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

1 Cil metodiky

Cilem certifikované metodiky je optimalizace molekuldarnich metod diagnostiky
Helminthosporium solani Durieu & Mont., (1849), plvodce stfibfitosti slupky, v poslednich
letech dllezité skladkové choroby bramboru (Solanum tuberosum L.), kterd snizuje predevsim
trzni hodnotu hliz. Pouzité metody zaloZzené na PCR, tj. TagMan real-time PCR a SybrGreen
real-time PCR, zvysi citlivost detekce H. solani v hlizdch bramboru, zajisti vyssi spolehlivost a
rychlost diagnostiky. Protokoly budou optimalizovany pro pouZiti v béiné diagnostické
laboratofi vybavené zafizenim pro molekularni biologii.

2 Vlastni popis metodiky
2.1 Uvod

Stfibfitost slupky, zplisobena houbou Helminthosporium solani Durieu & Mont., (1849) [H.
atrovirens syn. Spondylocladium atrovirens], je choroba bramboru (Solanum tuberosum L.),
ktera se stala ekonomicky vyznamnou (Errampalli et al., 2001). Vzestup vyskytu stfibfitosti je
pfipisovan nedostatec¢né odolnosti odrlid bramboru k H. solani (Rodriguez et al., 1996)
a neucinnym ochrannym opatrenim (Errampalli et al., 2001).

Stfibfitost vyvolavd vétSinou kosmetické vady hliz, ¢imZz muUZe negativné ovlivnit trh
s konzumnimi a sadbovymi bramborami. Stfibfitost obvykle nezplsobuje ztraty na vynosech
(Wale et al., 2008). Vzhledem k rostouci poptdvce po pranych hlizach sniZuje trini 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
muaZe mit vyznamny vliv na vyvoz, zejména sadbovych 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).

Mycelium 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 & Mc Intyre, 1983). Prvni konidie se vyviji termindlné na vrcholu tmavych,
prehradkovanych a nepravidelnych konidioforl a nasledné konidie, v poctu mezi 5 a 30 se
vyvijeji bazipetdlné (Hunger & Mclintyre, 1979). H. solani vytvafi velké, vdlcové, tmavé, 3-10
bunécéné, mirné prohnuté, silnosténné konidie o délce 15-64 um a Sifce 4-8 um (Hunger
& Mclintyre, 1979). Konidie se tvofi v preslenech na konidioforech. Léze s hojnéjsi produkci
konidii a konidioforli jsou tmavsi neZ nesporulujici léze. Vétsina konidii a konidioford je
vytvarena na rozhrani mezi odumrelym pletivem vykazujici pfiznaky a zdravym pletivem. Léze
s hojnou sporulaci se jevi jako hnédé az spalené, zatimco zralé léze jsou stfibfité (Hunger &
Mclntyre, 1979). Teploty v rozmezi 15-32 °C a vysoka vlhkost md ¢asto za nasledek kli¢eni
konidii, coZ vede k infekci hliz. Konidie vykli¢i do 16 hodin a apresoria jsou pozorovana dva dny
po inokulaci (Heiny & Mclntyre, 1983). Mycelium pronika do epidermis pres lenticely a/nebo
pronika do peridermu a zpUsobuje ztratu pigmentace, coZz ma za nasledek vznik stfibritych lézi
(Rodriguez et al., 1995, 1996; Wale et al., 2008). S vyjimkou hliznatych druhl 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 stfibfitosti ma dvé faze: polni a skladovaci. Primdrnim zdroje inokula
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H. solani jsou infikované sadbové hlizy (Hide & Adams, 1980; Jellis & Taylor, 1977). K infekci
hliz mUZe dojit béhem vegetacniho obdobi z infikovanych sadbovych hliz (Secor & Gudmestad,
1999) nebo pldniho inokula (Firman & Allen, 1995b) a pfi skladovani (Jellis & Taylor, 1977;
Rodriguez et al., 1996), kdy za pfiznivych podminek dochazi ke sporulaci houby Ccinici hlizy
sazovité (Secor & Gudmestad, 1999). Primarni infekce, ke které dochazi brzy po iniciaci hlizy,
je Casto soustfedéna na stolonové konce hliz (Jellis & Taylor, 1977). Vétsina infekci se vyskytuje
pred sklizni, i kdyZz k nim mUzZe dojit pfi sklizni nebo mohou byt konidie pfeneseny pfi
zavlazovani (Firman & Allen, 1995a). ZavaZnost onemocnéni se vyrazné zvySuje pfi
dlouhodobém skladovani hliz (Secor & Gudmestad, 1999). H. solani m{iZe sportovat a infikovat
hlizy ve skladech brambor (Rodriguez et al., 1996), a konidie mohou slouZzit jako zdroj inokula
pro sekundarni infekéni cykly v obchodech (Mérida & Loria, 1994). Konidie z infikovanych hliz
mohou byt rozptyleny ventilaénim systémem (Rodriguez et al., 1996). Ackoliv je H. solani
povazovano za patogena hliz, mlZe prezimovat v pidé jako saprofyt na rostlinnych zbytcich
(Jellis & Taylor, 1977; Mérida & Loria, 1994). Prezimujici pldni inokulum nehraje v
epidemiologii dulezitou roli (Jellis & Taylor, 1974).

Ndazev onemocnéni je odvozen od charakteristického kovového, stfibritého lesku starsich lézi
na povrchu hliz bramboru. Pfiznaky onemocnéni se objevuji na hlizach, ale ne na stonku nebo
kofenech (Fahn, 1982). Stfibrné zbarveni peridermu je zplsobeno ztratou pigmentu,
prostfednictvim vysouseni bunék a ukladanim suberinu (Frazier et al., 1998). Pigmentace hliz
je zcela skryta u kultivarl brambor s ¢ervenou slupkou (Jellis & Taylor, 1977) Léze zUstavaji
po vytvoreni na hlizach v padé malé, ale béhem skladovani se zvétSuji (Mérida & Loria, 1994).
Prvni pfiznaky sttibfitosti na hlizach jsou svétle hnédé kruhové skvrny popf. l1éze na konci
stolonu, které mohou byt tmavé olivové barvy (Cullen et al., 2001; Jellis & Taylor, 1977). Po
vytvoreni hliz v plidé zlstavaji |éze malé, ale béhem skladovani se zvétsuji (Jellis & Taylor,
1977; Mérida & Loria, 1994). Jednotlivé léze postupné splyvaji (Mérida & Loria, 1994).
Zavazinost onemocnéni lze snizit oSetfenim sadbovych hliz fungicidy nebo dodriovanim
osevniho sledu (Kutuzova et al., 2017).

Obr. 1 Symptomy stribfitosti hliz vyvolané H. solani
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Obr. 2 Sporulace H. solani na hlize bramboru

2.2 Podstata pouzitych diagnostickych metod
Real-time PCR (qPCR)

Real-timePCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) metoda je zaloZena na klasické PCR
s tim rozdilem, Ze termocykler umoZiiuje kontinudlné monitorovat (v realném case) pfirtstky
DNA béhem kazdého cyklu (u klasické PCR se detekuje azZ findIni produkt). Zakladni podminkou
je pritomnost fluorescenéniho substratu, ktery se vaie na syntetizovanou DNA. Urovef
detekované fluorescence, ktera v pribéhu PCR roste, je pfimo Umérnd mnoZstvi
nasyntetizované nukleové kyseliny (vzniklého produktu). Data jsou sbirdna béhem celého PCR
procesu na specialnich termocyklerech s optikou umoZiujici excitaci substratl a naslednou
detekci fluorescence v kazdé jamce. Pfistroj po kazdém cyklu zméfi fluorescenci a vysledek
pfedd fidicimu softwaru, ktery zobrazuje kontinudlné mnozstvi uvolnéné fluorescence
(Raclavsky, 2003; Micuda et al., 2006).

Typicka amplifikaéni kfivka ma esovité zakfiveny tvar a lze ji rozdélit na Ctyfi ¢asti:
1) ,background" fazi, kdy je amplifikatu tak malo, Ze jeho fluorescence jeSté nedosahuje
méfitelnych hodnot
2) exponencialni fazi, kdy mnozZstvi produktu exponencialné roste (trva asi 4-8 cykl()
3) linearni fazi (mnozZstvi produktu pribyva linedrné)
4) plateau fazi, kdy dochazi k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného produktu se dale
nemeéni a fluorescencni signdl zistava konstantni.
Plati, Ze ¢im drive amplifikacni kfivka dosahne exponencialni faze, popt. prekroci urcity
fluorescenéni prah umistény do této faze, tim vice startovnich templatovych molekul bylo
pritomno ve vzorku na poc¢atku reakce (Micuda et al., 2006; Raclavsky, 2003).
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Detekce probiha pfti real-time PCR v exponencidlni fazi, kdy jsou ve vzorcich zachovany
kvantitativni poméry a reakce je precizni a specificka. Oproti tomu u klasické PCR probiha
detekce v platé fazi, pfi niz nelze rozliSit mnozstvi matricové DNA ve vzorku.

Kvantifikace DNA se provadi prostfednictvim matematické analyzy amplifikacnich kfivek
vzniklych vynesenim namérené fluorescence oproti poradovému cCislu ptislusného cyklu.
Pro detekci PCR produkt Ize vyuZit nespecifické fluorescenéni barvivo (SYBR® Green real-time
PCR) nebo specifické sondy (TagMan real-time PCR).

SYBR Green real-time PCR

Pro detekci PCR produktl se nej¢astéji vyuziva nespecifické interkalaéni barvivo SYBR® Green
I, které se béhem cykl( vaze na vznikajici ds DNA. Vazbou na DNA se aktivuje — emituje
fluorescencni zareni, které je prlibézné snimano a vyhodnocovano. Narlst fluorescenéniho
signalu vidime na obrazovce jako narustajici kfivku.

TagMan real-time PCR

Pro detekci PCR produktd Ize pouZit kromé barviva SYBR® Green specifické sondy (préby),
nejcastéji TagMan. Kromé primerl se do reakce vklada dalsi oligonukleotid, ktery doseda
na amplifikovany usek. Tento oligonukleotid je na jednom konci oznaceny fluorescencni
znackou (fluorofor) a na druhém konci nese tzv. zhdsec (quencher). Pokud je fluorescenéni
latka v tésné blizkosti zhasece, je jeji fluorescence potlacena. Vlastni PCR probiha obvyklym
zpUsobem aZz do okamZziku, kdy DNA polymerdza pfi syntéze nového fetézce narazi
na fluorescenéné znaceny nukleotid (sondu). V tom okamiziku jej zacne vytésrfiovat
z templatového vlakna, Stépi jej a do roztoku se uvolfiuje fluorescencni barvivo, jehoz
fluorescenci je moiné méfit v prlbéhu amplifikace. Intenzita fluorescence je Umérna
mnozstvi nasyntezovaného PCR produktu (Micuda et al., 2006; Raclavsky, 2003).

2.3 Vlastni postup
2.3.1 lzolace DNA

DNA o pozadované kvalité (bez inhibitorl PCR) a kvantité Ize izolovat z hliz bramboru nebo
kultur hubna Zivné padé pomoci standardnich metod nebo pomoci komercnich izolaénich
a purifikacnich kit0. Pro izolace DNA z hlizovych vzork( bramboru Ize doporucit zejména kity
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, 69104) a dle vlastnich pokusU tézZ 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
v’ Laboratorni vahy — na navazky vzorkd (Mettler AE 160)
v Zasobni nddoba na tekuty dusik (Dewarova nadoba)
v Pracovni nadoba na tekuty dusik z PVC
v Laboratorni analytické vahy (Mettler AE 160) — na pfipadné navazky vzorku
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\

Centrifuga s otackami = 12 000 rpm, s rotorem na plastové mikrozkumavky
o objemu 2,0 ml (Hettich Zentrifugen EBA 12R)

Vortex (Techno Kartell TK3S)

Spektrofotometr (NanoDrop 2000c, ptipadné Perkin ElImer MBA 2000)

Mrazici box (-20 °C)

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

Treci misky s tloucky

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

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

Skalpel nebo ostry nliz, pinzeta (odbér vzorku), Spachtle

Jednorazové rukavice

ANENANENENEN

ISRV

Chemikalie potfebné pro izolaci DNA z pletiv bramboru

v’ Tekuty dusik

v’ Extrakéni kit GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich,
G2N70)

v RNase A Solution (Sigma-Aldrich, R6148-25ML nebo R4642)

v’ Etanol (96-100%), analyticky stupefi Cistoty (Sigma-Aldrich, E7023, E7148
nebo 459836) — do pufru

v’ Technicky etanol (70%) — sterilizace pracovnich prostor

Postup izolace DNA pomoci kitu GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit

Pfed zahajenim vlastni izolace je nutno pfipravit:

Pridat do pufru Wash Solution poZzadované mnozstvi 95-100% etanolu — 72 ml na 30
ml pufru (70 extrakci)

Pfedehiat termoblok na 75 °C

Dakladné promichat reagencie, v pfipadé precipitatu v reagenciich zahfat na 5565 °C
ve vodni |azni, po rozpusténi precipitatu zchladit na laboratorni teplotu

Predehtat elu¢ni pufr (Elution Solution) na 65 °C

Vlastni postup

a)

b)

Navazit vzorek slupky hliz bramboru se symptomy sttibfitosti (25 mg) nebo mycelia
z Cisté kultury houby (50 mg), vzorek homogenizovat (rozetfit) pomoci tloucku v treci
misce za poutziti tekutého dusiku (pro kvalitni homogenizaci je nutno misky s tloucky
dikladné predem namrazit). Nizsi navazka u vzorku ze slupky hliz je z dlvodu ucpavani
kolonek bobtnavym skrobem pfi naslednych krocich.

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

Inkubovat mix pfi 75 °C po dobu 30 min, béhem inkubace nékolikrat promichat
prevracenim mikrozkumavky.
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d)
e)
f)

g)
h)

i)

j)

k)
1)

p)

2.3.2

Pridat 130 pl Precipitation Solution, promichat prevracenim mikrozkumavky, umistit
na led po dobu 5 min.

Centrifugovat 16000 x g 5 min (vytvoreni pelety zbytkii bunék, proteini
a polysacharidi).

Opatrné prelit supernatant do filtracni kolonky (GenElute filtration column, modr3,
s 2 ml zachytnou zkumavkou).

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

Vyhodit filtracni kolonku a kfiltrdtu pfidat 700 pl Binding Solution a promichat
otacenim mikrozkumavky.

Pfipravit Binding Column — vlozZit GenElute Miniprep Binding Column (s ¢ervenym
krouzkem) do mikrozkumavky (pokud jiz neni sestavené), pfidat 500 pl Column
Preparation Solution do kazdé kolonky, centrifugovat 12 000 x g 1 min, wylit filtrat.
Opatrné prelit (prepipetovat) mix z kroku h) a centrifugovat pfi max. otackach (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 poZzadované mnoizstvi etanolu do pufrul)
na kolonku, centrifugovat pfi max. otackach (16 000 x g) 1 min, vylit filtrat.

Ptidat dalSich 500 ul Wash Solution na kolonku a centrifugovat pfi max. otackach 3 min
(vysuseni kolonky), filtrat se nesmi dostat na kolonku! (setfit filtrat, ktery se drzi vné
kolony).

Prenést kolonku s membrdnou do nové 2,0 ml mikrozkumavky, opatrné pridat 100 ul
pfedehiatého (65 °C) eluéniho pufru (Elution Solution) pfimo na stfed membrany
a centrifugovat pfi max. otackach (16 000 x g) 1 min, vyhodit membranu (eluce DNA).
Po extrakci DNA je nezbytné stanoveni jeji kvality a kvantity pomoci spektrofotometru.
Cistota DNA se hodnoti na zakladé stanoveni poméru absorbance pii 260 a 280 nm
(Cistd DNA ma Azeo/Azs0 1,7-1,9).

Zamrazit vzorky DNA (pfi -20 °C, pro dlouhodobé uchovavani pfi -80 °C).

PCR reakce

Technické vybaveni potfebné pro real-timePCR

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

Pocitac — fidici jednotka termocykleru (soucasti termocykleru)

Software na vyhodnoceni PCR reakci (soucasti termocykleru)

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

Vortex (Techno Kartell TK3S)

Centrifuga (na desticky) — neni nezbytna (zkvalitnéni prace)

Plastové RNase-free mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf) — pfiprava premixu
Pipety - 0,2—2,0 pl, 2-20 pl, 20—-200 pl a 100-1000 ul (Finnpipette), kompatibilni
sterilni RNase-free Spicky (nejlépe s filtrem — zabranéni kontaminaci)
Autoklav — sterilizace Spicek, pipet, mikrozkumavek (Stolni laboratorni autoklav
0T 032)

Chladici podlozka nebo polyesterova nddoba na led

PCR desticky — 96 jamek (Bio-Rad)
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v" Jednorazové rukavice

Obr. 3 Termocykler Mx3005P qPCR

Chemikalie potfebné pro real-time PCR

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

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

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

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

11
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Tab. 1 Sekvence pouZitych primert a TagMan sond pro H. solani a interni kontrolu

Nazev primeru | Sekvence primeru, sondy (5°- 3°) Poznamka
HsTgF1l GTTTCAGCGGCCGCAAG .

H. solani
HsTgR1 TTCAGATACAAGGGTTTAAGGGATTC (Cullen et al., 2001)
HsTgP1 [Cy5] TCGGAACCCTCTGTCTACCTGTACCACTTGTT [BHQ2]
MultiPot-F GGTTTCGTAATGTTCCTCACCAA

interni kontrola
MultiPot-R AAAGGTATTTATCCAGCAGTAGATCCTT (Massart et al., 2014)
MultiPot-P [VIC] CATGGTTGACGTTGAAT [MGBNFQ]

Legenda: FAM - 6-carboxyfluorescein; Cy5 — 1-(5-karboxypentyl)-1’-methylindodikarbocyaninhalid N
hydroxysukcinimidylester; VIC — 4,7,2'-trichloro-7'-phenyl-6-carboxyfluorescein; MGBNFQ — Minor Groove
Binder Non fluorescent Quencher

Pred zahajenim pripravy PCR reakce nutno pripravit:
v Narfedit primery a sondu na pracovni koncentraci (10 uM) pomoci RNase-free
dH>0
v Rozpustit na ledu primery a sondu (pokud jsou jiz nafedéné)
v Rozpustit na ledu slozky reakéniho kitu

Vlastni postup real-time PCR reakce
Vseobecné pokyny:

e vsechny slozky kitu FastStart Universal Probe Master (ROX)
uchovavat v mraznicce, chranit pred svétlem

e pouzivané chemikalie rozmrazit aZ tésné pred pouZitim, promichat
(zvortexovat)

e rozmrazené vzorky DNA udrZovat pfi 0 °C na ledu, pred odebranim
ur¢eného mnoistvi vidy promichat

e namichané vzorky udrzovat pfi 0 °C na ledu nebo chladici podlozce

e pracovat sterilné (pfedchazeni kontaminace reakci)

Pfiprava reakcni smési (premixu)

Nejprve se do mikrozkumavky (1,5 ml) pfipravi tzv. premix (namichana reak¢ni
smés pro vSechny hodnocené vzorky bez DNA). Objemy jednotlivych
komponent se musi vypocitat podle poctu analyzovanych vzork(. Do reakce
se navic zaradi pozitivni kontrola (standard) a negativni kontrola (NTC — bez
templatu a DNA z negativni — zdravé rostliny). Reakce probihaly v duplikatech
pro eliminaci chybnych vysledk(l. Je nutné pocitat srezervou 10 %
pro kompenzaci moznych chyb pipetovanim. Po napipetovani vSech slozek
se premix pipetou dobre promicha a kratce odstredi.
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Slozeni reakcni smési pro H. solani a interni kontrolu na jednu reakci (25 pl)
TaqMan real-time PCR:

e FastStart Universal Probe Master (ROX) 12,5 ul (1 %)

e Primer HsTgR1 (10 uM) 0,75 pl (300 nM)
e Primer HsTqR1 (10 uM) 0,75 ul (300 nM)
e Sonda HsTgP1 (10 uM) 0,5 (200 nM)

e Primer MultiPot-F (10 uM) 0,75 pl (300 nM)
e Primer MultiPot-R (10 uM) 0,75 pl (300 nM)
e Sonda MultiPot-P (10 uM) 0,25 ul (100 nM)
e RNase Free dH,0 6,75 ul

e DNA (5-10 ng/pl, fedéno 10x)" 2,0 pul

Sybr Green real-time PCR:

e FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) 12,5 pl (1x)

e PrimerHsTgR1/MultiPot-F (10 uM) 0,75 ul (300 nM)
e PrimerHsTqR1/MultiPot-R (10 uM) 0,75 pl (300 nM)
e PCR-grade dH,0 9,0 ul

e DNA (5-10 ng/pl, fedéno 10x)" 2,0 ul

Naneseni reakéni smési (premixu) na desticku (96 jamek)

e Ze zasobniho reakéniho mixu napipetovat do kazdé jamky na desti¢ce urcené mnozstvi
reakéni smési a ktomu pridat uréeny objem nafedéné DNA hodnoceného vzorku.
Pipetou DNA opatrné promichat s premixem. PCR reakce probiha v objemu 25 ul
reakéni smési.

e Do nékolika jamek ke kazdému premixu pridat misto DNA pouze vodu (slepy vzorek =
NTC — no template control) a DNA z negativni (zdravé) rostliny.

e Desticku uzavfit prahlednym krytem.

e Desticku vhodné nasledné kratce stocit na centrifuze (1 500 x g) ve specidlnim rotoru,
aby stekl reakéni mix ze stén a odstranily se pfipadné vzduchové bublinky.

e Pokud neni moiné provést PCR amplifikaci bezprostfedné po pftipravé, nutné
napipetovanou desticku ulozit kratkodobé v chladniéce, eventudlné v mraznicce.

Nastaveni pozice vzork, popis vzorkli a nastaveni protokolu podminek reakci
Reakce se provede vtermocykleru Mx3005P gPCR System. Nastaveni pozice testovanych
vzorkul, negativni a pozitivni kontroly v jednotlivych jamkach PCR-desticky (obr. 4), popis

“DNA analyzovanych vzorkl se upravi na stejnou koncentraci. Do reakci se DNA
z analyzovanych vzorkd naredi 1 : 10 (pro vyssi u€innost reakce).

'DNA analyzovanych vzorkd se upravi na stejnou koncentraci. Do reakci se DNA
z analyzovanych vzorkd naredi 1 : 10 (pro vyssi u¢innost reakce).
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vzork( a nastaveni protokolu podminek reakci (obr. 5) se provede v pfislusném softwaru, ktery
je soucasti termocykleru. Pfi poufZiti jiného typu termocykleru se mlze vzhled a pouzivani
software lisit.

W MxPro - Mx3005P Quantitative PCR - [Quantitative PCR, 09-13-2022, 10Hr 22Min.mxp*]

Fie Edt Instrument Tools Options Section View ‘Window Help

W ICIE IOl PPk s B[ navas|
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well e =
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Fcrs T HEX

Reference dye: - Al wells

Asslan Assay Names... |
Standard quartity =

Autodnerement 10: | *
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Autenerement
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Plate setup comments.

Full3creen Plate | News |
wigll types =h
Urknansrm NTC |
T w5

B |MxPro - Mx3005P Quantitative PCR - [user, Quantitative PCR, 11-29-2023, 11Hr 59Min.mxp] - B : [=EX]

File Edit Instrument Tools Options Section View window Help -
0 - ‘ 7] ‘% | ) Oy ‘ L ] ‘ E ZA‘ ‘ﬁ ﬁ| @ ‘Mx3UUEF‘[5Ntelselp\ate]v Run | Analysisl
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1 Plateau
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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 kontrolu TagMan real-time PCR:

Pocet cyklhi Teplota (°C) Cas

1 95 15 min
95 155

40 60 60 s
72 10s

Sybr Green real-time PCR:

Pocet cyklh Teplota (°C) Cas

1 95 10 min
95 15s

40 60 60 s
72 5s
95 30s

1 60 60 s
95 30s

2.3.3 Vyhodnoceni real-time PCR reakce

Na zadkladé hodnot Cr (Threshold cycle) sledovanych vzork(, pozitivni kontroly (standard),
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)
zarazeny do test(, jehoz Ct se pohybuje od 15 do 25 (priimérnd hodnota Ct je 20) slouzi
ke kontrole kvality extrahované DNA a vzniku falesné negativnich vysledki. U metody Sybr
Green je nutné ovéreni specificity a Cistoty produktl po poslednim cyklu pomoci analyzy
teploty tani (melting analyse) [obr. 7].
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Fluorescence (dR )

Cycles

Obr. 6 Detekce H. solani pomoci Sybr Green real-time PCR (amplifikacni kfivky redici fady,
1:1,1:10, 1:10% 1:103, 1:10% 1:10° a 1:10°)

Fluorescence (-R' (T

Tempergturs (°C)

Obr. 7 Detekce H. solani metodou Sybr Green real-time PCR (disociacni kfivky)
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Obr. 8 Detekce H. solani pomoci Sybr Green real-time PCR (amplifikacni krivky)
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Obr. 9 Detekce H. solani pomoci TagMan real-time PCR (amplifikacni krivky)
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Obr. 10 Reakce vnitiniho standardu v TagMan real-time PCR (amplifikacni kfivky)

2.4 Priklad praktického vyuZiti

Do experiment(l byly zafazeny hlizy bramboru se symptomy stfibfitosti slupky a kultury
H. solani pochdzejici ze sbirky hub. PFfi extrakci DNA, zvlasté pfi pouZiti silikagelovych kolonek
komercnich extrakénich sad, vyvstava riziko jejich ucpdvani bobtnavym skrobem, kterého hlizy
bramboru obsahuji velké mnoiZstvi. Z tohoto dlivodu je nezbytné optimalizovat hmotnost
navazky vzorku, aby nedochdzelo k jejimu pfedimenzovani a naslednému ucpdavani kolonek.
Pti téchto potiZich mize dochazet k extrakci DNA o nizké kvalité a kvantité a naslednd PCR
analyza muizZe potom vykazovat falesné negativni vysledky. Pro spravny priibéh PCR reakci byla
stanovena koncentrace primerl a sond. DalsSim ukolem bylo zjisténi hranice detekce
optimalizované real-time PCR metody. Pro toto zjiSténi byla vytvorena redici fada (1:1, 1:10,
1:10%, 1:10%, 1:10% 1:10° a 1:10°) [obr. 6]. Redici fada byla vytvorena fedénim DNA
z odebranych segment( slupky pozitivnich a negativnich vzork( hliz bramboru.

Na zakladé vsech provedenych analyz byly vSechny testované vzorky zarazené do experimentu
specificky a spolehlivé diagnostikovany (tab. 3, obr. 7-9). Po vyhodnoceni fedici rfady byly
veskeré hodnoty C: nizsi nez 35 povazovany za pozitivni a vys$si za negativni. Vzorky s hodnotou
Ct 35 bylo nutné prekontrolovat opakovanim reakce. Pro duplex PCR reakce je vidy nezbytnd
optimalizace koncentraci primer(l a sond. Po provedeni PCR reakci srdznymi poméry
mnozstvi primerl 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 vnitini standard.
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Tab. 2 Citlivost detekce H. solani pomoci real-time PCR (priimérné hodnoty Ct)

Redéni TagMan real-time PCR Sybr Green real-time PCR
1x 14,62 + 13,06 +
1:10 18,49 + 16,46 +
1:10? 21,59 + 19,77 +
1:10° 24,98 + 23,47 +
1:10* 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 -

Vysledky fedici fady (tab. 2) dale ukazaly velmi vysokou citlivost pouzité real-time PCR metody.
Z vysledk( je patrné, Ze testované vzorky byly vSsemi metodami specificky a spolehlivé
detekovany. Mezi obéma variantami real-time PCR nebyly prokdzany vyznamné rozdily za
predpokladu odpovidajici melting analyzy u varianty s vyuzitim nespecifického barviva SYBR
Green. Kvalita DNA a pfipadna inhibice real-time PCR reakci byla kontrolovana zafazenim
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
potfebné do PCR je vybér spravného postupu extrakce DNA stéZejni a ovliviiuje exaktnost
naslednych PCR analyz. Hlavnim omezenim pro poutziti diagnostickych technik zaloZzenych na
PCR je vyskyt faleSné negativnich vysledkd kvili nezddoucimu ucinku inhibitord PCR,
reagenciim nebo dysfunkci termocykleru (Abu Al-soud et Radstrom, 1998; Malorny et al.,
2004). Problémy mUiZze potenciondlné zplsobit kompetitivni amplifikacni Gcinek, kdy velké
mnozstvi jednoho DNA produktu inhibuje amplifikaci jinych DNA produktl (Boivin et al., 2004).
K ovérovani negativnich reakci slouzi tzv. vnitfni standard (Paterson, 2006), protoZze PCR mUze
byt inhibovana pritomnosti polysacharidi a fenolickych sloucenin obsazenych v hlizach
bramboru (van der Wolf et al., 2001).

Tab. 3 Porovndni detekce H. solani pomoci TagMan a Sybr Green real-time PCR

Testovany vzorek TagMan real-time PCR Sybr Green real-time PCR
V1 kultura 20,97 + 18,48 +
V3 hliza 22,19 + 20,03 +
V4 hliza 20,15 + 19,52 +
V5 hliza 17,37 + 17,66 +
K+ (standard) 15,81 + 13,70 +
K- No Ct - No Ct -
Blank (pufr) No Ct - No Ct -
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3 Srovnani ,nhovosti postupa“

V metodice jsou uvedeny podrobné ovérené a optimalizované laboratorni manualy postupt
detekce H. solani v hlizach bramboru nebo Cisté 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 stfibfitosti hliz vyvolané H. solanijsou c¢asto
zaménovany s ¢ernou teckovitosti bramboru zplisobenou Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.
Hughes, 1958, a proto maji vyznam exaktni laboratorni diagnostické metody nezavislé na
vizualni kontrole. Obé onemocnéni zplsobuji skvrny na slupce hliz a ¢asto se vyskytuji
spole¢né. Oba patogeny produkuji tmavé mycelium a lze je rozliSit pouze na zakladé
morfologie spor, a proto je sporulace nezbytna pro diagnostiku patogent. Na zakladé naseho
pozorovani a Udaju z publikaci sporuluje H. solani na Zivném médiu velmi Spatné a za pomérné
dlouhou dobu. Konvenéni mikrobiologicky rozbor je diky tomu ¢asové ndrocny a vyzaduje
zkusenosti pfi 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 pfipadny vznik mozZnych faleSné negativnich vysledkl Ize snadno kontrolovat pomoci
vnitfni kontroly zafazené do testll. Protokoly byly optimalizovany pro poufZiti v béiné
diagnostické laboratofi vybavené zarizenim pro molekularni biologii.

4 Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Optimalizované molekuldrni metody diagnostiky H. solani zalozené na PCR (tj. Sybr Green
a TagMan real-time PCR) uvedené v metodice jsou v soucasnosti velmi perspektivni nejen
z hlediska citlivosti, specifi¢nosti a rychlosti detekce, ale i lepsi zaruky eliminace nezadoucich
technickych chyb. S ohledem na tyto prednosti Ize predpokladat jejich SirsSi uplatnéni naptiklad
v kontrolni praxi. Certifikovand metodika je uréend pro pracovisté, ktera se zabyvaji
diagnostikou patogen( rostlin, predevsim pro akreditované diagnostické laboratore statni
spravy, Slechtitelské organizace, vyzkumné Ustavy a zemédélskou praxi. Podrobné laboratorni
protokoly uvedené v metodice mohou slouzit studentim stfednich a vysokych skol pfi vyuce
fytopatologickych predmétli zamérenych na diagnostické metody patogen(.

5 Ekonomické aspekty

Zavedeni metodiky do laboratorni praxe (laboratofe pfristrojové vybavené na molekularni
metody) vyZaduje tyto ndklady:

— Pro detekci H.solani je nezbytné pofizeni specialniho pfistrojového vybaveni jako
je termocykler pro real-time PCR (300-500 tis. K¢)

— Cena za extrakci DNA z jednoho vzorku pletiva bramboru potfebné pro real-time PCR
je 50—-150 K¢ (dle zvolené extrakéni sady).

— Vlastni ndklady na detekci H. solani pomoci real-time PCR jsou 100-140 K¢ (TagMan,
jeden test; dle zvolené reakini sady) nebo 20-50 K¢ (Sybr Green; jeden test;
dle zvolené reakéni sady).

Ceny jsou kalkulovany na zakladé nejlevnéjsi nabidky spotfebniho materidlu, nezahrnuiji rezie
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a jsou bez DPH. Metoda Sybr Green real-time PCR je v soucCasnosti levnéjsi z ddvodu absence
sondy, kterou vyZaduje TagMan real-time PCR. Konvencni PCR je cenové srovnatelna
s metodou Sybr Green real-time PCR. VyZaduje vSak analyzu koneé¢ného produktu pomoci
gelové elektroforézy.

H. solani snizuje predevSim trini hodnotu hliz, vzhledem k rostouci poptavce po pranych
hlizach, ¢imZz m(Ze negativné ovlivnit trh s konzumnimi a sadbovymi bramborami. Choroba
muUZe mit vyznamny vliv na vyvoz, zejména sadbovych hliz, protoZe na certifikovanych
sadbovych hlizach je povolena pouze omezena infekce H. solani. BEhem skladovani mlze
dochdazet ke snizovani hmotnosti hliz, protoze slupka napadenych hliz ma vy3si propustnost
pro vodu. Hranolky a chipsy vyrobené z hliz napadenych maji ¢asto nepftijatelné hnédé okraje.
Vcasnd a citliva detekce H. solani pomoci real-time PCR ve Slechtitelskych a sadbovych
materidlech prispéje k eliminaci infekce, a tim ke snizeni ekonomickych ztrat daného podniku
odhadovanych na cca 100 tis. K¢ ro¢né.
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