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ABSTRAKT

DNA byla izolovana z €erstvych dievnich pletiv kmene meruriky (Prunus armeniaca L.) pomoci
tfi rznych komer&nich kitd (vyrobci GeneAll, Zymo Research, Wizbiosolutions) a dvou metod
mechanické homogenizace hoblin (tekuty dusik a tfeci miska s tlou¢kem vs. kuliCkovy
homogenizator). Cilem této studie bylo zlepsit vytéZnost a kvalitu extrahované DNA ze dfeva
ovocného stromu pro nasledné molekularné-biologické analyzy. Zaméfili jsme se na dva
klicové faktory ovlivAujici kvalitu izolované DNA ze dfeva: (i) vliv praiméru vrtakd na velikost a
mnozstvi hoblin a jejich vhodnost pro nasledné zpracovani, a (ii) porovnani metod mechanické
hodnoty Ct (real-time PCR pro chloroplastovy gen) a vysoka reprodukovatelnost byly
dosazeny pfi pouziti vrtaku o prméru 1,5 mm, zatimco vrtak o priméru 4 mm se osvédcil jako
nejefektivnéjSi pro rychly odbér materialu. Homogenizace v tekutém dusiku vedla u kitQ
od GeneAll a Wizbiosolutions k vy38i vytéZnosti DNA nez pomoci kulickového
homogenizatoru, zatimco u kitu od Zymo Research byla u€innéjsi kulickova homogenizace.
Amplifikace chloroplastovych genu rbcL (599 bp) a matK (1292 bp) i rDNA oblasti (konkrétné
ITS) specifické pro houby (210-230 bp), potvrdila rozdily v kvalité DNA mezi jednotlivymi
kombinacemi protokolu. NejdelSi fragment matK byl uspésSné amplifikovan u v8ech vzorku
pouze u DNA izolované pomoci kitu od Wizbiosolutions. Celkové nejlepSich vysledku
z hlediska vytéznosti, Cistoty a amplifikovatelnosti DNA bylo dosazeno pfi pouziti kitu
od Wizbiosolutions.

Klicova slova: dfevo, Prunus, izolace DNA, PCR

ABSTRACT

DNA was isolated from fresh wood tissue of apricot tree trunks (Prunus armeniaca L.) using
three different commercial kits (manufacturers GeneAll, Zymo Research, Wizbiosolutions) and
two methods of mechanical homogenization of wood chips (liquid nitrogen and mortar and
pestle vs. ball mill). The aim of this study was to improve the yield and quality of DNA extracted
from woody tissue of fruit tree for subsequent molecular biological analyses. We focused
on two key factors affecting the quality of DNA isolated from wood: (i) the effect of drill bit
diameter on the size and quantity of wood chips and their suitability for subsequent processing,
and (ii) a comparison of mechanical homogenization techniques and DNA extraction protocols
in terms of DNA fragmentation. The lowest Ct values (real-time PCR targeting a chloroplast
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gene) and highest reproducibility were achieved using a 1.5 mm diameter drill bit, while a 4 mm
diameter drill bit proved to be the most effective for rapid material collection. Homogenization
in liquid nitrogen resulted in higher DNA yields for the GeneAll and Wizbiosolutions kits
compared to ball mill homogenization, whereas the Zymo Research kit performed better with
ball mill homogenization. Amplification of chloroplast genes rbcL (599 bp) and matK (1292 bp)
as well as the fungal-specific rDNA region (specifically the ITS region) (210-230 bp) confirmed
differences in DNA quality between individual protocol combinations. The longest fragment
(matK) was successfully amplified in all samples only when DNA was extracted using the
Wizbiosolutions kit. Overall, the best results in terms of DNA vyield, purity, and amplifiability
were obtained with the Wizbiosolutions kit.

Keywords: wood, Prunus, extraction DNA, PCR

uvoD

Ziskani DNA z dfevnich pletiv v dostate¢né kvalité predstavuje kliCovy pfedpoklad jak pro
spolehlivou detekci patogent, tak pro vyuziti DNA barcodingu v analyze tohoto rostlinného
materialu. Zatimco izolace DNA z Cerstvych rostlinnych pletiv, napfiklad z listl, pupend &i lyka,
je dnes rutinnim laboratornim postupem, ze dfeva je tento proces slozitéjSi, zejména
u jadrového dieva (Lowe a Cross 2011). V dfevnich pletivech je DNA pfitomna pouze v malém
mnozstvi. V bélovém a pfechodovém dfevé DNA obsahuji Zivé parenchymatické bunky,
zatimco v jadrovém dfevé, kde jsou buriky odumfielé, dochazi k degradaci organel a jader
bunék a k postupné fragmentaci DNA. U&innou izolaci dale komplikuiji tfisloviny, pryskyfice,
gumy, silice a barviva, které se hromadi zejména v jadrovém dfevé (Deguilloux et al. 2002,
Rachmayanti et al. 2009, Jiao et al. 2020).

Pfehledova studie zroku 2020 shrnuje celosvétovy vyvoj a budouci sméfovani DNA
barcodingu pfi identifikaci dfeva (Jiao et al. 2020). Uvadi, Zze v poslednim desetileti doslo
k optimalizaci metod izolace DNA z €erstvého nebo technicky zpracovaného dreva, pfipadné
starého dfeva (archeologické néalezy) pro ucely DNA barcodingu, ktery predstavuje efektivni
nastroj pro identifikaci dfeva na urovni druhu. Metoda je v praxi aplikovatelna k nékolika
ucellim, v&etné kontroly obchodu se difevem (odhaleni faleSné deklarovanych produktu),
ochranu lesnich zdroju (zejména ohrozenych druhu dfevin), taxonomické, ekologické a
forenzni identifikace (napf. pfi posuzovani pfipadl nelegalni tézby) ¢i vyzkumu zaméreného
na monitoring diverzity dfevin. Prace je v8ak zaméfena na primyslové vyuzivané lesni dievo,
ovocné dfeviny do ni nebyly zahrnuty.

Izolace DNA z dfevnich pletiv rostoucich ovocnych stromu je vyznamna z pohledu detekce
pritomnych patogennich mikroorganizmu, zejména dfevokaznych hub a bakterii kolonizujicich
xylém. Dosud bylo popsano jen velmi malo metod mikrobialni extrakce DNA pfimo z Cerstvého
dfeva jako vstupniho materialu (Yu et al. 2022). Existuje napfiklad studie (Bruez et al. 2015)
zaméfend na charakterizaci bakteridlniho mikrobiomu ve dfevnich pletivech révy vinné
zasazenych houbovym onemocnénim Esca, pfi€emz byla analyzovana jak symptomaticka, tak
asymptomaticka dfevni pletiva. Pfipravena drevni Stépka byla rozemleta v kryogennim
kulovém mlynu a DNA byla izolovana pomoci Indvisorb Spin Plant mini Kit (Invitek) dle navodu
vyrobce. DalSi prace se zabyvala onemocnénim kmene stromu zplsobenym dfevokaznymi
houbami u peckovin (Fungal Trunk Disease, FTD) a k identifikaci pfitomnych houbovych
patogenu vyuzila DNA izolovanou z Cistych kultur, pfiéemz Stépky z infikovaného dfeva byly
asepticky kultivovany na ZzZivném médiu (Spetik et al. 2024). Tento pFistup umoznuje
podrobnou charakterizaci pfevazujicich druht v infikovaném pletivu, jeho nevyhodou je vSak
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Casova naroc¢nost diagnostického procesu. Naproti tomu izolace DNA pfimo z Eerstvého dieva
nabizi potencial pro rychlejSi a presnéjSi detekci patogenu, avSak vyzaduje optimalizaci
homogenizacniho a izola¢niho protokolu s ohledem na konkrétni druhy dfevin. Aktualné
publikovana prace od Navratila et al. (2025) pfedstavuje studii zaméfenou na houbovy
mikrobiom merunék. Pomoci metagenomické analyzy zalozené na sekvenaci ITS1 a ITS2
(Internal Transcribed Spacer 1 a 2) oblasti rDNA autofi zkoumali, jak se li§i slozeni houbovych
spoleCenstev ve vétvich stroml odumirajicich merunék. Jako vstupni material byly pouzity
segmenty vétvi obsahujici lykové a dfevni pletivo. Po lyofilizaci byly vzorky mechanicky
homogenizovany pomoci kulickového homogenizatoru a DNA byla izolovana s vyuzitim kitu
Plant/Fungi DNA lIsolation Kit (Norgen Biotek Corp.).

NaSe studie se zaméfuje na identifikaci kliCovych faktor ovliviujicich kvalitu izolované
DNA z ovocnych stromd, a to konkrétné z dfevniho pletiva merunky (bez lyka), které maze byt
kolonizovano patogennimi houbami a bakteriemi. Tyto mikroorganizmy mohou zplsobovat
nekrézy, ucpavani vodivych pletiv a postupny rozvoj symptomu chfadnuti, coz vyznamné
pfispiva k odumirani strom(. Cilem je pfispét k optimalizaci a rozvoji modifikovanych
izolacnich protokolt, které budou efektivné vyuzitelné nejen v oblasti molekularni diagnostiky
patogend, ale také v taxonomickych aplikacich, jako je DNA barcoding, a v nastrojich ochrany
rostlinné biodiverzity.

MATERIAL A METODY

Priprava vzorku

Dfevni hmota (xylém) byla ziskana z nahodné vybraného stromu merunky ze Slechtitelské
vysadby spolednosti VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY
HOLOVOUSY s.r.o. Kfizenec byl vysazen na podzim roku 2018 na podnozi St. Julien A. Strom
vykazoval pfiznaky svinovani a usychani listd, v pfizemni ¢asti kmene byla pfitomna léze
o velikosti 10 cm (Obrazek 1). Na zakladé pozorovanych symptomi byl strom vySetfen
na pfitomnost fytoplazmy ze skupiny 16 SrX, pfiéemz analyza potvrdila jednoznaéné pozitivni
nalez. Strom byl dne 17. 7. 2025 pokacen. Kmen byl rozdélen na pét segmentl o délce
10 az 15 cm, &imz vznikly fezné plochy vhodné pro nasledny odbér hoblin. Dfevni valce byly
do doby zpracovani uloZzeny do chladiciho boxu. Hobliny byly pfipraveny pomoci elektrické
vrtacky. Pouzité vrtaky rlznych praméra (1,5; 2; 3; 4; 5 a 6 mm) byly pfed kazdym pouzitim
dezinfikovany. V ramci experimentu byly testovany dva pfistupy k homogenizaci hoblin —
v kapalném dusiku za pouziti tfeci misky s tlou¢kem, a v pfitomnosti lyzacniho pufru pomoci
linearniho homogenizatoru (TissueLyser Il, Qiagen) se zkumavkami obsahujicimi drtici
keramické kulicky (ZR BashingBead™ Lysis Tube 2,0 mm, Zymo Research) pfi maximalni
frekvenci 30 Hz po dobu 5 minut. Pfipraveny homogenat byl okamzité podroben extrakci DNA.

Izolace DNA
Pro ziskani kvalitni genomové DNA ze dfeva merunky byly zvoleny pro srovnani tfi komeréni
extrakéni DNA Kity:
1. Exgene™ Plant SV mini (GeneAll) - izolace DNA byla provedena podle protokolu
dostupného na webovych strankach vyrobce (GeneAll Biotechnology 2025).
2. Quick-DNA™ Plant/Seed Miniprep Kit (Zymo Research) - kit disponuje zkumavkami
s keramickymi kulickami (ZR BashingBead™ Lysis Tube 2,0 mm) pro homogenizaci
pomoci kuliCkového homogenizatoru, zarovern obsahuje kolonu pro odstranéni PCR
inhibitord (polysacharidl a polyfenolG/tanint). Postup je popsan v protokolu vyrobce

(Zymo Research Corporation 2025).
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3. WizPrep™ Plant DNA Mini Kit (Wizbiosolutions) - DNA byla izolovana podle
oficialniho protokolu vyrobce (Wizbiosolutions 2025)

Standardni navazka byla 100 mg €erstvych hoblin. Izolovana DNA byla nasledné eluovana
do 100 pl pFislusného elu¢niho pufru. Z davodu pfehlednosti budou jednotlivé izola¢ni kity dale
oznacovany zkratkami GA (GeneAll), ZR (Zymo Research) a WS (Wizbiosolutions). Testovani
jednotlivych pfistuput bylo délano vzdy paralelné ze stejného vstupniho materialu.

Obrazek 1. a) Odumirajici strom meruriky vybrany pro izolaci DNA z ¢erstvych dfevnich pletiv, b) detail
kmene téhoz stromu s lézi v dolni ¢asti kmene

Figure 1. a) Decline of apricot tree selected for DNA extraction from fresh wood tissue, b) detail of the trunk
of the same tree showing a lesion located in the lower part of the stem

a

Hodnoceni mnozstvi a kvality DNA
Pro stanoveni koncentrace izolované DNA v eluatu byl pouzit fluorometr Qubit (Thermo Fisher
Scientific) s vyuzitim Qubit dsSDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

Amplifikace DNA a identifikace

Interni kontrola kvality izolace DNA byla ovéfena detekci pfitomnosti chloroplastové 16S rDNA
pomoci real-time PCR. Pro vlastni real-time PCR detekci byly pouzity nasledujici reagencie:
gPCR 2x Blue Master Mix (Top—Bio) dle navodu vyrobce, navrZzené specifické primery a sondy
pro chloroplastovou DNA (délka useku 147 bp), 2 ul DNA bez upravy koncentraci. Detekce
byla realizovana pomoci real-time termocykleru RotorGene Q (Qiagen). Pocate¢ni denaturace
byla provadéna po dobu 5 minut pfi teploté 94 °C. Nasledné byla provedena tfikrokova
amplifikace s 50 cykly, a to denaturace pfi 94 °C po dobu 20 sekund, hybridizace primeru
pfi teploté 58 °C po dobu 20 sekund, syntéza komplementarnich viaken DNA pfi teploté 72 °C
v délce trvani 20 sekund. Amplifikacni data byla zpracovana v Rotor-Gene Q Series Software
(Qiagen).
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K posouzeni kvality (miry fragmentace) DNA izolované z dfevnich pletiv byly pouzity PCR
primery specifické pro vybrané oblasti chloroplastového genomu, cilené na konzervované
geny rbcL a matK, které predstavuji standardizované markery vyuzivané pro molekularni
identifikaci rostlin (CBOL Plant Working Group 1 et al. 2009). O¢ekavané délky amplikon(
Cinily 599 bp (rbcL) a 1292 bp (matK). Primery pro rbcL oblast byly pfevzaty z literatury (Kress
etal. 2009). Pro oblast matK byl reverzni primer plvodné prevzat z databaze BOLD od autora Masha
L. Kuzmina (© BOLD Systems 2025), zatimco forward primer (CTATAYCCACTTATCTTTCRGGA)
byl navrzen samostatné.

Za ucCelem ovérfeni praktické vyuzitelnosti izolované jaderné DNA byla zvolena amplifikace
ITS oblasti (Internal Transcribed Spacer), ktera je standardné vyuzivana pro identifikaci
houbovych patogenu (Schoch et al. 2012). Amplifikace cilového fragmentu o délce 210-
230 bp umoznuje ovéfit, zda je izolovana DNA vhodna pro spolehlivou identifikaci pfitomnych
hub ve dfevnich pletivech.

PCR reakce byly provedeny v celkovém objemu 20 pl ve slozeni: gPCR 2x Blue Master Mix
(Top—Bio), navrzené specifické primery s danou finalni koncentraci (Tabulka 1), 2 yl DNA.
Reakce probihaly v termocykleru Biorad C1000 s nasledujicim nastavenim: 94 °C/5 min; 40x
(94 °C/20 s, 52 °C/30 s a 72 °C/1 min 30 s) a finalni elongace (72 °C/5 min) pro rbcL a matK;
95 °C/5 min; 40x (95 °C/30 s, 58 °C/30 s a 72 °C/30 s) a finalni elongace (72 °C/5 min) pro
ITS. PCR produkty byly analyzovany elektroforeticky na 2,5% (rbcL), 2% (matK) a 3% (ITS)
agardézovém gelu v 0,5 X TBE pufru a vizualizovany pomoci Blue/Green LED dokumenta¢niho
systému FAS Digi-Pro (NIPPON Genetics) vybaveného fotoaparatem Canon 250D. Pro
porovnani a stanoveni délky amplikont byl pouzit 700 bp a 10 000 bp DNA marker (Thermo
Scientific). Ziskané amplikony ITS oblasti byly nasledné sekvenovany pomoci pristroje
3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) a vysledné sekvence byly analyzovany
pomoci online nastroje Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) dostupného na strankach
National Center for Biotechnology Information (2025) pro ureni shody s referenénimi
sekvencemi.

Tabulka 1. Finalni koncentrace forward a reverse primer( v PCR reakéni smési pouzitych pro amplifikaci
rbel, matK a ITS oblasti

Table 1. Final concentration of forward and reverse primers in the PCR reaction mixture used for
the amplification of rbcL, matK, and ITS regions

rbcL matK ITS
Forward 0,5 uM 0,75 uM 0,25 uM
Reverse 0,5 uM 1 uM 0,25 uM

Vyhodnoceni vysledkt
Pro statistické zpracovani dat byly pouzity t-test a jednocestna ANOVA s Tukeyho HSD
testem. Statisticka vyznamnost byla posuzovana na hladiné p <0,05.

VYSLEDKY A DISKUZE

Velikost hoblin

Pro ziskani materialu s jemnou a homogenni strukturou byla zvolena metoda odbéru hoblin
pomoci vrtani do dfeva. Cilem bylo vyhodnotit vliv priméru vrtaku na velikost hoblin a zaroveri
stanovit potfebny pocet vrtd k ziskani dostate€ného mnozstvi materialu pro izolaci DNA
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(standardni navazka c¢ini 100 mg). Pro ovéfeni reprodukovatelnosti byly provedeny ffi
nezavislé izolace DNA (3 x 12 vzorku). Hobliny rizné velikosti byly ziskany z feznych ploch
Spalkt (Obrazek 2). Za u¢elem posouzeni, ktery pramér vrtaku poskytuje nejvhodnéjsi material
pro naslednou izolaci DNA, byl zvolen standardni protokol zavedeny v nasi laboratofi
(homogenizace v tekutém dusiku, extrakéni kit Exgene™ Plant SV mini od GeneAll)
nasledovany analyzou hodnot Ct pro chloroplastovou DNA. Nejlepsi vysledky vyjadiené

v v

Zarovenn na souboru Sesti vzorkl bylo dosazeno nejnizSiho rozptylu a vysoké
reprodukovatelnosti hodnot Ct (variacni koeficient = 4,2 %) a sou€asné nejvyssi primérné
koncentrace DNA (0,444 ng/ul) (Tabulka 2). Na druhou stranu u malého vrtaku predstavuje
nevyhodu vysSi pocet potfebnych vrtll na standardni navazku (az 10 vrtll), coz prodluzuje dobu
potfebnou k pfipravé dostate€ného mnozstvi hoblin (Tabulka 3). Pro rychly odbér vstupniho
materialu, kdy dostaduje provést jeden vrt, byl jako optimalni vyhodnocen vrtak o praméru
nejmensiho (1,5 mm) a nejvétsSiho (6 mm) vrtaku byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil
v hodnotach Ct i koncentraci DNA. ANOVA test: Ct hodnoty (p = 0,036); koncentrace DNA
(p = 0,030). Tukeyho HSD test: Ct hodnoty (p = 0,042); koncentrace DNA (p = 0,028). Hodnota
Ct byla u nejmensiho vrtaku v priméru o témérF 2 cykly nizsi, coz svéd&i o vy$Sim mnozstvi
cilové DNA. Soucasné byla koncentrace DNA u vrtaku 1,5 mm témér dvojnasobna oproti
vrtaku 6 mm (Tabulka 2). Ukazuje se tedy, ze velikost pfipravenych hoblin je jednim z faktor(
ovliviiujicich vytéZnost DNA izolované ze dfeva.

Obrézek 2. Priklady vrtt pro odbér hoblin z Fezné plochy kmene stromu meruriky. Cisla indikuji pramér
pouzitého vrtaku.

Figure 2. Examples of drill holes for collecting wood chips from the cutting surface of an apricot tree trunk.
Numbers indicate the diameter of a drill bit used.
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Tabulka 2. Viiv velikosti vrtaku na kvalitu izolované DNA ze dfeva vyjadreno pomoci hodnoty Ct pro
chloroplastovy ribosomalni gen a koncentrace DNA. Homogenizace hoblin byla provedena za pomoci
tekutého dusiku ve tfeci misce, izolace DNA kitem od vyrobce GeneAll. Ct: cycle treshold, SD: smérodatna
odchylka, VK: variacni koeficient.

Table 2. The effect of drill bit size on the quality of isolated DNA from wood expressed using the Ct value for
the chloroplast ribosomal gene and DNA concentration. Wood chips were homogenized using liquid nitrogen
in a mortar, and DNA was isolated using a kit from GeneAll. Ct: cycle threshold, SD: standard deviation,
VK: coefficient of variation.

Velikost vrtaku (primér) "
3 mm 4 mm

1,5 mm 2 mm 5 mm 6 mm

Ct

DNA
(ng/pl)

Ct

DNA
(ng/pl)

Ct

DNA
(ng/pl)

Ct

DNA
(ng/pl)

Ct

DNA
(ng/pl)

Ct

DNA
(ng/pl)

17,39

0,504

18,23

0,362

20,85

0,104

19,46

0,166

19,06

0,496

19,80

0,231

17,13

0,416

16,76

0,440

21,93

0,119

20,23

0,220

21,00

0,159

21,36

0,184

16,73

0,736

17,63

0,314

15,26

1,570

16,50

0,728

18,68

0,280

18,51

0,233

19,02

0,284

19,40

0,171

20,24

0,129

18,45

0,242

20,67

0,096

18,82

0,272

18,12

0,230

18,37

0,218

18,36

0,231

18,94

0,170

17,28

0,604

18,63

0,195

17,42

0,496

18,10

0,372

16,80

0,349

19,90

0,135

16,87

0,496

18,51

0,436

Priimér 2

17,64

0,444

18,08

0,313

18,91

0,417

18,91

0,277

18,93

0,355

19,27

0,259

SD

0,75

0,17

0,80

0,09

2,34

0,52

1,23

0,20

1,55

0,19

1,03

0,08

VK

0,042

0,372

0,044

0,295

0,124

1,253

0,065

0,740

0,082

0,530

0,054

0,326

1) Dirill size (diameter), 2) Average

Tabulka 3. Pocet vrti potrebnych k ziskani 100 mg jemného prasku homogenizaci hoblin v tekutém dusiku
Table 3. Number of drillings required to obtain 100 mg of fine powder by homogenizing wood chips in liquid
nitrogen

3 mm 4 mm 5 mm 6 mm

1-2 1 1 1

Velikost vrtaku (pramér) " 1,5 mm 2 mm

Pocet vrti 2 10 6
1) Drill size (diameter), 2) Number of drilings

Homogenizace hoblin a izolace DNA
Cilem provedeného experimentu bylo posoudit mozny vliv mechanické homogenizace
dfevnich hoblin ziskanych z Prunus armeniaca L. na kvalitu extrahované DNA. Za timto
ucelem byla testovana kombinace dvou metod mechanické homogenizace a tfi komercnich
kitd pro izolaci DNA (GA, ZR, WS). K pfipravé hoblin byl pouzit vrtak o velikosti 4 mm. Byly
porovnany dva zpusoby homogenizace: i) standardné& pouzivané rozemleti rostlinnych pletiv
v tfeci misce za pfitomnosti tekutého dusiku a ii) pomoci kuliCkového homogenizatoru
s vyuzitim komeréné dostupnych zkumavek s drticimi kuliCkami. Kvalita extrahované DNA
byla posuzovana dle nékolika indikatoru:

1. hodnoty Ct pro chloroplastovy gen,

2. vizualizaci PCR amplikonu cilovych oblasti rbcL a matK na agarozovém gelu,

3. vizualizaci PCR amplikon cilové oblasti ITS na agarozovém gelu.

Hodnoty Ct pro chloroplastovy gen

Vysledky hodnot Ct pro chloroplastovy gen ukazuji, Ze volba této pfipravné faze, tedy zpusob
homogenizace, mize vyznamné ovlivnit kvalitu a mnozstvi izolované DNA. Homogenizace
v tekutém dusiku vedla u kitd WS a GA k niz8im hodnotam Ct, coz naznacuje vySSi vytéZnost
(Tabulka 4 a 5). Nejvyraznéjsi rozdil byl zaznamenan u kitu WS, kde byla pfi pouziti tekutého
dusiku dosazena primérna hodnota Ct 17,00, zatimco pfi pouziti kulickového homogenizatoru
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Cinila 18,94 - rozdil témér 2 cykly. Tento rozdil byl statisticky vyznamny (t-test, p = 0,0037).
Podobny trend byl pozorovan i u kitu GA (Ct 18,19 vs. 19,89). Naopak kit ZR vykazoval lepsi
vysledky pfi homogenizaci pomoci kuliCkového homogenizatoru, kde dosahl nizsi variability
(VK 3,9 %) a mirné niz8i Ct oproti tekutému dusiku (Tabulka 5). To naznacuje, Ze efektivita
homogenizace muize byt zavisla na typu izolaéniho protokolu. Celkové se jako nejvhodné;jsi
kombinace jevi pouziti tekutého dusiku pro kity WS a GA, zatimco pro kit ZR je vyhodnéjsi
homogenizace pomoci kulickového homogenizatoru. To maze byt dano i tim, Ze tento kit tyto
homogenizacni zkumavky obsahuje a byl optimalizovan pro jejich pouziti.

V porovnani vysledku real-time PCR analyzy pro chloroplastovy gen Ize pozorovat vyrazné
rozdily v hodnotach Ct mezi izolovanou DNA z dfevni €asti a z lyka. Historicka data ziskana
v akreditované Laboratofi molekularni biologie VSUO Holovousy s.r.o. ukazuiji, ze hodnoty Ct
u lyka jako vstupniho materialu vyuzivaného k diagnostice patogent se u merunék optimalné
pohybuji v rozmezi 9,5-12,2. Tato data byla ziskana opakovanym pouzitim metodiky izolace
DNA z lyka a nasledné PCR analyzy chloroplastového genu, jak ji detailné popisuji Rejlova et
al. (2019), kde je detailné popsan metodicky postup. Rozdil v ziskanych hodnotach Ize pficist
anatomickym a chemickym vlastnostem rostlinnych pletiv. Lyko, jakoZto vodivé pletivo s Zivymi
burikami obsahuje méné ligninu a fenolickych slouc¢enin nez dfevo, které naopak predstavuje
technicky narocny material, kde je vysSi riziko degradace nukleovych kyselin a interference
s PCR reakci. Tento problém je zvlasté vyrazny u jadrového dfeva, kde pfevladaji odumfielé
buriky a DNA se nachazi ve znaéné fragmentovaném stavu.

Tabulka 4. Kvalita izolované DNA ze drfeva vyjadfena pomoci hodnoty Ct pro chloroplastovy gen.
Homogenizace hoblin (vrtak 4 mm) byla provedena pomoci tekutého dusiku ve tfeci misce, izolace DNA kity
od vyrobce GeneAll (GA), Zymo Research (ZR), Wizbiosolutions (WS). Ct: cycle treshold, SD: smérodatna
odchylka, VK: variacni koeficient.

Table 4. The quality of DNA extracted from wood expressed using the Ct value for the chloroplast gene.
Homogenization of wood chips (4 mm drill bit) was performed using liquid nitrogen in a mortar, DNA isolation
kits from GeneAll (GA), Zymo Research (ZR), and Wizbiosolutions (WS). Ct: cycle threshold, SD: standard
deviation, VK: coefficient of variation.

Ct 4mmA | 4mmB | 4mmC | 4mmD | 4mmE | 4mmF | Primér " SD VK
GA 16,22 16,3 17,29 19,83 20,17 19,31 18,19 1,64 0,090
ZR 23,71 23,5 24,09 22,4 22,37 20,14 22,70 1,31 0,058
WS 15,87 16,44 16,38 17,86 17,65 17,82 17,00 0,80 0,047
Delta Ct Pramér

Kit-GA

ZR 7,49 7,2 6,8 2,57 2,2 0,83 4,52

WS -0,35 0,14 -0,91 -1,97 -2,52 -1,49 -1,18

1) Average

Vizualizace PCR amplikont cilovych oblasti rbcL a matK na agarozovém gelu pro
druhovou identifikaci rostlin
Za ucelem posouzeni vlivu riznych metod mechanické homogenizace a izola¢nich protokolu
na fragmentaci ziskané DNA byly provedeny dvé samostatné PCR analyzy cilené na rizné
dlouhé amplikony gent rbcL a matK. Vysledky byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy,
kterd umoznila porovnat miru fragmentace DNA a uspé3Snost amplifikace jednotlivych
genovych oblasti. Amplifikace kratSiho cilového fragmentu genu rbcL byla Uspésna ve vSech
vzorcich, pficemz nejvyraznéjSi signal vykazoval vzorek €. 6 homogenizovany v tekutém
dusiku a izolovany kitem od Wizbiosolutions (6. WS_N) a naopak nejnizsi intenzita byla
pozorovana u vzorku €. 2 homogenizovaného v tekutém dusiku a izolovaného kitem od Zymo
Research (2. ZR_N) a vzorku €. 8 homogenizovaného v kulic(kovém homogenizatoru a
izolovaného kitem od Zymo Research (8. ZR_B) (Obrazek 3). Tyto vysledky koresponduji
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s pfedchozimi zavéry ziskanymi metodou real-time PCR, ktera rovnéz indikovala rozdily
v kvalité izolované DNA mezi jednotlivymi protokoly. Amplifikace delSiho Useku genu matK,
jehoz cilovy fragment dosahuje délky pfiblizné 1300 bp, byla Uspé&Sna pouze u Easti vzorkl
(Obrazek 4). Pouze u kitu od Wizbiosolutions byly amplifikovany v8echny 4 vzorky, coz
naznacuje kvalitnéjsi vstupni DNA. U ¢&asti vzorkd izolovanych pomoci kit od GeneAll a
Zymo Research nejsou pfi zadné z pouzitych metod homogenizace viditelné vyrazné
amplikony (vz. €. 1, 5), pfipadné zcela chybi (vz. €. 2, 7, 8). Tato zjiSténi mohou souviset s nizsi
vytéznosti nebo ¢astecnou fragmentaci DNA.

Tabulka 5. Kvalita izolované DNA ze drfeva vyjadfena pomoci hodnoty Ct pro chloroplastovy gen.
Homogenizace hoblin byla provedena pomoci kulickového homogenizatoru, izolace DNA kity od vyrobce
GeneAll (GA), Zymo Research (ZR), Wizbiosolutions (WS). Ct: cycle treshold, SD: smérodatna odchylka, VK:
variaéni koeficient.

Table 5. The quality of DNA extracted from wood expressed using the Ct value for the chloroplast gene.
Homogenization of wood chips (4 mm drill bit) was performed using ball mill homogenizer, DNA isolation kits
from GeneAll (GA), Zymo Research (ZR), and Wizbiosolutions (WS). Ct: cycle threshold, SD: standard
deviation, VK: coefficient of variation.

GA 20,04 21,34 17,31 20,79 22,47 17,38 19,89 1,94 0,097
ZR 22,56 21,66 21,59 23,16 22,21 20,43 21,94 0,86 0,039
WS 19,72 19,02 17,54 19,96 19,61 17,81 18,94 0,94 0,050
2;1[2 :t Pramér "

ZR 2,52 0,32 4,28 2,37 -0,26 3,05 2,05

WS -0,32 -2,32 0,23 -0,83 -2,86 0,43 -0,95

1) Average

Obrazek 3. Gelova elektorforéza PCR amplikont pro oblast genu rbclL. Homogenizace v tekutém dusiku (N)
nebo pomoci kulickového homogenizatoru (B), izolace DNA kity od vyrobce GeneAll (GA), Zymo Research
(ZR), Wizbiosolutions (WS). PC - pozitivni kontrola, NTC - netemplatova kontrola.

Figure 3. Gel electrophoresis of PCR amplicons for the rbcL gene region. Homogenization in liquid nitrogen
(N) or using a ball mill (B), DNA isolation kits from GeneAll (GA), Zymo Research (ZR), Wizbiosolutions (WS).
PC - positive control, NTC - no template control.
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Obrazek 4. Gelova elektorforéza PCR amplikonti pro oblast genu matK. Homogenizace v tekutém dusiku (N)
nebo pomoci kulickového homogenizatoru (B), izolace DNA kity od vyrobce GeneAll (GA), Zymo Research
(ZR), Wizbiosolutions (WS). PC - pozitivni kontrola, NTC - netemplatova kontrola.

Figure 4. Gel electrophoresis of PCR amplicons for the matK gene region. Homogenization in liquid nitrogen
(N) or using a ball mill (B), DNA isolation kits from GeneAll (GA), Zymo Research (ZR), Wizbiosolutions (WS).
PC - positive control, NTC - no template control.
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Vizualizace PCR amplikon( cilové oblasti ITS na agarozovém gelu pro druhovou
identifikaci hub

Za ucCelem praktického ovéfeni metodiky izolace rDNA z dfevnich pletiv byla provedena PCR
amplifikace ITS oblasti (~210-230 bp) bézné vyuzivané pro druhovou identifikaci hub.
Amplifikace byla uspé&sna u vSech analyzovanych vzorkd (Obrazek 5), coz prokazalo
pfitomnost houbové DNA v testovaném materialu. Vzorek €. 11 homogenizovany kulickovym
homogenizdtorem a izolovany kitem od Zymo Research (11.ZR_B) a vzorek
€. 12 homogenizovany kulic(kovym homogenizatorem a izolovany kitem od Wizbiosolutions
(12. WS_B) byly ovéfeny sekvenacné. Ziskané sekvence odpovidaly druhu Cladosporium
cladosporioides (Cern Cernd), plivodci tzv. Cerné plisné. Tento rod patfi mezi Casté kolonizatory
dfevnich pletiv a je spojovan se zménou zbarveni bélového dfeva (Lee et al. 2012).

Volba délky amplikonu se odviji od zamySleného ucelu analyzy. KratSi fragmenty zpravidla
vykazuji vy§Si uspésnost amplifikace, zejména u vzork(l s degradovanou DNA. Amplifikace
delSich usekl (>1000 bp) poskytuje detailnéjsi taxonomické a fylogenetické informace, nebot
zahrnuje jak konzervované, tak vysoce variabilni oblasti. Prikladem je pouziti primeru
ITS1F/LR3, které generuji fragment o délce pfiblizné 1100-1150 bp zahrnujici cely ITS region
a prvni dvé domény LSU (Large Subunit) (Raja et al. 2017). Pro bakteridlni patogeny je
analogicky nejCastéji vyuzivan gen 16S rRNA o délce pfiblizné 1500 bp. Kombinace primert
27F/1492R umoziiuje amplifikaci témér celého genu, coz poskytuje robustni zaklad pro
identifikaci a taxonomickou klasifikaci Sirokého spektra bakterii (Weisburg et al. 1991).
Na zakladé vyse uvedenych vysledkl lze konstatovat, Ze pfi pouziti vhodného protokolu
izolace DNA z dfevnich pletiv je mozné ziskat genomovou DNA dostatecné kvality a integrity
nejen pro amplifikaci kratSich usek(, ale i pro uspéSnou amplifikaci delSich fragmentu
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vhodnych pro druhovou identifikaci a fylogenetické analyzy mikroorganizm( kolonizujicich

drevo.

Obradzek 5. Gelova elektorforéza PCR amplikont pro oblast ITS. Homogenizace v tekutém dusiku (N) nebo
pomoci kulickového homogenizatoru (B), izolace DNA kity od vyrobce GeneAll (GA), Zymo Research (ZR),
Wizbiosolutions (WS). + pozitivni kontrola, - negativni kontrola, NTC netemplatova kontrola.

Figure 5. Gel electrophoresis of PCR amplicons for the ITS region. Homogenization in liquid nitrogen (N) or
using a ball mill (B), DNA isolation kits from GeneAll (GA), Zymo Research (ZR), Wizbiosolutions (WS).
+ positive control, - negative control, NTC - no template control.

Tabulka 6. Prehled vysledkt izolace DNA z dfevnich pletiv. Homogenizace v tekutém dusiku (N) nebo
pomoci kulickového homogenizatoru (B), izolace DNA kity od vyrobce GeneAll (GA), Zymo Research (ZR),
Wizbiosolutions (WS). Uvedeny jsou hodnoty Ct: cycle treshold, koncentrace DNA (ng/ul) a tspésnost
amplifikace tfi markerovych gent (rbcL, matK, ITS) vyjadfena semikvantitativné (+++ silny signal, ++ stfedni,
+ slaby, — bez amplifikace).

Table 6. Overview of DNA extraction results from wood tissue. Homogenization in liquid nitrogen (N) or using
a ball mill (B), DNA isolation kits from GeneAll (GA), Zymo Research (ZR), Wizbiosolutions (WS). The values
shown include Ct: cycle threshold, DNA concentration (ng/ul), and amplification success of three marker
genes (rbcL, matK, ITS) expressed semi-quantitatively (+++ strong signal, ++ medium, + weak, — no
amplification).

1. |GA_N 19,83 0,127 ++ + ++
2. |ZR_N 22,40 0,046 + - +
3. |WS_N 17,86 0,170 ++ ++ +
4. (GA_N 16,22 0,860 ++ +++ ++
5. |ZR_N 23,71 0,026 ++ + ++
6. |WS_N 15,87 0,968 +++ +++ +
7. |GA_B 20,79 0,059 + - +
8. |ZR B 23,16 0,072 + - +
9. |WS_B 19,96 0,142 ++ ++ +H+
10. |GA_B 17,38 0,262 ++ +++ +
11. |ZR_B 20,43 0,094 ++ ++ +++
12. |WS_B 17,81 0,404 ++ +4++ +4++
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Tabulka 6 poskytuje souhrnny pfehled ziskanych dat, z nichz vyplyva, ze izolaéni kit WS
ve spojeni s obéma metodami homogenizace umoznuje ziskat DNA nejvySsi kvality, ktera je
vhodna pro amplifikaci dlouhych sekvenci. Vysledky jednoznaéné potvrzuji, ze volba
homogenizace dfevnich hoblin a izolaéniho protokolu predstavuje klicovy faktor ovliviujici
uspésnost naslednych molekularnich analyz.

ZAVER

Vysledky této studie ukazuji, Zze efektivni izolace DNA ze dfeva ovocnych strom( je podminéna
nejen volbou izola¢niho protokolu, ale také fyzikalnimi parametry odbéru, jako jsou velikost
hoblin a zpldsob mechanického zpracovani vzorku. ldentifikace optimalni kombinace téchto
faktorl umoznuje ziskat DNA dostatec¢né kvality i z technicky naroéného vstupniho materialu,
jako je dfevo, coz rozSifuje moznosti standardizovat molekularné-biologické analyzy z tohoto
typu materialu. Ziskané poznatky maji prakticky vyznam pro diagnostiku patogent
lokalizovanych v xylému, ale také pro aplikace DNA barcodingu v pfipadech, kdy neni
dostupné vhodnéjsi rostlinné pletivo (napf. listy, lyko). Studie zarover otevira prostor pro dalsi
vyzkum zaméreny na izolaci DNA ze starSich, suSenych nebo jinak degradovanych vzork(
dfeva ovocnych stromu, které predstavuji vyzvu pro rutinni laboratorni postupy.
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