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Abstrakt:
Metoda vyuziti molekuldrnich markerti pro diagnostiku houbovych chorob fepky byla
optimalizovana na izolatech hub Verticillium dahliae, Verticillium longisporum
a Leptosphaeria maculans. Byly nalezeny markery umoznujici spolehlivou identifikaci
a odliseni téchto patogend.

Abstract:
The method of winter rape fungal pathogen diagnostics using molecular markers was
optimized on isolates of Verticillium dahliae, Verticillium longisporum a Leptosphaeria
maculans. Specific markers were found, that enable positive identification and
differentiation of target pathogens.

1. CIL METODIKY

Cilem metodiky je aplikace poznatki molekularni biologie pro rychlou a spolehlivou
detekci a vzajemné odliSeni vybranych vyznamnych houbovych patogenii ozimé fepky
Verticillium spp. a Leptosphaeria maculans, at’ jiz v ¢asnych fazich vyvoje fepky, kdy
projevy chorob nejsou jesté evidentni, ¢i v pozdnich fazich, kdy dochazi k deformaci
kotenil a nouzovému zrani.

2. POPIS METODIKY

2.1.1. Uvod: choroby zpiisobené patogeny Leptosphaeria maculans a Verticillium spp.

2.1.2. Fomova hniloba brukvovitych

Fomova hniloba brukvovitych je nejvyznamngjsi chorobou fepky olejky péstované v CR
(Plachka a Odstrcilovd, 2008). Fomova hniloba je nejbéznéji pouzivany ndzev
onemocnéni, ale setkame se i s terminy jako je sucha hniloba stonku, rakovina stonku
(Rimmer et al., 2007). Zptsobuje ji komplex askomycetnich hub Leptosphaeria maculans
(Desmaz.) Ces. & De Not. (1863) a Leptosphaeria biglobosa n. sp. s imperfektnim stadiem
Phoma lingam (Tode.) Desm. (1849) (Rouxel and Balesdent, 2005; Mazakova et al. 2010).
Na zéaklad¢ studia riznych charakteristik L. maculans byl tento patogen rozdélen do dvou
skupin. Prvni skupina A, Tox+, vysoce virulentni — zpiisobuje vazné&jsi poskozeni stonku a
kofenti. Druha skupina B, Tox0 zpusobuje méné Skodlivé 1éze (Rouxel et al. 2004). Na
zékladé morfologickych rozdili pseudoperithecia byl pak rozlisen druh L. biglobosa
(Shoemaker and Brun, 2001).

V soucasné dobé je L. maculans ftazena do tfidy Dothideomycetes, tad
Peronosporales (Rimmer et al. 2007; Rouxel and Balesdent, 2005). L. maculans je
vieckatd houba, plodni¢ky pohlavniho stadia nazyvame pseudoperithecia a plodnicky
nepohlavniho stadia — pyknidy (Kazda a kol., 2010). Pyknidy délime do dvou typu dle
vyskytu, a to bud’ na zZivé tkani hostitelské rostliny, nebo na infikovanych rostlinnych
zbytcich. Pyknospory jsou hyalinni, obvykle rovné, valeCkovité, uprostied zaSkrcené,
jednobunééné v rozsahu od 2,5 — 5 x 1 — 2 um (Rimmer et al. 2007). Pseudoperithecia s
pseudosklerenchymatickymi sténami, se vyskytuji na zbytcich napadenych rostlin, tkan
hostitelské rostliny kolem cerna. Pseudoperithecia jsou vnoiend ¢erna kulovita, 300 — 500
um velkd. Uvniti pseudoperithecii dozravaji askospory. Sesti piehradkovana viecka
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obsahuji 8 vytrust. Askospory jsou hyalinni, protahlé (Kazda a kol., 2010), o velikosti 35 —
70 X 5 — 8 pm (Chadova, 2006).

Fomovéa hniloba napada kulturni rostliny brukvovitych (fepka olejka, fepice,
hot¢ice, nekteré druhy zeleniny, tufin, brukev zelna a zeli). Béhem dalSich studii byla za
hostitele oznac¢ena dale fedkev Raphanus sativus, divoka fedkev R. rapstrum, bila hoicice
Sinapis alba a rukola Eruca vesicaria spp. sativa. | rostliny jinych c¢eledi mohou byt
hostiteli pro Leptosphaeria maculans, jednd se o napi. Phaseolus spp. (Fabaceae),
Humulus spp. (Moraceae), Swertia perennis (Gentianaceae), Teucrium spp. (Labiatae) a
Artemisia campestris (Asteraceae) (Rouxel and Balesdent, 2005). Patogen napada i
plevelné druhy (Lobularia spp., Matthiola spp., Raphanus spp., Thlaspi arvense, Sinapis
arvensis, Descurainia spp., Sisymbrium spp.) (Rimmer et al. 2007; Chadova, 2006).

Zdrojem infekce byva véas nelikvidovany vydrol fepky rostouci v sousedstvi nove
zaloZenych porostd (Saroun, 2009). Pfi¢inou podzimni infekce jsou nalety askospor
uvoliované z plodnic, které se vytvareji na poskliziovych zbytcich, pfipadné infikované
osivo (Héni a kol., 1993). Na rostlinnych zbytcich L. maculans pieziva jako saprofyt
(Rouxel and Balesdent, 2005; Plachka a Odstréilova, 2008) bud’ ve form¢ pyknid
(anamorfa Phoma lingam), nebo ve formé pseudoperithecii (telemorfa L. maculans)
(Bittner, 2006).

Zivotni cyklus patogena za&ina na podzim, kdy z poskliziiovych zbytkt se pii uréité
teploté a zejména dostate¢né vlhkosti uvolnuji z pseudoperithecii askospory patogena
(Poslusna a Plachka, 2009). Pohlavné vzniklé¢ askospory mohou byt Sifeny i na velké
vzdalenosti az nékolika kilometrGi (Rimmer et al. 2007). Askospory pak napadaji vzeslé
rostlinky. Pti vhodné vlhkosti zac¢inaji askospory klicit a hyfy prortstaji do pletiva fepky
(Poslusna a Plachka, 2009). Spora kli¢i a infek¢éni hyfa pronika pfes stomata ¢i poranéné
pletivo do tkéni fepky — nekrotrofni faze (Rouxel and Balesdent, 2005). Dale houba
pfechazi do biotrofni faze. Mycelium prorasta cévnimi svazky pies fapik do stonkil
(Rimmer et al. 2007). Tato vyvojova faze je zcela bezptiznakova, houba roste v
mezibunéénych prostorech. (Rouxel and Balesdent, 2005).

Patogen se Sifi z mist primarniho napadeni do celé rostliny. Zfetelné symptomy
choroby jsou na podzim viditelné zejména na listech (Poslus$na a Plachka, 2009), kde se na
listech tvofi svétlé skvrny, Casto okrouhlého (Plachkd a Odstréilova, 2008) nékdy 1
nepravidelného tvaru. Pozdéji jsou tyto skvrny Sed€ zbarvené a nekrotické. Obvykle maji
tmavé ohranieni. Ve stiedu 1ézi jsou dobie viditelné ¢erné tecky — pyknidy a pletivo se
Vv téchto mistech trha (Rimmer et al. 2007). Z pyknid se uvoliuji konidie, které se §ifi dale
do porostu (Poslu$na a Plachka, 2009). Ty jsou rozstfikovany kapkami desté¢ na kratké
vzdalenosti. Toto sekundarni napadeni vSak nema tak velky vyznam v Zivotnim cyklu
patogena (Rimmer et al. 2007; Rouxel and Balesdent, 2005). Pfi silném infekénim tlaku Ize
jiz na podzim potvrdit infekci patogenem roziiznutim kotene, kdy napadené pletivo je
typicky nacernalé z diivodu roz$itujici se nekrozy, kterd mize byt pozorovatelna i vné
kotene a kotfenového krcku. Takto poskozené rostliny Spatné prezimuji a dochézi Casto
Kk jejich hniti a odumirani. Pro §ifeni patogena V rostliné je dulezita teplota. Patogen je
aktivni od 5 °C, pfi nizsi teploté se jeho aktivita vyrazné zpomaluje, aZ uplné ustava. Na
jafe se patogen v rostling §ifi jejim rastem. Po odkvétu ve fazi tvorby Sesuli (BBCH 75 —
85), zacinaji byt pozorovatelné symptomy na stoncich a kofenech. Ve stiedech skvrn se
vytvareji Cerné tecky s pohlavnim stadiem patogena (pseudoperithecia). Kofeny a
kotenové krcky rostlin trouchnivéji a po rozfiznuti jsou patrné znaky nekroz, na kterych je
mozné také pozorovat plodnicky patogena (Poslusna a Plachké, 2009).

Nejveétsi intenzita poSkozeni se projevuje pred sklizni ve druhém roce péstovani.
Pro suchou hnilobu jsou typické hluboké nekroézy a vyskyt pyknid. Dochazi k
hloubkovému poskozeni stonki a kofend. Tyto projevy jsou pfi¢inou piedcéasného
dozravani fepky a velkych ztrdt na vynosu (Plachk4d a Odstrcilova, 2008). Na konci
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vegetacniho obdobi zptsobuje choroba poskozeni pletiv, které vede k poléhani rostlin a
snizeni vynosti (Rouxel and Balesdent, 2005). Ztraty na vynosech zplsobené ptivodci
fomové hniloby v CR jsou do 20 %, v zahrani¢i az 50 % (Plachka a Odstréilova, 2008).
Fomova hniloba negativné ovliviiuje nasazovani SeSuli a nouzovym dozravanim snizuje
hmotnost tisice semen (HTS) a mnozZstvi nasazené¢ho semene. Pii silném napadeni mladych
rostlin mize dochazet i k likvidaci celého porostu (Gall, 2011). Nejzavaznéjsi Skody
vznikaji, pokud ¢asn¢ napadeny porost neni oSetfen fungicidy (Gall, 2011).

2.1.3. Verticiliové vadnuti

Verticiliové vadnuti (Verticillium dahliae Kleb. a V. longisporum (Stark) Karapapa,
Bainbridge & Heale) je dalsi Sskodlivé onemocnéni fepky olejky (Mazakova et al. 2008).
Verticiliové vadnuti je ovSem chorobou, o které se mélo vi. Jeji Skodlivy potencial je velmi
vysoky. Redukce vynosu muize dosahovat 25 az 50 %, jak bylo zjisténo z vyskytl na
polich Vv severnim Némecku (Spitzer, 2010; Kulovand, 2011). Predpokladalo se, ze 1
v nasich podminkach se patogen vyskytuje pomérné Casto, ale zlstdva Casto nerozpoznan,
nebo je piekryt jinymi chorobami. Monitoring provedeny v letech 2006 — 2009 ve
spolupraci s SPZO a univerzitou v Gottingenu v Némecku ukazal, ze se choroba na nasem
uzemi vyskytuje. Silna napadeni byla pfitom zji§t€éna v podnicich s vysokym zastoupenim
fepky v osevnim postupu (Spitzer, 2010). Verticillium spp. patfi mezi pidou pfenosné
rostlinné patogeny odpovédné za verticiliové vadnuti v mirnych a subtropickych pasmech
(Johansson, 2006; Gomez-Alpizar, 2001). Spole¢né napadaji na 250 hostitelti, zahrnujici
ekonomicky dulezité plodiny a stromy. Specieln¢ 2 druhy Verticillium dahliae a V. albo-
atrum napadaji vysoky pocet hostitelskych druhd. V. longisporum ma vice zizeny
hostitelsky prostor, ale piispiva zejména k verticiliovému vadnuti olejnin ve Svédsku
(Johansson, 2006).

Verticillium patii tiidy Deuteromycetes (Fungi Imperfecti), skupiny hub, u kterych
neni znamé pohlavni staidium (Berlanger and Powelson, 2000). V. dahliae ma Sirokou fadu
hostitelti. Vice nez 300 druhti dievin a bylin je znamo svou citlivosti k V.dahliae v¢etné
rajcat, lilku, paprik, bramboru, maty peprné, chryzantém, bavlny, aster, ovocnych stromd,
jahod, malin, rizi, vojtésky, javoru a dalSich. Odolné rostliny zahrnuji vSechny
jednodélozné, vSechny nahosemenné, jabloné, horsky jasan, buk, btizy, dfin, biestovec,
hloh, lipu, dfezovec, duby, javor, topol, ofech a vrby (Gémez-Alpizar, 2001). Verticillium
déale napada nékteré kioviny (fuchsie, Sefik, Skumpa, vies aj.), okrasné rostliny, zeleninu
(zeli, celer, fedkev, pepf, rebarbora aj.), ovocné druhy (grep, diistéal, rybiz, ostruzinik,
Prunus sp, vodni meloun aj.), plevele (pampeliska, pelynék, laskavec aj.), polni plodiny
(jetel, chmel, fepka olejka, svétlice barvifskd aj.), nenapada napt. kaktusy a kapradiny
(Berlanger and Powelson, 2000).

V. longisporum je tizce piibuzny druh s V. dahliae. Diferenciace izolatt Verticillia
s dlouhymi vytrusy ziskanych z kienu, klasifikované jako Verticillium dahliae var.
longisporum, byla poprvé provedena v 60. letech minulého stoleti. Az podrobné popisy
ruznych morfologickych, fyziologickych a molekuldrnich znakt vedly k tvrzeni o upraveni
V. longisporum jako samostatného druhu. Nicméné se stale vedli diskuze o taxonomii V.
longisporum jako samostatného hostitelsky specifického druhu Verticillia. Bylo prokazano,
7e kostalové plodiny mohou byt pfilezitostné infikovany izolaty Verticillia s kratkymi
vytrusy a V. longisporum je schopno infikovat rostlinné druhy i mimo ¢eled’ brukvovitych
(Tiedemann, 2012). Molekularni dikazy naznacuji, ze V. longisporum je allopolyploid,
ptipadné mezi V. dahliae a druhem piibuznym s V. albo-atrum. Verticillium longisporum
je pficinou verticiliového vadnuti fepky a vaznou chorobou v Evropé. I kdyz je V. dahliae
obcas izolované z fepky olejky, jen V. longisporum je schopno zptisobit onemocnéni. U
hub existuje jen omezeny pocet piikladu piirozenych hybridnich patogent se zvySenou
virulenci a rozsifenym spektrem hostiteld. Patfi mezi n¢ Melampsora x Columbiana G.
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Newec., Kiizenec mezi M. medusae a M. occidentalis, ktera se stala dominantni rzi na
hybridnim topolu Populus trichocarpa x P. deltoides na pacifickém severozapadé v roce
1998, stejné jako V. longisporum, patogen Celedi brukvovitych (Inderbitzin et al., 2011).

V. longisporum je adaptabilni, diploidni, patogen cévnich svazkl fepky olejky
specificnost V. longisporum versus V. dahliae a byla nalezena jasna omezeni V. dahliae
k ne-brukvovitym hostitelim, zatimco V. longisporum byl patogenni pouze k brukvovitym
druhtim. Oba druhy maji tedy nepiekryvajici se rozsah hostitelt (Zeise and Tiedemann,
2001, 2002). To potvrzuje 1 Spitzer (2010) i Johansson (2006), kdy bylo zjisténo, ze
Verticillium dahliae se vyskytuje na bramborach, leguminézach, jahodach atd., zatimco
druh, ktery ptisobi problémy na ozimé fepce (kiizokvétych) je Verticillium longisporum.

Za normalnich podminek je mycelium Verticillium dahliae hyalinni, jednoduché
nebo vétvené, prehradkovité a mnohojaderné (Johansson, 2006). Jadra jsou v kulturach
haploidni. Konidie jsou vejcovité nebo elipsoidni a obvykle jednobunécné. Jsou nesena na
phialidech, coz jsou specializované hyfy vytvaiené v preslenu kolem kazdého konidioforu.
Kazdy phialid nese mnozstvi konidii. Verticillium je pojmenovano podle pteslenovitého
usporadani phialidi na konidioforu. Houba tvofi mikrosklerocia v odumirajici tkani, coz
jsou masy melanizujicich hyf (Berlanger and Powelson, 2000; Goémez-Alpizar, 2001).
Mikrosklerocia jsou malé, cerné, tlustosténné struktury, které se tvoii v odumirajici nebo
v zivé tkani. Casto jsou vidét lupou. Ve vétsing piipadii se mikrosklerocia formuji na
starnoucim pletivu, u nékterych hostitelti je nachdzime ale také i v zivé tkani (Berlanger
and Powelson, 2000). Tyto mikrosklerocia se uvoliuji pti sklizni a mohou zustat v padé
jako zdroj infekce pro nasledné plodiny na mnoho let (Matthews—Berry, 2007).

Verticillium spp. se pfirozené vyskytuje v nizkém mnozstvi v pidé a roste 1épe pii
mirn¢ vysSich teplotach kolem 21 — 28 °C. Houba miize piezimovat jako mycelium na
trvalkach, na rostlinnych zbytcich ¢i jinych rostlinnych partiich (Berlanger and Powelson,
2000; Gomez-Alpizar, 2001).

Monocyklicky zivotni cyklus Verticillia mizeme rozdélit do dvou fazi. Béhem
ranéjSich faze onemocnéni Se patogen se projevuje uvniti vodivych pletiv jako endofyt a v
pozd¢jsich fazich onemocnéni, kdy se v dusledku starnuti pletiv rostliny tvoii
mikrosklerocia, nastava semi-nekrotrofni faze (Johansson, 2006).

Kli¢ivost mikrosklerocii v plidé je stimulovana kofenovymi vymeésky hostitele
(Johansson, 2006; Gomez-Alpizar, 2001). Byl porovnavan prubéh infekce V. longisporum
a V. dahliae u olejnin. V. longisporum kolonizoval olejniny skrz lateralni kofeny a
kotenové vlasky, kdezto V. dahliae kolonizoval rostlinu ptfes primarni kotfeny. V dob¢
zrani rostlin V. longisporum byl nachazen v rostling, v kofenech a také stoncich a listech.
Oproti V. dahliae byl ptitomen v 67 % piipadi pouze V kotfenech a spodnim stonku
(Johansson, 2006).

Mikrosklerocia kli¢i za vhodnych podminek v mycelium, které napada kotfeny
mycelia a konidii vytvarejicich se na napadenych zbytcich rostlin. K napadeni kofent
rostlin miiZze dojit jiZ na podzim, ale prvni vizualni pfiznaky napadeni jsou zfetelné az
pozdé na jate ¢i brzy v 1été. Na pocatku kveteni 1ze na listech pozorovat Zloutnuti a posléze
vadnuti a zaschnuti poloviny listu podél hlavni listové zilky. Na hlavnim stonku se tvofi
podélné dlouhé vodové zelené, pozdéji zloutnouci a hnédnouci pruhy, zatimco vedlejsi
pletivo je zcela bez napadeni. Z hlavniho stonku miZe napadeni piechazet na vedlejsi
vetve. Napadené pletivo na stonku je mirné propadlé¢ a je zieteln€ ohrani¢ené od zdravého
pletiva. Napadené rostliny fepky piedcasné dozravaji ¢i nedozraji viibec. Baze stonku a
kofeny napadenych rostlin byvaji uvnitt zbarveny tmavoSed¢ az cerné. Houba vytvaii v
mistech napadeni ¢ernd mikrosklerocia podobna Zzeleznému prasSku, ktera vystupuji na
povrch a pokryvaji pokozku. (Kulovana, 2001)
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Ptiznaky verticiliového vadnuti se liSi v zavislosti na hostiteli (Gomez-Alpizar,
2001). Verticillium zplsobuje specifické ptfiznaky a plodnice produkuje hojné mnozstvi
mikrosklerocii vyvinutych na stonku a kofenech postizenych chorobou (Mazakova et al.,
2008). Predcasné listové chlorézy a nekrozy, hnédé zabarveni a pruhovani cévniho
systému jsou charakteristické pro vSechny hostitele. Pfiznaky vadnuti jsou nejvice patrné v
teplych, sluneénych dnech (Gdémez-Alpizar, 2001). Na rozdil od jinych nemoci
zpusobenych druhem Verticillium, V. longisporum nevyvolava vadnuti, ale piedcasné
starnuti a zrani, které mize znacné snizit vynosy (Tiedemann, 2012).

2.2. Molekularni detekce hub Verticillium spp. a Leptosphaeria maculans

Pfiznaky zplsobené houbami (L. maculans, L. biglobosa, V. dahliae, V.
longisporum) pozorované zejména na stonku a kofenu jsou podobné a snadno zameénitelné.
Pomoci metod molekularni biologie a s vyuzitim specifickych markerti vSak 1ze houbové
patogeny jednoznacn¢ identifikovat a odlisit a to jiz v rannych fazich vyvoje rostliny, kdy
napadeni patogenem nemusi byt ocividné.

V odborné literatuie byly nalezeny primerové sekvence, vhodné pro detekci
houbovych patogent tfepky (Hayden et al. 2007, Steventon et al. 2002, Jedryczka et al.
1999). Dale byly ziskany ¢isté izolaty hub Verticillium dahlie, Verticillium longisporum a
rizné rasy houby Leptosphaeria maculans. Bylo zjisténo, ze primery VD specificky
detekuji Verticillium dahlie i Verticillium longisporum a u vzorki vsech ras Leptosphaeria
je vysledek negativni. Primery LEMA naopak specificky detekuji vSechny rasy
Leptosphaeria maculans a negativni vysledek poskytuji u vzorku Verticillia. Primery
ERIC jsou polymorfni a poskytuji odlisna spektra pro jednotlivé rasy Leptosphaeria
maculans, a také pro odlisna spektra pro vzorky Verticillia.
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Obr. 1: Detekce Leptosphaeria maculans (markery LEMA, obrazek vlevo), detekce Verticillia
(markery VD, obrazek uprostfed), odliseni Leptosphaeria maculans (riznych ras) a Verticillia
(marker ERIC, obrazek napravo). Jednotlivé vzorky tvofi Cisté izolaty hub (1-Verticillium dahlie,
2-Verticillium longisporum, 3,4,5 Leptosphaeria maculans — rtizné rasy).
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Verticillium spp. a Leptosphaeria maculans

3.  MATERIAL A METODY

3.1. Pristroje a pomiicky

Termocykler pro PCR.

Centrifuga na mikrozkumavky 1,5 ml.

Analytické vahy.

Zaftizeni pro horizontalni elektroforézu.

Zdroj stejnosmérného proudu pro elektroforézu.

Ttepacka typu vortex.

Termoblok s nastavitelnou teplotou (55-65 °C).

MikrovInna trouba na ptipravu agarozového gelu.

Zatizeni na fotodokumentaci gell (transluminator + fotoaparat).
Automatickeé pipety s nastavitelnym objemem.

Spotiebni plasty (mikrozkumavky 1,5ml, mikrohomogenizatory, pipetovaci
Spicky).

Stojan na zkumavky.

Rukavice.

3.2. Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie jsou Cistoty p.a. nebo oznacené jako vhodné pro molekularni
biologii. Pro pfipravu pufrii se pouziva destilovana nebo demineralizovana voda, pro
ptipravu roztokl pro PCR a pro izolaci DNA se pouziva sterilni demineralizovana voda.

3.2.1. Chemikalie pro izolaci DNA

Tris(hydroxymethyl) aminomethan. TRIS
Chlorid sodny. NaCl
Kys. ethylendiamintetraoctova. EDTA
Hexadecyltrimethylamonium bromid. CTAB
Polyvinylpyrolidon. PVP
Merkaptoethanol. ME
Chloroform.

Ethanol 75%.

Isopropanol.

3.2.2. Chemikalie pro PCR

Termostabilni Tag DNA polymeraza (napt. Biotools).
Smés nukleotidi ANTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).
10x koncentrovany pufr pro PCR (dle typu polymerazy).
Primery — viz tabulka ¢. 4.
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3.2.3. Chemikalie pro elektroforézu

e Agardza pro elektroforézu (napf. Agarose Molecular grade, BIOLINE).
e TRIS baze.
e Kyselina octova.
e Ethidium bromid.
e Marker pro urceni velikosti DNA fragment na gelu (100bp DNA Ladder,
Fermentas).
3.3.  Priprava roztoki a pufra
Tabulka 1

Roztok Slozky Mnozstvi Poznamka

Extrakéni pufr | TRIS baze 18,6 g Upravit pH na 8,0

s CTAB pro izolaci| CTAB 109 pomoci HCI, doplnit

DNA EDTA 3,790 vodou do 500 ml.
NaCl 4099 Pied pouzitim piidat
PVP 59 ME (40 pl / 100 ml
voda 400 ml roztoku).

Pufr 1IXTE TRIS baze 1219 Upravit pH na 8,0
EDTA 0,379 pomoci HCI a
voda 900 ml doplnit vodou do 1L.

Pufr 50xTAE TRIS baze 242 g Doplnit vodou do
kyselina octova 57,1 ml 1L, pH roztoku je
EDTA 18,6 g 8,0.
voda 900 ml

3.4.  Rostlinny material a homogenizace vzorku.

Pro detekce houbovych patogent Verticillia a Leptosphaeria jsou vyuzivany vzorky
napadenych listi (Cerstvé ¢i zamrazené) nebo vzorky napadenych stonkd a kotfenll ozimé
fepky. Stonky a kotfeny jsou homogenizovany pomoci stfizného mlynku Retsch a vzorky
Srotu jsou poté odebirany do mikrozkumavek, vzorky listl jsou homogenizovany piimo
Vv mikrozkumavkach pomoci plastového mikrohomogenizatoru. V ptipad¢ mleti stonkid a
kofenli je tfeba mlynek mezi jednotlivymi vzorky dikladné Ccistit, aby se zabranilo
vzajemné kontaminaci mezi vzorky.

3.5.

3.5.1.
1.

Izolace genomové DNA

Izolace genomové DNA metodou CTAB/chloroform

Paraleln¢ se provadi pfiprava 12 — 30 vzorkd dle kapacity centrifugy. Do
mikrozkumavek se vlozi 50 — 100 mg rostlinného materialu, pfida se 500 ul
extrak¢éniho pufru s CTAB a provede se homogenizace (v pfipadé $rotu se provadi
pouze lyze).

Obsah zkumavek se promicha na vortexu a vlozi do vyhtivaného termobloku na
65 °C. Extrakce probiha 60 min za ob¢asného promichani na vortexu.

Zkumavky se vyjmou z termobloku, po vychladnuti se k extraktu piida 500 ul
chloroformu. Smés se ditkladné promicha na vortexu a provede se centrifugace
15 min/12 000 rpm.

Horni vodna faze (300 ul) se odpipetuje do nové mikrozkumavky. Piida se 150 ul
5M NaCl a 300 pl isopropanolu. Obsah zkumavky se lehce promicha otocenim.
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Provede se centrifugace 15 min/12 000 rpm. Vysrazena DNA vytvati bilou
usazeninu na dn¢ mikrozkumavky.

Provede se opatrnéd dekantace supernatantu, sediment ziistava ve zkumavce.

K sedimentu DNA se ptidd 500 pl 75% ethanolu, obsah se promicha na vortexu
a provede se centrifugace 5 min/12 000 rpm.

Provede se opatrna dekantace supernatantu. Zbyly supernatant se odsaje pipetou.
Sediment ve zkumavkach se rozpusti v 300 ul pufru 1xTE. Takto ziskana DNA ma
jiz dostate¢nou Cistotu pro nasledujici aplikace.

Izolace genomové DNA pomoci kitu Invisorb Spin Plant Kit (Invitek,

Némecko) — postupuje se dle priloZeného protokolu od vyrobce.

Provede se homogenizace a lyze materialu: do mikrozkumavek se vlozi 50 —

100 mg listové tkané¢, ptida se 400 pl Lysis buffer P + 20 ul Proteinase K (100 pg/ml)
a provede se homogenizace. V piipadé Srotu se provadi pouze lyze.

3.6.

Smeés se kratce vortexuje.

Inkubace 1 hod pfi 65 °C za ob¢asného promichani na vertexu.Smeés se prepipetuje
na kolonku PREFILTR.

Ostiedéni 1 min/12.000 rpm.

Piida se 10 pl RNAse A (10 pg/ml) a smés se ponecha pii pokojové teploté 15 min.
Pridé se 200 pl Binding Buffer P, smés se vortexuje.

Smeés se piepipetuje do kolonky SPIN FILTR a neché se 2 min. stat.

Odstiedéni 1 min/12.000 rpm.

Do kolonky se napipetuje 550 pul Wash Bufter I.

Odstiedéni 1 min/12.000 rpm.

. Do kolonky se napipetuje 550 pl Wash Buffer II.

. Do kolonky se nepipetuje 550 ul Wash Buffer II.

. Do kolonky se znovu napipetuje 550 pl Wash Buffer II.

. Odstiedéni 1 min/12.000 rpm.

. Provede se eluce navazané DNA. Kolonka se pfemisti do nové mikrozkumavky

a napipetuje se do ni 2x 100 ul pfedehtatého (65 °C) Elution Buffer D.

. Inkubace 3 min, odstfedéni 1 min/12.000 rpm.

PCR

Vsechny prace probihaji ve sterilnim boxu, aby se zabrdnilo moZznym kontaminacim
chemikalii a vzorkli. Pracovni plochy se pfed zapocetim prace otiou 70% etanolem.
Zkumavky s chemikaliemi i se vzorky se v prub&éhu prace udrzuji v chladu (pouziva se
chladici stojanek). K pipetovani se pouzivaji sterilni $picky s filtrem.

1.
2.

ok w

Chemikalie pro PCR se po rozmrznuti umisti do chladiciho stojanku.

Ptipravi se potiebné mnozstvi reakéni smési (master-mix) dle tabulky. Pro detekci
Verticillia spp. se pouziji primery VD-F a VD-R, pro detekci Leptosphaeria
maculans primery LEMA-F a LEMA-R.

Do oznacenych 0.2 ml mikrozkumavek se rozpipetuje reakéni smés po 13 pl.

Do reakéni smési v mikrozkumavkach se napipetuji 2 pl vzorku DNA.
Mikrozkumavky s reakéni smeési se vlozi do PCR termocykleru a spusti se teplotni
program.

Po ukonceni teplotniho programu lze vzorky kratkodob¢ uchovavat v lednici, nebo
i delsi dobu zamrazené pii —20 °C.
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Tabulka 2: Piiprava reak¢ni smési (master-mixu)

Chemikalie 1 reakce 10 reakci 15 reakci 20 reakeci
sterilni H,O 8,5 ul 85 ul 127,5 pl 170 pl
10xPCR pufr 1,5 ul 15 ul 22,5 ul 30 ul
smés dNTPs (10 mM) 0,3 pul 3ul 4,5 ul 6 ul
MgCl, (50 mM) 0,6 ul 6 ul 9 ul 12 ul
primer F (5 mM) 1 ul 10 pl 15 ul 20 ul
primer R (5mM) 1 ul 10 ul 15 ul 20 ul
DNA polymeraza (5 TU/ul) 0,1 ul 1l 1,5 ul 2 ul

Tabulka 3: Sekvence primeri pro PCR

Primer Sekvence

LEMA-F TCTTGGCTTGGCTTTGTCTT
LEMA-R ACA TTG GCT CGG AAACAT TC
VD-F TCT CCT CTC TAC GAG AAC GA
VD-R CACTTTCTAAGT ATCCTT CCT AT

Tabulka 4: Teplotni program PCR

Krok Pocet cykla Teplota Cas
Denaturace DNA 1x 94 °C 4 min.
Denaturace DNA 94 °C 30s
Nasednuti primertu 35x 55 °C 1 min
Syntéza DNA 72 °C 2 min
Syntéza DNA 1x 72 °C 5 min
3.7.  Elektroforéza, fotodokumentace

1.

Ptipravi se 1,5% agar6zovy gel: 1,5 g agardzy se rozmicha ve 100 ml 1IXTAE pufru
a rozvaii v mikrovinné troubé€. Po vychladnuti na 50 °C se do roztoku piida 10 pl
roztoku ethidium bromidu a smés se naleje do elektroforetické vanicky. Vlozi se
hieben a gel se necha ztuhnout.

Ztuhly gel 1 s vanickou se vloZi do elektroforetické aparatury, naplnéné 1IXTAE
pufrem.

Do smési po prob¢hlé PCR se piidaji 4 pl koncentratu nanaseciho roztoku. Smés se
napipetuje do jamek v agar6zovém gelu.

Pfipoji se zdroj stejnosmérného proudu. Elektroforéza probiha 1 hodinu pfi
konstantnim napéti 100 mV.

Gel po elektroforéze se vyjme z vanicky a pienese na UV-transluminétor (vlnova
délka excitatniho svétla je 280-302nm). Provede se fotodokumentace pomoci
digitalniho fotoaparatu s nasazenym oranzovym filtrem.
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3.8.  Vyhodnoceni analyzy a interpretace vysledku

Na fotografii gelu se sleduje piitomnost ¢i nepiitomnost prouzku dané velikosti,
odpovidajici pfitomnosti ¢i nepfitomnosti amplifikovaného tiseku genomové DNA hledané
houby. V ptipad¢ Verticillium spp. se hleda prouzek o velikosti 360 bp (paru bazi),
v ptipadé¢ Leptosphaeria maculans pak prouzek o velikosti 220 bp. Pfitomnost prouzku je
indikatorem napadeni rostliny detekovanym houbovym patogenem. Pro vylouceni fale$né
pozitivnich a faleSn€ negativnich vysledkt je vhodné do analyzy zatazovat kontroly. Jako
pozitivni kontrola slouZzi isty izolat houbového patogena, jako negativni kontrola pak
vzorek nenapadené rostliny fepky.

4. PROTOKOL O ZKOUSCE

Protokol o zkousce obsahuje tyto informace:
1. Odkaz na tuto metodiku.
2. VSechny informace nutné pro Uplnou identifikaci vzorki.
3. Fotodokumentaci (elektroforeogram) s popisem vzorkd.

5. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodika byla optimalizovdna pro aplikaci odliSovani houbovych patogenii fepky ozimé
v riiznych fazich vyvoje rostlin. V ramci CR je tato metodika nova a vyuZzivana byla
doposud pouze v laboratofi Agritec v ramci feSeni projektu MZe ¢. QI111A075. Metodika
byla otestovana na souboru 100 rostlin fepky a byla zjisténa 98% korelace vysledki
analyzy sredlnym vyskytem houbové choroby u rostlin. Pfitomnost Verticillia byla
prokazovana nezavislou imunochemickou metodou ELISA s vyuzitim komer¢niho kitu
(Bioreba).

6. ZAVER — POPIS UPLATNENI METODIKY

Pomoci ¢istych izolath byla optimalizovana a ovéfena metodika pro rychlou a spolehlivou
detekci a vzdjemné odliSeni vybranych vyznamnych houbovych patogenti ozimé fepky
Verticillium spp. a Leptosphaeria maculans. Metodika je uréena pro laboratofe, které se
zabyvaji problematikou detekce houbovych patogeni fepky ozimé. Pomoci této uplatnéné
metodiky mohou zeméd¢€lské laboratofe, vybavené pro metody molekularni biologie,
samostatné provadét detekce a odlisovani houbovych patogent fepky ozimé Verticillium
spp. a Leptosphaeria maculans jiz v ¢asnych fazich vyvoje fepky.

7.  EKONOMICKE ASPEKTY

V pfipad€ pracovisté s béZzné¢ vybavenou laboratofi pro metody molekularni biologie
(termocykler pro PCR, centrifuga, elektroforéza, vahy, pipety) budou naklady na zavedeni
postupt uvedenych v metodice spocivat zejména v nakupu specifickych oligonukleotidi
pro PCR a izolaéniho kitu pro rostlinnou genomovou DNA (pokud jiZ pracovisté obdobny
kit nepouziva). Cena 4 oligonukleotidl o velikosti 20bp v mnozstvi 20nmol, které vystaci
pro nékolik stovek detekci, je cca 800 K¢. Cena izola¢niho kitu pro 250 izolaci je cca
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15tis.K¢.  Ostatni polozky (termostabilni DNA polymeraza, agaroza pro elektroforézu)
jsou v molekularné-bilogickych laboratotich bézné pouzivany. Celkové naklady na analyzu
jednoho vzorku jsou cca 80K, z cehoz nejvétsi cast (60KE) tvoii ndklady na izolaci
kvalitni genomové DNA. V piipad¢ izolace genomové DNA metodou CTAB/chloroform
se materidlové naklady na izolaci jednoho vzorku snizi na tietinu, metoda je vSak pracnéjsi
a zdlouhavé¢jsi. Ekonomické ptinosy pro uzivatele spocivaji ve véasné detekci houbovych
chorob v porostu fepky ozimé (diive, nez je napadeni viditelné okem) a v mozZnosti véasné

aplikace fungicidl. Ztrita na vynosu muze dosahovat az 20% (Plachk4d a Odstr¢ilova,
2008).
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