky rozttidit podle danych kritérii. V soucasnosti je problematika taxonomie
fizena Mezinarodni komisi pro taxonomii virti (ICTV). Ta stanovila, Ze budou vyuzivany

tyto taxonomické jednotky: tad, ¢eled’, podceled’, rod a druh (King et al., 2011).

Dle velikosti jsou virové partikule velmi riznorodé. ICTV uvadi, ze Porcine circovirusl
ma velikost 17—20,7 nm. Ale naptiklad viry pattici do rodu Closterovirus dosahuji délky
az 2000 nm (King et al., 2011). Virova ¢astice obsahuje jeden typ nukleové kyseliny
tvofici virovy genom, a to bud’ ribonukleovou kyselinu (RNA), nebo deoxyribonukleovou
kyselinu (DNA). Tato kyselina je obalena proteinovym plastém (kapsidou), ktery je
zpravidla tvofen jednim nebo nékolika malo druhy proteint. Tyto molekuly se k sob&
navzajem spojuji autoagregaci podle fyzikdlnich a chemickych afinit a vytvareji spolu
s nukleovou kyselinou tzv. nukleokapsidu (Celer et Celer, 2010). Virové ¢astice mohou

byt tvofeny pouze nukleokapsidou (neobalené viry), nebo mohou mit jest¢ specidlni



vrstvu tvofenou lipoproteiny (obalené viry). Obalovy protein tvoti bézné€ jen 5 az 10 %
kapacity genomu viru. Existuji i viry, které gen pro obalovy protein nemaji vibec
(Umbravirus) a vyuzivaji bilkovin hostitele, nebo se nachazeji v komplexu s jinymi viry
(Petrzik, 1999). Zvlastni ptipad jsou endornaviry, které nemaji zadny obal (King et al.,
2011).

Z hlediska diagnostiky virt je obalovy protein dilezity, protoze nese antigenni epitopy,
proti kterym lIze pfipravit protilatky. Lze tedy vyuzit sérologické metody, napt. ELISA,
difuze v agaru atd., k jejich detekci (Petrzik, 1999).

Caéstice je mozné rozlisit podle symetrie virové kapsidy. Kapsida s helikalni symetrii je
tvofena polypeptidy fadicimi se jednotlivé za sebou a stacejici se jako spirala kolem
vldkna genomové kyseliny. Kapsida s ikozahedrdlni symetrii ma vétSinou tvar
dvacetisténu s tfemi osami soumérnosti. Je tvofena dvéma druhy kapsomer
(morfologickych jednotek tvoficich kapsidu) — pentony a hexony (Celer et Celer, 2010).
Nejmensi viry maji kapsidu vytvoienou z 60 podjednotek, vEtsi kapsidy s ikozahedralni
symetrii jsou tvoreny ndsobkem poctu 60 podjednotek. Kapsidy, jejichz tvar nelze

charakterizovat podle symetrie, se nazyvaji komplexni (Navratil, 2011).
2.1.2 Genomy virii rostlin

Virovy genom je tvoren jednim druhem nukleové kyseliny. Podle charakteru nukleové
kyseliny lze viry rozd¢lit do dvou zékladnich skupin, a to do skupiny zahrnujici DNA
viry a skupiny zahrnujici RNA viry (Celer et Celer, 2010). Pfi srovnani zastoupeni
rostlinnych vir v jednotlivych skupindch jednoznacné pievladaji viry s genomem

tvofenym RNA (Petrzik, 1999).

DNA viry mohou mit genom tvofeny jednovladknovou DNA (ssDNA) nebo
dvouvldknovou DNA (dsDNA). RNA viry mohou mit genom tvofeny jednovlaknovou
RNA (ssRNA) nebo dvouvlaknovou RNA (dsRNA). Viry se ssRNA mohou mit riiznou
polaritu vldkna. Pokud ma virus genom tvotfeny RNA s pozitivni polaritou (+)ssRNA,
pak se vldkno chova jako messenger RNA (mRNA) a Ize ho pfimo ptekladat na
ribozomech do struktury polypeptidu. Toto vldkno je samo o sobé& infekéni a pii
experimentalnim vpraveni do builky lze zahgjit jeho replikaci se vznikem novych
virovych ¢astic. Genom tvofeny RNA s negativni polaritou (-)ssRNA musi byt nejprve

pfepsan do podoby mRNA pomoci virové RNA transkriptdzy. DNA viry i RNA viry
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mohou mit nukleovou kyselinu uspofddanou do kruhové nebo linearni konformace.

(Celer et Celer, 2010).

Genom nemusi byt vzdy souvisly. Mlze byt roz€lenén na nékolik segmentd. U virQ
s takovymto genomem casto dochazi ke genetické rekombinaci, kdy mohou vznikat nové
antigenni varianty. K rekombinaci mlze dojit i v pfipadé, Ze je hostitelskd buika
napadena dvéma podobnymi viry nebo rtiznymi mutanty jednoho viru (Necas, 2000).
V evoluci vird se uplatiuji i mutace, ke kterym dochdzi v dusledku chyb pfi replikaci.
Castgji jsou mutacemi postizeny RNA viry v diisledku vétsi chybovosti RNA polymeréazy
(Petrzik, 1999). Vétsina virh neméa mechanismus pro opravu mutaci. Letadlni mutace jsou
velmi rychle vyselektovany a eliminovany, ¢imz dochazi k relativni genetické stabilité

viru (Necas, 2000).

Aby byl virus schopny se po infikaci do hostitelské bunky autonomné mnozit a $itit do
dalSich bun€k, musi mit v genomu minimalné tfi geny, a to gen pro replikazu, obalovy
protein a protein umoziujici jeho Sifeni do dalSich bunék. Existuji ovSem i tzv. satelitni
viry, které maji pouze gen pro obalovy protein. Jsou ale zavislé na pomocném viru
infikujicim téhoz hostitele, jehoz aparat vyuzivaji pro vlastni replikaci (Petrzik, 1999).
Témto pravidlim se vymykaji viry z Celedi Endornaviridae, jejichz genomova DNA
koéduje pouze jediny otevieny Cteci ramec (ORF) nazyvany “long protein gen” (Gibbs
et al., 2000). Umbraviry také netvoii konvencéni virové ¢astice. Jejich genom neobsahuje
gen pro obalovy protein, a proto vyuzivaji “vyhod” obalového proteinu pomocného viru,
obvykle viru z celedi Luteoviridae (King et al., 2011). Genomy ssRNA virdl tvofi
vyraznou sekundarni strukturu, kdy v oblastech obsahujicich komplementarni nukleotidy
dochazi k vytvareni vodikovych mustkii umoznujicich tvorbu smycek (Celer et Celer,

2010).
2.1.3 Reprodukce virii

K reprodukci rostlinnych virth dochazi ptevazné v rostlinnych buiilkéach, ale existuji
rostlinné viry schopné reprodukce i v jinych druzich bunék. Napt. tospoviry, rhabdoviry,
marafiviry a reoviry se mohou mnozit jak v rostling, tak i ve svém vektoru, na kterého

nemaji negativni vliv (Rosypal, 2002).

Rostlinné viry pronikaji do buné€k jen pasivné, protoze jim adsorpci na povrch bunky

znemoznuje bunéfnd sténa. Tuto bariéru mohou pifekonat pouze v mistech jejiho
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poskozeni. K tomu miZze dojit mechanickym zptsobem nebo napf. sajicim hmyzem.
Jakmile virus vstoupi do bunky, dochdzi k jeho geneticky podminéné interakci
s cytoplazmatickymi receptory. Po rozbaleni a uvolnéni nukleové kyseliny nastava
replikace a exprese virového genomu. Jakmile se vytvofi dostatecné mnozstvi kopii
genomove kyseliny a strukturnich proteint, dochazi k slozeni virionti. Do dalSich bunék
viry mohou prochazet pies plasmodezmata. Na delsi vzdalenosti se infekce §ifi cévnimi
svazky. K Sifeni vyuZzivaji tzv. movement proteinli, které dokazou modifikovat
plasmodezmata i jiné transportni cesty tak, aby byl mozny prostup virioni (Navratil,
2011).

Zpisob replikace a exprese se odviji podle toho, jakymi vlastnostmi disponuje virovy
genom. David Baltimore rozd¢lil viry podle strategie replikace a exprese genomu do

skupin uvedenych dale v textu (Celer et Celer, 2010).

Viry s dvouvlaknovou DNA (dsDNA)

U téchto virti nejdiive dochazi k transkripci pomoci DNA dependentni RNA polymerazy
a exprimuji se geny kodujici proteiny, které tlumi expresi bunéénych proteinti. Pozdéji se
transkribuji geny pro strukturni proteiny virti. K replikaci DNA a transkripci mRNA
vétSinou dochézi v jadru hostitelské bunky za Gcasti bunééného enzymatického aparatu

(Celer et Celer, 2010).

Viry s jednovlaknovou DNA (ssDNA)
Replikace probiha mechanismem ve sméru ssDNA>dsDNA>ssDNA. Podle pozitivniho
vlédkna se syntetizuje vlakno negativni za vzniku replikativni dsDNA formy. Tato forma

slouzi pro transkripci i replikaci (Hull, 2009).

Viry s dvouvlaknovou RNA (dsRNA)

Po injikaci viru do bunky jsou aktivovany enzymy, které vytvoii podle negativniho
vldkna komplementarni pozitivni vldkno. Pozitivni vldkno ma také funkci mRNA
a v ribozomu je ptekladano za vzniku proteint. Po nasyntetizovani dostate¢ného mnozstvi
proteinti dochazi k c¢astecnému zabaleni vytvofenych pozitivnich vldken, zahaji se
syntéza vlaken negativnich a vytvoii se dSRNA molekuly. Poté nastava uzavieni virionu

(Petrzik, 1999).
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Viry s jednovlaknovou RNA pozitivni polarity (ss(+)RNA)

Piiblizné tii Ctvrtiny rostlinnych virh ma genomovou jednovlaknovou RNA kyselinu
s pozitivni polaritou. Pozitivni vldkno muze byt rovnou piekladdno na ribozomu za
vzniku proteind véetné RNA dependentni RNA polymerazy. Z ptvodniho pozitivniho
vldkna mize byt vytvoreno komplementarni vlakno negativni, podle kterého se za vzniku

dsRNA struktury replikuje nové pozitivni vlakno (Petrzik, 1999).

Viry s jednovlaknovou RNA negativni polarity (ss(-)RNA)

ProtoZe negativni vlakno nemuze byt prekladano na ribozomu, musi byt pfitomna RNA
dependentni RNA polymerdza jako aktivni enzym jiz ve virové castici. Ta vytvori
komplementarni pozitivni vldkno za vzniku dsRNA struktury a mRNA, které jsou na
ribozomu piekladdny za vzniku proteinti. Podle pozitivniho vlédkna se replikuje vldkno

negativni (Celer et Celer, 2010).

Viry se segmentovanou jednovlaknovou RNA negativni polarity (ss(-)RNA)

Genom je tvofen vice segmenty a kazdy segment je pfepisovan samostatné RNA
dependentni RNA polymerazou pfitomnou jako aktivni enzym ve virionu. Z kazdého
segmentu vznika mRNA, kterd je ptekladana na ribozomu za vzniku jednoho nebo dvou

proteinti (Celer et Celer, 2010).

Viry s reverzni transkripci

Viry s dsDNA genomem replikujici se mechanismem ve sméru DNA>RNA>DNA se
nazyvaji pararetroviry. Po injikaci viru do buiitky dsDNA proniké do jadra, kde vytvori
tzv. minichromozom, ktery se stava templatem pro piepis do RNA. Replikacni cyklus lze
rozdélit do dvou fazi. V nuklearni fazi je virovd DNA piepisovana bunécnou DNA
dependentni RNA polymerazou za vzniku RNA transkriptu (Hull, 2009). Petrzik (1999)
uvadi, ze (+)RNA vladkno ma dvé funkce, a to funkci matrice pro replikaci a funkci mRNA
pro translaci. V cytoplasmatické fazi je RNA transkript zpétné¢ piepisovan RNA
dependentni DNA polymerazou neboli reverzni transkriptizou do DNA (Hull, 2009).
Tato faze zahrnuje syntézu ssDNA vldkna, eliminaci RNA matrice a konverzi na dsDNA

genomovou kyselinu (Gutierrez, 2006).

Retroviry jsou viry majici genom v DNA i RNA verzi. Virova castice nese ssSRNA
pozitivni vldkno, které neni pouzivano jako mRNA, ale je pomoci reverzni transkriptazy
pfepsano do komplementarniho vldkna DNA. RNA vldkno je poté degradovano a k DNA

vlaknu je vytvofeno druhé komplementarni. Tato dSDNA vstupuje do jadra hostitele, kde
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se zacleni do bunééného genomu a stava se jeho trvalou soucasti. Takto vlozend DNA je

déle prepisovana bunéénym aparatem do mRNA molekul (Clark et Pazdernik, 2013).
2.1.4 Rostlinné patogeny a diagnostika

Rostlinné viry se vyznacuji obligdtnim parazitismem, ale chovaji se jako typické
patogeny, jejichz interakcemi s hostitelem vznikd choroba (Navratil, 2011). Virové
choroby mohou zptisobit znacné skody v trod¢ hospodarsky vyznamnych plodin. Jejich
mira Skodlivosti je vyrazné zavisla na vnéjsich povétrnostnich podminkach, které mohou
ovlivnit infikaci rostlin v rizném stadiu vyvoje. Pokud je rostlina infikovana v raném
stadiu vyvoje, Skody mohou dosahovat obrovskych rozméri, ale pokud je infikovana

v nejzaz$im stadiu vyvoje, pak Skody mohou byt zanedbatelné (Musil et al., 1981).

Rostlinné viry se mohou ptenaset nekolika zptsoby. K pfenosu z generace na generaci
muze dojit pfi vegetativnim rozmnozovani rostlin, napt. hlizami, kofeny, rouby (Musil
et al., 1981). Nékteré viry maji schopnost infikovat gametofyty, a tak se mohou pfenéset
z generace na generaci semeny (Bennett, 1969). Také mize dochézet k pfenosu viru na
povrchu semene, odkud se béhem kli¢eni dostane do rostliny (Musil et al., 1981).
Vyznamné se na pienosu rostlinnych virll podili rizné druhy pfenaSect, naptiklad savy
hmyz a had’atka (Kidela et al., 1989). Mechanickym pienosem se rozumi pfenos virli
poranénim rostliny. Tento zpisob pfenosu byva vyuzivan experimentalné pii mechanické
inokulaci a je bézné vyuzivan pfi diagnostice onemocnéni. K pienosu mize dochazet
1 pfirozené pfi kontaktu zdravych a infekénich rostlin, pouzivanim kontaminovaného

naradi, pfenosem na rukou (Dijkstra et Khan, 2006).

Pokud je rostlinna buiika vnimava na virovou agens, pak béhem né¢kolika hodin dojde
k aktivaci reprodukéniho cyklu viru. Infekce mize probihat bezptiznakové, mohou se
objevit lokalni pfiznaky infekce, jako napft. chlorotické 1éze, nekrotické 1éze, mozaiky.
K systémovym ptiznakiim dochézi, kdyz se infekce §ifi v rostliné (Navratil, 2011). Tyto
pfiznaky jsou velice riiznorodé. Manifestuji se rlznymi barevnymi zménami,
deformacemi listi, plodd, snizenim kvality a vynosu sklizné, zvySenou citlivosti k jinym

chorobam (Rod, 2017).

U¢innd ochrana rostlin pfed virovymi infekcemi je komplikovana. Zaméfuje se
pfedevsim na eliminaci zdrojii infekce, likvidaci pfenasect infekce a také na Slechténi

rezistentnich rostlin (Musil et al., 1981).
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Aby byla ochrana rostlin co nejvice G€inna, je potfeba provést diagnostiku, tedy zjistit
puvodce choroby. Pro diagnostiku byly vyvinuty rizné diagnostické metody, kter¢ se lisi

ptesnosti i spolehlivosti a jejich pouziti se odviji od konkrétni situace (Kazda et al., 2010).
2.2 Diagnostické metody
2.2.1 Biologické metody

Diagnostika virovych chorob pomoci biologickych metod je ¢asové a finanén¢ mnohem
stale své misto (Hull, 2009). Pti latentni infekci nebo pii onemocnéni s netypickymi
pfiznaky, které lze snadno zaménit za poruchy podminéné jinymi Ciniteli, je nezbytné
dokdzat anebo vyloucit pfitomnost viru pomoci dalSich metod (Musil et al. 1981).
Nevyhodou biologickych metod je, ze mohou byt zdrojem infekce pro mistni plodiny,

zvIasté pfi praci s novymi nebo karanténnimi viry (Hull, 2009).

Symptomatologie

Metoda pomaha urcit pfi¢inu poSkozeni rostliny vyhodnocenim viditelnych piiznakt
(symptomt). Pro pouziti této metody je nezbytny soubor znalosti o ptivodcich chorob,
rostlindch, podminkach prostfedi a jejich vztazich (Kazda et al. 2010). Podle
Vidhyasekarana (2004) lze podle ptiznakl spolehlivé detekovat pouze malé mnozstvi

virovych onemocnéni.

Pienos na indikatorové rostliny

Kazda dostatecné vnimava rostlina, na kterou lze prenést ptislusny druh viru uméle nebo
pomoci prenaSecl, miize byt pouzita jako pokusné nebo testovaci rostlina (Musil et al.,
1981). Idedlni indikatorovou rostlinou je takova, kterd po inokulaci rychle
a charakteristicky reaguje tvorbou symptomii (Smith, 1977). Rostliny, které tvoii pouze
lokalni 1éze a virus se v nich nesifi do dalSich ¢asti, se daji vyuzit nejen pro diferenciaci
jednotlivych virti nebo jejich kmentl, ale také pro urovani vlastnosti virGi nachazejicich
se v §tavé z infikovanych rostlin. Rostliny, které na inokulaci reaguji systémové, to
znamena, ze se ptiznaky objevuji na noveé vznikajicich listech a vzdalenych mistech, lze
vyuzit nejen k diferenciaci virti, ale i k mnoZeni viri za G€elem purifikace, na piipravu
antigenu pro sérologické testovani, pro uchovani atd. (Musil et al., 1981). Dijkstra
et Khan (2006) popisuji pfenos na indikatorové rostliny mechanickou inokulaci pomoci

inokula vytvofen¢ho z Casti listu s jasnymi pfiznaky, roubovanim a také pomoci
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parazitické rostliny rodu Cuscuta. Pokud je potfeba zjistit, zda je virus pfenesitelny
hmyzem, odeberou se tyto jedinci z nemocné rostliny a pienesou se na ptipravené zdravé
testovaci rostliny zakryté silonovymi klickami, aby se zabranilo Uniku hmyzich
pfenaseci. Po urcité dob¢ se hmyz usmrti insekticidem a rostliny se péstuji dalsi 3 az 4

tydny ve skleniku. Poté nasleduje vyhodnoceni vzniklych ptiznakd (Musil et al., 1981).
2.2.2 Sérologické metody

Sérologické metody jsou zaloZené na reakci antigenu s protiladtkou pfitomnou v antiséru
za vzniku komplexu antigen-protilatka. Antisérum proti rostlinnym virim se pfipravuje
imunizaci zvifete (napfiklad kralika). Virova suspenze je injikovana do zvifete, které
reaguje tvorbou specifickych protilatek. Cisté antisérum je ziskdno vysrdZenim a
naslednou centrifugaci odebrané krve (Musil et al., 1981). Protoze imunitni odpovéd’ ma
polyklondlni charakter, antisérum ziskané imunizaci reaguje s vice epitopy na antigenu
(Hortejsi et Bartiinkova, 2002). Monoklonalni protilatky se ziskavaji technologii z tzv.
hybridomu, ktery vznikl fuzi mezi mysi myelomovou bunikou a my$im B lymfocytem

pochézejicim z mysi imunizované antigenem (Kohler et Milstein, 1975).

Dvojita difuze v agarovém gelu (Ouchterlonyho test)

Metoda je zalozena na sérologickém principu, kdy ve vrstvé agarového gelu proti sobé
difunduji antigen a protilatky. Pfi pozitivni reakci se v misté stfetu vytvofi precipitacni
linie (Musil et al.,, 1981). Lima et al. (2012) zmifluje vyuziti testu k diagnostice
polyhedralnich a malych ty¢inkovych virti. Piestoze ma tato metoda omezenou citlivost,
je stale vyuzivana k vyhodnocent titru antiséra a k definovani sérologického vztahu mezi

viry a jejich kmeny, jak zobrazuje obrazek 1.

identické neidentické ¢aste¢né identické

antigen @ @ @ @ @ ‘
protilatka

Obrazek 1: Sérologicky vztah virii a jejich kmenii
(zdroj: viastni)

16



ELISA (z angl. enzyme-linked immunosorbent asssay)

Metodu ELISA pro studium a identifikaci rostlinnych virG zavedli v roce 1976 Clark
a Adams. Na rozdil od jinych imunologickych technik, které vyuzivaji tvorby
nerozpustnych imunokomplexl, tato metoda je schopna citlivé detekovat nesrazlivé
reakce umoznéné pouzitim enzymem znacenych protilatek (Clark et Adams, 1976).
Metoda se bézné provadi v 96jamkovych polystyrenovych destickach ptidanim antigenu
a protilatky v ur¢eném potadi s oplachem mezi kazdym krokem. V kone¢ném stadiu,
je-1i reakce pozitivni, dojde k vytvorfeni Zlutého produktu v disledku reakce substratu
a enzymem znacené protilatky. Metoda nabizi vice variant. Pfima a nepfima varianta je

schematicky zobrazena na obrazku 2 (Lima et al., 2012).

Prima ELISA
=
(=
1 — z I
Y Virova kralidt Ab Virovy antizen I\Oﬂ_]b"at O Substrat
Neptima ELISA
=
> [ =]
A 1 ) Gt
—_— . J —_— BE B
Virovy antizen Y Virova kealidi Ab Konjugit s anti 2 substrat
Leralidi Ab e

Obrazek 2: Prima a neprima ELISA
(zdroj: Lima et al., 2012)

2.2.3 Fyzikalni metody

Mikroskopie

Mikroskopy vyuzivaji pro zobrazovani objektti rizné druhy svételnych paprski i svazky
elektronti (Alberts et al., 2006). Pouziti jednotlivych druhii mikroskopi je dano jejich
rozliSovaci schopnosti (Nebesarova, 2001). Nekteré viry tvori charakteristické proteinové
inkluze v cytoplasmé infikovanych rostlin. Tyto inkluze je mozné v infikovanych tkanich
vidét pomoci svételného mikroskopu (Morales, 2006). Pomoci transmisniho
elektronového mikroskopu (TEM) lze pozorovat buniky, bunééné organely i biologické
makromolekuly (Nebesatova, 2001). Touto metodou lze objasnit zdkladni morfologii
virionl a zafadit je do ¢eledi nebo rodi (Morales, 2006). Vzorky pro TEM lze pfipravit

nékolika metodami, napf. metodou ultratenkych fezli nebo metodou negativniho
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kontrastu. Pfi pozorovani vzorku fluorescenc¢nim mikroskopem se vyuzivéa specifické
vazby fluorescen¢nich barviv na ur€ité molekuly v bunkach. Tyto molekuly Ize potom

vidét jako jasné zafici objekty na tmavém pozadi (Alberts et al., 2006).

Centrifugace

Tato separa¢ni metoda je vyuzivana k izolaci a purifikaci bunéénych makromolekul
a organel. Vyuziva pohybu ¢astic v tekutém prostredi, kde vznikaji vlivem otaceni rotoru
centrifugy odstfedivé sily. Sedimentacni rychlost jednotlivych ¢astic je zavisla na jejich
tvaru, velikosti, hustot¢ a na vlastnostech prostfedi, v kterém sedimentace probiha.
Rychlost pohybu c¢astice udava sedimentacni koeficient, ktery se vyuzivd k popisu
a charakterizaci jednotlivych castic. Hodnoty sedimentacnich koeficientli se udavaji

v tzv. Svedbergovych jednotkach (Smarda et al., 2008).

Spektrofotometrie

Obalové proteiny rostlinnych virti absorbuji ultrafialové zareni o vinové délce 250 az
280 nm. Cisté virové preparaty obsahuji hlavné nukleoproteiny a pii méfeni UV
spektrofotometrem vykazuji charakteristickou kiivku mezi 260 a 280 nm. Pfi absenci
nukleovych kyselin je kfivka velmi strmé s ostrym vrcholem na 280 nm. Izometrické viry
maji strm&j$i kiivku nez vlaknité viry v disledku jiného poméru nukleovych kyselin

k proteintim (Morales, 2006).

Spektrofotometrické metody lze vyuzit k odhadu koncentrace nukleovych kyselin za
predpokladu, ze budou zbaveny latek absorbujicich UV zafeni. Pokud jsou vzorky
dostatecné Cisté, lze spektrofotometrem méfit absorbované UV zéfeni. Dal§i moznosti je
pouziti Ethidium bromidu jako interkala¢niho barviva (vmezeii se mezi baze), které po
ozédfeni UV svétlem emituje fluorescencni zafeni. Tato metoda je vhodna pro méfeni
vzorku o nizké koncentraci kyseliny nebo kdyz nema dostate¢nou ¢istotu. Absorbance 1
pti optické denzit¢ 260 nm odpovida 50 pg/ml dsDNA, 33 pg/ml ssDNA a 40 pg/ml
ssRNA. Vlastni méfeni probihd pii optické denzité 260 a 280 nm. Z poméru namétenych
hodnot pii optické denzité 260 a 280 nm lze zjistit ¢istotu vzorku. Cistd DNA ma pomér

cca 1,8 a RNA cca 2,0 (Barbas et al., 2010).
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2.2.4 Molekularni metody

Extrakce a purifikace nukleovych kyselin

Vétsiné molekularnich metod predchazi extrakce nukleovych kyselin a jejich purifikace
od ostatnich bunécnych komponent za tcelem ziskani dostate¢ného mnozstvi nativni
kyseliny v potiebné ¢istoté (Smarda et al., 2008). Extrakci z rostlinnych tkdni mohou
komplikovat rizné chemické slouceniny jako napft. polysacharidy a polyfenoly pfitomné

v téchto tkanich (Deshmukh et al., 2007).

Lyzi bunééné stény dochdzi k uvolnéni obsahu bunék. Rostlinna pletiva je zapotiebi pred
vlastni lyzi zhomogenizovat v tekutém dusiku. Vytéznost a kvalita extrahované RNA
mize byt ovlivnéna piitomnosti ribonukleaz, proto se doporucuje béhem lyza¢niho kroku
pfidat reduk¢ni Cinidlo B-merkaptoetanol nebo méné toxicky dithiotreitol (Mommaerts et

al., 2015).

Fenol-chloroformova extrakce

Metoda oddé€luje smési molekul na zédkladé¢ rozdilnych rozpustnosti jednotlivych molekul
ve dvou nemisitelnych kapalinadch (Sambrook et Russell, 2010). Smés fenol-chloroform
se nemisi s vodou. Po dikladném protiepani s lyzatem dojde k degradaci a vysrdzeni
proteint, které po centrifugaci vytvoii interfdzi mezi vodnou fazi obsahujici nukleové
kyseliny a organickou fazi (Smarda et al., 2008). P¥i extrakci RNA se vyuzivé kyselého
roztoku obsahujici guanidinium thiokyanat, octan sodny, fenol a chloroform, diky
kterému DNA ptechazi spolu s proteiny do interfdze nebo organické faze. Celkova RNA
je potom izolovédna precipitaci izopropanolem (Chomczynski et Sacchi, 2006), ktery
zajisti odstranéni zbytkového fenolu a chloroformu a prevedeni izolované kyseliny do
mensiho objemu. Pfidanim ionti Na" nebo NH," a snizenim teploty na—70 "C lze podpofit

srazeni (Smarda et al., 2008).

Purifikace nukleovych kyselin chromatografii

Chromatografické kolony byvaji umistény v centrifugacnich zkumavkach. K purifikaci
je mozné vyuzit dva zplsoby, a to gelovou chromatografii a afinnni chromatografii. Pii
gelové chromatografii velké molekuly nukleovych kyselin prochazeji kolonou rychleji
nez malé molekuly, které jsou zadrzovany pory v matrici. Pfi afinni chromatografii
dochazi k interakci mezi makromolekulami vzorku a kolonou. Nejdiive dochazi

k imobilizaci nukleovych kyselin na koloné¢ a promyvanim se odstrani nezadouci
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molekuly. Po pouZiti jiného pufru dojde k eluci nukleovych kyselin z kolony (Smarda

et al., 2008).

Hybridizace

Metoda je zalozena na faktu, Ze jednovlaknové nukleové kyseliny opacné polarity
s dostate¢nou komplementaritou bazi mohou vytvéiet dvouvlaknové molekuly. Parovani
bazi jako zaklad molekularni hybridizace ma dv¢ etapy, denaturaci nukleovych kyselin
a nasledné obnoveni pard bazi (Hull, 2009). Hybridiza¢ni sonda je jednovldknova
chemicky nebo radioaktivné¢ znacend molekula DNA nebo RNA, kterd se béhem
hybridizace navéaze na cilovou sekvenci, kterou je poté diky sondé¢ mozné detekovat
(Smarda et al, 2008). V mnoha hybridizatnich systémech je cilova sekvence
imobilizovdna na pevném povrchu, ktery je potom v kontaktu s roztokem obsahujicim

sondu. Pied vlastni detekci je nutné nenavazanou sondu odmyt (Hull, 2009).

e Dot Blot hybridizace je Siroce pouzivana technika pro detekci nukleovych
kyselin u vétsiho poctu vzorka. Extrakt nukleové kyseliny je denaturovan a potom
ve form¢ kapek nanesen na membranu.

e In Situ hybridizace miiZze objasnit rozsifeni viru v ramci buiiky, tkan¢, ptipadné
identifikovat oblasti chromozomu, kde je virus integrovan.

e DNA Microarray je hybridizace fluorescencné znacenych cilovych sekvenci a
sond, které jsou jako malé tecky navazany na sklicku (tvoii ¢ip). Sondy na Cipu

mohou byt z riznych virti. Lze tedy detekovat vice virti najednou (Hull, 2009).

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metodu umoziujici specificky detekovat a produkovat velké mnozstvi fragmentd DNA
vynalezl Kary B. Mullis v roce 1983 (Mullis, 1990). Kli¢ovym prvkem v PCR reakci je
termostabilni enzym DNA polymeraza umoziujici amplifikaci specifickych usekit DNA
za pouziti sekvencné specifickych oligonukleotidd, tzv. primert (Valasek et Repa, 2005).
Primery jsou kratké useky DNA o délce cca 18-30 bazi (Rosypal, 2002), které jsou
komplementarni k cilové DNA. Dalsimi komponenty PCR reakce jsou nukleotidy,
pomoci kterych pak DNA polymerdza syntetizuje novy PCR produkt (Garibyan
et Avashia, 2013).
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Reakce obvykle probihd v cca 20 az 30 cyklech, které zahrnuji tyto kroky:

e denaturace dsDNA pii teploté 94 — 98 “C za vzniku dvou oddé&lenych DNA
fetézc,
e nasednuti primerQ na jednotlivé fetézce pfi teplot€ 30 — 75 °C,

e polymeriza¢ni reakce pfi teploté 65 — 75 “C(Rosypal, 2002).

Vysledny produkt je vizualizovan nejéastéji pomoci interkalaéniho barviva (napf.
Ethidium bromid, SYBR Gold) nebo pomoci fluorescenéné znacenych nukleotidi ¢i
primerti elektroforeticky na agar6zovém gelu, ktery umoziuje stanovit pfitomnost

a velikost PCR produktu (Garibyan et Avashia, 2013).

PCR reakce ma mnoho modifikaci, napt. pro amplifikaci molekul RNA se pouziva
tzv. reverzni PCR (RT-PCR), kdy RNA je nejdfive pfepsana pomoci reverzni
transkriptazy do tzv. komplementarni DNA (cDNA), kterd slouzi jako templat pro
standardni PCR reakci (Rosypal, 2002).

Real-Time PCR (qPCR)

PCR sledovana v redlném case (Real-Time PCR) slouzi pro kvantifikaci PCR produktu
béhem reakce (Rosypal, 2002). Metoda umoznuje souc¢asn¢ amplifikovat a kvantifikovat
specifické sekvence nukleovych kyselin béhem probihajici PCR reakce. To je dosazeno
pouzitim specifickych technologii zalozenych na fluorescenci. Pouzivaji se fluorescencni
sondy vazajici se na specifickou sekvenci nebo interkala¢ni barviva typu SYBR Green
nebo EvaGreen, ktera fluoreskuji po navazani na dsDNA. Interkalacni barviva nejsou
sekvenéné specifickd, proto maji univerzalni pouziti. Nevyhodou je, Ze se mohou vazat
1 na vznikajici primer-dimery a tim zptsobovat chybnou detekci. Kvantifikace miize byt
vyjadfena absolutné, tedy v pfesném poctu kopii specifické nukleové kyseliny na vzorek,
nebo relativné, tedy kolikrat vice specifické nukleové kyseliny je v jednom vzorku
v porovnani s druhym (VanGuilder, et al., 2008). Pro relativni kvantifikaci se pouzivaji
dva pftistupy. Jeden piistup predpoklada, ze efektivity amplikont (cil, reference) jsou
podobné a blizi se 100 %. Druhy pfistup pocité s tim, ze efektivity dvou amplikoni se lisi

(Livak et Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001).

Sekvenovani
Utelem sekvenovani nukleovych kyselin je uréeni pofadi jednotlivych nukleotidi

v molekulach nukleovych kyselin neboli stanoveni primarni struktury. Rozvoj metod
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umoziujicich urcit primarni strukturu nukleovych kyselin nastal v 2. poloviné 20. stoleti.
Prvni metody byly schopné stanovit primarni strukturu molekuly DNA nepiimo pftes
sekvenci RNA (Alberts et al., 2002). V roce 1977 byly popsany dvé riizné metody
sekvenovani DNA (Maxam et Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977).

Maxamovo-Gilbertovo sekvenovani
Metoda je zalozena specifickém Stépeni molekuly DNA pomoci chemickych ¢inidel

v mistech specifickych pro danou bazi. V soucasnosti se jiz nevyuziva.

Sangerovo sekvenovani

Metoda je zaloZena na prodluzovani DNA pomoci DNA polymerazy ve smési
s deoxyribonukleotidy (dNTP). Do rostouciho fetézce je zaclenén piisluSny znaceny
dideoxyribonukleotid (ddNTP) bez OH skupiny na 3‘konci majici funkci koncového
inhibitoru. Tato metoda byla pozd¢ji zautomatizovana, cozZ umoznilo paralelné
sekvenovat vice vzorkd. Radioaktivni znaceni ddNTP bylo nahrazeno fluorescen¢nim.
Vysledkem analyzy je sekvence jednoho tseku DNA o velikosti do 1500 bazi. Metoda je

vyuzivana dodnes.

Sekvenovani nové generace - vysokokapacitni sekvenovani (HTS)

S rychlym rozvojem genetického vyzkumu a vznikajicimi projekty na ziskani sekvence
lidského genomu piestalo byt Sangerovo sekvenovani dostacujici. Po roce 2000 zacaly
spatfovat svétlo svéta prvni metody umoziujici masivné paralelni sekvenovani
oznacované jako sekvenovani nové generace, kdy béhem jednoho experimentu je
najednou sekvenovano velké mnozstvi molekul (Krej¢i et al., 2015). V soucasnosti lze

pro sekvenovani vyuzit né€kolik platforem. Trhu dominuji tyto tfi:

¢ Roche 454 Genome Sequencer,
e [llumina Genome Analyzer,

e Life Technologies SOLiD Systém.

Kazda z jednotlivych technologii vyuziva rozdilného pfistupu a chemie, ale sdili tyto

kroky:

e pfiprava templatu, vytvoreni knihovny fragmenti DNA,
e sckvenovani a detekce inkorporovanych nukleotida,

e analyza dat.
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Vyhodou vysokokapacitniho sekvenovani je produkce velkého objemu sekvencnich dat
za velmi kratkou dobu a relativné nizkou cenu (na jeden nukleotid), coz z néj Cini velice
uzitecny nastroj pro fadu aplikaci. Vyuziva se napt. pro de novo genomové sekvenovani,
cilené (targeted) sekvenovani, analyzu transkriptomu. HTS technologie déle nachéazeji
uplatnéni v molekuldrni diagnostice nejriiznéjSich onemocnéni (Koubkova et al., 2014).
Je vyuzitelné pro urceni bakteridlniho spolecenstvi na zakladé cileného sekvenovani

prokaryotického 16S rRNA genu (Sanschagrin et Yergeau, 2014).

Navzdory tomu, Ze pro viry a viroidy neexistuji univerzalni detekéni primery, HTS
technologie znacné usnadiiuji jejich diagnostiku. Pfitom lze pouZit celou fadu postupti

pro piipravu vstupniho materialu:

e deplece rRNA,

e polyA selekcee,

o extrakce totalni nukleové kyseliny (VANA),

e obohaceni dsRNA,

¢ sekvenovani malych RNA (small interfering RNAs) (Massart et al., 2014).
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3. Cile prace a hypotézy
3.1 Cil prace

Cilem prace je porovnat kvantitativni a kvalitativni profil dvou metod pro obohaceni

dsRNA. Porovnavanymi metodami budou:

e afinni celul6zni chromatografie,

o diferencidlni centrifugace s LiCl.

Ziskana data budou analyzovana. Vysledky RT-qPCR budou statisticky vyhodnoceny.
3.2 Hypotéza

Metodou pro obohaceni dsSRNA zaloZen¢ na diferencidlni centrifugaci s LiCl 1ze nahradit

stavajici postup, tedy metodu afinni celulézni chromatografie.
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4. Metodika

4.1 Uvod do problematiky

V rostlinné virologii je v poslednich letech hojné vyuZzivano metody umoziiujici masivné
paralelni sekvenovani (HTS). Touto metodou je mozné ziskat velké mnozstvi
sekvenc¢nich dat (¢teni) vyuzitelnych k diagnostickym ucelim. Problémem ovsem je, ze
vétSina téchto dat pochazi z hostitelské rostliny a jsou balastem. Pokud je z rostlinného
pletiva extrahovana RNA za t¢elem ziskani virové nukleové kyseliny, pak tento extrakt
bude vzdy obsahovat ve vétSinovém mnozstvi nukleové kyseliny rostlinného piivodu

a jen v minimalnim mnozstvi virové nukleové kyseliny.

Na obrazku 3 je graf zobrazujici sumarizovanou distribuci ¢teni ziskanych pomoci HTS
z rostliny jetele lu¢niho (oznaceni vzorku HZ2). Z grafu je patrné, ze pouze 1 % ¢teni ma
virovy puvod a celych 99 % cteni patii rostlin€. Proto je dulezité vénovat metodam pro

pfipravu vstupniho materidlu dostate¢nou pozornost, zvlasté je-li cileno na virova data.

virova cteni —._ ,* mitochondrion

i
\
| “dal3i
7%
l
plastid * &teni s daty rostlinného pavodu
22% *» Cteni s daty virového plvodu
" rRNA
69 %

Obrazek 3: Graf sumarizované distribuce ctent ziskanych sekvenovanim rostliny HZ2
(zdroj: Koloniuk, 2017)
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4.2 Vyzkumny soubor

Jako vyzkumny soubor byla pouzita rostlina jetele lucniho (7rifolium pratense L.)
infikovana RNA viry s riiznymi genomy. Rostlina byla poskytnuta pro vyzkumné ucely
firmou Slechténi jeteld a trav Dr. Hana Jake$ova. Symptomatologicky Ize rostlinu popsat
jako zakrslou, se Zlutymi a nekrotickymi skvrnami na listech a s deformaci listi.

Na obrazku 4 je porovnan habitus zkoumané rostliny se zdravou kontrolou.

- nnef-

control 1 . ‘ control 2

Obrazek 4: Rostlina HZ2 versus zdrava kontrola
(zdroj: Koloniuk et al., 2018)
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Tato rostlina (oznaceni vzorku — HZ2) byla v minulosti podrobena analyze HTS za
ucelem etiologické studie onemocnéni jetele lucniho (Koloniuk et al., 2018). V rostling

bylo nalezeno osm RNA vird s riiznymi typy genomu. Souhrn nalezenych virti je uveden

v tabulce 1.

Pro ucely kvantitativniho porovnani jednotlivych metod obohaceni dsSRNA byly vybrany
ti1 viry zastupujici jednotlivé typy RNA genom:
e ss(+)RNA virus - red clover enamovirus 1 ptibuzny viram z ¢eledi Luteoviridae,
e dsRNA virus — red clover cryptic virus 1 z Celedi Partitiviridae,

e ss(-)RNA virus — red clover associated varicosavirus ptfibuzny virim celedi
Rhabdoviridae.
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4.3 Metody

Pro nésledujici procesy byl z n€kolika listi rostliny jetele lu¢niho HZ2 pfipraven smésny
vzorek. Listy byly vysuSeny lyofilizaci. Experimentalné bylo zjiSténo, Zze 1 g Cerstvého
materidlu po lyofilizaci vazil cca 0,02 g. VysuSené listy byly rozdrceny v tfeci misce
s tlou¢kem po pfidani kapalného dusiku. Smésny vzorek byl potom rozvazen po 0,02 g
do plastovych 2 ml zkumavek a uchovan pfi -70 “Cv hlubokomrazicim boxu do dal§iho

pouziti. Testovanymi metodami byl zpracovan vzdy ve tfech opakovanich (3 extrakty
RNA / metoda).

Nasledujici pasdz o rozsahu 2 stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena pouze

v archivovaném originale bakalafské prace uloZeném na Zdravotné socidlni fakulté JU.
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4.3.2 Izolace dsRNA metodou diferencidlni centrifugace s LiCl

Metodika pro izolaci dsRNA metodou diferencidlni centrifugace s LiCl vychazi

z publikace Diaz-Ruiz et Kaper (1978) a byla upravena pro potieby této prace.

Metoda je zaloZena na faktu, ze pridani soli (LiCl) k extraktu totalni RNA zpisobi, ze

dojde k rozdilné precipitaci jejich slozek v zavislosti na koncentraci této soli v extraktu.

Toho lze vyuzit pro selektivni separaci jednotlivych kyselin postupnym zvySovanim

koncentrace LiCl. Podle autort zminované publikace dochédzi k precipitaci dsRNA,

jestlize finalni koncentrace LiCl v roztoku je 4 M.

Potrebné chemikalie:

chloroform:isoamylalkohol 24:1 (Fluka),

fenol saturovany 0,1 M citratovym pufrem, pH 4,3 (Sigma-Aldrich),
10x STE pufr: 0,1 M NaCl, 0,05 M Tris, 0,001 M Na,EDTA, pH 7,0,
10 % SDS (hmotnost/objem),

4 M LiCl sterilizovany pfes filtr s velikosti pori 0,2 um,

8 M LiCl sterilizovany pfes filtr s velikosti port 0,2 pm,

TURBO DNA-free™ kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific),
ethanol 70 % p.a.

Pristrojova technika:

rotator,
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific),
stolni chlazena centrifuga — Universal 32R (Hettich Zentrifugen),

1,5 ml, 2 ml, 5 ml sterilni zkumavky bez nukleaz.

Pracovni postup:

K 0,02 g lyofilizovaného a rozdrcené¢ho vzorku v 2 ml zkumavce piidat 800 pl
2x STE pufru, fadné protiepat. Pak ptidat 400 ul chloroform:isoamylalkoholu,
600 pl fenolu,100 pl 10 % SDS a protiepat.

Nechat 30 minut togit na rotatoru. Centrifugovat 15 minut / 13 000 g / 4 C.
Odebrat vodnou fazi do Cisté 2 ml zkumavky.

Pridat stejny objem 4 M LiCl. Promichat pfevracenim zkumavky.

Nechat stat ptes noc v chladici mistnosti pii 4 “C v nadobg s ledem.
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e Centrifugovat 15 minut/ 18 000 g/ 4 °C.

e  Odebrat supernatant do ¢isté¢ 5 ml zkumavky.

o Ptidat stejny objem 8 M LiCL

e Nechat stat pfes noc v chladici mistnosti pfi 4 “Cv nddobé& s ledem.

e Centrifugovat 15 minut / 18 000 g / 4 °C.

¢ Odstranit supernatant.

e Pelet omyt 1 ml 70 % ethanolu.

e Po odstranéni ethanolu pelet vysusit v oteviené zkumavce pii pokojové teplote
10 minut.

e Pelet rozpustit v 50 ul DEPC vody.

e Ziskany extrakt RNA kyseliny o3etfit kitem TURBO DNA-free™ pro odstranéni
kontaminujici DNA podle navodu vyrobce.

e Oveéfit koncentraci ziskaného produktu na pfistroji NanoDrop.

e RNA uchovat pii -70 ‘Cv hlubokomrazicim boxu.

4.3.3 OsSetiteni RNA kitem TURBO DNA-free™

Zadnou RNA izolaci nelze vyextrahovat pouze RNA, vZdy se v extraktu nachdzi uréité

mnozstvi DNA. Timto postupem lze odstranit kontaminujici DNA z purifikované RNA.

Pottebné chemikalie:
¢ 10x TURBO DNase pufr,
¢ TURBO DNase,

e DNase inaktivator.

Pristrojova technika:
e minicentrifuga (Hettich Zentrifugen),

o sterilni 1,5 ml zkumavky bez nukleaz.

Pracovni postup:
e Pridat 0,1 objemu 10x TURBO DNase pufru a 1 ul TURBO DNase k RNA
a jemn¢ promichat pipetou.
e Inkubovat 30 minut /37 °C.
e Pridat 0,1 objemu resuspendovaného inaktivatoru a dobfe promichat pipetou.

e Inkubovat 5 minut pii pokojové teploté. BEhem inkubace ob&asné promichat.
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Centrifugovat 1,5 minuty / 10 000 g / pokojova teplota.

Odebrat ¢iry supernatant do ¢isté 1,5 ml zkumavky.

4.3.4 Syntéza cDNA

Pro PCR metody je vychozim materidlem DNA. Proto byla ze ziskanych extrakti RNA

vytvorena jejich komplementarni forma, tedy byla nasyntetizovana tzv. cDNA.

Potrebné chemikalie:

Maxima H Minus reverzni transkriptaza 200 U/ pl (Thermo Scientific),
RiboLock RNase inhibitor 20 U/ pl (Thermo Scientific),

5x RT pufr (Thermo Scientific),

primer Random Hexamer 0,2 pg/ ul (Thermo Scientific),

dNTP Mix 10 mM kazdého (Thermo Scientic).

Pristrojova technika:

termocykler MJ Mini (BIO RAD),

0,2 ml sterilni zkumavky bez nukleaz.

Pracovni postup:

Z jednotlivych RNA extraktli byly vytvoteny jejich cDNA (CEL — ziskané z metody

s celulézou, LIT — ziskané z metody s LiCl). Paraleln¢ byly od kazdého extraktu RNA

vytvofeny tzv. NoRT kontroly k zjiSténi pfipadné kontaminace genomovou DNA, které

obsahovaly stejné komponenty jako cDNA kromé reverzni transkriptazy. Bylo

ptipraveno 20 ul kazdé reakce podle tabulky 2.

Tabulka 2: Reakcni mix pro pripravu cDNA

RNA CEL/LIT 50 ng /200 ng
primer Random Hexamer 1 pl

dNTP Mix 1 ul

DEPC voda do 14,5 nl
Reakéni teplota 65 °C / 5 min

5x RT pufr 4 ul

RiboLock RNase inhibitor 0,5 pl

Maxima H Minus reverzni transkriptaza 1 pl

Reakéni teplota 25 °C / 10 min + 50 “C / 30 min + 85 °C / 5 min

(zdroj: viastni)
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4.3.5 Testovani kvalitativniho profilu RT-PCR metodou

Ve vzorku jetele HZ-2 bylo v minulosti nalezeno pomoci metody HTS osm RNA viri.
Po reverzni transkripci extrakti RNA je mozné PCR metodou detekovat specifické

fragmenty vird.

Potifebné chemikalie:
e SapphireAmp“PCR Master Mix (TaKaRa),
e detek¢ni primery o koncentraci 10 pM,
e GelRed™ (Biotium),
e FastRuler Middle Range DNA Ladder (Thermo Scientific),
e TopVision Agarose (Thermo Scientific),

e 10x TBE puft: 1,0 M TRIS-borat, 20mM EDTA, pH 8,3.

Pristrojova technika:
e termocykler MJ Mini (BIO RAD),
e 0,2 ml sterilni zkumavky bez nukleaz,
e clektroforéza EasyCast B1 (Thermo Scientific),

e transiluminator c150 (Azure biosystems).

Pracovni postup:
Pro test kvalitativniho profilu byla vybrana jedna cDNA CEL a jedna cDNA LIT. Bylo
ptipraveno 15 ul kazdé reakce podle tabulky 3.

Tabulka 3: Reakcni mix pro pripravu PCR reakce

Celuléza LiCl
cDNA 2 pl (natedéné 1:2) 2 pl (natedéné 1:8)
SapphireAmp“PCR Master Mix 7,5 ul 7,5 ul
primer 1 0,75 ul 0,75 ul
primer 2 0,75 ul 0,75 ul
DEPC voda 4 ul 4 ul

(zdroj: viastni)
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Kazdy virus byl detekovan jednou dvojici primeri uvedenych v tabulce 4.

Tabulka 4: Detekcni primery pro jednotlivé viry

. oznaceni . ¢ ne Velikost teplotni
virus . sekvence primeru, 5°- 3 .
primeru amplikonu program
Red clover 1932 | CTATCAATCTGAGGCTGCATC
) 382 b
enamovirus 1 1933 | TTCATAGCCCCAGAACCTAG P
Chickpea 2229 TGAGTTTGGCACTTGATGGTG
chlorotic stunt 349 bp
virus 2230 | CGTTCGGGCCGAGTCTATC
Soybean dwarf SDVf | ACGAATATGGTCGCGGTTAG
) 541 bp
virus SDVr | TCCCCTTGTAGTGGACCTTG 96 °C/30 s +
Red clover 1475 | CTCCTCGTGTGCCAGGAAC AR
enamovirus 2 458 bp o
1479 | GCAGGGACTTCGGAGACAAT +72°C/ 10s)
x 35+
Red clover 1928 | TTCCTCAGTGATGCAAACTTATT 06py | 72C2min
cryptic virus 1 1929 | CTTAAGGCTGATGGGACTAGA P
Red clover 1158 | GTAACACACCTCCATGCGCT
: 360 b
torradovirus 1 1159 | GCGAGAACCCTCAAGCTTCT P
Red clover 1210 | GCTTTGTAGGAGGCCATTGG
. 621 bp
RNA virus 1 1213 | GAAGGTCCAGCCATCCTTGT
1186 | ATCCTCTGGTGACCATGTTC R
Red clover 56 °C/30 s
associated 697bp | 1720 105)
varicosavirus x 35 +
1187 | ACAGATTGGCAAAACAGTGT SO
72°C)2 min

(zdroj: viastni)

PCR produkty byly zkontrolovany nanesenim 3 ul kazdého produktu na 2 % agar6zovy

gel barveny fluorescenéni barvou GelRed™ (1 pl barvy / 10 ml 0,5x TBE). Jako reference
byl pouzit marker FastRuler Middle Range DNA Ladder. Po elektroforéze (96 V /30 min)

byl gel zobrazen pomoci transiluminéatoru s UV pti 302 nm.

4.3.6 Testovani kvantitativniho profilu metodou RT-qPCR

Potrebné chemikalie:

e detek¢ni primery o koncentraci 10 uM,

e 5x HOT FIREpol® EvaGreen®qPCR (Solis BioDyne).
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Pristrojova technika:
e thermocykler C1000™ s Real-Time PCR detekénim systémem CFX96
(BioRad),
e Software BioRad CFX Manager 3.1,
e 96jamkova desticka pro PCR,

e clektronicka pipeta (Sartorius).

Pracovni postup:
Pro ucely kvantitativniho porovnani jednotlivych metod obohaceni dsSRNA byly vybrany
ti1 viry zastupujici jednotlivé typy RNA genom:

e ss(+)RNA virus - red clover enamovirus 1 z ¢eledi Luteoviridae,

e dsRNA virus — red clover cryptic virus 1 z celedi Partitiviridae,

e ss(-)RNA virus — red clover associated varicosavirus z ¢eledi Rhabdoviridae.

Po HTS analyze vzorku HZ2 bylo zji§téno, Ze nejvétsi zastoupeni v poctu ¢teni méla

ribozomalni RNA', proto byla pouZita 26S ribozomélni RNA jako referenéni kontrola.

Pro kazdy analyt byla navrzena jedna dvojice primert, stejn¢ tak byly navrzeny primery
amplifikujici fragment 26S rRNA z jetele. Z dvojice primert byl vytvofen primer mix,
ve kterém kazdy z primert byl v koncentraci 10 pM. Primery byly navrzeny tak, aby
velikost amplikonu byla cca 150 bp. Seznam primert s jejich sekvencemi je uveden

v tabulce 5.

Tabulka 5: Primery pro kvantifikaci pomoci RT-qPCR

. oznaceni . . . velikost
virus . sekvence primeru, 5° — 3 .
primeru amplikonu
red clover 1458 AATGGGAGAGCGACCTTTGG
. 162 bp
enamovirus 1 1444 TCAGAGCGAGGCATTCATGA
red clover cryptic 1630 AACAACGTAGCCACCCGAAA
s 1 149 bp
virus 1631 TCGGCTTGTTCTTCGACCTC
red clover 1394 AGCCCAGGAGTGTTACATTA
associated 122 bp
varicosavirus 1600 AACCTCAATCAAGATGCCATC
26S ribozomalni 1259 CCAAGTCAGACGAACGATTT
138 bp
RNA 1896 TTTTGTGAAGGGTTCGAGTG

(zdroj: viastni)

1 . . T < ’ for .
Obrazek 3 na str. 25 - Graf sumarizované distribuce ¢teni ziskanych sekvenovanim rostliny HZ2
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Pro ptesnéjsi kvantifikaci je potieba znat efektivitu PCR (Taylor et al., 2010). Jako
templat byla pouzita jedna cDNA CEL ze skupiny syntetizovanych komplementarnich
DNA. Z této cDNA byly vytvofeny dvé fedici fady. Redéni bylo navrzeno tak, aby se

hodnoty Ct (cyklus prahu) pohybovaly v obecné doporu¢ovaném rozmezi 10 az 35.

Piiprava prvni fedici rady:
Prvni vzorek byl natedén v poméru 1:5. Kazdy dalsi vzorek byl ziskan fedénim 1:5
z ptedchoziho. Postupné bylo nafedéno sedm vzorki. Tato fada slouzila pro zjiSténi

efektivity PCR pfti pouziti primert pro amplifikaci virovych fragmentd.

Piiprava druhé redici rady:

Prvni vzorek byl nafedén 1:1000. Z n¢j byl ziskan dalsi vzorek fedénim v poméru 1:5
a dale bylo postupovano stejné jako pfi fedéni prvni fady. Postupné bylo nafedéno sedm
vzorkl. Tato fedici fada slouzila pro zjisténi efektivity PCR pifi pouziti primert

amplifikujicich 26S ribozomalni RNA.

Natedéné vzorky byly naneseny na 96jamkovou PCR desticku vzdy ve tiech
opakovanich. Déle byla na desti¢ku nanesena ve tfech opakovanich beztemplatova (NTC)
kontrola a dale NoRT? kontrola pro ribozomalni primery. Na obrazku 5 je zobrazeno
schéma PCR desticky se vzorky. Ty byly naneseny od nejkoncentrovanéjSich (horni
fadek) az po vzorky s nejvétSim fedénim véetné NTC (spodni fadek). Reakce probihala

v objemu 10 pl pfi tomto teplotnim programu:

95 “C/10 min + (95 "C/ 10 s + 60 C/ 20 s + 72 “C/20 s) x 40.

Dale byla piipojena kiivka tani, jejiz analyza probihala pii teplot& 65 “C az 95 “C krokové
p00,5°C/5s.

2 Ptipravena stejnym postupem jako cDNA, ale bez reverzni transkriptazy.
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fedéni 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1:5 A 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1630:1631 1630:1631 1630:1631|1458:1444 | 1458:1444| 1458:1444
1:25 B 1394:1600 | 1394:1600| 1394:1600 | 1630:1631| 1630:1631| 1630:1631|1458:1444 | 1458:1444| 1458:1444
1:125 C  |1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1630:1631| 1630:1631| 1630:1631|1458:1444 | 1458:1444 1458:1444|
1:625 D |1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1630:1631( 1630:1631 1630:1631|1458:1444 | 1458:1444 1453:1444|
1:3125 E  |1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1630:1631| 1630:1631 1630:1631(1458:1444 | 1458:1444 1458:1444|
1:15625 F 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1630:1631| 1630:1631| 1630:1631|1458:1444 | 1458:1444 1458:1444|
1:78125 G |1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1630:1631 1630:1631 1630:1631|1458:1444 | 1458:1444| 1458:1444
H NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC NTC
1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444
1 2 3 4 5 6
1:1000 A |1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 12:;';96 12;‘;:g95 12:::';'895
1:5000 B 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896
1:25000 C  |1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896
1:125000 D [1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896
1:625000 E 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896
1:3125000 F  |1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896
1:15625000 G |1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896
H 125?1395 m';fcms m'gcmss'
1394:1600| Red clover associated varicosavirus
1630:1631| Red clover cryptic virus 1
1458:1444| Red clover enamovirus 1
1259:1896| 26S ribozomalni RNA

Obrazek 5: Rozlozeni vzorkit na PCR destic¢ce pri méreni efektivity PCR
(zdroj: viastni)

Reakéni mix je uveden v tabulce 6. Data byla zpracovéana softwarem BioRad Manager

CFX3.1.

Tabulka 6: Reakcni mix pro RT-gPCR

nafedéna cDNA Sul

5x HOT FIREpol® EvaGreen®qPCR 2 ul

primer mix 10 pM 0,25 ul

DEPC voda 2,75 ul
> 10uL

(zdroj: viastni)
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Po 7zjisténi efektivity PCR byla provedena kvantifikace jednotlivych analyti.
Komplementarni cDNA CEL byly nafedény v poméru 1:200 a cDNA LIT byly nafedény
v poméru 1:10, aby hodnoty Ct pro vSechny stanovované anylyty vychazely v rozmezi
10 az 35. Z kazdé cDNA byly pfipraveny reakéni mixy pro amplifikaci vSech
stanovovanych analytii podle tabulky 6. Dale byly pfipraveny NTC kontroly pro v§echny

dvojice primert a NoRT kontroly pro ribozomalni primery.

Reak¢ni mixy pro amplifikaci jednotlivych analyt byly naneseny na PCR desticku vzdy
ve tfech opakovanich, jednotlivé NTC kontroly a NoRT kontroly ve dvou opakovanich.
Mozné usporadani vzorkd na PCR desti¢ce je zobrazeno na obrazku 6. Radek A az D je
uréen pro reakéni mixy obsahujici cDNA CEL a tadek E az H je urcen pro reakéni mixy
obsahujici cDNA LIT. Reakce probihala v objemu 10 pl pfi stejném teplotnim programu
véetné kiivky tani jako u testu efektivity. Data byla zpracovdna softwarem BioRad

Manager CFX 3.1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
cDNA1 ¢DNA1 CDNA1 cDNA2 cDNA2 cDNA2 CDNA3 CDNA3 cDNA3 NTC NTC NoRT
4 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896
cDNA1 CcDNA1 CDNA1 cDNA2 cDNA2 cDNA2 cDNA3 cDNA3 cDNA3 NTC NTC NoRT
B 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1259:1896
cDNA1 CcDNA1 CDNA1 cDNA2 cDNA2 cDNA2 cDNA3 cDNA3 cDNA3 NTC NTC
¢ 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631
cDNA1 CDNA1 CDNA1 cDNA2 cDNA2 cDNA2 cDNA3 CDNA3 cDNA3 NTC NTC
D 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444
cDNA1 ¢DNA1 cDNA1 cDNA2 cDNA2 cDNA2 cDNA3 cDNA3 cDNA3 NTC NTC NoRT
E 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896 | 1259:1896
cDNA1 ¢DNA1 ¢DNA1 cDNA2 cDNA2 cDNA2 cDNA3 cDNA3 cDNA3 NTC NTC NoRT
F 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1394:1600 | 1259:1896
cDNA1 ¢DNA1 ¢DNA1 cDNA2 cDNA2 cDNA2 cDNA3 cDNA3 cDNA3 NTC NTC
G 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631 | 1630:1631
cDNA1 ¢DNA1 CDNA1 cDNA2 cDNA2 cDNA2 CDNA3 CDNA3 cDNA3 NTC NTC
H 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444 | 1458:1444

1394:1600 | Red clover associated varicosavirus

1630:1631 Red clover cryptic virus 1

1458:1444| Red clover enamovirus 1

1259:1896 | 26S ribozomalni RNA

Obrazek 6: Usporddani vzorkit na PCR desticce pri kvantitativnim mérent
(zdroj: viastni)
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5. Vysledky
5.1 Izolace nukleovych kyselin

Pomoci dvou odliSnych metod bylo ziskdno celkem 6 extrakti RNA obohacenych
o dvouvlaknové RNA (3 opakovani / metoda). Po oSetteni RNA kitem TURBO
DNA-free™ byla ovéfena koncentrace spektrofotometricky pomoci NanoDropu.
Vysledky méfeni jsou v tabulce 7. VSechny extrakty RNA byly pfevedeny do jejich
komplementarni cDNA.

Tabulka 7: Koncentrace jednotlivych extraktit RNA mérené pomoci NanoDropu

Metoda
RNA extrakt afinni celuldzni diferencialni centrifugace
chromatografie s LiCl
opakovani 1 93,0 ng/ul 94,5 ng/ pl
opakovani 2 45,3 ng/ul 106,9 ng/ ul
opakovani 3 68,8 ng/ ul 101,8 ng/ pul

(zdroj: viastni)

5.2 Testovani kvalitativniho profilu metodou RT-PCR

Dvé komplementarni cDNA (jedna cDNA CEL a jedna cDNA LIT) byly testovany osmi
sadami primerd pro amplifikaci fragmentt jednotlivych virti pomoci metody RT-PCR.
Pfitomnost virovych fragmentd byla ovétena pomoci gelové elektroforézy. Foto z gelové
elektroforézy je na obrazku 7. Velikosti jednotlivych banda byly porovnany s velikostmi

amplikont uvedenych v tabulce 4 a byly vyhodnoceny jako pozitivni.
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Afinni celulézni chromatografie

bp marker marker

2000

850

400
100
Diferencialni centrifugace s LiCl

bp marker marker
5000

2000

850

400

100

Obrazek 7: Agarozovy gel zobrazujici kvalitativni profil jednotlivych metod
1, 9 — Red clover enamovirus 1

2, 10 — Chickpea chlorotic stunt virus

3, 11 — Soybean dwarf virus

4, 12 — Red clover enamovirus 2

5, 13 — Red clover cryptic virus 1

6, 14 — Red clover torradovirus 1

7, 15 — Red clover RNA virus 1

8, 16 — Red clover associated varicosavirus

(zdroj: viastni)

5.3 Testovani kvantitativniho profilu metodou RT-qPCR

Aby byla kvantifikace ptesnéjsi, bylo tfeba zohlednit efektivitu PCR reakce pfi pouziti
jednotlivych sad primeri. Efektivita reakce byla softwarem Biorad CFX Manager 3.1
vyhodnocena ze standardnich kiivek. Efektivity reakci pro vSechny sady primert se
pohybovaly v rozmezi 94,5 % az 105,8 %. Jednotlivé hodnoty jsou na obrazku 8, kde jsou

zobrazeny standardni kiivky pro vSechny sady primert.
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A: primery 1458:1444 B: primery 1630:1631

30 A P P S ST P I S R Y T 3 T T T T T T
: : R : e : : : R . :
28 b
26 Leiiiieniidiiiaiians
g 24 Lo
18 +. D T Y S PR PR e | : ; i i
t t f t t t } t t t
1 2 3 4 15 20 25 3.0 3.5 4.0
Log Starting Quantity Log Starting Quantity
O Standard O Standard
X Unknown X Unknown
—— SYBR E=105.8% R"2=0.998 Slope=-3.190 y-int=31.681 —— SYBR E=96.2% R"2=0.991 Slope=-3.416 y-int=41.567
C: primery 1394:1600 D: primery 1259:1896
T T T V I V T T
28 L.
- 26 1
(3}
24 o
22 +
20 +
} } } t + t + +
1 2 3 4 0 1 2 3
Log Starting Quantity Log Starting Quantity
O Standard O Standard
X Unknown X Unknown
—— SYBR E=100.8% R"2=0.999 Slope=-3.304 y-int=33.551 —— SYBR E= 94.5% R"2=0.999 Slope=-3.462 y-int=23.951

Obrazek 8: Efektivita PCR reakce

A: primery 1458:1444 pro Red clover enamovirus 1

B: primery 1630:1631 pro Red clover cryptic virus 1

C: primery 1394:1600 pro Red clover associated varicosavirus
D: primery 1259:1896 pro 26S ribozomdlni RNA

(zdroj: viastni)

Dal8im méfenim byla ziskéna data pro kvantifikaci jednotlivych analytd. Pro ucely této
prace bylo plné dostacujici provést relativni kvantifikaci. Pomoci softwaru Biorad CFX
Manager 3.1 byla vyhodnocena tzv. normalizovana exprese AACt, kterd udava relativni
kvantitu cile normalizovanou k referencni kontrole v sledovaném vzorku. Software tato

data vyhodnocuje podle vzorce:

RQGOI

normalizovana expresego; = W
Ref

e RQ =relativni kvantita,
¢ GOI = zgjmovy gen (Gene of Interest),

e Ref = referenéni kontrola.
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Hodnoty relativni kvantity ACt jsou vyhodnocovéany podle vzorce:

. . Ct MIN — Ct VZOREK
relativni kvantita yzorpkcor = E((;oz )

o E = efektivita sady primert, kde efektivita je upravena vzorcem (% efektivity
*0,01) + 1, kde 100 % efektivita = 2,

e Ct MIN = primér Ct vzorku s nejniz§im primérem Ct pro GOI,

e Ct VZOREK = primér Ct pro vzorek,

e GOI = zgjmovy gen (Gene of Interest).

Ziskana data byla analyzovana dvéma statistickymi testy. Vysledky jsou dolozZeny

v tabulce 8.

Tabulka 8: Hodnoty normalizované exprese a jejich analyza statistickymi testy

Virus normalizovana exprese p-hodnota
celuloza LiCl F-test T-test
cDNA1 0,0013778 0,0010539
Red cl
caciover | DNA2 | 0.0035386 0,0013352 0,021 | 0,438
enamovirus 1
cDNA3 0,0009619 0,0011830
cDNAI 0,0000353 0,0000169
Red cl
cceovel | .pNA2 | 0,0001058 0,0000265 0,072 | 0,265
cryptic virus 1
cDNA3 0,0000310 0,0000330
cDNAI1 0,0000525 0,0000221
Red clover
associated | cDNA2 0,0001350 0,0000283 0,010 0,282
varicosavirus
cDNA3 0,0000310 0,0000294

(zdroj: viastni)

Data pro normalizovanou expresi byla vynesena do grafu, ktery je zobrazen na obrazku
9. Vzhledem k tomu, ze mezi daty pro red clover enamovirus 1 a ostatnimi daty byl
vyrazny rozdil, bylo na ose Y pouzito logaritmické métitko s hodnotami v obraceném

poradi.
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cDNA1 cDNA2 cDNA3 cDNA1 cDNA2 c¢cDNA3 cDNA1 ¢cDNA2 cDNA3 cDNA1 cDNA2 cDNA3 c¢cDNA1 ¢cDNA2 ¢cDNA3 ¢cDNA1 cDNA2 cDNA3
celuloza LiCl celuloza LiCl celuloza LiCl

Red clover enamovirus 1 Red clover cryptic virus 1 Red clover associated varicosavirus

Normalizovana exprese
°

L
—

Obrazek 9: Graf zobrazujici hodnoty normalizované exprese pro jednotlivé pri pouziti afinni celulozni
chromatografie a diferencialni centrifugace s LiCl
(zdroj: viastni)
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6. Diskuse

Pii diagnostice rostlinnych patogenti pomoci HTS je prakticky vyuzito minimum dat
ziskanych z celkového mnozstvi ¢teni. Je to dano tim, Ze vétSina nukleovych kyselin
obsazenych ve vstupnim materidlu pro sekvenovani je rostlinného pivodu. Je tedy
vhodné provést takova opatieni, aby doSlo k obohaceni vstupniho materidlu ve prospéch
virovych nukleovych kyselin. Tato prace vznikala s mySlenkou, Zze metodu afinni

celulozni chromatografie 1ze nahradit metodou diferencialni centrifugace s LiCl.

Aby bylo mozné obé metody porovnat, bylo potieba zajistit stejné kvantitativni
a kvalitativni zastoupeni vSech zkoumanych virli v pocate¢nim materialu. Jako vhodny
kandidat pro testovani byla vybrdna rostlina jetele lu¢niho (7rifolium pratense L.)
s oznacenim HZ2. Z né€kolika listu rostliny byl vytvotfen jeden smésny vzorek a z néj byly
pfipraveny alikvoty pro dalsi postupy. Tato rostlina byla v minulosti analyzovana pomoci
HTS (Koloniuk et al., 2018), a tak jiz byla k dispozici data jednotlivych virti spolu
s primery vhodnymi pro testovani kvalitativniho profilu pomoci RT-PCR

a kvantitativniho profilu pomoci RT-qPCR.

Prvnim krokem bylo ziskat extrakty RNA obohacené o dvouvldknové frakce
z ptipravenych alikvot pomoci dvou testovanych metod. Prvni testovanou metodou byla
afinni celulézni chromatografie. Tato metoda uz ve svém originalnim provedeni od
Morris et Dodds (1979) a Valverde et al. (1986) pracovala s malym mnoZzstvim vstupniho
materidlu. Oproti tomu metoda vyuZzivajici diferencidlni centrifugaci s LiCl od Diaz-Ruiz
et Kaper (1978) byla piivodné provedena ve stondsobném mnozstvi vstupniho materialu

a tuto metodu bylo potieba vyraznéji upravit pro potieby této prace.

Obéma metodami se podafilo ziskat extrakty ribonukleové kyseliny, které po odstranéni
kontaminujici DNA mély koncentraci v rozmezi 45,3 az 106,9 ng/ul. Jednotlivé extrakty
byly pfevedeny do komplementarni cDNA a byly pouZity pro dalsi testovani. Dulezité
bylo pouzit jednotné mnozstvi nukleové kyseliny v ramci jedné metody, aby byla

zajiSténa homogenita srovnavanych dat.

Testovani kvalitativniho profilu bylo provedeno s jednou cDNA z kazdé metody pomoci
RT-PCR. Vzorky byly testovany na pfitomnost osmi vir nalezenych v minulosti pomoci

HTS. Po probéhnuti gelové elektroforézy bylo provedeno vizudlni vyhodnoceni testu.
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Ze snimkl je patrné, Ze byla detekovana ptitomnost vSech sledovanych virt. Lze tedy

fici, ze kvalitativni profil obou metod je shodny.

Kvantitativni profil byl testovan metodou RT-qPCR s relativni kvantifikaci. Pro testovani
byly vybrany tfi RNA viry (ss(+)RNA, ss(-)RNA, dsRNA genom). Vyhodnoceni dat bylo
provedeno pomoci softwaru Biorad CFX Manger 3.1. Pro pfesnéjsi kvantifikaci byla
u jednotlivych sad primert ovéiena efektivita PCR, kterd se pohybovala od 94,5 % do
105,8 %. Po vlastnim testovani software vyhodnotil tzv. normalizovanou expresi, ktera
udava relativni kvantitu jednotlivych vir normalizovanou k referen¢ni kontrole 26S
ribozomalni RNA. Tato data z obou sledovanych skupin byla porovnana mezi sebou

pomoci parametrickych testil pro kazdy virus samostatn¢.

Nejprve byla data testovana Fisherovym F-testem s hladinou vyznamnosti a = 0,05.
Timto testem lze porovnat rozptyly hodnot normalizované exprese porovnavanych skupin
a zjistit, zda je mezi témito daty signifikantni rozdil. Test ukazal, ze data pro red clover

enamovirus 1 a pro red clover associated varicosavirus nebyla homogenni.

Dale byla data testovana T-testem s hladinou vyznamnosti o = 0,05. Testem lze urcit, zda
mezi vybérovymi priméry u sledovanych skupin je anebo neni signifikantni rozdil.

Nejprve byla ur¢ena nulova a alternativni hypotéza:

e Hy: Pii pouziti metody afinni celuléozni chromatografie a diferencialni
centrifugace s LiCl je pomé&r mezi 26S ribozomalni RNA a virovou RNA stejny.
e H;: Pomér mezi 26S ribozomalni RNA a virovou RNA je pii pouziti metody

afinni celul6zni chromatografie a diferencialni centrifugace s LiCl odlisny.

Test ukéazal, Ze mezi metodami neni signifikantni rozdil a potvrdil nulovou hypotézu.
Jestlize mezi testovanymi metodami neni signifikantni rozdil, znamena to, Ze metoda
s diferencidlni centrifugaci s LiCl neni vyrazné lepSi nebo horsi nez v soucasnosti
vyuzivand metoda afinni celulézni chromatografie. Z vysledk uvedenych v tabulce 8
a grafu na obrazku 11 lze ale fici, Ze metoda s LiCl ve srovnani s druhou metodou

poskytovala vice homogenni data.
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7. Zavér

V diagnostice rostlinnych patogenti nachdzi masivné paralelni sekvenovani vyrazné
uplatnéni. Pro pfipravu vstupniho materidlu lze vyuzit vice druhi metod podle tcelu
pouziti. Cilem této prace bylo porovnat kvalitativni a kvantitativni profil metody afinni
celulozni chromatografie a metody s diferencialni centrifugaci s LiCl, z nichZ prvni
uvedend se v soucasnosti vyuzivd k vySe uvedenym ucelim. Pro kvalitativni
a kvantitativni testovani byla vybrana rostlina jetele lu¢niho (77ifolium pratense L.), ktera
byla infikovdna RNA viry s jednovldknovymi a dvouvldknovymi genomy. Uvedenymi
metodami byly z rostliny ziskany extrakty ribonukleové kyseliny. Pomoci metody PCR
bylo zjistén kvalitativni profil obou metod. S vyuzitim metody Real-Time PCR s relativni
kvantifikaci byl vyhodnocen kvantitativni profil obou metod. Z hlediska kvality lze
konstatovat, Ze ob&é metody poskytly shodné vysledky. Po vyhodnoceni kvantifikacnich
dat pomoci softwaru Biorad CFX Manager 3.1 a provedeni statistickych testi lze
konstatovat, ze mezi porovnavanymi metodami nebyl signifikantni rozdil, av§ak metoda
s diferencidlni centrifugaci s LiCl poskytovala vice homogenni data. Pro vyuziti této
metody pro pfipravu vstupniho materidlu pro vysokokapacitni sekvenovani by bylo nutné
dalsi testovani napiiklad na ptitomnost zbytkového lithia, které by mohlo v navazujicich

postupech pulisobit jako inhibitor.
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bp komplementarni par bazi

cDNA komplementarni DNA

cDNA CEL cDNA ziskana z metody s celulozou

cDNA LIT cDNA ziskand z metody s LiCl

Ct cyklus prahu

ddNTP Dideoxyribonukleotid

DEPC diethyl pyrokarbonat

DNA deoxyribonukleova kyselina

dsDNA dvouvlaknova DNA

dsRNA dvouvlaknova RNA

ELISA z angl. Enzyme-linked immunosorbent assay
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SDS dodecylsiran sodny

ssDNA jednovlaknova DNA

ssRNA jednovlaknova RNA
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VANA nukleova kyselina asociovand s virionem
26S rRNA ribozomalni RNA z velké podjednotky rostlinného ribozomu
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