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1. Uvod

Repka je v sotasnosti druhou nejvyznarsi polni plodinou WCR. Jeji plocha se v
pribéhu poslednich 25 let vice nez ztrojnasobila &ktarych letech fesahuje i 400 000 ha
(Anonym, 2014). S prudkym vzestupem rozsahu ploehkterych se §stuje, souvisi i stale
VétSi riziko jejiho napadeni négngjSimi patogeny, protoZe roste nejert@oa koncentrace
jejich zdroji v podol¥ samotnych porodtiepky, ale roste i zantenost fidy nekterymi
Z nich. V sodasnosti musime povazovat za nejvyznggirchoroby pedevsim bilou hnilobu
fepky, fomovécernani stonku a nadorovitostikoi. Ty se v jednotlivych letechistaji ve
vedeni pomysiného z#ibku Skodlivosti podle toho, jaké pré&wanuji podminky v dab
kritické pro napadeni rostlin. Bila hnilobgéepky je zmsobena houbouSclerotinia
sclerotiorum fomové ¢ernani stonku je vyvolano houbami z rodieptosphaeria (L.
maculans, L. biglobogaa nadorovitost je Zsobena prvokeniPlasmodiophora brassicae
(obr. 1-3). Za mé&nhvyznamné Ize povazovat virdzy,gmbované virem mozaiky vodnice a
virem Zloutenky vodnice §ive byl tento virus ozri@mvan jako virus zapadni Zloutenkspy),
pro jejichz diagnostiku jsou k dispozici kity ELISAlisei brukvovitych Hyaloperonospora
parasiticg, ¢errg a verticiliové vadnuti rostlinerticillium longisporum. Tyto choroby se
bud’ vyskytuji jen oldas, nap. virdzy naposled v roce 2010 (Kazda, RySanek, p0ddbo
sicecastji, ale v omezeném #&titku, pripadré s nizSi zavaznosti infekce (Bernardova, 2015;
Plachka, 2015). SpiSe okrajovy je vyznam dalSicbgean, nag. plisreé Sedé, kterd ma pouze
lokalni vyznam za destivého §asi (Plachka, Odsiitova, 2007; Kazda a kol., 2008; Plachka,
Poslusnd, 2014).

b i.-' FL A 3 ",‘ ,‘ | \
Obr. 1. Priznaky zgsobené Obr. 2. Pflznaky z@isobené Obr. 3. Priznaky zgmsobené
Sclerotinia sclerotiorun. Leptosphaeriespp. na stonk Plasmodiophor brassica.

Presna determinace jednotlivych pato@ygstimo na napadenych rostlinach nebyva ani tak
zasadni pro ochranna ofmti v daném porostu, protoZze v doprojevu fFiznaki uz je
obvykle na & pozc, jako pro celkovou strategii ochrarfgpky v daném podniku. Podle
frekvence a zavaznosti vyskytu jednotlivych chotoé navrhnout fipadnou optimalizaci
ochrannych op&tni v [Fistich letech.

Polni diagnostika je v dgitych pripadech a # projevu typickych piznaki pomegrné
jednoducha. Asi kazdy agronom pozn& rozvinuté kpigiznaky bilé hniloby nebo
fomovehocernani stonku. U jinych chorob a u neplryvinutych giznakia je vSak situace
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komplikovargjsSi. Nagiklad virozy mohou byt § mensSim vyskytu zasmény s giznaky
nedostatku &kterych Zivin. Podob®ii u V. longisporummiaZzeme jim zfisobené fiznaky
piisuzovat tiznym jinym g@icinam. Ani nekrdézy baze stonku v{@enich fazich napadeni
jednotlivymi patogeny neni jednoduché vizuétozIiSit. Nékteré patogeny pigbujeme utit
praw u piznalka, jejichZ etiologie ndm zatim neni znama. To figh& pipad syndromu
praskani 3esuli, kde je jednim z pagdzch faktofi plisei brukvovitych Riha, 2015).
Podobr u fomovéhocernani stonku je dkdy uzitené wdét, zda je zde jpvodcem L.
maculans nebo L. biglobosa protoZze oba druhy se od sebé&terymi viastnostmi lisi.

V téchto gipadech je nutné pouzitkteré z laboratornich diagnostickych metod. Prao s
vramci ieSeni projekt QH81127 a QJ1310227 zaranych na chorobyrepky a
financovanych Ministerstvem zeelstvi (NAZV) zabyvame i adaptaci a optimalizaci
riznych laboratornich diagnostickych metod. Podleraittaru gedpokladaného twodce
onemocgni mizeme vybirat fedevSim zeftt zakladnich skupin diagnostickych metod —
kultivacnich (+ mikroskopickych), sérologickych a molekuii@h.

viv s

piimo nebo naslednza pomoci mikroskopu, je jejich izolace z nemoopstliny a kultivace
na unglych meédiich (obr. 4). Tyto metody jsou sice po ht@cké strance relativn
jednoduché, ale mohou byasow i prostoro¥ pontrné nara@né, protoze patbujeme ze
smesi vSech moznych hub, které se v (nebo na) danknkosyskytuji, vybrat a nakultivovat
praw daného patogena. ¢které fytopatogenni houby rostou v kditupomalu a hrozi
nebezpéi jejich premistani houbami saprofytickymi. Navic, zvkidt baze stonku, séasto
jedna o smssné infekce. Obligatni patogeni (faplasmodiophora brassicaaemohou byt
na unglych médiich wbec kultivovani, mohou byt pouze pozorovany a‘ouwény
mikroskopicky, a jejich determinace timtotugpbem proto neghézi v Gvahu. Izolaci a
kultivaci na unmglych médiich tedy pouZzijeme spiSe tam, kde chcetnedosat rkteré
vlastnosti pislusného izolatu patogena, nagitlivost k fungicidnim latkdm. Pro vlastni
diagnostiku je vSak idealni, pokudigeme patogena determinovainpo v pletivech rostliny.
To umozuji metody molekularni, na které je z&mmna tato metodika.

Obr. 4. Kultury hub v Petriho miskach. Nateozleva —Verticillium longisporuma Sclerotinia sclerotiorum
na ovesném agaru; dole zlevaeptosphaeria biglobosal. maculansa V8 juice agaru.

5



2. Cil metodiky

V publikacich Ize najittadu popid@ metod determinace patogetiepky. Podle nasSich
zkuSenosti vSak tadk pripadi podle nich nejde prakticky postupovatiicthou byvaji
chykgjici zakladni udaje, chyby v popisu posiupt’ uz ne¢domé, nebo dokonce zémé
(nag. uvedeni sekvence priniev opa&ném sndru), a také chy§jici validace &chto metod na
dostatén¢ velkém souboru patogénkteré se mohou na rostlinach vyskytovat spraie
s cilovym organismem. Cilem této metodiky je tedyedeni metod, které byly v naSi
laboratdi testovany, dale optimalizovany a validovany. Katké se jedna o diagnostiku
patogert zpasobujicich jednak vSechnyi thejvyznamujSich chorobyiepky — Sclerotinia
sclerotiorum Plasmodiophora brassicadéeptosphaeria maculana L. biglobosa a jednak
dalSich patogen na rZz je sowdasré beézici projekt QJ1310227 Aznych divoda take
zaneien —Verticillium longisporuma Hyaloperonospora parasiticdJ V. longisporumje tim
duivodem to, Ze existuji rozporuplné udaje o jeho yiiska Skodlivosti u nas a patogeh
parasiticaje podetely z toho, Ze zjsobuje witou formu praskani Sesuli.

3. Vlastni popis metodiky
3. 1. Odkér a uprava vzorka

Odbér a nasledna uprava vzdrkjsou velmi dlezitou sodéasti analyz. Chyby ve
vzorkovani uz nelze napravit sebecit|sim postupem determinace.dieost je @i odbéru a
piipraw vzorki naprosto nezbytna.

1) Odker rostlinného materialu (Prokinova, 2001)

V zavislosti na Gelu rozbot je t‘eba odebirat reprezentativni vzorky,u& z jednotlivych
rostlin nebo z celého porostu. Pokud jde o momtpryskytu gjakého patogena v celém
porostu, postupuje se v optimalnirfigact po uhlogicce a v ukitych intervalech (nap na
kazdém desatéiadku) se odebiraji vzorky, a to bez ohledu nadae, islusné rostliny maji
piiznaky, nebo ne. Na 1 ha byelm byt odebrano 20-30 vzark Pokud je iteba stanovit
konkrétni diagndzu u skupiny napadenych rostlirgbdidji se napadené organy s typickymi
piiznaky pokud mozno alespa@ rékolika (5—10) rostlin. Stonky jef¢ba odebirat i &sti
hlavniho kdene, zvla& pokud je cilem testovattijpomnostL. maculans Je tedy vhodné
s sebou mit iy nebo alespo polni lopatku a @ ¢i zahradnické fizky. Ry je samoejme
potreba i @i odbéru vzorki na rozbory nadorovitosti. V Zzadnémigad se neda spoléhat na
pouhé vytrZzeni rostlin ztgly, protoZze vtomto ifpadt se poSkozené keny trhaji a
nejdilezit¢jSi c¢asti s piznaky Zistavaji v mdé. Vzorky se ukladaji jednotléy do
mikrotenovych nebo igelitovych &&i, které je tebaradre ozndit.

V optimalnim gipac by porost v dob odkéru vzorki mel byt suchy. Pokud tomu tak
neni, je teba vzorky co nejive dopravit do laborate, vyndat ze skt a nechat oschnout,
zvlase za teplého peasi. Ri déletrvajicich odérech je vhodné pouzivat k msnému
uskladréni vzorki autochladriku nebo alespochladici box s vychlazenymi vioZzkami.

DalSi uprava vzork zavisi na konkrétni situaci. Pokud vzorky ngeb& nasledhnckam
dopravovatci posilat, je mozné je rovnou nebo p&ipadném oschnuti vody ukladat do



mrazaku (-20 nebo jeStlépe -70 °C). Kratkodab (1-3 dny podle stavu) je mozné je
skladovat i v chladice. Pokud se vzorky maji dale dopravovat nebo g@osia misto
zpracovani, je nejvhodjsi je ususit za laboratorni teploty rozloZzené itieaénim papiru. Po
vysuseni se vlozi do oztenych papirovych &, ve kterych se mohou dopravovat i dale
skladovat az &kolik let. V zadném fpad: by secerstvé vzorky nedly posilat postou,
protoZze potom dochazi kjejich degradaci a sekumd&ontaminaci saprofytickymi
organismy.

Je teba si ugdomit, Ze molekularni metody jsou velmi citlivé achyti i teba jen
povrchovou kontaminaci vzorku patogeny z jiného rikmo Pokud tedy jde o stanoveni
poneru jednotlivych patogen v odebranych vzorcich (napL. maculanA.. biglobosg, je
tireba ve vSech fazich oghn a dalSi Upravy dbat na individualni zachazejeidsotlivymi
vzorky a zamezeni jejich vzajemnému kontaktu. $tegk je teba dbat n&adnou desinfekci
odkérovych a ochrannych pamek mezi odbry vzorki z riznych lokalit, aby se
minimalizovalo riziko faleS& pozitivnich vysledi (kontaminaci).

2) Odker padnich vzork

Pfi monitoringu vyskytu pdnich patogein nag. P. brassicaeje vzdy poiteba odebrat
dostatény patet vzorki, pricemz kazdy vzorek by sednskladat z skolika menSich vryg.
P. brassicaeneni regulovanym Skodlivym organismem a pro&dlzorki tedy neexistuje
oficialni metodika. B odbiru vSak Ize postupovat podle metodik &db vzorki pro
monitoring hd&atka bramborového aepného nebo {vodce rakoviny bramboru -
Synchytriunendobioticum(nag. Cermak a Gaar, 2013). Z jednoho hektarugea odebrat 1
vzorek o objemu minimainl |, ktery se sklada minimalnze 100 jednotlivych vryjp U
mensSich ploch (ohniska napadenixXgtovrypi roste. Nap u ploch pod 0,1 ha je vhodné
udtlat nejmér 25 vrypi. Je Zejme, Zecim detail®jSi vzorkovani bude, tim rpsrEjSi
vysledky Ize ziskat, ale tim n&mjSi a drazSi grzkum bude. | kdyz sd°. brassicae
vyskytuje v celém profilu ornice i pod ni, vzorkg sdebiraji z hloubky 5-10 cm, nehzde
hrozi nej¢tsi nebezpd napadeni hlavnich keni vzchazejicich rostlin, v jehozZasledku
rezistentni, nebo zda stavysoce vykonna odda nachylna. # odbéru vzorki je poteba
postupovat v fevladajicim snru kultivace fidy, protoze timto simem se také intenziji
Siti P. brassicae dalSi midni Skodlivé organismy.

Pri odbéru je vhodné pouzivat vice lopatek (neliolpich sondyrek, které umozni dodrzeni
odkerové hloubky do min. 10 cm), nebo alesdopatku mezi odérem jednotlivych vzork
dukladre ocistit (desinfikovat). Z hlediska jednoduchostisteni je lépe mit lopatky
chromovan&i nerezove, v zadnénxipadt by nently byt zreziklé, protoZze na nerovnych
plochach zemina ulpiva dalekdikdadrgji. Je vhodné uz na poli ze vzarkylowcit vetsi
kameny a fipadre i kusy nerozloZené organické hmoty, haglamy.

Padni vzorky se dale ususfipaboratorni tepldt a proseji se na co nejmensi frakci (<2
mm). U slévavych vzork je poteba si pi suSeni dat pozor na vytkeni velmi pevnych
agregai, zvlast pokud se vzorkuje za vysSi vlihkosti. Takové vzokyéepe prosévat jest
pied Uplnym vysuSenim jakmile to vihkost vzorku dovBti veSkeré manipulaci se vzorky je
treba dbat na zamezeni jejich vzajemné kontamingae prachem f prosévani nebo zbytky



vzorka na situ, zvlagt pokud se prosévaji neuglsuché vzorky. Sito jerdba ped kazdym
vzorkem dikladnt omyt vodou a vysusSit v suSérpri teplo€ alesp@ 80°C nebo desinfikovat
chemicky, jinak hrozi kontaminace). ikladna homogenizace (promichani) vZorie
naprosto nezbytna, protoZze k vlastni analyze séicilgen velmi mal&ast vzorku. Ze
souhrnného vzorku se pro molekuk&biologickou analyzu pouZzije 5 vzark

3. 2. Molekularni analyzy vzorki

Metody molekularni detekce a determinace patbgeahrnuji ti zakladni faze: izolaci
DNA ze vzorku, vlastni PCR (polymerdzovéettzovou reakci) a vyhodnoceni prodakt
pomoci elektroforetické separace v gelu a nasldetekce pomoci UV transiluminéatoru.

Pri praci v molekular-biologické laboratt je nutné dodrZzovat zakladni bezpestni
pokyny tykajici se prace v takovémto typu labaomtdteré eliminuji riziko poskozeni zdravi
pracovnika (pouZzivani rukavic, ochrannych brylboiatorniho plagt vhodné obuvi atd.) a
zarove riziko kontaminace vzorku nezadouci nukleovou kgse (desinfekce a sterilizace
pracovnich ploch, pofitek, materialu, pouzivani rukavic, spravna manigrignastroji atd.).

3. 2. 1. Izolace DNA ze vzorku

Prvnim krokem usfného ziskani DNA v dost@mem mnozstvi a kvalit je
homogenizace vzorku metodou vheédavolenou dle vychoziho pouzitého biologického
materialu. RozruSeni ba&nych stn lze dosahnout mechanickou i chemickou cestou.
Material I1ze roznilnit v predchlazenéréci misce tlotkem v prostedi tekutého dusiku nebo
s vyuzitim sklegnych kuliéek o tizném paméru (glass beads). Také lze vyuiizmé typy
homogenizatar nag. oscila&ni mlyn, u kterého se k roziméni pletiva pouZzivaji mleci
kulicky a vzorek je uzaen v mleci nddobce nebo v mikrozkumavce umést adaptérovém
drzaku, vertikalni (zkumavkovy) homogenizator neitovy homogenizator. K rozémeni
vzorku @gimo v mikrozkumavce slouzi takécni homogenizator. K chemické lyzi btk
uvolnéni buréénych sloZzek a denaturaci protéirse pozivaji izolkni pufry obsahujici
detergent (nap CTAB, SDS), chelatai a pufrovackinidlo (EDTA, Tris), alkoholy, soli a
dalSi latky.

Z burééného lyzatu jsou vysrazeny proteiny a rozpogt lipidy pomoci fenol-
chloroformové extrakce. Z vodného roztoku nuklekyseliny, ktery je ziskan odtenim od
organické faze centrifugaci, je nukleova kyselimacjpitovdna alkoholem (isopropanol,
etanol). Ziskana nukleova kyselina je promyta ol dosysuSena. Suchy sediment (peletu)
DNA Ize skladovat § laboratorni teplat, pifipadré dopravovati posilat do jiné laborate.

teplot -20 °C.

K izolaci DNA jsou ¢asto vyuzivany komeéni izolani kity (mini, midi, maxi), jejichz
princip je zaloZen na lyzi beh, precipitaci proteitt a dalSich latek, filtraci afpdevSim na
adsorpci DNA na temkité castice (silikdtovou membranu — tzv. kolonku) Ht@mnosti
chaotropnich soli, dale promyvani a udsinDNA do pufru. DalSi typy izotaich kit jsou
zaloZzeny na vazbDNA na magnetické partikule a slouziedevsim pro automatizované



(robotické) metody extrakce DNA. Vyhodou uvedeniiii je predevsim jejich krat&iasova
narainost oproti tradinim metodam extrakce nukleovych kyselin.

Metoda FTA karet je zaloZzena na lyzi Bkndenaturaci bilkovin a imobilizaci DNA na
tzv. FTA kartach - celul6znich vlidknech impregnoyantenzidem, chelataim cinidlem a
jinymi latkami. Biologicky vzorek je na FTA matricitiS&n nebo aplikovan jako homogenat.
Postupnym promyvanim v pufrech jsou z matrice ety burg¢né zbytky a dalsi latky a
DNA miZe byt v tomto stavu dlouhod®bichovavanaip pokojové teplot nékolik mésiai az
let, zasilana posStou, nebo rovnou pouzita pro AC&dket al, 2014).

Pfed samotnou analyzou DNA je vhodné stanovit komaentcistotu nukleové kyseliny
na zaklad spektrofotometrického &eni absorbancefipvinovych délkach 260 a A280 nm.
V piipact vysoké koncentrace relime DNA na pozadovanou hodnotu koncentrace.
V piipact nizké koncentrace a zfigteni DNA proteiny a dalSimi organickymi latkami je
nutné provest aftovnou extrakci. Optimalni koncentrace DNA pro si@armini PCR je 10-100
ng/ul a optimalnéistota DNA se pohybuje v rozmezi hodnot 1,7-2,0.

a) postup izolace DNA z rostlinnych pletiv s pouziim CTAB pufru

Homogenizace vzorku
- v piipact meékkého pletiva (list, ktinek) roznélnit vzorek v teci misce tlotkem za
piidavku tekutého dusiku na jemny prasek,

- v piipacd tvrdych suchychcasti (stonek, ki@ny) rozdrtit nagthany usuSeny vzorek
pomoci oscilaniho mlynu (MM 400, Retsch) v mleci nadobce s &él@moou kultkou @
25 mm) po dobu 10 minipfrekvenci 30x/s a dale rozfimit vzorek v feci misce tlotkem
za gidavku tekutého dusiku na jemny prasek,

Lyze burgk
- smichat 100 mg homogenizovaného vzorku se zhrubapT@CTAB pufru (1% CTAB,
50mM Tris-HCI (pH 8.0), 0,7 mM NaCl, 10 mM EDTA, 20M 3-merkaptoetanol),

- prevést homogenat do mikrozkumavky,

- inkubovat homogenat 60 mintip65 °C (Dry Block Thermostat TDB-120, Biosan)
s olasnym promichanim na vortexu (Vortex 4 Basic, IKA),

Poznamka: V fipact izolace DNA zerstvych kéeni navazku 100 mg rozéméného vzorku
prevést do mikrozkumavky, fjglat 100 ul CTAB pufru a 3 ocelové kékly (@ 3 mm),
mikrozkumavku umistit do adaptérového drzaku a lgemzovat pomoci oscitaiho mlynu
po dobu 1,5 minip frekvenci 30x/s, potéifat 400 ul CTAB pufru a homogenizovat pomoci
oscilatniho mlynu po dobu 2 minipfrekvenci 30x/s, nakonedigat dalSich 400 ul CTAB
pufru.

Extrakce proteifh a dalSich bustnych slozek
- pridat k lyzatu stejny objem stsi fenol-chloroform-isoamylalkohol (25:24:1),

- tfepat na horizontalntépace (Vibrax-VXR, IKA)10 min (2200 rpm),



- centrifugovat (Universal 320R, Hettich) 10 mii p000 x g,

- odebrat vodnou (horni) fazi do nové mikrozkumavkypigdat stejny objem sisi
chloroform-izoamylalkohol (24:1),

- trepat na horizontalnfépace 10 min (2200 rpm),
- centrifugovat 10 minip 7000 x g,
- odebrat vodnou (horni) fazi do nové mikrozkumavky,

Poznamka: V fipadt izolace DNA z list Ize vypustit krok zahrnujici extrakci gsi fenol-
chloroform-izoamylalkohol a pouZzit pouze &chloroform-izoamylalkohol.

Precipitace DNA
- pridat k odebrané vodné fazi ekvivalentni mnozstaihlgzeného isopropanolu,

- inkubovat smis minimalré 1 hodinu, pipadré pies noc g -20 °C nebo 5 min v tekutém
dusiku,

- centrifugovat 10 minif 9000 x g,
- slit supernatant,

Promyti a suSeni DNA
- pridat 200 pl 70% etanolu,

- centrifugovat 10 minip 9000 x g,
- slit supernatant,
- ponechat sediment (peletu) DNA susitlpboratorni tepla,

Rozpu&Eni a uchovani DNA
- rozpustit sediment DNA ve 100-200 pl TE pufru (1M niris-HCI, 1 mM EDTA, pH
8,0),

- rozpusénou DNA Ize dlouhodabskladovat fi -20 °C.

b) izolace DNA z rostlinnych pletiv pomoci kitu Ger Elute™ Plant Genomic DNA
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)

Homogenizace vzorku
- v piipact meékkého pletiva (list, ktinek) roznélnit vzorek v teci misce tlotkem za
piidavku tekutého dusiku na jemny prasek,

- v pripact tvrdych ¢asti (stonek, ki@ny) rozdrtit nagthany usuSeny vzorek pomoci
oscilatniho mlynu (MM 400, Retsch) v mleci nadobce s élmwou kultkou @ 25 mm)
po dobu 10 min { frekvenci 30x/s, a dale rozimit vzorek v teci misce tlotkem za
piidavku tekutého dusiku na jemny prasek,
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Lyze burgk
- smichat maximak 100 mg rozrdlnéného vzorku s 350 pl lyZaiho roztoku A (Lysis
solution part A) a femistit homogenat zdci misky do mikrozkumavky,

Poznamka: V fipadt izolace DNA z¢erstvych kéeni pridat ke vzorku do mikrozkumavky 3
ocelové kuléky (@ 3 mm), mikrozkumavku umistit do adaptérového duzalhomogenizovat
pomoci oscilaniho mlynu po dobu 3 minfpfrekvenci 30x/s, poté odpipetovat homogenat do
nové mikrozkumavky, kutky promyt ve 100 pl lyz&niho roztoku A a lyzéni roztok

z mikrozkumavky odpipetovat k homegenatu.

- pridat 50 pl lyzé&niho roztoku B (Lysis Solution part B) a promiclsatts opakovanym
obracenim mikrozkumavky,

- inkubovat smis 10 min pi 65 °C (TDB-120, Dry Block Thermostat, Biosan) &asnym
promichanim sigsi opakovanym obracenim mikrozkumavky,

Precipitace bugtnych zbytki, proteini a polysacharidl
- pridat k lyzatu 130 pl precipitaiho roztoku (Precipitation Solution), promichatésm
opakovanym obracenim mikrozkumavky,

- inkubovat 5 min v ledovéitti,
- centrifugovat (Universal 320R, Hettich) 5 mih §2000-16000 x g.

Filtrace lyzatu
- prevést supernatant do filtiei kolonky (GenElute Filtration Column) umigg v
mikrozkumavce,

- centrifugovat 1 min  12000-16000 x g,
- odstranit filtr&ni kolonku,

Navazani DNA na membranu v kolonce
- pridat kfiltratu 700 pl vazebného roztoku (Bindingol@ion), promichat sis
opakovanym obracenim mikrozkumavky,

- pripravit vazebnou kolonku (GenElute Miniprep BindinGolumn) umisinou v
mikrozkumavce pro navazani DNAfiganim 500 ul roztoku aktivujiciho kolonku
(Column Preparation Solutionfimo na kolonku, centrifugovat 1 mikid2000 x g, vylit
filtrat,

- prevést 700 pl filtratu smichaného s vazebnym roziokea gipravenou vazebnou
kolonku,

- centrifugovat 1 min  12000-16000 x g, vylit filtrat z mikrozkumavky,

- prevést zbytek filtratu smichaného svazebnym roztokea gipravenou vazebnou
kolonku,

- centrifugovat 1 min  12000-16000 x g, vylit filtrat z mikrozkumavky,
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Promyvani DNA
- umistit vazebnou kolonku do nové mikrozkumavky,

- pridat 500 pl promyvaciho roztoku (Wash Solutionkatonky,

- centrifugovat 1 min  12000-16000 x g, vylit filtrat z mikrozkumavky,
- pridat opt 500 pl promyvaciho roztoku do kolonky,

- centrifugovat 3 min  12000-16000 x g, vylit filtrat z mikrozkumavky,

Eluce DNA
- umistit vazebnou kolonku do nové mikrozkumavky,

- pridat 100 pl elaniho roztoku (Elution Solution)tpdeltatého na 65 °C do kolonky,
- centrifugovat 1 min  12000-16000 x g, odstranit kolonku,

Uchovani DNA
- rozpusénou DNA Ize dlouhodabskladovat f -20 °C.

c) izolace DNA z mdy pomoci kitu NucleoSpin® Soil (Macherey-Nagel)

Priprava a lyze vzorku
- vlozit navadzku 250 mg jemnozeéme souhrnného vzorku viz kapitola 3. 1. odstavedd?
mikrozkumavky obsahujici keramické kiky (NucleoSpin® Bead Tube Type A),

- pridat 700 pl pufru SL,

- pridat 150 pl zesilowse lyze SX (Enhancer SX),

- trepat 5 min na horizontalniepace (Vibrax-VXR, IKA) 2200 rpm,
- centrifugovat (Universal 320R, Hettich) 2 mifi p1000 x g,

Precipitace kontaminaint
- pridat 150 pl pufru SL3 a kratce (5 s) vortexovat ifém 4 Basic, IKA),

- inkubovat 5 min v ledovéisti,
- centrifugovat 1 min 11000 x g,

Filtrace lyzatu
- prevést 700 ul supernatantu do kolonky (NucleoSphibitor Removal Column) umigté
v mikrozkumavce,

- centrifugovat 1 min$ 11000 x g, odstranit kolonku, a pokud je ve zkuosavidit peleta,
¢iry supernatant odpipetovat do nové mikrozkumavbgkud peleta neniiffomna, Ize
supernatant ponechat ve stejné mikrozkumavce,
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Navazani DNA
- pridat 250 pl pufru SB k supernatantu,

- vortexovat 5 s,

- prevést 550 pl vzorku do kolonky (NucleoSpin Inhibit&oil Column) umisiné
v mikrozkumavce,

- centrifugovat 1 min { 11000 x g, vylit filtrat z mikrozkumavky,
- prevést zbytek vzorku do kolonky,
- centrifugovat 1 min 11000 x g, vylit filtrat z mikrozkumavky,

Promyvani DNA
- pridat 500 pl pufr SB do kolonky,

- centrifugovat 30 sip11000 x g, vylit filtrat z mikrozkumavky,
- pridat 550 pl pufru SW1 do kolonky,
- centrifugovat 30 sip11000 x g, vylit filtrat z mikrozkumavky,
- ptidat 700 pl pufru SW2 do kolonky,

- kratce (2 s) vortexovat a naslédmrentrifugovat 30 s i 11000 x g, vylit filtrat
z mikrozkumavky,

- pridat 700 pl pufru SW2 do kolonky,

- kratce (2 s) vortexovat a nasleédeentrifugovat 30 s ip 11000 x g, vylit filtrat z
mikrozkumavky,

- centrifugovat 2 min 11000 x g,

Eluce DNA
- umistit kolonku do nové mikrozkumavky,

- pridat 50 pl pufru SE do kolonky,
- inkubovat s otetenym vikem 1 min pi laboratorni teplat,
- zawit vicko a centrifugovat 30 sp11000 x g, odstranit kolonku,

Uchovani DNA
- rozpusénou DNA Ize dlouhodabskladovat f -20 °C.

Poznamky: V pipadd poteby Ize stanovit koncentraci &istotu DNA pomoci

spektrofotometru. Opakované zmrazovani a rozmrada@sobuje degradaci DNA, proto je
vhodné kazdy vzorek DNAfipd uskladanim rozelit na nékolik menSichc¢asti, které se
mohou vyuzit p pfipadnych pozgSich opakovanich analyz.
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3. 2. 2. Polymerazovd&etézova reakce — PCR

Cilem této metody je ziskat amplifikaci dostate patet molekul specifického Useku
DNA, ktery chceme detekovat. Amplifikace tohoto cdfiekého Useku je umoZna jeho
koncovym ohrartienim dvojici primei. Tyto primery jsou kratké oligonukleotidy nasedaji
komplementaré na templatové viakno a vymezujici tak oblast sgpntkomplementarniho
vlakna DNA polymerazou. Pro detekci patogena ponRieRR je tedy nezbyénnutné zvolit
takové primery, které budou drulogpecifické. Dostupné sekvence pricnenizeme najit
v publikacich. Rov& si mizeme navrhnout primerin silico na zaklad vyuziti sekvenci
zveejrénych ve volr dostupnych databazich a aplikaci pro navrhovanigui na internetu.
Pokud nejsou péebné sekvence v databazi uvedenystppuje se k sekvenovanicitych
Useki DNA a potom k navrhu primér U houbovych patogénjsou nefastji sekvenovany
nag. ITS regiony rDNA a Useky géfgeny koédujici proteiny (3-tubulin, MAT faktory Rj.
Kromé in silico analyzy je nezbytné &iit specifinost primedt v praxi, a to zéazenim
kontrolni DNA izolované z hostitelské rostliny al&flah patogel napadajicich hostitele
z divodu mozné komplementarity prinies DNA necilového organismu a ziskani fatesn
pozitivnich vysledl. Pro tSinu amplifik&nich reakci je vhodné provést optimalizaci
koncentraci jednotlivych latek reak snesi a teploty nasedani printer

U vSech niZze popsanych metod byly jako negativmitdody pouzivany zdravé rostliny
fepky z vyseu desinfikovaného osiva ve sklenikuitBmnost rostlinné DNA byla potvrzena
amplifikaci s primery rbcl F1F (Wobt al, 1994) a rbcl 1379R (Pryet al, 2001). Dale byly
jako negativni kontroly #Zow pouzity izolaty patogan kt&i se mohou naepce také
vyskytovat. Krong téch, jichz se tyka tato metodika, to byRAdternaria brassicae A.
brassicicolaa Botrytis cinerea U H. parasiticabyly jako dalSi negativni kontroly pouZzity
izolaty Peronospora arborescersP. destructor Jako pozitivni kontroly slouzily izolat$.
sclerotiorum L. maculans L. biglobosa V. longisporuma V. dahliae z holandské sbirky
mikroorganisni (CBS) a izolatv. dahliaez ¢eské sbirky mikroorganisin(CCF). Testovani
funkénosti metod probihalo minimalnna desitkach az stovkach vzorkednotlivych
patogefi nasbiranych ¢R.
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a) Determinace pivodce nadorovitosti ka‘eni brukvovitych (Plasmodiophora brassicae)
v pletivu rostlin a v pudé

K izolaci DNA ze vzorku Ize pouZzit postup uvedenkapitole 3. 2. 1. odstavec a), b), c).
Pro detekci a determinaci patogena Ize pouzitpyitnery (Cacet al, 2007; obr. 5):

Primer Sekvence primeru-53' Délka produktu
TC2F AAACAACGAGTCAGCTTGAATGCTAGTGTG 519 b
TC2R CTTTAGTTGTGTTTCGGCTAGGATGGTTCG P

Slozeni readni snesi (25 pl):

latka (zasobni koncentrage objem(finalni koncentracke
o[0T 18,748 ul

pufr pro Drearitaqpolymerazu (10 x) (Thermo Scientific) ........ 5(1x)

MgCl, (25 mM)(Thermo Scientific) ...........ceevvvvviiiiiiieieeeeeeeee, 2 ul (2 mM)

dNTP (25mM/10 mM) (Thermo Scientific)........ccceevvvvucieenennn. 0,1/0,25 ul (0,1 mM)
primer mix (L0uM) (Sigma-Aldrich) ...........veriiviiviiiinn, 0,5 ul (0,2 uM kazdého)
Dreamlaq polymeraza (5U/ul) (Thermo Scientific) ............... 0,2 pl (1 U)

teMPIAOVA DNA ... 1 pl (cda-100 ng)

Amplifika¢ni program:
(DNA Engine Peltier Thermal Cycler PTC-200, Biorad)
pocateEni denaturace 94 °C, 2 min

denaturace 94 °C,45s
35 cykli < annealing 65 °C, 45 s
polymerace 72°C,45s

kon&na polymerace 72 °C, 7 min

M 1 2 3 M

M - molekularni marker (MassRulérDNA
Ladder Low Range, Thermo Scientific)

1 - rostlina infikovan&. brassicae

2 - pida kontaminovan®. brassicae

3 - negativni kontrola

Obr. 5. Elektroforetickd separace PCR produgb amplifikaci s primery TC2F/TC2R.

15



b) Determinace pivodce plis& brukvovitych (Hyaloperonospora parasitica) v pletivu
rostlin

K izolaci DNA ze vzorku Ize pouZzit postup uvedenkapitole 3. 2. 1. odstavec a) a b).
Pro detekci a determinaci patogena Ize pouZitgsitaery (Singh, nepublikovano; obr. 6):

Primer Sekvence primeru-53' NCBI pistup Délka produktu
FPRPL | GooTTOTTCATCOATGTOSs | A0S | e
{PRPZ | AGCCTCOAGCCRAANTGACT | MYZI09891 | dstee
PRPs | ATGTGCGAGETAGACATES | A0S | ST

Slozeni reani snesi (25 pl):

latka (zasobni koncentrage objem(finalni koncentrace
o[0T 17,2 pl

pufr proTaqpolymerazu (10 x) (Thermo Scientific) .......ww.. 2,5 pl (1X)

MgCl, (25 mM)(Thermo Scientific) ..........coeevvvvviiiiiiinineeeeeeeee, 2,5 ul (2,5 mM)

dNTP (25mM) (Thermo Scientific) .........cccooevvvrieeeiiiiiiiiiiinnn. 0,3 ul (0,3 mM kazdého)
primer mix (10 pM) (Sigma-Aldrich) ...........occcevvvvieviiiiiiinnn. 1 ul (0,4 uM kazdého)
Tagpolymeraza (5U/ul) (Thermo ScientifiC) ......ceeeervvvvvnnnnnnnn. 0,5 ul (2,5UV)
tEMPIAtOVA DNA ..ot e 1 pl (cda-100 ng)

Amplifikaéni program pro vSechny dvojice prinier
(DNA Engine Peltier Thermal Cycler PTC-200, Biorad)
pocateini denaturace 95 °C, 5 min

denaturace 95 °C, 1 min
35 cykli < annealing 65 °C, 30 s
polymerace 72°C,30s

konena polymerace 72 °C, 10 min

HPFP1I/HPRP1 HPFP2/HPRP2 HPFP3/HPRP3

2 3 4 M1 2 3 4M1 2 3 4 M - molekularni marker
(MassRulel™ DNA Ladder Low
Range, Thermo Scientific)

1 - rostlina infikovandd. parasitica

2 - sporangiad. parasitica

3, 4 - negativni kontrola

Obr. 6. Elektroforetick&d separace PCR produkib amplifikaci s primery HPFP1/HPRP1, HPFP2/HPRP2
a HPFP3/HPRP3.

M 1

500 bp
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c) Determinace pivodci fomového ¢ernani stonki Fepky (Leptosphaeria maculans
a L. biglobosa) v pletivu rostlin

K izolaci DNA ze vzorku Ize pouZzit postup uvedenkapitole 3. 2. 1. odstavec a) a b).
Pro detekci a determinaci patogelze pouZzit primery HV17S/HV26C, WV17S/WV58C
(Mahukuet al, 1996; obr. 7) nebo LmacR, LbigF/LmacR (laual, 2006; obr. 8):

Primer Sekvence primeru-53' Druh patogena  Délka produkfu
HV17S CCCATTTTCAAAGCACTGCC
HV26C GAGTCCCAAGTGGAACAAACA
WV17S CCCTTCTATCAGAGGATTGG
WV58C GCTGCGTTCTTCATCGATGC

L. maculans cca 370 bp

L. biglobosa cca 230 bp

LmacP CTTGCCCACCAATTGGATCCCCTA

Lmac® | GCAAAATGTGCTGCGCTCCAGG L. maculans 331 bp
LbigP° ATCAGGGGATTGGTGTCAGCAGTTGA L bialob 444 b
Lmac® | GCAAAATGTGCTGCGCTCCAGG - vigiebosa P
2PCR " Multiplex PCR

Poznamka: Pro determinaci patogemodu Leptosphaeriajsme testovali i primery

publikované «lanku Tayloret al, 1993 a primery a metodiku PCR-RFLP publikované
v ¢lanku Balesdenét al, 1998. Z dvodu ziskani nespecifickych vysladia nemoznosti tak
od sebe odlisit oba druhy patogguouziti €chto primeé nedopordujeme.

Slozeni reani snesi (25 pl):

latka (zasobni koncentrage objem(finalni koncentrace

AAHRO .. e 18,15/17,745 p

pufr proTaqpolymerazu (10 x) (Thermo Scientific) ....... 2,5 pl (1%)

MgCl, (25 mM)(Thermo Scientific) .............vvvcciiiiiieenne. 2,5 ul (2,5 mM)

dNTP (25 mM/10 mM) (Thermo Scientific).......cccccuunnnn... 0,25/0,625 pl (0,25 mM kazdého)
primer mix (25 uM) (Sigma-Aldrich) .........cooeeeeeeieiennnnnne. 0,4 pl (0,25 uM HV17S/HV26C;
0,25 uM WV17S/WV58C; 0,25 uM LmacF, LbigF/0,5 uM &aoR)

Taqpolymeraza (5 U/ul) (Thermo Scientific) ..................0,2 pl (1 U)

templatoOVA DNA ... 1 pl (cca 10-1@) n

Amplifika¢ni program pro primery HV17S/HV26C a WV17S/WV58C:
(DNA Engine Peltier Thermal Cycler PTC-200, Biorad)
pocateEni denaturace 95 °C, 2 min

denaturace 94 °C, 1 min
35 cykli < annealing 55°C,30s
polymerace 72 °C, 1 min

kon&na polymerace 72 °C, 4 min

17



Amplifika¢ni program pro primery LmacF, LbigF/LmacR — mukiplPCR:
(DNA Engine Peltier Thermal Cycler PTC-200, Biorad)
pocatesni denaturace 95 °C, 2 min

denaturace 95°C, 15s
30 cykli < annealing 70°C,30s
polymerace 72 °C, 1 min

konena polymerace 72 °C, 10 min

M - molekularni marker (MassRufét DNA Ladder
Low Range, Thermo Scientific)

1 - rostlina infikovand.. maculansaL. biglobosa

2 - rostlina infikovand.. maculans

3 - rostlina infikovand.. biglobosa

4 - negativni kontrola

500 bp

Obr. 7. Elektroforeticka separace PCR produfb amplifikaci s primery HV17S/HV26C, WV17S/WV58C.

M

M - molekularni marker
(MassRulel™ DNA Ladder Low
Range, Thermo Scientific)

1 - rostlina infikovand.. maculans
2 - rostlina infikovand.. maculans
3 - rostlina infikovand.. maculans
alL. biglobosa

4 - rostlina infikovand.. biglobosa
5 - rostlina infikovand.. biglobosa
6 - negativni kontrola

500 hp

Obr. 8. Elektroforeticka separace PCR produfb amplifikaci s primery LmacF/LbigF/LmacR.
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d) Determinace pivodci verticiliového vadnuti Fepky (Verticillium spp.) v pletivu rostlin

K izolaci DNA ze vzorku Ize pouZzit postup uvedenkapitole 3. 2. 1. odstavec a) a b).
Pro detekci a determinaci patogetio rodu Ize pouzit primery DB19/DB22 (Cardaral,
1994; obr. 9) a VDS1/VDS2 (let al, 1999; obr. 10) a do druhu primery VIf/VLr (Stexen
et al, 2002; obr. 11) ®1f/AlfD1r, ALlf/Alr a Df/Dr (Inderbitzinet al, 2013; obr. 12):

Primer Sekvence primeru-53' Druh patogena Délka produkiu
DB1Y CGGTGACATAATACTGAGAG V. dahliae/

DB2Z GACGATGCGGATTGAACGAA V. longisporum |  €63°30bp
VDST CACATTCAGTTCAGGAGACGGA V. dahliae/ 567 bp
VDSZ CCGAAATACTCCAGTAGAAGG V. longisporum

VIF? TCTCCTCTCTACGAGAACGA V. longisporam 340 bp
Vir? CACTTTCTAAGTATCCTTCCTAT '

D1f’ CCCCGGCCTTGGTCTGAT V. longi 1020 b
AlfDLr? TGCCGGCATCGACCTTGG -rongisportm P
ALP AAGTGGAGCCCCGTATCTTGAAT .

AL CAACTGGCAACAGGGCTTGAAT V. longisporum 310 bp
DfP CCGGTCCATCAGTCTCTCTG .

Dr° CTGTTGCCGCTTCACTCG V. dahliae 490 bp

2PCR " Multiplex PCR

Poznamky: DruhV. longisporumje tvaren nejméa tiemi skupinami, které vznikly diky
hybridizaci dvou nezndmych druta dvou linii V. dahliae Z tohoto divodu musi byt do
multiplex PCR zahrnuty vSechny dvojice pritner D1f/AIfD1r, Alf/Alr a Df/Dr.
Vysledkem amplifikace sémito primery pak mohou byttit varianty vysledk u V.
longisporumviditelnych na elektroforeogramu: fragment o ve$itt 310 bp, dva fragmenty o
velikosti 310 a 1020 bp a dva fragmenty o velikdS0 a 1020 bp.

Pro detekci patogénrodu Verticillium v pletivu rostlin byly v ramci metody ELISA pouyit
také protilatky (Loewe a Bioreba), specifické piérticillium spp. Vysledky metody ELISA
v pripact pouziti obou protilatek odpovidaly vysladhk ziskanym molekularnimi metodami.

Slozeni readéni snesi (25 pl) pro primery DB19/DB22, VDS1/VDS2, VL{LY:

latka (zasobni koncentrage objem(finalni koncentrace

AAHRO ... e 18,15/17,745 p

pufr proTaqpolymerazu (10 x) (Thermo Scientific) ....... 2,5 pl (1%)

MgCl, (25 mM)(Thermo Scientific) .............uvviciiiiiieeennn. 2,5 ul (2,5 mM)

dNTP (25mM/10 mM) (Thermo Scientific)........cccccuvnnnn... 0,25/0,625 pl (0,25 mM kazdého)
primer mix (25uM) (Sigma-Aldrich) .........oovveeeeeieeeiiennnn. 0,4 ul (0,4 uM kazdého)
Taqpolymeraza (5U/ul) (Thermo Scientific) ................... 0,2 pl (1 U)

templatoOVA DNA ...t 1 pl (cca 10-1@) n
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Slozeni reaéni snesi (25 pl) pro primery D1f/AIfD1r/AL1f/Alr/Df/Dr:

latka (zasobni koncentrage objem(finalni koncentrace

016 [ © J RO 16,05/15,675 p

pufr proTaqpolymerazu (10 x) (Thermo Scientific) ....... 2,5 pl (1%)

MgCl, (25 mM)(Thermo Scientific) ............cuvvvviiiiiiieenne. 2,5 ul (2,5 mM)

dNTP (25mM/10 mM) (Thermo Scientific)........cccccuvnnnn... 0,25/0,625 pl (0,25 mM kazdého)
primer mix (25uM) (Sigma-Aldrich) .........oovveeeeeieeeenennnn. 2,5 ul (0,5 uM D1f, AlfD1r, Al
A1r/0,25 pM Df, Dr)

Taqpolymerza (5U/ul) (Thermo Scientific) ................... 0,2 pl (1 U)

templatoOVA DNA ... 1 pl (cca 10-1@) n

Amplifikaéni program pro primery DB19/DB22 a VDS1/VDS2:
(DNA Engine® Peltier Thermal Cycler - PTC-200, Bidy
pocateEni denaturace 95 °C, 5 min

denaturace 94 °C, 1 min
30 cykli < annealing 58 °C,30s
polymerace 72 °C, 1 min

kon&na polymerace 72 °C, 4 min

Amplifika¢ni program pro primery VIf/VI:
(DNA Engine® Peltier Thermal Cycler - PTC-200, Bidy
pocateEni denaturace 94 °C, 2 min

denaturace 94 °C, 1 min
30 cyklh < annealing 48 °C, 1 min
polymerace 72 °C, 1 min

kon&na polymerace 72 °C, 10 min

Amplifikaéni program pro primery D1f/AIfD1r/A1f/Alr/Df/Dr:
(DNA Engine® Peltier Thermal Cycler - PTC-200, Bid)
pocateEni denaturace 94 °C, 2 min

denaturace 94 °C,10s
35 cykli < annealing 64 °C, 15 s

polymerace 72 °C, 1 min

kon&na polymerace 72 °C, 7 min
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M - molekularni marker (MassRufétDNA
Ladder Low Range, Thermo Scientific)

1 - rostlina infikovand/. longisporum

2 - rostlina infikovand/. longisporum

3 - rostlina infikovand/. dahliae

4 - negativni kontrola

Obr. 9. Elektroforeticka separace PCR produfb amplifikaci s primery DB19/DB22.

M 1 2 3 4 M

M - molekularni marker (MassRuférDNA
Ladder Low Range, Thermo Scientific)

1 - rostlina infikovand/. longisporum

2 - izolatV. longisporum

3 - izolatV. dahliae

4 - negativni kontrola

500 hp

Obr. 10. Elektroforeticka separace PCR produgb amplifikaci s primery VDS1/VDS2.

M 1 2 3 4 M

M - molekularni marker (MassRufétDNA
Ladder Low Range, Thermo Scientific)

1 - rostlina infikovand/. longisporum

2 - izolatV. longisporum

3 - izolatV. dahliae

4 - negativni kontrola

Obr. 11. Elektroforeticka separace PCR produgb amplifikaci s primery VIf/VLr.

M 1 2 3 4 M
M - molekularni marker (MassRufétDNA

Ladder Low Range, Thermo Scientific)
1 - rostlina infikovand/. longisporum

2 - izolatV. longisporum

3 - izolatV. dahliae

500 hp 4 - negativni kontrola

Obr. 12. Elektroforeticka separace PCR produpb amplifikaci s primery D1f/AIfD1r/AL1f/Alr/Df/Dr.
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e) Determinace @mvodce bilé hnilobyiepky (Sclerotinia sclerotiorum) v pletivu rostlin

K izolaci DNA ze vzorku Ize pouZzit postup uvedenkapitole 3. 2. 1. odstavec a) a b).
Pro detekci a determinaci patogena lze pouZzitgyitoery (Freemaset al, 2002; obr. 13):

Primer Sekvence primeru-53' Délka produktu
SSFWD GCTGCTCTTCGGGGCCTTGTATGC 278 b
SSREV TGACATGGACTCAATACCAAGCTG P

Slozeni reani snesi (25 pl):

latka (zasobni koncentrage objem(finalni koncentrace

AAHRO ... e 18,15/17,745 p

pufr proTaqpolymerazu (10 x) (Thermo Scientific) ....... 2,5 pl (1%)

MgCl, (25 mM)(Thermo Scientific) .............uvvveiiiiiiieennnn. 2,5 ul (2,5 mM)

dNTP (25mM/10 mM) (Thermo Scientific)........cccceuunnnn... 0,25/0,625 pl (0,25 mM kazdého)
primer mix (25uM) (Sigma-Aldrich) .........covveeeeeeeeieinnnnne. 0,4 ul (0,4 uM kazdého)
Tagpolymeraza (5U/1ul) (Thermo Scientific) .....ccwm...... 0,2 pl (1 U)

templAatOVA DNA ... 1 pl (cca 10-1@) n

Amplifikaéni program -Touchdown-PCR:
(DNA Engine® Peltier Thermal Cycler - PTC-200, Bid)y
pocateEni denaturace 95 °C, 5 min

r denaturace 94 °C,30s
annealing 1 min

30 cykkx < teplota klesa kazdé 2 cykly o 1 °C ze 72 °C n&@®4posledni
teplota nasedani prime65 °C je nastavena na 16 aykl

\ polymerace 72 °C, 1 min

kon&na polymerace 72 °C, 4 min
M 1 2 M N ]
M - molekularni marker (MassRul& DNA Ladder
E E Low Range, Thermo Scientific)
] pn 4 1 - rostlina infikovand. sclerotiorum
— R 2 - negativni kontrola
IR0 —

Obr. 13. Elektroforeticka separace PCR produgb amplifikaci s primery SSFWD/SSREV.
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3. 2. 3. Elektroforeticka separace a vizualizace gplifikovanych Useki DNA

Amplifikované useky DNA byvaji rozdovany elektroforetickou sepatai metodou, ktera
je zaloZzena na odliSné pohyblivosti v tomttippd zapor@ nabitych molekul DNA ve
stejnosnirném elektrickém poli. Néastji pouzivanym nosiem je agardzovy gel, jehoz
koncentrace (hustota &itpolymernich molekul) ovliuje prostupnost uzré velkych
fragmentt DNA. Pro fragmenty o velikosti od 100-1000 b§Zi® post&uje 1% agardzovy
gel. MnoZstvi pipravovaného gelu zavisi na ¢to vzorki, zvolené velikosti vagky a
pouzitém lebinku. Pro vizualizaci separovanych Gs€NA Ize pouzit interkalarni barvivo
ethidium bromid a UV transiluminator. Ethidium brimhje mozné aplikovatifimo do gelu
nebo do barviciho roztoku. V kazdéttipact je nutné dbat zvySené opatrnogiipanipulaci
s touto latkou, nehiopati mezi latky s mutagennimi vlastnostmi a v labatatghradit misto
pro praci s nim a material jim kontaminovany (gekavice atd.) likvidovat jako nebezfrg/
odpad.

Priprava 1-1,5% agar6ézového gelu pro horizontalnktedorézu (MultiSUB Choice,

Cleaver)

- smichat v Erlenmayergvbaice gislusnou navazku agardzy y¥iglusném objemu TBE
pufru (89 mM Tris base, 89 mM kyselina borita, 2 miDTA, pH 8.3) odpovidajici
velikosti elektroforetické varky,

- zalat smés v mikrovinné troub do Uplného rozv@ni agarozy,

- pridat ethidium bromid (finalni koncentrace 0,5 pg/mb ochlazeného gelu (50-55 °C),
dukladrg promichat,

- rozlit gel do elektroforetické vatky opatené €snicimi gumami a viozZitiebinky,

- po ztuhnuti gelu odstranitiédbinky a &snici gumy a umistit vatku do elektroforetické
soupravy obsahujici TBE pulfr,

Nanaseni PCR produkt
- PCR produkty smichat s nanaSeci barvou (6 x Orangding Dye, Thermo Scientific) v
pon¥ru 5:1,

- nanést PCR produkty a hmotnostni standard (MassRMIEONA Ladder Low Range
(Thermo Scientific) do jamek v gelu,

- spustit elektroforeticky zdroj (elektrické n#p5-8 V/cm),

Vizualizace DNA fragmeriit

- DNA fragmenty Ize vizualizovat pomoci UV transilumioru a porovnat jejich velikost s
hmotnostnim standardem; vysledny elektroforeograze kdokumentovat vhodnym
automatickym dokumentaim a analytickym systémem.
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3. 2. 4. Detekcé’lasmodiophora brassicae pomoci gPCR

K izolaci DNA ze vzorku Ize pouZzit postup uvedenkapitole 3. 2. 1. odstavec a), b), c).
Pouzitelné primery (Renni al, 2011; obr. 14, 15, 16):

Primer Sekvence primefi-3'
DC1F CCTAGCGCTGCATCCCATAT
DC1R CGGCTAGGATTCGAAAA

Slozeni reani snesi (10 pl):

latka (zasobni koncentrage objem(finalni koncentrace
SYBR Select Master mix (Life Technologies) .................. qul (2x)

primer MixX (50 M) .ovveeeeeicee e 218 (12,5 uM)
teMPIAtOVA DNA ...t 248 (cca 100 ng)

Amplifika¢ni program:
(CFX96 TouchTM cycler, CFX Managdét software, Biorad)
pocatesni denaturace 95 °C, 2 min

denaturace 95°C, 15s

35 cykia | annealing + polymerace 60 °C, 60 s

Priprava kalibrani kiivky, modifikace podle Caet al (2007)
- rozmixovat 100 g kienovych nadarv 500 ml ddHO a scedit fes kovové sito@ ok 450

Hm),
- homogenat centrifugovat ve vykyvném rotoiu49000 x g 10 min, supernatant vylit,
- pelety rozpustit v 500 ml ddid a opakovatigdchozi krok,
- pelety rozpustit ve 100 ml 50% sachar6zy a cemga@at 10 min i 2000 x g,
- separovat suspenzi obsahuijici sporyiadiaji 1:6 ddHO,
- centrifugovat 10 minip 4000 x g,

- spory kvantifikovat pomoci hemocytometru (podle biuwera) a upravit koncentraci na
1x10 spor/ml,

- izolovat DNA dle postup uvedenych v kapitole 3. 2. 1. odstavec a) a bj@agvit fedici
fadu koncentraci odpovidajicich 1 ¥ 100, 1C, 1¢f, 10°,1¢7 a 13 spor/ml.

Poznamka: PouZiti této metody je omezeno jejivoidiii. Detekni limit metody je 1000 spor
na gram pdy.
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Amplification

RFU (1043)

Cycles

Obr. 14. Priklad vysledk gPCR.

Standard Curve

Log Starting Quantity

O  Standard
¢ Unknown
—— SYBR E=100.0% R*2=0,994 Slope=-3,322 y-int=36,257

Obr. 16. Kivky tani produki jako kontrola specinost reakce.
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Obr. 15. Porovnani hodnot vzoikse standardy.
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4. Srovnani novosti postug

Pokud se wbec v praxi dla, je determinace gwodal chorobiepky dosud provasa
piedevsim na zakl&dsymptoni na rostlinach, coz tize byt zna&n¢ negesné. Jak uz bylo
fe¢eno v uvodu, kultivéni a nasledujici mikroskopické diagnostické metodynuseji byt
vzdy pesné a jejich nevyhodou je i relativni zdlouhavésb rekteré patogeny (obligatni)
nemohou byt #bec pouzZity, nebo jen s obtizemiPlgsmodiophora brassicae
Hyaloperonospora parasitia Monitoring pidnich patogely jakym je opt napg.
Plasmodiophora brassicadylo az donedavna mozné provagouze biotestem s pouZzitim
lapacich rostlin &kterych druli z ¢eledi brukvovitych. Tento Zsob ntize byt pondrné
piesny, ale satasre je i velmi zdlouhavy. Molekularni diagnostické ey majiradu vyhod.
Jejich postup je univerzalni, tj. velmi podobny §eeh patogan & uz jde o viry, bakterie,
houby ¢i dalSi patogeny. Vyceeny personal ma tedy se zavedenim postupu deterenina
nového patogena mensi problémy n&zpterminaci mikroskopické. DalSimi vyhodami jsou
velka citlivost a rychlost. Pomoci v§tu vhodnych primer mizeme také do dité miry
regulovat specifinost determinace od detekceityrch jednotlivych mutaci az po obecnou
specifiénost na rody nebo dokonce i vysSi taxony.

Jednotnd metodika shrnujici moderni diagnostickiddyepro determinaci patogetiepky
v rostlinach a pdé nebyla zatim u nas vydana. Z tohoto hlediskauie hetodiku povaZovat
Za novou.

5. Popis uplatréni metodiky

Metodika je primarsé urcena pro specializované labor@pkteré se zabyvaji diagnostikou
patoger rostlin, @ uz pro @ely dalSiho vyzkumu nebo pro praxi. Prestictvim prakticky
zametenych laboratid budou vysledky metodiky vyuZivat i jednotlivégtiteléepky ¢i Svaz
péstitelt a zpracovatél olejnin. DalSimi uZivateli mohou byt univerzity ptipadré stedni
Skoly, které mohou popsané diagnostické postuggddado svych cwieni v grednttech
zabyvajicich se chorobami rostlin a diagnostikgiehepavodai.

Metodika bude vol& dostupna v tighé podob, ale edevsSim také na webové strance
Ceské zensélské univerzity v Praze (Www.czu.cz).

6. Ekonomické aspekty
1) Naklady na zavedeni metodiky

Pro laboratd etablovanou v pouziti molekuldrnich metod imejstavuje fevzeti
popsanych postupzadné vicenaklady (investice), protoze se zde ivguiEzného z&zeni,
kterym je laboratb uz vybavena (automatické pipety, vahy, chlazemériéegy, lednice a
mrazaky, elektroforéza, termocyklery). VeSkeré adil na zavedeni metodiky zde budou
smefovat pouze na spi@bni material. O molekularnich metodach se obvikidi, Ze jsou
drahé, coz riwe byt do wité miry pravda o pouzitych chemikaliich, kteréigba nakoupit.
Nicmeére tato tvrzeni obvykle zanedbavaji naklady na prateiu, a zde jeréba zdraznit

s
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produktivita u molekularnich metod roste d@it# miry s rostoucim pwem vzorki daleko
rychleji nez u kultivace. #snacisla vSak je nemozné uvést, protoZze vSe zavisi i na
konkrétnim vybaveni laborat Casow¥ a pracovd nar@&nou etapou je iedevsim extrakce
nukleovych kyselin, kterou Ize ¥Sit pomoci extralniho automatu.

Pokud by se jednalo o laboratdtera se teprve chce vybavit, jelia pditat s naklady
dosahujicimi obvykle minimétn stovek tisic s moznym ipsahem az ips milion K
v zavislosti na poZzadované arovni vybaveni, ktgranbla vyplyvat z pedpokladaného gtu
analyz. Napiklad jen vySe uvedenyiistroj na extrakci nukleovych kyselin vychazi na
nekolik set tisic K.

2) Finosy zavedeni metodiky
Ekonomické pinosy zavedeni této metodiky Ize najit rialika Grovnich:
a) u diagnostickeé laborat
- zvySeni produktivity prace ve srovnani s klasiokgliagnostickymi metodami (viz vyse),

- snizeni materialovych naklkadna na adaptaci molekularnich metod v porovnani se
zavadnim vlastniho postupu s jeho odzkousSenim, i kdyzjginou nutné zvolenou metodu
vyzkouSet a o¥fit v podminkach dané laboraé& Tuto Usporu Ize u klasické PCR odhadovat
fadow na 5-10 tis. K na kazdého patogena. Krértoho, Ze se uSgétsamotné reagencie,
laboratd nag. nemusi kupovat referémi izolaty patogein ze sbirek jako pozitivni a
negativni kontroly pro optimalizaci a validaci méyo (1 izolat z holandské sbirky
mikroorganisni nagiklad stoji okolo 100 Euro). U gPCR (kvantitatiACR) budou tyto
aspory jest daleko vyssi, odhadem okolo 15 tis Ka patogena.

- snizeni spdeby pracovnih@asu personalu labor&® na adaptaci nového postupu. Tuto
usporu lze odhadovat v pémé Sirokém rozmezidkolika pracovnicklovékodni (hledani a
porovnavani postuppopsanych v literate, vykEr vhodnych primer a jejich testovanin
silico, optimalizace koncentraci jednotlivych slozek wdala teplot atd.). U gqPCR je
optimalizace reakctaso jeSt daleko naréngjSi. Finan¢ Ize tuto Uusporu odhadnout na
10-20 tis. K na patogena.

b) u koncovych uzivatélvysledki diagnostick&innosti (gEstitel):

- diagnostika v realnérase umozni operatigj$i rozhodovani o pouziti/nepouziti fungicidu,
ovSem odhadifnosu je obtizny. Pokud by se na tomto zaklasktilo pouze jedno oS&ni
na 5 % plochyrepky, @i cens cca 1000 K/ha (fungicid + o3éeni) by vCR roing Slo o 20
mil. K¢.

- predk®zné otestovani pozemku na vyslitbrassicaeumozni operativEjSi rozhodovani o
pouziti rezistentni/nachylné adly. Finosy vtomto fipact vzniknou bd’ na strag
uSetenych néklad na osivo rezistentni ofily a vysSiho vynosu tam, kde rezistentniaddr
neni poteba, nebo v ogaém gFipad na strad vysSSich vyno& pii jejim odivodniném
nasazeni. Uspora na osivuiie ¢init cca 200—400 K/ha (rozdil v cetét mezi nachylnymi a
rezistentnimi odrdami) a vy3Si vynos nachylnych édrna nezam@ném pozemku tze
reprezentovat cca 5-10 tis¢Kzatimco zisk P vhodném nasazeni rezistentni il na
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zamdeném pozemku setthe pohybovat okolo 10-15 tisc¢Ka. Tyto odhady jsou zaloZzeny
na vysledcich nasich poloprovoznich wtbivych pokug na zaméenych a nezantenych
pozemcich Ricarova, Kazda 2015Ricafova a kol., 2015). Je v3akeba zdraznit, Ze
takovéto rozhodovani je nutné jen u ohroZenych mé#e(nag. v podnicich, které uz
problémy s nadorovitosti maji), jejichz zafeoost neni dosud znama. Prgwadobr velmi
negesre lze plochu &chto pozemi odhadnout na cca 14 tis. ha (140 podnikdaj dle
monitoringu SPZO) x 10 ha). ZvySeni ziskii spravném nasazeni dadr se tedy rze
pohybovat wadech desitek milianK¢.
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