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1. Cil metodiky

Cilem zpracovani této metodiky bylo vypracovat a popsat pracovni postup pro spolehlivou,
rychlou a presnou detekci houbového patogena Fusarium oxysporum pouzitim druhové — specifické

PCR a moznosti vyuZziti téchto postupl napf. pro hodnoceni zdravotniho stavu rostlin.

V pribéhu vypracovavani metodiky byly uvedené postupy vyuzity k zjisténi kontaminace

rostlinného materialu trvale travnich porosti (mul¢ované plochy, senaz), vzduchu a pld.

2. Vlastni popis metodiky
2.1. Uvod

Rod Fusarium je celosvétové rozSitenym rodem, vyskytujicim se ve vSech klimatickych
pasmech. Z hlediska zemédélstvi patfi k jednim z nejvyznamnéjsich, protoZze mohou zpUsobovat
choroby rliznych hospodarsky vyznamnych rostlin, primarné obilovin.

Zastupci rodu Fusarium patti také mezi nejvyznamnéjsi kontaminanty trvale travnich porostd
(TTP). Pomérné casto se vyskytujicim druhem je Microdochium nivale (syn. F. nivale), ktery je
plvodcem jednoho z nejrozsifenéjSich a nejzavainéjSich onemocnéni travnikll, tzv. snéiné
svétloriizové plisfiovitosti trav. Skody mohou zplsobovat také i dali druhy, F. graminearum, F.
sporotrichioides, F. equiseti, F. oxysporum, F. avenaceum, F. culmorum a F. poae (Klimes, 1997; Inch &
Gilbert, 2003; VoZenilkova et al., 2010). Jednd se o vyznamné kontaminanty nejen rostlinného
materialu ale i ovzdusi a pady.

Symptomy zplsobené témito patogeny jsou si navic velmi podobné. Dosud pouZivané
klasické konvencni metody jsou casové narocné a spoléhaji na biochemickou a morfologickou
identifikaci, izolaci a kultivaci patogena in vitro a na charakterizaci na zakladé patogenity (Yang et al.,
2007). Dalsi diagnostické metody, mikroskopické a sérologické, jsou narocné na pracovni silu.
Sérologické metody si navic vyzaduji sledovani patogen-specifickych protildtek (Tsunehiro et al.,
1989; Wang et al., 2008). Techniky molekuldrni detekce a identifikace jsou nezavislé na kultivacnich
narocich patogena nebo jeho variabilité; rychlost molekuldrnich technik vyznamné predc¢i rychlost
standardnich mikrobiologickych identifikacnich testd. To vSechno jsou dlvody pro pouZivani
modernich, rychlych, efektivnich, citlivych a specifickych molekuldrné — biologickych metod. Jednou z
nich je polymerazova fetézova reakce s pouzitim specifickych primerQ. Genetické studie na zakladé
PCR provadél u rodu Fusarium spp. napfiklad Chen et al. (2008). Pomoci PCR — RFLP a nested PCR
identifikoval F. oxysporum v rostlinném pletivu bez viditeIného symptomatického napadeni.

Houby r. Fusarium patfi mezi fytopatogenni houby, které nelze prehlizet ani pfi nizkém

vyskytu. Neméla by byt podcenovana ani jejich schopnost produkovat nebezpeéné mykotoxiny.
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Vramci sledovani kvality a bezpecnosti krmiva je proto duleZité monitorovat vyskyt fuzaridz
s toxinogennim ucinkem. Rod Fusarium je bohatym zdrojem Siroké palety sekundarnich metabolit(,
trichothecenl, zearalenon( a fumonisind. V poslednich letech vstoupily do pozornosti i mnohé dalsi
dllezité mykotoxiny, jako jsou moniliformin, enniatiny, beauvericin a fusaproliferin (Sorensen, 2009).
F. oxysporum produkuje tyto mykotoxiny: moniliformin, fuzarin C, kys. fuzdrova, T-2 toxin,

sambutoxin, nivalenol nebo wortmanin (Weidenbdrner, 2001).

Korektni identifikace patogenl je dllezitd napf. pro kontrolu zdravotniho stavu rostlin,
Slechténi na rezistenci. TaktéZ nasledny vyzkum chovani patogenu musi byt zaloZen na spravné
identifikaci druhu. Vcasna, rychla a presna diagnostika téchto patogen( v rliznych vyvojovych stadiich
rostliny je dlleZitd i z hlediska zabezpecovani kvalitnich a zdravotné nezdvadnych potravinafskych

vyrobk( a krmiv.

2.2. Morfologie Fusarium oxysporum a blizkych druhu

Pro druhovou determinaci hub rodu Fusarium se pouZivaji dva typy Zivnych médii.

Identifikaéni média pro makroznaky:

PDA (bramborovo-dextrézovy agar),
PSA (bramborovo-sacharozovy agar)

vyuzivané pro charakteristiku kolonii (zbarveni, rychlost ristu)

Identifikacni_média pro mikroznaky:

SNA (synteticky Zivny agar) s filtracnim papirem

hodnoti se makrokonidie (celkovy tvar a velikost, tvar apikaIni a bazaIni bunky), mikrokonidie (tvar,
velikost, zplsob tvorby v fetizcich nebo ve shlucich), fialidy (mono, polyfialidy, délka, vétveni u
slozitéjsich konidiofor(), chlamydospory (znak sekunddarniho vyznamu).

Inkubacni teplota: 25°C

Osvétleni: stfidani svétla a , black light” (12h/12h)

Doba kultivace: 5, 7, 10, 14 dni



2.2.1. Fusarium oxysporum

Celosvétové rozsiteny fytopatogenni druh, ¢asto se vyskytuje také jako saprotrof v pldé. Mycelium
na PDA (obr. 1a) je flokdzni, bilé, fialovortzové az fialové. Spodni strana je svétle az tmavé fialova, u
nékterych izolatl se nevyskytuje Zadny pigment agaru. Vytvafi konidie dvojiho typu. Mikrokonidie
(obr. 1b, 1c a 1d) se vytvari na kratkych monofialidach, maji protahly elipsoidni nebo vélcovity tvar,
mohou byt rovné nebo zakfivené, jejich velikost je 5-15 x 2-5um. Makrokonidie (obr. 1b a 1d) jsou
vétsinou se 3-5 septy, jejich velikost je 25-55 x 2,5-6um, jsou vietenovité a mirné zakfivené, vytvati se
na kratkych monofialidach bud na vzdusném myceliu nebo voranZovych sporodochiich.

Chlamydospory se tvofi termindlné nebo interkalarné (Leslie et al. 2006).

Fusarium oxysporum je jednim z ekonomicky nejvyznamnéjsich druhll rodu Fusarium, ale zaroven
také druh s vysokou variabilitou. Vyskytuje se predevsim jako pldni saprofyt, byl ale izolovan také
z obilovin, trav a dalSich rostlin, na kterych mlze pUsobit jako patogen. F. oxysporum produkuje tyto
mykotoxiny: moniliformin, fuzarin C, kys. fuzdrovd, T-2 toxin, sambutoxin, nivalenol nebo wortmanin

(Weidenborner, 2001).

Obr. 1: Fusarium oxysporum

c) mikrokonidie hromadéjici
se na Spickach fialid

a) kolonie na PDA agaru b) mikrokonidie a makrokonidie

obr. 1b, 1ca 1d
© foto: Yuri, 2012

d) mikrokonidie a makrokonidie
nahromadéné podél hyf



2.2.2. Fusarium solani

Na PDA vytvafi rychle rostouci flokozni mycelium Sedobilé barvy (obr. 2a), spodni strana casto
zelenavd, modrozelenda ¢i hnéda (obr. 2b). Vytvari dvoji typ konidii. Mikrokonidie (obr. 2d a 2e) se
tvofi na dlouhych vidknitych monofialidach, maji protahly tvar, se zaoblenymi konci, velikost je 8-16 x
2-4 um. Makrokonidie (obr. 2c) se tvofi na bohaté vétvenych konidioforech, jsou vietenovité a mirné
zakfivené, se 3-5 septy, velikost je 27-52 um x 4,4-6,8 um. Makrokonidie ze vzdusného mycelia jsou

mensi. Chlamydospory se tvofi interkaldrné nebo v fetizcich (Leslie et al., 2006).

Fusarium solani je celosvétové rozsifeny druh v pidé, ma siroky hostitelsky okruh rostlin i Zivocichd.
U ¢lovéka mUze zplsobovat keratitidu. Nékteré kmeny F. solani produkuji imunosupresivni latky ¢i

razné druhy pigmentd, které hraji daleZitou roli v patogenezi (Leslie et al. 2006).

Obr. 2: Fusarium solani

a) kolonie na PDA agaru b) kolonie na PDA agaru
(7 dni, 25°C) (7 dni, 25°C revers)

e) Fialidy s mikrokonidiemi

c) Makrokonidie d) Mikrokonidie



2.2.3. Fusarium subglutinans

Mycelium je na PDA bélavé aZ Sedofialové (obr. 3a). Pigmentace v agaru velmi proménliva,
Sedooranzova, Sedofialova, pripadné aZz cerna. Makrokonidie se 3-5 prehradkami, velikost je 20-50 x
2-4,5 um, jsou rovné nebo slabé zakfivené. Mikrokonidie se tvofi na polyfialidach v kulovitych
shlucich, maji ovalny nebo vietenovity tvar, velikost je 10-25 pum x 2,5-4 um (obr. 3b, 3c a 3d).
Chlamydospory se netvofi (Leslie et al. 2006).

Fusarium subglutinans se vyskytuje spiSe v chladnéjSich oblastech, kde se péstuje kukufice,
zpUsobuje hnilobu kukufice (stalk rot and cob rot of maize) a je to patogen prenosny i osivem. F.
sublutinans se ale vyskytuje také na travach a jinych rostlindch. Kmeny tohoto druhu mohou

produkovat mykotoxiny (fumonisiny) (Leslie et al., 2006).

Obr. 3: Fusarium subglutinans

a) kolonie na PDA agaru b) cylindrické konidie s fialidy

c) Polyfialidy d) ovélne, témér valcovité konidie,
nékteré s 1 prepazkou

2.2.4. Morfologické odliSeni Fusarium oxysporum od jinych druht

Izolaty F. oxysporum je velmi obtizné morfologicky odliSit od F. solani a F. subglutinans. F. solani se
vyznacuje tvorbou dlouhych monofialid, na kterych se tvofi mikrokonidie. Leslie et al. (2006) uvadi
jako jeden z dulezZitych odliSovacich znakll pro rozliSeni F. subglutinans od F. oxysporum tvorbu
mikrokonidii z polyfialid a absenci chlamydospor. Polyfialidy je vsak u nékterych izolatd F.
subglutinans obtizné najit a chlamydospory mohou byt u izolatl F. oxysporum vytvareny velmi

pomalu (az po 20 dnech).



2.3. Detekce Fusarium oxysporum molekularnimi metodami

2.3.1. Podstata metody

Detekce patogenu je zaloZena na amplifikaci specifickych Useku genomu patogenu. Principem PCR je
pomnozeni kratkého Useku cilové DNA vymezeného primery, jehoZ sekvence je specificka pro urcity
druh. PouZzité primery byly navrzeny Mishra et al. (2003) do ITS oblasti rDNA, generujici 340-bp PCR
produkt specificky pro F. oxysporum. Oblast ITS1-5.85-ITS2 (ITS region) je soucasti ribozomalni DNA a
predstavuje jeden z nepouzivanéjsSich molekuldrnich marker( vyuzivanych pri detekci houbovych

patogend.

2.3.2. Metodika vychazi z literatury
= DNeasy Plant Handbook, 10/2012 (www.giagen.com)

= Mishra P. K., Fox R. T. V., Culham A. (2003): Development of a PCR-based assay for rapid and
reliable identification of pathogenic Fusaria. FEMS Microbiology Letters 218: 329 — 332.

2.3.3. Technické vybaveni pro izolaci DNA z mycelia hub a pro jeji
uchovani

= centrifuga (min. 10 000 otaéek/min.) srotorem na plastové mikrozkumavky o

objemu1,5/2 ml
= ndadoba na tekuty dusik
= porcelanové treci misky s tloucky (prdmér misek cca 7 cm)
= analytické vahy
= sterilni skalpel nebo Spachtle na odebrani mycelia z agaru
= vodni lazeri nebo termoblok
= vortex (mikrotfepacka)
= automatické pipety a kompatibilné Spicky

= plastové mikrozkumavky 1,5 ml / 2 ml (Eppendorf) a stojanky na mikrozkumavky



2.3.4.Chemikalie potfebné pro izolaci DNA z mycelia hub
= tekuty dusik

= jzolacni souprava DNeasy® Plant Mini Kit (kat. Cislo 69104, Qiagen, Némecko)

= absolutni etanol

2.3.5. Postup izolace DNA z mycelia hub pomoci kitu DNeasy® Plant
Mini Kit (Qiagen)
Metoda je zaloZena na principu purifikace DNA pomoci kifemicitych mikrokolonek — na prvni kolonce

dochazi k zachyceni protein(, polysacharid(, detergentu a dalSich necistot, na druhé kolonce dochazi

k zachyceni DNA a jejimu naslednému vymyti elu¢nim roztokem.

Pfed zahajenim samotné izolace je nutno dodrzZet a pripravit:
= vSechny centrifugace provadeét pfi laboratorni teploté (15° — 25°C)
= vodni lazen nebo termoblok pfedehrat na teplotu 65°C

= pred prvnim pouZitim izola¢ni soupravy je nutné do roztokli AW1 a AW2 pridat

doporucéené mnozstvi etanolu

= pokud se v pufru AP1 a AW1 vytvofi béhem skladovani sraZzeniny, musi se ve vodni lazni

rozpustit pfi teploté 65°C

PouZitd matrice: houbové mycelium, které bylo ziskdno z rostlinného materialu (mulg)

nastfihaného na segmenty o velikosti 2 — 5 mm. Rostlinné segmenty byly nasledné vylozeny

na misky s Zivnym médiem (PDA).

a) Na analytickych vadhach navazime 100 mg mycelia opatrné seskrabaného z agaru.
V tfeci misce v kapalném dusiku vzorek dikladné rozdrtime na jemny prasek. Prasek
pfeneseme sterilni Spachtli do sterilni 2 ml zkumavky. Vzorek nesmi roztat! lhned

pokracujeme ndsledujicim krokem.

b) K homogenizovanému vzorku pfiddme 400 pl pufru AP1 predehratého na 65°C a 4 pl
RNazy A (100 mg/ml). Smés dikladné protfepeme na vortexu a inkubujeme 20 — 30
min. pfi 65°C. V pribéhu inkubace zkumavku 2 —-3x promichdme prevracenim
zkumavek.
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f)

j)

k)

m)

Pfidame 130 pl pufru P3, promichame prevracenim zkumavek a inkubujeme 5 min. na

ledu.

Lyzat centrifugujeme (5min./14 000 rpm).

Lyzat napipetujeme (prelijeme) do QlAshredder Mini spin kolonek (fialovd) umisténé ve

2 ml sbérné zkumavce. Centrifugovat (2 min./14 000 rpm).

Vodni fazy proslou pres kolonku pfeneseme do nové mikrozkumavky (nedoddavana) tak,
aby nedoslo k naruseni usazeniny. VétSinou se ziska 450 pl supernatantu. Je-li ho

méné, prepocteme mnozstvi roztokl pridavanych v dalsich krocich.

Pfiddme 1,5x objemu pufru AW1 a promichame otacenim mikrozkumavky.

Supernatant pfeneseme do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek.

Pipetou pfeneseme 650 pl smési do DNeasy Mini spin kolonek (bila) umisténé do 2 ml
sbérné zkumavky. Centrifugujeme (1min./8 000 rpm), poté odstranime prefiltrovanou
frakci a do bilé kolonky znova pfeneseme zbytek smési. Centrifugujeme (1min./8 000

rpm). Odstranime prefiltrovanou frakci i centrifugacni zkumavky.

Kolonku se zachycenou DNA umistime do nové 2 ml sbérné zkumavky a pfiddame 500 pl
promyvaciho pufru AW2. Centrifugujeme (1min./8 000 rpm) a prefiltrovanou frakci

odstranime.

Pridame dalsich 500 pl pufru AW2 do stejné DNeasy kolonky, centrifugujeme (2min./14

000 rpm). Prefiltrovanou frakci odstranime.

Pro dukladné vysuseni DNeasy membrany centrifugujeme (1min./14 000 rpm) jesté
jednou bez pouZiti promyvaciho pufru, aby doslo k Uplnému vysuseni membrany v

kolonce. Prefiltrovanou frakci i centrifugacni zkumavky odstranime.

DNeasy kolonky opatrné vyndame z centrifugacnich zkumavek, aby nedoslo ke
kontaminaci vzorku etanolem obsazenym ve filtratu a preneseme do novych 1,5 (2ml)

mikrozkumavek. Na stfed membrany pfidame 100 pl elu¢niho pufru AE.
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n) Nechame inkubovat 5 min. pfi lab. teploté (15° - 25°C), poté centrifugujeme (1 min./8
000 rpm)

o) Vyhodime bilou kolonku. Faze prosla kolonkou obsahuje rozpusténou DNA.

p) Pokud budeme se vzorky pracovat v kratkém casovém horizontu (do 1 tydne),
uchovame je pfi teploté 4°C. Pokud je casovy horizont pro praci s vyizolovanou DNA

delsi, nechame je zamrazit pfi — 20°C. DNA skladujeme v mikrozkumavkach 1,5 (2 ml).

Kvalitu a koncentraci vyizolované DNA ovéfrujeme elektroforeticky v 1% agarézovém gelu. Na
parafilm naneseme 1 ul nandSeciho pufru (LB buffer), pfiddme 10 ul vzorku DNA a
promichdame pipetou. DNA je vizualizovand po obarveni ethidium bromidem na UV
transiluminatoru. Koncentrace DNA je odhadnuta srovnanim se standardem Lambda

DNA/Hind Ill Marker.

2.3.6. Polymerazova retézova reakce

2.3.6.1.Technickeé vybaveni potfebné pro PCR reakce
= PCR box - ptiprava PCR reakci

= 1,5 ml (2ml) plastové mikrozkumavky (Eppendorf) — pfiprava premixu
= automatické pipety a k nim kompatibilné $picky

*  minicentrifuga

= vortex

= termocykler

Pfed zahajenim pfipravy PCR reakce je nutné:
= naredit primery na pracovni koncentraci (10uM)

= vSechny roztoky uchovévané v mrazaku dikladné rozmrazit bud' v lednici anebo pfi
laboratorni teploté. Zkumavky promichavame jejich prevracenim a kratkym

vortexovanim. Nakonec je kratce sto¢ime na minicentrifuze.
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2.3.6.2. Slozeni reakéni smési pro PCR reakci:
= PPP Master Mix ((Purple DNA Polymerasa PCR Master mix, Top - Bio, CR) dodavany

2x koncentrovany: 150 mM Tris — HCI, pH 8,8 (pti 25°C), 40 mM (NH,4),SO,4, 0,02%
Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 pM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 pM dTTP,
100 U/ml Taq Purple DNA polymerasy, barvivo, stabilizatory, aditiva a barvivo.
Nanaseci pufr pro gelovou elektroforézu PCR produktl neni nutno dodavat, jelikoz
barvivo je jiz ve smési obsazeno.

= druhové — specifické primery (syntéza firmou East Port Praha s.r.o. podle sekvenci

popsanych v uvedené publikaci, Tabulka 1).

Tabulka 1: Specifikace primer( pouzitych pro molekularni identifikaci F. oxysporum

DETEKOVANY NAZzEV NUKLEOTIDOVA SEKVENCE DELKA CITACE

DRUH PRIMERC "o AMPLIKON
u 0 (5-3") ONU

F. oxysporum FOF1 ACATACCACTTGTTGCCTCG 340 bp Mishra et al.

FOR1 CGCCAATCAATTTGAGGAACG (2003)

= DNA

2.3.6.3.  Pracovni postup pro PCR
1. Chemikalie potfebné pro PCR nechame roztat, jemné je promichame a kratce centrifugujeme.

2. Stanovi se pocet reakci, tj. pocet vzork(; kontroly: pozitivni kontrola (DNA ziskana z Cisté kultury F.
oxysporum) a negativni kontrola, kterd je uréena pro kontrolu reakéni smési (premixu) — misto
templatové DNA priddme odpovidajici mnozstvi PCR Ultra H,0 a jedna reakce navic (jako rezerva pro

pipetovaci chybu). Pro kazdy vzorek si pfipravime a popiSeme jednu sterilni 0,5 ml PCR zkumavku.
3. Do 1,5 ml zkumavky Eppendorf pfiddme v daném pofadi jednotlivé slozky reakéni smési (Tabulka

2). Celkovy objem reakéni smési vypocitame, kdyz objem premixu vyndsobime poétem vzork( véetné

obou kontrol a jednoho vzorku navic.
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Schéma pipetovani — systém PPP Master Mix Top-Bio:

Tabulka 2: Objemy reakéni smési na jednu reakci

PCR Ultra H,0 9,5
PPP MASTER Mix s MgCl, 12,5
PRIMER FOR1 0,5
PRIMER FOF1 0,5

DNA 2

CELKOVY OBIEM 25

4. Premix dikladné promichdme po dobu minimalnéné 10 vtefin (obracenim  zkumavky,

vortexovanim).

5. Premix rozdélime po 23 ul do pfipravenych 0,5 ml PCR zkumavek. Pipetujeme vtomto poradi:
beztemplatova kontrola (misto templatové DNA se pouZije 2 pl PCR Ultra H,0, do kazdé dalsi
zkumavky pak pfiddme 2 pl templatové DNA jednotlivych vzork(. Pozitivni kontrola (DNA F.

oxysporum) se do premixu pridava jako posledni.

6. Zkumavky kratce stoc¢ime v mikrocentrifuze, vloZime do cykleru pro PCR a zahajime amplifikaci,
ktera probihda na TC — 512 (Techne) pfi nasledujicim cCasové — teplotnim profilu za podminek

uvedenych v tabulce 3.

Tabulka 3: Podminky amplifikace DNA F. oxysporum pomoci PCR

95°C 1x POCATECNI DENATURACE 180
36X

95°C DENATURACE 30

54°C HYBRIDIZACE PRIMERU 60

72°C SYNTEZA DNA RETEZCE 90

72°C 1Xx KONECNA ELONGACE 300
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PCR produkty se rozdéluji na 1,5% agardzovém gelu v 1x TBE pufru. Jako marker se pouzivd 100 bp
DNA ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim pomoci ethidium bromidu pod UV

svétlem. Produkty amplifikace se zaznamenavaji pomoci Canon Imaging System.

2.3.7. Metodika elektroforézy DNA

Standardni metodou, univerzalné pouzZivanou k rozdéleni makromolekul, je elektroforéza. V
elektrickém poli se makromolekuly s nenulovym elektrickym nabojem pohybuji k jedné z elektrod v
zavislosti na své relativni molekulové hmotnosti, celkovém naboji a tvaru. DNA je kyselina obsahujici
zaporné nabité fosfatové skupiny. V elektrickém poli se pohybuji fragmenty DNA od zdporné
elektrody smérem ke kladné. K déleni fragmentll DNA se uZiva nejcastéji agardozovy gel uloZeny
horizontalné. Fragmenty o stejné délce se v gelu pohybuji stejné rychle a vytvofi prouzek. DNA je na
gelu vizualizovana pomoci specifického barveni ethidium bromidem (EtBr). Tato latka patfi mezi
interkalacni barviva. Vaze se uvnitf dvousroubovice a po ozareni ultrafialovym svétlem (UV) oranZové

fluoreskuje.

2.3.8. Elektroforéza v agarézovém gelu

Chemikalie:
agaréza (v kvalité vhodné pro elektroforézu DNA)
zasobni roztok TBE pufru
roztok ethidium bromidu
LB pufr
DNA marker

amplikony PCR reakce

Priprava nanaseciho pufru — LB (Loading Buffer):

= (0,025 g bromfenolové modfi a 4 g sachardzy rozmichame v 10 ml vody. Pufr rozpipetujeme

do 1,5/2 ml zkumavek a uchovavame ho v lednici.

Priprava 0,5 M EDTA

= navazime 37,22 g EDTA, nasypeme do 250 ml kadinky a pfiddme 100 ml dH,0. Michadlem
peclivé zamichame a upravime na pH 8,0 pomoci NaOH (cca 4 g). EDTA se rozpousti pouze pfi
pH 8,0. Roztok prelijeme do odmérného valce a doplnime dH,0 do celkového objemu 200 ml.

Roztok nakonec vysterilizujeme v autoklavu 20 minut pti 120°C.
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Priprava zadsobniho roztoku TBE pufru (10x TBE):

= 108 g Tris baze, 555 g kyseliny borité a 40 ml 0,5 M roztoku EDTA o pH 8,0 doplnime

destilovanou vodou do celkového objemu 11

Priprava pracovniho roztoku 1x TBE pufru:

= 100 ml zasobniho roztoku 10x TBE pufru zfedime v 900 ml destilované vodé (dH,0).

Roztok ethidium bromidu — EtBr:

= 0,1 g ethidium bromidu se rozpusti v 10 ml destilované vody. Roztok EtBr uchovavame

v tmavé lahvi pfi 4°C.

Velikostni Marker — DNA ladder:

= Lambda DNA/Hind Ill Marker; 100 bp DNA ladder (NEB) — 1 pul markeru, 9 pl vody, 1 pl LB se

promicha a nanese na gel

Pfistroje:
mikrovinna trouba
sada automatickych pipet

jednotka horizontalni elektroforézy se zdrojem

Ptiprava 1,5% gelu:

1. Na analytickych vahach navdiime 1,5 g agardzy. Navazenou agardzu presypeme do Sirokohrdlé
Erlenmayerovy barky a pfilijeme 100 ml 1x TBE pufru. Bariku s pufrem a agardzou umistime do
mikrovinné trouby, nastavavime ¢as ohfevu na 3 minuty. Béhem rozvédreni je nutné agardzu
nékolikrdt krouZivym pohybem promichat. Dbejte na to, aby var nebyl skryty a agardza

nevykypéla a nevytekla mimo barku.

2. Ohfev ukoncime po 1 minuté varu. Bafiku vyjmeme z mikrovinné trouby a opatrné jeji obsah jesté

jednou krouzivym pohybem promichame.

3. Banku postavime na elektromagnetickou michacku a vloZzime do ni magnetické michadlo.
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4.

Béhem michani agardzového gelu si pripravime formu na gel s hrebinkem pro vytvoreni

nanasecich jamek v gelu.

. Kdy? teplota agardzy v barice klesne priblizné na 55°C (barka se da udrzet v ruce), pfidame 2 pl,

EtBr didkladné promichame a nalijeme do pfipravené vanicky, ve které je umistén hrebinek.
Nalévaci vani¢ka musi byt vyrovnana do vodorovné polohy. Agardzu je nutné nalévat opatrné a

plynule, bez tvorby bublin, pfipadné bubliny je zapotfebi odstranit (Spickou).

. Agarézovy gel nechame 30 — 60 min. ztuhnout.

Po ztuhnuti a vychladnuti gelu z néj opatrné vyjmeme hrebinek. V gelu zlstanou jamky pro

nanaseni vzorku.

Elektroforeticka separace fragment

Nanaseni vzork(:
Pripraveny gel vloZzime do elektroforetické vany a prevrstvime ho dostateCcnym mnoZstvim

pracovniho roztoku 1x koncentrovaného pufru TBE pufru (2 mm nad drover gelu).

Do prvni jamky naneseme 1 pl délkového standardu 100 bp DNA Ladder (NEB). Pro ovéreni reakce
je nutné pouZivat pozitivni a negativni kontroly. Jako pozitivni kontrolu pouzivdme izolat Fusarium
oxysporum CCM F-422 zCeské sbirky mikroorganism& Masarykovy univerzity v Brné. Jako
negativni kontrola slouzi reakce pouze s vodou. Do dalSich jamek nanasime vidy 10ul kazdého
vzorku tak, aby byla zastoupena vidy pozitivni a negativni kontrola. Pfed nanesenim do drahy
kazdy vzorek promichdme nékolikrat natazenim do Spicky pipety a naneseme pod hladinu

elektroforetického pufru do jamek.

. Po ukonceni nanaseni vzorkd uzavieme elektroforetickou vanu vikem a nastavime hodnotu

elektrického napéti (pro 1,5% gel 60 V).

5. Elektroforéza probihd 60 az 90 minut.

6.

Po rozdéleni vzorkll vypneme zdroj a odpojime elektroforézu od elektrického proudu. Gel

vyjmeme i s formou z vany.

17



7. Gel polozime na UV transiluminator a pod UV svétlem ho vyfotime pomoci fotodokumentacniho

zarizeni.

2.3.9. Vizualizace PCR produktl po elektroforetické separaci

Detekce produktl PCR probiha pomoci jejich obarveni ethidium bromidem a vizualizaci UV zarenim.
Hledany produkt vidime v UV svétle v podobé svitictho prouzku. Délku prouzku uréime srovnanim
jeho pozice s pozici fragmentld DNA délkového standardu. Délka PCR amplikonu pro F. oxysporum je

340 bp.

2.3.10. Vyhodnoceni PCR analyzy

Pfitomnost patogenu je indikovana amplifikaci specifického DNA fragmentu typického pro dany
patogen. Pomoci F. oxysporum specifickych primerd FOF1/FOR1 jsou amplifikovany produkty o délce
340bp. Pozitivnim vysledkem je fluoreskujici prouzek vznikly v ocekavané velikosti 340 bp. Délku
prouzku porovname s délkou, ktera vznikla u pozitivni kontroly a srovnanim s velikostnim

standardem urcime jejich délky. U negativni kontroly (bez DNA) nesmi vzniknout Zadny prouzek.

Pozitivni_kontrola: vykazuje jasné rozeznatelny pruhv gelu v misté, kde se ma hledany prouzek

v porovnani s velikostnim markerem vyskytovat. V nasem pfipadé musi pozitivni kontrola obsahovat

prouzek o velikosti 340 bp (Obrazek 4 ).

V pripadé nejasného vysledku vyse uvedenych kontrol nebo vysledku, ktery se dokonce jevi jako

chybny, je nutné dany béh amplifikace opakovat.

V pripadé spravnych vysledk( kontrol je mozné konstatovat, Ze:

beztemplatovd kontrola nedava zadny pruh kromé pruhu ¢&i skvrny odpovidajici svou polohou

primerdm, primer — dimerlim apod. v oblasti 20 — 100bp,

vzorky negativni pro dany amplikon jsou vzorky, v jejichZz drahach se nevyskytuji pruhy v mistech, kde

ve srovnani s velikostnim standardem a pozitivni kontrolou, ma leZet hledany prouzek,

vzorky pozitivni pro dany amplikon jsou vzorky, v jejichZ drahach se vyskytuji pruhy v mistech, kde ve

srovnani s velikostnim standardem a pozitivni kontrolou, ma lezet hledany prouzek,
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vzorky nejasného vysledku pro dany amplikon jsou vzorky, v jejichz drahach v prislusném misté

v porovnani s velikostnim markerem a pozitivni kontrolou nelze jednoznacné urcit pfitomnost pruhu.
V takovém pripadé je hodnoceni vzorkll ovlivnéno zkuSenosti pracovnika a provadi se vidy
v porovnani s pozitivni kontrolou. V pfipadé nejednoznacnosti vysledku je ale lepsi zkousku radé;i

opakovat.

9 10 11 12 13 14 15

Obr. 4: Gel s amplifikacnimi produkty z druhové — specifické PCR pro stanoveni F.
oxysporum. 1 — 5 a 10 — 15 pozitivni vzorky; 6 — 7 negativni vzorky; 8 — negativni
kontrola (voda); 9 — pozitivni kontrola F. oxysporum CCM F-422; M — 100bp DNA
Ladder (NEB)

2.4. Zaver

Vypracovand metodika byla zaméfena na molekularni detekci F. oxysporum izolovaného
z rostlinného materialu TTP prostrednictvim druhové — specifickych primer(. PouZité primery byly
navrzeny Mishra et al. (2003) do ITS oblasti rDNA, generujici 340-bp PCR produkt specificky pro F.
oxysporum. Prednosti PCR metody je pfesna druhové — specifickd detekce patogenu F. oxysporum a
jeho odliseni od jinych vyznamnych patogen(. Patfi sice k pomérné nakladnym metodam, co se tyce
pfistrojového vybaveni a spotfebniho materialu, ale oproti klasickym mikroskopickym postuplm zde

dochazi k jednoznacné identifikaci patogenu na Urovni DNA.

Zakladni metodické kroky, které jsou popsany v metodice, Ize doporucit pro vylouceni nebo potvrzeni
mozné kontaminace F. oxysporum. Prokazatelnou vyhodou pouZiti PCR je moznost ziskani vysledkd i
v pfipadech, kdy nejsme schopni docilit vysledkd pomoci klasickych mykologickych postupl —
omezena tvorba makrokonidii, kontaminace izolatli nezddoucimi mikroorganismy (napf. bakteriemi,

Aspergillus spp., Penicillium spp.).
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3. Srovnani novosti postupu

»Metodika detekce Fusarium oxysporum pomoci druhové — specifické PCR“ obsahuje prvné
publikované postupy vedouci ke spolehlivé diagnostice tohoto houbového patogenu. Postupy
diagnostiky F. oxysporum byly vypracovany na zakladé dlouhodobého vyzkumu zaméfeného na
molekularni detekci houbovych patogenli se zaméfenim na rod Fusarium, ktery byl provadén
v Zemédélském vyzkumu, s.r.o. vTroubsku. Kromé plvodnich védeckych praci publikovanych
predevsim v anglickém jazyku, obsahujicich dil¢i vysledky vyzkumu, nebyly kompletni metodické
postupy diagnostiky a podrobné navody pro molekularni detekci tohoto zdvazného houbového
patogenu v ¢estiné dosud publikovany.

V predloZzené metodice jsou optimalizovany postupy molekularni detekce Fusarium
oxysporum pomoci spolehlivé druhové — specifické metody PCR za ucelem rychlé a presné
identifikace ve srovndni sobtiznou a casové narocnou determinaci na zakladé standardnich

mykologickych kli¢d.

4. Popis uplatnéni metodiky

Vysledky analyz jsou uplatnitelné v efektivni kontrole chorob, v kontrole primarnich
zemédélskych produktid vstupujicich jako zakladni surovina do vyroby potravin a krmiv. Tato metoda
umoznuje monitorovat stav prabéhu rostlinné vyroby a umoZnuje pfipravit zasahy smérujici k
ochrané porostl a k zlep$eni zdravotnich parametr( primarnich produktl rostlinné vyroby.

Certifikovana metodika je uréena jak pro pracovniky diagnostickych laboratoti UKzZUZ, tak pro
pracovisté zabyvajici se fytopatologickou problematikou, jako jsou védecka a vyzkumna instituce,
Slechtitelské stanice, vzdélavaci instituce, dale fytopatologlim a pracovnikim rostlinolékarské a
zemédélské praxe. Metodiku mohou dale vyuzit pracovisté, které se zabyvaji Slechténim jetell a trav,

napft. pro kontrolu zdravotniho stavu rostlin a ve Slechténi na rezistenci.

Metodika bude uplatnéna prostiednictvim firmy ,Slechténi jeteld a trav Hana Jake$ova“, se

kterou byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.
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5. Ekonomické aspekty

Pfi posuzovani vztahu nakladl a ocekdvaného hospodarského zisku je tfeba vénovat pozornost i
neekonomickym pfinosim, jejichz vycisleni v penézich je velmi obtizné. Z pohledu ochrany zdravi
spottfebitele se hlavnim celospolecenskym pfinosem v souclasnosti stdva zajiSténi zdravotni
nezavadnosti potravin a zemédélskych produktl, zvlasté pak oblast vyroby krmiv a jejich zdravotni a

hygienicka nezavadnost.

Naklady na zavedeni metody

Naklady na zavedeni postup(l uvedenych v metodice zavisi na tom, jestli se bude zavadét zcela novy
provoz pro molekuldrni identifikaci houbovych patogenl nebo se metodika pouze implementuje do
stavajicich provozl. V pripadé, Ze laboratofr jiz postupy a zakladnim pfistrojovym vybavenim pro praci
s nukleovymi kyselinami jiz disponuje, jsou ndklady na zavedeni postupu dané pouze ndkupem

chemikalii, pokud jiz nejsou k dispozici.

Naklady (ceny jsou uvedeny bez DPH, nezahrnuji rezie a vychazeji z aktualnich cen platnych pro rok

2014) na zavedeni celého provozu pro molekularni identifikaci houbovych patogen( jsou nasleduijici:

Vybaveni pro sterilizaci plasta:
stolni autoklav od 58 tis. K¢
Celkem od 58 tis. K¢

Pristroje pro pripravu a uchovani vzork(, pufrl, chemikalii a tekutého dusika:
analytické vahy od 38 tis. K¢ (bez interni kalibrace od 17 tis. K¢)
Dewarova nadoba na tekuty dusik 22,5 tis. K¢

laboratorni predvazky od 6 tis. K¢

stolni pH-metr od 15 tis. K¢

tfepacka (vortex) od 4 tis. K¢

magnetickd michacka od 5 tis. K¢

minicentrifuga od 6 tis. K¢

chladnicka cca 8 tis. K¢

mraznic¢ka do - 20°C od 7 tis. K¢

mikrovlnna trouba cca 1,5 tis. K¢

pipety (3 ks) od 10 tis. K¢

Celkem od 123 tis. K¢ (102 tis. K¢)

Vybaveni pro izolaci DNA:
termoblok od 12 tis. K¢
automatické pipety (3ks) od 10 tis.
centrifuga od 50 tis. (nechlazena)
Celkem od 72 tis. K¢
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Pristroje pro separaci nukleovych kyselin:
napétovy zdroj od 10 tis. K¢

horizontalni elektroforéza od 12 tis. K¢
Celkem od 22 tis. K¢

Vybaveni pro PCR:

PCR termocykler (96 — jamkovy format) od 120 tis. K¢ (gradientovy termocykler od 180 tis. K¢)
PCR box (bez stolku) od 40 tis. K¢

samostatna sada automatickych pipet (4 ks) od 14 tis. K¢

Celkem od 174 tis. K¢ (234 tis. Kc)

Pristroje a potreby pro dokumentaci a vyvhodnoceni vysledki:
zdroj UV zareni (transiluminator) od 28 tis. K¢
fotodokumentacni systém s CCD kamerou od 100 tis. K¢
osobni pocitac od 10 tis. K¢

Celkem od 138 tis. K¢

Spotfebni materidl

Sklo (kadinky, odmérné valce, Erlenmayerovy bariky), tfeci misky s tlouckem cca 8 tis. K¢
Plasty cca 5 tis. K¢

Chemikalie cca 35 tis. K¢

Pinzety, nlizky, skalpely cca 3 tis. K¢

Celkem cca 51 tis. K¢

Cena za zavedeni celého provozu 617 tis. K¢ (698 tis. K¢)

Z uvedeného prehledu je patrné, Ze zavedeni celého provozu molekuldrni identifikace houbovych
patogenu zacina na Castce pfriblizné 617 tis. K¢, kterd je odvozena od naklad( za vybaveni laboratore

pfistroji pro praci s materialem v podminkach molekularni laboratofi.
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Ekonomicky pfinos pro uZivatele

Ekonomicka efektivnost vyuZiti dané metodiky se projevi zejména pfi potfebé hodnotit nebo tfidit
vétsi soubory vzork(, napf. ve slechténi, pfi hodnoceni zdravotniho stavu rostlin, apod.
Predpokladané ekonomické a dalsi pfinosy jsou obsaZeny v moZnosti provadét pomérné rychlé
screeningové tridéni a vybér zdravotné nezadvadnych materidld (napf. genotypd, odrdd, atd.)
Ekonomicky prinos spociva i v Uspofe nakladl na provadéni molekuldrnich analyz velkého poctu
PCR) predstavuji u 1 vzorku Usporu cca 20 aZ 25,-K¢ (v zavislosti na planovaném rozsahu analyz
vzorku). Musime ale brat do Uvahy, Ze pofizeni nejlevnéjsiho real-time PCR cykleru, dostupného na
Ceském trhu, se pohybuje od 299 tis. K¢ bez DPH, pfi¢emzZ cena PCR cykleru je cca 120 tis. K¢. Pokud
je nutné vyuZit sluzbu jinych instituci, které dané pfistrojové vybaveni vlastni, je odhadovana Uspora
nizsi o odpocet odpisli na dané zafizeni. Se stoupajicim poctem vzork(i bude cena za stanoveni
houbového patogenu 1 vzorku vyznamné klesat a tim bude ekonomicky pfinos pro uZivatele
vyraznéjsi.

Dalsimi pfinosy predkladané metodiky je rozsifeni spektra technik a metodickych postupl
pouzivanych v biotechnologické laboratofi, rozsifeni portfolia technik a sluzeb provadénych v
laboratofti, metodicka a v neposledni fadé i vzdélavaci funkce.

Uvedena metoda je dobfe aplikovatelnad pro rutinni vyuziti, pficemz analyza od pfijeti vzorkd do
laboratore, pres extrakci DNA aZ po samotné stanoveni pfitomnosti patogenu trva jenom 2 - 3 dny.
Zkraceni doby tak umozni nejen eliminovat chyby, které vznikaji pti identifikaci patogenu pomoci
kultivacnich a ndasledné mikroskopickych metod, ale umozni i zvysit vykon laboratofe a tim i jeji

pfijem a produktivitu prace.
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