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I. Cil metodiky

Cilem navrhované metodiky je uvedeni kompletnich protokold k detekci nasledujicich
druhtt rodu Fusarium - F.avenaceum, F. culmorum, F. poae, F. graminearum,
F. pseudograminearum, F. sporotrichioides — pomoci multiplex PCR. Sekvence pouzitych
druhove¢ specifickych primeru jsou pievzaté z literatury a byly vybrany tak, aby bylo mozné je
vzajemné a libovolné kombinovat, coz umoznuje detekci jednoho nebo az vSech Sesti vyse
uvedenych druhit vjedné PCR reakci. Reakce jsou optimalizovany pro pouziti V bézné
laboratoti molekulérni biologie.

V metodice je nov¢ zavedena technika péstovani mikromycet ve formé povrchovych kultur
na celofanu. Tato technika je specidlné urcena pro néslednou izolaci DNA z houbového
mycelia. Technika péstovani povrchovych kultur na celofanu umozituje optimalni manipulaci
S napéstovanym myceliem, které se z celofanu snadno odstrani pomoci skalpelu, pficemz
nedochazi k nezadouci kontaminaci vzorku agarovym kultivaénim médiem nebo necistotami
z ptirozené¢ho substratu (z napadeného vzorku).

Il. Vlastni popis metodiky

Uvod

Onemocnéni obilnin, oznacované jako fuzariozy klasu, zpisobené komplexem druhti rodu
Fusarium je rozsifené v celé Evropé (Bottalico et Perrone, 2002). Fuzarioza klasu (Fusarium
head blight, scab) se projevuje predéasnym odumfienim klast nebo jejich zbélenim. Hlavnimi
hostiteli jsou pSenice, jecmen a kukufice. Toto onemocnéni je zvlaste vyznamné ve vlhkych
oblastech. V takovych ptipadech muze dojit k vyznacnym ztratam na vynosech zptuisobenych
sterilitou klaskidi a nedostatecné vyvinutymi obilkami. Je zndmo pfinejmenSim 17 druhl
tohoto rodu, které se podileji na vzniku fuzariéz, ale mezi nejCastéjsi a nejvyznamnéjsi patii
nasledujici druhy: F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. poae a Microdochium
nivale var. nivale a var. majus. V mensi mitfe se vyskytuji dalsi druhy rodu Fusarium napf.
F. tricinctum, F. equiseti, F. acuminatum, F. sambucinum a F. oxysporum (loos et al., 2004).
F. graminearum je hlavnim plivodcem fuzariéoz klasu zejména v teplejSich a sussich
oblastech, zatimco F. culmorum je dominantni v oblastech chladngjsich a vlhéich (Parry et al.,
1995). Na tizemi Ceské republiky za¢ina prevazovat F. graminearum oproti minulym letim,
kdy bylo dominantnim druhem F. culmorum (Chrpova et al. 2004, Ostry et al. 2004). Posledni
studie ukazuji zvySujici se zastoupeni druhu F. poae (RemeSova et al. 2006).

Jedna se o fakultativni nespecifické parazity, ktefi také mohou infikovat dalsi ¢asti rostlin

(Parry et al., 1995, Petrowski et al., 2003, Lemmmens et al., 2004). PoSkozeni klasii tedy
mize byt doprovazeno infekci kofend, listi nebo naslednym napadenim kli¢nich rostlin.
Naroky téchto patogeni na vyzivu nejsou specifické, jednd se o vSudypfitomné saprofyty.
Limitujicim faktorem pro pfechod do parazitické faze je obvykle vlhkost.
Skodlivost fuzariéz spo¢iva jednak v redukci vynosu, kterda mize dosahnout az 70%, ale
zejména ve schopnosti mnoha pivodct fuzarioz produkovat mykotoxiny (Bai et Shaner,
1994). Je znamo, ze fuzariové mykotoxiny mohou zptsobovat vazné zdravotni potize jak
u ¢loveéka, tak u hospodatskych zvitat. Nasledné dochazi k projeviim chronické nebo akutni
mykotoxikézy, napf. travici potize, poruchy plodnosti (Zabka et Jegorov, 2002).
Nejvyznamnéjsi fuzariové mykotoxiny jsou trichoteceny, zejména deoxynivalenol a nivalenol
a zearalenony. Ke tvorbé zdravi skodlivych toxint v zrnu dochazi zejména pii infekci druhy
F. graminearum a F. culmorum.



Piesnd detekce jednotlivych pivodel fuzariéz klasu a zejména stanoveni toxinogennich
kment je nezbytna jak pro pochopeni faktorti podilejicich se na rozvoji onemocnéni
a akumulaci toxinu, tak z hlediska ochrany rostlin i zdravi konzumentd.

Mykologické urceni jednotlivych druhii je dosti obtizné a relativné ¢asové narocné, proto
doslo v posledni dob¢ k rozvoji metod zalozenych na PCR reakci. V soucasnosti jsou znamy
druhové specifické primery pro mnoho druhti rodu Fusarium napi. pro F. avenaceum
(Doohan et al., 1998, Turner et al., 1998), F. culmorum aF. graminearum (Nicholson et
al.,1998), F. poae (Parry et Nicholson, 1996), F. pseudograminearum (Aoki et O Donnell,
1999) a F. sporotrichioides (Demeke et al., 2004).

Efektivnéj$i metodou je pouziti tzv. multiplex PCR tj. PCR reakce, kterd diky ptitomnosti
nékolika primerovych parG umoziluje detekci vice druht souCasné. Rutinné je mozné
detekovat soucasné 2 — 14 lokust. Nutnosti ovSem je zajistit, aby se amplifikované produkty
dostatecné lisily ve svych délkach a bylo je tak mozno bez problému rozlisit na agarézovém
gelu. Neméné dilezitym predpokladem k GspéSnému pouziti multiplex PCR je pecliva
optimalizace reakénich podminek, zejména zajisténi vhodné annealingové teploty
a koncentrace jednotlivych primerti. Problémem mohou byt také nespecifické produkty, které
se amplifikuji spole¢né s pozadovanymi fragmenty a mohou zkreslovat vysledek reakce.
Nicméné pti vhodné optimalizaci dochazi ke znatelné uspoie ¢asu i materialu.

Podstata metodiky

Metodika popisuje inovativni pfistup pro rychlou a efektivni detekci nasledujicich
patogennich druhti rodu Fusarium: F. avenaceum, F. culmorum, F. poae, F. graminearum,
F. pseudograminearum a F. sporotrichioides. Jedna se o spojeni nového piistupu PCR
detekce a nové techniky péstovani mikromycet, specidlné uréené pro naslednou izolaci
houbové DNA.

Napadené klasy nebo zrna se omyji ponofenim do 3-5% roztoku NaClO na 2-3 minuty. Tim
je vzorek zbaven povrchovych necistot a sekundarnich kontaminaci, které by mohly byt
problematické pii dal§im zpracovani vzorkil a samotné detekci. Takto pfipravené vzorky se
posléze promyji ve sterilni destilované vod¢ za ticelem ziskani suspenze spor ¢i mycelidrnich
fragmentl. Takto ziskand suspenze se néasledné jednoduSe rozette po povrchu piipravené¢ho
celofanu prekryvajiciho agarovou zivnou pidu na Petriho misce.

Pomoci skalpelu se narostlé mycelium odebere do plastovych 2ml mikrozkumavek (3x
kazdy vzorek), které se vlozi do tekutého dusiku, aby doslo k okamzitému zmrazeni. Vzorky
se uchovavaji v hlubokomrazicim boxu pii teploté -80°C.

DNA se z bun¢k houbového mycelia extrahuje mechanickym rozruSenim pletiv a naslednou
separaci od ostatnich slozek, zejména od proteint, polysacharidli a barviv. Pisobenim
cetrimoniumbromidu (CTAB) dochazi za ptitomnosti chloridu sodného k vytvofeni ve vodé
rozpustného komplexu CTAB-DNA. Ten se od proteint a sacharidi oddéli pisobenim smési
chloroformu a isoamylalkoholu a je vyvazan do vodné faze. DNA se poté z vodné faze
vysrazi pomoci absolutniho etanolu a zbytky chloridu sodného a CTAB jsou odstranény 70%
roztokem etanolu. Peletky DNA se rozpusti v pufru TE, tj. velmi zftedéném roztoku Tris (tris-
hydroxymethyl) aminomethan a EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova). Tris upravuje pH
roztoku a EDTA ptisobi jako chelacni ¢inidlo a vyvazuje Mg2+ ionty, a tim inhibuje ¢innost
nukledz, enzymi Stépicich DNA.

Piblizna koncentrace izolované DNA se stanovi pomoci fluorescence pod UV lampou na
agarozovém gelu s ethidiumbromidem, ktery se vaze na DNA. Fluorescence vyvolana UV
zafenim plisobicim na vazany ethidiumbromid je imérna mnozstvi DNA. Mira fluorescence



vzorku DNA se porovnava s fluorescenci fragmentii o znam¢ koncentraci u markeru Lambda
DNA/HindlIIl.

Principem reakce PCR je amplifikace useku DNA s parem druhové specifickych primeri
(forward a revers). Nejprve dochazi vlivem vysoké teploty k denaturaci dvousroubovice
DNA, poté se podle principu komplementarity na pfislusné sekvence DNA navazou primery.
Vysledkem reakce je mnohonasobné zmnozZeni iseku DNA oznaeném na obou koncich
pouzitymi primery. Produkt PCR reakce se detekuje na agar6zovém gelu pod UV lampou po
obarveni ethidiumbromidem, ktery se piidava do gelu pfi jeho piipraveé. V ptipadé multiplex
PCR jsou do reakéni smési pridany druhové specifické primery pro vice druhi a to umoziuje
detekci nékolika druhli soucasné.

V piipad¢ negativniho vysledku PCR pro vSechny testované (vySe uvedené) druhy,
metodika nabizi moznost klasického postupu detekce na zakladé morfologickych znaki
véetné doporucené urcovaci literatury.

Technické vybaveni pro mykologickou praci a pfipravu vzorki:

Petriho misky (sklenéné, plastové)

celofanova folie (kruhové vyfezy 9 cm v prameéru)
ockovaci mikrobiologické klicky

kahan

sterilni o¢kovaci box

laboratorni sklo (na oplach vzorkl a tvorbu suspenze)
kultivaéni termostat (optimum 23°C)

binokulédrni lupa, svételny mikroskop (Olympus BX 51)

Chemikalie potiebné pro mykologickou praci a pripravu vzorku:

e 3-5% vodny roztok NaCIO
sterilni destilovana voda

e agarova kultivacni a determina¢ni média (Oxoid, Hi-media nebo vlastni vyroba podle
uvedené literatury):

Bramboro-dextrozovy agar - PDA (Booth 1971):

brambory 200g
dextréza 159
agar 209

destilovana voda 1000ml

Ovesny agar - OA (Samson et al. 1996):
ovesné vlocky 30g

agar 15¢g

destilovana voda 1000ml

Specilni zivny agar - SNA (Nirenberg 1976):

KH>PO4 1g
KNO3; 19
MgSQO,. 7 H,0O 0,5¢
KCI 0,59
glukoza 0,29

sachar6za 0,29



agar 20g
destilovani voda 1000ml

Vybaveni nutné pro uchovani odebraného mycelia a naslednou izolaci DNA:
hlubokomrazici box -80°C

tekuty dusik

homogenizator QIAGEN a karbidové kulicky

centrifuga s otackami min. 11 000 ota¢ek/min. s rotorem na plastové mikrozkumavky
0 objemu 2ml

vodni lazen nebo teplotni blok

vortex

vybaveni na horizontalni elektroforézu

transluminator

fotodokumentaéni zatizeni

automatické pipety a Spicky

2 ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf)

Roztoky a chemikalie potiebné k izolaci DNA metodou CTAB:
Extrak¢ni puft:

0,35M sorbitol 35ml 1M roztoku
0,1M Tris (Tris[hydroxymethyl] aminomethan) ~ 10ml 1M roztoku Tris pH8
5mM EDTA 1ml 0,5M roztoku EDTA pH8
H,0 doplnit do 100ml

5% roztok sarkosylu
N-lauroyl-sarcosine (Sigma) 5g
H,O 100ml

2% CTAB (lyzujici pufr)
CTAB (Sigma Aldrich) 2g do 20ml H,O

0,2 M Tris (Serva) 20ml 1M roztoku pH8
50mM EDTA (Serva) 10ml 0,5M roztoku pH8
2M NaCl (Serva) 40ml 5M roztoku

H,0 doplnit do 100ml

5% CTAB

CTAB (Sigma Aldrich) 59 CTAB do 20ml H,0
0,2 M Tris (Serva) 20ml 1M roztoku pH8
50mM EDTA (Serva) 10ml 0,5M roztoku pH8
2M NacCl (Serva) 40ml 5M roztoku

H,0 doplnit do 100ml

TE pufr

10mM Tris (Serva) 2,5ml 1M roztoku pH8
1mM EDTA (Serva) 0,5ml 0,5M roztoku pH8
H,0 doplnit do 250ml

0.8% agar6ézovy gel (cca 50 vzorki)
Agaroza (Serva) 0,969
IXTAE pufr 120ml




Ethidiumbromid 10mg/ml roztok (Sigma-Aldrich) 1ul

1x TAE pufr
TRIS (Serva) 2429 do 300ml H,O
EDTA (Serva) 100ml 0,5M roztoku pH8
ledova CH3COOH (Sigma-Aldrich) 57,1ml 0,5M roztoku
H,0 doplnit do 1000ml
e 5M NaCl
e Absolutni etanol (Serva) — vymrazeny na -20°C
e 70% roztok etanolu (Serva)
e Sm¢és chloroform (Serva): izoamylalkohol (Lachema Brno) 24:1
e RNaza
e Velikostni standard A HindIII (Fermentas), v¢etné loading buffer

Vybaveni a chemikalie potfebné k determinaci druht rodu Fusarium pomoci metody
PCR:
e Druhové specifické primery (syntéza firmou Applera podle sekvenci popsanych
v uvedenych publikacich) viz tabulka 1.
dNTP (Invitrogen)
Qiagen polymeréza vcetné pufru a MgCl,
H,O (Sigma Aldrich)
Velikostni standard 100bp DNA Ladder (Fermentas), véetné loading buffer
PCR plastové zkumavky — stripy + vicka nebo PCR desticky + vicka
Automatické pipety a Spicky
Termocykler (UNO II, Biometra)
Minicentrifuga
Vybaveni na horizontalni elektroforézu
Transluminétor
Fotodokumentac¢ni zatizeni

2% Agarozovy gel

Agardza (Serva) 2,49
IXTAE pufr 120ml
Ethidiumbromid 10mg/ml roztok (Sigma-Aldrich) Tul
Tabulka 1.
Druh r. Fusarium Ozpace?l Sekvence primert (5°- 3") Citace
primeru
CAAGCATTGTCG CCACTCTC
F. avenaceum Fa GTTTGG CTCTACCGG GACTG Doohan et al. 1998
ATG GTG AAC TCG TGG C
F. culmorum FCO1 CCC TTC TTA CGC CAA TCT CG | Nicholson et al. 1998
CTC CGG ATATGT TGC GTC AA
F graminearum Fgl6 GGT AGG TAT CCG ACA TGG CAA | Nicholson et al. 1998
CAA GCA AAC AGGCTC TTC ACC | Parry et Nicholson
F. poae FP82 TGT TCCACCTCAGTGACAGGTT 1996
AAA AGC CCAAATTGC TGA TG
F. sporotrichioides AF330109C TGG CAT GTT CAT TGT CACCT Demeke et al. 2004
CGG GGT AGT TTCACATTT CYG | Aoki et O'Donnell
F. pseudograminearum FP1 GAG AAT GTG ATG ASG ACA ATA 1999




Postup

1. O¢isténi a priprava vzorku

Napadené vzorky se nejprve povrchové odisti ponofenim do 3-5% roztoku NaClO.
V tomto roztoku se vzorek mirné promichava po dobu 2-3 minut. Poté se vzorek vyjme
a oplachne ve sterilni destilované vod¢ pro odstranéni zbytkt roztoku. Tento krok slouzi
k odstranéni povrchovych necistot.

2. Priprava inokula¢ni suspenze patogena (nebo smési patogenti)

Omyty vzorek se vlozi do sterilni zkumavky, sterilni plastové mikrozkumavky nebo
sterilni banky (dle rozméri vzorku) se sterilni destilovanou vodou. Celkovy objem sterilni
destilované vody je zavisly na konkrétnim vzorku, jeho velikosti a stupni napadeni. Pro
ptipravu ockovaci suspenze z malych vzorkl (napadené zrno v mikrozkumavce, zkumavce) je
optimalni pouziti vortexu. Na vétsi vzorky (napadené klasy v barce) je vhodné pouzit
laboratorni tfepacku. Vzorek se 1-3 minuty vortexuje (dle stupné napadeni). V ptipad¢ tiepani
vétsich vzorki v bankach na tiepacce se doporucuje téepat 10-20 minut (dle stupné napadeni).

3. Priprava sterilniho celofanu

Kruhové celofanové vysece (9 cm, dle velikosti Petriho misky) je nejlépe samostatné
umistit do sklenénych Petriho misek. Pro lepsi sterilizaci a pozd€j$i manipulaci pii kladeni na
povrch agaru se celofan zalije nejlépe pomoci stficky destilovanou vodou a to tak, aby doslo
k celkovému pokryti celofanové vysece. Sklenéné misky S celofanem se nasledné vlozi to
autoklavu. Sterilni celofan se pfipravi sterilizaci v autoklédvu pfi teplot¢ 120°C po dobu 20
minut. Po sterilizaci a vychladnuti je celofan pfipraven pro aplikaci na povrch agaru.

4. Priprava Petriho misek s celofanovou folii

Petriho misky se po naliti kultiva¢niho média (PDA) nechaji pozvolna vychladnout. Na
povrch ztuhlého kultiva¢niho média se ve sterilnich podminkach (sterilni o¢kovna, ockovaci
box) polozi vysterilizované kruhové vysece celofanové folie pomoci sterilni pinzety. Po
pfilnuti celofanu na povrch kultivaéniho media je miska pfipravena na naslednou inokulaci.

Obr. fanem
Obr. 2: VloZeni celofanové folie na PDA mediu
Obr. 3: Petriho miska s kultivaénim médiem a celofanovou folii ptipravena k inokulaci

5. Inokulace Petriho misek a kultivace

Ziskana inokula¢ni suspenze ze vzorku se rozetie ockovaci klickou po povrchu
pfipravenych Petriho misek s PDA prekrytym celofanovou folii a vlozi do termostatu.
Kultivace probiha po dobu 4 — 7 dni pii teploté 23°C. Optimalni objem rozetiené suspenze se
pohybuje v rozmezi 50-100ul na povrch Petriho misky.



Obr. 4: Ptiprava ockovaci suspenze z malého vzorku
Obr. 5: Ptiprava oc¢kovaci suspenze z vétSich vzorki
Obr. 6: Inokulace suspenze na celofanovy povrch
Obr. 7: Naockovany celofan po 7 dnech kultivace

6. Ziskani mycelia pro extrakci DNA

Narostlé mycelium na celofanové folii se seSkrabne pomoci sterilniho skalpelu nebo
sterilni klicky a vlozi se do 2ml mikrozkumavky (mnozstvi odebiraného mycelia ptiblizné
1%2 cm, viz obr. 8 — 11). Pokud nenasleduje bezprostiedni extrakce DNA, mikrozkumavky
s myceliem se vlozi do tekutého dusiku a posléze se uchovavaji v hlubokomrazicim boxu pti
teploté -80°C.

Obr 8 — 11: Seskrabnuti narostleho myceha do plastovych mikrozkumavek

7. Extrakce DNA

Do 2ml mikrozkumavek s myceliem se pfida 400ul extrakéniho pufru (jedna-li se
0 zamrazené vzorky je potfeba postupovat rychle, aby nedoslo k rozmrznuti mycelia). Do
kazd¢ zkumavky se vlozi jedna karbidova kulicka a vzorky se nechaji tfepat
Vv homogenizatoru po dobu 2 minut pii frekvenci 30Hz. Poté se vzorky promichaji na vortexu,
ptida se k nim 400ul 2% CTAB a 200ul 5% roztoku sarkosylu. Opét se vortexuji a nechaji
inkubovat ve vodni lazni pii teploté 60°C po dobu 30 minut. Poté je smés ochlazena na
laboratorni teplotu.

Ke smési se ptida 1x objem chloroform:isoamylalkohol (v poméru 24:1). Po 10 minutach
tiepani v ruce jsou vzorky centrifugovany pii maximalnich otackach dal§ich 10 minut. Vodna
faze se po dokonceni centrifugace odebere do nové mikrozkumavky.

Ke vzorkim se pfida 400ul 5M roztoku NaCl a 100ul 5% roztoku CTAB, ktery musi byt
predehiaty na 60°C a nechaji se inkubovat 10 minut pfi laboratorni teploté.

Po inkubaci se opét pfida 1% objem chloroform:isoamylalkohol a po 10 minutach tfepani
v ruce se vzorky centrifuguji pfi maximalnich otackach 10 minut. Vodna faze se odebere
a cely krok se jesté jednou zopakuje.

K ziskanému roztoku se pfida 1ml vymrazeného absolutniho etanolu a po lehkém
promichani se vzorky inkubuji Vv lednici pti 4°C po dobu 10 — 15 minut. Po inkubaci se
vzorky centrifuguji pfi maximalnich otackach po dobu 7 minut. Supernatant se odstrani



a k peletce DNA se ptida 500ul 70% etanolu a takto pfipravené vzorky jsou inkubovany
v lednici alespon 1 hodinu pfi teploté +4°C.

Poté se vzorky opét centrifuguji pfi maximalnich ota¢kach po dobu 5 minut, supernatant se
odstrani a znovu se prida 500ul 70% etanolu. Opét nasleduje inkubace 30 — 60 minut pti
teplote 4°C.

Po dalsi centrifugaci pfi maximalnich ota¢kach po dobu 5 minut je odstranén supernatant
a zbytky etanolu se vysusi pomoci vakuové odparky (dokud peletka DNA neskace pti poklepu
na uzavienou ependorfku). DNA se necha rozpustit v odpovidajicim mnozstvi TE pufru (100
—200ul) pti teploté +4°C, nejlépe pies noc.

K roztoku DNA se piida 20ul roztoku RNazy (20mg/ml) a vzorky se inkubuji po dobu 10
minut pfi teploté 37°C.

Kvalita a koncentrace DNA se ovéiuje na 0,8% agar6zovém gelu. K 1ul DNA se piida 8ul
H,0 a 2ul loading pufru. Smés se nanese na gel a po 30 — 40 minut elektroforézy je DNA
vizualizovana ethidiumbromidem pod UV lampou. Koncentrace DNA se odhaduje srovnanim
s velikostnim standardem A Hind III (6pul). Vzorky se natedi na pracovni koncentraci 50ng/pl.

8. Determinace druhii rodu Fusarium na zakladé DNA markera pomoci metody PCR

Do PCR zkumavek nebo desticek je napipetovana reakéni smés. Nejprve se piipravi
mastermix do zvlastni zkumavky, rozpipetuje se do jednotlivych PCR zkumavek nebo
desticek a nakonec se piida 1l roztoku DNA o koncentraci 50ng/pl.

Reakéni smés — druhové specifickd PCR k detekci jednotlivych druh:
Primer mix — forward a revers primer (5uM) 1,5ul

dNTP (2,5mM) 2ul
pufr Qiagen (10x%) 2,5ul
MgCl;, (156mM) 1,5ul
Taq polymeraza Qiagen (5U/1pul) 0,2ul
H,0O 16,3ul
Templatova DNA Tl
Celkovy reakéni objem 25ul

Reakéni smés — druhové specificka multiplex PCR k detekci dvou - Sesti druhti r. Fusarium
soucasng¢:

Primer mix forward a revers primer (5uM) pro kazdy L,Sul* / Tul**

detekovany druh

dNTP (2,5mM) 2ul

pufr Qiagen (10%) 2,5ul

MgCl, (15mM) 1,5ul

Taq polymeraza Qiagen (5U/1pl) 0,2ul

H,O Doplnit do
24ul

Templatova DNA 1ul

Celkovy reak¢ni objem 25ul

* mnozstvi primert pro druhy: F. avenaceum, F. culmorum, F. pseudograminearum,
F. sporotrichioides
** mnozstvi primert pro druhy: F. poae, F. graminearum

Reakce probiha v termocykleru v nasledujicich reakénich podminkach:
1 cyklus: 95°C — 5 min.



35 cyklu: 95°C - 30s.

60°C — 30 s.

72°C - 40s.
Kone¢na extense: 72°C —5 min.

10°C — 24 h.

Velikost produktti PCR reakce pro jednotlivé druhy rodu Fusarium je uvedena na obr. 12.
K produktim PCR se piida 3ul nanaSeciho pufru (loading buffer) a po promichani se nanese
12ul smési na 2% agardzovy gel spolu s 6ul délkovym standardem 100bp DNA Ladder
(Fermentas). Separace probiha elektroforézou cca 1,5 hodiny pii 50V (delsi ¢as je vhodné&jsi
pti multiplex PCR, aby doslo k dobrému rozliseni vSech produktt). Vizualizace a detekce se
provadi pod UV lampou po pfidani ethidiumbromidu. Pfitomnost produktu amplifikace
pozadované délky znaci prislusnost k testovanému druhu.

Druhova specifita pouzitych primerti byla vybrana na zakladé publikovanych vysledkt
vySe uvedenych autorti (tab. 1) a jejich spolehlivost a specifita byla ovéiena na mykologicky
ur¢enych druzich rodu Fusarium, které lze v nasich podminkach povazovat za nejcastéjsi
puvodce fuzariéz klasu pSenice tj. F. avenaceum, F. acuminatum, F. culmorum,
F. graminearum, F. equiseti, F. poae, F. pseudograminearum a F. sporotrichioides.

(O]J] WA Obr. 12: Multiplex PCR

100bp DNA ladder,

1-F. avenaceum,

2 —F. culmorum,

3 - F. graminearum,

4 —F. poae,

5 — F. pseudograminearum,
6 — F. sporotrichioides,

7 —voda

9. Determinace klasickymi mykologickymi metodami v pripadé negativniho vysledku
PCR

V piipadée negativniho vysledku PCR se v§emi uvedenymi druhovée specifickymi primery se
doporucuje k determinaci pouzit tradi¢ni mykologické metody pomoci morfologickych znakt
(viz literatura pro morfologické uréovani druhti rodu Fusarium).

Pro klasickou mykologickou druhovou determinaci fuzarii je vhodné napéstovat houby na
ovesném agaru (OA) nebo bramboro-dextrozovém agaru (PDA) pro pozorovani
makroskopickych znakl kolonii a napf. na specidlné Zivném agaru (SNA) pro pozorovani
mikroskopickych znaki. Doporucené kultiva¢ni podminky jsou 24°C a stiidani tzv. “black
light“ a tmy ve 12 hodinovych intervalech.

Z makroskopickych znakli se hodnoti ristova rychlost kolonie, zbarveni kolonie a zbarveni
spodni strany kolonie. Z mikroskopickych znakli se hodnoti tvar a velikost konidii a fialid
(monofialidy, polyfialidy). U mikrokonidii je dulezity tvar (kulaty, citronkovity, ovalny,
hruskovity, s papilou), velikost a zpiisob jejich tvorby — Vv fetizcich nebo ve shlucich.
U makrokonidii je dilezity tvar konidii (vietenovity, rovny, silné zaktiveny) velikost konidii
a tvar apikalni a bazélni bunky. Dal$im znakem je vyskyt chlamydospor.



1. Srovnani novosti postupt

Predlozena metodika shrnuje kompletni protokoly s publikovanymi druhové specifickymi
primery, umoziujici spolehlivou detekci vybranych druhti rodu Fusarium v multiplex PCR
reakci. Pfestoze z literatury jsou znamy sekvence K detekci mnohych druhti rodu Fusarium,
problémem nékterych publikovanych metod mitze byt ne vzdy spolehlivé rozliSeni
jednotlivych druhti nebo nutnost zdlouhavé optimalizace reakce pro podminky konkrétni
laboratofe. Rovnéz jsou V literatufe znamy multiplex PCR reakce k detekci druhd rodu
Fusarium, Zzadna zpraci vSak nepopisuje soucasnou detekci nasledujicich druht:
F.avenaceum, F. culmorum, F. poae, F. graminearum, F. pseudograminearum,
F. sporotrichioides — Sriznymi moznostmi vzajemné kombinace druhové specifickych
primerd, coz umoziuje detekci 2 az 6 druhti, podle vlastniho vybéru.

Metodika dale novym pfistupem kultivace hub na celofanech vede k vyssi efektivité
a uspésnosti detekce. Diky permeabilité celofanového podkladu muize houbové mycelium
pfirozené riust a Cerpat ziviny z zivné pudy. Vysledkem je tudiz pfirozené Cist¢ a rychle
napéstované mycelium, prakticky bez kontaktu sagarovym zivnym médiem. Jiz ve fazi
samotné ptipravy vzorkt, dochazi ke zjednoduSeni manipulace s myceliem. Oproti
klasickému zpusobu kultivace pfimo na agarovém kultivaénim médiu odpada nesnadné
a zdlouhavé odd€lovani houbového mycelia od kultivatniho média a predevsim
pravdépodobnost kontaminace vzorku Zivnym médiem je pifi spravném dodrzeni postupu
minimalni. Houbové mycelium je jednoduchym zptsobem lehce oddélitelné od celofanového
podkladu a mize byt pifimo pieneseno do mikrozkumavek.

IV.  Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je uréena pro studenty Ceské zemé&d&lské univerzity, piipadné dalsich univerzit,
zabyvajicich se studiem mikromycet rodu Fusarium. Jsou zde uvedeny podrobné pracovni
protokoly umoznujici detekci Sesti druhti rodu Fusarium pomoci multiplex PCR reakce
v bézné laboratofi molekularni biologie véetné jejich kultivace.
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Priloha

Fusarium culmorum, OA, 7 dni (2 ukazkové kmeny)

Fusarium graminearum, OA, 7 dni (2 ukazkové kmeny)



Fusarium avenaceum, OA, 7 dni Fusarium avenaceum, OA, 14 dni

Fusarium sporotrichioides, OA, 7 dni (2 ukazkové kmeny)



Fusarium pseudograminearum, OA, 14 dni Fusarium poae, OA, 7 dni

Fusarium culmorum, makrokonidie, Fusarium poae, monofialidy s mikrokonidiemi,
OA, 7 dni OA, 7 dni



Symptomy napadeni houbami rodu Fusarium na klasech psenice
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