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Souhrn

V teoretické Casti mé bakalarské prace jsem se zaméfila na izolaci celkové RNA z rostlin
pro PCR detekci rostlinnych virti. Zabyvala jsem se vyznamem 1 historii PCR pro detekci
rostlinnych virt, jednotlivymi metodami izolace RNA, komplikacemi provazejicimi tyto

metody i modifikacemi, které tyto komplikace fesi.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na optimalizaci izolace celkové RNA z rostlin pomoci
komer¢nich izola¢nich kit. Jednotlivé izola¢ni kity byly porovnany ve vytézku izolace
RNA a bylo zjisténo, u kterych kit dochazi pii izolaci celkové RNA k preferenci rRNA.
Nejvyssi vytézek izolace RNA prokazaly soupravy Plant/Fungi Total RNA Purification kit
od firmy Norgen Biotek corp., GeneAll Ribospin Plant (pii pouziti pufru REL) od firmy
GeneAll Biotechnology a NucleoSpin RNA plant (pfi pouziti pufru RA1) od firmy
Macherey-Nagel. Nejvyssi preference izolace rRNA K celkové izolované RNA byla zjisténa

u vzorku izolovaného kitem GeneAll Ribospin Seed/Fruit od firmy GeneAll Biotechnology.



Summary

In the theorical part of this bachelor thesis | focused on isolation of total RNA from plants
for PCR-based detection of plant viruses. | described the importance and history of PCR for
detection of plant viruses, isolation methods, complications which might arise with RNA
isolation and a few modifications which were developed to deal with these complications.

Experimental part was focused on optimalizing the total RNA isolation from plants using
comercial isolation Kkits. These comercial kits were compared in amount of RNA isolated
and how much they enriched isolation of rRNA in comparsion with the total RNA. The
results showed that isolation kits Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek
corp.), GeneAll Ribospin Plant (GeneAll Biotechnology) and NucleoSpin RNA plant
(Macherey-Nagel) had the highest amount of RNA isolated. The RNA isolated with kit
GeneAll Ribospin Seed/Fruit had the highest ratio of rRNA in the total RNA.



Na tomto mist¢ bych rada pod€kovala vedoucimu mé prace prof. RNDr. Milanu Navratilovi,
CSc. za odborné vedeni, vécné pfipominky a Cas, ktery mi vénoval. M¢é diky patii i celému
tymu Laboratofe molekularni biologie mikroorganismi za piijemnou atmosféru a pomoc pfi
zpracovani experimentalni ¢asti mé bakalarské prace. Stejné tak dékuji za podporu Interni

grantové agentute Univerzity Palackého v Olomouci (IGA_PrF_2016_003).
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1. Uvod

Izolace celkové ribonukleové kyseliny z rostlin je dulezitym krokem poskytujicim templat
pro detekci rostlinnych vird pomoci RT-PCR. Uspé&sné izolace zavisi na mnoha faktorech,
jednim z nich jsou rizné chemické a fyzikalni vlastnosti rostlinnych organt respektive pletiv.
Izolace je komplikovana rigidni buné¢nou sténou rostlin, v nékterych rostlinnych pletivech
i vysokym obsahem polysacharidi a sekundarnich metabolit, které mohou inhibovat PCR.
K dispozici je pomérné Sirokd Skdla metod pro izolaci RNA, patii zde historicky nejstarsi
izolace  fenol-chloroformovou  metodou, variantou této metody je  pouZiti
cetylmethylammonium bromidu, ktery je vhodny pro odstranéni polysacharidi, podobné
je pouzivan guanidin thiokyanat, chaotropni sul uZzivana pii fenol-chloroformové metodé¢
a adsorpci nukleovych kyselin na oxid kiemicity. Komeréné dostupné kity pro izolaci RNA
urychluji pracovni postup izolace. Metody izolace celkové RNA z rostlin jsou stale inovovany
tak, aby byly ptekonany problémy s inhibitory PCR a byla zajisténa co nejvyssi koncentrace

RNA ve vysoké kvalité, umoziujici citlivou detekei viru.



2. Cile prace

e Vypracovani literarni reSerSe na téma ,lzolace celkové RNA pro PCR detekci
rostlinnych vira®.

e Zvladnuti metod izolace celkové RNA a kvantitativni RT-PCR.

e Izolace celkové RNA z listi mandlon¢ obecné (Prunus dulcis) pomoci komer¢nich

kiti, porovnani vytéznosti a kvality ziskané RNA.
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3. Seznam pouzitych zkratek a symboli

ANOVA - analysis of variance

bp - par bazi

CTAB - cetyltrimethylamonium bromid

DAS-ELISA - double antibody sandwich ELISA

DEPC - diethylpyrokarbonat

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dsDNA - jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina
dsRNA - jednovlaknova ribonukleova kyselina

DTT - dithiothreitol

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay

HSD - honestly significant difference test

LAMP - izotermicka amplifikace zprostfedkovand smyckou
PT- pokojova teplota

PCR - polymerazova fetézova reakce

PEG - polyethylenglykol

PVP - polyvinylpyrrolidon

gPCR - kvantitativni real-time PCR

RNA - ribonukleové kyselina

RN4éza - ribonukledza

rRNA - ribozomalni RNA

RT-PCR - polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci
SDS - dodecylsulfat sodny

SSDNA - dvouvladknova deoxyribonukleova kyselina
SSRNA - dvouvlaknové ribonukleova kyselina

TAE - pufr (tris-acetat-ethylendiamintetraoctova kyselina)
Taq - termostabilni DNA polymeraza

Tris - tris(hydroxymethyl)aminomethan

UV - ultrafialové svétlo
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4. Soucasny stav FeSené problematiky

4.1 Diagnostika rostlinnych vira

Diagnostika rostlinnych virt je ovlivnéna mnoha faktory, jako jsou podminky prostiedi,
symptomy infekce a také druh ¢i kultivar rostliny. Obvykle je pouzivano vice nezavislych
metod K potvrzeni piedpokladané diagnézy, KurCeni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti viru
zpusobujicitho onemocnéni jsou pouzivany molekuldrni diagnostické metody, jako naptiklad
ELISA, RT-PCR, biologické testy atd. Diagnostika umoziuje sledovat, jak dochazi k Sifeni
viru v prostoru a ¢ase. Ze spravné diagnozy vychazi kroky ke kontrole choroby zahrnujici
likvidaci rostlin a piipadné jejich produktt, likvidaci vektorti ptenasejicich virus (aplikace
insekticidii), karanténu nebo volbu rezistentniho kultivaru. Molekularni diagnostické metody
jsou diilezité nejen v laboratotich pro diagnostiku rostlinnych virti a inspek¢nich sluzbach, ale
I v mnoha vyzkumnych programech zkoumajicich jejich etiologii a epidemiologii (Chilvers,
2012).

Vyhodou molekuldrni diagnostiky je rychlost a moznost detekce a identifikace druhu,
pfipadné¢ kmenu daného viru. Sérologie ¢i imunoenzymatické metody jako je ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) jsou Siroce uzivany v diagnostice rostlinnych
patogeni, predevsim K identifikaci rostlinnych viri (Chilvers, 2012). ELISA je rychla metoda
nabizejici moznost prikazu ptitomnosti a ¢aste¢né i kvantifikaci viru v rostlinném pletivu.
Vazbu viru se specifickou protilatkou je mozno detekovat diky znaceni protilatky enzymem,
ktery reaguje se substratem za vzniku barevného, ve vodé rozpustného produktu (Makkouk et
Kumari, 2006). Prvni takto vyuZzitd metoda byla DAS-ELISA (double antibody sandwich
ELISA) v roce 1977 (Clark et Adams, 1977). Dalsi moznosti v diagnostice rostlinnych virt
jsou metody zalozené na nukleovych kyselinach, jako je polymerazova fetézova reakce
(PCR), hybridizace nukleovych kyselin, kvantitativni real-time PCR (qPCR) a izotermicka
amplifikace zprostiedkovana smyckou (LAMP), které mohou zajistit vyssi specifi¢nost

a senzitivitu nez imunoenzymatické metody (Chilvers, 2012).

4.2 Polymerazova fetézova reakce v diagnostice rostlinnych viri

PCR je metoda exponencialni amplifikace specifickych DNA sekvenci in vitro syntézou
DNA. PCR vyvinul Kary Mullis v roce 1983 (Mullis, 1983). Specificnost PCR je zaloZena
na syntetickych oligonukleotidovych primerech, které hybridizuji na viru specifickou
nukleovou kyselinu a definuji konce sekvence, kterd méa byt amplifikovana. PCR nabizi vice

vyhod v porovnéni k tradi¢nim metoddm diagnostiky, jako jsou naptiklad biologické testy
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a ELISA. Ma vysokou citlivost s teoretickym potencidlem detekce jediné molekuly
v komplexni smési bez uziti radioaktivnich sond, je rychld a ma Siroké spektrum aplikaci.
Citlivost PCR byla demonstrovana Saiki a jeho spolupracovniky. S vyuzitim termostabilni
Taq polymerazy pro amplifikaci genu pro B-globin ve zfed'ovaci fadé¢ normalni genomické
DNA spolecné¢ s DNA mutantni bunééné linie s deleci genu pro B-globin v homozygotni
konstituci a detekovali molekulu DNA genu pro B-globin pfitomnou Vv jediné kopii v 10 pg
DNA (Saiki et al., 1988). Podobné jako sérologické metody, uzsi i $irSi selektivita je mozna
V zavislosti na volbé primerti, je mozna detekce jednoho viru nebo vice ¢lenti skupiny
piibuznych vird. Na rozdil od sérologie, kde je nutné vzdy pfipravit nové specifické
protilatky, vyvoje primeru s Sir$i ¢i uzsi specificnosti je dosazeno s nizsi cenou (Henson et
French, 1993). Napiiklad, Sanchez-Navarro et al. (1988) porovnali detekéni limit viru
nekrotické krouzkovitosti slivoné (Prunus necrotic ringspot virus) pomoci DAS-ELISA testu,
u kterého byl detekeni limit v roztoku purifikovaného viru 0,8 az 4 ng/ml, v ptipadé RT-PCR
uvadi detekeni limit 1,28 pg/ml.

Diagnosticka PCR mize byt provedena piimo na virech obsahujicich jednovlaknovou
(ss) DNA ¢i dvouvlaknovou (ds) DNA, zatimco viry obsahujici RNA vyZzaduji krok reverzni
transkripce, kdy dojde k vytvoreni komplementarni cDNA pro PCR amplifikaci (Henson
et French, 1993). Prvni zpravy o vyuziti RT-PCR pro detekci rostlinnych vird a viroidd
se objevily na konci 90. let minulého stoleti. Puchta et Sanger (1989) pouzili PCR k sekven¢ni
analyze minimalniho mnozstvi RNA viroidi. Vunsch et al. (1990) detekovali Bean yellow
mosaic virus v meciku (Gladiolus spp.). RT-PCR se bézné pouziva pro detekci viri ovocnych
stromt, napiiklad Citrus yellow vein clearing virus v citronicich (Citrus limon) (Zhou et al.,
2017), pro detekci vir v druzich a/nebo kultivarech jabloni (Malus), hrusni (Pyrus), slivoni
(Prunus) a pyronii (x Pyronia) Apple chlorotic leaf spot virus, Apple mosaic virus, Apple stem
grooving virus a Apple stem pitting virus (Menzel et al., 2001), pro detekci virt révy vinné
(Vitis vinifera) Arabis mosaic virus, Grapevine fanleaf virus, Grapevine fleck virus,
Grapevine leafroll associated virus-1 a Grapevine leafroll associated virus-3 (Bertolini et al.,
2010).

4.3 Izolace nukleovych kyselin pro PCR detekei rostlinnych viri

Nukleové kyseliny pouzitelné v diagnostice pomoci PCR je mozno izolovat z purifikované¢ho
viru, extraktu z rostlinného pletiva, pudy ¢i virovych vektorti. Templat pro PCR nebo RT-
PCR je izolovana celkovda DNA ¢i RNA z rostliny, dvouvldknova (ds) RNA nebo virové

specificka nukleova kyselina (Khan et Dijkstra, 2002). Cilem izolace je ziskani templatu
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V dostatecném mnozstvi a Cistot¢. PCR ma wvysokou citlivost, proto sta¢i pikogramy
templatové nukleové kyseliny (Henson et French, 1993). Pozadavky pro izolaci nukleovych
kyselin vhodnych pro PCR se lisi dle druhu rostliny, kultivaru, typu pletiva a také typu virové
nukleové kyseliny (Khan et Dijkstra, 2002). Vzhledem Kk tomu, ze vétSina rostlinnych virt

jsou RNA viry, budu se dale zabyvat jen izolaci RNA.

4.4 1zolace celkové RNA

RNA je nestabilni molekula, ktera je po extrakci z bun¢k velmi snadno degradovana.
Je nékolik typi pfirozené se vyskytujici RNA v buiice, zahrnujici ribozomalni RNA (80
az 90 % bunécné RNA), medidtorovou RNA (2,5 az 5 %) a transferovou RNA (Buckingham
et Flaws, 2007). RNA z rostlinného pletiva musi byt uvolnéna a oddélena od bunéénych
slozek. Prvnim krokem byva homogenizace a 1yze bunék. Jedna z nejcastéji uzivanych metod
pro rozruseni bun&cné stény je zmraZeni pletiva v tekutém dusiku a rozetfeni na prasek
ve tfeci misce (Tan et Yiap, 2009). Pletivo je po celou dobu zmrazené, diky ¢emuz jsou
ribonukledzy neaktivni. U odolnéjSich rostlinnych pletiv I1ze vzorek smichat s extrakénim
pufrem a pouzit homogenizator. Pfidavek chaotropnich latek do extrakéniho pufru usnadiuje
rozruSeni bunétné stény oslabenim kiizovych vazeb v matrix bunétné stény, zatimco

ptidavek detergentl slouzi k rozpousténi membran (Krieg, 1996).

Pro zajisténi RNA dobré kvality a zabranéni degradaci je nutno béhem procesu izolace RNA
I po izolaci chranit vzorek pied ucinky ribonukleaz (RNaz). Zdrojem RNaz, které se nachazeji
ve vzduchu, na povrSich, na pokozce 1 v télovych tekutinach, jsou mikroorganismy. Je nutno
pracovat Vv ochrannych rukavicich a pravidelné¢ je ménit, RNazy z povrchu kize mohou
byt snadno pieneseny na pipety, mikrozkumavky ¢i reagencie. Pipetové Spicky
a mikrozkumavky by meély byt oznaCeny vyrobcem jako ,RNase-free”. Autoklavovani
je jedna z moznosti, jak sterilizovat pipetové $picky, ale nezarucuje, ze byly RNazy zcela
inaktivovany. Voda zbavena RNaz je komeréné dostupna nebo byt piipravena pomoci
diethylpyrokarbonatu (DEPC). Po izolaci je RNA chranéna skladovanim v - 80 °C (Carson
et al., 2012) a pfidavkem inhibitord RNaz.

Nejen pro potieby PCR, ale také pro dalS$i metody molekuldrni biologie je potieba izolovat
cistou RNA vysoké kvality. Bylo publikovéno velké mnozstvi protokolil a jejich modifikaci

a jsou dostupné i komer¢ni kity pro izolaci RNA z rostlinnych pletiv (Ghawana et al., 2011).
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4.5 Fenol-chloroformova metoda izolace RNA

Nektera organicka rozpoustédla mohou disociovat RNA od proteinu a vyuzitim rozdilu
V hydrofobicit¢ mezi RNA a proteinem je mohou rozdé€lit mezi dvé faze. Nejcastéji uzivana
latka pro tyto Gcely je fenol (Krieg, 1996). V roce 1956 Kirby pouzil fenol pro separovani
nukleovych kyselin od proteinti. Bunéény lyzat je dukladné promichan s roztokem fenolu
nebo fenol-chloroformu, suspenze je centrifugovana, ¢imz je oddélena spodni organicka faze
tvofend fenolem a horni vodna faze s nukleovymi kyselinami, na rozhrani téchto fazi
se nachazeji vysrazené proteiny (Sambrook et Russel, 2001). Nukleové kyseliny obsazené
V horni vodné fazi jsou v dal§im kroku vysrazeny pomoci ethanolu nebo isopropanolu
nebo vysokou koncentraci soli (Buckingham et Flaws, 2007). Pro izolaci RNA se pouZziva
sme&s fenol-chloroformu kalibrovana na pH 4,5, pti tomto pH pifechazi DNA do organické
faze. Izolace s pomoci fenolu ma své vyhody i nevyhody. Fenol absorbuje pii 260 i 280 nm
(Mikkelsen, 2004), coz mize vést k ovlivnéni métfeni koncentrace RNA na spektrofotometru.
Zaroven je fenol hotlava, Zirava a toxicka sloucenina, ktera inhibuje PCR. Pfi pouziti fenolu

nedochazi zcela k inhibici RNaz (Sambrook et Russel, 2001).

4.6 Varianta fenol-chloroformové metody izolace RNA s pouzitim CTAB
Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB) je silny neionogenni detergent, ktery srazi nukleové
kyseliny a kyselé¢ polysacharidy zroztokti s nizkou iontovou silou, pficemz proteiny
a neutralni polysacharidy zGstavaji za téchto podminek v roztoku (Sambrook et Russel, 2001).
V roztoku s vyssi iontovou silou nebude CTAB srazet nukleové kyseliny a bude tvofit
komplexy s proteiny. Proto je CTAB vhodny pro purifikace nukleovych kyselin z organismt
produkujicich znaéné mnoZzstvi polysacharidli, jako jsou nékteré gram-negativni bakterie
a hlavné rostliny (Sambrook et Russel, 2001). V dalsich krocich metoda vyuziva organicka
rozpoustédla a precipitaci ethanolem, nerozpustné Castice jsou odstranény centrifugaci,
proteiny jsou odstranény smisenim s chloroformem a centrifugaci (Sambrook et Russel,
2001). Nukleové kyseliny jsou poté vysrdzeny a dostateCné promyty, aby byly odstranény
kontaminujici soli (Tan et Yiap, 2009). Izolace s CTAB byla poprvé vyuzila pro izolaci DNA
ze semen jeCmene (Doyle et Doyle, 1987), vyuzivajici pufracni systém podle Saghai-Maroof
et al. (1984).
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4.7 Extrakce RNA guanidinthiokyanatem

Guanidin thiokyanat (guanidin isothiokyanat) je silna chaotropni stl rozpoustéjici vétSinu
bunéénych slozek, uvoliiuje RNA a inhibuje ribonukleazy. Pouziti pro izolaci RNA bylo
poprvé pouzito Ullrichem et al. (1977). Siroce uzivana je metoda podle Chirgwina (Chirgwin
et al., 1979): pletiva jsou homogenizovana v pufru obsahujicim guanidin thiokyanat,
0,5% sodiumlauroyl sarkozin a p-merkaptoethanol. Vysledny homogenat je navrsten na
gradient chloridu cesného a RNA je pies noc centrifugovana na sediment. Alternativou
centrifugace muze byt precipitace pomoci ethanolu z lyzaéniho roztoku a opakovana
reprecipitace po rozpusténi v roztoku guanidin hydrochloridu. Ultracentrifugace je spolehliva
metoda pro ziskani RNA vysoké kvality pro libovolné ucely, avsak je ¢asove naro¢na a pocet
vzorkl je limitovan kapacitou centrifugy (Macfarlane et Dahle, 1998). Guanidin thiokyanatu
je pouzito v guanidin thiokyanat—fenol-chloroformové extrakci, principem je oddéleni RNA
od DNA po extrakci kyselym roztokem skladajicim se z guanidin thiokyanatu, octanu
sodného, fenolu a chloroformu, RNA nachazejici se ve vodné fazi je srdzena pomoci

isopropanolu (Chomczynski et Sacchi, 1987).

Guanidin thiokyanat je soucasti bézn€ pouzivaného komercéné dostupného TRIzol reagent
(Invitrogen). Pivodné byl vyvinut pro zivo¢isné tkané, obzvlasté ty bohaté na RNazy, ale je
pouzitelny i pro rostlinna pletiva (Ding et al., 2007). TRIzol slouzi k simultanni izolaci RNA,
DNA i proteinti z biologickych vzorkd. Hlavnimi slozkami je fenol a guanidin isothiokyanat,
TRIzol je pouzivan pro izolace z lidskych, Zivoc¢iSnych, rostlinnych, kvasinkovych
nebo bakteridlnich bunck (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15596026,
navstiveno 30. 4. 2017).

4.8 Adsorbce RNA na oxid kiremicity v roztoku chaotropni soli

V piitomnosti vysSich koncentraci chaotropniho ¢inidla guanidin thiokyanatu se nukleové
kyseliny vazi na oxid kfemicity ve form¢ sklenénych nebo silikatovych ¢astic (Boom, 1989).
Metoda je uZivdna ve zna¢ném mnozstvi komeréné€ dostupnych kit pro izolaci nukleovych
kyselin. Oxid kiemiCity je pouzivan jako Castice v suspenzi nebo je pfitomen v kolonce.
Béhem procesu izolace se nukleova kyselina pfichyti na oxid kfemicity, zbytek roztoku je
odstranén centrifugaci (Boom, 1989). K eluci nukleovych kyselin z ¢astic dochéazi roztokem,

V némzZ nejsou piitomny chaotropni soli.
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4.9 Komer¢ni kity pro izolaci RNA

Pro izolaci RNA jsou vyrdbény komercni kity riznymi biotechnologickymi firmami po celém
svété, mezi nejvyznamnéjsi patii naptiklad Macherey-Nagel a Qiagen s ustiedim spole¢nosti
v Némecku, GeneAll Biotechnology s ustfedim v Jizni Koreji, Norgen Biotek corp. s ustiedim
v Kanadé¢ a dalsi. Kit je souprava obsahujici roztoky, zkumavky a kolonky pro ptimé pouziti.
Principem izolace RNA v kitech je adsopce na fritu s oxidem kiemicitym. Komer¢ni kity
nemusi byt vhodné pro rostliny svysokym obsahem polyfenolickych sloucenin
a polysacharidi a také mohou byt relativné drahé (Li et al., 2008), ale pracovni postup

je vétsinou rychly a vhodny pro rutinni izolace.

Jako ptiklad RNA izolac¢niho kitu Ize uvést RNeasy Plant Mini kit od firmy Qiagen, ktery
poskytuje kolonky QIAshredder pro homogenizaci a filtraci rostlinnych lyzati
mikrocentrifugaci v kombinaci s RNeasy Mini spin kolonkami pro RNA purifikaci. RNeasy
technologie kombinuje lyzi bunék s guanidium isothikyanatem a purifikaci na kolonkach
se silikatovymi membranami. Rezidualni zbytky DNA mohou byt odstranény DNazou béhem

izola¢niho procesu. (https://www.giagen.com/us/shop/sample-technologies/rna/total-

rna/rneasy-plant-mini-Kit/#orderinginformation, navstiveno 30. 4. 2017).

4.10 Modifikace protokolu k izolaci RNA
Obecnym problémem pii izolacich RNA pro PCR detekci rostlinnych viri jsou inhibitory

PCR, obsazené ve formé fenolickych sloucenin v rostlinach i jako soucast reagencii
uzivanych k izolacim (organicka rozpoustédla a fenol). Mackenzie et al. (1997) vylepsili
RNA extrakci z dfevin pro RT-PCR detekei virovych patogenti. Zména spociva v modifikaci
lyza¢niho pufru vyrobce komercniho kitu, do kterého byl pfidan polyvinylpyrrolidon (PVP)
a pH upraveno na 5,0 pomoci 0,2 mol/l octanu sodného. Komerén& dostupny RNA izola¢ni
kit (RNeasy mini kit, Qiagen) s vyse uvedenou modifikaci byl pouzit pro detekci riznych virt
V hostitelskych rostlinach jabloni (r. Malus), slivoni (r. Prunus), hrusni (r. Pyrus) a révy vinné
(Vitis vinifera). Metoda byla uspé$né pouzita pro detekci pomoci RT-PCR naptiklad
pro Apple stem grooving virus, Apple stem pitting virus, Prunus necrotic ringspot virus
Vv jejich hostitelich, pficemZz metoda vykazala stejnou efektivitu pii extrakci virové RNA
jak z listt, tak kveétd. Komer¢ni kit je snadno dostupny, vylepSena izolace zmiriuje Géinky

inhibitori PCR, je jednoducha a rychla.
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Fenol-chloroformova metoda je sice ucinna, ale vyzaduje zachazeni s toxickymi latkami.
Fenol je zirava, toxicka a zdravi Skodliva slou¢enina (Anonymous, 2013), chloroform je
drazdivy a zdravi skodlivy (Anonymous, 2012a). Kundu et al. (2003) vytvotili protokol pro
izolaci RNA bez pouziti fenol-chloroformu, ve které nasledné detekovali Apple stem pitting
virus a Apple stem grooving virus ve dfevinach. Listy se symptomy pfitomnosti viru byly
homogenizovany s DEPC-oSetfenou vodou, tyto homogenaty byly cetrifugovany
a supernatanty byly pfemistény do Cistych zkumavek aroziedény bud v Tris-KCIl-MgCl,-
DTT pufru (50 mmol/l Tris-HCI pH 8.3, 75 mmol/l KCI, 3 mmol/l MgCl, and 10 mmol/Il
DTT) nebo v 1% Triton X-100 pfipraveném v DEPC oSetiené vodé. Mikrozkumavky
s homogenatem byly vlozeny do ledu na pét minut a poté byl homogenat pouzit pro RT-PCR.
Supernatanty pochéazejici z jablong doméci (Malus domestica) byly fedény 107, supernatanty
z tabaku (Nicotiana occidentalis) a merliku &ilského (Chenopodium quinoa) byly fedény 10
az 10, Tento protokol byl porovnan s klasickou fenol-chloroformovou metodou. Virus byl
detekovan pomoci RT-PCR u RNA zobou izolac¢nich protokoli, avsak modifikovany
protokol se projevil jako jednodussi a vhodny pro rutinni detekci viru. Protokol nevyzaduje
dalsi krok RNA purifikace pro pouziti v RT-PCR, neni nutné zachazeni s fenolem
a chloroformem, oproti fenol-chloroformové metodé vykazuje vysokou ucinnost detekce

a umoziuje detekci viru v nizké koncentraci.

Komer¢ni izolaéni kity jsou pro izolaci RNA ucinné a oblibené, av§ak mohou byt pomérné
drahé. Zacharzewska et al. (2014) vytvofili adaptaci protokolu silica capture jakoZto
alternativu ke komerénim izola¢nim kitim, kterou vyuzili pro PCR detekci Potato virus Y.
Suspenze silikatovych ¢astic byla piipravena dle Booma (Boom et al., 1990) a izolace
provedena podle Malinowski (1997). Metoda kombinuje denaturacni vlastnosti guanidin
thiokyanatu, ktery zaroven inhibuje RNazy (Chomczynski et Sacchi, 1987) a schopnost
silikatovych c¢astic vazat nukleové kyseliny v pfitomnost chaotropnich soli (Marko et al.,
1982). V porovnani s komer¢nimi izola¢nimi kity byla RT-PCR provedena na RNA izolované
touto metodou stejné citliva nebo citlivéjsi nez RNA izolovana pomoci komeréné dostupnych

kith a cena za izolaci byla niZzsi.

Diagnosticky problém piitomnosti sekunddrnich metabolitii rostlin a kontaminaci mezi vzorky
fesili Li et al. (2008). Jejich postup kombinuje modifikovany CTAB protokol se semi-
automatickych homogenizatorem (FastPrepR instrument). VyuZziti homogenizatoru misto

drceni v tekutém dusiku pomoci tfeci misky s tlouckem by mélo omezit kontaminaci mezi

vzorky. Rostlinné pletivo bylo smiseno s CTAB pufrem (2% CTAB, 2% PVP-40, 100 mmol/Il
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Tris — HCI, pH 8,0, 1,4 mol/l NaCl, 20 mmol/l EDTA, 0,2% 2-merkaptoetanol) a ponechano
pfi -20 °C 5 az 15 minut, dokud nebyl homogenat ¢astecné zmrazen. Poté byly vzorky
homogenizovany pomoci FastPrepR Instrument (Savant Instruments, Inc., Holbrook, NY,
USA). Homogenat byl centrifugovan pét minut, supernatant byl smisen se smési
chloroformu/isoamylalkoholu (24:1). Smés byla centrifugovana deset minut, supernatant byl
smisen s isopropanolem a smés byla opét centrifugovana 10 minut. Pelet byl promyt 70%
ethanolem, vysusen a rozpustén ve 20 mmol/l Tris HCI, pH 8,0. Extrakty pfipravené¢ pomoci
modifikované CTAB izolace a RNeasy kitem byly porovnany pomoci RT-PCT v detekci
virovych patogenti. Byla porovnéana tspésnost detekce 28 druht virti v riznych hostitelich. 27
druhtt virt bylo identifikovano Vv RNA ziskanou RNeasy izolacnim kitem, tak
I modifikovanou CTAB izolaci. Pouze Blackcurrant reversion virus byl detekovan pomoci
modifikované CTAB izolace, RNA izolovana komerénim RNeasy kitem pro detekci viru

nestacila.

Sekundéarni metabolity rostlin interferuji sizolaci RNA hlavné u postupti uzivajicich
guanidinové soli, tato interference byla pozorovana obzvlast’ u léCivych rostlin jako je reven
(Rheum australe) a arnébie (Arnebia euchroma). Ghawana et al. (2011) vyiesili tuto
interferenci vyuzitim principu fenolové metody bez guanidinovych soli, fenol byl zvolen jako
silny denaturant proteinti a spoleéné s SDS a EDTA jako inhibitor RNaz. pH bylo udrzovano
na kyselych hodnotach, aby umoznilo dostatecné rozdéleni RNA do vodné faze a ponechani
DNA ve fenolické fazi. Tento protokol tvofi prostiedi, ve kterém nedochazi k oxidaci
fenolickych sloucenin a vede k jejich odstranéni z extrakéniho média. Rostlinné pletivo bylo
homogenizovano v tekutém dusiku a béhem homogenizace k nému byl pfidavan roztok I
(fenol saturovany Tris/HCI pufrem na pH 6,7 a smiseny s dodecylsiranem sodnym
0 koncentraci 0,1%, octanem sodnym a ethylendiamintetraoctovou kyselinou 0,01 mol/l o pH
8,0). Poté byla pfidina DEPC-oSetiend voda a byla tfenim smisena s homogenatem.
Homogenat byl ponechan pét minut pii pokojoveé teploté, poté centrifugovan. Supernatant byl
smisen s isopropanolem, zvortexovan, ponechan 10 minut pii pokojové teploté a poté
centrifugovan. RNA pelet byl promyt 70% etanolem, vysusSen a rozpustén v DEPC oSetfené
vodé€. Protokol byl uspésné pouzit pii izolaci celkové RNA u devatenéacti druhii rostlin

a izolovanou RNA byla vhodna pro dalsi aplikace vcetné RT-PCR.
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4.11 lzolace RNA a odstranéni inhibitori PCR

Rutinni diagnostika vyzaduje ziskani nukleové kyseliny vysoké kvality bez inhibitord PCR.
Pfitomnost ¢i nepfitomnost inhibitori PCR lze wur¢it provedenim PCR s extraktem
z neinfikovaného pletiva. Vyskyt PCR inhibitorit byl prokdzan v listech bananovniku
(r. Musa), kakaovniku pravého (Theobroma cacao) a paprik (Capsicum spp.), v listech
a semenech podzemnice olejné (Arachis hypogaea) a fazole (Phaseolus spp.), v bulvach fepy
(Beta vulgaris), v hlizach meciku (Gladiolus spp.) a brambor (Solanum tuberosum) (Rowhani
et al., 1993, De Blas et al. 1994, Saiz et al., 1994, Thomson et Dietzgen, 1995, Singh et
Singh, 1996, Hoffmann et al., 1997).

Obzvlast’ dulezité je béhem izolace RNA odstranit inhibitory PCR v ptipad¢ révy vinné (Vitis
vinifera) (Brandt et al., 1995) a ovocnych stromd jako jsou jabloné (r. Malus), slivoné
(r. Prunus) a hrusné (r. Pyrus) (Korachineck et al., 1991). Vétsina standardnich metod
pro extrakci nukleovych kyselin neodstrafiuje kontaminujici rostlinné polysacharidy nebo
fenolické slouceniny, které maji inhibi¢ni efekt béhem nasledné PCR (Henson et French,
1993). Fenolické slouc¢eniny jsou oxidovany a tvoii quinony, které se vazou k RNA a ptekazi
béhem RNA izolace ¢i nasledujicich aplikaci. Sekundarni metabolity precipituji s RNA
a ovliviuji vytézek, kvalitu a interferuji s dalSimi aplikacemi (Bugos et al., 1995, Ghawana et
al., 2011).

Pokusy o ptekondni tohoto omezeni zahrnuji vyvoj komplikovanéjSich extrakénich metod,
které vyuzivaji polyvinylpyrrolidon (PVP) nebo kation-vyménné pryskyfice slouZici
k chelataci polyfenolickych slou¢enin. Vyuziti specializovanych polymerovych matric, které
ireversibilné adsorbuji slouceniny s inhibiénim efektem, spole¢né s polyethylenglykolovou
(PEG) precipitaci nukleovych kyselin jako alternativou k ethanolové precipitaci nukleovych
kyselin, bylo popsano pii izolaci RNA pro RT-PCR detekci Prune dwarf ilarvirus
v peckovinach (Parakh et al., 1995). Modifikovana RT-PCR technika, pfi niz je virova RNA
izolovana pfimo z virovych ¢astic navazanych na protilatku, byla také popsana jako metoda
pro zmirnéni efektu PCR inhibitord (Minafra et al., 1994). Pridavek kyseliny citronové
v extrakénim pufru zabraiuje tmavnuti extraktu zbrambor a neutralizuje Kkyselinu

chlorogenovou, hlavni slozku fenolickych slouc¢enin (Singh et al., 1998).
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4.12 Hodnoceni kvality izolované RNA

Ke zhodnoceni kvantity a Cistoty extrahované RNA se nutno ziskat hodnoty absorbance
pii vinovych délkach 260 a 280 nm. Méfeni pii 260 nm umoznuje vypocet koncentrace RNA
obsazené¢ ve vzorku. Namétend absorbance rovna 1 odpovidéa ptiblizné¢ 40 pg/ml ss RNA.
Pomér absorbanci 260/280 nm a umoziuje odhad miry &istoty RNA. Cisty vzorek RNA
by mél mit pomér absorbanci naméfenych vinovych délek pii 260 nm a 280 nm (Azs0/Azs0)

mezi 1,8 a 2,0. Pokud je zde ptitomna kontaminace proteiny ¢i fenolem, hodnota Ago/Azgo

v

4.13 Kvantitativni real-time RT-PCR

Kvantitativni real-time PCR je spolehlivd metoda pro detekci a stanoveni mnozstvi produkta
generovanych v kazdém cyklu PCR, které jsou pfimo imérné mnoZstvi templatu na zacatku
PCR (Arya et al., 2005). Holland et al. (1991) demonstrovali exonukleazovou aktivitu
ve sméru 5'—3" DNA polymerazy (Taq polymeraza), termostabilniho enzymu ziskaného
z Thermus aquaticus. Taktéz poukazali, Ze odstépeni sondy béhem PCR 5" exonukleazovou
aktivitou muze byt pouzito k detekci amplifikace specifickych produktd. Navrhli
oligonukleotidovou znacenou sondu, kterd béhem PCR hybridizovala s cilovou sekvenci.
Sonda byla znadena radioaktivnim izotopem fosforu *P na 5’ konci a zaroveii bylo
znemoznéno prodluzovani sondy na 3° konci, aby nemohla fungovat jako primer. Sonda
nahybridizovana na vlakno produktu PCR byla degradovana béhem amplifikace ve sméru
5'—3" S5’exonukledzovou aktivitou Taq DNA polymerdzy. Sonda byla degradovana
na fragmenty pouze tehdy, kdyz byla cilova sekvence amplifikovana. Po probéhnuti PCR byla

zjisténo mnozstvi rozstépené sondy chromatografii na tenké vrstve.

Dvojité znacené oligonukleotidové sondy nevyzaduji zpracovani po prob&éhnuti PCR (Lee
etal.,, 1993), produkce amplikoni je monitorovana v jejim pribéhu. U téchto sond
je reportérem fluorescenéni znaceni na 5" konci a zhase¢ fluorescen¢niho znaceni na 3" konci.
Dokud je sonda intaktni, blizkost zhaseCe znac¢né snizuje fluorescenci emitovanou
fluorescenénim znacenim. Fluorescecni signal je emitovan pouze po rozstépeni sondy,
zalozené na principu fluorescenéniho rezonan¢niho pfenosu energie (Zamecnick et al., 1988).
Je vyvinuto vice repotérovych systému, napiiklad SYBR Green, TagMan sondy, Scorpion
sondy, a dalsi. Fluorescen¢ni barvivo SYBR Green se vaze na dvouvlaknovou DNA
interkalaci a po excitaci zdrojem zafeni emituje fluorescenci piiblizn¢ 1000x siln&jSi nez
vV nenavazané form¢. Po kazdé denaturaci jsou molekuly SYBR Greenu uvolnény a opét

interkalovany, kdyZ je nasyntetizovan novy fetézec DNA. TagMan sonda je citlivéjsi a
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eliminuje  formovani  nespecifickych  produktd, avSak  vyzaduje  specifickou
oligonukleotidovou sekvenci pro kazdy gen, ktery ma byt kvantifikovan. Fluorescencni
barvivo SYBR Green manevyhodu ve vazbé na dimery primera a dalsi nespecifické
produkty, ale je levné&jsi a pouzitelné pro kterykoliv DNA templat (Carson, 2012). At uz je
pouzit kterykoliv z dostupnych reportéru, pro sledovani emise fluorescence béhem PCR je

nutny modifikovany termocykler (Arya et al., 2005).

V experimentech zahrnujicich kvantitativni real-time PCR se vyskytuji chyby kvili rozdilim
ve kvalit¢ RNA nebo v rozdilu uc¢innosti cDNA syntézy a PCR amplifikace. Pro minimalizaci
téchto chyb se uziva interni kontrola s bunécnou RNA, kterd je amplifikovana zaroven
s cilovou molekulou. Nejcastéji uzivané geny slouzici jako interni kontrola jsou house-
keeping geny, jako je B-aktin, cytoskeletarni proteiny, glykolytické enzymy a ribozomalni
RNA (rRNA). V buiice by mélo dochazet k expresi téchto genii na pfiblizné stejné trovni
ve v§ech fazich vyvoje organismu (Arya et al., 2005). Kvantitativni RT-PCR je citliva metoda
kombinujici reverzni transkripci a real-time PCR amplifikaci, jeji Castou aplikaci je pouziti
v analyze genové exprese (Arya et al., 2005). V rostlinné virologii je ¢asto uzivana, napiiklad
Veetil et al. (2016) detekovali Strawberry necrotic shock virus v jahodniku obecném
(Fragaria vesca) pomoci kvantitativni RT-PCR, Harper et al. (2010) vyuzil kvantitativni RT-
PCR pro detekci Tomato black ring virus v merliku ¢ilském (Chenopodium quinoa).
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5. Material a metody

5.1 Biologicky material

Listy mandlon¢é obecné (Prunus dulcis), odbér 28. 7. 2015 v Hornich Véstonicich.

5.2 Pouzité chemikalie

Agarose I (Ambresco, katalogové ¢islo: 9012-36-6)

DNA Gel Loading Dye 6X (Thermo Fisher Scientific, katalogové ¢islo: R0611)
Deionizovana voda

GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas, katalogové ¢islo: SM0241)
GoodView Nucleid Acid Stain (SBS Genetech, katalogové ¢islo: HGV2)
MyTaqg One-Step RT-PCR Kit (Bioline, katalogové ¢islo: BIO-65049)

SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, katalogové ¢islo: S7563)
B-merkaptoethanol (SERVA, katalogové Cislo: 28625.02)

70% ethanol (Lach-Ner, katalogové ¢islo: 20025-A96-M1000-1)

99,8% ethanol (Lach-Ner, katalogové ¢islo: 20025-U99-M1000-1)

5.3 Pouzité izola¢ni Kity

GeneAll Ribospin Plant (GeneAll Biotechnology, katalogové ¢islo: 307-150)
GeneAll Ribospin Seed/Fruit (GeneAll Biotechnology, katalogové ¢islo 317-150)
NucleoSpin RNA plant (Macherey-Nagel, katalogové ¢islo: 740955.10)

RNeasy plant mini kit (Qiagen, katalogové ¢islo: 74904)

Plant/Fungi Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek, katalogové Cislo: 25800)

5.4 Pouzité roztoky a jejich sloZeni
5x TAE pufr (pH 8; 1000 ml, Tris - 24,2 g, ledova kyselina octova - 5,71 g, 0,5 mol/l EDTA
- 10 ml), dale natfedéno na 1x TAE pufr

5.5 Pouzité pristroje

Analytické vahy 440-33 N (Kern)

Termoblok DRI-BLOCK® DB-20 (Techne)
Centrifuga Biofuge pico (Heraus)

Vortex TTS 2 Yellowline (Maneko)
Elektroforeticka komtirka HU 10 (Scie-Plas)
Homogenizator FastPrep-24 (MP Biomedicals)
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Mikrovlna trouba (DAEWOO)

Minicentrifuga SpectrafugeTM 16M (Labnet)

NanoDrop 1000 Spectrofotometer (Thermo Fisher Scientific)

Laminarni box PV-100 (Telstar)

Ptistroj na vyrobu ledu Icematic F100, Compact Ice flakem (Gemini BV)
Zdroj stejnosméerného napéti Power Station 300 (Labnet)

UV transluminator G:Box, dokumentaéni systém GeneSnap (Syngene)
Software RotorGene R6 - 3000A (Corbett Research)

Termocyklér RotorGene R6 - 3000A (Corbett Research)

5.6 Izolace celkové RNA
Izolace celkové RNA pomoci kitu GeneAll Ribospin Plant (GeneAll Biotechnology):

10 mg segment lyofilizovaného listu byl homogenizovan ve 2 ml mikrozkumavce
s ptfidavkem 350 pl pufru RPL v homogenizatoru a poté 3 minuty inkubovén pii pokojové
teploté (PT). Mikrozkumavka s lyzatem byla centrifugovana pii 10 000 g (30 sekund, PT).
Lyzat byl pfemistén do mikrozkumavky s EzPure filtrem, pfi¢emz nebyl poskozen vznikly
pelet na dné mikrozkumavky. Mikrozkumavka byla centrifugovana pii 10 000 g (30 s, PT).
Supernatant byl premistén do 1,5 ml mikrozkumavky, bylo k nému napipetovano 350 ul 70%
ethanolu a smés byla promisena pipetovanim. Tato smés byla pfepipetovana na mini spin
kolonku, centrifugovana pii 10 000 g (30 s, PT). Po centrifugaci byla odstranéna kapalina,
ktera protekla kolonkou. Na mini spin kolonku bylo napipetovano 500 pul RBW pufru
a mikrozkumavka byla centrifugovana pii 10 000 g (30 s, PT) Po centrifugaci byla odstranéna
kapalina, ktera protekla kolonkou. Na stfed mini spin kolonky bylo napipetovano 70 pl
reakéni smési DNazy I (pro vytvofeni reakéni smési DNazy [ byly smiseny 2 pl
DNazy I se 70 pl pufru DRB a jemné promiseny pfevracenim zkumavky) a mikrozkumavka
byla inkubovana 10 minut. Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo na kolonku napipetovano 500 pl
RBW pufru a inkubovano 2 minuty (pti PT), poté byla mikrozkumavka centrifugovana
pii 10 000 g (30 s, PT). Na kolonku bylo napipetovano 500 ul RNW pufru a mikrozkumavka
byla centrifugovana pii 10 000 g (30 s, PT). Na kolonku bylo opét napipetovano 500 pl RNW
pufru a mikrozkumavka byla centrifugovana pti 10 000 g (30 s, PT), prosla kapalina byla
po centrifugaci odstranéna. Mikrozkumavka byla poté centrifugovana jest¢ 60 sekund
pti 10 000 g (PT), aby byl odstranén zbytek RNW pufru. Kolonka byla pfemisténa do nové
1,5 ml mikrozkumavky. Na stied kolonky bylo napipetovano 50 pl vody zbavené RNaz

a mikrozkumavka byla centrifugovana pii 10 000 g (60 s, PT). Mira cCistoty a koncentrace
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izolované RNA byla stanovena spektrofotometricky na NanoDropu 1000 zméfenim poméru

vlinovych délek 260/280 a 260/230 nm. Vzorek byl uchovavan v -70 °C.

Tento postup byl opakovan u dalsi série vzorkli s pouzitim pufru REL misto pufru RPL
béhem postupu izolace. Vyrobce uvadi, Ze ve vétsiné piipadi je RPL lep$i pufr pro lyzi,
ale ve vzorcich z n€kterych druhd rostlin po jeho pouziti mize dojit ke ztuhnuti vzorku
vlivem pfitomnosti endospermu ¢i nékterych rostlinnych metaboliti. Tento problém miize byt

vyieSen pouzitim pufru REL.

Izolace celkové RNA pomoci Kkitu GeneAll Ribospin Seed/Fruit (GeneAll
Biotechnology), pouzit protokol I:

10 mg segment lyofilizovaného listu byl homogenizovan ve 2 ml mikrozkumavce
s ptidavkem 500 pl pufru SL v homogenizatoru a poté 3 minuty inkubovan pii pokojové
teploté (PT). Mikrozkumavka s lyzatem byla centrifugovana pii 10 000 g (60 sekund, PT),
600 pl lyzatu bylo pfemisténo do mikrozkumavky s EzPure filtrem. Mikrozkumavka byla
centrifugovana pii 10 000 g (60 s, PT), poté bylo piepipetovano 500 pl supernatantu do Cisté
1,5 ml mikrozkumavky, pficemz nebyl poskozen vznikly pelet na dné mikrozkumavky.
Ktémto 500 ul supernatantu bylo napipetovano 250 p 99,8% ethanolu a promichano
prevracenim zkumavky. Tato smés byla napipetovana na mini spin kolonku a centrifugovana
pii 10 000 g (60 s, PT). Na kolonku bylo napipetovano 500 ul pufru RBW a mikrozkumavka
byla centrifugovana pii 10 000 g (30 s, PT), byla odstranéna kapalina, ktera prosla kolonkou.
Na stfed mini spin kolonky bylo napipetovano 70 pl reakéni smési DNazy I (pro vytvoreni
reakéni smési DNazy I byly smiseny 2 ul DNazy I se 70 pl pufru DRB a jemné promiseny
prevracenim zkumavky) a smés byla inkubovana 10 minut (pti PT). Po uplynuti inkubaéni
doby bylo na kolonku napipetovano 500 pl RBW pufru na kolonku a mikrozkumavka byla
centrifugovana pii 10 000 g (30 s, PT), poté byla odstranéna kapalina, ktera prosla kolonkou.
Na kolonku napipetovano 500 ul RNW pufru na kolonku a mikrozkumavka byla
centrifugovana pti 10 000 g (30 s, PT), byla odstranéna kapalina, ktera prosla kolonkou.
Mikrozkumavka byla poté centrifugovana jest¢ 60 sekund pii 10000 g (PT), aby byl
odstranén zbytek RNW pufru. Kolonka byla pfemisténa do nové 1,5 ml mikrozkumavky.
Na stied kolonky bylo napipetovano 50 ul vody zbavené RNaz a mikrozkumavka byla
centrifugovana pti 10 000 g (60 s, PT).
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Mira cistoty a koncentrace izolované RNA byla stanovena spektrofotometricky
na NanoDropu 1000 zmétenim poméru vinovych délek 260/280 a 260/230 nm. Vzorek byl

uchovavan v -70 °C.

Izolace celkové RNA pomoci kitu NucleoSpin RNA plant (Macherey-Nagel):

10 mg segment lyofilizovaného listu byl homogenizovan ve 2 ml mikrozkumavce
s piidavkem 350 pl pufru RA1 a 3,5 ul B-merkaptoethanolu v homogenizatoru. Lyzat byl
napipetovan na NucleoSpin filtr umistény v mikrozkumavce a mikrozkumavka byla
centrifugovana pii 11 000 g (60 s, PT). Supernatant byl piepipetovan do ¢isté 1,5 ml
mikrozkumavky tak, aby nebyl poskozen vznikly pelet na dné mikrozkumavky.
K supernatantu bylo napipetovano 350 ul 70% ethanolu a roztok byl promisen pipetovanim.
Roztok byl nanesen na NucleoSpin RNA Plant kolonku umisténou v mikrozkumavce, ktera
byla centrifugovana pii 11 000 g (30 s, PT). Kolonka byla poté pifemisténa do ¢isté 2 ml
mikrozkumavky. Na kolonku bylo napipetovano 350 pul MDB pufru, mikrozkumavka byla
centrifugovana pii 11 000 g (60 s, PT). Do stfedu kolonky bylo napipetovano 95 pl reakéni
smési DNazy (pro vytvofeni reakéni smési DNazy bylo smiseno 10 pl DNazy se 100 pl
rekéniho pufru pro DNazu a jemné promiseny pievracenim zkumavky), poté byla
mikrozkumavka inkubovana 15 minut (pti PT). Po uplynuti inkuba¢ni doby bylo na kolonku
napipetovano 200 pl pufru RAW2, zkumavka byla centrifugovana pii 11 000 g (30 s, PT).
Kolonka byla pfemisténa do Cist¢ 2 ml mikrozkumavky. Na kolonku bylo napipetovano
600 ul pufru RA3, mikrozkumavka byla centrifugovana pii 11 000 g (30 s, PT), poté byla
odstranéna kapalina, ktera prosla kolonkou. Na kolonku bylo napipetovano 250 pl pufru RA3,
mikrozkumavka byla centrifugovana pti 11 000 g (120 s, PT). Kolonka byla pfemisténa
do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky a bylo na ni napipetovano 50 pl vody zbavené RNaz
a mikrozkumavka byla centrifugovana pii 11 000 g (60 s, PT). Mira cistoty a koncentrace
izolované RNA byla stanovena spektrofotometricky na NanoDropu 1000 zméfenim poméru

vinovych délek 260/280 nm a 260/230. Vzorek byl uchovavan v -70 °C.

Tento postup byl opakovan u dalsi série vzorkil s pouzitim pufru RAP misto pufru RA1
béhem postupu izolace. Pufr RA1 obsahuje guanidin thiokyanat, pufr RAP obsahuje guanidin-
hydrochlorid. Vyrobce uvadi, ze ve vétsiné ptipadld je RA1 pufr vhodnéjsi pro lyzi diky
siln€¢j§im detanuraénim vlastnostem thiokyanatu, ale nékteré sekundarni metabolity rostlin
¢1 hub mohou vést ke ztuhnuti vzorku pfi pouziti pufru RA1. Tento problém muze byt feSen

pouzitim pufru RAP.
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Izolace celkové RNA pomoci kitu RNeasy plant mini kit (Qiagen):

10 mg segment lyofilizovaného listu byl homogenizovan ve 2 ml mikrozkumavce
s ptidavkem 450 ul pufru RLT v homogenizatoru a poté inkubovan 3 minuty pii 56 °C. Lyzat
byl napipetovan na QIAshredder spin kolonku umisténou v 2 ml mikrozkumavce,
mikrozkumavka byla centrifugovana pii 11 000 g (120 s, PT). Supernatant byl pfemistén
do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky tak, aby nebyl poskozen pelet vznikly po centrifugaci.
K supernatantu bylo napipetovano 200 pl 99,8% ethanolu a roztok byl promisen pipetovanim.
Roztok byl napipetovan na RNeasy spin kolonku umisténou ve 2 ml mikrozkumavce,
mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 8 000 g (15 s, PT), poté byla odstran¢na
kapalina, kterd prosla kolonkou. Na kolonku bylo napipetovano 700 pl pufru RWI,
mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 8 000 g (15 s, PT), byla odstranéna
kapalina, kterd prosla kolonkou. Na kolonku bylo napipetovano 500 pl pufru RPE,
mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 8 000 g (15 s, PT), byla odstranéna
kapalina, kterda prosla kolonkou. Na kolonku bylo napipetovano 500 pl pufru RPE,
mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 8 000 g (120 s, PT). Kolonka byla
pfemisténa do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky. Na stfed kolonky bylo napipetovano 50 ul vody
zbavené RNaz a mikrozkumavka byla centrifugovana pti 8 000 g (60 s, PT). Mira &istoty
a koncentrace izolované RNA byla stanovena spektrofotometricky na NanoDropu 1000

zméfenim poméru vinovych délek 260/280 nm a 260/230. Vzorek byl uchovéavan v -70 °C.

Tento postup byl opakovan u dalsi série vzorkid s pouzitim pufru RLC misto pufru RLT
béhem postupu izolace. Pufr RTL obsahuje guanidin thiokyanat, pufr RLC obsahuje guanidin-
hydrochlorid. Vyrobce uvadi, ze ve vétsin¢ piipadi je RLT pufr vhodnéjsi pro lyzi diky
silngj§im detanuracnim vlastnostem thiokyanatu, ale nékteré sekundarni metabolity rostlin
¢i hub mohou vést ke ztuhnuti vzorku pfi pouziti pufru RLT. Tento problém muze byt feSen

pouzitim pufru RLC.

Izolace celkové RNA pomoci kitu Plant/Fungi Total RNA Purification Kit
(Norgen Biotek corp.):

V dobé provedeni izolaci nebyl k dispozici Plant/Fungi Total RNA purification Kit
(Norgen Biotek corp.), proto byly vzorky izolované touto soupravou poskytnuté
do experimentu Mgr. Danou Safafovou, Ph.D. Pro pichlednost je uveden pouZity postup

izolace RNA preferujici malé RNA.
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10 mg segment lyofilizovaného listu byl homogenizovan ve 2 ml mikrozkumavce
s ptidavkem 600 pl pufru lyzacniho pufru C v homogenizatoru a poté¢ inkubovan 5 minut
pti 55 °C. Béhem inkubace byl lyzat dvakrat promichan pfevracenim mikrozkumavky. Lyzat
byl pfemistén do mirkozkumavky na Filter kolonku a centrifugovan pti 20 000 g (120 s, PT).
Supernatant byl pfepipetovan do Cisté mikrozkumavky tak, aby nebyl poskozen vznikly pelet
na dn¢ zkumavky. K supernatantu bylo napipetovano 600 ul 99,8% ethanolu, roztok byl
promichan pomoci vortexu. 600 pl roztoku bylo piepipetovano do mikrozkumavky se Spin
kolonkou, mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 3 500 g (60 s, PT). Byla
odstranéna kapalina, ktera prosSla kolonkou. Na kolonku bylo napipetovano 400 pul
promyvaciho roztoku A, mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 20 000 g
(60, PT), byla odstranéna kapalina, ktera prosla kolonkou. Na kolonku bylo opét
napipetovano 400 pl promyvaciho roztoku A, mikrozkumavka s kolonkou byla
centrifugovana pii 20 000 g (60 s, PT), byla odstranéna kapalina, ktera prosla kolonkou.
Na kolonku bylo potfeti napipetovano 400 pl promyvaciho roztoku A, mikrozkumavka
s kolonkou byla centrifugovana pti 20 000 g (60 s, PT), byla odstranéna kapalina, ktera prosla
kolonkou. Mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana jesté jednou pii 20 000 g (120 s,
PT), aby byla kolonka dostate¢né vysusena. Kolonka byla piemisténa do ¢isté 1,5 ml
mikrozkumavky, na kolonku bylo naneseno 50 pl elu¢niho roztoku A. Mikrozkumavka
s kolonkou byla centrifugovana pii 200 g (120 s, PT) a poté jesté pii 20 000 g (120 s, PT).
Mira Ccistoty a koncentrace izolované RNA Dbyla stanovena spektrofotometricky
na NanoDropu 1000 zméfenim poméru vinovych délek 260/280 nm a 260/230. Vzorek byl

uchovavan v -70 °C.
Vsechny izolace RNA byly minimalné tfikrat opakovany S kazdym izola¢nim kitem. Kity
nabizeji obvykle rizny objem vody zbavené RNaz k eluci z kolonky (30 az 60 pl), v praktické

¢asti byly vSechny izolace eluovany z kolonky s objemem 50 pl.
5.7 Statistické hodnoceni vysledki

Dixonuv test

U souboru dat zizolaci RNA pomoci jednotlivych kit a souboru dat komparativni
koncentrace ziskané pomoci qRT-PCR bylo provedeno statistické hodnoceni pro vylouceni
extrémnich hodnot. Dixonlv test slouzi k vylouceni extrémnich hodnot u souboru dat

s neznamym rozdélenim, je vhodny pro soubory dat s malym poétem hodnot (Ellison et al.,

2009). Dixonuv test byl proveden na webové strance http://contchart.com/outliers.aspx.
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Pokud Dixonlv test vyloucil hodnotu a v souboru hodnot timto krokem ztstaly jen dvé

hodnoty, pak byl z téchto dvou hodnot vypocitan primér pro ziskani tieti hodnoty.

ANOVA - Tukey test

Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci software ANOVA Tukey testem. Pokud
analyza odchylky (ANOVA — analysis of variance) poukaze na vyznamny rozdil, indikuje to,
ze alespon jedna ze zkoumanych hodnot se 1isi od ostatnich hodnot. ANOVA nedokaze
informovat o rozdilu mezi jednotlivymi skupinami, proto je provazena specifickym
porovnanim dvou hodnot - Tukey testem (honestly significant difference test). Tukey test
porovnavd zkoumanou hodnotu se vSemi ostatnimi zkoumanymi hodnotami, coz je
aplikovéno na cely set porovndni paru hodnot, a identifikuje jakykoliv rozdil mezi parem,
ktery je vétsi nez o¢ekavana standartni chyba (Salkind, 2010). P hodnota nizsi nez 0,01 udava,
ze par zkoumanych hodnot je statisticky odlisny. Tukey test byl proveden na webové strance
http://astatsa.com/OneWay_ Anova_with_TukeyHSD/.

5.8 Kvantitativni RT-PCR

Pro gRT-PCR byly zvoleny primery PRU18S F1/R1 uréené pro amplifikaci ribozomalni RNA
podjednotky 18S. Po provedeni PCR reakce a elektroforetické separace by mély byt pfitomny
amplikony o velikosti 200 part bazi. Reakéni smés pro gRT-PCR byla ptipravena podle
rozpisu uvedeného v tabulce 1. Reakéni smés byla rozpipetovana po 18 ul do 0,2 ml PCR
mikrozkumavek, poté byly ptidany 2 pl vzorku nebo voda v pifipadé blanku. Byla
napipetovava kalibra¢ni fada ve slozeni nefedény vzorek, fedény vzorek 10x, 100x, 1000x,
10000x ze vzorku celkové izolované RNA o koncentraci 42,14 ng/ul, izolovan kitem
NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel). gRT-PCR probihala za podminek uvedenych
v tabulce 2. Hodnoty relativni koncentrace z gqRT-PCR byly vyhodnoceny programem
Software RotorGene 6 - 3000A (Corbett Research), byl zvolen kalibrator ze vzorkt izolované
celkové RNA (o koncentraci 42,14 ng/ul, izolovan kitem NucleoSpin RNA Plant firmy
Macherey-Nagel). Byla sestavena kalibracni kiivka pro kontrolu piesnosti pipetovani
z ptipravené koncentracni fady. Po probéhnuti PCR reakce byla zkontrolovana specifi¢nost
produktu analyzou T, produktu, primér a smérodatna odchylka Ty, produktu byla spocitana

v programu Microsoft Office Excel 2007.
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Tabulka 1:  Slozeni qRT-PCR reakéni smési pro amplifikaci 18S rRNA

Koncentrace Pipetovany objem

Reagencie i Koneéna koncentrace
pracovniho roztoku nal test

MY T:f;;'swp 2% 1x 10 ul
Deionizovana voda 6,25 pl
Forward primer 20 pmol/ul 0,1 pmol/ul 0,1 pl
Reverse primer 20 pmol/pul 0,1 pmol/pl 0,1 ul
Inhibitor RNaz 40 U/l 20 Ulreakce 0,5 ul
RT polymeraza 10 U/l 2,5 Ulreakce 0,25 pul
SYBR Green 0,1% 0,004% 0,8 ul

Tabulka 2: Podminky gRT-PCR pro amplifikaci 18S rRNA

Krok Teplota Cas Pocet cyklii
Reverzni transkripce 45°C 20 min 1
Aktivace polymerazy 95°C 60s 1

Denaturace 95°C 15s
Hybridizace 60°C 15s 40
Elongace 72°C 30s

5.9 Elektroforeticka separace produkti qRT-PCR

Detekce produkti qRT-PCR byla provedena elektroforetickou separaci v 1,5% agarosovém
gelu v prostfedi TAE pufru. Na 1 gel bylo pouzito 0,75 g agarosy a 50 ml 1x TAE pufru,
po rozvareni byly do gelu pfidany 2 pul fluorescenéniho barviva GoodView (SBS Genetech),
gel byl nalit do elektroforetické vanicky s pfidanymi hiebinky pro vytvofeni jamek a byl
ponechan ke ztuhnuti 40 minut. Po 40 minutach byl do elektroforetické vanicky po rysku nalit
Ix TAE pufr a hiebinky byly odstranény. Do prvni jamky byl napipetovan standard
molekulové hmotnosti GeneRuler 100 bp (Fermentas), do dalSich jamek bylo naneseno 5 pl
vzorku smiseného s 3 pl nanaseciho pufru. Elektroforeticka komurka byla napojena na zdroj
stejnosmérného napéti, separace produktd probihala pii 80 V po dobu 40 minut. Produkty
gRT-PCR byly vizualizovany pomoci UV transiluminatoru s pouZitim programu GeneSnap

(Syngene).
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6. Vysledky

6.1 Izolace celkové RNA

Byla izolovana celkova RNA z listu mandloné obecné (Prunus dulcis) izola¢nimi Kity:
GeneAll Ribospin Plant (GeneAll Biotechnology) s pouzitim dvou riznych pufri (REL
a RPL), GeneAll Ribospin Seed/Fruit (GeneAll Biotechnology), NucleoSpin RNA plant
(Macherey-Nagel) s pouzitim dvou ruznych pufri (RAP a RA1), RNeasy plant mini kit
(Qiagen) s pouzitim dvou riznych pufri (RLC a RLT) a Plant/Fungi Total RNA Purification
Kit (Norgen). Koncentrace RNA byla zmétena pomoci NanoDrop 1000 spektrofotometru (viz
tabulka 3). S hodnotami koncentrace RNA u jednotlivych izola¢nich kit byl proveden
Dixontv test pro vylouceni extrémnich hodnot. Na zdkladé¢ Dixonova testu byly vylouceny
vzorky s hodnotami 7,18 ng/ul (NucleoSpin RNA plant, pufr RAP) a 50,19 ng/ul (RNeasy
plant mini kit, pufr RLT), v pocitani priméru a dalsi ¢asti pokusu se s nimi nepracovalo.
Nejvyssi primérna koncentrace RNA byla stanovena u vzorki izolovanych kitem Plant/Fungi
Total RNA Purification Kit od firmy Norgen (primérna koncentrace RNA 69,6 ng/ul), dale
byly naméfeny vysoké hodnoty koncentrace RNA vzorki izolovanych kity GeneAll Ribospin
Plant s pouzitim REL pufru (primérna koncentrace RNA 42,63 ng/ul) a NucleoSpin RNA
plant (primérna koncentrace RNA 33,53 ng/ul). Nejnizsi pramérna koncentrace RNA byla
stanovena u vzorkl izolovanych kitem GeneAll Ribospin Seed/Fruit (primérna koncentrace
RNA 4,4 ng/ul).

Tabulka 3:  Koncentrace a mira ¢istoty izolované RNA zméfena na NanoDrop 1000

spektrofotometru
PouFity Pomér Pomér Koncentrace Mnozstvi Prumérna
izolacni T{i ¢ absorbanci absorbanci RNA [ng/ul] RNA v 50 ul koncentrace
(260/280) (260/230) g [ng] RNA [ng/ul]
2,15 1,15 12,58 629
GeneAll
Ribospin Plant 1,87 0,26 11,6 580 13,04
(RPL pufr)
2,06 1,06 14,94 7475
2,09 1,80 36,32 1816
GeneAll
Ribospin Plant 2,12 1,90 46,79 2339,5 42,64
(REL pufr)
2,10 1,70 448 2240
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Pomér Pomér Mnozstvi Pramérna

izPl(:iflliti](it absorbanci absorbanci E;rziztzaii RNA v 50 koncentrace
o (260/280) (260/230) g ul [ng] RNA [ng/pl]
1,60 0,28 3,52 176
GeneAll
Ribospin 1,56 0,67 5,15 257,5 4,4
Seed/Fruit 144 0,67 4,52 226
2.00 0,82 42,14 2107
NucleoSpin 1,83 0,37 36,31 1815,5
RNA plant 173 0,09 26,8 1340 33,58
(pufr RAL) ’ ’ ’
1,92 1,10 28,86 1443
_ 201 0,1 7.18* 359*
NucleoSpin
RNA plant 1,99 0,38 13,49 674,5 13,52
(pufr RAP) 0.49 024 13.56 678
205 0,94 50,19* 2509,5%
1,94 0,13 23,86 1193
RNeasy plant 183 0,06 24,42 1221 o
mini kit 161 0,52 14,62 731
(pufr RLT)
1,69 0,46 143 715
163 0,37 6,53 3265
148 0,44 9,26 463
1,95 0,84 18,56 928
RNeasy plant
mini kit 1,89 0,61 24,56 1228 13,31
(pufr RLC) 1.40 045 875 4375
1,20 0,41 541 2705
Plant/Fungi 2.03 0,91 69,6 3480
Total RNA 203 001 696 3480 69.6
Purification
Kit 2.03 0,91 69,6 3480

* yyrazend hodnota

Na zakladé vytéznosti izolace RNA bylo mozno izola¢ni kity rozdélit do dvou skupin.
V |. skupiné jsou kity snizs§i vytéznosti izolace RNA, rozptyl stanovené pramérné
koncentrace RNA je 4,4 az 16,75 ng/ul, patii zde kity GeneAll Ribospin Plant (RPL pufr),
GeneAll Ribospin Seed/Fruit, NucleoSpin RNA plant (RAP pufr), RNeasy mini kit (RLT
pufr) a RNeasy mini kit (RLC pufr). V Il. skupiné jsou kity s vyssi vytéznosti izolace RNA,
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rozptyl stanovené primérné koncentrace RNA je 33,54 az 69,9 ng/ul, patii zde kity GeneAll
Ribospin Plant (REL pufr), Plant/Fungi Total RNA Purification Kit a NucleoSpin RNA plant
(RAL pufr). Mezi L. a II. skupinou izola¢nich kit byl zjistén vysoce statisticky prikazny

rozdil ve vytéznosti izolace RNA (viz tabulka 4).

Tabulka 4:  Porovnani vytéznosti izolace RNA komerénimi kity Tukey testem

Komerni kit Tukey HSD Tukey HSD Tukey HSD
Q statistika p-hodnota inference

A'vs B" 8.9036 0.0010053 *x
A'vs C' 2.6002 0.5912666 0
A'vs D" 6.5888 0.0028124 s
A'vs E' 0.1454 0.8999947 0
A'vs F' 1.2465 0.8999947 0
A'vs G' 0.0901 0.8999947 0
Al'vs H" 17.0150 0.0010053 ol
B"vs C! 11.5037 0.0010053 ke
B" vs D" 2.9295 0.4642895 0
B" vs E' 8.7582 0.0010053 *x
B" vs F' 8.7080 0.0010053 bl
B"vs G 9.8644 0.0010053 bl
B"vs H" 8.1114 0.0010053 bl
Cc'vs D" 9.3685 0.0010053 *x
C'vsE' 2.7456 0.5356211 o
C'vsF' 4.1536 0.1148372 0
C'vs G 2.9972 0.4372777 0
C'vs H" 19.6151 0.0010053 *x
D" vs E' 6.4334 0.0036087 *k
D" vs F' 6.1447 0.0057299 **
D" vs G 7.4036 0.0010053 **
D"vsH" 11.6010 0.0010053 **
E'vs F' 1.0839 0.8999947 0
E'vs G' 0.0724 0.8999947 o
E'vs H" 16.8696 0.0010053 **
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Tukey HSD Tukey HSD Tukey HSD

Komerc¢ni kit

Q statistika p-hodnota inference
F'vs H" 17.7768 0.0010053 *x
G'vs H" 18.9332 0.0010053 fol

A GeneAll Ribospin Plant (RPL pufr); B GeneAll Ribospin Plant (REL pufr); C GeneAll Ribospin Seed/Fruit;
D NucleoSpin RNA plant (pufr RAL); E NucleoSpin RNA plant (pufr RAP); F RNeasy mini kit (pufr RLT);

G RNeasy mini kit (pufr RLC); H Plant/Fungi Total RNA Purification Kit, o = stat. neprikazny rozdil,
** = yysoce statisticky prikazny rozdil (p<0.01), | = kit s niz8i vytéZnosti RNA, Il = kit s vyssi vytéznosti RNA.

6.2 Stanoveni 18S rRNA ve vzorcich izolované RNA

Vhodnost izolované RNA pro qRT-PCR byla ovétena amplifikaci 18S rRNA pomoci primert
PRU18S F1/R1. Pritomnosti specifického RT-PCR produktu byla ovéiena elektroforézou
v 1,5% agarosovém gelu; amplikon o ofekavané velikosti 200 part bazi byl pfitomen u vSech
vzorki kromé slepého vzorku, kdy celkova RNA byla nahrazena deionizovanou vodou (viz
obrazek 1). Kalibraéni kiivka sestrojena z fedici fady kalibratoru (NucleoSpin RNA plant -
pufr RAT1; 42,14 ng/ul) doklada, ze pipetovani a qRT-PCR probéhly spravné (viz graf 1).
Koeficient determinace kalibra¢ni kiivky ma hodnotu 0,99; smérnice ma hodnotu - 3,227, coz

odpovida efektivité reakce 104 %.

Obrazek 1:  elektroforéza produktii qRT-PCR

MKKKKKKVAAABBBCCCDD

2000 WEE BN BN BN NS S e .. ..

DEDEESESERESESESE FE G G G G G H H H

- .-

M Marker molekulové hmotnosti 100 bp; K Kalibracni fada (v potadi: nefedény, fedény 10x, fedény 100x,
fedény 1000x, fedény 10000x, fedény 100000x); V Voda; A GeneAll Ribospin Plant (RPL pufr); B GeneAll
Ribospin Plant (REL pufr); C GeneAll RibospinSeed/Fruit; D NucleoSpin RNA plant (pufr RA1);
E NucleoSpin RNA plant (pufr RAP); F RNeasy mini kit (pufr RLT); G RNeasy mini kit (pufr RLC); H
Plant/Fungi Total RNA Purification Kit.
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Graf 1: Kalibra¢ni ktivka gqRT-PCR
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Relativni koncentrace byla stanovena modulem ‘comparative quantification” analytického
softwaru Rotor Gene R6 - 3000A (viz tabulka 5). Jako kalibrator byl pouzit vzorek RNA
s koncentraci 42,14 ng/ul (izola¢ni kit NucleoSpin RNA plant, pufr RA1), ktery piedstavuje
100% pro vypocet relativni koncetrace. Na zakladé Dixonova testu byly vylouceny extrémni
hodnoty relativni koncentrace 1,22 (GeneAll Ribospin Plant, pufr RPL); 0,78 (GeneAll
Ribospin Seed/Fruit); 1,1 (NucleoSpin RNA plant, pufr RA1); 0,12 (NucleoSpin RNA plant,
pufr RAP); 1,22 a 0,83 (RNeasy mini kit, pufr RLT); 0,12 a 0,06 (RNeasy mini Kit, pufr
RLC), v tabulce 5 jsou oznaceny hvézdi¢kou, k pocitani priméru a relativniho indexu nebyly
pouzity. Vybrané amplifika¢ni kifivky vzorkit RNA od kazdého pouzit¢ho kitu jsou
znazornény na grafu 2; pro ptehlednost grafu uvadim vzdy jeden vzorek s nejvyssi vstupni

koncentraci RNA od kazdého pouzitého izola¢niho kitu.
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Graf 2:  Vybrané amplifikacni kiivky vzorki RNA jednotlivych izola¢nich kitt
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Zelena - GeneAll Ribospin Plant (RPL pufr); rizova - GeneAll Ribospin Plant (REL pufr); moedra - GeneAll
Ribospin Seed/Fruit; hnéda - NucleoSpin RNA plant (pufr RAL); fialova - NucleoSpin RNA plant (pufr RAP);
¢ervena - RNeasy mini kit (pufr RLT); ¢erna - RNeasy mini kit (pufr RLC); Zluta - Plant/Fungi Total RNA
Purification Kit.

Hodnoty relativni koncentrace byly pouzity pro vypocet relativniho indexu, tj. relativni
mnozstvi 18S rRNA kopii v jednom pl vzorku. Vyssi hodnota relativniho indexu vyjadiuje
preferenci izolace rRNA v ramci celkové RNA. Nejvyssi relativni index byl stanoven u kitu

GeneAll Ribospin Seed/Fruit s relativnim indexem 6,83 (viz tabulka 5), vysoky relativni

byl stanoven u kitu Plant/Fungi Total RNA Purification Kit s 0,88.
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Tabulka 5: Relativni koncentrace 18S rRNA ve vzorcich celkové izolované RNA jednotlivymi kity

Izolaéni kit Koncentrace RNA Relativni O relativni O relativni . ..
ng/ul] Koncentracee koncentrace 18S koncentrace ng v reakci Relativni index
g/ rRNA 18S rRNA [%]
. . 12,58 1,16
Plant (putt RPL) LS L2" 113 e o v
p 14,94 11
. . 36,32 1,22
g;enr;etAll R;Ilerc;sEplln 46,79 1,22 1,22 122 85,26 1,43
ant (pu ) 448 1,22
. . 3,52 0,58
Gensc;zAIOIVI;:rbc_)tspm 5.15 0.78* 0,6 60 8,78 6,83
eed/krui 4,52 0,61
42,14 1,0
NucleoSpin RNA plant 36,31 1,05
(pufr RA1) 26,8 0,91 099 > oo e
28,86 1,1*
. 13,49 0,64
NUCIe?SSfTSXI:)\ plant 13,53 0,74 0,69 69 27,02 2,55
P 13,56 0,127
23,86 1,22*
T 24,42 0,27
RNea‘?’ gﬂk't 14,62 0,61 0,32 32 335 0,96
(pufr RLT) 143 0,82*
6,53 0,09
9,26 0,12*
L 18,56 1,22
RNeaiy Qll_ncl: kit 24.56 1,22 1,05 105 26,62 3,94
(pufr RLC) 8,75 0,71
5,41 0,06*
. 69,6 1,22
Plant/Fungi Total 69.6 122 1,22 122 139,2 0,88
RNA Purification Kit 696 120

* vyloucena hodnota, @ pramer
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Specifi¢nost QRT PCR produktii byla ovéfena analyzou jejich kiivek tani. Vrcholy kiivek
vSech produktl odpovidaly primérné Ty, = 90,7+0,34 °C. Vybrané disociacni kfivky produkti

PCR jsou znazornény na grafu 3.

Graf 3:  Vybrané derivované disocia¢ni kiivky produkti qRT-PCR
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Zelena - GeneAll Ribospin Plant (RPL pufr); rizova - GeneAll Ribospin Plant (REL pufr); modra - GeneAll
Ribospin Seed/Fruit; hnéda - NucleoSpin RNA plant (pufr RAL); fialova - NucleoSpin RNA plant (pufr RAP);
¢ervena - RNeasy mini kit (pufr RLT); ¢erna - RNeasy mini kit (pufr RLC); Zluta - Plant/Fungi Total RNA.
Purification Kit.

Na zaklad¢ relativni koncentrace 18S rRNA ve vzorcich celkové RNA bylo mozno izolaéni
kity rozdélit do dvou skupin. V I. skupiné jsou kity, pomoci kterych byla izolovana celkova
RNA s nizsi relativni koncentraci 18S rRNA, rozptyl hodnot je 0,32 aZz 0,69; patii zde kity
GeneAll Ribospin Seed/Fruit, NucleoSpin RNA plant (pufr RAP) a RNeasy mini kit (pufr
RLT). V II. skuping jsou kity, s pomoci kterych byla izolovana celkova RNA s vyssi relativni
koncentraci 18S rRNA, rozptyl hodnot relativni koncentrace 18S rRNA je 0,99 az 1,22; patfi
zde kity GeneAll Ribospin Plant (pufr RPL), GeneAll Ribospin Plant (pufr REL), NucleoSpin
RNA plant (pufr RA1), RNasy mini kit (pufr RLC) a Plant/Fungi Total RNA Purification Kit.
Mezi hodnotami relativni koncentrace 18S rRNA ve vzorcich izolovanych soupravami I. a II.

skupiny byl zjiStén statisticky vysoce prukazny rozdil (viz tabulka 6).
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Tabulka 6: Porovnani relativnich koncentraci 18S rRNA ve vzorcich celkové RNA
izolovanych riznymi komer¢nimi kity Tukey testem

Komeréni kit Tukey HSD Tukey HSD Tukey HSD
! Q statistika p-hodnota inference
A'vs B" 1.0846 0.8999947 0
Allvs C' 6.4672 0.0058589 *k
Allvs D" 1.9281 0.8465205 0
Avs E' 5.3023 0.0290215 *%
Al vs F' 9.7209 0.0010053 *%
Allvs G" 0.9641 0.8999947
Alvs H" 1.0846 0.8999947
B'"vs C! 7.5518 0.0013330 *%
B' vs D" 3.0127 0.4397164 0
B"vs E' 6.3869 0.0065454 *k
B'"vs F! 10.8055 0.0010053 *k
B"vs G" 2.0486 0.8014185
B'Mvs H" 0.0000 0.8999947
C'vs D" 4.5391 0.0798374 *x
C'vsE' 1.1649 0.8999947
C'vsF 3.2537 0.3503668 0
C'vs G" 5.5032 0.0220798 *%
C'vsH" 7.5518 0.0013330 *x
D"vs E' 3.3742 0.3104136 0
D" vs G" 0.9641 0.8999947 0
D" vs H" 3.0127 0.4397164 0
E'vs F' 4.4186 0.0928141 0
E'vs H" 6.3869 0.0065454 *k
Flvs G" 8.7569 0.0010053 *k
Flvs H" 10.8055 0.0010053 *k
G"vsH" 2.0486 0.8014185 0

A GeneAll Ribospin Plant (RPL pufr); B GeneAll Ribospin Plant (REL pufr); C GeneAll Ribospin Seed/Fruit;
D NucleoSpin RNA plant (pufr RA1); E NucleoSpin RNA plant (pufr RAP); F RNeasy mini kit (pufr RLT);
G RNeasy mini kit (pufr RLC); H Plant/Fungi Total RNA Purification Kit, o = stat. nepriikazné, ** = vysoce
statisticky prikazny rozdil (p<0.01), I = kit sniz8i relativni koncentraci RNA, Il = kit s vyssi relativni
koncentraci RNA.
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7. Diskuze

Hlavni limitujici faktor pro pouziti PCR v rutinni diagnostice je v izolaci nukleové kyseliny
vhodné kvality, bez inhibitorit PCR. Bylo otestovano pét komercnich izolac¢nich kitd
naizolaci RNA z mandlon¢ obecné (Prunus dulcis). Byl pouzit GeneAll Ribospin Plant
(GeneAll Biotechnology), GeneAll Ribospin Seed/Fruit (GeneAll Biotechnology),
NucleoSpin RNA plant (Macherey-Nagel), RNeasy plant mini kit (Qiagen) a Plant/Fungi
Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek corp.).

Nejvyssi vytézek RNA 7z testovanych izola¢nich kiti prokazal Plant/Fungi Total RNA
Purification Kit, pomérné vysoky vytéZzek RNA byl stanoven i u GeneAll Ribospin Plant (pii
pouziti pufru REL) a NucleoSpin RNA plant (RA1 pufr).

Nejnizsi vytézek RNA byl urcen u kitu GeneAll Ribospin Seed/Fruit, coz neni ptrekvapivé
zjisténi vzhledem k faktu, Zze tento izola¢ni kit neni primarné urcen na izolaci RNA z listu,

ale na izolaci RNA z plodu a semen.

Pti pouziti kitu GeneAll Ribospin Plant bylo primérmé izolovano 0,65 pg RNA z 10 mg
lyofilizovaného listu mandloné obecné (Prunus dulcis) pii pouziti pufru RPL, pfi pouziti
pufru REL bylo izolovano pramémé 2,13 ug RNA z 10 mg lyofilizovaného listu mandloné
obecné (Prunus dulcis). Pro porovnani, vyrobce uvadi 2,6 pg na 10 mg listu tabaku
virginského (Nicotiana tabacum) a 1,6 pg na 10 mg listu tomelu japonského (Diospyros kaki)
(Anonymous, 2012b). Kit byl uspésné pouzit naptiklad pro izolaci celkové RNA z Bunium
persicum pro selekci vhodnych housekeeping gentl v genové studii této rostliny (Zeidabadi et
al., 2015) nebo pro izolaci celkové RNA z trangenniho hybridu topolu (Populus alba x
Populus glandulosa), u kterého byla sledovana exprese genu YUCCAG6 pro flavin

monooxygenazu (Ke et al., 2015).

Pii pouziti kitu NucleoSpin RNA plant bylo primémé izolovano 1,68 pg RNA z 10 mg
lyofilizovaného listu mandloné obecné (Prunus dulcis) pfi pouziti pufru RA1, pii pouziti
pufru RAP bylo izolovano primérné 0,67 ug RNA z 10 mg lyofilizovaného listu mandloné
obecné (Prunus dulcis). Vyrobce uvadi obvyklé mnozstvi RNA izolované pomoci tohoto Kitu
0,3 az 7 pg z 10 mg rostlinného materialu; 4,8 ug RNA z 10 mg listu tabaku virginského
(Nicotiana tabacum); 3,6 ug na 10 mg listu kukufice seté (Zea mays) (Anonymous, 2014). Kit
byl Gspésné pouzit pro izolaci celkové RNA z listd Hoya calycina pro detekci viru Capsicum
chlorosis virus (Melzer et al., 2014) nebo pro izolaci celkové RNA z listi meruiky obecné

(Prunus armeniaca) pro detekci Little cherry virus 1 (Safafova et al., 2017).
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Pii pouziti RNeasy plant mini kit bylo primémé izolovano 0,84 pg RNA z 10 mg
lyofilizovaného listu mandloné obecné (Prunus dulcis) pti pouziti pufru RLT, pifi pouziti
pufru RLC bylo izolovano pramérné 0,67 ug RNA z 10 mg lyofilizovaného listu mandloné
obecné (Prunus dulcis). Vyrobce uvadi obvykly vytézek 6 ug na 10 mg listu tabaku
virginského (Nicotiana tabacum), 2,5 pug na 10 mg listu kukufice seté (Zea mays)
(Anonymous, 2012c). Kalinowska et al. (2012) provedli izolaci pomoci tohoto kitu a namé&fili
2,07 ug na 10 mg listu hrusné (r. Pyrus). Xiao et al. (2015) provedli izolaci RNA timto kitem
z broskoné obecné (Prunus persica) a naméfili 9,48 pg RNA na 10 mg listu, u mladych
I starych listt révy vinné (Vitis vinifera) byl vytézek izolace 0,02 pg RNA na 10 mg listu. Kit
byl uspésné pouzit naptiklad pro izolaci celkové RNA z listdh melounu cukrového (Cucumis
melo) a okurky seté (Cucumis sativus) pro detekci Cucurbit chlorotic yellows virus (Hamed et
al., 2011) nebo pro izolaci celkové RNA z ¢esneku kuchynského (Allium sativum) pro detekci
Garlic virus A (Gawande et al., 2015).

Pfi pouziti Plant/Fungi Total RNA Purification Kit bylo primérné izolovano 3,48 ug RNA
z 10 mg lyofilizovaného listu mandloné obecné (Prunus dulcis). Vyrobce uvadi 12 ug na 10
mg listu tabaku virginského (Nicotiana tabacum); 6,4 pug na 10 mg listu slivoné¢ domaci
(Prunus domestica) a 6 pg na 10 mg listu u broskvon¢ obecné (Prunus persica) (Anonymous,
2016). Xiao et al. (2015) izolovali timto kitem RNA z broskoné obecné (Prunus persica)
s vytézkem 29 pg na 10 mg listu, u mladych lista révy vinné (Vitis vinifera) byl vytézek 3,22
ug RNA na 10 mg listu, u starSich listd uvadi 0,4 pug RNA na 10 mg listu. Kit byl pouzit
napiiklad pro izolaci celkové RNA z lilku bramboru (Solanum tuberosum) pro detekci Potato
mop-top virus (Kalishuk et al., 2016) nebo pro izolaci celkové RNA z listi révy vinné (Vitis

vinifera) pro detekci Grapevine leafroll-associated virus 4 a 7 (Ito et al., 2013).

Pfi pouziti kitu Ribospin Seed/Fruit bylo primérné izolovano 0,22 pg RNA z 10 mg
lyofilizovaného listu mandloné obecné (Prunus dulcis). Vyrobce kitu GeneAll Ribospin
Seed/Fruit bohuzel neuvadi mozny vytézek izolace RNA (Anonymous, 2015). Kit byl
uspésné pouzit pro izolaci RNA z ploda jahodniku (Fragaria ananassa) pro komparativni
studii aktivity fenolickych antioxidantii a genové exprese souvisejici s biosyntézou flavonoidi

u letnich a zimnich kultivart jahod (Park et al., 2017).

Se vzorky RNA izolovanymi jednotlivymi kity byla provedena gRT-PCR, aby bylo zjisténo,
do jaké miry jednotlivé izola¢ni kity preferuji izolaci ribozomalni RNA. Piekvapive, nejvyssi
relativni podil rRNA byl naméfen u izolacniho kitu GeneAll Ribospin Seed/Fruit. U tohoto

kitu byl stanoven nejnizsi vytézek RNA ztestovanych kitt, ale podle vysledkti dochazi
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pti izolaci k preferenci pravé rRNA. Trochu mensi relativni podil, ale stale vyssi ve srovnani
s ostatnimi izola¢nimi kity, byl stanoven u kitu GeneAll Ribospin Plant (pfi pouziti pufru
RPL). Nejmensi podil ribozomalni RNA byl naméfen u vzorkd RNA izolovanych kitem
Plant/Fungi Total RNA Purification Kit. U vzorkia RNA tohoto kitu byl sice naméfen vysoky
vytézek izolace, ale byl pouzit postup upiednostiujici malé RNA, coz zpasobilo maly podil
rRNA ve vzorku.

Samotny pracovni postup béhem izolaci tii az Sesti vzorkt byl u vSech izolacnich kit hotovy
do ctyficeti minut i véetné oSetieni DNazou. Navod k pouziti vSech izolac¢nich kitl nabizi
osetfeni DNazou, ale s vyjimkou kitu NucleoSpin RNA plant (Macherey-Nagel) je oSetieni
DNézou spise na rozhodnuti uzivatele kitu a neni pfimou soucésti izola¢niho protokolu.
Vsechny kity pracuji na principu izolace pomoci kolonky s navazanym oxidem kiemicitym,
na ktery se vdzou nukleové kyseliny v pfitomnosti chaotropnich soli. Vyhodou je, Ze zadny
z otestovanych kiti neuziva fenolu ani chloroformu. Vyrobce vSech kitli uvadéji izolovanou

RNA vhodnou pro dalsi aplikace, jako je cDNA syntéza, RT-PCR, Northern Blotting a dalsi.

Pro izolaci s vysokym vytézkem se osvédCily kity Il. skupiny s primérnym vytézkem 1,68
az3,5 pg RNA z 10 mg lyofilizovanych listd listu (tj. cca 100 mg cerstvého
nebo zamrazeného listu), patii zde kity GeneAll Ribospin Plant (REL pufr), Plant/Fungi Total
RNA Purification Kit a NucleoSpin RNA plant (RAL pufr). Vytézek izolace se muze lisit
V zéavislosti na typu a stari rostlinného materialu, jeho upravé (zda je Cerstvy, lyofilizovany,
atd.), proto je vzdy potieba postup izolace ovéfit na konkrétnim rostlinném materialu,

se kterym pracujeme.
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8. Zavér
V teoretické casti prace byla vypracovdna reSerSe zameéfena na izolaci celkové RNA
pro detekci rostlinnych vir pomoci PCR. Byly uvedeny metody izolace RNA, komplikace

S nimi spojené a moznosti feSeni téchto komplikaci.

V experimentalni ¢asti bylo vyzkouSeno a porovnano pét komercnich kit pro izolaci RNA,
byl uren vytézek izolace RNA témito kity a byla zjisténa preference izolace rRNA
jednotlivymi izolaénimi Kity. Nejvyssi vytézek izolace byl ziskan pomoci souprav Plant/Fungi
Total RNA Purification Kit od firmy Norgen Biotek, GeneAll Ribospin Plant (pfi pouziti
pufru REL) od firmy GeneAll Biotechnology a NucleoSpin RNA plant (pii pouziti pufru
RAZ1) od firmy Macherey-Nagel. Nejvyssi preference izolace rRNA k celkové izolované RNA
byla zjisténa u vzorku izolovaného kitem GeneAll Ribospin Seed/Fruit od firmy GeneAll

Biotechnology.
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