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1. CIL METODIKY

Cilem certifikované metodiky je optimalizovat molekularni metody detekce a kvantifikace
polyfagniho houbového patogenu Rhizoctonia solani z pidniho prostiedi. Metodika je
zamétena na hostitele lilek brambor, u kterého tento patogen zptsobuje vyznamné onemocnéni
— vlockovitost hliz bramboru.

Pouzita metoda SybrGreen real-time PCR umoznuje vysokou citlivost detekce uvedeného
patogenu v pud¢ a zajistuje spolehlivost diagnostiky. Protokoly jsou optimalizovany pro bézné
pouziti v laboratorich zabyvajicich se molekularni biologii.

2. VLASTNI POPIS METODIKY|

2.1 UVOD

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) patii v Ceské republice k nejpéstovangjsim
okopaninam. Vyznamnou roli zaujima piedevSim v potravinafstvi, ale také v primyslovych
odvétvich. Vroce 2021 péstebni plocha dosahla 28,9 tisic ha a primérna spotieba se
pohybovala mezi 6065 kg/ osobu (Zizka, 2022).

Lilek brambor napada cela fada patogent z fad vird, bakterii, Oomycetes a hub. Vyznamnym
houbovym patogenem je kofenomorka bramborova — Rhizoctonia solani Kiihn, teleomorfa
Thanatephorus cucumeris (Fr.) Donk, téida Basidiomycetes, ktera zpisobuje onemocnéni
snazvem vlo¢kovitost hliz bramboru. Vlo¢kovitost hliz bramboru (obr.1) je hospodaisky
vyznamné onemocnéni, které vyznamné snizuje vynos, kvalitu hliz i samotnou prodejnost
vlivem vyskytu deformaci a sklerocii na hlizach (Ackerman et al., 2013).

Obrazek 1 Symptomy vlockovitosti hliz bramboru zpisobené R. solani

R. solani je celosvétové rozsifeny pidni nekrotrofni organismus, ktery ma Siroky hostitelsky
okruh rostlin zahrnujici i hospodaisky dulezité plodiny. Napadany jsou rostliny z ¢eledi
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Poaceae (pSenice, jeCmen, oves, ryze, kukufice), Fabaceae (soja, vojtéska), Solanaceae
(brambor, tabak), Amarantacea (fepa), Brassicaceae (fepka olejka), Asteracea (salat) a dalsi.
Uvnitit druhu R. solani existuje zna¢na geneticka diverzita projevujici se v biochemickych a
molekularnich markerech, v morfologii kolonii a rovnéZ i v patogenité a agresivit¢ (Dubey et
al., 2016). Na zaklad¢ této skutecnosti byly populace R. solani rozdéleny na 14 somaticky
nekompatibilnich skupin nazyvanych jako anastomoézové skupiny AG-1 az AG-13 a AG-BI
(Ajayi-Oyetundea & Bradley, 2018, Wallon et al., 2020). Izolaty R. solani zpusobujici
onemocnéni brambor ptislusi predev§im do anastomédzové skupiny 3 (AG-3), ackoli i izolaty
ze skupin AG-4, AG-5 a AG-9 mohou infikovat rostliny a hlizy brambor (Anguiz & Martin,
1989; Balali et al., 1995).

Diagnostika R. solani je v soucasné dob¢ zalozena predevsim na molekularné biologickych
testech s vyuzitim konven¢ni PCR nebo real-time PCR (gPCR). Vzhledem k vnitrodruhové
specifit€é mezi vnitinimi transkribovanymi mezerniky (ITS) rDNA ¢ini tuto oblast jako velmi
vhodnou pro molekularni detekci a také pro zatazeni izolati R. solani do jednotlivych AG-
skupin (Lees et al., 2002; Okubara et al., 2008; Dubey et al., 2016). PCR analyzy jsou rychlé,
citlivé, umoznujici nejen kvalitativni, ale i kvantitativni hodnoceni (Woodhall et al., 2013)
patogenti nejen v hlizach bramboru, ale 1 v pud€. Mikroskopické metody maji pti diagnostice
R. solani pouze doplikovy charakter, a to z toho divodu, Ze se patogen vyskytuje predevsim
ve vegetativni fazi bez tvorby nepohlavnich spor (Ajayi-Oyetundea & Bradley, 2018).

R. solani ptezimuje na hlizach a v pidé v podobé sklerocii a mycelia. V piedeslych letech
platilo, Ze v podminkach CR byl zdroj infekce ze sadby vyznamngji nez zdroj z pudy, kde
patogen preziva na poskliziiovych zbytcich. V souvislosti s minimalizaci obdélavani pady, a
tudiz s vysSim obsahem nerozlozené organické hmoty na pozemcich, se navysuje riziko infekce
Z pudy. Pokud jsou hlizy skladovany pii vyssi teploté na relativni vlhkosti vzduchu, muze
mycelium vyrustajici ze sklerocii infikovat oc¢ka a pozdéji klicky sousednich hliz. Po vysadbé
je infekce klickli a podzemni ¢asti stonkt silnéjsi pii chladném a vlhkém pocasi, kdy porosty
dlouho vzchazeji. Z hlediska kontroly mnozstvi patogent v ptidé (promoienosti pudy timto
patogenem) je dulezité vytvorit citlivou metodu detekce a kvantifikace R. solani pfimo
V ptdnich vzorcich bez predchazejici kultivace.

2.2 PRINCIP POUZITE DIAGNOSTICKE METODY
Polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Simuluje proces replikace DNA v podminkach in vitro. Je to enzymaticka reakce, které se
ucastni termostabilni DNA dependentni DNA polymeraza (Taq Polymeraza). Jako vychozi
substrat slouzi purifikovana DNA. Syntéza novych fetézcii probiha od kratkych tiseki DNA
(primeri), jejichZ sekvence je komplementarnim k hrani¢nim oblastem pozadovaného useku
DNA. Ve smési DNA, Taq polymerazy, paru ,.forward” a ,;reverse” primerd a jednotlivych
stavebnich sloZek nového fetézce, tj. smési vSech 4 deoxynukleotid trifosfatt (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP) smichanych v reakénim pufru obsahujicim Mg?* jako kofaktor pouZitého enzymu
je pak v ramci cyklické reakce opakované syntetizovan zvoleny usek DNA. Vysledny produkt
Ize snadno vizualizovat a sekvencovat. Vysledkem je tedy napf. identifikace patogent podle
zvolené sekvence. Reakce hodnocena v redlném case za pomoci nékterého ze systémi
zahrnujicich narast fluorescenéniho signélu spolu s odpovidajicim nartistem PCR produktu
umoziiuje nejen identifikaci, ale také kvantifikaci specifického produktu.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-018-1473-0#ref-CR44

Tato cyklicka reakce zahrnuje 3 kroky lisici se reakéni teplotou.

1. Denaturace — zahtivani DNA, pfi kterém dochazi k rozruseni vodikovych mistki
v molekule a naslednému vzniku jednovlaknové DNA.

2. Annealing — faze nasedani primerd na specificka mista DNA. Na dvouvlaknové tseky
DNA-primer se vaze DNA polymeraza.

3. Prodluzovani — dochazi k samotné syntéze DNA. Ve sméru 5‘—3° ptirtista vlakno DNA
komplementarni k ptivodni molekule DNA.

Kroky PCR se cyklicky opakuji. Pro dostate¢nou amplifikaci ptivodni molekuly DNA obvykle
postacuje 30 cyklu. Finélni produkt se zobrazuje pomoci riznych typt gelové elektroforézy.

Real-time PCR (gPCR)

Pokud je real-time PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) vyuzivana pro kvantifikaci,
vychazi z klasické PCR. Velkou ptednosti této metody je kontinudlni monitorovani piirtstkl
DNA béhem kazdého cyklu, tedy vrealném case. Zakladni podminkou je piitomnost
fluorescenéniho substratu, ktery se vaze na syntetizovanou DNA. Uroveni detekované
fluorescence, ktera v pribéhu PCR roste, je pfimo umérnd mnozstvi nasyntetizované nukleové
kyseliny. Data jsou sbirana béhem celého procesu na real-time termocyklerech s optikou
umozinujici excitaci substrati a naslednou detekci fluorescence v kazdé jamce. Ptistroj po
kazdém cyklu zobrazuje fluorescenci, ktera se prubézné zaznamenava (Micuda et al., 2006).

Pro detekci produkti se Casto vyuziva nespecifické interkalacni barvivo SYBR Green 1., které
se behem cyklti vaze na vznikajici dsDNA. Po navazani na DNA se aktivuje fluorescencni
zéieni, které je snimano a vyhodnocovano. Postupné zvySovani trovné fluorescencniho signalu
odpovida nartstu DNA PCR produktu. Narist fluorescencniho signalu vidime na obrazovce
jako narastajici kiivku v soustavé os X a Yy, kdy na ose x je pocet cykli reakce a na ose y je
vynesena uroven fluorescencniho signalu, ktera odpovidd mnozstvi Syntetizované DNA.
Typicka amplifika¢ni kiivka (obr. 2) ma esovité prohnuty tvar a jednotlivé faze kiivky
vypovidaji o prabéhu reakce: background faze (fluorescence jesté neni méfitelnd),
exponencialni faze (reakce je precizni a specificka), linearni faze (efektivita reakce pomalu
klesa) a zavérecna platd (plateau) faze, kdy je reakce pozvolna inhibovana. Pro kvantitativni
vyhodnoceni je diilezity nastup exponencialni faze, ve které jsou zachovany pomeéry mezi
urovni fluorescencniho signalu a mnozstvim vstupni (matricové) DNA. V této fazi probiha
odecet dat pro kvantifikaci. Z osy X se odecitaji se hodnoty Cr, které vyjadiuji pocet cykla, které
musely v daném vzorku prob&hnout, aby fluorescen¢ni signal daného vzorku dosahl piedem
zadané turovné tzv. treshold”, coz je rovnob&Zka sosou X, ktera specifikuje uroven
signifikantniho nartstu fluorescence signalu.
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Obrazek 2 Prubéh syntézy PCR produktu v jednotlivych fazich PCR

Vyhodou gPCR je také vysoka specificita a citlivost (Micuda et al., 2006; Raclavsky, 2003).
Vysledek reakce zname dfiv, neZ probéhnou vsSechny cykly. Kromé tohoto urychleni a
vypusténi zdlouhavé detekce produktu na gelu je uvedena technika hlavné vyhodna tam, kde
potiebujeme znat presné mnozstvi vstupni templatové DNA (Raclavsky, 2003).

Zpiusoby kvantifikace

Kvantifikace vstupni matricové DNA miize byt provedena pomoci relativni nebo absolutni
kvantifikace.

Relativni normalizovana kvantifikace

Relativni normalizovana kvantifikace je zaloZena na porovnani tirovné fluorescenc¢niho signalu
u testovaného vzorku s trovni fluorescencniho signalu u zndmého vzorku oznacovaného také
jako vnitini kalibrator. Uroveii signalu u tohoto vzorku je brana jako 1 nebo 100% a troveit
signalu v testovanych vzorcich je vyjadiena bud’ podilem, nebo procenty vzhledem k vnitinimu
kalibratoru. V kazdém vzorku jsou hodnoty Cr sledované sekvence DNA (genu)
normalizovany pomoci hodnot Ct genu referencni DNA, ktery zarucuje korekci na stejné
mnozstvi vstupni DNA v reakci. V piipadé, kdy se kvantifikuje DNA patogenu v pletivech
hostitele, je vyhodné brat jako referenéni DNA hostitele. V piipadé kvantifikace patogent ve
vzorcich z pudy, je do vzorku ptidano stejné mnozstvi jakékoli jiné DNA (napi. DNA kvasinek)
(Lievens et al., 2006). V této metodice byla pouzita DNA izolovana z rostlin tabaku (Nicotiana

tabacum).

V ptipad¢é kvantifikace patogent je jako vnitini kalibrator bradn nejcastéji vzorek z Cisté
myceliarni Kultury nebo vzorek z rostlin vykazujici nejsilngj$i pfiznaky infekce. Tento vnitini
kalibrator se pak pfidava ke vSem nezavislym hodnocenim a takto je umoZnéno porovnat tyto
vysledky mezi sebou. Pokud je u vSech porovnavanych reakci dosazeno 100% ucinnosti, jsou



hodnoty normalizované relativni kvantifikace (NRK) generované softwarem, ktery byva
soucasti real time cykleru. Pfi rizné ucéinnosti reakci (nedosahujici 100 %) je nutno provést
vypocet NRK podle rovnic uvedenych v publikacich Pffafel (2001) a Rassmusen (2001). Do
vypocti vstupuji hodnoty Ct pii dané trovni tresholdu a ucinnost je pocitana z hodnoty
smérnice aktualni kalibra¢ni kiivky, ktera je soucasti kazdé série reakci.

Normalizovana relativni kvantifikace patogeni je stanovena na zdkladé hodnot ACr (rozdil
hodnot C+ referenéniho genu a Ct genu identifikujici druh patogenu) a vypocitana podle vztahu
pro hodnoceni relativni exprese (NRE) upravené dle Pfaffl (2001) s korekci na u¢innost reakci

(E).

(E atogen )ACT patogen
RE = patog

- ACT &ni
(E referencni gen ) referencnigen

ACT patogen — CT vnitini kalibrator (patogen) — CT vzorek

ACT referencni gen — CT vnitini kalibrator (referencéni gen) — CT vzorek

Utinnost PCR reakci (E) byla odvozena z kalibra¢ni k¥ivky dle Rasmussen et al. (2001).

1
E = 10 smeérnice kalibracni primky

Absolutni kvantifikace

Absolutni kvantifikace vychazi z normalizovanych hodnot Cr, které jsou nasledn¢ dosazeny do
rovnice kalibra¢ni kiivky slozené z fedéni vzorku DNA patogenu (DNA z mycelia) o znamé
koncentraci.

CT patogenu

CT normalizované —

CT referenctniho genu

U vSech vzorki jsou za stejnych podminek sledovany hodnoty Ct patogenu (reakce s primery
specifickymi k sekvenci DNA patogenu) a hodnoty Ct hostitele (reakce s primery specifickymi
k sekvenci referencni DNA). Provedena korekce upravuje mozné nepiesnosti vzniklé pii
spektrofotometrickém méfeni koncentrace DNA ve vzorcich.

Z kalibra¢ni kiivky lze odecist odpovidajici mnozstvi patogen specifické DNA v jednotkach
kalibra¢ni kiivky.



Smérnicova rovnice kalibracni primky: y = kx + q
Koeficienty k (smérnice kalibra¢ni ptimky) i g ziskame z popisu aktudlni kalibra¢ni piimky.

Dosazenim normalizovanych hodnot Ct do smérnicové rovnice piimky (za X) vypocitame
hodnotu log mnozstvi DNA patogenu Vv ng. Po odlogaritmovani jsou tyto hodnoty pfepocitany
na mnozstvi DNA patogenu (pg) na konkrétni mnozstvi DNA hostitele (ng).

2.3 STANOVENI MNOZSTVI R. SOLANI VPUDE METODOU RELATIVNI
KVANTIFIKACE — VLASTNI POSTUP

2.3.1 Kultivace patogeni
Technické vybaveni potifebné pro kultivaci patogenti

Petriho misky (90 mm)

Flowbox — sterilni ockovaci box (Faster Two 30)
Autoklav (Tuttnauer 2540 M)

Plynovy kahan

Mikrobiologické jehly

Chemikalie pottebné pro kultivaci patogent

e Zivné médium (Potato Dextrose Agar)
e Sterilni destilovana voda

Postup kultivace:

Kultury hub kultivujeme pfi teploté 21-24 °C cca 2 tydny.

2.3.2 1zolace DNA z mycelia izolati
Technické vybaveni pro izolaci DNA z mycelia hub a pro jeji uchovavani

e Nadoba na tekuty dusik (Cryometal KB 20)

e Tieci misky s tloucky

o Centrifuga s otdCkami min. 14 000 otacek/min s rotorem na plastové
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml (Eppendorf, 5417R)

Thermoblock (MD-02N-220)

Vortex

Pipety (2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl) a kompatibilni $picky

Plastové mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf)

Spektrofotometr (BioMate 4, Thermo Spectronic)

Mrazici box -20°C



Chemikalie potiebné pro izolaci DNA z mycelia hub

Tekuty dusik

DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagene, Hilden, Némecko)
Cisty etanol (96 %), analytical grade (Sigma) — do pufri
Technicky etanol (70 %) — sterilizace

Izolace DNA z mycelia izolath byla provedena pomoci komeréniho kitu DNeasy®Plant Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) pti dodrzeni standardniho protokolu.

Pted zahajenim vlastni izolace je nutno pfipravit:

e Pufry AW1 a AW2 jsou dodavany bez etanolu, proto je nutné pied prvnim
pouzitim ptidat do roztokd doporucené mnozstvi 96% etanolu.

e Pufr AP1 a koncentrat AW1 se mohou béhem skladovani ¢astecné vysrazet.
V takovém ptipadé je vhodné je pted pouzitim nahiat ve vodni lazni na 65 °C.

e Zahtat thermoblock na 65 °C.

e Predehrat pufr AE na 65 °C.

Postup izolace DNA

Homogenizovat 100 mg vzorku mycelia rozdrcenim v tieci misce pomoci tekutého dusiku. Do
mikrozkumavek napipetovat 400 pl pufru AP1 a 4 pl RNase A (100mgml™).

a)
b)

c)

d)
e)

f)
9)
h)

n)

Mikrozkumavky zaviit a dikladné promichat (vortex).

Inkubovat promichanou smés 10 min pii 65 °C, mikrozkumavky béhem inkubace 2 az
3 x pievratit (dochdzi k lyzi bunék).

Ptidat 130 pl pufru P3 do lyzatu, promichat a inkubovat 5 min na ledu.

Centrifugovat lyzat 5 min/14 000 rpm.

Napipetovat (prelit) lyzat do QIAshredder Mini spin column mikrozkumavky (fialova)
a centrifugovat 2 min/max. rychlost (V téchto dvou krocich dochazi k purifikaci lyzatu.
Jsou odstraneny zbytky bunék a srazenina).

Prenést tekutou frakci do nové mikrozkumavky.

Pfidat pipetou 1,5 objemu pufru AW1 a promichat otaéenim mikrozkumavky (cdstecné
vysrdzeni DNA).

650 ul smési (veetné srazeniny) pienést do mikrozkumavky DNeasy Mini spin column
a centrifugovat 1 min/10 000 rpm, vylit proteklou frakci (DNA se v tomto kroku vaze na
specifickou membrdanu 7 kiemicité pryskyrice, ktera selektivné vize DNA/RNA
V zavislosti na koncentraci soli a dalSich faktorech).

Opakovat krok h se zbyvajici ¢asti vzorku. To znamena nanést zbytek smési na stejnou
kolonu.

Kolonku pienést do nové mikrozkumavky a pfidat 500 pul pufru AW2 a centrifugovat 1
min/10 000 rpm; vylit proteklou frakci (promyvdni membrany).

Na kolonku nanést 500 pl pufru AW?2 a centrifugovat 2 min, max. rychlost (do vysuseni
membrany).

Pro dikladné vysuSeni DNeasy membrany centrifugovat jesté¢ jednou bez pufru 1
min/max. rychlost.

Kolonku s membranou ptenést do nové mikrozkumavky a ptidat 60 pl pufru AE ptimo
na stted membrany, nechat inkubovat 5 min pii pokojové teploté (15-25 °C).
Centrifugovat 1 min/10 000 rpm.
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0) Po izolaci DNA je nezbytné stanoveni jeji kvality a kvantity pomoci spektrofotometru
(BioMate 4, Thermo Spectronic).
p) Zamrazit vzorky. DNA se skladuje v mikrozkumavkach (1,5 ml) pii -20 °C.

2.3.3 lIzolace DNA z pudy

Technické vybaveni pro izolaci DNA z pudy

Nadoba na tekuty dusik (Cryometal KB 20)

Sito— velikost otvorti 2 mm

Tteci misky s tloucky

Centrifuga s otackami min. 14 000 rpm s rotorem na plastové mikrozkumavky
0 objemu 1,5 ml (Eppendorf, 5417R)

Thermoblock (MD-02N-220)

Vortex mixer (Stuart SA7)

Multi speed Vortex MSV-3500 s adapterem na vortexovani mikrozkumavek
0 objemu 2 ml

Homogenizator  Ultra-Turrax  (IKA® ULTRA-TURRAX® TUBE
DISPERSER)

Pipety (2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl) a kompatibilni $picky

Plastové mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf)

Spektrofotometr (BioMate 4, Thermo Spectronic)

Mrazici box -20°C

Chemikalie potfebné pro izolaci DNA z pudy

Tekuty dusik

AllPrep® PowerFecal ®DNA/RNA Kit (Qiagen, Hilden, Némecko)

Cisty etanol (96 %), analytical grade (Sigma Aldrich, Némecko) — do pufra
1M DTT (Dithiothreitol)

Pted vlastni izolaci DNA je nutno pfipravit:

e Ptidat 96% etanol do pufrit AW1, AW2 a RPE podle pokynt na lahvickéch.
e Zahtat pufr PM1 na 55 °C 10 min.

Ptiprava vzorku na izolace DNA z pudy

Vzorky pudy musi byt odebirany ve vétsich objemech a homogenizovany tak, aby do vlastni
izolace vstupovaly alikvoty zastupujici testované mnozstvi.

Postup izolace DNA

a) 500 g mirné vlhké pady presit na situ 2 mm a promichat. Alikvoty 5-10 g takto
upravené zeminy homogenizovat 3 min pomoci homogenizatoru Ultra-Turrax.
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f)
9)
h)
i)
)
K)

Z takto homogenizovanych vzorkii odebrat 2 g do nasledné homogenizace Vv tfeci misce
pomoci tekutého dusiku.

Z této frakce odebrat 250 mg, prenést do mikrozkumavek oznacenych ,,Microbial Lysis
Tubes* a ptidat 800 pul pufru PM1 a 25 pl DTT a dalsi kroky izolace provadét dle
standardniho protokolu pouzitého kitu.

Umistit zkumavky se vzorkem horizontaln¢ do adapteru a vortexovat 10 min pii
maximalnich otackach (zkumavky obsahuji skienéné kulicky, které napomdahaji rozbiti
bunek). V pufru dochazi k lyzi bunék.

Centrifugovat lyzat 1 min pfi maximalnich otac¢kach (14 000 rpm). Pfenést supernatant
do nové mikrozkumavky (1,5 ml) a ptidat 150 pl roztoku IRS, kratce promichat
vortexem a inkubovat 5 min pti 4 °C.

Centrifugovat 1 min pti 10 000 rpm. Pienést 300 ul supernatantu do nové
mikrozkumavky (2 ml), ptidat 400 pl pufru C4 a dobie promichat pipetovanim.
Ptenést 700 pl smési na kolonu ,,AllPrep DNA MinElute®spin column® umisténé v
mikrozkumavce (2 ml).

Centrifugovat 30 s pti 8 000 rpm. Kolonu pienést do nové mikrozkumavky (2 ml) a
piidat na ni 500 pl pufru AW1 a centrifugovat 30 s pii 8 000 rpm. Odstranit supernatant.
Na kolonu ptidat 500 pl pufru AW2 a centrifugovat 2 min pfi maximalnich otackach.
Odstranit supernatant.

Ptenést kolonu do ¢isté mikrozkumavky (2 ml) a centrifugovat naprdzdno 1 min pii
maximalnich otackach.

VysuSenou kolonu pienést do nové mikrozkumavky (1,5 ml), na membranu nanést 30 pl
pufru EB, inkubovat 1 min p#i pokojové teploté a centrifugovat 1 min pti 8 000 rpm.

Protekla frakce obsahuje DNA, kterou mizeme hned déle pouzit nebo skladovat pii -20 °C.

2.3.4 Priprava vzorku DNA pro gPCR

a)

b)

d)

Mnozstvi DNA ve vzorcich je nutno zméfit na spektrofotometru a nasledné vSechny
vzorky vyrovnat na stejnou koncentraci DNA (napt. 50 ngul™l). Do viech vzorktit DNA
izolovanych z pudy piidat stejnou koncentraci referen¢ni DNA (napi. DNA izolovana
z N. tabacum o koncentraci 5 ngul™).

Jako pozitivni kontrolu a DNA pro vytvoreni kalibra¢nich kiivek Ize pouzit DNA
izolovanou z myceliarni kultury izolatd R. solani (RSM). Vyizolovana DNA je
nafedéna na stejnou koncentraci jako u pudnich izolatd a kvuli efektu pozadi je do
zakladniho vzorku ptidana stejnd koncentrace DNA izolovana z nekontaminované nebo
sterilizované pudy.

Dalsi vzorky kalibracni kiivky (RSM II. — V.) jsou postupné 4x fedény v poméru 1:9.
Také ke vSem vzorklim kalibraéni kiivky je pfidana referenéni DNA (napt. DNA
izolovana z N. tabacum o koncentraci 5 ngul™). Tato kalibraéni kiivka slouzi k vypoétu
ucinnosti reakce s primery specifickymi k sekvencim patogenu.

Pro vypocet u¢innosti reakce s primery specifickymi k sekvenci na referen¢ni DNA je
pfipravena kalibra¢ni fada fedéni referenéni DNA tabaku + DNA izolované ze
sterilizované pudy. Zakladni vzorek je postupné 4x fedén v poméru 1:9.
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2.3.5 Kvantifikace R. solani pomoci qPCR

Pro gPCR je mozno pouzit kit Xceed gPCR SG 2x Mix L0o-ROX (Institute of Applied
Biotechnologies, Londyn, Velka Britanie), ktery umoznuje hodnoceni reakce v realném case
diky obsahu interkala¢niho barviva SYBR Green 1. Slozeni reakéni smési a koncentrace
jednotlivych slozek je uvedena v tabulce 1. Kvantifikace R. solani je provedena pomoci
specifickych primert ARSF4/ARSR4 dle Dubey et al. (2016). Pro hodnoceni vnitini referencni
DNA je navrzena reakce s univerzalnimi primery Plantl(c)/Plant2 (d) (Taberlet et al., 1991).
Sekvence primert jsou uvedeny v tabulce 2.

Technické vybaveni potfebné pro PCR reakce

Termocykler (iCycler Biorad iQ5)

Software na vyhodnoceni (soucasti cykleru)

PCR desticky — 96 jamek (Bio-Rad)

Plastové mikrozkumavky 1,5 ml — ptiprava premixu

Pipety (0,2-2,0 pl, 2-20 ul, 20-200 ul a 100-1000 ul), kompatibilni $picky
(s filtrem — zabraneéni mozné kontaminaci)

Laminarni RNA/DNA box

e Minicentrifuga, centrifuga (na desticky)

e Vortex — centrifuga, Multi-Spin MSC-6000 (BioSan)

Chemikalie potiebné pro PCR reakce

e Kit Xceed qPCR SG 2x Mix Lo-ROX (Institute of Applied Biotechnologies, Londyn,
Velka Britanie)

e Druhov¢ specifické primery a primery na referenc¢ni gen podle sekvenci popsanych v
uvedenych publikacich — tabulka 2

Tabulka 1 Slozeni reak¢ni smési o celkovém objemu 25 ul

Koncentrace Vysledna
Slozky reak&ni smési (25ul) zasobnich Objem (ul) koncentrace
roztoku
Xceed pPCR 2x Mix 2X 12,5 1x

Forward primer 20 uM 0,6 480 nM

Rewerse primer 20 uM 0,6 480 nM
PCR ddH,O 9,3
DNA variabilni 2
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Tabulka 2 Sekvence a puvod pouzitych primerd

. . s Velikost o
Organismus | Oznaceni primerQ Sekvence (5°-3") orodukiy Autofi
R solani ARSF4 CAACGGATCTCTTGGCTCTC 317 pb Dubey et al., 2016
ARSR4 GGTGTCCTCGGCGATAGATA
N. tabacum Plantl () CCAAATCGGTAGACGCTACG 577 pb Taberlet et al., 1991
Plant2 (d) GGGGATAGAGGGACTTGAAC
Postup pripravy qPCR

a) Podle tabulky 1 je nutno namichat 2 mixy vSech slozek (bez DNA) v objemech
odpovidajicich poctu vSech testovanych vzorka vcetné vzorki kalibracni kiivky a
negativni kontroly. Jeden mix s primery specifickymi k sekvenci R. solani
(ARSF4/ARSR4) a druhy s univerzalnimi primery (Plant1/Plant2).

b) Premix rozpipetovat po 23 ul do jamek PCR desticky. Kazdy mix na samostatné
platicko, protoZe reakce neprobihaji za stejnych podminek.

c) Do jednotlivych jamek piidat 2 pl DNA jednotlivych vzorkli vyrovnanych na stejné
mnozstvi DNA (viz kap. 2.3.4 ptiprava vzorki DNA). Do kazdého platicka jsou
pridany také vzorky odpovidajici kalibra¢ni kiivky. Pfi¢emz jeden ze vzorkl kiivky
je zadan jako vnitini kalibrator.

d) Za podminek uvedenych v tabulce 3 provést jednotlivé reakce v Real Time cykleru.
Vsechny reakce je vhodné opakovat ve tfech technickych opakovanich.

Tabulka 3 Podminky reakci qPCR pro jednotlivé pary primera

Faze PCR Pocet cykli ARSF4/ARSR4 Plantl (c)/Plant2(d)
Iniciace 1 95 °C—2 min 95 °C—2 min
Denaturace 95°C-10s 95°C-10s
Nasedani 40 60°C-10's 55°C-10's
primeri
Syntéza 65°C-30s 65°C-30s
i Nartst teplot z Nartst teplot z
Anylaza teploty 60°C—95°C 55°C—95°C
;1‘(‘)‘ dﬂgtlz (kazdjch 10s0 | (kazdgch 10s o
0,5°C) 0,5°C)

Utinnost reakci s primery ARSF4/ARSR4 v opakovanych testech se pohybuje mezi 97-100 %
(R?=10,966-0,999). Analyza teploty tani specifického PCR produktu potvrdila jeden specificky
produkt o teploté tani 82,5 °C (obr.3).
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Obrazek 3 Analyza teploty tani produktu PCR s primery ARSF4/ARSR4

Utinnosti reakci hodnoticich mnozstvi referenéni DNA (Plantl/Plant2) dosahovala 94 %

(R? = 0,997). Teplota tani tohoto produktu byla 80 °C (obr.4).
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Obrazek 4 Analyza teploty tani produktu PCR s primery Plant1(c)/Plant2(d)

Vyhodnoceni qPCR metodou normalizované relativni kvantifikace

Vysledky qPCR jsou hodnoceny metodou relativni kvantifikace, pfi které porovnavame troven
specifického signadlu v jednotlivych vzorcich surovni tohoto signidlu ve vzorku, ktery
oznacujeme jako vnitini kalibrator (napt. vzorek 100x fedéné DNA izolované z mycelia
R. solani). Hodnota specifického signalu v tomto vzorku (pramér ze 3 opakovani) je brana jako
1 (nebo 100 %) a hodnoty specifického signalu v ostatnich vzorcich jsou s ni porovnavany.
Vypocet relativni kvantifikace je proveden dle Pffafel (2001). Do vypoctu vstupuji hodnoty Cr
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pii Grovni Th = 100 generované softwarem, ktery je soudasti cykleru BioRad iQ5. Uginnost
jednotlivych reakci je prepocitdna dle Rassmusen (2001). Do vypoctu dosazujeme absolutni
hodnotu smérnice aktudlni kalibra¢ni kiivky. Hodnota smérnice kalibracni kiivky je také
generovana softwarem.

2.4 PRIKLAD PRAKTICKEHO VYUZITI
Postup

Stanoveni R. solani bylo provedeno ve vzorcich pudy odebrané ze 3 stanovist’ S1, S2 a S3.
Vzorky S1 a S2 byly odebrany z pozemk, na kterych byly péstovany brambory (Havlicktiv
Brod). Vzorek S3 byl odebran z pozemku, na kterém byl opakované péstovan je¢men (Brno).
Jako negativni kontrola byla brana sterilizovana pida. Pro ovéfeni ucinnosti izolace DNA a
nasledné kvantifikace pomoci qPCR byla ¢ast vzorku pidy S1 kontaminovana myceliem
R. solani.

Vlastni izolaci DNA z pidy pomoci kitu AllPrep® PowerFecal®RDNA/RNA Kit (Qiagen,
Hilden, Némecko) pifedchazela homogenizace vétsiho objemu pidy. Mirné vlhka puda (0,5 kg)
byla pieseta na situ 0 velikosti ok 2 mm a promichana. Alikvoty (10 g) takto upravené zeminy
byly homogenizovany 3 min pomoci homogenizatoru Ultra-Turrax. Do €asti vzorku S1 bylo
pied homogenizaci piidano mycelium R. solani (10 g pudy + 200 mg mycelia) (S1+RS). Z takto
homogenizovanych vzorkl byly odebrany 2 g do nasledné homogenizace pomoci tekutého
dusiku. Z této frakce bylo preneseno 250 mg do 800 ul izola¢niho pufru a dalsi kroky izolace
byly provedeny dle standardniho protokolu pouzitého kitu. Mnozstvi DNA ve vzorcich bylo
vyrovnano na koncentraci 50 ngul™.

Jako pozitivni kontrola a DNA pro vytvoteni kalibrac¢nich kiivek byla pouzita DNA izolovana
z myceliarni kultury izolatd R. solani (RSM). 100 mg mycelia bylo rozdrceno v tekutém dusiku
a DNA byla izolovana pomoci kitu DNease Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) podle
standardniho protokolu. Za pomoci stejného kitu byla izolovana DNA z tkanové kultury
N. tabacum. Tato DNA byla pouzita jako vnitini referen¢ni kontrola do vSech vzorka.

Vyizolovana DNA byla nafedéna na koncentraci 50 ngul™, s vyjimkou DNA izolované ze
sterilizované ptdy (STS), ze které byla ziskana nejvyssi mozna koncentrace 15 ngul™. P¥iprava
vzorkil je sumarizovana v tabulce 4. Prvni vzorek kalibra¢ni kiivky (RSM 1.) byl ptipraven
smichanim DNA izolované z myceliarni kultury (RSM) a DNA izolované ze sterilni pudy
(STS). Dalsi vzorky kalibraéni kiivky (RSM II. —V.) byly postupné 4x fedény v poméru 1:9.
Také zakladni vzorky DNA z pldy cilen¢ kontaminované myceliem (S1+RS 1.) a vzorky DNA
izolované z neoSetfené pudy (S1 I., S2 I. a S3 I.) byly postupné 3x fedény v poméru 1:9. Ke
vSem vzorkiim byla ptidana DNA izolovana z in vitro kultury N. tabacum tak, aby byla ve
vzorcich jeji koncentrace stejnd, vzdy 5 ngul™.
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Tabulka 4 Mnozstvi DNA ve vzorcich pfipravenych pro kvantifikaci R. solani

o MnozZstri DNA (ng ul-1)
Oznaceni -
vzorku R wh,”” Pida N. tabacum
mycelinm
RSM L 50 13 3
RSM IL 3 1.5 3
RSM IIL 0.3 0.13 3
REM IV. 0.03 0,013 3
RSM V. 0,003 0.0015 3
S1+RSL 50 3
51+ESIL 3 3
S1+R5 IIL 0.5 3
S1+R5 IV. 0,03 3
51 L 0 30 3
51 I 0 3 3
51 IO 0 0.3 3
51 IV. 0 0.03 3
521 0 30 3
52 I 0 3 3
52 I 0 0.3 3
52 IV 0 0.035 3
83 L 0 30 3
53 IL 0 3 3
53 I 0 0.5 3
53 IV. 0 0.03 3
STS 0 13 3
E- 0 0 0

qPCR byla pfipravena pomoci kitu Xceed gPCR SG 2x Mix Lo-ROX (Institute of Applied
Biotechnologies, Londyn,Velka Britanie). Slozeni reak¢ni smési a koncentrace jednotlivych
slozek je uvedena v tabulce 1. Kvantifikace R. solani byla provedena pomoci specifickych
primeri ARSF4/ARSR4 dle Dubey et al. (2016). Pro hodnoceni vnitini referenéni DNA byla
provedena reakce s univerzalnimi primery Plant1(c)/Plant2 (d) (Taberlet et al., 1991) viz vySe
uvedené body metodiky.

Vysledky qPCR byly hodnoceny metodou relativni kvantifikace. Jako vnitini kalibrator byl
vybran vzorek 100x fedéné DNA izolované z mycelia R. solani (v tabulce 5 je oznacen *).
Hodnota specifického signalu v tomto vzorku (primér ze 3 opakovéni) byla brana jako 1 (nebo
100 %) a hodnoty specifického signalu v ostatnich vzorcich s ni byly porovnavany. Vypocet
relativni kvantifikace byl proveden podle metody Pffafel (2001). Do vypocti byly brany
hodnoty CT pii trovni Th = 100. Vysledné hodnoty uvedené v tabulce 5 piedstavuji primérné
hodnoty ze 3 opakovani a jejich variabilita je vyjadiena hodnotami smérodatné odchylky (SD).

Vysledky

Vysledky normalizované relativni kvantifikace R. solani ve vzorcich testované pidy jsou
uvedeny v tabulce 5.

Vysledné hodnoty relativni kvantifikace DNA R. solani jsou vztazeny k 100x fedénému vzorku
DNA mycelia (0,5 ngul™ specifické DNA). Z hodnot vzorki kalibra¢ni kiivky RSM 1. - V. je
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ziejma linearni zavislost (R? = 0,9) mezi mnozstvim DNA ve vzorcich a relativnim mnoZstvim
specifické DNA vypocitaného na zékladé hodnot Cr. Tato zavislost byla potvrzena hodnotami
ziskanymi u fedénych vzorkti S1+RS I. —IV. V ramci kalibraéni kiivky jsme byly schopni
hodnotit vzorky obsahujici DNA z mycelii az do koncentrace 0,005 ngul™. Ve vzorcich S1 +
RS bylo fedéni provedeno do hodnot 0,05 ngul™. DNA izolované z cilené kontaminované pady
(S1 + RS IV.), ptiéemz 1 pl DNA tohoto vzorku odpovida asi 0,014 ng mycelia. Cisty
specificky produkt jsme byli schopni detekovat i ve vzorcich pudy S1 a S2, ve kterych bylo
detekovano fadoveé 1000x méné specifického produktu nez ve vzorku RSM III (coz odpovida
asi 0,5 pg specifické DNA na 1 ul izolované DNA) a 10x méné nez v poslednim fedéni cilené
kontaminovaného vzorku (~DNA z 0,0014 ng mycelia).

Mnozstvi specifické DNA v fedénych vzorcich S1 a S2, ve vzorku S3 a ve vzorku ze
sterilizované pldy bylo jiz na hranici nebo za hranici detekce. Lze je povaZovat za negativni.

Tabulka 5 Hodnoty vyjadiujici relativni mnozstvi specifické DNA v 1 ul izolatu v porovnani

s mnozstvim specifické DNA R. solani ve 100x fedéném vzorku kalibra¢ni kiivky (*).

L Relativni
Oznaceni Cr patogena Crref. genu mnosstvi DNA sb
vzorku R solani
Cr pl Cr p2 Crp3 Cr ref primér S0
RSM |. 11,79 12,34 11,61 10,86 98,4844 18,8320
RSM II. 14,84 14,83 14,87 10,42 9,7452 0,1642
RSM IIL.* 18,33 18,19 18,15 10,46 0,9990 0,0518
RSM V. 21,72 21,83 21,58 10,29 0,0827 0,0062
RSM V. 25,28 25,18 25,18 10,21 0,0072 0,0003
S1+ RS . 12,32 12,68 12,16 10,71 64,8504 3,6290
S1+ RSl 15,98 16,35 15,96 10,28 3,8097 0,0439
S1+ RS Il 19,19 19,07 18,97 10,22 0,4763 0,0297
S1+ RS IV. 22,27 26,24 29,12 10,16 0,0265 0,0176
S1l. 26,98 27,34 26,87 10,66 0,0028 0,0004
S1l. 29,65 29,77 29,88 10,3 0,0003 0,0000
S1 Il 30,99 30,8 31,13 10,19 0,0001 0,0001
S1 V. 32,04 30,69 29,65 10,21 0,0002 0,0001
S2 1. 27,68 28,24 27,16 11,02 0,0024 0,0007
S2 1l 29,02 14,74 29,17 10,38 0,0005 0,0000
S2 1l 31,04 31,13 29,97 10,25 0,0002 0,0001
S2 V. 31,12 30,99 30,75 10,21 0,0001 0,0003
S3 1. 29,77 30,18 28,88 11,33 0,0008 0,0003
S3 1l 30,62 30,11 30,86 10,32 0,0002 0,0000
S3Il. 32,33 31,44 30,87 10,2 0,0001 0,0000
S3IV. 31,14 32,22 30,75 10,18 0,0001 0,0000
STS 30,2 31,64 28,88 10,37 0,0003 0,0002
K- 33,05 31,76 31,79 10,32 0,0000 0,0000
Zavér

Nase vysledky dokumentuji vhodnost metody pro stanoveni R. solani ve vzorcich pudy pfi
relativné nizké koncentraci DNA. Specificky produkt odpovidajici DNA R. solani jsme byli
schopni detekovat ve vzorcich pldy, které obsahovaly 1000x méné specifického produktu
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oproti vzorku RSM III (coz odpovida asi 0,5 pg specifické DNA na 1 pul izolované DNA) a 10x
mén¢ nez v poslednim fedéni cilené¢ kontaminovaného vzorku pidy (~DNA z 0,0014 ng
mycelia).

3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Pouzita metoda real-time PCR (qPCR) umoznuje citlivou detekci patogent v pud¢ a zajist'uje
relativné vysokou spolehlivost diagnostiky. Certifikovand metodika, ktera by se touto
problematikou zabyvala, dosud nebyla vypracovana, proto mizeme nami piedlozenou metodu
srovnavat pouze s vysledky publikovanymi ve védecké literatufe. Prvni préace, které se touto
problematikou zabyvaji, pochazeji z roku 2001. Na rozdil od kvantifikace patogent v pletivech
hostitele, mize byt stanoveni koncentraci patogentli ve vzorcich piidy komplikované. Je to dano
n¢kolika faktory. Koncentrace patogenti v piidé byva hodné nizkd, miize byt pfitomno mnoho
riznych pidnich mikroorganismt, a proto jakakoli naslednd kultivace vzorkti mtze vést ke
zménam v kvantitativnich pomeérech. Citlivost kvantifikace musi byt vysokd a ve vSech
publikovanych pracich byla prokazovana na vzorcich uméle kontaminovanych (Cullen et al.,
2001; Woodhall et al., 2013; Dubey et al., 2016). Takovéto vzorky mohou slouzit jako zaklad
kalibrace, ale pii izolaci DNA z kontaminované ptidy miize dochézet ke ztratdm zplisobenym
riznou ucinnosti izolace, a proto jsou pro kalibraci vhodnéjsi izolaty DNA piimo z Cistého
mycelia. Pro zohlednéni pozadi DNA z piidy (zejména vzhledem k moznym piimésim latek
inhibi¢niho charakteru) by mohlo byt piesnéjsi pfimichani DNA z pidy k pfesné zméfenym
vzorkiim DNA z mycelia.

Citlivost detekce musi byt také doprovazena uc¢innou metodou izolace DNA z ptdy, coz
V ptipad¢ houbovych patogent neni jednoduché. V soucasné dobé je na trhu vice kiti, které
jsou doporuceny pro izolace DNA z pudy, ale my jsme nejlepsi vytézky ziskavali pii pouziti
kitu, ktery je urcen pro izolace DNA z fekalii. Primery musi byt vysoce specifické a soucasné
musi reakce probihat pii nizkych koncentracich matricové DNA. Vyssi specificitu fesi systém
kvantifikace s vyuzitim vnitinich TagMan sond (Woodhall et al., 2013). Tento systém je vSak
naro¢ny na kvalitni pfistrojové vybaveni a provozni chemikalie jsou drazsi nez v systémech
vyuzivajicich SybrGreen. Specifické primery, které jsme pouzili, byly autory Dubey et al.
(2016) navrzeny pro qPCR, komplementarni k oblasti ITS rDNA. Protoze jsme provadéli
kvantifikaci R. solani obecné, bez ohledu na druh izolatu, nebylo nutno pouzivat systém
vyuzivajici vnitini sondy. Specificita reakce byla ovéfena analyzou teploty tdni PCR produktu
a pravdépodobné diky ucinné izolaci DNA se citlivost naSich reakci zvysila jesté o jeden fad
oproti vysledkiim publikovanym v praci Dubey et al. (2016). Se stejnymi primery byli schopni
detekovat 1,24 pg DNA patogenu.

V neposledni fadé mulize byt problematickd interpretace vysledki absolutni kvantifikace.
Prepocty hodnot Ct na mmnozstvi specifické DNA ve vahovych jednotkidch obsaZenych
V konkrétnim mnozstvi pidy by mohlo byt zkresleno odliSnou u¢innosti izolace DNA.

Nami pouzitd metoda relativni kvantifikace tyto problémy obchéazi. Hodnoty specifické DNA
jsou vyjadieny pomérem k definovanému vzorku o zndmém obsahu DNA patogenu. Pii pouziti
stejného vnitiniho kalibratoru mohou byt takto hodnoceny vzorky DNA z pidy z nezavislych
izolaci.
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4. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY]

Optimalizace metody real-time PCR pro detekce R. solani v pidé, kterou se tato metodika
zabyva, je v soucasnosti velmi perspektivni nejen z hlediska citlivosti, specificnosti a rychlosti
detekce, ale 1 lepsi zaruky eliminace nezddoucich technickych chyb. S ohledem na tyto
prednosti 1ze predpokladat jejich SirSi uplatnéni naptiklad v kontrolni praxi. Certifikovana
metodika je urcend pro pracoviste, ktera se zabyvaji diagnostikou patogent rostlin, predevsim
pro akreditované diagnostické laboratofe statni spravy, Slechtitelské organizace, vyzkumné
ustavy a jako sluzba pro zemédélskou praxi. Podrobné laboratorni protokoly uvedené v
metodice mohou slouzit studentim vysokych Skol pfi vyuce fytopatologickych piedméti
zamétenych na diagnostické metody patogenti.

5. EKONOMICKE ASPEKTY|

Zavedeni metodiky do laboratorni praxe (laboratofe pfistrojové vybavené na molekularni
metody) vyzaduje tyto naklady:

e Pro detekci R. solani je nezbytné potizeni specialniho pfistroje — termocykleru pro real-
time PCR (400-900 tis. K¢)

e Cena za extrakci DNA z jednoho vzorku ptudy, myceliarni kultury ¢i rostlinného pletiva
(referencni DNA) potiebné pro real-time PCR je 260 K¢ (pii doporu¢eném izolaénim
kitu).

e Vlastni naklady na detekci R. solani pomoci real-time PCR je 96 K¢ (pfi doporu¢eném
reak¢énim kitu).

e Cena jednoho kompletniho testu (1 vzorek ve 3 technickych opakovanich; testovany
gen a referen¢ni gen) se pohybuje kolem 360 K¢.

Ceny jsou kalkulovany na zakladé nejlevnéjsi nabidky spotfebniho materialu, nezahrnuji
rezie a jsou bez DPH. Metoda Sybr Green real-time PCR je v sou¢asnosti levnéjsi z davodu
absence sondy, kterou vyzaduje TagMan real-time PCR.
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