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Metodika diagnostiky Helminthosporium solani
v hlizach bramboru pomoci real-time PCR

1. CiL METODIKY

Cilem certifikované metodiky je optimalizace molekularnich metod diagnostiky Helmin-
thosporium solani DURIEU & MONT., (1849), pavodce stfibfitosti slupky, v poslednich
letech dilezité skladkové choroby bramboru (Solanum tuberosum L.), ktera snizuje pre-
devsSim trzni hodnotu hliz. Pouzité metody zaloZené na PCR, tj. TagMan real-time PCR
a SybrGreen real-time PCR, zvysi citlivost detekce H. solani v hlizach bramboru, zajisti
vyssi spolehlivost a rychlost diagnostiky. Protokoly budou optimalizovany pro pouziti
v bézné diagnostické laboratofi vybavené zarizenim pro molekularni biologii.

2. VLASTNI POPIS METODIKY

21.UvoD

St¥ibfitost slupky, zpdsobena houbou Helminthosporium solani DURIEU & MONT., (1849)
[H. atrovirens syn. Spondylocladium atrovirens], je choroba bramboru (Solanum tube-
rosum L), ktera se stala ekonomicky vyznamnou (ERRAMPALLI et al., 2001). Vzestup
vyskytu stribfitosti je pripisovan nedostatecné odolnosti odrdd bramboru k H. solani
(RODRIGUEZ et al., 1996) a nedcinnym ochrannym opatfenim (ERRAMPALLI et al., 2001).

Stribritost vyvolava vétsinou kosmetické vady hliz, ¢imz mize negativné ovlivnit
trh s konzumnimi a sadbovymi bramborami. Stfibfitost obvykle nezplsobuje ztraty
na vynosech (WALE et al, 2008). Vzhledem k rostouci poptavce po pranych hlizach
snizuje trzni hodnotu hliz (CULLEN et al., 2001). Svétle hnédé léze zvysuji propustnost
slupky hliz pro vodu, a proto dochazi ke sniZeni jejich hmotnosti béhem skladovani
(SECOR & GUDMESTAD, 1999). Choroba m(ize mit vyznamny vliv na vyvoz, zejména sad-
bovych hliz, protoze na certifikovanych sadbovych hlizach je povolena pouze omezena
infekce H. solani (DENNER et al., 1997). Hranolky a chipsy vyrobené z napadenych hliz
maji ¢asto nepfijatelné hnédé okraje (HOLLEY & KAWCHUK, 1996).

Myecelium H. solani je tmavé, vyskytujici se ¢asto v substratu. Konidiofory a konidie
vznikaji ze stromat (BARNETT & HUNTER, 1998). Hyfy se vyskytuji ve felému, felodermu
a kortikalni vrstvé hliz (HEINY & MCINTYRE, 1983). Prvni konidie se vyviji terminalné
na vrcholu tmavych, prehradkovanych a nepravidelnych konidioford a nasledné
konidie, v poctu mezi 5 a 30 se vyvijeji bazipetalné (HUNGER & MCINTYRE, 1979).
H. solani vytvari velké, valcové, tmavé, 3-10 bunécné, mirné prohnuté, silnosténné
konidie o délce 15-64 pm a $ifce 4-8 pm (HUNGER & MCINTYRE, 1979). Konidie se tvofi
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nez nesporulujici léze. Vétsina konidii a konidiofor( je vytvarena na rozhrani mezi
odumrelym pletivem vykazujici pfiznaky a zdravym pletivem. Léze s hojnou sporulaci
se jevi jako hnédé az spalené, zatimco zralé 1éze jsou stfibfité (HUNGER & MCINTYRE,
1979). Teploty v rozmezi 15-32 °C a vysoka vlhkost ma ¢asto za nasledek kliceni konidii,
coz vede k infekci hliz. Konidie vykli¢i do 16 hodin a apresoria jsou pozorovana dva dny
po inokulaci (HEINY & MCINTYRE, 1983). Mycelium pronika do epidermis pfes lenticely
a/nebo pronika do peridermu a zpUsobuje ztratu pigmentace, coz ma za nasledek vznik
stribfitych lézi (RODRIGUEZ et al., 1995, 1996; WALE et al., 2008). S vyjimkou hliznatych
druht Solanum tuberosum (RODRIGUEZ et al., 1995) a S. elaeagnifolium (SETHURAMAN et
al., 1997) nejsou jiné rostliny hostiteli pro H. solani (JELLIS & TAYLOR, 1974).

Cyklus onemocnéni stribritosti ma dvé faze: polni a skladovaci. Primarnim zdroje
inokula H. solani jsou infikované sadbové hlizy (HIDE & ADAMS, 1980; JELLIS & TAYLOR,
1977). K infekci hliz mGze dojit béhem vegetacniho obdobi z infikovanych sadbovych
hliz (SECOR & GUDMESTAD, 1999) nebo ptlidniho inokula (FIRMAN & ALLEN, 1995b) a pfi
skladovani (JELLIS & TAYLOR, 1977; RODRIGUEZ et al., 1996), kdy za piznivych podminek
dochazi ke sporulaci houby ¢inici hlizy sazovité (SECOR & GUDMESTAD, 1999). Primarni
infekce, ke které dochazi brzy po iniciaci hlizy, je ¢asto soustfedéna na stolonové
konce hliz (JELLIS & TAYLOR, 1977). Vétsina infekci se vyskytuje pfed sklizni, i kdyz
k nim mGze dojit pfi sklizni nebo mohou byt konidie pfeneseny pfi zavlazovani (FIRMAN
& ALLEN, 1995a). Zavaznost onemocnéni se vyrazné zvysuje pfi dlouhodobém sklado-
vani hliz (SECOR & GUDMESTAD, 1999). H. solani miize sportovat a infikovat hlizy ve skla-
dech brambor (RODRIGUEZ et al., 1996), a konidie mohou slouzit jako zdroj inokula pro
sekundarni infekéni cykly v obchodech (MERIDA & LORIA, 1994). Konidie z infikovanych
hliz mohou byt rozptyleny ventilaénim systémem (RODRIGUEZ et al., 1996). Ackoliv je
H. solani povazovano za patogen hliz, mdze prezimovat v p(idé jako saprofyt na rostlin-
nych zbytcich (JELLIS & TAYLOR, 1977; MERIDA & LORIA, 1994). Pfezimujici padni inoku-
lum nehraje v epidemiologii ddleZitou roli (JELLIS & TAYLOR, 1974).

Nazev onemocnéni je odvozen od charakteristického kovového, stribritého lesku
starsSich lézi na povrchu hliz bramboru. Priznaky onemocnéni se objevuji na hli-
zach, ale ne na stonku nebo kofenech (FAHN, 1982). Stiibrné zbarveni peridermu je
zplsobeno ztratou pigmentu, prostfednictvim vysouseni bunék a ukladanim sube-
rinu (FRAZIER et al., 1998). Prvni pfiznaky stfibfitosti na hlizach jsou svétle hnédé
kruhové skvrny popf. 1éze na konci stolonu, které mohou byt tmavé olivové barvy
(CULLEN et al, 2001; JELLIS & TAYLOR, 1977). Po vytvoreni hliz v pGdé z(stavaji
léze malé, ale béhem skladovani se zvétsuji (JELLIS & TAYLOR, 1977; MERIDA & LORIA,
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1994). Jednotlivé léze postupné splyvaji (MERIDA & LORIA, 1994). Zavaznost onemoc-
néni lze snizit osetfenim sadbovych hliz fungicidy nebo dodrZovanim osevniho sledu
(Kutuzova et al., 2017).

Obr. 1: Symptomy stribritosti hliz vyvolané H. solani

Obr. 2: Sporulace H. solani na hlize bramboru
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2.2. PODSTATA POUZITYCH DIAGNOSTICKYCH METOD

Real-time PCR (qPCR)

Real-time PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) metoda je zaloZena na klasické
PCR s tim rozdilem, Ze termocykler umoZfuje kontinualné monitorovat (v readlném ¢ase)
prirtstky DNA béhem kazdého cyklu (u klasické PCR se detekuje az finalni produkt).
Zakladni podminkou je pritomnost fluorescencniho substratu, ktery se vaze na synte-
tizovanou DNA. Uroven detekované fluorescence, ktera v pribéhu PCR roste, je pFimo
Umérna mnozstvi nasyntetizované nukleové kyseliny (vzniklého produktu). Data jsou
sbirana béhem celého PCR procesu na specialnich termocyklerech s optikou umoznujici
excitaci substrat(i a naslednou detekci fluorescence v kazdé jamce. Pristroj po kazdém
cyklu zméri fluorescenci a vysledek preda ridicimu softwaru, ktery zobrazuje kontinu-
alné mnozstvi uvolnéné fluorescence (RACLAVSKY, 2003; MICUDA et al., 2006).

Typicka amplifikacni kfivka ma esovité zakriveny tvar a lze ji rozdélit na ctyfi casti:

1) ,background" fazi, kdy je amplifikatu tak malo, Ze jeho fluorescence jesté
nedosahuje méritelnych hodnot

2) exponencialni fazi, kdy mnozstvi produktu exponencialné roste (trva asi 4-8
cykld)

3) linearni fazi (mnozstvi produktu pfibyva linearng)

4) plateau fazi, kdy dochazi k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného
produktu se dale neméni a fluorescencéni signal z(istava konstantni.

Plati, ze ¢im drive amplifikacni kfivka dosahne exponencialni faze, popf. prekroci
urcity fluorescencni prah umistény do této faze, tim vice startovnich templatovych
molekul bylo pfitomno ve vzorku na pocatku reakce (MICUDA et al., 2006; RACLAVSKY,
2003).

Detekce probiha pri real-time PCR v exponencialni fazi, kdy jsou ve vzorcich zacho-
vany kvantitativni poméry a reakce je precizni a specificka. Oproti tomu u klasické PCR
probiha detekce v platé fazi, pri niz nelze rozlis$it mnozstvi matricové DNA ve vzorku.

Kvantifikace DNA se provadi prostrednictvim matematické analyzy amplifikacnich
krivek vzniklych vynesenim namérené fluorescence oproti poradovému cislu pfislus-
ného cyklu. Pro detekci PCR produktt Ize vyuzit nespecifické fluorescencni barvivo
(SYBR® Green real-time PCR) nebo specifické sondy (TagMan real-time PCR).
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SYBR Green real-time PCR

Pro detekci PCR produkt(i se nejéastéji vyuziva nespecifické interkalacni barvivo SYBR®
Green ., které se béhem cykll vaze na vznikajici ds DNA. Vazbou na DNA se aktivuje -
emituje fluorescencni zareni, které je pribézné snimano a vyhodnocovano. NarUst flu-
orescencniho signalu vidime na obrazovce jako nardstajici kfivku.

TagMan real-time PCR

Pro detekci PCR produktt Ize pouzit kromé barviva SYBR® Green specifické sondy
(préby), nejcastéji TagMan. Kromé primer( se do reakce vklada dalsi oligonukleotid,
ktery doseda na amplifikovany Usek. Tento oligonukleotid je na jednom konci ozna-
¢eny fluorescenéni znackou (fluorofor) a na druhém konci nese tzv. zhase¢ (quencher).
Pokud je fluorescencni latka v tésné blizkosti zhasece, je jeji fluorescence potlacena.
Vlastni PCR probiha obvyklym zplisobem aZz do okamziku, kdy DNA polymeraza pri
syntéze nového fetézce narazi na fluorescentné znaceny nukleotid (sondu). V tom oka-
mziku jej zacne vytésnovat z templatového vldkna, Stépi jej a do roztoku se uvoliuje
fluorescencni barvivo, jehoz fluorescenci je mozné mérit v prabéhu amplifikace. Inten-
zita fluorescence je Umérna mnozstvi nasyntezovaného PCR produktu (MICUDA et al.,
2006; RACLAVSKY, 2003).

2.3 VLASTNI POSTUP
2.3.1 Izolace DNA

DNA o pozadované kvalité (bez inhibitorti PCR) a kvantité |ze izolovat z hliz bramboru
nebo kultur hub na zivné pidé pomoci standardnich metod nebo pomoci komercnich
izolacnich a purifikacnich kitQ. Pro izolace DNA z hlizovych vzorkd bramboru Ize dopo-
rucit zejména kity DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, 69104) a dle vlastnich pokust téz kit
GenElute Plant Genomic DNA Kit (Sigma). Po extrakci se ve vzorcich zméfi mnozstvi
a kvalita DNA pomoci spektrofotometru.

Technické vybaveni pro izolaci DNA z pletiv bramboru a pro jeji uchovavani

m Laboratorni vahy - na navazky vzorkd (Mettler AE 160)

m Zasobni nadoba na tekuty dusik (Dewarova nadoba)

m Pracovni nadoba na tekuty dusik z PVC

m Laboratorni analytické vahy (Mettler AE 160) - na pfipadné navazky vzorku

m Centrifuga s otackami > 12 000 rpm, s rotorem na plastové mikrozkumavky
o objemu 2,0ml (Hettich Zentrifugen EBA 12R)
Vortex (Techno Kartell TK3S)
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Spektrofotometr (NanoDrop 2000c, pfipadné Perkin Elmer MBA 2000)

Mrazici box (-20 °C)

Hlubokomrazici box (-80 °C) - pro dlouhodobé skladovani vzorki

Treci misky s tloucky

Pipety (2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl) a kompatibilni sterilni RNase-free
Spicky s filtrem

Plastové mikrozkumavky 1,5ml a 2,0 ml (Eppendorf)

Skalpel nebo ostry n(iz, pinzeta (odbér vzorku), $pachtle

Jednorazové rukavice

Chemikalie potrebné pro izolaci DNA z pletiv bramboru
m Tekuty dusik
m Extrakéni kit GenEluteTM Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich,
G2N70)
m RNase A Solution (Sigma-Aldrich, R6148-25ML nebo R4642)
m Etanol (96-100%), analyticky stupen Cistoty (Sigma-Aldrich, E7023, E7148 nebo
459836) - do pufri
Technicky etanol (70%) - sterilizace pracovnich prostor
Postup izolace DNA pomoci kitu GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit
Pred zahajenim vlastni izolace je nutno pripravit:
Pridat do pufru Wash Solution pozadované mnozstvi 95-100% etanolu - 72 ml na
30ml pufru (70 extrakei)
m Predehrat termoblok na 75 °C
m Ddkladné promichat reagencie, v pripadé precipitatu v reagenciich zahrat na
55-65 °C ve vodni lazni, po rozpusténi precipitatu zchladit na laboratorni teplotu
m Predehrat elucni pufr (Elution Solution) na 65 °C

Vlastni postup
a) Navazit vzorek slupky hliz bramboru se symptomy stfibfitosti (25mg) nebo
mycelia z ¢isté kultury houby (50 mg), vzorek homogenizovat (rozetfit) pomoci
tlougku v tfeci misce za pouziti tekutého dusiku (pro kvalitni homogenizaci je
nutno misky s tloucky dakladné predem namrazit). Niz$i navazka u vzorku ze
slupky hliz je z dGvodu ucpavani kolonek bobtnavym skrobem pfi naslednych
krocich.
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h)

)]

0)

p)

Homogenizovany vzorek pfenést pomoci $pachtle do mikrozkumavky (1,5ml)
s 350 pl Lysis Solution [part A], 50 pl Lysis Solution [part B] a 4 ul RNase
(50 U) [homogenizovany vzorek nesmi roztat mimo lyzaéni pufr].

Inkubovat mix pri 75 °C po dobu 30 min, béhem inkubace nékolikrat promichat
prevracenim mikrozkumavky.

Pridat 130 ul Precipitation Solution, promichat prevracenim mikrozkumavky;,

umistit na led po dobu 5 min.

Centrifugovat 16 000 x g 5 min (vytvoreni pelety zbytkd bunék, proteint a poly-

sacharidu).

Opatrné prelit supernatant do filtra¢ni kolonky (GenElute filtration column,

modra, s 2ml zachytnou zkumavkou).

Centrifugovat 1 min pfi max. otackach (16 000 x g).

Vyhadit filtracni kolonku a k filtratu pridat 700 ul Binding Solution a promichat
otacenim mikrozkumavky.

Ptipravit Binding Column - vlozit GenElute Miniprep Binding Column (s ¢erve-

nym krouzkem) do mikrozkumavky (pokud jiz neni sestavené), pfidat 500 pl

Column Preparation Solution do kazdé kolonky, centrifugovat 12 000 x g 1 min,

vylit filtrat.

Opatrné prelit (pfepipetovat) mix z kroku h) a centrifugovat pfi max. otac¢kach
(16 000 g) 1 min, vylit filtrat.

Prelit zbytek mixu z kroku h) a opakovat centrifugaci, vylit filtrat.

Pridat 500 pl Wash Solution (pozor - pfidat pozadované mnozstvi etanolu
do pufrul) na kolonku, centrifugovat pfi max. otackach (16 000 x g) 1 min, vylit
filtrat.

Pridat dalsich 500 pyl Wash Solution na kolonku a centrifugovat pfi max. otac-
kach 3 min (vysus$eni kolonky), filtrat se nesmi dostat na kolonkul! (setfit filtrat,

ktery se drzi vné kolony).
Prenést kolonku s membranou do nové 2,0 ml mikrozkumavky, opatrné pridat
100 pl predehratého (65 °C) elu¢niho pufru (Elution Solution) pfimo na stfed

membrany a centrifugovat pfi max. otackach (16 000 x g) 1 min, vyhodit mem-

branu (eluce DNA).

Po extrakci DNA je nezbytné stanoveni jeji kvality a kvantity pomoci spektrofo-

tometru. Cistota DNA se hodnoti na zakladé stanoveni poméru absorbance pfi
260 a 280 nm (&istd DNA ma A260/A280 1,7-1,9).
Zamrazit vzorky DNA (pfi -20 °C, pro dlouhodobé uchovavani pfi -80 °C).
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2.3.2 PCR reakce
Technické vybaveni potrebné pro real-time PCR

Termocykler (Mx3005P gPCR System - Agilent Technologies) - obr. 3

Pocitac - fidlci jednotka termocykleru (soucasti termocykleru)

Software na vyhodnoceni PCR reakci (soutasti termocykleru)

Laminarni RNA/DNA box (Captair Biocap RNA/DNA nebo Kéttermann 8580)
Minicentrifuga (Biosan Multi-Spin MSC-6000)

Vortex (Techno Kartell TK3S)

Centrifuga (na desti¢ky) - neni nezbytna (zkvalitnéni prace)

Plastové RNase-free mikrozkumavky 1,5ml (Eppendorf) - piiprava premixu
Pipety - 0,2-2,0 pl, 2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl (Finnpipette), kompatibilni
sterilni RNase-free $picky (nejlépe s filtrem - zabranéni kontaminaci)

Autoklav - sterilizace $pi¢ek, pipet, mikrozkumavek (Stolni laboratorni autoklav
0T 032)

Chladici podlozka nebo polyesterova nadoba na led

PCR destitky - 96 jamek (Bio-Rad)

Jednorazové rukavice

Obr. 3: Termocykler Mx3005P qPCR
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Chemikalie potfebné pro real-time PCR

m Druhoveé specifické primery a TagMan sonda (syntéza firmou Generi Biotech,
s.r.o.) podle sekvenci uvedenych v tab. 1

m FastStart Universal Probe Master (ROX) [Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany, kat. ¢. 04913949001]

m FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) [Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany, kat. ¢. 04 913 850 001]

m DNase/RNase Free dH,0 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. W4502)

Tab. 1: Sekvence pouzitych primer(i a TagMan sond pro H. solani a interni kontrolu

Nazev primeru Sekvence primeru, sondy (5°-3") Poznamka
HsTgF1 GTTTCAGCGGCCGCAAG .

H. solani
HsTgR1 TTCAGATACAAGGGTTTAAGGGATTC (CULLEN
HsTqP1 [Cy5] TCGGAACCCTCTGTCTACCTGTACCACTTGTT [BHQ2] | &2 2007
MultiPot-F GGTTTCGTAATGTTCCTCACCAA . ,

interni kontrola
MultiPot-R AAAGGTATTTATCCAGCAGTAGATCCTT (MASSART
MultiPot-P [VIC] CATGGTTGACGTTGAAT [MGBNFQ] etal, 2014)

Legenda: FAM - 6-carboxyfluorescein; Cy5 - 1-(5-karboxypentyl)-1-methylindodikarbocya-
ninhalid N hydroxysukcinimidylester; VIC - 4,7,2"-trichloro-7"-phenyl-6-carboxyfluo-
rescein; MGBNFQ - Minor Groove Binder Non fluorescent Quencher

Pred zahajenim pripravy PCR reakce nutno pfipravit:
m Naredit primery a sondu na pracovni koncentraci (10 uM) pomoci RNase-free dH20
m Rozpustit na ledu primery a sondu (pokud jsou jiz nafedéné)
m Rozpustit na ledu slozky reakcniho kitu

Vlastni postup real-time PCR reakce
Vseobecné pokyny:
m vsechny slozky kitu FastStart Universal Probe Master (ROX) uchovavat v mraz-
ni¢ce, chranit pred svétlem
m pouzivané chemikalie rozmrazit az tésné pied pouzitim, promichat (zvortexovat)
m rozmrazené vzorky DNA udrzovat pfi O °C na ledu, pred odebranim urceného
mnozstvi vzdy promichat
m namichané vzorky udrzovat pfi O °C na ledu nebo chladici podlozce
m pracovat sterilné (pfedchazeni kontaminace reakci)
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Priprava reakéni smési (premixu)

Nejprve se do mikrozkumavky (1,5ml) pfipravi tzv. premix (namichana reakéni smés
pro véechny hodnocené vzorky bez DNA). Objemy jednotlivych komponent se musi
vypocitat podle poctu analyzovanych vzorkd. Do reakce se navic zaradi pozitivni kon-
trola (standard) a negativni kontrola (NTC - bez templatu a DNA z negativni - zdravé
rostliny). Reakce probihaly v duplikatech pro eliminaci chybnych vysledkd. Je nutné
pocitat s rezervou 10% pro kompenzaci moznych chyb pipetovanim. Po napipetovani
vsech slozek se premix pipetou dobie promicha a kratce odstredi.

SloZeni reakéni smési pro H. solani a interni kontrolu na jednu reakci (25 pl)
TagMan real-time PCR:

m FastStart Universal Probe Master (ROX)...............covoein.... 12,5 ul (1x)
m Primer HSTQRI(I0 UM) .. oo 0,75 ul (300 nM)
B Primer HSTQRT (0 M) oo 0,75 ul (300 nM)
m Sonda HSTQPT (10 M) oo 0,5 ul (200 nM)
m Primer MultiPot-F (10 pM) ... ..o 0,75 ul (300 nM)
B Primer MultiPot-R(10 UM) ..o 0,75 ul (300 nM)
m SondaMultiPot-P (10 uUM). ..o 0,25 ul (100 nM)
m RNaseFreedH,0............ ... 6,75 l
m DNA (510 ng/pl, Fedéno 10X)" L. oo 2,0 ul

Sybr Green real-time PCR:

m FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) .........c.ooven. ... 12,5 ul (1%)
m PrimerHsTqR1/MultiPot-F (10 pM). ... ..o 0,75 pl (300 nM)
m PrimerHsTqR1/MultiPot-R (10 uM) .. ... 0,75 ul (300 nM)
m PCR-gradedH,0.......... ... 9,0 ul
m DNA (5-10 ng/pl, Fedéno 10X) . oo 2,0 ul

Naneseni reakéni smési (premixu) na desti¢ku (96 jamek)

m Ze zasobniho reakcniho mixu napipetovat do kazdé jamky na desti¢ce urcené
mnozstvi reakéni smési a k tomu pridat urceny objem naredéné DNA hodnoce-
ného vzorku. Pipetou DNA opatrné promichat s premixem. PCR reakce probiha
v objemu 25 pl reakéni smési.

* DNA analyzovanych vzork( se upravi na stejnou koncentraci. Do reakci se DNA z analyzovanych
vzork( nafedi 1: 10 (pro vy$si Ucinnost reakce).

** DNA analyzovanych vzork( se upravi na stejnou koncentraci. Do reakci se DNA z analyzovanych
vzork( nafedi 1: 10 (pro vy$si Ucinnost reakce).
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m Do nékolika jamek ke kazdému premixu pfidat misto DNA pouze vodu (slepy vzo-
rek = NTC - no template control) a DNA z negativni (zdravé) rostliny.

m Desticku uzavrit prahlednym krytem.

m Desticku vhodné nasledné kratce stoéit na centrifuze (1500 x g) ve specialnim
rotoru, aby stekl reakéni mix ze stén a odstranily se pripadné vzduchové bublinky.

m Pokud neni mozné provést PCR amplifikaci bezprostfedné po pripravé, nutné
napipetovanou desticku ulozit kratkodobé v chladnicce, eventualné v mraznicce.

Nastaveni pozice vzork, popis vzorki a nastaveni protokolu podminek reakci

Reakce se provede v termocykleru Mx3005P gPCR System. Nastaveni pozice testova-
nych vzorkd, negativni a pozitivni kontroly v jednotlivych jamkach PCR-desticky (obr. 4),
popis vzorkd a nastaveni protokolu podminek reakci (obr. 5) se provede v pfislusném
softwaru, ktery je soucasti termocykleru. Pri pouZiti jiného typu termocykleru se m(ize
vzhled a pouzivani software lisit.

Obr. 4: Nastaveni pozice vzorki a popis vzork( v softwaru termocykleru

Show Wl Nt |

I crs ™ rox I Fam
rcva ™ HEX .
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Obr. 5: Nastaveni protokolu podminek TagMan real-time PCR reakci v softwaru termocykleru
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Reakéni podminky pro H. solani a interni Reakéni podminky Sybr Green real-time

kontrolu TagMan real-time PCR: PCR:
Pocet cyklt | Teplota (°C) Cas Pocet cyklli | Teplota ('C) Cas
1 95 15 min 1 95 10 min
95 15s 95 15s
40 60 60 s 40 60 60 s
72 10's 72 5s
95 30s
1 60 60s
95 30s
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2.3.3 Vyhodnoceni real-time PCR reakce

Na zakladé hodnot CT (Threshold cycle) sledovanych vzorkd, pozitivni kontroly (stan-
dard), interni kontroly a negativni kontroly (zdrava rostlina) se vyhodnoti real-time PCR
reakce (obr. 6-10). Stanovi se, zda je testovany vzorek daného druhu negativni nebo
pozitivni na H. solani. Veskeré hodnoty Ct nizsi nez 35 jsou povazovany za pozitivni.
Vzorky na hranici detekce (Ct = 35) musi byt pfekontrolovany opakovanim PCR reakce.
Interni standard (obr. 10) zafazeny do testu, jehoz Ct se pohybuje od 15 do 25 (priimérna
hodnota Ct je 20) slouzi ke kontrole kvality extrahované DNA a vzniku fale$né nega-
tivnich vysledk(. U metody Sybr Green je nutné ovéreni specificity a Cistoty produkt(
po poslednim cyklu pomoci analyzy teploty tani (melting analyse) [obr. 7].

Obr. 6: Detekce H. solani pomoci Sybr Green real-time PCR (amplifikaéni kfivky fedici fady,
1:1,1:10,1:102 1:103,1:104,1: 105 a 1: 109)

g

Fluorescence (dR)
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Obr. 7: Detekce H. solani metodou Sybr Green real-time PCR (disociaéni kfivky)
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Obr. 9: Detekce H. solani pomoci TagMan real-time PCR (amplifikaéni kFivky) 2.4 PRIKLAD PRAKTICKEHO VYUZITI

Do experiment(l byly zarazeny hlizy bramboru se symptomy stribritosti slupky a kul-
tury H. solani pochazejici ze shirky hub. Pfi extrakci DNA, zvlasté pri pouziti silikage-
lovych kolonek komercnich extrakénich sad, vyvstava riziko jejich ucpavani bobtna-
vym Skrobem, kterého hlizy bramboru obsahuji velké mnozstvi. Z tohoto divodu je
nezbytné optimalizovat hmotnost navazky vzorku, aby nedochazelo k jejimu predimen-
zovani a naslednému ucpavani kolonek. Pri téchto potizich mdze dochazet k extrakci
DNA o nizkeé kvalité a kvantité a nasledna PCR analyza muze potom vykazovat falesné
negativni vysledky. Pro spravny pribéh PCR reakci byla stanovena koncentrace pri-
mer( a sond. Dalsim ukolem bylo zjiSténi hranice detekce optimalizované real-time
PCR metody. Pro toto zjisténi byla vytvorena fedici fada (1:1, 1:10, 1:102, 1:103, 1:104,
1:105 a 1:108) [obr. 6]. Redici fada byla vytvoiena fedénim DNA z odebranych segment
slupky pozitivnich a negativnich vzorkd hliz bramboru.

Na zakladé vsech provedenych analyz byly vsechny testované vzorky zarazené
o B : : ; do experimentu specificky a spolehlivé diagnostikovany (tab. 2, obr. 7-9). Po vyhodno-
T 4 8 3 W 2 MW o8 W oW N M BB DR M BB ceni redici rady byly veskeré hodnoty Ct nizsi nez 35 povazovany za pozitivni a vyssi
za negativni. Vzorky s hodnotou Ct 35 bylo nutné prekontrolovat opakovanim reakce.
Pro duplex PCR reakce je vzdy nezbytna optimalizace koncentraci primer( a sond.
Po provedeni PCR reakci s rdznymi poméry mnozstvi primert a sond byla stanovena
jejich optimalni finalni koncentrace, tj. 300 nM kazdého primeru pro H. solani, 200 nM
TagMan sondy pro H. solani a 300 nM kazdého primeru pro vnitini standard, 100 nM
TagMan sondy pro vnitfni standard.

10000

9000

Fluorescence (dR)

Tab. 2: Porovnani detekce H. solani pomoci TagMan a Sybr Green real-time PCR

_ Testovany vzorek TagMan real-time PCR Sybr Green real-time PCR
&£ 50004+
= V1 kultura 20,97 + 18,48 +
S 4000 7 V3 hliza 2219 + 20,03 +
: ; V4 hliza 2015 ¥ 19,52 +
T V5 hliza 17,37 + 17,66 +
Shic ; K* (standard) 15,81 + 13,70 +
K No Ct = No Ct =
1000 Blank (pufr) No Ct - No Ct -
2 4 L 8 i iz 14 16 18 20 2 24 i 8 30 k7§ 34 36 38 40
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Vysledky fedici Fady (tab. 3) dale ukazaly velmi vysokou citlivost pouzité real-time
PCR metody. Z vysledkl je patrné, Ze testované vzorky byly vsemi metodami speci-
ficky a spolehlivé detekovany. Mezi ohéma variantami real-time PCR nebyly prokazany
vyznamné rozdily za predpokladu odpovidajici melting analyzy u varianty s vyuzitim
nespecifického barviva SYBR Green. Kvalita DNA a pripadna inhibice real-time PCR
reakci byla kontrolovana zarazenim vnitfniho standardu do PCR. Reakce interniho
standardu prokazala kvalitni extrakci DNA. Pouzity postup extrakce nukleovych
kyselin pomoci silikagelovych kolonek byl vhodny pro ziskani DNA z hliz bramboru
o odpovidajicich parametrech. Z hlediska kvality a kvantity DNA potrebné do PCR je
vybeér spravného postupu extrakce DNA stézejni a ovliviuje exaktnost naslednych PCR
analyz. Hlavnim omezenim pro pouziti diagnostickych technik zalozenych na PCR je
vyskyt falesné negativnich vysledkd kvali nezadoucimu ucinku inhibitord PCR, reagen-
ciim nebo dysfunkci termocykleru (ABU AL-SoUD & RADSTROM, 1998; MALORNY et dl.,
2004). Problémy muze potencionalné zplsobit kompetitivni amplifikacni cinek, kdy
velké mnozstvi jednoho DNA produktu inhibuje amplifikaci jinych DNA produktd (BoIVIN
et al., 2004). K ovéfovani negativnich reakci slouZi tzv. vnitfni standard (PATERSON,
2006), protoze PCR maze byt inhibovana pfitomnosti polysacharidd a fenolickych slou-
¢enin obsazenych v hlizach bramboru (van der WOLF et al., 2001).

Tab. 3: Citlivost detekce H. solani pomoci real-time PCR (pramérné hodnoty Ct)

Redéni TagMan real-time PCR Sybr Green real-time PCR

1x 14,62 + 13,06 +

1:10 18,49 + 16,46 +
1:102 21,59 + 19,77 +
1:10° 24,98 + 23,47 +
1:104 29,99 + 26,74 +
1:10° 31,42 + 31,04 +
1:10° 34,31 + 34,28 +

K- No Ct - 38,52 -
Blank (pufr) No Ct - No Ct -
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3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V metodice jsou uvedeny podrobné ovérené a optimalizované laboratorni manualy
postupl detekce H. solani v hlizach bramboru nebo ¢isté kulture pomoci real-time PCR
(TagMan a Sybr Green), které zahrnuji pfipravu vzorkd, izolaci DNA, vlastni postup
pripravy reakci, kontrolu specificity a vyhodnoceni vysledk(. Priznaky stribritosti hliz
vyvolané H. solani jsou ¢asto zaménovany s ¢ernou teckovitosti bramboru zpUsobe-
nou Colletotrichum coccodes (Wallr) S. HUGHES, 1958, a proto maji vyznam exaktni
laboratorni diagnostické metody nezavislé na vizualni kontrole. Obé onemocnéni zpd-
sobuji skvrny na slupce hliz a ¢asto se vyskytuji spolecné. Oba patogeny produkuji
tmavé mycelium a Ize je rozlisit pouze na zakladé morfologie spor, a proto je sporulace
nezbytna pro diagnostiku patogend. Na zakladé naseho pozorovani a udajli z publikaci
sporuluje H. solani na zivném médiu velmi Spatné a za pomérné dlouhou dobu. Kon-
vencni mikrobiologicky rozbor je diky tomu ¢asové narocny a vyzaduje zkusenosti pri
mikroskopické identifikaci. Pouzité metody zalozené na PCR zvysi predevsim rychlost
a citlivost detekce H. solani a zajisti vyssi spolehlivost diagnostiky. Metody mohou
pro svoji citlivost odhalit i pocatecni infekce, které by byly jinak prehlizeny. Kvalitu
extrahované DNA a pripadny vznik moznych falesné negativnich vysledk( Ize snadno
kontrolovat pomoci vnitini kontroly zarazené do testU. Protokoly byly optimalizovany
pro pouziti v hézné diagnostické laboratori vybavené zarizenim pro molekularni biologii.

4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Optimalizované molekularni metody diagnostiky H. solani zaloZzené na PCR (tj. Sybr
Green a TagMan real-time PCR) uvedené v metodice jsou v souc¢asnosti velmi perspek-
tivni nejen z hlediska citlivosti, specificnosti a rychlosti detekce, ale i lepsSi zaruky eli-
minace nezadoucich technickych chyb. S ohledem na tyto prednosti Ize predpokladat
jejich Sirsi uplatnéni napriklad v kontrolni praxi. Certifikovana metodika je urc¢ena pro
pracovisté, ktera se zabyvaji diagnostikou patogen( rostlin, predevsim pro akredito-
vané diagnostické laboratore statni spravy, slechtitelské organizace, vyzkumné Ustavy
a zemédeélskou praxi. Podrobné laboratorni protokoly uvedené v metodice mohou slou-
Zit studentGim strednich a vysokych $kol pfi vyuce fytopatologickych predmétt zamé-
fenych na diagnostické metody patogend.
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5. EKONOMICKE ASPEKTY

Zavedeni metodiky do laboratorni praxe (laboratofe pfistrojové vybavené na moleku-
larni metody) vyZaduje tyto naklady:
m Pro detekci H. solani je nezbytné porizeni specialniho pristrojového vybaveni jako
je termocykler pro real-time PCR (300-500 tis. K¢&).
m Cena za extrakci DNA z jednoho vzorku pletiva bramboru potfebné pro real-time
PCR je 50-150 K¢ (dle zvolené extrakéni sady).
m Vlastni naklady na detekci H. solani pomoci real-time PCR jsou 100-140 K¢ (TagMan,
jeden test; dle zvolené reakéni sady) nebo 20-50 K¢ (Sybr Green; jeden test; dle
zvolené reakéni sady).

Ceny jsou kalkulovany na zakladé nejlevnéjsi nabidky spotiebniho materialu, neza-
hrnuji reZie a jsou bez DPH. Metoda Sybr Green real-time PCR je v souc¢asnosti levnéjsi
z dGvodu absence sondy, kterou vyzaduje TagMan real-time PCR. Konvencni PCR
je cenové srovnatelna s metodou Sybr Green real-time PCR. Vyzaduje vSak analyzu
konecného produktu pomoci geloveé elektroforézy.

H. solani snizuje predevsim trzni hodnotu hliz, vzhledem k rostouci poptavce po
pranych hlizach, ¢imz muaze negativné ovlivnit trh s konzumnimi a sadbovymi brambo-
rami. Choroba mdze mit vyznamny vliv na vyvoz, zejména sadbovych hliz, protoze na
certifikovanych sadbovych hlizach je povolena pouze omezena infekce H. solani. BEhem
skladovani mize dochazet ke snizovani hmotnosti hliz, protoZe slupka napadenych hliz
ma vyssi propustnost pro vodu. Hranolky a chipsy vyrobené z napadenych hliz maji
¢asto neprijatelné hnédé okraje. V¢asna a citliva detekce H. solani pomoci real-time PCR
ve Slechtitelskych a sadbovych materiadlech prispéje k eliminaci infekce, a tim ke snizeni
ekonomickych ztrat daného podniku odhadovanych na cca 100 tis. K¢ rocné.
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