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Souhrn

Strupovitost jabloni zpUsobena houbou Venturia inaequalis Cke. je jednou
z nejrozsitenéjsich houbovych chorob jabloni v Ceské republice i v zahrani&i. A&koliv
existuji odrudy rezistentni vuc€i Venturia inaequalis, stale je znané mnoZstvi
vysadeb, které rezistentni vici této fytopatogenni houbé nejsou. V takovych sadech
se kochrané proti Venturia inaequalis pouziva chemickych latek, predevSim
strobilurinovych fungicidt, které specificky inhibuji elektronovy transport pfes

mitochondrialni membranu a tim zabranuji respiraéni vyméneé.

V poslednich letech byl zaznamenan projev rezistence Venturia inaequalis
k pouzivanym strobilurinovym fungicidim. Odborné publikace ukazuji, Ze
polymorfismy, vzniklé v kédujicich oblastech mitochondridlniho genu pro cytochrom b
(CYTB) rlznych fytopatogenich hub a oomycet, pozméni vysledny peptid, ktery
zabrani navazani fungicidu a tim zpUsobi rezistenci va¢i chemickym latkdm na bazi
strobilurind.  Z tohoto duvodu jsem se v diplomové praci zaméfila na identifikaci
moznych polymorfismd v mitochondrialnim genu pro CYTB Venturia inaequalis
pomoci molekularné genetické metody, kterou je denaturaCni gradientova gelova
elektroforéza (DGGE).

K testovani bylo pouZito izolatd DNA z monosporickych i smésnych kultur
Venturia inaequalis, které byly vykultivovany z rostlinného materialu pochézejiciho
z10 lokalit Ceské republiky, znichZz nékteré vykazovaly rezistenci VUGi

strobilurinovym fungicidtm.

Pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) bylo amplifikovano u 38 rliznych
vzorkd v3ech sedm exon(, které tvofi gen pro CYTB Venturia inaequalis. Uginnost
amplifikace byla ovéfena na gelové elektroforéze. Pro kazdy exon byla pomoci
DGGE zjiSténa koncentrace denaturantu v akrylamidovém gelu, pfi které jsou nejlépe
patrné velikostni odchylky mutovanych a nemutovanych PCR fragmentld. Tyto
koncentrace byly pouzity pro konstantni denaturaéni gelovou elektroforézu (CDGE),
kterd byla provedena pro kazdy exon u vSech 38 vzorkd. Bylo vybrano 55 vzorkd
vykazujicich dle CDGE rozdilnou elektroforetickou mobilitu. Pro potvrzeni moznych
polymorfismu byla u téchto vzorkl provedena sekvenaéni analyza na automatickém

sekvenéatoru.



Porovnanim zjisténych sekvenci a znamé sekvence genu pro CYTB Venturia
inaequalis pomoci pocitacovych programu (Chromas Lite, Vector NT), byl potvrzen u
dvou vzorkl jiz dfive popsany polymorfismus v exonu 4. U ostatnich exond, ve
vzorcich vykazujicich velikostni odchylky na CDGE, nebyly Zzadné dalSi polymorfismy

prokézany.

Ackoliv se pomoci DGGE podafilo nalézt bodovou mutaci, nezda se byt tato
metoda, pro odhalovani polymorfismd vgenu pro CYTB u Venturia inaequalis,
idealni. Odchylky v elektroforetické mobilité mutovanych a nemutovanych DNA

fragmentt na konstantni denaturaéni gelové elektroforéze byly velmi malo patrné.

Klicovéa slova: Venturia inaequalis, strobilurinové fungicidy, rezistence k fungicidam,

gen pro cytochrom b, denaturaéni gradientova gelova elektroforéza, polymorfismus



Summary

Apple scab, caused by the fungus Venturia inaequalis Cke., is one of the most
widespread fungal apple diseases both in the Czech Republic and abroad. In spite of
the fact that there are Venturia inaequalis resistant strains, there have still been a
substantial number of plantings not resistant to this phytopatogenic fungus. In such
orchards, chemicals are used for protection against Venturia inaequalis, including
above all strobilurin fungicides. Those substances specifically inhibit electron

transport via mitochondrial membrane and thus prevent respiratory exchange.

Recently, Venturia inaequalis resistance to used strobilurin fungicides was
recorded. Scientific publications show, that in various phytopatogenic fungi and
oomycota, polymorphisms arising in the coding mitochondrial gene regions for
cytochrome b (CYTB) are able to change the resulting peptide. This prevents
fungicide binding and thus causes the resistance to strobilurin-based chemicals. For
this reason, my thesis aimed at identification of possible polymorphisms in the
Venturia inaequalis mitochondrial gene for CYTB using a molecular genetic method,

namely denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE).

For the testing, DNA isolates from both monosporic and mixed cultures of
Venturia inaequalis were used, that were cultivated from plant material coming from
10 locations in the Czech Republic, and some of them showed resistance to

strobilurin fungicides.

Using polymerase chain reaction (PCR), all seven Venturia inaequalis CYTB
exons were amplified in 38 samples. Amplification efficiency was checked by gel
electrophoresis. Using DGGE, the denaturant concentration in polyacrylamide gel
was set for each exon, which differentiates in the best way the size variations of
mutated and non-mutated PCR fragments. Those concentrations were used for
constant denaturing gel electrophoresis (CDGE), which was performed for each exon
in all 38 samples. Fifty-five samples showing different electrophoretic mobility in
CDGE was selected and sequence analysis on automated sequencer was performed

in all samples in order to verify possible polymorphisms.

Comparing the obtained sequences with the established Venturia inaequalis

CYTB sequences using specialized software (Chromas Lite, Vector NT), a previously



described polymorphism in exon 4 was found in two samples. No other

polymorphisms were found in samples showing size deviations.

Although DGGE enabled the finding of point mutation, this method does not
seem ideal for polymorphism testing in Venturia inaequalis CYTB gene. The different
electrophoretic mobility in mutated versus non-mutated DNA fragments were very
weakly perceptible.

Key words: Venturia inaequalis, strobilurin fungicide, fungicide resistance, cytochrom

b gene, Denaturing Gradient Gel Elektrophoresis, Polymorphysm
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1. Uvod

v,

zpusobena houbou Venturia inaequalis. Tento fytopatogen zpusobuje velké ztraty na
vynosech oslabenim jednotlivych rostlin béhem vegetace, coZz ma& za nésledek
redukci nasazenych plidku, ale také deformace dozravajicich plodi a nasledné i

defekty plodu skladovanych.

Ackoliv existuji odridy jabloni odolné vic&i strupovitosti, je stale dost dalSich
odrid ve vysadbach, které rezistentni vuc¢i napadeni Venturia inaequalis nejsou.
V sadech s vysadbami odriid k Venturia inaequalis nachylnych se klade duraz na
integrovanou ochranu, jejiz nedilnou soucasti je ochrana chemicka. Jednou skupinou
chemickych latek, kterych se standardné pouziva k ochrané proti Venturia inaequalis
jsou strobilurinové fungicidy (Discus, Zato), které specificky blokuji transport
elektroni pfes mitochondrialni membranu, a tim blokuji respiraéni metabolismus

bunék patogena.

V dusledku opakovaného viceletého pouzivani fungicidu se stejnymi ucinnymi
latkami, nebo a¢innymi latkami vyuzivajicimi stejny nebo podobny mechanismus
pusobeni, mize dojit k postupnému vyselektovani rezistentni populace. V nékolika
lokalitach CR jiz byly zaznamenany projevy rezistence Venturia inaequalis vGg&i

strobilurinovym fungicidtm.

PfestoZe maji mitochondrie vlastni genom, podili se jadernd DNA velkou Casti
na syntéze mitochondrialnich bilkovin a regulaci ¢innosti mitochondrii. Jednim
z membranovych proteint mitochondrii, ktery je kédovan pouze mitochondrialni DNA
je cytochrom b. Spole¢né s dalSimi proteiny tvofi cytochrom b komplex bcl, ktery

hraje duleZitou roli v elektronovém transportu pfes mitochondrialni membrénu.

V zahraniéni literatufe se objevily publikace popisujici polymorfismus v exonu
Gtyfi, genu pro cytochrom b Venturia inaequalis. Tento polymorfismus vznika
zaménou cytosinu za guanin, ¢imz dochazi ke zméné kodované aminokyseliny
(G143A). Tato zdména ma za nasledek zménu peptidu, ktery neumozni navazani

fungicidu na vazebné misto mitochondrialni membréany.
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2. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo:

nalézt mozné bodové mutace v mitochondrialnim genu pro cytochrom b

u Venturia inaequalis modernimi molekularné genetickymi technikami

vybrat takovy sortiment vzorkl, aby zahrnoval jak vzorky citlivé, tak

vzorky vykazujici rezistenci vaci strobilurinovym fungicidum

namnozit cilovou sekvenci kdédujici DNA polymerazovou fetézovou

reakci (PCR) u vybranych vzorku

vytipovat exony s potencialnimi polymorfizmy pomoci denaturacni

gradientové gelové elektroforézy (DGGE)

e analyzovat vybrané exony pomoci konstantni denatura¢ni gelové
elektroforézy (CDGE)

 vybrat DNA fragmenty s odliSnou elektroforetickou mobilitou (dle

CDGE) a potvrdit pfitomnost mutaci pomoci sekvenacni analyzy

* porovnat ziskané sekvence se sekvenci mitochondrialniho genu pro

CYTB Venturia inaequalis uloZzenou v genové databazi NCBI

e v pripadé detekované mutace zjistit zda mutace zpusobuje zménu
aminokyseliny, kédované tripletem bazi dané sekvence a odhadnout

mozné nasledky takové mutace

13



3. Literarni p fehled

3.1. Venturia inaequalis

Venturia inaequalis je vieckata houba zplsobujici jednu z nejrozSifenéjSich
chorob jabloni — strupovitost. Napada hlavné rody Malus, ale i rody Crateagus,

Sorbus a Pyracantha. Dle Kaliny a Vani (2005) je fazena do:
fiSe: FUNGI

oddéleni: ASCOMYCOTA

pododdéleni: PEZIZOMYCOTINA

tfida: DOTHIDEOMYCETES

fad: PLEOSPORALES

Celed: VENTURIACEAE

Mycelium je hnédavé. Konidiofory vznikaji na myceliu ve svazeccich a jsou
vétSinou jednobunééné, hladké. Konidie jsou vejcCité az kyjovité, zprvu hyalinni,
pozdéji Zlutozelené, jednobunétné az dvoubunécné. Plodnice jsou kulovité,
vy€nivajici z odumfelého pletiva listu ¢i plodu. V plodnicce je nékolik desitek viecek
s 8 askosporami (SALAS a kol., 2003).

Dozravani askospor je ovlivnéno teplotou, uvolfiovani askospor z viecek
zavisi na destovych srazkach. PFi navlihéeni viecko nabobtna a ve Spi¢ce praskne.
Vytrusy jsou vymrstény do vzduchu a rozndSeny vétrem do okoli, kde jsou zdrojem
pro primarni infekci. Pokud se vytrusy dostanou na vihky list, zacnou kli€it a prorustat
listovou pokozkou. Inkubaéni doba zavisi na teploté a dobé, kdy jsou listy ovihéené
(BLAZEK a kol., 1998).

Mezi pfiznaky infekce Venturia inaequalis patfi zelenoCerné skvrny, které se
objevuji nejprve na spodni, pozdé&ji na vrchni strané listd (obr. 1). V zavislosti na
odrudé se pletivo muze v okoli skvrn prosvétlovat a vyklenout nahoru nebo
nekrotizovat. Na plodech vznikaji tmavé ostrivky korkovitého pletiva rlizné velikosti
(obr. 2). Pfi silném napadeni na jedné strané se plod deformuje a v pletivu vznikaji
trhliny (KAZDA a kol., 2003).
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K ndkaze plodd muze dojit az tésné pred sklizni, pfitemzZ se symptomy projevi
az béhem skladovani. Hospodarsky muze choroba negativné ovlivnit vynos, jeho
snizenim o 20 — 40 % a vyznamné snizit kvalitu plodd (SALAS a kol., 2003).

Obr. 1 — pFiznaky infekce Venturia inaequalis na listu
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Obr. 2 — pFiznaky infekce Venturia inaequalis na plodu

3.2. Strobilurinové fungicidy

Strobilurinové fungicidy jsou puavodné pfirodni latky, které vylu€uji nékteré

vySSi bazidiomycety (napf: rody Strobilurus, Oudemansiella) na obranu proti niz§im
houbam (FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2008).

Pfimo v ochrané rostlin se vSak vzhledem Kk jejich fyzikalnim vlastnostem
pouzivat nedaly. Upravou z nich v3ak vznikly latky stalejsi, které jiz bylo mozno
pouzit jako fungicidy se Sirokym spektrem G&inku v ochrané mnoha rostlin (Zato,
Discus). Uginnymi latkami strobilurinovych fungicidi jsou kresoxim-methyl a
trifloxystrobin. Maji kontaktni, translaminarni a nékteré acinné latky i systémovou
acinnost (azoxystrobin). Pokud jsou systémové, v rostliné se pohybuji akropetalné.
Plsobi preventivné i kurativné. VétSina ucinnych latek ma mezostemicky ucinek.
Cést Gginné latky zGstava na povrchu a &ast je ukladana do voskového poviaku
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rostlinnych ¢&asti (lipofilie). Nasledné pronika do rostlinnych pletiv a je rozprostirana
na oSetfenych <&astech. Puasobi specificky, blokuji transport elektrond v
mitochondriich bunék patogena (CHEN et al., 2007)

3.2.1. Mechanismus U €inku strobilurinovych fungicid G

Strobilurinové fungicidy maji schopnost inhibovat mitochondrialni respiraéni
fetézec fytopatogena. Vazi se na vngjSi quinol-oxidacni vazebné misto (Qo)
enzymatického komplexu Il (cytochrom bcl komplex), (FERNANDEZ-ORTUNO et
al., 2008). Enzymaticky komplex Il (bcl komplex), je lokalizovan na vnitfni
je cytochrom b a cytochrom c. Strobilurinové inhibitory, po navazani na Qo, blokuji
elektronovy transport mezi cytochromem b a cytochromem c, coz vede k deficitu
energie zplsobené nedostatkem adenosin trifosfatu (ATP), (BARTLETT et al., 2002).

Obr. 3 — schéma mitochondrialniho elektronového tra  nsportniho systému
(autor obrdzku Jack Kennell, Saint Louis University, dostupné na

http://pages.slu.edu/faculty/kennellj/)
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3.2.2. Mechanismy rezistence v 0€i strobilurinovym fungicid 0Gm

Jednim z mechanismu rezistence vuci strobilurinovym fungicidim jsou mutace
v genu pro cytochrom b. U nékolika fytopatogenich hub a oomycet byly popsany tfi
zasadni mutace a to zaména glycinu za alanin na pozici 143 (G143A), (tab. 1),
zameéna fenylalaninu za leucin na pozici 129 (F129L) a zdména glycinu za arginin na
pozici 137 (G137R). Zatimco F129L a G137R zpusobuji &aste¢nou rezistenci,

mutace G143A ma za nasledek rezistenci kompletni.

Tab. 1 — Mutace na pozici 143 v genu pro cytochrom b

Sekvence nukleotid U Sekvence aminokyselin
Sensitivni 5..TGGGGTGCA.. 3 ... WGA ...
Rezistentni 5 ...TGG GCT GCA ...3 ... WAA ...
Pozice 143 143

DalSimi mechanismy rezistence jsou alternativni respirace a ,Eflux
transporters”. Alternativni respiraci zajisStuje terminalni oxidaza, ktera pfi respiraci
poskytne elektrony z ubiquinolu a tak obejde komlex Ill. Tento mechanismus ma nizsi
vykonnost nez uplny respiracni fetézec. ,Eflux transporters” umoznuje houbam
preckat vystaveni vysokych koncentraci toxickych latek zabranénim jejich kumulace
uvnitf bun&k pomoci transportnich proteind (FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2008).

3.3. Mitochondrialni DNA

Genetické informace vétSiny eukaryontnich bunék jsou uloZeny pfedevsim
v bunééném jadfe. Kromé jaderné DNA existuje deoxyribonukleova kyselina

v dalSich buné&nych organelach a to v chloroplastech a mitochondriich.

Velikost, tvar a konformace mitochondrialni DNA (mtDNA) je znaéné
heterogenni a zavisi na druhu organismu. Mitochondrialni DNA je v mitochondriich
pritomna ve formé volné uloZzenych molekul a ma strukturu cyklické dvousroubovice.
Mitochondridlni DNA se obvykle nachézi v mitochondridlni matrix a obcCas je

pfipojena k vnitfni mitochondridlni membrané. Cely mitochondrialni genom byl
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klonovan a sekvenovan u velkého poctu organizmu a bylo zjisténo, Ze mtDNA vSech
mitochondrialnich proteind (ROSYPAL a kol., 1997). U nizSich eukaryot a hub kéduje
mtDNA tfi podjednotky cytochrom c¢ oxidazového komplexu, cytochrom b
podjednotku, dvé podjednotky F® H*-ATPazy, 15S-rRNA a 21S — rRNA a tRNA.
Houby koduji oproti ostatnim organizmim jeden protein podilejici se na stavbé
ribozomu (BURGER et al., 2003).

DNA mitochondrii je u nékterych organizm( pomérné mala a ma informacéni
kapacitu kddovat maximalné nékolik desitek proteind. Biochemické reakce, které
v mitochondriich probihaji, ukazuji, Ze mitochondrie potfebuji vétSi pocCet proteinu.
Tyto proteiny jsou kodovany jadernymi geny a jsou dopravovany do mitochondrii
z cytoplazmy (ROSYPAL a kol., 1997).

3. 4. Mitochondrialni gen pro cytochrom b Venturia inaequalis
Mitochondrialni gen pro cytochrom b u Venturia inaequalis je tvofen sedmi

exony (tab. 2) a Sesti introny. Jeho velikost je 10,65 kbp. Exony kéduji protein
zahrnujici 393 aminokyselin (ZHENG et KOLLER, 1997).
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Tab. 2 - Sekvence jednotlivych exon

inaequalis

U genu pro cytochrom b Venturia

Exon

Za catek

Konec

Sekvence

Délka exonu
(bp)

46

204

atgcgaattttaaaaagtcatccactattgaga
ttagccaattcttatataattgattccccacaac

cctctaacataagttacctgtgaaatttcggttc

tttattagcattctgtttagttatacaaattataact
ggtgttactttagcaatgcac

159

2637

2755

tacaatcctagtgtgctagaagcatttaattcc

gttgagcatattatgcgagacgttaacaatgg
atgattaatacgatatttacacgctaatactgct
tcagctttcttcttcatagt

119

4928

5054

ctatttgcatatgggaagagggctatattacgg
ttcttatagagcacctagaacgttagtatgaac
tttaggtgtaattatctttatattaatgatagttac
agccttcctgggttatgttttacct

127

5415

5515

tatggtcaaatgagcctatggggtgcaactgt
catcacaaaccttatgagtgctataccgtgaa
taggacaagatatagtcgaatttctgtgggga

ggctt

101

6717

6989

ttcagtgaacaacgctactttaaacagatttttt
gcactacattttgtactacctttcgtattagcagc
actagctttaatgcacttaattgcattacatgac
agtgcgggatcgggtaaccctttaggtgtgtc
aggtaactttgacagactaccctttgctccttatt
tcatatttaaagatttaataactatctttttatttat
attaggattatctatctttgttttcttcgcacctaat
atattaggtgatagtgaaaattacgtggt

273

8991

9041

ttaaccgtgctaaccctatgcaaacaccacct
gccatagtaccggagtga

51

10344

10702

atcttcttcctttttatgctatattaagatctatacc
taataaattgttaggtgttatagctatgtttgcag
ctatagtgatcttattagttatgccatttactgattt
aggtagaagtagaggtatacaatttagacca
ttaagtaaaatagcttactatttctttatagctaat
tttttaattttaatgaaattaggtgctaaactgttg
aatctccatttattgagtttggacaaattagtact
gttttatacttttctcactttgtgattattgtacctctt
gtatcattaatagagaatactttagtggacttac
atcttcataatactttatcacttaaaaatgtttttta
a

359
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3.5. Metody analyzy molekularni struktury gen

3.5.1. Elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza je klasickhA metoda, univerzalné pouzivand k rozdéleni
elektricky nabitych makromolekul. V elektrickém poli se makromolekuly s nenulovym
elektrickym nabojem pohybuji k jedné z elektrod v zavislosti na své relativni
molekulové hmotnosti, celkovém naboji a tvaru. DNA obsahuje zaporné nabité
fosfatové skupiny. V elektrickém poli se fragmenty DNA pohybuji od zaporné
elektrody smérem ke kladné. Fragmenty o stejné délce postupuji stejné rychle a po
vizualizaci vytvofi prouzek o stejné velikosti. NejkratSi fragmenty tvofi ¢elo, dlouhé
se drZi blizko startu (ROSYPAL a kol., 1997).

Vizualizace se provadi napf. obarvenim elektroforetického gelu ethidium
bromidem. Diky své chemické struktufe se ethidium bromid navaze dovnitf
dvousroubovice a po excitaci ultrafialovym svétlem (UV) emituje viditelné zafeni
(SAMBROOK et al., 1989).

Elektroforetické gely pouzivané pro separaci nukleovych kyselin jsou
nejCastéji tvofeny polyakrylamidem nebo agard6zou, které vytvareji slozitou sitovou
strukturu polymernich molekul s pory, jejichz velikost Ize ovlivnit slozenim roztoku a
koncentraci polymeru. Agar6zové gely jsou vhodné pro separaci molekul od nékolika
set bp az po molekuly o velkosti 50kb, polyakrylamidové gely slouzi k oddéleni
mensSich molekul o velikosti 10 — 1000bp (ROSYPAL a kol., 1997).

3.5.1.1. Separace technologii LAB-ON-CHIP

Technologie Lab-on-a chip provddén& na pfistroji Bioanalyzer 2100 Agilent
predstavuje mikrofluidni technologii pro analyzu DNA, RNA, proteini a bunék. Nabizi
alternativu k tradi¢ni technice gelové elektroforézy, pfinasi rychlé, pfesné a
reprodukovatelné vysledky. Lab-on-a chip prevadi laboratorni procesy na miniaturni
Cip, ktery je tvofen mnozstvim kanali a zdsobnikd. Naplnéni kanaltu chipu gelovou
matrix a zasobnikG pufrem se vzorky, umoznuje provedeni elektroforézy v

miniaturnim méfitku. Gelova matrix, obsahuijici fluorescenéni barvi¢ku, jez se vaze
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na molekulu DNA, je vtlaena pomoci ,priming station“ do jednotlivych separacnich
kanalkd chipu. Smés pufru se vzorkem je vedena elektrokinetickymi silami do
jednotlivych separacnich kanalkd, dle poradi vzorkd. Jednotlivé separované
komponenty prochazeji bodem, kde je detekovano mnozZstvi fluorescence pomoci
indukovaného laserového zareni. VSechna data o hodnotach namérené fluorescence
jsou softwarové zpracovana a prevedena do zobrazovacich moduld bud jako
.elektroforeogram*, nebo jako ,bézny obrazek"* gelové elektroforézy (PANARO et al.,
2000).

3.5.1.2. Separace v polyakrylamidovém gelu

Polyakrylamidovy gel je hydrofilni polymer, jenz tvofi vétSinou linearni fetézce
pospojované v ur€itych intervalech methylenovymi mastky. Zakladni jednotkou
polyakrylamidového gelu je monomer akrylamid, ktery polymeruje v pfFitomnosti
volnych radikalt, které poskytuje amonium persulfat (APS) za pfitomnosti
katalyzatoru TEMEDu (N,N,N,N’- tetrametylenetylen diamin). Vzniklé fetézce
vytvareji sit v pFitomnosti N,N"-metylenbisakrylamidu a tak vznikne porézni gel.
Hustota vytvofené sité zavisi na koncentraci N,N"-metylenbisakrylamidu v gelu -
udava se v poméru k akrylamidu (akrylamid : N,N"-metylenbisakrylamidu = 29 : 1),
(SAMBROOK et al., 1989).

Obr. 4 — schéma polyakrylamidového gelu  (SAMBROOK et al., 1989)

+

CHZ=CHZOMHE CHZ(MHZDHC=CHZ2)2

Achylamide Froe radical MM N etk ylenzh secrylamde
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— CH,—CH —I:—L':H2—CH —|—cH,—cH—
I | n I
cCO CQ CO
I | I
NH NH., NH
I I
CH, CH,
I I
NH NH.. NH
I | I
O CO cO

I I I
—CH,—CH —[— CHz—CI-I—:I —CH,—CH —
H

22



3.5.1.3. Denatura €ni gradientova gelové elektroforéza, princip a pouz  iti

Denaturaéni gradientova gelova elektroforéeza (DGGE) je elektroforeticka
metoda uréena k identifikaci bodovych mutaci ve fragmentu DNA. Je vyuZivana tzv.
teplota tani (Tm), pfi které denaturuje dvoufetézcovd DNA (dsDNA). Tato Tm je
specificka pro ur€ité sekvence. Tm mutovaného fragmentu DNA se liSi od Tm
nemutované DNA, a tim je odliSna i migrace fragmentl v akrylamidovém gelu.
PFitomnost mutace v daném amplikonu zpUsobuje oddélovani viaken dsDNA pfi nizsi

koncentraci denaturantu nez v pfipadé dsDNA bez mutaci.

Pro kazdy zavedeny systém PCR je nutné zjistit koncentraci denaturantu, pfi
které bude nejlépe patrna odliSnost migrace mutovanych a nemutovanych fragmentu
DNA. Ktomu se vyuziva ,perpendicular® denaturaéni gradientovy gel. Na jeho
pfipravu existuje specialni systém, ktery umozZfiuje pfipravit akrylamidovy gel
s horizontélné narudstajici koncentraci denaturantu v rozmezi 0% - 100% resp. 20% -
70% (FISCHER et LERMAN., 1983).

Pro ac¢inngjSi rozdéleni fragmentd DNA se pouziva konstantni teplota

elektroforetického pufru, a to v rozmezi 50 az 65°C.

Optimalni vysledky jsou dosazeny na DGGE pokud je analyzovany fragment
DNA denaturovan jen ¢astec¢né. Této neupiné denaturace je dosaZzeno pfidanim 30 —
40 bp GC bazi k jednomu z dvojice pouzitych primert pro PCR. Tato GC svorka
zajisti, ze vySetfovany region bude mit niz8i hodnotu Tm a vySetfovany Uusek DNA
zustane ¢astecné spojeny do dsDNA (SMITH-SORENSEN et al., 1992).

Dle délky analyzovaného fragmentu se zvoli koncentrace polyakrylamidového
gelu (tab. 3).

Tab. 3 — Koncentrace polyakrylamidového  gelu pro r tizné délky DNA fragment

Koncentrace polyakrylamidového gelu Délka fragmentu DNA
6% 300 — 1000 bp
8% 200 — 400 bp
10% 100 — 300 bp

23




V praxi se DGGE vyuZiva v raznych oborech a pro rizné aplikace. V lékarské
genetice byla napfiklad pouZzita pro vyhledavani polymorfizmd v genu TP53 rakoviny
plic, kde byla porovnavana uspésnost vyhledavani mutaci pomoci DGGE, SSCP a
automatické kapilarni elektroforézy (HOLMILA et HUSGAFVEL — PURSIAINEN,
2006). V dalSi praci byla DGGE pouzita jako referenéni metoda k vysledkim
denaturacni vysokovykoné kapalinové chromatografie (DHPLC) pfi vyhledavani
mutaci v TP53 u rakoviny jicnu a kardie (BRETON et al., 2003). V lékafskée
bakteriologii byla DGGE pouzita pro rozliSeni druhl bakterii v domacnostech déti —
astmatik, pochéazejicich z domécich zvifat ¢i z provozu domacnosti (MAIER et al.,
2010). Dale byla DGGE pouzita v molekularni ekologii pro rozliSeni jednotlivych rodu
z pudniho spolecenstvi hlistic podle 18s rDNA (WAITE et al., 2003) ¢i k odhaleni
genetické diverzity eukaryontnich vodnich mikroorganismt (HANNEN et al., 1998). U
fytopatogenich hub byla metoda DGGE pouzita napfiklad k posouzeni druhové
diverzity rodu Fusarium u chfestu, kdy pomoci DGGE bylo rozliSeno vice nez 19

riznych druhd mezi taxony rodu Fusarium (YERGEAU et al., 2005).

3.6. PFimé ur éeni sekvence pomoci sekvenatoru ABI PRISM

Vzhledem ktomu, Ze sekvenacni proces klade velké néroky na dcistotu
sekvenovaného vzorku, je nutné provést pfed samotnou sekvenaéni rekaci purifikaci
PCR produktd. Jednou z metod bézné pouzivanych k purifikaci PCR produktd je
purifikacni kit MinElut (QIAGEN, USA). Tento kit vyuziva k &isténi PCR produktd
specialni kolony se silica membranami, které s minimalnimi ztratami umi odstranit z
PCR produktt zbytky primert, nukleotidl, enzym( a dalSich komponent, které jsou
soucasti PCR reakce. Pomoci vazaciho pufru s vysokym obsahem soli a za
optimalniho pH (7,5) je PCR produkt navazan na silica membranu a Ccistén
purifikaénim pufrem centrifugaci. Po ocisténi je PCR produkt vymyt z membrany
eluénim pufrem s nizkym obsahem soli (VOGELSTEIN et GILLESPIE, 1979). Timto
kitem Ize purifikovat produkty o délce 70bp — 4kb.

Sekvenovani pomoci genetického analyzatoru ABlI PRISM (Applied

Biosystems), umozfiuje provadét plné automatizovanou sekvenacni a fragmentaéni
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analyzu DNA. Analyzator pracuje na principu elektroforetického déleni fragmentl ve
velmi tenké kapilafe naplnéné specialnim polymerem. Pro kazdy vzorek je kapilara
naplnéna Cerstvym polymerem, poté je automaticky nanesen presny objem vzorku.
Sekvenovani probiha podle Sangerovy metody. Analyza je zaloZzena na principu
detekce vicebarevné fluorescence z inkorporovanych nukleotidld (ddTTP, ddCTP,
ddGTP, ddATP) po excitaci argonovym laserem (excitaéni spektrum 488 - 514 nm).
Detekce emitovaného zareni je provadéna pomoci citiveho CCD chipu s maximalni
citlivosti ve spektralnim pasmu 525 - 650 nm. P¥i jediném prachodu kapilarou je proto
mozné pfi sekvenovani stanovit pofadi vSech &tyf bazi. Rizeni celého procesu i

zpracovani dat probih& soucasné za pouziti PC a specialniho softwaru.

U PCR produktl je nutné pfed sekvenovanim velmi peclivé odstranit vdechny
zbytky primerd a dNTP, protoze by se zmeénilo sloZeni reakéni smési a znaceni
nukleotidy by neprobéhlo. DalSim dulezitym faktorem je spravné ur€eni koncentrace
DNA a délka PCR fragmentu. Doporu¢ené koncentrace templatd PCR DNA je 10 -

30 ng. pI*, 60 - 180 ng na jednu sekvenaéni reakci.

Pfiprava znacenych fragmentl probiha pomoci asymetrické PCR za pouziti
znacenych nukleotidl, polymerazy, primerd a reakéniho pufru (MCBRIDE et al.,
1989). Vyjma primeru jsou tyto komponenty soucasti firemniho kitu dodavaného pro
sekvenaci na pristroji ABI Prism. Po skonCeni asymetrické PCR je nutné vzniklé
fragmenty pfesrazet a odstranit vSechny nezreagované slozky kitu. Fragmenty DNA
se pak rozpusti ve formamidu, ktery zajisti jejich denaturaci a vzorek je pfipraven pro

sekvenéni analyzu.
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4. Material a metody

4.1. Biologicky material

K analyzdm bylo pouZito izolatd DNA z monosporickych a smésnych kultur
Venturia inaequalis. Bylo ziskano 38 vzorkii DNA z 10 rdznych mist v Ceské

republice (tab. 4).

Tab. 4 - Prehled vzork G pouzitych k analyzam

Gislo | OZnaceni Pavod Typ izolatu
vzorku

1 1 Vesely Zdar smésny
2 2 Vesely Zdar smésny
3 5 Vesely Zdar smésny
4 7 Kladno - Sitn& za jazykovkou smeésny
5 8 Kladno - Sitna u pekéren nahore smeésny
6 9 Kladno - Stépanska ulice za Labyrintem smésny
7 10 Kladno - Stépanska ulice za Labyrintem smésny
8 12 Radnov R1 smésny
9 13 Radnov R2/2 smésny
10 14 Radnov R3/2 smésny
11 15 Radnov R3/2 smésny
12 16 Radnov smésny
13 17 Radnov smésny
14 19 Radriov smeésny
15 33 Zernov Topaz smésny
16 36 Zernov Topaz MS 1 monosporicky
17 38 Zernov Topaz MS 3 monosporicky
18 39 Zernov Topaz MS 4 monosporicky
19 40 Zernov Topaz MS 5 monosporicky
20 41 Zernov Topaz MS 6 monosporicky
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Cislo | OZnaceni | piod Typ izolatu
vzorku

21 42 Zernov Topaz MS 2 monosporicky
22 43 Brno — Golden Delicious monosporicky
23 44 Brtov — Jenec - Goldstar monosporicky
24 45 Brtov — Jenec - Rubinola monosporicky
25 46 Lysice - Jonagold monosporicky
26 a7 Tuchoraz monosporicky
27 48 Velké Bilovice G. Del. 1 monosporicky
28 49 Velké Bilovice G. Del. 2 monosporicky
29 50 Velké Bilovice G. Del. 3 monosporicky
30 51 Velké Bilovice G. Del. 4 monosporicky
31 52 Velké Bilovice G. Del. 5 monosporicky
32 53 Velké Bilovice G. Del. 6 monosporicky
33 54 Velké Bilovice G. Del. 12 monosporicky
34 55 Holovousy — V¢elin 1 monosporicky
35 56 Holovousy — V¢elin 2 smésny

36 57 Holovousy — V¢elin 3 smésny

37 58 Holovousy — V¢&elin 4 smésny

38 59 Holovousy — V¢elin D1 smeésny

4.2. Primery a reak €ni podminky polymerazové retézové reakce (PCR)

Gen pro cytochrom b Venturia inaequalis je sloZzen ze sedmi exonu (kodujici
oblasti genu) a Sesti intront (nekodujici oblasti genu). Dle sekvence tohoto genu
uloZzené v databdzi NCBI pod koédovym oznacenim AF004559 (Zheng et Koller,
1997), bylo pro metodu PCR navrZzeno sedm sad primeru, které byly komplementarni
k pfechodovym oblastem mezi jednotlivymi introny a exony. NavrZzené primery byly o
velikosti mezi 20 a 27 bazovymi pary (bp). Pro zajisténé optimalnich vysledku
v nasledné denaturaéni gradientové gelové elektroforéze byla k jednomu z dvojice
primerd pfipojena na 5’konci GC svorka o délce 40 bp a sekvenci 5°cgc ccg ccg cgce

CCC gcg ccc gtc ccg ccg cce ccg ccc g 37 (tab. 5).
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Tab. 5 — Primery pouzité pro amplifikaci jednotlivy ch exond genu pro
cytochrom b Venturia inaequalis

Exon | Oznaéeni Sekvence 5°- 3° [_)elka Velikost
primeru produktu

1 | VICB1Fcl |tctcactttttcaatttgatatgc 64
VICB1R |ggtgttactttagcaatgcacg 22 220
2 VICB2F [ttcactacaatcctagtgtgctagaag 27 182

VICB2Rcl | cgaaatatgctataaaacgactatgaa 67
3 VICB3F [ggggtagatttgctatttgcat 22 250

VICB3Rcl | ctacatcggcaggtcaaggt 60

4 VICB4F [tgcaagataaatctgagttgacg 23
VICB4Rcl | tgttgttaggctcticaatgaataat 66 198

5 VICB5SF [ttcagagaatggggttatcaaga 23
VICB5Rcl | cccaagttataccacgtaattttca 65 352

6 | VICBG6Fcl | attacaaattcgtgtaatttacctttt 67
VICB6R | agtgacatcttctgttctatcactcc 26 187

7 | VICB7Fcl |tccattttgggatcttcttcc 61
VICB7R |tctgcccttttatccgacat 20 429

Smés pro PCR byla pfipravena z nasledujicich komponent: sterilni voda,
10xPCR pufr (Aplied Biosystem, USA), 25 mM MgCl, (Aplied Biosystem, USA), hot
start Gold Polymeraza 5U.pl™" (Aplied Biosystem, USA), oligonukleotidy 10mM dNTP
(Aplied Biosystem, USA), dvojice primert pro dany exon (kazdy 10 pM). MnoZstvi

jednotlivych souc¢asti PCR mixu jsou shrnuty v tabulce 6.

Tab. 6 — Reagencie a jejich mnozZstvi pro p  Fipravu PCR mixu

Reagencie Na 1 PCR reakci

PCR Pufr 1x koncentrovany
MqgCl, 2,5 mM
dNTP 0,3 mM
Forward primer 0,28 uM
Reverse primer 0,28 uM

Hot Start Polymeraza 0,5U

DNA 20 ng
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Objem PCR reakce byl 25 mikrolitra (ul). Smés pro polymerazovou fetézovou
reakci byl rozdélen do specialnich tenkosténnych 200 ul zkumavek dle poctu vzork
a do kazdé zkumavky byl pfidan jeden mikrolitr DNA o koncentraci 20 ng.pl™.
Zkumavky byly peclivé uzavieny, aby nedochazelo k odpafovani a vioZzeny do

Termocykleru. Teplotni profil reakce je shrnut v tabulce 7.

Tab. 7 - Teplotni profil PCR reakce

Krok PCR Teplota Cas Pocet
cykl a
Predenaturace 95<C 107 1
Denaturace 94<C 307
Annealing 60T 307 35
Extenze 72C 60"
72C 6 1
zchlazeni 15C 0

4.2.1. Ovéreni uc€innosti amplifikace

Uginnost amplifikace byla ovéfena na 1,5% agar6zovém gelu. Bylo smichano
5 pl PCR produktu s 1 pl 6x Loading Dye. Tento mix byl opatrné napipetovan do
jamky v agarézovém gelu. Do posledni pozice na gelu bylo napipetovano 10 pl
velikostniho markeru Gene Ruler 100bp DNA (Fermentas). DNA putovala
v agar6zovém gelu 45 minut pfi 120 V, poté byl agarézovy gel s nosi¢em vyjmut
z elektroforetické vany, vlozen na UV transiluminator dokumenta¢niho systému

ChemiDoc (BioRad). Gel byl vyfocen a pofizena fotografie byla uloZena ve formatu

*.jpg.

4.3. Denatura €ni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Pro denaturaCni gradientovou gelovou elektroforézu byl pfipraven 8%
polyakrylamidovy gel se dvémi koncentracemi denaturantu a to 20% a 70%. Pfesné

mnozstvi jednotlivych reagencii je popsano v tabulkach 8 a 9.
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Tab. 8 - 8% polyakrylamidovy gel 20% denaturant

Chemikalie Objem
40% Bis-Acrylamid (37,5:1) 20 ml
SOXTAE 2 ml
Formamid 8 ml
Urea 8449
Destilovana voda Doplnit do 100 ml

Tab. 9 - 8% polyakrylamidovy gel 70% denaturant

Chemikalie Objem
40% Bis-Acrylamid (37,5:1) 20 ml
SOXTAE 2 ml
Formamid 28 ml
Urea 29,49
Destilovana voda doplnit do 100 mi

Byl pfipraven systém pro naliti gelu. Systém se sklada ze dvou skel, z nichz
jedno ma vyfez pro umisténi plastovych vsuvek, které po zatuhnuti gelu vytvofi
jamku pro nanaSeni vzorka. Skla byla oc€isténa z vnitfnich stran etanolem, aby bylo
zajisténo rovnomérné vzlinani nalévaného gelu. Na sklo bez vyfezu byly umistény po
obou stranach a doprostfed ,spacery” s otvorem pro nalévani gelu. Bylo pfilozeno
druhé sklo s vyfezem a takto spojena skla byla vlioZzena do Uchytného stojanku, ktery
mél na svém dné pryZ proti protékani gelu. Do horni ¢asti sestavenych skel, byla
vloZena plastova vsuvka a skla byla upevnéna do stojanku. Byl sestaven nalévaci
systém, ktery se sklada ze dvou stfikacek, plniciho zafizeni, hadi¢ek a kohoutu. Skla
se stojanem byla naklonéna do Sikmé polohy. Byly vytazeny kolicky
z odvzduSnovacich otvor( stojanu a pfipojeny privodni hadi¢ky do otvor( k tomu
uréenych. Do pfipravenych polyakrylamidovych smési o objemu 10 ml bylo pfidano
100 pl 10% roztoku amonium persulfatu a 10 pl TEMEDu. Smés byla natazena do

stfikacek. Do jedné stfikacky 8% polyakrylamid se 70% denaturantem do druhé
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stfikacky 8% polyakrylamid s 20% denaturantem. Stfikacky byly vloZzeny do plniciho
zafizeni a pfipojeny k hadi¢kam, které byly zasunuty do otvor ve stojanu se skly.
Pomalu bylo ota¢eno kole¢kem v plnicim zafizeni, které umoznilo tlak na pisty obou
stfikacek tak, Zze gel ve stfikackach byl vytlaCovan v urcitém poméru do hadiek a
nasledné mezi skla ve stojanu. Kdyz hladina roztoku gelu mezi skly dosahla par
milimetrd nad horni plastovou vsuvku, byl uzavien pfivod gelu pfisluSnymi kohouty
na pfivodnich hadi¢kach a odvzdusfiovaci otvory ve stojanu se skly byly uzavieny
koli¢ky. Skla s roztokem gelu byla umisténa do horizontalni polohy a nechala se 60

minut polymerizovat.

V prabéhu polymerizace gelu byl pfipraven 0,5XTAE elektroforeticky pufr, ktery
byl nalit do elektroforetické vany a predehfat na 56°C. Po zatuhnuti gelu byla skla
vyfnata z nalévaciho systému, byly vytazeny plastové vsuvky a jamky na vzorky byly
promyty destilovanou vodou. Skla sgelem byla upevnéna do drzadkd pro
elektroforézu a vloZzena do predehfatého elektroforetického pufru. Pro kazdy
vySetfovany exon bylo amplifikovano pét nahodné vybranych vzorku z vySetfovaného
souboru. PCR produkty téchto vzorkd byly smichany a byly naneseny do jamek na
polyakrylamidovém gelu. DNA fragmenty byly déleny pomoci denaturaéni
gradientové gelové elektroforézy 3 hodiny pfi 200 voltech.

Po probéhnuti elektroforézy byl gel opatrné snat ze skel a vloZzen na 5 minut
do lazné TAE pufru, do které bylo pfidano 20 ul ethidium bromidu pro obarveni
fragmentd DNA. Poté byl gel poloZzen na UV transiluminator, kde byla pofizena
obrazovd dokumentace. Analyzou obrazku byla zjisténa optimalni koncentrace

denaturantu pro kazdy ze sedmi analyzovanych exonu.

4.4. Konstantni denatura ¢€ni gelova elektroforéza (CDGE)

Konstantni denaturaéni gelova elektroforéza byla provedena pro kazdy
amplifikovany exon. MnoZstvi denaturantu pouzitého pro CDGE bylo zjisténo pro
kazdy exon pomoci denaturaéni gradientové gelové elektroforézy v horizontalnim

gradientu denaturantu.
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Tab. 10 — MnoZstvi denaturantu pouZzitého pro CDGE

Exon ¢islo % denaturantu v 8% akrylamidovém gelu

29,5

32,5

25

50

22,5

37,5

N O O A W] N

65

Byl sestaven nalévaci systém pro konstantni denaturacni gelovou
elektroforézu. Skla pro CDGE byla ociSténa etanolem a pfilozena oc€iSténou stranou
k sobé. Mezi skla byly vloZeny plastové ,spacery”, které zajistily mezeru mezi skly
pro naliti akrylamidového gelu. Skla byla vioZzena do svorek a do horni ¢asti byla
mezi skla vlozena plastova vsuvka s 20 ,zuby“, které zajistily mezery v gelu pro
naneseni vzorkd. Nalévaci systém byl fadné utésnén a byl pfipraven 8%
akrylamidovy gel s mnoZstvim denaturantu optimalizovanym dle DGGE (tab. 10).
Pfed nalitim polyakrylamidového gelu bylo do 200 ml smési pfidano 200 pl 10%
amonium persulfatu a 20 ul TEMEDu. Pomoci stfika¢ky byl akrylamidovy gel opatrné
aplikovan mezi pfipravena skla. Takto nality gel polymerizoval 1 hodinu. Byl
pfipraven 0,5XTAE elektroforeticky pufr, ktery byl nalit do elektroforetické vany a
predehfat na 56°C.

Po zatuhnuti byla skla s gelem vynata z nalévaciho systému, byly vytazeny
plastové vsuvky a jamky na vzorky byly promyty destilovanou vodou. Skla s gelem
byla upevnéna do drzakd pro elektroforézu a vlozena do predehfatého
elektroforetického pufru. Do jednotlivych jamek v gelu bylo naneseno 6 ul PCR
vzorku smichaného s 6 pl DGGE vzorkového pufru. Konstantni denaturaéni gelova
elektroforéza probihala 220 minut pfi 100 voltech. Po dokonc&eni elektroforézy byl gel
opatrné snat ze skel a viozen na 5 minut do lazné TAE pufru, do kterého bylo pfidano

20 pl ethidium bromidu pro obarveni fragmentd DNA. Poté byl gel polozen na UV
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transiluminator dokumenta¢niho systému (BioRad), kde byla pofizena obrazova

dokumentace.

4.5. Extrakce PCR produkt a z akrylamidového gelu

Po vizualizaci a zdokumentovani polyakrylamidového gelu, byly vybrany dle
rozdilu lokalizace zony, které by mohly obsahovat mutace. Tyto zény byly vyfiznuty
skalpelem z gelu a vloZzeny do 1,5 ml zkumavky. K vyfiznutym ¢astem gelu bylo

pfidano 100 pl sterilni vody, ve které byl gel vymyt.

4.6. Reamplifikace fragment G DNA a ov éreni U€innosti reamplifikace

Vyfiznuté fragmenty DNA byly reamplifikovany pomoci PCR. Byl pfipraven
PCR mix s primery dle exonu, z kterého byly vyfiznuté prouzky. PCR mix byl
nadavkovan do PCR zkumavek po 24 pl a bylo pfidano 1 pul PCR extraktu. PCR
zkumavky byly vioZzeny do termocykleru, kde probéhla PCR. Teplotni profil byl pouzit
stejny jako pfi prvni amplifikaci, dle amplifikovaného exonu.

Po dokon&eni PCR byla ovéfena ucinnost reamplifikace pomoci technologie
LAB-ON-CHIP, na pfistroji Bioanalyzer 2100 Agilent.

Reagencie pro analyzu byly vytemperovany na laboratorni teplotu. Na chip
(obr. 5) do pozice G bylo naneseno pipetou 9 pl gel-dye mixu. Chip byl viozen do
priming station a gel v pozici G byl vtlaen do chipu pomoci stfikacky pfipojené
k ,priming station“. Pipetou bylo naneseno 9 ul gel-dye mixu do dvou pozic pro
vedeni elektrického proudu. Do 12 pozic pro vzorky a jedné pozice pro velikostni
marker bylo pipetou naneseno 5 pl Nano markeru (nosi€¢ pro vzorky). Do pozic pro
vzorky byl pipetou nanesen 1 pl PCR produktu, do posledni pozice byl nanesen 1 pl
velikostniho markeru. Chip byl viozen do tfepacky a byl michan 1 minutu pfi 3000
rpm. Poté byl vioZzen do Bioanalyzer 2100 Agilentu, ktery byl pfed analyzou promyt

destilovanou vodou. Byla provedena analyza.
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Obr. 5 — Schéma Lab-on-chipu

Pozice pro vedeni el. proudu
o000
_ 000 Pozice pro plani chipu gelem
o000
00 _ : .
Pozice pro velikostni marker

4.7. Purifikace PCR produkt

Pfed pfipravou sekvenacni reakce byly PCR produkty purifikovany kitem
MinElute (QIAGEN, USA). Jeden dil PCR produktu byl smichan s 5 dily vazaciho
pufru PB. Smés byla pipetou pfenesena na MinElute kolonu a centrifugovana 1
minutu pfi 13000 rpm. Filtrat byl odstranén a na kolonu, kde zustaly zachyceny
fragmenty DNA, bylo pfiddno 750 ul purifikacniho pufru PE. Kolona byla vlioZzena do
centrifugy, kde probéhla centrifugace 1 minutu pfi 13000 rpm. Filtrat byl odstranén a
kolona byla jeSté jednou centrifugovana 1 minutu pfi maximalnich otackach, aby
doSlo k uplnému odstranéni PE pufru. Po centrifugaci byla kolona vloZena do Cisté
zkumavky a bylo pipetou naneseno 20 ul eluéniho pufru EB. Probé&hla minutova
inkubace pfi laboratorni teploté a nasledna centrifugace kolony 1 minutu pfi 14000
rom. Filtrat, ktery obsahoval purifikovany fragment DNA, byl pfenesen do Ccisté

zkumavky.

4.8. Sekvena éni reakce

Byla namichana reakéni smés pro sekvenaéni analyzu z kazdého vyfezaného
a reamplifikovaného PCR produktu (tab. 11). Smés pro sekvenacni reakci byla
napipetovana do tenkosténnych 200 pl PCR zkumavek, které byly vioZzeny do

termocykléru, kde probéhla asymetricka PCR (tab. 12).
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Tab. 11 — SloZeni sekvena €éni sm ési

Reagencie MnozZstvi na 1 reakci (ul)
Sterilni voda pro PCR 3
BDT 1.1 1,5
Primer 10 uM 1
PCR produkt 2
celkovy objem 7,5

Tab. 12 - Teplotni profil asymetrické PCR reakce

Krok PCR Teplota Cas Pocet
cykl a
Denaturace 96C 107
Annealing 50C 57 30
Extenze 60C 4
Zchlazeni 4C

Produkty asymetrické PCR byly smichany s 80 pl 75% isopropanolu a kratce
promichany na stolnim vortexu. Smés byla inkubovdna 15 minut ve tmé pfi
laboratorni teploté a nasledné centrifugovana 20 minut pfi 4°C a 14 000 rpm. Po
centrifugaci byl opatrné odstranén supernatant a do zkumavek bylo pfidano 250 pl
75% isopropanolu. Smés byla kratce promichdna na stolnim vortexu a
centrifugovana 5 minut pfi 4°C a 14 000 rpm. Supernatant, oddé&leny centrifugaci, byl
peclivé odstranén a vzorek byl vysouSen ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 30
minut. VysuSené vzorky byly rozpustény ve 25 ul formamidu, promichany a cely
objem byl pfenesen do sekvenacéni destiCky. Po pfeneseni vSech vzork( byla
desti¢ka vloZena do sekvenatoru ABI PRISM 7300, kde probé&hla sekvenacni reakce.

4.9. Sekvena éni analyza

Sekvenaéni analyza byla provedena pomoci programu Chromas Lite a Vector
NT. Pomoci programu Chromas Lite byly sekvence hodnoceny z pohledu Uspésnosti

sekvenacni reakce a porfadi jednotlivych bazi. Pomoci programu Vector NT byla

35



provedena srovnavaci analyza jednotlivych sekvenci vzorkd se znamou sekvenci

daného exonu ulozené v databazi NCBI pod kddovym ozna¢enim AF004559.
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5. Vysledky a diskuze

Na zakladé odbornych publikaci, které popisuji mutace v mitochondrialnim
genu pro cytochrom b zpuasobujici rezistenci vacéi strobilurinovym fungiciddm u
riznych hub a oomycet (STEINFELD et al., 2001; GISI et al., 2002; SIEROTZKI et
al., 2007; ISHII et al., 2001; KIM et al., 2003; SIEROTZKI et al., 2000a; SIEROTZKI
et al., 2000b), jsem se v ramci své diplomové prace snazila nalézt tyto mutace a

pfipadné dalSi mutace v mitochondrialnim genu pro cytochrom b Venturia inaequalis.

K vyhledavani polymorfizmd byla pouzZita metoda denaturaéni gelové
elektroforézy. Bylo analyzovano 38 vzorkG z 10 rdznych lokalit Ceské republiky,
z nichZ nékteré vykazovaly znamky rezistence vuci strobilurinovym fungicidam (tab.
13). U &asti rezistentnich vzorka byly prokdzany mutace v exonu 4 genu pro CYTB
metodou konformacéniho polymorfizmu jednofetézcové DNA (SSCP), (tab. 13), (obr.

6). Tato analyza byla provedena nezavisle na této praci.

Prvnim krokem k pfipravé denaturaéni gelové elektroforézy bylo namnoZzeni
sedmi exonti pomoci PCR. Uginnost PCR byla ovéfena na agar6zovém gelu (obr. 7).
Pro kazdy amplifikovany exon byla provedena denaturacni gradientovd gelova
elektroforéza, aby byla zjiSténa koncentrace denaturantu, pfi které je nejlépe patrna
odliSnost v elektroforetické mobilité potencialné mutovanych vzorkl a vzorkl bez
mutaci (obr. 8 a 9). Hodnoty koncentrace denaturantu pouZzité pro CDGE jsou
shrnuty v tabulce 10. V pfipadé exonl 1 — 6 bylo moZzné urcit dle DGGE koncentraci
denaturantu, jelikoZz rozdil v elektroforetické mobilité ¢aste¢né denaturovanych DNA
fragmentd s mutaci a bez mutace se zdal byt zfetelny. PrestoZze byl pro exon sedm
pouzit 8 i 6% polyakrylamidovy gel, nepodafilo se urcit koncentraci denaturantu pro
konstantni gelovou elektroforézu, jak je patrné na obrazku 9. Koncentrace pro CDGE
byla odhadnuta (65%). MoZznym divodem pro¢ se DGGE exonu 7 nepodafrilo
provést, muze byt délka amplikonu. V pfipadé exonu 7 se jedna o nejdelsi
analyzovany amplikon (359 bp). DalSim moznym duavodem by mohlo byt zastoupeni
bazi guaninu a cytosinu v exonu sedm pouze v 26%. Vazba mezi guaninem (G) a
cytosinem (C) je stabilizovana tfemi vodikovymi muistky a zanika obtiznéji nez vazba
mezi adeninem (A) a tyminem (T), protoZe par A-T je stabilizovan pouze dvéma
vodikovymi mlstky (ALBERTS et al., 1998). Vysoké zastoupeni bazi A a T, by mohlo
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znamenat rychlou denaturaci DNA fragmentu a tudiz nizkou elektroforetickou

mobilitu.

Na zakladé zjisténych koncentraci denaturantu byla provedena konstantni
denaturaéni gelova elektroforéza pro kazdy exon u 38 vzork(. Dle rozdild
v elektroforetické mobilité byly vybrany vzorky s potencialnimi polymorfismy (obr. 10
— 16). Vybrané vzorky jsou shrnuty v tabulce 14. U téchto vzorkda byla provedena
sekvenacni analyza, které predchazela reamplifikace DNA fragmentt (obr. 21) a
purifikace reamplifikovanych vzork(. Dale byla provedena asymetrickhA PCR
s naslednym precisténim a na zavér samotné sekvenovani. Ziskané sekvence byly
analyzovany v programech Chromas Lite a Vector NTI. V programu Vector NTI bylo
provedeno, pomoci funkce Alignment, porovnani sekvenci analyzovanych vzorkd se
znamou sekvenci jednotlivych exonud mitochondridlniho genu pro CYTB Venturia
inaequalis ziskanou v knihovné NCBI pod kédovym oznacenim AF004559 (obr. 21).
Sekvence vzorkd byly zkontrolovany v programu Chromas Lite, kde byla potvrzena
zameéna guaninu za cytosin v exonu 4 u vzork( 57 a 59 (obr. 18 — 19). Na obrazku 20
je sekvence vzorku 9, ktery nema mutaci v exonu 4 mitochondrialniho genu pro
CYTB Venturia inaequalis. Sekvence vzorkd s mutaci byly transformovany pomoci
programu Vector NTI do aminokyselinové sekvence (obr. 22). Z&ména guaninu za
cytosin ma za nasledek zménu aminokyseliny glycinu na alanin na pozici 143
(G143A).

Tab. 13 — Mutace vexonu 4 dle SSCP, dle DGGE a cit livost v uci

strobilurinovym fungicid  Gm u jednotlivych izolat

&islo Oznaéeni | Mutace v exonu 4 dle | Mutace v exonu Citlivost v Ugci
vzorku SSCP 4 dle DGGE fungicid Gm
1 1 bez mutace bez mutace citlivy
2 2 bez mutace bez mutace citlivy
3 5 bez mutace bez mutace citlivy
4 7 bez mutace bez mutace citlivy
5 8 bez mutace bez mutace citlivy
6 9 bez mutace bez mutace citlivy
7 10 bez mutace bez mutace citlivy
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&islo Oznaé€eni | Mutace v exonu 4 dle | Mutace v exonu CitIivqs_t vot‘]c':i
vzorku SSCP 4 dle DGGE fungicid am
8 12 bez mutace bez mutace citlivy
9 13 bez mutace bez mutace citlivy
10 14 bez mutace bez mutace citlivy
11 15 bez mutace bez mutace citlivy
12 16 bez mutace bez mutace citlivy
13 17 bez mutace bez mutace citlivy
14 19 bez mutace bez mutace citlivy
15 33 bez mutace bez mutace citlivy
16 36 bez mutace bez mutace citlivy
17 38 bez mutace bez mutace citlivy
18 39 bez mutace bez mutace citlivy
19 40 bez mutace bez mutace citlivy
20 41 bez mutace bez mutace citlivy
21 42 bez mutace bez mutace citlivy
22 43 bez mutace bez mutace citlivy
23 44 bez mutace bez mutace citlivy
24 45 s mutaci bez mutace odolny
25 46 s mutaci bez mutace odolny
26 47 s mutaci bez mutace odolny
27 48 s mutaci bez mutace odolny
28 49 s mutaci bez mutace odolny
29 50 s mutaci bez mutace odolny
30 51 s mutaci bez mutace odolny
31 52 s mutaci bez mutace odolny
32 53 s mutaci bez mutace odolny
33 54 s mutaci bez mutace odolny
34 55 s mutaci bez mutace odolny
35 56 s mutaci bez mutace odolny
36 57 s mutaci s mutaci odolny
37 58 s mutaci bez mutace odolny
38 59 s mutaci s mutaci odolny
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Obr. 6 — SSCP exonu 4 vybranych vzork U, drahy ozna €ené a — vzorky bez
mutace, drahy ozna éené b — vzorky s mutaci G143A

b b b b b b b a a

Obr. 7 — Agardzovy gel pro ov éFeni U€innosti amplifikace - vybrané vzorky, M —

velikostni marker, ostatni drahy — PCR produkty vzo  rk
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Obr. 8 - DGGE — PCR produkty exonu 4, Zlut4 Sipka o zna€uje potencialn é

mutované fragmenty DNA, bila Sipka ozna €uje fragmenty DNA bez mutaci.

Obr. 9 - DGGE - PCR produkty exonu 7, nedokonald mi  grace DNA fragment 0
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Obr. 10 - CDGE - PCR produkty exonu 1, Sipky ozna ¢€uji DNA fragmenty
vybrané k sekvena €ni analyze, v posledni draze je negativni kontrola - PCR

amplifikovana s H ,0

1 2 S T S5 95 1001201301481 58] CESISTarI OIS Soae38 =39 40 41

42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 39 H,0
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Obr. 11 - CDGE - PCR produkty exonu 2, Sipky ozna ¢€uji DNA fragmenty

vybrané k sekvena ¢€ni analyze

1 2 5 7ZESSEESESINE]2 1314015 16 17 19 33536SSEIE 40 41

|

- 4.1_.—;;—.‘...‘“&-‘»—!.._‘“.“\

42 43 44 45 46 47 48 49 S50 51 52 53 54 55 56 57 58 39
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Obr. 12 - CDGE - PCR produkty exonu 3, Sipky ozna ¢&uji DNA fragmenty
vybrané k sekvena €ni analyze, v posledni draze je negativni kontrola - PCR

amplifikovana s H ,0

1 2 5 7 8 9 10 1213 14 1516 17 19 33 36 38 39 40 41

42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 H,0

11 11

ot Nt
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Obr. 13 — CDGE — PCR produkty exonu 4, Sipky ozna ¢€uji DNA fragmenty
vybrané k sekvena €ni analyze, v posledni draze je negativni kontrola - PCR

amplifikovana s H ,0

1t 1

1 2 5 7 8 91012 13 14 1516 17 19 33 36 38 9 40 41

42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 H20
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Obr. 14 - CDGE - PCR produkty exonu 5, Sipky ozna ¢€uji DNA fragmenty
vybrané k sekvena €ni analyze, v posledni draze je negativni kontrola - PCR

amplifikovana s H ,0

7 8 9 10 12 13 14 1516 17 19 33 36 38 39 40 41

N . e e e

S350 1

42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 H,0
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Obr. 15 - CDGE - PCR produkty exonu 6, Sipky ozna ¢€uji DNA fragmenty

vybrané k sekvena ¢€ni analyze

1 2 5 7 Sl 138415 17 19 33 3638739 40 41

42 43 44 45 46 47 48 49 S0 51 52 53 54 55 56 57 58 39
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Obr. 16 - CDGE - PCR produkty exonu 7, Sipky ozna ¢&uji DNA fragmenty

vybrané k sekvena ¢€ni analyze

8 9 10 12 13 14 15 16 17 19 33 36 38 39 40 41

1 | | |

42 43 44 45 46 47 48 49 S50 51 52 53 54 55 56 57 58 59

Tab. 14 - Prehled vzork G vybranych k sekvenaci dle CDGE

Exon éislo Vzorky vybrané k sekvenaci

10,12,45,46,59

2,19,52,59

14,15,17,44,48,49,57,59

9,10,12,14,40,41,44,57,59

8,9,10,12,14,36,39,40,47,48,51,58,59

12,13,14,15,16,50,51,59

N O O A W] N

1,10,15,40,42,48,53,59
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Obr. 17 - Kontrola reamplifikace na p Fistroji Bioanalyzer 2100 Agilent, M —
velikostni marker, pozice 1 — 5 reamplifikované vzo  rky exonu 1, pozice 6 — 10

reamplifikované vzorky exonu 2, 11 a 12 reamplifiko  vané vzorky exonu 3

7-exl 8-exl 24-exl 2S-ex] 38-exl 2-ex2 14d-ex2 14h-ex2 3l-ex2 38-ex2 10-ex3 13-ex3

Obr.
mitochondrialniho genu pro CYTB Venturia inaequalis (zaména oznacéena

8 - Sekvence vzorku 57 se zadm énou bazi G-C vexonu 4

[EEN

Sipkou), analyzovano programem Chromas Lite
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Obr. 19 - Sekvence vzorku 59 se zam énou bazi G-C vexonu 4
mitochondrialniho genu pro CYTB Venturia inaequalis (zdména oznacéena

Sipkou), analyzovano programem Chromas Lite
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Obr. 20 - Sekvence vzorku 9 bez mutace v exonu 4 mi  tochondrialniho genu pro

CYTB Venturia inaequalis, analyzovano programem Chromas Lite
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Obr. 21 — Porovnani sekvence exonu 4 Venturia inaequalis se sekvencemi
vybranych vzork G pomoci funkce Alignment programu Vector NTI, zluta barva
oznac€uje identické sekvence mezi porovnavanymi vzorky, b ila barva ozna €uje
odliSnost jedné baze dvou analyzovanych vzork  Gm, svétle modra barva

oznacuje schodu baze s p Gavodni sekvenci

T Urititled - Allgri

Project  Edit  Miew Align  Analyses  Assemble  Tools  window  Help
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2 El 7-end (85)
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-end]
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1[I 10 20 30 a0 50 &0 70 a0 a0
i TATGGGETGCLLC TG TCATCAC AL LCC TTATGAGTGC TATACCGTGALTAGGAC AAGATATAGTCGLATTTC TGTGGGGE
19-exd Y =mmmmmm e TATGGGETGCALC TG TCATCAC AL LCC TTATGAGTGC TATACCGTGALTAGGAC AAGATATAGTCGAATTTC TGTGGGGE
20-ex4 Y = e TATGGGETGCALC TG TCATCAC AL CC TTATGAGTGC TATACCGTGALTAGGAC AAGATATAGTCGAATTTC TGTGGGGE
23-exd Y = TATGGGETGCALC TG TCATCAC AL ACC TTATGAGTGC TATACCGTGALTAGGAC AAGATATAGTCGAATTTC TGTGGGGE

36-exd 1 —=CTATGGGCTGCALC TG TCATCAC A CTTATGAGTGC TATAC CGTGAATAGGACAAGATATAGTCGALTT TC TG TGEGGEE

38-exd| 1 CTATGGGCTGCAACTGTCATCAC A ACCTTATGAGTGC TATACCGTEALTAGGACAAGATATAGTCGALTTTC TGTGGGGE
exon4 cytoB Venturia 1| 1 TATGGTCARATGAGCCTATGGGETGCALC TG TCATCAC AAACCTTATGAGTGO TATACCGTGAATAGGACAAGATATAGTCGAATTTCTGTGEGGE
Gexd | 1| —-——-———-—--—-—- TATGGGETGCAAC TGTCATCACALACCTTATGAGTGC TATACCGTGAATAGGACAAGATATAGTCGALTTTC TG TGGGEE
i TATGGGETGCAAC TGTCATCAC AL ACC TTATGAGTGC TATACCGTGAATAGGACALGATATAGTCGALTTTC TG TGGGGE
8exd| 1f--—-m—mmmmmmm o TATGGGETGCAAC TGTCATCAC AL ACC TTATGAGTGC TATACCGTGAATAGGACALGATATAGTCGLLTTTCTETGGGGE
Consensus | 1 TATGGGGTGCAACTGTCATCACAAACCTTATGAGTGC TATACCGTGAATAGGACAAGATATAGTCGAATTTCTGTGGGEE
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51



Obr. 22 -

Zm éna aminokyseliny na pozici 143 u vzork G 57 a 59, analyzovano

v programu Vector NTI

Leu Tip | Gly

CTATG GGGT]
GATAC

Leu Trp | Ala
CTATG CT

GATACCLGAL

sekvence exonud Venturia inaegualis dle NCBI

Bla The Val lle The Asn Leu Met Ser Al le Po ™ e Gy G Asp le Vel G Phe Leu Trp Gly Gly
GCAACT GTCATCACAA ACCTTATGAG TGCTATACCG TGAATAGGAC AAGATATAGT CGAATTTCTG TGGGGAGGC

CACGTTGA CAGTAGTGTT TGGAATACTC ACGATATGGC ACTTATCCTG TTCTATATCA GCTTARAGAC ACCCCTCCG

sekvence exonu 4 Venturia inaegualis vzorkl 57 a 59

Bla The Val e Th Asn Leu Met Ser Ala e Pro ™ e G[g Gh Asp e Vil Gu Phe Le Ttp Qly G!y

b CAACTGTCAT CkaAACCTT ATGRGTGCTk TACCGTGAAT AGGACAAGAT ﬁTAGTCGAAT TTCTGTGGGG AGGC
GTTGACAGTA GTCTTTGGAA TACTCACGAT ATGGCACTTA TCCTGTTCTA TATCAGCTTA AAGACACCCC TCCC

Na zakladé vysledkd denaturaéni gelové elektroforézy bylo vybrano 55
potencialné mutovanych vzorku (tab. 14). Polymorfismus se podafilo prokazat pouze
u dvou vzorkd z deviti vybranych pro exon 4. U ostatnich 53 vzorkd se zZadnou
mutaci nepodafilo prokazat. Je mozné, Ze mutaci G137R se nepodafilo prokazat
proto, Ze se nachazi v sekvenacnim stinu - leZzi na poCatku sekvence exonu 4, kam
byl navrZzen jeden z dvojice primerd. Pokud by byl tento primer navrZzen vice do
intronu lezicim mezi exony 3 a 4, byla by sekvence zaCatku exonu 4 Iépe Citelna, a
tudiz by mohla byt bez pochyb prokazovana potencialni mutace. Metoda SSCP,
ktera byla provadéna nezavisle na DGGE, odhalila mutace v exonu &tyfi u 15 vzorka.
Vysledky SSCP korespondovaly s rezistenci jednotlivych izolatd vici fungicidim (tab.
13, graf 1,2). Citlivost ke strobilurinovym fungicidim byla provedena na pracovisti
Vyzkumného a Slechtitelského Ustavu ovocnarského Holovousy vramci jiného
projektu. Pomoci DGGE byl k sekvenaéni analyze vybran jiny sortiment vzorku,

vyjma vzorka 57 a 59, neZz metodou SSCP.

Je mozné, Ze vtomto pfipadé byla neprikaznost metody DGGE zpusobena
tim, Ze se u mutace G143A jednalo o zaménu guaninu za cytosin, coZ jsou baze,
které jsou donory tfi vodikovych mustku ve struktufre DNA. Pokud by se jednalo o
zameénu bazi s odlisnym podétem vodikovych mastku, je pravdépodobné, Ze by rozdily

byly 1épe zfetelné.
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Graf 1 — grafické znazorn éni zastoupeni mutace G143A ve vySet Fovaném

souboru vzork @ pomoci metod SSCP a DGGE

Mutace v exonu 4 dle SSCP

s mutaci
39%

Mutace v exonu 4 dle DGGE

s mutaci
5%

Graf 2 — grafické znazorn éni citlivosti v aéi fungicid am vySet Fovaného souboru

vzork i

Citlivost vuci fungicidum
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5.1. Ekonomické dopady zvy$eného vyskytu  Venturia inaequalis v CR

V Ceské republice byla v roce 2009 vyméra produkénich jablofiovych vysadeb
8 986 hektarll. Z této plochy zabiraly témérf polovinu vysadby s odriddami nachylnymi
vuci strupovitosti (Golden Delicious - 2 031,4 ha; Gloster — 276,7 ha; Idared - 1 705,1
ha). Odhad produkce jablek v Ceské republice pro rok 2009 &inil 137 546 tun (odhad
UKZUZ k 1. 9. 2009). Nakupni ceny jablek bez DPH se v roce 2008 pohybovaly v
rozmezi 5,7 — 11,9 K&kg™t pro jablka konzumni, 1,4 — 2,4 Ké.kg® pro jablka
primyslova (MZE, 2009).

Plody nachylnych odrid, napadené Venturia inaequalis, byvaji malé,
deformované, nevhodné pro pfimy konzum ¢&i skladovani. Jejich upotfebeni byva
pouze pro primyslové zpracovani, tudiz se jejich cena snizuje az &tyfnasobné.
Vzhledem k faktu, Ze v CR je vétSina péstovanych odriid nachylnych ke strupovitosti,
je nutné pouzivat chemickou ochranu k zabranéni ekonomickych ztréat, které by mohl
zpusobit kalamitni vyskyt Venturia inaequalis.

5.2. Opatieni vhodnéd ke kontrole vyskytu a rozSi Feni rezistentnich populaci

Venturia inaequalis

Vznik mutace v mitochondrialnim genu pro CYTB zpusobujici rezistenci vaci
strobilurinovym fungicidim je jev velmi zavazny a pozorovany nejen u strupovitosti
jabloni. Mutace je popsana u mnoha dalich fytopatogent. Casté pouZivani fungicidd
na bazi strobilurind muze vest k postupnému vyselektovani rezistentni populace
patogena. Pro zabranéni vzniku rezistence je doporu¢ovano oSetfeni strobiluriny v
efektivnich davkach a v intervalech, které doporuCuje vyrobce. Omezeni poctu
aplikaci strobilurint aplikovanych jednotlivé nebo ve smési s jinymi latkami ur€enymi
k ochrané rostlin proti fytopatogendm, kombinovani strobilurind s kontaktnimi
fungicidy (BRENT et HOLLOMONT, 2007).

Neju¢innéjsi ochranou proti Venturia inaequalis je vysadba odrid, které jsou

rezistentni vuacéi strupovitosti. Je samoziejmé, Ze tento proces je dlouhodoby
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vzhledem Kk Zivotnosti sadl, nicméné v ramci obnovy starnoucich vysadeb, by mélo

byt pamatovano pravé na rezistentni odrudy.

Z duvodl zavaznosti tématu rezistence fytopatogenu vici fungicidim vznikla
svétova organizace ,Fungicide Resistance Action Commitee” (FRAC). Hlavnimi cily
FRAC je shromazdovani a predavani informaci o vyzkumu, distribuci, registraci a
pouzivani fungicidd. FRAC se snazi vytvaret pokyny a doporuceni tykajici se
spravného pouzivani fungicidnich pfipravkl a snazi se o zlepSovani spoluprace mezi

vysokymi Skolami, vladnimi agenturami, poradci, distributory a zemédélci.

5.3. Nové metody v diagnostice rezistentnich popula  ci fytopatogen

Téma rezistence vaci fungicidim je velmi zavazné a feSi se po celém svété.
Infekce rostlin, které nelze zvladnout ani dostupnymi chemickymi latkami, znamenaji
velké ztradty na vynosech a jsou hrozbou do dalSich péstebnich sezdn. Aby bylo
mozné provadét rychlou diagnostiku jiz znamych mutaci, a tak podavat aktualni
vysledky o vyskytu rezistentnich fytopatogend, je nutné zavést jednoduchou a
rychlou metodiku k potvrzeni téchto mutaci. Metoda DGGE se pro vyhledavani
mutaci vgenu pro CYTB Venturia inaequalis neosvédcila a navic je limitovana
poctem analyzovanych vzork(. Jako slibna metoda pro rychlou a spolehlivou detekci
mutace G143A se jevi PCR v realném Case. Tato metoda byla pro mutaci G143A
popsana u Mycosphaerella graminicola. Jedna se o metodu modifikované PCR, kdy
se do PCR smési navic pridava dvojice fluorescenéné znacenych sond. Sekvence
jedné sondy je navrzena tak, aby korespondovala s nemutovanou DNA, a je zna¢ena
6-carboxy-fluoresceinem (FAM), druha sonda je znacena barvickou VIC a odpovida
sekvenci mutované DNA (FRAAIJE et al., 2005). PCR v realném Case se provadi ve
specialnich termocyklerech, které maji optickou hlavu pro odecitdni hodnoty
fluorescence, kter4 se v pfipadé amplifikace daného DNA fragmentu s kazdym
cyklem zvySuje. Pro PCR vrealném ¢&ase se pouZivaji standardy znamé
koncentrace, podle kterych se odecitaji namérené hodnoty u analyzovanych vzorku.
Naméfené hodnoty se zpracovavaji pomoci specialniho programu, ktery vyhodnoti
nameéfena data a z hodnot standardu vytvofi kalibraCni kfivku, ze které nasledné

odecte namérfené hodnoty vzork(l. V pfipadé vySe popsané metody umoznuje dvojice
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rizné znacenych sond odliSit mnozstvi mtDNA, kter4d nese mutaci a DNA bez
mutace. Kazda sonda emituje zareni jiné vinové délky a tak je mozné jasné rozlisit
DNA s a bez mutace a v podstaté i mnozstvi kopii daného fragmentu DNA. Kapacita
této metody je 96 analyzovanych vzorkd s ¢asovym limitem 2 hodiny. Tato metoda
neni vhodnda pro vyhledavani novych mutaci, ale pouze pro diagnostiku jiz znamych
mutaci. Pro kazdou dalSi nalezenou mutaci, by musel byt navrzen novy systém se

sondami odpovidajicimi sekvencim daného fragmentu DNA. Pro vyhledavani mutaci

v
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6. Zaver

V ramci diplomové prace bylo otestovano 7 exon mitochondrialniho genu pro
cytochrom b u 38 rlznych vzorkG pomoci denaturacni gelové elektroforézy.
Vysledky ukazaly Ze:

» ocCekavané rozdily v elektroforetické mobilit¢ mutovanych a nemutovanych
DNA fragmentd jednotlivych vzorkd jsou pomoci této metody velmi malo
patrné

» denaturacni gelova elektroforéza nedokazala bezpeé&né odhalit mozné mutace
Vv genu pro cytochrom b

Pomoci sekvenacni analyzy, kter4 byla provedena u 55 vzork( vytipovanych dle
denaturacni gelové elektroforézy, bylo zjiSténo Ze:

* izolaty 57 a 59 jsou charakteristické mutaci v exonu 4 mitochondrialniho genu
pro cytochrom b

* nalezena mutace predstavuje substituci guaninu za cytosin

» touto zameénou dochazi ke zméné aminokyseliny glycinu za alanin na pozici
143 (G143A), a tim ke zméné fyzikalnich vlastnosti vysledného peptidu

e vexonech 1,2,3,5,6,7 u vybranych vzorkd nebyla mutace nalezena

Na zakladé vySe uvedenych zavérd bych metodu denaturaéni gelové
elektroforézy pro odhalovani nezndmych polymorfizma nedoporucila, jelikoZ odchylky
v elektroforetické mobilité nebyly v pfipadé mych pokust natolik vyrazné, aby
spolehlivé odhalily vzorky nesouci mutaci. Naproti tomu metodou SSCP byly vzorky s

mutacemi identifikovany jednoznacné.

Podle mého nadzoru metodika, ktera nedava homogenni vysledky, neni vhodna

pro laboratorni pouziti at' uz rutinniho nebo vyzkumného charakteru.

Fakt, Ze mutace G143A zpUsobuje Uplnou rezistenci vaé&i strobilurinovym
fungicidim by mohl mit za nasledek vyfazeni fungicidi na bazi strobilurind ze
zemeédeélské praxe. Rozumné zachazeni s témito fungicidy a dodrzovani doporuceni
odbornikd, by mohlo oddalit degradaci strobilurind v zemédélstvi. Vyznamnym
krokem v péstovani vysadeb jabloni, je pouZzivani odrid rezistentnich vaéi Venturia

inaequalis.
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8. Seznam pouZzitych zkratek

A - Adenin

APS — amonium persulfat

ATP — adenosintrifosfat

bp — pocet pard bazi v molekule nukleové kyseliny

BDT — komer¢né vyrabéna reakéni smeés pro automatickou sekvenaci
C — Cytosin

CDGE - konstantni denatura¢ni gelova elektroforéza

CYTB - cytochrom b

DGGE - Denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza

DNA - deoxyribonukleova kyselina

ddATP - dideoxyadenosintrifosfat

ddCTP - dideoxycytidintrifosfat

ddGTP - dideoxyguanosintrifosfat

dNTP — smés nukleotidl

ddTTP - dideoxythymidintrifosfat

G — Guanin

MtDNA — mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina

PCR — Polymerazova fetézova reakce

RNA - ribonukleova kyselina

rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina

SSCP - metoda konformacéniho polymorfizmu jednofetézcové DNA
T - Thymin

TAE - elektroforeticky pufr obsahujici Tris base, acetic acid a EDTA
TBE - Tris-borate elektroforeticky pufr

tRNA - transferova ribonukleova kyselina

UV — ultrafialové svétlo
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Prilohy

Priloha I.

Seznam pouzitych chemikalii

50x TAE pufr

40%Acrylamide/BIS

Formamid (Sigma-Aldrich)

Urea

redestilovana voda

1x TBE pufr

Agaréza (Sigma, 500g, kat.¢. A-9539)

ethidium bromid

velikostni marker A DNA, ECO 471, 0,5 mg DNA/mI (MBI Fermentas)
vzorkovy pufr 6x loading dye solution (MBI Fermentas)
Gold Polymeraza (Applera)

10x Buffer Gold (Applera)

50mM MgCl, Gold (Applera)

dNTP (Aplera)

primery pro exony 1 — 7 mt DNA Venturia inaequalis
MinElute purifikacni kit (QIAGEN)

Sekvenacéni kit (Applera)

Chemikalie pro Lab-on-a chip analyzu (Agilent)
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Priloha Il.

Seznam pouzitych p Fistroj G

digitalni analytické vahy — AND HA-180M

automatické pipety s nastavitelnym objemem (Eppendorf)
automatické pipety s nastavitelnym objemem (Nichirio)
magneticka michacka (IKA)

mikrovinna trouba (Moulinex)

elektroforéza Sub Cell (Bio Rad)

zdroj elektrického proudu Power Pac 300 (Bio Rad)
Gelovy dokumentacni systém (BioRad)

Nalévaci systém pro gradientovou elektroforézu (BioRad)
Elektroforeticky systém pro gelovou elektroforézu (BioRad)
Agilent Bioanalyzér 2100 (Agilent Technologies)
Centrifuga Minispin (Eppendorf)

Sekvenacni analyzator ABI Prism 7800

Thermocycler Perkin Elmer 2700

Vortex (IKA)

Manofuga
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Priloha Il1.

Seznam pouZzitych laboratornich pom  Gcek
vazenky

sklenéna tyCinka

odmérné vélce

kadinky

stfikacky

laboratorni IZiCka na navazeni agarozy
nesmyvatelné popisovace na zkumavky
magnetické michadlo

pipetovaci Spicky

zkumavky na 2 mi

zkumavky na 0,5 ml

PCR zkumavky na 0,2 ml
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Priloha V.

Obrazova p filoha

Elektroforeticka vana se systémem pro pfipravu agarézového gelu (Bio Rad)
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Zdroj stejnosmeérného elektrického proudu (Bio Rad)

Sekvenator ABI (Applied Biosystems)
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Thermal Cycler pro Polymerazovou fetézovou reakci (Applied Biosystems)
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Vortex (IKA)
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