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1. Cil metodiky

Cilem této metodiky je wvytvofit a zavést standardizovany postup pro
molekuladrni detekci vybranych houbovych patogen jetele luéniho (Trifolium
pratense L.), které zpUsobuji krckové a korenové choroby spojené se snizenou
perzistenci rostlin. Metodika je zamérena na zavedeni univerzalniho protokolu
umoznujiciho paralelni detekci a kvantifikaci tfi druhovych komplexd fuzarii
(Fusarium tricinctum species complex FTSC, F. solani species complex FSSC,
F. sambucinum species complex FSAMSC) pomoci kvantitativni polymerazové
fetézové reakce (qPCR).

Obsahem metodiky je podrobny popis celého procesu od odbéru
vzorkd aZ po vyhodnoceni vysledkl. V prvni ¢asti jsou uvedena doporuceni
pro vzorkovani kofenového materialu z polnich porostl jetele lu¢niho, ktera
zajistuji reprezentativnost vzorku. Nasleduje standardizovany protokol
izolace DNA z koten( rostlin, ktery je optimalizovan tak, aby byla dosazena
dostatecna kvalita a kvantita nukleovych kyselin potfebnd pro naslednou
analyzu. Samotna qPCR reakce je provedena s vyuzitim vnitfnich sond systému
TagMan, jez zajistuji vysokou specifitu a citlivost detekce. Souéasti metodiky
jsou unikatni sekvence specifickych primerU a sond navrZzenych pro specifickou
detekci ITS regionu vybranych druhovych komplex( hub rodu Fusarium, které
byly vybrany na zakladé analyz mykobiomu korenl jetele lu¢niho. V textu
je popsan i zplsob vyhodnoceni a interpretace vysledkd, véetné kritérii pro
hodnoceni pozitivnich a negativnich detekci, doporuceni pro interpretaci
hrani¢nich hodnot a kontrolnich opatfeni. Metodika umoznuje cilenou detekci
korenovych patogenu jetele lu¢niho a predstavuje nastroj pro monitorovani
zdravotniho stavu porostl i konkrétnich genotyp( jetele lu¢niho. Je vyuZitelna
jak ve vyzkumu, naptiklad pfi studiu interakci mezi hostitelem a patogenem na
urovnigen(, takiv praxi, zejména ve Slechtitelskych programech, kde umoznuje
selekci genotypU s vyssi odolnosti vici krékovym a kofenovym mykdzam.
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2. Vlastni popis metodiky
2.1. Uvod

Jetel luéni (Trifolium pratense L.) je jednou z nejddlezitéjsich picnin mirného
klimatu, kterd se vyznacuje velmi dobrymi krmivarskymi parametry, zejména
vysokym obsahem bilkovin. Ma pomérné kratkou vytrvalost, 2 az 4 roky
(Pelikan, Hybl a kol., 2012), ktera je ovlivnéna predevsim zdravotnim stavem.
Na rlst a vyvoj rostlin jetele lu¢niho negativné plsobi mnoho abiotickych
a biotickych vliva. Jednim z hlavnic ivnich biotickych vlivQi jsou krckové
a korenové choroby, které narusuji pfijem vody a Zivin, coZ vede k odumirani
a fidnuti porostu, a tudiZ i ke ztraté na vynosu zelené pice (Frey et al., 2022).
Korfenova hniloba také snizuje nasazeni kvétll a tim i produkci semen, a to
u nékterych tetraploidnich odriid aZz o 50 % ve srovnani s diploidnimi (Jing
a Boelt, 2021). Napadené rostliny maji navic nizsi odolnost vici abiotickym
vliviim, hlfe prezimuji a na jafe neobrstaji (UKZUZ, 2023). HospodaFsky
nejvyznamnéjsi padni patogeny zpUsobujici tato onemocnéni jsou houby rodu
Fusarium, Pythium a Sclerotinia (Strejckova a Nedélnik, 2020). Jsou znamy
i dalsi druhy hub, které napadaji kofenovy systém jetele napt. houby z rodu
Didymella (Barilli et al., 2016; Jambagi et al., 2023; Ghiat et al., 2025) nebo
Gibellulopsis (dfive Verticillium; Milton a lIsaac, 1976; Skipp a Christensen,
1990).

NejcastéjsSim patogenem zpUsobujicim krckové a kofenové choroby
jsou houby rodu Fusarium. Tyto vlaknité houby mohou produkovat toxické
sekundarni metabolity, latky zvané mykotoxiny, které jsou nebezpecné jak
druhy rodu Fusarium patii trichotecény a fumoniziny. Fumoniziny zpUsobuji
smrtelné nemoci hospodarskych zvifat a jsou povaZovany za potencialné
karcinogenni mykotoxiny pro clovéka. Trichotecény jsou silnymi inhibitory
syntézy bilkovin (Munkvold, 2016). Houby rodu Fusarium byly poprvé popsany
J. H. F. Linkem v roce 1809 a dostaly svij nazev podle tvaru nepohlavnich
spor (konidif), fusus. Dfive se urcovaly jednotlivé druhy na zdkladé morfologie
kolonii a mikroskopickych charakteristik, predevsim podle barvy a tvarl
kolonii, rlistovych vzorcd, tvaru konidii a makrokonidii, které se viak nemusi
vidy vytvofit. Toto urceni neni Uplné jednoznacné, casto zdlezi nejen
na subjektivnim okometrickém hodnoceni mykologa, ale i na prostredi,
ve kterém houby rostou. S rozvojem metod molekularni biologie na konci
20. stoleti, konkrétné metody PCR, se zrodily i nové moZnosti rozliSovani
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jednotlivych druh( na zakladé genetickych podkladd. Jedny z prvnich praci,
které urcovaly fuzaria pomoci PCR, byly Ouellet a Seifert, 1993; Hering
a Niremberg, 1995; a prace detekujici fuzaria v rostlinnych pletivech byly Parry
a Nicholson, 1996; Schilling et al., 1996.

Znalosti dédi¢né informace vedly ke zméné zavedené taxonomie,
jelikoz bylo potvrzeno, Ze mnoho druhl bylo polyfyletickych (nemajicich
spoleéného predka). V soucasné dobé rozlisujeme 431 druhl a 3.558
neklasifikovanych izolatd a hybridd (dle taxonomickych seznam( NCBI). Na
zakladé fylogenomickych a fylogenetickych analyz fadime tyto druhy celkem
do 23 druhovych komplexd (Armer et al., 2024; Geiser et al., 2021).

Nejvyznamnéjsi patogenni druhy jetele luéniho patfi do téchto druhovych
komplex:

FTSC Fusarium tricinctum species complex

FSSC Fusarium solani species complex

FSAMSC Fusarium sambucinum species complex

FOSC Fusarium oxysporum species complex

FIESC Fusarium incarnatum-equiseti species complex

Tato metodika je zamérena na druhové komplexy FTSC, FSSC a FSAMSC.

Fusarium tritinctum species complex FTSC

Jedna se o jeden z druhovych komplex( zpUsobujicich fuzariové vadnuti
klast (FHB). V ramci komplexu druhli FTSC je F. avenaceum celosvétové
nejdilezitéjsim druhem zplsobujicim FHB, zatimco F. acuminatum se vyskytuje
ojedinéle (Aoki et al., 2014; Bottalico a Perrone, 2002). F. avenaceum je bézny
rostlinny patogen napadajici rlizné druhy rostlin po celém svété. U obilnin
zpUsobuje hnilobu baze stébel a bélani klasd, coz ovliviiuje vynos a kvalitu zrna
(Vogelgsang et al., 2008). U leguminéz znehodnocuje semena (Zelechowski
et al., 2019). Zastupci tohoto druhového komplexu produkuji tak zvané ,nové
mykotoxiny” — enniatiny, moniliformin a beauvericin (Beccari et al., 2019;
Jestoi, 2008; Logrieco et al., 1998; Logrieco et al., 2002; Yli-Mattila et al., 2002).

FTSC je historicky vyznamny plvodce FHB obilnin v severnich oblastech
(Yli-Mattila et al., 2010). Druhy FTSC byly béZné ve vzorcich ovsa a jeCmene
ze stfedniho a severozapadniho Ruska (Stakheev et al., 2016), v rlznych
obilninach v Norsku (Kosiak et al., 2003), Finsku (Yli-Mattila et al., 2004)
a Svédsku (Lindblad et al., 2013), ale také v je¢meni, v p3enici tvrdé a seté ve
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Francii (loos et al., 2004), v jarni pSenici z Mexika (Cerén-Bustamante et al.,
2018), v ovsu a jeCmeni z jizni Afriky (Rabie et al., 1986) a v pSenici a jeCmeni
na Novém Zélandé (Cromey et al., 2001).

Fusarium solani species complex FSSC

Zastupcitéto skupiny jsou patogenni nejen pro rostliny, ale také pro zvirata a lidi.
Komplex zahrnuje pocetné F. solani formae speciales zpUsobujici kofenovou
hnilobu, hnilobu krék nebo rGzné hniloby plodd napf. fazolu, dyné, papriky,
brambor, batat, morusi, hrachu. BéZznym patogenem zpUsobujici kofenové
hniloby a napadajici obilniny a luskoviny je F. solani sensu lato (Munkvold,
2016). F. solani napada korenova pletiva a zplsobuje nekrézu a vaskularni
dysfunkci. Jeho polygalakturondzové enzymy degraduji pektin, coz usnadnuje
maceraci tkani. Polni prazkumy ukazuji na synergické interakce s hadatky, které
zhorsuji ztraty vynosl ve $patné odvodnénych pldach (Klimenko et al., 2010).

Rozmanité spektrum hostitel(l existuje nejen v ramci celého komplexu
téchto druh(, ale také v ramci druhu samotného. Na pfiklad izolaty FSSC 11
(Nectria haematococca MP VI; F. solani f. sp. pisi) jsou nejznaméjsi tim, ze
zpUsobuji kofenovou spalu hrachu setého (Pisum sativum L.). Maji ale rlzné
oblasti vyskytu, kde byla potvrzena jejich patogenita na nejméné 10 dalSich
hostitelskych rostlindch (VanEtten, 1978). Tradicné se predpoklada, ze
F. virguliforme je patogenem sdji, avSak jeho hostitelské spektrum je
rozmanitéjsi, protoze je schopné zpUsobit hnilobu kofen( na vojtésce, fazolu,
jeteli luénim i plazivém a hrachu (Kolander et al., 2012).

Fusarium sambucinum species complex FSAMSC

FSAMSC patfi k druhové nejbohatSsim komplexdm v ramci rodu Fusarium
(O’Donnell et al., 2015; Grafenhan et al., 2016; Pereira et al., 2018; Sandoval-
Denis et al., 2018). Do tohoto druhového komplexu patfi i hlavni plvodci
FHB, komplex F. graminearum a blizce pfibuzné druhy (Graminearum
Clade; FSAMSC-1 sensu; Kelly et al., 2016) vyvolavajici rozsahlé epidemie na
obilninach po celém svété (O’Donnell et al., 2000; Goswami a Kistler, 2005;
Kelly et al., 2015; Kelly et al., 2016). Nasledkem jsou ztraty v fadu miliard dolarf
pro globalni obilnarsky primysl kvili sniZzeni vynost a kontaminaci mykotoxiny
(Nganje et al., 2004).

Mnohé druhy v FSAMC produkuji v rostlinnych pletivech smés toxickych
sekundarnich metabolitl, véetné trichotecénd, které patfi mezi mykotoxiny
s nejvétsim vlivem na bezpecnost potravin a lidské zdravi (Munkvold, 2016).
Trichotecény jsou silnymi inhibitory syntézy eukaryotickych proteini a mohou
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zpUsobit neurologické, gastrointestinalni, imunologické a jiné zdravotni
problémy (Munkvold, 2016; Pestka, 2010). Produkce urcitych trichotecénd
v rostlinach zrejmé prispiva k patogenité Fusarium na vice plodinach, kde
plsobi jako faktory virulence, které prekonavaji obranyschopnost rostlin
a ulehcuji kolonizaci hostitelskych pletiv (Proctor a McCormick, 1995; Bai et
al., 2002; Jansen et al., 2005).

2. 2. Princip pouzité diagnostické metody

V soucasné dobé predstavuje kvantitativni PCR (gqPCR) standardni metodu
pro detekci rostlinnych patogend, véetné hub. Tato technika je zaloZena na
amplifikaci specifickych Usekl DNA, které jsou charakteristické pro cilovy
organismus, a umoziuje tak jeho spolehlivou identifikaci. Hlavni prednosti
gPCR je vysoka citlivost a specificita, které dovoluji detekovat i velmi nizké
mnozstvi patogenu v rostlinnych pletivech ¢i v padnich vzorcich. Dalsi vyhodou
je rychlost analyzy a moznost kvantifikace cilové DNA, coZ poskytuje nejen
kvalitativni Udaj o pfitomnosti patogenu, ale i kvantitativni informaci o Urovni
infekce. Vétsina aplikaci je zaméfena na druhové rozliseni v rdmci jednoho
rodu, pfricemz klicovou roli hraje navrh vysoce specifickych primerd a sond
minimalizujicich riziko zkfizené amplifikace.

Mezi jedny z nejCastéji vyuzivanych systém gPCR patti systém detekce
a kvantifikace s vyuzitim TagMan sond, které predstavuji hydrolyza¢ni sondy
znacené fluorescencnim barvivem na 5‘ konci a zhase¢em na 3‘ konci. Tyto
sondy se béhem gPCR specificky vazou na cilovou sekvenci mezi primery. Pfi
elongaci DNA vldkna jsou degradovany Tag DNA polymerazou prostfednictvim
jeji 5 exonukleazové aktivity, ¢imZz dojde k oddéleni reportérového barviva
od zhasece a k narustu fluorescence. Intenzita fluorescence je pfimo Umérna
mnozstvi amplifikovaného produktu a umoziuje sledovani reakce v redlném
Case. Vysledkem je vysoka citlivost a specificita, nebot detekce vyzaduje
komplementaritu jak primer(, tak sondy s cilovou DNA.

TagMan ¢gPCR metody se Uspésné vyuZivaji pro detekci Sirokého
spektra patogenll. Napfiklad pro identifikaci Fusarium spp. v raj¢atech byla
vyvinuta vysoce specifickd metoda zaloZzend na cileni ITS regionu ribosomalni
RNA s limitem detekce 3,05 pg DNA (Campos et al., 2023). Pravé ITS region
patii k nejéastéji vyuzivanym marker(m pro detekci a identifikaci hub, nebot
je dostatecné konzervovany v rdmci vyssich taxonomickych urovni, ale zaroven
vykazuje mezi druhy variabilitu umozZnujici navrh specifickych primerd a sond.



INT

Kvantitativni pfistup qPCR umoznuje kromé relativni také absolutni
kvantifikaci (Kralik a Ricchi, 2017). Zatimco relativni kvantifikace porovnava
mnozstvi cilové DNA mezi vzorky, absolutni kvantifikace stanovuje skutecné
mnozstvi cilové sekvence na zékladé kalibracni kfivky vytvorené ze sériového
fedéni standardd o znamé koncentraci. Tyto standardy jsou zpravidla
pripraveny z DNA ovérenych izolatl cilovych patogen(. Absolutni kvantifikace
tak poskytuje robustni ndstroj pro presné stanoveni mnoZstvi patogenu nejen
v rostlinnych a pldnich vzorcich a umoZnuje porovnani mezi experimenty
i laboratoremi.

Stanoveni mnozstvi cilové DNA pomoci gPCR je mozné bud' relativni,
nebo absolutni formou (Kralik and Ricchi, 2017). Relativni kvantifikace
vyjadfuje zmény mnoiZstvi cilové DNA ve srovnani s referencni sekvenci
a vnitfnim kalibratorem a je vhodnd zejména pro porovnani vzorkd v ramci
jednoho experimentu. Absolutni kvantifikace stanovuje skute¢né mnozstvi
cilové sekvence na zakladé kalibracni kfivky. Vysledky jsou vyjadreny jako
mnozstvi DNA na jednotku objemu ¢i hmotnosti vzorku. Relativni kvantifikace
umoznuje srovnani vzorkd v ramci jedné laboratore prostfednictvim vnitfniho
kalibratoru, zatimco absolutni kvantifikace, zaloZzena na standardech o zndmé
koncentraci, umoziuje pfimé porovnani vysledkl mezi rliznymi sériemi méreni
i mezi laboratofemi.

2. 3. Stanoveni mnozstvi vybranych druhovych
komplext fuzarii ve vzorku korene jetele lu¢niho

2. 3. 1. Postup pripravy vzorku

Potrebné chemikalie a material

e vychlazena (4 °C) sterilni destilovand voda
e 15ml zkumavky

Potrebné pristroje

e vortex (VELP Scientifica)
e centrifuga na 15ml zkumavky (Janetzki)

Vlastni ptiprava vzorku

e \yryt rostliny, otfepat prebyte¢nou zeminu, aby na kofenech zlstala pouze
rhizosféra, odstranit pryt a kofenovy systém s krckem vlozit do odbérového
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sacku.

PrevaZet v chladicim boxu, po pfijezdu do laboratofe vzorky ihned zpracovat,
nebo uskladnit pfi-20 °C.

V laboratofi kofen podélné rozfiznout, z jedné poloviny radidlnimi rezy
narezat segmenty o velikosti 0,5-1 cm.

Segmenty vloZit do sterilni 15ml kdnické zkumavky, zalit vychlazenou sterilni
destilovanou vodou, uzaviené vortexovat 10 s na nejvyssi rychlost a poté
centrifugovat 10 minut pti 6000 otackach/min.

Zkumavky doplnit vychlazenou sterilni destilovanou vodou do plna
a uzaviené centrifugovat za stejnych podminek.

Vyjmout segmenty korenl ze zkumavky a centrifugovat roztok 15 min
pFi 6000 ot./min.

Ze zkumavek vylit supernatant a pelet uchovavat pfi-20 °C do izolace DNA.

2. 3. 2. lzolace DNA vzorku

p

otfebné chemikalie a material

P

QlAamp PowerFecal Pro DNA Kit (Qiagen) — obsahuje dostatek vSech
chemikalii, zkumavek a kolon

96% etanol na zfedéni chemikalii z kitu

otrebné pristroje

vortex (VELP Scientifica).

homogenizator (dle zvyklosti laboratore), napt. Minilys (Bertin Technologies)
centrifuga s rotorem pro 2ml zkumavky

nastroj pro méreni koncentrace DNA, napf. spektrofotometr NanoReady
Touch F-2100 (Life Real)

Vlastni izolace DNA kitem QlAamp PowerFecal Pro DNA Kit

1.

Kratké stoceni zkumavky PowerBead Pro, aby se kulicky usadily na dné.
Pfridat 250 mg peletu a 800 pl roztoku CD1. Kratce promichat.

Homogenizace — vortexovat ve vodorovné poloze pfi maximalni rychlosti
10 min nebo pomoci homogenizatoru (nejvyssi rychlost, 45 s, v pripadé
potreby déle).

Centrifugovat zkumavky PowerBead Pro pfi 15.000 x g 1 min.

Supernatant (500-600 pl) prenést do Cisté 2ml mikrocentrifugaéni
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.

18.

19.

zkumavky.

PFidat 200 pl roztoku CD2 a 5 s vortexovat.

Centrifugovat pfi 15.000 x g 1 min. Pfenést pfiblizné 700 ul supernatantu
(vyhnout se peletu) do cisté 2ml mikrocentrifugacni zkumavky.

Pridat 600 pl roztoku CD3 a 5 s vortexovat.

Prenést 650 ul lyzatu na MB Spin Column a centrifugovat pti 15.000 x g 1
min.

Vylit tekutinu a zopakovat krok 8, aby pres MB Spin Column byl prefiltrovany
cely objem lyzatu. V pripadé vyskytu lyzatu v koloné opakovat centrifugaci.

Opatrné umistit MB Spin Column do Cisté 2ml sbérné zkumavky (Collection
Column).

Pridat 500 pl roztoku EA na kolonku MB Spin Column. Centrifugovat pfi
15.000 x g 1 min.

Vylit proteceny roztok a vloZit MB Spin Column zpdtky do stejné 2ml sbérné
zkumavky.

Pridat 500 pl roztoku C5 do MB Spin Column. Centrifugovat pfi 15.000 x g
1 min.

Vylit prefiltrovany roztok a umistit MB Spin Column do nové 2ml sbérné
zkumavky (DNA je zachycena na koloné MB Spin Column).

Centrifugovat pfi 16.000 x g 2 min.
Opatrné umistit MB Spin Column do nové 1,5ml zkumavky.

Pridat 50-100 pl roztoku C6 do stredu bilé filtracni kolonky (na objemu
pridaného roztoku C6 zavisi koncentrace DNA ve vysledném roztoku).

Centrifugovat pfi 15.000 x g 1 min. Odstranit MB Spin Column. DNA je
v prefiltrovaném roztoku a je pfipravena na nasledné aplikace.

Zmeéfit koncentraci vyizolované DNA napf. pomoci spektrofotometru.

Poznamka: Je doporuceno uchovdvat DNA zmraZenou, protoZe roztok
C6 neobsahuje EDTA.
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2. 3. 3. Priprava kontrolnich vzorkli patogent

Kziskanistandardl pro pozitivnikontroly, kiiZzové reakce, vnitfnikalibratorya pro
vytvoreni kalibracnich kfivek k absolutni kvantifikaci jednotlivych patogennich
hub byla izolovdna DNA z mycelia izolatll hub ze sbirek Narodniho centra
zemédélského a potravinarského vyzkumu, v.v.i., z Ceské sbirky mikroorganismd
(CCM; Masarykova univerzita, Brno), ze Sbirky kultur hub (CCF; Pfirodovédecka
fakulta Univerzity Karlovy, Praha) a ze Sbirky mlékarenskych a pekarenskych
kontaminantd (CCDBC, Praha). Jako pozitivni kontroly byli vybrani dostupni
reprezentanti druhovych komplex( rodu Fusarium, ktefi nejlépe odpovidali
druhovému uréeni na zakladé podobnosti ITS sekvence s databazi FUSARIOID-
ID (Crous et al., 2021), a dalsi vyznamni zastupci patogennich rodd.

Potrebné chemikalie a material

e Petriho misky (90 mm)
e 7ivné médium (Potato Dextrose Agar)
e sterilni destilovana voda

Potrebné pristroje

e flowbox — sterilni ockovaci box (Faster Two 30)

e autokldv (Tuttnauer 2540 M)

e plynovy kahan

Izolaty byly kultivovany na Petriho miskach na bramborovo-dextrézovém agaru

10 az 14 dni v kultivaéni mistnosti pfi 24 °C za tmy. Seznam pouZzitych izolatl je
uvedeny v Tabulce 1.

Postup izolace DNA z mycelia hub pomoci QlAamp® PowerFecal® Kit
(Qiagen) je stejny jako izolace DNA ze vzorkU korfen( — viz kapitola 2.3.2. Izolace
DNA vzorku s vyuzitim vstupniho materidlu v podobé homogenizovaného
mycelia jednotlivych izolatl. Vyizolovana DNA patogen( se pro dalsi pouZiti
fedi na koncentraci 5 ng/ul.
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Tabulka 1: Seznam izolatd patogennich hub pouZitych pfi optimalizaci
detekénich systéma. FTSC — Fusarium tricinctum species complex; FCSC — F.
chlamydosporum species complex; FSAMSC — F. sambucinum species complex;
FIESC — F. incarnatum-equiseti species complex; FOSC — F. oxysporum species
complex; FSSC — F. solani species complex.

nazev sbirka |cislo druhovy
komplex
Didymella glomerata (Corda) Qian Chen & L. Cai CCF 6140 -
Didymella protuberans (Lev.) Qian Chen & L. Cai CCDBC (324 -
Fusarium avenaceum (Corda : Fries) Saccardo CCM 8015 FTSC
Fusarium chlamydosporum Wollenweber et Reinking |CCM F-166 |FCSC
Fusarium culmorum (W. G. Smith) Saccardo CCM F-163 | FSAMSC
Fusarium equiseti (Corda) Saccardo CCM F-800 |FIESC
Fusarium oxysporum Schlechtendahl : Fries CCM F-485 |FOSC
Fusarium solani (Martius) Saccardo CCM 8014 FSSC
Rhizoctonia solani J. G. Kihn CCM F-1 -
Verticillium nigrescens Pethybridge CCM F-702 -

2. 3. 4. Popis systému primeru a sond

Pti vyvoji detekéniho systému byly sekvence ITS region( ziskany amplikonovym
sekvenovanim mikrobiomu rhizosféry a kofenl rostlin jetele Ilu¢niho
odebranych v polnich podminkdch. Kontigy ziskanych ITS sekvenci pro
jednotlivé druhové komplexy rodu Fusarium i pro jetel luéni byly manualné
zpracovany v programu Geneious Prime 2023.2.1, kde byly navrZzeny specifické
primerové pary a TagMan hydrolyza¢ni sondy pro kazdy vybrany druhovy
komplex fuzérii a jetel lu¢ni (Tabulka 2).

Soucasti validace primer( a sond je ovéreni jejich specificity pomoci
krizové reakce. Tento postup umoziuje zjistit, zda dana sonda reaguje pouze
s cilovym patogenem, nebo zda mlzZe dochazet k nespecifické amplifikaci
u necilovych organism(. KfiZzova reakce je tedy nezbytnym krokem pro zajisténi
spolehlivosti detekéni metody, zejména pfi praci se vzorky z komplexnich
biologickych matric.

V rdmci vyvoje systému primerd a sond byla kazda sada testovana na
panelu 10 rlznych patogen( (pozitivni kontrola; Tabulka 1) a na hostitelské
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rostliné jeteli luénim (Tp) slouZici jako negativni kontrola. Souéasti testovani
byly rovnéz dvé negativni technické kontroly (NTC).

Vysledky byly vyhodnoceny na zakladé Ct hodnot (cycle threshold).
Hodnoty Ct do 30 byly povaZovany za pozitivni detekci a svédci o pfitomnosti
cilové DNA. Hodnoty nad 30, hodnoty odpovidajici drovni hodnot NTC, nebo
reakce s nezaznamenanou Ct hodnotou, byly hodnoceny jako negativni
vysledek detekce, tedy bez prikazu cilové DNA.

Testovani detekce primerl a sondy pro FTSC prokazalo jejich specificitu,
nebot testovany cilovy patogen — F. avenaceum (8015) — vykazal pozitivni
vysledek reakce (Ct = 25,42). VSechny ostatni testované organismy, hostitelska
rostlina i obé NTC byly negativni.

Testovani detekce primerd a sondy pro FSSC prokdazalo jejich
specificitu, nebot pro testovany cilovy patogen — F. solani (8014) — byla zjisténa
Ct hodnota v intervalu stanoveném pro pozitivni detekci (Ct = 24,44). U vSech
ostatnich testovanych vzork( (negativni kontrola, pozitivni kontroly a obé NTC)
nebyly zaznamenany zadné Ct hodnoty, tedy detekce byly negativni. Absence
amplifikace u negativnich kontrol vylucuje kontaminaci reakci.

Testovani detekce primerl a sondy pro FSAMSC prokazalo jejich
specificitu, nebot testovany cilovy patogen — F. culmorum (F-163) — vykazal
pozitivni vysledek reakce (Ct = 26,03) a vSechny ostatni testované organismy;,
hostitelska rostlina i obé NTC byly negativni.

Testovani detekce primer( a sondy pro Tp prokazalo jejich specificitu,
nebot testovana cilova hostitelska rostlina — jetel luéni — vykazala pozitivni
vysledek reakce (Ct = 23,59). VSechny ostatni testované organismy i obé NTC
byly negativni.
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2. 3. 5. Kvantifikace vybranych druhovych komplext fuzarii
pomoci gPCR

Pro sjednoceni pocatecni koncentrace vsech vzorkd je koncentrace DNA fedéna
na 20 ng/ul. Tato fedéni jsou pouzivana jako templat v qPCR reakci. Do reakéni
smési jsou zahrnuty specifické primery a sondy pro cilovy fragment patogenu
a paralelné také pro fragment hostitele. Amplifikace probihd v programu
s predepsanym poctem cykl( a fluorescencni signaly odpovidajici jednotlivym
fragmentlm se zaznamenavaji v realném case. Pro vysokou robustnost je
vhodné kazdy vzorek amplifikovat ve tfech technickych opakovanich.

Kvantitativni PCR reakce byly optimalizovany pro pfistroj Rotor Gene Q
(Qiagen) za poutziti LightCycler® Multiplex DNA Master (Roche). V jednotlivych
reakcich byly pouZity prime-probe mixy (pfiprava nize): jeden pro detekci DNA
hostitelské rostliny jetele lu¢niho a tfi prime-probe mixy specifické pro detekci
tfi vybranych druhovych komplext rodu Fusarium: FTSC, FSSC a FSAMSC.
Tyto tfi primer-probe mixy byly pouzity vidy separatné v duplex reakci gPCR
k rostlinné DNA hostitele.

Soucdsti kazdé qPCR analyzy byly rovnéz kontrolni vzorky — NTC bez
templatu pro vylouceni kontaminace, pozitivni kontrola s DNA zndmého
patogenu a negativni kontrola s DNA hostitele.

P¥iprava 10x primer—probe mixu

Pro kazdy primer-probe mix byl pfipraven samostatny 10x mix o celkovém
objemu 100 pl.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano:

e 2,5 ul forward primeru,

e 2,5 ulreverse primeru,

e 1,0 pl sondy (ze zasobnich roztokd o koncentraci 100 uM),
e 94,0 ul PCR-grade vody.

Pfipraveny mix byl jemné promichan, alikvotni objemy byly uskladnény
pii —20 °C.

16



Priprava qPCR reakce

Reakcni smés pro jednu gPCR reakci o celkovém objemu 20 pl byla pfipravena
nasledovné:

4,0 ul LightCycler® Multiplex DNA Master (5x),
2,0 ul 10x primer—probe mix pro hostitele,

2,0 ul 10x primer—probe mixu pro patogen,
1,0 pl templatové DNA,

11,0 pl PCR-grade vody.

Nastaveni qPCR programu

gPCR byla provedena na pfistroji RotorGene Q podle nasledujiciho cyklovani.
Snimdni fluorescencéniho signdlu ve vSech kandlech sond probéhlo na konci
kazdého cyklu.

pocdteéni denaturace:

e 95 °C po dobu 10 minut

40 cykld:
e denaturace: 95 °C, 10 s
¢ annealing a amplifikace:

e touchdown 10 cykld: 63 - 58 °C, 30 s; teplota se sniZzovala 0 0,5 °C v kazdém
cyklu;

e 30cykld:58°C,30s
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2. 4. Vyhodnoceni vysledkl

Stanoveni Ct

Prahové cykly (Ct) byly uréeny softwarem Rotor-Gene Q (Qiagen)
prostiednictvim funkce Auto-Find Threshold. Tento algoritmus automaticky
stanovuje prahovou linii ve fazi exponencidlni amplifikace na zakladé
optimalizace korelace se standardni kfivkou. Pfed samotnym vypocétem byla
provedena normalizace signalu a odecteni zakladni linie (baseline) s vyuZitim
dynamické korekce fluorescence pro jednotlivé reakce. Vyslednd Ct hodnota
kazdého vzorku odpovida cyklu, v némz amplifikacni kfivka poprvé dosahla
stanoveného prahu.

Vvhodnoceni detekce:

e Ct hodnoty do 30: pozitivni detekce, svédci o pfitomnosti cilové DNA;
e Ct hodnoty nad 30: negativni detekce, bez prikazu cilové DNA;

e Cthodnoty odpovidajici trovni hodnot NTC: negativni detekce, bez prikazu
cilové DNA;

e reakce s nezaznamenanou Ct hodnotou: negativni detekce, bez prikazu
cilové DNA.
Pfiprava a hodnoceni vysledku kalibrac¢nich krivek

Pro ucely absolutni kvantifikace cilové DNA pomoci qPCR je nutné pfipravit
kalibra¢ni kfivky pro jednotlivé amplifikované fragmenty (FTSC, FSSC, FSAMSC,
Tp). Z DNA z cistych kultur vybranych patogen( a zdravé hostitelské rostliny
je tfeba provést qPCR pro desitkové fedéni v krocich pokryvajicich minimalné
Ctyfi rady koncentrace.

e Namérené hodnoty Ct vynést proti logaritmu vychozi koncentrace DNA.

e Metodou linearni regrese vytvofit rovnici kalibracni kfivky. Z rovnice
kalibra¢ni krivky pro kaidy patogen odvodit jak smérnici kalibracni
krivky (m), tak konstantu (b).

y=mx+b
y): Ct; kvantifikacni cyklus gPCR reakce (cycle threshold)
x): log10 koncentrace DNA patogenu
m): smérnice kalibrac¢ni krivky

—_ e~~~

b): konstanta; hodnota Ct pfi teoretické koncentracic=0
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* Pro zajiSténi spolehlivosti a reprodukovatelnosti hodnotit kalibraéni krivky
na zakladé koeficientu determinace (R?) a akceptovat hodnotu vyssi nez
0,97. Do kvantifikace mnoZstvi DNA patogenu ve zkoumanych vzorcich byly
zahrnuty pouze reakce s Ucinnosti amplifikace vyssi nez 80 %.

Kvantifikace patogenu

Pro kvantifikaci sledovaného patogenu lze wvyuZit jak pfistup relativni
normalizované kvantifikace, tak i absolutni kvantifikace prostfednictvim
kalibrac¢ni krivky.

Relativni normalizovand kvantifikace vychdzi z porovnani intenzity
fluorescencniho signdlu naméreného u testovaného vzorku s intenzitou signalu
znamého vnitiniho kalibratoru. Hodnota signalu tohoto vnitiniho kalibratoru je
stanovena jako 1 nebo 100 %, zatimco signal v testovanych vzorcich je vyjadien
bud’ jako podil, nebo v procentech vici tomuto kalibratoru. Pfi stanoveni
mnozstvi patogen( je vnitfnim kalibratorem pro Ct hodnoty patogenu obvykle
vzorek pochdazejici z Cisté mycelidrni kultury a pro Ct hodnoty hostitele DNA
izolovand z nenakazené rostliny. Vnitfni kalibrator zajistuje srovnatelnost
vysledkl ziskanych v rliznych reakcich. Pti relativni normalizované kvantifikaci
se hodnoty Ct sledované DNA sekvence patogenu, upravené podle vnitiniho
kalibratoru patogenu, porovnavaji s hodnotami Ct hostitelskych DNA sekvenci,
rovnéz upravenymi podle vnitfniho kalibrdtoru hostitele. Vysledné hodnoty
jsou nasledné korigovany na efektivitu amplifikace podle Pfaffl (2001), coz
umoznuje presnéjsi odhad relativniho mnozstvi cilové DNA pfi zohlednéni
rozdilG v Géinnosti qPCR reakci. U¢innost reakce je uréena ze smérnice aktualni
kalibracni kfivky, ktera je soucasti kazdé série méreni a hodnoty vnitfnich
kalibratoru jsou prevzaty z vysledk( vybranych vzorkd kalibraéni krivky.

Ucinnost gPCR reakci (E) byla odvozena z kalibraéni kiivky dle Rasmussen
(2001). 1
E = 10Mm

Stanovit normalizovanou relativni kvantifikaci (RE) patogenu na zakladé
hodnot ACt (tj. rozdilu mezi Ct vnitfnich kalibrator( a Ct cilené sekvence ITS
patogenu nebo hostitele) a nasledné vypoditat dle prislusného vztahu s korekci
na ucinnost reakci (Pfaffl, 2001).

ACtpatogen - Ctvnitfni kalibrator patogen — CJl-Jvzorek patogen

ACthostitel — Ctvnitfni kalibrator hostitel — Ctvzorek hostitel
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ACtpat
(Epatogen) patosen

A ostite
(Ehostitel) ot

RE =

Na zakladé dosazeni hodnot Ct jednotlivych vzork( do rovnice kalibracni kfivky
pripravené ze série fedéni DNA Cisté kultury patogenu jsme ziskali absolutni
mnozstvi DNA patogenu ve vzorcich. Reakce na DNA hostitele v tomto pfipadé
slouzi jako interni kontrola ptitomnosti rostlinného materialu, sprdvnosti
izolace DNA a ucinnosti amplifikace. Takto provedena absolutni kvantifikace
potvrzuje pfitomnost sledovaného patogenu a zaroven vyjadfuje jeho
zastoupeni v hodnocenych vzorcich.

e Namérené hodnoty Ct pozitivni detekce patogenu dosadit do pripravené
rovnice kalibracni kfivky zaloZzené na logaritmu vychozi koncentrace DNA
standard( z Cistych kultur patogenu. Na jejich zakladé vypocitat absolutni
mnozstvi cilové DNA v celkovém mnozZstvi DNA vzorku pouZitém v reakci.
Vysledné hodnoty prevést na jednotky ng DNA patogenu /ug celkové DNA.

e Klasifikace infekce:
* hodnoty >1 ng/ug celkové DNA: silna infekce,
* hodnoty v rozmezi 0,1-0,5 ng/ug celkové DNA: stfedni infekce,
* hodnoty <0,1 ng/ug celkové DNA: slabd infekce.

2. 5. Priklad praktického vyuziti

Stanoveni vybranych druhovych komplex( bylo provedeno na 10 vzorcich ze 7
polnich lokalit.

Odbér vzorku a izolace DNA

Vzorky byly odebrdny a zpracovany dle postupu popsaného v podkapitolach
2.3.1. Postup vzorkovani a 2.3.2. Izolace DNA vzorku. Dle stejného postupu
byla vyizolovana DNA patogen( a hostitele.

Kontrola kvality a fedéni

Kvalita vstupniho genetického materidlu byla nejprve ovéfena méfenim
koncentrace a Cistoty pomoci spektrofotometru NanoReady Touch F-2100.
Pro dalsi analyzu byly akceptovany pouze vzorky spliujici standardni kritéria
integrity a poméru A260/A280 v rozmezi 1,8-2,0. Pred vlastni amplifikaci byly
vSechny vzorky normalizovany na jednotnou koncentraci, aby bylo zajisténo
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srovnatelné mnozstvi templdtu napfti¢ reakcemi. Jako cilovd koncentrace pro
vzorky z polnich podminek byla zvolena hodnota 20 ng/ul a pro standardy
hodnota 5 ng/pl.

Pt¥iprava reakci

Byly pripraveny ctyfi prime-probe mixy a standardni fady desitkovych fedéni
(100 az 10™%; k pfripravé kalibracnich kfivek, viz nize) pro kazdy sledovany
druhovy komplex a pro hostitele. qPCR reakce byly pfipraveny podle
podkapitoly 2.3.5. Kvantifikace vybranych druhovych komplext fuzarii pomoci
gPCR. Standardni fady, slouzici jako pozitivni a negativni kontroly, a NTC
byly provedeny v jednom technickém opakovani, zatimco polni vzorky byly
pripraveny v triplikatech. Vzhledem k vétSimu poctu potfebnych jamek, nez
je kapacita qPCR cykleru, byly reakce spustény ve 3 bézich pfistroje jednotlivé
pro kazdy druhovy komplex (3 x 42 jamek).

2. 5. 1. Priprava kalibracnich krivek

Pro kvantitativni vyhodnoceni byly pfipraveny kalibracni kfivky. Vychozi
standard (pfipraveny dle kapitoly 2.3.3. Pfiprava kontrolnich vzork( patogen()
o koncentraci 5 ng/ul byl postupné rfedén metodou sériového desitkového
fedéni az do hodnoty 5x1074 ng/ul.

Pro gPCR byly pro kazdého vybraného zastupce z cilovych druhovych
komplex fuzarii pfipraveny standardni rady desitkovych fedéni DNA v rozsahu
od5ng/uldo5x1074 ng/ul. Kazdé redéni bylo amplifikovano pomoci RotorGene
Q a vysledky byly vyhodnoceny na zakladé Ct hodnot (FTSC Tabulka 3; FSSC
Tabulka 4; FSAMSC Tabulka 5).

Pro kazdou standardni fadu byla vytvorena kalibraéni kfivka vztahujici
Ct hodnoty k logaritmu pocatec¢ni koncentrace DNA. Do grafll nebyla zahrnuta
fedéni s Ct hodnotami odpovidajicimi negativni kontrole, aby nedochazelo ke
zkresleni prabéhu kfivek.

Kalibracni krivky (FTSC Obrazek 1; FSSC Obrazek 2; FSAMSC Obrazek 3)
byly vyhodnoceny linedrni regresi a z kazdé k¥ivky byly stanoveny nasledujici
parametry, kde c je koncentrace DNA:
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Fusarium avenaceum (8015):

* rovnice kalibrac¢ni krivky: Ct = -3,470 x log(c) + 19,129
* efektivita gPCR reakce: E =94 %
* koeficient determinace kalibra¢ni kfivky: R? = 0,996

Tabulka 3: Vysledky repetitivnich hodnot Ct a koncentrace testovanych vzork(
standardu sondy pro ITS oblast druhového komplexu FTSC. F. ave 8015 —

Fusarium avenaceum, sbirkové cislo 8015.

vzorek koncentrace DNA [ng/ul] | Ct

F. ave 8015 5 16,35
F. ave 8015 1:10 0,5 20,37
F. ave 8015 1:100 0,05 24,11
F. ave 8015 1:1000 0,005 27,02
F. ave 8015 1:10000 0,0005 30,38

Obrdzek 1: Kalibracni kfivka vytvotrena na zakladé méreni standardu F.
avenaceum (8015) a jeho 4 fedéni za poufZiti primer( a sondy pro ITS oblast

druhového komplexu FTSC.
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Fusarium solani (8014):

* rovnice kalibra¢ni kfivky: Ct = -3,767 x log(c) + 14,258
* efektivita gPCR reakce: E = 84 %
* koeficient determinace kalibraéni k¥ivky: R? = 0,999

Tabulka 4: Vysledky repetitivnich hodnot Ct a koncentrace testovanych vzork(
standardu sondy pro ITS oblast druhového komplexu FSSC. F. sol 8014 —
Fusarium solani, sbirkové cislo 8014.

vzorek koncentrace DNA [ng/ul] Ct

F. sol 8014 5 11,67
F. sol 8014 1:10 0,5 15,22
F. sol 8014 1:100 0,05 19,42
F. sol 8014 1:1000 0,005 22,74
F. sol 8014 1:10000 0,0005 26,75

Obrdzek 2: Kalibracni kfivka vytvorena na zakladé méreni standardu F. solani
(8014) a jeho 4 fedéni za pouZiti sondy pro ITS oblast druhového komplexu
FSSC.
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Concentration
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Fusarium culmorum (F-163):

* rovnice kalibrac¢ni krivky: Ct = -3,470 x log(c) + 19,012
* efektivita qPCR reakce: E =94 %
* koeficient determinace kalibra¢ni kfivky: R? = 0,996

Tabulka 5: Vysledky repetitivnich hodnot Ct a koncentrace testovanych vzorkd
standardu sondy pro ITS oblast druhového komplexu FSAMSC. F. cul F-163 —
Fusarium culmorum, sbirkové ¢islo F-163.

vzorek koncentrace DNA [ng/ul] Ct

F. cul F-163 5 16,48
F. cul F-163 1:10 0,5 20,01
F. cul F-163 1:100 0,05 23,53
F. cul F-163 1:1000 0,005 27,55
F. cul F-163 1:10000 0,0005 30,06

Obrazek 3: Kalibracni kfivka vytvofena na zakladé méreni standardu
F. culmorum (F-163) a jeho 4 fedéni za pouZiti sondy pro ITS oblast druhového
komplexu FSAMSC.

30 Cycling A.Orange (Page 1)

R=0.98800
R*2=0.99601
M=-3.470
B=15.012
Efficiency=0.94

A0 1 10 16

Concentration

Referencni cil ITS oblasti jetele lu¢niho byl vyhodnocen analogicky, s vysokou
spolehlivosti kFivky (R? > 0,98) a efektivitou v doporu¢eném rozmezi.
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2. 5. 2. Kvantifikace in situ vzork( a interpretace vysledku

Do analyzy bylo zarazeno 10 vzorkU jetele luéniho nasbiranych na 7 lokalitach
(pole v katastralnim UGzemi obci: Hladké Zivotice, Kochanov, Letohrad,
Mistrovice, Pustina, Rohy a Rozsochy).

Sbér vzorkl, izolace, kontrola a priprava DNA a samotna qPCR reakce byla
provedena dle navodu v kapitole 2.3. Stanoveni mnoZstvi vybranych druhovych
komplext fuzarii ve vzorku kofene jetele lu¢niho.

Uroveri infekce rostlin jetele luéniho zplsobena vybranymi druhovymi
komplexy rodu Fusarium (FTSC, FSSC a FSAMSC) byla stanovena metodou
relativni normalizované kvantifikace a k absolutni kvantifikaci patogent
byla vyuZita lineadrni regrese dle pfislusnych rovnic uvedenych v kapitole
2.4. Vyhodnoceni vysledkd (Tabulka 6, 7 a 8).

Vysledky analyzovanych vzork( byly vyhodnoceny na zakladé Ct hodnot.
Pramérné hodnoty Ct do 30 u detekce patogen( byly povaZovany za pozitivni
detekci. Hodnoty nad 30 nebo reakce s nezaznamenanou Ct hodnotou byly
hodnoceny jako negativni detekce, bez prikazné pritomnosti patogenu
ve vzorcich.

Pro detekci FTSC byla hodnota smérnice kalibracni kfivky (m) stanovena
na -3,843 a hodnota Ct pfi teoretické koncentraci c = 0 na 17,374 (Tabulka 6).

Pro detekci FSSC byla hodnota smérnice kalibracni kfivky (m) stanovena
na -5,474 a hodnota Ct pfi teoretické koncentraci c = 0 na 15,256 (Tabulka 7).

Pro detekci FSAMSC byla hodnota smérnice kalibra¢ni krivky (m) stanovena
na -3,470 a hodnota Ct pfi teoretické koncentraci c = 0 na 19,012 (Tabulka 8).
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Analyza 10 in situ vzorkd jetele luéniho pomoci gPCR odhalila rozdilnou miru
infekce jednotlivymi druhovymi komplexy hub rodu Fusarium (FTSC, FSSC
a FSAMSC). Ziskané vysledky vykazuji vysokou variabilitu jak mezi jednotlivymi
vzorky, tak mezi sledovanymi druhovymi komplexy rodu Fusarium v ramci
jednotlivych vzorkl, coZ odrazi pritomnost odlisSnych patogent v rlznych
vzorcich i heterogenitu jednotlivych lokalit. Nizké hodnoty smérodatné
odchylky u vétsiny vzorkd naznacuji vysokou konzistenci opakovani, spravnost
technického provedeni metody a reprodukovatelnost méreni. Rezidudlni
variabilita mezi jednotlivymi opakovanimi je pravdépodobné zpUsobena
zejména technickymi omezenimi pfi pfipravé vzork( a drobnymi ptirozenymi
odchylkami procesu gPCR.

Pro primery a sondu k detekci FTSC byla detekce pozitivni u 8 z 10
vzorkd. Nejvyssi koncentrace patogenni DNA byla zjisténa u vzorku M115 (1,89
ng DNA patogenu/ug celkové DNA) a u vzorku M96 (1,55 ng DNA patogenu/
ug celkové DNA), coZ naznacuje silné napadeni rostlin druhy komplexu FTSC.
U vzorku M96 vychazi vice nez 5x vyssi hodnota relativni kvantifikace nez
u vzorku M115, coz mliZze znamenat, Ze rostlinna tkan vzorku mohla podléhat
vy$si mite degradace nez u vzorku M115. Vzorky M85, M90, M93 a M100
vykazaly stfedni droven infekce, s mnoZstvim patogenni DNA v rozmezi 0,1—
0,5 ng/ug celkové DNA. U zbyvajicich vzorkd (M25, M32) byla detekce rovnéz
pozitivni, avsak koncentrace patogenni DNA byla nizkd, odpovidajici minimalni
mire infekce.

Druhovy komplex FSSCbylvanalyzovanychvzorcich pozitivné detekovan
sledovanych druhovych komplexd. Mezi jednotlivymi vzorky byly zaznamenany
zfetelné rozdily. Velmi vysokou miru infekce vykazal vzorek M90 (3,35 ng DNA
patogenu/ug celkové DNA), coZ potvrzuje i relativni kvantifikace, kterd je
u tohoto vzorku vyssi v porovnani s ostatnimi pozitivnimi vzorky. Mezi vzorky
se silnou infekci patfi také vzorek M85 (0,9 ng DNA patogenu/ug celkové DNA).
U vzorku M93 byla detekovana stfedni hladina patogenni DNA 0,36 ng/ug
celkové DNA. U ostatnich vzorkd nebyl patogen detekovan nebo jeho mnozstvi
odpovidalo Urovni NTC.

U druhového komplexu FSAMSC byla pozitivni detekce zjisténau 4 z 10
vzorkd, konkrétné u vzorkl M25, M85, M100 a M115. Nejvyssi miru infekce
vykazal vzorek M100 (1,06 ng patogenni DNA/ug celkové DNA). U vzork( M25
a M115 byla infekce stfedni s koncentracemi patogenni DNA v rozmezi 0,1-0,5
ng/ug celkové DNA, zatimco u vzorku M85 byla detekovana nizka hladina DNA
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i nizka relativni hodnota kvantifikace, oboje odpovidajici velmi slabé infekci.

Vzorky M80, M90, M93, M96 a M112 vykazaly negativni detekci,
pficemZ u vzorku M32 nebyla béhem sledovaného poctu cykld reakce
detekovana Zadnd hladina DNA tohoto cile.

Dodatecné probéhlo ovéreni robustnosti vysledkd gPCR porovnanim
s vysledky sekvenovani ITS amplikon( v analyzovanych vzorcich (Obrazek 4).
Ovéreni dopadlo uspokojivé, nebot vysledky Ct hodnot negativné koreluji
s redlnym poctem cilovych ITS sekvenci ve vzorcich. To potvrzuji hodnoty
koeficientu determinace a korelacnich koeficient u FTSC (R2 = 0,85; r =-0,92),
u FSSC (R2 = 0,62; r = -0,78), u FSAMSC (R2 = 0,78; r = -0,88),
a u hostitele (R2=0,81; r=-0,9).

Obrazek 4: Porovnani miry detekce gPCR a cetnosti ITS sekvenci
ziskanych cilenym ITS sekvenovanim u vybranych vzork( — zavislost primérné
Ct hodnoty ziskané pomoci qPCR na pfirozeném logaritmu abundanci ITS
sekvenci. Patogenni druhové komplexy: FTSC — oranzova; FSSC — Seda; FSAMSC
— zelend. Hostitel: Tp — modra. Body predstavuji jednotlivé vzorky, usecky jsou
linedrni regresni pfimky pro kazdy druhovy komplex/hostitele. Hodnoty R?
u regresnich pfimek ukazuji silu korelace mezi gPCR vysledky a abundanci ITS
sekvenci.
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3. Srovnani novosti postupli

Vybér houbovych patogen( vychazel z molekuldrni analyzy mikrobiomu,
kterd byla provedena u 146 korenovych vzork( jetele luéniho odebranych na
15 lokalitdch na Uzemi Ceské republiky (Dybova et al., 2025; v pFipravé). Na
zakladé vysledkl sekvenace regionu ITS ve vzorcich DNA izolovanych z kofene
a prilehlé rhizosféry bylo mozné charakterizovat spektrum hub (mykobiom)
redlné pfitomnych v kofenovém mikrobiomu a identifikovat patogenni druhy,
které se vyskytovaly hojné a nejcastéji v korelaci se symptomatickymi jedinci.
Na zakladé analyzy téchto kritérii bylo sestaveno spektrum konkrétnich
patogen(, které je nezbytné sledovat ve Slechtitelskych programech jetele
luéniho zamérenych na selekci jedincli odolnych ke korenovym chorobam
v oblasti stfedni Evropy. Metodika je zamérena na cilené sledovani vybranych
patogen( a jejich rozliseni na molekularni Urovni na zakladé rozdilG v ITS
a jejich kvantifikaci.

Novost vychazi z unikadtniho vybéru nové navrzenych primerd a sond
slouzicich k gPCR detekci a kvantifikaci patogennich hub kréku a kofene jetele
luéniho vybranych na zakladé kombinace znalosti o patogennim pUsobeni hub
vedouci ke kofenové hnilobé a moderniho pfistupu molekularni determinace
mykobiomu. Literatura se této problematice vénuje zejména v kontextu jinych
hostitelskych rostlin, napfiklad kukutice ¢ijecmene (Bluhm et al., 2004), nebo se
zaméruje na odlisné spektrum houbovych patogent (Abd-Elmagid et al., 2013).
V porovnani s bézné pouzivanymi postupy determinace patogenu nakaZzenych
jedincli na zakladé morfologie a mikroskopickych charakteristik je metoda
presnéjsi, se zvysujicim se rozsahem méné nakladnd a dobre Skadlovatelna.
U nejvyznamnéjsiho houbového patogenu rodu Fusarium navic metoda
dosahuje vysokého rozliseni na udroven jednotlivych druhovych komplex(.
V poslednich letech je sledovani patogent pomoci gPCR standardem v klinické
i rostlinolékarské praxi a je vhodné i pro hromadnou aplikaci ve Slechténi.

4. Popis uplatnéni schvalené metodiky

Metodika je urcena predevsim pro Slechtitelskou praxi zamérenou na jetel
luéni (Trifolium pratense L.) a sou€asné nachdzi uplatnéni ve vyzkumnych
aktivitach. UmozZnuje rychlou a spolehlivou identifikaci vyznamnych krékovych
a korenovych patogent z rodu Fusarium pfimo v rostlinném materialu, ¢imz
poskytuje podklady pro hodnoceni Slechtitelského materidlu a selekci odolnych
genotypu.
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Metodika je vyuZitelnd v diagnostickych a vyzkumnych laboratofich,
které se zabyvaji detekci a kvantifikaci houbovych patogend. Standardizovany
postup umoznuje porovnatelnost vysledk(l napfi¢ rliznymi pracovisti, coz
je dllezité jak pro opakovana kola selekce v rliznych letech a lokalitach, tak
pro ziskani robustnich dat pouZzitelnych ve Slechténi i ve védeckém vyzkumu.
Zvlasté vyznamna je aplikace pfi hodnoceni genovych zdrojd, studiu variability
v rdmci kolekci a pri genetickém mapovani genli podminujicich odolnost vici
kofenovym chorobam.

Soucasti metodiky je moZnost detekce souboru vice patogenu
v paralelni gPCR reakci, coZ umoznuje efektivni screening rozsahlejsich soubord
vzork(l a soucasné ziskani komplexnéjsi informace o pfitomnosti vyznamnych
plGvodcl chorob. Praktické uplatnéni tedy spociva nejen v urychleni a zpresnéni
identifikace plvodcl chorob, ale také v podpore védeckych a slechtitelskych
aktivit, jejichz cilem je efektivni vyuziti genetické variability a dlouhodobé
zajisténi odolnosti jetele lu¢niho.

5. Ekonomické aspekty

5. 1. Odhad nakladli v pFipadé zavedeni metodiky

V podminkach standardné vybavené laboratore molekularni biologie, ktera jiz
disponuje pfristroji potfebnymi k izolaci DNA a gPCR, predstavuji hlavni ndklady
na zavedeni metodiky spotfebni material a syntéza oligonukleotidli (primery
a vnitfni sondy) v rozsahu specifikovaném metodikou.

Spotfebni materidl (sady pro izolaci DNA, PCR reagencie,
mikrozkumavky, pipetové Spicky, ochranné pomcky): naklady v rozsahu 25—
40 tis. K¢ pfi zpracovani série 100 vzorkd.

Oligonukleotidy: Cena za syntézu sond se pohybuje v rozmezi 10-33
tis. K¢ za 100 nmol v zdvislosti na pouzitém fluoroforu a zhaseci skupiné.
Cena za syntézu primer( zavisi na jejich délce a Cini priblizné 200 K¢ za 25
nmol primer. Mnozstvi 100 nmol sondy vystaci na statisice vzorkd, a proto
predstavuje jednorazovou investici pti zavedeni metodiky.

Pokud laboratof nedisponuje potfebnym vybavenim pro izolaci DNA
a gPCR, je nutné pocitat s pocateéni investici do pristroja:

Dalsi laboratorni vybaveni (pipety, centrifugy, homogenizatory,
chlazeni vzorkd): 100-400 tis. K&, gPCR pfistroj: 400—1.100 tis. K¢.
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Celkové pocatecni ndklady na zavedeni metodiky se pohybuiji pfiblizné
od 600 tis. K¢, pricemz nejsou zapocitany osobni naklady na personal laboratore
a pfipravu vzorkd.

5. 2. Odhad nakladtl na provedeni dle poctu vzorkii

NiZe je uveden vypocet ceny za jeden rostlinny vzorek zahrnujici izolaci DNA
a gPCR ve 3 technickych opakovanich reakce (Tabulka 9). Pouzity byly orientacni
ceny vychazejici z cenikl mistnich dodavatelU a interni kalkulace.

Tabulka 9: Souhrn naklad(l na izolaci DNA a gPCR pro 1 vzorek, 30 a 100
vzorkd. Kazdy vzorek je testovan ve 3 samostatnych reakcich (3x duplex gPCR)
a kazda reakce probihd ve 3 technickych opakovénich. Jednotka — 1 technické
opakovani 1 reakce.

oloska jednotka 1 vzorek 30 vzorkd | 100 vzorkd
P [K€] [KE] [KE] [KE]
;da'iz:i;s’”treb”' 10 10 300 1.000
izolace DNA
(QlAamp® PowerFecal® | 165 165 4.950 16.500
DNA Kit) a QC DNA
GPCR master mix 46,1 415 (3x3 reakci) | 12.450 41.500

(LightCycler Multiplex)
plast (zkumavky, Spicky) | 5 45 (3x3 reakci) | 1.350 4.500

pozitivni a negativni

reakce (izolace, gPCR) >11 >11 1.533 3.066
negativni technickd

kontrola 102 102 307 613
celkem 1.248 20.890 67.179
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5. 3. Ekonomicky pfinos

Rozsah ekonomického prinosu metodiky zavisi na konkrétnim zplsobu jejiho
vyuziti. Predpoklddd se zejména jeji aplikace pro cilenou Slechtitelskou
selekci nebo jako nastroj pro fenotypovou analyzu a genetické mapovani.
V nasledujicich pfipadech je ilustrovan vysoky potencial ekonomického efektu
této metodiky.

Selektivni Slechténi jetele lu¢niho s lepsi perzistenci

Ve standardnim agrotechnickém scénafi v pfihodnych klimatickych
podminkach CR je jetel luéni p&stovan na stanoviéti dva produkéni roky, béhem
nichz poskytuje 2—-3 seée s prmérnym vynosem kolem 8 t/ha suché hmoty.
Tretim rokem porosty obvykle ztraceji na vynosu, zejména kvili snizené vitalité
a zdravotnimu stavu rostlin. Vyuziti metodiky pfi selekci odolné, persistentni
odrlidy umozni prodlouZit plnou produkéni vykonnost porostu i do tretiho
roku, ¢imzZ se ziskd dodatecny vynos. Zavedeni odolnéjsich odrid pfinasi
dlouhodoby efekt ve stabilité a zvySeni vynosu porost(, protoZe odolné rostliny
Iépe vzdoruji chorobam a stresovym podminkam jiz od zaloZeni produkéniho
porostu. Tento efekt je zvlasté vyznamny u intenzivné péstovanych ploch, kde
stabilnéjSi vynosy snizuji riziko ekonomickych ztrdt a umozniuji efektivnéjsi
planovani produkce, ¢imz zvysuji ekonomickou efektivitu péstovani a prinaseji
pfimy financni prospéch péstiteltim.

Cilené fenotypovani pro mapovani genu rezistence

Metodika umozZnuje rychlé a robustni fenotypovani rlGznych genetickych
plvod( jetele, coZ zpfistupfiuje mapovani genl rezistence k sledovanym
patogenlim pomoci modernich genetickych pfistupd, jako jsou celogenomové
asociacni studie (GWAS) a QTL analyzy. Diky tomu lze identifikovat spolehlivé
genetické markery spojené s odolnosti a vyuzit je k selekci v ranych fazich
Slechtitelského procesu. Aplikace téchto marker( zkracuje dobu vyslechténi
nové odridy a umoziuje cilenou selekci rostlin s vysokou rezistenci, coz
minimalizuje ztraty zplsobené chorobami. Metodika je tedy nastrojem pro
presné a efektivni Slechténi a zkraceni Slechtitelského cyklu, coz umoznuje
rychlejsi zavedeni novych odrid do produkce. Pfimé ekonomické prinosy
zahrnuji snizeni ndklad( na naroéné fenotypové hodnoceni, zvyseni efektivity
prace a komeréni vyuZiti odrid s vysokou pridanou hodnotou prostfednictvim
licenci a odprodeje osiva. Stabilnéjsi vynosy a vyssi odolnost porostd snizuji
riziko ekonomickych ztrat pro péstitele, ¢imz zvySuji ekonomickou efektivitu
zavedeni novych odrid a dlouhodobou navratnost investic do Slechténi.
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